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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In allen Lebewesen regeln Transkriptionsfaktoren die Aktivitdt der Gene. In
Abhangigkeit von inneren und &aufieren Signalen steuern sie das koordinierte
Ablesen der Erbinformation. Fiir ein grundlegendes Verstandnis der Entwicklung von
Organismen ist die Aufkldrung des Zusammenspiels der Transkriptionsfakoren mit
den dazugehorigen Signalen unerlésslich.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Transkriptionsfaktor-Familie der LLM-Domé&nen
B-GATAs aus Arabidopsis thaliana charakterisiert. Diese Genfamilie gehort zu einer
in Pflanzen konservierten Untergruppe der GATA-Transkriptionsfaktoren und wurde
basierend auf Untersuchungen der beiden Mitglieder GNC (GATA, NITRATE-INDUCIBLE,
CARBON-METABOLISM INVOLVED) und CGA1/GNL (CYTOKININ-INDUCED GATA1/GNC-
LIKE) bereits mit verschiedenen Prozessen der Pflanzenentwicklung in Verbindung
gebracht. Mit dieser Arbeit wurden die Analysen auf alle sechs Mitglieder der LLM-
Doméanen B-GATAs ausgeweitet und somit auch GATA15, GATA16, GATA17 und
GATAI7L (GATAI17-LIKE) untersucht. Alle diese Gene wurden systematisch auf die
Regulation durch die vorgeschalteten Signale Auxin, Cytokinin, Gibberellin und Licht
hin getestet und Einzel- und komplexe Mutantenkombinationen der GATAs wurden
einer Phanotypenanalyse unterzogen.

Durch die Analysen der gnc gnl Mutante und verschiedener Kombinationen anderer
Insertionslinien flihrte die Arbeit zu einem Uberblick dartiber, wie sehr der Verlust
weiterer GATAs zusétzlich zu GNCund GNL die Entwicklung der Pflanzen beeintrachtigt.
So zeigten die Untersuchungen eine redundante Wirkung der LLM-Doméanen B-GATAs
in Phanotypen wie der Chlorophyllakkumulation, des Bluihzeitpunktes, der Bildung
der Blutenorgane, der Seneszenz, der Schotenldnge und Samenproduktion, und
damit Prozessen, die bereits in gnc gnl beeintrdchtigt waren. Weiterhin konnten in
den komplexen Insertionsmutanten durch die Beschreibung von Defekten in der
Hypokotylelongation, der Phyllotaxis, der Verzweigung und Knospenaktivierung
Prozesse aufgezeigt werden, mit denen Insertionslinien der LLM-Doméanen B-GATA
Gene bisher noch nicht in Verbindung gebracht wurden. Die Beschreibung einiger
Mutanten weist zudem auf eine besondere Rolle der neu untersuchten GATAs
in manchen Phanotypen hin. Insgesamt wurde dadurch deutlich, dass die neu
untersuchten LLM-Domé&nen B-GATAs nicht nur redundant mit GNC und GNL agieren,
sondern selbst fir die Kontrolle wichtiger Prozesse entscheidend sind.

Wéhrend diese Arbeit zeigt, dass die Kontrolle der GATAs auf den Bluhzeitpunkt
und die Blitenentwicklung sehr wahrscheinlich durch Gibberellin gesteuert wird,
kénnten einige andere Prozesse durch Cytokinin reguliert sein. In Ubereinstimmung
damit wurden alle untersuchten Gene durch eine Cytokinin-Behandlung aktiviert

und die Cytokinin-induzierte Genexpression schien in Mutanten der B-GATAs stark



Zusammenfassung

beeintrachtigt zu sein. Im Falle der Seneszenz konnte zudem gezeigt werden, dass eine
Cytokinin-Behandlung weniger effektiv war.

Nicht zuletzt wurden durch die Untersuchungen auf Proteinebene neue
Interaktionspartner fir GNC und GNL beschrieben und phylogenetische Analysen
offenbarten, dass die LLM-Doméanen B-GATAs nicht nur innerhalb der Brassicaceae
stark konserviert sind, sondern auch in Vertretern ursprunglicher Landpflanzen
vorhanden sind. So sind die GATA-Faktoren mit ihrer spezifischen und fir die
Funktion der Proteine wichtigen LLM-Domaéne bis in das Laubmoos Physcomitrella

patens nachweisbar.



Summary

Summary

In all living organisms, transcription factors regulate the activity of genes. Dependent
on internal as well as external signals, they control the coordinated reading of
the genetic information. For a fundamental understanding of the development of
organisms, it is indispensable to elucidate the interplay of transcription factors with
the associated signals.

In this work, the transcription factor family of the LLM-domain B-GATAs from
Arabidopsis thaliana was characterized. This gene family belongs to a subgroup of
GATA transcription factors conserved in plants and was, based on investigations of the
two members GNC (GATA, NITRATE-INDUCIBLE, CARBON-METABOLISM INVOLVED)
and CGAI1/GNL (CYTOKININ-INDUCED GATA1/GNC-LIKE), already implicated in
different processes of plant development. With this work, the analysis was extended
to all six members of the LLM-domain B-GATAs, and hence GATA15, GATAI6,
GATA17 and GATAI7L (GATA17-LIKE) were also investigated. All these genes were
tested systematically for their regulation by the upstream signals auxin, cytokinin,
gibberellin and light and single and complex mutant combinations of the GATAs were
subjected to a phenotypic analysis.

Through the analysis of the gnc gnl mutant and different combinations of other insertion
lines, this work lead to an overview of how much the loss of other GATAs in addition to
GNC and GNL impairs the development of plants. Thereby, the investigations showed
the redundant action of the LLM-domain B-GATAs in phenotypes like chlorophyll
accumulation, flowering time, development of floral organs, senescence, silique length
and seed production and thus processes that where already affected in gnc gnl.
Furthermore, with the description of defects in hypocotyl elongation, phylotaxy,
branching and bud activation in the complex insertion mutants, it was possible to
link insertion lines of the LLM-domain B-GATAs with processes they have never before
been associated with. The description of some mutants, moreover, indicates a special
role of the newly investigated GATAs in some phenotypes. Overall, it became clear that
the newly investigated LLM-domain B-GATAs not only act redundantly with GNC and
GNL but are crucial on their own for the control of some processes.

While this work shows that control of flowering time and development of floral organs
by the GATAs is likely regulated by gibberellins, some of the other processes might
be controlled by cytokinin. In line with this, all investigated genes were activated by
cytokinin treatment and the cytokinin-induced gene expression seemed to be affected
in mutants of B-GATAs. Moreover, in the case of senescence, it could be shown that
cytokinin treatment was less effective.

Not least with investigations on the protein level, new interaction partners for GNC and
GNL could be found and phylogenetic analyses revealed that the LLM-domain B-GATAs
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are not only conserved within the Brassicaceae but are present in evolutionary old
land plants. GATA factors with their specific as well as functionally important LLM-

domain were detectable down to the moss Physcomitrella patens.
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1. Einleitung

Alle Aspekte der Entwicklung der Pflanzen werden durch Hormone gesteuert. Sie
etablieren Entwicklungsmuster, koordinieren das Wachstum und regulieren
letztendlich den gesamten Lebenszyklus der Pflanzen. Eine besondere Rolle kommt
dabei den Transkriptionsfaktoren zu, die als molekulare Schalter die Aktivitat der
Gene steuern. Sie tun das unter dem Einfluss der Hormone und anderer innerer und
aufSerer Signale.

In pflanzlichen Lebewesen muss das Ablaufen der internen Programme mit externen
Signalen abgestimmt werden, da ihr Leben — von der Keimung Uiber die vegetative
bis zur reproduktiven Phase — einer sehr genauen Abstimmung mit ihrer Umwelt
bedarf. Auflere Signale werden mit inneren Programmen abgeglichen und fithren so
zu einer plastischen, offenen Entwicklung. Das erméglicht den Pflanzen als sessile
Lebewesen zum einen eine gewisse Anpassungsfahigkeit gegentiber ihrer Umgebung
und zum anderen stellt es eine genaue Abstimmung ihrer saisonalen Lebensphasen
mit der Umwelt sicher. Ein ausgewogenes Zusammenwirken von Hormonen und den
Transkriptionsfaktoren ist deshalb entscheidend fir die Entwicklung von Pflanzen.
In der vorliegenden Arbeit wird insbesondere auf das Zusammenspiel von GATA-

Transkriptionsfaktoren mit verschiedenen Pflanzenhormonen eingegangen.
1.1. GATA-Transkriptionsfaktoren in Pflanzen

1.1.1. GATA-Transkriptionsfaktoren werden basierend auf ihrem Typ IV Zn?*-
Finger differenziert

Die Gruppe der GATA-Transkriptionsfaktoren ist in vielen ein- und vielzelligen
Lebewesen zu finden, wobei die Proteine von Tieren, Pilzen und Pflanzen einige
Gemeinsamkeiten aufweisen. Fur alle charakteristisch ist ein Typ IV Zink-Finger
(Zn?*-Finger) mit der namensgebenden DNA-Bindesequenz (W-G-A-T-A-R, W = A/T, R
= G/A). In dieser Bindedomé&ne umspannen zwei Cysteine, die von zwei Aminosduren
getrennt werden, eine mittlere Schleife von 17 bis 20 Resten (C-X,-C-X _, -C-X,-C)
(Reyes, 2004).

GATAs tierischer Organismen besitzen oft zwei solcher Zn?'-Finger mit jeweils 17

17-20

Resten in der mittleren Schleife (C-X,-C-X, -C-X,-C), wobei nur der C-terminale Zn>*-
Finger DNA binden kann und dem zweiten eine regulatorische Funktion zukommt
(Lowry und Atchley, 2000; Trainor et al., 2000). In Pilzen ist wiederum meist nur
eine DNA-bindende Sequenz mit entweder 17 oder 18 Resten in der mittleren Schleife
zu finden (Reyes, 2004). Aufgrund ihrer wichtigen Funktion in der Regulation der
Zelldifferenzierung in vielen Geweben sowie der hdmatopoetischen Entwicklung
wurden die tierischen GATA-Transkriptionsfaktoren schon intensiv untersucht
(Gao et al., 2015; Lowry und Atchley, 2000). Das grofde Interesse an GATA-Faktoren
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in tierischen Systemen entstammt, neben ihrer Aufgabe in der Entwicklung der
Blutzellen, vor allem der Tatsache, dass ihnen eine Rolle in der Entstehung und im
Verhalten von endokrinen Tumoren zugeschrieben wird. In Maus und Mensch konnte
in Ubereinstimmung damit gezeigt werden, dass die GATAs an der Entwicklung,
Homodostase und Funktion vieler endokriner Organe beteiligt sind (Pihlajoki et al.,
2016). In eingehenden Analysen wurde daher die Feinstruktur einiger GATA-Proteine
verschiedener Wirbeltiere bereits geklart. Die NMR (nuclear magnetic resonance)
Strukturen des cGATA1l aus Gallus gallus (Huhn) legen einen Bindemechanismus
nahe, in dem der Zn?*-Finger hydrophobe Interaktionen mit der grofSen Furche der DNA
eingeht und der C-terminale Teil des Proteins mit dem Phosphatriickgrat in der kleinen
Furche interagiert (Omichinski et al., 1993; Tjandra et al., 1997; Abbildung 1).

Abbildung 1: Darstellung der NMR-aufgelos-
GATA Faktor ten Ultrastruktur des Zn?*-Finger Transkrip-
tionsfaktors cGATA1l aus dem Huhn. Die
DNA-Doppelhelix ist in rot/griin dargestellt,
das Protein in blau und das Zn?*-Atom wurde
als roter Punkt eingezeichnet. Die Darstellung
wurde der Research Collaboratory for Struc-
tural Bioinformatics Protein Data Base (RCSB
PDB) entnommen (http:/ /www.rcsb.org/pdb/
explore/explore.do?structureld=2GAT).

DNA-Doppelhelix

Die Struktur eines pflanzlichen GATA-Faktors ist bisher noch nicht geklart. In
der Regel besitzen diese einen Zn?*'-Finger mit 18 oder 20 Resten in der mittleren
Schleife (Reyes, 2004). Ein Reis GATA-Faktor (OsGATA24) besitzt sogar drei DNA-
Bindedoméanen. Dieser Fall ist jedoch sowohl fiir die bisher analysierten Pflanzen als
auch far andere Eukaryoten einzigartig (Reyes, 2004). Verglichen mit anderen Reichen
besitzen die Planzen mit Abstand die gréfite Gruppe der GATA-Transkriptionsfaktoren.
In Arabidopsis und Reis wurden bislang Sequenzen von etwa 30 und in Glycine max
(Soja) sogar 64 GATA-Faktoren gefunden (Behringer et al., 2014; Zhang et al., 2015).
Im Vergleich dazu sind im menschlichen Genom nur sechs GATAs zu finden. Des
Weiteren sind acht aus Drosophila melanogaster, zehn aus Caenorhabditis elegans, elf
aus Saccharomyces cerevisiae sowie vier aus Schizosaccharomyces pombe bekannt
(Reyes, 2004).

Aufgrund struktureller Merkmale ist es gelungen, die Vielzahl an Pflanzen GATAs zu
charakterisieren und zu unterteilen, wobei der hoch konservierten DNA-Bindedoméne
als funktioneller Einheit, neben anderen Merkmalen, eine entscheidende Rolle
zukommt. Diese Einteilung wurde in Pflanzen zuné&chst mit Vergleichen von GATAs
aus Reis und Arabidopsis etabliert. Neben der Zahl und dem Grad der Konservierung
der Aminosauren innerhalb der DNA-Bindedoméane sind in untergeordneter Weise

auch Unterschiede aufSerhalb des Zn?'-Fingers wichtig. So tragen die Anzahl und
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Abbildung 2: Phylogenetischer Stammbaum der GATA-Transkriptionsfaktoren aus Reis und
Arabidopsis. Phylogenetische Darstellung basierend auf Zn?"-Finger Doméanen von GATA-Tran-
skriptionsfaktoren aus Arabidopsis und Reis nach Reyes et al. (2004). N und C bezeichnen die
N- und C-terminalen Zn?'-Finger der Proteine, die zur Analyse herangezogen wurden.

Verteilung der Exons ebenfalls zur Einteilung bei. Basierend auf diesen Vergleichen
werden vier Gruppen unterschieden (Gruppe A bis D) (Reyes, 2004; Abbildung 2).

Die in dieser Arbeit untersuchten Transkriptionsfaktoren gehoren aufgrund ihrer

strukturellen Merkmale zu den B-GATAs. Soweit die Proteine aus Arabidopsis zum

Zeitpunkt der Analysen von Reyes et al. (2004) annotiert waren, wurden sie in der

Abbildung entsprechend farblich hervorgehoben.
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1.2. LLM-Domanen B-GATAs gehoren zu den B-GATAs bei
Pflanzen

1.2.1. B-GATAs teilen sich in LLM- und HAN-Domanen GATAs auf

B-GATA-Transkriptionsfaktoren zeichnet, neben anderen Merkmalen,
charakteristischerweise ein Zn?*-Finger mit 18 Resten in der mittleren Schleife aus
(Reyes, 2004). Aufierdem trigt die DNA-Bindedoméane in der Mitte ein konserviertes
Serin sowie einen charakteristischen Bereich C-terminal vom Zn?*-Finger (IRX [R/K] K)
(Abbildung 3B).
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84 GATA23
o GNC
GNL
GATA29
100 HAN

HANL2
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GATA-Doméne
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ST ECII CIE TSIN TP T WRIBGCPINGPK ST CNACG | KBIR I K]
GATA17 RTEVDMEGH I RENEEATR G EhE 2 RSN S B
[CTNVNEBNXEICCIEITSIN TP L WRIBCPINGPKST.CNACG N2 K]
ST CNI Cle]TSINTP T WRIEGPMGCPKST.CNACG | RINR - K]
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Abbildung 3: Phylogenetischer Stammbaum der B-GATA Transkriptionsfaktoren aus Arabi-
dopsis thaliana. (A) Phylogenetischer Stammbaum basierend auf einer Clustal Omega (http://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) Sequenzalignierung der elf B-GATAs in voller Proteinldnge
(siehe Appendix 1). LLM-Doménen B-GATAs sind blau und HAN-Domé&nen B-GATAs griin einge-
zeichnet. Die beiden GATA23 und GATA29 besitzen degenerierte LLM- und HAN-Domé&nen. (B)
Sequenzalignierung der DNA-Bindedoméne der im Stammbaum dargestellten B-GATAs.

Insgesamt werden in Arabidopsis bis jetzt elf Proteine zu den B-GATA-
Transkriptionsfaktoren gezdhlt (Behringer et al., 2014; Abbildung 3A). Durch
Untersuchungen der B-GATAs wurden in den letzten Jahren weitere Merkmale
identifiziert, die diese Gruppe von Transkriptionsfaktoren strukturell und funktionell
unterteilen. Demnach unterscheiden sie sich hauptsdchlich in der Lange ihres
N-Terminus sowie in der Anwesenheit zweier Doméanen aufierhalb des Zn?'-Fingers
(Behringer und Schwechheimer, 2015). B-GATAs tragen in der Regel entweder eine
LLM-Domaéne im C-Terminus oder eine HAN-Doméne im N-Terminus. In vergleichenden

Analysen von B-GATAs aus Arabidopsis, Tomate, Gerste und Brachypodium ist
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es unserer Arbeitsgruppe gelungen zu zeigen, dass diese Doméanen bei Pflanzen
evolutiondr konserviert sind (Behringer et al., 2014). Obwohl die Funktion dieser
Doméanen noch nicht bekannt ist, kommt ihre Wichtigkeit dadurch zum Ausdruck,
dass alle untersuchten Spezies B-GATA Proteine mit diesen Doménen aufweisen.
Lediglich eine Gruppe von Proteinen entzieht sich dieser Einteilung: Homologe der
Arabidopsis Proteine GATA23 und GATA29, die degenerierte LLM- und HAN-Domé&nen
besitzen, kommen nur in Vertretern des Genus Brassica vor und sind, nach bisheriger
Einschatzung, Ausdruck einer funktionellen Expansion, die nur in Brassica stattfand,
um dort spezielle Prozesse zu steuern (De Rybel et al., 2010; Behringer et al., 2014).
Analysen an GATA23 in Arabidopsis bestétigen eine funktionelle Verschiedenheit zu
den anderen GATAs (Behringer et al., 2014).

Die HAN-Domaéne, die in den drei B-GATA-Faktoren HAN, HANL1 und HANL2
zu finden ist, wurde zuerst in HAN (HANABA TARANU) beschrieben (Nawy et al.,
2010; Zhao, 2004). Die LLM-Doméne geht auf Untersuchungen an GNC (GATA,
NITRATE-INDUCIBLE, CARBON-METABOLISM INVOLVED, AtGATA21) und CGA1/
GNL (CYTIKININ-INDUCED GATA1/GNC-LIKE, AtGATA22) zurtick und weist neben
anderen konservierten Aminosaduren die namensgebenden Reste Leucin-Leucin-
Methionin (LLM) auf (Richter et al., 2010; Abbildung 4B).

A LLM-
GATA-Dmane Domane
kurze B-GATA 1T [ [ — —— 11 W
iange 8-GaTA | I | 11/ TIE LT 11 [ IO T—— ([T I
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. T
| ) [
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TNV N VAR WD CETHRTPLIREGPAGPKS LCNACG L K SRIRRA) FERNAAVIIMALS]
kurze B-GATA YN < E I e TSR T ELREGEGERS LCNACG RRR EEHOAAVILMALS
GATA16 HTEANSCIETEEMERGEE " SEEIeVNE IARR] EEFOAAVIIMALS
lanae B-GATA GNL RMCEIDCINTTK TPLWREGPRGPKS LCNACG | R @R - MRR) DEKIMAA T LILMALS
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Abbildung 4: Darstellung der Proteinstruktur der LLM-Doméinen B-GATA-Transkriprionsfak-
toren aus Arabidopsis thaliana. (A) Schematische Darstellung einer Sequenzalignierung kurzer
und langer LLM-Doméanen B-GATA Proteine aus Arabidopsis thaliana. Regionen mit geringer
Ubereinstimmung und Liicken in der Alignierung sind als Linien dargestellt, Regionen mit einer
Ubereinstimmung von < 50% sind als graue Boxen und Regionen mit einer Ubereinstimmung
von = 80% als schwarze Boxen dargestellt. Grofenstandard = 30 Aminosduren in konservierten
Bereichen der Alignierung. (B) Sequenzalignierung und Sequenzlogo der GATA- und LLM-Domaéne
der sechs LLM-Domé&nen B-GATAs aus Arabidopsis thaliana.

Mittlerweile wurden sechs LLM-Doméanen B-GATAs beschrieben, zu denen neben
GNC und GNL auch AtGATA1S (GATA1S), AtGATA16 (GATA16) sowie AtGATA17
(GATA17) und AtGATA17-LIKE (GATA17L) gehoren (Behringer et al., 2014).
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Charakteristisch fliir die beiden zuletzt genannten homologen Paare ist ein, im
Vergleich zu GNC und GNL, kuirzerer N-Terminus (Abbildung 4A).

B-GATAs haben aufgrund ihrer Wichtigkeit fir viele entwicklungsbiologische Prozesse
grofSe Aufmerksamkeit erlangt. Vor allem die Rolle der LLM-Domé&nen B-GATAs konnte
in letzter Zeit auf viele Gebiete der Pflanzenentwicklung ausgedehnt werden und diese

sollen in der Folge zusammengefasst werden.

1.3. Funktion der B-GATAs

Erste Hinweise Uiber GATAs in Pflanzen stammen von der Entdeckung von G-A-T-A
Motiven in Promotoren lichtregulierter Gene und Loci circadianer Rhythmik (Argtello
et al., 1992; Terzaghi und Cashmore, 1995). Die Rolle von GATAs in der Genregulation
durch Licht wurde durch footprinting Experimente bekraftigt, in denen dauerhafte
und lichtabhéngige Bindeereignisse durch GATAs identifiziert werden konnten (Borello
et al., 1993; Lam und Chua, 1989; Schindler und Cashmore, 1990; Teakle et al.,
2002). Frih wurden die GATAs auch mit der Metabolisierung von Stickstoff (N) in
Verbindung gebracht. Erste konkrete Hinweise dazu ergaben sich durch die Fahigkeit
des GATAs NIT2 (NITRATE NONUTILIZER2) an G-A-T-A Motive in pflanzlichen
Promotorelementen zu binden. NIT2 ist ein GATA-Faktor aus Neurospora crassa, der
wichtige Gene des N-Metabolismus unter Stickstoffmangel steuert. In der Folge wurde
das homologe Protein NTL1 (NIT2-LIKE1) als eines der ersten pflanzlichen GATAs
in Nicotiana tabacum identifiziert und isoliert (Daniel-Vedele und Caboche, 1993).
Trotz dieser deutlichen Anzeichen fir die Funktion der GATAs in so entscheidenden
Prozessen wie der Lichtregulation und des N-Metabolismus, ist dann jedoch weder
die genaue Funktion von NTL1 noch die der meisten anderen GATAs eingehender
untersucht worden. Die ersten Mitglieder der pflanzlichen GATAs, die systematisch auf
ihre Funktion hin untersucht wurden, waren die LLM-Domé&nen B-GATAs GNC und
GNL beziehungsweise der HAN-GATA HAN. Bisherige Analysen der beiden Gruppen
von LLM- sowie der HAN-Doméanen B-GATA Transkriptionsfaktoren lassen sowohl
auf Gemeinsamkeiten als auch auf Unterschiede in ihrer biochemischen Funktion

schliefSen (Behringer und Schwechheimer, 2015).

1.3.1. LLM-Domanen B-GATAs steuern wichtige Prozesse der
Pflanzenentwicklung

Von den sechs LLM-Domé&nen B-GATAs wurden vor allem die beiden Mitglieder GNC
und GNL bezliglich ihrer biologischen Funktion intensiv untersucht. GNC wurde
als nitratinduziertes Gen identifiziert und gemaf seiner vermeintlichen Rolle in der
Genregulation im Kohlenstoffmetabolismus als GATA, NITRATE-INDUCIBLE, CARBON
METABOLISM INVOLVED annotiert (Bi et al., 2005; Hudson et al., 2011; Price, 2004;
Scheible et al., 2004; Wang et al., 2004). Zudem wurde es als wichtiger Regulator
der Chlorophyllakkumulation beschrieben (Bi et al., 2005). GNL wurde hingegen

10
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aufgrund seiner starken Induktion durch Licht und Cytokinin entdeckt und folglich
mit dem Synonymen CGAI1/GNL (CYTOKININ-INDUCED GATA1/GNC-LIKE) bezeichnet
(Kiba et al., 2005; Manfield et al., 2006; Naito et al., 2007). In der Folge konnte
gezeigt werden, dass beide Transkriptionsfaktoren redundant wichtige Prozesse der
Pflanzenentwicklung kontrollieren.

GNC und GNL sind Paraloge und basierend auf Untersuchungen der gnc gnl
Doppelmutante konnte den Genen vor allem eine Rolle in der Chlorophyllakkumulation
zugeschrieben werden. AufSierdem keimen und bliithen diese Mutanten geringfligig
friher als der Wildtyp, bilden ldngere Schoten aus und haben eine beschleunigte
Seneszenz (Richter et al., 2010, 2013a, 2013b). Die Uberexpressoren von GNC und GNL
haben Uberwiegend den Mutanten entgegengesetzte Phénotypen. Es sind dunkelgriine,
langsam seneszierende Pflanzen, die ein verspétetes Keimungs- und Blihverhalten
zeigen. Zudem weisen sie als lichtgewachsene Keimlinge ein elongiertes Hypokotyl,
eine veranderte Blattform und einen vergrofSerten Winkel zwischen primérer und
sekundarer Infloreszenz auf (Behringer et al., 2014; Hudson et al., 2011, 2013; Kollmer
et al., 2011; Richter et al., 2010, 2013a, 2013Db).

A

! GNC

GNL

Uberexpressoren

gnc gnl
4—

Wildtyp

Abbildung 5: Effekte der verinderten Expression von GATAs auf das Pflanzenwachstum. (A)
Schematische Darstellung der Effekte verdnderter GNC und GNL Expression auf Keimlinge. (B)
Adulte Pflanzen von Col-0 und eines GNL Uberexpressors.

In Abbildung 5 sind die Effekte veranderter GNCund GNL Expression auf das Wachstum
von Keimlingen und adulten Pflanzen dargestellt. In wieweit die restlichen LLM-
Domé&nenn B-GATAs an der Kontrolle dieser Prozesse beteiligt sind und méglicherweise

redundant wirken, ist basierend auf Insertionsmutanten nicht bekannt.

1.3.2. Die LLM-Domane ist wichtig fiir die Funkton der LLM-GATAs
Neben GNC und GNL wurden die anderen Mitglieder der LLM-Doméanen B-GATAs vor

allem im Hinblick auf ihre Proteinstruktur untersucht. In einer Studie wurde dabei
die Rolle des N-Terminus sowie der LLM-Domé&ne genauer beleuchtet (Behringer et
al., 2014). Dadurch wurde die Wichtigkeit der LLM-Doméne fir die GATAs deutlich

11
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erkennbar. Uberexprimirtes GNC mit mutierter oder deletierter LLM-Doméne fiihrt zu
Pflanzen mit einem anderen Erscheinungsbild als mit wildtypischen Uberexpressoren.
Vor allem die Rosettenblatter sind kleiner und mit einem kurzen Stiel versehen und das
Hypokotyl ist nicht mehr elongiert. Interessanterweise ist ein unter dem Eigenpromotor
exprimiertes mutiertes GNC auch nicht in der Lage die Chlorophylldefekte der gnc gnl
Mutante auszugleichen. Der LLM-Domé&ne kommt also eine entscheidende Rolle in der
Funktion der GATAs zu (Behringer et al., 2014).

Aufgrund der teilweise sehr milden Phénotypen der gnc gnl Doppelmutante und
der moglichen Redundanz der GATA-Faktoren wurden die Untersuchungen an den
verbleibenden GATAs ausschlieflich im Kontext der Uberexpressoren analysiert. Die
kurzen Mitglieder GATA15 und GATA17 zeigen dabei als Uberexpressoren sehr dhnliche
Phanotypen wie GNC und GNL. Vor allem die starke Induktion des Chlorophylls, die
Elongation des Hypokotyls, eine verzodgerte Seneszenz und Bltihzeitpunkte sind
dabei von Bedeutung. Da GATAI7 unter der Kontrolle des GNC Promotors ebenfalls
in der Lage ist die Chlorophylldefekte einer gnc gnl Mutante auszugleichen, scheint
die Lange des N-Terminus fur die redundante Wirkungsweise in der Kontrolle
der Chlorophyllakkumulation nicht entscheidend zu sein (Behringer et al., 2014).
Allerdings ist abgesehen von den Analysen der Uberexpressoren nicht bekannt, welche

Funktion die kurzen GATAs einnehmen.

1.3.3. LLM-und HAN-Domanen B-GATAs weisen Gemeinsamkeiten und
Unterschiede in ihrer Funktion auf

Die HAN-Doméane wurde zuerst in Arabidopsis anhand des Transkriptionsfaktors
HAN beschrieben, der in der Bliiten- und Embryoentwicklung eine entscheidende Rolle
spielt (Nawy et al., 2010; Zhao, 2004). In der frithen Entwicklung wird HAN fur die
Abgrenzung von Proembryo und Suspensorzellen benétigt (Ding et al., 2015). HAN tragt
dabei zur doménenspezifischen Expression von Genen in den unteren Zellschichten
des Proembryos bei, die letztendlich zur Abgrenzung des Proembryos vom Suspensor
fihren. Dementsprechend kommt es in han-2 Mutanten zu Veranderungen in der
Etablierung der fir diese Doméanen bekannten Markergene wie PLT1 (PLETHORAI)
und SCR (SCARECROW) beziehungsweise von Genen der Auxinantworten, die far
die Ausbildung der Abgrenzung des Proembryos vom Suspensor wichtig wiren. Die
Zellen des Proembryos gleichen im Erscheinungsbild folglich denen des Suspensors,
die koordinierte Wurzelbildung ist verdndert und die Kotyledonenidentitat ist gestort
(Nawy et al., 2010).

Auch in spéateren Entwicklungsschritten ist HAN an der Etablierung der Grenzen
zwischen entstehenden Geweben beteiligt. HAN ist dabei zwischen Meristemen und
neu angelegten Primordien im Apikalmeristem exprimiert sowie im Bltitenmeristem
an der Grenze zwischen den Wirteln (Zhao, 2004). Dementsprechend weisen

han-2 Mutanten zum Beispiel verschmolzene Sepalen auf. Aufierdem besitzen sie
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verkleinerte, flache Sprossmeristeme. Ein wichtiger molekularer Grund fir diese
Phéanotypen ist, nach jetzigem Kenntnisstand, die Kontrolle der WUS (WUSCHEL)
Expression durch HAN. HAN begrenzt die Ausdehnung der WUS Expression auf die
zentralen Regionen des Meristems und steuert so die Ausdehnung der Zellen. Diese
Beobachtungen werden durch die Phéanotypn der HAN Uberexprssoren bestitigt, in
denen das Wachstum verzoégert und die Zellteilung gestort ist und in denen es zum
Verlust des Meristems kommt (Zhao, 2004). Kurzlich wurde in einer ausfiihrlichen
Studie nachgewiesen, dass HAN auch mit einigen wichtigen Meristemregulatoren
genetisch und biochemisch interagiert (Ding et al., 2015). HAN interagiert direkt
mit PNH (PINHEAD) und JAG (JAGGED), Regulatoren des Infloreszenzmeristems,
beziehungsweise der Primordien der Bliten. In seiner Funktion die Grenze zwischen
Infloreszenzmeristem und den Primordien zu steuern, kontrolliert HAN zusétzlich die
Transkription der primordienspezifischen JAG und BOP2 (BLADE-ON-PETIOLE) sowie
der CKX3 (CYTOKININ OXIDASE 3) (Ding et al., 2015).

Interessanterweise gibt es Hinweise auf Gemeinsamkeiten in der Funktion von HAN-
und LLM-GATAs. So sind die Phanotypen der han-2 und hanl2 Mutanten, beztiglich
der Embryoentwicklung sowie der Bltitenbildung in Mutantenkombinationen mit gnc
und gnl teilweise verstarkt. Sogar eine Dimerisierung zwischen HAN, GNC und GNL
konnte in einem Hefe-Zwei-Hybrid System sowie in BiFC (bimolecular fluorescence
complementation) gezeigt werden (Zhang et al.,, 2013). Andererseits konnten auch
deutliche Unterschiede in der biologischen Funktionen ausgemacht werden. Die
Uberexpression von HAN beeinflusst das Wachstum in anderer Art und Weise als
die Uberexpressoren der LLM-Doménen B-GATAs. So kénnen HAN und HANL?2 als
Uberexpressoren im Gegensatz zu GNC und GNL weder Chlorophyll induzieren noch
ist das Hypokotyl in lichtgewachsenen Keimlingen elongiert. Tatsidchlich zeigen sie
sogar geringere Chlorophyllgehalte als der Wildtyp (Behringer et al., 2014). HAN- und
LLM-Doméanen B-GATAs scheinen zwar in manchen Bereichen zusammen zu agieren,

es gibt jedoch auch Hinweise auf unterschiedliche Funktionen.

1.4. GNC und GNL sind Zielgene verschiedener Signalwege

In detaillierten Studien ist es gelungen, die biologischen Funktionen von GNC und GNL
in einen mechanistischen Zusammenhang zu bringen. Basierend auf den Phanotypen
der Mutanten und Uberexpressoren und ihrer Regulation konnten die beiden GATA-
Faktoren mit vielen Signalwegen in Verbindung gebracht werden. Dabei wurde klar,
dass diese Transkriptionsfaktoren ein breites Spektrum an Entwicklungsantworten

unterhalb der Signale Auxin, Cytokinin, Gibberellin und Licht steuern.

1.4.1. GNC und GNL agieren unterhalb von Gibberellin

Gibberellin (GA) ist eines der am langsten untersuchten Pflanzenhormone und steuert

unter anderem die Keimung, den Bltihzeitpunkt und die Blitenbildung (Akai, 1974;
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Richards et al., 2001; Ueguchi-Tanaka et al., 2007). Die GA Signaltransduktion beginnt
mit der Bindung von GA an den Rezeptor GID1 (GA INSENSITIVE DWARF1) (Ueguchi-
Tanaka et al., 2005). Diese Bindung fihrt zur Heterodimerisierung zwischen GID1
und einem DELLA Protein mit nachfolgendem Abbau des DELLAs Uber SCFSLYL/SNE
(SKP1-CULLIN-F-BOX Komplex mit den F-Box Proteinen SLEEPY1 beziehungsweise
SNEEZY) und dem 26S Proteasom (McGinnis et al., 2003; Strader et al., 2004; Willige
et al., 2007). Die repressorische Wirkung der DELLAs im GA Signalweg beruht vor
allem auf der Interaktion mit Transkriptionsfaktoren und der damit einhergehenden
Funktionsstérung dieser Faktoren. Mittlerweile sind viele Interaktionspartner der
DELLAs bekannt und die Mechanismen beschrieben, wie sich diese Interaktionen
auf die Funktion der jeweiligen Transkriptionsfaktoren auswirken (Daviere et al.,
2014; Feng et al., 2008; Feurtado et al., 2011; Hou et al., 2010; de Lucas et al., 2008;
Marin-de la Rosa et al., 2015; Schwechheimer und Willige, 2009; Zhang et al., 2011).
Die Einordnung von GNC und GNL in den GA Signalweg entstammt der Beobachtung,
dass die Gene durch GA reprimiert werden. Dieser Mechanismus kommt dadurch
zustande, dass die tiber GA abgebauten DELLAs ihre repressorische Wirkung auf die
PIFs (PHYTOCHROME-INTERACTING FAKTORS) verlieren (Feng et al., 2008; de Lucas
et al., 2008) und diese an die DNA binden kénnen, um GNC und GNL zu reprimieren
(Richter et al., 2010). Bis jetzt konnte insbesondere die Bindung von PIF3 an die
Promotoren von GNC und GNL gezeigt werden (Richter et al., 2010). Zusétzlich zur
Regulation durch GA zeigen die Mutanten und Uberexpressoren von GNC und GNL
auch klassische GA-Phéanotypen, welche die Keimung, den Chlorophyllgehalt und
das Bluihverhalten betreffen. Der wichtigste Hinweis darauf, dass GNC und GNL als
repressorische Transkriptionsfaktoren unterhalb von GA arbeiten zeigt sich in der
genetischen Interaktion von gnc gnl und gal (ga requiringl). Einige der drastischen
Phanotypen der GA-Biosynthesemutante, wie zum Beispiel die extreme Verzogerung
der Bltihinduktion, werden in der gal gnc gnl teilweise supprimiert. Dies bedeutet,
dass GNC und GNL essentiell flir die Reppression der GA-Antworten in gal sind
(Richter et al., 2010).

Nach der Klarstellung der Wichtigkeit von GNC und GNL fur die GA-Antwort wurde
in detaillierten Studien die Rolle der beiden Gene in der Bliihzeitkontrolle und in
der Blutenentwicklung im Kontext von GA untersucht (Richter et al., 2013; Daten
des Lehrstuhls Schwechheimer). Der Blihzeitpunkt ist streng geregelt und viele
Signalwege, die das Blihen steuern, wurden bereits identifiziert. Der MADS-Box
Transkriptionsfaktor SOCI (SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANSI)
agiert unter anderem im Apikalmeristem und ist einer der bedeutendsten Integratoren
der Bltuhinduktion. Unter Langtag-Bedingungen ist er einer der wichtigsten
Signalpunkte in der Bestimmung des Bltihzeitpunktes (Samach et al., 2000; Yoo

et al., 2005). Die Expression von SOCI steht unter dem Einfluss von Faktoren aus
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verschiedenen Signalwegen wie CO (CONSTANS), FT (FLOWERING LOCUS T), FLC
(FLOWERING LOCUS C), SVP (SHORT VEGETATIVE PHASE), SPL (SQUAMOSA
PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE) (Samach et al., 2000; Yoo et al., 2005). Zudem
ist SOCI unter Kurztag-Bedingungen der wichtigste Faktor fir die Blihinduktion
durch GA (Moon et al., 2003). In Analysen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass auch GNC und GNL ihre Wirkung auf die Blihinduktion zum Teil
dadurch austben, indem sie auf die Expression von SOCI wirken. Beispielsweise
ist die Expression von SOCI in spatblithenden Uberexpressoren von GNC und GNL
stark unterdriickt. Dem entsprechend blithen SOCI Uberexpressoren friiher, da die
Regulation von GNC und GNL entkoppelt ist. Die repressorische Wirkung von GNC
und GNL auf SOCI wurde letztlich auch in ChIP (Chromatin Immunpréazipitation)
Experimenten bestétigt (Richter et al., 2013a).

Ein weiterer wichtiger Mechanismus, der im Kontext mit GA untersucht wurde,
war die genetische Interaktion von GNC und GNL mit dem homeotischen MADS-
Box Transkriptionsfaktor AP1 (APETALAI). API ist zusammen mit anderen Faktoren
far die Identitdt von Geweben und letztendlich fiir die Ausbildung von Sepalen und
Petalen wichtig (Bowman et al., 1993; Irish und Sussex, 1990; Kaufmann et al., 2010;
Pajoro et al., 2014). In der Zusammenarbeit in einem Komplex tragen die Komponenten
AP1, AP3 (APETALAS3), PI (PISTILLATA) und SEP3 (SEPALLATA3) zur Steuerung der
Identitat der Blutenorgane bei (Honma und Goto, 2001). Einer der markantesten
Merkmalsauspragungen von Mutanten in API ist das Fehlen der Petalen. In Arbeiten
unserer Arbeitsgruppe konnte nun die Rolle von GA in diesem Prozess erkannt werden.
Zum einen konnte gezeigt werden, dass die GA-Regulation von GNC und GNL in
Bluiten API abhangig ist und AP1 direkt an die Promotoren von GNC und GNL binden
kann und diese dadurch reprimiert. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass GA
auf AP1 wirkt, indem dieses von den DELLAs auf Proteinebene direkt reprimiert wird.
Das Zusammenspiel der GATA-Faktoren und API zeigt sich deutlich in der teilweisen
genetischen Suppression des apl-15 Phanotyps in der apl-15 gnc gnl Tripelmutante.
Die Expression von GNC und GNL wird zudem von den Bliitenentwicklungsregulatoren
AP3 (APETALA3) und (PI) PISTILLATA gesteuert (Mara und Irish, 2008). Die genaue
Bedeutung davon ist allerdings noch unklar. Neben allen Details, die Uiiber die Funktion
von GNC und GNL unterhalb von GA schon bekannt sind, ist nicht klar, in wieweit die

anderen Mitglieder der LLM-Domé&nen B-GATAs in diesen Bereichen wirken.

1.4.2. Die GATAs GNC und GNL sind lichtreguliert

Licht ist das wohl am besten verstandene externe Signal fir Pflanzen. Bis jetzt wurden
13 Photorezeptoren identifiziert, die ein breites Spektrum von dunkelrotem Licht bis
hin zur UV Strahlung wahrnehmen kénnen, um das Wachstum und die Entwicklung
der Pflanzen zu steuern und an ihren jeweiligen Standort anzupassen (Kami et al.,

2010). Vor allem Rot-, Dunkelrot- und Blaulicht sind ftir die Pflanzen von Beginn an
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von grofder Bedeutung. Licht ist das Signal fiir die Keimlinge, welches das Wachstum
von Skotomorphogenese auf die Photomorphogenese umstellt. Der im Dunklen
aufrecht erhaltene Apikalhaken wird gedéffnet, die ergriinenden Keimblatter entfalten
sich und das Wachstum der Hypokotyle wird eingestellt (Kami et al., 2010; Willige
et al., 2012). Rotes und dunkelrotes Licht wird durch die finf Phytochrome PHYA
(PHYTOCHROME A) bis PHYE (PHYTOCHROME E) detektiert. In phyA phyB Mutanten
bleibt unter rotem und dunkelrotem Licht die Aktivierung lichtregulierter Gene aus
und die Keimlinge besitzen dementsprechend ein etioliertes Wachstum mit langen
Hypokotylen, geschlossener Keimblatter und einer verminderten Chlorophyllproduktion
(Reed et al., 1994). Die Phytochrome werden durch die Anregung des entsprechenden
Lichtes in eine aktive Form (Pfr) Gberfihrt und dadurch in den Kern transloziert.
Dort interagieren sie mit den PIFs, welche daraufhin abgebaut werden. Die PIFs sind
die zentralen Regulatoren der Photomorphogenese. Es kommt nach ihrem Abbau
zu Anderung in der Transkription und der Aktivierung lichtregulierter Gene (Leivar
und Monte, 2014). In der pifl pif3 pif4 pif5 (pifQ) Mutante werden die Merkmale
des skotomorphen Wachstums zugunsten der Photomorphogenese umgestellt und
die Keimlinge entwickeln sich auch im Dunklen zu deetiolierten Keimlingen mit
kurzen Hypokotylen, offenen Kotyledonen und héherem Chlorophyllgehalt. Die
Signaltibertragung des blauen Lichtes beginnt vor allem mit der Anregung der im Kern
befindlichen Cryptochrome (CRY1 und CRY2). In einer nachfolgenden Phosphorylierung
nehmen sie eine offene Konformation an und interagieren mit Signalpartnern um die
Genexpression auf transkriptioneller und posttranskriptioneller Ebene zu verandern
(Chory, 2010; Ohgishi et al., 2004). Den Cryptochromen unterliegen vor allem die
langsamen und permanenten Anderungen der Blaulichtentwicklung (Ahmad et al.,
1998; Cashmore et al., 1999; Ohgishi et al., 2004). Der molekulare Hintergrund der
starken Lichtinduktion von GNL ist noch nicht bekannt (Naito et al., 2007). Da die
PIFs das GA Signal auf GNC und GNL tibertragen und sie entscheidende Faktoren fir
das Wachstum und die Lichtrezeption sind, stellen diese interessanten Kandidaten
daftir dar. Abgesehen von den elongierten Hypokotylen in Uberexpressoren der LLM-

Doméanen B-GATAs sind keine Lichtabh&dnhigen Phénotypen beschrieben.

1.4.3. GNC und GNL sind Zielgene im Auxin Signalweg

Als weiteres vorgeschaltetes Signal fir die Regulation von GNC und GNL wurde Auxin
identifiziert. Auxin tragt durch seine Verteilung und seinen gerichteten Transport
zur Steuerung fast aller Entwicklungsprozesse bei (Barbosa und Schwechheimer,
2014; Teale et al., 2006). Auf transkriptioneller Ebene reguliert Auxin Gene vor
allem Uber die Aux/IAA (AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID) Gene und die ARF (AUXIN
RESPONSE FACTOR) Transkriptionsfaktoren. Auxin leitet den proteasomalen Abbau
der Aux/IAAs ein, welche an die ARFs binden, um diese zu inhibieren. Der Abbau

der Aux/IAAs ermoglicht den dadurch freien ARFs die Transkription entsprechend
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zu steuern (Teale et al., 2006). Basierend auf Uberschneidungen von Phénotypen
in GNC und GNL Uberexpressoren und Mutanten der ARF Transkriptionsfaktoren
wurden die beiden LLM-GATAs auch mit diesem Signalweg in Zusammenhang
gebracht. Tatsachlich sind die Uberexpressoren von GNC und GNL den arf2 Mutanten
in manchen Phanotypen dhnlich. Alle zeigen zum Beispiel einen im Vergleich mit dem
Wildtyp erh6éhten Chlorophyllgehalt, vergrofSerte Samen sowie verzogerte Seneszenz
und Bliihzeitpunkte. Auch sind Ahnlichkeiten mit arf7 Mutanten beziehungsweise
der Funktionsgewinnmutanten des dazugehorigen AUX/IAA SLR1 (SOLITARY
ROOTI) vorhanden (Richter et al., 2013b). In umfassenden Analysen konnte gezeigt
werden, dass die Transkriptionsfaktoren ARF2 und ARF7 direkt an Elemente in
den Promotoren von GNC und GNL binden und reprimieren (Richter et al., 2013b).
Dementsprechend ist das Expressionsniveau von GNC und GNL in arf2 Mutanten
erhoht. Zudem konnte gezeigt werden, dass einige der bekannten arf2 Phinotypen,
wie der erhohte Chlorophyllgehalt und die vergréofserten Samen in der arf2 gnc gnl
Tripelmutante supprimiert sind. Interessanterweise ist es sogar moéglich, das Blihen
der arf2 durch das Behandeln mit GA zu beschleunigen. Dies verdeutlicht, dass GNC
und GNL far diese Mechanismen in der arf Mutante verantwortlich sind und auch
in diesem Signalweg weit unten als Transkriptionsfaktoren arbeiten, um bestimmte

Prozesse zu kontrollieren (Richter et al., 2013b).

1.4.4. Cytokinin nimmt Einfluss auf GNC und GNL

Einige der Phénotypen, die mit einer Missexpression von GNC und GNL einhergehen,
sei es in der gnc gnl Mutante oder den Uberexpressoren, betreffen Mechanismen,
die durch Cytokinin (CK) kontrolliert werden. Zum Beispiel die Kontrolle des
Chlorophyllgehaltes, einer der ersten Prozesse mit denen GNC und GNL in Verbindung
gebracht wurden (Bi et al., 2005). Die Fahigkeit von GNC und GNL sowie deren
Ortholge aus verschiedenen Spezies, wie Tomate, Gerste, Reis und Pappel, den
Chlorophyllgehalt zu induzieren, wurde bereits in mehreren Studien nachgewiesen
(An et al., 2014; Bi et al., 2005; Chiang et al., 2012; Hudson et al., 2013; Richter et al.,
2010). In Arabidopsis steuern GNC und GNL redundant das Ergrinen der Pflanzen
(Behringer et al., 2014). Neben der Anregung von Genen der Chlorophyllbiosynthese
wie GLUTR/HEMA1 (GLUTAMYL-TRNA REDUCTASE/HEMA1), GUN4 (GENOMES
UNCOUPLED 4) und PORs (PROTOCHLOROPHYLLIDE OXIDOREDUCTASE) bewirken
die LLM-B-GATAs das verstarkte Ergriinen auch durch die Steuerung der Zahl und
der Grofse der Chloroplasten in dhnlicher Weise wie CK (Chiang et al., 2012; Hudson
et al., 2011). In den Uberexpressoren von GNC und GNL sind die Chloroplasten zwar
nicht zwingend gréfier, aber vor allem in grofSerer Zahl vorhanden, wohingegen sie
in gnc gnl in der Regel kleiner sind (Chiang et al., 2012). CK steuert die Teilung
der Chloroplasten tber die Aktivierung von PDV1 und PDV2 (PLASTID DIVISION),

welche auch in Uberexpressoren von GNC und GNL hochreguliert sind (Richter et al.,
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2010; Hudson et al.,2011). AuBerdem wird in Uberexpressoren der beiden B-GATAs
die Differenzierung der Etioplasten in Chloroplasten verstarkt und es bilden sich
Chloroplasten in Geweben, in denen im Wildtyp normalerweise keine zu finden sind.
Auch dieser Effekt kann durch die Behandlung von CK induziert werden (Kobayashi
et al., 2012). Der Zusammenhang zwischen der Induzierbarkeit von GNC und GNL
durch CK und der Tatsache, dass in gnc gnl die CK-Sensitivitat beztiglich der Bildung
der Chloroplasten durch CK vermindert ist (Chiang et al., 2012), legt nahe, dass der
Grund fur diese Defekte in der gnc gnlin einer geringeren CK-Antwort zu suchen ist.
Neben der Kontrolle der Chloroplastenentwicklung ist CK in der Regulierung vielerlei
Prozesse beteiligt. Zur Steuerung dieser Prozesse wird das Signal nach der Rezeption
durch die drei funktionalen CK-Rrezeptoren, der Arabidopsis Histidinkinasen (AHK?2,
AHK3 und AHK4) tiber das sogenannte Zwei-Komponenten-System sehr schnell
weitergeleitet (Higuchi et al., 2004; Inoue et al., 2001; Mahoénen et al., 2000). Die AHPs
(ARABIDOPSIS HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER PROTEIN) transportieren das Signal
nach erfolgter Phosphorylierung durch die AHKs weiter in den Kern und aktivieren dort,
wiederum Uber eine Phosphorylierung die Typ-B ARRs (ARABIDOPSIS RESPONSE
REGULATOR), die daraufhin die Expression der Typ-A ARRs regulieren, die somit die
ersten Zielgene des CK darstellen (Hwang et al., 2012; Werner und Schmulling, 2009).
Dies erlaubt eine sehr schnelle Antwort hauptsichlich Uber eine transkriptionelle
Anderung der Zielgene (Brenner et al., 2005). Seit der Entdeckung von Cytokininen,
vor allem durch seine Wirkung in der de novo Organogenese aus Geweben, wurden
diese mittlerweile in viele Prozesse der Pflanzenentwicklung integriert (Miller et al.,
1955), welche sich tiber den gesamten Entwicklungszyklus der Pflanzen erstecken.
Von der Anregung der Keimung und der Expansion der Blatter (Riefler, 2006; Wang
et al., 2011), der Kontrolle der Apikaldominanz in Spross und Wurzel (Dello Ioio et
al., 2007; Leibfried et al., 2005; Moubayidin et al., 2010), bis hin zur Verzégerung der
Seneszenz (Gan und Amasino, 1995) und des Stickstoffmetabolismus (Sakakibara
et al., 2006) wurde die Wichtigkeit der Cytokinine erkannt. In letzter Zeit wurden,
neben bekannteren Prozessen wie dem Wurzelwachstum und der Meristemaktivitat,
vor allem Faktoren beleuchtet, die fir Nutzpflanzen von Bedeutung sind: der Einfluss
auf den Bauplan der Pflanzen wie die Sprossverzweigung (Muller und Leyser, 2011)
und die Phyllotaxis (Besnard et al., 2013) sowie die Schoten und Samenproduktion
(Bartrina et al., 2011). Ob neben GNC und GNL weitere LLM-Doméanen B-GATAs an der

Kontrolle CK-kontrollierter Prozesse beteiligt sind, wurde bisher nicht untersucht.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, Gene aus der Familie der LLM-Doménen
B-GATA Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis thaliana zu charakterisieren. Zum
einen sollten durch phylogenetische Untersuchungen und Analysen von GNC und GNL
auf Proteinebene im Hefe-Zwei-Hybrid System bereits bestehende Kenntnisse weiter
vertieft werden und zum anderen sollte die Genfamilie mittels Insertionsmutanten
hinsichtlich ihrer biologischen Rolle untersucht werden.

Vorangegangene Untersuchungen an GNC und GNL wiesen auf eine redundante
Beteiligung dieser LLM-Domé&nen B-GATAs an wichtigen physiologischen und
entwicklungsbiologischen Prozessen hin. Durch die weiteren Mitglieder der Genfamilie
bestand der Verdacht, dass zwischen diesen LLM-doméanen B-GATAs ebenfalls eine
redundante Wirkung bestehen koénnte, die die Analyse weiterer Phanotypen in der
gnc gnl Mutante erschweren. Zu Beginn dieser Arbeit waren noch keine Mutantenallele
von GATA15, GATA16, GATA17 und GATA17L beschrieben und deren biologische Rolle
war weitgehend unbekannt. Ziel war deshalb, Insertionsmutanten der LLM-Doméanen
B-GATAs in Einzel- und Mehrfachkombinationen zu untersuchen, um Aufschluss
Uber deren Beteiligung an Prozessen zu bekommen, die bekannterweise bereits von
GNC und GNL kontrolliert werden sowie Hinweise auf noch unbekannte Aufgaben der
LLM-Doménen B-GATAs zu erhalten.
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2. Ergebnisse

2.1. LLM-Domanen B-GATAs in Pflanzen

Zentrales Element dieser Arbeit war die Charakterisierung von Genen aus der
Familie der LLM-Doménen B-GATA Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis thaliana.
In AnknUpfung an zwei bereits charakterisierte Allele von GNC und GNL sollten
Insertionslinien weiterer Gene beschrieben werden, um Hinweise tiber die moglichen
biologischen Prozesse zu sammeln, die die Transkriptionsfaktoren dieser Familie
kontrollieren. Vor allem eine breit angelegte Untersuchung und Beschreibung von
Phanotypen in verschiedenen Kombinationen der Insertionsmutanten stand im Fokus
dieser Arbeit. Die Bedeutung der LLM-Doméanen B-GATAs wurde aber nicht nur in
der nachfolgenden Untersuchung von Insertionsmutanten deutlich, sondern drtickte

sich auch durch die hohe Konservierung der Proteine aus.

2.1.1. Die LLM-Domanen B-GATAs sind innerhalb der Brassicaceae hoch
konserviert

GATA-Transkriptionsfaktoren finden sich in einer Vielzahl von Organismen und
auch in Pflanzen sind sie weit verbreitet. In Arabidopsis wurden sie bereits mit vielen
wichtigen Prozessen der Pflanzenentwicklung in Verbindung gebracht. Die LLM-
Doméanen B-GATAs bilden aufgrund struktureller Merkmale eine Untergruppe der
GATA-Transkriptionsfaktoren in Pflanzen. Diese zeichnen sich, neben einem Zink
Finger vom Typ IV (C-X,-C-X
LLM-Domaéane aus, die die namensgebenden Aminosduren Leucin-Leucin-Methionin
tragt (Abbildung 4B) (Behringer und Schwechheimer, 2015; Richter et al., 2010). In
Arabidopsis wurden bis jetzt die sechs LLM-Domé&nen B-GATA Transkriptionsfaktoren
GNC, GNL, GATA15, GATA16, GATA17 und GATA17L identifiziert (Behringer et

al., 2014; Richter et al., 2010). Basierend auf der Proteinsequenz kénnen diese

s /QO-C—XQ—C), durch eine hoch konservierte C-terminale

Transkriptionsfaktoren in die beiden langen homologen Mitglieder GNC und GNL
und die kurzen homologen Paare GATA15 und GATA16 sowie GATA17 und GATA17L
unterschieden werden, welche einen ktlirzeren N-Terminus besitzen (Abbildung 4A).
Diese Art der Unterteilung der GATA-Transkriptionsfaktoren anhand von strukturellen
Merkmalen basiert auf dem Vergleichen von Proteinen verschiedener dikotyler und
monokotyler Pflanzen. Alle untersuchten Spezies, wie zum Beispiel Arabidopsis,
Tomate, Reis, Brachypodium und Gerste, weisen Proteine dieser Form auf (Behringer
et al., 2014). Diese Untersuchungen der LLM-Doméanen B-GATAs legen nahe, dass
diese Transkriptionsfaktoren in ihrer Grundform sehr konserviert sind. Eingehende
Analysen fihrten dennoch zum Schluss, dass es im Laufe der Evolution zu einer
Diversifizierung und Spezialisierung dieser Proteinfamilie in den untersuchten

Spezies gekommen sein muss (Behringer et al., 2014). So fiel auf, dass Mitglieder
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Abbildung 6: Evolutionidre Konservierung der LLM-Doménen B-GATAs in Brassicaceae. Phy-
logenetischer Stammbaum basierend auf einer Sequenzalignierung von LLM-Domé&nen B-GATAs
aus Arabidopsis thaliana, Arabidopsis lyrata, Capsella rubella, Eutrma salsugineum und Bras-
sica rapa. Die zur Berechnung verwendete Sequenzalignierung befindet sich in Appendix 2. Zur
Berechnung wurde die Neighborjoining Methode und die Bootstrap Methode mit 1000 Bootstrap
Wiederholungen sowie das Jones-Taylor-Thornton Model verwendet. Die Bootstrap Werte sind an
den Knotenpunkten angegeben. Der Baum wurde mafistabsgetreu gezeichnet, wobei die Lange
der Aste die evolutiondre Beziehung zwischen den Proteinen widerspieglelt. Die Proteine wurden
gemaf ihrer Spezieszugehorigkeit farblich markiert.

des Brassica Genus Proteine (GATA23) mit einer speziellen Form der LLM-Doméne
aufweisen (Behringer et al., 2014). Um einen umfassenden Uberblick tiber den Grad der
Konservierung von Arabidopsis nahestehenden LLM-Doméanen B-GATAs innerhalb der
Familie der Brassicaceae zu bekommen, wurden die Proteine der Spezies Arabidopsis
lyrata, Arabidopsis thaliana, Brassica rapa, Capsella rubella und Eutrma salsugineum
verglichen (Abbildung 06).

Der Vergleich zeigte, dass fir alle GATA-Faktoren entsprechende Orthologe in den
jeweiligen Spezies vorhanden sind. In Arabidopsis lyrata, Capsella rubella und
Eutrema salsugineum konnte eine Kopie der jeweiligen GATAs und in Brassica rapa
konnten, mit Ausnahme der kurzen GATA1S und GATA16, zwei Kopien aller GATAs
gefunden werden (Abbildung 6). Diese Beobachtung spiegelt die Tatsache wider, dass

Brassica rapa zunéachst eine Hexaploidisierung durchlief, also demnach drei Kopien
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aller Gene besafs und durch nachfolgende Genverluste wieder viele der tiberzdhligen
Proteinkopien verlor (Tang et al., 2012; Wang et al., 2011). Sehr deutlich trat bei dieser
Analyse hervor, dass sich die orthologen GATAs zwischen den hier ausgewahlten
Spezies phylogenetisch sehr nahe stehen, also alle GNC-, GNL-, GATA15-, GATA16-,
GATA17-, und GATA17L-Proteine jeweils eine Gruppe bilden. Ebenfalls bilden die fir
Brassicaceae spezifischen Proteine mit einer verdnderten LLM-Doméne eine Einheit
und gehen demnach, ebenso wie die anderen, auf einen gemeinsamen Ursprung
zurUck. Diese Analyse spiegelt ebenfalls die bekannte Stellung der ausgewédhlten
Spezies zueinander wider. Proteine ndher verwandter Arten weisen auch in dieser
Analyse dhnlichere Proteine auf. Arabidopsis thaliana und Arabidopsis lyrata Proteine
zum Beispiel stehen basierend auf der Proteinsequenz ndher zueinander als zu den
anderen Spezies.

Zusammenfassend kann daraus gefolgert werden, dass alle sechs LLM-Doménen
B-GATAs in den hier betrachteten Brassicaceae konserviert sind. Auch die fur
Brassica spezifische Gruppe (GATA23) mit degenerierter LLM-Doméne ist konserviert.
Die nahestehenden Gruppen zeugen von gemeinsamen Vorfahren aller Proteine. In
Brassica rapa weisen Uberzdhlige Kopien auf ein Hexaploidisierungsereignis hin, aber
auch nach den Genverlusten sind Vertreter der sechs GATAs vorhanden. All dies weist
auf einem hohen Grad der Konservierung der LLM-Doménen B-GATAs innerhalb der

hier gezeigten Spezies der Brassicaceae hin.

2.1.2. In der Entwicklung der Landpflanzen wurden die LLM- und die HAN-
Domanen voneinander getrennt
Neben der LLM-Domé&ne bildet die HAN-Doméne ein weiteres strukturelles
Unterscheidungsmerkmal fir B-GATA-Faktoren in Arabidopsis (Nawy et al., 2010;
Zhao, 2004). Proteine dieser Transkriptionsfaktoren tragen dementsprechend
entweder eine LLM- oder eine HAN-Doméne. In einer Studie unseres Labors konnte
gezeigt werden, dass die LLM-Domaéne eine funktionell notwendige Einheit darstellt
und somit LLM- von HAN-Doméanen B-GATAs, zumindest in machen Prozessen, nicht
nur strukturell, sondern auch funktionell getrennt werden kénnen (Behringer et al.,
2014).
Hier stellte sich die Frage, wie stark die LLM-Domane als potentiell biochemisch
funktionelle Einheit im Allgemeinen evolutionar konserviert ist. Um dieser Frage
nachzugehen, wurde in Vertretern von basalen Mitgliedern der Landpflanzen nach
GATA-Faktoren mit einer konservierten LLM-Doméane gesucht. Dabei konnten in den
Moosen Anthoceros angustos, Marchantia polymorpha und Physcomitrella patens GATA-
Faktoren identifiziert werden, jedoch nur in Physcomitrella patens wurden Vertreter
der B-GATAs mit einer eindeutigen LLM-Doméne identifiziert (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Evolutionidre Konservierung der LLM- und HAN-Domaénen. (A) Phylogenetischer
Stammbaum der LLM- und HAN-Domé&nen B-GATAs aus Arabidopsis thaliana sowie GATA-Faktoren
aus Physcomitrella pathens basierend auf einer Sequenzalignierung der Zn?*-Finger (Appendix 3).
Zur Berechnung wurde die Neighborjoining Methode und die Bootstrap Methode mit 1000 Bootstrap
Wiederholungen sowie das Jones-Taylor-Thornton Model verwendet. Die Bootstrap Werte sind an den
Knotenpunkten angegeben. Der Baum wurde maf3stabsgetreu gezeichnet, wobei die Lange der Aste
die evolutionére Beziehung zwischen den Proteinen widerspieglelt. (B) MUSCLE Sequenzalignierung
des N-terminalen Bereichs der Proteine, des Zn?"-Fingers (C) und des C-terminalen Bereichs (D)
der Proteine. HAN-Domaénen sind griin und LLM-Domaéanen blau hervorgehoben.

Interessanterweise gehoren die Physcomitrella LLM-GATAs, nach der zuvor beschrieben
Kategorisierung, zu den Vertretern der langen GATA-Proteine, was darauf hindeutet,
dass die Proteine mit einem ausgedehnteren N-Terminus die urspringliche Form der
LLM-Doménen B-GATAs darstellen (vgl. Abbildung 4A). Weiterhin ist von Bedeutung,
dass die Proteine in Physcomitrella nicht nur eine LLM- sondern auch eine HAN-
Domane aufweisen (Abbildung 7). Die Vereinigung der Domé&nen auf einem Protein
konnte aus gen-6konomischen Griinden der Fall sein (Bartlett et al., 2003; Shahzad
et al., 2015; Vogel et al., 2004). Bisher stellen die GATA-Faktoren in Physcomitrella, in
denen beide Doménen auf einem Protein vereint sind, jedoch die Ausnahme dar. Daher
ist eine Trennung der Domé&nen im Laufe der Evolution zum Beispiel fir flexiblere
Regulationsmoglichkeiten eher wahrscheinlich.

Letztendlich kann also festgestellt werden, dass LLM- und HAN-Domé&nen evolutiondr

hoch konserviert sind und in Samenpflanzen und Laubmoosen, nicht aber in den
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Vertretern Anthoceros angustos und Marchantia polymorpha der Horn- und Lebermoose
zu finden sind. AufSerdem weist die Prasenz der beiden Domé&nen auf einem Protein in
Physcomitrella darauf hin, dass diese beiden funktionell verschiedenen Einheiten im
Laufe der Evolution voneinander getrennt wurden, um auf verschiedenen Proteinen

Zu agieren.

2.2. Biochemische Untersuchungen an GNC und GNL

Die Konservierung der LLM-Doméanen B-GATAs mit ihrer charakteristischen Doméane
wurde im vorigen Abschnitt deutlich. Auch wenn die Wichtigkeit der LLM-Doméne
fir die Funktion der GATAs bereits beleuchtet werden konnte, sind die genaue
Wirkungsweise und biochemische Funktionen der GATAs, vor allem im Zusammenspiel
mit anderen Proteinen, zur Steuerung und Regulation der Transkription der Zielgene,
noch weitestgehend unbekannt (Behringer et al., 2014). Da GATA Faktoren zum Beispiel
in tierischen Systemen vielfaltige Interaktionen eingehen und Transkriptionsfaktoren
normalerweise im Kontext komplexer Interaktionen mit anderen Proteinen agieren
(Fox et al., 1998; Tsang et al., 1997), wurden die beiden Mitglieder GNC und GNL der

LLM-Doméanen B-GATAs aus Arabidopsis hier einer Interaktionsstudie unterzogen.

2.2.1. GNC und GNL interagieren mit TCP-Transkriptionsfaktoren und TPL

In bisherigen Untersuchungen konnten Hinweise auf eine Interaktion von GNC und
GNL mit HAN (GATA18) gefunden werden (Zhang et al., 2013). Diese Interaktion mit
einem nahe verwandten Transkriptionsfaktor warf die Frage nach der Interaktion der
LLM-Doménen B-GATAs untereinander auf. Zudem lieferten die Untersuchungen mit
EMSAs (electro mobility shift assays) an GATAs Hinweise auf deren Dimerisierung
(Jeong und Shih, 2003). Um die Fahigkeiten von GNC und GNL zur Homo- und
Heterodimerisierung zu testen, wurden die Interaktionen dieser Proteine mit Hilfe
des Hefe-Zwei-Hybrid (yeast two-hybrid, Y2H) Systems untersucht.

Unter Verwendung des Stammes Y190 konnte in diesem System weder eine Homo-
noch eine Heterodimerisierung fir GNC und GNL nachgewiesen werden, obwohl die
Proteine in allen verwendeten Hefekolonien exprimiert wurden (Abbildung 8).

Um zu sehen, ob GNC und GNL mit anderen Proteinen interagieren, wurden die
beiden Transkriptionsfaktoren anschlieffend in einem Y2H-System getestet, das es
erlaubte, die Bindung von bis zu 12.500 definierten Interaktionspartnern zu prufen
(Dreze et al., 2011). In diesem System wurden GNC und GNL als Fusionsproteine
sowohl mit der Bindedoméne (BD, engl. bait, Kdéderprotein) als auch mit der
Aktivierungsdoméne (AD engl. prey, Beuteprotein) des Y2H-Systems in voller Lange und
in Fragmenten gegen die gesamte Datenbank getestet, um moglichst viele potentielle
Interaktionspartner zu finden (Dreze et al., 2010). Aus diesen grofS angelegten
Testlaufen wurden viele Kandidaten als mogliche Interaktinspartner identifiziert,

jedoch nur drei Proteine konnten in nachfolgenden Tests tatsachlich verifiziert werden.

24



Ergebnisse

A B Oeo ‘Oe\/ Cge\f@éo
Lw LWH +3-AT LW LWH +3-AT oy O‘Cﬁo‘@o O'Qe SO
- - +3- _ - +3- ;. INAPRCIR > R > PR
SRR AR i S o Y
s
™NE
70 kDa — p <
—8 -. :
- '
oAD —_— - -
R -
<
& <
< <
70 kDa — 4
oBD
25 kDa —

Abbildung 8: Hefe-Zwei-Hybrid Analysen zur Homo- und Heterodimerisierung von GNC und
GNL. (A) Wachstumsassay des Hefestamms Y190 transformiert mit AD- und BD-Konstrukten auf
Auxotrophiemedien ohne Leucin (L) und Tryptophan (W), beziehungsweise ohne L,W und Histidine
(H) mit 2,5 mM 3-aminotriazol (3-AT). Rote Kolonien weisen auf eine positive Interaktion hin. (B)
Immunoblots zum Nachweis der AD- und BD-Fusionsproteine. aHA (anti AD), aBD (anti GAL4DB).
Pfeile weisen auf die Banden der Fusionsproteine beziehungsweise die einzelnen Binde- und Ak-
tivierungsdoménen.

Darunter der Ko-Repressor TPL (TOPLESS) und zwei Mitglieder der TCP
Transkriptionsfaktorfamilie: TCP9 (TEOSINTE BRANCHED1/CYCLOIDEA/
PROLIFERATING CELL FACTOR 9) und TCP15. TCP9, welches zusammen mit TCP8
far die Expression von ICS1 (ISOCHORISMATE SYNTHASE]I), einem Schlisselgen der
Salizylsdure-Biosynthese in der pflanzlichen Immunantwort, verantwortlich ist (Wang
et al., 2015), interagierte mit GNC und GNL im N-terminalen Bereich. Im Falle von
GNL wurde das sehr gut an den positiven Ergebnissen fir die Fragmente 1 und 5
ersichtlich (Abbildung 9B). Im Falle von GNC konnte eine positive Interaktion nur mit
dem Fragment 5 bestatigt werden, da das Fragment 1 wegen seiner Autoaktivierung
in diesem System keine Aussage zulief (Abbildung 9A). Die Volldngenkonstrukte und
die Fragmente 8, welche ebenfalls den Bereich des Fragments 5 beinhalten, fiihrten
in diesem Test nicht zu einem positiven Ergebnis.

Ebenfalls N-terminal lag die moégliche Interaktionsdomé&ne zwischen den GATA-
Hybridproteinen und TCP15. Die beiden Homologen TCP14 und TCP135 sind in
der Kontrolle verschiedenster licht- und hormonabhéangiger Prozesse involviert,
so scheinen sie die Hypokotylldnge, die Keimung, die Blattform und viele andere

Entwicklungsschritte zu beeinflussen und wurden in Tomate auch mit einer Rolle der
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Abbildung 9: Hefe-Zwei-Hybrid Analysen zur Interaktion von GNC und GNL mit TCP9, TCP15
und TPL. Wachstumsassays der getesteten Interaktionspartner TCP9 (A, B), TCP15 (C, D) und TPL
(E) mit Fragmenten von GNC beziehungsweise GNL. Zu sehen sind jeweils die Wachstumsassays
auf -LWH Auxotrophiemedien mit 1-5 mM 3-AT nach der Replizierung von Platten, auf denen AD-
und BD- Konstrukte in den Hefestimmen Y8800 beziehungsweise Y8930 zuvor gepaart wurden.
Die Interaktionstests befinden sich in den unteren beiden Reihen, dartiber die Negativkontrollen.
Neben den Wachstumassays ist ein Schema dargestellt, in dem positive Interaktionen der Frag-
mente in rot markiert sind. In (E) ist im Schema der Fragmente von GNL zusétzlich die Position
des EAR-Motivs eingezeichnet.

Meristemaktivitdt und der Verzweigung in Verbindung gebracht (Daviere et al., 2014;
Resentini et al., 2014; Steiner et al., 2012). Die Interaktion mit GNC war auch hier nur
mit Fragment 5 nachweisbar und fir GNL nur mit Fragment 1 (Abbildung 9C, 9D).
Dies deutet darauf hin, dass ldngere Fragmente einer gewissen Stérung unterliegen.
Interessanterweise wurde bereits gezeigt, dass manche Interaktionen im Y2H-System,
auch wenn es sich um wirkliche Interaktoren handelt, nur mit Fragmenten der
eigentlichen Proteine nachgewiesen werden kénnen (Boxem et al., 2008).

Zuséatzlich zu den TCPs konnte fiir GNL eine Interaktion der Fragmente 8 und 9 mit
dem Ko-Repressor TPL verifiziert werden. Die meisten Interaktionen mit TPL werden
Uber ein EAR-Motiv vermittelt. So ist die Anwesenheit eines Motivs der Form LxLxL
ausreichend, um eine Interaktion mit TPL zu erklaren (Kagale und Rozwadowski, 2011).
Interessanterweise ist in GNL ein EAR-Motiv im C-terminalen Bereich vorhanden,
durch welches die Interaktion des Fragments 9 erklart werden kénnte. Allerdings
kann hier nicht abschlieffend geklart werden, warum das Volldngenkonstrukt und
die Fragmente 4 und 7, die dieses Motiv ebenfalls tragen, kein positives Ergebnis
zeigten. Dementsprechend ist nicht erklarbar, warum das Fragment 8, welches kein
offensichtliches EAR-Motiv tragt, zu einer positiven Interaktion fihrte. Letzterem ist

entgegenzuhalten, dass auch GATA16 in einer Studie, in der Interaktionspartner fir
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TPL mittels des Y2H-System gesucht wurden, als Interaktionspartner gefunden wurde,
obwohl es kein EAR-Motiv tragt und demnach noch weitere Motive eine Interaktion
mit TPL vermitteln kénnten (Causier et al., 2012).

Zusammenfasend kann hier gefolgert werden, dass GNC und GNL Interaktionen mit
TCP-Transkriptionsfaktoren (TCP9, TCP15) eingehen und GNL mit dem Ko-Repressor
TPL im Y2H-System interagieren kann. Im Hinblick auf den Umfang der durchgeftihrten
Analysen konnten jedoch nur wenige Uiberzeugende Interaktionspartner fiir GNC und
GNL gefunden werden, was andeutet, dass den Proteinen in Hefe zur vollstdndigen
Funktion ihrer Interaktionsfdhigkeit moglicherweise eine posttranslationale
Modifikation oder die Anwesenheit bestimmter anderer Faktoren, wie Chaperone, zur
korrekten Faltung fehlen, was die Identifikation von Interaktionspartnern in diesem
System erschweren kénnte (Briickner et al., 2009). Die biologischen Funktionen der
Interaktionspartner sind mit den bisher bekannten Funktionen von GNC und GNL
in Einklang zu bringen. Die Bestdtigung der Signifikanz dieser Interaktionen durch
funktionale Analysen steht jedoch noch aus. Unter anderem stellt sich die Einordnung
der Interaktionen von TCP15 schwer dar, weil fir diesen Transkriptionsfaktor im
Y2H-System bis jetzt Giber 40 Interaktionspartner beschrieben wurden (Dreze et al.,
2011).

2.3. Genregulation der LLM-Domanen B-GATAs

Das Wissen Uiber die redundante Funktion der LLM-Doméanen B-GATAs, welches vor
allem aus Untersuchungen von tiberexprimierten GATA-Genen verschiedener Spezies
und Promotor-Austausch-Experimenten in Arabidopsis stammt, zog nicht nur die
Frage nach sich, ob alle sechs GATAs an der Kontrolle der selben Prozesse beteiligt
sind, sondern auch, inwieweit die Expression der sechs LLM-GATAs durch die selben
vorgeschalteten Signale gesteuert wird. GNC und GNL waren zuvor bereits als Zielgene
der Signale Auxin, CK, GA und Licht identifiziert worden (Kiba, 2005; Manfield et
al., 2006; Naito et al., 2007; Richter et al., 2010, 2013b). Aufbauend darauf wurden
alle sechs LLM-Donénen B-GATAs auf eine Regulation durch diese vier Stimuli hin
untersucht. Es sollte gepruft werden, welche Signale fir die Expression der GATA-
Faktoren wichtig sind und wie einheitlich die Antwort auf das jeweilige Signal

ausfallt.

2.3.1. Regulation der LLM-Domanen B-GATAs durch Licht

Licht war eines der ersten Signale, mit denen GNL in Verbindung gebracht wurde (Kiba,
2005; Naito et al., 2007). Um die Reaktion der anderen GATAs auf Licht zu untersuchen,
wurden vier Tage alte, dunkel gewachsene Keimlinge rotem, dunkelrotem, und blauem

Licht ausgesetzt und die Anderung der Expression nach 30, 60, 120 und 180 Minuten
mittels qRT-PCR bestimmt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Expression der LLM-Doméinen B-GATA Gene in rotem, dunkelrotem und blauem
Licht. Durchschnittliche Expression mit Standardfehler in vier Tage alten, dunkel gewachsenen
Keimlingen sowie nach 30, 60, 120 und 180 Minuten in 0,35 umol s? m? dunkelrotem Licht (A), 7,2
umol s? m? rotem Licht (B) und 4,25 umol s? m™ blauem Licht (C). Die Expressionswerte zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden zu der basalen Expression im Dunklen normalisiert. Student's
t-Test fir ausgewahlte Zeitpunkte: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; n.s. nicht signifikant.

Die starke Induktion von GINL durch rotes, dunkelrotes und blaues Licht liefs
sich sehr gut verfolgen. Bereits nach 60 min war die Expression unter allen
Lichtbedingungen mindestens 40-fach induziert. Dieser Anstieg der Expression war
jedoch in den phyA phyB Rotlichtrezeptormutanten beziehungsweise in den cryl cry2
Blaulichtrezeptormutanten nicht zu verzeichnen, was die jeweilige Spezifitat dieser

Antworten belegt. Auch GNC wurde unter den ausgewédhlten Lichtbedingungen
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induziert, wobei der starkste Anstieg des Transkripts unter dukelrotem Licht nach
60 Minuten zu verzeichnen war. Was die verbleibenden LLM-B-GATAs betrifft so fiel
die Antwort sehr viel inhomogener aus. Die Expression von GATAI5 und GATAI6
schien nur unter Blaulicht verdndert zu sein. Dabei zeigte sich nach 60 Minuten
eine geringfligige Induktion der beiden Gene. Im Falle des homologen Paares GATA17
und GATAI7L war die Expression unter den untersuchten Lichtbedingungen ebenfalls
nur geringfligig beeinflusst und wies im Gegensatz zu den anderen Genen nach 60
Minuten jeweils eine verminderte Expression auf.

Im Zuge der bereits beschriebenen transkriptionellen Regulierung von GNC und GNL
durch die PIF-Proteine (Richter et al., 2010) ergab sich die Frage, ob die lichtabhangige
Induktion der hier betrachteten Gene PIF-abhéangig ist. Um das zu pruifen, wurde die
Expression der LLM-Doméanen B-GATAs im Folgenden unter Rotlicht auch in der
pif1345 (pifQ) Mutante untersucht.

Rot Abbildung 11: Expression der LLM-Domséinen
5. GNC B-GATA Gene in rotem Licht im Wildtyp und der
IS ——Cok0 5 pifQ-Mutante. Durchschnittliche Expression mit
§ 41 PiRQ % Standardfehler in vier Tage alten, dunkel gewach-
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Wie in Abbildung 11 zu erkenn ist, verminderte die Abwesenheit der PIFs die Induktion
der LLM-GATAs durch Rotlicht in der pifQ-Mutante sehr deutlich. Dieser Effekt
trat am markantesten bei den deutlich Rotlicht-regulierten GNC und GNL hervor.
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Interessanterweise waren in der getesteten pif1345-Mutante, in der nur vier der sieben
PIFs mutiert sind, die Effekte g&dnzlich unterdrickt. Deswegen wird GNL im Rotlicht
wohl von einem oder mehreren der PIFs aus der pifQ Mutante gesteuert.
AbschliefSend kann hier also bestatigt werden, dass die transkriptionelle Antwort im
Rotlicht von GNC und GNL PIF-abhéngig zu sein scheint.

2.3.2. Regulation der LLM-Domanen B-GATAs durch die Hormone Gibberellin,
Auxin und Cytokinin

Nachdem GNL als licht- und CK-reguliertes Gen beschrieben worden war, wurde von
unserer Arbeitsgruppe fir die beiden Transkriptionsfaktoren GNC und GNL zusétzlich
die Regulation durch GA und Auxin aufgedeckt. Auf molekularer Ebene spiegelt sich
das durch die direkte Bindung der DELLA reprimierten PIFs sowie der ARFs an die
Promotoren von GNC und GNL wider (Richter et al., 2010, 2013b). Somit beeinflussen
neben CK auch GA und Auxin die Regulation von GNC und GNL.

Um der Frage nachzugehen, ob diese Signale auch die anderen LLM-Domé&nen B-GATAs
steuern, wurde die transkriptionelle Antwort aller sechs LLM-Doméanen B-GATAs nach
Behandlungen mit dem Gibberellin GA;, dem Auxin 2,4-D und dem Cytokinin 6-BA
in zehn Tage alten Col-0 Keimlingen nach 60, 120, 180 und 240 Minuten untersucht.
Zur Kontrolle der Wirksamkeit der GA-, Auxin- und CK-Behandlungen wurden als
Positivkontrollen die Expression von GA3oxI1, Aux/IAA19 sowie CKX4 in den jeweiligen

Proben analysiert.
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Abbildung 12: Expression der LLM-Dominen B-GATAs nach GA-Behandlung. Durchschnittliche
Expression mit Standardfehler der LLM-Domé&nen B-GATAs in zehn Tage alten Col-0O Keimlingen,
die bestimmte Zeit mit 100 uM GA, behandelt wurden. Zur Kontrolle wurde das GA3ox1I Transkript
in den Keimlingen die gesamte Behandlungsdauer tiber verfolgt. Student’s t-Test fir ausgewéhlte
Zeitpunkte: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; n.s. nicht signifikant.

Wie in Abbildung 12 zu erkennen ist, konnte die bereits beschriebene Regulation
von GNC und GNL durch GA gut nachvollzogen werden. Die Regulation durch GA ist

gepragt von einer starken Reduktion der Expression, die im weiteren Verlauf durch
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eine positiven Ruckkopplung wieder ansteigt (Richter et al., 2010). Bei GNC war
dieser Transkriptionsverlauf gut erkennbar, wobei die Expression ihr Minimum bei
60 Minuten erreichte, und auch GATA16 schien diesem Muster zu folgen (Abbildung
12). GNL zeigte hingegen einen geringeren Ruckgang der Expression durch die
GA-Behandlung, jedoch war der durch die Riuckkopplung verursachte Anstieg der
Transkription zu erkennen. Bei den beiden Genen GATA17 und GATA17L war nach 30
beziehungsweise 60 Minuten eine leichter Anstieg der Expression zu verzeichnen. Sie
reagierten somit entgegengesetzt zu GNC, GNL und GATAI16. Die geringsten Effekte
waren bei GATA15 zu verzeichnen (Abbildung 12).

Auch Auxin Ubte eine negative Wirkung auf die Expression von GNC und GNL aus,
wobei dieser Effekt bei GNL mit einer Reduktion von ca. 40% nach 120 Minuten am

starksten ausgeprégt war (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Expression der LLM-Domédnen B-GATAs nach Auxin-Behandlung. Durch-
schnittliche Expression mit Standardfehler der LLM-Doméanen B-GATAs in zehn Tage alten Col-0
Keimlingen, die bestimmte Zeit mit 5 uM 2,4D behandelt wurden. Zur Kontrolle wurde das AUX/
IAA 19 Transkript verfolgt. Student’s t-Test flir ausgewéhlte Zeitpunkte: * p < 0,05; ** p < 0,01; ***
p < 0,001; n.s. nicht signifikant.

Die Expression von GNC blieb in diesem Experiment weitestgehend unverandert und
nur nach 120 Minuten war eine geringe Reduktion in der Expression zu erkennen. Die
kurzen LLM-GATAs GATA15, GATA16, GATA17 und GATA17L hingegen schienen eine
von GNCund GNL entgegengesetzte Antwort zu besitzen und wurden nach der Auxin-
Behandlung hochreguliert. So waren diese kurzen GATAs am Ende der Behandlung
im Schnitt 1,5-fach induziert (Abbildung 13).

Im Falle des Hormons CK war festzustellen, dass alle LLM-Domé&nen B-GATAs durch
die Behandlung mit 6-BA aktiviert wurden. Hier zeigte sich also eine transkriptionelle

Regulation, die im Gegensatz zu GA und Auxin sehr homogen ausfiel (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Expression der LLM-Doménen B-GATAs nach CK-Behandlung. Durchschnittliche
Expression mit Standardfehler der LLM-Domé&nen B-GATAs in 10 Tage alten Col-O Keimlingen,
die bestimmte Zeit mit 10 uM 6-BA behandelt wurden. Zur Kontrolle wurde das CKX4 Transkript
verfolgt. Student's t-Test fir ausgewahlte Zeitpunkte: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; n.s.
nicht signifikant.

Der starkste Effekt war hier bei GNL mit einer dreifachen Induktion nach 240 Minuten
zu beobachten. Alle anderen Gene wurden bis zum Ende der Behandlung mindestens
eineinhalbfach aktiviert (Abbildung 14).

Zusammenfassend kann hier festgestellt werden, dass die transkriptionelle Antwort
auf die hier getesteten Hormone fir GNC und GNL im Wesentlichen bestatigt werden
konnte. Die Reaktionen der kurzen homologen Paare GATAI15, GATA16 und GATA17,
GATA17L fallen jedoch insgesamt geringer und inhomogener aus. GATAI7 und GATA17L
weisen im Falle von GA und Auxin sogar eine zu GNC und GNL entgegengesetzte
Regulation auf. Nur durch CK werden alle LLM-Domé&nen B-GATAs induziert. Diese
homogene Wirkung der 6-BA-Behandlung kénnte ein Hinweis darauf sein, dass alle

LLM-Doméanen B-GATAs in die Kontrolle CK-regulierter Prozesse involviert sind.

2.3.3. Expressionsanalyse mittels eFP-Browser

Fur die Funktion von Transkriptionsfaktoren ist nicht nur die Steuerung durch
vorgeschaltete Signale wichtig, die ihre Aktivierung oder Repression zum richtigen
Zeitpunkt sicherstellen, sondern auch der Ort ist entscheidend, an dem sie exprimiert
werden und ihre Wirkung entfalten. Bei redundant wirkenden Genen ist die
Expression an dhnlichen Orten sehr wahrscheinlich. Es wurde bereits gezeigt, dass
GNC und GNL in grunen Geweben exprimiert sind (Hudson et al., 2011; Richter et
al., 2010, 2013a, 2013b) und es gibt Hinweise darauf, dass GATA15 und GATA17
auch in Bluten exprimiert sind (Manfield et al., 2006). Um zu sehen, ob sich diese
Befunde uber die Expressionsdoménen der LLM-Domé&nen B-GATAs bestatigen

lassen, wurde mit Hilfe des eFP-Browsers die Expression der GATAs analysiert.
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Abbildung 15: Expression der LLM-Doméinen B-GATAs nach eFP-Browser (entwicklungsbio-
logisch). (A) Entwicklungsbiologisch relevante Expressionsprofile von GNC (A), GNL (B), GATA15
(C) und GATA17 (D) basierend auf den absoluten Werten des eFP-Browsers (http://bar.utoronto.
ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). Fir GATA16 und GATA17L liegen im eFP-Browser keine Daten vor.

Dazu wurden die entwicklungsbiologischen Muster der Expression der im
eFP-Browser verfligbaren GATAs GNC, GNL, GATA15 und GATA17, verglichen
(Abbildung 15). Zuséatzlich wurde ebenfalls auf die Expressionsidnderungen durch
Hormonbehandlungen mit Auxin, GA und CK eingegangen (Abbildung 16). Fur
GATA16 und GATAI7L liegen keine Daten vor, da die Quelle des eFP Browsers
auf Arraydatensitzen basieren, auf denen diese Gene nicht vertreten sind.

GemafS bereits bekannter Analysen ist GNC auch in der Darstellung der absoluten
Werte des eFP-Browsers relativ gleichméafiig in grinem Gewebe exprimiert.
Dabei zeigt sich vor allem ein deutliches Signal in den Rosettenblattern und den
sprossstidndigen Blattern. Auch in imbibierten Samen und in Bliitenorganen sowie
dem Apex scheint GNC exprimiert zu sein (Abbildung 15A). Fir GNL ergibt sich ein
ahnliches Bild, wobei die Expression in den Blattern weniger stark und daftir mehr
in die Samen und den Apex verlagert zu sein scheint (Abbildung 15B). GATAIS ist
ebenfalls in den chlorophyllhaltigen Geweben exprimiert und besonders deutlich
in Blutenknospen sowie den Spross- und Blitenmeristemen und Bltitenknospen

vorhanden (Abbildung 15C). Die besonders starke Expression in den Meristemen zeigt
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Abbildung 16: Expression der LLM-Dominen B-GATAs nach eFP-Browser (Hormonbehand-
lungen). Expressionsdnderungen der LLM-Doméanen B-GATAs GNC, GNL, GATA15 und GATA17
in Reaktion auf Horminbehandlungne basierend auf den Werten des eFP-Browsers (http://bar.
utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). Dargestellt sind Auxin, GA- und CK-Behandlungen. Fur

GATA16 und GATA17L liegen im eFP-Browser keine Daten vor.

sich auch fur GATA17, das zudem noch starker in Bliitenknospen und auch in Samen
vermehrt vorliegt (Abbildung 15D).

Interessanterweise spiegeln die Darstellungen des eFP-Browsers die Ergebnisse dieser

Arbeit, bezliglich der Regulation durch die Hormone, gréfstenteils wider (Abbildung 16).
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GNCund GNL werden, gemafs eFP-Browser, durch Auxin leicht reprimiert, und durch
CK sehr stark induziert. GATA15 und GATA17 werden duch Auxin leicht angeregt und
reagieren auf GA nicht sehr stark. Auch GATA17 wird durch CK deutlich angeregt.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die Expression der untersuchten
LLM-Doméanen B-GATAs vor allem auf die chlorophyllhaltigen Gewebe konzentriert

und dabei besonders in Blattern und Meristemen zu finden ist.

2.4. Die LLM-Domanen B-GATAs sind elementare Regulatoren der
Pflanzenentwicklung

Neben der Frage durch welche Signale die LLM-Doméanen B-GATAs gesteuert werden,
lag der Fokus dieser Arbeit auf der Beschreibung von Phénotypen in komplexen
Kombinationen von T-DNA-Insertionslinien dieser Gene. Ausgehend von bereits
beschriebenen Phénotypen von gncund gnl wurden Hinweise dafiir gesammelt, welche

biologischen Prozesse die Transkriptionsfaktoren dieser Familie kontrollieren.

2.41. Charakterisierung von Insertionsmutanten der sechs LLM-Doménen
B-GATA Gene
Das Wissen Uiber die LLM-Domé&nen B-GATA Familie basiert vor allem auf Analysen
von Insertionsmutanten und Uberexpressoren von GNC und GNL. Eingehende
Untersuchungen an diesen Genen in Arabidopsis, aber auch in Reis, trugen
mafdgeblich zum Verstadndnis dieser redundant wirkenden Transkriptionsfaktoren
bei (Behringer et al., 2014; Hudson et al., 2013; Richter et al., 2010, 2013a). Doch
weder in Arabidopsis noch einer anderen Spezies waren zu Beginn dieser Arbeit
Mutanten der kurzen Vertreter der LLM-Domé&nen B-GATAs GATA15, GATA16, GATA17
und GATAI7L beschrieben. Eine systematische Arbeit zur Rolle dieser Gene und
deren Beitrag zur Kontrolle biologischer Funktionen, basierend auf Mutanten, fehlte
ganzlich. Demzufolge sollten hier T-DNA-Insertionslinien aller sechs Gene identifiziert
und untersucht werden.
Fur die beiden langen LLM-GATAs wurden dazu die bereits publizierten Allele gnc
(SALK_001778) und gnl(SALK_003995) zur Analyse herangezogen. Ftir GATA15 wurden
die Linien SAIL_618_B11 (gatal5-1) und WiscDsLox471A10 (gatal5-2) ausgewahlt, fir
GATA16 die SALK-Linie SALK_021471 (gatal6-1). Zur Analyse von GATAI7 fanden
die beiden Linien SALK 101994 (gatal7-1) und SALK-049041 (gatal7-2) Verwendung
und schliefSlich fir GATA17L die Linie SALK_026798C (gatal71-1). Homozygote Linien
dieser Insertionsmutanten wurden mittels semi-quantitativer und quantitativer PCR
untersucht (Abbildung 17).
Diese Analyse bestatigte die Befunde aus fritheren Studien, dass in der gnc Mutante,
in der die T-DNA im zweiten Exon lokalisiert ist, weder das VolllaAngenkonstrukt,
analysiert iber RT-PCR, noch Regionen, die hinter der Insertionsstelle liegen in einer

gRT-PCR nachweisbar sind. In dhnlicher Weise war auch bei gnl mittels RT-PCR kein
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Abbildung 17: Charakterisierung von T-DNA Insertionslinien von GATA-Genen. (A). Uberblick
der GATA Genloci. Exons sind dabei durch Rechtecke und Introns durch Linien dargestellt. Die
far die Gene charakteristischen GATA-Zinkfinger sowie LLM-Doménen jeweils durch schwarze
und blaue Rechtecke. Primer der semi-quantitativen und quantitativen PCR Analysen sind durch
schwarze beziehungsweise farblich abgesetzte Pfeile verdeutlicht. Die Positionen der T-DNA In-
sertionen sind durch schwarze Dreiecke dargestellt, wobei die im Zuge dieser Analysen als falsch
annotierte Insertion in GATA15 zuséatzlich in Klammern dargestellt wurde. (B). Semi-quantitative
(rechts) und quantitative (links) PCR Analysen der Expression der LLM-Doméanen B-GATAs in sie-
ben Tage alten Keimlingen der untersuchten Insertionslinien. Zur Kontrolle der RT-PCR wurden
immer Reaktionen mit genomischer DNA, cDNA und einer Wasserkontrolle gegentibergestellt. Die
qRT-PCRs wurden jeweils auf die Col-O Probe normalisiert.

Volllangenkonstrukt nachweisbar und auch in einer qRT-PCR Reaktion mit Primern,
die das insertionstragende Intron umspannen, konnte kein Transkript nachgewiesen
werden. Die Expressionsanalysen in der neuen Insertionslinie von GATAI1S5
(SAIL_618_B11), fur die die Lage der Insertion flir das dritte Exon annotiert war,
ergaben keine Hinweise auf ein vermindertes GATA15 Transkript. Eine anschliefsende
Sequenzierung des Locus klarte die exakte Position der T-DNA. Die Insertion liegt ca.
60 Nukleotide hinter der 3‘-UTR des Gens. Dies erklart die unveranderte Expression
von GATA15 und demnach kann SAIL 618 B11 nicht als Verlustmutante von GATA15
bezeichnet werden. Fur das zweite Allel, gatal5-2 (WiscDsLox471A10), konnte die
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Insertion im dritten Exon bestatigt werden und weder in der RT-PCR noch in der gRT-
PCR mit Primern, die vor der Insertion lagen, konnte ein Transkript nachgewiesen
werden. Weiterhin ergaben die Analysen, dass die T-DNA-Insertionen in SALK_021471
(gatal6-1) und in SALK_101994 (gatal7-1) im 3“-UTR beziehungsweise in der 5-UTR
der jeweiligen Gene lagen. Durch beide Insertionen wurden die entsprechenden
Transkripte jedoch um mindestens 50% vermindert (Abbildung 17B). Mit dem Allel
gatal7-2 (SALK-049041) wurde eine weitere Insertionslinie flir GATA17 untersucht, in
der die mRNA nur in der quantitativen PCR noch leicht detektierbar war. Fir GATA16
konnten im T-DNA Express: Arabidopsis Gene Mapping Tool (http://signal.salk.edu/
cgi-bin/tdnaexpress) keine weiteren Insertionslinien gefunden werden. SchliefSlich
wurde durch Sequenzierung des GATAI7L Locus die Lage der T-DNA-Insertion im
zweiten Exon bestimmt. Ein VolllAngentranskript war weder mittels RT-PCR noch
einer qRT-PCR Reaktion nachweisbar, wenn sich das Amplikon nach der Insertion
befand (Abbildung 17B).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Transkripte in den T-DNA-
Insertionslinien, so wie sie hier untersucht wurden, fir gnec, gnl, gatal5-2 und gatal7l-1
abwesend sind, fir gatal6-1 und gatal7-1 stark reduziert und fir gatal5-1 nicht
verandert sind. Da die Allele gatal5-2 und gatal7-2 erst zu einem spéateren Zeitpunkt
zur Verfigung standen und fir GATA16 keine alternativen Mutanten zur Verfligung
standen, konnten diese in der Folge nicht in die Herstellung der komplexen Mutanten
mit einbezogen werden und es wurde mit der Analyse der schwacheren Mutanten
fortgefahren. Klar ist jedoch, dass die folgenden Analysen keine Ruickschlisse auf die
Rolle und Funktion von GATA15 zulassen. Im weiteren Verlauf wird diesem Umstand
Rechnung getragen, indem in entsprechenden Mutantenkombinationen dieses Allel
als GATA15 bezeichnet wird.

2.4.2. Herstellung der komplexen Mutanten

Wegen der redundanten Wirkung der Gene, welche aus bisherigen Analysen
an der gnc gnl Doppelmutante sowie Uberexpressoren von einiger LLM-GATAs
ersichtlich war, wurde von Beginn an das Ziel verfolgt, mehrfache oder komplexe
Mutantenkombinationen zu generieren und zu untersuchen. In Abbildung 18 ist die
Lage aller LLM-Doméanen B-GATAs im Arabidopsis-Genom eingezeichnet. Die T-DNA
Insertionen wurden derart kombiniert, um Mutanten zu erhalten, die es erlaubten,
die Rolle der LLM-GATAs in komplexen Kombinationen im Kontext von gnc und gnl
zu untersuchen.

Daftir wurden zuerst die Insertionen der nahverwandten Genpaare von GATA15 und
GATA16 sowie GATA17 und GATAI7L gekreuzt, um die Kombinationen GATA1S5 gatal6
und gatal7 gatal7l zu erhalten. AnschliefSfend wurden diese Mutanten weiter
verwendet, um die GATA15 gatal6 gatal7 gatal7l Tripelmutante zu erzeugen, die im

Folgenden als (komplementare) tripel-Mutante bezeichnet wird und ausschliefilich
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1 2 3 4 5 Abbildung 18: Lokalisation der LLM-Domé-
nen B-GATA Loci im Genom von Arabidopsis
thaliana. Relative Lage aller LLM-Domé&nen
B-GATAs beziehungsweise der verwendeten
T-DNA Insertionen auf den Chromosomen
des Genoms von Arabidopsis thaliana. GNC
GATA17L (SALK_001778), GNL (SALK_003995), GATA15
i | (SAIL_618_B11), GATAI6 (SALK 021471),
GATA17 (SALK_101994) und GATAI7L
(SALK_026798C).

GATA15—

GATA17 —

GNL —

GATA16 —

GNC —

die kurzen LLM-GATAs vereint. Mit den Allelen gnc und gnl wurden die Tripel-
und Quadrupelmutanten gnc gnl GATA1S5 gatal6 und gnc gnl gatal7 gatal7l und
schliefSlich die Quintupelmutante gnc gnl GATA1S gatal6 gatal7 gatl7l erzeugt, die
die hochste Komplexitat aufweist und im weiteren Verlauf quintupel-Mutante genannt
wird (Abbildung 18).

2.4.3. LLM-GATAs kontrollieren redundant die Chlorophyllakkumulation bei
Pflanzen

Beim Herstellen der Mutanten hatte sich bereits abgezeichnet, dass in komplexeren
Mutantenkombinationen ein deutlicher Defekt der Chlorophyllakkumulation vorlag.
Um die Rolle der LLM-Doménen B-GATAs in der Chlorophyllproduktion systematisch
zu untersuchen, wurde in Einzel- und Mehrfachkombinationen von 14 Tage alten
gata-Mutanten die Chlorophyllkonzentration quantifiziert (Abbildung 19).

Der Chlorophyllgehalt in den Keimlingen der Einzelmutanten wich nicht signifikant
von Col-0 ab. Mit Ausnahme der bereits beschriebenen Chlorophylldefekte von gnc
gnlwaren auch in den Doppelmutanten keine Unterschiede auszumachen (Abbildung
19B). Dabei wiesen auch die starken Allele gatal5-2, gatal7-2 und gatal7l-1, der neuen
Insertionslinien, verglichen mit dem Wildtyp, keine Verminderung des Chlorophylls
auf. Dies verdeutlicht zum einen die hoch redundante Wirkung der GATAs in der
Kontrolle der Chlorophyllbildung und unterstreicht zum anderen die Tatsache, dass
ein Phanotyp, zum Beispiel in gatal7-1, nicht zwingend aufgrund der Schwéche des
Allels abwesend ist. Interessanterweise war jedoch zu beobachten, dass - obwohl
die Mutationen in der tripel-Mutante noch keinen Defekt zeigten - die Insertionen
in GATAI6 und die beiden Allele von GATA17 und GATAI7L die Defekte der gnc gnl
Mutante verstarkten und die gnc gnl GATA15 gatal6 sowie die gnc gnl gatal7 gatal7l
in der Quantifizierung den Chlorophyllgehalt von gnc gnl sogar deutlich unterschritten.

Die hohe Redundanz in der Kontrolle des Ergriinens wurde nicht zuletzt dadurch
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unterstrichen, dass die deutlichsten Chlorophylldefekte in der quintupel Mutante
hervortraten (Abbildung 19B).

Zusammenfassend kann hier gefolgert werden, dass alle LLM-Domé&nen B-GATA
Faktoren redundant die Chlorophyllakkumulation steuern, wobei der Ausfall von
einzelnen Genen durch die andern Mitglieder der Familie scheinbar kompensiert
werden kann. Nattrlich kann hier keine Aussage uber den Beitrag von GATA15 zur
Chlorophyllakkumulation gemacht werden, da das verwendete Allel in den komplexen
Mutanten keine Verlustmutante darstellt.

Um die Defekte beztiglich des Ergrinens in den Mutanten weiter zu verdeutlichen,
wurde der Chlorophyllgehalt anhand der Fluoroeszenz unter dem Konfokalmikroskop
untersucht. Die Hypokotyle von sieben Tage alten Keimlingen der gnc gnlDoppelmutante,
der tripel- sowie der quintupel-Mutante wurden unter dem Mikroskop untersucht
(Abbildung 19C).

Erwartungsgemafd spiegelte diese Untersuchung die Ergebnisse der

Chlorophyllbestimmung in Abbildung 19B wider. So wiesen die Chloroplasten
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quintupel

Abbildung 20: Ausprigung des Chlorophylldefekts der gata-Mutanten in adulten Pflanzen.
Bilder von Col-0, gnc gnl, tripel- und der quintupel-Mutanten, die jeweils nach 25, 28, 31 und 35
Tagen fotografiert wurden. Standardbalken = 5 cm

der quintupel-Mutante die geringste Fluorenzenz auf und auch in der gnc gnl
Doppelmutante war die Fluoreszenz, verglichen mit Col-0, offensichtlich geringer. Die
tripel-Mutante zeigte eine dhnliche Fluoreszenz wie der Wildtyp.

Im Laufe der gesamten Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass sich der
Chlorophylldefekt nicht nur in Keimlingen und jungen Pflanzen nachweisen liefs,
sondern vor allem im Falle der quintupel-Mutante, auch in adulten Pflanzen noch
sehr auffallig zu sehen war (Abbildung 20).

AbschliefSend kann also gefolgert werden, dass der Defekt in der
Chlorophyllakkummulation, den Mutationen in den LLM-Dom&nen B-GATAs
verursachen, in verschiedenen Analysemethoden nachweisbar ist und zumindest in

den komplexen Mutanten Uber die gesamte Lebesspanne hervortritt.

24.4. LLM-GATAs steuern Entwicklungsprozesse unterhalb von Gibberellin

Neben dem sehr offensichtlichen Phanotyp des Chlorophylldefekts, der fiir gnc schon
frih beschrieben wurde (Bi et al., 2005), sind GNC und GNL zuerst als GA regulierte
Transkriptionsfaktoren in den Fokus unserer Arbeitsgruppe geraten (Richter et al.,

2010). In eingehenden Analysen konnte bestatigt werden, dass einige der bekannten
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GA Phéanotypen, wie die erwdhnte Chlorophyllakkumulation, die Keimung und der
Blihzeitpunkt zum Teil durch GNC und GNL gesteuert werden. Im Folgenden wurden
GA-Phanotypen auch in den neu generierten Mutantenkombinationen betrachtet, um

die Rolle der paralogen GATAs flir diese Prozesse genauer zu beleuchten.

2.4.41. LLM-GATAs verzogern die Keimung

Eines der bekanntesten Merkmale, welches der Kontrolle des Hormons GA unterliegt,
ist die Keimung (Schwechheimer, 2014). Fur die gnc gnl Doppelmutante wurde eine
verfrihte Keimung festgestellt (Richter et al., 2010). Um zu sehen, ob dieser Effekt
in den Samen der komplexen gata-Mutanten verstarkt ist, wurde synchronisiertes
Samenmaterial einem Keimungstest unterzogen. Dafiir wurden die Samen von Col-0,
gnc gnl, der tripel-Mutante sowie der quintupel-Mutante auf Kontrollmedium und auf
Medium mit 0,1 uM Paclobutrazol (PAC) nach 12, 15, 18, 21 und 24 Stunden auf eine
Ruptur der Testa hin untersucht (Abbildung 21).
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100 ontro e* 100 ;1M

= 80 = 80

=)

& 60 - Col-0 2 60 - Col-0

2 | o gncgnl 2 o gnecgnl

7 40 - < tripel £ 40 < tripel

2 201 - quintupel @ 20 —« quintupel
Ol o . .. ..

1215182124 36 1215182124 36h
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 21: Keimungsverhalten von Mutanten der LLM-Dominen B-GATAs. Keimungs-
assay von Col-0 und verschiedenen gata-Mutanten in Kontrollmedium (A) und in Medium
mit 0,1 uM Paclobutrazol (B). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden alle Samen mit
einer Ruptur der Testa gezdhlt und prozentual zur Gesamtzahl dargestellt (n = 62). Student’s
t-Test fir ausgewahlte Zeitpunkte: * p < 0,05; ** p < 0,01.

Die sigmoiden Kurven des Keimungsverlaufs unter Kontrollbedingungen von gnc gnl
und der quintupel-Mutante liegen Uber der Kurve von Col-0, was eine verfrihte
Keimung andeutet. Speziell nach 12 und 15 Stunden keimten gnc gnl und die
quintupel-Mutante signifikant friither als Col-0. Die Samen der tripel-Mutante hingegen
verhielten sich wildtypisch (Abbildung 21A). Durch die Behandlung mit PAC wurde
die Keimung insgesamt deutlich verlangsamt. Dies kommt durch eine Abflachung der
Kurven zum Ausdruck und verdeutlicht die GA-Abhangigkeit dieses Prozesses. Selbst
nach 24 Stunden keimten hier noch nicht alle Samen, wobei die tripel-Mutante und
die quintupel-Mutante gegentiber der PAC-Behandlung insensitiver zu sein schienen
als der Wildtyp (Abbildung 21B).

AbschliefSend kann festgestellt werden, dass die Wirkung der paralogen GATAs auf die
Keimung deutlich sichtbar ist. Sie kommt vor allem dadurch zum Ausdruck, dass die
quintupel-Mutante unter Kontrollbedingungen am frithesten keimt. Die Unterschiede

zwischen der quintupel-Mutante und gnc gnl fallen jedoch nicht grof’ aus, was bedeutet,
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dass die paralogen LLM-GATAs ftir die Kontrolle der Keimung eher eine untergeordnete

Rolle spielen.

2.4.4.2. LLM-Doméanen B-GATAs steuern den Bliihzeitpunkt

Eines der wichtigsten Merkmale der gnc gnl Mutante, im Kontext von GA, ist
zweifellos der Bltihzeitpunkt. Verglichen mit dem Wildtyp bltiht die gnc gnl Mutante
geringfligig frither und die Uberexpression der LLM-Doméinen B-GATAs verursacht
dementsprechend eine starke Verzogerung des Bltihzeitpunktes (Richter et al., 2010,
2013a). Um den Einfluss der paralogen LLM-Domé&nen B-GATAs auf den Bliihzeitpunkt
zu untersuchen, wurden die gata-Verlustmutantenserie in Langtag- und Kurztag-
Bedingungen mit einem 16 beziehungsweise 8 Stunden langen Lichtzyklus angezogen
und der Bluihzeitpunkt anhand der Dauer bis zum Austreiben, dem Erscheinen der
Blitenorgane und der Anzahl der Rosettenblatter bestimmt (Abbildung 22).

Unter Langtag-Bedingungen war bei den Einzelmutanten nur ein geringer Effekt zu
erkennen, so konnte jedoch mit steigender Komplexitdt der Mutanten ein gradueller
Anstieg der Beschleunigung des Blihzeitpunktes bei den Mutanten-Pflanzen
beobachtet werden (Abbildung 22). Bei genauerer Betrachtung zeigte sich, neben dem
bekannten Phénotyp der Bltuhzeitverklirzung von gnc gnl, bei den Einzelmutanten
gatalb6 und gatal7 und gatal7l ein leicht verfrihter Bltihzeitpunkt, der bei der
Tripelmutante gnc gnl GATA15 gatal6 noch etwas verstarkt war und am starksten in
gnc gnl gatal7 gatal7lund der quintupel-Mutante ausgepragt war. Diese Erkenntnisse
zeigten sich im Wesentlichen sowohl basierend auf der Anzahl der Rosettenblatter, der
Tage bis zum Austreiben als auch anhand der Tage bis zum Erscheinen der ersten
Blitenorgane (Abbildung 22B, 22C). Die quintupel-Mutante trieb demnach nicht
nur Uber drei Tage frither aus, sondern die Pflanzen besafSen beim Eintritt in die
reproduktive Phase mindestens drei Rosettenblatter weniger. Zur Veranschaulichung,
dass die Reaktion der Pflanzen innerhalb der Genotypen homogen war, sind im
Appendix 4 jeweils finf Pflanzen eines Genotyps dargestellt.

Weiterfiihrende Untersuchungen konnten die molekularen Zusammenhénge kldren
und SOCI, einer der zentralen Bltihzeitpunktregulatoren in Verbindung mit GA, als
Zielgen von GNC und GNL identifizieren (Richter et al., 2013a). Der Effekt von GNC
und GNL auf den Bluihzeitpunkt wird durch die repressive Wirkung auf SOCI erzielt.
Auf molekularer Ebene wird die unterdriickende Aktion von GNC und GNL auf den
SOC1 Promotor durch eine erhéhte Expression des Bltihzeitregulators in der gnc gnl
Doppelmutante deutlich (Richter et al., 2013a). Um einen Hinweis zu bekommen, ob
auch die anderen LLM-Doméanen B-GATAs moglicherweise eine Wirkung auf den
Bluhzeitpunkt tiber SOCI ausuiben, wurde die Expression von SOCI in Bluten adulter
Pflanzen im Wildtyp sowie in gnc gnl, der komplementéren tripel-Mutante und der

quintupel-Munaten untersucht (Abbildung 22D).
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Abbildung 22: Bliihzeitpunktdefekte der gata-Mutanten (Langtag). (A) Reprasentative Fotos
von drei (Ansicht von oben) beziehungsweise finf (Seitenansicht) Wochen alten Pflanzen, die unter
Langtag-Bedingungen (16h Licht/8h Dunkeleit ) wuchsen. Quantifizierung des Bltuhzeitpunk-
tes basierend auf der Zahl der Blatter (B) beziehungsweise der Tage zum Austreiben und zum
Erscheinen der ersten Bliitenorgane (C). Der Student‘s t-Test wurde zwischen allen Genotypen
durchgeftihrt. Datensétze, die sich nicht statistisch unterschieden, fallen in eine Gruppe und wur-
den entsprechend markiert. (D) Expression von SOCI in Bliten der gata-Mutaten verglichen mit
Col-0. Student's t-Test fur ausgewahlte Zeitpunkte: * p < 0,05; ** p < 0,01; n.s. nicht signifikant.

Interessanterweise lief5 sich der Anstieg des SOCI Transkriptes in den Bltten aller
Mutanten gut nachweisen. Ein signifikanter Anstieg war bereits in gnc gnl und der
tripel-Mutante zu detektieren, wobei der starkste Anstieg in der quintupel-Mutante
zu verzeichnen war. Diese molekularen Daten spiegeln somit die Auspragung des

Phanotyps der ausgewahlten Genotypen wider.
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Abbildung 23: Blithzeitpunktdefekte der gata-Mutanten (Kurztag). (A) Reprasentative Fotos
von funf (Ansicht von oben) beziehungsweise zehn (Seitenansicht) Wochen alten Pflanzen, die
unter Langtag-Bedingungen (8h Licht/16h Dunkeleit ) wuchsen. Quantifizierung des Bliihzeit-
punktes basierend auf der Zahl der Blatter (B) beziehungsweise der Tage zum Austreiben und zum
Erscheinen der ersten Blitenorgane (C). Der Student’s t-Test wurde zwischen allen Genotypen
durchgeftihrt. Datensétze, die sich nicht statistisch unterschieden, fallen in eine Gruppe und
wurden entsprechend markiert.

Daraus kann geschlossen werden, dass mehrere LLM-Doméanen B-GATAs zur
Unterdriickung des Bluhzeitpunktes unter Langtag-Bedingungen in Pflanzen
beitragen und sich ein Effekt der SOCI Dereprimierung in den frihblihenden
Mutanten nachweisen lasst.

Die Pflanzen, die unter Kurztag-Bedingungen angezogen wurden, verhielten sich
jedoch anders. Die Effekte der GATA-Genverluste auf den Blihzeitpunkt unter
Kurztag waren denen unter Langtag entgegengesetzt (Abbildung 23). Das heifst,
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die komplexeren Mutantenkombinationen bltihten viel spater als der Wildtyp und
die weniger komplexen Mutantenkombinationen. Dieses Ergebnis ist unerwartet,
da in Arabidopsis, bezogen auf den Bltuhzeitpunkt, die Ergebnisse unter Kurztag
gewohnlich die Ergebnisse von Langtag-Experimenten widerspiegeln. Die quintupel-
Mutante trieb tiber finf Tage nach dem Wildtyp aus und brachte bis zur Bildung einer
Infloreszenz acht Rosettenblatter mehr hervor (Abbildung 23). Auch hier dient zur
Veranschaulichung der Homogenitat des Phanotyps eine Abbildung im Appendix, in
der jeweils finf Pflanzen eines Genotyps abgebildet wurden (Appendix 4).

Eine Erklarungsmoglichkeit fiir diese deutliche Beeintrachtigung in der Entwicklung
in den hoher komplexen Mutantenkombinationen kénnte in den physiologischen
Parametern liegen, die fur die Blihinduktion in den gata-Mutanten unter dem
Wachstum in Kurztag mit eingeschrankten Beleuchtungsperioden limitierend sein
kénnten (Sulpice et al.,, 2014). Eine Einschrankung, die nicht besteht wenn die
Pflanzen in Langtag-Bedingungen wachsen. Um einen Hinweis auf eine mégliche
Limitierung des Wachstums unter Kurztag-Bedingungen zu bekommen, wurde mittels
Chlorophyllfluorenzenz die Effizienz, in Form der Quantenausbeute des Photosystems
II, der Pflanzen gemessen, mit der sie das einfallende Licht verwenden kénnen sowie
das Trockengewicht bestimmt (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Defekte der gata-Mutanten in Quantenausbeute und Trockengewicht.
(A) Quantifizierung der Quantenausbeute des Photosystems II in gata-Mutanten und Wildtyp. (B)
Quantifizierung des Trockengewichtes in gata-Mutanten und Wildtyp. Student‘s t-Test im Vergleich
zum Wildtyp: *** p < 0,001; n.s. nicht signifikant.

Hier wurde deutlich, dass gnc gnl und die quintupel-Mutante einen Ruckgang der
Quantenausbeute um 20% aufwiesen. Demnach kénnte die verminderte Effizienz
der Photosynthese und damit der Photosyntheseleistung unter den erschwerten
Bedingungen unter Kurztag zu einer Verzogerung in der Entwicklung in den
komplexen Mutanten gefiihrt haben. Ein weiteres Zeichen dahingehend, dass vor
allem die Mutanten mit einem starken Chlorophylldefekt unter den physiologisch
restriktiven Bedingungen unter Kurztag litten, stellt das Trockengewicht dar, welches

in den Mutanten deutlich unter dem Wert des Wildtyps lag. Alles in allem stellen

45



Ergebnisse

diese Parameter jedoch nur Hinweise auf eine Limitierung duch die physiologischen
Parameter dar. Aber klar ist, dass sich die Unterschiede zwischen dem Wildtyp und
den Mutanten nicht abschliefend erklaren lassen. Die tatsachlichen Ursachen sind
demnach sehr viel komplexer.

Zusammenfassend kann, bezogen auf das Bluihverhalten, geschlossen werden,
dass alle LLM-Doméanen B-GATAs, mit Ausnahme von GATA15, den Bluhzeitpunkt
unter Langtag-Bedingungen unterhalb von GA steuern. Auch ein Einfluss unter
Kurztagbedingungen ist vorhanden, aber der Beitrag zur Steuerung scheint wegen
der antagonistischen Art und Weise und vieler moéglicher Effekte der Regulation sehr

komplex zu sein.

2.4.4.3. LLM-GATASs reprimieren die Gibberellin-Antwort in ga1

Die Wichtigkeit von GA als Bliihzeitpunktregler unter Langtag-Bedingungen ist schon
lange akzeptiert (Blazquez et al., 1998; Willige et al., 2007). Einer der wichtigsten
Hinweise darauf, dass GNC und GNL den Bluihzeitpunkt unterhalb dieses Hormons
reprimieren, ist die teilweise Supprimierung des Blihzeitpunktes der extrem
zwergwulchsigen und sehr spit blihenden GA-Biosynthese Mutante gal durch gnc gnl.
Die gal gnc gnl Tripelmutante ist zwar in der Entwicklung noch sehr beeintrachtigt,
aber im Vergleich zur gal Mutante weist sie ein verbessertes vegetatives Wachstum
auf und bildet kleine Bluitenknospen aus (Richter et al., 2010). Dieser genetische
Zusammenhang zeigt, dass GNC und GNL als Repressoren des Bltihzeitpunktes direkt
im GA-Signalweg fungieren. Das bedeutet, dass die Prdsenz von GNC und GNL, und
moglicherweise anderer LLM-Domé&nen B-GATAs, einer der Griinde fiir den extrem
verzogerten Blihzeitpunkt der gal Mutante darstellen.

Um zu sehen, ob auch die paralogen LLM-Doméanen B-GATAs, dhnlich wie GNC und
GNL, den Bluhzeitpunkt der gal Mutante beeinflussen und somit unterhalb von GA
kontrollieren kénnen, wurden in gal gnc gnlzusatzliche gata-Mutantenallele eingekreuzt
und auf den Bltihzeitpunkt hin untersucht. Dabei wurden Pflanzen des Wildtyps
Col-0, gal, gal gnc gnl, gal gnc gnl GATA1S5 gatal6 und gal gnc gnl gatal7 gatal7l
angezogen und zur Verbesserung der Keimung und des allgemeinen Wachstums
am Anfang des Experiments gleichm&fig, wiederholt mit 10 uM GA behandelt
(Abbildung 25).

Die Suprimierung einiger gal-Phanotypen durch die eingekreuzten Allele war
deutlich erkennbar. Nach finf Wochen war in den Genotypen gal gnc gnl,
gal gnc gnl GATA1S gatal6 und gal gnc gnl gatal7 gatal7l eine deutliche Reduktion
des Chlorophyllgehaltes zu erkennen und in der gal gnc gnl gatal7 gatal7l war
ein deutlich friherer Bltiihzeitpunkt zu verzeichnen. Die Effekte waren durch die
vorangegangene GA-Behandlung jedoch offensichtlich verstarkt, sodass auch die

gal Mutante zur Ausbildung von Bliitenknospen befadhigt war. Die Unterschiede
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Abbildung 25: Die LLM-Dominen B-GATAs agieren als Repressoren der GA-Antwort in gal.
Repréasentative Fotos von funf (A) beziehungsweise sieben (B) Wochen alten Pflanzen, die unter
Langtag-Bedingungen wuchsen (16h Licht/8h Dunkelheit). Die Pflanzen wurden wiederholt mit
10 uM GA, behandelt. Eine Abbildung von Gruppen der jweiligen Genotypen ist im Appendix 5 zu
finden. (C) Quantifizierung des Chlorophylls A und B der Kreuzungen von gal mit gata-Mutanten.
Student‘s t-Test im Vergleich zum Wildtyp: ** p < 0,01; n.s. nicht signifikant.

zu Col-0 beziehungsweise zu der gal gnc gnl gatal7 gatal7l Mutante waren jedoch
deutlich zu erkennen (Abbildung 25A, 25B).

Zusammenfassend kann hier gefolgert werden, dass neben gnc und gnl weitere LLM-
Doméanen B-GATAs an der Reprimierung des Bliihzeitpunktes und der GA-Antwort
in gal beteiligt sind.

2.4.4.4. Die Zahl der Petalen und Sepalen wird von LLM-GATAs gesteuert

Neben der Koordinierung des Bltihzeitpunktes ist GA auch fir die Blutenentwicklung
wichtig (Cheng, 2004; Yamaguchi et al., 2014; Yu et al., 2004). Die Blutenentwicklung
wird in Arabidopsis durch MADS-Box Transkriptionsfaktoren gesteuert. Dabei ist, neben
einer Reihe spezifischer Faktoren, API fir die Differenzierung des Blitenmeristems
und spater fur die Ausbildung von Petalen und Sepalen entscheidend beteiligt
(Bowman et al., 1993; Honma und Goto, 2001; Irish und Sussex, 1990; Kaufmann
et al., 2010). In Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe tiber das Zusammenspiel bei
der Blutenentwicklung wurde erkannt, dass die GA-Regulation von GNC und GNL in
Bliten AP1 abhangig ist und AP1 direkt an die Promotoren von GNC und GNL binden
kann und diese dadurch reprimiert (Daten des Lehrstuhls Schwechheimer). Das AP1
Protein selbst ist jedoch nicht iber GA reguliert. Vielmehr wird die Regulation von GA
auf Proteinebene Uber eine direkte Interaktion zwischen DELLA-Proteinen und AP1
vermittelt. apl-15 Mutanten bilden keine Petalen und Sepalen, und interessanterweise
ist dieser Phanotyp in einer apl-15 gnc gnl Mutante teilweise unterdriickt. GNC und
GNL sind demzufolge daran beteiligt die Bildung von Sepalen und Petalen GA abhangig

zu unterdriicken (Daten des Lehrstuhls Schwechheimer).
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Abbildung 26: Defekte der gata-Mutanten in
der Zahl der Bliitenorgane. Fotografien von
Bluiten des Wildtyps, der gata-Mutanten (A) so-
wie der della-Mutanten (B). (C) Quantifizierung
der Defekte in der Bildung der Bliitenorgane

9al-3.della durch wiederholte Zahlungen an vollstandig
Q PN gedffneten Blliten (Anthese, Stadium 13).

Genotyp >4 Sepalen >4 Petalen n

Col-0 2,53% 2,22% 316
GATA15 2,51% 2,23% 359
gata16 1,33% 1,60% 376
gatal7 3,66% 3,35% 328
gata7l 3,58% 3,28% 335
GATA15 gata16 1,72% 1,23% 408
gatal7 gata17/ 12,18% 10,38% 501
gnc gnl 1,88% 2,14% 373
gnc gnl GATA15 gata16 2,43% 4,00% 371
gnc gnl gata17 gata17l 9,14% 7,90% 405
tripel 15,04% 13,37% 419
quintupel 14,54% 14,10% 454
Ler-0 1,38% 1,73% 289
gal-3 0,47% 0,47% 213
della 17,37% 20,23% 519
ga1-3 della 18,91% 23,04% 460

Da neben GNC und GNL auch GATA16 in einer genomweiten Studie flir AP1-Zielgene
gefunden wurden (Pajoro et al., 2014), ergab sich die Frage, ob die LLM-Domé&nen B-GATA
Faktoren auch zu diesem Prozess beitragen und gegebenenfalls redundant agieren.
Um zu testen, ob auch andere GATAs in die Kontrolle der Bliutenorganentwicklung
involviert sind, wurden Bliten von gata-Mutanten auf Fehlentwicklungen hin
untersucht (Abbildung 26).

Bltiten von Arabidopsis Wildtypbliiten weisen normalerweise je vier Petalen und
Sepalen, sechs Staubblatter und zwei Fruchtblatter auf (Alvarez-Buylla et al., 2010;
Coen und Meyerowitz, 1991). Im Bezug auf Petalen und Sepalen wichen nur etwa zwei
Prozent der betrachteten Col-O Bliiten davon ab. In den gata-Mutanten war jedoch
ein deutlicher Anstieg an Bliiten mit finf und in seltenen Féallen sogar sechs Petalen
und Sepalen zu verzeichnen. So wiesen bereits in der Doppelmutante gatal7 gatal7l
12% aller Bliiten mehr als vier Bltiten- und Kelchblattern auf und in der tripel- und
der quintupel-Mutante sogar 13% bzw. 14% (Abbildung 26C). Bedeutenderweise lag
gnc gnl mit 1,88% im Bereich des Wildtyps.

Daraus kann hier gefolgert werden, dass der Effekt der paralogen GATAs auf die
Bildung der Bliitenorgane direkt sichtbar ist, wohingegen die Auswirkungen der gnc gnl
Allele nur im speziellen apI-15 Hintergrund ersichtlich werden. Dies unterstreicht
die Bedeutung der paralogen GATAs in diesem Prozess. In Ubereistimmung mit den
Beobachtungen, dass AP1 die Entwicklung der beiden dufieren Wirtel steuert, sind im

Fall der gata-Mutanten in der Regel auch Petalen und Sepalen betroffen.
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Da das GA Signal Uber die DELLAs direkt an AP1 weitergegeben wird, war zu
vermuten, dass auch die bekannten della-Mutanten einen Phéanotyp zeigen. Um
dieser Frage nachzugehen, wurden Bliten des Wildtyps Ler-0, der della-Mutante
(rga-24 gai-t6 rgll rgl2 rgl3), gal-3 della (gal-3 rga-24 gai-t6 rgll rgl2 rgl3) und der
gal-3 Mutante auf Anomalien in der Blitenbildung hin untersucht. Interessanterweise
zeigten die Bluiten der globalen della-Mutante, in der alle DELLA-Proteine ausgeschaltet
sind, in 20,23% aller Bluiten mehr als vier Petalen (Abbildung 26B, 26C). Daraus geht

deutlich hervor, dass unter anderem auch GA in diesem Prozess wichtig ist.

AbschliefSend kann hier festgestellt werden, dass die LLM-Domé&nen B-GATAs in
vielen GA-gesteuerten Bereichen wie der Keimung, des Bltihzeitpunktes und der
Blutenbildung wichtig sind, wobei die paralogen Mitglieder vor allem bei der Kontrolle

des Blihzeitpunktes und der Bltitenbiuldung eine entscheidende Rolle spielen.

2.4.5. LLM-GATAs steuern die Hypokotylelongation lichtabhangig

Aufgrund der starken Regulation von GNL in rotem, dunkelrotem und blauem Licht,
die zum Teil auch bei GNC zu beobachten war, stellte sich die Frage ob die LLM-
Doméanen B-GATAs in der Regulation eines lichtabhédngigen Prozesses eine Rolle
spielen. Nachdem schon beschrieben war, dass die Uberexpressoren einiger GATA-
Faktoren im Weifllicht ein elongiertes Hypokotyl aufweisen (Behringer et al., 2014;
Richter et al., 2010), wurden Pflanzen der gata-Verlustmutanten in unterschiedlichen
Lichtbedingungen in jeweils starker und schwacher Intensitét flinf Tage lang angezogen
und anschliefSend auf die LAnge des Hypokotyls hin untersucht (Abbildung 27). Alle
Keimlinge entwickelten sich geméaf’ den gewéahlten Lichtbedingungen. So waren sie etwa
in rotem Licht trotz der Bildung von Chlorophyll in der Deetiolierung beeintrachtigt.
In dunkelrotem Licht waren sie zwar ebenfalls in der Deetiolierung beeintrachtigt,
jedoch ohne dabei signifikant zu ergrinen. Und in blauem Licht zeigten sie eine
teilweise Deetiolierung und eine sichtbar erhéhte Chlorophyllbildung. In Dunkelheit
entwickelten sich alle Keimlinge hingegen vollkommen skotomorphogenetisch.
Dementsprechend war, wie zu erwarten, in allen Genotypen bis auf pifQ noch ein
Apikalhaken vorhanden. In weifSem Licht waren alle Keimlinge deetioliert und normal
ergrunt (Abbildung 27A-E).

Auffallig war, dass neben der pifQ Mutante, die in allen Bedingungen ein fir sie
charakteristisches kurzes Hypokotyl aufwies, auch die quintupel-Mutante ein kurzes
Hypokotyl zeigte. Interessanterweise war nur in der quintupel-Mutante in allen
Bedingungen durchgehend ein ktlirzeres Hypokotyl als im Wildtyp zu beobachten
(Abbildung 27). Die beiden anderen Mutantenkombinationen gnc gnl und die tripel-
Mutante wiesen diesen Phanotyp nicht konsequent auf. Lediglich im weifSem und
blauem Licht waren zwischen gnc gnl und Col-0 signifikante Unterschiede zu

verzeichnen (Abbildung 27F, 27L). Dies deutet darauf hin, dass die jeweils anderen
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Abbildung 27: Hypokotylelongation der gata-Genmutanten in unterschiedlichen Lichtbedin-
gungen. (A-E) Bilder von reprasentativen Keimlingen, die in weifSem (A), rotem (B), dunkelrotem (C),
blauem (D) Licht oder in Dunkelheit (E) wuchsen. Standardbalken = 2 mm. (F-M) Quantifizierung
der Hypokotyllangen von finf Tage alten Keimlingen, die unter den verschiedenen Lichtbedingun-
gen, sowohl in starker als auch in schwacher Intensitat, angezogen wurden (n = 50). Der Student‘s
t-Test wurde zwischen allen Genotypen durchgefiihrt. Datensatze, die sich nicht statistisch un-
terschieden, fallen in eine Gruppe und wurden entsprechend markiert.

GATAs in diesen Mutanten die korrekte Ausbildung des Hypokotyls steuern. Im Falle
der quintupel-Mutante kann dieser Mechanismus nicht mehr greifen. Weiterhin
wiesen die Hypokotyle der gata-Mutanten im Dunklen eine dhnliche Lange wie der
Wildtyp auf, was darauf hindeutet, dass es sich um einen lichtabhé&ngigen Prozess
handelt (Abbildung 27G). Schlieflich ist bemerkenswert, dass der Phanotyp der
quintupel-Mutante dem des Ubererxpressors von GNL entgegengesetzt war, welcher

in weifSem, dunkelrotem und blauem Licht ein l&ngeres Hypokotyl aufwies als Col-0.
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Nur im Rotlicht nicht, wo das Hypokotyl unter schwacher Intensitat in diesem
Experiment sogar kluirzer war (Abbildung 27H).

Zusammenfassend kann hier festgestellt werden, dass die LLM-Doméanen B-GATAs
die Hypokotyllange lichtabhangig kotrollieren und in diesem Prozess hoch redundant

agieren.

2.5. LLM-GATAs sind wichtige Akteure in Cytokinin-regulierten
Prozessen

Aufgrund der starken und einheitlichen Induktion aller LLM-Doméanen B-GATAs

durch CK lag die Untersuchung CK-regulierter Prozesse nahe. Im Zuge dieser

Bestrebung wurde die Rolle der GATAs im Kontext von CK von Grund auf untersucht.

Um die Rolle der GATAs im Kontext von CK genauer verstehen zu kénnen, wurde in

einem Microarray Experiment die Genexpression nach CK-Gabe analysiert und eine

systematische Betrachtung von bekannten CK-regulierten Prozessen durchgefiihrt.

2.5.1. Genmutanten der LLM-GATAs zeigen Defekte in der Genexpression

Die ersten Nennungen von GNL in der Literatur fielen im Zusammenhang mit seiner
CK-Induzierbarkeit, welche bis jetzt in vielen Studien bestatigt wurde (Brenner et
al., 2005; Che et al., 2006; Kiba, 2005; Lee et al., 2007; Naito et al., 2007). Dies
spiegelt sich auch in dem ursprunglichen Synonym von GNL wider: CGA1 (CYTOKININ-
RESPONSIVE GATA FACTORI). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass auch die anderen LLM-Doméinen B-GATAs durch CK induziert werden. Um
nun die Rolle der GATA-Gene in der CK-abhangigen Genexpression zu untersuchen,
wurden Microarray-Experimente mit 14 Tage alten Pflanzen mit und ohne CK-
Behnadlung durchgeftihrt. Dazu wurde Material des Wildtyps Col-0, gnc gnl, der
tripel- und quintupel-Mutante vor und nach einer 60-minttigen CK-Behandlung mit
20 uM 6-Benzylaminopurin (6-BA) analysiert. Aus technischen Grinden wurde das
Experiment in zwei unabhangigen Durchgéngen durchgeftihrt. Als erstes Col-0 (1)
zusammen mit gnc gnl und der quintupel-Mutante und anschliefSend Col-O (2) mit
der tripel-Mutante.

Bevor die Daten auf Unterschiede in der basalen Expression und auf Unterschiede
nach der CK-Behandlung hin untersucht wurden, konnte die Homogenitdt der
CK-Behandlungen der beiden Datensatze anhand der Expression der Typ-A ARRs
(A-TYPE RESPONSE REGULATORS) validiert werden. So wurden alle Type-A ARRs,
die bekanntermafsen sehr sensitiv auf CK reagieren, in den verwendeten Genotypen
auf vergleichbare Weise induziert (Abbildung 28A). Innerhalb der Typ-A ARRs waren
auch die Unterschiede zwischen dem stark regulierten ARRI15 und dem schwéacher
regulierten ARR9 in allen Datenséatzen vergleichbar. Auch im Vergleich mit einer
bereits publizierten Liste, der sogenannten ,Goldenen Liste“ (Bhargava et al., 2013)

CK-regulierter Gene, konnte die Effektivitdt der CK-Behandlungen in den beiden
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Abbildung 28: Vergleichbarkeit der beiden Microarray-Datensatze. (A) Darstellung der Induktion
von ARR-Genen in den beiden hier verwendeten Microarray-Datensétzen. (B) Venn-Diagramme
der CK-regulierten Gene der Wildtypkontrollen Col-O (1) und Col-0 (2) der beiden Datensatze
und deren Uberschneidung mit den Genen der bekannten ,Goldenen Liste“ CK-regulierter Gene
(Bhargava et al., 2013).

Experimenten bestitigt werden. Uber 70% der Entititen aus dieser Liste waren
in beiden Experimenten signifikant CK-reguliert (Abbildung 28B). Von diesen 331
Entitaten waren nach CK-Gabe immerhin noch 71 hochreguliert (Col-0 (1) und Col-0
(2)) und 39 (Col-0 (1)) beziehungsweise 25 (Col-0 (2)) runterreguliert, wenn eine
zweifache Induktion als zuséatzliches Filterkriterium angelegt wurde.

Daraus kann geschlossen werden, dass die CK-Behandlung in beiden Experimenten
entsprechend war und sie somit in einer vergleichenden Analyse gegentibergestellt

werden konnen.

2.5.1.1. Die quintupel-Mutante zeigt die starksten Abweichungen in der basalen
Genexpression.

In einer Betrachtung der Expression im Gundzustand, also dem Vergleich der
fehlexprimierten Gene in den gata-Mutanten verglichen zum Wildtyp ohne CK-
Behandlung, konnte der grofste Effekt in der quintupel-Mutante mit 4722 runter
und 976 hochregulierten Entitaten, verglichen mit Col O (1), beobachtet werden
(Abbildung 29). gnc gnl wies 2458 runter- und 294 hochregulierte Entitaten auf und
in der tripel-Mutante waren mit 323 runter- und 278 hochregulierten Entitaten die
geringsten Auswirkungen auf die Genexpression zu verzeichnen (Abbildung 29). Die
quintupel-Mutante und gnc gnl, die auf genetischer Ebene beide die gnc gnl Allele
teilen, zeigten, verglichen zum Wildtyp, nicht nur die stirksten Abweichungen

in der basalen Expression, sondern teilten auch die meisten fehlregulierten
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B Abbildung 29: Analyse der basalen Ex-
pressionslevel in den gata-Mutanten. (A)
Heat maps der differentiell regulierten Gene
von zehn Tage alten Col-O Pflanzen sowie
der gnc gnl, tripel- und quintupel-Mutanten.
Das Experiment basiert auf zwei unabhéan-
gigen Datensitzen, die hier mit der jeweili-
(2458) (4722) gen Wildtypkontrolle Col-0 (1) und Col-0 (2)
dargestellt sind. Die runterregulierten Gene

sind im oberen Teil dargestellt und die hoch-

regulierten im unteren Teil der Abbildung. (B)
v Venn-Diagramme, die den Vergleich der diffe-
tripel (323) rentiell regulierten Gene in den gata-Mutanten
darstellen. Gene, die im Vergleich zum ent-
sprechenden Wildtyp runter- beziehungsweise
hochreguliert waren, wurden ausgewahlt und

gnc gnl guintupel  gngchliefRend zwischen den Mutanten vergli-
(294) (O76)  chen.
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Gene: 1922 der 2458 in gnc gnl runterregulierten Entitdten waren auch in der
quintupel-Mutante vermindert und 98 der 294 hochregulierten Entitdten waren
ebenfalls in der quitntupel-Mutante erhéht exprimiert. Entsprechend dem genetischen
Hintergrund war die Uberschneidung von fehlregulierten Genen zwischen der tripel-
und quintupel-Mutante auch grofier, als zwischen der tripel-Mutante und gnc gnl
(Abbildung 29B).

Daraus wird geschlossen, dass die Genexpressionsdefekte der quintupel-Mutante
weitaus gravierender sind, als die der gnc gnl und der tripel-Mutante, und sich die

Annahme, dass die GATAs redundant wirken, auch in diesen Daten bestétigt.

2.5.1.2. gata-Genmutanten sind defekt in Cytokinin-induzierter Genregulation
Um die Veranderungen in der CK-abhangigen Generegulation zu untersuchen, wurden
die Expressionsunterschiede zwischen der basalen und der Expression der Gene nach
einer 60-minttigen CK-Behandlung (6-BA) der gata-Mutanten mit der des Wildtyps
verglichen.

Interessanterweise waren von den 996 Entitaten, die in Col-O (1) nach der CK-
Behandlung reduziert waren, nur noch 173 (18%) und 89 (9%) in der quintupel-Mutante
beziehungsweise in gnc gnl reduziert. In der tripel-Mutante waren von den 188 in
Col-0 (2) runterregulierten Entitaten immerhin noch 83 (44%) vermindert (Abbildung
30). Das Fehlen der GATA-Gene in den Mutanten hatte auf die CK-induzierten Gene
einen geringeren Effekt. So waren in der quintupel-Mutante noch 49% der in Wildtyp
durch CK regulierten Gene induziert und in der gnc gnl und der tripel-Mutante noch

S59% beziehungsweise 63%.
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Abbildung 30: Analyse der CK-induzierten Genexpression der gata-Mutanten. (A, B) Heat
maps und Venn-Diagramme der differenziell regulierten Gene von Wildtyp und den entsprechenden
gata-Mutanten nach 60 Minuten Behandlung mit 20 uM 6-BA von 14 Tage alten Pflanzen. Das
Experiment basiert auf zwei unabhéangigen Datensétzen, die hier mit der jeweiligen Wildtypkon-
trolle Col-0 (1) und Col-0 (2) dargestellt sind. Die Venn-Diagramme zeigen die Uberschneidungen

und Unterschiede in den durch die Behandlung differenziell regulierten Genen im Wildtyp und
den Mutanten.

Zusammenfassend kann hier geschlossen werden, dass die CK-abhangige

Genexpression in den gata-Mutanten enorm beeintréchtigt zu sein scheint.

2.5.2. gata-Genmutanten sind defekt in Cytokinin-regulierten
Entwicklungsprozessen

Aufgrund der positiven Regulation, die in allen LLM-Doméanen B-GATAs
nachweisbar war, und der starken Defekte der CK-Antwort in den gata-Mutanten,
welche die Microarrays offenlegten, wurde nach Phanotypen in diesen Mutanten
gesucht, die auf einen Defekt der CK-Antwort hinweisen kénnten. Dabei wurde
sowohl auf etablierte Tests zurtickgegriffen, die standardméafSig zur Untersuchung
von CK-Mutanten herangezogen werden, als auch Analysen von Prozessen

unternommen, fir die es Hinweise auf eine Rolle der GATAs gab, sodass ein breites
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Spektrum von Phanotypen von Keimlingen bis hin zu adulten Pflanzen abgebildet

werden konnte.

2.5.2.1. Die gata-Genmutanten zeigen im Callus-Induktionsassy und im
Wurzelassay keine Abweichungen der Cytokinin-Antwort

Zu den bekanntesten Effekten von CK auf Pflanzen gehoren die Inhibierung
des Wurzelwachstums sowie die Fahigkeit von einigen Cytokininen, Calli aus
Pflanzengeweben zu induzieren (Hwang et al., 2012). Untersuchungen zu diesen
Phéanotypen gehoren zu den Standardtests im Zusammenhang mit CK. Um zu sehen,
wie die gata-Genmutanten auf CK reagieren, wurden sie in diesen Assays entsprechend
untersucht. Als erstes wurden dazu Hypokotyle von elf Tage alten Keimlingen von
Wurzel und Keimblattern getrennt und zur Callus-Induktion auf Medium ohne oder
mit 200 und 1000 ng/ml NAA (1-Naphtylessigsadure) und ansteigenden Konzentrationen
des Cytokinins Kinetin unter Dauerlicht 25 Tage lang inkubiert (Abbildung 31).

1000 3000 Kinetin

5 oo _———_—_

Abbildung 31: Callus-Induktionsassay der gnc gnl und quintupel-Mutante sowie des GNL
Uberexpressors. Bilder von Hypokotylen des Wildtyps, gnc gnl, quintupel-Mutante und des GNL
Uberexpresssors, die in einem Callus-Induktionsassay ansteigenden Konzentrationen von NAA und
Kinetin 25 Tage im Dauerlicht ausgesetzt waren. Zur Kontrolle der Versuchsbedingungen wurde
die Mutante ahk2 ahk4 miteinbezogen, bei der zwei der drei CK-Rezeptoren defekt sind. Es sind
alle verwendeten Hypokotyle abgebildet.

200 mg NAA

1000 mg NAA

Das Zusammenspiel von Auxin und CK in der Ausbildung eines Callus liefd sich
in diesem Versuch deutlich erkennen. Nur in Anwesenheit beider Hormone kam es
zur Induktion der Zellteilung der Gewebe (Abbildung 31). Der Uberschuss von Auxin
fihrte dabei zur Ausbildung eines farblosen Wurzelcallus, und wenn das CK tiberwog,
wurde ein ergrinender Zellhaufen aus Sprossgewebe gebildet. Wie zu erwarten,

verhielt sich die ahk2 ahk4 (ahk2-5 crel-2) CK-Rezeptormutante, bei der zwei der drei
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bekannten funktionalen Rezeptoren defekt sind, gegentiber Kinetin insensitiver und
bildete auch unter héheren Kinetin-Konzentrationen nur einen farblosen Wurzelcallus
aus. Alle anderen Genotypen bildeten hingegen in den Ansétzen ab ca. 100 ng/ml
Kinetin einen ergriinenden Callus. Allerdings waren zwischen Col-0, gnc gnl und
der quintupel-Mutante keine wesentlichen Unterschiede im Verhalten der Callus-
Bildung zu erkennen. Auch der Uberexpressor von GNL schien in der Callus-Induktion
nicht beeintrachtigt. Dies bedeutet entweder, dass die GATA-Gene im Prozess der
Callusbildung eine untergeordnete Rolle spielen oder feine Unterschiede in diesem
Assay nicht abgebildet werden kénnen. Letzteres wird durch nur geringe offensichtliche
Unterschiede zwischen Col-0 und ahk2 ahk4 unterstrichen, obwohl diese in ihrer
Sensibilitat der CK-Rezeption sehr beeintrachtigt ist.

In einem ndchsten Schritt wurden Pflanzen auf %2 MS ohne, beziehungsweise mit,
10 nM oder 100 nM 6-BA angezogen, um anschliefSend das Wurzelwachstum zu
quantifizieren (Abbildung 32).

—e— Col-0 tripel Abbildung 32: CK-Wurzelassay mit den
gata-Mutanten. Quantifizierung des Wurzel-
wachstums vom 4. bis zum 6. Tag von Col-0
i gnc gnl, tripel- und quintupel-Mutante ohne

100 - .
und mit 10 und 100 mM 6-BA. Student’s t-Test
im Vergleich zum Wildtyp: *** p < 0,001.

—e— gncgnl —e— quintupel —e— ahk2 ahk4

80 4

60 4

40 -

Waurzellange [%]

20 4

° Kontolle ~ 10nMBA  100nMBA

Auch hier lief5 sich die unmittelbare Wirkung des Cytokinins auf die Wurzeln
nachweisen. Mit Ausnahme der Rezeptormutante ahk2 ahk4 waren die Wurzeln der
Pflanzen mit ansteigender Konzentration zunehmend im Wachstum beeintrachtigt.
Jedoch zeigten weder gnc gnl noch die tripel- oder quintupel-Mutante einen
signifikanten Unterschied im Wurzelwachstum im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung
32). Es kann hier zwar nicht ausgeschlossen werden, dass die schwachen Allele in der
quintupel-Mutante moégliche Effekte der Behandlung verhindern, allerdings sind die
LLM-Doméanen B-GATAs in der Wurzel nur sehr schwach abundant und eine dhnliche
Reaktion von Col-0 und den gata-Mutanten damit sehr wahrscheinlich.

Zusammenfassend kann hier festgestellt werden, dass weder im Callus-Induktionsassay
noch im Wurzelassay ein Unterschied im Verhalten zwischen den gata-Mutanten
und dem Wildtyp auf eine Behandlung mit CK nachweisbar ist und die GATAs, den
hier gezeigten Experimenten zufolge, flir diese Prozesse eine untergeordnete Rolle

spielen.
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2.5.2.2. Die gata-Mutanten sind in der Phyllotaxis beeintrachtigt

Cytokinin ist im Zusammenspiel mit anderen Hormonen fir die Stabilitat des
Apikalmeristems verantwortlich (Shani et al.,, 2006; Su et al., 2011). In diesem
Zusammenhang wurde das Hormon ktirzlich als Regulator der Phyllotaxis beschrieben,
indem es durch seine inhibitorische Wirkung fir eine gleichméafige Initiation der Bliiten
sorgt (Besnard et al., 2013). So zeigt die bekannte CK-Mutante ahp6 eine auffallig
starke Stérung in der Anordnung der Schoten entlang des Hauptsprosses. Wildtyp
Pflanzen weisen eine spiralférmige Phyllotaxis auf, bei der die aufeinanderfolgenden
Blutenmeristeme idealerweise in einem Winkel von 137,5° angelegt werden. Um zu
sehen, ob die LLM-Domé&nen B-GATAs in diesem Prozess eine Rolle spielen, wurden
die Winkel der aufeinanderfolgenden Schoten in den gata-Mutanten gemessen, um die

Abweichungen von dem idealen Winkel zu quantifizieren (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Analyse der Phyllotaxis der gata-Mutanten. (A) Bilder von Infloreszenzen des
Wildtyps sowie der gnc gnl, tripel- und quintupel-Mutanten mit reifen Schoten. Pfeile weisen auf
Fehler in der Positionierung der Schoten hin. (B) Darstellung aufeinanderfolgender Winkel der
Schoten entlang des Sprosses des Wildtyps und der quintupel-Mutante. (C) Darstellung der Fre-
quenz mit der Schoten in der tripel- und quintupel-Mutante in einem bestimmten Winkel entlang
des Sprosses auftreten. Pfeile deuten jeweils auf Bereiche in denen die Mutanten stark von den
Mustern des Wildtyps abweichen. (D) Haufigkeit der abweichenden Winkel im Wildtyp und den
gata-Mutanten.

In der tripel- und quintupel-Mutante konnten im Vergleich zu Col-O deutliche
Abweichungen der phyllotaktischen Muster in der Anordnung der Schoten beobachtet
werden, jedoch nicht in der gnc gnl Doppelmutante. Die Quantifizierung ergab im Falle
der tripel- und quintupel-Mutante in ungefahr 30% der Falle einen Winkel zwischen
den aufeinanderfolgenden Schoten, der von dem idealen Winkel abwich. Col-O und
gnc gnl wiesen jedoch nur in 20% der Falle eine solche Abweichung auf. Bei genauer
Betrachtung der Haufigkeit der Abweichungen in den gata-Mutanten fiel auf, dass
vor allem Winkel Giber 200° in den beiden Mutanten h&ufiger gezahlt werden konnten
(Abbildung 33).
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Zusammenfasend kann hier gefolgert werden, dass die komplexen gata-Mutanten in
der Phyllotaxis Defekte aufweisen. Da in der tripel- und quintupel-Mutante dhnliche
Ergebnisse vorliegen, tragen die paralogen GATA16, GATAI7 und GATA17L verstarkt

zu diesem Prozess bei.

2.5.2.3. GATAs steuern mehrere Aspekte der Sprossverzweigung

Neben der Rolle in der Etablierung der Phyllotaxis der Bliten ist CK auch fiir die generelle
Sprossverzweigung beziehungsweise die Aktivierung der Knospen ein entscheidender
Faktor (Muller und Leyser, 2011). Abweichungen in den Verzweigungsmustern kénnen
oft auf Unregelmafdigkeiten in der CK-Synthese oder -antwort zurtickgefiihrt werden
(Turnbull et al., 1997). Da Unterschiede in der Verzweigung in einigen gata-Mutanten
auffallig waren, wurden alle verfligbaren Mutanten auf veranderte Verzweigung hin
untersucht (Abbildung 34).

Die genaue Vermessung der Pflanzen ergab, dass die quintupel-Mutante und einige
andere Mutanten eine erhdhte Zahl an sekundaren Verzweigungen aufwiesen und
kleiner waren. Im Besonderen waren die Verzweigungen erster und zweiter Ordnung
in gatal7 gatal7l, gnc gnl sowie aller Mutanten héherer Komplexitat erhoht, wobei die
grofiten Effekte in der gne gnlgatal7 gatal7lund der quintupel-Mutante zu verzeichnen
waren. Genau diese Pflanzen waren auch mit &hnlicher Verteilung messbar kleiner
als der Wildtyp (Abbildung 34B, 34C). Da bereits in gatal7 gatal7lund gnc gnl Effekte
zu erkennen waren, die in der gnc gnl gatal7 gatal7l und der quintupel-Mutante
ihre starkste Auspragung fanden, tragen wohl vor allem gnc und gnl sowie gatal7
und gatal7l zu diesem Phénotyp bei. Eine indirekte Auswirkung der Hohe auf die
Verzweigung ist unwahrscheinlich, da die Héhe zwar signifikant verringert war, aber
nur in geringem AusmafS und damit nicht den Hauptgrund darstellt.
Interessanterweise initiierten Mutanten héherer Ordnung, gemessen an allen Zweigen,
weniger vegetative Knospen (Abbildung 34F). Damit scheint nicht die Initiation der
Knospen, sondern das Auswachsen dieser in den gata-Mutanten dereprimiert zu sein.
Dementsprechend konnte in der quintupel-Mutante auch gelegentlich das Auswachsen
einzelner Bliten zwischen den seitlichen Infloreszenzen und deren Tragblattern
beobachtet werden (Abbildung 34D, 34E).
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quintupel 6" Verzw. 1. Ord. =Verzw. 2. Ord. oVerzw. 1. Ord. Ro.
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Abbildung 34: Analyse der Verzweigungsmuster in den gata-Genmutanten. (A) Bilder von sieben
Wochen alten Wildtyp und quintupel-Mutanten Pflanzen. Pfeile weisen auf Verzweigungen zweiter
Ordnung (weifs) und auf Verzweigungen erster Ordnunng in Rosetten (blau) hin. Standardbalken
= 5 cm. (B) Quantitative Erfassung der Verzweigungen erster und zweiter Ordnung des Sprosses
(Verzw. 1. Ord., Verzw. 2. Ord.) sowie der rosettenstandigen Verzweigung erster Ordnugng (Verzw.
1. Ord. Ro.). (C) Planzenhohe des Wildtyps und aller Mutantenkombinationen. (D, E) Fotos (D)
und Rasterelektronenmikroskopaufnahmen (E) von der Bildung von Bliitenknospen zwischen Sei-
tensprossen und Tragblattern in der tripel- und quintupel-Mutante. Standardbalken = 1 mm. (F)
Zahl der vegetativen Knospen entlang des Sprossen in Wildtyp- und Mutanten-Pflanzen inn = 15
Pflanzen. Der Student‘s t-Test wurde zwischen allen Genotypen durchgeftihrt. Datenséatze, die
sich nicht statistisch unterschieden, fallen in eine Gruppe und wurden entsprechend markiert.

Bei der Vermessung der Pflanzen zur Verzweigung fiel auf, dass die seitlichen
Infloreszenzen einen verdnderten Winkel aufwiesen. Bei der Quantifizierung dieses
Phanotyps waren die Mutanten durch einen spitzeren Winkel der seitlichen Triebe,

gemessen zum Hauptspross, gekennzeichnet (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Winkel der lateralen Inflores-
zenzen in gata-Genmutanten. (A) Messun-
gen der Winkel der lateralen Infloreszenzen an
finf Wochen alten Pflanzen (n = 19). Student‘s
t-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
(B-F) Reprasentative Bilder von lateralen Inflo-
reszenzen der angegebenen Genotypen. Pfeile
zeigen an, wie die Winkel fiir die Analysen in
(A) gemessen wurden. Standardbalken = 1 cm.
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Auch hier trat der Effekt am deutlichsten in der quintupel-Mutante hervor. In der
Tat wurde in einer vorangegangenen Arbeit bereits ein entgegengesetzter Phanotyp,
also ein groflerer Winkel zwischen Spross und Seitenzweigen, in den GATA-
Uberexpressionslinien beschrieben (Behringer et al., 2014).

Daraus kann geschlossen werden, dass gata-Genverlustmutanten und deren

Uberexpressoren die Winkel von Seitenzweigen antagonistisch regulieren.

2.5.2.4. Die gata-Mutanten und Uberexpressoren von GNL bewirken
antagonistische Effekte auf die Seneszenz

Die Seneszenz ist ein weiterer Prozess, der unter dem Einfluss von CK steht. Klinstliche
Erhéhung des Hormons, sei es durch die Expression von CK-Synthesegenen oder eine
externe Applikation, verzoégert die Alterungsprozesse der betroffenen Gewebe deutlich
(Gan und Amasino, 1995; Riefler, 2006). Da bereits eine verzégerte Seneszenz in
den Uberexpressoren beziehungsweise eine beschleunigte Seneszenz in der gnc gnl
Doppelmutante nachgewiesen werden konnte, schien dieser Phanotyp ein guter
Ansatzpunkt, um die Rolle der LLM-Domanen B-GATAs im Kontext von CK zu
untersuchen.

Um im ersten Schritt die generellen Seneszenzdefekte der gata-Mutanten zu
betrachten, wurden adulte 33 Tage alte Pflanzen fur vier Tage ins Dunkle

transferiert, um die Seneszenz zu induzieren und anschlieffend, anhand des
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Abbildung 36: Analyse der Seneszenz in
den gata-Mutanten. (A) Bilder von 33 Tage
alten Pflanzen, die zur Induktion der Senes-
zenz vier Tege lang in Dunkelheit transferiert
wurden (obere Reihe vor und untere Reihe
nach dem Transfer). Standardbalken = 1 cm.
Quantifizierung des Chlorophylls (B) sowie des
Gesamtproteingehaltes (C) der Pflanzen aus (A)
(n = 3). Der Student‘s t-Test wurde zwischen
den Proben in Dunkelheit durchgeftihrt. Da-
tensatze, die sich nicht statistisch unterschie-
den, fallen in eine Gruppe und wurden ent-
sprechend markiert.
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Chlorophyll- und des Proteingehaltes der Blétter, die Alterung zu quantifizieren
(Abbildung 36).

Wie anhand der Reduktion des Chlorophylls und des Proteingehaltes in den Bléattern
der adulten Pflanzen verfolgt werden kann, war die Seneszenz in der quintupel-
Mutante deutlich beschleunigt. Auch die gnc gnl Doppelmutante zeigte eine verfriihte
Seneszenz, die im Falle der Chlorophyllmessungen auch signifikant ausfiel. Die
tripel-Mutante verhielt sich dhnlich zum Wildtyp. Das bedeutet, dass gnc gnl und die
quintupel-Mutante einen Defekt in der kontrollierten Alterung besitzen, der zu einer
beschleunigten Seneszenz fiihrt.

Nachdem diese Abweichungen im Seneszenzverhalten deutlich wurden, ergab sich
die Frage ob, die Wirkung von CK auf die Seneszenz in den Verlustmutanten gestort
war. Zur Klarung dieser Frage wurden Blatter von 21 Tage alten Pflanzen der gleichen
gata-Mutanten wie im vorigen Versuch, inklusive des Uberexpressors von GNL, vier
Tage in Kontrollmedium und in Medium mit 0,05 uM und 0,1 uM CK inkubiert
(Abbildung 37).

Wie zu erwarten, verzogerte CK die Seneszenz in den Blattern, wobei diese Verzégerung,
gemessen am Chlorophyllgehalt, in der gnc gnl und der quintupel-Mutante weniger
deutlich ausgepragt war als in Col-O und der tripel-Mutante. Die CK-Behandlung
war in dieser Mutante also weniger effizient. Hingegen 16ste das CK in der GNL
Uberexpressorlinie, welche eine verzdgerte Seneszenz aufweist, einen stirkeren Effekt
auf die Verzogerung der Alterung aus.

Zusammenfassend kann hier konstatiert werden, dass von den GATA-Genen vor
allem der Verlust von GNC und GNL zu einer beschleunigten Seneszenz fihrt und
die Effektivitat von CK die Alterung zu verlangsamen in den Mutanten, die die gnc
und gnl Allele enthielten, reduziert ist. Dementsprechend verhalten sich alle diese

Beobachtungen in den GNL Uberexpressoren entgegengesetzt.
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Abbildung 37: Analyse der Wirkung von CK
auf die Seneszenz. (A-E) Fotos von 21 Tage al-
ten Pflanzen der angegebenen Genotypen. Die
Blatter drei und finf wurden von den Pflanzen
getrennt und fur vier Tage in Flissigmedium
mit und ohne CK (6-BA) in Dunkelheit inku-
biert. Das linke Bild zeigt frische Blatter und
die folgenden die in Dunkelheit inkubierten
Blatter. Standardbalken = 1 cm. (F) Quantifi-
zierung des Chlorophylls A und B der Blatter
aus (A-E) (n = 3). Student‘s t-Test: * p < 0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; n.s. nicht signifikant.
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2.5.2.5. gata-Mutanten bilden langere Schoten aus und produzieren mehr
Samen

Ein weiterer Phanotyp, der im Zusammenhang mit verschiedenen Hormonen und
unter anderem auch mit CK untersucht wurde, ist die Samenproduktion (Bartrina et
al., 2011). Um zu sehen, ob die Mutanten eine verdnderte Samenproduktin aufweisen,
wurde die Lange der Schoten sowie die Samenzahl der Schoten quantifiziert
(Abbildung 38). In der Tat waren vor allem die Schoten von gnc gnlund der quintupel-
Mutante langer als die des Wildtyps. Ebenso war die Samenzahl pro Schote in diesen
Mutanten erhoht. Diese Beobachtungen verhielten sich antagonistisch zu denen in

den Uberexpressoren.
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Abbildung 38: Quantifizierung der Schotenlinge und Samenproduktion. (A) Reprasentative
Schoten von Wildtyp, gnc gnl, tripel-, quintupel- und GNL Uberexpressor Pflanzen. Zu beachten ist
auch der Chlorophylldefekt, der in den Schoten der Mutanten zu erkennen ist. (B) Quantifizierung
der Samenanzahl pro Schote. (C) Messungen der Schotenlange. Der Student’s t-Test wurde zwi-
schen allen Genotypen durchgefihrt. Datensétze, die sich nicht statistisch unterschieden, fallen
in eine Gruppe und wurden entsprechend markiert.

Samenproduktivitdt und Schotenldnge sind demnach ebenfalls Prozesse, die unter

dem Einfluss der LLM-Domé&nen B-GATAs stehen.
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3. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Charakterisierung von Mitgliedern der
LLM-Doméanen B-GATA Transkriptionsfaktor-Familie aus Arabidopsis thaliana.
Mit GNC und GNL wurden in vorangegangenen Studien bereits zwei Mitglieder
dieser Transkriptionsfaktoren intensiv untersucht und in wichtige Prozesse der
Pflanzenentwicklung unterhalb der Signale Auxin, Cytokinin, Gibberellin und
Licht integriert. Diese Genfamilie besitzt allerdings mit GATA15, GATA16, GATA17
und GATAI7L vier weitere Mitglieder, Uiber die weder Erkenntnisse zur Regulation
durch vorgeschaltete Signale noch zur biologischen Funktion, basierend auf
Mutantenanalysen, vorlagen.

In den durchgeftihrten Analysen von Insertionslinien dieser LLM-Domé&nen B-GATAs
zeigte sich in Ubereinstimmung mit vorangegangenen Untersuchungen eine
redundante Wirkung der GATAs als Repressoren in der Bltihzeit- und Blitenkontrolle
unterhalb von GA.

Weiterhin wurden durch die neuen komplexen Insertionsmutanten Defekte in der
Hypokotylelongation, der Phyllotaxis, der Verzweigung und Knospenaktivierung
beschrieben, die zeigen, dass die neu untersuchten LLM-Domé&nen B-GATAs nicht nur
redundant mit GNC und GNL agieren, sondern selbst entscheidend an der Kontrolle
wichtiger Prozesse beteiligt sind.

Viele der Defekte in den Mutanten betreffen Prozesse, die mit Cytokinin in Verbindung
gebracht werden. Durch die systematischen Untersuchungen auf vorgeschaltete
Signale aller LLM-Domé&nen B-GATAs, ging bezeichnenderweise Cytokinin dabei als
das einzige Signal hervor, welches alle GATAs induziert. Aufierdem weisen die gata-
Mutanten in einer Genexpressionsanalyse Defekte in der CK-Antwort auf.

Des Weiteren wurde in phylogenetischen Analysen die Konservierung der LLM-GATAs
weiter verdeutlicht und neue Interaktionspartner fir GNC und GNL im Y2H-System

untersucht.
3.1. Die LLM-GATA Proteine

3.1.1. Konservierung der LLM-Domanen B-GATA Proteine
Unsere Arbeitsgruppe hat durch ihre Studien die GATA-Faktoren mit einer LLM-

Domaéne als festen Bestandteil der B-GATAs identifiziert. Die Arbeiten zeigen anhand
der Homologen von GATA23, dass es innerhalb dieser Transkriptionsfaktorengruppe
zu einer Diversifizierung und Spezialisierung gekommen ist (Behringer et al., 2014).
In den phylogenetischen Analysen dieser Arbeit wurde jedoch deutlich, dass die
homologen Paare der LLM-Doméanen B-GATAs GNC und GNL, GATA15 und GATA16
sowie GATA17 und GATA17L in Brassica stark konserviert sind (Abbildung 6). Die
Erhaltung der GATAs in Brassicaceae spricht fir die funktionelle Wichtigkeit dieser
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Proteine. In Ubereinstimmung damit konnte hier gezeigt werden, dass neben GNC
und GNL auch die anderen Mitglieder der Genfamilie wichtige Funktionen in der
Pflanzenentwicklung tibernehmen.

Vorangegangene Untersuchungen legten nahe, dass LLM-Doméanen B-GATAs schon
vor der Aufspaltung von monokotylen und dikotylen Pflanzen existierten, da B-GATA-
Faktoren mit LLM-Domé&nen in Spezies beider Gruppen vorkommen (Behringer und
Schwechheimer, 2015; Behringer et al., 2014). An diese Erkenntnisse ankntipfend,
konnte hier gezeigt werden, dass LLM-GATAs in Landpflanzen bis in das Laubmoos
Physcomitrella patens nachweisbar sind (Abbildung 7). Die Existenz dieser Proteine
in ursprunglichen Vertretern der Landpflanzen verdeutlicht sowohl die starke
Konservierung der GATAs, als auch der LLM-Domaéane als funktionelle Einheit. Dies
ist insbesondere deshalb interessant, weil viele Signalwege, wie der GA Signalweg
mit seinen Komponenten GID1 und den DELLA Proteinen, in Physcomitrella nicht
komplett konserviert sind (Schwechheimer und Willige, 2009). Dies kénnte bedeuten,
dass die LLM-Doméanen B-GATAs erst im Laufe der Evolution dazu verwendet wurden,
um im GA und in anderen Signalwegen zu agieren.

Im Zuge dieser phylogenetischen Analysen fiel auf, dass die untersuchten Proteine
in Physcomitrella zwei fir die B-GATAs charakteristische Doméanen tragen: die LLM-
und die HAN-Domaéane (Abbildung 7). Da bis jetzt kein B-GATA in anderen Spezies
identifiziert wurde, in dem diese N- beziehungsweise C-terminal konservierten
Bereiche auf einem Protein vereint vorliegen, ist eine Trennung der Domé&nen wahrend
der Entwicklung der Landpflanzen wahrscheinlich. Die Funktion aller Proteine wird
durch ihre Domé&nen bestimmt und der Gewinn oder Verlust dieser funktionellen
Einheiten ist zentraler Bestandteil der Evolution der Proteine (Vogel et al., 2004). Der
Verlust oder die Trennung von Domé&nen kann moglicherweise die Regulation oder
ihre Funktion in einem bestimmten Kontext erméglichen (Scaiewicz und Levitt, 2015).
Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass GNC, GNL und HAN direkt miteinander
interagieren kénnen (Zhang et al., 2013), wodurch ein Mechanismus vorhanden wére,
durch den die Doméanen der Proteine zusammen aber auch getrennt agieren kénnten.
Aufierdem gibt es Hinweise auf gemeinsame und getrennte Funktionen in LLM- und
HAN-Doméanen B-GATAs (Behringer et al., 2014). Genauere Analysen muissen zeigen
wie die biochemische Funktion und der Beitrag der Doméanen zur jeweiligen Funktion

der Proteine sind.

3.1.2. Bedeutung der biochemischen Funktion von GNC und GNL
Wie die LLM-Doméanen B-GATAs auf biochemischer Ebene ihrer Funktion als

Transkriptionsfaktoren nachkommen, ist nur wenig bekannt. In einem Versuch
Neues Uber das Verhalten der Proteine zu erfahren, wurden hier breit angelegte
Y2H-Analysen mit GNC und GNL durchgefiihrt. Die Analysen dieser Arbeit zeigten

zunachst, dass keine Homo- oder Heterodimerisierung zwischen GNC und GNL
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stattfindet (Abbildung 8). Ein weiterfihrender Y2H-Interaktionstest, gegen tausende
von moglichen Interaktionspartnern mit VolllAngen- und Fragmentproteinen von GNC
und GNL, deckte jedoch neue mogliche Interaktoren auf. So konnten N-terminale
Fragmente von GNC und GNL positiv mit TCP9 und TCP15 getestet werden und
C-terminale Fragmente von GNL lieferten in einem Test mit TPL positive Ergebnisse
(Abbildung 9). Es ist bekannt, dass selbst Interaktionen zwischen Proteinen, fir die
in Y2H-Analysen ein positiver Test nur mit Fragmenten moglich ist, sinnvolle Partner
darstellen kdnnen (Boxem et al., 2008). Auch wenn die hier beschriebenen Kandidaten
fir GNC und GNL in weiteren Experimenten noch bestétigt werden muissen, stellen sie
im Hinblick auf ihre Funktion interessante Kandidaten dar. Nur einige der moglichen
Verbindungen seien hier aufgezeigt.

TCP9 und TCP15 gehoren beide zu den Klasse I TCPs. Sie sind Transkriptionsfaktoren,
die Promotoren von Zellzyklusgenen binden kénnen und die Zellteilung regulieren
(Daviere et al., 2014; Martin-Trillo und Cubas, 2010). Sie wurden in den letzten Jahren
intensiv untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass TCP15 und sein homologes TCP14
die Keimung (Resentini et al., 2014), Internodien-Lange und Blattform in Arabidopsis
(Kieffer et al., 2011) sowie die Verzweigung und Meristemaktivitat in Tomate steuern
(Steiner et al., 2012a). Interessanterweise wurden dabei Zusammenhange mit dem
GA und dem CK Signalweg aufgedeckt. Zum einen reprimieren die DELLAs die
TCPs durch direkte Interaktion, um die Sprosslange zu kontrollieren (Daviére et al.,
2014). Und zum anderen wird SPY (SPYNDLY) fur die Funktion von TCP14 benétigt,
welches CK-abhangige Prozesse steuert (Steiner et al., 2012b). TCP14 und TCP15
haben unter anderem auch Einfluss auf die Blitenentwicklung und fusioniert mit
einer Repressionsdoméane fiihren sie zur Reduktion der Zahl der Petalen (Kieffer
et al., 2011). Damit sind Prozesse betroffen, in die auch LLM-Doméanen B-GATAs
involviert sind. Bezogen auf die antagonistischen Phanotypen, die aus den bisherigen
Untersuchen von Ausféillen der TCPs und GATAs hervorgingen, kénnte es sich bei ihnen
um Gegenspieler handeln, die sich durch eine direkte Interaktion auf Proteinebene
gegenseitig in ihrer Funktion beeinflussen. Genauere Untersuchungen mussen zeigen,
wie die Interaktionen in Zusammenhang mit ihrer Funktion gebracht werden kénnen
und wie sich die genauen Beziehungen der Transkriptionsfaktoren auf Proteinebene
darstellen.

Auch im Falle von TPL interagierten nur zwei Fragmente von GNL und nicht das
Volllangenkonstrukt, aber eine Interaktion scheint unter gewissen Gesichtspunkten
dennoch logisch. Wie die Micorarrayanalysen verdeutlichen, besitzen die LLM-
Domé&nen B-GATAs vor allem repressorische Wirkung. So waren nach CK-Behandlung
die runterregulierten Gene in den Mutanten am stéarksten beeintrachtigt (Abbildung
30). In Ubereinstimmung damit ist bekannt, dass GNC und GNL zum Beispiel

am Promotor von SOCI als Repressoren agieren (Richter et al., 2013a). Diese
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repressorische Wirkung konnte durch einen Ko-Repressor wie TPL vermittelt werden,
welcher bekanntlich Transkriptionsfaktoren bindet und die Genregulation mithilfe
von Histonacetylasen verandert (Wang et al., 2012). In einem grof5 angelegten Y2H-Test
mit TPL und verwandten Proteinen, wurden aufSerdem mit GATA18 (HAN) und GATA16
zwei weitere B-GATAs als TPL Interaktoren dokumentiert (Causier et al., 2012). Beide
tragen kein EAR-Motiv, welches fiir eine TPL-Interaktion bis jetzt als entscheidend
angesehen wurde (Kagale und Rozwadowski, 2011).

Weiterhin ist von Bedeutung, dass flir GNC bereits eine Interaktion mit SNL1 (SIN3-
LIKE1) in einem Y2H nachgewiesen wurde (Bowen et al., 2010). SNL1 ist eine
Komponente eines Multiproteinkomplexes, welcher mit einer Histondeacetylase
assoziiert ist. SINL1 bindet Transkriptionsfaktoren, um Gene zu reprimieren (Bowen
et al., 2010). Weitere Analysen mussen zeigen wie die repressorische Wirkung der
LLM-GATAs auf molekularer Ebene erreicht wird und welche Rolle dabei TPL und
SNL1 spielen.

3.2. Die Analysen der neuen Insertionsmutanten bekraftigen die
Bedeutung der LLM-Doméanen B-GATAs

In einer vergleichenden Analyse der LLM-Doméanen B-GATAs aus Arabidopsis,
Brachypodium und Tomate konnte eine speziestibergreifende redundante Funktion
nachgewiesen werden. Uberexpressoren von AtGATA15, AtGATA17 oder zum Beispiel
auch BdGATA4 oder SIGATA4 und SIGATAS produzieren als Transgene in Arabidopsis,
beztiglich Chlorophyllakkumulation und Keimungsverhalten, &hnliche Phé&notypen
wie GNC und GNL Uberexpressoren (Behringer et al., 2014). Auch die zum Teil
schwachen Auspragungen der Phé&notypen in gnc gnl lassen auf eine redundante
Funktion der anderen GATAs der Familie schliefSen. Tatsachlich traten viele der
hier untersuchten Phénotypen, die zum Teil in gnc gnl schon vorhanden waren,
wie Chlorophyllakkumulation, Hypokotylelongation, Schotenldnge, Samenanzahl,
Bluhzeitpunkt sowie Seneszenz, Pflanzenhéhe und Verzweigung, in der quintupel-
Mutante verstarkt auf. Sie waren schwacher oder gar nicht in weniger komplexen
Mutanten zu erkennen. Daraus kann, in Ubereinstimmung mit den vorangegangenen
Studien, geschlossen werden, dass die LLM-Domé&nen B-GATA Gene aus Arabidopsis
gemeinsame biologische Funktion besitzen und viele unterschiedliche Prozesse
steuern. Diese Aussage wird durch die Genexpressionsdaten der Micoarrayexperimente
unterstlitzt, die deutlich machen, dass die GATAs Uberlappende Funktion in der
Regulation von Genen besitzen. Sowohl in der basalen Expression als auch nach
der CK-Induktion war die Genexpression in komplexeren Mutanten deutlicher
beeintrachtigt, als in weniger komplexen Mutanten (Abbildung 30).

Eine Untersuchung der Phanotypen in allen Mutantenkombinationen war wegen
der hohen Zahl méglicher Kombination nicht durchftthrbar. Dennoch bestand der

Anspruch, auch die Rolle der kurzen GATAs zu beleuchten. Daher wurden viele
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der phanotypischen Analysen mit der gnc gnl Doppelmutante, der komplementaren
tripel-Mutante und der quintupel-Mutante durchgeftihrt, um die Ph&notypen im
Kontext von GNC und GNL zu untersuchen. In einigen Fallen ist es sogar gelungen
den Beitrag zu Phanotypen auf einzelne LLM-Domé&nen B-GATA oder ein Gen-
Paar zuruckzuftihren. Wahrend zum Beispiel die Keimung oder die Seneszenz in
Blattern vor allem durch GNC und GNL kontrolliert wurde (Abbildungen 21 und 37),
trugen zu den Phéanotypen wie der Hypokotylelongation und der Schotenldnge alle
Insertionen bei und die deutlichsten Effekte waren folglich in der quintupel-Mutante
zu erkennen (Abbildungen 27 und 38). Die Defekte in der Bildung der Bliitenorgane
und der Verzweigung waren allerdings schon in der gatal7 gatal7l Doppelmutante zu
sehen und auch die Phanotypen der Phyllotaxis und der Knospenaktivierung legten
eine besondere Funktion der kurzen GATAs nahe, da hier schon die tripel-Mutante
betroffen war, nicht jedoch die gnc gnl Mutante (Abbildungen 26, 33, und 34). Mit der
Phyllotaxis und der Steuerung der Knospenaktivitdt wurden zudem neue Phanotypen
beschrieben, die zuvor noch nicht im Zusammenhang mit LLM-Doméanen B-GATAs

gefunden wurden.
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Abbildung 39: Uberblick iiber die Phinotypen, an denen die LLM-Dominen B-GATAs beteiligt
sind. Darstellung des Einflusses der LLM-Doménen B-GATAs auf die Entwicklung von Keimlin-
gen (A) sowie auf adulte Pflanzen (B) anhand von schematischen Abbildungen des Wildtyps und
der quintupel-Mutante. In (B) sind die LLM-GATAs aufgelistet und entsprechend ihres Beitrags zu
den jeweiligen Phanotypen gruppiert. Zuséatzlich wurden, soweit moglich, die Phanotypen an der
Mutantenpflanze mit Kreisen markiert.

In Abbildung 39 ist eine Ubersicht dargestellt an welchen Entwicklungsprozessen die
LLM-Doménen B-GATAs beteiligt sind. Auffallig ist, dass viele der Phanotypen in den
untersuchten Insertionslinien wie Phyllotaxis, Spossverzweigung, Knospenaktivierung

und Bildung der Bliitenorgane einen Bezug zur Meristemfunktion aufweisen.
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Manche dieser Phénotypen waren zudem in Mutantenkombinationen der kurzen
GATAs zu sehen, die vermehrt in Meristemen exprimiert werden. Dementsprechend
scheint im Falle der Phyllotaxis und der Entwicklung der Bltitenorgane auch das in
Meristemen exprimierte GATA17 eine wichtige Funktion zu besitzen. Eine genaue
Aufschlisselung, welche GATAs zu den jeweiligen Prozessen beitragen, ware jedoch
nur mit Komplementationsexperimenten zu erreichen.

Im Hinblick auf die Aufgaben einzelner GATAs muss natuirlich auch gesehen werden,
dass es sich bei gatal6 (SALK_021471) und gatal7 (SALK_101994) um schwache
Mutanten-Allele handelt. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass es unter
der Verwendung von starkeren Allelen in manchen Féllen zu einer Verstarkung der
beobachteten Phanotypen gekommen ware. Entscheidend ist jedoch, dass sich die
verwendeten Allele im Laufe der Analysen aus mehreren Grinden sehr bewdhrt haben.
Wie bereits beschrieben, kam es neben der erwdhnten Verstidrkung der Phanotypen
der gnc gnl Mutante, auch zur Entdeckung neuer noch unbekannter Phanotypen in
den Mutanten. In manchen Phénotypen konnte der Effekt, wie bereits erwdhnt, auch
auf einzelne GATAs oder Genpaare zurlickgefihrt werden. Nicht zuletzt konnte in
vielen Fallen, wie zum Beispiel bei der Bliihzeitkontrolle, eine graduelle Verstarkung
der Phanotypen festgestellt werden, die sich mit héherer Komplexitat der Mutanten
verstarkte. Dies ist nicht nur ein Hinweis darauf, dass die Gene additiv und redundant
agieren, sondern wirkt wie eine inhéarente Kontrolle daftir, dass die Effekte auf die
GATA-Gene zuruckzufihren sind und nicht auf andere Faktoren. Alles deutet darauf
hin, dass die beobachteten Effekte in den Mutanten von den jeweils defekten GATAs
stammen. Abgesehen davon kénnten stérkere Allele einen Nachteil darstellen, falls
die Effekte sehr stark sind und eine Gefahr der Letalitat besteht. Das erscheint bei
so elementaren Phanotypen, die Keimung, Bliiten- und Samenentwicklung betreffen,
auch nicht ausgeschlossen. Des Weiteren konnten auch in starken Allelen fur GATA1S5
WiscDsLox471A10 (gatal5-2) und GATA17 SALK-049041 (gatal7-2), zumindest fir den
Chlorophyllgehalt und den generellen Habitus der Pflanzen, keine Defekte festgestellt
werden. Dies zeigt erneut, dass diese Gene redundant wirken und es kann als sehr
unwahrscheinlich angesehen werden, dass einer der untersuchten Prozesse ganzlich
von GATA15 oder GATA17 kontrolliert wird. Fir GATAI6 wurde keine Alternative
Insertionsmutante gefunden.

Zuletzt kann darauf verwiesen werden, dass die Allele gatal7-1 und gatl7l-1 bereits
fur weitere Studien zum Einsatz kamen und gute Ergebnisse erzielt wurden. Auch
in héchst komplexen genetischen Interaktionen war es moglich zu zeigen, dass diese
GATAs die Stomatabildung oberhalb von SPCH (SPEECHLESS), MUTE und SCRM2
(SCREAM/SCREAM?2) und unterhalb oder unabhéngig von TMM (TOO MANY MOUTHS)
und SDD1 (STOMATAL DENSITY AND DISTRIBUTIONI) steuern (Klermund et al.,
20106).
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Allein die Tatsache, dass die Transkription von GATAI15 in dem ausgewahlten Allel
SAIL_618_B11 nicht beeinflusst ist, ldsst keine direkten Riuickschliisse auf die
biologische Funktion dieses Gens zu. In diesem Zusammenhang ware im nachsten
Schritt ein Ansatz mit dem genomeditierenden CRISPR/Cas-System lohnend, um
schneller gewlnschte Kombinationen starker Mutanten zu erreichen. In diesem Fall
sind die hier gezeigten Untersuchungen hilfreich, um zu sehen welche Kombinationen
daftr wertvoll waren.

Die redundante Arbeitsweise der GATAs in vielen Phénotypen verlangt nach einer
Erkldrung wie ein solches gegenseitiges Ersetzen der Gene moglich ist. Durch
Expressionstests von GATA15, GATA16, GATA17 und GATA17L in gnc gnl und GNL
Uberexpressoren konnten Hinweise auf eine gegenseitige repressorische Wirkung der
GATAs gesammelt werden (Ranftl et al., 2016). Die Transkriptmengen von GATAI6,
GATA17 und GATAI7L sind demnach in gnc gnl erhoht und die von GATA15, GATA16
und GATAI7L in GNL Uberexpressoren signifikant reduziert. Die Méglichkeit einer
solchen Kreuzregulation wird durch ChIP-seq und ChIP-qRT Analysen, die von
Emmanouil Bastakis durchgefiihrt wurden, gestiitzt. Diese Daten zeigen, dass GNL
an Promotorregionen von mindestens drei der sechs LLM-GATAs bindet (Ranftl et al.,
2016). Der Ausfall eines Mitgliedes der LLM-Domé&nen B-GATAs kénnte also durch die
Hochregulierung der anderen Gene ausgeglichen werden und wirde erklaren, warum
manche Phanotypen nur in der quintupel-Mutante und nicht in weniger komplexen

Mutantenkombinationen zu sehen waren.

3.3. LLM-B-GATAs sind vielseitige Regulatoren, die unterhalb
verschiedener Signale agieren

Transkriptionsfaktoren kontrollieren als molekulare Schalter wichtige Prozesse und
kénnen nur im Kontext der Signale verstanden werden, die sie aktivieren. Da die
Annahme bestand, dass die LLM-Doméanen B-GATAs als redundante Faktoren auch
durch dhnliche Signale gesteuert werden, wurden sie auf die Signale getestet, die
auch fir GNC und GNL wichtig sind. Durch diese Analysen wurde deutlich, dass die
GATAs auf die vorgeschalteten Signal nicht alle gleichermafSen reagieren. AufSer CK,
welches alle LLM-Domé&nen B-GATAs anregte, fielen die Resultate bei GA und Auxin
sehr inhomogen aus und durch Licht schienen nur GNC und GNL angeregt zu sein.
Dieses Verhalten liefert auch eine moégliche Erkldrung dafiir warum GNC und GNL
als Ziele von Signalen aus vielen Studien zur Genregulation hervorgingen, nicht aber
ihre kurzen Paralogen.

Im Folgenden soll hier auf einige Phanotypen eingegangen werden, die an bestimmte
Signale gekoppelt sind: die lichtabhangige Hypokotylelongation, die Funktion
als Bluhzeitregulatoren unterhalb von GA und, im Hintergrunde der homogenen
Regulation der GATAs durch CK und der Microarray-Daten, einige CK-abhangige

Prozesse.
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3.3.1. Hypokotylelongation
Far GNC und GNL wurde die Induktion durch Licht bereits in einigen Studien

nachgewiesen und auch hier konnte diese Regulation bestatigt werden (Manfield et al.,
2006; Naito et al., 2007). Vor allem GNL wurde durch alle getesteten Lichtbedingungen
von dunkelrotem, roten und blauem Licht stark angeregt (Abbildung 10). Dass die
Anregung unter Rotlicht PIF-abhangig war, ist nicht Gilberraschend, da GNC und GNL
durch PIFs transkriptionell kontrolliert werden (Richter et al., 2010). Die anderen
getesteten LLM-Doménen B-GATAs wurden durch Licht nur schwach beeinflusst.
Trotz der deutlichen Lichtregulation war, abgesehen von der Chlorophyllbildung,
bisher in gnc gnl kein lichtabhangiger Phénotyp zu beobachten. Lediglich in den
Ubexpressoren ist das Hypokotyl in lichtgewachsenen Keimlingen elongiert. Durch
die Verstarkung der Phanotypen war jedoch in der quintupel-Mutante im Bereich der
lichtabhéngigen Hypokotylelongation ein Phanotyp zu erkennen, der in der gnc gnl
Doppelmutante noch nicht ausgepragt war (Abbildung 27). Das bedeutet, dass trotz
fehlender Lichtinduktion auch die restlichen GATAs an diesem Prozess beteiligt sind
und redundant agieren.

Aufgrund der Tatsache, dass zum einen die Phénotypen der gata-Mutenten
sehr komplex sind, und dass zum anderen auch die Regulation des Hypokotyls
unter dem Einfluss vieler Signale, wie Auxin, CK, Ethylen, GA und Licht stehen,
ist nicht davon auszugehen, dass der Defekt in der Hypokotylelongation das
Resultat eines Photomorphogenesedefekts mit klarem physiologischem Kontext ist.
Unverkennbar ist jedoch, dass dieser Effekt lichtabhéngig ist. Eine direkte Verbindung
zu lichtabhangigen Prozeesen ist moglicherweise im Zusammenhang mit den PIFs
zu sehen. Es wurde bereits erkannt, dass pifQ und GNC und GNL Uberexpressoren
transkriptionell viele Defekte in der Genexpression teilen, die genauen Mechanismen
mussen aber noch gezeigt werden (Richter et al., 2010). Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass kurzlich gezeigt wurde, dass Cryptochrome mit PIF4 und PIFS5
interagieren (Pedmale et al., 2016). Dadurch kann, nach jetzigem Kenntnisstand, das
Wachstum und die Entwicklung der Pflanzen an unterschiedliche Lichtbedingungen
angepasst werden. Weitere Untersuchungen muissen zeigen, ob die Signale des Lichtes
Uber die PIFs auf GNC und GNL Ubertragen werden, um dadurch das Wachstum zu

verandern.

3.3.2. LLM-Domanen B-GATAs sind Bliihzeitregulatoren in Arabidopsis

Durch die Analysen der Insertionsmutanten ist es durch diese Arbeit gelungen, die
gemeinsame Kontrolle des Bliihzeitpunktes sowie der Bliitenentwicklung durch
die LLM-Domé&anen B-GATAs unterhalb von GA zu verdeutlichen. Die Fahigkeit von
GNC und GNL das Bluhen zu unterdriicken wurde bereits ausfiithrlich untersucht.

So fiihren Verlustmutanten und Uberexpressoren zu fritheren beziehungsweise
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spateren Bltihzeitpunkten, wenn die Pflanzen unter Langtag-Bedingungen wachsen
(Richter et al., 2010, 2013a). Diesen Befunden entsprechend bltihten die komplexen
gata-Mutanten friher der diesbezligliche Phénotyp von gnc gnl wurde noch deutlich
verstirken (Abbildung 22). Vor allem die graduelle Verstarkung des Phanotyps, die
durch das Fehlen weiterer GATAs ausgeldst wurde, zeigt sehr eindrucksvoll die
Beteiligung der untersuchten GATAs an diesem Prozess. Auch die Suppression der
extrem spat blihenden gal Mutante durch gnc gnl konnte durch das Hinzufligen
weiterer GATA Allele verstarkt werden. Vor allem die Allele gatal7 und gatal7lscheinen
diesbeztiglich eine wichtige Rolle zu spielen (Abbildung 25).

Als eines der bekannten Regulationspunkte der GA-abhéngigen Bliihzeitkontrolle
wurde SOCI als Zielgen von GNC und GNL nachgewiesen. Die Kontrolle des
Bluhzeitpunktes durch GNC und GNL wird demnach durch den Regulator SOCI
vermittelt, indem sie direkt an den Promotor binden, um diesen zu reprimieren
(Richter et al., 2013). Auch in diesem Punkt konnte hier gezeigt werden, dass in der
quintupel-Mutante die Transkription von SOCI dereprimiert war, wobei dieser Effekt
im Vergleich zur gnc gnl noch verstarkt wurde (Abbildung 22). Folglich sind die LLM-
Doméanen B-GATAs redundante Bliihzeitregulatoren unterhalb von GA und tben ihre
Kontrolle auf den Bluhzeitpunkt teilweise tiber SOCI aus. Dieser Zusammenhang
ist auch deshalb interessant, weil dadurch die Funktion von GA und SOCI in der
Kontrolle des Bliihzeitpunktes unter Langtag-Bedingungen gestarkt wird.
Uberraschenderweise blithten die komplexen gata-Mutenten unter Kurztag-
Bedingungen spater als der Wildtyp. Da auch dieser Effekt mit zunehmender
Komplexitdt der Mutanten verstérkt wurde, verhielten sich die Pflanzen entgegengesetzt
zu den unter Langtag gewachsenen (Abbildung 23). Auch wenn dieses Verhalten
nicht zu erwarten war, waren gnc und gnl schon bei den ersten Untersuchungen
des Bluhzeitpunktes nicht in der Lage gewesen den gal Phanotyp unter Kurztag-
Bedingungen zu supprimieren, obwohl sie das unter Langtag-Bedingungen vermochten
(Richter et al., 2010). Dies legt nahe, dass neben der Wirkung auf SOCI andere Effekte
fur die Bestimmung des Blihzeitpunktes in den gata-Mutanten eine Rolle spielen. Der
Bluhzeitpunkt ist insgesamt sehr komplex reguliert und viele externe und interne
Signal stellen die zeitliche Abstimmung des Bliihens sicher (Bliimel et al., 2015). Eine
Erklarung fir das antagonistische Verhalten der komplexen gata-Mutanten in den
unterschiedlichen Lichtbedingungen ist wahrscheinlich auch in physiologischen
Parametern zu suchen. Der drastisch reduzierte Chlorophyllgehalt kénnte unter
Kurztag zu Limitierungen fihren, die unter Langtag nicht bestehen. Hinweise
daftir konnten zum Beispiel in der verringerten Trockenmasse und der reduzierten
Quantenausbeute gefunden werden. Wenngleich diese Punkte nur Anhaltspunkte
darstellen das Verhalten der Mutanten zu erklaren, ist bekannt, dass GNC Einfluss

auf den Zuckermetabolismus hat. Dabei konnte ebenfalls bestédtigt werden, dass es
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sich wegen des reduzierten Chlorophyllgehaltes zum Teil um indirekte Effekte handelt
(Hudson et al., 2011). Klar ist jedoch, dass das Wachstum unter verlangerten Kurztag-
Bedingungen eine Herausforderung fir die Pflanzen darstellt. Um etwaige Effekte
zu testen, kénnte man die komplexen Mutanten im ersten Schritt unter Kurztag
in sehr starken Licht-Bedingungen anziehen, um zu sehen, ob eine physiologische

Limitierung gelost werden kann.

3.3.3. LLM-GATAs steuern redundant die Bildung der Blutenorgane

Die Kontrolle der Bliitenorgane ist ein weiterer Prozess fiir den es Hinweise gibt, dass
er durch LLM-Domé&nen B-GATAs GATAs unterhalb von GA gesteuert wird. Einer
der wichtigsten Faktoren der Bliitenentwicklung AP1 steuert dabei die GA-anhéangige
Repression von GNC und GNL in Bliten (Daten des Lehrstuhls Schwechheimer).
Bedeutenderweise wird der apetale Phanotyp der apl-15 Mutante durch die Abwesenheit
von GNC und GNL in der apl-15 gnc gnl Mutante aufgehoben, was nahelegt, dass
die GATAs die Bildung von Blitenorganen unterdriicken. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass komplexe gata-Mutanten, im Gegensatz zu gnc gnl, auch
aufSerhalb des apl-15 Hintergrunds Uberzahlige Petalen und Sepalen aufweisen.
Interessant ist, dass dieser Phanotyp sowohl in den komplexen tripel- und quintupel-
Mutanten als auch in der gatal7 gatal7l zu sehen war (Abbildung 26). Da zumindest
fir GATA17 die vermehrte Expression im Apikalmeristem schon gezeigt wurde
(Manfield et al., 2006), erscheint der Beitrag dieses Mitglieds zusammen mit seinem
homologen GATA17L zu diesem Phénotyp auch nachvollziehbar. Die Rolle dieser
kurzen LLM-GATAs fur die Bliutenentwicklung wird auch dadurch bekréaftigt, dass
GATA17L in ChIP-seq Analysen als Ziel von AP1/SEP3 gefunden wurde (Pajoro et
al., 2014). Im Einklang mit der Sichtweise, dass dieser Prozess unter der Kontrolle
von GA steht, konnte hier zudem gezeigt werden, dass die globale della-Mutante
rga-24 gai-t6 rgll rgl2 rgl3 von Defekten in der Bliitenbildung betroffen ist. Auch diese
Mutante wies Uiberzahlige Petalen und Sepalen auf (Abbildung 26). Damit konnte hier,
in Verbindung mit den anderen Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe, gezeigt werden,
dass Gibberellin die Zahl der Bltitenorgane durch die Regulation der LLM-Doméanen
B-GATAs steuert.

Aufgrund der momentanen Datenlage ist anzunehmen, dass die Zusammenhéange in
der Kontrolle der Bltitenentwicklung mit der Involvierung von B-GATAs jedoch noch
sehr viel komplexer sind. Die Beobachtung, dass in Uberexpressoren von GNC oder
GNL keine Defekte zu sehen sind legt nahe, dass es noch anderer Faktoren bedarf, um
die Zahl der Blutenorgane zu regulieren. AufSerdem weisen neben den LLM-Doménen
B-GATAs, wie bereits erwahnt, auch die han-2 und hanl2 Mutanten Defekte in der
Petalenzahl auf. Der Grund darin wurde bisher in der Tatsache gesehen, dass HAN
das Etablieren und Einhalten der Grenzen zwischen Meristemen und Primordia sowie

die Meristemgrofie reguliert (Nawy et al., 2010; Zhao, 2004). Die Verstarkung der han
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Phanotypen durch gnc und gnl sowie deren Interaktion im Y2H-System legen nahe,
dass sie in diesem Prozess zusammen arbeiten. Des Weiteren wurde erkannt, dass flir
die Wirkung der B-GATAs auf die Blitenentwicklung auch CK wichtig ist. So konnte im
Hintergrund der Tatsache, dass sich CK auf die Zahl der Bltitenorgane auswirkt (Han
et al., 2014) auch gezeigt werden, dass sowohl HAN als auch AP1 in der Lage sind auf
die CK-Menge in den Bliiten zu wirken (Ding et al., 2015; Han et al., 2014). Insgesamt
ist somit der Rahmen einer sehr komplexen Interaktion verschiedener Faktoren und
Hormone vorstellbar, in dem die GATAs eine entscheidende Rolle einnehmen.

Die Expression von GNC und GNL wird zudem von den Bliuitenentwicklungsregulatoren
AP3 (APETALAS3) und (PI) PISTILLATA gesteuert (Mara und Irish, 2008). Die genaue

Bedeutung dieser Bindung und Regulation ist allerdings noch unklar.

3.3.4. Defekte in gata-Genmutanten betreffen viele Prozesse, die durch
Cytokinin gesteuert werden

Durch die in dieser Arbeit getesteten Hormone Auxin, CK und GA, war die Antwort der
LLM-Doménen B-GATAs nur im Falle von CK homogen. Die Transkripte aller Gene
wurden durch die Behandlung erhoht (Abbildung 14). In der Literatur finden sich
bereits zahlreiche Hinweise darauf, dass GNC und vor allem GNL durch CK induziert
werden und in Prozessen eine Rolle spielen, die durch das Hormon reguliert werden
(Brenner et al., 2005; Che et al., 2006; Kiba, 2005; Lee et al., 2007; Naito et al.,
2007). Mit den hier prasentierten Ergebnissen zur CK-Induzierbarkeit aller LLM-
GATAs, kommt der Hinweis auf eine Rolle der gesamten Genfamilie in CK-regulierten
Prozessen hinzu. Auch konnten bereits durch den Nachweis, dass die Induktion von
GNC und GNL durch CK in den arrl-3 arrl12-1 Mutanten (Typ-B ARRs) unterdruckt
ist, erste Indizien daftir gesammelt werden, wie GNC und GNL durch Komponenten
des CK Signalwegs gesteuert werden (Chiang et al., 2012). Dies lasst eine Funktion
der beiden Transkriptionsfaktoren und weiterer LLM-GATAs im CK-Signalweg sehr
wahrscheinlich erscheinen. Diese Annahme wurde letztendlich vor allem durch die
Analyse der CK-Induzierbarkeit der Gene in den gata-Mutanten mittels Microarray
durch diese Arbeit gestarkt. Insgesamt war hier ein Defekt der Regulation der Gene
durch CK zu sehen, wobei die deutlichsten Effekte in der gnc gnl und der quintupel-
Mutante zu verzeichnen waren (Abbildung 30).

Die Beschreibung der GATAs als Akteure unterhalb von CK beschrankte sich bis jetzt
jedoch im Wesentlichen auf GNC und GNL im Kontext der Chloroplastenentwicklung
(Chiang et al., 2012). Dies ist wahrscheinlich mit der Redundanz der LLM-Doméanen
B-GATAs zu begriinden. Anhand der komplexen Insertionsmutante der LLM-
Doméanen B-GATAs ist es in dieser Arbeit gelungen, viele Phanotypen zu beschreiben,
die in Verbindung mit CK stehen. Insgesamt stehen folgende Prozesse, die auch in
den Mutanten beschrieben wurden, unter dem Einfluss von CK: die Seneszenz, die

Verzweigung und Knospenaktivierung, die Phyllotaxis, die Samenproduktion, die
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Bildung der Blitenorgane und der Chlorophyligehalt (El1-Showk et al., 2013; Hill et al.,
2013). Neben den fur gata-Mutanten bekannten Phanotypen, die die Seneszenz und
die Chlorophyllakkumulation betreffen, konnten mit der Phyllotaxis, der Verzweigung
und der Knospenaktivierung Phénotypen beschrieben werden, die bisher nicht mit
den GATAs in Verbindung standen und vor allem in Mutantenkombinationen der
kurzen GATAs zu finden waren. Auch wenn eine direkte mechanistische Verbindung
zwischen den LLM-Doménen B-GATAs und CK flir die meisten neu beschriebenen
Phéanotypen noch zu zeigen ist, konnte in gnc gnl und der quintupel-Mutante ein
Defekt der seneszenzverzogernden Wirkung von CK gesehen werden, was daraufhin
deutet, dass die GATAs diesen Prozess tatsachlich unterhalb und in Abhangigkeit von
CK steuern (Abbildung 37).

Die Phyllotaxis ist eines der Beispiele bei dem die kurzen GATAs eine grofde Rolle spielen.
Ein Phanotyp war in gnc gnl noch nicht zu sehen, trat aber in der quintupel- und
tripel-Mutante sowie der gatal7 gatal7lhervor (Abbildung 33). Auch in diesem Prozess
wurde bereits gezeigt, dass das Zusammenspiel von Hormonen wichtig ist und CK eine
entscheidende Rolle spielt. So konnte gezeigt werden, dass die rdumliche Organisation
und Anlage der Primordien durch Auxin im Apikalmeristem zuséatzlich durch CK-
Signale rdumlich eingeschrankt wird und so zu einer zeitlich gleichméafiig gesteuerten
Anordnung der Organe fiihrt (Besnard et al., 2013). Wenn diese Mechanismen nicht
greifen, ist die Phyllotaxis gestért. Phanotypen sind vor allem in ahp6 zu erkennen,
der Mutante eines CK-Phosphotranspherproteins, welches in diesen Geweben
exprimiert ist. Im Zusammenhang mit Defekten von Mutanten des CK-Signalwegs in
diesem Prozess ist interessant, dass die CK-Antwort von GNC und GNL in arrl arrlO
arrl2 beeintrachtigt ist (Chiang et al., 2012) und sich bezeichnenderweise &hnliche
Defekte in der Anordnung der Schoten entlang des Sprosses in der arrl arrl0 Mutante
finden (Argyros et al., 2008). Weitere Untersuchungen muissen zeigen, ob die GATAs
tatsachlich unterhalb von AHP6, ARR10und ARRI2 an der Steuerung der Phyllotaxis
beteiligt sind.

Die Sprossverzweigung beziehungsweise die Aktivierung der Knospen sind komplex
gesteuerte Prozesse auf die viele Faktoren wirken, die wiederum bereits mit GNC
und GNL in Verbindung gebracht wurden. So wirken unter anderem Hormone wie
Auxin und CK auf die Verzweigung und die N-Verfligbarkeit sowie der N-Metabolismus
nehmen ebenfalls darauf Einfluss (Su et al., 2011). CGA1/GNL aus Hirse wurde zudem
kirzlich in der phyB-abhangigen Knospenaktivierung entdeckt (Kebrom und Mullet,
2016). Die Analysen zur Sprossverzweigung dieser Arbeit legen nahe, dass GNC und
GNL und eventuell weitere GATAs im Kontext von CK und anderen Signalen an der
Koordinierung der Verzweigung beteiligt sein kénnten. Weitere Untersuchungen

stehen aus, um die mechanistischen und komplexen Zusammenhéange aufzuklaren.
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3.4. Schlussfolgerung

In Ubereinstimmung mit vorangegangenen Untersuchungen konnte in dieser Arbeit
die Rolle der LLM-Doméanen B-GATAs als Regulatoren wichtiger Prozesse der
Pflanzenentwicklung bekraftigt und auf weitere Mitglieder der Genfamilie ausgeweitet
werden. In der Kontrolle der Pflanzenentwicklung wirken die neu untersuchten Gene
teilweise mit GNC und GNL redundant, aber in einigen Prozessen auch getrennt davon.
Die LLM-GATAs wurden hier mit neuen Prozessen in Verbindung gebracht und die
Kenntnis Uber ihre biologische Funktion dadurch weiter vertieft.

Zusammen mit den Erkenntnissen, die tiber die HAN-GATAs in den letzten Jahren
gesammelt wurden, ergibt sich ein Bild, das die B-GATAs als entscheidende
Transkriptionsfaktoren fir die Pflanzenentwicklung etabliert. Die Beschreibung
von Phénotypen in Mutanten der Gene, die die Architektur der Pflanzen und die
Bliten und Samenproduktion betreffen, sind nicht zuletzt deshalb sehr interessant,
weil damit Prozesse betroffen sind, die in der Nutzpflanzenentwicklung von grofiem

Interesse sind.

Im Zuge weiterer Uberlegungen wie das Zusammenspiel der unterschiedlichen
LLM-GATAs in der Kontrolle des Pflanzenwachstums funktioniert und ein tieferes
Verstandnis der biochemischen und biologischen Funktion zu erlangen ist, sind
folgende Uberlegungen wichtig.

Im Gegensatz zu den HAN-GATAs, die im Wesentlichen aus Mutageneseexperimenten
hervorgegangen sind und vor allem in Studien mit Interaktionspartnern und
Experimenten zur Identifizierung ihrer Zielgene untersucht wurden, erfolgte der
Zugang zu den LLM-GATAs Uber die Signale, die ihre Transkription steuern. Basierend
auf der Regulation wurden GNC und GNL in Anhéngigkeit der vorgeschalteten Signale
untersucht, wohingegen auf Proteinebene und im Bezug auf die Zielgene noch nicht
viel bekannt ist.

Einige Hinweise deuten darauf hin, dass die LLM-GATAs ihre Aufgaben weit unterhalb
der Signale und vieler anderer Faktoren verrichten. Sie stellen damit in den Bereichen
der Planzenentwicklung, an denen sie beteiligt sind, wichtige Exekutoren dar. Uber
ihre Funktion kann aufgedeckt werden, welche Gene durch die Hormone tatséachlich
gesteuert werden, um einen bestimmten Prozess zu regulieren und wie die Spezifitat
dabei garantiert wird.

Um die Zielgene der LLM-GATAs zu ermitteln, wiirden ChIP-seq in Kombination mit
RNA-seq Analysen in verschiedenen Geweben dartiber Aufschluss geben, welche Gene
die GATAs steuern, und ob alle GATAs die selben oder verschiedene Zielgene haben.
Dies wurde zeigen, ob sich die Redundanz auch Utber die Zielgene widerspiegelt.
Aufierdem ist von Bedeutung, ob der Grund der unterschiedlichen Funktionen der

GATAs in manchen Prozessen nur in der Expression in bestimmten Doméanen und
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der Regulation von Genen zu suchen ist, oder ob die LLM-GATAs auch biochemisch
verschiedene Funktionen besitzen. So ware interessant, ob der N-Terminus von
GNC und GNL, den kurze GATAs nicht besitzen, bei der Kontrolle der Phénotypen,
die vor allem von GNC und GNL gesteuert werden, eine Rolle spielt. Bezogen auf
die biochemische Funktion ware weiterhin zu kléren, wie die genaue biochemische
Funktion der LLM-Domé&ne ist und ob sie zusammen mit der HAN-Domaéne, im Falle
der Interaktion mit HAN-GATAs, eine funktionelle Einheit bildet. Und wenn ja, welche
Aufgabe ihr dabei zukommt.

Im Zusammenhang mit der starken Konservierung der LLM-Domé&nen B-GATAs bis
in das Moos Physcomitrella ist auch interessant zu erértern wie stark ihre Funktion
tatsachlich konserviert ist, und ob ein Physcomitrellaprotein Aufgaben in Arabidopsis
erfillen und Defekte in gata- oder han-Mutanten ausgleichen kann. Diesbeztliglich
ware ebenfalls aufschlussreich zu erfahren, ob Fusionsproteine von HAN- und LLM-

GATAs Aufgaben beider Proteine tibernehmen kénnen.
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4. Material und Methoden

4.1. Material

4.1.1. Bakterienstamme

Zur Nachzucht der Standard-Plasmide wurde der Escherichia coli (E. coli) Stamm XL1-
Blue (recA, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac, [F¢, proAB, laclqZAM15,
Tnl0 Tet®|; Agilent Technologies/Stratagene, Santa Clara, USA) verwendet. Zur
Gewinnung der Gateway-Vektoren wurde der E. coli Stamm ccdB Survival™2 (F-mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recAl araAl139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (Str®) endAl nupG fhuA:IS2, Lifetechnologies/Invitrogen, Carlsbad, USA)

herangezogen.

4.1.2. Pflanzenlinien und Mutanten

Alle far diese Arbeit generierten Mutantenkombinationen wurden in Arabidopsis
thaliana Pflanzen des Okotypen Columbia-0 (Col-0) etabliert. Die Insertionslinien
gnc (SALK_003995), gnl (SALK_003995) und deren Doppelmutante gnc gnl sowie gal
(SALK_109115) wurden zuvor bereits im Labor verwendet und beschrieben (Richter et al.,
2010). Alle anderen Insertionslinien der LLM-Doméanen B-GATAs wurden vom Nottingham
Arabidopsis Stock Center (NASC) bezogen: GATA15(SAIL_618B11 und WiscDsLox471A10),
GATA16 (SALK_021471), GATA17 (SALK_101994 und SALK_049041) sowie GATAI7L
(SALK_026798). Aus diesen Linien wurden folgende Mutantenkombinationen
neu hergestellt: GATAI15 gatal6b, gatal7 gatal7l, gnc gnl GATA1S5 gatal6 (tripel-
Mutante), gnc gnl GATA1S5 gatal6 gatal7 gatal7l (quintupel-Mutante), gal gnc gnl,
gal gnc gnl GATA1S gatal6, gal gnc gnl gatal7 gatal7l. Eine Liste der zur
Genotypisierung und Analyse der Mutanten verwendeten Primer ist im Abschnitt
4.1.4. aufgelistet. Weiter fanden die Mutanten phyA phyB (phyA-211 phyB-9) (Reed et
al., 1994), cryl cry2 (Mockler et al., 1999) und pifQ (pifl pif3 pif4 pif5) (Leivar et al.,
2008) Einzug in die Untersuchungen. Vergleichende Analysen der Bltitenorgane fand
auflerdem im Hintergrund des Okotypen Landsberg erecta (Ler-0) statt: Ler-0 sowie
der della-Mutante (rga-24 gai-t6 rgll rgl2 rgl3), gal della (gal-3 rga-24 gai-t6 rgll rgl2
rgl3) (Koini et al., 2009) und der gal-3. Auch wurde die ahk2 ahk4 (ahk2-5 crel-2)
Mutante hinzugezogen. Letztlich wurden Linien der Uberexpressoren von GNL aus
fritheren Studien verwendet (Behringer et al., 2014; Richter et al., 2010).

4.1.3. Proteinnachweis

Zur Detektion der Proteine im Y2H-System wurden die beiden Antikérper a-HA-
HRP (Sigma-Aldrich, Miinchen) und a-GAL4-BD (Santa Cruz, Heidelberg) verwendet.

Beide Antikorper wurden aus Mausen gewonnen und dienten zum Nachweis der
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Fusionsproteine mit Bindedomé&ne (BD) beziehungsweise mit der HA-markierten

Aktivierunsdoménenproteins (AD). Die Antikérper wurden in einer 1:2000 Verdiinnung

eingesetzt.

4.1.4. Primer

Tabelle 1: Genotypisierungsprimer fliir die GATA Insertionslinien.

Gen (Allel) Primername Sequenz (5" - 3)
At3g06740 (SAIL_618B11) GATA15LP ACAAAAATGGCATCAATGAGC
GATA15RP ATGCTAGATCCCACCGAGAA
At5g49300 (SALK_021471) GATA16 LP GATAAACATTTTTCATGCGGG
GATA16 RP ACTTGTGCTGATTGTGGAACC
At3g16870 (SALK_101994) GATA17LP TCAAAACTTTGTGGTTGAGGC
GATA17 RP TCGCGATCCATTGATTAGATC
At4g16141 (SALK_026798C) |GATA17LLP CAGCTGGACTTTATTTTGGAGC
GATA17L RP TTGTGTGCTTAGCTCTGTTGC
At5g56860 (SALK_001778) GNC LP TCTCTGAATCTCCGGCAACC
GNC RP CTGATCATCTCCATCTTTCTC
At4g26150 (SALK_003995) GNL LP ATGCTAGATCATCGAAATAGATATTG
GNL RP TATCTGATGGTGGTTCATCATCAAG
Border Primer SALK LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

Border Primer SAIL

LB3 (modifiziert)

AATTTCATAACCAATCTCGATACAC

Tabelle 2: Primer fir die semiquantitativen RT-PCR Analysen.

Gen Primername Sequenz (5" - 37)

GATA15 (At3g06740) GATA15 KO-test ATG ATGCTAGATCCCACCGAGAA
GATA15 KO-test STOP |TTAAGCATAAACGGAAGAAGCATAAG

GATA16 (At5g49300) GATA16 KO-test ATG ATGCTAGATCACAGTGAAAAG

GATA16 KO-test STOP

CTAAGCGTAAACAGAGCCATAA

GATA17 (At3g16870)

GATA17 KO-test ATG

ATGTCTGAGGGATCAGAAGATACG

GATA17 KO-test STOP

TTAGGCGTAAACAGAGCTACAAG

GATAT7L (Atdg16141)

GATA17L KO-test ATG

ATGTCAATGACGGAAGAAACCAAG

GATA17L KO-test STOP

TCAACCACAAGAAAGAGCCATGAG

GNC (At5g56860) GNC LP TCTCTGAATCTCCGGCAACC
GNC RP CTGATCATCTCCATCTTTCTC

GNL (At4g26150) GNL LP ATGCTAGATCATCGAAATAGATATTG
GNL RP TATCTGATGGTGGTTCATCATCAAG

ACT2 (AT3G18780) RT-ACT2 LP ATTCAGATGCCCAGAAGTCTTGTTC
RT-ACT2 RP GCAAGTGCTGTGATTTCTTTGCTCA
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Tabelle 3: Primer flr die quantitativen RT-PCR Analysen.

Gen Primername Sequenz (5" - 3’)
GATA15 (At3g06740) GATA15 2step KO LP ATCGAAGAACACAGCAGCAG
GATA15 2step KO RP TGGTACCACAAATGGCACA
GATA16 (At5g49300) GATA16 2step KO LP GAAGATATGATCGAACAGAACAACA
GATA16 2step KO RP TGGTTCCACAATCAGCACA
GATA17 (At3g16870) GATA17 2step LP CTCTTTGGCGTGGTGGTC
GATA17 2step RP GCAATTGCTTTTTCTGTTCTTCT
GATA17L (At4g16141) GATA17L 2step KOLP  [GTTTAAGGTACCGGCGATGA
GATA17L 2step KORP |CTTCCCCAAGTTTCCTCCAT
GATA17L 2step RP (P2) [GCAATGCGTGTGGTATCAAG
GATA17L 2step LP (P2) |TCGGCTCTCAAGACCAAGAT
GNC (At5g56860) GNC 2step LP GCGTGATTAGGGTTTGTTCG
GNC 2step RP CTTTGCCGTATACCACATGC
GNL (At4g26150) GNL 2step KO-test LP CCAAGACTCCTCTTTGGAGAA
GNL 2step KO-test RP GGCCTTCCTTTGCCTTATTC

Tabelle 4: Primer flir die qPCR Analysen.

Gen Primername Sequenz (5" - 37)
GATA15 (At3g06740) GATA15 2step LP GGTACCAGCAAAACCCCTCT
GATA15 2step RP CTGCTTCAACGAGTCACCAA
GATA16 (At5g49300) GATA16 2step LP AAACTCCTCTTTGGCGTGGT
GATA16 2step RP TCTGTTTCTGATCCCACACG
GATA17 (At3g16870) GATA17 2step LP CTCTTTGGCGTGGTGGTC
GATA17 2step RP GCAATTGCTTTTTCTGTTCTTCT
GATA17L (At4g16141) GATA17L 2step LP GTTTAAGGTACCGGCGATGA
GATA17L 2step RP CTTCCCCAAGTTTCCTCCAT
GNC (At5g56860) GNC 2step LP GCGTGATTAGGGTTTGTTCG
GNC 2step RP CTTTGCCGTATACCACATGC
GNL (At4g26150) GNL 2step LP CCATATCTCCCAACCTCTCG
GNL 2step RP TGGGCACCATTTGATCACT
GA30X1 (AT1G15550) GA3ox1 2step LP TGCCTTCCAAATCTCAAACC
GA3ox1 2step RP ACCGGTGAGAAACTCAATGTC
AuxIAA19 (AT3G15540) AuxIAA19 2step LP CTATGATGATCTAGCCTTTGC
AuxIAA19 2step RP AGAAACATCCCCCAAGGTACA

CKX4 (AT4G29740)

CKX4 2step LP

CACCCACAAGGGTGAAATGGTCTC

CKX4 2step RP

TGCGACTCTTGTTTGATCGGAGAG

ACT8 (AT1G49240)

ACTS8 2step LP

GCAGCATGAAGATTAAGGTCGTG

ACTS8 2step RP

TGTGGACAATGCCTGGACCTGCT

PP2A (AT1G13320)

PP2A 2step LP

GCAGCATGAAGATTAAGGTCGTG

PP2A 2step RP

TGTGGACAATGCCTGGACCTGCT

ACT2 (AT3G18780)

ACT?2 2step LP

TATCGGATGACGATTCTTCGTGCAG

ACT?2 2step RP

GCTTGGTCGACTATCGGAATGAGAG
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4.1.5. Vektoren

Zur Klonierung der Konstrukte fiir das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurden die Plasmide
PGADT7 (GAL4-AD Fusionsvektor, ADH1 Promotor, Amp®, Leu®) und pGBKT7 (GAL4-
BD Fusionsvektor, ADH1 Promotor, Kan®, Trp®) (Clontech Laboratories/Takara Bio
Group, Japan) sowie die GATEWAY-kompatiblen Plasmide p-DEST-DB (Amp%) und
pDEST-AD (Amp®) verwendet (Dreze et al., 2010). Als Donorvektor diente pDONR201
(Gateway DONR, KanR, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) sowie die Vektoren pENTRY
Sfi (Speck) der Arabidopsis Interactome Mapping Platform/Consortiums (Dreze et al.,
2011).

41.6. Kits
Zur standardmafdigen Extraktion der RNA wurde das NucleoSpin RNA Plant Kit der

Firma Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) verwendet. Die Extraktion erfolgte wie
im Herstellerprotokoll angegeben, inklusive des DNA-Verdaus. Fur die Extraktion
der RNA der Experimente der Lichtinduktion wurde das RNeasy Plant Mini Kit von
Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet. Mit letzterem wurde zusétzlich das RNase-
Free DNase Set von Qiagen fir den DNA-Verdau eingesetzt. Die Klonierungen der
GATEWAY-Konstrukte erfolgte mit den Enzymen und gemdafs den Protokollen der
Firma Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

4.1.7. Software fiir spezielle Anwendungen

Die Phylogenetischen Analysen beruhen auf Sequenzalignierungen des ClustalW2
alignment tools (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) und Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) des European Bioinformatics Institute.
Die Berechnung der Stammbaume erfolgte mit MEGAG6 (http://www.megasoftware.
net) und weitere DNA und Protein-Alignierungen wurden mit Hilfe des Programms
Geneious (Biomatters, Auckland, Neuseeland) erstellt. Des Weiteren wurden ImageJ
(NIH, Bethesda, USA) und Adobe CS6 (Adobe Systems, Munchen, Deutschland)

verwendet.
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4.2. Methoden
4.2.1. Pflanzenarbeiten

4.2.1.1. Sterilisation der Samen

Zur Sterilisation wurden die Samen von Arabidopsis thaliana erst 12 Minuten in
geséattigter Calciumhydroxidlosung auf einem Drehrad und anschliefSend eine
Minute in 70% Ethanol inkubiert. Danach wurde das Material einige Male mit
sterilem Wasser gewaschen. Nach einer Stratifizierungszeit von zwei bis drei Tagen
wurden die Samen auf GM (4,3 g/l Murashige & Skoog Medium; 10 g/l Saccharose;
0,5 g/1 MES-Monohydrat; 5,5 g/1 Agar; pH mit KOH auf 5,8 eingestellt) oder 2 MS
Wachstumsmedium (2,15 g Murashige & Skoog Medium; 0,5 g/l MES-Monohydrat;
6,5 oder 8 g/1 Agar; pH mit KOH auf 5,8 eingestellt) ausplattiert. Zur Kultivierung
der Pflanzen auf Erde wurden die Samen nicht sterilisiert, sondern nur in Wasser

stratifiziert und anschliefSend auf Erde ausgebracht.

4.2.1.2. Wachstumsbedingungen
Falls nicht anders angegeben, wurden die Pflanzen bei Langtag-Bedingungen (16h
Licht/8h Dunkelheit) mit einer Lichtintensitat von 100-120 umol s? m? WeifSlicht

angezogen.

4.2.2. Physiologische Experimente

4.2.2.1. Keimungsassay

Fur die Keimungsassays wurden synchronisierte und fir zwei Tage stratifizierte
Samen auf 2 MS Medium ohne, beziehungsweise mit 0,1 uM Paclobutrazol (PAC)
ausgelegt. Nach dem Transfer der Platten in Dauerlicht (100 umol s? m™?) wurden
alle Samen nach 12, 15, 18, 21, 24 und 36 Stunden unter dem Binokular auf die
Ruptur der Testa hin untersucht und ausgewertet. Das Ergebnis der jeweiligen Assays
spiegelt den Anteil der gekeimten Samen im Verhéaltnis zur Gesamtanzahl aller Samen

wider.

4.2.2.2. Chlorophyllbestimmung

Die Qantifizierung des Chlorophylls wurde mit 14 Tage alten Pflanzen durchgeftiihrt
und die Analyse orientierte sich dabei an der bereits beschriebenen Methode von
Inskeep und Bloom (1985). Alle Pflanzen wuchsen in denselben Bedingungen und der
Chlorophyllgehalt wurde relativ zu dem des Wildtyps dargestellt. Die Extraktionen
und Quantifizierungen fanden in unabhangigen Durchgéngen satt und sind jeweils

entsprechend markiert.
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4.2.2.3. Hypokotylmessung

Fur die Vermessung der Hypokotyle wurden die Keimlinge finf Tage in verschiedenen
Lichtregimen angezogen, die Platten gescannt und mit Hilfe von ImageJ vermessen.
Die Intensitat des Weifllichtes betrug 80 umol s m~2, die des dunkelroten Lichtes 0,35
umol s? m? (schwach) beziehungsweise 0,6 umol s? m™ (stark), die des roten Lichtes
7,2 umol s? m? (schwach) beziehungsweise 11 pmol s m™ (stark) und die des blauen
Lichtes 4,25 umol s? m™ (schwach) beziehungsweise 10 umol s? m™ (stark).

Bei den Analysen zur Wirkung von CK auf die Hypokotyle wurden die Keimlinge
finf Tage im Dunklen auf » MS Platten mit 0,05 bzw. 0,1 mM 6-BA oder

Losungsmittelkontrollmedium ohne CK angezogen und danach wie oben vermessen.

4.2.2.4. Bliihzeitpunktbestimmung

Fur die Bluhzeitpunktanalysen wurden nach einer dreitdgigen Stratifikation ca.
finf Samen pro Topf mit einer Pipette direkt auf Erde ausgebracht und tberz&dhlige
Keimlinge nach finf Tagen entfernt. Die Pflanzen wuchsen in Langtag-Bedingungen
unter 100 uymol s? m? (16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit) oder in Kurztag-
Bedingungen unter 130 umol s? m? (8 Stunden Licht/16 Stunden Dunkelheit). Die
Pflanzen wurden taglich gesichtet und auf das Erscheinen der Blitenstandknospe
(Zeit bis zum Austreiben) und der Bildung der ersten Petalen (Erscheinen der
Blutenorgane) untersucht. Nach dem Austreiben wurden zusatzlich fir jede Pflanze
die Rosettenblatter quantifiziert. Pflanzen mit dem Allel gal wurden zu Beginn der
Assays wiederholt mit 10 uM GA, behandelt.

4.2.2.5. Schotenlange und Samenzahl

Die Schotenlange sowie die Anzahl der Samen pro Schote wurde von solchen Schoten
ermittelt, die in vergleichbaren Regionen der Hauptinfloreszenz von verschiedenen
Pflanzen entnommen wurden. Lange und Zahl der Samen wurde nach dem Aufnehmen

eines Scannerbildes mit Hilfe von ImageJ fiir jede Schote einzeln bestimmt.

4.2.2.6. Quantifizierung der Blutenorgane

Bei der Quantifizierung der Bliitenorgane wurde die Anzahl der Sepalen und Petalen
von allen Bliiten einer Pflanze erfasst, die vollstadndig ge6ffnet waren (Anthese, Stadium
13). Diese Zahlungen wurden mehrmals wiederholt, sobald sich an den Pflanzen neue
Bluiten 6ffneten. Die Abweichungen in der Anzahl der Bliitenorgane wurde fir Sepalen
# 4 sowie Petalen # 4 in Prozent der Gesamtbliitenanzahl ausgedruiickt (n Bliiten mit
Fehlern/n Gesamtzahl der Bliten).

4.2.2.7. Behandlung mit Licht und Hormonen
Die 10 Tage alten Keimlinge flir die Expressionsanalysen wurden vor der
Hormonbehandlung vier Stunden in fliissigem Medium inkubiert, bevor zum Start

der Behandlung in Medium gel6stes Hormon zugegeben wurde, um die richtigen
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Endkonzentrationen von 10 uM 6-BA (Cytokinin), 100 uM GA, (Gibberellin) und 5 uM
2,4-D (Auxin) zu erreichen.

Im Falle der Lichtbehandlung wurden vier Tage alte, dunkel gewachsene Keimlinge den
verschiedenen Lichtbedingungen ausgesetzt und nach 30, 60, 120 und 180 Minuten
je drei biologische Replikate entnommen. Die Normalisierung (Zeitpunkt: 0) erfolgte
anhand einer Probe von Keimlingen, die ausschlieflich in Dunkelheit gewachsen
waren. Die Intensitdt des dunkelroten Lichtes betrug 0,35 umol s? m™2, die des roten

Lichtes 7,2 umol s2 m™? und die des blauen Lichtes 4,25 umol s2 m™.

4.2.2.8. Bestimmung der Quantenausbeute und des Trockengewichts

Die Messungen der Quantenausbeute des Photosystems II und des Trockengewichts
adulter Pflanzen wurden von Ulrich Lutz im Leibniz-Institut fir Planzengenetik und
Kulturpflanzenforschung (IPK) Gatersleben durchgeftihrt. Die Messungen erfolgten
mit einem Fluorometer 3500 von Photon System Instrumnts und die Bilder wurden

mit Fluorocam 7.0 analysiert.

4.2.2.9. Wurzelassay

Fur die Wurzlassays zur Analyse der Wirkung von CK auf das Wurzelwachstum,
wurden die Pflanzen auf 2 MS Medium mit 0,8% Agar angezogen. Zu den Medien
wurde das gleiche Volumen DMSO mit unterschiedlichen 6-BA Konzentrationen
gegeben, um die Endkonzentrationen von 0, 10, und 100 nM 6-BA zu erhalten. Die
Pflanzen wuchsen unter 80 umol s? m™? weiflem Dauerlicht. Der Zuwachs der Wurzel

vom 4. bis zum 6. Tag wurde anhand gescannter Platten quantifiziert.

4.2.2.10. Callus-Induktionsassay

Fuar die Callus-Induktionsassays wurden 11 Tage alte, unter gedimmtem Weifdlicht
gewachsene Keimlinge von Wurzeln und Keimbléattern getrennt und das Hypokotyl
zur Callus-Induktion auf Medium ohne oder mit 200 bzw. 1000 ng/ml NAA
(1-Naphtylessigsaure) und 0, 50, 100, 200, 500 oder 1000 ng/ml des Cytokinins
Kinetin unter Dauerlicht 25 Tage lang inkubiert. Fur die Bilder wurden die Hypokotyle

auf neuen Platten angeordnet.

4.2.2.11. Bestimmung der Phyllotaxis

Die Bestimmung der Winkel aufeinanderfolgender Schoten entlang des Sprosses
erfolgte in Anlehnung an eine bereits beschriebene Methode (Besnard et al., 2013;
Peaucelle et al., 2007). Dazu wurde eine runde Schablone entwickelt, die entlang
der Infloreszenz nach oben bewegt werden konnte und die es erlaubte, die Winkel
aufeinanderfolgender Schoten entlang der Wachstumsachse zu messen. Messungen

an Pflanzen von zwei unabhéangigen Experimenten wurden vereint.
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4.2.2.12. Seneszenzassay

Der Seneszenzassay verlief im Wesentlichen nach bekannten Vorlagen (Richter et al.,
2013). Die Blatter 3 und 5 wurden von 21 Tage alten Pflanzen abgelost und auf die
Oberflache von fltissigem %2 MS Medium gegeben. Auf diese Weise wurden die Blatter
neben Kontrollmedium in Medium mit 0,05 oder 0,1 uM 6-BA vier Tage in absoluter
Dunkelheit inkubiert. Anschliefend wurde Chlorophyll, wie oben beschrieben,
extrahiert und quantifiziert. Auch adulte (33 Tage alte) ganze Pflanzen wurden in
Dunkelheit tiberfiihrt, um nach vier Tagen das Chlorophyll A und B beziehungsweise

den Proteingehalt mittels Bradford-Analyse zu bestimmen.

4.2.2.13. Untersuchung der Verzweigung

Zur Analyse des Verzweigungsverhaltens der gata-Genmutanten wurden neben der
Pflanzenhéhe auch die Zahl der Verzweigungen 1. und 2. Ordnung quantifiziert.
Dazu wurden zunéchst alle vegetativen Knospen (zum Auswachsen fihigen Knospen)
entlang des Sprosses quantifiziert und anschliefSend alle Verzweigungen am Spross

und an der Rosette gezahlt, die mindestens 0,5 cm ausgewachsen waren.

4.2.3. Molekularbiologische Methoden

4.2.3.1. Extraktion von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Gewinnung von Plasmid DNA wurde eine E. coli Kultur in 2 ml Flussigkultur
angeimpft und tiber Nacht bei 37 °C im Schuttler inkubiert. Die Bakteriensuspension
wurde anschliefiend pelletiert und in 100 ul Puffer (50 mM Tris/HCI (pH 8) und 10
mM EDTA) aufgenommen. Zu diesem Gemisch wurden dann 100 ul 0,2 N NaOH +
1% SDS gegeben und kurz invertiert. Nun wurden 100 ul eines weiteren Puffers (3 M
Natriumacetat pH 4,8) gegeben, gut gemischt und abzentrifugiert. Der Uberstand
der wassrigen Losung wurde mit Isopropanol gefallt und das Pellet mit 70% Ethanol
gewaschen, getrocknet und anschliefSend in Wasser aufgenommen. AbschliefSend
wurde die DNA-Losung bei Bedarf mit RNAse behandelt.

4.2.3.2. Extraktion genomischer DNA aus Pflanzen

Bei der Extraktion der genomischen DNA der Pflanzen wurde frisches Gewebe in
einer Kugelmuihle zerkleinert und in 300 ul Extraktionspuffer (250 mM NaCl; 200
mM Tris/HCI pH 7,5; 25 mM EDTA (pH 8) und 0,5% SDS) aufgenommen. Nach
kurzem Vortexen wurde diese Suspension ca. 25 Minuten bei 65 °C im Wasserbad
inkubiert. AnschliefRend wurden 300 ul Phenol-Chlorophorm (1:1) hinzugegeben und
grindlich gevortext. Nach einem Zentrifugationsschritt 13.000 g fir 10 Minuten
wurde die wassrige Phase abgenommen und die darin enthalte DNA mit gleichen
Teilen Isopropanol gefdllt. AbschliefSend wurde das Pellet in 70% Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 100 ul Wasser gelost.
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4.2.3.3. RNA-Extraktion aus Pflanzen

Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe der Kits von Macherey-Nagel (Duren,
Deutschland) und Qiagen (Hilden, Deutschland) nach den Angaben der Hersteller. Das
Material wurde nach der Homogenisierung und der Zugabe des ersten Puffers optional
ein weiteres Mal zentrifugiert, um grofSe Mengen an Debritus zu entfernen. Die Zeit

des DNA-Verdaus wurde im Falle beider Kits um ca. 5 Minuten verlangert.

4.2.3.4. cDNA Synthese

Fur die Uberschreibung der RNA in cDNA wurden 2 oder 3 ug RNA in einem Volumen von
10 ul Wasser gelost und in PCR-Reaktionsgefafien vorgelegt. AnschliefSfend wurden 10 ul
eines Puffers zugegeben, der die restlichen Komponenten flir die Reaktion beinhaltete:
1 ul Waser; 1 ul oligo-dT-Primer (50 uM Sequenz: TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN); 2 ul
dNTPs (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) und 4 ul 5x Reaktionspuffer sowie
2 ul M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas/Thermo Fisher, Waltham, MA, USA).
Diese Losung wurde in den PCR-Reaktionsgefafien vorsichtig gemischt und die die
reverse Transkription in der PCR Maschine bei 37 °C gestartet. Nach 70 Minuten

wurde die Reaktion dann fir 10 Minuten bei 70 °C inaktiviert.

4.2.3.5. Semiquantitative (RT) und quantitative (QRT)-PCRs

Um die Transkripte zu bestimmen, wurde die cDNA verdinnt (1:5) und ftr die
semiquantitative (RT) und quantitative (QRT) PCR verwendet. Fuir die RT-PCRs wurde
ein 10 pl PCR-Ansatz mit folgenden Bedingungen gewahlt: 0,2 pl Tag-Polymerase (diese
Polymerase wurde in unserem Labor hergestellt und besitzt keine Aktivitadtsangaben),
2,5 ul PCR Puffer (20 mM Tris-HCI pH8,4; 50 mM KClI, 2,5 mM MgCl,)), 2,5 ul dNTPs
(50 pM dATP, 50 pM dCTP, 50 pM dGTP, 50 pM dTTP), je 0,5 ul Primer (20 uM),
13,8 ul H,0 und als Template 1 pl cDNA. Fur die qRT-PCR diente iQ SYBR Green
Supermix (Bio-Rad, Muinchen, Deutschland), wobei 1 ul cDNA (20 ng/ul) in einem
9,4 ul Ansatz verwendet wurde. Von den zwei-Schritt Primern kamen 4,5 pmol zum
Einsatz. Die Reaktionen liefen in drei technischen Replikaten in einem CFX96 Real-
Time System Cycler von Bio-Rad und wurden mit der Herstellersoftware (CFX Manager
3.1) analysiert und ausgewertet. Das verwendete zwei-Schritt Programm lief wie folgt
ab: 3 Minuten 95 °C, dann 40 Zyklen von 95 °C (10 s) - 60 °C (20 s). Jeder Lauf wurde
mit einer Schmelzkurve abgeschlossen. Daftir wurden die Proben in 0,5 °C Schritten
von 65 °C bis 95 °C vermessen. Jedem Messpunkt in der finalen Abbildung liegen
drei biologische Replikate zugrunde. Als Normalisierung dienten PHOSPHATASE
SUBUNIT2A (PP2A; AT1G13320) in dunkelrotem und rotem Licht sowie ACTIN2 (ACT2;
AT3G18780) in Blaulicht. Fur alle anderen Analysen wurde zur Normalisierung
ACTINS (ACTS; AT1G49240) verwendet. Alle Primer fiir die beschriebenen PCR-Laufe
sind in Abschnitt 4.1.4 aufgelistet.
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4.2.3.6. Standard-PCR Reaktion

Die Zusammensetzung einer Genotypisierungs-PCR bestand aus 0,2 pl Tag-
Polymerase (diese Polymerase wurde in unserem Labor hergestellt und besitzt keine
Aktivitatsangaben), 2,5 ul PCR-Puffer (20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KClI, 2,5 mM
MgCL), 2,5 ul dNTPs (50 pM dATP, 50 pM dCTP, 50 pM dGTP, 50 pM dTTP), je
0,5 ul Primer (20uM), 13,8 ul H,O und als Template 5 pl der genomischen DNA. Das
Programm lief wie folgt ab: 3 Minuten 90 °C, dann 34 Zyklen von 94 °C (60 s) - 60 °C
(80 s) - 72 °C (75 s) und abschliefsend 72 °C (5 min).

4.2.3.7. Klonierungen

Fur die Klonierung der Y2H-Konstrukte wurden die Gene GNC und GNL aus cDNA
mit der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase amplifiziert. Ein Ansatz enthielt 1
U Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Fermentas/Thermo Fisher, Waltham,
Massachusetts, USA), 10 ul Phusion HF Buffer, 1 ul dNTPs (50 pM dATP, 50 pM dCTP,
50 uM dGTP, 50 pM dTTP), jeweils 1,25 ul Primer (20 uM), ad 50 ul H/O und 1 - 5 ul
cDNA. Das Fragment wurde dann in die Vektoren pGADT7 und pGBKT7 inseriert.
Dabei kamen jeweils am C-terminalen Ende EcoRI und am N-terminalen Ende Sall
zum Einsatz.

Zur Klonierung der Fragmente von GNC und GNL diente das bereits vorhandene
Volllangenkonstrukt der oben beschriebenen Vektoren. Fur diese Konstrukte wurde
das GATEWAY-System von Invitrogen (Carlsbad, Californien, USA) verwendet und
gemafS den Herstellerangaben verwendet. In Anlehnung an bereits beschriebene
Experimente zur Analyse von Proteinfragmenten (Boxem et al., 2008) wurde die
Sequenz der Gene in Oligonukleotide von ca. 250 Basenpaaren eingeteilt und unter
Berucksichtigung des Leserasters Primer entworfen, die es erlaubten, verschiedene

zusammenhangende DNA-Fragemete zu erstellen.

4.2.3.8. Microarray Experimente

Fur die Microarray-Analysen kamen 14 Tage alte Keimlinge zum Einsatz. Wie zuvor
beschrieben, wurden diese auf 2 MS Platten ausgelegt, welches mit Filterpapier
belegt war (To et al., 2004). Nach den 14 Tagen Wachstumszeit unter 100 pymol s? m™
konstantem Weifllicht wurde das Filterpapier mit den Pflanzen in flissiges 2 MS
Medium fir die Behandlungen tberftihrt.

Insgesamt wurden fir jeden Genotyp drei biologische Replikate fir 60 Minuten mit
Cytokinin (20 uM 6-BA) oder entsprechender Kontrolllésung behandelt, die nur das
Losungsmittel DMSO enthielt. Nach der Extraktion der RNA mit dem NucleoSpin
RNA Plant Kit (Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) wurden 150 ng der RNA mit
Cy3 mittels Low Input Quick Amp Labeling Protocols (Agilent Technologies, Boblingen,
Deuschland) markiert. Die Arrays (V4, design ID 21169, Agilent Technologies) wurden

bei 65 °C fur 17 Stunden in einer Kammer (Agilent Technologies) hybridisiert. Danach
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wurden die Arrays gewaschen und in einem Agilent Micoarrayscanner analysiert. Von
allen Proben wurden drei biologische Replikate, wie beschrieben, verarbeitet und in
den nachfolgenden Auswertungen vereinigt. Die Kontrolle der RNA erfolgte mit Hilfe
des Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Die Rohdaten wurden mit der Extraction
Software (Version 10.7.3.1; Agilent Technologies) extrahiert und in GeneSpring GX 12
importiert. Zur Normalisierung wurden die scale-to-median und baseline-to-median
Algorithmen ausgewédhlt. Die Markierung der RNA, die Hybridisierung und die
Extraktion der Rohdaten wurde von Frau Dr. Carina Klermund durchgefiihrt. Die
anschliefSenden Analysen wurden von ihr angeleitet und von mir ausgefiihrt.

Nach einer Cluster Analyse wurde eines der Kontroll-Replikate ohne CK-Behandlung
der quintupel-Mutante von der Analyse ausgeschlossen. Alle anderen Daten wurden
dann einer ANOVA-Analyse (P: 0,05) mit einem S-N-K post hoc Test unterzogen.
Anschliefiend wurde nach Genen mit einer im Vergleich zum Wildtyp veranderten
Expression gefiltert. Die Daten der gesamten Analyse wurde in der GEO (Gene
Expression Omnibus) hinterlegt und besitzen die Identifikationsnummer: GSE71828

(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

4.2.4. Biochemische Methoden

4.2.4.1. Proteinextraktion aus Hefe

Die Extraktion von Proteinen aus Hefen erfolgte geméafs Kushnirov (2000). Dazu wurde
eine frische Hefekolonie gesammelt und in 200 ul 0,2 N NaOH resuspendiert. Nach
einer Inkubation von 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Suspension pelletiert
und in SDS-Probenpuffer (60 mM Tris HCI (pH 6,8); 5 % Glycein; 2 % SDS; 4 %
B-Mercaptoethanol; 0.0025 % Bromophenol Blau) aufgenommen und im Heizblock
drei Minuten bei 98 °C denaturiert und erneut pelletiert. Vom Uberstand wurden
anschliefSend 5 - 10 pl auf das SDS-Gel aufgetragen. Um eine Aussage Uber die
Proteinmenge treffen zu kénnen, wurden Ubernachtkulturen in der OD (optische

Dichte) angeglichen, um vergleichbare Mengen von Hefe einzusetzen.

4.2.4.2. SDS-PAGE

Die Auftrennung der Proteinextrakte erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Zur besseren Trennung wurden
5 %-ige Sammelgele und 12 %-ige Trenngele kombiniert. Diese wurden aus 30 %-igem
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 hergestellt. Die Laufe fanden in Mini Protean II Zellen
(Bio-Rad, Munchen, Deutschland) statt.

4.2.4.3. Coomassie-Farbung

Zur Uberpriifung der geladenen Proteinmenge wurde ein SDS-Gel nach der
Elektrophorese mit Coomassie-Losung (0,25 % Coomassie R-250; 50 % Ethanol;
10 % Essigsaure) gefarbt und mit Entfarber-Losung (43 % Ethanol; 7 % Essigsaure)
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wieder so stark entféarbt, dass die Proteinbanden der verschiedenen Proben verglichen

werden konnten.

4.2.4.4. Western-Blot

Zur Proteindetektion im Western-Blot wurden die Proteine von SDS-Gel in einem
Semidryblotter (SD) auf eine Nitrozellulosemembran tibertragen. Zur Ubertragung
wurde ein SD-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol, 1,3 mM SDS,
pH 8,3 [mittels NaOH eingestellt]) verwendet. Um die Bindung der Antikérper an die
Membran zu verringern, wurde diese nach dem Blotten in einem Blockierpuffer (3 %
Magermilchpulver in PBS-T [PBS mit 0,5 % Tween-20] auf dem Schtittler inkubiert. Der
primére Antikoérper wurde in PBS-T Puffer gel6st und die Membran darin mindestens
eine Stunde auf dem Schtttler inkubiert. Nach dreimaligem Waschen (ca. 10 Minuten)
wurde die Membran mit dem sekundaren Antikérper, ebenfalls in PBS-T Puffer gelost,
mindestens 30 Minuten auf dem Schiuttler inkubiert. Die Detektion erfolgte nach
erneuten drei Waschschritten tiber eine Peroxidasereaktion mittels Super Signal West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

in dem Luminescent Image Analyzer LAS-4000 mini series (Fujifilm, Japan).

4.2.4.5. Hefe-Zwei-Hybrid System
Insgesamt wurden in dieser Arbeit verschiedene Kombinationen aus
Hefe-2-Hybridstdmmen und Vektoren verwendet. Zum einen wurde ein System
verwendet, welches auf dem Matchmaker GAL4 two-hybrid system von Clontech
(Clontech Laboratories/Takara Bio Group, Japan) basiert. Dieses wurde vor allem
im Rahmen von gerichteten Interaktionsstudien gebraucht, indem der Hefestamm
Y190 (MATa, ura3-52, his3-200, lys2-80.1, ade2-101, trpl-901, leu2-3, 112, gal4A,
gal80A, cyhR2, LYS2:GALI,, -HIS3,,.,-HIS3, URA3:GALI,, -GALI

Doppeltransformation sowohl mit dem Bait- als auch mit dem Prey-Konstrukt

-LacZ) in einer

TATA TATA

transformiert wurde. Dazu wurde die Hefe in YPD-Medium Uber Nacht angezogen,
geerntet und in 100 pl Lithiumacetat (100 mM) aufgenommen und bei Raumtemperatur
10 Minuten inkubiert. Danach wurden 10 ul der zu transformierenden Plasmide
zugegeben und zusammen mit 250 ul 40 % PEG (Polyethylenglycol) vorsichtig gemischt
und anschliefSend fir ca. 30 Minuten bei 30 °C inkubiert. Danach wurden 35 ul
DMSO zugegeben, gemischt und 10 Minuten bei 42 °C im Wasserbad transformiert.
Alle Zellen wurden pelletiert, mit sterilem Wasser gewaschen und auf SD-LW Platten
(Selektionsplatten ohne Leucin und Tryptophan) ausplattiert und bei 30 °C gelagert.
Fur die Interaktionstests wurde die Hefe mit allen Kontrollen auf entsprechende
Auxotrophie-Medien ausgestrichen. Zum Sammeln der Hefezellen wurde maximal
bei 1000 g zentrifugiert.

Das zweite System, das in dieser Arbeit zur Anwendung kam, wurde ausfiihrlich
beschrieben (Dreze et al., 2010). Im Wesentlichen wurden die AD- und DB-Vektoren
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dabei in die Hefestdmme Y8800 (MAT a) beziehungsweise Y8900 (MAT a) transformiert
und anschlieffend auf YPD Medium gepaart. Der Genotyp der Hefen lautet: leu2-
3, 112, trpl-901, his3-200, ura3-52, gal4A, gal80A, GAL2-ADE2, LYS2:GALI-HIS3
MET2::GAL7-lacZ, cyh2F. Fur einen Interaktionstest wurden die Hefen auf YPD-
Medium gespottet und tiber Nacht gepaart. AnschliefRend wurde die YPD Platten auf
Samtstempel abgedriickt und auf die verschiedenen Auxotrophiemedien repliziert.
Die Kombination aus diesen Hefestdmmen und Plasmiden erlaubt eine zuséatzliche
Kontrolle und Vermeidung von spontaner Autoaktivierung mutierter BD-Konstrukte.
Das Wachstum auf Platten mit Cyxloheximid selektiert flir Hefen, die nur das BD-
Konstrukt tragen und Interaktionstest, in denen diese Hefen zu einem positiven

Ergebnis fihren, konnen von der Analyse ausgeschlossen werden.

4.2.5. Zellbiologische Methoden

4.2.5.1. Konfokalmikroskopie

Um die Chloroplastenautofluoreszenz zu detektieren, wurden Bilder von Hypokotylen
sieben Tage alter Keimlinge unter einem Konfokalmikroskop (FV1000, Olympus,
Hamburg, Deutschland) bei einer Anregungswellenldnge von 405 nm gemacht. Die
Detektion des Signals erfolgte bei 631-729 nm. In vergleichbaren Bereichen des
Hypokotyls wurden von der Epidermis ausgehend nach unten 25 Stapel-Aufnahmen
im Abstand von 6 um gemacht und die Einzelaufnahmen anschliefSend mit Hilfe
des Imaris Bildbearbeitungsprogramms zu einem Bild addiert. Eine Propidium-Iodid
Farbung diente zur besseren Unterscheidbarkeit der Zellen und um sicherzustellen,
dass lebendes Gewebe mikroskopiert wurde. Letztere ist jedoch in den Abbildungen
nicht dargestellt. Das Experiment wurde mehrmals wiederholt und reprasentative

Bilder wurden ausgewéahlt.

4.2.5.2. Rasterelektronenmikroskopie

Die Blutenknospen wurden fir die Aufnahmen am Rasterelektronenmikroskop auf
einem in fliissigem Stickstoff vorgektihlten Trager eingefroren. Anschlieffend wurden
Bilder mit einem TM-3000 Rasterelektronenmikroskop (Hitachi, Krefeld, Deutschland)

aufgenommen.

4.2.6. In silico Analysen

4.2.6.1. Phylogenetische Analysen

Die Sequenzen der LLM-Doméanen B-GATAs flur die phylogenetischen Analysen
entstammen der Funktion BioMart der ENSEMBL Datenbank (http://plants.ensembl.
org/index.html). Die Sequenzen der Transkriptionsfaktoren der verschiedenen
Spezies wurden nach GATA Faktoren mit einer LLM-Domé&ne gefiltert und mit Hilfe

des ClustalW2 tools (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) des European
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Bioinformatics Institute aligniert. Fuir weitere Analysen wurde auf Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) zurtckgegriffen. Zwei der Brassica rapa
Proteine wurden von der Analyse ausgeschlossen, da fir die entsprechenden Gene
(Bra037421 und Bra035633) keine ESTs zu finden waren (http://www.plantgdb.org/
BrGDB/). Die Berechnung der Stammbé&ume basiert auf einer verkiirzten Version der
Sequenzalignierung, die den Zink-Finger sowie den C-terminalen Bereich beinhalteten
und im Appendix 2 vollstdndig gezeigt sind. Die Darstellung der Bdume erfolgte mit
MEGAG6 (http://www.megasoftware.net), wobei zur Berechnung die Neighborjoining
Methode und die Bootstrap Methode mit 1000 Bootstrap Wiederholungen sowie das
Jones-Taylor-Thornton Model mit gaps/missing data treatment zu paarweiser Deletion
gewdhlt wurde. Die DNA Alignlierungen der GATA-DNA-Bindedoméane in Abbildung 3

wurden mit Hilfe des MUSCLE alignments des Programms Geneious erstellt.

4.2.6.2. eFP Browser Analysen

Die Darstellungen der Expressionsmuster der LLM-Domé&nen B-GATAs basieren
auf Abbildungen, die mit dem eFP-Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cgi) erstellt wurden. Dazu wurde fUr die absolute Expression der
entsprechenden Gene die Darstellung der Developmental Map ausgewahlt.
Auch wurden die Daten zu Expressionsdnderungn nach Auxin-, GA- und CK-
Behandlung verwendet. Da der eFP-Browser auf Arraydatensatzen basiert, in
denen die Gene GATA16 und GATAI7L nicht vorhanden sind, konnte diese Analyse
nur fir GNC, GNL, GATA15 und GATA17 durchgefihrt werden.
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Appendix

Appendix 1: Sequenzalignierung der Proteinsequenzen der LLM- und HAN-Dominen
B-GATAs. Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) Alignierung der elf
B-GATAs aus Arabidopsis thaliana in voller Proteinldnge, auf dem die Berechnung des Satmm-
baums in Abbildung 3 basiert.
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Appendix 2: Sequenzalignierung von B-GATAs verschiedener Brassica-Spezies. ClustalW2
(http:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) Alignierung von LLM-Doménen B-GATAs aus Ara-
bidopsis lyrata, Arabidopsis thaliana, Brassica rapa, Capsella rubella und Eutrma salsugineum. Der
N-terminale Bereich der Proteine wurde zur Berechung des Stammbaums nicht berticksichtigt.
Im Bereich der GATA- und LLM-Doméne sind Sequenzlogos eingezeichnet.
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Appendix 3: Sequenzalignierung der Zn?-Finger der LLM- und HAN-Dominen B-GATAs
aus Arabidopsis thaliana und GATAs von Physcomitrella patens. ClustalW2 (http://www.
ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) Alignierung der Zn?"-Finger mit Sequenzlogo. Die Berechnung
des Stammbaums in Abbildung 7 basiert auf dieser Sequenzalignierung.

AtGATA17
AtGATA17L
AtGATA15
AtGATA16
AtHAN
AtHANLA1
AtHANL2
AtGNC
AtGNL
PsGATA4
PpGATA1
PsGATA3
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[RMCARBICIE TISINT P L WRING PIEIG PK S
[RMCARBICIE TSINT P L WRING PIIGPKSL.CNACG
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Appendix 4: Bilder von Pflanzen der gata-Genmutanten unter Langtag- und Kurztag-Bedingun-
gen. Zur Verdeutlichung der homogenen Entwicklung sind jeweils finf Pflanzen der angegebenen
Genotypen abgebildet, die entweder (A) finf Wochen unter Langtag-Bedingungen (16h Licht/8h
Dunkelheit) oder (B) zehn Wochen unter Kurztag-Bedingungen (8h Licht/16h Dunkelheit) wuchsen.

GATA15

ot ZAG S A

RESER
gnc gnl gata17
gatal7l

gatal7 gata17/
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Appendix 5: Bilder von Kreuzungen der gata-Genmutanten mit gal unter Langtag-Bedin-
gungen. Zur Verdeutlichung der homogenen Entwicklung sind jeweils fiunf Wochen alte Pflanzen

dargestellt, die unter Langtag-Bedingungen wuchsen (16h Licht/8h Dunkelheit). Die Pflanzen
wurden wiederholt mit 10 uM GA, behandelt.

gat gnc gnl

gat gnc gnl GATA15 gat gnc gnl gata17
gata16 gatal7/
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Appendix 6: Veroffentlichung Ranftl et al. 2016, Plant Physiology. Abbildungen aus der Ver-
offentlicheung wurden ganz oder teilweise fir diese Arbeit verwendet.

LLM-Domain Containing B-GATA Factors Control
Different Aspects of Cytokinin-Regulated
Development in Arabidopsis thaliana©**N

Quirin L. Ranftl, Emmanouil Bastakis, Carina Klermund, and Claus Schwechheimer*
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Leu-Leu-Met (LLM)-domain B-GATAs are a subfamily of the 30-membered GATA transcription factor family from Arabidopsis.
Only two of the six Arabidopsis LLM-domain B-GATAs, ie. GATA, NITRATE-INDUCIBLE, CARBON METABOLISM-
INVOLVED (GNC) and its paralog GNC-LIKE/CYTOKININ-RESPONSIVE GATA FACTORI1 (GNL), have already been
analyzed with regard to their biological function. Together, GNC and GNL control germination, greening, flowering time,
and senescence downstream from auxin, cytokinin (CK), gibberellin (GA), and light signaling. Whereas overexpression and
complementation analyses suggest a redundant biochemical function between GNC and GNL, nothing is known about the
biological role of the four other LLM-domain B-GATAs, GATA15, GATA16, GATA17, and GATA17L (GATA17-LIKE), based on
loss-of-function mutant phenotypes. Here, we examine insertion mutants of the six Arabidopsis B-GATA genes and reveal the
role of these genes in the control of greening, hypocotyl elongation, phyllotaxy, floral organ initiation, accessory meristem
formation, flowering time, and senescence. Several of these phenotypes had previously not been described for the gnc and
gnl mutants or were enhanced in the more complex mutants when compared to gnc gnl mutants. Some of the respective
responses may be mediated by CK signaling, which activates the expression of all six GATA genes. CK-induced gene
expression is partially compromised in LLM-domain B-GATA mutants, suggesting that B-GATA genes play a role in CK
responses. We furthermore provide evidence for a transcriptional cross regulation between these GATAs that may, in at least

some cases, be at the basis of their apparent functional redundancy.

Transcription factors of the GATA family contain
a type IV zinc-finger DNA-binding domain (C-X,-
C-X{7.50-C-X,-C), which is predicted to bind the con-
sensus DNA sequence WGATAR (where W is T, or A
and R is G or A) (Reyes et al., 2004). The genomes of
higher plants encode approximately 30 GATA tran-
scription factors, which are classified as A-, B-, C-, and
D-GATAs according to their primary amino-acid se-
quence, the conservation of their GATA DNA-binding
domains, the conservation of protein domains outside
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of the GATA DNA-binding domain, and their exon-
intron structures (Reyes et al, 2004). We recently
showed that the Arabidopsis B-GATAs can be further
subdivided into two structural subfamilies with either a
HANABA TARANU (HAN)- or a Leu-Leu-Met (LLM)-
domain located N- or C-terminally of the GATA DNA-
binding domain (Behringer et al., 2014; Behringer
and Schwechheimer, 2015). The HAN-domain was
initially identified as a conserved domain in the floral
morphology regulator HAN (Zhao et al., 2004; Nawy
et al., 2010; Zhang et al., 2013); the LLM-domain was
named after the invariant LLM motif in the conserved
C terminus of the respective B-GATAs (Richter et al.,
2010; Behringer et al., 2014).

A recent comparative analysis of B-GATAs from
Arabidopsis, Solanum lycopersicon (tomato), Hordeum vulgare
(barley), and Brachipodium distachyon (Brachipodium)
revealed that HAN-domain and LLM-domain B-GATAs
have different biological and biochemical activities:
the expression of HAN-domain B-GATAs under the
control of an LLM-domain B-GATA promoter could not
complement LLM-domain B-GATA loss-of-function
mutants and the overexpression of HAN- and LLM-
domain B-GATAs in Arabidopsis differentially affected
plant growth (Behringer et al, 2014; Behringer and
Schwechheimer, 2015). The existence of the Brassicaceae-
specific GATA23, which has a degenerate LLM-domain,
as well as the existence of monocot-specific HAN-domain
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B-GATAs, reveal that expansions of the B-GATA family
have been used during plant evolution to control specific
aspects of plant development (De Rybel et al., 2010;
Whipple et al., 2010; Behringer and Schwechheimer, 2015).

The Arabidopsis LLM-domain B-GATA family is
comprised of GATA15, GATA16, GATA17, and GATA17L
(GATA17-LIKE) as well as GNC (GATA, NITRATE-
INDUCIBLE, CARBON METABOLISM-INVOLVED;
GATAZ21; hitherto GNC) and GNL (GNC-LIKE/
CYTOKININ-RESPONSIVE GATA FACTORI;
hithertobGNL) (Behringer et al., 2014; Behringer and
Schwechheimer, 2015). Among these, the paralogous
GNC and GNL are already well characterized with
regard to their biological function and their upstream
regulation: gnc and gnc gnl mutants are defective in
greening and chloroplast biogenesis, and they germinate
and flower slightly earlier than the wild type (Bi et al.,
2005; Richter et al., 2010; 2013a,b; Chiang et al., 2012).
Conversely, overexpression of the two GATAs results
in a strong increase in chlorophyll accumulation and
delayed germination and flowering (Richter et al., 2010;
2013a,b; Behringer et al., 2014). In addition, GNC and
GNL overexpression promotes hypocotyl elongation in
light-grown seedlings, alterations in leaf shape, and an
increased angle between the primary and lateral inflo-
rescences (Behringer et al., 2014). Importantly, deletion
or mutation of the LLM-domain of GNC or GNL com-
promises some but not all phenotypes when these de-
letion or mutant variants are overexpressed in Arabidopsis
and the effects of the overexpression transgenes are com-
pared to the effects of the overexpression of the wild-type
proteins (Behringer et al., 2014). The fact that the over-
expression of every LLM-domain B-GATA factor tested to
date results in highly comparable phenotypes, suggested
that LLM-domain B-GATAs have conserved biochemical
functions (Behringer et al., 2014).

A range of studies have already addressed the up-
stream signaling pathways controlling GNC and GNL
expression: GNC was initially identified as a nitrate-
inducible gene with an apparent role in the control of
greening (Bi et al., 2005). GNL was originally identified
based on its strong CK- (cytokinin-)regulated gene expres-
sion and therefore designated CYTOKININ-RESPONSIVE
GATA FACTORI1 (Naito et al., 2007). The expression
of GNC and GNL is also controlled by the DELLA regula-
tors of the GA signaling pathway as well as by the light-
labile PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS (PIFs)
of the phytochrome signaling pathway, which are them-
selves negatively regulated by DELLAs (Richter et al., 2010;
Leivar and Monte, 2014). Furthermore, the auxin sig-
naling regulators AUXIN RESPONSE FACTOR2 and
AUXIN RESPONSE FACTOR?, the flowering regulator
SUPPRESSOR-OF-OVEREXPRESSION-OF-CONSTANS],
and the floral development regulators APETALA3 and
PISTILLATA have been implicated in GNC and GNL
transcription control (Mara and Irish, 2008; Richter
et al.,, 2010; 2013a,b). Thus, multiple signaling pathways
converge on GNC and GNL expression and the two
genes control a broad range of developmental responses
in plants.
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To date, nothing is known about the regulation and
biological function of the four Arabidopsis LLM-domain
B-GATAs, e.g. GATA15, GATA16, GATA17,and GATA17L.
Here, we examine the entire LLM-domain B-GATA
gene family through the analysis of single gene inser-
tion mutants and a range of mutant combinations. These
analyses reveal mainly overlapping roles for these
B-GATAs in the control of previously known B-GATA-
regulated processes such as greening, hypocotyl elon-
gation, flowering time, and senescence, but they also
reveal previously unknown functions of LLM-domain
B-GATAs in phyllotactic patterning, floral organ initi-
ation, and accessory meristem formation. Several of
these responses may be mediated by CK signaling and
CK treatments induce the expression of all six GATA
genes. CK-induced gene expression is partially com-
promised in LLM-domain B-GATA mutants, suggest-
ing that B-GATA genes play a role in CK responses.
Furthermore, we provide evidence for a cross regula-
tion of the different LLM-domain B-GATA genes at the
transcriptional level.

RESULTS

Evolutionary Conservation of the LLM-Domain B-GATAs
within the Brassicaceae

The Arabidopsis genome encodes six LLM-domain
GATA transcription factors, namely GNC (AtGATA21),
GNL (AtGATA22), GATA15 (AtGATA15), GATAl6
(AtGATA16), GATA17 (AtGATA17), and GATA17L
(AtGATA17-LIKE) (Behringer et al., 2014; Behringer and
Schwechheimer, 2015). Phylogenetic analyses showed
that these proteins can be grouped into three pairs of
highly homologous proteins comprised of the, with
regard to the length of their N termini, long B-GATAs
GNC and GNL and the short B-GATAs GATA15 and
GATA16 as well as GATA17 and GATA17L, respec-
tively (Fig. 1, A and B; Supplemental Fig. S1; Behringer
etal., 2014; Behringer and Schwechheimer, 2015). It had
previously become apparent that the respective sub-
families of long and short B-GATAs were conserved in
different plant species but that gene duplications in
individual subfamilies may have led to a differential
expansion of these subfamilies in different species
(Behringer et al., 2014). To gain an insight into the con-
servation of these GATAs within the family of Brassicaceae,
we searched for LLM-domain B-GATAs in the fully
sequenced genomes of Arabidopsis lyrata, Capsella rubella,
Eutrema salsugineum, and Brassica rapa. We retrieved
orthologs for each of the six Arabidopsis B-GATAs
within each Brassicaceae species (Supplemental Figs. S1
and S2). Whereas the Arabidopsis lyrata, Capsella rubella,
and Eutrema salsugineum genomes contained exactly one
apparent ortholog for each of the six Arabidopsis genes,
the Brassica rapa genome, known to have undergone
hexaploidization followed by genome fractionation,
retained at least two orthologs each for GNC, GNL,
GATA17, and GATA17L and one ortholog of GATA15
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Figure 1. LLM-domain B-GATAs redundantly control greening in Arabidopsis. A, Domain architecture of short and long LLM-
domain B-GATAs based on the alignment of family members from Arabidopsis. Protein regions with restricted sequence con-
servation or gaps in the alignment are depicted as lines; regions with low (=50%) sequence similarity, gray boxes; regions with
high (=80%) sequence similarity, black boxes. Scale bar = 30 amino acids in a conserved part of the protein. B, MUSCLE
alignment with sequence logo of the B-GATA domain and the LLM-domain of the Arabidopsis LLM-domain B-GATAs. C,
Schematic representation of the gene models of the six Arabidopsis LLM-domain B-GATA genes with exons (boxes) and introns
(lines). The 5’-UTR (untranslated region) of GNL and the 3'-UTR of GATA16 were previously unknown and derived from RNA
sequencing data available in the laboratory. The sequences coding for the GATA DNA-binding domain and the LLM-domain are
represented as black and blue boxes, respectively. The T-DNA insertion positions are shown. The position in brackets of the
GATAT15 insertion refers to the original misannotation of this insertion (www.signal.salk.edu). D, Photograph of 14-d-old plants
with the genotypes as specified in comparison to the Columbia-0 (Col-0) wild-type control. E, Result of the quantification of
chlorophyll A and B from different gata single and complex mutants. The experiment was performed in two rounds, as indicated
by the lines above the genotypes, to reduce the complexity of the experiment; the Col-0 wild-type reference was included in both
rounds. F, Representative photographs of 7-d-old seedlings (top panel) and confocal images (bottom panel) of these seedlings to
visualize differential chloroplast accumulation in these mutants.

and GATA16 (Supplemental Figs. S1 and S2; Wang in the different Brassicaceae examined here, and that
et al., 2011; Tang et al.,, 2012). In summary, we con- four members of the gene family were present in mul-
cluded that the six LLM-domain B-GATAs are conserved tiple copies in Brassica rapa.
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Characterization of Insertion Mutants of the Six
LLM-Domain B-GATA Genes

All previously published genetic analyses of the
LLM-domain B-GATAs genes from Arabidopsis focused
on GNC and GNL (Behringer and Schwechheimer, 2015).
As yet, no mutants have been described for the remaining
four LLM-domain B-GATAs and their biological function
remains elusive. We therefore identified homozygous
lines of T-DNA insertion mutants for each of the six
genes (Fig. 1C; Supplemental Fig. S3) and subsequently
analyzed these lines with regard to the effects of the
respective mutations on gene expression using quanti-
tative real-time PCR (qRT-PCR) and semi-qRT-PCR
(Supplemental Fig. S3B): The analysis of the gnc allele
(Salk_001778), which had already been used in several
publications, suggested that neither the full-length tran-
script nor regions downstream from the insertion site
were transcribed (Fig. 1C; Supplemental Fig. S3B)
(Richter et al., 2010; Bi et al., 2005). Similarly, analyses of
the gnl insertion mutant (Salk_003995) using primers
spanning the entire transcript or flanking the T-DNA
harbored in the intron suggested that the GNL full-length
transcript was absent (Fig. 1C; Supplemental Figure S3B)
(Bi et al., 2005; Richter et al., 2010). Although one of the
selected GATA15 insertion alleles (gatal5-1, SAIL_618_B11)
was annotated as an in-gene insertion (www.signal.salk.
edu), we found no evidence for a change of GATA15 gene
expression in the homozygous insertion line (Fig. 1C;
Supplemental Fig. S3B). Sequencing of the insertion site
then revealed that the insertion was downstream from
the gene’s 3’-UTR (untranslated region), indicating that
the GATA15 gene was intact in SAIL_618_B11 (Fig. 1C;
Supplemental Fig. S3B). The analysis of a second allele
(gatal5-2, WiscDsLox471A10) with an exon-insertion
revealed a strong down-regulation of GATA15 expres-
sion in both RT-PCR analyses (Fig. 1C; Supplemental
Fig. S3B). In a GATA16 allele with a T-DNA insertion in
the gene’s 3'-UTR (gatal6-1, Salk_021471), transcript
abundance was partially reduced (Fig. 1C; Supplemental
Fig. S3B). The abundance of GATA17 was also partially
reduced in Salk_101994 (gatal7-1), which harbored a
T-DNA insertion in the gene’s 5'-UTR and was strongly
reduced in SALK_049041 (gatal7-2), which carried an
insertion in the LLM-domain-encoding gene region
(Fig. 1C; Supplemental Fig. S3B). Finally, we detected no
transcript in our analyses of a GATA17L exon insertion
allele (gata171-1, Salk_026798) when using primer pairs
spanning the insertion or located downstream from the
insertion site (Fig. 1C; Supplemental Fig. S3B). When an-
alyzing this allele with a primer combination upstream of
the insertion, we were able to detect residual transcript in
gatal7l-1 but judged that this may not give rise to a fully
functional protein since the insertion was upstream of
the LLM-domain (Fig. 1C; Supplemental Fig. S3B). We
concluded that the expression of the respective GATA
genes was absent or at least strongly reduced in alleles
for GNC (gnc), GNL (gnl), GATA15 (gatal5-2), GATA17
(gatal7-2), and GATA17L (gata17I-1) alleles. The gata16-1 and
gatal7-1 alleles were only partially impaired in the
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expression of the respective genes whereas the gatal5-1
allele was not affected in GATA15 expression. The
gatal5-2 and gatal7-2 alleles became available to us only
later in this study and, for strategic reasons, could not be
included in the generation of the complex mutant com-
binations described below. Any of the phenotypes de-
scribed in the following sections for the more complex
mutant combinations were not apparent in the gatal5-2
and gatal7-2 single mutants. We, therefore, exclude the
possibility that these genes are by themselves responsible
for any of the phenotypes described here for the higher-
order mutants.

LLM-Domain B-GATAs Redundantly Control Greening

We did not observe any obvious defects in the gata
single mutants apart from the already well-documented
defects in greening of the gnc mutants (Bi et al.,, 2005;
Richter et al., 2010; Chiang et al., 2012). To generate
higher-order mutants in the closely related B-GATA
genes, we combined the alleles gnc, gnl, gatal5-1, gatal6-1,
gatal7-1, and gatal7l-1. For simplicity, we will subse-
quently omit the respective allele numbers. Since the
presence of the misannotated gatal5-1 mutation does not
provide information about the loss of GATA15, we refer to
this allele as GATA15.

Through genetic crosses, we obtained gatal7 gatal7l
double mutants, GATA15 gatal6 gatal7 gatal7l, gnc gnl
GATA15 gatal6, and gnc gnl gatal7 gatal7l triple and
quadruple mutants as well as a gnc gnl GATA15 gatal6
gatal7 gatal7l quintuple mutant. In the following, we
will refer to the gata quintuple mutant as the quintuple
mutant and to the GATA15 gatal6 gatal7 gatal7l triple
mutant that does not include the grnc and gnl alleles as
the (complementary) triple mutant. In all other cases, we
will specify the allele combinations.

To examine a possible redundant function among the
B-GATAs in the control of greening, we analyzed
greening and chlorophyll content in 14-d-old light-
grown gata mutant plants (Fig. 1, D and E). Although
there was no indication for a defect in greening in gatal7
gatal7l or in the triple mutant, we found that the greening
defect of gnc gnl was further enhanced in the gnc gnl
gatal7 gatal7] quadruple mutant and even more in the
quintuple mutant (Fig. 1, D and E). At the same time,
greening defects were not obvious in any of the gata single
mutants (Fig. 1E). In the case of the gatal5 and gatal7 al-
leles, this was not due to the fact that weak alleles had
been chosen for the complex mutants because also the
severe alleles gatal5-2 and gatal7-2 showed no reduction
in chlorophyll levels when compared to the wild type
(Fig. 1E).

The further reduction in chlorophyll accumulation in
the quintuple mutant was also apparent when we ana-
lyzed chlorophyll abundance by fluorescence micros-
copy; here, we found reduced chloroplast fluorescence
when comparing the quintuple mutant to grnc gnl (Fig.
1F). Furthermore, we noted that the greening defect
gradually disappeared in gnc gnl mutants after the
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seedling stage; however, it remained apparent in the
quintuple mutants in adult plants (Supplemental Fig.
S4). Taken together, this suggested that all mutated
GATA genes participate in the control of greening and
chlorophyll accumulation and that the defects of mu-
tants defective in only a single gene may be suppressed
by the presence of the other family members.

Gene Expression Regulation of the
LLM-Domain B-GATAs

GNC and GNL had been in the focus of several
studies based on the strong regulation of their gene
expression by light and CK (Bi et al., 2005; Naito et al.,
2007; Richter et al., 2010, 2013a,b). We were therefore
interested in evaluating to what extent light and CK
regulate the expression of the other GATA genes. In the
case of light regulation, we found that far-red, red, and
blue light strongly induced the expression of GNL, and
to some extent the expression of GNC (Fig. 2). In blue
light, we noted a subtle but significant induction of
GATA15 and GATA16 (Fig. 2C). Importantly, this reg-
ulation was not observed in the red and far-red light
receptor mutant phyA phyB or in the blue light receptor
mutant cryl cry2 (Fig. 2). Furthermore, light-induced
gene expression changes in red light were impaired
in the quadruple mutant for the PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR (PIF) genes PIF1, PIF3, PIF4,
and PIF5 (pifg), indicating that the light-dependent
regulation in red light was mediated by the phyto-
chrome and PIF signaling pathways (Supplemental Fig.
S5; Leivar et al., 2008).

The CK experiments indicated that CK induces the
expression of all six GATA genes (Fig. 3). With an ap-
proximately 3-fold increase in transcript abundance,
this induction was strongest for GNL but could be ob-
served for each of the other GATA genes after a one-to-
four h CK treatment (Fig. 3). Thus, CK promotes the
expression of all six LLM-domain B-GATAs.

Mutants of LLM-Domain B-GATAs Are Impaired in
Hypocotyl Elongation

Due to the strong regulation particularly of GNL but
also of GNC in far-red, red, and blue light conditions,
we examined the contribution of the GATA genes to
hypocotyl elongation by analyzing mutant seedlings in
the different light conditions in two different light in-
tensities (Fig. 4). Here, we found that quintuple mutant
seedlings had a shorter hypocotyl than wild-type
seedlings in white light as well as in red, far-red, and
blue light (Fig. 4). Notably these phenotypes were not
apparent, or at least not significant, in the gnc gnl
double mutant or the triple mutant, suggesting that the
respective other GATA genes may contribute to the
hypocotyl elongation phenotype in these backgrounds
(Fig. 4). At the same time, hypocotyl length of dark-
grown mutant seedlings was indistinguishable in all
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Figure 2. GATA gene expression in far-red, red, and blue light condi-
tions. A, B, C, Averages and sts of three replicate qRT-PCR analyses of
4-d-old dark-grown seedlings after transfer to (A) far-red (0.35
umol s™''m™?), (B) red (7.2 umol s~' m~?), and (C) blue light (4.25
umol s~"'m™2). The phyA phyB and cry1 cry2 light receptor mutants were
used to control the specificity of the respective treatment, and to control
for background gene expression. Gene expression data were normal-
ized to the transcript abundance detected in the dark sample of the
respective genotype. Student’s ttest for selected time points: * P= 0.05;
** P =0.01; *** P=0.001; n.s. = not significant.
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genotypes from that observed in the wild type (Fig. 4, E
and G). The short hypocotyl phenotype of the GATA
gene mutants was also interesting because we previ-
ously observed that the LLM-domain B-GATA over-
expressors had a longer hypocotyl than the wild type
when grown in white light (Behringer et al., 2014).
When analyzed in the different light conditions, we found
the long hypocotyl phenotype of the GNL overexpression
line (GNLox) was also present in far-red and blue light but
interestingly not in red light, where hypocotyls were even
shorter than in the wild type or the mutants when grown
in weak red light conditions (Fig. 4).

GATA Gene Mutants Have Differential Gene
Expression Defects

The strong induction of GNL gene expression by CK
was already repeatedly described and is the reason for
the gene’s original designation GNC-LIKE /CYTOKININ-
RESPONSIVE GATA FACTORI (Naito et al., 2007;
Kollmer et al., 2011). In order to examine the role of the
GATA genes in CK-responsive gene expression, we per-
formed microarray experiments with 14-d-old wild-type
plants, gnc gnl and triple mutants as well as quintuple mu-
tants treated for 60 min with the CK 6-benzylaminopurine
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Figure 3. GATA gene expression is induced by cytokinin. Averages and
ses of three replicate qRT-PCR analyses of 10-d-old seedlings that had
been treated for the times indicated with 10 uM 6-BA. Expression
changes for CKX4 are shown to verify the effectiveness of the hormone
treatment. The expression values for each time point were normalized
to those of an untreated mock sample. The fold change is shown relative
to time point 0, which was set to 1. Student’s ¢t test for selected time
points: * P =< 0.05; ** P = 0.01; *** P = 0.001; n.s. = not significant.
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(6-BA) or a corresponding mock solvent control (Figs. 5
and 6; Supplemental Tables S1 and S2). We then ana-
lyzed the resulting data with regard to differences in
basal gene expression (Fig. 5) and with regard to gene
expression differences after the CK treatment in com-
parison to the mock control (Fig. 6). For technical rea-
sons, the experiment was conducted in two rounds. The
first experiment included the Col-0 (1) wild-type con-
trol, the gnc gnl double mutant, and the quintuple mu-
tant; the second experiment included an independent
Col-0 (2) wild-type control and the triple mutant. When
we examined the expression of the CK-induced A-TYPE
RESPONSE REGULATORS of the CK signaling path-
way, we could confirm that the respective CK induc-
tion experiments were comparably efficient between
the two experiments and in all genotypes tested
(Supplemental Fig. S6A). We also examined the micro-
array dataset with regard to the expression of a previ-
ously defined so-called “golden list” of CK-regulated
genes (Bhargava et al., 2013). Greater than 70% of the
331 entities derived from this list were significantly
CK-regulated in our experiments (Supplemental Table
S3). When applying a 2-fold expression change as ad-
ditional filter criterion, 71 of these 331 entities were
identified as up-regulated (Col-0 1 and Col-0 2), and 39
(Col-01) and 25 entities (Col-0 2) as down-regulated after
CK treatment (Supplemental Fig. S6B; Supplemental
Table S3). We thus concluded that the CK treatments in
both experiments were similarly efficient and that the
data sets could be used for comparative analyses.

The comparison of the basal gene expression profiles
of the wild-type samples and the mutants indicated that
the (untreated) quintuple mutant seedlings had by far
the largest number of differentially regulated genes
with 4722 down-regulated and 976 up-regulated enti-
ties when compared to the Col-0 (1) wild type (Fig. 5;
Supplemental Table S1). Furthermore, the gnc gnl dou-
ble mutant contained 2458 down- and 294 up-regulated
entities, respectively (Fig. 5; Supplemental Table S1). In
comparison, the number of differentially expressed
genes was comparatively minor in the triple mutant,
which had only 323 down- and 278 up-regulated enti-
ties in this particular experiment and selected physio-
logical growth conditions (Fig. 5).

The comparatively strong gene expression differ-
ences in the gnc gnl double and the quintuple mutants,
and the fact that both mutants shared the gnc gnl loss-
of-function at the genetic level, was reflected by the
large overlap between the differentially expressed gene
sets of the two genotypes. Specifically, 1922 of the 2458
down-regulated entities from gnc gnl were also down-
regulated in the quintuple mutant (Fig. 5B), and 98 of the
294 entities up-regulated in gnc gnl were also up-regulated
in the quintuple mutant (Fig. 5B). Conversely, the overlap in
gene expression defects between the triple mutant and the
quintuple mutant was higher than that between the triple
mutant and gnc gnl (Fig. 5B). We therefore concluded that
the gene expression differences between the different
GATA gene mutants was strongest in the quintuple mutant
and that the strong increase in the number of differentially
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regulated genes exceeded by far the differences seen
in the gnc gnl double mutant and the friple mutant.
This supported our conclusion from the phenotypic
analyses that the GATA genes act in a functionally
redundant manner.

Since we had observed increased gene expression of
all six GATA genes after CK-treatment, we expected
that CK-induced gene expression may be compromised
in the gata mutants (Fig. 6). Indeed, of the 996 entities
that were down-regulated after CK-treatment in the
wild type (Col-0 1), only 173 (18%) and 89 (9%) remained
CK-regulated in the quintuple and gnc gnl mutants, re-
spectively (Fig. 6A; Supplemental Table S2). At the same
time, of the 188 entities that were down-regulated after
CK treatment in the wild-type sample of the second ex-
periment (Col-0 2), 83 (44%) remained CK-regulated in
the gata triple mutant (Fig. 6B). The differential effect on
gene expression between the different mutants was less
pronounced when examining the CK-induced genes.
Here, 49% (quintuple mutant), 59% (gnc gnl), and 63%
(triple mutant) of the CK-induced entities from the re-
spective wild types remained CK-regulated in the mu-
tants (Fig. 6, A and B). In summary, we concluded that
CK-regulated gene expression is impaired in the GATA
gene mutants.
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Figure 4. GATA factors contribute to
hypocotyl elongation. A, B, C, D, E,
Representative photographs; and F, G, H,
I, J, K, L, M, averages and ses from hy-
pocotyl measurements of 5-d-old seed-

lings (n = 50) grown in white light (A and
| F), weak and strong red light (B, H, I),
weak and strong far-red light (C, J, K),
weak and strong blue light (D, L, and M),
and in the dark (E and G). Scale bar =2 mm.
Student’s t test: datasets with no statistical
difference fall in one group and were
labeled accordingly.
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GATA Gene Mutants Are Defective in CK-Regulated
Developmental Processes

Based on the strong defects of gata mutants in
CK-regulated gene expression, we searched for phe-
notypes that could be explained by defects in CK re-
sponse. CK signaling was described as a regulator of
phyllotactic patterning in the shoot apical meristem of
Arabidopsis (Besnard et al., 2014). In line with a role
of the LLM-domain B-GATA genes in this process, we
observed frequent aberrations from normal phyllotactic
patterning in flower positioning in triple and quintuple
mutant inflorescences (Fig. 7). Quantitative analyses
revealed aberrations from the canonical angle of ap-
proximately 137.5° in approximately 30% of the petioles
in triple and quintuple inflorescences (Fig. 7D). At the
same time, this patterning defect was not apparent in
the gnc gnl double mutant. Since we also did not ob-
serve a quantitative increase in the severity of this
phenotype between the triple and the quintuple mutant,
we concluded that GATA16, GATA17, and GATA17L
may be responsible for this phenotype (Fig. 7D).

Leaf senescence is another CK-regulated process
(Hwang et al., 2012). In the wild type, CK levels are
reduced during senescence, and positive or negative
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Figure 5. Differential basal gene expression in gata mutants. A, Heat
maps of differentially expressed genes from 10-d-old light-grown Col-0
seedlings and the gnc gnl, quintuple, and triple mutants. The experi-
ment was performed in two rounds with two independent wild-type
controls referred to as Col-0 (1) and Col-0 (2). Down-regulated and up-
regulated genes are shown in the top and bottom panels, respectively. B,
Venn diagrams showing the overlap in differential gene expression for
down- and up-regulated genes between the three different gata mutant
backgrounds using the respective Col-0 wild-type control as a refer-
ence. Gene expression identities and data are shown in Supplemental
Table S1.

interference with the decrease in CK levels can promote
and delay senescence, respectively (Hwang et al., 2012).
Senescence can be induced by shifting light-grown
plants to the dark; we had previously already shown
that leaf senescence is delayed in overexpression lines
of LLM-domain B-GATAs (Behringer et al., 2014). To
examine possible senescence defects in the gata mu-
tants, we floated leaves of wild-type and mutant plants
in the dark on a mock solution or on a solution con-
taining 0.05 uM or 0.1 uM 6-BA (Fig. 8, A-F) (Weaver
and Amasino, 2001). In line with the expectation that
the presence of CK in the medium would suppress the
senescence process, we observed decreased senescence
in CK-treated wild-type leaves, which we quantita-
tively assessed by measuring chlorophyll levels in the
mock- and CK-treated leaves (Fig. 8F). Here, we found
that the effects of the senescence treatment were less
efficiently suppressed by CK treatments in the gnc gnl
double and in the quintuple mutant than in the wild type
or the triple mutant (Fig. 8, A-F). Similarly, we observed
a stronger effect on the decreases in chlorophyll and
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total protein levels in the grnc gnl as well as the quintuple
mutant when we transferred light-grown plants for
4 d to the dark (Fig. 8, G-I). As previously reported,
GNL overexpressing plants (GNLox) had senescence
phenotypes that were antagonistic to the ones observed
with the mutants (Fig. 8) (Behringer et al., 2014). In the
case of the leaf floating assay, CK-treatment had a
stronger effect on greening and chlorophyll abundance
in GNLox than in the wild type (Fig. 8, A-F). When we
transferred plants from the light to the dark, GNLox
seedlings remained visibly green and did not display
the strong decrease in total protein abundance that we
observed in the wild type or the GATA gene mutants
(Fig. 8, G-I). We thus concluded that GATA gene mu-
tants and overexpressors have antagonistic effects
with regard to the regulation of senescence, and that
GNC and GNL contribute particularly strongly to this
phenotype.

CK induces greening in light-grown seedlings
(Kobayashi et al., 2012). To examine to what extent CK
can induce chlorophyll accumulation in the gata mu-
tants, we grew plants for 2 weeks in constant light on
medium containing CK (5 nm BA) or a corresponding
CK-free medium. As expected, chlorophyll content was
increased in wild-type plants but this increase was
neither significant in the gnc gnl nor the triple or the
quintuple mutants (Supplemental Fig. S7). We thus
concluded that the GATA factors are required for
CK-induced greening in Arabidopsis seedlings.

It was previously reported that hypocotyl elongation
could be repressed by incubating dark-grown seedlings
in the presence of CK (Su and Howell, 1995). Since the
GATA gene mutants had displayed a hypocotyl elon-
gation defect in light-grown seedlings (Fig. 4), we also
explored the link between hypocotyl elongation and
CK. However, when we tested the effects of CK on
hypocotyl elongation in dark-grown seedlings, we did
not detect any significant differences in the response
between the different genotypes tested (Supplemental
Fig. S8). It is thus unlikely that the GATA genes par-
ticipate in this elongation response.

Branching is another phenotype that has been at-
tributed to defects in CK biosynthesis and response
(El-Showk et al., 2013). When we analyzed the general
habitus of the quintuple mutants, we noted that they had
an increased number of secondary branches combined
with a reduced plant height (Fig. 9, A-C). Occasionally,
we also observed the outgrowth of inflorescences in the
axils of lateral inflorescences in the mutants whereas we
had not noted this phenotype in the wild type (Fig. 9, D
and E). A quantitative analysis of these phenotypes
over all gata mutant phenotypes revealed that the
number of first- and second-order lateral branches in-
creased with increasing mutant complexity (Fig. 9B).
Here, we observed strong effects already in the gatal7
gatal7] mutant as well as the grnc gnl double mutant but
strongest defects in the triple and the quintuple mutant;
thus, all five GATA genes may contribute to this phe-
notype (Fig. 9B). At the same time, plant height was
reduced to a significant but still minor level in these
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mutants, suggesting that decreases in plant height,
which may have indirect consequences on the general
plant habitus and branching, are not the primary cause
for altered branching patterns in the gata mutants (Fig.
90C). It is further important to note that the higher-order
GATA gene mutants initiated fewer vegetative buds but
had a higher number of growing buds as reflected by
the increased branch numbers (Fig. 9F). Thus, axillary
bud formation is promoted and bud outgrowth is re-
pressed by the GATAs in the wild type.

Another phenotype that became apparent during our
analysis of the gata mutant plant habitus was an in-
crease in the angle formed between the primary inflo-
rescence and the lateral inflorescences (Fig. 9, G and H;
Supplemental Fig. S9). The gata mutants had a decreased
angle formed between the primary inflorescence and
lateral inflorescences and this phenotype was strongest
in the quintuple mutant and intermediate in the gnc gnl
and triple mutants (Fig. 9, G and H; Supplemental Fig.
S9). Interestingly, we had previously observed increased
branch angles in GATA overexpression lines such as
GNLox (Supplemental Fig. S9) (Behringer et al., 2014).
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Figure 6. Cytokinin-responsive gene expression is
impaired in gata mutants. A, B, Heat maps and
Venn diagrams of differentially expressed genes
from Col-0 and the gata mutants after 60-min CK
treatment. The experiment was performed in two
rounds with two independent wild-type controls
referred to as Col-0 (1) and Col-0 (2). Down- and
up-regulated genes are shown in the top and bot-
tom panels, respectively. Venn diagrams showing
the overlap in differential gene expression for
genes that were down- and up-regulated following
CK treatment in the respective Col-0 wild type and
their expression in the respective gata mutants.
Gene expression identities and data are shown in
Supplemental Table S2.
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We thus concluded that GATA gene mutants and over-
expressors antagonistically regulate branch angles in
Arabidopsis.

GATA Genes Regulate Petal and Sepal Numbers as well as
Silique Length

CK signaling has recently been implicated in the
control of floral development (Han et al., 2014). When
we analyzed gata mutant flowers in more detail, we
noted with interest aberrations in floral organ numbers
in comparison to the wild type (Fig. 10A). Whereas
wild-type flowers have generally four sepals and four
petals and only rarely deviate from this pattern (in our
study in around 2% of the cases), a strong increase in
flowers with more than four (generally five, in rare
cases six) petals and sepals became apparent in the
higher-order gata mutants (Fig. 10A and Supplemental
Fig. S10A). In the gatal7 gatal7] mutants, we observed
flowers with more than four sepals and petals in 12% of
all flowers, and this number was slightly enhanced in
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Figure 7. Phyllotaxis patterns are impaired in GATA gene mutants. A,
Representative photographs of mature inflorescences. Arrowheads
point at events of aberrant silique positioning. B, Measurement of silique
angles along the primary inflorescence of representative wild-type and
quintuple mutant plants. Note the particularly strong deviation from the
ideal silique angle of 137.5" at the base of the inflorescence. C, Frequency
distribution of silique divergence angles in wild-type and gata triple as
well as quintuple mutant plants. Arrowheads mark examples for in-
stances where mutant angles strongly deviate from wild-type angles. D,
Overview over the number of siliques with a noncanonical angle as
observed in the wild type and GATA gene mutants.

the triple mutant (13% petals) and the quintuple mutant
(14% petals) (Fig. 10A and Supplemental Fig. S10A).
Importantly, the single mutants with the clearest ap-
parent effect were the gatal7 and gatal7] mutants and,
inversely, mutations in GNC and GNL contributed only
to a minor extent to this phenotype (Supplemental Fig.
S10A). In summary, this analysis revealed that GATA17
and GATA17L make a particularly strong contribution
to the floral morphology phenotype of the gata mutants.

Since we had previously noted that overexpression
lines of LLM-domain B-GATAs have short siliques and
a reduced number of seeds per silique, we also ana-
lyzed silique length and seed set in the gata mutants
(Supplemental Fig. 510, B-D). In line with an antago-
nistic regulation of these traits in the gata mutants, we
measured significant increases in seed set in the siliques
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of the gnc gnl, the triple as well as the quintuple mutants,
and we detected significant increases in silique length
in all mutant backgrounds (Supplemental Fig. 510, B-D).
We thus concluded that the GATA genes repress silique
elongation and seed set in the wild type, at least to a
minor extent. A differential contribution of individual
GATAs to these phenotypes could, however, not be re-
solved here.

GATA Gene Mutants Have Antagonistic Effects on
Flowering Time in Long and Short Days

Accelerated flowering in plants grown under long-
day conditions was another phenotype previously de-
scribed for gnc gnl mutants (Richter et al., 2010, 2013a,b).
Conversely, overexpression of the LLM-domain B-GATAs
causes a strong delay in flowering (Richter et al., 2010,
2013a,b; Behringer et al., 2014). To examine the contri-
bution of the other GATA factors to the flowering time
phenotype, we grew the gata mutant series in long- and
short-day conditions with a 16 h and 8 h light period,
respectively (Fig. 10, B and C; Supplemental Fig. S11).
Interestingly, we observed a gradual acceleration of
flowering in long-day-grown plants that was weakest
in the single mutants, more pronounced in the double,
triple, and quadruple mutants, and strongest in the
quintuple mutants (Fig. 10, B and C; Supplemental Figs.
S11 and S12). We thus concluded that all LLM-domain
B-GATA genes examined here may contribute to the
repression of flowering in long-day-grown plants.

Interestingly, the effects of the reduced GATA gene
function on flowering time in short-day conditions
were antagonistic to those observed in long day-grown
plants in that the complex GATA gene mutants flow-
ered much later than the wild type or the less complex
mutant combinations when flowering was counted in
days (Fig. 10, B and C; Supplemental Figs. S11 and 512).
We thus concluded that the LLM-domain B-GATAs
factors regulate flowering time in long- and short-day
conditions but, in view of the antagonistic nature of this
regulation, their contribution to flowering time control
may be complex.

Cross Regulation of GATA Gene Expression

Since several of our genetic analyses had suggested a
functional redundancy between the GATA genes, we
looked for evidences of a cross regulation of GATA gene
expression in the gnc gnl double mutant background.
There, we detected indeed an increased transcript abun-
dance of GATA16, GATA17, and GATA17L in the gnc gnl
mutant, which could be compensatory for the loss of GNC
and GNL (Fig. 11A). At the same time, GATA15, GATA16,
and GATAI7L gene expression levels were significantly
reduced in GNL overexpression lines (GNLox) suggesting
that GNL may regulate the expression of these genes.

Since these observations indicated that molecular
mechanisms may exist that compensate for the loss of
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Figure 8. Cytokinin-effects on senescence are impaired in gata mu-
tants. A-E, Representative photographs of leaves from 21-d-old plants.
Leave nos. 3 and 5 were detached and kept in the dark for 4 d in liquid
medium to monitor senescence in the presence and absence of the
cytokinin 6-benzylaminopurin (BA). Scale bar = 1 cm. F, Averages and
sp after quantification of chlorophyll abundance of the leaves shown in
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individual LLM-domain B-GATA genes, e.g. in the gnc
gnl mutants, we examined the binding of GNL to the
LLM-domain GATA gene promoters after ChIP-seq
analysis (chromatin immunoprecipitation followed by
DNA sequencing). Here, we found that at least three of
the six LLM-domain B-GATA genes were bound by
GNL after immunoprecipitation of HA-tagged GNL
from transgenic plants expressing a functional GNL:HA
transgene from a GNL promoter fragment in the gnc gnl
background (pGNL:GNL:HA gnc gnl; Fig. 11B). Through
subsequent ChIP-PCR studies targeting selected regions
upstream from GNC, GNL, and GATA17, we could con-
firm this binding through independent analyses (Fig.
11C). Thus, LLM-domain B-GATA factors may directly
regulate their own expression as well as that of other
family members.

DISCUSSION

In this study, we have characterized the six-membered
family of LLM-domain B-GATAs from Arabidopsis.
Whereas the family has diverged when compared among
Arabidopsis, tomato, barley, and Brachypodium, a clear
conservation of this protein family can be observed within
the Brassicaceae family (Supplemental Fig. S1; Behringer
et al., 2014). Within the Brassicaceae, GNC and GNL,
GATA15 and GATAL16 as well as GATA17 and GATA17L
form closely related LLM-domain B-GATA pairs. In a
previous study, we had comparatively analyzed trans-
genic Arabidopsis lines expressing different members of
the LLM-domain B-GATA gene family from Arabidopsis,
barley, and tomato, and concluded that these genes are
functionally redundant at the biochemical level since their
overexpression resulted in highly similar phenotypes
(Behringer et al., 2014). Several of the phenotypes analyzed
here, namely greening (Fig. 1, D-F), hypocotyl elongation
(Fig. 4), plant height, branching patterns (Fig. 9), branch
angles (Fig. 9 and Supplemental Fig. S9), silique length,
seed set (Supplemental Fig. S10), flowering time (Fig. 10),
and senescence (Fig. 8) are strongest in the gafa quintuple
mutant and weaker, or in some cases not even apparent, in
the less complex gata mutant combinations. Thus, in line
with this previous study, our present analysis shows that
the LLM-domain B-GATA genes from Arabidopsis have a
shared biological function in the control of multiple de-
velopmental pathways.

Due to the high complexity of the available range of
single, double, triple, quadruple, and quintuple mu-
tants, we restricted many of our phenotypic analyses to
the gnc gnl double, the complementary triple, and the

(A=E) (n = 3). Student’s ttest: * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001;
n.s. = not significant. G, Representative photographs of 33-d-old plants
that had transferred from the light to the dark for 4 d. Scale bar =1 cm.
H, I, Averages and sps after quantification of chlorophyll measurements
(H) and total protein determination (I) of plants shown in (G). n = 3.
Student’s t test was performed for dark samples: datasets with no sta-
tistical difference fall in one group and were labeled accordingly.
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Figure 9. GATA gene mutants have altered branching patterns and branch angles. A, Representative photographs of 7-week-old
Col-0 and quintuple mutant plants. Arrowheads indicate positions of second-order lateral branch formation (white) and first-order
branches from nodes in the rosette (blue). Scale bar = 5 cm. B, C, and F, Quantitative analysis of branch numbers (first-order
branch from cauline leaves, first 0. br. cauline; second-order branches, second o. br.; and first-order branches from the rosette, first
o. br. rosette). B, Plant height and C, vegetative bud formation along the shoot (F) in the wild-type and gata mutant backgrounds.
n=15. Student’s ttest: datasets with no statistical difference fall in one group and were labeled accordingly. D, E, Photographs (D)
and scanning electron micrographs (E) of floral meristems and siliques formed in the axils of second-order lateral branches of
quintuple mutants, which are typically not found in the wild type. Scale bar = 1 mm. F, Quantitative analysis of branch angles
measured on 5-week-old Arabidopsis plants. n=19. Student’s ttest: * P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0.001; n.s. notsignificant. G,
Representative photographs of lateral inflorescences branching from the primary inflorescence in the wild type. H, The arrows
indicate the angles measured for the analysis shown in (G). Scale bar = 1 cm.
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Figure 10. gata mutants have impaired floral morphology and flower-
ing time. A, Phenotypic analysis of sepal and petal numbers in the wild-
type and the gata gene mutant backgrounds. Percentages indicate the
penetrance of the displayed floral phenotype. The wild-type flower
phenotype represents about 98% of all flowers analyzed; the frequency
of aberrant flowers is similar to that of the gnc gn/ mutant. B, C, Rep-
resentative photographs (side and top views) of wild-type and gata gene
mutants grown for 5 weeks in long-day (16 h light/8 h dark) (B) or for
10 weeks in short-day (8 h light/16 h dark) conditions (C). Scale bar = 5 cm.

quintuple mutants. It can nevertheless be suggested,
based on the presently available data, that some phe-
notypes are predominantly controlled by a single LLM-
domain B-GATA or rather an LLM-domain B-GATA
gene pair. Phyllotactic patterning as assessed here in
the inflorescence is impaired in the gata triple but not in
the gnc gnl double mutant (Fig. 7). Similarly, the in-
creases in floral organ numbers are already very
prominent in the gatal7 gatal7l double mutants and not
much more enhanced in the gata triple or quintuple
mutant that includes the gatal7 gatal7] mutations (Fig.
10A; Supplemental Fig. S10A). Thus, the LLM-domain
B-GATA genes have shared overlapping but distinct
roles in the control of plant development. The fact that
GATA15 gene function is not impaired in the selected
GATA15 gene insertion allele does not allow us to draw
any direct conclusions on the biological function of this
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gene based on the data presented here. Furthermore,
the fact that the mutant alleles of GATA16 and GATA17
used in the complex mutants are only partially defec-
tive in GATA gene expression could suggest that even
stronger phenotypes may be observed if loss-of-function
alleles were used. The two strong alleles for GATA15
(gata15-2) and GATA17 (gatal7-2) isolated here but ana-
lyzed only as single mutants may help in the future to
understand the biological function of these GATA genes
at further depth.

It is interesting that the overexpression lines and the
mutants of these GATA genes frequently have antago-
nistic phenotypes. This study in combination with a
previous study identifies such antagonistically regu-
lated phenotypes in the control of greening, hypocotyl
elongation, branch angle formation, flowering time,
and senescence (Richter et al.,, 2010; Behringer et al.,
2014). Particularly, in the case of transcription factors
where the loss-of-function or overexpression may affect
the expression of many downstream targets genes and
developmental responses triggered by these target
genes, one may not expect such a clear antagonistic
relationship between mutants with reduced gene func-
tions and the overexpressors. In view of the fact that
overexpressors likely control the expression of genes that
are normally not targeted by this transcription factor
when expressed from their native promoter (off-targets),
this observation is even more striking. It may suggest
that the GATAs examined here control developmental
responses in a dosage-dependent manner together with
other critical factors. In this context, the presence and
abundance of the GATAs would just modulate the re-
sponse but would by itself not be sufficient to trigger it.
Further analyses will be required to gain a more detailed
understanding of the mode of action of the LLM-domain
B-GATA factors in the control of gene expression.

We had previously shown that the LLM-domain
B-GATAs GNC and GNL repress flowering since their
loss-of-function mutants and overexpressors displayed
an early and late flowering phenotype, respectively,
when plants were grown in long-day conditions
(Richter et al., 2010; 2013a,b). We furthermore showed
that the control of flowering is partially mediated
by the flowering time regulator SUPPRESSOR-OF-
OVEREXPRESSION-OF-CONSTANSI1, which acts down-
stream from GNC and GNL and whose promoter can be
directly bound by GNC and GNL (Richter et al., 2013a,b).
In line with these previous observations, we show here
that the complex GATA gene mutants flower even earlier
than the gnc gnl mutant, further substantiating our
conclusion that LLM-domain B-GATAs are flowering
time regulators in Arabidopsis (Fig. 10B; Supplemental
Fig. S11). Surprisingly, the complex gata mutants flow-
ered late when grown in short-day conditions and their
phenotype was thereby antagonistic to the phenotype
observed in long days (Fig. 10C; Supplemental Fig. S9).
The reason for this antagonistic flowering time behavior
remains to be resolved but a complex scenario may be
envisioned. We also do not want to rule out that physi-
ological parameters become limiting in the induction of
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Figure 11. GATA gene expression is cross regulated in gnc gn/ mutants and GNLox transgenic lines. A, Result from qRT-PCR
analyses of the GATA genes GATA15, GATA16, GATA17, and GATAT7L in the gnc gnl mutant and GNLox background. Gene
expression data were normalized to the transcript abundance detected in the Col-0 wild type. B, Read coverage over the six
LLM-domain B-GATA genes and 30-kb upstream region after chromatin immunoprecipitation of GNL:HA from a pGNL::GNL:HA
gnc gnltransgenic line (blue line) and the gnc gn/ mutant (red line) followed by next-generation sequencing. GATA gene models
and, where applicable, the gene models of the neighboring genes are indicated in the figure, different GATA-sequence-containing
motifs are indicated below the gene models. C, Result from qRT-PCR analyses for selected amplicons (gray boxes) upstream from
the GNC, GNL, and GATA17 gene promoters after chromatin immunoprecipitation of GNL:HA from a pGNL::GNL:HA gnc gn/
transgenic line and the gnc gnl mutant. Student’s t tests: * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P =< 0.001; n.s. = not significant.

flowering in the gata mutants. Long-term defects as a
result of their reduced greening may play a limiting role
during the extended growth in short days with short il-
lumination periods that are not limiting when plants are
grown in long days.

Several of our phenotypic analyses suggested that the
LLM-domain B-GATAs act in concert to control specific
phenotypes. The fact that at least some of the pheno-
types were most pronounced in the quintuple mutant
and not apparent or only weak in the less complex
mutants suggests that the LLM-domain B-GATAs may
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cross regulate their expression, and that presence and
absence of one GATA could interfere with the abun-
dance of other GATA family members. We have ana-
lyzed this hypothesis here by examining the expression
of the LLM-domain B-GATAs GATA1l5, GATAI6,
GATA17,and GATA17L in the gnc gnl mutant and in the
GNL overexpression line (Fig. 11A). In both cases, we
found the expression of three of the four analyzed genes
to be differentially regulated in the two genetic back-
grounds suggesting that the GATAs can cross regu-
late their gene expression and supporting again the
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hypothesis that the GATAs have a repressive activity
on the transcription of the other GATA genes. Further
support for such a hypothetical cross regulation came
from a ChIP-seq analysis with GNL where we observed
a strong binding of GNL, when expressed from its own
promoter, to the three GATA gene loci, GNC, GNL, and
GATA17 (Fig. 11B). Additional studies are needed to
disentangle the interplay of the different LLM-domain
B-GATAs in the control of plant growth and the mutual
transcriptional control of the different GATA gene
family members, and to get a full understanding of
their biochemical and biological function during plant
growth and development.

MATERIALS AND METHODS
Biological Material

All experiments were performed in Arabidopsis ecotype Columbia. Insertion
mutants for GNC (SALK_001778) and GNL (SALK_003995) and their double
mutant were previously described (Richter et al., 2010). Insertion mutants for
GATA15 (SAIL_618B11 and WiscDsLox471A10), GATA16 (SALK_021471),
GATA17 (SALK_101994 and SALK_049041), and GATA17L (SALK_026798)
were obtained from the Nottingham Arabidopsis Stock Center. Homozygous
single- and higher-order mutant combinations were isolated from segregating
populations by PCR-based genotyping. In the context of this analysis, it became
apparent that the insertion position for one GATA15 allele (SAIL_618B11) was
misannotated and that the correct position of this insertion was downstream of
the gene’s 3'-untranslated region. A list of genotyping primers is provided in
Supplemental Table S4. In addition, the previously described mutants phyA-211
phyB-9 (Reed et al., 1994), cry1 cry2 (Mockler et al., 1999), and pifg (pifl pif3 pif4
pif5) were used (Leivar et al., 2008).

Protein Alignment and Phylogeny

LLM-domain B-GATA protein sequences of different Brassicaceae genomes
were identified in the ENSEMBL database (http://plants.ensembl.org/index.
html). Sequences were filtered for proteins containing the LLM-domain and
alignments were performed using the Clustal W2 alignment tool (http:/ /www.
ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Two Brassica rapa genes, Bra037421 and
Bra035633, were not included in the analysis because no expressed sequence
tags could be detected for these annotations and they may represent pseudogenes
(http:/ /www.plantgdb.org/BrGDB/). The phylogenetic tree was generated with
MEGA6.06 (http:/ /www.megasoftware.net) using the Neighbor-joining method
and the bootstrap method with 1000 bootstrap replications, as well as the Jones-
Taylor-Thornton model with gaps/missing data treatment set to pairwise de-
letion, based on an alignment of trimmed B-GATAs using the entire B-GATA
DNA-binding domain and the C termini with the LLM-domain (Supplemental
Fig. S2).

Physiological Assays

Unless otherwise stated, all plants were cultivated on sterile 1/2 MS medium
without sugar under continuous white light (120 wmol m~?s™!). For hypocotyl
length measurements, seedlings were grown for 5 d in white light (80 wmol m 2s7h,
far-red light (weak: 0.35 umol s~ m™% strong: 0.6 umol s™! m™?), red light
(weak: 7.2 pmol s7! m™%; strong: 11 umol s m™?), and blue light (weak:
4.25 pmol s~ m % strong: 10 umol s~ m~2). Hypocotyl length was measured
from scanned seedlings using Image]J software (National Institutes of Health,
Bethesda, MD). Chlorophyll measurements were performed with 14-d-old
plants and chlorophyll content was determined as previously described and
normalized to the chlorophyll content of the wild-type seedlings grown in the
same conditions (Inskeep and Bloom, 1985). To visualize chloroplast accumu-
lation and auto-fluorescence, pictures of 7-d-old seedlings were taken with a
model no. FV1000 confocal microscope (Olympus, Hamburg, Germany) with
an excitation of 405 nm and a detection from 631 to 729 nm. The experiments
were repeated three times with comparable outcomes; the result of one repre-
sentative experiment is shown. For flowering time analyses, plants were grown
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on soil in 100 umol m 2 s™" in 16 h light/8 h dark long-day conditions or

in 130 pmol m 2 s™! 8 h light/16 h short-day conditions. For CK treatments,
10-d-old seedlings were preincubated for 4 h in liquid 1/2 MS medium and
treatments were started by adding hormone-containing medium to reach a final
concentration of 10 uM 6-benzylaminopurin (6-BA). To examine the effects of
CK on hypocotyl elongation growth, seedlings were grown in the dark for
5 d on medium containing 0.05 or 0.1 uM 6-BA or a corresponding mock so-
lution. Silique angles were determined as previously described (Besnard et al.,
2014). To this end, a round gauge was built in such a way that it could be moved
up the main inflorescence to measure the angles of consecutive siliques. The
experiment was repeated in two rounds and both datasets were combined.
Senescence assays were performed as previously described (Weaver and
Amasino, 2001). In brief, detached leaves nos. 3 and 5 of 21-d-old light-grown
plants were floated on liquid 1/2 MS in absolute darkness, containing either
0.05 or 0.1 M BA or a mock solution. After 4 d, chlorophyll was extracted as
described above. Alternatively, whole plants were transferred into darkness for
4 d, chlorophyll was determined as described above, and total protein con-
centration was determined using a Bradford assay. To assess the branching
phenotype of gata mutants, the numbers of branches of at least 0.5 cm length
were determined from nodes in the rosette and from cauline nodes as well as
those of vegetative buds (leaf-bearing nodes) along the shoot. For scanning
electron microscopy of floral buds, samples were mounted on prefrozen plat-
forms and pictures were taken with a TM-3000 table top scanning electron
microscope (Hitachi, Krefeld, Germany). Numbers of floral organs were
counted at the time of anthesis (stage 13). This measurement was repeatedly
performed with all plants after new flowers had formed. Siliques were har-
vested from different plants from a comparable section of the main inflores-
cence. Length and seed number was determined for each silique separately. To
determine flowering, plants were monitored on a daily basis for the presence of
a visible inflorescence bud (time to bolting) or petals (flowering time). The
numbers of rosette and cauline leaves after bolting were counted.

Microarray Analyses

For microarray analyses, 14-d-old plants grown in continuous white light
(120 wmol m ™2 s™") were treated for 60 min with CK (20 uM 6-BA) or a corre-
sponding mock solvent control treatment. Total RNA was extracted with the
NucleoSpin RNA Plant Kit (Machery-Nagel, Diiren, Germany) and 150 ng total
RNA was labeled with Cy3 using the Low Input Quick Amp Labeling Protocol
(Agilent Technologies, Boblingen, Germany). Three biological replicate samples
were prepared for each genotype and Arabidopsis arrays (V4, design ID 21169;
Agilent Technologies) were hybridized at 65°C for 17 h in rotating hybridiza-
tion chambers (Agilent Technologies). Subsequently, the arrays were washed
and scanned using a Microarray Scanner (Agilent Technologies). Total RNA
and probe quality were controlled with a Bioanalyzer 2100 (Agilent Technol-
ogies). Raw data were extracted using the Feature Extraction software
v.10.7.3.1 (Agilent Technologies). Raw data files were imported into GeneSpring
GX (v. 12) and normalized choosing the scale-to-median and baseline-to-
median algorithms. Data were then subjected to an ANOVA analysis (P <
0.05) with an S-N-K post hoc test and filtered for genes with fold expression
differences to the respective wild-type controls as specified (Supplemental
Table S2). Microarray data were deposited as GSE71828 into the Gene
Expression Omnibus database (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

Quantitative Real Time-PCR

To measure transcript abundance, total RNA was extracted with an RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). A quantity of 2 ug total RNA was
reverse-transcribed with an oligo(dT) primer and M-MuLV Reverse Tran-
scriptase (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany). The transcript levels were
detected using a CFX96 Real-Time System Cycler with iQ SYBR Green Super-
mix (Bio-Rad, Freiburg, Germany). The results were normalized to PROTEIN
PHOSPHATASE SUBUNIT2A; AT1G13320 in red and far-red light and to
ACTIN2 (AT3G18780) in blue light. Expression in the dark samples was set to
one. Normalization for the hormone treatments was performed with ACTINS
(AT1G49240). Primers for qRT-PCRs are listed in Supplemental Table S4.

ChIP-seq
For ChIP, three biological replicate samples (2 g tissue) of 10-d-old pGNL::

GNL:HA gnc gnl or gnc gnl control plants grown on GM medium under con-
stant white light were fixed for 20 min in 1% formaldehyde. The samples were
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subsequently processed as previously described using anti-HA antibodies
(Abcam, Cambridge, UK; Kaufmann et al., 2010) and prepared for DNA se-
quencing with a MiSeq sequencer (Illumina, San Diego, CA). The data from this
analysis are accessible under PRINA288918 at NCBI-SRA (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/sra/). Sequencing reads were then mapped to the Arabidopsis
genome (TAIR10) using SOAPv1 (Li et al., 2008) and the following settings:
three mismatches, mapping to unique positions only, no gaps allowed, itera-
tively trimming set to 41-50. Subsequent analysis for peak identification was
performed with CSAR, retaining only peaks with an FDR < 0.05 as statistically
significant peaks (Muifio et al., 2011). ChIP-seq results for GATA genes were
independently verified using ChIP-PCR. The primers for ChIP-PCRs are listed
in Supplemental Table S4.

Accession Numbers

Sequence data from this article can be found in the GenBank/EMBL data
libraries under accession numbers AT5G56860 (GNC, GATA21); AT4G26150
(GNL/CGA1, GATA22); AT3G06740 (GATA15); AT5G49300 (GATA16); AT3G16870
(GATA17); ATAG16141 (GATA17L).

Supplemental Materials

The following supplemental materials are available.

Supplemental Figure S1: Evolutionary conservation of LLM-domain
B-GATAs within the Brassicaceae.

Supplemental Figure S2: Sequence alignment of the GATA-domain and
the LLM-domain.

Supplemental Figure S3: GATA insertion mutant analysis.
Supplemental Figure S4: Mature plant phenotypes of gata gene mutants.

Supplemental Figure S5: GATA gene expression in red light conditions is
PIF-dependent.

Supplemental Figure S6: The effects of CK-induction in the two micro-
array data sets are comparable.

Supplemental Figure S7: CK cannot efficiently induce greening in GATA
gene mutants.

Supplemental Figure S8: The effect of CK on hypocotyl elongation is not
impaired in GATA gene mutants.

Supplemental Figure S9: GATA gene dosage affects lateral inflorescence
angles.

Supplemental Figure S10: Floral morphology and silique parameters are
influenced in GATA gene mutations.

Supplemental Figure S11: Quantitative analysis of flowering time in long-
and short-day conditions.

Supplemental Figure S12: GATA gene mutations alter flowering time in
long- and short-day conditions.

Supplemental Table S1: Differentially expressed genes in GATA gene
mutants.

Supplemental Table S2: Differentially expressed genes in GATA gene mu-
tants after CK-treatment.

Supplemental Table S3: Abundance of CK-regulated genes after
CK-treatment in the wild type and GATA gene mutants.

Supplemental Table S4: Primers used in this study.
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