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1. Einleitung

1.1. Cytokinine

Cytokinine sind Phytohormone, die urspriinglich aufgrund ihrer Fahigkeit, die Zellteilung und Organo-
genese in Embryo- und Kalluskulturen anzuregen, entdeckt wurden (Van Overbeek et al., 1941; Miller et
al., 1955). Seither wurde eine Vielzahl an Cytokininen aus diversen Pflanzenspezies isoliert und auf ihre
biologischen Aktivitaten hin untersucht (Mok & Mok, 2001). Bis heute wurden zahlreiche Aspekte der
pflanzlichen Entwicklung aufgedeckt, bei denen Cytokinine eine prominente Rolle spielen, dazu gehéren
Entwicklung und Wachstum von Spross- und Wurzelorganen, Photomorphogenese, Apikaldominanz,
Phyllotaxis, Nahrstoffaufnahme, sink-source-Beziehungen und Blattseneszenz (Werner & Schmiilling,
2009; Hwang et al., 2012; Kieber & Schaller, 2014). AuBerdem Gbernehmen Cytokinine wichtige Funktio-
nen bei der pflanzlichen Interaktion mit biotischen und abiotischen Faktoren (Ha et al., 2012; O'Brien &
Benkova, 2013; Zwack & Rashotte, 2015). Viele der von Cytokininen beeinflussten Prozesse werden im
Zusammenspiel mit anderen Phytohormonen kontrolliert, vor allem Auxin (Vanstraelen & Benkov3,
2012; O'Brien & Benkova, 2013; Schaller et al., 2015; Shigenaga & Argueso, 2016).

Chemisch gesehen sind Cytokinine eine Gruppe natiirlich vorkommender N°-substituierter Adenin-
derivate. Am haufigsten sind Cytokinine mit Isoprenoid-Seitenketten, es existieren aber auch Cytokinine
mit aromatischen Substituenten. Weit verbreitete bioaktive Cytokinine des Isoprenoidtyps sind
NC-Isopentenyladenin (iP), trans-Zeatin (tZ), cis-Zeatin (cZ) und Dihydrozeatin (DHZ), wobei die Abundanz
und Wichtigkeit dieser Formen nicht nur von der Pflanzenspezies, sondern auch vom Gewebe und
Entwicklungsstadium abhangen. In Arabidosis stellen iP- und tZ-Formen den GroRteil der Cytokinine, in
anderen Pflanzenspezies wie Kichererbse, Mais und Reis konnten aber auch grofSe Anteile von cZ-Meta-
boliten nachgewiesen werden (Sakakibara, 2006). Im Gegensatz zu tZ zeigen ¢Z und DHZ nur geringe
Cytokininaktivitat (Spichal et al., 2004; Romanov et al., 2006; Heyl et al., 2012) und lber ihre Funktionen
in der Pflanze gibt es bisher nur wenige Informationen. Aromatische Cytokinine wurden zwar in diversen
Pflanzenspezies nachgewiesen und zeigen eine starke Aktivitat (z. B. Benzyladenin), allerdings ist tber
ihre Biosynthese- und Abbauwege sowie ihre biologische Relevanz bisher nur wenig bekannt

(Sakakibara, 2006; Werner et al., 2006; Plihalova et al., 2016).

1.1.1. Der Cytokininmetabolismus

Die bioaktiven Cytokininformen machen in der Pflanze nur einen geringen Anteil der Cytokiningesamt-
menge aus, in Arabidopsis liegt die endogene Konzentration der freien Basen bei etwa 0,7-2,5 nM

(Kieber & Schaller, 2014). Die entsprechenden Nukleotide, Riboside und Glucoside stellen den Grofteil
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der pflanzlichen Cytokininmetabolite dar. Neben der metabolischen Umwandlung und Modifizierung

wird die Cytokininhomeostase auch durch de-novo-Synthese und durch Abbauprozesse reguliert.

1.1.1.1. Die Cytokininbiosynthese

Bislang sind zwei Wege der Cytokininbiosynthese bekannt, die beide auf der N-Prenylierung eines
Adeninrestes basieren. Als Substrate fiir die Reaktion dienen entweder tRNAs oder Adenosin-5‘-phos-
phate (AMP, ADP oder ATP). In Arabidopsis fungiert vor allem Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) als
Prenyldonor, das lber den Mevalonatweg (MVA-Weg) im Cytosol oder den Methylerythritolphosphat-
weg (MEP-Weg) in den Plastiden bereitgestellt wird, aber auch die Nutzung des MEP-Weg-Intermediates
Hydroxymethylbutenyldiphosphat (HMBDP) wird diskutiert (Sakakibara, 2006).

Die Ubertragung der Prenylgruppe auf die N°-Aminogruppe des Adeninrestes wird durch
Isopentenyltransferasen (IPTs) katalysiert, welche in Arabidopsis eine Genfamilie aus neun Mitgliedern
bilden (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001a). IPT2 und IPT9 sind tRNA-IPTs, deren Aktivitdt zur Bildung
von ¢Z fuhrt (Miyawaki et al., 2006). Eine Umwandlung in die trans-Konfiguration findet kaum statt
(Gajdosova et al., 2011), sodass das in Arabidopsis vorherrschende tZ in erster Linie Gber den zweiten
Weg (Abb. 1A) synthetisiert wird. Biochemische Studien legen nahe, dass pflanzliche IPTs hauptsachlich
ADP oder ATP und kaum AMP als Prenylakzeptoren nutzen; die Aktivitat von IPT1 und IPT3-8 fiihrt also
in erster Linie zur Bildung von Isopentenylribosid-5‘-biphosphat und -triphosphat (iPRDP und iPRTP)
(Kakimoto, 2001; Takei et al., 2003; Sakano et al.,, 2004). Durch Hydroxylierung der Isoprenoid-
seitenkette durch die Cytochrom-P450-Monooxygenasen CYP735A1 und CYP735A2 entstehen die
entsprechenden tZ-Nukleotide (Takei et al., 2004a).

IPT1, IPT3, IPT5 und IPT8 sind im Chloroplasten lokalisiert, was darauf hindeutet, dass ein Grofteil der
Cytokininbiosynthese in Plastiden stattfindet und die Gibertragene Isopentenylgruppe in erster Linie aus
dem MEP-Weg stammt (Kasahara et al., 2004). In Abhangigkeit einer Farnesylierung kann IPT3 auch im
Cytosol oder im Kern vorkommen (Galichet et al., 2008). IPT2 und IPT4 sind im Cytosol lokalisiert, IPT7 in
den Mitochondrien (Kasahara et al., 2004).

In Arabidopsis ermoglichen die gewebe- und organspezifischen Expressionsmuster der /IPT-Gene die
Cytokininproduktion fast Gberall in der Pflanze (Miyawaki et al., 2004; Takei et al., 2004b). Von den
ATP/ADP-IPTs, die den GroRteil der pflanzlichen Cytokininmetabolite produzieren, sind wahrend der
vegetativen Phase vor allem IPT1, IPT3, IPT5 und IPT7 exprimiert, wahrend IPT4, IPT6 und IPT8 in erster
Linie in reproduktiven Organen aktiv sind (Miyawaki et al., 2004). Die Untersuchung von Doppel- und
Mehrfachmutanten lieB eine starke funktionelle Redundanz der IPT-Gene erkennen. Starke phano-

typische Auswirkungen konnten nur bei Mehrfachmutanten beobachtet werden, in denen mindestens
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die IPT-Gene IPT3, IPT5 und IPT7 ausgeschaltet sind, was ein verringertes Spross- und ein verstarktes

Wurzelwachstum zur Folge hat (Miyawaki et al., 2006).
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Abb. 1: Cytokininbiosynthese und -signaltransduktion. (A) Vereinfachte Darstellung der Biosynthese von iP- und
tZ-Cytokininen; Beschreibung s. Text; modifiziert nach Kieber & Schaller (2014). (B) Schematische Darstellung der
Cytokininsignaltransduktion in Arabidopsis; Beschreibung s. Text; modifiziert nach EI-Showk et al. (2013).

Abkirzungen: ADP/ATP = Adenosin-5‘-diphosphat/-triphosphat, D = Aspartatrest, DMAPP = Dimethylallyldiphos-

phat, IPT = Isopentenyltransferase, iP-/tZRDP = Isopentenyl-/trans-Zeatinribosid-5'-biphosphat, iP-/tZRTP = iP-/tZ-
ribosid-5‘-triphosphat, H = Histidinrest, MEP = Methylerythritolphosphat, MVA = Mevalonat, P =Phosphoryl-
gruppe.

Die biologisch aktiven Cytokininnukleobasen entstehen durch die Aktivitdt der LONELY-GUY(LOG)-
Enzyme, Phosphoribohydrolasen, die in einem einzigen Schritt die Phosphoribose der Ribosid-5‘-
monophosphate (RMPs) entfernen (Kurakawa et al., 2007; Kuroha et al., 2009; Tokunaga et al., 2012).
Da die LOG-Enzyme nur RMPs als Substrat nutzen konnen (Kurakawa et al., 2007), werden die RDPs und
RTPs wahrscheinlich zunachst von Phosphatasen dephosphoryliert (Frébort et al., 2011). In Arabidopsis
kodieren sieben Gene (LOG1-LOG5, LOG7 und LOGS) fiir funktionelle Proteine, die alle im Cytosol und im
Kern lokalisiert sind. Hinsichtlich der Isoprenoidcytokinine zeigen die LOG-Enzyme die hdchste
Substrataffinitat zu DHZ-RMP, gefolgt von iP-RMP, tZ-RMP und cZ-RMP (Kuroha et al., 2009).

Die z.T. spezifischen, z. T. Uberlappenden Expressionsdomanen der LOG-Gene gewdhrleisten eine

ubiquitdre Aktivitat der Enzyme in der Pflanze (Kuroha et al., 2009). Der Ausfall mehrerer LOG-Gene
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flhrt zu schwerwiegenden Wachstumsdefekten von Spross und Wurzel, die wahrscheinlich auf die stark
verkleinerten Apikalmeristeme zurilickzufiihren sind (Tokunaga et al., 2012). LOG4 und LOG7 sind im
Sprossapikalmeristem (SAM) und in reproduktiven Meristemen exprimiert, wobei LOG4 in der L1-Schicht
und LOG7 in einer begrenzten Region im oberen Teil des Meristems sowie in sich entwickelnden

Primordien aktiv ist (Yadav et al., 2009; Chickarmane et al., 2012; Gruel et al., 2016).

1.1.1.2. Der Cytokininabbau

Der Cytokininabbau erfolgt durch Cytokininoxidasen/-dehydrogenasen (CKX), die die irreversible Ab-
spaltung der Isoprenoidseitenkette vom Adeninring katalysieren, sodass ein Adenin bzw. Adenosin und
das Seitenkettenaldehyd entstehen (Brownlee et al., 1975; McGaw & Horgan, 1983). Die CKX-Enzyme
sind Oxidoreduktasen, die als Co-Faktor ein kovalent gebundenes Flavinadenindinukleotid (FAD) nutzen
(Bilyeu et al., 2001).

Das Arabidopsis-Genom enthilt sieben CKX-Gene, die wahrend verschiedener Entwicklungsstadien und
vor allem in teilungsaktiven Geweben aktiv sind (Bilyeu et al., 2001; Werner et al., 2003). CKX-Gene sind
unter anderem im Sprossapex und lateralen Sprossmeristemen, wahrend der Entwicklung von Blattern,
Bliten, Spaltoffnungen und Wurzeln, im Vaskulargewebe von Spross und Wurzel und in Trichomen
junger Blatter exprimiert (Werner et al., 2003; Kélimer et al., 2014). Die Expressionsstarke der CKX-Gene
ist insgesamt niedrig (Werner et al., 2006), allerdings werden mehrere von ihnen nach Cytokininbehand-
lung stark induziert (Brenner et al., 2012; Bhargava et al., 2013). Die Expressionsdomanen der einzelnen
CkX-Gene sind klein und liberlappen in vielen teilungsaktiven Regionen mit jenen der IPT-Gene, was auf
lokal begrenzte, para- oder autokrine Cytokininaktivitdten hindeutet (Werner et al., 2006). Die Expres-
sion von CKX6 und IPT3 im Leitgewebe spricht allerdings auch fiir die Regulation einer endokrinen Funk-
tionsweise des Hormons (Werner et al., 2003; Miyawaki et al., 2004).

Die verschiedenen CKX-Enzyme unterscheiden sich nicht nur in ihren Expressionsmustern, sondern auch
in ihrer subzelluldaren Lokalisation, Aktivitat und Substratspezifitat. CKX1 und CKX3 sind in der Vakuole
lokalisiert (Werner et al., 2003), CKX7 im Cytosol (Kollmer et al., 2014). Alle ibrigen Isoformen sind laut
bioinformatischer Analysen oder Lokalisationsstudien mit GFP-Fusionsproteinen in verschiedenen
Kompartimenten des sekretorischen pathways lokalisiert (Werner et al., 2003; Kélimer et al., 2014). Die
CKX-Enzyme zeigen die hochste Affinitat gegenlber Cytokininen mit einer Isoprenoidseitenkette, vor
allem iP, tZ und ihren jeweiligen Ribosidformen, aber auch Cytokininglucoside und -nukleotide werden
von einigen CKX-Enzymen bevorzugt (Galuszka et al., 2007; Kowalska et al.,, 2010). Die Substrat-
affinitaten und Aktivitdtsmaxima sind zudem pH-Wert-abhangig, was die Lokalisation der verschiedenen

CKX-Isoformen in unterschiedlichen Zellkompartimenten widerspiegelt (Werner et al., 2006).
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1.1.1.3. Cytokinin-Inaktivierung durch Konjugation

Der Gehalt an bioaktiven Cytokininen in der Pflanze kann nicht nur durch CKX-Aktivitdt vermindert
werden. Darilber hinaus existiert noch ein weiterer Mechanismus, bei dem Cytokinine durch
Verknipfung mit einem Glucosemolekiil inaktiviert werden.

In Arabidopsis wurden funf Cytokininglucosyltransferasen identifiziert (Hou et al., 2004). Interessanter-
weise hat die Uberexpression entsprechender Gene keine Auswirkungen auf den Gehalt der bioaktiven
Cytokininbasen, was deutlich macht, dass die Pflanzen U(ber hohe Kapazititen verfiigen, solch
drastischen metabolischen Veranderungen entgegenzuwirken und die Cytokininfunktionen damit auf
einem gleichbleibenden Level zu halten (Wang et al., 2011; Jin et al., 2013; Wang et al., 2013a).
UGT76C1 und UGT76C2 modifizieren das N’- und N°-Atom, nicht aber die N>-Position des Purinringes
der meisten Cytokinine (N-Glucosylierung) (Hou et al., 2004; Wang et al., 2011). N*-Glucoside konnten
zwar ebenfalls nachgewiesen werden (Letham et al., 1975), entsprechende Enzyme konnten bisher aber
nicht identifiziert werden. Cytokinin-N-Glucoside sind weitestgehend biologisch inaktiv und resistent
gegeniber der Aktivitat von B-Glucosidasen (Letham & Palni, 1983; Brzobohaty et al., 1993; Spichal et
al., 2004). Die N-Glucosylierung ist somit irreversibel und stellt daher wahrscheinlich einen Kompensie-
rungsmechanismus dar, der die Menge an aktiven Cytokininformen reguliert (Wang et al., 2013a).
O-Glucosylierungen erfolgen am Sauerstoffatom der Seitenketten von c¢Z, tZ sowie DHZ und werden in
Arabidopsis von UGT85A1, UGT73C5 und UGT73C1 katalysiert (Sakakibara, 2006). O-Glucoside sind
ebenfalls biologisch inaktiv (Spichal et al., 2004; Romanov et al., 2006; Stolz et al., 2011), kdnnen aber
im Gegensatz zu den N-Glucosiden durch die Aktivitat von B-Glucosidasen wieder in die entsprechenden
bioaktiven Nukleobasen umgewandelt werden (Brzobohaty et al., 1993). O-Glucosylierungen sind
demnach reversible Modifikationen. Anders als die N-Glucoside kénnen O-Glucoside zudem nicht durch
CKX-Aktivitdt abgebaut werden (Galuszka et al., 2007), weshalb davon ausgegangen wird, dass es sich

bei O-Glucosiden um transiente, stabile Speicherformen handelt (Sakakibara, 2006).

1.1.2. Cytokininsignaltransduktion

Die Cytokininsignaltransduktion ist in Abb. 1B schematisch dargestellt. Die Perzeption des Cytokinin-
signals erfolgt in Arabidopsis Gber die drei membranstiandigen Rezeptorhistidinkinasen CRE1/AHK4,
AHK2 und AHK3 (Hwang & Sheen, 2001; Inoue et al., 2001; Suzuki et al., 2001; Yamada et al., 2001). Die
Rezeptorproteine sind vornehmlich in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert,
wobei die cytokininbindende CHASE-Domane in Richtung des ER-Lumens orientiert ist (Caesar et al.,
2011; Lomin et al., 2011; Wulfetange et al., 2011). Die Cytokininbindung im ER-Lumen resultiert in einer
Dimerisierung der Rezeptorproteine (Dortay et al., 2008; Caesar et al., 2011; Hothorn et al., 2011), was

zu einer Autophosphorylierung an einem Histidinrest in der auf der anderen Membranseite liegenden
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Kinasedomane fiihrt. Die Phosphorylgruppe wird intramolekular auf einen Aspartatrest der Empfanger-
domane und von dort auf Histidinphosphotransferproteine (AHPs) {ibertragen (Hwang & Sheen, 2001;
Suzuki et al., 2001; Tanaka et al., 2004).

In Arabidopsis existieren sechs AHP-Gene, wobei AHP6 fiir ein Pseudophosphotransferprotein kodiert,
dem im Vergleich zu den anderen AHP-Proteinen der konservierte Histidinrest fehlt und bei dem es sich
um einen negativen Regulator der Cytokininsignaltransduktion handelt (Hutchison et al., 2006;
Mahonen et al., 2006; Bishopp et al., 2011b). Die tbrigen AHPs transferieren die Phosphorylgruppe im
Zellkern auf die Empfangerdoméne von Typ-B-Responseregulatoren (Typ-B-ARRs) (Hwang & Sheen,
2001; Tanaka et al., 2004). Die aktivierten Typ-B-ARRs agieren als Transkriptionsfaktoren und induzieren
die Transkription primarer Cytokininantwortgene, unter denen sich unter anderem Typ-A-ARR-Gene
befinden (Sakai et al., 2000; 2001; Brenner et al., 2012; Bhargava et al., 2013). ARRs des A-Typs dhneln
strukturell denen des B-Typs. So besitzen sie ebenfalls eine Empfangerdomane, verfliigen aber im Unter-
schied zu den Typ-B-ARRs nicht liber eine DNA-Bindedomane. Demnach konkurrieren sie mit den Typ-B-
ARRs um die Phosphorylgruppen der AHPs und bewirken auf diese Weise eine Hemmung der Cytokinin-
signaltransduktion (Kieber & Schaller, 2014).

Im Arabidopsis-Genom wurden elf Typ-B-ARR-Gene (ARR1, ARR2, ARR10-14, ARR18-21) und zehn Typ-A-
ARR-Gene (ARR3-9, ARR15-17) identifiziert (D'Agostino et al., 2000; Mason et al., 2004). Darlber hinaus
gibt es noch zwei Typ-C-ARR-Gene (ARR22 und ARR24), die wie Typ-A-ARRs keine DNA-Bindedomane
besitzen, sich aber sonst von diesen strukturell stark unterscheiden. Sie werden nicht durch Cytokinin
induziert und sind hauptsachlich in reproduktiven Organen aktiv (Kiba et al., 2004; Gattolin et al., 2006;
Schaller et al., 2008).

Unter den primaren Cytokininantwortgenen befinden sich neben den Typ-A-ARR-Genen auch Gene, die
fir Cytokinin Response Factors (CRFs), eine Gruppe von AP2/ERF-dhnlichen Transkriptionsfaktoren,
kodieren (Rashotte et al., 2003; 2006). Die von ihnen beeinflussten Gene (iberlappen zu groBen Teilen
mit den Zielgenen der Typ-B-ARRs (Rashotte et al., 2006). CRF-Proteine wandern als Antwort auf
Cytokininbehandlung aus dem Cytosol in den Zellkern, was in Abhangigkeit von den AHKs und AHPs,
aber unabhangig von den Typ-B- und Typ-A-ARRs geschieht (Rashotte et al., 2006). Die CRFs interagieren
mit AHPs und werden demnach vermutlich wie die Typ-B-ARRs durch diese aktiviert (Rashotte et al.,
2006; Cutcliffe et al., 2011). Die CRF-Familie stellt somit einen Gabelungspunkt des Cytokinin-
signaltransduktionsweges dar und vermittelt cytokininabhangige sowie -unabhangige Funktionen
(Rashotte et al., 2006). In Arabidopsis gibt es acht Isoformen, die wie die anderen Genfamilien, die in die
Cytokininsignaltransduktion verwickelt sind, auf der einen Seite einen hohen Grad an funktioneller
Redundanz zeigen, fir die auf der anderen Seite aber auch spezifische Funktionen aufgedeckt werden

konnten (Hwang et al., 2012; EI-Showk et al., 2013; Kieber & Schaller, 2014).
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1.1.2.1. Cytokininrezeptoren

Die Arabidopsis-Cytokininrezeptoren unterscheiden sich sowohl in ihrem Expressionsmuster als auch in
ihrer Substratspezifitat. Sie sind hauptsachlich in meristematischem und vaskularem Gewebe exprimiert,
allerdings sind sie grundsatzlich in allen pflanzlichen Organen zu finden (Kieber & Schaller, 2014).
CRE1/AHK4 ist hauptsachlich in der Wurzel exprimiert, vor allem in Perizykelzellen und in der Vaskulatur
(M&honen et al., 2000; Higuchi et al., 2004). In den Sprossgeweben ist CRE1/AHK4 — abgesehen von der
starken Aktivitdt im SAM - deutlich schwacher exprimiert. AHK2 und AHK3 sind im Unterschied zu
CRE1/AHK4 in oberirdischen Geweben starker exprimiert als in der Wurzel, was sich auch in dem
reduzierten Sprosswachstum der ahk2 ahk3-Doppelrezeptormutante im Gegensatz zu crel ahk2 und
crel ahk3 widerspiegelt (Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006).

Alle Rezeptoren binden bioaktive Cytokinine mit hoher Affinitdt und zeigen nur geringe Affinitat gegen-
Uber Adenin oder inaktiven Konjugaten. Trotzdem zeigen sich auch unterschiedliche Substratpraferen-
zen: AHK3 besitzt eine héhere Affinitat gegenlber tZ als gegenuber iP, wihrend AHK2 und CRE1/AHK4
eine hohere Affinitat fiir iP zeigen (Spichal et al., 2004; Romanov et al., 2006; Stolz et al., 2011).

Die Unterschiede in der Cytokininspezifitdt der Rezeptoren sind vermutlich von physiologischer Relevanz
und vereinfachen die Langstreckenkommunikation zwischen Spross und Wurzel. Da tZ-Cytokinine
hauptsachlich iber die XylemgefdaRe von der Wurzel in den Spross transportiert werden, konnte der
vornehmlich im Spross aktive AHK3-Rezeptor als Empfanger fiir das in der Wurzel produzierte tZ fungie-
ren. Der in der Wurzel vorherrschende AHK4-Rezeptor reagiert hingegen wahrscheinlich auf das im
Phloem wurzelwarts transportierte iP (Mahonen et al., 2000; Inoue et al., 2001; Ueguchi et al., 2001;

Kudo et al., 2010; Zhang et al., 2014a).

1.1.2.2. Responseregulatoren

Mason et al. (2004) und Tajima et al. (2004) fuhrten phylogenetische Analysen basierend auf der
Empfangerdomane der Arabidopsis-ARRs durch. Wahrend alle zehn Typ-A-ARRs einen gemeinsamen
Zweig bildeten, wurden die elf Typ-B-ARR-Gene strukturell in drei Untergruppen unterteilt: Untergruppe
| enthélt sieben Mitglieder (ARR1, ARR2, ARR10-12, ARR14 und ARR18), die Untergruppen Il (ARR13 und
ARR21) und Ill (ARR19 und ARR20) jeweils zwei Mitglieder. Expressionsanalysen mittels RT-PCR und
GUS-Reporterlinien zeigten, dass die Typ-B-ARRs ARR1, ARR2, ARR10, ARR11 und ARR12 die breitesten
Expressionsmuster aufweisen, wobei sich diese in teilungsaktiven Geweben (iberlappen, vor allem im
SAM und in jungen Blattern. Die Ubrigen Typ-B-ARRs sind hauptsachlich in reproduktiven Organen aktiv
(Mason et al., 2004; Tajima et al., 2004). Genetische Analysen deuten darauf hin, dass ARR1, ARR2,
ARR10, ARR11 und ARR12 den GroRteil der Cytokininantworten in der pflanzlichen Entwicklung

vermitteln. Der gleichzeitige Ausfall mehrerer Typ-B-ARR-Gene hat die gleichen Effekte zur Folge, die
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bereits flr ahk- und ahp-Vielfachmutanten beschrieben wurden, z. B. Hemmung des Wurzelwachstums,
der Lateralwurzelbildung und der Hypokotylelongation sowie eine verminderte Fahigkeit zur Kallus-
bildung (Mason et al., 2005; Yokoyama et al., 2007; Argyros et al., 2008; Ishida et al., 2008).
Typ-B-ARR-Gene sind wie die AHK- und AHP-Gene nicht durch Cytokinin induzierbar (Imamura et al.,
1999; Kiba et al., 1999; Brenner et al., 2005). Die Aktivitat der Typ-B-ARRs wird stattdessen auf
Proteinebene reguliert, zum Einen (iber den Phosphorylierungsstatus, zum Anderen (iber proteasomalen
Abbau durch den SKP1/Cullin/F-Box(SCF)-E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex, wobei die Spezifitdt fur die
Typ-B-ARRs durch die F-Box-Proteine der KISS-ME-DEADLY(KMD)-Familie vermittelt wird (Kim et al.,
2012b; Kim et al., 2013).

In den Promotoren von Typ-A-ARR-Genen sowie anderer Cytokininantwort-vermittelnder Gene wurden
Bindesequenzen fiir Typ-B-ARRs entdeckt, die wichtig fiir die Induktion dieser Gene durch Cytokinin sind
(Taniguchi et al., 2007; Ramireddy et al., 2013). Typ-A-ARR-Gene werden nach Cytokiningabe schnell
hochreguliert, einige sogar bereits nach 10-15 Minuten, weshalb sie als primadre Cytokininantwortgene
gelten (D'Agostino et al., 2000; Rashotte et al., 2003; Brenner et al., 2005). Aufgrund ihrer starken
Regulation durch Cytokinin werden die Typ-A-ARR-Promotoren in Reporterlinien verwendet, um Veran-
derungen in der Cytokininantwort zu verfolgen (D'Agostino et al., 2000; Hwang & Sheen, 2001).
AulRerdem wurde unldngst ein kinstliches Cytokininreportersystem (Two component output sensor,
TCS) generiert, das aus einem minimalen 355-Promotor, der DNA-Konsensus-Bindesequenz fir Typ-B-
ARRs in mehreren hintereinandergeschalteten Wiederholungen und verschiedenen Orientierungen
sowie einem Reportergen besteht (Miller & Sheen, 2008; Zircher et al., 2013).

Genetische Studien offenbarten den negativen Einfluss von ARR3-ARR9 und ARR15 in der Cytokinin-
signalkaskade (Kiba et al., 2003; To et al., 2004; Leibfried et al., 2005; Lee et al., 2007; To et al., 2007).
Die funktionelle Redundanz innerhalb der Genfamilie ist teilweise auf die weitreichenden Ubereinstim-
mungen in der Aminosauresequenz zurickzufithren (D'Agostino et al., 2000). Trotz der hochgradigen
funktionellen Redundanz konnten kleineren Gruppen von Typ-A-ARRs spezifische Funktionen zugeord-
net werden. Beispielsweise sind im SAM gleichzeitig ARR5, ARR7 und ARR15 aktiv, um die Cytokinin-

signaltransduktion zu regulieren (Leibfried et al., 2005; Buechel et al., 2010; Zhao et al., 2010).

1.1.3. Cytokinindefizienz und -iiberschuss

Die Uberexpression von CKX-Genen in Arabidopsis und in Tabakpflanzen fiihrt zu einer starken Verringe-
rung des Cytokiningehalts, was in drastischen phanotypischen Veranderungen resultiert, die unter dem
Begriff ,Cytokinindefizienzsyndrom’ (CDS) zusammengefasst werden. Cytokinindefizienz bewirkt ein
verstarktes Wurzelwachstum: Die Primarwurzel ist langer, es werden mehr Seiten- und Adventivwurzeln

gebildet und im Wurzelmeristem finden mehr Zellteilungen statt. Demgegeniiber fiihrt der reduzierte
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Cytokiningehalt zu einer Verkleinerung und damit zu einer reduzierten SAM-Aktivitat, was eine verzo-
gerte Entwicklung des Sprosses mit kleineren Organen und stark vergroBerten Zellen zur Folge hat.
AuBerdem zeichnen sich CKX-Uberexprimierer u. a. auch durch einen spiateren Bliihbeginn, diinnere
Stengel, weniger Bliitenknospen und Bliten, verringerte Apikaldominanz und vergrofRerte Samen aus
(Werner et al., 2001; 2003). Viele dieser Effekte sind auch bei anderen cytokinindefizienten Pflanzen
sichtbar, wie z. B. den Biosynthesemutanten ipt3,5,7 (Miyawaki et al., 2006) und cyp735al cyp735a2
(Kiba et al.,, 2013), den Rezeptormutanten ahk2 ahk3 und crel ahk2 ahk3 (Higuchi et al., 2004;
Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006) und weiteren Signalkaskademutanten wie AHP-Mehrfach-
mutanten (Hutchison et al., 2006; Deng et al., 2010) und arr1,10,12 (Argyros et al., 2008; Ishida et al.,
2008). Die Uberexpression eines kiinstlichen Repressors der Cytokininsignaltransduktion (p35S:ARR1-
SRDX) vereint ebenfalls viele der genannten Merkmale (Heyl et al., 2008). Die Phanotypen der ver-
schiedenen CDS-Pflanzen und die gegenteiligen Merkmale von Pflanzen mit erhéhtem Cytokininstatus
fihrten zu der Schlussfolgerung, dass Cytokinin ein negativer Regulator des Wurzelwachstums sei,
wahrend das Phytohormon das Sprosswachstum in positiver Weise beeinflusse.

Ein hdufig beobachteter Aspekt der Cytokinindefizienz ist ein verkleinertes SAM aufgrund einer Vermin-
derung von Zahl und GroRe der meristematischen Zellen sowie eine verringerte Aktivitat desselben
(Werner et al., 2003; Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Kurakawa et al., 2007; Ishida et al.,
2008; Tokunaga et al., 2012; Kiba et al., 2013). Das SAM enthélt pluripotente Stammzellen, aus denen
die oberirdischen Organe der Pflanze hervorgehen (Baurle & Laux, 2003). Cytokinin ist fir die Bildung
und Aufrechterhaltung des SAMs essenziell, was durch Wechselwirkung wichtiger Meristemregulatoren
wie SHOOTMERISTEMLESS (STM) und WUSCHEL (WUS) mit Cytokininmetabolismus (CKX3, IPT7, LOG4)
und -signalkaskade (CRE1/AHK4, ARR5, ARR7, ARR15) deutlich wird (Jasinski et al., 2005; Leibfried et al.,
2005; Yanai et al., 2005; Gordon et al., 2009; Bartrina et al., 2011; Chickarmane et al., 2012; Gruel et al.,
2016). Zudem fiihrt bereits der Ausfall eines einzigen LOG-Gens zu einer Reduktion der MeristemgréRe
(Tokunaga et al., 2012) oder sogar zu einer friihzeitigen SAM-Termination (Kurakawa et al., 2007).
Dariiber hinaus sind noch viele weitere Gene mit Funktionen in Cytokininmetabolismus
oder -signaltransduktion in begrenzten Regionen des SAMs aktiv. Im organisierenden Zentrum (OZ) in
der Mitte des Meristems, das durch die Genaktivitdit von WUS gekennzeichnet ist, werden AHK4 und
CKX3 exprimiert (Gordon et al., 2009; Bartrina et al., 2011). Auch AHK2 und AHK3 sind im SAM-Zentrum
aktiv (Gruel et al., 2016). Wahrend der Cytokininrezeptor AHK4 die Expression von WUS aktiviert
(Gordon et al., 2009), kénnte CKX3 den Cytokininstatus in der OZ beeinflussen. Der gleichzeitige Gen-
verlust von CKX3 und CKX5, welches ebenfalls im SAM exprimiert wird, fihrt zu einem Anstieg der WUS-
Expression. Darliber hinaus bilden die Doppelmutanten vergroRerte Meristeme, mehr Bliten bzw.
Schoten, gréRere Bllitenorgane (insbesondere groRere Gynoeceen mit einer héheren Anzahl an Samen-

anlagen) und einen ldangeren und dickeren Infloreszenzstengel im Vergleich zu Wildtyppflanzen. Die
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hohere SAM-Aktivitat dieser Pflanzen fuhrt letztendlich zu einem erhéhten Samenertrag (Bartrina et al.,
2011). Der zusatzliche Funktionsverlust von AHP6, einem negativen Regulator der Cytokinin-
signalkaskade und an der Stelle im Infloreszenzmeristem exprimiert, an der das nachste Bliten-
primordium entsteht, verstarkt die Meristemaktivitat zusatzlich (Mahoénen et al., 2006; Bartrina et al.,
2011; Besnard et al., 2014a).

Der L1-Schicht kénnte durch Expression von LOG4 eine wichtige Rolle als Cytokininquelle des SAMs und
als Regulator der Meristemaktivitdt zukommen. Computermodelle in Kombination mit experimentellen
Daten zeigten, dass die Aktivitat von LOG4 moglicherweise einen Hormongradienten etabliert, der den
Zellen des OZ Informationen Uber die Position des OZ relativ zur L1-Schicht liefern kdnnte, um die
Meristemorganisation unabhangig von Zellteilungsaktivitat und Zelldifferenzierungsprozessen aufrecht-
zuerhalten (Chickarmane et al., 2012; Gruel et al., 2016).

Ein weiteres, offensichtliches Merkmal cytokinindefizienter Pflanzen ist das oftmals reduzierte Spross-
wachstum. Die reduzierte BlattgrofRe resultiert dabei aus einer verringerten Zellteilungsaktivitat, sodass
die Blatter verstarkt durch Zellexpansion wachsen und letztendlich aus weniger, aber vergrofRerten
Zellen im Vergleich zum Wildtyp bestehen (Werner et al., 2003; Nishimura et al., 2004; Riefler et al.,
2006; Kiba et al., 2013). Bestimmten Genen konnte eine dominante Rolle im Spross zugeordnet werden,
die sich nicht nur in ihren Expressionsmustern, sondern vor allem in den Defekten des Sprosswachstums
der jeweiligen Mutanten widerspiegelt. Beispielsweise hat ahk2 ahk3 als einzige Doppelrezeptor-
mutante eine kleinere Rosette und kiirzere, diinnere Stengel im Vergleich zum Wildtyp, wohingegen das
Wurzelwachstum in einigen Allelkombinationen nicht betroffen ist (Higuchi et al., 2004; Nishimura et al.,
2004, Riefler et al., 2006). Der simultane Genverlust von IPT3, IPT5 und IPT7 hat als einzige Kombination
von ipt-Mutationen ebenfalls ein reduziertes Sprosswachstum zur Folge (Miyawaki et al., 2006).

In einem EMS-Mutagenese-Screen wurden Mutanten identifiziert, die in der Lage sind, das reduzierte
Sprosswachstum von p35S:CKX1-Pflanzen zu revertieren (repressors of cytokinin deficiency, rock)
(Bartrina, 2006). Dabei konnten konstitutiv aktive Varianten der Cytokininrezeptoren AHK2 (rock2) und
AHK3 (rock3) identifiziert werden, die eine stdndige Aktivitdt des Cytokininsignaltransduktionsweges
bewirken. Die rock2-Mutante bildet groRere Blatter und Blitenorgane sowie einen langeren und dicke-
ren Infloreszenzstengel. Die rock3-Mutante verfligt ebenfalls Gber gréRere Bliten und dickere Stengel,
wahrend eine grolRere Blattflaiche und ein héherer Wuchs nur in transgenen Linien sichtbar sind, die das
Gen unter der Kontrolle eines ca. 2 kb-groRen AHK3-Promotorfragments exprimieren (Jensen, 2013).
Eine Verstarkung des Sprosswachstums ist auch bei CKX-Mehrfachmutanten (Bartrina, unveréffentlichte
Daten) und bei p355:CYP735A2-exprimierenden Pflanzen (Kiba et al., 2013) zu beobachten.

Vor allem bei Blattern besonders stark cytokinindefizienter Pflanzen wie crel ahk2 ahk3 und p35S:CKX1
fallt auf, dass diese zusatzlich zur kleinen Oberflache eine eher rundliche Form besitzen (Werner et al.,

2003; Nishimura et al., 2004). Kiba et al. (2013) fiel auf, dass die cyp735a1 cyp735a2-Doppelmutante
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29-45 % mehr juvenile Blatter bildete als Wildtyppflanzen, was bedeutet, dass der Ubergang von der
juvenilen in die adulte vegetative Phase (s. Abschnitt 1.3) in diesen Pflanzen verspatet eintritt. Die
Gesamtblatterzahl war hingegen unverdandert, sodass davon auszugehen ist, dass der spatere Blihzeit-
punkt der Doppelmutante nicht auf eine langere juvenile Phase, sondern auf eine reduzierte Blatt-
bildungsrate zurlickzufiihren ist.

Uber einen regulatorischen Einfluss von Cytokinin auf die Juvenil-adult-Transition ist bisher nur sehr
wenig bekannt. Allerdings resultiert eine Modifikation des Cytokininstatus nicht selten in einem veran-
derten Plastochronindex und/oder verandertem Bliihverhalten. Bei cytokinindefizienten Pflanzen tritt
der verspatete Blihbeginn oft in Verbindung mit einem verlangerten Plastochron auf. Dies ist z. B. fir
ahp1,2,3,4,5 (Hutchison et al., 2006), crel ahk2 ahk3 (Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006),
ipt3,5,7 (Miyawaki et al., 2006), LOG-Mehrfachmutanten (Tokunaga et al., 2012) und p35S:CKX-Pflanzen
(Werner et al., 2001; 2003) bei Wachstum unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit)
dokumentiert. Auch fiir die ahk2 ahk3-Doppelmutante konnte fiir bestimmte Allele ein spaterer Blih-
beginn bei unverdnderter Blatterzahl gezeigt werden (Nishimura et al., 2004). Die gain-of-function-
Mutanten rock2, pAHK2:rock2 und pAHK3:rock3 bliihen hingegen unter Langtagbedingungen aufgrund
einer geringeren Anzahl an Blattern friher als der Wildtyp (Jensen, 2013).

Der bisherige Kenntnisstand tber den Einfluss von Cytokinin auf die Blihinduktion ordnet dem
Phytohormon eher eine Rolle unter nicht-induktiven Kurztagverhaltnissen (8 h Licht, 16 h Dunkelheit)
zu. Die exogene Cytokininapplikation induziert den Bliihbeginn bei Arabidopsis unter Kurztagbedingun-
gen durch Aktivierung des zum Florigen FLOWERING LOCUS T (FT) paralogen Gens TWIN SISTER OF FT
(TSF) sowie FD und SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS (SOC1), die fiir wichtige Bliih-
regulatoren kodieren (Michniewicz & Kamienska, 1965; D'Aloia et al., 2011). CKX-Mehrfachmutanten
blihen nur unter Kurztagbedingungen bis zu zehn Tagen friher als der Wildtyp (Bartrina, 2006). Im
Gegensatz zum verspateten Blithbeginn unter Langtagbedingungen sind CkX1-Uberexpressionspflanzen
unter nicht-induktiven Bedingungen (iberhaupt nicht in der Lage, die reproduktive Phase zu erreichen;
die Pflanzen verweilen in der vegetativen Phase und gehen letztendlich ein. Interessanterweise kann die
Expression von rock2 die Fahigkeit zur Blihinduktion wiederherstellen, wahrend rock3 nicht dazu
imstande ist (Jensen, 2013).

Im Folgenden wird die Regulation der OrgangréfBe und die Rolle der Epidermis bei der GroRen-
determination sowie das Thema Entwicklungsiibergange mit Fokus auf den miR156-abhangigen

autonomen Signalweg genauer behandelt.
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1.2. Determination der GroRe eines pflanzlichen Organs

1.2.1. Das Sprossapikalmeristem (SAM)

Wahrend der pflanzlichen Embryogenese entstehen an den beiden Enden der apikal-basalen Achse zwei
primare Meristeme, das Spross- und das Wurzelapikalmeristem (Ten Hove et al., 2015), deren Aktivitat
das Wachstum und die Entwicklung aller Spross- und Wurzelorgane kontrolliert. Wahrend des vegeta-
tiven Wachstums produziert das SAM Stengelsegmente, die je nach Pflanzenspezies elongieren oder
kompakt bleiben kdnnen, und Blatter, in deren Achseln wiederum Sekundarstengel entstehen kénnen.
Eine Kombination aus endogenen Signalen und Umweltfaktoren, wie Fotoperiode, Temperatur und
Stress, bewirkt schlieRRlich eine Umwandlung des vegetativen SAMs in ein Infloreszenzmeristem, aus
dem die Bliten hervorgehen (Galvan-Ampudia et al., 2016).

Am hochsten Punkt in der Mitte des SAMs befindet sich die zentrale Zone (ZZ), in der sich pluripotente
Stammzellen befinden, die sich unentwegt teilen und Zellen in die darunter liegende Rippenzone (RZ)
und die sie ringféormig umgebende Peripherzone (PZ) abgeben. Aus der RZ gehen die Zellen des Leitge-
webezylinders in der Sprossachse hervor, wahrend die PZ die Cortexgewebe der Nodien und Internodien
sowie die Anlagen fiir Blatter und Bliten bildet. Abgesehen von dieser funktionalen Unterteilung wird
das SAM dariber hinaus in drei klonale Zellschichten eingeteilt: Die Zellen der jeweils einreihigen L1-
und L2-Schicht teilen sich ausschlieRlich antiklin zur Meristemoberflache und bilden die Epidermis bzw.
die subepidermalen Gewebe, wahrend die sich multidirektional teilenden Zellen der L3-Schicht den Me-
ristemkorpus bilden und die verschiedenen Zelltypen des Leitgewebes hervorbringen (Ha et al., 2010).
Die Integritat des SAMs wird durch eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren und anderer Faktoren wie
z. B. Phytohormonen (vor allem Cytokinin und Auxin) ermdglicht. Die beiden Homeobox-Transkrip-
tionsfaktoren SHOOTMERISTEMLESS (STM) und WUSCHEL (WUS) nehmen Schlisselrollen bei der Regu-
lation des Meristems ein. Das KNOTTED1-LIKE HOMEOBOX(KNOX)-Gen STM wird in allen Zellen des
SAMs (mit Ausnahme der Primordien) exprimiert und verhindert eine friihzeitige Differenzierung der
meristematischen Zellen. Es ist fiir die Etablierung und Aufrechterhaltung des Meristems essenziell und
wirkt u. a. durch die Anregung der Cytokininbiosynthese im SAM (Long et al., 1996; Yanai et al., 2005).
WUS gewabhrleistet wiederum die gleichbleibende Grofle der Stammzellpopulation und verhindert so
eine frihzeitige Meristemtermination (Mayer et al., 1998; Fletcher et al., 1999; Brand et al., 2000;
Schoof et al., 2000).

1.2.2. Organentwicklung und -wachstum

Das Wachstum neuer pflanzlicher Organe wird durch Zellteilung und Zellexpansion angetrieben, zwei

Prozesse, die durch Phytohormone (z. B. Auxin, Cytokinin und Gibberellin) und andere endogene Signale
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sowie Umweltfaktoren beeinflusst werden. Letztere beeinflussen u. a. den Kohlenstoffmetabolismus,
welcher Uber das Signalmolekil Trehalose-6-phosphat das Organwachstum beeinflusst (Schluepmann et
al., 2012; Lunn et al., 2014). Die regulatorischen Mechanismen, die dem Blatt- und Blitenwachstum
zugrunde liegen, zeigen einige Gemeinsamkeiten, aber auch groRe Unterschiede, sodass im Folgenden
in erster Linie die Prozesse beschrieben werden, die die endgiiltige GréRe eines Blattes determinieren.
Nach heutigem Kenntnisstand lasst sich die Entwicklung neuer Blatter durch fiinf sich lberlappender
und sich gegenseitig beeinflussender Phasen beschreiben: einer Initiationsphase, einer allgemeinen
Zellteilungsphase, einer Ubergangsphase, einer Zellexpansionsphase und einer Meristemoidteilungs-
phase (Abb. 2). Nachfolgend wird die Regulation und Koordination dieser Phasen und die Beteiligung

von Transkriptionsfaktoren, Phytohormonen und anderer Faktoren beschrieben.

Organinitiation am Sprossapikalmeristem

Die Initiation eines neuen Organs in der PZ des SAMs erfolgt stets in maximalem Abstand zu bereits be-
stehenden Organanlagen (Snow & Snow, 1931) und wird durch ein lokales Auxinmaximum ausgel6st
(Benkova et al., 2003). Der Auxin-efflux-carrier PIN-FORMED 1 (PIN1), der nach dem nadelférmigen,
organfreien Infloreszenzstengel der pinil-Mutante benannt ist (Okada et al., 1991), transportiert das
Phytohormon (hauptséachlich iber die Epidermis) zur nachsten Initiationsstelle (Py) und erzeugt dabei
zugleich inhibitorische Felder rund um bereits entstehende Organe. Wenngleich der Infloreszenz-
phanotyp der pin1-Mutante der augenscheinlichere ist, zeigt die Mutante auch wahrend der vegetativen
Phase phyllotaktische Defekte (Okada et al., 1991; Reinhardt et al., 2003; Heisler et al., 2005; Guenot et
al., 2012).

Weiterhin sind Inhibitoren der Cytokininsignaltransduktion, wie z. B. der Responseregulator ABERRANT
PHYLLOTAXIS 1 (ABPH1) in Mais oder das Pseudohistidinphosphotransferprotein AHP6 in Arabidopsis an
der Organinitiation beteiligt, deren Funktionsverlust zu phyllotaktischen Defekten flhrt (Giulini et al.,
2004; Lee et al., 2009b; Besnard et al., 2014a). AulRerdem ist die Herunterregulation von KNOX-Genen in
der Py kritisch flr die Organinitiation (Hay & Tsiantis, 2010). KNOX-Expression wird durch Auxin reguliert
(Hay et al., 2006) und KNOTTED1 beeinflusst wiederum viele Gene der Auxinsignaltransduktion (Bolduc
et al., 2012). Demnach gibt es regulatorische Interaktionen zwischen diesen Transkriptionsfaktoren und
dem Auxinsignalweg.

Sobald eine Organinitiationsstelle etabliert wurde, wird das sich entwickelnde Organ vom Meristem
abgegrenzt. In diesen Abgrenzungsdomanen sind viele Gene exprimiert, deren Produkte das Wachstum
limitieren und die Differenzierung in diesen Regionen hemmen und somit den undifferenzierten Zustand
des Meristems aufrechterhalten (Sluis & Hake, 2015). Dazu gehoéren u. a. die Gene der CUP-SHAPED-
COTYLEDON(CUC)-Familie, die durch KNOX-Gene und Auxin reguliert werden (Aida et al., 2002; Hibara et
al., 2006; Spinelli et al., 2011; Takeda et al., 2011).



EINLEITUNG |14

Die Zellteilungssphase und die cell cycle arrest front

Die Anzahl der Blattgriinderzellen in der Py-Region ist abhdngig von der Pflanzenspezies und reicht von
5-10 Zellen pro Schicht in Arabidopsis (Furner & Pumfrey, 1992; Irish & Sussex, 1992) bis etwa 50-100
Zellen pro Schicht in Tabak (Poethig & Sussex, 1985), Mais (Poethig & Szymkowiak, 1995) und der Baum-
wollpflanze (Dolan & Poethig, 1998). Es konnte gezeigt werden, dass sich Verdnderungen in der
Grunderzellzahl in der Py auf die GroRe von Blattern und Petalen auswirken kénnen (Autran et al., 2002;
Eloy et al., 2012; Trost et al., 2014).

Zunéchst findet im gesamten Primordium Zellproliferation statt (Abb. 2), wobei die GroRe der Zellen
konstant und klein bleibt. Die finale Zellanzahl, die durch die Zellteilungsrate und die Lange der Zell-
proliferationsphase bestimmt wird, wirkt sich entscheidend auf die endgiiltige GroRRe eines Blattes aus
(Gonzalez et al., 2012). Die Zellproliferation wird zunachst an der Blattspitze eingestellt (Donnelly et al.,
1999). Es bildet sich eine sog. cell cycle arrest front aus, eine Grenze zwischen den sich weiterhin teilen-
den Zellen der Blattbasis und der Zone an der Blattspitze, welche ausschlieflich liber Zellexpansion
wachst (Abb. 2). Die cell cycle arrest front bleibt fir mehrere Tage in einer konstanten Entfernung zur
Blattbasis (in dieser Ubergangsphase befindet sich also eine meristemahnliche Region an der Blattbasis)
und bewegt sich schlieRlich auf diese zu (Abb. 2) (Kazama et al., 2010; Andriankaja et al., 2012).

Die Lange der Zellteilungsphase wird u.a. durch eine Kaskade aus Transkriptionsfaktoren und
microRNAs (miRNAs), die Zellteilung und Zelldifferenzierung koordiniert, beeinflusst. Die Klasse-II-
TEOSINTE BRANCHED1/CYCLOIDEA/PCF(TCP)-Genfamilie fordert die Zelldifferenzierung (Abb. 2) (Efroni
et al., 2008). In Arabidopsis werden funf Mitglieder dieser Transkriptionsfaktorfamilie durch miR319
reguliert (Abb. 2) (Palatnik et al., 2003). Die Uberexpression dieser miRNA verlingert die mitotische
Aktivitat entlang der Blattrander, was zu GbermaRigem Wachstum der Blattrander und zur Bildung von
Blattern mit mehr Zellen fuhrt (Palatnik et al., 2003; Efroni et al., 2008). Fir TCP4 konnte aulRerdem
gezeigt werden, dass es das proliferative Wachstum begrenzt, indem es die Sensitivitdt des Blattes
gegeniber Cytokinin reduziert (Efroni et al., 2013). Klasse-1I-TCPs aktivieren wiederum die Expression
einer weiteren miRNA, miR396, die mehrere Mitglieder der zellteilungsfordernden GROWTH-
REGULATING-FACTOR(GRF)-Transkriptionsfaktorfamilie reguliert (Abb. 2) (Liu et al., 2009a; Rodriguez et
al., 2010). Zusammen mit den transkriptionellen Co-Aktivatoren der GRF-INTERACTING-FACTOR(GIF)-
Familie halten GRFs die Zellproliferation aufrecht (Abb. 2) (Kim & Kende, 2004; Horiguchi et al., 2005;
Lee et al., 2009a). Fir GIF1/ANGUSTIFOLIA3(AN3) konnte zudem gezeigt werden, dass es die Transkrip-
tion von CRF2 und ARR4 reguliert (Vercruyssen et al., 2014).

Das Ubiquitin-Bindeprotein DA1 begrenzt zusammen mit den E3-Ubiquitinligasen DA2 und ENHANCER
OF DA1-1/BIG BROTHER (EOD1/BB) die Liange der Proliferationsphase (Abb. 2), wahrscheinlich indem es

den proteasomalen Abbau von Schlisselfaktoren vermittelt. Eine loss-of-function-Mutation in einem
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dieser Gene fiihrt zu grofReren Blattern und Bliiten, die Organe der Doppelmutanten dal-1 eod1 und
dal-1 da2-1 sind sogar noch starker vergrofRert (Disch et al., 2006; Li et al., 2008; Xia et al., 2013).

Die beiden Gene AUXIN-REGULATED GENE INVOLVED IN ORGAN SIZE (ARGOS) und AINTEGUMENTA
(ANT) beeinflussen ebenfalls die Dauer der Zellproliferation. Loss-of-function-Mutanten bilden kleinere
Blatter mit geringerer Zellzahl (Mizukami & Fischer, 2000; Hu et al., 2003). ARGOS kodiert ein kleines,
pflanzenspezifisches Protein ohne identifizierbare funktionelle Domane und wird durch Auxin stark
induziert (Hu et al., 2003). ARGOS fordert die Zellteilung, indem es die Expression des DNA-Binde-
proteins ANT stimuliert, das wiederum ein Zellzyklusaktivatorgen induziert, das fir das Typ-D-Cyclin
CYCD3;1 kodiert (Abb. 2) (Mizukami & Fischer, 2000). Die Aktivitdt von ANT und CYCD3;1 wird durch den
Auxin-Responsefaktor ARF2 reprimiert (Abb. 2) (Schruff et al., 2006). ARF2 selbst kann durch die durch
Brassinosteroide (BRs) regulierte Kinase BIN2 phosphoryliert und auf diese Weise inaktiviert werden
(Abb. 2) (Vert et al., 2008).

Auxin fordert noch auf einem weiteren Weg die Expression von CYCD3;1. ERBB-3 EPIDERMAL GROWTH
FACTOR BINDING PROTEIN 1 (EBP1) wird durch Auxin stabilisiert und stimuliert die CYCD3;1-Expression
(Abb. 2). Das menschliche EBP1-Homolog spielt bei der ribosomalen Biogenese eine wichtige Rolle.
Aufgrund der hochgradigen Proteinsequenziibereinstimmungen nimmt man eine dhnliche Funktion in
Pflanzen an. EBP1 beeinflusst nicht nur die Dauer der Zellproliferationsphase, sondern férdert zusatzlich
die Zellteilungsrate und die Zellexpansion (Abb. 2) (Squatrito et al., 2004; Horvath et al., 2006).

Viele der genannten Faktoren Ubernehmen mehrere Funktionen bei der Blattentwicklung, vor allem
GRFs und GlIFs, die nicht nur die Lange der Zellproliferationsphase bestimmen, sondern auch einen Ein-
fluss auf die Zellteilungsrate haben (Horiguchi et al., 2005; Gonzalez et al., 2012; Vercruyssen et al.,
2014). Beispielsweise werden in Primordien der gifl gif2 gif3-Dreifachmutante CYCB1;1 und andere
Zellzyklus-assoziierte Gene schwacher exprimiert, was zu einer verminderten Zellteilungsrate fihrt (Lee
et al, 2009a). Dartuber hinaus spielt der Proteinkomplex APC/C (anaphase-promoting
complex/cyclosome) fur die Dauer eines Zellzyklus eine entscheidende Rolle, da er (iber den Abbau zen-
traler Zellzyklusproteine, wie z. B. Typ-A- und Typ-B-Cycline, den Austritt aus der Mitose reguliert
(Sullivan & Morgan, 2007; Marrocco et al., 2010). Die Uberexpression der Arabidopsis-Gene APC10 und
CELL DIVISION CYCLE PROTEIN 27 HOMOLOG A (CDC27a), die fiir APC/C-Untereinheiten kodieren, fiihrt
entsprechend zu einer Zunahme der finalen Zellanzahl (Abb. 2) (Rojas et al., 2009; Eloy et al., 2011).
Gibberellin (GA) ist ebenfalls in die Regulation der Zellteilungsaktivitat involviert (Abb. 2). Die Uber-
expression des Biosynthesegens GIBBERELLIN 20-OXIDASE 1 (GA200X1) resultiert in einem Anstieg bio-
aktiver GA-Metabolite, was die Bildung groRerer Blatter zur Folge hat (Huang et al., 1998; Coles et al.,
1999; Gonzalez et al., 2010). Der E3-Ubiquitinligasekomplex SCF/SLEEPY1(SLY1) ist in den Gibberellin-

vermittelten Abbau der wachstumshemmenden DELLA-Proteine involviert. Pflanzen, in denen DELLA-
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Proteine stabilisiert sind, wie z.B. in der slyl-Mutante, zeigen Kleinwuchs, z. T. wegen reduzierter

Zellproliferations- und Zellexpansionsrate (Achard et al., 2009).

EBP1

TOR

EXP10

ARL GA

ZHD5  RpT2q
[

Zellexpansionsphase

Meristemoidteilungsphase

PPTDl
Cytokinin o O Q Q Q Q

GA \ Zellteilungsphase
£ N B |

cycp3  SWP DA1  GRFs/GIFs
T APC10 DA2 -l-
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ANT  CDC27a SAMBA  miR396

EBP1 ; T KLUH I
ARGOS pppp Klasse-l-TCPs Klasse-II-TCPs
Auxin  BIN2/BR miR319 (JAW)

Abb. 2: Faktoren und Signalwege, die die Blattentwicklung und Blattgr6Be beeinflussen. Verandert nach
Gonzalez et al. (2012).

Abkirzungen: ANT = AINTEGUMENTA, ARF2 = AUXIN RESPONSE FACTOR 2, ARL = ARGOS-LIKE; APC10 = ANAPHASE
PROMOTING COMPLEX 10, ARGOS = AUXIN-REGULATED GENE INVOLVED IN ORGAN SIZE, BIN2 = BRASSINO-
STEROID-INSENSITIVE 2, CDC27a = CELL DIVISION CYCLE PROTEIN 27 HOMOLOG A, CYCD3 = CYCLIN D3, EBP1 =
ERBB-3 EPIDERMAL GROWTH FACTOR BINDING PROTEIN, EOD1/BB = ENHANCER OF DA1-1/BIG BROTHER, EXP10 =
EXPANSIN 10, GA = Gibberellin, GIF = GRF-INTERACTING FACTOR, GRF = GROWTH-REGULATING FACTOR, PPD =
PEAPOD, RPT2a = REGULATORY PARTICLE AAA-ATPASE 2a, SWP = STRUWWELPETER, TCP = TEOSINTE
BRANCHED/CYCLOIDEA/PCF, TOR = TARGET OF RAPAMYCIN, ZHD5 = ZINC FINGER HOMEODOMAIN 5.

Fiir die Beendigung der Proliferationsphase wird derzeit ein Szenario diskutiert, das dem bei der Fllgel-
groBendetermination von Drosophila (Hufnagel et al., 2007) ahnelt (Czesnick & Lenhard, 2015). Dem-
nach produziert das Cytochrom P450 KLUH/CYP78A5 in der Organperipherie ein mobiles, wachstums-
stimulierendes Signal, dessen Konzentration mit zunehmender GroRe des Blattes zur Blattmitte hin ab-
nimmt. Das Fehlen des Wachstumssignals bewirkt die Einstellung der Zellteilung in diesem Bereich. Da
sich die Zellen in der Peripherie aber weiter teilen, entsteht ein mechanischer Stress, der schlussendlich
die Beendigung des proliferativen Wachstums bewirkt (Anastasiou et al., 2007; Kazama et al., 2010).
Eine klonale Analyse legt jedoch nahe, dass die Reichweite der Aktivitdt des KLUH-abhangigen Signals
Uber individuelle Organe hinausgeht, was dieses Szenario weniger wahrscheinlich macht (Eriksson et al.,

2010).



EINLEITUNG |17

Die Zellexpansionsphase und die Meristemoidteilungsphase

Wenn die Blattflachen von Arabidopsis und Tabak etwa zehn Prozent ihrer finalen GréRe erreicht haben,
wird die Zellteilung eingestellt und das Blattwachstum findet nur noch Uber turgorgetriebene Zell-
expansion, Zellwandauflockerung und de-novo-Synthese von Zellwandkomponenten statt, was zu einer
VergrofRerung der Zellen und damit des sich entwickelnden Organs fiihrt (Poethig & Sussex, 1985;
Donnelly et al., 1999; Efroni et al., 2010; Cosgrove, 2016). Im Gegensatz zur immer langer werdenden
Liste an Faktoren, die die Zellproliferation kontrollieren, ist tber die Regulation des Organwachstums
durch Zellexpansion sehr viel weniger bekannt. Interessanterweise flihren vor allem Defekte von Fakto-
ren, die grundlegende zellulare Prozesse regulieren (z. B. Ribosomen), zur Ausbildung kleinerer Zellen
(Tsukaya et al., 2013).

An der Auflockerung und Erweiterung der Zellwand sind u. a. Expansine beteiligt (Sampedro & Cosgrove,
2005). Die Uberexpression von EXP10 resultiert in groReren Blattern mit vergroRerten Zellen (Abb. 2)
(Cho & Cosgrove, 2000). Die verstarkte Expression anderer Gene, wie z. B. ARGOS-LIKE (ARL), einem
ARGOS-Homolog, und ZINC FINGER HOMEODOMAIN 5 (ZHD5), das fiir einen Transkriptionsfaktor
kodiert, hat dhnliche Auswirkungen (Hu et al., 2006; Hong et al., 2011), die Ursache fiir die ZellgréRen-
zunahme ist aber noch weitestgehend unbekannt.

In Arabidopsis beeinflusst die Aktivitat der evolutionar konservierten Kinase TARGET OF RAPAMYCIN
(TOR) die Anzahl an translational aktiven Polysomen und stimuliert die Expression von rRNA-Genen in
Abhingigkeit von Nahrstoffzustand und Umweltbedingungen. TOR-Uberexpression resultiert in groRe-
ren Organen mit groReren Zellen (Abb. 2) (Deprost et al., 2007; Ren et al., 2011). Mehrere Mitglieder
der Klasse-I-TCP-Familie aktivieren die Expression ribosomaler Gene und von CYCBI1;1, welches am
G2/M-Ubergang des Zellzyklus stark exprimiert wird (Li et al., 2005a; Danisman et al., 2012). Zudem
reprimieren sie die Biosynthese von Jasmonsaure, welche die Zellteilung und die Endoreduplikation
hemmt (Pauwels et al., 2008; Danisman et al., 2012).

In Arabidopsis ist Zellexpansion mit Endoreduplikation verbunden, einer Variation des Zellzyklus,
wahrend der mehrere Genomduplikationen ohne nachfolgende Zellteilung stattfinden (Beemster et al.,
2005). Zwar wurde bereits in mehreren Pflanzenspezies eine Korrelation zwischen Ploidielevel und Zell-
groRe beschrieben (Melaragno et al., 1993; Kondorosi et al., 2000; Galbraith et al., 2001; Sugimoto-
Shirasu & Roberts, 2003), allerdings kdnnen Zellen auch ohne eine Zunahme der nukledren DNA eine
betrachtliche GroRe erreichen (De Veylder et al., 2001). Fiir einen kausalen Zusammenhang von Endo-
reduplikation und finaler BlattgroRe gibt es bisher nur wenige Beweise (Gonzalez et al., 2010). Der
Knockout des Gens REGULATORY PARTICLE AAA-ATPASE 2a (RPT2a), das fur eine Untereinheit des 26S-
Proteasoms kodiert, fiihrt zur Produktion groRerer Zellen (Abb. 2). Die ldngere Expansion der Zellen ist

mit einer Zunahme des Ploidielevels verbunden (Kurepa et al., 2009; Sonoda et al., 2009).
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In Pflanzen mit verringerter Zellproliferation ldsst sich beobachten, dass die reduzierte Zellzahl z. T.
durch verstarkte Zellexpansion kompensiert wird, und sogar der umgekehrte Fall ldsst sich beobachten
(Horiguchi & Tsukaya, 2011). So kommt es beispielsweise zu einer reduzierten Zellzahl in an3- oder ant-
Mutanten und zu einer Zunahme der ZellgroRe, die allerdings nicht ausreicht, um die Abnahme der
Blattflache zu kompensieren (Mizukami & Fischer, 2000; Horiguchi et al., 2005). Das Kompensations-
phanomen lasst sich auch in cytokinindefizienten Pflanzen beobachten (s. Abschnitt 1.1.3). Die moleku-
laren Mechanismen dahinter sind weitestgehend ungeklart.

Wahrend der Zellexpansionsphase beginnen die meisten Zellen auszudifferenzieren. Einige, tber die
Blattflache verstreute Zellen aber, die Meristemoide, teilen sich weiter (Abb. 2) und bilden schlieBlich
spezifische Zelltypen, wie z. B. stomatare Schlielzellen oder provaskulare Zellen (Nadeau & Sack, 2002;
Fisher & Turner, 2007; Peterson et al., 2010). Die stomatare Zelllinie produziert nicht nur die Zellen der
Spaltéffnungen, sondern zudem eine grofRe Anzahl an epidermalen Zellen (67 % aller Epidermiszellen in
Kotyledonen, 48 % in Blattern) (Geisler et al., 2000; Bergmann & Sack, 2007). Somit leisten die
Meristemoide einen grolRen Beitrag zur endgiiltigen BlattgroBe. Der Funktionsverlust der PEAPOD-Gene
PPD1 und PPD2, die fir putative DNA-bindende Proteine kodieren, verlangert die Zellteilungsphase
dieser Zellen (Abb. 2) und fuhrt zu groBeren, kuppelférmigen Blattern (White, 2006).

1.2.3. Die Rolle der Epidermis bei der Organentwicklung

Die Kommunikation zwischen verschiedenen Zellschichten ist fir die Koordination von Wachstums-
prozessen essenziell. Bisher ist (iber den Beitrag der drei Zellschichten des SAMs und von ihnen gebilde-
ter autonomer und nicht-autonomer Faktoren zur endgiiltigen GréRe eines Organs nicht viel bekannt.
Eine ungemein wichtige Rolle kommt wahrscheinlich der dufleren L1-Schicht und der von ihr gebildeten
Epidermis zu (Savaldi-Goldstein & Chory, 2008). Die Epidermis ist die duBere Zellschicht des Sprosses,
die sich durch groStenteils antikline Zellteilung, die Bildung einer wasserabweisenden Schicht (Cuticula)
und spezialisierte Zelltypen, wie stomatare SchlieBzellen und Trichome, auszeichnet. Zusatzlich zu ihrer
Schutzfunktion (Yeats & Rose, 2013) spielt sie auch bei der Aufrechterhaltung der Stammzellpopulation
im SAM (Knauer et al., 2013) und der Regulation des Organwachstums (Czesnick & Lenhard, 2015) eine
wichtige Rolle. AuBerdem werden die protodermalen Zellen des SAMs und des Embryos fir die Produk-
tion und den Transport des Phytohormons Auxin benétigt, was die Bildung der apikal-basalen embryo-
nalen Achse und die Initiation von Organanlagen steuert (Reinhardt et al., 2003; Kierzkowski et al., 2013;
Robert et al., 2013; Wabnik et al., 2013).

Bemis & Torii (2007) konnten zeigen, dass die Hemmung der epidermalen Zellteilung durch spezifische
Expression von Inhibitorgenen der Cyclin-abhdngigen Kinasen (cyclin-dependent kinase, CDK) in der

duBeren Zellschicht zwar keinen Einfluss auf die Zellanzahl in den subepidermalen Geweben hat, die
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Zellen aber nicht so stark wachsen, was auf eine GréRenbeschrankung durch die Epidermis hindeutet.
Mithilfe transgener Arabidopsis-Pflanzen, in denen nur die Epidermis zur Perzeption von BRs in der Lage
ist bzw. in denen BRs spezifisch abgebaut werden, zeigten Savaldi-Goldstein et al. (2007), dass die
duBere Zellschicht die Zellexpansion in den darunterliegenden Geweben beeinflusst. BRs sind wachs-
tumsfoérdernde, weitestgehend immobile Phytohormone, deren Mutanten hauptsachlich aufgrund von
Zellexpansionsdefekten kleinwtichsig sind (Bishop et al., 1996; Szekeres et al., 1996; Nakaya et al., 2002;
Symons & Reid, 2004; Nakamura et al., 2006; Savaldi-Goldstein et al., 2007). Phytosulfokine (PSK), zell-
elongationsfordernde Peptide, konnen durch alleinige Perzeption in der Epidermis und in Abhangigkeit
von BRs das Spross- und Wurzelwachstum stimulieren (Hartmann et al., 2013).

Auch wenn den inneren Zellen eine gewisse Autonomie hinsichtlich ihrer Teilungsaktivitat zugesprochen
wird (Bemis & Torii, 2007), belegen mehrere Studien die Wichtigkeit der Epidermis fiir die Regulation
der Zellproliferation in sich entwickelnden Organen. Experimente mit genetischen Mosaiken des
HOBBIT(HBT)-Gens, das fir eine CDC27-homologe APC/C-Untereinheit kodiert, zeigten, dass eine
epidermale HBT-Expression die in der hbt-Mutante in allen Zellschichten verringerte Zellzahl wieder
herzustellen vermag (Serralbo et al.,, 2006). Auch Untersuchungen an Tabakpflanzen, in denen die
Epidermis einen anderen Genotyp als die darunterliegenden Zellen besitzt (sog. perikline Chimaren),
flihrten zu der Annahme, dass sich die Zellproliferation in der Epidermis auf die Teilungsaktivitat der
subepidermalen Gewebe auswirkt (Marcotrigiano, 2010). Nobusawa et al. (2013) konnten zeigen, dass
die Synthese von sehr langkettigen Fettsauren (very-long-chain fatty acids, VLCFAs) in der Epidermis die
Cytokininbiosynthese in der Vaskulatur inhibiert, was die Zellteilungsaktivitat in den internen Geweben
und dadurch das Sprosswachstum beeinflussen konnte. Die Epidermis produziert nicht nur nicht-
zellautonome, wachstumsregulierende Signale, sondern empfangt sie auch. Beispielsweise wird das
bereits genannte Protein GIF1/AN3 in Mesophyllzellen produziert und stimuliert die epidermale Zell-
proliferation (Kawade et al., 2013).

Ob auch Cytokinin als zellteilungsfordernder Faktor zwischen verschiedenen Zellschichten eines sich
entwickelnden Organs vermittelt und auf diese Weise das Organwachstum koordiniert oder eher in
allgemeiner Weise die Wachstumsprozesse des Organs beeinflusst, ist noch nicht geklart. Die spezifische
Expression von Biosynthesegenen in der L1 und L2 des SAMs und der Organprimordien (Chickarmane et
al., 2012; Gruel et al., 2016) konnten aber einen ersten Hinweis auf eine nicht-zellautonome Funktion

von Cytokinin darstellen.

1.3. Entwicklungsiibergange

Der Lebenszyklus einer Pflanze lasst sich in mehrere Entwicklungsphasen untergliedern, die durch spezi-

fische morphologische Merkmale und/oder die Ausbildung neuer Organe gekennzeichnet sind. Wahrend
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in der vegetativen Phase vor allem Biomasse aufgebaut wird, dient die reproduktive Phase der Bildung
von Bliiten und Samen. In der juvenilen vegetativen Phase ist die Initiation des Blihprozesses nicht
moglich, Pflanzen erlangen Blithkompetenz erst mit dem Ubergang zur adulten vegetativen Phase. Die
Ubergédnge von juveniler zu adulter vegetativer Phase und von vegetativem zu reproduktivem Wachs-
tum werden durch komplexe genetische Programme reguliert, die durch endogene und exogene Fakto-

ren gesteuert werden (Huijser & Schmid, 2011; Hong & Jackson, 2015; Teotia & Tang, 2015).

Vernalization| [Autonomous GA Age
pathway pathway pathway| |pathway

FCA, FY
FPA, FVE

miR156
[soct|— LFY |« |S;Is|
[A£1 |

Photoperiod |
pathway

Abb. 3: Vereinfachtes Modell der fiinf Hauptsignalwege, die in Arabidopsis die Bliihinduktion steuern. Der auto-
nome Signalweg und der Vernalisationssignalweg reprimieren die Aktivitdt des Bliihrepressors FLOWERING LOCUS
C (FLC). FLC reprimiert die Bliihintegratoren FLOWERING LOCUS T (FT) und SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS 1 (SOC1). Unter Langtagbedingungen fiihrt die sequenzielle Aktivierung von GIGANTEA (Gl) und
CONSTANS (CO) zur Akkumulation von FT in den Blattern, das ins SAM transportiert wird, wo es mit FD interagiert.
Die Signale aus den verschiedenen Signalwegen fiihren letztendlich zur Aktivierung von Meristemidentitatsgenen
durch FT/FD und SOC1 und zur Bluhinduktion. Der GA-Signalweg reguliert hauptséchlich die Expression von LEAFY
(LFY) und interagiert zudem mit dem miR156-abh&dngigen autonomen Signalweg (age pathway). Beim letztgenann-
ten wirkt sich das Alter der Pflanze auf die Expression von miR156 und miR172 aus. Mit zunehmendem Alter wer-
den Bluhrepressoren unterdriickt und blihférdernde Gene induziert. Weitere abgebildete Gene sind APETALA 1
(AP1), AP2, FCA, FPA, FVE, FY, PHYTOCHROME A (PHYA), PHYB, SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP), SQUAMOSA
PROMOTER-BINDING PROTEIN-LIKE (SPL), VERNALIZATION 1 (VRN1), VRN2, VERNALIZATION INSENSITIVE 3 (VIN3).
Aus Teotia & Tang (2015).
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Licht (Intensitdat und Tageslange) gehoért zu den wichtigsten Umweltfaktoren, die den Bliihzeitpunkt
einer Pflanze bestimmen, was zu einer Unterteilung in Langtagpflanzen (z. B. Arabidopsis), Kurztag-
pflanzen (z. B. Reis) und tagneutralen Pflanzen (z. B. Tomate) fiihrte (Hamner, 1940). Die Tageslange
wird von der Pflanze im Wesentlichen durch die zirkadiane Regulation der CONSTANS(CO)-Expression
und die Stabilisierung des CO-Proteins wahrend der Lichtphase wahrgenommen (Sudrez-Lépez et al.,
2001; Yanovsky & Kay, 2002; Valverde et al., 2004). Ein weiterer wichtiger Einfluss ist die Umgebungs-
temperatur. Die Umstellung auf reproduktives Wachstum setzt bei vielen Pflanzen eine langere Kalte-
periode voraus, ein Prozess, der als Vernalisation bezeichnet wird (Chouard, 1960). Darlber hinaus
kénnen warme Temperaturen den Blihprozess unter nicht-induktiven Kurztagbedingungen erheblich
beschleunigen (Blazquez et al., 2003; Fernandez et al., 2016). Zu den wichtigsten endogenen Faktoren,
die den Bliihbeginn beeinflussen, zdhlen Gibberelline (GAs) sowie der Kohlenhydratstatus und das Alter
der Pflanze (Srikanth & Schmid, 2011). Die genannten exogenen und endogenen Faktoren steuern flnf
Hauptsignalwege: den fotoperiodischen Signalweg, den Vernalisationssignalweg, den GA-Signalweg, den
autonomen Signalweg und den miR156-abhangigen autonomen Signalweg (auch age pathway genannt)
(Abb. 3). Die verschiedenen regulatorischen Signalwege konvergieren letztendlich auf einer Reihe von
Bllhintegratoren: FT und seinem Paralog TSF, SOC1 und AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24). Diese regulieren
die Expression von Meristemidentitatsgenen im SAM und in lateralen Meristemen, darunter LEAFY
(LFY), APETALA 1 (AP1) und FRUITFUL (FUL), deren Aktivitdten die vegetativen Apices in Infloreszenz-
meristeme umwandeln. Sobald die Expression dieser Gene ein bestimmtes Level {ibersteigt, induzieren
die kodierten Proteine die Transkription von Blitenorganidentitatsgenen, woraufhin Bliiten gebildet
werden (Khan et al., 2014; Hong & Jackson, 2015; Matsoukas, 2015). Neben GA beeinflussen noch
weitere Phytohormone die Blihinduktion, z. B. Brassinosteroide (Domagalska et al., 2010; Li et al.,
2010), Ethylen (Ogawara et al., 2003; Achard et al., 2007), Salicylsaure (Martinez et al., 2004; Wada et
al., 2010), Abscisinsadure (Barth et al., 2006) und Cytokinine (D'Aloia et al., 2011; Bernier, 2013).

Viele Regulatoren, die den Ubergang zum reproduktiven Wachstum steuern, spielen auch fiir den Uber-
gang von juveniler zu adulter vegetativer Phase eine wichtige Rolle und beeinflussen zudem einige der
heteroblastischen Merkmale, die diese beiden Phasen charakterisieren. Juvenile Rosettenblatter
besitzen lange Petiolen und haben eine rundliche Form. Adulte Blatter sind hingegen langer und groRer,
und sie verfligen Uber kirzere Petiolen, gezahnte Blattrander und kleinere Zellen. Die genannten Merk-
male verdndern sich graduell, sodass sich eine eindeutige Unterscheidung nur durch die Ab- oder
Anwesenheit von Trichomen auf der Blattunterseite ergibt (Huijser & Schmid, 2011).

Die Transitionen von juveniler zu adulter vegetativer Phase und von vegetativem zu reproduktivem
Wachstum werden hauptsachlich durch zwei evolutionar hochkonservierte miRNAs, miR156 und
miR172, reguliert. In den folgenden Abschnitten werden die miRNA-Biogenese sowie die Komponenten

und die Wirkungsweise des age pathway behandelt.
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1.3.1. Biogenese und Wirkungsmechanismus pflanzlicher miRNAs

MiRNAs sind 20-24 nt lange RNA-Molekiile, die die Expression spezifischer Zielgene auf transkriptionel-
ler und/oder translationaler Ebene reprimieren. Sie sind an einer Vielzahl pflanzlicher Prozesse beteiligt,
wie z.B. Organwachstum, biotische und abiotische Stressantworten und Entwicklungsiibergange.
Ahnlich wie Phytohormone regulieren miRNAs meist mehr als nur einen Entwicklungsprozess (Rogers &
Chen, 2013; Curaba et al., 2014). Die meisten Pflanzen besitzen Gber hundert miRNA-kodierende Gene
(MIR-Gene), wobei eine miRNA h&ufig von mehreren Genen kodiert wird (Li & Mao, 2007; Nozawa et al.,
2012), was eine spezifische rdumliche und zeitliche Regulation erlaubt.

Die MIR-Transkription erfolgt in dhnlicher Weise wie die proteinkodierender Gene. MIR-Promotoren
enthalten haufig eine TATA-Box sowie weitere regulatorische cis-Elemente (Megraw et al., 2006; Zhao et
al., 2013). Ein Mediatorproteinkomplex und weitere allgemeine Transkriptionsfaktoren, wie z. B. CELL
DIVISION CYCLE 5 (CDC5), NEGATIVE ON TATA LESS 2A (NOT2A) und NOT2B, rekrutieren die DNA-
abhangige RNA-Polymerase Il (Pol Il) an den MIR-Promotor und fordern ihre Aktivitat (Kim et al., 2011,
Wang et al., 2013b; Zhang et al., 2013a). Spezifische Transkriptionsfaktoren, die nur die Expression
bestimmter MIR-Gene regulieren, wurden ebenfalls identifiziert. Beispielsweise binden die Proteine
AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15), AGL18 und FUSCA3 an Promotoren von MIR156-Genen und aktivieren
deren Expression (Wang & Perry, 2013; Serivichyaswat et al., 2015). POWERDRESS (PWR) wiederum
erleichtert die Rekrutierung der Pol Il an MIR172-Promotoren (Yumul et al., 2013). APETALA 2 (AP2)
bindet an die Promotoren von MIR156- und MIR172-Genen, um die Transkription zu fordern bzw. zu
inhibieren (Yant et al., 2010). Die primaren MIR-Transkripte (pri-miRNAs) werden wahrscheinlich wah-
rend der Transkription durch die RNA-Bindeproteine DAWDLE (DDL) und PLEIOTROPIC REGULATORY
LOCUS 1 (PRL1) stabilisiert (Yu et al., 2008; Zhang et al., 2014b) und zudem mit einer 7-Methylguanosin-
Kappe am 5‘-Ende und einem Poly(A)-Schwanz am 3‘-Ende versehen (Abb. 4A) (Jones-Rhoades & Bartel,
2004; Xie et al., 2005). Die Stabilitat einiger pri-miRNAs wird wahrscheinlich zusatzlich durch weitere
Faktoren und Signale beeinflusst. So verstarkt z. B. Glucose den Abbau von pri-miR156a und pri-miR156c
(Yu et al., 2013).

Nach der Transkription werden die pri-miRNAs, die eine unvollkommene Haarnadelstruktur formen
(Wang et al., 2007; Merchan et al., 2009), durch die DICER-LIKE(DCL)-Proteine, eine Familie von RNase-
llI-Endonuleasen, zu kurzen, doppelstrangigen RNAs (dsRNAs) prozessiert (Abb. 4A). DCL1 ist flr die
miRNA-Biogenese der meisten MIR-Gene verantwortlich (Park et al., 2002; Reinhart et al., 2002; Margis
et al., 2006). Die Proteine HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) (Han et al., 2004; Vazquez et al., 2004; Kurihara
et al., 2006), SERRATE (SE) (Grigg et al., 2005; Lobbes et al., 2006; Yang et al., 2006a) und TOUGH (TGH)
(Ren et al., 2012) sind ebenfalls an der pri-miRNA-Prozessierung beteiligt. Sie binden an verschiedene
Stellen der pri-miRNA (Hiraguri et al., 2005; Rasia et al., 2010; Yang et al., 2010; Machida et al., 2011;
Ren et al., 2012) und sind mit DCL1 assoziiert (Kurihara et al., 2006; Lobbes et al., 2006; Yang et al.,
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2006a; Qin et al., 2010; Machida et al., 2011; Ren et al., 2012). Wahrend HYL1 und SE die préazise und
effiziente Spaltung der pri-miRNAs gewahrleisten (Dong et al., 2008), verstarkt TGH die Aktivitdt von
DCL1 (Ren et al., 2012). Es sind noch viele weitere Proteine an der pri-miRNA-Prozessierung beteiligt,
z. B. GRP7, das die Transkripte bindet und den Prozess hemmt (KGster et al., 2014). Der miRNA/miRNA*-
Duplex, der aus der reifen miRNA (guide-Strang) und einem komplementédren passenger-Strang
(miRNA*) besteht, wird schlieRlich mit 2 nt langen 3‘-Uberhingen entlassen (Abb. 4A) (Rogers & Chen,
2013). Diese werden durch die S-Adenosylmethionin-abhangige Methyltransferase HUA ENHANCER 1
(HEN1) methyliert (Abb. 4A) (Yu et al., 2005; Yang et al., 2006b), wodurch der miRNA/miRNA*-Duplex
stabilisiert wird (Li et al., 2005b; Yu et al., 2005; Ramachandran & Chen, 2008).
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Abb. 4: Die miRNA-Biogenese und der age pathway. (A) Vereinfachtes Modell der pflanzlichen miRNA-Biogenese.
Beschreibung s. Text; modifiziert nach Zhang et al. (2015a). (B) Autoregulatorische Schleife zwischen miR156,
miR172 und ihren Zielgenen. MiR156 vermittelt den Abbau von SPL-Transkripten, miR172 hemmt die Expression
von AP2-like-Transkriptionsfaktoren; miR156 wird durch ihre Zielgene SPL9 und SPL15 reguliert sowie durch AP2
und AGL15; miR172 wird durch ihre Zielgene AP2 (Uber LUG und SEU), TOE1 und TOE2 sowie durch SPL9, SPL10
und SPL15 reguliert; TOE1/TOE2 inhibieren die Expression von SPL3-5; SPL3 induziert TOE3; AP2 und SMZ hemmen
ihre eigene Expression sowie die anderer miR172-Zielgene; modifiziert nach Teotia & Tang (2015).

Abkirzungen: 7mG = 7-Methylguanosin, AGL15 = AGAMOUS-LIKE 15, AGO1 = ARGONAUTE 1, AP2 = APETALA 2,
DCL1 = DICER-LIKE 1, HEN1 = HUA ENHANCER 1, LUG = LEUNIG, Pol Il = RNA-Polymerase Il, RISC = RNA-induced
silencing complex, SEU = SEUSS, SMZ = SCHLAFMUTZE, SNZ = SCHNARCHZAPFEN, SPL = SQUAMOSA PROMOTER-
BINDING PROTEIN-LIKE, TOE = TARGET OF EAT.

Der methylierte miRNA/miRNA*-Duplex wird durch HASTY (HST), einem pflanzlichen Homolog des
tierischen EXPORTINS (EXP5), aus dem Kern ins Cytoplasma transportiert, allerdings findet auch HST-
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unabhangiger Export statt (Zeng & Cullen, 2004; Park et al., 2005). Dort wird die reife miRNA vom
passenger-Strang getrennt und von ARGONAUTE(AGO)-Proteinen gebunden (Abb. 4A) (Baumberger &
Baulcombe, 2005; Takeda et al., 2008; Derrien et al., 2012). In Arabidopsis existieren zehn AGO-Proteine
(Vaucheret, 2008). Die meisten miRNAs werden in AGO1 aufgenommen, um den RNA-induced silencing
complex (RISC) zu bilden (Abb. 4A) (Baumberger & Baulcombe, 2005; Mi et al., 2008; Takeda et al.,
2008). Die miRNA-Bindung und Aktivitdt von AGO1 werden durch SQUINT (SQN) und HEAT SHOCK
PROTEIN 90 (HSP90) unterstiitzt (Smith et al., 2009; Earley & Poethig, 2011; Iki et al., 2012).

Urspriinglich wurde angenommen, dass pflanzliche miRNAs ausschlieBlich die endonukleolytische Spal-
tung komplementarer mRNAs durch AGO-Proteine vermitteln. In Arabidopsis wird die mRNA nach ihrer
Spaltung durch den RISC von der Endoribonuklease XRN4 abgebaut (Souret et al., 2004; Ren et al.,
2014). Im tierischen System wurde fiir den RISC zusatzlich eine translationale Hemmung nachgewiesen
(lwakawa & Tomari, 2015). Mehrere Beispiele einer Regulation auf Proteinebene bei gleichzeitiger
Abwesenheit nennenswerter Unterschiede der mRNA-Abundanz fuhrten schlieBlich zu der Annahme,
dass dieser gene-silencing-Mechanismus auch in Pflanzen stattfindet (Aukerman & Sakai, 2003; Chen,
2004; Gandikota et al., 2007; Brodersen et al., 2008; Dugas & Bartel, 2008; Beauclair et al., 2010).
Inzwischen konnten viele an der translationalen Inhibition beteiligte Proteine identifiziert werden, z. B.
SUO, das bei der Regulation von miR156/157-Zielgenen eine Rolle spielt (Yang et al., 2012). Der
Mechanismus der Translationshemmung durch miRNA ist noch weitestgehend ungeklart, da er sich

deutlich vom tierischen Ablauf unterscheidet (lwakawa & Tomari, 2015).

1.3.2. Der miR156-abhingige, autonome Signalweg (age pathway)

Zwei evolutiondr hochkonservierte miRNAs, miR156 und miR172, und ihre jeweiligen Zielgene wurden
als Schlisselkomponenten der genetischen Mechanismen identifiziert, welche die pflanzlichen Entwick-
lungsiibergange sowie einige der damit einhergehenden heteroblastischen Merkmale kontrollieren
(Huijser & Schmid, 2011). In Arabidopsis, Mais, Tabak und vielen weiteren Pflanzenspezies fordert
miR156 Juvenilitit, wihrend miR172 das Adultstadium und den Ubergang zur reproduktiven Phase
begiinstigt (Chuck et al., 2007a; Wu et al., 2009; Teotia & Tang, 2015; Zhang et al., 2015b). Die Uber-
expression von miR156 in Arabidopsis fihrt zu einer erhéhten Anzahl an juvenilen Blattern, einem
verkiirzten Plastochron, einer starken Reduktion der Apikaldominanz und einer deutlichen Verzégerung
der Blihinduktion (Schwab et al., 2005; Wu & Poethig, 2006; Wu et al., 2009; Huijser & Schmid, 2011).
Im Gegensatz dazu {berspringen miR172-Uberexpressionspflanzen die juvenile Phase unter Langtag-
bedingungen (unter nicht-induktiven Bedingungen ist sie stark verkiirzt) und beginnen bereits nach
Bildung von zwei bis drei adulten Rosettenblattern zu blihen (Jung et al., 2007; Wu et al., 2009; Huijser

& Schmid, 2011). Die Uberexpression eines kiinstlichen Zielgens zur Reduktion der miRNA-Aktivitat in
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sog. Zielgen-Mimikry(MIM)-Linien resultiert hingegen in gegenteiligen Effekten: p355:MIM156 ist eine
Phanokopie von p35S:MIR172, wahrend p35S:MIM172 zwar nicht den buschigen Phanotyp von
p35S:MIR156 ausbildet, aber ebenfalls Gber eine verlangerte juvenile Phase verfligt und erheblich spater
zu bliihen beginnt (Franco-Zorrilla et al., 2007; Todesco et al., 2010).

In Arabidopsis werden die Vorstufen der miR156 (pri-miR156) von acht Genen kodiert (MIR156A-H), die
im Spross vor allem im Meristem und in jungen Blattern exprimiert sind (Xie et al., 2005; Yu et al., 2015).
Die Abundanz der miR156 ist in friihen Stadien der Sprossentwicklung besonders hoch und nimmt im
Laufe der Entwicklung ab, was eine Zunahme der miR172 bewirkt (Aukerman & Sakai, 2003; Jung et al.,
2007; Wang et al., 2009; Wu et al., 2009). Die miR172 lasst sich ebenfalls im SAM nachweisen und wird
von flinf Genen (MIR172A-E) kodiert (Chen, 2004; Xie et al., 2005).

Die Zielgene der miR156 kodieren fiir pflanzenspezifische Transkriptionsfaktoren der SQUAMOSA
PROMOTER BINDING-LIKE(SPL)-Familie (Abb. 4B), die sich durch eine hochkonservierte SBP-DNA-Binde-
domane mit einem speziellen Zinkfingermotiv auszeichnen (Yamasaki et al., 2004). In Arabidopsis wer-
den elf der 17 SPL-Gene durch miR156 und die sehr dhnliche miR157 reguliert, und zwar hauptsachlich
durch mRNA-Abbau (Rhoades et al., 2002; Park et al., 2005; Schwab et al., 2005; Wu & Poethig, 2006;
Franco-Zorrilla et al., 2007; Gandikota et al., 2007; Yu et al., 2013). Die mit fortschreitendem Alter
abnehmende miR156-Abundanz wird entsprechend von einer Zunahme der SPL-Expression begleitet
(Cardon et al., 1999; Wu & Poethig, 2006; Shikata et al., 2009; Wang et al., 2009; Wu et al., 2009).
Arabidopsis-SPL-Gene mit einer miR156/157-Zielsequenz werden phylogenetisch und strukturell in vier
verschiedene Untergruppen unterteilt (Guo et al., 2008). Nur bei den drei kleinsten SPL-Genen (SPL3,
SPL4 und SPL5) befindet sich das miR156/157-Erkennungselement in der 3-UTR (Gandikota et al., 2007).
Sie fordern adulte Blattmerkmale, wie abaxiale Trichome sowie Zellzahl und -gréf3e, sind an der Bliiten-
entwicklung beteiligt und spielen bei der Regulation des Ubergangs zu reproduktivem Wachstum wahr-
scheinlich eine eher untergeordnete Rolle (Wu & Poethig, 2006; Gandikota et al., 2007; Usami et al.,
2009; Xu et al., 2016). Entsprechend ihrer Funktionen sind sie in adulten Blattern, im Infloreszenz-
meristem und Bliitenprimordien exprimiert sowie schwach im vegetativen SAM und in jungen Blattern
(Cardon et al., 1997; Wu et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009; Jorgensen & Preston, 2014). Wahrend
SPL3, SPL4 und SPL5 keinen Einfluss auf die miR172-Expression haben, konnte fir die beiden nah
miteinander verwandten SPL9 und SPL15 eine direkte Aktivierung von MIR172B gezeigt werden (Abb.
4B) (Wu et al., 2009; Hyun et al., 2016). Die beiden Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Juvenil-
adult-Transition und bei der Blihinduktion (Schwarz et al., 2008; Wang et al., 2009; Wu et al., 2009).
AulRerdem fordern sie die Bildung von abaxialen Trichomen (Wu et al., 2009; Yu et al., 2010) sowie die
Blattbildungsrate (Schwarz et al.,, 2008; Wang et al., 2008) und beeinflussen die Zellproliferation
und/oder -expansion (Usami et al., 2009) und die Blattform (Usami et al., 2009; Wu et al., 2009). SPL9 ist

in Primordien von vegetativen und reproduktiven Meristemen, nicht jedoch im SAM selbst exprimiert
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(Wang et al., 2008; Wang et al., 2009; Wu et al., 2009), wahrend SPL15 hauptsachlich im Meristem-
zentrum exprimiert wird (Hyun et al., 2016). Die beiden genannten SPL-Untergruppen beeinflussen den
Blihprozess durch transkriptionelle Regulation beteiligter Gene. SPL3 und SPL9 induzieren die Expres-
sion von Bllhintegratoren, wie z. B. FT und SOC1 (Wang et al., 2009; Kim et al., 2012a), und Bliten-
meristemidentitatsgenen, wie z. B. AP1, LFY und FUL (Wang et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009).
Kirzlich zeigten Hyun et al. (2016), dass SPL15 unter nicht-induktiven Bedingungen mit SOC1 einen
Komplex bildet, der ebenfalls die Expression von FUL aktiviert.

SPL2, SPL10 und SPL11 bilden eine weitere Untergruppe (Guo et al., 2008) und beeinflussen hauptsach-
lich die Ausbildung adulter Blattmerkmale und die Blattform, wohingegen sie bei der Regulation von
Entwicklungsiibergdngen eher eine untergeordnete Rolle spielen (Shikata et al., 2009; Wu et al., 2009).
Uber SPL6 und SPL13 ist bisher am wenigsten bekannt. SPL13 beeinflusst wahrscheinlich gemeinsam mit
dem miR172-Zielgen SCHNARCHZAPFEN (SNZ) den Ubergang vom Kotyledonenstadium zum ersten
vegetativen Blatt (Martin et al., 2010b, a). Fiir SPL10 konnte gezeigt werden, dass es wie SPL9 und SPL15
die Transkription von MIR172B durch direkte Bindung an den Promotor induziert (Wu et al., 2009; Hyun
et al., 2016) und auch SPL2, SPL11 und SPL13 férdern die MIR172B-Expression (Xu et al., 2016).

MiR172 ist in die Regulation von Genen involviert, die Transkriptionsfaktoren mit APETALA 2(AP2)-DNA-
Bindedomane kodieren (Abb. 4B) (Park et al., 2002; Aukerman & Sakai, 2003; Chen, 2004; Schwab et al.,
2005). AP2, SCHLAFMUTZE (SMZ), SNZ, TARGET OF EAT 1 (TOE1), TOE2 und TOE3 hemmen den Uber-
gang zur reproduktiven Phase und sind an der Regulation der Blitenentwicklung beteiligt (Bowman et
al., 1991; Jofuku et al., 1994; Aukerman & Sakai, 2003; Schmid et al., 2003; Chen, 2004; Jung et al., 2007,
Mathieu et al., 2009; Jung et al., 2014). Das miR172-vermittelte gene silencing findet hauptsachlich
durch translationale Hemmung statt (Aukerman & Sakai, 2003; Chen, 2004; Lauter et al., 2005). Mit
Ausnahme von TOE3 zeigen die Transkriptlevel aller miR172-Zielgene eine negative Korrelation zur
miR172-Abundanz, sie nehmen mit zunehmendem Alter ab (Aukerman & Sakai, 2003; Jung et al., 2007,
Mathieu et al., 2009). Im Gegensatz zu den (ibrigen miR172-Zielgenen nimmt die Expression von TOE3
im Laufe der pflanzlichen Entwicklung zu und ist vor allem in Blliten prominent, was im Einklang mit der
Funktion von TOE3 in der Blitenentwicklung ist (Jung et al., 2007; 2014).

Zusatzlich zu der Hemmung durch miR172 regulieren sich die Zielgene auch untereinander (Abb. 4B).
AP2 inhibiert seine eigene Expression sowie die Transkription von SMZ, SNZ, TOE1 und TOE3 durch
direkte Bindung an die Promotoren (Yant et al., 2010). SMZ reguliert wiederum die Expression von AP2
in negativer Weise und hemmt zudem die eigene Transkription sowie die Expression von SNZ und TOE3
(Mathieu et al., 2009). Dariber hinaus regulieren TOE1 und TOE2 die miR172-Expression in einer positi-
ven Feedback-Schleife, wahrend AP2 sie negativ beeinflusst (Wu et al., 2009; Yant et al., 2010). Die
negative Regulation von miR172 durch AP2 geschieht zum einen direkt durch Bindung an den MIR172B-
Promotor, zum anderen indirekt durch Induktion des DELLA-Gens RGA-LIKE 1 (RGL1) (Yant et al., 2010).
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MiR172 reguliert den Ubergang zur adulten Phase, u.a. indem sie die Bildung abaxialer Trichome
fordert, z. T. durch die Reprimierung von TOE1 und TOE2 (Wu et al., 2009). Zudem induziert AP2 die
Expression von MIR156E sowie AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15), das seinerseits zusammen mit AGL18 die
Transkription von zwei weiteren MIR156-Genen aktiviert (Yant et al., 2010; Serivichyaswat et al., 2015).
Ansonsten sind miR172 und ihre Zielgene in erster Linie in die Kontrolle vieler in den Blihprozess
verwickelter Gene involviert, wodurch sie den Ubergang zu reproduktivem Wachstum férdern und die
Bliitenentwicklung regulieren. In miR172-Uberexpressionspflanzen ist die Expression von FLC, das einen
dominanten Bliuhrepressor kodiert, verringert, wahrend die Expression von AP1 und FT erhoht ist (Lee et
al., 2010). Die miR172-abhiangige Regulation von FT wird durch TOE1, SMZ und SNZ vermittelt, die die
Transkription von FT hemmen (Jung et al., 2007; Mathieu et al., 2009). SMZ inhibiert zudem die
Expression von AP1 und SOC1 (Mathieu et al., 2009). AP2 hemmt u. a. die Expression von AG, AP1, FUL
und SOC1 (Yant et al., 2010). Die Expression von AG wird zudem von TOE3 wahrend der Blitenentwick-

lung reprimiert (Jung et al., 2014).

Die Expression von miR156, miR172 und ihrer jeweiligen Zielgene wird auf verschiedenen Ebenen und
durch diverse Faktoren beeinflusst. Das dsRNA-Bindeprotein HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1), ein
wichtiger Regulator der miR156-Biogenese (s. Abschnitt 1.3.1), ist fur die Akkumulation von miR156
notwendig. Die hyl1-2-Mutante hat eine geringere miR156-Abundanz, erhohte SPL-Transkriptmengen
und bliiht dementsprechend friher als der Wildtyp (Li et al., 2012). Serivichyaswat et al. (2015) konnten
zeigen, dass die MADS-Box-Proteine AGL15 und AGL18 an die Promotoren von MIR156A und MIR156C
binden und ihre Transkription aktivieren. Die Transkription von MIR156-Genen wird auBerdem durch
ihre eigenen Ziele reguliert: Wahrend SPL9 und SPL10 einen positiven Effekt auf die MIR156-Expression
zeigen (Wu et al., 2009), wird sie durch SPL15 inhibiert (Abb. 4B) (Wei et al., 2012).

Die Expression von miR156 wird hauptsachlich durch das Alter der Pflanze bestimmt und ist generell
unabhangig von Photoperiode und Gibberellin (Galvao et al., 2012; Jung et al., 2012a; Porri et al., 2012).
MiR172 steht hingegen unter photoperiodischer Kontrolle (Jung et al., 2007). GIGANTEA (Gl), das unter
induktiven Lichtbedingungen die Transkription von CO reguliert (Mizoguchi et al., 2005), fordert
zusatzlich die pri-miR172-Prozessierung unabhangig von CO (Jung et al., 2007). Darliber hinaus kénnten
einige MIR172-Gene unter zirkadianer Kontrolle stehen (Nagel et al., 2015), die miR172-Abundanz
andert sich im Tagesverlauf jedoch nicht (Jung et al., 2007). Unter Kurztagbedingungen verringern
DELLA-Proteine die miR172-Abundanz (Galvao et al., 2012), miR172 wird also auch durch Gibberelline
reguliert. Die Akkumulation von Zucker im Verlauf des Pflanzenwachstums induziert nicht nur die
Expression von FT (King et al., 2008), sondern inhibiert zudem die Expression der miR156-
Primartranskripte (Yang et al.,, 2013; Yu et al.,, 2013). Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Akkumulation des Signalmolekiils Trehalose-6-phosphat einen negativen Effekt auf die miR156-

Abundanz hat, der von einer Zunahme von SPL-Transkripten begleitet wird (Wahl et al., 2013).
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Temperaturen von 16 °C im Vergleich zu 23 °C fiihren zu einer Erhéhung der Expression von MIR156-
Genen, einer verringerten SPL3- und SPL9-Expression und zu einer Verlangerung der juvenilen Phase
(Lee et al., 2010; Kim et al., 2012a). Die Umgebungstemperatur beeinflusst zudem die pri-miR172-
Prozessierung (die miR172-Abundanz ist bei 23 °C hoher als bei 16 °C), auf die MIR172-Transkription hat
sie wiederum keinen Einfluss (Jung et al., 2012b). Erhohte CO,-Konzentrationen fiihren ebenfalls zu
einer Reduktion der Expression von miR156 und miR157 und zu einer verstarkten Expression von
miR172 und mehrerer SPL-Gene (May et al., 2013).

Wu et al. (2009) konnten zeigen, dass miR172 downstream von miR156 agiert. MIR172B wird durch
SPL2, SPL9, SPL10, SPL11, SPL13 und SPL15 aktiviert (Abb. 4B) (Wu et al., 2009; Hyun et al., 2016; Xu et
al., 2016). AP2 bindet an die Promotoren von MIR156- und MIR172-Genen, um die Transkription zu
fordern bzw. zu hemmen (Abb. 4B) (Yant et al.,, 2010). Einige MIR172-Gene werden zudem in
Abhangigkeit von AP2 durch die transkriptionellen Co-Repressoren LEUNG und SEUSS im &dulReren
Blutenwirtel reguliert (Abb. 4B) (Grigorova et al., 2011).

Unter Langtagbedingungen aktivieren FT/FD und SOC1 die Expression von SPL3, SPL4 und SPL5, unter
Kurztagbedingungen induziert SOC1 ebenfalls die Expression der drei SPL-Gene, allerdings in
Abhédngigkeit von GA. Die transkriptionelle Regulation von SPL3, SPL4 und SPL5 erfolgt dabei unabhangig
von miR156 (Jung et al., 2012a). Interessanterweise induziert GA die Expression von SPL3, SPL4, SPL5
sowie SPL9 auch unter Langtagbedingungen, in diesem Fall allerdings nicht nur unabhangig von miR156,
sondern auch von SOC1 (Galvao et al., 2012; Porri et al., 2012). GA beeinflusst aber nicht nur die
Transkription von SPL-Genen. So konnte gezeigt werden, dass SPL9 und SPL15 durch DELLA-Proteine
inaktiviert werden (Yu et al., 2012; Hyun et al., 2016).

Die Expression von SPL3, SPL4, SPL5 ist in Mutanten der miR172-Zielgene und in miR172-
Uberexpressionspflanzen erhéht (Jung et al., 2011). Da miR172 FT und SOCI in positiver Weise reguliert,
indem sie dem supprimierenden Effekt ihrer Zielgene auf die FT- und SOCI-Expression entgegenwirkt,
wird spekuliert, ob die Aktivierung von SPL3, SPL4, SPL5 durch miR172 in Abhangigkeit der beiden
Bluhintegratoren geschieht (Teotia & Tang, 2015).

Im Gegensatz zu den anderen miR172-Zielgenen steigt die Expression von TOE3 mit zunehmendem
Pflanzenalter an (Jung et al., 2007), was eine weitere Regulation des Gens unabhdngig von miR172
nahelegt. AuRerdem ist TOE3 das bisher einzige miR172-Zielgen, fiir dessen Uberexpression kein
verspateter Blihbeginn dokumentiert ist (Aukerman & Sakai, 2003; Jung et al., 2007; Mathieu et al.,
2009; 2014). Jung et al. konnten zeigen, dass SPL3 die TOE3-Expression durch direkte Bindung an den
Promotor aktiviert (Jung et al., 2014). Beide Gene sind interessanterweise an der Blitenentwicklung
beteiligt, die Expression miRNA-resistenter Varianten der beiden Gene (rSPL3, rTOE3) fihrt zu starken
Blitendefekten (Gandikota et al., 2007; Jung et al., 2007; 2014).
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1.3.3. Verbindungen zwischen Cytokinin und dem age pathway

Cytokinin beeinflusst ebenso wie der age pathway die Blattbildungsrate (Werner et al., 2003; Nishimura
et al., 2004; Hutchison et al., 2006; Miyawaki et al., 2006; Riefler et al., 2006; Tokunaga et al., 2012; Kiba
et al., 2013), die ZellgroBe (Werner et al., 2003; Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006; Holst et al.,
2011; Jensen, 2013) und die Anzahl juveniler Rosettenblatter (Kiba et al., 2013) sowie das Blihverhalten,
allerdings hauptsachlich unter Kurztagbedingungen und durch Induktion von TSF statt FT (s. Abschnitt
1.1.3). Allerdings nimmt Cytokinin auch Einfluss auf die Expression von Bliihgenen, die auch vom age
pathway beeinflusst werden, wie AP1 und SOC1 (D'Aloia et al., 2011).

Genetische Interaktionen zwischen dem Cytokininmetabolismus/-sighalweg und Komponenten des age
pathways sind ebenfalls dokumentiert. SMZ bindet in einem Chromatinimmunoprazipitation(ChlP)-Chip-
Experiment an die Promotoren von CKX5 und ARR3 (Mathieu et al., 2009) und beeinflusst die Expression
eines pARR6:LUC-Reporters in einem induzierbaren cDNA-Uberexpressionsystem mit Keimlingen
(Hellmann, 2013). Dariber hinaus konnten Liu et al. (2009b) zeigen, dass sich die miR172-Expression
nach Cytokininbehandlung von Reiskeimlingen verringerte. Arabidopsis-Expressionsdaten von Brenner
et al. (2005) und Bhargava et al. (2013) zeigen zudem einen Einfluss von Cytokinin auf mehrere Zielgene
der miRNAs miR156 und miR172. Interessanterweise wird hier ein positiver Effekt von Cytokinin auf die
Transkription von miR172-Zielgenen deutlich, wahrend miR156-Zielgene von Cytokinin negativ reguliert
werden.

Der bisher Uberzeugendste Beweis eines Einflusses von Cytokinin auf den age pathway stammt von
Zhang et al. (2015c). Sie konnten zeigen, dass SPLs mit Typ-B-ARRs interagieren und deren Fahigkeit
inhibieren, die Expression von Cytokininantwortgenen zu aktivieren, wodurch sich mit zunehmendem
Alter der Pflanze die regenerative Kapazitat verringert.

Auch auf der Ebene der Regulation der zirkadianen Uhr lasst sich eine Verbindung zwischen Cytokinin
und dem age pathway herstellen. Wie bereits erwahnt, untersteht miR172 photoperiodischer Kontrolle
(Jung et al., 2007). Mithilfe von ChIP-Analysen konnten Nagel et al. (2015) zeigen, dass der MYB-like-
Transkriptionsfaktor CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1l), der eine wichtige Funktion bei der
Regulation des zirkadianen Rhythmus spielt, an die Promotoren von MIR172A und MIR172B, SMZ, SNZ,
TOE1 und TOE2 sowie SPL9 bindet. Auch die Promotoren von Typ-A-ARR- und CKX-Genen werden von
CCA1 gebunden. Silvia Nitschke (2014) zeigte wiederum in ihrer Doktorarbeit, dass verdnderte Tag-
Nacht-Rhythmen die zirkadiane Uhr cytokinindefizienter Pflanzen erheblich stéren, was mit einer
verringerten Expression von CCA1 und weiterer Regulatoren der zirkadianen Uhr einhergeht.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eindeutige Hinweise existieren, dass Cytokinin mit dem age
pathway interagiert, wenngleich sich diese teilweise zu widersprechen scheinen. Da die einzelnen
Komponenten des age pathways aber von verschiedenen endogenen und exogenen Faktoren sowie auf

unterschiedlichen Ebenen (transkriptionell, posttranskriptionell, translational, posttranslational)
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reguliert werden, kdnnte sich der Einfluss von Cytokinin ebenso komplex darstellen und z. B. abhangig

von Gewebe und Entwicklungsstadium sein.

1.4. Vorarbeiten und Zielsetzung

Um neue Funktionen des Phytohormons Cytokinin oder neue Aspekte bereits bekannter Funktionen in
Arabidopsis thaliana aufzudecken, wurden transgene Linien generiert, die cytokininassoziierte Gene
(LOG4, ARR1-SRDX, CKX1) unter der Kontrolle verschiedener Promotoren exprimieren. Mittels lokaler
Veranderung des Cytokininstatus sollte die Auswirkung der Manipulation von Cytokininspiegel
und -signaltransduktion in spezifischen Domédnen, Geweben oder ganzen Organen auf
Pflanzenwachstum und -entwicklung untersucht werden. Im Fokus stand dabei zunachst vor allem die
Untersuchung von Expressionsdomdanen, die autonome und nicht-autonome Wirkungen von Cytokinin
auf das Sprossapikalmeristem (SAM) aufzeigen kénnten. Elisabeth Otto (2013) verfolgte in ihrer Doktor-
arbeit bereits einen dhnlichen Ansatz und kombinierte rock2, ARR1-SRDX und CKX1 mit Promotoren, die
im SAM-Zentrum aktiv sind (pCLV1, pCLV3, pWUS). Wahrend Cytokinindefizienz in den Expressions-
doménen von CLV1, CLV3 und WUS kaum Anderungen des Phanotyps hervorriefen, fiihrte die Etablie-
rung eines konstitutiven Cytokininsignals durch Expression von rock2 zu vergroBerten Meristemen und
zu einer Storung des Gleichgewichts zwischen Zellteilung und -differenzierung (Otto, 2013). Darliber
hinaus liefen die Auswirkungen der Expression von CKX3 unter der Kontrolle des primordienspezifischen
Promotors pANT einen nicht-autonomen Effekt des Cytokiningehalts in Organprimordien auf die SAM-
Aktivitat vermuten (Holst et al., 2011).

Flr diese Arbeit wurden Promotoren ausgesucht, die beispielsweise die Wichtigkeit von Cytokinin bei
der Abgrenzung sich entwickelnder Organe vom Rest des SAMs (pCUC3) oder den Einfluss des
Cytokininstatus im Prokambium auf das dariberliegende SAM (pHBS8) aufzeigen kdnnten. Als interessan-
teste Pflanzengruppe stellte sich allerdings diejenige heraus, die unter Nutzung des ATMLI-Promotors
einen veranderten Cytokininstatus in der Epidermis aufwies. Da eine detaillierte Analyse aller transge-
nen Linien im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht hatte durchgefiihrt werden kénnen, wurde
entschieden, den Fokus auf die Untersuchung der pATML1-Linien zu legen.

Die Analyse der pATML1-Linien liel} zum einen eine wichtige Rolle von Cytokinin in der Epidermis bei der
Determination der OrgangroRe vermuten. Zum anderen deutete sich eine bisher unbekannte Funktion
von Cytokinin als Regulator des Ubergangs von der juvenilen in die adulte vegetative Entwicklungsphase
an. Der Untersuchung des Einflusses von Cytokinin auf Entwicklungsilibergange ist der zweite Teil dieser

Arbeit gewidmet.
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2.1. Material

2.1.1. Internetressourcen und Software
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Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Computerprogramme, Internetdatenbanken und Internet-

Tools sind in Tab. 1 gelistet.

Tab. 1: Verwendete Computerprogramme und Internetressourcen.

Name

Hersteller, Referenz, Internetlink

Verwendung

Applied Biosystems 7500
Software v2.0.6

Applied Biosystems/Life Technologies

Quantitative RT-PCR

AxioVision Rel. 4.6

Zeiss

Digitalfotografie am Lichtmikroskop

CorelDRAW X6

Corel Corporation

Bildbearbeitung, Erstellung von Abbildungen

The DIURNAL project

http://diurnal.mocklerlab.org/,

Mockler et al. (2007)

Microarraydaten diurnal regulierter Gene

DoubIeDigestTM

Fermentas/Thermo Scientific

Suche nach geeigneten Restriktionsenzymen
fiir Doppelverdaue

EndNote

Thomson Reuters

Verwalten von Publikationen und Quell-
angaben

GeneCapture 7.12 VWR Geldokumentation

GeneSnap 7.12 SynGene Geldokumentation

Image) Abramoff et al. (2004) Bildanalyse
The European Arabidopsis Stock . .

NASC Centre (hF’ztp://arabidozsis.info/) Bestellung von Arabidopsis-Samen

NCBI The National Center for Biotechnology Literatur (PubMed), Primerdesign (Primer-
Information (http://ncbi.nim.nih.gov/) BLAST)

NetPrimer PREMIER Biosoft Uberpriifung der Primerqualitit

Office Excel 2010

Microsoft

Berechnungen, Erstellung von Diagrammen

Office PowerPoint 2010

Microsoft

Erstellung von Abbildungen

Olympus cellSens

Olympus Life Science

Digitalfotografie am Stereomikroskop

Photoshop CS4

Adobe

Bildbearbeitung

TAIR

The Arabidopsis Information Resource

(http://arabidopsis.org)

Arabidopsis-Internetdatenbank

TOUCAN3

Aerts et al. (2005)

Suche nach regulatorischen Sequenzmotiven
in Promotorbereichen

VectorNTI Suite 9

Invitrogen/Life Technologies

In-silico-Sequenzanalysen (Klonierungen,
Primer, Restriktionsverdaue, Sequenz-
vergleiche, Sequenzierungen)

2.1.2. Analysesets (Kits)

Die in dieser Arbeit verwendeten Kits konnen Tab. 2 entnommen werden.



Tab. 2: Verwendete Kits.
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Name

Hersteller und Katalognummer

Verwendung

GENECLEAN II Kit

MP Biomedicals (Santa Ana, CA),

Kat.-Nr. 111001400

Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Invisorb Spin Plasmid Mini Two

Stratec (Birkenfeld, D),
Kat.-Nr. 1010140300

Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

Machery-Nagel (Diren, D),
Kat.-Nr. 740609.250

Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
oder von PCR-Produkten

NucleoSpin Plasmid EasyPure

Machery-Nagel (Diren, D),
Kat.-Nr. 740727.250

Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli

NucleoSpin RNA Plant

Machery-Nagel (Duren, D),
Kat.-Nr. 740949.250

Isolierung und Aufreinigung von RNA aus
Pflanzenmaterial

RNeasy Plant Mini Kit

Qiagen (Hilden, D),
Kat.-Nr. 74904

Isolierung und Aufreinigung von RNA aus
Pflanzenmaterial

2.1.3. Enzyme

In Tab. 3 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Enzyme aufgelistet.

Tab. 3: Verwendete Enzyme.

Name

Hersteller und Katalognummer

Verwendung

DNase |, RNase-free

Fermentas/Thermo Scientific
(Waltham, MA), Kat.-Nr. EN0521

DNA-Verdau nach RNA-Extraktion

™
Immolase ™ DNA Polymerase

Bioline (Luckenwalde, D),
Kat.-Nr. BIO-21047

gRT-PCR

Gateway® BP Clonase®

Invitrogen/Life Technologies

Klonierungen

Enzyme Mix (Carlsbad, CA), Kat.-Nr. 11789013
Gateway® BP Clonase® Il Invitrogen/Life Technologies Klonierungen
Enzyme Mix (Carlsbad, CA), Kat.-Nr. 11789020 g

Gateway® LR Clonase®
Enzyme Mix

Invitrogen/Life Technologies
(Carlsbad, CA), Kat.-Nr. 11791019

Klonierungen

Gateway® LR Clonase® Il
Enzyme Mix

Invitrogen/Life Technologies
(Carlsbad, CA), Kat.-Nr. 11791020

Klonierungen

Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase

Fermentas/Thermo Scientific
(Waltham, MA), Kat.-Nr. F530S

Klonierungs-PCRs

Restriktionsendonukleasen

Fermentas/Thermo Scientific
(Waltham, MA)

Restriktionsverdaue bei Genotypisierungen
(CAPS-Marker), Klonierungen

RNase A

Boehringer/Roche (Rotkreuz, CH),
Kat.-Nr. 10109142001

Plasmid-Minipraparation

RNAseOUT™ Recombinant
Ribonuclease Inhibitor

Invitrogen/Life Technologies
(Carlsbad, CA), Kat.-Nr. 10777019

RNase-Inhibitor bei Stem-loop-cDNA-
Synthese

SuperScript® Ill Reverse
Transcriptase

Invitrogen/Life Technologies
(Carlsbad, CA), Kat.-Nr. 18080-044

cDNA-Synthese

Tag-DNA-Polymerase,
rekombinant

AG Schuster, Institut fur Biologie:
Angewandte Genetik, FU Berlin

PCR-Analysen
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2.1.4. Chemikalien und Oligonukleotide

Alle verwendeten Laborchemikalien und -l6sungsmittel besaRen analytischen Reinheitsgrad und
wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen AppliChem (Darmstadt, D), BD Biosciences
(Franklin Lakes, NJ), Berkel AHK (Ludwigshafen, D), Bioline (Luckenwalde, D), Carl Roth (Karlsruhe, D),
Duchefa (Haarlem, NL), Fluka (Buchs, CH), Merck (Darmstadt, D), MP Biomedicals (Santa Ana, CA),
Rapidozym (Berlin, D) und Sigma-Aldrich (Miinchen, D) verwendet. Oligonukleotide (Primer) wurden von
der Firma Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad, CA) synthetisiert. Die Sequenzen der verwendeten

Primer sind im Anhang aufgefihrt.

2.1.5. Nahrmedien, Antibiotika, Herbizide und Aminosauren

In Tab. 4 ist die Zusammensetzung der genutzten Bakterienmedien angegeben. Fiir die Anzucht von E.
coli auf Fest- oder in Flussigkultur wurde vor allem LB-Medium eingesetzt. SOB- und Low-salt-LB-
Medium wurden bei der Herstellung kompetenter E.-coli-Zellen verwendet (s. Abschnitte 2.2.1.1 und
2.2.1.3). SOC-Medium wurde stets fir die Erholung transformierter E.-coli-Zellen benutzt (s. Abschnitte
2.2.1.2und 2.2.1.4).

Agrobacterium tumefaciens wurde entweder auf LB-Festmedium oder in YEB-FlUssigkultur angezogen.
Bei der Herstellung elektrokompetenter Zellen (s. Abschnitte 2.2.1.5) und nach der Transformation von

A.-tumefaciens-Zellen (s. Abschnitte 2.2.1.6) wurde YEB-Medium eingesetzt.

Tab. 4: Nahrmedien fiir Bakterien.

Medium Zusammensetzung

Low-salt lysogeny broth (LS-LB) 1,0 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 0,5 % (w/v) NaCl;
(Bertani, 1951) Einstellen des pH-Wertes auf 7,0 mit NaOH; in ddH,0

1,0 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1,0 % (w/v) NaCl;
Einstellen des pH-Wertes auf 7,0 mit NaOH,; fiir Festmedium
Zugabe von 1,5 % Agar; in ddH,0

2,0 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 10 mM NacCl;

Lysogeny broth (LB)
(Bertani, 1951)

Super optimal broth (SOB) 2,5 mM KClI; Einstellen des pH-Wertes auf 7,4 mit NaOH; nach
(Hanahan, 1983) dem Autoklavieren Zugabe von 10 mM MgCl, und 10 mM MgSOy,;
in ddH,0

2,0 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 10 mM NaCl;

2,5 mM KClI; Einstellen des pH-Wertes auf 7,4 mit NaOH; nach
dem Autoklavieren Zugabe von 10 mM MgCl, 10 mM MgSO, und
20 mM Glucose; in ddH,0

0,5 % (w/v) Fleischextrakt; 0,1 % (w/v) Hefeextrakt; 0,5 % (w/v)
Pepton; 0,5 % (w/v) Saccharose; 2 mM MgSO,; Einstellen des pH-
Wertes auf 7,2 mit NaOH; in ddH,0

Super optimal broth with

catabolite repression (SOC)
(Hanahan, 1983)

Yeast extract broth (YEB)
(Vervliet et al., 1975)
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Die fur die Selektion erfolgreich transformierter Bakterienzellen verwendeten Antibiotika und deren

Konzentration im Medium sind in Tab. 5 aufgefihrt.

Tab. 5: Verwendete Antibiotika fiir die Selektion von Bakterien und deren Konzentration im Medium.

Endkonzentration

Antibiotikum Stammldésung im Medium
Ampicillin (Amp)* 100 mg/ml; in ddH,0 100 pg/ml
Carbenicillin (Carb)* 50 mg/ml; in ddH,0 50 ug/ml
Chloramphenicol (Cm) 34 mg/ml; in 100 % EtOH 34 pg/ml
Gentamycin (Gent)* 25 mg/ml; in ddH,0 25 pg/ml
Kanamycin (Kan)* 50 mg/ml; in ddH,0 50 pg/ml
Nalidixin (Nal) 20 mg/ml; in Chloroform 20 pg/ml
Rifampicin (Rif) 50 mg/ml; in DMSO 50 pg/ml
Spectinomycin (Spec)* 50 mg/ml; in ddH,0 50 pg/ml
Tetracyclin (Tet) 10 mg/ml; in 100 % EtOH 10 pg/ml

Die Antibiotika-Stammldsungen wurden sterilfiltriert (*) oder blieben unfiltriert und wurden bei -20 °C gelagert.
Die Antibiotika wurden dem autoklavierten Medium vor Gebrauch in den angegebenen Konzentrationen
zugegeben.

Fiir die Hefeanzucht wurden die in Tab. 6 angegebenen Nahrmedien verwendet. Die in Tab. 7 aufge-
listeten Aminosauren wurden dem SD-Medium beigefiigt, das stets fiir die Selektion erfolgreich trans-

formierter Hefezellen genutzt wurde.

Tab. 6: Nahrmedien fiir Hefen.

Medium Zusammensetzung
Yeast extract peptone dextrose (YPD) 1,0 % (w/v) Hefeextrakt; 2,0 % (w/v) Pepton; 2,0 % (w/v) Glucose;
(Ausubel et al., 1994) fur Festmedium Zugabe von 2,0 % (w/v) Agar; in ddH,0

0,67 % (w/V) Yeast nitrogen base ohne Aminosauren; 2,0 % (w/v)
Glucose; Einstellen des pH-Wertes auf 6,0 mit KOH; fir Fest-
medium Zugabe von 2,0 % (w/v) Agar; in ddH,0

Synthetic defined (SD)
(Rose et al., 1990)

Tab. 7: Verwendete Aminosauren und deren Konzentration im SD-Medium.

Endkonzentration

Aminosaure Stammldésung im Medium
Histidin (His) 0,2 %; in ddH,0 0,002 %
Leucin (Leu) 1,0 %; in ddH,0 0,01%
Tryptophan (Trp) 0,35 %; in ddH,0 0,0035 %
Uracil (Ura) 0,2 % (pH 8,0); in ddH,0 0,002 %

Die Aminosaure-Stammlésungen wurden sterilfiltriert und bis auf Uracil bei 4-8 °C gelagert. Die Aminosduren
wurden dem autoklavierten SD-Medium (Tab. 6) vor Gebrauch in den angegebenen Konzentrationen zugegeben.
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In Tab. 8 sind die verwendeten Pflanzenmedien angegeben. Fiir Segregationsanalysen transgener
Pflanzenlinien wurde hauptsachlich Ats-Festmedium benutzt, gelegentlich wurde aber auch %-MS-
Medium mit 1 % (w/v) Saccharose verwendet. Dabei kamen die in Tab. 9 aufgefiihrten Antibiotika und
Herbizide zum Einsatz. Fir den Cafenstrol-Versuch (s. Abschnitt 2.2.3.5) wurde Ats-Medium verwendet.
Der Induktionsversuch (s. Abschnitt 2.2.3.10) wurde mit %-MS-Medium mit 0,1 % (w/v) Saccharose
durchgefiihrt. Bei der Untersuchung des Wurzelwachstums (s. Abschnitt 2.2.3.6) kam %-MS-Medium mit

1 % (w/v) Saccharose zum Einsatz.

Tab. 8: Nahrmedien fiir Pflanzen.

Medium Zusammensetzung

5 mM KNO3; 2,5 mM KPO, (pH 5,5); 2 mM MgS0O,; 2 mM Ca(NOs),;
Arabidopsis thaliana salts Medium (Ats) 50 uM Fe-EDTA; 70 uM H3BO;; 14 uM MnCl; 0,5 uM CuSO,; 1 uM
(Estelle & Somerville, 1987) ZnS0O,; 200 nM Na,Mo0O,4; 10 uM NaCl; 10 nM CoCly; 0,5 % (w/v)

Saccharose; fur Festmedium Zugabe von 0,8 % (w/v) Agar; in ddH,0

0,22 % (w/v) MS-Salze; 0,05 % (w/v) MES; 1 % bzw. 0,1 % (w/v)
Saccharose; Einstellen des pH-Wertes auf 5,7; fiir Festmedium
Zugabe von 0,8 % (w/v) Agar; in ddH,0

% Murashige-Skoog-Medium (% MS)
(Murashige & Skoog, 1962)

Tab. 9: Verwendete Antibiotika und Herbizide fiir die Selektion von Arabidopsis-thaliana-Pflanzen und deren
Konzentration im Pflanzenmedium.

Antib.it')tikum bzw. Stammldsung Enc!konzen'tration
Herbizid im Medium
Hygromycin (Hyg) 50 mg/ml; in ddH,0 15 pg/ml
Kanamycin (Kan)* 50 mg/ml; in ddH,0 30 pg/ml
Phosphinothricin (PPT)* 10 mg/ml; in ddH,0 10 pg/ml

Die Stammlésungen wurden sterilfiltriert (*) oder blieben unfiltriert und wurden bei -20 °C (*) bzw. 4-8 °C gelagert.
Die Antibiotika wurden dem autoklavierten Medium vor Gebrauch in den angegebenen Konzentrationen
zugegeben.

2.1.6. Mikroorganismen

In dieser Arbeit wurden verschiedene Bakterienstdamme und ein Hefestamm verwendet (Tab. 10). Die
Escherichia-coli-Stamme DHS5a und DH10B wurden fiir die Replikation von Vektoren genutzt, mit
Ausnahme der Gateway®-Leervektoren, fir deren Vermehrung aufgrund des enthaltenen ccdB-Gens die
Nutzung des DB3.1-Stammes nétig war. Das Wachstum der E.-coli-Zellen erfolgte standardmaRig bei
37 °C.

Fiir die transiente Proteinexpression in Nicotiana benthamiana (s. Abschnitt 2.2.3.1) und die stabile
Transformation von Arabidopsis thaliana (s. Abschnitt 2.2.3.2) wurde der Agrobacterium-tumefaciens-
Stamm GV3101::pMP90 verwendet. Bei der transienten Expression in N.-benthamiana-Blattern kam

zudem der Stamm C58C1(pCH32) zum Einsatz, um mittels Expression des pl9-Proteins die post-
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transkriptionelle Genabschaltung zu unterdriicken. Der A.-tumefaciens-Stamm AGL-1 wurde fiir die
stabile Transformation von A. thaliana mit den Zielgen-Mimikry-Konstrukten p35S:MIM156 und
p355:MIM172 genutzt. A.-tumefaciens-Zellen wurden stets bei 28 °C inkubiert.

Der Yeast-one-hybrid-Matrixansatz wurde im Saccharomyces-cerevisiae-Stamm L40ccua durchgefihrt.

Die Hefeanzucht erfolgte stets bei 30 °C.

Tab. 10: Verwendete Bakterien- und Hefestamme.

Spezies Stamm Genotyp Referenz
AGL-1 pTiBo542AT-DNA; Rif*, Carb® Lazo et al. (1991)
Agrobacteri
grobacterium - cger1(pCH32)  Rif, Tet® Voinnet et al. (2003)
tumefaciens - -
GV3101::pMP90 pMP90 (pTiC58AT-DNA); Rif", Gent Koncz & Schell (1986)
F gyrA462 endA1 ginV44 A(sr1-recA) mcrB

Hanahan (1983),

DB3.1 mrr hsdS20(rg, mg’) aral4 galk2 lacY1 proA2 Bernard & Couturier (1992)

rpsL20(Sm") xyl5 Aleu mtl1

F ®80d/acZAM15 A(lacZYA-argF)-U169
Escherichia coli DH5a endA1l recAl ginV44 thi-1 relA1 gyrA96 deoR  Grant et al. (1990)
nupG hsdR17 (ry m) N

F ®80/acZAM15 AlacX74 endAl recAl galU
DH108B galK nupG rpsL araD139 A(ara, leu)7697 Grant et al. (1990)
mcrA A(mrr hsdRMS mcrBC) N

MATa his3A200 trp1-901 leu2-3,112
L40ccua LYS2::(lexAop),-HIS3 ura3::(lexAop)s-lacZ Goehler et al. (2004)
ADE2::(lexAop)s-URA3 GAL4 gal80 canl cyh2

Saccharomyces
cerevisiae

2.1.7. Vektoren

In Tab. 11 und Tab. 12 sind die in dieser Arbeit verwendeten bzw. generierten Plasmide mit ihren
Selektionsmarkern aufgelistet. Die pACT2-GW- und pHISi-1(-GW)-Vektoren wurden beim Yeast-one-
Hybrid-Matrixansatz eingesetzt. Als bindre Plasmide fiir die bakterielle und pflanzliche Transformation
wurden pB7m34GW, pGREEN und pKGWFS7 verwendet. pSoup diente als Helferplasmid fiir die Replika-
tion von pGREEN. Fir die Zwischenklonierung von Promotor-, Gen- und Tag-Sequenzen wurden die
Vektoren pDONR™P4-P1R, pDONR™221 und pDONR™P2R-P3 genutzt. Vektorkarten der Ausgangs-
plasmide sind im Anhang zu finden. Sequenzierungen klonierter DNA-Fragmente wurden von GATC

Biotech (Konstanz, D) durchgefihrt.
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Tab. 11: Verwendete Plasmide.

Selektionsmarker Selektionsmarker
Vektor i . . . Referenz
in Bakterien in Hefen in Pflanzen
pACT2-GW/ARR1 Amp®/Carb® Leu - Dortay et al. (2006)
pACT2-GW/ARR10 Amp"/Carb® Leu - Dortay et al. (2006)
pACT2-GW/ARR11 Amp®/Carb® Leu - Dortay et al. (2006)
pACT2-GW/ARR12 Amp"/Carb® Leu - Takeshi Mizuno
pACT2-GW/ARR14 Amp"/Carb® Leu - Dortay et al. (2006)
pACT2-GW/ARR18 Amp®/Carb® Leu - Takeshi Mizuno
pACT2-GW/ARR2 Amp"/Carb® Leu - Dortay et al. (2006)
pACT2-GW/C115 Amp®/Carb® Leu - Dortay et al. (2006)
pB7m34GW Spect, cm"® - Basta"/PPT" Karimi et al. (2005)
pBINHygTx/p355:CKX1 Kan® - Hyg" Werner et al. (2001)
Invitrogen/Life Technologies
DONR™221 Kan®, cm® - -
P an., &m (Carlsbad, CA)
pDON RTMPZR-P3/4xMyc Kan® - - Klaas Wulfetange
Invitrogen/Life Technologies
DONR™P4-P1R Kan® - -
p an (Carlsbad, CA)
pDONR™P4-P1R/p35S Kan" - - Otto (2013)
pGREEN/p35S:MIM156 Spec” - Basta"/PPT" Todesco et al. (2010)
pGREEN/p35S:MIM172 Spec” - Basta"/PPT® Todesco et al. (2010)
pHISi-1/pARR6(220 bp) Amp®/Carb® His - Pfeifer (2012)

: R R R . Alexandre et al. (1993),
pHISi-1-GW Amp /Carb’, Cm His - Pfeifer (2012)
pHISi-1-GW/C115 Amp®/Carb® His - Pfeifer (2012)
pKGWFS7 Spec®, cm® - Kan® Karimi et al. (2002)

pSoup Tet® - - Hellens et al. (2000)
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Tab. 12: In dieser Arbeit generierte Plasmide.

Vektor Selektionsmarker Selektionsmarker

in Bakterien in Hefen in Pflanzen
pB7m34GW/p35S:ARR1-SRDX-4xMyc Spec” - Basta"/PPT"
pB7m34GW/p35S:CKX1-4xMyc Spec” - Basta"/PPT"
pB7m34GW/p35S:L0G4 Spec” - Basta"/PPT"
pB7m34GW/pATMLL:ARR1-SRDX-4xMyc Spec” - Basta"/PPT"
pB7m34GW/pATMLL:CKX1-4xMyc Spec” - Basta"/PPT"
pB7m34GW/pATML1:LOG4 Spec” - Basta"/PPT"
pB7m34GW/pMIR165A:ARR1-SRDX-4xMyc Spec” - Basta"/PPT"
pB7m34GW/pMIR165A:CKX1-4xMyc Spec” - Basta"/PPT"
pB7m34GW/pMIR165A:L0G4 Spec” - Basta"/PPT"
pB7m34GW/pPDF1:ARR1-SRDX-4xMyc Spec” - Basta"/PPT"
pB7m34GW/pPDF1:CKX1-4xMyc Spec” - Basta"/PPT"
pB7m34GW/pPDF1:L0G4 Spec” - Basta"/PPT"
pDONR™221/ARR1-SRDX(w/o Stopp) Kan® - -
pDONR™221/CKX1(w/o Stopp) Kan® - -
pDONR™221/L0G4(w/ Stopp) Kan® - -
pDONR™221/pATML1 Kan® - -
pDONR™221/pMIR165A Kan® - -
pDONR™221/pMIR172B Kan® - -
pDONR™221/pMIR172D Kan® - -
pDONR™221/pMIR172E Kan® - -
pDONR™221/pPDF1 Kan® - -
pDONR™P4-P1R/pATML1 Kan® - -
pDONR™P4-P1R/pMIR165A Kan® - -
pDONR™P4-P1R/pPDF1 Kan® - -
pHISi-1-GW/pMIR172B Amp®/Carb® His -
pHISi-1-GW/pMIR172D Amp"/Carb® His -
pHISi-1-GW/pMIR172E Amp®/Carb® His -
pKGWFS7/pATML1:GFP-GUS Spec” - Kan®
pKGWFS7/pMIR165A:GFP-GUS Spec” - Kan®

pKGWFS7/pPDF1:GFP-GUS Spec® - Kan
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2.1.8. Pflanzenmaterial
2.1.8.1. Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) gehort zur Familie der Brassicaceae (Kreuzblitler) und wurde
fir den GroRteil der Untersuchungen genutzt. In allen Experimenten wurden Pflanzen des Okotyps
Columbia-0 (Col-0; Originalquelle: J. Dangl, University of North Carolina, Chapel Hill, NC) als Wildtyp-
Kontrolle verwendet. Darliber hinaus wurden verschiedene Mutanten und transgene Linien verwendet,
die entweder vom Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC, http://arabidopsis.info, Scholl et al.
(2000)) oder von den angegebenen Quellen bezogen wurden (Tab. 13). Weitere transgene Linien und

Mutanten wurden durch Transformation bzw. Kreuzen hergestellt (Tab. 14).

Tab. 13: Verwendete Mutanten und transgene Linien.

Abkiirzung in

Pflanzenlinie . . NASC-ID Referenz

dieser Arbeit
ahk2-2tk ahk3-3 ahk2 ahk3 - Higuchi et al. (2004)
arrl-3 arr10-5 arrlarrl0 - Argyros et al. (2008)
arrl-3arrl12-1 arrlarrl2 - Mason et al. (2005)
arrl0-5 arri2-1 arrl0arri2 - Argyros et al. (2008)
ckx3-S1 ckx4-S1 ckx5-51 ckx6-S2 ckx3,4,5,6 - Bartrina (2006)
crel-12 ahk2-2tk crel ahk2 - Higuchi et al. (2004)
crel-12 ahk3-3 crel ahk3 - Higuchi et al. (2004)
ipt3-2 ipt5-2 ipt7-1 ipt3 ipt5ipt7 - Miyawaki et al. (2006)
p35S:Ckx1® - - Werner et al. (2003)
pANT:CKX3-GFP™ pANT:CKX3 - Holst et al. (2011)
pSPL9:GFP-rSPL9 rSPL9 N9954 Wang et al. (2009)
rock2 - - Bartrina (2006), Jensen (2013)
rock3 - - Bartrina (2006), Jensen (2013)
smz-4 smz N664087 (SALK_135824C) diese Arbeit
spl9-4 spl15-1 spl9 spl15 N67865 Wu et al. (2009)
toe3-2 toe3 N860248 (SAIL_74_B10)  Jung et al. (2007; 2014)

Der genetische Hintergrund aller Linien ist Col-0.
(a) entspricht Linie #6 aus Holst et al. (2011). (b) entspricht Linie #11 aus Werner et al. (2003).

Fiir den Grol3teil der Experimente wurden die verwendeten Arabidopsis-thaliana-Pflanzen unter Lang-
tagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit) angezogen, einige Untersuchungen wurden aber auch unter
Kurztagbedingungen (8 h Licht, 16 h Dunkelheit) durchgefiihrt. Die Pflanzenanzucht erfolgte bei 22 °C,
Luftfeuchtigkeiten von 30-65 % und Lichtintensitaten von 100-150 umol m?s™ im Gewéchshaus (Basta-
Selektion, genetische Kreuzungen, Genotypisierungen, Samenertragsanalysen, Vermehrung, Pflanzen-
anzucht fir Gewebe-Einbettung, GUS-Farbung, Phytohormonmessungen, Transkriptanalysen), im

Kulturraum (Cafenstrol-Versuch, Segregationsanalysen, Wurzelanalysen), in der Klimakammer (Phano-
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typisierungen, Pflanzenanzucht fiir Transkriptanalysen) und in Phytoschrdanken (Induktionsversuch,

Phanotypisierungen).

Tab. 14: In dieser Arbeit generierte Pflanzenlinien.

Pflanzenlinie Abkiirzung in dieser Arbeit
ahk2-2tk ahk3-3 p35S:MIM156 ahk2 ahk3 MIM156
ahk2-2tk ahk3-3 p35S:MIM172 ahk2 ahk3 MIM172
ahk2-2tk ahk3-3 pATML1:LOG4 ahk2 ahk3 AL
ahk2-2tk ahk3-3 pSPL9:GFP-rSPL9 ahk2 ahk3 rSPL9
ahk2-2tk ahk3-3 smz-4 ahk2 ahk3 smz
ahk2-2tk ahk3-3 spl9-4 spl15-1 ahk2 ahk3 spl9 spl15
ahk2-2tk ahk3-3 toe3-2 ahk2 ahk3 toe3
arrl-3 arr10-5 pATML1:LOG4 arrl arrl0 AL
arrl-3 arr12-1 pATML1:LOG4 arrlarrl2 AL
arrl0-5 arr12-1 pATML1:LOG4 arrl0arrl2 AL
crel-12 ahk2-2tk pATML1:LOG4 crel ahk2 AL
crel-12 ahk3-3 pATML1:LOG4 crel ahk3 AL
p35S:ARR1-SRDX-4xMyc 35AS

p35S:LOG4 35L

p355:MIM156* MIM156
p355:MIM172* MIM172
pATML1:ARR1-SRDX-4xMyc AAS
pPATML1:CKX1-4xMyc AC
pATML1:GFP-GUS -

pATML1:LOG4 AL

pATML1:LOG4 pATML1:ARR1-SRDX-4yMyc AL AAS
pPMIR165A:CKX1-4xMyc MC
PMIR165A:GFP-GUS -

pMIR165A:LOG4 ML
pPDF1:CKX1-4xMyc PC

pPDF1:GFP-GUS -

pPDF1:LOG4 PL

rock2 p35S:MIM156 rock2 MIM156
rock2 p35S:MIM172 rock2 MIM172
rock2 pSPL9:GFP-rSPL9 rock2 rSPL9

rock2 smz-4 rock2 smz

rock2 spl9-4 spli15-1 rock2 spl9 spl15
rock2 toe3-2 rock2 toe3

Der genetische Hintergrund aller Linien ist Col-0.

* Bakterienklone wurden vom Nottingham Arabidiopsis Stock Center bezogen (pGREEN/p35S5:MIM156, NASC-ID:
N9953, Franco-Zorrilla et al. (2007); pGREEN/p355:MIM172, NASC-ID: N783241, Todesco et al. (2010)), die
Plasmid-DNA isoliert und mittels A. tumefaciens in Col-0 transformiert; mittels quantitativer RT-PCR wurde in der
T1-Generation jeweils die Linie mit der starksten Expression identifiziert, die dann fiir Kreuzungen und als Kontroll-
linie verwendet wurde.

Anzucht auf Erde

Arabidopsis-Samen wurden gleichmaRig auf feuchte ,,Anzuchterde” (T-Erde:P-Erde:Sand, 2:2:1) gestreut,

flr zwei Tage bei 4 °C stratifiziert und anschlieBend ins Licht gestellt. Fiir die ersten paar Tage wurden
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die Pflanzenschalen mit einer durchsichtigen Plastikhaube bedeckt, um die keimenden Samen vor Aus-
trocknung zu schiitzen. Nach zehn bis zwdlf Tagen wurden die Pflanzen vereinzelt und dabei in Erde
gesetzt, die Peligran G statt Sand enthielt (T-Erde:P-Erde:Peligran, 2:2:1). Nach dem Umsetzen der Keim-

linge wurden sie wiederum mit einer Haube bedeckt, die nach drei Tagen entfernt wurde.

In-vitro-Kultur

Die Anzucht unter sterilen Bedingungen erfolgte auf Festmedium (Ats oder % MS, Tab. 8) oder in
Flissigkultur (% MS, Tab. 8). Daflir wurden die Samen zunachst sterilisiert (s. Abschnitt 2.2.3.4), auf Fest-
oder Flussigmedium verteilt, fir zwei Tage bei 4 °C stratifiziert und anschliefend ins Licht gestellt. Bei
Segregationsanalysen wurden die Keimlinge nach zehn bis zwolf Tagen auf Erde (T-Erde:P-Erde:Peligran,

2:2:1) umgesetzt und fiir drei Tage mit einer durchsichtigen Plastikhaube bedeckt.

2.1.8.2. Nicotiana benthamiana

Nicotiana benthamiana gehort zur Familie der Solanaceae (Nachtschattengewachse) und wurde fir die
transiente Expression von p35S:CKX1 und p35S:CKX1:4xMyc mittels Agrobacterium tumefaciens (s.
Abschnitt 2.2.3.1) verwendet. Die Nicotiana-benthamiana-Pflanzen wurden auf Erde (T-Erde:P-

Erde:Sand, 2:2:1) und bei Langtagverhaltnissen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit) im Gewachshaus angezogen.

2.2. Methoden
2.2.1. Arbeiten mit Bakterien
2.2.1.1. Herstellung chemokompetenter Escherichia-coli-Zellen

Die Herstellung chemokompetenter E.-coli-Zellen erfolgte nach Inoue et al. (1990). Aus einer Glycerin-
Dauerkultur (s. Abschnitt 2.2.1.7) oder von einem frischen Ausstrich eines E.-coli-Stammes (Tab. 10)
wurde eine 5-ml-Ubernachtkultur (LB-Medium, Tab. 4) angeimpft und bei 37 °C und 180 rpm inkubiert.
Aus dieser Vorkultur wurden 2 ml in einen Schikanekolben mit 200 ml SOB-Medium (Tab. 4) lberfiihrt.
Diese Hauptkultur wurde schittelnd bei 28 °C bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm (ODggo) von
0,4-0,5 angezogen, auf konische 50-mI-R6hrchen aufgeteilt und zum Abkiihlen 10 min auf Eis inkubiert.
Ab diesem Punkt wurde (mit Ausnahme des DMSO) ausschlieRlich mit vorgekihlten Materialien und
Flussigkeiten weitergearbeitet. Die Zellen wurden 20 min bei 2000 g und 4 °C abzentrifugiert, der Uber-
stand verworfen, die Zellpellets vorsichtig mit Hilfe einer Glaspipette in jeweils 4 ml sterilfiltriertem TP-

Puffer (10 mM PIPES; 15 mM CaCl,; 250 mM KCI; Einstellen des pH-Wertes auf 6,7 mit KOH; 55 mM
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MnCl,; in ddH,0) resuspendiert und wieder vereinigt. Danach wurde DMSO bis zu einer Endkonzentra-
tion von 7 % hinzugefiigt, wahrend die Zellsuspension mit der Hand geschwenkt wurde. Nach einer
Inkubation von 10 min auf Eis wurden die Zellen in 200-ul-Portionen aliquotiert, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.1.2. Transformation chemokompetenter Escherichia-coli-Zellen

Die eingefrorenen Zellen wurden 20 min auf Eis aufgetaut, die zu transformierende Plasmid-DNA hinzu-
pipettiert und vorsichtig mit den Zellen gemischt. Nach einer weiteren Inkubation von 20 min auf Eis
erfolgte ein Hitzeschock fiir 45 sec bei 42 °C im Wasserbad. Danach wurden die Zellen sofort mit 800 pl
vorgewdrmtem SOC-Medium (Tab. 4) gemischt und dann fiir 45-60 min bei 37 °C und 180 rpm geschiit-
telt. AnschlieBend wurden die Zellen auf LB-Festmedium (Tab. 4) mit plasmidspezifischem Antibiotikum

(Tab. 5, Tab. 11 und Tab. 12) ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.1.3. Herstellung elektrokompetenter Escherichia-coli-Zellen

Eine 5-ml-Kultur (LB-Medium, Tab. 4) wurde aus einer Glycerin-Dauerkultur (s. Abschnitt 2.2.1.7) oder
von einem frischen Ausstrich des entsprechenden E.-coli-Stammes (Tab. 10) angeimpft und bei 37 °C
und 180 rpm Uber Nacht inkubiert. Mit 2,5 ml dieser Vorkultur wurde eine 250-ml-Hauptkultur (LS-LB-
Medium, Tab. 4) angeimpft, die schittelnd bei 37 °C inkubiert wurde, bis eine ODgyo von 0,6-0,8 erreicht
wurde. Ab diesem Punkt wurden ausschlielllich vorgekiihlte Materialien und Flissigkeiten verwendet.
Die Zellen wurden in konischen 50-ml-Réhrchen abzentrifugiert (10 min, 4000 g, 4 °C) und nach Entfer-
nen des Uberstandes mit einer Glaspipette in jeweils 20 ml sterilem ddH,O resuspendiert. Dieser
Waschschritt wurde zweimal wiederholt und nach erneuter Zentrifugation (10 min, 4000 g, 4 °C) wurden
die Zellen in 20 ml zehnprozentiger Glycerinlésung vereinigt. Die Zellen wurden wieder abzentrifugiert
und schlieRlich in 5 ml 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen und in 50-ul-Portionen aliquotiert, in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.1.4. Transformation elektrokompetenter Escherichia-coli-Zellen

Die tiefgefrorenen Zellen wurden zum Auftauen fir 20 min auf Eis inkubiert und dann vorsichtig mit der
zu transformierenden Plasmid-DNA gemischt und in vorgekiihlte Elektroporationskivetten tberfihrt.
Nach einer weiteren Inkubation von 20 min auf Eis wurden die dufleren Metallplatten der Kivetten
grindlich abgetrocknet und die Zellen im MicroPulser™ (Bio-Rad, Miinchen, D) mit 1,8 kV fir 2-6 ms

elektroporiert. Danach wurden die Zellen in der Kiivette sofort mit 1 ml LB-Medium (Tab. 4) gemischt, in
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ein 1,5-ml-Reaktionsgefal Gberfiihrt und fiir 45-60 min bei 37 °C und 180 rpm geschiittelt. AnschlieSend
wurden die Zellen auf LB-Festmedium (Tab. 4) mit plasmidspezifischem Antibiotikum (Tab. 5, Tab. 11

und Tab. 12) ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.1.5. Herstellung elektrokompetenter Agrobacterium-tumefaciens-Zellen

Aus einer Glycerin-Dauerkultur (s. Abschnitt 2.2.1.7) oder von einem frischen Ausstrich eines A.-
tumefaciens-Stammes (Tab. 10) wurde eine 5-ml-Ubernachtkultur (YEB-Medium, Tab. 4) angeimpft und
bei 28 °C und 180 rpm inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden 2,5 ml in einen Erlenmeyerkolben mit
250 ml YEB-Medium (Tab. 4) Gberfiihrt. Diese Hauptkultur wurde bei 28 °C und 180 rpm inkubiert, bis
eine ODgy von etwa 0,6 erreicht war. Die folgenden Schritte erfolgten ausschlieBlich mit vorgekiihlten
Materialien und Flissigkeiten. Die FlUssigkultur wurde auf konische 50-ml-Zentrifugenréhrchen aufge-
teilt und die Zellen in der Zentrifuge (10 min, 4000 g, 4 °C) sedimentiert. Nach Entfernen des Uberstan-
des wurden die Zellpellets vorsichtig mit einer Glaspipette in jeweils 20 ml sterilem ddH,0 resuspen-
diert. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt, die Zellen erneut abzentrifugiert (10 min, 4000 g,
4 °C) und in 20 ml einer zehnprozentigen Glycerinlésung aufgenommen. Die Zellsuspensionen wurden
dann in einem 50-ml-Réhrchen vereinigt und nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen schlie3lich
in 5 ml 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen und in 50-pl-Portionen aliquotiert, welche sofort in fllissigem

Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert wurden.

2.2.1.6. Transformation elektrokompetenter Agrobacterium-tumefaciens-Zellen

Pro Transformationsansatz wurde ein Zellaliquot zum Auftauen fiir 20 min auf Eis inkubiert, mit der zu
transformierenden Plasmid-DNA versetzt und nach vorsichtigem Mischen in vorgekiihlte Elektro-
porationskivetten Gberfiihrt. Nachdem die Zellen fiir weitere 20 min auf Eis inkubiert worden waren,
wurden die Metallplatten der Kiivetten sorgfiltig abgetrocknet und die Zellen im MicroPulser™ (Bio-
Rad, Miinchen, D) mit 2,4 kV flir etwa 5 ms elektroporiert. Die Zellen wurden nach der Elektroporation
sofort mit 1 ml YEB-Medium (Tab. 4) gemischt, in ein 1,5-ml-Reaktionsgefdl tGberfiihrt und fir 1 h bei
28 °C und 180 rpm geschittelt. AnschlieBend wurden die Zellen auf selektivem LB-Festmedium (Tab. 4)

ausplattiert und fir zwei Tage bei 28 °C inkubiert.

2.2.1.7. Herstellung von Glycerin-Dauerkulturen von E. coli und A. tumefaciens

Zur Herstellung einer Glycerin-Dauerkultur von E. coli oder A. tumefaciens wurde eine 10-ml-Kultur (LB-

Medium bzw. YEB-Medium mit entsprechenden Antibiotika versetzt) mit einer Kolonie oder von einem
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Ausstrich angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C bzw. 28 °C schiittelnd inkubiert. Von dieser Kultur wurde
1 ml mit 600 pl 70 % (v/v) Glycerin gemischt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.

2.2.2. Arbeiten mit Hefe

2.2.2.1 Herstellung und Transformation kompetenter Saccharomyces-cerevisiae-Zellen (modifiziert

nach Gietz & Woods (2002))

Da die Kompetenz von Hefezellen bei langerer Lagerung schnell abnimmt, wurde sie unmittelbar vor
jeder Transformation erzeugt. Dafiir wurde eine 10-ml-Flissigkultur (YPD-Medium, Tab. 6) von einem
frischen Ausstrich des L40ccua-Stammes (Tab. 10) angeimpft und Uber Nacht bei 160 rpm und 30 °C
inkubiert. In einem 500-ml-Schikanekolben wurden dann 50 ml vorgewadrmtes YPD-Medium (Tab. 6) mit
der Vorkultur auf ODgy = 0,3 eingestellt und so lange schiittelnd bei 30 °C inkubiert, bis die ODgqy 0,6-0,9
betrug. Die Kultur wurde in ein konisches 50-ml-R6hrchen Uberfiihrt und die Zellen abzentrifugiert
(5 min, 2000 g, RT). Das Zellpellet wurde dann durch leichtes Aufschiitteln in 10-15 ml Mix 1 (100 mM
Lithiumacetat; 1 M Sorbitol; 0,5x TE [5 mM Tris-HCI; 0,5 mM EDTA; pH 7,5]; in ddH,0) resuspendiert und
anschlieRend 5 min bei 2000 g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellsediment
in 1 ml Mix 1 aufgenommen und die Zellen vor der Transformation zehn Minuten bei RT inkubiert.

Fur die Transformation wurde Heringssperma-DNA (10 pg/ul) 5 min bei 95 °C aufgekocht und bis zum
Einsatz auf Eis gelagert. Nach der zehnminitigen Inkubation der Zellen wurden 1 pg Plasmid-DNA, 15 ul
Heringssperma-DNA und 600 pl Mix 2 (100 mM Lithiumacetat; 40 % [v/v] PEG 3350; 1x TE [10 mM Tris-
HCl; 1 mM EDTA; pH 7,5]; in ddH,0) gemischt und dann 100 pl der aufbereiteten Zellen hinzupipettiert.
Der Transformationsansatz wurde gemischt, 20-30 min bei 30 °C inkubiert und dann nach Zugabe von
30 ul DMSO einem Hitzeschock (20-30 min, 42 °C) im Wasserbad unterzogen. SchliefRlich wurden die
Zellen fiir 1-3 min bei 4000 g und RT sedimentiert, in 200 pl SD-Medium (Tab. 6) aufgenommen und auf

selektivem SD-Festmedium (Tab. 6) ausplattiert.

2.2.2.2. Yeast one hybrid

Um die Bindung von Typ-B-ARRs an die proximalen Promotorbereiche von MIR172-Genen zu testen,
wurde ein Yeast-one-hybrid-Matrixansatz durchgefiihrt. Daflir mussten die regulatorischen DNA-
Sequenzen zunachst ins Hefegenom integriert werden. Hierfliir wurden die zu untersuchenden DNA-
Sequenzen in den Vektor pHISi-1-GW (Tab. 11) kloniert (s. Abschnitt 2.2.4.9) und dabei ein Reporter-
konstrukt bestehend aus MIR172-Promotor, HIS3-Minimalpromotor und HIS3-Gen erzeugt. Das Plasmid

wurde dann in den fir die Aminosauren Histidin, Leucin, Tryptophan und Uracil auxotrophen Hefe-
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stamm L40ccua (Tab. 10) transformiert (s. Abschnitt 2.2.2.1). Die Integration des Reporterkonstrukts ins
Hefegenom wurde dabei Gber homologe Rekombination mit dem z.T. deletierten und damit nicht-
funktionalen HIS3-Lokus des Hefechromosoms ermdoglicht. Da dieser Prozess mit sehr geringer Effizienz
geschieht, wurden die pHISi-Plasmide vor der Transformation innerhalb der HIS3-Terminatorsequenz
mit dem Restriktionsenzym Xhol geschnitten (s. Abschnitt 2.2.4.5). Das integrierte HIS3-Gen ist aufgrund
des vorgeschalteten Minimalpromotors Selektionsmarker und Interaktionsreporter zugleich. Der Vektor
besitzt kein separates Auxotrophiemarkergen, sodass die Hefen mit den verschiedenen Reporter-
konstrukten auf SD-Medium (Tab. 6) ohne Histidin (SD/-His) unterschiedlich schnell wuchsen und Kolo-
nien nach 3-6 Tagen sichtbar wurden. Die Kolonien der auf diese Weise hergestellten und selektierten
Reporterstamme wurden dann auf neue Platten umgestrichen und mittels Hefe-Kolonie-PCR (s.
Abschnitt 2.2.4.4) auf die erfolgreiche Integration tiberprift.

In einer zweiten Transformationsrunde wurden die Hefe-Reporterstamme mit pACT2-Plasmiden trans-
formiert (s. Abschnitt 2.2.2.1), welche Fusionen der Typ-B-ARRs ARR1, ARR2, ARR10, ARR11, ARR12,
ARR14 und ARR18 mit der GAL4-Aktivierungsdomane unter der Kontrolle des konstitutiven ADHI1-
Promotors exprimieren (Tab. 11). Der pACT2-Vektor enthalt ein LEU2-Gen, das den auxotrophen Hefe-
stamm befahigt auf SD-Medium ohne Zugabe der Aminosadure Leucin (Leu) zu wachsen. Die transfor-
mierten Hefen wurden dementsprechend auf SD/-His/-Leu ausplattiert und nach 3-6 Tagen auf frische
Platten umgestrichen.

Um die HIS3-Hintergrundexpression, die durch den vorgeschalteten HIS3-Minimalpromotor bewirkt
wird, im Interaktionstest zu unterdriicken, wurde 3-Amino-1,2,4-triazole (3-AT), ein Kompetitor der
Histidinbiosynthese, ins Medium gegeben. Um die geeignete 3-AT-Konzentration fiir den Interaktions-
test zu bestimmen, wurden gleiche Mengen der Hefe-Reporterstimme mit dem pACT2-Leervektor in
SD-Medium (Tab. 6) resuspensiert und in drei Verdiinnungsstufen (1, 1:10, 1:100) auf SD/-His/-Leu und
mit verschiedenen 3-AT-Konzentrationen (0 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM und 20 mM) getropft und sechs
Tage bei 30 °C inkubiert.

Fiir den eigentlichen Interaktionstest der Typ-B-ARRs mit den Promotorfragmenten der MIR172-Gene
wurden die Hefetransformanten wie zuvor beschrieben auf SD/-His/-Leu/+3-AT getropft. Nach sechs
Tagen wurden die Hefekontrollen, die auf SD/-His/-Leu ohne 3-AT gewachsen waren, fotografiert, die
3-AT-haltigen Platten wurden erst zehn Tage spater fotografiert, da vorher kein Wachstum zu erkennen

war.

2.2.2.3. Herstellung von Glycerin-Dauerkulturen von S. cerevisiae

Zur Herstellung einer Glycerin-Dauerkultur von S. cerevisiae wurde eine 10-ml-Kultur (SD-Medium mit

entsprechenden Aminosauren versetzt) mit einer Kolonie oder von einem Ausstrich angeimpft und fir
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24-48 h bei 30 °C schittelnd inkubiert. Von dieser Kultur wurde 1 ml mit 600 ul 70 % (v/v) Glycerin

gemischt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.3. Arbeiten mit Pflanzen

2.2.3.1. Transiente Proteinexpression in Blattern von Nicotiana benthamiana mittels Agrobacterium

tumefaciens (modifiziert nach Sparkes et al. (2006))

Fir die transiente Expression von p35S:CkX1 und p35S:CKX1-4xMyc in Blattern von Nicotiana
benthamiana mittels Agrobacterium tumefaciens wurden 10-ml-YEB-Kulturen inklusive entsprechender
Antibiotika (Tab. 11 und Tab. 12) aus Glycerin-Dauerkulturen (s. Abschnitt 2.2.1.7) angeimpft. AuRerdem
wurde eine weitere YEB-Kultur mit dem A.-tumefaciens-Stamm C58C1(pCH32) (Tab. 10) beimpft, der
den Silencing Inhibitor p19 exprimiert. Die Kulturen wurden lber Nacht bei 28 °C und 180 rpm inkubiert
und 2 ml der Bakteriensuspension in einem Reaktionsgefald flir 5 min bei 4000 rpm und RT zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml Infiltrationsmedium (50 mM MES [pH 5,7];
10 mM MgCl,; 0,1 mM Acetosyringon (in DMSO); 0,5 % [w/v] Glucose; in ddH,0) resuspendiert. Dieser
Waschschritt wurde wiederholt und anschlieBend die ODgy bestimmt. Die Bakteriensuspensionen
wurden mit Infiltrationsmedium auf ODg = 0,1 verdiinnt, wobei die Agrobakterienstimme mit den
p35S:CKX1-Konstrukten jeweils in gleichem Verhaltnis mit dem p19-Stamm gemischt wurden. Fir die
Infiltration wurden zwei bis drei grofle Blatter fiinf bis sechs Wochen alter Nicotiana-benthamiana-
Pflanzen ausgewadhlt, die Unterseite mit einer Rasierklinge angeritzt und die Bakteriensuspension mit
einer 2,5-ml-Spritze eingespritzt. Als Kontrolle wurden Blatter nur mit dem p19-Stamm infiltriert. Die
Pflanzen wurden dann fir drei Tage zurilick ins Gewdachshaus gestellt. Aus den infiltrierten Blattern
wurden Blattscheiben ausgestanzt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Analyse bei -80 °C

gelagert.

2.2.3.2. Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana mittels Agrobacterium tumefaciens

Die stabile Transformation von Arabidopsis thaliana erfolgte nach einem Protokoll von Davis et al.
(2009), das auf der Flower-Dip-Methode von Clough & Bent (1998) basiert. Dafiir wurden vier bis funf
Wochen alte, unter Langtagbedingungen im Gewdachshaus angezogene A.-thaliana-Pflanzen benutzt.
Nach Verifizierung der generierten Konstrukte mittels Restriktionsanalyse (s. Abschnitt 2.2.4.5) und
Sequenzierung (s. Abschnitt 2.1.7) wurden sie in den A.-tumefaciens-Stamm GV3101::pMP90 (Tab. 10)
transformiert (s. Abschnitt 2.2.1.6). Einige wenige Kolonien wurden auf eine neue selektive LB-Platte

umgestrichen und der Erfolg der Transformation mittels Kolonie-PCR (s. Abschnitt 2.2.4.4) Giberprift.
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Von dem Ausstrich wurde morgens eine Vorkultur (10 ml YEB-Medium mit entsprechenden Antibiotika)
angeimpft und etwa 24 h bei 28 °C und 180 rpm inkubiert. Am nachsten Morgen wurden 500 ml YEB-
Flissigmedium ohne Antibiotika mit 5 ml Vorkultur inokuliert und diese Hauptkultur bis zum Abend des
nachsten Tages bei 28 °C geschiittelt. Dann wurden 200 ul Silwet L-77 (Lehle Seeds, Round Rock, TX)
hinzugefiigt, durch Schwenken des Kolbens mit der Bakteriensuspension gemischt und die Kultur in ein
Weckglas umgefillt. Die zu transformierenden A.-thaliana-Pflanzen wurden zweimal fir etwa zehn
Sekunden mit den Bliten voran in die Bakteriensuspension getaucht und dabei leicht geschiittelt. Ein
Autoklavierbeutel wurde an einer langen und einer kurzen Seite aufgeschnitten und eine Pflanzenschale
mit einer Halfte des Beutels ausgelegt. Die gedippten Pflanzen wurden darauf gelegt und mit der
anderen Beutelhilfte, einer durchsichtigen Plastikhaube sowie einem Kiichenhandtuch bedeckt und
Uber Nacht bei RT inkubiert. Am Folgemorgen wurden die Pflanzen wieder ausgepackt und aufrecht in
der Pflanzenschale ins Gewachshaus gestellt.

Die Samen der transformierten Pflanzen wurden schlieBlich geerntet und zur Selektion der Transfor-
manten entweder auf Erde angezogen (s. Abschnitt 2.1.8.1) und die Keimlinge zweimal im Abstand von
einer Woche mit 0,1% (v/v) Basta (Bayer, Leverkusen, D) bespriiht oder die Samen wurden auf
Antibiotika-haltigem Festmedium (Tab. 8 und Tab. 9) ausgelegt. Die Segregationsanalysen in den Folge-
generationen zur Identifizierung von homozygoten Linien mit Einzelinsertion wurden nur noch in vitro
unter Verwendung eines entsprechenden Antibiotikums bzw. des Herbizids Phosphinothricin (Tab. 9)

durchgefihrt.

2.2.3.3. Genetische Kreuzungen von Arabidopsis thaliana

Fiir Kreuzungen zweier Arabidopsis-Linien wurden an Haupt- oder Seitentrieben des weiblichen Kreu-
zungspartners Blitenknospen ausgewahlt, deren Petalen (Kronblatter) kaum sichtbar waren und deren
Antheren (Staubbeutel) noch keinen Pollen auf die Narbe des Gynoeceums abgesondert hatten. Die
Ubrigen Knospen und Bliiten in der Nahe wurden abgeschnitten. Die Sepalen (Kelchblatter) und Stamina
(Staubblatter) wurden mit einer Pinzette entfernt. Als mannliche Kreuzungspartner wurden frisch geoff-
nete BlUten verwendet, deren reife Staubbeutel auf die freigelegte Narbe getupft wurden, bis diese mit

ausreichend Pollen bedeckt war.

2.2.3.4. Oberflachensterilisation von Arabidopsis-thaliana-Samen

Fir die Sterilkultur von Arabidopsis thaliana erfolgte zunachst eine Oberflachensterilisation der Samen.
Flir Segregationsanalysen, den Cafenstrol-Versuch (s. Abschnitt 2.2.3.5) und die Anzucht fir

Transkriptanalysen (s. Abschnitt 2.2.4.11) und den Nachweis der B-Glukuronidase-Aktivitat in pflanz-
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lichem Gewebe (s. Abschnitt 2.2.3.7) wurde zunéchst 1 ml 70 % (v/v) Ethanol auf die Samen pipettiert,
das Reaktionsgefall ein paar Male invertiert und der Alkohol wieder abgenommen. Dann wurden die
Samen fir 15 min in 1 ml Sterilisationslosung (1,2 % [v/v] Natriumhypochlorit; 0,01 % [v/v] Triton X-100;
in ddH,0) bei RT geschiittelt und anschlieend viermal mit sterilem ddH,0 gewaschen. Schlieflich wur-
den die Samen in 0,1 % (w/v) Agarose aufgenommen, um ein Absinken der Samen zu verhindern. Auf
diese Weise konnten die Samen mit Hilfe einer 1-ml-Pipette und durch Drehen des Volumenrddchens
auf Ats- oder %-MS-Festmedium (Tab. 8) ausgelegt werden.

Flr die Untersuchung des Wurzelwachstums (s. Abschnitt 2.2.3.6) wurden die Samen fir zehn Minuten
in 70 % (v/v) Ethanol mit 0,01 % (v/v) Triton X-100 bei RT geschuttelt, dreimal mit 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen und zum Trocknen auf steriles Filterpapier transferiert. Die Samen wurden mit Hilfe eines

Zahnstochers auf % MS-Medium mit 1 % (w/v) Saccharose (Tab. 8) ausgelegt.

2.2.3.5. Behandlung von Arabidopsis thaliana mit dem VLCFA-Inhibitor Cafenstrol

In der Epidermis produzierte sehr langkettige Fettsduren (Very-long-chain fatty acids, VLCFAs) sind an
der Bildung von kutikularem Wachs beteiligt (Nobusawa et al., 2013). Zur Hemmung der VLCFA-
Produktion wurde der Synthese-Inhibitor Cafenstrol benutzt.

A.-thaliana-Samen wurden sterilisiert (s. Abschnitt 2.2.3.4) und in einem Raster von sechs mal sechs
Samen mit ausreichend Abstand auf Ats-Medium (Tab. 8) mit 30 nM bzw. 3 uM Cafenstrol (Fluka, Buchs,
CH; gelost in DMSO) oder mit DMSO als Kontrolle ausgelegt (zwei Platten pro Genotyp). Die Platten
wurden zur Stratifikation der Samen fiir zwei Tage im Dunkeln und bei 4 °C inkubiert und anschlieRend
ins Licht gestellt. Nach 13 TNK wurden die Platten fotografiert und mit Hilfe der Software Imagel (Tab. 1)

wurde der maximale Keimlingsdurchmesser bestimmt.

2.2.3.6. Untersuchung des Wurzelwachstums

Fir die Analyse verschiedener Wurzelparameter wurden A.-thaliana-Samen sterilisiert (s. Abschnitt
2.2.3.4) und auf %-MS-Medium mit 1% (w/v) Saccharose in quadratischen, 12 x 12 cm groRen Kultur-
platten ausgelegt. Zur Untersuchung der Cytokinin-Sensitivitdt wurde Benzyladenin (BA; geldst in DMSO)
in verschiedenen Konzentrationen (20 nM, 60 nM, 100 nM) bzw. DMSO als Kontrolle zugesetzt. Die
Platten wurden zur Stratifikation der Samen fir zwei Tage im Dunkeln und bei 4 °C inkubiert und
anschlieRend in vertikaler Orientierung ins Licht gestellt. Nach zehn TNK wurde die Anzahl auswachsen-
der Seitenwurzeln unter Zuhilfenahme eines Binokulars bestimmt. Die Platten wurden fotografiert und
die Wurzeln mit Hilfe der Software ImageJ (Tab. 1) ausgemessen. Es wurden nur Pflanzen in die Auswer-

tung einbezogen, deren Wurzeln auf der Oberflaiche des Mediums gewachsen waren.
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2.2.3.7. Nachweis der B-Glukuronidase-Aktivitit in Geweben von Arabidopsis thaliana (nach

Hemerly et al. (1993), basierend auf Jefferson et al. (1987))

Fiir den Nachweis der B-Glukuronidase-Aktivitdt in Geweben transgener GUS-Reporterlinien wurden A.-
thaliana-Samen entweder fir die in-vitro-Kultur sterilisiert (s. Abschnitt 2.2.3.4) oder auf Erde ausgelegt
(s. Abschnitt 2.1.8.1) und fiir zwei Tage im Dunkeln und bei 4 °C stratifiziert. Die zu untersuchenden
Pflanzen wurden fiir 30-60 min in 90 % (v/v) Aceton bei -20 °C fixiert und anschlieBend zweimal kurz mit
50 mM Natriumphosphat-Puffer (pH 7,0) gewaschen. GUS-L6sung | (20 mM Kaliumferricyanid; 50 mM
Natriumphosphat-Puffer [pH 7,0]; 0,2 % [v/v] Triton X-100; in ddH,0) und GUS-Losung Il (20 mM
Kaliumferrocyanid; 50 mM Natriumphosphat-Puffer [pH 7,0]; 0,2 % [v/v] Triton X-100; in ddH,0) wurden
zu gleichen Teilen gemischt und 0,5 mg/ml (= 1 mM) 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glukoronid (X-Gluc;
zuvor gelost in DMSO) dazugegeben. Der Natriumphosphat-Puffer wurde gegen die Farbelosung ausge-
tauscht und dreimal fiir 5 min wurde ein Vakuum angelegt, um das Eindringen ins Gewebe zu erleich-
tern. Dann wurde das Gewebe fiir 1-24 h bei 37 °C inkubiert, bis die gewiinschte Intensitdt der Farbung
erreicht war. Die Reaktion wurde durch zweimaliges Waschen mit 70 % (v/v) Ethanol abgestoppt.

Fiir die mikroskopische Untersuchung wurde das Gewebe geklart (modifiziert nach Malamy & Benfey
(1997)). Dafiir wurden die Proben zunéachst fir 15 min bei 57 °C in Lésung | (20 % [v/v] Methanol; 0,24 N
HCI; in ddH,0) und danach fiir 15 min bei RT in Losung Il (60 % [v/v] Ethanol; 7 % [w/v] NaOH; in ddH,0)
inkubiert. Anschliefend wurde das Gewebe mittels einer Ethanolreihe rehydriert (40 %, 20 % und 10 %,
jeweils 5 min). Dann wurden die Proben in Lésung lll (5 % [v/v] Ethanol; 25 % [v/v] Glycerin; in ddH,0)
Uberfihrt und fir 15 min bei RT inkubiert. Die lichtmikroskopische Analyse erfolgte in 50 % (v/v)
Glycerin mit dem Stereomikroskop $ZX12 (Olympus, Tokio, JP) oder mit dem Mikroskop Axioskop 2 Plus
(Zeiss, Jena, D).

Um Gewebeschnitte zu erstellen, wurden die GUS-gefarbten Pflanzen zunachst durch eine Ethanolserie
(20 %, 30 %, 50 %) dehydriert. AnschlieBend wurde das Gewebe wie in Abschnitt 2.2.3.8 beschrieben in

Paraffin eingebettet und 8-um-Schnitte erstellt.

2.2.3.8. Einbettung und Schneiden von Pflanzengewebe

Fur die Anfertigung von Gewebeschnitten wurde das Pflanzenmaterial in ein Fixativ (10 % [v/v]
Formaldehyd; 5 % [v/v] Eisessig; 50 % [v/v] Ethanol; in ddH,0) tberfihrt und das Eindringen ins Gewebe
durch Anlegen eines Vakuums (dreimal 10 min) begiinstigt. Das Fixativ wurde gegen frisches ausge-
tauscht und das Gewebe leicht schiittelnd tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Dann wurde das Gewebe durch
eine Ethanolserie (50 %, 60 %, 70 %, 85 %, 95 %, jeweils 45 min) bei 4 °C dehydriert. Der 95-prozentigen
Ethanollésung wurde Eosin Y zugesetzt, welches die basischen Zellbestandteile anfarbt und damit das

entfarbte Gewebe vom weilRen Paraffin optisch abgrenzt. Die folgenden Schritte erfolgten bei RT:
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2 x 30 min 100 % (v/v) Ethanol + Eosin Y; 2 x 45 min 100 % (v/v) Ethanol; 30 min 75 % (v/v) Ethanol +
25 % (v/v) Roti®-Histol (Carl Roth, Karlsruhe, D); 30 min 50 % (v/v) Ethanol + 50 % (v/v) Roti®-Histol;
30 min 25 % (v/v) Ethanol + 75 % (v/v) Roti®-Histol, 2 x 45 min 100 % (v/v) Roti®-Histol. Das Roti®-Histol
wurde zur Halfte entfernt, die Probenglaschen mit Paraplast X-TRA® (Sigma-Aldrich, Miinchen, D) auf-
gefillt und Gber Nacht bei 58 °C inkubiert. An den drei folgenden Tagen wurde der Wachs zwei- bis
dreimal taglich abgegossen und durch frischen, fliissigen Wachs aus dem Paraffinspender EG1120 (Leica,
Wetzlar, D) ersetzt. Am Ende des dritten Tages wurde das Gewebe zusammen mit dem Wachs in
Petrischalen gefiillt und bis zur weiteren Bearbeitung im Kihlschrank gelagert.

Die Gewebeschnitte wurden an dem Rotationsmikrotom RM2255 (Leica, Wetzlar, D) durchgefiihrt. Flr
Schnitte des Infloreszenzstengels wurde eine Schnittdicke von 14 um gewahlt, fiir alle anderen Gewebe-
typen wurden 8-um-Schnitte angefertigt. Die geschnittenen Wachsbander wurden auf die Oberflache
eines etwa 35 °C warmen Wasserbades transferiert und von dort auf positiv geladene Objekttrager
Ubertragen. Die Objekte wurden dann fiir 24-48 h auf einer Heizplatte bei 42 °C getrocknet. Das Wachs
wurde durch Behandlung mit Roti®-Histol (2 x 10 min) entfernt. Die Schnitte wurden durch eine Ethanol-
reihe rehydriert (2x 100%, je 1x 95%, 85 %, 70 %, 50 %, 30 %, jeweils 2 min), kurz in Wasser
gewaschen und dann in 50% (v/v) Glycerin untersucht. Meristemschnitte wurden am Mikroskop
Axioskop 2 Plus (Zeiss, Jena, D) betrachtet, die Stengelquerschnitte am Stereomikroskop SZX12

(Olympus, Tokio, JP).

2.2.3.9. Untersuchung pflanzlicher Parameter

Rosettendurchmesser und Pflanzenhéhe wurden mit einem Lineal ausgemessen. Der Rosettendurch-
messer wurde ermittelt, nachdem alle Pflanzen des Experiments die reproduktive Phase erreicht hatten.
Die Pflanzenhéhe und die Anzahl der Schoten wurden nach Beendigung der Bliihphase bestimmt.

Flr die Bestimmung des Samenertrags wurden die Pflanzen in sog. Aracons angezogen, durchsichtige
Plastikrohren, in denen die fallenden Samen aufgefangen werden. Erst nachdem die Pflanzen ihr Wachs-
tum beendet und getrocknet waren, wurden die Aracons entfernt, die Gesamtheit der Samen geerntet
und mit Hilfe einer Waage das Gewicht des Ertrags ermittelt.

Um die Schotenldange, die Samenanzahl pro Schote sowie die Samendichte zu ermitteln, wurden ausge-
wachsene, noch griine Schoten geerntet und das Chlorophyll durch mehrmaliges Inkubieren in 70 %
(v/v) Ethanol ausgewaschen. Die Schoten wurden dann am Stereomikroskop SZX12 (Olympus, Tokio, JP)
fotografiert und anhand der Bilder die Anzahl der Samen pro Schote bestimmt. Die Schotenldange wurde
mit Hilfe der Software ImageJ (Tab. 1) ermittelt. Flir die Analyse der SamengrofRe wurden die Samen

ebenfalls am Stereomikroskop fotografiert.
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Als Bliihbeginn wurde der Zeitpunkt festgelegt, an dem der Infloreszenzstengel eine Ldnge von 5 mm
erreicht hatte. Der Bliihzeitpunkt ist in Tagen nach Keimung (TNK) angegeben. Der Tag, an dem die Aus-
saaten ins Licht gestellt wurden sowie der darauffolgende Tag wurden nicht gezahlt, sondern es wurde
stets am dritten Tag mit dem Zahlen begonnen. Fir die Pflanzen eines Experiments wurde der Blihzeit-
punkt stets zur gleichen Tageszeit dokumentiert. Um die Anzahl an juvenilen und adulten Rosetten-
blattern zu bestimmen, wurden die Blatter mit Hilfe eines Binokulars auf das Vorhandensein abaxialer
Trichome untersucht.

ZellgroRe, Zellzahl und Stomataindex wurden anhand des siebten Rosettenblattes analysiert, wobei
vorher sichergestellt wurde nur solche mit adulter Blattidentitdt zu verwenden. Adulte Blatter weisen
eine hohere Zellzahl und eine geringere ZellgroRe im Vergleich zu juvenilen Blattern auf (Usami et al.,
2009). Die Blatter wurden wie in Abschnitt 2.2.3.7 beschrieben fixiert und anschlieBRend unter dem
Stereomikroskop SZX12 fotografiert, um mit Hilfe des ImagelJ-Programms die GroRe der Blattspreite
bestimmen zu kénnen. Auflerdem wurden am Mikroskop Axioskop 2 Plus Ausschnitte der abaxialen
Epidermis fotografiert und zwar nach einem Viertel, der Halfte und einem Dreiviertel der Blattspreite,
jeweils auf beiden Seiten der Mittelrippe, mittig zwischen Mittelrippe und Blattrand. Daraus ergaben
sich sechs Epidermisausschnitte pro Blatt, deren Zellen und Stomata gezahlt wurden. Fiir jedes analy-
sierte Blatt wurde ein Mittelwert gebildet. Der Stomataindex ergab sich aus dem Anteil der Stomata an
der Gesamtpopulation der epidermalen Zellen.

Fiir die Analyse des Stengeldurchmessers wurden Stengelabschnitte 2-3 cm oberhalb der Rosette ent-
nommen, wenn die Infloreszenzstengel 12-15 cm hoch waren. Die Stengelstlicke wurden unter dem
Stereomikroskop SZX12 fotografiert und anschlieRend wie in Abschnitt 2.2.3.8 beschrieben fixiert und in
Paraffin eingebettet. Mit Hilfe des Rotationsmikrotoms RM2255 (Leica, Wetzlar, D) wurden 14 um dicke
Schnitte angefertigt, mit denen zunachst wie in Abschnitt 2.2.3.8 beschrieben weiterverfahren wurde.
Nachdem die Stengelquerschnitte nach der Ethanolserie kurz in Wasser gewaschen worden waren, wur-
den sie in 0,1 % (w/v) Toluidinblau gefarbt und der tGberschissige Farbstoff mit ddH,0 weggewaschen.
Dann wurden die Schnitte in 50 % (v/v) Glycerin am Stereomikroskop SZX12 fotografiert. Fur die Quanti-
fizierung des Stengeldurchmessers, die mit Hilfe der Imagel-Software (Tab. 1) durchgefiihrt wurde,
wurde aufgrund der nicht immer kreisrunden Form pro Querschnitt der Mittelwert zweier Messungen

berechnet.

2.2.3.10. Induktion von A.-thaliana-Keimlingen mit Cytokinin

Um den Einfluss von Cytokinin auf die Expression der MIR156- und MIR172- sowie von deren Zielgenen
zu messen, wurden Samen des A.-thaliana-Okotyps Col-0 mit Natriumhypochlorit-Lésung wie in

Abschnitt 2.2.3.4 beschrieben sterilisiert und anschlieBend auf die wells von 12-well-Kulturplatten mit je
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2,5 ml %-MS-Medium mit 0,1 % (w/v) Saccharose (Tab. 8) verteilt (etwa zehn Samen pro well). Die
Samen wurden zwei Tage bei 4 °C stratifiziert und anschlieRend ins Licht gestellt (Langtagbedingungen).
Zehn TNK wurde zum Beginn der Lichtphase Benzyladenin (BA) mit einer Endkonzentration von 1 uM ins
Medium gegeben. Dazu wurde eine 100 mM BA-Stammdsung (in 1 M KOH) in 0,05 % (w/v) MES (pH
nicht eingestellt) auf 100 uM verdiinnt. Fir die Mockbehandlung wurde das gleiche Volumen 1 M KOH
mit der MES-Losung verdinnt. Beide Induktionslésungen wurden auf den pH-Wert 6,0 eingestellt.
Jeweils 25 pl wurden in die wells pipettiert und die Platten kurz geschwenkt, um die Induktionslésungen
gleichmaRig zu verteilen. In einem Zeitraum von 24 Stunden wurden dann zu definierten Zeitpunkten
Keimlinge geerntet, um anschlieBRend mit Hilfe von gRT-PCR-Analysen (s. Abschnitt 2.2.4.11) die Kinetik

der Genexpression in Reaktion auf die Cytokininbehandlung zu analysieren.

2.2.4. Molekularbiologische Arbeiten
2.2.4.1. Isolierung genomischer DNA aus Pflanzenmaterial (modifiziert nach Edwards et al. (1991))

Fir die Extraktion pflanzlicher genomischer DNA wurden 100-200 mg Blattmaterial von Arabidopsis
thaliana mit 300 pl DNA-Extraktionspuffer (200 mM Tris-HCI [pH 7,5]; 250 mM NacCl; 25 mM EDTA [pH
8,0]; 0,5 % [w/v] SDS; in ddH,0) versetzt und mit Hilfe der Schwingmiihle MM 300 von Retsch (Haan, D)
zerkleinert. Das unldsliche Material wurde mittels Zentrifugation (5-10 min, 16000 g, RT bzw. 10 min,
2800 g, RT) abgetrennt und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR iiberfiihrt. Zur Fallung der DNA
wurde der Uberstand mit 300 pl Isopropanol versetzt und durch Invertieren gemischt und die DNA
anschlieRend durch Zentrifugation (10 min, 16000 g, RT bzw. 60 min, 2800g, RT) pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 300 pl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen (5 min, 16000 g, RT
bzw. 10 min, 2800 g, RT). Das Pellet wurde dann bei RT getrocknet, in 80-100 pl 1x TE-Puffer (10 mM
Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]; in ddH,0) aufgenommen und zum Ldsen Uber Nacht bei 8 °C

inkubiert.

2.2.4.2. Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial

Die RNA-Isolierung erfolgte unter Zuhilfenahme RNase-freier Materialien und Losungen. Etwa
100-200 mg Pflanzenmaterial wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und mit der Schwingmiuhle
MM 300 von Retsch (Haan, D) zerkleinert. Die Extraktion der Gesamt-RNA wurde entweder gemaR
Herstellerangaben mit dem NucleoSpin RNA Plant Kit bzw. dem RNeasy Plant Mini Kit (Tab. 2) oder nach
der Trizol-Methode durchgefiihrt. Fiir letztere wurde das tiefgefrorenen Pflanzenpulver in 1 ml TRIsure
(Bioline, Luckenwalde, D; Kat.-Nr. BIO-38033) durch kraftiges Mischen homogenisiert. Um das unldsliche

Material abzutrennen, wurde das Homogenat fiir 10 min bei 12000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uber-
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stand wurde anschlieRend in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefal tiberfiihrt und 5 min bei RT inkubiert. Die
Ansatze wurden dann mit je 200 ul Chloroform 15 sec lang griindlich durchmischt und weitere 3 min bei
RT inkubiert, bis eine Phasentrennung sichtbar wurde. Es folgte eine zehnminltige Zentrifugation bei
12000 g und 4 °C. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefal} pipettiert, 500 ul
kaltes Isopropanol zugefiigt und einige Male invertiert. Die Ansdtze wurden fiir 10 min bei RT stehen-
gelassen und die RNA anschlieBend durch Zentrifugation (15 min, 12000 g, 4 °C) gefallt. Der Uberstand
wurde entfernt und das RNA-Pellet in 1 ml 80% (v/v) Ethanol gewaschen (10 min, 12000 g, 4 °C).
Nachdem das RNA-Pellet bei RT getrocknet worden war, wurde es durch Inkubation fiir 5 min bei 60 °C
in 25-40 pl ddH,0 gelost. Die extrahierte RNA wurde anschlieRend mit DNase | (Tab. 3) nach Angaben
des Herstellers behandelt, um DNA-Riickstande in der RNA-L6sung zu beseitigen.

Die RNA-Konzentration wurde mittels eines Spektrophotometers (NanoDrop ND-1000, PEQLAB,
Erlangen, D) bei 260 nm ermittelt, wobei E,so =1 einer Menge von 40 ng RNA pro ul entspricht. Zur
Uberpriifung der RNA-Integritdt wurde 1 pg jeder Probe auf ein zweiprozentiges Agarosegel geladen

und elektrophoretisch aufgetrennt (s. Abschnitt 2.2.4.7).

2.2.4.3. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Fir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.-coli-Zellen wurden 4 ml LB-Fliissigmedium (Tab. 4) inklusive
entsprechender Antibiotika (Tab. 5) mit einer Kolonie oder von einem Ausstrich angeimpft und tber
Nacht unter Schitteln (180 rpm) bei 37 °C inkubiert. Von der Kultur wurden 2 ml in ein Reaktionsgefald
iberfiihrt, die Zellen durch Zentrifugation (2 min, 8000 g, RT) geerntet und der Uberstand vollstindig
abgenommen. Die Plasmid-Minipraparation erfolgte entweder mit Hilfe des Kits Invisorb Spin Plasmid
Mini Two (Tab. 2) nach Angaben des Herstellers oder nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Qiagen
Plasmid Purification Handbook, modifiziert nach Birnboim & Doly (1979)). Fir letztere Methode wurde
das Zellsediment in 150 pl P1-Puffer (50 mM Tris-HC| [pH 8,0]; 10 mM EDTA [pH 8,0]; 100 ug/ml
RNase A; in ddH,0) resuspendiert und die Zellen durch Zugabe von 500 ul P2-Puffer (0,2 M NaOH; 1%
[w/v] SDS; in ddH,0) fur 5 min bei RT lysiert. AnschlieRend wurde die Suspension durch Zugabe von
350 ul P3-Puffer (3 M Kaliumacetat [pH 5,0]; in ddH,0) neutralisiert, um Proteine und genomische DNA
auszufillen. Die unléslichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation (2x 5 min, 16000 g, 4 °C) sedi-
mentiert und der Uberstand zur Fallung der Plasmid-DNA in einem neuen 1,5-ml-ReaktionsgefaR mit
dem gleichen Volumen Isopropanol gemischt. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 16000 g zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit 500 pl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen (10 min, 16000 g,
4 °C). Das DNA-Pellet wurde bei RT getrocknet und dann in 50 ul ddH,0 gel6st.

Die DNA-Konzentration wurde anschlieRend mittels eines Spektrophotometers (NanoDrop ND-1000,

PEQLAB, Erlangen, D) bei 260 nm ermittelt, wobei E,s0 = 1 einer Menge von 50 ng dsDNA pro ul ent-
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spricht. Gegebenenfalls wurden zusatzlich 500 ng Plasmid-DNA auf ein einprozentiges Agarosegel aufge-
tragen die Bandenstarke nach elektrophoretischer Auftrennung (s. Abschnitt 2.2.4.7) mit einem quanti-

tativen Standard verglichen.

2.2.4.4. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktionen (PCRs) dienten der Amplifikation von bestimmten DNA-Fragmenten
und wurden in Anlehnung an die von Mullis & Faloona (1987) entwickelte Methode durchgefiihrt. Fir
Genotypisierungen und Kolonie-PCRs wurde eine selbstgereinigte Tag-Polymerase (Tab. 3) sowie ein
selbst hergestellter 10x Reaktionspuffer (160 mM Ammoniumsulfat; 670 mM Tris-HCI [pH 8,8]; 20 mM
MgCl,; 0,1 % [v/v] Tween 20; in ddH,0) verwendet. Fir Klonierungszwecke wurde hingegen eine DNA-
Polymerase mit Proofreading-Aktivitat (3‘->5‘-Exonuklease-Aktivitdt) von Fermentas/Thermo Scientific
(Tab. 3) und die mitgelieferten Komponenten eingesetzt. PCRs wurden im Thermocycler T-Gradient, T1,
T3 oder TProfessional der Firma Biometra (Gottingen, D) durchgefihrt. PCR-Programme wurden stets
hinsichtlich Annealing-Temperatur (optimale Temperatur flr die Anlagerung der Oligonukleotide an die

DNA), Elongationszeit und Zyklenanzahl an die jeweilige Reaktion angepasst.

Genotypisierung

Fiir Genotypisierungen und sonstige PCRs wurde der in Tab. 15 aufgefihrte Standard-Reaktionsansatz

genutzt. In Tab. 16 ist das verwendete Standard-PCR-Programm gezeigt.

Kolonie-PCR (E. coli, A. tumefaciens)

Fiir Kolonie-PCRs zur Uberpriifung der erfolgreichen Transformation von Plasmid-DNA in E. coli oder A.
tumefaciens wurden die zu testenden Kolonien in jeweils 10,5 pl ddH,0 resuspendiert, die Gbrigen PCR-
Komponenten wie in Tab. 15 angegeben (mit Ausnahme der Template-DNA) zugefiigt und mit ddH,0 auf

20 ul Reaktionsvolumen aufgefullt. Das PCR-Programm wurde wie in Tab. 16 angegeben durchgefiihrt.

Kolonie-PCR (S. cerevisiae)

Zur Bestatigung der erfolgreichen Transformation von Hefezellen wurden die zu Uberpriifenden Kolo-
nien in jeweils 20 ul 20 mM NaOH fiir 45-60 min bei 95 °C inkubiert und anschlieBend fir 10 min bei

2800 g und RT zentrifugiert. Der Reaktionsansatz entsprach dem in Tab. 15 angegebenen, anstelle von
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Template-DNA wurden aber 2 pl des Uberstandes eingesetzt. Der verwendete Temperaturzyklus ent-

sprach dem Standard-PCR-Programm (Tab. 16).

Tab. 15: Zusammensetzung des PCR-Standardansatzes.

Komponente Volumen Endkonzentration
Tag-Reaktionspuffer (10x) 2,0ul  1Ix

dNTP-Mix (20 mM) 0,8ul 0,8 mM (je 0,2 mM)
MgCl, (50 mM) 0,2ul  0,5mM

5'-Primer (10 uM) 0,5ul  2,5uM

3'-Primer (10 uM) 0,5u  2,5uM
Tag-Polymerase 0,5 ul

Template-DNA 0,5-2,0 ul

Zur Erhohung der Spezifitat der Primerbindung an die Template-DNA wurde meist zu dem im Tag-Reaktionspuffer
bereits enthaltenen MgCl, noch zusatzliches hinzugefigt.

Tab. 16: Standard-PCR-Programm.

Schritt

Temperatur Dauer

1. Initiale Denaturierung

2. Denaturierung

3. Anlagerung der Oligonukleotide (Primer) 55-58 °C 35 sec

4. Elongation

5. Finale Elongation

95 °C 2 min
95 °C 30 sec
72 °C 1 kb/min
72 °C 5-8 min

Die Schritte 1 und 5 wurden stets nur einmalig absolviert, wahrend die Schritte 2-4 in einer von der Reaktion
abhéangigen Zahl (zwischen 26- und 34-mal) zyklisch wiederholt wurden.

Amplifizierung von Promotor- und Gensequenzen fiir Klonierungen

Die Amplifizierung von DNA-Abschnitten fir Klonierungszwecke erfolgten wie in Tab. 17 und Tab. 18

dargestellt.

Tab. 17: Zusammensetzung des Phusion-PCR-Ansatzes.

Komponente Volumen Endkonzentration
Phusion HF-Puffer (5x) 40 1x

dNTP-Mix (20 mM) 0,4ul  0,4mM (je 0,1 mM)
MgCl, (50 mM) 0,2ul  0,5mM

5'-Primer (10 uM) 0,5u  2,5uM

3'-Primer (10 uM) 0,5ul  2,5uM

Phusion DNA-Polymerase 0,2 ul

0,02 U/ul

Template-DNA 0,5-2,0 ul

Zur Erhohung der Spezifitdt der Primerbindung an die Template-DNA wurde meist zu dem im Tag-Reaktionspuffer
bereits enthaltenen MgCl, noch zusatzliches hinzugefigt.
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Tab. 18: Phusion-PCR-Programm.

Schritt Temperatur Dauer

1. Initiale Denaturierung 98 °C 1 min

2. Denaturierung 98 °C 10 sec

3. Anlagerung der Oligonukleotide (Primer)  55-60 °C 30 sec

4. Elongation 72 °C 2 kb/min
5. Finale Elongation 72°C 5-8 min

Die Schritte 1 und 5 wurden stets nur einmalig absolviert, wahrend die Schritte 2-4 in einer von der Reaktion
abhangigen Zahl (zwischen 30- und 34-mal) zyklisch wiederholt wurden.

2.2.4.5. Restriktionsverdau

Um geeignete Enzyme fiir einen Restriktionsverdau zu finden, wurde das Programm VectorNTI (Tab. 1)
verwendet. Bei Restriktionsverdauen mit mehreren Enzymen wurde das Internetprogramm
DoubleDigest™ (Tab. 1) konsultiert, um die ideale Puffer-Enzym-Kombination zu ermitteln. Fir
Restriktionsverdaue wurden die Restriktionsenzyme von Fermentas/Thermo Scientific (Tab. 3) verwen-
det. Die Reaktionsansidtze wurden gemall Herstellerangaben pipettiert und bei den angegebenen

Temperaturen inkubiert und inaktiviert.

2.2.4.6. Genotypisierung mittels CAPS- und dCAPS-Markeranalyse

Die Uberpriifung auf das Vorhandensein der mutanten Allele rock2 und rock3 erfolgte durch Nachweis
der jeweiligen Punktmutation mittels CAPS- bzw. dCAPS-Markeranalyse (Neff et al., 1998). Dabei wur-

den zundchst DNA-Abschnitte amplifiziert, die die Punktmutationen liberspannen (Tab. 19 und Tab. 20).

Tab. 19: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes fiir den Nachweis der rock2- und rock3-Punktmutationen.

Komponente Volumen Endkonzentration
Tag-Reaktionspuffer (10x) 2,0ul 1x

dNTP-Mix (20 mM) 0,8ul 0,8 mM (je 0,2 mM)
MgCl, (50 mM) 0,2ul  0,5mMm

5'-Primer (10 uM) 2,0ul  10um

3'-Primer (10 uM) 2,0ul  10um
Tag-Polymerase 0,5 ul

Template-DNA 3,0ul

Zur Erhohung der Spezifitat der Primerbindung an die Template-DNA wurde meist zu dem im Tag-Reaktionspuffer
bereits enthaltenen MgCl, noch zusatzliches hinzugefiigt.

AnschlieBend wurden 10 pl des PCR-Ansatzes mit 1,2 ul 10x Tango-Puffer und 0,8 pl Xbal (rock2) bzw.
Apol/Xapl (rock3) gemischt. Nach Inkubation fiir 2 h bei 37 °C wurden die Enzyme fiir 20 min bei 65 °C

bzw. 80 °C inaktiviert. Nach Zugabe von DNA-Ladepuffer wurden die Proben auf ein zweiprozentiges
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Agarosegel aufgetragen. Die verwendeten Primer und die GroRen der nach dem Verdau erhaltenen

DNA-Fragmente sind im Anhang zu finden.

Tab. 20: PCR-Programm fiir den Nachweis der rock2- und rock3-Punktmutationen.

Schritt Temperatur Dauer
1. Initiale Denaturierung 95 °C 2 min
2. Denaturierung 95 °C 30 sec
3. Anlagerung der Oligonukleotide (Primer)  55-60 °C 45 sec
4. Elongation 72 °C 1 kb/min
5. Finale Elongation 72 °C 8 min

Die Schritte 1 und 5 wurden stets nur einmalig absolviert, wahrend die Schritte 2-4 37-mal zyklisch wiederholt
wurden.

2.2.4.7. Agarosegelelektrophorese

Fir die elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduremolekiilen wurde Agarose in 1x TBE-Puffer
(89 mM Tris; 89 mM Borsdure; 20 mM EDTA [pH 8,0]; in ddH,0) durch Aufkochen in der Mikrowelle
gelost (je nach GrolRe der aufzutrennenden Molekiile 1-3 %), etwas abgekihlt und nach Zugabe von
0,2 pug/ml Ethidiumbromid in eine Gelschale gegossen. Die Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer (15 %
[w/v] Ficoll-400; 0,1 % [w/v] Bromphenolblau-Natriumsalz; 0,1 % [w/v] Xylencyanol FF; in ddH,0)
gemischt (Endkonzentration im Reaktionsansatz: 1x). Die Auftrennung der Nukleinsduremolekile
erfolgte in einer mit 1x TBE gefiillten, horizontalen Elektrophoreseapparatur. Fiir die GroRen-
bestimmung der aufgetrennten Nukleinsauremolekiile wurde stets auch ein GroRRenstandard auf das
Agarosegel aufgetragen. Die Detektion mittels UV-Licht und die Dokumentation der aufgetrennten
Nukleinsduren erfolgte mit dem GeneGenius Bio Imaging System und der Software GeneSnap (SynGene,
Cambridge, UK) bzw. dem Geldokumentationssystem GenoPlex und der Software GenoCapture (VWR,

Darmstadt, D).

2.2.4.8. Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem GENECLEAN Il Kit oder dem
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (Tab. 2) nach Herstellerangaben. Um die Auftrennung in Agarose-
gelen und die Gefahr von Mutationen durch UV-Bestrahlung der DNA-Molekiile zu umgehen, wurden
PCR-Amplifikate haufig durch groRenselektive Fallung in PEG aufgereinigt. Um DNA-Fragmente <300 bp
zu entfernen wurde der PCR-Ansatz vierfach mit 1x TE verdiinnt und mit einem halben Volumen
PEG/MgCl,-L6sung aus dem Gateway® BP Clonase® Enzyme Mix Kit (Tab. 3) gemischt. Es folgte eine

Zentrifugation fiir 20 min bei 16000 g und RT. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt, das Pellet in
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70% (v/v) Ethanol gewaschen (5 min, 16000 g, RT) und in einer geeigneten Menge ddH,O aufge-

nommen.

2.2.4.9. Gateway®-Klonierung

Alle Konstrukte dieser Arbeit wurden im Gateway®- oder MultiSite-Gateway®-System erstellt. Die fir die
Rekombination erforderlichen attachment sites (Tab. 21) wurden den Oligonukleotiden angehangt, mit
denen die zu klonierenden DNA-Fragmente amplifiziert wurden. Eine Liste der verwendeten
Klonierungsprimer ist im Anhang zu finden.

Fir die Klonierung der Gensequenzen von ARR1-SRDX, CKX1 und LOG4 wurden die attachment sites
entsprechend der Herstellerangaben verlangert (Tab. 21), um eventuelle Fusionen (z. B. mit dem 4xMyc-
Tag) im Leseraster zu gewdhrleisten. Die Sequenz von ARR1-SRDX ohne Stoppcodon wurde von dem
Plasmid pDONR™201/ARR1-SRDX (Heyl et al., 2008) amplifiziert, das die fusionierten Kodierungs-
sequenzen von ARRI1 und SRDX des Arabidopsis-thaliana-Okotyps C24 enthilt. Fiir die Klonierung von
CKkX1 ohne Stoppcodon wurde die genomische Sequenz des Okotyps Col-0 verwendet. Die LOG4-
Kodierungssequenz mit Stoppcodon wurde von cDNA des Okotyps Col-0 amplifiziert. Die Gensequenzen
wurden mit den attachment sites attB1 und attB2 (Tab. 21) versehen und unter der Verwendung des
Gateway® BP Clonase® Enzyme Mix (Tab. 3) nach Herstellerangaben in den pDONR™221 (Tab. 11)
kloniert.

Die Promotorfragmente von ATML1 (-5488 bis -1581 bp 5‘-warts des Startcodons), PDF1 (-380 bis -1 bp
5‘-warts des Startcodons) und MIR165A (-1450 bis -129 bp 5‘-warts des Startcodons) wurden in die
Vektoren pDONR™P4-P1R und pDONR™221 rekombiniert, wihrend pMIR172B (-2293 bis -1 bp 5‘-wiérts
des Startcodons), pMIR172D (-2010 bis -1 bp 5°-warts des Startcodons) und pMIR172E (-839 bis -1 bp 5'-
wiérts des Startcodons) ausschlieBlich in den pDONR™221 kloniert wurden. Die Rekombinationen
wurden unter Gebrauch des Gateway® BP Clonase® Enzyme Mix oder Gateway® BP Clonase® Enzyme Il
Mix (Tab. 3) und mit den entsprechenden att-Sequenzen nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Flir die Erstellung von GFP-GUS-Reporterkonstrukten im pKGWFS7 (Tab. 11) und Hefe-Interaktions-
reportern im pHISi-1-GW (Tab. 11) wurden die Promotorsequenzen mit Hilfe des Gateway® LR Clonase®
Enzyme Mix (Tab. 3) nach Angaben des Herstellers aus dem jeweiligen pDONR™221 in die Destinations-
vektoren Uberfiihrt. Die Kombination von Promotor, Gen und Tag im pB7m34GW (Tab. 11) erfolgte
ebenfalls nach Herstellerangaben mit Hilfe des Gateway® LR Clonase® Enzyme Il Mix (Tab. 3).

Alle generierten Plasmide (Tab. 12) wurden durch PCR (s. Abschnitt 2.2.4.4) und zwei verschiedene
Restriktionsverdaue (s. Abschnitt 2.2.4.5) tiberprift. Die DONR™-Vektoren wurden zudem sequenziert

(s. Abschnitt 2.1.7).
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Tab. 21: Sequenzen der Gateway®-attachment-sites fiir die Klonierung von DNA-Fragmenten in die
entsprechenden DONR™-Vektoren.

Bezeichnung Sequenz DONR™-Vektor
attB4 5'-GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTC-3" ™
attB1R 5'-GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGC-3" PDONR™"P4-P1R
attB1 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3"' ™

attB2 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA-3! PDONR™"221

Die attachment sites (att) wurden mit den in griin gekennzeichneten DNA-Basen entsprechend der Hersteller-
angaben verldangert, um eventuelle Fusionen mit Tags im Leseraster zu gewahrleisten.

2.2.4.10. Synthese von cDNA

Die Synthese von cDNA wurde mit 1,5 ug DNase-behandelter Gesamt-RNA (s. Abschnitt 2.2.4.2) und
unter Gebrauch der reversen Transkriptase SuperScript Il (Tab. 3) durchgefihrt. Mix 1 (Tab. 22) wurde
fir 5 min bei 65 °C inkubiert und anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Mix 2 (Tab. 22) wurde hinzugefugt
und der Reaktionsansatz wurde dann fiir 5 min bei 25 °C, fir 60 min bei 50 °C und fir 15 min bei 70 °C
inkubiert. Die resultierende cDNA wurde als 1:10-Verdiinnung in qRT-Analysen (s. Abschnitt 2.2.4.11)

eingesetzt.

Tab. 22: Reaktionsansatz fiir die cDNA-Synthese.

Mix 1 Mix 2
Komponente Volumen | Komponente Volumen
Gesamt-RNA x ul (1,5 pg) | First-Strand-Puffer (5x) 4,0 pl
dNTP-Mix (20 mM) 2,0 pl DTT (0,1 M) 1,0 ul
N9-Random-Primer (50 uM) 1,8 ul SuperScript Il (200 U/ul) 0,8 ul
Oligo-dT,s-Primer (50 uM) 1,0 ul
ddH,0 (RNase-frei) ad 14,2 ul

Fiir den Nachweis der reifen microRNAs wurde die cDNA-Synthese in abgewandelter Form (modifiziert
nach Chen et al. (2005) und Pant et al. (2008); Abb. 5) durchgefiihrt. Stem-loop-Mix 1 (Tab. 23) wurde
flr 5 min bei 65 °C inkubiert und anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Dieser enthielt nicht nur einen
miRNA-spezifischen Stem-loop-Primer; um bei der spateren qRT-Analyse eine interne Kontrolle fir die
Normalisierung der qRT-Ergebnisse zu besitzen, wurde auch der 3‘-Primer des verwendeten Referenz-
genes zugefligt (die zugehoérigen Sequenzen sind im Anhang zu finden). Stem-loop-Mix 2 (Tab. 23) wurde
mit dem Stem-loop-Mix 1 gemischt und der Reaktionsansatz wurde dann fiir 30 min bei 16 °C, fiir 30 min
bei 50 °C und fiir 15 min bei 70 °C inkubiert. Die resultierende cDNA wurde unverdiinnt in qRT-Analysen

(s. Abschnitt 2.2.4.11) eingesetzt.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der qRT-basierten Quantifizierungsmethode fiir reife microRNAs. Die cDNA-
Synthese wird mit einem Stem-loop-Primer durchgefiihrt, der an das 3‘-Ende des miRNA-Molekils bindet; die
Quantifizierung erfolgt im Rahmen einer gRT-PCR mit einem miRNA-spezifischen 5‘-Primer und einem Stem-loop-
spezifischen 3‘-Primer. Verandert nach Chen et al. (2005).

Tab. 23: Reaktionsansatz fiir die Stem-loop-cDNA-Synthese.

Stem-loop-Mix 1 Stem-loop-Mix 2
Komponente Volumen Komponente Volumen
Gesamt-RNA x ul (500 ng) | First-Strand-Puffer (5x) 2,5 ul
dNTP-Mix (20 mM) 1,0 ul DTT (0,1 M) 0,5 pl
miRNA-spezifischer Stem-Loop-Primer (2,5 uM) 0,125 ul RNaseOUT (40 U/ul) 0,3 ul
P340 (TAFII15-gRT _rev) (2,5 uM) 0,125 ul SuperScipt Il (200 U/ul) 0,5 ul
ddH,0 (RNase-frei) ad 8,7 ul

2.2.4.11. Quantitative Real-time-PCR (qRT-PCR)

Alle verwendeten Primerpaare wurden mit Hilfe des Primer-Blast-Programms von NCBI (Tab. 1) designt
und anschlieRend mittels BLASTN (TAIR) und NetPrimer (Tab. 1) auf ihre Spezifitdt und Qualitat ber-
pruft. Alle gRT-Analysen wurden mit dem 7500 Real-time-PCR-System (Applied Biosystems/Life
Technologies, Carlsbad, CA) durchgefiihrt. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist in Tab. 24
dargestellt. Das verwendete qRT-PCR-Programm ist in Tab. 25 gezeigt.

Vor ihrem Einsatz in gRT-Analysen wurden die Primereffizienzen aller verwendeten Primerpaare ge-
testet. Daflir wurde die cDNA der Wildtyp-Kontrolle in verschiedenen Verdiinnungsstufen verwendet.
Primerpaare fiir normale gRT-Analysen wurden mit den cDNA-Verdiinnungen 1:10, 1:20, 1:40, 1:80,
1:160, 1:320 und 1:640 getestet, fiir Stem-loop-qRT-Analysen bestand die Verdiinnungsreihe aus 1, 1:10,
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1:20, 1:40, 1:80, 1:160 und 1:320. Diese verdiinnten cDNA-Proben wurden in drei technischen Replika-
ten gemessen und die resultierenden Ct-Werte iber dem Logarithmus der cDNA-Menge dargestellt. Die
Primereffizienz E (in %) wurde nach E = 10%/5t¢isune der Regressionsgeraden , 15 harachnet. Primerpaare wurden
als geeignet angesehen, wenn der Regressionskoeffizient R’ (Angabe der Nihe der ermittelten Werte

zur Regressionsgeraden) > 0,98 war und die Effizienz E zwischen 85 % und 115 % lag.

Tab. 24: Reaktionsansatz fiir gRT-Analysen.

Komponente Volumen Endkonzentration
Immolase-Puffer (10x) 2,0 ul 1x

MgCl, (50 mM) 0,8 ul 2 mM
dNTP-Mix (20 mM) 0,4 ul 100 uM

SYBR Green | (10x) 0,2 ul 0,1x

ROX (25 pM) 0,04 pl 50 nM
5'-Primer (50 uM) 0,12 ul bzw. 0,2 ul 300 nM bzw. 500 nM
3'-Primer (50 uM) 0,12 ul bzw. 0,2 ul 300 NnM bzw. 500 nM
Immolase (5 U/ul) 0,04 ul 0,01U

cDNA 2,0 ul bzw. 6,0 pl

Die Expressionsanalysen der miRNA-Primartranskripte und der reifen miRNAs wurden stets mit 6 ul cDNA durch-
geflihrt, in allen anderen gRT-Analysen wurden 2 ul cDNA eingesetzt. Bei gewohnlichen Transkriptanalysen wurde
1:10-verdiinnte cDNA verwendet, die Detektion der reifen miRNAs und des zugehoérigen Referenzgens erfolgte mit
unverdiinnter cDNA.

Tab. 25: qRT-PCR-Programm.

Schritt Temperatur Dauer
1. Initiale Denaturierung/Hitzeaktivierung der DNA-Polymerase 95 °C 15 min
2. Denaturierung 95 °C 5 sec

3. Anlagerung der Oligonukleotide (Primer) 55 °C 15 sec
4. Elongation 72 °C 15 sec

5. Erstellung einer Schmelzkurve

Die Schritte 1 und 5 wurden stets nur einmalig absolviert, wahrend die Schritte 2-4 vierzigmal zyklisch wiederholt
wurden. Die Schmelzkurve diente der Uberpriifung der Spezifitit der Amplifikation. Die Datenerfassung erfolgte
stets in Schritt 3.

Fir jede Transkriptanalyse wurde zunachst die relative Expression verschiedener Referenzgene fir alle
cDNA-Proben bestimmt, um die stabilsten Referenzgene fiir das vorliegende Probenset zu identifizieren.
Diese wurden dann fir die Normalisierung der qRT-Ergebnisse verwendet. Im Falle der Stem-loop-qRT-
Analysen wurden fir die Wildtyp-Kontrollen zunachst mehrere cDNA-Synthesen mit 3‘-Oligonukleotiden
verschiedener Referenzgene durchgefiihrt, in nachfolgenden qRT-PCRs das beste ausgewahlt und mit
diesem die cDNA-Synthesen aller Proben durchgefiihrt. TAFII15 stellte sich dabei immer als das stabilste

Referenzgen heraus.
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Die Auswertung der gRT-PCR-Ergebnisse erfolgte meist nach Vandesompele et al. (2002). Bei der
Bestimmung der Expression der Zielgen-Mimikry-Transgene wurde aus Mangel einer Kontrolle die

40-ACt-Methode fir die Auswertung herangezogen, wie sie in Morcuende et al. (2007) beschrieben ist.

2.2.4.12. Bestimmung der CKX-Enzymaktivitit (modifiziert nach Galuszka et al. (2007))

Die Transgene p35S:CKX1 und p35S:CKX1-4xMyc wurden mittels Agrobacterium tumefaciens in Blattern
von Nicotiana benthamiana exprimiert (s. Abschnitt 2.2.3.1). Aus den infiltrierten Blattern wurden Blatt-
scheiben ausgestanzt, in flissigem Stickstoff eingefroren und im Morser zu feinem Pulver zermahlen.
Das zerkleinerte Blattmaterial wurde in 1,5-2,0 ml Proteinextraktionspuffer (200 mM Tris-HCI [pH 6,8];
0,3 % [v/v] Triton X-100; 1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail EDTA-free [Roche, Rotkreuz, CH] pro 10
ml Puffer; in ddH,0) pro Gramm Frischgewicht aufgenommen und fiir 20 min schiittelnd auf Eis
inkubiert. Um die gel6sten Proteine von den Zelltrimmern zu trennen, wurde der Pflanzenextrakt fir
15 min bei 6000 g und 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration nach Bradford
(1976) bestimmt.

Der Reaktionsansatz fiir die Bestimmung der CKX-Aktivitdt bestand aus 200 pl des Proteinextrakts,
500 uM Ferricyanid als Elektronenakzeptor, 100 mM Mcllvaine-Puffer (pH 5,0) (Mcllvaine, 1921) und
250 uM Isopentenyladenosinribososid (gelést in DMSO) als Substrat. Fir den Nullwert der Reaktion
wurde dariber hinaus jeweils ein Reaktionsansatz mit DMSO statt Cytokinin pipettiert. Die Reaktions-
ansatze wurden fir zwei Stunden bei 37 °C im Dunkeln und bei 900 rpm inkubiert und anschlieRend
durch Zugabe von 300 pl 40 % (v/v) Trichloressigsdure (TCA) abgestoppt. Um die ausgefillten Proteine
zu entfernen, wurden die Ansatze fir 5 min bei 16000 g und RT zentrifugiert und jeweils 850 pl des
Uberstandes in ein neues 1,5-ml-ReaktionsgefaR iberfiihrt. Die Ansitze wurden jeweils mit 200 pl 2 %
(w/v) 4-Aminophenol (in 6 % [v/v] TCA) gemischt und nach 2 min Inkubation wurde mit Hilfe eines
Photometers und unter Verwendung der Nullwertkontrolle als Blankwert die Absorption bei 352 nm
gemessen, um die Menge der entstandenen Schiff’'schen Base zu bestimmen. Die erhaltenen Werte

wurden auf die jeweils eingesetzte Proteinmenge bezogen.

2.2.5. Messung physiologischer Parameter
2.2.5.1. Messung von Cytokininmetaboliten in Pflanzenmaterial (nach Novak et al. (2008))

Fiir die Messung der Cytokininmetabolite wurden die zu analysierenden Pflanzen auf Erde unter
Langtagbedingungen angezogen (s. Abschnitt 2.1.8.1). Etwa 20 mg Sprossmaterial sieben Tage alter

Keimlinge wurden vereinigt, in fllissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Bearbeitung bei -80 °C



MATERIAL & METHODEN |63

gelagert. Die Messungen wurden von Dr. Ondrej Novak (Palacky Universitdt, Olomouc, Tschechien)

durchgefiihrt. Pro Genotyp wurden vier biologische Replikate analysiert.

2.2.5.2. Messung von Gibberellinmetaboliten in Pflanzenmaterial (nach Urbanova et al. (2013))

Auch fiur die Messung der Gibberellinmetabolite wurden die zu analysierenden Pflanzen auf Erde unter
Langtagbedingungen angezogen (s. Abschnitt 2.1.8.1) und vier biologische Replikate analysiert. Ganze
Rosetten 15 Tage alter Pflanzen wurden geerntet, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur
Bearbeitung bei -80 °C gelagert. Die Messungen wurden von Dr. Danuse Tarkowska (Palacky Universitat,

Olomouc, Tschechien) durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

Fiir die Untersuchung autonomer und nicht-autonomer Wirkungen von Cytokinin auf das Sprossapikal-
meristem (SAM) wurden Promotoren mit spezifischer Expression in distinkten Domanen des SAMs sowie
in angrenzenden Regionen ausgewahlt (Tab. 26). Die Promotoren wurden mit Genen kombiniert, deren
Produkte Einfluss auf Metabolismus und Transduktion des Cytokininsignals nehmen, um Aufschluss tiber
den Ort und den Mechanismus der Cytokininwirkung zu erhalten. Wahrend die Manipulation der Signal-
kaskade eher einen lokalen Effekt in der entsprechenden Domane erzeugen sollte, ist bei Veranderung
des Cytokininspiegels ein weitreichenderer Effekt vorstellbar, da durch Diffusion des Phytohormons

Gradienten und damit Effekte Gber die Expressionsdomane des Transgens hinaus moglich sind.

Tab. 26: Klonierte Promotoren und ihre Expressionsdomanen.

Promotor- . s
Gen Lokus Expressionsdomine Referenz

fragment
AINTEGUMENTA . Primordien von Kotyledonen, Blattern, Elliott et al. (1996);
(ANT) AT4G37750 4229 bis -1 Bliiten und Blutenorganen Grandjean et al. (2004)

L1-Schicht von vegetativen, Infloreszenz-
und BlUtenmeristemen; Protoderm von
Organprimordien und junger Organe;
Epidermis der Wurzel- und Seitenwurzel-
spitzen; s. auch Abschnitt 3.1.2 und

ARABIDOPSIS
THALIANA MERISTEM | AT4G21750 | -5488 bis -1581
LAYER 1 (ATML1)

Sessions et al. (1999);
Grandjean et al. (2004);
Takada & Jurgens (2007)

3.1.4.1
CUP-SHAPED . Grenzschicht von Kotyledonen, Blattern Vroemen et al. (2003);
cOTYLEDON 3 (cuc3) | ATLC76420 | -4353bis-1 | | 4 vischen Blitenorganen Hibara et al. (2006)

AuRere Zellschicht (L1) der zentralen Zone
des SAMs, in der sich die Stammzellen

HIGH MOBILITY . . . . Yadav et al. (2009),
GROUP (HMG) AT1G04880 -2942 bis -1 befinden, aber aych schwa.cher im Pro- Yadav et al. (2014)
toderm des restlichen Meristems und von
Organprimordien
Prokambium von Embryo und sich ent-
HOMEOBOX GENE 8 ATAG32880 1711 bis -1 W|ckeln<_jen Organen; wahrfznd der Re-. Baima et al, (1995)
(HB-8) generation der Vaskularstrdange; nicht in
vollstandig ausdifferenziertem Leitgewebe
L1-Schicht von vegetativen, Infloreszenz-
PROTODERMAL und BlUtenmeristemen; Protoderm von

AT2G42840 -380 bis -1 Organprimordien und junger Organe; Abe et al. (2001)
nicht in voll entwickelten Organen; s. auch
Abschnitt 3.1.1

FACTOR 1 (PDF1)

Epidermis von Embryos, Blattprimordien
MICRORNA165A . und sich entwickelnden Blattern; nicht in
(MIR165A) AT1G01183 | -1450 bis -129 der L1-Schicht des Sprossapikalmeristems;

s. auch Abschnitt 3.1.1

Yao et al. (2009)

Der klonierte Promotorbereich ist relativ zum Startcodon bzw. im Falle von MIR165A relativ zum Transkriptbeginn
angegeben.
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Die Reduktion des Cytokininstatus wird durch Senkung des Cytokininspiegels (CKX1) bzw. Hemmung der
Signaltransduktion (ARR1-SRDX) erreicht. Bei dem Fusionsprotein ARR1-SRDX handelt es sich um eine
dominante Repressorvariante von ARR1 (Heyl et al., 2008). SRDX ist ein modifiziertes Aminosdure-Motiv
transkriptioneller Repressoren der Klasse-II-ERFs (Ethylene Response Factors) (Ohta et al., 2001; Hiratsu
et al., 2003). Die Fusion dieses Motivs an transkriptionelle Aktivatoren verwandelt diese in dominante
Repressoren (Hiratsu et al., 2003). Da diese auch Einfluss auf andere Mitglieder der gleichen Protein-
familie ausliben, wird potenzielle Redundanz umgangen.

Die Erhohung des Cytokininstatus erfolgt durch Expression von LOG4, da eine Verstarkung der
Biosynthese mittels IPT7 keinen Effekt erzielte (Daten nicht gezeigt). Durch die Nutzung von LOG4 ist die
Erhohung aktiver Cytokinine von dem Vorhandensein der Ribosid-5-Monophosphat-Vorstufen als
Substrat abhangig (Kurakawa et al., 2007). Urspringlich war auch rock2, eine Gain-of-function-Variante
des Cytokininrezeptors AHK2 (Bartrina, 2006; Jensen, 2013), Teil der Untersuchungen. Rock2 vermittelt
konstitutiv eine Cytokininantwort, auch in Abwesenheit des Phytohormons (Jensen, 2013). Da die
resultierenden Pflanzen aber z. T. starke Gewebewucherungen und ein Fertilitdtsproblem aufwiesen
(Daten nicht gezeigt), wurden diese aus den Untersuchungen ausgeklammert.

Die interessanteste Pflanzengruppe entstand durch Manipulation des Cytokininstatus in der Epidermis
durch Nutzung des Promotors des ATML1-Gens. Die Pflanzen zeichneten sich durch einen cytokinin-
abhangigen und vergleichsweise stabilen und uniformen Phanotyp aus, der sich auch Gber mehrere
Generationen nicht abschwachte. Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschaftigt sich daher mit der
Charakterisierung der pATML1-Linien und der Rolle von Cytokinin in der Epidermis bei der Determina-
tion der OrgangroRe. Die (ibrigen generierten Arabidopsis-Linien wurden groBtenteils nur oberflachlich
untersucht und werden hier nicht weiter behandelt. Tab. S1 gibt einen Uberblick iiber beobachtete
Phanotypen dieser Linien. Im Zuge der Analysen der pATMLI-Linien offenbarte sich eine bisher
unbekannte Funktion von Cytokinin bei der Regulation des Ubergangs von der juvenilen in die adulte
vegetative Entwicklungsphase. Der Einfluss von Cytokinin auf Entwicklungsibergange wird im zweiten
Teil dieser Arbeit behandelt.

Alle Untersuchungen wurden mit homozygoten Linien durchgefiihrt. In den Abbildungen werden Geno-
typen mit einem héheren Cytokininstatus stets durch blaue Farbe angezeigt und sind links vom Wildtyp
(schwarz) angeordnet, wahrend Linien mit einem verringerten Cytokininstatus rot und rechts neben der

Wildtypkontrolle dargestellt sind.
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3.1. Phdnotypische und molekularbiologische Analyse von transgenen Pflanzen mit verdndertem

Cytokininstatus in der Epidermis
3.1.1. Uberpriifung der Funktionalitit der klonierten Gene

CKX1 und ARR1-SRDX wurden fiir eventuelle biochemische Untersuchungen mit einem vierfachen Myc-
Tag (4xMyc) versehen. Im Falle von LOG4 wurde die Kodierungssequenz verwendet, auf einen Tag wur-
de verzichtet. Tags kénnen funktionelle Domanen und/oder Lokalisationssignale maskieren oder post-
translationale Modifikationen verhindern und damit die Funktionalitdt der kodierten Proteine beein-
trachtigen. Als potenzielle Kontrollen und vor allem um sicherzustellen, dass die Myc-Fusion (CKX1 und
ARR1-SRDX) bzw. die Verwendung der Kodierungssequenz (LOG4) keinen Einfluss auf die Funktionalitat
der verwendeten Transgene hat, wurden zunichst Uberexpressionskonstrukte unter Verwendung des
355-Promotors des Blumenkohlmosaikvirus (Cauliflower Mosaic Virus, CaMV) generiert. Der 35S-
Promotor gewahrleistet eine starke konstitutive und ubiquitdre Expression (Benfey & Chua, 1990).

Flr p35S:LOG4 (35L) wurden zwolf Primartransformanten identifiziert, von denen drei noch wéahrend
der vegetativen Phase starben und von denen somit keine Samen gewonnen werden konnten. In der T2-
Generation konnten auf Selektionsmedium von den verbleibenden neun Linien sechs mit einem
Spaltungsverhaltnis von 3:1 (Uberlebende:tote Pflanzen) identifiziert werden, was in allen Fallen auf eine
Einzelinsertion hindeutet. Trotz der verstarkten Cytokininbiosynthese durch Expression des LOG4-Gens
dhneln die 35L-Linien eher cytokinindefizienten Pflanzen (Abb. 6A und Abb. 6B) (Kuroha et al., 2009).
Sichtbar sind vor allem das verringerte Sprosswachstum und ein verzogerter Blihbeginn (Abb. 6A).
AulRerdem konnte eine reduzierte Apikaldominanz und groRRere Samen beobachtet werden. Kuroha et
al. (2009) dokumentierten dartiber hinaus eine Zunahme des Chlorophyllgehalts in den Blattern und
eine Verzogerung der Blattseneszenz, diese Merkmale wurden hier jedoch nicht analysiert. Der im
Vergleich zu IPT-Gberexprimierenden Pflanzen eher milde Phanotyp (Zubko et al., 2002; Sun et al., 2003;
Sakamoto et al.,, 2006; Kuroha et al.,, 2009) zeigt, dass LOG-Enzyme fiir die de-novo-Cytokinin-
biosynthese nicht geschwindigkeitsbestimmend sind. Fir den Befund, dass der 35L-Phanotyp demjeni-
gen cytokinindefizienter Pflanzen dhnelt, geben Kuroha et al. (2009) die Reduktion von Cytokininen des
tZ-Typs im Spross von p35S:L0G4-Pflanzen und potenzielle Unterschiede der biologischen Funktionen
von tZ und iP als mogliche Erklarungen an. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch Experimente an loss-
und gain-of-function-Mutanten der CYP735A-Gene, deren Genprodukte fiir die Umwandlung von iP- in
tZ-Cytokinine verantwortlich sind (Kiba et al., 2013).

Transgene Pflanzen, die eine unmarkierte Version von ARRI1-SRDX unter der Kontrolle des 35S-
Promotors exprimieren, zeigen phanotypische Veranderungen, die auch bei anderen cytokinin-
defizienten Pflanzen auftreten, wie z. B. verstarktes Wurzelwachstum, groRere Samen und stark verklei-

nerte Blatter. Diese resultieren aus der Hemmung der Cytokininsignalkaskade (Heyl et al., 2008). Die



ERGEBNISSE |67

Expression von p35S:ARR1-SRDX-4xMyc (35AS) (Abb. 6D) fiihrt zu einem stark reduzierten Rosetten- und
Stengeldurchmesser (Abb. 6C), das Wurzelwachstum wurde nicht analysiert. Die GréRe der Rosetten-
blatter der 35AS-Linien ist nicht ganz so stark reduziert wie die der publizierten Linien, was auf die Myc-
Fusion zurickzufiihren sein kdnnte, aber auch das Resultat unterschiedlicher Wachstumsbedingungen
oder einer schwacheren Transgenexpression sein konnte. Fiir 35AS konnten insgesamt nur zehn Primar-
transformanten identifiziert werden (darunter sechs mit Einzelinsertion), was zum einen in einer
schlechten Transformationsrate, zum anderen aber auch in der Letalitdt einer zu starken Transgen-
expression begriindet sein kénnte. Im Gegensatz zu Pflanzen, die die unmarkierte Variante exprimieren,
blihen 35AS-Pflanzen spater als der Wildtyp. Da p35S:ARR1-SRDX und 35AS nicht fiir einen direkten
Vergleich gemeinsam angezogen wurden, ist hierflr ebenfalls keine gesicherte Erklarung moglich. Die
Verzoégerung der Blihinduktion ist aber eine oft beobachtete Folge von Cytokinindefizienz (Werner et
al., 2003; Hutchison et al., 2006; Miyawaki et al., 2006; Riefler et al., 2006; Kuroha et al., 2009). Es kann
geschlussfolgert werden, dass die 35AS-Expression Cytokinindefizienz verursacht und die Fusion des
Myc-Tags an das SRDX-Repressormotiv moglicherweise eine Abschwachung, aber keine Hemmung der
Funktionalitat verursacht.

Die C-terminale Fusion eines Tags an CKX1 durch klassische Klonierung mittels Restriktionsschnittstellen
flhrt zu einem Verlust der Proteinaktivitat (Henriette Weber, personliche Information). Fiir die Generie-
rung der Konstrukte dieser Arbeit wurde hingegen das Gateway®-System von Invitrogen/Life
Technologies (Carlsbad, CA) verwendet. Durch die fiir die Rekombinationsreaktion notwendigen
attachment sites entstehen langere Abschnitte zwischen den verknlpften Sequenzen als durch die
Verwendung von kurzen Restriktionsschnittstellen. Die langere verbindende Aminosduresequenz
zwischen CKX1 und dem Myc-Tag kdnnte dafiir sorgen, dass keine sterische Inhibition stattfindet bzw.
funktionelle Domanen oder andere fiir die Funktion des Proteins wichtige Abschnitte fir Substrate,
Interaktoren oder Modifikatoren zugdnglich bleiben. Um die Funktionalitdt des p35S:CKX1-4xMyc-
Transgen zu testen, wurde es einem CKX-Enzymaktivitatstest (Galuszka et al., 2007) unterzogen. Dazu
wurden das p35S:CKX1-4xMyc-Transgen sowie eine unmarkierte Variante zusammen mit dem Silencing
Inhibitor p19 transient in Nicotiana-benthamiana-Blattern exprimiert und die Enzymaktivititen in
Proteinextrakten unter Verwendung von N°-Isopentenyladenin-N°-Glucosid (iP9G) als Substrat
bestimmt. Als Kontrolle wurde der Proteinextrakt aus Blattern verwendet, die nur mit dem p19-Stamm
infiltriert wurden. Beide Konstrukte zeigen im Vergleich zur Kontrolle eine stark erhohte CKX-Aktivitat

(Abb. 6E), die Myc-markierte CKX1-Variante ist somit funktional.
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Abb. 6: Uberpriiffung der Funktionalitit der klonierten Gene. (A) Phinotyp transgener p35S5:LOG4(35L)-
Arabidopsis-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp (36 TNK). (B) Expressionslevel von LOG4 in Sprossmaterial 15 Tage
alter Pflanzen; dargestellt sind relative Werte von je zwei unabhangigen Linien von 35L im Vergleich zu
pATML1:LOG4 (AL) und Wildtyp (Col-0); AL #22 wurde auf 1 gesetzt. (C) Phanotyp transgener p35S:ARR1-SRDX-
4xMyc(35AS)-Arabidopsis-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp (28 TNK). (D) Expressionslevel von ARRI-SRDX in
Sprossmaterial 15 Tage alter Pflanzen; dargestellt sind relative Werte von je zwei unabhangigen Linien von 35AS im
Vergleich zu pATML1:ARR1-SRDX-4xMyc (AAS); AAS #12 wurde auf 1 gesetzt; x = nicht detektierbar. (E) Enzym-
aktivitditen einer unmarkierten und einer Myc-markierten CKX1-Variante relativ zur Kontrolle; die Konstrukte
wurden transient in N.-benthamiana-Blattern exprimiert und die CKX1-Aktivitaten in Proteinextrakten unter
Verwendung von iP9G als Substrat bestimmt.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. (B, D, E) Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler (n = 2). (B, D) PP2AA2 und TAFII15 dienten als Referenzgene.

3.1.2. Auswahl eines geeigneten Epidermis-spezifischen Promotors

Fiir die ektopische Expression der Gene LOG4, ARR1-SRDX und CKX1 in der Epidermis wurden insgesamt
drei verschiedene Promotoren mit leicht unterschiedlichem Expressionsmuster ausgewahlt und ge-
testet. Laut verfligbarer Transkriptomdaten werden die von diesen Promotoren regulierten Gene
(ARABIDOPSIS THALIANA MERISTEM LAYER 1 [ATML1], MICRORNA165A [MIR165A] und PROTODERMAL
FACTOR 1 [PDF1]) nicht durch Cytokinin reguliert (Brenner et al., 2012; Bhargava et al., 2013), sodass die
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Veranderung des Cytokininstatus in den Expressionsdomanen keinen Einfluss auf die Expression haben
sollte.

Flir pATML1 wurde ein 3908-bp-langes, 1581 bp 5‘-warts des Startcodons beginnendes Promotor-
fragment verwendet, das in etwa Fragment 2 einer Promotoranalyse entspricht, welches die starkste
und gleichmaRigste Expression zeigte (Sessions et al., 1999) und deshalb seither in vielen Studien
genutzt wird, z. B. Grandjean et al. (2004), Savaldi-Goldstein et al. (2007), Takada & Jirgens (2007) und
Takada et al. (2013).

Die Aktivitdt des ATML1-Promotors ist bereits nach der ersten transversalen Teilung der Zygote in
Apikal- und Basalzelle detektierbar (Lu et al., 1996; Takada & Jiirgens, 2007). Die Expression ist bis zum
8-Zell-Stadium in allen Zellen des Proembryos erkennbar, ab dem 16-Zell-Stadium wird eine Begrenzung
des Signals auf das Protoderm sichtbar (Lu et al., 1996; Sessions et al., 1999; Takada & Jlrgens, 2007).
Nach der Samenkeimung ist ATML1 in der L1-Schicht des SAMs und der Blattprimordien und in der
Epidermis junger Blatter exprimiert (Abb. 7) (Lu et al., 1996). In Abb. 7 ist zum einen die spezifische B-
Glucuronidase-Aktivitat in der L1-Schicht und im Protoderm junger Organe von pATML1:GFP-GUS-
Pflanzen zu sehen (Abb. 7A), zum anderen zeigt der Vergleich 12 und 16 Tage alter Pflanzen, dass der

Promotor nur in sehr jungen Blattern aktiv ist (Abb. 7B und Abb. 7C).

Abb. 7: Promotoraktivitdt von pATML1 im Spross. (A) Longitudinale Schnitte von Col-0 (oben) und pATML1:GFP-
GUS #23 (unten) durch die Meristemregion zehn Tage alter Keimlinge (7 h GUS-Farbung; MaRstab = 100 pum).
(B) 12 Tage alte Keimlinge (Col-0 oben, pATML1:GFP-GUS #23 unten; 12 h GUS-Farbung; MaRstab =1 mm). (C) 16
Tage alte Pflanzen (Col-0 oben, pATML1:GFP-GUS #23 unten; 12 h GUS-Farbung; MaRstab =5 mm).

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Es wurden drei unabhédngige Linien sowie
jeweils mindestens zehn Pflanzen analysiert.

Der ATML1-Promotor wurde mit LOG4, CKX1 und ARR1-SRDX kombiniert und in Arabidopsis-thaliana-
Pflanzen des Okotyps Col-0 transformiert. Es wurden nach der Basta-Selektion pro Transgen fiinfzig

Primartransformanten ausgewadhlt. Flir pATML1:CKX1-4xMyc (AC) und pATML1:LOG4 (AL) konnten
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bereits in der T1-Generation veranderte, uniforme Phanotypen beobachtet werden, fiir pATML1:ARR1-
SRDX-4xMyc (AAS) war zunachst kein offensichtlicher Phanotyp feststellbar. In der Folgegeneration
wurden fur pATML1:CKX1-4xMyc 39 unabhéangige Linien auf Selektionsmedium ausgelegt, davon zeigten
zwanzig ein 3:1-Verhaltnis, was auf einen einzelnen Insertionslokus in diesen Linien hindeutet. Flir AL
wurden 27 unabhangige Linien auf ihr Segregationsverhaltnis untersucht, von denen 24 Linien ein
Spaltungsverhaltnis von 3:1 zeigten. Von 35 getesteten AAS-Linien konnten 17 Einzelinsertionsmutanten
identifiziert werden.

Die Expression von pATML1:LOG4 fihrt zu einer sichtbaren VergrofRerung der Blattflache und der Ro-
sette; zudem blihen die Pflanzen friiher als der Wildtyp (Abb. 8A). AC-Pflanzen haben hingegen kleinere
unflexible und an den Randern eingerollte Blatter, eine kleinere Rosette und blihen verspéatet (Abb. 8A).
In den Abschnitten 3.1.4.2 und 3.1.7 folgt eine genauere Untersuchung des Sprosswachstums und des
Blihverhaltens. Fir beide Konstrukte wurde jeweils eine starker und eine schwéacher exprimierende
Linie ausgewahlt (Abb. 8B und Abb. 8C). Interessant ist, dass pATML1:LOG4 im Gegensatz zu p355:L0G4
zu einer groReren Rosette flihrt (Abb. 6A und Abb. 8A), was auf die gewebsspezifische Expression oder

aber auf die 2,5- bis 6-fach geringere LOG4-Expression (Abb. 6B) zurlickzufiihren sein kénnte.
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Abb. 8: Die ektopische Expression von LOG4 und CKX1 unter der Kontrolle des Promotors pATML1 beeinflusst
RosettengroBBe und Bliihzeitpunkt. (A) Phanotyp transgener pATML1:LOG4(AL)- und pATML1:CKX1-4xMyc(AC)-
Arabidopsis-Pflanzen im Vergleich zu Col-0 (31 TNK). (B) Expressionslevel von LOG4 in Sprossmaterial elf Tage alter
AL-Pflanzen; (C) Expressionslevel von CKX1 in Sprossmaterial elf Tage alter AC-Pflanzen; dargestellt sind relative
Werte von je zwei unabhdngigen Linien im Vergleich zum Wildtyp, welcher auf 1 gesetzt wurde.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. (B, C) Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler (n = 2); PP2AA2 diente als Referenzgen.

Die lokale Hemmung der Cytokininsignaltransduktion in der Epidermis durch ARR1-SRDX fihrt nur zu
einer leichten Verkleinerung der Rosette, das Bliihverhalten ist nicht verandert (Abb. 9A, Abschnitte

3.1.4.2 und 3.1.7). Das Transgen wird in den AAS-Linien #12 und #14 exprimiert (Abb. 9) und in den
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ARR1-SRDX-Uberexpressionslinien ist eine 27- bis 57-fach stirkere Transgenexpression als in den AAS-

Linien messbar (Abb. 6D).
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Abb. 9: Die Expression von ARR1-SRDX unter der Kontrolle des Promotors pATML1 hat nur geringe Aus-
wirkungen auf das Sprosswachstum. (A) Phdnotyp transgener pATML1:ARR1-SRDX-4xMyc(AAS)-Arabidopsis-
Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp (36 TNK). (B) Expressionslevel von ARR1-SRDX in Sprossmaterial sieben Tage
alter AAS-Keimlinge; dargestellt sind normalisierte Werte von zwei unabhangigen Linien; x = nicht detektierbar.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. (B) Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler (n = 3); PP2AA2 und TAFII15 dienten als Referenzgene.

MIR165A ist in der abaxialen Epidermis von Embryos, Blattprimordien und sich entwickelnder Blatter
exprimiert, jedoch nicht in der L1-Schicht des Sprossapikalmeristems (Yao et al., 2009). Es wurde ein
1322-bp-langes Promotorfragment verwendet, dem ein regulatorisches cis-Element fehlt, welches die
Expression in der adaxialen Epidermis verhindert (Yao et al., 2009). Die klonierte Sequenz entspricht
Fragment T5 aus der Publikation und sollte somit eine Genexpression in der gesamten Blattepidermis
vermitteln (Yao et al., 2009). Es wurden transgene pMIR165A:GFP-GUS-Linien erzeugt, um mittels GUS-
Farbung das Expressionsmuster zu liberprifen. Leider konnte im Spross 12- bzw. 16-Tage-alter Pflanzen
auch zwolf Stunden nach Start der Reaktion keine GUS-Farbung festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt), allerdings wurden auch nur fiinf unabhéngige Linien getestet. Es konnte eine Farbung in der
Vaskulatur von Primar- und Seitenwurzelenden beobachtet werden (Daten nicht gezeigt), das Transgen
wurde somit in den Linien exprimiert.

Die Expression von LOG4 und CKX1 unter der Kontrolle des MIR165A-Promotors flihrt nur zu einem sehr
schwachen Phanotyp: pMIR165A:LOG4(ML)-Pflanzen bliihen etwas friiher, pMIR165A:CKX1-4xMyc (MC)
etwas spater als der Wildtyp (Abb. 10A und Abb. 10B), ansonsten waren keine offensichtlichen Veréande-
rungen erkennbar. In den MC-Linien konnte mittels quantitativer Real-time-PCR eine bis zu 30-fache
CKX1-Expression im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen werden (Abb. 10D), die damit deutlich schwa-
cher ist als in den AC-Linien (Abb. 8C), welche wiederum eine deutliche Reduktion des Sprosswachstums

zeigen (Abb. 8A). Die Abwesenheit auffalliger Merkmalsveranderungen in den MC-Linien kdnnte somit
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auf die vergleichsweise schwache CkX1-Uberexpression zuriickzufiihren sein. Dagegen spricht allerdings,
dass in den ML-Linien eine bis zu 55-fache Genexpression von LOG4 im Vergleich zum Wildtypniveau
gemessen wurde (Abb. 10C), womit die LOG4-Transkriptmenge héher war als die, die in AL #17 nachge-
wiesen wurde (Abb. 8B) und trotzdem kein vergleichbarer Sprossphdnotyp beobachtet werden konnte.
Unter der Voraussetzung, dass die Gene tatsachlich in der Epidermis von MC- und ML-Pflanzen expri-
miert werden (in den getesteten GUS-Linien war die Expression moglicherweise zu schwach), kénnte die
Abwesenheit eines Sprossphanotyps in MC- und ML-Linien somit auf das spezifische Expressionsmuster
des MIR165A-Promotors zuriickzufiihren sein. Da das pMIR165A-Expressionsmuster nicht bestatigt
werden konnte und die Messung der Cytokininmetabolite in jeweils einer stark exprimierenden Linie
von MC und ML keine auffdlligen Unterschiede zum Wildtyp zutage forderte (Daten nicht gezeigt),
wurden die MC- und ML-Linien nicht weiter untersucht.

Der Promotor des Gens PDF1 ist wie pATML1 in jungen, proliferierenden Organen aktiv. PDF1 ist bereits
in der friihen Embryonalentwicklung aktiv, ab dem Herzstadium ist die Expression nur noch auf die
duBere Zellschicht begrenzt (Abe et al., 1999). Das Gen ist in der L1-Schicht von vegetativen,
Infloreszenz- und Bliitenmeristemen sowie im Protoderm von Organprimordien und in jungen Organen
exprimiert; in voll entwickelten Organen ist keine Expression detektierbar (Abe et al., 1999, 2001).
Aullerdem ist das Gen in der Spitze auswachsender Seitenwurzeln aktiv (Abe et al., 1999, 2001). In
Kotyledonen, im Infloreszenzstengel, in Stengelblattern und in der Primarwurzel ist keine Genaktivitat
nachweisbar (Abe et al., 1999). Es wurden 380 bp 5‘-warts des Startcodons kloniert, da Promotor-GUS-
Linien mit diesem Fragment im Gegensatz zu Linien mit langeren regulatorischen Sequenzen keine
Farbung mehr in Seitenwurzelspitzen zeigten (Abe et al., 2001). GUS-Farbung 12 und 16 Tage alter
pPDF1:GFP-GUS-Pflanzen bestdtigte die Promotoraktivitat im SAM und in sehr jungen Blattern sowie
deren Abwesenheit in der Wurzel (Daten nicht gezeigt).

Trotz der dhnlichen Expressionsmuster von pPDF1 und pATML1 konnten fiir pPDF1:LOG4 (PL) und
pPDF1:CKX1-4xMyc (PC) keine so gravierenden phanotypischen Veranderungen wie fir AL- und AC-
Pflanzen beobachtet werden. Im Vergleich zum Wildtyp blihen pPDF1:LOG4(PL)-Pflanzen unter Lang-
tagbedingungen 1,5 bis 3 Tage friiher, pPDF1:CKX1-4xMyc(PC)-Pflanzen 2 bis 2,5 Tage spater (Abb. 10A
und Abb. 10B, Quantifizierung nicht gezeigt). Dariiber hinaus zeigen die PC-Linien die fiir CKX-Uber-
expressionspflanzen typischen starren und an den Randern eingerollten Blatter, eine Reduktion des
Rosettendurchmessers konnte aber nicht festgestellt werden (Abb. 10B, Quantifizierung nicht gezeigt).
Dies lasst sich durch eine geringere Expressionsstarke des PDF1-Promotors im Vergleich zum ATMLI1-
Promotor erklaren. Fiir die Messung der LOG4- und CKX1-Transkriptmengen in pPDF1-Linien wurden
Apices 15 Tage alter Pflanzen verwendet, fiir die pATMLI1-Linien wurden ganze Rosetten genutzt, was
einen Vergleich schwierig macht. Die unterschiedliche Expressionsstarke kénnte durch das Verhaltnis

der Epidermis zum restlichen Gewebe und der Transkriptmenge des Referenzgens PP2AA2 zu derjenigen
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Abb. 10: Die ektopische Expression von LOG4 und CKX1 unter der Kontrolle der Promotoren pMIR165A und
PPDF1 hat nur geringe Auswirkungen auf das Sprosswachstum. (A) Phanotyp transgener pMIR165A:LOG4(ML)-
und pPDF1:LOG4(PL)-Arabidopsis-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp (27 TNK). (B) Phanotyp transgener
PMIR165A:CKX1-4xMyc(MC)- und pPDF1:CKX1-4xMyc(PC)-Arabidopsis-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp
(25 TNK). (C-F) Expressionslevel von LOG4 bzw. CKX1 in mehreren unabhangigen ML-, MC-, PL- und PC-Linien;
dargestellt sind relative Werte im Vergleich zum Wildtyp (Col-0), welcher auf 1 gesetzt wurde; flr die pMIR165A-
Linien wurde Sprossmaterial elf Tage alter Pflanzen verwendet, fiir die pPDF1-Linien Apices 15 Tage alter Pflanzen.
Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. (A, B) Es ist jeweils die Linie mit der
starksten Expression des entsprechenden Transgens gezeigt. (C-F) Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler
(n=2); PP2AA2 diente als Referenzgen.
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des getesteten Gens sowie durch das Alter der Pflanze beeinflusst werden. Wahrend aber in den Apices
der pPDF1-Linien alle Zellen der duReren Zellschicht die Gene exprimieren sollten, wird die Transkript-
menge durch Nutzung ganzer Rosetten bei den pATML1-Linien durch die Abwesenheit der Expression in
den alteren Blattern (Abb. 3) stark verdiinnt. Dennoch kénnen in den pATML1-Linien zwischen 30- und
190-fach héhere Transkriptabundanzen im Vergleich zum Wildtyp gemessen werden (Abb. 8B und Abb.
8C), wahrend die Genexpression in den Apices der jeweils starksten PL- und PC-Linie mit einer 5- bzw.

8,5-fachen Erhéhung deutlich niedriger ausfallt (Abb. 10E und Abb. 10F).

3.1.3. Die Expression von pATML1:L0G4, pATML1:ARR1-SRDX-4xMyc und pATML1:CKX1-4xMyc

wirkt sich auf den Cytokininstatus aus

Da die Nutzung des pATMLI-Promotors die starksten Phanotypen hervorriefen, wurden diese fir die
weiteren Untersuchungen verwendet. Um zu zeigen, dass sich die Expression von pATML1:L0G4 und
PATML1:CKX1-4xMyc auf den Cytokiningehalt in den transgenen Linien auswirkt und auf diese Weise die
beobachteten phanotypischen Veranderungen hervorruft, wurden Messungen der Cytokininmetabolite
in je zwei unabhangigen AL- und AC-Linien durchgefiihrt. Fir die Messungen, die in Kooperation mit Dr.
Ondrej Novak (Palacky Universitdt, Olomouc, Tschechien) durchgefiihrt wurden, wurde Sprossmaterial

sieben Tage alter Keimlinge verwendet. Die Rohdaten sind in Tab. S2 zu finden.

Tab. 27: Cytokiningehalt in pATML1:LOG4, Col-0 und pATML1:CKX1-4xMyc.

. . . . DHZ-
Genotyp iP-Metabolite tZ-Metabolite  cZ-Metabolite . Gesamt
Metabolite

#173580 * 2,08 98,54 + 4,02 6,56 * 0,20 2,86 + 0,13 143,76 + 6,05
PATML1:LOG4

#2241,85 £ 1,67 111,27 + 2,15*% 6,77 + 0,15 392 + 0,29** 163,81 + 3,97*
Col-0 36,97 + 2,22 92,44 £ 6,43 7,35 * 0,49 2,29 £ 0,13 139,06 + 8,63

#3214,61 * 0,84** 2267 + 1,82**F 290 + 0,15** 385 + (,27*=* 44,03 + 3,01 %
PATML1:CKX1:4xMyc

#37(1561 % 0,70** 2451 + 1,29** 331 % 0,14%* 4,44 + 0,08 ** 47,86 + 2,08 **

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Etwa 20 mg Sprossmaterial von sieben Tage
alten Keimlingen wurden geerntet und vereinigt. Die Werte sind in pmol/g FG t Standardfehler angegeben (n = 4).
iP-Metabolite = iP (NG-IsopentenyIadenin), iPR (iP-Ribosid), iPRMP (iP-Ribosid-5-Monophosphat), iP7G (iP-N7-
Glucosid), iP9G (iP-N°-Glucosid); tZ-Metabolite = tZ (trans-Zeatin), tZOG (tZ-O-Glucosid), tZR, tZROG (tZ-Ribosid-O-
Glucosid), tZRMP, tZ7G, tZ9G; cZ-Metabolite = cZ (cis-Zeatin), cZOG, cZR, cZROG, cZRMP, cZ9G; DHZ-Metabolite =
DHZ (Dihydrozeatin), DHZOG, DHZR, DHZROG, DHZRMP, DHZ7G, DHZ9G. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001
(einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test).

In AL-Linie #17 zeigen tZ- und DHZ-Cytokinine leichte Erh6hungen im Vergleich zum Wildtyp, die aber
nicht signifikant sind. AL-Linie #22 zeigt Anstiege von iP-, tZ- und DHZ-Formen (Tab. 27). In beiden AL-
Linien wird deutlich, dass vor allem die Konzentration der tZ- und DHZ-Metabolite im Vergleich zu den

Wildtypwerten zugenommen hat (Tab. 27). In den beiden AC-Linien ist der Gesamtgehalt an Cytokinin
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auf ein Drittel des Wildtypniveaus reduziert (Tab. 27). Dies ist auf die durchschnittlich geringere Menge
der iP- (ca. 41 %), tZ- (ca. 26 %) und cZ-Metabolite (ca. 42 %) zurtckzufihren (Tab. 27). Die DHZ-Formen
sind hingegen stark erhoht (168 % in Linie #32, 194 % in Linie #37), allerdings wirkt sich dies aufgrund
der insgesamt geringen Abundanz der DHZ-Formen nur geringfiigig auf den Cytokiningesamtgehalt aus
(Tab. 27). Sowohl fiir die AL- als auch die AC-Linien spiegelt sich die geringere Transgenexpression in

Linie #17 bzw. #37 in den Messwerten wider (Tab. 27, Abb. 8B und Abb. 8C).
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Abb. 11: Auswirkungen der Expression von pATML1:LOG4 und pATML1:CKX1-4xMyc auf den Cytokiningehalt.
Menge an (A) freien Basen, (B) Ribosiden, (C) Ribosidmonophosphaten, (D) N-Glucosiden und (E) O-Glucosiden in
Sprossmaterial sieben Tage alter Keimlinge.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Etwa 20 mg Sprossmaterial von sieben Tage
alten Keimlingen wurden geerntet und vereinigt. Angegeben sind relative Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4)
im Vergleich zum Wildtyp, der auf 100 % gesetzt wurde. iP = NG—IsopentenyIadenin, tZ = trans-Zeatin, cZ = cis-
Zeatin, DHZ = Dihydrozeatin, NG = N-Glucosid(e) (iP7G, iP9G, tZ7G, tZ9G, cZ9G, DHZ7G, DHZ9G), OG = O-Glucoside
(tZOG, tZROG, cZOG, cZROG, DHZOG, DHZROG), R =Ribosid, RMP = Ribosid-5-Monophosphat. * =p < 0,05,
**=p<0,01, *** =p < 0,001 (einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test).
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Unter den freien Basen ist in den AL-Linien vor allem cis-Zeatin erhdht, in der starkeren Linie #22 sogar
um fast das Doppelte im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 11A). In Linie #22 zeigen zudem tZ und DHZ einen
signifikanten Anstieg (Abb. 11A). Die Konzentrationen der Cytokininribosid-Formen sind kaum veran-
dert, allerdings ist DHZR um fast 40 % reduziert, aufgrund der hohen Standardabweichung des Wildtyp-
wertes ist das statistisch aber nicht signifikant (Abb. 11B). Interessanterweise sind die Ribosid-5'-Mono-
phosphat-Formen, die den LONELY-GUY-Enzymen als Substrat dienen (Kurakawa et al., 2007), kaum
reduziert (Abb. 11C). Die N-Glucoside und zu einem geringeren Malle auch die O-Glucoside sind z. T.
deutlich erhoht, in Linie #22 ist dies noch starker ausgepragt als in Linie #17 (Abb. 11D und Abb. 11E).

In den AC-Linien ist von den freien Basen besonders trans-Zeatin stark reduziert, aber auch die Menge
an iP und cZ ist z. T. deutlich verringert (Abb. 11A). Auch unter den Ribosiden, Ribosidmonophosphaten
und O-Glucosiden zeigen die tZ-Formen die starkste Reduktion, nur unter den N-Glucosiden ist ¢Z9G
noch etwas starker betroffen als N-glucosyliertes tZ (Abb. 11B-E). Alle gemessenen DHZ-Formen, mit
Ausnahme der Ribosidform, zeigen eine deutliche Zunahme im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 11, Tab. 27).
Die insgesamt starkere Zunahme der DHZ-Formen in Linie #37 im Vergleich zu Linie #32 ist auf das
Ribosidmonophosphat und die N-Glucoside zuriickzufiihren, die Erhéhung von freiem DHZ, DHZR und O-
glucosyliertem DHZ ist in Linie #32 starker als in Linie #37 (Abb. 11, Tab. 27).
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Abb. 12: Auswirkungen der Transgenexpression in pATML1-Linien auf die Transkriptabundanz von ARR4 und
ARRG6. Expressionslevel von ARR4 und ARR6 in Sprossmaterial elf Tage alter AL-, Wildtyp-, AAS- und AC-Pflanzen;
dargestellt sind relative Werte von je zwei unabhangigen Linien im Vergleich zum Wildtyp (Col-0), welcher auf 1
gesetzt wurde.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler (n = 2); PP2AA2 und TAFII15 dienten als Referenzgene.

Um zu untersuchen, ob sich Veranderungen der Menge an bioaktiven Cytokininen in AL- und AC-
Pflanzen und auch die Hemmung der Cytokininsignaltransduktion in den AAS-Pflanzen auf die Expres-
sion der primaren Cytokininantwortgene ARR4 und ARR6 (Brenner et al., 2005) auswirken, wurde die
Transkriptmenge der beiden Typ-A-Responseregulatorgene in Sprossmaterial elf Tage alter Keimlinge

mittels quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Die beiden Gene eignen sich als gute Indikatoren fir
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einen veranderten Cytokininstatus, da sie eine robuste Hochregulierung durch Cytokinin erfahren, was
durch Metaanalysen verschiedener Microarray-Experimente und RNAseqg-Analysen gezeigt wurde
(Brenner et al., 2012; Bhargava et al., 2013). ARR4 und ARRG6 sind in den AL-Linien starker exprimiert als
in der Wildtypkontrolle, in Linie #22 sogar um bis zu 0,92 (Abb. 12). In den AAS-Linien zeigt nur ARR4
eine deutliche Transkriptabnahme, ARR6 befindet sich nahezu auf Wildtypniveau (Abb. 12). Auch in den
AC-Linien ist eine Reduktion der ARR4- und ARR6-Expression messbar, in Linie #32 sogar auf bis zu 0,3

im Vergleich zum Kontrollwert (Abb. 12).

3.1.4. Charakterisierung der pATMLI1-Linien

3.1.4.1. Die Expressionen von pATML1:LOG4 und pATML1:CKX1-4xMyc haben ahnliche

Auswirkungen auf das Wurzelwachstum

Der ATML1-Promotor ist nicht Spross-spezifisch, auch eine Aktivitat in der Wurzel ist dokumentiert
(Sessions et al., 1999; Takada & Jirgens, 2007). Wie beim Proembryo findet im Verlauf der Embryonal-
entwicklung eine Begrenzung der Promotoraktivitat auf die dauBere Zellschicht des Suspensors statt und
ist bis zum reifen Embryo nur dort nachweisbar (Takada & Jiirgens, 2007). Nach der Samenkeimung ist
ATML1 in der Primarwurzel nur in der Epidermis der Wurzelhaube und im Bereich des Meristems expri-
miert (Abb. 13A) (Sessions et al., 1999) sowie in der Epidermis auswachsender Seitenwurzeln, wobei

auch hier die Expression in der Spitze dominiert (Abb. 13B) (Sessions et al., 1999).

Abb. 13: Promotoraktivitdt von pATML1 in der Wurzel. (A) Primarwurzelspitze von Col-0 (links) und pATML1:GFP-
GUS (rechts) nach 12 h GUS-Farbung (Mafistab = 1 mm). (B) Verschiedene Stadien auswachsender Lateralwurzeln
von Col-0 (oben) und pATML1:GFP-GUS (unten) nach 12 h GUS-Farbung (MaRstab = 100 pum).

Es wurden zwolf Tage alte Keimlinge verwendet. Es wurden drei unabhangige Linien sowie jeweils mindestens
zehn Pflanzen analysiert.

Da der ATML1-Promotor also auch in friihen Stadien der Wurzelorganbildung aktiv ist und auBerdem ein
Transport von Cytokininmetaboliten aus dem Spross ins Wurzelgewebe denkbar ist (Hirose et al., 2008;
Bishopp et al., 2011b), wurden die Auswirkungen des verdnderten Cytokininstatus in den AL- und AC-
Linien auf die Morphologie der Wurzeln untersucht. Dazu wurden verschiedene Wachstumsparameter

(Elongation der Primarwurzel, Anzahl und Dichte der Lateralwurzeln) erhoben. Zudem wurde der
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Einfluss verschiedener Cytokininkonzentrationen im Anzuchtmedium auf das Wurzelwachstum unter-
sucht, um zu priifen, ob die Cytokininsensitivitdt verandert ist. Exogene Applikation von Cytokinin
hemmt das Langenwachstum der Primarwurzel und die Ausbildung von Seitenwurzeln (Cary et al., 1995;
Laplaze et al., 2007). Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Tanja Rublack durchgefiihrt. Als
Kontrollen wurden neben Wildtyp- auch LOG4- und CKkX1-Uberexpressionspflanzen genutzt, um die
Auswirkungen der begrenzten Veranderung des Cytokininstatus in der Wurzel der AL- und AC-Linien mit

den Effekten einer ubiquitdren Expression vergleichen zu kénnen.
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Abb. 14: AL-Pflanzen bilden langere Primarwurzeln und eine hohere Zahl an Seitenwurzeln bei gleicher Dichte.
(A) Wurzelphanotyp zehn Tage alter 35L- und AL-Arabidopsis-Keimlinge auf Cytokinin-freiem (Mock) und
Cytokinin-haltigem (20 nM BA) Medium im Vergleich zum Wildtyp. (B) Lidnge der Primarwurzel. (C) Anzahl der
Seitenwurzeln. (D) Seitenwurzeldichte (Anzahl der Seitenwurzeln pro cm Primarwurzel).

Es wurden zehn Tage alte Keimlinge analysiert, die auf %2 MS-Medium mit 1 % Saccharose unter LD-Bedingungen
angezogen wurden; Fotos: Tanja Rublack. (B, D, F) Angegeben sind Mittelwerte mit Standardfehler (n = 15-24);
**=p<0,01, *** = p<0,001 (einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test). (C, E, G) Angegeben sind relative Mittelwerte
mit Standardfehler (n = 13-24); *** = p < 0,001 (zweifaktorielle ANOVA, Tukey-Test). BA = Benzyladenin.

LOG-Uberexpressionspflanzen produzieren aufgrund abnormaler Zellproliferation der Lateralwurzel-
primordien weniger Seitenwurzeln, wahrend die Linge der Primarwurzel zwischen p35S:LOG- und
Wildtyp-Pflanzen sehr dhnlich ist (Kuroha et al., 2009). Die hier durchgefiihrten Experimente zeigen
jedoch, dass die mitgefiihrte p35S:LOG4-Linie 45 % langere Wurzeln als der Wildtyp ausbildet (Abb. 14A
und Abb. 14B), ein typisches Phanomen bei cytokinindefizienten Pflanzen. Auch die beiden AL-Linien

bilden langere Primarwurzeln, wobei der Effekt in Linie #22 erneut etwas starker ist als in Linie #17
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(26 % gegeniiber 16 % langere Hauptwurzeln im Vergleich zum Wildtyp; Abb. 14A und Abb. 14B). Die
prozentuale Verkiirzung der Primarwurzel mit zunehmender Cytokininkonzentration ist in allen Linien
dhnlich (Abb. 14C), was auf eine unveranderte Sensitivitdt gegeniiber exogener Cytokininbehandlung
schlieBen ldsst. AuBerdem produzieren alle transgenen Linien mehr Lateralwurzeln als die Wildtyp-
kontrolle (Abb. 14D), allerdings reagieren nur 35L-Pflanzen schwéacher auf das exogen applizierte
Cytokinin (Abb. 14E). Nur bei 35L kann auBerdem eine Verringerung des Abstands der Seitenwurzeln
zueinander (Abb. 14F) sowie eine verminderte Cytokininsensitivitdt dieses Parameters (Abb. 14G)

beobachtet werden.
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Abb. 15: AC-Pflanzen bilden ldngere Primdrwurzeln und eine hohere Zahl an Seitenwurzeln bei verringertem
Abstand und sind bei der Seitenwurzelbildung weniger sensitiv gegeniliber exogen appliziertem Cytokinin.
(A) Wurzelphanotyp zehn Tage alter p35S:CKX1- und AC-Arabidopsis-Keimlinge auf Cytokinin-freiem (Mock) und
Cytokinin-haltigem (20 nM BA) Medium im Vergleich zum Wildtyp. (B) Lange der Primarwurzel. (C) Anzahl der
Seitenwurzeln. (D) Seitenwurzeldichte (Anzahl der Seitenwurzeln pro cm Primarwurzel).

Es wurden zehn Tage alte Keimlinge analysiert, die auf %2 MS-Medium mit 1 % Saccharose unter LD-Bedingungen
angezogen wurden; Fotos: Tanja Rublack. (B, D, F) Angegeben sind Mittelwerte mit Standardfehler (n = 15-20);
*=p<0,05, ***=p<0,001 (einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test). (C, E, G) Angegeben sind relative Mittelwerte
mit Standardfehler (n = 13-24); * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001 (zweifaktorielle ANOVA, Tukey-Test). BA
= Benzyladenin.

Die AC- und p35S:CKX1-Pflanzen zeigen ebenfalls ein deutlich verstarktes Laingenwachstum der Primar-
wurzeln (Abb. 15A und Abb. 15B) sowie eine erhohte Anzahl an Seitenwurzeln (Abb. 15D), verbunden
mit einem verringerten Seitenwurzelabstand (Abb. 15F). Die drei transgenen Linien zeigen hinsichtlich

der Wurzelelongation im Vergleich zum Wildtyp keine eindeutige Reaktion auf die verschiedenen
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applizierten Cytokininkonzentrationen (Abb. 15C), bei der Bildung und Dichte der Seitenwurzeln zeigen
die AC-Linie #32 und p35S:CKX1 jedoch eine deutliche Reduktion der Cytokininsensitivitat, wahrend die
AC-Linie #37 ahnlich wie der Wildtyp reagiert (Abb. 15E und Abb. 15G).

3.1.3.2. Die pATML1-Linien zeigen cytokininabhdngige Veranderungen des Sprosswachstums und der

Sprossentwicklung

Die Expression von pATML1:LOG4 und pATML1:CKX1-4xMyc verursacht sichtbare pleiotrope Verande-
rungen in Pflanzenwachstum und -entwicklung. Neben Verdnderungen des Blihverhaltens ist vor allem
die positive Korrelation zwischen Cytokininstatus und BlattgroRe erkennbar (Abb. 8A). Bereits kurz nach
der Samenkeimung waren Wachstumsunterschiede im Vergleich zum Wildtyp erkennbar. Aus diesem
Grund wurden longitudinale Schnitte des vegetativen Sprossapikalmeristems angefertigt und unter-
sucht. Beide AL-Linien haben ein vergroRertes vegetatives SAM, wahrend das Meristem der AC-Linien
kleiner ist (Abb. 16A). Interessanterweise konnen keine entsprechend deutlichen GroRenunterschiede
beim Infloreszenzmeristem festgestellt werden (Abb. 16B), obwohl pATML1 auch in der L1-Schicht von
Infloreszenz- und Bliitenmeristemen und im Protoderm bzw. in der Epidermis junger Blitenorgane aktiv

ist (Lu et al., 1996; Sessions et al., 1999).

AL #17 AL #22 Col-0 AC #32 AC #37

Abb 16: Dle Transgenexpressmn in pATML1 LOG4 und pATML1 CKX1- 4xMyc W|rkt SICh auf dle GroBe des Spross-
apikalmeristems aus. Mittlere longitudinale Schnitte von (A) vegetativen Meristemen und (B) Infloreszenz-
meristemen von pATML1:LOG4, Col-0 und pATML1:CKX1-4xMyc; Mal3stab = 100 um.

Die flur die Analyse verwendeten Pflanzen wurden (A) 30 Tage unter SD-Bedingungen bzw. (B) 25-38 Tage unter
LD-Bedingungen angezogen; bei der Ernte der Infloreszenzen wurde darauf geachtet, dass die Stengel eine
ahnliche Hohe (ca. 5-10 cm) aufwiesen.

Um herauszufinden, ob und wie sich die veranderte Morphologie auf die Aktivitdt des vegetativen

Meristems auswirkt, wurde der Plastochronindex, also die Anzahl der Tage, die eine Pflanze fiir die
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Bildung eines Blattes bendtigt, bestimmt. Unter Langtagbedingungen weist in mehreren unabhangigen
Experimenten keine der pATML1-Linien eine veranderte Blattbildungsrate auf (Abb. 17A). Unter Kurztag-
bedingungen hingegen zeigt AC #32 eine deutlich verzégerte Bildung neuer Rosettenblatter, wahrend

sich der Plastochronindex von AL- und AAS-Pflanzen nicht vom Wildtyp unterscheidet (Abb. 17B).
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Abb. 17: Plastochronindex der AL-, AAS- und A
Bedingungen bzw. (B) SD-Bedingungen.
Angegeben sind Mittelwerte mit Standardfehler ((A) n=27-28; (B) n=17-20); *** =p < 0,001 (einfaktorielle
ANOVA, Dunnett-Test).

0

-Linien im Vergleich zum Wildtyp. Blattbildungsrate unter (A) LD-

Wihrend also nur bedingt Anderungen in der Blattbildungsrate beobachtet werden kénnen, zeigt das
Rosettenwachstum der pATML1-Linien sehr deutliche cytokininabhangige Veranderungen (Abb. 18). Die
Expression von pATML1:LOG4 fihrt zu einer VergrolRerung der Rosette, wahrend der verringerte
Cytokininstatus in AAS- und AC-Linien in einer kleineren Rosette resultiert (Abb. 18A). Der Effekt der
PATML1:ARR1-SRDX-4xMyc-Expression auf den Rosettendurchmesser fiel in verschiedenen Experimen-
ten unterschiedlich stark aus, sodass die Rosette teilweise dhnlich grol8 war wie die des Wildtyps, wobei

aber stets eine Tendenz zu einer kleineren Rosette sichtbar war.
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Abb. 18: Rosettenwachstum der pATMLI1-Linien. (A) Rosettendurchmesser von AL, AAS und AC im Vergleich zum
Wildtyp (Col-0). (B) Wachstumsrate der Rosette und (C) Anzahl der Tage bis zur Einstellung des Rosetten-
wachstums bei rock2, AL, Col-0, AAS, ahk2 ahk3 und AC.

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen; angegeben sind Mittelwerte mit Standardfeh-
ler ((A) n=18-24; (B, C) n=22-27); *=p< 0,05, **=p<0,01, *** =p < 0,001 (einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test).
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Die Gain-of-function-Mutante rock2 und die Doppelrezeptormutante ahk2 ahk3 bilden ebenfalls gréRere
bzw. kleinere Rosetten aus (Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006; Jensen,
2013) und wurden in die weiteren Experimente einbezogen. AL, rock2, Col-0, AAS, AC und ahk2 ahk3
wurden unter Langtagbedingungen angezogen und alle zwei bis drei Tage wurde der Rosetten-
durchmesser bestimmt. Die gréRBere Rosette von Pflanzen mit erhohtem Cytokininstatus ist das Ergebnis
einer hoheren Wachstumsrate (Abb. 18B), wobei sie genauso lange wachsen wie Wildtyp-Pflanzen (Abb.
18C). Pflanzen mit einem reduzierten Cytokininstatus wachsen hingegen langsamer (Abb. 18B).
Wahrend AAS-Pflanzen und die ahk2 ahk3-Doppelrezeptormutante das Rosettenwachstum etwa
zeitgleich mit dem Wildtyp einstellen, wachsen AC-Pflanzen interessanterweise bis zu 9,5 Tage langer
(Abb. 18C).

Die AL-Linien bilden gréRere Rosettenblatter als der Wildtyp, die AC-Linien kleinere (Abb. 19A). Die
Flache des siebten Rosettenblattes der AL-Pflanzen ist 40-45 % groRer als beim entsprechenden Blatt
des Wildtyps (Abb. 19A und Abb. 19B). Die BlattgroRe der AC-Linien erreicht hingegen nur 35-40 % des
Wildtypwertes (Abb. 19A und Abb. 19B). Bei den AAS-Pflanzen ist die Blattfliche nur geringfiigig
verringert (Abb. 19A und Abb. 19B).

Um herauszufinden, ob dieser Befund durch unterschiedlich starke Zellproliferation oder -expansion zu
erklaren ist, wurden Zellzahl und ZellgroRe der abaxialen Epidermis des siebten Rosettenblattes
bestimmt. Die epidermale ZellgroRe der AL-Linien ist mit der des Wildtyps vergleichbar (Abb. 19C und
Abb. 19D), aufgrund der groRReren Blattflache sind aber insgesamt mehr Zellen vorhanden (Abb. 19E).
Auch die ZellgrofRe der AAS-Blatter unterscheidet sich nicht vom Wildtyp (Abb. 19C und Abb. 19D). Da
die GroRe der Blattspreite kaum verandert ist, sind nur geringfligig weniger Zellen in der Blattepidermis
vorhanden (Abb. 19E). Die Epidermiszellen der AC-Linien #32 und #37 sind um 60 % bzw. 32 % groRer als
bei Col-0 (Abb. 19C und Abb. 19D), was letztlich zur Folge hat, dass die Blattepidermis der AC-Linien nur
ein Viertel der Zellen des Wildtyps enthalt (Abb. 19E).

Der Stomataindex, d. h. der Anteil der Stomata an der Gesamtpopulation der epidermalen Zellen, kann
dariiber Aufschluss geben, ob die Differenzierung der Zellen durch den verdanderten Cytokininstatus
beeinflusst ist. Die durch die Cytokinindefizienz reduzierte Zellzahl in den AC-Linien wird jedoch nicht

von einem verdnderten Stomataindex begleitet (Abb. 19E).
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Abb. 19: Analyse der abaxialen Epidermis des siebten Rosettenblattes der pATMLI1-Linien. (A) Rosettenblatter
von AL, AAS und AC im Vergleich zum Wildtyp (Col-0). (B) GroRe der Blattspreite. (C) ZellgroRe. (D) Ausschnitt der
abaxialen Epidermis, die Umrisse von Beispielzellen sind mit gestrichelten Linien markiert; von oben nach unten:
AL, Col-0, AAS, AC; Malstab =50 um. (E) Zellzahl pro Blatt. (F) Stomataindex (Anteil der Stomata an der
Gesamtpopulation der epidermalen Zellen) von AL, Col-0, AAS und AC.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. (A) Die abgebildeten Blatter stammen von

Pflanzen, deren Infloreszenzstengel etwa 15 cm lang waren. (B-F) Die analysierten Blatter wurden 30 TNK geerntet,
wobei darauf geachtet wurde, nur adulte Bldtter zu verwenden, da sich die Identitat des Blattes auf die ZellgroRe
auswirkt (Usami et al., 2009). (B, C, E, F) Angegeben sind Mittelwerte mit Standardfehler (n =8; *** =p < 0,001
(einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test).

Es wurden Querschnitte der Infloreszenzstengel 2-3 cm oberhalb der Rosette der pATMLI-Linien mit
Col-0, der AHK2-gain-of-function-Mutante rock2 und der ahk2 ahk3-Doppelrezeptormutante verglichen
(Abb. 20). Im Infloreszenzstengel ist zwar laut mRNA-in-sjtu-Daten keine ATML1-Genaktivitat feststellbar
(Lu et al., 1996). Allerdings ist bekannt, dass Cytokininmetabolite vom Bildungsort in andere Teile der
Pflanze transportiert werden (Hirose et al., 2005; Kudo et al., 2010; Bishopp et al., 2011a; Ko et al.,
2014) und dass Cytokinin die Kambiumaktivitat verstarkt (Matsumoto-Kitano et al., 2008; Nieminen et
al., 2008). Es zeigt sich, dass alle Linien mit einem erhéhten Cytokininstatus dickere Stengel aufweisen,
wobei der starkste Effekt bei rock2 sichtbar ist (Zunahme von 13 % im Vergleich zum Wildtyp). Der
Stengeldurchmesser der beiden AAS-Linien unterscheidet sich nur minimal vom Wildtyp; ahk2 ahk3 und
die AC-Linien haben hingegen deutlich schmalere Stengel. Die starkste Abnahme der Stengeldicke tritt
bei AC #32 auf (32 % im Vergleich zu Col-0).

Die Stengel der AL-Pflanzen wachsen nicht nur starker im Durchmesser, sondern auch in die Hohe, die
AAS- und AC-Linien erreichen hingegen etwa die gleiche Hohe wie Wildtyp-Pflanzen (Abb. 21A). AC-
Pflanzen verfiigen Uber eine reduzierte Apikaldominanz, sie bilden mehr als doppelt so viele axillare

Triebe wie Col-0 (Abb. 21B). Die AL- und AAS-Linien zeigen wiederum keine signifikanten Unterschiede
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zum Wildtyp, in den durchgefiihrten Experimenten wurden aber Tendenzen zu weniger bzw. mehr

axillaren Seitentrieben deutlich (Abb. 21B).

A rock2 AL#17 AL #22 Col-0 AAS #12 AAS #14 ahk2 ahk3 AC #32 AC #37
B rock2 AL#17 AL #22 Col-0 AAS #12 AAS #14 ahk2 ahk3 AC#32 AC#37
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Abb. 20: Die Veranderung des Cytokininstatus in den pATML1-Linien beeinflusst die Dicke des Stengels.
(A) Infloreszenzstengel (MaRstab = 20 mm), (B) mit Toluidinblau gefarbte Stengelquerschnitte (MaRstab = 500 um)
und (C) Stengeldurchmesser von rock2, AL, Col-0, AAS, ahk2 ahk3 und AC.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Die analysierten Stengelstiicke wurden
2-3 cm oberhalb der Rosette entnommen, wenn die Infloreszenzstengel 12-15 cm hoch waren. (C) Dargestellt sind
Mittelwerte mit Standardfehler (n=17-24); * = p<0,05, ** = p< 0,01, *** = p<0,001 (einfaktorielle ANOVA,
Dunnett-Test).

Um herauszufinden, ob sich die Unterschiede in Wuchshéhe und Apikaldominanz auf den Samenertrag
auswirken, wurde zunachst die Schotenproduktion quantifiziert. Bei allen getesteten pATMLI-Linien
zeigt die durchschnittliche Gesamtschotenanzahl pro Pflanze zwar keine signifikanten Unterschiede zum
Wildtyp (Abb. 21E), allerdings generieren die AC-Linien am Haupttrieb weniger Schoten bei groRerem
Abstand, wahrend pATML1:LOG4-exprimierende Pflanzen zwar eine ahnliche Zahl an Schoten bilden,
aber aufgrund der Wuchshohenzunahme langere Internodien aufweisen (Abb. 21C-E). Die
Infloreszenzen der AL- und AAS-Linien lassen keine sichtbaren Unterschiede zu Wildtyp-Infloreszenzen
erkennen, wahrend die Infloreszenzen von pATML1:CKX1-4xMyc-exprimierenden Pflanzen weniger
Knospen enthalten (Abb. 21F). Die trotzdem dhnliche Gesamtzahl an gebildeten Schoten bei AC-Pflanzen

ist demnach in der hohen Zahl an axillaren Seitentrieben begriindet.
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Abb. 21: Sprosswachstum in der reproduktiven Phase und Schotenproduktion. (A) Maximale Pflanzenhdhe, (B)
Anzahl der axillaren Triebe, (C) Anzahl der Schoten am Hauptspross, (D) Schotendichte am Hauptspross (Anzahl der
Schoten pro cm), (E) Anzahl der Schoten insgesamt und (F) Infloreszenzen von je zwei unabhangigen Linien von AL,
AAS und AC im Vergleich zum Wildtyp (Col-0).

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Aufgrund der verringerten Apikaldominanz
in pATML1:CKX1-Pflanzen war die Identifizierung des Primarsprosses bei einigen Pflanzen nicht moglich, hier
wurde der langste Stengel analysiert. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler (n =18-20 (AL, AC) bzw.
n =10 (AAS)). *** = p < 0,001 (einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test).

Obwohl sich die Gesamtschotenanzahl bei AL- und AC-Pflanzen nicht von der des Wildtyps unter-
scheidet, hat der veranderte Cytokininstatus dennoch Auswirkungen auf den Samenertrag. In AL-
Pflanzen kann eine durchschnittliche Ertragszunahme von bis zu 19 % gemessen werden (Abb. 22A). Der
Anstieg des Ertragsgewichts ist allerdings nicht in einer GroBenzunahme der Samen begriindet (Abb.
22B). AL-Pflanzen bilden langere Schoten (Abb. 22C und Abb. 22D). Dies resultiert moglicherweise aus
einer groReren Anzahl an Samenanlagen, AL-Schoten enthalten durchschnittlich 9 % mehr Samen, die
zudem dichter gepackt sind als in Wildtyp-Schoten (Abb. 22F und Abb. 22G).

Die Epidermis-spezifische Expression von CKX1 fiihrt zu einer Reduktion des Ertrags von bis zu 40 %
(Abb. 22A) und zu groReren Samen (Abb. 22B). Obwohl der einzelne Samen also schwerer ist, kommt es

zu einem Ertragsverlust. AC-Schoten enthalten verglichen zum Wildtyp kaum mehr als die Halfte an
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Samen (Abb. 22E und Abb. 22F) und sind kleiner (Abb. 22C). Die VergroRerung der Samen sorgt zudem
flir eine geringere Samendichte (Abb. 22G).
Die Blliten und Gynoeceen der pATML1-Linien zeigen nicht so deutliche GroRenunterschiede; einzig die

Blihorgane der AC-Linien sind etwas kleiner als beim Wildtyp (Abb. 23).
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Abb. 22: Die Expression von pATML1:LOG4 und pATML1:CKX1-4xMyc wirkt sich auf den Samenertrag aus.
(A) Samenertrag pro Pflanze, (B) Samen (Malstab = 500 um), (C) ausgewachsene Schoten (MaRstab = 5 mm),
(D) Schotenlange, (E) geklarte Schoten (Malistab = 5 mm), (F) Samenzahl pro Schote und (G) Samendichte (Anzahl
Samen pro mm) bei AL, Wildtyp (Col-0) und AC.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. (A, D, F, G) Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler ((A) n = 24-26 bzw. (D, F, G) n = 18-30); * = p< 0,05, ** = p< 0,01, *** = p < 0,001 (einfaktorielle
ANOVA, Dunnett-Test).
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Abb. 23: Bliiten und Gynoeceen der pATML1-Linien. Bliten (Stadium 13 nach Smyth et al. (1990)) und Gynoeceen
von AL, AAS und AC im Vergleich zum Wildtyp; Malistab =1 mm.
Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen.

3.1.5. Die Cytokininrezeptoren AHK2 und AHK3 und der Typ-B-Responseregulator ARR1 vermitteln

das verstarkte Rosettenwachstum bei pATML1:LOG4-Pflanzen

Um herauszufinden, welche Komponenten des Cytokininsignalwegs das verstarkte Rosettenwachstum
bei pATML1:LOG4-Pflanzen vermitteln, wurde die AL-Linie #22 mit den Rezeptordoppelmutanten
crel ahk2, crel ahk3 und ahk2 ahk3 sowie den drei Typ-B-ARR-Doppelmutanten arrl arr10, arrl arr12
und arr10 arr12 gekreuzt und dreifach homozygote Linien wurden selektiert.

Von den drei Doppelrezeptormutanten ist nur fiir ahk2 ahk3 eine deutlich kleinere Rosette publiziert,
crel ahk2 und crel ahk3 sind dem Wildtyp sehr dhnlich (Higuchi et al., 2004), allerdings sind in einigen
Publikationen auch bei crel ahk3 Tendenzen zu einer kleineren Rosette erkennbar, z. B. in Riefler et al.
(2006) und in Kiba et al. (2013). Unter den verwendeten Wachstumsbedingungen hatten crel ahk3-
Pflanzen stets eine signifikant kleinere Rosette (Abb. 24). Die Expression des pATML1:LOG4-Transgens
im crel ahk3-Hintergrund fihrt zu einer messbaren Zunahme des Rosettendurchmessers (Abb. 24B).
Auch in Kombination mit der Doppelmutante crel ahk2 entstehen Pflanzen mit einer grolReren Rosette
(Abb. 24). Nur im Hintergrund von ahk2 ahk3 kann kein verstarktes Rosettenwachstum festgestellt
werden (Abb. 24). Daraus ldsst sich zum einen schlussfolgern, dass CRE1/AHK4 keinen erkennbaren
Einfluss auf das Blattwachstum hat. Zum anderen kann der Funktionsverlust der Rezeptorgene AHK2
und AHK3 nur in Kombination das verstarkte Blattwachstum verhindern. Demnach sind AHK2 und AHK3
die vermittelnden Rezeptoren in diesem Prozess.

Von den drei verwendeten Typ-B-ARR-Doppelmutanten ist nur bei arrl arr12 ein reduziertes Spross-
wachstum festzustellen, arr1 arr10 und arr10 arr12 unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Rosettengrofie
nicht von Col-0 (Abb. 25). Wahrend die Expression des pATML1:LOG4-Transgens im Hintergrund von
arrl0 arrl2 ein verstarktes Rosettenwachstum hervorruft, konnte weder bei arrl arr10 AL noch bei
arrl arr12 AL im Vergleich zur jeweiligen Doppelmutantenlinie eine Zunahme des Rosetten-
durchmessers beobachtet werden (Abb. 25). Weder der einzelne Funktionsverlust von ARR10 oder

ARR12 noch der gleichzeitige Ausfall beider Gene ist in der Lage die Auswirkungen des Transgens auf das
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Rosettenwachstum zu blockieren. Der ARR1-Knockout unterbindet hingegen als Teil jeder untersuchten
Doppelmutation eine GroRenzunahme der Rosette durch pATML1:LOG4 (Abb. 25). Ob eine arrl-
Einzelmutante ebenfalls dazu in der Lage ware, lasst sich aus diesem Experiment leider nicht ableiten.
Fest steht jedoch, dass der funktionelle Verlust von ARRI nur zusammen mit einem gleichzeitigen
Wegfall der ARR12-Funktion eine verkleinerte Rosette verursachen kann (Abb. 25). ARR12 kénnte also

eine unterstiitzende Funktion bei der Vermittlung des Cytokininsignals in diesem Prozess zukommen.

3.1.6. Die Rolle der Epidermis bei der cytokininvermittelten Determination der Blattgrée

Die Epidermis hat eine wichtige Funktion bei der Regulation der Organgrofle und -form (Savaldi-
Goldstein & Chory, 2008; Czesnick & Lenhard, 2015). Die Zellteilungsrate der Epidermis kann die Zell-
proliferation und -expansion in subepidermalen Geweben beeinflussen (Savaldi-Goldstein et al., 2007,
Marcotrigiano, 2010). Aufgrund ihrer Mobilitat sind Phytohormone offensichtliche Kandidaten fir die
Koordination des Wachstums unterschiedlicher Gewebe und damit fiir die Determination der Organ-
grofle. Cytokinine koénnten als autonomes oder nicht-autonomes Signal die Zellproliferation in der
Epidermis fordern und damit das Organwachstum regulieren. Voraussetzung daflr ware das
Vorhandensein von Rezeptoren und anderen Komponenten der Cytokininsignaltransduktion in der
duleren Zellschicht. Da Uber die genaue gewebsspezifische Lokalisation der Cytokininrezeptoren nicht
sehr viel bekannt ist, wurden Lokalisationsstudien mittels RNA-in-situ-Hybridisierung und Immuno-
histochemie durchgefihrt, die leider erfolglos blieben. Auch der Versuch einer Komplementation der
ahk2 ahk3-Doppelmutante mit pATML1:AHK2 und pATML1:AHK3 verlief ergebnislos. Weder durch Kreu-
zung noch durch die Transformation der Epidermis-spezifischen AHK-Konstrukte in die Rezeptor-
doppelmutante konnten dreifach homozygote Individuen selektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Da das reduzierte Rosettenwachstum der AAS-Pflanzen einen lokalen, wenn auch schwachen, Einfluss
des Cytokininsignalwegs in der Epidermis auf das Blattwachstum nahelegte, wurde versucht einen indi-
rekten Nachweis zu erbringen. Dazu wurden durch Kreuzen von AL #22 und AAS #12 doppelt transgene
Pflanzen generiert und analysiert. Wahrend AL #22 und AAS #12 eine gewohnt gréBere bzw. kleinere
Rosette bilden, erreicht der Durchmesser der AL AAS-Rosette kaum den Wildtypwert (Abb. 26). Die
Expression der beiden Transgene in AL AAS wurde nicht Uberprift, allerdings zeigt der Vergleich mit der
Analyse der Juvenil-adult-Transition in diesen Pflanzen (Abb. 29C), dass beide Transgene aktiv sind.

Es ist nicht geklart, ob das pATML1:ARR1-SRDX-4xMyc-Transgen die Cytokininsignalkaskade in der
Epidermis in Ganze unterbindet oder ob eine Restaktivitat verbleibt. Das Experiment zeigt aber, dass es
den Effekt der pATML1:LOG4-Expression auf das Blattwachstum unterbinden kann (Abb. 26). Demnach
konnte dem epidermalen Cytokininstatus eine wichtige Rolle bei der Regulation des Rosettenwachstums

zukommen.
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Abb. 24: Die Cytokininrezeptoren AHK2 und AHK3 vermitteln das verstarkte Rosettenwachstum bei
pATML1:LOG4-Pflanzen. (A) Phanotypen der Linien crel ahk2/pATML1:LOG4, crel ahk3/pATML1:LOG4 und
ahk2 ahk3/pATML1:LOG4 im Vergleich zu Wildtyp, pATML1:LOG4 und den Doppelmutanten crel ahk2, crel ahk3
und ahk2 ahk3 (33 TNK). (B) Rosettendurchmesser (33 TNK).

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. (B) Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler (n = 28); * = p < 0,05, ** = p< 0,01, *** = p <0,001, bezogen auf Wildtyp (schwarz), AL #22 (blau)
und der entsprechenden ARR-Doppelmutante (rot) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test).
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Abb. 25: Der Typ-B-Responseregulator ARR1 ist an der Vermittlung des verstarkten Rosettenwachstums bei
pPATML1:LOG4-Pflanzen beteiligt. (A) Phanotypen der Linien arrl arr10/pATML1:LOG4, arrl arr12/pATML1:LOG4
und arr10 arr12/pATML1:LOG4 im Vergleich zu Wildtyp, pATML1:LOG4 und den Doppelmutanten crel ahk2, crel
ahk3 und ahk2 ahk3 (29 TNK). (B) Rosettendurchmesser (28 TNK).

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. (B) Dargestellt sind Mittelwerte mit

Standardfehler (n = 27-28); *** = p < 0,001, bezogen auf Wildtyp (schwarz), AL #22 (blau) und der entsprechenden
ARR-Doppelmutante (rot) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test).
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Abb. 26: Doppelt transgene AL AAS-Pflanzen machen eine Cytokinin- und Epidermis-abhéangige Regulation des
Rosettenwachstums deutlich. (A) Phanotyp doppelt homozygoter AL AAS-Pflanzen im Vergleich zu AL, Col-0 und
AAS (26 TNK). (B) Rosettendurchmesser (28 TNK).

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. (B) Dargestellt sind Mittelwerte mit

Standardfehler (n=21-24); * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, bezogen auf Wildtyp (schwarz), AL #22
(blau) und AAS #12 (rot) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test).

Nobusawa et al. (2013) verkniipften die cytokininabhdngige Regulation der BlattgréBe mit in der Epider-
mis gebildeten sehr langkettigen Fettsauren (Very-long-chain fatty acids, VLCFAs). Diese sind an der
Bildung von kutikuldrem Wachs beteiligt. Wildtyp-Pflanzen, die mit dem VLCFA-Inhibitor Cafenstrol
behandelt werden, sowie die VLCFA-Synthesemutante pasticcino zeigen eine verstarkte Zellproliferation
in der Vaskulatur, die auf einen erhohten Cytokininspiegel zurlickzufihren ist. Dies resultiert in groBeren
Blattern, wohingegen die Cytokininsynthesemutante ipt3ipt5ipt7 keine Cafenstrol-induzierte
Wachstumszunahme der Rosette zeigte. Nach Experimenten mit transgenen Pflanzen, die CkX1
Epidermis- bzw. Vaskulatur-spezifisch exprimieren, stellten die Autoren die Hypothese auf, dass die
VLCFA-Produktion in der Epidermis die Cytokininbiosynthese in der Vaskulatur supprimieren und auf
diese Weise die Zellteilungsaktivitdat in den inneren Geweben beeinflussen kénnte, was letztendlich

Auswirkungen auf das Sprosswachstum haben kénnte.
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Die von den Autoren genutzte Linie pATML1:CKX1-Venus zeigte nach Cafenstrol-Behandlung eine dem
Wildtyp dhnliche VergroRerung der Rosette, hatte aber nicht den hier beschriebenen Phanotyp. Deshalb
wurde der Versuch wiederholt. Col-0, ipt3 ipt5 ipt7, ahk2 ahk3 und die beiden AC-Linien #32 und #37
wurden auf Medium mit 30 nM oder 3 uM Cafenstrol angezogen. Wahrend Keimlinge, die mit 3 uM
Cafenstrol behandelt wurden, wie von Nobusawa et al. (2013) beschrieben starke Wachstumsdefekte
zeigten (Daten nicht gezeigt), fiihrt die Behandlung von Wildtypkeimlingen mit 30 nM Cafenstrol zu
groBeren Blattern (Abb. 27A). Nach 13 TNK wurde der Rosettendurchmesser bestimmt. Dabei zeigte
sich, dass allein der Wildtyp, aber keine der verwendeten cytokinindefizienten Pflanzen, eine Cafenstrol-
induzierte BlattvergroRerung aufwies (Abb. 27). Die von Nobusawa et al. (2013) aufgestellte Hypothese

kann demnach nicht bestatigt werden.
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Abb. 27: Cytokinin-defiziente Pflanzen zeigen keine Cafenstrol-induzierte VergroBerung der Blattrosette. (A) 13
Tage alte Keimlinge von Col-0, ahk2 ahk3, ipt3 ipt5 ipt7 und AC in Abwesenheit (-) und Anwesenheit (+) von 30 nM
Cafenstrol (MaRstab =5 mm). (B) Rosettendurchmesser 13 Tage alter Keimlinge von Col-0, ahk2 ahk3,
ipt3 ipt5 ipt7 und AC in Abwesenheit (Mock) und Anwesenheit von 30 nM Cafenstrol.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. (B) Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler (n = 30); *** = p < 0,001 (zweifaktorielle ANOVA, Tukey-Test).

3.1.7. Die Verdnderung des Cytokininstatus in der Epidermis beeinflusst den Ubergang von juveniler

zu adulter vegetativer Phase und den Bliihzeitpunkt

Die ndhere Untersuchung der Blattrosette zeigte, dass AL-Pflanzen insgesamt weniger Rosettenblatter
bilden, wahrend der geringere Cytokininstatus in den AAS- und AC-Linien zur Ausbildung einer erhéhten
Blatterzahl fuhrt (Abb. 19A). Da die pATMLI1-Linien unter Langtagbedingungen nicht (ber eine
veranderte Blattbildungsrate verfiigen (Abb. 17A), lassen sich die beobachteten Unterschiede des Bliih-
beginns bei pATML1:LOG4- und pATML1:CKX1-exprimierenden Pflanzen (Abb. 8A) nur auf den kiirzeren
bzw. langeren Verbleib in der vegetativen Phase zurlickfiihren.

Unter induktiven Lichtbedingungen bliihen die AL-Linien durchschnittlich 1,8 Tage friher als der Wildtyp
(Abb. 28A), unter Kurztagbedingungen sogar 3,5 Tage friiher (Abb. 28B). Die Hemmung der Signal-
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kaskade in der Epidermis fiihrt nur unter Kurztagbedingungen zu einem messbaren verspateten Blih-
beginn (Abb. 28A und Abb. 28B). Der Blihzeitpunkt der AC-Linien #32 und #37 verzogert sich unter LD-
Bedingungen um 5,7 bzw. 2,2 Tage (Abb. 28A). Bei nicht-induktiven Lichtverhédltnissen bliht AC #32
sogar 30 Tage spater als der Wildtyp (Abb. 28B), wobei einige Pflanzen in den durchgefiihrten Versuchen
die reproduktive Phase nicht erreichten und starben.

Um die Rolle der Epidermis in diesem Prozess zu untersuchen, wurde der Blihzeitpunkt der doppelt
transgenen AL AAS-Pflanzen bestimmt. Diese blihen zwar spater als AL #22, aber dennoch signifikant

friher als der Wildtyp und AAS #12 (Abb. 28C).
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Abb. 28: Bliihbeginn der pATML1-Linien und der doppelt transgenen AL AAS-Pflanzen. Bliihzeitpunkt [TNK] der
AL-, AAS- und AC-Linien im Vergleich zu Col-0 (A) unter LD-Bedingungen und (B) unter SD-Bedingungen. (C) Blih-
zeitpunkt [TNK] der doppelt transgenen AL AAS-Pflanzen unter LD-Bedingungen.

Als Bluhbeginn wurde der Zeitpunkt festgelegt, an dem der Infloreszenzstengel eine Ldnge von 5 mm erreicht
hatte. Einige pATML1:CKX1-4xMyc-Pflanzen begannen unter SD-Bedingungen nicht zu blihen und gingen ein.
Diese Pflanzen sind hier nicht beriicksichtigt. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler ((A) n=28-30;
(B) n=19-20; (C) n=21-24). (A, B) * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p< 0,001 (einfaktorielle ANOVA, Dunnett-
Test). (C) * = p< 0,05, ** = p<0,01, *** = p< 0,001, bezogen auf Wildtyp (schwarz), AL #22 (blau) und AAS #12
(rot) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test).

Bei der genaueren Betrachtung der Rosette der pATML1:CKX1-4yMyc-exprimierenden Pflanzen fiel auf,
dass sie eine groRere Zahl an rundlichen, fir die juvenile vegetative Phase typischen Blatter enthielt
(Abb. 19A). Dies fiihrte zu der Uberlegung, dass Cytokinin den Ubergang von der juvenilen in die adulte
vegetative Phase und auf diese Weise den Bliihbeginn beeinflussen kdnnte.

Juvenile Blatter haben im Gegensatz zur langlichen und gezahnten adulten Blattform eine eher rundliche
Kontur. AuBerdem bilden nur adulte Blatter Trichome auf der Blattunterseite aus. Da der letztgenannte
Aspekt eine klare Trennung moglich macht, wurde dieser zur Unterscheidung von juvenilen und adulten
Blattern herangezogen und die Anzahl der Rosettenblatter bestimmt.

AL-Pflanzen bilden unter Langtagverhaltnissen durchschnittlich 0,8 juvenile Rosettenblatter weniger als
der Wildtyp, wobei der Unterschied bei der starker exprimierenden Linie #22 starker ausfallt als bei Linie

#17 (Abb. 29A). Unter Kurztagbedingungen bilden AL-Pflanzen ein juveniles Blatt weniger (Abb. 29B).
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Die adulte Phase zeigt keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp, was letztendlich zu insgesamt
weniger Rosettenblattern in den AL-Linien fiihrt (Abb. 29A und Abb. 29B).

Von den beiden AAS-Linien zeigt nur Linie #14 eine signifikant langere juvenile Phase, aber auch in Linie
#12 ist eine deutliche Tendenz sichtbar (Abb. 29A und Abb. 29B). AC-Pflanzen produzieren unter
induktiven Lichtbedingungen durchschnittlich 1,6 juvenile Blatter mehr als Col-0 (Abb. 29A), bei nicht-
induktiven Verhiltnissen 3,2 juvenile Blatter (Abb. 29B). In der stdrkeren Linie #32 ist auRerdem die
adulte Phase unter Langtagbedingungen verlangert (Abb. 29A).

Die Analyse der doppelt transgenen AL AAS-Pflanzen zeigt, dass im Gegensatz zum Prozess der Blatt-
groRendetermination kein Einfluss des Cytokininstatus in der Epidermis selbst auf die Ldange der
juvenilen vegetativen Phase besteht. Die juvenile Phase ist in AL AAS-Pflanzen ebenso stark verkiirzt wie

in AL-Pflanzen (Abb. 29C).
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Abb. 29: Der verinderte Cytokininstatus der pATMLI-Linien wirkt sich auf den Ubergang von juveniler zu adulter
vegetativer Entwicklungsphase aus. Anzahl juveniler und adulter Rosettenblatter der AL-, AAS- und AC-Linien im
Vergleich zu Col-0 (A) unter LD-Bedingungen und (B) unter SD-Bedingungen. (C) Anzahl juveniler und adulter
Rosettenblatter der doppelt transgenen AL AAS-Pflanzen unter LD-Bedingungen.

Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler ((A) n=28-30; (B) n=17-20; (C) n=16); (A, B) * = p<0,05,
**=p<0,01, ¥** = p < 0,001 (einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test). (C) * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p< 0,001,
bezogen auf Wildtyp (schwarz), AL #22 (blau) und AAS #12 (rot) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test); die Signifi-
kanzen fir die juvenile und adulte Blatterzahl sind innerhalb der jeweiligen Sdulenabschnitte angegeben, die
Signifikanzangabe oberhalb der Sadule bezieht sich auf die Gesamtblatterzahl.

3.2. Einfluss von Cytokinin auf Entwicklungsiibergdnge (Transitionen)

Der Ubergang zur reproduktiven Phase wird durch verschiedene endogene und exogene Signale wie
Tageslange, Temperatur und Hormonstatus beeinflusst, die von der Pflanze in mindestens flinf gene-
tisch definierten Signalwegen verarbeitet werden (Fornara et al., 2010; Srikanth & Schmid, 2011).
Bereits in den sechziger Jahren wurde eine férdernde Wirkung von Cytokinin im Prozess der Blihinduk-
tion in Arabidopsis aufgedeckt (Michniewicz & Kamienska, 1965). Die Verdnderung des pflanzlichen

Cytokininstatus fuhrt nicht selten zu einem Einfluss auf den Bliihzeitpunkt (z. B. Werner et al., 2003;
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Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006; Jensen, 2013). Die Wirkungsweise von Cytokinin in diesem
Kontext ist aber immer noch weitgehend ungeklart.

Die Analyse der pATMLI1-Linien zeigte, dass eine Erhéhung des Cytokininspiegels in einer kiirzeren
juvenilen Phase resultiert, sodass die Pflanzen mit einer geringeren Anzahl an Blattern zu bliihen begin-
nen (Abb. 28A, Abb. 28B, Abb. 29A und Abb. 29B). Die Verminderung des Cytokininstatus verlangert
hingegen die juvenile Phase, was einen verzogerten Blihbeginn zur Folge hat (Abb. 28A, Abb. 28B, Abb.
29A und Abb. 29B). Die lokale Hemmung der Cytokininsignalkaskade in der Epidermis beeinflusst zwar
die Anzahl der juvenilen Blatter (AAS, Abb. 29A und Abb. 29B), die Analyse der doppelt transgenen
AL AAS-Pflanzen zeigte jedoch keine alleinige Abhangigkeit der Lange der juvenilen Phase vom epider-
malen Cytokininstatus (Abb. 29C). Im zweiten Teil dieser Arbeit wird die Rolle von Cytokinin in der Regu-

lation von Entwicklungslibergdangen untersucht.

3.2.1. Der Cytokininstatus korreliert negativ mit der Linge der juvenilen vegetativen Phase und

positiv mit dem Bliihzeitpunkt

Zunachst wurden verschiedene Mutanten und transgene Linien, in denen der Cytokininsignalweg
oder -metabolismus verandert ist, hinsichtlich der Transitionen von der juvenilen in die adulte vegeta-
tive Phase und von der adulten zur reproduktiven Entwicklungsphase untersucht. Daflir wurde die
Anzahl an juvenilen und adulten Blattern sowie der Blihzeitpunkt (TNK) unter SD- und LD-Verhaltnissen
bestimmt. Genotypen mit einem hoheren Cytokininstatus werden in den Abbildungen weiterhin durch
blaue Farbe angezeigt, wahrend Linien mit einem verringerten Cytokininstatus rot dargestellt sind.
Unter Langtagbedingungen produziert der Wildtyp durchschnittlich 4,4 + 0,1 juvenile Blatter (Abb. 30A),
unter Kurztagbedingungen 7,4 £ 0,2 juvenile Blatter (Abb. 30B). Die Erhéhung des Cytokininspiegels in
der ckx3,4,5,6-Quadrupelmutante fiihrt mit 3,8 £ 0,1 (LD) bzw. 6,3 £ 0,2 (SD) Blattern zu einer verkiirz-
ten juvenilen Phase (Abb. 30A und Abb. 30B). Die konstitutive Aktivitdt des AHK2-Rezeptors in der rock2-
Mutante bewirkt ebenfalls eine Verkilirzung der juvenilen Phase um 1,1 (LD) bzw. 1,6 (SD) Rosetten-
blatter im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen (Abb. 30A und Abb. 30B). Die rock3-Mutante, die eine Gain-of-
function-Variante von AHK3 exprimiert, bildet hingegen eine vergleichbare Anzahl an juvenilen Blattern
wie der Wildtyp (Abb. 30A und Abb. 30B).

Von den drei Rezeptordoppelmutanten crel ahk2, crel ahk3 und ahk2 ahk3 zeigt nur die letztgenannte
eine Verlangerung der juvenilen Phase (Abb. 30A und Abb. 30B). Crel ahk3 bildet unter Langtag-
verhaltnissen insgesamt ein Rosettenblatt weniger als der Wildtyp, was auf leichte, aber nicht signifi-
kante Verkiirzungen der juvenilen und adulten vegetativen Phase zuriickzufiihren ist (Abb. 30A). Interes-

santerweise produziert ahk2 ahk3 unter induktiven Lichtbedingungen signifikant weniger adulte Blatter
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als der Wildtyp, wahrend Kurztagbedingungen zur Ausbildung einer héheren Anzahl an adulten
Rosettenblattern flihren (Abb. 30A und Abb. 30B).

Die Expression eines CKX-Gens unter der Kontrolle der Promotoren pANT und p35S fihrt ebenfalls zu
einer Verlangerung der juvenilen Phase, wobei der insgesamt starkste Effekt bei p35S:CKX1-Pflanzen
sichtbar ist (Abb. 30A und Abb. 30B). AINTEGUMENTA (ANT) ist vornehmlich in den Primordien von
Kotyledonen, Blattern, Bliten und Blitenorganen aktiv (Elliott et al., 1996; Grandjean et al., 2004), also
dort, wo die hier betrachteten Organe entstehen. pANT:CKX3-Pflanzen (Holst et al., 2011) und AC #32
sind die einzigen untersuchten Linien, die unter LD-Bedingungen eine erhdhte Anzahl an adulten

Rosettenblattern aufweisen (Abb. 29A und Abb. 30A).
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Abb. 30: Der Cytokininstatus in der Pflanze wirkt sich auf die Lange der juvenilen vegetativen Phase aus. Anzahl
juveniler und adulter Rosettenblatter von Pflanzen mit einem veranderten Cytokininstatus im Vergleich zu Col-0
(A) unter LD-Bedingungen und (B) unter SD-Bedingungen.

Die hier gezeigten Genotypen wurden zusammen mit den pATMLI1-Linien untersucht; bei den Wildtyp-Pflanzen
handelt es sich deshalb um dieselben, die auch in Abb. 29A und Abb. 29B benutzt wurden. Da p35S:CKX1-Pflanzen
unter SD-Bedingungen nicht die reproduktive Phase erreichen, wurde auf die Quantifizierung der juvenilen und
adulten Rosettenblatter verzichtet. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler ((A) n = 15-29; (B) n = 14-20);
*=p<0,05, **=p<0,01, *** =p<0,001 (einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test); die Signifikanzen flr die juvenile
und adulte Blatterzahl sind innerhalb der jeweiligen Saulenabschnitte angegeben, die Signifikanzangabe oberhalb
der Saule bezieht sich auf die Gesamtblatterzahl.

Die Quadrupelmutante ckx3,4,5,6 bliht von allen getesteten Linien sowohl unter Kurz- als auch unter
Langtagbedingungen am friihesten (Abb. 31A und Abb. 31B), obwohl sie insgesamt etwa genauso viele
Rosettenblatter bildet wie die Wildtypkontrolle (Abb. 30A und Abb. 30B), was auf eine erhdhte Blatt-
bildungsrate zuriickzufiihren ist (Abb. 32A und Abb. 32B). Bei rock2 korreliert der friihere Blihbeginn
hingegen mit der geringeren Anzahl an gebildeten Rosettenblattern (Abb. 30A, Abb. 30B, Abb. 31A, Abb.
31B, Abb. 32A und Abb. 32B). Rock3 bliiht etwa zur gleichen Zeit mit einer vergleichbaren Anzahl an
Rosettenblattern wie Wildtyp-Pflanzen (Abb. 30A, Abb. 30B, Abb. 31A, Abb. 31B, Abb. 32A, Abb. 32B).
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Crel ahk2 bliiht unter LD-Verhaltnissen etwa genauso spat wie ahk2 ahk3, wahrend crel ahk3 etwa
zeitgleich mit dem Wildtyp zu blihen beginnt (Abb. 31A). Unter SD-Bedingungen bliihen alle drei
Rezeptordoppelmutanten spater als Col-0, wobei ahk2 ahk3 mit 17,7 Tagen die grofSte Differenz zum
Wildtyp zeigt (Abb. 31B). Von den drei Doppelmutanten ist nur fiir ahk2 ahk3 keine Verdnderung des
Plastochronindex zu beobachten, weder bei induktiven noch bei nicht-induktiven Lichtverhaltnissen
(Abb. 32A und Abb. 32B).

Die Expression von pANT:CKX3 verzogert den Blihbeginn sowohl unter Kurz- als auch unter Langtag-
bedingungen (Abb. 31A und Abb. 31B). Der Plastochronindex ist im Vergleich zur Wildtypkontrolle nicht
verandert (Abb. 32A und Abb. 32B). p35S5:CKX1 bliht unter LD-Bedingungen erst nach 32,2 + 0,6 Tagen
und damit 11,2 Tage spater als der Wildtyp (Abb. 31A). Hier tritt auch die deutlichste Erh6hung des
Plastochronindex auf (Abb. 32A). Unter Kurztagverhaltnissen sind p35S:CKX1-Pflanzen nicht in der Lage,

die reproduktive Phase zu erreichen und sterben vorher.
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Abb. 31: Der Cytokininstatus der Pflanze beeinflusst den Blithbeginn. Bliihzeitpunkt [TNK] von Pflanzen mit einem
veranderten Cytokininstatus im Vergleich zu Col-0 (A) unter LD-Bedingungen und (B) unter SD-Bedingungen.

Die hier gezeigten Genotypen wurden zusammen mit den pATMLI-Linien untersucht; bei den Wildtyp-Pflanzen
handelt es sich deshalb um dieselben, die auch in Abb. 28A und Abb. 28B benutzt wurden. Als Blihbeginn wurde
der Zeitpunkt festgelegt, an dem der Infloreszenzstengel eine Lange von 5 mm erreicht hatte. p35S:CKX1-Pflanzen
begannen unter SD-Bedingungen nicht zu blithen und gingen ein. Diese Pflanzen sind hier nicht bericksichtigt.
Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler ((A) n=15-29; (B) n=18-21); * = p<0,05, ** = p<0,01,
*** = p < 0,001 (einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test).

Insgesamt zeigt sich sowohl unter Kurz- als auch unter Langtagbedingungen eine negative Korrelation
zwischen dem Cytokininstatus und der Ldange der juvenilen vegetativen Phase sowie eine positive
Korrelation zwischen Cytokininstatus und Blihbeginn. Der Bliihbeginn wird zum einen durch die Blatt-
bildungsrate und zum anderen durch die Anzahl an insgesamt gebildeten Rosettenblattern bestimmt.
Unabhangig von der Fotoperiode produzieren Linien mit einem hdéheren Cytokininstatus weniger juve-
nile Blatter, wahrend Pflanzen mit einem reduzierten Cytokininstatus eine hohere Anzahl an juvenilen

Blattern bilden. Dies flihrt zu einem kirzeren bzw. langeren Verbleib in der vegetativen Phase. Die Foto-
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periode wirkt sich in einigen Fallen auf die Léange der adulten vegetativen Phase aus. So produziert
ahk2 ahk3 beispielsweise nur unter Kurtagbedingungen mehr juvenile Blatter als der Wildtyp.
Zusammengenommen mit der Tatsache, dass p35S:CKX1-Pflanzen bei Kurztagverhaltnissen nicht in der
Lage sind von vegetativem auf reproduktives Wachstum umzustellen, deutet dies darauf hin, dass

Cytokinin vor allem in der Regulation des Blihbeginns bei nicht-induktiven Lichtverhaltnissen eine

wichtige Rolle spielt.
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Abb. 32: Plastochronindex verschiedener Pflanzenlinien mit verdndertem Cytokininstatus. Blattbildungsrate von

Pflanzen mit einem veranderten Cytokininstatus im Vergleich zu Col-0 unter (A) LD-Bedingungen bzw. (B) SD-
Bedingungen.

Die hier gezeigten Genotypen wurden zusammen mit den pATMLI-Linien untersucht; bei den Wildtyp-Pflanzen
handelt es sich deshalb um dieselben, die auch in Abb. 17A und Abb. 17B benutzt wurden. Angegeben sind Mittel-
werte mit Standardfehler ((A) n = 15-29; (B) n =14-21); * = p< 0,05, ** = p< 0,01, *** = p < 0,001 (einfaktorielle
ANOVA, Dunnett-Test).

3.2.2. Die Cytokininrezeptoren AHK2 und AHK3 und der Typ-B-Responseregulator ARR1 sind an der

Regulation von Entwicklungsiibergdngen beteiligt

Die Doppelrezeptormutanten crel ahk2 und crel ahk3 produzieren eine dhnliche Anzahl an juvenilen
Blattern wie der Wildtyp (Abb. 30). Da rock2, aber nicht rock3, eine verkiirzte juvenile Phase hat, ahk2
allerdings nur in Kombination mit ahk3 zu einer Verlangerung derselben fuhrt (Abb. 30), lasst sich
schlussfolgern, dass AHK2 der vermittelnde Rezeptor bei der Regulation der Juvenil-adult-Transition ist,
wahrend AHK3 eine unterstiitzende Rolle zukommt.

Die unveranderten Blattbildungsraten der Linien rock2, rock3 und ahk2 ahk3 zeigen, dass die beiden
Rezeptoren AHK2 und AHK3 den Blihzeitpunkt ausschlieRlich durch Verdnderung der Lange der juveni-
len und adulten Phase beeinflussen (Abb. 30, Abb. 31 und Abb. 32). Der friihere Blihbeginn von rock2
und der spatere Blihzeitpunkt von ahk2 ahk3 ist aufgrund des unverdanderten Plastochronindex auf den

kiirzeren bzw. langeren Verbleib in der vegetativen Phase zurlickzufihren. Bei rock2 resultiert der
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verfriihte Ubergang in die reproduktive Phase aus der kiirzeren juvenilen Phase, wobei sich in den
durchgefiihrten Experimenten oft auch eine Tendenz zu einer kirzeren adulten Phase zeigt (s. Abschnitt
3.2.7). Ahk2 ahk3 produziert unabhdngig von den Lichtbedingungen mehr juvenile Blatter als der
Wildtyp. Die adulte Phase ist unter Kurztagverhaltnissen auch verlangert, wahrend sie bei Langtag-
verhdltnissen verkdrzt ist.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Cytokininrezeptor AHK2, unterstiitzt von AHK3, bei der
Regulation der Juvenil-adult-Transition und des Blihbeginns eine wichtige Funktion Ubernimmt.

CRE1/AHK4 beeinflusst den Blihbeginn hingegen eher durch eine Verdnderung der Blattbildungsrate.
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Abb. 33: Auswirkungen der pATML1:LOG4-Expression auf die Anzahl juveniler und adulter Rosettenblatter in
den Doppelmutanten arrl arr10, arrl arr12 und arr10 arri2. (A) Anzahl juveniler und adulter Rosettenblatter und

(B) Bluhzeitpunkt [TNK] von arrlarrl0AL, arrlarrli2 AL und arrl0arr12 AL im Vergleich zu Col-0 und der
entsprechenden Doppelmutanten.

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Bilder reprasentativer Pflanzen sind in Abb.
24A gezeigt. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler ((A) n = 15; (B) n=27-28); * = p< 0,05, ** = p < 0,01,
*** = p<0,001, bezogen auf Wildtyp (schwarz), AL #22 (blau) und die entsprechende ARR-Doppelmutante (rot)
(einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test); die Signifikanzen fir die juvenile und adulte Blatterzahl sind innerhalb der

jeweiligen Saulenabschnitte angegeben, die Signifikanzangabe oberhalb der Sidule bezieht sich auf die Gesamt-
blatterzahl.

Keine der drei Typ-B-ARR-Doppelmutanten arrl arr10, arrl arr12 und arr10 arr12 unterscheidet sich in
der Lange der juvenilen Phase oder dem Bliihbeginn vom Wildtyp (Abb. 33). Um an der Regulation der
Entwicklungsiibergdnge beteiligte Typ-B-ARRs zu identifizieren, wurden die in Abschnitt 3.1.5 beschrie-
benen dreifach homozygoten Linien verwendet, die durch Kreuzung der pATML1:LOG4-Linie #22 (AL
#22) mit den Doppelmutanten arrl arr10, arrl arr12 und arr10 arr12 generiert wurden.

Die Typ-B-ARR-Doppelmutanten bilden eine dhnliche Anzahl an juvenilen Blattern wie der Wildtyp, die
Rosetten von arrl arr10 und arr10 arr12 weisen allerdings weniger adulte Blatter auf (Abb. 33A). Die
Expression von pATML1:LOG4 fuhrt in den Doppelmutanten arrl arr10 und arrl arrl2 nicht zu einer
verringerten Anzahl an juvenilen Blattern, jedoch bewirkt sie eine Verkiirzung der adulten Phase bei

arrl arr12 AL (Abb. 33A). Im arrl10 arr12-Hintergrund hat die Transgenexpression hingegen eine
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deutliche Verringerung der juvenilen Blatterzahl um 1,4 Blatter zur Folge, womit die juvenile vegetative
Phase etwa genauso lang ist wie in AL-Pflanzen (Abb. 33A). Aus den Ergebnissen lasst sich eine Beteili-
gung von ARR1 an der Regulation des Juvenil-adult-Ubergangs folgern. Da keine Einzelmutanten unter-
sucht wurden, bleibt die Rolle von ARR10 und ARR12 unklar, diesen konnte aber eine unterstlitzende
Funktion zukommen.

Wie bei der Analyse der Blattidentitdten offenbart die Untersuchung des Bliihzeitpunktes nur einen
Effekt des pATML1:LOG4-Transgens im Hintergrund von arr10 arr12. Arr10 arr12 AL-Pflanzen bliihen
fast genauso friih wie AL-Pflanzen, wahrend sich arrl arr10 AL und arrl arr12 AL hinsichtlich des Bliih-
zeitpunktes nicht signifikant von Col-0, arr1 arr10 und arrl arr12 unterscheiden (Abb. 33). Dies lasst auf
eine prominente Rolle von ARR1 bei der Regulation des Bliihzeitpunktes schlieRen. Allerdings korrelie-
ren die Bllihzeitpunkte der getesteten Linien nicht mit der Gesamtblatterzahl, was auf einen Einfluss der

Typ-B-ARRs auf die Blattbildungsrate hindeutet.

3.2.3. Cytokinin beeinflusst die Expression von Komponenten des miR156-abhangigen autonomen

Signalwegs

Da die Auswirkungen von Cytokinin auf die Lange der juvenilen Phase in den vorangegangenen Experi-
menten in cytokinindefizienten Pflanzen besonders deutlich zu beobachten waren, wurden verschie-
dene Pflanzenlinien mit verringertem Cytokininstatus flr eine Expressionsstudie genutzt. Da die bisheri-
gen Analysen eine Beteiligung von AHK2, AHK3 und ARR1 bei der Regulation von Entwicklungsiibergéan-
gen suggerierten, wurden neben den AC-Linien #32 und #37 die Doppelmutanten ahk2 ahk3, arrl arr10
und arrl arr12 auf die Expression von Genen untersucht, die die Transitionen von juveniler zu adulter
vegetativer Phase und von adulter zu reproduktiver Phase regulieren.

Zwei evolutionar hochkonservierte microRNAs (miRNAs), miR156 und miR172, und ihre jeweiligen Ziel-
gene wurden als Schlisselkomponenten der genetischen Mechanismen identifiziert, welche die pflanzli-
chen Entwicklungsibergange sowie einige der damit einhergehenden heteroblastischen Merkmale
kontrollieren (Huijser & Schmid, 2011). Wahrend miR156 Juvenilitdt fordert, beglinstigt miR172 das
Adultstadium und den Ubergang zu reproduktivem Wachstum (Wu et al., 2009). Die Vorstufen der
miR156 (pri-miR156) werden von acht Genen kodiert (MIR156A-H), die miR172-precursor (pri-miR172)
von finf Genen (MIR172A-E) (Xie et al., 2005).

Die verschiedenen Linien wurden unter SD-Bedingungen angezogen und im 7- und 11-Blatt-Stadium
wurde Sprossmaterial flir die Transkriptanalyse geerntet, um die Zusammensetzung der Rosette aus
einer unterschiedlichen Anzahl an juvenilen und adulten Blattern auch auf molekularer Ebene

nachzuweisen.
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Im 7-Blatt-Stadium zeigt sich mit Ausnahme von arrl arr12 in allen Linien eine verringerte Abundanz von
pri-miR156a im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 34A), wihrend im 11-Blatt-Stadium kaum eine Anderung
feststellbar ist (Abb. 34B). Nur die AC-Linie #32 zeigt eine fast zweifache Erhéhung der Primartranskript-
menge (Abb. 34B). Fiir pri-miR172b konnte fiir alle Linien eine Verminderung der Transkriptabundanz
gemessen werden, nur im 11-Blatt-Stadium von arrl arr10 befindet sich das Expressionslevel auf
Wildtypniveau (Abb. 34C und Abb. 34D). Die starkste Primartranskriptreduktion zeigen die AC-Linien und
ahk2 ahk3 (Abb. 34C und Abb. 34D).
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Abb. 34: Expression von pri-miR156a und pri-miR172b in Cytokinin-defizienten Pflanzen. Expressionslevel von
(A, B) pri-miR156a und (C, D) pri-miR172b in Sprossmaterial (A, C) siebenblattriger bzw. (B, D) elfblattriger
Pflanzen. Dargestellt sind relative Werte von arr1 arr10, arrl arrl2, ahk2 ahk3, AC #32 und AC #37 im Vergleich
zum Wildtyp (Col-0), welcher auf 1 gesetzt wurde.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter SD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standard-
fehler (n = 4); TAFII15 diente als Referenzgen.

Auch die Expressionslevel der Zielgene der beiden miRNAs wurden analysiert. Die Zielgene der miR156
kodieren fiir Transkriptionsfaktoren der SPL-Familie (SQUAMOSA PROMOTER BINDING-LIKE), wahrend
miR172 den Abbau von Transkripten der APETALA2(AP2)-like-Gene AP2, TARGET OF EAT 1 (TOE1), TOE2,
TOE3, SCHLAFMUTZE (SMZ) und SCHNARCHZAPFEN (SNZ) vermittelt. Da die groRten Expressions-
unterschiede fir pri-miR156a und pri-miR172b in den AC-Linien und ahk2 ahk3 gemessen wurden,
wurden nur diese fir die weiteren Transkriptanalysen verwendet. Als Material wurde das 11-Blatt-
Stadium herangezogen, da hier die Unterschiede in der Rosettenzusammensetzung aus juvenilen und
adulten Blattern am gréRten sein sollten (s. Abb. 29B und Abb. 30B).

Die Transkriptabundanzen von SPL2, SPL9, SPL10 und SPL11 zeigen in Sprossmaterial elfblattriger,
cytokinindefizienter Pflanzen kaum Unterschiede zur Wildtypkontrolle (Abb. 35A und Abb. 35C). Das
Expressionslevel von SPL15 ist in cytokinindefizienten Pflanzen etwa auf die Halfte reduziert, wahrend
die Expression von SPL3, SPL4 und SPL5 z. T. deutlich erhoht ist (Abb. 35B und Abb. 35C).

Die Expressionslevel von SMZ und SNZ zeigen in der AC-Linie #32 eine Erhohung um das 2,6- bzw. 1,8-
fache des Wildtypniveaus, wahrend die Transkriptmenge von SNZ in ahk2 ahk3 und AC#37 eher
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verringert ist (Abb. 35D). Die AP2- und TOE2-Expression ist in allen getesteten Linien nahezu unveran-
dert (Abb. 35D und Abb. 35E). Die Transkriptmengen von TOE1 und TOE3 sind hingegen in den cytokinin-
defizienten Pflanzen z. T. deutlich reduziert (Abb. 35E).
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Abb. 35: Expression von Zielgenen der microRNAs miR156 und miR172 in Cytokinin-defizienten Pflanzen.
Expressionslevel von (A) SPL2, SPL10, SPL11, (B) SPL3, SPL4, SPL5, (C) SPL9, SPL15, (D) AP2, SMZ, SNZ, (E) TOE1,
TOE2 und TOE3 in Sprossmaterial elfblattriger Pflanzen. Dargestellt sind relative Werte von ahk2 ahk3, AC #32 und
AC #37 im Vergleich zum Wildtyp (Col-0), welcher auf 1 gesetzt wurde.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter SD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standard-
fehler (n = 4); TAFII15 diente als Referenzgen.

Die Verwendung ganzer Rosetten lieferte nur ein grobes Bild der molekularen Ablaufe, deutete aber vor
allem auf eine Korrelation des Cytokininstatus und der Expression von miR172 hin. Um ein detaillierteres
Bild zu erhalten, wurden Wildtyp und AC #32 unter Langtagbedingungen angezogen und nach Erreichen
der reproduktiven Phase wurden drei definierte Blatter (das vierte, sechste und achte Rosettenblatt)
geerntet. Beim Wildtyp stellte das sechste Rosettenblatt das erste adulte dar, wahrend die AC-Linie #32
acht bzw. neun juvenile Blatter produzierte. Die Einzelblattproben wurden daraufhin auf die Expression
mehrerer MIR156- und MIR172-Gene untersucht sowie auf die Abundanz der reifen microRNAs.

In der AC-Linie zeigen drei von vier getesteten pri-miR156-Transkripten eine deutlich hohere Expression
im Vergleich zu den Wildtypblattern (Abb. 36A). Dabei zeigt nur die pri-miR156a die erwartete
Expressionsabnahme von Blatt zu Blatt (Abb. 36A). Im Gegensatz dazu sind zwei von drei getesteten

miR172-Primartranskripten in pATML1:CKX1-4xMyc-exprimierenden Blattern z. T. bis zum Rand des
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Detektionslimits reduziert (Abb. 36B). Eine blattweise Zunahme der Expression konnte nur fir pri-
miR172b nachgewiesen werden (Abb. 36B).

Da das Vorhandensein der jeweiligen Primartranskripte nicht darauf schlieBen lasst, inwiefern diese
auch zu reifen microRNAs prozessiert werden, wurden dariiber hinaus mithilfe einer gRT-basierten
Methode auch die Level der reifen miR156 und miR172 gemessen. Aufgrund kleiner Unterschiede in der
Sequenz einiger kodierender Gene und damit auch der reifen miRNAs, beschrankt sich der Nachweis auf
einen GroRteil der reifen miRNAs (miR156a-f, miR172a, b, e). Interessanterweise ist in den Blattern der
AC-Linie #32 kaum noch ein Unterschied in der Abundanz der reifen miR156 nachzuweisen (Abb. 36C),
wahrend die reife miR172 in sehr viel geringerer Menge vorliegt (Abb. 36D). Das sechste Blatt, das im
Wildtyp das erste adulte Rosettenblatt darstellte, enthalt eine fast neunfach héhere Anzahl an miR172-
Molekiilen (Abb. 36D). Da sich das Expressionslevel der miR156-Zielgene auf die Expression der MIR172-
Gene auswirkt (Wu et al., 2009), konnte nicht nur die Abundanz der beiden miRNAs von Bedeutung sein,
sondern auch deren Verhiltnis eine entscheidende Rolle fiir den Zeitpunkt der Juvenil-adult-Transition
spielen. Trotz der etwas geringeren Menge an miR156 in der AC-Linie #32 ist der Quotient
miR172a, b, e/miR156a-f in allen drei Wildtyp-Blattern hoher als in den entsprechenden Rosetten-

blattern von AC #32, im sechsten Blatt beispielsweise um den Faktor 6 (Abb. 36E).
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Abb. 36: Der verringerte Cytokininstatus in pATML1:CKX1-4xMyc bewirkt eine Reduktion des Levels an reifer
miR172. Expressionslevel von (A) pri-miR156a, pri-miR156b, pri-miR156¢ und pri-miR156d, (B) pri-miR172b, pri-
miR172d und pri-miR172e, (C) miR156a-f und (D) miR172a, b, e in den Rosettenblattern 4, 6 und 8 von Col-0 und
AC #32; (D) Expressionsverhaltnis, ausgedriickt als Quotient aus miR172a, b, e und miR156a-f. Dargestellt sind
relative Werte von AC #32 und Wildtyp; Blatt 4 des Wildtyps wurde auf 1 gesetzt.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standard-
fehler (n = 3); (A, B) TAFII15 und AT5G15710 bzw. (C-E) TAFII15 dienten als Referenzgene.
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Die Arabidopsis-SPLs werden in mindestens zwei Gruppen unterteilt, die von SPL3 und SPL9 reprasen-
tiert werden (Guo et al., 2008; Xing et al., 2010). Die Einzelblattstudie zeigt erneut eine starkere Expres-
sion der Mitglieder der SPL3-Gruppe (SPL3, SPL4 und SPL5) in Reaktion auf Cytokinindefizienz (Abb.
37A). Die starkste Expressionserhohung ist fiir SPL4 zu beobachten; die Expression fallt viermal héher
aus als im Wildtyp (Abb. 37A). Die erwartete Reduktion der Expressionslevel von Blatt zu Blatt ist nur fir
SPL3 im Wildtyp nachzuweisen. Von den drei getesteten SPL9-Gruppenmitgliedern (SPL9, SPL10 und
SPL15) zeigen nur SPL9 und SPL15 Expressionsunterschiede (Abb. 37B). Die Transkriptmenge von SPL9 ist
in Blatt 4 und 8 auf etwa die Halfte reduziert, die Expression von SPL15 ist in Blatt 6 und 8 zweifach
erhoht (Abb. 37B).

Bis auf TOE2 ist die Expression aller Zielgene der miR172 im vierten AC-Blatt im Vergleich zum vierten
Wildtypblatt um mindestens die Halfte reduziert (Abb. 37C und Abb. 37D). TOE3 und SNZ zeigen im Ver-
gleich zum Wildtyp in Blatt 8 eine Verdopplung des Expressionslevels; TOE2 und SMZ sind im sechsten
und achten Blatt starker exprimiert, in Blatt 8 der AC-Linie #32 ist die SMZ-Expression sogar um den

Faktor 8,4 erhéht (Abb. 37C und Abb. 37D).
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Abb. 37: Der verringerte Cytokininstatus in pATML1:CKX1-4xMyc hat Auswirkungen auf die Expression der Ziel-
gene von miR156 und miR172. Expressionslevel von (A) SPL3, SPL4, SPL5, (B) SPL9, SPL10, SPL15, (C) TOE1, TOE2,
TOE3, (D) AP2, SMZ und SNZ in den Rosettenblattern 4, 6 und 8 von Col-0 und AC #32. Dargestellt sind relative
Werte von AC #32 und Wildtyp, welcher auf 1 gesetzt wurde.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standard-
fehler (n = 3); TAFII15 und AT5G15710 dienten als Referenzgene.

Die erhobenen Expressionsdaten deuten vor allem auf einen Einfluss von Cytokinin auf die Expression

der MIR172-Gene hin (Abb. 34C, Abb. 34D, Abb. 36B und Abb. 36D). AuBerdem konnte ein verstarktes
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Ablesen der MIR156-Gene in der AC-Linie #32 nachgewiesen werden, das aber keinen Einfluss auf die
Abundanz der reifen miR156 im Vergleich zum Wildtyp zeigt (Abb. 34B, Abb. 36A und Abb. 36C). Unter
den Zielgenen der miR172 ist nur flir SMZ ein eindeutiger Trend zu beobachten: Cytokinindefizienz fihrt
zu einer deutlichen Verstarkung der Genaktivitat (Abb. 35D und Abb. 37D). Bei den getesteten miR156-
Zielgenen zeigt sich vor allem eine durch den verringerten Cytokininstatus hervorgerufene Erhéhung des

Expressionslevels von Genen der SPL3-Gruppe (Abb. 35B und Abb. 37A).

3.2.4. Der Gibberellingehalt ist in cytokinindefizienten Pflanzen erhoht

Die bisherigen Ergebnisse deuten auf eine fordernde Wirkung von Cytokinin auf die miR172-Abundanz
hin, auf der Ebene der reifen miR156 war kaum ein Einfluss feststellbar. Daher stellt sich die Frage,
wodurch die erhéhte Genexpression von SPL3, SPL4 und SPL5 in cytokinindefizienten Pflanzen zustande

kommt.
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Abb. 38: Der verringerte Cytokininstatus in pATML1:CKX1-4xMyc hat Auswirkungen auf die Expression von
Genen des Gibberellinmetabolismus. Expressionslevel von (A) GA30X1, GA200X2, (B) GA20X1 und GA20X2 in
den Rosettenblattern 4, 6 und 8 von Col-0 und AC #32. Dargestellt sind relative Werte von AC #32 und Wildtyp,
welcher auf 1 gesetzt wurde.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler (n = 3); TAFII15 und AT5G15710 dienten als Referenzgene.

Zum einen ist bekannt, dass miR172 die Expression von SPL3, SPL4 und SPL5 induziert und dass diese
Regulation unabhdngig von miR156 ist (Wu et al., 2009; Jung et al., 2011). Zum anderen ist aber auch ein
Einfluss von Gibberellin (GA) dokumentiert. GA fordert die Transition zur reproduktiven Phase durch
Degradation von DELLA-Transkriptionsrepressoren. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene DELLA-
Proteine mit SPLs interagieren und ihre Proteinaktivititen hemmen (Yu et al., 2012; Hyun et al., 2016).
Aber auch ein Einfluss von GA auf Transkriptionsebene ist bekannt. Die Behandlung von Arabidopsis-
Pflanzen mit dem GA-Biosynthese-Inhibitor Paclobutrazol supprimiert die SPL3-Transkription (Jung et al.,
2012a). SPL3, SPL4 und SPL5 werden unter Kurztagbedingungen durch SOC1 in Abhangigkeit von GA

induziert (Jung et al., 2012a), unter Langtagbedingungen induziert GA die Expression der drei SPL-Gene
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unabhangig von SOC1 (Galvao et al., 2012; Jung et al., 2012a; Porri et al., 2012). Im Einklang mit diesen
Funden zeigt die Expressionsanalyse von Genen des GA-Metabolismus eine verstarkte Aktivitat der GA-
Biosynthese-Gene GA30X1 und GA200X2 in Blattern der AC-Linie #32 im Vergleich zu Wildtypblattern
(Abb. 38A), wahrend die fiir Enzyme des GA-Katabolismus kodierenden Gene GA20X1 und GA20X2
kaum nachweisbar sind (Abb. 38B).

Diese Daten deuten auf einen erhohten Gibberellinspiegel in den Blattern pATML1:CKX1-4xMyc-
exprimierender Pflanzen hin. Aus diesem Grund wurden in Kooperation mit Dr. DanuSe Tarkowska
(Palacky Universitdt, Olomouc, Tschechien) GA-Messungen in Sprossmaterial 15 Tage alter Pflanzen
durchgefiihrt. Getestet wurden rock2, AL #22, Col-0, ahk2 ahk3 und AC #32. Die Rohdaten sind in Tab.
S3 zu finden.

Der GA-Gehalt in der AC-Linie #32 ist im Vergleich zum Wildtyp um 24 % erhoht, was vor allem von den
am Cy3 nicht hydroxylierten Metaboliten herriihrt (Tab. 28). Dies trifft in etwas geringerem MaRe auch
auf ahk2 ahk3 zu, auch wenn der Unterschied zu den Wildtypwerten nicht signifikant ist (Tab. 28). Fir
rock2 und AL#22 konnten hingegen keine deutlichen Unterschiede gemessen werden (Tab. 28).
Interessanterweise ist das GAj,-Aldehyd, die direkte Vorstufe aller GA-Metabolite, sowohl in den Linien

mit hoherem Cytokininstatus als auch in den cytokinindefizienten Linien deutlich verringert (Tab. 28).

Tab. 28: Gibberellingehalt in rock2, pATML1:LOG4, Col-0, ahk2 ahk3 und pATML1:CKX1-4xMyc.

GAs (Cy3 nicht GAs (C
Genotyp (C13 . ( B GAs (gesamt) GA;,-Aldehyd
hydroxyliert) hydroxyliert)
rock2 7.76 + 0.32 460 £ 0.15 1235 + 0.18 27.61 + 1.36***
AL #22 7.47 + 0.33 3.96 + 031 1143 + 0.45 19.44 + 1.54 ***
Col-0 6.86 * 0.56 501 + 048 11.87 *+ 0.85 4125 * 251
ahk2 ahk3 | 8.48 + 0.49 521 + 0.3 13.69 + 0.40 25.93 £ 1.64***
AC #32 899 + 0.56* 573 + 043 1472 + 096* 14.48 + 037 ***

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Ganze Rosetten 15 Tage alter Pflanzen
wurden geerntet. Die Werte sind in pg/mg FG * Standardfehler angegeben (n=4). * =p < 0,05, *** =p < 0,001
(einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test).

Die bioaktiven GA-Metabolite werden in der Pflanze durch sequentielle Aktivitdit der GA20ox- und
GA3ox-Enzyme hergestellt. GAy, ist Vorstufe aller Metabolite, die am Cy3-Atom nicht hydroxyliert sind
und aus denen letztendlich die bioaktiven Formen GA, und GA; entstehen. Durch Hydroxylierung von
GAy, entsteht auRerdem GAs;, Vorstufe aller am Cy3 hydroxylierten Formen, aus denen die bioaktiven
Metabolite GA;, GA;, GAs und GA; gebildet werden (Yamaguchi, 2008).

Alle analysierten Genotypen enthalten mehr GA;,, die hochsten Werte wurden in ahk2 ahk3 und AC #32
gemessen (Abb. 39A). Flr GAs; zeigen sich nur in rock2 hohere Messwerte, ansonsten konnte in keiner

anderen Linie ein Unterschied zum Wildtyp festgestellt werden (Abb. 39A).
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Die Wichtigkeit der einzelnen bioaktiven GA-Formen kann von Pflanzenspezies zu Pflanzenspezies sehr
unterschiedlich sein. GA; wurde in einer Vielzahl von Pflanzenspezies nachgewiesen und zahlt damit zu
den wichtigsten bioaktiven GA-Metaboliten (MacMillan, 2001). Die Messungen zeigen eine Reduktion
des Metabolits in den cytokinindefizienten Genotypen; in AC #32 ist GA; sogar auf unter die Halfte des
Wildtyp-Wertes reduziert (Abb. 39B). GA; ist in keiner der getesteten Linien verandert (Abb. 39B). Fir
GA; und GAg wurden in den cytokinindefizienten Linien zum Teil deutlich héhere Werte gemessen als fir
die Wildtypkontrolle. GAs ist in ahk2 ahk3 und AC #32 um rund 85 % erhdht, GAg um 141 % bzw. 55 %.
GA; ist zudem in rock2 um 60 % reduziert (Abb. 39B).
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Abb. 39: Einfluss des Cytokininstatus auf den Gibberellingehalt im Spross. Menge an (A) GA;,, GAs3, (B) GA4, GA;,
GA;, GAg, (C) GA,, GA;, (D) GAg, GA,q, GA3, und GAs; in rock2, AL #22, Col-0, ahk2 ahk3 und AC #32.

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Ganze Rosetten 15 Tage alter Pflanzen
wurden geerntet. Angegeben sind relative Mittelwerte mit Standardfehler (n =4) im Vergleich zum Wildtyp, der
auf 100 % gesetzt wurde. * = p < 0,05, ¥** =p < 0,01, *** = p < 0,001 (einfaktorielle ANOVA, Dunnett-Test).

Man geht davon aus, dass GA, die wichtigste bioaktive Form in Arabidopsis thaliana darstellt
(Yamaguchi, 2008). Alle getesteten Linien zeigen eine Erhdhung der GA,-Abundanz (Abb. 39C). Zwischen
der Konzentration von GA; und dem Cytokininstatus zeigt sich eine positive Korrelation (Abb. 39C).

Die Metabolite GAg, GA,5, GA34 und GAs; entstehen durch die Aktivitaten der GA2ox-Enzyme, welche

durch Deaktivierung verschiedener GA-Metabolite die Menge an bioaktiven GA-Formen reduzieren
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(Yamaguchi, 2008). GA,; und GAs; zeigen keine Verdanderungen im Vergleich zu den Messwerten des
Wildtyps (Abb. 39D). Die GAs,-Level sind in rock2, ahk2 ahk3 und AC #32 reduziert, wahrend sie in
AL #22 leicht erhoht sind (Abb. 39D). Fiir GAg, das durch Deaktivierung von GA; entsteht, konnte eine

starke Erhéhung in cytokinindefizienten Pflanzen nachgewiesen werden (Abb. 39D).

3.2.5. Cytokinin induziert die Expression von miR172

Um den Einfluss von Cytokinin auf die Expression der MIR156- und MIR172-Gene sowie von deren Ziel-
genen direkt zu messen, wurden Arabidopsis-Keimlinge des Okotyps Col-0 in Fliissigkultur angezogen
und zehn TNK wurde Benzyladenin (BA) mit einer Endkonzentration von 1 uM ins Medium gegeben
(Zeitpunkt 0). In einem Zeitraum von 24 Stunden wurden zu definierten Zeitpunkten Keimlinge geerntet,
um anschlieBend die Kinetik der Genexpression in Reaktion auf die Cytokininbehandlung zu analysieren.
Als Induktionskontrolle wurde die Genexpression von ARR4 und ARR6 gemessen. Fir die beiden Typ-A-
Responseregulatorgene konnte gezeigt werden, dass sie bereits 15 min nach Cytokininbehandlung stark
hochreguliert sind (Brenner et al., 2005). Als primare Cytokininantwortgene zeigen diese in Bezug auf
die unbehandelten Kontrollpflanzen (Mock) eine Expressionsanderung von 4,5 bzw. 2,2 innerhalb der
ersten Stunde (Abb. 40A). Die Expression von ARR4 verringert sich im weiteren Verlauf des Experiments
wieder etwas, bleibt dabei aber weiterhin auf erhéhtem Niveau (Abb. 40A). Das ARR6-Expressionslevel
steigt hingegen kontinuierlich an (Abb. 40A). Die Induktion von ARR4 und ARR6 fallt insgesamt moderat
aus, ist aber dennoch eindeutig.

Die MIR156-Primartranskripte pri-miR156a und pri-miR156c zeigen im Verlauf des Experiments eine
Abnahme der Expression, am Ende wieder eine leichte Zunahme (Abb. 40B). Die mit Cytokinin behandel-
ten Keimlinge weisen dabei die meiste Zeit iber eine geringere Expression auf als die Kontrollpflanzen
(Abb. 40B und Abb. 40C). Die Abundanz der reifen miR156 zeigt im Unterschied zur Expression der
beiden getesteten Gene MIR156A und MIR156C keine starken Abweichungen von den Kontrollwerten,
mit Ausnahme eines kurzen Expressionsanstiegs nach einer Stunde (Abb. 40F).

Mittels Chromatinimmunoprazipitation (ChlP), gefolgt von der Sequenzierung der gebundenen DNA
identifizierten Nagel et al. (2015) neue potenzielle Zielgene des MYB-like-Transkriptionsfaktors
CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1), der an das sog. evening motif in der Promotorregion seiner
Zielgene bindet und auf diese Weise die rhythmische Expression von zirkadianen Regulatoren festlegt
(Huang & Nusinow, 2016). Unter den identifizierten Zielgenen finden sich auch Gene des miR156-
abhangigen autonomen Signalwegs, u. a. MIR172A und MIR172B. Die Analyse der MIR172-Expression im
Tagesverlauf zeigt, dass pri-miR172b tatsachlich zirkadian reguliert wird: Pri-miR172b zeigt bei den
unbehandelten Kontrollpflanzen einen Expressionsanstieg im Laufe des Tages und eine Verringerung in

der Nacht (Abb. 40D). MIR172D und MIR172E zeigten im Tagesverlauf hingegen kaum Expressions-
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dnderungen (Abb. 40D). Die Abundanz der reifen miR172 dnderte sich unter Kontrollbedingungen nicht
im Tagesverlauf (Daten nicht gezeigt), was bestatigt, dass zwar einzelne MIR172-Gene zirkadian reguliert

werden kdnnten, die reife miR172 allerdings nicht (Jung et al., 2007).
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Abb. 40: Cytokinin induziert die Expression von miR172. Expressionsanderung im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle bzw. Expressionslevel von (A) ARR4, ARR6, (B, C) pri-miR156a, pri-miR156¢c, (D, E) pri-miR172b, pri-
miR172d und pri-miR172e und (F) der reifen miR156 und miR172 im Tagesverlauf; dargestellt sind relative Werte
im Vergleich zum Expressionslevel zum Zeitpunkt 0, das auf 1 gesetzt wurde.

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Arabidopsis-Keimlinge des Okotyps Col-0
wurden zehn TNK zu Beginn der Lichtphase mit 1 uM BA induziert; von diesem Zeitpunkt O aus wurden zu
definierten Zeitpunkten ganze Keimlinge fiir die Expressionsanalyse geerntet. Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler (n =4). (A-E) PP2AA2 und TAFII15 bzw. (F) TAFII15 dienten als Referenzgene. BA = Benzyladenin;
Mock = unbehandelte Proben.
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Die Cytokininbehandlung fihrt bei den drei getesteten MIR172-Genen zu einem deutlichen Anstieg des
Expressionslevels (Abb. 40D und Abb. 40E). Der Expressionsunterschied zur unbehandelte Kontrolle ist
fur pri-miR172b und pri-miR172d in der Nacht am hochsten, wahrend sich die Abundanz von pri-
miR172e bereits im Laufe des Tages erheblich vom gemessenen Normalwert abhebt (Abb. 40E). Fir die
reife miR172 konnte ebenfalls eine starke Zunahme der Expression zum Ende des Tages hin gemessen

werden (Abb. 40F).
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Abb. 41: Die Expression von miR156- und miR172-Zielgenen steht nicht unter direkter Cytokininkontrolle.
Expressionslevel von (A) SPL4, SPL5, (B) SPL9, SPL15, (C) TOE1, TOE2, TOE3, (D) SMZ und SNZ im Tagesverlauf;
dargestellt sind relative Werte im Vergleich zum Expressionslevel zum Zeitpunkt 0, das auf 1 gesetzt wurde.

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Arabidopsis-Keimlinge des Okotyps Col-0
wurden zehn TNK zu Beginn der Lichtphase mit 1 uM BA induziert; von diesem Zeitpunkt O aus wurden zu
definierten Zeitpunkten ganze Keimlinge fiir die Expressionsanalyse geerntet. Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler (n =4). PP2AA2 und TAFII15 dienten als Referenzgene. BA = Benzyladenin; Mock = unbehandelte
Proben.

Flir SPL4 und TOE1 kénnen keine starken Expressionsunterschiede zwischen cytokininbehandelten
Keimlingen und Kontrollpflanzen festgestellt werden (Abb. 41A und Abb. 41C). Die Expression von SPL5
zeigt unter Einfluss von Cytokinin einen zur Kontrolle gegensatzlichen Verlauf. Das SPL5-Level steigt in
den ersten vier Stunden auf das Achtfache des Kontrollwertes an, vermindert sich zum Ende der Licht-

periode wieder etwas, um dann bis zum Ende der Nacht wieder auf das Zehnfache anzusteigen (Abb.
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41A). Wahrend sich die SPL9-Expression unter Kontrollbedingungen kaum verandert, sorgt der
Cytokinineinfluss wahrend der Lichtphase zu einer Zunahme der Transkriptmenge um das Fiinffache im
Vergleich zu den unbehandelten Proben (Abb. 41B). In der Dunkelphase ist hingegen kein Unterschied
mehr zur Kontrolle messbar (Abb. 41B). Flr SPL15 kann ein Expressionsanstieg beobachtet werden, der
im Kontrollexperiment deutlich friher erfolgt als im Cytokinin-Experiment (Abb. 41B).

Die TOE2-Transkriptabundanz zeigt einen zirkadianen Verlauf mit einer Zunahme wahrend der Licht-
phase, die Amplitude fallt aber in cytokininbehandelten Keimlingen durchweg niedriger aus (Abb. 41C).
Auch SMZ zeigt einen diurnalen Verlauf der Expression mit einem Maximum 60 Minuten nach Beginn
der Lichtphase und einem weiteren nach 14 Stunden. Die Cytokininapplikation hat zur Folge, dass die
SMZ-Transkriptmenge bereits nach 30 Minuten wieder abfallt und das erste Maximum des Kontroll-
experiments nicht erreicht wird (Abb. 41D). Das Expressionslevel von TOE3 verdandert sich nach
Cytokiningabe im Experimentverlauf kaum, nur am Ende der Nachtphase ist ein Abfall auf unter die
Hélfte des Kontrollwertes zu beobachten (Abb. 41C). Die Transkriptmenge von SNZ nimmt im Laufe des
Tages kontinuierlich ab, mit dem geringsten Wert zum Beginn der Nachtphase, um danach auf den
Ausgangswert zuriickzukehren (Abb. 41D). Das SNZ-Expressionslevel ist in cytokininbehandelten

Pflanzen dabei stets héher als in den Kontrollproben (Abb. 41D).

3.2.6. ARR1, ARR2 und ARR12 binden in einem Yeast-one-hybrid-Matrixansatz an MIR172-

Promotoren

Wahrend die Zielgene von miR156 und miR172 nicht unter direkter Kontrolle von Cytokinin zu stehen
scheinen, zeigte sich ein sehr deutlicher Einfluss auf die Transkription der MIR172-Gene (Abb. 40D und
Abb. 40E). Um die Moglichkeit einer direkten Bindung von Typ-B-ARRs an die Promotoren der MIR172-
Gene zu testen, wurde zundchst eine Promotoranalyse durchgefiihrt. In den Promotoren cytokinin-
regulierter Gene (z. B. Typ-A-ARRs, CKX-Gene) wurden verschiedene cis-Elemente entdeckt, an welche
Typ-B-ARRs binden kdnnten, um die Genaktivitat zu regulieren (Brenner et al., 2012). Am besten unter-
sucht ist das Cytokinin Response Motif (CRM) 5‘-[A,G]GAT[T,C]-3‘ bzw. das erweiterte CRM (ECRM) 5’-
AAGAT[T,C]TT-3‘ (Sakai et al., 2000; 2001; Hosoda et al., 2002; Imamura et al., 2003; Taniguchi et al.,
2007; Ramireddy et al., 2013). Fiir die Uberpriifung auf das Vorhandensein von CR- und ECR-Motiven in
den MIR172-Promotoren wurden 2 kb der intergenischen Sequenzen 5‘-warts des jeweiligen annotier-
ten Transkriptionsstarts verwendet. Im Fall von pMIR172E wurde der gesamte Sequenzbereich zwischen
Startcodon des MIR172E-Gens und dem Stoppcodon des nachsten, in 5‘-Richtung befindlichen Gens
verwendet.

In den ersten 220 bp 5‘-waérts des Startcodons von ARR6 befinden sich zwei ECR-Motive (Abb. 42)
(Ramireddy et al., 2013). In den regulatorischen Sequenzregionen von MIR172A und MIR172C kann
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neben mehreren CR-Motiven das ECRM zweimal bzw. einmal nachgewiesen werden (Abb. 42). Die inter-
genischen Sequenzen von MIR172B und MIR172E enthalten nur das einfache Bindemotiv (Abb. 42). Der
proximale Promotorbereich von MIR172D verfiigt nur Gber CR-Motive (Abb. 42), erst 2319 bp 5°-warts

des Transkriptionsstarts findet sich ein ECRM.

-2000 bp -1500 bp -1000 bp -500 bp 0bp

1 |1 1 L1 | 1 1
RARRD T I 1 T w T 1 T

iz, 11 I 1 [ |

| | | | L | | Il |
PMIR172B 1 I I 1 [T

| i | | | | I 1
PMIR172C 1 1 I I T 1 I I

1 L 1 | 1 |1
ity T 1 | I T

B ECRM5-AAGAT[T,C]TT-3"
B CRMS5-[A,G]GAT[T,C]-3"

Abb. 42: Uberpriifung auf das Vorhandensein des Cytokinin Response Motif (CRM) bzw. des erweiterten CRM
(ECRM) in den proximalen Promotoren der MIR172-Gene. Fiir die Analyse wurden 2 kb der intergenischen
Sequenzen 5-warts des jeweiligen annotierten Transkriptionsstarts verwendet. Die Motivsuche wurde mithilfe der
TOUCAN3-Software (Aerts et al., 2005) durchgefiihrt.

Um die Bindung von Typ-B-ARRs an MIR172-Promotoren zu testen, wurde ein Yeast-one-hybrid-
Matrixansatz durchgefiihrt. Dafiir wurden 2293 bp, 2010 bp bzw. 839 bp 5’-warts des Startcodons der
Gene MIR172B, MIR172D bzw. MIR172E amplifiziert. Es wurden diese Gene ausgewadhlt, da sie bereits in
den Genexpressionsanalysen eine cytokininabhangige Aktivitat zeigten. Da sich die Amplifizierung eines
pMIR172D-Fragments inklusive des ECRM als schwierig erwies, wurde ein kiirzeres Fragment ohne
dieses Motiv kloniert. Die Promotorfragmente wurden in den Yeast-one-hybrid-Reportervektor pHISi-1-
GW (Alexandre et al., 1993; Pfeifer, 2012) kloniert und Gber homologe Rekombination in das Genom des
Hefestammes L40ccua integriert. Die erfolgreiche Integration der Promotorfragmente ins Hefegenom
wurde mittels Kolonie-PCR bestatigt (Abb. 43A). Als Positivkontrolle fiir den Interaktionstest wurde das
220 bp-Fragment des ARR6-Promotors (Ramireddy et al.,, 2013) verwendet. Als Negativkontrolle
fungierte der Leervektor. Da der pHISi-1-GW-Vektor nicht in Hefezellen repliziert werden kann, ist das
Wachstum des verwendeten Hefestammes nur nach erfolgreicher Integration des Reporterkonstrukts

mit funktionalem HIS3-Gen auf SD-Medium ohne Histidin (His) moglich.
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Die Hefe-Reporterstamme wurden anschlieBend mit pACT2-Plasmiden transformiert, welche Fusionen
der Typ-B-ARRs ARR1, ARR2, ARR10, ARR11, ARR12, ARR14 und ARR18 mit der GAL4-Aktivierungs-
domane unter der Kontrolle des konstitutiven ADH1-Promotors exprimieren. Als Negativkontrolle wurde
der Leervektor ohne eine fiir ein Protein kodierende Sequenz verwendet. Der pACT2-Vektor enthalt ein
LEU2-Gen, das den auxotrophen Hefestamm befédhigt auf SD-Medium ohne Zugabe der Aminosaure

Leucin (Leu) zu wachsen.
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Abb. 43: Typ-B-ARRs interagieren in einem Yeast-one-hybrid-Matrixansatz mit MIR172-Promotorfragmente.
(A) Verifizierung der Integration der Reporterkonstrukte mit den verwendeten Promotorfragmenten ins
Hefegenom; Ergebnis der Kolonie-PCR unter Verwendung spezifischer Primer fir die jeweiligen Promotoren und
die Leerkontrolle. (B) Die HIS3-Grundaktivitat in Hefeklonen mit integriertem Reporterkonstrukt und pACT2-leer
wird bereits bei Zugabe von 2mM 3-AT ins Medium (SD/-His/-Leu) unterdriickt. (C) Test auf Interaktion
verschiedener Typ-B-ARRs mit den verwendeten Promotorfragmenten auf SD/-His/-Leu mit 0 mM, 0,5 mM und 1 mM 3-AT.

Vergleichbare Hefemengen wurden in 200 pl SD-Medium resuspendiert, in drei Verdiinnungsstufen (1, 1:10 und
1:100) zu je 10 pl auf SD/-His/-Leu getropft und fir sechs bzw. 16 Tage bei 30 °C inkubiert. NK = Negativkontrolle.
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Das HIS3-Gen in pHISi-1-GW steht unter der Kontrolle eines Minimalpromotors, um eine schwache
Expression des Gens und damit das Wachstum auf histidinfreiem Medium nach erfolgreicher Integration
ins Hefegenom zu gewahrleisten. Um diese Hintergrundexpression im Interaktionstest zu unterdriicken,
wurde 3-Amino-1,2,4-triazole (3-AT), ein Kompetitor der Histidinbiosynthese, ins Medium gegeben. Um
die geeignete 3-AT-Konzentration fiir den Interaktionstest zu bestimmen, wurden die Hefe-Reporter-
stimme mit dem pACT2-Leervektor auf SD-Medium ohne Histidin und Leucin und mit verschiedenen 3-
AT-Konzentrationen (0 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM und 20 mM) getropft. Wie in Abb. 43B gezeigt, flihren
bereits 2 mM 3-AT zu einer vollstandigen Unterdriickung der HIS3-Hintergrundexpression.

Fiir den eigentlichen Interaktionstest der Typ-B-ARRs mit den Promotorfragmenten der MIR172-Gene
wurden die Hefetransformanten auf SD/-His/-Leu mit 0 mM, 1 mM und 2 mM 3-AT getropft. Da nach
sechs Tagen noch kein Wachstum auf 3-AT-haltigem Medium sichtbar war (Daten nicht gezeigt), wurde
der Test auf SD/-His/-Leu mit 0 mM, 0,5 mM und 1 mM 3-AT wiederholt. Da erneut nach sechs Tagen
kein Hefewachstum auf 3-AT-haltigem Medium zu erkennen war, wurden die Platten fir weitere zehn
Tage inkubiert und zeigten schlieBlich Wachstum (Abb. 43C).

Wahrend bei einer Konzentration von 0,5 mM 3-AT die meisten Negativkontrollen noch wachsen
koénnen, ist bei 1 mM kaum noch Wachstum erkennbar (Abb. 43C). Das 220 bp-Promotorfragment von
PARRG stellte sich als schlechte Positivkontrolle heraus, da keine Interaktion zwischen Typ-B-ARRs und
PARR6 nachgewiesen werden kann, was sich aber mit Ergebnissen anderer Hefe-Experimente deckt
(Pfeifer, 2012). Dieses Ergebnis zeigt aber, dass das Vorhandensein von ECR-Motiven nicht zwangslaufig
eine DNA-Bindung von Typ-B-ARRs im Hefesystem gewahrleistet.

Fir pMIR172B konnte eine Interaktion mit ARR12 gezeigt werden; die pMIR172B/ARR12-Transforman-
ten zeigen bei 1 mM 3-AT noch sehr starkes Wachstum (Abb. 43C). Im durchgefiihrten Yeast-one-hybrid-
Ansatz ist auRerdem eine Interaktion von ARR1, ARR2 und ARR12 mit pMIR172D zu beobachten (Abb.
43C). Fir pMIR172E ist keine HIS3-Aktivierung durch Typ-B-ARRs nachweisbar (Abb. 43C).

3.2.7. Genetische Untersuchung der Interaktion der Cytokinin-Signalkaskade mit dem miR156-

abhdngigen autonomen Signalweg

Die bisherigen Ergebnisse machen vor allem einen positiven Einfluss von Cytokinin auf die Expression
der MIR172-Gene und der reifen miR172 deutlich, aber auch die Aktivitdit mehrerer MIR156-Gene wird
durch das Phytohormon beeinflusst, obgleich sich dies nicht auf die Abundanz der reifen miR156 aus-
wirkt. Auch wenn fir die Transkriptabundanzen der Zielgene kein direkter Cytokinineinfluss nachgewie-
sen werden konnte, so ist aufgrund der komplexen Feedback-Regulationen innerhalb des miR156-
abhdngigen autonomen Signalwegs ein solcher dennoch nicht ausgeschlossen. AuBerdem gilt es die

Frage zu beantworten, ob die Cytokininsignalkaskade eher parallel zur miR156 agiert oder vielleicht
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sogar epistatisch oberhalb der miR156 einzuordnen ist. Um diesen Fragen nachzugehen, wurden rock2
und ahk2 ahk3 mit verschiedenen transgenen Linien und Mutanten des miR156/miR172-Signalwegs
gekreuzt, homozygote Linien generiert und diese hinsichtlich ihrer Entwicklungsphasen und -libergiange
untersucht. Dabei zeigten sich auch andere Einfllisse der Rezeptormutanten, wie z. B. auf den Rosetten-

durchmesser, die hier aber nicht weiter analysiert werden. Die Kreuzungen werden nachfolgend im

Einzelnen vorgestellt.

| M adult ljuvenil|

* Kk
12 AAHK
-

10 +——— S,

14

Anzahl Rosettenblitter
k-]

N o (2] \n
- o =~ -~
8 8§ T 1
° o @ “
2 2
& &
N
-
\¥
o
-~
C =
— T
x Ak
EZO'—“#—*
£
.50157
]
£ 10 4
=]
o
5
0 -
g 2 3 =2
§ 8 § §
e Q @ @
g g
@ @
N
Kt
)
o
~

Abb. 44: Die rock2-Mutation revertiert partiell die verlangerte juvenile Phase und den verspateten Bliihbeginn
der spl9 spl15-Doppelmutante. (A) Phanotyp von rock2 spl9 spl15 im Vergleich zu rock2, Col-0 und spl/9 spl15 (28
TNK); (B) Anzahl juveniler und adulter Rosettenblatter; (C) Bliihzeitpunkt (TNK).

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standard-
fehler ((B) n=15; (C) n=22-24); * = p< 0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, bezogen auf rock2 (blau), Wildtyp
(schwarz) und spl9 spl15 (grin) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test); die Signifikanzen fir die juvenile und adulte
Blatterzahl sind innerhalb der jeweiligen Saulenabschnitte angegeben, die Signifikanzangabe oberhalb der Saule
bezieht sich auf die Gesamtblatterzahl.
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Die spl9 spl15-Doppelmutante produziert insgesamt mehr Rosettenblatter im Vergleich zum Wildtyp
(Abb. 44A und Abb. 44B), was auf drei zuséatzliche juvenile Blatter zuriickzufiihren ist (Abb. 44B). Rock2-
Pflanzen bilden durchschnittlich 1,2 juvenile Blatter weniger als der Wildtyp (Abb. 44B). Die juvenile
Phase von rock2 spl9 spl15 ist langer als bei Wildtyp-Pflanzen. Die Dreifachmutante produziert etwa
6,9 £ 0,2 juvenile Blatter. Die juvenile Phase ist damit kiirzer als bei sp/9 spl15 (Abb. 44B). Die Gesamt-
blatterzahlen von rock2 spl9 spl15 und spl9 spl15 sind sich hingegen sehr dhnlich (Abb. 44B).
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Abb. 45: Der Verlust von AHK2 und AHK3 fiihrt zu einer zusatzlichen Verlangerung der juvenilen Phase von
spl9 spl15, wihrend sich die adulte Phase verkiirzt. (A) Phanotyp von ahk2 ahk3 spl9 spl15 im Vergleich zu Col-0,
ahk2 ahk3 und spl9 spl15 (28 TNK); (B) Anzahl juveniler und adulter Rosettenblatter; (C) Bliihzeitpunkt (TNK).

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standard-
fehler ((B) n=15; (C) n=23-24); * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, bezogen auf Wildtyp (schwarz),
ahk2 ahk3 (rot) und spl9 spl15 (griin) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test); die Signifikanzen fir die juvenile und
adulte Blatterzahl sind innerhalb der jeweiligen Saulenabschnitte angegeben, die Signifikanzangabe oberhalb der
Séule bezieht sich auf die Gesamtblatterzahl.
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Rock2 bliht friher als der Wildtyp, spl9 sp/15 deutlich spater (Abb. 44A und Abb. 44C). Die Kombination
der drei Mutationen hat einen Bliihzeitpunkt zur Folge, der zwischen Wildtyp und sp/9 sp/15 liegt und

signifikant unterschiedlich zu beiden ist (Abb. 44A und Abb. 44C).
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Abb. 46: Rock2 rSPL9 dhnelt rSPL9, bliiht aber friiher. (A) Phanotyp von rock2 rSPL9 im Vergleich zu rock2, Col-0
und rSPL9 (28 TNK); (B) Anzahl juveniler und adulter Rosettenblatter; (C) Blihzeitpunkt (TNK).

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standard-
fehler ((B) n=15; (C) n=23-24); * = p<0,05, *** = p<0,001, bezogen auf rock2 (blau), Wildtyp (schwarz) und
rSPL9 (griin) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test); die Signifikanzen fir die juvenile und adulte Blatterzahl sind

innerhalb der jeweiligen Sdulenabschnitte angegeben, die Signifikanzangabe oberhalb der Siule bezieht sich auf
die Gesamtblatterzahl.

Die ahk2 ahk3-Doppelmutante produziert insgesamt vergleichbar viele Rosettenblatter wie der Wildtyp
(Abb. 45A und Abb. 45B, s. auch Abb. 30A), wobei der Ubergang zur adulten Phase verzégert ist (Abb.

45B). Mit 5,7 £ 0,2 juvenilen Rosettenblattern ist die juvenile Phase von ahk2 ahk3 langer als die des
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Wildtyps und kirzer als die der spl9spl15-Doppelmutante (Abb. 45B). Die Vierfachmutante
ahk2 ahk3 spl9 spl15 bildet mit durchschnittlich 7,9 £ 0,3 die meisten juvenilen Rosettenblatter, was sich
statistisch allerdings nicht von der juvenilen Blatterzahl der spl9 spl15-Doppelmutante unterscheidet
(Abb. 45B). Interessanterweise ist die adulte Phase der Vierfachmutante im Vergleich zu Col-0 und
spl9 spl15 verkiirzt und dhnelt damit stark derjenigen der ah2 ahk3-Doppelmutante (Abb. 45B).

Beide Doppelmutanten beginnen spéater zu bliihen als der Wildtyp (Abb. 45C). Der Blihbeginn der
Quadrupelmutante erfolgt etwa zeitgleich mit sp/9 sp/15 und ahk2 ahk3 (Abb. 45C).
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Abb. 47: Ahk2 ahk3 rSPL9 dhnelt rSPL9, bliiht aber spater. (A) Phanotyp von ahk2 ahk3 rSPL9 im Vergleich zu
Col-0, ahk2 ahk3 und rSPL9 (24 TNK); (B) Anzahl juveniler und adulter Rosettenblatter; (C) Bluhzeitpunkt (TNK).

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen; Fotos und Datenerhebung: Jutta Hoffmann.
Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler ((B) n =15-17; (C) n=22-28); * = p< 0,05, ** = p< 0,01, *** =
p < 0,001, bezogen auf Wildtyp (schwarz), ahk2 ahk3 (rot) und rSPL9 (griin) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test); die
Signifikanzen fir die juvenile und adulte Blatterzahl sind innerhalb der jeweiligen Sdulenabschnitte angegeben, die
Signifikanzangabe oberhalb der Saule bezieht sich auf die Gesamtblatterzahl.

Zusammenfassend lasst sich beobachten, dass der konstitutiv aktive rock2-Rezeptor in der Lage ist, die

verlangerte juvenile Phase und den verspateten Blihbeginn der sp/9 sp/15-Doppelmutante partiell zu
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revertieren, ohne aber Wildtypniveau zu erreichen. Der Verlust der Cytokininrezeptoren AHK2 und AHK3
in der spl9 spl15-Doppelmutante fiihrt zu einer weiteren, wenn auch geringfiigigen, Verlangerung der

juvenilen Phase, wahrend die adulte Phase wie in der ahk2 ahk3-Doppelmutante verkiirzt wird.
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(A) Phanotyp von rock2 toe3 im Vergleich zu rock2, Col-0 und toe3 (28 TNK); (B) Anzahl juveniler und adulter
Rosettenblatter; (C) Blihzeitpunkt (TNK).

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standard-
fehler ((B) n=15; (C) n=22-24); ** = p<0,01, *** = p< 0,001, bezogen auf rock2 (blau), Wildtyp (schwarz) und
toe3 (grin) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test); die Signifikanzen fir die juvenile und adulte Blatterzahl sind inner-
halb der jeweiligen Sdulenabschnitte angegeben, die Signifikanzangabe oberhalb der Sadule bezieht sich auf die
Gesamtblatterzahl.

Die transgene Linie pSPL9:GFP-rSPL9 (rSPL9) exprimiert eine miR156-resistente Form von SPL9, was zur

Folge hat, dass die juvenile Phase ausgelassen und die Pflanzen nach Bildung zweier adulter Blatter
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sofort zu bliihen beginnen (Abb. 46A, Abb. 46B, Abb. 47A und Abb. 47B) (Wang et al., 2009; Wu et al.,
2009). Der drastische Entwicklungsphasendimorphismus wird weder durch das Einkreuzen der rock2-
Mutation noch von ahk2 ahk3 beeinflusst (Abb. 46A, Abb. 46B, Abb. 47A und Abb. 47B). Die Rezeptor-
mutationen beeinflussen allerdings das Blihverhalten: rock2 rSPL9 bliht friher, ahk2 ahk3 rSPL9 spater
als rSPL9 (Abb. 46A, Abb. 46C, Abb. 47A und Abb. 47C).
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Abb. 49: Ahk2 ahk3 toe3 dhnelt hinsichtlich der Juvenil- und der Adultphase sowie des Bliihzeitpunktes am
ehesten der toe3-Mutante. (A) Phanotyp von ahk2 ahk3 toe3 im Vergleich zu Col-0, ahk2 ahk3 und toe3 (33 TNK);
(B) Anzahl juveniler und adulter Rosettenblatter; (C) Blihzeitpunkt (TNK).

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standard-
fehler ((B) n = 15; (C) n = 28); * =p < 0,05, ** =p < 0,01, *** = p < 0,001, bezogen auf Wildtyp (schwarz), ahk2 ahk3
(rot) und toe3 (grin) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test); die Signifikanzen fiir die juvenile und adulte Blatterzahl
sind innerhalb der jeweiligen Sdulenabschnitte angegeben, die Signifikanzangabe oberhalb der Saule bezieht sich
auf die Gesamtblatterzahl.
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Bisher publizierte Daten zeigen, dass die hier verwendete TOE3-Mutante keinen Blihphanotyp besitzt
(Jung et al., 2014). In einem von zwei durchgefiihrten Experimenten (Abb. 48 und Abb. 49) konnte
jedoch ein frithzeitiger Ubergang zur reproduktiven Phase festgestellt werden, was aus leicht verkiirzten
Juvenil- und Adultphasen im Vergleich zur Wildtypkontrolle resultiert (Abb. 48). Auch bei rock2 toe3-
Pflanzen sind diese Phasen mit 4,5 £ 0,1 juvenilen und 3,3 £ 02 adulten Rosettenblatter kiirzer als beim
Wildtyp, wodurch sie sehr stark den rock2-Pflanzen ahneln (Abb. 48B). Dementsprechend bliht
rock2 toe3 auch ahnlich friih wie rock2-Pflanzen (Abb. 48C).

Ahk2 ahk3 toe3-Pflanzen bilden insgesamt 7,9 + 0,1 Blatter und damit fast so viele wie toe3 (Abb. 49A,
Abb. 49B). Col-0 und ahk2 ahk3 produzieren 10,5+ 0,2 bzw. 10,6 £ 0,4 Blatter (Abb. 49A, Abb. 49B).
Konsistent mit vergleichbaren Analysen ist bei der ahk2 ahk3-Doppelmutante erneut eine verlangerte
juvenile und eine verkiirzte adulte Phase festzustellen (Abb. 49B). Bei der Lange der juvenilen Phase von
toe3 ist kein Unterschied zum Wildtyp erkennbar, wahrend die Adultphase verglichen mit Col-0 und
ahk2 ahk3 sehr viel kirzer ausfallt (Abb. 49B). Die Anzahl der juvenilen Blatter bei ahk2 ahk3 toe3-
Pflanzen zeigt keine signifikanten Unterschiede zu den Kontrolllinien, da der Wert von 5,9 £ 0,1 zwischen
dem der ahk2 ahk3-Doppelmutante (6,5 + 0,3) und dem des Wildtyps und der toe3-Mutante (5,3 +0,2
bzw. 5,4 + 0,2) liegt (Abb. 49B). Die Kontrolllinien zeigen kaum Unterschiede im Blihverhalten, wéhrend
ahk2 ahk3 toe3 etwas friher bliht (Abb. 49A, Abb. 49C). Insgesamt dhnelt ahk2 ahk3 toe3 hinsichtlich

der Juvenil- und der Adultphase sowie des Blihzeitpunktes am ehesten der toe3-Mutante.

A Col-0 smz-4 B

SMZ (AT3G54990)
400 bp —

SMZ (5'-warts der T-DNA)

ATG TAG
.~ SMZ (T-DNA umspannend) pr—

— -
800bp — ACTIN7 (SALK_135824) 1 kbp

Abb. 50: Nachweis des SMZ-Genverlustes in einer bisher unbeschriebenen smz-Mutante. (A) Ergebnisse der
semi-quantitativen RT-PCR mit 5‘-warts bzw. 3‘-warts der T-DNA bindenden Primerpaaren bzw. einem Primerpaar,
das die T-DNA umspannt; fir die Analyse wurde Blattmaterial von Col-0 und smz-4 verwendet; Fotos: Jutta
Hoffmann. (B) SMZ-Genstruktur mit Angabe der T-DNA-Insertion in der smz-4-Mutante; Exons sind als Boxen,
Introns als Linie dargestellt; der fir die AP2/ERF-DNA-Bindedomane kodierende Bereich (Quelle: UniProtKB) ist
griin dargestellt.

Flr die Kreuzungen mit rock2 und ahk2 ahk3 wurde eine bisher nicht publizierte SMZ-Knockout-Mutante
verwendet. Zur Uberpriifung des Genausfalls wurde die Gesamt-RNA aus Blattmaterial von Col-0 und
smz-4 extrahiert, revers transkribiert und mit drei verschiedenen Primerpaaren getestet, ob cDNA-
Fragmente 5‘-warts der T-DNA-Insertion, 3‘-warts der T-DNA-Insertion bzw. die T-DNA umspannend
amplifiziert werden kénnen. Nur 5°-warts der T-DNA kann ein Amplifikat nachgewiesen werden (Abb.

50A), sodass davon ausgegangen werden kann, dass in der Mutante kein vollstdndiges SMZ-Transkript
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gebildet wird. Darliber hinaus befindet sich die T-DNA-Insertion im dritten Intron des Gens und damit
innerhalb der fur die Funktion des Transkriptionsfaktors essenziellen AP2/ERF-DNA-Bindedomane (Abb.
50B). Somit kann in der Mutante kein vollstindig funktionales SMZ-Protein gebildet werden. Uber die
genauen Orte der T-DNA-Insertionen der bisher beschriebenen SMZ-Knockout-Mutanten smz1 (Jung et
al., 2007) und smz-1 und smz-2 (Mathieu et al., 2009) sind leider keine Informationen verfligbar,

allerdings handelt es sich in diesen Fallen ebenfalls um Introninsertionen.

M adult = juvenil

Anzahl Rosettenblitter

rock2
Col-0
rock2 smz
smz

Bliihbeginn [TNK]

smz

N
-
[%
o
<

Col-0
rock2 smz

rock2-Pflanzen. (A) Phanotyp von rock2 smz im Vergleich zu rock2, Col-0 und smz (28 TNK); (B) Anzahl juveniler
und adulter Rosettenblatter; (C) Blihzeitpunkt (TNK).

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen; bei den Wildtyp- und rock2-Pflanzen handelt
es sich um dieselben, die auch in Abb. 48 benutzt wurden. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler ((A)
n=15; (B) n =22-24); * = p < 0,05, ** = p< 0,01, *** = p < 0,001, bezogen auf rock2 (blau), Wildtyp (schwarz) und
smz (gruin) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test); die Signifikanzen fir die juvenile und adulte Blatterzahl sind inner-
halb der jeweiligen Sdulenabschnitte angegeben, die Signifikanzangabe oberhalb der Sadule bezieht sich auf die
Gesamtblatterzahl.
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Die Expressionsanalysen in Rosetten- und Einzelblattmaterial zeigten eine erhohte Genaktivitat von SMZ
in cytokinindefizienten Pflanzen (Abschnitt 3.2.3), was eine Untersuchung von Kreuzungen von smz-4
mit rock2 und ahk2 ahk3 besonders interessant macht. Die bisher beschriebenen SMZ-Mutanten zeigten
kein von Wildtyp-Pflanzen unterschiedliches Blihverhalten (Jung et al., 2007; Mathieu et al., 2009). Die
hier verwendete smz-4-Mutante (im weiteren Verlauf nur noch als smz bezeichnet) bliht hingegen
zumindest in einem von zwei Experimenten (Abb. 51 und Abb. 52) friher als die Wildtypkontrolle (Abb.
51A und Abb. 51C). Die Juvenilphase von smz fallt im Vergleich zum Wildtyp kiirzer aus (Abb. 51B und

Abb. 52B).

10 | ®juvenil madult

Anzahl Rosettenblitter

O B N W A U N W

Col-0

ahk2 ahk3 smz

Blithbeginn [TNK]

Col-0
ahk2 ahk3
smz

ahk2 ahk3 smz

Abb. 52: Ahk2 ahk3 smz-Pflanzen dhneln mit einer verlangerten juvenilen und einer verkiirzten adulten Phase
der ahk2 ahk3-Doppelmutante. (A) Phinotyp von ahk2 ahk3 smz im Vergleich zu Col-0, ahk2 ahk3 und smz (24
TNK); (B) Anzahl juveniler und adulter Rosettenblatter; (C) Blihzeitpunkt (TNK).

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen; bei den Wildtyp- und ahk2 ahk3-Pflanzen
handelt es sich um dieselben, die auch in Abb. 47 benutzt wurden; Fotos und Datenerhebung: Jutta Hoffmann.
Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler ((A) n=15-17; (B) n=22-28); * = p<0,05, ** = p< 0,01, *** =
p < 0,001, bezogen auf Wildtyp (schwarz), ahk2 ahk3 (rot) und smz (griin) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test); die
Signifikanzen fir die juvenile und adulte Blatterzahl sind innerhalb der jeweiligen Sdaulenabschnitte angegeben, die
Signifikanzangabe oberhalb der Saule bezieht sich auf die Gesamtblatterzahl.
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Die Juvenil- und die Adultphase von rock2 smz-Pflanzen ist jeweils in dhnlicher Weise wie bei rock2-
Pflanzen verkiirzt (Abb. 51A und Abb. 51B). Zudem bliihen die Pflanzen etwa zeitgleich mit rock2 und
smz (Abb. 51C). Die Anzahl an juvenilen und adulten Rosettenblattern bei ahk2 ahk3 smz-Pflanzen
dhnelt sehr stark der von ahk2 ahk3 (Abb. 52B), der Blihbeginn der Dreifachmutante liegt zwischen den
Blihzeitpunkten von smz und ahk2 ahk3 (Abb. 52A und Abb. 52C).

Wie bereits erwahnt, werden miR156 und miR172 in Arabidopsis jeweils von mehreren Genen kodiert
(MIR156A-H, MIR172A-E). Um die Funktionen der beiden miRNAs zu studieren, generierten Franco-
Zorrilla, Todesco und Kollegen als Alternative zur Herstellung von Achtfach- bzw. Flinffachmutanten sog.
Zielgen-Mimikry-Linien. In den transgenen Mimikry-Linien fiihrt die Uberexpression eines kiinstlichen
Zielgens zur Reduktion der Aktivitat ganzer miRNA-Familien (Franco-Zorrilla et al., 2007; Todesco et al.,
2010). Die verschiedenen Konstrukte und die entsprechenden transgenen Linien werden ,MIM“
genannt, gefolgt von der Nummer der zu regulierenden miRNA-Familie. Die Konstrukte p355:MIM156
und p355:MIM172 wurden mittels A. tumefaciens in Col-0 transformiert und die T1-Pflanzen mit der
starksten Transgenexpression wurden zum Kreuzen mit rock2 und ahk2 ahk3 verwendet.

p35S:MIM156 (MIM156) dhnelt sehr stark der in dieser Arbeit verwendeten pSPL9:GFP-rSPL9-Linie (Abb.
46 und Abb. 47) und anderen transgenen Linien, die miR156-resistente SPL-Varianten exprimieren (Wu
& Poethig, 2006; Franco-Zorrilla et al., 2007; Wang et al., 2009; Wu et al., 2009; Todesco et al., 2010):
MIM156-Pflanzen beginnen bereits nach Bildung zweier adulter Blatter zu bliihen (Abb. 53A und Abb.
54A). Genauso verhalt es sich auch bei rock2 MIM156 (Abb. 53A und Abb. 54A), allerdings beginnen die
Pflanzen erst nach 19 + 0,3 Tagen und damit etwa zeitgleich mit dem Wildtyp zu bliihen, wahrend rock2
und MIM156 bereits mit 16,5 + 0,2 bzw. 17,4 + 0,3 Tagen zur reproduktiven Phase tibergehen (Abb. 53A
und Abb. 54B). Auch ahk2 ahk3 MIM156-Pflanzen bliihen erst nach 19 + 0,2 Tagen (Abb. 54B), allerdings
produziert diese Linie auch mehr Rosettenblatter (Abb. 54A). Dabei zeigt sich interessanterweise, dass
der Ausfall der beiden Rezeptoren in der Lage ist, die juvenile Phase wiederherzustellen (3,8 +0,3
Rosettenblatter), auch wenn sie im Vergleich zum Wildtyp (4,6 £ 0,1 juvenile Blatter) etwas kirzer
ausfallt (Abb. 54A). Die adulte Phase der ahk2 ahk3 MIM156-Pflanzen ist mit durchschnittlich einem
Rosettenblatt sogar noch kiirzer als in MIM156- und rock2 MIM156-Pflanzen (Abb. 54A).

Die Anwesenheit weiterer 355-Promotoren in den T-DNAs der ahk2 ahk3-Doppelmutante kdnnte aller-
dings zu einer epigenetischen Inaktivierung des Transgens gefiihrt haben (Vaucheret et al., 1998). Um
dies auszuschlielen, wurde die Transgenexpression Uberprift. Dabei zeigte sich, dass die MIM156-
Expression in ahk2 ahk3 MIM156 tatsachlich etwas schwacher ist als in MIM156, allerdings wird das
Transgen immer noch stark tiberexprimiert (Abb. 53B).

p35S:MIM172 (MIM172) produziert mehr Blatter als der Wildtyp und bliiht dementsprechend spat (Abb.
53A und Abb. 54) (Todesco et al., 2010). MIM172-Pflanzen produzieren durchschnittlich 5,4 +0,2
juvenile Rosettenblatter, wahrend rock2 MIM172 4,7 £ 0,2 und ahk2 ahk3 MIM172 5,7 £ 0,2 juvenile
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Abb. 53: MIM156- und MIM172-Kreuzungen mit rock2 und ahk2 ahk3. (A) Phanotypen der MIM156- und
MIM172-Kreuzungen im Vergleich zu rock2, Col-0, ahk2 ahk3, MIM156 und MIM172 (26 TNK). (B) Expressionslevel
von MIM156 in ahk2 ahk3, MIM156 und ahk2 ahk3 MIM156; (C) Expressionslevel von MIM172 in ahk2 ahk3,
MIM172 und ahk2 ahk3 MIM172; als Material wurden zehn Tage alte Keimlinge verwendet; dargestellt sind
relative Werte; ahk2 ahk3 wurde auf 0 gesetzt.

Die untersuchten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. (B, C) Dargestellt sind Mittelwerte mit

Standardfehler (n = 3); PP2AA2 und TAFII15 dienten als Referenzgene.
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Blatter bilden (Abb. 54A). Der Genverlust von AHK2 und AHK3 im MIM172-Hintergrund hat wieder
einmal eine Verkirzung der adulten Phase zur Folge (Abb. 54A).

Der Blihbeginn der MIM172-Pflanzen erfolgt mit 24,7 £ 0,4 TNK etwa 5,8 Tage spater als beim Wildtyp
(Abb. 54B). Rock2 MIM172 bliiht mit 22,6 + 0,3 TNK etwas friiher als MIM172 (Abb. 54B). Ahk2 ahk3
MIM172 bliiht trotz der hohen Blatterzahl bereits nach 16,8 £ 0,2 Tagen und damit fast so friih wie
rock2-Pflanzen (Abb. 54B).

Auch im Fall von ahk2 ahk3 MIM172 wurde die Expression des MIM172-Transgens Uiberprift. Auch hier
zeigt sich im Vergleich zu MIM172 eine etwas geringere, aber immer noch sehr starke Uberexpression

(Abb. 53B).
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rock2 MIM172

rock2 MIM156

rock2 MIM172
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rock2 MIM156
MiM156
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ahk2 ahk3
MIM156
MiM172

ahk2 ahk3 MIM156
ahk2 ahk3 MIM172
ahk2 ahk3 MIM156
ahk2 ahk3 MIM172

Abb. 54: Der Genverlust von AHK2 und AHK3 fiihrt zu einer partiellen Wiederherstellung der juvenilen Phase in
MIM156-Pflanzen. (A) Anzahl juveniler und adulter Rosettenblatter und (B) Blihzeitpunkt (TNK) wvon
rock2 MIM156, ahk2 ahk3 MIM156, rock2 MIM172 und ahk2 ahk3 MIM172 im Vergleich zu rock2, Col-0,
ahk2 ahk3, MIM156 und MIM172.

Die analysierten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standard-
fehler ((A) n=16; (B) n=22-24); * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, bezogen auf Wildtyp (schwarz),
ahk2 ahk3 (rot) und die entsprechende MIM-Linie (griin) (einfaktorielle ANOVA, Tukey-Test); die Signifikanzen fir
die juvenile und adulte Blatterzahl sind innerhalb der jeweiligen Saulenabschnitte angegeben, die Signifikanz-
angabe oberhalb der Sdule bezieht sich auf die Gesamtblatterzahl.
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4. Diskussion

Pflanzen durchlaufen wahrend ihres Lebenszyklus verschiedene Entwicklungsphasen, die durch die
Auspragung neuer morphologischer Merkmale und/oder die Bildung neuer Organe gekennzeichnet sind.
Nach der Samenkeimung erfolgt zunachst eine vegetative Phase, in der an der Peripherie des
Sprossapikalmeristems (SAMs) Blatter gebildet werden. Das Blattwachstum wird durch Zellteilung und
nachfolgende Zellexpansion reguliert, zwei Prozesse, deren Dauer und Rate die endgiiltige GrolRe eines
Organs determinieren. Wahrend der vegetativen Phase zeigen sich zudem graduelle Veranderungen der
BlattgrofRe sowie der Blattform. In der juvenilen vegetativen Phase, in der Pflanzen nicht in der Lage sind
zu bliihen, selbst wenn alle endogenen und exogenen Faktoren dafiir vorliegen, sind die Blatter rundlich
und klein. Mit dem Ubergang zur adulten Entwicklungsphase, mit der die Pflanze Bliihkompetenz
erlangt, werden die Blatter zunehmend groRer und langlicher und die Zahnung der Blattrander verstarkt
sich. Die Lange dieser Phasen bestimmt die Anzahl der insgesamt gebildeten Blatter und tragt
zusammen mit der BlattgroBe im Wesentlichen zur gebildeten und fiir die Fotosynthese nutzbaren
Biomasse bei. AuRerdem haben die Zeitpunkte der Ubergdnge von juveniler zu adulter vegetativer
Phase und von vegetativem zu reproduktivem Wachstum Einfluss auf den Bliihbeginn.

Cytokinine sind in eine Vielzahl pflanzlicher Entwicklungsprozesse involviert. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde der Einfluss des Cytokininstatus der Epidermis auf die GréRBe von Organen sowie die Rolle des
Phytohormons bei der Regulation von Entwicklungsiibergdngen untersucht. Nachfolgend werden die

gesammelten Ergebnisse interpretiert und in den aktuellen Forschungskontext eingeordnet.

4.1. Charakterisierung von transgenen Pflanzen mit verandertem Cytokininstatus in der Epidermis

4.1.1. Die Expression von pATML1:LOG4, pATML1:ARR1-SRDX-4xMyc und pATML1:CKX1-4xMyc

wirkt sich auf den Cytokininstatus aus

In dieser Arbeit wurde mithilfe von transgenen Linien, die LOG4, ARR1-SRDX oder CKX1 unter der Kon-
trolle des pATML1-Promotors exprimieren, der Einfluss des Cytokininstatus der Epidermis auf die
GroRendetermination von Organen, vor allem von Rosettenblattern, untersucht. Die Untersuchung der
p35S-Uberexpressionskonstrukte zeigte, dass die klonierten Gene funktional sind (Abb. 6) und von den
drei getesteten Epidermis-spezifischen Promotoren pATML1, pMIR165A und pPDF1 wurde fiir die epi-
dermale Expression der ATML1-Promotor ausgewahlt, da er am besten charakterisiert ist und die starks-
ten phanotypischen Veranderungen hervorrief. Verglichen mit dem Wildtyp zeigten die pATMLI1-Linien
GroRenunterschiede diverser Organe, die in den Abschnitten 4.1.2 und 4.1.3 besprochen werden.

Die Analyse des Expressionsmusters mittels pATML1:GFP-GUS-Pflanzen bestéatigte die pATMLI1-Aktivitat

im Protoderm des SAMs und der Blattprimordien und in der Epidermis junger Blatter (Abb. 7) (Lu et al.,
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1996). Cytokinine bilden Gradienten (Jacgmard et al., 2002; Corbesier et al., 2003; Chickarmane et al.,
2012; Gruel et al., 2016), sodass davon auszugehen ist, dass durch die Expression von LOG4 und CKX1 in
der Epidermis auch cytokininvermittelte Prozesse auflerhalb der Expressionsdomane beeinflusst
werden. Die Expression von LOG4 und CKX1 in der Epidermis fiihrte zu einer Zunahme bzw. zu einer
Abnahme der ARR4- und ARR6-Transkriptmenge (Abb. 12). In den AAS-Linien zeigte nur ARR4 eine
verringerte Expression im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 12). Obwohl beide Typ-A-ARR-Gene im Spross
aktiv sind (To et al., 2004), zeigte interessanterweise eine klonale Expressionsanalyse, dass ARR4, nicht
aber ARR6 in der L1-Schicht und der Epidermis exprimiert werden (Yadav et al., 2014), was die Unter-
schiede der Expression der beiden getesteten Typ-A-ARR-Gene in AAS-Pflanzen erklart und die Spezifitat
der Hemmung der Cytokininsignalkaskade in der Epidermis dieser Linien bestatigt.

Die Messung der Abundanz der verschiedenen Cytokininmetabolite im Spross der AL-Linien zeigte, dass
die pATML1:LOG4-Expression hauptsachlich eine Erhohung der tZ- und DHZ-Cytokinine bewirkte (Tab.
27). Dies steht im Gegensatz zu p355:L0G4-Pflanzen, in denen iP-Formen eine héhere und tZ-Formen
eine geringere Abundanz als in Wildtyppflanzen aufweisen (Kuroha et al., 2009). Kuroha et al. (2009)
nutzten fiir ihre Messungen allerdings drei Wochen alte Pflanzen, wahrend fir die AL-Linien aufgrund
der Aktivitdt des Promotors in jungem Gewebe sieben Tage alte Keimlinge verwendet wurden. Die
Abundanz und Wichtigkeit von iP- und tZ-Cytokininen verandert sich im Laufe der pflanzlichen Entwick-
lung (Sakakibara, 2006), was die unterschiedlichen Auswirkungen einer LOG4-Uberexpression auf die
Cytokininmetabolitabundanz erklaren wiirde. Auch eine gewebsspezifische Verbreitung der verschiede-
nen Metabolite ist dokumentiert. So ist z. B. tZR die vorherrschende Cytokininform im Xylem (Beveridge
et al., 1997; Takei et al., 2001b; Hirose et al., 2008), wahrend im Phloem iP-Cytokinine, wie z. B. iPR und
iP-Nukleotide (Corbesier et al., 2003; Hirose et al., 2008), am haufigsten vertreten sind. Durch die unter-
schiedlichen Expressionsmuster des 355-Promotors, der eine starke konstitutive und ubiquitdre Expres-
sion gewahrleistet (Benfey & Chua, 1990), und des Epidermis-spezifischen ATML1-Promotors kdnnten
fir die Produktion der freien Basen durch LOG4 also unterschiedliche Substrate verfligbar sein. Durch
die Aktivitat der Adenylat-lsopentenyltransferasen IPT1 und IPT3-IPT8 entstehen zunachst iPRDP und
iPRTP (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2003; Sakano et al., 2004), deren Isoprenoidseitenkette anschlie-
Rend durch die Cytochrom-P450-Monooxygenasen CYP735A1 und CYP735A2 hydroxyliert werden, um
die entsprechenden tZ-Nukleotide zu bilden (Takei et al., 2004a). Es ist gut vorstellbar, dass die starke
Reduktion an tZ-Metaboliten in p35S:L0G4 dadurch zustande kommt, dass die gebildeten iP-Nukleotide
unmittelbar in freies iP umgewandelt werden, sodass sie fiir die Bildung von tZ-Nukleotiden nicht mehr
zur Verfligung stehen. In den pATMLI-Linien findet die Cytokininaktivierung hingegen nur in der
Epidermis statt. Andere Gewebe sind nicht betroffen und kénnten eine eventuelle Verschiebung des

Konzentrationsverhaltnisses der verschiedenen Cytokininmetabolite sogar kompensieren.
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In den AC-Linien war die Abundanz von iP-, tZ- und cZ-Cytokininen auf 41 %, 26 % bzw. 42 % des
Wildtypniveaus reduziert, wahrend die Abundanz von DHZ-Formen um 81 % erhoht war (Tab. 27). DHZ-
Metabolite machen nur einen Bruchteil der Cytokiningesamtmenge aus, sodass die ektopische CKX1-
Expression eindeutig Cytokinindefizienz hervorruft. Unter den freien Basen waren iP, tZ und cZ auf 65 %,
30 % bzw. 68 % des Wildtypniveaus reduziert, DHZ um 57 % erhoht (Abb. 11A). Unter den Zeatinformen
zeigen c¢Z und DHZ die schwachste Rezeptorbindung (Spichal et al., 2004; Romanov et al., 2006; Heyl et
al., 2012) und dber ihre Funktionen in der Pflanze gibt es bisher nur wenige Informationen. Da DHZ aber
weitestgehend resistent gegeniiber dem Abbau durch CKX-Enzyme ist (Mok & Mok, 2001), konnte die
Erhéhung der DHZ-Metabolite in den AC-Linien ein Hinweis auf Kompensation des stark reduzierten
Cytokiningehalts durch die CKX1-Uberexpression sein.

AL-Pflanzen verflgten Gber mehr freie Basen als der Wildtyp, vor allem Zeatinformen (tZ: 136 %, cZ:
166 %, DHZ: 130 %) (Abb. 11A). Die epidermale Expression von LOG4 fiihrt demnach zu der beabsichtig-
ten Verstarkung der Cytokininaktivierung in den AL-Linien. Interessanterweise konnte in den AL-Linien
nur eine geringfligige Reduktion der Ribosid-5-Monophosphate (RMPs) festgestellt werden, die als Sub-
strate flr die LOG-Enzyme dienen (Kurakawa et al., 2007; Kuroha et al., 2009; Tokunaga et al., 2012). Bei
den durch Kuroha et al. (2009) durchgefiihrten Cytokininmessungen in p35S:L0G4-Pflanzen zeigte sich
eine deutlich drastischere Reduktion, sodass erneut die begrenzte LOG4-Expression und/oder Kompen-
sierungsmechanismen fiir die unterschiedlichen Effekte in AL- und p35S:LOG4-Pflanzen verantwortlich
sein kdnnten. Die Expression beider Transgene fiihrt zu einer verstarkten Bildung von Cytokininglucosi-
den (Abb. 11D, Abb. 11E) (Kuroha et al., 2009). Diese entstehen durch Inaktivierungsprozesse, die in den
transgenen Pflanzen offensichtlich der vermehrten Bildung von bioaktiven Cytokininen entgegenwirken.
Zusammenfassend zeigten die Uberpriifung des pATML1-Expressionsmusters sowie die Messungen von
Cytokininmetaboliten und der Expression primarer Cytokininantwortgene, dass die pATML1-Transgene
in der Epidermis die Cytokininsignaltransduktion (ARR1-SRDX) bzw. den Cytokininmetabolismus (CKX1,
LOG4) beeinflussen, wodurch lokale bzw. weitreichendere Effekte liber die Expressionsdomane hinaus
verursacht werden. Diese wirken sich letztendlich auf die GroRRe verschiedener Organe aus, die im

nachsten Abschnitt behandelt werden.

4.1.2. Die epidermale Expression von LOG4, ARR1-SRDX und CKX1 beeinflusst das Sprosswachstum
4.1.2.1. Blatt- und Rosettenwachstum

Die Expression von pATML1:L0G4 und pATML1:CKX1-4xMyc wirkt sich auf die SAM-GroRRe aus

Der Cytokininstatus beeinflusst wesentlich die GroRe und Aktivitdt des SAMs sowie die GroRe der gebil-

deten Organe (Werner et al., 2003; Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Miyawaki et al., 2006;
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Bartrina et al., 2011; Tokunaga et al., 2012; Kiba et al., 2013). Cytokinindefizienz fihrt zur Bildung kleine-
rer SAMs aufgrund einer geringeren Zellzahl (Werner et al., 2003; Higuchi et al., 2004; Nishimura et al.,
2004), wahrend ein hoherer Cytokininstatus eine VergroBerung des SAMs mit mehr Zellen zur Folge hat
(Bartrina et al., 2011). Entsprechend resultierte die pATML1:CKX1-4xMyc-Expression in einem kleineren
Meristem, wahrend pATML1:LOG4-Expression zur Ausbildung eines gréBeren SAMs fiihrte (Abb. 16).
Cytokinin ist ein wichtiger Regulator der Meristemfunktion. Der Transkriptionsfaktor STM induziert die
Cytokininbiosynthese im SAM durch Férderung der IPT7-Expression. Stm-Mutanten, die nicht zur Auf-
rechterhaltung des SAMs in der Lage sind, kdnnen durch exogene Cytokininapplikation gerettet werden
(Long et al., 1996; Jasinski et al., 2005; Yanai et al., 2005). In transgenen Pflanzen, die Cytokinin iberpro-
duzieren, lassen sich erh6hte STM-Level nachweisen (Rupp et al., 1999), was auf eine positive Riickkopp-
lungsschleife zwischen STM und Cytokinin schlieBen lasst. Der Transkriptionsfaktor WUS reprimiert die
Expression mehrerer Typ-A-ARR-Gene und erhdht dadurch die Cytokininsensitivitat einiger Zellen im
Meristem (Leibfried et al., 2005). Cytokinin induziert wiederum die WUS-Expression (Gordon et al.,
2009). Dariiber hinaus hemmt Cytokinin die Expression des CLV1-Gens, dessen Genprodukt die WUS-
Domaéne begrenzt (Brand et al., 2000; Schoof et al., 2000; Lindsay et al., 2006; Gordon et al., 2009).

Eine wichtige Rolle als Cytokininquelle des SAMs kommt wahrscheinlich der L1-Schicht zu (Chickarmane
et al., 2012; Gruel et al., 2016), welche die Epidermis bildet. Von den sieben Arabidopsis-LOG-Genen ist
nur LOG4 im SAM selbst exprimiert, LOG7 ist im Sprossapex vor allem in Primordien aktiv, wenngleich
Yadav et al. (2009) auch eine LOG7-Expression in einer begrenzten Region im oberen Teil des Meristems
zeigten, die durch andere Arbeiten jedoch nicht bestdtigt werden konnte (Yadav et al, 2009;
Chickarmane et al., 2012; Gruel et al., 2016). Interessanterweise sind beide Gene entlang des Pro-
toderms exprimiert, LOG4 in der L1-Schicht des SAMs, LOG7 in der L2-Schicht von Primordien.
Computermodelle in Kombination mit experimentellen Daten zeigten, dass die Aktivitdit von LOG4
moglicherweise einen Hormongradienten etabliert, der den Zellen des organisierenden Zentrums (0Z)
Informationen Uber die Position des OZ relativ zur L1-Schicht liefern kdnnte, um die Meristemorganisa-
tion unabhdngig von Zellteilungsaktivitdit und Zelldifferenzierungsprozessen aufrechtzuerhalten
(Chickarmane et al., 2012; Gruel et al., 2016). Es kann spekuliert werden, dass die Verdnderung des von
der L1 ausgehenden Cytokiningradienten (Chickarmane et al., 2012; Gruel et al., 2016) in den pATML1-
Linien einen Einfluss auf die Position und GréRRe der WUS-Domane im SAM und damit auf die GrofRe und
Aktivitat der Stammzellpopulation haben koénnte. Gleichzeitig konnte der veranderte Cytokininstatus im
SAM Einfluss auf die STM-Expression und damit auf die Anzahl der teilungsaktiven Zellen haben.

Eine durch einen veranderten Cytokininstatus hervorgerufene GréRenveranderung des SAMs hat haufig
Einfluss auf die Organinitiationrate (Werner et al., 2003; Higuchi et al., 2004; Riefler et al., 2006; Bartrina
et al., 2011). Die Bestimmung des Plastochronindex der AL-, AAS- und AC-Linien forderte unter LD-

Bedingungen jedoch keine Veranderungen zutage, nur unter SD-Bedingungen wiesen AC-Pflanzen ein
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verlangertes Plastochron auf (Abb. 17). Dies kénnte auf einen Einfluss der Fotoperiode auf die Regula-
tion der Organbildungsrate durch Cytokinin schlieBen lassen. Allerdings zeigen cytokinindefiziente Pflan-
zen auch unter LD-Bedingungen niedrigere Blattbildungsraten (Werner et al., 2003; Nishimura et al.,
2004; Hutchison et al., 2006; Miyawaki et al., 2006; Riefler et al., 2006; Tokunaga et al., 2012). Daher
sind die unterschiedlichen Ergebnisse der Plastochronmessungen pATML1:CKX1-4xMyc-exprimierender
Pflanzen unter SD- und LD-Bedingungen wahrscheinlich auf die langsamere Entwicklung bei SD-Verhalt-
nissen und die damit einhergehende bessere Messbarkeit kleiner Unterschiede zuriickzufiihren.

Die Organinitiation in der peripheren Zone (PZ) des SAMs wird in erster Linie durch Auxin reguliert und
durch ein lokales Maximum des Phytohormons ausgeldst (Benkova et al., 2003), welches durch PIN1 zur
nachsten Organinitiationsstelle transportiert wird (Reinhardt et al., 2003; Heisler et al., 2005). Dort akti-
viert Auxin unabhangig von Cytokinin und STM die Expression des Cytokininsignalkaskade-Inhibitorgens
AHP6 (Besnard et al., 2014a; 2014b). Da die pATML1-Linien keinerlei phyllotaktische Defekte aufwiesen,
wie es in der pinl- und der ahp6-Mutante der Fall ist (Guenot et al., 2012; Besnard et al., 2014a), und
die AHP6-Expression cytokininunabhangig ist, kann geschlussfolgert werden, dass der veranderte
Cytokininstatus in den pATMLI1-Linien keinen Einfluss auf die Auxin-vermittelte Organinitiation hat.
Wahrscheinlich fiihrt die pATML1:CKX1-4xMyc-Expression zu einer geringeren Zellteilungsaktivitat im

SAM (s. unten), woraus die verzogerte Initiation neuer Blatter resultiert.

Die pATML1-Transgene beeinflussen die Zellteilungsaktivitit in sich entwickelnden Blattern

Die Ergebnisse der Analyse des Blattwachstums der pATMLI-Linien lassen auf eine veranderte SAM-
Aktivitat bzw. Anzahl an teilungsfahigen Zellen im Meristem schlieBen. AL-Pflanzen zeigten verstarktes
Blattwachstum, wahrend AAS- und AC-Pflanzen eine reduzierte Blattfliche aufwiesen (Abb. 19A, Abb.
19B). Das siebte Rosettenblatt von AL-Pflanzen war durchschnittlich 42 % gréRer als das entsprechende
Blatt des Wildtyps. Bei AAS-Pflanzen war die BlattgroRe auf etwa 89 % des Wildtypwertes reduziert, bei
AC-Pflanzen sogar auf 37 %. Diese Veranderungen waren das Resultat verstarkter bzw. verminderter
Zellteilungsaktivitat: Die Analyse der abaxialen Epidermis des jeweils siebten Rosettenblattes ergab, dass
die Blatter pATML1:LOG4-exprimierender Pflanzen eine hohere Anzahl an epidermalen Zellen
aufwiesen, deren GrofRe mit der von Wildtyppflanzen vergleichbar war. Aufgrund der gréReren
Blattflache waren aber insgesamt mehr Zellen vorhanden. AAS- und AC-Pflanzen produzierten hingegen
weniger epidermale Zellen, wobei bei AC-Pflanzen zudem eine starke ZellvergréRerung festzustellen war
(Abb. 19A-E). Die Entwicklung stomatéarer SchlieRzellen verlief in allen analysierten Linien normal (Abb.
19F), was darauf hindeutet, dass die Differenzierungsprozesse in den Blattern nicht vom
unterschiedlichen Blattwachstum betroffen waren.

Die aufgrund einer veranderten Zellproliferationsrate und/oder -dauer verdnderte BlattgroRe der

pPATMLI1-Linien spiegelte sich auch bei der Messung des Rosettendurchmessers wider. AL-Pflanzen
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zeichneten sich durch eine vergrofRerte Rosette aus, wahrend AAS- und AC-Pflanzen kleinere Rosetten
aufwiesen (Abb. 18A). Die Bestimmung der Wachstumsrate offenbarte, dass AL-Rosetten schneller
wuchsen und ihre Wachstumsrate sogar hoher war als bei rock2 (Abb. 18B), fiir die ebenfalls ein ver-
starktes Rosettenwachstum aufgrund einer hoheren Zellteilungsrate dokumentiert ist (Jensen, 2013).
Wahrend fiir die AAS-Linien nur eine geringfligige Reduktion der Rosettenwachstumsrate zu beobachten
war, war diese bei den AC-Linien um etwa die Halfte im Vergleich zum Wildtyp verringert und zudem
vergleichbar zu ahk2 ahk3 (Abb. 18B), fir die als einzige Rezeptordoppelmutante eine starke Reduktion
des Sprosswachstums publiziert ist (Higuchi et al., 2004; Riefler et al., 2006). Interessanterweise setzten
AC-Pflanzen im Gegensatz zu allen anderen getesteten Linien das Rosettenwachstum auch nach dem
Ubergang zur reproduktiven Phase noch fort (Abb. 18C), ein Phdnomen, das bereits fiir p35S:CKX1 und
p35S:CKX3 dokumentiert ist (Werner et al., 2003).

Die endgliltige Organgrofie ist das Ergebnis der anfanglichen Zellteilungsaktivitat gefolgt von einer Phase
von Zellexpansion und -differenzierung. Die Kompensation der verringerten Blattflache durch eine ver-
langerte Zellexpansionsphase ist ein weit verbreitetes Phanomen bei cytokinindefizienten Pflanzen, z. B.
bei CKX-lUberexprimierenden Pflanzen (Werner et al., 2003). Die verstarkte Zellexpansion in AC- und
p35S:CKX-Pflanzen ist nicht in der Lage, die Reduktion der Blattflache auszugleichen, was zeigt, dass die
kleineren Blatter vor allem das Resultat einer verminderten Zellproliferation darstellen. Auch in an3-
und ant-Mutanten sowie in transgenen Pflanzen, die den cyclin-dependent-kinase(CDK)-Inhibitor KRP2
Uberexprimieren, kommt es zu einer reduzierten Zellzahl und zu einer Zunahme der ZellgréRRe, die aller-
dings nicht ausreicht, um die Abnahme der Blattflaiche zu kompensieren (Mizukami & Fischer, 2000; De
Veylder et al., 2001; Horiguchi et al., 2005). Diese Gene kénnten somit an der durch Cytokinindefizienz
beeintrachtigten Zellproliferation beteiligt sein.

Die partielle Kompensation der verminderten Zellproliferation durch eine Zunahme der ZellgréRe deutet
auf eine Entkopplung der Zellexpansion von der Zellteilung hin. Ein dhnliches Phanomen konnte bereits
in Tabakpflanzen mit reduzierter Typ-A-CDK-Aktivitat beobachtet werden (Hemerly et al., 1995). Die
Fahigkeit zur Entkopplung von Zellteilung und -expansion illustriert eindrucksvoll die Plastizitat von
Zellen in Reaktion auf Verdnderungen der Zellteilungsaktivitat. Auf welche Weise dies erreicht wird, ist
bisher nicht geklart. Einen moglichen Erklarungsansatz liefert Abschnitt 4.2.5. Gibberelline (GAs) und
Cytokinine Ubernehmen bei der Regulation von Wachstumsprozessen im Spross antagonistische
Funktionen: Cytokinin fordert die Zellteilung, wahrend GAs vor allem Zellwachstum stimulieren. GA-
Messungen zeigten, dass der GA-Gehalt in cytokinindefizienten Pflanzen erhéht war, sodass GAs
moglicherweise die durch Cytokinindefizienz verursachte verringerte Zellteilungsaktivitat durch ver-

starkte Zellexpansion kompensieren.
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Mogliche Rolle von Cytokinin bei der Regulation des Blatt- bzw. Rosettenwachstums

Die Untersuchungen zum Blatt- bzw. Rosettenwachstum der pATML1-Linien zeigte, dass der Cytokinin-
status einer Pflanze das Organwachstum in erster Linie durch eine verdanderte Zellteilungsaktivitat
beeinflusst. Unklar bleibt, ob Cytokinin die Zellproliferationsrate oder die Dauer der Zellteilungsphase
oder beides beeinflusst. Man kennt inzwischen eine erhebliche Anzahl an Faktoren, die diese beiden
Prozesse in verschiedenen Stadien der Blattentwicklung beeinflussen.

Das grolRere bzw. kleinere SAM bei AL- und AC-Pflanzen kénnte sich auf die Anzahl der Blattgriinder-
zellen auswirken. Es konnte gezeigt werden, dass sich Veranderungen in der Blattgriinderanzahl auf die
GroRe von Blattern auswirken kénnen (Autran et al., 2002; Eloy et al., 2012). Das STRUWWEL-
PETER(SWP)-Gen kodiert ein Protein, das Ahnlichkeiten zu einer aus Tier und Hefe bekannten Unter-
einheit des Mediatorkomplexes der RNA-Polymerase Il hat. Die swp-Mutante besitzt ein desorganisier-
tes Meristem und reduzierte Zellzahlen in allen oberirdischen Organen, die z. T. durch ZellgréRenzu-
nahme kompensiert werden. Die kleineren Organe sind das Resultat einer verkiirzten Zellproliferations-
phase wahrend der Primordieninitiation (Autran et al., 2002). SAMBA kodiert fur einen pflanzenspezifi-
schen, negativen Regulator des anaphase-promoting-complex/cyclosome(APC/C)-Komplexes (Eloy et al.,
2012). Der APC/C-Komplex ist eine E3-Ubiquitin-Ligase, die die ubiquitinabhdngige Proteolyse von regu-
latorischen Schlisselproteinen des Zellzyklus reguliert und die u. a. den Abbau mitotischer Cycline am
Ubergang von der Meta- zur Anaphase vermittelt (Heyman & De Veylder, 2012). SAMBA ist ein negativer
Regulator der Zellproliferation wahrend der frithen Blattentwicklung und Loss-of-function-Mutanten
bilden groRere Blatter, die aus einer VergroRerung des SAMs resultieren (Eloy et al., 2012).

Auch in der spateren Organentwicklung spielt Cytokinin eine entscheidende Rolle. Cytokinin reguliert
eine Vielzahl von Zellzyklusfaktoren und fordert auf diese Weise die Zellteilung im Spross (Schaller et al.,
2014). Cytokinin aktiviert die Zellteilung u. a. durch Typ-D-Cyclin CYCD3 (Riou-Khamlichi et al., 1999).
Auch Auxin aktiviert die CYCD3-Expression (ber ARGOS und ANT (Mizukami & Fischer, 2000; Hu et al.,
2003) bzw. liber EBP1 (Squatrito et al., 2004; Horvath et al., 2006) und Brassinosteroide haben ebenfalls
einen positiven Einfluss auf die ANT- und CYCD3-Expression (Schruff et al., 2006; Vert et al., 2008).
Zusammen mit den transkriptionellen Co-Aktivatoren der GRF-INTERACTING-FACTOR(GIF)-Familie
halten die GROWTH-REGULATING-FACTOR(GRF)-Transkriptionsfaktoren die Zellproliferation aufrecht
(Kim & Kende, 2004; Horiguchi et al., 2005; Lee et al., 2009a). GRFs werden liber miR396 durch Klasse-II-
TEOSINTE BRANCHED1/CYCLOIDEA/PCF(TCP)-Transkriptionsfaktoren reguliert. Fir TCP4 konnte gezeigt
werden, dass es das proliferative Wachstum begrenzt, indem es die Sensitivitat des Blattes gegeniiber
Cytokinin reduziert (Efroni et al., 2013). GIF1/ANGUSTIFOLIA3(AN3) reguliert wiederum die Expression
von CRF2 und ARR4, indem es wahrend der Blattentwicklung mit SWI/SNF-Chromatin-Remodeling-
Komplexen interagiert (Vercruyssen et al., 2014). In Primordien der gifl gif2 gif3-Mutante werden

CYCB1 und weitere Zellzyklus-assoziierte Gene schwacher exprimiert, was zu einer verminderten Zell-
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teilungsrate fuhrt (Lee et al., 2009a). Somit existiert ein komplexes regulatorisches Netzwerk aus Phyto-
hormonen, Zellzykluskomponenten und weiteren Regulatoren der Zellproliferation, in dem Cytokinin
eine wichtige Funktion einnimmt. Um die Zellteilungsprozesse bei der Blattentwicklung von AL- und AC-
Pflanzen sichtbar zu machen und Aktivitatsunterschiede sowie eventuelle Verdanderungen des Voran-
schreitens der cell cycle arrest front aufzudecken, wurden die starken pATML1-Linien AL #22 und AC #32
mit transgenen Pflanzen gekreuzt, die einen labilen Cyclin-GUS-Reporter exprimieren (Colén-Carmona et
al., 1999). Leider konnte weder in der Referenzlinie noch in den doppelt transgenen Pflanzen eine
Farbung im Spross festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Es gibt Hinweise darauf, dass das Organwachstum Konzentrationsgradienten eines oder mehrerer Mor-
phogene unterliegt. Ein solches Wachstumsmodell wurde erstmals von Day & Lawrence (2000) basie-
rend auf experimentellen Daten von Drosophila vorgeschlagen. Auxin bildet in Arabidopsis- und Tabak-
blattern einen Gradienten entlang der basipetalen Achse aus, der die Wachstumsachse des sich entwi-
ckelnden Blattes festlegt (Ljung et al., 2001; Benkova et al., 2003). Das Cytochrom P450 KLUH/CYP78A5
produziert in der Organperipherie ein mobiles, zellteilungsstimulierendes Signal, dessen Konzentration
mit zunehmender GrolRe des Blattes zur Blattmitte hin abnimmt und moglicherweise bei der Beendigung
der Proliferationsphase eine Rolle spielt (Anastasiou et al., 2007; Kazama et al., 2010; Czesnick &
Lenhard, 2015). Die in dieser und anderen Arbeiten beobachtete Korrelation von Cytokininstatus und
Zellteilungsaktivitat und die Wichtigkeit eines Cytokiningradienten fiir die SAM-Regulation (Chickarmane
et al., 2012; Gruel et al., 2016) lassen spekulieren, ob derartige Cytokiningradienten auch die Zellteilung
wahrend des Blattwachstums koordinieren und begrenzen kénnten. LOG7, das in der L2-Schicht von

Organprimordien exprimiert ist (Gruel et al., 2016), konnte hierbei eine Schliisselrolle zukommen.

Die Rolle des epidermalen Cytokininstatus bei der Regulation des Rosettenwachstums

Die Epidermis begrenzt die Zellproliferation und -expansion in den darunterliegenden Geweben
(Serralbo et al., 2006; Bemis & Torii, 2007; Savaldi-Goldstein et al.,, 2007, Marcotrigiano, 2010;
Hartmann et al., 2013). Die Expression von LOG7 in der L2-Schicht auswachsender Primordien (Gruel et
al., 2016) koénnte darauf hindeuten, dass das hier produzierte Cytokinin die Zellproliferation in der
Epidermis stimuliert und gleichzeitig die Zellteilungsaktivitat in den subepidermalen Geweben reguliert.
Die Untersuchung der AAS-Linien, die sich durch eine lokale Hemmung der Cytokininsignaltransduktion
in der Epidermis auszeichnen, machte einen zwar schwachen, aber messbaren Einfluss des epidermalen
Cytokininstatus auf das Blatt- bzw. Rosettenwachstum deutlich. Allerdings ist die Starke des Transgens
und damit die Frage, ob es die Cytokininsignalkaskade in der Epidermis tatsachlich in Ganze ausschaltet,
bisher nicht geklart. AAS-Pflanzen bildeten etwa 8 % kleinere Blattrosetten bzw. 11 % kleinere Blatter,
was mit dem um ca. 6 % langsameren Rosettenwachstum im Vergleich zum Wildtyp korrelierte (Abb.

18A, Abb. 18B, Abb. 19B). Eine klonale Expressionsanalyse zeigte, dass alle drei Cytokininrezeptoren im
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Protoderm und in der Epidermis exprimiert werden, wenn auch vergleichsweise schwach (Yadav et al.,
2014). Die Analyse der doppelt transgenen AL AAS-Pflanzen zeigte, dass die epidermale Hemmung der
Cytokininsignaltransduktion in der Epidermis den zellteilungsférdernden Effekt der pATML1:LOG4-
Expression in den subepidermalen Geweben unterdriickt (Abb. 26). Die Ergebnisse untermauern die von
Serralbo et al. (2006) und Marcotrigiano (2010) publizierten Daten, nach denen sich die Zellteilungs-
aktivitat in der Epidermis auf die Zellteilungsaktivitdt in den darunterliegenden Geweben auswirkt. Das
in dieser Arbeit genutzte artifizielle System lasst leider keine Riickschliisse auf eine tatsachliche Grofien-
limitierung eines Organs durch den epidermalen Cytokininstatus zu. Aus diesem Grund wurde in dieser
Arbeit noch ein weiterer Ansatz verfolgt, bei dem versucht wurde, den Kleinwuchs der ahk2 ahk3-
Doppelmutante durch epidermale Expression von AHK2 bzw. AHK3 zu revertieren. Leider blieb dieser
ergebnislos, da keine dreifach homozygoten Linien selektiert werden konnten (Daten nicht gezeigt).
Auch die Analyse der Expressionsmuster der beiden Rezeptoren wahrend des Blattwachstums wiirde
wertvolle Informationen liefern, leider blieben auch die hierfiir verfolgten Ansatze erfolglos (Daten nicht
gezeigt). Moglicherweise konnte die Nutzung genetischer Mosaike oder perikliner Chiméaren helfen, die
Frage nach dem Beitrag des epidermalen Cytokininstatus auf das Blattwachstum zu beantworten
(Serralbo et al., 2006; Marcotrigiano, 2010).

Auch ein weiteres Szenario wird diskutiert, nach dem sich die Produktion von very long chain fatty acids
(VLCFASs) in der Epidermis die Cytokininbiosynthese in der Vaskulatur supprimiert und auf diese Weise
die Zellteilungsaktivitat in den inneren Geweben und somit das Blattwachstum beeinflusst (Nobusawa et
al., 2013). Die Autoren zeigten, dass die Behandlung von Wildtyp- und pATML1:CKX1-Venus-Keimlingen
mit dem VLCFA-Biosynthese-Inhibitor Cafenstrol zu einer VergroRerung der Blattrosette fiihrt, wahrend
bei ipt3 ipt5 ipt7 und pHB-8:CKX1-Venus, in welcher CKX1 unter der Kontrolle eines prokambiumspezifi-
schen Promotors (Baima et al., 1995) exprimiert wird, keine Cafenstrol-induzierte BlattvergréBerung zu
beobachten ist. Zusatzlich ist in VLCFA-Biosynthesemutanten eine Erhéhung von tZ und iP messbar und
nach Cafenstrolbehandlung verstarkt sich die /PT3-Expression in der Vaskulatur. Auf Grundlage dieser
Ergebnisse postulierten Nobusawa et al. (2013) ihre Hypothese. Die von den Autoren genutzte
pATML1:CKX1-Venus-Linie zeigte allerdings normales Wachstum, was im Widerspruch zu den in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen AC-Linien steht. Nobusawa et al. (2013) untersuchten nur vier unab-
hangige Linien, zudem flihrten sie keine Messungen des Cytokiningehalts in diesen Linien durch. Die
Problematik einer C-terminalen Fusion an CKX1 wurde bereits in Abschnitt 3.1.1 besprochen. Das ver-
wendete Transgen wurde zwar in der Epidermis exprimiert, war aber moglicherweise gar nicht funktio-
nal. Die in der vorliegenden Arbeit generierten AC-Linien zeigten im Gegensatz zu den von den Autoren
benutzten Linien keine Cafenstrol-induzierte VergroRerung der Blattrosette (Abb. 27) und reagierten
somit genauso auf die Behandlung mit Cafenstrol wie ipt3 ipt5 ipt7 und pHB-8:CKX1-Venus. Allerdings

geht der Effekt der pATML1:CKX1-4xMyc-Expression Uber die Expressionsdomane hinaus, sodass auch
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die inneren Gewebe der Blatter von der Reduktion des Cytokiningehalts betroffen sind. Es ist unwahr-
scheinlich, dass der Effekt von pATML1:CKX1-Venus einfach schwacher ausfallt und nicht so weit nach
innen reicht, da die Autoren eine dhnliche Zellanzahl in pATML1:CKX1-Venus- und Wildtypblattern an-
geben und damit keinerlei Auswirkungen der Transgenexpression feststellbar sind, was darauf hindeu-
tet, dass das Transgen nicht funktional war. Da sich ein Teil der Argumentation auf die Ergebnisse dieser

Pflanzen stiitzt, muss der endgliltige Beweis fiir die formulierte Hypothese noch erbracht werden.

AHK2, AHK3 und ARR1 sind die vermittelnden Faktoren bei der cytokininabhdngigen Regulation des

Rosettenwachstums

Viele Mutanten und transgenen Linien, die einen im Vergleich zum Wildtyp reduzierten Cytokininstatus
besitzen, bilden kleinere Blatter, u. a. Typ-B-ARR-Mehrfachmutanten (Argyros et al., 2008; Ishida et al.,
2008) und ahk2 ahk3 als einzige Doppelrezeptormutante (Higuchi et al., 2004), wenngleich fir die
crel ahk3-Mutante ebenfalls Tendenzen zu einer kleiner Rosette dokumentiert sind (Riefler et al., 2006;
Kiba et al., 2013). In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wiesen crel ahk3 und ahk2 ahk3
stets ein verringertes Sprosswachstum auf (Abb. 24). Dies konnte auf eine dominante Rolle von AHK3
bei der Determination des Blattwachstums schliel3en lassen. Die rock3-Mutation resultiert allerdings nur
dann in der Ausbildung groRerer Blatter, wenn das Gen unter der Kontrolle eines ca. 2 kb-groflen AHK3-
Promotorfragments exprimiert wird, wahrend die konstitutiv aktive Variante von AHK2 sowohl in der
gain-of-function-Mutante als auch in transgenen Pflanzen ein starkeres Blattwachstum vermittelt
(Jensen, 2013). Um herauszufinden, welche Rezeptoren und Typ-B-ARRs an dem verstarkten Rosetten-
wachstum bei AL-Pflanzen beteiligt sind, wurden Kreuzungen von AL #22 mit den Rezeptordoppel-
mutanten und den drei Typ-B-ARR-Doppelmutanten arrl arr10, arrl arr12 und arr10 arr12 untersucht.
Dabei wurden AHK2 und AHK3 sowie ARR1 als die entscheidenden Komponenten identifiziert (Abb. 24,
Abb. 25). Im genetischen Hintergrund von crel ahk2, crel ahk3 und arr10 arr12 fiihrte die Expression
des Transgens zu einer messbaren VergrofRerung der Rosette im Vergleich zur entsprechenden Doppel-
mutante, wahrend ahk2 ahk3, arr1 arr10 und arrl arr12 den Effekt der pATML1:LOG4-Expression unter-
driickte. AHK2 und AHK3 sind im Unterschied zu CRE1/AHK4 im Spross sehr viel starker exprimiert als in
der Wurzel, was sich in dem reduzierten Sprosswachstum von ahk2 ahk3 im Gegensatz zu crel ahk2 und
crel ahk3 manifestiert (Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006). ARR1 konnte in
dieser Arbeit als zusatzliche Komponente der Cytokininsignalkaskade identifiziert werden, die maRgeb-
lich das Sprosswachstum beeinflusst. Von den drei getesteten Typ-B-ARR-Doppelmutanten verfiligte nur
arrl arr12 von vornherein lber eine kleinere Rosette, was auf eine unterstiitzende Funktion von ARR12
schlieRen lasst. Weitere Typ-B-ARRs und auch CRE1/AHK4 sowie weitere Komponenten der Cytokinin-
signalkaskade sind natrlich auch an der Regulation des Sprosswachstums beteiligt, was durch die dras-

tischen Wachstumsdefekte von Cytokininmutanten hoherer Ordnung deutlich wird (Nishimura et al.,
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2004; Hutchison et al., 2006; Argyros et al., 2008; Ishida et al., 2008). Kiirzlich zeigte die Untersuchung
von loss-of-function-Mutanten von CRF-Genen, dass diese einen negativen Einfluss auf das Sprosswachs-
tum haben, mit einer dominanten Rolle von CRF2 (Raines et al., 2016). Die Uberexpression von CRF6
flihrt hingegen zu einer VergréRerung der Rosette (Zwack & Rashotte, 2015), sodass den CRFs wahr-
scheinlich unterschiedliche Funktionen beim Sprosswachstum zukommen. Beide Gene werden durch
Cytokinin induziert, wobei CRF2 sehr schnell (< 30 min) in Reaktion auf Cytokininbehandlung hochregu-
liert wird, wahrend die Transkription von CRF6 sehr viel langsamer zunimmt (Rashotte et al., 2006), was
auf eine Feinregulation des Sprosswachstums durch die beiden Gene hindeuten kdnnte. AHP6 ist im
Sprossapex und in jungen Blattern exprimiert (Tanaka et al., 2004; Mahonen et al., 2006) und kdnnte
ebenfalls malRgeblich an der Determination der OrgangroRe beteiligt sein. Zukiinftige Experimente wer-
den zeigen, welche weiteren Cytokininsignaltransduktionskomponenten an den regulatorischen Prozes-

sen, die das Sprosswachstum steuern, beteiligt sind.

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von pATML1:LOG4 und pATML1:CKX1-4xMyc die Grofde
des vegetativen Meristems beeinflusst, moglicherweise durch die Verdnderung des von der L1 aus-
gehenden Cytokiningradienten. Dies kénnte nicht nur Auswirkungen auf die SAM-Aktivitat, sondern
zudem auf die Anzahl der teilungsfahigen Zellen haben. In den transgenen AL-, AAS- und AC-Pflanzen ist
die Zellteilungsaktivitat und damit die Wachstumsrate in sich entwickelnden Blattern verandert, was in
groBeren (AL) bzw. kleineren (AAS, AC) Blattern resultiert, wobei die reduzierte BlattgrofRe bei AC-
Pflanzen partiell durch verstarkte Zellexpansion kompensiert wird. Die lokale Hemmung der Cytokinin-
signalkaskade in AAS-Pflanzen inhibiert die Zellteilung der epidermalen Zellen. Die Analyse der doppelt
transgenen AL AAS-Pflanzen zeigte, dass dies zu einer Wachstumsbeschriankung des Blattes fiihrt. Uber
eine tatsachliche Rolle des epidermalen Cytokininstatus bei der BlattgroRendetermination kann auf
Grundlage der in dieser Arbeit generierten Ergebnisse keine Aussage getroffen werden. Die Cytokinin-
rezeptoren AHK2 und AHK3 sowie der Typ-B-ARR ARR1 (und moglicherweise ARR12) konnten als wich-

tige Faktoren bei der cytokininvermittelten Regulation des Rosettenwachstums identifiziert werden.

4.1.2.2. Stengeldurchmesser

Die pATML1-Linien wurden auf den Durchmesser der Infloreszenzstengel hin untersucht und mit rock2,
Col-0 und ahk2 ahk3 verglichen. Alle Linien mit einem erhéhten Cytokininstatus wiesen dickere Stengel
auf, wahrend die Verringerung des Cytokininstatus eine Reduktion des Durchmessers zur Folge hatte;
einzig die Stengeldicke von AAS-Pflanzen war unveradndert (Abb. 20). Cytokinin ist ein positiver Regulator
der primaren und sekundaren Vaskularentwicklung und der kambialen Zellteilungsaktivitat (Matsumoto-
Kitano et al., 2008; Nieminen et al., 2008; Hejatko et al., 2009). Pflanzen mit einem erhéhten Cytokinin-

status, wie z. B. ckx3 ckx5, rock2, rock3 und IPT-liberexprimierende Arabidopsis-Pflanzen, weisen einen
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dickeren Infloreszenzstengel auf (Rupp et al., 1999; Bartrina et al., 2011; Jensen, 2013). Das konstitutive
Signal der Cytokininrezeptoren AHK2 und AHK3 fiihrt zu einer verstarkten Aktivitat des faszikuldren und
interfaszikularen Kambiums (Jensen, 2013). Cytokinindefizienz fihrt hingegen zu einer Abnahme des
Stengeldurchmessers (Werner et al., 2003; Matsumoto-Kitano et al., 2008; Nieminen et al., 2008;
Hejatko et al., 2009). Die Stengel von Einzel- und Doppelmutanten der Cytokininrezeptorgene AHK2 und
AHK3 sowie p35S:CKX-Planzen verfligen liber weniger Zellschichten im Prokambium und kleinere Leit-
biindel. Zudem sind ahk2 ahk3-Doppelmutanten und CKX-Uberexpressionspflanzen nicht in der Lage ein
interfaszikulares Kambium auszubilden, was auf Defekte bei der Initiation des sekundaren Dickenwachs-
tums schlieRen lasst (Hejatko et al., 2009). Auch in Pappel und Birke mit reduziertem Cytokiningehalt im
Kambium sowie in Arabidopsis-IPT-Mehrfachmutanten ist das Dickenwachstum aufgrund einer starken
Verringerung der kambialen Aktivitdt reduziert (Matsumoto-Kitano et al., 2008; Nieminen et al., 2008).
Die Zu- bzw. Abnahme der Stengeldicke in den pATMLI1-Linien kdnnte demnach ebenfalls auf eine ver-
starkte bzw. verringerte Zellteilungsaktivitat im Kambium zurlickzufiihren sein.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ergibt sich durch die GrofRe der prokambialen Region im SAM. Eine
hohere bzw. geringere prokambiale Zellzahl konnte ebenfalls die Stengeldicke beeinflussen. Der gleich-
zeitige Genverlust von CKX3 und CKX5, die im OZ bzw. im Prokambium exprimiert sind, flihrt zu einem
groReren Infloreszenzmeristem und zu einem dickeren Stengel (Bartrina et al., 2011). Die Verdnderung
des Cytokininstatus des SAMs durch Expression von pATML1:LO0G4 und pATML1:CKX1-4xMyc kdnnte die
GroRe des SAMS und damit der prokambialen Region beeinflussen. Allerdings konnten keine Gréfien-
unterschiede des Infloreszenzmeristems in den pATMLI1-Linien festgestellt werden (Abb. 16).

ATML1 ist im Infloreszenzstengel selbst nicht exprimiert (Lu et al., 1996). Allerdings ist bekannt, dass
Cytokininmetabolite vom Bildungsort in andere Teile der Pflanze transportiert werden (Hirose et al.,
2005; Kudo et al., 2010; Bishopp et al., 2011a; Ko et al., 2014). Dariiber hinaus zeigten Pfropfungsversu-
che mit ipt1,3,5,7-Quadrupelmutanten, dass die Cytokininproduktion im Spross oder in der Wurzel des
Wildtyps ausreicht, um die normale Kambiumentwicklung im ipt1,3,5,7-Gegenstiick wiederherzustellen
(Matsumoto-Kitano et al., 2008). Es kann also davon ausgegangen werden, dass sich der veranderte
Metabolismus in AL- und AC-Pflanzen auch auf Teile der Pflanze auswirkt, in denen die Transgene nicht
exprimiert werden, und somit transportiertes Cytokinin fir den veranderten Stengeldurchmesser ver-
antwortlich ist. Dies erklart auch die unveranderte Stengeldicke in AAS-Pflanzen, da in diesen nur ein

lokaler Effekt im Protoderm des SAMs und in der Epidermis junger Organe hervorgerufen wird.

4.1.2.3. Samenertrag

Der Cytokininstatus der pATML1-Linien korrelierte in positiver Weise mit dem Samenertrag. Die Ertrags-

zunahme der AL-Pflanzen war auf eine héhere Anzahl an Samen pro Schote zurtickzufiihren (Abb. 22),
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nicht auf eine verstarkte Schotenproduktion (Abb. 21). Die Zunahme der Wuchshéhe der AL-Linien re-
sultierte aus einer starkeren Internodienelongation und hatte somit keinen Einfluss auf die Anzahl der
Schoten am Hauptspross. Auch die Anzahl der axilldren Triebe war vergleichbar mit der des Wildtyps,
sodass einzig die hohere Samenzahl in den Schoten fir die Ertragszunahme verantwortlich sein kann.

Ein hoherer Cytokininstatus ist haufig mit einer Ertragszunahme verbunden, sowohl in Arabidopsis
(Bartrina et al., 2011; Jensen, 2013) als auch in vielen anderen Pflanzenspezies (Jameson & Song, 2016).
Die bereits erwdahnte CKX-Doppelmutante ckx3 ckx5 sowie die Dreifachmutante ckx3 ckx5 ahp6 verfi-
gen Uber ein vergroBertes Infloreszenzmeristem, dessen hdhere Aktivitat zur Produktion von mehr Bli-
ten bzw. Schoten am Hauptspross fihrt, bei letztgenannter Mutante sogar um rund 47 % (Bartrina et al.,
2011). Auch rock2- und rock3-Pflanzen bilden mehr Schoten, was auf eine héhere Meristemaktivitat in
diesen Mutanten schlieBen lasst (Jensen, 2013). Die pATML1:LOG4-Expression flihrt hingegen nicht zur
Ausbildung eines vergroRerten Infloreszenzmeristems (Abb. 16), dementsprechend ist auch die Meris-
temaktivitat nicht beeinflusst und die Anzahl der Schoten am Hauptspross ist unverdandert (Abb. 21C).
Bartrina et al. (2011) beschrieben erstmalig einen positiven Einfluss von Cytokinin auf die GroRe des
Gynoeceums und die Aktivitdt der Plazenta. Die Autoren stellten fest, dass der erhéhte Cytokininstatus
in ckx3 ckx5-Pflanzen zu einer VergrofRerung der Gynoeceen und weiterer Blitenorgane fiihrte und dass
die Samenanlagen in geringerem Abstand zueinander angelegt wurden. Der Zusammenhang zwischen
Cytokinin und Plazenta-Aktivitat wurde weiter untermauert, als Bencivenga et al. (2012) zeigten, dass
die Behandlung von Infloreszenzen mit dem synthetischen Cytokinin 6-Benzylaminopurin (BAP) zur
Bildung neuer Primordien in der Plazenta fihrt und zwar zwischen den bereits vor der Cytokinin-
applikation gebildeten Samenanlagen.

Die Untersuchung der ckx3 ckx5-Gynoeceen offenbarte eine fast doppelt so groRe Zahl an Samenanla-
gen im Vergleich zum Wildtyp. Die um ca. 18 % grofReren Schoten enthielten letztendlich auch mehr und
enger gepackte Samen, wenngleich sich nicht alle Samenanlagen aufgrund der raumlichen Begrenzung
zu reifen Samen entwickeln konnten (Bartrina et al., 2011). In AL-Pflanzen konnte ebenfalls eine hohere
Samendichte in den Schoten beobachtet werden (Abb. 22G), sodass auch hier von einer héheren
Plazenta-Aktivitat ausgegangen werden kann. Die GréRe der AL-Gynoeceen war vergleichbar zu Wildtyp-
Gynoeceen, was darauf schlieRen ldsst, dass die 12 % groReren Schoten ein Resultat des Wachstums der
dichter angelegten Samen ist. ATML1 ist im Gynoeceum exprimiert (Lu et al., 1996; Swanson et al.,
2005). Wahrend der frihen Blitenorganentwicklung nimmt die Expression im Protoderm bzw. in der
Epidermis ab und ATML1 ist hauptsachlich im Plazentagewebe aktiv (Lu et al., 1996). Die Abwesenheit
der ATML1-Expression in der duReren Zellschicht der Blitenorgane kdénnte die unveranderte GréRe der
Bliten und Gynoeceen erklaren und unterstiitzt die Hypothese, dass die VergroRerung der Schoten eher

durch das Wachstum der dichter angelegten Samen zustande kommt. Durch die Genexpression im
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Plazentagewebe lasst sich zudem eine direkte Verbindung zwischen der pATML1:LOG4-Expression und
der héheren Plazenta-Aktivitat herstellen.

Der Mechanismus, mit dem Cytokinin die Plazenta-Aktivitdt und die Entwicklung der Samenanlagen
steuert, ist bisher weitestgehend ungeklart. STM und WUS, die in Interaktion mit Cytokinin die Aktivitat
des SAMs regulieren, spielen auch bei der Samenanlagenentwicklung eine Rolle (Skinner et al., 2004).
Somit lielBe sich ein dhnliches Szenario wie im SAM auch fiir die Regulation der Plazenta-Aktivitat
annehmen, in dem STM die Cytokininbiosynthese stimuliert und WUS durch Hemmung von Typ-A-ARR-
Genen die Sensitivitat der Zellen gegenliber Cytokinin erhoht. Dariliber hinaus zeigten Bencivenga et al.
(2012), dass Cytokinin in Abhédngigkeit von den beiden Transkriptionsfaktoren BELL1 (BEL1) und
SPOROCYTELESS/NOZZLE (SPL/NZZ) die Entwicklung der Samenanlagen durch Regulation von PIN1, das
fir einen Auxin-efflux-carrier kodiert, reguliert.

Cytokinin ist ein positiver Regulator der Apikaldominanz (Werner et al., 2003; Miller & Leyser, 2011;
Kiba et al., 2013). Entsprechend zeigten AC-Pflanzen eine Reduktion der Apikaldominanz (Abb. 21B), die
zwar zu einer Gesamtanzahl an Schoten fiihrte, die vergleichbar mit derjenigen des Wildtyps war (Abb.
21E), den Ertragsverlust aber nicht kompensieren konnte (Abb. 22A). AC-Schoten waren kleiner als beim
Wildtyp und enthielten weniger und groflere Samen (Abb. 22B-F).

Die drei Cytokininrezeptorgene CRE1/AHK4, AHK2 und AHK3 sind wihrend aller Stadien der Samenanla-
genentwicklung exprimiert, wobei die Expression von CRE1/AHK4 auf die Chalaza und die Integumente
begrenzt ist (Bencivenga et al., 2012). Rezeptordreifachmutanten zeigen eine verminderte Fertilitdt und
produzieren abhangig von den verwendeten mutanten Allelen nur wenige oder sogar gar keine Samen
(Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006). Die Grinde dafiir sind zum einen eine
starke Reduktion der Anzahl an Samenanlagen, zum anderen ein Entwicklungsarrest des weiblichen
Gametophyten (Bencivenga et al., 2012). Auch bei anderen stark cytokinindefizienten Pflanzen, wie z. B.
CkX-Uberexprimierern, sind die Schoten nicht komplett gefiillt und es werden weniger Samenanlagen
als beim Wildtyp gebildet (Werner et al., 2003). AC-Schoten waren hingegen ebenso gleichmaRig gefillt
wie Wildtyp-Schoten (Abb. 22E); die pATML1:CKX1-4xMyc-Expression flihrt demnach nicht zu so starken
Defekten wie in AHK-Dreifachmutanten und CKX-Uberexprimierenden Pflanzen. Allerdings enthalten AC-
Schoten ebenfalls weniger Samen (Abb. 22F), was auf eine geringere Plazenta-Aktivitat hindeutet.

Ein weit verbreitetes Phdnomen bei cytokinindefizienten Pflanzen ist die GroRenzunahme der Embryos
und damit der Samen, so z. B. bei ahp1,2,3,4,5 (Hutchison et al., 2006), arr1,10,12 (Argyros et al., 2008;
Ishida et al., 2008), crel ahk2 ahk3 (Riefler et al., 2006), logl,2,3,4,5,7,8 (Tokunaga et al., 2012),
p35S:ARR1-SRDX (Heyl et al., 2008) und p35S:CKX (Werner et al., 2003). Die Samengrofle wird haupt-
sachlich durch das anfangliche Endospermwachstum beeinflusst und weniger durch das spatere
Embryowachstum (Sundaresan, 2005; Mizutani et al., 2010; Li & Li, 2016), was darauf hindeuten kdnnte,

dass weniger die groBeren Embryos, sondern vielmehr ein vergroBertes Endosperm, das als Nahr-
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gewebe fir den Embryo dient, die VergréBerung der Samen in cytokinindefizienten Pflanzen verursacht.
Riefler et al. (2006) flihrten reziproke Kreuzungen zwischen der Rezeptordreifachmutante und Wildtyp-
pflanzen durch und stellten fest, dass der endospermale bzw. maternale Genotyp und nicht der Genotyp
des Embryos fur die vergroBerten Samen von crel ahk2 ahk3 verantwortlich ist. In der Tat scheint
Cytokinin ein negativer Regulator der Endospermentwicklung zu sein: Li et al. (2013) zeigten, dass der
WRKY-Transkriptionsfaktor MINISEED 3 (MINI3) die Expression von CKX2 aktiviert und auf diese Weise
das Endospermwachstum fordert.

Es lasst sich schlussfolgern, dass die Expression von LOG4 und CKX1 in der Plazenta die Anzahl der
Samenanlagen und damit den Ertrag beeinflusst. Die hohere bzw. geringere Anzahl an Samenanlagen in
AL- bzw. AC-Pflanzen flihrt zur Ausbildung gréRerer bzw. kleinerer Schoten. Die gréReren Samen von AC-

Pflanzen resultieren wahrscheinlich aus einem verstarkten Endospermwachstum.

4.1.3. Auswirkungen der pATML1-gesteuerten LOG4- und CKX1-Expression auf das Wurzelwachstum

Die Reduktion des Cytokininstatus in der Wurzel resultiert in einer verstarkten Wurzelelongation, einer
hoéheren Anzahl an Lateralwurzeln und einem vergroRerten Wurzelapikalmeristem (root apical
meristem, RAM) (Werner et al., 2003; Mason et al., 2005; Miyawaki et al., 2006; Riefler et al., 2006). Da
der ATMLI1-Promotor nicht nur im Spross, sondern zudem in der Wurzel aktiv ist, wurde der Einfluss der
PATML1:LOG4- und pATMLI1:CKX1-Expression auf das Wurzelwachstum untersucht. Der ATMLI-
Promotor ist in der Primarwurzel in der Epidermis der Wurzelhaube und im Bereich des Meristems
exprimiert (Sessions et al., 1999) sowie in der Epidermis von Lateralwurzelprimordien und auswachsen-
der Seitenwurzeln, wobei auch hier die Expression in der Spitze dominiert (Abb. 13) (Sessions et al.,
1999). Um das Wurzelwachstum der AL- und AC-Linien zu charakterisieren, wurde die Lange der Primar-
wurzel sowie die Anzahl und Dichte der Lateralwurzeln bestimmt.

Im Einklang mit der Rolle von Cytokinin in der Wurzel bildeten die AC-Linien langere Primarwurzeln
(Abb. 10B) und eine hdhere Anzahl an Seitenwurzeln (Abb. 15D), verbunden mit einem verringerten
Seitenwurzelabstand (Abb. 15F). Die Lange der Primarwurzel und die Anzahl an Seitenwurzeln war in der
das Transgen starker exprimierenden Linie #32 (Abb. 8C) dhnlich stark beeinflusst wie in p35S:CKX1-
Pflanzen, wahrend diese Effekte in der schwacheren Linie #37 etwas weniger stark ausgepragt waren.
Die zu p35S:CKX1-Pflanzen vergleichbaren Effekte lassen auf ein vergrofRertes RAM und eine geringere
Hemmung des fiir die Lateralwurzelbildung notwendigen Auxinflusses schlieRen (Werner et al., 2003;
Laplaze et al., 2007; Dello loio et al., 2008; Marhavy et al., 2014). Cytokinin reguliert die RAM-Gro6Re,
indem es die Zellteilung im ruhenden Zentrum inhibiert und die Zelldifferenzierung in der Transitions-
und Elongationszone férdert (Dello loio et al., 2007; 2008; Zhang et al., 2011; 2013b). Die Hemmung der

Seitenwurzelbildung durch Cytokinin erfolgt in friihen Stadien der Lateralwurzelentwicklung (Laplaze et
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al., 2007; Bielach et al., 2012; Moreira et al., 2013; Marhavy et al., 2014). Damit wird CKX1 in den AC-
Linien genau in den Bereichen exprimiert, in denen diese Prozesse reguliert werden (Abb. 13). Dies
kénnte auch eine Erklarung fir den starken Effekt der pATML1:CKX1-4xMyc-Expression auf Primar-
wurzelldange und Seitenwurzelbildung im Vergleich zur p355:CKX1-Expression sein.

Exogene Cytokininapplikation inhibiert die Elongation der Hauptwurzel und die Lateralwurzelbildung (Li
et al.,, 2006; Laplaze et al.,, 2007). Hinsichtlich der Primarwurzelelongation wurden bei AC- und
p35S:CKX1-Pflanzen kaum Auswirkungen auf die Sensitivitdt gegeniiber verschiedenen Cytokinin-
konzentrationen festgestellt (Abb. 15C). Demgegeniiber zeigten sich die Linien bei der Seitenwurzelzahl
und -dichte resistenter gegeniiber Cytokininbehandlung (Abb. 15E, Abb. 15G). Die geringere Cytokinin-
sensitivitdat der CKX1-lUberexprimierenden Pflanzen zeigt, dass die inhibierende Wirkung von Cytokinin
auf das Wurzelwachstum durch die CKX1-Aktivitat abgeschwacht wird.

Fiir viele von Cytokinin beeinflusste Prozesse lasst sich eine glockenformige Antwortkurve beobachten,
bei der eine Konzentration ober- und unterhalb eines bestimmten Optimums eine zunehmende Hem-
mung des betrachteten Sachverhalts bewirkt. Ferreira & Kieber (2005) stellten die Hypothese auf, dass
der endogene Cytokininstatus in der Wurzel supraoptimal ist und eine geringfiigige Reduktion das Wur-
zelwachstum verstarkt, wahrend eine starkere Verringerung oder eine Erh6hung des Cytokininstatus das
Wurzelwachstum beeintrachtigt. Entsprechend bilden Pflanzen mit einem héheren Cytokininstatus, wie
z. B. rock2, rock3, CKX- und Typ-A-ARR-Mehrfachmutanten, kiirzere Wurzeln mit weniger Verzweigun-
gen (Bartrina, 2006; Zhang et al., 2011; Jensen, 2013). Interessanterweise flihrte die Expression von
LOG4 unter der Kontrolle des 355- bzw. ATML1-Promotors hingegen zu einem Wurzelphanotyp, der
demjenigen cytokinindefizienter Pflanzen entspricht. Zudem zeigten die Linien (mit Ausnahme von 35L
bei der Seitenwurzelbildung) keine Verdnderungen der Sensitivitdt gegenliber exogen appliziertem
Cytokinin (Abb. 14C, Abb. 14E, Abb. 14G). Die transgenen Linien bildeten langere Primarwurzeln und
mehr Lateralwurzeln, wobei 35L die starksten und AL #17 die schwachsten Veranderungen aufwies
(Abb. 14B, Abb. 14D). Die LOG-Uberexpressionslinien, die von Kuroha et al. (2009) beschrieben wurden,
zeigten hingegen keine Veranderungen der Wurzelelongation und produzierten weniger Seitenwurzeln,
was aus dem Arrest der Lateralwurzelentwicklung aufgrund abnormaler Zellproliferation in den Primor-
dien resultierte. Damit entspricht der publizierte Wurzelphanotyp eher der Erwartung, da Cytokinin, wie
bereits erwdhnt, fir die Hemmung des Wurzelwachstums bekannt ist (Skoog & Miller, 1957; Li et al.,
2006; Laplaze et al., 2007). Uber die Griinde der unterschiedlichen Wurzelphianotypen der von Kuroha et
al. (2009) und der hier beschriebenen 35L-Pflanzen ldsst sich nur spekulieren, u. a. dirften die Nutzung
verschiedener Pflanzenmedien und die Expressionsstarke des Transgens dabei eine Rolle gespielt haben.
Bisher sind keine Daten veroffentlicht, die eine férdernde Wirkung hoher Cytokininkonzentrationen auf

das Wurzelwachstum belegen wiirden.
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Wahrend Cytokinine im Spross die Zellteilung anregen, fordern sie in der Wurzel Endoreduplikation und
Zelldifferenzierung (Schaller et al., 2014). Der unterschiedliche Effekt von Cytokinin auf Spross und Wur-
zel ergibt sich zum einen durch die zelltypabhangige Anwesenheit zusatzlicher Zellzyklusregulatoren,
zum anderen durch die Modulation der Cytokinineffekte durch andere Faktoren (z. B. Auxin) (Petricka et
al., 2012; Vanstraelen & Benkova, 2012). Darliber hinaus zeigten Studien mit synchronisierten BY-2-
Tabakzellen mit klar definierten Zellzyklusstadien, dass die endogenen Cytokininlevel oszillieren, mit
Hohepunkten an bestimmten Phasenilibergdngen und begleitet von oszillierenden CKX-Leveln, und dass
diese Oszillationen fiir das Voranschreiten des Zellzyklus kritisch sind (Laureys et al., 1999; Hartig &
Beck, 2005). Die korrekte zeitliche Regulation und die Amplitude der Cytokininoszillationen bestimmen
wesentlich, ob Cytokinin das Fortschreiten des Zellzyklus beglinstigt oder hemmt und somit Zellteilung
oder Endoreduplikation beglinstigt. Moglicherweise fiihrt die Expression von LOG4 in der Wurzel der
untersuchten transgenen Linien zu Stérungen dieser Oszillationen, die eine Forderung der Zellteilung

anstelle der Endoreduplikation und auf diese Weise das verstarkte Wurzelwachstum bewirken.

4.2. Einfluss von Cytokinin auf Entwicklungsiiberginge (Transitionen)

Die Ubergdnge von juveniler zu adulter vegetativer Phase und von vegetativem zu reproduktivem
Wachstum werden durch komplexe genetische Programme reguliert, die durch endogene und exogene
Faktoren gesteuert werden. Die Dauer der juvenilen Phase hat einen maligeblichen Einfluss auf den
Bliihbeginn, da Pflanzen Blilhkompetenz erst mit dem Ubergang zur adulten vegetativen Phase erlan-
gen. Viele Regulatoren, die den Ubergang zur reproduktiven Entwicklungsphase steuern, spielen auch
fiir die Transition von juveniler zu adulter Phase eine wichtige Rolle (Huijser & Schmid, 2011; Hong &
Jackson, 2015; Teotia & Tang, 2015). Cytokinin ist ein positiver Regulator der Blihinitiation, vornehmlich
unter SD-Bedingungen (Michniewicz & Kamieniska, 1965; Bartrina, 2006; D'Aloia et al., 2011; Jensen,
2013), wenngleich auch ein Einfluss bei langen Fotoperioden festgestellt werden konnte. In der vorlie-
genden Arbeit wurde ein von der Fotoperiode unabhangiger Einfluss von Cytokinin auf die Lange der
juvenilen Phase aufgedeckt. Bei cytokinindefizienten Pflanzen tritt der verspatete Bliihbeginn zudem oft
in Verbindung mit einem verlangerten Plastochron auf (Werner et al., 2003; Nishimura et al., 2004;
Hutchison et al., 2006; Miyawaki et al., 2006; Riefler et al., 2006; Tokunaga et al., 2012). Der Einfluss von
Cytokinin auf den Blihzeitpunkt ist also zum einen auf die Regulation der Juvenil-adult-Transition und
zum anderen auf die Regulation der Blattbildungsrate zurlickzufiihren. In Blattern und im SAM ist eine
Zunahme der Cytokininlevel festzustellen, wenn unter SD-Bedingungen angezogene Arabidopsis-
Pflanzen einem Langtag ausgesetzt werden (Corbesier et al., 2003), was die Bedeutung von Cytokinin fiir
die Bluhinitiation auch unter induktiven Lichtbedingungen unterstreicht. Cytokinin aktiviert wichtige

Bllhintegratorgene: das FLOWERING-LOCUS-T(FT)-Paralog TWIN SISTER OF FT (TSF) und FD, das ein
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Partnerprotein von FT und TSF kodiert, sowie das downstream angesiedelte SUPPRESSOR-OF-
CONSTANS(SOC1)-Gen (D'Aloia et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit wurde eine Verbindung von
Cytokinin zum age pathway aufgedeckt, die nicht nur die Ldnge der juvenilen Phase bestimmt, sondern

zudem den Mechanismus, mit dem Cytokinin Einfluss auf den Bliihbeginn nimmt, aufklaren kénnte.

4.2.1. Der Cytokininstatus korreliert negativ mit der Lange der juvenilen vegetativen Phase

Bei der Untersuchung der pATMLI1-Linien zeigte sich eine positive Korrelation zwischen Cytokininstatus
und der Juvenil-adult-Transition sowie dem Bliihbeginn, wobei hier der Cytokininstatus der Epidermis
selbst keinen maligeblichen Einfluss hatte (Abb. 28, Abb. 29). AL-Pflanzen produzierten insgesamt weni-
ger Rosettenblatter als der Wildtyp, wahrend AC-Pflanzen eine hohere Blatterzahl aufwiesen (Abb. 29).
Da fir die pATML1-Linien kaum Veranderungen der Blattbildungsrate festzustellen waren (Abb. 17),
wurde ein direkter Einfluss der Gesamtblatterzahl auf den Blihbeginn deutlich. Fir die unterschiedliche
Anzahl an Rosettenblattern bei Bliihbeginn war maligeblich die Lange der juvenilen vegetativen Phase
verantwortlich, wahrend die Anzahl der adulten Blatter (mit Ausnahme von AC #32) vergleichbar zu der
des Wildtyps war (Abb. 29). Um die bisher unbekannte Rolle von Cytokinin als positivem Regulator der
Juvenil-adult-Transition zu verifizieren, wurden weitere Mutanten und transgene Linien mit verander-
tem Cytokininstatus untersucht. Hierbei zeigte sich eine eindeutige negative Korrelation zwischen dem
Cytokininstatus und der Lange der juvenilen vegetativen Phase (Abb. 30). Dies bestatigt die Beobach-
tung von Kiba et al. (2013), dass die cyp735al cyp735a2-Doppelmutante 29-45 % mehr juvenile Blatter
bildet als Wildtyppflanzen, was bedeutet, dass Cytokinindefizienz den Ubergang von der juvenilen in die
adulte vegetative Phase verzogert.

Als Merkmal fiir die Bestimmung der Anzahl der juvenilen Blatter wurde die Abwesenheit von Tricho-
men auf der abaxialen Blattseite herangezogen, da hierdurch — anders als bei den graduellen Verande-
rungen der Blattform und -groRe — eine klare Unterscheidung zu adulten Blattern moglich ist. Epider-
male Trichome sind in Arabidopsis sowohl auf der Blattoberseite als auch auf der Blattunterseite zu fin-
den. Trichome erscheinen vom ersten Rosettenblatt an auf der adaxialen Blattseite und nehmen im
Laufe der Entwicklung von Blatt zu Blatt zu. Adaxiale Trichome dienen als Schutz vor Predatoren, lber-
maliger Transpiration und UV-Licht. Die Behandlung von Pflanzen mit BAP stimuliert die Expression
vieler Gene, die flir Aktivatoren der Trichombildung kodieren, vor allem in Infloreszenzorganen, aber in
geringerem Malle auch auf der adaxialen Blattoberflache (Gan et al., 2007). Dementsprechend produ-
zieren mit BAP behandelte Pflanzen mehr Trichome auf Stengelblattern, Stengeln und Bliten (Maes et
al., 2008). Die Uberexpression von CKX-Genen inhibiert die Trichominitiation (Werner et al., 2003).
Abaxiale Trichome, die erst mit dem Ubergang zur adulten vegetativen Phase erscheinen, erfiillen wahr-

scheinlich einen anderen Zweck und werden in Abhangigkeit vom Alter der Pflanze durch die Aktivitat
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von SQUAMOSA-PROMOTER-BINDING-PROTEIN-LIKE(SPL)-Transkriptionsfaktoren initiiert (Chien &
Sussex, 1996; Telfer et al., 1997; Yu et al., 2010). Die Initiation von abaxialen Trichomen ist zudem
unabhangig von durch Cytokinin regulierter Trichomaktivatoren (Yu et al., 2010) und auRerdem konnte
bei den verschiedenen analysierten Pflanzenlinien auch ein Einfluss auf die Blattform beobachtet
werden Es kann also davon ausgegangen werden, dass Cytokinin nicht direkt die Bildung abaxialer
Trichome reguliert, sondern indirekt liber seine Verbindung zum age pathway.

Bei der Untersuchung der AHK-gain-of-function-Mutanten rock2 und rock3 und den Doppelrezeptor-
mutanten crel ahk2, crel ahk3 und ahk2 ahk3 konnten AHK2 und AHK3 als Vermittler der cytokinin-
abhiangigen Regulation des Ubergangs von juveniler zu adulter Entwicklungsphase identifiziert werden.
Rock2 wies eine verkiirzte juvenile Phase auf, rock3 hingegen nicht, und der Funktionsverlust von AHK2
fihrte nur in Kombination mit ahk3 zu einer Verldngerung derselben. CRE1/AHK4 scheint hingegen
keine prominente Rolle in diesem Prozess zu spielen, da die juvenile Phase von crel ahk2 und crel ahk3
genauso viele Rosettenblatter umfasste wie die des Wildtyps (Abb. 30). Unklar ist bisher, ob die rock3-
Mutation moglicherweise schwacher ist als die rock2-Mutation und bei rock3 deshalb hinsichtlich der
Juvenil-adult-Transition kein Phanotyp sichtbar war. Allerdings fiihrt sowohl die rock2-Mutation als auch
die rock3-Mutation in unterschiedlichen Geweben zu einer vergleichbaren Verstarkung der transkriptio-
nellen Aktivierung eines pARR5:GUS-Reporters und transgene pAHK3:rock3-Pflanzen, die insgesamt
einen ausgepragteren Phanotyp zeigen als die rock3-Mutation im Wildtyphintergrund, bilden genauso
wie rock3 ebenso viele Rosettenblatter wie Col-0 (Jensen, 2013).

Die drei Typ-B-ARR-Doppelmutanten arrl arr10, arrl arr12 und arr10 arrl12 produzierten eine zum Wild-
typ vergleichbare Anzahl an juvenilen Blattern (Abb. 33A). Aus der Analyse der dreifach homozygoten
Linien arr1 arr10 AL, arrl arr12 AL und arr10 arr12 AL liel8 sich allerdings eine Beteiligung von ARR1 an
der Regulation des Juvenil-adult-Ubergangs folgern.

Yang et al. (2011) stellten die Hypothese auf, dass der vegetative Phasenlibergang durch mindestens ein
Signal initiiert wird, das von Blattprimordien produziert wird und die miR156-Expression reguliert. Die
Expressionsmuster von ANT- und ATML1-Promotor Uberschneiden sich in den Primordien (Elliott et al.,
1996; Sessions et al., 1999). Die hohere Anzahl an juvenilen Blattern bei AC- und pANT:CKX3-Pflanzen
lasst vermuten, dass Cytokinin eines dieser Signale sein kdnnte, allerdings zeigten die durchgefiihrten
Expressionsanalysen und der Yeast-one-hybrid-Matrixansatz, dass das Phytohormon die Juvenil-adult-
Transition wahrscheinlich eher durch Erhéhung der miR172-Expression fordert (s. Abschnitt 4.2.3.4).
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Cytokinin einen von der Fotoperiode unabhangigen Ein-
fluss auf die Anzahl der juvenilen Blatter hat. Dabei korreliert der Cytokininstatus negativ mit der Lange
der juvenilen Phase, wahrend die adulte Phase in den meisten untersuchten Mutanten und transgenen
Linien unverandert war. Demnach wirkt sich in Pflanzen mit verandertem Cytokininstatus die Lange der

juvenilen Phase auf die Gesamtblatterzahl und somit auf den Bliihzeitpunkt aus.
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4.2.2. Cytokinin beeinflusst die Bliihinduktion durch Regulation der Lange der juvenilen Phase und

der Blattbildungsrate

Ahk2 ahk3 produzierte unter induktiven Lichtbedingungen signifikant weniger adulte Blatter als der
Wildtyp, sodass die Doppelmutante aufgrund der hoheren Anzahl an juvenilen Blattern insgesamt auf
die gleiche Anzahl an Rosettenblattern kam (Abb. 30A). Die unveranderte Zahl an Rosettenblattern bei
ahk2 ahk3 deckt sich mit Ergebnissen von Higuchi et al. (2004) und Nishimura et al. (2004). Die
ahk2 ahk3-Doppelmutante bliihte etwas spéter als der Wildtyp (ca. 1,4 Tage, Abb. 31A), der Plasto-
chronindex war aber unverdndert (Abb. 32A) (Higuchi et al., 2004). Unter SD-Bedingungen bllhte
ahk2 ahk3 hingegen deutlich spéater als Col-0 (ca. 18 Tage), was ebenfalls auf eine Verlangerung der
juvenilen und zusatzlich der adulten Phase zuriickzufiihren war; der Plastochronindex war auch hier
unverandert (Abb. 30B, Abb. 31B, Abb. 32B). Wahrend ahk2 ahk3 unter LD-Bedingungen also den lange-
ren Verbleib in der juvenilen Phase durch eine verkiirzte adulte Phase zu kompensieren vermag, tritt der
Ubergang zur reproduktiven Entwicklung unter SD-Bedingungen ebenfalls verspitet ein, was die Rolle
von Cytokinin bei der Blihinduktion bei nicht-induktiven Lichtverhaltnissen unterstreicht (Michniewicz &
Kamienska, 1965; Bartrina, 2006; D'Aloia et al., 2011; Jensen, 2013).

AC #32 und pANT:CKX3 waren unter den untersuchten Linien die einzigen, die unter LD-Bedingungen
mehr adulte Blatter ausbildeten, unter SD-Bedingungen war die Lange der adulten Phase vergleichbar zu
Col-0 (Abb. 29, Abb. 30). Zudem konnten fiir AL #22 unter LD-Bedingungen eindeutige Tendenzen zu
einer kirzeren adulten Phase festgestellt werden (Abb. 29, Abb. 33). Dies konnte bedeuten, dass der
primordiale Cytokiningehalt in Abhangigkeit einer langen Fotoperiode fiir die Umwandlung des vegetati-
ven SAMs in ein Infloreszenzmeristem von Bedeutung ist. AHK2 konnte hierbei eine Rolle spielen, da
auch rock2 in vielen Experimenten eine Tendenz zu einer kiirzeren adulten Phase zeigte (Abb. 44B, Abb.
46B, Abb. 48B, Abb. 51B). Bisher gibt es allerdings keine Daten, die einen solchen Zusammenhang besta-
tigen wirden, zumal die Expression von CKX1 unter der Kontrolle des 355-Promotors, der ubiquitar im
Spross aktiv ist (Benfey & Chua, 1990), keine Verlangerung der adulten Phase bewirkte. Auch bei der
jeweils zweiten Linie von AC und AL war dies nicht festzustellen.

Insgesamt zeigte sich unter SD- und LD-Bedingungen eine positive Korrelation zwischen Cytokininstatus
und Blihbeginn (Abb. 28, Abb. 31). Michniewicz & Kamienska zeigten bereits 1965, dass die exogene
Cytokininapplikation auf den Arabidopsis-Sprossapex die Blihinduktion unter SD-Bedingungen be-
schleunigt (Michniewicz & Kamienska, 1965). Cytokininbehandlung induziert den Bliihbeginn bei Ara-
bidopsis unter SD-Bedingungen durch Aktivierung wichtiger Blliihregulatorgene (TSF, FD, SOC1) (D'Aloia
et al., 2011). Mehrere CKX-Mehrfachmutanten blihen nur unter SD-Bedingungen bis zu zehn Tagen
friher als der Wildtyp (Bartrina, 2006). Die in der vorliegenden Arbeit genutzte Quadrupelmutante
ckx3,4,5,6 blihte allerdings auch unter LD-Bedingungen friiher. Sie produzierte trotz verkirzter juveniler

Phase insgesamt genauso viele Rosettenblatter wie der Wildtyp, sodass der friihere Bliihbeginn nur
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durch die erhéhte Blattbildungsrate zu erklaren ist (Abb. 30, Abb. 31, Abb. 32). CKX1-Uberexpressions-
pflanzen sind unter SD-Bedingungen nicht in der Lage, die reproduktive Phase zu erreichen (Abb. 31B)
(Jensen, 2013). Unter LD-Bedingungen bliihte p35S:CKX1 spéater als der Wildtyp, was zum einen aus ei-
ner langeren juvenilen Phase, zum anderen aus einem hoheren Plastochronindex resultierte (Abb. 30A,
Abb. 31A, Abb. 32A). Interessanterweise kann die Expression von rock2, nicht aber die Expression von
rock3, die Fahigkeit von p35S:CKX1 zur Blihinduktion wiederherstellen (Jensen, 2013). Dies deutet auf
eine dominante Rolle von AHK2 bei der Regulation des Bliihbeginns hin.

Die drei Cytokininrezeptoren lUbernehmen bei der Determination des Blihzeitpunktes verschiedene
Funktionen. Die unveranderte Blattbildungsrate der Linien rock2, rock3 und ahk2 ahk3 zeigte, dass AHK2
und AHK3 den Bliihbeginn ausschlieRlich durch die Veranderung der Lange der juvenilen und adulten
Phase beeinflussen. Das Blihverhalten von rock3 war nicht verandert. Bei rock2 war sowohl die Anzahl
der juvenilen als auch die der adulten Blatter reduziert, bei ahk2 ahk3 war die juvenile Phase verlangert,
die Lange der adulten Phase war abhangig von der Lange der Lichtphase. Unter LD-Bedingungen kom-
pensiert der fotoperiodische Signalweg wahrscheinlich den durch den Funktionsverlust von AHK2 und
AHK3 verursachten langeren Verbleib in der juvenilen Phase, was die Verkiirzung der adulten Phase bei
ahk2 ahk3 erklaren wirde. Unter SD-Bedingungen hatte der Ausfall von AHK2 und AHK3 eine Verlange-
rung der adulten Phase zur Folge, der anscheinend andere regulatorische Signalwege nicht entgegen-
wirken kdnnen. Crel ahk2 blihte unter SD- und LD-Bedingungen spater als der Wildtyp, crel ahk3 nur
unter SD-Bedingungen. Da sich bei den beiden Doppelmutanten weder die Anzahl der juvenilen Blatter
noch die Anzahl der adulten Blatter vom Wildtyp unterschied, kann der verspéatete Bliihbeginn nur durch
den hoheren Plastochronindex erklart werden. Im Gegensatz zu AHK2 und AHK3 beeinflusst CRE1/AHK4
den Bliihzeitpunkt demnach durch eine Veranderung der Blattbildungsrate.

In der Kurztagpflanze Reis und der Langtagpflanze Arabidopsis sind Bliihmechanismen wie der
GIGANTEA-CONSTANS-FLOWERING-LOCUS-T(GI-CO-FT)-Signalweg konserviert (Park et al., 1999; Samach
et al., 2000; Kojima et al., 2002; Hayama et al., 2003; Corbesier et al., 2007; Tamaki et al., 2007). Der
Typ-B-Responseregulator(RR) Ehd1 (Early heading date 1) fordert das Bliihen unter SD-Bedingungen und
induziert die Expression zweier Florigene in Reis: Hd3a (Heading date 3a) und RFT1 (Rice flowering locus
T1) (Doi et al., 2004; Zhao et al., 2015). Ehd1 interagiert mit dem Typ-A-RR OsRR1, welcher die Aktivitat
von Ehd1l wahrscheinlich hemmt (Cho et al., 2016). In Arabidopsis wurden bisher keine downstream-
Komponenten der Cytokininsignalkaskade identifiziert, die eine spezifische Rolle bei der Blithinduktion
spielen. Um einen eventuellen Einfluss von ARR1, ARR10 und/oder ARR12 auf die Blihinduktion aufzu-
decken, wurden die dreifach homozygoten Linien arrl arr10 AL, arrl arr12 AL und arr10 arr12 AL analy-
siert. Das Bliihverhalten der drei Typ-B-ARR-Doppelmutanten arrl arrl0, arrl arrl2 und arrl10 arrl2
unterschied sich unter LD-Bedingungen nicht vom Wildtyp (Abb. 33B). Arr1 arr10 produzierte als einzige

Doppelmutante insgesamt weniger Rosettenblatter, was aus einer kirzeren adulten Phase resultierte
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(Abb. 33A). Da auch arr10 arr12 eine kirzere adulte Phase aufwies, konnte ARR10 moglicherweise ein
negativer Regulator des Ubergangs zur reproduktiven Phase sein. Es wire interessant zu untersuchen,
ob der Funktionsverlust von ARR10 ahnlich wie bei ahk2 ahk3 unter SD-Bedingungen eine Verldangerung
der adulten Phase verursacht. Unter LD-Bedingungen bilden arrl arr10- und arr10 arr12-Pflanzen zwar
insgesamt weniger Blatter, allerdings waren zudem Einfllsse der Typ-B-ARRs auf die Blattbildungsrate
erkennbar, sodass die Verkiirzung der adulten Phase auch einen Kompensationsmechanismus darstellen
kénnte. Wie bereits in Abschnitt 4.2.1 beschrieben, ist ARR1 ein positiver Regulator der Juvenil-adult-
Transition. Da die pATML1:LOG4-Expression nur im arr10 arr12-Hintergrund zu einem friheren Blih-
beginn fihrte, ist ARR1 wahrscheinlich auch in den Bliihprozess involviert. ARR1 beeinflusst den Blih-
zeitpunkt durch die Regulation des vegetativen Entwicklungsiibergangs und moglicherweise zusatzlich
Uber einen Einfluss auf die Blattbildungsrate.

Die Untersuchung des Blihverhaltens der Cytokininrezeptordoppelmutanten sowie rock2 und rock3
bestatigte die prominente Rolle von AHK2 bei der Bliihinduktion, AHK3 kommt eine unterstiitzende
Funktion zu. Die beiden Rezeptoren regulieren die Juvenil-adult-Transition und bei nicht-induktiven
Lichtverhaltnissen zudem den Ubergang von vegetativem zu reproduktivem Wachstum. CRE1/AHK4
fordert den Blihbeginn hingegen durch die Erhéhung der Blattbildungsrate. AuRerdem beeinflusst ARR1

den Bliihbeginn durch Regulation des vegetativen Entwicklungsphaseniibergangs.

4.2.3. Cytokinin beeinflusst die Expression von Komponenten des miR156-abhéngigen Signalwegs

Die beiden hoch konservierten microRNAs (miRNAs) miR156 und miR172 und ihre jeweiligen Zielgene
regulieren die Juvenil-adult-Transition und den Ubergang von vegetativem zu reproduktivem Wachstum.
MiR156 fordert Juvenilitdt, indem sie die Expression von elf Mitgliedern der SPL-Transkriptionsfaktor-
genfamilie inhibieren. MiR172 beglinstigt hingegen durch die Hemmung der Expression von AP2-like-
Transkriptionsfaktorgenen das Adultstadium und den Ubergang zur reproduktiven Entwicklung (Huijser
& Schmid, 2011; Teotia & Tang, 2015).

Verschiedene Pflanzenlinien mit verringertem Cytokininstatus wurden fiir Expressionsstudien genutzt,
um den beobachteten Einfluss von Cytokinin auf die Juvenil-adult-Transition auch auf molekularer
Ebene nachzuweisen. Als Material wurden ganze Rosetten im Kurztag angezogener Pflanzen sowie defi-
nierte Rosettenblatter im Langtag angezogener Pflanzen genutzt. Aullerdem wurde die Cytokinin-Indu-
zierbarkeit von Komponenten des miR156-abhangigen autonomen Signalwegs in Arabidopsis-Wildtyp-
Pflanzen getestet, indem die Kinetik der Genexpression im Tagesverlauf in Reaktion auf die exogene
Applikation von Benzyladenin (BA) analysiert wurde. Die erhobenen Expressionsdaten offenbarten, dass
Cytokinin die Expression von MIR172-Genen fordert und die Transkription von MIR156-Genen unter-

driickt, allerdings wirkten sich die Verdanderungen der Transkriptmengen nur im Falle der MIR172-Gene
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auch auf die Abundanz der reifen miR172 aus (Abb. 34, Abb. 36, Abb. 40). Bei den getesteten miR156-
Zielgenen zeigte sich vor allem eine durch Cytokinindefizienz hervorgerufene Erhéhung des Expressi-
onslevels von Genen der SPL3-Gruppe (Abb. 35B, Abb. 37A), wahrend unter miR172-Zielgenen nur fir
SMZ ein eindeutiger Trend zu einer héheren Expression zu beobachten war (Abb. 35D, Abb. 37D).

4.2.3.1. Cytokinin hat keinen Einfluss auf die miR156-Abundanz

Die durchgefiihrten Expressionsstudien zeigten, dass Cytokinin zwar einen Einfluss auf die MIR156-Ex-
pression hat, auf der Ebene der reifen miR156 konnte allerdings kein Unterschied im Vergleich zu den
Kontrollen nachgewiesen werden (Abb. 34B, Abb. 36A, Abb. 36C, Abb. 40B, Abb. 40C). Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Abundanz von pri-miR156a und der reifen miR156 im Wildtyp von Blatt zu Blatt
abnimmt (Abb. 36A, Abb. 36C), was die Abnahme mit fortschreitender Pflanzenentwicklung bestatigt
(Wang et al., 2009; Wu et al., 2009). Die drei anderen in der Einzelblattstudie getesteten MIR156-Trans-
kripte (pri-miR156b, pri-miR156¢ und pri-miR156d) zeigten keine solche Abnahme, was vermuten |asst,
dass ein Grofteil der reifen miR156 von pri-miR156a (und moglicherweise den nicht getesteten pri-
miR156e-h) abstammt. In AC #32 zeigten nur drei von vier getesteten MIR156-Genen eine z. T. deutlich
hohere Expression, was zeigt, dass Cytokinin nur die Transkription bestimmter Gene beeinflusst.

Die miR156-Abundanz wird sowohl auf transkriptioneller als auch auf posttranskriptioneller Ebene regu-
liert. Die Transkription der MIR156-Gene wird durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst. Beispiels-
weise haben die miR156-Zielgene SPL9 und SPL10 einen positiven Effekt auf die MIR156A-Expression,
wahrend die MIR156B-Expression durch SPL15 inhibiert wird (Wu et al., 2009; Wei et al., 2012). Die
Akkumulation von Zucker im Verlauf der Pflanzenentwicklung hat einen negativen Effekt auf die
Abundanz von pri-miR156a, pri-miR156¢, pri-miR156f und pri-miR156h, aber wirkt sich wiederum nicht
auf die Menge an pri-miR156b und pri-miR156d aus (Yang et al., 2013). Zucker beeinflusst die miR156-
Abundanz zudem auf posttranskriptioneller Ebene (Yu et al., 2013). An der pri-miRNA-Prozessierung sind
auBerdem eine Vielzahl an regulatorischen Proteinen beteiligt, die teilweise fiir bestimmte MIR-
Gentranskripte spezifisch sind (Zhang et al., 2015a).

Auf welche Weise Cytokinin die MIR156-Expression reguliert, kann auf Grundlage der derzeitigen Da-
tenlage nicht geklart werden. Es ware interessant zu untersuchen, ob eine durch einen reduzierten
Cytokininstatus verringerte T6P-Abundanz fiir die Reduktion der MIR156-Expression verantwortlich sein
konnte. Verschiedene T6P-Biosynthesegene werden durch Cytokinin induziert und sind in cytokinindefi-
zienten Pflanzen herunterreguliert (Brenner et al., 2005). Trehalosebehandlung flihrt zu einer teilweisen
Reversion der Spross- und Wurzeldefekte cytokinindefizienter Pflanzen (Holst, 2009). T6P hat einen
negativen Einfluss auf die miR156-Abundanz, da es die MIR156-Primartranskriptmenge auf transkriptio-
neller und posttranskriptioneller Ebene verringert (Wahl et al., 2013; Yu et al., 2013). Mdoglicherweise

fihrt Cytokinindefizienz zu einer Reduktion des Signalmolekiils, was sich wiederum positiv auf die
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MIR156-Transkription auswirkt, auf posttranskriptioneller Ebene aber kompensiert werden kann.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Cytokinin die Juvenil-adult-Transition nicht durch die

Regulation der miR156-Abundanz beeinflusst.

4.2.3.2. Der Einfluss von Cytokinin auf die miR172-Abundanz wird nicht iiber die Regulation von SPL9
und SPL15 erreicht

Die mit fortschreitendem Pflanzenalter abnehmende miR156-Abundanz wird von einer Zunahme der
SPL-Expression begleitet (Cardon et al., 1999; Wu & Poethig, 2006; Shikata et al., 2009; Wang et al.,
2009; Wu et al., 2009). Bisher veroffentlichte Daten deuten darauf hin, dass miR156-Zielgene in erster
Linie durch mRNA-Abbau reguliert werden (Rhoades et al., 2002; Park et al., 2005; Schwab et al., 2005;
Wu & Poethig, 2006; Franco-Zorrilla et al., 2007; Gandikota et al., 2007; Yu et al., 2013). Xu et al. (2016)
zeigten allerdings in einer kirzlichen Veroffentlichung, dass die translationale Hemmung von SPL-Trans-
kripten wahrscheinlich von gréRRerer Bedeutung ist als bisher angenommen. Die Interpretation der Er-
gebnisse der in dieser Arbeit durchgefiihrten Transkriptanalysen wird aulRerdem durch die Tatsache
erschwert, dass sich die Zielgene der beiden miRNAs auch untereinander kontrollieren und diese zudem
unabhangig von den beiden miRNAs zusatzlich durch weitere Faktoren reguliert werden (Teotia & Tang,
2015). Zudem sind die meisten SPL-Gene im SAM und in jungen Blattern exprimiert, wahrend nur SPL3
und SPL9 auch in ausgewachsenen Blattern exprimiert werden (Xu et al., 2016). Da sich die fir die Ein-
zelblattstudie verwendeten Pflanzen bereits in der reproduktiven Phase befanden und die Rosettenblat-
ter bereits ausgewachsen waren, konnten sich die Expressionsmuster ebenfalls auf die gemessenen
Transkriptabundanzen ausgewirkt haben. AuBerdem zeigten Hyun et al. (2016), dass die nah verwand-
ten SPL9 und SPL15 verschiedene Rollen bei der Blihinduktion spielen (SPL9 spielt hauptsachlich unter
LD-, SPL15 vor allem unter SD-Bedingungen eine Rolle), sodass die gemessenen SPL-Transkriptmengen
moglicherweise auch durch die in den Experimenten verwendeten Fotoperioden beeinflusst wurden.

In den Transkriptanalysen in Rosetten und Blattern konnten keine eindeutigen Tendenzen der Expres-
sion verschiedener SPL-Gene festgestellt werden (Abb. 35A, Abb. 35C, Abb. 37B). Im Induktionsexperi-
ment flhrte die Cytokininapplikation zu einer starken Erhéhung der SPL9-Expression in der ersten Ta-
geshalfte. Die in unbehandelten Pflanzen beobachtete Expressionserhohung von SPL15 trat in den cyto-
kininbehandelten Pflanzen verspatet auf und folgte anschlielend einem ahnlichen Verlauf wie in der
Kontrolle (Abb. 41B). SPL9 und SPL15 induzieren die MIR172B-Transkription durch direkte Promotorbin-
dung und auch fiir SPL2, SPL10, SPL11 und SPL13 konnte gezeigt werden, dass sie die MIR172B-Expres-
sion fordern (Wu et al., 2009; Hyun et al., 2016; Xu et al., 2016). SPL9 hat einen positiven Effekt auf die
MIR156A-Transkription, wahrend die MIR156B-Expression durch SPL15 inhibiert wird (Wu et al., 2009;

Wei et al., 2012). Der kurzzeitige Anstieg der SPL9-Expression nach der Cytokininbehandlung kénnte
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darauf hindeuten, dass Cytokinin die Aktivierung von MIR172-Genen zumindest teilweise durch Aktivie-
rung der SPL9-Transkription erzielt, allerdings ware dann auch ein positiver Einfluss auf die MIR156A-
Expression zu erwarten gewesen. Die MIR156B-Expression wurde nicht getestet, durch die kurzzeitige
Hemmung der SPL15-Expression zu Tagesbeginn ware aber ebenfalls eine héhere MIR156-Expression zu
erwarten gewesen. Die Cytokininbehandlung hatte eher eine Hemmung der MIR156-Expression zur
Folge. Zudem besteht keine eindeutige Korrelation zwischen der Transkriptabundanz von SPL9 und der
MIR172-Expression und auch bei der Untersuchung der Kreuzungen rock2spl9spll15 und
ahk2 ahk3 spl9 spl15 zeigten sich nur additive Effekte. Da die Expression von SPL2, SPL10, SPL11 und
SPL13 im Induktionsversuch nicht analysiert wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Einfluss

von Cytokinin auf die miR172-Expression Gber die Aktivierung einiger dieser SPL-Gene geschieht.

4.2.3.3. Cytokinindefizienz verursacht eine Expressionserh6hung von Mitgliedern der SPL3-Gruppe

SPL3, SPL4 und SPL5 spielen beim vegetativen Phaseniibergang und der Bliihinduktion wahrscheinlich
keine groRRe Rolle und sind vor allem fiir die Blitenmeristemidentitatstransition wichtig (Galvao et al.,
2012; Jung et al., 2012a; Porri et al., 2012; Xu et al., 2016). Die Expression von SPL3, SPL4 und SPL5 ist in
miR172-Uberexpressionspflanzen und in Mutanten der miR172-Zielgene erhoht (Jung et al., 2011), was
darauf schlielRen lasst, dass miR172 die Mitglieder der SPL3-Gruppe positiv reguliert. Im Induktionsexpe-
riment zeigte SPL5 nach Cytokininbehandlung eine durchweg héhere Expression als in den Kontrollpro-
ben, moglicherweise verursacht durch die erhéhte miR172-Abundanz. Bei SPL4 konnte allerdings kein
Einfluss von Cytokinin auf die Expression festgestellt werden (Abb. 41A). Die SPL3-Transkriptmenge
wurde nicht gemessen. Der positive Einfluss von miR172 auf die Expression von SPL3, SPL4 und SPL5
konnte demnach nicht oder nur teilweise bestatigt werden, was darauf hindeutet, dass Cytokinin seinen
Einfluss auf Entwicklungsiibergange eher Gber andere Komponenten des age pathway vermittelt.
Interessanterweise konnte eine Hochregulation von Mitgliedern der SPL3-Gruppe (Gandikota et al.,
2007; Guo et al., 2008) in cytokinindefizienten Linien beobachtet werden (Abb. 35B, Abb. 37A). Auch
eine Metaanalyse verfligbarer Expressionsdaten zeigt einen negativen Einfluss von Cytokinin auf SPL3
und SPL4 (Bhargava et al., 2013). Die durch Cytokinindefizienz verursachte Verringerung der miR172-
Abundanz hat offensichtlich keinen Einfluss auf die Expression von SPL3, SPL4 und SPL5. Dies legt die
Vermutung nahe, dass Cytokinin die Mitglieder der SPL3-Gruppe unabhangig von miR172 reguliert.
Neben ihrer Rolle bei Pflanzenwachstum und -entwicklung spielen miR156-regulierte SPLs auch bei
Stressantworten eine Rolle. So spielt beispielsweise SPL3 eine wichtige Rolle bei Phosphatdefizienz (Lei
et al., 2016) und SPL2, SPL9 und SPL11 regulieren die Toleranz gegeniiber wiederkehrendem Hitzestress
(Stief et al., 2014). Diese Prozesse werden allerdings in Abhangigkeit von miR156 reguliert (Stief et al.,

2014; Lei et al., 2016). Die Gene der SPL3-Untergruppe werden auch durch Gibberelline reguliert (Galvao
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et al., 2012; Jung et al., 2012a; Porri et al., 2012). Die Analyse der Expression von GA-Biosynthese- und
GA-Katabolismusgenen (Abb. 38) sowie die Ergebnisse der Messungen des GA-Gehalts in cytokinindefi-
zienten Linien (Abb. 39, Tab. 28) lassen vermuten, dass die hohere Expression von SPL3, SPL4 und SPL5

das Resultat eines héheren GA-Gehalts in cytokinindefizienten Pflanzen sein konnte (s. Abschnitt 4.2.5).

4.2.3.4. Cytokinin induziert die Expression von miR172, méglicherweise durch direkte Bindung von

Typ-B-ARRs an MIR172-Promotoren

Die Primartranskripte pri-miR172a, pri-miR172b und pri-miR172c sowie die Abundanz der reifen miR172
nehmen im Laufe der Pflanzenentwicklung zu, wahrend sich die Abundanzen von pri-miR172d und pri-
miR172e nicht verandern (Aukerman & Sakai, 2003; Jung et al., 2007; Wu et al., 2009), was sich auch in
den Ergebnissen der Einzelblattexpressionsstudie widerspiegelt (Abb. 36B, Abb. 36D). Die durchgefiihr-
ten Expressionsstudien offenbarten zudem einen positiven Einfluss von Cytokinin auf die Abundanz von
MIR172-Transkripten (Abb. 34C, Abb. 34D, Abb. 36B, Abb. 40D, Abb. 40E). Im Gegensatz zu den Ergeb-
nissen fir miR156 wirkten sich die Veranderungen der Transkriptmengen auch auf die Abundanz der
reifen miR172 aus (Abb. 36D, Abb. 40F). Der Induktionsversuch zeigte, dass die Expression von mindes-
tens drei MIR172-Genen (MIR172B, MIR172D und MIR172E) und der reifen miR172 durch Cytokinin
stimuliert wird. Die Cytokininbehandlung fiihrte zu einem deutlichen Anstieg der getesteten MIR172-
Gene, wobei sich die Expressionsanderung im Vergleich zu den unbehandelten Pflanzen nach vier Stun-
den auf Gber das Doppelte belief und bis zum Ende des Tages auf das bis zu 17-fache anstieg (Abb. 40D,
Abb. 40E). Auch fir die reife miR172 konnte ein Expressionsanstieg im Tagesverlauf nach Cyto-
kininapplikation nachgewiesen werden (Abb. 40F).

Die Funktionen von miR156 und miR172 bei der Juvenil-adult-Transition und dem Ubergang von vegeta-
tivem zu reproduktivem Wachstum sind in vielen Pflanzenspezies konserviert, wie z. B. Arabidopsis,
Gerste, Mais und Reis (Huijser & Schmid, 2011; Zhu & Helliwell, 2011). Sowohl in Monokotyledonen als
auch in Dikotyledonen lasst sich das inverse Expressionsmuster von miR156 und miR172 finden: Die
Abundanz von miR156 ist in der friihen Pflanzenentwicklung hoch und nimmt mit zunehmendem Alter
der Pflanze ab, wahrend die miR172-Abundanz wahrend der Pflanzenentwicklung zunimmt (Aukerman
& Sakai, 2003; Lauter et al., 2005; Chuck et al., 2007a; 2007b; Jung et al., 2007; Wu et al., 2009; Zhu et
al., 2009). Die beiden miRNAs werden aber zumindest teilweise unterschiedlich reguliert. Beispielsweise
beeinflussen Gibberelline die Entwicklungsiibergange in Reispflanzen unabhdngig von miR156 und
miR172 (Tanaka, 2012), wihrend GAs die miR172-Expression in Arabidopsis regulieren (Galvdo et al.,
2012; Yu et al., 2012). Wahrend in dieser Arbeit ein positiver Einfluss von Cytokinin auf die miR172-
Expression gezeigt werden konnte, stellten Liu et al. (2009b) fest, dass sich die miR172-Expression in

Reiskeimlingen nach Cytokininbehandlung verringerte.
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Bereits 15 Minuten nach exogener Applikation von Cytokinin lassen sich starke Veranderungen der
Transkriptabundanzen einer Vielzahl von Genen nachweisen (Brenner et al., 2005). Wenngleich im
Induktionsexperiment unmittelbar nach Cytokininbehandlung ein Aufwartstrend der Transkriptmengen
der MIR172-Gene MIR172B, MIR172D und MIR172E festzustellen war (Abb. 40E), war erst nach etwa
vier Stunden eine mehr als zweifache Transkriptzunahme nachzuweisen. Allerdings zeigten sich in den
durchgefiihrten Expressionsstudien meist nur Unterschiede im einstelligen Bereich, was darauf schlie-
Ren lasst, dass die Expression dieser Gene unter strenger regulatorischer Kontrolle steht. Moglicher-
weise werden sie aber auch grundsatzlich eher schwach exprimiert. Um die Méglichkeit einer direkten
Aktivierung der MIR172-Gene durch Typ-B-ARRs zu testen, wurde ein Y1H-Matrixansatz durchgefiihrt.
Dafir wurden die Promotoren der Gene MIR172B, MIR172D und MIR172E verwendet, da diese bereits
in den Expressionsanalysen eine cytokininabhdngige Regulation zeigten. Als potenzielle Interaktoren
wurden Fusionen der Typ-B-ARRs ARR1, ARR2, ARR10-ARR12, ARR14 und ARR18 mit der Hefe-GAL4-
Aktivierungsdomane genutzt. Wahrend flir pMIR172E keine Interaktion mit Typ-B-ARRs nachweisbar
war, war eine Bindung von ARR12 an pMIR172B und von ARR1, ARR2 und ARR12 an pMIR172D festzu-
stellen (Abb. 43C). Das 220 bp-Promotorfragment von pARR6 stellte sich leider als schlechte Positivkon-
trolle heraus, da keine Interaktion zwischen Typ-B-ARRs und pARR6 nachgewiesen werden konnte, ob-
wohl pARR6 als einziges Promotorfragment im Test das als ARR-Bindemotiv identifizierte erweiterte
Cytokinin Response Motif (ECRM) (Sakai et al., 2001; Taniguchi et al., 2007; Ramireddy et al., 2013) ent-
hielt (Abb. 42). Dieses Resultat deckt sich mit Ergebnissen anderer Y1H-Experimente (Pfeifer, 2012) und
deutet darauf hin, dass noch weitere Bindemotive existieren konnten (Brenner et al., 2012). Eine Pro-
motordeletionsanalyse kénnte iber den gebundenen Sequenzabschnitt Auskunft geben.

Die Beteiligung von ARR1 und ARR12 an der Juvenil-adult-Transition wurde bereits durch die Ergebnisse
anderer Experimente angedeutet: Aus der Analyse der Linien arrlarrl0AL, arrlarrl12 AL und
arrl0 arr12 AL lieR sich eine Beteiligung von ARR1 an der Regulation des Juvenil-adult-Ubergangs und
der Blihinduktion folgern (s. Abschnitte 4.2.1 und 4.2.2). Die Expressionsanalyse in ganzen Rosetten
zeigte, dass die pri-miR172b-Abundanz in arrl arr12 stirker herunterreguliert ist als in arr1 arr10 (Abb.
34C, Abb. 34D), was auf eine wichtige Rolle von ARR12 in miR172-vermittelten Prozessen hindeuten
konnte. Aufgrund der Entdeckung von ARR2 als zuséatzlichem Regulator der MIR172-Expression (Abb. 43)
ware eine Untersuchung der arrl arr2 arr12-Dreifachmutante interessant. Die Beteiligung weiterer Typ-
B-ARRs bei der Regulation der MIR172-Expression ist aber natirlich nicht auszuschlieRen.

Die Typ-B-ARR-Gene ARR1, ARR2, ARR10, ARR11 und ARR12 weisen die breitesten Expressionsmuster
auf und vermitteln wahrscheinlich den Grofteil der Cytokininantworten in der pflanzlichen Entwicklung
(Mason et al., 2004; 2005; Yokoyama et al., 2007; Argyros et al., 2008; Ishida et al., 2008). ARR13, ARR14
und ARR18-ARR21 sind hauptséachlich in reproduktiven Organen aktiv (Mason et al., 2004; Tajima et al.,
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2004). Da miR172 auch bei der Blitenentwicklung eine Rolle spielt (Jung et al., 2007; Grigorova et al.,
2011; Jung et al., 2014), kdnnten die Gbrigen Typ-B-ARRs hierbei moglicherweise von Bedeutung sein.
Die Bindung von Typ-B-ARRs an die Promotoren ihrer Zielgene erfordert die Phosphorylierung eines
konservierten Aspartatrestes in der Empfangerdomane (Hwang & Sheen, 2001; Tanaka et al., 2004;
Kieber & Schaller, 2014). Das His-Asp-Phosphotransfersystem zur Signalweiterleitung ist evolutionar
konserviert und existiert sowohl in Prokaryoten als auch in diversen eukaryotischen Spezies, u. a. auch in
Hefen (Maeda et al., 1994; Posas et al., 1996; Wurgler-Murphy & Saito, 1997). AuRerdem kénnen
Komponenten der Cytokininsignalkaskade Faktoren des Hefe-Phosphotransfersystems funktionell
ersetzen, z. B. zeigten Suzuki et al. (1998), dass AHP1 in der Lage ist, eine Histidinphosphotransfer(Hpt)-
Hefemutante zu komplementieren. Da in dem Y1H-Matrixansatz ARR-DNA-Interaktionen im Hefesystem
nachgewiesen werden konnten, ist davon auszugehen, dass zumindest ARR1, ARR2 und ARR12 durch
orthologe oder funktionell verwandte Proteine phosphoryliert werden kénnen. Trotz hoher Sequenz-
Ubereinstimmungen in der Typ-B-ARR-Familie ist es moglich, dass aber nicht alle getesteten ARRs in
Hefezellen phosphoryliert werden kénnen, sodass moglicherweise einige Interaktionen nicht nach-
gewiesen werden konnten.

Eine Bindung von Typ-B-ARRs an DNA im heterologen Hefesystem lasst nicht zwangslaufig auch auf eine
Interaktion in planta schliefen. Diese muss noch durch andere Methoden bestatigt werden. Der direkte
Weg ist die Durchfiihrung eines ChlPseg-Experiments. Da nach bestimmten DNA-Abschnitten gesucht
wird, kdnnte man den Sequenzierungsschritt allerdings auch durch eine PCR-basierte Methode ersetzen.
Ein indirekter Nachweis ist tiber die Analyse der MIR172-Expression in ARR-Uberexpressionspflanzen
moglich. Aufgrund der hochgradigen funktionellen Redundanz ist die Transkriptanalyse in ARR-Mutan-
ten weniger sinnvoll, zumal moglicherweise nicht alle beteiligten Typ-B-ARRs identifiziert wurden. Fir
die Identifizierung des genauen Sequenzabschnitts, an der die Bindung erfolgt, konnte z.B. ein
electrophoretic mobility shift assay (EMSA) durchgefiihrt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass Cytokinin mehrere MIR172-Gene in positiver Weise reguliert und dass
sich dies auch auf der Ebene der reifen miR172 zeigt. Verschiedene Experimente lassen eine Beteiligung
von AHK2, AHK3, ARR1, ARR2 und ARR12 bei der Regulation der miR172-Expression vermuten. Der Y1H-
Matrixansatz zeigte, dass Typ-B-ARRs die MIR172-Expression moglicherweise direkt regulieren. Um die
Beteiligung dieser Faktoren zu bestdtigen, kénnte die Durchfiihrung eines Cytokinin-Induktions-

experiments mit ahk2 ahk3 bzw. arrl arr2 arr12 Klarheit bringen.

4.2.3.5. Der Einfluss von Cytokinin auf die miR172-Abundanz wirkt sich auf die SMZ-Expression aus

SMZ zeigte in Linien mit einem reduzierten Cytokininstatus meist eine erhohte Expression (Abb. 35D,

Abb. 37D) und gehorte damit neben SPL3, SPL4 und SPL5 zu den am stabilsten differenziell regulierten
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Genen und korrelierte zudem mit der verringerten miR172-Expression. Anders als bei den Ubrigen
miR172-Zielgenen, die hauptsachlich auf translationaler Ebene reguliert werden, erfolgt die miR172-
vermittelte Hemmung der SMZ-Expression zumindest teilweise auf post-transkriptioneller Ebene
(Aukerman & Sakai, 2003; Chen, 2004; Lauter et al., 2005; Mathieu et al., 2009). SMZ und AP2 kommt
zudem unter den miR172-Zielgenen eine Sonderstellung zu, da sie sich gegenseitig, sich selbst und
andere miR172-Zielgene inhibieren, wahrend fiir die (ibrigen Zielgene bisher keine Regulation anderer
miR172-Zielgene gezeigt werden konnte (Mathieu et al., 2009; Yant et al., 2010).

Microarraydaten (The DIURNAL project, http://diurnal.mocklerlab.org/) zeigen einen diurnalen Verlauf
der SMZ-Expression unter LD-Bedingungen mit einem Maximum bei Zeitgeber 15 (Mockler et al., 2007).
Dies deckt sich mit dem im Induktionsversuch nachgewiesenen Maximum 14 Stunden nach Beginn der
Lichtphase (Abb. 41D), allerdings konnte noch ein weiteres Maximum 30-60 Minuten nach Tagesbeginn
beobachtet werden. Die ersten vier Stunden sind im DIURNAL project allerdings nicht weiter aufgelost.
SMZ zeigte in den ersten vier Stunden nach Cytokininbehandlung eine Reduktion der Transkriptmenge
im Vergleich zur Kontrolle, anschlieend konnte kein Unterschied mehr festgestellt werden (Abb. 41D).
Die verringerte Transkriptmenge kénnte das Resultat der erhéhten miR172-Expression sein, allerdings
wird dies schnell kompensiert, moglicherweise durch die selbstinhibierende Wirkung von SMZ oder
durch den Einfluss anderer Faktoren, wie z. B. AP2 (Mathieu et al., 2009). Interessanterweise zeigten
Mathieu et al. (2009), dass SMZ an die Promotoren von CKX5 und ARR3 bindet, was auf eine Feedback-
Regulation von SMZ auf die Cytokininaktivitat hindeuten kdnnte.

Fiir die miR172-Zielgene AP2, SNZ, TOE1, TOE2 und TOE3 konnten in Reaktion auf Cytokinindefizienz und
die dadurch verringerte miR172-Abundanz keine eindeutigen Expressionsunterschiede festgestellt wer-
den (Abb. 35D, Abb. 35E, Abb. 37C, Abb. 37D). Im Induktionsversuch konnten fiir TOE1 und TOE3 keine
starken Expressionsunterschiede zwischen cytokininbehandelten Keimlingen und Kontrollpflanzen ge-
messen werden, wahrend die Amplitude des diurnalen Verlaufs der TOE2-Transkriptabundanz nach
Cytokininbehandlung durchweg niedriger ausfiel (Abb. 41C), was aus der starkeren miR172-Expression
resultieren konnte. Die SNZ-Transkriptmenge, die in den Kontrollpflanzen bis zum Beginn der Nacht-
phase kontinuierlich abfiel und anschlieBend auf den Ursprungswert zurlickkehrte, war im Vergleich zur
Kontrolle in cytokininbehandelten Pflanzen stets etwas erhoht und zeigte dabei einen dhnlichen Verlauf.
Dies ist moglicherweise das Resultat der hemmenden Wirkung von SMZ (Mathieu et al., 2009).

Es konnte gezeigt werden, dass Cytokinindefizienz zu einer erhdhten SMZ-Expression fiihrt und dass die
Behandlung von Wildtypkeimlingen zumindest eine kurzzeitige Verringerung der Transkription von SMZ
bewirkt. Da fiir die anderen miR172-Zielgene kein eindeutiger Einfluss von Cytokinin auf ihre Expression
gezeigt werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass Cytokinin seinen Einfluss auf die Juvenil-adult-
Transition und auf den Ubergang zur reproduktiven Entwicklungsphase vor allem iber miR172 und SMZ

vermittelt. Bestatigt wird diese Hypothese durch die Analyse der Hybride von smz mit ahk2 ahk3 und
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rock2 (s. Abschnitt 4.2.4.2). Aufgrund des vorwiegend translationalen Einflusses von miR172 auf die
Expression ihrer Zielgene und der Regulation durch weitere Faktoren kann jedoch nicht ausgeschlossen

werden, dass auch die Expression weiterer miR172-Zielgene durch Cytokinin beeinflusst wird.

4.2.4. Genetische Untersuchung der Interaktion der Cytokinin-Signalkaskade mit dem miR156-

abhangigen autonomen Signalweg

Es konnte gezeigt werden, dass Cytokinin die Juvenil-adult-Transition und den Ubergang zur reprodukti-
ven Phase durch Aktivierung von MIR172-Genen positiv reguliert und dass dies moglicherweise durch
direkte Bindung von Typ-B-ARRs an MIR172-Promotoren geschieht. Die Cytokininrezeptoren AHK2 und
AHK3 spielen bei der Regulation der Entwicklungsiibergange eine wichtige Rolle. Um genetische Interak-
tionen des Cytokininsignalwegs mit dem miR156-abhdngigen autonomen Signalweg aufzudecken,
wurden rock2 und ahk2 ahk3 mit verschiedenen verfligbaren transgenen Linien und loss-of-function-

Mutanten gekreuzt und hinsichtlich ihres Transitionsphanotyps untersucht.

4.2.4.1. Cytokinin agiert wahrscheinlich parallel zum miR156-SPL-Modul

Die Expression von p355:MIM156 (MIM156) und pSPL9:GFP-rSPL9 (rSPL9) bewirkt, dass die transgenen
Pflanzen die juvenile Phase Uberspringen und bereits nach der Bildung von zwei adulten Blattern zu
blihen beginnen (Abb. 46B, Abb. 54A) (Wang et al., 2009; Wu et al., 2009). Somit konnte die Expression
von rock2 keine zusatzliche Verkiirzung der juvenilen Phase bewirken (Abb. 46B, Abb. 54A).

Interessanterweise war der gleichzeitige Funktionsverlust von AHK2 und AHK3 in der Lage, die juvenile
Phase von p355:MIM156 (MIM156) wiederherzustellen, auch wenn sie im Vergleich zum Wildtyp etwas
kiirzer ausfiel (Abb. 54A). In MIM156-Pflanzen wird ein kiinstliches miR156-Zielgen Uberexprimiert, was
zur Reduktion der miR156-Aktivitat fiihrt und dadurch eine Zunahme der SPL-Expression bewirkt
(Franco-Zorrilla et al., 2007). Die partielle Wiederherstellung der juvenilen Phase von MIM156 durch
Ausfall von AHK2 und AHK3 zeigt, dass Cytokinin bei der Regulation der Juvenil-adult-Transition parallel
zu miR156 agiert und ist mit dem Ergebnis im Einklang, dass die miR156-Abundanz nicht durch Cytokinin
beeinflusst wird (s. Abschnitt 4.2.3.1). Die cytokininvermittelte Erhdhung der miR172-Abundanz wird
wahrscheinlich auch nicht durch Aktivierung von SPL-Genen erreicht. Es konnte kein eindeutiger Einfluss
von Cytokinin auf die Expression von SPL-Genen nachgewiesen werden, fir die eine Forderung der
miR172-Expression gezeigt ist (s. Abschnitt 4.2.3.2). Zudem zeigen Arabidopsis-Expressionsdaten keinen
oder einen negativen Einfluss von Cytokinin auf die Expression von SPL-Genen (Brenner et al., 2005;
Bhargava et al, 2013). AuRerdem konnten bei den Kreuzungen rock2spl9spll5 und
ahk2 ahk3 spl9 spl15 nur additive Effekte festgestellt werden: Im genetischen Hintergrund von

spl9 spl15 verkirzte rock2 die juvenile Phase, wahrend ahk2 ahk3 zur Bildung einer héheren Anzahl an



DISKUSSION | 157

juvenilen Blattern fiihrte. Die adulte Phase von ahk2 ahk3 spl9 spl15 war ebenso verkirzt wie in
ahk2 ahk3 (Abb. 44, Abb. 45). Zhang et al. (2015c) zeigten, dass SPLs mit Typ-B-ARRs interagieren. Es ist
moglich, dass diese Interaktion fiir die Aktivierung der MIR172-Expression notwendig ist, allerdings ist
bisher nur eine Hemmung der Typ-B-ARR-Aktivitdt durch SPLs dokumentiert (Zhang et al., 2015c).

Unter LD-Bedingungen hat MIM156 den gleichen Phanotyp wie rSPL9 (Franco-Zorrilla et al., 2007; Wu et
al., 2009; Todesco et al., 2010). Im Gegensatz zu rSPL9 bilden MIM156-Pflanzen unter SD-Bedingungen
allerdings ebenfalls keine juvenilen Blatter (Xu et al., 2016), der Phanotyp von MIM156 ist also
ungemein starker als der von rSPL9. Interessanterweise zeigte sich bei ahk2 ahk3 rSPL9 im Gegensatz zu
ahk2 ahk3 MIM156 kein Einfluss auf die juvenile Phase von rSPL9-Pflanzen. Dies lasst sich nur dadurch
erklaren, dass die miR156-resistente SPL9-Variante, obwohl sie unter der Kontrolle eines nativen
Promotorfragmentes stehen sollte, Gberexprimiert wird. Diese Annahme wird durch Xu et al. (2016)
gestlitzt, die ebenfalls eine miR156-resistente SPL9-Variante unter der Kontrolle des eigenen Promotors
generierten, deren Expression unter LD-Bedingungen eine Reduktion der Anzahl an juvenilen Blattern,
aber keinen Wegfall der juvenilen Phase bewirkte. Entweder fehlen bei dem durch Wang et al. (2009)
klonierten Promotor regulatorische Elemente, die zu einem anderen rdumlichen und/oder zeitlichen
Expressionsmuster fihren, oder aber die Expression des Gens wird durch p35S oder einen anderen
konstitutiven Promotor angetrieben.

Um die direkte MIR172-Aktivierung durch die Cytokininsignalkaskade zu bestatigen, ware die Analyse
von Hybriden von ahk2 ahk3 und rock2 mit spl2,9,10,11,13,15, in der alle MIR172-aktivierenden SPL-
Gene ausgeschaltet sind, hilfreich. Die Sechsfachmutante hat einen dhnlich drastischen Phanotyp wie
miR156-Uberexprimierer und verweilt lange in der juvenilen Phase, bis sie schlieRlich zu bliihen beginnt
(Xu et al., 2016). Alternativ konnte die MIR172-Induzierbarkeit in spl2,9,10,11,13,15 durch Cytokinin
getestet werden. Auf Grundlage der in dieser Arbeit gesammelten Ergebnisse erscheint zunachst die
Hypothese, dass Cytokinin parallel zum miR156-SPL-Modul agiert, am wahrscheinlichsten.

Der Bliihzeitpunkt der bisher besprochenen Kreuzungen korrelierte meist nicht mit der Anzahl der gebil-
deten Rosettenblatter (Abb. 44-47, Abb. 54). Die Verhéltnisse von Blihzeitpunkt zur Blatterzahl lassen
auf einen Einfluss von miR156, SPL9 und SPL15 auf die Blattbildungsrate schlieen. Tatsachlich ist dies
mehrfach dokumentiert (Schwarz et al., 2008; Wang et al., 2008; Wu et al., 2009; Jung et al., 2011).

4.2.4.2. Cytokinin beeinflusst die Juvenil-adult-Transition durch Hemmung von SMZ

Im Induktionsversuch wurde kurz nach der Cytokininbehandlung eine Reduktion der SMZ-Transkript-
menge im Vergleich zur Kontrolle gemessen, anschlieRend konnte kein Unterschied mehr festgestellt
werden (Abb. 41D). Der Effekt von Cytokinin auf die SMZ-Expression deckt sich aber mit den Ergebnissen

der vorangegangenen Expressionsanalysen, die eine erhohte SMZ-Genaktivitdt in cytokinindefizienten
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Pflanzen zeigten (Abb. 35D, Abb. 37D). Anders als bei den lbrigen miR172-Zielgenen erfolgt die miR172-
vermittelte Hemmung der SMZ-Expression zumindest teilweise auf post-transkriptioneller Ebene
(Mathieu et al., 2009). Die juvenilen und adulten Blatterzahlen von rock2 smz und ahk2 ahk3 smz
entsprachen denjenigen von rock2 bzw. ahk2 ahk3, was auf eine eindeutige epistatische Beziehung
schlieBen lasst. Die Resultate lassen vermuten, dass Cytokinin seinen Einfluss auf Entwicklungs-
Ubergdnge u. a. Uber miR172 und SMZ vermittelt.

SMZ ist ein Blihrepressor und reguliert u. a. die Expression von FT und TSF in Blattern. Auch Cytokinin
reguliert die TSF-Expression, allerdings in positiver Weise (D'Aloia et al., 2011). SMZ reprimiert in erster
Linie die Bluhinduktion unter induktiven LD-Bedingungen durch Hemmung des fotoperiodischen Signal-
wegs, der alleinige Knockout von SMZ fihrt jedoch nicht zu phanotypischen Auswirkungen auf das Bliih-
verhalten (Mathieu et al., 2009). Dies war in einem von zwei durchgefiihrten Experimenten auch der Fall
(Abb. 51, Abb. 52). Die Analyse des Bliihzeitpunktes von rock2 smz und ahk2 ahk3 smz férderte keine
eindeutigen epistatischen Beziehungen zutage. Es ware interessant zu untersuchen, ob Cytokinin die
TSF-Aktivierung moglicherweise Gber die Hemmung von SMZ erreicht.

Die Expression von TOE3 steigt im Gegensatz zu den Ubrigen miR172-Zielgenen mit zunehmendem
Pflanzenalter an (Jung et al., 2007), was eine weitere Regulation des Gens unabhangig von miR172 nahe-
legt. AuBerdem spielt TOE3 vor allem in der Bliitenentwicklung eine Rolle und weniger bei der Regula-
tion von adulter Phase und Blihinitiation (Aukerman & Sakai, 2003; Jung et al., 2007; Mathieu et al.,
2009; Jung et al., 2014). Die Analyse von rock2 toe3 und ahk2 ahk3 toe3 zeigte, dass Cytokinin seinen
Einfluss auf Entwicklungstibergange nicht durch TOE3 vermittelt, allerdings kann funktionelle Redundanz
unter den miR172-Zielgenen nicht ausgeschlossen werden. Die toe3-Mutante bildet insgesamt weniger
Rosettenblatter als der Wildtyp, die Anzahl der juvenilen Blatter unterscheidet sich allerdings nicht (Abb.
48B, Abb. 49B). Der Bliihzeitpunkt unterscheidet sich kaum vom Wildtyp (Abb. 48C, Abb. 49C) (Jung et
al., 2007; 2014), was die eher untergeordnete Rolle von TOE3 bei der Regulation von Entwicklungstiber-
gangen unterstreicht. Die Anzahl an juvenilen und adulten Blattern und der Bliihbeginn entsprachen bei
rock2 toe3 den Werten von rock2 (Abb. 48B, Abb. 48C). Ahk2 ahk3 toe3 zeigte hingegen einen Misch-
phanotyp von ahk2 ahk3 und toe3 hinsichtlich der Lange der juvenilen und adulten Phase (Abb. 49B).
Die Expression von p35S5:MIM172 resultiert in einer Verlangerung der juvenilen Phase (Abb. 54A)
(Todesco et al., 2010). Der simultane Genverlust von AHK2 und AHK3 hatte keine zusatzliche Verlange-
rung der juvenilen Phase zur Folge, was sich mit den bisherigen Ergebnissen deckt, da eine verringerte
MIR172-Expression durch Ausfall der beiden Cytokininrezeptoren (Abb. 34C, Abb. 34D) durch die Reduk-
tion der miR172-Aktivitat in MIM172 maskiert wird.

Bei ahk2 ahk3 MIM172 war die Anzahl an adulten Bldttern wie in ahk2 ahk3 reduziert und auch die
Anzahl der juvenilen Blatter entsprach derjenigen der Doppelmutante. Die gleichzeitige Expression von

rock2 und p355:MIM172 fiihrte zu einer geringeren Anzahl an juvenilen Blattern im Vergleich zu
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MIM172 (Abb. 54A). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass Cytokinin unabhdngig von miR172
noch iber mindestens einen weiteren Weg die Juvenil-adult-Transition und den Ubergang zu reproduk-
tivem Wachstum reguliert.

Die Bliihzeitpunkte der Linien rock2 MIM172, MIM172 und ahk2 ahk3 MIM172 korrelierten weitest-
gehend mit der Gesamtanzahl an gebildeten Blattern, was mit dem Befund lbereinstimmt, dass miR172
anders als miR156 und SPLs keinen Einfluss auf die Blattbildungsrate hat (Schwarz et al., 2008; Wang et
al., 2008; Wu et al., 2009; Jung et al., 2011).

4.2.5. Die Erhohung des Gibberellingehalts und der Expression von SPL-Genen der SPL3-Gruppe in

cytokinindefizienten Pflanzen stellt moglicherweise einen Kompensationsmechanismus dar

Mitglieder der SPL3-Gruppe werden in Blattern cytokinindefizienter Pflanzen starker exprimiert (Abb.
35B, Abb. 37A). Obwohl gezeigt werden konnte, dass miR172 die Mitglieder der SPL3-Gruppe positiv
reguliert (Jung et al., 2011), hatte die durch Cytokinindefizienz verursachte Verringerung der miR172-
Abundanz keinen negativen Einfluss auf die Expression von SPL3, SPL4 und SPL5. Dies legt die
Vermutung nahe, dass Cytokinin die Mitglieder der SPL3-Gruppe unabhangig von miR172 reguliert.

GA fordert die Bliihinduktion unter LD- und SD-Bedingungen u. a. durch die Regulation von SPL-Genen in
Blattern sowie im SAM (Galvao et al., 2012; Jung et al., 2012a; Porri et al., 2012) und die Behandlung
von Arabidopsis-Pflanzen mit dem GA-Biosynthese-Inhibitor Paclobutrazol supprimiert die SPL3-Trans-
kription (Jung et al., 2012a). Diese Befunde fiihrten zu der Uberlegung, dass GA moglicherweise fiir die
starkere Expression der SPL3-Gruppenmitglieder verantwortlich sein kénnte. Tatsachlich zeigte sich,
dass die GA-Biosynthesegene GA30X1 und GA200X2 in AC-Blattern im Vergleich zum Wildtyp starker
exprimiert werden, wahrend die fir Enzyme des GA-Katabolismus kodierenden Gene GA20X1 und
GA20X2 stark herunterreguliert waren (Abb. 38). Metaanalysen verfligbarer Expressionsdaten bestati-
gen den negativen Einfluss auf die GA30X1-Expression (Brenner et al., 2012; Bhargava et al., 2013). Zu-
dem zeigten Jasinski et al. (2005), dass GA20X2 durch exogene Cytokininapplikation sowie durch Induk-
tion eines IPT-Gens im SAM und in Blattern induziert wird. Messungen der GA-Metabolite in Rosetten 15
Tage alter Pflanzen zeigten, dass der GA-Gesamtgehalt in cytokinindefizienten Pflanzen erhoht war,
wahrend Linien mit hoherem Cytokininstatus keine Unterschiede zum Wildtyp zeigten (Tab. 28).

SPL3, SPL4 und SPL5 spielen beim vegetativen Phasenibergang und der Bliihinduktion wahrscheinlich
keine groRRe Rolle und sind vor allem fiir die Blitenmeristemidentitatstransition wichtig (Galvao et al.,
2012; Jung et al., 2012a; Porri et al., 2012; Xu et al., 2016). Auch die Beobachtung, dass eine Verringe-
rung des Cytokininstatus eine Erhohung des GA-Gehalts zur Folge hat, deutet darauf hin, dass hierbei
kein bliihverwandter Prozess reguliert wird (Matias-Hernandez et al., 2016). Cytokinin und GA {iberneh-

men bei der BlUhinduktion eine positive regulatorische Rolle (Matias-Herndndez et al., 2016), wahrend
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die beiden Phytohormone in anderen Entwicklungsprozessen antagonistische Funktionen ausiiben, u. a.
bei Spross- und Wurzelwachstum, Zelldifferenzierung und Meristemaktivitat (Greenboim-Wainberg et
al., 2005; Jasinski et al., 2005).

Die Erh6hung des GA-Gehalts und der Expression von SPL3-Gruppenmitgliedern kénnte mit den Wachs-
tumsprozessen des Blattes in Zusammenhang stehen. GAs regulieren das Blattwachstum, indem sie
sowohl Zellteilung als auch Zellexpansion férdern (Peng et al., 1997; Silverstone et al., 1998; Silverstone
et al., 2001; Olszewski et al., 2002; Achard et al., 2009). SPL3, SPL4 und SPL5 sind zudem fiir die Ausbil-
dung adulter Blattmerkmale von Bedeutung, wie z. B. abaxiale Trichome, Erhéhung der Zellzahl und
Reduktion der ZellgroBe (Usami et al., 2009; Xu et al., 2016). In cytokinindefizienten Pflanzen, wie z. B.
p35S:CKX (Werner et al., 2003) und AC, wird die geringere Zellteilungsaktivitdt partiell durch eine ver-
starkte Zellexpansion kompensiert (s. Abschnitt 4.1.2.1). Moglicherweise hangt die Erhdhung des GA-
Gehalts und der Expression von SPL3-Gruppenmitgliedern mit der Kompensation der durch Cytokinin-
defizienz verursachten verringerten Zellteilungsaktivitat zusammen. Dabei kdnnte GA fir die verstarkte
Zellexpansion verantwortlich sein und zusammen mit SPL3, SPL4 und SPL5 die Zellteilung verstarken.

Die am Cy3-Atom hydroxylierten GA-Metabolite GA;, GAs;, GAs und GA¢ sowie die nicht hydroxylierten
GA,; und GA; stellen die bioaktiven GA-Formen dar, wobei Uber ihre jeweiligen Funktionen und ihre
Wichtigkeit nicht viel bekannt ist (MacMillan, 2001; Yamaguchi, 2008). In den cytokinindefizienten Linien
ahk2 ahk3 und AC #32 waren GA,;, GAs und GAg z. T. stark erhoht, allerdings zeigte GA, auch in rock2 und
AL #22 eine hohere Abundanz im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 39B, Abb. 39C). Zwischen der Konzentra-
tion von GA; und dem Cytokininstatus zeigte sich eine positive Korrelation, allerdings waren die Unter-
schiede nicht signifikant (Abb. 39B). Auch GA;, war sowohl in Linien mit einem hoheren Cytokininstatus
als auch in Linien mit reduziertem Cytokininstatus erhoht (Abb. 39A). GAy, ist die Vorstufe aller Metabo-
lite, die am Cy3-Atom nicht hydroxyliert sind, einschliellich GA; und GA;. Durch Hydroxylierung von GA,,
entsteht auRerdem GAs;, die Vorstufe aller Ci5-hydroxylierten Formen (Yamaguchi, 2008). Wahrend in
rock2 und AL #22 aus dem GA,-Uberschuss hauptsichlich GA, hergestellt zu werden scheint, entstehen
in ahk2 ahk3 und AC #32 zusatzlich vermehrt die bioaktiven Formen GA; und GAs.

Die Zunahme von GA, in Linien mit hoherem CK-Status ldsst sich moglicherweise dadurch erklaren, dass
sich diese Linien starker als die tbrigen Linien kurz vor dem Schossen befanden. GA, spielt bei der
Regulation der Stengelelongation und der BlUhinduktion eine wichtige Rolle. Es akkumuliert kurz vor
dem Blihbeginn im Sprossapex, wird aber wahrscheinlich in den Blattern synthetisiert und anschlieRend
zum Sprossapex transportiert (Eriksson et al., 2006). GA;, GA, und GA; haben einen positiven Einfluss
auf Endoreduplikation und Zellelongation in Arabidopsis-Hypokotylen (Gendreau et al., 1999; Saibo et
al., 2003). Uber die Funktionen von GAs und GAg ist bisher nichts bekannt.

Die Erhohung von GA, (und GA;) in den getesteten cytokinindefizienten Linien und die Tatsache, dass

GAs die Expression von SPL3-Gruppenmitgliedern induzieren, sprechen fir die Hypothese, dass



DISKUSSION |161

Gibberelline fiir die verstdrkte Zellexpansion verantwortlich sind. GA; und GA; kdénnten — wie fir
Hypokotyle beschrieben — die Endoreduplikation und Zellexpansion stimulieren und dabei womaéglich
mit weiteren GA-Metaboliten wie GAs und GAg zusammenwirken.

Um diese Hypothese zu verifizieren, miisste eine Reihe von Experimenten durchgefiihrt werden, die die
Beteiligung von GAs und SPLs an der Kompensation der reduzierten Blattflache in cytokinindefizienten
Pflanzen klaren, z. B. Einkreuzen von GA- und SPL-Mutanten sowie Zellzyklusreporterlinien, Analyse der
Verteilung radioaktiv- oder mit einem Fluorophor markierter GAs und Behandlung cytokinindefizienter

Pflanzen mit dem GA-Biosynthese-Inhibitor Paclobutrazol.

4.2.6. Modell und Ausblick

Abb. 55 zeigt den aktuellen Forschungsstand zur Regulation der Juvenil-adult-Transition und des Uber-
gangs zum reproduktiven Wachstum durch den miR156-abhangigen autonomen Signalweg (Teotia &
Tang, 2015; Hyun et al., 2016; Xu et al., 2016) und integriert die Ergebnisse dieser Arbeit zur Interaktion
der Cytokininsignalkaskade mit dem age pathway. Die miR156-Abundanz ist zu Beginn der pflanzlichen
Entwicklung am hochsten und verringert sich mit zunehmendem Pflanzenalter. Damit nimmt die
miR156-vermittelte Hemmung der SPL-Expression ab, was in einer Aktivierung der miR172-Expression
resultiert. Die Expression der MIR172-Gene wird zudem durch Cytokinin induziert. Ein Y1H-Matrixansatz
zeigte, dass dies moglicherweise durch direkte Bindung von Typ-B-ARRs an die Promotoren dieser Gene
erfolgt, ein in-vivo-Nachweis, beispielsweise durch ein ChIPseq-Experiment, steht noch aus. AHK2 und
AHK3 sind die vermittelnden Cytokininrezeptoren in diesem Prozess. Es ware interessant zu untersu-
chen, ob die miR172-Zunahme im Verlauf der Pflanzenentwicklung von einer altersabhangigen Zunahme
des Cytokininstatus begleitet wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Cytokininsignalkaskade parallel zu
miR156, SPL9 und SPL15 agiert. Ob Cytokinin moglicherweise andere SPL-Gene induziert oder Elemente
der Signalkaskade mit den SPLs interagieren, um die MIR172-Transkription zu aktivieren, ist bisher nicht
geklart. Die Kreuzung von ahk2 ahk3 und rock2 mit einer Sechsfachmutante, in der alle MIR172-
aktivierenden SPL-Gene ausgeschaltet sind (spl2,9,10,11,13,15), konnte diese Frage klaren. Alternativ
konnte die Cytokinin-Induzierbarkeit von MIR172-Genen in sp/2,9,10,11,13,15 getestet werden.

Der miR172-Anstieg im Laufe der Pflanzenentwicklung flihrt zur Hemmung der Expression einer Familie
aus AP2-like-Genen, die fir Blihrepressoren kodieren. Die Resultate dieser Arbeit lassen vermuten, dass
Cytokinin seinen Einfluss auf Entwicklungsiibergange lber SMZ und moglicherweise Ulber weitere
miR172-Zielgene vermittelt, wahrend TOE3, das hauptsachlich in der Bliitenentwicklung eine Rolle
spielt, keine Regulation durch Cytokinin erfahrt. SMZ reguliert u. a. die Expression von FT und TSF. Der
letztgenannte Blihintegrator wird durch Cytokinin induziert, der genaue Mechanismus ist aber bisher

nicht geklart. Es lasst sich spekulieren, dass dies moglicherweise durch die MIR172-Aktivierung und die
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daraus resultierende Hemmung von SMZ erreicht wird. Welche anderen miR172-Zielgene durch
Cytokinin reguliert werden, muss noch untersucht werden, z. B. durch Kreuzungen von rock2 und
ahk2 ahk3 mit anderen miR172-Zielgenmutanten.

In cytokinindefizienten Pflanzen waren der GA-Gehalt sowie die Expression von SPL3, SPL4 und SPL5
erhoht, allerdings ist diese Regulation wahrscheinlich unabhangig von der cytokininabhangigen Regula-
tion der Entwicklungstibergange und spezifisch fir Cytokinindefizienz. Die Expressionsstudien wurden
zwar nur mit cytokinindefizienten Pflanzenlinien durchgefiihrt, allerdings zeigte sich im Induktionsver-
such keine eindeutige Korrelation zwischen der durch Cytokinin verursachten Erhéhung der miR172-
Abundanz und der Expression der SPL3-Gruppenmitglieder. Eine genauere Untersuchung dieses Sach-
verhalts steht noch aus.

Cytokinin reguliert den Blihzeitpunkt unabhangig von der Fotoperiode durch seinen Einfluss auf die
Lange der juvenilen und adulten Phase und die Blattbildungsrate. Es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass Cytokinin die Juvenil-adult-Transition und den Ubergang zu reproduktivem Wachstum noch iiber
einen oder mehrere miR172-unabhangige Wege reguliert. Die Verkiirzung der juvenilen Phase von

MIM172 durch Expression von rock2 und der ungemein starkere Effekt von Cytokinin unter SD- als unter
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Abb. 55: Modell der Interaktion der Cytokininsignalkaskade mit dem age pathway. Beschreibung s. Text. Die
Erkenntnisse aus dieser Arbeit zur cytokininabhdngigen Regulation von Entwicklungsibergangen sind in rot gehal-
ten, gestrichelte Linien deuten auf ungeklarte Interaktionen hin. Die Hypothese zur Kompensation der durch Cyto-
kinindefizienz verursachten Verringerung der Zellteilungsaktivitat durch Interaktion von Cytokinin, GA und SPL3-
SPL5 ist in grau dargestellt.

Quellen: Teotia & Tang (2015), Hyun et al. (2016), Xu et al. (2016).
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5. Zusammenfassung

Pflanzen durchlaufen wahrend ihres Lebenszyklus verschiedene Entwicklungsphasen, die durch Auspra-
gung neuer morphologischer Merkmale und/oder Bildung neuer Organe gekennzeichnet sind. Die GroRe
und die Anzahl der in der vegetativen Phase gebildeten Blatter werden durch komplexe Netzwerke re-
guliert, die durch Umwelteinfliisse, genetische Faktoren und Phytohormone beeinflusst werden. Das
zellteilungsfordernde Pflanzenhormon Cytokinin (CK) hat einen wesentlichen Einfluss auf die Wachs-
tumsprozesse eines Organs. Ob CK dabei als nicht-zellautonomer Faktor zwischen verschiedenen Zell-
schichten eines sich entwickelnden Organs vermittelt, ist bisher nicht geklart. Das Phytohormon ist
zudem ein positiver Regulator der Bliihinduktion. Da Pflanzen erst mit dem Ubergang zur adulten vege-
tativen Phase Bliihkompetenz erlangen, hat die Dauer der juvenilen Phase einen maligeblichen Einfluss
auf den Bliihbeginn. Die Juvenil-adult-Transition wird durch die hochkonservierten microRNAs miR156
und miR172 sowie ihre jeweiligen Zielgene reguliert, wobei miR156 Juvenilitit und miR172 den Uber-
gang zur adulten und reproduktiven Phase fordert. Uber einen Einfluss von CK auf die Juvenil-adult-
Transition ist bislang nur sehr wenig bekannt und auch die molekularen Mechanismen, mit denen das
Phytohormon Einfluss auf den Bliihbeginn nimmt, sind weitestgehend ungeklart.

Im ersten Teilprojekt dieser Arbeit wurde der Einfluss des epidermalen Cytokininstatus auf das Spross-
wachstum untersucht. Dafiir wurden mehrere Promotor-Gen-Konstrukte kloniert und in Arabidopsis
exprimiert. Der in der Epidermis aktive Promotor des ATML1-Gens wurde mit Genen kombiniert, welche
die Cytokininsignaltransduktion hemmen (ARR1-SRDX) bzw. den Katabolismus (CKX1) oder die Biosyn-
these (LOG4) von CK fordern. Alle Transgene verursachten Veranderungen des Cytokininstatus, wobei
ARR1-SRDX lokal in der Epidermis wirkte und CKX1 und LOG4 auch Effekte (iber die Expressionsdomane
hinaus bewirkten. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von pATML1:L0G4 und pATML1:CKX1-
4xMyc die GrolRe des vegetativen Meristems beeinflusst, moglicherweise durch die Veranderung des
von der L1 ausgehenden Cytokiningradienten. pATML1:LOG4-Pflanzen bildeten grofRere, pATML1:ARR1-
SRDX- und pATML1:CKX1-Pflanzen kleinere Rosettenblatter, die durch Veranderungen der Zellteilungs-
aktivitat bewirkt wurden. Die durch lokale Hemmung der Cytokininsignaltransduktion hervorgerufene
Reduktion der epidermalen Zellteilung in pATML1:ARR1-SRDX beschrankte das Wachstum der sub-
epidermalen Gewebe. Die Cytokininrezeptoren AHK2 und AHK3 sowie der Typ-B-ARR ARR1 konnten als
vermittelnde Faktoren bei der BlattgroRendetermination in den pATMLI-Linien identifiziert werden.
Dariiber hinaus konnten Effekte der Transgenexpression auf die Plazenta-Aktivitat, die Apikaldominanz,
den Stengeldurchmesser und das Wurzelwachstum beobachtet werden.

Die Analyse der pATML1-Linien und weiterer Arabidopsis-Linien mit verdandertem Cytokininstatus im
zweiten Teilprojekt forderte eine von der Fotoperiode unabhangige, negative Korrelation zwischen dem

Cytokininstatus und der Ldnge der juvenilen vegetativen Phase zutage, wobei der epidermale Cyto-
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kininstatus keinen wesentlichen Einfluss auf die Juvenil-adult-Transition zeigte. AHK2, AHK3 und ARR1
konnten als vermittelnde Faktoren der Cytokininsignalkaskade in diesem Prozess identifiziert werden.
Neben der Léange der juvenilen Phase wurde der Blihzeitpunkt zudem durch den Einfluss von CK auf die
Blattbildungsrate beeinflusst, wobei dem Rezeptor CRE1/AHK4 hierbei eine wesentliche Rolle zukommt.
Expressionsanalysen zeigten, dass der positive Einfluss von CK auf Entwicklungsiibergdnge durch die
transkriptionelle Aktivierung von MIR172-Genen zu erklaren ist. In einem Yeast-one-hybrid-Matrixansatz
konnte eine Bindung von ARR1, ARR2 und ARR12 an MIR172-Promotoren gezeigt werden, was eine
direkte Aktivierung der MIR172-Transkription durch Typ-B-ARRs vermuten ldsst. Expressionsanalysen
und genetische Untersuchungen zeigten zudem, dass CK u.a. eine Hemmung der Expression des
miR172-Zielgens SMZ bewirkt, welches fiir einen Blihrepressor kodiert, der u. a. die Expression der
Florigene FT und TSF reguliert. Da CK TSF in positiver Weise reguliert, kann die Hypothese aufgestellt

werden, dass CK die TSF-Aktivierung moglicherweise u. a. Gber die Hemmung von SMZ erreicht.
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6. Summary

Plants progress through a number of developmental transitions during their life cycle that are
characterized by the development of new morphological traits and/or organs. The number and size of
leaves formed during the vegetative phase is regulated by complex regulatory networks which are
influenced by environmental cues and genetic factors as well as phytohormones. Cytokinins (CKs), a
class of phytohormones which promote cell division, are known to contribute considerably to organ
growth. However, it remains unclear whether CKs act as non-cell autonomous factors between different
cell layers in developing organs. CKs are also positive regulators of flowering time. As plants acquire the
competence to flower upon transition to the adult vegetative phase, the length of the juvenile phase
considerably influences flowering time. The juvenile-to-adult phase transition is regulated by the highly
conserved microRNAs miR156 and miR172 and their respective target genes. MiR156 promotes
juvenility, while miR172 stimulates the transition to adult and reproductive growth. The impact of CKs
on the juvenile-to-adult phase transition as well as the CK-related molecular mechanisms involved in
flowering time determination are still poorly understood.

In the first part of this study, the importance of the epidermal CK status for shoot growth was
investigated by using promoter-gene constructs which were stably expressed in Arabidospis thaliana.
The epidermis-specific ATML1 promoter was fused to the ORFs of genes inhibiting CK signal transduction
(ARR1-SRDX), or promoting the catabolism (CKX1) or biosynthesis (LOG4) of CKs. The CK status was
altered by all transgenes. ARR1-SRDX acted locally in the epidermis whereas CKX1 and LOG4 also caused
effects outside of their expression domain. It was shown that expression of pATML1:L0OG4 and
PATMLI1:CKX1-4xMyc influences the size of the vegetative meristem, probably by altering the CK
gradient originating from the L1 layer. Compared to the wildtype, rosette leaves of pATML1:LOG4 plants
were bigger and those of pATML1:ARR1-SRDX and pATML1:CKX1 plants were smaller due to changes in
cell proliferation activity. In pATML1:ARR1-SRDX plants, the reduction of epidermal cell division due to
local inhibition of CK signal transduction restricted subepidermal tissue growth. The CK receptors AHK2
and AHK3 and type-B-ARR ARR1 were identified as factors controlling leaf size in pATML1 lines.
Moreover, effects of transgene expression on placenta activity, apical dominance, stem diameter and
root growth were observed.

The analysis of pATML1 lines and additional Arabidopsis lines with altered CK status presented in the
second part of this study allowed the identification of a photoperiod-independent negative correlation
between CK status and length of the juvenile vegetative phase. However, no substantial influence of the
epidermal CK status on juvenile-to-adult transition was observed. AHK2, AHK3 and ARR1 were identified
as components of the CK signaling cascade involved in this process. Beside the length of the juvenile

phase, flowering time was also affected by the impact of CK on the leaf formation rate, CRE1/AHK4
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being the crucial player involved. Expression analyses showed that the positive effect of CK on
developmental transitions relies on the transcriptional activation of MIR172. Using a yeast one-hybrid
assay, ARR1, ARR2 and ARR12 were shown to bind to MIR172 promoters, suggesting direct
transcriptional activation of MIR172 genes by type-B ARRs. Expression analyses and genetic
investigations additionally showed that CK inhibits the expression of the miR172 target gene SMZ which
encodes a flowering repressor regulating the expression of the florigenes FT and TSF. As CKs positively

regulate TSF, it can be hypothezised that this activation is achieved by inhibition of SMZ.
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Tab. $1: Generierte transgene Pflanzenlinien.

Transgen in Col-0

Generation

Phanotyp

Referenz

kein offensichtlicher Phanotyp; interessant ist hierbei der Unterschied zum

PANT::ARR1:SRDX:4xMyc T4 Konstrukt pANT::CKX3 (Holst et al., 2011) Séren Werner
PANT::IPT7 T2 kein offensichtlicher Phanotyp S6éren Werner
PANT::LOG4 T3 groBere Rosettenblatter, erhéhter Chlorophyligehalt Séren Werner

sehen meist aus wie Col-0/pATML1::ROCK2:4xMyc (reduzierte Blattzahl und

-breite; alle Pflanzenorgane bilden haarahnliche Strukturen aus, sogar die

Schoten; es werden kaum Samen gebildet), es konnten aber auch starkere
PANT::ROCK2:4xMyc T3 Phanotypen beobachtet werden: von kleinwiichsigen Pflanzen mit Séren Werner

Rosettenblattern, welche kaum noch als solche zu erkennen sind, bis hin zu

,kleinen Buschen” (kugelférmiger Habitus, der nur noch Blatterstrukturen

erkennen lasst)
PATML1::ARR1:SRDX:4xMyc T4 s. Ergebnisteil Séren Werner
PATML1::CKX1:4xMyc T4 s. Ergebnisteil S6éren Werner
PATML1::IPT7 T4 kein offensichtlicher Phanotyp Séren Werner
pATML1::LOG4 T4 s Ergebnisteil S6éren Werner

B . reduzierte Blattzahl und -breite; alle Pflanzenorgane bilden haardhnliche R

PATML1::ROCK2:4xMyc T3 Strukturen aus, sogar die Schoten; es werden kaum Samen gebildet Soren Werner
pCUC3::ARR1:SRDX:tCUC3 T4 Pﬂanzen z. T. |nsgesam.t kleiner mit wenlggr und schmaleren Blattern sowie Séren Werner

diinneren Stengeln (keine hundertprozentige Penetranz)
pCUC3::CKX1:tCUC3 T4 kein offensichtlicher Phanotyp Séren Werner
pCUC3:IPT7:tCUC3 T4 kein offensichtlicher Phanotyp S6éren Werner
pCUC3:L0GA:tCUC3 ™ groRere Rosettenblatter, erhohter Chlorophyligehalt, an der Basis groRerer Séren Werner

Stengeldurchmesser

starker Phanotyp: deformierte Blatter, kurzer Spross, der in Blattstrukturen

terminiert, wenige bis keine Bliten/Schoten (dhnelt stm-2, abgesehen vom

Blattphanotyp); schwacher ausgepragter Phanotyp: deformierte Blatter,
pCUC3::ROCK2:tCUC3 T4 zusatzllch.e.Ro.setten isntlang fjes Steﬂngc-ells; Schoten werden gebildet, die Séren Werner

Organpositionierung ist aber irregulér (dhnelt wus-1, abgesehen vom

Blattphanotyp und der veranderten Phyllotaxis); im Keimlingsstadium sind

Probleme bei der Etablierung bzw. Aufrechterhaltung des SAMs zu

beobachten
pHB8::ARR1:SRDX T4 deutlich spaterer Bliihzeitpunkt; reduzierte Apikaldominanz Elisabeth Otto
pHB8::CKX1 T4 deutlich spaterer Blihzeitpunkt; reduzierte Apikaldominanz Elisabeth Otto
pHB8::ROCK2 Ta Pf.Ianzen sch.em.en |n.sge.samt eln.en geringeren Turgordruck aufzu-weisen, sie Elisabeth Otto

wirken bereits im Keimlingsstadium schlapp und kraftlos
pHMG::ARR1:SRDX T4 kein offensichtlicher Phanotyp S6éren Werner
pHMG::CKX1 T4 kein offensichtlicher Phanotyp Séren Werner
pHMG::IPT7 T2 kein offensichtlicher Phanotyp S6éren Werner
pHMG::LOG4 T2 groRere Rosettenblatter (T1), erhohter Chlorophyllgehalt Séren Werner

Pflanzen wachsen noch weiter, wenn der Wildtyp das Wachstum bereits
pHMG::ROCK2 T4 eingestellt hat; homozygote Pflanzen sterben oft friihzeitig oder produzieren Séren Werner

kaum Samen; friihzeitiger Abbruch der Entwicklung der Samenanlagen und
der gesamten Schote




ANHANG |l

Tab. S2: Cytokiningehalt im Spross von pATML1:LOG4- und pATML1:CKX1-4xMyc-Pflanzen.

Nr. | Genotyp tZ tZ0G tZR tZROG tZRMP tZ7G tZ29G
1 1,69 1,35| 9,88 9,76 | 2,63 2,01| 058 049 | 21,00 | 17,73 | 54,70 | 46,11 | 20,13 | 14,99
2 Col-0 1,16 023| 823 1,15 | 1,84 045| 0,38 008| 1597 | 224 41,03 | 594| 1211 | 370
3 1,26 9,93 1,58 0,50 17,29 44,20 12,50
4 1,30 11,01 1,99 0,51 16,66 44,51 15,22
5 0,55 042 3,30 2,63| 037 033| 015 0,11 | 517 3,98 | 13,78 | 11,93 | 4,05 3,28
6 AC #32 0,40 009| 241 048| 042 0,07 | 0,08 0,04| 3,389 094| 11,18 | 154 2,88 0,59
7 0,38 2,62 0,28 0,12 3,99 12,50 3,41
8 0,34 2,18 0,26 0,08 2,86 10,26 2,77
9 0,41 0,39 | 4,20 3,48| 051 048 | 017 0,16 | 4,81 4,07 | 14,42 | 13,13 | 335 2,80
10 AC #37 0,39 0,02| 3,03 051 061 011| 013 0,02| 4,10 066| 1256 | 098] 2,89 0,62
11 0,36 3,46 0,34 0,17 3,21 12,22 1,91
12 0,40 3,23 0,47 0,17 4,14 13,33 3,03
13 1,60 1,58 | 12,46 | 12,34 | 2,01 1,97 | 0,50 046 | 14,28 | 14,61 | 53,43 | 53,49 | 11,75 | 14,09
14 AL #17 1,36 018| 11,14 | 085| 1,87 028| 038 008| 11,93 | 255| 4874 | 462 1522 | 1,65
15 1,55 12,68 1,68 0,42 14,15 52,02 15,28
16 1,79 13,11 2,34 0,55 18,07 59,76 14,09
17 2,11 2,10| 14,70 | 1510| 2,10 1,95 | 0,45 046 | 14,86 | 1532| 59,68 | 59,51 | 18,07 | 16,83
18 AL#22 2,14 005| 1538 | 1,43| 215 0,21 0,49 003| 1649 | 1,47| 57,80 | 229| 1538 | 1,19
19 2,12 16,88 1,72 0,47 16,50 62,69 16,39
20 2,03 13,45 1,82 0,43 13,44 57,86 17,47
Nr. | Genotyp cZ cZ0G cZR cZROG cZRMP c29G
1 0,06 0,06 | 0,73 0,60 | 0,39 033| 081 0,70 | 5,03 557 | 0,10 0,09
2 Col-0 0,06 0,01 0,40 021 0,26 0,06 | 0,62 011| 524 0,96 | 0,07 0,01
3 0,07 0,45 0,38 0,78 7,00 0,09
4 0,06 0,84 031 0,59 5,00 0,09
5 0,07 0,05 | 0,63 0,55 | 017 0,18 | 055 0,52 | 1,9 1,59 | 0,02 0,02
6 AC #32 0,04 0,01| 046 010| 019 001 051 003 | 1,42 024 0,02 0,00
7 0,04 0,65 0,20 0,48 1,37 0,02
8 0,05 0,46 0,17 0,52 1,66 0,02
9 0,03 0,03| 0,95 0,70 | 0,15 0,17 | 057 0,54 | 1,49 1,85 | 0,02 0,02
10 AC #37 0,02 0,01| 050 019| 016 0,02| 053 002 | 1,9 033 0,02 0,00
11 0,04 0,68 0,19 0,52 1,72 0,01
12 0,04 0,66 0,19 0,55 2,28 0,01
13 0,10 0,09 | 055 0,55 | 0,41 031| 0,79 0,69 | 509 481| 0,12 0,11
14 AL #17 0,08 0,01| 052 0,06 | 0,29 0,07| 063 0,07 | 467 032 013 0,02
15 0,09 0,51 0,28 0,67 5,06 0,09
16 0,08 0,63 0,25 0,66 4,43 0,09
17 0,10 0,12 | 058 053] 024 0,26 | 0,77 0,66 | 4,72 506 | 0,13 0,13
18 0,12 0,01| 053 0,03 | 0,30 0,03 | 068 0,08 | 501 035| 013 0,01
AL #22
19 0,14 0,51 0,25 0,60 5,56 0,13
20 0,12 0,51 0,25 0,61 4,9 0,14

Fortsetzung nachste Seite.



ANHANG |

Tab. S2: Cytokiningehalt im Spross von pATML1:LOG4- und pATML1:CKX1-4xMyc-Pflanzen (Fortsetzung).

Nr. | Genotyp DHz DHZOG DHZR DHZROG DHZRMP DHZ7G DHZ9G
1 0,02 0,02 | 0,02 0,02| 0,13 0,06 | 0,03 0,05 | 0,08 0,07 | 2,11 1,97 | 0,13 0,12
2 Col-0 0,02 0,00| 0,02 0,00| 0,05 0,04 | 0,05 0,01| 0,07 0,01| 2,10 022| 012 0,01
3 0,02 n. d. 0,05 0,06 0,05 1,65 0,11

4 0,01 0,02 0,04 0,05 0,06 2,02 0,12

5 0,03 0,03| 017 0,16 | 0,09 0,09 | 0,06 0,09 | 0,13 0,10 | 3,91 322| 021 0,19
6 AC #32 0,03 001| 014 0,04 | 0,06 0,04 | 0,05 0,06 | 0,10 003| 2,82 052 | 019 0,02
7 0,02 0,12 0,06 n. d. 0,08 3,34 0,19

8 0,04 0,21 0,14 0,16 0,08 2,81 0,16

9 0,03 0,02| 0,15 0,13 | 0,06 0,06 | n.d. 0,04 | 0,12 0,11 | 4,09 3,91| 018 0,19
10 AC #37 0,02 0,00| 0,09 0,03 | 0,07 0,01 | 0,02 0,03 | 011 0,01| 3,382 0,15| 0,20 0,02
11 0,02 0,13 0,05 0,03 0,10 3,76 0,20

12 0,03 0,14 0,05 0,07 0,12 3,96 0,16

13 0,02 0,02 | 0,08 0,06 | 0,06 0,04 | 0,10 0,06 | 0,04 0,05| 2,74 2,50 | 0,16 0,15
14 AL #17 0,02 0,00 | n.d. 0,02 | 0,04 0,01 | 0,07 0,03 | 0,04 001| 2,22 021 017 0,02
15 0,02 0,05 0,03 0,02 0,06 2,54 0,12

16 0,02 0,05 0,04 0,05 0,07 2,48 0,13

17 0,03 0,03 | 0,04 0,04 | 0,04 0,04 | 0,07 0,05 | 0,07 0,06 | 3,62 3,48 | 0,25 0,22
18 AL#22 0,03 0,00| 0,04 0,01| 0,05 0,01 | 0,05 0,01 0,08 0,01| 3,66 052| 0,22 0,03
19 0,02 0,05 0,04 0,04 0,07 3,92 0,23

20 0,02 0,02 0,03 0,05 0,05 2,73 0,17

Nr. | Genotyp iP iPR iPRMP iP7G iP9G

1 0,34 034 | 2,23 1,82 | 19,04 | 16,08 | 18,75 | 16,53 | 2,55 2,20

2 Col-0 0,39 0,07 | 1,26 041 1409 | 213| 1475 | 1,67| 1,83 0,30

3 0,39 1,83 16,06 16,58 2,29

4 0,25 1,96 15,12 16,04 2,14

5 0,26 0,23 | 1,35 1,21 | 8,49 7,33 | 6,00 529 | 0,61 0,54

6 AC #32 0,26 0,05| 1,20 0,09 | 7,02 1,01 | 541 058 | 0,53 0,05

7 0,16 1,14 7,70 5,17 0,55

8 0,25 1,15 6,11 4,60 0,49

9 0,24 0,21| 0,89 0,84 | 9,31 826 | 6,20 572 | 0,60 0,57

10 AC #37 0,20 0,07 | 0,85 012 | 7,69 0,79 | 5,23 0,50 | 0,59 0,03

11 0,13 0,68 7,62 5,35 0,54

12 0,29 0,96 8,39 6,11 0,54

13 0,53 0,39 | 3,09 2,21| 12,97 | 13,52 | 1635 | 17,14 | 2,71 2,54

14 AL #17 0,26 011| 1,557 069| 1222 | 212| 1491 | 193 240 0,13

15 0,35 1,77 12,22 17,91 2,55

16 0,43 2,43 16,65 19,38 2,51

17 0,42 038 | 1,49 1,62 | 12,33 | 12,74 | 23,16 | 24,04 | 2,91 3,07

18 AL #22 0,33 004| 1,71 023| 1455 | 157 2426 | 215| 3,22 0,15

19 0,41 1,39 13,25 26,90 3,17

20 0,37 1,90 10,81 21,85 2,98

Die verwendeten Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Etwa 20 mg Sprossmaterial von sieben Tage
alten Keimlingen wurden geerntet und vereinigt. Die Werte sind in pmol/g FG angegeben. Die Mittelwerte sind in
fett-kursiv, die Standardabweichungen in kursiv angegeben. 7G = N7-GIucosid, 9G = N9-Glucosid, AC =
PATML1:CKX1-4xMyc, AL = pATML1:LOG4, cZ = cis-Zeatin, DHZ = Dihydrozeatin, iP = NG-IsopentenyIadenin, 0G = 0-
Glucosid, R = Ribosid, RMP = Ribosid-5-Monophosphat, tZ = trans-Zeatin, ROG = Ribosid-O-Glucosid.



Tab. $3: Gibberellingehalt im Spross von Pflanzen mit verandertem Cytokininstatus.

ANHANG |IV

Nr. | Genot GA-Gehalt (Cy3 nicht hydroxyliert) [pg/mg FG]

r-| Benotyp GA;-Ald. | GA;, GA;s GA,,; GA;; GAq GA, GA, GAs; GA3,

1 41,69 | 41,25 | 0,50 | 0,61 | 0,13 | 6,15 | 2,02 | 1,70 | 0,05 | 0,06 | 0,46 | 0,37 | 0,05 | 6,06 | 0,28 | 0,39 | 3,41 | 2,81 | 0,71 | 0,75

2 Col-0 46,64 | 4,34|0,72 | 0,11 |0,12 | 0,04 | 2,05 | 0,34 | 0,07 | 0,01 | 0,25 | 0,11 | 0,03 | 0,01 | 0,35 | 0,19 | 2,15 | 0,67| 0,71 | 0,16

3 34,51 0,50 0,16 1,34 0,04 0,49 0,04 0,21 2,12 0,58

4 42,16 0,72 0,21 1,38 0,07 0,27 0,02 0,71 3,55 1,01

5 28,35 | 25,93 | 2,10 | 2,02 | 0,47 | 0,41 | 0,72 | 1,06 | 0,04 | 0,04 | 0,61 | 0,62 | 0,06 | 0,04 | 0,97 | 1,27 | 3,25 | 2,58 | 0,57 | 0,45

6 29,09 | 2,84 |243| 034|032 0,06|1,09| 024|004 |000]|065| 005|003 |002|131|033|3,21]|066]046 | 0,08
ahk2 ahk3

7 23,81 1,49 0,46 1,40 0,03 0,68 0,02 1,81 2,06 0,41

8 22,48 2,06 0,38 1,03 0,04 0,54 0,03 1,02 1,80 0,34

9 28,50 | 27,61 | 1,41 | 1,57 | 0,03 | 0,05 | 1,48 | 1,36 | 0,09 | 0,11 | 0,24 | 0,29 | 0,01 | 0,01 | 0,70 | 6,85 | 3,13 | 3,22 | 0,40 | 0,30

10 rock2 2541 | 3,87|1,92|033|003 002|111 015|034 |002]|030|004|001|000|096 | 012|389 | 043|024 006

11 23,09 1,84 0,07 1,45 0,10 0,35 0,01 0,76 2,67 0,25

12 33,43 1,10 0,08 1,41 0,11 0,29 0,01 0,98 3,18 0,30

13 13,51 | 14,48 | 2,50 | 2,35 | 0,42 | 0,45 | 2,26 | 2,25 | 0,07 | 0,07 | 0,17 | 0,15 | 0,04 | 0,04 | 0,79 | 0,67 | 2,72 | 2,50 | 0,62 | 0,52

14 AC #32 1522 | 063|267 | 043|051 008|251 017|007 | 001|035 002]|003|003|078| 019266023046 | 0,10

15 14,38 1,61 0,34 2,05 0,05 0,12 0,02 0,33 2,48 0,38

16 14,82 2,62 0,54 2,17 0,08 0,17 0,09 0,76 2,12 0,61

17 2338 | 19,44 | 1,86 | 1,37 | 0,38 | 0,38 | 1,67 | 1,37 | 0,06 | 0,07 | 0,34 | 0,36 | 0,03 | 0,02 | 1,03 | 1,09 | 1,38 | 1,78 | 0,92 | 1,01

18 AL #22 2041 | 267|120 | 029|042 | 0,03 1,35 | 021|007 | 001|038 | 002|003 | 000|105 007|115 053|083 | 014

19 16,89 1,30 0,36 1,07 0,08 0,37 0,02 1,21 2,31 1,19

20 17,07 1,11 0,37 1,37 0,08 0,37 0,02 1,07 2,31 1,10

Nr. | Genot GA-Gehalt (C,; hydroxyliert) [pg/mg FG]

r BRI e, | GAw | GA | GAw | GA, | GA; | GAy | GAs | GA, | GA,

1 048 | 044|012 013025026068 |116|0,14|015|0,10| 015|189 | 216|017 |0,22]0,8 | 0,33 | 0,00 | 0,01

2 Col-0 051 006|016 002|023 |003|066|053|0,18| 002|013 | 004 |260|035]|021|004]|044| 017|001 000

3 0,42 0,14 0,29 1,35 0,15 0,16 1,76 0,21 0,16 0,01

4 0,34 0,11 0,29 1,95 0,12 0,21 2,39 0,28 0,54 0,01

5 055| 044|053 046|021|028]|054|053|0,15|009|0,18|024|1,39|197|0,36 040|081 080]|0,01| 0,01

6 042 | 007|047 007|025 | 006|064 | 010|007 | 003|026 004149053035 006|098 | 014|001 0,00
ahk2 ahk3

7 0,42 0,33 0,27 0,56 0,07 0,25 2,51 0,49 0,83 0,01

8 0,36 0,50 0,37 0,37 0,08 0,28 2,48 0,41 0,59 0,00

9 063 | 063|020 026|041 056|043 |054|0714|012|011|013|1,97 174|006 |0,09|045|053]|0,01| 0,01

10 rock2 0,63 | 005|029 003|051 |011[0,38]0214|0,10|003|0,14|001|1,36/032]|008| 001|054 | 004|001 000

11 0,69 0,26 0,65 0,65 0,10 0,14 1,50 0,09 0,54 0,01

12 0,56 0,27 0,67 0,69 0,16 0,13 2,13 0,10 0,57 0,01

13 037 | 041|043 052040040075 068]|0,05|007|0728|033|229)| 240|050 040|045 |051]|0,01| 001

14 AC #32 041| 003|059 007|054 009|065 012|007 | 001|045 007|290 | 045|041 007|051 005|002 | 001

15 0,45 0,48 0,33 0,49 0,06 0,26 1,72 0,30 0,50 0,01

16 0,40 0,60 0,31 0,82 0,08 0,32 2,69 0,40 0,58 0,01

17 029 035|031 028|032|031|048]|035|0,11|015|0,17 0414|220 182|023 |0,19]041 /036|095 | 001

18 AL #22 0,37 | 004|036 006|028 002|037 | 009|015 003|014 003|161|044]|022]|004]|032]| 005|001 0,00

19 0,38 0,26 0,34 0,26 0,18 0,10 1,19 0,12 0,30 0,01

20 0,37 0,20 0,30 0,29 0,17 0,18 2,26 0,18 0,40 0,01

Die verwendeten
wurden geerntet.

Pflanzen wurden unter LD-Bedingungen angezogen. Ganze Rosetten 15 Tage alter Pflanzen

Die Werte sind

in pg/mg FG angegeben.

Standardabweichungen in kursiv angegeben.

Die Mittelwerte sind

in fett-kursiv,

die



Oligonukleotide

Tab. $4: Klonierungsprimer.

ANHANG |V

Nr. | Bezeichnung Sequenz Kommentar
Klonierungsprimer
29 | ARR1-attB1_for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGATGAATCCGAGTCACGGAAGAGG
66 | SRDX-attB2_rev GGGGACCACTTTGTACAAGARAGCTGGGTAAGCGAAACCCAAACGGAGTTCTAGATC w/o Stopp
30 | CKX1-attB1_for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGGATTGACCTCATCCTTACGGTTC
59 | CKX1-attB2_rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATACAGTTCTAGGTTTCGGCAGTATTGATGC w/o Stopp
76 | pATML1-attB1_for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACAAGCCGTAGATGATTGGTTTTCTTCTC
77 | pATML1-attB2_rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAATAGCCGGTCAAGACATAACCGGTG
78 | pATML1-attB4_for GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTCACAAGCCGTAGATGATTGGTITTCTTCTC
79 | pATML1-attB1r_rev GGGGACTGCTTTTTTGTACARACTTGCATAGCCGGTCAAGACATAACCGGTG
168 | LOG4-attB1_for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGAGGTCAACAATGAAACCATGC
169 | LOG4-attB2_rev GGGGACCACTTTGTACAAGARAGCTGGGTATCAGTCTTCAGAAGAGTAGTCAATCCGC w/ Stopp
236 | pPDF1(F)-attB1_for GGGGACAAGTTTGTACAAAARAGCAGGCTGACCTAAATAGTAATACGGACTGAGAGAGAG
237 | pPDF1(F)-attB2_rev GGGGACCACTTTGTACAAGARAGCTGGGTATTTATGAGAATTCACTGAGATTCAGAGAG
238 | pPDF1(F)-attB4_for GGGGACAACTTTGTATAGAARAGTTGTCGACCTAAATAGTAATACGGACTGAGAGAGAG
239 | pPDF1(F)-attBlr_rev | GGGGACTGCTTITTTTGTACAAACTTGCTTTATGAGAATTCACTGAGATTCAGAGAG
242 | pMIR165a-attB1_for | GGGGACAAGTTTGTACARAAAAGCAGGCTGGGCGACCAAGTATTTAAACC
243 | pMIR165a-attB2_rev | GGGGACCACTTTGTACAAGAARAGCTGGGTATGATGAGTGGCGGAGACGAAG
244 | pMIR165a-attB4_for | GGGGACAACTTTGTATAGAARAGTTGTCGGGCGACCAAGTATTTAAACC
245 | pMIR165a-attB1lr_rev | GGGGACTGCTITTTITTGTACAAACTTGCTGATGAGTGGCGGAGACGAAG
494 | pMIR172b-attB1_for | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTAGTGGTGCACGAACCACATG
495 | pMIR172b-attB2_rev | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTACAAACAACGACAGATGAGCTTTC
496 | pMIR172d-attB1_for | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGCAGCCACGTCAATGTCC
497 | pMIR172d-attB2_rev | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGCCACTAACTTCAGAATCTGAAGTCA
498 | pMIR172e-attB1_for | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAGTGGTATAGAGGAACCTGTGTTGTG
499 | pMIR172e-attB2_rev | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATGGCTGATAACATCCACCARAG
Tab. S5: Primer fiir den Nachweis reifer miRNAs.

Nr. | Bezeichnung

Sequenz

Kommentar

Stem-loop-cDNA-Synthese

340 | TAFII15-qRT_rev | ACTCTTAGCCAAGTAGTGCTCC

452 | miR156-StLp G Stem loop, miRNA-Teilsequenz
455 | miR172abe-Stlp | GTCGTATCCAGTGCE ST AGGTATTCGCACTGGATACGACATGCA Stem loop, miRNA-Teilsequenz
Stem-loop-qRT-Primer

453 | StLp-gRT_for CAGTGCAGGGTCCGAGGT

454 | miR156-qRT_rev | CCGTGGTGACAGAAGAGAGTGA miRNA-Teilsequenz

459 | miR172-qRT_rev | GTCCGTGGAGAATCTTGATGATG miRNA-Teilsequenz




Tab. S6: Primer fiir quantitative Real-time-PCR.

ANHANG | VI

Nr. | Bezeichnung Sequenz Nr. | Bezeichnung Sequenz

gRT-Primer gRT-Primer

Housekeeping-Gene Genes of interest

339 | TAFII15-gRT_for GAATCACGGCCAACAATC 297 | TOE2-qRT_for ATCCTTCTCAGCCCTTCGTCA

340 | TAFII15-gRT _rev

ACTCTTAGCCAAGTAGTGCTCC

298 | TOE2-gRT_rev

GCCTTCCAACTTATTCCAACCTC

341 | AT5G15710-qRT_for

TTTCGGCTGAGAGGTTCGAGT

343 | MIR172B-qRT_for

GTTGTTTGTAGGCGCAGCAC

342 | AT5G15710-gRT_rev

GATTCCAAGACGTAAAGCAGATCAA

344 | MIR172B-qRT_rev

GCAGCATCATCAAGATTCTCATATAC

478 | PP2AA2-qRT _for

CCATTAGATCTTGTCTCTICTGCT

345 | AP2-qRT2_for

GCACCACACCAAACACAAAGAG

479 | PP2AA2-GRT _rev

GACAAAACCCGTACCGAG

346 | AP2-qRT2_rev

CGAGGAAAGCCAGAAGCAAC

Genes of interest

359 | MIR172D-qRT_for

TCTGAAGTTAGTGGCAGTCATTGTT

269 | MIR156A-qRT_for

TGGGACAAGAGAAACGCAAAG

360 | MIR172D-qRT_rev

AAGGCTCAAAAGAAAACCCATAAG

270 | MIR156A-gRT _rev

TGAGCACGCAAGAGAAGCAAGT

361 | MIR172E-gRT_for

GAGATGTGGTTCCCTTTGCTTTC

271 | SPL2-qRT_for

CAAAACCGCAAGAGCCGAG

362 | MIR172E-qRT_rev

GAGTAGCCATGTATTTGCTGATGC

272 | SPL2-qRT_rev

TGACAGAAGAGAGAGAGCACCATC

363 | MIR156B-qRT_for

TAGAAGAGGGAGAGATGGTGATTG

273 | SPL3-qRT_for

AGAAGGCGGAAAAGCACAAC

364 | MIR156B-qRT_rev

GTGAGCACGCACACGCAA

274 | SPL3-qRT_rev

TGGAGAAACAGACAGAGACACAGAG

365 | MIR156C-qRT_for

TCTGCCTCCTTTCCAATCTTCT

275 | SPL4-qRT_for

AAGGCATCTTCTGICTTTCICTC

366 | MIR156C-qRT_rev

TTATCACCTTTACCTTACCGACACA

276 | SPL4-qRT_rev

CTGACCATTGATTCCTCTCCG

369 | MIR156D-qRT_for

GGGGAAAAGAAGTTGACAGAAGAG

277 | SPL5-qRT_for

CTCATCATTCAAGCGACCACAG

370 | MIR156D-qRT_rev

AGAGAGTGAGCACGCAAAAGC

278 | SPL5-qRT_rev

TTACAGGACAGCATAGAGGGGAC

424 | TOE3-qRT_for

ATGAGGAGAGATTATTAGGGAGCG

281 | SPL9-qRT_for

GCACGGCAATGGGTGAGTT

425 | TOE3-qRT_rev

AGAGAAGTGGAAGGTGCGAGG

282 | SPL9-gRT_rev

CAGTTGGTATGGTGAGAAGAAGAGTC

472 | ARR1-SRDX-qRT_for

TGGCTACGGATACAGCAACAA

283 | SPL10-qRT_for ACCCTCTCTTTCTCTGCGTTTC 473 | ARR1-SRDX-qRT_rev | AGCGAAACCCAAACGGAGT

284 | SPL10-qRT_rev GAGCATTCTCCCACACCTTTG 474 | CKX1-gRT_for GGAAACAAGCCTACGACCCT
285 | SPL11-gRT_for AGTGGGATTGGGAGCATTTG 475 | CKX1-gRT_rev GTTGCCTTTGACTTTGCGAG
286 | SPL11-qRT_rev CGATACAGCAGTGTGCCAGAAG 476 | LOG4-qRT_for ATCAGTACAAACGCACGCCA

287 | SPL15-qRT_for

TGGAGAAAAGAAGTTGTCGCAG

477 | LOG4-gRT_rev

GTCAATCCGCTCTATCTCCCA

288 | SPL15-qRT_rev

GTGAAAAGAGCCGTTGTGGG

487 | MIM156-qRT_for

AAATGCTCACTTCTATCTTCTGTCAA

291 | SMZ-qRT_for

GTGGTGGCTGATGCTCGTC

488 | MIM172-gRT_for

AGCATCGAGTTCAAGATTCTAGC

292 | SMZ-qRT_rev

CCTTGGTCCTCTTCTGCTICTTIC

489 | MIM-gRT_rev

TCCTCACACAAAGAACACACAAC

293 | SNZ-gRT_for TCACATCCATCTCTTCCAAAACAG 490 | ARR4-qRT_for CCGTTGACTATCTCGCCT
294 | SNZ-qRT_rev ATCCCCTTCCATCTTTICTTATCTC 491 | ARR4-gRT_rev CGACGTCAACACGTCATC
295 | TOE1-qRT_for CAGACATCAGACAACTCCGCC 492 | ARR6-qRT_for GAGCTCTCCGATGCAAAT
296 | TOE1-qRT_rev TCTCCGCCGCTACTACTTCC 493 | ARR6-QRT_rev GAAAAAGGCCATAGGGGT

Tab. S7: Primer fir den Nachweis des SMZ-Genverlustes in smz-4.

Nr. | Bezeichnung

Sequenz

Nachweis des SMZ-Genverlustes in smz-4

292 | SMZ-gRT_rev

CCTTGGTCCTCTTCTGCTCTTC

507 | SMZ-qRT2_for

GCAAGTTTATTTGGGCGGG

509 | SMZ-qRT3_for

AGGCTTGGCTCTTCAAAAATG

510 | SMZ-gRT3_rev

ATGGCTCCTTCTCCCTTTCC

529 | SMZ_for

ATGTTGGATCTTAACCTAAAGA

530 | SMZ_rev

CTATGGATCAAAACAATTGG




Tab. $8: Genotypisierungsprimer.

ANHANG | VI

Nr. | Bezeichnung Sequenz Kommentar/Referenz
Genotypisierung

ahk2-2tk

216 | AHK2-5'UTR_for GCTGAATCTGAGATTAGGAGICG

228 | AHK2-ahk2-2tk_for GTCTATAACTTGTGAGCTCTTGAATC Higuchi et al., 2004
229 | AHK2-ahk2-2tk_rev GCTCGTGTCATAGACAGCAAAGGTC Higuchi et al., 2004
230 | T-DNA-ahk2-2tk_rev | ATAACGCTGCGGACATCTAC Higuchi et al., 2004
ahk3-3, crel-12

315 | LBal-SALK TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

37 | AHK3_rev GCAGGCCTATGGTCCACAACCACAG Higuchi et al., 2004
397 | AHK3-ahk3-3_for GCAAGAATCCAGGTGCTAAC

398 | AHK3-ahk3-3_rev CCTATGGTCCACAACCACAG

213 | CRE1_for GGAGAGCCTTCACCGGTTAGG

214 | CRE1_rev AAGCTCTTGCATTTCATGGAAATC Higuchi et al., 2004

spl9-4, toe3-2

401 | LB1-SAIL GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC

408 | TOE3-toe3-2_for ATCCTGCACCTCTCTAATGATG

409 | TOE3-toe3-2_rev GACACTATTGAAACCGGACCA

420 | SPL9-spl9-4_for TGGTTCCTCCACTGAGTCATC Wang et al., 2008
421 | SPL9-spl9-4_rev GCTCATTATGACCAGCGAGTC Wang et al., 2008

smz-4, spl15-1

400 | LBb1.3-SALK ATTTTGCCGATTTCGGAAC

291 | SMZ-qRT_for GTGGTGGCTGATGCTCGTC

411 | SMZ-smz-2_rev AATCATCCACGACGAAATTGATGTICTG

422 | SPL15-spl15-1_for TCCACCGAGTCTTCTTCACTC Wang et al., 2008
423 | SPL15-spl15-1_rev TGTTGGTGTCTGAAGTTGCTG Wang et al., 2008

Typ-B-ARR-Mutanten

309 | ARR1-arr1-3_for CTTCAAGCACTAGCCGTCACAGGTCAGTT Zhang et al, 2015
310 | ARR1-arrl-3_rev AATGTTATCGATGGAGTATGCGTCAAAGT Zhang et al, 2015
311 | ARR10-arr10-5_for CATTGGAGTTGTTGAGGGAGA

312 | ARR10-arr10-5_rev CGATGATGAGACTGGTTGGA

313 | ARR12-arr12-1_for TAACAACGACGAACCAAGCA

314 | ARR12-arr12-1_rev TTGGCAGAGTCACAGAATGG

315 | LBal-SALK TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

rock2, rock3

263 | rock2_for TGGCTCAGAAATTGGGGATA 263/264 - 256 bp (Wildtypallel wird von
264 | rock2_rev TGATGGCTTCATATAAAATATAACCATCTA Xbal in 250 + 31 bp geschnitten)

265 | rock3_for TTTTGCTGATTGTTGCTTACAG 265/266 > 595 bp (Mutantenallel wird von
266 | rock3_rev CCTATCAAGAGGAATTGAGTGAGA Xapl (Apol) in 459 + 136 bp geschnitten)




Tab. S9: Sonstige Primer.

ANHANG | vl

Nr. | Bezeichnung Sequenz Nr. | Bezeichnung Sequenz

Hefe-Kolonie-PCR PCR, Sequenzierung

519 | pHISi-1-HIS3_rev GGGCTTTCTGCTCTGTC 125 | pDONR-P4P1R_for CGGATTTGTCCTACTCAGGAG
527 | C115_for AGAATTCCCATCACAAGTTTGTAC 126 | pDONR-P4P1R_rev TGGCTCATAACACCCCTTG

525 | pARR6-intern_for CTTTGACTTTATTTCGGTTTTITG 145 | attB2-qRT_rev GCCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG
526 | pARR6-intern2_rev TGGTGGCAGTGGTTGGG 151 | T-DNA-LB_rev TCTAGTGGACTGATGGGCTG
502 | pMIR172b-intern2_for | CACACTTCACCTICTTCTTC 152 | T-DNA-RB_for TGAGATCTCCTGTGGTTGGC
503 | pMIR172d-intern_for CTCTTTCTATTCTTCAACTTGG 154 | pK7m24GW-attB2_rev CACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG
506 | pMIR172e-intern2_rev | TGATAACATCCACCAAAGG 172 | LOG4_for ATGGAGGTCAACAATGAAACC
522 | pMIR172b-intern3_rev | CGAATCCAAGGGCTGA 173 | LOG4_rev TCAGTCTTCAGAAGAGTAGTCAATC
523 | pMIR172d-intern3_rev | CCCTGAGATATGGACTCGT 190 | p35S-intern_for CAGTCTCAGAAGACCAAAGGG
524 | pMIR172e-intern3_for | GCTTCTGTTCCTGACACTTG 191 | p35S-intern2_rev GTTCTTGATGCAGTTAGTCCTG
PCR, Sequenzierung 195 | LOG4-intern_for GCCGTTGAAGAAGGCTTC

21 | attB1_for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 203 | GFP-intern2_rev ATGCCACCTACGGCAAG

49 | tdTomato_for ATGGTGAGCAAGGGCGAG 204 | ARR1-intern_for CCAGAACTTCCCGTGAACAG

50 | tdTomato_rev TTACTTGTACAGCTCGTCCATGC 205 | SRDX_rev AGCGAAACCCAAACGGAG

51 | GUS-intern_for GTCAATGTAATGTTCTGCGACGC 206 | ARR1-intern2_rev GCGTTACTCCCTTTAGAACCAC
52 | Actin7_for TACAACGAGCTTCGTGTTGC 207 | attB1_for GTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATG
53 | Actin7_rev TCCACATCTGTTGGAAGGTG 208 | attB1-2_for GTACAAAAAAGCAGGCTTGATG
54 | M13_for GTTGTAAAACGACGGCCAGT 210 | attB1-3_for TGTACAAAAAAGCAGGCTARATG
55 | M13_rev CGCAGGAAACAGCTATGACC 231 | p35Smin-intern_for GGAAGTTCATTTCATTTGGAG
61 | GFP-GUS-intern_rev GGTTTCTACAGGACGTAACATGC 234 | CKX1-intern2_rev CCAGCATTAGATAGTGTACC

62 | GFP-intern_for GTACAACTACAACAGCCACAACG 240 | pPDF1-intern_for GGAGACAGCTTTCTCATACGC
63 | GUS-intern2_rev GGTGATGATAATCGGCTGATG 241 | pPDF1-intern2_rev GCAGGTGCATTTACACTATCC
67 | CKX1-intern_for GTTGGAGGTACACTATCTAATGC 246 | pMIR165a-intern_for CCCAACCACTCTTCTGACTAAC
73 | Myc_rev TTAGCTACCGTTCAAGICTTCC 247 | pMIR165a-intern2_rev | GTTAGTCAGAAGAGTGGTTGGG
75 | pDONR-seq_for CGTTAACGCTAGCATGGATG 347 | pPDF1-intern3_for CCATTTGCAACAAACTTCTCTC
81 | pATML1-intern_rev CCACTGTGTGTGTGTIGATTCC 348 | pATML1-intern6_for TAAAGAAACTCCCTGAATCCAC
82 | pATML1-intern2_for GGATTATCGCTAACACACCC 349 | pMIR165a-intern3_for | ATCTTCGTCTCCGCCACTC

83 | pATML1-intern3_for GGGGTACTACTGTCTAATCAGG 421 | SPL9-spl9-4_rev GCTCATTATGACCAGCGAGTC
84 | pATML1-intern4_for TGCTCCCCAACTACATTAGTC 444 | MIM156_rev TGACAGAAGATAGAAGTGAGC
85 | pDONR-seq_rev CTTGTGCAATGTAACATCAGAG 445 | MIM172_rev GAATCTTGAACTCGATGCTG

92 | GFP_rev TCACTTGTACAGCTCGTCCATG 501 | pMIR172b-intern_for AGGTGAAAGTGTGGGAGAC

93 | attR1_rev CATAGTGACTGCATATGTTGTG 502 | pMIR172b-intern2_for | CACACTTCACCTTCTTCTTC

94 | attL2_rev CCAACTTTGTACAAGAAAGCTG 503 | pMIR172d-intern_for CTCTTTCTATTCTTCAACTTGG
107 | attB4_for GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTC 504 | pMIR172d-intern2_for | GAGACGCCGATATAATAGG

108 | attBlr_rev GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGC 505 | pMIR172e-intern_for AGTGGTATAGAGGAACCTGTG
109 | pATML1-intern5_for GGACACACATGCAATCAATG 506 | pMIR172e-intern2_rev | TGATAACATCCACCAAAGG

112 | pATML1-neu-intern_for | GCTAGGGTTTCATTGTGTGC 522 | pMIR172b-intern3_rev | CGAATCCAAGGGCTGA

123 | pPB7m34GW_for CACATACAAATGGACGAACGG 523 | pMIR172d-intern3_rev | CCCTGAGATATGGACTCGT

124 | pPB7m34GW_rev CCTTATCTGGGAACTACTCACAC 524 | pMIR172e-intern3_for GCTTCTGTTCCTGACACTTG
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Abb. S1: Schematische Darstellung verwendeter Plasmide. Fir weitere Informationen s. Tab. 11; die Vektorkarten
von pGREEN und pSOUP entstammen Hellens et al. (2000), alle ibrigen wurden mit VectorNT! (Invitrogen/Life
Technologies, Carlsbad, CA) erstellt; Todesco et al. (2010) benutzten fiir die Expression der Zielgen-Mimikry-
Konstrukte eine abgewandelte Form von pGREEN mit den Selektionsmarkern SpecR (Bakterien) und BastaR/PPTR
(Pflanzen).

Abkirzungen: AD = Aktivierungsdomane, ADH = Alkoholdehydrogenase, att = attachment site, ccdB = coupled cell
division B, LB = left border, Ori = origin of replication (Replikationsursprung), R = Resistenz, RB = right border.



DANKSAGUNG [ XI

Danksagung

An erster Stelle mochte ich Prof. Dr. Thomas Schmiilling flir die Moglichkeit danken, in seiner
Arbeitsgruppe meine Doktorarbeit anzufertigen, fir die standige Bereitschaft Fragen zu beantworten

und die Freiheit, auch eigene Ideen zu verfolgen.

Prof. Dr. Wolfgang Schuster mochte ich nicht nur fir die Zweitbegutachtung dieser Arbeit danken,
sondern auch fiir die Unterstlitzung bei Computer- und Netzwerkproblemen sowie bei Fragen

wissenschaftlicher Natur.
Dr. Isabel Bartrina danke ich fiir viele konstruktive Gesprache und Denkanst6Re.

Ich danke meinen Studenten, vor allem Susanne Gerber und Jutta Hoffmann, fiir ihre grofRartige Hilfe im

Labor!

Ich danke den Mitgliedern des Labors 109 und natlrlich auch allen anderen Mitgliedern der
Angewandten Genetik, sowohl des Alt- als auch des Neubaus, fiir die tolle Atmosphare innerhalb und

aulRerhalb des Labors.

Ich danke meiner Familie und meinen Freunden. Ein besonderer Dank geht an Jule, Alexis, Louisa und

Johanne fiir Korrekturen, Ablenkungen und das Ertragen meiner Launen.



