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Einleitung

1. Einleitung

Eine grundlegende Eigenschaft von Lebewesen ist die Féhigkeit zu wachsen. Pflanzen wachsen
wéhrend ihres ganzen Lebenszyklus und bilden fortwahrend neue Organe. Ermdglicht wird dies durch
die standige Anwesenheit undifferenzierter Stammzellen, die in speziellen Geweben, den Meristemen,
lokalisiert sind. Durch Teilung geben die Stammzellen immerfort junge Zellen an ihre Umgebung ab,
die dann nach weiteren Teilungen in verschiedene Organe und Gewebetypen differenzieren. Werden
Meristemgewebe beschédigt oder brauchen sie sich auf, kann die Pflanze dormante Ersatzmeristeme
aktivieren und weiter wachsen. Die Bildung, Dynamik und Erhaltung von pflanzlichen Meristemen
sind duBerst komplexe Vorgange, die im Wesentlichen durch Pflanzenhormone reguliert werden. Die

Hormongruppe der Cytokinine spielt dabei eine zentrale Rolle.

1.1 Das Pflanzenhormon Cytokinin

Cytokinine sind eine Gruppe von Phytohormonen, die in eine Vielzahl pflanzlicher Prozesse involviert
sind. Entdeckt wurden sie aufgrund ihrer Fahigkeit, die Zellteilung in Embryo- und Kalluskulturen
anzuregen (van Overbeek et al. 1941; Miller et al. 1955). Seither wurden Cytokinine mit einer
Vielzahl von pflanzlichen Prozessen in Verbindung gebracht. So sind sie an der Embryogenese
beteiligt (Mduller und Sheen 2008), sie regulieren die Entwicklung und den Aufbau der
Leitgewebeanatomie in den Wurzeln (Mahonen et al. 2006a; Bishopp et al. 2011a; Bishopp et al.
2011b) und kontrollieren die GrofRe und Aktivitat des Wurzelmeristems (Werner et al. 2001; Werner
et al. 2003; Dello loio et al. 2007; Dello loio et al. 2008a; Dello loio et al. 2008b). Im Spross
regulieren sie unter anderem die Homdostase des Sprossmeristems (Yanai et al. 2005; Gordon et al.
2009; Chickarmane et al. 2012) und das Auswachsen von Seitensprossen nach der Entfernung des
Hauptsprossmeristems (Tanaka et al. 2006). Des Weiteren verzdgern sie die Seneszenz (Gan und
Amasino 1995) und spielen eine Rolle bei der Pathogenabwehr (Choi et al. 2010), der Reaktion auf
Stress (Rivero et al. 2007; Jeon et al. 2010; Nishiyama et al. 2011) und der Vermittlung des
Néahrstoffstatus (Takei et al. 2001b; Igarashi et al. 2009). Viele dieser Regulationsprozesse geschehen
in enger Interaktion mit anderen Hormonen, vor allem mit Auxin (Vanstraelen und Benkova 2012).

Cytokinine sind Adeninderivate mit verschiedenen N°-Seitenketten (Mok und Mok 2001). Am
h&ufigsten sind Adeninverbindungen mit Isoprengruppen, es existieren aber auch Cytokinine mit
aromatischen Seitenketten. Die Zusammensetzung der unterschiedlichen Typen variiert je nach
Pflanzenart. In der Modellpflanze Arabidopsis thaliana L. sind trans-Zeatin (tZ, Abbildung 1 unten
rechts) und seine Derivate die am hdufigsten vorkommenden Cytokinine, in geringeren

Mengenanteilen sind jedoch auch Isopentenyladenin (iP, Abbildung 1 unten links) und Dihydrozeatin
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vorhanden (Chin-Atkins et al. 1996; Werner et al. 2003; Riefler et al. 2006). Der
Gesamtcytokininstatus einer Pflanze wird durch die Faktoren Biosynthese, Inaktivierung und

Speicherung durch Konjugation, Abbau sowie den Transport bestimmt (Mok und Mok 2001).

1.1.1 Cytokininbiosynthese

Bislang sind zwei Wege der Cytokininbiosynthese bekannt. Der zuerst postulierte (Vreman und Skoog
1972) basiert auf der Prenylierung von tRNAs, bei der eine Isoprenylgruppe auf ein Adenin in der
Anticodonschleife tbertragen wird, so dass ein in der tRNA gebundenes Cytokinin entsteht (Golovko
et al. 2002). In Arabidopsis wird dieser Syntheseweg zur Herstellung von cis-Zeatin genutzt
(Miyawaki et al. 2006). Die tRNA Umsatzraten sind jedoch nicht hoch genug, um mit dieser Reaktion
die Menge der in der Pflanze vorkommenden Cytokinine zu erkldren (Sakakibara 2006). Die meisten
Cytokinine werden wahrscheinlich Gber einen zweiten Biosyntheseweg gebildet (Abbildung 1). Zu
dessen Beginn wird die N®-Aminogruppe eines Adenosinphosphats (AMP, ADP oder ATP) prenyliert.
Prenyldonor ist entweder Dimethylallyldiphosphat (DMAPP, Blackwell und Horgan 1993) oder 1-
Hydroxy-2-Methyl-2-(E)-Butenyl (HMBDP, Krall et al. 2002). Als Produkte entstehen, je nach
Prenyldonor, iP- oder tZ-Nukleotide. Dieser Schritt wird von den Isopentenyltransferasen (IPTs)
katalysiert. In Arabidopsis wurden neun IPT Gene identifiziert, wobei IPT6 ein Pseudogen ist
(Kakimoto 2001; Takei et al. 2001a). Sechs Mitglieder der Gruppe (IPT1, IPT3 — IPT5, IPT7, IPT8)
kodieren fur ATP/ADP-IPTs und katalysieren die Prenylierung von freien Adenosinphosphaten. IPT2
und IPT9 sind dagegen tRNA-IPTs und katalysieren die oben beschriebene Pernylierung von tRNA.
ITP1, IPT3, IPT5 und IPT8 sind in Chloroplasten aktiv, wohingegen IPT4 im Cytosol und IPT7 in den
Mitochondrien zu finden sind (Kasahara et al. 2004). IPTs werden fast (berall in der Pflanze
exprimiert, vor allem aber in proliferierendem Gewebe, wie z.B. dem Sprossapex (Miyawaki et al.
2004).

iP-Nukleotide kénnen an ihrer Prenylgruppe zu tZ-Nukleotiden hydroxyliert werden. Diese Reaktion
wird in Arabidopsis von zwei Cytochrom-P450-Monooxygenasen Kkatalysiert, CYP735A1 und
CYP735A2 (Takei et al. 2004).

Um die biologisch aktiven freien iP- oder tZ-Cytokininbasen zu erhalten, muss die
Ribosephosphateinheit vom Adenin abgespalten werden. In der Vergangenheit ging man davon aus,
dass dies in zwei Schritten unter der Beteiligung einer Nucleotidase und einer Nucleosidase passieren
misse (Kamada-Nobusada und Sakakibara 2009). Die entsprechenden Gene wurden bislang jedoch
noch nicht identifiziert. Statt dessen wurden die LONELY GUYs entdeckt, Phosphoribohydrolasen,
far die im Genom von Arabidopsis neun Gene kodieren (LOG1 — LOGY; Kuroha et al. 2009). Sie
entfernen in einem einzigen Schritt die Phosphoribose, wobei den Enzymen nur Ribosemonophosphat-
Cytokininverbindungen, nicht aber Ribosedi- oder -triphosphatverbindungen als Substrat dienen. Die

Entdeckung der LOG Enzyme geht auf den logl Phanotyp in Reis zuriick (Kurakawa et al. 2007). Das
8
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Sprossmeristem der logl Mutanten ist nicht voll funktionsfahig und bringt Bllten hervor, die nur ein
einziges Staubblatt, den lonely guy (deutsch: Einsamer Kerl), enthalten. Wie die IPTs sind LOGs in
vielen Pflanzenteilen aktiv und die Expressionsdomanen der einzelnen LOG Gene sind z.T.
tUberlappend (Kuroha et al. 2009).

CH3 CH3
\> Jj: \> _ CYP735A
(PlP-0 k K L
®-o OH ﬁi © OH ®- O
13 HO HO (1-3) T OH
'DMAPP| [ AMP/ADP/ATP | [iPRMP/iPRDP/iPRTP tZRMP/tZRDP/tZRTP |
LOG LOG

CH

X

O I
k Ifl/ﬂ 9 |\ N/
liP] [tZ]

Abbildung 1 Vereinfachte Darstellung der Cytokininbiosynthese. IPTs (bertragen eine
Prenylseitengruppe auf ATP, ADP oder AMP. Prenyldonor ist DMAPP. Das entstandene iP-Ribosid
kann durch CYP735A Enzyme in tZ-Ribosid umgewandelt werden. Sowohl iP-RMP als auch tZ-RMP
werden von LOG Enzymen in aktive Cytokinine gespalten. Die Cytokininbasen kdnnen an den Stellen
R1 — R4 durch Glykosylierung modifiziert werden.

Abklrzungen s. Abkirzungsverzeichnis. Abbildung verandert nach Kamada-Nobusada und
Sakakibara (2009).

1.12 Modifizierte Cytokininformen

In Pflanzen existieren viele modifizierte Cytokininformen (Sakakibara 2006). Die Modifikationen
koénnen reversibel oder irreversibel sein und erfolgen in der Regel durch die Ubertragung eines
Zuckerrests auf die Hydroxylgruppe von tZ (O-Glykosylierung bzw. O-Xylosylierung) oder auf den
Adeninring (N-Glykosylierung). Ferner existieren auch Cytokininnukleotide und —nukleoside.

Cytokininnukleotide kdnnen wie erwahnt durch die LOG Enzyme zu Cytokininbasen abgebaut
werden, sie sind jedoch auch schwach biologisch aktiv, d.h. sie kénnen an einen Cytokininrezeptor
binden und dort die Signaltransduktion (s. Abschnitt 1.1.5) ausldsen (Spichal et al. 2004). Auch fiir

Cytokininnukleoside wurde eine schwache biologische Aktivitat nachgewiesen. Die Funktion der
9
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ubrigen modifizierten Cytokinine ist bisher kaum verstanden, zumal sie biologisch nahezu inaktiv sind
(Spichal et al. 2004; Romanov et al. 2006).

Cytokinin-O-Glykoside werden nicht durch Cytokinioxidasen abgebaut (Galuszka et al. 2007), kénnen
aber durch Abspaltung des Zuckerrests (Katalyse durch (-Glucosidasen) wieder in aktive
Cytokininbasen umgewandelt werden (Brzobohaty et al. 1993; Falk und Rask 1995). Aufgrund dieser
Eigenschaften ist denkbar, dass O-Glykoside als Cytokinin-Speichermolekiile genutzt werden
konnten.

N-Glykoside konnen nicht wieder in freie Basen umgewandelt werden und stellen somit

wahrscheinlich eine Mdaglichkeit der Cytokinin-Inaktivierung dar (Sakakibara 2006).

1.1.3 Cytokininabbau

Der Abbau von Cytokinin geschieht durch die irreversible Abspaltung der Prenylseitenkette vom
Adeninring (Brownlee et al. 1975; McGaw und Horgan 1983). Die Katalyse erfolgt durch
Cytokininoxidasen/-dehydrogenasen (CKX), einer kleinen Gruppe von Flavoproteinen. FAD wird als
Co-Faktor benétigt und wird an eine spezielle FAD-Doméne des CKX-Proteins gebunden (Bilyeu et
al. 2001).

In Arabidopsis gibt es sieben CKX Gene (CKX1 — CKX7), die in verschiedenen Pflanzenteilen
exprimiert werden, z.B. im Leitgewebe junger Pflanzen, in den Wurzelspitzen, wahrend der
Entwicklung der Spaltéffnungen, in Bliten und dem Sprossapex (Bilyeu et al. 2001; Werner et al.
2003; Kollmer 2009). Die Expressionsdoménen der CKX Gene Uberschneiden sich teilweise mit denen
der IPT Gene, was bedeutet, dass Cytokinin z.T. direkt an seinem Syntheseort abgebaut werden kann
(Werner et al. 2006). Dies ermdglicht in den entsprechenden Geweben eine sehr genaue und
spezifische Regulation des Cytokiningehalts, zumal sich die CKX Enzyme sowohl in ihren
biochemischen Eigenschaften als auch in ihrer subzellularen Lokalisation unterscheiden (Werner et al.
2003; Galuszka et al. 2007). So sind CKX1 und CKX3 in der Vakuole lokalisiert, CKX7 dagegen im
Zytoplasma. CKX2 und CKX4 werden sekretiert und sind im Apoplasten aktiv, was moglicherweise
auch auf CKX5 und CKX6 zutrifft (Werner et al. 2003; Kdllmer 2009). CKX2 und CKX4 sind die
katalytisch aktivsten Enzyme der Familie und bauen sowohl freie Cytokinine als auch
Cytokininriboside ab. Die anderen CKX Enzyme ist weniger aktiv, und bevorzugen z.T.
Cytokininnukleotide oder —riboside (Galuszka et al. 2007).

Die Expression von CKX Genen wird durch Cytokinin angeregt, es existiert also eine negative
Ruckkopplung, die in den Zellen fiir einen ausgeglichenen Cytokiningehalt sorgt (Rashotte et al. 2003;
Brenner et al. 2005; Kiba et al. 2005).
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1.1.4 Cytokinintransport

In der Pflanze wird Cytokinin sowohl von der Wurzel in den Spross als auch in umgekehrter Richtung
transportiert (Kudo et al. 2010). Cytokinin, das im Phloem basipetal transportiert wird, kontrolliert die
Entwicklung und Organisation der Wurzelgewebe (Bishopp et al. 2011a; Bishopp et al. 2011b). Dies
geschieht in enger Interaktion mit Auxin, das die Gewebeentwicklung antagonistisch zu Cytokinin
mitgestaltet. Acropetal transportiertes Cytokinin aus dem Xylemsaft kann dem Spross den
Stickstoffstatus in der Wurzel vermitteln (Samuelson et al. 1992; Takei et al. 2001b). Im Leitgewebe
transportiertes Cytokinin ist auBerdem relevant fiir die Bildung und Aktivitat des Kambiums und somit
fur das sekundére Dickenwachstum (Matsumoto-Kitano et al. 2008).

Wahrend der Auxin-Transport auf molekularer Ebene bereits ausflhrlich erforscht wurde (Petrasek
und Friml 2009), ist Uber Cytokinintransporter wenig bekannt. In einem Versuch mit Hefen wurde
gezeigt, dass zwei Purinpermeasen (AtPUP1 und AtPUP2) tZ und iP transportieren kénnen (Burkle et
al. 2003). Weiterfiihrende Versuche in Pflanzen wurden jedoch nie durchgefiihrt. Wenig mehr weil}
man Uber die Equilibrativen Nucleosidtransporter AtENT3, AtENT6 und AtENT7 aus Arabidopsis bzw.
OsENT2 aus Reis (Hirose et al. 2005; Sun et al. 2005; Hirose et al. 2008). Fir diese Proteine konnte
ebenfalls in Hefe eine Transportaktivitidt nachgewiesen werden (Hirose et al. 2005). Dariiber hinaus
wurde in einem Supressorscreen in Arabidopsis gezeigt, dass der Verlust der AtENT8-AKktivitat den
Phanotpyp einer cytokininiberproduzierenden Mutante teilweise unterdriickt (Sun et al. 2005). Dieses

Ergebnis wurde jedoch nie in weiterfihrenden Untersuchungen bestétigt.

1.15 Cytokininsignaltransduktion

Uber die molekularen Mechanismen der Cytokininsignaltransduktion ist bereits einiges bekannt
(Abbildung 2, Hwang et al. 2012). Die mehrstufige Vermittlung des Cytokininsignals beruht im
Prinzip auf einer komplexen Variante des bakteriellen Zweikomponentensystems (englisch: TCS, two
component system, Hwang und Sheen 2001). Beim TCS-Prototyp binden Signalmolekiile an
membranstandige Histidin-Proteinkinasen, was zu einer Autophosphorylierung des Histidinrests fiihrt.
Die Phosphorylgruppe wird von der Kinase auf ein Regulatorprotein tbertragen. Das auf diese Weise
aktivierte Regulatorprotein reguliert dann die Transkription der Antwortgene (Hwang et al. 2002). Die
pflanzliche Cytokininsignaltransduktion ist komplexer und beinhaltet mehr Phosphorylierungsschritte
(Hwang und Sheen 2001). Cytokinin wird an der ZellauRenseite oder im ER von Histidinkinasen
(HKs) gebunden. HKs sind membranstandige Rezeptoren, die als monomere Transmembranproteine
in der Zell- und ER-Membran vorhanden sind (Wulfetange et al. 2011). Nach der Bindung von
Cytokinin an die Sensordomane der Rezeptoren finden sich diese zu Dimeren zusammen. Dies hat
eine Autophosphorylierung der auf der anderen Membranseite liegenden Kinasedomanen zur Folge

(Hwang und Sheen 2001). Die dadurch entstandene Phosphorylgruppe wird vom Histidinrest der
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Kinasedomane des Rezeptors auf den Aspartatrest einer anderen Doméne, der sogenannten
Empfangerdoméne, ubertragen. Von dort wird die Phosphorylgruppe an ein Histidin-
Phosphotransferprotein (HP) weitergereicht. Das Transferprotein wandert in den Zellkern, wo es die
Phosphorylgruppe auf die Empfangerdoméane eines B-Typ Regulatorproteins (englisch: response
regulator, RR) ubertragt. Das phosphorylierte Protein kann an die Promotoren von Zielgenen der
Cytokininantwort binden und die Expression dieser Gene regulieren (Sakai et al. 2000; Hwang und
Sheen 2001; Sakai et al. 2001). Ziel des Cytokininsignalweges sind unter anderem die Gene der
Regulatorproteine vom A-Typ, die schnell und stark durch Cytokinin heraufreguliert werden
(D'Agostino et al. 2000). A-Typ RRs sind keine Transkriptionsfaktoren, da sie nicht an DNA binden
kdnnen. Trotzdem sind sie in der Lage, mit ihrer Empfangerdomane Phosphorylgruppen von HPs zu
ubernehmen (To et al. 2007) und konkurrieren dadurch mit den B-Typ RRs. A-Typ RRs sind daher
negative Regulatoren der Cytokininantwort (Hwang und Sheen 2001). Ebenfalls negative Regulatoren
mit Empfangerdoméne sind die RRs vom C-Typ, deren Transkription allerdings nicht durch Cytokinin
aktiviert wird (Kiba et al. 2004).

Neben der Aktivierung der Zielgene durch B-Typ RRs gibt es noch mindestens einen zweiten Weg der
cytokininkontrollierten Genregulation. Eine Gruppe von AP2/ERF-ahnlichen Transkriptionsfaktoren,
die CRFs (englisch: Cytokinin response factor; Cytokininantwortfaktor) kénnen mit aktivierten HPs
interagieren und von diesen die Phosphatgruppe tbernehmen (Rashotte et al. 2003; Rashotte et al.
2006; Cutcliffe et al. 2011). Auf diese Weise aktiviert, beeinflussen die CRFs ihrerseits die
Transkription von Cytokininantwortgenen. Unter ihren Zielgenen befinden sich sowohl solche, die
auch von B-Typ RRs beeinflusst werden, als auch andere Gene.

In Arabidopsis kodieren stets mehrere Gene fiir die verschiedenen Signaltransduktionskomponenten
(Hwang et al. 2012). So gibt es drei Rezeptoren, AHK2, AHK3 und AHK4/CRE1/WOL, die sich in
ihrer Lokalisation und Substratspezifitat unterscheiden (Stolz et al. 2011). Besonders gut erforscht ist
AHK4, das in der Wurzelentwicklung (Mé&honen et al. 2000) und der Regulation des SAM (Gordon et
al. 2009; Chickarmane et al. 2012) wichtige Funktionen UGbernimmt. Ein weiteres
Histidinkinaseprotein, CKI1, ist in der Lage, die Cytokininsignaltransduktion anzuschalten (Kakimoto
1996). Allerdings konnte bislang keine Bindung von Cytokinin durch CKI1 nachgewiesen werden.

Die HPs sind in Arabidopsis mit sechs Genen vertreten, AHP1 — AHP6, wobei AHP6 ein
Pseudophosphotransferprotein ist (Suzuki et al. 2000; Mahonen et al. 2006a). In der Vergangenheit
wurde gezeigt, dass AHP6 im Gegensatz zu den anderen funf AHPs ein negativer Regulator des
Cytokininsignalweges ist (M&honen et al. 2006a). Es ist im Leitgewebe junger Wurzeln aktiv, wo es
die Anlage des Zellmusters wesentlich beeinflusst. Darlber hinaus gibt es Hinweise aus GFP- bzw.
GUS-Markergenanalysen, dass das Gen auch im SAM eine Rolle spielen kdnnte (M&honen et al.
2006a; Gordon et al. 2009).
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Abbildung 2 Schematische Darstellung der Cytokininsignaltransduktion in Arabidopsis.

Cytokinin bindet an die Bindedoméne der membrangebundenen Rezeptoren (AHK2 — AHK4), was
eine Autophosphorylierung der auf der anderen Membranseite gelegenen Rezeptorkinasedomane
bewirkt. Der Phosphorylrest wird von der Kinase- auf die Empfangerdomdne des Rezeptors
ubertragen und von dort auf ein AHP-Protein. AHPs konnen auch Phosphorylreste der
membrangebundenen CKI1-Rezeptorkinasen Ubernehmen, obwohl vermutet wird, dass diese
Rezeptoren kein Cytokinin binden kénnen. Das phosphorylierte AHP-Protein wandert in den Zellkern,
wo es die Phosphorylgruppe entweder auf ein B-Typ ARR- oder ein CRF-Protein (bertragt. Die
dadurch  aktivierten  Transkriptionsfaktoren  regulieren  die  Expression  verschiedener
Cytokininantwortgene. Primére Ziele der Cytokininsignaltransduktion sind die Gene der A-Typ ARRs,
die die Signaltransduktion negativ regulieren, indem sie mit den B-Typ ARRs um die
Phosphorylgruppe konkurrieren. Weitere negative Regulatoren sind AHP6 und die C-Typ ARRs.

D, Aspartatrest; H, Histidinrest; P, Phosphatgruppe; ER, Endoplasmatisches Retikulum; PM,
Plasmamembran. Weitere Abkiirzungen s. Abkirzungsverzeichnis. Grin bezeichnet positive, rot
negative Regulation. Verandert nach Hwang et al. (2012).

Weiterhin gibt es im Arabidopsisgenom 11 B-Typ RR Gene, ARR1, ARR2, ARR10 - ARR14 und
ARR18 — ARR21 (Hwang et al. 2002). Die A-Typ RRs sind mit 10 Genen vertreten, ARR3 — ARR9 und
ARR15 - ARR17. Es existieren aullerdem zwei C-Typ RRs, ARR22 und ARR24 (Kiba et al. 2004). Die

verschiedenen ARRs sind in zahlreichen Geweben der Pflanze aktiv und die Expressionsdomanen der
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einzelnen Gene Uberlappen haufig. In ihrer Funktion sind sie oft redundant, weshalb das Ausschalten
einzelner Gene keinen oder nur einen schwachen Phanotyp verursacht (Mason et al. 2004; To et al.
2004). Im SAM beispielsweise sind gleichzeitig ARR5, ARR7 und ARR15 aktiv, um die
Cytokininsignaltransduktion zu regulieren (Leibfried et al. 2005; Buechel et al. 2010; Zhao et al.
2010).

Von den CRFs gibt es 8 Genkopien (CRF1 — CRF8, Rashotte et al. 2006; Rashotte und Goertzen
2010). Uber deren Expressionmuster ist bislang wenig bekannt. Es wurde gezeigt, dass sie redundant
agieren, da einzelne crf Mutationen die Pflanze morphologisch kaum beeinflussen, Mehrfachmutanten
jedoch Defekte wahrend der Embryogenese oder der Kotyledonenentwicklung zeigen (Rashotte et al.
2006).

1.1.6 Cytokindefizienz und -tiberschuf3

Um die Funktion von Cytokinin in der Pflanze besser zu verstehen, wurden sowohl Cytokinin-
Uberproduzierende als auch cytokinindefiziente Pflanzen generiert und untersucht. Pflanzen mit
erhdhtem Cytokiningehalt sind schon seit Ende der 1980er Jahre bekannt (Medford et al. 1989), zwolf
Jahre spéter wurden die ersten Pflanzen mit Cytokininmangel publiziert (Werner et al. 2001). Die
konstitutive Expression von CKX Genen unter dem 35S Promotor fiihrte zu cytokinindefizienten
Arabidopsis- bzw. Tabakpflanzen (Werner et al. 2001; Werner et al. 2003). Diese zeichneten sich
durch einen charakteristischen Phanotyp aus, der als Cytokinindefizienzsyndrom (CDS) bezeichnet
wird: Das Wurzelsystem war durch einen hoéhere Dichte von Verzweigungen und schnelleres
Wachstum stark vergroRert, im RAM fanden mehr Zellteilungen statt. Das Sprosswachstum war
dagegen reduziert. Die Entwicklung war verlangsamt, die Blatter waren klein und enthielten weniger
Zellen als Blatter von Wildtyppflanzen. In Arabidopsis brachten die Rosetten eine Vielzahl von
Seitenrosetten und Seitensprossen hervor, was den Pflanzen ein buschiges Aussehen verlieh. Die
Infloreszenzsprosse wuchsen nicht aufrecht, waren dinn und trugen nur wenige Bliten, die Schoten
enthielten bis zu 90 % weniger Samen als die Schoten des Wildtyps. Das Sprossmeristem war stark
verkleinert und stellte gelegentlich das Wachstum ein (Werner et al. 2001; Werner et al. 2003). Auch
andere Arabidopsismutanten mit defekten Cytokiningenen zeigten Merkmale des CDS, z.B.
verschiedene Rezeptorzwei- oder dreifachmutanten (Higuchi et al. 2004; Nishimura et al. 2004;
Riefler et al. 2006), ahp-Quintupelmutanten (Hutchison et al. 2006; Deng et al. 2010), arrl arrl0
arrl2 Tripelmutanten (Argyros et al. 2008; Ishida et al. 2008) und verschiedene ipt-Drei- und
Vierfachmutanten (Miyawaki et al. 2006). Heyl und Mitarbeiter generierten einen kiinstlichen
Repressor der Cytokininsignaltransduktion, ARR1-SRDX (Heyl et al. 2008). Wurde dieser in
Arabidopsis tberexprimiert, waren die Pflanzen ebenfalls zwergwiichsig und das Wurzelsystem war

vergroRert.
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Aufgrund des Phénotyps der verschiedenen CDS-Pflanzen wurde deutlich, dass Cytokinin ein
negativer Regulator des Wurzelwachstums ist, wahrend es das Sprosswachstum und die SAM-GroéRRe
positiv reguliert. Die Untersuchung von Pflanzen mit einem erhdhten Cytokiningehalt bestatigte dies.
Transgene Tabakpflanzen, die ein IPT Gen aus Agrobacterium tumefaciens tiberexprimierten, bildeten
einen gestauchten Spross, waren verzweigter als die Kontrollpflanzen, entwickelten weniger Wurzeln,
kleinere, dickere Bléatter und seneszierten spater (Smart et al. 1991; Smigocki 1991; Li et al. 1992;
Hewelt et al. 1994). Je nachdem, wie stark das Transgen exprimiert wurde, war der Phénotyp starker
oder schwacher (Li et al. 1992). Pflanzen mit einem sehr hohen endogenen Cytokiningehalt verloren
im Spross jegliche Apikaldominanz und bildeten gar keine Wurzeln. Diese Pflanzen waren auf Erde
nicht Uberlebensfahig. Pflanzen mit schwédcherem Phénotyp konnten zwar auf Erde wachsen,
vertrockneten aber sehr leicht, was auf das verkleinerte Wurzelsystem zurlickzufiihren war (Li et al.
1992). In Arabidopsispflanzen rief die ektopische Expression eines IPT Gens einen ahnlichen
Phanotyp hervor (Rupp et al. 1999). Bei den letztgenannten Pflanzen wurde auch das Sprossmeristem
untersucht, dessen Grol3e oder Organisation durch den erhéhten Cytokiningehalt unverandert waren.
Eine weitere Maoglichkeit, Pflanzen mit einem erhdhten Cytokininstatus zu erzeugen, ist die
Unterbindung des Cytokininabbaus. In ihrer Doktorarbeit generierte Bartrina (2006) verschiedene
Arabidopsis ckx-Knockoutmutanten, wobei sie bis zu vier ckx k.o.-Allele miteinander kombinierte.
Obwohl der Gehalt an iP und tZ in den Mutanten erhoht war (gemessen in der ckx2 ckx4 ckx5 ckx6
Vierfachmutante), zeigten die meisten Pflanzen keinen oder nur einen schwachen Phanotyp. In einem
Vergleich des Wurzelwachstums bildeten fast alle Mutanten kiirzere Wurzeln als die Kontrollpflanzen
(bis zu 20 % kirzer). Alle Mutanten mit einem ckx3 Allel waren im Sprosswachstum leicht verandert,
wobei die Doppelmutante ckx3 ckx5 den starksten Phanotyp zeigte. Diese Pflanzen entwickelten ein
groleres Sprossmeristem (Abbildung 3), was in der Bildung von mehr Bliten bzw. Schoten und einem
langeren Spross resultierte. Die Blutenorgane der ckx3 ckx5 Mutanten waren vergroRert, besonders die
Gynoecien, die fast doppelt so viele Samenanlagen enthielten wie Wildtyp-Gynoecien. Da die
Gynoecien deutlich langer waren als die Antheren, war eine vollstandige Bestdubung schwierig.
Wurden jedoch alle Bliten ausreichend bestaubt, bildeten die Mutanten bis zu 55 % mehr Samen als
die Kontrollpflanzen. Bartrina (2011) konnte anhand von In-situ-Hybridisierungen zeigen, dass
sowohl CKX3 als auch CKX5 im SAM und in FM aktiv sind. Darlber hinaus wird CKX5 in der
Plazenta junger Gynoecien exprimiert. Durch die Deaktivierung beider CKX Gene steigt der
Cytokiningehalt im Sprossapex und in den Bllten an (Bartrina, unverdffentlichte Daten), was eine
Steigerung der verschiedenen meristematischen Aktivitaten und damit der Produktivitat zur Folge hat.
Es werden mehr Bliten gebildet und diese sind dazu befahigt, mehr Samen anzulegen. Der
Samenertrag ist dementsprechend erhoht.

In Reis fuhrt ein Defekt von OsCKX2 ebenfalls zur Bildung von mehr Bliten und Samen und damit zu
einer Steigerung des Ertrags (Ashikari et al. 2005). Die ertragssteigernde Wirkung von verschiedenen

ckx Mutationen macht die CKX Gene zu interessanten Zielen der Ertragsziichtung.
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Bei einer Suppressormutagenese mit cytokinindefizienten p35S:CKX1 Pflanzen (Bartrina 2006)
wurden zwei Mutanten identifiziert, die eine verénderte Cytokininrezeptoraktivitdt aufwiesen und
dadurch in der Lage waren, das CDS zu unterdriicken (repressors of cytokinin deficiency, rock). In
rock2 Pflanzen war der AHK2-Rezeptor konstitutiv aktiv, wéhrend die rock3 Mutation die
konstitutive Aktivitdt des AHK3-Rezeptors bewirkte (Braun, unvertffentlichte Daten). Dies fiihrte zu
einer stdndigen Aktivitat des Cytokininsignaliibertragungsweges, und die Mutanten zeigetn zum Teil
Symptome von Pflanzen mit einem Cytokininiiberschuss. So setzte bei diesen Pflanzen beispielsweise
die Seneszenz spater ein als bei den Kontrollpflanzen. rock2 und rock3 Pflanzen bildeten mehr
Schoten als der Wildtyp, was auf eine erhéhte Aktivitat des Sprossmeristems hinwies (Braun,

unveroffentlichte Daten).

Abbildung 3 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Arabidopsis-Infloreszenzmeristemen.

(A) Wildtyp, (B) ckx3 ckx5 Mutante, (C) 35S:CKX1 Pflanze. Der Pfeil zeigt auf das Meristem. Die
Blutenprimordien sind ihrem Alter entsprechend aufsteigend nummeriert (Stadim 2 bis Stadium 6,
nach Smyth et al. 1990). MaBstab = 100 um. Verandert nach Bartrina et al. (2011).

1.2 Das apikale Sprossmeristem

Die embryonale Entwicklung von Tieren und Pflanzen ist grundlegend verschieden (B&urle und Laux
2003). Beim fertig entwickelten tierischen Embryo ist der Bauplan des adulten Organismus bereits
festgelegt und alle spater bendtigten Organe sind zumindest als Anlagen vorhanden. Dagegen entsteht
wéhrend der pflanzlichen Embryogenese ein sehr vereinfachter Prototyp des erwachsenen
Organismus, mit Wurzel, Hypokotyl und ein oder zwei Kotyledonen. Alle weiteren Organe wie z.B.
Blatter, Bliiten und Seitenwurzeln entstehen postembryonal, also nach der Keimung, aus sogenannten
meristematischen Geweben (Clark 2001; Béurle und Laux 2003).

Der Begriff ,,Meristem* wurde von Carl Nageli (1858) gepragt. Er bezeichnete damit ein Gewebe, das
sich an den Scheitelpunkten der Pflanze befindet, also am Spross- und am Wurzelapex, und aus
undifferenzierten, sich schnell teilenden Zellen besteht. N&geli beobachtete, dass sich alle pflanzlichen
Organe aus diesen beiden Polen rekrutierten, die Pole selbst sich aber nicht veranderten und Uber
langere Zeit bestehen blieben. Tatsachlich beschrieb er damit das apikale Sprossmeristem (englisch:

shoot apical meristem, SAM) und das apikale Wurzelmeristem (englisch: root apical meristem,
16



Einleitung

RAM), die bereits im Embryo angelegt werden und als Urmeristeme oder primare Meristeme
bezeichnet werden (Wagenitz 2003). Beide Meristeme zeichnen sich durch ein indeterminiertes
Wachstum aus, d.h. sie geben durch Teilung stdndig Zellen an ihre Umgebung ab, brauchen sich selbst
aber nie auf und kodnnen z.B. bei manchen Baumen tiber 2000 Jahre bestehen bleiben (Scheres 2007).
Das RAM bildet die Zellen der Wurzel, wahrend das SAM fiir das oberirdische Wachstum zustindig
ist.

Nach der Keimung entstehen weitere Meristeme, die sogenannten Folgemeristeme oder sekundaren
Meristeme (Wagenitz 2003). Aus dem Perizykelgewebe der Wurzel bilden sich Seitenwurzeln, die an
ihrer Spitze ebenfalls ein RAM ausbilden. Am Spross entstehen die Seitenmeristeme in den
Blattachseln. Aus diesen Meristemen gehen die Seitensprosse hervor. Die Seitenwurzel- und
Seitensprossmeristeme unterscheiden sich von den jeweiligen Hauptmeristemen nur durch ihre
Entstehungsgeschichte; Organisation und Funktion sind gleich. Das SAM ist weiterhin fur die Anlage
der Bluten verantwortlich, die tber ein eigenes Meristem verfiigen (englisch: floral meristem, FM).
Das FM legt die Blitenorgane an. Am Ende der Blitenentwicklung braucht es sich selbst auf, indem
es seine Zellen in die zuletzt angelegten Fruchtblatter integriert. Neben den genannten apikalen
Meristemen gibt es auch radiale Meristeme, die fur das sekundére Dickenwachstum der Pflanze
verantwortlich sind (N&geli 1858). Dazu gehoren das Kambium, das das Leitgewebe bildet, und das
Phellogen oder Korkkambium, das die Rinde bildet.

Da der Schwerpunkt dieser Dissertationsarbeit auf dem apikalen Sprossmeristem liegt, wird dieses in

den folgenden Kapiteln néher beschrieben.

1.2.1 Die Anatomie des Sprossapex

In diesem Abschnitt wird stellvertretend fiir die zweikeimblattrigen Pflanzen der Aufbau des apikalen
Sprossmeristems von Arabidopsis thaliana beschrieben. Auf die Meristeme von anderen Pflanzen
wird nicht naher eingegangen.

Der Sprossapex von Arabidopsis wird in verschiedene, einander tberlappende klonale Schichten und
funktionale Zonen eingeteilt (Abbildung 4A; Ha et al. 2010). Es werden drei klonal voneinander
getrennte Zellschichten unterschieden, bezeichnet als L1 - L3 (Irish und Sussex 1992). Die L1- und
die L2-Schicht bestehen aus jeweils einer Zellreihe, in der sich die Zellen stets antiklin zur
Meristemoberflache teilen. Aus der L1 geht die Epidermis hervor, wahrend aus den Zellen der L2
subepidermale Gewebe entstehen. Gemeinsam bilden die beiden Schichten die Tunika des Meristems.
Die L3 befindet sich als Meristemkorpus darunter. L3-Zellen teilen sich in alle Richtungen, aus ihnen
entstehen die verschiedenen Zelltypen des Leitgewebes sowohl der Bléatter als auch des Sprosses und
der Blten.

Nach funktionellen Gesichtspunkten wird das SAM in drei Zonen eingeteilt. Die zentrale Zone (ZZ)

befindet sich mittig, am hdchsten Punkt des Meristems. Sie besteht aus vergleichsweise grof3en, sich
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langsam teilenden Zellen. Zellen, die durch Teilung die ZZ verlassen, treten entweder in die
ringférmig um das Meristemzentrum angelegte periphere Zone (PZ) oder in die unter der ZZ
angeordnete Rippenzone (RZ) ein. Die Zellen dieser Zonen sind kleiner als die Zellen der ZZ und
teilen sich héufig. Aus der PZ heraus werden einerseits die Anlagen fir die Blatter und Bliten
gebildet, die sogenannten Primordien, andererseits die Cortexgewebe der Nodien und Internodien. Die
RZ ist der Ursprungsort fur die Zellen des Leitgewebezylinders in der Sprossachse.

Abbildung 4 Darstellung der klonalen Schichten und funktionalen Zonen des SAM von Arabidopsis,
sowie der Expressionsdomanen verschiedener Gene.

(A) Léangsschnitt durch das Infloreszenzmeristem. Die L1 ist blau, die L2 rot und die L3 grin
hervorgehoben. Die funktionalen Zonen sind mit schwarzen Linien angedeutet: ZZ Zentrale Zone, PZ
Periphere Zone, RZ Rippenzone. Verandert nach Carles und Fletcher (2003).

(B — F) Expressionsdomanen verschiedener Meristemgene im vegetativen SAM von Arabidopsis.

(B) STM, (C) LOG4, (D) WUS, (E) CLV3, (F) CLV1. Zellnetzzeichnung von Cell Signaling Lab
Homepage, ENS Lyon (www.ens-lyon.fr/rdp/sice/ 2012).

In der ZZ befinden sich die Stammzellen des Sprosses, auch Initialzellen genannt. Wagenitz (2003)
bezeichnet mit diesem Begriff ,,Zellen in den Apikalmeristemen des Sprosses und der Wurzel, die
durch indquale Teilungen stadndig Zellen abgeben, die sich weiter differenzieren, wahrend sie selbst
weiter teilungsfahig bleiben®. In den Sprossmeristemen der Samenpflanzen befindet sich eine ganze
Gruppe dieser Zellen, die apikale Initialengruppe. Von ihr stammen, mit Ausnahme der Zellen des
Hypokotyls und der Kotyledonen, alle Zellen der oberirdischen Pflanzenteile ab. Uber die GroRe
dieser Zellgruppe gibt es in der Literatur unterschiedliche Angaben. Gestiitzt auf klonale

Untersuchungen nimmt man an, dass das Arabidopsis-SAM neun langlebige Stammzellen enthalt, drei
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fiir jede Schicht (Furner und Pumfrey 1992; Irish und Sussex 1992; Schnittger et al. 1996). Andere
Autoren (Xie et al. 2009; Yadav et al. 2009; Aggarwal et al. 2010), die sich auf genetische
Markeranalysen und Echtzeitaufnahmen von fluoreszenzmarkierten Meristemen berufen (Fletcher et
al. 1999; Brand et al. 2002; Reddy und Meyerowitz 2005), beziffern die Zahl der Stammzellen auf 35

-40. In dieser Arbeit wird der Begriff Stammzelle im Sinne der letztgenannten Autoren verwendet.

1.2.2 Die genetische und hormonelle Regulation des Sprossmeristems

Im Sprossmeristem verlassen standig undifferenzierte Zellen die ZZ, beginnen, sich in der PZ bzw. RZ
verstérkt zu teilen und werden schlieflich in die Anlagen verschiedener Organe rekrutiert, wo sie zu
spezifischen Zelltypen ausdifferenzieren. Es existieren komplexe genetische
Regulationsmechanismen, die einerseits die teilungsaktiven Zellen des Meristemzentrums in einem
undifferenzierten Zustand erhalten, andererseits aber die Zellen an den Meristemrandern in die
verschiedenen Differenzierungsprozesse eintreten lassen. Neben einer Vielzahl von Genen sind an

diesem regulatorischen Netzwerk auch Pflanzenhormone, v.a. Cytokinin und Auxin, beteiligt.

STM und die Cytokininbiosynthese im SAM

Eine Grundvoraussetzung fir die Existenz des Sprossmeristems ist die Expression des
Transkriptionsfaktorgens SHOOT MERISTEMLESS (STM, Long et al. 1996). Das STM Gen wird im
gesamten SAM exprimiert, nicht aber in den Primordien (Abbildung 4B, nach Long et al. 1996). Wird
STM unter einem konstitutiv aktiven 35S Promotor (berexprimiert, entstehen Pflanzen mit stark
vergrofRerten und desorganisierten Sprossmeristemen, die viele undifferenzierte Auswichse bilden
(Matsuoka et al. 1993; Williams 1998; Brand et al. 2002). Ist das Gen dagegen durch Mutation
beschédigt, ist die Pflanze nicht in der Lage, ein SAM zu bilden und das Wachstum wird im
Keimlingsstadium nach der Bildung von zwei Kotyledonen eingestellt. Bei Mutanten mit schwéacheren
stm-Allelen kdnnen zwar Meristeme gebildet aber nicht erhalten werden (Endrizzi et al. 1996; Long et
al. 1996).

Eine Funktion des Transkriptionsfaktors ist es, durch die Aktivierung von IPT7 die
Cytokininbiosynthese im SAM anzuregen (Jasinski et al. 2005; Yanai et al. 2005). Wie wichtig
Cytokinin fur den Erhalt des Meristems ist, zeigten zwei Experimente mit starken stm Mutanten
(YYanai et al. 2005). Wurde in diesen Pflanzen ein pSTM:IPT7 Transgen exprimiert oder Cytokinin von
auflen aufgetragen, konnte ein SAM etabliert werden, das sich wie bei schwachen stm Mutanten nach
der Bildung einiger Organe selbst aufbrauchte. Das Vorhandensein von Cytokinin ist also eine
Voraussetzung daftr, dass ein SAM gebildet werden kann.

Neben IPT7 sind mindestens zwei andere Cytokinin-Biosynthesegene, LOG4 und LOG7, im SAM von
Bedeutung. Yadav, Aggarwal und Kollegen zeigten mit In-situ-Hybridisierungen und Microarrays
Transkription von LOG7 in der ZZ (Yadav et al. 2009; Aggarwal et al. 2010), jedoch konnten
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Chickarmane und Kollegen dies durch Promotor-GFP-Analysen nicht bestatigen (Chickarmane et al.
2012). Stattdessen zeigten sie LOG7-Aktivitat in jungen Primordien. Allerdings entwickeln log7
Mutanten als einzige log-Einfachmutanten ein im Vergleich zum Wildtyp um ca. 20% verkleinertes
SAM, was fiir die Aktivitdt des Gens im SAM spricht (Tokunaga et al. 2012). Transkription von
LOG4 wurde in der L1 des SAM nachgewiesen (Abbildung 4C, nach Chickarmane et al. 2012). Eine
Funktion von LOG4 besteht méglicherweise darin, im SAM einen Gradienten von aktivem Cytokinin

zu etablieren (s.unten).

Der CLAVATA-WUSCHEL-Regelkreislauf

Ein integraler Bestandteil der genetischen Meristemregulation ist der CLAVATA-WUSCHEL-
Regelkreislauf. WUSCHEL (WUS) ist ein Transkriptionsfaktor, der direkt unterhalb der Stammzellen
von Spross- und Blutenmeristemen exprimiert wird und die Teilungsfahigkeit der Stammzellen
aufrecht erhalt (Mayer et al. 1998; Fletcher et al. 1999; Schoof et al. 2000; Brand et al. 2001).
Aufgrund der regulierenden Eigenschaften von WUS wird die Expressionsdoméne des Gens
(Abbildung 4D) als organisatorisches Zentrum (OZ) bezeichnet (Mayer et al. 1998). In der Literatur
gibt es keine einheitliche Meinung dartiber, zu welcher funktionalen Meristemzone das OZ gehort.
Manche Autoren schlagen es vollstandig der ZZ zu (z.B. Aichinger et al. 2012), andere bezeichnen es
als Teil der RZ (z.B. Perales und Reddy 2012).

Nach der Translation im OZ wandert das WUS-Protein in die Stammzellen, wo es an den Promotor
des CLAVATA3 Gens (CLV3) bindet (Yadav et al. 2011) und dessen Transkription aktiviert. CLV3 ist
ein Signalpeptid mit 13 Aminosduren aus der CLE-Genfamilie (Fletcher et al. 1999; Sharma et al.
2003; Kondo et al. 2006; Ohyama et al. 2009). Aufgrund seiner stammzellenspezifischen Expression
wurde das CLV3 Gen in genetischen Markeranalysen als Stammzellenmarker etabliert (Fletcher et al.
1999; Brand et al. 2001; Brand et al. 2002). Das CLV3 Peptid wird von den Stammzellen sekretiert
(Rojo et al. 2002). Im Apoplasten wandert es in tieferliegende Zellschichten, wo es von spezifischen
membranlokalisierten CLV3-Rezeptorkinasen, unter anderem CLV1 und CLV2 (s. unten), gebunden
wird (Lenhard und Laux 2003; Ogawa et al. 2008; Ohyama et al. 2009). Dies fuhrt zu einer
Repression der WUS-Transkription. Durch die wechselseitige Transkriptionskontrolle von WUS und
CLV3 entsteht ein Regelkreislauf, der die gleichbleibende GroRe des Stammzellenpools gewéhrleistet
(Mayer et al. 1998; Fletcher et al. 1999; Brand et al. 2000; Schoof et al. 2000).

Das WUS Gen wurde entdeckt, weil Pflanzen, die homozygot fir ein wus Allel sind, ihr
Sprossmeristem nicht erhalten kénnen und unvollstdndige Bliten bilden (Laux et al. 1996). Bei den
clavata Mutanten (clvl - clv3) dagegen fuhrt ein Verlust der Genaktivitdt zu stark vergréRerten
Spross- und uberaktiven Blitenmeristemen (Leyser und Furner 1992; Clark et al. 1993, 1995; Kayes
und Clark 1998). Grund fiir diesen Phanotyp ist die VergroRerung des Stammzellenpools im SAM und
in den FM, da CLV3 nicht mehr in der Lage ist, die stammzellenaktivierende Funktion von WUS

negativ zu regulieren (Fletcher et al. 1999).

20



Einleitung

Bisher wurden vier CLV3-Rezeptoren identifiziert. CLV1 besitzt sowohl eine Sensor- als auch eine
Kinasedomane, die durch eine Transmembrandoméne verbunden sind (Clark et al. 1997) und agiert
als Homomer. CLV1 wird im SAM-Zentrum exprimiert (Abbildung 4F), genauer im basalen Bereich
der ZZ sowie den angrenzenden Zellen der PZ und der RZ (Clark et al. 1997), d.h. auch im OZ. Im
Gegensatz zu CLV1 verflagt CLV2 nur Uber eine Sensor- und eine Transmembrandomane, die
Kinasedomane fehlt (Jeong et al. 1999). Um trotzdem als vollstdndiger Rezeptor funktionieren zu
kénnen, muss das Protein mit CORYNE (CRN), einer membrangebundenen Kinase ohne
Sensordoméne, interagieren (Muller et al. 2008). Als vierter CLV3-Rezeptor wurde RPK2
(RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE 2) identifiziert, eine Rezeptor mit Kinase- und
Sensordomane, der parallel zu den CLV1-Homomeren und den CLV2/CRN-Heteromeren agiert
(Kinoshita et al. 2010). Gemeinsam vermitteln die vier Rezeptoren das CLV3-Signal aus den
Stammzellen an die Gbrigen Zellen des Meristems. Uber die Funktionsweise und die Komponenten
dieser Signallibertragung ist bislang nichts bekannt.

Nachdem die grundlegende Funktion des CLV-WUS-Kreislaufs entschlisselt worden war, wurden
dem postulierten Regulationsmechanismus weitere Details zugefligt. So wurde deutlich, dass
Cytokinin fiir die Erhaltung des OZ und die Aktivitat von WUS von zentraler Bedeutung ist. WUS
wird im SAM durch den Cytokininrezeptor AHK4 aktiviert, dessen Expressionsdoméne mit der von
WUS uberlappt (Gordon et al. 2009). Externe Applikation von Cytokinin auf das SAM fiihrt zu einem
Anstieg der WUS-Transkription, was z.T. mit der gleichzeitigen Abregulation des negativen WUS-
Regulators CLV1 zu erklaren ist (Lindsay et al. 2006). Die Stammzellendoméne vergréRert sich durch
die verstarkte WUS-Aktivitdit. Weiterhin inhibiert WUS die Transkription der A-Typ
Responseregulatoren ARR7 und ARR15, die abschwéachend auf die Cytokininsignaltransduktion
wirken (Leibfried et al. 2005). Ein Computermodell lieferte Hinweise, dass im OZ durch die
Unterbindung einer negativen Ruckkopplung durch A-Typ ARRs ein Bereich mit hohem
Cytokininsignal entsteht, welches wiederum positiv auf die Transkription von WUS wirkt (Gordon et
al. 2009). Die Cytokininsignaltransduktion und WUS koénnten also in einer positiven
Rickkopplungsschleife agieren, was das OZ zu einer scharf umrissenen Domane mit hohem
Cytokininoutput machen wirde.

Ein jungeres Computermodell zeigte, dass das Cytokinin, das durch LOG4 in der L1 des SAM
gebildet wird, im Meristem mdoglicherweise einen Hormongradienten etabliert, der den Zellen des OZ
Informationen (ber ihre Position relativ zur L1 liefern kdnnte (Chickarmane et al. 2012). Durch diese
Kommunikation waére es moglich, das OZ in immer gleichem Abstand von der L1 zu erhalten,
unabh&ngig vom bestandigen Wachstum und der Teilungsaktivitét der beteiligten Zellen.

Chickarmane und Kollegen (2012) zeigten auch, dass das CLV-System den stimulierenden Effekt von
Cytokinin im SAM abpuffert. Dies wurde deutlich, weil die Applikation von Cytokinin auf das SAM
eine 1,5-fache VergroRerung desselben hervorrief, wahrend sich das Meristem der clv3 Mutante bei

gleicher Behandlung um das 15-fache vergroRerte.
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Eine weitere Kontrollinstanz des Cytokininstatus und der WUS-Expression im SAM sind die CKX
Enzyme. CKX3 wird sehr stark im OZ exprimiert und CKX5 schwach im gesamten Meristem bzw.
starker in tieferliegenden Bereichen der Rippenzone und dem Provaskulargewebe (Bartrina et al.
2011). Ein Verlust beider Gene fiihrt zu vergroRerten Meristemen und einem Anstieg der WUS-
Expression.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die rdumlich sehr fein regulierte Konzentration und
Signaltransduktion von Cytokinin zusammen mit dem CLV-WUS-Kreislauf die Zellidentitdten

und -teilungsaktivitaten in dem hoch dynamischen System Sprossmeristem kontrolliert.

Auxin und Giberellin im SAM

Neben Cytokinin spielt auch das Phytohormon Auxin im Sprossapex eine wichtige Rolle. Dies wurde
besonders durch die Untersuchung der pinl Mutante, die ein stark gestdrtes Infloreszenzmeristem
aushildet, deutlich. Nach einer normalen vegetativen Entwicklung schieben pinl Pflanzen einen
nackten, nadelférmigen Spross (Okada et al. 1991). Das SAM an der Spitze dieses Sprosses ist nicht
in der Lage, Organe zu bilden. PIN1 ist ein membranassoziiertes Transportprotein (Galweiler et al.
1998), das Auxin aus dem Meristemzentrum hinaus zu den Stellen der &ufReren PZ transportiert, an
denen sich die nachsten Primordien bilden werden (Po-Position bzw. Initium, Reinhardt et al. 2003;
Heisler et al. 2005). Das Protein ist also flr die Bildung lokaler Auxinmaxima verantwortlich.
Reinhardt und Kollegen (2000) zeigten, dass das pinl-Sprossmeristem nach punktueller Applikation
von Auxin auf die PZ ein Blitenprimordium bilden konnte, was bedeutet, dass ein punktueller Anstieg
der Auxinkonzentration zur Primordieninitiation notwendig und ausreichend ist. Als direkte Folge der
Auxinakkumulation an der Py-Stelle wird STM abreguliert und das Gen fiir den Transkriptionsfaktor
AINTEGUMENTA (ANT) angeschaltet (Bainbridge et al. 2008). ANT ist in allen Primordien, die
vom SAM oder den FM gebildet werden, aktiv, um die Zellteilung und damit das GréRenwachstum
des jeweiligen Organs zu kontrollieren (Elliott et al. 1996; Mizukami und Fischer 2000). Bislang ist
nicht bekannt, durch welche Mechanismen die Verénderung der Auxinkonzentration mit der
Abregulation von STM und der Transkription von ANT zusammenhangt.

Die monopteros Mutante (mp) bildet ebenfalls einen pinl-dhnlichen Phé&notyp aus, allerdings bleibt
die Behandlung des Sprossmeristems mit Auxin wirkungslos (Reinhardt et al. 2000). Das MP Gen
kodiert fir den AUXIN RESPONSE FAKTOR 5 (ARF5) und ist als einziges Mitglied der ARF-
Familie in der duReren PZ des SAM aktiv (Hardtke und Berleth 1998; Vernoux et al. 2010). ARF-
Transkriptionsregulatoren sind Teil der Auxinsignaltransduktion. Ist ARF5 defekt, kann in der PZ
Auxin nicht mehr wahrgenommen werden, was erklart, warum die externe Auxinapplikation bei mp
Mutanten keine Primordienbildung hervorruft. Die Wirkung von Auxin ist also abhangig von der
Fahigkeit bestimmter Meristembereiche, das Hormon wahrzunehmen.

Ein weiterer hormoneller Faktor bei der Bildung von Primordien ist Giberellin. STM reprimiert im
Meristemzentrum das Gibberellinsynthesegen GA20o0x1 (Hay et al. 2002) und aktiviert die
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Gibberellinkatabolismusgene GAox2 und GAox4 an den Meristemrandern (Jasinski et al. 2005).
Sobald jedoch in den jungen Primordien die STM-Aktivitat erlischt, steigt die Transkription von
Gibberellinsynthesegenen in diesen Geweben (Kaneko et al. 2003), so dass das Hormon das

Wachstum der Blatter und Bliiten kontrollieren kann.

1.2.3 Die Etablierung des Sprossmeristems wahrend der Embryogenese

Nach der Befruchtung der pflanzlichen Eizelle entsteht in der Samenanlage des Gynoeciums der
Embryo. Dieser durchlauft wahrend seiner Entwicklung ein festgelegtes Programm von Zellteilungen,
das hier kurz am Beispiel von Arabidopsis erldutert wird. Die Zygote teilt sich zunéchst in eine apikale
und eine basale Zelle. Aus letzterer entsteht der Suspensor, der die Verbindung zwischen Embryo und
Mutterpflanze herstellt. Die obere Zelle wéchst zum eigentlichen Embryo heran. Seine Entwicklung
wird, basierend auf der jeweiligen Form, in verschiedene Stadien eingeteilt: globuldres Stadium,
Herz-, Torpedo- und Spazierstockstadium. Der Embryo ist also zunédchst kugelférmig und etabliert
dann im Herzstadium durch die Anlage der Kotyledonen eine bilaterale Symmetrie. AnschlieRend
streckt sich der Embryo in die Lange, so dass er in seinem Aussehen an einen Torpedo erinnert. Gegen
Ende der Entwicklung biegt sich der Embryo in der Mitte durch, so dass die Wurzelspitze und die
Spitzen der Kotyledonen nebeneinander liegen.

Sowohl das RAM als auch das SAM werden wahrend der Embryogenese gebildet. Die hier
beschriebene und in Abbildung 5 illustrierte Entwicklung des Sprossmeristems beruht im
Wesentlichen auf den beiden Ubersichtsartikeln von Bosca et al. (2011) und Lau et al. (2012).

Die Etablierung des SAM beginnt im globuldren Stadium. Zu diesem Zeitpunkt ist der Embryo bereits
klonal in eine obere und eine untere Zellgruppe geteilt. Aus dem unteren Teil werden Hypokotyl und
Wurzel hervorgehen, wéhrend die obere Halfte Entstehungsort von SAM und Kotyledonen ist. In der
oberen Halfte des kugelformigen Embryos bildet sich in einem Ring die Expressionsdoméne des
Transkriptionsfaktorgens ANT aus (Long und Barton 1998). Im Zentrum des ANT-Rings ist das WUS
Gen aktiv (Mayer et al. 1998). Gleichzeitig entsteht von auflen nach innen ein mit der ANT-Domane
teilweise Uberlappender Streifen von Zellen, die die Transkriptionsfaktoren CUC1 und CUC2
exprimieren (Aida et al. 1999; Takada et al. 2001). CUC1 und CUC2 aktivieren am Ende der
globularen Phase die Transkription von STM (Takada et al. 2001), die Aktivitdt von ANT in diesem
Bereich erlischt. Der Zellstreifen, in dem STM und die CUC Gene aktiv sind, definiert einen Bereich
niedriger Zellteilung, wohingegen die Zellteilungsaktivitat in den ANT-Domadnen links und rechts
davon steigt. Durch diese Ungleichheit bilden sich wahrend des Transitionsstadiums in den ANT-
Domédnen die Primordien der Kotyledonen aus. Wenn im Herzstadium die Kotyledonen beginnen zu
wachsen, wird zwischen den Kotyledonen durch einen noch unbekannten Mechanismus die
Expression der CLV Gene initiiert (Long et al. 1996; Fletcher et al. 1999), was darauf hindeutet, dass
ab diesem Zeitpunkt der CLV-WUS-Kreislauf funktionsfahig ist (Schoof et al. 2000). Dafur spricht
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auch, dass in dieser Entwicklungsphase zum ersten Mal das Signal von TCS:GFP, dem synthetischen
Reporter der Cytokininsignaltransduktion, in der Expressionsdoméne von WUS sichtbar wird (Mdiller
und Sheen 2008). Die CUC-Expressionsdoméne zieht sich im Herzstadium auf einen schmalen Ring
um CLV3/STM herum zurlick. Die charakteristische Struktur des SAM ist schlielflich im
Spazierstockstadium sichtbar (Barton und Poethig 1993; Long und Barton 1998). Ab dieser Phase gilt

das Sprossmeristem als vollstandig etabliert.

Globulares Stadium  Transitionsstadium  Herzstadium

frith spat

ANT

wus

CUC2 + STM
cuc2

STM

CLv3
Kotyledonen

Abbildung 5 Entwicklung des apikalen Pols wahrend der Embryogenese von Arabidopsis thaliana.
Obere Reihe: Langsansichten von Embryos und die Expression von WUS und CLV3 wéhrend
verschiedener Entwicklungsstadien. Die dicken schwarzen Linien reprasentieren die klonale Grenze
zwischen apikalem und zentralem Embryo.

Untere Reihe: Aufsicht auf den Embryo wahrend verschiedener Entwicklungsstadien. Die
Expressionsdomanen verschiedener Gene, die an der Etablierung des SAM beteiligt sind, wurden
farbig hervorgehoben. Abgeédndert nach Laux et al. (2004) und Bosca et al. (2011).

1.3 Kurze Einfuhrung in die Entstehung und Bedeutung von Raps

Ein Teilprojekt dieser Doktorarbeit wurde an Raps (Brassica napus L.) durchgefiihrt. Raps ist im
Gegensatz zu Arabidopsis keine Modellpflanze und daher in der pflanzenmolekularbiologischen
Forschung weniger prasent. Deshalb soll an dieser Stelle eine kurze Einleitung in die Gattung
Brassica L. im Allgemeinen und B. napus im Besonderen folgen.

Die Gattung Brassica gehort wie Arabidopsis zu den Brassicaceae und umfasst eine ganze Reihe von
Kulturpflanzen, wie z.B. die vielen verschiedenen europdischen und asiatischen Gemusekohlsorten (B.
oleracea L. und B. rapa L.), braunen und schwarzen Senf (B. juncea (L.) CZERN.und B. nigra (L.)
W.D.J.KOCH), sowie einige Rilbchen (B. rapa ssp. rapa) und Steckriiben (B. napus ssp. rapifera).
Des Weiteren gehort auch der Raps (B. napus) dazu, der wegen seiner 6lhaltigen Samen schon seit ca.
4000 Jahren angebaut wird und in friiherer Zeit vor allem zur Herstellung von Lampendl genutzt
wurde (Gupta und Pratap 2007). Im 17. und 18. Jahrhundert spielte Raps6l als Schmierfett und
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Brennstoff eine wichtige Rolle, verlor aber durch das Aufkommen fossiler Brenn- und Schmierstoffe
seine Bedeutung. Wegen des bitteren Geschmacks wurde Raps kaum zur Speise6lproduktion genutzt
und galt lange als Lieferant von minderwertigem ,,Armeleutedl”. Einen neuerlichen Aufschwung
erfuhr der Anbau erst, als es in den 70er und 80er Jahren des letzten Jahrhunderts gelang Sorten zu
zuchten, die weder die fir den Menschen unvertrégliche Erucasiure, noch bittere Glucosinolate
enthielten (00-Raps, z.B. Gupta und Pratap 2007). Seither ist Raps eine wichtige Pflanze zur
Herstellung von Speisedl und Tierfutter geworden; von geringerer Bedeutung ist die Nutzung von
Rapsol als Biodiesel. Der Ziichtungsfokus, zumindest in den westlichen Landern, liegt auf Qualitats-
und Ertragssteigerung, sowie Verbesserung von Krankheitsresistenz, Winterfestigkeit, Platzfestigkeit
der Schoten und Frihreife (Robbelen 1994; Rai et al. 2007).

Mit einer globalen Anbaufldche von ca. 32 Mio. ha und einer Produktion von 59 Mio. t im Jahr 2010
ist Raps weltweit die drittwichtigste Olfrucht nach Soja und Samenbaumwolle (FAO Website 2012).
Im Vergleich der rapsproduzierenden Lander steht China (13,1 Mio. t, 7,4 Mio. ha) an erster Stelle,
gefolgt von Kanada (11,9 Mio. t, 6,5 Mio. ha) und Indien (6,4 Mio. t, 5,5 Mio. ha). Deutschland belegt
mit 5,7 Mio. t auf 1,5 Mio. ha Platz vier. 1961 gab es in Deutschland dagegen nur 0,2 Mio. ha
Anbauflache mit einer Ernte von 0,2 Mio. t, was bedeutet, dass die deutsche Rapsproduktion in den
letzten 50 Jahren um fast das 30-fache gestiegen ist. Im Jahr 2002 lag in Deutschland die Produktion
von Raps erstmals tiber der von Roggen und erreichte damit Platz fiinf in der Liste der wichtigsten
deutschen Ackerfriichte. In groRerem Stil werden in unserem Land nur Weizen, Zuckerriiben, Gerste
und Kartoffeln angebaut (FAO Website 2012).

Wahrend ihrer Entstehung erfuhr die Gattung Brassica eine Verdreifachung ihres urspriinglichen
Chromosomensatzes (Schmidt et al. 2001; Lysak et al. 2005). Dieses Ereignis hatte eine gewisse
Instabilitat des polyploiden Genoms zur Folge, was innerhalb kurzer Zeit zu mehrfachem Verlust von
Sequenzabschnitten sowie einer Neuordnung der Chromosomen fuhrte (Lagercrantz 1998; Town et al.
2006). Die rezenten diploiden Brassicaarten stammen daher von urspriinglich hexaploiden Vorfahren
ab, was sich vor allem darin &ufert, dass viele Abschnitte des Genoms in dreifacher Kopie vorliegen.
Neben Diploiden beherbergt die Gattung auch einige polyploide Arten (U 1935). Raps beispielsweise
ist durch die Kreuzung von Rlbsen (Brassica rapa, AA-Genom) mit Kohl (Brassica oleracea, CC-
Genom) entstanden. Nach der Hybridisierung fand eine Verdoppelung (Allopolyploidisierung) des
Chromosomensatzes statt, so dass das Genom von Raps allotetraploid ist (AACC-Genom) und daher
jeweils zwei Kopien der elterlichen Chromosomensétze enthdlt (n = 19, davon 10 A und 9 C
Chromosomen, U 1935). Das Genom von Raps ist mit 1132 Mbp ca. neunmal groRer als das von
Arabidopsis (Johnston et al. 2005).

Der komplexe Aufbau des Brassicagenoms macht die Gruppe zu einem schwierigen, aber gerade
dadurch auch sehr interessanten Forschungsobjekt. Da viele Brassicaarten wie erwahnt bedeutende
Nutzpflanzen sind, ist die Gattung Gegenstand intensiver genetischer und zlichterischer Arbeiten. Im

Jahr 2011 wurde das Genom von B. rapa publiziert (The Brassica rapa Genome Sequencing Project
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Consortium 2011). Durch die Ergebnisse wurde die Genomverdreifachung, die wahrend der
Entstehung der Gattung Brassica stattgefunden hatte, bestétigt. Auch die Umstrukturierung des
Genoms als Folge der Polyploidisierung konnte nachvollzogen werden. Es wurden 41.174
proteinkodierende Gene identifiziert (Arabidopsis hat ca. 30.000 Gene), was bedeutet, dass nach der
Entstehung des hexaploiden Vorfahren mehr als die Halfte aller Gene verloren ging. Die Erkenntnisse,
die Uber die strukturellen und funktionalen Folgen der Genomverdreifachung gewonnenen wurden,
sind nicht nur fir die Brassicaforschung relevant, sondern auch fir die Erforschung der

Genomevolution anderer Nutzpflanzen mit verdreifachtem Genom, wie z.B. Weizen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das apikale Sprossmeristem wird durch ein komplexes Netzwerk aus genetischen Faktoren und
Pflanzenhormonen reguliert. Cytokinin spielt bei diesen regulativen Prozessen eine wichtige Rolle, die
bisher allerdings nur teilweise verstanden ist. Es war Ziel dieser Dissertationsarbeit, die Relevanz des
Hormons in verschiedenen Bereichen des SAM zu untersuchen, wobei der Schwerpunkt der
Untersuchungen auf dem Meristemzentrum lag.

In ckx3 ckx5 Doppelmutanten ist der Cytokiningehalt im SAM, v.a. im SAM-Zentrum, erhoht, was zu
einer VergroRerung des ganzen Meristems und einer Steigerung der Primordienbildungsrate fihrt
(Bartrina et al. 2011). Es war bislang nicht bekannt, ob die Erhdhung des Cytokininstatus im SAM
durch die Verstarkung des Cytokininsignaliibertragungswegs eine dhnliche Wirkung hat. GUS-Bilder
legten nahe, dass AHP®6, ein negativer Regulator der Cytokininsignaltransduktion, im SAM aktiv sein
kénnte (Mahdnen et al. 2006a). Ein erstes Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von AHP6 im
SAM zu bestdtigen sowie ahp6 Einzel- und verschiedene ahp6 ckx3/5 Mehrfachmutanten
phanotypisch zu untersuchen.

Das Sprossmeristem ist in mehrere eng begrenzte Doménen aufgeteilt, die sich durch ihre Funktion
und ihr Genexpressionsprofil voneinander unterscheiden (Barton 2010). Obwohl Cytokinin im
gesamten SAM vorhanden ist, ist liber die Funktion des Hormons in den einzelnen Domanen, mit
Ausnahme seiner Wirkung auf WUS im Organisatorischen Zentrum (Gordon et al. 2009; Chickarmane
et al. 2012), wenig bekannt. Im zweiten Teilprojekt dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob das
Hormon auch in anderen Bereichen des SAM relevant ist und wo es welche Wirkung entfaltet, wobei
das Hauptaugenmerk auf dem Meristemzentrum lag. Dafir wurden neun verschiedene
meristemdomanenspezifische Promotor-Gen-Konstrukte hergestellt und in Arabidopsis transformiert.
Jedes Transgen sollte entweder Cytokinintberschuss oder —mangel in einer bestimmten
Meristemdomane erzeugen bzw. suggerieren. Die transgenen Pflanzen wurden phanotypisch

untersucht. Unter anderem wurden Aufnahmen von Meristemen am Rasterelektronenmikroskop
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gemacht, anatomische Schnitte durch den Sprossapex angefertigt und Kreuzungen mit verschiedenen
Meristemmutanten durchgefihrt.

Die Untersuchung der Arabidopsis ckx3 ckx5 Doppelmutante hatte gezeigt, dass mit dem Anstieg des
Cytokiningehalts in Sprossapex und Bliten eine Steigerung des Samenertrags einherging (Bartrina et
al. 2011). Basierend auf dieser Beobachtung wurde im dritten Teil dieser Arbeit erforscht, ob auch in
der Nutzpflanze Raps durch die Abregulation der entsprechenden CKX3 und CKX5 Gene ein positiver
Effekt auf den Samenertrag erzielt werden kann. Aufgrund der polyploiden Natur des Rapsgenoms
wurde eine amiRNA-Strategie gewahlt, um die Transkriptmenge mdglichst aller CKX3- und CKX5-
Genkopien zu reduzieren. Daflir wurden vier verschiedene amiRNA-Konstrukte kloniert und in Raps
transformiert. Die transgenen Pflanzen wurden schlieBlich phanotypisch untersucht. Dieses Projekt

wurde in Zusammenarbeit mit der NPZ Lembke KG durchgefuhrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1

In Tabelle 1 sind die im Rahmen der Arbeit verwendeten Computerprogramme aufgelistet, sowie die

verwendeten Sequenz- und Geninformationsdatenbanken.

Tabelle 1 Computerprogramme und Internetdatenbanken

Name

Hersteller, Anbieter

Computerprogramme und Internetressourcen

Verwendung

Oligo Analyzer 3.1
Vektor NT1 Suite 9
WMD2 Web MicroRNA
Designer

Leica Application Suite

Applied Biosystems
7500Fast Software

DoubleDigest™

Olympus cellSens

Zeiss LSM Image Browser

The Arabidopsis Information
Resource (TAIR)

National Center for Biotech-
nology Information (NCBI)

Integrated DNA
Technologies (Coralville 1A)

Invitrogen/Life Technologies
(Carlshad CA)

MPI fir Entwicklungs-
biologie (Tlbingen)

Leica (Solms)

Applied Biosystems/L.ife
Technologies (Coralville 1A)

Fermentas/Thermo Scientific
(Waltham MA)

Olympus (Tokio)

Zeiss (Oberkochen)

Carnegie Institution for
Science (Stanford CA)

National Institutes of Health
(Bethesda MD)
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Design von Oligonukleotiden
Sequenzanalysen, Alignments,
Restriktionsanalysen, Klonierungen

Design von amiRNAs

Konfokale Lasermikroskopie
Quantitative Echtzeit-PCR
Restriktionsverdaue mit zwei
Enzymen

Digitalfotografie am
Stereomikroskop

Digitalfotografie am Mikroskop

Internetdatenbank

www.arabidopsis.org

Internetdatenbank

www.ncbi.nlm.nih.gov
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2.1.2

Analysesets

Die in dieser Arbeit verwendeten Analysesets sind Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2 Analysesets

Name

Hersteller

Verwendung

RNeasy Mini Kit
QIlAshredder

Geneclean 11 Kit
NucleoSpin Extract Il
Wizard SV Gel and PCR

Clean-Up System

Invisorb Spin Plasmid Mini
Two

DIG RNA Labeling Kit
(SP6/TT)

OneStep RT-PCR Kit

Qiagen Plasmid Maxi Kit

Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)

MP Biomedicals (Santa
Ana CA)

Macherey Nagel (Diren)
Promega (Fitchburg WI)
Invitek (Berlin)

Roche (Risch CH)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)
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Aufreinigung von Pflanzen-RNA
Extraktion von Pflanzen-RNA

Aufreinigung von DNA aus
Agarosegelen

Aufreinigung von DNA aus
Agarosegelen oder von PCR-Produkten

Aufreinigung von DNA aus
Agarosegelen oder von PCR-Produkten

Aufreinigung von Plasmid-DNA aus
Bakterien

Herstellung von RNA-Sonden fir In-
situ-Hybridisierungen

Semiquantitative RT-PCR

Aufreinigung von Plasmiden mit
niedriger Kopienzahl
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2.1.3 Enzyme

Tabelle 3 listet die verwendeten Enzyme. Darlber hinaus wurden auch die Enzyme aus den in Tabelle

2 gelisteten Analysesets verwendet.

Tabelle 3 Enzyme

Name

Hersteller

Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase
Pfu / Taqg DNA-Polymerase, rekombinant
T4-DNA-Ligase

CIAP-Phosphatase / Fast AP

Gateway™ BP-/LR-Clonase Enzyme Mix
Verschiedene Restriktionsendonukleasen
Super Script 111

RNAse Out

Immolase DNA-Polymerase

Ribonuclease A

New England Biolabs (Ipswich MA)

AG Schuster (Institut fir Angewandte Genetik, FU Berlin)
Fermentas/Thermo Scientific (Waltham MA)
Fermentas/Thermo Scientific (Waltham MA)
Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad CA)
Fermentas/Thermo Scientific (Waltham MA)
Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad CA)
Invitrogen/Life Technologies (Carlshad CA)

Bioline (Luckenwalde)

Carl Roth (Karlsruhe)
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214 Plasmide und Vektoren

Fur die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten Klonierungsarbeiten wurden die in Tabelle 4

aufgelisteten VVektoren verwendet.

Tabelle 4 Plasmidvektoren

Bezeichnung Funktion

Referenz

pDONR221 Gateway™ Entry-Vektor
pDONR P4-P1r  Gateway™ Entry-Vektor
pDONR P2r-P3  Gateway™ Entry-Vektor
pB7m34GW Gateway™ Expressionsvektor

pK7m24GW Gateway™ Expressionsvektor

pKGWFS7 Gateway™ Expressionsvektor mit
GFP-GUS Fusionsmarkergen

pGWB4 Gateway™ Expressionsvektor mit
GFP-Markergen

pJET1 Vektor fur JET-Klonierung

pCB302 Bin&rer Pflanzenvektor

2.15 Oligonukleotide

Invitrogen/Life Technologies (Carlshad CA)
Invitrogen/Life Technologies (Carlshad CA)
Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad CA)
(Karimi et al. 2005)
(Karimi et al. 2007)

(Karimi et al. 2002)

(Nakagawa et al. 2007)

Fermentas/Thermo Scientific (Waltham MA)

(Xiang et al. 1999)

Samtliche Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad CA)

bezogen. Zur Auswahl passender Primersequenzen wurde die Online Software OligoAnalyzer 3.1 von

Integrated DNA Technologies (Coralville 1A) verwendet
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2.1.6 Bakterienstamme

Die fiir die Klonierungen und Transformationen verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 5

aufgefunhrt.

Tabelle 5 Bakterienstamme

Spezies, Stamm  Referenz Genotyp Verwendung
Escherichia coli  (Calvin und F- gyrA462 endAl A(srl-recA) Plasmidvermehrung
DH10B Hanawalt 1988; mcrB mrr hsdS20(rB-mB-) supE44  von Vektoren mit
Raleigh et al. 1988) aral4 galK2 lacY1 proA2 ccdB Gen
rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtll
Escherichiacoli ~ (Hanahan 1983; F- recAl endAl hsdR17 (rk-mk+)  Plasmidvermehrung,
DH5a Raleigh et al. 1989) supE44 A-thi-1 gyrA96 relAl Klonierung
Escherichia coli  (Hanahan 1983; F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Plasmidvermehrung,
DB3.1 Bernard und ®80lacZAM15 AlacX74 recAl Klonierung

Couturier 1992) endAl araD139 A(ara, leu)7697
galU galK A-rpsL nupG (Strr)

Agrobacterium  (Koncz und Schell ~ pMP90, Gm', Rif’ Transformation von
tumefaciens 1986) Pflanzen
GVv3101

2.1.7 Pflanzen

Diese Arbeit wurde an Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH. (Ackerschmalwand) bzw. an Brassica napus
L. ssp. oleifera METZzG. (Raps) durchgefihrt.

Alle Arabidopsispflanzen sind vom Columbia-0 (Col-0) Okotyp, nur die clv3-2 Mutante ist im
Landsberg erecta (Ler) Hintergrund. Die verwendeten Arabidopsismutanten sind in

Tabelle 6 vermerkt.

Fir die Rapsexperimente wurden die Sommerrapssorten Mozart und Kristina (beides Norddeutsche
Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke KG) und die doppelt haploide Sommerrapslinie H1 (entstammt
dem ehemaligen Labor von Prof. Schieder, FU Berlin, erhalten von Maria Gerdemann, Institut fiir

Angewandte Genetik, FU Berlin) verwendet.
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Tabelle 6 Arabidopsismutanten

Linie Hintergrund Referenz

ckx3-1 (SALK_050938) Col-0 (Bartrina et al. 2011)
ckx5-1 (SALK_064309) Col-0 (Bartrina et al. 2011)
ahp6-1 (C103T) Col-0 (Mé&honen et al. 2006a)
ahp6-3 (SALK_058085) Col-0 (Mé&honen et al. 2006a)

clv3-2 (Chromosomenbruch)  Ler

wus-4 (C133T) Col-0
stm-1C (C769T) Ler
5x ruckgekreuzt in Col-0
gor (G1016A) Col-0
bum1 (G906A) Col-0 (gl1)
DR5:GFP Col-0

2.2 Methoden mit lebenden Organismen

2.2.1 Kultivierung von Bakterien

Bakterienkulturen wurden in LB-Flissigmedium (10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 5 g/L NacCl,
pH 7) oder auf LB mit 1,5% Agar angezogen. E. coli Bakterien wurden Uber Nacht bei 37°C
inkubiert, Agrobakterien bei 28°C fur zwei Tage. Zur Selektion rekombinanter Plasmide wurden dem
Medium entsprechend Antibiotika (Tabelle 7) zugegeben.

Fir die floral-dip Transformation von Arabidopsis nach Davis et al. (2009) wurden Agrobakterien
zwei Tage lang in YEB Medium (1 g/L Hefeextrakt, 5 g/L Rinderextrakt, 5 g/L Saccharose, 5 g/L

Pepton, 2 mM MgSO,, pH 7) angezogen.
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Tabelle 7 Antibiotika und Herbizide. Gelistet sind die Stoffe, die dem jeweils verwendeten
Né&hrmedium zur Selektion transgener Pflanzen (Arabidopsis und Raps) bzw. Bakterien (E. coli und A.
tumefaciens) zugesetzt wurden.

Substanz Endkonzentration Verwendung
im Medium

Carbenicillin 50 pg/mL Bakterien
Chloramphenicol 34 pg/mL Bakterien
Gentamycin 25 pg/mL Bakterien
Hygromycin 50 pg/mL Bakterien und Pflanzen
Kanamycin 50 pg/mL Bakterien und Pflanzen
Phosphinotricin 10 pg/mL Pflanzen
Rifampicin 50 pg/mL Bakterien
Spectinomycin 50 pg/mL Bakterien

2.2.2 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Um elektrokompetente E. coli Zellen herzustellen wurde eine Vorkultur mit dem entsprechenden
Stamm (Tabelle 0) in 5mL LB angesetzt und tber Nacht bei 37°C geschiittelt. Am néchsten Tag
wurde dann mit 2,5 mL der Vorkultur eine 250 mL Hauptkultur gestartet, die bis zum Erreichen einer
optischen Dichte ODgy = 0,6 — 0.8 bei 37°C geschiittelt wurde. Die folgenden Schritte wurden auf Eis
bzw. bei 4°C durchgefuhrt. Die Hauptkultur wurde in 50 mL Falcons bei 4000 g fir 10 min
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach dreimaligem Waschen mit sterilem destilliertem
Wasser wurden die Zellpellets mit 10% Glycerin gewaschen und schlieflich in einem
Gesamtvolumen von 5 mL 10 % Glycerin aufgenommen. Die Zellsuspension wurde dann in 50 pL
Aliguots bei -80°C eingefroren.

Zur Herstellung elektrokompetenter Argrobakterien wurde &hnlich verfahren, mit dem Unterschied,
dass die Kulturen bei 28°C geschdittelt wurden und die Hauptkultur ebenfalls tiber Nacht angezogen

wurde.

223 Transformation von Bakterien

In der Regel wurden Bakterien durch Elektroporation transformiert. Aliquote elektrokompetenter
Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 -5 uL. DNA vermengt und fiir 30 min auf Eis inkubiert, um

eine Anlagerung der DNA an die Zellwédnde zu ermdglichen. Das Bakterien-DNA-Gemisch

34



Material und Methoden

wurde dann in vorgekihlte Elektroporationskiivetten tberfihrt und bei 1,8 kV elektroporiert.
Sofort im Anschluss wurden die Bakterien in 950 pL LB-Medium aufgenommen und fr eine
Stunde bei 37°C (E. coli) bzw. fir zwei Stunden bei 28°C (A. tumefaciens) geschdittelt. Der
Transformationsansatz wurde schlieflich auf Agarplatten mit LB-Selektionsmedium
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C (E. coli) bzw. fur zwei Tage bei 28°C (A. tumefaciens)

inkubiert.

2.2.4 Kultivierung von Pflanzen

Arabidopsispflanzen wurden im Gewachshaus auf Erde (2:2:1 P-Erde:T-Erde:Perlite) bei 22°C unter
Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkel) angezogen. Der Raps wurde in der gleichen Erde bei
25°C kultiviert, ebenfalls unter Langtagbedingungen.

Fur die Sterilkultur von Arabidopsis wurden Samen fir 15-20 min in einer 1,2%
Na-Hypochloridlésung mit 0,001 % TritonX-100 geschuttelt und anschlieBend unter der Sterilbank
dreimal mit autoklaviertem Wasser gewaschen. Die so oberflachensterilisierten Samen wurden in
0,1 % Agarose resuspendiert und mit der Pipette auf ATS Medium (Estelle und Somerville 1987) mit
0,5 % Saccharose und 0,8 % Agar ausgelegt. Zur Selektion transgener Pflanzen wurden dem Medium
die entsprechenden Antibiotika bzw. Herbizide (Tabelle 7) beigefugt. Nach der sterilen Aussaat
wurden die Petrischalen verschlossen und die Samen fir ein bis drei Tage bei 4°C im Dunkeln
stratifiziert, um dann unter Langtagbedingen und 21°C zur Keimung gebracht zu werden. Die
Keimlinge wurden nach einer Zeit von 2 - 3 Wochen in Tépfe mit Erde pikiert und im Gewachshaus
weiter kultiviert.

Zur Selektion transgener Pflanzen wurde dem Medium entsprechend der Pflanzenresistenz Antibiotika
oder Herbizide zugesetzt (Tabelle 7). Bastaresistente Primartransformanten wurden nicht auf Medium
sondern im Gewdchshaus auf Erde selektiert. Dazu wurden Keimlinge in groBen Schalen mit Erde
angezogen und beim Sichtbarwerden der ersten echten Blatter mit wassriger 0,1 % Basta-Ldsung
bespriiht. Die Behandlung wurde nach drei Tagen wiederholt. Resistente Pflanzen wurden dann im
Alter von ca. 14 Tagen in Einzeltopfe pikiert.

2.2.5 Kreuzung von Arabidopsis thaliana

Zum Kreuzen wurden die zwei dltesten noch geschlossenen Bliiten der weiblichen Kreuzungspartner
benutzt, alle Gbrigen Knospen und Bliten der Mutterpflanzen wurden abgeschnitten. Die Staubblatter
der ausgewahlten Bliten wurden entfernt. Die entmannten Bliten wurden bestdubt, indem reife
Staubbeutel der ménnlichen Kreuzungspartner auf die Narbe getupft wurden, bis diese mit ausreichend

Pollen bedeckt war.
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2.2.6 Transformation von Arabidopsis thaliana

Arabidopsispflanzen wurden nach dem Protokoll von Davis et al. (2009) transformiert, welches auf
der floral-dip Methode von Clough und Bent (1998) beruht.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zum einfachen Nachweis von DNA-Sequenzen wurde die Tag-Polymerase (Tabelle 3) eingesetzt. Zur
Herstellung Kklonierbarer DNA-Fragmente wurde die korrekturlesende Pfu-Polymerase verwendet,
oder, wenn mit dieser kein Produkt hergestellt werden konnte, die Phusion High-Fidelity Polymerase
(s. Tabelle 3).

Alle PCR-Léaufe wurden mit Pfu- oder Tag-Polymerase bei einer Mg®* Konzentration von 2 mM
durchgefuhrt. Die Zusammensetzung der entsprechenden PCR-Puffer ist Sambrook und Russel (2001)
zu entnehmen. Primer wurden normalerweise bei einer Endkonzentration von 0,5 pM eingesetzt, die
dNTP Konzentration betrug pro Nukleotidsorte 0,2 mM. Die Reaktionen mit der Phusion Polymerase

wurden entsprechend der Herstellervorgaben durchgefiihrt.

2.3.2 Agarosegelektrophorese

Zur Auftrennung und Detektion von DNA bzw. RNA wurden die Proben auf Agarosegele in
Horizonalelektrophoresekammern aufgetragen. Der Agarosegehalt der Gele betrug je nach
FragmentgrolRe 1 — 3 %, als Laufpuffer wurde 0,5 x TBE-Puffer (45 mM Tris-Borat, 1 mM EDTA)
benutzt. Als Nukleinsduremarker wurde dem Agarosegel Ethidiumbromid zu einer Konzentration von
200 ng/mL beigemengt. Als GréRenstandard wurde meist HyperLadder I (Bioline, Luckenwalde) mit
auf das Gel aufgetragen. Spannung und Laufzeit lagen je nach GelgréRRe und -konzentration zwischen
70 — 140 mV und 20 — 90 min. Die Nukleinsauren wurden nach Ende des Elektrophoreselaufs im UV-
Licht detektiert und fotografiert.

2.3.3 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Sollte eine bestimmte DNA-Bande aus einem Agarosegel extrahiert werden, wurde die Bande auf
einem UV-Tisch sichtbar gemacht und mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte
anschlielend entweder mit dem Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System oder Macherey
und Nagel NucleoSpin Extract 11 Kit (s. Tabelle 2).
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2.3.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Die Préparation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde entweder mit dem Invisorb Spin Plasmid Mini
Two Kit (Tabelle 2) nach Herstellerangaben durchgefiihrt oder nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly 1979). Fur letztere Methode wurden 2 mL Bakterienkultur abzentrifugiert (1 min,
16000 g) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 150 pL P1-Puffer (24 mM Tris/HCI pHS,
10 mM EDTA, 100 pg/mL RNAse) resuspendiert und dann durch Zugabe von 500 puL P2-Puffer
(0,2N NaOH, 1% SDS) fur 5min auf Eis lysiert. Die Lyse wurde mit 350 uL P3-Puffer (3 M
Kaliumacetat, pH 5,5) gestoppt. Der Extraktionsansatz wurde dann fiir 5 min bei 16000 g zentrifugiert
und der DNA-haltige Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfithrt. Durch die Zugabe von 850 pL
Isopropanol wurde die DNA schlieBlich gefallt, 30 min bei 16000 g abzentrifugiert und als Pellet in
70 % Ethanol gewaschen. Zum Schluss wurde das getrocknete Pellet in 30 mL destilliertem Wassser

gelost.

2.35 Klonierung

Fast alle Konstrukte wurden im Gateway™- oder MultiSite Gateway™-System (Invitrogen/Life
Technologies, Carlsbad CA) hergestellt. Die dafur verwendeten att-Sequenzen sind dem MultiSite
Gateway® Pro Handbuch zu entnehmen. Das pCLV3:GFP Konstrukt wurde nach dem Prinzip der
klassischen Klonierung (DNA-Verdau durch Restriktionsendonukleasen, Aufreinigung der Fragmente,
Dephosphorylierung des offenen Vektors mit CIAP, Ligation mit T4 Ligase, s. Sambrook und Russell
2001) hergestellt.

Im Folgenden werden die Klonierungsstrategien fir alle in dieser Arbeit erstellten Konstrukte

erlautert. Die verwendeten Primer sind dem Anhang (Tabelle 20, Tabelle 21) zu entnehmen.

2.3.5.1  Klonierung von AHP6

Um eine DNA-Vorlage fir die Herstellung einer RNA-Sonde zu erhalten, wurde Arabidopsis-RNA
aus Keimlingen in eine One-Step RT-PCR (s. Abschnitt 2.3.10) eingesetzt und mit den Primern
AHP6-F/-R die AHP6 cDNA amplifiziert. Das 465 bp lange Fragment wurde per PCR mit den
Sequenzen attB1 und attB2 versehen und in pPDONR221 kloniert.

2.35.2 Klonierung der Brassica CKX3, CKX5 und CLV1 Sequenzen

Das BraCKX5 Gen wurde mit den Primern BrCKX5-F/-R von dem BAC-Klon KBrH012105

(GeneBank-Nr. AC189586.2) amplifiziert. Fir die folgende Gateway-Klonierung wurde das PCR-

Produkt in einer weiteren Amplifikation mit den att-Sequenzen attB1 und attB2 versehen (Primer
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BrCKX5-F-attB1 und BrCKX5-R-attB2). Anschlielend wurde das Gen in einer BP-Reaktion in den
Vektor pPDONR221 eingefiigt.

Die cDNA-Sequenzen BolCKX3, BraCKX3, BolCKX5 und BraCKX5 wurden in einer One-Step RT-
PCR (2.3.10) aus Keimlings-RNA amplifiziert. Als Primer wurden BrCKX5-F/-R und BnCKX3-F/-R
verwendet. Die PCR-Produkte wurden ebenfalls mit attB1- und attB2-Sequenzen versehen und in
pDONR221 kloniert. Auf die gleiche Weise wurde ein 989 bp langes Teilstiick der Bol/BraCLV1
cDNAs kloniert, als Primer wurden BnCLV1-iF-2020 und BnCLV1-R verwendet. Auf Basis dieses
Fragments wurde spéater die Sonde fiir die Positivkontrolle der In-situ-Hybridisierungen erstellt.

Die Léngen aller Brassicasequenzen sind Tabelle 13 zu entnehmen.

2.3.5.3  Klonierung der antiCKX3 und antiCKX5 amiRNA-Sequenzen

Fir das Design der amiRNAs (artificial microRNAs) wurde die Onlinesoftware WMD?2 (Tabelle 1,
Schwab et al. 2006; Ossowski et al. 2008) verwendet. Als Berechnungsgrundlage wurden jeweils die
beiden in Abschnitt 2.3.5.2 erwéhnten CKX3 bzw. CKX5 cDNA-Sequenzen aus B. rapa und B.
oleracea in das Programm eingegeben. Fir die vom Programm vorgesehene BLAST-Funktion wurde
die B. napus EST Datenbank BnGI-2.0 ausgewahlt.

Es wurden jeweils zwei amiRNAs gegen CKX3 (antiCKX3.1/2) und gegen CKX5 (antiCKX5.1/2)
entworfen (amiRNA-Sequenzen s. Tabelle 17). Die verwendeten Primer tragen die Bezeichnung
antiCKX3/5.1/2 | — IV (s. Anhang, Tabelle 20). Die Amplifikation des amiRNA Vorprodukts
(Englisch: Precursor) erfolgte durch Uberlappende PCR geméaR der Anleitungen auf der WMD2
Website. Als PCR-Matritze diente das von der AG Weigel (MPI fiir Entwicklungsbiologie, Tibingen)
zur Verfligung gestellte Plasmid pRS300 (ausfiihrliche Hinweise zu diesem Plasmid auf
wmd2.weigelworld.org).

Die fertigen amiRNA-Precursor wurden per PCR mit den att-Sequenzen attBl/attB2 (antiCKX5
amiRNAs) bzw. attB2r/attB3 (antiCKX3 amiRNAs) versehen und in die Vektoren pDONR221 und
pDONR P2r-P3 kloniert.

Der p35S Promotor wurde mit den Primern p35S-F/R von dem Vektor PGWB15 (Nakagawa et al.
2007) amplifiziert, mit den att-Sequenzen attB4 und attB1r versehen und in den Vektor pDONR P4-
P1r Kkloniert.

In einer Multisite-LR-Reaktion wurden je eine antiCKX5 und eine antiCKX3 amiRNA hinter den p35S
Promotor in den Vektor pB7m34GW kloniert.

2.3.5.4  Klonierung der meristemdomanenspezifischen Konstrukte

Bei den meristemdoménenspezifischen Konstrukten handelt es sich um neun verschiedene Promotor-
Gen-Kombinationen, die sich aus je einem von drei verschiedenen, im SAM aktiven Promotoren und
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einem von drei Genen aus dem Cytokininkontext zusammensetzen. Die Promotoren wurden alle in

einer PCR mit den att-Sequenzen attB4 und attBlr versehen und per BP-Reaktion in den Vektor

pDONR P4-P1r subkloniert. Die Gensequenzen lagen bereits fertig kloniert in pDONR-Vektoren des

Gateway-Systems vor.

Die 5648 bp lange Promotorsequenz von pCLV1 (3 bp stromaufwarts vom CLV1 Startcodon, Ler
Genotyp) wurde von dem Plasmid pKR126 (Schoof et al. 2000) amplifiziert (Primer pCLV1-F/-R).
Der Promotor von CLV3 (1451 bp lang, Start 33 bp stromaufwarts vom CLV3 Startcodon, Col-0
Genotyp, nach Brand et al. 2002) wurde von dem Konstrukt pCLV3:CKX1-GFP (Holst 2009)
amplifiziert. Da fir die Funktion von pCLV3 ein Teil der 3 UTR vorhanden sein muss (Brand et
al. 2002), wurde der 1286 bp lange tCLV3 Terminator (Beginn direkt nach dem Stopcodon von
CLV3) mit dem Primern tCKV3-F/-R von dem gleichen Konstrukt amplifiziert und, versehen mit
den Sequenzen attB2r und attB3, in den Vektor pDONR P2r-P3 kloniert.

Die 1723 bp pWUS Sequenz (Ler Sequenz, direkt ab WUS Startcodon, Grandjean et al. 2004)
wurde von dem Plasmid pWUS:CKX1-GFP (Holst 2009) mit den Primern pWUS-F/-R amplifiziert.
Die ARR1-SRDX Sequenz (2031 bp, ARR1 cDNA + SRDX cDNA, C24 Genotyp) lag in dem
Plasmid pDONR201:ARR1-SRDX (Hey!l et al. 2008) vor.

Die genomische Sequenz von CKX1 (2236 bp, Werner et al. 2001) lag in dem Plasmid
pDONR221/CKX1 (AG Werner, Col-0 Genotyp) vor.

Die genomische Sequenz von ROCK2 (4595 bp, AHK2 mit 218C>T Mutation, Col-0 Genotyp) lag
in dem Plasmid pDONR221/ROCK?2 (Braun, unveroffentlicht, Doktorarbeit) vor.

AnschlieBend wurden diese sieben pDONR-Konstrukte in verschiedene Multisite-LR-Reaktionen

eingesetzt, um verschiedene Destinationsvektoren zu erhalten. Die dadurch entstandenen Konstrukte

sind Tabelle 8 zu entnehmen.
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Tabelle 8 Liste meristemdomanenspezifischen Konstrukte. Die Herstellung erfolgte durch Multisite-
LR-Klonierung.

Plasmidname

pK7m24GW/pCLV1:ARR1-SRDX
pK7m24GW/pCLV1:CKX1

pK7m24GW/pCLV1:ROCK?2

pB7m34GW/pCLV3:ARR1-SRDX:tCLV3
pB7m34GW/pCLV3:CKX1:tCLV3

pB7m34GW/pCLV3:ROCK2:tCLV3

pK7m24GW/pWUS:ARR1-SRDX
pK7m24GW/pWUS:CKX1

pK7m24GW/pWUS:ROCK2

2.3.5.5 Kilonierung des pCLV3:GFP Konstrukts

Fir die Erstellung des pCLV3:GFP Konstrukts wurde in einem ersten Schritt der pCLV3 Promotor aus
dem pDONR P4-P1r Plasmid in den Destinationsvektor pKGWFS7 subkloniert. Das daraus
entstandene pCLV3/pKGWFS7-Plasmid enthdlt stromabwarts der pCLV3-Sequenz ein gekoppeltes
GFP/uidA Gen, gefolgt von einem tNOS Terminator. Flr die Funktionalitat des pCLV3 Promotors ist
jedoch die Sequenz des tCLV3-Terminators essentiell (Brand et al. 2000). Diese wurde daher
nachtréglich in pCLV3/pKGWFS7 hineinkloniert. Dafur wurde die tCLV3-Sequenz mit dem
Primerpaar tCLV3-F-Ncol/-R-Aatll per PCR amplifiziert und anschlieBend mit Ncol und Aatll
verdaut. Das pCLV3/pKGWFS7 Plasmid wurde ebenfalls mit diesen Restriktionsenzymen verdaut.
Dadurch entstanden drei Fragmente (8324 bp, 3915 bp, 260 bp) von denen das kleinste, das den nos-
Terminator enthielt, verworfen wurde. Die beiden grol3en Fragmente wurden mit dem tCLV3 Promotor
ligiert, so dass der Vektor pCLV3/pKGWFS7/tCLV3 entstand.

2.3.6 DNA-Restriktionsverdau

Restriktionsverdaue wurden grundsétzlich zuerst in silico mit dem Programm VectorNTI (Tabelle 1)
durchgefiihrt, um geeignete Enzyme auszuwéhlen und die zu erwartende Lange der DNA-Fragmente
zu ermitteln. Fir die anschliefenden Verdaue wurden die konventionellen Restriktionsenzyme der

Firma Fermentas (Tabelle 3) benutzt und die Reaktionsanséatze geméaR der Herstellerangaben pipettiert.
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Fir Verdaue mit mehreren Enzymen wurde die ideale Puffer/Enzym-Zusammenstellung mit Hilfe des
Programms DoubleDigest (s. Tabelle 1) ermittelt.

PCR-Produkte wurden fir einen anschlieBenden Verdau nicht aufgereinigt sondern direkt in einem
Reaktionsansatz aus 10 puL PCR-Produkt, 8 puL H,0, 1pL Reaktionspuffer und 1pL
Restriktionsenzym verwendet. Fiir einfache Kontrollverdaue von Plasmiden wurde wenn méglich 1 pg
Plasmid-DNA eingesetzt, fir andere Verdaue wurde der Verwendung entsprechend die DNA-Menge

angepasst.

2.3.7 Sequenzierung

Samtliche DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech AG aus Konstanz nach der
Sanger Methode (Sanger et al. 1977) durchgefuhrt. Plasmid-DNA wurde flr die Sequenzierungen
ausschlieBlich mit dem Invitek Kit (s. Tabelle 2) aufgereinigt, da aus der alkalischen Lyse erhaltene

DNA nicht rein genug fiir eine Sequenzierung ist.

2.3.8 DNA-Extraktion aus Pflanzen

DNA aus Pflanzen wurde abgewandelt nach der Quick Prep Methode von Weigel und Glazebrook
(2002) extrahiert. Ca. 0,25 — 0,5 cm? Blattmaterial wurden in ein 1,5 mL ReaktionsgefaR mit 200 L
Extraktionspuffer (200 mM Tris/HCI pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA) geerntet und mit Hilfe
einer Stahlkugel fir 2x 2 min in einer MM 300 Schwingmiihle (Retsch, Haan) aufgeschlossen.
AnschlieBend wurde den Proben SDS zu einer Konzentration von 0,5 % zugegeben und das Gemisch
auf dem Vortex gut vermengt. Nach fiinfminiitiger Zentrifugation (16000 g) wurde der Uberstand in
eine neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und mit 200 pL Isopropanol durch Invertieren vermischt. Nach
einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 16000 g wurde das Pellet aus gefallter DNA mit 70 %
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 uL TE Puffer (10 Mm Tris/HCI pH8, 1 mM EDTA) (iber
Nacht bei 4°C geldst. In PCRs wurde jeweils 1 pL dieser DNA eingesetzt.

2.3.9 RNA-Extraktion aus Pflanzen

Pflanzen-RNA wurde entweder gemal Herstellerangaben mit dem QlAshredder Kit (s. Tabelle 2) oder
nach der Trizol-Methode extrahiert. Fiir letztere Methode wurden 100 — 200 mg Pflanzenmaterial von
Hand unter fliissigem Stickstoff oder Stickstoff-gekihlt in der Retsch MM 300 Schwingmiihle
gemorsert. Auf das unaufgetaute Pflanzenpulver wurde 1mL Trizol (38 % Phenol, 800 mM
Guanidiniumthiocyanat, 400 mM Ammoniumthiocyanat, 100 mM Natriumacetat, 5% Glycerin)
gegeben und mit der Probe vollstdndig vermengt. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte

ein Zentrifugationsschritt (5 min, 16000 g, 4°C), dann wurde der Uberstand in einem neuen
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Reaktionsgefall mit 400 uL Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) vermischt und wieder fir 5 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Durch erneute Zentrifugation (15 min, 16000 g, 4°C) trennte sich
das Gemisch in eine organische Unter-, eine Inter- und eine wéssrige Oberphase auf. Die Oberphase
wurde in einem neuen Reaktionsgefal mit 350 pL Isopropanol und 350 pL Hochsalzlésung (1,2 M
Natriumchlorid, 800 mM Natriumcitrat) durch invertieren vermischt und fur 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die so gefallte RNA wurde abzentrifugiert (10 min, 16000 g, 4°C) und das
dadurch erhaltene RNA-Pellet zweimal mit je 1 mL 70 % Ethanol gewaschen, dann getrocknet und in
100 pL bidestilliertem Wasser aufgenommen.

Nach der Extraktion wurden Quantitdt und Qualitit der RNA auf dem NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (peglab, Erlangen) bestimmt, dann wurde die RNA mit dem RNeasy Mini Kit (s.

Tabelle 2) weiter gereinigt.

2.3.10 Semiquantitative RT-PCR

Um die relative Expressionsstarke von Transgenen ungefdhr zu bestimmen, wurde extrahierte
Pflanzen-RNA in einer semiquantitative RT-PCR eingesetzt. Dafiir wurde das OneStep RT-PCR Kit

(s. Tabelle 2) entsprechend der Herstellerangaben benutzt.

2.3.11 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit der Reversen Transkriptase SuperScript 111 (Tabelle 3) durchgefiihrt.
In einem Voransatz wurden anfangs 5 g, spater nur noch 3 g oder 1 pug RNA mit bidestilliertem
sterilem Wasser auf 8 pl aufgefillt, mit 2 uL dNTPs (5 mM pro Sorte), 1 pL Oligo dT»s (50 uM) und
1,8 uL Random-N9 Primer (50 uM) vermischt und im PCR-Block fir 5 min auf 65°C erhitzt.
AnschlieBend wurde die Probe fir mindestens 1 min auf Eis gekihlt. Der Ansatz wurde dann mit 4 pL
5x Superscript Puffer (vom Hersteller), 1 uL 0,1 M DTT, 1 pL RNase out und 1 pL Superscript 111 auf
20 pL aufgefullt, durch vorsichtiges Pipettieren gemischt und zurtick in den PCR-Block gestellt. Die
Reaktion wurde mit folgender Zeit/Temperatur Folge fortgesetzt: 5 min bei 25°C, 1 h bei 60°C ,
15 min bei 70°C.

Sollte die cDNA fir eine gRT-PCR (s. Abschnitt 2.3.12) verwendet werden, wurden die Proben nach
der Synthese 1:20 verdinnt.

2.3.12 Quantitative Echtzeit-PCR

Quantitative Echtzeit-PCR (gRT-PCR) wurde durchgefiihrt, um das mRNA-Niveau bestimmter Gene

zu untersuchen. Die Genexpression wurde dabei immer im relativen Verhdltnis zum

Expressionsniveau eines Haushaltsgens gemessen (Methode der relativen Quantifizierung). Als
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Haushaltsgen wurde fur Arabidopsis entweder PDF1, das fir die 65 kDa regulatorische Untereinheit
der Proteinphosphatase 2A (At3g25800) codiert, oder UBC10, die Ubiquitin-Protein-Ligase
(At5g53300), gewahlt. Fur die Brassica gRT-PCRs wurde als Referenzgen TIP41
(Arabidopsisortholog At4g34270) verwendet (Chen et al. 2010).

Alle gRT-PCRs wurden in einem Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR Block durchgefihrt.
Dafir wurden die Reaktionen nach dem Schema in Tabelle 9 angesetzt und in 96er Lochplatten
(Multiwellplatten) pipettiert. Jede Reaktion wurde in drei identischen, parallelen Ansétzen,
sogenannten technischen Replikaten oder Triplikaten, angelegt. Das zugehérige PCR-Programm ist
Tabelle 10 zu entnehmen.

Um eine gute Vergleichbarkeit aller PCR-Ansatze in einer Platte zu gewahrleisten, wurde fur alle
Reaktionen ein gemeinsamer Mastermix ohne cDNA und Primer hergestellt. Der Mix wurde fir die
verschiedenen Primerkombinationen aufgeteilt und mit den entsprechenden Oligonukleotiden versetzt.
Dieser zweite Mastermix wurde dann in Aliquots fir die Triplikatgruppen aufgeteilt, mit der
verdunnten cDNA vermischt und schliellich auf jeweils drei Vertiefungen der Multiwellplatte verteilt.
Es wurden 3,5 pL verdiinnte cDNA pro Reaktionsansatz verwendet (bzw. 2 pL, wenn die cDNA aus
5 puL RNA/RT-Reaktion hergestellt worden war).

Die Primer zur Ermittlung der Expression des transgenen ROCK2 Gens wurden vor ihrer Verwendung
auf ihre Effizienz gepruft. Dieses Experiment wurde mit der Methode der absoluten Quantifizierung
durchgefihrt, bei der verschiedene Primer- (150/300/500 nM) und cDNA-Konzentrationen
(20/10/5/2,5/1,25/0,625/0,3125 ng/Reaktion) in eine gRT-PCR eingesetzt werden. Die zusatzliche
Expressionsmessung eines Haushaltsgens ist nicht nétig. Fur jede PCR wurde anschlieRend der Zyklus
bestimmt, nach dem die Fluoreszenz zum ersten Mal signifikant Gber der Hintergrundfluoreszenz lag.
Dieser Zyklus wird als Schwellenwert-Zyklus Ct (Englisch: Cycle threshold) bezeichnet. Der C+ Wert
wurde gegen die absolute Quantitit des Fluoreszenzsignals aufgetragen, um eine Standardkurve zu
erhalten. Anhand der Steigung dieser Kurve konnte schlielllich die Effizienz des Primerpaars
abgelesen werden. Ist diese kleiner als 80 %, missen die PCR-Bedingungen angepasst oder neue
Primer entworfen werden. Liegt die Effizienz Gber 80 %, sind die Primer fir gRT-PCRs nach dem

Prinzip der relativen Quantifizierung geeignet.
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Tabelle 9 Reaktionsansatz fiir qRT-PCR.

Substanz

Konzentration in der gRT-Reaktion

Immolase DNA-Polymerase (Bioline, Luckenwalde)

Immolase-Puffer (Bioline, Luckenwalde)

MgCl,
dATP/dTTP/dCTP/dGTP
SYBR Green |

ROX

Primer 1 und Primer 2

cDNA

0,01U/uL

1x

2 mM

100 uM

0,1x

50 nM

jeweils 300 nM

1,25 oder 1,125 ng/pL

Tabelle 10 qRT-PCR Programm

Schritt Temperatur Laufzeit
1. Aktivierung der Immolase 95°C 15 min
2. Denaturierung der DNA-Matrize 95°C 10s

3. Anlagern der Primer an die Matrize  55°C 15s

4. Amplifikation mit anschlielender 72°C 10s
Fluoreszenzmessung

5. Schmelzkurve mit 1 % Heizrate 60 — 95°C -
Anzahl der Zyklen (Schritt 2. — 4.) - 40 x

2.4 Histologische Methoden

2.4.1 Lichtmikroskopie

Die

AxioCam ICc3 Kamera angefertigt. Die Bilder wurden im Zeiss LSM Image Browser (Tabelle 1)

lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden an einem Zeiss Axioskop 2 Plus mit einer

bearbeitet.
Mikropraparationen und Aufnahmen mit geringer VergroRerung wurden an einem Olympus SZX12
Stereomikroskop durchgefiihrt. An das Gerdt war eine Kamera vom Typ Olympus UC30

angeschlossen, als Software wurde das Programm Olympus cellSens (Tabelle 1) verwendet.
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2.4.2 Toluidinblaufarbung

Sprossquerschnitte von Arabidopsis wurden mit Toluidinblau angefarbt, um die unterschiedlichen
Zellwandtypen farblich voneinander abzusgrenzen (O'Brien et al. 1964). Dafiir wurden die Sprosse
direkt oberhalb der Rosette gerade abgeschnitten und auf ca. 1 cm heruntergekiirzt. Das obere Ende
des Sprossstiicks wurde schrédg angeschnitten, so dass spéter eine Unterscheidung zwischen oberem
und unterem Ende moglich war. Die Stiicke wurden wie in Kapitel 2.4.6.2 beschrieben in Wachs
eingebettet und am Mikrotom geschnitten. Zum Entfernen des Paraffins wurde das Protokoll der In-
situ-Hybridisierung (Kapitel 2.4.6.3) bis zum Ende der ersten Ethanolreihe befolgt. Die Objekte
wurden aus dem Wasser genommen und mit 100 pL einer Lésung aus 0,05 % Toluidinblau und
0,05 %Borat betréufelt. Nach einigen Sekunden wurde die Farbelosung mit Wasser abgewaschen und
durch 50 % Glycerin ersetzt. Die Objekte wurden mit Deckgldschen bedeckt und am Stereomikroskop

fotografiert.

2.4.3 Gewebeentfarbung

Um die Samenanlagen in Gynoecien z&hlen zu kénnen, wurden junge Schoten geerntet und gebleicht.
Die Entfarbung wurde nach dem Protokoll von Malamy und Benfey (1997) durchgefiihrt, wobei das
Hydroxylamin-HCI weggelassen wurde. Zusétzlich wurde das Gewebe direkt vor der Entfarbung fur
20 — 30 min mit einem 6:1 Ethanol-Essigsdure Gemisch fixiert und anschlieBend fir je 5 min zuerst in

70 %, dann in 40 % Ethanol inkubiert. Das gebleichte Gewebe wurde im Lichtmikroskop untersucht.

2.4.4 Lasermikroskopie

Infloreszenzmeristeme von Pflanzen, die ein fluoreszierendes Reportergen exprimierten, wurden nach
einem abgewandelten Protokoll von Grandjean et al. (2004) vorbereitet und in einem konfokalen
Breitbandlasermikroskop (Leica TCS SP5) untersucht.

Die Infloreszenzen von 3 - 8 cm hohen Arabidopsispflanzen wurden abgeschnitten und unter dem
Binokular mit scharfen Kanulen prépariert. Dabei wurden so viele Knospen entfernt, dass das SAM
gut sichtbar war. Um die Zellmembranen anzufarben (Bolte et al. 2004) wurden die praparierten
Infloreszenzen fiir ca. 10 min kopfiiber in Leitungswasser mit 50 uM SynaptoRed™ C2 (Sigma-
Aldrich, St. Louis MO) auf Eis inkubiert und anschliefend kurz in Leitungswasser gewaschen. Der
oberste Sprossteil mit dem Meristem wurde dann auf eine Lange von maximal 1 mm gekirzt. Ein
Deckglaschen wurde mit einer 1 mm dicken, gelochten Silikonmatte belegt und die Probe in eines der
Mattenldcher gelegt. Das Loch wurde mit 1 % Agar aufgefiillt und das Praparat darin so ausgerichtet,
dass die Meristemoberflache zum Deckgléschen zeigte. Die eingebettete Probe mit dem Glaschen
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wurde dann mit einem Tropfen Wasser benetzt, umgedreht, auf einem Objekttrager positioniert und im
Lasermikroskop untersucht.

Aufnahmen des SAM wurden mit dem 20 x vergrofiernden Objektiv gemacht. Bildserien wurden mit
der Z-Stapelfunktion der Leica Software aufgenommen (30 — 50 Bilder, Bildabstand 0,5 -2 um, Frame
Average 8, Frequenz 400 Hz, Format 512 x 512 Pixel) und im gleichen Programm nachbearbeitet
(Kontrastverstarkung, Zuschnitt, 3D-Projektion).

Das SynaptoRed wurde mit Laserstrahlen einer Wellenlange von 488 nm, 514 nm oder 561 nm
angeregt und die rote Fluoreszenz bei 700 — 800 nm (Maximum 740 nm) detektiert. GFP wurde mit
dem Argon-Laser bei 488 nm angeregt und die Emission zwischen 490 nm — 500 nm gemessen. Eine
Fluoreszenzmessung in der Nahe des GFP Emissionsmaximums von 509 nm war nicht mdglich, da die
Proben oberhalb von 500 nm stark autofluoreszierten. Das tdTomato-Protein wurde mit dem DPSS561

Laser bei 561 nm angeregt und die Emission bei 570 -590 nm gemessen.

2.4.5 Raster-Elektronenmikroskopie

Fur die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden Infloreszenzmeristeme und vegetative
Meristeme freiprépariert und fir 24 h in einer FAA-LSsung (2 % Formalin, 2 % Essigsdure, 45 %
Ethanol) fixiert. Die Praparate wurden dann in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwéssert und in
Aceton Uberfihrt.

Alle folgenden Schritte wurden mit Hilfe von Christine Gruber (Institut fiir Systematische Botanik, FU
Berlin) durchgefiihrt. Die Proben wurden Kritisch-Punkt-getrocknet, mit Gold bedampft (Sputter
Coater SCD 050, Blazers) und in einem Leo 430 Elektronenmikroskop (Zeiss) fotografiert.

2.4.6 In-situ-Hybridisierung

2.4.6.1  Erstellung der RNA-Sonde

Die In-vitro-Transkription der Sonde sowie die Hydrolyse und der anschlieBende Dot-Blot erfolgten in
Anlehnung an die Protokolle von Brewer et al. (2006) und Kidner et al. (2006).

Fur die Erstellung einer Digoxigenin-markierten RNA-Sonde wurde das DIG RNA Labeling Kit von
Roche benutzt. Zuerst wurde per PCR eine Matrize fiir die Reverse Transkription erstellt, die entweder
am 5°- oder am 3“-Ende die 15 bp lange Sequenz des T7-Polymerase Promotors trug. Befand sich der
Promotor am 5‘-Ende des PCR-Produkts, wurde eine sense-Sonde transkribiert, die, bis auf den T7-
Promotor, sequenzidentisch mit der anvisierten mRNA war und mit dieser folglich nicht hybridisieren
kann. Die sense-Sonde wird als Negativkontrolle fiir die Hybridisierung eingesetzt. Ist der T7-

Promotor am 3‘-Ende des PCR-Produkts lokalisiert, wird wahrend der reversen Transkription eine zur
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Ziel-mRNA komplementare antisense-Sonde synthetisiert, die spater im Gewebe mit der mRNA
hybridisiert und diese farblich detektierbar macht.

Als PCR-Matrize fur die AHP6-Sonde diente AHP6 cDNA aus Keimlingen (Vektor pDONR221-
AHP6). Die WUS-Sonde basierte auf dem cDNA-Vektor PENTR221-AT2G17950 (GenBank Nummer
DQ446515). Fir die Brassicasonden wurde BraCKX3 cDNA (Vektor pDONR221-BraCKX3) bzw.
BraCKX5 cDNA (Vektor pPDONR221-BraCKX5) als Matrizen benutzt. Die Positivkontrolle BraCLV1
wurde anhand des cDNA-Vektors pPDONR221-BraCLV1-Teil amplifiziert.

Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt und wie vom Hersteller des Kits angegeben in einer reversen
Transkription mit der T7-Polymerase eingesetzt. Um die Matrizen-DNA zu entfernen, wurden direkt
nach der zweistindigen Transkription 85 pL ddH,O, 10 pL tRNA (20 pg/pL) und 5 U DNAse (aus
dem Kit) zum Reaktionsansatz gegeben und das Ganze fir weitere 10 min bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde mit 100 uL Ammoniumacetat (4 M) und 200 pL reinem Ethanol abgestoppt und Uber
Nacht bei -20°C aufbewahrt. Am néchsten Tag wurde die gefallte RNA abzentrifugiert und, wie in
Kidner et al. (2006) beschrieben, auf eine Lénge von 150 bp hydrolysiert. Alle weiteren Schritte
erfolgten ebenfalls nach diesem Protokoll.

Um die Konzentration der DIG-markierten RNA-Sonde ungefahr abschétzen zu kénnen, wurde nach
Abschluss der Sondensynthese ein Dot-Blot durchgefuhrt. Dafiir wurde das Protokoll von Brewer et
al. (2006) befolgt.

2.4.6.2 Einbettung und Schneiden von Pflanzengewebe

Pflanzenmaterial wurde, wie in Kidner et al. (2006) beschrieben, geerntet und in Wachs (Paraplast
X-tra, Roth, Karlsruhe) eingebettet. Die Eosin-Farbung des Gewebes (Anfarbung der basischen
Zellbestandteile, v.a. der Proteine des Zytoplasmas) erfolgte bereits tiber Nacht, direkt im Anschluss
an die dehydrierende Alkoholreihe.

Gewebeschnitte wurden an einem Leica RM2255 Rotationsmikrotom durchgefihrt, bei einer
Schnittdicke von 8 pM. Die geschnittenen Wachsbander wurden in ein ca. 35°C warmes Wasserbad
gegeben und von dort auf positiv geladene Objekttrager Ubertragen. Die Objekte wurden auf einer

42°C warmen Heizplatte ausgelegt und dort iber Nacht getrocknet.

2.4.6.3  Hybridisierung und Féarbung

Die Vorbereitung der Schnitte fiir die Hybridisierung, die In-situ-Hybridisierung selbst und die

Behandlung danach wurden wie in Kidner et al. (2006) beschrieben durchgefiihrt, mit dem

Unterschied, dass an dem Tag nach der Hybridisierung die RNAse Behandlung und séamitliche

Waschschritte mit NTE-Puffer weggelassen wurden. Die Hybridisierung mit dem Anti-DIG

Antikdrper (Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments, Roche, Risch CH) erfolgte fiir zwei Stunden bei
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Raumtemperatur. Nach viermaligem Waschen wurden die Objekte fir 10 min in Detektionspuffer
(100 mM Tris pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,) inkubiert, dann mit Western Blue L&sung
(Western Blue® Stabilized Substrate for Alkaline Phosphatase, Promega, Fitchburg W1) betrdufelt und
Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Férbelésung mit Detektionspuffer abgewaschen und
die Schnitte in 50 % Glycerin im Mikroskop betrachtet.

Anstatt wie im Protokoll vermerkt bei der Hybridisierung der Antikérperbindung und der Farbreaktion
immer zwei Objekttrdger zusammenzuklappen, wurden die Objekte mit speziellen Deckgléschen
(HS6024-CS-HybriSlip Hybridization Cover, Grace Bio-Labs, Bend OR) zugedeckt
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Arabidopsis ckx3 ckx5 ahp6 Dreifachmutante

Wie in der Einleitung beschrieben, entwickeln ckx3 ckx5 Knockoutpflanzen vergroRerte
Infloreszenzmeristeme, die mehr Bliten produzieren als Wildtyppflanzen (Bartrina 2006; Bartrina et
al. 2011). Dieser Phéanotyp ist auf mehr Cytokinin im SAM zurlickzufihren. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde erforscht, ob eine weitere Erhéhung des Cytokininstatus im SAM noch gréRere und
produktivere Meristeme generiert. Da durch das Ausschalten von CKX3 und CKX5 der
Cytokiningehalt im SAM bereits erhdht worden war, wurde nun versucht, durch die zusétzliche
Verstarkung des Cytokininsignalibertragungswegs einen additiven Effekt zu erzeugen. GUS-
Farbungen (Mahonen et al. 2006a) wiesen darauf hin, dass AHPG6, ein bis dahin nur aus Wurzeln
bekannter negativer Regulator des Cytokininsignals, im SAM aktiv sein kdnnte. Daher wurden zwei
ahp6 Nullallele, ahp6-1 und ahp6-3 (Méahonen et al. 2006a), in ckx3 ckx5 Pflanzen eingekreuzt und
homozygote  Nachkommen aller mdglichen  Knockoutkombinationen  untersucht.  Die
Meristemphanotypen der ahp6-1 und ahp6-3 Mutanten waren nahezu identisch und auch in
Kombination mit den ckx Knockouts zeigte sich kein Unterschied zwischen den beiden Allelen. Aus
diesem Grund werden hier, mit Ausnahme von Abbildung 8B, nur die Ergebnisse der
Dreifachmutanten mit dem ahp6-1 Allel gezeigt.

3.11 AHP6 In-situ-Hybridisierung im Infloreszenzmeristem von Arabidopsis

Um zu erfahren, ob und wo genau im Sprossmeristem das AHP6 Gen exprimiert wird, wurden In-situ-
Hybridisierungen mit DIG-markierten RNA-Sonden durchgefiihrt. AHP6 mRNA wurde an den
Meristemseiten, den sogenannten P, Stellen oder Initien, an denen sich die ndchsten Primordien bilden
werden (Abbildung 6A), detektiert. Auch in ganz jungen Primordien (Stadium 1, nach Smyth et al.
1990) ist das Gen aktiv. AuBerdem konnte AHP6 Transkription in Bliitenorganprimordien von Bliten
in Stadium 3 und an den distalen Enden von sich entwickelnden Gynoecien (Stadium 6) nachgewiesen
werden (Abbildung 6B + C).
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Abbildung 6 Lokalisierung von AHP6 mRNA in Arabidopsis Wildtypgewebe durch In-situ-
Hybridisierung.

(A) AHP6 wird im Infloreszenzmeristem an den Positionen Py und P; exprimiert, sowie (B) in
Blutenorganprimordien von Bliten in Stadium 3 und (C) an der Spitze sich entwickelnder Gynoecien
von Bliten in Stadium 6. MaRstab 20 um, Einteilung der Blitenstadien nach Smyth et al. (1990)

3.1.2 Untersuchung der Infloreszenzmeristeme von ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten

Da bekannt war, dass ckx3 ckx5 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp gréRere Infloreszenzen und
Meristeme bilden (Bartrina 2006), wurden auch die ahp6 bzw ckx ahp6 Mutanten dahingehend
untersucht. Abbildung 7A zeigt die Infloreszenzen der verschiedenen Mutanten. Bei Wildtyppflanzen
waren die é&lteren Blltenknospen gegeneinander geneigt, so dass das SAM im Zentrum der
Infloreszenz nicht sichtbar war. Die auseinanderstrebende Form der leicht vergrofRerten ahp6-
Infloreszenzen ermdglichte dagegen den Blick auf das Meristem. Das Gleiche traf auf die ckx3 ckx5
Infloreszenzen zu. Die stark vergroRerten Infloreszenzen der ckx3 ckx5 ahp6 Dreifachmutanten waren
dagegen so dicht mit Knospen besetzt, dass das SAM nicht sichtbar war.

Um zu erfahren, ob der Infloreszenzphanotyp auf eine veranderte SAM-Aktivitat zurlickgeht, wurden
am Rasterelektronenmikroskop Aufnahmen von Infloreszenzmeristemen gemacht (Abbildung 7B).
Als Vergleichswert fur die Aktivitat der Meristeme wurde die Anzahl der Primordien bestimmt. Als
Startpunkt beim Zahlen wurde das erste Primordium gewahlt, dass mit einer gerade erkennbaren Linie
vom Meristem abgetrennt ist (nach Smyth et al. 1990 erstes Primordium in Stadium 2). Es wurde dann
der Entwicklung folgend bis zu dem Primordium weitergezéhlt, an dem sich die Kelchblatter mit
deutlichen Furchen vom Blitenmeristem absetzten (erstes Primordium Stadium 4). Bis auf die ckx5
Mutante zeigten alle untersuchten Pflanzenlinien eine deutlich Tendenz, mehr Primordien zu bilden als
der Wildtyp (Abbildung 7C: Wildtyp 5,8 + 0,8 Primordien, Gbrige Linien 6,6 —11 Primordien). Die
Dreifachmutante bildet mit 11 + 0,6 Primordien mit Abstand die meisten Bliuten. Das SAM war
sichtbar vergrofiert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass AHP6 die Cytokininsignaltransduktion im SAM negativ reguliert und
dadurch die MeristemgréRe und —aktivitat mitbestimmt.
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Abbildung 7 Infloreszenzen und Infloreszenzmeristeme der ckx3 ckx5 ahp6 Arabidopsismutanten.

(A) Aufsicht auf die Infloreszenz. ckx3 ckx5 ahp6 Infloreszenzen bilden deutlich mehr Knospen als die
des Wildtyps.

(B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Infloreszenzmeristemen. Die Blitenknospen
sind nummeriert vom ersten Primordium des Stadiums 2 bis zum ersten Primordium des Stadiums 4
(nach Smyth et al. 1990). ckx3 ckx5 ahp6 Meristeme sind grofRer und aktiver als die des Wildtyps und
der anderen Mutanten. Maf3stab 50 pm.

(C) Anzahl der Primordien in den Stadien 2 — 4 (nach Smyth et al. 1990), die auf den REM-
Aufnahmen pro SAM gezahlt wurden. Die quantitative Darstellung zeigt, dass die Dreifachmutante
deutlich mehr Primordien bildet als der Wildtyp. n = 2 (ckx3 ckx5) / 6 (ckx5 ahp6, ckx3 ckx5 ahp6) / 5
(alle anderen), [t-Test]: *=p < 0,01
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3.1.3 Blutenmerkmale der ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten

Die Expression von AHP6 in den Blutenmeristemen (Abbildung 6B, 1C) liel vermuten, dass ein ahp6
Gendefekt ebendort sichtbar werden konnte. Die ahp6 Bliten sahen aus wie Wildtypbliten
(Abbildung 8A). Die ckx3 ckx5 Bllten waren wie erwartet (Bartrina 2006) vergroRRert, die verlangerten
Gynoecien ragten Uber die geschlossenen Bliiten hinaus. Die Bluten der Dreifachmutanten sahen
ahnlich aus, waren aber nicht ganz so stark vergroRert wie die ckx3 ckx5 Bluten. AufRerdem fielen die
an den Réndern deformierten Kelchblatter auf, die so verkirzt waren, dass die verlangerten Griffel
sehr weit aus den geschlossenen Bluten herausragten. Die Storung der Bliitenentwicklung war schon
in sehr frihen Stadien sichtbar (Abbildung 8B). Bei Wildtyppflanzen beginnen nach der Entstehung
der Kelchblattprimordien (Stadium 3, nach Smyth et al. 1990) die Kelchblatter, Uber das
Blitenmeristem zu wachsen, bis sie es schlieflich komplett umschliefen (Stadien 4 — 6). Die
Primordien der Staub- und Blutenblatter sind nur kurz sichtbar, in Stadium 5. Bei den ckx3 ckx5 ahp6
Pflanzen waren diese jedoch auch noch zu Beginn von Stadium 7 zwischen den nicht geschlossenen
Kelchblattern sichtbar.

Als néachstes wurde die Produktivitat der Gynoecien untersucht (Abbildung 8E). Es zeigte sich, dass
sich die ahp6 Mutante mit 55,6 + 3,8 Samenanlagen pro Gynoecium (SA/Gyn) nicht vom Wildtyp
(56,8 +4,9 SA/Gyn) unterschied. Die ckx3 ckx5 Mutante war mit 76,7 £ 6,7 SA/Gyn deutlich
produktiver, so wie auch die Dreifachmutante mit 76,8 +6,5 SA/Gyn. Ein additiver oder
synergistischer Effekt der ckx und ahp6 Mutationen wurde nicht beobachtet.

Weiterhin wurden die Blitenorgane gezahlt (Abbildung 8C). Die ckx und ahp6 Mutanten offenbarten
eine deutliche Tendenz, mehr Blitenorgane zu bilden. Der normale Blitenaufbau bei Arabidopsis
sieht 4 Kelch- und 4 Kronbléatter, 6 Antheren und einen Griffel mit zwei verwachsenen Fruchtblattern
(Karpellen) vor (Blutenformel K4 C4 A6 G(2)). Die Dreifachmutante bildete jedoch 5,2 +0,6
Kelchblatter, 5,6 + 0,9 Kronblatter und 6,4 + 0,9 Staubblétter aus. Die Zahl der Fruchtblatter wurde
nicht quantitativ erfasst, es wurden jedoch haufig mehr als zwei Karpelle beobachtet.

Die Ergebnisse legen nahe, dass AHP6 die Aktivitdt der Plazenta in den Karpellen nicht beeinflusst,
wohl aber die Aktivitat des Bliitenmeristems selbst.

An alteren Sprossen mancher Tripelmutanten fielen vermehrt kleine Blltenstiele auf, die weder Bluten
noch Schoten trugen (bis zu 21 Stiick an einer Pflanze, Abbildung 8D). Es ist nicht bekannt, wie diese

Strukturen entstehen.
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Abbildung 8 Blutenphanotyp der ckx3 ckx5 ahp6 Arabidopsismutanten.

(A) Bliten in Stadium 12 und 13 (nach Smyth et al. 1990). ahp6 Bliiten sehen aus wie Wildtypbluten.
Die Bliten der ckx3 ckx5 ahp6 Pflanzen sind groRer als beim Wildtyp und &hneln denen der
ckx Doppelmutante.

(B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Infloreszenzmeristemen und Bluten. Stadien
(St.) sind nach Smyth et al. (1990) bezeichnet. Die Bluten- und Staubblattprimordien von ckx3 ckx5
ahp6 Mutanten sind noch in Stadium 7 sichtbar. Bei Wildtyppflanzen ist ab Stadium 6 das Innere der
Blite komplett verschlossen.

(C) Anzahl der Blitenorgane. ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten bilden mehr Kelch- und Kronblatter als die
Kontrollpflanzen. n = 16, [t-Test]: *=p < 0,01

(D) Nicht entwickelte Schoten an der ckx3 ckx5 ahp6 Dreifachmutante.

(E) Anzahl der Samenanlagen in den Gynoecien (gezéhlt im Bliitenstadium 15, Smyth et al. 1990).
ckx3 ckx5 und ckx3 ckx5 ahp6 Pflanzen bilden gleichviele Samenanlagen pro Gynoecium. n = 18, [t
Test]: * = p <0,01. Diese Untersuchung wurde nur an Pflanzen mit einem ahp6-3 Allel durchgefihrt.
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3.14 Schotenansatz der ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten

Die elektronenmikroskopischen Bilder hatten gezeigt, dass die Infloreszenzmeristeme der ckx ahp6
Mutanten mehr Primordien produzieren als die der Wildtyppflanzen. Als néchstes wurde daher
geprift, ob diese erhdhte Meristemaktivitat auch anhand der Schotenentwicklung nachvollziehbar ist.
Dafiir wurden am Ende des Lebenszyklus die Schoten der ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten und der
entsprechenden Kontrollpflanzen gezéhlt, wobei zwischen den Schoten nur am Hauptspross und der

Gesamtschotenzahl unterschieden wurde.
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Abbildung 9 Schotenansatz der ckx3 ckx5 ahp6 Arabidopsismutanten.

(A) Anzahl der Schoten am Hauptspross. Die Hauptsprosse sowohl der ckx3 ckx5 als auch der ckx3
ckx5 ahp6 Mutanten tragen mehr Schoten als die Wildtyppflanzen.

(B) Gesamtschotenzahl. Alle Mutanten setzen insgesamt weniger Schoten an als der Wildtyp, wobei
die ckx3 ckx5 ahp6 Mutante am wenigsten Schoten bildet.

Die Z&hlung der Schoten wurde an abreifenden Pflanzen durchgefiihrt. n = 20, [t-Test]: * =p < 0,01

Die Zahlung der Schoten am Hauptspross (Abbildung 9A) und an der Gesamtpflanze (Abbildung 9B)
ergaben gegensatzliche Resultate. Obwohl die ckx3 ckx5 und die ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten mit
41,5+ 3,3 und 39,9 £ 5,2 Schoten am Hauptspross produktiver waren als alle anderen untersuchten
Pflanzen (33,2 - 37,8 Schoten, je nach Genotyp), entwickelten beide als Gesamtpflanze weniger
Schoten (128,1+21,7 und 83,1+ 18,7 Schoten versus 176,9 = 23,9 Schoten beim Wildtyp). Die
anderen Mutanten unterschieden sich in Bezug auf den Hauptspross kaum vom Wildtyp, bildeten aber
in Bezug auf die gesamte Pflanze weniger Schoten (129,6 — 166,8 Schoten, je nach Genotyp). Diese

Beobachtung lasst sich auf die geringere Anzahl von Seitensprossen zuriickfiihren (Abbildung 10B).

3.1.5 Untersuchung vegetativer Merkmale von ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten

Da ein veranderter Cytokininstatus im Sprossapex nicht nur im SAM, sondern in der ganzen Pflanze
sichtbar ist, wurden neben den Meristemen, Bliten und Schoten auch Spross- und Rosettenmerkmale

untersucht.
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Abbildung 10 Untersuchung des vegetativen Phanotyps von ckx3 ckx5 ahp6 Arabidopsismutanten.
(A) Lange des Hauptsprosses. Das Sprosswachstum ist bei den ahp6, ckx5 ahp6 und ckx3 ckx5 ahp6
Mutanten leicht reduziert.

(B) Anzahl der Seitensprosse. Die Anzahl der Seitensprosse ist in allen Mutanten geringer als beim
Wildtyp. Die starkste Reduktion zeigt die ckx3 ckx5 ahp6 Dreifachmutante.

(C) Messung des Rosettenradius. Der Rosettenradius ist bei allen Mutanten Kkleiner als beim Wildtyp.
Die ckx3 ckx5 ahp6 Mutante zeigt dabei mit Abstand die starkste Abweichung.

Die Sprossparameter wurden an abreifenden Pflanzen erhoben. Der Rosettendurchmesser wurde
gemessen, als die Pflanzen mit der Elongation des Infloreszenzsprosses begannen. n =20,
[t-Test]: *=p<0,01

Drei der Mutanten (ahp6, ckx5 ahp6, ckx3 ckx5 ahp6) bildeten mit 30,1 — 33,7 cm einen kiirzeren
Hauptspross als der Wildtyp mit 36 = 1,8 cm (Abbildung 10A). Die Untersuchung der Verzweigungen
ergab grofRere Unterschiede. Funf der Mutanten (ckx3, ckx3 ckx5, ahp6, ckx3 ahp6, ckx3 ckx5 ahp6)
bildeten mit 3,4 — 12,4 Verzweigungen pro Pflanze signifikant weniger Seitensprosse als der Wildtyp
(14,3 £ 2,6 Seitensprosse), wobei die ckx3 ckx5 ahp6 Dreifachmutante mit 3,4 + 2,3 Seitensprossen
mit Abstand den starksten Phénotyp ausbildete

Die Messung des Rosettenradius (Abbildung 10C) zeigte, dass die verschiedenen Mutanten kleinere
Rosetten (1,9 — 2,8 cm) entwickelten als der Wildtyp (3 + 0,3 cm). Aufgrund der &hnlichen Werte war
es schwierig, Unterschiede zwischen den verschiedenen Mutanten zu erkennen. Ausnahme war die
ckx3 ckx5 ahp6 Mutante, die mit 1,9 + 0,2 cm Radius mit Abstand die kleinste Pflanze war. Die
néchstgroRere ahp6 Mutante lag mit 2,4 £ 0,2 cm deutlich dariiber.

Domanenspezifische Verdnderung des Cytokininstatus im Sprossmeristem von Arabidopsis thaliana
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Die Untersuchung der ckx3, ckx5 und aph6 Mutanten hatte gezeigt, dass eine lokale Erhéhung des
Cytokininstatus in verschiedenen SAM Bereichen verstdrkend auf die Aktivitat des Meristems wirkt.
Das néchste Ziel war daher, die Relevanz des Cytokininsatus in unterschiedlichen Bereichen des SAM
néher zu untersuchen, wobei das Hauptaugenmerk auf dem Meristemzentrum mit den Stammzellen
und dem OZ lag.

Um den Cytokininstatus im SAM kleinrdumig zu verandern, wurden neun unterschiedliche Promotor-
Gen-Konstrukte erstellt (s. Abschnitt 2.3.5.4) und stabil in Arabidopsis transformiert. Die verwendeten
Promotoren waren pWUS (GroR3-Hardt et al. 2002; Leibfried et al. 2005), der im organisatorischen
Zentrum aktiv ist, der Stammzellen-spezifische CLV3 Promotor (Brand et al. 2002, Abb. Einleitung)
und der Promotor von CLV1 (Schoof et al. 2000), der in einem groReren Bereich des SAM-Zentrums
aktiv ist. Eine grafische Darstellung der Expressionsdoménen dieser drei meristemspezifischen Gene
befindet sich in der Einleitung (Abbildung 4D - F). Die Promotoren wurden entweder mit dem CKX1
Gen kombiniert (Werner et al. 2001) oder mit ROCK2 (Braun, unveroffentlicht, Doktorarbeit), das fur
eine konstitutiv aktive Form des AHK?2-Rezeptors kodiert, oder mit ARR1-SRDX, dem Gen fur einem
kuinstlichen Supressor der Cytokininsignaltransduktion (Heyl et al. 2008). Die drei Gene sollten in den
anvisierten SAM-Bereichen den Cytokininstatus auf unterschiedliche Weise verandern. Bei ROCK2-
exprimierenden Pflanzen sollte in den jeweiligen Zieldoménen ein konstitutives Cytokininsignal
Ubertragen werden, unabhéngig davon, ob und wie viel Cytokinin in den entsprechenden Zellen
vorhanden ist. Pflanzen, die ein Konstrukt mit dem CKX1 Gen trugen, sollten in den Zielbereichen
uber weniger Cytokinin verfiigen, wahrend die Konstrukte mit dem ARR1-SRDX Gen eine Repression
der Cytokininsignaltransduktion bewirken sollten.

Alle erzeugten transgenen Pflanzen wurden zunachst oberflachlich untersucht. Basierend auf diesen
Ergebnissen wurde die pCLV3:ROCK2 transgenen Pflanzen flr weiterfiihrende Untersuchungen

ausgewahlt

3.2 Doméanenspezifische Veranderung des Cytokininstatus im
Sprossmeristem von Arabidopsis thaliana

Die Untersuchung der ckx3, ckx5 und aph6 Mutanten hatte gezeigt, dass eine lokale Erhéhung des
Cytokininstatus in verschiedenen SAM Bereichen verstarkend auf die Aktivitat des Meristems wirkt.
Das néchste Ziel war daher, die Relevanz des Cytokininsatus in unterschiedlichen Bereichen des SAM
néher zu untersuchen, wobei das Hauptaugenmerk auf dem Meristemzentrum mit den Stammzellen
und dem OZ lag.

Um den Cytokininstatus im SAM kleinrdumig zu verandern, wurden neun unterschiedliche Promotor-
Gen-Konstrukte erstellt (s. Abschnitt 2.3.5.4) und stabil in Arabidopsis transformiert. Die verwendeten

Promotoren waren pWUS (GroRR-Hardt et al. 2002; Leibfried et al. 2005), der im organisatorischen
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Zentrum aktiv ist, der Stammzellen-spezifische CLV3 Promotor (Brand et al. 2002, Abb. Einleitung)
und der Promotor von CLV1 (Schoof et al. 2000), der in einem grdReren Bereich des SAM-Zentrums
aktiv ist. Eine grafische Darstellung der Expressionsdoménen dieser drei meristemspezifischen Gene
befindet sich in der Einleitung (Abbildung 4D - F). Die Promotoren wurden entweder mit dem CKX1
Gen kombiniert (Werner et al. 2001) oder mit ROCK2 (Braun, unvertffentlicht, Doktorarbeit), das fiir
eine konstitutiv aktive Form des AHK?2-Rezeptors kodiert oder mit ARR1-SRDX, dem Gen fiir einem
kinstlichen Supressor der Cytokininsignaltransduktion (Heyl et al. 2008). Die drei Gene sollten in den
anvisierten SAM-Bereichen den Cytokininstatus auf unterschiedliche Weise verandern. Bei ROCK2-
exprimierenden Pflanzen sollte in der jeweiligen Zieldomane ein konstitutives Cytokininsignal
Ubertragen werden, unabhéangig davon, ob und wie viel Cytokinin in den entsprechenden Zellen
vorhanden ist. Pflanzen, die ein Konstrukt mit dem CKX1 Gen trugen, sollten in den Zielbereichen
uber weniger Cytokinin verfiigen, wahrend die Konstrukte mit dem ARR1-SRDX Gen eine Repression
der Cytokininsignaltransduktion bewirken sollten.

Alle erzeugten transgenen Pflanzen wurden zunéchst oberflachlich untersucht. Basierend auf diesen
Ergebnissen wurde die pCLV3:ROCK2 transgenen Pflanzen fur weiterfiilhrende Untersuchungen
ausgewahlt.

3.2.1 Phanotypische Beschreibung der transgenen Linien

Nach der Transformation mit den oben beschriebenen Konstrukten wurden pro Transgen 22 — 35
Primartransformanten (= T,-Pflanzen) untersucht. Tabelle 11 gibt einen Uberblick tiber die Anzahl der
erstellten Primartransformanten und die dazugehdrigen Phénotypen. Vier der verwendeten Konstrukte
verursachten keinen offensichtlichen Phénotyp, alle anderen Transgene bewirkten eine Verénderung
des Wachstums und der Entwicklung. In den Abschnitten 3.2.1.1 bis 3.2.1.9 folgt eine ausfiihrlichere
Beschreibung der verschiedenen Pflanzengruppen.

Begleitend zur phanotypischen Untersuchung wurde auch eine Transkriptanalyse durchgefiihrt. Dafir
wurden pro Transgen jeweils 7 Tage alte Keimlinge von drei unabhé&ngigen Linien per RT- oder qRT-
PCR auf die Transkription des Transgens hin untersucht. Um die Spezifitat der PCR fiir das Transgen
zu gewahrleisten, wurden die Primer so gewahlt, dass nur einer fir CKX1, AHK2 (= ROCK2) bzw.
ARR1 passend war, wéhrend der zweite Primer in der das Transgen flankierenden att-Sequenz bzw. in
der SRDX-Sequenz band. Die Pflanzen, die ein ROCK2 Gen trugen, wurden per qRT-PCR auf dessen
Transkription getestet. Als Bezugsprobe (relative ROCK2-Transkriptmenge = 1) wurde dabei nicht der
Wildtyp gewahlt, da dieser das Transgen nicht exprimiert. Stattdessen wurde die im Vergleich zu allen
ROCK2 ¢gRT-PCR-Proben am schwachsten exprimierende transgene Linie pWUS:ROCK2 #5 als
Bezugsprobe verwendet.
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Tabelle 11 Doméinenspezifische Anderung des Cytokininstatus im SAM von Arabidopsis. Liste der
erstellten Konstrukte und die entsprechenden Phénotypen der transgenen Pflanzen, sowie die Anzahl
der fertilen Primértransformanten (= T,-Pflanzen).

Konstruktname Anzahl Phanotyp im Vergleich zum Wildtyp
Ti:-Linien
pCLV3:CKX1 22 Wie Wildtyp
pCLV3:ARR1-SRDX 29 Wie Wildtyp
pCLV3:ROCK2 32 Wenige Rosettenblatter, frihe Elongation der Infloreszenz,

Akkumulation von Blitenknospen vor dem Offnen der
Bliiten, Spross kaum verzweigt, unbegrenztes Wachstum
des Hauptsprosses, vergroRertes SAM

pWUS:CKX1 30 Wie Wildtyp
pWUS:ARR1-SRDX 32 Wie Wildtyp
pWUS:ROCK?2 24 Viele T;-Pflanzen mit kugelférmig verdicktem SAM oder

ohne SAM, steril (nicht in die Anzahl der untersuchten
Ti-Linien eingerechnet). Pflanzen mit schwécherem
Phanotyp bilden verdickten, nadelférmigen Spross, z.T.
ohne Bliten. Normal bliihende Sprosse entstehen aus
Seitentrieben. Verlust dieses Phénotyps in der T,-

Generation.
pCLV1:CKX1 35 Pflanzen kleinwiichsig
pCVL1:ARR1-SRDX 22 Buschige Rosetten, verspatete Elongation der Infloreszenz,

verringerte Apikaldominanz, verlangerte Lebensdauer

pCLV1:ROCK2 24 Keimlinge mit langlichen Kotyledonen und spitzen
Blattchen, Blatter spéater eingerollt und verdreht,
abnormales Sprosswachstum, z.T. verdickter Spross

3.2.1.1 Die Entwicklung der pCLV3:CKX1 transgenen Pflanzen

Die 22 Primértransformanten mit pCLV3:CKX1-Konstrukt waren den Kontrollpflanzen &hnlich und
zeigten auch in der Folgegeneration keine offensichtliche Verdnderung des Phanotyps (Abbildung
11B). Die mRNA des Trangens wurde in Keimlingen von drei unabhénigen Linien per RT-PCR
nachgewiesen (Abbildung 11A).

Ein verstérkter Cytokininabbau in den Stammzellen ist also fur das Wachstum der Pflanze nicht von

Bedeutung.
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Abbildung 11 Nachweis der Transgen-mRNA und Phanotyp der pCLV3:CKX1 transgenen Pflanzen.
(A) mRNA von transgenem CKX1 wurde in Keimlingen von drei unabhdngigen T,-Linien
nachgewiesen. Analyse mittels semiquantitativer RT-PCR, 25 PCR-Zyklen.

(B) Vergleich von Wildtyp- und transgenen Pflanzen wéhrend verschiedener Entwicklungsstadien.
Die Transkription des pCLV3:CKX1 Transgens bewirkt keine Verédnderung des Phanotyps.
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3.2.1.2 Die Entwicklung der pCLV3:ARR1-SRDX transgenen Pflanzen

In den 29 Individuen der pCLV3:ARR1-SRDX T;-Generation konnte im Vergleich zum Wildtyp keine
einheitliche und deutliche Veranderung des Phanotyps beobachtet werden. Auch in der T,-Generation
wurde in merheren unabhangigen Linien keine Verdnderung beobachtet (Abbildung 12B). Die
Transkription des Transgens wurde exemplarisch in drei unabhdngigen T,-Linien nachgewiesen
(Abbildung 12A).

Die Expression des Signalingsupressors ARR1-SRDX unter dem Stammzellen-spezifischen pCLV3

Promotor hat also keine direkt sichtbaren Auswirkungen auf die Entwicklung der Pflanze.

A pCLV3:ARR1-SRDX
Col-0'#1 #2 #3
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Abbildung 12 Nachweis der Transgen-mRNA und Phénotyp der pCLV3:ARR1-SRDX transgenen
Pflanzen.

(A) ARR1-SRDX mRNA wurde in Keimlingen von drei unabhéngigen T,-Linien nachgewiesen.
Analyse mittels semiquantitativer RT-PCR, 30 PCR-Zyklen.

(B) Vergleich von Wildtyp- und transgenen Pflanzen wéhrend verschiedener Entwicklungsstadien.
Die Transkription des pCLV3:ARR1-SRDX Transgens bewirkt keine VVerédnderung des Phanotyps.
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3.2.1.3 Die Entwicklung der pCLV3:ROCK2 transgenen Pflanzen

Nach der Transformation mit dem pCLV3:ROCK2-Konstrukt wurden 27 Priméartransformanten
selektiert. Diese zeigten einen verdnderten, uniformen Phanotyp. Die Pflanzen bildeten einen
verdickten, nahezu unverzweigten und blattlosen Infloreszenzspross, an dessen Apex eine groRRe Zahl
von Blitenknospen scheibenférmig akkumuliert wurde, bevor diese sich schlieflich 6ffneten. Die

Bluten waren vergrofRert und die Phyllotaxis gestort.
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Abbildung 13 Nachweis der Transgen-mRNA und Phanotyp der pCLV3:ROCK?2 transgenen Pflanzen.
(A) ROCK2 mRNA wurde in drei unabhdngigen, homozygoten T,-Linien nachgewiesen. Analyse
mittels qRT-PCR.

(B - D) Vergleich von Wildtyppflanzen (B) und zwei unabhéngigen transgenen Linien (C, D) wahrend
verschiedener Entwicklungsstadien. pCLV3:ROCK2 Pflanzen bilden und akkumulieren schon nach
zwei Wochen Blitenknospen und beginnen friher mit der Elongation des Hauptsprosses als der
Wildtyp. Der Spross der transgenen Pflanzen ist kaum verzweigt, wird aber mehr als doppelt so lang
wie der des Wildtyps.

In der Folgegeneration wurden 14 unabhdngige Linien untersucht. Von diesen zeigten 11 den
T1-Phénotyp, drei waren dem Wildtyp ahnlich.

Stellvertretend flr alle transgenen Linien wurden Keimlinge von drei homozygoten T,-Linien per
gRT-PCR untersucht. In allen drei Linien konnte die Transkription von ROCK2 nachgewiesen werden
(Abbildung 13A).

Fur die phanotypische Charakterisierung wurden zwei Linien, #8 und #11, ausgewahlt (Abbildung

13C, D). Diese zeigten in den homozygoten Ts- und T,-Generationen einen zur Ti.Generation
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unverénderten Phanotyp. Wéhrend bei 15 Tage alten Col-0 Pflanzen noch keine Blitenknospen
erkennbar waren (Abbildung 13B), waren diese im Rosettenzentrum der #8- und #11-Pflanzen bereits
sichtbar (Abbildung 13C, D). Bei manchen Pflanzen war zwischen den Knospen mit bloRem Auge das
SAM als dunkelgriiner Punkt erkennbar. 22 DAS hatten beide transgenen Linien mit der Elongation
des Sprosses begonnen, wobei sdmtliche Knospen geschlossen blieben und scheibenartig dicht
aneinander gepackt waren. Die Sprosse der #11-Pflanzen waren weitgehend blattlos und
vergleichsweise dick, wahrend die #8-Pflanzen einige gezéhnte Blatter am Infloreszenzspross
entwickelten. Der Wildtyp hatte zum gleichen Zeitpunkt Knospen gebildet aber noch nicht mit dem
Wachstum der Infloreszenz begonnen. 32 DAS bliihten sowohl die Kontrollen als auch die transgenen
Pflanzen. Die Sprosse der transgenen Pflanzen waren ca. doppelt so lang wie die Kontrollen und
weniger verzweigt. Die Seitensprosse der transgenen Pflanzen zeigten eine reduzierte Auspragung des
Hauptsprossphanotyps. So akkumulierten sie keine geschlossenen Knospen und das SAM war nicht
mit bloBem Auge sichtbar. 49 DAS hatten die Col-0 Pflanzen ihren Lebenszyklus nahezu
abgeschlossen. Die maximal einfach verzweigten Hauptsprosse der beiden transgenen Linien wuchsen
dagegen weiter, obwohl die Schoten am unteren Sprossteil bereits seneszierten. Die Pflanzen der Linie
#11 waren nach 67 Tagen abgestorben, die der Linie #8 wuchsen dagegen immer noch weiter. Das
Ende des Hauptsprosses war kallusartig verdickt, die Seitentriebe entwickelten sich jedoch weiterhin

normal.
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3.2.1.4  Die Entwicklung der pWUS:CKX1 transgenen Pflanzen

Es wurden 30 Primartransformanten mit pWUS:CKX1 Transgen untersucht, wobei Kkeine
phanotypische Verdnderung festgestellt wurde. Die MRNA des Transgens wurde in drei unabhangigen
T,-Linien nachgewiesen (Abbildung 14A). Auch in dieser Generation war keine Veranderung des
Phénotyps zu beobachten (Abbildung 14B).

Die Verringerung des Cytokiningehalts zeigt also auch im organisatorischen Zentrum keinen Effekt.

A pWUS:CKX1 33 DAS 44 DAS
Col-0T#1 #4 #9] g

CKX1-attB2 reee

Actin D D T e

Abbildung 14 Nachweis der Transgen-mRNA und Phénotyp der pWUS:CKX1 transgenen Pflanzen.
(A) mRNA von transgenem CKX1 wurde in Keimlingen von drei unabhangigen T,-Linien
nachgewiesen. Analyse mittels semiquantitativer RT-PCR, 30 PCR-Zyklen.

(B) Vergleich von Wildtyp- und transgenen Pflanzen wéhrend verschiedener Entwicklungsstadien.
Die Transkription des pWUS:CKX1 Transgens bewirkt keine Veradnderung des Phanotyps.
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3.2.1.5 Die Entwicklung der pWUS:ARR1-SRDX transgenen Pflanzen

Von den 32 untersuchten T;-Pflanzen mit pWUS:ARR1-SRDX-Konstrukt zeigte keine einen auffallig
verdnderten Phénotyp. In Pflanzen der T,-Generation wurde fir drei unabhdngigen Linien die
Transkription des Transgens nachgewiesen (Abbildung 15A). Der Phénotyp war auch in dieser

Generation nicht verandert (Abbildung 15B).

Auch im OZ bewirkt also die Unterdriickung der Cytokininsignaltransduktion keine Verénderung des
Pflanzenwachstums.

A PWUS:ARR1-SRDX B ALY EELLY 44 DAS
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Abbildung 15 Nachweis der Transgen-mRNA und Phénotyp der pWUS:ARR1-SRDX transgenen
Pflanzen.

(A) ARR1-SRDX mRNA wurde in Keimlingen von drei unabhéngigen T,-Linien nachgewiesen.
Analyse mittels semiquantitativer RT-PCR, 30 PCR-Zyklen.

(B) Vergleich von Wildtyp- und transgenen Pflanzen wéhrend verschiedener Entwicklungsstadien.
Die Transkription des pWUS:ARR1-SRDX Transgens bewirkt keine Verédnderung des Phanotyps.
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3.2.1.6 Die Entwicklung der pWUS:ROCK2 transgenen Pflanzen

In mehreren Selektionsdurchldaufen wurden (ber 100 Primartransformanten mit pWUS:ROCK2
Transgen untersucht. Dabei wurden verschiedene Phanotypen registriert (H&aufigkeit nicht
guantifiziert). Pflanzen vom Typ A (Abbildung 16B.1 — B.3) wurden nicht groRRer als zwei Wochen
alte Wildtypkeimlinge und entwickelten einen knollenférmig verdickten Spross, der mit Trichomen
besetzt war. Anatomische Schnitte zeigten, dass die knolligen Sprosse hauptsachlich aus
undifferenzierten Zellen bestanden, die von einer dinnen Schicht aus Xylemgefaen und Zellen
unbekannter Identitat (aufgrund der Lage wahrscheinlich Kortexzellen) umgeben waren (Abbildung
16B.3). Teilweise bildeten sich auch an den Blattstielen solche trichombesetzten Knollen (Abbildung
16B.1). Eine zweite Gruppe von Pflanzen (Typ B, Abbildung 16B.4, B.5) stellte die Aktivitat des
Sprossmeristems nach der Bildung weniger, teilweise filiformer oder gegabelter Blatter ein. Der
Sprossapex war entweder als flache leere Flache zwischen den Blatter erkennbar (Abbildung 16B.4)
oder das SAM brauchte sich mit der Bildung eines zentralen radiarsymmetrischen Organs auf
(Abbildung 16B.5). Die Keimlinge von Typ A und B entwickelten sich nicht weiter. Wurden sie auf
den Selektionsplatten belassen, berlebten sie fir mindestens 5 Wochen, auf Erde pikiert starben sie
nach kurzer Zeit.

Die Pflanzen mit Typ C Phénotyp (Abbildung 16B.6, B.7) bildeten ebenfalls einen verdickten
Sprossapex, doch dieser konnte als weitgehend blattloser, verdickter Spross verlangert werden. Auf
Erde war ein Teil der Pflanzen in der Lage, Bliten und Samen zu bilden. Bliten entstanden entweder
an der Spitze des Sprosses (ahnlich Abbildung 16E.3) oder aus normal entwickelten Seitensprossen
(&hnlich Abbildung 16E.1). Die T,-Nachkommen wuchsen wie Wildtyppflanzen, nur die Pflanzen
einer Linie (#2) zeigten weiterhin den Typ C Phanotyp der T;-Generation (Abbildung 16E). In der
Ts-Generation war der Phanotyp jedoch auch bei dieser Linie fast vollstandig verschwunden, nur ca.
drei von 50 Pflanzen bildeten einen nadelférmigen Hauptspross, der schnell von Seitensprossen
Uberwachsen wurde (&hnlich Abbildung 16E.1). Als Typ D T,-Pflanzen wurden solche bezeichnet, die
sich wie Col-0 Pflanzen entwickelten (Abbildung 16B.8).

In Pflanzen aller vier T;-Typen konnte die Transkription von ROCK2 nachgewiesen werden
(Abbildung 16A). Bezogen auf die pWUS:ROCK2 #5 Probe (Relative Transkriptmenge = 1) wurde bei
der Probe vom Typ A eine Erhéhung des Transkriptniveaus um den Faktor 113 gemessen. Die Proben
der anderen Typen lagen deutlich darunter (Relative Transkriptmenge Typ B =38, Typ C =25,
Typ D = 8). Ein direkter Vergleich dieser gRT-PCR-Werte sollte jedoch kritisch betrachtet werden.
Die verwendeten Proben (vier Wochen alte Pflanzen, auf Agar mit Kanamycin angezogen) waren
morphologisch stark unterschiedlich, weshalb die Proben nicht direkt miteinander vergleichbar sind
(Demidenko und Penin 2012). In den T,-Pflanzen ohne Phéanotyp (Keimlinge, Abbildung 16D) wurde
ebenfalls ROCK2-Aktivitat nachgewiesen (Abbildung 16C). Die Relative Transkriptmenge war mit

Werten zwischen 1 und 12 ahnlich wie bei den T;-Pflanzen vom Typ D.
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Abbildung 16 Nachweis der Transgen-mRNA und Phanotyp der pWwUS:ROCK?2 transgenen Pflanzen.
(A, C) ROCK2 mRNA wurde sowohl in vier Wochen alten T,-Pflanzen als auch in Keimlingen von
vier unabhdngigen T,-Linien nachgewiesen. Die Bezeichnungen T; pWUS:ROCK2 A — D beziehen
sich auf unterschiedliche Phanotypklassen der T,-Pflanzen (siehe Text). Analyse mittels gRT-PCR.

(B) Verschiedene Phanotypklassen von Primdrtransformanten. (B.1, B.2) Typ A: kugelformiges SAM,
der Pfeil zeigt auf eine knollenférmige Verdickung am Blattstiel (VergrofRerung im Kasten). (B.3)
Langsschnitt durch ein Typ A Meristem. (B.4, B.5) Typ B: kein SAM, die Pfeile zeigen auf das SAM-
Zentrum (im Kasten vergroRert abgebildet), das entweder leer ist (B.4) oder in einem
radidarsymmetrischen filiformen Organ endet (B.5). (B.6, B.7) Typ C: stark verdickter Spross, (B.8)
Typ D: wie Wildtyp. MaRstab 200 pm.

(D) Vergleich von Col-0 und transgenen T,-Pflanzen wahrend verschiedener Entwicklungsstadien. Die
Transkription des pWUS:ROCK2 Transgens (C) bewirkt keine Veranderung des Phanotyps.

(E) T,-Pflanzen der Linie #2, Typ C Phénotyp. (E.1) Ein Seitentrieb berwéchst den nadelférmigen
Hauptspross, der Pfeil zeigt auf den nackten Hauptspross (im Kasten vergrofert abgebildet). (E.2)
nadelférmiger Hauptspross, (E.3) nadelférmiger Hauptspross mit Bliten.
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3.2.1.7 Die Entwicklung der pCLV1:CKX1 transgenen Pflanzen

Von 35 untersuchten pCLV1:CKX1 T;-Pflanzen waren 30 kleiner als der Wildtyp. Ausgehend von
diesen Pflanzen wurden 15 homozygote Ts-Linien erzeugt, von denen zwei Linien den zuvor
gezeigten Phanotyp verloren hatten. Alle anderen Linien zeigten, verschieden stark ausgeprégt, den
Ti-Phénotyp. Keimlinge von drei Ts-Linien wurden mit semiquantitativer RT-PCR auf die
Transkription des Transgens hin untersucht, wobei in allen drei Linien das Transkript hachgewiesen
wurde (Abbildung 17A). In Abbildung 17B ist die Entwicklung der homozygoten Ts-Linie #8
dargestellt. Der Rosettendurchmesser der transgenen Pflanzen war wahrend der gesamten Entwicklung
kleiner als beim Wildtyp. 32 DAS bliihten sowohl die Kontroll- als auch die transgenen Pflanzen, die
Infloreszenzen der letzteren waren jedoch kiirzer und weniger verzweigt als bei der Kontrolle. Auch
39 DAS und 49 DAS war die Infloreszenz der pCLV1:CKX1 Pflanzen kleiner.

A pCLV1:CKX1
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Abbildung 17 Nachweis der Transgen-mRNA und Phéanotyp der pCLV1:CKX1 transgenen Pflanzen.
(A) mRNA von transgenem CKX1 wurde in Keimlingen von drei unabhédngigen, homozygoten
T,-Linien nachgewiesen. Analyse mittels semiquantitativer RT-PCR, 25 PCR-Zyklen.

(B) Vergleich von Wildtyp- und transgenen Pflanzen wéhrend verschiedener Entwicklungsstadien.
pCLV1:CKX1 transgene Pflanzen sind wéhrend aller Stadien Kleiner als der Wildtyp, in ihrer
Entwicklung aber nicht verlangsamt.
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3.2.1.8 Die Entwicklung der pCVL1:ARR1-SRDX transgenen Pflanzen

Die Primartransformanten mit dem pCLV1:ARR1-SRDX-Konstrukt entwickelten buschige Rosetten
und viele diinne, gleichzeitig wachsende Infloreszenzsprosse. Ausgehend von 22 T;-Pflanzen wurden
16 unabhdangige T,-Linien (= spaltende Generation) phanotypisch untersucht. Von diesen zeigten 15
Linien den T,-Phédnotyp, eine Linie war Wildtyp-ahnlich. In Keimlingen von drei homozygoten
Ts-Linien wurde durch semiquantitative RT-PCR die Transkription des Transgens nachgewiesen
(Abbildung 18A).

A pCLV1:ARR1-SRDX
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Abbildung 18 Nachweis der Transgen-mRNA und Phénotyp der pCLV1:ARR1-SRDX transgenen
Pflanzen.

(A) ARR1-SRDX mRNA wurde in Keimlingen von drei unabhangigen, homozygoten Ts-Linien
nachgewiesen. Analyse mittels semiquantitativer RT-PCR, 25 PCR-Zyklen.

(B) Kanamycinselektierte pCLV1:ARR1-SRDX Pflanze. Der Pfeil zeigt auf den Sprossapex ohne SAM
(im Kasten vergroRRert abgebildet).

(C) Vergleich von Wildtyp- und transgenen Pflanzen wéhrend verschiedener Entwicklungsstadien.
pCLV1:ARR1-SRDX transgene Pflanzen sind langsamer in der Entwicklung und langlebiger als der
Wildtyp, bilden buschige Rosetten und anstatt eines Hauptsprosses viele gleichberechtigte, kleine
Sprosse.

Ca. 30 % der Pflanzen, die auf Kanamycin angezogen wurden (Abbildung 18B), verloren nach der
Bildung weniger Bléatter ihr Hauptmeristem und bildeten Seitenrosetten. Bei Pflanzen, die
durchgehend ohne Selektionsmarker kultiviert wurden, wurde dies nicht beobachtet. In Abbildung
18C ist exemplarisch fur alle Linien die Entwicklung der homozygoten Ts-Linie #17 (auf Erde
angezogen, kein Kanamycin) dokumentiert. Die pCLV1:ARR1-SRDX Pflanzen zeigten nach der

Keimung ein verlangsamtes Wachstum. 22 DAS waren die Rosetten deutlich kleiner als beim
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Wildtyp. Dieser hatte 32 DAS bereits einen blihenden Spross entwickelt, wahrend die transgenen
Pflanzen noch im Rosettenstadium waren. Der Rosettendurchmesser war nach wie vor kleiner als beim
Wildtyp, jedoch konnte die Bildung mehrerer Seitenrosetten beobachtet werden. 39 DAS waren bei
den transgenen Pflanzen einige kurze Infloreszenzsprosse sichtbar, es war jedoch noch keine Blite
geOffnet. 49 DAS blihten die Pflanzen, die Rosetten waren sehr buschig und viele kleine
Infloreszenzsprosse wuchsen gleichzeitig. Die Pflanzen waren ca. % so hoch wie die Kontrollpflanzen,
deren Rosettenblatter bereits grofitenteils abgestorben waren. Nach 59 Tagen waren die Col-0 Pflanzen
abgereift und tot, die buschigen Sprosse und die Schoten der transgenen Linie waren jedoch noch

griin, nur die Rosettenbléatter seneszierten.

3.2.1.9 Die Entwicklung der pCLV1:ROCK2 transgenen Pflanzen

Pflanzen mit pCLV1:ROCK2 Transgen zeigten in der T;-Generation eine abnormale Entwicklung.
Viele Transformanten waren extrem kleinwichsig und starben bald (Typ A Phénotyp, Abbildung
19B). Der Grofiteil der berlebenden Pflanzen war klein (ca. 10 - 20 cm hoch) und entwickelte
eingerollte, verdrehte Blatter, bei manchen waren die Schoten keulenférmig verdickt (Typ B
Phénotyp). Insgesamt wurden Uber 50 T,-Pflanzen pikiert, jedoch konnten daraus nur 15 fertile
T,-Linien erzeugt werden, die alle vom Typ B Phéanotyp waren (Abbildung 19E).

Die transgenen Pflanzen reagierten sehr empfindlich auf das Kanamycin im Selektionsmedium.
T,-Pflanzen, die auf Antibiotikum angezogen wurden, waren haufig verkrippelt oder zwergwiichsig
und starben ohne gebliht zu haben. Wurden die gleiche Linie dagegen auf Erde angezogen,
entwickelten die Pflanzen den Typ B Phénotyp, bliihten und setzten Samen an. Die keulenférmigen
Schoten, die bei den T;-Pflanzen beobachtet worden waren, wurden nur noch bei einer T,-Linie
registriert. Da pCLV1:ROCK2 transgene Keimlinge einen charakteristischen Phdnotyp zeigten
(Abbildung 19E, langliche Kotyledonen mit z.T hochgebogenen Réandern, spitze Blattchen), wurden
die Pflanzen in der T,-Generation optisch selektiert, um Selektionsstress auf Kanamycin zu
vermeiden.

Es wurden 12 unabh&ngige homozygote Ts-Linien erzeugt. VVon diesen zeigten sieben einen neuen
Phénotyp, der als Typ C bezeichnet wird. Diese Pflanzen entwickelten im Vergleich zum Wildtyp eine
fast doppelt so groRRe Rosette mit mehr Rosettenbléttern und einen kraftigeren Infloreszenzpross mit
gestorter Blitenphyllotaxis (Abbildung 19C). Die Entwicklung war verzogert. Die Pflanzen der
anderen fiinf homozygoten Ts-Linien zeigten einen abgeschwdachten Typ B-Pahnotyp (Abbildung
19F), wobei innerhalb mancher Linien sowohl Typ-B als auch Typ-C Pflanzen vorkamen. In dieser
Generation fiel bei den Typ B Pflanzen aulerdem eine leicht vergréRerte Infloreszenz auf. Blickte man
von oben darauf, waren mehr Knospen sichtbar als beim Wildtyp und das SAM war nicht durch

Knospen verdeckt.
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Abbildung 19 Nachweis der Transgen-mRNA und Phénotyp der pCLV1:ROCK2 transgenen Pflanzen.
(A) ROCK2 mRNA wurde per gRT-PCR in Keimlingen von drei unabhangigen, homozygoten
Ts-Linien nachgewiesen.
(B) T,-Pflanze vom Typ A. Malstab 5 mm.
(C) Ts-Pflanze vom Typ C Phanotyp.
(D - F) Vergleich von Wildtyp- (D) und transgenen Pflanzen mit Typ B Phénotyp der T,- und Ts-
Generationen (E, F) wéhrend verschiedener Entwicklungsstadien. Transgene Keimlinge entwickeln
langliche Kotyledonen und spitze Blattchen. Altere Pflanzen bilden eingerollte Blatter, zeigen im
Vergleich zum Wildtyp eine verlangsamte Entwicklung und sind Kleiner. Der Phé&notyp ist in der
Ts- (F) schwécher ausgeprégt als in der T,-Generation (E).

Die hier exemplarisch gezeigte Linie #11 entwickelte in der T,-Generation (Abbildung 19D) den
erwéhnten Keimlingsphanotyp und spéter eine stark verkleinerte Rosette mit diinnen, eingerollten
Blattern. Der Infloreszenzspross war im Vergleich zum Wildtyp sehr klein und wuchs nicht aufrecht.
Die Bléatter an den Infloreszenzsprossen waren missgestaltet und die Schoten waren klein aber nicht
keulenfdrmig. Homozygote Ts-Pflanzen der gleichen Linie (Abbildung 19E) entwickelten einen im
Vergleich zur T,-Generation abgeschwéchten Keimlingsphénotyp. Die Rander der Kotyledonen waren

nicht nach oben gebogen und die ersten Blattchen weniger spitz. Nach 23 Tagen war die gebildete
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Rosette kleiner als beim Wildtyp, gleichzeitig aber groRer als bei den T,-Pflanzen. Auch in spéteren
Stadien war der Phanotyp der Ts-Pflanzen im Vergleich zur T,-Generation abgeschwacht.

Durch gRT-PCR wurde in Keimlingen von drei unabhdngigen Ts-Linien die Expression des Transgens
nachgewiesen. Unter diesen drei Linien waren sowohl zwei, die in der Tz-Generation den Typ C
Phénotyp zeigten (Linie #10 und #18), als auch eine, die weiterhin einen abgeschwdchten Typ B zeigte
(Linien #11). Die Transkriptmenge von ROCK2 war in der Linie #11 am gréBRten (RQ = 32), die
Linien #10 und #18 enthielten dagegen weniger Transkript (RQ = 17 bzw. 24).

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass ein kiinstliches Cytokininsignal in der pCLV1-Doméne zu
kleinwichsigen Pflanzen mit veranderter Blattmorphologie fihrt. In spateren Generationen kann die
Expression des gleichen Transgens jedoch auch zu vergroRerten, langsamer wachsenden Pflanzen

fuhren.

3.2.2 Weiterfiihrende Charakterisierung der pCLV3:ROCK2 transgenen
Pflanzen

Da eine genaue Untersuchung aller transgener Linien den zeitlichen Rahmen dieser Arbeit gesprengt
hatte, wurde entschieden, nur eine Pflanzengruppe weiter zu verfolgen. Wegen ihres auffallig
vergroRerten Sprossmeristems wurden die Pflanzen mit pCLV3:ROCK2 Transgen fiir ndhere
Untersuchungen ausgewahlt. Ein weiterer Vorteil dieser Pflanzen war die Stabilitdt des
vergleichsweise uniformen Phanotyps Uber mehrere Generationen, des Weiteren war die Erzeugung
homozygoter Linien ohne Probleme mdglich. Alle Untersuchungen wurden an homozygoten
Individuen von zwei unabhdngigen Linien durchgefuhrt (Linien #8 und #11, T,-Generation). Es zeigte
sich, dass die Pflanzen der Linie #11 in allen Untersuchungen einen extremeren Phénotyp aufwiesen
als die der Linie #8.

3.2.2.1  Entwicklung der Sprossmeristeme von pCLV3:ROCK?2 transgenen Pflanzen

Bei bliihenden pCLV3:ROCK2 Pflanzen war das SAM teilweise so grof3, dass es mit bloRem Auge
erkennbar war, die Keimlinge dieser Pflanzen sahen oberflachlich betrachtet jedoch aus wie der
Wildtyp. Um herauszufinden, zu welchem Zeitpunkt die VergroBerung des SAM einsetzt, wurden
Langsschnitte durch den Sprossapex von drei, sechs und zehn Tage alten Keimlingen angefertigt und
im Durchlichtmikroskop betrachtet (Abbildung 20). Drei Tage nach der Aussaat waren die Meristeme
der pCLV3:ROCK2 Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp nur wenig vergréRert, die L1- und die L2-
Schicht waren deutlich erkennbar. Nach sechs Tagen hatte sich die SAM-GroR3e bei den transgenen
Keimlingen jedoch ungeféhr vervierfacht, die klonalen Meristemschichten waren im SAM-Zentrum
aber noch sichtbar. Die Grof3e und Organisation des Wildtyp-SAM war unverandert. Nach zehn Tagen

malien die Meristeme der pCLV3:ROCK2 Pflanzen im Durchmesser schon bis zu 200 pm, von den
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Meristemschichten war nur noch die L1 erkennbar. AuRerdem wurden Blltenprimordien gebildet. Das
Wildtypmeristem war im Vergleich ca. 40 um breit, der Aufbau der klonalen Schichten unveréndert

und es wurden keine Blutenprimordien beobachtet.

i
q

A ELLY 6 DAS 10 DAS

Abbildung 20 Léangsschnitte durch vegetative Sprossmeristeme von Arabidopsis.

(A) Col-0, (B) pCLV3:ROCK2 #8, (C) pCLV2:ROCK?2 #11 Pflanzen. 3 DAS sind die Meristeme aller
drei Linien nahezu gleich grof3. Das Wildtyp-SAM verandert seine Grofie wahrend der vegetativen
Phase nicht, die Meristeme der transgenen Linien werden dagegen immer gréfer. MaRstab 20 um.

Nach den vegetativen Keimlingsmeristemen wurden auch die Infloresezenzmeristeme genauer
betrachtet. Bereits mit bloBem Auge war eine auffallige Veranderung der Infloreszenzen der
transgenen Linien zu beobachten (Abbildung 21A). Pflanzen der Linie #8 akkumulierten zu Beginn
der Sprosselongation eine groRe Zahl von geschlossenen Blitenknospen in einer scheibenférmigen
Anordnung. Pflanzen der Linie #11 wuchsen entweder ahnlich wie die der Linie #8 oder sie
elongierten einen Spross, der anstatt Knospen eine grofe Zahl radialsymmetrischer Organe
unbekannter Identitdt trug. Am Sprossapex dieser Pflanzen war das nackte, stark vergroflerte SAM
deutlich sichtbar. Bei solchen Pflanzen setzte die Bildung und Akkumulation von Bliitenknospen erst
nach der Sprosselongation ein. Zu Bliihbeginn war das SAM schlieBlich von Knospen verdeckt. Bei
manchen der zuletzt genannte Pflanzen vertrocknete der Sprossapex oder rollte sich ein. Diese
Pflanzen starben, ohne gebliiht zu haben.

Die Aufnahmen im Rasterelektronenmikroskop bestétigten die extremen Veranderungen des SAM bei
den transgenen Linien (Abbildung 21B) wahrend verschiedener Wachstumsphasen. Die Einteilung des
Pflanzenwachstums in verschiedene Stadien erfolgte nach Boyes et al. (2001). Es zeigte sich, dass sich
die Meristeme der transgenen Pflanzen vor der Blihphase kontinuierlich vergréRerten. Zu Beginn der
Sprosselongation (Beginn Stadium 5) wurde die maximale SAM-GroRe (Durchmesser bei Linie #11
bis zu ca. 1,5mm) erreicht. Zu diesem Zeitpunkt waren die Meristeme stark deformiert und
ausgebeult, bei der Linie #11 bilden sich auf der gesamten SAM-Oberflache Primordien und kleine
Extrameristeme. Nach dem Offnen der ersten Bliite (Beginn Stadium 6) begannen die Meristeme,
kleiner zu werden, das SAM-Zentrum war konkav. Zu diesem Zeitpunkt verschwanden bei dem
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Meristemen der Linie #8-Pflanzen die Ausbeulungen. Die Oberflache der Meristeme von Pflanzen der
Linie #11 war nach wie vor ungeordnet und z.T. faltig. Nachdem ca. 30 % aller zu bildender Bliiten
geOffnet waren (Stadium 6.3), hatte sich die Meristemmorphologie normalisiert. Das SAM von

Pflanzen der Linie #11 war im Aufbau Wildtyp-ahnlich, im Vergleich zu diesem jedoch ca. 1,4-mal so

grofi.

Abbildung 21 Morphologie von Arabidopsis pCLV3:ROCK2 Infloreszenzmeristemen wahrend
verschiedener Wachstumsphasen. Die Einteilung des Pflanzenwachstums in verschiedene Stadien
erfolgte nach Boyes et al. (2001).

(A) Sprossapices von Wildtyp und transgenen Linien wahrend Stadium 5.2 (der Infloreszenzspross
beginnt zu wachsen, noch keine Bliite ge6ffnet).

(B) Rasterelektronenmikroskopische ~ Aufnahmen  von  Wildtyp- und  pCLV3:ROCK2
Infloreszenzmeristemen wéhrend verschiedener Wachstumsphasen.

Die Infloreszenzen Col-0 Pflanzen haben nach 15 Tagen (Stadium 1.4, vier Rosettenblatter > 1 mm)
nur Blattprimordien produziert. Nach dem Wechsel von vegetativer zu generativer Aktivitat
(Stadium 5) verdndert sich die SAM-Gr6Re und Form nicht mehr.

Die Meristeme von pCLV3:ROCK2 #8 Pflanzen sind nach 15 Tagen stark vergroBert und produzieren
radialsymmetrische Organe. Wahrend der Akkumulation von Blitenknospen in Stadium 5.2
vergroRert sich das SAM, die Oberflache ist unregelmiRig ausgebeult. Nach dem Offnen der ersten
Blite (Stadium 6.0) wird das SAM kleiner und konkav.

Die Meristeme von pCLV3:ROCK2 #11 Pflanzen sind nach 15 Tagen noch groRer als die der Linie #8
und bereits ausgebeult. In Stadium 5.2 ist das SAM ungeordnet, fast auf der ganzen Oberflache
werden Primordien gebildet. Wahrend Stadium 6 wird das SAM konkav, es bilden sich Falten, und die
Primordienbildung verlagert sich an den Rand. Mit fortschreitender Bluhphase (in Stadium 6.3 sind ca
30 % aller zu bildenden Bluten gedffnet) normalisiert sich die SAM-Morphologie, das Meristem ist
dem Wildtyp &hnlich, jedoch etwa 1,4-mal so groR3.

Alle Mal3stabe 200 pm.
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Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass die VergoRerung der transgenen Meristeme spatestens mit
der Keimung begann und sich bis zum Beginn der Bliihphase fortsetzte. Kurz vor dem Offnen der
ersten Blite erreichten die Meristem die grote Ausdehnung, gleichzeitig waren sie in ihrer
Organisation extrem gestort. Je groRer die Meristeme wurden, desto weniger waren die drei klonal
getrennten Meristemschichten L1 — L3 sichtbar und desto ungeregelter war die Anordnung der Zellen.
Wahrend des Wachstums des blihenden Sprosses wurde das SAM wieder kleiner und seine

Organisation normalisierte sich.

3.2.2.2 Expression von zwei verschiedenen GFP-Reporterlinien in pCLV3:ROCK2
transgenen Pflanzen

Da unklar war, ob bei den vergroRerten Meristemen der pCLV3:ROCK2 Pflanzen die verschiedenen
funtkionalen Zonen erhalten blieben, wurde das fluoreszierende Stammzellenmarkerkonstrukt
pCLV3:GFP in die transgenen Pflanzen eingekreuzt. Die Untersuchung der heterozygoten F;-Pflanzen
(aus zeitlichen Griinden wurden noch keine homozygoten Linien erzeugt) zeigte, dass die
Stammzellendoméne vergréRert war, doch das traf auch auf die Periphere Zone zu (Abbildung 22A).
Die untersuchten F;-Pflanzen zeigten nur einen moderaten pCLV3:ROCK2 Phénotyp, was
wahrscheinlich dadurch bedingt war, dass das Transgen heterozygot vorlag. Die Zellidentitaten bei

extrem vergroRerten und missgebildeten Meristemen konnten daher noch nicht untersucht werden.

pCLV3:GFP DR5:GFP

F' N pCLV3:GFP,
! pCLV3:ROCK2 pCLV3:ROCK2

&

Abbildung 22 Expression verschiedener GFP-Reporterlinien in Infloreszenzmeristemen von
pCLV3:ROCK?2 Pflanzen.

(A) Die durch pCLV3:GFP griin markierte Stammzellendoméne ist in pCLV3:ROCK2 Pflanzen
vergrolert.

(B) Das DR5:GFP Signal ist in Kontroll- und pCLV3:ROCK2 Pflanzen am &ufleren Rand der PZ
lokalisiert.

Griin = GFP, Rot = Plasmamembran gefarbt mit Synapto Red™ C2. MaRstab 25 pum.

Da vor allem bei Pflanzen der Linie #11 die Primordienbildung extrem gestdrt war, wurde untersucht,
inwiefern die Verteilung der Auxinmaxima in den transgenen Meristemen verdndert war. Auxin
akkumuliert in jungen Primordien (Reinhardt et al. 2000). Fir die Untersuchung wurde der
synthetische Auxinreporter DR5:GFP (Friml et al. 2003) in die pCLV3:ROCK2 Pflanzen eingekeuzt
(Abbildung 22B). Wie beim Wildtyp waren in den gekreuzten Pflanzen mehrere ringférmig um das
SAM-Zentrum angeordnete GFP-Signale zu beobachten. Die GFP-freie Flache im SAM-Zentrum war
bei den pCLV3:ROCK?2 Pflanzen groRer als bei den Kontrollpflanzen. Da auch hier nur heterozygote
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Fi-Pflanzen mit abgeschwachtem Phéanotyp untersucht wurden, konnten keine Aussagen Uber die

Auxinmaxima in den stark deformierten Meristemen der Pflanzen der Linie #11 getroffen werden.

3.2.2.3 Blitenmerkmale von pCLV3:ROCK?2 transgenen Pflanzen

Die Bluten der transgenen Pflanzen waren gegenuber denen des Wildtyps verandert. Sie waren um bis
zu ca. 25 %vergroRert (Abbildung 23A) und entwickelten eine veranderte Anzahl von Blitenorganen
(Tabelle 12). Normalerweise setzt sich eine Arabidopsisblite aus 4 Kelch-, 4 Kron-, 6 Staub- und zwei
verwachsenen Fruchtblattern zusammen. Bei 20 untersuchten Wildtypbliten wich keine von diesem
Schema ab. Bei 20 untersuchten Bliiten der Linie #8 wurden dagegen hdufig abweichende Zahlen
registriert. So wurden 9-mal 4, 9-mal 5 und zweimal 6 Kelchblatter gezéhlt, weiterhin 11-mal 4 und 9-
mal 5 Kronblatter sowie 4-mal 4, 10-mal 5 und 6-mal 6 Staubblatter. Haufig (nicht genauer
guantifiziert) wurden missgebildete Bliitenorgane beobachtet. Manche Kronblatter trugen an ihren
Réndern Staubbeutel (Abbildung 23B.1), andere Kronblatter waren verdoppelt (Abbildung 23B.2). Es
traten auch doppelte Staubblatter auf, z.T. waren die Theken voneinander getrennt (Abbildung 23B.3).
Weiterhin wurden sekundére, missgebildete Gynoecien beobachtet (Fruchtblatt nicht geschlossen,

fehlendes Stigma), die neben dem eigentlichen Gynoecium wuchsen (Abbildung 23B.4).

Abbildung 23 Blitenmerkmale der pCLV3:ROCK?2 transgenen Pflanzen.

(A) BlutengroRe: Transgene pCLV3:ROCK2 Pflanzen bilden grofiere Bliten als der Wildtyp.

(B) Missbildungen von pCLV3:ROCK2 Bliutenorganen: (B.1) ein Kronblatt mit Staubbeutel, (B.2) ein
doppeltes Kronblatt, (B.3) ein missgebildetes, doppeltes Staubblatt mit getrennten Theken, (B.4) ein
offenes Gynoecium ohne Stigma.

(C) Sprossapex einer pCLV3:ROCK2 Pflanze mit filiformen Bliten.

(D) REM Aufnahme von filiformen Bliten einer pCLV3:ROCK2 Pflanze. Maf3stab 500 pum.
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Tabelle 12 Anzahl der Blitenorgane von pCLV3:ROCK2 Pflanzen. Angegeben ist, wie hdufig in 20
untersuchten Bliiten eine bestimmte Anzahl von Kelch-, Kron- oder Staubblattern auftrat.

Organ Col-0 (20 Pfl.) pCLV3:ROCK?2 #8 (20 Pfl.)

Kelchblatter ~ 4x (20 Pfl.) 4x (9 Pfl) / 5x (9 Pfl.) / 6x (2 Pfl.)
Kronblatter  4x (20 Pfl.) 4x (11 Pfl) / 5x (9 Pfl.)

Staubbldtter  6x (20 Pfl)  4x (4 Pfl.) / 5x (10 Pfl.) / 6x (6 Pfl)

3.2.2.4  Vegetative Merkmale der pCLV3:ROCKS3 transgenen Pflanzen

Bei den transgenen Pflanzen war auch eine veranderte Morphologie der Rosetten und der Sprosse zu
beobachten. So war der der Rosettendurchmesser im Vergleich zum Wildtyp um ca. 20-40%
verkleinert und es wurde meinst nur eine Seitenrosette gebildet, wahrend der Wildtyp bis zu 12
Seitenrosetten anlegte (Abbildung 24A). Die Blétter der transgenen Pflanzen waren dunkelgriin und
ledrig und bei Linie #11 konvex gewdlbt. Die Blatter der Linie #8 waren dagegen an den Randern
gezackt. Die Zahl der Primdrrosettenblatter lag bei den beiden transgenen Linien durchschnittlich bei
6,6 £1,4 bzw. 51+ 1,9 Blattern, der Wildtyp bildete im Vergleich dazu 9,1+ 0,8 Blatter pro
Primarrosette (Abbildung 24C).

Des Weiteren entwickelten die pCLV3:ROCK2 Pflanzen eine um 19 - 68 % dickere Sprossachse
(Abbildung 24D). Der Wildtyp bildtete in der Sprossachse 8 — 9 Leitbiindel aus, wahrend bei den
Pflanzen der Linie #8 12 — 14 Biindel und bei den Pflanzen der Linie #11 20 — 25 Biindel gezahlt
wurden (Abbildung 24B). Die Anordnung des Leitgewebes war trotz des vergréRerten Durchmessers
weitgehend normal. Bei beiden Linien wurden gelegentlich runde Leitbindel registriert, bei denen das
Phloem von einem Ring aus Xylem umgeben war (Bei Abbildung 24B bei Linie #8 sichtbar). Bei der
Linie #11 war der Abstand zwischen den einzelnen Bindeln reduziert. Der Cortex enthielt zwei bis
drei mehr Zellschichten als der des Wildtyps.

Bei den Pflanzen der Linie #11 trat in ca. der Hélfte aller Aussaaten ein besonders extremer
pCLV3:ROCK2 Phénotyp auf (als #11.2-Phénotyp bezeichnet), der 20 % - 50 % aller Pflanzen
betreffen konnte. Diese Pflanzen entwickelten sich zundchst gleich wie alle anderen Pflanzen der Linie
#11, deren Phanotyp hier als #11.1-Phanotyp bezeichet werden soll. Doch wahrend #11.1 Pflanzen
normal blihten, stellen die Pflanzen mit dem #11.2-Phénotyp ihr Wachstum ein. Der Sprossapex rollte
sich ein, teilweise spaltete er sich auf oder vertrocknete. Fertile Bliten wurden nur selten gebildet.
Allen #11.2 Pflanzen ist eine stark verdickte Sprossachse (bis zu 68 % dicker als beim Wildtyp)
gemeinsam. Die Ursache fur das gelegentliche Auftreten dieses Pha@notyps ist nicht bekannt.
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Abbildung 24 Rosettengréfe und Sprossdurchmesser pCLV3:ROCK?2 transgener Pflanzen.
(A) Rosetten von Wildtyp und transgenen Pflanzen. MaRstab 1 cm.
(B) Mit Toluidinblau geféarbte Sprossquerschnitte von Wildtyp und transgenen Pflanzen.

MaRstab 200 pum.
(C) Anzahl der Rosettenblatter von Wildtyp und transgenen Pflanzen.

n =20 (#8, #11) / n = 14 (Col-0). [t-Test]: * = p < 0,01.
(D) Sprossdurchmesser von Wildtyp und transgenen Pflanzen. pCLV3:ROCK2 #11.1 bezeichnet
Pflanzen mit dem beschriebenen Transgenphanotyp. Pflanzen mit pCLV3:ROCK2 #11.2 Phénotyp
stellen ihr Ladngenwachstum wegen abnormaler Entwicklungen der Sprossspitze ein (Aufspaltung des
SAM, Einrollen oder Vertrocknen des Sprossapex) und entwickeln verdickte Sprosse. n = 15 (Col-0,
#8,#11.1) / n =10 (#11.2). [t-Test]: * = p < 0,01.

3.2.2.5 Das pCLV3:ROCK2 Transgen im Hintergrund verschiedenener
Meristemmutanten

AbschlieBend wurde untersucht, ob die Ausprédgung des pCLV3:ROCK2 Phéanotyps von der Aktivitd
bestimmter genetischer Reglatoren im SAM abhéngt bzw. ob das konstitutive Cytokininsignal in den
Stammzellen, das durch das pCLV3:ROCK2 Transgen hervorgerufen wird, genetische
Meristemdefekte verandern kann. Dazu wurden pCLV3:ROCK2-Pflanzen mit den Meristemmutanten
clv3-2, wus-4, stm-1C, buml bzw. gor gekreuzt und die Pflanzen der F,-Generationen analysiert.

In clv3-2 Mutanten ist ein Gen defekt, das in den Stammzellen exprimiert wird und fir ein CLE-
Signalpeptid kodiert (Fletcher et al. 1999). Das Peptid ist Teil des CLV-WUS-Regelkreislaufs, der die
gleichbleibende GroRe des Stammzellenpools gewahrleistet (s. Abschnitt 1.2.2)

, (Schoof et al. 2000; Brand et al. 2001)). clv3-2 Mutanten bilden vergrolierte Meristeme, da WUS
nicht reprimiert wird und der Transkriptionsfaktor ungehindert die Zellteilung der Stammzellen
anregen kann. Im clv3-2 Hintergrund bewirkte das pCLV3:ROCK2 Transgen eine dramatische
Vergrofierung des Infloreszenzmeristems (Abbildung 25). Dieses war grofer als die Meristeme beider

Elternpflanzen zusammen.
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Abbildung 25 Infloreszenzmeristeme von clv3-2 pCLV3:ROCK2 Pflanzen. Das SAM der Hybride ist

um ein mehrfaches grolRer als die Meristeme der Elternpflanzen. Pflanzen 23 Tage alt. Die clv3-2
Mutation liegt im Ler Hintergrund vor.

Ist anstatt des CLV3 Gens das WUS Gen defekt, tritt der gegenteilige Phénotyp auf. wus Mutanten sind
nicht in der Lage, ein funktionierendes SAM zu erhalten (Mayer et al. 1998). Bereits im
Keimlingsstadium braucht sich das Hauptmeristem auf und axillare Meristeme werden aktiv. Diese
brauchen sich ebenfalls nach der Produktion weniger Bléatter auf. Nach einigen Durchldufen dieser Art
(stop-and-go Zyklen) elongierten die Pflanzen einen abnormal verzweigten Spross, der wenige sterile
Bluten produziert. Die Einfuhrung des pCLV3:ROCK2 Transgens in den wus-4 Hintergrund (Leibfried
et al. 2005) bewirkte keine Verénderung des wus Phanotyps (Abbildung 26). Die wus-4 Mutation
uberdecket also den pCLV3:ROCK2 Phénotyp, bzw. die Auspragung des transgenen Phanotyps hing
von der Aktivitat des WUS Gens ab.

12 DAS 23 DAS 51 DAS 12 DAS 23 DAS 51 DAS

CLV3:ROCK2 /4 ;%
~‘ .,‘ 7 S

Abbildung 26 Entwicklung der wus-4 pCLV3:ROCK2 Pflanzen.

(A) Wildtyp, (B) pCLV3:ROCK2 (Der Kasten zeigt die Seitenansicht des Sprosses), (C) wus-4, (D)
wus-4 pCLV3:ROCK2. Die Hybriden zeigen den gleichen stop-and-go Phé&notyp wie die nicht-
transgenen wus-4 Mutanten. Die Pfeile zeigen jeweils auf den Vegetationspunkt, der in den Késten
vergroRert gezeigt ist.
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12 DAS 23 DAS 51 DAS 12 DAS 23 DAS

Abbildung 27 Entwicklung der verschiedenen stm pCLV3:ROCK2 Pflanzen. (A) Wildtyp, (B)
pCLV3:ROCK?2, (C) stm-1C, (D) stm-1C pCLV3:ROCK?2, (E) gor, * = Bild aus Takano et al. (2010),
da die selbst gezogenen gor Pflanzen vertrocknet waren. (F) gor pCLV3:ROCK?2, (G) bum1, (H) buml
pCLV3:ROCK?2. Die transgenen Pflanzen mit stm-1C bzw. buml zeigen den gleichen ,,stop-and-go“
Phénotyp wie die nicht transgenen Elternpflanzen. Die Sprossachse der gor pCLV3:ROCK2 Pflanzen
ist dicker als die der gor Pflanzen.

Die Funktion des Transkriptionsfaktors STM ist fur die Aktivitat des SAM unentbehrlich. Starke stm
Mutanten stellen nach der Bildung von zwei Kotyledonen das Wachstum ein, da sich kein
Sprossmeristem etablieren kann (Barton und Poethig 1993). Schwéchere stm Mutanten zeigen einen
dhnlichen stop-and-go Phénotyp wie die wus Mutanten (Endrizzi et al. 1996). Im Rahmen dieser
Arbeit wurden drei verschiedene stm Mutanten mit den pCLV3:ROCK2 Pflanzen gekreuzt. Die stm-1
Mutation bewirkt im Ler Hintergrund einen starken Phanoyp, die mutierten Pflanzen stellen nach der
Keimung das Wachstum ein (Barton und Poethig 1993). Da die in dieser Arbeit verwendeten Pflanzen
jedoch groBtenteils aus dem Col-0 Hintergrund stammten, wurde fir das Kreuzungsexperiment eine
stm-1 Mutante verwendet, die 5-mal in den Col-0 Hintergrund riickgekreuzt worden war. Diese als
stm-1C bezeichnete Mutante war in der Lage, ein SAM zu etablieren und zeigte einen stop-and-go
Phanotyp (Takano et al. 2010). Einen dhnlichen Phéanotyp zeigt auch die stm-bumpershootl Mutante
(buml, Jasinski et al. 2005). Bei der gorgon Mutation handelt es sich um ein hypomorphes STM Allel,
was bedeutet, dass STM Protein beschédigt aber nicht funktionslos ist (Takano et al. 2010). gor
Pflanzen sind wéhrend der vegetativen Phase nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. In der Bliihphase
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elongieren die Mutanten jedoch einen Spross, dessen stark verbreiterter Sprossapex gleichzeitig
zahlreiche diinne Aste mit sterilen Bliiten bildet (Abbildung 27E).

Nachdem das pCLV3:ROCK2 Transgen in die verschiedenen stm Mutanten eingefiihrt worden war,
zeigte sich, dass das Transgen nicht in der Lage war, den u.a. durch Cytokininmangel im SAM
bedingten stm Phé&notyp zu verandern (Abbildung 27). Im stm-1C und buml1 Hintergrund bewirkte das
pCLV3:ROCK2-Konstrukt keine Verdnderung des stop-and-go Phénotyps. Auch die gor
pCLV3:ROCK2 Pflanzen entwickelten sich, abgesehen von einer dickeren Sprossachse, dhnlich wie
die gor Mutante. Aus den Ergebnissen lasst sich ableiten, das die verschiedenen stm Mutationen
epistatisch zu dem pCLV3:ROCK?2 Transgen sind.

3.3 Abregulation von CKX3 und CKX5 im Sprossapex von Brassica napus

Bei der ckx3 ckx5 Arabidopsismutante war eine Ertragssteigerung um ca. 50 % gegenlber dem
Wildtyp gemessen worden (Bartrina 2006). Ertrag ist eines der zentralen Ziele in der
Pflanzenziichtung, daher sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob ein erhohter
Cytokininstatus im SAM auch in Kulturpflanzen ertragssteigernd wirkt. Raps ist eine nah mit
Arabidopsis verwandte Nutzpflanze und wurde als Modell gewahlt. Da Raps eine allotetraploide
Pflanze ist und Knockoutlinien nicht frei zugéanglich sind, wurde eine amiRNA-Strategie zur gezielten
Abregulation von CKX3 und CKX5 gewdhlt. Es wurden verschiedene amiRNA-Konstrukte kloniert, in
Raps transformiert und die transgenen Pflanzen hinsichtlich ihrer SAM-Entwicklung und ihres Ertrags
untersucht.

Dieses Projekt wurde in Zusammenarbeit mit der Norddeutsche Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke
KG (NPZ Lembke) durchgefuhrt. Die Firma SAATEN-UNION BIOTEC GmbH Ubernahm die
Herstellung und Regeneration der Primartransformanten, die anschlieBend von Mitarbeitern der NPZ

bonitiert wurden.

3.3.1 Klonierung der Brassica CKX-Sequenzen

Zu Beginn der Arbeit waren von den verschiedenen Brassicaarten nur EST-Sequenzen und wenige
BAC-Klone mit genomischer DNA verfugbar (Tabelle 13). Auf ihnen basieren alle in dieser Arbeit
durchgefuihrten Klonierungsarbeiten und das Design der amiRNAs. Es war nicht bekannt, wie viele
CKX-Kopien in dem polyploiden Rapsgenom vorhanden sind und inwiefern sie sich voneinander

unterscheiden.

80



Ergebnisse

Tabelle 13 Brassica CKX3- und CKX5-Sequenzen. Aufgelistet sind die Sequenzen, die zu Beginn des
Projekts zur Verfligung standen bzw. im Rahmen dieses Projekts kloniert wurden. Hinter den
Gennamen steht jeweils in Klammern die nachtraglich ermittelte Bezeichnung der B. napus Genkopie.
Diese Zuordnung beruht auf den Rapssequenzen der Bayer CropScience AG (s. Abschnitt 3.3.4).

Gen Quelle Sequenzname Lénge

in silico Sequenzen

BnaCKX3 (C2) NCBI EST CD843876 707 bp
BnaCKX3 (A2) NCBI EST ES997020 531 bp
BnaCKX3 (C2) NCBI EST FG57234 616 bp
BraCKX3 (A2) NCBI EST EX051024 173 bp
BraCKX3 (A2) NCBI EST EX055038 138 bp
BraCKX3 (A2) NCBI EST EX082267 571 bp
BraCKX5 (Al) NCBI BAC-Klon mit genom. DNA KBrH012105 2878 bp
BraCKX5 (A1) NCBI BAC-Klon mit genom. DNA KBrB084P16 2878 bp
BnaCKX5 (C1) NCBI EST CD825291 558 bp
BnaCKX5 (C1) NCBI EST EV098708 386 bp
BnaCKX5 (A1) NCBI EST EV020839 658 bp
BnaCKX5 (A1) NCBI EST EV134495 384 bp

Im Rahmen der Arbeit klonierte Sequenzen

BolCKX3 (C2) cDNA aus Keimlingen BolCKX3 cDNA 1572 bp
BraCKX3 (A2) cDNA aus Keimlingen BraCKX3 cDNA 1572 bp
BolCKX5 (C1) cDNA aus Keimlingen BolCKX5 cDNA 1608 bp
BraCKX5 (A1) cDNA aus Keimlingen BraCKX5 cDNA 1608 bp
BraCKX5 (A1) Genomische DNA von BAC-Klon BraCKX5 Gen 2878 bp
KBrH012105
BolCLV1 cDNA aus Keimlingen BolCLV1 cDNA Teil 989 bp
BraCLV1 cDNA aus Keimlingen BraCLV1 cDNA Teil 989 bp

Anhand der bekannten Brassicasequenzen von CKX3 und CKX5 (Tabelle 13) wurden Primer fir
CKX3 und CKX5 entworfen (s. Anhang, Tabelle 20). Mit diesen wurden per RT-PCR die cDNA-
Sequenzen von BolCKX3, BolCKX5, BraCKX3 und BraCKX5 aus Keimlings-cDNA amplifiziert und
kloniert (s. Abschnitt 2.3.5.2). Sowohl fir CKX3 als auch fur CKX5 wurde jeweils nur eine cDNA-
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Sequenz identifiziert, obwohl wegen des Mehrfachkopiengenoms von Brassica mehr als eine Sequenz
pro Gen erwartet worden war. Zusétzlich zu den cDNA-Sequenzen wurde, basierend auf BAC-
Klonen, je eine Gensequenz von BraCKX1 und BraCKX5 kloniert. Um fiir die spater durchgefihrten
In-situ-Hybridisierungen eine Positivkontrolle zu haben, wurde aulerdem ein 989 bp langes Teilstiick

der CLV1 cDNA (sowohl aus B. rapa als auch aus B. oleracea) kloniert.

3.3.2 In-situ-Hybridisierung von CKX3 und CKX5 mRNA im
Infloreszenzmeristem von Brassica napus

Nachdem durch die Sequenzvergleiche und Klonierungen belegt war, dass zu Arabidopsis orthologe
CKX3 und CKX5 Gene in Brassica existieren, sollte durch In-situ-Hybridisierungen untersucht
werden, ob diese, so wie in Arabidopsis, im SAM exprimiert werden. Dies kénnte einen Hinweis
darauf liefern, ob die Gene auch in ihrer Funktion ortholog zueinander sind. Als Matrizen fir die
RNA-Sonden dienten die zuvor erzeugten Brassica cDNA-Klone.

Die Hybridisierungen belegten die Expression beider CKX Gene im Infloreszenzmeristem und in
Bliten von Raps (Abbildung 28). CKX3 mRNA wurde im organisatorischen Zentrum des SAM
(Abbildung 28A) und junger Bliitenmeristeme (Stadium 3 und 4 nach Smyth et al. 1990) s. Abbildung
28B, C) nachgewiesen. In élteren Bluten (Stadium 6) wurde Transkript in den Primordien der
Fruchtblatter detektiert (Abbildung 28D). CKX5 war in einem groRern Bereich im SAM-Zentrum
(Abbildung 28E) aktiv. Auch im Zentrum von Bluten im Stadium 4 wurde Transkript nachgewiesen
(Abbildung 28F). In Bluten im Stadium 5 wurde Aktivitdt in den friihen Anlagen der
Fruchtblattprimordien gezeigt (Abbildung 28G). Zuséatzlich wurde mRNA in den Samenanlagen und
der Placenta junger Gynoecien nachgewiesen (Abbildung 28H).

Die Hybridisierungsexperimente zeigen, dass die CKX3 und CKX5 Expression in Raps mit der in
Arabidopsis (Bartrina et al. 2011) vergleichbar ist. Ist auch die Funktion der beiden Gene ahnlich,
konnte eine Abregulation tatsachlich die Aktivitat des SAM beeinflussen.
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Abbildung 28 Lokalisierung von CKX3 und CKX5 mRNA in B. napus durch In-situ-Hybridisierung.

(A-D) CKX3 Expression. (A, B) mRNA wurde im organisatorischen Zentrum von
Infloreszenzmeristemen, (C) im OZ von Bluten im Stadium 4 (hach Smyth et al. 1990) und (D) in
Fruchtblattprimordien von Bliten im Stadium 6 detektiert.

(E — H) CKX5-Expression. CKX5 mRNA wurde (E) im OZ von Infloreszenzmeristemen detektiert, (F)
im Zentrum von Bliten im Stadium 4, (G) in den Fruchtblattprimordien von Bliten in Stadium 5 und
(H) in den Samenanlagen und der Plazenta junger Gynoecien. Alle Mal3stabe 50 pm.

3.3.3 Die Brassica rapa CKX Gene

Nachdem Ende des Jahres 2011 die gesamte genomische Sequenz von Brassica rapa veroffentlicht
worden war (Wang et al. 2011), wurde in silico ermittelt, welche CKX-Sequenzen in dem Genom
vorhanden sind (

Tabelle 14). Dabei stellte sich heraus, dass nur die Orthologe zu AtCKX4, AtCKX5 und AtCKX6 in
einfacher Kopie im Genom vorliegen. Von AtCKX2, AtCKX3 und AtCKX7 sind jeweils zwei
Orthologe vorhanden, wahrend von AtCKX1 drei Kopien existieren. Aufgrund der engen
Verwandtschaft von B. rapa und B. oleracea ist wahrscheinlich, dass das B. oleracea ber die gleiche
Kopienzahl der jeweiligen CKX Gene verfiigt. Entsprechend seiner allotetraploiden Natur missten im
B. napus Genom doppelt so viele CKX-Kopien vorliegen. Diese Vermutungen kénnen aber erst dann

bestatigt werden, wenn die Genomsequenzen beider Arten bekannt sind.
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Tabelle 14 Brassica rapa und Arabidopsis thaliana CKX Gene im Vergleich. Quelle: brassicadb.org

CKX Gen Arabidopsis thaliana ~ CKX-Ortholog Brassica rapa

CKX1, AT2G41510 Bra016928
Bra004626
Bra000229
CKX2, AT2G19500 Bra040677
Bra036719
CKX3, AT5G56970 Bra002777 (A1-Kopie)

Bra035640 (A2-Kopie)

CKX4, AT4G29740 Bra024135
CKX5, AT1G75450 Bra015842
CKX6, AT3G63440 Bra007743
CKX7, AT5G21482 Bra020157

Bra002371

3.34 Die CKX3 und CKX5 Gene von Brassica napus

Die vollstandige genomische Sequenz von Brassica napus ist bislang nicht publiziert worden. Die
Firma Bayer CropScience AG hat uns im Frihjahr 2012 aber Sequenzen der CKX3 und CKX5 Gene
Uberlassen, die aus ihrem eigenen Raps-Sequenzierungsprojekt stammen. Wie aufgrund der B. rapa-
Sequenzen erwartet (Wang et al. 2011) gibt es in B. napus vier CKX3- und zwei CKX5-Kopien, zu
gleichen Teilen aus dem B. rapa und dem B. oleracea Genom stammend. Ein Vergleich mit den
Arabidopsis CKX-Sequenzen zeigte, dass sich die Langen der unterschiedlichen Genabschnitte im
Laufe der Evolution verandert haben (Tabelle 15). Die CKX3 Gene aus Raps waren 296 — 511 bp
kirzer als das Arabidopsisortholog. Dies ist in erster Linie auf eine Verklrzung der Introns
zurtickzufiihren, da die Raps-Proteinsequenzen kaum kirzer waren als die von Arabidopsis. Die
beiden BnaCKX5-Kopien waren auf Proteinebene um 9 Aminosduren Kkirzer als das

Arabidopsisortholog, die Lange der DNA-Sequenz war aber wenig verandert (+ 46 bp oder — 13 bp).
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Tabelle 15 Gen-, cDNA- und Proteinlange der CKX3 und CKX5 Gene von Brassica napus und
Arabidopsis thaliana. Die B. napus-Sequenzen wurden uns von der Bayer CropScience AG zur
Verfligung gestellt.

Gen Gen [bp] cDNA [bp] Protein [aa]
BnaCKX3 Al 2811 1575 525
BnaCKX3 A2 3006 1569 523
BnaCKX3 C1 2791 1575 525
BnaCKX3 C2 2979 1572 524
AtCKX3 3302 1572 524
BnaCKX5 Al 2863 1596 532
BnaCKX5 C1 2804 1596 532
AtCKX5 2817 1623 541

Die Exon/Intron-Struktur der Brassicagene ist im Vergleich zu Arabidopsis gleich geblieben
(Abbildung 29). Sowohl die CKX3 als auch die CKX5 Gene teilten sich in je vier Introns und finf
Exons auf, wobei die Lange und Aufteilung der unterschiedlichen Abschnitte innerhalb der
Gengruppen &hnlich waren. Es féllt auf, dass die BnaCKX3 Al- und C1-Kopien untereinander
ahnlicher sind als jeweils zu den A2- und C2-Kopien. Dies wird auch im direkten Sequenzvergleich
deutlich (Tabelle 16). Die BnaCKX3 Al- und C1-Kopien sind in Bezug auf die kodierenden
Sequenzen zu 98,6 % identisch, BnaCKX3 A2 und C2 zu 97,9 %. Dagegen sind sich BnaCKX3 Al und
A2 nur zu 90,1 % é&hnlich, C1 und C2 zu 89,2 %. Das entspricht in etwa der Sequenzidentitét jedes
untersuchten Brassica CKX Gens mit dem jeweiligen Arabidopsis Gen (87,5 - 88,8 %). Die
kodierenden Bereiche von BnaCKX5 Al und C1 stimmen zu 98,3 % Uberein. Der Vergleich der
Intron- und Proteinsequenzen ergibt ein ahnliches Bild, wobei sich die Intronsequenzen insgesamt
deutlich weniger ahneln als die kodierenden Sequenzen (46,1 % - 95,9 % Sequenzidentitat, je nach
Vergleich).
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BnaCKX3 A1 IS e aa
BnaCKX3 A2 IR g g
BnaCKX3 C1 IR .
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Abbildung 29 Schematische Darstellung der CKX3 und CKX5 Gene aus Brassica napus und
Arabidopsis thaliana. Schwarzer Kasten = Exon, schwarze Linie = Intron.

Tabelle 16 Sequenzvergleiche der verschiedenen CKX3- und CKX5-Kopien von Brassica napus und
Arabidopsis thaliana. Die Sequenzidentitit (Seqld) beschreibt den Anteil der Ubereinstimmung
zwischen zwei Basen- oder Aminosauresequenzen. Die Sequenzahnlichkeit (SegAhnl) bezieht beim
Vergleich von Proteinsequenzen Aminoséauren &hnlicher Eigenschaften mit ein. Die Analyse wurde
mit dem Programm AlignX (VectorNTI Suite, s. Abschnitt 2.1.1) durchgefuhrt.

Vergleich der Seqld Seqld Seqld SegAhnl
Sequenzen von Exons [%6] Introns [%0] Proteine [%]  Proteine [%0]
BnaCKX3 Al/C1 98,6 95,9 98,3 98,7
BnaCKX3 A2/ C2 97,9 92,0 96,4 97,9
BnaCKX3 Al/ A2 90,1 57,5 88,3 931
BnaCKX3 C1/C2 89,2 55,7 87,4 92,2
AtCKX3 / BnaCKX3 Al 88,1 50,1 85,5 92,2
AtCKX3 / BnaCKX3 A2 88,8 48,2 84,5 90,1
AtCKX3/BnaCKX3 C1 87,5 46,1 84,8 91,8
AtCKX3 / BnaCKX3 C2 88,4 50,7 83,4 89,3
BnaCKX5Al/C1 98,3 93,3 97,9 98,3
AtCKX5 / BnaCKX5 Al 88,0 61,3 92,6 95,2
AtCKX5 / BnaCKX5 C1 88,0 58,7 91,5 94,5
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3.35 Die Expression von CKX3 und CKX5 in verschiedenen Rapssorten

Wie in der Einleitung beschrieben, zeigten Ashikari und Kollegen (2005), dass in ertragsstarken
Reissorten das CKX2 Gen defekt ist und dass dieser Defekt grofitenteils fiir die guten Ertrdge der
jeweiligen Sorte verantwortlich ist. Das bedeutet, dass im Verlauf der Zichtungsgeschichte mit der
Selektion ertragsstarker Pflanzen indirekt gegen ein funktionelles CKX2 Gen selektiert worden war. Es
ist denkbar, dass Ahnliches auch in der zweitausendjahrigen Geschichte der Rapsziichtung geschehen
ist. Um herauszufinden, ob CKX3 und/oder CKX5 in verschiedenen Rapssorten unterschiedlich
exprimiert werden, wurde die Expressionsstarke dieser Gene per gqRT-PCR in den Sorten Mozart,
Kristina und H1 (s. Abschnitt 2.1.7) untersucht (Abbildung 30). VVon den drei Sorten ist Mozart die
ertragsstarkste. Kristina ist eine dltere Sorte, die weniger Ertrag bringt. Bei H1 handelt es sich um eine
doppelt haploide Linie aus dem ehemaligen Labor von Prof. Schieder (FU Berlin), die nicht auf Ertrag
geziichtet worden ist. Es zeigte sich, dass in den Sprossapices der verschiedenen Rapssorten
unterschiedliche Mengen von CKX3 und CKX5 mRNA vorhanden waren. Fir die Auswertung
wurden die Transkriptmengen beider Gene fur die Sorte Mozart auf 100 % festgelegt (CKX3
100 £ 36 % und CKX5 100 £ 24 %). Im Vergleich dazu lagen bei der Sorte Kristina nur 14 +7 %
CKX3 und 18 + 6 % CKX5 Transkript vor, bei der Sorte H1 waren es 35 + 17 % bzw. 55 + 54 %.
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Abbildung 30 Transkriptmenge von CKX3 und CKX5 in den Sprossapices verschiedener Rapssorten.
Die Genexpression wurde mittels gRT-PCR gemessen. Jeweils funf Infloreszenzen (Sprossapex
geerntet beim Sichtbarwerden der ersten Knospe, gekirzt auf 1 cm Lange) wurden in einer Probe
vereinigt. Die Grafik zeigt den Mittelwert aus drei biologischen Replikaten. Als Bezugsprobe wurde
Mozart gewéhlt (Relative Transkriptmenge = 1).

3.3.6 Klonierung und Transformation der antiCKX amiRNA-Konstrukte

Um in Raps moglichst alle CKX3 und CKX5 Genkopien gleichzeitig abzuregulieren, wurde eine
amiRNA-Strategie (Alvarez et al. 2006; Schwab et al. 2006) gewéhlt. Basierend auf den im Rahmen
der Arbeit klonierten Brassica CKX cDNA-Sequenzen (Tabelle 13) wurden mit Hilfe des WMD2
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Programms (Schwab et al. 2006; Ossowski et al. 2008) vier kiinstliche microRNA Sequenzen
(artificial microRNA, amiRNA) entworfen, je zwei gegen CKX3 und zwei gegen CKX5. miRNAs sind
RNA-Fragmente von 21 bp Lénge, die Bestandteil des Argonaut-Proteinkomplexes sind (Bartel 2004).
Durch komplementére Basenpaarung erkennen miRNAs ihre Zieltranskripte. Nach der Bindung an die
MRNA schneidet der Argonautkomplex die gebundene mRNA zwischen den Basen 10 und 11 (vom
5‘-Ende der miRNA aus gezéhlt). Die entstandenen mRNA-Fragmente sind durch den Schnitt an
einem Ende ungeschiitzt und werden abgebaut. Die miRNA bleibt wéhrend des VVorgangs erhalten und
kann flr den Abbau weiterer Ziel-mRNAs sorgen.

Es ist méglich, fir fast jedes Gen kinstliche miRNAs zu entwerfen. Diese wirken im Zielorganismus
nach dem gleichen Prinzip wie die endogenen miRNAs. Beim Design von amiRNAs ist zu beachten,
dass sie den natlrlichen miRNAs in drei Kriterien &hneln sollten (Schwab et al. 2006): Sie sollten mit
einem Uracil beginnen, an Position 10 (vom 5‘-Ende der amiRNA gez&hlt) ein Adenin oder ein Uracil
haben und an ihrem 5‘-Ende nur instabil an die Ziel-mRNA binden, was entweder durch viele A/T
Paarungen oder durch eine gezielte Fehlpaarung erreicht werden kann. Weiterhin wird empfohlen,
dass sich an den Positionen 2 — 12 maximal eine, besser aber keine Fehlpaarung befinden sollte. Am
3‘-Ende der amiRNA sind ein bis zwei Fehlpaarungen von Vorteil. Die absolute
Hybridisierungsenergie sollte zwischen -35 kcal/mol und -38 kcal/mol und definitiv nicht niedriger
als -30 kcal/mol sein. Prinzipiell spielt es keine Rolle fiir die Effizienz der amiRNA, an welche Stelle
innerhalb der MRNA sie bindet. Die meisten endogenen miRNAs visieren jedoch Ziele nahe des
3‘-Endes der mRNA an, z.T. sogar innerhalb der 3“-UTR (Ossowski et al. 2012, personliche
Mitteilung).

3.2 3.1

¥
BnaCKX3 A1 I . |

52 5.1
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BnaCKX5 A1 [ IR |

Abbildung 31 Darstellung der amiRNA-Bindungsstellen in den CKX3 und CKX5 Genen von B.
napus. Abgebildet sind mMRNA-Modelle von CKX3 Al und CKX5 Al aus Raps (nicht
MaRstabsgetreu). Der Bereich, der fiir die FAD-Doméne kodiert, ist schwarz markiert. Die Pfeile
zeigen auf die jeweilige amiRNA-Zielsequenz.

Die Vorhersage uber die Effizienz einer amiRNA ist nie vollstandig belastbar. So kann es sein, dass
eine alle Kriterien erfiillende amiRNA nicht oder kaum in der Lage ist, die Degradation ihrer Ziel-
mRNA zu bewirken, wéahrend eine andere, nicht optimal designte amiRNA sehr effektiv kann.
Deshalb sollten fiir die Abregulation eines Gens stets zwei parallele amiRNA-Strategien verfolgt
werden. Fir dieses Projekt wurden daher je zwei amiRNAs gegen CKX3 und CKX5 generiert. Sie

wurden so gewahlt, dass sie alle zum Zeitpunkt der Klonierung bekannten Brassica CKX3- und CKX5-
88



Ergebnisse

Sequenzen (Tabelle 13) degradieren konnten. Sie binden mittig (CKX3) oder in N&he des 3‘-Endes
(CKXS5) der Zielsequenzen (Abbildung 31).

Tabelle 17 Liste der amiRNAs und ihrer Zielsequenzen, sowie der von WMD2 errechneten
Hybridisierungsenergien.

Die amiRNA-Sequenzen sind in 3‘-5° Orientierung dargestellt, so dass die Basenpaarungen mit den
5¢-3 orientierten Zielsequenzen direkt ablesbar sind. Fehlpaarungen sind rot markiert. Die Position 1
der amiRNA entspricht der letzten Base am 5° Ende. Die grau unterlegten Basen entsprechen Position
10, hinter der der Argonautkomplex die Ziel-mRNA zerschneidet.

Die Hybridisierungsenergie AG wurde mit dem WMD2 Hybridization Tool fiir eine Temperatur von
19°C berechnet.

Die Vorhersage der Degradationseffizienz einer amiRNA beruht auf den drei von Schwab et al. (2006)
postulierten Kriterien, die fur die Effizienz einer amiRNA entscheidend sein konnen (s. Text). +++ =
alle Kriterien erfullt, sehr hohe Effizienz erwartet; ++ = zwei der drei Kriterien erfllt, hohe Effizienz
erwartet (in allen sieben Fallen liegt die Hybridisierungsenergie nicht im optimalen Bereich zwischen
35 kcal/mol und 38 kcal/mol, aber immer noch (iber dem kritischen Schwellenwert von 30 kcal/mol);
+ = ein Kriterium erfillt, niedrige Effizienz erwartet;- = Hybridisierungsenergie unter 30 kcal/mol,
keine Funktion erwartet.

amiRNA / DNA Sequenz Positionder AG Effizienz-
Zielgen Fehlpaarung [kcal/mol] vorhersage
amiRNA 3.1 3’ ctcggtcataatttgagcttt 5”

BnaCKX3 Al 5’ gagcaagaatcaaactcgaat 3~ 1,11,614,17 -24,53 -
BnaCKX3 A2 5’ gagcaagaatcaaactcgaat 3~ 1,11,14,17 -24,53 -
BnaCKX3 Cl1 5’ gagccaggattaaactcgaat 3~ 1,14 -36,53 +++
BnaCKX3 C2 5’ gagccaggattaaactcgaat 3 1,14 -36,53 +++
amiRNA 3.2 3’ gctgcctgataaacataaatt 5”

BnaCKX3 Al 5’ ggacggattatttgtatttaa 3~ 14,21 -35,7 +++
BnaCKX3 A2 5’ ggacggattatttgcatttaa 3° 7,14,21 -30,27 +
BnaCKX3 Cl1 5’ ggacggactatttgtatttaa 3~ 21 -38,44 ++
BnaCKX3 C2 5’ ggacggactatttgtatttaa 3° 21 -38,44 ++
amiRNA 5.1 3’ gagcgatggccagtcttttat 5”

BnaCKX5Al 5’ ctcgctaccggtcagaaaatc 3”7 1 -45,02 ++
BnaCKX5C1 5’ ctcgctaccggtcagaaaatc 3”7 1 -45,02 ++
amiRNA 5.2 3’ gtcccgtaaaatcccttattt 5°

BnaCKX5 Al 5’ aagggcattttagggaataaa 3~ 21 -40,56 ++
BnaCKX5C1 5’ aagggcattttggggaataaa 3” 10,21 -40,33 +

89



Ergebnisse

Nachdem uns die Sequenzen der BnaCKX3 und BnaCKX5 Gene bekannt gegeben worden waren,
stellte sich heraus, dass nicht alle amiRNAs der Vorhersage entsprechend an ihre Ziel-mRNA binden
Tabelle 17). So gibt es zwischen den amiRNAs 3.1 und 3.2 und den BnaCKX3 Al- und A2-mRNAs ein
bis drei Fehlpaarungen mehr als vorgesehen, allerdings nie mehr als eine in dem kritischen Bereich
zwischen den Basen 2 —12. Zwischen der amiRNA 5.2 und der BnaCKX5 C1 mRNA gibt es eine
zusétzliche  Fehlpaarung. Die durch  die  zusatzlichen  Fehlpaarungen  veranderten
Bindungseigenschaften zwischen amiRNA und mRNA beeinflussen die Hybridisierungsenergie, die
umso kleiner wird, je mehr Fehlpaarungen in einem RNA-Duplex vorhanden sind. So betréagt z.B. die
Hybridisierungsenergie zwischen amiRNA 3.1 und BnaCKX3 Al bzw. A2 -24,53 kcal/mol anstatt der
beim Design vorgesehenen -36,53 kcal/mol. Da laut Schwab et al. (2006) die Hybridisierungsenergie
einer funktionsfahigen amiRNA nicht unter -30 kcal/mol liegen sollte, ist anzunehmen, dass
amiRNA 3.1 nicht in der Lage ist, die Degradierung der BnaCKX3 Al bzw. A2-mRNAs zu bewirken.
Die Hybridisierungsenergien aller anderen amiRNA/mRNA Duplices liegen tber dem kritischen Wert
von -30 kcal/mol, teilweise aber nicht im optimalen Bereich von -35 bis -38 kcal/mol. Trotz dieser
Unzulénglichkeiten ist es moglich, dass die hier verwendeten amiRNAs den Grofteil ihrer Ziele
erkennen kdnnen, allerdings kdnnte die Degradationseffizienz bei den weniger gut passenden mMRNAs
niedriger sein als bei den optimal designten Zieltranskripten.

Um eine gleichzeitige Abregulation von BnaCKX3 und BnaCKX5 zu erreichen, wurden immer zwei
amiRNAs, je eine gegen CKX3 und eine gegen CKXS5, hinter den konstitutiv aktiven CaMV 35S
Promotor kloniert (Abbildung 32, genauere Angaben zur Klonierung s. Abschnitt 2.3.5.3). Es wurden
alle vier moglichen amiRNA-Kombinationen erstellt (Tabelle 18). Die Konstrukte wurden zur Saaten-
Union Biotec GmbH geschickt, die die Hypokotylransformation und Kallusregeneration der
Rapspflanzen (Sorte Mozart) Ubernahm. Es wurden 27 Primdrtransformanten (T;-Linien) mit
Konstrukt #106 erstellt und ebenso viele Linien mit Konstrukt #107. Die Transformation mit
Konstrukt #108 ergab 7 T,-Linien, mit Konstrukt #109 wurden 51 T;-Linien erzeugt. Parallel zu jedem
Transformationsansatz wurden auch nicht-transformierte Hypokotyle in die Regenerationskultur
genommen. Die daraus regenerierten Wildtyppflanzen dienten bei der Auswertung der

Primaértransformanten als Kontrollen.

amiRNA CKX5 amiRNA CKX3

77
./
v/
./

p35S

Abbildung 32 Schematische Darstellung der hergestellten amiRNA-Konstrukte (nicht
Malistabgetreu). Hinter einen CaMV 35S Promotor wurden die Gene fir zwei amiRNA-Precursor
(noch nicht prozessierte miRNA-Vorlagen) kloniert, je eine gegen CKX5 und eine gegen CKX3. Alle
drei Konstruktabschnitte werden von att-Sequenzen des Gateway™-Systems flankiert (schraffiert).
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Tabelle 18 Liste der erstellten amiRNA-Konstrukte und der regenerierten Primartransformanten (T;-
Pflanzen). Parallel zu den transformierten Pflanzen wurden Kontrollpflanzen aus nicht-transformierten
Hypokotylen erzeugt.

Konstrukt Nummer Anzahl T;- Regenerierte
Pflanzen Wildtyppflanzen

p35S:ami5.1:ami3.1  #106 27 2
p35S:amib5.1:ami3.2  #107 27 4
p35S:ami5.2:ami3.1  #108 7 2
p35S:ami5.2:ami3.2  #109 51 8
3.3.7 Ertragsparameter der Raps-Primartransformanten

Nachdem die in der Saaten-Union hergestellten Primértransformanten abgereift waren, wurden von
Mitarbeitern der NPZ verschiedene Ertragsparameter gemessen. Die Pflanzen waren in ihrer Leistung
sehr unterschiedlich, was unter anderem auf die jeweiligen Insertionsorte der T-DNAs und damit
einhergehende Unterschiede bei der Expression des Transgens zuriickzufiihren sein konnte. Die
Ergebnisse der jeweils interessantesten Primartransformanten sind in Tabelle 19 dargestellt. Die
Primartransformanten setzten mehr Samen an als die jeweiligen Kontrollpflanzen, z.B. bildeten die
Pflanzen mit Konstrukt #108 bis zu 6 g mehr Saatgut als die Kontrollen. Dies war in erster Linie auf
einen verbesserten Schotenansatz zurtickzufiihren (314 Schoten bei Pflanze #108.60 im Vergleich zu
147 Schoten bei der entsprechenden Kontrolle), z.T. aber auch auf ein groeres Tausendkorngewicht.
So betrug das TKG z.B. von Pflanze #106.29 3,73 g, wahrend das der Kontrollpflanze 2,66 g betrug.
Da die Pflanzen aus Kalluskulturen regeneriert und mit PPT selektiert wurden, sind diese Ergebnisse
trotz der deutlichen Unterschiede zwischen T;- und Kontrollpflanzen nur gering belastbar, denn der

Regenrationsprozess kann den Phénotyp stark und auf sehr unterschiedliche Weise beeinflussen.

91



Ergebnisse

Tabelle 19 Ertragsparameter der Raps-Primértransformanten. Gezeigt werden pro Konstrukt jeweils
die Ergebnisse der zwei ertragsstarksten Primartransformanten (= T1-Pflanzen). Die nicht-transgenen
Kontrollpflanzen wurden parallel zu den Transformanten aus Hypokotylen regeneriert. TKG =
Tausendkorngewicht.

Im Anhang befindet sich eine Liste aller untersuchten T1-Pflanzen (Tabelle 22).

T1-Pflanze Saatgut[g] Anzahl Schoten TKG [g]
#106.5 9,70 287 2,70
#106.29 11,65 229 3,73
Kontrolle #106 8,31 215 2,66
#107.1 6,23 140 4,63
#107.4 8,64 215 3,06
Kontrolle #107 5,36 111 3,26
#108.60 7,80 314 1,90
#108.61 8,77 202 3,06
Kontrolle #108 2,76 147 2,86
#109.69 10,72 241 3,00
#109.112 12,07 275 2,63
Kontrolle #109 8,12 235 2,63

3.3.8 Untersuchung der CKX3- und CKX5-Transkriptmenge in Pflanzen der T,-
und T3-Generation

Um die Funktionalitidt der amiRNAs zu uberprifen, wurde in der spaltenden T,- und der homozygoten
Ts-Generation das Expressionsniveau der CKX3 und CKX5 Gene im Sprossapex gemessen. Es wurden
14 T,-Linien per qRT-PCR untersucht. Die Expressionswerte (Abbildung 33A) zeigten, dass das
MRNA-Niveau in den meisten Linien sowohl fir CKX3 als auch fur CKX5 geringer war als bei der
Kontrolle. Die zwei besten Ergebnisse wurden mit dem Konstrukt #109 erzielt. In #109.92 Pflanzen
war im Vergleich zur Wildtypkontrolle (Expressionsniveau = 100 %) die relative Menge an CKX3-
Transkript auf 34 % gesunken, die CKX5 mRNA war auf 45 % gefallen. In Linie #109.112 wurden
bezogen auf den Wildtyp 23 % CKX3- und 52 % CKX5-Transkript gemessen. Beruhend auf diesen
Ergebnissen wurden die sechs Linien mit der starksten CKX-Abregulation (#106.29, #107.72, #108.61,
#108.64, #109.82, #109.112) ausgewahlt und in die nachste Generation gebracht. Da uns von der Linie
#109.92 kein Saatgut zur Verfugung stand, konnte diese trotz vielversprechender gqRT-PCR Daten
nicht weiter untersucht werden.

Nach der Selektion homozygoter Tz-Linien wurde erneut das Transkriptniveau von CKX3 und CKX5
im SAM gemessen (Abbildung 33B). Die Linie mit der starksten Abregulation war auch hier wieder
#109.112, mit 16.5 % CKX3 und 45,3 % CKX5 Expression, bezogen auf 100 % Expression in der
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Wildtypprobe. An zweiter Stelle stand Linie #107.52 mit 24,5 % CKX3 und 45,7 % CKX5 Expression.

Die drittbeste Linie war #106.29, bei der das Expressionsniveau beider Gene bei ca. 60 % lag.
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Abbildung 33 Transkriptmenge von BnaCKX3 und BnaCKX5 in den Sprossapices verschiedener
amiRNA-Linien. Die mRNA-Menge wurde mittels qRT-PCR gemessen.

(A) mRNA-Level in Basta-selektierten Pflanzen der spaltenden T,-Generation. Jeweils zwei
Infloreszenzen (Sprossapex geerntet beim Sichtbarwerden der ersten Knospe, gekirzt auf 1 cm Lénge)
wurden in einer Probe vereinigt. Das Experiment wurde einmal durchgefihrt.

(B) mRNA-Level in unbehandelten homozygoten Pflanzen der Ts-Generation. Analysiert wurden die
Pflanzen, die in der T,-Generation die starkste Abregulation gezeigt hatten. Jeweils zwei
Infloreszenzen (Sprossapex geerntet beim Sichtbarwerden der ersten Knospe, gekiirzt auf 1 cm L&nge)
wurden in einer Probe vereinigt. Das Experiment wurde zweimal durchgefihrt, mit &hnlichen
Ergebnissen.

K = Wildtyp Kontrolle

3.3.9 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Raps-
Infloreszenzmeristemen

Um nachzuprifen, ob die Abregulation der CKX3 und CKX5 Transkripte im SAM sichtbare
phanotypische Folgen hatte, wurden die Infloreszenzmeristeme von den drei Linien, die in der Ts-
Generation die starkste Abregulation beider Transkripte gezeigt hatten, im Elektronenmikroskop
untersucht (Abbildung 34A). Es wurde erhdhte Anzahl von Blutenprimordien zwischen den Stadien 2
und 6 (nach Smyth et al. Smyth et al. 1990) pro SAM registriert (Abbildung 34B). Smyth und

Kollegen bezogen sich in ihrer Beschreibung der Bliitenentwicklung auf Arabidopsis. Aufgrund der
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Uniformitat des Blitenaufbaus innerhalb der Brassicaceae wurde hier Smyths Einteilung der
verschiedenen Arabidopsisstadien fur Raps (bernommen. Stadium 2 beginnt, wenn sich das
Blutenprimordium sichtbar vom SAM abtrennt. In Stadium 6 umschlieRen die Kelchblatter die Bliite
vollstandig. In den vier Meristemen der nicht-transgenen Kontrollpflanzen wurden im Durchschnitt
10,25 + 0,5 Primordien gezéhlt, fir Linie #106.29 waren es 12,75 + 0,5. Die anderen beiden Linien
waren mit durchschnittlich 11,8 £ 1 und 11,5 £ 0,6 Primordien etwas weniger produktiv. Dies zeigt,
dass die erfolgreiche Abregulation von CKX3 und CKX5 in den Brassicapflanzen zu einer gesteigerten
SAM-Aktivitat fuhrt, so wie es auch in Arabidopsis der Fall ist.

Anzahl Primordien/SAM
[o]

Abbildung 34 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen verschiedener Raps-
Infloreszenzmeristeme.

(A) REM-Aufnahmen von Infloreszenzmeristemen homozygoter amiRNA-Linien. Die Blutenknospen
sind nummeriert vom ersten Primordium des Stadiums 2 bis zum ersten Primordium des Stadiums 6
(nach Smyth et al. 1990). Malistab = 100 um

(B) Anzahl der gebildeten Primordien (Stadien 2 - 6) pro SAM, beruhend auf den REM-Aufnahmen.
K = Wildtyp Kontrolle, n = 4, [t-Test]: * = p < 0,01

3.3.10 Erfassung verschiedener Ertragsparameter und Sprossmerkmale

Als néchstes wurde untersucht, ob die erhohte Aktivitat des SAM sich auf den Ertrag der transgenen
Rapspflanzen auswirkt. Die durch diesen Versuch gewonnenen Ergebnisse sind allerdings nur gering
belastbar. Insgesamt wurde das Experiment dreimal durchgefuhrt, doch nur der dritte Durchlauf war
tatsachlich auswertbar. Bei den anderen beiden Durchlgufen waren von allen Pflanzen hauptsachlich
taube Schoten gebildet worden, die winzige tote Samen enthielten. Die tauben Schoten sahen von

auflen normal entwickelt aus und waren nicht von normal gefiillten Schoten zu unterscheiden. Derlei
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wurde auch beim dritten Versuchsdurchgang beobachtet, allerdings in geringerem Ausmal, so dass
eine Auswertung unter Vorbehalt mdglich war.

Die Linie #106.29 bildete am Hauptspross mit 51,7 + 3,4 tatséchlich signifikant mehr Schoten als der
Wildtyp mit 42,6 £ 2,6 (Abbildung 35A). Trotzdem bildeten die #106.29 Pflanzen insgesamt nicht
mehr Schoten als der Wildtyp (Abbildung 35B), so dass der Gesamtertrag von 4,7 + 0,5 g (Kontrolle)
nicht gesteigert werden konnte, sondern gleich blieb (4,8+0,59g, Abbildung 35C). Das
Tausendkorngewicht (TKG, Abbildung 35D) war mit 3,2 £ 0,3 g sogar kleiner als bei den Kontrollen
(3,5+0,2g). Die Ertrage der anderen beiden Linien waren deutlich geringer. Obwohl sie insgesamt
gleichviele Schoten wie die zuvor beschriebenen Linien entwickelten und Linie #109.112 mit
48,9 £ 2,8 Stiick sogar mehr Schoten am Hauptspross trug als die Kontrollpflanzen, war der
Gesamtertrag vergleichsweise Klein. Linie #107.52 erbrachte 3,6 +0,3g, Linie #109.112 mit
4,4 + 0,5 g etwas mehr. Bei Linie #107.52 fiel auBerdem die groRBe Zahl nicht entwickelter Schoten auf
(im Schnitt 81 nicht entwickelte Schoten pro Pflanze im Vergleich zu 61 beim Wildtyp). Das TKG lag
bei beiden Linien bei 3,0 £ 0,2 g.

Die L&nge des Hauptsprosses veranderte sich durch den verénderten Cytokininstatus nicht (Abbildung
35E). Zwei der drei untersuchten Linien entwickelten mit 3,7+0,8 und 4,3+0,9 weniger
Verzweigungen als die Kontrollpflanzen, die durchschnittlich 5,5+ 1,3 Seitensprosse bildete
(Abbildung 35F). Dies konnte der Grund fur den geringen Ertrag trotz erhdhter Schotenzahl am
Hauptspross sein. Ein weiterer Grund ist vermutlich der schlechte Samenansatz; viele Schoten waren
nur mit wenigen Samen gefiillt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass trotz der leicht vergroBerten Infloreszenzmeristeme kein
positiver Effekt auf den Ertrag gemessen werden konnte. Bei zwei der drei transgenen Linien war

sogar eine deutlich Verschlechterung zu verzeichnen.
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Abbildung 35 Darstellung verschiedener Ertragsparameter und Sprossmerkmale von transgenen
Brassicapflanzen.
(A, B) Entwickelte Schoten mit mindestens einem Samen bzw. Ansatzstellen nicht-entwickelter
(C) Samenertrag.
Tausendkorngewicht (TKG). (E) L&nge des Hauptsprosses. (F) Anzahl der Seitensprosse.

K = Wildtyp Kontrolle, n = 15 (K, 106.29) / n = 12 (107.52) / n = 16 (109.112), [t-Test]: * = p < 0,01
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Diskussion

4. Diskussion

Die dynamische Struktur des SAM wird durch das komplexe Zusammenspiel von Pflanzenhormonen
und genetischen Regulatoren etabliert und unterhalten. Cytokinin ist eine wichtige Komponente dieses
regulatorischen Netzwerks. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle des Hormons in funktionell
wichtigen Doméanen des SAM untersucht. Mit AHP6 wurde ein Gen erforscht, das direkt an der
Cytokininsignaltransduktion im SAM beteiligt ist. Ferner wurde getestet, wie sich die Erhéhung des
Cytokininstatus im SAM von Raps auf den Samenertrag auswirkt.

In diesem Kapitel werden die wahrend der Arbeit gesammelten Ergebnisse interpretiert und in den
aktuellen Forschungskontext eingeordnet. Da bei einigen der transgenen Linien ein gain-of-function
Ansatz verfolgt wurde und auferdem viele phéanotypische Beobachtungen nicht abschlieend

untersucht wurden, ist ein groRer Teil der hier angebrachten Interpretationen spekulativ.

4.1 Untersuchung der ckx3 ckx5 ahp6 Mutante

Die Untersuchung von Pflanzen mit verdndertem Cytokiningehalt oder verstérkter
Cytokininsensitivitdit im SAM hatte gezeigt, dass das Hormon eine wichtige Funktion bei der
Kontrolle der Meristemgrée bernimmt (Werner et al. 2003; Higuchi et al. 2004; Nishimura et al.
2004; Zhao et al. 2010; Bartrina et al. 2011; Chickarmane et al. 2012). Um besser zu verstehen, wie
Cytokinin die SAM-GroRe reguliert, wurden im Rahmen dieser Arbeit die Meristeme von ahp6 und
ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten untersucht. AHP6 ist ein negativer Regulator der
Cytokininsignaltransduktion (Mahonen et al. 2006a). In der Vergangenheit wurde beobachtet, dass die
Infloreszenzen von ahp6 Mutanten leicht vergroBert sind (Werner und Bartrina, personliche
Mitteilung). Hier wurde nun durch In-situ-Hybridisierungen (Abbildung 6) gezeigt, dass AHP6 am
Entstehungsort zukinftiger Primordien, den sogenannten Initien (Besnard et al. 2011) oder Pq
Positionen, sowie in jungen Primordien im P;-Stadium (Beginn einer leichten Wolbung am
Meristemrand, nach Smyth et al. 1990) aktiv ist (siehe auch Gordon et al. 2009). In jungen Primordien
wird durch den Wegfall der STM-Aktivitat (Long und Barton 2000) vermutlich die Transkription von
IPT7 und damit die Cytokininbiosynthese reduziert. Zusétzlich wird durch die Aktivitdt von AHP6
wahrscheinlich die Cytokininsignaltransduktion inhibiert. Dadurch wird der Einfluss von Cytokinin,
das aus umliegenden Zellen in die Organanlage einstromen kann, unterbunden. Die Initien befinden
sich noch innerhalb der PZ und sind durch ein lokales Auxinmaximum definiert. Die Akkumulation
des Auxintransportproteins PIN1, die der Bildung des Auxinmaximums vorausgeht, markiert den
Beginn der Primordienentwicklung (Heisler et al. 2005). Es wurde nicht untersucht, zu welchem
Zeitpunkt wahrend der Primordieninitiation AHP6 angeschaltet wird. Echtzeitaufnahmen von

fluoreszenzmarkierten AHP6 Proteinen im SAM wirden diese Frage beantworten. Da das Gen in
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einem Bereich mit hoher Auxinkonzentration aktiv ist, ist denkbar, dass AHP6 durch Auxin reguliert
wird und direkt nach der Entstehung des Hormonmaximums angeschaltet wird, um den Fortgang der
Primordieninitiation mit zu bestimmen. Gegen diese Hypothese spricht, dass AHP6 bei Microarray-
Untersuchungen bisher nicht als Auxinzielgen identifiziert wurde (Paponov et al. 2008; Lee et al.
2009b).

Das SAM von ahp6 Mutanten ist kaum verdndert, nur die rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen zeigten eine schwache Tendenz zu vergroRerten Meristemen, die aber nicht signifikant
war (Abbildung 7). Ein ganz anderer Effekt wurde in ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten beobachtet. Dort
verursachte das Hinzukommen der ahp6 Mutation eine VergroRerung des SAM, die gemessen an der
Primordienbildungsrate fast 40 % betrug. Es stellt sich die Frage, warum der Verlust eines Gens, das
auflerhalb des Meristems aktiv ist, unter bestimmten Bedingungen eine VergroRerung der SAM-GriRe
zur Folge hat.

Um diese Frage zu beantworten, sollte man sich nochmals die Bedeutung sowohl der ckx3 ckx5
Mutationen als auch der ahp6 Mutation vor Augen fiihren. Im Meristem von ckx3 ckx5 Pflanzen ist
das Cytokiningrundniveau allgemein im ganzen SAM und besonders im Meristemzentrum erhéht. Die
Erhohung des Cytokininspiegels bewirkt die gleichzeitige VergrofRerung von SAM und OZ (Bartrina
et al. 2011). Es ist anzunehmen, dass in diesem Zusammenhang auch die Stammzellendoméne
verbreitert ist, was bislang nicht Uberpriift wurde. Das gréRere SAM kommt bei ckx3 ckx5 Mutanten
also vermutlich dadurch zustande, dass ein umfangreicheres OZ eine grofRere Stammzellengruppe
unterhélt, die mehr Zellen an die PZ abgeben kann. Der PZ stehen somit mehr Zellen zur
Organbildung zur Verfligung und die Primordienbildungsrate ist erhéht. Trifft diese Annahme zu,
waéren also alle Meristemzonen proportional vergréRert.

Anders als die ckx Mutationen ruft die ahp6 Mutation keine Erhéhung des Cytokiningehalts hervor.
Der Verlust der AHP6 Genaktivitat fuhrt stattdessen vermutlich dazu, dass die Initien und Primordien
cytokininsensitiver sind, weshalb sie empfindlich auf einen Anstieg der umgebenden
Cytokininkonzentration reagieren konnten. Im Meristem von ahp6 Pflanzen existieren wahrscheinlich
Mechanismen, die in der Lage sind, die veranderte Cytokininsensitivitat der Initien abzupuffern.
Kandidaten fur einen solchen Puffermechanismus waren die meristematischen CKX Gene, die bei
einem Anstieg des Cytokiningehalts schnell heraufreguliert werden konnten, um das Hormon
abzubauen, bevor es die Primordieninitiation stdren kdnnte.

In ckx3 ckx5 ahp6 Pflanzen kommen nun mdéglicherweise drei Faktoren zusammen: Erstens enthélt
das Meristem, ganz besonders das OZ, mehr Cytokinin, zweitens sind die Initien cytokininsensitiv,
drittens fallen CKX3 und CKX5 als Puffer der Cytokininkonzentration aus. Da ein Cytokininsignal im
Initium nicht durch AHP6 verhindert werden kann, und weil zur Kompensation des stdrenden
Cytokininlberschusses CKX3 und CKX5 nicht heraufreguliert werden kénnen, konnte es notwendig
sein, das Initium in groRerer Entfernung zu den cytokininreichen Zellen des SAM-Zentrums zu

etablieren. Um dies zu erreichen waére es ausreichend, den Zellen der PZ mehr Zeit zur Teilung zur
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Verfligung zu stellen, sprich, die Primordienbildung verspatet zu initiieren. Dadurch wiirde sich die PZ
vergroRern, Stammzellendoméne und OZ wirden aber ihre GroR3e beibehalten. Damit wirden sich,
anders als bei der ckx3 ckx5 Mutante, die Proportionen der einzelnen Doménen zueinander verandern.
Um dies zu uberprifen, kdnnten beispielsweise In-situ-Hybridisierungen mit WUS- und CVL3-
spezifischen RNA-Sonden durchgefiinrt werden. Weiterhin kénnte man das Verhalten wvon
fluoreszenzmarkierten PIN1-Proteinen beobachten, um zu priifen, ob die Initien sich tatséchlich spater
etablieren.

In den Bliuten von ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten waren die Primordien der Antheren sichtbar, bevor die
Kelchblatter das FM vollstandig umschlossen (Abbildung 8). In Wildtypbluten sind die Primordien
der drei inneren Wirtel von Bliitenorganen dagegen niemals sichtbar, da die zuerst gebildeten
Kelchblatter das FM so schnell Giberwachsen, dass die inneren Organe verdeckt entstehen (Smyth et al.
1990). Maglicherweise ist die Entwicklung der Kelchblattprimordien bei ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten
verlangsamt. Der Grund daftir konnte ein storender Cytokinineinfluss in den jungen Primordien sein,
der den Entwicklungsverlauf innerhalb der Organanlage verlangsamen konnte.

Obwohl ahp6 und ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten weniger Schoten bilden als der Wildtyp, ist AHP6 als
negativer Regulator der Aktivitdt und GroRe des SAM ein potentielles Ziel der Ertragsziichtung. Im
Genom von B. rapa gibt es eine AHP6-Kopie (Wang et al. 2011), in B. napus existieren
dementsprechend zwei (unverdffentlichte Daten). Die Untersuchung von Knockoutmutanten oder
amiRNA-Linien kénnten erste Schritte sein, um die Relevanz von AHPG6 fiir die Ziichtung zu testen.

4.2 Die Veranderung des Cytokininstatus in der CLV3-Domaéne

Obwohl Uber die Funktion von Cytokinin im Sprossmeristem bereits einiges bekannt ist, weil man
wenig Uber die Rolle des Hormons direkt in den Stammzellen. Da cytokininaktivierende LOG4- und
moglicherweise auch LOG7-Enzyme in der CLV3-Domane aktiv sind (Aggarwal et al. 2010;
Chickarmane et al. 2012), ist davon auszugehen, dass Cytokinin in den Stammzellen vorhanden ist.
Der Nachweis verschiedener Cytokininsignaltransduktionskomponenten spricht aulerdem fiir eine
Funktion von Cytokinin in der Region. So war in einer GUS-Reportergenanalyse die Aktivitat des
AHK3 Promotors in diesem Bereich gezeigt worden (Méhonen et al. 2006b). Ferner wurde in den
Stammzellen anhand von In-situ-Hybridisierungen bzw. GUS-Farbungen die Transkription
verschiedener A-Typ ARRs, die direkte Antwortgene der Cytokininsignaltransduktion sind,
nachgewiesen (ARR5, ARR7 und ARR15, Leibfried et al. 2005; Zhao et al. 2010). Trotzdem konnte
mit dem Cytokininsignalreporter TCS:GFP keine Aktivitat des Zweikomponentensystems detektiert
werden (Gordon et al. 2009; Yoshida et al. 2011; Zircher et al. 2013). Dies muss jedoch nicht
zwangslaufig bedeuten, dass tatsachlich keine Signaltransduktion stattfindet, denn der synthetische
TCS Promotor funktioniert aufgrund seiner Zusammensetzung in manchen Geweben nicht gut (Bruno
Mdiller, persdnliche Mitteilung). Unabhdngig von einer moglichen Cytokininfunktion direkt in der
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CLV3-Doméne zeigten Chickarmane et al. (2012) in einem Computermodell, dass Cytokinin, das in
den L1-Stammzellen gebildet wird, im Meristemgewebe einen Hormongradienten etablieren kénnte,

der dazu beitragen konnte, die Position des OZ festzulegen.

4.2.1 Absenkung des Cytokininstatus in der CLV3-Domane

Sowohl die Expression von pCLV3:CKX1 als auch von pCLV3:ARR1-SRDX sollte den
Cytokininstatus der Stammzellen spezifisch herabsetzen, einmal durch die Erzeugung eines lokalen
Cytokininmangels und einmal durch die Unterdrickung der Signaltransduktion. Obwohl die
Transkription beider Transgene per RT-PCR nachgewiesen werden konnte, zeigten die verschiedenen
transgenen Pflanzen keinen offensichtlichen Phénotyp. Eine &hnliche Beobachtung machte Holst in
ihrer Doktorarbeit (2009), als sie ein pCLV3:CKX3-Konstrukt in Arabidopsis exprimierte, ohne eine
phé&notypische Veranderung der Pflanzen zu registrieren. Es ist denkbar, dass die Aktivitat des CVL3
Promotores zu schwach ist, um CKX1, CKX3 bzw. ARR1-SRDX so stark zu exprimieren, dass ein
spirbarer Cytokininmangeleffekt entsteht. Es ware daher interessant, einen anderen
stammzellenspezifisch aktiven Promotor mit den entsprechenden Genen zu kombinieren und in
Arabidopsis zu transformieren. Mdgliche Kandidaten dafur sind die Promotoren der Gene APUM-10,
MCT2 und LOG?7, die von Aggarwal et al. (2010) auf ihre stammzellenspezifische Aktivitat getestet
wurden.

Da die Stammzellendomane nur ca. 35 Zellen umfasst (Xie et al. 2009), ist denkbar, dass ein
gesteigerter Einstrom von Cytokinin aus umliegenden Zellen den verstarkten Hormonabbau durch
transgenes CKX1 oder CKX3 ausgleichen kdnnte. Mdéglich ware auch, dass in der zentralen Zone
aktive LOG bzw. IPT Enzyme ihre Aktivitat steigern und dadurch fur Ausgleich sorgen. Die
Expression von ARR1-SRDX umgeht die Wirkung solcher Effekte, da der Suppressor die
Signaltransduktion auch bei hdheren Cytokininkonzentrationen unterdriicken sollte. Trotzdem
unterscheidet sich der Phénotyp der pCLV3:ARR1-SRDX transgenen Pflanzen nicht von den
pCLV3:CKX1/CKX3 transgenen Pflanzen.

Das Modell von Chickarmane et al. (2012) weckt die Vermutung, dass eine Verdnderung des
Cytokiningradienten in der CLV3-Doméne, wie sie durch die pCLV3:CKX-Konstrukte hervorgerufen
werden sollte, Auswirkungen auf die Positionierung des OZ haben kdnnte. Phéanotypische
Verdnderungen, die auf einen derartigen Vorgang rickschlieBen lassen, wurden jedoch nicht
beobachtet. Eine genauere Untersuchung des SAM durch anatomische Schnitte kdnnte Aufschluss
bringen, ob die Meristemorganisation in den transgenen Pflanzen wenigstens geringfiigig veréndert ist.
Eine andere Erklarung fir das Ausbleiben eines Phanotyps konnte sein, dass trotz der Anwesenheit
von Cytokininsignaltransduktionskomponenten das Signal in den Stammzellen von so geringer
Bedeutung ist, dass ein Herabsetzen des Cytokininstatus kaum Wirkung zeigt. Weiterhin ist denkbar,

dass die Wirkung des Hormons in den Stammzellen stark gepuffert ist. Chickarmane et al. (2012)
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zeigten mit ihren Analysen, dass das CLAVATA-System ausgleichend auf die Wirkung von Cytokinin
im SAM wirkt. So fihrte die Applikation von Cytokinin auf das SAM von Wildtyppflanzen nur zu
einer 1,5-fachen VergroRerung desselben, wahrend die gleiche Behandlung bei clv3 Mutanten zu einer
15-fachen VergrolRerung des SAM fihrte. Es ist denkbar, dass umgekehrt eine Absenkung des
Cytokininstatus ebenfalls bis zu einem gewissen Grad durch das CLAVATA-System gepuffert ist. Um
dies zu untersuchen, kdnnte man pCLV3:CKX bzw. pCLV3:ARR1-SRDX transgene Pflanzen mit clv3

Mutanten kreuzen und die Hybriden untersuchen (Dominique Sturm, Masterarbeit, unveroffentlicht).

4.2.2 Erhéhung des Cytokininstatus in der CLV3-Doméne

Die Erzeugung eines konstitutiven Cytokininsignals in den Stammzellen durch das pCLV3:ROCK2
Transgen rief pleiotrope Veranderungen des Phanotyps hervor (Abbildung 13B). Im Vergleich zum
Wildtyp waren transgene Pflanzen kaum verzweigt, sie bildeten Rosetten mit weniger Blattern, bis zu
68 % dickere Sprossachsen, abnormale Bliiten und extrem vergroRerte Sprossmeristeme. Verschiedene
Aspekte dieses Phanotyps sind bereits aus der Literatur bekannt, jedoch wurden noch keine Pflanzen
beschrieben, die den pCLV3:ROCK2 Pflanzen phéanotypisch vollstdndig gleich sind. Die Pflanzen, die
groRere Ahnlichkeit mit den transgenen Pflanzen aufweisen, werden hier kurz aufgelistet und in den
folgenden Abschnitten dann detaillierter beschrieben und diskutiert. Es sind die Mutanten rev
(revoluta), gor, clvl, clv2 und clv3 (Leyser und Furner 1992; Clark et al. 1993; Talbert et al. 1995;
Kayes und Clark 1998; Takano et al. 2010), sowie cytokininbehandelte und einige
cytokininiiberproduzierende Pflanzen (Lindsay et al. 2006; Li et al. 2010; Marsch-Martinez et al.
2012).

Da im Laufe dieses Kapitels mehrfach Vergleiche zur rev Mutante hergestellt werden, soll diese hier
kurz beschrieben werden. REV ist ein Transkriptionsfaktor (Zhong und Ye 1999), der Funktionen bei
der Etablierung lateraler Meristeme (AM und FM) sowie der Leitgewebeentwicklung tbernimmt
(Talbert et al. 1995; Zhong et al. 1997; Zhong und Ye 1999; Otsuga et al. 2001). Promotor-GUS
Analysen und In-situ-Hybridisierungen zeigten, dass REV im Embryo, in Leitbindeln,
interfaszikularem Gewebe, im SAM und in Bliten exprimiert wird (Zhong und Ye 1999; Otsuga et al.
2001). Im SAM wurde REV mRNA in der inneren PZ, der CZ und dem obersten Teil der RZ detektiert
(Otsuga et al. 2001). Weiterhin findet sich Transkript direkt unterhalb von Initien und jungen
Primordien (Stadium 1, nach Smyth et al. 1990). In weiterentwickelten Blutenprimordien (Stadium 2)
wird das Gen an der Stelle des zukunftigen FM exprimiert. Die Genaktivitat im FM ist &hnlich wie im
SAM. REV ist auBerdem wéhrend der Etablierung lateraler Meristeme aktiv. Transkript findet sich in
subepidermalen Zellen an der adaxialen Blattbasis, also dort, wo sich ein axillares Meristem etablieren
wird.

rev Mutanten entwickeln einen auffélligen Phanotyp (Talbert et al. 1995). Die Pflanzen bilden ledrige,

dunkelgrine Blatter und bringen keine Seitenrosetten bzw. am blihenden Spross kaum
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Verzweigungen hervor. Die Sprossachse ist instabil und féllt leicht um, da wenig Lignin gebildet wird.
Die Bliten sind entweder vergroRert und fertil, steril und missgebildet oder filiform. Das
Infloreszenzmeristem bildet zun&chst abwechselnd Bliten aller drei Typen und stellt sein Wachstum

schlie3lich mit der Bildung einer grof3en Zahl filiformer Bliten frihzeitig ein.

4221 Der vegetative Phanotyp von pCLV3:ROCK?2 Pflanzen

Der Habitus der pCLV3:ROCK2 Pflanzen war im Vergleich zum Wildtyp verandert. Besonders
auffallig waren die fehlenden Verzweigungen. Wahrend der Wildtyp nach einem Monat acht bis zwolf
Seitenrosetten angelegt hatte, war bei den transgenen Pflanzen maximal eine Seitenrosette entwickelt
worden, mehr als die Halfte der Pflanzen hatte gar keine gebildet. Am Spross oberhalb der Rosette
wurden keine bis zwei Verzweigungen erster Ordnung gezahlt, Verzweigungen zweiter Ordnung
wurden nie beobachtet. Dementsprechend selten wurden oberhalb der Rosette Blatter gebildet. Beim
Wildtyp wurden dagegen am Hauptspross bis zu sechs Seitensprosse sowohl erster als auch zweiter
Ordnung gezéhlt.

Die geringe Anzahl der Verzweigungen bei den transgenen Pflanzen konnte auf eine verstarkte
Apikaldominanz hinweisen. Die Apikaldominanz wird durch Auxin vermittelt, das die Entwicklung
von Seitensprossen unterdriickt (Mdller und Leyser 2011). Das Hormon wird von den jungsten
Organen an der Sprossspitze gebildet und im Phloem in Richtung Wurzel transportiert. Cytokinin, das
im Xylemsaft aus der Wurzel in Richtung Sprossspitze transportiert wird, fordert dagegen das
Auswachsen der axillaren Meristeme und agiert dadurch antagonistisch zu Auxin (Muller und Leyser
2011). Die vielen Bitenknospen, die von den pCLV3:ROCK2 Pflanzen gebildet und am Sprossapex
akkumuliert werden, sind vermutlich eine starke Auxinquelle. Als direkte Konsequenz der verstarkten
Hormonproduktion am Sprossapex konnte der Auxingehalt im Leitgewebe der Pflanze erhoht sein,
was das Auswachsen von Seitensprossen erschweren wirde.

Das Auswachsen der axillaren Meristeme kann stimuliert werden, indem der Auxinfluss in der
Sprossachse durch Abschneiden des Sprossapex unterbrochen wird. Im Laufe dieser Arbeit wurden
héufig die Sprossspitzen von pCLV3:ROCK2 Pflanzen entnommen und gelegentlich wurden die
enthaupteten Pflanzen weiter gezogen, um beispielsweise Samen oder noch mehr Meristeme zu
erhalten. Dabei wurde beobachtet, dass nach dem Abschneiden nur selten sekundére Sprosse gebildet
wurden. Es ist also moglich, dass nicht die Apikaldominanz verstérkt ist, sondern stattdessen die
Anlagen der axillaren Meristeme selbst gestort sind.

Wie bei den pCLV3:ROCK2 Pflanzen wurde bei den wenig verzweigten Mutanten las (lateral
suppressor), raxl — rax3 (regulators of axillary meristems) und rev (Talbert et al. 1995; Greb et al.
2003; Keller et al. 2006; Muller et al. 2006) beobachtet, dass nach einer Dekapitation kaum
Seitensprosse auswuchsen. In allen genannten Mutanten ist die Bildung axillarer Meristeme entweder

in der Rosette oder in der gesamten Pflanze unterbunden. LAS und RAX1 — RAX3, die fiir verschiedene
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Transkriptionsfaktoren kodieren, werden in der Meristem/Organ-Grenzregion exprimiert, LAS auch an
der Basis junger Seitentriebe (Greb et al. 2003; Keller et al. 2006; Mdiller et al. 2006). REV wird wie
eingangs erwahnt direkt unterhalb junger Primordien exprimiert und gilt zusammen mit STM als
frihester bekannter Marker von axillaren Meristemen (Otsuga et al. 2001).

Wie kann es nun sein, dass das pCLV3:ROCK2 Transgen, das ausschlie3lich im SAM-Zentrum aktiv
sein sollte, einen Verzweigungsphénotyp hervorruft, der normalerweise durch die Mutation von Genen
entsteht, die (abgesehen von REV) ausschliellich aullerhalb des SAM exprimiert werden? Reguliert
Cytokinin aus dem SAM-Zentrum heraus die Entstehung von Seitenmeristemen? Oder ist es die
abnormale Meristemstruktur der pCLV3:ROCK2 Pflanzen, die stérend auf die Ablaufe wahrend der
Primordienbildung am SAM-Rand wirkt? Um erste Hinweise fur eine Antwort zu sammeln, konnte
durch In-situ-Hybridisierungen die Expression der LAS, RAX und REV Gene in den pCLV3:ROCK2
Pflanzen untersucht werden. Es wére auch interessant, pCLV3:ROCK2 Pflanzen mit Mutanten zu
kreuzen, die sich verstarkt verzweigen, wie z.B. axrl (Lincoln et al. 1990; Stirnberg et al. 1999) oder
avbl, einer gain of function Mutation von rev (Zhong und Ye 2004). Dadurch lieRRe sich herausfinden,
ob das Transgen in der Lage ist, die vermehrten Verzweigungen zu unterdriicken.

Die Primérrosetten der transgenen Pflanzen enthielten drei bis vier Blatter weniger als der Wildtyp,
aulBerdem war der Rosettendurchmesser um 20 % - 40 % reduziert. Die geringere Anzahl an
Rosettenblattern bei den transgenen Pflanzen kommt vermutlich durch den verfriihten Ubergang vom
vegetativen zum generativen Stadium zustande. Bei pCLV3:ROCK2 Pflanzen wurden bereits nach
zehn Tagen Bliutenprimordien detektiert, was bedeutet, dass die transgenen Pflanzen weniger Zeit zur
Verfligung hatten, um Blatter zu bilden. Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei anderen Pflanzen
mit erhéhtem Cytokiningehalt gemacht, zum Beispiel bei ckx-Sechsfachmutanten und rock2 bzw.
pAHK2:ROCK2 Pflanzen (Bartrina, personliche Mitteilung; Braun, unvertffentlicht). In
Wildtyppflanzen geht der Wechsel von der vegetativen zur generativen Lebensphase mit einem
Anstieg der Cytokininkonzentration im SAM einher (Corbesier et al. 2003). Durch das
pCLV3:ROCK2 Transgen entsteht im SAM ein verstarktes Cytokininsignal, das den
Lebensphasenwechsel moglicherweise verfriht induziert.

Die Blatter der transgenen Pflanzen waren von einem sehr dunklen Grin, fuhlten sich ledrig und dick
an und waren bei der Linie #11 nach unten gebogen. Dies trifft auch auf die Blatter der rev Mutante
zu. Die Wolbung der Blatter ist bei rev Pflanzen auf ein verstdrktes Wachstum der Epidermis
zurlickzufiihren, die ledrige Textur und die dunkle Farbe auf eine erhohte Anzahl an
chloroplastenhaltigen Zellschichten im Blatt (Talbert et al. 1995). Eine genauere Untersuchung der
Blatter konnte zeigen, ob dies auch bei den pCLV3:ROCK?2 Pflanzen der Fall ist. Im Unterschied zu
den Blattern der pCLV3:ROCK2 Pflanzen sind die Rosettenblatter von rev Mutanten groer als
Wildtypblatter, weil sie mehr Zellen enthalten. Die Zellzahl und -gréRe in Blattern von

pCLV3:ROCK2 Pflanzen wurde bislang noch nicht erfasst. Mdglicherweise ist die Zellteilungsphase in
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den Blattern verkdirzt oder es werden weniger Zellen in die Blattprimordien rekrutiert als bei rev- und
Wildtypblattern.

Die transgenen Pflanzen entwickeln um bis zu 68 % dickere Sprossachsen als der Wildtyp. Dies ist
vermutlich auf das gréRere Sprossmeristem zurtickzufiihren, das mehr Zellen an die RZ und PZ abgibt.
Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei cytokininbehandelten Pflanzen gemacht, die eine ca. 25 %
dickere Sprossachse mit mehr Leitbundeln als die unbehandelten Kontrollpflanzen bildeten (Lindsay
2006). Auch andere Pflanzen mit erhdhtem Cytokininstatus, wie die ckx3 ckx5 Mutanten (Bartrina et
al. 2011), rock2 und rock3 Mutanten (Braun, unverdffentlichte Daten) und IPT (berexprimierende
Pflanzen (Rupp et al. 1999) entwickeln eine dickere Sprossachse. Pflanzen mit Cytokininmangel
bilden dagegen einer dinnere Achse (Werner et al. 2003; Miyawaki et al. 2006). Trotz der erhéhten
Zellzahl ist die Organisation des Sprossachsengewebes in pCLV3:ROCK2 Pflanzen nicht gravierend
veréndert. Dies bedeutet, dass obwohl die Meristemorganisation teilweise extrem gestort ist, die
Regulation der tieferen Schichten von RZ und PZ weitgehend normal und unabhdngig von den

Stammzellen funktioniert.

4.2.2.2  Das veranderte Sprossmeristem von pCLV3:ROCK2 Pflanzen

Ein auffalliges Merkmal der pCLV3:ROCK2 Pflanzen war das stark vergroflerte Sprossmeristem
(Abbildung 20 und 21). Drei Tage nach der Aussaat waren die Meristeme der transgenen Pflanzen
normal organisiert und von &hnlicher GréRe wie die des Wildtyps, doch bereits sechs Tage nach der
Aussaat waren die Meristeme der transgenen Pflanzen um ca. das Vierfache vergréliert. Das extreme
Wachstum des SAM setzte sich bis zum Offnen der ersten Bliiten fort, wobei mit zunehmender GréRe
der Meristemaufbau immer gestorter wurde. Die klonalen Schichten (L1 und L2, s. Abbildung 4A)
waren bereits zehn Tage nach der Aussaat nicht mehr zu erkennen und das Meristem nahm eine stark
nach auBen gewdlbte, unregelmalige Form an. Zu diesem Zeitpunkt waren an den SAM-Réndern
bereits Blitenprimordien erkennbar, wahrend das Meristem des Wildtyps noch im vegetativen
Stadium war. Die verstarkte Initiation der Blutenprimordien folgte keinem phyllotaktischen Muster, es
entstanden mehrere Primordien gleichzeitig. Nach der Initiation folgte jedoch keine Verlangerung der
Internodien, stattdessen akkumulierten die Blltenprimordien an der Sprossspitze und bildeten eine
scheibenartige Struktur. Die Oberflache des SAM wurde derweil immer unorganisierter, es entstanden
Beulen, kleine Extrameristeme und z.T. wurden Primordien direkt auf der Meristemoberflache
gebildet.

Maogliche Ursachen der Meristemvergrofierung

In der Literatur gibt es einige Beschreibungen von Pflanzen mit vergroerten Meristemen, z.B.
Ethanol-induzierte antiARR7/15 amiRNA-Linien (Zhao et al. 2010), aberrant phyllotaxisl (Giulini et
al. 2004), ampl (Nogué et al. 2000; Vidaurre et al. 2007), ckx3 ckx5 (Bartrina et al. 2011), clvl
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(Leyser und Furner 1992; Clark et al. 1993), clv2 (Kayes und Clark 1998), clv3 (Clark et al. 1995),
farnesyl transferase B (Running et al. 1998; Bonetta et al. 2000; Yalovsky et al. 2000), fasciatal und
fasciata2 (Leyser und Furner 1992; Kaya et al. 2001), gor (Takano et al. 2010), jabba-1D (Williams et
al. 2005), mgounl und mgoun2 (Laufs et al. 1998), miniyo (Sanmartin et al. 2011), pluripetala
(Running et al. 2004), tornado2 (Chiu et al. 2007), pAP1:1PT4 (Li et al. 2010) und p35S>>WUS-GR
(‘Yadav et al. 2010).

Bei vielen dieser Pflanzen hangt die MeristemvergroBerung mit einem auf ganz unterschiedliche
Weise verursachten Anstieg der WUS-Aktivitdat im SAM zusammen. WUS regt die Teilung der
Stammzellen an und ist damit ein positiver Regulator des Stammzellenpools und der SAM-Groliie. Die
induzierte Uberexpression von WUS fiihrt zu einer VergréRerung des Sprossmeristems (Yadav et al.
2010). Die Expression von WUS wird durch die CLV-Proteine reprimiert (Brand et al. 2000; Schoof et
al. 2000) und durch Cytokinin stimuliert (Gordon et al. 2009). Die externe Applikation des Hormons
auf den Sprossapex fiihrt zu einem kurzzeitigen Anstieg der WUS-Aktivitdt und dadurch temporar zu
vergroRerten Meristemen (Lindsay et al. 2006; Chickarmane et al. 2012). Ein &hnlicher Effekt ist zu
beobachten, wenn der pflanzeneigene Cytokiningehalt im SAM durch eine Genmutation erhéht ist.
Sowohl ampl (Chaudhury et al. 1993; Nogué et al. 2000; Vidaurre et al. 2007) als auch ckx3 ckx5
Mutanten (Bartrina et al. 2011) enthalten im Sprossapex mehr Cytokinin und bilden als Folge davon
grolere Meristeme. Auch die Erhéhung des Cytokiningehalts durch ein Transgen fuhrt zu diesem
Phéanotyp, so z.B. bei Pflanzen, die ein IPT4 Gen spezifisch in Blitenprimordien exprimieren (Li et al.
2010). Bei pAP1:1PT4 Pflanzen tritt die VergrofRerung des Meristems auf, obwohl das Cytokinin nicht
im SAM selbst, sondern in den Bliten produziert wird. Es ist jedoch anzunehmen, dass das Hormon
durch Diffusion oder Transport aus den Blitenprimordien in das angrenzende Meristem gelangt,
wodurch der beobachtete VergréRerungseffekt entstehen konnte.

Chickarmane et al. (2012) haben gezeigt, dass das CLAVATA-System im SAM Fluktuationen des
Cytokiningehalts abpuffert. Wildtyppflanzen vergréRRerten ihr Meristem nach Cytokininbehandlung
um den Faktor 1,5, wohingegen sich das Meristem von clv3 Mutanten um das 15-fache vergroferte. In
den clv3 pCLV3:ROCK2 Hybriden wurde die Cytokininbehandlung quasi durch das Transgen ersetzt.
Der beobachtete Effekt war vergleichbar. Das SAM der Hybriden war ca. finfmal groRer, als es die
Addition der Meristeme beider Elternpflanzen erwarten lieR. Das heif3t, dass das CLAVATA-System
im pCLV3:ROCK2 Hintergrund funktional ist und abpuffernd auf das verstarkte Cytokininsignal der
Stammzellen wirkt.

Da bei vielen Pflanzen mit vergrofierten Meristemen eine verstarkte WUS-Expression nachgewiesen
wurde (Brand et al. 2000; Kaya et al. 2001; Takano et al. 2010; Yadav et al. 2010; Bartrina et al.
2011), liegt die Vermutung nahe, dass dies auch in pCLV3:ROCK?2 Pflanzen der Fall sein kdnnte. Um
die GréRe der WUS-Domaéne zu ermitteln, wéare es notwendig, durch In-situ-Hybridisierungen oder
der Einkreuzung des pWUS:GUS Reportergenkonstrukts in pCLV3:ROCK?2 Pflanzen die Aktivitat des
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WUS Promotors sichtbar zu machen. Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht abschlielend
durchgefuihrt werden, daher kdnnen an dieser Stelle nur Vermutungen geduRert werden.

Uber den CLAVATA-WUSCHEL-Regelkreislauf hangt die GroRe der WUS -Doméane mit der GroRe
der CLV3-Doméne zusammen (Brand et al. 2000; Schoof et al. 2000). Letztere ist in pCLV3:ROCK2
Pflanzen vergrofiert, wie die Untersuchung von heterozygoten pCLV3:ROCK2 pCLV3:GFP Pflanzen
zeigte (Abbildung 22A). Die WUS-Doméne der pCLV3:ROCK2 Pflanzen kdnnte also proportional zur
CLV3-Doméne vergroRert sein. Dieser Zusammenhang muss in den transgenen Pflanzen jedoch nicht
unbedingt bestehen. Man kann spekulieren, dass durch die spezielle Natur des Transgens der
CLAVATA-WUSCHEL-KTreislauf entkoppelt sein kénnte. Das starke CLV3-Signal, das von der
vergroRerten Stammzellendomane abgegeben wird, konnte die WUS-Expression ahnlich stark
unterdriicken wie es in p35S:CLV3 Pflanzen geschieht (Brand et al. 2000). CLV3-uberexprimierende
Pflanzen konnen ihr SAM nicht erhalten, weil WUS die Teilung der Stammzellen nicht anregen kann.
Dieses Problem konnte in pCLV3:ROCK2 Pflanzen durch die Aktivitdt von ROCK2 umgangen
werden, da das konstitutive Cytokininsignal die Stammzellenteilung unabhé&ngig von WUS anregen
sollte. Die Aktivitat des Transgens ware auch ohne WUS gewéhrleistet, da die Aktivitadt des CLV3
Promotors nicht ausschlieflich von WUS abhangig ist. Dies wurde von Brand et al. (2002) gezeigt, die
eine  schwache Aktivitdt des pCLV3:GUS Reportergenkonstrukts im wus Hintergrund
nachwiesen.

Die Untersuchung von wus pCLV3:ROCK2 Hybriden zeigte, dass dieses spekulative Szenario nicht
zutrifft, denn der wus Phéanotyp ist epistatisch zum pCLV3:ROCK2 Phéanotyp. Das bedeutet, dass die
durch ROCK2 angeregte Teilung von CLV3-aktiven Zellen ohne WUS nicht in der Lage ist, das
Meristem zu erhalten. Es ist daher also anzunehmen, dass WUS in den vergroRerten Meristemen von
pCLV3:ROCK2 Pflanzen exprimiert wird. Vermutlich hat WUS Uber die Anregung der Zellteilung
und die Aktivierung des CLV3 Promotors hinaus noch andere Funktionen, von denen die Stammzellen
abhéangen und die bisher nicht bekannt sind.

Einen Sonderstatus unter den Pflanzen mit vergréRertem SAM nimmt die gor Mutante ein (Takano et
al. 2010). Diese Pflanzen beginnen nach der Keimung damit, ihr SAM kontinuierlich zu vergréRern,
bis es schlieBlich eine &hnliche GroRe erreicht wie das SAM von pCLV3:ROCK2 Pflanzen. In dem
vergroRerten vegetativen Meristem der gor Mutante sind sowohl die WUS- als auch die CLV3-
Domadne verbreitert. Nach der Produktion weniger Blatter beginnt das Meristem in der generativen
Phase, eine Vielzahl von Bliitenprimordien anzulegen, die sich zu radialsymmetrischen, filiformen
Organen entwickeln, die denen der pCLV3:ROCK2 Pflanzen &hneln. Der CLV3 Promotor ist in
samtlichen Zellen der vergroRerten Meristemoberflache aktiv, allerdings nicht in den filiformen
Organen. Die Pflanzen elongieren einen meist unverzweigten Spross, dessen verbreiterter Apex sich
schlieRlich in eine Vielzahl kleiner Aste aufspaltet, die sterile Bluten tragen. Die Ursache dieses
Phanotyps ist der mutationsbedingte Austausch einer Aminosaure in der DNA-bindenden

Homeodoméne von STM (Arginin 339 - Lysin, Takano et al. 2010). Die meisten
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Homeodoménenproteine tragen in ihrer DNA-Bindedomane vier konservierte Aminoséuren, darunter
ein Arginin. WUS, ebenfalls ein Homeodomé&nenprotein, weicht von diesem konservierten
Aminosdurenmuster ab und enthélt anstatt eines Arginins ein Lysin, so wie das GOR Protein. Es ist
moglich, dass in gor Pflanzen das mutierte STM-Protein teilweise Funktionen von WUS bernimmt
und dadurch WUS-Zielgene stérker aktiviert werden, was zu einer Vergrofierung des SAM fihren
konnte. Da das SAM von pCLV3:ROCK2 dem der gor Mutanten sehr dhnlich ist, beeinflusst das
ektopische Cytokininsignal mdglicherweise die Expression dhnlicher Zielgene wie das mutierte GOR

Protein.

Maogliche Griinde fur die Veranderung der SAM-Form

Die WUS-Expression kann durch die Abregulation des CLAVATA-Systems erhoht werden, wie es bei
den clv Mutanten der Fall ist (Brand et al. 2000; Schoof et al. 2000) oder nach der Aktivierung eines
induzierbaren antiCLV3 RNAi-Konstrukts (Reddy und Meyerowitz 2005). Die Folge ist auch hier ein
vergroRertes SAM, wobei bei den clv Mutanten &hnliche Verformungen des Meristems auftreten, wie
bei den Meristemen der pCLV3:ROCK2 Pflanzen (Abbildung 21B). Die Ausbeulungen auf dem SAM
konnten dadurch entstehen, dass sich die Zellen des Meristems schneller teilen als dass sie in
Primordien an die Peripherie abgegeben werden kdnnen. Da die Zellen das SAM nicht verlassen
kénnen, beginnen sie, sich in kleinen Beulen aufzutiirmen. Eine andere Erklarung fiir die Entstehung
der Beulen konnten lokal unterschiedliche Teilungsaktivitaten sein, d.h. die Beulen wiirden sich aus
schnell teilenden Zellen zusammensetzen, die von weniger teilungsaktiven Zellen umgeben sind. Ob
alle Zellen dabei ihre Stammzellenidentitat erhalten, ist bisher nicht geklart. Die Einfihrung von
pCLV3:GFP und pWUS:GFP in die pCLV3:ROCK2 Pflanzen und die Untersuchung der
fluoreszenzmarkierten Meristeme am konfokalen Lasermikroskop konnte Klarheit ber die
Zellidentitaten in den unorganisierten Sprossapices bringen. Das im Rahmen der Arbeit erstellte
pWUS-Konstrukt fluoreszierte jedoch nicht und von den pCLV3:GFP pCLV3:ROCK2 doppelt
transgenen Pflanzen wurden bislang nur heterozygote Individuen mit moderatem Meristemphanotyp
untersucht. In diesen ist das SAM zwar vergroBRert, aber nicht deformiert. Die durch GFP-Expression
markierte Stammzellendoméane war in Bezug auf die Gesamtflache des SAM proportional vergroRert
(Abbildung 22A). In den deformierten Meristemen homozygoter Pflanzen kénnte der pCLV3:GFP
Reporter entweder gleichméfRig in allen Zellen der oberen SAM-Schichten aktiv sein oder nur in
kleinen Inseln, die den Ausbeulungen des Meristems entsprechen. Als Parallelstrategie zu der
konfokalen Lasermikroskopie kénnten auch In-situ-Hybridisierungen mit WUS und CLV3 Antisense-
Sonden in den Meristemen der pCLV3:ROCK2 Pflanzen durchgefiihrt werden.

Bei den pCLV3:ROCK?2 Pflanzen der Linie #11 entstehen so viele Ausbeulungen auf dem Meristem,
dass eventuell der polare Auxintransport nicht stérungsfrei funktionieren kann. Durch die
Veranderungen des Transports kénnten auf der SAM-Oberflache kleine Auxinmaxima entstehen, aus

denen heraus sich dann ektopische Primordien bilden. Die Einkreuzung des DR5:GFP
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Auxinreporterkonstrukts kdnnte zeigen, ob dies zutrifft. Auch in diesem Fall wurden im Rahmen der
Arbeit bisher nur heterozygote DR5:GFP pCLV3:ROCK?2 Pflanzen mit moderatem Meristemphéanotyp
untersucht (Abbildung 22B). GFP wurde, wie auch im Wildtyp, in kleinen, kreisférmig angeordneten
Zellgruppen an den Meristemrandern detektiert. Die Untersuchung von homozygoten Pflanzen wird

zeigen, ob diese Regelméaligkeit in stark deformierten Meristemen verandert ist.

Die Veranderung des SAM wahrend der Bliihphase

Nach dem Offnen der ersten Bluten verkleinerte sich das Meristem der pCLV3:ROCK2 Pflanzen
kontinuierlich, was mit einer Veranderung der Form einherging. Zundchst wurde das SAM konkav
und faltig. Nachdem ca. 30 % der Bliten getffnet waren, hatte es schlieBlich eine wildtypéhnliche,
wenngleich leicht vergroRerte Form angenommen. Diese Veranderungen kdnnten auf eine verringerte
Teilungsaktivitit der Stammzellen zuriickgehen. Mdglicherweise schwacht sich die Expression des
pCLV3:ROCK?2 Transgens mit fortschreitendem Alter ab, so dass der ektopische Cytokinineinfluss auf
die Stammzellen abnimmt.

67 Tage nach der Aussaat produzierten transgene Pflanzen der Linie #8 am Hauptspross keine Bliiten
mehr, nur die Nebensprosse waren noch produktiv. Die Spitze des Hauptsprosses war kallusartig
verdickt und hatte keine Ahnlichkeit mit einem SAM. Mdglicherweise verhindert die Expression von
ROCK2 die vollstdndige Termination des gealterten Hauptmeristems, das sich weitgehend
aufgebraucht hat. Da den teilungsaktiven Zellen die fur die Differenzierung notwendige Umgebung
fehlt, bilden sie anstelle von Organen Kallusgewebe.

Ein Teil der pCLV3:ROCK2 Pflanzen der Linie #11 erreichte diesen Endzustand des SAM nicht.
Diejenigen Pflanzen, die einen #11.2 Phanotyp entwickelten (s. Abschnitt 3.2.2.4), stellten das
Wachstum des Sprossapex nach der Bildung einer Vielzahl von Filamenten ein. Bei rev Mutanten
wurde Ahnliches beobachtet (Talbert et al. 1995). Histologische Untersuchungen dieser Pflanzen
hatten gezeigt, dass die Meristeme anstatt kleiner Zellen mit viel Cytoplasma grof3e Zellen mit groRen
Vakuolen enthielten. Es hatte also Differenzierung stattgefunden und die Meristeme hatten ihre
Aktivitat eingestellt, ebenso die Primordien (Talbert et al. 1995). Mdglicherweise sehen die Meristeme
der pCLV3:ROCK2 #11.2 Pflanzen &hnlich aus. Der #11.2 Phénotyp trat nur gelegentlich auf, was
bedeutet, dass er wahrscheinlich von bestimmten Bedingungen abhéngig ist. Wahrscheinlich sind die
stark proliferierenden Meristeme in besonderem Mafe auf die Verfiigbarkeit von Né&hrstoffen
angewiesen. Kann die Versorgung des teilungsaktiven Gewebes nicht durchgéngig gewéhrleistet
werden, konnte das SAM sein Wachstum einstellen. Es ist davon auszugehen, dass die Bedingungen
im Gewéchshaus nicht konstant waren. Schwankungen kénnen bei der Temperatur, der Lichtstérke,
der Luftfeuchtigkeit, der Wasser- oder der N&hrstoffverfiigbarkeit auftreten. Um den oder die fiir den
Phéanotyp #11.2 ausschlaggebenden Faktoren zu identifizieren, kénnte man pCLV3:ROCK2 #11.2
Pflanzen in Klimaschranken, die konstantere Wachstumsbedingungen ermdglichen, anziehen und in

parallelen Versuchen die genannten Parameter einzeln variieren.
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42.2.3 Der Blutenphanotyp von pCLV3:ROCK2 Pflanzen

Nicht nur die Entwicklung des Sprossmeristems ist bei pCLV3:ROCK2 Pflanzen gestért, auch die
Blutenmeristeme sind verandert. Besonders auffallig sind die radialsymmetrischen Organe, die das
SAM nach dem Ende der vegetativen Phase bildet (Abbildung 23). In der Literatur sind solche
Strukturen bei fil (filamentous flower; Chen et al. 1999; Sawa et al. 1999a; Sawa et al. 1999b), rev
(Talbert et al. 1995) und gor Mutanten (Takano et al. 2010) belegt. In fil Mutanten wurde anhand von
Untersuchungen der Epidermis- und Zellstruktur sowie der Verteilung der Stomata belegt, dass es sich
bei den Filamenten um Blutenstiele handelt, die an ihrer Spitze ihre FM-Identitat eingebuflit haben
(Chen et al. 1999; Sawa et al. 1999a). Bei den pCLV3:ROCK2 Pflanzen misste dies anhand von
genaueren Aufnahmen am REM noch belegt werden. FIL ist ein Transkriptionsfaktor, der wahrend der
Initiation von Blutenprimordien aktiv wird und spater an der abaxialen Seite des Blitenprimordiums
und der Blitenorganprimordien exprimiert wird. Er ist an der Entwicklung des Blitenprimordiums,
der Etablierung des Blitenmeristems und der Initiation von homdootischen Genen wahrend der
Blitenbildung beteiligt. Die Untersuchung der FIL-Aktivitat durch In-situ-Hybridisierungen in den
pCLV3:ROCK2 Pflanzen koénnte zeigen, ob die Expression des Transkriptionsfaktors durch das
konstitutive Cytokininsignal in den Stammzellen durch einen nicht-zellautonomen Mechanismus
beeintrachtigt ist.

Die rev Mutante bildet neben normalen Bliten ebenfalls radialsymmetrische Filamente aus (Talbert et
al. 1995). Diese wurden wie bei den fil Mutanten als Blitenstiele ohne Blutenmeristem interpretiert.
Die Anhaufung phanotypischer Ubereinstimmungen zwischen rev Mutanten und pCLV3:ROCK2
Pflanzen festigt die Vermutung, dass durch das verstarkte Cytokininsignal in den Stammzellen ein
reprimierender Effekt auf REV (oder REV) ausgeuibt wird. Dies wird umso wahrscheinlicher wenn
man bedenkt, dass REV in den Meristemen von Wildtyppflanzen auch in der CLV3-Doméne aktiv ist
(Otsuga et al. 2001).

Auch die bereits erwahnte gor Mutante bildet entlang ihres Infloreszenzsprosses griine Filamente, die
als unterentwickelte Bliiten ohne meristematische Aktivitat interpretiert wurden (Takano et al. 2010).
Durch Untersuchungen mit einem pCLV3:GUS Reportergenkonstrukt in gor Mutanten wurde gezeigt,
dass CLV3 in den Filamenten nicht exprimiert wird und diese folglich kein FM besitzen. Offenbar gibt
es hier einen Steuermechanismus, der aus dem SAM heraus die Etablierung des FM unterbindet. Dies
findet entweder schon dann statt, wenn das Blutenprimordium beginnt, sich zu etablieren oder zu
einem spateren Zeitpunkt. Es erfordert weitere Untersuchungen, um herauszufinden, ob dieser
Mechanismus bei den filiformen Bliten der gor Mutante und der pCLV3:ROCK2 Pflanzen derselbe
ist. In dieser Hinsicht ware es interessant, die Aktivitat des TCS:GFP Reporterkonstrukts in den
beiden genetischen Hintergrinden zu vergleichen. Es ist anzunehmen, dass in pCLV3:ROCK2
Pflanzen ein starkes TCS-Signal die Stammzellendomane markiert. Die Stérung der FM-Initiation in
pCLV3:ROCK?2 Pflanzen ware also abhdngig von einem starken ektopischen Cytokininsignal in der

CZ. Ware ein solches auch in den Stammzellen der gor Mutanten zu beobachten, bestiinde ein erster
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Hinweis, dass die Entwicklung der Blutenprimordien bei den beiden Pflanzen tber einen dhnlichen
Mechanismus fehlgeleitet wird.

pCLV3:ROCK2 Pflanzen entwickeln neben den Filamenten auch funktionale Bliiten, die im Vergleich
zum Wildtyp vergrofRert sind und meist mehr Organe enthalten, die z.T. missgebildet sind (Abbildung
23). Solche Bliiten wurden auch bei cytokininbehandelten Pflanzen beobachtet (Lindsay et al. 2006;
Marsch-Martinez et al. 2012) oder bei Pflanzen, die groRere Blutenmeristeme bilden, wie z.B.
pAP1:IPT (Li et al. 2010), ckx3 ckx5 Mutanten (Bartrina et al. 2011) oder clv Pflanzen (Clark et al.
1993, 1995). Die erhdhte Anzahl der Organe ist vermutlich auf die VergréBerung des FM, die durch
das verstarkte Cytokininsignal in der CZ bewirkt wird, zurlickzufihren (Li et al. 2010). Die
GroRenzunahme des FM koénnte die Expression homdotischer Blitengene (ABCE-Gene, umfassend
besprochen in Krizek und Fletcher 2005) beeinflussen, was die Ursache fiir die missgestalteten
Blutenorgane der pCLV3:ROCK?2 Pflanzen sein kdnnte. Es ist auch denkbar, dass das Cytokininsignal
aus dem Zentrum des FM heraus direkt die ABCE-Gene beeinflusst, doch gibt es in der Literatur
bisher kaum Anhaltspunkte, dass Cytokinin homdootische Blltengene in direkter Weise beeinflusst
(Estruch et al. 1993).

4.3 Die Veranderung des Cytokininstatus in der WUS-Doméne

Das OZ, dessen Identitdt und GroRe durch die Aktivitadt des WUS Gens definiert wird, befindet sich
direkt unterhalb der CLV3-Domane (Mayer et al. 1998). Das TCS-Reporterkonstrukt markiert diesen
Meristembereich als Ort hoher Cytokininaktivitit (Gordon et al. 2009; Yoshida et al. 2011). Ein In-
silico-Modell gab Hinweise darauf, dass ein rdumlich scharf begrenztes, hohes Cytokininsignal dabei
helfen konnte, das OZ vom umgebenden Gewebe abzugrenzen (Gordon et al. 2009). Das
Cytokininsignal wird im OZ hauptsachlich durch die Rezeptoren AHK3 und AHK4 vermittelt
(Méhonen et al. 2006b; Gordon et al. 2009). Sie aktivieren unter anderem WUS, das selbst verstérkend
auf die Cytokininsignaltransduktion wirkt, indem es die Transkription der das Cytokininsignal negativ
regulierenden A-Typ ARR Gene reprimiert (Leibfried et al. 2005; Gordon et al. 2009). Trotzdem gibt
es eine Restaktivitat verschiedener A-Typ ARRs im Meristemzentrum, da sie durch das
Cytokininsignal antagonistisch zur Repression durch WUS aktiviert werden (Leibfried et al. 2005). Da
im OZ bisher keine Aktivitdt von cytokininaktivierenden LOG-Enzymen nachgewiesen werden
konnte, kann es sein, dass Cytokinin aus anderen Meristembereichen in die WUS-Doméne gelangt,
z.B. aus den Stammzellen (Chickarmane et al. 2012). Chickarmane et al. (2012) zeigten in einem
Computermodell, dass in der SAM-Epidermis produziertes Cytokinin einen Hormongradienten im
Meristem etablieren konnte, der gemeinsam mit dem CLAVATA-System fiir die dynamische
Positionierung der WUS-Domaéne verantwortlich sein konnte.

Experimente, die sich mit der Wirkung von Cytokinin auf das OZ beschéaftigen, basieren bisher nur
auf Versuchen mit Hormonerhohungen im ganzen SAM. Nur in der Doktorarbeit von Holst (2009)
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wurde versucht, den Cytokininstatus auf das OZ begrenzt zu verringern, allerdings ohne dass ein
Phénotyp beobachtet werden konnte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der WUS Promotor verwendet,
um Gene aus dem Cytokininkontext spezifisch im OZ zu exprimieren. Dabei sollte jedoch nicht
vergessen werden, dass das WUS Gen auch in Bliitenmeristemen aktiv ist und dort die Termination des
FM steuert (Lenhard et al. 2001), sowie in Gynoecien, wo es malRgeblich an der Entwicklung der
Samenanlagen beteiligt ist (GroR-Hardt et al. 2002) und wéhrend der Embryogenese (Mayer et al.
1998).

4.3.1 Absenkung des Cytokininstatus in der WUS-Doméne

Ahnlich wie pWUS:CKX3 transgene Pflanzen (Holst 2009) zeigten Pflanzen, die ein pWUS:CKX1
oder ein pWUS:ARR1-SRDX Konstrukt trugen, keinen Phanotyp, obwohl die Expression des
Transgens nachgewiesen werden konnte. Mdglicherweise ist der WUS Promotor nicht stark genug,
CKX1, CKX3 und ARR1-SRDX so zu exprimieren, dass sie den Cytokininstatus im OZ merklich
absenken kénnen. Die Transkription von WUS wird durch Cytokinin angeregt (Gordon et al. 2009;
Chickarmane et al. 2012). Es ist daher mdglich, dass das Absenken des Cytokininstatus zu einer
schwacheren Expression des Transgens fiihrt, die die Entstehung eines starken Cytokinindefizits im
OZ verhindert. Daher kdnnte es interessant sein, einen anderen OZ-spezifischen Promotor fiir den
Versuch auszuwéhlen. Aggarwal et al. (2010) identifizierten drei spezifisch im OZ aktive Promotoren,
die eventuell starker sein kdnnten als der WUS Promotor: pB3, pCK und pCKX3. Der CKX3 und der
CK Promotor sind cytokininreguliert (Brenner et al. 2005) und sollten nicht verwendet werden, der B3
Promotor kommt jedoch fiir eine Verwendung in Frage.

So wie bei den pCLV3:CKX exprimierenden Pflanzen ist auch bei pWUS:CKX Pflanzen denkbar, dass
ein Cytokinineinstrom aus dem das OZ umgebenden Gewebe den verstdarkten Cytokininabbau
ausgleicht. Da jedoch auch bei pWUS:ARR1-SRDX Pflanzen, die im OZ gegeniiber Cytokinin
unempfindlich sein sollten, keine Verdnderung des Phanotyps beobachtet wurde, ist davon
auszugehen, dass dieser Effekt keine Rolle spielt. Um zu tberprifen, ob das starke Cytokininsignal im
OZ durch die Transgenexpression verédndert wurde, kénnte man TCS:GFP pWUS:CKX1/ARR1-SRDX
Hybride untersuchen.

Maoglicherweise puffert auch bei pWUS:CKX/ARR1-SRDX Pflanzen das CLAVATA-System
hormonelle Verénderungen im Meristemzentrum auf eine solche Weise ab, dass kein Phénotyp
sichtbar werden kann. Die Expression von pWUS:CKX1 oder pWUS:ARR1-SRDX konnte in einem clv
Hintergrund dagegen deutliche Verénderungen des SAM erzielen (Dominique Sturm, Masterarbeit,
unverdffentlicht). Moglicherweise ist ein geringerer Cytokininsatus in der WUS-Doméne in der Lage,
die extreme SAM-GroRe der clv Mutanten zu reduzieren.
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4.3.2 Erhohung des Cytokininstatus in der WUS-Doméne

Die Expression des pWUS:ROCK2 Transgens bewirkte in Arabidopsis eine drastische Verénderung
des Phanotyps (Abbildung 16B, E). Priméartransformanten mit einem Typ A Phéanotyp stellten nach der
Produktion einiger Blatter die Bildung weiterer Organe ein, die Pflanze verharrte im
Keimlingsstadium und der Sprossapex wuchs zu einer kugelférmigen, trichombedeckten Struktur
heran. Diese bestand im Innern hauptsachlich aus einer Vielzahl kleiner, undifferenzierter Zellen, die
von einer diinnen Schicht aus Leit- und Cortexgewebe umgeben war. Auch Primdrtransformanten vom
Typ B wurden nicht groRRer als zwei Wochen alte Keimlinge. Diese Pflanzen brauchten inr SAM nach
der Bildung weniger, z.T. filiformer Bldtter auf. T;-Pflanzen vom Typ C bildeten einen verdickten
nadelférmigen Spross, der entweder keine oder nur wenige Bllten hervorbrachte. Diese Pflanzen
waren in der Lage, Seitensprosse zu bilden, die sich normal entwickelten. Der Typ C Phanotyp ging in
den Folgegenerationen verloren. qRT-PCR Daten zeigten, dass ROCK2 in den Pflanzen aller
Phénotypkategorien exprimiert wurde. In Bezug auf den Vergleich der Expressionsstarke von ROCK2
zwischen den verschiedenen Phédnotypen sollten die gRT-PCR-Daten mit Vorsicht interpretiert
werden. Da sich die untersuchten Pflanzen morphologisch sehr stark voneinander unterscheiden,

kénnen die Ergebnisse nicht direkt miteinander verglichen werden (Demidenko und Penin 2012).

Die Expression von WUS in pWUS:ROCK?2 Pflanzen

Der WUS Promotor wird durch die Cytokininsignaltransduktion im OZ angeschaltet (Gordon et al.
2009). Das bedeutet, dass in pWUS:ROCK2 Pflanzen wahrscheinlich nicht nur die Transkription von
endogenem WUS heraufreguliert wird, sondern auch, dass das unter dem WUS Promotor exprimierte
ROCK?2 Transgen verstarkend auf seine eigene Aktivitat wirkt. Damit wird die Zellteilung im SAM
quasi zweifach angeregt. Einerseits aktiviert die groRe Menge an WUS vermutlich vermehrt die
Teilung der Stammzellen, andererseits regt das Cytokininsignal von ROCK2 mdglicherweise die
Zellteilung im OZ an. Da die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten In-situ-Hybridisierungen in
pWUS:ROCK2 Pflanzen nicht funktioniert haben, ist bisher ungeklart, in welchen Bereichen des
kugelférmigen Sprossapex CLV3 und WUS exprimiert werden.

pCLV3:WUS Pflanzen bilden einen &hnlichen Phénotyp aus wie pWUS:ROCK2 Pflanzen vom Typ A
(Brand et al. 2002). In pCLV3:WUS Pflanzen wurden WUS und CLV3 in einer dreilagigen Schicht aus
kleinen Stammzellen auf der Oberfliche des kugelférmigen SAM co-exprimiert. Der kugelige
Sprossapex wurde nur von den Kotyledonen flankiert, Blatter wurden nicht gebildet. Das Gewebe im
Innern des Apex bestand aus grofRen vakuolierten Zellen, Leitgewebe war nirgendwo erkennbar. Des
Weiteren wurden keine Trichome gebildet (Brand et al. 2002). Dies entspricht nicht dem Aussehen der
pWUS:ROCK2 Pflanzen, daher ist anzunehmen, dass CLV3 und WUS in einer anderen Weise
exprimiert werden, als in den pCLV3:WUS Pflanzen. Denkbar ware, dass in einer vergroferten
Stammzellendoméne CLV3 Uberproduziert wird und WUS-aktive Zellen deswegen weit unterhalb der

Stammazellen liegen.
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Der WUS Promotor wird sehr friih in der embryonalen Entwicklung angeschaltet, genauer im 16-
Zellen-Stadium (Boscéa et al. 2011). Mdglicherweise ist in stark exprimierenden pWUS:ROCK2
Pflanzen bereits die Embryogenese verandert. Transgene Embryonen wurden im Rahmen dieser
Arbeit nicht untersucht. Pflanzen mit einem starken Typ A oder Typ B Phanotyp waren steril. Typ C
pWUS:ROCK?2 Pflanzen hatten einen moderaten Phanotyp und bildeten Samen, die untersucht werden
konnten. Da allerdings die Nachkommen von Typ C Pflanzen in der T,-Generation ihren Phé&notyp
verloren, ist es eher unwahrscheinlich, dass ein embryonaler Phénotyp beobachtet werden kann.
Abhilfe kdnnte die Expression eines induzierbaren pWUS:ROCK2 Konstrukts bringen. Nach der
Selektion von nicht-induzierten Primdrtransformanten kénnten diese wahrend der Bliihphase induziert
werden und die embryonale Entwicklung untersucht werden. Alkoholinduzierbare pWUS>>ROCK?2
Pflanzen wurden bereits generiert und es liegen Samen der T;-Generation vor. Eine Untersuchung

steht allerdings noch aus.

Auxintransport und Primordieninitiation in pWUS:ROCK2 Pflanzen

Da bei pWUS:ROCK2 Pflanzen offensichtlich die Primordienentwicklung gestort ist, liegt die
Vermutung nahe, dass der Auxintransport und/oder die Auxinsignaltransduktion nicht richtig
funktionieren, so wie es bei den nadelformigen mp oder pinl Pflanzen der Fall ist (Reinhardt et al.
2000; Reinhardt et al. 2003). pWUS:ROCK?2 Pflanzen vom Typ C erinnern mit ihrem nadelférmigen
Spross an diese beiden Mutanten. Wére nun bei den pWUS:ROCK2 Pflanzen der Auxintransport
gestort, konnte die punktuelle Applikation des Hormons auf den Sprossapex die Bildung eines
Primordiums bewirken. Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, bei drei Typ C Pflanzen der Linie
#2 durch die Applikation von Auxin ein Primordium zu induzieren, was allerdings erfolglos blieb
(Daten nicht gezeigt). Es kdnnte daher anstatt des Transports die Auxinsignaltransduktion gestort sein,
so wie bei mp Mutanten. Letztlich sind jedoch sowohl die pinl als auch die mp Mutanten nur teilweise
mit den pWUS:ROCK2 Pflanzen vom Typ C vergleichbar, da letztere trotz eines nadelférmigen
Hauptsprosses in der Lage sind, normal bliihende Seitensprosse zu etablieren, was bedeutet, dass
Auxintransport und —signaltransduktion grundsatzlich funktionsfahig sein missen.

pinl mp Doppelmutanten, bei denen Auxintransport und -signaltransduktion simultan deaktiviert sind
(Schuetz et al. 2008), weisen Ahnlichkeit mit den pWUS:ROCK2 Pflanzen vom Typ A auf. Die
Doppelmutanten entwickeln kugelférmige Sprossapices, die keinerlei Primordien bilden. mp
Mutanten, die mit dem Auxintransporthemmstoff NPA behandelt wurden, entwickelten exakt den
gleichen Phénotyp (Schuetz et al. 2008). PIN1 ist in diesen Pflanzen gleichméfig lber den ganzen
Sprossapex verteilt und mit dem DR5:GUS Reporterkonstrukt konnten keine Auxinmaxima
nachgewiesen werden. STM und CLV3 sind in diesen Pflanzen aktiv, was fiir die Gegenwart von
Stammzellen und anderen meristematischen Geweben spricht. In pWwUS:ROCK2 Pflanzen vom Typ A
reprimiert das starke Cytokininsignal eventuell den polaren Auxintransport im Meristem. Cytokinin
reguliert in der Wurzel den Abbau von PIN1 in Abhangigkeit von den Cytokininrezeptoren,
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hauptsachlich von AHK4 (Marhavy et al. 2011), sowie die PIN-Expression (Laplaze et al. 2007).
PIN1 ist jedoch nicht im OZ aktiv, daher misste die mdgliche PIN1-Degradierung in den
pWUS:ROCK2 Pflanzen, wenn (berhaupt, eher durch ein nicht-zellautonomes, cytokinininduziertes
Signal zustandekommen. Aus Wurzelmeristemen ist bekannt, dass Cytokinin die Aktivitadt von ARF-
Proteinen negativ beeinflussen kann, indem es die Transkription von SHY2, einem direkten ARF-
Inhibitor, aktiviert (Dello loio et al. 2008b). Durch diesen Mechanismus kontrolliert Cytokinin die
GroRe des RAM. Aus dem SAM st ber eine solche Art der Interaktion zwischen Cytokinin und
Auxin nichts bekannt, es ware aber denkbar, dass ROCK2 verstarkt die Transkription eines SHY2-
ahnlichen Gens aktiviert, dass ein Auxinsignal im SAM und damit die Primordienbildung reprimieren
kénnte. Der Phanotyp von pWUS:ROCK2 Pflanzen gibt also Anlass zu spekulieren, dass im SAM ein
ahnlicher Mechanismus agieren konnte.

Abgesehen von der kugelférmigen Apexform sind pWUS:ROCK2 Pflanzen vom Typ A und mp pinl
bzw. NPA-behandelte mp Mutanten sehr unterschiedlich. Die Auxinmutanten bilden aufer den
Kotyledonen keine Blatter und das vom Sprossapex gebildete Gewebe zeigte keine
Differenzierungserscheinungen wie Trichome, eine Epidermis oder Leitgewebe (Schuetz et al. 2008).
Stattdessen bildeten sich an der Basis des kugeligen Apex weitere Kugelstrukturen. Spater bildeten
sich auf der Oberflache des Apex filiforme Organe, die als Bliuten interpretiert wurden. Nichts
dergleichen wurde bei pWUS:ROCK2 Pflanzen beobachtet. Es ist daher fraglich, ob der kugelférmige
Sprossapex der pWUS:ROCK2 Pflanzen durch eine gleichzeitig veranderte PIN1 und MP Expression
verursacht wird. Ein erster Schritt, um die Frage nach dem Auxintransport in den transgenen Pflanzen
zu kléren, wére die Transformation von DR5:GFP/GUS und pPIN1:PIN1-GFP Pflanzen mit dem
pWUS:ROCK2 Konstrukt.

Ein aus Maismeristemen bekannter Interaktionsmechanismus zwischen Cytokinin und Auxin basiert
auf dem A-Typ ARR Gen ABPHL1 (Giulini et al. 2004). ABPH1 wird durch Cytokinin induziert und
reguliert die Expression und Verteilung von PIN1 (Lee et al. 2009a). Zuséatzlich wird PIN1 durch
Cytokinin induziert und Auxin wirkt positiv auf die Expression von ABPHL1. Ein vergleichbarer
Mechanismus ist im SAM von Arabidopsis nicht bekannt. WUS reprimiert die Expression einiger A-
Typ ARR Gene, Cytokinin induziert sie. Ob in pWUS:ROCK2 Pflanzen die Aktivierung der ARRs
durch ROCK?2 stérker ist oder die Repression durch eventuell tbermaRig vorhandenes WUS, ist nicht
geklart. Eine verstdrkte Repression eines zu ABPH1 vergleichbaren Gens konnte zu einer
Unterdriickung der moglicherweise ARR-gesteuerten Organogenese fihren. Umgekehrt konnte die
Uberaktivierung von A-Typ ARRs den Auxinfluss so stark verdndern, dass die Regulation der
Phyllotaxis zusammenbricht und die Primordienbildung eingestellt wird.

Microarray-Experimente und Promotoruntersuchungen zeigten, dass WUS in der Lage ist, direkt an
die Promotoren von Genen zu binden, die fur Auxintransport und -signaliibertragungsproteine

kodieren (Busch et al. 2010). Mdglicherweise wird der Auxinstatus und damit die Primordienbildung
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in pWUS:ROCK?2 Pflanzen direkt durch GberméRig aktives WUS beeinflusst. Um dies zu untersuchen,
mussten Expressionsanalysen der von Busch (2010) identifizierten Gene durchgefihrt werden.
Mdglicherweise ist es auch einfach die verénderte Struktur der pWUS:ROCK2 Apices, die die normale
Funktion der Primordienbildung stort. Eine Mdglichkeit, diese Idee weiter zu verfolgen, bestiinde
darin, die vermutlich starke Zellteilung in den pWUS:ROCK2 Pflanzen einzuddmmen, damit der
Sprossapex nicht so stark anschwillt und eine normale Organisation eher moglich ist. Die Aktivitat der
Zellzyklusgene CYCD3;1-3 bestimmt dariiber, wie lange die Zellen eines Gewebes im mitotischen
Zyklus verbleiben und sich teilen (Dewitte et al. 2007). Das SAM von cycD3;1-3 Mutanten ist
verkleinert, aber normal organisiert und funktionsfahig. Die Transformation dieser Mutanten mit dem
pWUS:ROCK2 Transgen kénnte zeigen, ob eine Reduktion der Zellteilung ausreicht, die Organisation
des Apex von pWUS:ROCK2 Pflanzen zu normalisieren.

Vergleich der pCLV3:DRN Pflanzen mit pWwUS:ROCK?2 Pflanzen

In der Literatur gibt es noch eine weitere Publikation, in der Pflanzen mit kugelférmigem Apex belegt
sind (Kirch et al. 2003). pCLV3:DRN Pflanzen sind pWUS:ROCK2 Pflanzen sehr &hnlich. Pflanzen
mit starkem pCLV3:DRN Phénotyp initiieren zwei bis vier Blatter, danach werden etwa ebenso viele
grune radialsymmetrische Organe entwickelt, vermutlich ebenfalls Blatter. Die Sprossachse wachst
hauptséchlich in die Breite und bildet spater eine kugelférmige Struktur, die mit Trichomen bedeckt
ist. Diese Entwicklung ist identisch mit der von Typ A pWUS:ROCK2 Pflanzen. REM-Aufnahmen
zeigen auf der Spitze von verdickten pCLV3:DRN Sprossen ein normal strukturiertes SAM und
Primordien, deren Wachstum offensichtlich gestoppt ist, da keine weiteren lateralen Organe
auswachsen. Vergleichende Untersuchungen mit pWUS:ROCK2 Pflanzen stehen noch aus. In
Langsschnitten durch pWUS:ROCK2 Sprosse wurden bisher jedoch keine SAM-&hnlichen Strukturen
an der Spitze des Sprossapex gefunden. Transgene pCLV3:DRN Linien, die einen schwécheren
Phénotyp ausbilden, entwickeln sich zundchst so wie die zuerst beschriebenen Pflanzen, sind jedoch in
der Lage, die stark verdickte Sprossachse zu verlangern. An der Sprossspitze werden schlief3lich einige
fertile Bliten gebildet. Diese Entwicklung ahnelt der von Typ C pWUS:ROCK2 Pflanzen. Im
Unterschied zu diesen erhielten die pCLV3:DRN Pflanzen ihren Phénotyp jedoch auch in den
folgenden Genrationen. Uberexpression von DRN fihrt zu kleinen Pflanzen mit drei bis vier Blattern,
deren SAM sich mit der Bildung eines radialsymmetrischen Organs aufbraucht (Kirch et al. 2003).
Dieser Phanotyp ahnelt dem von Typ B pWUS:ROCK2 Pflanzen.

DRN/ESR1 (DORNROSCHEN/ENHANCER OF SHOOT REGENERATION1) kodiert fiir einen
AP2/ERF Transkriptionsfaktor, und wurde entdeckt, weil drn-D gain-of-function Mutanten in der
Lage sind, aus Wurzelkulturen ohne die Zugabe von Cytokinin einen Spross zu etablieren (Banno et
al. 2001). DRN wird mdoglicherweise durch Cytokinin positiv reguliert. Das Gen wird im Embryo und
in den Stammzellen exprimiert und ist eventuell an der Regulation von CLV3 mit beteiligt (Kirch et al.

2003). drn Mutanten entwickeln keinen sichtbaren Phanotyp. Mdoglicherweise wird DRN in
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pWUS:ROCK2 ektopisch aktiviert, es ware daher interessant, In-situ-Hybridisierungen mit DRN
antisense Sonden durchzufiihren. Um zu untersuchen, ob der pWUS:ROCK2 Phénotyp durch DRN
vermittelt wird, kdnnte man das Transgen in den drn Hintergrund transformieren und beobachten, ob
der pWUS:ROCK2 Phanotyp schwécher ausgepragt ist.

In drn-D Mutanten, die verbreiterte friihzeitig terminierende Meristeme bilden, werden DRN, WUS
und CLV3 in einer Domane weit unterhalb der SAM-Oberflache co-exprimiert. DRN ist also in der
Lage, die Expression von WUS und CLV3 direkt oder indirekt zu beeinflussen. Es gibt bisher keine
Daten, die zeigen, in welcher Weise die drei Gene miteinander interagieren. Mdoglicherweise aktiviert
WUS die Transkription sowohl von CLV3 als auch von DRN. Ein denkbares Szenario in
pWUS:ROCK2 Pflanzen waére, dass das Ubermalig starke Cytokininsignal im OZ zu einer
Uberaktivierung von WUS fiihrt. Der Transkriptionsfaktor wiirde dann in den Stammzellen wiederum
die Uberaktivierung von CLV3 und DRN bewirken, was zur Ausbildung eines pCLV3:DRN-ahnlichen
Phanotyps flhren konnte.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass der Phanotyp von pWUS:ROCK2 Pflanzen bisher wenig
verstanden ist. Zukiinftige Schritte zur Untersuchung dieser Pflanzen beinhalten die Analyse des
Auxinstatus im SAM, die Manipulation der Zellteilungsrate und In-situ-Hybridisierungen mit CLV3-,
WUS- und DRN-Sonden.

4.4 Die Veranderung des Cytokininstatus in der CLV1-Domaéne

Die Expressiondomane von CLV1 definiert keine eigene funktionale Zone im SAM, wie es bei WUS
und CLV3 der Fall ist. CLV1 ist in einem Bereich aktiv, der das gesamte OZ beinhaltet, sowie Teile
der Stammzellendoméne und der inneren PZ. In diesen drei Bereichen agiert Cytokinin vermutlich auf
sehr unterschiedliche Weise. Die bisher bekannten Aspekte der Hormonwirkung in Stammzellen und
OZ wurden bereits weiter oben besprochen. Uber eine Funktion von Cytokinin speziell in der inneren
PZ ist nichts bekannt. Eine Aktivitat ist jedoch wahrscheinlich, da in dem Bereich die Transkription
aller drei Cytokininrezeptoren sowie verschiedener A-Typ ARRs nachgewiesen wurde (Leibfried et al.
2005; Mahonen et al. 2006b; Zhao et al. 2010).

CLV1 ist nicht nur im SAM aktiv. Analysen mit Promotor:GFP/GUS Reporterkonstrukten wiesen
pCLV1-Aktivitdt im Phloem und Kambium des Hypokotyls und der Kotyledonen nach (An et al.
2004; Zhao et al. 2005). Der eFP Browser, der zur Analyse von Genaktivitaten auf verschiedene
Microarraydatensatze zurlckgreift (Winter et al. 2007), zeigt CLV1-Expression in Bléattern, der

Sprossachse und dem Wurzelsystem an.
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441 Absenkung des Cytokininstatus in der CLV1-Doméane

Die Wirkung des pCLV1:CKX1 Transgens

pCLV1:CKX1 exprimierende Pflanzen (Abbildung 17B) erinnern mit ihren kleinen Rosetten, den
dinnen Stangeln und der verlangsamten Entwicklung an cytokinindefiziente p35S:CKX oder
p35S:ARR1-SRDX Pflanzen (Werner et al. 2003; Heyl et al. 2008; Holst 2009). Das Meristem von
p35S:CKX1 Pflanzen ist um ca. 90 % kleiner als das des Wildtyps (Werner et al. 2003; Bartrina et al.
2011). REM-Aufnahmen zeigten, dass auch das SAM von pCLV1:CKX1 Pflanzen verkleinert ist. Es
ist ca. halb so groR wie das des Wildtyps (Sturm, Masterarbeit, unveroffentlicht). Das kleinere SAM
von pCLV1:CKX1 Pflanzen konnte fur die dunneren Sprossachsen mit verantwortlich sein, da es
weniger Ausgangszellen fir die Sprossentwicklung zur Verfiigung stellt als das Meristem von
Wildtyppflanzen. Die Hauptursache fiir die dinnere Sprossachse ist jedoch eher in der Aktivitdt von
transgenem CKX1 im Kambium des Leitgewebes zu suchen, da sich Cytokininmangel in diesem
Gewebe negativ auf das Dickenwachstum auswirkt (Nieminen et al. 2008). Auch die kleineren Blatter
lassen sich durch die ektopische Aktivitat von CKX1 im Blattleitgewebe erklaren. Vermutlich ist wie
bei p35S:CKX Pflanzen (Werner et al. 2003) die Zellteilungsaktivitat im Blatt eingeschrankt.

Weder pWUS:CKX1 noch pCLV3:CKX1 Pflanzen entwickelten einen Phanotyp. Warum sind dagegen
pCLV1:CKX1 Pflanzen phénotypisch verdndert? Wie oben erwahnt konnte ein Grofteil der
phanotypischen Aspekte auf die Aktivitat des CLV1 Promotors im Leitgewebe zuriickzufiihren sein.
Das trifft jedoch nicht auf den SAM-Phanotyp zu, der wahrscheinlich ausschlieflich durch die
meristematische pCLV1-Aktivitdt bedingt wird. Die Expressionsdoméne von CLV1 im SAM ist grofer
als die von WUS und CLV3, weswegen in pCLV1:CKX1 Pflanzen mehr Zellen CKX1 exprimieren als
in pWUS/pCLV3:CKX1 Pflanzen. Der cytokinindefiziente SAM-Bereich kdnnte also so grof sein, dass
der Hormonmangel von den umliegenden Zellen nicht mehr ausgeglichen werden kann. Das wirkt sich
auf die Aktivitdt des SAM aus. Andere Erklarungen beziehen die Bedeutung der betroffenen SAM-
Doménen mit ein. Vielleicht spielt Cytokinin in der inneren PZ eine grofere Rolle als bisher
angenommen. Um dies genauer zu erforschen, kénnte CKX1 mit einem Promotor kombiniert werden,
der spezifisch in der PZ aktiv ist. Moglicherweise ist jedoch nicht der verringerte Cytokiningehalt in
der PZ fur den verénderten Phédnotyp entscheidend, sondern die gleichzeitige Absenkung des
Cytokiningehalts in OZ und den direkt daran angrenzenden Stammzellen. Es wére daher interessant,
pCLV3:CKX1 pWUS:CKX1 doppelt transgene Pflanzen zu erzeugen, um sie mit pCLV1:CKX1

Pflanzen zu vergleichen.

Die Wirkung des pCLV1:ARR1-SRDX Transgens

pCLV1:ARR1-SRDX Pflanzen sind pCLV1:CKX1 Pflanzen insofern &hnlich, dass sie ebenfalls kleiner
sind als der Wildtyp, dunnere Sprosse und kleinere Bléatter bilden und ihr Wachstum verlangsamt ist
(letzteres allerdings viel starker als bei pCLV1:CKX1 Pflanzen). Der Verlust der Apikaldominanz

wurde jedoch nur bei den pCLV1:ARR1-SRDX Pflanzen beobachtet (Abbildung 18B). Bevor diese
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beginnen, mehrere Infloreszenzsprosse gleichzeitig zu bilden, entwickeln sie buschige Rosetten mit
vielen Seitenrosetten, was fir einen Verlust des vegetativen Hauptmeristems und méglicherweise auch
einiger Seitenmeristeme spricht. Beobachtungen bei pCLV1:ARR1-SRDX Pflanzen, die auf
Agarplatten mit Kanamycin angezogen und nach zwei Wochen auf Erde umgesetzt wurden,
unterstiitzen diese Hypothese. So konnte drei Wochen nach der Kanamycinselektion bei ca. 30 % der
Pflanzen tatsachlich ein Wachstumsstopp der Hauptrosette und das Auswachsen von mehreren
Seitenrosetten beobachtet werden. Bei Pflanzen, die direkt auf Erde angezogen wurden, war dies
dagegen nicht direkt sichtbar. Wahrscheinlich tritt der Meristemverlust bei Kanamycin-selektierten
Pflanzen aufgrund des durch das Antibiotikum hervorgerufenen Stresses frither auf und wird dadurch
friher und deutlicher sichtbar. Eine direkte Folge des wiederholten SAM-Stopps ist die Verzdgerung
der Entwicklung. pCLV1:ARR1-SRDX Pflanzen offneten ihre erste Bliite ca. 12 Tage nach dem
Wildtyp, pCLV1:CKX1 Pflanzen waren dagegen nur wenig (ca. 1 — 3 Tage) verspatet.

Ein moglicher Grund fur den wiederholten Stopp der vegetativen Meristeme von pCLV1:ARR1-SRDX
Pflanzen konnte die geringe SAM-GroRe sein. Die Infloreszenzmeristeme der pCLV1:ARR1-SRDX
Pflanzen sind weniger als halb so groR wie Wildtypmeristeme (Sturm, Masterarbeit, unveréffentlicht),
was allerdings auch bei pCLV1:CKX1 Pflanzen zutrifft, die ihr Hauptmeristem erhalten. Die GriRe der
Infloreszenzmeristeme lasst jedoch nicht zwingend auf die GrélRe der vegetativen Meristeme
riickschliel’en. Die vegetativen Meristeme von Arabidopsis sind Kleiner als die Infloreszenzmeristeme
und mdglicherweise sind erstere bei pCLV1:ARR1-SRDX Pflanzen kleiner als bei pCLV1:CKX1
Pflanzen. Kleine Meristeme reagieren womdglich anders und empfindlicher auf Veranderungen,
weshalb sie eher ihre Aktivitat einstellen kdnnten als groRe Meristeme. Bei p35S:CKX1 Pflanzen, die
extrem kleine Sprossmeristeme bilden, wurde gelegentlich beobachtet, dass im vegetativen Stadium
das Wachstum eingestellt wurde (Werner et al. 2003). Dies kénnte wie bei den pCLV1:ARR1-SRDX
Pflanzen auf die Empfindlichkeit der kleinen Meristeme zurlickzufiihren sein.

Das ungleiche Aussehen der pCLV1:ARR1-SRDX und pCLV:CKX1 Pflanzen ist auf die
unterschiedliche Funktionsweise von CKX1 und ARR1-SRDX zuriickzufuhren. In pCLV1:CKX1
Pflanzen besteht die Mdglichkeit, dass an den Randern des CLV1-Expressionsbereichs (sowohl im
SAM als auch in allen anderen Pflanzenteilen) Cytokinin aus benachbarten Zellen einstrémen und auf
einem niedrigen Niveau die Signaltransduktion induzieren kann, bevor es durch CKX1 abgebaut wird.
Aufgrund seiner Substratpréferenzen (Galuszka et al. 2007) ist CKX1 mdglicherweise nicht in der
Lage, alle Cytokinine gleich schnell abzubauen, wodurch eine Restaktivitit von Cytokinin im CLV1-
Expressionsbereich vorhanden sein konnte. Beides wirde den Effekt des Cytokininmangels
abschwéchen. In pCLV1:ARR1-SRDX Pflanzen bestehen diese Ausgleichsmoglichkeiten nicht, da
Zellen am Rand der CLV1-Doméne genauso insensitiv gegentiber Cytokinin sind wie im Zentrum der
Doméne und auch die Signale von langsamer abgebauten Cytokininen blockiert werden. Der

Cytokininmangel wére dadurch starker ausgepragt als bei Pflanzen mit CKX Transgen.
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442 Erhohung des Cytokininstatus in der CLV1-Doméne

pCLV1:ROCK2 Priméartransformanten starben entweder nach der Bildung einiger winziger
Rosettenblatter oder sie wuchsen zu kleinen Pflanzen mit krummen Sprossen und schmalen,
verdrehten oder eingerollten Blattern heran (Abbildung 19D). Die Pflanzen bliihten normal, teilweise
waren am Sprossapex aber mehr Knospen vorhanden als beim Wildtyp. Dadurch war bei manchen
Pflanzen das Meristem im Zentrum der Infloreszenz sichtbar (&hnlich wie bei ckx3 ckx5 oder ahp6
Pflanzen, s. Abbildung 7A). pCLV1:ROCK2 Pflanzen haben keine Ahnlichkeit mit pWUS:ROCK2
Pflanzen, erinnern jedoch mit der verbreiterten Infloreszenz an pCLV3:ROCK2 Pflanzen. Diese
Ahnlichkeit ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass der CLV1 Promotor in der untersten Reihe der
Stammzellen aktiv ist, ROCK2 daher auch in der CLV3-Domane exprimiert wird. Uber mégliche
Ahnlichkeiten in der SAM-Morphologie kann bislang keine Aussage getroffen werden, da die
Meristeme der pCLV1:ROCK2 Pflanzen noch nicht genauer untersucht worden sind. Die Aktivitat von
ROCK2 in der inneren PZ und in den Stammzellen konnte der Grund sein, warum der bei
pWUS:ROCK?2 Pflanzen beobachtete Phanotyp eines kugelférmigen Meristems nicht auftritt. In einem
Computermodell zeichnete sich das OZ durch eine scharf abgegrenzte hohe Cytokininsensitivitat aus
(Gordon et al. 2009). Diese Abgrenzung ermdglicht laut Modell eine starke Aktivierung von WUS
ausschlieBlich in den Zellen der OZ. In pCLV1:ROCK2 Pflanzen ist zwar einerseits das
Cytokininsignal im OZ verstarkt (was alleine zu extrem vergroferten Sprossapex wie bei
pWUS:ROCK2 Pflanzen fuhren wirde), andererseits sind jedoch auch die umgebenden Zellen
cytokininaktiv. Dadurch konnte der Unterschied zwischen OZ und benachbartem Gewebe geringer
ausfallen und die starke Aktivierung von WUS verhindert werden.

Eine andere Erklarung fiir das Ausbleiben eines starken Meristemphdanotyps wie bei pWUS:ROCK2
Pflanzen konnte eine Autoregulation des Transgens sein. Die Aktivitat von CLV1 wird im SAM durch
Cytokinin negativ reguliert (Lindsay et al. 2006). In pCLV1:ROCK2 Pflanzen wirkt ROCK2
demzufolge hemmend auf seine eigene Transkription, wodurch moglicherweise keine starke
Expression des Transgens zustande kommen kann und die Pflanze nicht so stark beeinflusst wird.

Der auffallige Blattphénotyp der pCLV1:ROCK2 Pflanzen ist vermutlich auf die Aktivitat des CLV1
Promotors in den Blattern zurtickzufiihren. Blattspezifische Uberproduktion von Cytokinin wurde in
der Vergangenheit nur unter der Kontrolle eines seneszenzassoziierten Promotors durchgefiihrt (Gan
und Amasino 1995). Die Auswirkungen eines spezifisch erhéhten Cytokininstatus wahrend der
gesamten Blattentwicklung wurden dagegen noch nicht untersucht. Die verdrehten Blatter erinnern an
Pflanzen, die in der Expression verschiedener HD-ZIPIII Transkriptionsfaktorgene, zu denen auch
REV gehort, beeintrachtigt waren (z.B. Zhou et al. 2007). Nachdem bereits einige Aspekte des
pCLV3:ROCK2 Phénotyps an rev Mutanten erinnerten, liefert der Blattph&notyp der pCLV1:ROCK2
Pflanzen einen weiteren Hinweis, dass Cytokinin die Expression von REV und ggf. verwandten

Transkriptionsfaktoren negativ beeinflussen konnte.
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Bei manchen pCLV1:ROCK2 Linien wurde nach dem Ubergang von der T,- zur Ts-Generation ein
neuer Phénotyp beobachtet (Abbildung 19C). Die Blattrosette war fast doppelt so groR wie die des
Wildtyps und die Apikaldominanz war stark reduziert. Diese Verénderung ist wahrscheinlich in einer
Stilllegung (englisch: silencing) des Transgens begrindet. Es ist bekannt, dass transkriptionale oder
posttranskriptionale Mechanismen die Expression von Transgenen reduzieren kénnen (Fagard und
Vaucheret 2000). Fiur die pCLV1:ROCK2 Pflanzen kdnnte das folgendes bedeuten: Das durch ROCK2
verursachte konstitutive Cytokininsignal ruft vermutlich je nach Expressionsstarke einen
unterschiedlichen Phanotyp hervor. Ein starkes ROCK2-bedingtes konstitutives Cytokininsignal im
Leitgewebe von Sprossachse und Blattern beeintrachtigt vermutlich die Anlage und Entwicklung der
Blatter und des gesamten Sprosses in einer negativen Weise. Die weitgehende (aber nicht
vollstdndige) Stilllegung des Transgens wirde eine abgeschwachte Expression von ROCK2
ermdglichen. Das dadurch entstehende schwache konstitutive Cytokininsignal kénnte nun einen
gegenteiligen Effekt erzielen und das Wachstum und die Zellteilung férdern, ohne die Entwicklung
der Pflanze zu stéren. Ahnliches wurde bereits von Ferreira und Kieber (2005) in Bezug auf das
Wurzelwachstum postuliert. Die beiden Autoren diskutierten, dass eine Verstarkung der
Cytokininsignaltransduktion negativ auf das Wurzelwachstum wirkt und eine schwache Reduktion der
Cytokininsignaltransduktion dagegen selbiges begunstigt. Wird das Cytokininsignal jedoch (iber einen
Grenzwert hinaus reduziert, wird das Wurzelwachstum nicht mehr positiv sondern stark negativ

beeinflusst.

4.5 Abregulation von CKX3 und CKX5 im Sprossapex von Brassica napus

Der vielversprechende Ertragsphénotyp von Arabidopsis ckx3 ckx5 Doppelmutanten (Bartrina et al.
2011) war Ausgangspunkt fir das Brassicateilprojekt. Ziel war es, die Transkriptmenge der orthologen
BnaCKX3 und BnaCKX5 Gene von Raps zu reduzieren und die phanotypischen Auswirkungen zu
untersuchen.

Im Genom von B. rapa wurden bislang die Sequenzen von zwolf CKX Genen identifiziert (Wang et al.
2011). Darunter sind Orthologe aller sieben Arabidopsis CKX Gene (Tabelle 14). Orthologe von
BraCKX4, BraCKX5 und BraCKX6 sind mit je einer Genkopie vorhanden, von BraCKX2, BraCKX3
und BraCKX7 gibt es je zwei paraloge Kopien und von BraCKX1 drei. Die BraCKX Genfamilie
spiegelt damit die Evolutionsgeschichte des Brassicagenoms wieder. Seit der Trennung von der
Arabidopsislinie erfuhr die Brassicalinie eine Verdreifachung ihres Genoms (Schmidt et al. 2001;
Lysak et al. 2005), wodurch wahrscheinlich die drei BraCKX1-Kopien entstanden sind. Im Lauf der
Zeit wurde das Genom der Brassicalinie neu strukturiert und grole DNA-Abschnitte fielen weg, was
erklart, warum von den anderen CKX Orthologen jeweils nur eine oder zwei Kopien vorhanden sind.
Als allotetraploide Pflanze enthélt das Rapsgenom sowohl die Gene von B. rapa, als auch von B.
oleracea (U 1935). Da die beiden Elternarten eng verwandt sind, kann man davon ausgehen, dass das
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B. oleracea Genom gleich viele CKX-Kopien enthalt wie das B. rapa Genom, Raps also doppelt so
viele CKX Gene enthdlt wie B. rapa. Wie die Sequenzen der Bayer CropScience AG zeigten, ist dies
bei den BnaCKX3 und BnaCKX5 Genen von Raps tatsdchlich der Fall. Die Untersuchung der
BnaCKX3 und BnaCKX5 Sequenzen ergab, dass die Exon-Intron-Struktur sowie die Proteinlange im
Vergleich zu den Arabidopsisorthologen erhalten geblieben sind. Die kodierenden Genbereiche der
jeweiligen Arabidopsis- und Rapsorthologe stimmen zu ca. 88 % Uberein, die Proteinsequenzen sind
sogar bis zu 92 % identisch. Die groRe Ahnlichkeit der Orthologe lasst vermuten, dass auch die
Genfunktionen von CKX3 und CKX5 in Arabidopsis und Raps dhnlich geblieben sind. Die Ergebnisse
der In-situ-Hybridisierungen (Abbildung 28) unterstiitzen diese Vermutung, da BnaCKX3 und
BnaCKX5 mRNA ahnlich wie die entsprechenden Arabidopsis MRNAs im SAM und in Gynoecien
detektiert wurde. Die funktionelle Homologie der CKX3 und CKX5 Gene von Arabidopsis und Raps
ist eine der Grundvoraussetzungen dafiir, dass die Abregulation der entsprechenden Gene in Raps
einen dhnlichen Phanotyp hervorrufen kann wie in Arabidopsis.

Mdglicherweise wurde die Expression der BnaCKX Gene im Sprossapex durch Zlchtung reduziert, so
wie es bei OsCKX2 von Reis der Fall ist (Ashikari et al. 2005). Ganz verschwunden ist ihre Aktivitat
jedoch nicht, wie die In-situ-Hybridisierungen in der Sorte Mozart zeigten. Auch qRT-PCR
Untersuchungen wiesen sowohl BnaCKX3 als auch BnaCKX5 Transkription in den Infloreszenzapices
von Mozart nach und zwar auf einem hoéheren Niveau als in den weniger ertragsstarken Sorten
Kristina und H1. Die stérkere Expression in Mozart konnte allerdings auch ein Artefakt der gRT-PCR
sein, das auf die geringe Vergleichbarkeit der verwendeten Proben zuriickzufiihren ist (Demidenko
und Penin 2012). Ausgangsmaterial fur die RNA-Proben waren Sprossapices von Rapspflanzen, die
beim Sichtbarwerden der ersten Blitenknospen geerntet und auf 1 cm Lénge gekirzt worden waren.
Dadurch enthielten die Proben nicht nur das SAM sondern auch eine Vielzahl von Bliitenknospen
verschiedener Entwicklungsstadien, sowie die Anlagen von Seitenmeristemen. BnaCKX3 und
BnaCKX5 werden in Blltenknospen besonders stark exprimiert (Schwarz, personliche Mitteilung).
Eine Probe, die eine groRere Zahl von jungen Bliten enthalt, verfligt damit automatisch Uber eine
hohere Gesamtmenge von BnaCKX3 und BnaCKX5 Transkripten. Bei einem Vergleich der Proben
war mit bloBem Auge offensichtlich, dass Mozart mehr Bliiten anlegt als Kristina und Kristina
wiederum mehr Bliten entwickelt als H1. Die Ergebnisse des Transkriptionsvergleichs zwischen den
verschiedenen Rapssorten sind damit nicht belastbar. Da Sprossmeristeme sehr klein sind und die
Préparation mit hohem Aufwand verbunden ist, ist gRT-PCR mdglicherweise nicht die beste Methode,
um Vergleiche der Transkriptionsstarke zwischen verschiedenen Rapssorten zu machen. Der
Vergleich der Signalstirke bei In-situ-Hybridisierungen oder von Promotor-GFP/GUS Reportern
kénnte bessere Ergebnisse liefern.

Die gRT-PCR Ergebnisse, anhand derer Wildtyppflanzen mit amiRNA-Linien (beides im
Mozarthintergrund) verglichen wurden, sind belastbarer als die Ergebnisse des Sortenvergleichs, da

sich die Infloreszenzen dieser Pflanzen nicht so stark voneinander unterscheiden wie die
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verschiedenen Rapssorten. Trotzdem sind leichte Unterschiede in der Form und GréfRe der Proben zu
erwarten, da das Transgen (wenn auch nur schwach) auf die GroRe und Aktivitdt der
Infloreszenzmeristeme wirkt. Hinzu kommen unvermeidbare leichte Unterschiede bei der
Probennahme. Das Ergebnis der gRT-PCR sollte daher nur als Darstellung eines Trends und nicht als
absoluter Wert verstanden werden.

Sowohl in der spaltenden T,- als auch in der homozygoten T;-Generation konnte bei einem Grol3teil
der untersuchten amiRNA-Linien eine Reduktion der BnaCKX3- bzw. BnaCKX5-Transkriptmenge
beobachtet werden. Das Niveau des BnaCKX3-Transkripts konnte in den transgenen Linien auf bis zu
ca. 23 % der Transkriptmenge vom Wildtyp reduziert werden, BnaCKX5-Transkript auf bis zu ca.
34 %. Die z.T. groRen Unterschiede zwischen den verschiedenen Linien mit gleichem Konstrukt
kommen wahrscheinlich durch die unterschiedlichen Insertionsorte und die dadurch bedingten
Genableseraten zustande. In zwei der untersuchten Linien war die Abregulation von BnaCKX3 und
BnaCKX5 bis in die homozygote Ts-Generation stabil, in den anderen Linien verloren die amiRNA-
Transgene an Wirkung, was vermutlich auf Stilllegungseffekte zuriickzufiihren ist.

Mdglicherweise kann die Effizienz der amiRNA-Strategie noch optimiert werden. Zum Zeitpunkt des
amiRNA-Designs waren keine qualitativ hochwertigen Sequenzen von BnaCKX Genen bekannt,
weshalb fir das Design auf die Sequenzen von B. rapa und B. oleracea zuriickgegriffen wurde. Von
den CKX3 Genen waren nur die A2- und die C2-Kopien aus Ribsen bzw. Kohl bekannt, die A1- und
C1-Genkopien waren unbekannt. Nach dem Erhalt der B. napus Gensequenzen der Bayer CropScience
AG zeigte sich, dass beide gegen BnaCKX3 gerichteten amiRNAs nicht optimal an alle vier
BnaCKX3-Sequenzen binden kénnen (Tabelle 17). Dies wirkt sich sehr wahrscheinlich negativ auf die
Abbaueffektivitat aus, so dass nicht alle anvisierten mRNA Sequenzen gleichgut abgebaut werden.
Ahnliches trifft auf die amiRNA 5.2 zu. Die amiRNA 5.1 bindet dagegen wie vorhergesagt an beide
BnaCKX5-Kopien und sollte ihre Zielsequenzen sehr effektiv abbauen. Dies trifft in den sieben
untersuchten Linien mit einem 5.1-Transgen jedoch nicht zu, was entweder bedeuten kdnnte, dass
nicht genug Linien untersucht wurden oder die amiRNA 5.1 trotz aller erfullter Bedingungen nicht
effektiv genug ist. Aus der Literatur ist bekannt, dass dies bei amiRNAs haufig der Fall ist, weshalb
immer mindestens zwei amiRNAs parallel getestet werden sollten (Ossowski et al. 2012). Um also
einen effektiveren Abbau der CKX3 und CKX5 Transkripte zu erreichen, sollten mehrere neue
amiRNAs, die alle Zielsequenzen erreichen kdnnen, entwickelt und getestet werden.

Die Pflanzen der T;-Generation wurden nicht dahingehend untersucht, ob BnaCKX3 und BnaCKX5
abreguliert waren. Es wurde bei ca. der Halfte aller Primértransformanten ein héherer Ertrag (mehr
Schoten, mehr Saatgut, hoheres Tausendkorngewicht) gemessen als bei den aus nicht tranformierten
Hypokotylen regenerierten Kontrollpflanzen. Phénotypen der T,-Generation sind grundsétzlich durch
Regenerations- und Selektionseffekte beeinflusst und sollten daher kritisch betrachtet werden. Die
Héufigkeit der in diesem Fall beobachteten Ertragssteigerung spricht jedoch dafiir, dass die amiRNA-

Strategie grundsatzlich in der Lage ist, ahnlich wie bei ckx3 ckx5 Arabidopsispflanzen, positiv auf den
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Ertrag zu wirken. In den Folgegenerationen wurde zwar in manchen Linien eine Absenkung des
BnaCKX3- und BnaCKX5-Transkriptniveaus nachgewiesen, eine Steigerung des Ertrags wie in der T;-
Generation wurde jedoch nie gemessen. Dies konnte einerseits durch Stilllegung des Transgens
bedingt sein, andererseits durch andere Gewéchshausbedingungen. Tatséchlich wurden die T;-
Pflanzen in den Gewéchshdusern der NPZ Lembke KG kultiviert, die T,- und Tz-Pflanzen dagegen in
einem Haus des Instituts fiir Biologie/Angewandte Genetik der FU Berlin. In den Berliner
Gewéchshdusern gab es haufig Schwierigkeiten bei der Rapskultur, weshalb die Ergebnisse der
Ertragsanalysen nur gering belastbar sind. Zu den Problemen, die im Verlauf dieser Arbeit auftraten,
gehorten starker Schédlingsbefall durch Thripse oder Trauermiicken, Lichtmangel, extreme Hitze,
UberdUngung, Nahrstoffmangel, = Wassermangel, zu viel Wasser und  unbekannte
Krankheitserscheinungen (weil3e Blattrdnder). Eine Lieferung von Pflanzen, die einige Wochen bei der
NPZ Lembke KG angezogen worden waren, entwickelte sich deutlich besser als Pflanzen, die parallel
in Berlin angezogen worden waren. Die Blatter der NPZ-Pflanzen waren nicht ausgebeult, hatten keine
weillen Rander und die Pflanzen blihten friher. Dies spricht dafur, dass die Gewachshausbedingungen
in Berlin fir Raps optimiert werden sollten, bevor neue Versuche durchgefihrt werden. Da Raps eine
ausschlieBlich im Freiland angebaute Pflanze ist, wirden Freilandversuche vermutlich noch
realistischere Ergebnisse ermdglichen.

Fur diese Arbeit wurden nur Pflanzen ausgewertet, die wéhrend des Wachstums wenige
offensichtliche Schaden erlitten hatten. Trotzdem wurden auch bei diesen Pflanzen hdufig taube
Schoten und nicht-entwickelte Samen beobachtet, was fiir suboptimale Wachstumsbedingungen
sprechen konnte. Die Schotendefekte wurden sowohl bei den transgenen Pflanzen beobachtet, als auch
bei den Kontrollen. Bei letzteren traten die Probleme in einem etwas geringeren Ausmall auf, was
bedeuten konnte, dass auch das Transgen mdglicherweise einen negativen Effekt auf die
Pollenfertilitat oder die Schotenentwicklung hat. Dies miisste unter optimierten Bedingungen genauer
untersucht werden.

Ein vielversprechenderes Ergebnis als die Ertragsuntersuchungen lieferten die Meristemaufnahmen
mit dem REM (Abbildung 34). Alle drei untersuchten amiRNA-Linien zeigten zumindest die
Tendenz, ca. 10 % mehr Primordien anzulegen als die Kontrollpflanzen. Linie #106.29 bildete sogar
signifikant 20 % mehr Primordien als der Wildtyp. Ahnliche Beobachtungen waren bei ckx3 ckx5
Arabidopsispflanzen gemacht worden (Bartrina et al. 2011). Trotzdem schlug sich die hohere
Meristemaktivitat nicht auf den Ertrag der Ts-Rapspflanzen nieder, was wie bereits erwahnt auch auf
die schwierigen Gewéachshausbedingungen zuriickzufuihren sein kénnte.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die bisherigen Ergebnisse nur vorlaufig sind und die
phanotypische Untersuchung von Rapspflanzen mit reduzierter BnaCKX3 und BnaCKX5 Aktivitat
noch nicht abgeschlossen ist. Die Entwicklung und Transformation besserer amiRNAs sowie die
Verbesserung der Kulturbedingungen lassen auf klare Ergebnisse hoffen. Ein alternativer
Versuchsansatz zu der bisher verfolgten amiRNA-Strategie ist das TILLING (McCallum et al. 2000).
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Dabei wird in mutagenisierten Rapspopulationen gezielt nach BnaCKX3- bzw. BnaCKX5-Mutationen
gesucht, die zu einem Verlust der Genaktivitat fiihren. Die Mutationen werden dann nach und nach
zusammengekreuzt, so dass letztlich ckx3 ckx5 Nullmutanten entstehen. Diese Methode ist aufgrund
der vielen Genkopien langwierig, hat aber den Vorteil, dass silencing oder ein ineffektiver Abbau der
Ziel-mRNA vermieden werden. Allerdings kénnen bei Nullmutanten weder Gendosiseffekte noch die

Konsequenzen einer gewebespezifischen Abregulation umfassend analysiert werden.
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5. Zusammenfassung

Pflanzen bilden wéhrend ihres gesamten Lebenszyklus immer wieder neue Organe. Die Organe des
Sprosses werden vom apikalen Sprossmeristem (SAM) hervorgebracht. Das SAM enthélt im Zentrum
eine Stammzellengruppe, die durch Teilung bestdndig undifferenzierte Zellen an die
Meristemperipherie abgibt, ohne sich selbst aufzubrauchen. An den Meristemrédndern werden die
abgegebenen Zellen in neu angelegte Organe eingegliedert, wo sie schlieB8lich zu unterschiedlichen
Gewebetypen differenzieren. Es besteht ein komplexes Netzwerk aus genetischen Faktoren und
Pflanzenhormonen, das das dynamische Gleichgewicht aus Zellteilung-, -erhaltung
und -differenzierung kontrolliert. Das Pflanzenhormon Cytokinin spielt bei diesen regulativen
Prozessen eine wichtige Rolle, die jedoch nur teilweise verstanden ist.

Die cytokininabbauenden Enzyme CKX3 und CKXS5 sind im SAM aktiv. In ckx3 ckx5 Mutanten sind
beide Enzyme inaktiv, was einen Anstieg des Cytokiningehalts im Sprossapex bewirkt. Dies fuhrt zu
einer VergroBerung des SAM und zu einer Steigerung der Produktivitat, d.h. die Primordienbildung ist
beschleunigt. Im ersten Teilprojekt dieser Arbeit wurde gezeigt, dass dieser Phanotyp durch das
Einkreuzen der ahp6 Mutation verstarkt werden kann. AHP6 ist ein negativer Regulator der
Cytokininsignaltransduktion, der, wie hier durch In-situ-Hybridisierungen nachgewiesen wurde, am
Entstehungsort zukiinftiger Primordien aktiv ist. Die ckx3 ckx5 ahp6 Pflanzen bildeten am deutlich
vergrofRerten Hauptmeristem ca. 40 % mehr Primordien als ckx3 ckx5 Pflanzen und mehr als doppelt
so viele Primordien wie der Wildtyp. Dies schlug sich jedoch nicht in der Zahl der Schoten wieder.
Auf die ganze Pflanze bezogen bildeten ckx3 ckx5 ahp6 Mutanten weniger als halb so viele Schoten
wie der Wildtyp, obwohl sie am Hauptspross ca. 15 % mehr Schoten anlegten. Die geringe
Gesamtschotenzahl ist auf einen Riickgang der Verzweigungen um fast 80 % zurtickzufiihren.

Im zweiten Teilprojekt dieser Arbeit wurde die Wirkung von Cytokinin in verschiedenen Bereichen
des SAM untersucht. Dafur wurden neun verschiedene Promotor-Gen-Konstrukte kloniert, die (nach
der Transformation in Arabidopsis) in eng begrenzten Domédnen des SAM den Cytokininstatus
anheben oder absenken sollten. Daflir wurden drei Promotoren ausgewahlt: pCLV3 ist in den
Stammzellen (SZ) aktiv, pWwUS im organisatorischen Zentrum (OZ) und pCLV1 in einem grof3eren
Bereich des Meristemzentrums, der sowohl das OZ als auch Teile der Stammzellen und der Peripheren
Zone (PZ) umfasst. Die Promotoren wurden mit CKX1, ARR1-SRDX oder ROCK2 kombiniert. CKX1
ist ein Cytokinin abbauendes Enzym, ARR1-SRDX hemmt die Cytokininsignaltransduktion und
ROCK2 ist ein konstitutiv aktiver Cytokininrezeptor. Alle neun Konstrukte wurden stabil in
Arabidopsis transformiert und die Transkription aller Transgene wurde nachgewiesen.

Die Expression von pCLV3:CKX1, pCLV3:ARR1-SRDX, pWUS:CKX1 oder pWUS:ARR1-SRDX
bewirkte keine Anderung des Phéanotyps. Dagegen waren sowohl die pCLV1:CKX1 als auch die
pCLV1:ARR1-SRDX Pflanzen deutlich kleiner als der Wildtyp. Diese Phanotypen sind z.T. vermutlich
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auf die Aktivitat des pCLV1 Promotors im Leitgewebe von Spross und Blattern zuriickzufuhren.
pCLV1:ARR1-SRDX Pflanzen stellen unter Selektionsstress h&ufig die Aktivitdt des vegetativen
Hauptmeristems ein. Vermutlich geschieht dies auch in nicht-gestressten Pflanzen, da diese buschige
Rosetten und eine Vielzahl von gleichzeitig wachsenden Infloreszenzsprossen bilden.

pCLV1:ROCK2 Pflanzen entwickelten kleine eingerollte Blatter, kurze Infloreszenzsprosse und leicht
vergroRerte Infloreszenzen. Wahrend die Blattform bzw. die Sprosslange vermutlich durch die pCLV1-
Aktivitat im Leitgewebe begriindet ist, bewirkt das konstitutive Cytokininsignal im SAM, gemessen
an der Blutendichte, vermutlich eine VergréRerung des Sprossapex.

Das konstitutive Cytokininsignal im OZ verursachte in den extremsten Fallen die Bildung eines stark
vergroRerten, kugelférmigen Apex, der, abgesehen von wenigen kleinen Bléattern, weder in der Lage
war, laterale Organe zu bilden, noch in die Lange zu wachsen. Offensichtlich ist bei diesen Pflanzen
das Gleichgewicht aus Zellteilung und —differenzierung gestort. Stark exprimierende pWUS:ROCK2
Pflanzen haben groRe Ahnlichkeit pCLV3:DRN Pflanzen. DRN kodiert fiir einen Transkriptionsfaktor.
Es wird vermutet, dass das Gen positiv durch Cytokinin reguliert wird. Moglicherweise wird DRN in
pWUS:ROCK?2 Pflanzen ektopisch aktiviert.

Die auffalligsten Merkmale der pCLV3:ROCK2 Pflanzen waren das weitgehende Fehlen von
Seitensprossen und das extrem vergroRerte, stark deformierte SAM, das eine Vielzahl von
Blutenprimordien anlegte. Das Infloreszenzmeristem bildete sowohl fertile, vergroRerte Bluten, als
auch filiformer grine Organe, die vermutlich missgebildete Bliiten waren. Kreuzungsexperimente
zeigten, dass der transgene Phénotyp abhangig von STM und WUS war und durch die clv3 Mutation
verstarkt wurde.

In der Vergangenheit war gezeigt worden, dass ckx3 ckx5 Arabiodpsismutanten mehr Samen bilden
kénnen als Wildtyppflanzen. Raps ist eine allotetraploide Nutzpflanze, die nah mit Arabidopsis
verwandt ist. Im Genom von Raps existieren vier CKX3- und zwei CKX5-Kopien. Im dritten
Teilprojekt dieser Arbeit wurden transgene Rapspflanzen hergestellt, deren CKX3 und CKX5
Transkriptmenge durch die Expression von amiRNAs reduziert war. Obwohl eine leichte
VergroBerung des Infloreszenzmeristems beobachtet wurde, konnte keine Ertragssteigerung
festgestellt werden. Im Gegenteil produzierten die transgenen Pflanzen gleichviele oder weniger
Samen als die Kontrollpflanzen. Da die  Ertragsversuche  unter  suboptimalen

Gewéchshausbedingungen durchgefiihrt wurden, sind diese Ergebnisse jedoch kaum belastbar.

126



Summary

6. Summary

Plants initiate new organs throughout their life cycle. The organs of the shoot are produced by the
shoot apical meristem (SAM). In its centre, the SAM maintains a group of continuously dividing stem
cells (SC) that provide cells for the meristem periphery without using themselves up. At the meristem
borders the stem cell descendants are incorporated into organ primordia. In the course of organ
development the cells finally differentiate into different tissue types. A complex network of genetic
factors and plant hormones controls the dynamic balance of cell division, maintenance and
differentiation. The phytohormone cytokinin is involved in these processes, but its function is only

partially understood.

The cytokinin degrading enzymes CKX3 and CKX5 are active in the SAM. In the ckx3 ckx5 mutant
the loss of both enzymes causes an elevated cytokinin content in the SAM. This leads to an
enlargement of the SAM and an increased rate of primordium initiation. In the first subproject of this
work it was shown, that this phenotype is even more pronounced in the ahp6 ckx3 ckx5 triple mutant.
AHP6 is a negative regulator of cytokinin signal transduction. It was confirmed by in situ
hybridizations that AHP6 is expressed at the position of future primordia. ckx3 ckx5 ahp6 mutants had
an enlarged SAM, producing about 40 % more primordia than the ckx3 ckx5 mutant and more than
twice the number of primordia than the wildtype. Siliqgue number at the main stem was increased by
15 % in triple mutants. Nonetheless overall number of siliques was decreased by more than 50 %

when compared to the wildtype, which was due to the low number of lateral branches.

The second subproject was designed to investigate the impact of cytokinin on different regions of the
SAM. Nine different promoter-gene constructs were cloned to alter the cytokinin status in specific
meristem domains of Arabidopsis. To this end three meristem domain specific promoters were chosen:
pCLV3 is active in the SC, pWUS in the organizing centre (OC) and pCLV1 is expressed in a domain
comprising the OC, the lower part of the SC and the inner peripheral zone. Each of the promoters was
combined either with CKX1, ARR1-SRDX or ROCK2. CKX1 is a cytokinin degrading enzyme, ARR1-
SRDX is a suppressor of cytokinin signalling and ROCK2 is a constitutively active cytokinin receptor.
The nine constructs were transformed into Arabidopsis and transcription of all transgenes was
confirmed.

Plants expressing pCLV3:CKX1, pCLV3:ARR1-SRDX, pWUS:CKX1 or pWUS:ARR1-SRDX showed
no phenotypic alterations. In contrast, both pCVL1:CKX1 and pCLV1:ARR1-SRDX plants were
smaller than the wildtype. To some extent this phenotype is probably due to the activity of the CLV1
promoter in the vasculature of the stem and leaves. When selected on kanamycin pCLV1:ARR1-SRDX

plants frequently terminated their vegetative SAM and initiated a great number of lateral rosettes
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which gave them a bushy appearance. In non-selected plants the terminated SAM was not readily
visible between leaves. However this kind of meristem arrest probably also occurs in non-selected
plants, as they also develop bushy rosettes and initiate many inflorescence stems simultaneously.
pCLV1:ROCK2 had small involute leaves, short crooked inflorescence stems and slightly enlarged
inflorescences. Stem length and leaf form were probably caused by the activity of the transgene in the
vasculature whereas the enlarged inflorescence apex is possibly due to the constitutive cytokinin
signal in the SAM.

The constitutive cytokinin signal in the OC of pWUS:ROCK2 plants caused a severe phenotype.
Transgenic plants only produced a few leaves and never bolted. Instead they formed a small globular
shoot covered with trichomes. Obviously the balance between cell proliferation and differentiation was
disturbed. pWUS:ROCK2 plants resembled pCLV3:DRN plants. DRN encodes a transcription factor
and is probably induced by cytokinin. Possibly the pWUS:ROCK?2 transgene causes ectopic expression
of the DRN gene.

pCLV3:ROCK?2 plants hardly formed lateral branches. The enlarged and distorted SAM initiated a
great number of flowers. Flowers were either enlarged or had the shape of green filiform structures
lacking floral organs. Crosses with meristem mutants revealed both STM and WUS to be epistatic to
the transgene. In contrast, the clv3 mutation potentiates the meristematic phenotype.

ckx3 ckx5 Arabidopsis mutants produce more seeds than wildtype plants. The genome of canola, a
polyploid crop plant closely related to Arabidopsis, harbours four CKX3 and two CKX5 gene copies.
The last subproject of this thesis aimed to reduce the content of CKX3 and CKX5 transcript in the
canola cultivar Mozart by expression of different amiRNA transgenes. Quantitative real time PCR
analysis showed successful down regulation of target gene transcripts in transgenic canola plants.
Scanning electron microscope pictures of shoot apices revealed a slight increase of meristem size. In
spite of the increased SAM size no increase in seed yield was observed. Instead, amiRNA expressing

plants produced less seeds than wildtype plants or the same amount of seeds.
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Tabelle 20 Liste der in der Arbeit verwendeten Primer

Name Sequenz (5° - 3%)

Verwendung

Teilprojekt AHP6

AHP6-F GAAGCAAGACCTGTTCACATTAG In-situ-Hybridisierung
AHP6-R GGGTTTCGCTTCGGTAGC
AHP6-F-T7 TAATACGACTCACTATAGAAGCAAGACCT
GTTCACATTAG
AHP6-R-T7 TAATACGACTCACTATAGGGTTTCGCTTCG
GTAGC
AHP6-F-attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT  Klonierung pPDONR221/AHP6
TGGAAGCAAGACCTGTTCACATTAG
AHP6-R-attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
AGGGTTTCGCTTCGGTAGC
CKX3-A3 CTCGGCTAAAGACGGAGTTG Nachweis von T-DNA
CKX3-A2 TCAAAAGCCTCCCAATTGTC Insertionen
CKX5B AATGGTATATTGTGATGACAGGTGAGATG
CKX5-2Wis TTGTTGCAGCAACGACCAACCGATAATGA
ahp6-3-F GAGCAGTTCTTGCAGCTTCAGCAG
ahp6-3-R AGGGTTTCGCTTCGGTAGC
LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
LBbl GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
ahp6-1-F GACGAGCAGTTCTTGCAGCTTCTG Nachweis der ahp6-1 Mutation

ahp6-1-R CGTCACGAACCCTACGAGCACC
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Name Sequenz (5 - 3) Verwendung
Teilprojekt Meristemdomanen
pCLV1-F-5651up GTCGACTTTTACGTGTGCATG Klonierung

PDONR P4-P1r/pCLV1

pCLV1-R3upmod CCTTTAGTGTCCTCTCAGTG

OCLVI-F-attB4  GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTCG
TCGACTTTTACGTGTGCATG

pCLVI-R-attBIr  GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGCCCT
TTAGTGTCCTCTCAGTG

pCLV1-iF-4669  CTTAGGGAAGGCTGCTTCTC Sequenzierung

OCLVI-iF-3702  CTGCCTATCTTCATAAACTC PDONR-P4-P1r/pCLV1

PCLVI1iF-2072  CATGATTGACAAGACTATGACC

pCLV1iF-2124  GGTTGCACTTGTACCTGTTG

PCLVI1-iF-1186  CTTGAAGCAGAAGGTCTG

PCLV1-iF-580up  CTCTAAAGTTTGACTCCAG

pCLV1-iR-4594up CCCACTTCTTATAGGCAATG

pCLV3-F CGGACGGATTATCCATAAT Klonierung

0CLV3R CCGAGAGAAATATAGAAACTG PDONR P4-P1r/pCLV3

pCLV3-F-attB4

pCLV3-R-attB1lr

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTCG

GACGGATTATCCATAAT

GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGCCCG

AGAGAAATATAGAAACTG

tCLV3-F-Ler
tCLV3-R-Tomas
tCLV3-F-attB2r

TTGAGCTCCCTTGACCTAATCTCTTGTTGC
CGACGTTTTCTTAATATGTGTG

GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCTT
GAGCTCCCTTGACCTAATCTCTTGTTGC

Klonierung
pDONR P2r-P3/tCLV3

{CLV3-R-Tom-  GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGCCG

attB3 ACGTTTTCTTAATATGTGTG

PWUS-F CGCCAATATAATCGACTAAAG Klonierung

PWUS-R CGTGTGTTTGATTCGACT PDONR P4-P1r/pWUS

pWUS-F-attB4

pWUS-R-attB1r

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTCC
GCCAATATAATCGACTAAAG

GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGCCGT

GTGTTTGATTCGACT

pCLV3-F-halb-
attB1

pCLV3-R-halb-
attB2

CAAAAAAGCAGGCTTGCGGACGGATTATC  Klonierung pDONR221/pCLV3

CATAAT

CAAGAAAGCTGGGTACCGAGAGAAATATA

GAAACTG
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attB1

attB2

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
TG

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
A

tCLV3-F-Ler-Ncol

CTGACCATGGTTGAGCTCCCTTGACCTAAT
C

Klonierung
pKGWFS7/pCLV3/tCLV3

{CLV3-R-Tom-  GGATGACGTCCGACGTTTTCTTAATATGTG
Aatll TG

{CLV3-F GAGGAGTATCAAAACGAC Sequenzierung

tCLV3-iR CGTAAGCGTTATTTGAGGTG PKGWFS7/pCLV3ACLV3
CKX1-iF-gRT GCGCAGCAGCAAACCTCAAC Semiquantitative RT-PCR
ARR1-iF-qRT AACCACCAGCAGCCACCATC

attB2-gRT rev GCCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG

Aktin2-F TACAACGAGCTTCGTGTTGC

Aktin2-R GATTGATCCTCCGATCCAGA

ROCK2-qRT2_for
At3g25800-F

CCCGATATTAGCAATGACAGCAGATG
CCATTAGATCTTGTCTCTCTGCT

gRT-PCR (in Kombination mit
attB2-qRT _rev)

At3g25800-R GACAAAACCCGTACCGAG

UBC10-F CCATGGGCTAAATGGAAA

UBC10-R TTCATTTGGTCCTGTCTTCAG

Flor2 CTCACTCAAGCTCATGCTCACG Nachweis clv3-2-Allel

Flor3 GGGAGCTGAAAGTTGTTTCTTGG

c32x TATGCGAGGATTATAAATGCC

stm-1-CAPS1 TTTATTAGATTAAATGATAACATTTAAGTC Nachweis stm-1-Allel
GATATGAACAATGAATTTGTAGATGCA

stm-1-CAPS2 GTATAAGGGAAGAGAGTTACCGAAG

bum1-F AGAAGCTCGTCAACAACTGCTTGATCG Nachweis bum1-Allel

buml-R ATGCCAACATGAGCTAACATAAAC

gor-F ATGTAGCTGTGATCATGGACTGAC Nachweis gor-Allel

gor-R TATGTTCCAAGTATACCGAGAACC

wus4-CAPS-F AGTCGAATCAAACACACATG Nachweis wus-4-Allel

wus4-CAPS-Rsal

GTAGTAAAGTTCTTTGAGGATTTTGATGT
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Name Sequenz (5 - 3) Verwendung
Teilprojekt Brassica
F-CKX3-BnEST ATGGCAAGTAATAATTTTCCATCCC Klonierung

R-BrCKX3+2
F-BnCKX3-attB1

R-BnCKX3+2-
attB2

GCCTAACACAAGTTTATTTATTG

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
TGATGGCAAGTAATAATTTTCCATCCC

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
AGCCTAACACAAGTTTATTTATTG

pDONR221/BolCKX3-C2-
cDNA, pDONR221/BraCKX3-
A2-cDNA

F-CKX5-BrBAC
R-CKX5-BrBAC
F-CKX5-attB1

ATGACTCCTGAAATGACGTC
TCACCATGAAGCTGACGACG
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

Klonierung
pDONR221/BolCKX5-C1-
cDNA, pDONR221/BraCKX5-
Al1-Gen,

TGATGACTCCTGAAATGACGTC PDONR221/BraCKX5-Al-
R-CKX5-attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT CSDPNA
ATCACCATGAAGCTGACGACG
BnCLV1-R TTAGGAGGGTTAGTGAGCATG Klonierung

BnCLV1-iF-2020
iF-CLV1-attB1

R-CLV1-attB2

CACGAGAGATCCCTCTCCTG

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
TGCACGAGAGATCCCTCTCCTG

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
ATTAGGAGGGTTAGTGAGCATG

pDONR221/BolCLV1-989bp-
Teil, PDONR221/BraCLV1-
989hp-Teil

Br/Bo CKX3- TAATACGACTCACTATAGGCTATAGGGAA  In-situ-Hybridisierung (in
iR297-T7 AGAGGATTG Kombination mit F-CKX3-
Br/Bo CKX5- TAATACGACTCACTATAGCTGAGACCGGA EEESLI/ 1F.'E'§3<250' BrBAC bzw.
iR278-T7 AAGGCC -IF-2020)
BnCLV1-R-T7 TAATACGACTCACTATAGTTAGGAGGGTT
AGTGAGCATG
antiCKX3-1.1 GATTTCGAGTTTAATACTGGCTCTCTCTCT  Herstellung amiRNA 3.1
TTTGTATTCC
antiCKX3-1.11 GAGAGCCAGTATTAAACTCGAAATCAAAG
AGAATCAATGA
antiCKX3-1.111 GAGCGCCAGTATTATACTCGATATCACAG
GTCGTGATATG
antiCKX3-1.1V GATATCGAGTATAATACTGGCGCTCTACA
TATATATTCCT
antiCKX3-2.1 GATTAAATACAAATAGTCCGTCGTCTCTCT  Herstellung amiRNA 3.2
TTTGTATTCC
antiCKX3-2.11 GACGACGGACTATTTGTATTTAATCAAAG
AGAATCAATGA
antiCKX3-2.111 GACGCCGGACTATTTCTATTTATTCACAGG

TCGTGATATG
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antiCKX32.lV  GAATAAATAGAAATAGTCCGGCGTCTACA
TATATATTCCT
antiCKX5-1.1 GATATTTTCTGACCGGTAGCGAGTCTCTCT  Herstellung amiRNA 5.1
TTTGTATTCC
antiCKX5-L.11 GACTCGCTACCGGTCAGAAAATATCAAAG
AGAATCAATGA
antiCKX5-LIIl  GACTAGCTACCGGTCTGAAAATTTCACAG
GTCGTGATATG
antiCKX5-1.IV ~ GAAATTTTCAGACCGGTAGCTAGTCTACA
TATATATTCCT
antiCKX5-2.1 GATTTATTCCCTAAAATGCCCTGTCTCTCT  Herstellung amiRNA 5.2
TTTGTATTCC
antiCKX5-2.11 GACAGGGCATTTTAGGGAATAAATCAAAG
AGAATCAATGA
antiCKX5-2.1l  GACAAGGCATTTTAGCGAATAATTCACAG
GTCGTGATATG
antiCKX52.IV  GAATTATTCGCTAAAATGCCTTGTCTACAT
ATATATTCCT
OligoA CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC Herstellung und Klonierung
OligoB GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG ‘fgﬁg{‘;ﬁg&”er amiRNA-
OligoA-attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
TGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC
Oligo-BattB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

attB2r-OligoA

AGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG

GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCC
TGCaAGGCGATTAAGTTGGGTAAC

attB3-OligoB GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGCGC
GGATAACAATTTCACACAGG

F-35S CTATGACCATGATTACGCC Klonierung

R-35S CCGTGTTCTCTCCAAATG PDONR P4-P1r/p355

attB4-F-355 GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTCC
TATGACCATGATTACGCC

attB1r-R35S GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGCCCG
TGTTCTCTCCAAATG

QRT-BraCKX3-F  ACTCAGATCTTTTCTACGCGGCG qRT-PCR

qRT-BraCKX3-R  CCGTCCGCTTCTGATATCAATCGT

qRT-BraCKX5-F  TCCACACCCATGGCTCAACC

QRT-BraCKX5-R  ACGGCCGAGCTTCTTTCGTC

BrTIP41-F
BrTIP41-R

AGAGTCATGCCAAGTTCATGGTT
CCTCATAAGCACACCATCAACTCTAA
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Tabelle 21 Primerkombinationen mit entsprechenden PCR-Produktlédngen und ggf. verwendeten

Restriktionsenzymen

Ziel

Primer

Lénge PCR-Produkt, ggf. Verdau

CKX3 Wildtypallel (Bartrina

et al. 2011)

ckx3-1 T-DNA Nachweis

(Bartrina et al. 2011)

CKX5 Wildtypallel (Bartrina

et al. 2011)

ckx5-1 T-DNA Nachweis

(Bartrina et al. 2011)

AHP6 Wildtypallel
(M&hdnen, personl.
Mitteilung)

ahp6-3 T-DNA Nachweis

(M@&honen, personl.
Mitteilung)

Nachweis ahp6-1 Allel
(Mahdnen, personl.
Mitteilung)

CLV3 Wildtypallel

Nachweis clv3-2-Allel
(Mller 2007)

Nachweis stm-1C-Allel
(Uchida et al. 2007)

Nachweis bum1-Allel
(Jasinski et al. 2005)

Nachweis gor-Allel
(Takano et al. 2010)

Nachweis wus-4-Allel

CKX3-A2, CKX3-A3

CKX3-A2, LBal

CKX5B, CKX5-2Wis

CKX5-2Wis, LBal

AHP6-3-F, AHP6-3-R

LBbl, AHP6-3-R

ahp6-1-F, ahp6-1-R

Flor2, Flor3

Flor2, c32x

stm-1-CAPS1, stm-1-CAPS2
buml-F, buml-R

gor-F, gor-R

wus4-CAPS-F, wus4-CAPS-R
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2,7 kb

0,6 kb

2,2 kb

1,8 kb

0,8 kb

0,7 kb

332 bp, Verdau Wildtypallel mit Pstl
360 bp

390 bp

248 bp, Verdau stm-1C-Allel mit
Nsil

235 bp, Verdau bum1-Allel mit Clal
387 bp, Verdau gor-Allel mit Mboll

179 bp, Verdau wus-4-Allel mit Rsal
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Tabelle 22 Charakterisierung der Raps (Mozart) Priméartansformanten mit amiRNA-Transgen. Nicht-
transgene Kontrollpflanzen, die ebenfalls aus Hypokotylen regeneriert wurden, sind mit einem ,K“
gekennzeichnet. Besonders interessante Pflanzen sind grau unterlegt. Die Daten stammen von der NPZ
Lembke KG.

T1-Pflanze T2-Saatgut [g] Schoten TKG [g]
8106.3 2,95 81 4,40
8106.4 4,45 117 4,23
8106.5 9,70 287 2,70
8106.6 3,27 96 3,63
8106.8 0,46 78 3,40
8106.10 0,54 51 4,40
8106.14 6,60 186 3,13
8106.18 6,37 233 2,23
8106.20 5,67 169 2,86
8106.21 1,60 91 1,76
8106.22 4,65 153 2,66
8106.24 6,47 171 2,96
8106.26 4,19 178 2,40
8106.27 7,17 227 3,63
8106.28 1,71 107 1,93
8106.29 11,65 229 3,73
8106.30 5,17 145 2,20
8106.31 6,14 153 2,70
8106.33 3,94 183 1,93
8106.34 4,52 193 4,60
8106.36 2,71 170 2,93
8106.37 5,31 299 3,80
8106.39 5,69 208 2,03
8106.40 3,02 167 3,76
8106.41 3,09 166 4,43
8106.46 2,26 109 3,00
8106.49 8,52 244 2,23
8106.101K 4,18 200 2,03
8106.102K 8,31 215 2,66
8107.1 6,23 140 4,63
8107.2 3,59 84 3,26
8107.4 8,64 215 3,06
8107.5 4,57 122 2,76
8107.6 5,93 151 3,13
8107.7 4,80 137 2,63
8107.8 3,78 112 3,80
8107.10 4,42 93 3,00
8107.11 2,03 81 3,70
8107.14 2 Korner 3 -
8107.16 2,92 95 2,66
8107.18 4,35 182 3,50
8107.20 1,20 164 2,60
8107.24 3,18 81 3,13
8107.25 3,57 123 2,16
8107.28 19 Kdrner 24 -
8107.32 3,26 95 2,73
8107.33 6,60 141 2,53
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8107.34 4,40 128 3,00
8107.39 5,46 136 3,10
8107.40 2,20 135 3,13
8107.41 3,98 120 3,16
8107.42 3,46 112 2,90
8107.47 1,57 178 4,26
8107.48 3,32 125 2,76
8107.52 5,44 148 2,83
8107.55a 4,62 124 4,33
8107.101K 5,36 111 3,26
8107.102K 4,53 92 2,80
8107.103K 2,43 101 2,76
8107.104K 5,00 112 2,83
8108.58 3,18 133 3,13
8108.59 6,43 180 2,86
8108.60 7,80 314 1,90
8108.61 8,77 202 3,06
8108.62 0,87 158 4,20
8108.63 4,20 152 2,13
8108.64 5,17 171 2,66
8108.101K 2,76 147 2,86
8108.102K 2,33 111 2,23
8109.1 3,5 130 3,53
8109.2 3,93 131 2,63
8109.4 3,34 144 2,20
8109.6 2,21 80 3,33
8109.11 5,88 125 3,16
8109.12 0,50 57 3,2

8109.14 3,96 118 2,56
8109.20 5,90 125 2,83
8109.40 0,16 112 2,6

8109.41 3,57 118 4,13
8109.42 10,62 260 3,00
8109.49 3,26 75 3,50
8109.52 4,76 147 4,30
8109.56 5,90 135 2,93
8109.59 1,26 109 3,10
8109.65 1,41 86 2,80
8109.66 6,17 192 2,30
8109.67 7,19 195 2,66
8109.69 10,72 241 3,00
8109.71 1,38 111 3,43
8109.73 8,08 189 2,90
8109.77 9,05 242 2,33
8109.78 4,16 111 2,60
8109.79 1,37 218 3,76
8109.80 2,49 165 2,16
8109.81 0,69 88 2,80
8109.82 9,31 255 2,16
8109.83 5,76 156 2,56
8109.84 7,38 192 2,53
8109.85 4,58 242 2,33
8109.86 4,86 164 2,43
8109.87 1,69 112 2,40
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8109.89
8109.90
8109.91
8109.92
8109.93
8109.94
8109.96
8109.98
8109.99
8109.100
8109.101
8109.102
8109.106
8109.107
8109.108
8109.109
8109.110
8109.111
8109.112
8109.101K
8109.102K
8109.103K
8109.104K
8109.105K
8109.106K
8109.107K
8109.108K

5,34
4,22
6,48
7,89
4,55
7,82
5,82
5,44
6,12
3,38
5,48
4,84
2,59
3,90
25
1,47
4,52
2,33
12,07
7,38
5,61
5,06
4,14
2,52
8,12
11,23
2,04

143
118
171
206
168
174
190
208
180
180
142
162
119
110
189
101
183
206
275
170
117
195
180
140
235
242
160
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2,63
3,16
2,63
2,36
3,20
2,56
2,56
3,76
4,96
2,63
2,63
2,66
3,26
2,60
4,46
2,20
3,80
3,43
2,63
3,43
3,06
2,76
2,83
2,90
2,63
2,86
2,63
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