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1. Einleitung
1.1 Das Phytohormon Cytokinin

Cytokinine sind Substanzen, die Zellen stimulieren, sich zu teilen, also Cytokinese durchzufiihren.
Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts beobachtete Gottlieb Haberlandt, dass im Phloem des
Leitgewebes eine wasserldsliche Substanz vorkommt, die Zellen verwundeter Gewebe stimuliert, sich
zu teilen (Haberlandt, 1913). Eine vergleichbare Funktion wurde fiur Kokosnussmilch beschrieben
(Van Overbeek et al., 1941). Das erste nachgewiesene Cytokinin war Kinetin und wurde aus
hitzedenaturierter Heringsspermien-DNA gewonnen. Die Isolierung und Kristallisierung gelang Miller
und Skoog (Miller et al., 1955a; Miller et al., 1955b; Miller et al., 1956). Jedoch ist Kinetin kein
naturlich in der Pflanze vorkommendes Cytokinin. Die Versuche, Kinetin-verwandte Substanzen aus
Pflanzen zu isolieren, waren Anfang der 60-er Jahre erfolgreich. Fast zeitgleich gelang es zwei
Forschergruppen Zeatin aus Maiskdrnern zu isolieren (Miller, 1961; Letham, 1963). Bis heute ist eine
grofRe Zahl verschiedener Cytokinine beschrieben worden, die alle Zellteilungs-stimulierende Aktivitat
aufweisen (Mok und Mok, 2001).

Natiirlich vorkommende Cytokinine sind von Adenin abgeleitete Molekiile, die am N°-Stickstoffatom
des Adenins eine Isoprenoid- oder aromatische Seitenkette tragen. Die Isoprenoidkette ist zum
Beispiel in N°-(A%Isopentenyl)adenin (iP) und Zeatin (Z) ungeséttigt, wobei Zeatin eine
charakteristische Hydroxylgruppe in cis- oder trans-Konfiguration am Ende der Seitenkette trégt.
Anhand dieser Hydroxylgruppe unterscheidet man cis-Zeatin (cZ) und trans-Zeatin (tZ). Beim
Dihydrozeatin (DZ) liegt die Isoprenoidkette gesattigt vor. Die aromatischen Cytokinine tragen einen
Benzylring, im Falle von Benzyladenin (BA) oder einen Furanring im Falle von Kinetin (Mok und
Mok, 2001; Sakakibara, 2006). Weitere synthetische Cytokinine sind von Phenylurea abgeleitete
Molekiile wie Diphenylurea oder Thidiazuron. Neben diesen Grundformen gibt es viele
Modifikationen dieser Molekdile.

Zum einen konnen verschiedene Zucker (Glukose, Ribose) an den Stickstoffatomen in N°-, N'- oder
N°-Position des Adeninringes vorkommen (N-Glykoside). Bei Cytokininnukleosiden ist am N° des
Adeninringes Ribose verknupft. Diese kann zusétzlich als Mono-, Di- oder Triphosphat vorliegen
(Cytokininnukleotide). Zum anderen kommen Modifikationen der Isoprenoidkette vor. Zum Beispiel
ist bei den O-Glykosiden der Zeatine die Hydroxylgruppe mit Glukose oder Xylose verknipft. Diese

O-Glykolysierung ist die einzige bekannte reversible Cytokininkonjugation.

1.1.1  Biosynthese von Cytokinin

In vitro Cytokininbiosynthese wurde erstmals in Enzymextrakten des Schleimpilzes Dictyostelium
discoideum beschrieben (Taya et al., 1978). Das isolierte Enzym Isopentenyltransferase (IPT)

katalysiert die Ubertragung von Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) auf Adenosinmonophosphat
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(AMP) und es entsteht Isopentenylribosidmonophosphat (IPRMP). Nach dem gleichen Mechanismus
verlduft die Biosynthese von Cytokinin in Agrobacterium tumefaciens. Es wurden IPT kodierende
Gene (tmr und tzs) isoliert (Akiyoshi et al., 1984; Barry et al., 1984; Akiyoshi et al., 1985). Als
Seitenkettenakzeptor fungiert in Agrobakterien ausschliellich AMP, welches sowohl mit DMAPP als
auch mit 4-Hydroxy-3-Methyl-2-(E)-Butenyldiphosphat (HMBDP) verkniipft werden kann (Blackwell
und Horgan, 1993; Krall et al., 2002). HMBDP ist ein Zwischenprodukt bei der Synthese von DMAPP
tiber den Methylerythritolphosphat- (MEP)-Weg. Der MEP-Syntheseweg von DMAPP ist typisch fur
Bakterien (Hecht et al., 2001).

In hoheren Pflanzen erfolgt die Cytokininbiosynthese in zwei Hauptwegen (Abbildung 1). In beiden
Wegen ist der erste und limitierende Schritt die Ubertragung des Isoprenoiddonors DMAPP auf den
Akzeptor durch IPT Enzyme. Der Isoprenoidakzeptor ist entweder AMP/ADP/ATP, was dem
Biosyntheseweg von Agrobacterium ahnelt und zur Bildung von iP-Nukleotiden fiihrt oder eine
Cytokininvorlaufer-enthaltende tRNA, wobei Uber Zwischenschritte cZ-Ribosidmonophosphat
(cZRMP) entsteht (Sakakibara, 2006). Die Bildung von DMAPP erfolgt auch in héheren Pflanzen tber
den MEP-Weg und dieser findet in Plastiden statt. Es existiert jedoch noch ein zweiter Syntheseweg
(MVA-Weg), bei dem DMAPP im Cytosol Uber das Zwischenprodukt Mevalonat gebildet wird
(Lichtenthaler, 1999). Fir die cZ-Synthese stammt das DMAPP mehrheitlich aus dem MVA-Weg und
flr die tZ- und iP-Synthese aus dem MEP-Weg (Kasahara et al., 2004). HMBDP wird von den IPTs
aus Arabidopsis anscheinend nicht als Isoprenoiddonor verwendet (Sakakibara et al., 2005).

Die Herkunft der Hydroxylgruppe des Zeatin ist Gegenstand von Diskussionen. Einerseits wurden
Cytochrom P450-Monooxygenasen CYP735A1 und CYP735A2 identifiziert, Enzyme die iP bzw.
dessen Nukleotide direkt zu tZ und dessen Nukleotiden hydroxylieren (Takei et al., 2004b).
Andererseits wurde auch eine iP-unabhangige Ubertragung einer unbekannten hydroxylierten
Vorléuferkomponente auf den Adenylrest als alternativer tZ-Biosyntheseweg beschrieben (Abbildung
1) (Astot et al., 2000).

Zu den Biosynthesewegen unter \erwendung von AMP/ADP/ATP oder tRNA als
Isoprenoidakzeptoren lassen sich die Aktivitaten von zwei verschiedenen IPT-Typen zuordnen. AtIPT1
und AtIPT3-AtIPT8 wurden anhand ihrer Homologien zu bakteriellen IPTs als Enzyme klassifiziert,
die vermutlich DMAPP auf AMP/ADP/ATP ubertragen (AMP/ADP/ATP-IPTs) und AtIPT2 und
AtIPT9 als solche, die DMAPP auf Adenosin von tRNAs Ubertragen (tRNA-IPTs) (Kakimoto, 2001;
Takei et al., 2001a). Die erhohte Expression der AMP/ADP/ATP-IPT Gene fiihrte in E. coli zur
Akkumulation von iP und tZ im Medium (Takei et al., 2001a) sowie zu cytokininunabhangigem
Sprosswachstum aus Kallusgewebe in Arabidopsis (Kakimoto, 2001; Sun et al., 2003). AtIPT2
katalysiert dagegen die Ubertragung von DMAPP auf Cytokininvorlaufer-enthaltende tRNAs
(Golovko et al., 2002), was auch fir AtIPT9 vermutet wird. Es ist schon lange bekannt, dass

Cytokininreste in tRNAs vorkommen, zum Beispiel in tRNA mit Anticodon fir Serin (Armstrong et
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al., 1969; Skoog und Armstrong, 1970). AuBerdem wurden in WT tRNA cZR und sogar geringe
Mengen iPR gemessen (Miyawaki et al., 2006). Wie die Hydroxylierung prenylierter tRNA erfolgt, ist
noch unklar. Einerseits wird eine cis-Hydroxylase postuliert (Sakakibara, 2006), die durch IPT2
prenylierte tRNA-Molekile an der Isoprenoidkette in cis-Position hydroxyliert, genau wie es bereits
fir miakE in S. cerevisiae beschrieben wurde (Persson et al., 1994). Andererseits wird auch eine
Ubertragung von einer bereits hydroxylierten Isoprenoidkette durch IPT2 auf das Adenosin in tRNA
als Syntheseweg flir cZRM diskutiert (Golovko et al., 2002).

Die Isolation von ipt Mutanten und die Charakterisierung von Mehrfachmutanten verschiedener ipt
Kombinationen lieferten zusétzlich Gberzeugende Hinweise fur die verschiedenen Biosynthesewege
der Isoprenoid-Cytokinine. Anhand von Cytokininmessungen in den ipt Mutanten wurde gezeigt, dass
iP und tZ mehrheitlich von den AMP/ADP/ATP-IPTs (IPT1, IPT3-8) synthetisiert werden. Auf der
anderen Seite werden ¢Z und dessen Konjugate von den tRNA-IPTs (IPT2 und IPT9) synthetisiert
(Miyawaki et al., 2006). AuRerdem scheint die cis-trans-lsomerisierung nur eine untergeordnete Rolle
zu spielen (Miyawaki et al., 2004; Miyawaki et al., 2006).

Die Wirkung als AMP/ADP/ATP-IPT bzw. tRNA-IPT unter der Verwendung von DMAPP aus dem
plastidaren MEP-Weg oder dem cytosolischen MVA-Weg stimmt mit den verschiedenen subzelluldren
Lokalisationen der IPTs gut Uberein. So wurden GFP-Fusionsproteine aus GFP und AtIPT1, -3, -5 oder
AtIPT8 in Plastiden sowie AtIPT2 und AtIPT4 im Cytosol lokalisiert. AtIPT7 konnte in Mitochondrien
lokalisiert werden (Kasahara et al., 2004). Erst kirzlich wurde gezeigt, dass bei AtIPT3 die
katalytische Aktivitat und die subzelluldre Lokalisation von der Farnelysierung des Proteins abhangig
sind und Uber diese Proteinmodifikation eine zusétzliche Regulation der Cytokininbiosynthese
moglich sein konnte (Galichet et al., 2008). E. coli sowie Hefezellen, die IPT3 exprimierten,
produzierten nur hohe Mengen iP, wenn das Protein farnelysiert war. Aktives, farnelysiertes IPT3 ist
im Kern und im Zytoplasma lokalisiert, wohingegen nicht-farnelysiertes IPT3 nur in Plastiden
lokalisiert war (Galichet et al., 2008).

AtIPT Gene werden in verschiedensten Geweben, Organen und Entwicklungsstadien exprimiert. Die
Expression von AtIPT1, -4, -6 und AtIPT8 wurde in reproduktiven Organen und die Expression von
AtIPT1, -3, -5 und AtIPT7 in vegetativen Geweben nachgewiesen (Miyawaki et al., 2004). Die tRNA-
IPTs AtIPT2 und AtIPT9 werden weniger spezifisch exprimiert. Eine Unterdriickung der IPT
Expression durch Cytokinin spricht fir eine Feedback-Regulation der Cytokininbiosynthese
(Miyawaki et al., 2004). Nitratgabe fihrt nach Nitratmangel zu steigenden Cytokiningehalten in
Wurzeln, u.a. durch Induktion von AtIPT3. Dies fiihrte zur Annahme, dass Cytokinin als mobile
Substanz Informationen Uber den Nitratstatus der Wurzel an den Spross Ubermitteln kann (Takei et al.,
2001b; Takei et al., 2002; Miyawaki et al., 2004; Takei et al., 2004a). Erst kiirzlich wurde auch in
Mais ein ganzes Set von IPT Genen identifiziert. Erste Untersuchungen einzelner Mitglieder der

ZmIPT Genfamilie deuten auf einen vergleichbaren Mechanismus der Cytokininbiosynthese in Mais
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mit ADP/ATP-IPTs unter der Verwendung von DMAPP als Isoprenoidakzeptor hin (Brugiére et al.,
2008).

iP abhanglgerWeg /\)\/ OH iP unabhang|gerWeg
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Abbildung 1: Modell der Cytokininbiosynthese, der Modifikationen und Interkonversionen.

Dargestellt sind die verschiedenen Biosynthesewege fiir Isoprenoidcytokinine. Die Interkonversionen zu den
freien Cytokininbasen und deren Konjugationen sind mit den zugehorigen Enzymen abgebildet. Die
verwendeten Abkirzungen sind, wenn hier nicht angegeben dem Abkirzungsverzeichnis und dem Text zu
entnehmen. (CK-N-GT) Cytokinin-N-Glykosyltransferase, (ZOGT) tZ-O-Glykosyltransferase, (cZOGT) cZ-O-
Glykosyltransferase, (BGlc) pB-Glukosidase, (1) Phosphatase, (2) Ribonukleotid-Phosphohydrolase, (3)
Adenosinnukleosidase, (4) Purinnukleosid-Phosphorylase, (5) Adenosinkinase, (6) Zeatinreduktase, (7) cis-
Hydroxylase, (8) Cytokininnukleosid-5’-Monophosphat-Phosphoribohydrolase, 9) Adenin-
Phosphoribosyltransferase. (verandert nach: Sakakibara, 2006).

1.1.2  Modifikationen und Interkonversionen der Cytokinine

Die Ubertragung von Zuckerresten auf iP oder Zeatine in N°-, N’- oder N°-Position wird durch N-
Glykosyltransferasen katalysiert (Hou et al., 2004). Diese Konjugation ist nicht reversibel und fiihrt
deshalb zur Inaktivierung des betreffenden Cytokinins (Abbildung 1).

Die freien Basen iP und Zeatin kénnen von Adenosinphosphorylasen mit Ribose zu Nukleosiden
verknilpft (Chen und Petschow, 1978) und dann weiter von Adenosinkinasen zu Nukleotiden
phosphoryliert werden (Chen und Eckert, 1977; von Schwartzenberg et al., 1998; Moffatt et al., 2000;
Kwade et al., 2005). Das Enzym Adenosinphosphoribosyltransferase (APRT) katalysiert eine direkte
Verknupfung von iP oder BA mit einem Phosphoribosylrest und es entsteht das korrespondierende 5’-
Monophosphat (Moffatt und Somerville, 1988; Moffatt et al., 1991; Lee und Moffatt, 1993; Schnorr et
al., 1996; Allen et al., 2002). Adenosinkinasen, -phosphorylasen und -phosphoribosyltransferasen
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entstammen hauptséchlich dem Purinstoffwechsel und ihre Spezifitat fir Cytokinine ist geringer als
flr die Substrate Adenin, Adenosin oder AMP (Mok und Mok, 2001).

Die Verknupfung von Glukose oder Xylose mit der OH-Gruppe der Isoprenoidkette von tZ wird durch
O-Glykosyltransferasen katalysiert (Martin et al., 1999; Martin et al., 2001a; Martin et al., 2001b;
Veach et al., 2003). Diese O-Glykolysierung ist die einzige bekannte reversible Cytokininkonjugation,
denn durch eine B-Glukosidase kann der Glykosylrest wieder abgespalten werden, wodurch wieder
aktives tZ entsteht (Brzobohaty et al., 1993; Falk und Rask, 1995). O-Glykoside von Zeatinen gelten
daher als Speicherformen und die Reversion zu aktivem tZ ist ein Mechanismus zur Regulation der
Homd@ostase von Cytokinin (Mok und Mok, 2001).

Nach dem IPT-katalysierten ersten Syntheseschritt katalysieren die Cytochrom P450-Monooxygenasen
CYP735A1 und CYP735A2 ausgehend von den iP-Nukleotiden die weiteren Konversionen zu tZ
(Takei et al., 2004b). Die iPR-tri- und diphosphate werden von Phosphatasen zu iPRMP und dieses
dann von Phosphohydrolasen weiter zu iPR dephosphoryliert. Die Adenosinnukleosidase katalysiert
dann die Abspaltung des Ribosylrestes und damit die Bildung der freien Base iP. Aquivalent verlauft
die Bildung der freien Basen ¢Z und tZ ausgehend von cZRMP und tZRMP (Sakakibara, 2006). Eine
direkte Phosphoribolyse von iPRMP und ¢cZRMP zu iP und c¢Z wurde mit der Identifizierung des
korrespondierenden Gens und Enzyms in der log Mutante von Reis nachgewiesen (Kurakawa et al.,

2007) und es existieren Homologe in Arabidopsis.

1.1.3  Cytokininabbau durch Cytokininoxidasen / -dehydrogenasen (CKX)

Der Cytokiningehalt in Pflanzen wird neben der de novo Synthese und der Konjugation auch
wesentlich durch den enzymatischen Abbau reguliert. Nicht lange nach der Entdeckung und
Aufklarung der Struktur von Cytokininen wurde auch eine enzymatische Aktivitit im Proteinextrakt
von Tabak-Zellkultur beschrieben, die zur Inaktivierung von iPR und der Bildung von Adenosin fiihrte
(Paces et al., 1971). Die Entdeckung einer dhnlichen Enzymaktivitdt in Maiskdrnern fihrte zur
Pragung des Namens Cytokininoxidase (CKX) (Whitty und Hall, 1974). Dieses Enzym katalysiert die
Spaltung von Cytokininen mit ungesattigter Isoprenoidkette in Adenin oder Adenosin (McGaw und
Horgan, 1983) und das entsprechende Aldehyd wie zum Beispiel 3-Methyl-2-Butenal im Falle der
Spaltung von iP (Brownlee et al., 1975). CKX Aktivitat wurde seither in vielen Geweben und
Pflanzenarten beschrieben wie zum Beispiel Mais, Soja, Tabak, Bohnen, Apfel, Ahorn, Pappel, Erbse,
Weizen und Gerste (Armstrong, 1994; Hare und van Staden, 1994). Die Spaltung erfolgt in einem
einzigen enzymatischen Schritt und ist nicht reversibel.

In den letzten Jahren wurden bedeutende Forschritte bei der Aufklarung des katalytischen
Mechanismus und der biochemischen Eigenschaften der CKX Proteine gemacht. Die ldentifizierung
von CKX Genen in Arabidopsis, Mais, Gerste, Weizen, Orchideen und Reis (Werner et al., 2006)

machte zudem Studien zur Regulation der Gene mdglich. Die Manipulation dieser Gene und die damit
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verbundenen Veranderungen des Cytokiningehaltes in transgenen Pflanzen brachten viele Hinweise

zur biologischen Rolle von Cytokinin wéhrend der Pflanzenentwicklung.

1.1.3.1 CKX Gene vieler Pflanzenarten gehoren zu Multigenfamilien

Als erstes CKX Gen wurde ZmCKX1 von zwei Arbeitsgruppen in Mais identifiziert und die
Funktionalitat des korrespondierenden Enzyms bestétigt (Houba-Hérin et al., 1999; Morris et al.,
1999). Ausgehend von ZmCKX1 wurden mit Hilfe bioinformatischer Methoden CKX Gene in vielen
Spezies identifiziert. In Mais konnten seither insgesamt fiinf CKX Gene identifiziert, kloniert sowie fiir
die meisten Proteine eine CKX Aktivitat nachgewiesen werden (Bilyeu et al., 2003; Massonneau et
al., 2004). CKX Gene wurden auBerdem in Weizen (TaCKX1-TaCKX7) und Gerste (HVCKX1-
HvCKX8) identifiziert und die CKX Aktivitat einiger Enzyme nachgewiesen (Galuszka et al., 2001;
Galuszka et al., 2004). Auch in Orchideen (Dendrobium Sonia) wurde CKX Aktivitdt gemessen und
das zugrunde liegende Gen DSCKX1 kloniert und charakterisiert (Yang et al., 2003a; Yang et al.,
2003b). Eines der elf potentiellen CKX Gene in Reis konnte ebenfalls als aktive CKX identifiziert
werden (Ashikari et al., 2005). Im Arabidopsis Genom wurden sieben CKX Gene identifiziert und die
CKX Aktivitat wurde fiir AtCKX1-AtCKX6 nachgewiesen (Bilyeu et al., 2001; Werner et al., 2001;
Werner et al., 2003; Galuszka et al., 2007).

1.1.3.2 Biochemische Eigenschaften der CKX Enzyme und katalytischer Mechanismus

CKX Enzyme enthalten kovalent gebundenes FAD als Kofaktor und sind Dehydrogenasen, die p-
Chinon-verwandte Elektronenakzeptoren verwenden

Es wurde lange Zeit angenommen, dass CKX Enzyme bei der Spaltung ihrer Substrate Sauerstoff
verwenden (Whitty und Hall, 1974). Die 50-fache Erhdohung der CKX Aktivitdt durch Kupfer-
Imidazol-Komplexe (Chatfield und Armstrong, 1987) fiihrte zur Klassifizierung der Enzyme als
Kupfer-abhdngige Amino-Oxidasen (Hare und van Staden, 1994). Das dabei entstehende
Wasserstoffperoxid konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Galuszka et al., 2001; Laskey et al.,
2003) und die Hypothese, dass Sauerstoff der primére Elektronenakzeptor ist, wurde angezweifelt.
Vielmehr war eine viel starkere Erhohung der CKX Aktivitdt durch die Zugabe kunstlicher
Elektronenakzeptoren unter anaeroben Bedingungen mdglich (Frébort et al., 2002; Laskey et al.,
2003). Die enzymatische Wirkung von CKX als Dehydrogenase wurde postuliert (Galuszka et al.,
2001; Laskey et al., 2003). Zwar konnte fir ZmCKX1 eine duale katalytische Wirkung als Oxidase
und als Dehydrogenase gezeigt werden, jedoch ist die Oxidase Aktivitat sehr gering und unspezifisch.
Deshalb ist diese Funktion vermutlich in vivo physiologisch unrelevant und die Dehydrogenase
Funktion von ZmCKX aufgrund einer viel htheren Substrataffinitat und —spezifitat die physiologisch

relevante Form (Frébortova et al., 2004; Kopecny et al., 2005). Auch in Arabidopsis wurde im
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Vergleich zur Oxidase-Aktivitit eine viel stdrkere Dehydrogenase-Aktivitit der AtCKX Proteine
gefunden (Galuszka et al., 2007).

Die Identifizierung von CKX Proteinen in Weizen und Mais und die Analyse der Aminosduresequenz
deckten auf, dass die Enzyme eine FAD-bindende Doméne haben und die Analyse des
Absorptionsspektrum sowie des Redoxpotentials zeigte, dass dieses Flavin FAD ist, welches kovalent
gebunden ist (Morris ef al., 1999; Bilyeu et al., 2001; Galuszka et al., 2001; Frébortova et al., 2004).
Deshalb werden CKX Enzyme als FAD-abhingige Oxidoreduktasen bezeichnet. Physiologische
Elektronenakzeptoren konnten p-Chinon-verwandte Molekiile sein, die aus phenolischen
Vorldufersubstanzen von verschiedenen Oxidasen der Pflanze produziert werden (Frébortova et al.,
2004; Galuszka et al., 2005).

Zu einer genaueren Vorstellung des Reaktionsablaufes (Abbildung 2) gelangte man durch die
Darstellung der dreidimensionalen Struktur von ZmCKX1 (Malito et al., 2004) Die katalytische
Reaktion wurde wie folgt angenommen. Bei der Spaltung von zum Beispiel iP kommt zunichst die
Isoprenoidkette im katalytischen Zentrum des CKX Enzyms zu liegen. Das C;;-Atom des Cytokinins
ist der Ort des oxidativen Angriffs. Das benachbarte Nj,-Atom geht eine wichtige
Wasserstoffbriickenbindung zum Aspartat;s9 des CKX Enzyms ein. Beim oxidativen Angriff werden
Elektronen und eine Proton (in Form von H") auf das Ns-Atom des Flavins iibertragen, wodurch aus
FAD die reduzierte Form FADH™ wird. Dabei wird C;; dehydrogenisiert bzw. oxidiert und durch
Umlagerung der Doppelbindung vom Njo-Atom wird dieses positiv geladen. Der limitierende Schritt
ist die Re-oxidation von FADH zu FAD durch Ubernahme der Elektronen durch einen
Elektronenakzeptor. Unter Hydrolyse von Wasser wird abschlieend die Aminogruppe des Np-Atoms
zur Bildung von Adenin reduziert und dieses zusammen mit 3-Methyl-2-Butenal als Produkte

entlassen (Malito ef al., 2004).

14
0 11 12 13,CHy + CH
HN—CH-CH=C_ HN=CH—CH=C_ NH,

6 CH CH
1N/ 3 N7 153 N/ N 3 +H20 CH3

| \>a ﬁ k | \> - Nk)IN\> + O=CH—CH=C.
ZK\N ; Hg \N H \N N CH,
3

Isopentenyladenin FAD | CKX| FADH" L _ Adenin 3-Methyl-2-butenal

A A

0X red

Elektronenakzeptor (verdndert nach Malito et al., 2004)

Abbildung 2: Schematische Darstellung der CKX-katalysierten Abbaureaktion von Cytokinin am Beispiel
Isopentenyladenin.
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Substratspezifitaten und dreidimensionale Struktur des Proteins

Die bevorzugten Substrate der meisten CKX Enzyme sind iP und tZ sowie deren Riboside
(Armstrong, 1994; Hare und van Staden, 1994; Schmiilling et al., 2003). Uber die CKX Enzyme der
Spezies Tabak, Bohne, Weizen und Gerste wurde berichtet, dass iP und iPR von diesen Enzymen am
starksten bevorzugt werden (Kaminek und Armstrong, 1990; Motyka und Kaminek, 1994; Galuszka et
al., 2001; Galuszka et al., 2004), jedoch wurde zum Beispiel fiir Mais und Tabak auch mit tZ als
Substrat eine starke CKX Aktivitat beschrieben (Motyka und Kaminek, 1994; Bilyeu et al., 2001).
Die sterische Anordnung der Hydroxylgruppe im Zeatin ist ausschlaggebend fiir die Stérke der
Aktivitat, mit der CKX Enzyme diese beiden Zeatin-Isoformen abbauen und tZ wird meist bevorzugt.
Es gibt nur wenige Berichte ber CKX Enzyme, zu deren Substraten cZ gehdort. Die Aktivitat, mit der
cZ im Vergleich zu tZ abgebaut wird, ist abhdngig von der Pflanzenart verschieden. So war der K-
Wert von ZmCKX1 fir tZ deutlich geringer als fur cZ als Substrat (Bilyeu et al., 2001). Weizen und
Tabak CKX Enzyme kdnnen beide Zeatin-1soformen mit gleich starker Aktivitat abbauen (Motyka und
Kaminek, 1994; Galuszka et al., 2001). In Gerste wurde zwar CKX Aktivitat mit cZ als Substrat
gefunden, jedoch auch in geringerem Male als mit tZ als Substrat und auch nur in Wurzeln und
Kdrnern (Galuszka et al., 2004). Die CKX Enzyme aus Arabidopsis zeigen hohe Substratpraferenzen
fur iP und tZ sowie deren Riboside. AtCKX2 und AtCKX4, welche ZmCKX1 am ahnlichsten sind,
zeigen diese Praferenz am deutlichsten und haben insgesamt die stérkste Aktivitat der CKX
Proteinfamilie (Werner et al., 2001; Werner et al., 2003; Galuszka et al., 2007). Interessant ist, dass die
vermutlich innerhalb der Zelle aktiven CKX Enzyme AtCKX1, -3 und AtCKX7 (Schmdilling et al.,
2003) auch iPRMP als Substrat verwenden kdnnen. Zudem ist die Aktivitat mit der sie iP9G abbauen
sogar hoher als flr das Substrat iP (Galuszka et al., 2007). AtCKX?7 ist das einzige Protein der CKX
Familie, das cZ mit hoherer Aktivitat abbaut als tZ. Im Gegensatz dazu verwenden die apoplastisch
aktiven Enzyme AtCKX2 und AtCKX4 cZ gar nicht als Substrat (Galuszka et al., 2007). Die
unterschiedlichen Substratspezifititen der verschiedenen AtCKX Proteine deuten auf das Vorkommen
verschiedener Cytokininpools in den verschiedenen Kompartimenten der Pflanzen hin.

Cytokinine mit geséttigter Seitenkette (wie Dihydrozeatin), sterisch grofler Seitenkette (wie der
aromatischen Kette im BA oder der glykolysierten Kette im Zeatin-O-Glukosid) werden gar nicht oder
nur mit sehr geringer Aktivitat von CKX Enzymen abgebaut (Armstrong, 1994; Hare und van Staden,
1994; Galuszka et al., 2001; Schmiilling et al., 2003; Frébortova et al., 2004; Galuszka et al., 2004;
Galuszka et al., 2007). Die Ursache dafiir scheint unter anderem die Anordnung des Cytokinins im
katalytischen Zentrum der CKX zu sein. Die dreidimensionale Struktur von ZmCKX1 (Malito et al.,
2004) und AtCKX7 (Bae et al., 2008) sind sehr dhnlich. Das katalytische Zentrum besteht aus einer
trichterformigen Vertiefung an der Proteinoberflache und einer elipsoiden Hohle im Inneren des

Proteins gesaumt vom FAD-Kofaktor. Durch Kristallisation von ZmCKX1 mit iP wurde abgeleitet,



EINLEITUNG -9-

dass das Cytokininmolekul mit der Seitenkette in die Hohle ragt und der Adeninring in die
trichterformige Vertiefung an der Oberflache des Enzyms zu liegen kommt und die Hohle damit
verschlieft (Malito et al.,, 2004). Deshalb bewirkt die Konjugation der Cytokininbasen zu N-
Glukosiden sowie die Bindung eines Ribosylrestes scheinbar auch keine merkliche Minderung der
Aktivitdt von CKX Enzymen. Der Benzylring des BA scheint zu grof? zu sein, um die vorhergesagte
leichte Drehung des Cytokininmolekdls im katalytischen Zentrum effektiv zu ermdglichen (Malito et
al., 2004).

CKX Enzyme kénnen verschieden stark glykolysiert werden

Die Charakterisierung von CKX Enzymen vieler Spezies zeigte eine grofle Spanne des molekularen
Gewichtes von 25 kDa bis 94 kDa (Armstrong, 1994) obwohl die aus den Aminosauresequenzen
abgeleiteten GroRenordnungen relativ ahnlich waren (Schmilling et al., 2003). Dieser Unterschied
beruht wahrscheinlich auf einer unterschiedlich starken Glykolysierung der CKX Proteine. ZmCKX1
hat zum Beispiel acht Glykolysierungsstellen (Houba-Hérin et al., 1999; Morris et al., 1999). Fiir alle
AtCKX Proteine wurden ebenfalls zwischen zwei und acht Glykolysierungsstellen vorhergesagt
(Schmulling et al., 2003). In Tabak und Bohnen kommen jedoch sowohl nicht glykolysierte als auch
glykolysierte CKX Proteine vor (Kaminek und Armstrong, 1990; Motyka und Kaminek, 1994; Motyka
et al., 1996). Die Glykolysierung koénnte fur die Lokalisation der CKX Proteine wichtig sein, denn es
wurden CKX Proteine mit verschiedenen pH Optima in Tabakkalluskultur gefunden, die zudem

abhéangig von ihrer Glykolysierung aus der Zelle sekretiert wurden (Motyka et al., 2003).
Subzellulére Lokalisation der CKX Proteine

Die subzelluldre Lokalisation der CKX Enzyme innerhalb verschiedener Kompartimente der Zelle
wurde bisher nur fur einige Enzyme aus Arabidopsis mittels GFP-Fusionsproteinen gezeigt. Das
AtCKX2-GFP Fusionsprotein wurde assoziiert mit dem ER nachgewiesen und eine apoplastische
Lokalisation nach Sekretion angenommen, da das Protein vermutlich keine ER-Verankerungssequenz
aufweist und nach heterologer Expression in Hefe sekretiert wurde (Werner et al., 2003). Da fur
AtCKX4 anhand der Aminosduresequenz mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Zuordnung zum
sekretorischen Weg vorhergesagt wurde (Schmiilling et al., 2003) und beide Enzyme sehr dhnlich
Substratspezifitaiten und pH-Optima zeigen (Galuszka et al., 2007), kann man annehmen, dass
AtCKX4 vermutlich auch im Apoplasten lokalisiert ist. Eine experimentelle Bestatigung gibt es bisher
jedoch nicht. AtCKX1-GFP und AtCKX3-GFP Fusionsproteine wurden in der Vakuole und bisher

nicht naher identifizierten Endomembrankompartimenten nachgewiesen (Werner et al., 2003).
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1.1.3.3 Gewebespezifische Expression der CKX Gene

Die individuellen CKX Proteine der verschiedenen Familien (zum Beispiel Mais, Reis, Gerste,
Orchideen und Arabidopsis) werden unterschiedlich exprimiert. Dies wurde mittels Transkriptanalysen
sowie Expressionsanalysen von Promotor-GUS-Fusionsgenen gezeigt. HVCKX1 aus Gerste wird
ubiquitar exprimiert, HvCKX2 und HvCKX3 hingegen nur in Blattern oder Kornern (Galuszka et al.,
2004). Das Transkript des Reis-Gens OsCKX1 wurde aufier in der Wurzel und dem Embryo in allen
Geweben detektiert, Transkripte der restlichen Gene der Familie wurden fast alle in
Infloreszenzmeristemen nachgewiesen (Ashikari et al., 2005). Die CKX Gene der Maisfamilie zeigen
spezifische aber auch zum Teil Uberlappende Expressionsmuster. Alle flinf ZmCKX Gene sind in
Kdrnern exprimiert, zeigen jedoch wahrend der Kornentwicklung verschiedene Expressionsmaxima.
In vegetativen Organen wurden zudem Transkripte von ZmCKX1-ZmCKX3 und in reproduktiven
Organen von ZmCKX4 und ZmCKX5 gefunden (Massonneau et al., 2004). ZmCKX1 ist im vaskuldren
Gewebe von Spross und Wurzel exprimiert (Brugiere et al., 2003).

In Arabidopsis wurde die Expression der sieben AtCKX Gene in verschiedenen Geweben und
entwicklungsbiologischen Stadien nachgewiesen (Werner et al., 2003; Koéllmer, 2004; Werner et al.,
2006). Die Expression der Gene ist sehr gering und zum Beispiel mit einer Northern Blot-Analyse
nicht detektierbar (T. Werner, personliche Mitteilung). Die Expressionsmaxima der individuellen
AtCKX Gene wurde mittels histochemischer GUS-Farbung von AtCKX:GUS transgenem
Pflanzenmaterial von Arabidopsis ermittelt. Im Spross werden die AtCKX Gene im Apex (AtCKX1,
AtCKX2), jungen Blattern (AtCKX4, AtCKX5), Spaltdffnungen (AtCKX4, AtCKX6), Trichomen
(AtCKX4), Blattachseln (AtCKX5), Stipeln (AtCKX2, AtCKX4) und dem Leitgewebe (AtCKX6)
exprimiert (Werner et al., 2003). In reproduktiven Organen wurde die Expression von AtCKX1,
AtCKX5, AtCKX6 und AtCKX7 gefunden. Im Gynoecium wurde zu zwei entwicklungsbiologischen
Zeitpunkten eine AtCKX Expression nachgewiesen und zwar vor der Bestdubung im
Transmissionsgewebe (AtCKX6, AtCKX7) und nach der Bestdubung innerhalb der Samenanlage
(AtCKX7) und in Funikeln (AtCKX6) (Werner et al., 2003; Kéllmer, 2004). In der Wurzel werden die
AtCKX Gene im Leitgewebe (AtCKX6), Primordien (AtCKX5, AtCKX6), dem Wurzelprokambium
(AtCKX5), der Wurzelhaube (AtCKX4) und Wurzelverzweigungspunkten (AtCKX1) exprimiert
(Werner et al., 2003). In allen genannten Organen ist die Expression der einzelnen AtCKX Gene nur
wenig tberlappend. Die Expressionsorte der AtCKX Gene zeigen viele Ubereinstimmungen mit denen
von AtIPT Genen (Werner et al., 2006).

1.1.3.4 Regulation der CKX Aktivitdt und der CKX Expression

In Pflanzen wurde in verschiedenen Spezies eine tempordre und lokale Korrelation zwischen

Cytokiningehalt und CKX Aktivitat beobachtet. Zum Beispiel sind in Getreidekdrnern (Mais und
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Gerste) die Maxima der Cytokininkonzentration und der CKX Aktivitat oft gleich, jedoch in den
einzelnen Geweben des Korns unterschiedlich (Jones et al., 1992; Dietrich et al., 1995; Galuszka et
al., 2001). Zusammenfassend wurde zudem Uber eine Erhéhung der CKX Aktivitidt nach exogener
Applikation von Cytokinin in Zellkultur von Tabakkalli und Phaseolus (Chatfield und Armstrong,
1986; Kaminek et al., 1997) sowie in transgenem Cytokinin-tberproduzierendem Tabakgewebe
berichtet (Zhang et al., 1995; EkIof et al., 1996; Motyka et al., 1996; Motyka et al., 2003). Dies fiihrte
zu der Annahme, dass CKX Enzyme durch Cytokinin positiv reguliert werden und von Cytokinin so
eine negative Feedback-Regulation zur Aufrechterhaltung der Homdostase ausgeht (Werner et al.,
2006). Eine positive Regulation von CKX Transkripten durch Cytokinin wurde bereits mehrfach
gezeigt, zum Beispiel fir das Mais-Gen ZmCKX1 (Brugiere et al., 2003) oder das Gen aus Orchideen
(Yang et al., 2003b). In Arabidopsis konnte mittels Transkriptanalysen und Promotor-GUS-
Fusionsgenen gezeigt werden, dass die Gene AtCKX1-AtCKX6 durch Cytokinin positiv reguliert
werden. In verschiedenen Microarray-Experimenten wurde eine Cytokinininduktion von AtCKX
Genen ebenfalls mehrfach nachgewiesen (Hoth et al., 2003; Rashotte et al., 2003; Brenner et al.,
2005; Kiba et al., 2005; Werner et al., 2006).

Ein Einfluss von Auxin auf den Cytokiningehalt in Pflanzen wurde bereits in vielen Arbeiten berichtet
und die Ergebnisse zeigten Ubereinstimmend einen negativen regulatorischen Einfluss von Auxin auf
die Cytokininkonzentration (Kaminek et al., 1997). Als Ursache wurde zum einen ein regulatorischer
Einfluss von Auxin auf die Cytokininbiosynthese beschrieben (Zhang et al., 1996; Miyawaki et al.,
2004; Nordstrom et al., 2004). Zum anderen wurde nach Auxinapplikation eine erhohte Spaltung von
Cytokinin gemessen, was auf eine erhohte CKX Aktivitat zurlickgefihrt wurde (Palni et al., 1988;
Zhang et al.,, 1995). Im Kontrast dazu scheint eine langfristige Erhéhung des Auxingehaltes in
Pflanzen ausschlieBlich ber eine verringerte de novo Synthese einen Einfluss auf die
Cytokininkonzentration zu haben, da in Tabak mit erhdhtem endogenem Auxingehalt zwar ein
reduzierter Cytokiningehalt gefunden wurden, jedoch die CKX Aktivitdt nicht erhoht sondern sogar
reduziert war (EKIOf et al., 1997). Diese Unterschiede der CKX Aktivitat in Reaktion auf veranderte
endogene oder exogene Auxinkonzentrationen spiegeln sich auch in der differentiellen Regulation von
AtCKX Genen durch Auxin wieder. RT-PCR und Microarray-Experimente zeigten, dass die
Expression von AtCKX2, -4, -5 und AtCKX7 durch Auxinbehandlung reduziert und die von AtCKX1
und AtCKX6 erhoht war (Goda et al., 2004; Zimmermann et al., 2004; Rashotte et al., 2005; Werner et
al., 2006). Andere Hormone wie Salicylsdure, Abscisinsdure und Methyljasmonat bewirken eine
reduzierte Expression von einigen AtCKX Genen (Werner et al., 2006).

Die Expression von AtCKX Genen wird auch durch Veranderungen in der Lichtqualitat und -intensitét
reguliert. Eine reduzierte Expression wurde zusammenfassend aus einer Reihe verschiedener
Microarray-Experimente fir AtCKX1 sowie AtCKX4, -5 und -6 berichtet (Werner et al., 2006). Eine

spezifische Induktion von AtCKX5 und AtCKX6 wurde dagegen bei einem niedrigen Verhaltnis aus
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Rot- und Dunkelrotlicht  beschrieben und eine Rolle der Gene wéhrend der
Schattenvermeidungsreaktion angenommen (Sessa et al., 2005; Carabelli et al.,, 2007). Auch
abiotische Faktoren haben einen Einfluss auf die AtCKX Genexpression. Die Expression von AtCKX4,
-6 und AtCKX7 war bei Phosphatmangel reduziert (Werner et al., 2006).

1.1.3.5 Entwicklungshiologische Rolle von CKX Enzymen

Durch die Reduktion oder die Erhohung der CKX Aktivitdt in transgenen Pflanzen wurden
Erkenntnisse dariiber gewonnen, in welchen Prozessen die Regulation des Cytokiningehaltes durch
CKX eine Rolle spielt. In Arabidopsis und Reis konnte durch den Verlust bzw. die Reduktion einzelner
CKX Enzyme der Familien in spezifischen Geweben wie den reproduktiven Organen eine erhdhte
Anzahl Bluten, Samenanlagen und damit ein erhdhter Samenertrag erzielt werden. Die Ursache war
eine erhohte Cytokininkonzentration in diesen Geweben (Ashikari et al., 2005; Bartrina, 2006). Die
Annahme, dass die CKX regulierte Cytokininkonzentration auch fir die Samenentwicklung wichtig zu
sein scheint, wird durch die im vorherigen Abschnitt beschriebene enge zeitliche und ortliche
Kopplung der Aktivitats- und Konzentrationsmaxima von Cytokinin und CKX Enzymen in
Getreidekornern unterstiitzt (Jones et al., 1992; Galuszka et al., 2001). Das Vorkommen von CKX in
Pedizellus/Plazenta/Chalaza-Gewebe von Mais wurde interpretiert als Maoglichkeit, den
Cytokininimport aus dem vegetativen Teil der Maispflanze zu kontrollieren und den Embryo so vor
frihzeitiger Keimung als Reaktion auf die Zellteilungs-stimulierende Wirkung von Cytokinin zu
schiitzen (Jones und Schreiber, 1997).

Das Vorkommen extrazellular aktiver CKX Enzyme konnte den regulatorischen Einfluss von
Cytokinin auf physiologische Prozesse erklaren. Zum Beispiel ist durch den kontrollierten Abbau von
Cytokinin im Zuge des dessen Ein- und Austransportes in die Leitgewebe die transportierte Menge an
Cytokinin regulierbar. Da Cytokinin als Ubermittler der physiologischen Information iiber die
Verfiigbarkeit von Nitrat vermutet wird (Takei et al., 2001b; Takei et al., 2002; Takei et al., 2004a),
erscheint eine solche Regulation sinnvoll, jedoch fehlt bisher der experimentelle Nachweis.
Schmiilling et al. zogen eine weitere biologisch relevante Funktion extrazelluldarer CKX Enzyme in
Betracht. Eine Regulation und Kontrolle des Cytokiningehaltes jeder einzelnen Zelle und die lokale
Begrenzung der Cytokininwirkung kénnte die Autonomie der Zelle vor allem in teilungsaktiven
Geweben gewdhrleisten (Schmulling et al., 2003). Eine Regulation des Zellzyklusgens CyclinD3
durch Cytokinin und auch Zellzyklus-abh&ngige Maxima der Cytokininkonzentration wurden
beschrieben (Redig et al., 1996; Riou-Khamlichi et al., 1999).

An transgenen Arabidopsis und Tabakpflanzen, die durch Uberexpression der AtCKX Gene einen
deutlich reduzierten Cytokiningehalt aufweisen, wurden entscheidende Erkenntnisse Uber die
gegensatzliche Wirkung von Cytokinin auf das Wachstum und die Entwicklung von Spross und

Wurzel gewonnen (Werner et al., 2001; Werner et al., 2003). Die morphologischen Konsequenzen
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eines reduzierten Cytokiningehaltes werden zusammenfassend als das Cytokinindefiziens-Syndrom
bezeichnet. Der Spross cytokinindefizienter Pflanzen weist ein reduziertes Wachstum auf, welches auf
auf ein kleineres und weniger aktives apikales Sprossmeristem zurlckzufihren ist (SAM). In
Arabidopsis wurde eine reduzierte BlattgroRe und demzufolge ein reduzierter Rosettendurchmesser
beschrieben. Die Bléatter wiesen weniger Zellen in dorsoventraler Richtung auf und es gab weniger
Phloem- und Xylemzellen. Die Sprosshéhe war verringert und es wurden weniger Bliten gebildet, die
jedoch groRer waren und weniger, aber dafiir grofRere Samen hervorbrachten. Der Bliuhbeginn war
stark verzdgert (Werner et al., 2001; Werner et al., 2003).

Die Wurzeln cytokinindefizienter Arabidopsis und Tabakpflanzen wiesen im Kontrast zum Spross ein
verstarktes Wachstum auf, welches in ldngeren und starker verzweigten Wurzeln resultierte.
Zuruckzufihren war dieses verstarkte Wurzelwachstum auf ein groReres und aktiveres
Waurzelmeristem (RAM). Der Durchmesser der Wurzeln war erhoht, da zum einen mehr Cortex- und
Endodermiszelllagen gebildet wurden sowie alle Zellen einschlielich der Phloem- und Xylemzellen
radidr vergroert waren (Werner et al., 2001; Werner et al., 2003).

Vergleichbare morphologische Auswirkungen hatte die Uberexpression von CKX Enzymen aus
Orchideen (Yang et al., 2003a; Yang et al., 2003b), Gerste (Galuszka et al., 2004) oder Mais (Kopecny

et al., 2006) in verschiedenen Pflanzen.

1.1.4  Cytokinintransport

Cytokinin wird im Phloem sowie im Xylemsaft gefunden. Transportierte Cytokinine sind
hauptsachlich die Riboside, jedoch werden auch O- und N-Glukoside sowie Nukleotide transportiert
(Letham, 1994). Das im Xylem transportierte Cytokinin wirkt als endokrines Signalmolekil zum
Beispiel fur die Ubermittlung des Nitratstatus der Wurzel an den Spross (siehe Punkt 1.1.1).
Cytokinin-gesteuerte biologische Prozesse des Sprosses, wie das Auswachsen von Seitenknospen und
die Seneszenz, bedirfen wohl eher lokal (parakrin) direkt in den Knospen oder Blattern produziertem
Cytokinin. Diese Prozesse waren ndmlich in  WT-Sprossen nicht verdndert, die in
Pfropfungsexperimenten auf ipt Uberexprimierenden Wurzelstécke von Tabak gepfropft wurden (Faiss
et al., 1997), obwohl Cytokinin in der Wurzel verstarkt gebildet und auch im Xylemsaft nachgewiesen
wurde.

In Pflanzen scheint es sowohl high- als auch low affinity Transportsysteme fir Cytokinin in Form von
Transporterproteinen zu geben. Die Identifizierung korrespondierender Gene und Proteine hat gezeigt,
dass diese Transportproteine keine absolute Spezifitat fir Cytokinine haben, sondern Purine sowie
auch Nukleoside mit gleicher oder hoherer Affinitét transportieren.

Der Purintransporter bzw. die Purinpermease (PUP) PUP1 wurde durch funktionelle Komplementation
einer Hefemutante identifiziert, die kein Adenin aufnehmen kann. PUP1 gehort einer Familie von 21

PUPs in Arabidopsis an. PUP1 transportiert neben Adenin auch Kinetin und Zeatin (Gillissen et al.,
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2000) sowie aullerdem die Cytokinine tZ, iP, ¢Z und cZR (Burkle et al., 2003). Kiirzlich wurden die
kinetischen Parameter des tZ Transports ermittelt. Dabei wurde festgestellt, dass es eine low affinity
Transportaktivitat mit K-Werten im uM Bereich und auch eine high affinity Transportaktivitat mit
Km-Werten im nM Bereich gibt. Der Transport von Cytokinin durch PUPs gehdrt zum low affinity
Transport und ist vermutlich energieabhdngig (Cedzich et al., 2008).

Neben den Purintransportern haben wahrscheinlich auch &quilibrierende Nukleosidtransporter (ENTS)
eine gewisse Affinitdt fiir Cytokinine. Diese Transporter kdnnen neben anderen Nukleosiden zum
Beispiel Adenosin energieunabhéngig entlang ihres Konzentrationsgradienten transportieren. In
Arabidopsis gibt es acht ENTs und einige transportieren Adenosin mit hoher Affinitat (Li et al., 2003).
Der erste Nachweis fiir einen Cytokinintransport durch ENTSs in planta wurde an der AtENT8-Mutante
s0i33-1 erbracht (Sun et al, 2005). s0i33-1 hat eine verringerte Sensitivitdit des
Primarwurzelwachstums gegeniiber iPR und tZR, jedoch nicht gegeniber iP. AtENT8
tiberexprimierende Keimlinge sind hypersensititv gegentber iPR und tZR. Zudem wurde gezeigt, dass
Hypokotyle von T-DNA-Insertionsmutanten der Gene AtENT8 und AtENT3 signifikant geringere
Mengen radioaktiv markiertes iPR aufnehmen konnten als der WT (Sun et al., 2005). Der Transport
beschrankte sich dabei auf Cytokininnukleoside. Die freie Base iP wurde nicht transportiert. AtENT6
transportiert iPR und tZR, wobei es sich auch um einen low affinity Transport mit K,-Werten im pM
Bereich handelt (Hirose et al., 2008). Vergleichbare Erkenntnisse wurden auch an Reis gewonnen. Die
ENT-Familie hat in Reis vier Mitglieder und OsENT?2 transportiert in Hefe sowohl Adenosin als auch
iPR und tZR mit Transportaktivitaten geringer Affinitat und K,-Werten im uM Bereich (Hirose et al.,
2005).

1.1.5  Cytokininsignaltransduktion in Arabidopsis

Die Antwort auf die Frage wie und wo Cytokinin als Signal wahrgenommen wird und wie dieses
Signal weitergeleitet wird, um die vielféltigen physiologischen und morphologischen Wirkungen des
Hormons auszul6sen, war lange weitgehend unbekannt. Man geht heute davon aus, dass
Cytokininsignaltransduktion auf der Basis des so genannten Zwei-Komponenten-Signalsystems (ZKS)
ablauft, welches bereits aus Prokaryoten und niederen Eukaryoten bekannt ist (Hutchison und Kieber,
2002; Heyl et al., 2006). Das Signal wird im prokaryotischen System von Sensor-Histidin-Kinasen
(HK) durch Bindung des Liganden wahrgenommen und dies fiihrt zur Autophosphorylierung eines
konservierten Histidin-Restes (H). Der Phosphatrest wird anschlieRend an die zweite Komponente des
Systems, den Response Regulator (RR) weitergegeben, in welchem ein konservierter Aspartat-Rest
(D) phosphoryliert wird. Der dadurch aktivierte RR wirkt meist als Transkriptionsfaktor und fihrt im
aktivierten Zustand zur transkriptionellen Aktivierung von Zielgenen. Die erweiterte Form des ZKS
besteht aus drei Komponenten und wurde bereits in niederen Eukaryoten wie zum Beispiel der Hefe S.

cerevisiae gefunden. Dabei wird der Phosphatrest von der HK auf ein Histidin-enthaltenes
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Phosphotransmitter-Protein (HP) Protein Ubertragen, welches dann den Phosphatrest auf den RR
Ubertrégt. Fur alle drei Komponenten wurden Gene in Arabidopsis identifiziert und diese gehoren
jeweils Multigenfamilien an.

In Arabidopsis kommt es nach der Bindung eines Liganden an die CHASE-Domaéne einer
Arabidopsis-Histidin-Kinase (AHK) zur Dimerisierung des Rezeptors und zur Autophosphorylierung
des konservierten Histidins. Das Phosphat (P) wird tber einen Aspartat-Rest (D) des Rezeptors weiter
auf das Histidin (H) eines Arabidopsis-Phosphotransmitter-Proteins (AHP) (bertragen und von dort
weiter auf das Aspartat (D) in der N-terminalen Receiver-Domane eines Arabidopsis RR (ARR)
(Abbildung 3). Diese unterteilt man anhand ihrer C-terminalen Doménen in zwei Gruppen. B-Typ
ARRs haben eine lange C-terminale Domane, die Transkriptionsfaktoraktivitat besitzt. B-Typ ARRs
regulieren nach Phosphorylierung die Transkription von Zielgenen, zu denen unter anderem die A-Typ
ARRs gehdren. A-Typ ARRs haben nur einen kurzen C-terminalen Rest, keine DNA-Bindeféhigkeit
und keine Transkriptionsfaktoraktivitat (Heyl et al., 2006).

Cytokininrezeptoren in Arabidopsis sind HK, die N-terminal 2-3 Transmembrandoménen aufweisen,
die die so genannte CHASE-Doméne einschlielen, welche als extrazellulére Ligandenbindedoméne
fungiert (Heyl und Schmilling, 2003). In Arabidopsis wurden AHK2, AHK3 und AHK4/CRE1
identifiziert (Inoue et al., 2001; Ueguchi et al., 2001a; Ueguchi et al., 2001b). In eleganten
Experimenten wurde nach heterologer Expression der Nachweis erbracht, dass diese AHKSs die HKs
aus Bakterien und Hefen in den korrespondierenden Mutanten funktionell und cytokininabhdngig
ersetzen kénnen (Inoue et al., 2001; Suzuki et al., 2001a; Ueguchi et al., 2001a; Ueguchi et al., 2001b;
Yamada et al., 2001; Kakimoto, 2003). In einem pflanzlichen Protoplastenassay konnte zudem die
cytokininabhéngige Aktivierung des cytokinininduzierbaren A-Typ ARR Gens ARRG6 durch alle drei
Rezeptoren nachgewiesen werden (Hwang und Sheen, 2001). In einem bakteriellen Assay wurden die
Substratspezifitat und die Sensitivitat von AHK3 und AHK4 verglichen. Die hochste Aktivitat wurde
mit AHK4 fir iP und tZ gefunden. Mit AHK3 konnte eine groRere Vielfalt an verschiedenen
Cytokininen das Reportergen aktivieren, unter anderem auch cZ, jedoch war die Aktivitat etwa 10-fach
geringer (Spichal et al., 2004). Die direkte Bindung von Cytokinin an die Rezeptoren wurde auflerdem
mit *H-markiertem tZ und iP an E. coli Zellen oder Hefemembranen gezeigt, die die AHKs
exprimierten (Romanov et al., 2005; Romanov et al., 2006). Dabei wurde gezeigt, dass AHK4 iP und
tZ im Vergleich zu anderen Cytokininen besonders gut bindet. Es wurde zudem gezeigt, dass neben tZ
und iP auch tzR, cZ, DZ oder BA binden kdnnen. Die Bindung war jedoch zum Beispiel im Falle von
cZ mehr als 200-fach geringer als die von tZ (Romanov et al., 2005; Romanov et al., 2006).
Interessant ist, dass es in Mais Cytokininrezeptoren gibt, die cZ bevorzugt und sogar mit héherer
Affinitét als iP binden (Yonekura-Sakakibara et al., 2004).



216 - EINLEITUNG

Cytokinin /\

AHK2, AHK3 1@

AN and CRE1/AHK4
& > A
Q&
(«b& AHP6 . \1 Q:
2
Q\(b AHPs 0 Feedback
~Aora A P T Raaiilatian
CRF Regulation
der Cytokinin-
I:' % R signaltransduktion
‘g(\ circadiane
Y Rhythmik
7= B-Typ -Typ > Phytochrom-
Q] ARRs /3 ARRs WIr(i;ungh -
w » und mehr?
l |
Transkription Transkription |
|
|
Spross- und Wurzel-regulierende Y
Genexpression, De-etiolierung, Proteinabbau

BlattvergroRerung, Differenzierung
des Wurzelleitgewebe, Seneszenz
und Cytokinhomdostase

Abbildung 3: Modell der Cytokininsignaltransduktion in Arabidopsis.

-> steht fiir eine positive Regulation und —| beschreibt eine negative Regulation. Blaue Pfeile markieren die
Phosphatkaskade. Der unterbrochene blaue Pfeil markiert die riicklaufige Phosphatkaskade in wol Mutanten. (H)
Histidin, (D) Aspartat, (P) Phosphatrest, siehe Text fiir Erlduterungen; (verdandert nach: To und Kieber, 2008).

Die drei Rezeptoren sind anscheinend in vielen ihrer Funktionen redundant. Besonders wihrend der
Sprossentwicklung hat der Verlust eines Rezeptors fast keine merklichen Auswirkungen auf Wachstum
und Entwicklung (Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006). Studien an T-
DNA-Insertionsmutanten zeigten, dass erst das Ausschalten von zwei Rezeptoren zu merklichen
Verdnderungen an der Pflanze fithrte und die phénotypische Charakterisierung der jeweiligen
Doppelmutanten deckte auch spezifische Funktionen der einzelnen Rezeptoren auf. Zum Beispiel
scheint die positive Regulation des Sprosswachstums durch Cytokinin hauptsdchlich durch AHK2 und
AHK3 vermittelt zu werden. ahk3 und in verstirktem Malle die Doppelmutante ahk2, ahk3 haben eine
reduzierte Rosetten- und SprossgroBe (Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Riefler et al.,
2006) AHK3 spielt vermutlich eine dominante Rolle bei der cytokininabhidngigen Chlorophyll-
Retention in Bladttern, da in Mehrfachmutanten in Kombinationen mit a/sk3 eine besonders starke
Reduktion der Cytokininsensitivitit gemessen wurde (Riefler et al., 2006) und die Uberexpression von
AHK3 eine verzogerte Seneszenz zur Folge hatte (Kim ef al., 2006). Andere cytokininabhingige
Prozesse im Spross werden wahrscheinlich redundant von allen drei Rezeptoren vermittelt, da sich der
jeweilige Ausfall von ein, zwei oder allen drei Rezeptoren additiv auf die beobachteten Effekte

auswirkte, wie zum Beispiel der partiellen oder vollstindigen Resistenz gegeniiber Cytokinin in
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Kallusbildung, Sprosshildung aus Kallusgewebe oder aber der OrgangréRe im allgemeinen (Higuchi et
al., 2004; Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006). Der Sprossphanotyp der Dreifachmutante ahk2,
ahk3, ahk4 &hnelt den Konsequenzen stark reduzierter Cytokiningehalte in CKX Uberexprimierenden
Pflanzen (Werner et al., 2003).

Das Wurzelwachstum von einzelnen T-DNA Insertionsmutanten der Cytokininrezeptoren
unterscheidet sich nicht vom WT, mit Ausnahme der crel-Mutante, welche ein leicht verstarktes
Wurzelwachstum zeigt (Inoue et al., 2001). Zudem wurde eine reduzierte Sensitivitdt der
Primarwurzelelongation gegenliber exogen appliziertem Cytokinin in T-DNA-Insertionsmutanten von
AHK4 gefunden (Inoue et al., 2001; Ueguchi et al., 2001b). Von einzelnen Doppelmutanten der
verschiedenen AHK-Null-Allele wurde ein verstarktes Wurzelwachstum und eine reduzierte
Cytokininsensitivitat der Primdrwurzelelongation beschrieben (Higuchi et al., 2004; Riefler et al.,
2006). Dieser Phanotyp ist in guter Ubereinstimmung mit den Konsequenzen reduzierter
Cytokiningehalte in Arabidopsis (Werner et al., 2003).

Der Verlust aller drei Rezeptoren hat eine vollstandige Cytokininresistenz des Wurzelwachstums zur
Folge. Die Primarwurzel ist im Vergleich zum WT drastisch verkirzt, von geringerem Durchmesser
und weist eine reduzierte Wurzelmeristemaktivitat auf (Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004).
Es zeigte sich, dass eine gestorte Xylementwicklung die Ursache dafir ist, denn bei vollstandigem
Verlust der Cytokininwahrnehmung wird von den Xylemvorlauferzellen nur Proto- jedoch kein
Metaxylem oder Phloem gebildet, sodass das Primarwurzelwachstum ab  diesem
entwicklungsbiologischen Schritt terminiert ist (M&hdnen et al., 2006b). Diese wichtige Funktion der
Cytokininsignalweiterleitung fir die Xylementwicklung erklart auch in vollem Umfang den Phanotyp
der wooden leg (wol) Mutante (Mé&hoénen et al., 2000), in der durch einen einzigen
Aminosduereaustausch in AHK4 (AHK4/CRE1/WOL - T278l) die Cytokininbindung nicht mehr
maoglich ist (Yamada et al., 2001). In der wol Mutante findet man neben dem Xylemdefekt keine
weiteren Wachstumsdefizite (M&honen et al., 2000). Anhand der besonderen Enzymeigenschaft von
AHK4 kann erklart werden, dass in wol Pflanzen trotz der vollstandigen Funktion von AHK2 und
AHKS3 ein nahezu vollstandiger Verlust der Signalweiterleitung in den AHK4 Expressionsdoménen
vorliegt. Neben der Kinase-Aktivitat in Anwesenheit von Cytokinin ist dieser Rezeptor als einziger der
drei Cytokininrezeptoren in der Lage, wenn kein Cytokinin gebunden ist als Phosphatase zu wirken
und so in umgekehrter Richtung AHPs zu dephosphorylieren (Méahénen et al., 2006b). In wol Pflanzen
kann durch die Mutation in der CHASE-Doméne kein Cytokinin an den mutierten Rezeptor ahk4
gebunden werden und demzufolge wirkt ahk4 konstitutiv als Phosphatase. Die von den funktionalen
AHK2 und AHK3 phosphorylierten AHPs werden demzufolge von ahk4 wieder dephosphoryliert,
sodass eine Phosphatkaskade ausgehend von den AHPs nicht mehr ablaufen kann. Es wurden bisher
zwei weitere wol Allele identifiziert, die den gleichen Primarwurzeldefekt aufweisen (Garcia-Ponce de
Leon et al., 2004; Kuroha et al., 2006).
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Phosphotransmitterproteine in Arabidopsis (AHPS) Ubertragen das Phosphat von aktivierten AHKs
weiter auf die ARRs (Abbildung 3). Im Arabidopsis Genom wurden bisher 5 AHPs identifiziert
(Suzuki et al., 2000). Es wurde anhand von Komplementationsversuchen gezeigt, dass die AHPs
bakterielle und Hefe-Phosphotransmitterproteine in den korrespondierenden Mutanten funktionell
ersetzen kdnnen und dass sie in vitro den Phosphatrest aktivierter Histidin-Kinasen bernehmen und
an ARRs weitergeben kénnen (Miyata et al., 1998; Suzuki et al., 1998; Suzuki et al., 2000; Suzuki et
al., 2001a; Suzuki et al., 2001b; Tanaka et al., 2004). Eine Uberexpression von AHP Genen in
Arabidopsis Protoplasten, bewirkte eine Erhéhung der cytokininabhdngigen Expression des
Reportergens ARRG:Luciferase (Hwang und Sheen, 2001). Die Lokalisation im Zytoplasma und die
cytokininabhéngige Translokation in den Kern untermauern das Modell, wonach AHPs als
Signalubertrager zwischen den AHKs und den ARRs fungieren (Hwang und Sheen, 2001; Imamura et
al., 2001; Tanaka et al., 2004). Die Interaktion von AHPs mit allen AHKs und einigen ARRs (Dortay
et al., 2006) ist ein zusétzliches Indiz fiir das oben erlduterte Modell der Cytokininsignaltransduktion
in Arabidopsis. Transgene Arabidopsis-Pflanzen, die AHP2 unter der Kontrolle des 35S Promotors
exprimieren, zeigen eine hypersensitive Reaktion des Wurzel- und Hypokotylwachstums gegentiber
exogen appliziertem Cytokinin (Suzuki et al., 2002). Dies lieB auf eine positive regulatorische
Funktion der AHPs in der Cytokininsignaltransduktion schliefen und diese Annahme wurde
experimentell durch die Identifizierung und Charakterisierung einzelner und mehrfacher T-DNA-
Insertionsmutanten der AHPs bestétigt. Das Ausschalten einer zunehmenden Anzahl an AHPs fihrt zur
graduellen Abnahme der Cytokininsensitivitat von Primarwurzelwachstum und -verzweigung sowie
des Hypokotylwachstums im Dunkeln (Hutchison et al., 2006). Die Primarwurzel in Pflanzen, die kein
funktionelles AHP mehr exprimieren, zeigt den gleichen Entwicklungsdefekt des Xylems, wie er
bereits fur die Dreifachmutante ahk2, ahk3, ahk4 und die wol Mutante gezeigt wurde. Die gebildeten
Adventivwurzeln zeigen jedoch keine vergleichbaren Entwicklungsdefekte (Hutchison et al., 2006).

In Arabidopsis wurde kiirzlich AHP6 als ein Pseudo-Phosphotransmitter-Protein (pAHP) identifiziert,
welches nicht von den aktivierten Rezeptoren phosphoryliert werden kann, da das konservierte
Histidin im Protein nicht vorhanden ist. Es wurde gezeigt, dass AHP6 die Phosphatkaskade auf noch
unbekannte Weise inhibiert. AHP6 ist somit ein negativer Regulator der Cytokininsignaltransduktion
(M@&honen et al., 2006a).

Die Response-Regulatoren von Arabidopsis (ARRs) stellen die dritte Komponente dar, auf die der
Phosphatrest Ubertragen wird (Abbildung 3). Es gibt in Arabidopsis 23 ARRs, die in zwei
Hauptgruppen unterteilt werden (Heyl et al., 2006). Zwei Hauptmerkmale unterscheiden die A-Typ
ARRs und die B-Typ ARRs. A-Typ ARR Gene sind schnell und stark durch Cytokinin induzierbar, B-
Typ ARR Gene sind dagegen nicht cytokininreguliert. B-Typ ARRs fungieren aufgrund der DNA-



EINLEITUNG 19-

Bindefahigkeit ihres langen C-Terminus als Transkriptionsfaktoren, A-Typ ARRs dagegen nicht (Heyl
et al., 2006).

Die ersten A-Typ ARR Gene (ARR4 und ARR5) wurden als cytokinininduzierte Gene in Arabidopsis
identifiziert (Brandstatter und Kieber, 1998) und insgesamt z&hlt man heute ARR3-ARR9 und ARR15-
ARR17 zu den cytokinininduzierten A-Typ ARR Genen (Imamura et al., 1998; Taniguchi et al., 1998;
Imamura et al., 1999; Kiba et al., 1999; D'Agostino et al., 2000; Kiba et al., 2002). Die A-Typ ARR
Gene sind primére Antwortgene, da ihre cytokininabhéngige Induktion sehr schnell, zum Teil in
wenigen Minuten, ablauft und keine Proteinsynthese dazu notwendig ist (D'Agostino et al., 2000). Die
Phosphorylierung  einiger A-Typ ARRs durch AHP2 und auch durch bakterielle
Phosphotransferproteine in einem bakteriellen in vitro Testsystem zeigte, dass A-Typ ARRs als Teil der
Phosphatkaskade an der Signalweiterleitung von Cytokinin beteiligt sein kénnten (Imamura et al.,
1998; Imamura et al., 1999). Die Funktionen von A-Typ ARRs bei der Vermittlung cytokininrelevanter
Aspekte des Pflanzenwachstums sind noch wenig bekannt. Es wurde zum Beispiel beschrieben, dass
ARR4 Cytokininsignalwege mit Lichtsignalwegen verschalten kann, da ARR4 direkt mit der
lichtaktivierten Form von Phytochrom B (Pfg) interagieren kann und dieses dadurch stabilisiert wird.
Dementsprechend zeigen Arabidopsis Pflanzen, welche ARR4 (berexprimieren, eine verstarkte
Reaktion von Wurzel und Hypokotyl auf Rotlicht (Sweere et al., 2001). Eine Hauptfunktion der A-Typ
ARRs ist deren negative regulatorische Funktion auf den Cytokininsignalweg (Abbildung 3). In
Arabidopsis-Protoplasten bewirkte die Uberexpression von vielen A-Typ ARR Genen eine Reduktion
der Expression des ARRG6:Luciferase Reportergens (Hwang und Sheen, 2001). Erste in planta
Hinweise lieferte die phénotypische Charakterisierung von Mehrfachmutanten der A-Typ ARR Gene in
Arabidopsis. T-DNA-Insertionsmutanten zeigten gegeniiber exogen appliziertem Cytokinin mit
steigender Anzahl ausgeschalteter A-Typ ARR Gene eine zunehmende Hypersensitivitat von
Primarwurzelwachstum, -verzweigung und der dunkel-induzierten Seneszenz (To et al., 2004). Im
Gegensatz dazu zeigten Arabidopsis Pflanzen, die A-Typ ARR Gene (berexprimieren ein
hyposensitives Primarwurzelwachstum in Reaktion auf exogen appliziertes Cytokinin (To et al.,
2007). Die negative regulatorische Funktion der A-Typ ARRs auf die Cytokininsignaltransduktion
scheint abhangig von der Phosphorylierung des Proteins zu sein, denn kiirzlich konnte nachgewiesen
werden, dass nur die WT-Form von ARR5 den cytokinin-hypersensitiven Phénotyp der Quatruple-
Mutante arr3, arr4, arr5, arr6 komplementieren konnte. Eine nicht phosphorylierbare ARR5-Form
komplementierte den Phanotyp nicht (To et al., 2007). Die Rolle der Phosphorylierung wurde zum
einen als Konkurrenz der A-Typ ARRs und B-Typ ARRs um die Phosphatreste der AHPs diskutiert,
jedoch auch die phosphorylierungsabhangige Konformation der A-Typ ARR-Proteine als
Voraussetzung fiir eine Interaktion mit den TCS Komponenten ist wahrscheinlich. Erste Ergebnisse
weisen darauf hin, denn eine verédnderte Form von ARRS5, die zwar nicht phosphoryliert werden kann,

jedoch eine phosphorylierungsahnliche Konformation (Phosphomimik) durch Austausch eines
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Aspartat gegen einen Glutamat einnimmt, konnte die negative regulatorische Funktion auf den
Cytokininsignalweg austiben und auch die Mutante arr3, arr4, arr5, arr6 komplementieren (To et al.,
2007).

B-Typ ARRs haben einen langeren C-Terminus als A-Typ ARRs und besitzen die typische Receiver-
Doméne zur Aktivierung durch Phosphorylierung. Der C-Terminus enthélt als Output-Domane die
GARP-Domane, mit der die Proteine an DNA binden kdnnen und die die Transkriptionsfaktoraktivitét
vermittelt (Hutchison und Kieber, 2002). Anhand der Sequenzhomologie zu bakteriellen RRs wurden
zuerst ARR1 und ARR2 identifiziert (Sakai et al., 1998). Fiir unter anderem ARR1, ARR2 und ARR11
wurde die Bindung an DNA experimentell bestétigt (Lohrmann et al., 1999; Sakai et al., 2000;
Lohrmann et al., 2001; Imamura et al., 2003). Die Bindung von ARR1 und ARR2 erfolgt bevorzugt an
die Sequenz (G/A)GAT(T/C), ARR11 bindet die Sequenz GGATT (Sakai et al., 2000; Imamura et al.,
2003). Diese Erkennungssequenzen sind zum Beispiel in den Promotoren der A-Typ ARR-Gene zu
finden, was zur Annahme fiihrte, dass diese direkte Zielgene der transkriptionellen Aktivierung durch
B-Typ ARRs sind (Hutchison und Kieber, 2002). Eine positive Regulation der A-Typ ARR
Transkription durch B-Typ ARRs wurde experimentell an transgenen Pflanzen mit erhéhtem oder
reduzierten B-Typ ARR-Gehalt und in einem Protoplasten-Reportergen-System gezeigt (Hwang und
Sheen, 2001; Sakai et al., 2001). Die Funktion als Transkriptionsfaktor wird untermauert durch das
Vorkommen vieler B-Typ ARRs im Zellkern (Sakai et al., 2000; Hwang und Sheen, 2001; Imamura et
al., 2001; Lohrmann et al., 2001). Die Expression der B-Typ ARR Gene wird nicht durch Cytokinin
induziert (Imamura et al., 1999; Kiba et al., 1999). Die Aktivierung erfolgt durch Phosphorylierung
des konservierten Aspartat durch AHPs (Abbildung 3), mit denen die B-Typ ARRs interagieren
kénnen (Imamura et al., 2001; Suzuki et al., 2001b; Imamura et al., 2003; Dortay et al., 2006). Die
Expressionsmuster von B-Typ ARR Genen zeigten flr die eng verwandten Gene ARR1, ARR2, ARR10
und ARR12 eine ubiquitére Expression in allen Geweben und eine tberlappende Expression vor allem
in der Wurzel, dagegen wurden flr andere B-Typ ARR Gene spezifische Expressionsmuster in den
reproduktiven Organen identifiziert (Mason et al., 2004; Tajima et al., 2004). Die B-Typ ARRs sind
positive Regulatoren des Cytokininsignalweges. Die in planta Funktion einiger B-Typ ARRs wurde
anhand von T-DNA-Insertionsmutanten und auch durch Uberexpression dieser Proteine untersucht.
Fur die arrl Mutante wurde eine reduzierte Sensitivitat des Wurzelwachstums und der Kallusbildung
gegeniiber Cytokinin ermittelt und der gegenteilige Effekt in ARR1- und auch ARR11-
tiberexprimierenden Arabidopsis Pflanzen beobachtet (Sakai et al., 2001; Imamura et al., 2003).
Arabidopsis Pflanzen, die andere A-Typ ARR Gene Uberexprimierten, zeigten phénotypische
Anderungen, unter anderem verzogerte Seneszenz, die Bildung zusatzlicher Seitensprosse oder eine
reduzierte Kallusbildung, die charakteristisch fiir erhGhte exogene oder endogene Cytokiningehalte

sind (Hwang und Sheen, 2001; Tajima et al., 2004). Die Sensitivitdt von Arabidopsis Pflanzen
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gegentber exogen appliziertem Cytokinin nimmt mit zunehmender Anzahl ausgeschalteter B-Typ ARR
Gene ab. Die funktionelle Redundanz scheint nicht so hoch wie bei den AHKs, AHPs oder den A-Typ
ARRs zu sein. Bereits das Fehlen von zwei B-Typ ARRs flihrt zu langeren und stirker verzweigten
Primarwurzeln, was die positive Rolle der B-Typ ARRs fiir die Cytokininsignalwirkung bestatigt
(Mason et al., 2005). Eine noch starkere Reduktion der Cytokininsignalkette durch Ausschalten von
ARR1, ARR10 und ARR12 fuhrt zur nahezu vollstdndigen Resistenz gegeniiber Cytokinin in sowohl
Wurzelwachstum, Kallusbildung und Chlorophyllgehalt. AuRerdem ist die cytokininabhéngige
Induktion der Expression von A-Typ ARR Genen reduziert (Mason et al., 2005; Argyros et al., 2008;
Ishida et al., 2008). Der Sprossphanotyp der Mutante arrl, arr10, arrl2 ist nahezu identisch zu dem
von Pflanzen mit vollstdndigem Funktionsverlust aller AHKs oder AHPs (Yokoyama et al., 2007;
Argyros et al., 2008; Ishida et al., 2008). In den Wurzelprokambiumzellen dieser Mutante scheint die
Cytokininsignalweiterleitung vollstandig unterbunden zu sein, denn es wurde der spezifische wol
Phanotyp mit einer im \ergleich zum WT stark verkirzten Primérwurzel und des bereits oben
beschrieben Xylemdefekts beschrieben (Argyros et al., 2008; Ishida et al., 2008), genau wie in
Pflanzen, in denen alle AHK Gene oder alle AHP Gene ausgeschaltet sind (Nishimura et al., 2004;
Hutchison et al., 2006; Mahonen et al., 2006a). Ubereinstimmend mit der iiberlappenden Expression
in der Wurzel sind diese drei ARRs vermutlich hauptséchlich fur die Signalweiterleitung von
Cytokinin in den Prokambiumzellen und die Vermittlung der wichtigen Rolle von Cytokinin fur die
ausbalancierte Differenzierung in Proto- und Metaxylem verantwortlich.

Ein eleganter Ansatz, um trotz ihrer funktionellen Redundanz gleichzeitig viele Zielgene von B-Typ
ARRs zu repremieren, gelang durch die Fusion der transkriptionellen Repressor-Doméne SRDX an
ARR1, wodurch ARR1 in einen transkriptionellen Repressor tberfihrt wurde (Heyl et al., 2008). In
einem Protoplasten Expressionssystem wurde durch die Co-Expression von ARR1-SRDX mit
ARRG6:GUS die GUS-Aktivitat reduziert, selbst wenn andere B-Typ ARR Gene zusatzlich
uberexprimiert wurden. Der Phanotyp von 35S:ARR1-SRDX transgenen Arabidopsis Pflanzen spiegelt
das Cytokinindefiziens-Syndrom wieder, was bedeutet, dass viele Zielgene von B-Typ ARRs
gleichzeitig reprimiert wurden und dass die Zielgene von ARR1 an der Vermittlung der meisten
Aspekte cytokininregulierter Prozesse beteiligt sind. Der Vergleich von Transkriptprofilen von WT
Pflanzen mit denen von 35S:ARR1-SRDX oder 35S:ARR1 transgenen Pflanzen lieferte erste Hinweise
uber direkte Zielgene von ARR1 und vermutlich anderer B-Typ ARRs. Dazu gehdren zum Beispiel
CKX4, CYP735A2, IAA3/SHY2, sowie Gene fiur Nitrat- und Zuckertransporter oder auch Gene fir
Repressoren des Gibberellinsignalweges (Taniguchi et al., 2007; Heyl et al., 2008).

Neben den A-Typ ARR Genen sind noch nicht viele Zielgene der B-Typ ARRs charakterisiert.
Cytokininregulierte Gene wurden vielfach anhand des Vergleiches von Transkriptprofilen
cytokininbehandelter mit denen unbehandelter Pflanzen und anhand des \ergleiches transgener

Pflanzen mit verdnderter Cytokininsignalleitung oder Cytokiningehalt gefunden (Hoth et al., 2003;



2. EINLEITUNG

Rashotte et al., 2003; Brenner et al., 2005; Kiba et al., 2005). Dabei wurden zum Beispiel kirzlich die
Gene CRF2 und CRF5 als cytokinininduzierte Gene identifiziert, die zur Familie der
Transkriptionsfaktoren mit AP2-Domaéne gehdren (Rashotte et al., 2006). Deren funktionelle Analyse
zeigte eine cytokininabhéngige Translokation der CRFs (Cytokinin Response Factor-Proteine) vom
Zytoplasma in den Zellkern und zwar ohne eine notwendige transkriptionelle Aktivierung jedoch
abhéangig von der Funktionalitat der AHKs und der AHPs. Auf welche Weise phosphorylierte AHPs
die CRFs aktivieren und die Translokation bewirken, ist nicht bekannt. Unabh&ngig von der
intrazelluldren Translokation der CRF Proteine ist die Transkription der korrespondierenden Gene
abhéangig von den B-Typ ARRs, sodass zumindest einige CRF Gene direkte Zielgene von B-Typ ARRs
sind. In Pflanzen mit reduzierter CRF Funktion (durch Ausschalten dreier CRF Gene) zeigten etwa die
Hélfte der cytokininregulierten Gene im Vergleich zum WT eine reduzierte Reaktion der Expression
auf Cytokinin. Dabei gehorten viele deregulierte Gene auch zu denen mit verénderter
cytokininabhéngiger Expression in der Doppelmutante arrl, arr12. Dennoch scheinen einige Zielgene
der CRF-Proteine andere entwicklungbiologische Aspekte der Pflanze zu vermitteln, denn die
Mutanten crf2 und crf2, crf5 zeigen zum Beispiel Entwicklungsdefekte der Keimblatter, jedoch keine
der sonst cytokininverwandten Phanotypen, wie zum Beispiel eine Verdnderung von
Primarwurzelwachstum und -verzweigung. Zudem gehoren A-Typ ARR Gene nicht zu den Zielgenen
der CRFs (Rashotte et al., 2006).

Brenner et al. (2005) identifizierten eine Reihe weiterer cytokininregulierter Gene, unter anderem auch
potenzielle  Transkriptionsfaktoren  verschiedenster  Transkriptionsfaktorklassen. Da  diese
cytokininregulierten Transkriptionsfaktoren ein wesentlicher Bestandteil der hier vorliegenden Arbeit
sind, werden die Hauptklassen der Transkriptionsfaktoren und der Wissensstand zu einzelnen der hier

analysierten Faktoren im n&chsten Abschnitt vorgestellt.

1.2 Transkriptionsfaktorfamilien in Arabidopsis thaliana

Transkriptionsfaktoren (TFs) sind definiert als Proteine, die sequenzspezifisch an DNA binden kdnnen
und dadurch die Féhigkeit besitzen, die Transkription zu aktivieren oder zu unterdriicken (Riechmann
et al., 2000). Im Allgemeinen enthalten TFs ein oder mehrere Kernlokalisationssignale, eine die
Transkription regulierende Domane, mindestens eine DNA-Bindedoméne und optional eine
Dimerisierungsdoméne (Liu et al., 1999). Die Bindung an DNA wird durch spezielle
Sekundarstrukturen des Proteins vermittelt, die von der Aminosauresequenz abh&ngig sind. Diese
DNA-bindenden Proteindoménen sind die Basis fur die Einteilung in verschiedene Familien von
Transkriptionsfaktoren (Riechmann et al., 2000). Das Vorkommen weiterer Proteindoménen, die zum
Beispiel fur die Homo- oder Heterodimerisierung von Proteinen verantwortlich sind, bildet die
Grundlage fir eine zusétzliche Gruppierung in Unterfamilien und macht die regulatorische Vielfalt

aus. Durch das so genannte domain shuffling wurden in der evolutiondaren Entwicklung verschiedene
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DNA-Binde-Doménen mit verschiedenen weiteren Proteindoméanen kombiniert und es entstand so die
enorme Vielfalt an verschiedenen Unterfamilien. Auf diesem Wege stellt man sich auch die Entstehung
von einigen Transkriptionsfaktorfamilien vor, die es nur in hoheren Pflanzen gibt. Dazu gehéren zum
Beispiel die Klassen der AP2/EREBP-, der NAC- oder der WRKY-Transkriptionsfaktoren (Riechmann
et al., 2000).

Fur die Bindung an die DNA gibt es einige Grundstrukturen, auf die die Variationen der verschiedenen
Klassen zuriickgehen. Ein klassisches DNA-Binde-Motiv ist zum Beispiel das Helix-Turn-Helix
(HTH) Motiv, welches vielfach in Prokaryoten beschrieben wurde. Die DNA-bindende Struktur ist
dabei eine von zwei a-Helices des Proteins, die sich mit ihrem N-Terminus in die groRe Rinne der
DNA legt und dabei Wasserstoffbriickenbindungen zwischen basischen Aminoséuren wie Arginin oder
Lysin mit den Basen oder auch dem DNA-Rickgrat ausgebildet (Pabo und Sauer, 1992). Eine
Anordnung von drei a-Helices findet man in der Homdodomane (HD), wobei die dritte Helix auch
noch in eine vierte zusatzliche Helix tbergehen kann. Dieses DNA-Binde-Motiv findet man in allen
Eukaryoten einschlieBlich der héheren Pflanzen. Die a-Helices sind zwar auch in einer HTH-
ahnlichen Anordnung strukturiert, jedoch werden andere Bereiche fur die Bindung an die DNA
verwandt und die rdumliche Anordnung der Helices zueinander unterscheidet sich vom HTH-Motiv in
Prokaryoten. In der Homéodomaéne bilden a-Helix 1 und a-Helix 2 eine parallele Anordnung Uber der
DNA und a-Helix 3 legt sich im rechten Winkel dazu Uber seine gesamte Lénge in die groRe Rinne der
DNA. Die HomdOodomane ist eine hochkonservierte Doméne und die zugrunde liegende 60
Aminoséuren lange Sequenz unterscheidet sich in den verschiedenen Organismen nahezu nicht. Zuerst
wurden Proteine mit einer Homéodoméne in Drosophila melanogaster beschrieben, wo sie fir die
Entwicklung der dorsoventralen Achse wichtig sind (Pabo und Sauer, 1992).

Zink-Finger sind DNA-Binde-Motive, bei der die Aminoséurensequenz eine fingerartige Struktur
ausbildet, an deren Beginn und Ende entweder je zwei Cysteine (C,C,) oder zwei Cysteine und zwei
Histidine (C,H,) in kurzen Abstdnden vorkommen (zum Beispiel Cys-X;.4-Cys-Xi,-His-X3s-His).
Diese Cysteine und Histidine binden durch Ausbildung einer Quartetstruktur ein Zink-Atom. Dabei
kénnen zum Beispiel die zwei Cysteine Bestandteil einer B-Faltblattstruktur und die Histidine
Bestandteil einer a-Helix sein, die an die DNA bindet. Die Wiederholung mehrerer dieser Zink-Finger-
Motive ist ein Charakteristikum dieser DNA-Bindedoméne. Jeder Finger bindet in der groflen Rinne
der DNA. Dabei werden auch Wasserstoffbriicken von basischen Aminosauren des Fingers zu Basen
der DNA oder zum Riickgrat der DNA ausgebildet. Die C,C,- oder C,H,-Struktur sowie die Anzahl
der Finger bestimmen hauptsachlich die Einteilung in die Superfamilien und zusétzliche
Proteindomanen deren weitere Untergliederung (Pabo und Sauer, 1992).

Die Bindung an DNA erfolgt bei einigen DNA-bindenden Proteinen ausschlieBlich als Dimer. Dazu
gehodren die bZip (basic leucine zipper) Domanen und die bHLH (basic helix turn helix) Domanen.

Beide Doménen besitzen einen spezifischen Bereich basischer Aminosauren, an den sich eine Doméne
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anschliefdt, die ausschlieBlich fir die Dimerisierung zusténdig ist. Mit den basischen Aminoséuren
erfolgt die Bindung an die DNA, wenn zum Beispiel durch Dimerisierung die basischen Bereiche
zweier Proteine eine Art Scherenstruktur bilden, die beidseitig an die DNA in der grofRen Rinne
binden. Die Zip-Struktur, die sich in bZip-Doménen an den basischen Bereich anschlief3t, ist eine
Sequenz, bei der in regelmaRiger Abfolge an jeder siebten Stelle ein Leuzin vorkommt (leucine zipper)
und die sich in zwei a-Helices formt. Diese bilden bei der Dimerisierung mit den zwei a-Helices des
Dimerpartners eine ubergeordnete helikale Struktur. Die HLH-Struktur, die sich an den basischen
Bereich in bHLH-Domé&nen anschlielt und fiir die Dimerisierung der Proteine notig ist, besteht aus
zwei a-Helices verbunden von einer unstrukturierten Schleife.

Die Kombination eines basischen Bereichs mit einem HTH-Motiv und dem Vorkommen regelmafig
verteilter Tryptophan-Reste flhrt zur Gbergeordneten Struktur, wie sie in zwei bis drei Wiederholungen
charakteristisch fur die MYB-Domaéne ist.

In einer weniger verbreiteten Form der Bindung erfolgt die Bindung an die DNA nicht durch eine a-
Helix, sondern durch eine B-Faltblattstruktur, was bereits von prokaryotischen transkriptionellen
Repressorproteinen bekannt ist (Pabo und Sauer, 1992). Diese Form der Bindung findet man auch in
AP2-Domanen der pflanzenspezifischen Klasse der AP2/EREBP-Transkriptionsfaktoren (Allen et al.,
1998).

Die durch die basischen Bereiche der Transkriptionsfaktoren erkannten Sequenzen sind 5-15
Nukleotide lange und hoch konservierte Sequenzen in den Promotoren der Zielgene. Diese
Erkennungssequenzen sind von den meisten Transkriptionsfaktoren bekannt und verliehen den
Unterfamilien zum Teil auch deren Namen, wie zum Beispiel die GATA-Zink-Finger, deren
Erkennungssequenz (A/T)GATAR lautet (Reyes et al., 2004).

1.2.1  GATA Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis

In Arabidopsis gibt es sechs groRe Tanskriptionsfaktorklassen, die Zink-Finger in verschiedener
Anordnung enthalten und bei denen das Zink von Tetramerstrukturen aus ausschlieBlich vier
Cysteinen oder einer Kombination aus Cysteinen und Histidinen koordiniert wird (Riechmann et al.,
2000). Die Zink-Finger des C,C,-Typs werden in Arabidopsis in vier Familien eingeteilt, abhdngig
von den zusatzlich im Protein vorhandenen Doménen und auch der Anzahl an Aminosauren, die die
Cysteine trennen. Eine der vier Unterfamilien der C,C,-Zink-Finger bilden die GATA
Transkriptionsfaktoren, die in allen Eukaryoten vorkommen. Der GATA-Zink-Finger zeichnet sich
durch die sequenzspezifische Bindung an die Nukleotid-Konsensussequenz (T/A)GATA(G/A) aus
(Teakle et al., 2002). Die Anzahl der Finger-bildenden Aminosauren zwischen den Cysteinen betragt
17 bei Tieren, 17-18 bei Pilzen und 18-20 bei Pflanzen. Die GATA-Konsensussequenz wurde in vielen
Promotoren lichtregulierter pflanzlicher Gene gefunden (Teakle et al., 2002; Reyes et al., 2004). Die

Fahigkeit zellkernspezifischer Proteinextrakte in vitro an diese GATA-Sequenz zu binden und dafir
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Zink zu benétigen, fihrte zur Annahme, dass in Pflanzen GATA-Zink-Finger die
Transkriptionsfaktoren lichtregulierter Gene sind. Der Vergleich vieler annotierter Sequenzen mit
denen bekannter eukaryotischer GATA-Faktoren fuhrte in Arabidopsis zur Identifizierung der ersten
GATA-Faktoren. Von diesen wurden fur GATA1l bis GATA4 in vitro eine Bindung an GATA-
Konsensussequenzen gezeigt. Zudem wurde die Fahigkeit zur Aktivierung der Transkription in einem
GALA4-Transaktivierungs-System gezeigt (Teakle et al., 2002). In Arabidopsis wurden bioinformatisch
29 Gene, die fir GATA-Faktoren kodieren identifiziert und diese in vier Unterfamilien eingeteilt
(Reyes et al., 2004). Die Einteilung beruht zusatzlich zur GATA-Zink-Finger Doméne auf der
Exon/Intron-Struktur der Gene und der Anzahl von Aminosduren im Zink-Finger. Im Vergleich zu
anderen Eukaryoten gibt es in Arabidopsis drei- bis viermal soviel GATA-Faktoren, was auf die
Duplikationsereignisse im Genom zurtickzufiihren ist und zu vielen Gen-Paaren mit hoher Homologie
flhrte (Reyes et al., 2004). Dazu gehéren unter anderem auch GATA21 und GATA22, die Bestandteil
der Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit sind. Die biologische Funktion der GATA-Faktoren
ist bisher nur anhand weniger Vertreter der vier Unterfamilien beschrieben worden. Dazu gehéren
GATA8 (BME3) aus Unterfamilie I, dessen Ausfall in der Mutante bme3 zu Defekten wéhrend der
Samenkeimung fihrte, und GATA25 (ZIM) aus Unterfamilie I1l, fur den eine Funktion bei der
Zellelongation gezeigt wurde (Manfield et al., 2007). In dieser Arbeit wurde GATA22 aus
Unterfamilie 1l naher charakterisiert. Aus dieser Unterfamilie wurden GATA18 (HAN), flir den eine
Funktion bei der Bliten- und Sprossmeristementwicklung angenommen wird, und GATA21 (GNC)
bereits beschrieben. Die Expression von GNC wird durch Nitrat induziert. Die gnc Mutante hat einen
reduzierten Chlorophyllgehalt und eine verdnderte Expression vieler Gene, die fir den
Zuckermetabolismus verantwortlich sind (Bi et al., 2005). Eine systematische Analyse der Expression
aller GATA Gene in Arabidopsis zeigte kirzlich, dass die Faktoren auch anhand ihrer
Expressionsmaxima in verschiedene Gruppen eingeteilt werden konnen, die aber nicht unbedingt mit
den phylogenetischen Gruppen Ubereinstimmen. Es gibt zum Beispiel Gruppen, welche ganz
spezifisch nur im Licht exprimiert werden und zu denen GATA21 und GATA22 gehoren. Diese bilden
eine eigene Gruppe mit circadianer Rhythmik und einem Expressionspeak etwa vier Stunden vor der
Lichtphase im Tagesverlauf (Manfield et al., 2007). Die Expression von GATA22 war im Licht 75-fach
hoher als im Dunkeln, was eine strikt lichtabhéngige Expression darstellt. Auch die gewebespezifische
Expression fiihrte zur Identifizierung einer Reihe verschiedener Gruppen der GATA Gene, die zum
Beispiel nur in Wurzeln oder Bliten exprimiert werden. GATA21 und GATA22 werden nur in
oberirdischen Pflanzenteilen und nicht in Wurzeln exprimiert. GATA22 zeigt dabei eine spezifische
Expression in Rosettenbléttern. Die Einteilung anhand der Expressionscharakteristika zeigte, dass
GATA21 und GATAZ22 eine eigene Gruppe bilden. Dieses Beispiel zeigt, dass sowohl die Expression
als auch die Sequenz der beiden GATA-Faktoren sehr &hnlich sind, was auf eine eventuell &hnliche

biologische Funktion schlielen lasst. Die Expressionsprofile von GATA21 und GATA22 zeigten zudem
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eine starke Korrelation zueinander und zwar beziglich der Ko-Regulation mit Genen, fur
Transkriptionsfaktoren, welche an der circdianen Rhythmik oder lichtregulierten Prozessen beteiligt
sind (Manfield et al., 2007).

In Microarray-Experimenten wurde gezeigt, dass die Expression von GATA21 und auch GATA22
durch Nitratzugabe nach Nitratmangel oder auch durch Zucker induzierbar ist (Wang et al., 2003;
Price et al., 2004; Scheible et al., 2004). Zudem erhoht dauerhafte Rotlichtbestrahlung nach
Dunkelanpassung die Expression beider GATA Gene und zwar vermutlich (ber eine Phytochrom-
abhéangige Lichtwahrnehmung im Zusammenspiel mit Phytochrom-interagierenden-Faktoren (PIFs)
(Monte et al., 2004). Erste Hinweise auf eine Beteiligung von GATA21 und GATA22 bei der
Aktivierung von Zielgenen als Reaktion auf Cytokinin wurden in mindestens zwei unabhéngigen
Microarray-Experimenten erhalten. Dabei wurde zumindest die Expression von GATA22 schnell
(innerhalb von 15-20 Minuten) und vermutlich in Abhé&ngigkeit von ARR21 induziert (Brenner et al.,
2005; Kiba et al., 2005).

1.2.2  HD-Zip Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis

In Pflanzen gibt es viele Gene, die eine Sequenz enthalten, die fiir die Homéodomane (HD) kodiert.
Abhéngig von weiteren Proteindoménen werden 6 Klassen unterschieden. Eine Klasse sind zum
Beispiel HD-Zip Transkriptionsfaktoren, bei denen eine Homdodoméne und direkt dahinter ein
Leuzin-Zipper vorkommt (siehe auch Punkt 1.2). Diese Doméanenkombination findet man so nur in
Pflanzen (Riechmann et al., 2000; Ariel et al., 2007). Die 60-61 Aminosauren lange Homdodoméne
macht dabei die sequenzspezifische Bindung an die DNA mdglich und der Leuzin-Zipper ist fur die
Dimerisierung verantwortlich. Anders als HD-Proteine ohne weitere Proteindoméne, kénnen die HD-
Zip-Transkriptionsfaktoren vermutlich nur als Dimere an die DNA binden. Die Erkennungssequenz ist
CAAT(X)ATTG. Das variable Nukleotid in der Mitte ist in den Unterfamilien spezifisch.

In Arabidopsis gibt es 48 Gene, die vermutlich flir HD-Zip-Transkriptionsfaktoren kodieren und die in
weitere vier Unterfamilien (HD-Zip | - HD-Zip V) unterteilt werden. Die Unterfamilie HD-Zip | hat
17 Mitglieder, die Dimere bilden kdnnen und deren Gene durch viele Stresstimuli reguliert werden.
Die HD-Zip | Faktoren haben mehrheitlich Funktionen in entwicklungsbiologischen Prozessen (Ariel
et al., 2007). Zur Unterfamilie HD-Zip Il gehoren zehn Mitglieder, von denen die drei Gene
AtHB2/HAT4, HAT3 und HAT22 im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit untersucht wurden. Diese
Unterfamilie wird deshalb im néchsten Abschnitt etwas detaillierter vorgestellt. Zur HD-Zip IlI
Unterfamilie gehoren 5 Gene (PHABULOSA, PHAVOLUTA, REVOLUTA, CORONA und AtHBS),
deren Funktionen bereits gut charakterisiert sind. Die korrespondierenden Proteine haben unter
anderem Funktionen in der Regulation der Entwicklung des apikalen Sprossmeristems, der
Leitgewebe und den Doménen lateraler Organe. Dabei zeigen PHABULOSA, PHAVOLUTA und
REVOLUTA uberlappende Funktionen bei der Embryogenese und beeinflussen die Blattpolaritat und
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die Bildung der apikalen Symmetrie. Ihre Regulation durch die Mikro-RNAs mil65 und mil66 ist
bekannt (Ariel et al., 2007). Die HD-Zip IV Unterfamilie hat 16 Mitglieder und die Proteinstruktur ist
bis auf die spezifische MEKHLA-Doméne und eine spezifische Schleife im Leuzin-Zipper dhnlich der
von HD-Zip Il Faktoren. Ein bekannter Vertreter ist GLABRA2/AtHB10, die korrespondierende
Mutante bildet keine Trichome und mehr Wurzelhaare. Die HD-Zip 1V Faktoren spielen vermutlich
eine Rolle bei der Etablierung des Zellschicksals von Epidermiszellen oder der Zellidentitat in der
Wurzel, was durch ihre Expression in der duReren Zellschicht von Organen untermauert wird (Ariel et
al., 2007).

Die ersten HD-Zip Il Faktoren wurden aufgrund der konservierten Sequenz ihrer Homdobox im
Vergleich zu bekannten Genen fir HD-Proteine aus Drosophila, C. elegans oder Hefe identifiziert.
Zunéchst wurden parallel die vier HAT Gene (fiir Hombdobox aus Arabidopsis thaliana) HAT4, HATS,
HAT22 und HAT24 und die zwei AtHB Gene (fur Arabidopsis thaliana Homoobox) AtHB1 und AtHB2
identifiziert und in den Proteinen die Leuzin-Zipper-Doméane entdeckt (Ruberti et al., 1991; Schena
und Davis, 1992). Aufgrund der zwei Nomenklaturen wurden Gene z.T. mehrfach benannt und
annotiert. Zum Beispiel ist eines der am besten charakterisierten Proteine der HD-Zip Il Unterfamilie,
HAT4, identisch mit AtHB2 und wird in der Literatur immer noch unterschiedlich benannt.

Uber die Wirkungsweise als Transkriptionsfaktor, die Regulation der Expression und die biologische
Funktion von HAT4 ist bereits vieles bekannt. Direkte Zielgene wurden bisher allerdings nur wenige
identifiziert. HAT4 bindet als Dimer an DNA und erkennt die palindromische Sequenz
CAAT(G/C)ATTG (Sessa et al., 1993; Ohgishi et al., 2001). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass
die HD-Zip-Domane des Proteins die Bindung an die DNA vermittelt. Das vollstdndige HAT4 Protein
flhrte zur Unterdriickung der Aktivitat eines Reportergens, welches unter der Kontrolle des 35S-
Promotors exprimiert wurde und dem 5’ die Erkennungssequenz von HAT4 angefligt war (Steindler et
al., 1999). HAT4 wurde aufgrunddessen als transkriptioneller Repressor identifiziert. Es konnte in
vitro und in vivo gezeigt werden, dass HAT4 an den Promotor seines eigenen Gens bindet und dadurch
die eigene Expression unterdriickt. Nach Induktion von HAT4 wurde in transgenen Pflanzen eine
reduzierte Expression des endogenen HAT4 gefunden (Ohgishi et al., 2001). Die HAT4 Genexpression
wird also durch eine negative Autoregulation durch das HAT4 Protein reguliert. Interessanterweise
konnte spater gezeigt werden, dass HAT4 an die Promotoren aller anderen Gene fir HD-Zip 1l
Faktoren binden kann und vermutlich deren Expression ebenso unterdriicken kann (Ohgishi et al.,
2001; Ciarbelli et al., 2008). Die Expression von HAT4 wird sehr spezifisch und komplex durch Licht
reguliert. Die Expression von HAT4 ist in etiolierten Keimlingen héher als in lichtgewachsenen
Keimlingen (Carabelli et al., 1996). Beim Wachstum von Pflanzen in unmittelbarer N&he von anderen
Pflanzen wird der Anteil des Rotlichtes durch Absorption durch das Pflanzenmaterial anderer Pflanzen

reduziert und es andert sich somit das Verhaltnis von Rotlicht (R) zum Dunkelrotlicht (FR), genauso
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wie bei Morgen- und Abendddmmerung. Ein niedriges Verhaltnis von Rot- zu Dunkelrotlicht (R/FR)
ist somit charakteristisch fur die Beschattung einer Pflanze und damit fur den moglichen
Wachstumsnachteil dieser Pflanzen gegeniiber anderen Pflanzen. Pflanzen reagieren mit der so
genannten Schattenvermeidungsreaktion auf ein niedriges R/FR Verhaltnis, welche eine Reihe von
Anderungen der Morphologie beinhaltet. Dazu gehdren zum Beispiel das verstarkte Wachstum des
Hypokotyls und eine geringere Wachstumsrate der Blatter, verzdgerte Keimung, vorzeitige Bliite
sowie reduzierte Chlorophyllgehalte und Apikaldominanz (Smith und Whitelam, 1997). Ein niedriges
R/FR Verhéltnis flihrte innerhalb weniger Minuten zu einer starken Induktion von HAT4 (Carabelli et
al., 1993; Carabelli et al., 1996; Ciarbelli et al., 2008). Bei fortwahrenden FR- oder
Dunkelbedingungen nahm die Transkriptmenge dabei kontinuierlich weiter zu, bis nach etwa einer
Stunde ein Maximum (berschritten war. Eine kurze Bestrahlung mit Rotlicht konnte jedoch die
induzierte Expression in wenigen Minuten wieder reduzieren/revertieren (Carabelli et al., 1996;
Ciarbelli et al., 2008). Dieser Effekt konnte auch in Phytochrommutanten wie phyA und auch phyB
beobachtet werden. Es wurde gezeigt, dass PhyE zusammen mit PhyA an der HAT4 Induktion beteiligt
ist (Franklin et al.,, 2003). Diese Regulation der HAT4 Expression trat so jedoch nur in
lichtangepassten Pflanzen auf. In etiolierten Keimlingen fuhrte jegliche Rot- oder
Dunkelrotlichtbestrahlung zur Reduktion der HAT4 Expression (Carabelli et al., 1996). Eine
Beteiligung von HAT4 an der Etablierung der phanotypischen Veranderungen einer Pflanze wahrend
der Schattenvermeidungsreaktion konnte anhand von Pflanzen mit erhéhter oder reduzierter HAT4
Expression gezeigt werden. Keimlinge, die HAT4 unter der Kontrolle des 35S Promotors exprimieren,
hatten ein verlangertes Hypokotyl, zurlickzufiihren auf verstérkte Zellelongation sowie kleinere Blatter
von geringerer Anzahl. Die Keimblatter wiesen eine reduzierte Breite und Lange auf, waren jedoch
aufgrund einer groReren Hohe von Mesophyll- und Palisadenparenchymzellen dicker (Schena et al.,
1993; Steindler et al., 1999). Das Wurzelsystem von 35S:HAT4 transgenen Keimlingen war aufgrund
einer geringeren Lange der Primdrwurzel und einer reduzierten Anzahl an Lateralwurzeln reduziert
(Schena et al., 1993; Steindler et al., 1999). Sowohl im Hypokotyl als auch in der Primarwurzel war
das sekundéare Dickenwachstum verringert. Dieser Wurzelphanotyp konnte durch Auxinapplikation
komplementiert werden. Alle beschriebenen Ph&notypen wurden in gegenteiliger Ausprdgung in
Pflanzen mit einer durch ein antisense Gen reduzierten HAT4 Expression boebachtet (Schena et al.,
1993; Steindler et al., 1999). Interessanterweise wurden vergleichbare Phanotypen bei Pflanzen,
welche HAT1 oder HAT2 Uberexprimieren, identifiziert (Ciarbelli et al., 2008). Die Gene HAT1, HAT2
und HAT3 sind genau wie HAT4 durch ein niedriges R/FR-Lichtverhéltnis induzierbar. Dagegen ist
HAT22 nicht durch ein niedriges R/FR-Lichtverhéltnis induziert (Ciarbelli et al., 2008).

Neben HAT4 wurden auch HAT22 und HAT3 als cytokinininduzierte Gene bei einem Microarray-
Experiment identifiziert (Brenner et al., 2005). Die Funktionen von HAT22 und HAT3 wurden bisher

nicht beschrieben. Die Phénotypen von transgenen Pflanzen mit veranderter HAT2 Expression ahneln
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zwar denen von HAT4 transgenen Pflanzen und HAT2 wurde ebenso wie HAT4 als transkriptioneller
Repressor identifiziert, jedoch wird die HAT2 Expression durch Auxin induziert. HATZ2 ist vermutlich

an der Auxinsignaltransduktion beteiligt (Sawa et al., 2002).

1.2.3  bHLH Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis

bHLH Transkriptionsfaktoren bilden neben den MYB- und den AP2-Transkriptionsfaktoren eine der
grofiten Transkriptionsfaktorfamilien in Arabidopsis (Riechmann et al., 2000). Das Hauptmerkmal
dieser Familie ist die etwa 60 Aminosduren lange bHLH Domaéne (siehe auch Punkt 1.2), bei der der
Bereich von etwa 15 basischen Aminosduren die DNA-Bindung vermittelt und die HLH-Domane fir
die Dimerisierung mit anderen Proteinen verantwortlich ist. Diese Doméane kommt in allen Eukaryoten
vor (Toledo-Ortiz et al., 2003). Intensive phylogenetische Studien zur Verwandtschaft der bHLH-
Familie in Arabidopsis und anderen Pflanzen auf Basis der bHLH-Domaéne identifizierten 162 bHLH-
Proteine in Arabidopsis (Bailey et al., 2003; Buck und Atchley, 2003; Heim et al., 2003; Toledo-Ortiz
et al., 2003). Die Proteinstruktur auBerhalb der bHLH Doméne weist einen hohen Grad an Diversitat
auf. Neben der Sequenzhomologie der bHLH Doméne fuhrte die Exon-/Intronstruktur, die
Gesamtlange der Proteine und zusétzliche Doménen zu einer weiteren Unterteilung in 12 bzw. 21
Unterfamilien in verschiedenen Studien (Heim et al., 2003; Toledo-Ortiz et al., 2003). Bei Tieren
unterscheidet man sechs bHLH Gruppen, die sich unter anderem anhand der Nukleotidsequenz, an die
sie binden unterscheiden. Die zentralen Aminosauren in dieser Erkennungssequenz (5’-CANNTG-3)
(E-Box) sind die Grundlage der Einteilung. Bei Sequenzanalysen der Arabidopsis Familie wurde nur
in 120 bHLH Faktoren ein basischer Bereich gefunden, der die Kriterien zur DNA-Bindung erfullt und
deshalb wurden die restlichen Proteine als HLH Faktoren klassifiziert. Deren Funktion kdnnte ahnlich
den von Tieren darin bestehen, mit anderen bHLH Faktoren Dimere zu bilden, welche dann zur
Bindung an DNA fahig sind oder aber umgekehrt die Bindeféhigkeit des Dimerpartners negativ zu
beeinflussen (Toledo-Ortiz et al., 2003). Die meisten bHLH Faktoren aus Arabidopsis binden an die so
genannte G-Box (5°-CACGTG-3’) in Promotoren von Zielgenen. Eine spezifische
Aminosédurekonstellation im basischen Bereich der bHLH Domane ist zusatzlich wichtig zur
Unterscheidung der E-Box-bindenden von nicht-E-Box-bindenden bHLH Faktoren bzw. der G-Box-
bindenden von nicht-G-Box-bindenden E-Box-bHLH Faktoren. Die G-Box bindenden bHLH Faktoren
umfassen weit Uber 80 Faktoren aus allen phylogenetischen Unterfamilien. AuRerdem kommt das G-
Box-Palindrom in so vielen Promotoren vor, dass eine funktionelle Diversitat der vielen Faktoren so
nicht erreicht werden kann (Toledo-Ortiz et al., 2003). Die geringe Anzahl beschriebener Phanotypen
der Mutanten einzelner bHLH Faktoren spricht fur ein hohes Mafl an Redundanz und 38% der bHLH
Faktoren in  Arabidopsis gehen aufgrund ihrer  Sequenzahnlichkeit vermutlich auf
Duplikationsereignisse im Genom zuriick. Mehrere zuséatzliche Faktoren spielen entscheidende Rollen

bei einer Vielzahl verschiedener biologischer Prozesse, an denen bHLHSs regulatorisch beteiligt sind.
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Zu diesen Faktoren gehdren, neben dem zeitlichen und dem zellspezifischen Kontext, in dem die
bHLH Gene exprimiert werden, vor allem die Fahigkeit zur Dimerisierung und die Anwesenheit des
passenden Dimer-Partners. Es wurden bisher nur wenige bHLH Faktoren in Arabidopsis funktionell
charakterisiert. Dabei wurden zwei Szenarien beschrieben. Auf der einen Seite gibt es phylogenetisch
nah verwandte Faktoren, die jedoch vollig verschiedenen biologischen Funktionen zugeordnet wurden.
Dazu gehdren beispielsweise Vertreter der Unterfamilie Il (nach Heim et al., 2003) und der
Unterfamilien 7 und 8 (nach Toledo-Ortiz et al., 2003). Diese haben Funktionen bei der Regulation der
Flavonoid-Synthese, der Tryptophan-Synthese, der ABA-regulierten Genexpression sowie bei der
Trichom-Entwicklung. Auf der anderen Seite haben Vertreter einer Unterfamilie ganz &hnliche
Funktionen. Dazu gehtren die drei BEE Gene der Unterfamilie 18, deren Expression durch
Brassinolide (BR) induzierbar ist und die alle drei redundant in die Brassinosteroid-Signalleitung
involviert sind (Friedrichsen et al., 2002). In die gleiche Unterfamilie werden zwei der
cytokininregulierten bHLH Gene, die in der hier vorliegenden Arbeit untersucht wurden (bHLH64 und
bHLH78) eingeordnet, fiir die allerdings diese BR-Regulation nicht gezeigt werden konnte.

Eine Bildung von Heterodimeren zwischen verschiedenen bHLH Faktoren oder mit anderen Proteinen
erhdht deren funktionelle Diversitat. Als Beispiel sei die Bildung eines Dimers aus dem bHLH Faktor
GLABRA3 und dem R2R3 MYB Faktor GLABROUSLI bei der Vermittlung der Trichom-Entwicklung
in Arabidopsis angefiihrt (Toledo-Ortiz et al., 2003). Eine Unterfamilie der bHLH Faktoren, welche
besonders gut charakterisiert ist, besteht aus bHLH Faktoren, von denen einige die Fahigkeit besitzen,
tber eine N-terminale Doméne an die Rotlicht-aktivierte Form von Phytochromen Pfz (PhyA und
PhyB) zu binden und dadurch Phytochrom-abhdngige Lichtreaktionen, zum Beispiel das
Hypokotylwachstum oder die Keimung regulieren (Duek und Fankhauser, 2005). Einige dieser
Phytochrom-interagierenden-Faktoren (PIFs) spielen nach neuesten Erkenntnissen eine duale Rolle
und koénnen durch Interaktion mit DELLA-Proteinen (Repressoren des Gibberellinsignalweges) die
Signalwege von Licht und Gibberellin verschalten (Daviere et al., 2008; de Lucas et al., 2008; Feng et
al., 2008).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Im ersten Teil der Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Untersuchung cytokinindefizienter Pflanzen.
Cytokinine werden durch Cytokininoxidase/-dehydrogenase (CKX) Enzyme abgebaut. In Arabidopsis
gibt es sieben CKX Gene. Die funktionelle Charakterisierung von CKX1-CKX6 konnte in der
Vergangenheit die korrespondierenden Enzyme als FAD-abhangige Oxidoreduktasen identifizieren.
Die phanotypischen Konsequenzen der Uberexpression dieser sechs CKX Enzyme in Pflanzen werden
zusammenfassend als Cytokinindefiziens-Syndrom bezeichnet und dieses umfasst unter anderem ein
reduziertes Sprosswachstum und ein verstarktes Wurzelwachstum. CKX7 wurde bisher funktionell
nicht untersucht. Die hohe Homologie der Aminosduresequenz zu CKX1-CKX6 I&sst jedoch
vermuten, dass es sich bei CKX7 auch um ein cytokininabbauendes Enzym handelt. Das erste Ziel
dieser Arbeit bestand darin aufzukldren, ob CKX7 tatséchlich ein aktives CKX Enzym ist. Eine
Uberexpression des CKX7 Gens unter der Kontrolle des 35S Promotor wurde als experimenteller
Ansatz ausgewahlt, um diese Fragestellungen anhand CKX7 iberexprimierender Pflanzen untersuchen
und die Verdnderungen der Konzentration einzelner Cytokininmetabolite im Vergleich zum WT zu
bestimmen. Der gréBte Unterschied zwischen CKX7 und CKX1-CKX®6 liegt im N-terminalen Bereich.
Fir CKX7 wurde als einziges Protein der Familie bioinformatisch kein typisches Signalpeptid
vorhergesagt. Die anderen CKX Enzyme der Familie kommen entweder assoziiert mit dem ER vor
und werden in den Apoplasten sekretiert oder wurden in der Vakuole lokalisiert. Die Lokalisation von
CKX7 wurde als zytoplasmatisch vorhergesagt. Um die zytoplasmatische Lokalisation des Proteins zu
analysieren, wurden eine C-terminale Fusion mit GFP und die konfokale Mikroskopie als
experimentelle Ansdtze gewahlt. AuBerdem war die Untersuchung der Konsequenzen eines
verringerten Cytokiningehaltes im Zytoplasma flr die Pflanzenentwicklung und der Vergleich mit

anderen cytokinindefizienten Arabidopsis Pflanzen ein weiteres Ziel dieser Arbeit.

Im zweiten Teil der Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Cytokininsignalleitung. Nach dem aktuellen
Modell I6st das Cytokininmolekil durch Bindung an die membranstandigen Rezeptoren (AHKS) eine
Phosphatkaskade tber Phosphotransmitterproteine (AHPs) auf kernlokalisierte Response-Regulator-
Proteine (ARRs) aus. Diese Phosphatkaskade wurde als erweitertes Zweikomponentensignalsystem
(ZKS), ahnlich dem in Bakterien, identifiziert. Neben den cytokinininduzierbaren A-Typ ARR Genen
sind nur wenige Zielgene der B-Typ ARRs, die als Transkriptionsfaktoren wirken, bekannt. Um die
Vermittler der Cytokininwirkung auf das Pflanzenwachstum zu identifizieren, wird intensiv nach
Zielgenen der B-Typ ARRs aber auch nach cytokinininduzierten Genen im Allgemeinen gesucht. Dazu
macht man sich heute unter anderem die Microarray-Technik zu nutze, mit der ganze Transkriptome
analysiert und Gene mit cytokininregulierter Expression identifiziert werden kénnen. Die CRF Gene
stellen ein Beispiel dar, in dem auf diese Weise cytokinininduzierte Zielgene von B-Typ ARRS

gefunden wurden. Diese CRF Gene sind Transkriptionsfaktoren der AP2-Klasse und haben vermutlich
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Einfluss auf die Transkription von Genen, die flr die Keimblattentwicklung wichtig sind. In einem
vergleichbaren experimentellen Ansatz wurden weitere Gene von potenziellen Transkriptionsfaktoren
als cytokininregulierte Gene identifiziert. Dazu gehdrten sowohl induzierte Gene als auch Gene mit
reduziertem Transkriptlevel. Es wurden Gene mit schneller Veranderung (15 Minuten) als auch Gene
mit langsamer Veranderung (120 Minuten) des Transkriptlevels identifiziert. Das Ziel in dieser Arbeit
war es, eine erste funktionelle Analyse der Kandidatengene durchzufiihren und dabei zu untersuchen,
ob ein erhdhter oder reduzierter Transkriptlevel dieser Transkriptionsfaktorgene in Pflanzen einen
Einfluss auf cytokininverwandte Aspekte des Pflanzenwachstums hat. Als ein experimenteller Ansatz
sollte in einer loss-of-function Analyse mittels T-DNA Insertionsmutanten der Kandidatengene
Uberprift werden, ob der Verlust eines der Genprodukte zu phanotypischen Veranderungen in den
Mutanten fiihrt. Da dieser Ansatz methodisch weniger aufwendig ist, wurden alle zwolf
Kandidatengene in die loss-of-function Analyse einbezogen. Die Kandidatengene gehdren jedoch alle
zu Familien mit einer grofRen Anzahl an Mitgliedern. Aufgrund funktioneller Redundanz waren in
anderen Arbeiten phénotypische Verédnderungen meist erst an Mehrfachmutanten zu beobachten. Aus
diesem Grund wurde als zweiter experimenteller Ansatz zur funktionellen Analyse eine
Uberexpression der Kandidatengene gewahlt. Da dieser Ansatz methodisch aufwendiger ist und die
transgenen Pflanzen zunachst erstellt werden missen bevor die phanotypische Analyse erfolgen kann,
wurden vier Kandidatengene mit schneller positiver Regulation des Transkriptlevels durch Cytokinin
flr diesen gain-of-function Ansatz ausgewahit.

Eine phénotypische Beschreibung der transgenen Pflanzen beider experimenteller Ansétze und eine
Untersuchung der Cytokininsensitivitdt sollen zu einer ersten Beurteilung Uber die Beteiligung der

ausgewadhlten Faktoren an der Wirkungsvermittlung von Cytokinin fiihren.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Im Folgenden sind die wichtigsten Bezugsquellen fiir Chemikalien aufgefihrt:

GE Healthcare Europe, Miinchen Bio-Rad, Richmond, USA
Biozym, Hess.Oldendorf Difco Laboratories, Detroit, USA
Merck, Darmstadt Duchefa, Haarlem, Niederlande
Peglab, Erlangen Fluka, Buchs, Schweiz

Qiagen, Hildesheim Pierce, Rockford, Illinois, USA
Roth, Karlsruhe Roche, Basel, Schweiz

Serva, Heidelberg

Sigma Chemie, Deisenhofen

2.2 Enzyme

Im Folgenden sind die wichtigsten Bezugsquellen fir Enzyme aufgefihrt:

BioLine, Luckenwalde New England Biolabs, Beverley MA, USA
Boehringer, Mannheim Promega, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe Roche, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

2.3 Computerprogramme

Fur Sequenzanalysen wurde die Datenbank des National Center for Biotechnology Information

(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) oder der Arabidopsis Information Resource (TAIR,

http://www.arabidopsis.org/) verwendet (Huala et al., 2001).

Oligonukleotide wurden in der Regel mit dem Programm Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm) entworfen (Rozen und Skaletsky, 2000).

Fur die Genotypisierung von T-DNA Insertionsmutanten wurde zum Entwurf der Oligonukleotide das

iSect-Tool des Salk Institute Genomic Analysis Laboratory (SIGnAL, http://signal.salk.edu/)

verwendet.

Zur Vorhersage der subzelluldren Lokalisation und Doménen von Proteinen wurden die
Analyseprogramme, zur \erfugung gestellt durch die plant membrane protein database
(ARAMEMNON, http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/), verwendet (Schwacke et al., 2003).
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Restriktionsanalysen und die Erstellung der Vektorkarten wurden mit dem Programm Vektor NTI

sowie im Internet mit dem Programm Webcutter 2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) durchgefunhrt.

2.4 Biologisches Material

2.4.1  Pflanzen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Arabidopsis thaliana Pflanzen sind, wenn nicht anders angegeben,
vom Okotyp Columbia-0 (Col-0). Fir die Erstellung transgener Tabakpflanzen wurden Nicotiana

tabacum Pflanzen des Kultivars Samsun NN (SNN) verwendet.

» Die T-DNA-Insertionsmutanten wurden vom Torrey Mesa Institut (Syngenta), dem Salk-Institut

und der Kdlner Arabidopsis T-DNA-Insertionspopulation (GABI-KAT) bezogen (Sessions et al.,
2002; Alonso et al., 2003; Rosso et al., 2003) und im ,,Nottingham Arabidopsis Stock Centre*
(NASC, http://arabidopsis.org.uk/) sowie vom ,,Arabidopsis Biological Resource Center* (ABRC,

http://www.biosci.ohio-state.edu/~plantbio/Facilities/abrc/abrchome.htm) tber die Plattform ,,The
Arabidopsis Information Resource® (TAIR) bestellt (Scholl et al., 2000; Huala et al., 2001). Die
Linien sind im Anhang (Tabelle 9) zusammengefasst.
» Die T-DNA-Insertionslinien ahk2 IT2, ahk3 I1G1 und crel-2 wurden von M. Riefler erhalten.
Dabei entspricht ahk2_1T2 dem Allel ahk2-5 und ahk3_IG1 dem Allel ahk3-7 (Riefler et al., 2006).
» Die T-DNA-Insertionslinie ahp6-3 (Salk_058085) wurde von A.P. M&honen und wurde bereits
publiziert (M&hdnen et al., 2006a).

> Die T-DNA- Insertionslinie gata2l 1S1 des Salk-Instituts wurde ber NASC unter der Nummer
Salk_001778 bezogen und entspricht der Mutante gnc (Bi et al., 2005).
» Die verwendete Wurzelmarkerlinie JO571 stammt aus der Gal4-Enhancer-Trap-GFP Kollektion von

J. Haseloff (http://www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/Home.html) und wurde Uber NASC unter der

Nummer N9094 bezogen.

» Die Wurzelmarkerlinie QC184 wurde von S. Sabatini erhalten und stammt aus der T-DNA
Kollektion INRA, Versailles (Bechtold et al., 1993; Sabatini et al., 2003).

» Die transgenen Arabidopsis Linien CKX7:GUS und 35S:CKX7 wurden in der Diplomarbeit von |I.
Kollmer (Kollmer, 2004) erstelit.

> Die Promotor-GUS  Reportergenlinien CycB1:GUS und ARR5:GUS wurden vom
verdffentlichenden Autor bezogen (Colén-Carmona et al., 1999; D'Agostino et al., 2000).

» Die transgenen Arabidopsis Linien pBinHygTx-35S:cCKX2 und pBinHygTx-35S:cCKX2-GFP

wurden von T. Werner erhalten (unveréffentlichte Daten).
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24.2 Bakterien

Die verwendeten Bakterienstamme sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Tabelle 1: Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm Spezies Genotyp, Referenz
|

F-80d lacZAM15 endAl recAl hsdR17 (rk-,mk+) supE44 thi-1 A-
gyrA96 (Nal) relAl D(lacZY A-argF) U169. (Hanahan, 1983)

DH5a0, Escherichia coli

DH10B / TOP10 Escherichia coli | F-MCrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A-rpsL nupG (Invitrogen)

Agrobacterium

£R R
tumefaciens Rif", Gent™ (Koncz und Schell, 1986)

GV3101::pMP90

2.4.3  Verwendete Plasmide

Die verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

. : Resistenz
Plasmid Funktion in Bakterien / in Pfanzen Referenz
pCR®2.1 TOPO® | TOPO-TA-Klonierung, Sequenzierung Kan®, Amp?/ - Invitrogen
pCR®XL TOPO® | TOPO-TA-Klonierung, Sequenzierung Kan®, Zeo®/ - Invitrogen
pBINHygTx Bindrer T-DNA Vektor zur stabilen Kan® / Hyg" (Gatz et al., 1992)
Transformation von Pflanzen und
Expression von Genen unter Kontrolle des
35S Promotors
pbinSMGFP Binarer T-DNA Vektor zur stabilen Kan® / Hyg® (Werner et al.,
Transformation von Pflanzen und 2003)
Expression von SMGFP unter Kontrolle
des 35S Promotors
pROK?2 Binarer T-DNA Vektor zur stabilen Kan® / Kan® (Baulcombe et al.,
Transformation von Pflanzen und 1986)
Expression von Genen unter Kontrolle des
35S Promotors
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2.5 Kultivierungsbedingungen und Medien

2.5.1 Kultivierung von Bakterien

Bakterien wurden auf Standard LB-Agar bzw. LB-Flissigmedium (Bertani, 1951) kultiviert, welchem
zur Selektion auf Plasmide die erforderlichen Antibiotika (Tabelle 3) zugegeben wurde.

E. coli Kulturen wurden tber Nacht bei 37°C kultiviert. A. tumefaciens Kulturen wurden fur zwei Tage
bei 28°C kultiviert (Sambrook et al., 1989).

LB-Medium SOC-Medium
10g Trypton 20g Trypton
59 Hefe-Extrakt 59 Hefe-Extrakt
59 NaCl 0,59 NaCl
(1,5% Agar) 25ml 1 M KCI
ad11 H,Odd 5ml 2 M MgCl,
pH 7,5 20 ml 1 M Glukose
ad11 H,Odd
pH 7,0

2.5.2  Sterilkultur von Arabidopsis und Tabak

Fir die Sterilkultur von Tabak wurden die Samen zunéchst einer Oberflachensterilisation unterzogen
(ca. 7 min. in geséttigter CaCl,O,-Ldsung mit 0,1% Triton-X-100 auf dem Schittler inkubieren, dann
mehrmals mit sterilem H,O waschen) und auf sterilem Filterpapier getrocknet. Arabidopsis Samen
wurden alternativ mit 70% Ethanol sterilisiert (7 Minuten in 70% Ethanol mit 0,1% Triton-X-100
schitteln und mehrmals mit 70% Ethanol waschen) und auf sterilem Filterpapier getrocknet, wobei die
Gesamtdauer im Ethanol 12 Minuten nicht Gberschreiten sollte, um Schadigungen der Samen zu
vermeiden.

Fur die sterile Aussaat wurde MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962) mit 1% Saccharose und der
halben Menge MS-Salze fiir Arabidopsis (MS-A) bzw. 3% Saccharose fiir Tabak (MS-T) verwendet.
Alternativ wurde flir Arabidopsis auch Ats-Medium (Lincoln et al., 1990) mit 1% Saccharose flr
Wurzelwachstumstests auf vertikalen Platten verwendet. Allen Medien wurde 0,7% Agar (fir
Selektionsmedium) bzw. 1,2% Agar (fir Wurzeltests auf vertikalen Platten) zugegeben. (Detaillierte
Angaben zum MS- und Ats-Medium siehe auch in Kélimer (2004)).

Nach der Aussaat wurden die Kulturen 2-3 Tage bei 4°C dunkel gelagert. Den Selektionsmedien
wurden die entsprechenden Antibiotika (Tabelle 3) zugesetzt. Nach der Keimung wurden die Platten
16h im Licht und 8h im Dunkeln bei 22°C kultiviert. Die Lichtstarke betrug standardméRig in
Lichtschranken 70-100 PE /m? * s und fiir Experimente im Schwachlicht < 40 puE /m®* s.
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2.5.3  Dem Kulturmedium zugesetzte Antibiotika, Herbizide und Hormone

Den verschiedenen Kulturmedien fur Pflanzen und Bakterien wurden die in Tabelle 3 aufgefiihrten

Antibiotika und Herbizide zugesetzt:

Tabelle 3: Antibiotika und Herbizide im Kulturmedium

Substanz Endkonzentration (mg/L)
Kanamycin 50
Rifampicin 50
Gentamycin 25

Hygromycin B 15
Sulfadiazin 5,25
Phosphinotricin 12

Dem Ats-Medium wurde fir den Wurzeltest auf vertikalen Platten standardmaiig BA (20 nM, 50 nM
und 100 nM geldst in DMSO) zugesetzt.

Fir Komplementationsversuche an 35S:CKX7 transgenen Keimlingen (Kapitel 3.3.6) wurde dem
Kulturmedium folgende Substanzen zugesetzt, die getesteten Endkonzentrationen sind in Klammern
angegeben: 2-iP (1 uM; 50 nM), 2-iP-9-G (1 uM; 50 nM), BA (10 nM; 100 nM), NPA (5 pM; 10 uM),
NAA (10 nM; 100 nM), AgNO; (100 pM), MZOZ-CI (10 nM; 100 nM).

Nachdem Bluten 35S:CKX7 transgener Pflanzen mit je 2 uM der folgenden Substanzen behandelt
wurden, wurden die entstandenen Samen auf Medium, welches die gleichen Substanzen enthielt
kultiviert und folgende in Klammern angegebene Endkonzentrationen verwendet: BA (5 nM; 10 nM),
cZ (10 nM; 50 nM), tZ (10 nM; 50 nM), MZOZ-CI (50 nM; 250 nM).

2.6 Transformation von Pflanzen

2.6.1  Transformation von Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana Pflanzen des WT Col-0 wurden mittels Infiltration der Blliten mit Agrobakterien-
Losung nach Vorgabe der ,floral dip“-Methode transformiert (Clough und Bent, 1998). Die Samen
wurden zur Primarselektion auf 0,5x-MS-Medium mit den entsprechenden Antibiotikazusatzen
kultiviert. Resistente Keimlinge wurden zwischen 14 und 20 DAG auf Erde im Gewdachshaus

weiterkultiviert.
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2.6.2  Transformation von Nicotiana tabacum

Die Transformation von Tabak des Kultivars SNN wurde durch Infiltration von Blattexplantaten mit
Agrobakterien-Losung unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Dazu wurden Blétter in Sterilkultur gewachsener Tabakpflanzen in 2-3 cm? groRRe Stiicke geschnitten,
welche dann fur 5-10 Minuten in einer Agrobakterien-Lésung inkubiert wurden. 25 ml einer
Agrobacterium Kultur wurden zuvor abzentrifugiert und die Bakterien in MS-Flussigmedium
resuspendiert. Diese Suspension wurde auf eine ODssg von 0,6 eingestellt. Die infiltrierten
Blattexplantate wurden zunéchst flr drei Tage auf Kallusinduktionsmedium (MS-T mit 0,7 mg/l BA
und 0,1 mg/l NAA) inkubiert und nachfolgend auf Selektionsmedium (berfuhrt
(Kallusinduktionsmedium mit den entsprechenden Antibiotika zur Selektion), welchem zur
Unterdriickung des weiteren Agrobacterium Wachstums Cefotaxim (500 mg/l) zugefugt wurde.
Wiéhrend der Regenerationszeit von 4-6 Wochen wurde das Medium alle 10 Tage erneuert.
Entstandene Sprosse wurden von den Explantaten abgetrennt und zur Bewurzelung auf hormonfreiem
MS-T Medium weiterkultiviert. Nach der Bildung ausreichender Wurzeln wurden die

Primartransformanden auf Erde bei 24°C und einem Licht/Dunkel-Zyklus von 16h/8h weiterkultiviert.

2.7 Kreuzung von Arabidopsis thaliana Pflanzen

Der weibliche Kreuzungspartner wurde emaskuliert, indem die Staubblatter in einem Stadium entfernt
wurden, in dem sie noch unreif und geschlossen waren. Dies ist der Fall, solange die Bliten
geschlossen sind und keine Blitenblatter von aulen zu sehen sind. Die Bliten wurden dann direkt
bestdubt, indem reife Staubblatter des mannlichen Kreuzungspartners Uber den Stempel gestrichen

wurden. Es wurde mit dem Binokular kontrolliert, ob Pollen auf den Stempel tibertragen wurde.

2.8 Cytokininsensitivitatstests

2.8.1  Wurzelwachstumstest auf cytokininhaltigem Medium

Arabidopsis Keimlinge wurden steril auf Ats-Medium ausgesat, welches verschiedene Konzentration
des Cytokinin BA enthielt (siehe Punkt 2.5.3). Die Aussaat erfolgte auf quadratischen 12x12 cm
grofRen Kulturplatten, die vertikal in Wachstumskammern aufgestellt wurden. Das Ende der
Primarwurzel wurde 4 DAG und 13 DAG markiert und die Platten fotografiert. Anhand der Bilder und
einem GroRenstandard wurde die Langenzunahme der Primarwurzel von 4-13 DAG ermittelt. Die

Anzahl gebildeter Lateralwurzeln wurde am Binokular 13 DAG gezéhlt.
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2.8.2  Chlorophylimessung und Chlorophyll-Retentionstest

Die cytokininabhangige Unterdriickung dunkel-induzierter Seneszenz wurde in Anlehnung an erfolgte
Publikationen (Riefler et al., 2006) untersucht. Die Chlorophyllmenge in abgetrennten Blattern wurde
nach Extraktion Uber Nacht in Methanol bei Raumtemperatur durch photometrische Messung der
Chlorophyllabsorption bestimmt. Die Messung erfolgte bei den Wellenlangen 750 nm (Basis-
Korrektur), 652 nm und 664 nm. Die Summe aus Chlorophyll a und Chlorophyll b wurde unter
Berucksichtigung der Extinktionskoeffizienten beider Chlorophylle in Methanol berechnet nach der
Formel [22,12 * (ODgs, - OD75p) + 2,71 * (ODggq — OD+50)] (Porra et al., 1989).

Jeweils das 5.-6. Blatt 21 Tage alter in vitro gewachsener Keimlinge wurde abgetrennt und fiir das
Experiment verwendet. Dabei bestand eine Probe aus finf Blattern und es wurde der Mittelwert aus
den Messungen von drei Proben gebildet. Insgesamt wurden finf Bedingungen untersucht. Als Null-
Kontrolle wurde der Chlorophyllgehalt direkt nach Abtrennen der Blatter bestimmt und entsprach
100%. Zudem wurde der Chlorophyllgehalt von Bléattern bestimmt, welche nach dem Abtrennen auf
destilliertem Wasser der BA-Konzentration 0 pM, 0,01 pM, 0,1 pM und 1,0 uM BA fir 10 Tage im

Dunkeln inkubiert wurden. Dieser wurde mit dem Anfangschlorophyllgehalt verglichen.

2.9 Bestimmung der CKX-Enzymaktivitat

Die CKX Enzymaktivitdt wurde standardmé&Big mit iP als Substrat mittels einer colorimetrischen
Methode bestimmt, bei der die gebildete Menge des abgespaltenen 3-Methyl-2-Butenal (siehe auch
Abbildung 2 in der Einleitung unter Punkt 1.1.3) bestimmt wird. Dieses reagiert mit 4-Aminophenol
zur Schiff’schen Base (4-Hydroxyphenylimino)-3-Methyl-2-Buten, welche bei 352 nm einen
Extinktionskoeffizienten von ess, = 15,2 mM™ * cm™ hat (Libreros-Minotta und Tipton, 1995).

Das Gesamtprotein wurde aus Keimlingen oder Blattmaterial durch Morsern in flissigem Stickstoff
und Homogenisierung in Extraktionspuffer (0,2 M Tris/HCI pH 8, 1 mM PMSF, 1% Triton X-100)
gewonnen. Der Extrakt wurde bei 12.000 x g fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand fiir die
Messung verwendet. Die Arbeiten erfolgten auf Eis. Die enzymatische Reaktion erfolgte bei 37°C fir
2 h oder Gber Nacht. 200 ul Proteinextrakt wurden in ein Reaktionsvolumen von 600 ul eingesetzt.
Dieses bestand neben dem Proteinextrakt aus 10 pl H,0, 30 ul 10 mM iP, 60 pl 5 mM DCIP und 300
ul 150 mM Tris/HCI pH 8. Als probenspezifische Null-Kontrolle wurde der gleiche Ansatz jeweils mit
30 pl DMSO anstelle von 30 ul iP durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 300 pl 40%
Trichloressigsaure gestoppt, unldsliche Partikel abzentrifugiert und 800 pl des Uberstandes mit 200 pl
2% 4-Aminophenol, welches in 6% Trichloressigsdure geldst war, versetzt. Die Absorption wurde (ber
ein Spektrum von 300-700 nm in einer Quarzklvette jeweils gegen die probenspezifische Null-
Kontrolle gemessen. Das Absorptionsmaximum bei 352 nm wurde zur Berechnung der entstandenen
Menge 3-Methyl-2-Butenal bzw. der &quimolar gespaltenen Menge iP herangezogen und auf 1 mg
Protein und 1 Sekunde bezogen (Frébort et al., 2002).
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2.10 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration in Pflanzenextrakten wurde mit Bradford-Reagenz (BioRad) bestimmt
(Bradford, 1976). 10 ul Proteinextrakt wurden mit 990 pl 1:4 verdinntem Bradford-Reagenz fir 15
Minuten bei RT inkubiert und die OD bei 595 nm gemessen. Die Konzentration wurde anhand einer

Eichgeraden, die aus verschiedenen Konzentrationen (0,2 — 2,0 mg/ml) BSA erstellt wurde, errechnet.

2.11  Cytokininmessung

Die Messung der Cytokininkonzentration von ganzen sechs Tage alten Arabidopsis Keimlingen wurde
von O. Novak in der Palacky Universitat Olomouc (Tschechische Republik) durchgefiihrt. Es wurden
je Genotyp drei biologische Replikate von je 1 g Frischgewicht (FG) gemessen. Die Behandlung der
Proben und die Messung erfolgten wie in Novak et al. und Riefler et al. beschrieben (Novak et al.,
2003; Riefler et al., 2006).

2.12 Identifizierung und Genotypisierung von T-DNA Insertionsmutanten

Die Auswahl der T-DNA-Insertionslinien (siehe auch Punkt 2.4.1) und der genomischen Primer zur
Amplifikation der die Insertion flankierenden Sequenzen erfolgte mit Hilfe der Datenbank SIGnAL T-

DNA Express (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Einen Uberblick der ausgewdahlten Linien

ist in Tabelle 9 im Anhang gezeigt und die verwendeten Primer sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
Die Position der T-DNA wurde der Datenbank entnommen und war Grundlage fiir die Auswahl der
Primer zur Bestdtigung der Angaben (ber die Position der T-DNA. Zum Nachweis der T-DNA im
Genom wurde eine PCR mit einem Primerpaar durchgefiihrt, von dem ein Primer homolog zur
Sequenz des zu untersuchenden Gens war (RP) und der andere Primer homolog zur Sequenz der T-
DNA (BP). Der RP wurde maximal 700 bp entfernt von der vorhergesagten Insertionsstelle ausgewahlt
und war abhé&ngig von der Orientierung der T-DNA im Genom entweder in 5’ oder 3’ Richtung des
Gens orientiert, sodass die Leserichtung des Primers zur Left Border (LB) der T-DNA orientiert war.
Dieser Primer wurde nach Vorgabe der Nomenklatur von SIGnAL T-DNA Express unabhangig von
seiner Leserichtung mit RP (right primer) im Namen bezeichnet, sodass der genspezifische RP-Primer
zum Nachweis der T-DNA jeweils mit dem T-DNA-spezifischen Primer (BP) kombiniert wurde. Der
T-DNA-spezifische Primer war am Ende der T-DNA nahe der LB (ca. 380 bp vor T-DNA Ende)
lokalisiert und zum 5’ Ende der LB orientiert. So konnte eine ungeféhre Grél3e des zu erwartenden
Amplifikates ermittelt werden. Dieses bestand demnach aus einer chiméren Sequenz, die einen Teil
des zu untersuchenden Gens und einen Teil der LB der T-DNA enthielt. Konnte in der PCR ein solches
Amplifikat gebildet werden und entsprach dieses der erwarteten GroRe, war das die Bestatigung, dass
eine T-DNA in dieses Gen an der getesteten Stelle inseriert war.

Zur Genotypisierung von T-DNA-Insertionsmutanten wurde eine zweite PCR mit Primern, die die

Insertion flankieren, durchgefiihrt. Der jeweilige genspezifische RP, der auch in der ersten Reaktion
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verwendet wurde, wurde nun mit einem zweiten genspezifischen Primer (LP, left primer) in einer PCR
Reaktion kombiniert. Der LP war jeweils in entgegengesetzter Leserichtung zum RP auf der anderen
Seite der Insertion positioniert, sodass die eingeschlossene genomische Sequenz etwa 1000 bp betrug.
Konnte in dieser PCR ein Amplifikat gebildet werden und entsprach der GroRe der Sequenz zwischen
den Primern ohne die T-DNA mitzurechnen, war an dieser Stelle keine T-DNA ins Gen inseriert. In
einer PCR mit einer Elongationszeit von weniger als vier Minuten und mit einer Taq-DNA-
Polymerase koénnen keine Amplifkate, die langer als 4 kb sind, gebildet werden. Die Lange der
Sequenz zwischen den Primern betrug jedoch, wenn eine T-DNA im Gen inseriert war mehr als 4-5
kb. Entsteht also in einer solchen PCR Reaktion kein Amplifikat, so ist vermutlich, wenn kein
technischer Fehler vorliegt, an der untersuchten Stelle im Genom eine T-DNA inseriert. Erst die
Auswertung beider PCRs gibt Aufschluss tiber das Vorhandensein und die Orientierung einer T-DNA
am untersuchten Genort und zusétzlich dartiber ob die Insertion homozygot oder heterozygot vorliegt.
Kann in beiden PCRs ein Amplifikat gebildet werden, ist die untersuchte Pflanze heterozygot und
enthélt die T-DNA in einem Allel des Gens. Kann nur in der PCR mit den Primern BP und RP ein
Amplifikat gebildet werden, ist die untersuchte Pflanze homozygot und tragt in beiden Allelen des
Gens eine T-DNA. Umgekehrt kann in WT Pflanzen nur in der PCR mit LP und RP einen Amplifikat

erhalten werden.

2.13 Molekularbiologische Methoden
2.13.1 DNA Extraktionen

2.13.1.1 Extraktion von genomischer DNA aus Pflanzen

Genomische DNA aus Arabidopsis wurde mittels der CTAB-Methode (Weigel und Glazebrook, 2002)
gewonnen, wenn die DNA zur PCR-Amplifikation von Sequenzen und anschlieRender Klonierung
unter Verwendung einer DNA-Polymerase mit Korrekturfunktion (proofreading anhand einer 3’-> 5’
Exonuklease-Funktion) verwendet wurde.

100-500 mg Blattmaterial (-80°C) wurden mittels eines Pistills im 1,5 ml Reaktionsgefa oder in
fllissigem Stickstoff in einem Mdorser zu feinem Pulver zermahlen. Das Pulver wurde flr 30 Minuten
in 400 ul 65°C warmen Extraktionspuffer (100 mM Tris/CI pH 8, 20 mM EDTA pH 8, 1,4 M NaCl,
2% CTAB, 1% PVP) inkubiert, anschliefend mit 1 Volumen Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol
(25:24:1) wversetzt und kréaftig gemischt. Nach Zentrifugation fir 2 Minuten bei maximaler
Geschwindigkeit wurde die wassrige Oberphase in einem neuen Reaktionsgefdl mit 1 Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) vermischt, erneut zentrifugiert und die wassrige Oberphase in
einem neuen Reaktionsgefd? mit 0,7 Volumen Isopropanol 10 Minuten bei RT gefallt. Nach

Zentrifugation fur 15 Minuten bei RT und maximaler Geschwindigkeit wurde die pelletierte DNA mit



- 42 - MATERIAL UND METHODEN

70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 pl TE-Puffer (10 mM Tris/Cl pH 8, 1 mM EDTA)
resuspendiert (Sambrook et al., 1989; Weigel und Glazebrook, 2002).

Eine Schnellpraparation wurde zur Gewinnung kleiner Mengen DNA durchgefiihrt, dessen Reinheit

ausreichend flr eine Standard-PCR war und die die parallele Extraktion vieler Proben mdglich
machte. Dazu wurde 100 mg Blattmaterial in 1,5 ml ReaktionsgefdRen zusammen mit 400 pl
Extraktionspuffer (200 mM Tris/CI pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS) und einem
Stahlkigelchen (ca. 1,5 mm Durchmesser) bei RT in einer Reetsch-Mihle bei 30 U/Min fiir 2 Minuten
aufgeschlossen. Wenn notig wurde der Extraktionspuffer ohne SDS verwendet und dieses erst nach
dem Aufschluss dem Ansatz zugefiigt, um zu starkes Schdumen der Probe zu verhindern. Die Probe
wurde mittels Vortex gut gemischt und 5 Minuten bei RT und maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1 Volumen Isopropanol gemischt und die DNA durch 5
Minuten Zentrifugation bei RT und maximaler Geschwindigkeit pelletiert. Die pelletierte DNA wurde
mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 pl TE-Puffer resuspendiert (Weigel und
Glazebrook, 2002).

2.13.1.2 Extraktion von Plasmid-DNA aus Bakterien — Miniprep

Die Isolation von Plasmiden aus E. coli erfolgte nach dem Standardprotokoll der alkalischen Lyse

(Sambrook et al., 1989). Es wurden 2 ml einer UN-Kultur verwendet. Zur Aufreinigung der DNA vor
Sequenzierungen wurde zusatzlich das Reaktionskit ,E.N.Z.A. Cycle-Pure-Kit* (Peqlab) nach

Herstellerangaben verwendet.

Die Isolation von Plasmiden aus A. tumefaciens erfolgte ebenso auf der Basis des Standardprotokolls
der alkalischen Lyse mit den folgenden Anpassungen:

Es wurden 6 ml einer 2-Tage-Kultur verwendet, welche in drei Proben aufgeteilt bearbeitet wurde. Die
gewonnene DNA wurde am Schluss vereinigt, um ausreichende Mengen fir Restriktionsanalysen zu
erhalten.

Die Agrobakterien aus 2 ml einer 2-Tage-Kultur wurden pelletiert und das Pellet zunéchst in 150 mM
NaCl resuspendiert und fir 10 Minuten bei RT inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
Pellet in 300 pl kaltem Pufferl (50 mM Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/CI ph 8) resuspendiert.
Nach Zugabe von 20 ul Lysozym (20 mg/ml) wurde die Suspension 15 Minuten bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurden 300 pl Puffer2 (0,2 N NaOH, 1% SDS) zugefiigt und 5 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul Puffer3 (100 ml = 60 ml 5 M Kaliumacetat+11,5 ml Eisessig+28,5
ml H,0) und Invertieren wurde fur 2 Minuten auf Eis inkubiert und anschliefend fiir 5 Minuten bei
4°C und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. 800 pl des Uberstandes wurden in einem neuen
Reaktionsgefall mit 400 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (24:24:1) gut gemischt, 5 Minuten

zentrifugiert und 800 pl des Uberstands erneut wie im Schritt zuvor behandelt. Der resultierende
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Uberstand wurde mit 400 pl Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) gut gemischt und nach 5 Minuten
Zentrifugation bei max. Geschwindigkeit der Uberstand in einem neuen Reaktionsgefa mit 300 pl
Isopropanol versetzt. Nach 10 Minuten auf Eis wurde die DNA durch Zentrifugation pelletiert, das
Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 pl H,O resuspendiert. 10 pl wurden fir

Restriktionsanalysen eingesetzt.

2.13.2 Enzymkatalysierte Reaktionen an DNA
2.13.2.1 Restriktionsanalysen

Restriktionsanalysen zur Uberpriifung von Plasmiden wurden in 20 pl Ansitzen durchgefiinrt. 5 pl
einer Plasmid Miniprep (Punkt 2.13.1.2) (10 ul bei A. tumefaciens) wurden eingesetzt und 10 U

Restriktionsenzym verwendet. Folgender allgemeiner Ansatz wurde verwendet:

Plasmid-DNA 5 ul (8-10 pl bei Plasmiden aus A. tumefaciens)
spezifischer 10x Puffer 2 ul

Restriktionsenzym (10 U/ul) 1 pl

H,0 ad 20 pl

In der Regel wurden Restriktionsenzyme von der Firma Fermentas verwendet und die mitgelieferten
Puffer nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Restriktionsenzyme hatten alle eine Konzentration von
10 U/ul. Die Restriktion erfolgte fur 1 Stunde bei der fur das jeweilige Enzym optimalen Temperatur.
Bei Restriktionen mit mehreren Enzymen wurde entweder ein Puffer des Herstellers verwendet, in
dem beide Enzyme eine mindestens 80%-ige Effizienz aufwiesen oder alternativ die Restriktionen
separat durchgefuhrt und zwischen beiden Reaktionen der Ansatz durch Natriumacetat/Ethanol-
Féllung gereinigt.

Zur Linearisierung von Plasmiden, die fir eine Ligation eingesetzt werden sollten, wurde eine
besonders intensive Restriktion durchgeflhrt. Dazu wurde an eine erste Reaktion von 1 h eine zweite
Reaktion angeschlossen. Zum Ansatz (20 ul, siehe oben) wurden nach der Inkubation folgende

Substanzen hinzugefugt:

spezifischer 10x Puffer 2 ul
Restriktionsenzym 1l
H,0 ad 40 |,l|

Dieser Ansatz wurde eine weitere Stunde inkubiert und die Enzyme anschlieRend durch Erhitzen auf
80°C fir 15 Minuten inaktiviert. Wenn nétig wurden die Fragmente mittels préparativem Agarosegel

getrennt.
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2.13.2.2 Dephosphorylierung linearisierter Plasmide

Linearisierte Plasmide, die fiir eine Ligation eingesetzt werden sollten, wurden dephosphoryliert.

Folgender genereller Ansatz wurde verwendet:

Restriktionsansatz (ca. 40 ul)
CIAP (1 U/ul) 1l
CIAP Verdunnungspuffer 4 ul

Dieser Ansatz wurde fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieBend die CIAP bei 65°C fiir 10
Minuten inaktiviert. Das dephosphorylierte Plasmid wurde anschlieend mittels ,,E.N.Z.A. Cycle-
Pure-Kit* (Peqglab) nach Hestellerangaben gereinigt.

2.13.2.3 Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten mit kompatiblen Einzelstrangiiberhédngen (sticky ends) wurde die

T4-DNA-Ligase (Fermentas) nach Herstellerangaben verwendet. Dabei wurde in der Regel etwa die 3-

fache Menge des Inserts wie des Vektors verwendet. Eine Ligationsreaktion wurde in einem 20 pl
Ansatz mit 1 U T4-DNA-Ligase bei 16°C UN durchgefiihrt. Die Gesamtmenge an DNA einer

Ligationsreaktion betrug wenn maoglich nicht mehr als 100 ng.

Zur Integration von PCR-Produkten mit A-Uberhdngen in Klonierungsvektoren (z. B. pCR®-2.1-
TOPO® oder pCR®-XL-TOPO®) fir die Vermehrung in Bakterien oder die Sequenzierung wurde ein

TOPO-TA-Klonierungskit (Invitrogen) nach Hestellerangaben verwendet.

2.13.3 Herstellung und Transformation elektrokompetenter Bakterien
2.13.3.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Fur die Transformation mittels Elektroporation wurden elektrokompetente E. coli und A. tumefaciens
nach Standardprotokoll (Sambrook et al., 1989) mit folgenden Anpassungen hergestellt. Alle Angaben
fiir E. coli zur UN Kulturen bei 37°C wurden bei A. tumefaciens bei 28°C fiir 2 Tage durchgefiihrt. Die
Effizienz dieser Transformationsmethode liegt in der Regel fiir E. coli bei ca. 10° Transformanden pro
ug eingesetzter DNA. Ein frischer Ausstrich aus der Dauerkultur eines Bakterienstammes (Tabelle 1)
wurde zunichst auf LB-Agar-Medium (Punkt 2.5.1) angesetzt und bei 37 °C UN inkubiert. Eine
einzelne Kolonie wurde in eine 50 ml Vorkultur angeimpft und UN bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.
Mit 25 ml der Vorkultur wurde eine Kultur von 500 ml LB-Medium in einem Erlenmeyerkolben
angeimpft und unter Schitteln bei 37 °C bis zu einer ODgy 0,3 — 0,4 inkubiert. Nach sofortigem
Abkiihlen des Erlenmeyerkolben im Eisbad fiir 20 Minuten wurden die Bakterien durch 15 Minuten
Zentrifugieren bei 4 °C und 10.000 x g pelletiert. Alle Resuspendierungen erfolgten vorsichtig mit
weiten Glaspipetten. Die Bakterien wurden in 500 ml eiskaltem H,O (bidest., steril) resuspendiert,

gewaschen und erneut fir 20 Minuten bei 4°C und 1000 x g pelletiert. Dieser Schritt wurde
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anschliellend jeweils einmal mit 250 ml und einmal mit 10 ml eiskaltem 10% Glycerin wiederholt.
Das abschlieRende Pellet wurde in 2 ml 10 % Glycerin resuspendiert, in 50 pl aliquotiert, in fllissigem

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

2.13.3.2 Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Fur die Elektroporation muss DNA frei von Salzen, RNA und Proteinen sein. Dazu wurde die DNA
wenn notig zuvor durch Natriumacetat-Ethanol-Fallung (siehe Punk 2.13.5.3) gereinigt.

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. 1ul einer klassischen Plasmid-Miniprep wurde mit
den Zellen vorsichtig gemischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert, wahrend die Elektroporationskivette
im Eis vorgekihlt wurde. Der Mix wurde in die Elektroporationskiivette Uberfiihrt und der
Spannungspuls bei einer Voltstarke, abhangig von der Spaltbreite der Kivette (bspw. 1 mm-1,8 kV),
fir 5 ms ausgefiihrt. Zur Suspension in der Kiivette wurden sofort 500 ul SOC-Medium (Punkt 2.5.1)
gegeben, die Suspension in ein Eppendorfgefal uberfihrt und bei 37°C fir 1 h (E. coli) bzw. bei 28°C
fir 2-4 h (A. tumefaciens) inkubiert. Verschiedene Verdinnungsstufen wurden auf LB-Agar-Medium
mit entsprechenden Antibiotika zur Selektion ausplattiert und bei 37°C UN (E. coli) bzw. bei 28°C fiir

2 Tage (A. tumefaciens) inkubiert.

2.13.4 Polymerase-Kettenreaktion - PCR

Die PCR (Mullis und Faloona, 1987) wurde standardmaRig zum einfachen Nachweis einer T-DNA
(Punkt 2.12) oder eines Transgens im Genom von Arabidopsis oder in Plasmiden aus Bakterien mit
der thermostabilen Tag-DNA-Polymerase durchgefiinrt. Zur Amplifikation von genomischen
Sequenzabschnitten zur Klonierung wurde die DNA-Polymerase Bio-X-Act (Bioline), die eine

Korrekturfunktion (proofreading mittels 3’->5" Exonuklease-Funktion) besitzt, verwendet.

PCR-Ansatz mit Bio-X-Act-Polymerase PCR-Ansatz mit Tag-Polymerase
DNA 2,0 ul DNA (1 pg-1 ug) 1,0 pl
Primer f (15 uM) 3,3ul Primer f (15 uM) 1,0l
Primer r (15 uM) 3,3 ul Primer r (15 uM) 1,0 ul
dNTP’s (je 5 mM) 5,0 ul dNTP’s (je 5 mM) 0,8 ul
MgCl, (50 mM) 2,5 ul MgCl, (100 mM) 0,4 pl
10x Opti-Puffer 5,0l 10x Taq-Puffer 2,0 ul
Bio-X-Act 1,0 ul Tag-Polymerase 1,0 ul

H,0 ad 50 pl H,0 ad 20 pl
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Standard-PCR-Programm

94°C iy
> 94°C 30"
25 - 30x Primer Tm - 5°C 157- 40”
L 72c_ 1’- 2’/ 1 kb Produktlange
72°C 10’

2.13.5 Aufreinigung, Quantifizierung und Qualitatsbestimmung von Nukleinsauren
2.13.5.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten verschiedener Grolle (z. B. PCR-Produkte oder Fragmente
einer Restriktionsanalyse), zur Qualitadtsbestimmung von DNA- und RNA-Préparationen sowie zur
Quantifizierung wurde die Agarose-Gelelektrophorese in horizontalen Apparaturen durchgefiihrt. Die
verwendeten Gele hatten je nach GroRe der zu trennenden Fragmente einen Agarosegehalt von 0,8-
3%. Es wurden standardmafRig Gele in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris/Cl, 1 mM EDTA pH 8) verwendet.
Die Auftrennung erfolgte abhangig von der GroRe der Apparatur und der zu trennenden Fragmente bei
70 - 100 V und fir 30-90 Minuten. Als Grolien- und Mengenstandard wurde Hyperladder | (Bioline)
verwendet. Die Agarosegele wurden mit Ethidiumbromid versetzt, welches bei 320 nm fluoresziert
und durch Interkalieren in Nukleinsduren die Position im Gel nach Belichtung mit UV-Licht sichtbar
macht. Die Gele wurden mittels eines UV-Tisches und einer digitalen Kamera dokumentiert.

Fur analytische Gele wurden der Agarose 0,3 pug/ml Ethidiumbromid zugesetzt.

Fur préparative Gele wurde der Agarose 0,05 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Die am UV-Tisch

identifizierten Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mittels des ,,QIAEX 11“-Kits

(Qiagen) aus dem Gel isoliert.

2.13.5.2 Photometrische Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Neben der Mengenbestimmung mittels Agarosegel wurde die Konzentration von DNA- und RNA-
Ldsungen photometrisch durch Messung der Absorption bei 260 nm in Quarzkivetten bestimmt. Die
Konzentration wurde nach den spezifischen Eigenschaften der verschiedenen Nukleinséuren
berechnet, dabei ist die ODys = 1 bei 40 pg/ml doppelstréngiger DNA und 50 pg/ml einzelstrangiger
DNA und RNA. Die Reinheit wurde anhand des Verhéltnisses der Extinktionswerte bei 260 und 280
sowie 260 und 230 bestimmt. Bei einem Verhaltnis 260/280 > 1,8 ist die Probe ausreichend frei von
Proteinkontaminationen. Bei einem Verhéltnis 260/230 > 2,5 ist die Probe ausreichend frei von

Oligosaccharidkontaminationen.

2.13.5.3 Natriumacetat-Ethanol-Féllung

Um Nukleinséure-Lésungen von Salzen und anderen Inhibitoren fur Folgeexperimente zu reinigen,

wurden diese standardmélig einer Natriumacetat-Ethanol-Fallung unterzogen. In Gegenwart
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monovalenter Kationen bildet DNA und RNA in Ethanol einen unldslichen Niederschlag. Das mit dem
Alkohol und der Nukleinséure gefallte Salz I6st sich im Gegensatz zur DNA/RNA beim Waschen mit
70 % Ethanol.

Die DNA/RNA-L6sung wurde mit 1/10 Volumen 3M Natriumacetat (pH 5,2) versetzt, 2,5 Volumen
Ethanol absolut hinzugefiigt und gut gemischt. Nach 10 Minuten Inkubation auf Eis wurde die
DNA/RNA bei 13000 x g fiir 20 Minuten bei 4°C pelletiert und der Uberstand verworfen. Die
DNA/RNA wurde zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und nach vollstdndiger Entfernung des
Uberstands gut getrocknet. Die DNA/RNA wurde anschlieRend je nach Konzentrationsanforderung in

4-100 pl sterilem H,0 geldst.

2.13.5.4 Aufreinigung von Nukleinséuren mittels Sdulenausschlusschromatographie

DNA-L&sungen (z. B. PCR-Produkte oder Fragmente einer Restriktionsanalyse) wurden mittels des

»E-N.Z.A. Cycle-Pure-Kit* (Peglab) nach Hestellerangaben gereinigt.

RNA-LGsungen aus Praparationen wurden fur besonders sensitive Folgeanwendungen (z. B. der qRT-
PCR) mittels des RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) gereinigt und direkt im gleichen Verfahren einer

integrierten DNase-Behandlung unterzogen.

2.13.6 RNA Extraktion aus Pflanzenmaterial

Zur Extraktion von RNA aus Arabidopsis Keimlingen wurde die TRIzol Methode verwendet. Die
verwendeten Reagenzien und Arbeitsschritte erfolgten in Anlehnung an das Protokoll in (Weigel und
Glazebrook, 2002). Alle Reagenzien wurden mit sterilem, bidestilliertem H,O angesetzt, eine DEPC-

Behandlung erfolgte nicht.

TRIzol-Reagenz (5ml)

1,9 ml Phenol

500 pl 4 M Ammoniumthiocyanat
1000 pl 4 M Guanidinthiocyanat
500 pl 50% Glycerin

16,6 pl 3 M Natriumacetat, pH 5
ad 5 ml mit H,O bidest.

Etwa 200 mg Keimlinge (in der Regel 7 DAG) wurden in flissigem Stickstoff mittels eines Morsers
zu feinem Pulver zermahlen und in einem 2 ml Reaktionsgefal mit 1000 pl TRIzol-Reagenz gut durch
Vortexen gemischt. Nach 5 Minuten Inkubation bei RT wurden die Zellreste bei 16.000 x g fir 5
Minuten bei 4°C pelletiert und der Uberstand in einem neuen 2 ml Reaktionsgefa? mit 400 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt. Die Probe wurde kréftig per Hand geschittelt und nach 5
Minuten Inkubation bei RT erneut fur 15 Minuten bei 4°C und 16.000 x g zentrifugiert. 700 pl der
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waéssrigen Oberphase wurde in einem neuen 2 ml Reaktionsgefall mit 350 pl Isopropanol und 350 pl
Hochsalzlésung (1,2 M NaCl, 800 mM Natriumcitrat) durch Invertieren gemischt. Im Anschluss an 10
Minuten Inkubation bei RT wurde die RNA durch Zentrifugation bei 12.000 x g und 4°C fir 10
Minuten pelletiert und der Uberstand vollstandig entfernt. Das RNA-Pellet wurde zweimal mit 700 pl
75% Ethanol gewaschen, gut getrocknet und in 30-40 pl sterilem, bidestilliertem H,O gelést. Die
Qualitat und Quantitdt wurde anhand eines analytischen 1% Agarosegel und durch photometrische
Messung (siehe Punkt 2.13.5) bestimmt.

2.13.7 Semiquantitative RT-PCR

Der Mengenvergleich spezifischer Transkripte im Gesamtpool verschiedener RNA-Extraktionen
wurde Ublicherweise mittels Northern Blot-Analyse durchgefihrt, da bei dieser Methode eine direkte
Abbildung der mRNA-Menge ohne eine Amplifikation erfolgt. Bei gering exprimierten Transkripten,
die mittels dieser Methode nicht detektierbar sind, wurde eine reverse Transkription mit
anschliefender PCR (RT-PCR) durchgefihrt.

Die semiquantitative RT-PCR wurde mittels eines Ein-Schritt-Reaktionskits durchgefiihrt (One-Step-
RT-PCR Kit, Qiagen), in dem in einem einzigen Reaktionsansatz die reverse Transkription (durch eine
RNA-abhdngige DNA-Polymerase) und anschliefend die Amplifikation (durch eine thermostabile
DNA-abhangige DNA-Polymerase) durchgefihrt werden. Es wurden 0,5 pg Gesamt-RNA (Punkt
2.13.6) in einen 25 pl RT-PCR-Ansatz eingesetzt und die Reaktion nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Die RNA wurde zuvor einer DNAse-Behandlung (Punkt 2.13.7.1) unterzogen. Die
reverse Transkription erfolgt mit genspezifischen Primern (Tabelle 12), sodass nur spezifische
Abschnitte der mRNA in cDNA (berschrieben wurden. Die gleichen Primer dienten im gleichen
Ansatz der PCR-Amplifikation.

Unter der Annahme, dass die Amplifikation der gleichen Zielsequenz in verschiedenen Proben nahezu
gleich effizient ablduft, wurde das Mengenverhdltnis der DNA nach der PCR gleich gesetzt dem
Mengenverhéltnis vor der PCR und somit gleich dem Verhéltnis der Ausgangsmengen spezifischer
MRNA im Gesamtpool der RNA. Die DNA-Mengen wurden wahrend der exponentiellen Phase der
PCR bestimmt und dafir fiir jede spezifische Zielsequenz und das zugehérige Primerpaar die optimale
Zykluszahl ermittelt. Die DNA-Mengen verschiedener Proben wurden durch Vergleich der
Signalstarke der Banden im ethidiumbromidgefarbten Agarosegel ermittelt, in dem die PCR-Produkte
aufgetrennt wurden.

Zur Uberpriifung gleicher Ausgangsmengen eingesetzter Gesamt-RNA wurde als Kontrolle jede RNA-
Probe auch in einer RT-PCR mit Primern fur das Gen ACTIN2 eingesetzt. ACTIN2 ist ein kaum
reguliertes Gen und hat eine Funktion bei der Cytoskelettbildung. Deshalb wird es immer gleich stark

exprimiert und eignet sich sehr gut als Kontrolle (An et al., 1996).
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2.13.7.1 DNAse Behandlung

RNA Préparationen wurden zur Verwendung in RT-PCR Experimenten einer DNase-Behandlung
unterzogen. Dazu wurde die DNase | (1 u/ul, Fermentas) nach Herstellerangaben verwendet. 1 pg
RNA wurden zusammen mit 1 pl 10x Puffer und 1 pl DNase in einem 10pl Ansatz 30 Minuten bei
37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pl EDTA (25 mM) und Inkubation fir 10
Minuten bei 65°C gestoppt.

2.13.8 Quantitative RT-PCR

Die quantitative RT-PCR (qRT-PCR) wurde in einem Zwei-Schritt-Verfahren durchgefihrt. Zunéchst
wurde die RNA in einer Erststrangsynthese vollstandig (nicht sequenzspezifisch wie bei der sRT-PCR
im Ein-Schritt-Verfahren) in cDNA Uberschrieben (Punkt 2.13.8.1). Anschlielend wurde diese cDNA
in eine quantitative PCR eingesetzt, die durch den Einsatz von fluoreszierenden Farbstoffen eine
Mengenbestimmung der DNA in Echtzeit (Real Time) in jedem Zyklus moglich machte. Daraus
konnte das relative Verhéltnis der genspezifischen cDNA-Mengen in den verschiedenen Proben zu

Beginn der Reaktion und damit das Verhéltnis vorhandener genspezifischer mMRNA berechnet werden.

2.13.8.1 cDNA Synthese

Fur die cDNA Synthese wurden je nach verfligbarer Konzentration der DNA-freien RNA-Proben
(siehe Punkte 2.13.5.4 und 2.13.6) zwischen 2,5 und 5 pg Gesamt-RNA unter Einhaltung des
maximalen Reaktionsvolumens eingesetzt. Dabei wurde von den Proben einer biologischen
Vergleichsgruppe jeweils die gleiche RNA-Menge zur Gewahrleistung der Vergleichbarkeit gebildeter
cDNA-Mengen eingesetzt.

Die cDNA Synthese wurde mit der reversen Transkriptase Superscriptlll™ (Invitrogen) nach
Herstellerempfehlung mit folgender Abweichung durchgefihrt: Es wurden als Primer Oligo(dT)y (2,5
UM Endkonzentration) und Random-N9 (250 nM Endkonzentration) in einer Mischung verwendet,
um zu gewdbhrleisten, dass die RNA-Molekiile tber die gesamte Lénge in gleicher Menge in cDNA
tiberschrieben werden.

2,5 -5 pg RNA wurden mit 1,8 pul Random-N9, 1 pl Oligo(dT), und 2 pl ANTP’s (je 5 mM) auf 13 pl
mit H,O aufgefillt und fir 5 Minuten bei 65°C inkubiert. Der Ansatz wurde sofort 1 Minute auf Eis
gekdhlt und 5pl 5x Erststrang-Puffer, 1ul DTT (0,1 M), 1ul RNase-out (Invitrogen) sowie 1 pl
Superscript!11™
Reaktionsfolge unterzogen: 5 Minuten bei 25°C, 60 Minuten bei 50°C und abschlieRend 15 Minuten
bei 70°C. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.

zugefigt. Dieser 20 pl Ansatz wurde gemischt und in einem Thermocycler folgender
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2.13.8.2 Quantitative PCR

Die quantitative PCR wurde mit dem 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
durchgefuhrt und die Rohdaten mit der Software 7500 V2.0.1 ausgewertet. Als fluoreszierender
Farbstoff zur Mengenbestimmung doppelstrangiger DNA wurde SYBR Green (Biochemika) und zur
Korrektur von Varianzen in der Fluoreszenz-Basislinie aufgrund materialabhangiger Schwankungen in
der 96-er Mikrotiterplatte wurde ROX (Sigma) verwendet. Jede Probe wurde standardméaBig neben
den Primern zur Untersuchung individueller Kandidatengene (Tabelle 12) auch mit Primern zur
Amplifikation einer internen Referenzsequenz simultan analysiert. Als interne Referenz wurde die
Amplifikation von UBC10 (At5g53300) als stabil exprimiertem Haushaltsgen durchgefiihrt und die
Transkriptmengen der Kandidatengene zur Transkriptmenge von UBCL10 normalisiert, sodass
Unterschiede in der eingesetzten Ausgangsmenge der cDNA verrechnet wurden. Jede Probe wurde in
Triplikaten analysiert. Alle Primerpaare wurden getestet und die verwendete Endkonzentration zur
Eliminierung moglicher Primerdimere optimiert. Als DNA-Polymerase wurde die Immolase (Bioline)
verwendet, die durch Kopplung an einen Antikorper eine Hot-Start-PCR ermdglicht, durch welche das
Auftreten unspezifischer Primerdimere deutlich reduziert werden konnte. Je nach eingesetzter
Ausgangsmenge RNA in die cDNA Synthese wurden 0,3-0,8 pl des 20 pul cDNA Synthese-Ansatzes
(Punkt 2.13.8.1) wie folgt in die qualitative PCR eingesetzt:

Standardansatz einer gualitativen PCR Standard-Programm der qualitativen PCR
0,2-0,8 pul der cDNA Synthese 95°C 15’  Aktivierung Immolase
0,4 ul dNTP’s (je 5 mM) — > 95°C 15"  Denaturierung
0,2 pl SYBR Green 50x 55°C 15”7 Primer-Annealing
0,8 ul MgCl; (50 mM) L 72°C__ 15” Elongation

0,04 pl ROX (25 uM) 95°C 1’ Denaturierung
2,0l 10x Immolase-Puffer 60°C 1"  Schrittweise
0,04 pl Immolase (5 u/pl) l l Erh6hung zur

1,0 pl Primer f (75 — 300 nM Endkonz.) Aufnahme der
1,0 ul Primer r (75 — 300 nM Endkonz.) Schmelzkurve

ad 20 pl H,0 9°C 307

2.13.9 Northern Blot-Analyse

Die Northern Blot-Analyse wurde in Anlehnung an das Standardprotokoll (Sambrook et al., 1989)
durchgefihrt.

2.13.9.1 RNA-Gel und Transfer der RNA auf eine Nylonmembran

20 ug einer Gesamt-RNA-Praparation (in maximal 15 pl) (Punkt 2.13.6) wurden mit einem gleichen
Volumen 2x RNA-Ladepuffer (Fermentas) vermischt, fur 10 Minuten bei 65°C denaturiert und sofort
auf Eis gekuhlt. Die RNA wurde mittels eines ethidiumbromidhaltigen Agarose-Formaldehyd-Gels
(1,5% Agarose, 2,1 M Formaldehyd, in 1x MOPS) fir 5-6 Stunden bei 60 V in 1x MOPS Laufpuffer
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(10x MOPS: 0,2 M MOPS pH 7, 20 mM NaAc, 10 mM EDTA pH 8) aufgetrennt, bis die
Bromphenolbande etwa 8 cm weit gelaufen war. Als GroRenstandard wurde die ,,RNA Ladder — High
Range” (Fermentas) verwendet. Das Gel wurde zusammen mit einem Lineal am UV-Tisch
fotografiert. Die Ubertragung der RNA auf eine ungeladene Nylonmembran (Hybond NX, GE
Healthcare) erfolgte UN mittels des aufwartsgerichteten Kapillartransfer bei neutralem pH in 10x SSC
Puffer (1,5 M NaCl, 150 mM Natriumcitrat; pH 7,4) nach dem Protokoll in (Sambrook et al., 1989).
Die Waschschritte des Gels und der Membran in H,O bzw. SSC wurden nicht durchgefiihrt. Die RNA
wurde durch Backen fiir 2 Stunden bei 80°C oder alternativ durch ,,Crosslinken* mittels UV-
Bestrahlung im Stratalinker (Stratagene) auf der Membran fixiert. Die Membran wurde trocken bei RT

bis zur Hybridisierung gelagert

2.13.9.2 Northern-Hybridisierung

Die Membran wurde in ca. 20 ml Hybridisierungslésung (0,25 M Natriumphosphatpuffer pH 7,2, 1
mM EDTA, 7% SDS, 1% BSA) bei 68°C vorhybridisiert. Zur Abséttigung der Membranbereiche, an
die keine RNA gebunden hat, wurden je ml Hybridisierungslésung 10 pl Heringsspermien-DNA (10
mg/ml) wahrend der Vorhybridisierung zugefiigt. Nach einer Stunde Vorhybridisierung wurde zum
gleichen Ansatz direkt die mittels *P radioaktiv markierte DNA-Sonde (Punkt 2.13.9.3) zugefiigt und
UN unter Rotation bei 68°C hybridisiert.

Nach Entfernen der Hybridisierungslosung wurde die Membran jeweils 20-30 Minuten bei 68°C mit
Waschldsung | (2x SSC, 0,1% SDS) und anschlieBend mit Waschldsung Il (0,2x SSC, 0,1% SDS)
gewaschen. Die Detektion der radioaktiven Signale erfolgte mittels Autoradiographie. Die Membran
wurde dazu in Frischhaltefolie einem Réntgenfilm (Kodak X-O-Mat) in einer Filmkassette exponiert.
Die Exposition erfolgte je nach Stirke des Signals UN bis zu mehreren Tagen bei -70°C. Alternativ

erfolgte die Detektion der radioaktiven Signale mittels Scannen in einem Phosphorimager.

2.13.9.3 Herstellung der radioaktiv markierten Sonde

Die sequenzspezifische, radioaktiv markierte DNA-Sonde wurde mit dem ,,Prime-it 11“-Random-
Primer-Kit  (Stratagene) nach  Herstellerangaben  hergestellt.  Die  Verldngerung  von
sequenzunspezifischen Hexamer-Oligonukleotiden erfolgte dabei unter Einbau von [a-**P]dCTP. Die
Sonde wurde von nicht eingebauten Nukleotide Uber eine Sephadex G-50 Séaule (Nick Columns,
Pharmacia) durch  Auschlusschromatographie  gereinigt. Als DNA-Vorlage diente ein
sequenzspezifisches cDNA-Fragment, welches aus RNA mittels semiquantitativer RT-PCR (Punkt
2.13.7) hergestellt wurde. Das cDNA Fragment wurde mittels eines praparativen Agarosegels gereinigt
(Punkt 2.13.5).
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2.13.10 Klonierungsstrategien

Im Folgenden wird die Vorgehensweise bei der Klonierung der in dieser Arbeit erstellten Vektoren
(Vektorkarten siehe Anhang) flr die Transformation und die stabile Expression in Pflanzen erléutert.
Folgende Vorgehensweise wurde fiir alle Kandidatengene angewendet:

Das untersuchte Gen wurde etwa vom jeweiligen Translationsstart bis zum Translationsstopp (ohne
UTR-Bereiche) aus dem Arabidopsis Genom mittels PCR amplifiziert. Die Position des
Translationsstarts und -stopps wurde ebenso wie alle weiteren Sequenzinformationen von der
Arabidopsis Information Ressource (TAIR) (Huala et al., 2001) bezogen. Zur Amplifikation wurde die
DNA-Polymerase Bio-X-Act (Bioline), die eine Korrekturfunktion (proofreading mittels 3’->5’
Exonuklease-Funktion) besitzt, verwendet. Die Bio-X-Act fiigt bei der Synthese A-Uberhénge an die
Sequenz an. Die PCR-Produkte konnten daher leicht mittels einer TOPO-TA-Klonierung (Punkt
2.13.2.3) in einen TOPO-TA-Klonierungsvektor (Tabelle 2) integriert werden. In diesem Vektor
wurden die Gensequenzen durch Sequenzierung auf Fehler Gberpruft und nach deren Ausschluss
subkloniert. Die in der PCR verwendeten Oligonukleotide enthielten Sequenziiberh&nge (in der
Oligonukleotidsequenz kleingeschrieben), wodurch Erkennungsstellen fir Restriktionsenzyme (in der
Oligonukleotidsequenz unterstrichen) an die PCR Produkte angefiigt wurden. Uber diese
Restriktionsschnittstellen wurden die PCR Produkte gerichtet aus dem jeweiligen TOPO-Vektor in
einen geeigneten bindren Pflanzenvektor (Tabelle 2) subkloniert. Die so konstruierten Plasmide
wurden zunidchst in E. coli transformiert (Punkt 2.13.3.2) und positive Transformanden auf
kanamycinhaltigem LB-Medium selektiert. Die identifizierten Klone wurden mittels
Restriktionsanalyse nochmals Uberpriift und die Plasmide dann in A. tumefaciens transformiert. Mit
diesen Agrobacterium-Stammen wurde Arabidopsis durch die floral-dip-Infiltrationsmethode und
Tabakpflanzen durch die Infiltration von Blattexplantaten transformiert (Punkt 2.6) und die

Primartransformanden auf geeignetem Antibiotika-haltigen Medium in vitro selektiert.

pGPTV-BAR-CKX7:GUS
pGPTV-BAR-CKX7:GUS wurde bereits in der Diplomarbeit (Kollmer, 2004) hergestellt. Der

Promotor von CKX7 wurde aus genomischer DNA mit folgenden Oligonukleotiden amplifiziert:

pCKX7Smal5’-f 5 cgcccggdTTTTCTACTGGAACAACACAATTTTT 3
pCKX7Smal3’-r 5’ cgcccggdTGTGTGATTGTGTGTAAATGCTAAAT 3’

Das Fragment wurde nach Smal bzw. Cfr9l Restriktion ungerichtet in den Vektor pGPTV-BAR vor

das GUS Gen kloniert. Die Orientierung wurde mittels Restriktionsanalyse tberpruft.
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pBinHygTx-35S:CKX7
pBinHygTx-35S:CKX7 wurde bereits in der Diplomarbeit (Kéllmer, 2004) hergestellt. Die

genomische Sequenz von CKX7 wurde vom Start-Codon bis zum Stopp-Codon mit folgenden

Oligonukleotiden amplifiziert:

L1/Kpnl-f 5’ cggggtaccACACACACACCAAAATGATAGCTT 3
L2/Sall-r 5’ cgggtcgacAATATGAGGGGTCAAAGAGACCTA 3’

Das Fragment wurde gerichtet nach Kpnl / Sall Restriktion hinter den 35S Promotor in den ebenso

geschnittenen Vektor pBinHygTx Kloniert.

pBinHygTx-35S:CKX7-GFP

Die genomische Sequenz von CKX7 wurde mit den folgenden Oligonukleotiden amplifiziert:

L1/Kpnl-f 5’ cggggtaccACACACACACCAAAATGATAGCTT 3’

CKX7-Stop/Xhol-r 5’ gcctcgagAGAGACCTATTGAAAATC 3’

Die kleingeschriebene Sequenz ist nicht homolog zur genomischen Sequenz und fuhrt wéhrend der
PCR zum Anflgen einer Restriktionsschnittstelle (unterstrichene Sequenz) fiir Kpnl an das 5’-Ende
der kodierenden Sequenz und einer Restriktionsschnittstelle fur Xhol an das 3’-Ende. Dabei wurde das
Stopp-Codon von CKX7 nicht amplifiziert und durch den Primer stattdessen einen Basentriplett fiir
Serin angeftigt. Durch Ligation des Kpnl / Xhol geschnittenen PCR Produktes mit dem ebenso
geschnittenen Vektor pbinSMGFP (Werner et al., 2003) entstand das Fusionsgen CKX7-GFP welches
im Vektor pBinHygTx-35S:CKX7-GFP unter der Kontrolle des 35S Promotors steht (Vektorkarten
siehe Anhang).

pROK2-35S:HAT4

Die Sequenz von HAT4 wurde aus genomischer DNA von Arabidopsis mit den folgenden

Oligonukleotiden amplifiziert und mittels TOPO-TA Klonierung in den Klonierungsvektor pCR®XL
TOPO® integriert:

HAT4_5’Xbal 5’ tctagagTCTTGAGAAAGTTCAACAGAAGATG 3’
HAT4_3’Kpnl 5’ ggtaccaTGCCCTTTGGTTGCAAGT 3’

Nach Restriktion mit Xbal und Kpnl wurde HAT4 in pROK2 (Baulcombe et al., 1986) subkloniert.
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pROK2-35S:HAT22

Die Sequenz von HAT22 wurde aus genomischer DNA von Arabidopsis mit den folgenden

Oligonukleotiden amplifiziert und mittels TOPO-TA Klonierung in den Klonierungsvektor pCR®XL
TOPO® integriert:

HAT22_5’Xbal 5’ tctagaGAAAATTCAAATGGGTCTTGATG 3’
HAT22_3’Kpnl 5 ggtaccTTTTTCCCTGGGATTTATCTTC 3’

Nach Restriktion mit Xbal und Kpnl wurde HAT22 in pROK2 (Baulcombe et al., 1986) subkloniert.

pROK2-35S:GATA22

Die Sequenz von GATA22 wurde aus genomischer DNA von Arabidopsis mit den folgenden

Oligonukleotiden amplifiziert und mittels TOPO-TA Klonierung in den Klonierungsvektor pCR®XL
TOPO® integriert:

GATA_5"Xbal 5’ tctagaAGATCTCTATCGGTCATGGGTTC 3’
GATA_3’Kpnl 5" ggtacCTTTTATTTCTTAAGCATGCGAGTT 3’

Nach Restriktion mit Xbal und Kpnl wurde GATA22 in pROK2 (Baulcombe et al., 1986) subkloniert.

pROK?2-35S:bHLHG64

Die Sequenz von bHLH64 wurde aus genomischer DNA von Arabidopsis mit den folgenden

Oligonukleotiden amplifiziert und mittels TOPO-TA Klonierung in den Klonierungsvektor pCR®XL
TOPO® integriert:

bHLH64_5’BamHI 5’ ggatccGCAGAGAACAATATGTTGGAAGG 3’
bHLHG64_3’Kpnl 5 ggtaccCATGTTGTTTCAATGAATCTTGC 3’

Nach Restriktion mit BamHIl und Kpnl wurde GATA22 in pROK2 (Baulcombe et al., 1986)

subkloniert.

2.14 Lichtmikroskopie und verwendete Praparations- und Farbemethoden

Fur die Lichtmikroskopie wurde das Mikroskop ,,Axioskop 2 plus* (Zeiss, Jena) und zur

Dokumentation die zugehdrige Software von Zeiss verwendet.

2.14.1 Préparation von Arabidopsis Gewebe fur die Lichtmikroskopie

Methode 1. Fur die mikroskopische Analyse wurde das gewiinschte Gewebe zundchst fir 15 min
in Losung | (0,24 N HCI, 20% Ethanol, optional auch Methanol) bei 57°C inkubiert. AnschlieRend
wurde die Losung gegen Losung Il (7% NaOH, 60% Ethanol) ausgetauscht und fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Gewebe wurde dann fir jeweils 5 min in 40%, 20 % und 10% Ethanol

rehydriert und far 15 min in 5% Ethanol, 25% Glycerin infiltriert. Das so behandelte Gewebe wurde
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flr die Analyse mit dem Mikroskop in 50 % Glycerin Gberflhrt (modifiziert nach Malamy und Benfey,
1997).

Methode 2: Alternativ wurden vor allem Keimlinge fur die La&ngenmessung der Wurzelzellen mit
Chloralhydrat behandelt. Dazu wurden die Keimlinge 2-4 Stunden in Essigséure/Ethanol (1:6) bei RT
fixiert und anschlieBend mehrmals mit Ethanol (absolut) sowie abschliefend einmal mit 70% Ethanol
gewaschen. Das Gewebe wurde dann je nach Anforderung 1-6 Stunden in Chloralhydrat/Glycerin/H,O
(8:1:2) bei RT inkubiert und direkt fur die Mikrokopie eingesetzt (Berleth und Jurgens, 1993).

2.14.2 Histochemische GUS-Férbung

Bei der GUS-Farbung handelt es sich um eine histologische Farbemethode, mit der
Expressionsdomanen von Genen lokalisiert werden kdnnen. In transgenen Pflanzen, die das f-
Glukoronidase-Gen (uidA) (Jefferson et al., 1987) unter der transkriptionellen Kontrolle des Promotors
eines Kandidatengens exprimieren, kdnnen durch die GUS-Férbung die Orte der Expression des GUS-
Gens und damit stellvertretend die Orte der Expression des Kandidatengens lokalisiert werden. Die f3-
Glukoronidase spaltet spezifisch die Glukoronid-Gruppe geeigneter Substrate (X-Gluc flr den
qualitativen Nachweis mittels Farbung und MUG flr den quantitativen Nachweis). In der hier
verwendeten Farbemethode wurde X-Gluc (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-p—D-Glukoronid) als
Substrat verwendet. Nach Abspaltung der Glukoronid-Gruppe durch das Enzym entsteht ein blaues
Reaktionsprodukt. Durch die Lokalisation der Blaufarbung im Gewebe kann spezifisch der
Expressionsort des Gens bestimmt werden. An der Veranderung der Farbungsintensitat kann auch
semiquantitativ die Starke der Promotoraktivitat unter verschiedenen Versuchsbedingungen verglichen
werden. Die Durchfuihrung erfolgte in Anlehnung an das Protokoll in (Weigel und Glazebrook, 2002)
folgendermaRen:

Das Gewebe wurde zundchst bei -20°C in 90% Aceton etwa eine Stunde fixiert und anschlielend
grandlich zweimal mit 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7) gewaschen. Das Gewebe wurde dann
bei 37°C je nach Expressionsstirke fir 15 Minuten bis UN in Farbelosung (50 mM Natriumphosphat
pH 7, 10 mM Kalium-Ferrocyanid, 10 mM Kalium-Ferricyanid, 0,2 % Triton X-100, 0,5 mg/ml X-
GlucA) inkubiert. Anschlielend wurde das Gewebe in 70% Ethanol (wenn notig bei 37°C) entféarbt
und optional der ,clearing-Methode* (Punkt 2.14.1) fur die verbesserte Mikroskopierbarkeit

unterzogen.
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2.14.3 Lugol-Fabung

Stérke in Columellazellen der Wurzelspitze wurde durch Farbung mit 1% Lugol-Ldsung (Merck)
nachgewiesen. Keimlinge wurden fir 2-5 Minuten bei RT gefarbt und anschlieBend mit Wasser

gewaschen.

2.15 Konfokale Mikroskopie und Farbemethoden
Zur Analyse der GFP- und der Fuchsin-Fluoreszenz wurde das konfokale Mikroskop Leica TCS SP2

(Leica, Wetzlar) verwendet und die Bilder mittels Leica Software LCS dokumentiert.

2.15.1 Detektion von GFP und CKX7-GFP

Die Detektion der GFP-Variante smGFP (Davis und Vierstra, 1998) erfolgte in Zellen der
Wurzelepidermis, nahe der Wurzelspitze. Die Anregung erfolgte mittels Argon-Laser bei 488 nm und

die Emission wurde mit einem 500-530 nm Filter bei einem Maximum bei 507 nm detektiert.

2.15.2 Detektion des Xylem durch Fuchsin-Red Farbung

Das Xylemgewebe in jungen Wurzeln wurde nach Farbung mit Fuchsin-Red detektiert. Dazu wurden
Keimlinge nach dem Protokoll (Mahonen et al., 2000) in 0,01 % basisch Fuchsinldsung fir 3 Minuten
bei RT gefarbt und anschlielfend mit 70% Ethanol je nach Farbestarke entfarbt. Die Anregung erfolgte
bei 488 nm mit einem Argonlaser und die Emission wurde zwischen 543-627 nm detektiert, mit einem

Maximum bei 668 nm.
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3. Ergebnisse Telil I:
Funktionelle Charakterisierung von AtCKX7

Das Gen AtCKX7 wurde sowohl in Arabidopsis thaliana als auch in Tabak charakterisiert und wird im
Folgenden als CKX7 bezeichnet. Die Untersuchungen in Arabidopsis stellen den umfangreicheren Teil
der Charakterisierung dar. Zur Klarung, ob CKX7 eine funktionelle Cytokininoxidase/ -dehydrogenase
ist und um deren Funktion genauer zu untersuchen, wurde das Gen in Arabidopsis und Tabak unter der
Kontrolle des 35S Promotors exprimiert. Die subzellulare Lokalisation wurde durch Erstellung eines
CKX7-GFP-Fusionsproteins ermittelt, welches ebenfalls unter der Kontrolle des 35S Promotors
exprimiert wurde. Die gewebe- und entwicklungsspezifische Expression von CKX7 wurde in
Arabidopsis zum Teil bereits in der Diplomarbeit (K6éllmer, 2004) untersucht. Dafiir wurden die
Expressionsdomanen mittels GUS-Farbung in transgenen Pflanzen bestimmt, die das Reportergen

GUS unter der Kontrolle des CKX7-Promotors exprimieren. Diese Ergebnisse werden hier ergénzt.

3.1 CKX7 wird im Leitgewebe von Keimlingen und in Bllten exprimiert

Die bisher untersuchten CKX Gene in Arabidopsis zeigen spezifische Expressionsmuster, die sich
wenig in den Orten der Expression tberschneiden (Werner et al., 2003). Der Promotor von CKX7
wurde als ca. 2 kb groRe Sequenz vor dem CKX7 Startcodon amplifiziert und vor das Reportergen
GUS in einen binédren Vektor kloniert (Kélimer, 2004). GUS-Farbungen stabil transformierter Linien
zu verschiedenen entwicklungsbiologischen Zeitpunkten zeigten, dass der Promotor von CKX7 in
spezifischen Geweben und Entwicklungsstadien von Arabidopsis aktiv ist (Abbildung 4).

Es konnte bereits in der friihen Keimlingsentwicklung eine GUS-Féarbung detektiert werden. Diese
Farbung beschréankte sich sowohl in der Wurzel als auch im Spross des Keimlings ausschlielich auf
das Leitgewebe (Abbildung 4a und Abbildung 4b). Diese Farbung wurde bis zu einem Alter von ca.
zwei Wochen nach der Keimung gefunden. AnschlieRend wurde bis zum Einsatz der Blite keine GUS

Farbung mehr in vegetativen Geweben detektiert.
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Abbildung 4: GUS-Aktivitat in CKX7:GUS transgenen Arabidopsis Pflanzen.

Die Expressionsdomanen von CKX7 wurden in transgenen Pflanzen, die das Reportergen GUS unter der
Kontrolle des CKX7-Promotors exprimierten, mittels histochemischer Farbung nachgewiesen. In vegetativen
Geweben von Keimlingen (a, b) ist der Promotor im Leitgewebe der Wurzel (a) und im Leitgewebe des Sprosses
(b) aktiv. In generativen Geweben (c, d) ist der Promotor vor der Bestdubung im Transmissionsgewebe des
weiblichen Gametophyten (c) und zwischen der Bestdubung und Befruchtung in der reifen Samenanlage des
weiblichen Gametophyten aktiv (d). Die Malieinheit entspricht 100 um, wenn nicht anders angegeben. (c) und
(d) sind Auszuge aus (Kéllmer, 2004) und werden hier zur Komplettierung der Ergebnisse angefiihrt.

i — Integument ; ec — Eizelle ; sc — Synergiden; mi — Micropyle ; cc — Zentralzelle

In der Diplomarbeit wurde bereits nachgewiesen, dass der Promotor von CKX7 in Bliten aktiv ist
(Ko6llmer, 2004). Zum Bliihbeginn wurde in zwei Entwicklungsstadien der Blute eine GUS-Farbung
detektiert. Die Férbung trat zum einen in einem spezifischen Zeitraum vor der Bestdubung im
Transmissionsgewebe des Gynoeciums auf (Abbildung 4c). Zum anderen wurde eine GUS-Férbung
nach der Bestdubung innerhalb der Samenanlage und zwar im Bereich der Eizelle und der Synergiden
detektiert (Abbildung 4d).

3.2 CKXT7 ist im Zytoplasma lokalisiert

Da CKX?7 als einziges Protein der CKX Familie vermutlich kein Signalpeptid besitzt (Schmiilling et
al., 2003), bestand die Erwartung, dass es sich bei diesem Protein um ein zytoplasmatisch lokalisiertes
Protein handelt. Zur Bestétigung der Vorhersage der CKX7 Lokalisation wurden die bioinformatischen
Programme zur Analyse der subzelluldren Lokalisation von Proteinen verwendet, die von der
Datenbank pflanzlicher Membranproteine Aramemnon (http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de) zur
Verfugung gestellt werden. Dabei wurde von 13 der 17 Programme, die spezifisch die Lokalisation

bzw. das Vorhandensein kompartimentspezifischer Signalpeptide anhand der Proteinsequenz
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bestimmen, ein Ergebnis erhalten. Eine mitochondriale und ebenso eine chloroplastidare Lokalisation
wurde jeweils mit einer Bewertung von < 0,2 (bei einer maximalen Wahrscheinlichkeit von 1) von
sechs Programmen (TargetP, PredSL, Predotar, PCLP Chloroplast, iPsort, Mitoprot,) ausgeschlossen.
Ein Signalpeptid im Allgemeinen wurde zusatzlich zu den oben genannten Programmen von weiteren
vier Programmen jeweils mit einer Bewertung von < 0,2 ausgeschlossen (PrediSi, SignalP, MultiLoc,
SLP Local). Die Bewertungen lagen in Einzelfallen sogar weit unter 0,01. Durch Ausschluss der
Lokalisation in Zellkern, Mitochondrion oder Chloroplasten bzw. dem Fehlen eines Signalpeptides fir
das ER und damit vermutlich der Sekretion, kann man annehmen, dass CKX7 zytoplasmatisch
lokalisiert ist. Das Programm WOLF-PSort ermittelte unter den 14 zu CKX7 &hnlichsten Proteinen
anhand der Aminosduresequenz sieben Proteine mit zytoplasmatischer Lokalisation und jeweils drei
Proteine mit Lokalisation im Zellkern bzw. assoziiert mit dem Zytoskelett. Dieses Ergebnis spricht
ebenfalls fiir eine zytoplasmatische Lokalisation von CKX7. Diese Erwartung wird unterstiitzt durch
das Ergebnis einer bioinformatischen Analyse mit dem Programm SUBA (Heazlewood et al., 2005;
Heazlewood et al., 2007) (Daten nicht gezeigt).

Um diese Vorhersage experimentell zu Gberprifen, wurde untersucht, in welchem Kompartiment der
Zelle sich das CKX7 Protein befindet. Durch eine C-terminale Fusionierung mit GFP (Punkt 2.13.10)
und der Expression unter Kontrolle des 35S Promotors war es mdoglich, CKX7 in stabil
transformierten Arabidopsis Pflanzen zu lokalisieren. In zwei von mehr als 30 selektierten Linien
wurde mittels konfokaler Mikroskopie nach spezifischer Anregung eine Fluoreszenz detektiert
(Abbildung 5). Es wurde Pflanzenmaterial verwendet, in dem kein Chlorophyll vorhanden war und die
zentrale Vakuole nicht das gesamte Zellvolumen einnahm, damit ein zytoplasmatisches von einem
membranlokalisierten Signal gut unterschieden werden konnte. Dafiir eigneten sich Wurzelzellen nahe
der Wurzelspitze besonders gut (Abbildung 5). Die Fluoreszenz wurde in einem Bereich rund um die
zentrale Vakuole lokalisiert. In Zellen, in denen die Vakuole nicht das gesamte Zellvolumen einnahm,
lag das Signal auch deutlich von der Zellmembran entfernt vor.

Als Kontrolle wurden Pflanzen verwendet, die GFP unter der Kontrolle des 35S Promotors
exprimieren und von denen bereits gezeigt wurde, dass das GFP-Protein im Kern und im Zytoplasma
lokalisiert ist (Werner et al., 2003). Diese Lokalisation des GFP Proteins konnte bestatigt werden
(Abbildung 5a). Der Vergleich des Fluoreszenzmusters von 35S:GFP transgenen Pflanzen mit dem
von 35S:CKX7-GFP transgenen Pflanzen zeigte, dass es sich bei der detektierten Fluoreszenz von
CKX7-GFP (Abbildung 5b) um ein zytoplasmatisches Signal handelte. Die Vorhersage, dass CKX7

ein zytoplasmatisch lokalisiertes Protein ist, konnte somit bestatigt werden.
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Abbildung 5: Subzellulare Lokalisation des CKX7-GFP Fusionsproteins in Wurzeln stabil transformierter
Arabidopsis Pflanzen.

Das GFP Protein ist in 35S:GFP transgenen Pflanzen im Zytoplasma lokalisiert (a), ebenso wie das CKX7-GFP
Fusionsprotein in 35S:CKX7-GFP transgenen Pflanzen (b). Die Bilder wurden mittels konfokaler Mikroskopie
von Epidermiszellen der Wurzel junger Keimlinge erstellt. Die Mal3einheit entspricht je 10 um.

3.3 Identifizierung und Charakterisierung CKX7 Gberexprimierender Arabidopsis
Pflanzen

Die Aktivitat von CKX Enzymen ist in verschiedenen Pflanzenarten sehr gering. In Tabak, Mais und
Orchideen liegt die Aktivitat beispielsweise im Bereich unter 1 nmol Adenin*mg*Protein*h™ fiir das
Substrat iP (Motyka et al., 1996; Brugiére et al., 2003; Motyka et al., 2003; Yang et al., 2003b). Es
gibt es bisher keine Antikdrper, um die verschiedenen Proteine der CKX Familie in Arabidopsis
differenziert detektieren zu konnen. Die Messung der CKX Aktivitdt in Pflanzen ist immer eine
Messung der Gesamtaktivitdt aus der Aktivitat aller CKX Enzyme. Die Aktivitdt ist im WT von
Arabidopsis so gering, dass sie mit der in Material und Methoden beschriebenen Methode (Punkt 2.9
im Methodenteil) kaum messbar ist und die Werte nahe der Detektionsgrenze der Methode liegen
(siehe auch Abbildung 7 im folgenden Abschnitt). Auch die gebildete Menge mRNA der CKX Gene ist
im WT sehr gering und obwohl hier sequenzspezifisch zum Beispiel mittels Northern Blot-Analyse ein
Nachweis individueller CKX Transkripte méglich ist, gelingt dies nur, wenn die RNA-Extraktion auf
spezifische Gewebe, die CKX starker exprimieren, beschrénkt wird (Brugiére et al., 2003). Aus diesem
Grund wurde zur funktionellen Untersuchung von CKX7 das Gen unter der Kontrolle des starken 35S
Promotors in Arabidopsis exprimiert. In diesen Pflanzen sollte jede Erh6hung der allgemeinen CKX
Aktivitat, auf CKX7 Aktivitat zurlckzufuhren sein. Damit wére der Nachweis erbracht, das CKX7
eine funktionelle CKX ist.

Es wurden insgesamt mehr als 100 35S:CKX7 transgene Primartransformanden selektiert. Weiterhin
wurden mehr als 30 unabhéngige 35S:CKX7-GFP Linien selektiert, welche neben der funktionellen
Analyse von CKX7 auch fir die subzelluldre Lokalisation des CKX7 Proteins (Kapitel 3.2) verwendet
wurden. In diesen Primértransformanden wurde die CKX Aktivitat gemessen und fiir alle folgenden
Exprimente Pflanzen mit der hochsten Aktivitat ausgewdhlt. Diese waren 35S:CKX7-92 und -93 sowie
35S:CKX7-GFP-26.
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3.3.1  In 35S:CKX7 transgenen Pflanzen ist das CKX7 Transkriptlevel erhoht

In den drei ausgewéhlten Linien wurde die Transkriptmenge mittels Northern Blot-Analyse ermittelt
(Abbildung 6). In WT Pflanzen war mit dieser Methode kein CKX7 Transkript detektierbar. Dies ist
jedoch prinzipiell zum Beispiel mit einer RT-PCR mdglich (Ko6llmer, 2004). Alle drei untersuchten
Linien zeigten im Vergleich zum WT eine erhdhte CKX7 Transkriptmenge, wobei diese in der Linie
358:CKX7-GFP-26 am stiarksten war. Hier verlduft die detektierte Bande (Spur 2) etwas oberhalb der
anderen Banden (Spur drei und vier), da das Transkript des CKX7-GFP Fusionsgens entsprechend
grofer ist als CKX7. Das RNA-Gel war annéhernd gleichmifBig mit RNA beladen, was an den gleich
stark durch Ethidiumbromid geférbten Banden der rRNA zu erkennen ist (Abbildung 6 unten).

Col-0 35S:CKX7-

GFP-26 92 93

— CKX7-GFP

{1 &

S W e s ESTEN

Abbildung 6: Nachweis des CKX7 Transkriptes in 35S:CKX7-GFP und 35S:CKX7 transgenen Arabidopsis
Keimlingen mittels Northern Blot-Analyse.

Das CKX7 Transkript ist im WT Col-0 nicht detektierbar. Transgene Keimlinge, die das CKX7 Gen unter der
Kontrolle des 35S Promotors exprimieren, zeigen eine hohe Expression, die sich in den verschiedenen Linien in
ihrer Stirke unterscheidet. Als Ladekontrolle ist die 25S rRNA-Bande eines mit Ethidiumbromid gefdrbten
RNA-Gels gezeigt. Es wurde die RNA von zehn Tage alten in vitro gewachsenen Keimlingen verwendet.

3.3.2  In 35S:CKX7 transgenen Pflanzen ist die CKX Aktivitét erhoht

In den drei ausgewihlten Linien wurde die CKX Aktivitdt von Rosettenblittern vergleichend zum WT
bestimmt (Punkt 2.9). Die photometrische Messung bei 352 nm ergab fiir die WT-Proben
Aktivititswerte von 0,02 pmol « mg Protein™ « s, In den 355:CKX7 transgenen Linien wurden Werte
zwischen 0,26 und 0,32 pmol « mg Protein™ « s gemessen. In der Linie 355:CKX7-GFP wurden eine
CKX Aktivitit von iiber 23 pmol » mg Protein™ « s™ gemessen. Diese Werte waren somit zwischen 10-
und 1200-fach hoher als die des WT (Abbildung 7). In Ubereinstimmung mit der unter 3.3.1
ermittelten erhohten Transkriptmenge konnte somit auch eine Erhdhung der CKX Aktivitdt in den
untersuchten transgenen Linien gemessen werden. Die Linie mit der hochsten Transkriptmenge von
CKX7 war 35S5:CKX7-GFP-26. Diese Linie zeigte auch die hochste CKX Aktivitit. Diese Ergebnisse
zeigen, dass es sich bei CKX7 um eine funktionelle CKX handelt.



-62 - ERGEBNISSE - Teil I

CKX Aktivitat
23,05
B0 I 1 R R T AXTIITIRPIRPPIPPL
m “V
c
3
° 1 1 1 ) L i itaasaad FYTTPPI P
o
g’ F,0 e eemnernn ettt e P
5 (1R DT T RIS PETS PRI PRI TP PITTPPRINE I ERTRP
£ 0,32
o (1) T P P PP PP P PR PYSTERITTITTLTIPREY: SUPPRPPRTE | PPPRPRIRY
0,26
0,4 Hcevrrereerrnrmantniiii ‘[- ..................
0,02 T
0,2 ererrrrrnernernreraeiaeinns B
0,0 | E—— . i :
Q )V ) o
\ o3 >3 v
° ’ ’ ’
N 4 & o
K®) O A’
G 5
> 5 0
%6

Abbildung 7: CKX Enzymaktivitit in 35S:CKX7 transgenen Pflanzen.

Eine CKX Enzymaktivitét ist in Wildtyppflanzen fast nicht detektierbar. In transgenen Linien, die das CKX7 Gen
unter Kontrolle des 35S Promoters exprimieren, ist die Enzymaktivitat stark erhoht. Die Messung mit Gesamt-
Proteinextrakten wurde von Rosettenblittern vorgenommen. Es wurden Pflanzen verwendet, bei denen die ersten
Bliiten gerade entwickelt waren, die Seneszenz jedoch noch nicht eingesetzt hatte. Dargestellt sind Mittelwerte
und deren Standardabweichung von vier Experimenten. Die Aktivitét ist angegeben in der Menge entstandenen
Produktes je mg Protein und Sekunde fiir die Spaltung von iP in Adenin und 3-Methyl-2-Butenal.

3.3.3  In 35S:CKX7 transgenen Keimlingen ist der Cytokiningehalt verringert

Dass es sich bei CKX7 um ein funktionelles cytokininabbauendes Enzym handelt, bestitigte auch die
Messung des Cytokiningehaltes in 35S:CKX7 transgenen Keimlingen (Tabelle 4). Es wurde
vergleichend zum WT die Konzentration der verschiedenen Cytokinine in 35S:CKX7 transgenen
Keimlingen gemessen. Die Cytokininmessungen wurden zusitzlich auch in 35S:CKX1 und 35S:CKX2
transgenen Keimlingen durchgefiihrt. Diese CKX Proteine sind unterschiedlich lokalisiert, ndmlich in
der Vakuole (CKX1) bzw. apoplastisch (CKX2) (Werner et al., 2003). Anhand des Vergleiches der
Cytokiningehalte von 35S:CKX7 transgenen Keimlingen mit denen des WT und auch mit denen von
358:CKX1 und 35S:CKX2 transgenen Keimlingen kann man eventuell Hinweise dariiber gewinnen,
welche Cytokinine von den verschiedenen Enzymen priferentiell abgebaut werden und diese
Hinweise mit experimentell ermittelten Substratspezifititen der Enzyme vergleichen (Galuszka et al.,

2007).
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Die Summe der Konzentrationen aller analysierter Cytokininmetabolite betrug im WT 51,2 pmol / g
FG. In den drei vergleichend analysierten 35S:CKX transgenen Linien war die Gesamtkonzentration
dagegen deutlich reduziert (13,4 pmol/g FG in 35S:CKX1, 32,4 pmol/g FG in 35S:CKX2, 34,8 pmol/g
FG in 35S:CKX7-GFP). In Tabelle 4 sind die ermittelten Konzentrationen fur die wichtigsten und
aktivsten Cytokinine gezeigt, sowie fur solche Cytokinine, deren Konzentration sich in einer der
untersuchten Linien vom WT unterschied. Zusatzlich ist der prozentuale Anteil vergleichend zum WT
dargestellt. In WT Keimlingen waren cZ, tZ und iP einschlieflich ihrer Riboside und Glukoside die am
hochsten konzentrierten Cytokinine (Tabelle 4). tZ (1,2 pmol/g FG) lag vierfach hoher konzentriert als
¢Z (0,3 pmol/g FG) vor. iP wurde in einer Konzentration von 0,7 pmol/g FG gemessen. Die O- und N°-
Glukoside und vor allem die Riboside von tZ waren im WT 3-6-fach héher konzentriert als freies tZ.
Von ¢ZR wurde eine fast 5-fach hdhere Konzentration im Vergleich zur freien Form gemessen. iP lag
als iP-9-Glukosid in einer doppelt so hohen Konzentration wie die freie Form vor.

In 35S:CKX7 transgenen Keimlingen wurde eine deutliche Reduktion aller hier gezeigten Cytokinine
gemessen (Tabelle 4). Bis auf einige Ausnahmen entsprachen die Gehalte deutlich weniger als 20%
der Gehalte des WT. Nur iPR war nicht und ¢ZR nur schwach verandert (105% und 53% der WT
Gehalte). Die nicht konjugierten Cytokinine cZ, tZ sowie iP, die in vielen Bioassays die aktivsten
Cytokinine darstellen, waren stark reduziert (3%-16% vom WT). Sehr auffallig war, dass die N°-
Glukoside von c¢Z und iP bis unter die Detektionsgrenze reduziert waren, was bei 35S:CKX1 und
35S:CKX2 transgenen Keimlingen nicht gefunden wurde (MVergleich Spalte 5 und 6). ¢Z war nur in
35S:CKX7 transgenen Keimlingen sehr stark reduziert, auf 3% des WT Gehaltes. In 35S:CKX1 und
35S:CKX2 transgenen Keimlingen betrug der Gehalt noch 31% und 15%. Ebenso war ¢Z-O-Glukosid
nur in 35S:CKX7 transgenen Pflanzen stark reduziert. Zusammenfassend unterschieden sich die drei
cytokinindefizienten Linien anhand der Cytokinintypen, die bei ihnen reduziert vorlagen. 35S:CKX7
transgene Pflanzen zeigten die auffélligsten Veranderungen im Vergleich zum WT und zu 35S:CKX1
und 35S:CKX2 transgenen Pflanzen hinsichtlich des Gehaltes an cZ sowie der N*-Glukoside von ¢Z
und iP.
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Tabelle 4: Cytokiningehalt in CKX tberexprimierenden Arabidopsis Keimlingen im Vergleich zum WT.

Cytokinin WT 35S:CKX1 35S:CKX2 35S:CKX7
Mittelwert +SD % % von WT % von WT % von WT
tZ 1,16 0,15 100 6 1 9
cZ 0,35 0,03 100 31 15 3
iP 0,72 0,07 100 45 3 16
tZR 6,75 0,33 100 2 2 17
cZR 1,48 0,02 100 40 123 53
iPR 0,55 0,06 100 31 63 105
129G 2,95 0,15 100 4 3 6
cZ9G 0,38 0,04 100 19 57 -
iP9G 1,39 0,27 100 7 6 -
1ZOG 4,18 0,45 100 5 4 10
cZOG 0,08 0,01 100 41 55 18
Dargestellt ist der Cytokiningehalt in pmol / g Frischgewicht und der prozentuale Vergleich zum WT-Gehalt.
Gezeigt sind der Mittelwert und die Standardabweichung (£SD) von drei Replikaten. Es wurden in
Flussigkultur angezogene Keimlinge 6 DAG verwendet. Fir die Bezeichnungen der einzelnen Cytokinine
siehe Abkirzungsverzeichnis. (-) Konzentration unter der Detektionsgrenze. Verwendet wurden die Klone
35S:CKX1-11-7, 35S:CKX2-9-3 und 35S:CKX7-GFP-26-10.

3.3.4  CKX7 Uberexprimierende Pflanzen haben einen spezifischen Phénotyp

Rosettenblatter von CKX7 Uberexprimierenden Keimlingen sind kleiner und weniger grin als im
WT

CKX7 Uberexprimierende Pflanzen zeigten bereits als Keimling eine deutlich verédnderte Morphologie
im Vergleich zum WT (Abbildung 8b). Es fielen die deutlich verkirzten Blattstiele sowie die erheblich
kleineren Blatter auf. Die Farbung der Keimlinge war hellgriiner als die des WT und zum Teil waren
die Keimlinge violett geféarbt, was auf eine erhéhte Anthocyanakkumulation hindeutete. Insgesamt
waren die Keimlinge sehr klein und gedrungen. Weiterhin war auffallig, dass die Keimlinge in diesem
Alter nur eine sehr kurze Primédrwurzel besaBen und im Gegenteil zum WT kein weiteres
Waurzelsystem entwickelt war. Auf dieses Merkmal wird im weiteren Verlauf noch detailliert

eingegangen.

Abbildung 8: Keimlingsphanotyp von 35S:CKX7 transgenen Arabidopsis Pflanzen.
Keimlinge des WT Col-0 (a) haben 14 DAG im Vergleich zu 35S:CKX7 transgenen Keimlingen (b) eine gréRere
Rosette, sind griiner und die Blatter haben langere Petiolen. Die MaReinheit entspricht 1cm.
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Die Primérwurzellange und -verzweigung von CKX7 Uberexprimierenden Keimlingen ist stark
reduziert

Die stark reduzierte Primérwurzellange ist besonders deutlich in Abbildung 9 zu erkennen. Die
Primarwurzel erreichte 12 DAG nur ca. 20% der Lénge des gleich alten WT und die Entwicklung von
Lateralwurzeln blieb vollstandig aus (Abbildung 9a).

Diesen Wurzelphénotyp zeigten Keimlinge aller untersuchten CKX7 transgenen Linien (Abbildung 9b)
unabhéngig von der Expressionsstirke des Transgens und der Hohe der CKX Aktivitat (MVergleich
Abbildung 6 und Abbildung 7). Nach einer Entwicklungspause von etwa einer Woche setzte in
35S:CKX7 transgenen Keimlingen Adventivwurzelwachstum ein. Dabei wurde entweder eine lange
und verzweigte Adventivwurzel gebildet oder mehrere kirzere (Abbildung 9c). Die Rosettenblatter
des Keimlings wuchsen weiter. Die gebildeten Adventivwurzeln zeigten in ihrer Struktur keinen
Unterschied zu WT Wurzeln (nicht gezeigt). Die Analyse der genauen Ursache der verénderten

Primarwurzelentwicklung in CKX7 Uberexprimierenden Keimlingen wird im folgenden Abschnitt

dargestellt.
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Abbildung 9: Wurzelphanotyp von 35S:CKX7 transgenen Arabidopsis Keimlingen.

In vitro gewachsene Keimlinge von WT und 35S:CKX7 transgenen Linien zeigen 12 DAG deutliche
Unterschiede in der Wurzelentwicklung (a). Die Primarwurzelldange und -verzweigung ist in 35S:CKX7
transgenen Keimlingen stark reduziert. Von links nach rechts: Col-0, 35S:CKX7. Die Primérwurzelelongation
von 6-11 DAG (b) ist in 35S:CKX7 transgenen Linien auf etwa 20% des WT reduziert. Dargestellt sind
Mittelwerte und deren Standardabweichung (n = 30). Im Alter von 20 DAG haben 35S:CKX7 transgene
Keimlinge Adventivwurzeln gebildet und entwickeln sich normal weiter (c). Malieinheit = 1 cm. Der Stern
markiert das Ende der Primarwurzel in transgenen Keimlingen.
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Der Rosettendurchmesser und die Sprosshéhe von transgenen Linien mit starker Expression von
CKX7 sind reduziert

Beim Vergleich CKX7 Uberexprimierender Pflanzen mit dem WT fiel im Alter von 30 DAG auf, dass
sich die Linie mit der starksten CKX Aktivitadt, ndamlich 35S:CKX7-GFP-26 (Abbildung 10, ganz
rechts) auch am starksten vom WT unterschied. Der Blutenspross war etwas kleiner und der
Rosettendurchmesser reduziert. Weiterhin wurden kleinere Blatter und eine reduzierte Anzahl Bliiten
(Abbildung 10) und damit auch weniger Schoten und Samen (Daten nicht gezeigt) gefunden.

Linien mit schwécherer Expression des Transgens, wie 35S:CKX7-93 (Abbildung 10, zweite von
links) sind im Gegensatz dazu nicht vom WT zu unterscheiden. Pflanzen in diesem
Entwicklungsstadium (30 DAG) besaBen, unabhéngig von ihrem Sprossphanotyp, in allen
untersuchten Linien ein mit dem WT vergleichbar stark ausgepragtes Wurzelsystem (nicht gezeigt).
Eine Untersuchung der Wurzeln ergab jedoch, dass das gesamte Wurzelsystem aus Adventivwurzeln
und deren Verzweigungen bestand und die Primdrwurzel im Alter von 7-14 DAG abgestorben war
(siehe Abbildung 9c).

Abbildung 10: Sprossphéanotyp von CKX7 tberexprimierenden Arabidopsis Pflanzen.

Die Sprossgrofle korreliert negativ mit der CKX7-Expressionsstarke von links nach rechts. 30 DAG sind die
Sprossgrofe und der Rosettendurchmesser in Linien mit hoher CKX7-Aktivitat (rechts) reduziert und die
Rosettenbléatter sind kleiner. Linien mit geringer CKX7-Aktivitat (Mitte) sind nicht vom WT zu unterscheiden.
Die MaReinheit entspricht 5 cm.
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3.3.5  Detailanalyse der Primarwurzel CKX7 tberexprimierender Pflanzen

Um zu verstehen, warum die Primarwurzel von 35S:CKX7 transgenen Keimlingen so kurz blieb und
nach 7-14 DAG abstarb bzw. keine weitere Entwicklung zeigte, wurde diese von der Keimung bis 9
DAG genauer analysiert und mit dem WT verglichen. Stellvertretend fir alle 35S:CKX7-Linien wurde
die Wurzel der Linie 35S:CKX7-93 untersucht, da der Wurzelphénotyp in allen Linien identisch war.

3.3.5.1 In 35S:CKX?7 transgenen Pflanzen ist das Wurzelmeristem der Primarwurzel verandert

Da die Verlangerung der Wurzel neben der Zellelongation auch auf die Teilungsaktivitat des
Wurzelmeristems zuriickgeht, wurde dieses mit dem des WT verglichen (Abbildung 11). Man erkennt
deutlich, dass die Teilungszone (Ende der Zone gekennzeichnet durch einen Pfeil) im Alter von 6
DAG in 35S:CKX7 Wurzeln kirzer als in Wurzeln des WT war (Abbildung 11 a und c). Das Ende
dieser Zone und damit der Beginn der Elongationszone wurde als der Bereich festgelegt, ab dem die
Cortexzellen eine Lange von 2,5 um berschreiten (siehe Pfeil in Abbildung 11a und c). Es war nicht
nur auffallig, dass die Primdrwurzel 35S:CKX7 transgener Keimlinge kurz und unverzweigt blieb,
sondern mit nur 80 um auch einen im Vergleich zum WT geringeren Durchmesser aufwies (Abbildung
11d). Im WT betrug der Durchmesser der Wurzel 6 DAG 138 um (Abbildung 11b).
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Abbildung 11: Vergleich des Wurzelmeristems und der Teilungszone im WT und in 35S:CKX7 transgenen
Keimlingen.

Dargestellt sind Primarwurzeln von WT (a, b) und 355:CKX7-93 transgenen Keimlingen (c, d) 6 DAG. Es sind
ein Uberblick in 200-facher Vergréferung (a, ¢) sowie die Wurzelspitze in 400-facher \VergroBerung (b, d)
gezeigt. MaReinheit = 100 um. Der Pfeil zeigt das Ende der Teilungszone und den Beginn der Elongationszone
an.

3.3.5.2 35S:CKX7 transgene Pflanzen bilden weniger Cortexzellen in der Teilungszone der
Primérwurzel

Wéhrend des Wurzelwachstums teilen sich zunéchst die Zellen im Bereich des Wurzelmeristems und
der Teilungszone. Vom Meristem her bildeten sich immer neue Zellen nach. Solange sich die Zellen in
der Teilungszone befinden, erfolgen Zellteilung und Zellstreckung in dem Malie, dass die Zellen
immer wieder ihre Ausgangslange erreichen. In der Teilungszone sind die Zellen also isodiametrisch
(Scheres et al., 2002). Nach Verlassen der Teilungszone und Eintritt in die Elongationszone flihren die
Zellen fast nur noch Zellstreckung durch. Zunéchst ist diese Streckung auch radidar und tragt damit
zum Erreichen des finalen Durchmessers der Wurzel bei. In der Mitte der Elongationszone setzt dann
rapide Zellstreckung in longitudinaler Richtung ein und die Zellen sind ab hier langer als breit
(Scheres et al., 2002).

Die genaue Anzahl und GrofRe der Zellen in der Teilungszone, wurde exemplarisch an einer
Cortexzelllinie im WT verfolgt und mit 35S:CKX7 transgenen Wurzeln verglichen (Abbildung 12).
Die Analyse erfolgte am ersten, dritten, sechsten und neunten Tag nach der Keimung. Es wurden die
Zellen aufsteigend von der Wurzelspitze zum ersten Wurzelhaar gez&hlt, nummeriert und ihre Lange

ermittelt.
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Abbildung 12: GroRenverteilung der Cortexzellen von der Wurzelspitze bis zur Wurzelhaarbildungszone.
Die Zellen einer zentralen Cortexzelllinie wurden gezahlt und ihre L&nge gemessen 1 DAG (a), 3 DAG (b), 6
DAG (c) and 9 DAG (d). Die Zellen wurden von der Wurzelspitze an aufwérts bis zum ersten Wurzelhaar
gezahlt, aufsteigend nummeriert und jede einzelne Zelle anhand ihrer L&nge im Diagramm abgetragen. Die
gestrichelte Linie markiert die Langengrenze von 2,5 um. Fir jeden Zeitpunkt wurden zwischen vier und neun
Keimlinge vom WT und 35S:CKX7-93 vermessen.

Die Messung der Zelllange in der Teilungszone ergab im untersuchten Fall eine maximale Lange der
Cortexzellen von 2,5 um (Abbildung 12). Zellen, die kirzer als 2,5 um waren, wurden als solche
definiert, die sich bisher nur geteilt haben und bei denen die Zellstreckung nur in dem Male stattfand,
dass die jeweilige Ausgangslédnge der Zelle wieder erreicht wurde. Diese Zellen stellten somit den
Anteil dar, der zur Teilungszone und noch nicht zur Elongationszone gehdrte.

Direkt nach der Keimung erfolgte in 35S:CKX7 transgenen Wurzeln noch ein gewisses Mal} an
Wurzelwachstum, sodass die Primdrwurzel eine Lange von ca. 1 cm erreichte (siehe Abbildung 9a).
Bis zum ersten Wurzelhaar bestand die Cortexzelllinie wie im WT aus ca. 25 Zellen. Davon gehérten
bei beiden Linien gleichermaRen ca. 15-20 Zellen in die Teilungszone (Abbildung 12a). Drei Tage
nach der Keimung erhohte sich diese Zahl im WT auf ca. 25 Zellen und auf ca. 35 nach sechs bzw.
neun Tagen. In 35S:CKX7 transgenen Wurzeln hingegen stieg die Zahl bis zum sechsten Tag auf ca. 20
Zellen an, sank dann nach neun Tagen jedoch wieder auf ca. 10 Zellen ab (Abbildung 12b-d). Der WT
erreichte eine Gesamtzahl von ca. 50 Zellen bis zum ersten Wurzelhaar, 35S:CKX7 transgene Pflanzen
jedoch nur maximal 30. Betrachtet man den Bereich bis zu einer Zelllinge von 2,5 pm, also die
Teilungszone (gekennzeichnet in Abbildung 12 durch eine gepunktete Linie), fiel auf, dass in
35S:CKX7 transgenen Wurzeln diese Zone nicht gleich bleibend mit Zellen aus dem Meristem

aufgefullt wurde, wie dies beim WT der Fall war. Deshalb blieb der Anteil an Zellen < 2,5 um im WT
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immer gleich (Abbildung 13a) und verringerte sich in 35S:CKX7 transgenen Wurzeln im Gegensatz
dazu mit zunehmendem Alter (Abbildung 13Db).

(a) Prozentualer Anteil verschiedener GréRenklassen (b) Prozentualer Anteil verschiedener GroRenklassen
von Cortexzellen in der Wurzelspitze von Cortexzellen in der Wurzelspitze
100% 100%
80% - 80% -
60% - 60% -
40% - 40% -
20% - 20% |
0% - 0% -
1 DAG 3 DAG 6 DAG 9 DAG 1 DAG 3 DAG 6 DAG 9 DAG
as @>25um 35S:CKX7 @>25um
W<25pum W<25pm

Abbildung 13: Anteil ungestreckter und gestreckter Zellen einer Cortexzelllinie in der Wurzelspitze.
Gezeigt ist der der prozentuale Anteil gestreckter und ungestreckter Cortexzellen wahrend der
Waurzelentwicklung von 1 DAG bis 9 DAG in WT Keimlingen (a) und 35S:CKX7-93 Keimlingen (b). Zellen <
2,5 um sind als ungestreckte Zellen definiert worden. Es wurden je Linie und Zeitpunkt mindestens vier
Keimlinge vermessen.

3.3.5.3 In 35S:CKX?7 transgenen Pflanzen ist die Teilungsaktivitat im Wurzelmeristem reduziert

Zur Uberpriifung der Teilungsaktivitat der Zellen in der Spitze von 35S:CKX7 transgenen Wurzeln,
wurde die Aktivitat eines Zellzyklusgens mit dessen Aktivitdt im WT verglichen. Ein Konstrukt aus
dem Promotor und Teilen des AtCYCB1 Gens fusioniert mit dem GUS Gen (Col6n-Carmona et al.,
1999) wurde durch Kreuzung in 35S:CKX7 transgene Pflanzen eingebracht. Dieses ist durch Fusion
mit einer speziellen Proteindomdne (destruction box) so konstruiert, dass es in der M-Phase des
Zellzyklus abgebaut wird. Somit reichert sich das GUS Enzym nicht l&nger als einen Teilungszyklus in
den Zellen an und kann als zeitlich spezifischer Marker fiir die G2/M-Phase des Zellzyklus verwendet

werden.
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Abbildung 14: Teilungsaktive Zellen im Wurzelmeristem, analysiert mittels der CYCB1:GUS Markerlinie.
Die Aktivitiat des CYCB1:GUS Markergens von Zellen des Wurzelmeristems im WT-Hintergrund (a) und von
35S:CKX7-93 transgenen Wurzeln (b) zeigt im Vergleich eine stark reduzierte mitotische Aktivitat in den
transgenen Wurzelmeristemen. Von links nach rechts 0, 1, 2, 3, 5 und 6 DAG. Mal%einheit = 100 um.

Abbildung 14 zeigt die mittels GUS Farbung gekennzeichneten mitotisch aktiven Zellen im
Wurzelmeristem des WT und von 35S:CKX7 transgenen Pflanzen. Man erkennt deutlich, dass die
Teilungsaktivitét in transgenen Wurzeln bereits mit Beginn der Keimung reduziert war, da deutlich
weniger Zellen gefarbt waren. Dies bestétigte die Ergebnisse, die an der Cortexzelllinie erhalten
wurden (siehe oben). Nach 6 Tagen gab es zwar immer noch Teilungsaktivitat, diese war jedoch sehr
gering. Der gefarbte Bereich war im WT in Langsrichtung ca. 100 um lang, wohingegen der Bereich

in 35S:CKX7 transgenen Wurzeln nach 6 Tagen nur noch ca. 20 um lang war.

3.3.5.4 Die Primarwurzel von 35S:CKX7 transgenen Pflanzen hat eine veranderte Xylemstruktur

Als ein weiteres Merkmal der 35S:CKX7 transgenen Wurzeln wurde bereits deren geringerer
Durchmesser im Vergleich zum WT beschrieben (siehe Abbildung 11b und Abbildung 11d). Andere
Mutanten von Komponenten des Cytokininsignaltransduktionsweges wie AHKs, Mehrfachmutanten
der AHPs oder der B-Typ ARRs zeigen ebenso eine diinne, sehr kurze Primarwurzel (Mahonen et al.,
2000; Garcia-Ponce de Leon et al., 2004; Kiba et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Hutchison et al.,
2006; Kuroha et al., 2006; Yokoyama et al., 2007; Argyros et al., 2008; Ishida et al., 2008). Hier
wurde als Ursache eine Fehlbildung des Xylems festgestellt, wobei ausschlielich Proto- jedoch kein
Metaxylem gebildet wird. Des Weiteren wurde auch gezeigt, das sich die Adventivwurzeln dieser
Mutante trotzdem normal entwickeln (Hutchison et al., 2006). Aufgrunddessen wurde die
Xylemstruktur in 35S:CKX7 transgenen Wurzeln mittels Fuchsinfarbung untersucht. Mit Fuchsin l&sst

sich spezifisch verholztes Gewebe anférben (Kraus et al., 1998) und die unterschiedliche Starke der
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Verholzung von Proto- und Metaxylem flhren zu individuellen Farbemustern beider Xylemformen. In
Wurzeln des WT konnte mittels konfokaler Mikroskopie eindeutig Proto- und Metaxylem
nachgewiesen werden (Abbildung 15a). Durch die grofReren Abstdnde der spiralférmigen
Ligninstrukturen im Protoxylem war dieses eindeutig vom Metaxylem zu unterscheiden. In Wurzeln
35S:CKX7 transgener Keimlinge zeigte sich nach Fuchsinfarbung, dass das Xylem ausschlief3lich in

Protoxylem entwickelt war (Abbildung 15b), genau wie in den oben genannten Mutanten.

Abbildung 15: Fuchsinfarbung der Primarwurzel von 35S:CKX7 transgenen Arabidopsis Keimlingen im
Vergleich zum Wildtyp.

Anstelle einer Differenzierung in Proto- und Metaxylem wie in der WT Primarwurzel (a), zeigen die
Priméarwurzeln von 35S:CKX7 transgenen Pflanzen ausschliellich eine Differenzierung in Protoxylem (b). Die
Bilder wurden 6 DAG mittels konfokaler Mikroskopie erstellt. Fuchsin farbt verholzte Gewebe wie das Xylem
und fuhrt bei verschiedenem Verholzungsgrad zu individuellen Farbemustern. Mx - Metaxylem; Px -
Protoxylem.

3.3.5.,5 In Columellazellen von 35S:CKX7 transgenen Pflanzen gibt es im Alter von neun Tagen
keine Starke mehr

In den Zellen der Wurzelhaube (Columella) akropetal vom Meristem und dem ruhendem Zentrum
befinden sich Starkekdrner zur Vermittlung des gravitropen Reizes. In den Columellainitialen, welche
direkt an das ruhende Zentrum angrenzen, gibt es keine Starkekorner (siehe Pfeil in Abbildung 16a).
Diese Columellainitialen bleiben undifferenziert und dienen als Stammzellen fiir die Columella. Die
Zellen der Columella sterben relativ schnell ab und verschleimen, um es der Wurzelspitze leichter zu
machen, in den sie umgebenden Boden einzudringen. Entfernt man die Zellen des Ruhenden
Zentrums, fuhrt dies zum Verlust der Stammzellidentitat aller angrenzenden Initialen unter anderem

auch der Columellainitialen (Scheres et al., 2002). Dies fluhrt zur Differenzierung der
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Columellainitialen und zur Bildung von Starkekdrnern in diesen Zellen (van den Berg et al., 1997).
Demnach kann eine Starkebildung als Zeichen fir Differenzierung im Vergleich zu den
undifferenzierten Zellen der Initialen gelten. Starke lasst sich leicht durch eine Jod-Kaliumjodid-
Farbung mit Lugol’scher Ldésung nachweisen. Wéren die Columellainitialen oder das Ruhende
Zentrum in 35S:CKX7 transgenen Wurzeln ausdifferenziert und somit der Grund flr der Termination
der Zellteilung in der Wurzelspitze, so wadre demnach ihre Stdke durch Lugol’sche Farbung
nachweisbar. Diese Farbung wurde im WT und den 35S:CKX7 transgenen Wurzeln neun DAG
durchgefiihrt (Abbildung 16).

Abbildung 16: Starkenachweis in der Columella durch Lugol’sche Farbung.

Die Lugol’sche Farbung weist Starke in Columellazellen der WT Wurzel (a) und in keine Starke in Wurzeln der
Linie 35S:CKX7-93-6 (b) 9 DAG nach. 5 DAG war jedoch noch eine Farbung vorhanden (c). Der Pfeil markiert
die Columellainitialen. MaReinheit = 50 um

In der Wurzelspitze des WT konnte 9 DAG Stérke in den Columellazellen, jedoch nicht in den
Initialen nachgewiesen werden (Abbildung 16a). Interessanterweise war in der Wurzelspitze von
35S:CKX7 transgenen Keimlingen 9 DAG weder in der Columella, noch in anderen Zellen Stérke
nachweisbar (Abbildung 16b). Dass die Columellazellen von 35S:CKX7 transgenen Keimlingen an
sich jedoch Starkekorner bilden kénnen, wurde in jiingeren Keimlingen nachgewiesen. Bis zu einem
Alter von 5 DAG war Stérke in den Columellazellen vorhanden (Abbildung 16c¢). Man erkennt zudem,
dass bis zu diesem Zeitpunkt die Initialen nicht ausdifferenziert sind, da in diesen keine Stérke
vorhanden ist. Zusétzlich war die Expression eines Markergens des Ruhenden Zentrums im
Wurzelmeristem von 35S:CKX7 transgenen Keimlingen 6 DAG nicht verdndert (nicht gezeigt). Ein
Ausdifferenzieren der Columellainitialen konnte deshalb nur bis zu einem Alter von 6 DAG als
Ursache fur die Termination des Primarwurzelwachstums ausgeschlossen werden. 9 DAG waren zwar
die Initialen nicht gefarbt, jedoch auch die restlichen Columellazellen aus ungeklarter Ursache ebenso

wenig.
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3.3.5.6 Analyse der Aktivitat spezifischer Markergene in der Primarwurzel von 35:CKX7
transgenen Pflanzen

Eine verkirzte Primarwurzel, die das Wachstum vollstandig eingestellt hat, kénnte neben einer
eingestellten Aktivitat des Wurzelmeristems auch auf einen vollstdndigen Verlust des Meristems oder
ein Ausdifferenzieren der Stammzellen zuriickzufuhren sein. Der geringere Durchmesser kénnte das
Fehlen oder die Fehlbildung einer oder mehrerer Zelllinien in der Wurzel anzeigen. Um weitere
mogliche Ursachen des Primarwurzelphénotyps von 35S:CKX7 transgenen Pflanzen aufzudecken,
wurde die Aktivitat und die Expression von Cytokininantwortgenen und Markergenen verschiedener

Zelltypen der Wurzel im Hintergrund 35S:CKX7 transgener Pflanzen und WT Pflanzen untersucht.

In 35S:CKX7 transgenen Pflanzen ist die Expression der cytokininregulierten Reportergene
ARR5:GUS, CKX4:GUS und CKX6:GUS reduziert

ARRS ist ein durch Cytokinin positiv reguliertes Gen (D'Agostino et al., 2000). Die Expressionsstarke
eines Cytokininantwortgens kann sowohl den Cytokiningehalt als auch die Cytokininsensitivitat
widerspiegeln (Werner et al., 2003; Nishimura et al., 2004; Hutchison et al., 2006; Argyros et al.,
2008). Der Vergleich der Expressionsstarke eines ARR5:GUS Reportergens in verschiedenen
Genotypen und Geweben wurde deshalb als MaR fiir die Stirke der Cytokininantwort bzw. des
Cytokiningehaltes im untersuchten Genotyp verwendet. In cytokinindefizienten Arabidopsis
Keimlingen, die CKX1 unter der Kontrolle des 35S Promotors exprimieren, wurde eine reduzierte
Expression von ARR5:GUS bereits beschrieben (Werner et al., 2003). Die Expression von ARR5:GUS
wurde in 35S:CKX7 transgenen Keimlingen vergleichend zum WT an finf Zeitpunkten von der
Keimung bis 6 DAG untersucht. Die enzymatische Aktivitdt des GUS Enzyms wurde anhand einer
GUS-Férbung untersucht und die Stirke der Farbung sowie das Farbemuster mit denen im WT
Hintergrund verglichen (Abbildung 17). Die Féarbung in den 35S:CKX7 transgenen Wurzeln
(Abbildung 17b) war von der Keimung an zu jedem untersuchten Zeitpunkt deutlich geringer als im
WT (Abbildung 17a). Dies betraf vor allem die Farbung in der Columella. Zusétzlich war die im WT
Hintergrund vorhandene Farbung des Leitgewebes (Abbildung 17a) in 35S:CKX7 transgenen Wurzeln
tiberhaupt nicht vorhanden (Abbildung 17b). Die reduzierte ARR5:GUS Expression in 35S:CKX7
transgenen Wurzeln ist ein weiterer Hinweis auf die bereits durch die Cytokininmessungen (Kapitel

3.3.3) belegte Cytokinindefizienz.
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Abbildung 17: Expression von ARR5:GUS in der Wurzel von WT und 35S:CKX7 transgenen Keimlingen.
Das ARR5:GUS Reportergen ist im WT Hintergrund (a) in der Wurzelspitze und im Leitgewebe exprimiert. In
35S:CKX7 transgenen Keimlingen (b) ist die ARR5:GUS Expression stark reduziert und nur in der Wurzelspitze
nachweisbar. Von links nach rechts 1, 2, 3, 5 und 6 DAG. MaReinheit = 100 pm.

In 35S:CKX7 transgenen Keimlingen wurde zusétzlich auch die Expression der Reportergene
CKX4:GUS und CKX6:GUS untersucht. Beide Gene sind positiv durch Cytokinin reguliert (Kéllmer,
2004; Werner et al., 2006). Ahnlich wie in den Kreuzungen mit ARR5:GUS konnte auch hier eine
schwéchere GUS Farbung verzeichnet werden (Daten nicht gezeigt), die die Cytokinindefizienz erneut
belegt. Neben der schwécheren Féarbung konnte keine Veranderung im jeweiligen Farbemuster

festgestellt werden.

Die Expression des Markers QC184 fur das Ruhende Zentrum ist im Wurzelmeristem von 35S:CKX7
transgenen Pflanzen nicht verandert

In der Markerlinie QC184 sind durch GUS Farbung spezifisch die Zellen des Ruhenden Zentrums
markierbar (Sabatini et al., 2003). Die Expression von QC184:GUS wurde im WT Hintergrund und in
35S:CKX7 transgenen Keimlingen untersucht (Abbildung 18). Die Farbung der Zellen zeigt in
35S:CKX7 transgenen Keimlingen ein vergleichbares Bild wie im WT. Da die Kreuzung der
Markerlinie mit der Linie 35S:CKX7-93 nur in der F1 Generation dokumentiert wurde, ist der
heterozygote Zustand des Markergens in den 35S:CKX7 transgenen Keimlingen ein mdglicher Grund
fur die schwéchere GUS Farbung im Vergleich zur homozygoten Markerlinie. Die Identitat der Zellen
des Ruhenden Zentrums ist demnach nicht verandert und somit vermutlich auch nicht der Grund fur

die frihere Termination der Zellteilung im Wurzelmeristem von 35S:CKX7 transgenen Keimlingen.
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(@) (b)

Abbildung 18: Analyse des Markers QC184 fiir das Ruhenden Zentrum durch GUS-Farbung in WT und
35S:CKX7 transgenen Keimlingen.

In der Markerlinie QC184 (a) sind die Zellen des Ruhenden Zentrums nach GUS-Férbung spezifisch markiert.
Keimlinge der Kreuzung von 35S:CKX7-93 mit QC184 (b) zeigen das gleiche Farbemuster, jedoch mit
geringerer Intensitat. Analysiert wurde die F1-Generation. Die Farbung wurde 6 DAG durchgefiihrt, Malieinheit
=100 pm.

Analyse des Cortex und der Endodermiszelllinie anhand der Markerlinie J0571

Neben einer veranderten Xylemstruktur (Kapitel 3.3.5.4) kdnnte auch eine \Verénderung weiterer
Zelllinien in der Wurzel zum verringerten Durchmesser der Primédrwurzel 35S:CKX7 transgener
Keimlinge beitragen (Kapitel 3.3.5.1 und Abbildung 11). Der Wurzelmarker J0571 (NASC N9094)
wurde fur die  Untersuchung der Cortex- und Endodermisidentitit  ausgewahlt

(http://www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/Home.html). In JO571-Pflanzen ist eine T-DNA, auf der das

synthetische mGAL4-V16-Gen lokalisiert ist, im Genom in aktivierender N&he eines transkriptionellen
Enhancers inseriert. Das mGAL4-V16 Protein wird deshalb nur in Zellen exprimiert, in denen dieser
Enhancer aktiv ist. Das mMGAL4-V16 Protein bindet als transkriptioneller Aktivator an eine durch
GAL4-Bindung aktivierbare Sequenz des Promotors (GAL4-UAS-Promotor) unter dessen Kontrolle
das Reportergen GFP auf der gleichen T-DNA lokalisiert ist (Haseloff und Hodge, 2001). Das fiihrt in
JO571-Pflanzen zur gewebespezifischen GFP-Expression im Cortex und der Endodermis (Abbildung
19a, b).

Der Wurzelmarker J0571 wurde im genetischen Hintergrund von 35S:CKX7 transgenen Keimlingen
untersucht (Abbildung 19c¢, d). Es war hier im \ergleich zum WT, bei dem mit Cortex- und
Endodermis zwei Zelllinien angefarbt waren, nur eine Zellline durch eine GFP-Fluoreszenz markiert
(Abbildung 19c). In einer Uberlagerung des Fluoreszenzbildes mit dem Durchlichtbild konnte nicht
eindeutig nachgewiesen werden, um welche Zelllinie es sich bei den markierten Zellen handelte
(Abbildung 19d). Die GroRe der Zellen deutete jedoch darauf hin, dass die markierten Zellen

vermutlich Cortexzellen waren.
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Abbildung 19: Analyse des Cortex-/Endodermis-Markers J0571 in Wurzeln von 35S:CKX7 transgenen
Keimlingen im Vergleich zum WT-Hintergrund.

In der Wurzelmarkerlinie J0571 (a, b) zeigen Zellen des Cortex und der Endodermis spezifische GFP
Expression. In 35S:CKX7-93 transgenen Wurzeln (c, d) ist nur in einer Zelllinie GFP Expression detektierbar.
Gezeigt sind das Fluoreszenzmuster des Markers (a, ¢) im Hintergrund vom WT (a) und der Linie 35S:CKX7-93
(c) sowie eine Uberlagerung des Fluoreszenzbildes mit dem jeweiligen Durchlichtbild des WT (b) und
35S:CKX7-93 transgener Wurzeln (d). Die MaReinheit entspricht 100 um. Die Bilder wurden mittels konfokaler
Mikroskopie von Keimlingen 6 DAG erstellt.

3.3.6  Komplementationsversuche des Primarwurzelphanotyps 35S:CKX7 transgener
Keimlinge durch exogene Zugabe von Phytohormonen

Der Primarwurzelphdanotyp 35S:CKX7  transgener Keimlinge wird durch exogene
Phytohormonzugabe im Medium nicht komplementiert

Da die meisten Cytokinine in 35S:CKX7 transgenen Keimlingen stark reduziert waren (Kapitel 3.3.3),
wurde durch Fltterungsversuche mit Cytokinin und weiteren verschiedenen Phytohormonen versucht,
das reduzierte Primé&rwurzelwachstum von 35S:CKX7 transgenen Keimlingen wieder zu verstéarken.
Dazu wurden dem Kultivierungsmedium je zwei physiologisch wirksame Konzentrationen (siehe
Material und Methoden Punkt 2.5.3) von BA, iP, NAA, NPA als Auxintransportinhibitor, AgNO; als
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Ethyleninhibitor, MZOZ-Cl als CKX Inhibitor und iP-9-Glukosid als das am stérksten reduzierte
Cytokinin zugesetzt. Die Anwendung der Phytohormone im Medium erfolgte von Beginn der
Keimung an. Es war jedoch in keinem Fall mdglich, eine Verdnderung im Primérwurzelwachstum zu
bewirken (Daten nicht gezeigt). Der jeweils als Kontrolle mitgefiihrte WT zeigte die zu dem jeweilig
verwendeten Hormon erwartete Reaktion der Wurzel, wie zum Beispiel ein verringertes Wachstum bei
Cytokininen, dem Ethylen- und dem CKX Inhibitor, vermehrte Bildung von Lateralwurzeln bei Auxin
sowie veréndertes gravitropes Verhalten bei dem Auxintransportinhibitor (Daten nicht gezeigt). Diese
Reaktionen konnten durch die fehlende Entwicklung der Primérwurzel in 35S:CKX7 transgenen

Keimlingen nicht beobachtet werden.

Der Primarwurzelphanotyp 35S:CKX7 transgener Keimlinge wird durch exogene
Phytohormonbehandlung von Bliten nicht komplementiert

Da die Behandlung der 35S:CKX7 transgenen Keimlinge mit verschiedenen Phytohormonen keine
Verstarkung des Primdrwurzelwachstums bewirkt hat, ist nicht auszuschlielen, dass die
Cytokinindefizienz schon sehr friih in der Entwicklung der Keimlingswurzel eine hemmende Rolle
spielt und bereits die Struktur und Entwicklung der Radikula beeinflusst. Dieser Zeitpunkt ist
mdoglicherweise direkt nach den ersten Zellteilungen der Zygote in der Samenanlage der Blute zu
suchen. Zusatzlich ist wichtig, dass der Embryo von maternalem Gewebe versorgt wird, welches selbst
Cytokinindefizienz aufweist. Mdglicherweise hat der Cytokiningehalt im maternalen Gewebe einen
Einfluss auf die friihe Entwicklung der Keimlingswurzel. Daher wurde versucht, bereits zu diesem
friihen Zeitpunkt nach der Befruchtung das umgebene Gewebe mit dem mdglicherweise fehlenden
Cytokinin zu versorgen. Hierzu wurde cis-Zeatin, trans-Zeatin, Benzyladenin und der CKX Inhibitor
MZ0OZ-CI ausgewdhlt. Es wurden Bliten von 35S:CKX7 transgenen Pflanzen kurz vor und nach der
Befruchtung mit einer cytokininhaltigen Losung infiltriert. Die aus diesen Bliten hervorgegangenen
Samen wurden zusétzlich direkt auf Medium ausgebracht, welches das gleiche Cytokinin enthielt, mit
dem zuvor die Bliten infiltriert wurden. Keine der untersuchten Bedingungen fiihrte zu einer

Verstarkung des Primarwurzelwachstums der 35S:CKX7 transgenen Keimlinge (Daten nicht gezeigt).

3.3.7  Komplementationsversuche des Primarwurzelphanotyps 35S:CKX7 transgener
Keimlinge durch Kreuzungen mit Mutanten des Cytokininsignalweges

Der Priméarwurzelphdnotyp 35S:CKX7 transgener Keimlinge wird durch Ausschalten von AHK4
unterdriickt

Die Wahrnehmung und Weiterleitung des Cytokininsignals in Arabidopsis erfolgt mittels des in der
Einleitung beschriebenen Zwei-Komponenten-Signalsystems. An dessen Anfang stehen die drei
Cytokininrezeptoren AHK2, AHK3 und AHK4/CRE1/WOL (AHK4). AHK4 hat als einziger der drei
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Rezeptoren neben der Kinase-Aktivitat bei geringer Cytokininkonzentration auch Phosphatase-
Aktivitdt (Ma&honen et al., 2006b). Somit ist dieser Rezeptor nicht nur in der Lage, AHPs zu
phosphorylieren, sondern durch Dephosphorylierung der AHPs, die Stirke der Signalweiterleitung zu
reduzieren. Die den AHPs entzogenen Phosphatreste konnen dann auch solche sein, die
moglicherweise durch einen der anderen Rezeptoren auf die AHPs Ubertragen wurden. Somit kann
AHK4 mdglicherweise unter geringen Cytokininkonzentrationen, wie sie nachgewiesenermalien in
35S:CKX7 transgenen Pflanzen vorliegen, das Signalsystem negativ regulieren. Dabei spielt neben der
Expression der drei Rezeptoren in verschiedenen Organen der Pflanze (Higuchi et al., 2004;
Nishimura et al., 2004) eventuell auch deren Ligandenspezifitit eine Rolle (Spichal et al., 2004;
Romanov et al., 2006). AHK4 wird vermutlich nur dann als Phosphatase wirken, wenn wenig oder
kein Cytokinin des Typs vorliegt, welches dieser Rezeptor préferentiell bindet. Somit kann die
Signalwirkung ausgehend von den zwei anderen Rezeptoren unter solchen speziellen Bedingungen
abgeschwdacht werden.

In der Mutante wol wird der Rezeptor durch die dort vorliegende Mutation dauerhaft in die
Konformation versetzt, in der er als Phosphatase wirkt. Diese Konformation tritt normalerweise nur
ein, wenn kein Cytokinin gebunden wird. Dies fuhrt zu der bekannten Fehlbildung des Xylems
(Mahonen et al., 2000), wie sie auch in 35S:CKX7 Wurzeln vorliegt (Abbildung 15). AHK4 liegt in
35S:CKX7 transgenen Pflanzen aufgrund der geringen Cytokininkonzentration moglicherweise wie in
wol Uberwiegend als Phosphatase vor. Um diese Phosphatase-Aktivitdt von AHK4 zu unterdriicken,
wurde in 35S:CKX7 transgene Pflanzen durch Kreuzung das T-DNA-Insertionsallel crel-2 (Inoue et
al., 2001) eingebracht. Es bestand die Erwartung, dass die verbleibende Cytokininsignalweiterleitung
tber AHK2 und AHK3 dadurch verstarkt wird, was zu einer Unterdriickung der Xylemfehlbildung
fihren koénnte.

Doppelt homozygote Pflanzen der Linie crel-2, 35S:CKX7-GFP_5-43 wurden durch Selektion auf
Hygromycin identifiziert. Der Genotyp von F2 Individuen wurde mittels spezifischer PCR-Nachweise
fur 35S:CKX7 und der T-DNA in AHK4 anhand von Nachkommen der 3. Generation bestimmt (Daten
nicht gezeigt). Die Pflanzen der Linie crel-2, 35S:CKX7-GFP_5-43 zeigten genau den erwarteten
Phéanotyp. Die Keimlinge bildeten eine Primarwurzel, die nicht nach sechs Tagen ihr L&ngenwachstum

einstellte und zudem in der Lage war, Lateralwurzeln zu entwickeln (Abbildung 20a).



80 - ERGEBNISSE - Teil I

(a) 358:CKX7-GFP crel-2 cre1-2, 35S:CKX7-GFP_5-43

(b) CKX Aktivitat

Keimling

pmol / mg Protein * s

Abbildung 20: Auswirkungen des Funktionsverlustes von Cytokininrezeptoren in 35S:CKX7-GFP
transgenen Keimlingen.

Das Fehlen von AHK4 in crel-2, 35S:CKX7-GFP transgenen Keimlingen unterdriickt den CKX7-
Primdrwurzeldefekt (a). Das reduzierte Léngenwachstum wird in verschieden starker Ausprigung in den
Nachkommen (4. bis 8. von links) kompensiert. Alter der Keimlinge 18 DAG. Die MaBeinheit entspricht 1,5 cm.
Die CKX Aktivitit (b) ist trotz Reversion des Primdrwurzelphénotyps in crel-2, 35S:CKX7-GFP transgenen
Keimlingen hoch.
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Die Unterdriickung des Primarwurzelphanotyps ging einher mit einer normale Xylemdifferenzierung
(nicht gezeigt), jedoch war die erreichte Lange der Primérwurzel in den verschiedenen homozygoten
Nachkommen einer Kreuzungslinie verschieden.

Zum Vergleich und zur zusétzlichen Uberpriifung der Hypothese iiber die Sonderrolle von AHK4
wurden die dquivalenten Kreuzungen von 35S:CKX7-GFP transgenen Pflanzen auch mit T-DNA
Insertionsmutanten von AHK2 und AHK3 (Riefler et al., 2006) durchgefiihrt. Der Erwartung
entsprechend konnte ein Ausschalten von AHK2 oder AHK3 in 35S:CKX7 transgenen Keimlingen
keine Unterdriickung der Xylemfehldifferenzierung bewirken und demnach auch keine Kompensation
des Primarwurzeldefektes (Daten nicht gezeigt).

Die Unterdriickung des Phanotyps konnte mdglicherweise nur aufgetreten sein, weil durch die
Kreuzung ein weiterer 35S Promotor in der gleichen Pflanze aktiv war und somit eventuell die
Expressionsstarke von CKX7 durch transgene silencing reduziert wurde. Allerdings zeigten auch die
Linien 35S:CKX7-92 und -93 mit sehr geringer CKX7-Aktivitdt (Abbildung 7) den beschriebenen
Waurzelphdnotyp. Um transgene silencing als Ursache fir die beobachtete Reversion des
Primarwurzelphénotyps auszuschlieBen, wurde die Enzymaktivitdt homozygoter Keimlinge der Linie
crel-2, 35S:CKX7-GFP_5-43 im Vergleich zur Ausgangslinie 35S:CKX7-GFP und den
Kreuzungsnachkommen mit den anderen Rezeptormutanten gemessen (Abbildung 20b).

In allen untersuchten Linien war die CKX Aktivitat signifikant hoher als im WT. Es wurde also in
keiner Linie das Transgen vollstdndig unterdriickt. Die CKX Aktivitat war in den homozygoten
Pflanzen der Linie crel-2, CKX7-GFP_5-43 etwas geringer (ca. 12 bzw. 17 pmol / mg Protein * s in
Keimlingen bzw. Rosettenmaterial) als in 35S:CKX7-GFP transgenen Pflanzen (ca. 24 pmol / mg
Protein * s) (Abbildung 20b). Jedoch selbst die Linie ahk3, CKX7-GFP_2-1, die eine noch geringere
CKX Aktivitat als die Linie crel-2, CKX7-GFP_5-43 aufwies, ndmlich ca. 5 pmol / mg Protein * s in
Keimlingen, zeigte den beschriebenen Primdrwurzeldefekt. Ein Abschalten des Transgens konnte
somit als Ursache fir die Reversion des Wurzelph&notyps in crel-2, 35S:CKX7-GFP transgenen

Pflanzen ausgeschlossen werden.

Der Primarwurzelphanotyp 35S:CKX7 transgener Keimlinge wird durch Ausschalten von AHP6
unterdriickt

Wie bereits in der Einleitung beschrieben wurde, ist AHP6 ein so genanntes Pseudo-
Phosphotransmitterprotein  (pAHP), welches keine Phosphatreste von den Histidin-Kinasen
tibernehmen kann, jedoch, vermutlich durch Interaktion mit den AHKSs und den ARRs, die Signalkette
in Konkurrenz zu den aktiven AHPs negativ reguliert. AHP6 ist also ein negativer Regulator der
Cytokininsignaltransduktion (Mahonen et al., 2006a). Ebenso wie durch Ausschalten von AHK4 sollte
demnach auch durch Ausschalten von AHP6 die Weiterleitung des Cytokininsignals verstarkt werden

kénnen. Alle Phosphatreste, die der Signalkette zuvor durch Abgabe an AHP6 nicht als Aktivatoren



.82- ERGEBNISSE - Teil |

der Response-Regulatoren zur Verfligung standen, wirden nun ausschlieflich an aktive AHPs
weitergegeben und kénnten so die Starke des weitergeleiteten Cytokininsignal erhéhen. Aufgrund
dessen bestand auch in diesem Experiment die Erwartung, dass durch Kreuzung mit der T-DNA-
Insertionsmutante ahp6-3 der Priméarwurzeldefekt von 35S:CKX7-GFP transgenen Pflanzen
unterdriickt werden konnte. Durch Ausschalten dieses pAHPs ist es bereits gelungen, die
Fehldifferenzierung des Xylems von wol Keimlingen zu unterdriicken (Mahonen et al., 2000;
Méhonen et al., 2006a).

Die mittels PCR-Genotypisierung identifizierten homozygoten Nachkommen der Kreuzung aus ahp6-
3 und 35S:CKX7-93-6 zeigten wie vermutet eine Unterdriickung des Primarwurzeldefektes
(Abbildung 21a). Die Primérwurzel erreichte ca. 70% der Lange von WT Wurzeln bzw. die der ahp6-3
Pflanzen und bildete Lateralwurzeln aus. Auch in diesen Pflanzen konnte noch eine signifikant erhéhte
CKX Aktivitat gemessen werden (Abbildung 21b). Nachkommen der Kreuzung von ahp6-3 mit der
Linie 35S:CKX7-GFP-26 zeigten ebenso eine Unterdriickung des Primarwurzelphénotyps (Daten
nicht gezeigt) und die CKX Aktivitadt war auch in diesen Pflanzen immer noch erhdht (Abbildung
21b). In 35S:CKX7-GFP transgenen Pflanzen wurden CKX Aktivitatswerte zwischen 25 und 29 pmol
/ mg Protein * s gemessen. In den homozygoten Kreuzungsnachkommen wurde zwar eine geringere
CKX Aktivitat von 2,5 -5 pmol / mg Protein * s gemessen, diese Werte sind jedoch immer noch mehr
als 10-fach hoher als im WT. Die Linie 35S:CKX7-93 hatte zudem bei nur 0,2 pmol / mg Protein * s
bereits den Primérwurzelphanotyp ausgebildet. Ein Abschalten des Transgens als Ursache fir die

partielle Reversion des Wurzelph&notyps konnte also auch in diesem Fall ausgeschlossen werden.
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Abbildung 21: Auswirkungen des Ausschalten von AHP6 auf den Phinotyp und die CKX Aktivitiit in
358:CKX7 transgenen Pflanzen.

Durch Kreuzung mit der T-DNA Insertionsmutante akhp6-3 ist in 35S:CKX7 transgenen Keimlingen der
Primédrwurzeldefekt partiell wieder aufgehoben worden (a). Gezeigt sind je drei Keimlinge des WT, der beiden
Elternlinien sowie der homozygoten Doppelmutante ahp6-3, 355:CKX7-93, 20 DAG. Die CKX Aktivitdt (b) ist
in homozygoten Kreuzungsnachkommen immer noch stark erhoht. Untersucht wurden Keimlinge zum gleichen
entwicklungsbiologischen Zeitpunkt (ca. 6 gebildete Rosettenblittern) sowie Rosetten blithender Pflanzen, die
noch keine Seneszenzsymptome zeigten. Die Maf3einheit entspricht 1 cm.
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3.3.8  Analyse CKX7 uberexprimierender Tabakpflanzen

In 35S:CKX7 transgenen Tabakpflanzen ist die CKX Aktivitat erhoht

Durch Uberexpression von CKX7 in Arabidopsis und der Messung erhéhter CKX Aktivititswerte in
den transgenen Pflanzen wurde nachgewiesen, das CKX7 eine aktive CKX ist (Kapitel 3.3.2). Um
dieses Ergebnisse zu untermauern, wurde CKX7 auch heterolog in Tabak unter der Kontrolle des 35S
Promotors exprimiert. Zum einen wurde die CKX Aktivitét in den transgenen Pflanzen untersucht und
zum anderen deren Phé&notyp mit cytokinindefizienten Tabakpflanzen, die die Arabidopsis Gene
CKX1-CKX4 Uberexprimieren (Werner et al., 2001), verglichen. Diese cytokinindefizienten
Tabakpflanzen zeigen vergleichbare Phénotypen wie cytokinindefiziente Arabidopsis Pflanzen, die
CKX1-CKX4 uberexprimieren (Werner et al., 2003). Sie besitzen eine verringerte Sprossgréfe und
verstarktes Wurzelwachstum (Werner et al., 2001).

35S:CKX7 transgene Tabakpflanzen wurden erhalten, indem Pflanzen der Varietdt SNN mit binéren
Pflanzenvektoren, die CKX7 bzw. CKX7-GFP unter der Kontrolle des 35S Promotor enthalten,
transformiert wurden. Die Regeneration transformierter Blattexplantate flihrte zu 60 bzw. 95
Primartransformanden der Linien 35S:CKX7 bzw. 35S:CKX7-GFP. In jeweils 30% der Linien wurden
in der ersten Generation verglichen zum WT erhohte CKX Aktivitaten gemessen (Daten nicht gezeigt).
In einigen ausgewahlten 35S:CKX7 und 35S:CKX7-GFP transgenen Tabaklinien wurde die
Transkription von CKX7 mittels Northern Blot-Analyse nachgewiesen (Abbildung 22a). In den
untersuchten Linien wurde CKX7 verschieden stark exprimiert. In WT Tabakpflanzen konnte kein
CKX7 Transkript detektiert werden. In den untersuchten Linien wurde zudem in der néchsten
Generation die CKX Aktivitat gemessen (Abbildung 22b). Die gemessenen Aktivitaten lagen zwischen
0,11 und 0,44 pmol * st* mg Protein™ und damit 15- und 60-fach hoher als die des WT. Die Stirke

der CKX Aktivitat in den einzelnen Linien korrelierte mit der Stirke der Expression von CKX7.
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Abbildung 22: Nachweis des CKX7 Transkriptes und Messung der CKX-Aktivitat in 35S:CKX7 und
35S:CKX7-GFP transgenen Tabakpflanzen.

Die Detektion des CKX7 Transkriptes erfolgte in Tabakkeimlingen mittels Northern Blot-Analyse (a). Als
Ladekontrolle ist die rRNA (untere Reihe) gezeigt. Die CKX Aktivitat von Priméartransformanden (b) wurde in
Laubbléttern bliihender Pflanzen gemessen. Die CKX Enzymaktivitat ist im WT nur sehr gering. In transgenen
Linien, die das CKX7 Gen unter Kontrolle des 35S Promoters exprimieren, ist die Enzymaktivitat stark erhoht.
Die Aktivitat ist angegeben in der Menge Produkt je mg Protein und Sekunde fiir die Spaltung von iP in Adenin
und 3-Methyl-2-Butenal. Dargestellt sind Einzelmessungen.

—
pmol/mg Protein*s (pkat)g

CKX7 Uberexprimierende Tabakpflanzen haben einen spezifischen Phanotyp

Zundchst ist festzuhalten, dass keine der untersuchten Linien einen Wurzelph&notyp aufwies, der dem
der CKX7 (berexprimierenden Arabidopsis Pflanzen &hnelte. Die Tabakpflanzen hatten kein
reduziertes Wurzelwachstum im Vergleich zum WT. Wahrend der Keimlingsphase konnten in vitro
sogar signifikant langere Primérwurzeln im Vergleich zum WT festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Die Verzweigung der Wurzeln wurde nicht untersucht. Die Blattentwicklung von Keimlingen
zeigte keinen Unterschied zum WT.

Einige auffallige Merkmalsveranderungen wurden jedoch an den adulten transgenen Pflanzen
beobachtet. So war zum Beispiel die Apikaldominanz verdndert. CKX7 (berexprimierende
Tabakpflanzen bildeten laterale Sprosse, die aus den Blattachseln an der Hauptsprossachse
entsprangen (Abbildung 23a). In WT Pflanzen von Tabak wurde solch ein Auswachsen lateraler
Knospen nicht beobachtet. Eine groRe Zahl der untersuchten Pflanzen bildete sehr wenig oder gar
keinen Pollen (Abbildung 23b). Die verminderte Pollenbildung korrelierte mit der Stirke der CKX
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Aktivitat, denn nur Pflanzen mit hoher CKX Aktivitat bildeten wenig oder keinen Pollen. Die
Blattform der CKX7 (berexprimierenden Tabakpflanzen war schmaler als beim WT (Abbildung 23c)
und wurde so auch bei Tabakpflanzen beobachtet, die andere CKX Gene aus Arabidopsis

tberexprimieren (Werner et al., 2001).

Abbildung 23: Sprossphénotyp 35S:CKX7 transgener Tabakpflanzen.

In 35S:CKX7 transgenen Tabakpflanzen ist die Apikaldominanz (a), die Pollenbildung (b) sowie die Breite der
Laubblatter (c) reduziert. Der Pfeil zeigt auf einen lateralen Spross. Der WT ist jeweils links im Bild dargestellt.
Die MaReinheit entspricht 15 cm in (a), 1 cmin (b) und 10 cm in (c).

In den 35S:CKX7 transgenen Tabakpflanzen waren der Zeitpunkt und die Dauer der Blitenbildung
verandert. Der Ansatz der Blite erstreckte sich im WT in einer Gruppe von zehn Pflanzen lber
maximal zwei Tage. Bei 35S:CKX7 transgenen Tabakpflanzen setzte die Blitenbildung bei einigen
Linien bis zu funf Tage nach dem WT ein und erstreckte sich tber einen Zeitraum von bis zu 20 Tagen

(Daten nicht gezeigt).

3.3.9  Vergleich von Arabidopsis Pflanzen, die CKX2 ektopisch im Zytoplasma
exprimieren mit CKX7 tiberexprimierender Pflanzen

Der Phdnotyp von 35:CKX7 transgenen Arabidopsis Pflanzen unterschied sich wesentlich von dem der
Pflanzen, die andere CKX Gene aus Arabidopsis Uberexprimieren (Werner et al., 2003) und zwar
hauptsdchlich in Bezug auf den Wurzelphdnotyp. Zum Beispiel war in 35S:CKX1 transgenen
Arabidopsis Pflanzen das Wurzelmeristem gréer was zur Bildung l&ngerer und stérker verzweigter

Wurzeln fuhrte. Zudem war eine erhéhte Anzahl Zelllinien von Endodermis und Epidermis vorhanden.
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Samtliche Zelltypen der Wurzel einschlie8lich der Xylem- und Phloemzellen waren radial vergréRert
(Werner et al., 2003). In der Primérwurzel von 35S:CKX7 transgenen Arabidopsis Pflanzen war der
Durchmesser hingegen reduziert da kein Metaxylem gebildet wurde. Zuséatzlich wurde das
Langenwachstum eingestellt und es wurden keine Lateralwurzeln von der Primérwurzel gebildet
(Kapitel 3.3.5).

Aufgrund dieser wesentlichen oder im Vergleich zum WT sogar kontrdren Wurzelphanotypen stellte
sich die Frage, warum die gleiche Ursache, ndmlich Cytokinindefizienz, in diesen Pflanzen eine so
verschiedene Wirkung hat. Es gibt einige Aspekte, in denen sich die Proteine der Familie
unterscheiden. Zum einen sind die Proteine in drei verschiedenen Kompartimenten der Zelle aktiv.
CKX2 und CKX4 wurden experimentell im ER lokalisiert (Werner et al., 2003). Sie werden
vermutlich durch Sekretion aus der Zelle transportiert und sind daher wahrscheinlich apoplastisch
aktiv. CKX1 wurde in der Vakuole nachgewiesen und CKX3 im Endomembransystem (Werner et al.,
2003). Nur CKX7 ist zytoplasmatisch lokalisiert, wie in Kapitel 3.2 beschrieben wurde. Demnach ist
denkbar, dass eine Reduktion von Cytokinin im Zytoplasma andere Entwicklungsprozesse beeinflusst,
als eine Reduktion auferhalb der Zelle. Es wurde zudem gezeigt, dass sich die CKX Proteine
beziiglich der von ihnen préferentiell abgebauten Cytokinine unterscheiden (Galuszka et al., 2007),
was ebenfalls als eine Ursachen fiir die unterschiedlichen Phénotypen in Frage kommt.

Um zu Uberprifen, ob die subzelluldre Lokalisation von CKX7 im Zytoplasma der Grund fur den
Wurzelphédnotyp 35S:CKX7 transgener Keimlinge ist, wurde versucht, das im WT apoplastisch
lokalisierte CKX2 Protein im Zytoplasma zu exprimieren. Dazu wurde CKX2 ohne die spezifische
Sequenz fir das sekretorische Signalpeptid (cCKX2) unter der Kontrolle des 35S Promotors
exprimiert. Zur Lokalisation des Proteins wurde cCKX2 zusétzlich mit der Sequenz des GFP-Gens
fusioniert (cCKX2-GFP). Ein Vergleich des Wurzelph&notyps erhaltener 35S:cCKX2 und 35S:cCKX2-
GFP transgener Pflanzen mit dem 35S:CKX7 transgener Pflanzen sollte Hinweise liefern, ob die
subzellulére Lokalisation des Proteins ausschlaggebend fir die Wirkung der dort produzierten
Cytokinindefizienz auf die Wurzelentwicklung ist.

In Arabidopsis wurden in drei unabh&ngigen Wiederholungen der Transformation mehr als 20
unabhangigen Transformanden je Konstrukt selektiert. Die 35S:cCKX2 und 35S:cCKX2-GFP
transgenen Pflanzen zeigten nicht den Priméarwurzelph&notyp von 35S:CKX7 transgenen Pflanzen.
Stattdessen wurde kein Unterschied zu 35S:CKX2 transgenen Pflanzen gefunden, die die vollstandige
Sequenz von CKX2 uUberexprimieren und deren Wurzelwachstum im Vergleich zum WT leicht
verstarkt ist (Werner et al., 2003). Bei einer Auswahl der Linien wurde die cCKX2 Expression mittels
Northern Blot-Analyse Uberprift (Abbildung 24).

In allen selektierten und getesteten Linien wurde in der Northern Blot-Analyse im Gegensatz zum WT
eine Bande detektiert. Das bedeutet, dass cCKX2 und cCKX2-GFP in den selektierten Linien

exprimiert wurden. Einige Spuren weisen einen starken Schmier unterhalb der zu erwartenden Bande
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auf, der vermutlich aus degradierten Transkripten bestand. In den Linien, in denen eine eindeutige
Bande detektiert wurde, zum Beispiel in beiden 355:cCKX2-GFP Linien und der Linie 35S:cCKX2-
BI-9, wurde aufgrund einer erhéhten cCKX2-Expression auch eine erhdhte CKX Aktivitdt erwartet.
Die gemessene CKX Aktivitit in diesen Linien war jedoch nicht hdoher als im WT (Daten nicht
gezeigt). Auch eine Detektion von GFP-Fluoreszenz war in den selektierten Linien nicht moglich.
Somit konnte die Expression von ¢cCKX2 nur auf Transkriptebene nachgewiesen werden. Die Bildung
des transgenen Proteins konnte weder anhand von CKX Aktivitdt noch anhand von GFP-Fluoreszenz
nachgewiesen werden, sodass eine Aussage iiber die Aktivitit von CKX2 im Zytoplasma nicht

moglich war.

35S:cCKX2-

355:0KX2
16:6

19:2
GFP-6:6
GFP-14-

WT

CKX2-GFP ——
CKX2 —_—

w: e me s

Abbildung 24: Detektion des CKX2 Transkriptes mittels Northern Blot-Analyse in cCKX2 und cCKX2-GFP
iiberexprimierenden Arabidopsis Pflanzen.

In allen transgenen Linien ist eine hohere Transkriptmenge von CKX2 als im WT vorhanden. Die Sonde war
homolog zu einem Bereich in CKX2, der auch in der um die Signalsequenz verkiirzten Form enthalten ist und
detektiert somit endogenes als auch transgenes CKX2, cCKX2 und cCKX2-GFP. Eine Hybridisierung mit einer
Sonde spezifisch fir ACTIN2 ist als Ladekontrolle gezeigt. Es wurden Keimlinge 10 DAG untersucht. Die
verschiedenen Nummern und Buchstaben der Linien resultieren aus mehreren unabhéngigen Primérselektionen.
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4, Ergebnisse Teil I1:

Analyse cytokininregulierter Gene fur Transkriptionsfaktoren

Zusétzlich zum Metabolismus von Cytokinin, welcher im ersten Teil der Arbeit untersucht wurde,
tragen auch die Signalweiterleitung von Cytokinin und dessen Einfluss auf mdgliche Zielgene dazu
bei, Pflanzenwachstum und -entwicklung zu regulieren.

Im zweiten Teil der Arbeit stand die Untersuchung von Zielgenen des Cytokininsignalweges im
Vordergrund. Aus Voruntersuchungen gewonnene Kandidatengene wurden mit dem Ziel untersucht,
sie in das komplexe Netzwerk bereits bekannter Komponenten der Cytokininwirkung einzugliedern
und ihre Funktion bei der Vermittlung der Cytokininwirkung aufzukléren. Dabei wurden Gene
ausgewahlt, die anhand ihrer Annotation in Datenbanken fiir Proteine mit einer DNA-Bindefahigkeit
kodieren und somit eine Funktion als potentielle Transkriptionsfaktoren besitzen kdnnten (siehe
Originaldaten aus Brenner et al., (2005) im Anhang).

Ausgangspunkt der Untersuchung stellte ein Experiment dar, in dem Arabidopsis WT Keimlinge flr
15 Minuten oder 120 Minuten mit dem Cytokinin Benzylaminopurin (BA) behandelt wurden. Mit
Hilfe einer Microarray-Analyse wurde das Transkriptom beider Untersuchungsgruppen mit dem von
unbehandelten WT Keimlingen verglichen. Dieser Vergleich fuhrte zur Identifizierung von 82 Genen
mit veranderter Transkription nach 15 Minuten Cytokininbehandlung und weit tber 1800 Genen mit
veranderter Transkription nach 120 Minuten Cytokininbehandlung (Brenner et al., 2005). Es wurden
nach  Cytokininbehandlung mehr als zwdlf Gene identifiziert, die flr potentielle
Transkriptionsfaktoren kodieren. Die Behandlung des WT mit Cytokinin fir 15 Minuten sollte
Aufschluss Uber die schnellen Verdnderungen der Genexpression geben. Durch einen Vergleich mit
den Ergebnissen nach zwei Stunden Cytokininbehandlung sollten Hinweise dariiber gewonnen
werden, wie lange diese Verdnderung der Genexpression anhalt. In diesem Experiment wurden auch
cytokinindefiziente Keimlinge, die CKX1 konstitutiv unter der Kontrolle des 35S Promotors
exprimieren, verwendet und dessen Transkriptom ebenfalls mit dem von unbehandelten WT
Keimlingen verglichen. Die Verwendung cytokinindefizienter Keimlinge sollte Aufschluss Uber die
langfristigen Anpassungen in der Expression der Gene geben (Brenner et al., 2005).

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die identifizierten potentiellen Transkriptionsfaktoren
untersucht, deren Transkriptmenge cytokininreguliert war. Es wurden zwei experimentelle Ansatze
verfolgt. In einem loss-of-function Ansatz wurde der Phanotyp von T-DNA-Insertionsmutanten der
identifizierten Gene und die Reaktion der Mutanten auf exogen appliziertes Cytokinin untersucht. In
einem gain-of-function Ansatz wurden vier der Gene unter der Kontrolle des 35S Promotors in
Arabidopsis Oberexprimiert. Der Phénotyp dieser Pflanzen wurde charakterisiert und ebenfalls die

Reaktion der transgenen Pflanzen auf exogen appliziertes Cytokinin untersucht.
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4.1 Auswahl der cytokininregulierten Gene mit potentieller Funktion als
Transkriptionsfaktor

Die analysierten Kandidatengene wurden nach mehreren Kriterien aus den Datensdtzen eines
Microarray-Experimentes ausgewéhlt (Brenner et al., 2005). Es wurden solche Gene ausgewahlt, die
nach BA-Behandlung eine mindestens zweifache Erhéhung oder eine mindestens flinffache Reduktion
der Transkriptmenge aufwiesen. Zudem wurde die Auswahl auf potentielle Transkriptionsfaktoren
begrenzt. Die auf diese Weise ermittelte Anzahl an Kandidatengenen wurde durch Literaturrecherchen
weiter eingegrenzt (Tabelle 5). Bereits charakterisierte Gene deren Funktion keine Verbindung zur
Cytokininsignaltransduktion erkennen lief3, wurden nicht weiter untersucht. Ein Grund dafir war zum
Beispiel, dass beschriebene Phanotypen von Mutanten der Gene keinerlei Ubereinstimmung mit
morphologischen Verdanderungen an Pflanzen mit erhéhtem oder reduziertem Cytokiningehalt hatten,
wie sie in der Einleitung beschrieben wurden. In Tabelle 5 sind potentiell cytokininregulierte
Transkriptionsfaktorgene aufgefiihrt. Drei der schnell hoch regulierten Gene (GATA22, bHLH64,
HAT22) und das nach 120 Minuten hoch regulierte Gen HAT4 wurden flr den gain-of-function Ansatz
ausgewahlt. HAT4 ist bereits ausfihrlich charakterisiert worden (Referenzen siehe in Tabelle 5). Der
Phénotyp von Mutanten dieses Gens erschien besonders interessant, da er dem Wurzelph&notyp von
35S:CKX1 transgenen Arabidopsis Pflanzen &hnelt. Arabidopsis Pflanzen mit reduzierter HAT4-
Expression haben eine l&ngere und starker verzweigte Primarwurzel als der WT (Schena et al., 1993;
Steindler et al., 1999). Alle Gene in Tabelle 5 wurden zudem fiur den loss-of-function Ansatz

verwendet.
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Tabelle 5: Gene mit erhéhter oder reduzierter Transkriptmenge nach Cytokininbehandlung.

Relative Anderung der
Annotation im Transkriptmenge .
Arabidopsis Genom Name im WT durch Literatur
Cgtokininbehandlung
(Reyes et al., 2004; Bi et al., 2005;
A GATA22 e Kiba et al., 2005; Manfield et al.,
2007)
At1g08810 MYB60 2,2 (Cominelli et al., 2005)
At4g37790 HAT22 2,4 (Ohgishi et al., 2001)
At2g18300 bHLH64 2,9 (Heim et al., 2003; Toledo-Ortiz et
al., 2003; Carabelli et al., 2007)
(Carabelli et al., 1993; Schena et al.,
1993; Carabelli et al., 1996;
e s e Steindler et al., 1999; Ohgishi et al.,
2001; Carabelli et al., 2007)
(Schindler et al., 1993; Carabelli et
At3g60390 HAT3 51 al.. 2007)
Atlg71030 MYBL2 5,6 keine Literatur; Annotation TAIR
At2g37430 ZAT11 <0,1 (Meissner und Michael, 1997)
At2g26150 HSFA2 <0,1 (Nishizawa et al., 2006; Schramm et
al., 2006; Charng et al., 2007)
At3g46130 MYB48 /111 0,1 (Oh et al., 2003; Yanhui et al., 2006)
At5g43520 CHP rich protein 0,1 keine Literatur; Annotation TAIR
At5g48560 bHLH78 0,1 (Toledo-Ortiz et al., 2003)
Die dargestellten Expressionswerte basieren auf den Daten eines Microarray-Versuchs (Brenner et al., 2005),
und waren der Ausgangspunkt fur die folgenden Untersuchungen. Die Transkriptmenge nach 15 bzw. 120,
Minuten Behandlung mit 5 uM Cytokinin wurde ins \erhéltnis gesetzt zur Transkriptmenge nach
Kontrollbehandlung. Sieben Tage alte Keimlinge wurden verwendet. TAIR — www.arabidopsis.org
O Erhéhung nach 15 Minuten ] Erhdhung nach 120 Minuten [ Reduktion nach 120 Minuten
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4.2 Untersuchung der cytokininabhéngigen Regulation der Kandidatengene

Die vier Gene GATA22, HAT22, HAT4 und bHLH64 (Tabelle 5) wurden fiir den gain-of-function
Ansatz ausgewahlt. Um die Ergebnisse der Microarray-Analyse (Brenner et al., 2005) zu Uberprifen,
wurden drei zusétzliche Methoden zur Analyse der cytokininabhéngigen Regulation der
Transkriptmenge der vier Kandidatengene verwendet. Diese unabhéngige Uberpriifung der Ergebnisse
wurde durchgefiihrt, um eine gesicherte Ausgangsposition fir weiterfihrende Experimente zu

erhalten.

4.2.1  Analyse der Transkriptmenge durch RT-PCR und Northern Blot

Eine erste Bestatigung der erhohten Transkriptmenge der vier ausgewahlten Gene nach
Cytokininbehandlung lieferte das Ergebnis einer semiquantitativen RT-PCR (Reverse Transkription
mit anschlieBender PCR) (Abbildung 25, links). Dazu wurde Gesamt-RNA von mit Cytokinin
behandelten Keimlingen verwendet. Die Cytokininbehandlung erfolgte jeweils fur 15 und 120
Minuten. Der Einsatz gleicher Ausgangsmengen an Gesamt-RNA in die Reaktion wurde anhand der
durchgefiihrten Kontrollreaktion mit ACTIN2 0berprift. Die gleich starke Bande des ACTIN2-
Amplifikates in einem ethidiumbromidgefarbten Agarosegel zeigt, dass gleiche Ausgangsmengen in
die Reaktion eingesetzt wurden (Abbildung 25, links). Fir jedes untersuchte Gen wurde eine
spezifische Zykluszahl ermittelt, bei der die Reaktion noch nicht in die Sattigungsphase tbergegangen
ist. Anhand der Bandenstérke lieR sich semiquantitativ die Transkriptmenge der einzelnen Gene in den
Proben vergleichen. Nach Cytokininbehandlung konnte in WT Keimlingen von allen vier untersuchten
Genen eine deutliche Erhéhung der Transkriptmenge festgestellt werden (Abbildung 25a). Die
Induktion der einzelnen Transkripte durch Cytokininbehandlung zeigte einen unterschiedlichen
temporaren Verlauf. Die Transkriptmenge von GATA22 war erst nach zwei Stunden erhoht,
wohingegen die von bHLH64 bereits nach 15 Minuten Cytokininbehandlung verstéarkt vorlag und die
Menge auch nach zwei Stunden noch erhéht war. Die Transkriptmengen von HAT4 und HAT22 stiegen
zwar weniger stark an, waren jedoch auch bereits nach 15 Minuten signifikant erhoht. Nach zwei
Stunden ist deren Transkriptmenge etwas geringer als nach 15 Minuten Cytokininbehandlung, aber
immer noch hoher als in unbehandelten Keimlingen (Abbildung 25a).

Vergleichbare Ergebnisse wurden in einer Northern Blot-Analyse in einer biologisch unabhangigen
Wiederholung des Versuchs erhalten (Abbildung 25b). Die Transkripte aller vier Gene wurden in WT
Keimlingen in ausreichender Menge gebildet, dass sie mittels einer radioaktiv markierten Sonde, die
homolog zum jeweiligen Transkript ist, detektiert werden konnten (siehe erste Spalte in Abbildung
25b). Die Transkriptmenge von GATA22 war bereits nach 15 Minuten Cytokininbehandlung erhoht

und stieg nach zwei Stunden weiter an. Der temporare Verlauf der Transkripterh6hung von bHLH64
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verlief im Northern Blot-Experiment ebenfalls etwas anders als im RT-PCR Versuch. Die
Transkriptmenge stieg nach zwei Stunden Cytokininbehandlung noch weiter an als bereits nach 15
Minuten. Im Falle von HAT4 und HAT22 verlief die Induktion durch Cytokininbehandlung in beiden
Versuchen gleich. Sie war nach 15 Minuten am héchsten und fiel nach zwei Stunden etwas ab. Die
Behandlung mit KOH erhohte zwar die Transkriptmenge aller untersuchten Gene geringfligig, war
jedoch im Vergleich zur Induktion durch Cytokininbehandlung zu vernachlassigen.

Cytokinindefiziente Keimlinge wurden verwendet, um die Genexpression der Kandidatengene bei
einem verringerten endogenen Cytokiningehalt in Keimlingen zu untersuchen. Anhand des Northern
Blot-Versuches (Abbildung 25b) wird deutlich, dass in cytokinindefizienten Pflanzen die
Transkriptmengen von GATA22 und DbHLH64 reduziert sind. Interessanterweise ist die
Transkriptmenge von HAT4 in cytokinindefizienten Keimlingen im Vergleich zum WT erhoht und

steigt durch das Losungsmittel KOH in den Kontrollpflanzen nach zwei Stunden starker an als im WT.

(@) (b)

Abbildung 25: Semiquantitative RT-PCR und Northern Blot zur Uberpriifung der Induktion
ausgewahlter Transkriptionsfaktorgene durch Cytokinin.

Fur eine semiquantitative RT-PCR (a) mit genspezifischen Primern und spezifischer Zyklenzahl je Gen wurden
0,5 ug RNA eingesetzt. Als Kontrolle fiir den Einsatz gleicher Mengen RNA in die Reaktion wurde ACTIN2
verwendet. Die genspezifischen Zyklenzahlen waren: ACTIN — 23x, GATA22 — 30x, bHLH64 — 25x, HAT4 —
27x, HAT22 — 25x. In einer Northern Blot-Analyse (b) wurden mit radioaktiv markierten genspezifischen
Sonden Transkripte der Kandidatengene detektiert. Dazu wurden 20 pug Gesamt-RNA mittels Formaldehyd-
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, die RNA auf eine Nylonmembran tbertragen und die mRNA mit *P
markierten spezifischen Sonden detektiert. Als Ladekontrolle wurde eine ACTIN2 Sonde verwendet.

In beiden Versuchen wurden je Probe ca. 50 zehn Tage alte in vitro gewachsene Keimlinge verwendet, die zur
Cytokinininduktion in Fltssigkultur Gberfahrt wurden. - steht fur unbehandelte Keimlinge.

Verglichen mit den in Tabelle 5 gezeigten Induktionswerten der Gene bHLH64 und HAT22 stimmen
die Ergebnisse der RT-PCR und der Northern Blot-Analyse gut Uberein. Die ermittelte starke
Erhdhung der Transkriptmenge von GATA22 wurde in der Microarray-Analyse nicht gefunden. Auch
die Expressionshéhe von HAT4 wich besonders nach zwei Stunden Cytokininbehandlung von den hier

ermittelten Werten deutlich ab. Es konnte zwar eine Induktion nach Cytokininbehandlung bestétigt
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werden, jedoch trat diese bereits nach 15 Minuten ein und war nach 120 Minuten
Cytokininbehandlung bereits wieder etwas zuriickgegangen. Zu beachten ist hierbei jedoch, das die
Ergebnisse der Microarray-Analyse (HAT4 13-fach erhoht) hinsichtlich ihrer Klassifizierung anzeigen,
dass HAT4 in den Kontrollproben und nach 15 Minuten Cytokininbehandlung so gering exprimiert
war, dass die gemessene Fluoreszenzstiarke unter der verlasslichen Detektionsgrenze lag (siehe
Originaldaten aus Brenner et al., (2005) im Anhang). Da die Transkriptmenge bzw. die gemessene
Fluoreszenz erst nach zwei Stunden Cytokininbehandlung Uber die Detektionsgrenze anstieg, kann
man nur eine semiquantitative Aussage treffen und die Transkriptmenge als erhdht gegeniiber der

Kontrolle bewerten.

4.2.2  Analyse der Transkriptmenge durch quantitative RT-PCR

Die in der Microarray-Analyse ermittelten Induktionswerte der vier Gene GATA22, bHLH64, HAT4
und HAT22 sind noch einmal zusammenfassend in Tabelle 6 dargestellt und wurden unabhdngig mit
einer weiteren quantitativen Methode bestatigt. Mit der quantitativen RT-PCR (qRT-PCR) wurden die
relativen Verdnderungen der Transkriptmengen der vier Gene nach 15 Minuten und zwei Stunden
Cytokininbehandlung ermittelt.

Von allen vier Genen lagen nach Cytokininbehandlung verglichen mit den Kontrollen erhdhte
Transkriptmengen zwischen 1,3-fach und 2,5-fach vor (Tabelle 6). Die Ergebnisse der Untersuchung
der Transkriptmenge nach Cytokininbehandlung aller Kandidatengene mittels gRT-PCR ist im Anhang
dargestellt (Abbildung 46, Anhang). Hier konnte zuséatzlich fir die Gene HSFA2, MYB48 und bHLH78
deren Transkriptmenge in der Microarray-Analyse nach zwei Stunden Cytokininbehandlung reduziert
war, ebenfalls eine leichte Reduktion ermittelt werden. Die Transkriptmengen gingen jedoch nicht
unter 0,3-fach ihrer Menge in unbehandelten Proben zuriick. Eine cytokininabhéngige Regulation von
MYB60 wurde mit dieser Methode nicht gefunden. Die Transkriptmenge von HAT3 war nach
Cytokininbehandlung leicht erhoht (1,5-fach), jedoch nicht so stark wie anhand des Microarray
ermittelt (5-fach).
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Tabelle 6: Zusammenfassung der Induktionswerte ermittelt in der qRT-PCR und der Microarray-Analyse.

gRT-PCR Microarray
Induktionsfaktor Induktionsfaktor
Gen Atg Nummer 15'BA 120' BA 15' BA 120' BA
GATA22 At4926150 2,03+ 0,09 2,54 +0,12 1,99 1,37
bHLH64 At2g18300 1,62+0,13 1,86 £0,12 2,94 2,68
HATA4 At4916780 1,33+£0,15 1,41+£0,21 8,39 13,05
HAT22 At4g37790 2,09+0,18 1,59 £ 0,07 2,37 1,41

Dargestellt sind die relativen Transkriptmengen von mit 5 uM BA behandelten Keimlingen verglichen mit der
jeweiligen Kontrolle ermittelt im einer qRT-PCR (Spalte 3+4) und einer Microarray-Analyse (Spalte 5+6). In der
gRT-PCR war die jeweilige Kontrolle fir 15” BA eine Probe, die 15 Minuten mit dem Ldsungsmittel fur BA,
KOH behandelt wurde und fiir 120° BA eine Probe, die 120 Minuten mit KOH behandelt wurde. Normalisiert
wurden die Ergebnisse zum Gen UBC10 (At5g53300), welches als stabil exprimiertes Haushaltsgen verwendet
wurde. Die Daten sind Mittelwerte und Standardabweichung aus drei technischen Replikaten. Fir die gRT-PCR-
Analyse wurden je Probe ca. 50 zehn Tage alte, in vitro gewachsene Keimlinge verwendet, die zur
Cytokinininduktion in Flissigkultur Gberfihrt wurden.

Die Daten des Microarray (Spalte 5 und 6) sind ein Auszug aus bereits verdffentlichten Daten (Brenner et al.,
2005). Die Kontrolle war dort furr beide Behandlungszeitrdume eine fir 120 Minuten mit KOH behandelte Probe.

Tendenziell zeigten die Anderungen der Transkriptmengen von GATA22, bHLH64 und HAT22 einen
ahnlichen Verlauf wie er auch in den anderen Experimenten ermittelt wurde (Abbildung 25). Der
Induktionsfaktor war jedoch insgesamt geringer. Der temporare Verlauf der Zunahme an Transkript
von HAT4 ist in der gRT-PCR unterschiedlich zu dem der Northern Blot-Analyse, wo die
Transkriptmenge nach zwei Stunden wieder gesunken war. Mit den Ergebnissen der Microarray-
Analyse stimmen die Ergebnisse der qRT-PCR jedoch tendenziell Uberein. In allen Analysen ist

verglichen mit der Kontrolle eine Transkriptzunahme von HAT4 durch Cytokinin zu verzeichnen.

4.3 Identifizierung und Charakterisierung von T-DNA Insertionsmutanten
cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene

Der loss-of-function Ansatz sollte dazu beitragen, die Funktion der ausgewéhlten Gene (Tabelle 5) bei
der Vermittlung der Cytokininwirkung auf das Pflanzenwachstum aufzukléren. Das Ziel bei diesem
Ansatz besteht darin, durch Mutation der Gene, deren Funktionsverlust zu bewirken. Die
Konsequenzen des Funktionsverlustes konnen dann anhand des Phé&notyps dieser loss-of-function
Mutanten untersucht werden, der moglicherweise dem Phénotyp bekannter cytokininverwandter
Mutanten &hnelt. Spielt eines der ausgewéhlten Gene eine Rolle bei der Vermittlung der
Cytokininwirkung, bestand die Erwartung, dass eine verénderte Sensitivitdt gegenlber exogen
appliziertem Cytokinin in verschiedenen Wachstumstests messbar sein kénnte. Zur Untersuchung der
Auswirkungen des Funktionsverlustes der Kandidatengene wurde die T-DNA-Insertionsmutagenese
ausgewahlt, da T-DNA-Insertionsmutanten fir die meisten Gene in einem genomweiten Projekt von

mehreren groRen Konsortien hergestellt wurden und leicht zugénglich sind.
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4.3.1 ldentifizierung von T-DNA-Insertionsmutanten durch PCR-Genotypisierung

Fir die Kandidatengene aus Tabelle 5 wurde zunéchst ermittelt, ob es in den Datenbanken
verschiedener Institute (siehe Material und Methoden Punkt 2.4.1) T-DNA-Insertionsmutanten fiir
diese Gene gibt. Mehrere unabhangige Linien wurden, wenn vorhanden, bestellt. Dabei wurden
bevorzugt solche Linen ausgewahlt, bei denen die Insertion in einem Exon annotiert worden war.
Andernfalls wurden Linien bestellt, bei denen die Insertion nicht mehr als 1000 bp vor dem Startcodon
oder in einem Intron annotiert worden war. Von den Kandidatengenen aus Tabelle 5 standen in den
meisten Féllen T-DNA-Insertionslinien zur Verfiigung. Eine Zusammenfassung der Linien ist in
Tabelle 9 im Anhang gezeigt. Die GroRe der Gene und die in den Datenbanken angegebene Position
der Insertion in den untersuchten Linien zeigt Abbildung 45 im Anhang.

Als erstes wurde in Einzelpflanzen jeder Linie noch einmal unabh&ngig die Insertion einer T-DNA in
das ausgewdhlte Gen bestatigt. Dazu wurde die genomische DNA von 20 einzelnen Pflanzen mittels
zweier spezifischer PCR-Reaktionen untersucht (siehe Methodenteil fir eine detaillierte Beschreibung
der Test-PCR Analyse unter Punkt 2.12). Eine der spezifischen PCR Reaktionen gibt Auskunft tiber
das Vorhandensein einer T-DNA an der untersuchten Stelle durch Verwendung eines Primerpaares, das
ein chiméres Fragment aus einem Teil des Gens und der left border (LB) der T-DNA nachweist. Die
zweite PCR Reaktion unter Verwendung zweier die T-DNA flankierender genspezifischer Primer gibt
Aufschluss dartiber, ob die T-DNA in einem oder beiden Allelen des Gens inseriert ist.

Ergibt nur die PCR mit den beiden genspezifischen Primern ein Amplifikat, so ist am untersuchten
Genort in keines der Allele eine T-DNA inseriert. Ergeben beide PCR-Reaktionen ein Amplifikat, so
liegt ein Allel ohne T-DNA und das zweite Allel mit T-DNA vor. Ergibt nur die PCR Reaktion mit dem
Primerpaar, dass den T-DNA spezifischen Primer enthielt ein Amplifikat, so ist in beide Allele des
Gens eine T-DNA inseriert. Diese Pflanzen sind somit homozygot fiir die T-DNA-Insertion und die
Genstruktur ist in beiden Allelen veréndert.

Die Genotypisierung ausgewahlter Linien mit den oben beschriebenen Test-PCR-Reaktionen ergab,
dass in einigen Linien gar keine T-DNA Insertion an der angegebenen Stelle im Genom nachweisbar
war (Tabelle 7). Solche Linien wurden nicht weiter untersucht. Linien, bei denen in einzelnen Pflanzen
der Untersuchungsgruppe eine Insertion nachweisbar war, enthielten die T-DNA entweder in einem
oder in beiden Allelen. In einigen der untersuchten Linien wurden in der ersten untersuchten
Generation keine homozygoten Mutanten, sondern ausschlieflich Heterozygote und Wildtypen
identifiziert. In diesen Fallen wurden die Homozygoten durch Selbstung von identifizierten
heterozygoten Einzelpflanzen hergestellt. In keinem Fall traten in der Nachkommenschaft einer
heterozygoten Mutante keine homozygoten Pflanzen auf. Dies deutet darauf hin, dass der vollstandige

Funktionsverlust der Gene keine letale Wirkung hat.
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Die auf diese Weise ermittelten homozygoten T-DNA-Insertionsmutanten sind in Tabelle 7
zusammengefasst. Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Insertionslinien, die untersucht wurden
und die Position der Insertion im Genom laut Datenbank. Ferner ist gezeigt, ob bei er Genotypisierung
eine T-DNA an der in den Datenbanken angegebenen Position im Genom nachgewiesen werden
konnte. Die Bestatigung der Insertion und die Identifizierung einer homozygoten Linie war auf diese
Weise bis auf eine Ausnahme (Ring-Zinc-Finger Protein, At2g42350) fiir alle Kandidatengene

erfolgreich.

Tabelle 7: Untersuchte T-DNA-Insertionslinien.

Gen Atg Identifikation Position Num- T-DNA Transkript  Transkript
Nummer der Datenbank mer  nachgewiesen  Knockout  Knockdown
GATA22 At4g26150 Salk_021362 5'UTR I1S1 ja nein nein
Salk_003995 Intron 1S2 ja ja
MYB60 At1g08810 Salk_133309 Exon IS1 nein n.u. n.u.
Salk 089775 Promotor | 1S2 nein n.u. n.u.
Salk_148646 Exon 1S3 ja nein ja
Salk_008005 Promotor | 1S4 nein n.u. n.u.
Salk_033737 Promotor | IS5 ja nein nein
HAT22 At4g37790 Salk_085964 Promotor | 1S1 ja nein nein
bHLH64 At2g18300 Salk_090958 5 UTR IS1 ja nein nein
Salk_015771 5 UTR 1S2 ja nein nein
Sail_540 E05 Exon 1S3 nein n.u. n.u.
Sail_77_DO01 Exon 1S4 ja nein nein
HAT4 At4g16780 Salk_106790 Exon IS1 ja ja n.u.
Salk_054977 Intron 1S2 ja nein nein
HAT3 At3g60390 Salk_014055 Exon IS1 ja ja n.u.
MYBL2 Atl1g71030 Salk_002284 Promotor | 1S2 ja nein nein
ZAT11 At2937430 Salk_110012 Promotor | IS1 ja nein nein
HSFA2 At2926150 Salk_008978 Exon IS1 ja ja n.u.
Ring-Zinc- | At2g42350 Salk_065843 Promotor | 1S1 nein n.u. n.u.
Finger Salk_065842 Promotor | 1S2 nein n.u. n.u.
MYB48 At3946130 Salk_103847 5 UTR IS1 ja ja n.u.
CHP At5g43520 Sail_743_B09 5 UTR IS1 ja nein nein
rich protein Sail_864_F04 5 UTR 1S2 ja nein nein
Sail_894_G10 5 UTR 1S3 nein n.u. n.u.
bHLH78 At5g48560 Salk_091522 Exon IS1 nein nein nein
Salk_076836 Exon 1S2 nein nein nein
Salk_048464 Exon 1S3 ja ja n.u.

Dargestellt sind alle untersuchten T-DNA-Insertionslinien. Die DNA von 20 Einzelpflanzen wurde mittels
zweier spezifischer PCR Reaktionen untersucht, um die Insertion der T-DNA zu bestatigen und den Genotyp
der Pflanzen fir die Insertion zu ermitteln (siehe Methodenteil). Die Position der Insertion ist die in den
Datenbanken angegebene Position (siehe auch Abbildung 45 im Anhang). Die Bestimmung, ob ein Knockout
oder ein Knockdown vorliegt, erfolgte mittels RT-PCR mit RNA von sieben Tage alten Keimlingen. Linien, in
denen kein Transkript mehr nachweisbar war, sind als Knockout bezeichnet. Die untersuchten Allele sind Null-
Allele. Linien mit reduzierter Transkriptmenge sind als Knockdown bezeichnet. Grau unterlegte Linien sind
diese, in denen ein Knockout oder ein Knockdown vorliegt und welche flr alle weiteren Untersuchungen
verwendet wurden. n.u. — nicht untersucht, UTR — untranslatierter Bereich, 1S — Insertion.
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Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden durch Kreuzung und Genotypisierung der Nachkommen
Doppelmutanten aus den Insertionslinien gata22 1S2-4 und myb60 I1S3-9 hergestellt. Aullerdem
wurde gata22 1S2-4 mit einer Insertionsmutante des nahest verwandten GATA-Gens der Familie
gekreuzt (GATA21), welche ebenfalls ein Null-Allel darstellt (Bi et al., 2005).

4.3.2  Untersuchung des Transkriptlevels in bestétigten T-DNA-Insertionsmutanten

In den identifizierten homozygoten T-DNA-Insertionslinien wurde im néchsten Schritt die
Transkriptmenge des entsprechenden Gens vergleichend zum WT untersucht. Es wurde eine
semiquantitative RT-PCR (RT-PCR) mit RNA von sieben Tage alten Keimlingen durchgefihrt. Die
verwendeten Primer waren komplementér zu Bereichen am Beginn bzw. Ende des WT Transkriptes.
Ein Produkt konnte unter den gewéhlten PCR-Bedingungen nur im WT entstehen. Entweder wurde in
den Insertionslinien kein Transkript mehr gebildet oder es war bei einer beispielsweise nicht
herausgespleisten intronlokalisierten Insertion zu lang fir die gewdhlte Elongationszeit in der PCR.
Als Positiv-Kontrolle fur die genspezifischen Primer wurden WT Pflanzen verwendet. Die
Amplifizierbarkeit der RNA der Mutanten wurde mit ACTIN2 Primern getestet. Die Anzahl der Zyklen
in der PCR Reaktion betrug 35, um eine mdglicherweise starke Reduktion des Transkriptlevels

(Knockdown) ebenfalls zu detektieren.
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(a)
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Abbildung 26: Analyse der genspezifischen Transkriptmenge von homozygoten T-DNA-
Insertionsmutanten.

Dargestellt sind die Produkte einer RT-PCR-Analyse von Insertionsmutanten von vier Genen, die durch
Cytokinin nach 15 Minuten hoch reguliert wurden (a), sowie von drei Genen, die durch Cytokinin nach 120
Minuten hoch reguliert wurden (b) und von fiinf Genen, die durch Cytokinin nach 120 Minuten runter reguliert
wurden (c). RNA von sieben Tage alten Keimlingen wurde mit genspezifischen Primern (jeweils oben, 35
Zyklen) und zur Kontrolle mit ACTIN2 Primern (jeweils unten, 23 Zyklen) in der RT-PCR verwendet. Die
Fluoreszenz des Ethidiumbromids entspricht den dunklen Banden, da die Bilder fiir die bessere Sichtbarkeit
schwacher Banden schwarz/weil3 konvertiert wurden. IS steht fiir die Insertionslinie des betreffenden Gens und
die Ziffern stehen fiir einzelne identifizierte homozygote Insertionsmutanten, deren Nachkommen fiir die
weiteren Untersuchungen verwendet wurden.

Von 18 untersuchten Linien war es in sechs Linien nicht moglich, ein Transkript nachzuweisen
(Abbildung 26). Das betreffende Transkript wurde im WT jeweils eindeutig nachgewiesen. Diese
Linien sind somit Knockout-Mutanten bzw. transkriptionelle Null-Allele. Sie sind in Tabelle 7 grau
unterlegt. Von den schnell durch Cytokinin hoch regulierten Genen (Abbildung 26a) war es nur fiir das
Gen GATA22 moglich, eine Knockout-Linie zu identifizieren, ndmlich gata22 1S2-4. Von MYB60
konnte in der Linie myb60 IS3-9 eine stark reduzierte Transkriptmenge nachgewiesen werden. Diese
Linie ist eine Knockdown-Mutante. Weitere Knockout-Mutanten wurden in der Gruppe der nach 120
Minuten durch Cytokinin hoch regulierten Gene gefunden (Abbildung 26b). Diese waren hat4 1S1-3-4
und hat3 IS1-2. In der Gruppe der durch Cytokinin runter regulierten Gene waren in den Linien
bHLH78 IS§3-2 und bHLH78 1S3-7 sowie den Linien myb48 IS1-4 und hsfA2 ISI-5 keine Transkripte

mehr nachweisbar (Abbildung 26¢). Diese Linien wurden als bestitigte Knockout- bzw. Knockdown-
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Mutanten flr die im weiteren Verlauf beschriebenen Cytokininsensitivitéatstest verwendet und werden

vereinfacht als Insertionsmutanten bezeichnet.

4.3.3  Phénotypische Charakterisierung von T-DNA-Insertionsmutanten
cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene

Die unter 4.3.1 identifizierten und unter 4.3.2 bestétigten Insertionsmutanten wurden zun&chst
phénotypisch unter Standardbedingungen untersucht. Es wurde eine Reihe von Wachstumsparametern
aufgenommen. Dazu gehorten der Rosettendurchmesser, die Sprosshohe, der Blihzeitpunkt sowie die
Anzahl von Bliutensprossen inklusive der Bliiten- und Schotenzahl. Ferner wurde der Beginn der
natlrlichen Seneszenz anhand augenscheinlich einsetzender Gelbfarbung des jeweils sechsten Blattes
mit dem des WT verglichen. Keiner der untersuchten Parameter unterschied sich in den untersuchten
Linien vom WT (Daten nicht gezeigt). Im Keimlingsstadium wurden die Keimbléatter und die ersten
sechs Folgeblatter mit denen des WT verglichen sowie zusatzlich der Chlorophyllgehalt gemessen.
Weiterhin wurden das Langenwachstum und die Verzweigung der Primérwurzel untersucht (siehe
unten). Die Rosette von Keimlingen der untersuchten Insertionsmutanten unterschied sich

morphologisch nicht vom WT (nicht gezeigt).

Insertionsmutanten cytokininregulierter Gene haben ein verandertes Wurzelwachstum

Cytokinin hat eine negative Wirkung auf die Wurzelverlangerung und -verzweigung. Pflanzen mit
erhdhter Cytokininproduktion haben ein reduziertes Wurzelsystem (Li et al., 1992) und exogen
zugefuhrtes Cytokinin bewirkt in WT-Pflanzen ein vermindertes Wurzelwachstum (Go6ran, 1982;
Baskin et al., 1995; Li et al., 2006). Auf der anderen Seite haben Pflanzen mit reduziertem
Cytokiningehalt oder verminderter Signaltransduktion ein verstarktes Wurzelwachstum (Werner et al.,
2001; Werner et al., 2003; Mason et al., 2005; Riefler et al., 2006; Argyros et al., 2008). Trégt einer
der untersuchten Transkriptionsfaktoren zur Signaltransduktion von Cytokinin bei, so wére denkbar,
dass ein Funktionsverlust des jeweiligen Gens zu einer verdnderten Wurzelentwicklung fihrt. Um das
zu Uberprufen, wurde das Priméarwurzelwachstum von Insertionslinien der durch Cytokinin regulierten
Gene untersucht. Die Wurzelelongation unterschied sich in drei Insertionslinien der durch Cytokinin
positiv regulierten Gene vom WT (Abbildung 27a). Die Primdrwurzel des WT zeigte im
Untersuchungszeitraum eine Langenzunahme von 56 mm. Die Primdrwurzel von Mutanten der Gene
GATA22, MYB60 und HAT4 zeigten im gleichen Zeitraum eine Verldngerung von ca. 60-70 mm.
Dieser Wert entspricht in myb60_IS3 117% des WT Wertes und in hat4_IS1 sogar 122% des WT
Wertes (Abbildung 27a). In den ebenfalls untersuchten homozygoten Doppelmutanten gata22_1S2,
myb60 1S3 und gata22 1S2, gata2l IS1 konnte keine verstarkte Primarwurzelelongation lber den

Wert der Elternlinien hinaus gemessen werden (Daten nicht gezeigt).
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(a) Primarwurzelelongation 4-13 DAG (b) Lateralwurzelanzahl 13 DAG
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Abbildung 27: Wurzelwachstum von Insertionslinien cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene unter
Standardbedingungen.

Das Wurzelwachstum von in vitro gewachsenen Keimlingen wurde auf Standard Ats-Medium untersucht. Die
Priméarwurzelelongation wurde zwischen 4. und 13. Tag nach der Keimung (DAG) gemessen (a) und die
Lateralwurzelanzahl wurde 13 DAG bestimmt (b). Die Balken entsprechen der Standardabweichung (n=40).
Signifikante Unterschiede zum WT sind mit einem Stern markiert (p < 0,01).

13 Tage nach der Keimung hat der WT im Mittel 18 Lateralwurzeln gebildet (Abbildung 27b). Einige
Insertionslinien hatten zu diesem Zeitpunkt deutlich weniger Lateralwurzeln. Die Linien gata22_1S2
und hat3_IS1 bildeten nur 15 bzw. 14 Lateralwurzeln aus, was einem Prozentsatz von nur 86% bzw.
80% der Lateralwurzelanzahl des WT entspricht. Interessant war, dass gata22_IS2 trotz langerer
Primarwurzel weniger Seitenwurzeln als der WT bildete und somit pro Léngeneinheit eine deutlich
verminderte Lateralwurzelzahl hatte. Alle anderen Insertionslinien hatten 13 Tage nach der Keimung
deutlich mehr Lateralwurzeln als der WT. Die Linie hat4_IS1 hatte mit ca. 24 Wurzeln etwa 35% mehr
Lateralwurzeln als der WT und die Insertionslinien der Gene MYB48, bHLH78 und HSFA2 bildeten
zwischen 20% und 25% mehr Lateralwurzeln als der WT. Die Messungen wiesen eine starke
Standardabweichung auf. Auch beziglich der Lateralwurzelanzahl konnten bei den oben genannten

Doppelmutanten keine starkeren Unterschiede als bei deren Elternlinien ermittelt werden (Daten nicht

gezeigt).

Insertionslinien von positiv cytokininregulierten Genen haben einen geringeren Chlorophyllgehalt

Cytokinin  beeinflusst die Chloroplastenreifung und verzdgert den seneszenzbedingten
Chlorophyllabbau (Chory et al., 1994; Gan und Amasino, 1995; Gan und Amasino, 1996). Einige

Mutanten mit reduzierter Cytokininsignaltransduktion haben einen geringeren Chlorophyllgehalt als
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der WT (Higuchi et al., 2004; Riefler et al., 2006; Argyros et al., 2008). Es wurde auch beschrieben,
dass Arabidopsis und Tabakpflanzen mit lokal erhohter Cytokininproduktion einen erhdhten
Chlorophyllgehalt besitzen (Li et al., 1992). Sollten die identifizierten Transkriptionsfaktoren bei der
Vermittlung dieses Aspektes der Cytokininwirkung eine Rolle spielen, so kénnte ein Funktionsverlust
der korrespondierenden Gene daher zu verénderten Chlorophyllgehalten fihren. Zur Untersuchung
dieser Fragestellung wurde der Chlorophyligehalt in 20 Tage alten Pflanzen aus der Summe von
Chlorophyll a und Chlorophyll b bestimmt. In drei der sieben Insertionslinien unterschied sich der
Chlorophyllgehalt um mehr als 10% vom WT (Abbildung 28). Die Linie hat4_IS1 hatte mit 0,8 pg/mg
Frischgewicht (FG) einen deutlich geringeren Chlorophyllgehalt als der WT mit 1,4 pg/mg FG. Dieser
Wert entspricht nur etwa 55% des WT Chlorophyllgehaltes. Der Chlorophyligehalt von myb60_1S3
betrug 72% und der von hat3_IS1 nur 67% des WT Chlorophyllgehaltes. In der homozygoten
Doppelmutante gata22_1S2, gata2l 1S1 konnte keine starkere Reduktion des Chlorophyllgehaltes als
in den jeweiligen Elternlinien gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Einen geringeren
Chlorophyllgehalt als der WT zeigten nur Insertionslinien solcher Gene, die durch Cytokinin positiv
reguliert werden. Es gab keine Linie, die einen mehr als 10% hoheren Gehalt an Chlorophyll aufwies
als der WT.

Chlorophyligehalt im Vergleich zu Col-0
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Abbildung 28: Chlorophyllgehalt von Insertionslinien cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene
unter Standardbedingungen.

Das gesamte Chlorophyll von 20 Tage alten Keimlingen wurde (ber Nacht bei Raumtemperatur mit Methanol
extrahiert. Die Werte der photometrischen Messung bei 664 nm und 652 nm wurden zur Berechnung des
Gesamtchlorophyllgehaltes verwendet (siehe Methodenteil). Jeweils ein definiertes Blatt von 20 Tage alten
Keimlingen wurde untersucht. Die Blatter von fiinf in vitro gewachsenen Keimlingen wurden je Probe
verwendet und auf 1 mg Frischgewicht (FG) bezogen. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei Proben und deren
Standardabweichung (n=3). Signifikante Unterschiede zum WT sind mit einem Stern markiert (p < 0,01).
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Insertionslinien von cytokininregulierten Genen haben eine geringfligig reduzierte ARR5
Expression

Als Marker fir Cytokininsensitivitat wird hdufig ARRS verwendet, da es durch Cytokinin schnell und
positiv reguliert wird (D'Agostino et al., 2000). Ist einer der untersuchten Transkriptionsfaktoren an
der Vermittlung der Cytokininwirkung beteiligt, konnte in Mutanten dieser Faktoren die
Cytokininantwort und somit die Expression des Reportergens ARRS verdndert sein. Beispielsweise
ware in einer Mutante eines Faktors, der ein positiver Regulator der Cytokininwirkung ist, die ARR5
Menge vermutlich reduziert. Dies wurde experimentell an Mehrfachmutanten dreier B-Typ ARRs
gezeigt (Argyros et al., 2008). Mit einer qRT-PCR wurde deshalb die ARR5 Transkriptmenge von WT
Keimlingen gemessen und mit der Menge in den Insertionslinien verglichen. In allen untersuchten
Insertionslinien war die ARR5 Transkriptmenge verglichen zum WT geringfiigig reduziert (Abbildung
29). Die Transkriptmenge betrug jedoch nicht weniger als 50% der Menge des WT. Eine Aushahme
stellte die Linie myb48_IS1 dar, in der die Menge weniger als 30% betrug.

ARRS5 Expression in Keimlingen von Insertionslinien
cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene
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Abbildung 29: ARR5  Expression in  T-DNA-  Insertionslinien  cytokinininregulierter
Transkriptionsfaktoren.

Dargestellt sind die relativen Transkriptmengen von ARRS5, die mit einer gRT-PCR ermittelt wurden. Eingesetzt
wurde cDNA von zehn Tage alten, unbehandelten, in vitro gewachsenen Keimlingen je Probe. Die Balken
entsprechen der Standardabweichung von drei technischen Wiederholungen. Normalisiert wurden die Ergebnisse
zum Gen UBC10 (At5¢g53300), welches als stabil exprimiertes Haushaltsgen verwendet wurde. Signifikante
Unterschiede zum WT sind mit einem Stern markiert (p < 0,01).
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4.3.4  Cytokininsensitivitatstests mit Insertionslinien cytokininregulierter
Transkriptionsfaktorgene

Wie in der Einleitung beschrieben wurde, hat Cytokinin einen Einfluss auf viele Aspekte von
Pflanzenwachstum und -entwicklung. Zur Untersuchung von Mutanten im Hinblick auf die Relevanz
der mutierten Gene fiir diese cytokininvermittelten Aspekte, wurden verschiedene Biotests entwickelt
und bereits vielfach angewandt (Mok, 1994). Diese Tests dienen zur quantitativen Untersuchung der
Sensitivitat der untersuchten Pflanzen gegeniiber exogen appliziertem Cytokinin. Es wird zum
Beispiel die Reaktion des Sprosses oder der Wurzel auf Cytokinin gemessen. Zwei dieser Tests

wurden mit den Knockout-Linien der cytokininregulierten Transkriptionsfaktorgene durchgefihrt.

Wurzeln einiger Insertionslinien cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene haben eine
verénderte Cytokininsensitivitat

Die exogene Zugabe von Cytokinin fihrt zu reduziertem Wurzelwachstum und reduzierter
Wurzelverzweigung in Arabidopsis (Goran, 1982; Baskin et al., 1995; Li et al., 2006). Ein
Funktionsverlust eines durch Cytokinin regulierten Transkriptionsfaktors konnte daher zu einer
veranderten Reaktion der Pflanze gegeniiber Cytokinin fiihren, was bereits in anderen Arbeiten gezeigt
wurde (To et al., 2004; Mason et al., 2005; Argyros et al., 2008). Unter der Annahme, dass die
untersuchten Transkriptionsfaktoren positive oder negative Regulatoren der Cytokininwirkung sind,
kann die Erwartung hinsichtlich der Reaktion von Insertionsmutanten wie folgt formuliert werden: Der
Funktionsverlust eines positiven Regulators der Cytokininwirkung auf das Wurzelwachstum fihrt in
den Insertionsmutanten vermutlich zu einer geringeren Reaktion des Wurzelwachstums auf exogen
zugeflhrtes Cytokinin als im WT (Hyposensitivitat). Das hétte zur Folge, dass die Wurzeln dieser
Pflanzen mit steigender Cytokininkonzentration langer und starker verzweigt sind als im WT.
Umgekehrt fuhrt der Funktionsverlust eines negativen Regulators der Cytokininwirkung auf das
Wurzelwachstum in den Insertionsmutanten zu einer stirkeren Reaktion des Wurzelwachstums auf
exogen zugeflhrtes Cytokinin als im WT (Hypersensitivitat).

Um diese Erwartung zu Uberprifen wurde, wie bereits bei der Beschreibung des Phanotyps unter
Standardbedingungen (unter Punkt 4.3.3), das Primé&rwurzelwachstum von Insertionslinien der durch
Cytokinin regulierten Gene auf Medium verschiedener Cytokininkonzentrationen untersucht
(Abbildung 30).

Die Ergebnisse waren fur fast alle untersuchten Insertionslinien ahnlich. Abbildung 30 zeigt daher
exemplarisch die Ergebnisse der Untersuchung der Primarwurzelelongation auf Medien vier
verschiedener Cytokininkonzentration (0 nM BA bis 100 nM BA) fir die Insertionslinien hat3_IS1
und myb48 1S1. Bei diesen Linien wurden die grofiten Unterschiede zum WT gefunden. Die

Langenzunahme der Primarwurzel war ohne exogen zugefiihrtes Cytokinin gleich der des WT. Mit
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steigender Cytokininkonzentration nahm zwar die Lange der Wurzeln aller Insertionslinien und des
WT ab, die Primérwurzel der Linien hat3_IS1 und myb48 IS1 blieb jedoch langer als die des WT
(Abbildung 303, c). Die Sensitivitdt gegentiber Cytokinin war in diesen Linien also verringert. Die
Primarwurzel von hat3 IS1-Pflanzen blieb bei 20 nM BA im Medium 15% l&nger als die des WT
(Abbildung 30b) und die Primdrwurzel der Linie myb48 IS1 reagierte bei 50 nM BA weniger sensitiv
als die des WT und war 20% l&nger (Abbildung 30d). Fir die Linie gata22_1S2 konnten bei 20 und
50 nM BA im Medium Sensitivitatsunterschiede von ca. 15% verglichen zum WT ermittelt werden.
Diese Daten sind zusammen mit den Ergebnissen aller anderen untersuchten Linien im Anhang gezeigt
(Abbildung 47). Fur alle anderen untersuchten Linien, einschlieRlich der homozygoten
Doppelmutanten gata22_1S2, myb60_IS3 und gata22_1S2, gata21_IS1 konnte jedoch keine veranderte

Cytokininsensitivitat der Primérwurzelelongation gemessen werden (Abbildung 47, Anhang).
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Abbildung 30: Primarwurzelelongation der Insertionslinien hat3 IS1 und myb48 IS1 auf
cytokininhaltigem Medium im Vergleich zum WT.

Die Primarwurzelelongation der Linien hat3_IS1 und myb48_IS1 ist im Vergleich zum WT nach Wachstum auf
cytokininhaltigem Medium verschiedener Konzentrationen in mm (a, ¢) sowie als prozentualer Vergleich (b, d)
dargestellt. Das Wurzelwachstum von in vitro gewachsenen Keimlingen wurde auf Standard Ats-Medium mit
verschiedenen Cytokininkonzentrationen untersucht. Die Primarwurzelelongation wurde vom vierten bis zum
13. DAG gemessen. Als Cytokinin wurde BA verwendet. Die Balken entsprechen der Standardabweichung
(n=40). Ein Stern markiert signifikante Unterschiede zum WT (p < 0,01).
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Die Lateralwurzelanzahl korrelierte ebenfalls negativ mit der Konzentration exogen zugefiihrten
Cytokinins. Fir die Linien hsfA2_1S1, hat3_IS1 und myb60 1S3 wurden Unterschiede hinsichtlich des
Lateralwurzelwachstums auf cytokininhaltigem Medium im Vergleich zum WT gefunden (Abbildung
31). Die Lateralwurzelanzahl in hat3 IS1-Pflanzen nahm im Vergleich zum WT bei steigender
Konzentration an exogen zugefihrtem Cytokinin starker ab (Abbildung 31a). Die Sensitivitat war also
leicht erhoht. Bei 20 nM BA im Medium fiel die Lateralwurzelanzahl um 20% starker als bei WT,
ndmlich auf 50% der Anzahl unter Kontrollbedingungen. Beim WT fallt die Anzahl jedoch nur auf
70% der Anzahl unter Kontrollbedingungen.

Die Linie hsfA2 IS1 zeigte ebenso eine verdnderte Lateralwurzelentwicklung. Unter
Kontrollbedingungen waren bereits signifikant mehr Lateralwurzeln vorhanden als beim WT
(Abbildung 31c). Die Anzahl nahm zwar wie beim WT mit steigender Cytokininkonzentration im
Medium ab, war jedoch bei jeder Konzentration héher als die Anzahl vom WT. Bei 20 nM BA und
auch bei 50 nM BA war die Sensitivitat signifikant verringert (Abbildung 31d). Der relative
Unterschied zum WT betrug etwa 10%.

Ein vergleichbares Ergebnis wurde auch an Pflanzen der Insertionslinie myb60_IS3 gefunden. Bei 20
nM BA im Medium bildeten diese Pflanzen ca. 52% der Lateralwurzeln wie ohne Cytokinin. Im WT
waren es nur ca. 32%. Das ist ein Sensitivitdtsunterschied von 20%. Fir alle anderen untersuchten
Insertionslinien wurden entweder keine Unterschiede gefunden oder diese waren nicht signifikant
(Abbildung 48, Anhang).

Zusammenfassend konnte also fur Mutanten der Transkriptionsfaktorgen MYB60 und HSFA2 eine
leicht verringerte Cytokininsensitivitat und fir HAT3 eine leicht erhdhte Cytokininsensitivitat anhand
der Lateralwurzelanzahl identifiziert werden. In den ebenso untersuchten homozygoten
Doppelmutanten gata22_1S2, myb60_IS3 und gata22 1S2, gata21 IS1 war die Sensitivitat nicht weiter

verringert als in den jeweiligen Elternlinien (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 31: Lateralwurzelanzahl der Insertionslinien hat3_I1S1 und hsfA2_IS1 auf cytokininhaltigem
Medium im Vergleich zum WT.

Die Lateralwurzelanzahl der Linien hat3 1S1 und myb48_IS1 ist im Vergleich zum WT auf cytokininhaltigem
Medium verschiedener Konzentrationen als absolute Zahl (a, ¢) sowie als prozentualer Vergleich (b, d) zu
Kontrollpflanzen dargestellt. Das Wurzelwachstum von in vitro gewachsenen Keimlingen wurde auf Standard
Ats-Medium mit verschiedenen Cytokininkonzentrationen untersucht. Die Lateralwurzelanzahl wurde 13 DAG
bestimmt. Als Cytokinin wurde BA verwendet. Die Balken entsprechen der Standardabweichung (n=40). Ein
Stern markiert signifikante Unterschiede zum WT (p < 0,01).

Insertionslinien cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene haben keine stark verdnderte
Sensitivitat gegentber Cytokinin wahrend der dunkel-induzierten Seneszenz

Cytokinin  beeinflusst die Chloroplastenreifung und verzdgert den seneszenzbedingten
Chlorophyllabbau (Chory et al., 1994; Gan und Amasino, 1995; Gan und Amasino, 1996). Wahrend
der natiirlichen Seneszenz féllt der endogene Cytokiningehalt in Blattern ab und die externe Zugabe
von Cytokinin oder die endogene Erhéhung von Cytokinin in transgenen Pflanzen kann die Seneszenz
verlangsamen (Lim et al., 2007). Auch wéhrend der dunkel-induzierten Seneszenz von abgetrennten
Blattern bewirkt Cytokinin eine verlangsamte Seneszenz einhergehend mit einem verlangsamten
Chlorophyllabbau (cytokininabhéngige Chlorophyliretention). Der Chlorophyllgehalt dient daher in
vielen Experimenten als Indikator fir die Cytokininwirkung und als Parameter flr den \Vergleich der
Cytokininsensitivitat (Kim et al., 2006; Riefler et al., 2006).

Zum  Vergleich der Cytokininsensitivitdt von  Insertionsmutanten  cytokininregulierter
Transkriptionsfaktorgene wurde die Stdrke der Unterdriickung von dunkel-induzierter Seneszenz in

abgetrennten Blattern von Keimlingen untersucht. Die Ergebnisse waren in allen untersuchten Linien
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tendenziell &hnlich und sind zusammenfassend in Abbildung 49 im Anhang dargestellt. Am Beispiel
gata22_1S2 werden die erhaltenen Ergebnisse im Folgenden erlautert (Abbildung 32).

Der Gesamtchlorophyllgehalt (Chl) war in 20 Tage alten Keimlingen der Linie gata22 I1S2 im
Vergleich zum WT reduziert. Bezogen auf das Frischgewicht (FG) wurde in WT Blattern ein Gehalt
von 1,1 pg Chl/mg FG gemessen. Dagegen hatten die Blatter von gata_IS2-Keimlingen nur 0,8 ug
Chl/mg FG (Abbildung 32a). Nach Inkubation im Dunkeln verloren die Bléatter fast das gesamte
Chlorophyll und es wurden Werte unter 0,1 pg Chl/mg FG gemessen. Dieser Verlust wurde im WT
gleichermalen wie in gata 1S2 durch die Zugabe des Cytokinin BA unterdrickt und die
Unterdriickung korrelierte positiv mit der BA-Konzentration. Bei der héchsten BA-Konzentration
blieben vom Anfangsgehalt mehr als die Hélfte des Chlorophylls erhalten. Der relative Verlauf des
Chlorophyllgehalts in Abhéngigkeit von der Cytokininkonzentration war im WT und in gata_IS2
ahnlich. Im WT bleiben bei 1 uM BA ca. 65% und in gata_IS2 ca. 55% erhalten.

(a) (b)
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Abbildung 32: Unterdriickung der dunkel-induzierten Seneszenz durch Cytokinin in Insertionslinien
cytokininregulierter Transkriptionsfaktoren am Beispiel gata22_1S2.
Der Gesamtchlorophyllgehalt in abgetrennten Blattern, die 10 Tage im Dunkeln inkubiert wurden, wurde
gemessen (a) und prozentual zum Anfangschlorophyllgehalt (K) nicht im Dunkeln inkubierter Blatter dargestellt
(b). Jeweils ein definiertes Blatt von 20 Tage alten Keimlingen wurde untersucht. Die Blatter von fiinf in vitro
gewachsenen Keimlingen wurden je Probe verwendet und auf 1 mg Frischgewicht (FG) bezogen. Gezeigt sind
Mittelwerte aus drei Proben und deren Standardabweichung dar (n=3). Der Anfangschlorophylligehalt ohne
Dunkelbehandlung wurde jeweils als 100% festgelegt. Die Proben wurden fiir 10 Tage entweder in Wasser und
DMSO (0 uM BA) oder in Wasser mit verschiedenen Cytokininkonzentrationen (0,01 uM BA, 0,1 pM BA und
1,0 uM BA) inkubiert. Signifikante Unterschiede im Vergleich zum WT wurden nicht gefunden. Die Ergebnisse
aller untersuchten Linien sind im Anhang in Abbildung 49 zusammengefasst.

In den anderen untersuchten Insertionslinien der Transkriptionsfaktoren wurden auch gleiche oder
leicht reduzierte Anfangschlorophyllgehalte gemessen (Abbildung 28 und im Anhang Abbildung 49).
Der relative Verlauf des Chlorophyllgehalts in Abhangigkeit von der Cytokininkonzentration
unterschied sich in wenigen Linien und nur bei einzelnen Cytokininkonzentrationen um mehr als 15%
vom WT. Dazu gehért die Insertionslinie hat3_1S1, die mit ca. 1,1 pug Chl/mg FG einen annédhernd
gleichen Anfangschlorophyllgehalt wie der WT besal3. Die Chlorophyllretention und damit die

Cytokininsensitivitat waren in dieser Linie jedoch reduziert, da in abgetrennten Blattern weniger
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Chlorophyll durch die Zugabe von Cytokinin erhalten blieb (Abbildung 49 im Anhang). Der
Unterschied zum WT betrug bei 0,01 uM BA 15% und bei 1 uM BA 11%. Diese Werte sind statistisch
signifikant mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05. Die Insertionslinie hat4_IS1 hatte nur bei
0,1 uM BA einen statistisch signifikanten Unterschied zum WT von etwa 11% mehr Chl. Bei dieser
Konzentration ist die Linie hat4 IS1 demnach sensitiver gegeniiber Cytokinin als der WT. Eine
verénderte Cytokininsensitivitat konnte anhand des Chlorophyll-Retentionstests demnach nur in den

Insertionslinien hat3_1S1 und hat4_IS1 nachgewiesen werden.

Insertionslinien  cytokininregulierter — Transkriptionsfaktorgene zeigen keine  verdnderte
cytokininabhangige Induktion von ARR5

Wie bereits erldutert, wird das Gen ARRS5 schnell und stark durch Cytokinin induziert (D'Agostino et
al., 2000) und deshalb als Markergen fur die Sensitivitat einer Pflanze gegenuiber Cytokinin
verwendet. Ein verdnderter ARR5 Transkriptlevel kann als Mal3 fiir eine Verdnderung des
Cytokiningehaltes oder der Stirke der Signalweiterleitung von Cytokinin gelten. Uber die
Bestimmung der ARR5 Transkriptmenge in Mutanten kdnnen Gene als positive oder negative
Regulatoren der Cytokininwirkung identifiziert werden. Damit erhélt man jedoch noch keine Hinweise
darauf, an welcher Stelle die untersuchten Gene bzw. dessen Produkte im komplexen Netzwerk der
Cytokininsignaltransduktion eine Rolle spielen kdnnten.

Um Hinweise dariber zu erlangen, ob einige der untersuchten Transkriptionsfaktoren das
Cytokininsignal positiv weiterleiten und dabei die Transkription von ARR5 induzieren, wurde dessen
Induktion in den Insertionslinien vergleichend zum WT gemessen. Dazu wurden 10 Tage alte in vitro
gewachsene Keimlinge fur 30 Minuten mit BA behandelt. Die Transkriptmenge von ARRS5 wurde
mittels gRT-PCR analysiert und war im WT nach 30 Minuten Cytokininbehandlung im Mittel etwa 17-
fach hoher als ohne Cytokininbehandlung (Abbildung 50 — Anhang), wies jedoch in den einzelnen
Experimenten grofiere Schwankungen auf (zwischen 12-fach und 19-fach der ARR5 Transkriptmenge
ohne Cytokinin). Um eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurden jeweils solche Proben der
Insertionsmutanten mit der korrespondierenden WT Kontrolle verglichen, dessen eingesetzte RNA-
Menge in die cDNA Synthese gleich war. Es ist zudem zu beachten, dass bereits die
Basistranskriptmenge von ARR5 in einzelnen Insertionslinien verglichen zum WT geringfigig
reduziert ist (Abbildung 29). Bezogen auf diesen Ausgangswert war die Transkriptmenge in den
einzelnen untersuchten Linien nach Cytokininbehandlung in der gleichen GréRenordnung wie im WT
erhoht, namlich zwischen 15-fach und 28-fach (Anhang Tabelle 10). Setzt man diese Induktionswerte
zum dem jeweils im gleichen Experiment ermittelten WT-Wert ins Verhaltnis, so lagen die relativen
Induktionswerte in den Linien gata22 _1S2, hat4_1S1, myb60 1S3, hsfA2_IS1 im Bereich zwischen 1,2
und 1,5 und in den Linien hat3_IS1 sowie bHLH78 1S3 bei 0,8 (die Daten zur Cytokinininduktion

von ARRS in allen untersuchten transgenen Pflanzen dieser Arbeit sind zusammenfassend im Anhang
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Abbildung 51 dargestellt). Die Ergebnisse zeigten, dass ARR5 in den Insertionslinien
cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene immer noch schnell und stark durch Cytokinin

induzierbar ist. Eine wesentliche Veradnderung der Sensitivitat liegt in den Linien also nicht vor.

Relative Induktion der ARR5 Expression nach
Cytokininbehandlung im Vergleich zum Wildtyp
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Abbildung 33: Relative Induktionsrate von ARR5 in Insertionslinien cytokininregulierter
Transkriptionsfaktorgene durch Cytokinin im Vergleich zum WT.

Dargestellt ist die relative Induktion der Transkriptmenge von ARR5 durch Cytokinin, die mittels gRT-PCR
ermittelt wurde. Die ARR5 Induktionsrate wurde gleich eins gesetzt. Verwendet wurden Keimlinge, die in
Flussigkultur 30 Minuten mit DMSO oder 5 uM BA behandelt wurden. Die ARR5 Transkriptmenge in
cytokininbehandelten Proben (BA_30) wurde ins Verhaltnis gesetzt zu den Proben, die gleich lang mit DMSO
(BA_0) behandelt wurden. Die so ermittelten Induktionsraten flr die untersuchten transgenen Linien (siehe
Tabelle 10) wurden anschlieRend zur Induktionsrate des WT ins Verhaltnis gesetzt. Die Daten entsprechen den
Mittelwerten von drei technischen Replikaten. Normalisiert wurden die Ergebnisse zum Gen UBC10
(At5g53300), welches als stabil exprimiertes Haushaltsgen verwendet wurde. Ein Stern markiert Linien, bei
denen anhand der absoluten Induktionsraten signifikante Unterschiede zum WT gefunden wurden (p < 0,05).
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4.4 Funktionelle Charakterisierung cytokinininduzierter Transkriptionsfaktorgene
anhand von Uberexpressionslinien

Untersuchungen des Phénotyps von Mutanten eines Gens geben oft Aufschluss iber dessen Funktion.
Gelingt es, die im Vergleich zum WT beobachteten phénotypischen Unterschiede von Mutanten den
Veranderungen in einem biologischen Prozess zuzuordnen, so kann man schlussfolgern, dass das
untersuchte Gen madglicherweise im identifizierten Prozess eine Rolle spielt. Nicht nur der Verlust
oder eine verminderte Funktion eines Gens kann auf diese Weise zur Identifikation der Genfunktion
fihren, sondern auch dessen gezielte Verstarkung der Funktion. Im gain-of-function Ansatz wurden
vier der cytokininregulierten Gene aus Tabelle 5 auf deren Beteiligung an der Vermittlung der
Cytokininwirkung untersucht. Die Expression der ausgewéhlten Gene GATA22, bHLH64, HAT22 und
HAT4 wird schnell durch Cytokinin hochreguliert (Punkt 4.2 und Abbildung 25). Es wurde daher
vermutet, dass diese Gene direkt an der Vermittlung der Cytokininwirkung beteiligt sein konnten. Eine
erhohte Menge des Genproduktes dieser Gene wiirde daher eventuell zu Verdnderungen in der Pflanze
fihren, die phénotypisch einem verdnderten Cytokiningehalt oder einer verdnderten

Cytokininsignalweiterleitung ahneln.

4.4.1  Konstruktion von Vektoren zur Uberexpression cytokinininduzierter
Transkriptionsfaktoren und Selektion transgener Linien

Um eine erhdhte Menge der vier ausgewdéhlten Transkriptionsfaktoren in transgenen Pflanzen zu
erhalten, wurde die genomische Sequenz der Gene unter der Kontrolle des starken und konstitutiv
aktiven 35S Promotors in Arabidopsis exprimiert. Dazu wurden die vier Gene vom jeweiligen
Translationsstart bis zum Translationsstopp aus dem Genom mittels PCR amplifiziert, mittels TOPO-
TA-Klonierung in einen TOPO-TA-Vektor integriert und zur Uberpriifung der Sequenz auf Fehler
sequenziert. Anschliefend wurden die Fragmente in den bindren Pflanzenvektor pROKII subkloniert
und mittels Agrobacterium vermittelter Transformation in Arabidopsis transformiert (siehe Punkt
2.6.1).

Es wurden je 30 unabhéngige Primartransformanden von 35S:HAT4 und 35S:HAT22 sowie 90 bzw.
160 Primartransformanden von 35S:GATA22 und 35S:bHLHG64 identifiziert.

Die identifizierten Primartransformanden zeigten in Einzelféllen sehr stark verdnderte Phanotypen
(nicht gezeigt). Es wurden nur solche Phénotypen weiter verfolgt, die mehrfach aufgetreten sind. Eine
detaillierte Beschreibung dieser Phanotypen erfolgt fur jedes untersuchte Gen weiter unten. Die
gefundenen Phénotypen waren sehr unterschiedlich. Daher wurde fiir alle vier Gene der
Transkriptlevel des Transgens in jeweils einer représentativen Linie je phénotypischer Klasse
bestimmt. Dazu wurde eine Northern Blot-Analyse mit einer Sonde, die die Gesamttranskriptmenge

resultierend aus der Transkription des Transgens als auch des endogenen Gens nachwies, durchgefihrt.
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Es wurden Linien mit verschieden stark erhéhtem Transkriptlevel identifiziert und je Gen die zwei
Linien mit der groBten Transkriptmenge fir die weiteren Untersuchungen ausgewéhlt (Abbildung 34).
Dabei handelt es sich um die Linien 35S:GATA22-13 und 35S:GATA22-14, 35S:bHLH64-10 und
35S:bHLH64-88, 35S:HAT22-7 und 35S:HAT22-29 sowie 35S:HAT4-14 und 35S:HAT4-20. Die Linie
35S:HAT4-11 hatte zwar die héchste Expression des HAT4-Gens (Abbildung 34), war aber infertil
und konnte deshalb nicht verwendet werden. Dies gibt jedoch einen Hinweis fiir eine mdogliche

Funktion von HAT4 wéhrend der reproduktiven Phase der Pflanzenentwicklung.

Abbildung 34: Bestimmung des Transkriptlevels cytokinininduzierter Transkriptionsfaktorgene in
Uberexpressionslinien durch Northern Blot-Analyse.

Durch Hybridisierung mit einer 3P radioaktiv markierten genspezifischen Sonde wurde in RNA von Linien, die
die Gene GATA22, HAT4, HAT22 oder bHLH64 unter der Kontrolle des 35S Promotor exprimieren, der
Transkriptlevel des jeweiligen Gens vergleichend zum WT ermittelt. Die obere Zeile zeigt die Autoradiographie.
Der Film wurde flr acht Stunden exponiert und nach Exposition Uber Nacht waren auch die WT-Transkripte
detektierbar (nicht gezeigt). Die jeweils untere Zeile zeigt das ethidiumbromidgefarbte Gel, in dem die rRNA als
Ladekontrolle zu sehen ist.
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4.4.2  Phanotypische Charakterisierung von Uberexpressionslinien cytokinininduzierter
Transkriptionsfaktoren

4.4.2.1 Phanotypische Charakterisierung des Sprosses der Uberexpressionslinien
cytokinininduzierter Transkriptionsfaktoren

Die Morphologie der Uberexpressionslinien, welche fiir die weiteren Untersuchungen ausgewahlt
wurden, wurde Uber den gesamten Lebenszyklus vergleichend zum WT beobachtet und wird im
Folgenden fir die vier Gene einzeln beschrieben. Da bekannt ist, dass Cytokinin eine positive
regulatorische Funktion auf das Sprosswachstum hat (Werner et al., 2001; Werner et al., 2003) und
dariiber hinaus eine veranderte Cytokininmenge oder -signalweiterleitung die Menge und GroRe der
Samen beeinflussen kann (Bartrina et al. unvertffentlichte Daten; Werner et al., 2003; Ashikari et al.,
2005; Riefler et al., 2006; Ma et al., 2008), wurden unter Langtagbedingungen eine Reihe von
Wachstumsparametern im Vergleich zum WT aufgenommen. Dazu gehdérten der Rosettendurchmesser,
die Rosettenblattanzahl 24 DAG und zum Bluhbeginn, der Bliihbeginn, die Hohe und Verzweigung
des Blutensprosses sowie die Anzahl und Lénge der Schoten am Ende des Lebenszyklus. Die
gefundenen Unterschiede waren nur in wenigen Féllen signifikant und gleichermallen in beiden
unabhangigen Linien zu finden. Demnach kann man vorweg bereits zusammenfassend sagen, dass
keine Unterschiede beim Plastochron und der Anzahl an Rosettenblédttern, der Anzahl der
Blltensprosse und Verzweigungen des Hauptblltenspross sowie der Anzahl gebildeter Schoten
gefunden wurden.

Zusatzlich wurde der Beginn der naturlichen Seneszenz augenscheinlich nach Einsetzen von
Gelbfarbungen des sechsten Rosettenblattes bestimmt, da die Seneszenz durch Cytokinin verzdgert
werden kann (Gan und Amasino, 1995). Cytokinin flihrt zudem, wenn es endogen erhdht, wird zu
einer erhohten Chlorophyllmenge in Pflanzen (Li et al., 1992). Es war daher interessant zu
untersuchen, ob dies auch der Fall ist, wenn ein Transkriptionsfaktor, der das Cytokininsignal
vermutlich weiterleitet, in der Pflanze in erhéhter Menge vorliegt. Der Chlorophyllgehalt wurde daher
in den 35S transgenen Linien der untersuchten Transkriptionsfaktoren gemessen und mit dem Gehalt
des WT verglichen. Fir die Linien der Gene GATA22 und HAT4 wurden jeweils auch die T-DNA-

Insertionsmutanten vergleichend mit untersucht.
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35S:GATAZ22 transgene Linien

Die hochste Expression des GATA22-Gens wurde in den Linien 35S:GATA22-13 und -14 gefunden
(siehe Abbildung 34). In beiden Linien waren die Keimblatter, das Hypokotyl und die an das
Hypokotyl angrenzende obere Halfte der Primarwurzel dunkler grin geférbt als im WT (Abbildung
35a). Im weiteren Verlauf der Entwicklung war der Rosettendurchmesser der Linie 35S:GATA22-13
geringer als im WT (Abbildung 35b) und betrug zum Blihbeginn mit 5,8 cm nur etwa 80% des WT-
Rosettendurchmessers (Abbildung 35c). Fir die zweite unabhdngige Linie wurde kein verdnderter
Rosettendurchmesser gemessen, jedoch wurde ein leicht verzégerter Blihbeginn festgestellt (Daten
nicht gezeigt) und deshalb wurde der Rosettendurchmesser zu einem entwicklungsbiologisch
vergleichbaren Zeitpunkt, ndamlich dem Blihbeginn gemessen. Bezogen auf den Zeitraum bis zum
Blihbeginn konnte nur fur die Linie 35S:GATA22-13 eine reduzierte Wachstumsrate der Rosette
ermittelt werden. Die Anzahl der Rosettenblatter, die bis zum Bliihbeginn von beiden 35S:GATA22-
Linien und der Insertionsmutante gata22_IS2 gebildet wurden, ergab, bezogen auf diesen Zeitraum,
kein veréndertes Plastochron (nicht gezeigt). Die Messung des Chlorophyllgehaltes ergab in WT
Keimlingen etwa 1,44 ug Chl / mg FG. Interessanterweise hatten die Pflanzen der Linie GATA22-14-8
weniger Chlorophyll als der WT, obwohl diese griiner aussahen (Abbildung 35a, d). Es wurden 0,94
Mg Chl / mg FG gemessen was einem Gehalt von 65% des WT entspricht. In der Linie 35S:GATA22-
13-5 und der Mutante gata22_1S2 wurde kein veranderter Chlorophyllgehalt gemessen.

Des Weiteren wurde in beiden 35S:GATA22 transgenen Linien eine reduzierte Schotenldnge ermittelt
(Abbildung 35€). Die Schoten der Linie 35S5:GATA22-13-5 hatten nur etwa 75% der Lange von WT-
Schoten. Am Ende des Lebenszyklus waren beide 35S:GATA22 transgenen Linien zudem signifikant
um 15% bzw. 30% hoher als der WT (Abbildung 35f).

Zusammenfassend wurden fiir 35S:GATA22 transgene Pflanzen dunkler grin gefarbte Keimlinge und
eine grin gefarbte Primarwurzel gefunden, die im WT unter diesen Bedingungen nie gefunden wurde.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass in der Primarwurzel Plastiden zu Chloroplasten differenziert
waren. In Kontrast dazu war in der Linie 35S:GATA22-14-8 der Chlorophyllgehalt reduziert. Die Linie
35S:GATA22-13-5 hatte eine verringerte Wachstumsrate der Rosette und beide 35S:GATA22-Linien

waren am Ende des Lebenszyklus hoher als der WT und bildeten Schoten mit reduzierter Lange.
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Abbildung 35: Phanotypische Verénderungen des Sprosses von 35S:GATA22 transgenen Arabidopsis
Pflanzen.

Die Keimblatter, das Hypokotyl und der obere Abschnitt der Primérwurzel von 35S:GATA22 transgenen
Keimlingen waren deutlich griiner als im WT (a). Der Rosettendurchmesser der Linie 35S:GATA22-13 war im
Alter von 40 DAG Kleiner als im WT (b) und wurde zu Bluhbeginn quantifiziert (c). Der Chlorophyllgehalt (d)
wurde 20 DAG in je drei unabhangigen Proben bestimmt. Eine Probe bestand aus je funf Blattern und es wurde
je das sechste Blatt einer Rosette verwendet. Die Schotenldnge aller Schoten einer Pflanze () und die
Sprosshéhe (f) wurden am Ende des Lebenszyklus bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und deren
Standardabweichung (n = 10 in ¢, e und f). Signifikante Unterschiede zum WT sind mit einem Stern markiert (p
< 0,015). MaReinheit in cm. Der WT ist jeweils links im Bild.
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35S:HAT4 transgene Linien

Jede der 30 identifizierten Primértransformanden zeigte bereits im Keimlingsstadium (14 DAG)
besonders unter Dauerlicht einen auffalligen Phanotyp. Die Keimblatter hatten eine lang gezogene,
lanzenartige Form (Abbildung 36a). Etwa ein Viertel der Primértransformanden, ndmlich die Linien
35S:HATA4-1 bis -7 hatten im weiteren Verlauf der Entwicklung ein stark veréndertes Sprosswachstum
(Abbildung 36b). Die Rosette war kleiner als 2 cm im Durchmesser. Die Rosettenblétter waren, wie
die Keimblatter, sehr schmal und an den Seiten nach oben gebogen (Abbildung 36c¢). Im Zentrum
dieser Rosette entstanden direkt Bliten, ohne dass eine Stangelverlangerung stattfand. Die Bliten
waren daher auf sehr engem Raum angeordnet und vollstandig steril, da die Staubbl&tter stark
vertrocknet und deformiert waren (Abbildung 36d). Diese Linien konnten deshalb nicht fir weitere
Untersuchungen verwendet werden. Unter den fertilen Linien hatten die Linien 35S:HAT4-14 und -20
die hochste Expression des HAT4-Transgens (siehe Abbildung 34). Diese Linien zeigten auch die
lanzenférmigen Rosettenblétter (Abbildung 36e), jedoch in vermindertem MaBe und die
Stangelverlangerung war unverandert, sodass die Pflanzen eine Sprosshdhe hatten, die ahnlich der des
WT war. Die Linien 35S:HAT4-14-1, welche auch die starke Expression des Transgens zeigte (siehe
Abbildung 34), bluhte etwa fiinf Tage spater (Abbildung 36f) und war am Ende des Lebenszyklus
sogar 30% hoher als der WT (Abbildung 36g). Die zweite unabhéngige Linie zeigte diesen Phanotyp
nicht und die untersuchte Insertionsmutante hat4_IS1 unterschied sich auch nicht vom WT.

Die beschriebenen starken phénotypischen Verdnderungen der Linien 35S:HAT4-1 bis -7 sind
interessanterweise in der Linie 35S:HAT4-20 in der zweiten Generation bei drei von acht
Nachkommen in identischer Ausprdgung aufgetreten (nicht gezeigt), obwohl die Linie als
Primértransformande kaum phénotypische Veranderungen gezeigt hatten. Es war nicht auszuschlieRen,
dass das Auftreten des Phénotyps auf einen Dosiseffekt des Transgens zuruickzuftihren ist, er konnte
jedoch nicht eindeutig mit dem Genotyp der Pflanzen assoziiert werden, denn selbst die homozygoten
Nachkommen der Linie 35S:HAT4-20 zeigten diese starke Auspréagung des Phanotyps nicht.

HAT4 hat also vermutlich eine negative regulatorische Funktion bezogen auf die Zellstreckung und -
differenzierung wahrend der Blattentwicklung. HAT4 beeinflusst den Zeitpunkt des Uberganges von

der vegetativen zur reproduktiven Phase und wirkt sich positiv auf die Sprossgrofe aus.
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Abbildung 36: Phéanotypische Veranderungen von 35S:HAT4 transgenen Arabidopsis Pflanzen.

Der Phénotyp aller 35S:HAT4 transgenen Keimlingen (a) unterschied sich deutlich von WT Keimlingen (oben
im Bild). Die Keimblatter waren sehr schmal. Im Alter von 30 DAG traten verschieden stark phanotypisch
verdnderte Primartransformanden auf (b — ). Die Linien 35S:HAT4-1 bis -7 bildeten keinen Sténgel (b). Sie
bildeten extrem kleine und schmale Rosettenblétter (¢) und direkt aus dem Zentrum der Rosette Bliten. Die
gebildeten Bliten waren jedoch aufgrund von deformierten Staubbléttern steril (d). Die fertilen Linien
35S:HAT4-14 und -20 hatten lanzenférmige Rosettenbléatter, welche jedoch WT-Grol3e hatten und bildeten einen
Sténgel aus. Der Bluhzeitpunkt (f) und die Sprosshéhe (g) sind je Mittelwerte und deren Standardabweichung (n
= 10). Signifikante Unterschiede zum WT sind mit einem Stern markiert (p < 0,01). MaBeinheit in cm.

35S:HAT22 transgene Linien

HAT22 gehort zur gleichen Klasse der HD-Zip Transkriptionsfaktoren wie HAT4. Interessant war,
dass auch alle der 30 identifizierten Primartransformanden der Linie 35S:HAT22 den auffalligen
Keimlingsph&notyp mit schmalen, lanzenférmigen Keimblattern zeigten (Abbildung 37a). Die anhand
ihrer starken Expression des Transgens fur weitere Untersuchungen ausgewdhlten Linien 35S:HAT22-
7-7 und 35S:HAT22-29-5 sind in Abbildung 37b gezeigt.
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Die Linie 35S:HAT22-29-5, die die starkste Expression des Transgens aufwies (siehe Abbildung 34),
hatte eine reduzierte Rosettengréfie im Vergleich zum WT (Abbildung 37c). Der Unterschied trat erst
mit dem Blihbeginn (18 DAG) auf. Bis dahin hatten beide 35S:HAT22 transgenen Linien eine
vergleichbare RosettengroRe wie der WT. Die Rosette der beiden 35S:HAT22 transgenen Linien wuchs
danach in geringerem Male und betrug 36 DAG nur 85% und 35% des Durchmessers von WT-
Rosetten. Der Bliitenspross beider Linien hatte am Ende des Lebenszyklus eine grofiere Hohe als der
des WT. Die 35S:HAT22 transgenen Linien waren gleichermalien etwa 15% hoher (Abbildung 37d).
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Abbildung 37: Phanotypische Veranderungen und Wachstumsparameter des Sprosses von 35S:HAT22
transgenen Arabidopsis Pflanzen.

Der Phanotyp von 35S:HAT22 transgenen Keimlingen unterschied sich deutlich vom WT (a). Im Vergleich zum
WT (oben) hatten die transgenen Keimlinge auffallig stark lanzenférmige Keimblatter (unten). Der
Rosettendurchmesser (b, ¢) war im Alter von 35 DAG (b) in der Linie 35S:HAT22-29-5 (rechts) kleiner als beim
WT (links) und der Linie 35S:HAT22-7-7 (Mitte). Der Unterschied in der RosettengroRe nahm mit
zunehmendem Alter in beiden 35S:HAT22 transgenen Linien zu (c). Die Blutensprosse beider transgenen Linien
waren hdher als die des WT (d). Dargestellt sind Mittelwerte und deren Standardabweichung (n = 10).
Signifikante Unterschiede zum WT sind mit einem Stern markiert (p < 0,01). Der MalReinheit entspricht 1 cm in
(d) und 6 cmin (b).
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Eine Besonderheit 35S:HAT22 transgener Pflanzen war, dass in beiden Linien, jedoch in besonderem
Mal3e in der Linie 35S:HAT22-29-5, die die stdrkere Expression des Transgens hatte, bereits im Alter
von 35 DAG deutliche Seneszenzsymptome in Form von Gelbverfarbungen der Rosettenblattern
gefunden wurden, wohingegen der WT zu diesem Zeitpunkt noch vollstandig griine Blatter hatte
(Abbildung 38 a-c). Des Weiteren wurde bei der Bestimmung des Beginn der natiirlichen Seneszenz
anhand augenscheinlicher Feststellung von Gelbférbungen des sechsten Rosettenblattes festgestellt,
dass diese Gelbfarbungen in der Linie 35S:HAT22-7-7 vier Tage und in der Linie 35S:HAT22-29-5
sechs Tage fruher als im WT einsetzte. Im WT war dies 32 DAG der Fall (Abbildung 38d). In
Einklang damit wurde dieser optische Eindruck in beiden 35S:HAT22 transgenen Linien anhand der
Messung eines reduzierten Chlorophyllgehaltes bestatigt (Abbildung 38e). Dieser Betrug mit etwa 1,0
Mg Chl / mg FG nur etwa 67% des WT Chlorophyllgehaltes.

Zusammenfassend wurden in 35S:HAT22 transgenen Linien die gleichen lanzenférmigen Keim- und
Rosettenbldtter beobachtet wie bei 35S:HAT4 transgenen Linien sowie hthere Blutensprosse. Eine
reduzierte RosettengrofRe wurde ebenso gemessen und war besonders in den Linien mit starker
Expression des Transgens auffallig. Eine Besonderheit 35S:HAT22 transgener Linien war der
verringerte Chlorophyllgehalt einhergehend mit friiher einsetzender natiirlicher Seneszenz. HAT22 hat
also vermutlich eine negative regulatorische Funktion wéhrend der Zellelongation in Blattern und
wahrend der Seneszenz und Ubt einen positiven regulatorischen Einfluss auf die Elongation des

Blitensprosses aus.
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Abbildung 38: Nattirliche Seneszenz und Chlorophyllgehalt in 35S:HAT22 transgenen Arabidopsis
Pflanzen.

Deutliche Seneszenzsymptome der Rosettenblatter (a-c) wurde 35 DAG im WT (a) noch nicht, jedoch in der
Linie 35S:HAT22-7-7 (b) und insbesondere 35S:HAT22-29-5 (c) gefunden. Die Rosettenblatter sind von rechts
nach links und oben nach unten nach ansteigendem Alter angeordnet. Der Beginn der Seneszenz (d) wurde
augenscheinlich anhand des Auftretens von Gelbfarbungen des sechsten Rosettenblattes bestimmt. Die Messung
des Chlorophyllgehaltes (e) des sechsten Rosettenblattes erfolgte in vitro 20 DAG. Die Maleinheit entspricht 2
cm in (a-c). Gezeigt sind Mittelwerte und deren Standardabweichung (n = 10, in d) und (n = 3, in €; je Probe
wurde von 5 Pflanzen das sechste Rosettenblatt verwendet). Signifikante Unterschiede zum WT sind mit einem
Stern markiert (p < 0,01).

35S:bHLH64 transgene Linien

Unter den 90 selektierten Priméartransformanden wurden verschiedene Phanotypen identifiziert. Es gab
zwei phanotypische Klassen, die von einer jeweils groReren Anzahl an Primdrtransformanden gezeigt
wurden. Etwa 15 Pflanzen unterschieden sich nicht vom WT und etwa 60 Pflanzen waren groRer als

der WT. Von diesen hatten 13 Pflanzen im Vergleich zum WT einen stark vergrofRerten
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Rosettendurchmesser von 14 cm. Der WT hatte einen Rosettendurchmesser von 10 cm (Daten nicht
gezeigt). Die Bestimmung der Expressionsstarke des Transgens in reprasentativen Linien jeder
phanotypischen Kategorie ergab, dass die Linien 35S:bHLH64-10 und insbesondere die Linie
35S:bHLH64-88 eine sehr starke Expression von bHLH64 aufwiesen (siehe Abbildung 34), weswegen
sie fur die weiteren Untersuchungen ausgewéhlt wurden. Die Linie 35S:bHLH64-10 unterschied sich
nicht vom WT. Die Linie 35S:bHLH64-88 war unter den Primértransformanden mit sehr groRem
Rosettendurchmesser gefunden worden und unterschied sich auch in anderen Merkmalen deutlich vom
WT und zwar als Keimling und als bliihende Pflanzen. Eine zweite unabh&ngige Linie mit dem
gleichen Phénotyp (35S:bHLH64-89) konnte erst gegen Ende dieser Arbeit etabliert werden. Daher
wurden die meisten quantitativen Untersuchungen an den Linien -10 und -88 durchgefiihrt. Die
phénotypische Beschreibung erfolgt jedoch nur fiir die Linien -88 und -89.

Die Keimlinge der transgenen Linien 35S:bHLH64-88 und -89 zeigten deutliche lichtabhéngige
Verénderungen des Wachstums im Vergleich zum WT. Unter Standardlichtbedingungen und Langtag-
Belichtungsdauer war das Hypokotyl langer als im WT, die Keimlinge waren weniger grin
(Abbildung 39a). Dieser Keimlingsphanotyp war vermutlich dosisabhangig, denn in beiden
unabhéngigen Linien war insbesondere die Verédnderung der Lange des Hypokotyls in homozygoten
Linien starker (Abbildung 39a). Zur Keimung waren die 35S:bHLH64 transgenen Keimlinge noch
grin. Die Form der Blétter war nicht abgerundet wie im WT, sondern spitz zulaufend und insgesamt
waren die Keimblatter grofer als die des WT (Abbildung 39a). Die Grunfarbung nahm im weiteren
Verlauf der Keimlingsentwicklung jedoch stark ab und der Chlorophyllgehalt betrug im Alter von 20
DAG in der Linie 35S:bHLH64-10-3 nur noch 0,9 ug Chl / mg FG und in 35S:bHLH64-88-5 0,1 g
Chl / mg FG (Abbildung 39b). Diese Chlorophyllgehalte entsprachen nur noch 64% bzw. 8% des WT-
Gehaltes. Die Rosettenblatter der Linie 35S:bHLHG64-88 hatten ebenso wie die Keimblatter eine
verénderte Form. Sie waren nicht rund bis oval wie beim WT (Abbildung 39d), sondern hatten eine
lang gezogene und an den Blattrandern gezackte Form sowie langere Petiolen (Abbildung 39¢e). Auch
der Phénotyp des Blitensprosses war dosisabhéngig. Der grofRere Rosettendurchmesser trat nur in
heterozygoten Pflanzen auf und in homozygoten Pflanzen waren der Durchmesser und die Sprosshohe
wieder geringer (Abbildung 39e). Im Gegensatz zum WT wuchs das Hypokotyl auch wahrend der
reproduktiven Phase kontinuierlich weiter in Langs- als auch Radialrichtung. Daher war es viel langer
als das Hypokotyl des WT, es hatte zudem einen gréReren Umfang und sah verholzt aus (Abbildung
39f). Bliten dieser Pflanzen waren unter Standardbedingungen ménnlich steril. Die Antheren kamen
nicht zur Reife und es wurden keine Pollen entlassen. Die Antheren sahen morphologisch nicht
verandert aus, sie wurden vermutlich nur nicht vollstandig reif (Abbildung 39g). Saatgut konnte nur in
sehr geringem Male erhalten werden, da unter speziellen Lichtbedingungen die Fertilitdt nicht

vollstandig reduziert war (siehe unten).
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Abbildung 39: Phéanotyp von 35S:bHLHG64 transgenen Arabidopsis Pflanzen.

35S:bHLH64-88 und -89 transgene Keimlinge hatten im Alter von 6 DAG abhéngig von der Dosis des Transgens
ein verlangertes Hypokotyl, spitz zu laufende Blatter und waren weniger griin (a). Der Chlorophyllgehalt wurde
20 DAG an in vitro gewachsenen Keimlingen bestimmt (b). Dargestellt sind Mittelwerte und deren
Standardabweichung (n = 3). Jede Probe bestand aus dem jeweils sechsten Rosettenblatt von insgesamt funf
Keimlingen. Die Form der Rosettenblatter war im WT 28 DAG abgerundet bis oval (c), jedoch in 35S:bHLH64
transgenen Pflanzen lang gezogen und gezackt (d). Rosettengréfle und Sprosshéhe waren abhéngig von der
Dosis des Transgens (e). Rosetten heterozygoter 35S:bHLH64-88 transgener Pflanzen (Mitte) waren groRer als
die des WT (links). Die Rosettengréfie und die Sprosshdhe von homozygoten Pflanzen (rechts) waren reduziert.
Das Hypokotyl in homozygoten 35S:bHLH64-88 transgenen Pflanzen war stark verlangert und verdickt (f).
Bluten von 35S:bHLH64-88 transgenen Pflanzen waren ménnlich steril, da die Antheren vermutlich nicht zur
Reife kamen und keine Pollen abgegeben wurden (g).

Die beschriebenen Phanotypen von 35S:bHLH64-88 und -89 transgenen Pflanzen waren von der
Lichtintensitat und Lichtdauer abhéngig. Unter Dauerlicht konnten die Pflanzen nur wenig Biomasse
produzieren. Ihre Rosette blieb sehr klein und die Bléatter zeigten deutlich stirkere Stresssymptome als
der WT in Form von Violettfarbung, die vermutlich auf starke Anthocyanakkumulation

zuriickzufiihren war (Daten nicht gezeigt). Im Gegenteil dazu konnten diese Pflanzen unter
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Schwachlicht (unter 40 pE / m? * s) oder Kurztagsbedingungen (8h Licht/16h Dunkel) in einigen
Fallen sogar fertile Bllten bilden und wenige Samen produzieren (nicht gezeigt). Die Ausbleichungen
waren unter diesen Lichtbedingungen auch deutlich geringer als unter normalen Lichtbedingungen
(Abbildung 40e, f).

Das verladngerte und in der weiteren Entwicklung zusatzlich stark verdickte Hypokotyl wurde in
Keimlingen und auch blihenden Pflanzen detaillierter untersucht. Es stellte sich in erster Linie die
Frage nach der Ursache. Es konnte entweder die Zellzahl erhoht sein oder die Lange der einzelnen
Zellen. Es konnte natlrlich auch ein Zusammenspiel aus beiden Parametern die Ursache fir das
langere Hypokotyl sein. Um diese Frage zu beantworten, wurden exemplarisch in der
Epidermiszelllage die Zellzahl und die L&nge der einzelnen Zellen ermittelt. Die Analyse erfolgte aus
technischen Griinden unter Schwachlichtbedingungen. Die Anzahl der Epidermiszellen vom apikalen
Meristem bis zum Ubergang zur Wurzel war in Hypokotylen von 35S:bHLH64-88 und -89 transgenen
Keimlingen im Vergleich zum WT nicht verschieden (Abbildung 40a). Die Zellen in Hypokotylen der
35S:bHLH64-88 und -89 transgenen Pflanzen waren jedoch doppelt so lang wie die des WT
(Abbildung 40b). Unter Standardlichtbedingungen wurden in 35S:bHLH64-88 und -89 transgenen
Keimlingen sogar etwa finfmal langere Hypokotyl-Epidermiszellen gefunden als im WT (Abbildung
40c, d). Somit konnte ermittelt werden, dass die starke Verlangerung des Hypokotyls in 35S:bHLH64-
88 und -89 transgenen Keimlingen ausschlieflich auf eine erhéhte Zellstreckung und nicht -teilung
zuriickzufiihren war.

Im weiteren Verlauf der Entwicklung konnten unter Schwachlicht zuséatzliche Verdnderungen am
Hypokotyl von 35S:bHLH64-88 und -89 transgenen Pflanzen beobachtet werden. Das Hypokotyl der
transgenen Pflanzen platzte aufgrund von kallusartigen Gewebebildungen auf (Abbildung 40f). Des
Weiteren waren die Folgeblatter nicht wie im WT in einer typischen Rosette angeordnet (Abbildung
40e). Vielmehr setzten sie mit grofierem Abstand zueinander an, sodass internodienartige Abstéande
erkennbar wurden (Abbildung 40f).
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Abbildung 40: Detailanalyse des Hypokotyls von 35S:bHLH64 transgenen Arabidopsis Pflanzen.

Zellzahl und -lange in Epidermiszellen des Hypokotyls unter Schwachlicht (< 40 pE / m* * s) 6 DAG (a, b). Die
Zellzahl einer Epidermiszelllinie des Hypokotyls von 35S:bHLH64-88 und -89 transgenen Pflanzen war nicht
signifikant verschieden zum WT (a) jedoch war die Lange der Epidermiszellen signifikant héher (b).
Epidermiszellen von WT und 35S:bHLH64-88 transgenen Keimlingen unter Standardlichtebedingungen (70-100
UE / m? * s) 6 DAG (c, d). Die Epidermiszellen des WT waren unter Standardlichtbedingungen von gleicher
Breite und Lénge (c), jedoch waren Epidermiszellen von 35S:bHLH64 transgenen Keimlingen (d) nur halb so
breit und etwa fiinfmal langer als die des WT. Unter Schwachlicht wurden im Vergleich zum WT (e) bei
35S:bHLH64-88 transgenen Pflanzen kallusartige Strukturen am Hypokotyl gebildet, welches seitlich aufplatzte
(f). Die MaReinheiten entsprechen 100 um in (c, d) und 1 cm in (e, f). Dargestellt sind Mittelwerte und deren
Standardabweichung (n = 17, in a) (n = 280, in b). Signifikante Unterschiede zum WT sind mit einem Stern
markiert (p < 0,0001)
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4.4.2.2 Phanotypische Charakterisierung der Wurzelentwicklung von Uberexpressionslinien
cytokinininduzierter Transkriptionsfaktoren

Cytokinin hat eine negative Wirkung auf die Wurzelverlangerung und -verzweigung. Pflanzen mit
erhohter Cytokininproduktion haben ein reduziertes Wurzelsystem (Li et al., 1992) und exogen
zugefuhrtes Cytokinin bewirkt in WT-Pflanzen ein vermindertes Wurzelwachstum (Go6ran, 1982;
Baskin et al., 1995; Li et al., 2006). Das Wurzelwachstum kénnte deshalb bei Uberexpression eines
Transkriptionsfaktors, der das Cytokininsignal positiv weiterleitet, reduziert sein und bei
Uberexpression eines negativen Regulators verstirkt. Das Wurzelwachstum wurde deshalb in allen
Linien quantitativ untersucht.

Unter Standardbedingungen unterschied sich die Primarwurzelelongation der Uberexpressionslinien
aller vier untersuchten Transkriptionsfaktorgene signifikant vom WT (Abbildung 41a). Beide
35S:GATA22- und beide 35S:HAT4-Linien hatten deutlich kirzere Primérwurzeln als der WT und
deren Elongation zwischen 4 und 13 DAG betrug nur zwischen 60% und 78% der des WT. Die Linie
35S:bHLH64-10 zeigte eine leicht erhohte Primarwurzellange, jedoch hatte die zweite unabhéngige
Linie 35S:bHLH64-88, welche die starkere Expression des Transgens aufweist, eine
Primarwurzelelongation von nur 60% verglichen mit dem WT. Beide 35S:HAT22-Linien zeigten eine
signifikant starkere Elongation der Primarwurzel von 11% und 15%.

Die Lateralwurzelanzahl unterschied sich 13 DAG unter Standardbedingungen in fast allen
untersuchten Uberexpressionslinien vom WT, der etwa 16 Lateralwurzeln hatte (Abbildung 41b).
Beide 35S:GATA22- und beide 35S:HAT4-Linien hatten signifikant weniger Lateralwurzeln. Die
Lateralwurzelanzahl entsprach nur 27% und 40% des WT-Wertes in 35S:GATA22-Linien sowie 51%-
61% in 35S:HAT4-Linien. Von den 35S:bHLHG64 transgenen Linien hatte die phanotypisch starker
verdnderte Linie -88 nur 13% der Lateralwurzeln des WT. 35S:HAT22-Keimlinge bildeten bis zum 13.
DAG die gleiche Anzahl an Lateralwurzeln wie der WT (Abbildung 41b).

Zusammenfassend Uben GATA22 und HAT4, sowie bHLHG64 vermutlich einen negativen

regulatorischen Einfluss auf das Wurzelwachstum aus. HAT22 reguliert die Prim&rwurzellange positiv.
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Abbildung 41: Wurzelwachstum von Uberexpressionslinien cytokinininduzierter
Transkriptionsfaktorgene.

Die Primarwurzelelongation (a) und die Lateralwurzelanzahl (b) unterschieden sich in den Uberexpressionslinien
deutlich vom WT. Das Wurzelwachstum von in vitro gewachsenen Keimlingen wurde auf Standard Ats-Medium
untersucht. Die Primarwurzelelongation wurde zwischen 4 DAG und 13 DAG gemessen und die
Lateralwurzelanzahl wurde 13 DAG bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und deren Standardabweichung (n =
40). Signifikante Unterschiede zum WT sind mit einem Stern markiert (p < 0,01)
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4.4.3  Analyse der Cytokininsensitivitit von Uberexpressionslinien cytokinininduzierter
Transkriptionsfaktoren

Die bisher beschriebenen morphologischen Verénderungen, insbesondere die des Wurzelwachstums,
der Uberexpressionslinien (Abbildung 41) gaben erste Hinweise fiir eine mogliche Funktion der
cytokininregulierten Transkriptionsfaktoren bei der Cytokininsignalleitung. In anderen Arbeiten wurde
eine verdnderte Sensitivitit gegeniber Cytokinin in  Cytokininsignaltransduktionsmutanten
beschrieben. A-Typ ARRs sind beispielsweise negative Regulatoren der Cytokininwirkung und
beeinflussen das Wurzelwachstum daher positiv (To et al., 2004). In Mutanten wurde deshalb auch
eine erhohte Cytokininsensitivitat des Wurzelwachstums gegeniiber exogen zugefiihrtem Cytokinin
gefunden. Bei Mutanten der B-Typ ARRs hingegen wurde von einer reduzierten Cytokininsensitivitat
des Wurzelwachstums berichtet und diese Faktoren deshalb als positive Vermittler des
Cytokininsignals bezeichnet (Mason et al., 2005; Argyros et al., 2008).

Um weiter zu Uberprifen, ob die in der hier vorliegenden Arbeit untersuchten cytokininregulierten
Transkriptionsfaktoren eine Rolle bei der Vermittlung des Cytokininsignals spielen, wurden die
Cytokininsensitivitat in Uberexpressionslinien untersucht. Zwei Bioassays wurden wie bereits bei der

Charakterisierung der T-DNA-Insertionsmutanten (siehe Punkt 4.3.4) durchgefihrt.

Die Primarwurzelelongation von Uberexpressionslinien cytokinininduzierter
Transkriptionsfaktorgene zeigte nur im Falle von 35S:HAT22 transgenen Linien eine veranderte
Cytokininsensitivitat

Nach exogener Cytokininapplikation nahm die Lange der Primérwurzel in allen Uberexpressionslinien
mit steigender Cytokininkonzentration ab. Die prozentuale Rate der Abnahme war &hnlich wie beim
WT (Anhang Abbildung 52). Es waren zum Beispiel Wurzeln von Linien, die unter
Standardbedingungen kurzer (Linien der Gene GATA22, HAT4 und bHLH64) bzw. langer (Linien des
Gens HAT22) als die des WT waren, auch nach Cytokininzugabe kirzer bzw. langer. Die Unterschiede
der prozentualen cytokininabhéngigen Primarwurzelverkiirzung zum WT waren nur bei einzelnen
Cytokininkonzentrationen und meist nicht gleichermalen in beiden unabhéngigen Linien zu finden
und betrugen nie mehr als 10-15%. Eine Ausnahme stellten die 35S:HAT22 transgenen Linien dar.
Verglichen mit der Primarwurzelelongation ohne Cytokininapplikation wurde bei beiden
unabhangigen Linien bei 50 nM BA eine auf etwa 50% reduzierte Primarwurzelelongation gemessen,
beim WT war die Elongation auf etwa 40% reduziert. Bei 100 nM BA wurden in 35S:HAT22
transgenen Linien 36% bzw. 41% kirzere Wurzeln gemessen und beim WT 30%. Der Unterschied in
der Sensitivitat zum WT betrug also bei beiden Cytokininkonzentrationen 10% (Anhang Abbildung
52). Die Primérwurzeln von 35S:HAT22 transgenen Linien reagierten also weniger sensitiv gegeniber

Cytokinin.
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Die  Bildung von  Lateralwurzeln in  Uberexpressionslinien  cytokinininduzierter
Transkriptionsfaktorgene zeigt eine veranderte Cytokininsensitivitat

Die Lateralwurzelanzahl in allen untersuchten Uberexpressionslinien nahm im Vergleich zum WT
prozentual mit einer veranderten Rate abh&ngig von der Cytokininkonzentration im Medium ab
(Abbildung 42).

Die 35S:GATA22 transgenen Linien zeigten nach Applikation von 50 nM BA noch signifikant mehr
Lateralwurzeln als der WT. Beim WT wurden nach Applikation von 50 nM BA eine deutliche
Reduktion der Lateralwurzelzahl um 90% auf 10% der Anzahl verglichen mit den
Kontrollbedingungen gemessen. In den transgenen Linien wurde eine Reduktion auf 18% bis 53%
ermittelt (Abbildung 42). Das bedeutet die Lateralwurzelentwicklung dieser Linien war weniger
sensitiv gegenuber Cytokinin. Dieser Unterschied in der Sensitivitat war in der 35S:GATA22-14-8
Linie nach Applikation von 20 nM BA im Medium noch starker, wo er mehr als 60% betrug. Beide
35S:GATA22 transgenen Linien hatten sogar bei 100 nM BA im Medium noch bis zu 30% der
Lateralwurzelanzahl verglichen mit der Anzahl ohne Cytokininapplikation. Der WT bildete unter
diesen Bedingungen gar keine Lateralwurzeln mehr aus.

In 35S:HAT4 transgenen Linien betrug die Lateralwurzelzahl nach Applikation von 50 nM BA im
Medium noch 15% und 31% der Lateralwurzelzahl ohne Cytokininapplikation. Im WT waren es nur
6%. Das bedeutet die Lateralwurzelbildung beider 35S:HAT4 transgener Linien war verglichen zum
WT auch weniger sensitiv gegeniuiber Cytokinin (Abbildung 42).

Die Lateralwurzelbildung 35S:HAT22-7-7 transgener Keimlinge hatte die gleiche Sensitivitat
gegeniiber Cytokinin wie WT. Die Lateralwurzelbildung 35S:HAT22-29-5 transgener Keimlinge war
jedoch sensitiver gegentiber Cytokinin als der WT. Die Lateralwurzelzahl betrug zum Beispiel bei 20
nM BA im Medium 20% der Anzahl ohne Cytokinin, beim WT waren es noch 40% (Abbildung 42).
Die Sensitivitat der Lateralwurzelbildung gegentber Cytokinin war bei 35S:bHLH64-88 transgenen
Keimlingen signifikant reduziert. Bei 20 nM und 50 nM BA im Medium war die Anzahl auf 84% bzw.
auf 48% verglichen zur Anzahl ohne Cytokinin gesunken. Der WT hatte bei diesen
Cytokininkonzentrationen nur noch 36% bzw. 2% an Lateralwurzeln. 35S:bHLH64-88 transgene
Keimlinge hatten also durch Cytokininapplikation eine um 48% bzw. 44% geringere Reduktion der
Lateralwurzelzahl. In der zweiten unabhéngigen Linie, 35S:bHLH64-10-3 wurde dagegen bei 20 nM
BA im Medium eine um 20% starkere Abnahme der Lateralwurzelzahl als beim WT gefunden, was
bedeutet, dass diese Linie eine héhere Cytokininsensitivitét als der WT hatte.

Zusammenfassend wurden fir 35S:GATA22 sowie 35S:HAT4 transgene Linien reduzierte
Cytokininsensitivitaten der Lateralwurzelbildung und fiir eine der 35S:HAT22 transgenen Linien eine
erhohte Cytokininsensitivitit gefunden. 35S:bHLHG64-88 transgene Keimlinge zeigten eine reduzierte
und  35S:bHLH64-10 transgene  Keimlinge eine erhdhte  Cytokininsensitivitdt  der

Lateralwurzelbildung.
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Abbildung 42: Prozentuale Reduktion der Lateralwurzelanzahl in Abhéangigkeit von der
Cytokininkonzentration in Uberexpressionslinien cytokinininduzierter Transkriptionsfaktorgene.

Die Lateralwurzelanzahl wurde 13 DAG bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und deren Standardabweichung
(n = 40). Signifikante Unterschiede in der Cytokininsensitivitat im Vergleich zum WT sind mit einem Stern
markiert (p < 0,01). Das Wurzelwachstum von in vitro gewachsenen Keimlingen wurde auf Standard Ats-
Medium verschiedener Cytokininkonzentrationen untersucht. (Absolute Zahlen, siehe Anhang Abbildung 53).

Uberexpressionslinien cytokinininduzierter Transkriptionsfaktorgene haben eine veranderte
Cytokininsensitivitat bei der Unterdriickung von dunkel-induzierter Seneszenz

Cytokinin  beeinflusst die Chloroplastenreifung und verzdgert den seneszenzbedingten
Chlorophyllabbau (Chory et al., 1994; Gan und Amasino, 1995; Gan und Amasino, 1996). Daher
bestand d&hnlich wie bei der Untersuchung von T-DNA-Insertionsmutanten der untersuchten
Transkriptionsfaktorgene (Kapitel 4.3) die Vermutung, dass auch die erhéhte Aktivitéat dieser Faktoren
einen Einfluss auf die cytokininabhangige Chlorophyliretention haben konnte. Aus diesem Grund
wurde neben der Messung des Gesamtgehaltes an Chlorophyll auch dessen Retention anhand eines
Cytokininsensitivitatstest untersucht. Es wurde die cytokininabh&ngige Unterdriickung von dunkel-
induzierter Seneszenz in abgetrennten Blattern der Uberexpressionslinien und den korrespondierenden
T-DNA-Insertionslinien ermittelt. Die Ergebnisse sind zusammenfassend im Anhang (Abbildung 49)
dargestellt und wurden bereits fur die T-DNA-Insertionslinien in Kapitel 4.3.4 erldutert.

In allen Linien wurde die Seneszenz in abgetrennten Blattern prinzipiell unterdriickt. Es war also keine

Linie vollstandig resistent gegenuber Cytokinin. Die Chlorophyllretention und damit die Sensitivitat
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der  Uberexpressionslinien  gegenilber ~ Cytokinin  waren jedoch nur bei einzelnen
Cytokininkonzentrationen verglichen zum WT verdndert.

Fir die 35S:GATA22-Linien wurde nur in einer Linie bei 0,1 und 1 uM BA eine verringerte
Chlorophyllretention und damit eine geringere Sensitivitat als im WT gemessen (Anhang - Abbildung
49), die zweite Linie und auch die T-DNA-Insertionslinie gata22 1S2 zeigten aufgrund der hohen
Standardabweichung aus den drei Replikaten der Messung keine signifikanten Unterschiede in der
Cytokininsensitivitat.

In beiden 35S:HAT4-Linien war die Chlorophyllretention geringer als im WT. Die Unterschiede waren
aber nicht bei allen Konzentrationen in beiden Linien signifikant. So blieb im WT bei Zugabe von 1
UM BA noch 50% des Chlorophylls verglichen zum Ausgangswert ohne Dunkelbehandlung erhalten,
in den 35S:HAT4-Linien waren es nur 30%-35%. Die hat4-Insertionsmutante hatte bei 0,1 uM BA
eine leicht erhohte Sensitivitat verglichen mit dem WT, denn es blieben mehr als 60% des
Anfangschlorophyllgehaltes erhalten (Anhang - Abbildung 49).

Eine verstarkte Chlorophyllretention und damit eine erhohte Cytokininsensitivitdt wurde in beiden
35S:HAT22-Linien gemessen. Die Unterschiede waren jedoch nur bei einer der beiden Linien
signifikant. Es blieb in den untersuchten Blattern zwischen 25% und 34% mehr Chlorophyll nach
Cytokininbehandlung erhalten als im WT (Anhang - Abbildung 49). 35S:HAT22 transgene Linien sind
also im Fall der Unterdriickung von dunkel-induzierter Seneszenz sensitiver gegenuiber Cytokinin als
der WT.

In der Linie 35S:bHLH64-88 war die Chlorophyliretention trotz eines sehr viel geringeren
Anfangschlorophyllgehaltes (siehe auch Abbildung 39b) Uber fast alle Konzentrationen gleich
ansteigend wie im WT. Beide Linien hatten bei 0,1 puM BA noch etwa 35% des
Anfangschlorophyllgehaltes. Bei 1 uM stieg dieser im WT weiter auf ca. 40%. In der Linie
35S:bHLH64-88 wurde jedoch bei dieser Konzentration ein stark verringerter Chlorophyllgehalt
gemessen, sodass die Kurve hier bereits stark abfiel auf nur 12% (Anhang - Abbildung 49).

4.4.4  Analyse der molekularen Cytokininantwort in Uberexpressionslinien
cytokinininduzierter Transkriptionsfaktoren am Beispiel ARR5

Um eine Beteiligung der untersuchten Transkriptionsfaktoren an der Vermittlung der
Cytokininwirkung zu untersuchen, war es interessant, die Expressionsstirke eines durch Cytokinin
regulierten Gens als Marker fiir die generelle Cytokininantwort in den 35S transgenen Pflanzen zu
untersuchen. Dazu wurde wie bereits bei der Untersuchung der T-DNA-Insertionsmutanten (Punkt
4.3.4 und Abbildung 33) ARR5 ausgewéhlt, da es durch Cytokinin schnell und stark induziert wird
(D'Agostino et al., 2000). Die in einer qRT-PCR ermittelten Transkriptmengen von ARR5 sind
bezogen auf die Menge im WT in Abbildung 43 dargestellt.



ERGEBNISSE - Teil Il -131 -

Von beiden 35S:GATA22 transgenen Linien wurde nur in der Linie 35S:GATA22-14 eine signifikant
reduzierte ARR5 Transkriptmenge verglichen zum WT gemessen. Diese ist um fast 50% geringer als
im WT (Abbildung 43). Das tendenziell vergleichbare Ergebnis wurde fir 35S:HAT4 transgene Linien
gefunden. In Uberexpressionslinien der Gene HAT22 und bHLH64 wurde die gleiche ARRS5-

Transkriptmenge wie beim WT gemessen.
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Abbildung 43: ARR5 Expression in Uberexpressionslinien cytokinininduzierter Transkriptionsfaktoren im
Vergleich zum WT.

Dargestellt sind die relativen Transkriptmengen von ARR5, die mit einer gRT-PCR ermittelt wurden. Eingesetzt
wurde cDNA von zehn Tage alten, unbehandelten, in vitro gewachsenen Keimlingen je Probe. Die Balken
entsprechen der Standardabweichung von drei technischen Replikaten. Normalisiert wurden die Ergebnisse zum
Gen UBC10 (At5g53300), welches als stabil exprimiertes Haushaltsgen verwendet wurde. Signifikante
Unterschiede zum WT sind mit einem Stern markiert (p < 0,01).

Neben der Messung der Basistranskriptmenge von ARR5 war es zudem interessant zu Uberprifen, ob
in den Uberexpessionslinien die Induktion von ARR5 nach exogener Cytokininapplikation verandert
ist.

Die Transkriptmenge von ARR5 wurde zunéchst ohne und zusatzlich nach Cytokinininduktion mit 5
UM BA fir 15, 30 und 120 Minuten an WT-Pflanzen bestimmt (Anhang — Abbildung 50). Die
Transkriptmenge stieg nach 15 Minuten Cytokininbehandlung etwa 10-fach an und erreichte nach 30
Minuten einen Wert von etwa 17-fach der Ausgangsmenge. Nach 120 Minuten war die
Transkriptmenge wieder auf etwa 10-fach der Ausgangmenge zurlickgegangen. Der Zeitpunkt 30
Minuten wurde flr die Analyse der Induktionsrate ausgewéhit.

Bezieht man die in den transgenen Linien mittels gRT-PCR ermittelten Induktionswerte von ARR5 auf
die jeweils im WT ermittelten Werte, so ergeben sich Abweichungen zwischen 2-fach hoherer
Induktionsrate bis hin zu nur der halben Induktionsrate des WT (Abbildung 44).

Es wurden fur eine der 35S:GATA22- und beide 35S:HAT4-Linien eine leicht geringere Sensitivitét
anhand einer geringeren ARR5-Induktionsrate (0,7-0,8-fach von WT) festgestellt. Die
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korrespondierenden T-DNA-Insertionslinien wiesen eine leicht erhohte Sensitivitat auf (1,3- und 1,6-
fach von WT) (Anhang Abbildung 51 + Tabelle 10). Die Unterschiede waren statistisch nur fur die
Linie 35S:HAT4-20-7 und hat4 IS1 signifikant. Aufféallig war, dass sich beide 35S:HAT22-Linien
entgegengesetzt zu den anderen untersuchten Uberexpressionslinien verhielten. Die Induktionsrate von
ARR5 und damit die Cytokininsensitivitat waren in beiden Linien viel héher als im WT (1,6- und 2,0-
fach von WT). Insgesamt war festzustellen, dass in allen untersuchten Linien die ARR5-

Transkriptmenge durch Cytokinin schnell und stark induzierbar war.

Relative Induktion der ARR5 Expression nach
Cytokininbehandlung im Vergleich zum Wildtyp

2 23 *
S
gz
Slo *
o < 7777777777777777777777777777777777777777777
<0
A 15+-------------- oo ENEE T R
8
<0
fealits)

T e Y A _ _
2% N

(<5}
& E - 1 - - -
gl a
a5 - - - - -
3 g
g = T T
=

oS ,bfo N Y - f\f\ qf’b &
\ N N b(\, b‘ﬂ, % v A4
Iox \;\V \;\‘? <] A L QY 8
ECAC A S S
2 A A S

Abbildung 44: Relative Induktionsrate von ARR5 durch Cytokinin in Uberexpressionslinien
cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene im Vergleich zum WT.

Dargestellt ist die relative Veranderung der Transkriptmenge von ARR5 durch Cytokinin, die mittels gRT-PCR
ermittelt wurde. Die Induktionsrate von ARR5 im WT wurde gleich eins gesetzt. Verwendet wurden Keimlinge,
die in Flissigkultur 30 Minuten mit DMSO oder 5 uM BA behandelt wurden. Die ARR5 Transkriptmenge in
cytokininbehandelten Proben (BA_30) wurde ins Verhaltnis gesetzt zu den Proben, die gleich lang mit DMSO
(BA_0) behandelt wurden. Die so ermittelten Induktionsraten von ARRS5 fir die untersuchten transgenen Linien
(siehe Tabelle 10) wurden anschliefend zur Induktionsrate des WT ins Verhéltnis gesetzt. Die Daten entsprechen
den Mittelwerten von drei technischen Replikaten. Normalisiert wurden die Ergebnisse zum Gen UBC10
(At5g53300), welches als stabil exprimiertes Haushaltsgen verwendet wurde. Ein Stern markiert Linien, bei
denen anhand der absoluten Induktionsraten signifikante Unterschiede zum WT gefunden wurden (p < 0,05).
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5. Diskussion

5.1 Funktionelle Charakterisierung von CKX7

Die funktionelle Analyse der Gene AtCKX1-AtCKX6 in Arabidopsis und Tabak hat in der
\ergangenheit einen grofRen Beitrag zur Aufklarung der Rolle von Cytokinin bei der Regulation von
Pflanzenwachstum und -entwicklung geleistet (Werner et al., 2001; Werner et al., 2003). Die
Identifizierung der Prozesse, fiir die Cytokinin wichtig ist, war lange Zeit nur mdglich ber die
Analyse von phanotypischen Verdnderungen an der Pflanze nach exogener Zugabe von Cytokinin oder
einer endogenen Erhohung des Cytokiningehaltes. Cytokinin beeinflusst Wachstumsprozesse in
Wurzel und Spross regulatorisch in gegensatzlicher Weise. Anhand der systemischen Reduktion des
Cytokiningehaltes in Pflanzen durch konstitutive Uberexpression von CKX Genen wurde gezeigt, dass
Cytokinin einen positiven regulatorischen Einfluss auf die Gréfe und die Aktivitat des apikalen
Sprossmeristems hat (Werner et al., 2001; Werner et al., 2003; Kopecny et al., 2006). Das
Wurzelwachstum wird dagegen von Cytokinin negativ reguliert. Cytokinindefiziente Pflanzen zeigen
ein verstarktes Wurzelwachstum (Werner et al., 2001; Werner et al., 2003; Yang et al., 2003a;
Galuszka et al., 2004). Viele der identifizierten Phéanotypen cytokinindefizienter Pflanzen
(Cytokinindefiziens-Syndrom)  wurden auch bei  Mutanten gefunden, in denen die
Cytokininsignaltransduktion maRig, jedoch nicht vollstdndig reduziert ist (Mason et al., 2005;
Hutchison et al., 2006; Riefler et al., 2006; Heyl et al., 2008).

Die Funktionalitdt von AtCKX1-AtCKX6 wurde gezeigt, indem den Enzymen in vitro eine
cytokininabbauende Aktivitat nachgewiesen wurde und durch die Tatsache, dass ihre Uberexpression
in Pflanzen zu stark reduzierten Cytokiningehalten fiihrte (Bilyeu et al., 2001; Werner et al., 2001;
Werner et al., 2003). CKX7 wurde vor dieser Arbeit noch nicht funktionell charakterisiert. Im
Folgenden werden zunéchst die Ergebnisse zur Funktionalitdt von CKX7 sowie dessen subzelluldre
Lokalisation diskutiert und dann die gemessenen Cytokiningehalte 35S:CKX7 transgener Pflanzen im
Vergleich zu anderen cytokinindefizienten Pflanzen erldutert. AnschlieBend wird der Phéanotyp
35S:CKX7 transgener Pflanzen besprochen und Erklarungsmodelle fir den Phénotyp der Wurzel im

Detail erortert.

5.1.1  Funktionalitat und subzellul&re Lokalisation von CKX7 sowie Cytokiningehalt
35S:CKX7 transgener Pflanzen

Es war bisher nicht bekannt, ob CKX7 CKX Aktivitat besitzt. Dies wurde aufgrund der hohen
Sequenzahnlichkeit zu anderen CKX Proteinen jedoch vermutet. Die Uberexpression von CKX7 in
Arabidopsis und in Tabak verursachte eine stark erhohte CKX Aktivitit im transgenen Gewebe im
Vergleich zum WT. In Arabidopsis war die CKX Aktivitat zwischen 10-1200-fach héher als im WT
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(Abbildung 7). In transgenen Tabakpflanzen war die CKX Aktivitdt 10-40-fach erhoht (Abbildung
22b). Daraus kann man schlieBen, dass CKX7 ein funktionelles CKX Enzym ist.

Die anhand der Aminosduresequenz vorhergesagten subzelluldren Lokalisationen der CKX Proteine
konnten in vivo nicht immer bestétigt werden, da die Analyseprogramme in manchen Fallen nicht sehr
verlasslich sind. So wurde zum Beispiel fur CKX1 und CKX3 eine mitochondriale Lokalisation
vorhergesagt (Schmulling et al., 2003). Die bisher untersuchten CKX Proteine wurden jedoch im ER
und im Apoplasten (CKX2) oder in der Vakuole (CKX1 und CKX3) lokalisiert (Werner et al., 2003;
Frébortova et al., 2007). Interessanterweise haben Uberexprimierende Pflanzen vakuolarer CKX
Proteine (CKX1, CKX3 und vermutlich CKX5) einen stdrkeren Sprossphanotyp als Pflanzen, die
apoplastische CKX Proteine tberexprimieren(CKX2 und vermutlich CKX4 und CKX6) (Werner et
al., 2003). Fur CKX7 wurde anhand bioinformatischer Analysen eine zytoplasmatische Lokalisation
vorhergesagt (Punkt 3.2). CKX7 wurde mittels eines in dieser Arbeit erstellten CKX7-GFP
Fusionsproteins eindeutig im Zytoplasma lokalisiert (Abbildung 5) und die Vorhersage damit bestétigt.
Durch die Uberexpression von CKX7 in Arabidopsis und den Vergleich des resultierenden Phanotyps
mit dem transgener Pflanzen, die CKX1 bis CKX6 uberexprimieren, bestand die Erwartung,
Erkenntnisse darliber zu gewinnen, ob ein im Zytoplasma reduzierter Cytokiningehalt andere
Auswirkungen auf das Pflanzenwachstum hat, als wenn der Gehalt apoplastisch oder in der Vakuole
reduziert wird. Da Uber die intrazelluldre Verteilung und den intrazellularen Transport von Cytokinin
bisher wenig bekannt ist und die Uberexpression vakuolarer CKX Proteine einen starkeren
Sprossphanotyp in transgenen Pflanzen hervorruft als die Uberexpression apoplastisch lokalisierter
CKX Proteine (Werner et al., 2003), konnte man annehmen, dass in der Pflanzenzelle verschiedene
Cytokininpools unterschiedlich reguliert werden und vermutlich verschiedene Cytokininmetabolite
spezifische Wachstumsprozesse in unterschiedlicher Starke beeinflussen.

Die 35S:CKX7 transgenen Arabidopsis Pflanzen wiesen bei den meisten aktiven Cytokininen eine
starke Reduktion verglichen zum WT auf (Tabelle 4). Dies ist ein guter zusétzlicher Beleg der
Aktivitit von CKX7 als cytokininabbauendes Enzym in vivo. Die gemessenen
Cytokininkonzentrationen der freien Basen, der Riboside und Glukoside waren bis auf wenige
Ausnahmen (cZR, iPR) geringer als 20% der WT Cytokininkonzentration. Diese Cytokinindefizienz
wurde durch eine stark reduzierte Expression des Reportergens ARR5:GUS im CKX7 transgenen
Hintergrund zusatzlich deutlich (Abbildung 17). Die reduzierten Cytokinine entsprachen im
Wesentlichen den gleichen Metaboliten, welche auch in 35S:CKX1 und 35S:CKX2 transgenen
Keimlingen reduziert waren (Tabelle 4). Die Konzentration von cZ, ¢Z9G und iP9G war jedoch in
35S:CKX7 transgenen Keimlingen sehr viel stérker reduziert als in 35S:CKX1 und 35S:CKX2
transgenen Keimlingen, im Falle von ¢Z9G und iP9G lag die Konzentration sogar unter der
Detektionsgrenze. Da in den cytokinindefizienten Linien 35S:CKX1 und 35S:CKX2 die CKX Aktivitat

verschiedenen stark erhéht ist und die 35S:CKX1 Linien trotz vergleichsweise schwécherer CKX



DISKUSSION _135.-

Aktivitat die starkeren morphologischen Veranderungen zeigten (Werner et al., 2003), spiegeln die
Unterschiede in der Reduktion einzelner Cytokininmetabolite (Tabelle 4) mdglicherweise die
unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften (zum Beispiel die Substratspezifitdt) und die
unterschiedliche Lokalisation der verschiedenen CKX Enzyme wieder.

Vergleicht man die Ergebnisse einer Studie, in der kirzlich alle CKX Enzyme der Arabidopsis Familie
hinsichtlich ihrer biochemischen Eigenschaften und ihrer Substratspezifitit vergleichend analysiert
wurden (Galuszka et al., 2007), mit den Cytokininmetaboliten, welche in 35S:CKX7 transgenen
Keimlingen besonders stark reduziert waren, so stimmen die Ergebnisse zum Teil gut Uberein. CKX7
hat verglichen mit CKX1 oder CKX2 eine Préferenz fur cZ gegeniber tZ (Galuszka et al., 2007), was
erklaren konnte, warum dieses Cytokinin besonders stark in 35S:CKX7 transgenen Keimlingen
reduziert war. Dies kénnte weiterhin erkldren, warum ¢Z9G, welches ein Konjugationsprodukt von cZ
ist, bis unter die Detektionsgrenze reduziert war. Es ist bisher nicht bekannt, ob ¢Z9G ein Substrat von
CKXT7 ist. Interessanterweise ist CKX7 phylogenetisch am néchsten zu RfCKX1 aus Rhodococcus
fascians verwandt (Schmdlling et al., 2003). Diese Bakterien bilden bei der Infektion der betroffenen
Pflanzen selbst Cytokinine fur die Gallenbildung, ohne die infizierte Pflanze dabei zu transformieren.
cZ Metabolite spielen flr die Infektion vermutlich eine besonders wichtige Rolle, da deren Produktion
vom Bakterium bei der Infektion am stérksten erhoht wird (Pertry et al., 2009). iP9G war das weitaus
beste Substrat von CKX7 unter den getesteten Cytokininmetaboliten (Galuszka et al., 2007), was gut
mit der starken Reduktion von iP9G in 35S:CKX7 Keimlingen korrespondiert.

Die besonders starke Reduktion von ¢Z, ¢Z9G und iP9G in 35S:CKX7 transgenen Keimlingen war
zusammenfassend der auffalligste Unterschiede in der Starke der reduzierten Cytokininmetabolite im
Vergleich zu 35S:CKX1 und 35S:CKX2 transgenen Keimlingen. Diese Metabolite kdnnten deshalb
potenzielle Kandidaten fur zytoplasmatisch vorkommende Cytokinine sein, da CKX7 im Zytoplasma
aktiv ist. Uber die Zusammensetzung des Cytokininpools und die Verteilung verschiedener
Cytokininmetabolite aulRerhalb der Zelle und in den verschiedenen Kompartimenten in der Zelle gibt
es bisher kaum experimentelle Daten (Fusseder und Ziegler, 1988; Benkova et al., 1999). cZ, cZ9G
oder iP9G sind moglicherweise besonders wichtig fir die frihe Entwicklung der Primérwurzel,
worauf in der Diskussion zum Phénotyp 35S:CKX7 transgener Keimlinge noch detailliert eingegangen

wird.

5.1.2  Phanotypische Konsequenzen der CKX7 Uberexpression im Spross

Interessanterweise zeigten 35S:CKX7 transgene Arabidopsis und Tabakpflanzen nur geringfiigige
Veranderungen im Sprosswachstum. Transgene Tabakkeimlinge waren nicht vom WT zu
unterscheiden. Die Entwicklung der Rosettenblatter im transgenen Arabidopsis Keimling war zwar im
frihen Stadium verlangsamt, was jedoch vermutlich hauptsachlich auf eine gestorte Erndhrung durch

die stark verdnderte Primérwurzel (siehe unten) zuriickgefuhrt werden kann. Die Sprossentwicklung
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war nach der Bildung von Adventivwurzeln kaum und nur in stark exprimierenden Linien vom WT zu
unterscheiden (Abbildung 9c). Lediglich die Dauer eines Generationszyklus war durch die
verlangsamte Keimlingsentwicklung etwas langer. In der stark exprimierenden Linie 35S:CKX7-GFP-
26 wurde eine leichte Reduktion der Sprosshéhe beobachtet (Abbildung 10), was auch in Arabidopsis
Pflanzen, welche CKX2 oder CKX4 Uberexprimieren der Fall ist (Werner et al., 2003). Eine stark
reduzierte Sprosshohe wie in 35S:CKX1 und 35S:CKX3 transgenen Arabidopsis und Tabakpflanzen
wurde nach Uberexpression von CKX7 nicht beobachtet. Die einzigen morphologischen
Verénderungen 35S:CKX7 transgener Tabakpflanzen waren eine schmalere Blattform, verminderte
Pollenbildung und eine leicht reduzierte Apikaldominanz (Abbildung 23). Diese Phanotypen wurden
auch fur andere cytokinindefiziente Tabakpflanzen beschrieben (Werner et al., 2001; Galuszka et al.,
2004). Es konnte sein, dass die durch CKX7 abgebauten Cytokininmetabolite im adulten Spross
weniger wichtig sind, als solche Cytokininmetabolite, die von den anderen CKX Enzymen der Familie
abgebaut werden. Ubereinstimmend wurde auch keinerlei Promotoraktivitat von CKX7 wéhrend der
Wachstumsphase von 14 DAG bis zum Einsatz der Blitenbildung detektiert. Die Expression von
CKX7 im WT beschrénkte sich auf einige spezifische Doménen im Gynoecium (Kollmer, 2004) und
auf das Leitgewebe im Keimling (Abbildung 4).

35S:CKX7 transgene Arabidopsis Keimlinge zeigten einen deutlichen Unterschied in der
Wurzelentwicklung im Vergleich zum WT und im Vergleich zu transgenen Pflanzen, die eines der
anderen CKX Gene der Familie Uberexprimieren. Deshalb wird der Wurzelphanotyp im Folgenden

detailliert diskutiert.

5.1.3  Phanotypische Konsequenzen der CKX7 Uberexpression in der Wurzel

35S:CKX7 transgene Keimlinge haben ein stark reduziertes Wurzelwachstum und strukturelle
Defekte des Leitgewebes

35S:CKX7 transgene Arabidopsis Pflanzen hatten im \ergleich zum WT ein stark reduziertes
Primarwurzelwachstum. Die Wurzel wurde maximal 2 cm lang und das Wachstum wurde bereits sehr
frih (6-9 DAG) eingestellt. Eine Lateralwurzelbildung fand nicht statt (Abbildung 9). Dieser Phanotyp
steht im starken Kontrast zum verstarkten Wurzelwachstum von anderen 35S:CKX transgenen
Arabidopsis Pflanzen oder Mutanten, in denen die Cytokininsignalleitung reduziert ist (Werner et al.,
2003; Mason et al., 2005; Riefler et al., 2006).

Es stellte sich zun&chst die Frage nach der Ursache der kurzen Primérwurzel. Daflr kamen einerseits
eine reduzierte Zellteilung im Wurzelmeristem (RAM), eine friihere Differenzierung der Zellen
und/oder eine reduzierte Elongation der Zellen auRerhalb der Teilungszone in Betracht. Eine
Untersuchung der Zellteilungsaktivitdit im RAM 35S:CKX7 transgener Keimlinge mittels des
CYCBL1:GUS Reportergens ergab, dass die Anzahl teilungsaktiver Zellen verglichen zum WT von der

Keimung an reduziert war (Abbildung 14). Diese Beobachtung steht im Kontrast zum RAM von
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Keimlingen, die andere CKX Gene Uberexprimieren. Diese haben aufgrund einer héheren Anzahl
teilungsaktiver Zellen ein gréfReres RAM als der WT (Werner et al., 2003).

Die Untersuchung der Zellzahl und der Zelllange einer Cortexzelllinie ergab, dass die Anzahl der
isodiametrischen Zellen im 35S:CKX7 transgenen Wurzelmeristem kurz nach der Keimung noch
nahezu gleich der des WT war (Abbildung 12a), jedoch bis zum neunten Tag nach der Keimung
bedeutend weniger zunahm als im WT (Abbildung 12b bis Abbildung 12d). Im WT blieb zudem das
einmal erreichte Verhéltnis der Anzahl meristematischer Zellen zur Anzahl bereits elongierten Zellen
in der Wurzelspitze gleich (Abbildung 13a), denn die Anzahl Zellen, die durch Elongation die
Teilungszone verlassen und in die Differenzierungszone tbergehen, ist im WT gleich der Zahl an
Zellen, die im Meristem durch Teilung neu entstehen. In den 35S:CKX7 transgenen Wurzelspitzen war
dies nicht der Fall. Es gingen mehr Zellen in die Differenzierungszone uber, als durch Teilung neue
entstanden (Abbildung 13b). Die Differenzierungszone riickte damit von etwa 3-9 DAG immer naher
an die Wurzelspitze heran (Abbildung 11). Neun DAG waren alle Cortexzellen in 35S:CKX7
transgenen Wurzelspitzen differenziert und es fand keine Teilung oder Elongation mehr statt. Die
Zellen in der Wurzelspitze 35S:CKX7 transgener Keimlinge scheinen also frither zu differenzieren und
sich seltener zu teilen als beim WT, was zu einem kleineren RAM und kurzeren Primédrwurzeln flhrt.
Neben einer reduzierten Wachstumsrate der Primarwurzel und fehlender Verzweigung wurde
zusétzlich ein sehr spezifischer Phénotyp in den Wurzeln 35S:CKX7 transgener Keimlinge gefunden,
namlich ein Defekt in der Differenzierung des vaskuldren Gewebes. Verglichen zum WT, bei dem
Protoxylem und Metaxylem gebildet wurden (Abbildung 15a), wurde in den Wurzeln 35S:CKX7
transgener Keimlinge ausschlielZlich Protoxylem gebildet (Abbildung 15b).

Die Defekte im Leitgewebe 35S:CKX7 transgener Keimlinge weisen auf eine reduzierte
Cytokininsignalleitung in den vaskuléren Initialen infolge einer veranderten AHK4 Aktivitat hin

Es wurde anhand der wol Mutante in der Vergangenheit gezeigt, das die Cytokininsignalstérke in den
vaskuldren Initialen der embryonalen Wurzel besonders wichtig ist, damit ausreichende Zellteilungen
stattfinden, um die notwendige Anzahl Initialzellen zu bilden, die eine Differenzierung in sowohl
Phloem als auch Xylem ermdglichen (Scheres et al., 1995; Mahonen et al., 2000). In wol Mutanten ist
die Cytokininsignalstdrke durch eine den Signalweg negativ regulierende, starke Phosphatase-
Aktivitadt des mutierten AHK4 Cytokininrezeptors extrem stark reduziert (M&honen et al., 2006b).
Dadurch finden keine ausreichenden Zellteilungen der vaskuldren Initialen statt und alle vaskuldren
Zellen differenzieren friihzeitig und ausschlieBlich in Protoxylem (Mahdnen et al., 2000). Es gibt
weitere Mutanten mit stark reduzierter Cytokininsignalleitung, die auch eine sehr kurze Primérwurzel
mit ausschlieBlich Protoxylem bilden. Dabei handelt es sich um Mutanten in denen alle AHK Gene,
alle AHP Gene, oder ARR1, ARR10 und ARR12 gleichzeitig durch T-DNA Insertionen funktionell
ausgeschaltet sind (Nishimura et al., 2004; Hutchison et al., 2006; Yokoyama et al., 2007; Argyros et
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al., 2008; Ishida et al., 2008). 35S:CKX7 transgene Keimlinge zeigen neben dem gleichen
Xylemdifferenzierungsmuster auch andere phénotypische Ubereinstimmungen mit wol Mutanten. Ein
Fehlen von Metaxylem konnte zu einer mangelnden Versorgung des Sprosses mit Wasser und
Nahrsalzen fuhren, was erkléren wiirde, warum 35S:CKX7 Keimlinge kein weiteres Sprosswachstum
nach dem Einstellen des Primérwurzelwachstums mehr zeigen und sich erst weiterentwickeln, sobald
Adventivwurzeln gebildet wurden, die keine strukturelle Verdnderung der Leitgefale aufweisen.
Dadurch, dass kein Phloem vorhanden ist, kénnte dariiber hinaus der Transport von Assimilaten aus
den photosynthetisch aktiven Blattern in die Wurzeln reduziert sein. Deshalb sind méglicherweise die
Zellteilung und damit das Wurzelwachstum aufgrund fehlender Energie aus metabolisierten
Assimilaten unterbunden. Somit ist vermutlich der strukturelle Defekt des Leitgewebes der
Hauptgrund fiir den Keimlingsphanotyp 35S:CKX7 transgener Pflanzen. Unterstlitzt wird diese
Hypothese anhand der Beobachtung, dass 35S:CKX7 transgene Keimlinge in vitro auf zuckerhaltigem
Medium bis die Adventivwurzelbildung einsetzt iberleben und auf Erde jedoch absterben.

Die starke Reduktion des Leitgewebes konnte auch erklaren, warum trotz Cytokinindefizienz keine
Lateralwurzeln gebildet werden. Bei Untersuchungen an der Mutante wol3, die die gleichen
strukturellen Defekte der Leitgewebe wie wol und 35S:CKX7 transgene Keimlinge aufweist, konnte
eine starke Akkumulation von Auxin im Hypokotyl nachgewiesen werden (Kuroha et al., 2006).
Durch die Reduktion des Leitgewebes, in dem Auxin vom Spross in die Wurzel transportiert wird, war
dieser Transport vermutlich stark reduziert und das Auxin am Ubergang vom Hypokotyl zur Wurzel
gestaut. Auxin ist jedoch essentiell fur die Bildung der Lateralwurzelprimordien. Der gebildete
Auxingradient in den Perizykelzellen macht die asymmetrischen Zellteilungen und die Anordnung der
polaren Zellteilungsachse mdoglich (Laplaze et al., 2007). Durch exogene Applikation von Auxin in
einer hohen Konzentration (10 uM) konnte die Lateralwurzelbildung in wol3 induziert werden, zudem
erklarte die erhdhte Auxinkonzentration am Ubergang vom Hypokotyl zur Wurzel die verstarkte
Adventivwurzelbildung am Hypokotyl von wol3 Keimlingen (Kuroha et al., 2006). Die hohe
phanotypische Ahnlichkeit von 35S:CKX7 transgenen Keimlingen zu wol Mutanten lasst darauf
schlieRen, dass die fehlende Lateralwurzelbildung und die verstérkte Adventivwurzelbildung in
35S:CKX7 transgenen Keimlingen moglicherweise auf einen reduzierten Auxintransport in die Wurzel
zurlickzufiihren sein konnten. Durch Analyse des auxinregulierbaren Reportergens DR5:GUS
(Ulmasov et al., 1997; Sabatini et al., 1999) im transgenen Hintergrund oder einer Zugabe von Auxin,

kdnnte diese Annahme Uberpruft werden.

Wie im vorherigen Abschnitt diskutiert wurde, ist der wol Phanotyp der Priméarwurzel von 35S:CKX7
transgenen Keimlingen ein Hinweis darauf, dass die Cytokininsignalleitung in den vaskuldren Initialen
sehr stark reduziert ist. Als Ursache dafiir kommt in Frage, dass in diesen Zellen AHK4 nicht als

Kinase, sondern als Phosphatase wirkt. Demzufolge werden die von AHK2 oder AHKS3
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phosphorylierten AHP Proteine wieder dephosphoryliert, sodass eine Phosphatkaskade ausgehend von
den AHPs, nicht mehr oder nur noch stark reduziert ablauft. Das konnte erklaren, warum 35S:CKX7
transgene Keimlinge, wie oben beschrieben, eine vergleichbare Fehldifferenzierung des vaskuléren
Gewebes aufweisen wie zum Beispiel die Dreifachmutante ahk2, ahk3, ahk4 (Kuroha et al., 2006;
Mahonen et al., 2006b). Diese Annahme wird unterstitzt durch zwei Komplementationsexperimente,
die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden.

Das Ausschalten von AHP6, einem negativen Regulator der Cytokininsignalleitung (M&honen et al.,
2006a), fiihrte zu einer Reversion des Primérwurzelphanotyps (Abbildung 21a), da vermutlich die
Cytokininsignalleitung in ahp6-3, 35S:CKX7 Pflanzen wieder héher war als in der 35S:CKX7
transgenen Mutterpflanze. In ahp6-3, 35S:CKX7 Pflanzen war die CKX Aktivitdt nach wie vor stark
erhéht (Abbildung 21b). Demzufolge scheint eine veranderte Cytokininsignalleitung und nicht ein
veranderter Cytokiningehalt in ahp6-3, 35S:CKX7 Pflanzen die Ursache fiir den revertierten
Waurzelphénotyp zu sein. Auf die gleiche Weise konnte auch der Phanotyp von wol Keimlingen partiell
revertiert werden, da die ahp6 Mutation zu einer starkeren Cytokininsignalleitung und einer
verstarkten Metaxylemdifferenzierung fuhrte (Mahdnen et al., 2006a).

In einem zweiten Komplementationsexperiment wurde durch Ausschalten von AHK4 in 35S:CKX7
transgenen Pflanzen auch eine partielle Reversion des Wurzelphénotyps in der resultierenden
Doppelmutante crel-2, 35S:CKX7 erreicht (Abbildung 20a). Das weist eindeutig darauf hin, dass der
Phanotyp von 35S:CKX7 transgenen Keimlingen durch AHK4 ausgelést wurde, die unter den
cytokinindefizienten Bedingungen in 35S:CKX7 transgenen Pflanzen vermutlich starker als
Phosphatase denn als Kinase wirkt und die Cytokininsignalstirke stark reduziert. Diese Reduktion
konnte durch Ausschalten von AHK4 unterbunden worden sein, sodass eine Cytokininsignalleitung
ausgehend von AHK2 und AHK3 wieder stattfindet. Auch in der Doppelmutante crel-2, 35S:CKX7
war die CKX Aktivitdt nach wie vor sehr hoch (Abbildung 20b) und die Reversion des
Wurzelphénotyps vermutlich auf eine wieder gesteigerte Cytokininsignalleitung zurlickzufiihren. Das
Ausschalten von AHK2 oder AHK3 bewirkte keine Reversion des wol Phénotyps der Primérwurzel
35S:CKX7 transgener Keimlinge, was mit der Hypothese in Einklang steht, dass dieser Phénotyp
durch die erhohte Phosphatase-Aktivitat von AHK4 ausgeldst wurde.
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Warum zeigen 35S:CKX7 transgene Keimlinge den wol Phanotyp der Primérwurzel, jedoch andere
35S:CKX transgene Keimlinge nicht?

In 35S:CKX1 und 35S:CKX2 transgenen Keimlingen tritt kein wol Ph&notyp der Primédrwurzel auf. Als
mogliche Ursachen kommen die verschiedenen subzelluldren Lokalisationen und Substratpraferenzen
der einzelnen CKX Enzyme in Betracht.

Die bereits angesprochenen Cytokininmetabolite ¢Z, ¢Z9G oder iP9G, die besonders stark in
35S:CKX7 transgenen Pflanzen reduziert sind, konnten einen spezifischen Einfluss auf die AHK4
Aktivitat haben. AHK4 wirkt nur als Phosphatase, wenn kein Cytokinin gebunden werden kann, wie
von der mutierten AHK4 Form WOL oder wenn nicht ausreichend Cytokinin vorhanden ist, um an den
Rezeptor zu binden und dadurch dessen Dimerisierung und Autophosphorylierung durch die Kinase-
Aktivitat zu bewirken (M&honen et al., 2006b). Es konnte also die besonders starke Reduktion von cZ,
cZ9G und iP9G dafir verantwortlich sein, dass in den vaskuldren Initialen 35S:CKX7 transgener
Keimlinge nicht genug AHK4 Rezeptoren mit Liganden besetzt werden, sodass der Anteil an
Rezeptormolekiilen, die als Phosphatase aktiv sind erhoht ist. Es ist jedoch erstaunlich, dass zum
Beispiel iP und tZ, die noch in etwa gleicher Konzentration in sowohl 35S:CKX1 und 35S:CKX2
Keimlingen als auch in 35S:CKX7 Keimlingen vorliegen nicht zu einer ausreichenden Aktivierung von
AHK4 in 35S:CKX7 Keimlingen fuhrt, obwohl beide Cytokinine sehr gute Liganden von AHK4 sind
(Spichal et al., 2004; Romanov et al., 2005; Romanov et al., 2006). Dies kdnnte ein Hinweis darauf
sein, dass in den vaskularen Initialen iP und tZ Metabolite nur geringfligig vorhanden sind und andere
Metabolite wie zum Beispiel cZ, ¢Z9G und iP9G die vorherrschenden Cytokinintypen in diesen Zellen
darstellen, welche AHK4 aktivieren.

Es wurde bereits angesprochen, dass die Messung des Cytokiningehaltes einzelner Zellen bisher
technisch schwierig ist und dazu kaum experimentelle Daten bekannt sind. Man kann jedoch die Orte
der Expression der verschiedenen IPT Gene in den Organen und Geweben als Indiz fiir das
Vorhandensein der von ihnen produzierten Cytokininmetabolite bewerten. Es konnte gezeigt werden,
dass die tRNA IPT Gene, die hauptséchlich cZ Metabolite synthetisieren, gleichbleibend in der Wurzel
exprimiert werden. Die Expression der AMP/ADP/ATP IPT Gene, die fir die Bildung von iP und tZ
Metaboliten verantwortlich sind, wird hingegen ab dem flinften bis siebenten Tage nach der Keimung
reduziert (Birnbaum et al., 2003; Miyawaki et al., 2004). So werden mdglicherweise ab diesem
Zeitpunkt nur noch die tRNA IPT Gene in der Wurzelspitze und speziell in den vaskuldren Initialen
exprimiert und dadurch sind cZ Metabolite dort predominant. Ein verstarkter Abbau dieser Metabolite
durch Uberexpression von CKX7, welche cZ Metabolite bevorzugt, wére demnach als Ursache fiir die
Phosphatase Aktivitat von AHK4 denkbar.

Eine Voraussetzung fiir diese Hypothese ist jedoch, dass ¢Z, ¢Z9G und iP9G von AHK4 als Liganden
gebunden werden. Uber ¢Z9G und iP9G liegen bisher keine Erkenntnisse liber deren Bindungsstarke

zu den verschiedenen Rezeptoren vor. Fir ¢Z wurde gezeigt, dass AHK4 dieses Cytokinin nur mit



DISKUSSION _141 -

extrem geringer Affinitat bindet und mehrere UM cZ notwendig waren, gebundenes tZ vom Rezeptor
zu verdréngen. Des Weiteren war c¢Z in einem bakteriellen Assay Uberhaupt nicht oder nur in sehr
hoher Konzentration in der Lage AHK4 zu aktivieren (Spichal et al., 2004; Romanov et al., 2006;
Pertry et al., 2009). Man kann trotz dessen annehmen, dass die lokale Konzentration einzelner
Cytokininmetabolite in speziellen Zellen, wie den vaskuldren Initialen, viel hoher ist, als die
Konzentration, welche bei der Untersuchung ganzer Keimlinge gemessen wurde. Die Reduktion von
cZ, ¢Z9G und iP9G konnte demnach die Ursache fiir den beobachteten wol Ph&notyp von 35S:CKX7
transgenen Keimlingen sein.

In cytokinindefizienten Pflanzen, die ein in der Vakuole aktives CKX Enzym (AtCKX1) oder ein im
Apoplasten aktives CKX Enzym (ZmCKX1) uberexprimieren, wurde eine reduzierte AHK4
Expression gemessen (Brenner et al., 2005; Kopecny et al., 2006), was vermutlich eine Feedback-
Regulation darstellt. Durch eine verminderte AHK4 Expression, konnte die Phosphatase-Aktivitat in
35S:CKX1 Keimlingen vielleicht geringer sein und deshalb kein Xylemdefekt auftreten. Ob das der
Fall ist und ob auch in 35S:CKX2 Keimlingen die AHK4 Expression reduziert ist, ist nicht bekannt.
Weder in 35S:CKX7 noch in 35S:CKX2 Pflanzen wurde die Expression von AHK4 bisher gemessen.
Eine Bestimmung des Transkriptlevel von AHK4 in den drei verschiedenen cytokinindefizienten
Linien konnte aufklaren, ob die AHK4 Expression in 35S:CKX7 transgenen Keimlingen eventuell
nicht reduziert ist und dadurch die Phosphatase Aktivitat starker ist.

Interessanterweise wurden in 35S:CKX7 transgenen Tabakpflanzen keine Primarwurzelverdnderungen
gefunden, die dem wol Phénotyp entsprechen. Dies kénnte bedeuten, dass entweder die Metabolite cZ,
€Z9G und iP9G in den vaskuldren Initialen der Tabakwurzel nicht wichtig sind oder iP und tZ
Metabolite dort ausreichend vorhanden sind. Es kdnnte auch sein, dass aufgrund unterschiedlicher
Entstehung der vaskuldren Gewebe wahrend der embryonalen Entwicklung dieser Effekt bei Tabak
weniger stark ausgepréagt ist oder es sich um einen fir Arabidopsis spezifischen Effekt handelt.
Maoglicherweise ist die von der Cytokininkonzentration abhangige Phosphatase-Aktivitat von AHK4
bei Tabak weniger relevant oder es gibt keinen zu AHK4 homologen Rezeptor mit Phosphatase-
Aktivitat in Tabak.

Ist die zytoplasmatische Lokalisation von CKX7 auch fiur den Wurzelphanotyp 35S:CKX7
transgener Keimlinge verantwortlich?

Die subzelluldre Lokalisation von CKX7 und der daraus vermutlich resultierende geringere
Cytokiningehalt im Zytoplasma kdnnten auch eine Ursache firr die beobachteten Xylemdefekte sein.
Da keines der untersuchten anderen CKX Enzyme bisher nach Uberexpression eine sehr kurze
Primarwurzel mit einem wol-artigen Xylemdefekt verursachte, ist auch denkbar, dass das Fehlen von
spezifisch durch CKX7 reduzierten Cytokininmetaboliten im Zytoplasma die Ursache fur die

beobachteten Phénotypen ist. Als Kandidaten kommen dafiir wie bereits erlautert cZ, ¢Z9G und iP9G
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in Frage. ¢cZ Metabolite werden hauptsachlich von den tRNA IPT Enzymen IPT2 und IPT9
synthetisiert (Miyawaki et al., 2006). Dass im Zytoplasma ein GroRteil der Proteinsynthese stattfindet,
flr die tRNAs gebraucht werden, kénnte ein Vorkommen von ¢Z Metaboliten, die aus tRNA stammen,
im Zytoplasma erkléren. IPT2 wurde zudem im Zytoplasma lokalisiert (Kasahara et al., 2004).

Die Messung der Cytokininkonzentration in verschiedenen Kompartimenten ist bisher nur sehr
eingeschrankt moglich. Es wurden zum Beispiel Messungen des Cytokiningehaltes von fraktionierten
Vakuolen oder Chloroplasten beschrieben (Fusseder und Ziegler, 1988; Benkova et al., 1999). Eine
Bestimmung der Cytokininkonzentration im Zytoplasma oder im Apoplasten wurde bisher noch nicht
beschrieben. Deshalb sind die von ganzen Keimlingen gewonnenen Messergebnisse nur eine
Anndherung an die Cytokiningehalte in den verschiedenen Geweben, Zellen und Kompartimenten.
Auch die Detektion von Cytokininen mittels Antikdrpern ist moglich (Dewitte und Van Onckelen,
2001). Zeatin wurde mit dieser Methode hauptséchlich im Zellkern detektiert (Dewitte et al., 1999).
Jedoch ist die quantitative Bestimmung mit dieser Methode nicht ausreichend und nur wenige
Cytokininmetabolite sind bisher detektiert worden (Jacgmard et al., 2002; Chiappetta und Innocenti,
2006).

Um zu Uberprifen, ob ein geringer Cytokiningehalt im Zytoplasma durch Expression einer anderen
CKX als CKX7 fir die Etablierung des beobachteten Wurzelphanotyps ausreichend ist oder ob
eventuell die Substratspezifitdt von CKX7 die wichtigere Rolle spielt, wurde das apoplastische CKX2
Protein ohne das Signalpeptid (cCKX2) im Zytoplasma misexprimiert. Die erstellten 35S:cCKX2 und
35S:cCKX2-GFP transgenen Keimlinge zeigten den Wurzelphénotyp von wol und 35S:CKX7
Keimlingen nicht (Daten nicht gezeigt). Die Expression des cCKX2 Transgens konnte jedoch nur auf
Transkriptebene nachgewiesen werden (Abbildung 24). Weder eine hohere CKX Aktivitat noch eine
GFP Fluoreszenz waren nachweisbar und CKX7-GFP wurde in einem Western Blot nicht detektiert
(nicht gezeigt). Es ist somit nicht klar, ob cCKX2 im Zytoplasma Uberhaupt CKX Aktivitat zeigte. Es
konnte sein, dass durch die Entfernung des Signalpeptides oder durch fehlende Modifikation (wie
Glykolysierungen im ER) die enzymatische Aktivitat beeinflusst bzw. das Protein falsch gefaltet und
somit abgebaut wurde. Daher wurde vermutlich keine zytoplasmatische Cytokinindefizienz in
35S:cCKX2 transgenen Keimlingen bewirkt. Es bleibt derzeit offen, ob die Lokalisation von CKX7 im
Zytoplasma und die dort bewirkte Cytokinindefizienz der Hauptgrund fiir die beobachteten
Phanotypen der Wurzel sind oder ob die dort spezifisch reduzierten Cytokininmetabolite eine

besondere Rolle bei der frihen Wurzelentwicklung spielen.

Die Ergebnisse anderer Autoren weisen darauf hin, dass ein im Zytoplasma exprimiertes
apoplastisches CKX Enzym dort als CKX funktionell ist. In der beschriebenen Arbeit wurde eine um
das Signalpeptid verkirzte Form des apoplastischen Enzyms ZmCKX1 aus Mais, welches AtCKX2

sehr &hnlich ist, in Arabidopsis Gberexprimiert und eine Missexpression von ZmCKX1 im Zytoplasma
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bewirkt (Kopecny et al.,, 2006). Die Erhohung der CKX Aktivitdit sowie das verstarkte
Wurzelwachstum von 35S:4ZmCKX1 Keimlingen glich dem von 35S:ZmCKX1 Keimlingen, war
jedoch schwécher ausgepragt. Ein vergleichbarer Wurzelphanotyp wie der von 35S:CKX7 transgenen
Keimlingen oder der von wol Mutanten wurde nicht beschrieben, obwohl die CKX Aktivitat (etwa 20-
mal hoher als im WT) in der gleichen GroéfRenordnung wie in den schwach exprimierenden Linien
35S:CKX7-92 und -93 dieser Arbeit (10-fach hoher als im WT, Abbildung 7) erhéht war (Kopecny et
al., 2006). Es scheint also eine zytoplasmatische Reduktion des Cytokiningehaltes allein nicht
ausreichend zu sein, um den wol Phéanotyp hervorzurufen. Eine Reduktion spezifischer
Cytokininmetabolite, zuriickzufiihren auf die Substratpraferenzen von CKX7, scheint zusétzlich oder
hauptséchlich wichtig zu sein. In einem reziproken Ansatz kénnte man CKX7 mit der ER-
Lokalisationssequenz von CKX2 fusionieren und so Gberpriifen, ob eine Uberexpression von CKX7

im Apoplasten auch zu einem wol-artigen Wurzelphanotyp fihrt.

Andere Erklarungsmodelle fur das reduzierte Primé&rwurzellangenwachstum in 35S:CKX7
transgenen Keimlingen

Es ist bekannt, dass Cytokinin neben den vaskuléren Initialen auch einen wichtigen regulatorischen
Einfluss auf die Zelldifferenzierung an der Ubergangszone von der Teilungs- zur Elongations-
IDifferenzierungszone hat (Dello loio et al., 2007). In WT Pflanzen bewirkt die exogene Zugabe von
Cytokinin oder eine endogen erhdhte Cytokininkonzentration eine friihere Differenzierung der Zellen
(Dello loio et al., 2007; Kuderova et al., 2008). Die Zellen teilen sich demzufolge bis zum Einsatz der
Differenzierung weniger und das RAM bleibt kleiner, was zu kiirzeren Wurzeln fuhrt. Eine negative
regulatorische Wirkung von Cytokinin auf den polaren Auxintransport in der Ubergangszone durch
verminderte Expression der Auxin-Efflux-Transportproteine (PINs) wurde als mogliche Ursache
diskutiert (Dello loio et al., 2008). Der gegenteilige Effekt wurde an Wurzeln 35S:CKX transgener
Keimlinge und Wurzeln der Cytokininbiosynthesemutante ipt3, ipt5, ipt7 beobachtet, deren
Cytokiningehalte reduziert sind und welche deshalb langere Wurzeln als der WT bilden (Werner et al.,
2003; Miyawaki et al., 2006; Dello loio et al., 2007). Auch eine Reduktion der Cytokininsignalleitung
wie in ahk3 oder arrl fiihrte zu einem groReren RAM (Dello loio et al., 2007). Dem beschriebenen
Modell zu Folge wirde man von 35S:CKX7 transgenen Keimlingen auch ein groReres RAM und
langere Wurzeln wie im Fall der Uberexpression von CKX1 erwarten. Das Gegenteil wurde jedoch
beobachtet (Abbildung 11). Damit kann man anhand dieses Modells die kurze Primarwurzel der
35S:CKX7 Keimlinge nicht erkldren. Durch Einkreuzen einer ahk3 Mutante konnte zudem in
35S:CKX7 transgenen Keimlingen kein groReres RAM oder eine langere Primarwurzel bewirkt
werden (siehe Punkt 3.3.7). Diese dosisabhdngige Regulation der Zelldifferenzierung in der
Ubergangszone ist in 35S5:CKX7 transgenen Keimlingen als Konsequenz des Defektes der vaskularen

Gewebe anscheinend gestort. Mdglicherweise ist in 35S:CKX7 transgenen Keimlingen, genau wie in
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wol Mutanten, kein verstarkter polarer Auxintransport in der Ubergangszone méglich, da aufgrund der
reduzierten Leitgewebe Auxin nicht in ausreichender Menge vom Spross in die Wurzel gelangt. Dies

wurde an der Mutante wol3 bereits zum Teil bestatigt (Kuroha et al., 2006).

35S:CKXT7 transgene Keimlinge haben weitere strukturelle Defekte im radiaren Wurzelaufbau

Ein weiterer Grund fur den verringerten Durchmesser der Primérwurzel 35S:CKX7 transgener
Keimlinge koénnte neben den stark reduzierten Leitgeweben auch das Fehlen weiterer radiérer
Zelltypen der Wurzel sein. Einkreuzen des Wurzelmarkers J0571, durch den im WT Hintergrund
sowohl Endodermis als auch Cortex mit GFP Fluoreszenz markiert werden (Abbildung 19a), fihrte im
35S:CKX7 transgenen Hintergrund nur in einer Zelllinie zu einer Markierung (Abbildung 19c). Bisher
war es nicht moglich, genau zu bestimmen, ob eventuell Cortex oder Endodermis nicht vorhanden ist
oder aber ob in einer der Zelllinien die spezifische, fur die Markergenexpression notwendige
Differenzierung fehlt. Eine genauere Untersuchung konnte Aufschluss darliber geben, ob Cytokinin
eventuell auch fir die Bildung oder Differenzierung weiterer Zelltypen der Wurzel auller dem
Leitgewebe wichtig ist. In einem Anschlussexperiment kdnnte man zunéchst Uberpriifen, welcher
Differenzierungsstatus in der durch J5071 markierten Zelllinie 35S:CKX7 transgener Keimlinge
vorliegt. Dazu konnte man die Expression der Transkriptionsfaktorgene SHORTROOT (SHR) und
SCARECROW (SCR) in 35S:CKX7 transgenen Wurzeln untersuchen. SCR wird spezifisch in der
Endodermis gebildet (Di Laurenzio et al., 1996). Durch Einkreuzen von SCR:GFP (Sabatini et al.,
1999) waére eine Endodermis-Differenzierung in Wurzeln nachweisbar. Eine Farbung des Casparischen
Streifens (Nachweis von Suberin) und ein Arabinogalactan-Nachweis mittels JIM13 Antikorper wurde
zum Nachweis der Endodermis-Identitat bereits verwendet (Di Laurenzio et al., 1996). Sowohl in scr
als auch in shr Mutanten fehlt die spezifische Zellteilung der ersten Tochterzelle der Cortex-
/Endodermisinitialzelle, sodass nur eine Zelllinie entsteht (Benfey et al., 1993; Di Laurenzio et al.,
1996). Dabei wirkt shr epistatisch. Es wurde gezeigt, dass die Wirkung von SCR auf die Zellteilung
von einer positiven transkriptionellen Kontrolle des SCR Gens durch den Transkriptionsfaktor SHR
abhéngig ist. SHR wirkt also oberhalb von SCR. SHR wird im Leitgewebe exprimiert und das SHR
Protein wandert durch Plasmodesmata in die angrenzenden Endodermiszellen, deren Differenzierung
auf die SHR Wirkung zuriickgefihrt werden konnte (Helariutta et al., 2000; Nakajima et al., 2001;
Sena et al., 2004). Das reduzierte Leitgewebe in 35S:CKX7 transgenen Keimlingen kdnnte zu einer
reduzierten Expression von SHR fuhren, was zum einen zu einer verminderten Endodermis-
Differenzierung und zum anderen durch Reduktion von SCR zur Bildung von nur einer Zelllage
anstelle von Cortex und Endodermis fiihren kénnte. Durch die Messung des Transkriptlevels von SHR
oder der Expression eines SHR-GFP Fusionsproteins unter Kontrolle des endogenen SHR Promotors

in 35S:CKX7 transgenen Keimlingen kdnnte man beginnen diese Hypothese zu tberpriifen.



DISKUSSION 145 -

5.2 Funktionelle Charakterisierung cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene

5.2.1  Bestatigung der cytokininabh&ngigen Regulation der Kandidatengene

Die cytokininabhéngige Veranderung der Transkriptmenge ausgewahlter Gene des Microarray aus
Brenner et al. (2005) wurde mit mehreren Methoden verifiziert. Dabei konnte fir die Gene GATA22,
bHLH64 und HAT22 mit allen drei Methoden (Northern Blot-Analyse, RT-PCR und gRT-PCR) und fiir
HAT4 mit zwei Methoden (Northern Blot-Analyse, RT-PCR) eine Erhéhung des Transkriptlevel durch
Cytokinin bestatigt werden (Abbildung 25 und Abbildung 46 im Anhang). Die Induktionsfaktoren, die
in der gRT-PCR ermittelt wurden, waren jedoch nicht gleich hoch wie die bei der Microarray-Analyse
festgestellten Induktionsfaktoren. Auch die quantitative Beurteilung der Signalstirke der Northern
Blot-Analyse oder der RT-PCR Produkte stimmte nicht vollstdandig mit den ermittelten zeitlichen
Verldufen des Microarray tberein. GATA22 Transkripte lagen nicht nur nach 15 Minuten sondern nach
15 und 120 Minuten Cytokininbehandlung in erhéhter Konzentration vor, ebenso wie HAT22
Transkripte (Northern Blot-Analyse). Die GroRenordnung der Erhéhung war jedoch mit der der
Microarray-Analyse vergleichbar (1,5-2,5-fach gegeniber der unbehandelten Kontrolle). Fir die in
der Microarray-Analyse ermittelten Transkriptionsfaktorgene, deren Transkriptmengen durch
Cytokininbehandlung nach zwei Stunden stark reprimiert war (bHLH78, MYB48 und HSFA2: < 0,1
verglichen zur unbehandelten Kontrolle), konnte zwar eine Reduktion in der gRT-PCR bestétigt
werden, die Reduktion war jedoch in keinem Fall unter 0,3-fach der Transkriptmenge unbehandelter

Kontrollen.

5.2.2  Phanotypische Konsequenzen der Uberexpression einzelner
Transkriptionsfaktorgene und Cytokininsensitivitat der transgenen Pflanzen

Da das Transkriptlevel einzelner Transkriptionsfaktorgene in Reaktion auf eine Behandlung des WT
mit Cytokinin veréndert war, stellte sich die Frage, ob und in welchem MaRe diese
Transkriptionsfaktoren an der Vermittlung der Cytokininwirkung in Pflanzen beteiligt sein kdnnten. Es
wurden zwei Strategien verfolgt, um diese Frage zu beantworten. Zum einen wurden in einem loss-of-
function Ansatz gezielt die ph&notypischen Konsequenzen des Funktionsverlusts der Kandidatengene
anhand von T-DNA Insertionsmutanten untersucht (siehe Punkt 5.2.3). Es wurde jedoch beschrieben,
dass die Untersuchung von Mutanten, in denen die Funktion eines Transkriptionsfaktorgens
ausgeschaltet ist, hdufig keine phénotypischen Verénderungen in den Pflanzen bewirkte. Die
funktionelle Redundanz der Gene, die zu Familien mit einer sehr groBen Anzahl an Mitgliedern
gehoéren, wurde als Ursache diskutiert (Zhang, 2003). Deshalb wurde zum anderen von vier schnell
durch Cytokinin induzierten Transkriptionsfaktorgenen auch eine gain-of-function Analyse
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der phanotypischen Analyse und der Cytokininsensitivitatstest, die mit

den Uberexprimierenden Linien durchgefuhrt wurden, werden im Folgenden diskutiert. Im Fall von
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GATA22 und HAT4 wird die Diskussion zusammen mit den verfligbaren Insertionsmutanten in diesem

Abschnitt erfolgen.

5.2.2.1 HAT?22 ist ein positiver Regulator des Wurzellangenwachstums und vermittelt
cytokininabhéngige Prozesse in Spross und Wurzel gegensatzlich

HAT22 ist eines von drei Genen fiir HD-Zip Transkriptionsfaktoren, die unter den cytokinininduzierten
Genen identifiziert wurden (Brenner et al., 2005). HAT22 gehort wie HAT4 und HAT3 zur
Unterfamilie 1l der HD-Zip Faktoren. Eine biologische Rolle von HAT22 ist bisher nicht bekannt.
Vergleiche der verschiedenen Doménen des HAT22 Proteins zeigten ein hohes Mall an
Ubereinstimmung zu den anderen Mitgliedern der Familie und eine Wirkung als transkriptioneller
Repressor wurde aufgrund eines LxLxL Motives im N-terminalen Bereich von HAT22 angenommen
(Ciarbelli et al., 2008).

In den durchsuchten T-DNA Insertionskollektionen konnte keine Insertionsmutante von HAT22
identifiziert werden, die ein veréndertes Transkriptlevel zeigte. Deshalb wurde die Funktion dieses
Gens nur anhand von 35S:HAT?22 transgenen Arabidopsis Pflanzen untersucht.

Diese Pflanzen zeigten mehrere phanotypische Verdnderungen als Keimling und auch wahrend der
reproduktiven Phase. 35S:HAT22 transgene Keimlinge bildeten sehr schmale Keimblétter, die eine
leichte Hyponastie zeigten (Abbildung 37) und &hnelten damit WT Keimlingen, welche bei einem
niedrigen \erhéltnis aus Rotlicht (R) und Dunkelrotlicht (FR) gewachsen sind. Unter diesen
Lichtverhéltnissen kommt es in Arabidopsis zur so genannten Schattenvermeidungsreaktion (SAR)
resultierend im shade avoidance syndrom (SAS) (Morelli und Ruberti, 2002). Der gleiche Phanotyp
wurde auch bei 35S:HAT4 transgenen Keimlingen beobachtet (Abbildung 36). HAT4 wurde als einer
der hauptverantwortlichen Faktoren fiir viele morphologische Veranderungen der Pflanze wéhrend der
SAR identifiziert und die Expression von HAT4 wird spezifisch durch ein niedriges R/FR Verhéltnis
induziert (Carabelli et al., 1993; Carabelli et al., 1996; Steindler et al., 1999). Trotz der hohen
Anhnlichkeit zu HAT4 und den anderen Mitgliedern der HD-Zip 11 Unterfamilie wird HAT22 als eines
der wenigen Mitglieder nicht durch eine niedriges R/FR Verhaltnis induziert (Morelli und Ruberti,
2002; Ciarbelli et al., 2008). Auler einem reduzierten Chlorophyllgehalt der 35S:HAT22 transgenen
Pflanzen (Abbildung 38), der auch bei Pflanzen, die unter Schattenbedingungen gewachsen sind,
vorkommt (Smith und Whitelam, 1997), wurden weitere phanotypische Verénderungen beobachtet, die
darauf hinweisen, dass HAT22 auch an anderen Aspekten des Pflanzenwachstums beteiligt ist.
35S:HAT22 transgene Keimlinge bildeten langere Priméarwurzeln als der WT und die
cytokininabhé&ngige Unterdriickung der Primérwurzelelongation war zumindest in der stark
exprimierenden Linie signifikant geringer als im WT (Abbildung 41 und Abbildung 52 im Anhang).
HAT22 ist deshalb ein positiver Regulator des Wurzelldangenwachstums und unterdriickt die

inhibierende Wirkung von Cytokinin auf diesen Wachstumsprozess. Eine positive transkriptionelle
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Regulation von HAT22 durch Cytokinin flhrt also zu einer antagonistischen Reaktion der Wurzel, wie
sie von Cytokinin in WT Wurzeln bewirkt wird und stellt somit eventuell eine Mdglichkeit zur
Feinabstimmung der Cytokininwirkung auf das Wurzelldngenwachstum dar.

Die natirliche Seneszenz von Blattern 35S:HAT22 transgener Pflanzen setzte signifikant friiher ein
(Abbildung 38). Cytokinin bewirkt in Pflanzen sowohl im Licht als auch im Dunkeln eine verzdgerte
Seneszenz durch verminderten Chlorophyllabbau (Gan und Amasino, 1995; Gan und Amasino, 1996;
Kim et al., 2006; Riefler et al., 2006; Lim et al., 2007). Interessanterweise war die Unterdriickung der
dunkel-induzierten Seneszenz abgetrennter Blatter in 35S:HAT22 transgenen Pflanzen aber sensitiver
gegeniiber Cytokinin (Abbildung 49, Anhang). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass HAT22 beide
cytokininabhéngigen Prozesse im Licht und Dunkeln in gegensétzlicher Weise vermittelt.
Ubereinstimmend mit dieser Annahme zeigten Expressionsanalysen, dass HAT22 im Dunkeln sehr viel
starker als im Licht exprimiert wird und die Expression zudem in dlteren Blattern hoher ist (Winter et
al., 2007).

Da die Cytokininsensitivitit des Primarwurzelwachstums 35S:HAT22 transgener Keimlinge reduziert
war, jedoch die Cytokininsensitivitat bei der Unterdriickung dunkel-induzierter Seneszenz im Spross
erhéht war, werden moglicherweise cytokininvermittelte Prozesse im Wurzel und im Spross wéhrend
des Keimlingsstadiums auch in gegenséatzlicher Weise durch HAT22 reguliert, ndmlich positiv im
Spross und negativ in der Wurzel. Interessanterweise wurde in 35S:HAT22 transgenen Keimlingen
keine verdnderte ARR5 Transkriptmenge gemessen, die Induktion von ARR5 durch Cytokinin war
jedoch etwa doppelt so stark wie im WT.

Die schmalere Blattform und die reduzierte GroRe der Rosettenblatter wurde &hnlich wie fir HAT4
auch in adulten 35S:HAT22 transgenen Pflanzen beobachtet (Abbildung 38). Dies ist ein Hinweis
darauf, dass HAT22 mdglicherweise auch an einzelnen Aspekten der SAR des Sprosses, vor allem an
den langfristigen Anpassungsreaktionen der Pflanze, beteiligt ist. Dazu gehort auch eine friher
einsetzende Bllte, die in 35S:HAT22 transgenen Pflanzen jedoch nicht beobachtet wurde. Dass HAT22
vielleicht erst an der spaten Anpassungsreaktion der Pflanze an ein niedriges R/FR Lichtverhaltnis
beteiligt ist, konnte erklaren, warum fir HAT22 bisher in keiner der Untersuchungen eine Induktion
durch diese Lichtbedingungen gefunden wurde. Denn alle beschriebenen Messungen wurden an
Keimlingen durchgefiihrt (Devlin et al., 2003; Roig-Villanova et al., 2006; Ciarbelli et al., 2008). In
der Zukunft wére es daher interessant zum einen transgene Pflanzen mit einer reduzierten HAT22
Expression (zum Beispiel durch antisense oder RNAi Methoden) zu untersuchen und zum anderen die
Expression von HAT22 im WT unter Schattenbedingungen zu einem spateren Zeitpunkt der

Entwicklung zu messen.
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5.2.2.2 GATA22 reguliert das Wurzelwachstum negativ und beeinflusst verschiedene Aspekte des
Sprosswachstums

GATA22 ist ein durch Cytokinin positiv reguliertes Transkriptionsfaktorgen (Abbildung 25 und
Abbildung 46; Brenner et al., 2005) und bisher das einzige Gen der GATA Unterfamilie, von dem eine
Regulation durch Cytokinin bekannt ist (Kiba et al., 2005; Naito et al., 2007). Die Expression von
GATA22 st strikt licht- und organabhéngig. Transkripte von GATA22 wurden nur im Licht
nachgewiesen. Die lichtinduzierte Expression ist von Phytochrom A und Phytochrom B abhéngig. In
der Wurzel kommen keine GATA22 Transkripte vor (Manfield et al., 2007; Naito et al., 2007). Die
Induktion von GATA22 durch Cytokinin ist sehr spezifisch, denn die Zugabe der Phytohormone
Abscisinséure, Auxin, Gibberellin oder Ethylen fiihrte in keinem Fall zur Induktion von GATA22. Es
ist zudem bekannt, dass die Induktion der GATA22 Expression durch Cytokinin groBtenteils von der
Wahrnehmung des Hormons durch die Cytokininrezeptoren AHK2 und AHK3 abhéngig ist (Naito et
al., 2007).

Ob durch GATA22 cytokininabhangige Aspekte des Pflanzenwachstums vermittelt werden, wurde
anhand der in dieser Arbeit identifizierten Null-Mutante gata22_1S2 und zwei 35S:GATA22 transgenen
Linien untersucht. Die Null-Mutante hatte eine etwas ldngere Primarwurzel, die iberexprimierenden
Pflanzen hatten verglichen zum WT ubereinstimmend viel kiirzere Primérwurzeln und eine signifikant
reduzierte Lateralwurzelzahl (Abbildung 27 und Abbildung 41). Obwohl GATA22 aufgrund der
bekannten Daten nicht in Wurzeln exprimiert wird, scheint dieser Transkriptionsfaktor eine negative
Rolle wéahrend des Wurzelwachstums zu spielen. Die Lateralwurzelbildung war jedoch in den
uberexprimierenden Pflanzen durch Cytokinin deutlich geringer inhibiert als im WT, diese Pflanzen
zeigten also ein reduziertes Wurzelwachstum und trotzdem eine reduzierte Cytokininsensitivitét
(Abbildung 42). Diese Beobachtung ist sehr erstaunlich. Pflanzen mit reduziertem Cytokiningehalt
oder reduzierter Cytokininsignaltransduktion zeigten in allen bisher beschriebenen Arbeiten ndmlich
ein verstarktes Wurzelwachstum und dann auch eine reduzierte Cytokininsensitivitat des
Wurzelwachstums (Werner et al., 2003; Mason et al., 2005; Hutchison et al., 2006; Riefler et al.,
2006; Argyros et al., 2008). Im Falle einer erhdhten Cytokininsignaltransduktion war immer ein
reduziertes Wurzelwachstum und verstarkte Cytokininsensitivitat beobachtet worden (Sakai et al.,
2001; To et al., 2004). Interessanterweise scheint die Funktion von GATA22 wahrend des
Wurzelwachstum zudem spezifisch und nicht redundant zur Funktion von GATA21 zu sein, denn die
Doppelmutante gata22 1S2, gata2l 1S1 zeigte keine verstdrkten Effekte bezlglich der leicht
verdnderten Wurzelwachstumsparameter von gata22 1S2. GATA21 ist der nédchste Verwandte von
GATA22 und beide Transkriptionsfaktoren haben Uberlappende Funktionen, die jedoch weder das
Wurzelwachstum noch die Cytokinininduzierbarkeit einschlie3en (diese Arbeit und Naito et al., 2007).
Beide Faktoren haben einen positiven Einfluss auf den Chlorophyligehalt und sind durch Nitrat

induzierbar. AuBerdem sind in den Null-Mutanten mehrere Gene fiir Zuckertransporter dereguliert,
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weshalb der reduzierte Chlorophyllgehalt in den Null-Mutanten von GATA21 und GATA22 als eine
Folge eines verdnderten Stickstoff-Kohlenstoff-Metabolismus interpretiert wurde (Bi et al., 2005;
Mara und Irish, 2008). Ein reduzierter Chlorophyllgehalt wurde in gata22_1S2 in dieser Arbeit nicht
gemessen, im Gegensatz dazu jedoch in einer der 35S:GATA22 transgenen Linien (Abbildung 28 und
Abbildung 35). Andere cytokininabhéngige Reaktionen wie zum Beispiel das Primarwurzelwachstum
oder die Unterdriickung der dunkel-induzierten Seneszenz waren nicht merklich veréndert.

Ein auffalliger Phanotyp der 35S:GATA22 Keimlinge war die sehr dunkelgriine Féarbung der
Keimblatter sowie ein grines Hypokotyl und eine griine Primdrwurzel im ersten Drittel ab dem
Ubergang vom Spross zur Wurzel (Abbildung 35). Dies lasst darauf schlieBen, dass im Hypokotyl und
der Wurzel, anders als im WT, Plastiden zu Chloroplasten differenziert sind. Eine detaillierte Analyse
der Differenzierung der Plastiden wurde bisher nicht durchgefiihrt und sollte daher in weiteren
Experimenten erfolgen. Eine griine Wurzel wurde auch bei der cytokininuberproduzierenden Mutante
hoc (high shoot organogenic capacity) beschrieben, die trotz dieser ektopischen Grunfarbungen wie
35S:GATA22 transgene Keimlinge einen reduzierten Chlorophyllgehalt aufwies (Catterou et al., 2002).
Es konnte sein, dass GATA22 nach ektopischer Uberexpression des Gens in Wurzeln dort durch seinen
positiven Einfluss auf den Chlorophyligehalt zu einer Differenzierung der Plastiden in Chloroplasten
beitragt.

Eine reduzierte Schotenlédnge, wie sie bei 35S:GATA22 transgenen Linien festgestellt wurde, wurde
auch von den cytokinintberproduzierenden Mutanten hoc und ampl beschrieben, jedoch auch von
cytokinindefizienten 35S:CKX1 Arabidopsis Pflanzen (Chaudhury et al., 1993; Nogué et al., 2000;
Catterou et al., 2002; Werner et al., 2003). Dagegen bildet eine bestimmte ckx Doppelmutante ein
groReres Gynoecium und infolgedessen ldngere Schoten (Bartrina, 2006). Es ist daher bisher unklar,
ob kirzere Schoten einen durch GATA22 vermittelten cytokininabh&ngigen Aspekt darstellen. Ob eine
verminderte Fillung der Schoten mit Samen oder eine reduzierte SamengroRe eventuell die Ursachen
fur die reduzierte Schotenldnge der 35S:GATA22 transgenen Linien sind, muss in der Zukunft erst
untersucht werden. Die reduzierte Schotenlange konnte durch die ektopische Expression von GATA22
unter der Kontrolle des 35S Promotors bewirkt worden sein, denn die gata22_IS2 Mutante hatte keine
langeren Schoten. Es ist auch moglich, dass GATA21 die Funktion von GATA22 in diesem Prozess
tibernehmen kann, denn eine redundante Funktion von GATA21 und GATA22 in Blattern und Bliten
wurde bereits beschrieben. Beide Gene sind in diversen Bliitenorganen einschliellich des Karpells

exprimiert (Mara und Irish, 2008).
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5.2.2.3 HAT4 vermittelt wesentliche Aspekte des shade avoidance syndrom in auxinabhangiger
Weise und ist méglicherweise an einer cytokininregulierten Feinabstimmung der
Schattenvermeidungsreaktion beteiligt

HAT4 ist neben HAT3 und HAT22 das dritte Gen der HD-Zip Il Unterfamilie, dessen Expression
positiv durch Cytokinin reguliert wird (Abbildung 25 und Abbildung 46; Brenner et al., 2005). Die
Expression von HAT4 wird zudem schnell und stark durch ein niedriges R/FR Verhéltnis induziert.
Pflanzen mit starker konstitutiver Expression von HAT4 dhneln Pflanzen, die im Schatten, also unter
einem niedrigen R/FR Verhdltnis, gewachsen sind. Dazu gehoren zum Beispiel ein reduziertes
Wurzelsystem, schmale hyponastische Blatter, ein verlangertes Hypokotyl und eine friiher einsetzende
Blite. Pflanzen mit reduzierter HAT4 Expression zeigen entgegengesetzte Phénotypen (Carabelli et
al., 1993; Schena et al., 1993; Carabelli et al., 1996; Smith und Whitelam, 1997; Morelli und Ruberti,
2002).

Diese detailliert beschriebenen Phanotypen wurden in dieser Arbeit sehr gut anhand der identifizierten
hat4_1S1 Null-Mutante und den 35S:HAT4 transgenen Linien rekapituliert. Es wurde ein verstarktes
Wurzelwachstum in hat4_IS1 Keimlingen (Abbildung 27) und eine reduziertes Wurzelwachstums in
35S:HAT4 transgenen Keimlingen gemessen (Abbildung 41). Beide Linien zeigten zudem die
charakteristische schmale und hyponastische Blattform (Abbildung 36).

Die Schattenvermeidungsreaktion (SAR) ist gekennzeichnet durch eine verstarkte Auxinbiosynthese
(Morelli und Ruberti, 2002; Tao et al., 2008). Es wurde bereits gezeigt, dass neben HAT4 viele
auxinregulierte Gene, zum Beispiel AUX/IAA Gene, unter Schattenbedingungen eine stark erhéhte
Genespression zeigen (Devlin et al., 2003; Roig-Villanova et al., 2006; Carabelli et al., 2007). In WT
Pflanzen kann die Hypokotylelongation unter Schattenbedingungen durch Inhibierung des
Auxintransports unterdriickt werden und Phé&notypen von 35S:HAT4 transgenen Pflanzen sind durch
einen erhohten Auxintransport im Spross sowie einem reduzierten Auxintransport in die Wurzel erklart
worden (Steindler et al., 1999; Morelli und Ruberti, 2002). Da HAT4 durch Cytokinin positiv reguliert
wird und das Wurzellangenwachstum und die Verzweigung durch einen eng korrelierten Einfluss von
Auxin und Cytokinin reguliert werden (Dello loio et al., 2007; Laplaze et al., 2007; Dello loio et al.,
2008) war es interessant, die beobachteten Wurzelphanotypen auf eine cytokininvermittelte Regulation
von HAT4 hin zu untersuchen.

Die Primarwurzelelongation und die Lateralwurzelbildung von hat4 IS1 und 35S:HAT4 transgenen
Keimlingen wurden verglichen zum WT gleichermalien durch Cytokinin inhibiert. Nur bei der
hochsten Cytokininkonzentration war die Lateralwurzelbildung HAT4 (berexprimierender Linien
geringfligig weniger durch Cytokinin inhibiert. Der Einfluss von Cytokinin auf das Wurzelwachstum
scheint demnach nicht oder nur geringfiigig durch HAT4 vermittelt zu werden. Die beobachteten
Verdnderungen in den transgenen Wurzeln gehen vermutlich hauptséchlich auf einen veranderten

Auxintransport vom Spross in die Wurzeln zuriick.
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Die dunkel-induzierte Seneszenz wurde in hat4_IS1 und 35S:HAT4 transgenen Keimlingen stérker
bzw. vermindert durch Cytokinin unterdriickt (Abbildung 49, Anhang) was anzeigt, dass HAT4 eine
negative Rolle bei der Unterdriickung der dunkel-induzierten Seneszenz spielt. Eine verénderte
Seneszenz wurde in Pflanzen beobachtet deren Blatter teilweise beschattet wurden, die jedoch nicht
vollstandig im Schatten gewachsen sind (Rousseaux et al., 1996; Rousseaux et al., 2000; Weaver und
Amasino, 2001; Boonman et al., 2006). Ein reduzierter Transport von Cytokinin in die beschatteten
Blattern aufgrund des reduzierten Transpirationsstromes wurde als Ursache der frilheren Seneszenz
identifiziert (Boonman und Pons, 2007; Boonman et al., 2007; Boonman et al., 2009). Es kénnte also
sein, dass HAT4 wéhrend der SAR eine Funktion bei der Vermittlung cytokininregulierter Aspekte im
Spross hat. Der Chlorophyllgehalt in lichtgewachsenen hat4_IS1 Keimlingen war auf ca. 55% des WT
Gehaltes reduziert (Abbildung 28), was einen positiven Einfluss von HAT4 auf den Chlorophyligehalt
anzeigt. Scheinbar ist die Funktion von HAT4 bezuglich der Regulation des Chlorophyllgehaltes also
im Licht gegensétzlich zur Funktion im Dunkeln.

Uber eine Beteiligung von Cytokinin wahrend der SAR gibt es weitere Hinweise. So wird
beispielsweise die Expression von CKX Genen (CKX5 und CKX6) genau wie die von HAT4 durch ein
niedriges R/FR Lichtverhéltnis schnell induziert (Sessa et al., 2005; Carabelli et al., 2007). Als Folge
einer erhdhten CKX5 und CKX6 Genexpression nimmt die Cytokininkonzentration in den
Expressionsdomanen beider Gene ab und die Aktivitdt des vegetativen Sprossmeristems wird
reduziert, sodass weniger Blattprimordien gebildet werden (Carabelli et al., 2007). Durch eine
geringere Cytokininkonzentration wiirde dann auch der positive regulatorische Einfluss von Cytokinin
auf die HAT4 Expression reduziert. Es ist demnach denkbar, dass nach einer schnellen Antwort der
Pflanze unter Schattenbedingungen, die mit der schnellen und starken Induktion der HAT4 Expression
einhergeht, eine langsame Reaktion der Pflanze folgt. Diese wirde durch einen erhdhten
Cytokininabbau zu einer Abschwéchung der HAT4 Induktion fihren. Eine solche (die SAR
abschwachende) Reaktion unter langer andauernden Schattenbedingungen ist bereits beschrieben
worden. Dabei wird verzogert nach der ersten schnellen Induktion der Gene, die an der SAR beteiligt
sind, diese durch einen so genannten Master-Regulator (den Transkriptionsfaktor HFR1) wieder
abgeschwaécht. In der Pflanze wird dadurch sichergestellt, dass die SAR nicht unbegrenzt abléuft,
wenn die Pflanze nach einem langerfristigen erfolglosen HoOhenwachstum keine besseren
Lichtverhéltnisse erreicht (Sessa et al., 2005). Eine zusatzliche Regulation dieser verzdgerten
Abschwdchung der SAR durch eine Reduktion der Cytokininkonzentration wdre ein interessanter
Aspekt fur zukunftige Untersuchungen, denn neben HAT4 wurden auch die cytokinininduzierten Gene
HAT3 und bHLH64, die Bestandteil der hier vorliegenden Arbeit waren, unter den schnell durch

Schattenbedingungen induzierten Genen identifiziert (Carabelli et al., 2007).
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5.2.2.4 bHLH64 ist ein negativer Regulator des Chlorophyllgehaltes und der Lateralwurzelbildung
und verschaltet moglicherweise die Signalwege von Cytokinin, Licht und Gibberellin

Die Expression von bHLH64 aus Unterfamilie 18 der bHLH Faktoren wird schnell und anhaltend
durch Cytokinin um den Faktor 1,5 bis 3,0 induziert (Abbildung 25 und Abbildung 46; Brenner et al.,
2005). Uber die Funktion von bHLHG64 gibt es bisher wenige Informationen. Es wurde neben einer
Regulation durch Cytokinin auch eine erhdhte Expression des Gens bei Lichtbedingungen mit einem
niedrigen Verhaltnis aus R/FR oder durch Nitratzugabe beschrieben (Wang et al., 2003; Carabelli et
al., 2007).

In den durchsuchten T-DNA Insertionskollektionen wurde keine Insertionsmutante von bHLH64 mit
einem veranderten Transkriptlevel identifiziert. Die Funktion dieses Gens wurde deshalb nur an
35S:bHLH64 transgenen Arabidopsis Pflanzen untersucht. Die ausgewdéhlten Linien zeigten eine
unterschiedlich starke Expression des Transgens (Abbildung 34). Die Linie mit moderater
Uberexpression (35S:bHLH64-10) war phanotypisch nur geringfiigig unterschiedlich zum WT. Die
Primarwurzeln waren etwa 15% langer und die Anzahl der Lateralwurzeln war um 15% reduziert
(Abbildung 41). Die Cytokininsensitivitat beider Parameter des Wurzelwachstums war nur geringfiigig
(10%-15%) hoher als im WT. Das Sprosswachstum glich dem des WT. Die Linie mit sehr starker
Expression des Transgens (35S:bHLH64-88) unterschied sich sehr stark vom WT. Die Wurzellange
von Pflanzen der Linie 35S:bHLH64-88 entsprach nur 70% der Lange des WT und die Anzahl der
Lateralwurzeln sogar nur 15%. Beide Uberexprimierenden Linien zeigten (bereinstimmend eine
verringerte Lateralwurzelanzahl und einen reduzierten Chlorophyligehalt (Abbildung 41 und
Abbildung 39). Das Gen bHLH64 scheint somit die Lateralwurzelbildung und den Chlorophyligehalt
negativ zu beeinflussen. Es war aufféllig, dass beide untersuchten 35S:bHLH64 transgenen Linien in
mehreren untersuchten Parametern verglichen zum WT gegensatzliche Veranderungen in Abhdngigkeit
von der Cytokininkonzentration zeigten. Die Cytokininsensitivitat der Lateralwurzelbildung und die
cytokininabhéngige Unterdriickung der dunkel-induzierten Seneszenz waren in der stark
exprimierenden Linie deutlich gegeniuber WT reduziert, wohingegen sie in der moderat
tiberexprimierenden Linie leicht erhéht waren. Ohne die Untersuchung einer bhlh64 loss-of-function
Mutante kann man aus den vorliegenden Daten keine Schlussfolgerung Uber eine positive oder
negative Vermittlung von cytokininabhangigen Wachstumsprozessen durch bHLH64 ziehen.

Der Spross der starker exprimierenden Linie wies besonders vielféltige phanotypische Veranderungen
auf. Dies ist ein Hinweis darauf, dass durch die besonders starke ektopische Expression von bHLH64
in der Linie 35S:bHLH64-88 mehrere Signalwege in diesen Pflanzen veréndert sind. Ein gezackter
Rand der Rosettenbl&tter (Abbildung 39b) wurde bereits mehrfach von Pflanzen beschrieben, die mit
Cytokinin behandelt wurden oder die einen erhdhten Cytokiningehalt aufweisen (Rupp et al., 1999;
Greenboim-Wainberg et al., 2005). Weitere phanotypische Verdnderungen des Sprosses, wie das lange

Hypokotyl, die verldngerten Petiolen, ein reduzierter Chlorophyllgehalt, die blassgriine Farbung der
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Blatter und die langen Internodien zwischen den Rosettenblattern (Abbildung 39 und Abbildung 40),
weisen in der Gesamtheit darauf hin, dass in den Linien 35S:bHLH64-88 und -89 mdglicherweise
licht- und/oder gibberellinabhéngige Signalwege veréndert sind.

Auf der einen Seite dhneln die Phénotypen denen von Pflanzen, in welchen die Rotlichtrezeptoren
Phytochrom B, C, D und E mutiert sind und die deshalb diese Lichtqualitat nicht mehr wahrnehmen
kénnen (Franklin et al., 2003). Auf der anderen Seite wurden Pflanzen beschrieben, die dhnliche
Phénotypen ausprégen und die eine verstarkte Antwortreaktion auf Gibberellin (GA) zeigen. Diese
wurden entweder mit GA behandelt, wiesen einen erhdhten endogenen GA-Gehalt auf oder es war die
Repression der GA-Antwort durch Mutationen in DELLA Faktoren reduziert (Huang et al., 1998;
King et al., 2001; Richards et al., 2001; Fleet und Sun, 2005; Lee et al., 2006).

\orléufige Ergebnisse zeigten, dass die Linien 35S:bHLH64-88 und -89 ein veréndertes
Hypokotyllangenwachstum in Reaktion auf exogen zugegebenes GA bzw. den GA-Inhibitor
Paclobutrazol aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Es scheint also, dass durch die starke Uberexpression
von bHLHG64 eine verstarkte GA-Antwort der Pflanzen bewirkt wird. Es gibt bHLH Faktoren, die
anhand ihrer N-terminalen APB (active phytochrome binding) Doméne mit der lichtaktivierten Form
von Phytochrom B (Pg) interagieren kénnen und dadurch im Licht zielgerichtet vom 26S-Proteasom
abgebaut werden (Khanna et al., 2004; Duek und Fankhauser, 2005; Lorrain et al., 2008). Diese
Phytochrom-Interagierenden-Faktoren (PIFs) regulieren als Transkriptionsfaktoren die Expression von
Genen, welche an der Hypokotylverldngerung im Dunkeln beteiligt sind. Die gleichen PIFs werden
bei geringer Konzentration von GA durch Protein-Interaktion mit den DELLA Proteinen (Repressor-
Proteine der GA-Signalleitung) in einem Komplex eingebunden, der sie an der Bindung ihrer Zielgene
hindert. Durch Wahrnehmung von GA und den dadurch vermittelten zielgerichteten Abbau der
DELLA Proteine werden die PIFs aus diesem Komplex freigesetzt und kdnnen die Expression ihrer
Zielgene aktivieren, sodass wie im Dunkeln das Hypokotyl langer wird (Daviére et al., 2008; de Lucas
et al., 2008; Feng et al., 2008; Hirano et al., 2008). Die PIFs bilden aufgrund ihrer APB Domane eine
eigene Unterfamilie der bHLH Faktoren (Unterfamilie 15). Das hier untersuchte Gen fir bHLH64
gehort jedoch zur Unterfamilie 18 und besitzt diese APB Doméne nicht (Toledo-Ortiz et al., 2003;
Khanna et al., 2004; Duek und Fankhauser, 2005). Eine direkte Interaktion von bHLH64 mit
Phytochrom ist daher unwahrscheinlich. Wie in der Einleitung bereits erlautert wurde, héngt die
Spezifitat der Funktion von bHLH Faktoren zu einem grofRen Teil von der Bildung von Dimeren mit
anderen bHLH Faktoren, HLH Faktoren oder anderen Proteinen ab. Der pleiotrope Phé&notyp der
35S:bHLH64 transgenen Linien, kdnnte also hypothetisch durch die starke ektopische Expression von
bHLH64 verursacht worden sein. Die Uberdosierte Menge an bHLH64 Protein kdnnte zu einer
massiven Storung der Dimerbildung von zum Beispiel PIF Proteinen mit Phytochrom und DELLA
Proteinen flhren, indem bHLH64 mit den PIFs oder DELLA Proteinen interagiert. Das wirde die

verdanderten Reaktionen auf Licht und GA erklaren.
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Es ist bisher unklar, ob die Signalwege von Licht, Gibberellin und Cytokinin tber bHLH64 im WT
tatsachlich interagieren. Moglicherweise fuhrte die Expression von bHLH64 in Geweben und zu
Zeitpunkten, an denen dieses Gen sonst nicht exprimiert wird zu den pleiotropen Effekten. Auf der
anderen Seite sind Interaktionen von sowohl phytochromabhangigen Lichtsignalwegen mit Cytokinin
(Sweere et al.,, 2001; Riefler et al., 2006; Heyl et al., 2008) als auch Interaktionen des
Gibberellinsignalweges und des Gibberellinmetabolismus mit dem Cytokininsignalweg bereits
beschrieben worden (Huang et al., 2003; Brenner et al., 2005; Greenboim-Wainberg et al., 2005;
Jasinski et al., 2005).

Eine Untersuchung der lichtabhangigen Hypokotylreaktion in bhlh64 Mutanten sowie eine detaillierte
Analyse anderer Licht- und GA-abhangiger Prozesse, wie zum Beispiel der Keimung, ware fur die
Beantwortung der Frage einer Interaktion der Signalwege hilfreich. Des Weiteren konnten die
mdoglichen Interaktionspartner von bHLH64 zum Beispiel in einer yeast two-hybrid Analyse

untersucht werden.

5.2.3  Phénotypische Konsequenzen des Verlustes der Genfunktion einzelner
Transkriptionsfaktorgene und Cytokininsensitivitat der Insertionsmutanten

In der loss-of-function Analyse wurden gezielt die phanotypischen Konsequenzen des
Funktionsverlusts der Kandidatengene anhand von T-DNA Insertionsmutanten untersucht. Die
Kandidatengene gehdren jeweils grofRen Unterfamilien der verschiedenen Transkriptionsfaktorklassen
an. In der \ergangenheit war es nur bei einem geringen Teil untersuchter Mutanten von
Transkriptionsfaktorgenen maglich, phanotypische Verédnderungen zu identifizieren. Dies wurde auf
die funktionelle Redundanz der Faktoren zuriickgefiihrt (Zhang, 2003). Es gibt aber auch
tiberzeugende Beispiele von Transkriptionsfaktoren, deren Funktionen sehr spezifisch sind und deren
Verlust zu eindeutigen Veranderungen der Morphologie oder der Sensitivitat gegeniiber Hormonen
fuhrt (siehe Einleitung). Die Ergebnisse der loss-of-function Analyse werden im Folgenden diskutiert.
Von sechs Kandidatengenen (GATA22, HAT4, HAT3, MYB48, bHLH78, HSFA2) war es moglich, Null-
Allele unter den untersuchten T-DNA Insertionsmutanten zu identifizieren und von einem weiteren
Gen wurde eine Mutante mit stark reduzierter Expression des entsprechenden Gens (MYB60) gefunden
(Abbildung 26 und Tabelle 5).

Die phanotypische Charakterisierung der Insertionsmutanten zeigte, dass nur geringfligige
morphologische Veranderungen durch den jeweiligen Funktionsverlust der Gene hervorgerufen
wurden. Die Verdnderungen betrafen in den meisten Fallen das Wurzelwachstum und den
Chlorophyllgehalt einiger Mutanten. Zusétzlich wurden bei einigen Insertionsmutanten Verédnderungen
in cytokininabhéngigen Prozessen, wie dem Wurzelwachstum oder der Chlorophyllretention
beobachtet. Auf molekularer Ebene wurde bei zwei Insertionsmutanten (myb48 1S1 und myb60_IS3)

eine veranderte Cytokininantwort anhand der ARR5 Transkriptmenge oder einer verédnderten Induktion



DISKUSSION _155.-

der ARR5 Expression durch Cytokininbehandlung gemessen. Insertionsmutanten mit einer veranderten
Morphologie oder Cytokininsensitivitat werden im Folgenden diskutiert. Die Insertionslinien der Gene
GATA22 und HAT4 wurden bereits zusammen mit den Uberexprimierenden Linien dieser Gene
diskutiert.

5.2.3.1 HSFAZ2 ist ein negativer Regulator der Lateralwurzelbildung

HSFA2 ist eins der Gene, dessen Transkriptmenge durch eine zweistiindige Cytokininbehandlung
reduziert wurde (Abbildung 46 im Anhang und Brenner et al, 2005). Hitzestress-
Transkriptionsfaktoren (HSF) sind als terminale Komponenten einer Signalkaskade fiir die Expression
von Genen in Reaktion auf Hitzestress oder chemische Stimuli verantwortlich. Zu den Zielgenen
gehdéren vor allem Gene fur Hitzestress Proteine (HSP), die als Chaperone die Zellen zum Beispiel vor
Schadigungen durch oxidativen Stress schiutzen, indem sie Proteine abschirmen und vor Abbau
bewahren. HSFA2 ist eines von 21 HSF Genen in Arabidopsis und wird aufgrund der Tatsache, dass
HSFA2 sowohl DNA-Bindefahigkeit als auch Aktivitat als transkriptioneller Aktivator besitzt, der
Untergruppe A zugeordnet (Nover et al., 2001; Kotak et al., 2004). HSFA2 wurde als strikt hitzestress-
abhangig exprimiertes Gen beschrieben, das von allen HSF Genen eine der starksten Induktionen
zeigt. Die Expression des Gens konnte bisher jedoch nur nach Hitzestress-Induktion oder unter
Starklichtbedingungen aber nicht in Kontrollen nachgewiesen werden (Nover et al., 2001; Nishizawa
et al., 2006; Schramm et al., 2006). Es ist daher erstaunlich, dass die Expression von HSFA2 bei
unbehandelten WT Keimlingen unter Standardbedingungen von 22°C nachgewiesen wurde und der
Transkriptlevel zudem nach Cytokininbehandlung stark reduziert vorlag (Brenner et al., 2005). Eine
Funktion von Cytokinin bei der Hitzestressantwort ist bisher nicht bekannt. Eine Uberexpression von
HSFA2 fiihrte zu einer verstarkten Kallusbildung (Ogawa et al., 2007). HSFA2 Transkripte wurden
aullerdem in Wurzelexplantaten, die auf Kallusinduktionsmedium inkubiert wurden, exakt zum
Zeitpunkt, wenn die volle Kompetenz zur Sprossbildung erreicht ist, nachgewiesen (Che et al., 2002).

Als einziger Unterschied zum WT wurde bei Keimlingen von hsfA2_IS1 eine erhohte
Lateralwurzelanzahl ermittelt (Abbildung 27b). Bei verschiedenen Cytokininkonzentrationen im
Medium wurden jeweils mehr Lateralwurzeln als im WT gebildet, was eine reduzierte
Cytokininsensitivitat darstellt (Abbildung 31c und Abbildung 31d). Im Gegensatz dazu wurden von
anderen Autoren keine phanotypischen Veranderungen der T-DNA Insertionsmutanten von HSFA2
unter Standardbedingungen beschrieben (Schramm et al., 2006; Charng et al., 2007). Unter dem
Gesichtspunkt, dass HSFA2 ein transkriptioneller Aktivator ist und der Beobachtung einer erhéhten
Anzahl Lateralwurzeln in hsfA2_IS1 Keimlingen kann man schlussfolgern, dass HSFA2 ein negativer
Regulator der Lateralwurzelbildung ist und mdglicherweise die Transkription von Genen anschaltet,
deren korrespondierende Proteine an der Inhibierung der Lateralwurzelbildung beteiligt sind.

Transkriptanalysen in 35S:HSFA2 transgenen Pflanzen und T-DNA Insertionsmutanten fihrten in



_ 156 - DISKUSSION

anderen Arbeiten zur ldentifikation von potenziellen Zielgenen von HSFA2. Darunter wurden jedoch
fast ausschliel3lich Gene fir Hitzschock-Proteine und eine Ascorbat-Peroxidase gefunden (Nishizawa
et al., 2006; Schramm et al., 2006; Ogawa et al., 2007).

5.2.3.2 HAT3 ist ein positiver Regulator von Chlorophyllgehalt und cytokininabhangiger
Chlorophyllretention und ist an der Lateralwurzelbildung beteiligt

HAT3 gehort zur Unterfamilie 1l der HD-Zip Transkriptionsfaktoren. Fur HAT3 ist bisher nur sehr
wenig Uber seine funktionale Rolle bekannt. Zum Teil resultieren die Erkenntnisse nur aus Vergleichen
mit Funktionen nah verwandter HD-Zip Faktoren der gleichen Unterfamilie. Die HD-Zip 1l Faktoren
sind auf der Aminosdureebene untereinander sehr dhnlich und ihre HD-Zip Domaénen sind zwischen
60% und 90% homolog. Die Expression von HAT3 ist stark lichtabhéngig und wird beim Wechsel von
einem hohen zu einem niedrigen Verhéltnis aus R/FR induziert (Ciarbelli et al., 2008). Die anderen
Mitglieder der Unterfamilie werden zum gréfiten Teil durch die gleiche Verdnderung der Lichtqualitét
induziert, wie zum Beispiel HAT2 und besonders stark HAT4. HAT4 ist cytokininreguliert. (siehe
Einleitung und Diskussion Punkt 5.2.2.3). HAT2 ist ein auxinreguliertes Gen (Sawa et al., 2002), was
darauf hinweist, dass an der Schattenvermeidungsreaktion Phytohormone beteiligt sind.

Es ist bisher nicht bekannt, ob HAT3 als transkriptioneller Aktivator oder Repressor wirkt und es sind
auch keine Zielgene von HAT3 beschrieben worden. Die hohe Ahnlichkeit zu HAT2 und HAT4, die
beide als transkriptionelle Repressoren beschrieben sind (Steindler et al., 1999; Sawa et al., 2002) und
das Vorkommen eines spezifischen LxLxL Motivs, welches in AUX/IAA Faktoren transkriptionelle
Repressoraktivitat vermittelt, macht eine Funktion als transkriptioneller Repressor wahrscheinlich
(Ciarbelli et al., 2008). Interessanterweise ist HAT3 vermutlich ein Zielgen von B-Typ ARRs, denn die
HAT3 Expression ist in 35S:ARR1-SRDX transgenen Pflanzen reduziert (Heyl et al., 2008).

HAT3 wird nach 15 Minuten und nach zwei Stunden Cytokininbehandlung leicht induziert (Abbildung
46 im Anhang). Eine flinfmal starkere Transkriptmenge nach zwei Stunden Cytokininbehandlung wie
im Microarray (Brenner et al., 2005) konnte nicht bestdtigt werden. Die phéanotypische
Charakterisierung von hat3 IS1 Pflanzen zeigte, dass ein Funktionsverlust von HAT3 zu
geringflgigen Verdnderungen wahrend des Keimlingsstadiums fiihrte. Der Chlorophyllgehalt von
hat3_IS1 Keimlingen war verglichen zum WT signifikant reduziert (Abbildung 28). AuRerdem wurde
eine reduzierte cytokininabhéngige Chlorophyllretention ermittelt (Anhang Abbildung 49). Fir
Pflanzen mit reduzierter Cytokininsignaltransduktion wurden bereits reduzierte Chlorophyllgehalte
beschrieben (Mason et al., 2005; Riefler et al., 2006; Argyros et al., 2008). Pflanzen mit erhdhtem
endogenen Cytokiningehalt bilden mehr Chlorophyll (Li et al., 1992). Mutanten von der B-Typ ARRs
oder Mutanten mit unterdriickter Expression von B-Typ ARR Zielgenen haben eine reduzierte
Cytokininsensitivitdt sowohl bei der cytokininabhangigen Chlorophyllretention als auch beim
Wurzelwachstum (Mason et al., 2005; Heyl et al., 2008). Diese Indizien deuten darauf hin, dass HAT3
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bei der Regulation des Chlorophyllgehaltes bendtigt wird und dass die cytokininabhangige
Chlorophyllretention zum Teil durch HAT3 vermittelt wird. Die reduzierte Lateralwurzelanzahl in
hat3 IS1 Keimlingen deutet auf eine positive regulatorische Funktion von HAT3 fir die
Lateralwurzelbildung hin, die Sensitivitdt gegenuber Cytokinin war interessanterweise jedoch
reduziert. Die Lateralwurzelbildung wird unter anderem durch Auxin und Cytokinin gesteuert. Der
inhibierende Einfluss von Cytokinin auf die Lateralwurzelbildung geht auf eine gesttrte Verteilung
von Auxin in den Perizykelzellen zurlick, da der Auxingradient durch verminderte Expression von PIN
Proteinen unter Cytokinineinfluss nicht ausreichend gebildet werden kann (Laplaze et al., 2007). Es
konnte sein, dass HAT3 in diesen Prozess eingreift, jedoch liefern die bisher vorliegenden Daten keine
klaren Indizien dafiir. Die Ergebnissen verschiedenster Microarray-Experimente zeigten, dass HAT3
neben Cytokinin auch durch Auxin induziert wird (Zimmermann et al., 2004; Winter et al., 2007), was
mit der Annahme einer Beteiligung an der Cytokinin-Auxin abhéngigen Lateralwurzelbildung in
Einklang steht.

5.2.3.3 MYBA48 konnte an der Vermittlung verschiedener cytokininabhéngiger Aspekte des
Wurzelwachstums beteiligt sein

MYBA48 ist einer von zwei in dieser Arbeit untersuchten MYB Transkriptionsfaktoren der R2R3
Unterfamilie aus Arabidopsis. Die MYB Transkriptionsfaktoren bilden eine der groBten
Transkriptionsfaktorfamilien in Arabidopsis mit annédhernd 200 Mitgliedern, die ein bis drei Helix-
Turn-Helix (HTH) Motive besitzen (siehe Einleitung). Der groRte Teil (ca. 126 Faktoren) gehort zur
Unterfamilie R2R3 mit zwei HTH Motiven, welche in dieser Konstellation (R2R3) pflanzenspezifisch
sind (Stracke et al., 2001). Die bisher charakterisierten einzelnen R2R3 MYB Faktoren sind an sehr
vielen pflanzlichen Prozessen beteiligt, so zum Beispiel am Sekundarmetabolismus, der
Zellmorphogenese, der Meristembildung, der Zellzykluskontrolle, der Abwehr- und Stressantwort, der
Lichtsignalleitung und auch an der Signalleitung von allen bekannten Phytohormonen (Yanhui et al.,
2006). Uber die Vermittlung von cytokininabhangigen Prozessen durch MYB Faktoren ist wenig
bekannt. Ein Beispiel ist die Unterdriickung der Cytokininbiosynthese durch Aktivierung von AtMYB2
in axillaren Knospen zu Beginn der Seneszenz (Guo und Gan, 2005; Guo und Gan, 2006). Auf der
anderen Seite fungiert AtMYB2 als transkriptioneller Aktivator fur die ABA Signalleitung und die
Vermittlung der Trocken- oder Salzstressantwort (Urao et al., 1993; Abe et al., 2003).

Es gibt bisher einen wichtigen Hinweis zur Funktion von MYB48 wahrend des Wachstums adulter
Arabidopsis Pflanzen. Beim Einsetzen des sekundéaren Dickenwachstums durch Reaktivierung des
Prokambiums und der Bildung von Holz und Bast durch sekundére Xylem- und Phloemgewebe wurde
eine Beteiligung von MYB48 angenommen. Es wurde namlich im sekundéren Xylem neben einer
erhohten Expression von AUX/IAA Genen und Genen fir HD-Zip Faktoren auch eine stark erhohte

Expression von MYB48 gefunden (Oh et al., 2003). Es konnte kirzlich gezeigt werden, dass Cytokinin
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eine essentielle Rolle beim sekundaren Dickenwachstum spielt. Die Cytokininbiosynthesemutante
iptl, ipt3, ipt5, ipt7 mit stark reduziertem Cytokiningehalt war nicht fahig Kambium zu bilden, sodass
kein sekundéres Phloem oder Xylem gebildet wurde (Matsumoto-Kitano et al., 2008). Eine
cytokininabhdngige Regulation der MYB48 Expression wahrend des sekundéren Dickenwachstums
waére somit denkbar. Dieser Prozess wurde jedoch in dieser Arbeit nicht untersucht.

Die Expression von MYB48 war nach zwei Stunden Cytokininbehandlung von Keimlingen im
Microarray-Experiment von Brenner et al. (2005) stark reduziert. Diese Reduktion konnte mit der hier
durchgefuhrten gRT-PCR nicht bestatigt werden. Es wurde nur eine leichte Reduktion des
Transkriptlevel auf 0,8 des Wertes der unbehandelten Probe detektiert (Abbildung 46, Anhang),
welche jedoch nicht als signifikant bewertet wurde. Dennoch scheint MYBA48 einige wichtige Aspekte
des Wurzelwachstums negativ zu beeinflussen, denn myb48_1S1 Keimlinge hatten etwa 30% mehr
Lateralwurzeln (Abbildung 27b) und eine geringflgig langere Primarwurzel (Abbildung 27a), deren
cytokininabhéngige Verkirzung zudem reduziert war (Abbildung 30c und Abbildung 30d). Diese
phénotypischen Verdnderungen weisen auf einen verminderten Cytokiningehalt oder eine reduzierte
Cytokininsignalleitung hin und sind ein Anhaltspunkt dafiir, dass MYB48 mdglicherweise die
Cytokininwirkung wahrend des Wurzellangenwachstums positiv vermittelt. Eine Reduktion der ARR5
Transkriptmenge in myb48 1S1 Keimlingen auf 30% der Kontrolle unterstreicht diese Annahme
(Abbildung 29). Die Lateralwurzeln von myb48 1S1 Keimlingen zeigten trotz einer erhdhten Anzahl
keine verdnderte Sensitivitdt gegenuber Cytokinin. Demnach kénnte diese Veranderung auch

cytokininunabhédngig durch MYB48 beeinflusst werden.
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5.2.3.4 MYBG6O reguliert cytokininvermittelte Prozesse durch einen positiven Einfluss auf den
Chlorophyllgehalt und einen negativen Einfluss auf das Wurzelwachstum

Das zweite in dieser Arbeit untersuchte MYB Gen kodiert fur MYBG60. In verschiedenen Studien
konnte bereits gezeigt werden, dass die MYB60 Expression durch abiotische Stresseinflisse wie
Trockenstress oder unter UV-Bestrahlung in WT Pflanzen veréndert ist. Auch andere Phytohormone
wie Auxin und die stressverwandten Hormone Salicylsdure, ABA oder Jasmonsaure kdénnen die
Expressionsstarke von MYB60 positiv oder negativ beeinflussen (Kranz et al., 1998; Cominelli et al.,
2005; Yanhui et al., 2006).

Im Microarray-Experiment von Brenner et al. (2005) war MYB60 im WT nach 15 Minuten etwa
zweifach durch Cytokinin induziert. Diese Induktion konnte in der erst zum Ende dieser Arbeit
moglich gewordenen gRT-PCR Analyse nicht bestétigt werden (Abbildung 46, Anhang). Die in dieser
Arbeit identifizierte T-DNA Insertionsmutante myb60_1S3 hatte eine stark reduzierte Transkriptmenge
von MYB60, ein Null-Allel wurde nicht identifiziert (Abbildung 26). Die reduzierte MYB60
Expression fuhrte jedoch zu mehreren signifikanten Unterschieden im Keimlingswachstum. Es wurde
ein leicht verstdrktes Langenwachstum der Primérwurzel und eine um 30% hohere Anzahl
Lateralwurzeln in myb60_IS3 Keimlingen gemessen (Abbildung 27). Zudem war der
Chlorophyllgehalt der Keimlinge um 30% gegeniiber WT Keimlingen reduziert (Abbildung 28). Da
jedoch kaum Hinweise auf eine verdnderte Sensitivitdt der untersuchten Parameter gegeniiber
Cytokinin gefunden wurden, sind die Verdnderungen aufler im Fall der Lateralwurzelbildung
vermutlich Uberwiegend cytokininunabhéngig.

Maoglicherweise ist die reduzierte Expression von ERF2 (Ethylene Response Factor2) (McGrath et al.,
2005) oder SUR2 (SUPERROOT) (Barlier et al., 2000; Bak et al., 2001), welche in myb60 Null-
Mutanten nachgewiesen wurde (Cominelli et al.,, 2005), die Ursache flr das verstarkte
Wurzelwachstum in myb60 1S3 Keimlingen. Eine De-Regulation beider Gene fihrt zu einem
veranderten Wurzelwachstum (Delarue et al., 1998; McGrath et al., 2005). In myb60 Null-Mutanten
war zudem das Gen fir das Lhcb-Protein (light-harvesting-chlorophyll-binding-protein) geringer
exprimiert als im WT (Cominelli et al., 2005), was den reduzierten Chlorophyligehalt von myb60_IS3
erklaren konnte. Es ist erstaunlich, dass in der hier vorliegenden Arbeit bereits die starke Reduktion
der MYB60 Expression in myb60_ 1S3 Keimlingen die beschriebenen phénotypischen Verédnderungen
bewirkte, obwohl aulRer einer starkeren Resistenz gegenutber Trockenstress von myb60 Null-Allelen
keine phé&notypischen Verédnderungen in anderen Arbeiten beschrieben wurden.

Eine Funktion von MYB60 wurde bisher nur bei zwei stressvermittelten Prozessen beschrieben. Auf
der einen Seite wurde gezeigt, dass MYBG60 als transkriptioneller Repressor einen spezifischen Schritt
bei der Anthocyansynthese hemmt und dadurch mehr Flavone gebildet werden kdnnen, die Pflanzen
vor Schaden durch UV-Strahlung schiitzen (Park et al., 2008). Auf der anderen Seite ist MYBG60 bei

der Antwort der Pflanze auf Trockenstress wichtig. MYBG60 ist positiv an der Spaltéffnungsreaktion
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der SchlielRzellen in Blattern beteiligt. Reportergenexperimente und Transkriptanalysen zeigten ein
sehr spezifisches Expressionsmuster von MYBG60 in SchlieRzellen der Stomata (Cominelli et al., 2005;
Winter et al., 2007). Die MYB60 Expression wird durch Trockenstress oder ABA Behandlung
reprimiert, sodass in der Folge eine reduzierte Stomatadffnung erreicht wird. Dementsprechend waren
myb60 Null-Mutanten aufgrund verminderter Offnung der Stomata resistenter gegen Trockenstress
(Cominelli et al., 2005). Eine Regulation von MYB60 durch Cytokinin wiirde den Gehalt dieses
transkriptionellen Regulators und dadurch die Antwort der Pflanze gegeniiber Trockenstress
beeinflussen. Es wurde kiirzlich der Cytokiningehalt in Tabakpflanzen untersucht, die verschieden
starkem Trockenstress ausgesetzt wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass unter Trockenstress der
Cytokiningehalt in Blattern stark abnimmt (Havlova et al., 2008). Die Abnahme wiirde demzufolge zu
reduzierter MYB60 Expression in Blattern fuhren und damit zu stérker geschlossenen Stomata.

Cytokinin konnte also Gber MYB60 einen Austrocknungsschutz unter Trockenstress vermitteln.

5.24  Gesamtbeurteilung der funktionellen Analyse cytokininregulierter Gene fur
Transkriptionsfaktoren

Fir eine abschlieRende Beurteilung sind die ermittelten phénotypischen Verédnderungen der transgenen
Pflanzen cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene in Tabelle 8 zusammengestellt. Die
funktionelle Analyse weist in einigen Fallen auf eine direkte Beteiligung der untersuchten Gene an der
Vermittlung cytokininregulierter Wachstums- und Entwicklungsprozesse in Arabidopsis hin.

Die Untersuchung von T-DNA Insertionsmutanten fiihrte in allen Fallen zur Schlussfolgerung, dass
diese Gene als positive oder negative Regulatoren an der Lateralwurzelbildung beteiligt sein kénnten.
Fir die Insertionsmutanten der Gene HAT3, HSFA2 und MYB60 wurde auch tatsachlich eine
verénderte Sensitivitat dieses Parameters gegeniiber Cytokinin ermittelt. Das Lateralwurzelwachstum
reagiert auf viele hormonelle Stimuli oder auch Verénderungen in der Konzentration von Zuckern,
Phosphat, Nitrat oder anderen Einfliissen wie Temperatur und Wasserversorgung meist sensitiver als
das Primarwurzelwachstum. Es ist daher wahrscheinlich, dass die Lateralwurzelbildung durch sehr
viele Transkriptionsfaktoren reguliert wird, was sich auch in den Ergebnissen dieser Arbeit
widerspiegelt. Eine positive Vermittlung der Cytokininwirkung auf das Primarwurzelwachstums kann
flr MYB48, HAT3 und HAT22 angenommen werden.

Bei allen ermittelten Verdnderungen des Chlorophyllgehaltes der T-DNA Insertionsmutanten handelte
es sich jeweils um eine Reduktion, unabhangig davon, ob das untersuchte Gen positiv oder negativ
durch Cytokinin reguliert wird. Anhand der loss-of-function Analyse kann nur fir HAT3 eine
Beteiligung an der Unterdriickung der dunkel-induzierten Seneszenz durch Cytokinin angenommen
werden. Anscheinend ist HAT3 nicht nur fur die Regulation einzelner Prozesse zustéandig, sondern

reguliert mehrere cytokininabhangige Wachstumsprozesse
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Tabelle 8: Phanotypen von Mutanten cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene

Gen phiinotypische Veriinderungen transgener Pflanzen Sensitivitit gegeniiber Cytokinin
HAT22 Uberexpression
Chlorophyllgehalt reduziert Unterdriickung dunkelinduzierter Seneszenz weniger
sensitiv in einer Linie
friihere natiirliche Seneszenz
Primérwurzelwachstum verstiirkt Primérwurzelelongation weniger sensitiv
Lateralwurzelbildung sensitiver in 1 Linie
Induktion von ARRS verstirkt
HAT4 Uberexpression
langes Hypokotyl
schmale, hyponastische Keimblitter
spaterer Blithzeitpunkt in einer Linie
Chlorophyllgehalt reduziert Unterdriickung dunkelinduzierter Seneszenz
weniger sensitiv
Primiirwurzelwachstum reduziert
Lateralwurzelbildung reduziert
ARRS5 Expression reduziert in einer Linie ARRS5 Induktion schwicher in einer Linie
Knockout
Chlorophyllgehalt reduziert Unterdriickung dunkelinduzierter Seneszenz
sensitiver
Primiirwurzelwachstum verstirkt
Lateralwurzelbildung verstirkt
GATA22 Uberexpression
reduzierte Schotenlinge
hoherer Spross
Ergriinung der Primiirwurzel am Ubergang zum
Hypokotyl
Chlorophyllgehalt reduziert in einer Linie Unterdriickung dunkelinduzierter Seneszenz weniger
sensitiv in einer Linie
Primiirwurzelwachstum reduziert
Lateralwurzelbildung reduziert Lateralwurzelbildung weniger sensitiv
ARRS5 Expression reduziert in einer Linie
Knockout
Chlorophyllgehalt reduziert Unterdriickung dunkelinduzierter Seneszenz
weniger sensitiv
Primiirwurzelwachstum verstirkt
Lateralwurzelbildung reduziert
bHLHG64 Uberexpession
langes Hypokotyl (in Linien mit starker Uberexpression)
blassgriine Farbung (in Linien mit starker Uberexpression)
gezackter Blattrand (in Linien mit starker Uberexpression)
minnlich steril (in Linien mit starker Uberexpression)
reduzierter Chlorophyllgehalt Unterdriickung dunkelinduzierter Seneszenz
erste Linie sensitiver / zweite Linie weniger sensitiv
Primérwurzelwachstum erste Linie verstirkt / zweite Linie
reduziert
Lateralwurzelbildung reduziert Lateralwurzelbildung
erste Linie sensitiver / zweite Linie weniger sensitiv
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Fortsetzung Tabelle 8 : Phénotypen von Mutanten cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene

Gen phiinotypische Veriinderungen transgener Pflanzen Sensitivitit gegeniiber Cytokinin
HAT3 Knockout
Chlorophyligehalt reduziert Unterdriickung dunkelinduzierter Seneszenz

weniger sensitiv
Primérwurzelelongation weniger sensitiv
Lateralwurzelbildung reduziert Lateralwurzelbildung weniger sensitiv

MYB48 Knockout
Primiirwurzelelongation weniger sensitiv
Lateralwurzelbildung verstirkt
ARRS5 Expression reduziert Induktion von ARRS5 verstiirkt

MYBG60 Knockdown
Chlorophyllgehalt reduziert
Primérwurzelwachstum verstirkt
Lateralwurzelbildung verstirkt Lateralwurzelbildung weniger sensitiv
Induktion von ARRS5 verstiirkt

HSFA2 Knockout
Lateralwurzelbildung verstirkt Lateralwurzelbildung weniger sensitiv

Veranderungen von Parametern, die fettgedruckt sind, sind im Fall der Uberexpressionslinien in beiden
untersuchten unabhangigen Linien gefunden worden. Nicht fettgedruckte \eranderungen betrafen jeweils nur
eine untersuchte Linie. Ergebnisse der Cytokininsensitivitatstests sind dem jeweiligen untersuchten Parameter
unter Standardbedingungen gegenibergestellt. Kein Eintrag bedeutet, dass es im jeweiligen Prozess unter
Standardbedingungen oder nach Cytokininzugabe keine signifikante Verdnderung der Linien gab.

Die Analyse der molekularen Antwort auf Cytokinin mittels Bestimmung der ARR5 Expressionsstarke
und Cytokinininduzierbarkeit zeigte, dass die untersuchten Faktoren nur in Einzelféllen und nicht
besonders stark zur \Veranderung dieser Antwort in der Pflanze beitragen. Sie unterstiitzten die
Annahme, dass die untersuchten Transkriptionsfaktoren einzelne, sehr spezifische Prozesse regulieren
und nicht die gesamte Cytokininsignalleitung beeinflussen. Verdnderungen des Sprosswachstums der
T-DNA Insertionsmutanten wurden nicht beobachtet, sodass man annehmen kann, dass die Mitglieder
der zugehorigen groRen Genfamilien flr viele der biologischen Funktionen der untersuchten Gene
mdoglicherweise redundant sind.

Alle Ergebnisse, die an den T-DNA Insertionsmutanten gewonnen wurden, sind jedoch abschlielend
als vorlaufig zu bewerten. Eine Bestatigung der Ergebnisse durch eine zweite unabhéngige Linie der
jeweiligen Null-Mutanten und eine Komplementation der identifizierten Phanotypen durch das
entsprechende WT Allel sind fir eine endgultige Bewertung in der Zukunft noch durchzufihren.

Bei der gain-of-function Analyse besteht das Problem der funktionellen Redundanz einzelner
Mitglieder von Genfamilien nicht. Es wurde erwartet durch diesen Ansatz deutlichere Hinweise auf
die Funktion der untersuchten Gene zu erhalten bzw. die an den T-DNA Insertionsmutanten
gewonnenen Hinweise zu bestatigen. Die Uberexpression der vier Gene GATA22, HAT4, HAT22 und
bHLHG64 zeigte, dass die Phanotypen der transgenen Pflanzen beim Wurzelwachstum tatséchlich in

einigen Fallen gegensétzlich zu dem der Insertionsmutanten auspragt waren. Anhand der Ergebnisse
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kann fir GATA22 eine mogliche Beteiligung an der Vermittlung der cytokininregulierten
Lateralwurzelbildung und fur HAT22 eine mogliche Beteiligung an der Vermittlung des
cytokininregulierten Primarwurzelwachstums angenommen werden. Jedoch konnte fir HAT22 keine
Insertionsmutante isoliert werden, sodass Pflanzen mit reduzierter HAT22 Expression mittels anderer
Methoden (RNAIi oder antisense) hergestellt und analysiert werden sollten. Die phanotypischen
Verénderungen des Sprosswachstums gaben in Einzelfallen Anlass zur Annahme, dass
cytokininregulierte Prozesse durch die Funktion der untersuchten Gene vermittelt werden. So sind ein
verénderter Chlorophyllgehalt und eine verénderte cytokininabh&ngige Unterdriickung der dunkel-
induzierten Seneszenz ein Indiz fur die Beteiligung von HAT4 an der Vermittlung dieser Prozesse.
HAT22 fordert anscheinend die natlrliche Seneszenz, diese Funktion konnte jedoch, wie erléutert,
bisher nicht an einer entsprechenden loss-of-function Mutante von HAT22 Uberprift werden und ist
dementsprechend auch als vorldufiges Ergebnis zu bewerten. Dass die gefundenen Sprossphénotypen
nicht in gegensatzlicher Weise bei den entsprechenden untersuchten T-DNA Insertionsmutanten
beobachtet wurden, kann an der bereits erwéhnten funktionellen Redundanz der Gene liegen. Es ist
jedoch auch méglich und im Fall der Phénotypen der 35S:GATA22 (griine Primérwurzel und kirzere
Schoten) und 35S:bHLH64 (langes Hypokotyl, blassgrine Blatter mit gezacktem Rand und langere
Internodien) transgenen Linien wahrscheinlich, dass diese Phanotypen durch die starke ektopische
Expression der Gene in einem zeitlich und értlich anderen Kontext als im WT verursacht wurden und

nicht unbedingt die biologische Funktion der Transkriptionsfaktoren widerspiegeln.
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6. Zusammenfassung

Das Pflanzenhormon Cytokinin beeinflusst auf vielfaltige Weise das Wachstum und die Entwicklung
von Pflanzen. Cytokininoxidase/-dehydrogenase Enzyme (CKX) bauen Cytokinine irreversibel ab.
Die CKX Gene von Arabidopsis werden differentiell in der Pflanze exprimiert und die CKX Enzyme
kommen in verschiedenen subzellularen Kompartimenten vor. Verschiedene Substratspezifitaten der
Enzyme und unterschiedliche phanotypischen Auswirkungen einer Uberexpression der einzelnen CKX
Gene in Pflanzen weisen darauf hin, dass die Cytokininpools verschiedener Kompartimente
anscheinend unterschiedlich reguliert werden und mdglicherweise einzelne Cytokinintypen spezifische
Prozesse unterschiedlich beeinflussen.

In dieser Promotionsarbeit wurde CKX7 funktionell charakterisiert. Durch die Expression von CKX7
unter Kontrolle des starken, konstitutiv aktiven 35S Promotors in Arabidopsis und Tabak wurde
gezeigt, dass CKX7 ein funktionelles cytokininabbauendes Enzym ist. Die Analyse der subzelluldren
Lokalisation zeigte, dass CKX?7 als einziges Mitglied der CKX Familie zytoplasmatisch lokalisiert ist.
Die Uberexpression von CKX7 fiihrte nur zu einer geringfiigigen Veranderung des Sprosswachstums.
Durch CKX7 abgebaute Cytokininmetabolite oder der Ort ihres Abbaus haben demnach keine grofe
Bedeutung fur das Sprosswachstum. Die Expression von CKX7 beschrénkte sich auf das Leitgewebe
im Keimlingsstadium sowie spezifische Domanen des weiblichen Gametophyten. Das
Wurzelwachstum CKX7 berexprimierender Keimlinge war im Gegensatz dazu stark reduziert. Die
Primarwurzel war extrem kurz, unverzweigt und wies strukturelle Defekte im radidren Aufbau auf.
Die Wurzelmeristemaktivitat war stark reduziert. Das Leitgewebe war vollstdndig zu Protoxylem
differenziert, sodass kein Metaxylem und kein Phloem gebildet wurden. Dieser Defekt ist von
Mutanten mit starker Reduktion der Cytokininsignaltransduktion in den vaskul&ren Initialen der
embryonalen Wurzel bekannt, zum Beispiel von der AHK4/CRE1 Mutante wooden leg (wol). Die
jeweils durch Ausschalten von AHP6 und AHK4/CRE1 bewirkte Komplementationen des
Wurzelphdnotyps  zeigte, dass in  CKX7  (berexprimierenden Keimlingen  die
Cytokininsignaltransduktion vermutlich stark reduziert ist. Das Auftreten eines wol &hnlichen
Wurzelphénotyps ist mdoglicherweise die Folge einer den Signalweg negativ regulierenden
Phosphatase-Aktivitdt von AHK4/CREL. Da in anderen cytokinindefizienten Keimlingen, die CKX1
oder CKX2 (berexprimieren, dieser wol &hnliche Wurzelphdnotyp nicht auftritt, sind spezifische,
durch CKX7 abgebaute Cytokininmetabolite wahrscheinlich in den vaskuldren Initialen besonders
wichtig oder stellen die Mehrheit in diesen Zellen dar. Potenzielle, besonders wichtige
Cytokininmetabolite sind ¢Z, ¢Z9G und iP9G, welche in CKX7 Uberexprimierenden Keimlingen sehr
stark reduziert waren. Zusammenfassend hat die funktionelle Analyse von CKX7 neue Hinweise auf
die Bedeutung der subzellularen Kompartimentierung von Cytokininen und auf die mdgliche

Bedeutung der Wirkung spezifischer Cytokininmetabolite wéhrend der Wurzelentwicklung geliefert.
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Der zweite Schwerpunkt lag in dieser Arbeit auf der Identifizierung cytokininregulierter
Transkriptionsfaktoren und der Untersuchung einer méglichen Beteiligung dieser an der Vermittlung
cytokininregulierter Wachstums- und Entwicklungsprozesse in der Pflanze. Dreizehn in einem
Microarray-Experiment im Vorfeld identifizierte cytokininregulierte Gene fiir Transkriptionsfaktoren
wurden untersucht und ihre Regulation durch Cytokinin mittels unabhangiger Methoden groRtenteils
bestétigt. In einer loss-of-function Analyse wurden fiir sieben der Gene T-DNA Insertionsmutanten
isoliert. Vier durch Cytokinin positiv regulierte Gene wurden zusatzlich in einer gain-of-function
Analyse untersucht, indem transgene Pflanzen, die diese Gene unter der Kontrolle des 35S Promotors
exprimieren, hergestellt und analysiert wurden. Die phdnotypischen Verénderungen der T-DNA
Insertionsmutanten waren von geringem Ausmal® und betrafen ausschlieBlich das Wurzelwachstum
oder den Chlorophyllgehalt. Eine Beteiligung von HSFA2, MYB60 und HAT3 an der
cytokininvermittelten Lateralwurzelbildung ist anzunehmen. MYB48 spielt vermutlich eine Rolle
beim cytokininregulierten Primarwurzellangenwachstum. Von HAT3 ist zudem eine Beteiligung an der
cytokininregulierten  Unterdriickung der dunkel-induzierten Seneszenz wahrscheinlich. Die
phanotypischen  Veranderungen der Pflanzen, welche einzelne  Transkriptionsfaktorgene
tiberexprimieren, betrafen sowohl das Wurzel- als auch das Sprosswachstum. GATA22 spielt eine
Rolle wahrend der Wurzelentwicklung, die im Falle der Lateralwurzelbildung zudem
cytokininabhéngig ist. Die Bildung von Chlorophyll in der Primérwurzel als Folge der ektopischen
Expression von GATA22 weist darauf hin, dass GATA22 eine Rolle bei der Chloroplastenentwicklung
spielt.  Weiterhin  wurde eine  Hypothese aufgestellt, nach der Cytokinin  die
Schattenvermeidungsreaktion durch eine Regulation von HAT4 beeinflusst. HAT22 reguliert das
Primarwurzelwachstum positiv, den Chlorophyllgehalt negativ und foérdert die natlrliche Seneszenz.
Veranderungen der Cytokininsensitivitat der einzelnen untersuchten Prozesse deuten darauf hin, dass
HAT22 die Cytokininwirkung vermutlich sowohl im Licht und im Dunkeln als auch im Spross und in
der Wurzel gegensatzlich vermittelt. bHLH64 wurde als negativer Regulator der Lateralwurzelbildung
und des Chlorophyllgehaltes identifiziert. Eine cytokininabhéangige Verénderung dieser Prozesse in
bHLHG64 tberexprimierenden Pflanzen konnte jedoch nicht eindeutig ermittelt werden. Der pleiotrope
Phanotyp der stark exprimierenden Linie 35S:bHLH64-88 gab Anlass zur Vermutung, dass in dieser
Linie durch die ektopische Expression von bHLH64 auch \erénderungen des Licht- und des
Gibberellinsignalweges verursacht wurden.

Fir eine abschlieRende Beurteilung der funktionellen Relevanz der untersuchten cytokininregulierten

Gene fir Transkriptionsfaktoren sind weitere Experimente notwendig.
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7. Summary

The plant hormone cytokinin influences many different aspects of plant growth and development.
Cytokinin oxidase/dehydrogenase enzymes are cytokinin degrading enzymes. CKX genes in
Arabidopsis are differentially regulated and the enzymes are localized to different subcellular
compartments. The differences of the substrate specificities of individual CKX enzymes and of the
phenotypic consequences of an overexpression of the individual CKX genes indicated that cytokinin
pools in different compartments are differentially regulated and that different cytokinin metabolites
possibly influence specific developmental processes in the plant.

In this work, the CKX7 gene was functionally characterized. By expressing CKX7 under the control of
the strong, constitutively active 35S promotor in Arabidopsis and tobacco it was shown that CKX7 is a
functional cytokinin degrading enzyme. Analysis of the subcellular localisation revealed that CKX7 is
the only enzyme of the family located in the cytosol. Plants overexpressing CKX7 did not show
dramatic phenotypic changes in shoot growth indicating that cytokinin metabolites which are degraded
by CKX7 and the place of their degradation are less important for the shoot growth. Supporting this
assumption, CKX7 expression was detected only in the vasculature of young seedlings and in specific
domains of the female gametophyte.

Surprisingly, the root growth of CKX7 overexpressing seedlings was strongly reduced. The primary
root was extremely short, unbranched and displayed structural defects in the radial pattern. The root
meristem activity was strongly reduced. The vascular tissues were completely differentiated to
protoxylem. No metaxylem and phloem were formed. These defects in vascular tissue development
were previously described in mutants with severe reduction in cytokinin signalling in the vascular
initials of the embryonic root; e.g. the AHK4/CRE1 mutant wooden leg (wol). Loss of AHK4/CRE1 or
AHP6 function led to partial complementation of the severe root phenotype of CKX7 overexpressing
seedlings. This indicated that cytokinin signalling was strongly reduced in the vascular initials of
CKX7 overexpressing seedlings possibly due to a strong phosphatase activity of AHK4/CRE1 which
negatively regulates cytokinin signaling in those cells. Other CKX overexpressing seedlings do not
display a wol-like root phenotype. Therefore it was hypothesised that specific cytokinin metabolites
degraded by CKX7 are important during the development of the vascular tissues from the initials and
that these metabolites are eventually predominant in those cells. Based on their strong and specific
reduction in CKX7 overexpressing seedlings ¢Z, cZ9G and iP9G were identified as putative important
cytokinin metabolites. In summary, the functional characterization of CKX7 gave new indications to a
relevance of the subcellular localisation of cytokinins and a possible relevance for the function of
specific cytokinin metabolites in root development.

The main focus of the second part of this work was the identification of cytokinin regulated
transcription factor genes and their functional analysis concerning an involvement of these factors in

cytokinin regulated growth and developmental processes. Thirteen cytokinin regulated genes identified
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by an initial microarray experiment were chosen for the analysis and their regulation by cytokinin was
confirmed by independent methods in most cases. In a loss-of-function approach, knockout mutants
for seven of these genes were isolated. Four genes, positively regulated by cytokinin were also
analyzed in a gain-of-function approach by expressing them under the control of the strong
constitutively active 35S promotor and by phenotypic characterization of the resulting transgenic
plants.

The obtained phenotypic changes in the T-DNA insertion mutants were relatively weak and the most
prominent changes were detected for the root growth and for the chlorophyll content. For HSFAZ2,
MYB60 and HAT3 a role in mediating cytokinin effects on lateral root development can be assumed.
Furthermore MYB48 seems to influence cytokinin-mediated primary root growth. Additionally, it was
demonstrated that HAT3 might be important for the regulation of the chlorophyll content and the
cytokinin-mediated suppression of dark-induced leaf senescence.

The phenotypic alterations of plants overexpressing single transcription factor genes included changes
in the root development as well as the shoot growth. GATA22 might play a negative role during root
development, and this regulatory function is cytokinin-dependent at least in lateral root formation. The
formation of chlorophyll in the primary root as a consequence of the ectopic GATA22 expression
points to a role of GATA22 in chloroplast development. Furthermore a hypothesis was proposed, in
which cytokinin influences the shade avoidance response via regulation of HAT4. It was shown that
HAT?22 positively regulates the primary root growth, negatively regulates the chlorophyll content and
accelerates the natural senescence of leaves. HAT22 overexpressing plants displayed changes in
cytokinin sensitivity in the analyzed processes, and it was proposed that HAT22 differentially mediates
cytokinin responses in light and dark as well as in the shoot and root. For bHLH64 a role during lateral
root development and for the regulation of the chlorophyll content was proposed. Because no bhlh64
loss-of-function mutant is currently available and both overexpressing lines showed partial opposite
reactions towards cytokinin, the involvement of bHLH64 during cytokinin-mediated growth and
developmental processes remains unclear. However the pleiotropic phenotype of plants with a strong
ectopic bHLH64 expression indicated that light and gibberellin signalling pathways are also affected in
these plants.

For a final conclusion about the functional relevance of the analyzed transcription factor genes for the

mediation of cytokinin effects additional experiments are necessary.
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Abbildung 45: Genstruktur der fir den loss-of-function Ansatz ausgewahlten Gene und die Position

verfiigbarer T-DNA Insertionen.
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Tabelle 9: Alle verfiigbaren T-DNA-Insertionslinien der Kandidatengene aus Tabelle 5.
At4g26150 GATAZ22 zinc finger At2g26150 HSFA2
Salk_021362 5'UTR IS1 Salk_008978 Exon IS1
Salk_003995 Intron 1S2 Salk_081069 Prom 1S2
Salk_003997 Intron 1S3 Salk 080820 Prom 1S3
Salk_003999 Intron 1S4
At2g42350 rinc-zinc-finger
At1g08810 AtMYB60 Salk_065843 Prom IS1
Salk 133309 Exon I1S1 Salk_065842 Prom 1S2
Salk_148646 Exon 1S3 Gabi_611E12
Salk_089775 Prom 1S2
Salk_008005 Prom 1S4 At3g46130 MYB48
Salk_033737 Prom IS5 Salk_103847 5'UTR IS1
At4g37790 HAT?22 At5g43520 CHP rich protein TF
Salk_085964 Prom IS1 Sail_743 B09 5’UTR I1S1
Sail_5 HO03 5’UTR IS2 Sail 894 G10 5'UTR 1S2
Sail_864_F04 5’UTR 1S3
At2g18300 bHLH64
Salk_090958 5’UTR IS1 At5g48560 bHLH78
Salk_015771 5°UTR 1S2 Salk_091522 Exon IS1
Sail_540 _EO5 Ende 5. Exon 1S3 Salk_076836 Exon 1S2
Sail_77_D01 Anfang 5. Exon 1S4 Salk_048464 Exon 1S3
Salk_055827 Exon 1S4
At4g16780 HAT4 Salk_127100 Exon IS5
Salk_106790 Exon IS1 Salk_076834 Exon 1S6
Salk_054977 Intron 1S2 Salk 091535 Exon I1S7
Salk_055169 Intron 1S3 Salk 091536 Exon 1S8
Salk_091537 Exon 1S9
At3g60390 HAT3 Salk_055840 Exon 1S10
Salk_014055 Exon 1S1 Salk 091538 Exon IS11
Salk_114847 Exon 1S2 Gabi_863A12 1S12
Salk_083383 Exon 1S3 Sail_415_A07 1S13
Salk_114852 Exon 1S4
Atlg71030 MYBL2 IS: Insertion
Salk_107780 Prom IS1 prom: Promotor
Salk_002284 Prom 1S2 UTR: untranslatierter Bereich
Salk_062446 Prom 1S3
Salk_020433 Prom 1S4

At2937430 C2H2 ZAT11

Salk 110012 Prom I1S1
Salk_013996 5’UTR 1S2
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Relative Expression nach Cytokininbehandlung
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Abbildung 46: Relative Anderung der Transkriptmenge ausgewahlter Gene im WT durch
Cytokininbehandlung ermittelt mit gRT-PCR.

Dargestellt sind die relativen Transkriptmengen von mit 5 UM BA behandelten Keimlingen verglichen mit der
jeweiligen Kontrolle. Das heif3t, fiir die 15 Minuten mit BA behandelte Probe ist die Kontrolle eine Probe, die 15
Minuten mit KOH behandelt wurde und fir die 120 Minuten mit BA behandelte Probe ist die Kontrolle eine
Probe, die 120 Minuten mit KOH behandelt wurde. Normalisiert wurden die Ergebnisse zum Gen UBC10
(At5g53300), welches als stabil exprimiertes Haushaltsgen verwendet wurde. Die Daten sind Mittelwerte aus
drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen der Standardabweichung. Es wurden je Probe ca. 50 zehn
Tage alte, in vitro gewachsene WT Keimlinge verwendet, die zur Cytokinininduktion in Flissigkultur Gberfihrt
wurden. Sterne markieren signifikante Unterschiede zur nicht induzierten Kontrolle (p < 0,05).
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Abbildung 47: Primarwurzelelongation von Insertionslinien cytokininregulierter Transkriptionsfaktoren
auf cytokininhaltigem Medium im Vergleich zum WT.

Das Wurzelwachstum wurde untersucht anhand der L&ngenzunahme der Primarwurzel von Insertionsmutanten
bei verschiedenen Cytokininkonzentrationen im Vergleich zum WT (jeweils links). Zusatzlich wurde die
prozentuale Reduktion der Langenzunahme mit steigender Cytokininkonzentration vergleichend zum Wert ohne
Cytokinin dargestellt (jeweils rechts). Das Wurzelwachstum von in vitro vertikal gewachsenen Keimlingen
wurde auf Standard Ats-Medium mit verschiedenen Cytokininkonzentrationen untersucht. Die
Primérwurzelelongation wurde vom vierten bis zum 13. Tag nach der Keimung gemessen. Als Cytokinin wurde
BA verwendet. Die Balken entsprechen der Standardabweichung (n=40). Signifikante Unterschiede zum WT
sind jeweils in der prozentualen Darstellung mit einem Stern markiert (p < 0,01)
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Fortsetzung Abbildung 47: Primarwurzelelongation von Insertionslinien cytokininregulierter
Transkriptionsfaktoren auf cytokininhaltigem Medium im Vergleich zum WT.
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Abbildung 48: Lateralwurzelwachstum von Insertionslinien cytokininregulierter Transkriptionsfaktoren
auf cytokininhaltigem Medium im Vergleich zum WT.

Die Anzahl an Lateralwurzeln wurde 13 Tage nach der Keimung bestimmt (jeweils links). Die
Lateralwurzelanzahl ist bei steigender Cytokininkonzentration reduziert und Korreliert negativ mit der
Cytokininkonzentration. Der cytokininabhangige Verlauf der Lateralwurzelanzahl wurde bezogen auf den Wert
ohne Cytokinin prozentual dargestellt (jeweils rechts). Das Wurzelwachstum von in vitro vertikal gewachsenen
Keimlingen wurde auf Standard Ats-Medium mit verschiedenen Cytokininkonzentrationen untersucht. Als
Cytokinin wurde BA verwendet. Die Balken entsprechen der Standardabweichung (n=40). Signifikante
Unterschiede zum WT sind jeweils in der prozentualen Darstellung mit einem Stern markiert (p < 0,01).
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Fortsetzung Abbildung 48: Lateralwurzelwachstum von Insertionslinien cytokininregulierter
Transkriptionsfaktoren auf cytokininhaltigem Medium im Vergleich zum WT.

Abbildung 49: Unterdrickung der dunkel-induzierten Seneszenz durch Cytokinin in Insertions- und
Uberexpressionslinien cytokininregulierter Transkriptionsfaktoren.

Der Gesamtchlorophyllgehalt in abgetrennten Blattern, die 10 Tage im Dunkeln inkubiert wurden, wurde
gemessen (a) und prozentual zum Anfangschlorophyllgehalt (K) nicht im Dunkeln inkubierter Blatter dargestellt
(b). Jeweils ein definiertes Blatt von 20 Tage alten Keimlingen wurde untersucht. Gezeigt sind Mittelwerte aus
drei Proben und deren Standardabweichung (n=3). Die Blatter von funf in vitro gewachsenen Keimlingen
wurden je Probe verwendet und der Messwert auf 1 mg Frischgewicht (FG) bezogen. Der
Anfangschlorophyllgehalt ohne Dunkelbehandlung wurde gemessen und jeweils als 100% festgelegt. Die Proben
wurden fur 10 Tage entweder in Wasser und DMSO (0 pM BA) oder in Wasser mit verschiedenen
Cytokininkonzentrationen (0,01 uM BA, 0,1 uM BA und 1,0 uM BA) inkubiert. Ein Stern markiert signifikante
Unterschiede in der Cytokininsensitivitat verglichen mit dem WT (p < 0,05).
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Relative ARR5 Expression nach Cytokininbehandlung

realtive Transkriptmenge

Col-0_0 Col-0_BA15 Col-0_BA30 Col-0_BA120

Abbildung 50: Veranderung der ARR5 Transkriptmenge durch Cytokinin im WT.

Dargestellt ist die relative Transkriptmenge von ARR5, die mittels qRT-PCR ermittelt wurde. Eingesetzt wurde
cDNA eines Pools von 50 zehn Tage alten Keimlingen je Probe. Die Keimlinge wurden in Flissigkultur fir 15
Minuten, 30 Minuten und 120 Minuten mit DMSO oder 5uM BA behandelt. Die ARR5 Menge in
cytokininbehandelten Proben wurde ins Verhéltnis gesetzt zu den Proben, die gleich lang mit DMSO behandelt
wurden. Die Balken entsprechen der Standardabweichung von drei technischen Wiederholungen. Normalisiert
wurden die Ergebnisse zum Gen UBC10 (At59g53300), welches als stabil exprimiertes Haushaltsgen verwendet
wurde.
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Relative Induktion der ARRS5 Expression nach Cytokininbehandlung
im Vergleich zum Wildtyp
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Abbildung 51: Relative Induktionsrate von ARR5 in Insertions- und Uberexpressionslinien
cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene durch Cytokinin im Vergleich zum WT.

Dargestellt ist die relative Induktion der Transkriptmenge von ARR5 durch Cytokinin, die in einer gRT-PCR
ermittelt wurde. Die Induktionsrate des WT wurde gleich eins gesetzt. Verwendet wurden Keimlinge, die in
Flussigkultur 30 Minuten mit DMSO oder 5 uM BA behandelt wurden. Die ARR5 Transkriptmenge in
cytokininbehandelten Proben (BA_30) wurde ins Verhaltnis gesetzt zu den Proben, die gleich lang mit DMSO
(BA_0) behandelt wurden. Die so ermittelten Induktionsraten fiir die untersuchten transgenen Linien (siehe
Tabelle 10) wurden anschlieRend zur Induktionsrate des WT ins Verhaltnis gesetzt. Die Daten entsprechen den
Mittelwerten von drei technischen Replikaten. Normalisiert wurden die Ergebnisse zum Gen UBC10
(At5g53300), welches als stabil exprimiertes Haushaltsgen verwendet wurde. Grof3geschriebene Linien sind
Linien, in denen das jeweilige Gen unter der Kontrolle des 35S Promotor exprimiert wird. Die Daten aus flinf
verschiedenen Experimenten wurden zusammengefasst und sind daher als relative Induktionsraten vergleichend
zum WT dargestellt. Ein Stern markiert Linien, bei denen anhand der absoluten Induktionsraten signifikante
Unterschiede zum WT gefunden wurden (p < 0,05).
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Tabelle 10: Zusammenfassung der Ergebnisse aller qRT-PCR Experimente von Insertions- und
Uberexpressionslinien cytokininregulierter Transkriptionsfaktorgene, in denen die ARR5 Induktion nach
30 Minuten Cytokininbehandlung bestimmt wurde.

ARRS ARR5
Linie Induktionsfaktor In?}t;lé;i%rg)s'fglz\tor
nach 30" BA relativ zum WT

Col-0 16,8 1,00

GATA13-5 12,8 0,76
Experiment 1 GATA14-8 17,7 1,05
HAT4-14-1 14,4 0,85

HAT4-20-7 11,7 0,70

Experiment 2 Col-0 19 100
bHLH64-10-3 147 1,14

Col-0 7.4 1,00

Experiment 3 HAT22-7-7 12,0 1,63
HAT22-29-5 14,5 1,97

Col-0 17,8 1,00

Experiment 4 gata22_1S2-4 22,7 1,27
hat4_1S1-3-4 27,7 1,56

hsfA2_IS1-5 24,7 1,38

Col-0 19,1 1,00
myb60_1S3-9 26,3 1,38

Experiment 5 hat3 1S1-2 16,7 0,88
myb48_1S1-4-7 258 1,35
bHLH78_1S3-2 14,8 0,78

Dargestellt ist die relative Veranderung der Transkriptmenge von ARR5 durch Cytokininbehandlung, die in einer
gRT-PCR ermittelt wurde. Eingesetzt wurde cDNA von zehn Tage alten Keimlingen. Die Keimlinge wurden in
Flussigkultur 30 Minuten mit DMSO oder 5 puM BA behandelt. Die ARR5 Transkriptmenge in
cytokininbehandelten Proben wurde ins Verhéltnis gesetzt zu den Proben, die gleich lang mit DMSO behandelt
wurden. Normalisiert wurden die Ergebnisse zum Gen UBC10 (At5953300), welches als stabil exprimiertes
Haushaltsgen verwendet wurde. GroRgeschriebene Linien sind Linien in denen das jeweilige Gens unter der
Kontrolle des 35S Promotor exprimiert wird.
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Primarwurzelelongation 4-13 DAG
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Abbildung 52: Primérwurzelelongation

von
Transkriptionsfaktorgene nach Cytokininbehandlung.

Uberexpressionslinien cytokinininduzierter

Die Primarwurzelelongation wurde bei verschiedenen Cytokininkonzentrationen im Medium gemessen (jeweils
links). Der prozentuale Verlauf in Abhéangigkeit von der Cytokininkonzentration ist bezogen auf den
Kontrollwert ohne Cytokinin im Medium dargestellt (jeweils rechts). Das Wurzelwachstum von in vitro
gewachsenen Keimlingen wurde auf Standard Ats-Medium untersucht. Die Primarwurzelelongation wurde
zwischen 4. und 13. DAG gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte und deren Standardabweichung (n = 40).
Signifikante Unterschiede zum WT sind mit einem Stern markiert (p < 0,01).
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Abbildung 53: Lateralwurzelanzahl von Uberexpressionslinien cytokinininduzierter

Transkriptionsfaktorgene nach Cytokininbehandlung.

Die Lateralwurzelanzahl wurde bei verschiedenen Cytokininkonzentrationen im Medium 13 DAG gemessen.
Das Wurzelwachstum von in vitro gewachsenen Keimlingen wurde auf Standard Ats-Medium untersucht.
Dargestellt sind Mittelwerte und deren Standardabweichung (n = 40). Statistische Berechnungen wurden nur
flr die auf die Lateralwurzelzahl ohne Cytokininbehandlung bezogenen prozentualen Werte durchgefiihrt.
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TATA Signal 1

Triple tetracycline operator (TripleOp) Acc6sl (1)

Bell 1337)
Notl (12788) // EcoNI (1628)
/
35S Kpnl (5) Bglll (2345)
EcoRI (15488) —_ EcoRI (650) RB
LB ‘ Xbal (1229) Pstl (10980)_ / Sphl (2372)
Nrul (14276) N —— Nrul(2025) Bell (2519)
- CKX7(-Stop) NOS Promotor
A T EeoNI (2679) oK2 _ Pst1(3020)
Xhol (3228) PR NPTII (Kanamycin Resistenz)
. GFP 12883 bp —
PBinHygTx-35S:CKX7-GFP Clal (3617) Sphl (3372)
16041 bp Apal (3956) /}Ap a1 (3909
gaﬁ 8323; Ndel 8601)__— NOS-Terminator
'l
KanR HindIII (4181) Clal (4538)
Nrul (7324), Xmnl (4660)
ocs term \,J/
Bglll (7274) \Hx‘ndIII (4951)
insB NOS Promoter Bell (7005) Sphl (4961)
LB PstI (4967)
pKan Hygromycin Resistenz ‘Bsal (5046)
NotI (8808) \
Dra 11 (6416) Xmnl (5379)
) BamHI (5859) EcoRI (6108) \'358
| Xmn1(5674)
tetA  RB NOS-Terminator (5822-6107) 'Xbal (5816)
BamHI (5822)
tetR Sacl (5841 Xmal (5827)
Kpnl (5835) Smal (5829)
Acc65] (5831)
GATA Start-Stop ... 411t (13666)
Nelel (13235)\ ‘\ Bsal (14138)
Xhol (13162) | \ Bsal (14162)
|
HindlII (13019) ‘ Acc651 (14382) 155 Xbal (1)
BamHI (12958) Bsal (13469) HindllI (59)
Pst1 (13390) / .
Xbal (12865) HindIIl -
FeoRI (274) Sph1Giasa) / indIII (520) HAT4 Start-Stop
Xmnl (12723) [\ Dralll (582) HindlII (13374) Avrll (1332) Acce6sl1 (1371)
Sacl (138
358 LB NOS T (7,1"1((12951) ——NOS Terminator Siact (1350
AN BgllI (1390) ferminator
Xmnl (12428) g Apal (i2327) — N /\ EcoRI (1648)
Bsal (12095 rul (1490) SphI(11795)— . Dra Il (1956)
Pst1(12016) ~ T (K: in Resis
HindITI (12000) ///\ " Ndel (2767) NP ;S:T(': ﬁ:;s',sf[‘i,,,,,
Xmnl (11709) l NOS Promotor LB
Clal (11587) / ROK2-355:GATA Sphi(10795) -35G:
NOS Terminator /‘ P RB pROK2-35S:HAT4 BglII (2764)
Apal (10953) B 14385 bp Bgl11(10768) 14238 bp Nrul (2864)
Sphl (10421) —
NPT EcoNT (10051) \
Kanamycin Resiste
(Kanamycin Resi sPs';zI)(looﬁg) Ndel (4141)
NOS Promotor P \"'/Psrl (5146)
SphI(942R1)B/ / /
Bgl11(9394)
EcoNI (8677) Notl (8328)
Notl (6954) Pst] (6520)
bHLH64 Start-Stop
Xmnl (13879) Sacl (13527)
\ \ Xbal (13958)
388 | Ndel (13184)\ Xbal (14105)
Xmnl (13584) Xbal (1) HindIII (12915) | | Acc65l (14337)
Bsal (325 \ Xhol (266) BamHI (12871) | Kpnl (1) Nos Terminator
Pstl (13172) \ .
Sph1(13166) HindIII (405) HAT22 Start-Stop Xbal (12865)
~
HindIIT (13156) Sacl (1163) 358 /\EcoRI (274)
. /X%ﬂ NOS Terminator Bsal (12095) Dralll (582)
Cla1(12743) ™ Nos Terminator
_—— PstI (12016) LB
Apal (12109) -
Sphl (11577 Sphl (12010) Bglll (1440)
(Kanamycin Resistenz) - i
Dstl (i1225) EcoRI (1430) HindIIl (12000V\ Nrul (1490)
NOS Promotor \\ Dralll (1738) Clal (11 Ndel (2767)
Sph1 (10577) pROK2-35S:HAT22 \ pROK2-35S:bHLH64
\ LB NOS Terminator Apal (10953)
RB 14020 bp \ N 14340 bp
BgllI (10550) BgllI (2596) Sphl (10421)
EcoNI (9833) Nrul (2646) NPT ™ bt (10069)
(Kanamycin Resistenz)
Ndel (3923) Sphl(9421)
NOS Promotor RB \//PSH (5146)
\\ Bgll1 (9394)
Notl (8110 EcoNI (86
ort ¢ ) Pst1 (6302) coNI (8677)

NotI (6954)
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Originaldaten der Microarray Analyse von Brenner et al. (2005), Fortsetzung néachste Seite.
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Fortsetzung, Originaldaten der Microarray Analyse von Brenner et al. (2005).
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Tabelle 11: Verwendete Primer zur Bestdtigung von T-DNA-Insertionslinien mit verandertem
Transkriptlevel des korrespondierenden Gens

Orientierung

Primer Sequenz im Gen Verwendung
HsfA2_Is1_LP_3’ TGGAGAAGGAAAAACAAACAACC riickwarts Genotypisierung
% HsfA2_Is1_RP_5’ TGATTGCAGGGATTCAGAAAG VOrwirts von hsfA2_IS1
o E Myb48 Is1_LP_3’ TTGGAAAATGAGGAAGTTGGG vorwarts Genotypisierung
S& |Myb4s_IsLRP5’ CATATTCGAGATAGTGCCTGCC riickwarts von myb48_IS1
3 g Myb60_Is1_LP_5’ GCTTTATTTGGTTGTCCACTGC vorwarts Genotypisierung
o
z& Myb60_Is1_RP.1 3 | GAATCAACGGGGATGATGAC riickwarts von myh60_IS3
g g’_ bhlh078_Is3_LP_3’ CCCATCAATCCTTTTTCTCTTG rickwarts Genotypisierung
<P bhih078 Is2_ RP_ 5’ | TTCTTTGTTTATACGATGAAAGG vorwarts von bHLH78_IS3
(3]
§ E £ | Gata_IS2_RP-2.5’ TATTACCACCAGCGACAGCA vorwarts Genotypisierung
S e §|Gata RT2_r AACCATTCCGTGCGATAGAG riickwarts von gata22_1S2
2 é g Hat4 Is1_LP_5’ TTCCAATAATTGTCAAAGAGGATTTC | vorwirts Genotypisierung
2 £a | Hat4_Is1_RP_3’ TGGAACTGCATGCATAAGATTG riickwarts von hat4_IS1
=] R]
qu_, -§ a;) Hat3 1s1/2/3/4_LP_ 5" | ATTTCTACCTTGCCCTTCGGT VOrwarts Genotypisierung
2 = 'S | Hat3_Is1/2/3/4_RP_3' | TCATTGAAACCCTAAGCCTCC riickwarts von hat3_IS1
<ZE % ?) gnc_LP_S’ GCC ACC ATT GGA GGA GAG TGA rickwarts Genotypisierung
oZvo , 4 von gata21_1S1
= gnc_RP_5 CAG GCCAAGATGTTT GTG GCT Vvorwarts g _
= é ahk2_IT2-f_RP GCAAGAGGCTTTAGCTCCAA VOrwaérts Genotypisierung
o
S =m0_. ahk2_IT2-r_LP TTGCCCGTAAGATGTTTTCA riickwarts von ahk2_IT2
E § g ahk3_IG1-f LP CCTTGTTGCCTCTCGAACTC VOrwarts Genotypisierung
ks g 2 | ahk3_IG1-r_RP CGCAAGCTATGGAGAAGAGG rickwarts von ahk3_IG1
g g (C% cre1-2-E-f_LP GGGCACTCAACAATCATCAA VOrwarts Genotypisierung
§ 3 Z [cre1-2-Er RP TCCACTGATAAATCCCACTGC riickwarts von ahp6-3
2 € |ahp6-3-f LP GAGCAGTTCTTGCAGCTTCAGCAG vorwarts Genotypisierung
£ g ahp6-3-r_RP AGGGTTTCGCTTCGGTAGC riickwarts von crel-3
N
sE LB-IT1 GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC T-DNA Sail (IT)
£ g |LB-IGL CCCATTTGGACGTGTAGACAC T-DNA GABI (IG)
o
= | creT-DNA-1 ATAACGCTGCGGACATCTAC T-DNA crel-2
E LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG T-DNA Salk (1S)
LBb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT T-DNA Salk (1S)

Die Schmelztemperatur der Primer ist zum Teil sehr unterschiedlich, sodass in den PCR Reaktionen abhangig
Primerkombination Annealing Temperaturen von 53°C bis 63° verwendet wurden. Die Primer
wurden erstellt mit dem iSect-Tool von SignAL-T-DNA Express und wenn noétig mit Primer3 optimiert und

von der

erganzt
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Tabelle 12: Verwendete Primer in der RT-PCR und der gqRT-PCR

Primer Sequenz %lgn;:]erung Verwendung
Er) Gata_RT1_f GATACCCATATCTCCCAACCTC vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
o | Gata RT2.r AACCATTCCGTGCGATAGAG rickwarts | von GATA22 in RT-PCR
E gnc_RT1 5 GCGTGATTAGGGTTTGTTCGG VOrwarts Bestimmung der Transkriptmenge
g gnc_LP_3' GCCACCATTGGAGGAGAGTGA rickwarts | von GATA21 in RT-PCR
f HsfA2_RT 5’ GCGGCTTCTTCATCTGTAGG VOrwarts Bestimmung der Transkriptmenge
g  |HsfA2 RT3’ CGCTGCTTCCAAATTACCAT rickwarts | von HSFA2 in RT-PCR
.g_ Myb48 RT1_f AAGAGGAGGGAAACCGAAAA vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
T | Myb48_ IS1_LP 3" | TTGGAAAATGAGGAAGTTGGG rickwarts | von MYB48 in RT-PCR
g Myb60_RT1 f GGACCATGGACTCCTGAAGA vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
= | Myb60_IS1_RP_3" | CCTCCAAAAGCCATTTCTCAA rickwarts | von MYB60 in RT-PCR
i'; bHLH78_IS1_RP.1 | TCCGGTGAGATCTACGGAAC vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
S |bHLH78 RT r CAAGCATCAGTGCTTTTCCA rickwarts | von bHLH78 in RT-PCR
E Hat3 RT1_f GAGATGATGGATTGGGGCTA vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
g Hat3_RT2_r CCTTTTGCAATCTCCGATTC rickwarts | von HAT3in RT-PCR
S hat4 RT1 f CGAGAAAGACGATCTGGGTCTA vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
g hat4 RT2_r CTAGGACGAAGAGCGTCAAAAG | rickwarts | von HAT4 in RT-PCR
'"qﬁ) hat22_RT1_f TGATGATTCATGCAACACAGGT Vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
2 |hat22 RT2.r ACATGCTGCAGAAGGATTAGTG rickwarts | von HAT22 in RT-PCR
°§° bhlh64 RT1_f AAGACAAGGGAAGAGCAAAAGAC | vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
§ bhlh64 RT1 r TTAGTAATGAAAACCGAGGCTAGA | riickwarts | von bHLH64 in RT-PCR
qg) ACTIN2-RT-F TACAACGAGCTTCGTGTTGC vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
& |ACTIN2-RT-R GATTGATCCTCCGATCCAGA rickwarts | von ACTINZ in RT-PCR
x |GATA gRT_f CCGTCTCTTTCCTACTTTCCTT vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
&f GATA _gRT_r TCACTTGATGATGAACCACC rickwarts | von GATA22 in qRT-PCR
'Eé bHLH64 gRT_f GCTTGGATCTGGTTTTGG VOrwaérts Bestimmung der Transkriptmenge
5 |bHLH64 gRT r GGTTTCTTCACCGGTCTTC rickwarts | von bHLH64 in gRT-PCR
z ARR5 (RT_f CTACTCGCAGCTAAAACGC Vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
S | ARR5 gRT_r GCCGAAAGAATCAGGACA rickwarts | von ARR5 in gRT-PCR
§ MYB60_qRT_f ATTTCCCGCCTTCTTGAG VOrwarts Bestimmung der Transkriptmenge
£ | MYB60_qRT_r GCTGCTCGTATGGAAACTG rickwarts | von MYBG60 in gRT-PCR
g HsfA2_qRT_f ACGGAGGCTTACTTCTACTCC VOrwaérts Bestimmung der Transkriptmenge
= HsfA2_qRT_r CCTCCTTAGTAGGCATCGAA riickwarts | von HSFA2 in qRT-PCR
% bHLH78 gRT_f GTCAACAACTCCGGGAAG vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
g bHLH78 gRT r GAGAAGCTGTAGAAATGGGG rickwarts | von bHLH78 in gRT-PCR
E MYB48_qgRT_f ACTGCAGCTCGTCATCTG VOrwarts Bestimmung der Transkriptmenge
% |MYB48_gRT_r CATCTCTCTAGTGGATCGGG rickwarts | von MYBA48 in qRT-PCR
”c% HAT3_qRT_f CAATGTGTCCTTCTTGCG VOrwaérts Bestimmun_g der Transkriptmenge
£ |HAT3_gRT_r CTAATGAGAACCAGCAGCAG rickwarts | von HAT3in gRT-PCR
:"UE) HAT22 _qRT_f TCCGGTGAGAGCTACAAGAT Vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
2 |HAT22 qRTr TTCCGCTCGAGAAAGATG rickwarts | von HAT22 in qRT-PCR
§, HAT4_gRT-f CTACTTTGACCATGTGCCC VOrwarts Bestimmung der Transkriptmenge
S |HAT4 gRT-r ACCTAGGACGAAGAGCGTC rickwarts | von HAT4in qRT-PCR
E UBC10 gPCR fw CCATGGGCTAAATGGAAA Vorwarts Bestimmung der Transkriptmenge
= — von UBC10 (At5g53300) in qRT-
@ |UBCI0gPCRrv | TTCATTTGGTCCTGTCTTCAG rickwarts | pcRr




Eidesstattliche Erklarung

Ich versichere hiermit, die vorliegende Arbeit selbstdndig angefertigt und keine anderen als
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