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1. Einleitung

Arabidopsis thaliang Ackerschmalwand) gehort zu der Familie der Brassae. Aufgrund
ihrer besonderen Eigenschaften wuri@bidopsis thalianaals genetisches Studienobjekt
vorgeschlagen (Meyerowitz und Pruitt, 1986). Nelleer geringen Wuchshéhe und einer
kurzen Generationszeit besi&tabidopsisein relativ kleines Genom von ca. 100 Mbp. Das
Genom ist arm an dispers verteilten, repetitivequ&azen. Der haploide Satz besteht aus
funf Chromosomen, (Redei, 1970; Meyerowitz, 1989).

Der Zellkern von Arabidopsis prasentiert, wie adlekaryotischen Kerne, eine komplexe
Anordnung von heterochromatischen und euchromaisdoméanen (Fransz et al., 2003).
Der Begriff Heterochromatin steht fur konstitutivesd fakultatives Chromatin. Es sind
Chromosomensegmente, die wahrend der Interphasgeksiert bleiben. Sie sind in der
zytologischen DAPI-Farbung als helle Spots sichtbrlekular beinhalten sie unter anderem
TandemRepeatsBiochemisch sind es DNA-Proteinkomplexe, welcheeirsitiv gegen eine
DNase | Behandlung sind. Heterochromatin ist trapsknell inaktiv, spat replizierend und
es weist eine geringe meiotische Rekombination Heterochromatin findet man in den
Zentromerregionen, den Telomerregionen und den M@fichen Nucleolus Organizing
Region. In diesen Regionen sind die Zytosine des CpGiwdotu ca. 80% methyliert
(Finnegan et al., 1998; Nagaki et al., 2003).

Die Zytosin-Methylierung hat Einfluss auf die tr&nptionelle und transpositionelle Aktivitat
der DNA-Transposons ((Jiang et al., 2003; Katd.e@04). InArabidopsis thalianaind sie
stark methyliert und transkriptionell inaktiv (T@%anscriptional Gene SilencifgDie DNA-
Methylierung ist ein wichtiger Faktor des TGS-Etfekin Arabidopsis(Richards uncElgin,
2002). Mittels der benachbarten Sequenzen des idgtagerden die DNA-Methylierungen in
symmetrische und asymmetrische Motive unterteils. &ymmetrische Methylierung werden
die Sequenzmotive CpG und CpNpG bezeichnet (Lihdedtal., 2001, Jackson et,&002).

In den letzten Jahren wurden die Mechanismen intamgersucht, welche zur Aktivierung
oder zur Stillegung von Genen fuhrt. Fir die ldenerung von DNA- bzw.
Histonmethyltransferasen, welche Einfluss auf d&%Thaben, mussten Hilfssysteme genutzt
werden. Drei verwendete Systeme werden infolge wamerlautert.



1.1 Identifizierungssysteme fiir TGS-Suppressoren iArabidopsis thaliana

In Arabidopsiskdnnen Suppressormutanten fir TGS mit Hilfe dddNA- bzw. der EMS-
Mutagenese identifiziert werden. Ein transge@encingSystem wurde von Mittelsten
Scheidet al. (1998) etabliert. Als Reportersystem diente liiieA (Arabidopsis thaliana
Okotyp Ziirich), welche 15 T-DNA-Kopien mit dem Sdiensmarker Hygromycin enthélt
(Probst et al., 2003). Durch die repetitive Anondguder T-DNA geht die transkriptionelle
Aktivitat des Hygromycins in den Nachkommen verigrda diese hochmethyliert vorliegen
(Mittelsten Scheid et al., 1996). In diesem Essayrken, mittels EMS, acht Mutantesom
som8 (som fur somniferou}p isoliert werden, die eine Reaktivierung der Hygyein-
Resistenz aufwiesen.

Im gleichem System wurde mittels der insertionell@fDNA-Mutagenese die TGS-
Suppressor-Mutant@mom1isoliert (nomfir Morpheus”moleculeAmedeo et al., 2000). Diese
Mutante fuhrt zur Reaktivierung von stillgelegteegBenzen, wie TSITfanscriptionally
Silentinformation) und den perizentrischdtepeatgTariq et al., 2002).

Ein sehr sensitives Selektionssystem fir die Isatig von TGS-Suppressoren wurde von 1.
Hofmann unter Verwendung des ReportergedZIFERASEetabliert (Hofmann, 2004). Das
Gen LUZIFERASEwurde mehrfach und gleichgerichtet in die T-DNAegriert und in
Arabidopsis thaliana Columbidgransformiert. Ausgehend von vollstandig inaktiteer
LUZIFERASE-Linien konnten nach EMS-Behandlung Mu&misoliert werden, in welchen
die LUZIFERASE reaktiviert vorlag. Mit diesem Systgelang es, Allele fur die Gedem1,
metlundcmt3zu isolieren (Hofmann, 2004).

Das letzte System, welches vorgestellt werden soifj dieclark kent(clk)-Mutanten. Die
clark kentMutanten sind epigenetische Allele (Epimutantee$ ArabidopsisSUPERMAN
(SUP)-Locus. DieSURGene sind hypermethyliert und somit inaktivieraddbson and
Meyerowitz, 1997). Das spontane Auftreten wk-Mutanten wurde inMET1-Antisense
Linien, sowie inmett und ddmXMutanten beobachtet. Die Ursache ist noch nickabst,
da die DNA in den genannten Mutanten hypomethyhemliegt (Lindroth et al., 2001).
Phanotypisch sind die rezessiverik-Mutanten durch eine veranderte Anzahl von
Blutenorganen gekennzeichnet (Jacobson und Meyero¥897). Der Mutantenphénotyp ist
nicht stabil, deshalb wurde eine zuséatzliche Kajge SUR-Locus eingebracht (Lindroth et
al., 2001). Das stabilisierigdark kentAllel (clk-s)) wurde in einer EMS-Mutagenese fur die

Isolation von Suppressoren mit reaktiviel®RGenexpression genutzt.



Es konnten die Gen€MT3 (CHROMOMETHYLASE ,3Lindroth et al., 2001)KYP
(KRYPTONITEOderSUVH4 Jackson et al., 2002) und AGOY¥RGONAUTE 4Zilberman et
al., 2003) identifiziert werden. Mit Hilfe dieseryS8eme wurden DNA- und Histon-

modifizierende Proteine gefunden, die infolge bestien werden.

1.2. DNA modifizierende Gene mit Einfluss auf defGSin Arabidopsisthaliana

Das Protein DDM1 zeigt eine Ahnlichkeit zur SNF e aus Hefe (Finnegan et al., 1998;
Smith et al., 2003). Es ist eine DNA-abhéngige ASéPaind kodiert ein SWI2/SNF2-
ahnliches Protein (Jeddeloh et al., 1999, Smitd.eP003). Der SWI2/SNF2-Komplex spielt
eine Rolle beimmating type switc{SWI fur switch-independeptund ist involviert in die
transkriptionelle Regulation der Glukose-Repress{@NF flr sucrose non-fermenting
Winston und Carlson, 1992). DiddmXMutanten zeigen eine DNA-Hypomethylierung
(Kakutani et al., 1999, Brzeski et al., 2003), eibekondensation der Chromozentren
(Grendel et al., 2002) und eine Reaktivierung depréssion des irabidopsis thaliana
stark methylierten und stillgelegten GeRAl2 (kodiert eine Phospho-ribosylanthranilat
Isomerase; Jeddeloh et al., 1998). Es erfolgddmEtMutanten eine Reaktivierung der
Expression des DNA-Transposo@ACTA (Kato et al., 2004), sowie die Reaktivierung der
Expression der RetrotransposahiBHILA und TA3 (Kakutani et al., 1995; Xiao et al., 2003;
Kato et al., 2003). Fur diddm1Mutanten wurde eine reduzierte Methylierung amtatis
H3K9 und eine erhdhte Methylierung am Histon H3kekejgt (Gendrel et al., 2002; Chang
et al., 2005). DieddmZtPflanzen wiesen nur geringe oder keine morphobtbgis
Abnormalitaten auf (Vongs et al., 1993).

Mit Hilfe der aufgefuhrten Selektionssysteme konntewei DNA-Methyltransferasen
identifiziert werden. Das Protein MET1 (Methyltrégrmse 1) zeigt eine hohe Homologie zu
der Methyltransferase DNMT1 (Finnegan und DenniS93). In Saugetieren wurde
nachgewiesen, dass nach der Replikation die hemyiraten DNA-Sequenzen ein Substrat
fur die DNA-Methyltransferase DNMT1 sind und das diytosine im symmetrischen Motiv
CpG des neu synthetisierten DNA-Stranges methyhiertlen (Bestor et al., 1988).

In Arabidopsismet:Mutanten wurden vor allem eine Reduktion der Mbényng im Motiv
CpG nachgewiesen. Die Mutanten bilden zahlreichénptypische Verdnderungen aus, die
von einer Generation zur ndchsten Generation vitstérden (Finnegan et al., 1996).



Die zweite identifizierte DNA-Methyltransferase istas Protein CMT3 (CHROMO-
METHYLASE 3), welche neben der Methyltransferasexidoe eine Chromo-Domane
enthalt (Henikoff und Comai 1998). In demt3Mutante ist die Methylierung im Motiv
CpNpG und in asymmetrischen Motiven an bestimmtea keduziert (Bartee et al., 2001).
Diese Reduktion der DNA-Methylierung betrifft dasamsposonTA3 und den stillgelegten
SUPERMAMNLocus (Okamoto et al., 2001). Des weiteren isteeiBindung der
Chromodoméane von CMT3 mit den methylierten Histampanen H3K9 und H3K27
nachgewiesen wurden (Lindroth et al., 2004). Digo@to-Domane wurde zuerst in den
DrosophilaProteinen HP1 und Polycomb (PC) identifiziert. Bas HETEROCHROMATIN
PROTEIN 1 (HP1) konnte eine Bindung der Chromo-Doendé&n das Histon H3 fir
Modifikationen Di- und Trimethyl K9 nachgewiesenrdlen (Bannister et al., 2001; Fischle
et al., 2003), wahrend die Chromo-Doméane von PG@nathyliertem Histon H3K27 bindet
(Paro et al., 1996, Jackson et al., 2002).

Die ProteineDRM1 und DRM2 (domains rearranged methylasstgllen eine weitere Gruppe
von Methyltransferasen dar. lhre katalytische DoenZeigt eine sequenzielle Homologie zur
Familie der MethyltransferasddNMT3 (Cao et al., 2000). IArabidopsissind DRM1 und
DRM2 fur die initiale Etablierung der DNA-Methylierungn symmetrischen und
asymmetrischen Sequenzmotiven verantwortlich, séividie Erhaltung der asymmetrischen
Methylierung [Cao et al., 2002(a); Cao et al., A8))2 Die DRM Proteine sind zur
Etablierung nicht aber zur Aufrechterhaltung \&itencingerforderlich.

In mett und cmt3Mutanten werden im Gegensatz dazu inaktivierteuSegen durch eine
Reduktion der DNA Methylierung an spezifischen Logaktiviert. Des weiteren wurde fur
verschiedend GSMutanten eine Mobilisierung von Transposons gezeignn die DNA-
Methylierung reduziert ist (Singer et al., 2001;ukéi et al., 2001; Chan et al., 2005). Neben
der DNA-Methylierung besitzt die Histonmethylieruaimen Einfluss auf die transkriptionelle
Aktivitat von Genen. In der EMS-Mutagenese fir tielation von Suppressoren des TGS
Effektes mit reaktivierteBURGenexpression konnten neben DNA-Methyltransferasesn
Histon modifizierende Proteine, wie KRYPTONITE idiémiert werden.

1.3 Histon modifizierende Proteine inArabidiopsis thaliana

Das Protein KYP (KRYPTONITE oder SUVH4) gehort zandSU(VAR)3-9-homologen
Proteinen. KYP war die erste identifizierte HMTasesArabidopsis(Jackson et al., 2002).
4



Es methyliert das Histon H3 an der Position LysinIr® der kyp Mutante ist die DNA-
Methylierung am hochmethylierteolark kent Allel des SUPERMAN Locus reduziert,
speziell im symmetrischen Motiv CpNpG.

In der Mutante kyp ist die normale Expression de8URGene und der normale
Blutenphanotyp wiederhergestellt (Johnson et @022 Des weiteren ist KYP an der
Aufrechterhaltung, nicht aber an der Etablierungr d&tosin-Methylierung beteiligt
(Malagnac et al., 2002). Das Protein KYP oder SUWdst eine starke Homologie zur SET-
Doméane des Proteins SU(VAR)3-9 drosophila melanogasteauf. In Arabidopsiswurden
insgesamt 15 SU(VAR)3-9 homologe Proteine gefundeiche in zwei Gruppen gegliedert
werden kénnen. Die SUVH-Gruppe enthalt 10 Protemé einer YDG-Doméane im N-
Terminus. Die funf Proteine der SUVR-Gruppe entralim N-Terminus keine YDG-
Domane (Baumbusch et al., 2001).

Ihre SET-Domanen werden von zwei Zystein-reichegi®een begrenzt, der pre- und post-
SET-Doméane bzw. C- und N-SET-Domé&ne. Die C-SET-Dweméast wichtig fur die
enzymatische Aktivitat von HMTasen (MarmorsteinP23p Fur die SU(VAR)3-9 homologe
SET-Domane konnte eine Histon Methyltransferaseivikléit an den Positionen H3K9,
H3K27 und H4K20 nachgewiesen werden. Diese HMTaktvifiten zeigen auch andere
SU(VAR)3-9 orthologe Proteine in verschiedenen @rgaen, wie zum Beispiel das
Saugerprotein SUV39 (Rea et al., 2000) und daspfetein Clr4p (Nakayama et al., 2001).
Das Drosophlia Protein SU(VAR)3-9 wurde als Suppressor des PEeKEEs identifiziert
(Tschiersch et al., 1994) und es kodiert eine Hi$iBK9 spezifische HMTase (Schotta et al.,
2002).

1.4 SET-Doméanen Proteinén Arabidopsis thaliana

In Sequenzanalysen konnte nur fur das GEVH4eine Exon/Intron-Struktur mit 4 Intronen
nachgewiesen werden (Baumbusch et al., 2001). BideranSUVHGene enthalten keine
Intronen innerhalb ihres ORF’s. Es ist moglich sddss GeisUVH4bzw. KRYPTONITElas

ursprungliche Gen der SU(VAR)3-9 homologen Grupparabidopsisdarstellt. Die anderen
SUVHGenekdnnten durch Retrotranspositionen entstanden $dgse Retrotransposition
kommt haufig bei Proteinen vor, die an der mRNAnBtation beteiligt sind, oder es sind

Gene mit nuklearer Funktion betroffen.



DieseRPCs (retroposedcopieg sind entweder funktionelle Gene oder es handelt sm
Pseudogene ohne Funktion. So wurden 219 HMG-Pmtem Menschen identifiziert, die
durch Retrotransposition entstanden sind (StrichkAlarashanu et al., 2003).

Das HMG ist ein Kernprotein, welches an die kldiugche der DNA bindet und somit einen
Effekt auf die DNA-Aktivitat hinsichtlich ihrer Rdigation, Transkription und ihrer
Kompaktheit hat (Churchill et al., 1991; Claus dt, 4994). Der Mechanismus der
Retrotransposition bietet eine Erklarungsmdglichik@i die groRe Anzahl von SET-Doménen
Proteinen inArabidopsis

Im GenSUVH6wurden keine Intronen lokalisiert. Fur dieses &rokonnte ebenfalls eine
HMTase-Aktivitat fur Histon H3K9 nachgewiesen wand@lackson et al., 2004). Fir die
GeneSUVH2und SUVH3konnten im nicht kodierenden Bereich Intronen tdiaert werden
(Baumbusch et al., 2001). Die Proteine SUVH3, SUVi® SUVH8 enthalten im N-
Terminus zusatzliche AT-Hook-Motive, die in der kagind, an der DNA zubinden
(Churchill und Travers, 1991). Fur die Proteine ${Bvund SUVH7 konnte jeweils ein AT-
Hook-Motiv und fir das Protein SUVH8 zwei Motivekhdisiert werden. Die AT-Hook-
Motive sind Bestandteil der HMG-Y/I-Proteine.

Das DNA-bindende AT-Hook-Motiv konnte auch in nichiMG-Proteinen identifiziert
werden. So besitzt dd3rosophila Protein ASH1 neben einem AT-Hook-Motiv auch eine
SET-Domane und einen PHD-Fingekbgent, Small or Homeotic Disc$ripoulas et al.,
1996). Nach Tripoulas et al. (1996) ist fir die @ing des Proteins ASH1 an die DNA das
AT-Hook-Motiv von Bedeutung. Die SET-Domane dest@irs ASH1 kodiert eine aktive
HMTase, welche die euchromatischen Histonmodiftkegn an den Histonen H3K4, H3K9
und H4K20 katalysiert (Byrd et al., 2003). Das HAoitax-Gruppen Protein ASH1 vermittelt
die transkriptionelle Aktivierung des sonst stillegten GensUbx (Ultrabithorax) in
Drosophila und die Deplatzierung der Proteine HP1 und Pc, miemalerweise an den
Promotor voriUbx binden und ihn reprimieren (Beisel et al., 20@Yhologe ASH1-Proteine
wurden in einer Vielzahl tierischer und pflanzlich@rganismen identifiziert. So enthéalt
Arabidopsissieben ASH-Proteine, davon gehoéren vier ProtaimASH1-homologen Gruppe
und drei Proteine zahlen zu der ASH1-verwandtenp@eu(Baumbusch et al., 2001). Die
SET-Domane befindet sich nicht im C-Terminus destd?ns, sondern ist in der Mitte des
Proteins lokalisiert.



Die konservierte_SEEDomane ist nicht nur in den ProteinetJ(FAR)3-9 und ASH1
enthalten, sondern auch in deérosophilaProteinen RITHORAX und_HZ).

Die Gruppe der TRITHORAX Proteine israbidopsisumfasst insgesamt 12 Proteine. Sie
zeigen eine Homologie zur SET-Doméne der TRITHORRMteine aus verschiedenen
Organismen.

In Arabidopsis wurden sieben verwandte und finf homologe TRITHGRARroteine
identifiziert. Uber die Funktion dieser Gruppe isit Ausnahme des Proteins ATX1 noch
nichts bekannt. DasrabidopsisProtein ATX1 reguliert die Entwicklung der Blutegane
und besitzt eine Histon H3K4 Methyltransferaseatédiv(Alvarez-Venegas et al, 2003). In
denatxl-Mutanten sind die homeotischen Gehel, AP2 AG und im geringeren Malfdel
und AP3 dereguliert. ATX1 wird zur Aufrechterhaltung des normalen Expressnoreaus
dieser Gene bendtigt. Der aktivierende Effekt varXA ist Gen spezifisch (Alvarez-Venegas
et al, 2005). Es ist ein epigenetischer RegulatotHiston H3K4 Methyltransferaseaktivitat,
dessen SET-Doméane im Gegensatz Zanosophila TRX Protein allein in der Lage ist, die
Position Lysin 4 zu methylieren (Alvarez-VenegasaleP003; Alvarez-Venegas et al, 2005).
Fur das humane TRX-homologe Protein MLL/ALL konrgbenfalls eine Histon H3K4
HMTase-Aktivitat nachgewiesen werden (Milne et 2002).

Eine weitere Gruppe von SET-Doméanen Proteinenestallie E(Z)-Homologen dar. Das
Drosophila Protein E(Z) gehort zu den Polycomb-Gruppen Geng{GP Es konnte eine
Histon-Methyltransferaseaktivitat fur Histon H3 aer Position K27 festgestellt werden
(Ebert et al., 2004). Das Protein E(Z) ist wichiig Etablierung und Aufrechterhaltung der
Repression einiger homeotischer Gerdby, Antennapedia, Bithoraxin Drosophila
melanogaste(Muller et al., 2002). E(Z) ist eine UntereinhegsdPolycomb-Komplexes ESC-
E(Z) [ESCExtra Sex Conib

Der Verlust des funktionellen Proteins E(Z) hatesirverlust der Lokalisierung des PcG-
Komplexes an den Polytdnchromosomen zur Folge,iesed Komplex nicht mehr in der
Lage ist mit denPolycomb Repressive Compléxoder 2 zu interagieren (Czermin et al.,
2002). Des weiteren wird die Bindung von POLYCOMBC| an einen PRE-Komplex
(Polycomb response elemenéduziert, das fiuhrt zu einer Expression delgsiiégten Gene
(Lund et al., 2004). Das Protein POLYCOMB enth@teeChromo-Domane, diese interagiert
mit trimethylierten Histon H3 Lysin 27 und mit dedminosauremotiv ARKS (Fischle et al.,
2003; Min et al., 2003).



Durch eine Dimerisierung der Chromo-Doméanen dedeir® POLYCOMB erfolgt eine
zusatzliche Erkennungsspezifitat (Min et al., 20@3s Protein E(Z) methyliert das Histon
H3 an der Position 27, wahrend POLYCOMB an metindie H3K27 bindet.

Die ersten identifizierten SET-Doménen Proteine Amabidopsis gehérten zu der
ENHANCER OF ZESTE [E(Z)]-Gruppe. Zu dieser Grupmhdren die Proteine CLF, MEA
und SWN (EZA1).

Das erste identifizierte E(Z)-homologe Protein Gik&irde von Goodrich et al. (1997) als ein
Repressor des homeotischen Bliutengd8&AMOUS(AG) beschrieben. lelf-Mutanten wird
AG in Blattern und im spaten Entwicklungsstadium Biitenknospe expremiert. Das Protein
SWN (Chanvivattana et al., 2004) weist eine stakkalichkeit zu CLF auf und handelt
teilweise wie CLF. Fur CLF und SWN konnte eine HirstMethyltranserase Aktivitat fir das
Histon H3K27 anhand vodf/swmDoppelmutanten nachgewiesen werden (Cao et &4;20
Lindroth et al., 2004).

MEDEA (MEA; Grossniklaus et al., 1998; Kinoshitaadt, 1999; Autran et al., 2005) ist ein
Repressor der Genexpression und der Endosperm&htmgc Es wird in den sich
entwickelten femalen Gametophyten und im Endospetpremiert und induzietmprinting
fur die paternalen Gene. MEDEA reguliert die Saméniklung mittels des MADS-Box
Gens PHERES1 (Autran et al., 2005). Die Aktivierung des matdemaMEDEA-Allels
benttigt die Funktion von DEMETERwelches eine pflanzliche DNA-Glycosylase ist
(Berger, 2003; Autran et al., 2005). Neben DEMET&®de auch das Protein ROS1 als
DNA-Demethylase beschrieben. In beiden Mutantemt@eine erhdhte DNA-Methylierung
nachgewiesen werden (Choi et al., 2002; Gong £2@02).

ArabidopsisPcG-Gene kontrollieren die transkriptionelle Regren von Entwicklungsgenen
im Euchromatin, nicht aber die Methylierung des tétis H3K27. Zusammenfassend
modifiziert E(Z) das Chromatin dahingehend, dasiesine transkriptionelle Repression der
Zielgene sorgt, wahrend die TrxG eine Aktivierungr dZielgene veranlasst. Fur die
Methylierung der Histone an den Lysinpositionen die SET-Doméane erforderlich
(Marmorstein, 2003; Xiao et al., 2003; Bottomle§02).

1.5 Die Rolle der Histon-Modifikationen in Eukaryoten

Die Histon-Methylierung spielt neben der DNA-Metieylng eine bedeutende Rolle in der

Genregulation.



Die Histon-Methylierung H3K9, H3K27 und H4K20 sireln spezifischer epigenetischer
Marker fur stillgelegte Chromatinbereiche, wéahrahd Methylierung am Histon 3 in den
Positionen K4, K36 und K79 an aktive Bereiche btnd@eschle et al., 2003; Lachner et al.,
2003). Durch unterschiedliche Methylierungsgradee ™Mono-, Di- und Tri-Methylierung
sind weitere Feinregulierungen maglich (Breilingagt 2002). InDrosophilasind die Histon-
Modifikationen H3 Mono-, Di-, Trimethyl-K9 und -K2%owie die Modifikation Trimethyl-
H4K20 spezifisch fir Heterochromatin (Ebert et 2004).

In Arabidopsissind die Histon-Modifikationen H3 Mono-, Dimethkl9 und -K27 sowie
monomethyl-H4K20 mit Heterochromatin assoziierte Histon-Modifikationen Trimethyl-
H3K9, Trimethyl-H3K27, Di- und Trimethyl-H4K20 wueth dagegen in euchromatischen
Bereichen lokalisiert (Fischer, 2005; Naumann gt24105).

Neben dem Grad der DNA-Methylierung sind diese dtfigtlodifikationen die Grundlage des
epigenetischen Histonkods fir die transkription@lkaivitat und Aufrechterhaltung dé'sn”
bzw."off" Zustandes der DNA.

Des weiteren ist nicht nur die Methylierung der ingsmdglich, sondern es erfolgt auch die
Methylierung der Arginine. Fur Arginin-Histonmetlngnsferasen (HRMT) konnten keine
einheitlichen Domanen identifiziert werden, sie dsirhauptsachlich transkriptionelle
Koaktivatoren (Bauer et al., 2002).

Die PosttranslationellerModifikationen der Histone sind reversible Prozesseerfolgt die
Abspaltung der Methylgruppen durch DemethylasenNBICEine Histondemethylase ist das
erst kurzlich entdeckte Protein LSDL1yé6ine-specific histone demethylasg welches
spezifisch das Histon H3 an der Position K4 demnimtity LSD1 besitzt eine C-terminale
FLAVIN-Domane, welche eine Homologie zu den Amindagen zeigt (Shi et al., 2004;
Forneris et al., 2005).

Eine weitere Modifizierungsmaoglichkeit der Histosedie Azetylierung und Deazetylierung.
Diese wird moduliert durch Histonazetyltransferasemd Deazetylasen (Changhe et al.,
2005). Die reversible Azetylierung ist korreliertitmGenaktivitdt in verschiedenen
Organismen. Die Histonazetyltransferasen (HAT) Ikataren den Transfer eines
Azetylrestes von azetyl-CoA zu der Aminogruppe tgsins, wahrend Histondeazetylasen
(HDAC) diese Modifikation umkehren. Imrabidopsis wurden 18 putative Histonde-
azetylasen und 12 putative Histonazetylasen idemwtit (Pandey et al., 2002). Eukaryotische
HDAC s kdnnen in drei Klassen gruppiert werden.



Die Unterteilung basiert auf ihre Homologie zu détefe Histonazetyltransferasen
REDUCED POTASSIUM DEPENDENCY3 (RPD3), HISTONE DEATH.ASE1 (HDA1)
und SIRTUIN2 (Pandey et al., 2002; Yang and Se2632
Die Aktivierung des Gens PlastocyarietE aus der Erbse ist verbunden mit einer Gewebe
abhangigen Hyperazetylierung des Histons H4 inksidrancer/Promotor-Region (Chua et al.,
2001). Studien in Hefe zeigten, dass die Promotakéinierter Gene mehr azetyliertes Histon
H3 und H4 aufwiesen (Bernstein et al., 2002; Roétyal., 2002). Die Reduzierungpn
AtRPD3A(AtHD1) in Arabidopsisfuhrt zu einer Fehlbildung der Blite und zur Aldbing
von Luftrosetten (Wu et al., 2000).
Der AtRPD3APhanotyp ist assoziiert mit einer Hyperazetyligrales Histons H4 und fuhrt
zu einer ektopischen Expression von RegulatorenBiétengene. Das Protein AtHDAG
(AtRPD3B) spielt eine Rolle beim TGS, dass konmteder HDAG6Mutante axel gezeigt
werden. In dieser Linie wurde eine zunehmende EBgwa des AuxirResponsdransgens,
nicht aber der endogenen AuXRespons&ene nachgewiesen (Murfett et al., 2001).
Weitere Histonmodifikationen sind Phosphorylierunder Aminosaure Serin  und
Ubiquitinierung der Aminosaure Lysin. Die Phosphierying wird durch spezifische Kinasen
vermittelt. Die Histon H3 Phosphorylierung ist arari®@ 10 assoziiert mit transkriptionell
aktivem Chromatinbereichen (Nowak et al., 2004)neEigut untersuchte Gruppe von
Serin/Threonin Kinasen ist die Familie der AuroradSen. InArabidopsiswurden kurzlich
drei Aurora-Kinasen (AtAUR1, AtAUR2 und AtAUR3; Kabe et al., 2005) identifiziert.
Die Ubiquitinierung ist eine weitere reversible Mioderung der Histon Lysine, hier wird das
Ubiquitin Uber einer Peptidbindung an das Lysin ween. In Tetrahymenahat die
Ubiquitinierung von Histone 2A eine Repression Ealge (Moore et al.,, 2002). In Hefe
vermittelt das E2-Ubiquitin-konjugierte Enzym UB®&AD6 die Ubiquitinierung des Histons
H2B an der Position 123. Fur eired6-Mutante und eine Histon H2B (K123R)-Mutation, in
welcher das Histon H2B ubiquitiniert ist, konnteafékte in der Sporulation und mitotischem
Wachstum gezeigt werden (Robzyk et 2000). DasArabidopsishomologe Protein AtUBC2
ist in der Lage, die Hefead6-Mutante zu komplementieren (Zwirn et al., 1997).
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1.6 Ziele der Arbeit

Gegenstand dieser Arbeit ist die Charakterisierund die funktionelle Analyse des Gens
AtSUVH2in Arabidopsis thalian@kotyp Columbia.

Zunachst wurde die Expression vBWVH2in der Zelle und in der Pflanze untersucht. Es
erfolgte die Lokalisierung des Proteins in den Kamimenten von Zwiebelhaut-
epidermiszellen. Des weiteren wurde die Expressmm SUVH2 in verschiedenen Organen
der Pflanze Arabidopsis untersucht.

In vivo sollten die Effekte von SUVH2 in Arabidopsianalysiert werden. Fir diese
Untersuchungen wurden transgene Linien verwendeertdlgte eine Analyse des Phanotyps
in den transgenen Linien. Des weiteren wurden desabhangigen Effekte von SUVH2 auf
die genomweite Expression untersucht. Es wurderailen Veranderungen der Transkript-
mengen von Transposons und von Genen der Pathagemabntersucht.

Eine funktionelle Charakterisierung der YDG- und &&T-Doméane des Proteins SUVH2
erfolgte mittels EMS-Mutagenese. Fir diese Analysarde eine Uberexpressionslinie
verwendet.

Des weiteren erfolgte eine Untersuchung hinsidhnttier Interaktion von SUVH2 mit bereits
bekannten DNA- und Histon-modifizierenden Protein&tir diese Analyse wurde eine
SUVH2 Uberexpressionslinie mit der bekannten Mgaliie ddm1-2 gekreuzt.

Weiterhin wurde der Einfluss von SUVH2 auf TGS gtte Als Reporterlinie wurde eine
partiell stillgelegte LUC-Linie verwendet und dieseit SUVH2 Uberexpressionslinien
gekreuzt. In ithren Nachkommen wurde der Einfluss BIUVH2 auf die Aktivitat der
Luziferase untersucht.

Eine weitere Untersuchung dient der Klarung derkRea von SUVH2 auf biotischen Stress.
Fur diesen Test wurden Arabidopsis Linien mit deMARPotyvirus TuMV (Turnip Mosaic
Virus) infiziert. Es erfolgte eine Analyse der Expressiber Su(var)3-9 homologen Gene
SUVH1 bis SUVHO.
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2. Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme / Bakterienanzucht und -behandlung
2.1.1 verwendete Bakterien
In der Tabelle sind alle verwendetBrcoli-Stamme angegeben. Diese Stamme wurden von

den Firmen Stratagene und Invitrogen erworbenalé@rPflanzentransformationen wurde der

Agrobacterium tumefacienStamm GV3101 (Koncz et al., 1986) verwendet.

Bakterien Genotyp Verwendung

XL1-Blue endAl, supE44, recA, thi-1, gyrA96A(mcrA)183 Wirt fur O(ZapJIt

MRF relAl, A(mcrCb-hsdSMRnrr)lac[F proAB, laclgZ und ExAssi
AM15, Tn10] Phage

SOLR el4d-(mcrA, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171, sbcC, Safektion
oR[F'proAB, lacq AM15] recB, recJ, umuC:TN _
uvrC, lac, gyrA96, relA, thi-1, endAl mit Phagemid

DH5 [ F-, endAl, hsdR17, supE44, thivecAl, gyrA96, relf Wirt fur pBs
lacZA M15

2.1.2 Verwendete cDNA-Bibliotheken

Fur die Isolierung des Ge@3sSETIwurden die Bibliotheken dev-Phagen gt22 und Zapll
verwendet. Fur dia-Phagen gt22 Bibliothek wurde RNA aus Oryza safkallus) isoliert.
Die Fragmente variierten zwischen 1,2 kp und 1,8 kp

Die A-Phagen Zapll Bibliothek wurde aus RNA junger Bdatton Oryza IR36 isoliert. Die
Fragmentgrossen variierten zwischen 1,0 kp undg@3,3

2.1.3 Anzucht vonE. coli

Die Anzucht vorE. coliZellen erfolgte in/fauf LB-Medium/Agar. Sie wurdéber Nacht bei
37°C unter Zusatz von 100pg/ml Amp. oder 50pg/mb.{ampicillin (ROTH); Kanamycin
(DIAGONAL)] inkubiert.
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Die Flussigkultur wurde mit 180 rpm geschutteltn&iSelektion auf Galactosidase
erfolgte mit X-Gal (20mg/l, ROTH).

2.1.4 Praparation und Transformation kompetenter Agobakterien

Fur die Praparation kompetenter Agrobakterien wuréle0 ml LB-Medium mit 100ug/mi
Rifampicin, 10pug/ml Gentamycin mit einer Ubernaclitikr Giberimpft. Die Zellen wurden fiir
10 min bei 4.000x g zentrifugiert. Das Bakteriehgtelvurde in 2 ml 0.5x MS-Salzl6sung
resuspendiert und anschlieRend als 200 pl Aligeioigefroren. Die Transformation (H6fgen
& Willmitzer, 1988) kompetenteAgrobakterienerfolgte nach Zugabe von 1 pug Plasmid-
DNA zu 200 pl kompetenteAgrobacteriuraSuspension durch Inkubation auf Eis, in
flissigem Stickstoff und bei 37°C fur je 5 Minutedachfolgend wurde 1 ml LB-Medium
zugesetzt und die Zellen fiur 4 Stunden bei 30°@ ddn in Dunkelheit geschittelt. Der
Transformationsansatz wurde schlie3lich auf LB- rpgeiten mit 100 pg/ml Kanamycin,
Rifampicin und 10ug/ml Gentamycin plattiert und 80°C fir 2 Tage in Dunkelheit
inkubiert.

Die Anzucht desAgrobacterium tumefacierfStammes GV3101 pMP90 (Koncz and Schell,
1986) erfolgte in LB-Medium bzw. auf LB-Platten b&d°C unter Zusatz von 100 pg/ml
Rifampicin (DUCHEFA), 10ug/ml Gentamycin (DUCHEFANd gegebenenfalls 50 pg/ml
Kanamycin (DIAGONAL).

2.2 Arabidopsisthaliana

2.2.1 Material und Anzucht vonArabidopsisthaliana

Fur die molekularbiologischen Untersuchungen wuiis ModellsystemArabidopsis
thaliana Okotyp Columbia verwendet. Das Genom ist volldigrdurch dasArabidopsis
Genomprojekt sequenzieriA@abidopsis Genom Initiative2000). Die Kultivierung von
Arabidopsis thalianaerfolgte auf einem Gemisch aus 3 Teilen Einheitserde ED 73
(Einheitserde Werkverband, Sinntal-Jossa) und 11 Narmiculite (Gartnereibedarf
Kammlott, Erfurt). Des weiteren wurden die SALK-len suvhl (NO03675) suvh2
(NO79574), die Linie35S::LUC2 (Hofmann, 2004) und die ddm1-2 (Vongs et al., 3993
verwendet.
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Fur die Anzucht von Arabidopsispflanzen wurden &amen fir 10 Minuten in einer
Natriumhypochlorit-Losung (ca. 5 % aktives Chlorl® % Tween® 20) inkubiert. Nach
Entnahme der Losung wurden die Samen dreimal miésbi sterilem Wasser gewaschen.

Fur die Verteilung der Samen auf Agarplatten [500b)0 x MS-Salze (DUCHEFA, 2.39);
25g Saccharose; 6 g Agar-Select (GIBCO BRL); 50mkgKanamycin (DIAGONAL) oder
Hygromycin (DUCHEFA)] wurden diese mit Hilfe voneslem Wasser auf den N&hragar
aufgebracht. Die sterilisierten Samen wurden audrplgtten mit 50pg/ml Kanamycin oder
50ug/ml Hygromycin gegeben. Die Keimung der Sandolgte flir sieben bis zehn Tage
unter Langtag-Bedingungen. Die Kanamycin-resiste@@men wurden zur weiteren Anzucht
auf Erde umgesetzt.

Die Kanamycin oder Hygromycin-Selektion in folgend&enerationen erfolgte nach der
gleichen Methode. Hierzu wurden ca. 50 Samen éfaasgenen Linie ausplattiert und unter
Langtagbedingungen angezogen.

Arabidopsis thalianaDkotyp Columbia wurde als Wildtyp verwendet. DiezAoht erfolgte

in klimatisierten Phytokammern bei 24°C, 75% Lufifhatigkeit und 8h Licht
(Kurztagbedingung) fur ein vegetatives Wachstum und Pflanzen-Anzuchtschranken
(Percival) bei 24°C, 75% Luftfeuchtigkeit und 16icht (Langtagbedingung) flr generatives
Wachstum. Die Erde bestand aus einem Gemisch Eehéeé und SandArabidopsis
thaliana wurden fir die Transformation und zur Gewinnung Wilanzenmaterial in Topfen

angezogen. Alle zu untersuchenden Pflanzen wuretede angezogen.

2.2.2 Kulturmedien fur die Anzucht und Haltung der Pflanzen

ArabidopsisSamen wurden auf einem Festmedium nach MurashigdeSkoog (1962) zur
Keimung gebracht, dieses enthalt 4,4g/l M&S Salg/lLAgar sowie 30g/l Saccharose. Zur
Selektion der T-DNA wurden die entsprechenden Aatilka wie Kanamycin (50mg/l) bzw.
Hygromycin (50mg/l, DUCHEFA, Harleem/ Niederland®) gegeben. Fir die induzierbaren
Konstrukte wurde in das Medium zusatzlich 0,0lmMx&wethason (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen) gegeben. Reissamen wurden auf 2%$gdect-Agar-Platten unter Wasser
ausgelegt und entweder bei 30°C oder bei 37°C & Tagg inkubiert. Es wurde darauf
geachtet, da3 die Korner standig feucht gehaltemdevu Das Wasser wurde taglich

gewechselt, um einem Schimmelbewuchs der Platteaulbeugen.
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2.2.3 Transformation in Arabidopsis thaliana mittels Agrobakterium tumefaciens

Die Pflanzentransformation erfolgte Giber Vakuuntirdgtion vonAgrobakterium tumefaciens
in Arabidopsis thaliana(Bechthold et al., 1993). Hierfir wurden 500 ml -M&dium
(DUCHEFA) mit je 50 pg/ml Kanamycin, 100pg/ml Rifarain und 10pg/ml Gentamycin

mit 1 ml einer Vorkultur vorAgrobakterierangeimpft und fur ca. 24 h bei 28°C und 120 rpm
angezogen. Die Agrobakterien wurden 10 Minuten #€00x g pelletiert und 100ml
Infiltrationsmedium (fir 1 Liter: 1,0xMS-Salz eirdieRlich Vitaminen (4.5g, DUCHEFA);
20g Saccharose; 10ul BEP (1Img/ml im DMSO; SIGMA)suspendiert. Fur die
Vakuuminfiltration wurde der Bllutenstand der zulinerenden Pflanzen (TO-Generation) in
das Agrobakterien Infiltrationsmedium getaucht uathfolgend fir 15 Minuten in einem
Exsikator einem Vakuum ausgesetzt. Anschlielenddevurdie Pflanzen mit Wasser
abgewaschen und vorsichtig mit Papier abgetrockhetRegeneration wurden die Pflanzen
anschlieBend fur eine Nacht horizontal und abgeadackeinen dunklen Ort gelagert. Nach
drei bis vier Wochen unter Langtag Anzuchtbedingum@gonnten die Samen der Pflanzen

geerntet werden.

2.2.4 EMS- Mutagenese von Saatgut

Fur eine chemische Mutagenese von Arabidopsissamesen ca. 10.000 Samen (50 Samen
ca.l mg) Uber Nacht in einer 0,1%igen Kaliumchlésdng vorgequollen und anschlieend
in einer Losung von 90 mM Ethylmethansulfonat (ENMERCK) in 0,1 M Na-Phosphat pH
5,0 und 5 % DMSO 4 Stunden mutagenisiert.

Anschliel3end wurden sie 2 mal fur 15 Minuten mieeilOOmM Natriumthiosulfatiésung die
EMS-LAsung inaktiviert und 2 mal 15 Minuten mit Vdas gewaschen. Das mutagenisierte
Saatgut (M1-Generation) wurde zuné&chst fir eine Mé@etrocknet.

Danach erfolgten die Behandlung der Samen und Alugsaat auf Selektionsplatten. Die
Anzucht erfolgte in Topfen auf Erde. Die Mutagengsa Arabidopsis thalianamit EMS
erfolgte nach Leyser und Furner (1992).
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2.2.5 Kreuzung vonArabidopsis thaliana

Zum Kreuzen wurden von ungeoffneten Knospen der vadsblicher Kreuzungspartner
vorgesehenen Pflanze mit Hilfe einer Pinzette Bllgenorgane mit Ausnahme des Stempels
entfernt.

Eine geoffnete Blite des ménnlichen Kreuzungspestweurde mit der Pinzette so am
Blutengrund gefal3t, dal3 sich die Blite beim Zusanumeken der Pinzette weit 6ffnet.
Dadurch stehen die StaubgefalRe frei nach auRemiassodamit der Stempel des weiblichen
Kreuzungspartners bestaubt werden kann. Die Best@uder praparierten Stempel wurde

zweimal im Abstand von ca. 24 h wiederholt.

2.3 Plasmide und Konstrukte

2.3.1 Verwendete Expressionsvektoren

Bezeichnung Quelle Verwendungszweck

pKEXtr Van Den Ackerveken,G. et al., 1996transient Expression in Zwiebelt
35*S Promotor Mindrinos,M. et al., | epidermiszellen
1994

pKEXxtr-GFP Van Den Ackerveken,G. et al., 1996mRS-GFP(327) Uber
35*S Promotor Mindrinos,M. et al., | BamHI/Sacl in pKEXxtr cloniert
1994 fur transient Assay

pKEXxtr-GUS Van Den Ackerveken,G. et al., 19965US aus pBI221(Clontech) tber
35*S Promotor Mindrinos,M. et al., | BamHI/Sacl in pKEXxtr cloniert
1994 fur transient Assay

pBI1.4tr pBl1121(Clontech)1.4 kb Xbal- Herstellung transgener Pflanzen

Hindlll -fragment vom Vektor
pKEx4tr einschliel3lich MCS

pBI1.4tr-myc/His | pBI121(Clontech)1.4 kb Xbal-Sacl|{Herstellung transgener Pflanzen
fragment vom Vektor pKEx4tr

einschlie3lich MCS, Klonierung
120Bp Fragment (myc/His- Tag vor
T.Jenuwein Uber Sall/EcoRl

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Trans&dromsvektoren basieren auf der
Verwendung der aufgefihrten Plasmide. Der Prom®5&* wird konstitutiv expremiert und
zeigt eine 40fach geringere Aktivitat als der Ausggpromotor. GVG ist ein
Chimarenprotein, das durch Dexamethason aktivied. w
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Fur die Herstellung der Konstrukte wurden Endonaésm der Firma MBI verwendet. lhre

Klonierung in dem entsprechenden Vektor erfolgteertileine T4- Ligase der Firmen

PROMEGA bzw. MBI. Die Vektoren wurden mit folgenddethode in diee.coli gebracht. 2

pl Ligationsansatz (ca. 10 ng Vektor-DNA) werdencau50 pl kompetenten Zellen gegeben.
Der Ansatz wird 30 min auf Eis inkubiert. Nach 20Hgzeschockbehandlung bei 37°C

werden die Bakterien 2 min auf Eis inkubiert.

Nach der 0,6 ml LB-

Transformationsansatz fir mindestens 1 h bei 37&€clyittelt. Die Zellen werden kurz

Transformation werden Medium gegeben und der
zentrifugiert und auf entsprechenden Antibiotikakigen LB-Agarplatten ausplattiert.

2.3.2 verwendete Konstrukte

Die verwendeten Konstrukte fur TransformatiorAirabidopsis thalianaind den transienten

Expressionsassay in Zwiebelepidermiszellen.

kloniertes Gen |verwendeter |verwendete Primer,| Bemerkung, Verwendung

(Lange in Bp) |Vektor Restriktionsenzyme

SUVH1 pKEXA4tr- SUVH1-start, Sall gesamte Gen (ORF) a

(1-2010) GUS/GFP SUVH1-stop, Sall GUS/GFPFusion fir transiente
Assay

SUVH1 pBI 1.4tr-myc | SUVH1-start, Sall Herstellung transgener Lini

(1-2010) SUVH1-stop/stop, Sall | Arabidopsis thaliana

SUVH1 pTA7002- SUVH1-start, Sall EGFPFfusion zur Herstellun

(1-2010) EGFP SUVH1-stop, Sall von transgenen  Arabidop
thaliana mit induzierbar
Expression

SUVH2 pKEXA4tr- SUVH2-start, BamHI |GUS/GFPFusion flr transients

(1-1953) GUS/GFP SUVH2-stop, BamHI |Assay

SUVH2 pBI 1.4tr-myc | SUVH2-start, BamHI [myc+usion zur Herstellur

(1-1953) SUVH2-stop/stop, transgener Arabidopsis thaliana

BamHlI

SUVH2 pTA7002- SUVH2-start Xho, XholHerstellung von  transgen

(1-1953) EGFP SUVH2-stop Xho, Xhol|Arabidopsis thaliana 1
induzierbarer Expression de
Transgens

ClIf pKEXA4tr- clf-A-Not, Notl gesamtes Gen (ORF)

(2-2709) GUS/GFP clf-B-Not, Notl GUS/GFPFusion fir transiente
Assay

SUVH3 pKEX4tr- gesamtes Gen (ORF)

GUS/GFP GUS/GFPFusion fir transiente

Assay
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2.3.3 Konstruktion des binéren Vektors pBI 1.4tr

Fur die konstitutive Expression in Arabidopsis weirein geeigneter Vektor konstruiert, in
welchen die untersuchten Proteine als myc-Fusiotsioe unter Kontrolle des CaMV 35S5*-
Promotors exprimiert wurden. D&aMV 35S*-Promotor (Mindrinoset al, 1994) weist eine
40fach geringere Aktivitat im Vergleich zum Ausgapgpmotor auf. Ausgangspunkt der
Konstruktion des pBI1,4t-myc Vektors war der bs@B1121 Vektor (Clontech). In diesen
wurde ein 1.4 KbHindlll/Xbal- Fragment aus den pKEx4tr-Vektor eingebracht. &es
beinhaltet eine MCS, de@GaMV-35S*Promotorund eine Terminatorsequenz der Nopalin-
synthetase. Ein Konstrukt, welches eine 3-fachepe®edesmyc Gens (erhalten von
T.Jenuwein) enthalt, wurde Uber dteoRISall- Schnittstellen in den Vektor ligiert. In den
resultierenden binaren Vektor wurden die zu anafgsiden Gene kloniert.

2.4 Molekularbiologische Arbeiten mit DNA

2.4.1 Isolation von Plasmid- DNA nach alkalischer Mthode (Birnboim und
Doly, 1979)

Eine Kolonie der transformiertel.coli wurde von einer Transformationsplatte entnommen
und zu 1,8ml LB- Medium (100mg/l Ampicillin) gegaheDie Kultur wurde flr mindestens
6h bei 37°C geschiittelt und danach fir 2min inreiii&rozentrifuge sedimentiert, das Pellet
in 0,3ml P1 (50mM Tris-HCI, pH8,0; 10mM EDTA; 100ng RNase A) geldst und nach
Zugabe von 0,3ml P2 (200mM NaOH; 1% SDS) fur Smam Raumtemperatur inkubiert.
Nach Zugabe von 0,3ml P3 (3M Kaliumazetat pH 5,5)rde der Ansatz fur 20min
zentrifugiert. Zum Uberstand wurde 1/10Vol 3M Na@id 0,7Vol Isopropanol gegeben und
die Suspension fur 15min zentrifugiert. Der Uberdtavurde verworfen. Das Pellet wurde
mit Ethanol (70%) gewaschen. Nach dem Trocknenlgtdadie Aufnahme in 30ul bidest.

Wasser.
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2.4.2 Praparative Plasmidisolierung

Zur Plasmid-DNA Isolation wurde deapid plasmid purification systemit der Firma
Marligen verwendet. Die zu préparierenden Baktétwre wurden in einer 2-5 ml LB-
Schittelkultur bei 37 °C tUber Nacht inkubiert.

Nach dem Abzentrifugieren (10 Minuten, 5000 rpmYyaan die Kulturen nach den Angaben
des Herstellers Marligen aufgearbeitet.

Die Aufreinigung der Plasmid- DNA erfolgt bei diesdethode durch die Bindung der DNA
an eine Anionenaustauscher-Saule, basierend auf. SM@ch dem Entfernen von
Verunreinigungen durch Waschschritte wird die DNAt einem Hochsalzpuffer von der
Saule eluiert, mitlsopropanol préazipitiert und mit 70% Ethanol erttaDas getrocknete

Pellet wird in 50ul Wasser resuspendiert

2.4.3 Ligation

Fur die Gelelution wurde der Kit QIAquick Spin dérma QIAGEN verwandt. Das Prinzip
der Gel Extraktion bzw. PCR Produkt Aufreinigungrdie auf der DNA-Bindung eines
mindestens 300bp-Fragmentes an eine Silica-Memibr&egenwart von Hochsalzpuffern.
Die Verunreinigungen werden aus der Saule ausgéeasc
Bei der Gelelution wird die zu isolierende DNA-Bandus einem 0,8-1,5%igen Agarosegel
ausgeschnitten und nach dem Protokoll des Henste(lgagen uber eine Saule gereinigt.
AnschlieBend wird die gereinigte DNA mit TE oder(Hvon der Séaule eluiert. Die
Aufreinigung des PCR- Produktes erfolgte nach desiclgen Prinzip.
Zunachst erfolgte eine Restriktion von Insert utab/id fur mindestens 2h bei 37°C. Fir die
Restriktion wurden ca. 500ng Insert-DNA oder 10@®tgsmid , 1x Endonukleasepuffer und
ca. 1U Endonuklease eingesetzt. Das Gesamtvoluragngbl0pl und wurde mit sterilen
bidest. Wasser aufgefillt. Die Restriktionsansameden in einen 1% Agarosegel getrennt
und eluiert (QUIAGEN).
Die Restriktion der genomischen DNA erfolgte Ubeacht und wurde in einem
Gesamtvolumen von 100ul durchgefuhrt. Fir den logatnsatz wurden 200ng Insert, 20ng
Plasmid, 1,5ul Ligationspuffer, 1,0ul Ligase T4 |Skérwendet. Der Ligationsansatz wurde
mindestens fur 4h bei 16°C inkubiert.
Die zu etablierenden Uberexpressionskonstrukte eurduerst in den pGEM-T Vektor
eingebracht und sequenziert, anschlielend erfoltjee Klonierung in den binaren
Transformationsvektor pBl1.4tr- myc.
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Die Klonierung der Sequenz myc (erhalten von Tuwegin) in den pBI1.4tr erfolgte Uber die
Restriktionsenzym&all undEcoRl

Uber die mit Hilfe der Primer etablierten Restigktsschnittstellen konnten die GeneSB3l,
CLF, SUVHL, SUVH und SUVHB aus den pGEM-T Vektor ausgeschnitten und in den
PEKx4tr-GUS bzw. pEKx4tr-GFP im 5°-Bereich der Repogene kloniert werden.

In diesem Schritt wurden die zu untersuchenden @&s$&Tl, CLF, SUVHL, SUVH und
SUVH3 mit dem Reporter GUS bzw. GFP fusioniert.

2.4.4 DNA IsolationArabidopsis

Die Extraktion von genomischer DNA aAsabidopsiswurde nach Brandstadtet al. (1994)
durchgefuhrt. Drei bis funf Blatter (100mg Blattmaal) wurde in einem Porzellanmorser
unter Kdhlung mit flissigem Stickstoff mit einems#ll zerkleinert. Das Pulver wurde in 1
ml Extraktionspuffer (100mM TRIS-HCI (pH8), 50mM HB, 500mM NaCl, 10mM[-
Mercaptoethanol, 1,5% SDS) tberfuhrt und gemidgas Gemisch wurde 10 Minuten bei

65 °C inkubiert, vermischt und es erfolgte die Zwgaron 300ul Kaliumazetat (5M=3M
Kaliumazetat und 2M Essigsaure). Diese Suspensigdevgemischt und fur 10 Minuten bis
1 Stunde in Wassereis gekuhlt. Anschlie3end wudierProben fir 15min bei 12.000 rpm
und 4°C zentrifugiert. Die Losung wurde in einenu@@ Eppendorfgefald mit einem Volumen
Chloroform:lsoamylalkohol:Phenol im Verhéltnis v@a:1:25 (v/v) gemischt, 5min bei RT
inkubiert und 15 Minuten mit 10.000 rpm bei 4 °Gizdugiert. Der wassrigen Phase wurde
das 0,7fache Volumen an Isopropanol zugesetztAdeatz fir mindestens 20 Minuten bei —
20°C inkubiert und 10 Minuten mit 8000 rpm bei 4 2éntrifugiert. Das Pellet wurde mit
500ul 70% Ethanol gewaschen und fur mindestenselB#C getrocknet.. Das getrocknete
Pellet wurde in 100 ul TE-Puffer (pH 8,0) gelostt 0 pg DNAse-freier RNAse A versetzt
und der Ansatz 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. BResuspension des Pellets erfolgte tber
Nacht bei 4- 8°C.

2.4.5 Southern-Analyse
Die genomische Reis DNA wurde mit den Restriktioizgenen Bst, Xba und Sst
geschnitten, in einem Agarosegel getrennt und ambde¢llulose transferiert. Als radioaktive

markierte Sonde war ein 200bp-Fragment der SET-Demarwendet worden.
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Fur die Analyse wurde genomische DNA admbidopsisisoliert und mit Endonukleasen
geschnitten. Die Trennung der geschnittenen DNAolgé in einem Agarose Gel
einschliel3lich eines Transfers auf einer NylonmembmDiese wurde mit einer Sonde fur
SUVH1bzw.SUVH2hybridisiert.

Die Anzahl der T-DNA"s wurde auch mittels einer ®@&un Analyse bestimmt, wobei die
Restriktion der genomischen DNA uber Nacht mitBedonukleasélindlll erfolgte.

Diese geschnittene DNA wurde in einem 1%igen Agagebkgetrennt und anschliel3end Uber
Vakuum auf die Nylonmembran ubertragen. Diese Mambwurde mit den radioaktiv
markierten GerNPTII hybridisiert. Die Neomycinphosphotransferase (Kayen) ist der
Selektionsmarker. Sie ist spezifisch fur die T-DRBS*::mycSUVH2. Durch die Anzahl der
Hybridisierungsbanden in den einzelnen Linien kanan die Anzahl der Insertionen

bestimmen.

2.4.6 Transienter Expressionsassay

Fur den transienten Assay erfolgte eine PCR dee@eSETL, AtCLF, AtSUVHL, AtSUVH
und ASSUVHB aus genomischer DNA, mit folgenden spezifischerm&n OsStartSall/
OsStopSall, CLF-Eco/ CLF-Bam, Su-1StartSall/ SwpSall, Su-2StartBam/ Su-2StopBam
und Su-3StartXho/ Su-3StopXho amplifiziert. Diesen& wurden in den Vektor pKExtr
kloniert. Die transiente Expression der Fusionsgneat erfolgte durch den 35S-Promotor aus
dem Cauliflower Mosaik Virus, wobei die Konstruktgttels Goldpartikel (Bio-Rad) unter
einem Druck von 700kPa in Zwiebelepidermiszellengebracht wurden. Diese Arbeiten
erfolgten gemeinsam mit Ingo Schulz. Die Lokalisreg der Fusionsproteine konnte durch
die Reportergene GUS bzw. GFP sichtbar gemachtemefelir den transienten Assay wurden
MS-Platten, bestehend aus 30g/l Saccharose, 2@tgttSAgar und 4,49/l M&S Salz, als
Unterlage verwendet. Fiur die Kultivierung der bessenen Zwiebelhdute wurde flissiges
MS-N&ahrmedium mit 30g/I Saccharose und 4,49/l M&fz Serwendet.

Nach dem Beschuss wurden die Platten mit Parafiigedichtet. Die GUS-Konstrukte
wurden in X-GLUCA-L6sung [50mM NaPJROTH), pH7,0; 0,5 mM Ferro/Ferri-zyanide
(SIGMA); 0,05% Triton-X100 (SERVA) und 3mg/ml X-GLL(DUCHEFA)] Uber Nacht bei
37°C inkubiert.
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2.4.7 DNA-Sequenzierung

Die enzymatische Sequenzierreaktion nach Sangar €1977) beruht auf einem nukleotid-
spezifischem Kettenabbruch durch den Einbau eihesrelszenz-markierten Didesoxy-
nukleotids. Die als Template eingesetzte DNA wutdech den QIAGEN Plasmid-Kit bzw.
mit dem NucleoSpin-Plasmid-Kit der Firma Macherey&gel aufgereinigt.

Die Sequenzreaktionen wurden nach Angaben des dlerst mit dem ABI PRISM Dye
Terminator Cycle Sequenzing Ready Reaction KitKideElmer) durchgefiihrt. Das DNA-
Pellet wurde nach der Resuspendierung und Denatngeim ABI Cycle Sequencer 377
aufgetrennt.

Fur die Sequenzierung der BliyVH2Mutanten wurden verschiedene transgenspezifische
Primer verwendet. Die PCR-Produkte der Tag-Polyseeraurden aus den Agarosegel eluiert
und Uber blunt- end in den pGEM-T Vektor klonieie Plasmide wurden in E.coli
transformiert und vermehrt. lhre Isolierung erfeldgiber die alkalische Plasmidpraperation.
Die Anwesenheit des Fragmentes wurde mittels drestriktion kontrolliert, die positiven
Plasmide mit dem transgenanycSUVH2wurden sequenziert. Die Sequenzierung des
transgenenrSUVH2 erfolgte mit verschiedenen genspezifischen PrimBie verwendeten
Primer mycSall, 2RNAIi5-BamH1F, Su2f527, 2RNAISXBRIZAI3 BamH1, Su2StopSall,
Su2-1290F, Su2-1631B und 2RNAiI3BamH1 erlaubteres,gesamten ORF zu analysieren.
Fur die Sequenzierung der Tag-Produkte wurden Featgnaus verschiedenen PCR’s
verwendet. Die Produkte der Pfu-PCR wurden direguenziert. lhre Sequenzierung erfolgte

mit dem gleichen Primern, welche fur die Tag-Prddudenutzt wurden.

2.5 PCR und DNA-Analysemethoden

2.5.1 DNA Amplifikation mittels PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine eirdachber effiziente Methode zur
Amplifikation eines bestimmten DNA-Segments vitro aus einem Gemisch unter-
schiedlichster DNA-Sequenzen (z.B. Plasmide, gescimei DNA, cDNA-Préparationen).

Ein typisches Temperaturprofil sieht wie folgt aus:

(a) Denaturation95°C (30- 45sec)
(b) Annealingd5-65°C (30-45sec)
(c) Extension72-74°C (1 min pro kb)
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In den meisten Fallen wird die Taqg- Polymerase Tharmophilus aquaticugerwendet. Um
fur die Konstrukte Ablesefehler in der Sequenz pumeiden, wurde fir diese PCR eine
Polymerase miproof readingAktivitdt eingesetzt. Dieses Enzym besitzt sowahkees'-3'
Polymerase- als auch eine 3'-ptoof reading Exonuklease-Aktivitat, was zu einen
verringerten Basenpaaraustausch fuhrt.

Es kommt zu einem exponentiellen Anstieg der Pktidunzentration. Ein typischer
Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 2@steht aus den Komponenten 2ul 10x
PCR-Puffer, 200 uM dNTP-Mix, 0,1-0,3uM Primerl, 1-0,3uM Primer2 und 1 U Tag-
Polymerase.

Fur PCR-, RT-PCR- und Sequenzanalysen wurden Puararendet, welche im Anhang 5.1
aufgefihrt werden.

Die PCR-Reaktionen erfolgte in PCR-Maschinen demén BIOMETRA (T-GRADIENT,
3Cycler) und EPPENDORF.

2.5.2 TAIL- PCR

Die Thermal asymmetric interlaced PCRAIL) bietet die Mdglichkeit die unbekannte
flankierende Sequenz neben der T-DNA zu identifezie In diesen PCR Reaktionen werden
eine Anzahl von nested Sequenz-spezifischen Prifderdie T-DNA zusammen mit kurzen
degenerierten Primern, welche eine niedrige Scherajzeratur besitzen und unspezifisch die
genomische DNA binden, verwendet. Die Annealingterajur wird durch die unterschied-
lichen Schmelztemperaturen der spezifischen Pripestimmt. Die PCR ist in folgender

Tabelle beschrieben.

Reaktion Zyklenzahl Programm

Primar 1 95°C 2min
5 94°C 1min, 62°C 1min, 72°C 2min30sec
1 94°C 1min, 25°C 3min, 72°C 2min30sec
15 94°C 30sec, 62°C 1min, 72°C 2min30sec
1 92°C 30sec, 44°C 1min, 72°C 2min30sec
1 72°C 5min

Sekundéar 20 94°C 30sec, 64°C 1min, 72°C 2min30sec
1 94°C 30sec, 44°C 1min, 72°C 2min30sec
1 72°C 5min

Tertiar 20 94°C 30sec, 44°C 1min, 72°C 2min30sec
1 72°C 5min
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2.5.3 Inverse PCR

Je 1pg genomischer DNA wurde mit den Endonukled&sal Mspl, Taql oder Mbol tber
Nacht in 100ul Gesamtvolumen geschnitten. Im Ansshkrfolgte eine Fallungsreaktion mit
10ul 3M Natriumazetat und 330ul 96% Ethanol. Da#leP&vurde in 20ul dest. Wasser
gelost.

Fur die Selbstligation wurden 10ul DNA in einen @asvolumen von mindestens 200ul
eingesetzt. Die Ligation erfolgt tber Nacht bei 4&hschlieRend wurde die Ligation fur
20min bei 85°C inaktiviert.

Fur die Bestimmung des Insertionsortes der T-DNAden nested-PCR-Reaktionen durch-
gefuhrt. Hierfir wurden degenerierte Primer (Anhd&g) und T-DNA spezifische Primer
(LR 33, LR110 und LR 133) verwendet.

2.6 Molekulargenetische Arbeiten mit RNA

2.6.1 Isolation von Gesamt- RNA

Alle Losungen, die mit RNA in Berihrung kamen, wemdnit Diethylpyrocarbonat (DEPC)
behandeltem bidestilliertem Wasser hergestellt,odenn mdglich, wurde DEPC direkt zur
Losung gegeben. Diethylpyrocarbonat wurde in eilBedkonzentration von 0.1 % (v/v)
zugesetzt und diente der Inaktivierung von RNaB&s mit DEPC versetzte,B sowie die
Lésungen wurden 12 h bei 37 °C inkubiert und daradioklaviert. Dieses Wasser wird im
folgenden mit DEPC-H20 bezeichnet. Alle Arbeiten rden mit Einweghandschuhen
durchgefuhrt, da die an Handen anhaftenden RNasen Hauptkontaminationsquelle
darstellen. 100mg Blattmaterial wurden unter Stim#szerkleinert und in 1ml Trizol
(Invitrogen) geldst. Die Suspension wurde fur 5rbei RT inkubiert und danach wurden
200ul Chloroform zugegeben, gemischt und erneut Sirin bei RT inkubiert. Zur
Phasentrennung wurden die Proben fir 8min bei 02000 zentrifugiert und die obere,
wassrige Phase wurde vorsichtig in ein neues Eppégefal? gegeben. Die Fallung der RNA
erfolgte durch Zugabe von 500ul Isopropanol. Disurig wurde gemischt und im Anschlufl3
fur 5min bei 13.000rpm und 4°C zentrifugiert.
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Das Pellet wurde mit 500ul 70% Ethanol gewaschehheil RT getrocknet. Das getrocknete
Pellet wurde in 50ul DEPC-H20O resuspendiert. Digd¢A wurde fir unterschiedliche

Experimente eingesetzt.

Die isolierte RNA wurde in DEPC-H20 1:30 verdinmtduam Spektrometer (Biometra)
vermessen. Die Konzentration der Nukleinsaurenziagchen 0.5-3.5 pg/upl. Die Reinheit
konnte als Quotient aus Nukleinsauren/Protein @&8Dhm) bestimmt werden. Als Standard
wurde DEPC-H20 verwendet.

2.6.2 RT-PCR

Fur die semiquantitativen RT-PCR-Experimente wurgameils 2ug total RNA eingesetzt.
Die RNA wurde fir 2 Stunden bei 37°C mit folgendémsétzen 10 mM dNTP, 100 pmol
Random Hexamers (PROMEGA) and 200U M-MLV revenmsmdcriptase (M-MLV RT)
(PROMEGA) inkubiert. Das Gesamtvolumen betrug 2(Mzw. 50 pl. 1- 2 pl des RT-
Ansatzes wurden als Template fir die nachfolger@® RPerwendet. Die PCR-Bedingungen
wurden den Primern und der Lange des zu amplién@éen Bereiches angepaldt. Zur
guantitativen und qualitativen Kontrolle wurde di@S rDNA und Actin verwendet. Diese

Gene sollten in gleicher Menge in den Proben vatbarsein.

2.6.3 QuantitativeReal Time PCR

Die Reverse Transkription von RNA, gefolgt von eiRelymerase Chain Reaction
(RT-PCR), ist eine extrem sensitive Methode, unzsigehe mRNAs zu detektieren und zu
guantifizieren. Aus Blattern isolierte RNA wird iersten Schritt al$emplatefir die Reverse
Transkription in komplementdre DNA (cDNA) eingedet®ie cDNA wird wiederum als
Template fur die folgende PCR verwendet, die mézdschen Primern arbeitet, um eine
bestimmte cDNA zu amplifizieren. Um bessere quatiié Aussagen uber eingesetzte
MRNA Mengen machen zu kénnen, komnireal-TimePCR-Maschinen wie derightCycler
von BIO-RAD zum Einsatz. Uber eine Fluorimeter-Kampnte erfasst derightCyclerdie
Bindung von Fluorophoren wisYBR Greeman doppelstrangige DNA. Die Fluoreszenz von
SYBR Greenvird verstarkt, wenn das Molekul an die kleine Fagraler DNA bindet. Diese
Bindung erfolgt sequenzunabhangig.
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Bei demLightCyclerRNA Amplifikationssystem QuantiTect SYBR Green RTH Kit von
QUIAGEN handelt es sich um ein 1-Schritt System Raverser Transkriptase und Tag-
Polymerase als Enzymgemisch.

Ein typischer Ansatz einer ,one step“ PCR enthdt |8l H20 (Rnase frei), 12,5 pl SYBR
Green RT-PCR Master Mix, 0,25 pul QuantiTect RT-M2ul Primer Mix (0.5 mM), 2 pl
Gesamt-RNA (100 ng- 200 ng). Nach einem 20 minatiBd-Schritt bei 55 °C wird eine
PCR nach herkdbmmlichem Schema durchgefihrt, ddn.Zgklus 5 sec Denaturierung bei
95°C, 10 sec bei Annealingtemperatur (52-66°C) 30&t2 min Synthese bei 72°C.

Die Produktbildung wird nach jedem Replikationszykl Gber den Fluoreszenzanstieg
bestimmt.

Nach im Durchschnitt 40 Replikationszyklen werdeie &chmelzkurven der gebildeten
Produkte erfasst, um so die Spezifitat der PCR-®maklberpriufen. Aufgrund des
Schmelzverhaltens von DNA nimmt die Fluoreszenz sti#igender Temperatur ab. Die
maximale Fluoreszenzanderung pro Temperaturerhéhengipt ein Maximum in der
Schmelzkurve, welches charakteristisch fir jedeRP@dukt ist.

In der “two step” quantitative PCR wurde RNA mitlfdi von reverse Transkriptase und
random Primer in cDNA umgeschrieben. Die cDNi@mplateswerden im Verhaltnis 1:20
verdunnt und es erfolgte eine Amplifikation mit sischen Primern. Dieses Produkt wird
weiter 1: 100 verdunnt. Fur die folgende PCR wengenschiedene Konzentrationen einsetzt
(1: 10, 20, 50 und 100). Der Ansatz enthielt 1@ull, 2ul oder 1ul cDNA; 0,15 pl Primer A
und Primer B; 2,5ul 1x SybrGREEN; 2,5 pl Fluorescdm25 pl MgCj und 0,1ul Tag-

Polymerase

2.7. Affymetrix cDNA Expressionschip

Fur die cDNA-Expressionsanalyse wurde der kommkrareggebotene Expressionschip der
Firma Affymetrix ATH1 (Inc., Santa Clara, CA)verwdgt, dieser enthalt mehr als 22.500
Proben. Einige Proben werden von zwei oder mehe@€hargets) erkannt, dass betrifft vor
allen Gene mit einer starken Ahnlichkeit. Die Pmoloes Assays sind 25 Bp Oligonukleotide,
die auf der Matrix immobilisiert wurden. Die DNA-fmay-Technik basiert auf dem Prinzip,
dass zwei komplementare Nukleinsdure- Einzelstrégige zusammen lagern, wobei die
Target-DNA in der RT-PCR mit Biotin Fluoreszenz kiart wird.
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Fur die Hybridisierung wurde zundchst gesamt RNAteais Trizol isoliert. Diese Probe
wurden nach dem Protokoll dé&Neasy MiniKits der Firma QUIAGEN aufgereinigt. Die
gesamt RNA Proben wurden nach einer Konzentratestsbhmung an Dr. U.E. Hattenhorst
(Forschungszentrum fur krebskranke Kinder, Univatskliniken fir Kinder- und
Jugendmedizin) Ubergeben. Es erfolgte jeweils Pim@pelisolation der Target-DNA.

Die RT-PCR und die Hybridisierung der Chip&rdbidopsisgenome GeneChips array
(ATH1)] wurde von U.E. Hattenhorst, Forschungsaemtrfir krebskranke Kinder im
Biozentrum, durchgefihrt.

Fur die Messung des emmitierten Lichtes wurden @emeChip-Fluidics-Station und der
Hewlett Packard-GeneArray-Scanner mit Analyse-Saféwverwendet. Die Fluoreszenz
Signale wurden in einem zusammenfassenden BeRamdit File) gespeichert.

Dieser wurde unter Verwendung aller Daten der 8 p€hin einer Excel-Tabelle
zusammengefasst. Fur jede Linie wurden zwei sep&atenspalten erstellt und es erfolgte
die Ermittlung eines Mittelwertes fir jedes Gen.

Fur die Hybridisierung wurde die gesamtRNA aus d#ifdtyp, der Uberexpressionslinie 5,
der Antisenselinie 21, der Liniesuvhl und suvh2 (SALK-Mutanten) isoliert. Dieser
Mittelwert wird durch den entsprechenden Mittelwehts Wildtyps dividiert und der
resultierende Quotient gibt Auskunft, in welchemrhédtnis die Expression des Genes im
Vergleich zum Wildtyp steht.

Alle verwendeten Linien 35S*::mycSUVH2#5 35S*::SUVH2as#21,suvhlund suvh3
wurden nach dem gleichen Prozedere gerechnet, vadveMittelwert des Wildtypes stets
100% oder 1 gesetzt wurde. Ist der erhaltene FaktiRer eins oder 100%, so ist das Gen
hoher expremiert als im Wildtyp. Ein kleinerer Rakals eins oder 100% bedeutet, dass das
Gen geringer expremiert wird. Als Grenzwert eindretéxpression bzw. einer Repression

wurde der Faktor 2,0 festgelegt.

2.8 Bioinformatik

Fir die Datenbanksuche von DNA und Proteinen wuBleASTN und BLASTP

(www.tigrblast.orgwww.nchi.nlm.nih.qgov/BLASTY verwendet.

Die Ableitung der Primer erfolgte mit Hilfe der [@abank http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3  www.cgi
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Fur die Analyse von Arabidopsis Genen wurden foligenDatenbanken verwendet
www.arabidopsis.orgttp://ukcrop.netundhttp://www.affymetrix.com

Fur die Erstellung von Bilddateien wurden die Pemgme Photoshop (ADOBE SYSTEMS),
POWER POINT (MICROSOFT) verwendet. Fur Tabellenkidkionen und Textverarbeitung
wurde das Microsoft Office Paket (MICROSOFT) mibd@rogrammen WORD und EXCEL

genutzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Identifizierung und Analyse pflanzlicher SET-D  omé&nen Proteine
3.1.1 Charakterisierung des Proteins OsSET1 auBryza sativa japonica

Zur Charakterisierung von Proteinen, die am Auflvam Heterochromatin beteiligt sind,
werden phanotypisch sichtbare Mutationssysteme esathet. Das Modellobjekbrosophila
melanogasteermaoglicht die Identifizierung und funktionelle Algse von Chromatingenen
Uber den Effekt der Mutationen dieser Gene aufIEN. Basierend auf bereits bekannten,
am Aufbau von Heterochromatin beteiligten Proteibesteht die Moglichkeit, homologe
Proteine aus Pflanzen zu identifizieren und zu yamim@len. Diese Homologie der
Proteinstruktur wurde fur die Isolierung des GesSEN 1genutzt.
Ausgehend von einen 330bp-cDNA-Fragment (D15100saBaet al., 1994) mit einer
Homologie zur SET-Doméne des SU(VAR)3-9 ProteinsZrosophila melanogastenvurde
das SET-Doménen Protein OsSET1 aus Reis isoligtADalyse der Sequenz von SI5T1
(AF344453) erfolgte mit Hilfe des ABI 373equenzerder langste isolierte Klon beinhaltete
das Startkodon an Position 76 und das Stopkodon Pasition 2514. In einem
Datenbankvergleich des Proteins OsSEDbhnten drei Domanen lokalisiert werden. Die
Aminosauresequenz des Proteins, einschlie3licibderanen, wird im Anhang 5.2.1 gezeigt.
Der N- Terminus von OsSETé@nthalt 5 AT-Hook-Bereiche an den Aminosaurepaséio
120-134, 164-178, 204-218, 246-260 und 279-293s®ig AT-Hook-Motive zeigen eine
strukturelle Ahnlichkeit zu den HMGI/Y-Proteinen,eleshe aus anderen tierischen und
pflanzlichen Organismen bekannt sind (Meijer et &4B96). Sie enthalten die basische
Aminosaurensequenz KR G R P.
Die Sequenz der YDG-Doméne von OsSET1 umfasst dindsauren 353-502. Sie zeigt
eine strukturelle Ahnlichkeit zu YDG-Doménen von (SBR)3-9 homologen Proteinen aus
Arabidopsis thalianaAbb.1A). Die YDG-Domane enthalt relativ haufigedAminoséuren
Tyrosin (Y), Asparaginsaure (D), und Glycin (G).eDAhnlichkeit der YDG-Doméne von
OsSET1 zur YDG-Domane von AtSUVHL1 betragt zum Bieisp3%. Die YDG-Domane ist
identisch mit der beschriebenen SRA-Dom&8ETE or Rng- assoziate domainSpringer et
al., 2003).
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Sie weist eine funktionelle Ahnlichkeit zur Proteinindenden Chromo-Doméane des
SU(VAR)3-9's auf.

Das OSET1list ein unikales Gen, dies konnte anhand des iR@stismusters in einer

Southern Analyse nachgewiesen werden (Abb.1B). Reis Protein OsSET1 beinhaltet
folgende Doméanen, 5x AT-Hook-Motive, eine YDG-Doreannd eine C-terminale SET-
Domane mit angrenzenden Zystein-reichen Bereicilenallen die SET-Domane wurde fur

die Identifizierung pflanzlicher SET-Doméanen Progverwendet.

A
Chromo- SAC SET Anzahl der
Domiine Domiine Domiine Aminosiiuren
Dm SU(VAR)3-9 I
. 0%
YDG- Domiine
OsSET1 -
AtSUVH3
AtSUVH1
AtSUVHS
AtSUVH4
AtSUVH2
B
Bstl Xbal Sstl
w](),0 kb
’ '“ w-5.0 kb
0,0 kb
w30 Kb

‘ w40 kb

Abbildung 1: Vergleich der Proteinstruktur von OsSET1, einen(\%AR)3-9 homologen Protein audryza
sativa japonica mit SU(VAR)3-9 und SU(VAR)3-9 homologemtinen ausArabidopsis thaliana(A) Die
Proteine aufkeisund Arabidopsisenthalten, wie daBrosophilaProtein SU(VAR)3-9, eine C-terminale SET-

Doméane mit den typischen Zystein reichen Regiot@nN-Terminus der pflanzlichen Proteine ist die YDG
Doméne lokalisiert. Des weiteren wurden in OsSETf fAT-Hook-Motive und in AtSUVH3 ein AT-Hook-
Motiv identifiziert. (B) Der Nachweis des Ge3sSET lerfolgte inOryza sativa Genomische DNA wurde mit
den EndonukleaseBstl, Xbal und Sstlgeschnitten. Das GeDsSET lenthalt keine Schnittstelle fur Sstl und je
eine Schnittstelle fiuBstl und Xbal Als Sonde wurde das 330Bp Fragment verwendet.oigthern-Analyse
zeigt, das©sSETZein unikales Gen ist.
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Die C-terminale SET-Doméne von OsSET1 weist einmdioge Struktur zur SET-Domane
des SU(VAR)3-9 Proteins auf, einschliel3lich derrangenden Zystein reichen Regionen.
Die SET-Doméanen assoziierten Zystein reichen Bbeee{8AC) umfassen die Aminosauren
526-631 und 797-812. Zur SET-Domane gehoéren diendséduren 632-779 (Abb. 2, Anhang
5.2.1). Es erfolgte ein Sequenzvergleich der SUYRAR homologen SET-Doméanen, wobei
identische Aminosauren Rot und ahnliche Aminosau®eiin gekennzeichnet wurden. Vor
allem innerhalb der SET-Doméane sind einige Aminosduhoch konserviert, wie zum
Beispiel die Aminosaurensequenz GWG und NHSC. Dieisel in den Proteinen Dm
SU(VAR)3-9, OsSET1 und in den dargestellten AtSUNR#dteinen zu finden. Die Bereiche
mit hoher Homologie sind in der Abbildung 2 untacsten dargestellt.

N-SAC-Doméane
SU( VAR) 3- 9 FEKRMNHVE- KPSPPI RVENNI DLDT- - | DSNFMY1 HDNI | GKDVPKPEAG- | VGCKCTEDTEECTASTKCCARFAGE

OsSET1 HVI LRDI SYGAESKPVCLVNEVDDE- - KGPSHFNYTTKLNYRNSL SSMRK- - MQGCNCASVCL PGDNNCSCTHRNAGD
SUVHL GLI LPDMISGVESI PVSLVNEVDTD- - NGPAYFTYSTTVKYSESFKLMQP- - SFGCDCANL CKPGNL DCHCI RKNGGD
SUVH3 GLI LPDLTSGAESKPVSLVNDVDED- - KGPAYFTYTSPLKYSETFKLTQP- - VI GCSCSGSCSPGNHNCSCI RKNDGD
SUVH2 GYVSFDL SNKKENVPVFLYNDVDGD- - QEPRHYEY!I AKAVFPPG FGQGE SRTGCECKLSCTDD- - - CLCARKNGCGE
SUVHI GYI NFDI SNGKENVPVYLFNDI DSD- - QEPLYYEYLAQT SFPPGLFVQRSGNASGCCDCVNGCGSG- - - CLCEAKNSCGE
SUvH4 GLVCEDI SGCLEFKG PATNRVDDSPVSPTSGETYI KSLI | EP- - NVI | PKSSTGCNCRGSCTDSKK- CACAKLNGGN
N-SAC-Domaéane SE T-Domane
SU( VAR) 3- 9 LFAYERSTRRLRLRPGSAI YECNSRCSCDSSCSNRLVOHG RQVPLVLFKTANGSGW®&RAATAL RKGEFVCEM EEI
OsSET1 LPYSAS- - G LVSRWP- MLYECNDSCTCSHNCRNRWXKG SQ HFEVFKTGDR- GWGRSWDPI RAGTFICEY AGEV
SUVHL FPYTG\ - A LVSRKP- M YECSPSCPCST- CKNKVTQMG VKVRLEVFKTANR- GWGRSWDAI RAGSFIC | YVGEA
SUVH3 LPYLNG- - VI LVSRRP- VI YECGPTCPCHASCKNRVI QTG LKSRLEVFKTRNR- GWGRSWDSL RAGSFICEY AGEV
SUVH2 FAYDDN- - GHLLKGKH VWFECGEFCTCGPSCKSRVTQKG LRNRLEVFRSKET- GW@RTLDLI EAGAFICEY AGW
SUVHI | AYDYN- - GTLI RQKP- LI HECGSACQCPPSCRNRVTQKG LRNRLEVFRSLET- GWSRSLDVLHAGAFICEY AGVA
SUVH4 FPYVDLNDGRLI ESRD- VVFECGPHCGCGPKCVNRTSQKR  LRFNLEVFRSAKK- GVAVRSWEY| PAGSPVCEMY GW
SET-Domane
SU( VAR) 3- 9 | TS- - - DEANERGKAYDD- - - - == = === m e s e e e m oo o NGRTYLFDLDYNTAQDSE- - - - - - YTI DAANY
OsSET1 l----- DRNSI | G - - EDDYI FETPS- - - - --------- EQ\- LRWNYAPEL L GE- PSLSDSSETPKQLPI | | SAKRT
SUVHL K----- DKSKVQQTVANDDYTFDTTN- - - - - - - - - - - - - VYNPFKWNYEPGLADEDACEEMSEESEI PLPLI | SAKNV
SUVH3 K----- DNGNLRGNQEEDAYVFDTSR- - - - - - = - - - - - - VFNSFKWNYEPEL VDEDPSTEVPEEFNLPSPLLI SAKKF
SUVH2 V----- TRLQAEI LSMNGDVMWYPGRFTDQARNWEDL SQVYPDFVRPNYPSLPPLDFSMDVS- - - - - - - - - - - - - - RM
SUVHI L----- TREQANI LTMNGD- - - - - - - - - - o oo oo oo oo oo oo
SUVH4 RRTADVDTI SDNEYI FEI DCQQTMG- - ------------ L GGRQRRLRDVAVPMNNGVSQSSEDENAPEFCI DAGST
C-SAC-Doméne
SU( VAR) 3- 9 GNI SHFI NHSOPNLAVFPCW EHLNVALPHLVFFTLRPI KAGEEL SFDYI RADNEDVPYEN- - LSTAVRVECRCGRD
OsSET1 GNI ARFMNHS GPNVFWOPVL YDHGDEGYPHI AFFAI KHI PPMTEL TYDYGQSQGNVQLA N- - SGCRKSKNCLCWER
SUVHL GNVARFMNHS GPNVFWOPVSYENNSQL FVHVAFFAI SHI PPMTEL TYDYGVSRPSGTONGNPL YGKRK- - - CFCGSA
SUVH3 GN\VARFMNHSGPNVFWOPVI REGNGESVI HI AFFAMRHI PPVAEL TYDYG SPTSEARDESLLHGOQRT- - - CLCGSE
SUVH2 RNVACYI SHSKEPNVMWCQFVLHDHNHLMFPRVMLFALENI SPLAELSLDYG.ADEVNG - -------- KLAI CN- - - -
SUVHO e -e-e oo VI VOFVLHDHNSL MFPRVMLFAAENI PPMTEL SLDYGVVDDWNA- - - - - - - - - - KLAI CN- - - -
SUvH4 GNFATFI NHSEPN.FVQCVL SSHQDI RLARVAL FAADNI SPMOEL TYDYGYAL DSVHGP- - - - DGKVKQLACYCGAL
SU( VAR) 3- 9 NCRKVLF
OsSET1 KCRGSFG
SUVHL YCRGSEG
SUVH3 QCRGSFG
SUWvH2  a--e---
SuvHO  -------
SUVH4 NCRKRLY

Abbildung 2: Der Sequenzvergleich der SAC- und SET-Doméanengtefawischen den Proteinen Dm
SU(VAR)3-9, OsSET1, AtSUVH1, AtSUVH2, AtSUVH3, AtSUH4 und AtSUVH9. In den SAC-Doménen
sind vor allen die Zysteine stark konserviert. BEET-Doménen weisen eine starke Ahnlichkeit aufphdsrs
stark konservierte Bereiche sind unterstrichemtidehe Aminosauren sind rot und ahnliche Aminoséaurin

markiert.

31



3.1.2 Molekulare Analyse des GenSUVH2 in Arabidopsisthaliana

Die ldentifizierung der SU(VAR)3-9 homologen Praoteierfolgte mittels eines Datenbanken-
Vergleiches mit OSET1 Es wurden inArabidopsis thalianainsgesamt 10 SU(VAR)3-9
homologe SET-Doméanen Proteine in identifiziert (Bé@usch et al., 2001).
In der vorliegenden Arbeit wurde hauptséachlich dastein AtSUVH2 analysiert und
charakterisiert. Die Sequenz vonSAtVH2 konnte auf Chromosom 1l bei ca.14,1 Mb und
innerhalb des Bac-Klons F4P9 (Position 25723-27&18)lisiert werden.
Der Open Reading Fram¢ORF) von ABUVH2 hat eine Lange 1956 Basenpaaren und
kodiert ein Protein mit 651 Aminoséauren. Im ORF vAtSUVH2 befinden sich keine
Intronen. Die Proteinsequenz von AtSUVH2, einsdlieh der identifizierten Domanen, sind
im Anhang 5.2.2 beschieben. SUVH2 enthélt eine Abfinosauren umfassende YDG-
Domane (202-358 As) mit den stark konservierten faséauren Tyrosin (Y), Asparaginsaure
(D) und Glycin (G).
SUVH2 enthalt im C-Terminus eine 152 Aminosauregg@SET-Domane (494-642), die eine
Homologie zur SET-Doméane des Proteins SU(VAR)3-% &uwosophila melanogaster
aufweist. Im N-terminalen Bereich der SET-Domanmeléit man die N-SAC-Domane bzw.
pre-SET-Doméane (Aminosaureposition 434-492). Inakrhdieses Bereiches kommt die
Aminosaure Zystein haufig in folgender Sequenz CX¢gC vor.
Der C-terminale Bereich, die C-SAC-Domane oder pist-SET-Domane umfassen die
Aminosauren 643 bis 651 mit einen konservierteneggAbb. 2). Dieser Aufbau der SET-
Domane, einschlief3lich der angrenzenden Bereichdypisch fir SU(VAR)3-9 homologe
Proteine. Fur die funktionelle Analyse der Proteaues Arabidopsiserfolgte zunachst ihre
Lokalisierung in der Zelle. Dieses Resultat bietgten ersten Hinweis auf die eventuelle
Funktion dieser Proteine.
Fur ihre Lokalisierung wurden die Proteine OsSEAICLF, AtSUVH1, AtSUVH2 und
AtSUVH3, transient in Zwiebelepidermiszellen, exprert. Die Expression der Fusions-
proteine erfolgte durch den 35S-Promotor aus d&mliflower Mosaik Virus wobei die
Konstrukte mittels Gold-Partikelbeschuss in Zwielpalermiszellen eingebracht wurden.
Diese Arbeiten erfolgten gemeinsam mit Herrn |. @zh Die Lokalisierung der
Fusionsproteine konnte durch die Reporter GUS I&z2#P sichtbar gemacht werden (Abb.
3A).
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Durch Beschuss der Epidermiszellen mit den Repgod&ginen GUS und GFP wurde ihre
Lokalisierung in der Zelle Uberpriuft. Die Report&JS und GFP konnten im Zytosol
lokalisiert werden. Anschliel3end erfolgte die Lagiarung der Fusionskonstrukte in Zelle.
Die Proteine OsSSET1, AtSUVH1, AtSUVH2 und AtSUVH3umden im Kern der Zelle
lokalisiert (Abb. 3A). Das E(Z) homologe Protein Ewurde ebenfalls im Kern der Zelle
expremiert. In weiteren Versuchen erfolgte die Whiehung der Su(var)3-9 homologen
Sequenzen iArabidopsis

Mittels einer Southern-Analyse gelang der NachwaassSUVH1und SUVH2unikale Gene
sind (Abb. 3C).
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Abbildung 3: Analyse der SET-Doméanen Proteine SUVH1-SUVIH3Arabidopsis thaliana(A) Transiente
Expression der Proteine OsSET1,CLF, SUVH1, SUVH& 8tVH3 in Zwiebelepidermiszellen. Die Proteine
OsSET1, SUVH1, SUVH2, SUVH3 und CL®urden im Kern der Zelle nachgewiesé€B) Die Northern-
Analyse erfolgte mit gesamt-RNA aus d@&tatt (1) und der Blite (2). Die GergdJVH1,SUVH 2ind SUVH3
wurden im Wildtyp trankripiert(C) In einer Southern-Analyse wurden die unikalen Gsbu&H1lund SUVH2

in Arabidopsis thaliananachgewiesen(D) In einer RT-PCR konnten die Transkripte v&iYCLOPHILIN
SUVH1und SUVH2in allen getesteten Organen nachgewiesen werden.TEanskript vorSUVH3 konnte im
Schotengewebe nicht detektiert werden.

Des weiteren wurden dBUVHGene hinsichtlich ihrer rAumlichen Expression tsueht.
In einer Northern-Analyse wurden die Produkte \@®dVHESUVH3 nachgewiesen (Abb.
3B). In einer RT-PCR konnten die Transkripte ®lIhVHESUVHS3in verschiedenen Organen
(Wurzel, Blatt, Sprossachse, Knospe, Blite und t&chowie in Keimlingen) nachgewiesen
werden (Abb. 3D).
Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die $SE8/H1 und SUVH2 im Wildtyp
ubiquitar expremiert werden. Es ist mdglich, daiesis der Pflanze an unterschiedlichen
Prozessen im Kern beteiligt sind. In weiteren Asaty soll die Funktion vorsUVH2
analysiert werden.
Fur molekularbiologische und funktionelle Untersuehen derSU(VAR3-9 homologen
Proteine wurden transgene Linien etabliert, in deméendestens eine zuséatzliche Kopie des
betreffenden Gens vorliegt.
Des weiteren wurden Konstrukte deren OrientierungAntisense vorliegt, transformiert. In
diesen transgenen Linien ist die Expression dereGnVH1 oder SUVH2 reduziert oder
nicht mehr nachweisbar.
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3.2. Charakterisierung transgener Linien zur funktionellen Analyse von SUVH 2
3.2.1 Uberexpression von SET-Doméanen Genen in Aratopsis thaliana

Fur die Etablierung der transgenen Linien wurdes @ene OSET1 SUVH1 und SUVH2
Uber PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden Up&EM-T Klonierung in den binaren
pBI1.4tr-myc Vektor kloniert.

Ihre Expression erfolgte mittels des modifizier@5*-Promotors (Mindrinos et .al1994).
Die Aktivitat dieses konstitutiven 35S*-PromotorasadenCauliflower Mosaic Virusist
durch eine Modifizierung im Vergleich zum 35S-Prdoraum das 40fache reduziert.

Des weiteren beinhaltet die T-DNA den SelektiondkmarkKanamycin und zwei Border-
sequenzen. Uber diese wird die T-DNA in das Genamgebaut (Abb. 4A). 12 Pflanzen

wurden UbeAgrobakterium tumefacienermittelte Vakuume-Infiltration transformiert.
3.2.2. Analyse der transgenen Linien 35S*::mycSUVH2
3.2.2.1 Charakterisierung der Linien 35S*::mycSUVH2

Die Samen der transformierten Pflanzen wurden aahafhycin-Platten zur Keimung
gebracht und die resistenten Keimlinge wurden inschtuss auf Erde pikiert. In der T1-
Generation wurden 24 UberexpressionslirB&&*::mycSUVH2tabliert. Mit Hilfe der semi-
guantitativen RT-PCR erfolgte der Nachweis dessganen und des endoger&oVH2Gens
in diesen Linien (Abb. 4).
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Abbildung 4: (A) Die schematische Darstellung der T-DNA, welchal@#s Genom von Arabidopsis thaliana
integriert wurde.(B) Der Nachweis der T-DNA in den Linien 35S*::n8/dVH2#5 und #6Mittels RT-PCR
konnte das transgene und das endo@eéH2 Transkript nachgewiesen werden. Als Kontrolle die Menge
an eingesetztem Material diente di8S rDNA Der Nachweis des Transgens erfolgt nur in denrUbe

expressionslinien. Im Wildtyp wurde nur das endegg@dVVH2Transkript nachgewiesen.

Als positive PCR-Kontrolle wurde did8SrDNA verwendet. Dafir wurden die Primer
18SrDNA-F214/18SrDNA-R478 genutzt. Diese PCR dieaieMengenkontrolle der cDNA
der einzelnen Proben. Des weiteren wurde die Trgigkn des endogenen und des
transgenerSUVH2 Gens Uberpruft. In der Wildtypprobe konnte nur dasogene&SUVH2
nicht aber das transger8JVH2 nachgewiesen werden. Fir den Nachweis des endogene
SUVHZs wurden die genomischen Primer endoSu2-81F uBeb8bRverwendet.
Fur den Nachweis des Transgens wurde der tranggpaifische Primer mycSal und der
SUVH2spezifische Primer Su2-545R genutzt.
Die isolierten transgenen Pflanzen der T1-Generatarden von 1-31 numeriert. Die T1-
und T2-Generationen wurden auf Kanamycin selektlarder T2-Generation erfolgte eine
Segregationsanalyse der Keimlinge, welche in Kamamyesistent und sensitiv unterteilt
wurden. Zeigte deren Auszahlung ein Verhaltnis resistent zu sensitiv wie 3:1, so handelte
es sich um eine Einzelinsertion der T-DNA. Bei ein@nderen Aufspaltungsverhaltnis wurde
die T-DNA mehrfach ins Genom eingebaut. Die Anzdénl Insertionen ist in Anhang 5.4.1
fur ausgewabhlte Linien aufgefuhrt.
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Die transgenen LinierB5S*.::mycSUVH2#4 #5, #6, #8, #16, #17, #21 und #22 sind
unabhangige Insertionslinien mit einer T-DNA, wéitdedie anderen transgenen Linien
mehrfach die T-DNA ins Genom integriert haben (Amha5.4.1). Die SUVH2
Uberexpressionslini¢l beinhaltet drei Insertionen, die Lini#2 sechs Insertionen und die
Linie #3 enthéalt finf Insertionen der T- DNA (Abb. 5).

Einzelinsertion Mehrfachinsertionen
M 35S*::mycSUVH 2# M 35S*:mycSUVH 2#
_ 4/4 4/5 5/3 5/4 6/6 6/922/122/9 1/6 1/7 22 2/5 3/1
LN 10,0k —-= !

8,0kb —"®
6,0kb "
5,0kb - ,.,
4,0kb = port

3,5kb =

. e
3,0kb = v

P

’&rw‘

'uaf; £ fﬂ

HindIII Restriktion

Abbildung 5: Anzahl der Insertionen in ausgewahlten Uberexpoestinien. Die Bestimmung der Anzahl der
T-DNA in SUVH2 Uberexpressionslinien mittels Southern Analyses 8bnde wurde Kanamycin verwendet.
Die Linien#4, #5 und#6 zeigten eine Einzelinsertion der T-DNA, wahrend dinien#1, #2und#3 eindeutig

Mehrfachinsertionen der T-DNA beinhalteten.

In der T2-Generation wurde die Anzahl der T-DNAgtaels einer Southern-Analyse der
Linien 35S*::mycSUVH2#1#2, #3, #4, #5, #6 und #22 bestimmt. Hierfur wurden jeweils 2
Pflanzen einer Linie ausgewahlt, z. B&6/6 und #6/9. Die Bezeichnunge#6/6 und #6/9
beschreiben die T2-Generation der LIBES*::mycSUVH2#6In den Linien#1 und#2 wurde
ein 5,0 kb Fragment und ein 2,7 kb Fragment naclegan. Dies kdnnte auf eine tandem
Situation der T-DNA hinweisen. Es erfolgte die Bashung der Insertionsorte der T-DNA
mittels TAIL bzw. inverser PCR. Der Insertionsortunde vorwiegend fur die Linien
bestimmt, die zur weiteren Analyse verwendet wurden
Von den 24 etablierten Uberexpressionslinien besi& Linien eine Einfachinsertion der T-
DNA. In 16 Linien wurde die T-DNA mehrfach ins Geno integriert. Diese
Mehrfachinsertionen kénnen wie folgt unterteilt dem: Neun Linien beinhalten zwei T-
DNA’s, vier Linien haben drei Insertionen, einaikienthalt vier T-DNA’s und jeweils eine
Linie hat 5 bzw. 6 Insertionen.
Bereits in der T1-Generation zeigten 3 der 24 &gbh SUVH2 Uberexpressionslinien einen
eindeutigen Phanotyp (Anhang 5.3).
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Dieser dominante Phanotyp wurde von uns als ,milsirRen“-Phanotyp bezeichnet. Die
Linien 35S*::mycSUVH2#5#6 und #22 welche den "mini-Pflanzen“-Phanotyp ausbilden,
beinhalten eine Einzelinsertion der T- DNA. Fir sdieLinien wurde der Insertionsort
bestimmt (Anhang 5.3). Uber Southern-Analyse etéolder Nachweis, dass es sich um
unabhangige Linien handelt. Fiur die Lin# konnte ein 3,5 Kb grol3es Fragment
nachgewiesen werden. In der Lir#é wurde ein ca. 4,5 Kb Fragment und in der Li#g?
ein 5,0 Kb bzw. ein 4,7 Kb Fragment nachgewiesdib(/5).

Die Keimlinge der SUVH2-Uberexpressionslini#h, #6 und#22 bildencurled Kotyledonen
aus und weisen eine normale Wurzelbildung auf (A#Y). In den alteren Pflanzen waren die
Grundrosetten kleiner und sie wiesen ebenfalls natén gewdlbtedurled) Blatter auf (Abb.
6B). Ihre Wuchshthe war im Vergleich zum Wildtypdueiert, wobei die Linie#5 die
geringste Wuchshdhe von 1-6 cm Hohe zeigte, gefetgt der Linie#6 mit 3-9 cm
Wuchshdhe. In der Linie35S*::mycSUVH2#22wurde eine Wuchshdhe von 5-16 cm
beobachtet. Im Vergleich zum Wildtyp, der eine H&ba 25-37 cm erreicht, zeigte die Linie

#22 einen schwécher ausgepragten "mini-Pflanze&@h&typ (Abb. 6C).

A C
Wt 358*::mycSUVH2# Wt 358*:mycSUVH2#4
4 5 6 22

Wt 358*::mycSUVH2#

Abbildung 6: Der ,mini-Pflanzen* Phénotyp resultiert aus der S4»/Uberexpressior(A) Die Keimlinge von
SUVH2 Uberexpressionslinien mit Phanotypeigen curled Kotyledonen, wéhrend eine schwache
Uberexpression von SUVH2:4) keinen phanotypischen Effekt auf die Kotyledohan (B) Die Grundrosetten
der Linien#5, #6 und #22 sind kleiner als im Wildtyp und in der Lini4, welche keinen ,mini-Pflanzen*”
Phénotyp aufweist. Dieurled Rosettenblétter sind nur in den Linigb, #6und #22 zu finden. Des weiteren
kommt es in den ,mini-Pflanzen* zu einer spéterditdals im Wildtyp.(C) Die Uberexpression von SUVH?2
weist eine geringere Wuchshdohe als der Wildtyp eabei die Auspragung des ,mini-Pflanzen* Ph&notyps
den Linien #5, #6 und#22 unterschiedlich sind.
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Die Uberexpressionslinie #4 zeigt im Vergleich zidildtyp ein verzdgertes Wachstum,
sonst treten keine phanotypischen Veranderunge(abt 6C).

In den "mini-Pflanzen” erfolgte die Blite zu einapateren Zeitpunkt als im Wildtyp
Arabidopsis thalianaDkotyp Columbia (Abb. 6B). Sie bilden kleinere 8&n aus und ihre
Schotenentwicklung beginnt spater als im Wildtym homozygoten Zustand der "mini-
Pflanzen® ist eine signifikante Reduzierung ihrenrtiitat zu beobachten, ohne jedoch ein
klares numerisches Muster erkennen zu lassen (Ablm Vergleich zu den mehr als 10.000
Samen pro Wildtyppflanze erhélt man nur einen Bieitller Samen pro homozygote "mini-
Pflanze“. Des weiteren sind Teile dieser Samentrkelmfahig (Abb. 7). Des weiteren wurde
in "mini-Pflanzen* eine verzdgerte Seneszenz im gi&ch zum Wildtyp beobachtet
(mundliche Mitteilung N. Sommer).

Der "mini-Pflanzen"-Wuchs der LinieB5S*::mycSUVH2#5#6 und #22 ist ein direkter
Effekt der Uberexpression von SUVH2. In einem Wesilt konnte durch Frau Anne

Kathleen Aurich eine erhOhte Menge des transgengcShVH2-Proteins in den "mini-

Pflanzen“-Linien nachgewiesen werden (Naumann.e2@05).
35S ::mycSUVH#6 35S ::mycSUVH 2#22

Abbildung 7: Samenentwicklung in homozygoten Uberexpressionspéia von SUVH2. Es kommt zur
teilweisen nicht Keimungsfahigkeit der Samen in dénien #6 und #22 Sterile Samen (1) zeigen eine
braunliche bis wassrige Farbung und wirken ausgkiret, wahrend fertile Samen (2) eine gelblich-griin

Farbung und eine feuchte und unebene Oberflachecien.

Als Kontrolle fur die Spezifitdt des myc-Antikorgewurde der Wildtyp verwendet. Die
verstarkte Heterochromatisierung der DNA in den rgkpressionslinien konnte durch
vergroRerte Zentromerbereiche in elektronen-mikvpgchen Aufnahmen sichtbar gemacht
werden (G. Hause).
Durch eine Uberexpression von SUVH2 kommt es zusbildung voncurled Kotyledonen
und curled Blattern. Des weiteren wird der ,mini-Pflanzen“dotyp, mit einer geringeren
Wuchshdhe als der Wildtyp, ausgebildet.
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3.2.2.2 Der Einfluss vorSUVH2 auf die Expression derSUVH-Gene in
Arabidopsisthaliana

Der Effekt der Uberexpression v@lUVH2 auf die Expression der Su(var)3-9 homologen
GeneSUVH1, SUVH3-SUVHWurde untersucht. Es stellte sich die Frage, obedi®hte
Expression vorBUVHZ2einen Effekt auf die Transkription der ande®&dVHGene hat und
wie hoch SUVH2 in den Linien mit Phanotyp expremiert wird. Die wasenheit des
mycSUVHZzw. der T-DNA wurde bereits nachgewiesen, ohdeghk ihre Konzentration zu
bestimmen.
In einer Expressionsanalyse mit Hilfe des Affymetitxpressionschips konnte keine
Anderung der Expression der Transkri@&VH1, SUVH3-SUVH@ezeigt werden. In der
Linie 35S*::mycSUVH2#5vurde eine hohere Expression vBWVH2um den Faktor 20,7
nachgewiesen. Die Transkripte vBVH1 SUVH4und SUVH9zeigten keine Veranderung.
Dieses Ergebnis wurde mittels einer quantitatiReal TimePCR (QRT-PCR) bestétigt.
In den Uberexpressionslinien mit Phanotyp erfofyteachst die quantitative Bestimmung der
Menge anSUVHZ sowohl des transgenen als auch des endogeneskiies. Fir die
Ermittlung der Menge wurden verschiedene semi-diziven RT-PCR’s einschlie3lich der
Methode der quantitativeReal TimePCR genutzt (Abb. 8).
Neben der Bestimmung der Menge3idVH2wurde die Konzentration der andei®dVH’s
(SUVH1, SUVH3-SUVH®Yestimmt. Es sollte ermittelt werden, ob durctetdxpression von
SUVHZ2eines der andereédUVHGene ebenfalls in seiner Expression veréndert ist.
Dies ware ein Hinweis fur den Einfluss von SUVHZ die Expression de8UVHGene. Fur
die quantitativerReal TimePCR’s und die semiquantitativen RT-PCR’s wurdenRtimer
aus Anhang 5.1. verwendet. Die erhaltenen Expnesdaien deSUVHGene wurden durch
dem Wert der18SrDNAPCR dividiert, so erhielt man normalisierte Weffi@r die
Transkription der Gen8UVH1-SUVH9
Der Wildtyp diente als Standard und wurde fur jedashgewiesene Gen auf den Wert 1
gesetzt. In der Lini@5S*::mycSUVH2#@&vird SUVH217 bis 21 mal starker expremiert als
im Wildtyp (Abb. 8).
Die Expressionen der GereUVH3- SUVH5und SUVH7-SUVH9blieben in der Linie
35S*::mycSUVH2#6unverandert. Dieses Ergebnis weist auf keine Bessung der
Expression vorisUVH3-SUVHaINdSUVH7-SUVHQurch das GeBUVH2hin.

40



25

20

15

10 A

Transkriptionsmenge

SUVH2 SUVH1 SUVH3 SUVH4 SUVH5 SUVHG6 SUVH7 SUVHS8 SUVH9

B Wildtyp B35S*:mycSUVH2#6

Abbildung 8: Die Expression der Su(var)3-9-homologen Gene im Wildtynd in der Linie
35S*::mycSUVH2#6 Mit Hilfe der quantitativen Real Time-PCR wurde der Linie 6 eine erhdhte
Transkriptmenge an SUVH2 nachgewiesen. Die Trapgkrivon SUVH] SUVH3-SUVH9werden wie im
Wildtyp expremiert.

In der Linie35S*::mycSUVH2#6vurde fur das Transkript vdBUVHZ1eine leichte Erh6hung
der Expression um den Faktor 1,7 nachgewiesen.nEgwReren Einfluss hatte die
Uberexpression voBUVH2auf die Transkriptmenge va@8UVHG welche um den Faktor 2,3

erhoht vorlag.

3.2.3 Dosis abhangiger Effekt von SUVH2

3.2.3.1 Analyse desuvh2 SALK-Mutante und der transgenen Linien 35S*::SUVH2as

Neben den Linien 35*::SUVH2aswurden auch die SALK-Mutantesuvil und suvi?
analysiert. Diese Linien wurden in der T1-Generatiber Kanamycin selektiert. Fur weitere
Untersuchungen wurden grof3tenteils homozygote Bftarverwendet. Zunachst erfolgte in
den Linien35S*::SUVH2agler Nachweis des endogengdVH2Transkriptes (Abb. 9B). In
dieser PCR kamen der endogene Primer endo-81F enell/H2spezifische Primer Su?2r-
545 zum Einsatz.
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In der SALK-Mutante suvh2 erfolgte der Nachweis der T-DNA mit einem T-DNA
spezifischen Primer und dem SUVH2 spezifischen &ri®u2-1290F (Abb. 9A). In den
homozygotenrSUVH2 Antisenselinien#5, #11, #15 und #20 wurde keinSUVH2Transkript
nachgewiesen (Abb. 9B). Eine reduzierte Menge aogenenSUVH2wurde in den Linien
#21und#25erhalten.

A
Wt 358*::SUVH2as
F G K H 5 11 15 21 25 20
—_— ~— —— e _—
E SUVH2
a0xb A Jf S pC
N
SALI%0£9574 s $2 Primer AKTIN ﬂ-.--..l
w N
- FG
- G

Abbildung 9: Analyse der Expression vdBUVH2in verschiedenen Antisenselinien und in der Nutbnte.
(A) Der Nachweis der T-DNA erfolgte mit dem Primer G unadnd&-DNA spezifischen Primer C. Des weiteren
wurde mit den Primern F und G das endoggb&H2nachgewiesen. In der homozygotgivh2SALK-Mutante
wurde mittels PCR die T-DNA nachgewiesen, nichtrattas endogen&UVH2 (B) In den homozygoten
35S8*::SUVH2ad. inien wurden mit dem Primern K und H d&8VH2Transkript nachgewiesen. In den Linien
35S*::SUVH2as#5, #1#15und#20konnte kein Transkript detektiert werden.

Nach der Charakterisierung der Expression des amdogSUVH2Transkriptes in den
homozygoten Pflanzen wurden mittels PCR und semigativer RT-PCR diese Linien
weiter analysiert. In deisuvh2 SALK-Mutante konnte mittels PCR der beschriebene
Insertionsort der T-DNA bestatigt werden (Abb. 9A).
In einigen homozygoten Antisenselinien und in dé&LIS-Linien suvhlund suvh2wurden
die Transkriptmengen des endoger®dVH1 bzw. SUVH2 Uberprift, hierfir wurde die
Methoden der semiquantitativen RT-PCR (Abb. 10A) der quantitativefReal TimePCR
(Abb. 10B) verwendet. In der semiquantitativen RTRPwurden je eine Antisenselinie und
eine SALK-Linie fur SUVH1 und SUVH2 verwendet. Die Kontroll-PCR8S rDNAzeigte,
dass gleiche Mengen an RNA eingesetzt wurden (AltlA). Es konnte in der Linie
35S*::SUVH1as#%und dersuvhl Mutante keinSUVH1 Transkript nachgewiesen werden
(Abb. 10A). Das gleiche Resultat wurde in den LniE5S*::SUVH2as#11lund suvh2in
Bezug auf daSUVH2Transkript erhalten (Abb. 10A).
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Fur die Linie 35S*::SUVH1as#9und fiir diesuvhl Mutante wurde keine Anderung der
Transkription hinsichtliciSUVH2SUVH4 und SUVH9 gezeigt. In der Linie85S*::SUVH2
as#1lund in dersuvh2Mutantenhingegen konnte keine Veranderung der Transkrigfiion
SUVH1, SUVH3, SUVH4NdSUVH9gezeigt werden (Abb.10A).

Die quantitativeReal TimePCR bietet die Mdglichkeit, die Konzentration deanskripte zu
bestimmen und kam fir die Analyse der LinB55*::SUVH2as#11#24 und #25 sowie der
SALK-Linien suvh1(13, 33) undsuvh2(41, 44) zum Einsatz (Abb. 10B).

In der quantitativeiReal TimePCR wurde da8KTIN als Normalisierungs- bzw. Kontrollgen
verwendet. Die Transkriptmenge des Wildtyps wundieden Wert 1 gesetzt. Die Expression
des Wildtyps konnte direkt mit der Expression in daderen Linien verglichen werden.
Mittels QRT-PCRwurde in denSUVH2AnNtisenselinien#11, #24 und #25 die Transkript-
menge fUISUVH2bestimmt (Abb. 10B).

Des weiteren wurden in den SALK-Mutantsavhlund suvh2die jeweiligen Transkripte
nachgewiesen. In deuvhtLinie #33 konnte keinSUVHZXTranskript nachgewiesen werden
(Abb. 10B), wahrend die Lini¢13 keine Anderung in der Transkription aufwies. In der
homozygotersuvh2Mutante#44 wurde keinSUVH2Transkript nachgewiesen. In der Linie
#41konnte eine reduzierte Menge @bVH2gezeigt werden (Abb. 10B).
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35S*::SUVH|1as
358*::SUVH2as

suvhl
suvh2
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i

18SrDN.

43



12 —— —— ——
11
1,
0,8
0,8
o 0,7
c
g
g 06
kv,
[2)
C
S 04
l_
0,2 1
.05 04
0
0 4
#11 ‘ #24 ‘ #25 #41 #44 #13 ‘ #33
Wt 355*:SUVH2as# suvh2 (N079754) suvh1 (N003675)

mSUVH1 m SUVH2

Abbildung 10: Expression voisUVH1undSUVH2in Antisenselinien und in SALK-Mutanten.

(A) Mittels semiquantitativer RT-PCR erfolgte der Naefs der Gene&SUVH1-SUVH4und SUVH9 in den
Linien 35S*::SUVH1#9, suvhB5S*::SUVH2as1undsuvh2 Es konnte in deB5S*::SUVH1#und suvhlkein
SUVH1 Transkript und fur die LinierB5S*::SUVH2as11und suvh2 kein SUVH2Transkript nachgewiesen
werden. Die Transkription der anderen SUVH-Genelblinbeeinfluss{B) In der Real Time PCR konnte in der
Linie suvh#33 kein Transkript fUSUVH1nachgewiesen werden. Das TranskB8utVH2konnte nicht in den
Linien 35S*::SUVH2as#1Lnd#24 sowie in der SALK-Liniesuvh2#44etektiert werden.

Die hemizygoten bzw. homozygoten LinidbS*::SUVH2asund die SALK-Mutanten zeigen
keinen signifikanten Phanotyp. Fur die homozygotamen 35S*::SUVH2as#11und #24
konnte keinSUVH2Transkript in der quantitativelReal Time-PCRiachgewiesen werden. In
der Linie35S*::SUVH2as#2%vurde in detQRT-PCRund in der semiquantitativer PCR eine
reduzierte Menge an SUVH2 nachgewiesen.

In diesen Linien ist die Expression der GeS&/lVH] SUVH3 SUVH4 und SUVH9
unverandert. Das gleiche Ergebnis wurde in der SAtante suvh2 erhalten. In der
homozygotersuvh1#33SALK-Linie konnte keinSUVH1 Transkript detektiert werden. Die

Transkription der anderen Gene blieb unbeeinflusst.
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3.2.3.2 Der Einfluss vorSUVH2 auf die Transkription von MET1, CMT3 und DDM1 in
Arabidopsisthaliana

Neben dem Effekt vo®UVH2auf die Expression der ander8dVHGene wurde auch der
Effekt von SUVH2 auf die Expression der bekannten DNA-MethyltrarasfenMET1 und
CMT3 untersucht. Des weiteren wurden in den LinieB5S*::mycSUVH2#6
35S*::SUVH2as11lund suvh2#44 der Einfluss auf die Transkriptmenge vddDM1
untersucht. Diese Untersuchungen erfolgten mittdey Real TimePCR bzw. der
semiguantitativen PCR. Als Standard wurdel88& rDNAPCR verwendet.

In der Linie 35S*::mycSUVH#&onnte eine erhdhte Transkriptmenge der Gebd11 und
MET1 nachgewiesen werden (Abb. 11). In der LiBES*::SUVH2as#1Wwurden reduzierte
Transkriptmengen fuMET1 und DDM1 nachgewiesenDie Expression vorCMT3 blieb
unverandert.

In der suvh2Nullmutante wurde keine signifikante Veranderurey Bxpression voilcMT3
festgestellt, nur die Transkriptmengen W&T1 und DDM1 sind im Vergleich zum Wildtyp

reduziert.
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Abbildung 11: Einfluss vonSUVH2auf die Transkription der Ger@ T3 MET1 und DDM1. Der Nachweis
der Expression vobDM1, CMT3und MET1 erfolgte in den LinierB5S*::mycSUVH2#635S*::SUVH2as#11
und in der Liniesuvh2(SALK N079574). FGDDM1 und MET1 wurde eine erhdhte Expression in der Linie
35S*::mycSUVH2#6nachgewiesen, wahrend die Expression VOMT3 unverdndert blieb. Die Linie
35S*:SUVH2as#11zeigte vor allen eine reduziert®lET1 und DDM1 Transkriptmenge, wahrend die
Transkription vonCMT3 unverandert ist. In den Liniesuvh2 35S*::mycSUVH2#@nd 35S*::SUVH2as#11
wurden keine Veranderungen der Expression@biT 3 festgestellt. Dieses Expressionsmuster wurde sbiwoh

einer quantitativeiReal TimePCR(A) als auch in einer semiquantitativen PR erhalten.
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Die Expression der MethyltransferaS#MT3 blieb in allen Proben unverandert (Abb. 11). Die
GeneDDM1 und MET1 wiesen auch bei der Expressionsanalyse mit derypn#irix Chip
eine leicht erhdhte Expression um den Faktor 1vb hz6 auf.

In der Linie 35S*::mycSUVH#&ommt es zu einer direkten bzw. indirekten Beesglng
der Expression der untersuchten GB¥M1 undMETL

3.3. Einfluss von SUVH2 auf die genomweite Genexm@son

3.3.1 Einfluss von SUVH2 auf die Expression von SEDomanen Gene

Die Uberexpression von SUVH2 verursacht eine resiteiExpression von Retrotransposons,
wie zum Beispiel Athila. Im Folgenden wurde der Bogbhangige Effekt von SUVH2 auf
die genomweite Genexpression untersucht. Zur Anwegdam der Gen Expressionschip der
Firma Affymetrix.

Es wurde die Expression volrabidopsis thalianaWt mit der Expression in den Linien
35S*::mycSUVH2#535S*::SUVH2as#21nd suvh2verglichen. In der Uberexpressionslinie
35S*::mycSUVH2#5vurden insgesamt 485 Gedewn+eguliert und 400 Gene wurden in
ihrer Expressionup-reguliert. In der Linie35S*::SUVH2as#21mit reduzierter SUVH2
Transkriptmenge wurden 608own und 955 up-regulierte Gene identifiziert. Fur die
homozygotesuvh2SALK-Mutante wurden 896p- und 442downregulierte Gene gefunden.
Es wurden vor allen die genomweiten Expressionsaendingen in  der Linie
35S*::mycSUVH#Quntersucht.

In der Linie 35S*::mycSUVH2#5vurde SUVH2 um das 20fache héher expremiert als im
Wildtyp. In der suvh2 Linie konnte kein Transkript nachgewiesen, wéhrend der
hemizygoten Linie35S*::SUVH2a$21 SUVH2in reduzierter Menge nachgewiesen wurde.
Die GeneSUVH1, SUVH3-SUVH9zeigten keine Veranderungen ihrer Expression in de
analysierten Linien.

Keine Veranderung ihrer Expression zeigen auchSdigzar)3-9 verwandten Ger&JVR1-
SUVRS Diese Gene enthalten zwar die Su(var)3-9 typissB&-Domaéane, aber in ihrem C-
Terminus fehlt die fir SUVH-Proteine typische YD@bDane.
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Der Expressionschip zeigte weitere Veranderungern cnskriptmenge von SET-Domanen
Genen, die in Folge beschrieben werden.

Im Vergleich mit dem Wildtyp wurde fur die Lin@5S*::mycSUVH2#®ine um das 25fache
reduzierte Expression des Transkripfe&SHH1 nachgewiesen. Die Expression der anderen
ASHHomologen in Arabidopsis blieb unverdndert. Die Expression d@RITHORAX
homologen Gene blieb in allen untersuchten Liniebeginflusst.

Des weiteren wurden keine Verdnderungen der Tragiskenge der Enhancer of zeste
Homologen CLF und MEA festgestellt. Das GerEZAl (SWN zeigte in der Linie
35S*::mycSUVH2#5%eine Reduzierung der Expression um die Halfte, rerih die Linie
35S*::SUVH2a#21 eine 2fach hohere Expression aufwies.

Diese Expressionsdaten wurden in einer semiquangtaRT-PCR Uberpruft (Abb.12A). In
dieser PCR konnte in der LinB5S*::mycSUVH2#%ine stark reduzierte Transkriptmenge
von ASHH1und eine leichte Reduzierung der Transkriptmdag@l nachgewiesen werden.
In der Nullmutantesuvh2konnte eine erhdhte Transkription fB6HH1 und EZA1 gezeigt
werden (Abb. 12A). Die Lini&5S*::SUVH2as#2Init reduzierteiSUVH2 Transkriptmenge
wies eine erhéhte Menge &XA1 Transkript auf, wahrend die Transkriptmenge ABHH1
unverandert bleibt.

Des weiteren wurden eine Reihe von Gene reduzigteeiert, welche eine Rolle bei
Seneszenz-, Transport- und Entwicklungsprozessietesp(Abb. 12B, Anhang 5.6.1). Eine
Zusammenfassung dieser Gene ist fir die Uberexprssigie 35S*::mycSUVH2#5in
Abbildung 12B graphisch dargestellt.
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Abbildung 12: Zusammenfassung, der in der LiB®&S*::mycSUVH2#5verdnderten ExpressiofA) Die

Uberpriifung der Affymetrix-Daten mittels semiquéativer Real TimePCR. Die Expression von ASHH1 und
EZAL ist in der Linie 5 reduzier(B) Eine Unterteilung, der in der Uberexpress&dVH2 suppremierten 485
Gene.

3.3.2 Anderung der Expression von transponiblen Elaenten

3.3.2.1 Der Einfluss vorSUVH?2 auf die Expression des RetrotransposonATHILA in
Arabidopsisthaliana

Die Transkriptionsanalyse mit Hilfe des AffymetiBxpressionschips zeigte eine Anderung
der Expression von einigen Transposons. Fur diEs@mnessionsvergleich wurden die Daten
von insgesamt 135 Transposons verwendet, wobeiWikityp Arabidopsis thalianaals
Standard eins gesetzt wurde.

Die analysierten Transposons zeigten eine Verandetuer Expression in Abhangigkeit der
SUVH2Transkriptmenge. In der Lini@5S*::mycSUVH2#5wurden ca. 38 Transposons
reduziert expremiert und 17 Transposons zeigterVergleich zum Wildtyp eine erhohte
Expression (Abb. 13).
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In der Nullmutantesuvh2 (SALK NO79574) expremierten 99 Transposons starkér 18
Transposons konnte eine reduzierte Transkriptmaagbgewiesen werden (Abb. 13).
In der Linie 35S*::SUVH2as#21mit reduzierter SUVH2Transkriptmenge wurden 22

Transposongdown-und 61 Transposong-reguliert (Abb. 13).

13% down
28%

unverindert
39%

35S8*::mycSUVH2#5 suvh2 (SALK N079574) 358*::SUVH2as#21

unverindert
39%

Abbildung 13: Anderung der Expression von 135 ausgewdhlten Tomosps in verschiedenen Genotypbm.
der Uberexpressionslinie werden mehr Gene down- @bsreguliert. In den Linien mit reduziert&UVH2
Transkriptmenge und die Nullmutanseivh2 zeigen fir mehr Transposons eine erhéhte Express® eine
verminderte.

In Folge wurden diedownregulierten Transposons der Uberexpressionslidieen unter-
sucht. Die Linie 35S*.::mycSUVH2#5 zeigte reduzierte Transkriptmengen fir die
Retrotransposon&THILA, EN/SPM, COPIA, TATund TA11l In geringerem Umfang liegen
auch die Transkriptmengen der DNA-Transpos@#CTA und MUTATOR reduziert vor
(Anhang 5.4). Zunachst werden die VeranderungenTdanskription des Retroelementes
Athila untersucht.
Fur die gleichen Transposons, welche in der Ubeessonslinie#5 reduziert expremiert
werden, konnten in desuvh2Nullmutante und in der Lini@85S*::SUVHas2leine erhdhte
Transkriptmenge nachgewiesen werden. In der Ubegszipnslinie35S*::mycSUVH2#5
wurden die RetrotransposoA3HILA (ATHILAL, 5und 6; Wright et al., 2001) im Vergleich
zum Wildtyp reduziert expremiert (Abb. 14).
In der hemizygoten Lini@5S*::SUVH2as#21ind in dersuvh2SALK-Mutante erfolgte eine
erhohte Expression vVOWTHILAS und ATHILA6Die Expression VOATHILAL (At1g41797)
wird in den Linien35S*::SUVH2as#2lndsuvh2im Vergleich zum Wildtyp nicht veréndert.
Durch veranderte Mengen arBUVH2 Transkript ergeben sich unterschiedliche
Expressionsmuster fur das Retrotransposon Athitd(A4; Wright et al., 2001).
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Die Retrotransposons der Gruppe ATHILA weisen ainekturelle Ahnlichkeit zu Viren auf.
Sie enthalten die Gereny pol und gag (Feschotte et al., 2002). Aufgrund der Suppression
der Expression vOrATHILA in Uberexpressionslinien und hinsichtlich der lstuellen
Ahnlichkeit zu Viren wurde die Expression dStJVHGene im Wildtyp wahrend einer
Infektion mit dem Potyviru3uMV untersucht (Abschnitt 3.6).

Durch die Uberexpression va®lUVH2bzw. deren Wegfall oder Reduktion wird eine Reihe

von Genen verandert expremiert.
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Transkriptmenge

Athilal, Atlg41797 Athila6, At1g37060 Athila5, 3431340

Il 35S*:mycSUVH2#3l suvh2@ 35S*:SUVH2as#21

Abbildung 14: Anderung der Expression des RetrotranspogofsILA in Linien 35S*::mycSUVH2#5, suvh2
(SALK NO79574) und35S*::SUVH2as#21Es erfolgte eine reduzierte Expression des TrawmsATHILA in
der SUVH2Uberexpressionslinie #5 und es resultierte einkole ATHILA Expression in der Linie
35S*::SUVH2as#2bzw. in dersuvh2SALK-Mutante.

3.3.2.2 Einflul3 von SUVH2 auf die Expression von vechiedenen Transposons
NebenATHILA wurde die Transkription der Transposdel, T1, PttA, Tal-1 En/Spmund
Ac mittels semiquantitativer PCR gepruft. Dieser Veidh wurde mit den LinierB5S*:

mycSUVH2#5 35S*::SUVH2as#21suvh2 und dem Wildtyp durchgefuhrt. Die PCE8S
rDNA und die PCRATHILA wurden als Kontroll PCR’s verwendet (Abb. 15).
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In der Nullmutante und in der hemizygot86*::mycSUVH2as2Imit reduzierterSUVH2
Menge wurde eine erhdhte Menge ARHILA Transkript nachgewiesen (Abb. 15, Anhang
5.6.2). Die Expression der Transpos@ell, T1, PttA Tal-1und En/Spmist in der Linie
35S*::mycSUVH2#5m Vergleich zum Wildtyp reduziert. In der LinB5S*::SUVH2as#21
und in der Mutantsuvh2sind diese Transposon gering oder gar nicht ierifiranskription
verandert (Abb. 15).
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Abbildung 15: Einfluss von SUVH2 auf die Expression verschiedenabiler ElementeDie Analyse
verschiedener Transkripte von Transposons erfafitels RT-PCR. Als Proben wurde die RNA des Wifiity
und der Linien35S*::mycSUVH2#535S*::SUVH2as21und suvh2 eingesetzt. In der Uberexpressionslinie
SUVH2ist die Expression der meisten Transposons reduBiie Transkription des Transposons Ac bliebémd
Linien 35S*::mycSUVH2#535S*::SUVH2as2uindsuvh2unveréndert.

Fur das TransposonDell konnte eine reduzierte Expression in den Linien
35S*::mycSUVH2#%nd 35S5*::SUVH2as#2ezeigt werden, wahrend in darvh2Mutante
eine erhohte Transkriptmenge bestimmt wurde. Digr&ssion des Transposdil-lwar in
der Uberexpressionslinie 5 um das 18 fache reduziarVergleich zum Wildtyp wurde in
der Nullmutantesuvh2und in der Linie35S*::SUVH2as#2Xkeine Anderung der Expression
festgestellt (Abb. 15).
Die Expression der DNA TransposonEn/Spm und PttA wurde in der Linie
35S*::mycSUVH2#%eduziert. In der Lini@5S*::SUVH2as2lnd in der Liniesuvh2konnte
eine erhodhte Transkriptmenge festgestellt werdeor. Alem in der Mutante suvh2 war die
Expression von En/Spm stark erhéht.
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DasAC Transposon zeigte in keiner Linie eine Verandem&gEXxpression.
Eine reduzierte Expression konnte fiir das Trangp®4an den Probel5S*::mycSUVH2#5
und suvh2 nachgewiesen werden, wahrend die Expression inLiée 35S*::SUVH2as21

unverandert blieb.

3.3.3 Einfluss von SUVH2 auf die Expression pflanher Resistenz (R)-Gene

Mit Hilfe des Affymetrix cDNA Expressionschips ka@m einige reduziert expremierte Gene
identifiziert werden, die bei der PathogenabwemlrRfanze eine Rolle spielen.

In Folge wurde die Anderung der Expression einigieser Gene in den Linien
35S*::mycSUVH2#5, 35S*::SUVH2as#2hd suvh2 untersucht (Abb. 16A). In der Linie
suvh2 konnte kein Transkript vorSBUVH2 nachgewiesen werden, wahrend in der Linie
35S*::SUVH2as#2leine reduzierte Menge aBUVH2 vorlag Die Expressionswerte des
Wildtyps wurden als Standard verwendet. In derd85S*::mycSUVH2#%vurden insgesamt
45 Gene downreguliert und 8 Geneup-reguliert expremiert (Anhang 5.6.3). Die
Expressionsveranderung einiger dieser Gene wurtlelsnrRT-PCR untersucht (Abb. 16B).

Zu den suppremierten Genen gehdfeG1 (Poirier et al., 1999)RPP1-Ws(Botella et al.,
1998; Linde et al. 2004RPP5(Hammond-Kosak and Parker, 200BDS1 (Parker et al.,
1996; Parker et al., 199 PS4(Kwon et al., 2004; Zhang et al., 200Bcr9-9A (Panter et
al., 2002),Cf-2.1(Rooney et al., 2005) und das Cf-2 dhnliche Prdtgr2- 5b(Dixon et al.,
2000, Review).

RPS4 verleiht Resistenz gegen den Pseudomonagagriaktor avrRps4 und es gehort zu
der Familie der TIR-NBS-LRR Resistenzproteinkol( Interleukinl Receptor—Nucleotide
Binding Site—Leucine Rich Repedhang et al., 2002). Zu der Familie der TIR-NBS-LRR
Resistenzproteine gehért auch die Gruppe der RPPB1dar RPP5 Proteine (Botella et al.,
1998; van der Biezen et al., 200D)ie Produkte dieser Resistenz Gene interagierezkidir
oder indirekt mit Wirts- oder Virus- kodierendenkkaen (Goldbach et al.,, 2003Avr2
bindet und inhibiert Rcr3, wéahrend der Komplex R&r82 befahigt ist das Protein Cf-2 zu
aktivieren (HR; Dixon et al., 2000, Review).

Pflanzen erkennen und reagieren schnell durch diéuktion einer Abwehrantwort

(hypersensitive Antwort HRwf Phytopathogene.
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Aus der HR resultiert ein lokalisierter Zell- uné@ebetod (Baker et al., 1997).

Die PhytopathogeneAvr fungieren als Liganden und die WRtProdukte als Rezeptoren.
Diese Interaktion fuhrt zu einer Resistenz bzwKrankheit.

Neben den GeneRPP1 RPPS Hcr2, Her9, Cf2.1, EDS1wurde auch das GEBDE3in der
Linie 35S*::mycSUVH2#Suppremiert (Willmann et al., 2001, Abb.16). SDERliert eine
RNA-Helikase, die in Arabidopsis flRost-Transcriptional Gene Silencif@ TGS) benotigt
wird (Dalmay et al., 2001). Es wurde gezeigt, dBES fur die Aufrechterhaltung, nicht aber
fur die Initiation des TRVSilencing(Tobacco Rattle Virgsverantwortlich ist.

Neben diesen spezifischen Genen wurden auch ufispbei Stressgene, wieSP100(CC-
NBS-LRR-Protein) undJSP (Universal Stress ProtejrAt3g25930) reduziert expremiert. In
Arabidopsiswurden ca. 44USP-Proteine identifiziert (Kerk et al. 2003). Dieseoteine
weisen eine starke Ahnlichkeit zu den USR4niyersal Stress Protein)AausEscherichia
coli auf, welche Proteinkinase-Funktionen besitzen.

Die GeneHcr2-0B, OSM34 (Osmotin) und diePathogenesis-Relate@ene PR1 und PR5
wurden in der Linie35S*::mycSUVH2#5uberexpremiert (Abb. 16A). Die PRroteine
werden nach ihrem Molekulargewicht geordnet, walieiPR1-Familie (15-17kDa) vor allem
saure Proteine enthalt, wahrend die Familie PR8ezuThaumatin &hnlichen Proteinen zahilt.
Zu dieser Familie gehdren auch die Osmotin Prot@ueet al., 1997; Weigel et al. 2005).

Die Expression der PR-Gene vermittelt in der P#amlie systemische Resistenr2AR
Systemic Acquired Resistand¥ang et al., 2005Die lokale HR Antwort wird durch nicht
spezifische Resistenz innerhalb der Pflanze uiitzistdieses Phanomen ist als systemische
ResistenzQystemic Acgiured Resistance $ABkannt

Die HR und die SAR ist abhangig von der Interakzenschen dem dominanten oder semi-
dominanten ResistenzRY\-Genprodukt in der Pflanze und einem korrespoedigem
dominanten Phytopathogen Avirulemgvf)-Genprodukt (Baker et al., 1997).
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Abbildung 16: Die veranderte Expression einiger pflanzlicher Resiz (R)-Gene konnte in den Linien
35S*::mycSUVH2#5, 35S*::SUVHas#2dnd suvh2 mittels des Affymetrix DNA Expressionschip und
semiquantitativer PCRachgewiesen werdegA) Mit Hilfe des Expressionschips konnte eine Anderater
Expression fiir die GerRPP1-WsC, Hcr9-9A, RPP5, Cf-2.1, SDE3, Hcr2-5BSE, PR5,Hcr2-0B, PR1 und
OSM34gezeigt werden(B) In der Linie35S*::mycSUVH2#5urden fur die Gen€f-2.1, RPP1-Wsand AlG1
eine reduzierte Expression und fur GePR1, PR5 und OSM34 eine erhéhte Expression mittels RT-PCR

nachgewiesen.
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Mit Hilfe der semiquantitativen PCR wurde in demnia 35S*::mycSUVH2#%lie reduziert
expremierten Gen&f-2.1, RPP1-WsCund AIG1 Uberprift (Abb. 16B). In den Linien
35S*::SUVHas#21und suvh2 konnten fiir diese Gene, eine unveranderte oder leicht
erhohte Expression nachgewiesen werden. Diese P@&iltimmen mit den Daten aus dem
Expressionschip Uberein.

Des weiteren wurden die GeR&1(Wang et al., 2005PR5undOSM34(Hu et al. 1997) in
den Linien 35S*::mycSUVH2#5,35S*::SUVHas#21und suvh2 getestet. In der Uber-
expressionslinie#?5 wurden die Gend’R1, PR5 und OSM34im Vergleich zum Wildtyp
erhoht expremiert, wéahrend die Expression v&R1 und PR5 in den Linien
35S*::SUVHas#2lund suvh2reduziert wurde. Der Nachweis einer erhbhten Exgioesdes
Gen OSM34erfolgte nur in den Linier85S*::mycSUVH2#5und 35S*::SUVHas#21(Abb.

16B). In der Liniesuvh2blieb die Expression unverandert.

3.4 Einfluss vonSUVH2 auf Transcriptional Gene Silencing in Arabidopsisthaliana

3.4.1 Dosis abhangiger Effekt von SUVH2 auf d&Silencing von LUC

3.4.1.1 Die Uberexpression von SUVH2 verstarkt de&ilencing des Reportergens
LUZIFERASE (LUC)

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss von $12\auf Transgesilencinguntersucht.
In diesem Test wurde die partiell stillgelegte ei@5S::LUC2 verwendet (durch Herrn 1.
Hofmann etabliert, 2004). Das Protein LUZIFERASEs &hotinus pyralis nutzt eine
biolumineszente Enzym/Substrat-Reaktion, in der &adbstrat Luziferin ATP-abhangig
oxidativ dekarboxyliert wird. Dies fihrt zu einerichtemission, die messbar ist. Die
UberexpressionslinierB5S*::mycSUVH2#4und 35S*::mycSUVH2#6/+wurden mit der
homozygote Linie35S::LUC2 gekreuzt (Abb. 17). Die resultierenden F1-Genenan
wiesen die GenotypeB5S*::mycSUVH2#4/+ 35S::LUC2/+ oder 35S*::mycSUVH2Z6/+ ;
35S::LUC2/+ auf. Die Selektion der Samen der F1-Generatioolgtd auf Kanamycin.
Infolge wurde ihre LUZIFERASE Aktivitdt gemesseird Genotypisierung erfolgte tber
PCR, wobei die Anwesenheit des ReporterddshS und des TransgemsycSUVH4iberprift
wurde. Fur die Genotypisierung wurden digC-Primer Lu8f/Lul1626bund die Transgen-
spezifischen PrimanycSal/ Su2-1631#erwendet.
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Die Pflanzen der F1-Generationen mit den Genotyg&s*::mycSUVH24/+35S::.LUCZ+
oder 355*::mycSUVH26/+:35S::LUCZ+ zeigten durch die Uberexpression von SUVH2,
eine Inaktivierung des ReportergendJC. Diese F1-Pflanzen35S*::mycSUVH#4/+;
35S::LUC2/+ und 35S*.:mycSUVH£6/+35S::LUC2+ wurden in Arabidopsis thaliana
gekreuzt.

In der daraus resultierenden BC1-Generation wurdienPflanzen genotypisiert und die
Aktivitat ihrer LUC gemessen. Dig5S::LUCZ+ Pflanzen der BC1-Generation zeigten trotz
Abwesenheit desyycSUVHZTranskriptes eine reduzierte Aktivitat (Abb. 17).

358::LUC2/+ P BSS*ZZMYCSUVH2#4,6/+X 358::LUC2

“ﬂﬁ-ﬂn

Fl 35S*::mycSUVH2#4/+ 35S8*::mycSUVH2#6/+
358::LUC2/+ 358::LUC2/+
Wt x 358*::mycSUVH2#4/+ Wt x 355*::mycSUVH2#6/+ 358*::mycSUVH2#4/+ 358*::mycSUVH2#6/+

358::LUC2/+ 358::LUC2/+ 358::LUC2/+ 35S8::LUC2/+

X

—
358::LUC2/+ §20e LUC

BC2 LUC2/+ LUC2/+ F3 LUC2/+

Abbildung 17: Uberexpression von SUVH2 verstarkt den TGS desRemend UZIFERASE Die Kreuzung
der SUVH2Uberexpressionsliniefi4 und#6 erfolgte auf die homozygote LinldJC2. In den Generationen F1,
F2, F3 und in der Rickkreuzung BC1 kommt es zurai@g@uzierten Aktivitat der LUC. In der F1 Genévat
erfolgt eine Verstarkung der Inaktivierung, dietietbin den Generationen F2 und F3 mit dem Genbty@2/+
erhalten, wobei in der Generation F3 eine leicHte)CLAKktivierung erfolgt. Die Aktivitat der Kontrollfifanzen
wird jedoch nicht erreicht. In der KreuzungsgerieraBC1 ohneSUVH2Uberexpression blieb die Aktivitat
reduziert, wahrend die LUZIFERASE in der GeneratB@2 die gleiche Aktivitat aufwies, wie in den

Kontrollpflanzen.
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Die reduzierte Aktivitat des Reporters LUC in deC BGeneration war unabhangig von der
35S*::mycSUVHZAusgangslinie.

Die 35S::LUC2/+ Pflanzen der BC1-Generation wurden erneut in deldtyy gekreuzt. In
dieser BC2-Generation erfolgte eine Reaktivierurey dUZIFERASE (Abb. 17). Sie
entspricht der Aktivitat in den KontrollpflanzeédbS::LUC2/+. Aufgrund dieses Ergebnisses
wurde die LUZIFERASE Aktivitdt in den direkten Na@mmen der F1-Generation
untersucht.

Die F2-Generation der Kreuzung wurde mittels PCRoggpisiert. Die Pflanzen mit dem
Genotyp35S::LUC2/+ zeigten trotz fehlendamycSUVH2EXpression ein stabileSilencing
der LUZIFERASE (Abb. 17).

In der F2-Generation der Kreuzur@hS*::mycSUVH#6/+ x 35S::LUC2 konnte keine
Aktivitat von LUC nachgewiesen werden, wahrend dNachkommen der Kreuzung
35S*::mycSUVH24/+ x35S::LUC2eine geringe Aktivitat des Reporters aufwiesen.

Die Samen der F2-Generation mit dem Genodgs::LUCZ+ wurden uber Kanamycin
selektiert und die Pflanzen der F3-Generation leIif&CR genotypisiert. In der F3-Generation
wurde erneut die Aktivitdt der Luziferase geteqt@bb. 17). Die F3-Nachkommen der
Kreuzung 35S*::mycSUVH26/+ x 35S::.LUC2 zeigten eine geringe Reaktivierung der
LUZIFERASE, wahrend in der F3-Generation der KreugB5S*::mycSUVHZ4/+ X
35S::LUC2 bei einer von 32 F3-Pflanzen eine starkere Reigktimg der Luziferase
beobachtet werden konnte (Abb. 17). Die meistenN&8hkommen mit dem Genotyp
35S::LUCZ+ zeigten keine Reaktivierung der LUZIFERASE.

3.4.1.2 Die Reduktion des endogene&VH?2 verstarkt die Aktivitat des Reporters
LUZIFERASE

Die homozygote Linie35S*::SUVH2as#1lwurde mit der homozygoten Lini85S::LUC2
gekreuzt. In ihren Nachkommen erfolgte die Analgse LUZIFERASE Aktivitat. Die F1-
Generation mit dem GenotyB5*S::SUVH2as#11/+; 35S:.LUC2/+zeigte eine erhohte
Aktivitat des Reporters LUC (Abb. 18).
Die F1-Pflanzen wurden iArabidopsis thalianausgekreuzt. Die daraus resultierende BC1-
Generation wurde zunachst auf ihre LUZIFERASE Aikdilvgeprift und ihr Genotyp wurde
Uber PCR ermittelt. Fur die PCR wurden die Primampagen Lu8F/Lul626b und
HindIll/Su2-1290Fverwendet.
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Die BC1-Generation der Kreuzur@pS*::SUVHZ2as/+; 35S::LUC2/+ und 35S::LUC2/+
zeigten im Vergleich zur Kontrolle eine erhohte UBERASE Aktivitat, unabhéngig von der
Anwesenheit der T-DNA5S*::SUVH2as

Die Pflanzen der BC1-Generation mit dem Geno85S::LUC2/+ wurden erneut in
Arabidopsis thaliana gekreuzt. Eine Analyse der Aktivitait des Reportensd ihre
Genotypisierung erfolgten in der resultierenden B&Eheration. Die BC2-Generation der
Kreuzung zeigte die gleiche LUZIFERASE Aktivitatiendie Kontrollpflanzer85S::LUC2/+
(Abb. 18).

Kontrolle < 3585::LUCZ+ | P 358*::SUVH2as#l1 x 355::LUC2
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Abbildung 18: Die SUVH2Antisenselinie#11 verstarkt die LUZIFERASE Aktivitat der Lini85S::LUC2/+
Die Nachkommen der Kreuzung, einschliel3lich der Geheration, der Ruckkreuzung BC1 und der

Generationen F2 und F3, zeigten eine starkere LBRWSE Aktivitét als die KontrollpflanzeB85S::LUC2/+.
In der Generation BC2 erfolgte eine Wiederherstgllder LUZIFERASE Aktivitat der Kontrollpflanzen

Aufgrund dieses Resultats wurde die Aktivitdt vol@ in den Nachkommen der F1-

Generation untersucht. Die F2- und F3-Generationgrdem GenotyB5::LUC2/+ zeigten

im Vergleich zur Kontroll85S::LUCZ+ eine erhohte Aktivitat der LUZIFERASE (Abb. 18).
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Es wurden keine Unterschiede in der Aktivitat despétters zwischen den Pflanzen-
Genotypen 35S*::SUVH2as/+; 35S::LUC2/+und 35S::LUC2/+ detektiert. Die hohere
Aktivitat wurde in hemizygoten Pflanzen mit und ehifi-DNA 35S*::SUVH2asgefunden.
Die Aktivitat der LUZIFERASE in der F2-Generatiomtsprach der Aktivitat in der F1-
Generation. Es folgte die Untersuchung der LUZIFEERAAktivitat in der F3-Generation.
Hierfir wurden die Nachkommen der F2-Generation oegim Genotyp35S::.LUCZ+
verwendet. In der F3-Generation wurde eine hOhddZIEERASE Aktivitat als in der
Kontrolle beobachtet (Abb.18).

SUVH2 hat einen Dosis abhéngigen Effekt auf daanscriptional Gene SilencingDie
Uberexpression von SUVH2 verstarkt die Inaktivigruder partiell stillgelegten Linie
35S::LUC. Dieses verstarkt&ilencingwurde in den Generationen BC1, F2 und F3 stabil
weiter vererbt. Die Reduktion des endogenen SUVit#tfzu einer hoheren Aktivitat der
LUZIFASE, dies blieb in der BC1-Generation und endsenerationen F2 und F3 stabil.

3.4.2. Einfluss derddm1-2 Mutante auf die Auspragung des "mini-Pflanzen“-Phéanotyps

Fur die Untersuchung des Einflusses wdoim1-2auf den "mini-Pflanzen“-Phanotyp wurde
die Uberexpressionslini@5S*::mycSUVH2#aind dieddm1-2Mutante (Vongs et al., 1993)
gekreuzt. Fir dieldml1-2Mutante ist kein Ph&notyp beschrieben. Das Prdd&ivi1 zeigt
eine Homologie zunsWI2/SNFzZemodellingFaktor aus Hefe. DDM1 wird bendtigt fur die
Aufrechterhaltung der DNA Methylierung bzw. flr dagencingin Arabidopsis thalianan
bestimmten LociDieser Effekt wurde fur Transposons (Hirochika ket 2000; Kato et al.,
2004), fur PAI2 (Jeddeloh et al.,, 1998), fur rDNA (Mathieu et &003) und fiur die
Zentromerregion (180bp-Sequenz, Mittelsten Schdidale 1998) beschrieberddmi1-2
Mutanten zeigten eine Dekondensation der ChromeoaeiiOkamoto et al., 2001). Das Allel
ddm1-2 enthalt einen Basenpaaraustaugcangition) von Guanin zu Adenin an d&plice-
Donor-Site des 11. Introns, welches zur Verwendung einerradtezen Splice-Donor-Site
fuhrt. Diese befindet sich 56dppstreamim Exon 11 (Jeddeloh et al., 1999). Dieser Defekt
fuhrt zu einer Deletion, zu einem Frameshift und einer vorzeitigen Termination der
Translation. Daraus resultiert eine Mutation an Restriktionsschnittstell®sal welche fur
die Genotypisierung der Kreuzung genutzt wurde @fomet al., 1993). Mit Hilfe dieser
Mutation ist es moglich, das Alleldm1-2zu identifizieren und tber PCR nachzuweisen
(Abb. 19B).
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Die hemizygote 35S*::mycSUVH2#8- wurde mit der homozygotemldm1-2 Mutante
gekreuzt. Die Uberexpressionslinigb zeigt einen ,mini-Pflanzen* Phanotyp. In dieser
Kreuzung wird der Einfluss von deddml-2 Mutanten auf den Phanotyp der
Uberexpressionsliniét6 untersucht. In der F1-Generation zeigten die R#andurch das
hemizygote ddm1-2 Allel einen reduzierten "minigPiten” Phanotyp der Lin@5S*::myc-
SUVH2#6 Die Nachkommen der Pflanzen, mit dem Genotglldm1-2/DDM1
35S*::mycSUVH2#6/+wurden in der F2-Generation der Kreuzung zun&chaebiypisiert.
Es erfolgte der Nachweis des transgemgeSUVH2und der Mutanteddm1-2(Abb. 19).

A SUVH2 - DDMI1 Interaktion
P F2- Generation

. ~ 4
+/+; ddml-2/+; ddml-2/+; ddml-2/+ ddml-2; ddm1-2;

358*::myc +H+ 355°::mycSUVH2H6/+ 355*::mycSUVH246  +/+ 35S*::mycSUVH2H6/+
SUVH2#6/+
B
—— | -—— e B
— e - —

DDMI  mycS2 ddm1/DDMI

Abbildung 19: Interaktion zwischen SUVH2 und DDM{A) In der F2-Generation der Kreuzung erfolgte eine
Reduktion des ,mini* Pflanzenphénotyps durch dam1-2Mutante.(B) In der F2-Generation erfolgten der
Nachweis des transgenarycSUVH2Ind der Nachweis der homo- bzw. hemizygoten ddrmile2e.

In den homozygoten und heterozygotehm1-2Mutanten kommt es gleichermal3en zu einer
Suppression des "mini-Pflanzen® Phanotyps, was8*::mycSUVH2#themizygot vorliegt.
Die Nachkommen mit dem Genotgllm1-2/+; 35S*::mycSUVH2#6@/eisen, wie die Linie
35S*::mycSUVH2#6+, einen ,mini-Pflanzen* Phanotyp auf. Die Auspwag des ,mini-
Pflanzen® Phanotyps konnte ein Dosis abhangigeze®osein, der durch Uberexpression von
SUVH2 etabliert wird. In der Linieddm1-2/+; 35S*:myc-SUVH2#6wurde dieser
Schwellenwert Uberschritten, welcher zur Ausbilddeg Phanotyps fluhrt.

Der "mini-Pflanzen* Phanotyp der SUVH2-Uberexpreaspflanzen wird in der Mutante

ddm1-2 suppremiert.
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3.5 Molekulare und funktionelle Analyse der Domanervon SUVH2

Die Funktionen der verschiedenen Doméanen des Rsot8UVH2 wurden mittels EMS-
Mutagenisierung untersucht. Fur die molekulare »s@alvon SUVH2 wurden Samen der
Linie 35S*::mycSUVH#Xhemisch mutagenisiert. Die Kanamycin resistenteimlinge der
M1-Generation wurden auf normal ausgebildete Koliyteen selektiert (Abb. 20A).

Nach diesem Selektionsparameter wurden nur donendhitanten des ,mini-Pflanzen”

Phanotyps isoliert.

A

10.000 Samen ca. 980 Pflanzen M2- Generation
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mycSall Su2StartSall ZRNAISFB SuZf527 2RNAISXB 2RNAGB Su2-1290F SuZ-16318B Su2S5topSall

Abbildung 20: Darstellung der EMS Mutageneg®) Die Selektion der Pflanzen erfolgte mittels deddatien
,mini-Pflanzen* Ph&notyps unter zur Hilfenahme #@mamycin Resistenz, der nicht-curled Kotyledoned u
Blatter, sowie der Auspragung des Normalwuch@@gsDie Darstellung des transgenen 18YVH2mit den fur

die Lokalisierung der Mutation verwendeten Primern.

Es konnten 981 putative Mutanten in der M1-Genenaisoliert werden, welche keirairled
Kotyledonen und keinen ,mini-Pflanzen* Phé&notypvaieten. Die aus der M1-Generation
resultierenden M2-Pflanzen wurden auf Kanamycind®esz getestet und der Phanotyp ihrer
Kotyledonen wurde untersucht. In der M2-Generatimmnten zwei Typen identifiziert
werden.
Im Typ 1 spalteten sich die Keimlinge in niahurled und curled Kotyledonen auf (Abb.
20A). In diesem Fall befand sich die Mutation inex unbekannten Suppressorgen fur den
»,mini- Pflanzen* Phanotyp. Im Typ 2 zeigten alleikdinge keinecurled Kotyledonen, die
Mutation erfolgte hier im transgenen n8/dVH2 Es konnten ca. 90 Typ 2-Linien und ca. 200
Typ 1-Linien identifiziert werden. Fur die funktietbe Charakterisierung von SUVH2 wurden
ausschlief3lich Typ 2-Mutanten verwendet.
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In diesen Linien ist das transgene mycSUVH2 mutiBiese Mutation fuhrt zu einem
normalen Wachstum der Pflanzen. Aus diesen Mutantede genomische DNA isoliert und
das TransgemycSUVHZiber PCR mit den PrimemycSal/Su2-StopSadimplifiziert (Abb.
20B). Mit Hilfe der Sequenzierung konnte die Muatinnerhalb desnycSUVH2bestimmt
werden (Abb. 20B).

Durch die Mutagenese mit EMS erfolgte eine Ethuigy der DNA, was zu einer
Fehlpaarung fuhrt. Durch die EMS-Behandlung trateeben Punktmutationen auch
frameshiftMutationen auf. Diese wurden mit Hilfe der Sequenmg identifiziert und ihre
Position innerhalb des Geng/cSUVHZjenau ermittelt (Abb. 21A, Anhang 5.5).

In 15 Linien wurde die Mutation im transgenaycSUVHZachgewiesen. Vier der 15 Linien
haben einen Aminosaureaustausch im 5°-Bereich d¥&-Doméane. Die Allele#5+2 bis
#5+5 und #5+13 enthalten eine Mutation in der YDG-Dom@fbb. 21A, Anhang 5.5).

Das Allel #5+3 weist einen Aminosaureaustausch von Tyrosin zp 8td. Die Linie#5+4
besitzt eine Frameshift Mutation. Die anderen 3 aiten (#5+2, #5+5, #5+13) haben einen
Aminosaureaustausch. In 7 Linien wurde die Mutatiorder SET-Domane bzw. pre-SET
oder post-SET Domane lokalisiert. Alle Linien we&iseinen Aminosaureaustausch auf
(Abb.21A). Fur zwei Allele der SET-Doménen Mutan{gb+9, #5+10) konnten jeweils zwei
Aminosaureaustausche lokalisiert werden.

In den Allelen#5+1 bis#5+10 wurde die Transkriptmenge vonycSUVH2m Vergleich zu
Wildtyp und der Ausgangslinie35S*::mycSUVH2#5 bestimmt, wobei die Linie
35S*::mycSUVH2#%ls Kontrolle diente (Abb. 21B, Anhang 5.5).

AKTIN wurde als Normalisierungsgen verwendet. Die Were AKTIN PCR wurden 1
gesetzt und die Werte der PCR’s von SUVH1 und SUMHEden mit dem AKTIN Wert

normalisiert.
A
355* . :mycSUVH2#S
Allele 12 1 13 23 5 6 17 8 9 9 14 10 10 11
- E—l _\
o % ¥4355% $5zzig &
— ("] W
1}1 ig fifi i’ f T f i f iz {i
myc YDG - SET !
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Abbildung 21: Die durch EMS Mutagenese erhaltenen Allele der e iBbS*::mycSUVH2#5 (A) Die
Lokalisierung der Mutation immycSUVH2erfolgte mittels Sequenzierung. Die strukturellerddallung der
Mutationen, einschlie3lich der Angabe der Positimd des Aminosaureaustausch@) Der Nachweis der
erhéhten Expression vaBUVH2erfolgte in den Alleler85S*::mycSUVH2#5+Dbis #+3 und #+5 bis #5411
mittels Real Time PCR(C) In der semiquantitativen PCkonnte keine reduzierte Expression von Tal-1 und
Athila in den Mutanten mehr nachwiesen werden. édzige Ausnahme war die Transkription AIFHILA im
Allel #5+1 und#5+4. Das Transposon En/Spm wurde in allen Allelen ldeie #5 aul3er in#5+5, #5+6 und

#5+8 reduziert expremiert.

Dieser Nachweis ist wichtig fur die Aussage, ob deht ausgepragte ,mini-Pflanzen®
Phanotyp durch die Mutation im Transgen hervorgaruivird, oder durch die geringere
Menge amrmycSUVHZTranskript.
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Die Transkriptmenge wurde in ein®eal TimePCR mit den PrimermycSall/Su2-545r
gepruft (Abb. 21B). AulRer im Alle#5+4 konnten in allen anderen Allelen eine erhdhte
Transkriptmenge aBUVH2nachgewiesen werden.

Des weiteren wurde neben der Transkription des G&d¥H2 auch die Transkription
verschiedener Transposons Uberprift (Abb. 21C). Kdsitrolle der eingesetzten cDNA
Menge diente did8S rDNA Die Expression des Transposdisl-1in den Allelen#5+1 bis
#5+10 entsprach der Expression im Wildtyp, wahrépAll-1in der Kontrolle35S*::myc
SUVH2#5 reduziert expremiert wurde. Das Transpos@mHILA wurde in der Linie
35S*::mycSUVH2#%und im Allel #5+1 reduziert expremiert. Alle anderen EMS-Mutanten
zeigten eine starkere Expression des Transpo&dhELA als die Ausgangslinié5, wobei
die Expression in den YDG-Domanen Mutanten und @n (SET-Doméanen Mutanten
anndhernd wieder Wildtypniveau erreichten. Das Jpason En/Spm wurde in den Allelen
#5+5, #5+6 und#5+8 bis #5+10 starker expremiert als in der Kontr885&*::mycSUVH2#5.
Dies kdnnte darauf hinweisen, dass dieser Ber@ioarhalb von SUVH2 notwendig ist fur
das Silencing des Transposong&n/Spm Das AC-like Transposon wurde in den Allelen
35S*::mycSUVH2#5+1 bis #5+BMutation in der YDG-Doméane) in geringeren Menges

in der Kontrolle 35S*::myc- SUVH2#%expremiert. Dieses Resultat deutet an, dass diese
Region notwendig ist fir Spezifitat der Bindungdem Zielgenen.

Die Mutationen in der YDG-Domane fuhren zwar zueeiSBuppression des ,mini- Pflanzen*
Phanotyps aber nicht zu einer Expression der Tomwss En/Spm und Ac, wie im Wildtyp.
In den Mutanten der SET-Domane entspricht die k@psnenge des TransposoAIHILA
dem Wildtyp. Sie ist nicht, wie in der Kontrolledim den YDG-Mutanten, reduziert.

3.6. Einfluss des PotyvirusTuMV auf die Expression defSUVH-Gene inArabidopsis
thaliana

3.6.1 Induktion von SUVH2 bei Virus-Infektion im Wildtyp

Ausgehend von der Expressionsanalyse einiger Rasgistene in den LinieB5S*::myc-
SUVH2#5,35S*::SUVHas#21und suvh2wurde die Expression de&8UVHGene wahrend
einer TuMV4dnfektion untersucht. In diesen Versuch wurden Wétdtyp und die suvh2
SALK Mutante mit demTurnip MosaikVirus infiziert.
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Das TuMV gehort zu den Potyviren und besitzt ein breitest8sfpektrum, d.h. es ist in der
Lage, verschiedenste Pflanzenarten zu infizierem{er et al., 2004).

Es gehort zu den einzelstrangigen RNA Viren, desseri0 Kb langes Genom wird zunachst
als ein ORF transkripiert und anschlieRend proees§Abb. 22; Riechmann et al., 1992,
Hofius, 2003).

VPg PI HC-Pro 6K2 VPg-NIa NIb CP nA

ul H_id h—

Abbildung 22: Graphische Darstellung des PotyviruSui\). Das Virus besitzt einen 10 Kb langes
einzelstrangiges RNA-Genom. Die Orte der protestyten Spaltung wurden durch Pfeile gekennzeicliniet.
10 Proteine haben folgende Funktionen: Transpdktiom - VPg-Proteinase, NlaNuclearinclusion a) HC-Pro
(Helper ComponenProteinase), ClQylindrical Inclusior), P1 und CP Gapsid Proteijn Das HC-Pro Protein
hat zusétzlich eine RN&ilencing Suppressoraktivitdt. Das NIb ProteiNuclear Inclusion b ist eine RNA-
abhangige RNA-Polymerase und das Protein 6K2 dialst Membranverankerung flr den viralen

Replikationskomplex.

Das Virus nutzt fur seine Vermehrung die Transtegapparatur der pflanzlichen Zelle (Diaz-
Pendonet al., 2004). In der Zelle erfolgte zunachst dasgermehrung und im Anschluss
wurde die RNA von viralem Protein umhullt. Jetztnkte das Virus andere Zellen und
benachbarte Pflanzen befallen. Es handelt sichinensystemische Infektion.

Fur die Infektion wurde das ViruSuMV (V) in Kaliumphosphatpuffer gelést und injiziert
(Hofius). Far die Kontrolle (M) wurde der Phosphatpr verwendet (Hofius). Es wurden
nach 0, 8, 10, 12 und 14 Tagen Proben entnommermuitels semiquantitativer RT-PCR
und quantitativeReal TimePCR analysiert.

Im Anschluss erfolgte zuerst der Nachweis @aMV Virus in den Proben. Fiur diese PCR
wurden die PrimeTuMV-F2841/TuMV-R320@erwendet. Die Primer binden an die P3-
Sequenz der viralen cDNA. Das P3-Transkript ist &an, welches die hypersensitive
Antwort der Pflanzenzelle auf Pathogene vermittelTabak konnte gezeigt werden, dass die
Keimlinge von P3 transgenen Linien in ihrer Entviiclg gehemmt sind. Eine intrazellulare
Lokalisierung der viralen Proteine zeigte, dassnP&ern und im Nukleolus vorliegt. Dies ist
ein Hinweis daflr, dass P3 an der frihen Phas&/nlas Replikation beteiligt ist (Moreno et
al., 1998).
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Das virale Transkript P3 konnte in Proben, welchehn10 und 14 Tagen geerntet wurden,
nachgewiesen werden. Die entnommenen Proben stanmiceh von dem inokulierten
Blattern, sondern von benachbarten Blattern. In Eesben, welche nach 8 und 12 Tagen
geerntet wurde, konnte die cDNA des Virus nichthggaviesen werden (Abb. 23).

In den infizierten Proben des Wildtyps wurde digpiession der Gen8UVH1bis SUVH9
untersucht.

Die Werte der Virus infizierten Proben V wurden dudie Werte der Kontrollen M dividiert
(Abb. 23A). Die starkste Anderung der Expressiofolgte fir SUVH2 in den Virus
infizierten Proben nach 10 und 14 Tagen (Abb. 23A).

In der semiquantitativen RT-PCR wurde neben derus/infizierten Proben V und der
Kontrolle M, eine unbehandelte Probe (K) als weiti€ontrolle verwendet (Abb. 23B).

Im Wildtyp zeigte das Virus in der Probe, die nd€hTagen gesammelt wurde, eine starkere
Expression als in der Probe nach 14 Tagen. FurTdmaskripte der Gen&UVH1 und
SUVH3-SUVH9vurden keine Veranderungen der Expression in dehdp festgestellt. Die
PCR Reaktionen ddruMV infizierten Proben zeigten eine eindeutige InduktronSUVH2.
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Abbildung 23: Einfluss desTuMV Virus auf die Expression dS&UVHGene inArabidopsis thaliana(A) Der
Nachweis des Virus erfolgte in den Proben, die ddrhnd 14 Tagen gesammelt wurden. Im Wildtyp waride
derReal TimePCR keine Unterschiede in der Expression fur cé@gsUVH 1 und SUVHSUVH9 detektiert.

Nur fir SUVH2 konnte eine erhdhte Expression nach Virusinfektrmthgewiesen werder(B) In der

semiquantitativen PCR konnte nur fur SUVH2 erholEgpression in den TuMV infizierten Proben

nachgewiesen werden

Die Real TimePCR (Abb. 23A) und die semiquantitativen RT-PCBIA23B) zeigten eine
erhohte Expression voBUVH2 Die Transkripte vorSUVH1 und SUVH3-SUVH%blieben

unverandert.

3.6.2 Induktion von SUVH4 bei Virus-Infektion in der suvh2 SALK-Linie

Im gleichen Umfang wurde die SALK Mutardavh2untersucht (Abb. 24). In dieser Mutante
konnte kein SUVH2 Transkript nachgewiesen werdeer. Bachweis des Virus erfolgte in
den Proben, welche nach 10 und 14 Tagen gesammelten. Diesuvh2Probe nach 10
Tagen expremierte das Virus im geringeren Umfarsgdéé Probe nach 14 Tagen. Es soll
untersucht werden, welchen Einflu3 dasMV Virus auf die Expression d&UVHGene hat.
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In dersuvh2Mutanten erfolgte der Nachweis der Ge&idVH1-SUVHittels quantitativer
Real TimePCR (Abb. 24A) und semiquantitativer PCR (Abb. p4Bas TranskripSUVH2
wurde in deisuvh2SALK Mutante nicht nachgewiesen (Abb. 24).

In der quantitativeReal TimePCR wurde der Wert der Virus infizierten Probe (ah den
Wert der Kontrolle M dividiert (Abb. 24A).

Die Transkripte der Gen&UVH1 SUVH5-SUVH9zeigten in der Mutantesuvh2 keine
veranderte Expression wéahrend der Virusinfektiobl(A24A).

In der semiquantitativen PCR der infizierten Prolmamde flr die Liniesuvh2eine leicht
erhohte Expression vorlU¥H3 (Abb. 24B).

In der Real TimePCR und in der semiquantitativen PCR der infizierProben desuvh2
Mutante wurde fiur das GeBUVH4 (KYP) eine erhthte Transkriptmenge festgestellt (Abb.
24).
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Abbildung 24: Einfluss desTuMV-Virus auf die Expression d&UVHGene in desuvh2SALK-Linie. (A) Das
Virus konnte mittel®Real TimePCR in den Proben nach 10 und 14 Tagen nachgaewiesealen. In desuvh2
Mutante wurde kein TranskrippUVH2 expremiert. Die Expression voBUVH1, SUVH5-SUVH®lieb
unveréandertin dersuvh2Nullmutante erfolgte eine erhfhte Expression 80\VH4 (B) Analyse der Expression
der SUVHGene mittels semiquantitativer RT-PCR. In deivh2 Mutante konnte kein TranskrigUVH2

nachgewiesen werden. In der Mutante reagiert viemaSUVH4 mittels einer erhéhten Expression auf die

Virusinfektion. Eine leichte Erhéhung der Transkmgnge wurde auch fiir SUVH3 nachgewiesen.

Bei der Virusinfektion des Wildtyps wurde vor alldie Expression voSUVH2erhoéht. In
der suvh2 Nullmutante konnte eine hohere Expression fiur Ga&mn SUVH4 festgestellt
werden. SUVH2 ist an Abwehrprozessen beteiligt,sdigt an einer deutlich erhdhten
Transkriptmenge wéhrend einer Virusinfektion im &p zusehen. In der SALK Mutante
suvh2wurde das fehlend8SUVH2 Transkript durch eine erhdhte Expression von SUVH4

kompensiert.

69



4. Diskussion

4.1 Charakterisierung von SU(VAR)3-9 homologen Prainen in Pflanzen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das SET-Domanen iAr&egVH2 in Arabidopsis thaliana
charakterisiert und funktionell analysiert. SET-DCioven wurden in Proteinen gefunden, die
beteiligt sind an der Regulation von Chromatin wwet Katalyse der Lysin-Methylierung
(Bottomley, 2004; Marmorstein, 2003; Xiao, 2003).

In den letzten Jahren wurden in Pflanzen eine grés&nzahl von SET-Doménen Proteinen
identifiziert als in tierischen Organismen (Baumtjugt al., 2001; Springer et al., 2003). So
wurden inZea maysnsgesamt 22 SET-Domanen Proteine gefunden (Spretgal. 2003). In
Arabidopsiskonnten 37 Proteine identifiziert werden, wobei28 Gene eine trankriptionelle
Aktivitat nachgewiesen wurde (Baumbusch et al. 200ie vierzehn inMais gefundenen
SU(VAR)3-9-homologen Proteine wurden von Springér ab 2003 als Klasse funf
bezeichnet. Diese Gruppe wurde weiter untertailtPioteine mit und ohne YDG-Domane,
ahnlich den SUVH und SUVR Proteinen Arabidopsis(Baumbusch et al. 2001). Alle
Proteine der Klasse funf wiesen, wie die Proteinefaabidopsis eine N-SET/SET/C-SET-
Domanen Struktur auf. Eine Analyse der SequenzsiMais zeigte, dass nur das YDG/SET-
Doméanen GersDG118eine Exon/Intron Struktur, wie KYRufwies (Springer et al., 2003;
Zhao et al., 2004).

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte SU(VAR}®Mologe GersUVH2unddie Gene
SUVH1 SUVH3 SUVH4 (KYP) und OsSET1konnten im Kern lokalisiert werden. Das Gen
SUVH2wurde in allen untersuchten Pflanzenorganen naglegen, genau wi8UVH1 Das
TranskriptSUVH3konnte in den Schoten nicht nachgewiesen werdesed Ergebnis deutet
darauf hin, dass die SUVH-Proteine zwar &hnlichekianen haben, aber diese durch
raumliche und/oder durch zeitliche Unterschiedeegwit sind.

Es wurde inNicotiana tabacumvon Shen et al. 2001 das SET-Domanen Protein NISET
identifiziert. Das Protein NtSET1 enthalt eine CTS&EET-Domane mit starker Homologie zu
den Proteinen Clr4p und SU(VAR)3-9 (Shen et alQ120ru et al., 2004).
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Fur die C-SET-Doméne konnte eine Interaktion mimdkofaktor S-Adenosylmethionin
(AdoMet) nachgewiesen werden, welcher den Traneieer Methyl-Gruppe zum Lysine
katalysiert (Bottomley, 2004).

Bei Uberexpression von NtSET1 wurde, wie in dendnr85S*::mycSUVH2#5#6 und#22,
eine Inhibierung des Wachstums festgestellt (Shah,e2001; Shen et al., 2004; Naumann et
al., 2005). Die Linien35S*::mycSUVH2#5#6 und #22 zeigtenneben der Reduktion des
Wachstums auch eine verkleinerte Grundrosette uimdeke Schoten als der Wildtyp. lhre
Keimlinge wiesencurled Kotyledonen auf. Die Reduktion des Wachstums diNEBET1
erfolgt durch eine verminderte Zellzahl und duraieeReduktion der Zellgro3e (Shen et al.,
2004).

4.2 Der Einfluss von SUVH-Proteinen auf die Auspragng von Heterochromatin

In Arabidopsiserfolgte der Nachweis einer erhohten Transkripgeemon SUVH2 in den
Linien mit ,mini-Pflanzen* Ph&notyp. Die Transkrigh der GeneSUVH3SUVHS5 und
SUVH7ZSUVH9 blieb unverandertFur die GeneSUVH1 und SUVH6 wurde eine leicht
erhohte Expression gezeigt. Uber diese Gene ist wenig bekannt, so konnte zum Beispiel
fur das Protein SUVHG6 eine H3K9 HMTase Aktivitatchgewiesen werden (Jackson et al.,
2004; Ebbs et al., 2005).

In den Linien 35S*::my8UVH2mit ,mini-Pflanzen* Phanotyp konnte eine erhdhteride an
Heterochromatin und eine erhohte DNA-Methylierurgejgt werden (Naumann et al. 2005).
Diese Linien zeigten eine erhdhte Methylierung fidie heterochromatischen
Histonmodifikationen Mono-H3K9, Di-H3K9, Mono-H3K2Di-H3K27 und Mono-H4K20.
Im Vergleich zum Wildtyp wurden in immunozytologisn Analysen fir die
euchromatischen Modifikationen Dimethyl-H3K4, Tritng-H3K9, Trimethyl-H3K27,
Dimethyl-H3K36 und Dimethyl-H4K20 eine Reduktionzgégt (Naumann et al. 2005).

Die Antisenselinien und diesuvh2 SALK Linie, in denen kein SUVH2Transkript
nachgewiesen werden konnte, zeigten weder einemoBfganoch eine veranderte Expression
der anderefsUVHGene. In diesen Pflanzen wurde eine Reduktiorhdegrochromatischen
Histon-Methylierung Mono-H3K9, Di-H3K9, Mono-H3K2Mi-H3K27 und Mono-H4K20
gezeigt (A. Fischer, 2005).
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In der Nullmutantesuvh2konnte Herr A. Fischer eine Reduktion der hetemociatischen
Histonmodifikationen und der DNA-Methylierung zeige

Vor allen die Histonmethylierung Mono-H4K20 kann ider Mutante suvh2 nicht
nachgewiesen werden. Diese zytologischen Datent&orgurch Frau K. Irmler in Western-
Analysen bestatigt werden. Das SU(VAR)3-9 homolBgetein SUVH2 zeigt eine HMTase
Funktion fur die Histonmodifikationen H3K9 und H482Diese multi-katalytische HMTase
Aktivitdt wurde auch fir den epigenetischen Aktorafshl inDrosophilagezeigt, welcher
zusatzlich noch die Position H3K4 methyliert (Béisieal., 2002).

Fur dasDrosophila Protein SU(VAR)3-9 und seine homologen Protein&&ugern konnte
nur eine Methylierung an Histon H3K9 gezeigt werdeie Methylierung von Histon H4K20
erfolgt durch das Protein SUV4-20. Das Protein St204 aus der Maus vermittelt die
Histon H4K20-Trimethylierung am perizentromeren étethromatin (Schotta et al. 2004).
Fur spezifische Loci konnte eine direkte Interaktimn SU(VAR)3-9 mit dem Protein HP1
gezeigt werden (Schotta et al 2002, Greil et aDP3}. Das Protein HP1 ist mit
Heterochromatin assoziiert und bindet direkt analhylierten H3K9 (Bannister et al. 2001,
Lachner et al. 2001).

Das ArabidopsisProtein LHP1 (TFL2) ist ein homologes Protein d@®sophila Proteins
HP1l. In Tabak konnte eine Interaktion zwischen @&(VAR)3-9 homologen Protein
NtSET1 und dem Protein LHP1 lkro-hybrid und pulldown Assay nachgewiesen werden
(Yu et al., 2004). Der Nachweis der Kolokalisierutgy beiden Proteine am dimethylierten
H3K9 erfolgte tber den Reporter YFP (Yu et al. 200%ie Funktion von LHP1 ist die
Repression der Genexpression von einigen Blutemgéftetake et al. 2003). In Arabidopsis
wurde mit dem Affymetrix GeneChip keine Anderung &xpression vorLHP1 (TFL2) in
Pflanzen mit erhéhter oder verminder&yVH2Menge nachgewiesen.

In Saugetieren wurde zwischen dem Komplex SUV39H-Hihd den CpG DNA-
Methyltransferasen Dnmt3a (Bachmann et al., 200 Dnmtl (Fuks et al., 2000) eine
Verbindung gezeigt. Dnmt3a und Dnmtl binden direakt HP3 und an die HMTase
SUVH39H. Es wurde eine direkte Verbindung zwiscken verantwortlichen Enzymen fir
DNA-Methylierung und Histon-Methylierung gezeigtuls et al., 2003).
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Die HMTase SUV39h ist notwendig fur die direkte tdis H3K9-Trimethylierung und die
Dnmt3a/Dnmtl-abhangige DNA-Methylierung in den pentrischenRepeats Die DNA-
Methylierung der zentromerdRepeatscheint unabhangig von SUV39h zu sein (Lehnerts et
al. 2003).

In den SUVH2 transgenen Pflanzen wurden ebenfallsteiduchungen mit DNA
modifizierenden Proteinen durchgefuhrt. Mittels ggrantitativer RT-PCR erfolgte in den
Uberexpressionslinien der Nachweis, ddST1 und DDM1 erhoéht expremiert werden. In
den SUVH2 Antisenselinien wurdeWlET1 und DDM1 dagegen reduziert expremiert. Eine
Veranderung der Trankriptmenge v&MET1 und DDM1 wurde auch in den Affymetrix-
cDNA Expressionschip festgestellt. Beide Proteimel $ir das SUVH2-induziert8ilencing
notwendig (Naumann et al., 2005). In der Kreuzddgl-2x 35S*::mycSUVH2#&rfolgte
eine Suppression des ,mini-Pflanzen“-Phanotyps. s®ieSuppression des Phanotyps
korrelierte mit der Abnahme der Histon-Methylierufig die Positionen Di-H3K9 und Mono-
H4K20. In den Nachkommeddm1-2x 35S*::mycSUVH2#6erfolgte auch eine Reduktion
der DNA-Methylierung.

Fur die untersuchten Linie3bS*::mycSUVH2#635S*::SUVH2as#1lndsuvh2wurde keine
Veranderung de€CMT3 Transkriptmenge festgestellt. Das SUVH2-induziestiencingist
unabhangig von der CpNpG DNA-Methyltransferase CNIN8umann et al., 2005).

4.3  SUVH2-abhangige Anderungen der Expression v@BET-Domanen Proteine in

Arabidopsisthaliana

Mit Hilfe des cDNA Expressionschips der Firma Affgtrix wurde in den Linien
35S*::mycSUVH2#5 35S*::SUVH2as#21und suvh2 eine genomweite Anderung der
Expression gezeigt (Anhang 5.4, Anhang 5.6.1 8s35.SUVH2wurde in den Pflanzen mit
~-mini-Pflanzen* Phanotyp 17 bis 21 mal starker exypert als im Wildtyp. In einigen
homozygoten Antisenselinien und deuvh2 SALK Linie konnte keinSUVH2 Transkript
nachgewiesen werden.

Eine Expressionsanalyse der SET-Domanen Proteirgabereine Veranderung der
Transkriptmenge fUASHH1undEZAL1(SWN. In der Linie 35S*::mycSUVH2#5 wurde eine
reduzierte Trankription voASHH1gefunden.
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Der epigenetische Aktivator ASH1 ist eine HMTaselalie nicht nur die Histonmethylierung
H3K4, sondern fur spezifische Loci auch die Histetimylierung fur H3K9 und H4K20
katalysiert (Beisel et al. 2002, Byrd et al. 2003).

Byrd et al. (2003) isolierte eine Mutardshl, in welcher keineHiston H3K4-Methylierung
nachgewiesen werden konnte. Der Verlust der H3K4hMierung deutet darauf hin, dass
ASH1 fur diese Histonmodifikation notwendig ist. AS aktiviert die Transkription von
ULTRABITHORAXN Drosophila

Das Protein ASH1 ist eine Mitglied der TRX-Grupp®lust direkt an die Aufrechterhaltung
der trankriptionellen Aktivitat von homeotischen n@e beteiligt (Beisel et al., 2002). Die
TRITHORAX homologen Proteine in Arabidopsis ATX undTXR, welche fur
transkriptionell aktive Bereiche stehen (AlvarezA¢gas et al., 2003; Alvarez-Venegas et al.,
2005), wiesen keine Expressionsanderung in desdgearen Linien auf.

Die Expression der Polycomb-Gruppen Proteine CLE MEA blieben in den Linien
35S*::mycSUVH#535S*::SUVH2as#21und suvh2unverandert. Die Expression v&ZAl
(SWN wurde in der Uberexpressionslini@5S*::mycSUVH2#5reduziert, wahrend die
Expression in der Antisenselinie #21 und in der 8Alinie suvh2erhdht wurde.

Fur dasDrosophilaProtein E(Z) und seine homologen Proteine wurdealten eine HMTase
Funktion fur die Histon-Methylierung H3K27 mit gegerer Affinitdt fur Histon H3K9
festgestellt (Cao et al. 2004, Czermin et al. 26Q@Zmichev et al. 2002, Muller et al. 2002).
Die E(Z) homologen Proteine in Arabidopsis sind CMEA und EZA1 (Baumbusch et al.,
2001).

Die Proteine CLF, MEA und EZA1l auArabidopsisbilden unterschiedliche Komplexe,
wobei sie alle mit dem POLYCOMB Protein FIEFERTILIZATION-INDEPENDENT
ENDOSPERNMInteragieren.

Der Komplex FIS2 (FERTILIZATION-INDEPENDENT ENDOSHK&M)/MEA/FIE/MSI1
(MULTICOPY SUPRESSOR of IRA1) ist verantwortlichrfdie korrekte Initiation und das
Fortschreiten der Samenentwicklung (Kohler et200Q3; Chanvivattana et al., 2004). Neben
dem Einfluss auf die Samenentwicklung wurde fur d@mplex MEA/FIE eine direkte
Bindung am PHE1-Promotor (PHERES1) nachgewiesers Patein PHE1 kodiert ein
MADS-Box Transkriptionsfaktor. Die direkte Bindungon MEA und FIE am PHE1-
Promotor wurde in einer_@bmatin Immuno _Pazipitation (ChIP) gezeigt (Autran et al.,
2005).
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Der Komplex FIS2/MEA/FIE/MSI1 ist homolog zu debBrosophila PRC2-Proteinen
(Polycomb Repressive ComplexE(Z), Suppressor of zeste 12 [Su(z)12], Extra s@xbs
(Esc) und P55 (Grossniklaus et al., 1998; Kiyodus.e1999; Kohler et al., 2003; Luo et al.,
1999; Ohad et al., 1999).

Die Proteine CLF, EMBRYONIC FLOWERING 2 (EMF2, Yadh et al., 2001) und
FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE, Kinoshitet al., 2001) gehéren zu
dem POLYCOMB Gruppen Proteinen und haben einenkEfief die Bluteninduktion in
Arabidopsis. Fur den Komplex FIE/CLF/EMF2 (EMBRYQINI FLOWER?2) stellt
AGAMOUSdas Zielgen dar (Hsieh et al. 2003).

Das Protein CLF interagiert auch mit VERNALIZATIONYRNZ2). Das Protein VRN2 wird
bendtigt fur Kalte induzierte Repression ebhC (FLOWERING LOCUS C). Die Proteine
VRN2, FIS2 und EMF2 kodieren Proteine mit Homologien DrosophilaSu(z)12 (Gendall
et al., 2001).

Die Reduktion der Expression von EZA1 (SWN) in derie 35S*::mycSUVH2#530hrt zu
keinen Veranderungen, da es wahrscheinlich durdh Kdimpensiert wird.

Das E(Z) homologe Protein EZA1 (SWN) interagiertewCLF mit dem Proteinen FIE
(FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM) und EMF2 (EMBYONIC FLOWER
2). CLF und SWN haben nicht nur identische Intacadpartner, beide zeigen auch ein
ahnliches Expressionsmuster. [2i¢ Mutante weist dabei einen Phanotyp auf, wahiamd
Mutanten keinen Phanotyp besitzen. In der Doppelntatclf/swn wird der Phanotyp
verstarkt (Chanvivattana et al., 2004). Die redueieExpression von SWN in SUVH2
Uberexpressionspflanzen fiihrt zu keinen Verandesungler Bliteninduktion und

Blutenentwicklung.

4.4 DasSilencing von Retrotransposons inArabidopsis

Neben den Veranderungen der Expression von SET-Bem&Genen, wurde durch
Uberexpression von SUVH2 eine groRe Anzahl von zieti expremierten Genen aus
verschiedenen Bereichen gefunden. Eine dieser @ruptellen die transponiblen Elemente
dar. In den Uberexpressionslinie86S*::mycSUVH2#5und #6 wurde eine reduzierte

Expression von mehrere&il HILA Transkripten gefunden.
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Das Retrotransposoithila ist ein degeneriertes Retroelement (Wright e2&l01). Es gehort
zum Typ der Ty3-Gypsy Retrotransposons und ist W TR-Sequenzenldng terminal
repeaj begrenzt.

In Athila sind die viralen Proteinenv, polund gagenthalten(Marin et al 2000, Vicient et al.
2001) Das Proteirenvkodiert ein Transmembranprotein, das mit der Zathinean assoziiert
ist. Das viraleenv Protein interagiert mit zellularen Rezeptoren wednittelt die Infektion.
Pol kodiert fur eineReverse TranskriptaseDas Proteingag kodiert eine konservierte
Domane, die charakteristisch ist fur dagleocapsidProtein Gag und pol werden in einem
ORF transkripiert [gag Finger, Protease, Rev. Thapsse, RnaseH, Integrase (Marco et al.,
2005)]. Danach folgen nichtkodierende Bereiche dasl Proteirenv Das Retrolement Athila
ist mit bis zu 200 Kopien imMrabidpsisGenom integriert (Burch et al., 2004).

Der Unterschied zwischen den verschiedem®hHILA Kopien liegt im Grad ihrer
Degenerierung, welcher die Mdglichkeit bietet, isigsruppen zu gliedern. So enthalten die
Athilal-, Athila2-undAthila3- Familien eine Deletion déteverse Transkriptas®ie Familie
Athila4 gehdrt mit ca. 22 Mitgliedern zu der umfachreiensEamilie (Wright et al., 2001). In
anderen Dikotyledonen wurden ahnliche Sequenzemndeh, so wurden in der Erbse das
RetrotransposorCyclops (Vicient et al., 2001) und in Soja das Retrotrarssm Diaspora
(Yano et al. 2005; Marco et al., 2005) identifizier

In der Uberexpressionslinie 35S*S::mycSUVH2#5 Iietridie reduzierte Expression
unterschiedliche ATHILA Gruppen, dazu gehdren ATAL, ATHILA5S und ATHILAG. Fir
das RetrotransposoATHILA wurde in der Linie 35S*S::mycSUVH2#5 mittels Bl
Sequenzierung eine erhdhte Methylierung der DNAllen Motiven nachgewiesen, vor allen
aber fur die Methylierung im asymmetrischen MotiMagmann et al. 2005). SUVH2
Uberexpression hat nicht nur Einfluss auf die Egpi@ vonATHILA, sondern es konnte
auch eine reduzierte Expression fur die TranspodoBkl, PttA, TA1l-1 und EN/SPM
nachgewiesen werden. Die Expression des DNA TrawssAC blieb unverandert. Dies
deutet darauf hin, dass SUVH2 beigilencing von Transposons beteiligt ist. Uber das

Silencingvon Transposons wurde eine Reihe von Daten gesimme
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Die DNA-Methyltransferasentet]), die Chromatin-RemodelirgTPase dmJ), die HDA6
Mutante 6il1), die Histon H3K9-Methyltransferase KRYPTONITE undie CpNpG
Methyltransferase CHROMOMETHYLASE3 spielen eine IRdbei der Methylierung von
Transposons, der Transkription und der Histonmethyhg von H3K9 (Gendrel et al., 2002;
Johnson et al., 2002; Tariq et al., 2003).

Fur das Retrotransposon TA3 (AtCOPIA44) konnte en Blutantecmt3 eine Reaktivierung
gezeigt werden (Johnson et al., 2002).

Die Retrotransposons der Gypsy-Klasse zeigen k&mderung in ihrer Aktivitat und die
DNA Transposon zeigen nur schwache Effekte. Zwisctler HMTase SUVH2 und der
DNA-Methyltransferase CMT3 wurde keine Interaktioachgewiesen, dagegen konnte eine
Beziehung zwischen CMT3 und KYP gezeigt werdenk@aa et al., 2000; Lindroth et al.,
2004). Es ist anzunehmen, dass kyp Mutanten das Retrotransopson TA3 ebenfalls
reaktiviert wird, da deSilencingKomplex inaktiviert vorliegt.

Die Retroelemente AtLANTYS2 und AtENSPM2 (degeneeieAtCOPIA und VANDAL
Elemente Ta2, At4g03870) wurden in der Nullmutamtetl welche eine drastische
Reduktion an Histon H3meK9-Methylierung zeigen ktagert. Die CpG-Methylierung der
DNA wird fur die HMTase-Aktivitat an diesdroci benétigt (Tariq et al. 2003).

Kirzlich wurde in Arabidopsis gezeigt das hypermgldinte DNA im symmetrischen Motiv
CpG die Histon H3K27-Trimethylierung, welche in Boomatin gefunden wurde, verhindert
(Mathieu et al., 2005). Die heterochromatischen ifikationen Monomethyl-H3K27 und
Dimethyl-H3K27 dagegen sind nach Mathieu et al.0O&0Ounabhangig von der DNA-
Methylierung.

Es wird spekuliert, dass die Proteine MET1, DDMad IHDA6 zusammen einen Komplex
bilden (Lippman et al. 2003). Zwischen SUVH2 una @oteinen DDM1 und MET1 konnte
eine Beeinflussung nachgewiesen werden. Die Intierakler Linie 35S*::mycSUVH2#6 mit
dem Allel ddm1-2 (Vongs et al. 1993) fuhrte zu einer Repression gemi-Pflanzen®
Phanotyps. Des weiteren konnte Herrn I. Hofmanms(pdiche Mitteilung) eine Interaktion
zwischen SUVH2 und HDAG6 zeigen. So wurde durchAdlal von HDAG6 eine Suppression
des ,mini-Pflanzen“ Phanotyps gezeigt. Des weiteveinde durch das HDAG6 Allddill eine
erhohte Histon-Methylierung verhindert, da die Muéanicht in der Lage ist, die Lysine des

Histons H3 zu deazetylieren (Lippmann et al., 2003)
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Fur denSilencingKkomplex MET1/ DDM1/SIL1 kdnnte die HMTase SUVH2rdehlende
Interaktionpartner fir spezifischeoci darstellen. Zu dieseiboci gehoéren z. Bsp. die
TransposonATHILA, DEL1, PttA und TA1-1 Fir das Transposon AC (Jarvis et al., 1997)

sollte eine andere HMTase als SUVH2 eine Rollelspie

4.5. Dosisabhangiger Effekvon SUVH2 auf Transgene Silencing

Neben der genomweiten Expressionsanderung einéza¥iieunterschiedlicher Gene wurde
auch der Einfluss von SUVH2 auf die Aktivitat arelef-DNA"s untersucht.

Bei Uberexpression von SUVH2 erfolgte eine starkieraktivierung der LUZIFERASE,
wahrend in der Antisenselinie eine erhéhte Aktwmey zu beobachten war. Dieses verstarkte
Silencingwurde in den Generationen BC1, F2 und F3 stalbileweererbt. Die Reduktion des
endogenerSUVH2-Transkriptes fuhrte zu einer hoheren Aktivitar d&JZIFERASE, dies
blieb in der BC1-Generation und in den Generatidfizoind F3 stabil.

SUVH2 hat einen Dosis abhangigen Effekt auf daanscriptional Gene SilencingDer
SUVH2 abhéangige Effekt wurde stabil in die nachStneration vererbt. Bei diesen Prozel3
handelt es sich udmprinting. Der Mechanismus, der dem zugrunde liegt, ist spezifische
epigenetische Modifikation, die zu einer Stilllegudes GensLUZIFERASE fuhrt. Durch
Herr S. Phalke konnte in der Uberexpressionsliritee eerhohte DNA-Methylierung in
symmetrischen und asymmetrischen Motivenldé€-Sequennachweisen.

In der Antisenselinie wurde eine reduzierte DNA-Mgdierung gezeigt. Die Starke der
Methylierung des GensUZIFERASEsteht im direkten Zusammenhang mit dessen Aktivitat
(Naumann et al., 2005). Der SUVH2 Dosis abhangifekEauf die Aktivitat der Luciferase
wurde stabil in die ndchste Generation, trotz Alemégit der T-DNA, weitervererbt.

Bei diesem Prozess handelt es sich lamprinting, wobei die veranderte Methylierung der
LUZIFERASEauf die nachste Generation tUbertragen wurde.

Imprinting wurde in verschiedenen Organismen gefunden, ilviders sind etwa 60 solcher
Gene gekanntlmprinting Gene werden héaufig in chromosomalen Clustern giefian Sie
zeigen eine unterschiedliche DNA-Methylierung ireitn Konrollregionen (Reik et al., 2001).
Expremierte Allele vonimprinting Genen sind hyperazetyliert in H3 und H4, wahrend
stillgelegte Gene hypoazetyliert vorliegen (Li &t 2001; Gehring et al., 2004). Polycomb-

Gruppen Komplexe sind beteiligt dmprinting.
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Die Mutation des Polycomb Gruppengdfimbryonic ectoderm developmdkied; das Maus
Homolog zu Arabidopsis FIE) fiihrt zu einer Realdrung des inaktiven X-Chromosoms
(Wang et al., 2001) und den Verlust viamprinting des autosomal, paternal stillgelegten Gens
(Mager et al., 2003).

In Arabidopsis wurde fiir das Polycomb Gruppen Pnat¢EDEA Imprinting nachgewiesen,
wobei dasArabidopsisProtein DEMETER(DME, DNA Glykosylase), dass maternale Allel
des stillgelegtenMEDEA (MEA) Gens im Endosperm aktiviert (Choi et al.,, 2004,
Grossniklaus et al., 1998; Guitton et al. 2005).s Deeiteren wurde erkannt, dass die
Methyltransferase MET1 die Expression des matenidleA Allels suppremiert.

Dies erfolgt entweder durch direkte Methylierung MEA-Promotors oder MET1 methyliert
und suppremiert ein unbekanntes Gen, welches diernze MEA Expression im femalen
Gamtophyten aktiviert (Xiao et al., 2003, Autrarakt 2005). Das Imprinting vVOMEA wird
durch die Antagonisten MET1 (Methyltransferase) umME (DNA-Glycosylase)
kontrolliert. Des weiteren wurde gezeigt, dassAlidrecherhaltung der Repression am MEA
Locus die zygotische Aktivitdt von DDM1 erfordeXtiélle-Calzada et al., 1999).

Es wurde ein Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung Imprinting nachgewiesen
(Adams et al., 2000; Berger et al., 2003; Fransal.e2003; Gehring et al., 2004; Kankel et
al., 2003).

4.6 Charakterisierung von SU(VAR)3-9 homologen Pratine

In Arabidopsis wurden mittels EMS-Mutagenese fumhkdéile Analysen der Domanen
durchgefuhrt. Eine Reihe von Mutanten wurden isglideren Mutation im transgenen
SUVH2 liegen. Die Mutationen betrafen die gesangqueénz. Es wurden Mutationen in der
YDG-Doméne, im N-Terminus vor der YDG-Doméane, N-SBdméne und in der SET-
Domane isoliert. Diese identifizierten Allele vol'®¥H2 zeigten eine Suppression des ,mini-
Pflanzen“ Phénotyps. Sie zeigten auch eine Reakting von Sequenzen, welche in der
Ausgangslinie 35S*::mycSUVH2#5 stillgelegt wurdein& trankriptionelle Reaktivierung
konnte fur die Transposons Tal-1 und Athila gezasgyiden.

Herr A. Fischer untersuchte die DNA-MethylierungMgC) und die Histon-Methylierung
(dime-H3K9; monome-H4K20) in diesen Allelen.

Diese Untersuchung erfolgte mittels immunozytologes Analysen.
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Die Allele, deren Mutationen im N-Terminus vor der YDG-Domaimegder YDG-Doméane
und vor der N-SET-Doméane liegen, zeigten im Vegjlei zur Ausgangslinie
35S*::mycSUVH2#5eine reduzierte DNA-Methylierung und eine Reduktider Histon
H3K9- und H4K20-Methylierung

Fur Mutationen innerhalb der SET-Doméne konnte &eiaduzierte DNA-Methylierung,
sondern nur eine Reduktion der Histon H3K9- und B@#/ethylierung nachgewiesen
werden (Naumann et al. 2005). Diese Daten deuteauti@in, dass der N-Terminus von
SUVH2 fur die Erkennung der Zielsequenzen wichsig wahrend die SET-Domane flr die
HMTase Funktion von SUVH2 verantwortlich ist.

Die SUVH2 vermittelte DNA-Methylierung scheint deliston-Methylierung voranzugehen
(Naumann et al. 2005).

Fir das aus Tabak identifizierte NtSET1-Proteinriterebenfalls eine HMTase-Aktivitat fur
das Histon H3 an den Positionen K9 und K27 nachggsewvi werden (Yu et al. 2004).

Fur den N-Terminus (YDG/SRA-Doméane) von NtSET1 veurdine Bindung in der
Interphase an Chromatin nachgewiesen. Die C-SEd@-dim SET-Domane sind wichtig fur
die Bindung des Proteins an spezifischen Kernregiamd fur die Bindung an kondensierten
mitotischen Chromosomen (Yu et al. 2004).

Seit einiger Zeit wird die Frage untersucfwhat’s first?“. Es soll geklart werden, ob die
DNA-Methylierung die Histon-Methylierung beeinflissoder umgekehrt. Die DNA-
Methylierung ist beteiligt an eigenetischen Proeasswie X-Chromosom Inaktivierung,
Imprinting undSilencingvon Transposons.

Es wurden Beispiele gefunden, in denen die DNA-Methung durch die Histon-
Methylierung beeinflusst wird (Tamaru et al., 200&maru et al., 2003; Jackson et al., 2002;
Malagnac et al., 2002; Lindroth et al., 2004) Naurospora crass&onnte an einer Mutante
der Histonmethyltransferagsbm-5 (defective in methylatigngezeigt werden, dass die DNA
Methylierung abhangig ist von der Histonmethyligguffamaru et al., 2001; Tamaru et al.,
2003). In Arabidopsis erfolgte der Nachweis, dass die CpNpG Methylierungn
CHROMOMETHYLASE 3 (CMT3) kontrolliert wird von deHiston H3K9-Methylierung
durch KRYPTONITE (KYP=SUVH4; Jackson et al., 208alagnac et al., 2002; Lindroth et
al.; 2004).

Es wurden auch Beispiele gefunden, die zeigters desDNA-Methylierung einen Einfluss
auf die Histonmethylierung hat (Johnson et al.,.2&bppe et al., 2002; Tariq et al. 2003).

80



In Arabidopsismetl Mutanten wurde eine reduzierte Methylierung fls ddotiv CpG
gefunden Diese reduzierte DNA-Methylierung beessgludie Histon-Methylierung H3K9
(Tarig et al.,, 2003). Eine Reduktion der Methylmguvon H3K9 wurde durch ChIP
(Chromatin Immuno PrecipitatiofpAnalysen inddml und in metl Mutanten festgestellt
(Johnson et al., 2002).

Des weiteren fanden Soppe et al. (2002) in den Metametl und ddml ein reduziertes

H3K9 Methylierungssignal an den Chromozentren.

4.7 Einfluss von SUVH2 auf di€expression derResistenzgene

Neben dem Einfluss von SUVH2 auf die Expression Veansposons wurde die Anderung
der Expression von Resistenzgenen untersucht.
Die Pflanze versucht mit Hilfe ihrer Resistenzgdee Infektion entgegen zu wirken (Baker et
al., 1997; Diaz-Pendon et al., 2004). Durch Uberesgion von SUVH2 kommt es zu einer
Expressionsdnderung, wobei Resistenzgene sowohin als auchup-reguliert wurden
(Cooper et al. 2001, Whitman et al 2003).
In der Linie 35S*::mycSUVH2#5vurden insgesamt 3Bownregulierte Gene identifiziert,
welche bei der Pathogenabwehr eine Rolle spielethgAg 5.6.3). Dagegen wurden nur 9
Gene gefunden, welche in der LirB&8S*::mycSUVH2#5Sstarker expremiert wurden als im
Wildtyp (Anhang 5.6.3).
Es wurde eine reduzierte Expression fir RPS4 ifigetit. Das Arabidopsis Protein RPS4
gehort zu der Klasse dé&oll/interleukin-1receptor/nucleotide-bindirgite/leucine-rich repeat
(TIR-NB-LRR)Resistenz Gene (R).
Eine transiente Expression voB5S::RPS4induziert in Tabakblattern eine AvrRps4-
abhangigehypersensitive respong#iR). In Deletion-Analysen der RPS4-Doménen wurde
gezeigt, dass die TIR-Domane fir die AuspragungHieiPhanotypen benotigt wird (Zhang
et al., 2003; Zhang et al., 2004). Des weiterendeunachgewiesen, dass der durRiAS4
Expression resultierende Zelltod abhéngig ist ven 8 Signalkomponenten EDS1, SGT1
und HSP90.
Zu den suppremierten Genen gehérten néde84auchEDS1 RPP1-WsCHcr9-9A RPP§
Cf-2.1 und Hcr2- 5h Das Protein EDSle(hanced disease susceptibility, «velches bei
Pathogen Abwehrprozessen eine Rolle spielt, hat Eunktion als Triacylglycerol-Acyl-
Hydrolase.
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Es ist beteiligt an Salizylsdure vermittelten Abwebzessen der PathogeneArabidopsis
EDS1 wird gemeinsam mit den Proteinen SGT1 und HSBENoGtigt bei der AvrRps4-
abhangigen HR, welche durch die Expression von RR&4ziert wird ((Mindrinos et al.,
1994; Zhang et al., 2003; Zhang et al., 2004). Pratein EDS1 wird benétigt fur Expression
der TIR-NBS-LRR Proteine, welche fur die Induktider Resistenz notwendig sind.

Das ArabidopsisProtein RPP1-WsC gehort ebenfalls zu der TIR-NBRLResistenzklasse
und wird in einem Resistenzcluster auf Chromosorkedsert.

In diesem Bereich liegen folgende Resistenz GRRE1-WsARPP1-WsBund RPP1-WsC
(Botella et al., 1998; Shirano et al. 2002).

Das suppremierte Arabidopsis Protein RPP5 gehdrt ebenfalls zur TIR-NBS-LRR
Resistenzklass®as Protein RPP5 erkennt nicht iReronospora parasitichloco2, sondern
auchP. parasiticaEmoy2 und Emwal (van der Biezen et al., 2002).

Das suppremierte Gedcr9-9A erkennt verschiedene Elicitoren und schitzt rBiflanzen
vor Infektionen. Neben HCR9-9A gehoéren auch dietdtne HCR9-9B, HCR9-9D, und
HCR9-9E zu dieser Gruppe. Die HCR9 Gruppe ist aunthr der Bezeichnung Cf-9 zu finden
(Panter et al.,, 2002). Das Arabidopsis Protein @&Heennt das pathogen kodierte Peptide
Avr9 (Jones et al., 1998; Tor et al., 2004). ZwsdreGruppe gehéren neben Cf-9 auch Cf-2,
Cf-4 und Cf-5. Sie sind verantwortlich fur die Rstenz gegen daSladosporium fulvum
(Avr2, Avr4, Avr5; Thomas et al., 1998; Dixon et,&000).

Nebendownregulierten Genen wurden auch einige Gene stakermiert als im Wildtyp.
Zu diesen Genen gehdren die Protdtaghogenesis-relatePR)-5 und (PR)-1. Die Pflanzen
akkumulieren eine grofRe Anzahl véathogenesis-relate@PR) Proteinen, wenn diese mit
Krankheitserregern wie Bakterien, Pilze und Viremfkontiert werden (Hu et al., 1997). Die
Akkumulationen dieser Proteine korreliert mit dertiicklung der systemischen Resistenz
(systemic acquired resistance, SAARechmann et al., 1992; Wang et al., 2005). istemic
acquired resistance(SAR) wurde etabliert als Ergebnis der NPRdoriexpressor of
pathogenesis related (PR) genégs-fiegulierten Expression vopathogenesis-relate(PR)
Genen.

Eine erhdhte Expression dieser Gene ist essefilialie SAR-Reaktion der Pflanze (Wang et
al., 2005).

Die evolutionar konservierten PR-Proteine kdnneh @ruppen untergliedert werden.
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Die PR1-Familie enthélt meist saure Proteine, wihrdie Familien PR2 und PR3 oft die
Funktionen von Glucanasen und Chitinasen aufweisghsomit eine antifungale Aktivitat
besitzen (Hu et al., 1997). Die Mitglieder der FeeniPR4 sind saure Proteine, sie haben eine
antifungale Aktivitdit und handeln gemeinsam mit deR2 und PR3 ProteinerDie
Pathogenesis-relate@PR)-5 Proteine sind eine Familie von Proteinee|che durch eine
Vielzahl von Phytopathogenen in vielen Pflanzenumert werden. Sie weisen eine
Sequenzahnlichkeit mit Thaumatin auf (Hu et al97)9

Mitglieder der PR5-Gruppe wurden in Arabidopsismamer Infektion mit dem VirugMV
(tobacco mosaic virys Pseudomonas syringaeder nach Behandlung mit 2,6-Dichloro-
isonikotinsaure (INA) oder Salizylsaure (SA) idéatert (Hu et al., 1997; Peng et al., 2005).
In der Uberexpressionslini85S*::mycSUVH2#5vurden die Gend®R1 und PR5 starker
expremiert als im Wildtyp. Whitman et al. (2003ensuchte die Anderung der Expression in
Arabidopsisnach einer Virusinfektion mit den VireRvCV, ORMV, PVX CMV und TuMV.

Mit Hilfe einer quantitativen RT- PCR (QRT- PCR)rkde ein Induktion von Genen der
Pathogenabwehr nachgewiesen werden. Es wurdersarsagid 14 unikale Gene identifiziert,
die in allen Virus infizierten Pflanzen hoch regutiwaren. 35 von diesen Genen sind mit der
Stressantwort assoziiert oder regulieren diese.viz@teren wurde die Expression von HSP

Proteinen induziert.

4 .8 Interaktion zwischen SUVH2 unddem Virus TuMV

Nach der Untersuchung der Expressionsanderung eeiniResistenzgene in der
Uberexpressionslinie wurden die Veranderungen in Bepression vonSUVHGenen,
wahrend einer Virusinfektion mituMV untersucht.
Das VirusTuMV gehort wie die Mehrheit der Pflanzen infizierendéinen zu den RNA-
Viren. Diese replizieren sich zunachst und es felge Vermehrung von Zelle zu Zelle und
schlie3lich werden benachbarte Pflanzen infizieidr diesen Prozel3 werden vom Virus
Wirtsfaktoren induziert, welche fur die Replikatjatie Vermehrung, die Bewegung und die
Suppression der Wirtsabwehr notwendig sind. Didesrhanismus dient der Vermehrung des
Virus.
Der RNA PotyvirusTuMV (Turnip Mosaic Viruyist in der Lage, Kreuzblatler zu infizieren.
Aus einer Infektion der Pflanze mituMV resultieren verschiedene Symptome, wie die
Auspragung des Blattmosaics und die AusbildungNekrosen (Kaneko et al., 2004).
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Fur den Okotyp Col-0 (Columbia) wurde eine Entwiclid des Mosaic Symptoms nach
TuMV Infektion identifiziert. Eine nekrotische Enivklung erfolgt bei einelTuMV Infektion
des Okotyps Ler Landsberg erecja Die nekrotischen Symptome werden durch das
dominante Gen TuNIMuMV necrosis induceKaneko et al., 2004) induziert.

Die P3 kodierende Region ist verantwortlich flr dstemische Infektion und fir ihre
Symptome (Swaney et al., 1995; Moreno et al., 1$8)chez et al., 1998; Johansen et al.,
2001). Des weiteren interagiert P3 mit dem virdddnProtein und mit dem viralen Proteinen
des putativen Replikationskomplexes, der RNA-Halékand dem VPg-Protein (viral protein
genom linked; Guo et al., 1997; Dunoyer et al., 4001 und P3 sind in der Phase der Virus
Replikation und wahrend der Ansammlungsphase, Wwemre strukturellen Proteine gebildet
werden, aktiv. Sie sind an der Virus Vermehrungeiigt. In Tabak wurden P1 und P3
Transgen exprimiert. Hier konnte gezeigt werdergsddie Keimlinge der P3 transgenen
Linien in ihrer Entwicklung gehemmt waren. Diese# Hinweis flr den schadlichen Effekt
von P3 in der Pflanze (Moreno et al., 1998). Idite# Pflanzen sind steril oder zeigen eine
reduzierte Fertilitdt (Lellis et al 2002). Ddwurnip mosaic virusindet das virale Protein
(virus genome-linked protein, VPgan den pflanzlichen InitiationsfaktoglFiso4E und
inhibiert die Expression der Wirtgene. Die Expressider Wirtsgene, Aktin und Tubulin ist
wéhrend der Virus Replikationsphase nicht verandaies ist ein Hinweis daflr, dass der
Virus fur seine Translokation in der Zelle und zstisn den Zellen das Zytoskelet nutzt
(Maule et al 2002).

Nach einerTuMV-Infektion des Wildtyps und desuvh2 Nullmutante wurde zunéchst das
virale Transkript P3 nachgewiesen. Danach erfollgte Nachweis der Transkrip@UVH1-
SUVH9 wobei besonders auf Expressionsunterschiede hkensanfizierten und nicht
infizierten Material geachtet wurde. In ddruMV-infizierten Wildtypproben wurde eine
eindeutig erhdhte Transkriptmenge BIUVH2 gezeigt. Die Transkripte der Kontrollgene
18SrDNA Aktin und die Transkripte vonSUVH1 und SUVH3-SUVH9zeigten keine
Expressionsanderung aufgrund der Virusinfektion.

In der Mutantesuvh2 konnte in keiner Probe das Transkript vBVH2 nachgewiesen
werden. DasSUVH3 Transkript lag in den virus-infizierten Probenclei erh6ht vor. Das
SUVH4 zeigte eine starkere Erhdhung der ExpressionSBI¥YH3. SUVH4scheint in der

suvh2Nullmutante die Funktion des Ge88/VH2zu kompensieren.
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SUVH2ist an Abwehrprozessen beteiligt, dies ist anreteitlichen Induktion voisUVH2
bei einer Virusinfektion im Wildtyp zu sehen. Inrdelutante suvh2 wurde das fehlende
SUVH2Transkript durch die erhdhte Expression &isVH4kompensiert.

4.9. Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit war die Identifizierungl @harakterisierung von SET-Domanen
Genen inArabidopsis thalianakotyp Columbia. Es wurden mittels einer Datenls#iktung
10 homologe SU(VAR)3-9 Proteine identifiziert.

AtSUVHZ2 ein Mitglied dieser Gruppe wurde né&her untersudb$ ist ein ubiquitér
exprimiertes Gen, welches auf Chromosom 2 in deneNdes Markers ve015 lokalisiert
wurde.

Fur die Analyse von SUVH2 wurden transgene Linietabkert. In den Linien
35S*::mycSUVH2#5#6 und #22 konnte eine erhdhte Menge 8VH2 Transkript nachge-
wiesen werden. Diese Uberexpression \®WVH?2 fiihrt zur Auspragung voncurled -
Kotyledonen und,curled” - Blattern. Die Uberexpressionslinien #5, #6 un@ #ihd durch
ein vermindertes Wachstum gekennzeichnet, diesén®yp wurde als "mini-Pflanzen®
bezeichnet. Die suvh2 Mutante und die SUVH2 Anssdinien weisen keinen Phanotyp auf.
In diesen transgenen Linien wurde der Einfluss 80VH2auf die genomweite Expression
untersucht. Besonderes Augenmerk wurde auf derktEffer Uberexpression voBUVH2
gelegt. In der UberexpressionslinB®S*::mycSUVH2#%ommt es zu einer genomweiten
reduzierten Expression verschiedener TransposdnBIILA, En/Spm, Pt{Aund Genen der
PathogenabwehrRPP1 RPP5 EDS1 Hcr9-9). Fur einige Gene konnte eine erhohte
Expression nachgewiesen werden. In diese Gruppi@#geldiePathogenesis relatedroteine
PR1undPR5

Das SUVH2 hat einen Dosis-abhangigen Effekt aufldassgerSilencing(LUZIFERASE).
Bei Uberexpression von SUVH2 erfolgt ein verstakeilencing der LUCIFERASE. In den
Antisenselinien weil3t LUCIFERASE eine erhdhte Akévauf.

Der "mini-Pflanzen* Phanotyp wurde fir die funktedle Analyse der SET- und YDG-
Domane von SUVH2 mittels EMS-Mutagenese genutzdliédsem Experiment konnte gezeigt
werden, dass die SET-Doméne eine HMTase-Aktivilifitdie Histone H3K9, H3K27 und
H4K20 hat. Der N-Terminus von SUVH2 dient der Enkeng der Targetsequenzen.
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Es wurde die Expression der Gene SUVHL1 bis SUVHBreré&d einer Virusinfektion mit dem
Potyvirus TuMV {TTurnip Mosaic Viru¥ analysiert, wobei wahrend einer Infekti®JVH2

starker exprimiert wird.
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5. Anhang

5.1. Primerliste

Gene Name Sequenz

OsSET1 SET1-9 GCT CGC TTT ATG AAC CAC AGC
SET1-10 ATG TCG GAA GTC CAAAAACTG CTT

SUVH1 Sulstart ATAGTCGACGCATGGAAAGAGGTGGTCAC
Sul-stop ATAGTCGAOCCAAATGAGCCACGGCAATACGC
Sul-Start/Nhel ATAGCTAGBTGGAAAGAAATGGTGGTACA
Sul-Stop ATACTCGABGAATGAGCCACGGCAATACGC
Sulr908 TAACGCATCAAACCGCATAA
Sulf592 ACCAAGCTCAGAACCCACCG

SUVH?2 Su2Start ATAGTCGABGTGAGTACATTGTTACCA
Su2Stop ATAGTCGACTAGTTGCAGATGGCGAG
Su2StartNhel ATAGCTAGBTGAGTACATTGTTACCA
Su2Xho ATACTCGAGSTTGCAGATGGCGAGCTTG
Su2-1631B ATAACATCCCCATTGATTGACAG
mycSall ATAGTCGARATGGGCGGACGCGAACAAAAGTTG
2RNAI3X/B ATAGGATCCCTCGAGGCTCGTTCACTTCAT
2RNAI5-BamH1F | ATAGGATCECTCAATCCTCCACCG
2RNAI5X B ATACTCGAGGGATCCAECAAAACCAGACTTCCCC
2RNAiI3BamH1 ATAGGATCAOTTGCTGTGGGGAAGTCT
Su2-1290F GATCAGCAGGACTGGCTGCGAG
Su2r545 TCTCGCTAGGTCTCTCGGTC
EndoSu2-1 TTG AGA CAA CCT CGA AGT AAT GCA AAC
Su2 R 742 TGACTGGACCAACTATGTGCTTAT
Su2F 610 CTAATGGCGGAGAGTATGAAGAAT
Su2 R 231 TTCCGATTTCACTTCTAACTTTCC
EndoSu2-81 AGGTGTTGTTTCTGTCTTCGGTTC
EndoSu2- 30 AGGCCGGATCCGATTCGTGACCCG
Su2f527 GACCGACGAGAGACCTAGCGAGA

SUVH3 Su3-337F TTTCTTCCCATTTGGAGCAC
Su3r-657 GCATTTCCATCTTCTCGCTC

SUVH4 Su4rl227 CTCGGCAGTTACACCCAGTT
Su4f1010 TGGACGCATACCAACGAGTA

SUVH5 Su5f-476 GGTCCATCCTCCAAGCATAA
Su5r-720 GACCCAAATGGTCTCCAGAA

SUVH6 Su6f-320 TGCCTCTGAAAACGTGAGTG
Su6r-588 CTAGCGGCTGAGTTTGATCC

SUVH7 Su7f-280 CACAACACATTTGCACCTCC
Su7r-524 GAATCGAAATTCCCACGAGA

SUVHS8 Su8f-1103 ATGGTCCTGCTGCTACGAGT
Su8r-1368 GTCACTTGCCAGCAATCAGA

SUVH9 Su9f-99 GGCCTTTCAACTTCCAAACAI
Su9r-414 CCTCACTAGCTCCGACGAAC
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Gene Name Sequenz
T-DNA LF1 ACCAGCGTGGACCGCTTG
LR1 GTGGTTCCGAAATCGGCAAAATCC
LF2 GCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTG
T-DNA LR2 ATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGG
LF3 GTCAATTTGTTTACACCACAATATATC
LR3 CACTACGTGAACCATCACCCAAATC
LF11 GCCTGTATCGAGTGGTGATTTT
LF87 GGTGTAAACAAATTGACGCTTAGA
LF119 TAATAACACATTGCGGACGTTTTT
LR 33 CAAAATCACCACTCGATACAGG
LR 110 TCTAAGCGTCAATTTGTTTACACC
35S-1Hindlll GAAAGAATGCTAACCCACAGATG
35sd2fwd AGGGTAATAT(CT)GGGAAA(CT)
LR 133 GTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGT
deg. Primer | Adeg2-2 NGTGCASWGTNTWGAA
Adeg?2 NGTCGASWGANAWGAA
DegARAl WGCNAGTNAGWANAAG
DegARA2 AWGCANGNCWGANATA
MET1 Met1-6f GTCAGGTATATATTTCAGATTGTGG
Met1-1153f TCTGAACACCTGCCTCACAG
Met1-6r TGTATAAGACTGACCTTTCTCTTTG
Met1-1346r TGTGACTGAGAACCGCTGTC
Met1-239f ATCGTCCAACCAGGAGACTG
Met1-428r ATACTCCAATGCTCAACCCG
CMT3 CMT3-16F AAGAGACCTGCGACAAAGGA
CMT3-226R GTGGCTGTACCTCAATCGGT
CMT3-eF TGGTCTGTTTTAGTGTCTAGGAATA
CMT3-eR GGTCTAAAGATAAATCCTAGGAAAA
ACTIN Actinf250 ATGGAAAAGATATGGCATCACAC
Actinr520 GAAGAGCATACCCCTCGTAGATT
GFP GFP-NhelStop GCTAGCTTATTGTATAGTTCATCC
GFP-Start GGATCBTGAGTAAAGGAGAAG
DDM1 DDM1f GAGATCTCTACCCTCCTGT
ddm1-2dRSa TGAGCTACGAGCCATGGGTTTGTGAAACGTA
EZAl EZA1F1239 GCGTGAGGTCCCAATTCTAA
EZA1R1479 ACCATCATGGACCGAATTGT
ATX5 ATX5F105F TTGAAGCCAACTGATGTGGA
ATX5R292R TTGCAACACTGAGTGCATGA
ASHH1 ASH1F211 GCCACTAAGAAGGGAAGCCT
ASH1R406 CACCACAGAGACAACGCACT
NPTII NptlIF ATGATTGAACAAGATGGATTGCACGC
NptlIR TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG
ATHILA Athila 817 TGAGGATGGGATAGAATAG
Athila back ATTAATCCCTAAAACACTATCTT
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Gene Name Sequenz
TNP2 TNP2F97 GAAGCCATAGTGGCGTTGTA
TNP2R382 CCGGAGTTTCAAGAACAGGA
En/Spm En/SpmF160 CACCAATCACTGGAACATGC
En/SpmR364 GTGCCTTCACGGTAGAGAGC
Tall TallF221 CGCAAAAGGTAATGAGGCAT
TallR481 CGCAGCAAAGTGGTCTACAA
Ac AcF381 GATTACAAAGCCGGTCGAAG
AcR485 ACTGAAACCGGAATGGTGAG
Ty3 Ty3F338 TGCTCCTTCGTAAAGGGAGA
Ty3R521 ACCCCGTCTGCATGATACTC
Dell-46 Dell1-2212F GTGACGCCTCAGTCTGTGAA
Del1-2368R CAAAAGCTTCTTGGGCTGAC
Tntl Tnt1F1884 CCTTGATCCAAAAGGCAAAA
Tnt1R2082 AACAGAAAGCGCAGGAGTGT
PttAl PttA1F84 ATCCTCAGCCACTGTTGGTC
PttA1R321 CTGATCATCTCCGGTCTGGT
Luciferase |Lul626B GGCCTTTATGAGGATCTCTCTG
LUBF ACGCCAAAAACATAAAGAAAGG
lucd2back AACT(AG)CAACTCC(AG)ATAAAT
GUS Gus-start ATAGGATCATGTTACGTCCTGTAGAAACCC
Gus-stop ATAGGATCTTGTTTGCCTCCCTGCTG
GUS1212 GTGGTGATGTGGAGTATTG
GUS 1576 rev ATACTCTTCACTCCACAT
TuMV TuMV-2841F TGAAATCTCTAGCGAAGAAGGTG
TuMV-3200R TTTTCATTGGCAAATCTTTCTGT
RPP1-W RPP1F114 CAGTGGAACTTCATCGCTCA
RPP1R305 CCAAGCTTCTGCACAATCAA
RPS4 RPS4F287 CGGATGAAGGAACACTCGTT
RPS4R516 CTTCACCGCCTTCACAATTT
Hcr9-9A Hcr9-9A285F CAAGCGAGAAGTGGAGGAAC
Hcr9-9°511R CTCACCACCCTTCAAACCAT
Cf-2.1 Cf-2.1F1232F AGCTTCAGGCCCTGTTGTTA
Cf-2.1F1444R TTTCCATCCTGGCCATAGAG
SDE3 SDE3F2934 CTCAAGAAGCCGAGTGGAAC
SDE3F3163 CTTCCACCCATCAGACCACT
Hcr2-5b Hcr2-5bF189 GTGGAACAAGGGCATTGACT
Hcr2-5bR383 AGAAGGAATCTCCCCTTGGA
EDS1 EDS1F287 CATTCCTCTGCTCCGAGAAC
EDS1R506 CGTTTTAACGTCGGTTCGAT
PR5 PR5F438 ACGACGTGAGCCTCGTAGAT
PR5R634 GCAACAATACTCCGGCTTGT
PR1 PR1R 268 GTTCAGGTTCAGGTGGAGGA
PRI1R 464 GCCCGTTAGAGTGAACAAGC
Hcr2-0B HCR20BF1261 ACATTGAAGGCCAAGTACCG
HCR20BR1495 AAACACCGGGGAATAGAACC
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Gene Name Sequenz
AIG1 AIG1F35 AATTTCAGCAAATGGCCAAC
AIG1R204 GTTCCCTGTACGCCCAACTA
OSM34 OSM34F563 ACGGTCAGGGATCATGTAGC
OSM34R807 CACCCTCACACACACACACA
LRR AT3G25010F 440 |GCATGCTTTCCGCTTTAGAC
AT3G25010R595 TGAGGTGGTGCAACTCAAAG
HSP100/ClpBHSP100/ClpBF516 | AAGTTCATTCAACGCCAACC
HSP100/CIpBR690| GTTTCCCAAACCGCTTATCA
USP USP F105 GGGCACTTGAAAACCAAAAA
USP R349 CTCTGCCTTGATCCCATGAT
RPW8 RPW8F530 GGCGATACAAGTCCACCAAT
RPW8R704 CTGGGCCTTCATTTCTTTGA
RPP5 RPP5 F1385 GGCTCAAAACGTTGGATGAT
RPP5R 1599 ATTAAGCATGCCTTGGAACG
18SrDNA 18SrDNA R478 TTAGCGACAAAGGGCTGAAT
18SrDNA F214 CGCCTCTAAGTCAGAATCCG

5.2. Sequenzen

5.2.1 Sequenz und Proteindoménen va@sSET1

1 MAGT RQT TSVPVDNAAVWDAKPL RTL TPMFPAAL GLHTFTAKENSSSI VCI TPFGPYAGG
61 TEQAVPASI PPMFASPAAPADPNOQROPYAVHLNGAAPANGTANNTGVI PDLQI AVAGTVE

121 SAKRKRGRPKRVQDSSVPSAHLVPSAPGGNI TAVQTPPSAT TDESGKKKRGRPKRVQDVP
AT-hook AT-hook
181 VLSTPSAPQVDSTVFQIPASAVNESVTRKRGRPRRVQDGADT SAPPI QSKYNEPVLQTPS
AT-hook
241 AVTLPEDGKRKRGRPKRVPDGAL!| PLSHSGVSI DDDSGEl | TGKRGRPRKI DVNLLNLPS
AT-hook AT-hook
301 LFSDDPRESVDNVL MVFDAL RRRL MQL DEVKQGAKQOHNL KAGSI MVBAEL RANKNKRIG

361 EVPGVEVGDMFYFRIEMCLVGLNSQSMSGIDYMSAKFGNEEDPVAASRIVSENTEDD
YDG-Domane
421 PDVLVYTGQGMSGKDDQKLERGNLALERSLHRGNQIRVVRSVRDIKIER D& LYK

481 IREAWVEKGKTGFNVFKHKLLREQPDAE AVWKKTEKWRENPSS {8l \AINZ{BIISh (€71 =

YSEKPVCLVNEVDDEKGPSHFNYTTKLNYRNSLSSMRKMQGCNCASVCGISGIHNRNA
N-SET-Domaéane

SIONDL PYSASGILVSRMPMLYECNDSCTCSHMNC#
661

SET-Domane

721 P11 | SAKRTGN ARFNNHSCSPNVFVIGPVLYDHGDEGYPH! AFFAI KHI PPMTELTYDYE

£ O SQGNVQLGINSGCRKSKNCLCWSRKCH
C-SET-Domane
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5.2.2 Sequenz und ProteindoméaneAtSUVH2

1 MSTLLPFPDLNLMPDSQSSTAGI TAGDTVWWTCGKLEVKSEPI EEWQTPPSSTSDQSANT DL
61 | AEFI RI SELFRSAFKPLQVKG.DGVSVYGLDSGAI VAVPEKENREL I EPPPGFKDNRVS
121 TVWSPKFERPRELARI Al L GHEQRKEL ROVMKRTRMI'YESLRI HLMAESMKNHVL GQGR

181 RRRSDMAAAYI MRDRGLW.NYDKHIVGPVTGVEVGDIFFYRMELCVLGLHGQTQAGIDCL
YDG-Domane
241 TAERSATGEPIATSIVVSGGYEDDEDTGDVLVYTGHGGQDHQHK@EIMSQGNLGMER

KO SMHYGIEVRVIRGIKYENSISSKVYVYDGLYKIVDWWFAVGKSGFGVRKERGQP

N-SET-Doméane
13 \VGSAVVRFAQT L RNKPSIWRPT GYVSFDL SNKKENVPVFL YNDVDGDQEPRHYEY! AKA

VyNE-PPG FGOGE SR

481

541
601

SET-Domane

VNGKLAI Ci
C-SET-Domane

5.3. Liste der Insertionsorte fur die Linien 35S*:mycSUVH2

35S*::myc |[Anzahl der

SUVH2# [Insertionen [Bac Klon Position |Chr.Bemerkungen
At1908280, P0s.894,

4 1 T23G18 1 |Glycosyl Transferase Fam.29

5 1 T17B22 76.361 | 3 Intergenischer Bereich
At2930020,

6 1 F23F1 25.304 2 |Pos.1.117, Proteinphosphatasg2C

22 1 F16N3 115564 Intergenischer Bereich
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5.4 Reduzierte Transposon Expression in der Linie55* ::mycSUVH2#5

35S*::myasuvh2(SALK [35S*::SUVH2
Beschreibung Locus SUVH2#5N079579 as#21
MuDR-like mudrA Protein At4g18410 0,6 2,1 4,1
mutator-like Transposase Atlg12710 0,4 1,6 1,0
Transposase ahnlich zu
Transposase (Tip100) At3929763 0,5 0,9 2,9
ahnlich zu Ac Transposase At1g34240 0,7 2,3 3,2
Mutator-like Transposase
ahnlich zu MURA At2g14030 0,6 1,7 1,5
Mutator-Transposase ahnlich
zu MURA Transposase At2g11560 0,5 2,6 1,7
Mutator-like Transposase
ahnlich zu mudrA At1g35995 0,7 2,5 0,8
Mutator-like Transposase
ahnlich zu MURA At2g07330 0,7 2,9 1,7
ahnlich zu En/Spm-like
Transposon Atlg42220 0,4 1,5 0,6
ahnlich zu En/Spm-like
Transposon Protein At2912220 0,4 1,1 2,4
En/Spm Transposon verwangt
zu CACTA/TNP2 TransposorAt2g10630 0,3 3,8 1,2
En/Spm-like Transposon
Protein At2g11540 0,3 2,0 1,0
En/Spm-like Transposon
Protein At2g11690 0,4 2,1 3,0
En/Spm-like Transposon
Protein At29g15090 0,7 5,0 0,5
putative Transposase At3g30585 0,3 4.7 1,3
putatives Athila Transposon
Protein At4g07700 0,5 4,8 2,4
Athila ORF 1 Atlg41797 0,1 1,4 0,9
Athila Retroelement ORF 1 | At1g37060 0,3 6,5 8,7
Athila ORF 1 At3g31340 0,4 4,9 1,5
Ty3-gypsy-like Retroelement
pol Polyprotein At2g06190 0,7 2,0 1.6
Tal-1 non-LTR Retroelement
ahnlich Reverse Transkriptas&t3g31430 0,5 1,6 1,7
put. Retrotransposon, RIREL At4g10460 0,7 1.4 1,4
copia-like Retroelement pol
Polyprotein At2g19840 0,7 11,9 1,7
putatives Tall-like non-LTR
Retroelement At2g17910 0, 1,7 0,2
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35S*::myasuvh2 (SALK
Beschreibung Locus SUVH2#5N079574) 35S*::SUVH2#2
putative Retroelement gag/pol
Polyprotein, Tat-like At2g11940 0,5 1,7 0,7
putative transposon protein At4904280 0,4 1,2 0,8
put. non-LTR Retrolelement
Reverse Transkriptase At2g16110 0,5 4.4 0,9
putatives Transposon Protein  At4g07490 0,4 1.4 1.6
putatives Transposon Protein  At4g04230 0,7 4,2 1,0
putatives Transposon Protein  At4g07540 0,7 5,3 2,2
Polyprotein At1g36120 0,2 19 0,4
Polyprotein At1g41825 0,4 1,0 4,1
Polyprotein At1g44510 0,4 1,8 0,3
Polyprotein At1g58889 0,4 1,9 0,8
putatives Retroelement pol
Polyprotein At2g07550 0,§ 2,2 0,8
putatives Retroelement pol
Polyprotein At2910760 0,6 8,0 1,3
putatives Retroelement pol
Polyprotein At2925230 0,6 3,9 1,2
Transposon Protein &hnlich zu
T21B4.1(AF007271) At4g08605 0,6 2.6 1,6

5.5 Mutanten im mycSUVH2

Nummer | Mutante Aminosaure- Position Aminosaure-Austausch
1 5EMS 25 101 E/D
2 5EMS 555 312 R/K
3 5EMS 659 | 325 Y/Stop
4 5EMS 1 341 Frameshift
GKSGFGVKNVWFWWGF.
5 5EMS 563 |346 V/IA
6 5EMS 408 | 373 R/l
7 5EMS 403 506 G/D
8 5EMS 402 | 543 VIG
9 5EMS 412 582 M/T
591 A/L
10 5EMS 739 614 L/M
622 F/C
11 5EMS 909 | 637 G/S
12 5EMS 662 | 63 E/Q
13 5EMS 620 216 D/N
14 S5EMS 724 596 H/Y
15 5EMS 393 | 187 A/S
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5.6 Expressionveranderungen in35S*::mycSUVH2#5 Ub

erexpressionspflanzen

5.6.1 Zusammenfassung der reprimierten Gene i85S* :: mycSUVH 2#5
Beschreibung Anzahl Prozent %
Transposon 38 8
Pathogen 45 9
Senesence 39 8
Transport 52 11
Stress 28 6
Entwicklung 10 2
Blute 9 2
Transkription/Translation 57 11
Stoffwechsel 102 20
unbekannte 114 24
Summe 485 100%

5.6.2 Anderung der Expression einiger Transposons

35S*::myg35S*::SUVH2

Beschreibung SUVH2#5as#21 suvh2
||putatives Retroelement Polyproteial1-46 0,1 0,12 0,
||Retrovirus verwandte pol Polyprotéfimt1 0,4 3,00 1,14
putativePttA-I (En/Spm) 0,07% 0,8 0,61
Tal-1non-LTR Retroelement &hnlich zu retroviralen gag

(Nucleocapsid) 0,2 1.9 2,1
Athila Retroelment ORF 1 0,3 0,9 1.4
En/Spm Transposon 0,9 1,4 0,8
Ac-like Transposase (Ac/Ds) 0,9 1,3 0,8
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5.6.3 Anderung der Expression einiger an der Path@pantwort beteiligter Gene

35S*::myc [35S*::SUVH2
Beschreibung SUVH2#5 [as#21 suvh?2
AIG1, RPS2- und avrRpt2-abh. frihe Induktion
At1933960 nach Infektion mit Pseudomonas 0,01 D,62 0,61
At3925020 |Resistenz Protein, Leucine Rich Repeat 24 K¢ 0,07% 0,99 0,4
At1g63660 | ahnlich zu RPP1-WsC g,07 1,63 ,65
At4913900 | &hnlich zu Hcr9-9A 0,9 1/12 0}76
At4g16960 [@hnlich zu RPP5 0,12 1/09 0]62
At3g53240 | dhnlich zu Cf-2.1 0,14 1.y2 214
At2g21110 [disease Resistenz response Protein fungi 0,24 2,547 1,
disease Resistenz, ApoptosRBNA processing
At1g72840 [TIR-NBS-LRR 0,24 238 1,3
At3923120 [@hnlich Hcr2-5b,Leucin Rich Repe&0 Kopien 0,2/7 0,81 0,)2
35S*::myc [35S*::SUVH2
Beschreibung SUVH2#5 [as#21 suvh?2
At2915040 [Resistenz, Nickel lonen bindende RNA Komplex D,33 641, 1,1%
At2915320 [Leucine-Rich Repeatlisease Resistenz 0,33 1,30 0,83
Resistenz Protein, CC-NBS-LRR, Shikimat
At3g51040 [Kinase Aktivitat 0,43 1,74 0,82
At5g45250 [Rezeptor Aktivitat (TIR-NBS-LRR ), RPS4 0/45 1,74 9.6
At5g14930 | disease Resistenz Protein EDS1 0,46 1,69 (0,71
At3g25010 [disease Resistenz, Leucine Rich Repeat 23 copies 0,47 1,22 0,70
At3925930 [universal Stress protein (USP) 0,12 D,63 1,56
At5g15450 [ghnlich zu HSP100/ClpB 0,P9 1{84 (91
RNA Helikase Aktivitat SDE3
At1g05460 (irus induced gene silencing VIGS 0,15 0,70 1,73
At4911850 [Pathogen Abwehrantwort (Bakterien) 0,17 1,03 0,75
At3g57260 [systemisch notwendiges Resistenzprotein 0,12 0,90 5/ 0,6
At3g48030 |Aktivitat Lipase Klasse 3, Resistenz 0,15 1,35 P,62
At3g50480 | RPW 8 Protein, Mehltau 0,p2 1104 (62
At5g45500 [Leucine Rich Repeat LRR 0j41 1,58 (,80
At5g37790 [ahnlich zu Pto Kinase Interaktorl Ptil 0,25 .31 71,4
Photosynthese Dunkelreaktion Chlorophyll
At2g17820 [Biosynthese, Pathogen induzierbar D,37 0,51 1,56
At4926600 | proliferating- Zell nucleolar antigen P120 g,10 3,8 1,53
At5906040 | self-incompatibility Protein 0,17 243 423
At5g45240 [Resistenz Protein, TIR-NBS-LRR, Apoptosis 1,50 0,20,63
At5g47280 [Resistenz Protein Abwehrantwort NBS-LRR 1,60 0,44 520,
At4913880 [Protein Hcr2-0B 2,27 0,79 0,1P
At3901420 ffeebly &hnliches Protein, Zelltod, Pathogenant] 1,84 0,76 0,0P
At4911650 |[Abwehrantwort pathogene Bakterien, OSM34 3,97 1,77470,
At1919320 [Pathogenese verwandtes Protein 5 PR5 1,53 0,26 | 0,30
At1g01310 [Pathogenese verwandtes Proteinl, PR1 3,76 0,56 | 0,41
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