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Zusammenfassung

Das Pflanzenhormon Cytokinin spielt bei vielen physiologischen Vorgangen und
Entwicklungsprozessen eine wichtige Rolle. Die Konzentration des aktiven Cytokinins wird im
Gewebe unter anderem durch deren Degradation durch Cytokininoxidasen/Dehydrogenasen
(CKX), aber auch durch die Konjugation mit Zucker reguliert. Bisher wurden in Arabidopsis nur
zwei Glucosyltransferasen, UGT76C1 und UGT76C2, beschrieben, welche die Reaktion der
Cytokinin-N-Glucosylierung katalysieren. Die genaue physiologische Bedeutung des
Stoffwechselwegs der Cytokinin-N-Glucosylierung ist noch nicht bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Uberexpressionslinien 35S:UGT76C1-GFP und
35S:UGT76C2-GFP generiert und charakterisiert. Diese wiesen cytokinindefiziente
Phanotypen auf, hatten einen reduzierten Cytokininstatus und waren verglichen mit dem WT
Cytokinin-insensitiver. Dabei hatte die Expression von UGT76C2 starkere Auswirkungen als
die von UGT76C1l. Die Ergebnisse bestatigen, dass es sich bei der Cytokinin-N-
Glucosylierung um einen inaktivierenden Stoffwechselweg handelt.
Einzel-Knockout-Mutanten von UGT76C1 und UGT76C2 zeigten keine offensichtlichen
morphologischen Verénderungen. Dies lasst auf eine funktionale Redundanz der beiden
Glucosyltransferasen schlieen. Mit Hilfe eines Transposonansatzes sowie des
CRISPR/Cas9-Systems wurden Doppelmutanten der gekoppelten Gene UGT76C1 und
UGT76C2 hergestellt. Cytokiningehaltsmessungen von Einzel- und Doppel-Knockout-Linien
zeigten, dass UGT76C2 die Hauptkomponente der Regulation des aktiven Cytokininpools
durch die N-Glucosylierung darstellt. Die vollstandige Abwesenheit von Cytokinin-N-
Glucosiden in ugt76cl,2-Doppelmutanten belegte erstmals, dass es sich bei UGT76C1 und
UGT76C2 um die einzigen Cytokinin-N-Glucosyltransferasen in Arabidopsis handelt.
Weiterhin belegten die Cytokininmessungen die hohe Kapazitat des Cytokininmetabolismus
die Konzentration der aktiven Cytokininbasen anzupassen. Dies konnte auch durch gPCR-
Messungen und Cytokinin-Sensitivitatstests bestatigt werden.

UGT76C1-GFP und UGT76C2-GFP lokalisierten im Cytosol und im Nukleus, in diesen
Kompartimenten erfolgt demnach die Cytokinin-N-Glucosylierung und damit die Inaktivierung
der Cytokininbasen. Die Untersuchungen der Expressionsdoméanen von UGT76C2 durch die
Reporterkonstrukte pUGT76C2:GFP und pUGT76C2:UGT76C2-GFP ergab, dass die
Expression durch in der kodierenden Sequenz enthaltene regulatorische Elemente spezifiziert
wird. Das translationale Reporterkonstrukt war in spezifischen Domanen des apikalen Spross-
und Wurzelmeristems sowie in Wurzel-, Blatt- und Blitenprimordien aktiv. Das
Expressionsmuster wurde bereits sehr friih in der Embryogenese angelegt.

Die ugt76cl,2-Doppelmutante bildete gréf3ere und aktivere Infloreszenzmeristeme als der

Wildtyp. Demnach konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Cytokinin-N-



ZUSAMMENFASSUNG]| Xi

Glucosylierung die Meristemaktivitat und -gré3e negativ reguliert. Die erhohte
Meristemaktivitat ging mit spezifischen Veranderungen der raumlichen Verteilung des
Reporters der Cytokininantwort pTCSn:GFP einher. AuRerdem zeigten die Untersuchungen,
dass die Cytokinin-N-Glucosylierung an der Regulation des Blattwachstums beteiligt ist.

Untersuchungen zur Redundanz der Cytokinin-N-Glucosylierung mit anderen Cytokinin-
Inaktivierungsmechanismen zeigten, dass die Cytokinin-N-Glucosylierung und der CKX-
vermittelte Cytokininabbau teilweise zwar den gleichen Cytokininpool regulieren, der Abbau
der Cytokinine aber den Hauptinaktivierungsweg darstellt. Demnach scheint der Beitrag, den
die Cytokinin-N-Glucosylierung zur Regulation der Cytokininhomdostase leistet, kleiner zu sein
als bisher angenommen wurde oder nur unter bestimmten physiologischen Umstéanden zum
Tragen zu kommen. Erste Untersuchungen zur Rolle der Cytokinin-N-Glucosylierung bei Salz-
und Trockenstress zeigten, dass die Cytokinin-N-Glucosylierung in die Regulation dieser

Prozesse involviert ist.
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Summary

Cytokinins are plant hormones which regulate many aspects of plant growth and development.
Cytokinin homeostasis is regulated by different mechanisms, such as the degradation through
cytokinin oxidases/dehydrogenases (CKX) or inactivation by metabolic conjugation with
sugars. Two enzymes with cytokinin N-glucosyltransferase activity, UGT76C1 and UGT76C2,
have been identified so far in Arabidopsis. However, the physiological relevance of the
cytokinin-N-glucosylation pathway is not well understood.

In this work, lines expressing p35S:UGT76C1-GFP and p35S:UGT76C2-GFP were generated
and characterized. These lines displayed cytokinin deficiency phenotypes, as well as a
reduced cytokinin status and a reduced cytokinin sensitivity in comparison to wild type plants.
The effects of the overexpression of UGT76C2 were more severe than those of the UGT76C1
gene. Hence, the results confirm the proposed role of cytokinin N-glucosylation as an
inactivating pathway.

Single knockout lines of UGT76C1 and UGT76C2 showed no obvious phenotypic changes,
indicating functional redundancy of the two genes. A transposon-based approach as well as
the CRISPR/Cas9 system were used to generate double knockout lines of the linked genes
UGT76C1 and UGT76C2. Cytokinin measurements of the single and the double knockout lines
confirmed the dominant role of UGT76C2 in regulating the pool of active cytokinin bases. In
ugt76c1,2 double mutant lines the cytokinin N-glucosides were completely absent, proving for
the first time that UGT76C1 and UGT76C2 are the only cytokinin N-glucosyltransferases
encoded in Arabidopsis. Furthermore, the results revealed a robust capacity of cytokinin
metabolism to maintain the concentrations of active cytokinin bases. This was confirmed by
gPCR analyses and cytokinin response assays.

Further analyses showed that UG76C1-GFP and UGT76C2-GFP were localized in the cytosol
and nucleus, suggesting that the cytokinin N-glucosylation pathway operates mainly in these
compartments. Analysis of the expression patterns of the reporter constructs pUGT76C2:GFP
and pUGT76C2:UGT76C2-GFP revealed that the expression of UGT76C2 is influenced by
regulatory elements within the coding sequence. The translational reporter was active in
specific domains of the shoot and root apical meristems as well as in root, leaf and flower
primordia. The expression patterns were established already early during embryogenesis.
The inflorescence meristem of the ugt76c1,2 double mutant was increased in size and activity,
indicating a negative impact of cytokinin N-glucosylation on meristem regulation. The
enhanced meristem activity was associated with distinct changes in spatial distribution of the
cytokinin output sensor pTCSn:GFP. Furthermore, a negative regulatory effect of cytokinin N-

glucosylation on leaf growth was shown.
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Analysis of the functional redundancy between cytokinin N-glucosylation and other cytokinin
inactivation pathways showed that cytokinin N-glucosylation and CKX-mediated cytokinin
breakdown partially regulate the same cytokinin pool, but cytokinin degradation is the
predominant inactivation mechanism. Hence, the contribution of the cytokinin N-glucosylation
in regulating the homeostasis of cytokinin appears to be less important than anticipated.
Alternatively, cytokinin N-glucosylation may come into effect only under specific physiological
conditions. In this line, preliminary experiments indicated that cytokinin N-glucosylation is

involved in the response to salt and drought stress.
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1 Einleitung

1.1 Das Pflanzenhormon Cytokinin

Eine Klasse der Pflanzenhormone bilden die Cytokinine. Dabei handelt es sich um N°-
substituierte Adeninderivate (Sakakibara 2006, Skoog et al. 1965). Entdeckt wurden die
Cytokinine aufgrund ihrer zellteilungsférdernden Eigenschaft in Embryo- und Kalluskulturen
(Haberlandt 1913, Miller et al. 1955, van Overbeek et al. 1941). Seither wurde erkannt, dass
Cytokinine an der Steuerung von nahezu allen Prozessen der pflanzlichen Entwicklung
beteiligt sind. Beispiele hierfiir sind die Aufrechterhaltung und Regulation der Aktivitdt und
GroRRe des Sprossapikal- und Wurzelmeristems (Bartrina et al. 2011, Dello loio et al. 2007,
Kurakawa et al. 2007, Werner et al. 2003, Werner et al. 2001), die Gametenbildung (Hejatko
et al. 2003, Kinoshita-Tsujimura und Kakimoto 2011), die Entwicklung der Leitgewebe in den
Wourzeln (Bishopp et al. 2011b, Mahonen et al. 2006a) und die Regulation der Seneszenz (Gan
und Amasino 1995, Kim et al. 2006, Smehilova et al. 2016). AuRerdem spielen sie eine
wichtige Rolle bei der Pathogenresistenz (Albrecht und Argueso 2016) und der Reaktion auf
Umwelteinflisse (Guan 2017, Li et al. 2016, Werner und Schmilling 2009). Viele der
genannten Prozesse werden in enger Wechselwirkung mit anderen Pflanzenhormonen,
insbesondere Auxin, reguliert (EI-Showk et al. 2013, Liu et al. 2017, Muller und Sheen 2008,
Vanstraelen und Benkova 2012).

Die natiirlich vorkommenden Cytokinine werden anhand ihrer N®Seitenkette in isoprenoide
und aromatische Cytokinine eingeteilt (Abbildung 1) (Mok und Mok 2001). Cytokinine mit
ungesattigten Isoprenresten werden weiter unterteilt in Cytokinine des Isopentenyladenin (iP)-
Typs und solche mit hydroxylierten Isoprenresten, des Zeatin (Z)-Typs. Die Isoformen von
Zeatin werden jeweils trans-Zeatin (tZ) und cis-Zeatin (cZ) bezeichnet. Bei Dihydrozeatin
(DHZ) liegt der Isoprenrest gesattigt und hydroxyliert vor. Aromatische Cytokinine mit einem
Furfurylrest an der N°-Position werden Kinetin (Kin) und mit einem Benzylrest Benzyladenin
(BA) genannt. BA-Derivate bei denen der Benzylring hydroxyliert oder methoxyliert ist, werden
als Topoline bezeichnet (Strnad 1997). Die aromatischen Cytokinine konnten in Pflanzen
bisher nur begrenzt nachgewiesen werden und tber ihre genaue biologische Funktion und
Biosynthese ist bisher wenig bekannt. Die am besten charakterisierten isoprenoiden
Cytokinine sind iP und tZ (Zurcher und Mduller 2016). Die Zusammensetzung und Abundanz
der verschiedenen Cytokinintypen variiert innerhalb einer Pflanze zwischen unterschiedlichen
Entwicklungsstadien und Geweben sowie zwischen verschiedenen Pflanzenarten (Sakakibara
2006). In Arabidopsis sind iP und tZ die Cytokininformen mit der héchsten Abundanz, in Reis
und Mais (Zea mays) sind die Hauptformen dahingegen Cytokinine vom cZ-Typ (Osugi und
Sakakibara 2015, Stolz et al. 2011).
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In Pflanzen treten Cytokinine als aktive, freie Cytokininbasen und in vielen verschiedenen
Modifikationsformen auf. Die aktive Form der Cytokinine stellen die freien Basen dar (Lomin
et al. 2015, Yamada et al. 2001), wohingegen modifizierte Cytokininformen in der Regel nicht
aktiv sind (Sakakibara 2006).
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Abbildung 1. Chemische Struktur der Cytokinine und deren Modifikationen.

Dargestellt ist die Struktur der Cytokinine und ihrer Modifikationsformen. Unter Ri1 sind die verschiedenen
N6-Seitenketten dargestellt, R2-Rs zeigen die Cytokininkonjugate mit Zuckern, Zuckerphosphaten und anderen
Resten. Die Positionen der O-Glycosylierung sind in Blau und die Positionen der N-Glycosylierung sind in Rot
dargestellt. Abbildung modifiziert nach Sakakibara (2006) und Spichal (2012).

1.1.1 Die Cytokinin-Signaltransduktion

Die Transduktion des Cytokininsignals in Pflanzen erfolgt durch ein mehrstufiges
Phosphorylierungssystem, &hnlich dem klassischen Zweikomponentensystem aus Bakterien
(Abbildung 2) (To und Kieber 2008). Der Phosphatrest wird dabei erst innerhalb des aktiven
Cytokinin-Rezeptors von einem konservierten Histidinrest auf einen konservierten Asparagin-
saurereste Ubertragen. AnschlieBend erfolgt der Transfer des Phosphatrests auf einen
konservierten Histidinrest in einem Arabidopsis Histidinphosphotransferprotein (AHP) und
nachfolgend wiederum auf einen konservierten Asparaginsaurerest eines B-Typ Arabidopsis-
Responseregulator (ARR)-Transkriptionsfaktors, welcher im Zellkern cytokininabhangige
Gene reguliert. Die Komponenten der Cytokininsignalkaskade werden durch Multigenfamilien
kodiert, deren Funktionen teilweise Uberlappen (Kieber und Schaller 2014, Pils und Heyl
2009). In Arabidopsis gibt es drei Cytokininrezeptorhistidinkinasen (AHK) CRE1/AHK4, AHK?2
und AHK3 (Hwang und Sheen 2001, Inoue et al. 2001, Suzuki et al. 2001, Yamada et al. 2001).
Die Cytokininrezeptoren sind membranstandig und bestehen aus einer nach auf3en
gerichteten, N-terminalen Cytokininbindedomane (CHASE-Domane), einer nach innen

gerichteten Histidinkinasedoméne und einer phosphorylierbaren C-terminalen Receiver-
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domaéane (Heyl et al. 2012, Steklov et al. 2013). Die subzellulare Lokalisation der Rezeptoren
ist noch nicht vollstandig geklart. Anfanglich wurde angenommen, dass die Cytokinin-
rezeptoren in der Plasmamembran lokalisiert sind. Neuere Studien geben jedoch Hinweise
darauf, dass die Mehrheit der Cytokininrezeptoren in der Membran des endoplasmatischem
Retikulums (ER) vorkommen, wobei die Cytokininbindedomé&ne in das ER-Lumen gerichtet ist
(Caesar et al. 2011, Lomin et al. 2011, Romanov et al. 2018, Wulfetange et al. 2011). Die
Aktivierung der Rezeptoren erfolgt durch die Cytokininbindung und fuhrt zu einer
Dimerisierung der Rezeptoren und zu einer Transphosphorylierung eines konservierten
Histidinrestes in der Histidinkinasedomane. Anschlielend wird der Phosphatrest innerhalb des
Rezeptors auf einen konservierten Aspartatrest der Receiverdoméne Ubertragen. Der AHK4-
Rezeptor besitzt zusatzlich eine intrinsische Phosphataseaktivitat, deren Aktivitat unterhalb
einer bestimmten Signalschwelle Gberwiegt. Dadurch werden dem Cytokininsignalsystem der
Zelle, in Abwesenheit des Liganden, aktivierende Phosphatreste entzogen (Méhonen et al.
2006h). Alle drei Cytokininrezeptoren zeigten hohe Bindungsaffinititen fiir die freien
Cytokininbasen iP und tZ und niedrige fir die Cytokininkonjugate (Kieber und Schaller 2014).
Dennoch unterscheiden sich die Isoformen der Rezeptoren auch in ihren Bindungsaffinitaten.
Beispielsweise bindet AHK3 tZ mit einer héheren Affinitat als iP, wohingegen AHK2 und AHK4
eine hohere Affinitat fir iP als flr tZ zeigten (Stolz et al. 2011). Auch die Verteilung der
Rezeptoren innerhalb der Pflanze unterscheidet sich. In den Wurzeln erfolgt die Signal-
perzeption hauptsachlich tber AHK4 und im Spross vor allem Gber AHK2 und AHK3 (Higuchi
et al. 2004, Nishimura et al. 2004). AHK3 nimmt auRerdem eine Schlisselrolle bei der Initiation
der Seneszenz ein (Kim et al. 2006).

Von den Rezeptoren wird der Phosphatrest auf einen konservierten Histidinrest eines AHP-
Proteins Ubertragen (Abbildung 2). Diese interagieren im Zellkern direkt mit B-Typ-ARR-
Transkriptionsfaktoren, die durch die Phosphorylierung aktiviert werden (Hwang und Sheen
2001, Hwang et al. 2012, Punwani et al. 2010). Die AHP-Genfamilie umfasst bei Arabidopsis
sechs Mitglieder AHP1-6, die teilweise redundant sind. Eine Sonderstellung unter den AHPs
nimmt AHP6 ein. Es besitzt anstelle des konservierten Histidinrests einen Asparaginrest und
ist somit nicht Teil des Phosphorylierungssystems (Hutchison et al. 2006, Mahdnen et al.
2006a), konkurriert aber mit anderen AHPs um die Rezeptorbindungen und ist somit ein
negativer Regulator des Cytokininsignals. Besonders aktiv ist AHP6 in der Vaskulatur, im
Embryo und in den Meristemen (Besnard et al. 2014, Bishopp et al. 2011a, M&hotnen et al.
2006a, Ohashi-lto et al. 2014). Die aktivierten B-Typ-ARRs initiieren die Expression der
primaren Cytokininantwortgene (Abbildung 2). Dazu gehéren unter anderem auch A-Typ-
ARRs, die zum einen als Negativregulatoren dem Cytokinin-Signal entgegenwirken, zum
anderen die cytokininabh&ngige Regulation anderer Signalwege bewirken (Brenner et al.
2012, Hwang et al. 2012, Rashotte et al. 2003).
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Im Arabidopsis-Genom sind insgesamt 23 ARRs kodiert, die anhand C-terminaler
Unterschiede in drei Gruppen eingeteilt werden. Die elf B-Typ ARRs (ARR1, ARR2, ARR10-
14, ARR18-21) sind durch eine Receiverdomane und eine C-terminale DNA-Bindedomane
charakterisiert. Die bevorzugten DNA-Bindemotive der B-Typ ARRs wurden bereits identifiziert
und kommen in vielen Promotoren cytokininregulierter Gene vor (Kieber und Schaller 2018).
Eine cytokininabh&ngige Bindung der B-Typ ARRs an die Zielsequenzen konnte in planta
gezeigt werden (Zubo et al. 2017).
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der Cytokininsignaltransduktion und der zelluldren Verteilung der
Komponenten der Cytokininhomdostase in Arabidopsis.

Cytokinin bindet an die Cytokininbindedoméne der membranstandigen Rezeptoren (AHK2-AHK4), dies fuhrt zur
Autophosphorylierung der Histidinkinasedoméne des Rezeptors. AnschlieBend wird der Phosphatrest auf die
Receiverdomane des Rezeptors und von dort auf ein AHP-Protein tibertragen. Im Zellkern erfolgt die Ubertragung
des Phosphatrestes von den AHP-Proteinen auf die B-Typ ARR- oder CRF-Transkriptionsfaktoren. Diese werden
durch die Phosphorylierung aktiviert und regulieren die Expression von Cytokininantwortgene. Zu diesen gehdren
unter anderen die A-Typ ARRs, welche die Signaltransduktion negativ regulieren. Weitere Negativregulatoren sind
AHP6 und die C-Typ ARRs.

Die Cytokinin-Biosynthese wird katalysiert von Isopentenyltransferasen (IPT, grine Rahmen), die Degradation der
Cytokinine erfolgt durch Cytokininoxidasen/-dehydrogenasen (CKX, rote Rahmen) und die irreversible und
reversible Konjugation der Cytokinine mit Zuckern durch UDP-Glycosyltransferasen (cyanfarbige Rahmen). Gelbe
Pfeile geben an, tiber welche Membranen der Transport von Cytokinin erfolgt. Bisher bekannte Cytokinintransporter
fir den Transport von Cytokinin in die Zelle sind die Purinpermeasen (PUPs) sowie die &quilibrierenden
Nukleosidtransporter (ENTSs) und fiir den Export von Cytokinin der ATP-binding cassette-Transporter (ABGC14).
D, Aspartatrest; H, Histidinrest; P, Phosphatrest; ER, Endoplasmatisches Retikulum; PM, Plasmamembran; Ch,
Chloroplast; Mt, Mitochondrium, Va, Vakuole, Nu, Nukleus. Abbildung modifiziert nach (Spichal 2012).
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Die A-Typ ARRs besitzen nur eine Receiverdomane und keine DNA-Bindedomane. In
Arabidopsis sind zehn A-Typ ARRs bekannt (ARR3-9, ARR15-17). Die Transkription der
A-Typ-ARRs wird nicht nur durch Cytokinin, sondern auch durch andere Faktoren gesteuert
(z.B. Auxin) und gewebespezifisch reguliert. Dadurch kann die Cytokinin-Sensitivitdt an
bestimmte Umweltbedingungen oder verschiedene Zelltypen angepasst werden (Kieber und
Schaller 2018), limitiert aber auch deren Eignung als Cytokininreporter (Zurcher und Muller
2016). Wie das Cytokininsignal durch die A-Typ ARRs moduliert wird, ist noch nicht vollstéandig
aufgeklart. Es werden zwei Modelle diskutiert: 1. Die A-Typ ARRs konkurrieren mit den B-Typ
ARRs um die Phosphorylierung durch die AHPs. 2. Die phosphorylierten A-Typ ARRs
interagieren mit bisher nicht bekannten regulatorischen Proteinen (Shanks et al. 2018, To et
al. 2007).

Uber die ARRs des C-Typs (ARR22 und ARR24) ist wenig bekannt. Sie besitzen keine DNA-
Bindedomane. lhre Expression beschrankt sich auf die reproduktiven Gewebe und wird durch
Cytokinin nicht beeinflusst. Knockout-Mutanten der C-Typ ARRs zeigen keine auffalligen
Veranderungen der Phanotypen, wohingegen sich ihre ektopische Expression auf die
Cytokininantwort auswirkt und zu phanotypischen Veranderungen fuhrt, die der wooden leg
(wol) Mutante stark ahneln (Gattolin et al. 2006, Kiba et al. 2004).

Eine weitere Gruppe der primaren Cytokininantwortgene sind die 8 Cytokinin Response
Factors (CRF 1-8), die zu der Familie der AP2/ERF-Transkriptionsfaktoren gehéren (Rashotte
und Goertzen 2010, Rashotte et al. 2006). Die CRFs interagieren direkt mit den AHPs und ihre
Zielgene Uberlappen weitgehend mit denen der B-Typ ARRs (Cutcliffe et al. 2011, Rashotte et
al. 2006). Mutationen einzelner CRF-Gene beeinflussen die Morphologie der Pflanzen kaum.
Daher ist anzunehmen, dass diese redundant sind. Mehrfachmutanten zeigen Veranderungen
der Blattseneszenz, der Rosettengrof3e, des Wurzelwachstum, der Meristemgrof3e und in der

Embryogenese (Raines et al. 2016, Zwack et al. 2013).

1.2 Der Cytokinin-Metabolismus

Die Regulation zur Aufrechterhaltung der Cytokininhomdostase ist komplex und noch nicht
vollstandig aufgeklart. Bisher ist bekannt, dass fir die Steuerung von physiologischen
Vorgangen in der Pflanze, die gewebespezifische und zellulare Konzentration der biologisch
aktiven Cytokininformen entscheidend ist. Der Pool der aktiven Cytokinine wird durch die
Regulation der Biosynthese, der Interkonversion, des Transports, der Konjugation und der
Degradation kontrolliert (Abbildung 2 und Abbildung 3) (Zurcher und Muller 2016). Auch die
Beobachtung, dass die inaktiven Formen der Cytokinine eine héhere Abundanz aufweisen als
die aktiven Cytokininbasen belegt, dass die Konzentration des aktiven Cytokinins streng
kontrolliert wird. Dadurch kann die Spezifitat des Cytokininsignals aufrecht erhalten werden
(Kiba et al. 2013, Miyawaki et al. 2006, Smehilova et al. 2016).
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1.2.1 Die Cytokinin-Biosynthese

Der erste und limitierende Schritt in der Cytokininsynthese besteht in der Ubertragung eines
Isoprenrestes von Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) auf einen Adeninrest von AMP, ADP,
ATP oder innerhalb einer tRNA. Katalysiert wird diese Reaktion von Isopentenyltransferasen
(IPTs) (Abbildung 3). In Arabidopsis gibt es neun homologe IPT-Gene (IPT1-9), wobei es sich
bei IPT6 um ein Pseudogen handelt (Kakimoto 2001, Takei et al. 2001a). Die IPTs werden in
zwei Klassen eingeteilt. Die ATD/ADP-Isopentenyltransferasen IPT1 und IPT3-8 nutzen
bevorzugt ADP oder ATP und kaum AMP als Prenylakzeptoren. Als Reaktionsprodukte
entstehen je nach Prenylakzeptor Isopentenylribosid-5'-diphosphat bzw. -triphosphat (iPRDP
und iPRTP), die Vorstufen von iP (Kakimoto 2001). Cytokinine des tZ-Typs werden durch die
Hydroxylierung von iP-Nukleotiden zu tZ-Nukleotiden gebildet (Abbildung 3). Katalysiert wird
diese Reaktion durch die Cytochrom-P450-Monooxygenasen CYP735A1 und CYP735A2.
Diese werden vor allem in den Wurzeln, aber kaum in den Sprossen exprimiert. Es wird daher
angenommen, dass die Wurzeln der Hauptsyntheseort flr Cytokinine vom tZ-Typ sind und der
akropetale Transport von tZ und tZR ein wichtiges Signal fur die Wurzel-Spross-Kommunika-
tion darstellt (Abschnitt 1.2.5) (Takei et al. 2004b). Die Existenz eines alternativen Synthese-
wegs fiir Cytokinine des tZ-Typs, der von iP unabhéngig ist, wird ebenfalls diskutiert (Astot et
al. 2000). DHZ kann aus tZ durch die Reduktion der Doppelbindung gebildet werden. Kataly-
siert wird diese Reaktion durch eine Zeatin-Reduktase (Martin et al. 1989) (Abbildung 3).

Die tRNA-Isopentenyltransferasen IPT2 und IPT9 nutzen als Prenylgruppenakzeptor ein in
einer tRNA gebundenes Adenosin, dabei entsteht die Vorstufe von cZ. Die Freisetzung der
aktiven Cytokininbase aus der tRNA erfolgt durch Hydrolyse (Miyawaki et al. 2006). Doppel-
Knockout-Mutanten von IPT2 und IPT9 bilden keine Cytokinine des cZ-Typs und haben ein
stark beeintrachtigtes Wurzelwachstum (Kéllmer et al. 2014). Aus diesen Beobachtungen geht
hervor, dass Cytokinine des cZ-Typs ausschlielich Gber die Prenylierung der tRNA von IPT2
und IPT9 hergestellt werden. Eine Umwandlung zwischen tZ und cZ findet kaum statt
(GajdoSova et al. 2011, Miyawaki et al. 2006). Uber den Syntheseweg der aromatischen
Cytokinine ist wenig bekannt (Sakakibara 2006).

Die Isoformen der IPTs sind subzellular unterschiedlich lokalisiert (Abbildung 2). IPT1, IPT3,
IPT5 und IPT8 sind in den Plastiden zu finden, dabei kann IPT3, in Abhangigkeit von einer
Farnesylierung, auch im Zytosol oder Zellkern vorkommen (Galichet et al. 2008, Kasahara et
al. 2004). IPT2 und IPT4 sind im Zytosol und IPT7 in den Mitochondrien zu finden (Kasahara
et al. 2004). Die verschiedenen IPT-Gene zeigen zum Teil gewebespezifische Expressions-
muster (Miyawaki et al. 2004, Takei et al. 2004a).

Die Untersuchungen von ipt-Knockout-Mutanten belegen die funktionelle Redundanz der IPT-
Gene. iptl,3,5,7-Mutanten zeigen neben einem verringerten Spross- und verstarkten

Wurzelwachstum, auch verringerte Cytokinin-Konzentrationen des iP- und tZ-Typs.
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1.2.2 Die Interkonversion zwischen Cytokininbasen, Nukleosiden und Nukleotiden
Die wechselseitige Umwandlung zwischen den freien Cytokininbasen und den
korrespondierenden Nukleosiden und Nukleotiden stellt einen weiteren Aspekt der
homdoostatischen Regulation dar (Abbildung 3). Die in der Biosynthese gebildeten Vorstufen
von iP und tZ sind deren inaktiven Diphosphat- und Triphosphatformen. Fir die Herstellung
der aktiven, freien Cytokininbasen werden zwei Wege postuliert. Zuerst wurde vermutet, dass
die fur die Aktivierung notwendige sukzessive Dephosphorylierung und Deribosylierung in zwei
Stufen erfolgt (Abbildung 3). Die entsprechenden Phosphatasen und Ribonukleotid-
Phosphohydrolasen, die Cytokinin als Substrat nutzen sind bisher noch nicht bekannt.
Teilaufgereinigte Enzymen aus Weizenkeimlingen zeigten eine breite Substratspezifitat und
setzten neben Cytokinin auch Adenosin und AMP mit hoher Affinitdt um. Daher wird
angenommen, dass diese Reaktionen durch Enzyme des allgemeinen Purinstoffwechsels
katalysiert werden. (Chen und Kristopeit 1981, Kamada-Nobusada und Sakakibara 2009, Mok
und Mok 2001). Fur die Umwandlung der Cytokininnukleoside in die freien Cytokininbasen
konnten entsprechende Purin-Nukleosid-Ribohydrolasen (NRH), aus Physcomitrella patens
(PPNRH1) und Mais (ZmNRH3) isoliert werden (Kopecna et al. 2013). Die physiologische
Relevanz der Reaktion und in welchem Kontext die identifizierten Komponenten zu der
Aufrechterhaltung der Cytokininhomoostase beitragen ist noch nicht im Detail aufgeklart.
Mittlerweile ist ein zweiter Weg zur Herstellung der freien Cytokininbasen bekannt. Dabei
erfolgt die Aktivierung Cytokininnukleotide in einem einzigen Schritt. Diese Reaktion wird
katalysiert durch cytokininspezifische Phosphoribohydrolasen LONELY GUYs (LOG)
(Kurakawa et al. 2007) (Abbildung 3). Erstmalig wurden die LOGs in Reis entdeckt. In
Arabidopsis konnten sieben funktionelle Proteine (LOG1-LOG5, LOG7 und LOGS) isoliert
werden (Kurakawa et al. 2007, Kuroha et al. 2009). Die LOGs sind im Zytosol und im Zellkern
lokalisiert und nutzen als Substrate vorrangig Cytokinin-Ribosidmonophosphate (Kuroha et al.
2009). Die LOGs sind in fast allen Geweben der Pflanzen exprimiert. Die Expressionsdoméanen
der einzelnen LOGs uberlappen teilweise, sind aber auch spezifisch (Chickarmane et al. 2012,
Kuroha et al. 2009), was auf eine gewisse funktionale Redundanz der LOGs hinweist. Die
Studie von LOG-Mehrfachmutanten zeigte, dass der grof3te Anteil der Cytokininbasen von den
LOGs gebildet wird (Tokunaga et al. 2012). Dennoch gibt es Hinweise darauf, dass auch die
zweistufige Umwandlung der Cytokininnukleotide von physiologischer Relevanz ist. Dafur
spricht beispielsweise, dass die Konzentration der Cytokininriboside im Gewebe teilweise sehr
hoch ist und dass die Cytokininriboside eine der Haupttransportform darstellen (Hirose et al.
2008).

Auch die Umwandlungen der freien Cytokininbasen in die korrespondierenden Cytokinin-
nukleoside und Cytokininnukleotide kann fiir die Regulation der Cytokininhomdostase von

Bedeutung sein. Beispielsweise wurde gezeigt, dass exogen appliziertes Cytokinin unter
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anderen in die korrespondierenden Nukleosid- und Nukleotidformen umgesetzt wird (Letham
und Palni 1983, Moffatt et al. 1991, Niemann et al. 2015). Eine Purin-Nukleosid-Phosphorylase
(PNP), welche den Transfer eines Riboserestes auf die freie Cytokininbase katalysiert, konnte
in Solanum tuberosum (StCKP1) (Bromley et al. 2014) identifiziert werden. Die Umwandlung
der Cytokininnukleoside in Cytokininnukleotide, katalysieren in Arabidopsis zwei Isoformen
von Adenosin-Kinasen (ADK1 und ADK2) (Abbildung 3). Fir beide Enzyme konnte in vivo
gezeigt werden, dass diese Cytokinin als Substrat nutzen, obwohl in vitro-Messungen belegen,
dass beide Enzyme eine groRRere Affinitdt zu Adenosin haben als zu den Cytokininribosiden
(Moffatt et al. 2000). Der knockdown beider Gene fuhrt zu Veranderungen der Cytokinin-
aktivitat (Schoor et al. 2011). Fur ADK1 wurde gezeigt, dass dieses im Cytoplasma und im
Zellkern lokalisiert ist (Lee et al. 2012). In der Pflanze wird es ubiquitér exprimiert (Moffatt et
al. 2000).

t-RNA

1= omapp —(2—LBNA_, prenylierte
ADP/ATP) AMP ADP/ATP ADP/ATP t-RNA
L$E—— HMBPP s Vorstufen
AMP = AMP
— s y—/ Y~/
(12— iPROP/iPRTP<{ 11> tZRDP/ZRTP cZRDPIcZRTP 11
( 3 { 3 ) *\ 3 Biosynthese
(12— iprmP (11— ZRMP— o (g7 DZRMP cZRMP (12—
r .._4,1181 r_% Gt ‘] ______________ r 4]
(6) iPR (9 (9 : T.» DZR * R (§)
gsi e l zslT,« ' Aktive Formen
2 & AP 16>------ /¥ "-., “whl/
|P Dz = 5 4—'
/ / \w ”1;\:14» f/ .:"1;\;1@
\"?J/ f.w,./ '“\\ ) \\ DZOG (19 ) \\ €ZOG | Deaktivierung
/ ) / (10 ozrRoG /' (7 o | (reversibel)
(10 (10) (10 cZOX
iP7G / (12 121G / (12 627G (12 Deaktivierung
s =5 s (irreversibel)

Abbildung 3. Schematische Darstellung des Cytokinin-Metabolismus.

Schema der Biosynthese, Interkonversion, Konjugation und Degradation der Cytokinine und der involvierten
Enzyme (rote Nummern). Gestrichelte Linien markieren Stoffwechselwege, die noch nicht vollstandig aufgeklart
wurden. (1) Adenylat-Isopentenyltransferase (ADT/ATP-IPT); (2) tRNA-spezifische Isopentenyltransferase (tRNA-
IPT); (3) Phosphatase; (4) Ribonucleotid-Phosphohydrolase; (5) Purin-Nukleosidribohydrolase (NRH) (6) Cytokinin-
Phosphoribohydrolase LONELY GUYs (LOG); (7) Purin-Nukleosid-Phosphorylase (PNP); (8) Adenosin-Kinase
(ADK); (9) Adenin-Phosphoribosyltransferase (APT); (10) Cytokinin-N-UDP-Glucosyltransferase (UGT); (11)

Cytochrome-P450-Monooxygenase (CYP); (12) Cytokinin-Dehydrogenase; (13) Cytokinin-O-UDP-Glucosyl-
transferase; (14) B-Glucosidase; (15) Zeatin-Reduktase; (16) Zeatin-Isomerase. DMAPP, Dimethylallyldiphosphat;
HMBPP, 1-Hydroxy-2-Methyl-2-(E)-Butenyldiphosphat; iPRDP, Isopentenylribosid-5’-diphosphat; iPRTP,
Isopentenylribosid-5’-triphosphat; iPRMP, Isopentenylribosid-5’-monophosphat; iPR, Isopentenyladenosin; iP7G,
Isopentenyladenosin-7-Glucosid; iP9G, Isopentenyladenosin-9-Glucosid, und die aquivalenten Formen von tZ,
DHZ und cZ; tZOG, trans-Zeatin-O-Glucosid; tZROG, trans-Zeatin-O-Glucosid-Ribosid und die &aquivalenten
Formen vom DZ und cZ; tZOX, trans-Zeatin-O-Xylosid; cZOX, cis-Zeatin-O-Xylosid. Abbildung modifiziert nach
Spichal (2012).
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Als Gegenspieler zu den LOGs existieren Adenin-Phosphoribosyltransferasen (APTs), von
denen die Umwandlung der freien Cytokininbasen in die korrespondierenden Cytokinin-
nukleosidmonophosphate katalysiert wird (Moffatt et al. 1991). In Arabidopsis besteht die
Familie der APTs aus funf Vertretern. Innerhalb der Zelle sind APT1-3 im Zytosol lokalisiert
(Allen et al. 2002). Die Lokalisation der anderen APTs ist unbekannt. Die APTs sind nicht
cytokininspezifisch und binden auch Adenin. Obwohl in den durchgefiihrten in vitro-
Messungen APT2 und APT3 deutlich héhere Affinitaten gegentber Cytokinin zeigten als
APT1, nimmt dieses in Bezug auf die Cytokininkonversion eine Schlisselposition ein (Allen et
al. 2002, Zhang et al. 2013b). Der Knockout von APT1 fuhrt zu einer Akkumulation von freien
Cytokininbasen und zu einer veranderten Cytokininantwort (Zhang et al. 2013b).

1.2.3 Der Cytokininabbau

Ein wichtiger Aspekt fur die Regulation der Cytokininhomoostase ist der Abbau der Cytokinine.
Deren irreversible Deaktivierung erfolgt durch die Abspaltung der N°-Seitenkette. Als Produkte
entstehen ein Adenin bzw. Adenosin und das Seitenkettenaldehyd (Abbildung 3) (Brownlee et
al. 1975, McGaw und Horgan 1983). Katalysiert wird diese Reaktion von Cytokinin-
oxidasen/Dehydrogenasen (CKX), die als Co-Faktor FAD bendtigen (Bilyeu et al. 2001). Eine
Veranderung der CKX-Aktivitat wirkt sich direkt auf die Cytokinin-Konzentration im Gewebe
aus. Daher spielen die CKX-Enzyme fur die Regulation cytokininabh&ngiger Prozesse eine
wichtige Rolle. Auzerdem wird sowohl die Cytokininaktivitat (Motyka et al. 2003) als auch die
Expression der CKX-Gene durch Cytokinin positiv reguliert (Bhargava et al. 2013, Brenner et
al. 2012). Die ersten CKX-Enzyme wurden aus Mais isoliert. Seitdem wurden diese auch in
vielen anderen Pflanzenarten (z.B. Tabak und Gartenbohnen) gefunden (Houba-Hérin et al.
1999, Morris et al. 1999, Schmiilling et al. 2003, Werner et al. 2001). In Arabidopsis besteht
die CKX-Genfamilie aus sieben Mitgliedern (CKX1 bis CKX7) (Kdllmer 2009, Werner et al.
2003). Die Isoformen unterscheiden sich in ihrer Expression, subzellularer Lokalisation und in
ihren biochemischen Eigenschaften (Schmiuilling et al. 2003).

Untersuchungen, von mit GFP fusionierten CKX-Proteinen, zur Bestimmung der subzellularen
Lokalisation, deuten auf eine Spezialisierung der einzelnen Enzyme: CKX1 und CKX3 sind im
ER und der Vakuole lokalisiert, CKX7 im Zytosol und bei CKX2, CKX4 und CKX6 handelt es
sich wahrscheinlich um sekretorische Proteine (Abbildung 2) (Kéllmer 2009, Niemann et al.
2018, Werner et al. 2003).

Die Substratspezifitat der verschiedenen CKX-Isoformen ist unterschiedlich und abhangig vom
pH-Wert. Die sekretorischen Proteine CKX2, CKX4 und CKX6 zeigten insgesamt die starksten
Enzymaktivitditen und bevorzugten als Substrate die freien Cytokininbasen von tZ und iP
(Galuszka et al. 2007). CKX1 wies die hdochste Aktivitdt gegentber den Cytokinin-

nukleosidmono-, -di- und triphosphat-Formen auf. CKX3 bevorzugte als Substrat iPRMP,
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iPRDP und iPRTP. CKX1 und das im Zytosol lokalisierte CKX7 nutzen auch iP9G als Substrat
(Galuszka et al. 2007, Kowalska et al. 2010). AuRerdem wurde gezeigt, dass CKX1, CKX5
und CKX7 eine Affinitat gegenltber cZ besitzen (GajdoSova et al. 2011, Koéllmer et al. 2014).
DHZ, Kin und BA sind hingegen gegen den Abbau durch CKX-Enzyme resistent (Galuszka et
al. 2007, Zalab&k et al. 2016). In den verschiedenen Geweben weisen die verschiedenen CKX-
Gene jedoch spezifische, kaum Uberlappende Expressionsdomédnen auf. Daher ist
anzunehmen, dass die einzelnen Isoformen auch spezifische Funktionen einnehmen und den
Cytokinin-Gehalt gewebespezifisch regulieren. Die CKX-Gene werden vor allem in
teilungsaktivem Gewebe exprimiert z.B. im Sprossapex (CKX1, CKX2, CKX3), jungen Blattern
(CKX4, CKX5) und im Procambium des Wurzelmeristems (CKX5), aber auch im Leitgewebe
(CKX6, CKX7) (Bartrina et al. 2011, Kollmer et al. 2014, Werner et al. 2003). Teilweise
Uberlappen die Expressionsdomanen von CKX und IPT. In diesen Bereichen finden oft
verstarkt Zellteilungen statt, was auf eine parakrine oder autokrine Cytokininaktivitat hinweisen
konnte (Werner et al. 2006). Andererseits lasst die Kolokalisation von CKX6 und IPT3 im
Leitgewebe vermuten, dass durch die beiden Komponenten auch eine endokrine Funktion des
Cytokininsignals gesteuert wird (Miyawaki et al. 2004, Werner et al. 2006).

Einzel-Knockouts von CKX-Genen haben in der Regel keine phanotypischen Verdnderungen
zur Folge, was die Redundanz der CKX-Gene belegt (Bartrina 2006, Bartrina et al. 2011).
Daneben sprechen die Unterschiede in der Substratspezifitat, den Expressionsdoménen und
der subzellularen Lokalisation auch flir eine Spezialisierung der einzelnen CKX-Gene. Die
Uberexpression verschiedener CKX-Gene fiihrt zu Pflanzen mit stark verringertem endogenen
Cytokinin-Gehalt und zu unterschiedlich stark ausgepragten phanotypischen Veranderungen,
die unter dem Begriff ,Cytokinindefizienzsyndrom* zusammengefasst werden. Charakteristi-
scherweise zeigen diese Pflanzen eine verlangsamte Entwicklung mit einer Verzégerung des
Bluhzeitpunkts. Die Rosettenblatter und das apikale Sprossmeristem sind verkleinert,
wohingegen die Wurzeln ein verstarktes Wachstum zeigen und mehr Lateralwurzeln bilden
(Werner et al. 2003). Davon abweichend zeigen Uberexpressionslinien von CKX7 einen

Phanotyp mit einem stark verringerten Wurzelwachstum (Kélimer et al. 2014).

1.2.4 Die Konjugation der Cytokinine

Cytokinine kénnen durch die Konjugation mit Ribose, Ribosephosphat, Glucose, Xylose,
Alanin oder Methylthiogruppen modifiziert werden (Abbildung 1) (Sakakibara 2006).
Modifizierte Cytokinine sind in der Regel biologisch inaktiv und unterscheiden sich in ihrer
Stabilitéat und ihren Transporteigenschaften. Daher tragt die Konjugation zur Regulation des
aktiven Cytokininpools bei (Hothorn et al. 2011, Mok und Mok 2001, Spichal et al. 2004). Es
wurden auch Cytokinine identifiziert, die an der N3-, N6-, oder N9-Position des Purinrings mit

Ribose, Xylose oder Alanin modifiziert sind oder die an der N2-Position eine Methylthiogruppe
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tragen. Die genaue physiologische Bedeutung dieser Cytokininformen ist jedoch unbekannt
(Sakakibara 2006).

Die Cytokininformen mit der gréf3ten Abundanz sind neben den Cytokininnukleosiden (am N9-
Atom modifiziert mit Ribose) und den Cytokininnukleotiden (am N9-Atom modifiziert mit
Ribosephosphat) die Cytokininglucoside (N7-, N9- und O-Glucoside). Auch fiir die Cytokinin-
Glucokonjugate konnte bisher keine biologische Aktivitat nachgewiesen werden (Spichal et al.
2004). Je nachdem, ob der Zuckerrest dabei mit einem Hydroxylrest der N°-Seitenkette oder
einem Stickstoffatom des Purinrings verknipft wird, unterscheidet man zwischen O- und N-
Glucosylierungen. Die Ubertragung des Zuckers erfolgt durch UDP-Glucosyltransferasen
(UGT) (Bowles et al. 2005). Diese Klasse wird auch als Glycosyltransferase Familie 1
bezeichnet und stellt unter den Glycosyltransferasen die grof3te Gruppe dar. Sie nutzten in der
Regel Uridin-5‘-diphosphat (UDP)-Glucose als Zucker-Donor und werden definiert durch das
Vorhandensein des konservierten UDPGT-Sequenzmotivs (PROSITE Akzessionsnummer
PS00375) (MacKenzie et al. 1997a, Ross et al. 2001). Bei pflanzlichen UGTs ist dieses
erweitert und wird plant secondary product glycosyltransferase (PSPG)-Motiv genannt. Es ist
an der Bindung des Zucker-Donors beteiligt und befindet sich im C-terminalen Bereich des
Proteins. Im N-terminalen Bereich des Proteins befindet sich die Akzeptorbindedoméne. Diese
zeichnet sich durch eine hdéhere Sequenzvariabilitat aus (Hughes und Hughes 1994, Paquette
et al. 2009). Da die meisten pflanzlichen UGTs keine bekannten Signalsequenzen oder
Transmembransequenzen aufweisen wird allgemein angenommen, dass sie im Zytosol
lokalisiert sind (Bowles et al. 2006). Fur die UGTs wurde eine eigene Nomenklatur entwickelt.
Die Grundlage fur die Einteilung der UGTs in Familien und Subfamilien erfolgt dabei nach
Aminosaure-Sequenzéhnlichkeit (Mackenzie et al. 1997b). Die UGTs bilden bei Arabidopsis
eine der grolRten Genfamilien und zéhlen Gber 120 Vertreter (Paquette et al. 2009). Die UGT-
Gene sind Uber das ganze Genom verteilt und bilden typischerweise Cluster aus zwei bis
sieben Genen. Untereinander weisen diese haufig eine hohe Sequenzhomologie auf und
bilden oft Subfamilien. In der Regel haben die UGTs bis zu zwei Introns, mehr als die Halfte
hat jedoch kein Intron (Ross et al. 2001). In vitro-Studien zeigen, dass die individuelle
Bandbreite der Substrate sehr unterschiedlich sein kann. Wahrend einige Enzyme viele
Substrate nutzen, sind andere sehr spezifisch. Es gibt bisher keinen erkennbaren
Zusammenhang zwischen Sequenzidentitdt und Substratspezifitdt. Eine Vorhersage der
Substratspezifitdt aufgrund phylogenetischer Analysen ist daher nicht mdglich (Meek et al.
2008, Osmani et al. 2009). Im Jahr 2004 wurden in Arabidopsis von Hou et al. (2004) die
ersten Cytokinin-Glucosyltransferasen identifiziert. Insgesamt sind im Arabidopsis-Genom
bisher 107 UGTs annotiert (Ross et al. 2001). In dem durchgefiihrten Screen konnten unter
105 in vitro getesteten UGTs funf identifiziert werden, die Cytokinin als Substrat nutzen. Unter

diesen waren zwei Cytokinin-N-Glucosyltransferasen (UGT76C1 und UGT76C2) und drei
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Cytokinin-O-Glucosyltransferasen (UGT85A1, UGT73C1 und UGT73C5) (Hou et al. 2004), mit

UGTB85A3 konnte kirzlich eine weitere putative Cytokinin-O-Glucosyltransferase identifiziert

werden (Cucinotta et al. 2018).
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Abbildung 4. Phylogenetischer Stammbaum der UDP-Glucosyltransferasen aus Arabidopsis.
Phylogenetischer Stammbaum der 107 UGTs aus Arabidopsis und der Glucosyltransferasen aus Mais, die
Cytokinin als Substrat nutzen. Abbildung nach Hou et al. (2004).

Die Cytokinin-N-Glucosyltransferasen UGT76C1 und UGT76C2 gehoren zu derselben UGT-
Unterfamilie UGT76C. Diese besteht bei Arabidopsis aus fiinf Mitgliedern (UGT76C1-
UGT76C5). Die funf Gene sind in einem Gencluster im oberen Abschnitt von Chromosom V
lokalisiert. Innerhalb des Clusters sind die Gene in der gleichen Orientierung, direkt
hintereinander, in folgender Reihenfolge angeordnet: UGT76C2, UGT76C1, UGT76C4,
UGT76C5 und UGT76C3. Das erste Gen im Cluster UGT76C2 teilt sich einen Promotor mit
dem davor gelegenen Gen PIRL1. Die Gene des Clusters haben jeweils ein Intron und ihre
Grol3e variiert zwischen 1,4 und 1,8 kb. Die intergenischen Bereiche zwischen den Genen sind
teilweise sehr klein (z.B. 183 bp zwischen UGT76C2 und UGT76C1). UGT76C5 und
UGT76C3 wurden als Nicotinat-N-Glucosyltransferasen beschrieben (Li et al. 2015a).

1.2.4.1 Die Cytokinin-O-Glucosylierung

O-Glucosyltransferase-Gene wurden, neben Arabidopsis, auch aus anderen Pflanzenarten
isoliert und beschrieben (z. B. aus Mais, Sojabohnen, Limabohnen und Reis) (Hou et al. 2004,
Kudo et al. 2012, Martin et al. 2001b, Martin et al. 1999, Meek et al. 2008, Mok et al. 2005,
Veach et al. 2003). Weil die Cytokinin-O-Glucoside biologisch inaktiv sind, nicht durch die
CKX-Enzyme abgebaut werden, die Zuckerkonjugation aber reversibel ist, wird angenommen,

dass die Cytokinin-O-Glucoside eine inaktive Speicherform darstellen (Letham und Palni 1983,
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Mok und Mok 2001). Diese Annahme wird von der Tatsache unterstitzt, dass die
Uberexpression von Cytokinin-O-Glucosyltransferasen in Mais (Pineda Rod6 et al. 2008) und
Tabak (Havlova et al. 2008, Martin et al. 2001a) zu der Akkumulation von Cytokinin-O-
Glucosiden und der Ausbildung von Cytokinindefizienz-Phanotypen fuhrt (Havlova et al. 2008,
Pineda Rodo et al. 2008). Die beiden O-Glucosyltransferasen aus Mais sind stereospezifisch
und nutzten hauptsachlich cZ als Substrat und tZ nur schwach (Martin et al. 2001b, Veach et
al. 2003). Dies ist jedoch nicht der Fall bei den aus Arabidopsis identifizierten Enzymen
UGT85A1, UGT73C5 und UGT73CL1. in vitro-Messungen der Enzymaktivitaten rekombinanter
Enzyme zeigten fur UGT85A1 im Vergleich zu UGT73C1 und UGT73C5 um ein bis zwei
Grollenordnungen hohere Substratumséatze. UGT73C1 und UGT73C5 wiesen hingegen die
hochste Aktivitdt gegentuber DHZ auf (Hou et al. 2004).

In Bezug auf UGT73C1 und UGT73C5 ist anzumerken, dass diese nicht cytokininspezifisch
zu sein scheinen. Fur UGT73C5 wurde gezeigt, dass dieses auch eine Aktivitdt gegenluber
Brassinosteroiden aufweist (Poppenberger et al. 2005). Uberexpressionslinien von UGT73C5
zeigen verringerte Brassinosteroid-Konzentrationen und einen Brassinosteroid-Defizienz-
Phanotyp (Poppenberger et al. 2005). Fir UGT73C1 wurde auRerdem eine Substratspezifitéat
fur Trinitrotoluol in vivo und fir Steviol in vitro nachgewiesen (Gandia-Herrero et al. 2008, Zhou
et al. 2018). Die Expression von UGT73C1 wird zudem durch Trinitrotoluol induziert, was die
physiologische Relevanz dieser Reaktion untermauert (Gandia-Herrero et al. 2008). Daher
scheint UGT85A1 unter den bisher bekannten Cytokinin-O-Glucosyltransferase die wichtigste
Rolle zu spielen. Uberexpressionslinien von 35S:UGT85A1 zeigen eine deutliche
Akkumulation von tZ-O-Glucosiden. Unter Standardwachstumsbedingungen waren keine
morphologischen Verédnderungen zu beobachten, wobei das Wurzelwachstum weniger
sensitiv gegentber Cytokinin war (Jin et al. 2012). Auch der Knockout von UGT85A1 flhrt
unter Standardwachstumsbedingungen nicht zu einer Veranderung der Morphologie. Als
einzige Auffalligkeit konnte in abgetrennten Blattern eine reduzierte Chlorophylldegradation,
eine erhohte Anthocyanakkumulation und eine verénderte Expression von stress- und
seneszenzassoziierten Genen beobachtet werden (Smehilova et al. 2016). Es ist denkbar,
dass es noch weitere Cytokinin-O-Glucosyltransferasen gibt. Erst kiirzlich wurde mit UGT85A3
eine weitere, putative Cytokinin-O-Glucosyltransferase beschrieben (Cucinotta et al. 2018).
Dabei handelt es sich um die UGT mit der hochsten Sequenzhomologie zu UGT85A1 (Woo et
al. 2007). Studien zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation von UGT85A1 zeigen, dass
dieses im Cytoplasma und im Nucleus lokalisiert ist (Jin et al. 2012). Die Speicherung der
Cytokinin-O-Glucoside erfolgt in Chenopodium rubrum mdéglicherweise in der Vakuole.
Dahingegen zeigten Messungen in Arabidopsis und Gerste, dass diese neben der Vakuole vor
allem extrazellular lokalisiert sind (Jiskrova et al. 2016, Kiran et al. 2012, Smehilova et al.

2016). Die Cytokinin-O-Glucosyltransferasen werden gewebe- und entwicklungsspezifisch
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exprimiert. Sie kommen in gekeimten Samen, in Kotyledonen, im Hypokotyl der Priméarwurzel
und in Wurzelspitzen von jungen Keimlingen vor. In spateren Stadien sind sie hauptsachlich
in der Blattperipherie und in Blattprimordien, in den Initialen von Seitenwurzeln und im
Wurzelapex sowie im reifen Embryo exprimiert (Jin et al. 2012, Woo et al. 2007). Es wurde
aullerdem gezeigt, dass im Lauf der Seneszenz die Expression von UGT85A1 hochreguliert
wird und insbesondere tZOG akkumuliert (Smehilova et al. 2016). Die gezielte Glucosylierung
und Hydrolyse des Glucoserests stellen wahrscheinlich wichtige Mechanismen dar, um die
Konzentration des aktiven Cytokinins zu regulieren. Die Abspaltung des Zuckerrestes wird von
3-Glucosidasen katalysiert. Diese konnten bisher allerdings nur in Mais und Brassica napus
identifiziert werden (EC 3.2.1.21) (Brzobohaty et al. 1993, Falk und Rask 1995).

1.2.4.2 Die Cytokinin-N-Glucosylierung

Die Cytokinin-N-Glucosylierung kann an den Stickstoffatomen des Purinrings N3, N7 und N9
erfolgen (Sakakibara 2006). In klassischen Bioassays wiesen N3-, nicht aber N7- und N9-
Cytokininglucoside, eine biologische Aktivitat auf. Allerdings besteht die Annahme, dass die
N3-Glucosylierung von Cytokinin reversibel ist und die biologische Aktivitat aus der metaboli-
schen Freisetzung der aktiven Base rihrt (Letham et al. 1975, Vanstaden und Drewes 1992).
Es wird angenommen, dass alle Cytokinin-N-Glucoside von den AHK-Cytokininrezeptoren
nicht gebunden werden kdnnen und per se biologisch inaktiv sind (Hothorn et al. 2011, Letham
et al. 1983). Cytokinin-N3-Glukodside konnten bereits aus verschiedenen Pflanzenarten
isoliert werden, jedoch ist der Syntheseweg und ihre genaue physiologische Bedeutung noch
weitgehend unklar. Da sie biologisch inaktiv sind, die Modifikation aber reversibel ist, wird
angenommen, dass die Cytokinin-N3-Glucoside eine Speicherform darstellen (Bajguz und
Piotrowska 2009, Vanstaden und Drewes 1992). Die N7-und N9-Glucoside hingegen sind
resistent gegen die Spaltung durch die bisher bekannten R-Glucosidasen (Brzobohaty et al.
1993, Letham und Palni 1983, Vanstaden und Drewes 1992). Daher wurde postuliert, dass
Cytokinin-N7- und -N9-Glucosylierungen zu einer irreversiblen Inaktivierung von Cytokinin
fuhrt. Die Hypothese, dass es sich bei Cytokinin-N-Glucosiden um Stoffwechselendprodukte
handelt, wird auch durch neuere Studien unterstiitzt (Smehilova et al. 2016). Demnach
akkumulieren die Cytokinin-N-Glucoside im Laufe der pflanzlichen Entwicklung sehr stark
(Smehilova et al. 2016). Die Tatsache, dass nach der exogenen Zugabe von radioaktiv
markiertem Cytokinin, neben den CKX-Abbauprodukten Adenin und Adenosin von Cytokinin,
vor allem N7- und N9-Glucoside akkumulieren belegt deren Bedeutung fur die Inaktivierung
von uberschissigem Cytokinin (Letham und Palni 1983, Mcgaw et al. 1984, Niemann et al.
2015, Parker et al. 1973).
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Die ersten Cytokinin-N-Glucosyltransferasen wurden 1979 aus Rettich (Raphanussativus)
isoliert. Diese Enzyme zeigten die hochste Aktivitat iP und die Glucosylierung erfolgte haupt-
sachlich an der N7-Position (Entsch und Letham 1979). Die aus Arabidopsis identifizierten
Glucosyltransferasen UGT76C1 und UGT76C2 nutzen sowohl isoprene als auch aromatische
Cytokinine als Substrate. Dabei erfolgte die Glucosylierung sowohl an der N7- und N9-Position
des Cytokininpurinrings, abgesehen von BA wurde die N7-Position aber bevorzugt. Beide
UGTs zeigten folgende Substratpréaferenzen: DHZ >> iP > tZ >> tZOG >> cZ > BA. Fur beide
Glucosyltransferasen liegt das pH-Optimum bei 7,0 (Hou et al. 2004). Uberexpressionslinien
und Einzel-Transfer-DNA (T-DNA)-Insertionslinien von UGT76C1 und UGT76C2 in
Arabidopsis, zeigen unter Standardwachstumsbedingungen keine auffalligen Veranderungen
des Phanotyps (Hou et al. 2004, Wang et al. 2011, Wang et al. 2013). Der endogene Gehalt
der Cytokinin-N7- und -N9-Glucoside war im Vergleich zu WT-Pflanzen allerdings in den
Uberexpressionslinien erhoht bzw. in der Knockout-Linie verringert (Hou et al. 2004, Wang et
al. 2011). AuRerdem zeigten die Mutantenlinien leichte Veranderungen in der Expression von
Cytokininantwortgenen und in der Cytokinin-Sensitivitdt gegenliber exogen appliziertem
Cytokinin. Dabei waren die beobachteten Veranderungen fir UGT76C2 eindeutiger als flr
UGT76C1. Die durchgefuhrten Experimente weisen darauf hin, dass zumindest UGT76C2 zu
der Regulation der Cytokininhomoostase beitragt (Smehilova et al. 2016, Wang et al. 2011,
Wang et al. 2013). Fur die physiologische Bedeutung von UGT76C2 spricht auch, dass viele
Studien die Induktion der Expression von UGT76C2 durch Cytokinin belegen (Bhargava et al.
2013, Brenner et al. 2012, Smehilova et al. 2016). Von Li et al. (2015b) wurde postuliert, dass
UGT76C2 eine Rolle bei der Adaption an Trockenstress spielt (Li et al. 2015b). Da die Einzel-
Knockout-Mutanten von UGT76C1 und UGT76C2 keine auffalligen phanotypischen
Veranderungen zeigten, ist anzunehmen, dass die beiden Gene zumindest teilweise funktional
redundant sind. Dies verdeutlichet weiterhin die Kapazitdt der Cytokininhomdostase
Stérungen des Cytokinin-Metabolismus auszugleichen und die Konzentrationen der aktiven
Cytokinine aufrechtzuerhalten.

In transient und stabil transformierten Arabidopsis-Pflanzen war das Fusionsprotein
UGT76C2-GFP im Zytosol und im Nukleus lokalisiert (Brock 2012, Smehilova et al. 2016). Die
in Tabak durchgefuhrten Lokalisationsstudien fir UGT76C1 waren nicht eindeutig und kdnnten
neben dem Vorkommen im Zytosol und Nukleus auch auf eine Lokalisation im sekretorischen
Weg hinweisen (Brock 2012). Die Cytokinin-N-Glucoside selbst sind in verschiedenen
Zellkompartimenten zu finden. Beide Formen zeigten die hochsten Konzentrationen im
Apoplast. Die Cytokinin-N7-Glucoside waren auf3erdem in der Vakuole lokalisiert, wo hingegen
die Cytokinin-N9-Glucoside in allen Kompartimenten zu finden waren (Jiskrova et al. 2016).
Die Studien zur subzellularen Lokalisation der Enzyme belegen, dass die Reaktion der

Cytokinin-N-Glucosylierung zumindest teilweise im Zytosol stattfindet. Wie der Transport der
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N-Glucoside aus der Zelle und in die Vakuole erfolgt, ist bisher nicht bekannt. Da keine Daten
von Doppel-Knockout-Mutanten vorliegen, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, dass es
sich bei UGT76C1 und UGT76C2 um die einzigen Cytokinin-N-Glucosyltransferasen handelt.
Die genaue physiologische Funktion der Cytokinin-N-Glucosylierung, wie diese zu der
Regulation des aktiven Cytokininpools beitrdgt und in welchen Entwicklungsstadien oder
Geweben diese von Bedeutung ist, ist noch nicht vollstandig verstanden.

1.2.5 Der Cytokinintransport

Aus den Beschreibungen der vorangegangenen Abschnitte wird deutlich, dass die
verschiedenen Enzyme, welche die Cytokininhomoostase steuern und die Cytokinin-
Metabolite selbst, in verschiedenen Zellkompartimenten auftreten. So finden Biosynthese und
Perzeption von Cytokinin beispielsweise in unterschiedlichen Zellkompartimenten statt. Dies
verdeutlicht die Notwendigkeit von gezielten Transportmechanismen, da die Verteilung der
Cytokinin-Metabolite zwischen den verschiedenen Zellkompartimenten fur die Cytokinin-
homoostase von zentraler Bedeutung ist (Abbildung 2). Wie der Transport der Cytokinin-
Metabolite zwischen den verschiedenen Zellorganellen erfolgt und reguliert wird, ist bisher
noch nicht bekannt.

Innerhalb der Pflanze werden Cytokinine in vielen verschiedenen Geweben synthetisiert und
wirken in vielen Zusammenhangen als lokales, parakrines Signal (Hwang et al. 2012).
Beispiele daflir sind unter anderem die Regulation der Lateralwurzelbildung oder der Grof3e
und Aktivitat des apikalen Sprossmeristems (SAM) (Zircher und Muller 2016). In diesen Fallen
ist es denkbar, dass das Cytokinin zwischen den Zellen symplastisch transportiert wird. Fir
eine autokrine Wirkungsweise des Cytokininsignals gibt es keine gut dokumentierten
Beispiele. Moglicherweise sind autokrine Cytokininsignale fur die Regulation des Zellzyklus
und flr Schutzmechanismen gegen abiotischen Stress relevant (Romanov et al. 2018).

In vielen Geweben gibt es hingegen keine Uberlappung zwischen den Expressionsdoméanen
von den IPT-Biosythesegenen und den Bereichen, in denen die Cytokininaktivitdt messbar ist
(Zurcher et al. 2013). Es wird daher angenommen, dass Cytokinin neben der Funktion als
auto- und parakrines Signal auch als Langstreckensignal dient. Pfropfungsexperimente haben
gezeigt, dass Cytokinine innerhalb der Pflanze durch die Leitgewebe in beide Richtungen
transportiert werden und die Kommunikation zwischen Wurzel und Spross vermittelt. Aus den
Wurzeln wird Gber das Xylem hauptséachlich tZR (~ 80 %) und zu einem geringeren Anteil auch
tZ (~ 15 %) in den Spross transportiert. Von den Sprossen in die Wurzeln erfolgt vor allem der
Transport von Cytokininen des iP-Typs Uber das Phloem (Hirose et al. 2008, Kamada-
Nobusada und Sakakibara 2009, Kiba et al. 2013, Kudo et al. 2010, Miyawaki et al. 2004,
Shimizu-Sato et al. 2009). Von den Cytokininen, die aus den Wurzeln in die Sprosse

transportiert werden, ist tZR an der Regulation der Meristemaktivitat und der Blattgrée
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beteiligt. Das transportierte tZ tragt hingegen nur zur Regulation der Blattgréf3e bei (Osugi et
al. 2017). In Abhéangigkeit von Stickstoff verschiebt sich das Verhdltnis des transportierten tZ
und tZR. Daher wird angenommen, dass Cytokinin auch als Langstreckensignal fir den
Stickstoffstatus dient (Rahayu et al. 2005). Cytokinin scheint auch einer Rickkopplungs-
schleife fur die Aufnahme von Makron&hrstoffen beteiligt zu sein (Brenner et al. 2005, Hirose
et al. 2008). Es wird vermutet, dass die Pflanzen durch diese Modulationen das Spross-
wachstum an die sich verdndernden Umweltbedingungen anpassen (Miyawaki et al. 2004,
Osugi et al. 2017, Takei et al. 2001b, Takei et al. 2004a). Der Transport des Cytokinins aus
den Sprossen in die Wurzeln erfolgt im Phloem symplastisch. Das aus den Sprossen
transportierte Cytokinin spieltin den Wurzeln eine wichtige Rolle fir die Regulation des polaren
Auxin-Transports und fur die Bildung und Differenzierung des vaskuldren Gewebes (Bishopp
et al. 2011a, Bishopp et al. 2011b).

Damit Cytokinin als Langstreckensignal fungieren kann, muss es aus der Zelle ein- und
ausgeschleust werden. Erst vor kurzem wurde in Arabidopsis der ATP-binding cassette
Transporter (ABCG)14 identifiziert, durch welchen Cytokininen aus der Zelle in das Xylem
gelangt. ABCG14 wird hauptsachlich in Wurzelzellen des Perizykels und der Stele exprimiert
und ist in der Plasmamembran lokalisiert. Der ABCG14-Knockout fiihrt zu einem signifikant
reduzierten Gehalt von Cytokininen des tZ-Typs im Xylem und zu cytokinindefizienten
Sprossphanotypen (Ko et al. 2014, Zhang et al. 2014). Die Familie der ABCG-Proteine umfasst
viele weitere Mitglieder mit teilweise unbekannter Funktion. Daher ist es denkbar, dass es noch
andere ABCG-Transporter gibt, die Cytokinin exportieren (Duran-Medina et al. 2017).

Es gibt zwei Proteinfamilien die als Influx-Carrier-Proteinen fur Cytokinin fungieren. Zum einen
die Familie der Purin-Permeasen (PUPSs) (Burkle et al. 2003, Gillissen et al. 2000, Ziurcher et
al. 2016) und zum anderen die Familie der &quilibrierenden Nukleosidtransporter (ENTS),
wobei beide Gruppen nicht Cytokinin-spezifisch sind (Hirose et al. 2005, Sun et al. 2005,
Wormit et al. 2004).

Die PUP-Genfamilie umfasst mehr als 20 Mitglieder, die vor allem Purine transportieren. Der
Transport von freien Cytokininbasen und zu einem geringeren Anteil auch deren Ribosid-
Formen wurde nur fir PUP1, PUP2 und PUP14 nachgewiesen (Burkle et al. 2003, Zurcher et
al. 2016). Es ist jedoch moglich, dass weitere Vertreter dieser Familie Cytokinin transportieren
(Zurcher und Miiller 2016). Eine umfangreiche Studie der Expressionsdoméanen von mehr als
12 verschiedenen PUPs hat gezeigt, dass diese in verschiedenen Geweben unterschiedlich
stark exprimiert sind (Cedzich et al. 2008, Zircher et al. 2016).

Erst kirzlich wurde gezeigt, dass die Expression von PUP14 invers mit Domanen korreliert, in
denen Cytokinin aktiv ist (Zurcher et al. 2016). Von den Autoren wurde ein Modell postuliert,
nachdem PUP14 das aktive Cytokinin aus dem Apoplast internalisiert, bevor dieses die

Cytokininrezeptoren in der Plasmamembran aktivieren kann. Die PUP14-Aktivitat stellt somit
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einen weiteren Mechanismus zur Regulation der Cytokininsignalaktivitat dar (Zurcher et al.
2016). Interessanterweise sind neben PUP14 auch andere Vertreter der PUP-Proteinfamilie
in der ER-Membran lokalisiert. Demnach konnten diese auch an der Regulation der Cytokinin-
Konzentration im ER-Lumen beteiligt sein (Romanov et al. 2018).

Fur die Gruppe der ENT-Proteine konnte fir AtENT3, AtENT6 und AtENT7 aus Arabidopsis
und fir OsENT8 aus Reis in Hefen der Transport von Cytokininnukleosiden nachgewiesen
werden (Hirose et al. 2005, Hirose et al. 2008, Sun et al. 2005). Auch die Studien der Knockout-
Mutanten ent8 und ent3 belegen die physiologische Funktion der ENT-Proteine als
Cytokininnukleosid-Transporter (Sun et al. 2005). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der
Funktionsverlust von AtENT8 den Uberexpressionsphanotyp von IPT8 unterdriickt (Sun et al.
2005). AtENT6 und OsSENT2 sind unter anderem in der Vaskulatur exprimiert, was auf eine
Funktion der Proteine im Langstreckentransport von Nukleosiden hinweist (Hirose et al. 2008).

1.3 Das apikale Sprossmeristem

In der pflanzlichen Entwicklung istim Embryo der Bauplan des adulten Organismus noch nicht
festgelegt. In der postembryonalen Entwicklung werden fortlaufend neue Organe, wie z.B.
Blatter, Bliten und Seitenwurzeln, gebildet (Baurle und Laux 2003). Das Teilungswachstum
beschrénkt sich bei Arabidopsis, wie bei den meisten Pflanzen, auf die Spitzen des Spross-
und Wurzelpols. Die sogenannten Meristeme enthalten pluripotente Stammzellen. Dabei
handelt es sich um Zellen, die immer wieder inaquale Zellteilungen durchlaufen. Von den
entstehenden Tochterzellen behélt eine die Stammzellidentitdt. Die zweite Tochterzelle
differenziert sich in einen anderen Zelltyp, teilt sich aber vorerst weiter (Morrison et al. 1997).
Durch die Erhaltung der Stammzellen im Meristem bleibt auch die Mdoglichkeit des
fortlaufenden Wachstums und der Organneubildung bestehen, obwohl besténdig Zellen an die
umliegenden Gewebe abgeben werden. Die apikalen Meristeme am Sprosspol (shoot apical
meristem, SAM) und am Wurzelpol (root apical meristem, RAM) werden bereits sehr friih in
der Embryogenese angelegt und daher auch als Primarmeristeme bezeichnet. Daneben
existieren sogenannte Folgemeristeme oder auch Sekundarmeristeme, die erst nach der
Keimung gebildet werden. Zum Beispiel entstehen in den Blattachseln am Spross bzw. in
Perizykelzellen der Wurzeln neue Seitenmeristeme, von denen Seitensprosse bzw.
Seitenwurzeln gebildet werden (Scheres 2007). In ihrer Funktion und ihrem Aufbau
unterscheiden sich Seitenmeristeme nicht von den Primérmeristemen.

Das SAM bildet alle oberirdischen Organe der Pflanze. In der vegetativen Wachstumsphase
werden Stangelsegmente und Blatter gebildet. Nach dem Ubergang in die reproduktive Phase

wird der Infloreszenzstamm ausgebildet und Bluten gebildet (Pfeiffer et al. 2017).
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Cytokinin

- mobile makromolekulare Signale
Abbildung 5. Der Aufbau des apikalen Sprossmeristems und die Verteilung makromolekularer Signale.
A) Das SAM kann in verschiedene Bereiche eingeteilt werden. Die Stammzellen (SZ) liegen in der Zentralen Zone
(ZZ) in drei untereinanderliegenden Schichten (L1-L3). Neugebildete Zellen werden in die peripheren Bereiche (PZ)
und in das Rippenmeristem (RZ) abgegeben. In der Peripherie differenzieren sich die Zellen und bilden
Organprimordien (OP), die spater zu Bliten und Blattern auswachsen. Unterhalb der SZ liegt das organisierende
Zentrum (OZ), welches fiir die Aufrechterhaltung der Stammzellen notwendig ist.
B) und C) Verteilung der Pflanzenhormone Cytokinin und Auxin im SAM.
D) Der Transkriptionsfaktor WUSCHEL (WUS) wird im OZ exprimiert und migriert in die ZZ, in der er die Expression
seines eigenen Negativregulators CLAVATAS3 (CLV3) induziert. CLV3 aktiviert Gber die Rezeptoren CLAVATAL
(CLV1) und CLAVATAZ2 (CLV2)/CORYNE (CRN) eine Signalkaskade, durch welche WUS reprimiert wird. Durch
die wechselseitige Beeinflussung von CLV3 und WUS wird die Gré3e der Stammzellpopulation konstant gehalten.
Die MicroRNA miR334 wird in der L1 exprimiert und unterdriickt in den darunterliegenden Zellschichten die
Expression von LEAF CURLING RESPONSIVENESS (LCR), wodurch wiederum die WUS-Aktivitat gefordert wird.
E) WUS fordert die SHOOT MERISTEMLESS (STM)-Expression, STM aktiviert seinerseits die Cytokinin-
Biosynthese, indem es die Expression von IPT7 induziert. WUS unterdriickt zudem die A-TYP ARABIDOPSIS
RESPONSE REGULATOREN (ARR) 7 und ARR15. Dadurch entsteht ein Cytokininmaximum im OZ, was wiederum
die WUS-Expression induziert. In den Organprimordien wird. Abbildungen modifiziert nach (Gaillochet et al. 2015,
Kitagawa und Jackson 2017, Shani et al. 2006).

Das apikale Sprossmeristem kann in verschiedene Bereiche unterteilt werden (Abbildung 5A).
In der Mitte des kegelférmigen Meristems befindet sich die zentrale Zone (ZZ) des Meristems,
welche die Stammzellen in drei untereinander liegenden Schichten (L1-L3) enthélt. Die Zellen
der L1 und der L2 teilen sich ausschlieBlich antiklin und bilden jeweils die Epidermis und das
Grundgewebe. Aus den Zellen der L3 geht die Vaskulatur hervor und die Zellen teilen sich in
alle Richtungen. Die von den Stammzellen gebildeten, noch undifferenzierten Zellen,
verlassen die ZZ entweder seitlich in die periphere Zone (PZ) des Meristems oder basal in die
Zone des Rippenmeristems (RZ). Die seitlich abwandernden Zellen bilden in der weiteren
Entwicklung Organprimordien, die schliel3lich zu Blattern, Stangeln und Bliten auswachsen.
Die basal abwandernden Zellen differenzieren zu Zellen der Vaskulatur oder des Stangels aus
(Gaillochet et al. 2015). Unmittelbar unter den Stammzellen liegt die Doméane des
organisatorischen Zentrums (OZ), welche fur die Aufrechterhaltung der Stammzellidentitat von
Bedeutung ist. In der Literatur wird das OZ der ZZ oder der RZ zugeordnet (Aichinger et al.
2012, Perales und Reddy 2012). Die Zellidentitat und die Fahigkeit zur Differenzierung einer
Zelle ist abhangig von ihrer relativen Position innerhalb des pflanzlichen Gewebes und
verandert sich mehrmals im Verlauf der zellularen Entwicklung (Pfeiffer et al. 2017). Dabei
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mussen die teilungsaktiven Zellen im Zentrum in einem undifferenzierten Zustand gehalten
werden, wahrend in den peripheren Bereichen des Meristems die Differenzierung der Zellen
induziert werden muss. Gesteuert wird dieser Prozess durch ein Netzwerk aus genetischen
Regulatoren im Zusammenspiel mit Pflanzenhormonen. Dabei spielen vor allem Cytokinin und
Auxin eine entscheidende Rolle (Pierre-Jerome et al. 2018). Mutanten mit einem verringerten
Cytokininlevel haben in der Regel auch verkleinerte SAM. Vice versa weisen Mutanten mit
einer erhohten Cytokinin-Konzentration vergrof3erte Meristeme auf. Daher wird angenommen,
dass Cytokinin ein Positivregulator der Zellteilung im SAM ist (Bartrina et al. 2011, Landrein et
al. 2018). Anders als im RAM wirken Cytokinin und Auxin im SAM teilweise synergistisch, so
verstarkt Auxin im OZ die Cytokinin-Sensitivitdt indem es ARR7 und ARR15 reprimiert
(Zurcher und Muller 2016).

1.3.1 STMund Cytokinin im SAM

Eine Schlisselkomponente in dem regulatorischen Netzwerk ist der Klasse | KNOTTED1
(KN1)-like- Homeobox (KNOX1) Transkriptionsfaktor SHOOTMERISTEMLESS (STM). stm-
Mutanten konnen keine Meristeme bilden und stellen ihr Wachstum bereits nach der
Kotyledonenbildung ein (Endrizzi et al. 1996). STM wird, von den Primordien abgesehen, im
gesamten Meristem exprimiert (Long et al. 1996) und stimuliert durch die Aktivierung von IPT7
die Cytokinin-Biosynthese (Yanai et al. 2005) (Abbildung 5E). Die fir die Aktivierung der
Cytokininvorstufen notwendigen Enzyme LOG4 und LOG?7 sind im Meristem exprimiert. LOG4
ist in der L1-Schicht und LOG7 in Epidermisnédhe, in der Peripherie bzw. jungen Primordien
exprimiert (Gruel et al. 2016). Da die Zellen im Meristem durch Plasmodesmata miteinander
verbunden sind, entsteht durch diese Verteilung und der Diffusion des aktiven Cytokinins ein
Cytokiningradient (Abbildung 5B) (Chickarmane et al. 2012, Gruel et al. 2016, Kurakawa et al.
2007). Die Perzeption das Cytokinins erfolgt durch AHK-Rezeptoren (Absatz 1.1.1), die nur in
der zentralen Domane des OZ exprimiert sind (Gordon et al. 2009, Gruel et al. 2016, Pierre-
Jerome et al. 2018). In diesem Bereich weist auch das synthetische Reporterkonstrukt der
Cytokininantwort pTCSn:GFP die htchste Cytokininaktivitat auf (Zurcher et al. 2013). Das
Cytokinin induziert unter anderem die Expression von D-Typ Cyklinen (CYCD3s), welche die
Zellteilung foérdern und die Endoreplikation sowie die Zelldifferenzierung unterdriicken (Dewitte
et al. 2003). AulRerdem aktiviert Cytokinin in einer positiven Feedbackregulation die STM
Expression (Kieber und Schaller 2014). STM reguliert auch die Gibberellinkonzentration im
Meristem. Indem es die Gibberellinbiosynthese unterdriickt und gleichzeitig die Inaktivierung
von Gibberellin, wird die Gibberellinaktivitat auf die Primordien beschrankt, wo es die
Blattentwicklung fordert (Hay et al. 2002, Jasinski et al. 2005).

Wie bereits beschrieben sind viele Komponenten der Cytokininsignaltransduktion und des

Cytokinin-Metabolismus, wie beispielsweise die AHKSs, die IPT und die LOGs, im Meristem
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doméanenspezifisch exprimiert. Wahrscheinlich wird dadurch der Cytokinin-Status
domanenspezifisich reguliert. Auch die Cytokinin-abbauenden Enzyme CKX3 und CKX5 sind
im SAM domanenspezifisch exprimiert. CKX3 wird stark im OZ exprimiert. Dahingegen ist
CKX5 vor allem in der RZ und im provaskularen Gewebe lokalisiert. ckx3,5-Doppelmutanten
weisen vergrof3erte Meristeme mit einer erhdhten Aktivitat auf, und zeigen eine erhéhte WUS-
Expression (Bartrina et al. 2011).

1.3.2 Die CLAVATA-WUSCHEL-Regulation

Ein weiterer Homoobox-Transkriptionsfaktor, der maRgeblich an der Regulation der
Meristemaktivitat beteiligt ist, ist WUSCHEL (WUS). Die WUS-AKktivitat ist notwendig fur den
Erhalt der Stammzellidentitéat in den dartber liegenden Zellschichten. Der Verlust von WUS
fuhrt zur Ausdifferenzierung des Meristems (Laux et al. 1996). Aufgrund seiner regulatorischen
Funktion der Stammzellaktivitdt wird die Doméne des OZ durch die Expression von WUS
definiert (Abbildung 5D). Der im OZ translatierte WUS-Transkriptionsfaktor migriert Uber die
Plasmodesmata in die Stammzelldomane (Yadav et al. 2011). In den Stammzellen liegt WUS
als Monomer vor und induziert die Expression seines eigenen Negativregulator CLAVATA3
(CLV3) (Rodriguez et al. 2016, Yadav et al. 2011). Im OZ selbst liegt WUS als Dimer vor und
unterdruckt die CLV3-Expression (Perales et al. 2016). CLV3 ist ein kleines Peptid der CLE-
Proteinfamilie (Fletcher et al. 1999, Kondo et al. 2006). Da es nur in den Stammzellen
exprimiert ist, wird es in Markeranalysen haufig als Stammzellenmarker verwendet. Das CLV3-
Peptid wird von den Stammzellen in den Apoplast sekretiert und aktiviert in den basalen
Zellschichten den CLV-Signalweg (Brand et al. 2002, Brand et al. 2001, Fletcher et al. 1999,
Rojo et al. 2002). Die Signaltransduktion von CLV3 erfolgt zum einen durch die
membranstandigen Rezeptorkinasen CLAVATAL (CLV1) und RECEPTOR-LIKE PROTEIN
KINASE 2 (RPK2), als auch durch einen Rezeptorkomplex, der aus dem rezeptoréhnlichen
Protein CLV2 und der Membrankinase CORYNE (CRN) (CLV2/CRN) besteht (Jeong et al.
1999, Kinoshita et al. 2010, Lenhard und Laux 2003, Muller et al. 2008). Uber den CLV-
Signalweg wird die WUS-Expression negativ reguliert (Somssich et al. 2016). Der Verlust von
CLV3 fihrt zu einer Akkumulation von Stammzellen in der ZZ (Laufs et al. 1998). Die beiden
Komponenten WUS und CLV3 regulieren gegenseitig ihre Transkription und halten so die
GroRRe der Stammzellpopulation im SAM konstant. Dabei stehen WUS-Repression und CLV3-
Expression im Gleichgewicht.

Die Expression von WUS wird zudem auch durch Cytokinin induziert und WUS fordert
seinerseits die Cytokininaktivitat, indem es die Negativregulatoren der Cytokininantwort ARR7
und ARR15 unterdrickt (Abbildung 5E). Die beiden Komponenten begunstigen sich somit
gegenseitig (Leibfried et al. 2005, Meng et al. 2017).
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Neben Proteinen fungieren im SAM auch small non-coding RNAs (sRNAs) als mobile Signale
und tragen zur Regulation der Stammzellaktivitat bei. Beispielsweise wird die microRNA
(miRNA) MIR394 in der L1-Schicht des Meristems exprimiert, migriert in die L2- und L3-
Schichten und reprimiert dort die Expression ihres Zielgens LEAF CURLING
RESPONSIVENESS (LCR). Diese Regulation ist fur die Aufrechterhaltung der
Stammzellaktivitat notwendig (Knauer et al. 2013, Tucker et al. 2008).

1.3.3 Die Organinitiation im SAM

Die Initiation von Primordien erfolgt periodisch in den peripheren Bereichen des Meristems.
Dabei wird das neugebildete Primordium immer im maximalen Abstand zu den bereits Vor-
handenen angelegt. Dieser Prozess wird im Wesentlichen durch Auxin reguliert. Der polare
Transport von Auxin durch PIN1-Auxin-Carrier fuhrt zu der Entstehung von lokalen Auxin-
maximum, an denen die Primordienbildung ausgel6st wird. Um die Primordien entstehen
lokale Auxinminima, die auch inhibitorische Felder genannt werden (Abbildung 5C). Auf
molekularer Ebene werden unter anderen AUXIN RESPONSE FAKTOREN (ARFs) aktiviert,
wie beispielsweise der Transkriptionsfaktor ARF5 MONOPTEROS (MP). MP ist fuir die Organ-
initiation essenziell und koordiniert die Cytokinin- und Auxinsignale, indem es unter anderem
den Cytokinin-Negativregulator AHP6 aktiviert, der im Bereich um die Primordien die
Cytokinin-Aktivitat inhibiert (Abbildung 5E) (Gaillochet et al. 2015, Kitagawa und Jackson
2017). An der Regulation der Organinitiation und Phyllotaxis sind viele Komponenten und
neben Cytokinin und Auxin auch weitere Pflanzenhormone, wie beispielsweise Gibberellin,
beteiligt. Dieses wirkt antagonistisch zu Cytokinin und férdert zusammen mit Auxin die
Primordienbildung und die Blattentwicklung in den peripheren Bereichen des SAMs (Shani et
al. 2006).

1.4 Anséatze der reversen Genetik

Das Ziel von genetischen Analysen besteht in der Aufklarung von Genfunktionen. Es werden
dabei zwei grundlegende Vorgehensweisen unterschieden: In der klassischen Genetik (auch
Vorwarts-Genetik) werden unter Mutantenpopulationen Individuen mit phanotypischen Ver-
anderungen ausgewahlt. AnschlieRend wird das Gen identifiziert, welches die fur den Phéano-
typ ursachliche Mutation tragt und so auf die Funktion des Gens geschlossen. In der reversen
Genetik (auch Riuckwarts-Genetik) wird diese Vorgehensweise umgekehrt. Dabei wird das zu
untersuchende Gen modifiziert und anschlieRend untersucht, wie sich diese Veranderung auf
den Phanotyp auswirkt. Ansatze der reversen Genetik setzen voraus, dass die Genomsequen-
zen der untersuchten Organismen bekannt sind und dass die Genfunktion durch molekular-
biologische Methoden verandert werden kdnnen. Der rickwéarts-genetische Ansatz wurden

daher erst mit der Weiterentwicklung der entsprechenden Technologien mdglich.
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Die Genfunktion kann durch die Veranderung der Genomsequenz selbst oder auf RNA-Ebene
modifiziert werden. Einige Methoden, die auf Transkriptebene angreifen und gezielt die
Expression von bestimmten Genen unterdriicken, basieren auf dem Mechanismus der RNA-
Interferenz, einem in vielen Eukaryoten hochkonservierten Mechanismus, durch den die Gen-
expression Uber kleine RNA Molekile gesteuert wird (Fire et al. 1998, Small 2007). Zu diesen
small RNA (sRNA) gehdren unter anderem microRNAs (miRNAs) und short interfering RNAs
(SiRNAs). Beide gehdren zu den nicht-proteinkodierenden RNAs und regulieren die Gen-
expression auf transkriptioneller oder posttranskriptioneller Ebene, indem sie sequenz-
spezifisch Chromatin-Modifikationen bzw. den Abbau und Hemmung der Ziel-mRNA bewirken
oder die Translation der Zielgene inhibieren (Carthew und Sontheimer 2009, Matzke und
Birchler 2005). Mechanismen, die zu einem Abbau der mRNA fiihren oder die Translation
reprimieren, werden unter dem Begriff post-transcriptional gene-silencing (PTGS)
zusammengefasst (Jander und Barth 2007). siRNA und miRNA unterscheiden sich vor allem
in ihrer Biosynthese. Die siRNAs gehen aus zwei komplementdren RNA-Doppelstrangen
hervor, wohingegen miRNAs aus einzelstrangigen Vorlaufer-RNAs gebildet werden, die durch
Ruckfaltung charakteristische Strukturen ausbilden, die dsRNA-Bereiche enthalten (Ossowski
et al. 2008). Aus diesen doppelstrangigen Bereichen wird durch RNaselll Dicer-Proteine eine
21 bp lange doppelstrangige RNA prozessiert (Carmell und Hannon 2004). Einer der beiden
Strange dient als miRNA und bildet einen Komplex mit Proteinen der ARGONAUTE-Familie,
den sogenannten RNA-induced silencing complex (RISC), welcher durch die Bindung an
komplementare RNA-Zielsequenzen meist eine Reduktion der Expression des
entsprechenden Gens bewirkt (Small 2007).

Die sRNAs haben sich innerhalb kurzer Zeit zu einem wichtigen Werkzeug der Molekular-
biologie entwickelt und finden in Gen-silencing-Technologien Anwendung, wie beispielsweise
der Expression von Antisense-RNA-Transkripten der Zielgene (Ossowski et al. 2008) oder in
dem fur Arabidopsis von Schwab et al. (2006) entwickelten Artificial-microRNA (amiRNA)-
System. Diese Methoden fiihren in der Regel nicht zu einem vollstandigen Knockout der Ziel-
gene, sondern zu einer Verminderung der Expression. Der Vorteil dieser Methoden ist, dass
mehrere Gene gleichzeitig herunterreguliert werden kénnen und dass sie auch verwendet
werden koénnen, wenn der vollstdndige Knockout letal ist. Nachteilig ist, dass die
Zielsequenzen oft nicht gut definierbar sind und dass es durch unspezifische Bindungen der
SRNAs auch die Expression anderer Gene beeinflusst werden kénnen.

In Arabidopsis standen bis zur Entwicklung von Methoden die programmierbare
Endonukleasen nutzen kaum  Mdglichkeiten zur exakten, sequenzspezifischen
Genomeditierung zur Verfiigung. Um die Genfunktionen studieren zu kénnen, wurden grof3e
Kollektionen von Arabidopsis-Mutantenlinien hergestellt. In diesen erfolgte die Mutagenese

durch die zufallige Insertion von T-DNAs oder Transposons in das Arabidopsis-Genom.
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AnschlieBend wurde in den einzelnen Mutantenlinien die Insertionsorte der T-DNA oder des
Transposons durch PCR-basierte Sequenzierungen bestimmt und kartiert (Alonso et al. 2003,
Sessions et al. 2002, Walbot 1992). Erfolgt die Insertion innerhalb der kodierenden
Gensequenz, so fluhrt diese in der Regel zu einem Knockout des jeweiligen Gens. In den so
erhaltenen Arabidopsis-Mutantenkollektionen stehen mittlerweile fir die meisten Gene
Insertionsmutanten zur Verfigung (Alonso und Ecker 2006), die genutzt werden kdnnen, um
die Funktion von Genen zu untersuchen. Eine haufige Problematik bei Anséatzen der reversen
Genetik bei Pflanzen besteht in der funktionalen Redundanz vieler Gene. Obwohl Arabidopsis
ein kleineres Genom und weniger repetitive Sequenzen besitzt als die meisten anderen
bekannten Pflanzenarten (Page und Grossniklaus 2002), kommen viele Gene als Multigen-
familien vor, die aus Genduplikationen hervorgegangen sind. Die Mitglieder dieser Familien
kénnen als Gencluster auftreten oder vereinzelt Gber das Genom verteilt sein (Bouche und
Bouchez 2001). Bei Genfamilien ist es oft notwendig Mehrfach-Knockout-Linien herzustellen,
um morphologisch sichtbare oder auf molekularer Ebene messbare phéanotypische
Anderungen zu erhalten (Jander und Barth 2007). Bei ungekoppelten Genen kénnen diese
leicht durch die Kreuzung von Einzel-Knockout-Mutanten erzeugt werden. Etwa 17 % aller
Gene liegen bei Arabidopsis jedoch in Gruppen, oft gleicher Orientierung (tandem-array) vor
(Kaul et al. 2000). Bei benachbarten Genen ist es technisch sehr schwierig Mehrfachmutanten
durch Kreuzungen der Einzel-Knockout-Mutanten zu erzeugen, weil dicht beieinanderliegende
Gene nur selten durch die meiotische Rekombination getrennt werden.

Um die Funktion von geclusterten, homologen Genen zu untersuchen, sind Ansatze, die auf
RNAI beruhen, gut geeignet, fuhren aber wie bereits beschrieben meistens nur zu einer
Repression der Zielgene. Um stabile Mehrfach-Knockout-Mutanten von Genclustern zu
erzeugen, ist beispielsweise die Herstellung von Deletionsmutanten moglich. Dazu wird unter
den Nachkommen von mit Neutronen bestrahlten Pflanzensamen nach Mutanten gescreent,
bei denen der betreffende Chromosomenabschnitt deletiert ist (Jander und Barth 2007). Es
besteht auch die Mdoglichkeit der sequenziellen Mutagenese. Dabei wird eine bereits
vorhandene Einzel-Knockout-Mutante weiter mutagenisiert, beispielsweise durch eine EMS-
Behandlung. Anschlieend wird unter den Nachkommen nach Mutationen in den weiteren
Zielgenen gescreent. Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung von Doppelmutanten
benachbarter Gene, besteht in der Verwendung von T-DNA-Mutantenkollektionen, die in der
T-DNA ein aktivierbares Dissociation (Ds)-Transposon enthalten. Ds-Transposons neigen
dazu, sich nach der Exzision in der N&he ihres urspriinglichen Insertionsortes wieder in das
Genom zu integrieren (Machida et al. 1997). Bei dieser Methode wird die Transposition
wéhrend der generativen Wachstumsphase induziert. Anschlieend wird unter den Nach-
kommen nach Mutanten gescreent, bei denen das Transposon in das zweite Zielgen integriert
wurde (Jander und Barth 2007).
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Erfolgsversprechende Methoden zur zielgerichteten Mutagenese, der sogenannten
Genomeditierung, wurden fur Arabidopsis erst in den letzten zehn Jahren entwickelt. Der
gelaufigste Ansatz besteht in der Einflhrung von Doppelstrangbriichen (DSB) am Ziellocus,
welche durch zelleigene Reparatursysteme wieder zusammengefiigt werden. Erfolgt die
Reparatur Gber den fehleranfalligen Non-homologous-end-joining (NHEJ)-Prozess, kommt es
haufig zu kurzen Insertions- und Deletionsmutationen (INDELSs). Diese Mutationen sind zufallig
und kdnnen zu einem Funktionsverlust des Gens fuhren. Alternativ kann die Reparatur auch
Uber die homologe Rekombination erfolgen, dabei erfolgt die Reparatur anhand eines
Matrizenstranges. Da dieser nach eigenen Vorgaben designt werden kann, ist in diesem Fall
auch der Sequenzaustausch oder das Einfiigen von DNA-Abschnitten (beispielsweise Marker,
Tags etc.) maglich. Bisher wird vor allem der Ansatz Giber NHEJ verwendet, da die Synthese
und Bereitstellung des DNA-Templates oft schwierig und zurzeit auch in vielen Fallen nicht
effizient ist (Feng et al. 2013, Gaj et al. 2013).

Der DSB kann uber verschiedene Weisen erzeugt werden. Anfangs wurden vor allem
kunstliche, ,programmierbare“ Zink-finger-Nukleasen (ZFNs) (Zhang et al. 2010) oder
Transcription Activator Like Effector-Nukleasen (TALEN) (Forner et al. 2015) verwendet. Die
hergestellten chiméren Proteine bestehen aus einer sequenzspezifischen DNA-Bindedomane
und einer DNA-Nuklease. Die DNA-Bindung erfolgt jeweils tber die Zink-Finger- oder die TAL-
Effektor-Doméne, welche so designt werden, dass sie an die gewiinschte Zielsequenz binden.
Das Design der DNA-Bindedomane ist im Fall der Zink-Finger-Domane schwieriger und zeit-
aufwendiger als bei der TALE-Domane. Aus diesem Grund ist der TALEN-Ansatz verbreiteter
(Gaj et al. 2013).

Erst kirzlich wurde mit dem CRISPR/Cas9-System (clustered regulatory interspaced short
palindromic repeats/CRISPR-associated9) ein neuartiges Werkzeug fur die zielgerichtete
Mutagenese vorgestellt, welches die Methode der Genom-Editierung innerhalb kiirzester Zeit
vollig revolutioniert hat (Mao et al. 2013). Das CRISPR/Cas9-System stammt aus Bakterien
und Archaebakterien, denen es als adaptives Immunsystem zur Degradation von invasiver
viraler oder plastidarer Fremd-DNA dient. Der genaue Mechanismus wurde erst 2012
aufgeklart (Gasiunas et al. 2012, Jinek et al. 2012). Bereits 2013 wurde das CRISPR/Cas-
System als Werkzeug zur Genomeditierung in zahlreichen Organismen beschrieben, darunter
auch in Arabidopsis und vielen anderen Pflanzenarten (Cong et al. 2013, Ding et al. 2016,
Feng et al. 2013, Friedland et al. 2013, Mao et al. 2013). Das modifizierte System zur gezielten
Veranderung genomischer DNA besteht aus zwei Komponenten: einer Cas9-Endonuklease,
die einen Doppelstrangbruch in das Genom einfiihrt, und einer sogenannten single-guide RNA
(sgRNA). Die sgRNA steuert die Sequenzspezifitdt der Endonuklease tber eine 20 bp lange
Sequenz (Spacer), die komplementar zum Ziellocus (Protospacer) ist. Der Spacer muss vor

einer drei Nukleotide langen Erkennungssequenz liegen, die Protospacer adjacent motif
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(PAM) genannt wird. Beide Komponenten werden in den Zielorganismus eingebracht und
exprimiert. Die Cas9-Endonuklease und die sgRNA bilden einen Komplex und erzeugen einen
DSB 3 bp neben der PAM-Sequenz.

Mittlerweile wurden zahlreiche weitere Anwendungsmadéglichkeiten beschrieben, darunter auch
die zielgerichtete Sequenzmodifikation des Zielgens oder der Einbau von Markern wie GFP
oder Resistenzgenen (Miki et al. 2018). Bei allen drei beschriebenen Methoden zur Genom-
editierung (ZFNs, TALENs oder CRISPR/Cas9) kann es durch unspezifische DNA-Bindungen

im Genom zu weiteren, ungewollten Hintergrundmutationen kommen (Satheesh et al. 2019).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, den Prozess der Cytokinin-N-Glucosylierung
und dessen Einfluss auf die Pflanzenentwicklung und die Cytokininhomdéostase aufzuklaren.
Im Mittelpunkt des Projekts stand die phanotypische, histologische und molekulare Analyse
von Pflanzenlinien, bei denen die Gene UGT76C1 und UGT76C2 ausgeschaltet oder
Uberexprimiert sind. Dabei sollten sowohl die bereits vorhandenen Linien (35S:UGT76C2-
GFP, 35S:amiUGTC1/2, ugt76cl-1; ugt76c2-2) weiter untersucht werden, als auch
neugenerierte  Linien  (ugt76cl ugt76c2; 35S:UGT76C1-GFP) in die Analysen
miteingeschlossen werden.

In Arabidopsis wurden bisher nur zwei Cytokinin-N-Glucosyltransferasen (UGT76C1 und
UGT76C2) beschrieben (Hou et al. 2004). Die hochste Prioritat wurde der Herstellung einer
Doppel-Knockout-Linie der gekoppelten Gene UGT76C1 und UGT76C2 eingeraumt. Die
Untersuchung dieser Mutante sollte die Frage beantworten, ob diese Gene, die einzigen
Cytokinin-N-Glucosyltransferasen in Arabidopsis kodieren und fir welche physiologischen
Funktionen die Cytokinin-N-Glucosylierung von zentraler Bedeutung ist. Die Herstellung dieser
Mutante sollte mit Hilfe eines von Nishal et al. (2005) publizierten transposonbasierten
Systems bzw. des CRISPR/Cas9-Systems erfolgen.

Um Erkenntnisse uber die Wechselwirkungen und das Zusammenspiel der Cytokinin-N-
Glucosylierung mit anderen Prozessen der Regulation der Cytokininhomdostase zu gewinnen,
bestand ein weiterer Aspekt in der Untersuchung der genetischen Interaktion zwischen
UGT76C1 und UGT76C2 mit bekannten Komponenten des Cytokinin-Signalweges
und -Metabolismus.

Ein weiteres Teilprojekt stellte die Analyse des Expressionsmusters von UGT76C2 dar. Dazu
sollte die gewebsspezifische Expression von UGT76C2 durch Promotor-Reportergen-
Konstrukte untersucht werden.

AuBBerdem sollten die bereits in meiner Masterarbeit begonnenen Arbeiten zur
Charakterisierung der subzelluldaren Lokalisation von UGT76C1-GFP und UGT76C2-GFP in
35S:UGT76C1-GFP bzw. 35S:UGT76C2-GFP Arabidopsis-Linien fortgefuhrt werden.
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2 Material und Methoden

Einige der verwendeten Methoden wurden durchgefiihrt wie in meiner Masterarbeit (Brock
2012) beschrieben. Beschreibungen der Methoden und der Materialien wurden teilweise aus

meiner Masterarbeit Gbernommen, ohne eine gesonderte Kennzeichnung.

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Die verwendeten Chemikalien und Zusétze fir Medien besaf3en analytischen Reinheitsgrad
und wurden von folgenden Firmen bezogen: AppliChem (Darmstadt, Deutschland), Bioline
(Luckenwalde, Deutschland), Bio-Rad (Minchen, Deutschland), Boehringer Mannheim
(Mannheim, Deutschland), Duchefa Biochemie (Haarlem, Niederlande), Fermentas (St. Leon-
Rot, Deutschland), Fluka (Buchs, Schweiz), Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), Merck
(Darmstadt, Deutschland), Peqglab (Erlangen, Deutschland), Qiagen (Hilden, Deutschland),
Rapidozym (Berlin, Deutschland), Roche (Mannheim, Deutschland), Roth (Karlsruhe,
Deutschland), Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland), Stratagene (Amsterdam, Niederlande)
und Olchemim (Olomouc, Tschechien).

Die Enzyme, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, sind nachfolgend aufgefiihrt

(Tabelle 1).

Tabelle 1. Verwendete Enzyme.

Enzym

Firma

Verwendung

DNase |
Immolase™ DNA-Polymerase
Lysozym

Pfu/ Tag-Polymerase

RNase A

T4-DNA-Ligase

CIAP-Phosphatase/ Fast AP

SuperScript® Il Reverse
Transcriptase

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Bioline, Luckenwalde, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

AG Schuster (Institut fir Angewandte
Genetik, FU Berlin)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Invitrogen, Waltham, USA

DNA-Verdau nach RNA-Extraktion
gRT-PCR
Plasmidisolation

Klonierungen, Genotypisierungen

Plasmidisolation

Klonierungen, Ligation

Klonierungen,
Dephosphorylierungen

cDNA-Synthese

Fortsetzung nachste Seite.
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Tabelle 1. Verwendete Enzyme.

Enzym

Firma

Verwendung

SuperSignal® West Pico
Detektionskit

Diverse
Restriktionsendonukleasen

Phusion High-Fidelity DNA-

Invitrogen, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Nachweis von Antigen-
Antikdrperkomplexen in Western
Blots

Klonierungen, Genotypisierungen
(CAPS-Marker)

Klonierungen

Polymerase
Gateway® BP Clonase®

enzyme mix

Gateway® LR Clonase® Il
Plus enzyme

USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA

Klonierungen

Klonierungen

2.1.2 Analysesets (Kits)
Die verwendeten Kits sind in der nachfolgenden Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2. Verwendete Kits.

Kit

Hersteller

Verwendung

NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up

NucleoSpin Plasmid
EasyPure

NucleoSpin RNA Plant

QIAGEN Plasmid Mini Kit

SuperScript® Il Reverse
Transcriptase

SuperSignal® West Pico
Detektionskit

Simolean Gel DNA
Recovery Kit
RNeasy Plant Mini Kit

Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System

Machery-Nagel, Duren,
Deutschland

Machery-Nagel, Duren,
Deutschland

Machery-Nagel, Duren,
Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Zymo Research, Irvine, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland

Promega, Madison, USA

Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
oder von PCR-Produkten

Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli

Isolierung und Aufreinigung von RNA aus
Pflanzenmaterial

Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E.coli

cDNA-Synthese

Nachweis von Antigen-Antikbrperkomplexen
bei Western Blot-Analysen

Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
oder von PCR-Produkten

Isolierung und Aufreinigung von RNA aus
Pflanzenmaterial

Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
und PCR-Produkten

2.1.3 Oligonukleotide
Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA bezogen. Die verwendeten Primer und deren Sequenzen sind der Tabelle S1

des Anhangs zu entnehmen.
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2.1.4 Plasmide

Die fur die Klonierungsarbeiten verwendeten Ausgangsplasmide sind in Tabelle 3 und die im

Rahmen dieser Arbeit hergestellten Vektoren in Tabelle 3 aufgefuhrt.

Tabelle 3. Verwendete Vektoren.

Vektor Funktion Referenz

pDONR221 GatewayTM Entry-Vektor Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

pB7FWG2 GatewayTM Expressionsvektor (Karimi et al. 2002)

pK7FWG2-35S_del

pJET1

pEn-Chimera

pDe-CAS9

pDONR P4-P1R/pWUS

pDONR P4-P1R/pSTM

pDONR P2R-P3/4xMyc

pDONR221/UGT76C2ns

pB7FWG2/UGT76C1

pK7m24GW,3

GatewayTM Expressionsvektor

Vektor fur pJET-Klonierung

sgRNA coding vector

Cas9 expression vector

Donorplasmid fur Gateway-Multisite

Donorplasmid fur Gateway-Multisite

Donorplasmid fur Gateway-Multisite

Donorplasmid fur Gateway- Multisite

Stabile Uberexpression von
UGT76C1 in Arabidopsis

Zielvektor Gateway-Multisite

(Leuendorf et al. 2014)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

(Fauser et al. 2014)

(Fauser et al. 2014)

(Otto 2013)

Ireen Kollmer

Klaas Wulfetange

(Brock 2012)

(Brock 2012)

(Karimi et al. 2005).
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Tabelle 4. Liste der im Rahmen dieser Arbeit generierten Plasmide.

Plasmid

Verwendung

pK7m24GW,3/STM:UGT76C2-myc

pK7m24GW,3/WUS:UGT76C2-myc

pK7FWG2-35S_del/pUGT76C2(800):UGT76C2-GFP

pK7FWG2-35S_del/pUGT76C2(1500):UGT76C2-GFP

pK7FWG2-35S_del/pUGT76C2(800):GFP

pK7FWG2-35S_del/pUGT76C2(1500):GFP

pEn-Chimera/G1

pEn-Chimera/G8

pEn-Chimera/G18

pDe-CAS9/G1

pDe-CAS9/G8

pDe-CAS9/G18

Expression von UGT76C2-myc in der STM-Doméne
des Meristems

Expression von UGT76C2-myc in der WUS-Doméne
des Meristems

Reporterstudie von UGT76C2

Reporterstudie von UGT76C2

Reporterstudie von UGT76C2

Reporterstudie von UGT76C2

Zwischenklonierung der GuideRNA G1
Zwischenklonierung der GuideRNA G8
Zwischenklonierung der GuideRNA G18
Mutagenese von UGT76CL1 in Arabidopsis mit dem
CRISPR/Cas-System

CRISPR/Cas-Mutagenese von UGT76C1 mit dem
CRISPR/Cas-System

CRISPR/Cas-Mutagenese von  UGT76Cl1 in
Arabidopsis mit dem CRISPR/Cas-System
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2.1.5 Na&hrmedien und Zusétze

Die Zusammensetzungen der verwendeten Medien zur Kultivierung von Bakterien und
Pflanzen sind in der nachfolgenden Tabelle 5 aufgelistet. Alle Nahrmedien wurden bei 120 °C
fur 15 Minuten (min) autoklaviert. Die zur Selektion von transformierten Bakterienzellen oder
Arabidopsis-Pflanzen verwendeten Antibiotika und deren verwendete Konzentration im
Medium sind in Tabelle 6 aufgelistet. Die angesetzten Antibiotika wurden sterilfiltriert und dem

autoklavierten Medium erst vor dem Gebrauch hinzugefiigt.

Tabelle 5. Nahrmedien fir Bakterien und Pflanzen.

Medium

Zusammensetzung

Nahrmedien fir Bakterien:

Lysogeny broth (LB)
(Bertani 1951)

Super optimal broth (SOB)

(Hanahan 1983)

Super optimal broth with
catabolite repression (SOC)
(Hanahan 1983)

Yeast extract broth (YEB)
(Vervliet et al. 1975)

Nahrmedien fir Pflanzen:

% Murashige-Skoog-Medium (MS)
(Murashige und Skoog 1962)

1,0 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1,0 % (w/v) NaCl, pH 7
(eingestellt mit NaOH); fur Festmedium erfolgte Zugabe von 1,5 % Agar

2,0 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NacCl,
2,5 mM KCI, pH 7,4 (eingestellt mit NaOH); nach dem Autoklavieren
erfolgte die Zugabe von 10 mM MgClz und 10 mM MgSOa4

2,0 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl,
pH 7,4 (eingestellt mit NaOH), nach dem Autoklavieren erfolgte die
Zugabe von 10 mM MgCI2, 10 mM MgS0O4 und 20 mM Glucose

0,5 % (w/v) Fleischextrakt; 0,1 % (w/v) Hefeextrakt; 0,5 % (w/v)
Pepton; 0,5 % (w/v) Saccharose; 2 mM MgSO4; Einstellen des pH-
Wertes auf 7,2 mit NaOH

0,215 % (w/v) MS-Salze; 0,05 % (w/v) MES; 1 % (w/v)

Saccharose; Einstellen des pH-Wertes auf 5,7 mit KOH; fir
Festmedium Zugabe von 0,7 % (w/v) bzw. 1,2 % Agar oder 10 %
Phytagel™ (Sigma Aldrich)
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Tabelle 6. Fir die Selektion von Pflanzen oder Bakterien verwendete Antibiotika.

Zusatz

Endkonzentration im Medium

Flr Bakterien:
Carbenicillin
Gentamicin
Kanamycin
Spectinomycin
Tetracyclin
Rifampicin

Fur Pflanzen:
Streptomycin
Phosphinothricin (PPT)
Kanamycin

Hygromycin B (*)

50 pg/ml

25 pg/ml

50 pg/ml

50 pg/ml

10 pg/ml

50 pg/ml

125 pg/mi

10 pg/ml

50 pg/ml

15 pg/ml

Alle Komponenten wurden als 1000x Stammldsungen angesetzt und steril filtriert 0,45 um @), oder blieben

unfiltriert (*) und wurden bei -20 °C oder 4 °C (*) gelagert.

2.1.6 Mikroorganismen

Die in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7. Verwendete Mikroorganismen.

Spezies/ Stamm Genotyp Referenz Verwendung
Escherichia coli:
DH5a F- endAl hsdRJ7 (rk,m«*) supE44 thi-JA° (Grant et al. Plasmidvermehrung,
recAl gyrA96 relAldeoRA(lacZYAargF)- 1990) Klonierungen
U169 @80dlacZAM15
DH10B F- araDJ39 A(ara, leu)7697 AlacX74galU (Grant et al. Plasmidvermehrung,
galK rpsL deoR ®80d lacZAM15endAl 1990) Klonierungen

nupG recAl mcrA A(mrr hsdRMSmcrBC)

DB3.1 F- gyrA462 endAl ginV44 A(srl-
recA)mcrB mrr hsdS20(rs’, mg’) arald
galK2lacY1 proA2 rpsL20(Sm") xyl5 Aleu
mtl1

Agrobacterium tumefaciens:

GV3101:pMP90 RifR, GentR

(Bernard und
Couturier
1992)

(Koncz und
Schell 1986)

Plasmidvermehrung von
Vektoren mit ccdB,

Klonierungen

Transformation von

Pflanzen




MATERIAL UND METHODEN]| 33

2.1.7 Pflanzenmaterial

Alle verwendeten Arabidopsis thaliana-Pflanzen gehorten zum Okotyp Columbia-0. Diese

Linie wurde in allen Experimenten als Wildtyp (WT)-Kontrolle verwendet.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Arabidopsis-Mutanten und transgenen Linien sind

in nachfolgender Tabelle zusammengefasst (Tabelle 8).

Tabelle 8. Verwendete Arabidopsis-Mutanten und transgene Linien.

Pflanzenlinie

Hintergrund

Referenz

rock4

ugt76c1-1 (SALK_144355C)
ugt76c2-1 (SALK 135793C)
ugt76c2-2 (SALK_10205)
35S:amiUGT-1
35S:amiUGT-3

zgtl-1 (GABI_076C12)
ckx3,5 (ckx3-1, SALK_050938)
(ckx5-1, SLAK_064309)
35S:CKX1

35S:GFP

TCSn:GFP
35S:UGT76C2-GFP

Col-0
Col-0
Col-0
Col-0
Col-0
Col-0
Col-0
Col-0

Col-0
Col-0
Col-0
Col-0

(Bartrina 2006, Jensen 2013).
(Wang et al. 2013)

(Wang et al. 2011)

(Brock 2012)

(Brock 2012)

(Brock 2012)

(Christine Rausch, unpubliziert)
(Bartrina et al. 2011)

(Werner et al. 2003)
(Werner et al. 2003)
(zurcher et al. 2013)
(Brock 2012)

In der nachfolgenden Tabelle 9 sind die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten transgenen

Arabidopsis-Linien zusammengefasst.

Tabelle 9. Im Rahmen dieser Arbeit generierte Arabidopsis-Linien.

Pflanzenlinie

Hintergrund

Verwendete Abkiirzung

35S:UGT76C1-GFP
STM:UGT76C2-GFP
pUGT76C2(1500):UGT76C2-GFP
pUGT76C2(815):UGT76C2-GFP
pUGT76C2(1500):GFP
pUGT76C2(815):GFP

ugt76c1-2 ugt76c2-2

ugt76c1-3 ugt76c2-1
35S:amiuUGT-1/
pUGT76C2:UGT76C2M-GFP
35S:amiUGT-3/
pUGT76C2:UGT76C2M-GFP

Col-0
Col-0
Col-0
Col-0
Col-0
Col-0
Col-0
Col-0
Col-0

Col-0

UGTClox

pUGT76C2:UGT76C2-GFP

pUGT76C2:GFP

ugt76c1,2_a
ugt76c1,2_b
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2.1.8 Software und Internetressourcen

Fir Sequenzinformationen wurden die Datenbanken National Center for Biotechnology
Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Wheeler et al. 2008) sowie The Arabidopsis
Information Resource (Tair; http://www.arabidopsis.org/) (Huala et al. 2001) verwendet.
Sequenzvergleiche erfolgten mit dem Programm Clustal Omega
(https:/lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Goujon et al. 2010, Sievers et al. 2011) oder mit
dem Basic local alignment search tool (Blast) (Altschul et al. 1990) von NCBI
(https://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi) oder Tair (https://www.arabidopsis.org/Blast/).

Die verwendeten Oligonukleotide wurden mithilfe des Programms Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/) (Rozen und Skaletsky 2000) entworfen. Die Uberpriifung der
Spezifitat der Primer wurde mit dem Blast-Tool von Tair oder NCBI Gberprift. Alternativ wurden
die Primer direkt mit dem Primer-Blast-Tool von NCBI
(https:/lwww.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/) (Ye et al. 2012) designt. Die Qualitat von
Primern fur gPCR-Analysen wurde mit der NetPrimer-Software (PREMIER Biosoft, Kalifonien,
USA) Uberpruft.

Zur Vorhersage von Restriktionsschnittstellen wurde das Programm NEB Cutter 2.0
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/) der Firma New England Biolabs (NEB, Massachusetts,
USA) oder das WatCut-Tool (http://watcut.uwaterloo.ca/watcut/watcut/template.php)
verwendet.

Die Auswertung von Wurzelassays erfolgte unter Verwendung des
Bildverarbeitungsprogramms Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Die Durchfiihrung und Auswertung von qRT-PCR-Reaktionen erfolgte mit der 7500 Software
Version 2.03 der Firma Applied Biosystems (Carlsbad, USA) bzw. mit dem Bio-Rad CFX
Manager 3.1 der Firma Bio-Rad Laboratories (Kalifornien, USA).

Die Auswertung von Sequenzdaten nach Sequenzierungen, die von der Firma GATC-Biotech
(Konstanz, Deutschland) durchgefiihrt wurden, erfolgte mit dem Programm Chromas Lite 2.01.
Fur in silico Analysen der Genexpression, basierend auf Microarray-Daten, wurden die
Programme Genevestigator (https://www.genevestigator.com/gv/) (Zimmermann et al. 2004)
und electronic Fluorescent Pictograph (eFP)-Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cgi) (Winter et al. 2007) verwendet.

Am konfokalen Mikroskop erfolgte die Aufnahme und Bearbeitung der Bilder mit dem
Programm Leica Application Suite (LAS) (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland)
und am Binokular mit der Software Olympus CellSens (Olympus, Tokio).

Die Bildbearbeitung und die Erstellung von Abbildungen erfolgte mit Corel Draw Graphics suite
X6 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada) und Microsoft Office PowerPoint 2016 (Washington,
USA).


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Berechnungen zur Datenauswertung, die Erstellung von Diagrammen sowie die statistische
Auswertung erfolgte mit Microsoft Office Excel 2016 (Washington, USA) und JMP® Pro 13.0.0
(SAS Institute Inc.).

Die Arbeit wurde mit Microsoft Office Word 2016 (Washington, USA) verfasst und die
Verwaltung der Literatur und der Quellenangaben erfolgte mit EndNote (Thomas Reuters, New
Mexico, USA).

2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit Mikroorganismen

2.2.1.1 Kultivierung und Selektion von Mikroorganismen

Die standardmafige Anzucht von E. coli und Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens)
erfolgte in LB-Flissigmedium (Tabelle 5) bei 37 °C (E. coli) bzw. 28 °C (A. tumefaciens) unter
Schitteln. Fur die Kultivierung auf LB-Festmedium wurde dem Medium Agar hinzugeflgt
(Tabelle 5). Zur Selektion von rekombinanten Plasmiden mit Resistenzgenen wurden die Medien
mit Antibiotika entsprechend (Tabelle 6) versetzt.

Fur die langfristige Aufbewahrung von Bakterienkulturen wurden von diesen Glycerin-Dauer-
kulturen hergestellt. Dazu wurde 1 ml einer frischen LB-Ubernachtkultur in Kryo-Réhrchen mit
800 ul 70%igem (v/v) Glycerin gemischt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C

gelagert.

2.2.1.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli bzw. A. tumefaciens-Zellen

Fir die Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen wurden 100 ml LB-Medium (0) bzw.
YEB-Medium (0) 1:100 mit einer frischen Ubernachtkultur des jeweiligen Stamms (2.1.6)
inokuliert. Die Kultur wurde bei 37 °C (E. coli) bzw. 28 °C (A. tumefaciens) unter Schiitteln
inkubiert, bis eine ODeoo von 0,45-0,55 erreicht wurde. Die Zellen wurden 20-30 min zum
Abkuhlen auf Eis inkubiert und abzentrifugiert (3000 g, 4 °C fur 5 min). Das Zellpellet wurde
zweimal mit je 40 ml eiskaltem bidestillierten Wasser (ddH»O) und anschlielend mit 20 ml
eiskaltem 20%igen Glycerin gewaschen und dann jeweils bei 3000 g und 4 °C fir 5 min
zentrifugiert. Schlie3lich wurden die Zellen in 1 ml eiskaltem 10%igen Glycerin geldst, als 50 pl

Aliguotes in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
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2.2.1.3 Transformation elektrokompetenter E. coli bzw. A. tumefaciens-Zellen

Die Ligationsansatze (Abschnitt 2.2.3.9) aus Klonierungen wurden vor der Transformation auf
einer Dialysemembran (VSWP02500, Millipore, Billerica, USA) fir 20 min gegen bidestilliertes
Wasser dialysiert. Gatewayanséatze (Abschnitt 2.2.3.11) wurden direkt in die entsprechenden
Zellen transformiert.

Fur die Elektrotransformation von E. coli oder A. tumefaciens wurden 50 ul elektrokompetenter
Zellen auf Eis aufgetaut und mit 1 bis 4 pl (20-100 ng) Plasmid-DNA vermischt und nach einer
kurzen Inkubationszeit in eine vorgekuhlte Elektroporationskuvette uberfiihrt. Die
Transformation erfolgte bei 1,8 kV (E. coli) bzw. 2,5 kV (A. tumefaciens) fur 3 bis 5 ms (Micro
Pulser; Bio-Rad, Hercules, USA). Unmittelbar nach der Elektroporation wurden 950 ul SOC-
Medium (Tabelle 5) zu den transformierten Zellen gegeben. Der gesamte Ansatz wurde in ein
2 ml Reaktionsgefald tberfuhrt und 1 Std. bei 37 °C (E. coli) bzw. 2 Std. bei 28 °C (A.
tumefaciens) unter Schutteln inkubiert. Zur Selektion der erfolgreich transformierten Zellen
wurden die Transformationsansatze auf antibiotikahaltigen LB-Agar ausplattiert und tber
Nacht bei 37 °C (E. coli) bzw. zwei Tage bei 28 °C (A. tumefaciens) inkubiert. Die Verifizierung
der positiven Klone erfolgte zun&chst durch eine Kolonie-PCR (Abschnitt 2.2.3.4). Von
positiven Klonen wurden die Plasmide isoliert (Abschnitt 2.2.3.1) und eine Restriktionsanalyse
(Abschnitt 2.2.3.8) durchgeftihrt.

2.2.2 Arbeiten mit Arabidopsis thaliana

2.2.2.1 Kultivierung und Selektion von Arabidopsis-Pflanzen

Fir die Kultivierung der Arabidopsis-Pflanzen auf Erde wurden die Samen auf Aussaaterde (T-
Erde, P-Erde und Sand im Verhdltnis 1:1:8) ausgelegt, die zuvor mit dem Fungizid Previcur
(Bayer Corp Science AG, Monheim, Deutschland) behandelt wurde. Die Aussaat wurde zwei bis
drei Tage bei 4 °C stratifiziert. Die Anzucht erfolgte standardmafig unter Langtagbedingungen
(16 h Licht, 8 h Dunkelheit), teilweise aber auch unter Kurztagbedingungen (8 h Licht, 16 h
Dunkelheit) im Gewachshaus, im Kulturraum oder in Phytoschranken bei 22 °C, bei einer
Luftfeuchtigkeit von 30-65 % und Lichtintensitaten von 100-150 umol m2 s, Zehn Tage nach
der Keimung wurden die Keimlinge in Einzelt6pfe mit Pikiererde (T-Erde, P-Erde und Perlite
Perligran G im Verhaltnis 2:2:1) umgesetzt. Zur Keimung und nach dem Vereinzeln wurden die
Pflanzenschalen mit einer Plastikhaube abgedeckt, um die Pflanzen vor dem Austrocknen zu
schitzen. Fir die Gewinnung von Samen wurden die Pflanzensprosse bei einsetzender
Schotenreife in Pergamentpapiertiten eingepackt und bis zur vollstandigen Reife und

Abtrocknung der Schoten weiter im Gewachshaus kultiviert, jedoch nicht mehr gegossen.
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Fur die sterile in vitro-Kultivierung wurden die Arabidopsis-Samen vor der Verwendung einer
Oberflachensterilisation nach Nemhauser et al. (2003) unterzogen. Die Samen wurden fir
10 min in 750 ul 70%igem Ethanol mit 0,1 % (v/v) TritonX-100 unter Schiitteln inkubiert. Dann
wurden die Samen unter sterilen Bedingungen zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen und
auf sterilem Filterpapier getrocknet. AnschlieRend wurden die sterilen Arabidopsis-Samen auf
sterilem ¥2-MS-Festmedium (0) mit 7 g/l Agar und fur die Hochkantkultivierung mit 12 g/l Agar
oder 10 g/l Phytagel ausgelegt. Die Aussaat wurde zwei bis vier Tage bei 4 °C stratifiziert und
anschliel3end unter Langtagbedingungen in der Klimakammer oder in Phytoschrénken unter
Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit) bei 22 °C kultiviert. Bei Segregations-
analysen wurden die resistenten Keimlinge 10 Tage nach der Keimung (TNK) auf Pikiererde

umgesetzt und zur Samengewinnung im Gewéachshaus kultiviert.

2.2.2.2 Stabile Transformation von Arabidopsis-Pflanzen und Selektion von transgenen

Pflanzen

Die stabile Transformation von Arabidopsis-Pflanzen mittels A. tumefaciens erfolgte mit der
Flower-Dip-Methode nach Clough und Bent (1998). Von den verifizierten, transgenen
A. tumefaciens-Zellen wurde eine 20 ml Vorkultur in LB- oder YEB-Medium mit den
entsprechenden Antibiotika angesetzt und tUber Nacht, bei 28 °C, unter Schitteln inkubiert. Mit
3 ml der Vorkultur wurden 300 ml LB-Medium oder YEB-Medium angeimpft und bei 28 °C unter
Schutteln inkubiert. Nach zwei Tagen wurde die Kultur bei 4500 g und Raumtemperatur (RT) fiir
15 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Infiltrationsmedium (50 g/l Saccharose, 2,2 g/l
MS-Salze, 0,03 % Silwet L-77, pH-Wert 5,8 eingestellt mit KOH) resuspendiert. Fir die
Transformation wurden die blihenden Sprosse von drei bis vier Wochen alten Arabidopsis-
Pflanzen zweimal fir etwa 30 Sekunden (s) in die Bakterienlésung getaucht, einen Tag liegend
unter einer Plastikhaube inkubiert und anschlieRend im Gewachshaus bis zur Samenernte
kultiviert.

Zur Selektion der transgenen Pflanzen wurden die Samen der transformierten Pflanzen auf
Erde angezogen (Abschnitt 2.2.2.1) und nach der Keimung zweimal im Abstand von einer
Woche mit 0,1% (v/v) Basta® (Bayer, Leverkusen) bespriht oder in Sterilkulturen auf
antibiotikahaltigem oder herbizidhaltigem Medium (Abschnitt 2.2.2.1) ausgelegt.

Die anschliel3enden Segregationsanalysen in der T2- und T3-Generation zur Identifikation von
homozygoten T-DNA-Einzelinsertionslinien erfolgten in Sterilkultur durch die Anzucht auf

Festmedium mit den entsprechenden Antibiotika bzw. Herbiziden (Abschnitt 2.2.2.1).
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2.2.2.3 Kreuzungen von Arabidopsis-Pflanzen

Bei der Kreuzung von zwei Arabidopsis-Linien wurden bei der Mutterpflanze fir die Kreuzung
Bluten, mit noch geschlossenen Pollensacken, ausgewahlt. Alle anderen noch vorhandenen
Bluten und Schoten wurden entfernt. In den ausgewahlten Bliten wurden die Pollensacke

entfernt und die Narben mit Pollen von reifen Staubblattern des Kreuzungspartners bestaubt.

2.2.2.4 Untersuchung des Wurzelwachstums mit und ohne Cytokinin

Die Charakterisierung des Wurzelwachstums erfolgte in sterilen Hochkantkulturen (Abschnitt
2.2.2.1) in Petrischalen (12 x 12 cm). Dabei wurde die Elongation der Hauptwurzel sowie die
Anzahl der gebildeten Lateralwurzeln, in einem definierten Zeitraum untersucht. Die Lange der
Hauptwurzel wurde zu den angegebenen Zeitpunkten markiert und am Ende fiir die Auswertung
fotografiert. Die Messung der Elongation der Hauptwurzel im angegebenen Zeitraum erfolgte mit
dem Computerprogram Image J. Die Auszahlung der Seitenwurzeln erfolgte unter dem
Binokular. Es wurden nur Seitenwurzeln gezéhlt, welche die Epidermis durchbrochen hatten.
Fir die Untersuchung der Cytokinin-Sensitivitdt erfolgte die Anzucht der Linien auf Y2 MS-
Festmedium mit den iP-Endkonzentrationen: 0, 10, 25, 50 und 100 nM iP. Die iP-Stocklésungen
wurden mit DMSO angesetzt. Die Endkonzentration von DMSO war nie grof3er als 0,01%.

2.2.2.5 Untersuchung verschiedener Sprosswachstumsparameter

Der Rosettendurchmesser wurde zum angegebenen Zeitpunkt pro Pflanze an drei
verschiedenen Positionen mit dem Lineal gemessen und der Mittelwert bestimmt.

Zur Bestimmung der Blattflache wurden die angegebenen Rosettenblatter abgeschnitten,
eingescannt und die Blattflache am Computer mit Image J ausgemessen.

Als Blihbeginn wurde der Zeitpunkt definiert, an dem die Infloreszenz 0,5 cm hoch war, der
Blihzeitpunkt wurde in TNK angegeben. Teilweise wurden zusatzlich auch die Anzahl der
Rosettenblatter zu diesem Zeitpunkt bestimmt. Fir die Pflanzen in einem Experiment wurde der
Blihbeginn immer zur gleichen Tageszeit dokumentiert. Mit dem Z&ahlen der TNK wurde jeweils
zwei Tage nachdem die Pflanzen ins Licht gestellt wurden begonnen.

Die Hohe der Pflanzen wurde nach Beendigung der Bliihphase mit einem Lineal ausgemessen.
Zur Abschatzung des Infloreszenzstéangeldurchmessers wurden jeweils der Bereich des
Stangels unmittelbar Gber dem ersten Internodium mit dem Stereomikroskop SZX12 (Olympus,
Tokyo, Japan) fotografiert.

Fur die Bestimmung der Schotenanzahl wurden nur die Schoten am Hauptspross gezahlt,
nachdem die Bliihphase beendet war. Die Bestimmung der Schotenlange und der Samenanzahl
pro Schote erfolgten von ausgewachsenen, noch grinen, definierten Schoten. Fir die

Bestimmung der Schotenlange wurden die Schoten fotografiert und mit Image J ausgemessen.
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Die Samenanzahl pro Schote wurde unter dem Stereomikroskop SZX12 (Olympus, Tokyo,

Japan) ausgezahlt und die gedffneten Schoten wurden anschlieRend fotografiert.

2.2.2.6 Cytokinin-Induktion von Arabidopsis-Keimlingen

Um zu untersuchen, wie sich die Cytokininzugabe in ugt76cl,2-Mutanten auf die Expression
von Genen der Cytokininantwort und des Cytokinin-Metabolismus auswirkt, wurden
Arabidopsis-Keimlinge mit Cytokinin induziert. Die Samen wurden sterilisiert und in 12 well-
Kulturplatten mit je 2,5 ml ¥2 MS-Flussigmedium (Abschnitt 2.1.5) tGberfuhrt. In ein well wurden
jeweils 10 Arabidopsis-Samen gegeben. Nach zweitagiger Stratifizierung erfolgte die Anzucht
unter Langtagbedingungen in Phytoschranken (Abschnitt 2.2.2.1). Elf TNK erfolgte die
Cytokinin-Induktion mit Benzyladenin (BA). Die Endkonzentration im Medium betrug dabei 1
nM bzw. 100 nM BA. Fur die Induktion wurde eine 100 mM BA-Stammldsung in 1 M KOH in
0,005 % (w/v) MES (pH nicht eingestellt) hergestellt. Diese wurde anschlie3end auf 100 nM
bzw. 1 nM BA verdinnt. Fur die Mock-Behandlung wurde das gleiche Volumen 1M KOH mit
der MES-L6sung verdiinnt. In den hergestellten Induktionslésungen wurde der pH auf 6,0
eingestellt. Die Induktion erfolgte durch Zugabe von 25 pl pro well. Die Proben wurden direkt
nach der Ernte, zu definierten Zeitpunkten, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
Extraktion der RNA (Abschnitt 2.2.4.1) bei -70 °C gelagert. Nach der Extraktion wurde die RNA
in cDNA (Abschnitt 2.2.4.3) umgeschrieben und die Transkriptlevel der zu untersuchenden
Gene mittels gPCR bestimmt (Abschnitt 2.2.4.5).

2.2.2.7 Bestimmung der photochemischen Effizienz (Fv/Fm) zur Bewertung der Seneszenz

Der F/Fn-Wert ist ein Mal3 fur die photochemische Effizienz des Photosystems Il (Baker
2008). Er beschreibt auch dessen physiologischen Status und nimmt im Verlauf der
naturlichen Blattseneszenz ab. Die F./Fn-Werte wurden zwischen Tag 32 und 41 nach der
Keimung jeweils von Blatt sechs und sieben bestimmt, um zu beurteilen, ob der Verlauf der
naturlichen Seneszenz in den ugt76c1,2-Mutanten verandert war. Die Messung erfolgte mittels
Pulse Amplitude Modulated (PAM)-Fluorometrie mit Hilfe einer Fluoreszenzkamera
(FluorCam800 MF, Photon System Instruments, Brno, Tschechien). Von den Pflanzen wurde
zum angegebenen Zeitpunkt das sechste und siebte Blatt geerntet, in Petrischalen mit ddH.O
Uberfihrt und vor der Messung 20-30 min dunkeladaptiert. Im Verlauf der Messung wurde von
den dunkeladaptierten Blattern erst die minimale Fluoreszenz (Fo) und anschliel3end durch die
Verabreichung eines sattigenden Lichtpulses (1500 pymol m2 s?) die maximale Fluoreszenz
(Fm) bestimmt. Aus diesen Werten kann die variable Fluoreszenz F, berechnet werden (F, =
Fo- Fm) sowie der FJ/Fn-Wert (Fy/Fmn= (Fm- Fo) / Fm) berechnet werden.
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2.2.2.8 Messung des Cytokinin-Gehalts in Pflanzenmaterial

Fur die Messung wurden die Arabidopsis-Samen in Sterilkultur auf ¥2-Ms-Medium angezogen.
Am elften TNK wurden entweder der gesamte Keimling oder die Wurzeln und Sprosse getrennt
geerntet. Dabei wurden fir eine Probe jeweils ~20 oder ~100 mg Pflanzenmaterial und fur
jeden Genotyp etwa drei bis flinf biologische Replikate geerntet. Die Messung des Cytokinin-
Gehalts der Proben erfolgte massenspektroskopisch in Kooperation mit Dr. O. Novak (Palacky

Universitat, Olomouc, Tschechien) nach Novak et al. (2008).

2.2.2.9 Untersuchungen von abiotischem Stress

Fir die Untersuchung, ob in den Mutanten die Trocken- und Salztresstoleranz verandert war,
wurden die Samen der Mutanten und des WT in Sterilkulturen (2.2.2.1) unter Langtag-
bedingungen in der Phytokammer angezogen. Vier TNK wurden die Keimlinge auf mannitol-
und natriumchloridhaltiges Medium umgesetzt und weiter unter Langtagbedingungen in der
Phytokammer kultiviert. Fur die Auswertung wurde nach weiteren vier Tagen die Anzahl der
Seitenwurzel unter dem Stereomikroskop ausgezéahlt und die Elongation der Hauptwurzel
bestimmt (2.2.2.4).

2.2.2.10 Transposon-basierte Mutagenese von UGT76C2

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete System flr die Transposon-basierte Mutagenese
von UGT76C2 wurde von Nishal et al. (2005) beschrieben. Als Ausgangspunkt fir die
Mutagenese diente die Arabidopsis-Linie WiscDsLoxHs114 05B (ugt76cl1-2) der Wisconsin
WiscDsLoxHs-Arabidopsis Mutantenkollektion. Es wurden folgende Anderungen des Original-
protokolls vorgenommen: Die Hitzebehandlung erfolgte unter Verwendung des Aracon-
Kultivierungssystems, dreimal am Tag alle zwei Tage, bei 39 °C. Die Streptomycin-
Konzentration zur Selektion der Arabidopsis-Keimlinge mit somatischen und germinalen
Transpositionen erfolgte bei 125 mg/l. Fir das Screening der Transposonreintegrationen in
das UGT76C2-Gen erfolgte die Extraktion der genomischen DNA mit Hilfe der CTAB-Methode
(2.2.3.3). Die PCRs zur Selektion nach Transposonreintegrationen erfolgten als zwei
aufeinanderfolgende PCRs, mit nested Primern, wobei die erste PCR als Template fur die

zweite PCR diente.

2.2.2.11 CRISPR/Cas9-Mutagenese von UGT76C1

Das hier verwendetet CRISPR/Cas-System wurde von der Arbeitsgruppe von Holger Puchta
entwickelt und zur Verfligung gestellt. Eine genauere Beschreibung ist der Publikation Fauser
et al. (2014) oder der Webseite: (http://www.botanik.kit.edu/molbio/990.php) zu entnehmen.
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Eine Ubersicht tiber den Aufbau der T-DNA des Systems und die Klonierungsstrategie zeigt
Abbildung 28B. Das Design der UGT76C1l-guide RNAs erfolgte wie in Absatz 3.5.2.1
beschrieben und die Klonierung der gewahlten guide RNAs in den Ausgangsvektor fur die
CRISPR/Cas9 Mutagenese wie beschrieben im Abschnitt 2.2.3.12. Ein Schema des
generalisierten Ablaufs der Herstellung und Identifikation von ugt767cl-ugt76c2-Doppel-
Knockout-Mutanten zeigt Abbildung 29.

2.2.2.12 Mikroskopischer Nachweis von GFP durch konfokale laser scanning Mikrokopie

Der Nachweis von GFP oder dem Fluoreszenzfarbstoffe Propidiumiodid (Roth, Karlsruhe) im
Arabidopsis-Gewebe erfolgte mittels konfokaler laser scanning Mikroskop TCS SP5 (Leica,
Wetzlar). Die Anregung erfolgte mit einem Argon-Laser bei 488 nm oder dem diode pumped
solid state (DPSS)-Laser bei 561 nm. Die Detektion der GFP-Fluoreszenz erfolgte bei 498 bis
538 m und die der Propidiumiodid-Fluoreszenz bei 600-700 nm (Maximum bei 617 nm).

Fir die Untersuchung des Fluoreszenzsignals in den Wurzeln von Arabidopsis-Keimlingen
wurden die Pflanzen in Sterilkultur auf Hochkantplatten angezogen. Die Zellwande der Wur-
zeln wurden teilweise vor der Untersuchung mit Propidiumiodid angefarbt. Dafiir wurde eine
Stocklésung (1 mg/ml) hergestellt und 1:100 in Flissigmedium (¥2-MS) oder ddH-O verdinnt.
Die Wurzeln wurden darin unmittelbar vor dem Mikroskopieren fir etwa finf Minuten inkubiert.
Fur die Untersuchung des Fluoreszenzsignals im Meristem wurden die Arabidopsis-Pflanzen
unter Kurztagbedignungen in Phytoschranken angezogen und nach etwa sechs Wochen zur
Bluhinduktion in das Gewachshaus mit Langtagbedingungen uberfuhrt. Die Infloreszenzen
wurden abgeschnitten, wenn diese eine Hohe von 3-10 cm erreicht hatten. Die Préaparation
des SAM erfolgte unter dem Binokular. Dabei wurden so viele Primordien entfernt, dass das
SAM gut sichtbar war. Die praparierten Infloreszenzen wurden kurzzeitig in einer MES-L6sung
(0,5 g/l, pH 5,8) verwahrt. Ein Tropfen, einer 50 °C warmen low melting Agarose-LAsung (1%
in 0,5 g/l MES [pH 5,8]), wurde zum Erstarren in die Mitte eines einen Objekttrdger gegeben.
Zur spateren Stabilisation des Deckglaschens, wurden vier weitere Tropfen des warmen
Wachses um den mittleren Tropfen verteilt. Der Infloreszenzsténgel wurde direkt unter dem
SAM abgeschnitten und das SAM leicht in die Agaroselésung gedrickt und unter dem
Binokular so ausgerichtet, dass das SAM nach oben hin gedffnet war. Das SAM wurde mit
einer MES-L6sung (0,5 g/l, pH 5,8) Uberschichtet und mit einem Deckglaschen versehen. Die
eingebetteten Proben wurden unter dem Lasermikroskop untersucht. Die Aufnahmen des
SAMs erfolgten mit der Z-Stapelfunktion der Leica Software (Bildabstand 0,5-2 um, Frame
average 8, Frequenz 400 Hz, Format 512 x 512 Pixel).
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2.2.3 Allgemeine molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli und A. tumefaciens Bakterienkulturen

Die Plasmid-Minipraparation aus E. coli-Ubernachtkulturen erfolgte entweder mit Hilfe des Kits
NucleoSpin Plasmid EasyPure (Tabelle 2) entsprechend den Angaben des Herstellers oder
nach dem Prinzip der alkalischen Lyse, mit einem modifizierten Protokoll von Birnboim und
Doly (1979). Dafiir wurden 2 ml einer E. coli-Ubernachtkultur bei 12.000 g fiir 1 min zentrifugiert
und das Pellet in 100 ul Lésung | (50 mM Tris-HCI [pH 8], 10 mM EDTA, 100 ug/ml RNase A),
resuspendiert. Nach Hinzugabe von 250 pl der Lésung Il (200 mM NaOH, 1 % SDS) und
mehrmaligem invertieren wurden 150 ul der Lésung Il (3 M Kaliumacetat [pH 5,5]) hinzuge-
fugt. Der Ansatz wurde gemischt und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Die Zelltrimmer, Proteine
und genomische DNA, wurden durch die Zentrifugation bei 16.000 g fur 15 min beseitigt. Vom
Uberstand wurden 400 ul abgenommen und in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Durch
Hinzugabe von 400 ul Isopropanol wurde die DNA gefallt und fir 15 min bei 16.000 g
zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde zweimal durch das Hinzufliigen von 750 ul 70%igem
Ethanol und anschlielBender Zentrifugation fiir 5 min bei 16.000 g gewaschen. Danach wurde
das Pellet fiir 10 min bei 60 °C getrocknet und schlief3lich in 100 yl ddH.O geldst.

Die Plasmidextraktion aus A. tumefaciens erfolgte ebenfalls nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse, jedoch mit einigen Anpassungen. Es wurden 3 ml einer fir zwei Tage kultivierten
Bakterienkultur fir eine min bei 9.300 g zentrifugiert. Zur Abldsung der Zuckerketten von den
Zellwanden wurde das Pellet in 500 pl 10x Tris-EDTA (TE) [pH 8] mit 150 mM NacCl
resuspendiert und fur 10 min bei RT inkubiert. Dann wurde die Zellsuspension fir 1 min bei
9.300 g zentrifugiert und das Pellet in 250 pl Lésung | (50 mM Tris-HCI [pH 8], 10 mM EDTA,
100 pg/ml RNase A) aufgenommen. Zum Aufbrechen der Zellwande erfolgte ein Lysozym-
Verdau. Dazu wurde dem Ansatz 18 pl von einer Lysozym-Ldsung (50 mg/ml) hinzugefugt.
Nach einer Inkubation von 15 min bei 18 °C wurde zu dem Ansatz erst 300 pl von Lésung Il
(200 MM NaOH, 1 % SDS) und dann 350 pl von Losung Il (3 M Kaliumacetat [pH 5,5]) hinzu-
gegeben und durch Invertieren gemischt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 9.300
g fiir 10 min. Dann wurden 400 ul des Uberstands in einem neuen Reaktionsgefal mit 400 yl
Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) gemischt. Die Phasentrennung erfolgte durch
Zentrifugation bei 4 °C fur 5 min bei 16.000x g. Die in der oberen, wassrigen Phase enthaltene
DNA wurde in einem neuen Reaktionsgefal3, durch Hinzugabe von 500 pl Isopropanol gefallt
und bei 16.000 g fir 15 min, bei 4 °C zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70%igem Ethanol
gewaschen und erneut bei 4 °C, 16.000 g fur 2 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde das

Pellet getrocknet und in 20 pl sterilem ddH-O geldst.
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2.2.3.2 Schnelle Extraktion genomischer DNA aus Arabidopsis nach Edwards et al. (1991)

Bei diesem moadifizierten Protokoll nach Edwards et al. (1991) handelt es sich um eine schnelle
Methode der DNA-Extraktion, deren Qualitat ausreicht, um sie in PCR-Reaktionen einsetzen zu
koénnen. Fir die Extraktion wurden 100-200 mg Blattmaterial in 1,5 ml Reaktionsgefafien mit 400
ml Extraktionspuffer (200 mM Tris-HCI [pH 7,5], 250 mM NacCl, 25 mM EDTA [pH 8,0], 0,5 %
(w/v) SDS in ddH20) in einer Schwingmihle MM300 (Retsch, Haan) zweimal 2 min bei 30 Hz
zerkleinert und bei 16.000 g fiir 5 min zentrifugiert. 300 ul des Uberstands wurden in ein neues
Reaktionsgefall gegeben und die DNA wurde durch die Zugabe von 300 pul Isopropanol gefallt.
Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt bei 16.000 g fur 5 min wurde das Pellet mit 300 pl
70%igem Ethanol gewaschen, nach erneuter Zentrifugation bei 16.000 g fir 2 min getrocknet
und in 100 yl ddH>O aufgenommen. Zum Lésen wurde die DNA tber Nacht bei 4 °C inkubiert.

2.2.3.3 Extraktion sauberer genomischer DNA aus Arabidopsis fur den Screen nach

Transposon-Reinsertionen

Fir den Screen von Arabidopsis-Linien mit Transposon-Reintegrationen in den UGT76C2-
Locus erfolgte die Extraktion der genomischen DNA aus Arabidopsis mit der CTAB-Methode
nach Weigel und Glazebrook (2002). Dafir wurden 100-500 mg Blattmaterial in flissigem
Stickstoff eingefroren und mit der Schwingmuhle MM 300 (Retsch, Haan) zerkleinert. Zu dem
Blattmaterial wurden 400 pl Extraktionspuffer (100 mM TRIS-HCI [pH 8], 20 mM EDTA [pH 8],
1,4 M NaCl, 2% CTAB, 1% PVP) hinzugegeben und fiir 30 min bei 65 °C inkubiert.
AnschlieRend wurde ein Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) hinzugegeben,
kraftig gemischt und der Ansatz flir 2 min bei 16000 g zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase
wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal? Uberfihrt und mit einem Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und erneut flr 2 min bei 16.000 g zentrifugiert. Die
obere, wassrige Phase wurde abgenommen und in einem neuen Reaktionsgefal? zum Féallen
der DNA mit 0,7 Volumen Isopropanol gemischt und fir 10 min bei RT inkubiert. Die DNA
wurde durch Zentrifugation bei 16000 g fur 15 min bei RT pelletiert. Das DNA-Pellet wurde
zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 50 pl TE-Puffer (10 mM
Tris-HCI [pH8], 1 mM EDTA) resuspendiert.

2.2.3.4 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) diente der Amplifikation von bestimmten DNA-
Fragmenten fir Klonierungen und als Nachweisreaktion und erfolgte nach Mullis und Faloona
(1987). Fiur Klonierungen erfolgten die Amplifikationen mit Polymerasen, die Uber eine

Proofreading-Aktivitat verfligten. Es wurden dafir die Pyrococcus furiosus (Pfu)- oder die
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Phusion- (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) Polymerasen verwendet. Kolonie-PCRs
und PCRs zum Nachweis von spezifischen DNA-Abschnitten erfolgten mit der Thermus
aquaticus (Taq)- Polymerase. Bei kommerziellen Enzymen erfolgte die Durchfihrung der PCR
nach Herstellerangaben. Die Zusammensetzung eines Standard-PCR-Ansatzes fir die Tag-
und die Pfu-Polymerase ist in Tabelle 10 aufgefiihrt. Der 10x Tag-Puffer bestand aus 160 mM
(NH4)2S04, 670 mM Tris-HCI [pH 8,8], 0,1 %, Tween-20 und 15 mM MgCl., und der 10x Pfu
Puffer aus 200 mM Tris-HCI [pH 8,8], 100 mM KCI, 100 mM (NH4)2SO4, 20 mM MgSOQsa,
1 mg/ml Nuklease-freies BSA, 1 % Triton X-100.

Tabelle 10. Zusammensetzung eines Standard-PCR-Reaktionsansatzes.

Komponente Tag-PCR Pfu-PCR

Template DNA? 0,1-500 ng 0,1-500 ng

10x Puffer 1x 1x

Polymerase 25U 25U

dNTPs jedes dNTP 200 uM Jedes dNTP 200 pM
Vorwartsprimer 2 uM 0,375 pM
Ruckwartsprimer 2 uM 0,375 uM
Endvolumen 20 pl 50 pl

1Bei Kolonie-PCRs wurde das Template-Volumen durch Wasser ersetzt und als Template eine Kolonie mit einem
sterilen Zahnstocher aufgenommen und in den PCR-Ansatz getaucht und anschlieend auf einer frischen LB-Platte
ausgestrichen.

Das verwendete Standard-PCR-Programm zeigt Tabelle 11. Das Programm wurde an die
jeweils verwendete Polymerase, die Annealing-Temperatur (Ta) der Primer und die Lange des

zu amplifizierenden Fragments angepasst.

Tabelle 11. Standard PCR-Programm.

Schritt Temperatur Zeit

1. Denaturierung 95 °C 1 min

2. Denaturierung 95 °C 45 s

3. Annealing Ta-Primer 45 s

4. Elongation 72 °C Taqg-Polymerase 1 min/kb

68 °C Pfu-Polymerase 2 min/kb

5. Elongation 72 °C Taqg-Polymerase 2x Elongationszeit
68 °C Pfu-Polymerase

6. Ende 16 °C o0

Die Schritte 2 bis 4 wurden 25-30x zyklisch wiederholt.
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2.2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Bestimmung der GroRe und Qualitdt von DNA-Fragmenten sowie fir deren
Quantifizierung, wurden Agarose-Gelelektrophoresen durchgefuhrt. Dabei werden die
Nukleinsauren ihrer Grof3e nach in einer Agarose-Matrix aufgetrennt. Je nach der zu
erwartenden FragmentgroRe wurden 1%ige oder 2%ige Agarosegele in 1x TAE-Puffer (40 mM
Tris-HCI [pH 8], 1 mM EDTA) verwendet. Zum Anfarben der Nukleinsaurebanden wurden den
Gelen 0,1 ug/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 10x
Ladepuffer (1x TAE-Puffer, 30 % Glycerin, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol)
vermischt. Zur GrélRenabschatzung der Fragmente wurden je 3 ul des GroRenstandards
Hyperladder | (Bioline USA Inc., Randolf, USA) mit aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte in
1x TAE-Puffer bei 60-80 Volt fur 30-60 min. Zur Dokumentation wurden die Gele in der
Geldokumentationsanlage fotografiert.

2.2.3.6 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus praparativen Agarosegelen und aus PCR-

Ansatzen

Die Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen oder PCR-Reaktionen erfolgte mit
denselben Kits (Tabelle 2). Zur Aufreinigung eines DNA-Fragmentes aus einem Gel wurde die
gewiinschte Bande auf einem UV-Tisch aus dem Gel ausgeschnitten, mit Extraktionspuffer
gemischt und durch die Inkubation bei 60 °C gelst. PCR-Ansatze wurden zur Aufreinigung
direkt mit dem Extraktionspuffer gemischt. Die weitere Aufreinigung erfolgte nach

Herstellerangaben.

2.2.3.7 Konzentrations- und Qualitatsbestimmungen von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte photometrisch mit Hilfe des
Spektrophotometers Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA). Die
Konzentration wird aus der Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm berechnet. Dabei
entspricht eine Extinktion von 1 bei doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50 ng/pl
(bzw. 40 ng/ul fir RNA). Zusatzlich wurden zur Abschatzung der Qualitat die Extinktionen bei
280 und 230 nm bestimmt. Uber das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu 280 nm kénnen
Aussagen Uber mdogliche Proteinkontaminationen getroffen werden. Fir reine DNA sollte
dieses bei 2,0 und fir reine RNA bei 1,8 liegen. Zum Teil wurden die Proben zur Abschéatzung
der Konzentration und Qualitat der Nukleinsauren auch einer Agarose-Gelelektrophorese

unterzogen und mit einem Standard verglichen (Abschnitt 2.2.3.5).
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2.2.3.8 Restriktionsverdau von DNA-Molekilen

DNA-Molekile kénnen mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen sequenzspezifisch
geschnitten werden. Sie dienen zur Analyse von DNA-Molekilen und als Werkzeug um
spezifische DNA-Fragmente zu erzeugen, die dann zu neuen Konstrukten legiert werden
kénnen. Fir einen Restriktionsansatz wurden 10 bis 500 ng DNA mit 0,5 ul Restriktionsenzym
(10 U/ml), bidestilliertem Wasser und die entsprechende Menge des entsprechenden 10x
Reaktionspuffers (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) gemischt. Der Reaktionsansatz
wurde mindestens fur eine Stunde bei der fur das Restriktionsenzym vom Hersteller
empfohlenen Temperatur inkubiert und anschlieRend nach Herstellerangaben inaktiviert. Im
Falle eines Verdaus mit verschiedenen Restriktionsenzymen erfolgte der Verdau nach
Herstellerempfehlungen. Fir die Analyse oder zur Isolation spezifischer Fragmente wurde der
Restriktionsansatz in einem Agarosegel aufgetrennt (Abschnitt 2.2.3.5).

2.2.3.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Verknupfung von DNA-Fragmenten mit kompatiblen Uberhangen erfolgte mit Hilfe der T4-
Ligase (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) nach Herstellerangaben.

2.2.3.10 Sequenzierung kurzer DNA-Abschnitte

Die Sequenzierungen von DNA-Molekilen erfolgten durch die Firma GATC-Biotech AG

(Konstanz, Deutschland).

2.2.3.11 Gateway-Klonierungen

Das Gateway®- und Multisite-Gateway-Klonierungssystem (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA) basiert auf dem sequenzspezifischen Rekombinationssystem, das der A-
Bakteriophage fur die sequenzspezifische Integration (bzw. Exzision) in das E. coli-Genom
benutzt. Fir die Rekombination sind bestimmte Erkennungssequenzen notwendig, die
sogenannten attachement sites (att). Die zu klonierenden DNA-Fragmente wurden in
zweiaufeinanderfolgenden PCRs amplifiziert (Abschnitt 2.2.3.4) und dabei mit den
entsprechenden attB1- und attB2-Rekombinationssequenzen versehen. In der ersten PCR
wurden genspezifische Primer verwendet, die jeweils eine Teilsequenz der attB-Sequenzen
als Uberhang enthielten. Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt (Abschnitt 2.2.3.6) und in einer
zweiten PCR als Template eingesetzt in der die attB-Adapter durch die Verwendung
geeigneter Primer (attB1, attB2, Tabelle S1) vervollstdndigt wurden. Die Amplifikate mit den
vollstandigen attB-Adaptern wurden aufgereinigt und Uber eine BP-Reaktion in den Donor-

Vektor pDONR221 kloniert. Die dabei entstandenen Vektoren werden Entry-Vektoren
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genannt. Das klonierte Fragment wurde durch Sequenzierungen auf seine Fehlerfreiheit
Uberprift und dann in einer LR-Reaktion in einen Destination-Vektor umkloniert. Die BP-
Reaktion erfolgte in 10 pl-Anséatzen und bestand aus 300 ng Donor-Vektor, 40 bis 100 fmol
des aufgereinigten PCR-Produktes mit den attB-Adaptern und 0,5 ul BP-Clonase (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, USA) in 1x BP-Puffer. Die LR-Reaktion erfolgte ebenfalls als
10 pl -Ansatz und enthielt 150 ng des Entry-Vektors, 150 ng Destination-Vektor und 0,5 pl LR-
Clonase (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) in 1x LR-Puffer. Die Ansatze wurden
Uber Nacht bei 25 °C inkubiert. Die Reaktion wurde am nachsten Tag durch die Hinzugabe
von 3 ug Proteinase K und 10-mintiger Inkubation bei 37 °C abgestoppt. AnschlieRend wurde
die Proteinase K durch die Inkubation bei 65 °C fur 10 min inaktiviert. Zur Vervielfaltigung der
hergestellten Vektoren wurden diese in elektrokompetente E- coli-Zellen transformiert
(Abschnitt 2.2.1.3). Dabei wurde er BP-Ansatz bzw. LR-Ansatz direkt fiir die Transformation
eingesetzt.

2.2.3.12 Klonierungsstrategien

Der nachfolgende Abschnitt beschreibt die Klonierungsarbeiten zur Herstellung der in dieser
Arbeit verwendeten Konstrukte (Tabelle 4). Die einzelnen Arbeitsschritte wie die Amplifikation
von DNA-Fragmenten der zu klonierenden Fragmente (Abschnitt 2.2.3.4) oder deren
Nachweis (Abschnitte 2.2.3.4 und 2.2.3.8), die Aufreinigung von DNA-Fragmenten (Abschnitt
2.2.3.6), die Ligation von DNA-Fragmenten (Abschnitt 2.2.3.9), die Rekombination von
Fragmenten durch Gateway®-Klonierungen (2.2.3.11), die Transformation und
Vervielfaltigung von Plasmiden in E. coli (Abschnitt 2.2.1.3 und 2.2.1.1) sowie die Extraktion
von Plasmiden aus E. coli. wurden (Abschnitt 2.2.3.1) in den vorangegangenen Abschnitten

ausfuhrlich beschrieben.

Klonierung der UGT76C2-Reporterkonstrukte

Fur die Klonierung der Reporterkonstrukte pUGT76C2(1500 bp):GFP, pUGT76C2(800
bp):GFP, pUGT76C2(1500 bp):UGT76C2-GFP und pUGT76C2(800 bp):UGT76C2-GFP
wurde ein 800 bp- und ein 1500 bp-langes DNA-Fragment vor dem Startcodon von UGT76C2
amplifiziert. Zusatzlich wurden die beiden Promotorfragmente auch mit der kodierenden
Sequenz von UGT76C2 ohne Stoppcodon mittels PCR amplifiziert. Die Fragmente wurden bei
der Amplifikation mit attB-Adaptersequenzen versehen (Abschnitte 2.2.3.4 und 2.2.3.11). Als
Template diente dabei genomische DNA des Okotyps Arabidopsis thaliana. In einer BP-
Reaktion wurden die vier DNA-Fragmente in den Vektor pDONR221 kloniert (Abschnitt

2.2.3.11; Tabelle 3). Die klonierten DNA-Fragmente wurden sequenziert und in einer LR-



48 [IMATERIAL UND METHODEN

Reaktion in den modifizierten Destination-Vektor pK7FWG2-35S_del (Tabelle 3) umkloniert.
In dem Vektor pK7FWG2-35S_del wurde der 35S-Promotor deletiert.

Herstellung der Komplementationskonstrukte fiir die 35S:amiUGT-Linien

Fiur die Herstellung der Konstrukte zur Komplementation der amiRNA-Linien wurde das
Reporterkonstrukt pDONR221/pUGT76C2(1500):UGT76C2 als Ausgangsvektor verwendet.
Die Erkennungssequenz der UGT-amiRNA wurde von CAAGGTTGCATCAACCCTATGCTT
zu CAAGGTTGTATCAATCCAATGTTT verdndert. Die Mutagenese wurde von der Firma
Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) durchgefiihrt. Das mutagenisierte Fragment
pUGT76C2(1500):UGT76C2-Fragment wurde anschlieRend in einer Gateway® LR-Reaktion
in den Destination-Vektor pK7FWG2-35S_del umkloniert.

Klonierung der Konstrukte zur Expression von UGT76C2-myc im Meristem

Die Klonierung der STM:UGT76C2-myc und wus:UGT76C2-myc Konstrukte wurden mit Hilfe
des MultisiteGateway-Systems hergestellt. Dabei kénnen in einer LR-Reaktion drei Fragmente
aneinander kloniert werden. Als Ausgangsvektoren dienten dabei die Entry-Vektoren
pDONR221/UGT76C2ns, pDONR P4-P1R/pWUS, pDONR P4-P1R/pSTM und pDONR P2R-
P3/4xMyc (Tabelle 4). Mit Hilfe des Gateway® LR Clonase® Enzym Il Mix (Tabelle 2) wurden
STM:UGT76C2ns-myc und WUS:UGT76C2ns-myc in den Destination-Vektor pB7m34GW

rekombiniert.

Herstellung der Vektoren fur die CRISPR/Cas-Mutagenese von UGT76C1

Das hier verwendetet CRISPR/Cas-System wurde von der Arbeitsgruppe von Holger Puchta
entwickelt und zur Verfigung gestellt. Eine genauere Beschreibung ist der Publikation von
Fauser et al. (2014) oder der Webseite: (http://www.botanik.kit.edu/molbio/990.php) zu
entnehmen. Eine Ubersicht iber den Aufbau der T-DNA des Systems mit den wesentlichen
Komponenten und die Klonierungsstrategie zeigt Abbildung 28B. Das System besteht aus
zwei Ausgangsvektoren, dem Gateway® Entry-Vektor pEn-Chimera und dem Destination-
Vektor pDe-CAS9. Zuerst wurden die ausgewdahlten Spacer (G1, G8 und G18) in die sgRNA-
Kassette des pEN-Chimera kloniert. Hinter dem U6-Promotor und vor der sgRNA-Sequenz
befinden sich zwei gegeneinander gerichtete Bbsl-Schnittstellen (Abbildung 28B). Durch den
Verdau des Vektors mit Bbsl entstanden sticky ends, die nicht miteinander kompatibel waren.
Die Sequenzen, die fur die Spacer (G1, G8 und G18), kodieren wurden als komplementéare
Oligonukleotide synthetisiert und dabei mit Uberhangen versehen, die zu der Bbsl-Schnittstelle
komplementar waren (Abbildung 28B) Die komplementaren Oligonukleotide wurden

miteinander hybridisiert und anschliel3end gerichtet in die Bbsl-Schnittstelle des pEnChimera-


http://www.botanik.kit.edu/molbio/990.php
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Vektors ligiert. Die Entry-Vektoren wurden durch Sequenzierungen verifiziert. In einem zweiten
Schritt wurde die Kassette mit der sgRNA in den Destination-Vektor pDe-CAS9 durch eine
Gateway® LR-Reaktion (Abbildung 28B) umkloniert. Die drei fertiggestellten Vektoren zur
Mutagenese von UGT76C1 U6:G1lsgRNA, U6:G8sgRNA und U6:G18sgRNA werden im
folgenden G1, G8 und G18 genannt.

2.2.3.13 Genotypisierung durch CAPS und dCAPS Markeranalyse

Die Untersuchung auf das Vorhandensein der mutierten Allele rock4 und riol.3 erfolgten durch
den Nachweis der Punktmutation mittels cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS)
bzw. derived CAPS (dCAPS) Markeranalyse nach Neff et al. (1998). Dabei wird der Bereich
um die Punktmutation per PCR amplifiziert (Abschnitt 2.2.3.4) und mit Restriktionsenzymen
verdaut (Abschnitt 2.2.3.8). Die Punktmutation liegt hierbei in der Erkennungssequenz des
Restriktionsenzyms. Daher erfolgt der Verdau des DNA-Fragmentes nur bei der Mutante oder
dem WT. Eine Ubersicht tUber die verwendeten Restriktionsenzyme sowie die nach dem
Verdau erhaltenen Fragmentgrof3en, ist in Tabelle 12 aufgefuhrt. Die Sequenzen der Primer
sind im Anhang aufgefiihrt (Tabelle S1). Die Analyse der Fragmentgrof3en erfolgte durch die
gelelektrophoretische Auftrennung des Restriktionsansatzes (2.2.3.4).

Tabelle 12. Ubersicht iiber die verwendeten CAPS und dCAPS Marker.

Allel Primer Restriktionsenzym WT-Allel/ Referenz
Mutantenallel (bp)*

rockd ROCK4-dCAPS-F1+  Sall 212; 13/ 225 Dr. H. Jensen
ROCK4-dCAPS-R1

013 Riol-F+ Riol-R Bccl 184; 399/ 583 Dr. M. Niemann
CRISP_HPY99I_Fw+ HPY99I 705; 277; 143/ 983; L. Brock

ugt76c1-3

ugt76c1-4 CRISP_HPY99I_rev 143

1 Angegeben ist die GroRe der DNA-Fragmente nach dem Restriktionsverdau.

2.2.3.14 Nachweis von T-DNA-Insertionen

Die Genotypisierung der T-DNA-Insertionsallele von ZGT1, CKX3, CKX5, ABCG14, UGT76C1
und UGT76C2 erfolgte durch PCR. Zum Nachweis der T-DNA wurde eine PCR mit einem T-
DNA spezifischen Primer und einem genspezifischen Primer durchgefihrt. Zum Nachweis des
WT-Allels erfolgte eine PCR mit Primern, welche den T-DNA-Insertionsort tiberspannten. Eine
Ubersicht iber die verwendeten Primer, Allele, Amplifikatlingen und Referenzen zeigt Tabelle
13. Die Sequenzen der Primer sind im Anhang aufgefuhrt (Tabelle S1). Die Analyse der

FragmentgrofRen erfolgte durch eine Agarose-Gelelektrophorese (2.2.3.4).
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Tabelle 13. Ubersicht Genotypisierung von T-DNA-Insertionsmutanten.

Allel ID ATG-Nr. Primer Amplifikat- - oo renz
lange (bp)
zgtl-1 Gabl_076C12 AT1G224400 zgtl-1_rev + ~500 L. Brock
IS_LB_GABI
ZGT1 AT1G224400 zgtl-1_fw + ~680 L.Brock
zgtl-1_rev
ckx3 salk_050938 AT5G56970 A8+Lb1.3 ~600 Dr. I. Bartrina
CKX3 AT5G56970 A8+A7 871 Dr. I. Bartrina
ckx5 salk_064309 AT1G75450 A6+LB1.3 ~800 Dr. I. Bartrina
CKX5 AT1G75450 A6+A5 580 Dr. I. Bartrina
ugt76c2-1  SALK_135793 AT5G05870 RT5+LB1.3 ~800 L. Brock
UGT76C2 AT5G05870 RT3+RT5 789 L. Brock
ugt76c2-2  SALK_010205 AT5G05870 RT2+LB1.3 ~800 L. Brock
UGT76C2 AT5G05870 RT1+RT2 ~1000 L. Brock
ugt76cl-1  SALK_144355C AT5G05860 RT8+LB ~434 L. Brock
UGT76C1 AT5G05860 RT6+RT8 ~1400 L. Brock
ugt76cl-2  WiscDsLoxHs114_05B AT5G05860 RT6+L4 ~700 L. Brock
UGT76C1 AT5G05860 RT6+RT7 ~1400 L. Brock

2.2.4 Bestimmung der Transkriptabundanz

2.2.4.1 Extraktion von Gesamt-RNA aus Arabidopsis

Fir die Extraktion der Gesamt-RNA aus Arabidopsis wurden 100-200 mg Pflanzenmaterial in
flussigem Stickstoff eingefroren und mit der Schwingmihle MM 300 (Retsch, Haan)
zerkleinert. Die Isolierung der RNA erfolgte je nach Anwendung entweder mit dem RNeasy
Plant Mini Kit oder dem NucleoSpin RNA Plant Kit (Tabelle 2) nach Herstellerangaben, oder
mit der Trizol-Methode. Bei Letzterer wurde zu dem gefrorenen Pflanzenpulver 1 ml TRIsure
(Bioline, Luckenwalde) hinzugegeben und homogenisiert. Der Ansatz wurde 10 min bei 12000
g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tiberfiihrt und 5 min
bei RT inkubiert. Nach Hinzugabe von 200 pl Chloroform wurde der Ansatz fur 15 s grindlich
gemischt, dann zur Phasentrennung 3 min bei RT inkubiert und anschliel3end 10 min bei 12000
g und 4 °C zentrifugiert. Die obere wéassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen, in ein
neues ReaktionsgefalR tberfuhrt, und nach Zugabe von 500 pl kalten Isopropanols durch
Invertieren gemischt. Die Proben wurden 10 min bei RT inkubiert und anschliel3end fir 15 min
bei 12000 g und 4 °C zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde zweimal durch Zugabe von 1000 pl


https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133381&type=locus
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=133381&type=locus
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28408&type=locus
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=28408&type=locus
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=germplasm&id=4520353
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=germplasm&id=4010767488
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80%igem Ethanol und Zentrifugation fur 10 min bei 12000 g und 4 °C gewaschen, dann fir 5
min bei 60 °C getrocknet und in 25-40 ul ddH.O geldst. Anschlieend wurde die RNA-
Konzentration und -Qualitat der Proben mit dem Spektrometer (NanoDrop ND-1000, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) (Abschnitt 2.2.3.7) bestimmt. Zusatzlich wurde als Kontrolle
jeweils 1 pg der extrahierten RNA in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt
(Abschnitt 2.2.3.5).

2.2.4.2 Aufreinigung und DNase I-Verdau

Die RNA-Proben wurden fiir die weitere Verwendung einem DNasl-Verdau (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) unterzogen, um eventuell noch vorhandene DNA zu beseitigen. Die
Durchfuihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Nach dem DNasel-Verdau wurde die Integritat
der RNA erneut in einer Agarose-Gelelektrophorese uberprift und die Konzentrationen der

RNA wurden neu bestimmt.

2.2.4.3 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Fir die Bestimmung der Transkriptlevel mittels gPCR (2.2.4.4) wurde die isolierte mRNA durch
eine reverse Transkriptase in first-strand-cDNA umgeschrieben. Die cDNA-Synthese erfolgte
mit dem SuperScript® Il Reverse Transcriptase Kit (Tabelle 1) nach Herstellerangaben. Fir
die cDNA-Synthese wurde je Reaktion 1,5 pg aufgereinigte, DNase | verdaute RNA
(Abschnitte 2.2.4.1 und 2.2.4.2) eingesetzt. Es wurde dabei eine Kombination aus an den Poly-
A-Schwanz bindenden Oligo(dT)-Primern und Random-Primern (Hexamere) verwendet.
Letztere sollten die cDNA-Ausbeute erh6hen und gewahrleisten, dass bei langen Transkripten
auch die 5'-Bereiche vollstandig in cDNA umgesetzt werden. Vor dem Gebrauch der cDNA in
gPCR-Analysen (2.2.4.4) wurde diese 1:10 verdinnt und bei -20 °C gelagert.

2.2.4.4 Primer-Design fur g°PCR-Analysen

Die Primer zur Verwendung in gPCR-Analysen wurden mit dem Programm Primer-Blast von
NCBI (2.1.8) entworfen. Dabei wurden die Parameter wie folgt gewdhlt: optimale
Schmelztemperatur 60 °C, GC-Gehalt zwischen 20 % und 30 %, PCR-Produktlange zwischen
100 und 200 bp. Die Spezifitat und Qualitat der Primer wurde zuséatzlich mit der NetPrimer-
Software (2.1.8) Uberprift.

Vor der Verwendung der Primer in gqPCR-Analysen wurden die Primereffizienzen getestet.
Dafiir wurde von WT-cDNA eine Verdunnungsreihe (1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 und
1:640) hergestellt und als Template in einer Test-qPCR eingesetzt. Pro Verdiinnung wurden

dabei drei technische Replikate gemessen. Die erhaltenen Ci-Werte wurden logarithmisch
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Uber die cDNA-Konzentration aufgetragen. Aus der Steigung der erhaltenen
Regressionsgrade erfolgte die Berechnung der Primereffizienz (E = (10°V/Steigung  der
Regressionsgeraden) +1 (), Die Primer wurden verwendet, wenn die Effizienz zwischen 85 % und
115 % lag. Die qPCR-Primer, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle

Si1Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. aufgefihrt.

2.2.4.5 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Bei der quantitativen real-time PCR (gPCR) handelt es sich um eine Methode, mit der
spezifische Transkripte quantitativ nachgewiesen werden kénnen. Dabei wird die Zunahme der
synthetisierten DNA bereits wahrend der PCR-Reaktion durch die Verwendung des Fluores-
zenzfarbstoffs SYBER Green | gemessen. Dessen Lichtemission verhélt sich proportional zur
DNA-Menge. Der PCR-Zyklus, bei dem die Fluoreszenz einen bestimmten Schwellwert
Uberschreitet, wird als cylcle threshold (C;)-Wert bezeichnet und ist direkt proportional zu der im
Ausgangsmaterial enthaltenen Kopienanzahl des gemessenen Gens. Die Auswertung und
Normalisierung erfolgte mit der vergleichenden C-Methode (224 nach (Vandesompele et al.
2002). Zur Uberprufung, ob die Amplifikation der Zielgene spezifisch war, wurden nach dem
Abschluss der PCR-Zyklen Schmelzkurven der PCR-Produkte aufgenommen. Die Messungen
erfolgten mit der 7500 Fast-Real-Time-PCR-Maschine der Firma Applied Biosystems unter
Verwendung der zugehorigen 7500 Software (Version 2.03) oder der CFX96 Touch™-PCR-
Maschine (Bio-Rad, Kalifornien, USA) unter Verwendung der zugehorigen Software CFX
Manager (Version 3.1). Die Zusammensetzung des verwendeten Reaktionsansatzes zeigt
Tabelle 14. Abgesehen von der cDNA wurden alle Komponenten zu einem Mastermix
zusammenpipettiert. In jedes well einer Mikrotiterplatte wurden 18 pl Mastermix mit 2 pl

verdinnter cDNA gegeben. Das verwendete gPCR-Programm ist in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 14. Zusammensetzung von Reaktionsanséatzen der qPCR.

Komponente: Volumen Endkonzentration
Immolase-Puffer 10x 2,00 ul 1x
MgClz (50 mM) 0,80 pl 2mM
dNTP-Mix (20 mM) 0,40 ul 100 uM
SYBR Green | (10x) 0,20 pl 0,1x
ROX! (25 puM) 0,04 pl 50 nM
5'-Primer (50 uM) 0,12 pl 300 nM
3'-Primer (50 uM) 0,12 pl 300 nM
Immolase (5 U/pul) 0,04 pl 0,01U
cDNA2 2,00 pl

1 Rox wurde den qPCR-Ansatzen nur bei der Verwendung der 7500 Fast-Real-Time-PCR-Maschine hinzugesetzt
und in den Anséatzen der CFX96 Touch™-PCR-Maschine durch ddH20 ersetzt. 2Bei Standard-Transkriptanalysen
wurden die cDNA 1:10-verdinnt.
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Tabelle 15. gPCR-Programm.

Schritt Temperatur Dauer
1. initiale Denaturierung/Hitzeaktivierung der DNA-Polymerase 95°C 15 min
2. Denaturierung 95 °C 2s

3. Primer-Annealing 55°C 15s
4. Elongation 72 °C 15s

5. Aufnahme der Schmelzkurve

Die Schritte 1 und 5 wurden nur einmal durchgefuhrt. Die Schritte 2-4 wurden vierzigmal zyklisch wiederholt. Die
Schmelzkurve diente der Uberpriifung der Spezifitat der Amplifikation. Die Aufnahme des Fluoreszenzsignals
erfolgte bei Schritt 3 oder Schritt 2.

2.2.5 Nachweis und Analyse von Proteinen

2.2.5.1 Proteinextraktion aus Arabidopsis

Zur Extraktion der Gesamtproteine aus Arabidopsis wurden 3-4 Keimlinge in ein 2 ml
Reaktionsgefal? tberfuhrt, 100 ul Proteinextraktionspuffer (100 mM TRIS-HCI [pH 7,5]; 1 mM
PMSF und 0,3 % TritonX-100) hinzugefiigt und mit Hilfe einer Schwingmiihle MM300 (Retsch,
Haan) zerkleinert (3 min, 30 Hz). Die Proben wurden 30 min auf Eis inkubiert und bei 6.000 g
und 4 °C fir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefaf tiberfiihrt
und der Proteingehalt nach Bradford bestimmt (2.2.5.2).

2.2.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) ist eine photometrische Methode zur
Bestimmung von Proteinkonzentrationen. Dabei wird der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-
250 verwendet, dessen Absorptionsmaximum sich unter sauren Bedingungen in Anwesenheit
von Proteinen von 465 nm zu 595 nm verschiebt. Es wurden je 998 ul der 1:5 verdinnten
Bradford-Reagenz-L6sung (Bio-Rad, Kalifornien, USA) mit 2 yl des Proteinextrakts vermischt,
5 min bei RT inkubiert und anschliel3end die ODsgs bestimmt. Zur Berechnung der Protein-
konzentrationen aus den Absorptionswerten wurde eine Konzentrationsreihe mit dem Protein-

standard BSA (bovine serum albumin) hergestellt, vermessen und eine Eichgrade ermittelt.

2.2.5.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine ihrer GroRe nach erfolgte durch eine denaturierende,
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) (Laemmli 1970). Die
verwendeten SDS-Gele (8,5 x 10 x 0,1 cm) bestanden aus einem 10 %-igen Trenngel [pH 8,8]
und einem 4 %-igen Sammelgel [pH 6,8]. Die genaue Zusammensetzung der SDS-Gele kann

Tabelle 16 entnommen werden. Vor der eigentlichen Auftrennung wurden die Proteine in dem
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Sammelgel fokussiert. Im Trenngel erfolgt die Auftrennung der Proteine proportional zu ihrer
Molekilmasse, da das negativ geladene SDS die Eigenladung der Proteine tberdeckt. Die
Elektrophorese wurde in einer Hoefer SE 250 Mighty Small Il Elektrophoreseapparatur
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) in 1x SDS-Laufpuffer (192 mM Glycin, 25 mM Tris
und 0,2 % SDS), bei maximal 200 V und konstanten 20-25 mA pro Gel, durchgefihrt. Vor der
Beladung des Gels, wurden die die Proben mit 4x SDS-Ladepuffer (250 mM Tris-HCI [pH 6,8],
8 % SDS, 10% B-Mercaptoethanol,40 % Glycerin, 0,01 % Bromphenolblau) versetzt (1:4), 5
min bei 95 °C denaturiert und dann 2 min auf Eis abgekihlt. Zur Abschatzung der
ProteingréfRen im SDS-Gel wurden 6 ul des Protein-Grof3enstandards PageRuler (prestained)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit aufgetrennt.

Tabelle 16. Zusammensetzung des Sammel- und des Trenngels.

Komponente Trenngel 10 % Sammelgel 4 %
Sammelgel-Puffer (0,5 M Tris-HCI, [pH 6,8]) - 1149 i
Trenngel-Puffer (1,5 M Tris-HCI, [pH 9]) 2,5ml

Acryl:Bisacryl 40 % (Rotiphorese® Gel 30) 2,5ml 600 pl
ddH20 4,9 ul 4,2 ml

20 % SDS 50 pl 23 ul

10 % APS 50 ul 23 ul
TEMED 5 ul 1,8 ul

2.2.5.4 Immunoblot-Analyse

Der Nachweis der GFP- bzw. myc-Epitope der Fusionsproteine erfolgte mittels Immunoblot-
Analysen. Fur die Immunodetektion wurden die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine
im Tank-Blot Verfahren elektrophoretisch auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran
(Immobilon-P, Merck Millipore, Darmstadt) Ubertragen (geblottet) (Gultekin und Heermann
1988). Vor dem Blotten wurden die Membranen 20 s in Methanol aktiviert, dann flr 2 min in
H>O und anschlielBend im Transferpuffer (192 mM Glycin, 25 mM Tris) equilibriert. Das Gel
wurde jeweils 10 min in ddH>O und anschlieend in Transferpuffer inkubiert. Der Blot wurde
in folgender Reihenfolge auf der schwarzen Seite des Tragergitters der Blot-Apparatur
aufgebaut: Schwamm, Filterpapier, Gel, PVYDF-Membran, Filterpapier und Schwamm. Das
Tragergitter wurde geschlossen und zwischen Anode und Kathode in der Mini Trans-Blot®-
Apparatur (Bio-Rad, Kalifornien, USA) platziert. Der Transfer erfolgte tber Nacht bei konstant
50 mA und 4 °C.

Fur den immunologischen Nachweis der GFP-Fusionsproteine wurde die Membran in ein 50
ml Reaktionsgefal3 tGberfuhrt. Alle folgenden Inkubations- und Waschschritte erfolgten unter

standiger Rotation in einem Rotator (FINEPCR, Geumjeong-dong, Stdkorea). Die Membran
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wurde zunéachst fur 60 min in 5 % fettfreier Trockenmilch in PBS-T (137 mM NaCl, 2,7 mM
KCI, 10 mM Na;HPO4, 1,8 mM KH2PO., 0,1% Tween-20) geblockt. AnschlieRend erfolgte die
Inkubation mit dem primaren Antikdrper in 5 % fettfreier Trockenmilch in PBS-T. Die nicht
gebundenen Antikdrper wurden in drei Waschschritten mit 10 ml PBS-T fir jeweils 5 min weg-
gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper, ebenfalls in 5 % fettfreier
Trockenmilch in PBS-T. Die Inkubationszeiten mit den priméaren und sekundaren Antikdrpern
wurden jeweils an die verwendeten Antikérper angepasst. Die Membran wurden anschliel3end
erneut drei Mal mit 5 ml PBS-T fir je 10 min gewaschen. Der Nachweis der Antigen-Antikorper-
Komplexe erfolgte durch die Detektion der Meerrettich-Peroxidase (HRP)-Aktivitdt des
sekundaren Antikorpers mit Hilfe des SuperSignal® West Pico Detektionskits (Tabelle 2) nach
Herstellerangaben. Die entstandene Chemilumineszenz wurde durch die Exposition der
Membran gegen einen CL-XPosure Rontgenfilm (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
nachgewiesen.

Der Nachweis von GFP erfolgte durch die Verwendung des primaren anti-GFP Mouse Anti-
korpers (Cat:1181446001, Roche, Mannheim, Deutschland) in einer 1:1000 Verdinnung und
den sekundaren HRP-gekoppelten anti-Mouse-Goat Antikdrper (sc-2005, Santa Cruz
Biotechnolgy, Santa Cruz, USA) in einer 1:2000 Verdinnung.

Zum Nachweis des myc-Epitops wurde der als primarer Antikorper der ,Anti-myc Tag, clone
4A6“ Antikdrper (Merck Millipore, Darmstadt) in einer Verdiinnung von 1:2500) eingesetzt. In
Kombination mit dem sekundaren Antikorper ,Goat anti-mouse IgG-HRP, sc-2005“ (Santa-
Cruz, Dallas, USA) in einer Verdinnung von 1:5000. Fur die Bestimmung der Grol3e der
detektierten Proteine wurde der mit aufgetrennte GrofRenstandard PageRuler (prestained)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit auf die Membran geblottet.

2.2.5.5 Farbung von Proteinen auf PVDF-Membranen mit Ponceau S und Coomassie-

Brilliant-Blau

Die Proteine auf der PVDF-Membran wurden mit Ponceau S oder Coomassie-Brilliant-Blau
angefarbt. Dadurch wurde Uberprift, ob die Proteine aus dem Gel beim Blotten gleichmafig
auf die PVDF-Membran Ubertragen wurden und ob die Proteinkonzentration der
verschiedenen Proben gleichmafig war. Fur die Ponceau-Farbung wurden die Membranen in
0,1 % Ponceau S in 5 % Essigsaure inkubiert und anschlieBend unter flieRendem Wasser
weggewaschen, bis die gewinschte Farbung erreicht war (Stochaj et al. 2006). Fir die
Coomassie-Farbung wurden die Membranen 10 min in Coomassie-Farbelésung (0,1 %
Coomassie-Brilliant-Blau G-250 (w/v), 50 % Methanol (v/v), 10 % Eisessig (v/v)) inkubiert und
dabei geschwenkt und anschlieRend mit Entfarbelésung (5 % Methanol (v/v), 9 % Eisessig

(v/v)) gewaschen.
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2.3 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen erfolgten mit Excel oder JMP (2.1.8). Mit Hilfe von Quantil-Quantil
(QQ)-Diagrammen und dem Shapiro-Wilk-Test wurde zuerst tberprift, ob die Daten Normal-
verteilt waren. Die Varianzgleichheit wurde mit anschlie3end mit dem Welch-Test Uberprift.
Wenn die Analysen zeigten, dass die Annahme der Normalverteilung und der Varianz-
gleichheit gerechtfertigt war, erfolgte die statistische Auswertung mit dem zweiseitigen
students T-Test oder mit einer einfachen Varianzanalyse (one-way ANOVA, Tukey Kramer
Test). Andernfalls erfolgte die statistische Auswertung mit dem nichtparametrischen Wilcoxon-

Rangsummen Test.

2.4 Kollaborationen

Die Cytokinin-Messungen erfolgten in Kooperation mit Dr. O. Novak (Palacky Universitat,
Olomouc, Tschechien) nach Novéak et al. (2008).

In Zusammenarbeit mit Dr. Benoit Landrein (University of Cambridge, Cambridge,
GrofRbritannien) wurde die Untersuchung der Gré3e und des Plastochronratios des Meristems
von pTCSn:GFP ugt76cl,2 _a Mutanten (Zurcher et. al 2013, diese Arbeit) und ckx3,5
ugt76cl,2 -Quadrupelmutanten durchgefiihrt. Von ihm wurden auf3erdem die Arbeiten zur
Charakterisierung der pTCS:GFP-Domane, im Hintergrund der ugt76c1,2_a-Mutationen mit
und ohne die Zugabe von Cytokinin, durchgefthrt. Die von ihm durchgefiihrten Arbeiten
erfolgten wie beschrieben in: Landrein et al. (2015) und Gruel et al. (2016).

Die Bestimmung der Anzahl der juvenilen Blatter zur Beurteilung ob der Ubergang von der
juvenilen zur adulten vegetativen Wachstumsphase verandert war, erfolgte in
Zusammenarbeit mit Dr. Séren Werner (Freie Universitat, Berlin) nach (Werner 2016).

In Kooperation mit Bruno Muller (Universitat Zirich, Zurich, Schweiz) wurde die Morphologie
von Arabidopsis-Embryonen der ugt76c1,2_a-Doppelmutanten nach Zircher et al. (2016)

untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1 UGT76C1l und UGT76C2 sind im Zytosol und im Nukleus lokalisiert

Die Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation der Cytokinin-N-Glucosyltransferasen sind
wichtig, da sie zeigen, in welchem Zellkompartiment der Stoffwechselweg der Cytokinin-N-
Glucosylierung angesiedelt ist und wie dieser in das Cytokininhoméostase-System
einzuordnen ist. Im Rahmen meiner Masterarbeit erfolgte die Untersuchung der subzellularen
Lokalisation von Arabidopsis UGT76C1-GFP- und UGT76C2-GFP-Fusionsproteinen in
transient transformierten Nicotiana benthamiana (N. benthamiana)-Blattern. Das GFP-Signal
war hauptséachlich im Zytosol und im Nukleus detektierbar (Brock 2012). Neben den flachigen
Signalen des Zytosols waren zudem auch vesikulare Strukturen zu beobachten, die keinem
Kompartiment klar zugeordnet werden konnten. In-silico-Sequenzanalysen wiesen fir beide
Glucosyltransferasen auf das maogliche Vorhandensein N-terminaler Signalsequenzen des
sekretorischen Wegs hin (Brock 2012). Um Uberexpressionsartefakte der transienten
Expression auszuschlie3en, wurden in meiner Masterarbeit bereits stabile 35S:UGT76C2-
GFP-Arabidoisis-Linien hergestellt und in der T1-Generation oberflachlich charakterisiert
(Brock, 2012).

Im Rahmen meiner Doktorarbeit wurden fur 35S:UGT76C2-GFP homozygote Linien
identifiziert und stabile 35S:UGT76C1-GFP-Arabidopsis-Linien hergestellt, von denen
ebenfalls homozygote Linien isoliert wurden (s. Abschnitt 3.3.1).

Zuerst wurde die subzellulare Lokalisation von UGT76C1-GFP und UGT76C2-GFP im Detail
untersucht. Zum Vergleich fur eine zytoplasmatische Lokalisation wurde die raumliche
Verteilung von freiem GFP analysiert. Die Untersuchungen erfolgten in Wurzelspitzen von
sieben Tage alten Arabidopsis-Keimlingen mittels konfokaler Mikroskopie (Abbildung 6). Das
freie GFP zeigte in den peripheren, die zentrale Vakuole umgebenden, Zellbereichen das
typische flachige Muster zytosolischer Proteine und eine klare Trennung zur Zellmembran.
Auch im Nukleus war ein eindeutiges Signal erkennbar, wobei ein Bereich, wahrscheinlich der
Nukleolus, ausgespart blieb. Die Signale von UGT76C1-GFP und UGT76C2-GFP zeigten
insgesamt sehr &hnliche Muster. Die Untersuchungen belegen, dass UGT76C1-GFP und
UGT76C2-GFP im Cytoplasma und im Nukleus lokalisiert sind. Vesikulare Strukturen, die in
den transient transformierten Tabakblattern zu erkennen waren (Brock, 2012) und auf eine
Lokalisation im sekretorischen Weg hinweisen kdnnten, wurden nicht beobachtet. Demnach
ist davon auszugehen, dass die Cytokinin-N-Glucosylierung hauptséchlich im Cytoplasma

erfolgt.
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35S:GFP 35S:UGT76C1-GFP 35S:UGT76C2-GFP

Abbildung 6. Subzellulare Lokalisation von freiem GFP sowie der Fusionsproteine UGT76C1-GFP und
UGT76C2-GFP in Wurzeln stabil transformierter Arabidopsis-Pflanzen.

Das GFP-Protein (A) und die Fusionsproteine UGT76C1-GFP (B) und UGT76C2-GFP (C) waren im Zytosol und
im Nukleus lokalisiert. Die Analysen der Wurzelepidermiszellen der transgenen Arabidopsis-Linien 35S:GFP,
35S:UGT76C1-GFP und 35S:UGT76C2-GFP erfolgten mittels konfokaler Mikroskopie am siebten Tag nach der
Keimung (TNK). Der MaR3stab entspricht 10 pm.

3.2 UGT76C2 zeigt gewebe- und entwicklungsspezifische Expressionsmuster

Die Untersuchung der Expressionsdomanen eines Gens kann wichtige Hinweise dafir liefern,
welche Entwicklungsstadien und Prozesse von diesem beeinflusst werden. Fir UGT76C1 und
UGT76C2 wurde bereits eine Reporterstudien durchgefiihrt (Wang et al. 2011, Wang et al.
2013). Die Konstrukte enthielten als Promotorfragment eine 2000 bp lange Sequenz vor dem
UGT76C2-Startcodon (Wang et al. 2011) bzw. fir UGT76C1 eine 350 bp lange Sequenz vor
dessen Startcodon. Die Ergebnisse dieser Arbeiten stimmen mit vorhandenen
Microarraydaten nur bedingt Gberein (Schmid et al. 2005). Dies kdnnte darauf hinweisen, dass
in den publizierten Reporterkonstrukten nicht alle relevanten cis-regulatorischen Elemente
enthalten waren. Daher sollten im Rahmen dieser Arbeit neue Reporterkonstrukte generiert
werden. Daflir wurde zuvor eine bioinformatische Analyse durchgeftihrt, um alle relevanten
cis-regulatorischen Elemente in die Reporterfragmente einzuschlieen. Dabei wurde das
Vorkommen und die Verteilung bekannter Bindemotive von B-Typ-ARRs und des WUS-
Transkriptionsfaktors im UGT76C1- und UGT76C2-Locus untersucht.

3.2.1 Die UGT76C1- und UGT76C2-Loci enthalten cis-regulatorische Elemente von B-
Typ- ARR und WUSCHEL-Transkriptionsfaktoren

UGT76C2 gehort zu der Gruppe der gut charakterisierten Cytokininantwortgene. Zahlreiche
Studien belegen, dass dessen Expression durch Cytokinin induziert wird (Bhargava et al.
2013, Brenner et al. 2012, Smehilova et al. 2016). Die Transkription der primaren Cytokinin-
Antwortgene wird durch aktivierte B-Typ-ARR-Transkriptionsfaktoren initiiert (Brenner et al.
2005). Fir ARR1, ARR2, ARR10 und ARR12 wurde das In-vitro-Bindemotiv AGAT(C/T)
identifiziert und als Cytokininantwortmotiv (Cytokinin response motif, CRM) bezeichnet
(Hosoda et al. 2002, Imamura et al. 2003, Ramireddy et al. 2013, Sakai et al. 2000, Sakai et al.
2001). Fur ARR1 konnte das CRM erweitert werden (AAGAT(C/T)TT, extended CRM, ECRM)
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(Taniguchi et al. 2007) und es wurden auch weitere Varianten des ECR-Motivs identifiziert,
beispielsweise AGAT(A/T)CG fur ARR1 und CGGATCCG fiir ARR10 (Zubo et al. 2017).

Metaanalysen von Microarray-Daten zeigen, dass die Haufigkeit des Auftretens von CRM-
Sequenzen in den Promotorregionen von bekannten Cytokininantwortgenen nicht signifikant
erhdht ist, die des ECRMs aber schon (Bhargava et al. 2013). Daher wurde in die vorliegende

Analyse das CRM nicht miteingeschlossen.

A UGT76C UGT76C
H ® ¢ h%:'w FH
‘
B  PIRL1
S I ¢
| >EH:|UGT7GC2(1500):UGT76C2-GFP
A ®
¢ ? ¢ i
[ > ] UGT76C2(1500):GFP
A ®
D
bh’:’“:uermcz(svs):uewecz-eFP
- ? C
| = ] UGT76C2(815):GFP
O ECRM (Taniguchi et al. 2007) @ WUS (Lohmann et al. 2001)
* imperfect ECRM @ WUS (Busch et al. 2010)
® ARR1,10 (Zubo et al. 2017)
V ARR1 (Ramireddy et al.2013) 1000 bp

Abbildung 7. Ubersicht iiber die cis-regulatorischen Elemente von B-Typ-ARR- und WUS-
Transkriptionsfaktoren im UGT76C1- und UGT76C2-Locus sowie Uber den Aufbau der UGT76C2-
Reporterkonstrukte.

A) Darstellung der genomische Struktur des UGT76C1- und des UGT76C2-Locus mit Bindestellen von B-Typ-ARR-
und WUS-Transkriptionsfaktoren (siehe Legende).

B) bis E) Ubersicht iiber die UGT76C2-Reporterkonstrukte. Als Promotorsequenzen wurden Fragmente mit einer
Lange von 1500 bp (UGT76C2(1500)) bzw. 815 bp (UGT76C2(815)) vor dem UGT76C2-Startcodon entweder vor
die gesamte genomische Sequenz von UGT76C2 mit GFP (B und D) oder GFP allein kloniert (C und E). Weil3er
Pfeil: Promotorfragment; Schwarzer Pfeil: Startcodon; Schwarze Balken: Exons; weil3e Balken: Introns; griine
Balken: GFP.

Die UGT76C1l- und UGT76C2-Loci enthalten mehrere der beschrieben B-Typ-ARR-
Bindemotive, eine Ubersicht zeigt Abbildung 7A. Das ECR-Motiv wurde zwei Mal identifiziert
und liegt jeweils im zweiten Exon von UGT76C1 und UGT76C2. Vier Mal konnten ECR-Motive
mit leichten Abweichungen von der Konsensussequenz beobachtet werden. Diese weisen
anstelle des vorletzten ,T¢ ein ,G* oder anstelle des ,TT* ein ,CG* auf (AAGATTGT und
AAGATCGT). Diese Variationen des ECR-Motivs werden hier als ,imperfekte ECRM*
bezeichnet und traten bei UGT76C2 zwei Mal im Promotor und ein Mal im Intron sowie im
zweiten Exon auf (Abbildung 7A). Die ARR1- und ARR10-Bindemotive, die von Zubo et al.
(2017) und Ramireddy et al. (2013) beschrieben wurden, kamen einmal im Promotor und drei
Mal im zweitem Exon von UGT76C2 vor und bei UGT76C1 jeweils zwei Mal im ersten sowie
im zweiten Exon vor. Interessanterweise liegen die meisten der B-Typ-ARR-Bindestellen nicht
wie erwartet in den mutmallichen Promotor-Regionen, sondern vor allem in den kodierenden
Bereichen. EIf der insgesamt 13 identifizierten B-Typ-ARR-Bindemotive liegen in der

intragenischen Sequenz von UGT76C1 und UGT76C2. In den Promotorregionen hingegen



60 |ERGEBNISSE

konnten fir UGT76C2 nur drei B-Typ-ARR-Bindemotive identifiziert werden und in der
intergenischen Region zwischen UGT76C2 und UGT76Cl gab es keine Typ-B-ARR-
Bindemotive. Microarray-Daten geben Hinweise darauf, dass UGT76C1 und UGT76C2
spezifisch in der SAM-Domane des organisierenden Zentrums (Wuschel-Doméne), welches
die Stammzellen reguliert, exprimiert werden (Winter et al. 2007, Yadav et al. 2009). Aus
diesem Grund wurden die UGT76C1- und UGT76C2-Loci auch auf das Vorhandensein von
bekannten Bindestellen des WUS-Transkriptionsfaktors untersucht.

Die Promotor-Regionen und die kodierenden Sequenzen des UGT76C-Locus enthalten vier
WUS-Bindesequenzen: das CACGT-Motiv (Busch et al. 2010) im Promotor und das
TTAATSS-Motiv (Lohmann et al. 2001) zwei Mal im Intron und ein Mal im zweiten Exon
(Abbildung 7A). Auch hier befindet sich das TTAATSS-Motiv nur in der intragenischen
Sequenz von UGT76C2.

Transkriptomdaten zeigten auf3erdem, dass durch Auxin die Expression von UGT76C2
herunter und die von UGT76C1-induziert wird (personliche Mitteilung Dr. E. Benkova). Daher
wurden die UGT76C1- und UGT76C2-Loci auf das Vorhandensein des Auxin-Response-
Elements (AuxRe:TGTCTC) (Ulmasov et al. 1997, Ulmasov et al. 1995) hin untersucht. Dieses
konnte zwei Mal in der Promotorregion von UGT76C2 identifiziert werden (Abbildung 7A).

3.2.2 Reporterkonstrukte zur Untersuchung der Promotoraktivitat von UGT76C2

Die beiden Gene UGT76C1 und UGT76C2 liegen direkt nebeneinander und sind nur durch
eine 183 bp lange intergenische Region getrennt. Ihre Expression scheint jedoch zumindest
teilweise unabhéngig voneinander reguliert zu werden. Beispielsweise wird nur die Expression
von UGT76C2 durch Cytokinin induziert. Die Abgrenzung des Promotors von UGT76C1 fallt
schwer, da dieser moglicherweise mit der kodierenden Sequenz von UGT76C2 tberlappt. Aus
diesem Grund und da der Vergleich der Einzelmutanten darauf hinweist, dass UGT76C2 die
bedeutendere Komponente der Cytokinin-N-Glucosylierung zu sein scheint (Smehilova et al.
2016), wurde in dieser Arbeit nur das Expressionsmuster von UGT76C2 untersucht.

Wie oben beschrieben, geben Microarray-Daten Hinweise auf eine domanenspezifische
Expression beider Cytokinin-N-Glucosyltransferasen im SAM (Yadav et al. 2009). Um die
genauen Expressionsdoméanen im Meristem mittels konfokaler Mikroskopie untersuchen zu
kénnen, wurde als Reporter GFP verwendet. Um die Bedeutung der intragenischen
Bindemotive der Transkriptionsfaktoren WUS und der B-Typ-ARRs untersuchen zu kénnen,
wurde die Expression des GFP-Signals von Konstrukten mit und ohne genomische UGT76C2-
Sequenz verglichen. Eine Ubersicht tiber die vier hergestellten Reporter-Konstrukte ist in
Abbildung 7B-E dargestellt. Als mutmaflliche Promotoren wurden eine 1500 bp
(PUGT76C2(1500)) und eine 815 bp lange Sequenz (pUGT76C2(815)) vor dem UGT76C2-

Startcodon mit und ohne die genomische UGT76C2-Sequenz vor die eGFP-Sequenz kloniert.
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3.2.3 Das Expressionsmuster von UGT76C2 ist gewebe- und entwicklungsspezifisch
In der T1- und T2-Generation wurden die Expressionsmuster der vier UGT76C2-
Reporterkonstrukte (Abbildung 7B-E) unter dem Fluoreszenzmikroskop in Wurzeln von jeweils
8-22 Linien untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Lange der gewahlten
Promotorfragmente keinen Einfluss auf das Expressionsmuster hatte. Die Expressionsmuster
der Reporterkonstrukte, bei denen GFP allein oder als UGT76C2-GFP-Fusionsprotein
exprimiert wurde, unterschieden sich hingegen deutlich. Dies impliziert zum einen, dass
bereits die kirzere Version des Promotors alle wesentlichen Elemente fur die Regulation der
Expression enthalt und unterstreicht zum anderen die Wichtigkeit der intragenischen cis-

regulatorischen Elemente.

pUGT76C2:UGT76C2-GFP pUGT76C2:GFP

Abbildung 8. Nachweis der UGT76C2-Reporteraktivitat in Infloreszenzmeristemen von Arabidopsis.

Die Untersuchung der Expression von pUGT76C2:UGT76C2-GFP bzw. von pUGT76C2:GFP erfolgte mittels
konfokaler Mikroskopie. Das Meristem ist von oben (A, C, D und E) oder von der Seite (B und F) dargestellt. Die
Uberlagerung des griinen GFP-Signals mit dem Durchlicht zeigt Abbildung (A) und das GFP-Signal allein zeigen
die Abbildungen (B, C, D, E und F). Gefilllte Pfeilspitzen markieren die Expression in der L1-Zellschicht. Sternchen
kennzeichnen die Expressionsdoméane im Zentrum des Meristems. Lokale Expressionsmaxima sind mit Pfeilen und
lokale Expressionsminima durch ungefiillte Pfeilspitzen markiert. Der Maf3stab entspricht 25 pm.

In der T2-Generation wurden anhand der Segregation des Selektionsmarkers
Einzelinsertionslinien identifiziert. Aus zeitlichen Grinden wurden alle weiteren
Untersuchungen nur mit den Konstrukten durchgefiihrt, welche die langere Version des
Promotors enthielten (UGT76C2(1500):UGT76C2-GFP und UGT76C2(1500):GFP). Diese
werden im Folgenden als pUGT76C2:UGT76C2-GFP und pUGT76C2:GFP bezeichnet. Fur
beide Konstrukte wurden jeweils mehrere homozygote Linien isoliert, mit denen die
detaillierten Untersuchungen der gewebe- und entwicklungsspezifischen Expressionsmuster
durchgefuhrt wurden. Der Fokus der Analysen wurde auf die Untersuchung des
pUGT76C2:UGT76C2-GFP-Konstruktes gelegt, da dieses die Expression von UGT76C2
wahrscheinlich am besten reflektiert. Um die Relevanz der intragenischen, regulatorischen cis-
Elemente zu untersuchen, wurde die Expression der Reporterkonstrukte mit und ohne
genomische UGT76C2-Sequenz (pUGT76C2:UGT76C2-GFP und pUGT76C2:GFP)

verglichen.
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Beide Reporterkonstrukte wurden im Infloreszenzmeristem doméanenspezifisch exprimiert. Fur
das Reporterkonstrukt UGT76C2:UGT76C2-GFP konnte das starkste Signhal im Protoderm
(L1-Schicht) detektiert werden (Pfeilspitzen, Abbildung 8A und B).

In der L2- und L3-Schicht nahm das Signal deutlich ab. Ein zweites Signalmaximum des
Reporterkonstrukts konnte im Bereich des OZ und in der oberen Zone des RZs-, beobachtet
werden (Stern, Abbildung 8A und B). Weitere Bereiche mit starkeren GFP-Signalen traten
teilweise lokal in der L1/L2-Schicht in unmittelbarer Nahe zu Primordiengrenzen auf (Abbildung
8C und D, Pfeile). Zum anderen konnten auch Bereiche mit einer deutlich schwacheren
Signalintensitat beobachtet werden (ungeftillte Pfeilspitzen, Abbildung 8A, C und D).
Interessanterweise zeigte das pUGT76C2:GFP-Konstrukt ein abweichendes Expressions-
muster. Zwar war das Signal im Meristem auch stark, zeigte aber keine klar abgegrenzte L1-
Schicht (Abbildung 8E und F). Das Signal umfasste auch die Schichten unter der L1-Schicht.
Dabei wurde das Signal nach unten hin graduell schwéacher (Abbildung 8F). Es ist denkbar,
dass die Gradient-Bildung des Signals eine Konsequenz der Diffusion des GFP-Proteins ist.
Weiterhin unterschieden sich die Expressionsmuster der beiden Reporterkonstrukte deutlich
in einem Bereich, der das OZ und den oberen Teil des RZs umfasste. In dieser Doméne war
das Signal fir das pUGT76C2:UGT76C2-GFP-Konstrukt stark (Stern, Abbildung 8A und B),
wohingegen das pUGT76C2:GFP-Konstrukt kaum nachweisbar exprimiert wurde
(unausgefillte Pfeilspitze, Abbildung 8A und B). Diese Beobachtungen weisen darauf hin,
dass die regulatorischen cis-Elemente der Exons und des Introns im Meristem fir die
Regulation der Expression von UGT76C2 physiologisch relevant sind.

In Zusammenarbeit mit Dr. Benoit Landrein (University of Cambridge, Cambridge,
GroRbritannien) wurde die Expression der Reporterkonstrukte pUGT76C2:GFP und
pUGT76C2:UGT76C2-GFP im Meristem mittels konfokaler Mikroskopie mit und ohne der
Zugabe von 50 uM tZ nach 24 und 48 Stunden untersucht und quantifiziert (Abbildung 9).
Beide Reporterkonstrukte wiesen zum Startpunkt (0 h) die zuvor beschriebenen,
charakteristischen Expressionsmuster auf (Abbildung 9A-D). Bei allen Proben konnte
beobachtet werden, dass die Fluoreszenzsignale im zeitlichen Verlauf immer schwécher
wurden (Abbildung 9A-C). Dabei war die Abnahme der GFP-Fluoreszenzsignale bei den mit
Cytokinin-behandelten Proben deutlich schwécher (Abbildung 9B und D). Auch die
Quantifizierung zeigte dies deutlich. In den Proben von pUGT76C2:GFP lag die
Signalintensitat 24 h nach der Induktion bei den mit Cytokinin-behandelten Proben ~58 %
(bzw. nach 48 h ~56°%) uber der von den unbehandelten Referenzproben (Abbildung 9E).
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Abbildung 9. Auswirkung der Cytokininzugabe auf die UGT76C2-Reporteraktivitéat im Infloreszenzmeristem.
A bis D) Expression der Reporterkonstrukte pUGT76C2:GFP (A und B) und pUGT76C2:UGT76C2-GFP (C und D)
0, 24 und 48 Stunden nach der Mock- (A und C) oder Cytokinin-Behandlung (50 pM tZ, B und D). Die
konfokalmikroskopischen Aufnahmen zeigen das Meristem von oben und von der Seite. Die Darstellung der GFP-
Fluoreszenzintensitat erfolgte als heat map. Der Maf3stab entspricht 50 um.

E und F) Die GFP-Signale der Reporterkonstrukte pUGT76C2:GFP (E) und pUGT76C2:UGT76C2-GFP (F) der
verschiedenen Zeitpunkte und Behandlungen wurden quantifiziert und auf den Zeitpunkt O h bezogen. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit Standardfehler (n = 10). Sterne markieren signifikante Unterschiede zwischen Mock- und
Cytokinin-behandelten Proben (*** = p < 0,001; ANOVA). Die Arbeiten erfolgten in Kooperation mit Dr. Benoit
Landrein (University of Cambridge, Cambridge, GroR3britannien).

Fur das pUGT76C2:UGT76C2-GFP verhielt es sich &hnlich. 24 h nach der Induktion lag die
Signalintensitat der behandelten Proben ~56 % Uber der Referenzprobe und 48 h nach der
Induktion ~47 % (Abbildung 9F). Bei Betrachtung der Morphologie der Meristeme fallt auf, dass
diese mit der Zeit kleiner erschienen. Dies wird besonders deutlich bei den mit Cytokinin-
unbehandelten Proben (Abbildung 9A und C). und konnte darauf hinweisen, dass die
Inkubationsbedingungen bei der Behandlung nicht physiologisch waren. Daher konnte die
Verlangsamung der Fluoreszenzabnahme in den mit Cytokinin-behandelten Proben
dafursprechen, dass eine cytokininbedingte Induktion der Expression von UGT76C2-GFP
stattfand. Da in den mit Cytokinin-behandelten Proben die Expressionsmuster langer
aufrechterhalten werden konnten. Die raumliche Verteilung der Reporter verénderte sich nach
der Cytokinin-Zugabe bei beiden UGT76C2-Reporterkonstrukten nicht.
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Abbildung 10. Nachweis der UGT76C2-Reporteraktivitat in verschiedenen Blitenstadien von Arabidopsis.
Die Untersuchung der Expression von pUGT76C2:UGT76C2-GFP und pUGT76C2:GFP erfolgte mittels konfokaler
Mikroskopie. Es wurden Bluten in den Entwicklungsstadien 3 (A und D), 5 (B und E) und 7 (C und F) untersucht.
Die Einteilung der Blitenstadien erfolgte nach Smyth et al. (1990). Pfeilspitzen markieren die L1-Zellschicht. Das
GFP-Signal ist in griin dargestellt. Der Maf3stab entspricht 25 pum.

Die Konstrukte pUGT76C2:UGT76C2-GFP und pUGT76C2:GFP wurden im Verlauf der
Blutenentwicklung in verschiedenen Blitenstadien exprimiert (Abbildung 10A-F). Die
Signalintensitat war in jungen Bliten-Primordien am starksten und wurde in élteren Primordien
zunehmend schwécher (Abbildung 10A-F). Die Signale waren fir das pUGT76C2:UGT76C2-
GFP-Konstrukt allgemein am starksten in der Epidermis (L1-Zellschicht) der Kelchblatter
(Pfeilspitzen, Abbildung 10A-C). Dabei war das Signal starker auf der adaxialen Seite. In
spateren Blitenstadien war ein schwaches Signal auch in jungen Antheren zu verzeichnen
(Stern, Abbildung 10C). Im Gegensatz dazu wies das GFP-Signal des pUGT76C2:GFP-
Konstrukts eine deutlich schwéchere Abgrenzung zwischen peripheren und inneren
Zellschichten auf. In den spateren Blitenstadien 5 und 7 war das Signal fir das
pUGT76C2:GFP-Konstrukt eher abaxial lokalisiert und wurde nach innen graduell schwécher.
Auf der inneren Seite der Kelchblatter und in den Antheren war das Signal kaum vorhanden
(Abbildung 10D-F). Die beobachtete Gradientenbildung des Signals fiir das pUGT76C2:GFP-
Konstrukt konnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass das freie GFP-Protein teilweise
diffundiert. Auch in Bezug auf die Expression von UGT76C2 in der Blitenentwicklung belegen
die unterschiedlichen Expressionsmustern der zwei Reporterkonstrukte die physiologische
Bedeutung der intragenischen, regulatorischen cis-Elemente.

Das Expressionsmuster der beiden Reporterkonstrukte wurde auch in Wurzelapizes 4 Tage
nach der Keimung untersucht. Das Reporterkonstrukt pUGT76C2:UGT76C2-GFP zeigte die
starkste Aktivitat in den unteren Zellschichten der Columella und in den Zellen des quiescent
centers (QCs, Pfeilspitzen, Abbildung 11A-C).
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Abbildung 11. Nachweis der UGT76C2-Reporteraktivitat im Hautpwurzelapex von Arabidopsis.

Die Untersuchung der Expression von pUGT76C2:UGT76C2-GFP (A bis C) bzw. pUGT76C2:GFP (D bis F) erfolgte
mittels konfokaler Mikroskopie. Das GFP-Signal ist in griin dargestellt, das Signal der Membranfarbung mittels
Propidiumiodid in Magenta. Das quiescent center (QC) ist mit Pfeilspitzen, die Endodermis mit E, der Perizykel mit
P markiert. Der Maf3stab entspricht 25 pum. Die Untersuchung erfolgte 4 TNK.

Ein schwécheres Signal konnte auch in den Stammzellen um das QC, in der Epidermis, der
Cortexendodermis und dem Perizykel beobachtet werden (Abbildung 11A-C). Wie auch schon
im Infloreszenzmeristem, in jungen Primordien und in Bliten zeigte das pUGT76C2:GFP-
Konstrukt ein abweichendes Expressionsmuster. Fir dieses Konstrukt beschrankte sich das
Signal auf den zentralen und unteren Bereich der Columella. In den Zellen des QCs, der
Stammzellen und des Zentralzylinders konnte hingegen kein Signal beobachtet werden
(Abbildung 11D-F). Die Untersuchungen in der Wurzelspitze weisen ebenfalls auf die
Wichtigkeit der intragenischen cis-Elemente hin, da diese fiir die Expression des Reportergens
im Wurzelmeristem notwendig sind.

Die Expressionsmuster wurden fir beide Reporterkonstrukte auch in der
Lateralwurzelentwicklung untersucht. Das Reporterkonstrukt pUGT76C2:UGT76C2-GFP
wurde in Lateralwurzel-Primordien (LWP) ab Stadium IV exprimiert. Die Expression
beschrénkte sich dabei zunachst auf die du3erste Zellschicht (Abbildung 12A und B). Neuere
Studien zeigen, dass im Stadium 1V/V das QC gebildet wird (Goh et al. 2016). In dieser
Entwicklungsphase etablierte sich auch fir das pUGT76C2:UGT76C2-GFP-Konstrukt ein
starkes Signal im QC (Abbildung 12C und D, Pfeilspitzen). Daneben war ein schwéacheres
Signal in der Epidermis des LWP zu verzeichnen. In LWP des Stadium VI beschrankte sich
das Signal fast ausschlief3lich auf das QC (Abbildung 12E und F). Ab dem Stadium IV/V war
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auch ein deutliches Signal in den basalen Zellen am Ubergang zu den Perizykelzellen der

Hauptwurzel (Abbildung 12; Stern) zu erkennen.

pUGT76C2:UGT76C2-GFP
A C

FU

Abbildung 12. Nachweis der UGT76C2-Reporteraktivitat wéhrend der Lateralwurzelentwicklung von
Arabidopsis.

Die Untersuchung der Expression von pUGT76C2:UGT76C2-GFP (A bis J) bzw. pUGT76C2:GFP (K bis T) erfolgte
mittels konfokaler Mikroskopie. Gezeigt werden verschiedene Stadien der Lateralwurzelentwicklung. Die
Abbildungen des griinen GFP-Signals allein und der Uberlagerung des GFP-Signals mit dem Durchlichtkanal sind
dabei jeweils Ubereinander dargestellt. Die Einteilung der Entwicklungsstadien der LWP erfolgte nach Malamy und
Benfey (1997) und ist mit rdmischen Ziffern bzw. em (emerged) angegeben. Pfeilspitzen markieren das QC.
Sternchen markieren die Expression in basalen Zellen am Ubergang zum Perizykel der Hauptwurzel. Der MaRstab
entspricht 25 pm

In der weiteren Entwicklung tritt das LWP durch die Endodermis hervor (Stadium emerged;
em) und die Gewebe der Leitbindel, Perizykel, Endodermis und Cortex und Epidermis
differenzieren sich (Malamy und Benfey 1997, Péret et al. 2009, Vermeer und Geldner 2015).
In diesem Stadium war das Signal am starksten im QC und in den umliegenden Stammzellen.
Schwéchere Signale konnten daneben in der auf3eren Schicht der Columella, im Perizykel und
in der Endodermis detektiert werden (Abbildung 12G-J). In diesem Stadium entsprach das
beobachtete  Expressionsmuster des pUGT76C2:UGT76C2-GFP-Konstrukts damit
weitgehend dem im Hauptwurzelapex, mit dem Unterschied, dass das Signal im LWP in der
Columella schwéacher war.
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Im Vergleich wurde auch das Expressionsmuster des pUGT76C2:GFP-Konstrukts untersucht.
Die rdumliche Verteilung der Signale war unterschiedlich. In den LWP-Stadien IV/V war das
Signal des pUGT76C2;GFP-Konstrukt in alle Zellschichten des LWP detektierbar. Dabei
konnte, wie schon in anderen Geweben, beobachtet werden, dass die Intensitat des Signals
in den auleren Zellschichten am starksten war und basiswarts, graduell schwacher wurde
(Abbildung 12K-N). In den Stadien VI und em wurde der graduelle Charakter des Signals noch
ausgepragter (Abbildung 120-T). Im Bereich des QCs und der Stammzellen war das Signal
des pUGT76C2-GFP-Konstrukts nur sehr schwach exprimiert. Es ist sogar fragwurdig, ob das
GFP-Reporterprotein in diesem Bereich Uberhaupt exprimiert wurde oder ob das Signal in
diesem Bereich nur auf die Diffusion des GFP-Proteins aus den &uf3eren Zellschichten
zurickzufiihren war. In spateren Stadien war auch an der Basis der Lateralwurzel im
Zentralzylinder ein deutliches Signal sichtbar (Abbildung 12S und T).

Die Reportergenanalysen der beiden Konstrukte in der Wurzelentwicklung sind ein weiterer
Beleg fiur die physiologische Relevanz der mit Cytokinin assoziierten cis-Elemente in der
UGT76C2-Sequenz.

pUGT76C2:UGT76C2-GFP

— e B e =
Abbildung 13. Aktivitat des pUGT76C2:UGT76C2-GFP-Reporters wéhrend der Embryogenese von
Arabidopsis.
Die Analyse der Expression von pUGT76C2:UGT76C2-GFP erfolgte mittels konfokaler Mikroskopie. Die
Untersuchung erfolgte in verschiedenen Entwicklungsstufen: Octant-Stadium (A), 16-Zellstadium (B), Herzstadium
(C), friihes bis spéates Torpedostadium (D bis F), reifer Embryo (G und H). Pfeilspitzen markieren die Abgrenzung
zwischen unterem und oberem Protoderm in (B und C). Ungefillte Pfeilspitzen kennzeichnen ein
Expressionsmaximum in den Spitzen der Kotyledonenprimordien in (D). Weitere Kennzeichnungen: Hypophyse: H,
Protoderm: P, En: inneres Endothel, Epidermis/ L1-Zellschicht: E, quiescent center: QC, Columella: C. Der Maf3stab
entspricht 25 pm.

Die Untersuchungen in den verschiedenen Pflanzenorganen haben die Wichtigkeit der
regulatorischen, intragenischen cis-Elemente belegt. Bei den Untersuchungen des

Expressionsmusters im Verlauf der Embryogenese wurde der Fokus daher auf das
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pUGT76C2:UGT76C2-GFP-Konstrukt gelegt.

Im Samen wurde in der inneren Schicht des Endothel ein Signal detektiert (Abbildung 13B).
Im Verlauf der Embryoentwicklung war das Signal im Octant-Stadium in den Zellen des
Suspensors, der Hypophyse und etwas schwacher im globuldaren Embryo zu beobachten
(Abbildung 13A).

Im 16-Zellstadium war das Signal weiterhin im Suspensor und der Hypophyse, aber nur noch
im basalen Teil des Protoderms detektierbar (Abbildung 13B; Abgrenzung weil3e Pfeilspitzen).
Im Herzstadium war das Signal in den Zellen des QCs am stéarksten. Das Signal war auch in
der Endodermis deutlich sichtbar, dabei war es in den apikalen Bereichen der
Kotyledonenprimordien etwas starker (Abbildung 13E). Teilweise war das Reporterkonstrukt
auch in der Domane unterhalb des SAMs aktiv (Abbildung 13D-G). In jungen und spéaten
Torpedostadien war das beobachtete Expressionsmuster des Reporterkonstrukts dem des
Herzstadiums sehr &hnlich. Im Wurzelapex konnte neben dem Signal im QC auch in der
Columella ein Signal beobachtet werden (Abbildung 13E-F). Dieser Trend war bereits beim
Ubergang vom Herz- zum Torpedostadium erkennbar (Abbildung 13D). Insgesamt wurde die
Expression des Reporterkonstrukts in der weiteren Entwicklung schwécher und beschrankte
sich im reifem Embryo auf die Wurzelspitze (Abbildung 13G). In diesem Stadium sind alle
Entwicklungsvorgange weitgehend abgeschlossen und der Embryo geht in die Samenruhe
tber.

Die Reporterstudie hat eindeutig gezeigt, dass die Reporterkonstrukte von UGT76C2 gewebs-
und entwicklungsspezifisch exprimiert wurden. Daher ist anzunehmen, dass UGT76C2 und
damit der Stoffwechselweg der Cytokinin-N-Glucosylierung fir die Regulation und
Aufrechterhaltung der Cytokininhomd@ostase in der Entwicklung und in den verschiedenen
Geweben von physiologischer Bedeutung ist.

Der Vergleich der verschiedenen Reporterkonstrukte belegt die Wichtigkeit und die
physiologische Relevanz der intragenischen, regulatorischen cis-Elemente der
Cytokininantwort. Insbesondere die Expression in der zentralen Doméane des Meristems, im
QC sowie den Stammzellen des Wurzelmeristems scheint ausschliel3lich von den

intragenischen ARR- und WUS-Bindemotiven vermittelt zu werden.
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3.3 Die Uberexpression von UGT76C1-GFP und UGT76C2-GFP beeinflusst die
pflanzliche Entwicklung und die Cytokinin-Sensitivitat

Die Uberexpression eines Gens kann Hinweise auf die biochemische Aktivitat und
physiologische Relevanz des Genprodukts geben und inwieweit dieses an der Regulation
bestimmter Stoffwechselwege beteiligt ist. Erfolgt die Expression unter einem starken,
konstitutiven Promotor kénnen allerdings nur bedingt Aussagen Uber die Beteiligung des Gens

an Entwicklungsprozessen getroffen werden.

3.3.1 Herstellung von UGT76C1- und UGT76C2-Uberexpressionslinien

Im Zuge meiner Masterarbeit wurden stabile, transgene Arabidopsis-Linien erzeugt, bei denen
die cDNA von UGT76C2 als Fusionsprotein mit GFP unter der Kontrolle des konstitutiven
Cauliflower Mosaic Virus 35S (35S)-Promotors Uberexprimiert wurde. Die Pflanzen der T1-
Generation zeigten phéanotypische Veranderungen. Im Vergleich zum WT wiesen diese
verkleinerte Rosetten, eine verzogerte Entwicklung und Bliahinduktion sowie dinnere
Blutensprosse und eine insgesamt verringerte Wuchshoéhe auf (Brock 2012). Von diesen
Pflanzen wurden fir die weitere Charakterisierung homozygote Linien isoliert. Fur die
nachfolgenden Untersuchungen wurden die Linien p35S:UGT76C2-GFP #5-5 und
p35S:UGT76C2-GFP #50-5 verwendet, die im Folgenden als UGTC20x-50 und UGTC20x-5
bezeichnet werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden auch von UGT76C1 p35S-Uberexpressionslinien
hergestellt. Fir die Klonierung der Konstrukte wurde UGT76C1-cDNA verwendet und C-
terminal mit GFP fusioniert. Das p35S:UGT76C1-GFP-Konstrukt wurde in Arabidopsis-
Pflanzen transformiert und es wurden 50 Primartransformanten isoliert. Um die Linien mit der
starksten Expression des Transgens zu identifizieren, wurde in den Blitenblattern das GFP-
Fluoreszenzsignal mikroskopisch untersucht. 10 T1-Linien zeigten ein GFP-Signal in den
Blitenblattern (p35S:UGT76C1-GFP #4, #5, #8, #10, #25, #30, #39, #40, #43 und #46, Daten
nicht gezeigt). Anders als bei den UGTC2ox-Linien konnten bei den selektierten Pflanzen nur
geringfligige morphologische Veranderungen beobachtet werden (Abbildung S1A). In der T2-
Generation wurde anhand der Segregation des Selektionsmarkers untersucht, ob es sich bei
den Linien um Einzelinsertionen handelte. Dies war bei allen Linien auf3er der Linie #8 der Fall.
Zur Auswahl der zwei Linien mit der starksten Expression des Transgens wurden Protein-
Immunoblot-Analysen durchgefuhrt. Die hochste Abundanz des UGT76C1-GFP Proteins
wiesen die p35S:UGT76C1-GFP-Linien #5 und #10, nachfolgend bezeichnet als UGTC1o0x-5
und UGTClox-10, auf (Abbildung S1B). Der Immunoblot zeigte weiterhin, dass die
Signalintensitat des Transgens in den UGTClox-Linien insgesamt schwéacher war als in den
UGTC2o0x-Linien (Abbildung S1B).
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In homozygoten Uberexpressionslinien von UGT76C1 und UGT76C2 wurden die
Transkriptlevel der Transgene mittels gqPCR quantifiziert. In den UGTC1ox-5- und UGTClox-
10-Linien war das Expressionslevel von UGT76C1 im Vergleich zum WT 239-fach bzw. 208-
fach erhoht (Abbildung 14A). Die Expression von UGT76C2 war in den Linien UGTC20x-5 und
UGT76C2-50 im Vergleich zum WT hingegen 735-fach bzw. 720-fach erhdht (Abbildung 14B).
Immunoblot-Analysen zeigten, dass auf Proteinebene die Abundanz des UGT76C2-GFP-
Fusionsproteins deutlich héher war als die von UGT76C1-GFP (Abbildung 14A). Messung der
Cytokinin-N-Glucosid-Konzentrationen (iP7G, iP9G, tZ7G, tZ9G, cZ9G) zeigte, dass diese in
den UGTC1ox- und UGTC2ox-Linien stark erhdht waren (Abbildung 14C). Dies belegt, dass
die Fusionsproteine UGT76C1-GFP und UGT76C2-GFP in planta aktiv waren und dass der
Stoffwechselweg der Cytokinin-N-Glucosylierung durch die Uberexpression verstarkt wurde.
Sowohl das relative Transkriptlevel des Transgens als auch die Abundanz des Genprodukts
sowie der Gehalt der Cytokinin-N-Glucoside war in den UGTC2ox-Linien deutlich héher als in
den UGTC1ox-Linien (Abbildung 14).
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Abbildung 14. Die Expression der Transgene und die Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat ist in
homozygoten UGTClox- und UGTC2o0x-Linien stark erhdht.

A) und B) qPCR-Analyse der Expressionsniveaus von UGT76C1 und UGT76C2 in elf Tage alten Arabidopsis-
Keimlingen der Linien UGTC1ox-5 und -10 sowie UGT76C20x-5 und -50. Angegeben sind die Mittelwerte der
relativen Transkriptlevel mit Standardfehlern. Das Expressionslevel des WTs wurde auf 1 gesetzt (n = 4).

C) Immunoblotanalyse der Proteinabundanz von UGT76C1-GFP und UGT76C2-GFP in Keimlingen der
Uberexpressionslinien von UGTClox und UGTC2o0x (10 TNK). Es wurden jeweils 5 pg Gesamtproteinextrakt
verwendet. Als Belandungskontrolle diente die Abundanz der mit Coomassie gefarbten Ribulose-1,5-bisphosphat-
carboxylase/-oxygenase (RuBisCo)-Bande.

D) Gesamtgehalt der Cytokinin-N-Glucoside (iP7G, iP9G, tZ7G, tZ9G, ¢Z9G) in Spross- und Wurzeln von in vitro-
angezogenen Keimlingen der Uberexpressionslinien UGTC1ox und UGT76C20x (11 TNK). Angegeben sind die
relativen Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3).
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3.3.2 Charakterisierung der UGTC1ox- und UGTC20x-Linien

3.3.2.1 Molekulare Charakterisierung der UGTClox- und UGTC2o0x-Linien

Die Expression von A-Typ ARRs wird durch Cytokinin induziert und bei cytokinindefizienten
Pflanzen korreliert deren Transkriptlevel oft mit dem Cytokinin-Status (Stolz et al. 2011,
Werner et al. 2003). In den Uberexpressionslinien waren die Expressionslevel von der A-typ
ARR-Gene ARR7 und ARR15 im Vergleich zum WT signifikant verringert (Abbildung 15). In
der Linie UGTC20x-5 waren zusétzlich die Transkriptlevel der ARR-Gene ARR5 und ARR6
geringer als im WT. Nur bei der Linie UGTC1o0x-5 entsprach die Expression von ARR15 dem
WT-Niveau. Die Messungen weisen darauf hin, dass der Cytokinin-Status in den

Uberexpressions-Linien verringert war.
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Abbildung 15. Die Expression von Cytokininantwortgenen ist in den Uberexpressionslinien UGTClox und
UGTC2o0x verringert.

gPCR-Analyse der Transkriptlevel von A-Typ ARRs von UGTC1lox und UGT76C20x-Linien im Vergleich zum WT,
elf TNK. Angegeben sind die Mittelwerte der relativen Transkriptlevel mit Standardfehlern. Das Transkriptlevel des
WTs wurde auf 1 gesetzt (n =3;*=p < 0,05; * = p < 0,01, ** =p < 0,001; ANOVA Tukey-Kramer).

In Kollaboration mit Dr. Ondrej Novak (Palacky Universitat, Olomouc, Tschechien) wurden die
Cytokinin-Metabolite in den Uberexpressionslinien gemessen. In den UGTC1ox-Linien war die
Konzentration des Gesamtcytokinins im Vergleich zum WT etwa verdoppelt und in den
UGTC2-GFP-Linien etwa verzehnfacht (Tabelle 17). Diese Erh6hung resultierte vor allem aus

der Akkumulation von Cytokinin-N-Glucosiden und Cytokinin-Nukleotiden (Tabelle 17).
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Tabelle 17. Cytokinin-Gehalt in UGTC1ox- und UGTC2ox-Linien im Vergleich zum WT.

Gesamt- Cytokinin- Cytokinin- Cytokinin- Cytokinin- Cytokinin-
Cytokinin Basen Riboside Nukleotide N-Glucoside O-Glukoside
WT
Spross 116,06 + 6,84 1,73 £ 0,16 3,44 + 064 17,36 + 1,01 8571 + 6,94 7,83 + 0,80
Wurzel 150,89 + 21,33 882 + 168 17.66 + 4.06 844 + 050 95.44 + 1492 20,53 + 0,38
UGTC10x-5
Spross 27471 + 1237 * 1,95 + 0,09 3,62 + 0,77 22,41 + 0,31 236,09 + 10,83 * 10,65 + 0,84 **
Wurzel 316,80 + 1485 6,50 + 0.86 16,55 + 147 3065+ 405 * 24367 + 1114 1942 + 209
UGTC10x-10
Spross 218,84 + 20,70 1,39 £ 0,26 291 + 045 12,06 + 0,94 193,10 £ 21,55 * 9,37 + 0,57
Wurzel 28861 + 1234 6,88 + 0,52 13,71 + 107 3007 + 447 *™ 21753 + 790 2042 + 175
UGTC20x-5

Spross 1174,09 + 59,39 *** 439 +068 ™ 1233 +248 ™ 5626+ 337 ™ 109651 + 5988 ™ 461 +032*

Wurzel 1440.02 + 67,32 *** 435029 * 1252 + 1.75 2548 + 084 ™ 139565 +6438 ™ 203 + 0,16 ™
UGTC20x-50

Spross 1191,85 + 32,79 ™ 360017 * 732 + 1,15 32,78 £228 ™™ 114367 + 3192 ™ 448027 ™

Wurzel 147922 + 87.67 *** 577 +034 * 1435 + 2.02 2856 + 240 *™* 142899 + 8787 ** 157 + 0,13 ™

Angegeben ist der Mittelwert mit Standardabweichung des absoluten Cytokinin-Gehalts in pmol/g Frischgewicht (n
= 3). Die Keimlinge wurden in vitro angezogen und elf TNK analysiert. (* = p < 0,05; ** = p < 0,01, *** = p < 0,001,
ANOVA Tukey-Kramer).

Wie bereits in Abschnitt 3.3.1 beschrieben war die Konzentration der Cytokinin-N-Glucoside
stark erhoht, was die Aktivitat der Transgene belegte. Dabei waren die Konzentrationen in den
UGTC2ox-Linien deutlich hoher als in den UGTC1lox-Linien (Tabelle 17, Abbildung 14). In
allen Uberexpressionslinien waren die Konzentrationen von iP7G weniger stark erhéht als die
von iP9G. Bei tZ war die tZ9G-Form gegenuiber der tZ7G nur in den UGTC2o0x-Linien erhght
(Abbildung 16A).

Die Gesamtkonzentration der Cytokininbasen war in den Wurzeln bei allen Linien im Vergleich
zum WT tendenziell verringert und in den Sprossen der UGTC2ox-Linien signifikant erhdht
(Tabelle 17). Die Betrachtung der verschiedenen, freien Cytokinin-Basen zeigte, dass
signifikante Anderungen nur in den UGTC2ox-Linien auftraten. Die Konzentration von iP war
in den Sprossen der UGTC2ox-Linien drei bis vier Mal héher als im WT, in den UGTC1ox-
Pflanzen waren diese unverandert. Die tZ-Konzentration betrug in den Wurzeln der UGTC20x-
Linien nur 30 % bzw. 37 % des WTs. Die UGTC1lox-Linien zeigten in dieser Hinsicht denselben
Trend (Abbildung 16B).

Die Gesamtkonzentration der Cytokinin-Nukleotide war in den UGTClox-Linien in den
Wurzeln und in den UGTC2ox-Linien sowohl in den Wurzeln und Sprossen signifikant erhéht
(Tabelle 17). In den UGTC2o0x-Linien war aul3erdem die Konzentration von iPRMP- und
tZRMP-Konzentrationen in den Wurzeln und gréRtenteils auch in den Sprossen signifikant
erhoht (Abbildung 16D). Die Cytokinin-Nukleotide stellen in der Cytokinin-Biosynthese eine
Vorstufe der aktiven Cytokininbasen dar. Zusammen mit der Beobachtung, dass die iP-
Konzentrationen erhéht waren, kdnnten die Beobachtungen darauf hinweisen, dass in den
Uberexpressionslinien die Cytokinin-Biosynthese verstarkt ablief.

Die Konzentration der Cytokinin-Riboside war kaum verandert. Lediglich in den UGTC20x-

Linien war die iPR-Konzentration in den Sprossen signifikant erhéht (Abbildung 16D).
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Die Cytokinin-O-Glucosylierung dient der Inaktivierung von Uberschissigem Cytokinin. Die
Gesamtkonzentration der Cytokinin-O-Glucoside war im Vergleich zum WT in den UGTC20x-
Linien in beiden Geweben signifikant verringert und in den Sprossen der UGTClox-5-Linie
signifikant erhoht (Tabelle 17). Interessanterweise war in den UGTClox-Pflanzen und in den
Sprossen der UGTC2ox-Pflanzen die tZROG-Konzentration stark erhoht (Abbildung 16C). Die
Konzentrationen von tZOG war im Vergleich zum WT in den UGTC1-Pflanzen eher
unverandert oder tendenziell verringert und in den UGTC2ox-Pflanzen groR3tenteils signifikant
verringert (Abbildung 16C).
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Abbildung 16. Auswirkung der Uberexpression von UGT76C1-GFP und UGT76C2-GFP auf den Cytokinin-
Gehalt.

A) bis D) Relativer Gehalt der Cytokinin-N-Glucoside (A), der Cytokinin-Basen (B), der Cytokinin-O-Glucoside (C)
sowie der Cytokinin-Riboside und -Nukleotide (D) in UGTClox- UGTC2ox-Linien im Vergleich zum WT elf TNK.
Angegeben sind relative Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3). Der Wildtyp wurde auf 1 gesetzt und in den Graphen
als rote Linie dargestellt. Sterne markieren signifikante Unterschiede zum WT (* =p <0,05; *=p < 0,01, **=p <
0,001, ANOVA Tukey-Kramer).
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Um zu untersuchen wie sich die verstarkte Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat in den
UGTC1lox- und UGTC2ox-Linien auf die Regulation des Cytokinin-Metabolismus auswirkte,
wurden die endogenen Transkriptlevel von Genen des Cytokinin-Metabolismus bestimmt
(Abbildung 17). Die Transkriptlevel von UGT76C2 waren in Pflanzen der UGTClox- und
UGTC2ox-Uberexpressionslinien deutlich vermindert (Abbildung 17A). Dies zeigt, dass auf
Transkriptionsebene eine negative Feedback-Regulation stattfindet. Das Transkriptlevel von
UGT76C1 war in den UGTC2ox-Linien hingegen kaum verandert, obwohl in den UGTC20x-
Linien Expression des Transgens UGT76C2-GFP sehr viel starker war als in den in den
UGTC1ox-Linien (Abbildung 14C). Die negative-Feedback-Regulation existiert somit nur fir
UGT76C2, nicht aber fur UGT76C1 .

Die Cytokinin-Messungen zeigten, dass in den UGTClox und UGTC2ox-Pflanzen die
Vorstufen der Cytokinine deutlich erhdht waren (Abbildung 16). Aus diesem Grund wurden die
Transkriptlevel von der Biosynthese-Gene (IPT1, IPT3, IPT5, IPT7) und von CYP735A1
untersucht. In den UGTC2ox-Linien waren die Transkriptlevel von IPT1, IPT5 stark und von
IPT7 moderat erhoht. Die gleichen Tendenzen zeigten fir IPT1 beide UGTC1ox-Linien und fur
IPTS die Linie UGTC1ox-10. Bei den UGTC2o0x-Linien war zudem das Expressionslevel von
CYP735A1 im Vergleich zum WT erhéht. Der Unterschied war aber nur fir die Linie UGTC20x-
50 signifikant (Abbildung 17B).

6,0
|mucT76C 19 JmucT7ECT o/PT1 i
o 5" BIPT3 5 T
3 3 = 5.0 /PS5 i
@ 2 1,0 2 m/PT7
S 9 5 mCYP735A1 %
2 7 S 4,0 1
o 20,8 ? I
[=% Q 7
X x o
w St S 3,0 4
) 0 0,6 -~
] o |
= = 2
= © Qo
5 T 04 2 20 1 2
° (0] o i
4 24 2
0,0 0,0 X
N 4 9 42 S
"0 ¥ a9 ¥
é\o & 6\0 &
N RY S R

Abbildung 17. In UGTClox- und UGT76C20x-Uberexpressions-Linien ist der Cytokinin-Metabolismus
verandert.

A) und B) qPCR-Analyse der Expressionsniveaus von UGT76C1 und UGT76C2 (A) und Genen der Cytokinin-
Biosynthese (B) in Arabidopsis-Keimlingen von UGTC1ox- und UGT76C2o0x-Linien im Vergleich zum WT, elf TNK.
Angegeben sind die Mittelwerte der relativen Transkriptlevel mit Standardfehlern. Das Expressionslevel des WTs
wurde auf 1 gesetzt. Ausgefallene Messungen wurden mit einem X markiert. (n = 3; * = p < 0,05; ** = p < 0,01, ***
=p < 0,001; ANOVA Tukey-Kramer).

Als nachstes wurde untersucht, ob die Cytokinin-Sensitivitat durch die verstarkte Cytokinin-N-
Glucosylierung veréndert war. Die Cytokinin-Sensitivitat von Pflanzen kann unter anderem

durch den Vergleich der Reaktion des Wurzelwachstums auf die exogene Zugabe von
Cytokinin untersucht werden. Cytokinin hemmt die Elongation der Hauptwurzel und
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unterdruickt die Entstehung von Seitenwurzeln (Werner et al. 2001). Fiur die Untersuchung
wurden UGTClox- und UGTC2ox-Pflanzen auf cytokininhaltigen Medien verschiedener
Konzentrationen angezogen und die Seitenwurzelbildung und die Lange der Hauptwurzeln
bestimmt (Abbildung 18A). Pflanzen des WTs zeigten die typische Reaktion auf die exogene
Cytokinin-Zugabe und bildeten mit steigenden Cytokinin-Konzentrationen im Medium
zunehmend kurzere Hauptwurzeln mit weniger Seitenwurzeln. Ab einer Konzentration von
50 nM iP wurden von den WT-Pflanzen keine Lateralwurzeln mehr gebildet (Abbildung 18B).
Im Gegensatz hierzu war bei den Pflanzen der UGTC2ox-Linien auch bei hohen Cytokinin-
Konzentrationen die Hauptwurzel nur leicht verkirzt und bildete weiterhin Lateralwurzeln
(Abbildung 18A und B). Das Wurzelwachstum der UGTC2o0x-Linien war somit fast resistent
gegen die exogene Zugabe von Cytokinin. Die UGTClox-Linien zeigten nur eine leicht
verringerte Sensitivitdt (Abbildung 18A und B). Die gewonnenen Daten bestatigen die
Hypothese, dass die Cytokinin-N-Glucosylierung die Inaktivierung des Pflanzenhormons
bewirkt.
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Abbildung 18. Die Uberexpression von UGT76C1-GFP und UGT76C2-GFP filhrt zu einer verminderten
Cytokinin-Sensitivitat.

A) Cytokinin-Sensitivitat des Wurzelwachstums von UGTC1lox- und UGTC2ox-Pflanzen im Vergleich zum WT. Die
Anzucht erfolgte in vitro auf Medium mit und ohne 50 nM iP.

B) Effekt der Cytokininzugabe auf die Elongation der Hauptwurzel zwischen Tag 2 und Tag 9 und auf die
Seitenwurzelbildung von UGTClox- und UGTC2ox-Linien im Vergleich zum WT. Dargestellt sind relative
Mittelwerte mit Standardfehler (n = 6-37; * = p < 0,05; ** = p < 0,01, ** = p < 0,001, Wilcoxon-Rangsummentest).
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Der chemische Inhibitor INCYDE hemmt die CKX-Aktivitat (Zatloukal et al. 2008). Es wurde
untersucht, ob der Cytokinindefizienz-Ph&notyp der UGTClox- und UGTC20x-
Uberexpressionslinien durch die Behandlung mit INCYDE abgeschwécht werden konnte. Das
Ziel des Experiments bestand darin zu untersuchen, inwieweit die Cytokinin-
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Inaktivierungsmechanismen der Cytokinin-N-Glucosylierung und der Degradation durch CKX-
Enzyme zusammenwirken. Als Kontrollen wurden dabei 35S:CKX1- und WT-Pflanzen
verwendet. Der Phanotyp der 35S:CKX1-Pflanzen wurde durch die INCYDE-Behandlung
deutlich revertiert (Abbildung 19). Der WT zeigte hingegen kaum eine Reaktion auf die
Inhibitorbehandlung. Bei Pflanzen beider UGTC2o0x-Linien nahm der Rosettendurchmesser
durch die INCYDE-Behandlung signifikant zu. Die grof3e Varianz der Messwerte der
unbehandelten UGTC20x-50-Stichprobe resultierte aus der unvollstandigen Penetranz des
Phénotyps (siehe Abschnitt 3.3.2.2.3). Die UGTC1lox-Linien zeigten die gleiche Tendenz,
wobei der Unterschied nur fur UGTC1ox-5 signifikant war (Abbildung 19). Bemerkenswert
hierbei war die Beobachtung, dass der aufféllige Cytokinindefizienz-Phanotyp der UGTC20x-
Pflanzen durch die Behandlung mit INCYDE abgeschwacht werden konnte. Dies belegt, dass
zumindest ein Teil der CKX-Aktivitat in den UGTC2ox-Linien trotz der starken
Cytokinindefizienz erhalten bleibt und von den Pflanzen anscheinend nicht weiter

runterreguliert wird.
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Abbildung 19. Behandlung der UGTClox- und UGTC2o0x-Linien mit dem CKX-Inhibitor INCYDE.
Untersuchung der Auswirkung des chemischen Inhibitors der CKX-Aktivitat, INCYDE, auf das Rosettenwachstum
von Pflanzen der Uberexpressionslinien UGTC10ox-, UGTC20x- und 35:CKX1 im Vergleich zum WT. Die Pflanzen
wurden ab dem funften TNK alle zwei Tage mit 10 uM INCYDE behandelt, die Auswertung erfolgte 32 TNK (n =
15-27). Sterne markieren signifikante Unterschiede zum WT (* = p < 0,05; ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, Wilcoxon-
Rangsummentest).
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3.3.2.2 Phéanotypische Charakterisierung der UGTClox- und UGTC20x-

Uberexpressionslinien

Um zu untersuchen, wie sich die verstarkte Cytokinin-N-Glucosylierung auf die pflanzliche
Entwicklung auswirkte, wurde das Spross- und Wurzelwachstum homozygoter UGTC1o0x- und
UGTC2ox-Pflanzen charakterisiert.

3.3.2.2.1 Die verstarkte Cytokinin-N-Glucosylierung fihrt zu einer Reduktion des
Sprosswachstums

Die UGTC2o0x-Pflanzen bildeten im Vergleich zum WT bereits im Keimlingsstadium deutlich
kleinere Sprosse mit nach innen eingerollten Blattrandern. Dahingegen zeigten die UGTClox-
Pflanzen in diesem Stadium keine morphologischen Auffalligkeiten (Abbildung 20A).
Abbildung 20A zeigt die Pflanzen der UGTClox- und UGTC2o0x-Linien im juvenilen,
vegetativen und im reproduktiven Entwicklungsstadium. In spateren Entwicklungsstadien
bildeten die UGTC2ox-Linien auch kleinere Rosettenblatter und verstarkt axillare Rosetten.
Mit Ausnahme von UGTClox-10 traten unter Kurztagbedingungen alle untersuchten
Uberexpressionslinien spater in die reproduktive Wachstumsphase ein als der WT (Abbildung
20C). Bei Pflanzen der UGTC2ox-Linien war der Effekt starker als bei Pflanzen der Linie
UGTC1ox-5. Die grof3te Verzégerung der Blihinduktion zeigte mit etwa zehn Tagen nach dem
WT die Linie UGTC20x-5 (Abbildung 20C). Die Anzahl der Rosettenblatter zum Zeitpunkt des
Bliihens war nur bei der Linie UGTC20x-50 signifikant verringert (Abbildung 20B).

Die UGTC2ox-Pflanzen bildeten Infloreszenzen mit einer verringerten Wuchshéhe, diinneren
Stangeln und weniger Bliten aus (Abbildung 20A und D). Die UGTClox-Linien zeigten
teilweise ahnliche Tendenzen. Bei den Bluten der UGTC1ox- und UGTC2ox-Linien waren die
Kronblatter und Gynoeceen im Vergleich zum WT verkleinert (Abbildung 20C). Bei den
UGTC2ox-Linien war zudem die Pollenentwicklung beeintrachtigt, pro Bliite wurde weniger
Pollen produziert. Ob die Vitalitat und die Fertilitat der Pollen beeintrachtigt war, muss noch

untersucht werden.



78 |ERGEBNISSE

UGTC20x-5 | UGTC20x-50 UGTC1ox-5

Anzahl Rosettenblatter

S50 5P
NO", oF Q0" oF
O

120

1004 = MO00C NANININENANINININ NN
£ 220000 00K
L/

80

60 1 —e—WT
UGTC10x-5
UGTC10x-10

—a—UGTC20x-5

—a— UGTC20x-50

40 A

20 A

Anteil der bluhenden Pflanzen [%]

57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79 81 83 85 87 89
TNK

Abbildung 20. Veranderung des Sprosswachstums von UGTClox und UGTC2ox-Pflanzen.

A) Sprossphanotypen von homozygoten Pflanzen der Uberexpressionslinien UGTC1ox und UGTC20x im
Vergleich zum WT 28 (oben) und 33 (unten) TNK.

B) Anzahl der Rosettenblatter zum Blihzeitpunkt von Pflanzen der Linien UGTC1lox und UGTC2ox im Vergleich
zum WT, unter Kurztagbedingungen. Der Bliuhzeitpunkt wurde definiert als Zeitpunkt, an dem der
Infloreszenzstangel 0,5 cm lang war. Dargestellt sind relative Mittelwerte mit Standardfehler (n = 17-31). Sterne
markieren signifikante Unterschiede zum WT (*** = p < 0,001, Wilcoxon-Rangsummentest).

C) Bliihzeitpunkte von den Pflanzen der Uberexpressionslinien UGTC1ox und UGTC2ox im Vergleich zum WT
unter Kurztagbedingungen. Der Blihzeitpunkt wurde definiert als Zeitpunkt, an dem der Infloreszenzsténgel 0,5
cm lang war. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der bluhenden Pflanzen uber die Zeit (TNK).

D) Bluten der Stadien 14 und 15 nach Smyth et al. (1990) und Sténgel der Infloreszenzen, 1 cm iiber dem ersten
Sprossknoten von Pflanzen der UGTClox und UGTC2ox-Linien im Vergleich zum WT. Der Mal3stab entspricht
0,5 cm.

3.3.2.2.2 Die verstarkte Cytokinin-N-Glucosylierung wirkt sich forderlich auf das
Wurzelwachstum aus

Um zu untersuchen, wie sich die verstarkte Cytokinin-N-Glucosylierung auf das
Wurzelwachstum auswirkte, wurde die Elongation der Hauptwurzel und die Anzahl der
Seitenwurzeln von 14 Tage alten Keimlingen quantifiziert. Die UGTClox und UGTC20x-
Pflanzen bildeten sichtbar langere Hauptwurzeln als der WT (Abbildung 21A). Die
Hauptwurzeln waren bei den Pflanzen der UGTC1ox-Linien 6 %, bzw. 12 % langer als beim
WT und bei den Pflanzen der UGTC2o0x-Linien 13 % bzw. 17 % (Abbildung 21B). An den
Hauptwurzeln bildeten die Pflanzen der UGTClox-Linien 16 % bzw. 18 % und die Pflanzen
der UGTC2ox-Linien 21 % bzw. 43 % mehr Seitenwurzeln als der WT. Bei auf Erde
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angezogenen Pflanzen der UGTC2ox-Linien konnte auch in spateren Entwicklungsphasen die

Bildung von stark vergroRerten Wurzelballen beobachtet werden (Abbildung 21C).
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Abbildung 21. Das Wurzelwachstum von Pflanzen der UGTClox- und UGTC2ox-Linien ist verstarkt.

A) in vitro-Wachstum von Keimlingen der UGTC1o0x- und UGTC2ox-Linien im Vergleich zum WT elf TNK.

B) Quantifizierung der Hauptwurzel-Elongation und der Anzahl der Seitenwurzeln von Pflanzen der Linien
UGTC1lox und UGTC20x im Vergleich zum WT (n = 21-49). Dargestellt sind relative Mittelwerte mit Standardfehler.
Sterne markieren signifikante Unterschiede zum WT. (* = p < 0,05; ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, Wilcoxon-
Rangsummentest).

C) Wurzelballen von auf Erde angezogenen Pflanzen der Linien UGTClox und UGTC2ox im Vergleich zum WT.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass fast alle der beschrieben phanotypischen
Veranderungen in den Abschnitten 3.3.2.2.1 und 3.3.2.2.2 auch bei cytokinindefizienten
Pflanzen beobachtet werden konnen (Werner et al. 2003). Demnach stehen die
phanotypischen Veranderungen der UGTClox- und UGTC2ox-Linien im Einklang mit dem
verringerten A-Typ ARR-Level, der teilweise verringerten Konzentration der freien Cytokinin-

Basen und der verringerten Cytokinin-Sensitivitat.

3.3.2.2.3 Die Auspragung des UGTC20x-Phé&notyps variiert und wird nicht vererbt

Die phanotypische Penetranz war insbesondere bei den UGTC2ox-Linien unvollstéandig und
lag bei 60 - 80 %. Abbildung 22A zeigt die Variation der phanotypischen Auspragung unter
Pflanzen der Linie UGTC20x-50 innerhalb einer Anzucht. Der Auspragungsgrad der
Phanotypen wurde in die Gruppen: ,sehr stark, ,stark, ,intermediar® und ,schwach® eingeteilt.
Zur Untersuchung, ob der Auspragungsgrad des Phanotyps vererbt wird, wurde der
Auspragungsgrad der Phanotypen und dessen Verteilung in Nachkommen von jeweils drei
Pflanzen mit ,sehr stark® und ,schwach® ausgepragten Phanotyp untersucht. Unabhéngig
davon, ob die Elternpflanzen einen ,sehr stark® oder einen ,schwach“ ausgeprégten Phanotyp

aufwiesen, traten unter den Nachkommen wieder Pflanzen mit ,sehr starken“ und ,schwachen®
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phanotypischen Veranderungen auf (Abbildung 22B). Der Grad der Auspragung wird demnach
nicht vererbt, obwohl der Anteil der Pflanzen mit ,sehr stark® ausgepragten Phanotypen héher
war, wenn auch die Eltern-Pflanzen einen ,sehr stark” ausgepragten Phanotyp aufwiesen und
andersherum (Abbildung 22B).
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Abbildung 22. Die Penetranz der Phanotypen von UGTC2ox-Pflanzen ist unvollstdndig und der
Auspragungsgrad des Phanotyps wird nicht vererbt.

A) Variation des Sprossphanotyps zwischen Pflanzen der Linie UGTC20x-50 (40 TNK). Einteilung der Auspragung
des Phanotyps in die Gruppen: ,sehr stark®, ,stark®, ,intermediar” und ,schwach®.

B) Prozentuale Anteile der phéanotypischen Auspragung in Nachkommen von Pflanzen der Linie UGT76C20x-50
mit ,schwacher” (-) und ,starker” (+) phanotypischen Auspragung (n = 18-23).

3.3.2.2.4 Die Auspragung des UGTC2ox-Phanotyps korreliert mit der Expressionsstarke des
Transgens

Bei der Herstellung der UGTC1lox- und UGTC2o0x-Uberexpressionslinien wurden geeignete
Linien aus einer vergleichbaren Anzahl von Primartransformanten ausgewahlt. Dabei wurde
jeweils mit den Linien weitergearbeitet, bei denen die Expression des Transgens am starksten
war. Der ausgepragte Cytokinindefizienz-Phanotyp konnte jedoch nur bei den UGT76C2-
Linien beobachtet werden. Auch unter ~ 50-100 neuisolierten Primartransformanten fur das
35S:UGT76C1-GFP-Konstrukt konnten keine UGTClox-Pflanzen mit Cytokinindefizienz-
Phanotyp identifiziert werden. Die Tatsache, dass nur bei der Expression von 35S:UGT76C2-
GFP, nicht aber von 35S:UGT76C1-GFP, Pflanzen mit Cytokinin-defizienten Phanotypen
identifiziert werden konnten, konnte darauf hinweisen, dass die Glucosyltransferasen
UGT76C1 und UGT76C2 von unterschiedlicher biologischer Bedeutung sind oder sich in ihrer
Cytokinin-N-Glucosyltransferaseaktivitat unterscheiden. Der Vergleich der Expressionsstarke
auf Transkriptebene zeigte, dass zumindest die relative Erhéhung des UGT76C2-
Transkriptlevels mehr als doppelt so hoch war wie die von UGT76C1 (Abbildung 14A und B).
Auch wenn das absolute Transkriptlevel in der durchgefuhrten Analyse nicht untersucht wurde,
zeigen die durchgefiihrten Immunoblot-Analysen doch, dass auf Proteinebene die Abundanz
von UGT76C2-GFP deutlich héher war als die von UGT76C1-GFP (Abbildung 14C).
AuRRerdem war in den UGTC2ox-Linien die Akkumulation der Cytokinin-N-Glucoside etwa fiinf-
bis sechsmal hoher als in den UGTC1ox-Linien (Abbildung 14D).

Um zu klaren, ob einzig die starkere Expression des Transgens in den UGTC2ox-Linien fir
die Auspragung des Phéanotyps verantwortlich war, wurde untersucht, ob auch Linien mit einer
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schwécheren Expression von 35S:UGT76C2-GFP einen cytokinindefizienten Phéanotyp
aufweisen. Abbildung 23A zeigt die Quantifizierung der Transgenprodukte in neu isolierten
UGTC20x-T2-Linien im Vergleich zu den Linien UGTClox-5 und UGTClox-10. Die
Proteinabundanz von UGT76C2-GFP war bei den Linien #4 und #53 schwécher und bei den
Linien #39 und #42 stérker als die von UGT76C1-GFP. Die Betrachtung der Auspragung des
Cytokinindefizienz-Phanotyps in diesen Linien (Abbildung 23B) zeigte, dass nur die Linien #39
und #42 den cytokinindefizienten Phanotyp aufwiesen. Demnach war eine schwachere
Expression von 35S:UGT76C2-GFP nicht ausreichend, um einen cytokinindefizienten
Phanotyp zu bewirken. Daher ist die Expression des 35S:UGT76C1-GFP-Konstrukts in den
isolierten UGTC1-Linien #5 und #10 wahrscheinlich nicht stark genug, um den Cytokini-
Defizienzphanotyp zu verursachen. Es ist jedoch interessant, dass fur 35S:UGT76C1-GFP
nicht das Expressionsniveau von UGT76C2-GFP erreicht werden konnte, zumal die
Uberexpression beider Glucosyltransferasen unter dem gleichen Promotor erfolgte und von
35:UGT76C1-GFP deutlich mehr Primartransformanten untersucht wurden. Eine
unterschiedliche biologische Relevanz oder enzymatische Aktivitat der Glucosyltransferasen
kann daher nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
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Abbildung 23. Der Phéanotyp von UGTC2ox-Pflanzen ist abhdngig von der Expressionsstarke.
A) Immunoblot-Analysen zum Vergleich der Proteinabundanz von UGT76C1-GFP und UGT76C2-GFP von
Keimling-Pools der UGTC1lox und UGTC2ox-Uberexpressionslinien in der T2- und T3-Generation (14 TNK). Pro
Linie wurden ein bis zwei biologische Replikate und jeweils 5 ug Gesamtproteinextrakt verwendet. Als
Belandungskontrolle diente die Abundanz der mit Coomassie gefarbten RuBisCo-Bande.

B) Vergleich der Auspragung der Phanotypen von Pflanzen der Linien UGTC1lox- und UGTC2o0x in der T2- und T3-
Generation im Vergleich zum WT (40 TNK).
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3.4 Herstellung von Linien, bei denen UGT76C2-myc gezielt in spezifischen
Domanen des Meristems exprimiert wird

Die Reporterstudie zeigte, dass das UGT76C2-Reporter-Konstrukt spezifisch in der L1-Schicht
und unter den Stammzellen in einem Bereich aktiv war, der das OZ und die obere Zone des
RZs umfasste (3.2.3). Um weiter aufzuklaren, inwieweit die Cytokinin-N-Glucosylierung die
Regulation des Cytokinin-Metabolismus im Meristem und somit auch die Aktivitdt des SAM
beeinflussen kann, wurden transgene Linien hergestellt, bei denen die Cytokinin-
N-Glucosylierungsaktivitdt durch die gezielte Expression von UGT76C2 in spezifischen
Domanen des SAMs verstarkt war. Um das UGT76C2-Protein nachweisen zu kdnnen, wurde
C-Terminal ein myc-Tag fusioniert. Die domé&nenspezifische Expression erfolgte durch die
Verwendung von Promotoren, die in unterschiedlichen Regionen des SAM aktiv sind. Bei den
daflir ausgewahlten Promotoren handelte es sich zum einen um den STM-Promotor (Long et
al. 1996), der im gesamten Meristem aktiv ist und zum anderen, um den WUS-Promotor
(Mayer et al. 1998), der eine spezifische Expression im OZ bewirkt. Die hergestellten
STM:UGT76C2-myc- und WUS:UGT76C2-myc-Konstrukte wurden in Arabidopsis-Pflanzen
transformiert und es wurden jeweils ~ 60 Primartransformanten selektioniert. In der
nachfolgenden Generation wurde in den STM:UGT76C2-GFP-Linien die Expression des
Transgens in den Infloreszenzen durch Immunoblot-Analysen Uberprift. Das UGT76C2-myc-
Protein konnte in 10 Linien nachgewiesen werden (Abbildung 24A). Durch die Bestimmung
der Segregationsverhaltnisse des Selektionsmarkers wurden Einzel-Insertionslinien
identifiziert und von den ausgewahlten Linien STM:UGT76C2-myc #1 und STM:UGT76C2-
myc #3 homozygote Linien isoliert. Diese zeigten keine starken Veré&nderungen der
Phanotypen (Abbildung 24B). Um zu tberpriifen ob sich die Uberexpression der Cytokinin-N-
Glucosyltransferase in der STM-Doméne auf die Aktivitdit des Infloreszenzmeristems
auswirkte, wurde die Blutenbildungsrate der Schoten bestimmt (Abbildung 24C). Die
STM:UGT76C2-myc-Linien zeigten im Vergleich zum WT keine signifikanten Unterschiede.
Die verstarkte Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat in der STM-Doméane scheint zumindest in
den hier analysierten Linien die Cytokininhomoostase nicht zu beeinflussen. Allerdings ist
unklar, ob die Expressionsstarke physiologisch relevant war, um genauere Aussagen zu
treffen, sollten starkere Linien analysiert werden und weitere Arbeiten zur Charakterisierung
des SAM durchgefuhrt werden. Aus zeitlichen Grinden wurden die WUS:UGT76C2-myc-

Linien nicht weiter analysiert.
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Abbildung 24. Herstellung von STM:UGT76C2-myc-Arabidopsis-Linien.

A) Immunologischer Nachweis des UGT76C2-myc Proteins in Infloreszenzen von stabil transformierten STM-
UGT76C2-myc T1-Pflanzen. Pro Linie wurden zwei Replikate untersucht. Es wurden jeweils 10 pl des
Proteinrohextrakts aufgetragen. Als Negativkontrolle dienten Proteinextrakte von WT-Pflanzen.

B) Sprossphéanotyp von homozygoten Pflanzen der STM:UGT76C2-myc Linien #1 und #3 (28 und 33 TNK).

C) Blutenbildungsrate von Pflanzen der Linien STM:UGT76C2-myc #1 und #3 im Vergleich zu Pflanzen des WT,
sowie der Mutanten ugt76c1,2_a sowie ckx3,5. Sterne markieren signifikante Unterschiede zum WT (* = p < 0,05;
*** = p < 0,001; Wilcoxon-Rangsummentest).

3.5 Herstellung von ugt76cl ugt76c2 Doppel-Knockout-Mutanten

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit bestand in der Herstellung einer Doppel-Knockout-Mutante der
funktional redundanten Gene UGT76C1 und UGT76C2. Durch die Untersuchung dieser Linien
sollten die bisherigen Ergebnisse der amiUGT76C1/2-Linien bestéatigt werden und die
physiologische Relevanz der Cytokinin-N-Glucosylierung weiter aufgeklart werden. Die beiden
Gene liegen auf dem Chromosom in gleicher Orientierung direkt hintereinander und sind
gekoppelt. Die zur Verfugung stehenden Methoden zur Mutagenese von benachbarten Genen
in Arabidopsis sind limitiert. Als erstes wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Transposon-
basierter Ansatz verwendet, der von Nishal et al. (2005) publiziert wurde. Im Laufe dieser
Arbeit wurde erstmals das CRISPR/Cas-System als eine sehr vielversprechende Methode der
Genom-Editierung in Arabidopsis beschrieben (Feng et al. 2013). Da sich der Transposon-
basierte Ansatz als problematisch erwies, wurde die Herstellung der UGT76C1,2--Doppel-
Knockout-Mutante mit dem CRISPR/Cas9-Systems parallel begonnen.
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3.5.1 Ds-Transposon-basierter Ansatz zur Herstellung einer ugt76cl ugt76c2
Doppelmutante

3.5.1.1 Beschreibung und Optimierung des Systems

Als Ausgangspunkt fur die Herstellung der ugt76cl ugt76c2 Doppel-Knockout-mutante dient
in dem Transposon-basiertem System eine Arabidopsis-Mutante, die im UGT76C1-Gen eine
T-DNA-Insertion enthalt, in der ein aktivierbares Ds-Element und eine durch Hitze induzierbare
Activator (Ac)-Transposase integriert ist. In der generativen Wachstumsphase wird durch eine
Hitzebehandlung, in den sich entwickelnden Embryonen, die Expression der Ac-Transposase
induziert und dadurch die Transposition des Ds-Elements bewirkt. Ds-Elemente transponieren
Uber einen cut-and-paste-Mechanismus und neigen dazu, sich in der Nahe ihrer
Ursprungsposition in das Genom zu reintegrieren (Machida et al. 1997). In der zweiten
Filialgeneration (HS2-Generation) werden unter den Individuen mit germinalen
Transpositions-Ereignissen mittels PCR jene Mutanten identifiziert, bei denen sich das Ds-
Element in das UGT76C2-Gen reintegriert hat (Jander und Barth 2007) (Abbildung 25B). Das
UGT76C1-Gen bleibt durch die Insertion der T-DNA weiterhin funktional ausgeschaltet und
der Funktionsverlust von UGT76C2 wird durch Insertion des Transposons in die kodierende
Sequenz erzielt.

Als erstes wurde im Rahmen dieser Arbeit die Arabidopsis-Ausgangslinie
WiscDsLoxHs114 05B (ugt76cl-2) der Wisconsin WiscDsLoxHs-Arabidopsis
Mutantenkollektion (Woody et al. 2007) identifiziert. Die ugt76c1,2-Linie konnten aufgrund der
Segregation des Selektionsmarkers (Kanamycinresistenzgen; 1:2,7) als Einfach-
Insertionslinie charakterisiert werden, somit ist die Wahrscheinlichkeit ungewollter
Hintergrundmutationen in anderen Loci gering.

Um die genaue Position der T-DNA durch Sequenzierung zu uberprufen, wurden PCRs mit
einem aus der T-DNA auswarts gerichteten Primer (L4) jeweils in Kombination mit einem
UGT76C1-genspezifischen Primern vor und hinter der T-DNA (RT6 und RT7, Abbildung 25A)
durchgefuhrt. Mit beiden Primerkombinationen wurde ein spezifisches Produkt gebildet, das
bei der Sequenzierung jeweils den Ubergang von der genomischen DNA zur T-DNA enthielten
(Anhang Abbildung S2A und B). Es ist daher anzunehmen, dass an dem Insertionsort die T-
DNA mindestens zweimal und als inverted repeat inseriert wurde. AnschlieBend wurden
homozygote ugt76cl-2 Pflanzen isoliert. Wie die bereits beschriebene ugt76c1-1 Mutante
(Brock 2012, Wang et al. 2013), zeigten auch die homozygoten ugt76c1-2 Mutanten keine

morphologischen Aufféalligkeiten.
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Abbildung 25. Ubersicht iiber das WiscDsLoxHs Transposon basierte Mutagenesesystem zur Herstellung
von ugt76cl ugt76c2-Doppel-Knockout-Mutanten und tGber den Ablauf des Screens.

A) Schematische Darstellung des UGT76C1-UGT76C2-Locus und der Position und des Aufbaus der T-DNA der
WiscDsLoxHs114_05B-Linie (ugt76cl1-2). Schwarze Balken: Exons; WeiRe Balken: T-DNA; Graue Balken: linke-
und rechte T-DNA-Grenze (LB bzw. RB); Schwarze Dreiecke: Ds-Grenzen; Rote Pfeile: Primer-Positionen; HSP:
Hitzeschock-Promotor; Ac: Activator-Transposase; StrepR: Streptomycin-Resistenzgen; 35S-Promotor; GUS: -
Glucuronidase; A: alternative splicing site; I: kiinstliches Intron; Ds: Dissociation-Element; Die Darstellung der T-
DNA und des Transposons sind nicht maR3stabsgetreu.

B) Arbeitsschritte zur Herstellung von ugt76cl ugt76c2-Doppelmutanten. In drei Runden wurden etwa 40
homozygote Pflanzen der Ausgangslinie WiscDsLoxHs114_05B, die sich in der reproduktiven Wachstumsphase
befanden einem Hitzeschock unterzogen (1). Unter den Nachkommen der mit Hitze behandelten Pflanzen (HS1-
Generation) werden durch die Anzucht auf antibiotikahaltigen Medium die Individuen isoliert, bei denen die
Transposition erfolgt ist (variegierte oder griine Keimlinge). Es wurden etwa 3000 Keimlinge mit somatischen oder
germinalen Transpositionen isoliert, geselbstet und in Pools zu jeweils 5 Pflanzen geerntet (2). Die Anzucht der
HS2-Pools erfolgte auf Streptomycin- und Kanamycin-haltigem Medium. Die Keimlinge mit germinalen
Transpositionen (hier resistente, griine Keimlinge) wurden fiir die DNA-Extraktion geerntet (3). Im letzten Schritt
erfolgen PCRs mit verschiedenen genspezifischen Primern (schwarz) die jeweils mit einem Transposon-
spezifischem Primer kombiniert wurden. Abbildung modifiziert nach Nishal et al. (2005) und Page und Grossniklaus
(2002).

C) Position der Ds-Primer innerhalb der 3’-Grenze des Transposons.

Medium mit Streptomycin

Zur Induktion der Expression der Ac-Transposase und damit der Transposition des Ds-
Elements in den sich entwickelnden Embryonen wurden 40 homozygote ugt76c1-2-Pflanzen
in der generativen Wachstumsphase einer Hitzebehandlung unterzogen (Abbildung 25B). Die
von Nishal et al. (2005) publizierte Hitzebehandlung (4 Stunden pro Tag; 3 Tage pro Woche)
fuhrte bei den Pflanzen jedoch zu einer starken Wachstumsbeeintrachtigung. Die
Blutenstande waren stark gestaucht und die Samenproduktion war unzureichend. Folgende
Optimierungen fuhrten zu einer ausreichenden Samenproduktion: 1) Die Luftfeuchtigkeit
wurde wahrend der Hitzebehandlung erhoht. 2) Es wurde auf das Aracon-Kultivierungssystem
umgestellt und 3) die Behandlungstemperatur und Frequenz wurden verringert (39 °C, 3 Mal

am Tag eine Stunde, alle 2 Tage).
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Als Exzisionsmarker fur des Transposon dient ein Streptomycin-Resistenzgen. Nur wenn die
Transposition erfolgt, kann das Streptomycin-Resistenzgen abgelesen werden. Die
Nachkommen der hitzebehandelten Pflanzen (HS1-Generation) sind dann Streptomycin-
resistent und koénnen durch die Anzucht auf Streptomycin-haltigem Medium identifiziert
werden. Nicht resistente Keimlinge kénnen kein Chlorophyll bilden und bleiben weil3. Erfolgt
die Transposition sehr frih in der Entwicklung oder in den Keimzellen, so ist der gesamte
Keimling resistent und vollstandig grin. Erfolgt die Transposition in somatischen
Zellpopulationen, sind die Keimlinge variegiert und bilden Kotyledonen mit griinen Sektoren
(Abbildung 25B). Das Transposon enthalt als Reinsertionsmarker auch ein Kanamycin-
Resistenzgen.

Die Anzucht der HS1-Generation auf Streptomycin-haltigem Medium zeigte, dass die
Transposition erfolgreich induziert wurde. Es konnten sowohl Keimlinge mit somatischen
Transpositionen und einem variegierten Ph&notyp als auch vollstandig grine Keimlinge mit
potenziell germinalen Transpositions-Ereignissen beobachtet werden. Die resistenten bzw.
teilresistenten Pflanzen wurden auf nicht-selektives Medium umgesetzt. Ein hoher Prozentsatz
der umgesetzten Keimlinge konnte jedoch nicht regeneriert werden und erreichte nicht die
generative Wachstumsphase. Um die Regeneration der Keimlinge zu verbessern, wurde die
Streptomycin-Konzentration optimiert.

Bei einer Konzentration von 125 mg/l waren die variegierten Keimlinge noch gut identifizierbar
und etwa 80 % der Keimlinge konnten durch die Anzucht auf nichtselektivem Medium und
spater auf Erde regeneriert werden. Insgesamt wiesen etwa 60 % der HS1-Keimlinge einen
variegierten Phanotyp auf.

Dabei variierte die Frequenz sowie die GroRe der grinen (bzw. resistenten) Sektoren pro
Pflanze. Es ist anzunehmen, dass in den variegierten Pflanzen nur bei einer hohen Frequenz
von somatischen Transpositions-Ereignissen (hohe Anzahl von griinen Sektoren) auch die
erwiinschte Transposition in den Keimbahnzellen auftritt. Deshalb wurde nur mit stark
variegierten und vollstandig griinen Keimlingen weitergearbeitet. Etwa 30 % der Keimlinge
waren stark variegiert und 0,03 % waren vollstandig griin. Unter ~120.000 Keimlingen, wurden
~3000 stark-variegierte und ~30 vollstandig-griine Keimlinge ausgewahlt und in die nachste
Generation gebracht. Von den 3000 transferierten Pflanzen konnten etwa 70 % regeneriert
werden. Um die Anzahl der DNA-Extraktionen und PCR-Reaktionen, zur Identifikation von Ds-
Reinsertionen in das UGT76C2-Gen, zu reduzieren, wurden Pools von vier bis funf HS1-
Pflanzen gebildet (insgesamt etwa 400 Pools). Die Pflanzen waren nach der Streptomycin-
Selektion und anschlieBender Regeneration in ihrem Entwicklungsstand sehr ungleichmafiig.
Dies war insofern problematisch fir die Samengewinnung, als dass die einzelnen Individuen

in den Pools nicht gleichstark vertreten waren.
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In der zweiten Filialgeneration (HS2-Generation) wurden die Individuen mit germinalen
Transpositions-Ereignissen durch die Anzucht auf Streptomycin/Kanamycin-haltigem Medium
identifiziert (Abbildung 25B). Etwa 75% der 400 getesteten HS2-Pools (~1500 HS1-Pflanzen)
enthielten neben weil3en, sensitiven Keimlingen auch resistente, vollstandig griine Keimlinge
und nur 2% der HS2-Pools enthielten nur vollsténdig-grine Keimlinge. Vollstandig griine
Keimlinge in der T2-Generation sind die Konsequenz von germinal-vererbten Transpositions-
Ereignissen. Von diesen Pools wurden die vollstandig-griinen, resistenten Keimlinge geerntet
und die DNA extrahiert.

3.5.1.2 Identifikation von Pools mit Transposon Reintegrationen im UGT76C2-Gen

Bei der in der Publikation von Nishal et al. (2005) beschriebenen Screening-Strategie zur
Identifizierung der Reinsertionen des Transposons im GOI, erfolgten die PCRs in einem
Schritt, durch die Kombination des Dsl1-1 Primers jeweils in Kombination mit einem
genspezifischen forward und reverse Primer (Abbildung 25B). Diese Vorgehensweise war hier
nicht erfolgreich. Das Hauptproblem war, dass in den Screening-PCRs keine PCR-Produkte
entstanden oder als PCR-Produkt nur ein breiter ,Schmier detektiert werden konnte (siehe
beispielhaft Abbildung 26A). Die Transposongrenzen enthalten viele repetitive Sequenzen,
dies kann zur Folge haben, dass unterschiedlich lange PCR-Produkte entstehen, die sich
mdoglicherweise in der PCR-Reaktion auch untereinander weiterverketten. Die prinzipielle
Integritat der genomische-Template-DNA wurde zuvor durch Kontroll-PCRs mit Primern flr
beispielsweise Actin oder dem forward- und reverse-UGT76C2-Screen (berprift.
Problematisch fiir die Optimierungsarbeiten war auch, dass keine Positivkontrolle zur
Verfligung stand und diese direkt in den HS2-Pools durchgefiihrt werden mussten.

Es wurden umfangreiche Optimierungsarbeiten durchgeftihrt. Beginnend bei der DNA-
Extraktion. Am geeignetsten erwies sich das CTAB-Protokoll Murray und Thompson (1980).
Es wurden verschiedene selbst erstellte und publizierte Primer-Paare mit verschiedenen
Annealing-Temperaturen getestet. Die Positionen der Primer in der Ds'3-Grenze sind in
(Abbildung 25B) dargestellt. Neben dem Austesten verschiedener Polymerasen wurden auch
die Konzentrationen der einzelnen PCR-Komponenten (Polymerase, dNTPs, MgCl,, Primer
und Template) optimiert. Um die Spezifikation und Amplifikation zu verbessern, wurden
verschiedene, beschriebene PCR-Zusatze ausgetestet: DMSO, TBT-PAR (Samarakoon et al.
2013), Trehalose, BSA und Tween20). Da Transposonsequenzen stark methyliert sein
konnen, wurden spezielle dNTPs (d7GTP - dGTP Nukleotidmix; NEB) ausprobiert, welche die

Amplifikation dieser Bereiche erleichtern sollen (Jung et al. 2002).
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Abbildung 26. Identifikation der HS2-Pools mit Ds-Transposon-Insertionen in den UGT76C2-Locus und
Verifikation der Kandidaten durch nested-PCRs und Restriktionsverdaue.

A) Unspezifische Amplifikationsprodukte der PCRs zur Identifikation von Ds-Reinsertionen in das UGT76C2-Gen
mit individueller HS2-Pool-DNA als Template (1-12) und den Primern IF und Ds3-1.

B) und C) Optimierte PCRs zur ldentifikation der Ds-Reinintegration in das UGT76C2-Gen. Es wurden zwei
aufeinanderfolgende PCRs durchgefiihrt. Beide PCRs erfolgten mit den UGT76C2-genspezifischem Primer OF1
(B) bzw. OR (C) jeweils in Kombination mit dem Ds-spezifischen Primer Ds3-1 in der ersten und dem nested Ds3-
3-Primer in der zweiten PCR. Als Templates diente individuelle HS2-Pool-DNA (1-9). Spezifische Banden konnten
erst in der zweiten PCR detektiert werden. Banden, die mit verschiedenen Primerkombinationen auftraten und den
erwarteten GroRenunterschied der nested Primer zeigten, wurden ausgeschnitten und fir die Sequenzierung
aufgereinigt. Die Kandidaten wurden benannt nach ihrer Pool-ID und je nach der Orientierung der 3‘-Grenze des
Ds-Transposons mit ,f* oder ,r.

D) Bestéatigung der Kandidaten (2B6-f und 2F11-f) durch die Verwendung von drei verschiedenen, genspezifischen
nested Primern und dem Ds-spezifischen Primer Ds3-1.

E) Uberpriifung der Kandidaten 2D8-r und 2E10-r durch einen RE-Verdau mit Munl und Bsel, der PCR-Produkte
mit genspezifischen und transposonspezifischen Primen, im Vergleich zum unverdauten PCR-Produkt (UV). Nach
dem Verdau konnten die erwarteten Fragmente fir den Bsel- (1630 bp + 364 bp) und Munl-Verdau (1333 bp+
661 bp) detektiert werden. Fur 2D8-r betrug die GroflRe des unverdauten PCR-Produkts ~1500. Die erwarteten
Fragmente konnten nach dem Verdau nicht detektiert werden (Munl 661 + 590; Bsel 887+364). Bei 2D8-r handelte
es sich daher um ein unspezifisches Amplifikationsprodukt.

Die Positionen der verwendeten Primer (A bis E) ist in Abbildung 25 dargestellt. Der verwendete GréRenstandard
(M) war der Hyperladder I.

Parameter, die zum Optimieren des PCR-Programms variiert wurden, waren die Annealing-
Temperatur und Zeit, die Elongationszeit sowie die Zyklenanzahl. Es wurden auch spezielle
Programmtypen wie touchdown-, Tail- (Liu et al. 1995) und onestep-PCRs ausgetestet.

Trotz der umfangreicher Optimierungsarbeiten funktionierten die PCRs zur Identifikation der
Linien, bei denen das Ds-Element in das UGT76C2-Gen inseriert wurde, nicht zuverlassig. Die
besten Ergebnisse wurden am Ende erzielt mit der Ex-Tag Polymerase (TaKaRa Bio Inc.,
Shiga, Japan) nach Herstellerangaben, mit etwa 40 ng Template. Am zuverlassigsten
erwiesen sich zwei aufeinanderfolgende PCRs mit nested Primern. Als PCR-Programm wurde
ein Touchdown-Ansatz verwendet, bei dem die Annealing-Temperatur bei 61°C begann und
bis 55°C um ein Grad pro Zyklus verringert wurde. Die Elongationszeit betrug 3 min und es
wurden 30 Zyklen gefahren. Dabei konnten letztendlich distinkte PCR-Produkte erzielt werden
(Abbildung 26B und C).
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Um die Ds-Insertionen zuverlassig nachzuweisen und von falsch-positiven Ergebnissen zu
unterscheiden, wurden die PCR-Produkte durch die Verwendung weiterer nested
Primerkombinationen und oder durch einen Verdau verifiziert (Abbildung 26D). Es konnten
unter den 225 untersuchten Pools (~1012 HS1-Pflanzen) etwa 20 Kandidaten mit einer
putativen Ds-Insertion im UGT76C2-Locus identifiziert werden. Die Banden wurden aus dem
Gel ausgeschnitten, aufgereinigt und sequenziert, um die genaue Position der Transposon-
Insertion zu bestimmen.

Die Position konnte von 13 der putativen Transposon-Insertionen im UGT76C2-Gen durch
Sequenzierungen bestatigt werden, eine Ubersicht zeigt Abbildung 27. Eine Insertion befand
sich im Promotor-Bereich, vier in einem der beiden Exons, drei im Intron, drei im 5’-UTR und
zwei im intergenischen Bereich zwischen UGT76C2 und UGT76C1. Das Ziel bestand darin,
durch die Insertion des Transposons, einen funktionellen Gen-Knockout zu bewirken. Daher
waren nur die Insertionen in den kodierenden Sequenzen und so nah am Startcodon wie
moglich von Interesse. Diese Kiriterien erfillten die Kandidaten: 3H1, 3F9, 2B6 und 3C12. Die
anderen wurden nicht weiterverfolgt. Die Sequenzen der Ubergange zwischen dem UGT76C2-
Gen und des Ds-Transposons sind fur die relevanten Kandidaten in Tabelle S2 aufgefihrt.

2%6 3?2
2E10 UGT76C2 3F6 3F9 2H4Y 2B8

3H1 3F3) 3C12  2F113F6
2B6

Abbildung 27. Ubersicht der verifizierten Ds-Transposon-Insertionen im UGT76C2-Locus.

Schematische Darstellung des UGT76C2-Genlocus. Dreiecke markieren die Position der identifizierten
Transposon-Insertionen im UGT76C2-Locus. Die rotmarkierten Transposon-Insertionen wurden durch die
Verwendung eines Primers gegen die 3'-Ds-Grenze mit einem UGT76C2-genspezifischem vorwértsgerichteten und
die grin markierten mit einem UGT76C2-spezifischem rickwartsgerichteten Primer identifiziert. Schwarzer Pfeil:
Startcodon; graue Balken: UTRs; schwarze Balken: Exons, griine Balken: kodierende Sequenz fir die plant
secondary product glycosyltransferase (PSPG)-Domine. Die Sequenzen der UGT76C2-Ds Ubergange der
relevanten Transposon Insertionen sind dem Anhang (Tabelle S2) zu entnehmen.

Die Samen der entsprechenden Pools wurden erneut auf selektivem Medium ausgebracht.
Streptomycin-resistente Einzelpflanzen wurden mittels PCR auf die jeweilige Insertion
Uberpruft. Die PCRs zur Identifikation der Ds-Insertionen in den UGT76C2-Locus
funktionierten nicht zuverlassig und konnten nicht optimiert werden, obwohl mit den positiv
getesteten HS2-Pool-DNAs Positivkontrollen zur Verfligung standen. Aus dem 3H1-Pool, nicht
jedoch fiur die anderen Pools, konnten unter 24 Streptomycin-resistenten Pflanzen drei
heterozygote Einzelpflanzen isoliert werden.

In der darauffolgenden T3-Generation haben die PCRs zum Nachweis der Ds-Transposon-
Insertion in das UGT76C2-Gen in der Linie 3H1 nicht mehr funktioniert. Daher konnten keine
homozygoten Individuen identifiziert werden. Um die PCRs zum Nachweis der Ds-Insertion zu
umgehen, wurde zur ldentifikation homozygoter ugt76cl ugt76c2-Pflanzen die Segregation
des Streptomycin-Markers im UGT76C1-Gen und des UGT76C2-WT-Allels untersucht. Der
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Streptomycin-Marker segregierte fur alle drei Kandidaten wie erwartet etwa 1:3. Das
UGT76C2-WT-Allel hingegen segregierte nicht wie erwartet, unter 24 T3-Nachkommen konnte
eine Pflanze identifiziert werden, in der kein UGT76C2-WT-Gen nachweisbar war. Ohne eine
erneute Genotypisierung der putativen ugt76cl ugt76c2- Doppelmutante konnte mit der Linie
nicht weitergearbeitet werden. Es wurden verschiedene alternative Methoden in Betracht
gezogen, aber zu diesem Zeitpunkt waren die parallel durchgefuhrten Arbeiten zur Herstellung
der Doppelmutante mit dem CRISPR/Cas9-System (Fauser et al. 2014) bereits so weit
vorangeschritten, dass der Transposon-basierte Ansatz nicht weiterverfolgt wurde.
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3.5.2 Anwendung des CRISPR/Cas9-Ansatzes zur Herstellung von ugt76cl ugt76c2-
Doppel-Knockout-Mutanten

Das CRISPR/Cas9-System wurde bereits 2013, ein Jahr nach der Aufklarung des
Mechanismus, in zahlreichen Organismen erfolgreich zur Genomeditierung verwendet
(Gasiunas et al. 2012, Jinek et al. 2012). 2014 wurde auch die erfolgreiche Anwendung dieser
Technik zur Erzeugung von gezielten, vererbbaren Genomveranderungen in Arabidopsis-
Pflanzen gleich von mehreren Gruppen beschrieben (Fauser et al. 2014, Li et al. 2014),
(Puchta). Diese Publikationen stellen einen entscheidenden Durchbruch in der
Pflanzenforschung und insbesondere der reversen Genetik dar.

Da sich mit dem Transposon-basierten Ansatz (Kapitel 3.5.1) zur Herstellung der ugt76cl
ugt76c2-Doppel-Knockout-Mutante Probleme abzeichneten und die publizierten Arbeiten mit
dem CRISPR/Cas9-Ansatzen vielversprechend waren, wurde parallel begonnen, das von
(Fauser et al. 2014)beschriebene CRISPR/Cas9-System fir die Herstellung der ugt76cl

ugt76c2-Doppel-Knockout-Mutante zu verwenden.

3.5.2.1 Design der UGT76C1-guide-RNAs, Herstellung der Vektoren und genereller Ablauf
der CRISPR/Cas9-Mutagenese des UGT76C1-Locus

Das CRISPR/Cas9-System besteht aus zwei Komponenten: einer Endonuklease Cas9 und
einer sgRNA. Diese bilden, in den Zielorganismus eingebracht und unter geeigneten
Promotoren exprimiert, einen Komplex. Die sgRNA ist selbst teilweise komplementar zum
Ziellocus und steuert die Cas9-Endonuklease zum Ziellocus, wo diese einen DSB einfiigt. Der
DSB wird durch zelleigene Reparatursysteme wieder zusammengefigt. Erfolgt die Reparatur
Uber den fehleranfalligen non-homologous end joining (NHEJ)-Prozess kommt es haufig zu
kurzen Insertions- und Deletions-Mutationen (INDELS), die zu einem Funktionsverlust des
Gens fuhren kénnen. Die grof3te Herausforderung besteht darin Mutationen einzufiihren bzw.
Zu identifizieren, die nicht nur somatische Zellen, sondern auch die Keimzellen betreffen und
somit an die néchsten Generationen weitervererbt werden. Wovon die Aktivitat des
CRISPR/Cas9-Komplexes genau abhangt ist noch nicht bekannt.

Um die ugt76cl ugt76c2-Doppel-Knockout-Mutante herzustellen sollte das UGT76C1-Gen, im
Hintergrund der Einzel-T-DNA-Knockout-Linien ugt76c2-1 und ugt76c2-2, mit Hilfe des
CRISPR/Cas9-Ansatzes mutagenisiert werden (Abbildung 28). Es wurde sich fiur diese
Vorgehensweise entschieden, da in den ugt76c2-Einzel-knockout-Linien die Hinweise flr
einen funktionellen Gen-Knockout (iberzeugender sind (Smehilova et al. 2016, Wang et al.
2011).
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UGT76C2 UGT76C1
ugt76c2-2 ugt76c2-1
ATG TAA  AIG oHpy99l TGA
5'UTR - - 3'UTR
Hpy99l G18 G8 G1

G18: cﬁﬁggechGTCTGAATCTc (Score 99)

G8: GTTLGGGTTTTCACACAATCC (Score 99)

G1: ACGCGACGAAGCCAGCTTCA (Score 100)

B AtU6-26 (P) tractRNA  bar

PcUbi4-2(P) Cas9 c.o. fir A. thaliana. pea3A(T) attB1 \sgRNA attB2
LB RuvCl RuvCIl RuvCllI RB

Bbsl

5'-ATTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3'
3'-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA-5'

Spacer
Abbildung 28. Design der guide RNAs, verwendetes CRISPR/Cas9-System und Klonierungsstrategie.
A) Schematische Darstellung des UGT76C2-UGT76C1-Locus mit Zielpositionen, Sequenzen und Score-Werten
der drei Spacer-Sequenzen G18, G1 und G8 zur Mutagenese von UGT76C1. Das Design der Spacer erfolgte mit
dem Programm CRISPR-P (Lei et al. 2014). Das Programm berechnet einen Score-Wert, der die Spezifitat bewertet
(1-100; 100: hochste Spezifitat). Die G18-Zielsequenz enthélt eine RE-Schnittstelle fur Hpy99l (unterstrichene
Sequenz; Schere: Schnittstelle), die fur die Identifikation der erfolgreichen Mutationen verwendet wird. Dreiecke
markieren die Positionen der T-DNAs im UGT76C2-Gen der Linien ugt76c2-1und ugt76c2-2, die als Hintergrund
fur die CRISPR/Cas9-Mutagenese verwendet werden. Ausgefiillte graue Dreiecke markieren die Position an der
die Cas9-Endonuklease schneidet. Schwarze Balken: Exons: weil3e Balken: UTRs; Pfeile: Zielpositionen der
designten sgRNAs.
B) Schematische Darstellung des Aufbaus der T-DNA des CRISPR/Cas9-Systems (Fauser et al. 2014). Die
Expression der fiir Arabidopsis codonoptimierten Cas9-Endonuklease wird durch einen Ubiquitin4-2-Promotor aus
Petroselinum crispum (Kawalleck et al. 1993) gesteuert. Die SgRNA steht unter der Kontrolle des U6-26-Promotors
aus Arabidopsis.
(Schematische Darstellung modifiziert nach Fauser et al. (2014).
Die in der sgRNA enthaltene komplementére Sequenz zum Ziellocus wird Spacer genannt und
ist 20 bp lang. Der Spacer kann theoretisch frei gewéhlt werden, muss am Ziellocus aber an
eine PAM-Sequenz angrenzen. Letztere dient als Erkennungssequenz fir die Cas9, ist selbst
aber nicht Teil der sgRNA. Die PAM-Sequenz fir das hier verwendete System aus
Streptococcus pyogenes ist ,NGG*.
Zum Designen der sgRNAs mit UGT76C1 als Zielgen wurden im Rahmen dieser Arbeit die
Vorhersageprogramme CRISPR-P (Lei et al. 2014) und CRISPR-PLANT (Yadav et al. 2014)
verwendet, um die Gefahr von unspezifischen Hintergrundmutationen (Off-targets) zu
minimieren. Es wurden drei Spacer, G18, G8 und G1, ausgewahlt. Die Auswabhlkriterien waren:
1) Position im Gen moglichst nah am Startcodon. 2) Hohe Spezifitat: Eine Aussage Uber die
Spezifitat liefert der Score-Wert des Vorhersageprogramms. Der ausgegebene Wert liegt
zwischen 1-100, desto hoher der Score-Wert, als desto hoher wird die Spezifitat bewertet (Lei
et al. 2014). 3) Das Vorhandensein einer RE-Schnittstelle innerhalb der Schnittstelle der Cas9-
Endonuklease (Abbildung 28).
Die Klonierung der ausgewahlten Spacer (G1, G8 und G18) in die sgRNA erfolgt in zwei

Schritten. Als Ausgangspunkt diente der Gateway® EntryVector pEn-Chimera, der die


https://de.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pyogenes
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Kassette mit dem U6-Promotor und der sgRNA-Sequenz enthalt (Abbildung 28B; zwischen
den attB1 und attB2-sites).

TO0 Spacer Design, Klonierung, Transformation

¢ Bliten Transformation von Arabidopsis-Pflanzen mit Basta-Selektion
CRISPR/Cas-System durch Agrobacterium tumefaciens

T1 Identifikation von T1-Pflanzen mit aktivem CRISPR/Cas-System: Durch Verlust der Hpy99I-Schnittstelle und Sequenzierung

CRISPR/Cas | CRISPR/Cas 2
aktiv: nicht aktiv:

+CRISPR/Cas-T-DNA +CRISPR/Cas T-DNA
v UGTT76CT: +/+; +/-; -/-; biallelisch UGT76C1: +/+

Chimere

T2 Suche nach T2-Pflanzen mit germinalen ugt76c1-Mutationen ohne oder mit CRISPR/Cas-T-DNA

- CRISPR/Cas-T-DNA +CRISPR/Cas-T-DNA
| | - somatische Mutationen

CRISPR/Cas CRISPR/Cas
i x [ aktiv: nicht aktiv: |

UGT76C1: +/+; +/-; UGT76CT: +/+

biallelisch UGT76C1: +/+; +I-; -I-; biallelisch UGT76CT: +/+
v Chimere

T3 Identifikation von homozygoten ugt76c1 ugt76c2-Doppel-Knockout-Mutanten und Riickkreuzung mit WT
oder suche nach T3-Pflanzen mit germinalen ugt76c1-Mutationen ohne CRISPR/Cas-T-DNA

ggf. Isolation von - CRISPR/Cas-T-DNA | +CRISPR/Cas-T-DNA
h f - somatische Mutationen
oy g e [ i diat CRISPR/Cas | CRISPR/Cas

zweimaliges Zuriickkreuzen | 8 I aktiv: nicht aktiv: X

mit WT; erneute Isolation
von homozygoten Pflanzen UGT76C1: +/+; +/-; | UGT76CT: +/+
v biallelisch UGT76C1: +/+; +/-; -/-; biallelisch UGT76CT: +/+
: Chimere

T4 Identifikation von homozygoten ugt76c1 ugt76c2-Doppel-Knockout-Mutanten und Riickkreuzen mit WT

ggf. Isolation von
homozygoten Pflanzen

zweimaliges Zuriickkreuzen
v mit WT; erneute Isolation
von homozygoten Pflanzen

Abbildung 29. Generalisierter Ablauf zur Herstellung und Identifikation von ugt767cl-ugt76c2-Doppel-
Knockout-Mutanten.

Die zuvor designten Spacer-Sequenzen werden kloniert (Abbildung 28) und in Arabidopsis-Pflanzen transformiert.
Die Primérpflanzen werden durch eine Basta-Behandlung selektiert. In der T1-Generation wird nur mit
Primértransformanten weitergearbeitet, in denen die Aktivitdt des CRISPR/Cas9-Komplexes nachgewiesen werden
kann. Ab der T2-Generation wird nach Linien gesucht, in denen die ugt76c1-Mutationen fixiert sind (d.h. auch die
Keimzellen betreffen). Deshalb wird nach Pflanzen gesucht, bei denen die CRISPR/Cas9-T-DNA aussegregiert,
das UGT76C1-Gen aber mutiert ist (roter Rahmen). Sollten diese nicht identifiziert werden kénnen, wird unter
Pflanzen die noch die CRISPR/Cas9-T-DNA tragen nach Kandidaten gesucht, in denen die UGT76C1-Mutationen
fixiert ist oder der CRISPR/Cas9-Komplex aktiv ist. Unter den Nachkommen dieser Kandidaten wird von neuem
nach Pflanzen mit fixierten Mutationen ohne CRISPR/Cas9-T-DNA gesucht (roter Rahmen). Sollten die
identifizierten ugt76cl ugt76c2-Doppel-Knockout-Mutanten noch heterozygot sein, werden in der nachsten
Generation homozygote Pflanzen identifiziert. Die homozygoten Doppel-Knockout-Mutanten werden zweimal mit
dem WT zuriickgekreuzt, geselbstet und anschlieRend werden erneut homozygote Pflanzen identifiziert.

Hinter dem U6-Promotor und vor der sgRNA-Sequenz befinden sich zwei gegeneinander
gerichtete BbsI-Schnittstellen. Durch den Verdau des Vektors mit Bbsl entstanden sticky ends,
die nicht miteinander kompatibel waren. Die Sequenzen, die fur die Spacer (G1, G8 und G18)
kodieren, wurden als komplementare Oligonukleotide synthetisiert und dabei mit Uberhdangen
versehen, die zu der Bbsl-Schnittstelle komplementar sind (Abbildung 28B). Die
komplementéaren Oligonukleotide wurden miteinander hybridisiert und anschliel3end gerichtet
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in die Bbsl-Schnittstelle des pEnChimera-Vektors kloniert. In einem zweiten Schritt wurde die
Kassette mit der sgRNA in den Destination-Vektor pDe-CAS9 durch eine Gateway® LR-
Reaktion Ubertragen (Abbildung 28). Die drei fertiggestellten Vektoren zur Mutagenese von
UGT76C1 U6:G1sgRNA, U6:G8sgRNA und U6:G18sgRNA werden im folgenden G1, G8 und
G18 genannt und wurden jeweils via floral dip in Arabidopsis-Pflanzen der Linien ugt76c2-1
und ugt76c2-2  transformiert.  AnschlieBend  wurden  mittels  Basta-Selektion
Primartransformanten isoliert. Ein Schema der Vorgehensweise zur Isolation von

homozygoten Doppel-Knockout-Mutanten ist in Abbildung 29 dargestellt.

3.5.2.2 In T1-Pflanzen ist der CRISPR/Cas9-Komplex aktiv

Das Ziel in der T1-Generation war es Pflanzen zu isolieren, in denen der CRISPR/Cas9-
Komplex aktiv ist. Fur G18 war in der UGT76C1-Zielsequenz an der Schnittstelle der
Endonuklease Cas9 die Erkennungssequenz des Restriktionsenzym Hpy99I enthalten. Daher
konnte die Aktivitat des CRISPR/Cas9-Komplexes durch den Verlust der Hpy99I-Schnittstelle
Uberpruft werden. Dafir wurde der UGT76C1-Locus durch PCR amplifiziert, verdaut und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. War die Mutagenese des UGT76C1-Gens erfolgreich,
entstanden durch den Verdau zwei Fragmente (34 bp, 580 bp), fur die wildtypische Sequenz
entstanden drei Fragmente (302 bp, 278 bp und 34 bp; Abbildung 30A).

Unter den 27 Priméartransformanten von G18 konnten elf Kandidaten identifiziert werden, bei
denen das PCR-Produkt zumindest teilweise resistent gegen den Verdau war (G18: #1; #3;
#4; #18; #22; #23; #33; #36; #37; #52 und #53; Abbildung 30B). In einer zweiten,
unabhangigen DNA-Analyse konnten acht der T1-Kandidatenlinien verifiziert werden (G18: #1;
#4; #18; #23; #36; #22; #52 und #53; Abbildung 30C).

Die Kandidaten wurden zusatzlich durch Sequenzierungen lberprift. Die Chromatogramme
der Sequenzierungsreaktionen zeigten, dass bei den T1-Kandidaten im UGT76C1-Locus die
Mutationen nicht fixiert (germinal) waren. Bei einigen Linien konnten hinter der Cas9-
Schnittstelle (Abbildung 30D, Dreiecke) multiple, sich Uberlagernde Sequenzierungssignale
beobachtet werden (z.B. Abbildung 30D G18 #23), die auf verschiedene somatische
Mutationen hindeuten. Funf der elf T1-Kandidaten konnten bestatigt werden (G18: #4; #18;
#22; #23 und #52; Tabelle 18, Abbildung 30D).
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A ugrrec2 UGT76C1
TAAEz ATG G18 -
Hpy99l **Hpy99l
| 302Bp, 2788p |,

ugt76c2-2
#18 #19 #20 #21 #22 #23, #24 #33 #34 #35 #36 #37 #38 #39 WT #49 #50 #51 #52 #53 #54

ugt76c2-1
c #4 #18 #23 #36 #3  #22 #33 #37 #52 #53 H,O #2
600 b
400 b|
200 b,

D T1G18 T1G18 #23
PAM |

P COCOMCGOCTTGTCIOAATCTCAG| CCOGCBGBACBGCTTGTCTGAATCTCA
t A 280 290 | 210 280 290

E Sg G8 #13 T1G1 #41

%Gj$ clf/}chk AGCTTCAGGGATTATAGT
Az 250
#51 T1 G1 #46

PAN

AGCTTCAGGGATTATAGT CG ACG AAGCCAGC T,TCAGGG AT
Az 20 A 240

Abbildung 30. Identifikation von G18, G8 oder G1 exprimierenden T1-Pflanzen in denen der CRISPR/Cas9-

Komplex aktiv ist.

A) Schematische Darstellung des UGT76C1-Locus mit Primerbindestellen (F2 und R2) und der Hpy99I-

Schnittstelle. Die PCR Produktgrée betragt 614 bp, wurde der UGT76C1-Locus mutiert, entstehen zwei

Fragmente (34 bp und 580 bp) und fir die WT-Sequenz entstehen drei Fragmente (302 bp, 278 bp, 34 bp).

B) Unter 27 Primarmutanten des G18-Konstruktes konnten elf Kandidaten mit einem partiellen Verlust der Hpy99I-

Schnittstelle identifiziert werden (fett gedruckt). Fur jede Pflanze wurden zwei unabhangige DNA-Proben

untersucht.

C) Die unter (B) identifizierten Kandidaten wurden in einem unabhangigen Experiment erneut auf den Verlust der

Hpy99I-Schnittstelle untersucht. Fir acht Kandidaten konnten die Ergebnisse bestéatigt werden.

D) Exemplarische Sequenzierungs-Chromatogramme des UGT76C1-Locus von T1-Pflanzen des G18-Konstrukts.

Dass der CRISPR/Cas9-Komplexes aktiv ist, ist an zusatzlichen Kurven ab der Cas-Schnittstelle erkennbar

(Dreiecke; drei bp hinter der PAM-Sequenz). Fiir G18 konnten unter den zuvor identifizierten Kandidaten 5 durch

die Sequenzierungen bestatigt werden.

E) Sequenzierungs-Chromatogramme der T1-Kandidaten von G1 und G8. Es konnten unter jeweils zehn

getesteten Primartransformanten durch die Sequenzierungen des UGT76C2-Gens drei Kandidaten fiir G1 und ein

Kandidat fur G8 identifiziert werden.
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Da in den Spacern der Konstrukte G8 und G1 keine RE-Schnittstellen enthalten waren, wurde
versucht einen Surveyor nuclease assay (Oleykowski et al. 1998) zu etablieren. Auch fur
diesen Ansatz wird der Ziellocus zunachst durch PCR amplifiziert. AnschlieRend wird das
PCR-Produkt dem Verdau mit einer T7-Endonuklease unterzogen. Das Enzym erkennt in
doppelstrangiger DNA-Basenfehlpaarungen und schneidet diese. Die verdauten Fragmente
kénnen gelelektrophoretisch identifiziert werden. Damit auch homozygote Mutationen
detektiert werden koénnen, wird das PCR-Produkt mit dem von WT gemischt. Trotz
umfangreicher Optimierungsarbeiten lieferte dieser Assay keine zufriedenstellenden
Ergebnisse und funktionierte zuverlassig nur bei groéReren Deletionen (ab 3 bp, Daten nicht
gezeigt).

Da die reale Aktivitdt des CRISPR/Cas9-Komplexes mit diesem Assay unterschéatzt werden
wirde, wurde dieser Ansatz verworfen und die UGT76C1-Loci direkt sequenziert.

Von den Priméartransformanten der Konstrukte G1 und G8 wurden jeweils zehn Pflanzen durch
Sequenzierung des UGT76C1-Locus analysiert. Fir das G1-Konstrukt zeigten drei Pflanzen
(G1: #51; #48; #41) und fur das Konstrukt G8 eine (G8#13) aus zehn Pflanzen im
Chromatogramm ab der Cas9-Schnittstelle schwache zuséatzliche Signale (Abbildung 30E). Es
wurde nur mit den vier Kandidatenlinien der T2-Generation weitergearbeitet (Tabelle 18).
Eine Ubersicht iiber die Linien der verschiedenen Konstrukte G1, G8 und G18 und die
experimentellen Arbeitsschritte, die zur ldentifikation der ugt76cl ugt76c2-Doppel-knockout-

Mutante fiihrten zeigt Tabelle 18.
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Tabelle 18. Ubersicht der Linien und Arbeitsschritte zur Identifikation der ugt76c1 ugt76c2-

Doppelmutante.

T1-Generation T2-Generation T3-Generation T4-Generation
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1 Die Untersuchung des Hpy99l-Verlustes erfolgte wie in Kapitel 2.2.2.11 und Abbildung 30A beschrieben.
2 Der UGT76C1-Locus wurde durch PCR amplifiziert und die PCR-Produkte anschlieRend sequenziert

(Kapitel 2.2.3.10).

3 Die zweite Probe, die durch Sequenzierung des UGT76C1-Locus Uberprift wurde, stammte aus

Kaulinblattern.

4 Der Nachweis der CRISPR/Cas9-T-DNA erfolgte durch PCR (Kapitel 2.2.3.14).
5 Die Anzahl der CRISPR/Cas9-T-DNA-Insertionen sowie die Uberpriifung der Auspragung des Ziel-Locus

wurde bestimmt, durch die Segregationsanalyse des Basta-Resistenzmarkers (Kapitel 2.2.2.1).

seg: segregiert; Ho: homozygot; He: heterozygot. X: Analyse wurde fir die entsprechende Linie nicht

durchgefihrt.

3.5.2.3 Isolation von Pflanzen mit germinalen ugt76c1-Mutationen

In der T2-Generation wurde nach Linien gesucht, in denen das UGT76C1-Gen mutiert war,
die CRISPR/Cas9-T-DNA aber aussegregiert war.

Bei ugt76cl-Mutanten,

die keine
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CRISPR/Cas9-T-DNA mehr tragen, sind gefundene Mutationen fixiert. Von den G18-
Kandidatenlinien (G18: #4; #18; #22; #22 und #52) wurden jeweils 10-19 Nachkommen auf
den Verlust der RE-Schnittstelle und parallel auf das Vorhandensein der CRSIPR/Cas-T-DNA
mittels PCR Uberpruft. Alle Linien, deren PCR-Produkt resistent gegen den RE-Verdau war,
besalRen auch eine CRISPR/Cas9-T-DNA (Tabelle 18).

So lange die Pflanzen eine CRISPR/Cas9-T-DNA tragen und der UGT76C1-Locus nicht
homozygot fur die Mutation ist, kann es durch die Aktivitat des CRISPR/Cas9-Komplexes
weiterhin zu somatischen Hintergrundmutationen kommen. Um unter den Nachkommen mit
einer CRISPR/Cas9-T-DNA, die aber zumindest einen starken Verlust der Hpy99I-Schnittstelle
zeigten, Pflanzen mit germinalen Mutationen zu identifizieren, wurden PCR-Fragmente des
UGT76C1-Locus sequenziert. Bei 14 Pflanzen zeigte das Chromatogramm
Sequenzveranderungen, die auf germinale Mutationen hinwiesen. Exemplarische
Chromatogramme der Kandidaten G18: #4-2, #4-9, #4-10 und #18-4 zeigt Abbildung 31. Es
war zu beobachten, dass die Intensitat der zusatzlichen Signale ab der Cas9-Schnittstelle
(Abbildung 30, farbige Dreiecke) zwischen den Kandidaten stark variierte.

Unter den Nachkommen der T1-Kandidaten der Konstrukte G1 und G8 wurden die PCR-
Produkte des UGT76C1-Locus direkt sequenziert. Unter den Nachkommen der Linien: G1:
#46 und G8: #13 konnte jeweils eine Pflanze identifiziert werden, deren Chromatogramm auf
germinale ugt76cl-Mutation hinwies (Tabelle 18).

Zur Unterscheidung von Pflanzen mit germinalen und somatischen Mutationen wurde von den
16 Kandidaten der drei Konstrukte G1, G8 und G18 jeweils von einer zweiten Probe (aus
Kaulinblattern) das PCR-Produkt des UGT76C1-Locus-sequenziert. Unter der Annahme, dass
nur Pflanzen mit germinalen Mutationen die gleichen Sequenzveranderungen in beiden
Proben zeigen, konnten vier Pflanzen mit putativen, germinalen Mutationen identifiziert
werden: G18:#4-2; #18-4; #22-1 und #23-3 (Abbildung 31).

Um Rickschlisse auf die Anzahl der T-DNA-Insertionsereignisse und die Wahrscheinlichkeit
mit der die T-DNA in der ndchsten Generation aussegregiert zu erhalten, wurden die
Aufspaltungsverhaltnisse des Basta-Resistenzmarkers der T-DNAs bestimmt. Bis auf die
Linien G18#22; G18#23 und G1#51, deren Segregationsverhaltnisse auf die Insertion von
zwei T-DNAs hinweisen, handelte es sich bei den anderen Linien um Einzelinsertionslinien
(Tabelle 18).

In der T3-Generation konnte durch eine erneute Sequenzierung des UGT76C1-Locus bestatigt
werden, dass die ugt76cl-Mutationen der Kandidaten G18: #4-2; #18-4; #22-1 und #23-3
fixiert waren und weitervererbt wurden. AnschlieRend wurde unter den T3-Pflanzen mit den
fixierten ugt76cl-Mutationen nach Individuen gesucht, die keine CRISPR/Cas9-T-DNA mehr
trugen. Die Linien G18#22-1 und #23-3 waren homozygot fur die CRISPR/Cas9-T-DNA. Diese
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Linien hatten mit dem WT zurtickgekreuzt werden missen. Aus zeitlichen Grinden wurde mit

diesen Linien daher nicht weitergearbeitet (Tabelle 18).

Sg G18 #4

Rosettenblatt Kaulinblatt

Sg G18 #18

Abbildung 31. Identifikation von Linien mit germinalen ugt76c1-Mutationen.

Exemplarische Sequenzierungs-Chromatogramme von Rosettenblattern und Kaulinblattern von Nachkommen der
T1-Kandidaten G18 #4 und #18 in der T2-Generation (Tabelle 18). Die Chromatogramme zeigten multiple Signale
ab der Cas9-Schnittstelle (weiRer Pfeil). Nur die Kandidaten #4-2 und #18-4 zeigten in beiden Chromatogrammen
dieselbe Mutation und betrafen daher wahrscheinlich auch die Keimzellen (rote Rahmen). Dreiecke markieren die
Cas9-Schnittstelle.

Unter den Nachkommen der G18:#18-4 Linie konnten in der T3-Generation drei homozygote
ugt76cl Pflanzen ohne eine CRISPR/Cas9-T-DNA identifiziert werden. Unter den T3-Pflanzen
der Linie G18:#4-2 konnte nur eine Pflanze identifiziert werden, die keine CRISPR/Cas9-T-
DNA-trug, diese war heterozygot fur die ugt76cl-Mutation und wurde geselbstet. In der T4-
Generation wurden homozygote ugt76cl1-Pflanzen identifiziert (Tabelle 18; Abbildung 32A).
Durch die Sequenzierung des UGT76C1-Locus in den homozygoten ugt76c1 ugt76c2-Doppel-
Konckout-Mutanten wurde die genaue Art der entstandenen Mutationen bestimmt. Bei den
Doppel-Knockout-Linien G18:#4-2(T4) und G18:#18-4(T3) wurden an der Cas9-Schnittstelle
jeweils ein zusatzliches Thymin bzw. Cytosin eingefligt (Abbildung 32B). Beide Mutationen
fuhren zu einer Verschiebung des Leserasters, das die Entstehung eines vorzeitigen Stopp-
Codons, drei Aminoséauren hinter der Mutationsstelle, zur Folge hat (Abbildung 32C).
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Die neuen Allele wurden ugt76c1-2 und ugt76c1-3 genannt. Dabei befindet sich ugt76c1-2 im
Hintergrund von ugt76c2-2 und wird im folgendem als ugt76c1,2_a bezeichnet und ugt76c1-3
befindet sich im Hintergrund von ugt76c2-1 und wird nachfolgend ugt76cl,2_b genannt
(Abbildung 32C)

Beide ugt76cl,2-Doppel-Konockout-Mutanten wurden, um eventuelle Hintergrundmutationen
auszukreuzen, zweimal mit dem WT zurlckgekreuzt, geselbstet und anschlieRend wurden
wieder homozygote Individuen isoliert. Mit den nicht-zuriickgekreuzten ugt767cl,2-Mutanten
wurden aus zeitlichen Grinden bereits vorlaufige Experimente durchgefihrt und mit den
doppelt-zurtickgekreuzten Linien wiederholt.

A

UGT76C2 UGT76C1
ugt76c2-2 ugt76c2-1 ugt76c1-2 ugt76c1-1
ugt76c1-3
ATG LB LB TAA ATG l-BTGA

UGT76C1 5
ugt76c1-2 5
ugt76ct-3 5

AATHEMICGA ~CCGGCTTGTCTGAATCTCAG
THlICGA TCCGGCTTGTCTGAATCT!
AATlllCGA CCCGGCTTGTCTGAATCTC

UGT76C1 N I1H PL:"TFLQ}.CRZ‘GLSE. %

Y\ A UGT76C1™ N PLFTFLQIRDRLVstop
Abbildung 32. Identifizierung und molekulare Charakterisierung homozygoter ugt76c1,2-Doppel-
Konockout-Mutanten.
A) Hpy99I-Verdau von PCR-Produkten des UGT76C1-Locus zur Identifikation homozygoter ugt76c1-Mutationen
durch den Verlust der Hpy99I-Schnittstelle in DNA von segregierenden T3-Pflanzen der Linie G18 #18-4. M: Marker
Hyperladder I; Ho: homozygot fiir ugt76c1-Mutation; He: heterozygot fur ugt76c1-Mutation.
B) Chromatogramme des UGT76C1-Locus der Kandidaten G18 #4-2 (T4) und G18 #18-4 (T3), ohne
CRISPR/Cas9-T-DNA, belegten das die jeweiligen Mutationen (Insertion von T bzw. C) homozygot waren.
C) UGT76C2-UGT76C1-Locus mit den Positionen der T-DNA-Insertionen ugt76c2-1, ugt76c2-2 und ugt76cl-1
(Dreiecke) und den Mutationen, die durch das CRISPR/Cas9-System erzeugt wurden, die generierten Allele
werden im Folgenden als ugt76c1-2 und ugt76c2-3 bezeichnet. Es erfolgte dabei die Insertion eines T bzw. C (rot
markiert). Beide Insertionen fuhren zu einer Verschiebung des Leserasters und zu einem vorzeitigen Stopp-Codon.
Unausgefiillte Balken: UTRs; schwarze Balken: Exons; Das Protospacer adjacent motif (PAM, NGG) ist rot und die
SgRNA G18 Sequenz gelb hinterlegt.

3.5.2.4 Die putativen Off-targets zeigten keine Mutationen

Ein Problem bei der Verwendung von steuerbaren Nukleasen besteht in deren Spezifitat.
Erfolgt eine Bindung an anderen Stellen im Genom, kdnnen unbeabsichtigte
Hintergrundmutationen entstehen. Durch die Verwendung von Vorhersageprogrammen zum
Design der Spacer-Sequenzen wird bioinformatisch versucht, Spacer-Sequenzen, die eine
hohe Homologie zu alternativen Sequenzen im Genom aufweisen, zu vermeiden. Das hier
zum Design der Spacer verwendete Programm CRISP-P (Lei et al. 2014) gibt fur jeden Spacer
eine Liste mit moglichen Off-targets an (Abbildung 33A). Fur die sgRNA G18 wurden sieben
mogliche Off-target-Sequenzen mit einer hohen Sequenzhomologie zur UGT76C1-
Zielsequenz angegeben (Abbildung 33A)

Von den sieben angegebenen Off-target-Sequenzen wurden in der ugt76cl,2_a Mutante zur

Uberprufung der Off-target-Aktivitat sechs durch PCR amplifiziert und sequenziert (Abbildung
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33B). Alle sequenzierten Loci zeigten keine Sequenzabweichungen vom WT. Um das Risiko
von Hintergrundmutationen zu minimieren, wurden die identifizierten Doppelmutanten zweimal

mit WT-Pflanzen zurtickgekreuzt und in der zweiten Filialgeneration wieder homozygote Linien
isoliert.

A Sequence paM Score MMs Locus Gene Region
3 0.3 4MMs 3:-21949390 AT3G59400 utr
0.1 4MMs 2:-9732856 AT2G22850 utr
0.1 4MMs 3:-3556916 AT3G11340 utr
0.0 4MMs 2:-6279706 AT2G14680 intron
0 3MMs 3:+5858937 AT3G17180 utr
4MMs 1:425295122 AT1G67500 intron
GAGRATCAGAGAAGCAGGCGAGG 4MMs 1:+2519049¢ AT1G67280 utr
B

AT3G59400 AT3G11340 __ AT3G17180

Abbildung 33. Untersuchung der Off target Akthltat des zur Mutagenese von UGT7601 verwendeten G18-
Spacers.

A) Gezeigt sind die von dem Design-Programm CRISPR-P ausgegebenen Daten der vorhergesagten Off-targets
fur den G18-Spacer. Die Ausgabe umfasst: 1) die Sequenzen mdglicher Off-targets, wobei von der UGT76C1-
Ausgangssequenz abweichende Basen rotmarkiert und die PAM-Sequenzen in Grun hinterlegt sind. 2) Einen
Score-Wert der die Wahrscheinlichkeit des Auftretens als Off-target bewertet. 3) Angabe der Anzahl der
Sequenzabweichungen (mismatches MMs) zum Ziellocus. 4) Die genaue Position des Off-targets im Arabidopsis-
Genom (Locus). 5) Die Gen-ldentifikationsnummer (Gene). 6) Die Region innerhalb des Gens in dem die sgRNA
bindet.

B) Chromatogramme der sequenzierten Off-targets zur Uberpriifung der Hintergrundmutationen. Die PAM-
Sequenzen sind griin hinterlegt und die Schnittstelle des Cas9-Enzyms ist jeweils mit einem roten Dreieck
gekennzeichnet. Die sechs getesteten Off-targets wiesen keine Hintergrundmutationen auf.
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3.6 Molekulare und phanotypische Charakterisierung der ugt76cl1,2 Doppel-
Knockout-Mutanten

Wie bereits beschrieben sind bisher nur zwei Cytokinin-N-Glucosyltransferasen bekannt (Hou
et al. 2004). Fur eine funktionelle Redundanz der beiden Gene spricht, dass Einzelmutanten
von UGT76C1 und UGT76C2 noch Cytokinin-N-Glucoside bilden und keine auffalligen
Phanotypen aufweisen (Hou et al. 2004, Smehilova et al. 2016, Wang et al. 2011). Eine
zentrale Fragestellung dieser Arbeit war, ob es noch weitere Glucosyltransferasen mit einer
Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat gibt. Daflr wurde das Cytokinin-Metabolitspektrum sowie
die Expression von Cytokinin-Antwortgenen in den ugt76cl,2-Doppelmutanten im Vergleich

zu den Einzel-Knockout-Linien ugt76c1-1, ugt76c2-1 und ugt76c2-2 bestimmt.

3.6.1 Der Doppel-Knockout von UGT76C1l und UGT76C2 fihrt zum Verlust der
Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat

Um zu Uberprifen, wie sich der gleichzeitige Knockout von UGT76C1 und UGT76C2 auf das
Cytokinin-Metabolitspektrum auswirkte, wurden Cytokinin-Messungen in elf Tage alten
Arabidopsis-Keimlingen durchgefiihrt. Die Messungen des Cytokinin-Gehalts erfolgte in
Kollaboration mit Dr. Ondrej Novak (Palacky Universitat, Olomouc, Tschechien). Eine
Ubersicht tber den Cytokinin-Gesamtgehalt und im Einzelnen uber die Menge an freien
Basen, Ribosiden, Nukleotiden und Zuckerkonjugaten ist in Tabelle 19 dargestellt. Eine
umfassendere Ubersicht zeigt die Tabelle S3 im Anhang.

Tabelle 19. Cytokinin-Gehalt in UGT76C1 und UGT76C2 Einzel- und ugt76c1,2-Doppelmutanten im
Vergleich zum WT.

Gesamt- Cytokinin- Cytokinin- Cytokinin- Cytokinin-O- Cytokinin-N-
Genotype Cytokinin Basen Riboside Nukleotide Glucoside Glucoside
WT 110,35+ 9,93 0,76 £+ 0,24 323+ 080 3577 574 1430+ 296 56,28 + 6,47

ugt7éc1-1 107,81 = 12,90 275+ 0,74 3,72+ 0,81 34,77 + 8,86 1401+ 277 52,56 + 3,35

ugt76c2-1 50,26 + 339 184+ 051* 264+ 030 3128+ 207 12,77+ 164 1,74+ 0,18~
ugt76c2-2 50,06 + 459 087+ 0,25 3,88+ 0,91 27,86 + 459 16,06+ 1,52 141+ 0,13~
ugt76ci,2 a 4785+ 400 198+ 052* 305% 059 2625+ 202" 1624+ 193 0,33+ 0,07~
ugt76ci.2 b 5273+ 543 124+ 039 372+ 087 3051+ 374 1697+ 168 029+ 002~

Die Proben stammten von elf Tage alten, in vitro-angezogenen Keimlingen. Fir die Messungen wurden jeweils
~20mg Pflanzenmaterial verwendet. Angegeben ist der absolute Gehalt in pmol/lg Frischgewicht mit
Standardabweichung (n = 5). Die Messungen wurden dreimal wiederholt. Sterne markieren signifikante
Unterschiede zum WT (* = p < 0,05, Wilcoxon-Rangsummentest).

In der ugt76cl1-1-Einzelmutante waren die Cytokinin-N-Glucoside nur leicht reduziert, die Kon-
zentration entsprach ~ 92 % des WTs. Der Knockout von UGT76C2 fuhrte hingegen zu einer
sehr starken Reduktion der Cytokinin-N-Glucoside. In den Einzel-Knockout-Linien ugt76c2-1
und ugt76c2-2 entsprach der Gesamtgehalt der Cytokinin-N-Glucoside nur etwa 3 % bzw.
2,5 % des WTs (Tabelle 19). Die Ergebnisse fiir die Mutanten ugt76c1-1 und ugt76c2-1 stehen
im Einklang mit publizierten Daten (Hou et al. 2004, Smehilova et al. 2016, Wang et al. 2011,
Wang et al. 2013). Demnach scheint UGT76C2 die Hauptkomponente der Cytokinin-N-

Glucosylierung zu sein. Die Messwerte der Cytokinin-Metabolite der Knockout-Allele
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ugt76c2-1 und ugt76c2-2 ahneln sich stark, wobei in der letzterem die Cytokinin-N-Glucoside

tendenziell starker reduziert waren (Tabelle 19).
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Abbildung 34. Ugt76c1,2-Mutanten bilden keine Cytokinin-N-Glucoside.

Dargestellt ist der relative Cytokinin-Gehalt in UGT76C1- und UGT76C2- Einzel- und Doppelmutanten im Vergleich
zum WT. Die Proben fir die Messungen stammten von elf Tage alten Keimlingen, die unter LT-Bedingungen in
vitro angezogen wurden. Pro Messungen wurden jeweils ~ 20 mg Pflanzenmaterial verwendet. Angegeben sind
die relativen Mittelwerte mit Standardfehlern (n = 5). Der Wildtyp wurde auf 1 gesetzt. iP: Né-Isopentenyladenin, tZ:
trans-Zeatin, cZ: cis-Zeatin, N-Glucoside (iP7G, iP9G, tZ7G, tZ9G, c¢Z9G), O-Glucoside (tZOG, tZROG, cZO0G,
CcZROG), Nukleoside (cZR, iPR, tZR), Nukleotide (cZRMP, iPRMP, tZRMP). Sterne markieren signifikante
Unterschiede zum WT (p < 0,05, Wilcoxon-Rangsummentest).

Relativer Cytokiningehalt
Relativer Cytokiningehalt

Bei den beiden Doppelmutanten ugt76c1,2_a und ugt76cl,2_b lag die Konzentration der
Cytokinin-N-Glucoside unterhalb (iP9G, tZ9G und ¢Z9G) oder nah an (cZ7G, iP7G und tZ7G)
der Detektionsgrenze (Abbildung 34, Tabelle 19). Demnach fuhrte der gleichzeitige Knockout
von UGT76C1 und UGT76C2 zu einem vollstandigen Verlust von Cytokinin-N-Glucosiden.
Folglich sind UGT76C1 und UGT76C2 die einzigen Cytokinin-N-Glucosyltransferasen in
Arabidopsis

Die Cytokinin-N-Glucoside sind die Cytokinin-Metabolite mit der grof3ten Abundanz in
Arabidopsis. Die Reduktion der Cytokinin-N-Glucoside, in den Einzelmutanten von UGT76C2
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und in den beiden ugt76cl,2-Doppelmutanten wirkt sich stark auf den Gesamt-Cytokinin-
Gehalt aus. Mit ~47,8 bzw. ~52,7 pmol/g Frischgewicht war der Cytokiningehalt im Vergleich
zum WT (~110,35 pmol/g Frischgewicht) in den Mutanten mehr als halbiert (Tabelle 19,
Abbildung 34).

3.6.2 Der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung kann weitgehend kompensiert
werden

Die Messungen der freien Cytokinin-Basen, die die aktiven Formen des Cytokinins darstellen,
waren sowohl in den Einzel- als auch in den Doppelmutanten von UGT76C1 und UGT76C2
leicht erhoht. Signifikant war der Unterschied flr ugt76cl-1, ugt76c2-1 und ugt76cl,2_a
(Tabelle 19). Dies ist in erster Linie auf eine deutliche Erhdéhung der iP-Konzentration
zurlckzuftuhren (Abbildung 34, Tabelle S3). Demnach kann die Cytokinin-Homoostase trotz
des Verlusts der Cytokinin-N-Glucosylierung in den Mutanten weitgehend aufrechterhalten
werden. Weitere Hinweise Uber die mdglichen Kompensationsmechanismen kann die
Betrachtung der anderen Cytokinin-Metabolite geben.

Die Vorstufen der aktiven Cytokininbasen sind die Cytokinin-Nukleoside und Cytokinin-
Nukleotide. Die Konzentrationen der Cytokinin-Nukleoside waren kaum verandert. Bei den
ugt76c2-Einzelmutanten und den ugt76cl,2-Doppelmutanten war der Gehalt der Cytokinin-
Nukleotide im Vergleich zum WT hingegen etwas verringert. Signifikant war der Unterschied fur
iPRMP (Abbildung 34). Eine Verringerung der Cytokinin-Nukleotide kann auf eine verminderte
Cytokinin-Biosynthese zur Aufrechterhaltung der Cytokinin-Hom@ostase hindeuten.

Die Konzentrationen der Cytokinin-O-Glucoside von cZ, nicht aber von tZ, waren in den
Einzelmutanten von UGT76C2 und den ugt76cl,2-Doppelmutanten im Vergleich zum WT um
~30 % bis ~50 % erhdht. Bei beiden ugt76c1,2-Doppelmutanten war der Unterschied fir cZOG
signifikant (Abbildung 34, Tabelle S3). Da es sich bei der Cytokinin-O-Glucosylierung ebenfalls
um eine Cytokinin-Inaktivierung handelt, konnte eine verstéarkte O-Glucosylierungsaktivitat
ebenfalls der Aufrechterhaltung der Cytokininhomdostase dienen.

Um zu untersuchen, ob sich der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung auf den Cytokinstatus
der ugt76c1,2-Doppelmutanten auswirkte, wurde die Expression von Cytokininreportergenen,
den A-Typ-ARR-Genen (ARR5, ARR6, ARR7, ARR15 und ARR16), mittels gPCR bestimmt.
Deren Expression wird durch Cytokinin induziert und korreliert zumindest bei
cytokinindefizienten Pflanzen oft mit dem Cytokinin-Status. Fir ugt76cl,2_a waren die
Expressionslevel von ARR5, ARR6 und ARR16 kaum verdndert (Abbildung 35). Die
Expression von ARR7 und ARR15 waren im Vergleich zum WT um ~43 % und ~53 % im
erhoht. Fir ARR7 war der Unterschied zum WT signifikant (Abbildung 35). Die leicht erhdhten

Expressionslevel von ARR7 konnten auf einen schwach erhoéhten Cytokinin-Status der
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ugt76cl,2 a-Mutante hinweisen, was im Einklang mit den leicht erhdhten iP-Konzentrationen
steht (Abbildung 34, Tabelle S3).

A-Typ ARRs WT ugt7ée1,2 a
ARR5 1,00 = 0,03] 1,06 + 0,02
ARRG6 1,00 = 0,08] 1,08 + 0,08
ARR7 1,00 + 0,19] 1,53 + 0,09 *
ARR15 1,00 = 0,17 143 + 0,23
ARR16 1,00 = 007) 1,16 + 0,08

CK-Perzeption
AHK2 1,00 = 0,06 1,22 = 0,15
AHK3 1,00 = 0,09| 086 + 0,14
AHK4 1,00 =+ 0,08- + 014

CK-Biosynthese

& Aktivierung IPT3 1,00 = 0,05 + 10,02, *
IPT5 1,00 = 0,22 | + 0,13
IPT7 1,00 = 0,16 + 10:11
LOG3 1,00 = 0,08 += 0,10
LOG4 1,00 = 0,10 + 0,15
LOGS5 1,00 = 0,12 += 0,14
LOG7 1,00 = 0,24 += 0,20
CcYP735A2 1,00 = 0,23 CRQ] + 0,15

CK-Degradation
CKX1 1,00 = 0,05 087 + 0,16
CKX2 1,00 = 0,25 0,98 + 0,16
CKX3 1,00 = 0,24] 2,08 + 0,40
CKX4 1,00 = 0,19 1,10 = 0,30
CKX5 1,00 = 0,37 2,68 0,56 *
CKX6 1,00 = 0,14 0,21

CK-Glucosylierung
UGT85A1 1,00 = 0,09 0,07 *
UGT73C1 1100 = 0,27 0.27

Abbildung 35. Bestimmung des Cytokinin-Status und der Regulation zur Aufrechterhaltung der
Cytokininhomdostase in ugt76c1,2-Mutanten.

gPCR-Analyse der Expressionsniveaus von A-Typ-ARR-Genen sowie von Genen der Cytokininrezeptoren und
einiger Komponenten des Cytokinin-Metabolismus in elf Tage alten Arabidopsis-Keimlingen. Angegeben sind die
Mittelwerte der relativen Transkriptlevel £ Standardfehler von ugt76c1,2_a-Mutanten im Vergleich zum WT, der auf
1 gesetzt wurde (n = 5). Als Referenzgene dienten TAFII15 und PP2A. Sterne markieren signifikante Unterschiede
zum WT (Wilcoxon-Rangsummentest, p < 0,05). Das Experiment wurde bis zu viermal wiederholt, reprasentative
Ergebnisse wurden ausgewahilt.

Um zu verstehen, wie die ugt76cl,2-Mutanten den Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung
kompensieren, wurden mittels gPCR die Expressionslevel der Gene der Cytokininrezeptoren
und der wichtigsten Enzyme, welche die Cytokininhomoostase regulieren, flr die ugt76c1,2_a-
Mutante bestimmt. Die Transkriptlevel der Cytokininrezeptorgene waren nicht signifikant
veréndert. Das Transkriptlevel von AHK4 war im Vergleich zum WT um etwa 20 % erhoht,
wohingegen die von AHK3 und AHK4 um 14 % bzw. 31 % verringert waren (Abbildung 35).

Die Cytokinin-Biosynthese IPT3, IPT5 und IPT7 waren in der ugt76c1,2_a-Mutante tendenziell
schwacher exprimiert als im WT (14-28 %), wobei der Unterschied zum WT nur fir IPT3
signifikant war (Abbildung 35). Die Expressionslevel der LOG-Gene unterschieden sich in der
ugt76cl,2_a-Mutante kaum vom WT (Abbildung 35). Das Expressionslevel von CYP735A2
war in beiden ugt76c1,2_a-Mutanten im Vergleich zum WT um 30 % verringert (Abbildung 35).
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Die Expressionslevel der fur die Degradation des Cytokinins verantwortlichen CKX-Gene
waren in den Mutanten teilweise unverédndert (CKX2 und CKX4), leicht verringert im Fall von
CKX1 (13 %) oder erhdht (CKX3, CKX5 und CKX6). Fiir CKX3 war der Unterschied signifikant
(Abbildung 35).

Die O-Glucosylierung des Cytokinins stellt einen weiteren Mechanismus der Cytokinin-
Inaktivierung dar. Es wurden bisher drei vermeintliche Cytokinin-O-Glucosyltransferasen
identifiziert (UGT85A1, UGT73C1 und UGT73C5). In der ugt76cl,2_a-Mutante war das
Expressionslevel von UGT85A1 im Vergleich zum WT signifikant um ~46 % erhoht. Das
Expressionslevel von UGT73C1 war in der ugt76cl,2_a-Mutante unveréndert.

Die leichten Veranderungen des Cytokinin-Metabolitspektrums in ugt76cl1,2 Kkorrelierte mit
den veranderten Expressionslevels der Gene, die fur die Aufrechterhaltung der Cytokinin-
Homdoostase und Signalperzeption verantwortlich sind. Auch wenn die beobachteten
Veranderungen relativ mild waren sind diese ein Hinweis daflr, dass Mechanismen aktiv sind,
um dem Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung entgegenzuwirken.

Um zu untersuchen, ob die Cytokinin-Sensitivitat in den ugt76cl,2-Doppelmutanten verandert
ist, wurde die Reaktion des Wurzelwachstums auf cytokininhaltigem Medium untersucht.
Cytokinin fuhrt bei Arabidopsis zu einer Reduktion des Primarwurzelwachstums und einer
verringerten Lateralwurzelbildung (Werner et al. 2001). Die Untersuchungen zeigten, dass die
Hemmung der Primarwurzelelongation und des Seitenwurzelwachstums bei ugt76c1,2 im
gleichen Mal3 erfolgte wie beim WT (Abbildung 36). Die Cytokinin-Sensitivitat des
Wurzelwachstums auf das exogen zugegebene Cytokinin wurde durch den Verlust der
Cytokinin-N-Glucosylierung nicht beeintrachtigt. Dieses Ergebnis war unerwartet, da Cytokinin
nach exogener Zugabe neben dem Abbau in Adenin und Adenaosin vor allem durch N7- und -
N9-Glucosylierungen inaktiviert wird (Letham et al. 1983, Mcgaw et al. 1984, Niemann et al.
2015, Parker et al. 1973).
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Abbildung 36. Cytokinin-Sensitivitat des Wurzelwachstums von ugt76c1,2-Mutanten ist nicht verandert.
Reaktion des Wurzelwachstums auf exogene iP-Zugabe. Untersucht wurde der Effekt der Cytokinininzugabe auf
die Elongation der Hauptwurzel zwischen Tag 2 und Tag 9 nach der Keimung und auf die Seitenwurzelbildung.
Dargestellt sind relative Mittelwerte mit Standardfehler der relativen Wurzelelongation und der relativen
Seitenwurzelanzahl von ugt76c1,2_a- und ugt76c1,2_b-Mutanten im Vergleich zum WT (n = 9-24).



ERGEBNISSE| 107

Um besser zu verstehen, wie die Pflanzen den Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung
kompensieren, wurden mittels qPCR die Expressionslevel von Cytokininantwortgenen und
Komponenten der Cytokininhomoostase unmittelbar nach der Cytokininzugabe untersucht.
Um sicherzustellen, dass die Reaktion nicht gesattigt ist, erfolgte die Induktion mit zwei
verschiedenen BA-Konzentrationen 1 nM und 100 nM. Die Probennahme fiir die Analyse
erfolgte 20 min und 120 min nach der Induktion. Um den Effekt des Cytokinins auf den WT
und auf die ugt76cl,2-Doppelmutante bewerten zu kénnen, wurden die Daten jeweils auf die
unbehandelte Kontrollprobe bezogen. Die Cytokinin-Induktion war erfolgreich. Das zeigten die
Expressionslevel der A-Typ-ARR-Gene ARR5, ARR6, ARR7, ARR15 und ARR16, die bereits
20 min nach der BA-Behandlung deutlich erh6ht waren, dabei war die Induktion
dosisabhéngig. Nach 120 min gingen die ARR-Expressionslevel wieder zuriick, waren aber
immer noch erhéht (Abbildung 37).

Ein Ziel der Untersuchung war zu testen, ob die ugt76cl,2-Doppelmutanten eine veranderte
Cytokinin-Sensitivitat aufwiesen. In der Mutante zeigten die Transkriptmengen der A-Typ ARR-
Gene unterschiedliche Reaktionen auf die Cytokiningabe. Fir ARR5 und ARR6 war die
Induktion der Transkription fur alle gemessenen Zeitpunkte und Cytokinin-Konzentrationen fir
beide Genotypen signifikant und die Expressionszunahme war jeweils in der ugt76cl,2_a-
Mutante starker als im WT (Abbildung 37). Bei ARR7 und ARR15 hingegen war fir alle
signifikanten Expressionsveranderungen die Reaktion auf das exogen applizierte Cytokinin in
der ugt76cl,2_a-Mutante schwéacher, was sich durch eine geringere Transkriptzunahme als
im WT auferte (Abbildung 37). Bei ARR16 konnten signifikante Expressionsanderungen nur
bei der Induktion mit 100 nM beobachtet werden (Abbildung 37). Die Reaktion der Mutante
war dabei nach 20 min etwas starker und nach 120 min etwas schwéacher als im WT. In Bezug
auf die Cytokinin-Sensitivitéat weist die starkere Induktion von ARR5 und ARRG6 auf eine
erhohte und die schwéachere Induktion von ARR7 und ARR15 auf eine verminderte Cytokinin-
Sensitivitat der ugt76c1,2_a-Mutante hin.

Die Expression des CYP735A2-Gens wird ebenfalls durch Cytokinin induziert (Bhargava et al.
2013). Allerdings konnte eine Induktion der Expression nur bei der Behandlung mit 100 nM BA
beobachtet werden. Die Zunahme der Expression in der ugt76c1,2_a-Mutante war dabei fur
den ersten Zeitpunkt starker und fir den zweiten schwacher. Bei der Induktion mit 1 nM BA
wurde hingegen eine Abnahme der Expression gemessen, fur den WT war der Unterschied
fur den zweiten Zeitpunkt signifikant und die Reaktion im Vergleich zur ugt76cl,2_a-Mutante
starker. Aus diesen Beobachtungen kdnnen hinsichtlich der Cytokinin-Sensitivitat keine

Ruckschlisse gezogen werden.
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Abbildung 37. Cytokinin-Sensitivitat der ugt76cl1,2-Mutanten und Aktivierung der Cytokininhomodostase
nach exogener Cytokininzugabe.

gPCR-Analyse der Expressionsniveaus von A-Typ-ARR-Genen sowie von Genen einiger Komponenten des
Cytokinin-Metabolismus in elf Tage alten Arabidopsis-Keimlingen von ugt76c1,2_a-Mutanten im Vergleich zum WT.
Die Messungen erfolgten 20 und 120 min nach der Induktion mit 1 nM und 100 nM BA. Angegeben sind die
Mittelwerte der relativen Transkriptlevel mit Standardfehlern (n = 5). Die Daten wurden jeweils auf den Wert der
Mock-Kontrolle bezogen. Als Referenzgene dienten TAFII15 und PP2A. Sterne markieren signifikante Unterschiede
zwischen der Mock-behandelten und der mit cytokinininduzierten Probe (p < 0,05, Wilcoxon-Rangsummentest).
GroRer- und Kleiner-als-Zeichen geben an, ob signifikante Expressionsanderung der ugt76cl1,2_a-Mutante im
Vergleich zum WT starker (>) oder schwéacher (<) waren. Fur prozentuale Veréanderungen, die groRer als 30 % und
zumindest fiir einen Genotyp signifikant waren, erfolgte die Angabe durch ,>>“ bzw. ,<<“.

Zu den bekannten Cytokininantwortgenen gehoren auch die Cytokininoxidasen CKX3, CKX4
und CKX5 (Bhargava et al. 2013, Brenner et al. 2012). Der WT zeigte fur die untersuchten CKX-
Gene fur beide Cytokinin-Konzentrationen und fiir beide Zeitpunkte eine moderate Zunahme der
Expressionslevel. Dabei stellte die CKX3-Expression nach 120-minutiger Inkubation mit 1 nM
BA eine Ausnahme dar, hier wurde eine leichte Abnahme der Transkriptlevel beobachtet. Bei
der ugt76cl,2_a-Mutante wurde ebenfalls eine Zunahme der CKX-Transkripte gemessen, diese

war bei den Messwerten der Induktion mit 100 nM BA fir alle CKX-Gene signifikant. Im Vergleich
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zum WT war die Expressionszunahme in der ugt76c1,2-Mutante schwacher, dabei stellte einzig
das CKX3-Transkriptlevel nach 120- mintiger Inkubation mit 200 nM BA eine Aushahme dar.
Diese Beobachtungen waren unerwartet, da in der Mutante ein wichtiger Inaktivierungsweg fiir
Cytokinin fehlte. Der Erwartung nach sollte die Expression der CKX-Gene in der Doppelmutante
starker induziert werden als im WT, um dem Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung entgegen
zu wirken.

Die Expression des Cytokinin-O-Glucosyltransferase-Gens UGT85A1 wurde im WT durch die
Cytokininbehandlung nicht signifikant verandert. In der ugt76c1,2_a-Mutante war hingegen eine
signifikante Zunahme des Transkriptlevels nach 20-minutiger Inkubation mit 1 nM BA und eine
signifikante Abnahme nach 120-minutiger Inkubation mit 100 nM BA zu beobachten. Letzteres
war unerwartet, da die O-Glucosylierung von Cytokinins dessen Inaktivierung bewirkt. Dennoch,
in beiden Fallen reagierte die Mutante sensitiver auf die Cytokininzugabe (Abbildung 37).

Die Expressionsniveaus der Cytokinin-Biosynthesegene IPT3 und IPT5 wurden durch die
Cytokinin-Zugabe deutlich reduziert. Einzig bei IPT5 war nach 120-minltiger Inkubation mit
100 nM BA die Abnahme des Transkriptlevels im WT stéarker als in der ugt76cl1,2_a-Mutante.
Bei allen anderen Veranderungen der Expressionslevel, die zumindest fir einen Genotyp
signifikant waren, zeigte die ugt76cl1,2_a-Mutante eine sensitivere Reaktion als der WT. Eine
starkere Hemmung der Biosynthese konnte dem Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung
entgegenwirken.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass in den ugt76cl,2-Mutanten die Reaktionen auf das
exogen applizierte Cytokinin verandert war. In Bezug auf die Cytokinin-Sensitivitdt kann anhand
der vorliegenden Ergebnisse keine klare Aussage getroffen werden. Die Untersuchungen
belegen aber die erstaunliche Kapazitdit der Pflanzen den Verlust der

Cytokinin-N-Glucosylierung zu kompensieren.

3.6.3 Phéanotypische Charakterisierung der ugt76c1,2-Mutanten

Die phéanotypische und molekulare Charakterisierung von Knockout-Mutanten kann weitere
Hinweise auf die physiologische Bedeutung der ausgeschalteten Gene geben und inwieweit sich
dies auf die Cytokininhomodostase auswirkt. Veranderungen des Cytokinin-Status oder der
Cytokininlevel in Pflanzen kdnnen pleiotrope Ver&nderungen des Pflanzenwachstums und der
Pflanzenentwicklung zur Folge haben (Bartrina et al. 2011, Miyawaki et al. 2006). Die UGT76C2-
Reporterstudie zeigte, dass die UGT76C2-Reporter in allen untersuchten Entwicklungsphasen
gewebespezifisch exprimiert wurden (siehe Abschnitt 3.2.3). Es ist daher anzunehmen, dass die
Cytokinin-N-Glucosylierung an der Aufrechterhaltung der Cytokininhomdostase in den

untersuchten Entwicklungsphasen und Geweben beteiligt ist.
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3.6.3.1 Wachstum der ugt76cl1,2-Mutanten in der vegetativen Phase

In der vegetativen Wachstumsphase wirkten die ugt76cl,2-Mutanten teilweise gréf3er und
kraftiger als der WT. Das Frischgewicht der Rosetten war im Vergleich zum WT allerdings nicht
verandert (Abbildung 38A und B).
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Abbildung 38. Auswirkung des Verlusts der Cytokinin-N-Glucosylierung auf das vegetative
Sprosswachstum.

A) Sprossphanotyp von auf Erde angezogenen Pflanzen des WT und der Linien ugt76c1,2_a und ugt76cl1,2_b (21
TNK).

B) Bestimmung des Frischgewichtes der Rosetten von auf Erde und unter im Langtag angezogenen Pflanzen des
WTSs und der Linien ugt76c1,2_a und ugt76c1,2_b (32 TNK). Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehlern (n =
15-40).

C) Vergleich des sechsten und siebten Blattes des WTs und der Linien ugt76c1,2_a und ugt76c1,2_b (32 TNK).
D) Quantifizierung der Blattflaichen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehlern (n = 9-22). Sterne markieren
signifikante Unterschiede zum WT (* = p < 0,05; ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, Wilcoxon-Rangsummentest).

Die Untersuchungen der Blattflachen zeigten, dass das sechste und siebte Blatt bei den
ugt76cl,2-Mutanten im Vergleich zum WT jeweils signifikant um ~15,6 % bzw. ~17,0 % und
fur ugt76c1,2_b um ~17,4 % bzw. ~13,41 % vergrol3ert war (Abbildung 38C und D). Teilweise
bildeten die ugt76cl,2-Mutanten auch deutlich vergroRerte Rosetten (siehe Anhang,
Abbildung S3). Interessanterweise scheint der Einfluss der Cytokinin-N-Glucosylierung auf die
Regulation der Blatt- und Rosettengrof3e konditional zu sein, da diese Merkmale nicht immer

zu beobachten war.
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3.6.3.2 Einfluss der Cytokinin-N-Glucosylierung auf Entwicklungstibergdnge

Es wurde gezeigt, dass Cytokinin auch Entwicklungsubergéange beeinflusst (Werner 2016).
Zur Beurteilung, ob die Cytokinin-N-Glucosylierung einen Einfluss auf den Ubergang von der
juvenilen zur adulten vegetativen Wachstumsphase hat, bzw. ob der Cytokininstatus in den
ugt76cl,2-Doppelmutanten verandert ist, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Séren Werner
(Freie Universitat Berlin, Berlin) die Anzahl der juvenilen Blatter untersucht, welche sich unter
anderem durch die Abwesenheit abaxialer Trichome auszeichnen (Telfer et al. 1997).
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Abbildung 39. Bei den ugt76c1,2-Mutanten sind die Ubergange von der juvenilen zur adulten vegetativen
Phase und von der vegetativen zur reproduktiven Entwicklungsphase unverandert.

A) Anzahl juveniler Rosettenblatter (Blatter ohne abaxiale Trichome) der Mutantenlinien ugt76cl,2_a und
ugt76c1,2_b im Vergleich zum WT, unter Kurztagbedingungen (KT). Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler
(n > 22). Diese Untersuchung erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. S6ren Werner (Freie Universitat Berlin, Berlin).
B) Anzahl der Rosettenblatter zum Bluhzeitpunkt der Linien ugt76c1,2_a und ugt76c1,2_b im Vergleich zum WT,
unter Langtagbedingungen. Der Blihzeitpunkt wurde definiert als Zeitpunkt, an dem der Infloreszenzstéangel 0,5
cm lang war. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler (n = 15-22).

C) und D) Bluhzeitpunkt (TNK) unter Kurz- (C) und Langtagbedingungen (D). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte
mit Standardfehler (n > 21).

E) Sprossphanotyp von auf Erde und unter Langtagbedingungen angezogenen Pflanzen des WTs und der Linien
ugt76c1,2_a und ugt76cl,2_b (33 TNK).

Deren Anzahl war im Vergleich zum WT nicht verandert (Abbildung 39A). Der Ubergang von
der vegetativen zur reproduktiven Entwicklungsphase kann durch die Anzahl der Blatter zum
Zeitpunkt des Bliuhens sowie durch die Anzahl der Tage bis zum Blihbeginn charakterisiert
werden. Die Anzahl der Blatter zum Blihbeginn unter Langtagbedingungen, als auch die
Anzahl der Tage bis zum Bliihbeginn unter Kurz- und unter Langtagbedingungen waren im
Vergleich zum WT bei den ugt76c1,2-Mutanten nicht signifikant veréandert (Abbildung 39A-E).
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Aus diesen Beobachtungen lasst sich schlussfolgern, dass die Cytokinin-N-Glucosylierung
Entwicklungsiibergénge nicht beeinflusst oder dass der Verlust dieses Stoffwechselweges
kompensiert werden kann.

Fur die Beurteilung einer Veréanderung der Induktion der natirlichen Blattseneszenz in den
ugt76cl,2-Mutanten wurde im Verlauf der Entwicklung zwischen Tag 32 und 41 nach der
Keimung jeweils von Blatt 6 und 7 die photochemische Effizienz des Photosystems Il (Fv/Fm)
bestimmt. Der Fv/Fm-Wert nimmt im Verlauf der natirlichen Seneszenz ab. Bei beiden
ugt76c1,2-Mutanten war die Abnahme der Fv/Fm-Werte ab Tag 37 etwas verzogert, was auf
eine spétere Initiation der Blattseneszenz hindeutet (Abbildung 40A und B).
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Abbildung 40. Die natiirliche Blattseneszenz ist in ugt76c1,2-Mutanten verzdgert.

Untersuchung der photochemischen Effizienz des Photosystems 1l (Fv/Fm) in Blatt 6 (A) und 7 (B) im Laufe der
Entwicklung von Pflanzen des WTs im Vergleich zu ugt76c1,2_a und ugt76cl,2_b-Mutanten uber die Zeit. Die
Anzucht erfolgte unter Langtagbedingungen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehlern (n = 9). Sterne
markieren signifikante Unterschiede zum WT (*** = p < 0,001; Wilcoxon-Rangsummentest).

3.6.3.3 Die Cytokinin-N-Glucosylierung reguliert die Grof3e und Aktivitat des apikalen
Sprossmeristems

Es ist bekannt, dass Cytokininiiberschuss-Mutanten wie ckx3,5 grol3ere Infloreszenz-
meristeme mit einer erhohten meristematischen Aktivitat besitzen, insgesamt mehr Bliten
produzieren und langere und dickere Infloreszenzstangel aufweisen (Bartrina et al. 2011). Das
Plastochron der Bluten war bei den ugt76c1,2-Mutanten signifikant verkirzt (Abbildung 41A).
Dies weist auf eine erhéhte Aktivitat des Infloreszenzmeristems hin. Die ugt76c1,2-Mutanten
bildeten am Hauptstdangel mehr Schoten als der WT. Die Unterschiede zum WT waren
signifikant (Abbildung 41B und C). In Bezug auf die Schotendichte (Abbildung 41D), die Anzahl
der Seitensprosse (Abbildung 41F) und die Verzweigung des Hauptstangels (Abbildung 41G)
zeigten die ugt76cl,2-Mutanten im Vergleich zum WT keine signifikanten Unterschiede. Die

Infloreszenzstéangel wirkten im Vergleich zum WT etwas kréftiger (Abbildung 41E).
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Abbildung 41. Die ugt76c1,2-Mutanten weisen eine erhdhte Blutenbildungsrate auf und produzierten mehr
Schoten.

A) bis D) Blutenbildungsrate (A), Gesamtschotenanzahl am Hauptspross (B), Sprosshohe (C) und Schotendichte
(D) von ugt76c1,2- und ckx3,5-Mutanten sowie von Pflanzen des WTs. Die Quantifizierung wurde dreimal in
unabhangigen Experimenten wiederholt.

F) und G) Anzahl der axillaren Seitensprosse (F) und der Verzweigung des Hauptsprosses (G) von Pflanzen des
WT und von ckx3,5- sowie ugt76c1,2-Mutanten. Dargestellt sind relative Mittelwerte mit Standardfehler .

E) Stangel der Infloreszenzen, 2 cm Uber der Rosette, von Pflanzen des WT und von ugt76c1,2-Mutanten. Der
Mafstab entspricht 1 mm.

Die Anzucht der verwendeten Pflanzen erfolgte auf Erde (n > 20). Sterne markieren signifikante Unterschiede zum
WT (* = p <0,05; *** = p < 0,001; Wilcoxon-Rangsummentest).

Aufgrund der erhohten Aktivitdit des SAM und dem Fund, dass UGT76C2 im Meristem
domanenspezifisch exprimiert war (Abschnitt 3.2.3, Abbildung 41A), wurde untersucht, ob sich
der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung auch auf die GréRe des Meristems auswirkt. In
Zusammenarbeit mit Dr. Benoit Landrein (University of Cambridge, Cambridge,
Grol3britannien) wurde der Plastochronwert und die Grof3e des Infloreszenzmeristems mittels
konfokaler Mikroskopie bestimmt. Aus zeitlichen Griinden wurden die nachfolgenden Arbeiten
nur mit der ugt76cl1,2_a-Mutante durchgefuhrt. Die Meristeme der ugt76cl,2_a-Mutanten
waren im Vergleich zum WT sichtbar vergrof3ert (Abbildung 42A). Die Quantifizierung der
Meristemgrof3e bestatigte diese Beobachtung, der GréRenunterschied zum WT war signifikant
(Abbildung 42B).
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Abbildung 42. Die ugt76cl1,2_a-Mutante bilden vergrdferte und aktivere Sprossmeristeme mit einer
veranderten Cytokininantwort.

A) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Infloreszenzmeristemen von ugt76c1,2_a-Mutanten im Vergleich zum
WT. Der MaR3stab entspricht 50 um. Die Plasmamembranen wurden mit FM4-64 gefarbt.

B) MeristemgréRe von Pflanzen des WT und der Linie ugt76cl,2_a.

C) Plastochronwert von Blutenprimordien von Pflanzen des WT und der Linie ugt76c1,2_a. Der Plastochronwert ist
invers proportional zu der Entwicklungsrate von Blitenprimordien (Landrein et al. 2015).

D) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Infloreszenzmeristemen des WT und ugt76c1,2_a-Mutanten, die den
Cytokinin-Reporter pTCSn:GFP exprimierten.

E) und F) Gesamt-pTCSn:GFP-Signal (E) und Gréf3e der pTCSn:GFP-Domaéne (F).

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte unter Langtagbedingungen (n = 21). Die Arbeiten wurden in Kooperation mit Dr.
Benoit Landrein (University of Cambridge, Cambridge, GroRbritannien) durchgefuhrt. Es wurden zwei unabhangige
Experimente durchgefihrt, Sterne markieren signifikante Unterschiede zum WT. (*** = p < 0,001).

Um die Aktivitat der Infloreszenzmeristeme zu beurteilen, wurde der Plastochronwert bestimmt.
Dabei wird die Bildungsrate der Blutenprimordien aus der Flache zwischen den Primordien
ermittelt. Der berechnete Plastochronwert ist invers proportional zur Entwicklungsrate (Landrein
et al. 2015). Bei ugt76c1,2_a war der Plastochronwert signifikant kleiner als beim WT, damit war
die Entwicklungsrate der Primordien grofRer (Abbildung 42C). Die bisherigen Ergebnisse
konnten somit bestatigt werden und es konnte gezeigt werden, dass die Cytokinin-N-Glucosy-
lierung fur die Regulation der Aktivitat und der Grol3e des SAM funktionell relevant ist und diese
negativ reguliert.

Um zu untersuchen, ob der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung Auswirkungen auf die
Cytokinin-Antwort im SAM hat, wurde in den Infloreszenzmeristemen von ugt76cl1,2_a die
Aktivitat des synthetischen Cytokinin-Reporterkonstrukts pTCSn:GFP (Zurcher et al. 2013)
untersucht. Uberraschenderweise war das Gesamt-GFP-Signal des pTCSn:GFP-Reporters in
ugt76cl,2_a schwécher als im WT (Abbildung 42D und E). Die Expressionsdoméne von
pTCSn:GFP war in der ugt76cl,2_a-Mutante allerdings deutlich gré3er als im WT (Abbildung

42D). Die Quantifizierung ergab, dass der Unterschied zum WT in beiden Fallen signifikant war
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(Abbildung 42E und F). Der veranderte Cytokinin-Output im Meristem belegt die Relevanz der

Cytokinin-N-Glucosylierung fur die Aufrechterhaltung der Cytokininhomdoostase im Meristem.

3.6.3.4 Der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung hat keine Auswirkungen auf die Bliten-

und Schotenentwicklung oder die Embryogenese

Cytokinintiberschuss-Mutanten wie beispielsweise ckx3,5 weisen eine veranderte Bliten-
morphologie auf. Die Bliten sind grof3er und die Gynoeceen sind verlangert und ragen bereits
Uber die geschlossenen Bliten heraus (Bartrina et al. 2011). Da die Reporterkonstrukte von
UGT76C2 auch in den Bluten aktiv waren (Abschnitt 3.2.3), wurden die Bliten der ugt76c1,2-
Mutanten naher untersucht. Es konnten keine morphologischen Auffalligkeiten festgestellt
werden (Abbildung 43A). Die Schotenlédnge und die Samenanzahl pro Schote war bei den
Mutanten unverandert (Abbildung 43B bis D). Der UGT76C2-Reporter zeigte auch sehr
spezifische Expressionsmuster im Verlauf der Embryogenese. Daher wurde Uberprift, ob der
Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung Auswirkungen auf diesen Prozess hat. Daflr wurden
die Schoten gedffnet und es wurde die Vitalitat der Samen Uberprift. Es konnte im Vergleich
zum WT Kkeine erhohte Letalitat festgestellt werden (Abbildung 43B). In Zusammenarbeit mit
Prof. Dr. Bruno Muller (ETH Zurich, Zirich, Schweiz) wurden die Embryonen von ugt76cl1,2_a-
Mutanten nach morphologischen Auffalligkeiten untersucht. Es konnten keine Unregelmafig-
keiten wahrend der Embryogenese festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Demnach kann
der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung wahrscheinlich durch die Aktivitdt anderer
Komponenten des Cytokinin-Metabolismus ausreichend kompensiert werden oder ist fiir die

Embryogenese nicht relevant.
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Abbildung 43. Die Bluten- und Schotenentwicklung ist in ugt76c1,2_a-Mutanten unveréndert.

A) Bluten der Stadien 12, 14 und 15 (Smyth et al. 1990) von ugt76c1,2_a-Mutanen im Vergleich zu WT-Pflanzen.
Der MalRstab entspricht 0,5 cm.

B) Ausgewachsene und gedffnete Schoten. Der MafR3stab entspricht 0,5 cm.

C) und D) Quantifizierung der Schotenlange und der Anzahl der Samen pro Schote. Dargestellt sind Mittelwerte mit

Standardfehlern (n > 12)
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3.6.3.5 Der Einfluss der Cytokinin-N-Glucosylierung auf das Wurzelwachstum

Auch in den Wurzelspitzen der Haupt- und Seitenwurzeln zeigte das Reporterkonstrukt
UGT76C2:UGT76C2-GFP sehr spezifische Expressionsmuster (Abschnitt 3.2.3). Zur Charak-
terisierung des Wurzelwachstums wurde von in vitro angezogenen Keimlingen die Elongation
der Hauptwurzel und die Anzahl der Seitenwurzeln untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass
das Wurzelwachstum im Vergleich zum WT unveréandert war (Abbildung 44A und B).

A B c
WT ugt76c1,2 a y t76c1,2 b 10 50

Anzahl Seitenwurzel

Hauptwurzellange [cm]

Abbildung 44. Der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung hat keinen Einfluss auf die Wurzelelongation
und die Anzahl der Seitenwurzeln.

A) Phanotyp von in vitro angezogenen ugt76c1,2_a-Mutanen im Vergleich zu WT (14 TNK). Der MaR3stab entspricht
einem cm.

B) Elongation der Prim&rwurzel von ugt76c1,2_a-Mutanen im Vergleich zum WT zwischen Tag 3 und Tag 14 nach
der Keimung. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler (n > 14).

C) Anzahl der Seitenwurzeln von ugt76cl,2_a-Mutanen im Vergleich zum WT (14 TNK). Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardfehler (n > 14).

3.6.4 Untersuchung der genetischen Interaktion zwischen UGT76C1 und UGT76C2
und bekannten Komponenten des Cytokininsignalwegs sowie des Cytokinin-
Metabolismus

Cytokinine werden durch die N7- und N9-Glucosylierung inaktiviert. Um zu untersuchen, wie
diese Stoffwechselreaktion zur Aufrechterhaltung der Cytokininhomdéostase beitragt, wurde
die ugt76cl1,2_a-Mutante in einem genetischen Ansatz mit verschiednen Mutanten, die mit
dem Cytokinin-Metabolismus im Zusammenhang stehen, gekreuzt.

Die irreversible Degradation des Cytokinins durch CKX-Enzyme ist ein Hauptmechanismus
zur Regulation der aktiven Cytokinin-Konzentration. In Arabidopsis existieren sieben
Isoformen der CKX-Enzyme, die sich in ihrer gewebespezifischen Expression, subzellularer
Lokalisation und ihren Substratspezifitaten unterscheiden. Die meisten CKX-Enzyme zeigen
die hochste Aktivitat gegenliber den freien Basen und den Nukleosid-Formen von iP und tZ,
wahrend einige, wie beispielsweise CKX1, eine hohe Affinitéat zu Cytokinin-N-Glucosiden als
Substrat haben (Galuszka et al. 2007, Kowalska et al. 2010, Werner et al. 2003).
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CKX3 und CKX5 werden in spezifischen Doméanen des Meristems exprimiert. ckx3,5-Mutanten
weisen neben einem erhdhten Cytokinin-Gehalt auch vergréRerte und aktivere Meristeme auf
(Bartrina et al. 2011). Auch der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung beeinflusst die Aktivitat
und GroRRe des Meristems (siehe Abschnitt 3.6.3.3). Um zu untersuchen, ob die Cytokinin-N-
Glucosylierung und die Cytokinindegradation durch CKX3 und CKX5 im Meristem den
gleichen Cytokininpool regulieren, wurden die Quadrupelmutanten ckx3,5 ugt76cl,2_a
hergestellt. Von den homozygoten Mutanten wurden anschlieBend mittels konfokaler
Mikroskopie die Meristemgro3e und der Plastochronwert bestimmt, welcher mit der Aktivitat
des Meristems und der Blitenbildungsrate korreliert (Landrein et al. 2015).
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Abbildung 45. ugt76c1,2_a und ckx3,5 haben keinen additiven Effekt auf die Meristemaktivitat und -groRle.
A) Sprossphéanotyp von ugt76cl, 2_a ckx3,5 -Quadrupelmutanten im Vergleich zu Pflanzen des WT und zu ckx3,5
und ugt76c¢1,2_a-Mutanten. Der Maf3stab entspricht 50 uM.

B) Meristemgrof3e von den Quadrupelmutanten ugt76cl, 2_a ckx3,5 im Vergleich zu Pflanzen des WTs und der
Linien ugt76c¢1,2_a und ckx3,5.

C) Plastochronwert von Blutenprimordien von den Quadrupelmutanten ugt76cl, 2_a ckx3,5 im Vergleich zu
Pflanzen des WTs und der Linien ugt76c1,2_a und ckx3,5. Das Plastochronratio ist invers proportional zu der
Entwicklungsrate von Blitenprimordien (Landrein et al. 2015)

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte unter Langtagbedingungen (n = 24). Die Arbeiten wurden in Kooperation mit Dr.
Benoit Landrein (University of Cambridge, Cambridge, Grof3britannien) durchgefiihrt. Sterne markieren signifikante
Unterschiede zum WT. (*** = p < 0,001, ANOVA).

Die ckx3,5-Doppelmutanten zeigten wie erwartet vergrof3erte Meristeme und einen
verringerten Plastochronwert. Obwohl die ugt76c1,2_a-Doppelmutanten in vorangegangenen
Experimenten einen ahnlichen Effekt zeigten (siehe Abschnitt 3.6.3.3), war das in diesem
Experiment nicht der Fall (Abbildung 45A und B). Die ugt76c1,2_a ckx3,5-Quadrupelmutanten
entsprachen in Bezug auf die Meristemgrdofle und die meristematische Aktivitdt den
ckx3,5-Doppelmutanten. Demnach regulieren CKX3, CKX5, UGT76C1 und UGT76C2
entweder den gleichen Cytokininpool und der maximale Effekt wurde bereits in den ckx3,5-
Doppelmutanten erreicht, oder die Cytokinin-N-Glucosylierung spielte in diesem Experiment
fur die Regulation der Cytokininhomdoostase keine Rolle. Um eine genauere Aussage treffen

zu konnen, sollte das Experiment wiederholt werden.
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Eine weitere Cytokininliberschussmutante ist rock4. Diese tragt eine Mutation im IPT3-Gen,
welches fir eine Isopentenyltransferase kodiert, die den ersten Schritt in der Cytokinin-
Biosynthese katalysiert. Die rock4-Mutation bewirkt eine verstarkte Aktivitat des Enzyms.
rock4-Mutanten haben unter andrem leicht verkleinerte Rosetten (Jensen 2013) (Abbildung
46). Der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitdt konnte in den ugt76cl,2-
Doppelmutanten weitgehend kompensiert werden und fuhrte zu moderaten phanotypischen
Veranderungen (Abschnitt 3.6.3.1). Um zu untersuchen, ob dies auch der Fall ist, wenn durch
die rock4-Mutation mehr aktives Cytokinin gebildet wird, wurden die ugt76c1,2_a- und die
rock4-Mutanten miteinander gekreuzt. Die homozygoten rock4 ugt76cl,2-Mutanten bildeten
im Vergleich zu rock4- und ugt76cl,2_a-Mutanten noch kleinere Rosetten (Abbildung 46).
Diese Beobachtung weist darauf hin, dass die verstarkte Cytokininbildung durch rock4 bei
gleichzeitigem Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat nicht kompensiert werden
kann. Weiterhin bestatigt es, dass die Cytokinin-N-Glucosylierung zur Inaktivierung von
Uberschissigen Cytokinin beitragt.

ugt76c1,2_a rock4 ugt76c1,2_a

Abbildung 46. UGT76C1 und UTG76C2 sind fur die Inaktivierung von Cytokinin relevant.
Sprossphéanotyp von auf Erde angezogenen rock4 ugt76cl, 2_a-Tripelmutanten im Vergleich zu Pflanzen des WT
und zu rock4- und ugt76cl,2_a-Mutanten (45 TNK).

Neben der Cytokinin-N-Glucosylierung kénnen die tZ-, ¢Z- und DHZ-Cytokinintypen auch
durch die Konjugation mit Zuckerresten, an der terminalen Hydroxylgruppe der Seitenkette,
inaktiviert werden. Die bisher bekannten Cytokinin-O-Glucosyltransferasen sind UGT73C1,
UGT73C5 und UGT85A1 (Hou et al. 2004). Es wird angenommen, dass die Cytokinin-
O-Glucosylierung reversibel ist und Cytokinin-O-Glucoside wieder in aktive Basen
umgewandelt werden kdnnen (Brzobohaty et al. 1993). Von diesen drei Glucosyltransferasen
wurde UGT85A1 bisher am besten charakterisiert (Jin et al. 2012, Smebhilova et al. 2016). Die
ugt85al-T-DNA-Insertionsmutante zgtl-1 zeigt unter Standardwachstumsbedingungen
keinen veranderten Phanotypen (Smehilova et al. 2016) (personliche Mitteilung Dr. C. Rausch,
AG Kunze). Um zu untersuchen, ob der Verlust der Cytokinin-N- und -O-Glucosylierung
additive Effekte hat und zu veranderten Phanotypen fuhrt, wurde das ugt76c1,2_a- Allel in den
zgtl-1-Hintergrund eingekreuzt. Abbildung 47 zeigt die homozygoten Tripelmutanten im

Vergleich zum WT und zu den Elternpflanzen ugt76c1,2_a und zgtl-1. Erstaunlicherweise



ERGEBNISSE| 119

bildeten die zgtl-1 unter den verwendeten Anzuchtbedingungen einen deutlich veranderten
Blattph&notyp, mit nach innen gerollten Blattrandern. Dieses phanotypische Merkmal wurden
fur zgtl-1-Mutanten bisher noch nicht beschrieben. Die homozygoten ugt76cl,2_a zgtl-1-
Tripelmutanten zeigten identische phanotypische Veranderungen zu den neuidentifizierten
Phanotypen der zgtl-1-Einzelmutanten. Daher ist anzunehmen, dass die Cytokinin-N-
Glucosylierung an der Regulation des Entwicklungsschrittes, die zu der Auspragung des
beschriebenen Blattphanotyps fihrt, nicht beteiligt ist. Die Tripelmutanten wiesen keine
offensichtlichen additiven Effekte auf (Abbildung 47). Demnach konnen die Pflanzen den
Cytokinin-Metabolismus anscheinend soweit anpassen, dass der Verlust der Cytokinin-
N-Glucosylierung und die Reduktion der Cytokinin-O-Glucosylierung kompensiert werden

kann.

ugt76c1,2_a

WT

Abbildung 47. Die Cytokinin-N-Glucosylierung ist nicht an der zgtl-1-vermittelten Regulation der
Blattentwicklung beteiligt.

Sprossphénotyp von auf Erde angezogenen zgtl-1 ugt76cl,2_a-Tripelmutanten im Vergleich zu Pflanzen des WT
und zu zgtl-1- und ugt76cl,2_a-Mutanten (37 TNK; n).

zgt1-1 ugt76c1,2_a x zgt1-1

Cytokinin wird sowohl im Spross als auch in der Wurzel produziert und wirkt als lokales Signal,
wird aber auch transportiert und vermittelt so die Kommunikation zwischen Wurzel und Spross
(Hirose et al. 2008, Miyawaki et al. 2004). Von Ko und Zhang et al. (2014) wurde erstmalig der
Cytokinintransporter ABCG14 beschrieben, der Cytokinin von der Wurzel in den Spross
transportiert. Vor allem tZR aber auch tZ werden ber das Xylem aus den Wurzeln in den
Spross transportiert. Dabei ist das transportierte tZ an der Regulation der BlattgroRe, aber
nicht der Meristemaktivitat beteiligt (Osugi et al. 2017). Die abcg14-Knockout-Mutanten weisen
einen starken Cytokinindefizienz-Phanotyp auf (Ko et al. 2014, Zhang et al. 2014). Um zu
testen, ob der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung der Cytokinindefizienz des Sprosses
entgegenwirkt, wurde ugt76cl,2_a mit riol.3 gekreuzt. Bei riol.3 handelt es sich um ein
weiteres loss-of-function-Allel von ABCG14, dass von Niemann (2013) beschrieben wurde.
Die ugt76cl1,2_a riol-3 Tripelmutanten zeigten den gleichen cytokinindefizienz-Phanotyp wie
die riol.3-Einzelmutanten (Abbildung 48). Demnach sind beide Gene epistatisch und der
Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitdt kann den Cytokininmangel im Spross, der

durch das fehlende Cytokinin aus den Wurzeln entsteht, weder abmildern noch kompensieren.
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WT ugt76c1,2_a rio1.3 ugt76¢1,2_a x rio1.3

Sprossgewicht [g]

Abbildung 48. Dem Cytokininmangel des Sprosses in riol.3-Mutanten wird durch den Verlust der
Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat nicht entgegengewirkt.

Sprossphéanotyp von auf Erde angezogenen riol.3 ugt76cl,2_a-Tripelmutanten im Vergleich zu Pflanzen des WT
und zu riol.3- und ugt76cl1,2_a-Mutanten (37 TNK, n > 15).

3.7 Die Knockout- und Knockdown-Mutanten von UGT76C1 und UGT76C2 haben
unterschiedliche Ph&notypen

Bevor die CRISPR/Cas-Technologie erstmalig als Werkzeug zur Genomeditierung in
Arabidopsis von Feng et al. (2013) beschrieben wurde, gab es nur wenige Methoden zur
Herstellung von Mehrfach-Knockout-Mutanten gekoppelter Gene. Eine dieser Methoden ist die
von Schwab et al. (2006) etablierte amiRNA-Technologie, welche die Suppression der
Zielgene bewirkt. Mit Hilfe dieser Methode wurden in der AG Werner (Karl-Franzens-
Universitat Graz, Graz, Osterreich) Mutanten etabliert, bei denen die Expression von
UGT76C1 und UGT76C2 vermindert ist (35S:amiUGTC-Linien). Im Rahmen meiner
Masterarbeit wurden diese Linien charakterisiert. In den amiUGT-Linien waren die
Transkriptlevel von beiden Zielgenen herunterreguliert und die Konzentration der N-Glucoside
waren stark reduziert. Entgegen den Erwartungen war in den 35S:amiUGTC1/2-Linien der
Cytokinin-Status verringert und das Wurzel- und Sprosswachstum stark insensitiv gegentber
extern zugegebenem Cytokinin. Die Pflanzen wiesen zudem phénotypische Veréanderungen
auf, die denen von cytokinindefizienten Pflanzen &hnelten, mit: verkleinerten Rosetten,
dunneren Stangeln und einer verzdgerten Bluhinduktion (Brock 2012). Diese Veréanderungen
konnten bei den, im Rahmen dieser Arbeit, mit der CRISPR/Cas-Technology hergestellten,
ugt76c1,2-Knockout-Linien nicht beobachtet werden. Abbildung 49A zeigt die ugt76c1,2-
Pflanzen im Vergleich zu den zuvor etablierten 35S:amiUGT-Linien (35SamiUGT-1 und
35SamiUGT-3).
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Abbildung 49. 35S:amiUGT76C-Linien im Vergleich zu ugt76c1,2-Doppel-Knockout-Linien.
A) Sprossphanotyp von auf Erde angezogenen Pflanzen des WTs, der 35S:amiUGT- und der ugt76c1,2-Linien (33
TNK).
B) Relativer Cytokinin-Gehalt in 35SamiUGT-Linien und ugt76cl1,2-Mutanten im Vergleich zum WT. Pro
Messungen wurden jeweils ~ 20 mg Pflanzenmaterial von in vitro-angezogenen Keimlingen (elf TNK) verwendet.
Angegeben sind die relativen Mittelwerte mit Standardabweichung (n =5). Der Cytokinin-Gehalt des Wildtyps wurde
auf 1 gesetzt.
C) gPCR Analyse der Expressionsniveaus von A-Typ ARR-Genen in elf Tage alten Arabidopsis-Keimlingen von
35S:amiUGT- und ugt76cl1,2-Mutanten im Vergleich zum WT. Angegeben sind die Mittelwerte der relativen
Transkriptlevel mit Standardfehler. Das Expressionslevel des WTs wurde auf 1 gesetzt (n = 5).
D und E) Cytokinin-Sensitivitat des Wurzelwachstums 35SamiUGT- und ugt76c1,2-Mutanten im Vergleich zum WT.
Die Anzucht erfolgte in vitro auf Medium mit und ohne 50 nM iP (D). Effekt der Cytokininzugabe auf die Elongation
der Hauptwurzel zwischen Tag 3 und Tag 10 nach der Keimung und auf die Seitenwurzelbildung von 35S:amiUGT-
und ugt76c1,2-Mutanten im Vergleich zum WT (E). Dargestellt sind relative Mittelwerte mit Standardfehler (n = 8-
24).
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Erneute  Cytokinin-Messungen  bestéatigten die  stark  verringerte  Cytokinin-N-
Glucosylierungsaktivitat in den 35S:amiUGT-Linien und den Verlust der Stoffwechselreaktion
in den ugt76c¢l,2-Doppelmutanten (Abbildung 49B). Bei Betrachtung der anderen Cytokinin-
Metabolite fallt auf, dass die 35S:amiUGT-Linien im Vergleich zu den ugt76c1,2-Knockout-
Linien insgesamt geringere Cytokinin-Konzentrationen aufwiesen. So sind beispielsweise die
Konzentrationen der freien Cytokinin-Basen, der Cytokinin-O-Glucoside und aller
Cytokininnukleoside und -nukleotide (Abbildung 49B) bei den 35S:amiUGT-Linien starker
verringert als bei den Doppel-Knockout-Linien. Die Transkriptmenge der A-Typ ARR-Gene,
deren Expressionslevel oft mit dem Cytokinin-Status korrelieren, waren in den 35S:amiUGT-
Linien reduziert, nicht aber in den Doppel-Knockout-Linien (Abbildung 49C). Das auffalligste
Merkmal der 35SamiUGT-Linien war deren stark verringerte Cytokinin-Sensitivitat. Exogen
appliziertes Cytokinin hemmt die Ausbildung von Seitenwurzeln und die Elongation der
Hauptwurzel (Cary et al. 1995, Laplaze et al. 2007). Die 35S:amiUGT-Linien bildeten auf
cytokininhaltigem Medium langere Primarwurzeln und mehr Seitenwurzeln als der WT und die
ugt76c1,2-Pflanzen (Abbildung 49D und E). Diese Vergleiche legen die Vermutung nah, dass
der Pha&notyp der 35S:amiUGT-Linien wahrscheinlich nicht aus der Suppression der Zielgene
UGT76C1 und UGT76C2 resultiert.
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Abbildung 50. Transkriptlevels des UGT76C-Genclusters in 35S:amiUGT-Linien.
gPCR Analyse der Expressionsniveaus der sechs Gene des UGT76C-Genclusters in elf Tage alten Arabidopsis-
Keimlingen von 35S:amiUGT-Mutanten im Vergleich zum WT. Angegeben sind die Mittelwerte der relativen

Transkriptlevel mit Standardfehlern. Das Expressionslevel des WTs wurde auf 1 gesetzt (n = 5).
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Ein Problem der amiRNA-Technologie ist die Gewdhrleistung der Spezifitdt der amiRNA.
Werden neben den Zielgen-Transkripten auch andere gebunden, wird deren Transkript
ebenfalls herunterreguliert. Die Vorhersage solcher Off-targets gestaltet sich als schwierig.
Das Programm, welches fir das Design der amiRNAs verwendet wurde, enthdlt einen
Algorithmus zur Vorhersage von Off-targets. Fur die verwendeten amiRNAs wurden keine
putativen Off-targets identifiziert. UGT76C1 und UGT76C2 sind Bestandteil eines Genclusters
der aus sechs Genen mit einer hohen Sequenzhomologie besteht. Von diesen homologen
Genen wurden in den 35S:amiUGT-Linen die Transkriptlevel bestimmt. Nur UGT76C1 und
UGT76C2 zeigten reduzierte Transkriptlevel (Abbildung 50).
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3.7.1 Die ugt76cl,2-Knockdown-Mutanten kénnen nicht komplementiert werden

Zur Uberprufung, ob der Phanotyp der 35S:amiUGT-Linien durch die spezifische Suppression
der Zielgene UGT76C1 und UGT76C2 hervorgerufen wird, wurden diese komplementiert.
Einzel-Knockout-Mutanten der Zielgene weisen keine phanotypischen Ver&nderungen im
Vergleich zum WT auf, somit ist die Komplementation der 35S:amiUGT-Linien mit einem der
beiden Zielgene ausreichend. Um die Cytokinin-cis-Elemente des Introns mit einzuschlie3en,
wurde fir das pUGT76C2:UGT76C2-Komplementationskonstrukt die genomische UGT76C2-
Sequenz verwendet. Abbildung 51A zeigt die Sequenz der in den 35S:amiRNA-Linien
verwendeten UGT-amiRNA. Um die Bindung der UGT-amiRNA an die komplementierenden
Transkripte zu verhindern, wurden in die Komplementationskonstrukte stille Mutationen in die

amiUGT-Erkennungssequenz eingefligt (Abbildung 51A).

A amiUGT76C (revers komplementéar)

5'- A CGG TGC ATA AAC CCT ATG CA -3'

* ok ok ok ok Kk Kk * ok ok ok ok ok kk Kk Kk

UGT76C2
5'-CAA GGT TGE ATC AAC CCT ATG €TT-3'
UGT76C2™ Q G Cc | N P M L
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Q G o] | N P M L
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Abbildung 51. Herstellung des pUGT76C2:UGT76C2-GFP-Konstrukts fir die Komplementation der
35S:amiUGT-Linien.

A) Dargestellt ist die amiUGT76C-RNA-Sequenz gegen die Transkripte von UGT76C1 und UGT76C2 der
35S:amiUGT-Linien (blaue Sequenz). Darunter ist die Zielsequenz der amiRNA innerhalb der UGT76C2-mRNA als
Tripletts angegeben jeweils mit den kodierenden Aminosauren. Die Zielsequenz selbst ist fettgedruckt, Sternchen
markieren die Gbereinstimmenden Basen zwischen Zielsequenz und amiRNA, nicht ibereinstimmende Basen sind
in Gelb hinterlegt. Darunter ist die mutagenisierte Sequenz UGT76C2™! dargestellt. Es wurden so viele stille
Mutationen wie moglich eingefligt. Ausgetauschte Nukleotide sind rot markiert und mit Cyan hinterlegt. Bei der
Mutagenese wurde die Haufigkeit der verwendeten Codons von Arabidopsis beriicksichtigt.

B) Immunologischer Nachweis des Komplementationsprodukts UGT76C2M™-GFP in den transformierten
35S:amiUGT-1/pUGT76C2:UGT76C2™-GFP- und 35S:amiUGT-3-Linien/pUGT76C2:UGT76C2™-GFP- Linien.
Als Negativkontrolle dienten Proteinextrakte des WTs und als Positivkontrolle von pUGT76C2:UGT76C2-GFP #13-
Pflanzen. Es wurden jeweils 5 ug Gesamtproteinextrakt verwendet. Als Belandungskontrolle wurde die Membran
nach dem Blotten mit Coomassie-Brilliant-Blau geféarbt. Bei der gezeigten Bande handelt es sich um Ribulose-1,5-
bisphosphat-carboxylase/-oxygenase (RuBisCo).
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Zum Nachweis des Komplementationsprodukts wurde die UGT76C2-Sequenz mit der GFP-
Sequenz fusioniert. Als Promotor wurde die 1500 bp lange Sequenz vor dem Startcodon von
UGT76C2 kloniert. Beide Linien 35S:amiUGT-1 und 35S:amiUGT-3 wurden mit dem
Komplementationskonstrukt transformiert. Es konnten elf Primartransformanten im
Hintergrund von 35S:amiUGT-1 und acht im Hintergrund von 35S:amiUGT-3 isoliert werden.
In der T1-Generation wurde die Expression der Komplementationskonstrukte durch Western
Blot-Analysen Uberprft. Bei acht Linien konnten Signale detektiert werden, deren GréRRe, der
des UGT76C2-GFP-Fusionsprotein der Positivkontrolle entsprach (Abbildung 51B).

Von allen aus der mit dem Komplementationskonstrukt transformierten 35S:amiUGT-Linien
erhaltenen Primartransformanten wurden in der T3-Generation homozygote Linien isoliert.
Zum Screen nach Linien mit einer Reversion der Cytokinin-Sensitivitat wurde das
Wurzelwachstum der homozygoten Linien in vitro auf cytokininhaltigem Medium untersucht.
Es konnte bei keiner der 19 Linien eine funktionelle Komplementation beobachtet werden. Eine
exemplarische Darstellung zeigt Abbildung 52. Zusammen mit der Tatsache, dass die
ugt76cl,2-Doppelmutanten und die 35S:amiUGT-Mutanten vdllig  verschiedene
phéanotypische Veranderungen aufwiesen, spricht dieses Ergebnis dafir, dass der Ph&notyp
der 35SamiUGT-Linien nicht durch die Suppression der UGT76C1- und UGT76C2-Transkripte

hervorgerufen wurde.

35S:amiUGT-1/ 35S:amiUGT-1/
pUGT76C2:UGT76C2™-GFP pUGT76C2:UGT76C2™-GFP

356S:amiUGT-1 #41

356S:amiUGT-3 #24

50 nM iP
Abbildung 52. 35S:amiUGT/pUGT76C2:UGT76C2™-GFP-Linien zeigen keine Reversion des Cytokinin-
Insensitivitat-Phanotyps.

Exemplarische Darstellung des Wachstums der Linien 35S:amiUGT-1/pUGT76C:UGT76C2™-GFP-#41 und
35S:amiUGT-3/pUGT76C:UGT76C2M-GFP-#24 im Vergleich zu den entsprechende Elternlinien und WT auf
cytokininhaltigem Medium (50 nM iP; Maf3stab = 1 cm; 14 TNK; n=20).
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3.8 Untersuchung der Toleranz von ugt76c1,2-Mutanten und UGTC2ox-Linien
gegeniber Salzstress und osmotischem Stress

Cytokinin spielt eine Rolle bei der Reaktion auf Salzstress und osmotischen Stress. Es wurde
beispielsweise gezeigt, dass reduzierte Cytokininlevel die Resistenz gegeniiber osmotischen
Stress und Salzstressresistenz erhdohen (Nishiyama et al. 2011). Microarray-Daten zeigen
aulRerdem, dass die Expression von UGT76C1 und UGT76C2 durch Mannitol und NaCl induziert
wird (Kilian et al. 2007, Winter et al. 2007). Von Li et al. (2015b) wurde postuliert, dass UGT76C2
an der Adaption an Trockenstress beteiligt ist. Daher wurde Uberprift, ob die UGTC20x- und
ugt76cl,2-Mutantenlinien auf Mannitol- und NaCl-haltigem Medium ein veréndertes
Wurzelwachstum zeigten (Abbildung 53).

Bei beiden UGTC2ox-Linien wurde das Wurzelwachstum durch das Mannitol weniger
beeintrachtigt (Abbildung 53A). Der Unterschied war bei 50 mM Mannitol fiir die Linie UGTC20x-
50 und bei 150 mM und 300 mM Mannitol fiir beide Uberexpressions-Linien signifikant. Das
Wurzelwachstum der ugt76c1,2-Mutanten zeigte zwar tendenziell eine sensitivere Reaktion auf
das Mannitol, die Unterschiede zum WT waren aber nicht signifikant. Bei NaCl waren die Effekte
sehr viel schwéacher und signifikante Anderungen konnten nur bei einer Konzentration von 150
mM NaCl und auch nur fiir die Uberexpressionslinien und die ugt76c2_b-Mutante beobachtet
werden. Dabei war das Wurzelwachstum der Uberexpressionslinien weniger sensitiv und dass
der ugt76c¢1,2-Mutanten tendenziell sensitiver fir das NaCl (Abbildung 53B).

Um abzuschétzen, ob die Cytokinin-N-Glucosylierung im Zusammenhang mit osmotischem
Stress und Salzstress eine Rolle spielt, sollten detailliertere Experimente durchgefuhrten

werden.
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Abbildung 53. UGT76C2-Uberexpressionslinien und ugt76c1,2-Knockout-Mutanten zeigen eine veranderte
Toleranz gegenuber Salzstress und osmotischen Stress.

A) Wurzelwachstum auf mannitolhaltigem Medium von ugt76cl,2-Doppelknockout-Mutanten und UGT76C2-
Uberexpressionslinien im Vergleich zum WT.

B) Wurzelwachstum auf natriumchloridhaltigem Medium von ugt76c1,2-Doppelknockout-Mutanten und UGT76C2-
Uberexpressionslinien im Vergleich zum WT.

Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Lateralwurzelanzahl bzw. der relativen Elongation der Hauptwurzel mit
Standardfehlern. Die Werte wurden fir jeden Genotyp jeweils auf die unbehandelte Probe normalisiert (n = 16-40).
Sterne markieren signifikante Unterschiede (* = p < 0,05; ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, Wilcoxon-Rangsummentest).
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4  Diskussion

Die Cytokininhomoostase wird unter anderem durch die Konjugation des Cytokinins mit
Glucose an den N7- und N9-Stickstoffatomen des Purin-Rings reguliert. Bisher sind bei
Arabidopsis die Glucosyltransferasen UGT76C1 und UGT76C2 (Hou et al. 2004) bekannt, von
denen diese Reaktion katalysiert wird. Obwohl allgemein angenommen wird, dass es sich bei
der Cytokinin-N-Glucosylierung um einen Inaktivierungsmechanismus handelt, zeigten
Pflanzen, bei denen diese Reaktion durch die Verwendung des amiRNA-Ansatzes unterdrickt
war, eine stark verringerte Sensitivitat gegenuber Cytokinin. Die Linien waren auf3erdem
tendenziell cytokinindefizient (Brock 2012). Diese Beobachtung fiihrte zu der Annahme, dass
die Cytokinin-N-Glucosylierung entgegen der gelaufigen Annahme auch einen positiven
Einfluss auf die Cytokininaktivitat haben konnte. Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war
es, die Rolle der Cytokinin-N-Glucosylierung fur die Pflanzenentwicklung und die
Cytokininhomoostase weiter aufzuklaren. Dazu sollten ugt76cl ugt76c2-Doppel-Knockout-
Linien sowie Uberexpressionslinien hergestellt und untersucht werden. Durch die
Untersuchung der Doppel-Knockout-Linien sollte auch geklart werden, ob es noch weitere
Cytokinin-N-Glucosyltransferasen in Arabidopsis gibt. Des Weiteren sollte durch

Reporterstudien die Expression von UGT76C2-GFP analysiert werden.

4.1 UGT76C1 und UGT76C2 sind die einzigen Cytokinin-N-Glucosyltransferasen in
Arabidopsis

Zur Untersuchung, ob UGT76C1 wund UGT76C2 die einzigen Cytokinin-N-
Glucosyltransferasen in Arabidopsis sind, war die Herstellung und Untersuchung von Doppel-
Knockout-Linien notwendig. Vor der Entdeckung der CRISPR/Cas9-Technologie war es
technisch sehr schwierig ugt76cl ugt76c2-Doppel-Knockout-Linien herzustellen, da diese als
Teil eines Genclusters auf dem Arabidopsis Chromosom V unmittelbar nebeneinander liegen
(siehe Abschnitt 1.2.4.2). Zur Herstellung der Doppel-Knockout-Linien wurde, im Hintergrund
der Einzel-T-DNA-Knockout-Linien ugt76c2-1 und ugt76c2-2 (Brock 2012, Wang et al. 2011),
jeweils das UGT76C1-Gen mit Hilfe des CRISPR/Cas9-Systems mutagenisiert. Cytokinin-
Messungen der hergestellten Doppel-Knockout-Mutanten ugt76cl,2_a und ugt76cl,2 b
zeigten, dass die Konzentrationen der Cytokinin-N-Glucoside unterhalb (cZ9G, iP9G und
tZ9G) oder nah an der Detektionsgrenze (cZ7G, iP7G und tZ7G) lagen (Abbildung 34). Aus
den durchgefiihrten Messungen ging somit hervor, dass der gleichzeitige Knockout beider
Gene zu einem Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat fiihrte. Das bedeutet, dass die
Cytokinin-N-Glucosylierung in Arabidopsis einzig durch die beiden Glucosyltransferasen
UGT76C1 und UGT6C2 katalysiert wird. In dem von Hou et al. (2004) durchgefiihrten in vitro-
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Screen, aller zu dieser Zeit bekannten UGT-Glucosyltransferasen, wurden demnach alle
existierenden Cytokinin-N-Glucosyltransferasen identifiziert.

Der Stoffwechselweg der Cytokinin-N-Glucosylierung wurde in den im Rahmen dieser Arbeit
hergestellten ugt76c1,2-Doppel-Knockout-Mutanten erstmalig komplett ausgeschaltet. Die
generierten Linien stellten daher ein gutes Ausgangsmaterial dar, um die physiologische Rolle
der Cytokinin-N-Glucosylierung untersuchen zu kénnen.

Erstaunlicherweise entsprach der Phanotyp der hergestellten ugt76cl,2-Doppel-Knockout-
Mutanten nicht dem der 35S:amiUGT-Linien (siehe Abschnitt 3.7). Aus der Untersuchung der
35S:amiUGT-Linien, in denen die Expression von UGT76C1 und UGT76C2 reprimiert war,
wurde die Hypothese abgeleitet, dass die Cytokinin-N-Glucosylierung einen positiven Effekt
auf die Cytokinin-Aktivitat hat (Brock 2012). Ein Hauptziel meiner Doktorarbeit war es, diese
Hypothese durch die Untersuchung der ugt76cl,2-Doppelmutanten zu Uberprifen. Der
Vergleich der Mutanten zeigte, dass die Annahme nicht bestétigt werden konnte (Abbildung
49). Weiterhin konnte der Cytokinindefizienz-Phanotyp der 35S:amiUGT-Linien mit dem
Konstrukt pUGT76C2:UGT76C2-GFP nicht komplementiert werden, obwohl dessen
Expression nachgewiesen werden konnte (Abbildung 52). Aus diesem Ergebnis lasst sich
ableiten, dass die starke Cytokinindefizienz der 35S:amiUGT-Linien wahrscheinlich nicht aus

der spezifischen Repression von UGT76C1 und UGT76C2 resultierte.

4.2 Veranderungen der Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat haben Auswirkungen
auf die Cytokininhomoostase und den Cytokinin-Status

Zur Untersuchung welchen Beitrag die Cytokinin-N-Glucosylierung zur Aufrechterhaltung der
Cytokininhomgostase leistet und Uber welche Stoffwechselwege Veranderungen der
Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat kompensiert werden, wurde in den ugt76cl,2-
Doppelmutanten sowie den Uberexpressionslinien UGTClox und UGTC2ox das Cytokinin-
Metabolitspektrum gemessen und die Transkriptlevel von Cytokininantwortgenen und
Komponenten des Cytokinin-Metabolismus bestimmit.

Davon abgesehen, dass keine Cytokinin-N-Glucoside mehr messbar waren, zeigte das
Metabolitspektrum der ugt76cl,2-Doppelmutanten im Vergleich zum WT insgesamt relativ
wenige Abweichungen. Signifikant verandert waren die Konzentrationen der freien iP-Basen
und der Cytokininvorstufen iPRMP und tZRMP. Die iP-Konzentration waren signifikant erhdht
und die Konzentrationen von iPRMP und tZRMP waren signifikant verringert (Abbildung 34).
In Ubereinstimmung mit den erhéhten Konzentrationen der freien Cytokininbasen waren in den
Doppel-Knockout-Mutanten auch die Trankriptlevel der A-Typ ARR-Gene ARR15 und ARR7
und damit auch der Cytokinin-Status leicht erhoht (Abbildung 35).

Die Analyse der Transkriptlevel belegte aufRerdem, dass der Verlust der Cytokinin-N-

Glucosylierung in den ugt76cl,2-Doppelmutanten zu einer Umstellung des Cytokinin-
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Metabolismus flhrte, wahrscheinlich um den Verlust des Stoffwechselwegs zu kompensieren.
Bei den Mutanten war die Cytokinin-Biosynthese herunterreguliert. Dies zeigten die
verringerten Konzentrationen der Cytokininvorstufen (iPRMP und tZRMP) (Abbildung 34)
sowie die verringerten Transkriptlevel der Cytokinin-Biosynthesegene IPT3, IPT5 und IPT7
(Abbildung 35). Prozesse zur Inaktivierung von Cytokinin liefen dahingegen forciert ab. Daftr
sprechen die leicht erhdhten Transkriptlevel der CKX-Gene (CKX3, CKX5 und CKX6) sowie
des Cytokinin-O-Glucosyltransferase-Gens UGT85A1 (Abbildung 35). Die Konzentrationen
der Cytokinin-O-Glucoside selbst waren leicht, aber nicht signifikant, erhéht (Abbildung 34).
Insgesamt waren die Veranderungen der Transkriptlevel und des Cytokinin-
Metabolitspektrums in den ugt76cl,2-Doppelkonckoutlinien recht mild. Dabei sollte jedoch
bertcksichtigt werden, dass die Cytokinin-Konzentrationen und auch die Expression der Gene
des Cytokinin-Metabolismus gewebespezifisch reguliert werden. Fir die hier durchgefiihrten
Messungen wurden ganze Keimlinge verwendet. Es ist moglich, dass die Veranderungen der
Cytokinin-Konzentrationen und der Transkriptlevel gewebespezifisch starker waren. Daher
ware es sinnvoll Cytokinin-Messungen von isolierten, spezifischen Geweben durchzufiihren.
Dazu sollten Gewebe ausgewahlt werden, in denen die UGT76C2-GFP-Reporter eine hohe
Aktivitat zeigten oder in denen der Phanotyp verandert war (siehe Abschnitt 3.2.3).

In den UGTC1ox- und UGTC20x-Linien waren die Konzentrationen der Cytokinin-N-Glucoside
von iP und tZ dramatisch erhéht (Tabelle 17, Abbildung 15). Dieses Ergebnis bestatigt, dass
die GFP-Fusionsproteine UGT76C1-GFP und UGT76C2-GFP in planta aktiv sind, Cytokinin
als Substrat nutzen und den Stoffwechselweg der Cytokinin-N-Glucosylierung regulieren.
Auffallig war dabei, dass die Konzentrationen der Cytokinin-N-Glucoside in den UGTC20x-
Linien deutlich héher waren als in den UGTC1ox-Linien (Abbildung 16, Tabelle 17). Diese
Beobachtung waren mit der gréReren Abundanz des UGT76C2-GFP-Transkripts und des
UGT76C2-Protreins im Einklang (Abbildung 14). AuRerdem bildeten die UGTC2ox-Linien
einen sehr viel starkeren Cytokinindefizienz-Ph&notyp aus als die UGTC1lox-Linien. Da die
UGTC2ox-Linien sehr viel starkere Veranderungen zeigten, wurde der Schwerpunkt der
Diskussion nachfolgend auf diese Linien gelegt. Die UGT76C1ox-Linien zeigten aber in fast
allen Punkten ahnliche Tendenzen.

Die Messung der Transkriptlevel der A-Typ ARR-Gene ARR5, ARR6, ARR7 und ARR15 in
den UGTC1lox- und UGTC2o0x-Linien zeigte, dass diese im Vergleich zum WT verringert waren
(Abbildung 15). Diese Beobachtung weist darauf hin, dass der Cytokinin-Status dieser
Pflanzen verringert war. Im Einklang mit diesem Ergebnis waren die Konzentrationen der
freien Cytokininbasen in den Wurzeln der UGTC2ox-Pflanzen leicht verringert (Abbildung 16).
Im Spross entsprach die Konzentration der freien Cytokininbase tZ hingegen eher der des
WTs und die iP-Konzentration war erstaunlicherweise sogar stark erhoht (Abbildung 16).

Dieses Ergebnis steht somit im Widerspruch zu dem beobachteten Cytokinindefizienz-
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Phanotyp des Sprosses (Abbildung 20) und dem verringerten Transkriptlevel der A-Typ ARR-
Gene (Abbildung 15). Mdglicherweise kann dies mit der Beobachtung erklart werden, dass in
den Uberexpressionslinien Prozesse aktiv waren, um die Cytokininhoméostase
aufrechtzuerhalten. Dies geht beispielsweise aus der Tatsache hervor, dass die
Konzentrationen der Cytokininvorstufen und die Transkriptlevel von Genen, die mit der
Cytokinin-Biosynthese assoziiert sind (IPT1, IPT5, IPT7 und CYP735A1), erhtht waren
(Abbildung 17). Wahrscheinlich ist in den UGTC2ox-Linien die Cytokinin-Biosynthese
hochreguliert, um der verstarkt ablaufenden Cytokinin-N-Glucosylierung entgegenzuwirken.
Das unerwartete Ergebnis, der erhdhten iP-Konzentration, trotz des cytokinindefizienten
Sprossphanotyps und dem verringerten Cytokinin-Status, lasst sich eventuell durch die
unterschiedliche, raumliche Verteilung der Cytokininrezeptoren und der freien Cytokininbasen
erklaren. Die Cytokinin-Biosynthese erfolgt in den Chloroplasten, Mitochondrien und im
Zytosol (Galichet et al. 2008, Kasahara et al. 2004). Die Cytokinin-N-Glucosylierung erfolgt
ebenfalls im Zytosol (Abbildung 6). Es ist daher wahrscheinlich, dass die neusynthetisierten
Cytokininbasen inaktiviert werden bevor diese die Cytokininbindedomé&nen der Rezeptoren im
ER-Lumen oder im Apoplast erreichen.

Bei Betrachtung der weiteren Cytokinin-Metabolite war ersichtlich, dass die Konzentrationen
der Cytokinin-O-Glucoside in den UGTC2ox-Linien im Vergleich zum WT deutlich verringert
waren (Abbildung 16). Aus diesem Ergebnis lasst sich schlie3en, dass der Stoffwechselweg
der Cytokinin-O-Glucosylierung fiir die Regulierung der Cytokinin-Homdoostase ein relevanter
Mechanismus ist.

Sowohl die Ergebnisse der Untersuchungen der ugt76cl,2-Doppel-Knockout-Mutanten als
auch der Uberexpressionslinien von UGT76C1 und UGT76C2 zeigten, dass der Cytokinin-
Metabolismus in den Mutanten umgestellt wurde, wahrscheinlich um die Konzentration der
aktiven Cytokininbasen konstant zu halten. Dies erfolgte indem die Expression von
Komponenten der Cytokinin-Biosynthese (vor allem der IPTs) und der Cytokinin-Inaktivierung
(CKX und Cytokinin-O-Gulcosyltransferasen) erhdht bzw. verringert wurde. Weiterhin
verdeutlichen die Daten die enorme Kapazitdt des Cytokinin-Metabolismus Schwankungen
auszugleichen und die Cytokininhomdostase aufrechtzuhalten. Die Daten sind auch ein Beleg
fur die starke Redundanz der Cytokinin-N-Glucosylierung mit anderen Cytokinin-
Inaktivierungsmechanismen.

Um genauer zu untersuchen, wie die Cytokinin-N-Glucosylierung und die Degradation der
Cytokinine durch CKX-Enzyme zusammenwirken, wurde untersucht, ob die Behandlung der
UGTC1lox- und UGTC2o0x-Mutanten mit dem chemischen CKX-Inhibitor INCYDE zu einer
Reversion des cytokinindefizienten Sprossphanotyps filhrte. Der Cytokinindefizienz-Phanotyp
der UGTC2o0x-Linien konnte durch die Hemmung der CKX-Aktivitat abgeschwéacht werden
(Abbildung 19). Dieses Ergebnis ist ein weiterer Beleg fur die Redundanz der Cytokinin-
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Inaktivierungsmechanismen. AulRerdem zeigt es, dass in den UGTC2ox-Mutanten trotz der
Cytokinindefizienz die Kapazitadt in der Anpassung der die CKX-Aktivitat nicht vollstandig
ausgeschopft wurde. Wahrscheinlich wird eine kritische CKX-Restaktivitat fir die Regulation
spezifischer Entwicklungsvorgange bendétigt. Es ist bekannt, dass CKX-Enzyme an der
Regulation von vielen Entwicklungsvorgangen beteiligt sind, wie beispielsweise der Regulation
der Meristemaktivitat (Bartrina et al. 2011) oder der Stomata-Entwicklung (Vaten et al. 2018).
Um im Detail aufzuklaren Uber welche Stoffwechselwege der Verlust der Cytokinin-N-
Glucosylierung genau kompensiert wird, ware es sinnvoll Fitterungsversuche mit radioaktiv

markiertem Cytokinin durchzufiihren.

4.3 Veranderungen der Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat wirken sich teilweise
auf die Cytokinin-Sensitivitat aus

Viele Studien haben gezeigt, dass nach der exogenen Zugabe von Cytokinin vor allem N7-
und N9-Glucoside akkumulieren. Daher wurde postuliert, dass die Cytokinin-N-Glucosylierung
einen wichtigen Beitrag fur die Inaktivierung von liberschissigem Cytokinin leistet (Mcgaw et
al. 1984, McGaw und Horgan 1983, Parker et al. 1973). Aus diesem Grund wurden Studien
zur Cytokinin-Sensitivitat durchgefuihrt. Zuerst wurde die Cytokinin-Sensitivitat des
Wurzelwachstum der UGTC1ox- und UGTC2ox-Linien sowie der ugt76c1,2-Doppel-Knockout-
Mutanten untersucht. Den gréf3ten Effekt zeigten die Pflanzen der UGTC2o0x-Linie, deren
Wurzelwachstum nahezu cytokinininsensitiv war (Abbildung 18). Die Reaktion der Pflanzen
der UGTC1ox-Pflanzen auf exogen appliziertes Cytokinin war im Vergleich zum WT teilweise
signifikant verringert (Abbildung 18). Es stellt sich dabei die Frage, wie dies mechanistisch zu
erklaren ist. Die Cytokininrezeptoren sind sowohl in der Plasmamembran als auch in der ER-
Membran lokalisiert. Welche der beiden Rezeptorfraktionen physiologisch bedeutsamer ist, ist
noch wunklar und wird diskutiert (Romanov et al. 2018). Beide Cytokinin-N-
Glucosyltransferasen sind im Zytosol lokalisiert. Die Inaktivierung des exogen applizierten
Cytokinins durch UGT76C1 und UGT76C2 kann daher erst nach der Aufnahme des exogen
applizierten Cytokinins aus dem Apoplast in das Zellinnere erfolgen. Die Tatsache, dass die
Uberexpression von UGT76C2 und UGT76C2 zu einer starken Cytokinin-Sensitivitat gefiihrt
hat, spricht somit dafir, dass die Cytokininrezeptoren in der ER-Membran physiologisch
bedeutsamer sind.

Bei den ugt76cl,2-Doppel-Knockout-Mutanten war die Cytokinin-Sensitivitat des
Wurzelwachstums im Vergleich zum WT hingegen nicht verdndert (Abbildung 36). Folglich
konnte der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung bei der exogenen Zugabe von Cytokinin in
den Wurzeln kompensiert werden. Da der Cytokinin-N-Glucosylierung bisher eine
Schlisselrolle in diesem Prozess zugeschrieben wurde (Mcgaw et al. 1984, McGaw und

Horgan 1983, Parker et al. 1973) und die Relevanz der Cytokinin-N-Glucosylierung fiur die
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Regulation der Cytokininhomoostase in anderen Geweben, beispielsweise bei der
Blattentwicklung (siehe Abschnitt 4.4.1), nachgewiesen werden konnte, war das Ergebnis
unerwartet. Es sollten daher weitere Cytokininrespons-Assays durchgefuhrt werden, um zu
Uberpriufen, in welchem Kontext die Cytokinin-N-Glucosylierung fir die Inaktivierung von
Uberschissigem Cytokinin relevant ist.

Fur die ugt76cl,2-Doppelmutanten wurden zur genaueren Untersuchung der Cytokinin-
Sensitivitat die Transkriptlevel von Cytokininantwortgenen und Komponenten des Cytokinin-
Metabolismus nach der Induktion mit Cytokinin bestimmt (Abbildung 37). Die Erwartung watr,
dass die Mutanten sensitiver auf das applizierte Cytokinin reagieren als der WT. Unter den
signifikant veranderten Transkriptleveln war dies der Fall fur die A-Typ ARR-Gene ARR5 und
ARRG6 sowie die Gene der Cytokinin-Biosynthese IPT3 und IPT5. Fir die A-Typ ARR-Gene
ARR7, ARR15, ARR16 sowie die CKX-Gene CKX4 und teilweise fir CKX3 und CKX5 war die
Reaktion hingegen weniger sensitiv als fur den WT. Fur die CKX-Gene kann diese
Beobachtung eventuell dadurch erklart werden, dass in dem hier durchgefiihrten Experiment
nur die Verdnderung der Expression und nicht das absolute Expressionsniveau untersucht
wurde und fir die CKX-Gene das Expressionsniveau aber bereits im Grundzustand erhéht war
(Abbildung 35). Eine andere Mdglichkeit ist, dass durch die grundsatzlich erhéhte Abundanz
der CKX-Enzyme das Cytokinin in der Nahe der Rezeptoren bereits vor der Perzeption
abgebaut wird und die Cytokininantwort daher schwécher ausfallt. Dennoch, aus den
vorliegenden Daten lasst sich in Bezug auf die Cytokinin-Sensitivitdt der ugt76cl,2-
Doppelmutanten keine eindeutige Aussage ableiten. Einerseits waren die Unterschiede zum
WT relativ gering und andererseits waren unter den signifikant veranderten Transkriptleveln
die Trends zwischen den verschiedenen Zeitpunkten und Induktionskonzentrationen oft nicht
konsistent.

In Anbetracht dessen, dass die Cytokinin-N-Glucosylierung als ein Hauptinaktivierungs-
Mechanismus von Cytokinin betrachtet wird, waren die Ver&nderungen der Cytokinin-
Sensitivitat im Vergleich zum WT relativ gering. Besonders Uberraschend war, dass das
Wurzelwachstum der ugt76cl,2-Doppel-Knockout-Linien auf cytokininhaltigem Medium im
Vergleich zum WT unverandert war. Belegt die ausgepréagte Cytokinin-Sensitivitat der
UGTC2ox-Uberexpressionslinien doch, wie wirksam die Cytokinin-N-Glucosylierung bei der
Inaktivierung von exogen applizierten Cytokinin sein kann. Der Beitrag, den die Cytokinin-N-
Glucosylierung zu der homgostatischen Regulation von Cytokinin leistet, scheint demnach

kleiner zu sein als bisher angenommen wurde.
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4.4 Die Cytokinin-N-Glucosylierung beeinflusst das Sprosswachstum

Die Expression von 35S:UGT76C2-GFP fihrte zu umfangreichen Veranderungen der
Sprossmorphologie (Abbildung 20), wie sie haufig bei cytokinindefizenten Pflanzen beobachtet
werden. Diese werden allgemein unter dem Begriff Cytokinindefizienzsyndrom
zusammengefasst (Werner et al. 2003). Der Cytokinindefizienz-Phanotyp korrelierte mit dem
verringerten Cytokinin-Status (Abbildung 15) und ist ein weiterer Beleg dafir, dass es sich bei
der Cytokinin-N-Glucosylierung um einen Inaktivierungsmechanismus handelt. Die
phanotypischen Veranderungen der Pflanzen der UGTClox-Linien waren weniger stark,
zeigten aber sehr ahnliche Tendenzen (Abbildung 20).

Die ugt76cl,2-Doppelmutanten wiesen, entsprechend der nur moderat erhéhten
Konzentrationen der freien Cytokininbasen (Abbildung 34), auch nur geringflgige
morphologische Veranderungen im Vergleich zum WT auf. Dass die Einzel-Knockout-
Mutanten unter Standardwachstumsbedingungen keine auffallenden phéanotypischen
Veranderungen zeigten, war nicht iiberraschend (Brock 2012, Smehilova et al. 2016, Wang et
al. 2011, Wang et al. 2013). Viele Komponenten des Cytokinin-Metabolismus und der
Cytokininsignaltransduktion werden durch Multigenfamilien kodiert und ben teilweise
redundante Funktionen aus. Daher treten sichtbare Phanotypen oft erst bei Mehrfach-
Knockout-Mutanten auf (Kieber und Schaller 2014, Zircher und Miller 2016). Zum Beispiel
weisen nur einige Kombinationen von CKX-Knockout-Mutanten sichtbare phanotypische
Veranderungen auf. Der gleichzeitige Knockout von CKX3 und CKXS5 fuhrt beispielsweise zu
einem Cytokinin-Uberschuss-Phanotyp im SAM (Bartrina et al. 2011). Die Beobachtung, dass
der vollstandige Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung nur zu verhaltnismafiig schwachen,
phanotypischen Veranderungen fiihrte, war unerwartet, da der Mehrfach-Knockout innerhalb
anderer Familien von Cytokinin-Metabolismus-Genen teilweise sehr starke phanotypische
Veranderungen zur Folge hat. Iptl,3,5,7-Quadrupelmutanten zeigen beispielsweise sehr
starke Beeintrachtigungen des Spross- und Wurzelwachstums. Daher weist der Umstand,
dass der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung nur einen geringfiigigen Einfluss auf das
Wachstum der Pflanzen ausiibt darauf hin, dass die Rolle der Cytokinin-N-Glucosylierung
bisher Uberschétzt wurde oder nur unter spezifischen Bedingungen oder in spezifischen
Geweben von gréRerer Bedeutung ist.

Um Hinweise zu erhalten, auf welche Entwicklungsprozesse die Cytokinin-N-Glucosylierung
Einfluss nimmt, wurden die ugt76cl,2-Doppel-Knockout-Linien einer detaillierteren,
phéanotypischen Untersuchung unterzogen. Es wurden das Rosettenwachstum, die
Ubergange der Entwicklungsphasen, die natirliche Blattseneszenz, die Morphologie der
Blutenstangel, die Bluten- und Schotenentwicklung, die Wurzelmorphologie sowie die

Embryogenese untersucht.
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Am Auffalligsten war die GrolRe und Aktivitdt des Infloreszenzmeristems verédndert. Die
ugt76cl,2-Doppelmutanten  bildeten grolRere und aktiviere Meristeme mit mehr
Blutenprimordien (Abbildung 41). Der Einfluss der Cytokinin-N-Glucosylierung auf das
Meristems wird im Abschnitt 4.4.2 im Detail diskutiert. Aul3erdem bildeten die ugt76cl,2-
Doppelmutanten grofRere Rosettenblatter und zeigten eine leicht verzogerte Initiation der
Blattseneszenz. Diese Beobachtungen werden im Abschnitt 4.4.1 ausfihrlich diskutiert.
Weiterhin zeigte sich, dass sowohl bei den ugt76c1,2-Doppelmutanten als auch bei den
UGTClox- und UGTC2o0x-Linien der Auspragungsgrad der Phanotypen variierte. In
unabhangigen Experimenten waren die Ergebnisse oft nicht bestandig, dadurch wurden die
Untersuchungen erschwert. Dartiber hinaus unterschied sich bei den Uberexpressionslinien
die Expressivitat des Cytokinindefizienz-Phanotyps auch innerhalb einer Anzucht und
zwischen verschiedenen Samenpools (Abbildung 22A). Um auszuschlieRen, dass die Ursache
in einem Silencing des Transgens lag, wurde fur die UGTC2ox-Mutanten untersucht, ob der
Auspragungsgrad der Phanotypen vererbt wird. Dies war nicht der Fall (Abbildung 22B).

Fur die ugt76cl,2-Doppelmutanten konnten teilweise Pflanzen mit vergro3erten Rosetten,
dickerem Rosettenstdngel und deutlich vergrof3erten Infloreszenzen beobachtet werden
(Abbildung S3, Anhang). Der Phanotyp erinnerte an Cytokinin-Mutanten mit einem erhdhten
Cytokinin-Status, wie beispielsweise ckx3,5, IPT-lberexprimierende Pflanzen oder die
Rezeptormutanten rock2 und rock3, welche konstitutiv aktive AHK2- bzw. AHK3-Rezeptoren
exprimieren (Bartrina et al. 2017, Bartrina et al. 2011, Rupp et al. 1999, Sun et al. 2003). Es
ist anzunehmen, dass die Phanotypen von den vorhandenen Wachstumsbedingungen
abhangig waren. Bekanntlich nimmt Cytokinin auch bei der Anpassung an biotische und
abiotische Umweltfaktoren eine Schllisselposition ein. In der Literatur wurde fir Cytokinin eine
Rolle bei der Reaktion auf Hochlichtstress, Temperatur, Salz- und Trockenstress und an die
Nahrstoffverfligbarkeit beschrieben (Cortleven et al. 2019). Dabei nehmen die jeweiligen
Faktoren einen direkten Einfluss auf die Cytokininhomdostase. Daher ist es naheliegend, dass
die Cytokinin-N-Glucosylierung, als zentraler Stoffwechselweg der Cytokininhomdostase, an
der Regulation dieser Prozesse beteiligt sein konnte.

In der Literatur gab es mehrere Hinweise darauf, dass die Cytokinin-N-Glucosylierung
zumindest fur die Salz- und Trockenstressadaption von Bedeutung ist. Zum einen ist bekannt,
dass ein reduzierter Cytokinin-Gehalt im Allgemeinen die Trocken- und Salzstressresistenz
erhoht (Nishiyama et al. 2011). Zum anderen wurde gezeigt, dass Trockenheit zu einer
Absenkung des Cytokinin-Gehalts fuhrt (Ghanem et al. 2008, Nishiyama et al. 2011, Todaka
et al. 2017). Im Einklang damit stehen Microarray-Daten, die darauf hinweisen, dass die
Expression von UGT76C1 und UGT76C2 durch Mannitol oder Natriumchlorid induziert wird
(Kilian et al. 2007, Winter et al. 2007). Aul3erdem wurde bereits publiziert, dass UGT76C2
direkt bei der Adaption an Trockenstress von physiologischer Bedeutung ist (Li et al. 2015b).
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Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die Reaktion des Wurzelwachstums der ugt76cl,2-
Doppel-Knockout-Mutante und der UGTC2ox-Uberexpressionslinie auf Mannitol und
Natriumchlorid Uberprift. Das Wurzelwachstum der UGTC2ox-Linien war im Vergleich zum
WT weniger sensitiv gegentber Mannitol und die ugt76cl,2-Doppelmutanten waren
tendenziell sensitiver als der WT (Abbildung 53). Die Ergebnisse der Untersuchungen stehen
im Einklang mit dem in der Literatur postulierten Effekt, den ein erhdhter bzw. verringerter
Cytokinin-Gehalt auf die Stressresistenz nimmt (Ghanem et al. 2008, Nishiyama et al. 2011,
Todaka et al. 2017). Die Ergebnisse stehen aber teilweise im Widerspruch zu den
Beobachtungen von Li et al. (2015b), denen zufolge die UGT76C2-Uberexpressionslinien in
jungen Entwicklungsstadien sensitiver und in spateren Entwicklungsstadien weniger sensitiv
gegeniber Mannitol sind, wohingegen sich die ugt76c2-1-Mutante genau andersherum verhalt
(Li et al. 2015b). Ein Grund fur die abweichenden Ergebnisse kdnnte darin liegen, dass in den
Uberexpressionslinien, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, die Expression des
Transgens sehr viel starker war (Brock 2012) als in den Uberexpressionslinien, die von Wang
et al. (2011) generiert und von Li et al. (2015b) untersucht wurden. Die hier durchgefiihrten
Untersuchungen sind ein guter Beleg dafir, dass die Cytokinin-N-Glucosylierung im
Zusammenhang mit Salz- und Trockenstress von physiologischer Bedeutung ist. Es sollten
weitere Experimente durchgefiihrt werden, um genauere Erkenntnisse zu gewinnen.
Beispielsweise sollte die Reaktion der Stomata auf Trockenheit oder die Expression von mit

trocken und salzstressassoziierten Markergenen untersucht werden.

4.4.1 Die Cytokinin-N-Glucosylierung ist an der Regulation des Blattwachstums
beteiligt

Cytokinin beeinflusst die Gré3e der vom SAM gebildeten Organe (Bartrina et al. 2017, Bartrina
et al. 2011, Higuchi et al. 2004, Miyawaki et al. 2006, Werner et al. 2003). Cytokinin kontrolliert
aulerdem den Beginn der Zelldifferenzierung und reguliert somit die Dauer der Zell-
proliferation (Holst et al. 2011). Eine verringerte Cytokinin-Aktivitat hat eine reduzierte Blatt-
gréRe und eine verzogerte Entwicklung zur Folge (Werner et al. 2003). Dahingegen fihrt ein
erhohter Cytokinin-Status oft zu der Ausbildung von vergréRerten Sprossorganen.
Beispielsweise bilden rock2- und rock3-Mutanten, die einen erhdhten Cytokinin-Status
besitzen, grol3ere Blatter aus (Bartrina et al. 2017).

Veranderungen der Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitat wirkten sich auch auf die Gréf3e der
gebildeten Blatter aus. Sowohl die ektopische Expression von UGTC76C1 als auch von
UGT76C2 fuhrte zur Bildung von kleineren Rosettenblattern (Abbildung 20A). Die
verkleinerten Rosettenblatter der Uberexpressionslinien waren wahrscheinlich eine Folge der
Cytokinin-Defizienz, die aus der verstarkten Cytokinin-N-Glucosylierungsaktivitéat resultierte.

Der Doppel-Knockout von UGT76C1 und UGT76C2 flhrte hingegen zu einer signifikanten
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VergroRRerung der Blattflache (Abbildung 38C und D). Urséachlich dafir ist wahrscheinlich, dass
der Verlust der Cytokinin-N-Glucosylierung in den Primordien und den jungen Blattern zu einer
lokalen Erhéhung der Cytokinin-Konzentration fuhrte. Die in den betreffenden Geweben eine
vermehrte Zellteilungsaktivitat oder Zellelongation zur Folge hatte. Eine verstarkte Cytokinin-
aktivitat kann aber auch den gegenteiligen Effekt bewirken und zu der Bildung von kleineren
Blattern fihren (Hewelt et al. 1994, Sun et al. 2003). Anscheinend wirkt sich eine sehr stark
erhdhte Zellteilungsaktivitat ab einem bestimmten Level negativ auf die Zellexpansion und die
Blattgrof3e aus (Dewitte et al. 2003). Als Reaktion auf Cytokinin zeigt das Organwachstum eine
glockenférmige Kurve (Bartrina et al. 2017, Efroni et al. 2013, Ferreira und Kieber 2005).

Die Ergebnisse unterstitzen die Annahme, dass es sich bei der Cytokinin-N-Glucosylierung
ausschlie3lich um einen Inaktivierungsmechanismus handelt. Untermauert wird di