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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Epigenetische Regulation — ein Gbergeordneter Schalter der Genexpression

Entwicklungsprozesse in Organismen gehen immer mit einer zeitlichen und rdumlichen
Genexpression einher. Dabei wird die Genaktivitdt von Transkriptionsfaktoren, DNA-
Methyltransferasen und Chromatinmodifikatoren gemeinsam reguliert. Verdnderungen
im Expressionsverhalten konnen in Abhdngigkeit von endogenen sowie exogenen
Faktoren auftreten. So nehmen Erndhrung und Umweltreize im erheblichen Malle
EinfluB auf die Genaktivitét.

Die Epigenetik beschiftigt sich mit solchen Verdnderungen im Expressionsstatus. Der
Begriff Epigenetik leitet sich von Epigenesis ab und wurde von Conrad Hal
Waddington eingefiihrt (Waddington 1942). Demnach ist die Epigenetik eine
Kombination aus den Disziplinen Genetik und Entwicklungsbiologie und beschéftigt
sich mit den EinfluBgroBen, durch die ein Genotyp im Phénotyp manifestiert wird.
Diese epigenetischen Modifikationen sind stabile aber potenziell umkehrbare
Veridnderungen in der Genexpression, die ohne Anderungen der DNA-Sequenz
vorkommen, aber die Chromatinanordnung beeinflussen. Auf diese Weise bestimmt die
Chromatinstruktur die Genaktivitit. Wahrend Euchromatin transkriptionell aktiv ist,
bleiben heterochromatische Regionen inaktiv. Permanent kondensiertes und inaktives
konstitutives Heterochromatin ist auf die perizentrische Region, die Nucleolus
organisierende Region (NOR) und die Telomere beschriankt (Fischer et al. 2006).
Fakultatives Heterochromatin hingegen entsteht durch Heterochromatisierung
euchromatischer Regionen und stellt somit einen epigenetischen Mechanismus zur
permanenten Geninaktivierung wihrend der Entwicklung dar (Fischer er al. 2006).
Damit bilden epigenetische Modifikationen einen zweiten bzw. {ibergeordneten
genetischen Code und konnen sowohl auf Tochterzellen als auch auf die nachfolgende
Generation libertragen werden.

Eine gestorte epigenetische Regulation mit Auswirkung auf die Histonmodifikation
[epigenetic code (Turner 2000) oder histone code (Strahl und Allis 2000, Jenuwein und
Allis 2001)] sowie die DNA-Methylierung kann sich beim Menschen in
Entwicklungsstorungen, Erbkrankheiten und Krebs manifestieren (Egger et al. 2004,
Dean et al. 2005, Robertson 2005, Scarano et al. 2005). Erkrankungen wie das Silver-
Russell-Syndrom (SRS), das Prader-Willi-Syndrom (PSW), der Wilms-Tumor und
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Rhabdomyosarkome sind Auswirkungen eines gestorten epigenetischen Imprintings
(Egger et al. 2004, Arnaud und Feil 2005, Dean et al. 2005, Robertson 2005, Scarano et
al. 2005). Therapeutische Ansétze finden sich hdufig in der Hemmung von DNA-
Methyltransferasen sowie Histon-Deacetylasen (Egger et al. 2004, Wrzeska und
Rejduch 2004, Lyko und Brown 2005, Scarano ef al. 2005).

Ein Anwendungsfeld, in dem epigenetische Modifikationen von gravierender Tragweite
sind, findet sich beim Klonen von Séugetieren. Erste Probleme wurden bereits beim
Klonschaf Dolly deutlich und traten ebenfalls bei der Klonierung von Rindern, Ziegen,
Schweinen und Maéusen in Erscheinung. Moglicherweise konnen die vorzeitig
einsetzenden Alterungserscheinungen und ein frither Tod der Tiere am epigenetischen
Profil des verwendeten somatischen Zellkerns liegen. Die Methode der
Zellkernklonierung (nuclear cloning), bei der ein somatischer Zellkern einer adulten
Zelle in eine entkernte Eizelle (Oocyte) iibertragen wird, 1Bt bisher keinen Aufschluf3
iiber die genomische Reprogrammierung epigenetischer Modifikationen des adulten
Donornukleus zu (Jaenisch et al. 2005, Wells 2005).

Bei Pflanzen spielen epigenetische Verdnderungen eine wesentliche Rolle bei der
Zelldeterminierung sowie der Bliiteninduktion. So zeigen Arabidopsis-Pflanzen, die
langere Zeit einer niedrigen Temperatur ausgesetzt wurden (Vernalisation), sowie
Pflanzen, die mit 5-Azacytidin behandelt wurden, DNA-Demethylierung und eine
frither einsetzende Bliite als unbehandelte Pflanzen (Burn ef al. 1993). Epigenetische
Verdnderungen dienen aber auch als Verteidigungsmechanismus gegen Viren und
verhindern die Expression von transposablen Elementen und Retroviren (Vaucheret und
Fagard 2001).

Gegenwirtig  werden die  Wechselwirkung  zwischen =~ DNA-Methylierung,
Histonmodifikation, Chromatinstruktur und RNA-Degradierung als molekulare
Mechanismen epigenetischer Regulation diskutiert. Neben kodierenden RNA-
Sequenzen nehmen bei diesen Prozessen auch nicht kodierende RNA-Sequenzen eine
zentrale Rolle ein. Doppelstriangige RNAs (dsRNAs) (Beclin ef al. 2002, Melquist und
Bender 2003) werden dabei durch die dsSRNA spezifische Ribonuklease III DICER in
21-25 Nukleotide groBe Fragmente abgebaut (Bernstein et al. 2001). Die so
entstehenden small interfering RNAs (siRNAs) interagieren mit anderen Proteinen, wie
den der ARGONAUTE-Familie (AGO-Familie), und bilden dadurch einen RNA
induced silencing complex (RISC), der die Degradierung homologer mRNA bedingt
(Zamore 2002, Tomari und Zamore 2005). DsRNAs und ihre abgeleiteten siRNAs
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konnen ebenfalls Promotormethylierung einleiten, wenn sie Promotorsequenzen
enthalten (Mette et al. 2000).

Diese Wechselwirkungen spiegeln sich in Phdnomenen wie franscriptional gene
silencing (TGS) und posttranscriptional gene silencing (PTGS), genomischem
Imprinting (Reik und Walter 2001, Scott und Spielman 2004, Delaval und Feil 2004),
Vernalisation (Burn ef al. 1993), X-Chromosom-Inaktivierung (Brockdorff 2002, Heard
et al. 2001) sowie in Paramutationen (Chandler und Vaucheret 2001, Chandler und
Stam 2004) wieder und sind an der Erhaltung der Genomintegritdt beteiligt. Dabei
werden die epigenetischen Phdnomene Imprinting, X-Chromosom-Inaktivierung und
Paramutationen durch TGS verursacht.

Imprinting ist ein Phdnomen der Inaktivierung, wodurch lediglich eines der beiden
parentalen Allele eines Genes zur Expression gelangt. Bei Arabidopsis thaliana sind nur
wenige dieser Phidnomene beschrieben worden. Zwei Beispiele fiir Imprinting in
Arabidopsis, bei dem das paternale Allel inaktiv bleibt, wiahrend das maternale Allel
aktiviert wird, bilden der MEDEA- (MEA-) sowie der FWA-Locus (Autran et al. 2005,
Berger 2004). In beiden Fillen unterliegt das maternale Allel dem gleichen
regulatorischen Mechanismus (Autran et al. 2005, Berger 2004). Sowohl das maternale
MEDEA, wie auch das maternale FWA-Allel werden durch die DNA-Glycosylase
DEMETER, einen MET1-Antagonisten, in der 5’ Region demethyliert und dadurch
aktiviert (Autran et al. 2005, Berger 2004).

Dariiber hinaus spielen TGS und PTGS eine entscheidende Rolle bei der Erzeugung
transgener Pflanzen und finden ihre Anwendung auch in der Aufklirung von
Genfunktionen. Transgene Pflanzen wurden bereits Anfang der 80er Jahre des 20. Jh.
von vier unabhingigen Arbeitsgruppen durch Ubertragung bakterieller sowie
pflanzlicher Gene erzeugt (Framond ef al. 1983, Schell et al. 1983, Herrera-Estrella et
al. 1983, Bevan et al. 1983, Fraley et al. 1983a, Fraley et al. 1983b, Murai et al. 1983).
Seit dem Ende der 80er Jahre des 20. Jh. wurde bei Pflanzen zunehmend die
Inaktivierung multipler Kopien inserierter Gene sowie die Inaktivierung endogener
Genen mit Sequenzhomologie zur neu inserierten DNA beobachtet (Flavell 1994).
Bereits 1989 konnten Matzke et al. (1989) an doppelttransformierten transgenen
Tabakpflanzen TGS der Reportergene beobachten. Bei Petunia-Pflanzen wurde
ebenfalls festgestellt, daB eine zusitzliche Kopie der Chalconsynthase oder der
Dihydroxyflavonol-4-Reduktase hdufig zum silencing der eingebrachten oder
homologen endogenen Gene fiihrt (Napoli et al. 1990, van der Krol et al. 1990,

Jorgensen 1990). Fiir diese Art der Inaktivierung wurde der Begriff ,,cosuppression‘
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eingefithrt (Napoli et al. 1990, Jorgensen 1990). Auch bei transgenen Arabidopsis-
Pflanzen konnte beobachtet werden, dall der Phanotyp héufig nicht mit dem Genotyp im
Finklang steht (Mittelsten Scheid et. al. 1991). Die Hilfte der transgenen,
hygromycinresistenten Pflanzen mit einer mehrfach integrierten Kopie der Fremd-DNA
konnte dabei die Resistenz nicht an die nédchste Generation iibertragen (Mittelsten
Scheid et .al. 1991).

Beim epigenetischen silencing wird zwischen PTGS und TGS unterschieden. Dabei
spielt DNA-Methylierung eine entscheidende Rolle. Wihrend es beim PTGS zur
Methylierung der kodierenden Gensequenz und zur Degradierung der mRNA kommt,
findet bei TGS eine Promotormethylierung statt, so dal die Genexpression erst gar nicht
initiieren wird (Fagard und Vaucheret 2000, Morel et al. 2000, Sijen et al. 2001).
Transgeninsertionen, die aufgrund ihrer Position, Struktur oder Redundanz Transposons
dhneln werden mittels TGS inaktiviert (Vaucheret und Fagard 2001). Im Gegensatz
dazu werden Transgentranskripte, die viraler RNA &hneln, iiber PTGS abgebaut
(Vaucheret und Fagard 2001). Trotz der wunterschiedlichen regulatorischen
Angriffspunkte sind die beteiligten molekularen Komponenten nahezu identisch
(Vaucheret und Fagard 2001). Die Unterschiede liegen also im Auslésemechanismus.
TGS wird haufig durch homologe und repetitive Sequenzen ausgelost und dient in erster
Linie der Abwehr mobiler Nukleinsduren im Nukleus. Anhand der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana konnte gezeigt werden, dal mit abnehmender DNA-Methylierung
die Transposonaktivitit zunimmt (Singer et al. 2001, Miura et al. 2001). PTGS hat
seinen Ursprung in der Abwehr invasiver Nukleinsduren und ist im Zytoplasma
angesiedelt. Dies spiegelt sich auch in der Vererbbarkeit dieser silencing Varianten
wieder. Wahrend TGS auf die nidchste Generation stabil weitervererbt werden kann,
mull PTGS stets neu ausgeldst werden.

Neben den funktionellen Unterschieden sorgen nomenklatorische Varianten fiir
Verwirrung. So spricht man von PTGS bei Pflanzen, RNA1 (RNA interference) bei
Tieren und Quelling bei Pilzen. Auch fiir TGS sind Synonyme wie homology dependent
gene silencing (HDS; Furner et al. 1998) und repeat induced gene silencing bekannt
(RIGS; Assaad et. al. 1993). Nach Furner et al. (1998) bezieht sich HDS jedoch auf eine
transgenbedingte Inaktivierung homologer zelluldrer Gene, wihrend sich RIGS auf eine
Transgeninaktivierung in Gegenwart von Sequenzwiederholungen bezieht (Assaad et.
al. 1993). Ye und Signer (1996) konnten zeigen, da3 RIGS auf transkriptioneller Ebene

durch Verdnderung der Chromatinstruktur stattfindet.
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Da beide Arten von gene silencing auch die Transgenexpression malgeblich
beeintrachtigen konnen (Vaucheret und Fagard 2001), ist es notwendig, die beteiligten
molekularen Komponenten zu identifizieren und ihre Funktion zu verstehen. Bei
Pflanzen werden dazu bevorzugt transgene Testsysteme mit einer mehrfach integrierten
Kopie des Reportergens genutzt, die nach Mutagenese und Funktionsverlust silencing
kontrollierender Gene zur Expression gelangen (Mittelsten Scheid et al. 1998, Furner et
al. 1998, Hofmann 2004). Mit solchen TGS-Suppressormutanten steht der Wissenschaft
ein kraftvolles Werkzeug zur Verfiigung, durch das die Identifizierung von silencing
Komponenten erleichtert wird.

Ein &hnliches und sehr erfolgreich angewendetes Testsystem stellt die dominante
Positionseffekt-Variegation (PEV) des white gene locus in Drosophila melanogaster dar
(Schultz 1936). Dabei wird durch Inversion ein chromosomales Rearrangement
verursacht. PEV im eigentlichen Sinne entsteht, wenn ein euchromatisches Gen durch
chromosomales Rearrangement in die Ndhe zentromerischen Heterochromatins oder
einer telomerischen Doméne platziert wird (Spofford 1976, Reuter und Spierer 1992,
Tartof 1994, Weiler und Wakimoto 1995). In diesen Féllen kommt es in einigen Zellen
zur Genexpression, wihrend in anderen dieser Locus inaktiv ist, d. h. die mosaikartige
Genexpression variegiert. In der Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae werden sehr
dhnliche Phdnomene in Form von telomeric silencing bzw. telomeric position effect
variegation (TPEV) sowie mating type silencing beobachtet (Aparicio ef al. 1991). Bei
Pflanzen wurde PEV bis zum gegenwiértigen Zeitpunkt keiner eingehenden Untersucht
unterzogen. Bisher wurden nur zwei Studien iiber variegierende Genexpression nach
Rontgenbestrahlung bei der Nachtkerze (Oenothera blandina) verdtfentlicht
(Catcheside 1938, Catcheside 1949). Obwohl keine Nihe zum Heterochromatin
nachgewiesen wurde, wurde angenommen, dal die beobachtete mosaikartige
Expression des P Locus analog zur PEV bei Drosophila ist. Eine Schluf(folgerung
dieser Studie war, daf3 die verdnderte Expression in der Dislokation des Gens von seiner
natiirlichen Position begriindet liegt. In einer einzigen weiteren Studie wurde in
Pflanzen eine Beziehung zwischen unstabiler Transgenexpression und parazentrischer
Insertion berichtet (Iglesias et al. 1997).

Bei der epigenetischen Regulation in Arabidopsis thaliana nehmen die DNA-
Methyltransferasen DRM1 (domains rearranged methylasel; Cao et al. 2000), DMR2
(domains rearranged methylase?Z; Cao et al. 2000), METI1
(METHYLTRANSFERASEI,; Kankel et al 2003) sowie CMT3
(CHROMOMETHYLASE3; Bartee et al. 2001), die Histon-Methyltransferasen SUVH2
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(Naumann et al. 2005) und SUVH4 (KRYPTONITE; Jackson et al. 2002), sowie
DDMI1 (decrease in DNA methylation) aus der Familie der SWI2/SNF2-Chromatin-
Remodelling-Helikasen/ATPasen ~ (SWITCH2/SUCROSE ~~ NON-FERMENTING2;
Jeddeloh et al. 1999) eine zentrale Rolle ein. Dabei scheinen die Gene DRMI und
DRM?2 moglicherweise aus einer Genduplikation hervorgegangen zu sein (Cao und
Jacobsen 2002). Dafiir sprechen die sehr dhnlichen Sequenzen, sowie ihre physikalische
Néhe von ca. einem cM (centi Morgan) zu einander (Cao und Jacobsen 2002). Die
ersten beiden identifizierten Mutationen, die zu einer allgemeinen Cytosin-
Hypomethylierung in Arabidopsis fiihrten, waren ddmi und ddm2 (Vongs et al. 1993).
Wihrend DDM1 fiir einen Chromatin-Remodelling-Faktor aus der Familie der
SWI2/SNF2-Helikasen/ATPasen kodiert (Jeddeloh ef al. 1999), kodiert DDM? fiir eine
DNA-Methyltransferase und wurde in METI (METHYLTRANFERASEI) umbenannt
(Kankel et al. 2003). Auch die Proteine der ARGONAUTE-Familie, vor allem
ARGONAUTEA4, greifen in epigenetische Prozesse ein. ARGONAUTE4 wird vor allem
im Zusammenhang mit PTGS, aber auch mit Histon- und DNA-Methylierung genannt
(Zilberman et. al. 2003). Verinderungen in den Loci dieser Proteine wirken sich
allgemein oder lokal auf die DNA- oder Histon-Methylierung aus und konnen TGS
sowie PTGS beeintrachtigen. Modifikationen in MOM1 (morpheus’ molecule 1), das
eingeschrinkte Homologie zur SWI2/SNF2-Familie besitzt, wirken sich zwar ebenfalls
auf TGS aus, beeintrichtigen jedoch nicht die DNA- oder Histon-Methylierung
(Amedeo et al. 2000, Mittelsten Scheid und Paszkowski 2000). Auch Mutationen in
HDAG6 (Histon-Deacetylase 6; Probst et al. 2004) bzw. SILI (modifier of silencing)
beeintrachtigen zwar TGS, wirken sich jedoch nur geringfiigig auf DNA-Methylierung
aus (Furner et al. 1998, Mittelsten Scheid und Paszkowski 2000). PTGS kann ebenfalls
in virusinfizierten Pflanzen beeintrachtigt werden, ohne dall dabei DNA-Methylierung
beeinflu3t wird (Jones et al. 1999). Aus diesem Grund wird davon abgesehen, DNA-
Methylierung als Bindeglied zwischen den beiden Mechanismen der epigenetischen
Geninaktivierung zu betrachten, obwohl DNA-Methylierung sowohl mit TGS als auch
mit PTGS assoziiert ist (Vaucheret und Fagard 2001).

DNA-Methylierung konnte aber auch iiber MBD-Proteine (methyl-CpG binding
domain) fiir die Geninaktivierung sorgen (Hendrich und Bird, 1998). Bei den MBD-
Proteinen handelt es sich um eine Proteinfamilie, die sich durch eine methylbindende
Domaine auszeichnen (Hendrich und Bird, 1998). Nach Zemach et al. (2005) vermittelt
in Arabidopsis DDM1 die Interaktion zwischen MBD-Proteinen und CpG-methylierten

Loci, wodurch eine Demethylierung verhindert wird. Bei Sdugern scheinen MBD-
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Proteine ein Bindeglied zwischen DNA-Methylierung und Histon-Methylierung
darzustellen (Fuks et al. 2003, Fujita et al. 2003). Dariiber hinaus sind MBD-Proteine
sowohl bei Tieren, als auch bei Pflanzen mit der Deacetylierung von Histonen
verbunden (Hendrich und Tweedie 2003, Zemach und Grafi 2003). Die Vermutung liegt
nahe, dal MBD-Proteine die Aktivitdit der Histon-Deacetylasen und Histon-
Methyltransferasen  beeinflussen  und  somit auch  EinfluB  auf  die
Heterochromatinisierung nehmen (Zemach et al. 2005).

DNA-Methylierung ist die am besten untersuchte Chromatinmodifikation. Sie wird
meiotisch und mitotisch weiter vererbt (Johnson et al. 2002b) und kommt sowohl bei
Prokaryoten als auch bei Eukaryoten vor. Arbeiten zur Nukleinsdure-Methylierung
(RNA-Methylierung) gehen bereits auf das Jahr 1959 zuriick (Scannell et al. 1959).
Erste Arbeiten zur DNA-Methylierung wurden 1963 verodffentlicht (Friedman et al.
1963, Gold et al. 1963). Aus evolutiondrer Sicht scheint DNA-Methylierung als
Repressionsmechanismus in komplexeren Genomen entwickelt worden zu sein (Bird
1995) und dient der Kontrolle endogener Transposons (Yoder et al. 1997). Bei der
DNA-Methylierung erfolgt eine kovalente Modifikation der Basen Adenin und Cytosin.
Wihrend Cytosin-Methylierung in Position 4 der exozyklischen Aminogruppe [C’-
Methylcytosin (m*C)] ausschlieBlich bei Prokaryoten beobachtet wird, ist Adenin-
Methylierung in Position 6 der exozyklischen Aminogruppe [N°-Methyladenin (m°A)]
sowie Cytosin-Methylierung in Position 5 des Pyrimidinrings [C’-Methylcytosin (m’C)]
in beiden Gruppen verbreitet (Hattman 2005). Im Gegensatz zu Prokaryoten spielt bei
Eukaryoten DNA-Methylierung eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle der
Genaktivitit und #uBert sich in der Anderung der Chromatinstruktur. Cytosin-
Methylierung in Position 5 des Pyrimidinrings ist bei Eukaryoten oft mit repetitiven
Sequenzen einschlieBlich Transposons und ihren Derivaten verbunden (Selker 1999,
Yoder et al. 1997). Dadurch werden die Transkription (Yoder et al. 1997, Bird 1995,
Martienssen 1998) und Transposition (Yoder ef al. 1997, Maloisel und Rossignol 1996)
dieser repeats kontrolliert. Dagegen ist die Bedeutung der Adenin-Methylierung in
Position 6 der exozyklischen Aminogruppe unbekannt (Hattman 2004).

Transcriptional gene silencing bei Eukaryoten steht im Zusammenhang mit der
Ausbildung von Heterochromatin (Jackson et al. 2002). Das Heterochromatin der
meisten Fukaryoten ist neben erhohter DNA-Methylierung vor allem durch
Methylierung der Lysinreste 9 und 27 am Histon H3 (H3K9- und H3K27-Methylierung)
sowie Histon-Deacetylierung gekennzeichnet (Mathieu et al. 2003). Euchromatin

hingegen weist sich durch Methylierung des Lysinrestes 4 am Histon H3 (H3K4-
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Methylierung) sowie ein hohes Maf} an Histon-Acetylierung aus (Mathieu et al. 2003).
Doch im Gegensatz zum DNA-Code ist der histon code nicht universell, sondern
variiert zwischen Tieren, Pflanzen und Pilzen (Loidl 2004). Dabei konnen Histon-
Lysinreste mono-, di- und trimethyliert sein (Ebert et al. 2004). Arabidopsis-
Heterochromatin zeichnet sich durch Histon H3K9-Mono- und Dimethylierung, Histon
H3K27-Mono- und Dimethylierung sowie Histon H4K20-Monomethylierung aus
(Naumann et al. 2005). Dagegen stehen Histon H3K9-Trimethylierung, Histon H3K27-
Trimethylierung, Histon H4K20-Di- und Trimethylierung sowie Histon H3K4- und
Histon H3K36-Methylierung fiir Euchromatin in Arabidopsis (Naumann et al. 2005).
Bei der DNA-Methylierung handelt es sich meistens um symmetrische CpG- und
CpNpG-Methylierung, aber auch asymmetrische Methylierung wird beobachtet
(Johnson et al. 2002b). Wiahrend im Séiuger-Genom hauptsidchlich symmetrische
Cytosin-Methylierung [5-CpG-3 (CpG)] stattfindet, kommt in Pflanzen- und
Pilzgenomen sowohl CpG- als auch nicht-CpG-Methylierung (CpNpG- und CpNpN-
Methylierung; N=A, C, T) vor (Yoder et al. 1997; Colot und Rossignol 1999; Finnegan
und Kovac 2000, Johnson et al. 2002b). Bei Sdugern findet DNA-Methylierung
bevorzugt in genomischen Regionen mit einer iiberdurchschnittlich hohen Dichte an
CpG-Dinukleotiden statt. Diese Regionen werden auch als so genannten CpG-Inseln
bezeichnet. Pflanzen verfiigen nicht iiber diese so genannten CpG-Inseln. Bei ihnen sind
in erster Linie repetitiven DNA-Sequenzen im Heterochromatin methyliert. Aber auch
Gene in der euchromatischen Region kdnnen bei Arabidopsis methyliert sein (Chan et
al. 2005).

Bei den Methyltransferasen unterscheidet man zwischen de novo und maintenance
Methyltransferasen. De novo Methyltransferasen iibertragen Methylgruppen auf vollig
unmethylierte DNA-Strange, wihrend maintenance Methyltransferasen Cytosine in der
Néhe bereits methylierter Cytosine am komplementidren DNA-Strang hemimethylierter
DNA  methylieren. Dabei dient S-Adenosyl Methionin (AdoMet) als
Methylgruppendonor.  Aufgrund von  Strukturhomologien und konservierter
Aminosduremotive unterscheiden Colot und Rossignol (1999) fiinf Gruppen von
Methyltransferasen: DNMT1 (Bestor et al. 1988), PMT1/DNMT2 (Wilkinson et al.
1995), DNMT3 (Okano et al. 1998) CMT (Henikoff und Comai 1998) und MASCI
(Malagnac et al. 1997, Colot und Rossignol 1999). Das Arabidopsis-Genom enthélt vier
Methyltransferasen der DNMT1 Gruppe, je drei der CMT und DNMT3 Gruppe sowie
ein Protein der DNMT2 Gruppe ((http://www.chromdb.org, Finnegan und Kovac 2000,
Kankel et al. 2003).
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Die Arabidopsis Cytosin de novo Methyltransferasen DRM1 und DRM2 gehoren zur
DNMT3 Gruppe. Bei drmildrm2-Doppelmutanten ist TGS beeintrachtigt und die CpG-,
die CpNpG- sowie die asymmetrische de novo Methylierung bleiben vollig aus (Cao et
al. 2000, Cao und Jacobsen 2002a, Cao und Jacobsen 2002b, Cao et al. 2003).

MET1 ist eine Methyltransferase der DNMTI1-Gruppe und methyliert Cytosine
repetitiver sowie single-copy Sequenzen im gesamten Arabidopsis-Genom im CpG-
Motiv (Finnegan et al. 1996, Ronemus et al. 1996, Finnegan und Kovac 2000, Kankel
et al. 2003). Indirekt beeinflult MET1 tiber den Status der CpG-Methylierung auch die
Methylierung des CpNpG-Motivs. MET1, wie auch die iibrigen Mitglieder der
DNMT1-Familie werden jedoch in erster Linie mit der Aufrechterhaltung der
Methylierung in Verbindung gebracht. (Li ef al. 1992, Pradhan et al. 1999, Finnegan
und Kovac 2000, Kankel et al. 2003). Mutationen im Arabidopsis METI-Gen
verursachen einen genomweiten weitgehenden Verlust der Cytosin-Methylierung und
eine Reihe phanotypischer Verdnderungen sowie Entwicklungsstérungen (Finnegan et
al. 1996, Ronemus et al. 1996, Kakutani et al. 1996, Kankel et al. 2003, Saze et al.
2003, Aufsatz et al. 2004). Im Gegensatz dazu sind in Miusen Mutationen in DNMT1,
dem METI-homologen Gen bei Sidugern, letal (Cao und Jacobsen 2002, Finnegan et al.
1996, Ronemus et al. 1996). Der Verlust der CpG-Methylierung in met/-Mutanten kann
ebenfalls zum Verlust der Histon H3K9-Methylierung an Loci fiihren, die weiterhin
inaktiv bleiben (Tariq et al. 2003).

Neben der Reaktivierung vormals inaktiver endogener und transgener Sequenzen wird
in Arabidopsis TGS-Suppressormutanten und antisense Pflanzen auch eine mit der
weitgehend genomweiten DNA-Hypomethylierung einhergehende Hypermethylierung
und Geninaktivierung beobachtet. In met/- und ddmI-Mutanten sowie antisense MET]-
Pflanzen  (asMETI-Pflanzen) kann es trotz weitgehender genomweiter
Hypomethylierung zu einer Hypermethylierung der SUPERMAN- sowie AGAMOUS-
Loci (SUP- sowie AG-Loci) kommen (Jacobsen et al. 2000). Aufgrund der globalen
Hypomethylierung erfahren diese an der Bliitenentwicklung beteiligten Loci eine
Verdnderung in der Chromatinstruktur, die sie fiir DNA-Methylierung zugénglich
macht. Dieses Phidnomen &hnelt sehr stark der Hypermethylierung menschlicher
Tumorsuppressorgene wiahrend des Anfangsstadiums von Krebs, wenn eine allgemeine
genomweite Abnahme der Methylierung verzeichnet wird (Baylin ez al. 2000).
CHROMOMETHYLASEN (CMTs) kommen dagegen ausschlieBlich in Pflanzen vor
(Finnegan und Kovac 2000, Bartee et al. 2001, Lindroth ef al. 2001). CMTs sind durch

eine Chromodomédne zwischen den katalytischen Zentren I und IV der Cytosin-
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Methyltransferasedoméne charakterisiert (Bartee ef al. 2001). Es gibt drei CMT-Gene in
Arabidopsis thaliana: CMTI1, CMT2, und CMT3 (Henikoff und Comai 1998; Finnegan
und Kovac 2000; McCallum et. al. 2000). Arabidopsis-CMT3 (Lindroth et al. 2001)
und die homologe Mais-CMT ZMET2 (Papa et al. 2001) werden fiir die
Aufrechterhaltung der CpNpG-Methylierung sowie der asymmetrischen Methylierung
verantwortlich gemacht (Lindroth et al. 2001, Bartee et al. 2001). Malagnac et al.
(2002) schreiben der CHROMOMETHYLASE3 auBlerdem eine Mitverantwortung an
der Initiierung und Ausbreitung der Methylierung zu. Dabei scheint es, dal CMT3
bevorzugt transposondhnliche Sequenzen methyliert (Tompa et al. 2002). Da CMT3
und MET1 héufig gemeinsame Zielsequenzen aufweisen, scheint es, als ob sich CpG-
und nicht-CpG-Methylierung redundant beziiglich der Transposonregulation verhalten.
Auch zwischen CMT3 und den DRM Methyltransferasen scheint eine gewisse
Redundanz sowie Lokusspezifitit beziiglich der Kontrolle asymmetrischer sowie
CpNpG- Methylierung zu bestehen (Lindroth ez al. 2001, Cao und Jacobsen 2002a, Cao
und Jacobsen 2002b).

Doch welches Signal DNA-Methylierung initiiert und wie Methyltransferasen zu ihren
Bestimmungsort geleitet werden, ist bisher noch nicht geklirt. Doppelstringige RNA
(dsRNA) oder abgeleitete kleine siRNAs initialisieren moglicherweise die DNA-
Methylierung (Mette et al. 2000, Melquist und Bender 2003, Bender 2004). Das RNA-
Signal lenkt Chromatin-Remodelling-Faktoren und histonmodifizierende Enzyme zu
thren genomischen Bestimmungsort, wo sie das Chromatin so modifizieren, daf3
Methylierung begiinstigt wird.

DDM1 ist eines der regulatorischen Mechanismen, die der Chromatinstruktur eine
iibergeordnete Dynamik verleihen, indem sie kovalente Verdnderungen an DNA und
Histonen vornehmen und somit Einflul auf die Genaktivitit nehmen (Brzeski und
Jerzmanowski, 2003). Es wurde von Jeddeloh et al. (1999) identifiziert und gehort zu
der Familie der SWI2/SNF2-Proteine (SWITCH2/SUCROSE NON-FERMENTING 2),
die als DNA-abhidngige ATPasen an der transkriptionellen Koaktivierung und
Korepression der Chromatinanordnung sowie der DNA-Reparatur beteiligt sind
(Jeddeloh et al. 1999, Verbsky und Richards 2001). DDM1 fungiert als Chromatin-
Remodelling-Faktor, indem es an das Nukleosom bindet und seine Umpositionierung
induziert, also die Chromatinstruktur verdndert und somit den Zugang der
METHYLTRANSFERASE1 (MET1) erleichtert (Jeddeloh et al., 1999, Brzeski und
Jerzmanowski 2003). Dabei wird die ATPase Aktivitdt ausschlieBlich von DNA, vor

allem nukleosomaler DNA, stimuliert (Brzeski und Jerzmanowski, 2003). Wie bei
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anderen SWI2/SNF2-Proteinen wire auch hier ein assoziiertes Protein, das die ATPase
Aktivitét steigert und als Kopplungsfaktor agiert, moglich (Brzeski und Jerzmanowski,
2003). Auf diese Weise ist DDM1 fiir die Aufrechterhaltung der DNA-Methylierung
erforderlich (Vongs et al. 1993, Jeddeloh et al. 1999 Gendrel et al. 2002), ohne selbst
durch DNA-Methylierung beeinfluBt zu werden (Brzeski und Jerzmanowski, 2003).
Dabei scheinen assoziierte Proteine fiir die Registrierung des Methylierungsstatus
verantwortlich zu sein (Brzeski und Jerzmanowski 2003). Aber im Gegensatz zu der
Methyltransferase MET1 ist DDMI noch nicht im haploiden Stadium des
Gametophytengenoms aktiv (Vongs et al. 1993, Kakutani et al. 1999, Kankel et al.
2003, Brzeski und Jerzmanowski 2004). Moglicherweise spielt DDMI in
meristematischen Geweben eine Rolle bei der Replikation von DNA-Methylierung und
ist in ausdifferenzierten Zellen an der Aufrechterhaltung des kondensierten Zustandes
beteiligt (Brzeski und Jerzmanowski 2004). DDMI1 ist ebenfalls fiir die
Aufrechterhaltung der Histon H3K9-Methylierung notwendig (Gendrel et al. 2002,
Zemach et al. 2005). Im Heterochromatin von Wildtyp Arabidopsis-Pflanzen sind
Transposons und inaktive Gene mit Histon H3K9-Dimethylierung assoziiert, wihrend
aktive Gene in erster Linie mit Histon H3K4-Methylierung in Verbindung gebracht
werden (Johnson et al. 2002b). In ddmi-Mutanten wird der Verlust der Histon H3K9-
Methylierung durch Histon H3K4-Methylierung ersetzt (Gendrel et al. 2002). In
verschiedenen Systemen konnte gezeigt werden, dal DNA-Methylierung von der
Histon H3K9-Methylierung abhdngt (Heard et al. 2001, Tamaru und Selker 2001,
Jackson et al. 2002, Johnson et al. 2002b). In Neurospora crassa ist die H3K9-
Methylierung fiir DNA-Methylierung erforderlich (Tamaru und Selker 2001), wéhrend
in  Arabidopsis H3K9-Methylierung zum Teil CpNpG- und asymmetrische
Methylierung beeinfluflt (Jackson et al. 2002). Anderen Beobachtungen zufolge {ibt die
Histon H3K9-Methylierung keinen Einfluf auf die DNA-Methylierung aus (Soppe et al.
2002, Tariq et al. 2003).

Moglicherweise konnten auch DDMI1, METI1 und die Histon-Deacetylase HDA6
Bestandteile eines Komplexes sein (Lippman et al. 2003). Es ist hinreichend bekannt,
dal DNA-Methyltransferasen mit Histon-Deacetylasen und weiteren Proteinen
Komplexe bilden (Robertson et al. 2000, Fuks et al. 2000). Auch KRYPTONITE
(KYP) und ARGONAUTE (AGO) werden als Bestandteile eines putativen Komplex
diskutiert (Lippman et al. 2003).
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1.2 Gegenstand der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war die Analyse neuer TGS-Suppressormutanten in Arabidopsis
thaliana. Dadurch  sollten detailliertere  Erkenntnisse iiber epigenetische
Regulationsmechanismen der Genexpression ergdnzt werden, die auch auBlerhalb des
Modellorganismus Arabidopsis zum Erkenntnisgewinn beitragen konnten. Dazu wurde
ein transgenes Silencing-Testsystem verwendet (Hofmann 2004), das auf der Insertion
einer repetitiven Anordnung des LUCIFERASE-Reportergens beruht. Diese Insertion
wird in transgenen Pflanzen transkriptionell inaktiviert und hypermethyliert. Nach
EMS-Mutagenese kann es zur Aktivierung des Transgens kommen, sofern Gene
betroffen wurden, die TGS kontrolliecren. Die LUCIFERASE-Aktivitat 143t sich
anschlieBend mit einem computergesteuerten Restlichtkamerasystem in Form von
Falschfarbenbildern visualisieren, sowie in ihrer Intensitdt quantifizieren. Dabei
konnten im Rahmen dieser Arbeit 9 TGS-Suppressormutanten charakterisiert werden. 7
enthielten Mutationen in den bereits bekannten TGS kontrollierenden Genen DDM],
METI und CMT3. Dabei konnten zum ersten Mal eine dominant negative ddml-
Mutante und eine met/-Mutante, die die Fahigkeit zur CpG-Methylierung nicht
vollstdndig verloren hat, beschrieben werden. AuBlerdem wurde im Rahmen dieser
Arbeit zum ersten Mal in Arabidopsis thaliana die grole Untereinheit der
Ribonukleotid-Reduktase (RNR1, R1) mit TGS in Verbindung gebracht. SchlieBlich
konnte ein neuer, bisher unbekannter Locus auf Chromosom 5 in der perizentrischen
Region zwischen 10180644 bp und 13222572 bp eingegrenzt werden, der offensichtlich
ebenfalls TGS kontrolliert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial

Arabidopsis  thaliana (Ackerschmalwand) aus der Familie der Bassicaceae
(Kohlgewéchse) bringt ideale Voraussetzungen mit sich, um als botanisches Pendant zu
Drosophila melanogaster Anwendung zu finden. Durch ihr kleines Genom (ca. 125 Mb
auf 5 Chromosomen kodieren fiir ca. 25.000 Proteine), abgeschlossene Sequenzierung,
den geringen Anteil an repetitiven Sequenzen, sowie die kurze Generationsfolge ist sie
als Modellpflanze besonders gut geeignet. Arabidopsis thaliana wird deshalb allgemein
fiir physiologische, molekulare und genetische Untersuchungen verwendet.

Das Ausgangspflanzenmaterial fiir diese Arbeit wurde von Dr. Ingo Hofmann (Martin-
Luther-Universitdt Halle-Wittenberg, Institut fiir Genetik, Weinbergweg 10, 06120
Halle) bereitgestellt (Hofmann 2004). Es handelt sich um Arabidopsis thaliana TGS-
Suppressormutanten, die auf Arabidopsis thaliana T-DNA-Insertionslinien vom Okotyp
Columbia zuriickgehen. Diese T-DNA-Insertionen stellen ein neues Testsystem fiir
transcriptional gene silencing (TGS) dar. Sie bestehen aus einer T-DNA mit 4
LUCIFERASE-Expressionskassetten in gleicher Orientierung. Dadurch wird eine
Inaktivierung der Transgenexpression verursacht. Nach EMS-Mutagenese ermdoglicht
die LUCIFERASE-AKktivitdt eine gezielte Selektion von TGS-Suppressormutanten. Mit
Hilfe eines CCD-Kamerasystems (Restlichtkamerasystems) 1a6t sich die Enzymaktivitét
erfassen und visualisieren.

Um die Mutationsorte zu kartieren wurden die Arabidopsis thaliana T-DNA-
Insertionslinien vom Okotyp Columbia mit dem Arabidopsis thaliana Okotyp
Landsberg erecta gekreuzt. Dabei diente die Mutante immer als méinnlicher
Kreuzungspartner. In dieser Arbeit wurden 9 Kartierungspopulationen aufgebaut und
kartiert. Diese basieren auf F,-Populationen, die aus den Mutanten der transgenen
Linien 6, 7, 9 und 12 hervorgegangen sind. Die interne Bezeichnung fiir jede
Mutantenlinie setzt sich aus 3 Zahlen zusammen, die jeweils durch einen Querstrich
getrennt werden. Die erste Zahl steht fiir die Ausgangslinie, die zweite fiir den Pool

innerhalb der Ausgangslinie und die dritte fiir die Mutante innerhalb des Pools. Nach
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der Identifizierung des Mutationsortes wurde fiir die Mutanten die Allelbezeichnung
verwendet. Die Mutantennomenklatur und Mutantencharakteristika sind in Tabelle 1

dargestellt.

Tabelle 1: Charakteristika des in dieser Arbeit verwendeten Mutantenmaterials.

Interne Allel- Phénotyp Verinderte DNA- LUCIFERASE-
Nr. bezeichnung Methylierung Aktivitat
6/1/2 ddmi-h2 WT CpG sehr stark
&
CpNpG
7/2/7 metl-h2 schmale Blitter mit reduzierter Blattbehaarung, CpG sehr stark
gesdgte nach oben gerollte Blattrénder, &
Ausbildung von Nebenblittern vor Blithbeginn, CpNpG

dicht beblitterte Infloreszenz, erhdhte Anzahl an
Bliitenorganen, frithe Bliitenbildung,
eingeschrinkte Fertilitét, frithe Blattseneszenz

7/2/11 cmt3-hl grof3e hellgriine Blitter, schnelleres Wachstum, CpNpG sehr stark
groferer Habitus, Kartierungspopulation
entspricht WT
7/4/4 metl-hl schmale Bldtter mit reduzierter Blattbehaarung, CpG sehr stark
gesdgte nach oben gerollte Blattriander, &
Ausbildung von Nebenblattern vor Blithbeginn, CpNpG

dicht beblétterte Infloreszenz, erhohte Anzahl an
Bliitenorganen, frithe Bliitenbildung,
eingeschréankte Fertilitit

9/2/1 ddml-hl breitere und hellere Blitter, CpG sehr stark
Kartierungspopulation entspricht WT &
CpNpG
12/1/1 metl-h3 schmale Blitter mit reduzierter Blattbehaarung, CpG sehr stark
gesdgte nach oben gerollte Blattrander, &
Ausbildung von Nebenblittern vor Blithbeginn, CpNpG

dicht beblitterte Infloreszenz, erhdhte Anzahl an
Blitenorganen, frithe Bliitenbildung,
eingeschrinkte Fertilitat

12/1/3 rarl-hl gelbgriine Blatter mit weiler Panaschierung, keine Verdnderung der stark

stark gesdgtem Blattrand und unregelmafig DNA-Methylierung
ausgebuchteter Oberfliche,

Bliiteninduktion und Seneszenz setzen friiher ein

12/1/7 gelbgriine Blatter mit dunkelgriinen Blattadern keine Verdnderung der mittelstark
DNA-Methylierung

12/2/7 ddmli-h3 breite, gewellte und in sich gedrehte Blitter, CpG schwach
Verlust der Apikaldominanz, mehrere &
Blattrosetten, kurze Infloreszenzen, CpNpG

Kartierungspopulation entspricht WT
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2.1.2 Medien fiur die Kultur von Pflanzen

Das Arabidopsis thaliana Pflanzenmaterial wurde auf einem Gemisch aus Einheitserde
ED 73 (Einheitserde Werkverband, Sinntal-Jossa) und Vermiculite in 2-3 mm Kornung

(Gértnereibedarf Kammlott, Erfurt) kultiviert.

2.1.3 Chemikalien, Lésungsmittel, Enzyme und Oligonukleotide

Alle verwendeten Chemikalien stammen von den Firmen Amersham Pharmacia
(Freiburg), AppliChem (Darmstadt), Biozym (Hessisch Oldendorf), Biorad (Miinchen),
DifcoLab (Detroit, USA), Duchefa Biochemie (Haarlem, Niederlande), Fluka (Buchs,
Schweiz), GibcoBRL (Eggenstein), Invitrogen Life Technologies (Karlsruhe), Merck
(Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen). Die organischen
Losungsmittel wurden von den Firmen Carl Roth GmbH (Karlsruhe) und Merck
(Darmstadt) bezogen. Bei den Radiochemikalien handelte es sich um Produkte der
Firmen Hartmann Analytics (Braunschweig) und ICN Pharmaceuticals (Irvine, USA).
Enzyme wurden von den Firmen Amersham Pharmacia (Freiburg), Appligene
(Heidelberg), Boehringer (Mannheim), GibcoBRL (Eggenstein), Invitrogen Life
Technologies (Karlsruhe), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Promega Corporation
(Madison, USA), Roche Diagnostics (Mannheim) und Sigma (Taufkirchen) geliefert.
Das Molekulargewicht der PCR- und Restriktionsreaktionen wurden mit Hilfe von
Produkten der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bestimmt. Die Antibiotika
stammten von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Duchefa (Haarlem, Niederlande)
und Sigma (Taufkirchen). Die Aufreinigung von DNA erfolgte mit Produkten der
Firmen Macherey Nagel (Diiren) und Qiagen (Hilden). Die verwendeten Primer wurden
von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert und sind im Anhang (7.1)
aufgelistet. SchlieBlich wurden die Sequenzreaktionen mit Produkten der Firma Applied

Biosystems (Darmstadt) durchgefiihrt.

2.1.4 Vektoren

Fir die Klonierung von PCR-Produkten und durch Restriktion erzeugten DNA-
Fragmenten wurde der Vektor pGEM®-T der Firma Promega (Madison, USA)
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verwendet. Zur agrobakterienvermittelten Transformation von Arabidopsis thaliana
wurde der bindre Vektor pCB302 (Xiang et al. 1999) verwendet. Der BAC-Klon F7D8
wurde beim ABRC DNA stock centre (Columbus, USA) geordert.

2.1.5 Verwendete Bakterienstamme

Die Klonierung von DNA und PCR-Produkten wurden mit dem Escherichia coli Stamm
DH5a der Firma Gibco BRL (Karlsruhe) durchgefiihrt. Fiir die Komplementation der
Mutante rnri-hl (interne Bezeichnung: 12/1/3) wurde Agrobacterium tumefaciens

GV3101 pMP 90 verwendet (Koncz und Schell 1986).

2.1.6 Medien zur Kultivierung von Bakterien

Die Vermehrung von Bakterien erfolgte im LB-Medium, das mit LB-Broth High Salt
der Firma Duchefa Biochemie (Haarlem, Niederlande) nach Angaben des Herstellers
zubereitet wurde. Die Plasmidselektion wurde auf festem Medium durchgefiihrt, das mit
LB-Agar High Salt der Firma Duchefa Biochemie (Haarlem, Niederlande) nach
Angaben des Herstellers angesetzt wurde. Fiir die Plasmidselektion wurden die
Antibiotika Ampicillin (100 mg/l) und Kanamycin (50 mg/l) der Firma AppliChem
(Darmstadt) verwendet. Um das lacZo-System nutzen zu konnen wurde dem Medium
20mg/ml X-Gal der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) zugesetzt.

Das Medium fiir die Kultur von Agrobacterium tumefaciens GV3101 pMP 90 wurde aus
Produkten der Firma DifcoLab (Detroit, USA) nach Angaben des Herstellers erzeugt.
Fiir die Selektion wurden die Antibiotika Gentamycin (10 mg/l) und Rifampicin (100

mg/l) der Firma Duchefa (Haarlem, Niederlande) verwendet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Extraktion genomischer Pflanzen-DNA

Die Extraktion pflanzlicher Gesamt-DNA erfolgte nach der Methode von Brandstidter
et al. (1994). Dazu wurden 3 - 5 Blétter in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefaf iiberfiihrt
und im fliissigen Stickstoff schockgefroren. Danach wurden die Blitter mit einem
vorgekiihlten Glasstab homogenisiert und in 1 ml DNA-Extraktionspuffer (100 mM
Tris-HCI pH 8,0; 50 mM EDTA; 500 mM NaCl; 10 mM [B-Mercaptoethanol; 1,5 %
SDS) suspendiert. Dann wurde die Suspension 10 min bei 65°C inkubiert und mit
300 pl essigsaurer Kaliumacetat-Losung (3 M Kaliumacetat; 2 M Essigsdure) aufgefiillt.
Das Lysat wurde 10 min im Eisbad inkubiert und anschlieend zentrifugiert (15 min,
20000 x g, 4°C). Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt und mit
500 pl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) aufgefiillt. Das Lysat wurde erneut
zentrifugiert (6 min, 6000 x g, 4°C) und die obere Phase in ein neues Reaktionsgefdl3
tiberfiihrt. Die Nukleinsdure wurde mit 500 pl Isopropanol gefdllt (10 min bei -20°C)
und durch Zentrifugation (15 min, 20000 x g, 4°C) sedimentiert. Das DNA-Pellet wurde
schlieBlich mit 700 ul eisgekiihlten 70 %igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert
(15 min, 20000 x g, 4°C) und ca. 1 h bei 37°C getrocknet. Zuletzt wurde das DNA-
Pellet in 100 pul 10 mM Tris-HCI pH 8,0 (mit 100 pg/ml RNase A) aufgenommen und

bis zur weiteren Verwertung bei 4°C gelagert.

2.2.2 Gelelution

Zur Priparation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die Banden auf dem
UV-Transilluminator mit einem sauberen Skalpell herausgeschnitten und zum
Abwiegen sowie zur weiteren Bearbeitung in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefifle
iiberfiihrt. Die Gelelution erfolgte hier mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit (Quiagen,
Hilden), dem QIAquick® Gel Extraktion Kit (Qiagen, Hilden, D) sowie dem
Nucleospin Extract Kit (Macherey-Nagel), immer nach Angaben des Herstellers.
Anschliefend wurde die DNA 1 h bei 37°C getrocknet und in 100 pul 10 mM Tris-HCl

pH 8,0 (mit 100 png/ml RNase A) aufgenommen.
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2.2.3 RNA Extraktion

Die Priparation von Gesamt-RNA wurde nach der Trizol®-Methode durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurde, wie in 2.2.1 beschrieben, Blattpulver erzeugt, in 1 ml Trizol
suspendiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von 240 pl
Chloroform wurde die Suspension gemischt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und
zentrifugiert (10 min, 6000 x g). Die obere Phase wurde anschlieBend in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und die RNA mit 1 Volumen Isopropanol gefallt.
Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 20000 x g) wurde das Pellet mit 70 %igem

Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 ul Wasser aufgenommen.

2.2.4 Plasmidpraparation (Miniprap)

Die Priparation von Plasmiden aus LB-Kulturen wurde mit der Boiling Lysis Methode
nach Holmes und Quigley (1981) durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden 1,5 ml einer
Ubernachtkultur sedimentiert. Das Pellet wurde anschliefend in 500 ul eiskalter STET-
Losung [50 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM EDTA; 8 % (w/v) Saccharose; 5 % Triton
X 100] und 20 pl Lysozym-Losung (20 mg/ml) resuspendiert. Danach wurde die
Suspension 5 min auf Eis inkubiert, anschlieBend in einem Heizblock erhitzt (2 min,
100°C) und 5 min auf Eis gekiihlt. Dann wurde die Suspension zentrifugiert (15 min,
20000 x g) und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefif iberfiihrt. Die Plasmid-DNA
wurde mit 500 ul Isopropanol gefdllt und durch Zentrifugation (10 min, 20000 x g)
sedimentiert. Zuletzt wurde das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen, bei 37°C
getrocknet und in 20 pl 10 mM Tris-HCI pH 8,0 (mit 100 pg/ml RNase A) gelost.

2.2.5 Reinigung der Plasmid-DNA aus Bakterien (Midi-Prap)

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte mit dem NucleoBond
Plasmid-Purification-Kit der Firma Macherey Nagel (Diiren) nach Angaben des

Herstellers.
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2.2.6 Isolation und Aufreinigung von BAC-DNA

Die Isolation von BAC-DNA (Bacterial Artificial Chromosome DNA) wurde mit dem
NucleoBond Plasmid-Purification-Kit der Firma Macherey Nagel (Diiren) nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.7 Ethanolprazipitation von Nukleinsauren

Zur Aufreinigung von Nukleinsduren wird der Probe 1/10 Volumen 3M Natriumacetat
(pH 5.2) zugegeben. Danach wird die Probe gemischt und mit dem 3-fachen Volumen
100%igen Ethanol versetzt. Der Ansatz wird liber Nacht bei -20°C oder 4 h bei -70°C
inkubiert und anschlieBend 25 min zentrifugiert. AnschlieBend wird die Probe mit
70%igen Ethanol gewaschen und 15 min zentrifugiert. Das Pellet wird bei 37°C
getrocknet und in 30 pl Tris HCL aufgenommen.

2.2.9 In vitro Amplifikation durch PCR (polymerase chain reaktion)

Die Standart-PCR wurde in Anlehnung an Saiki et al. (1988) durchgefiihrt und den

Erfordernissen entsprechen angepalt.

2.2.10 Reverse Transkription

Fiir die cDNA-Synthese wurden zu 2 pg (entspricht 1 - 2 pl) RNA 2 pl (1 pg) Random-
Primer pipettiert und mit Wasser (H>Ogepc) auf 10 pl aufgefiillt. AnschlieBend wurden
die Ansétze 5 min bei 70°C inkubiert und 5 min auf Eis gekiihlt. Danach wurden 8 pl
dNTPs (10 mM), 1 ul (40 U) RNase-Inhibitor (Fermentas, St. Leon-Rot), 5ul 5 x RT-
Puffer und 1 pl (200 U) Reverse-Transkriptase (Promega, Madison, USA) hinzugefiigt.
Die Ansitze wurden schlieBlich 2 h bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung der Reaktion
wurden die Proben 5 min bei 95°C inkubiert. Bis zur weiteren Verarbeitung mit 18s-

oder spezifischen Primern wurde die cDNA bei -20°C autbewahrt.
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2.2.11 Klonierung von PCR-Produkten

Die Amplifikation der DNA erfolgte hier mit der Pfu-Polymerase der Firma Promega
(Madison, USA). AnschlieBend wurde ein tiberhdngendes A an das 3’-Ende angehéngt.
Dazu wurde ein PCR-Ansatz mit Taqg-Polymerase der Firma Invitrogen Life
Technologies (Karlsruhe) jedoch ohne Primer vorbereitet und 10 min bei 72°C
inkubiert. Die so um ein iliberhidngendes A erweiterten PCR-Fragmente wurden mittels
Ligation in den pGEM-T Vektor der Firma Promega (Madison, USA) eingebaut. Nach
der Transformation in kompetente E. coli-Zellen (DH5a, Gibco BRL, Karlsruhe, D) und
der Ausplattierung auf Amp-X-Gal-Platten wurden Klone selektiert, die Plasmide mit
dem korrekten PCR-Fragment enthielten.

2.2.12 Kolonie-PCR

Um nachzuweisen, ob der Vektor das entsprechende Fremdgen trdgt, wurden die
Kolonien mittels PCR analysiert. Zu diesem Zweck wurden die zu analysierenden
Kolonien mit einen Holzzahnstocher aufgenommen, auf einer neuen Amp-X-Gal-Agar-
Platte ausgestrichen und anschlieend in einem vorgelegten PCR-Master-Mix gel0st.
Ergaben Koloniefirbung und PCR-Produkt keinen Widerspruch, so wurden die

Kolonien fiir den Ansatz einer Ubernachtkultur verwendet.

2.2.13 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Die Auftrennung von Nukleinsduren erfolgte in ethidiumbromidhaltigen 1%igen TAE-
und 3%igen TBE-Agarosegelen. Vor dem Beladen der Gele wurden die Proben mit 5 pl
5 x Ladepuffer bei 20 pl Probenvolumen bzw. 10 pl 1 x Ladepuffer bei 2 pl
Probenvolumen versetzt. Die Auftrennung der Proben erfolgte bei 65 V und einer
Laufzeit von ca. 3 h. Die Auswertung der Gele wurde schlieBlich mit Hilfe eines
Transilluminators und digitaler Kameratechnik durchgefiihrt. Die Visualisierung der
Nukleinsduren ist durch die Lumineszenz des interkalierten Ethidiumbromids unter UV-

Licht moglich.
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2.2.14 Charakterisierung des Methylierungsniveaus mittels Southern-Analyse

In dieser Arbeit wurden mittels Southern-Analyse spezifische Methylierungsmuster
visualisiert. Dazu wurden die methylierungssensitiven Endonukleasen Hpall und Mspl
der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet. Die Restriktion der DNA erfolgte
nach Angaben des Herstellers. Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA-
Fragmente im Agarosegel wurden die Gele fiir 30 min in Denaturierungslosung (1 M
NaOH; 1,5 M NacCl) und anschlieBend fiir 2 x 30 min in Neutralisierungslosung (1 M
Tris-HCI pH 7,4; 1,5 M NaCl) geschwenkt. Danach wurde die DNA in einem Blot mit
Filterpapierbriicke unter Ausnutzung der Kapillarkrifte mit 20 x SSC (0,3 M
Natriumcitrat-Puffer pH 7,4; 3 M NaCl) aus dem Gel auf eine Membran der Firma
Amersham Pharmacia (Freiburg) gesogen und im Stratalinker® UV Crosslinker
(Stratagene, La Jolla, USA) durch UV-Bestrahlung (120 mJ) an die Membran fixiert.
Die DNA-Sonde wurde mit dem Megaprime DNA Labeling System (Amersham
Biosciences, Freiburg) nach Angaben des Herstellers radioaktiv markiert. Freie
Nukleotide wurden mit ProbeQuant” G-50 Micro Columns (Amersham Biosciences,
Freiburg) abgetrennt. Die Hybridisierung erfolgte im ExpressHyb®-Puffer (Clontech)
nach Angaben des Herstellers. Die anschlieBende Analyse der radioaktiv markierten
Membranen wurde am Institut fiir Pflanzenbiochemie in Halle/Saale mit dem

Phospholmagers Storm II der Firma Molecular Dynamics (Krefeld) durchgefiihrt.

2.2.15 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte als Service durch das institutseigene Sequenzierlabor unter
Verwendung des ABI Prism 377 DNA Sequencers und des ABI Prism Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Reaktion Kits, das entsprechend den Angaben des
Herstellers eingesetzt und von Frau Dipl.-Ing. Katrin Kittlaus (Martin-Luther-
Universitdt Halle-Wittenberg, Institut fiir Genetik, Weinbergweg 10, 06120 Halle)
durchgefiihrt wurde. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem Programm

BioEdit Sequence Alignment Editor.
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2.2.16 Markergestutzte Kartierung putativer Mutationsorte

Die Kartierung der Mutationsorte wurde mit den PCR-basierten SSLP- (simple
sequence length polymorphism) sowie CAPS-Markern (cleaved amplified polymorphic
sequence) durchgefiihrt. Die Primer wurden mit Hilfe der Datenbanken Arabidopsis
thaliana Genome Database (http://mips.gsf.de/proj/thal/db/) des munich information
center for protein sequences (MIPS) (http://mips.gsf.de) und The Arabidopsis
Information Resource (tair) (http://www.arabidopsis.org/) sowie dem Primer Design
Programm Primer3 entwickelt. Die Synthese der Primer wurde von der Firma MWG-
Biotech (Ebersberg) durchgefiihrt. Die elektrophoretische Auftrennung der PCR- und
Restriktionsprodukte erfolgte in 3%igen TBE—Gelen aus gleichen Teilen Agarose und
Low Melting-Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf). Die Langenpolymorphismen
zwischen den Okotypen wurden nach Auftrennung visualisiert. Eine Kopplung mit dem
Mutatinsort wurde bei einer Rekombinationsfrequenz unter 0,5 festgestellt. Eine
Anndherung an den Mutationsort wurde von beiden Seiten so lange durchgefiihrt, bis
nur noch der Lingenpolymorphismus des Columbia-Hintergrundes amplifiziert wurde.
Der so eingegrenzte Bereich wurde anschlieBend einer genauen Datenbankanalyse

unterzogen.

2.2.17 LUCIFERASE-Test

Das neue Testsystem fiir transcriptional gene silencing (TGS) basiert auf
LUCIFERASE-Reaktivierung in transgenen Arabidopsis-Mutanten (Hofmann 2004).
Die LUCIFERASE-Expression wurde in TGS-Suppressormutanten nach Bespriithen mit
einer 50 uM Luciferinlosung (Molecular Probes, Oregon, USA) visualisiert. Die
emittierten Photonen wurden mit dem computergesteuerten Photon Counting System
der Firma Hamamazu (Herrsching) erfafit und als Falschfarbenbild mit weil3 als hohe

und dunkelblau als niedrige Photonendichte dargestellt.

2.2.18 Anzucht von Arabidopsis thaliana

Bei Arabidopsis thaliana wie auch bei anderen Pflanzen aus Klimazonen mit

saisonbedingten Temperaturunterschieden sind die Samen erst nach dem Durchlaufen
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einer induktiven Temperatur bzw. Kélteperiode (Stratifikation) keimungsbereit. Um
diese Kalteperiode zu simulieren wurden die Samen nach der Aussaat fiir 3 Tage im
Kihlraum bei 4°C untergebracht. Die weitere Anzucht erfolgte unter
Kurztagbedingungen in der Phytokammer (Fa. Votsch Industrietechnik GmbH,
Balingen-Frommern) bzw. im Klimaschrank (Percival Scientific Inc., Perry USA). Um

die Bliite zu induzieren wurden die Pflanzen in Langtagbedingungen tiberfiihrt.

2.2.19 Kreuzung von Arabidopsis thaliana

Zum Kreuzen der beiden Okotypen wurde zuniichst beim weiblichen Kreuzungspartner
der Stempel einer ungedffneten Bliite freipripariert. Danach wurde mit den
Staubgefafien des ménnlichen Kreuzungspartners die Bestiubung vorgenommen. Dieser
Vorgang wurde 3-mal im Abstand von 24 h wiederholt. Dabei diente die Mutante stets

als minnlicher Kreuzungspartner.

2.2.20 Transformation von Escherichia coli

Fiir die Klonierung von PCR-Produkten wurden die kompetenten Zellen Escherichia
coli DH5a der Firma Gibco BRL (Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers verwendet.
Dazu wurden die kompetenten Zellen im Eisbad aufgetaut und je 50 pl in ein
Eppendorf-Reaktionsgefall iiberfithrt. Danach wurden 5 ul der Vektor-Insert-Losung
hinzugefiigt und 30 min im Eisbad inkubiert. Anschlieend erfolgte eine 2-miniitige
Hitzeschockbehandlung bei 37°C. Nach Zugabe von 200 pl LB-Medium wurden die
Zellen 1 h auf einen Schiittelinkubator bei 37°C und 180 Upm kultiviert. SchlieBlich
wurden die transformierten Zellen auf Amp-X-Gal-Agarplatten ausgestrichen und fiir

24 h bei 37°C inkubiert, bevor sie fiir die Plasmidpréparation selektiert wurden.

2.2.21 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation mutagenisierter Pflanzen erfolgte mit Agrobacterium tumefaciens

GV3101. Dazu wurden kompetente Zellen hergestellt. 2 - 4 ml einer Ubernachtkultur

von Agrobacterium tumefaciens GV3101 wurden in 100 ml LB-Flissigmedium mit 10
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mg/l Gentamycin und 100 mg/l Rifampicin iberfiihrt und 6 - 10 h auf einen
Schiittelinkubator bei 28°C und 160 Upm kultiviert. Danach wurden die Zellen im
Eisbad abgekiihlt und durch Zentrifugation (10 min, 3000 x g) sedimentiert.
AnschlieBend wurde das Sediment in 1 ml LB-Medium resuspendiert. Zur
Aufbewahrung wurden jeweils 200 upl kompetente Zellen in ein Eppendorf-
Reaktionsgefdl3 {iberfiihrt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.
Fiir die Transformation wurden 200 pl kompetente Zellen im Eisbad aufgetaut, mit 1 - 5
pg Plasmid-DNA versetzt und 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz fiir 5
min in flissigem Stickstoff schockgefroren und fiir 5 min einem Hitzeschock von 37°C
im Wasserbad unterzogen. AnschlieBend wurden 1 ml LB-Medium hinzugefiigt und die
Zellen fiir 2 - 4 h auf einen Schiittelinkubator bei 28°C und 160 Upm kultiviert. Zuletzt
wurden 100 pl des Ansatzes auf Selektionsplatten ausgestrichen und ca. 48 h bei 28°C
inkubiert.

2.2.22 Transformation von Arabidopsis thaliana

Die Agrobakterien-vermittelte Transformation von Arabidopsis thaliana wurde mit der
floral dip Methode (Clough und Bent 1998) durchgefiihrt. Daflir wurden 500 ml LB-
Medium mit 50 mg/l Kanamycin, 100 mg/l Rifampicin und 10 mg/l Gentamycin mit
einer 50 ml Agrobakterien-Ubernachtkultur angeimpft und iiber Nacht bei 28°C
inkubiert. Danach wurden die Agrobakterien abzentrifugiert (20 min, 4000 x g) und das
Pellet in 100 ml einer 5 %igen Saccharose-Losung mit 0,02 % Silwet L-77
aufgenommen. In diese Suspension wurden gerade blithende Arabidopsis-Pflanzen
getaucht und fiir 24 Stunden dunkel gestellt. AnschlieBend wurden die Pflanzen bis zum
Abreifen der Samen unter Langtagbedingungen kultiviert.

Die T-DNA des bindren Vektors pCB302 enthélt das Basta-Resistenzgen BAR. Die mit
diesem Vektor mittels Agrobacterium tumefaciens transformierten Pflanzen lassen sich
nach besprithen mit dem Herbizids Basta® (Hoechst Schering AgrEvo GmbH,
Sinsheim) selektieren. Dazu wurden die Pflanzen auf Erde kultiviert und im
Keimblattstadium mit einer 1:5000 Verdiinnung des Herbizids Basta® (Hoechst
Schering AgrEvo GmbH, Sinsheim) bespriiht. Um eine zuverlédssige Selektion zu
gewihrleisten wurde die Herbizidbehandlung mehrmals im Abstand von 3 Tagen

wiederholt.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Analyse neuer Suppressormutanten fiir TGS in
Arabidopsis thaliana dargestellt. Das verwendete transgene Mutantenmaterial wurde
von Dr. I. Hofmann erzeugt (Hofmann 2004). Diese Pflanzen wurden mit einen neuen
transgenen Testsystem fiir TGS mit LUCIFERASE als transgenen Reporter selektiert
(Hofmann 2004). Das Testsystem basiert auf einer T-DNA-Insertion mit vier Kopien
des Reportergens LUCIFERASE in gleicher Orientierung. Dadurch wird eine
Expression des Transgens verhindert. Dagegen erfolgt in TGS-Suppressormutanten eine
Transgenreaktivierung. Die LUCIFERASE-Reaktivierung 1d6t sich mit dem Photon
Counting System der Firma Hamamazu (Herrsching) erfassen und als Falschfarbenbild
visualisiert. Dabei werden Bereiche geringer Photonendichte dunkelblau dargestellt,
wihrend Bereiche starker Photonendichte weil3 erscheinen. Da in den transgene Linien
6, 7, 9 und 12 die LUCIFERASE-Inaktivierung besonders stabil erfolgte (Abb. 1)
wurden diese Pflanzen als Ausgangslinien fiir die chemische Mutagenese sowie weitere

Analysen ausgewihlt (Hofmann 2004).

Ausgangsliniec 6 Ausgangslinie 7 Ausgangslinie 9 Ausgangslinie 12

Abbildung 1: Falschfarbendarstellung der LUCIFERASE-Aktivitdt in den transgenen
Ausgangslinien 6, 7, 9 und 12. Die Pflanzen der transgenen Linien 6, 7, 9 und 12 tragen ein T-DNA-
Konstrukt mit 4 LUCIFERASE-Expressionskassetten. Dadurch wird eine stabile Inaktivierung des
Transgens verursacht. Im Falschfarbenbild wird die LUCIFERASE-Inaktivierung als geringe
Photonendichte visualisiert und dunkelblau abgebildet.

Die hier analysierten Mutanten gehen auf Samen der Ms-Generation sowie Samen der

F,-Generation nach Kreuzung mit dem Arabidopsis thaliana Okotyp Landsberg erecta
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zuriick. Die bei Hofmann (2004) verwendeten Pflanzenbezeichnungen wurden in dieser
Arbeit ilibernommen. Nach Identifikation des Mutationsortes wurde die
Allelbezeichnung verwendet (Seite 14, Tabelle 1).

Fir die Aufstellung der Kartierungspopulationen aus den F,-Generationen waren
LUCIFERASE-Reaktivierung und DNA-Hypomethylierung als Selektionskriterium
ausschlaggebend. Die Mutanten 12/1/3 (rnri-hl) und 12/1/7 zeigten keine Verdanderung
der DNA-Methylierung, aber eine Kosegregation des morphologischen Phénotyps und
des TGS-Suppressorphédnotyps (Transgenreaktivierung). Fiir diese beiden Mutanten
konnte die Kartierungspopulation bereits im sehr frithen Entwicklungsstadium der F»-
Pflanzen selektiert werden.

Die Kartierung wurde mit SSLP-Markern (siche Anhang 7.1.1), die auf
Léingenpolymorphismen zwischen den verwendeten Okotypen Columbia und
Landsberg erecta basieren und einem CAPS-Marker (siche Anhang 7.1.2), der sich
hinsichtlich der Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym EcoR[ zwischen beiden
Okotypen unterscheidet, durchgefiihrt. Diese Marker sind mit dem Mutationsort
gekoppelt, wenn die Rekombinationsfrequenz weniger als 50 % betrdgt. Die
Rekombinationsfrequenz berechnet sich in Anlehnung nach Allard (1956) aus der
Summe aller hinsichtlich des Markers rekombinanten Chromosomen dividiert durch die
Anzahl aller Chromosomen die den Marker tragen. Die Eingrenzung des Mutationsortes
erfolgte von zwei Seiten in Richtung abnehmender Rekombinationsfrequenz.

Die gute Verfiigbarkeit von Sequenz- und Annotierungsdaten fiir Arabidopsis thaliana,
sowie die Kenntnisse iiber bereits bekannte TGS-Modifikatoren ermdglichten sowohl
eine enge Eingrenzung des Zielbereiches, als auch eine zielgerichtete Kartierung der
Mutationsorte. Lediglich die Mutante 12/1/7 mit einer Mutation in der perizentrischen
Region lieB aufgrund der geringen Rekombinationsfrequenz dieser Region und iiber 200

exprimierten Genen in dieser Region keine Lokalisation des Mutationsortes zu.
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3.1 Identifizierung und Analyse neuer metl-Mutantenallele

Die Mutanten meti-h2, meti-hl und metl-h3 unterscheiden sich vom Wildtyp durch
charakteristische pleiotrope Phénotypen, die bei den einzelnen Mutanten unterschiedlich
stark ausgeprigt sind (Abb. 2). Diese morphologischen Verdnderungen duflern sich in
einer verdnderten Blattform und Blattgrole. Die Blatter dieser Mutanten sind sehr

schmal mit stark gesdgten sowie nach oben gerollten Blattrdndern und weisen eine

reduzierte Blattbehaarung auf.

Wildtyp metl-h2 metl-hl metl-h3

Abbildung 2: Morphologische Phanotypen der metl-h2, metl-hl und metl-h3 Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp. Die Abbildung zeigt Unterschiede in Blattform und Blattrosette der Mutanten
metl-h2 (B), meti-hl (C) und metl-h3 (D) im Vergleich zum Arabidopsis thaliana Wildtyp Columbia
(A). Die Mutanten (B - D) weisen eine charakteristische Schmalbléttrigkeit mit stark gesdgten, nach oben
gerollten Blattrindern auf. Die Ausbildung der Nebenblitter der Blattrosette erfolgt bei diesen Mutanten
bereits vor Blithbeginn (B).

Die Ausbildung der Nebenblitter der Blattrosette erfolgt bereits vor Blithbeginn. Die
Infloreszenz weist eine dichte Beblétterung auf, der sich ein abnormaler Bliitenphénotyp
mit erhohter Anzahl an Bliitenorganen anschlieft. Die Bliiten sind oft mit bis zu 6
Bliitenbléttern und 8 Staubgefdllen ausgestattet. Auch die nahezu vollstindige weibliche
Sterilitdt ist fiir diesen Mutantentyp charakteristisch. Der Zeitpunkt der Bliiteninduktion
ist ebenfalls verdndert. Auch das Wachstum erfolgt bei diesen Pflanzen langsamer als
beim Wildtyp. Eine verfriiht einsetzende Blattseneszenz konnte dagegen nur bei der
Mutantenlinie metl-h2 beobachtet werden. Die Mutante met/-h3 unterscheidet sich
geringfiigig von den Mutantenlinien met/-h2 und metl-hl. Die morphologischen
Phénotypen treten abgeschwicht in Erscheinung und auch die Fertilitét ist etwas besser
ausgepragt.

Die Transgenreaktivierung ist bei allen drei Mutantenlinien sehr stark (Abb. 3). Sie
konnte ebenfalls in der F,-Generation nach Kreuzung mit dem Arabidopsis thaliana
Okotyp Landsberg beobachtet werden und zeigte einen partiell dominanten Erbgang
(Abb. 3). Auch der morphologische Phidnotyp konnte in der F,-Generation erneut
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festgestellt werden und erwies sich ebenfalls als partiell dominant. Eine Kosegregation

von Transgenreaktivierung und Phanotyp wurde nicht festgestellt.

met1-h2 metl-hl met1-h3 Kartierungspopulation
metl-h3

Abbildung 3: Transgenreaktivierung in den Mutanten metl-h2, metl-hl, metl-h3 und der
Kartierungspopulation metl-h3. Darstellung der LUCIFERASE-Reaktivierung durch Falschfarben in
den Mutanten metl-h2, metl-hl, metl-h3 und der Kartierungspopulation metl-h3. Die
Transgenreaktivierung ist in allen drei Mutanten sehr stark. Mit dem transgenen Testsystem wurden
jedoch in den Kartierungspopulationen (hier: metl-h3) wesentlich mehr als 25% der Pflanzen mit
reaktivierter LUCIFERASE-Expression gefunden.

Mit der Southern-Analyse wurde bei allen drei Mutanten eine Hypomethylierung der
Reportergene nachwiesen (Abb. 4). Durch den Einsatz der Restriktionsendonukleasen
Hpall und Mspl konnte eine Quantifizierung des Methylierungsniveaus vorgenommen
werden. Beide Restriktionsenzyme verfiigen iiber die Erkennungssequenz 5-CCGG-3.
Ihre Aktivitdt wird jedoch vom Ausmal} der Cytosin-Methylierung bestimmt. Hpall
schneidet, wenn keine Cytosin-Methylierung in der Erkennungssequenz vorliegt. Es
kann keine Restriktion mehr durchfiihren, wenn eines der beiden Cytosin-Nukleotide,
des inneren (CpG) oder des duBleren (CpNpG), methyliert ist. Dagegen schneidet Mspl
immer noch, wenn das innere Cytosin-Nukleotid methyliert ist. Es kann jedoch keine
Restriktion durchfiihren, wenn das duBlere Cytosin-Nukleotid methyliert ist (CpNpG).
Aufgrund der Fragmentgréfen sowie dem Vergleich zwischen den Restriktionsmustern
beider Enzyme konnte eine Aussage liber die Cytosin-Methylierung getroffen werden.
Der Verlust der Methylierung war bei diesen Mutanten unterschiedlich ausgepréigt. Bei
der Mutante met/-h2 war die Methylierung am stirksten reduziert. Beide

Restriktionsenzyme erzeugten eher niedermolekulare Fragmente (Abb. 4). Die
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Hypomethylierung der Cytosin-Nukleotide in den Reportergenen der Mutante met/-hl
war nicht so stark wie bei der Mutante met/-h2. Beide Restriktionsenzyme erzeugten
auch groBere Fragmente als bei der Mutante met/-h2 (Abb. 4). Dagegen wurde bei der
Mutante metl-h3 ein Unterschied in den beiden Fragmentmustern festgestellt (Abb. 4).

Die CpG-Methylierung ist zwar vorhanden, aber deutlich weniger als in der

Ausgangslinie.

Abbildung 4: DNA-Methylierung bei den
Mutanten metl-h2, metl-hl und metl-h3.
Die Ergebnisse der Southern-Analysen fiir die
Mutanten metl-h2, metl-hi und metl-h3 im
Vergleich zu den Ausgangslinien 7 und 12.
Dabei weisen dic Mutanten einen z. T. drama-
tischen Verlust der DNA-Methylierung auf. Um
die Unterschiede in der Cytosin-Methylierung
zu visualisieren wurden die Proben mit den me-
thylierungssensitiven Endonukleasen Hpall fiir
das CpG-Motiv und Mspi fiir das CpNpG-
Motiv verdaut. Die Membranen wurden mit
einer LUCIFERASE-Sonde hybridisiert.
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Zum Aufbau der Kartierungspopulationen wurden zunéchst alle Pflanzen mit starker
Transgenreaktivierung selektiert (Abb. 3). Das Ausmall der Hypomethylierung sowie
der pleiotrope Phinotyp zeigten groBe Ubereinstimmung mit bereits bekannten metl-
Mutanten (Finnegan et al. 1996, Ronemus et al. 1996). Deshalb wurde eine
zielgerichtete Kartierung auf Chromosom 5 durchgefiihrt. Unter Verwendung des
SSLP-Markers K20J1 wurde eine Kopplung mit dem Mutationsort bei 19919836 bp auf
BAC K20J1 lokalisiert. Aufgrund seiner rdumlichen Néhe erwies sich der Locus
At5g49160 (METI-Locus) als putatives Kandidatengen. Aber nicht alle Pflanzen der
Kartierungspopulationen konnten eine Kopplung mit dem Mutationsort aufweisen.
Moglicherweise wurden mit diesem Testsystem fiir transcriptional gene silencing auch

hinsichtlich des Mutationsortes heterozygote Mutanten (metl/MET]I) erfal3it (Abb. 3), da
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kein eindeutig rezessiver Erbgang festgestellt wurde. Deshalb wurde eine Reselektion
der Kartierungspopulationen mittels Southern-Analyse durchgefiihrt (Abb. 5). Zu
diesem Zweck wurde lediglich eine Restriktion mit Hpall durchgefiihrt. Dabei wurde
festgestellt, dafl Pflanzen, die eine Kopplung mit dem putativen Mutationsort aufwiesen,
deutlich hypomethyliert waren. Bei den reselektierten Pflanzen wurde anschlieBend eine

Sequenzierung des METI-Locus (At5g49160) durchgefiihrt.

Restriktion mit Hpall Restriktion mit Hpall
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Abbildung 5: DNA-Methylierung in den Kartierungspopulationen der Mutanten metl1-h2 und metl1-
hl. Southern-Analysen der Kartierungspopulationen metl-h2 und metl-hl unter Verwendung der
Endonuklease Hpall. Die analysierten Pflanzen wurden aufgrund ihrer LUCIFERASE-Aktivitit
vorselektiert.

Die Sequenzanalyse des Locus At5g49160 (METI-Locus) ergab fiir die Mutante met1-
h2 eine Punktmutation in Position 1994 der ungespleifiten Nukleotidsequenz (Abb. 6).
Dabei wurde Guanin (G) nach Adenin (A) mutiert. Daraus resultierte eine Verdnderung
der Aminosduresequenz in Position 637 der METHYLTRANSFERASEI. Aus dem
Codon TGG fiir Thryptophan (W, Trp) wurde das Stop-Codon TAG. Fiir die Mutante
metl-hl konnte mit der Sequenzierung des Locus At5g49160 (METI-Locus) eine
Punktmutation in Position 4520 der ungespleifiten Nukleotidsequenz von Guanin (G)
nach Adenin (A) nachgewiesen werden (Abb. 6). Infolge dieser Punktmutation wurde in
Position 1272 der Aminosduresequenz aus dem Codon GAG fiir Glutaminsédure (Glu; E)
das Codon AAG fiir Lysin (Lys; K). Auch in der Mutante met/-h3 konnte eine
Punktmutation im Locus At5g49160 (METI-Locus) bestitigt werden. Dabei wurde in
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Position 4596 der ungespleifiten Nukleotidsequenz eine Mutation von Cytosin (C) nach
Thymin (T) nachgewiesen (Abb. 6). Durch diese Punktmutation wurde in Position 1297
der Aminosduresequenz ein Aminosdureaustausch verursacht. Dabei wurde aus dem

Codon CCT fiir Prolin (Pro, P) das Codon CTT fiir Leucin (Leu, L).

metl-h2 metl-hl metl-h3
1994 bp 4520 bp 4596 bp
G—A G—A C—T
ATG stop AS-Austausch AS-Austausch TAG
! 3!
. Exon . Intron Mutationsort ) 1000 bp

Abbildung 6: Exon/Intron-Struktur des MET1-Locus. Die Abbildung zeigt die Exon/Intron-Stuktur
von METI sowie die Mutationsorte der Mutanten metl-h2, metl-hl und metl-h3. Die Exons sind als rote
und die Introns als schwarze Boxen dargestellt. Die Mutationsorte werden von gelben Markierungen
angezeigt. Die Nukleotidsubstitution bei der Mutante met/-h2 146t ein Stop-Codon entstehen, wéhrend
die Substitutionen in den Mutanten met/-h1 und metl-h3 einen Aminosaureaustausch bewirken.

Die RT-PCR-Analyse wurde fiir alle drei met/-Mutanten mit den Primern Metl-2 im
5¢-Bereich und Metl-4 im 3‘-Bereich von METI durchgefiihrt. Dabei wurde bei der
Mutante metl-h2 im Vergleich zum Wildtyp eine Verringerung der Transkriptmenge
festgestellt (Abb. 7). Im Gegensatz zur Mutante met/-h2 konnte mit der RT-PCR-
Analyse bei den Mutanten metl/-hl und metl-h3 kein Unterschied in der
Transkriptmenge festgestellt werden (Abb. 7). Sie weisen eine gleich starke

Transkriptmenge wie der Wildtyp auf.

W Abbildung 7: Semiquantitative RT-PCR-Analysen
— Metl-2 der Mutanten metI-h2, metl-hl und metI-h3. Unter
Verwendung der lokusspezifischen Primer Metl-2 und

= == Metl-4 wurde bei allen drei Mutanten eine Transkript-
(S - b e “ Metl-4 akkumulation beobachtet. Lediglich die Mutante mef -

* h2 zeigt im Vergleich zum Wildtyp (WT) eine verringer-
te Transkriptmenge. Die Kontrolle der verwendeten

W 18s tRNA  RNA-Mengen wurde mit Primern der 18S rDNA durch-
gefiihrt,

WT metl-hl metl-h3 metl-h2 WT
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Tabelle 2: Zusammenfassung der Mutantenanalyse

metl-h2 metl-hl

metl-h3

Morphologischer schmale Blétter mit reduzierter Blattbehaarung, geségte nach oben gerollte
Phénotyp Blattrander, Ausbildung von Nebenbléttern vor Bithbeginn, dicht beblatterte
Infloreszenz, erhohte Anzahl an Bliitenorganen, frithe Bliitenbildung,
eingeschrinkte Fertilitét, frithe Blattseneszenz nur bei metl-h2
Erbgang des partiell dominant
morphologischen
Phénotyps und der

Transgenreaktivierung

Transgenreaktivierung sehr stark
in den

Ausgangsmutanten

Transgenreaktivierung sehr stark
in der
Kartierungspopulation
DNA-Methylierung im sehr stark reduziert stark reduziert reduziert
CpG-Motiv
DNA-Methylierung im sehr stark reduziert stark reduziert stark reduziert
CpNpG-Motiv
Mutationsort At5g49160 (METI)
gekoppelter Marker K20J1 bei 19919836 bp
Mutation in der Punktmutation in Position Punktmutation in Punktmutation in
Nukleotidsequenz 1994 Position 4520 Position 4596
G—A G—A C-T
Aminosduresequenz in Position 637 in Position 1272 in Position 1297
TGG—-TAG GAG—AAG CCT—CTT
Trp—STOP Glu —Lys Pro—Leu
RT-PCR reduzierte starkes Transkript
Transkriptmenge
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3.2 ldentifizierung und Analyse eines neuen cmt3-Mutantenallels

Die Mutante cmt3-hl unterscheidet sich vom Wildtyp durch einen schwachen
morphologischen Phidnotyp, der durch besonders groe hellgrine Blétter
gekennzeichnet ist (Abb. 8 B). Neben den abweichenden morphologischen Phénotyp
unterscheidet sich die Mutante cmt3-h1 vom Wildtyp durch schnelleres Wachstum und
einen insgesamt groBeren Gesamthabitus (Hofmann 2004). Nach Kreuzung der Mutante
mit dem Arabidopsis thaliana Okotyp Landsberg konnte in der F,-Generation der
Phénotyp nicht mehr beobachtet werden (Hofmann 2004).

Die LUCIFERASE-Reaktivierung wurde in der Mutante cmt3-hl als sehr stark
eingestuft (Abb. 8 D). In der Kartierungspopulation wurde jedoch eine weniger

intensive Reaktivierung des Reportergens gemessen (Hofmann 2004).

Wildtyp cmi3-hl Messung und Falschfarbendarstellung der LUCI-
FERASE-Reaktivierung bei der Mutante cmi3-h 1

Abbildung 8: Morphologischer Phénotyp und LUCIFERASE-AKktivitat bei der Mutante cmt3-hl.
Die Mutante c¢mt3-hl (B) hat groBlere und hellere Blitter als der Wildtyp (A) und zeigt sehr starke
Transgenreaktivierung (D).

Im Ergebnis der Southern-Analyse wurde festgestellt, dal lediglich nach einem
Restriktionsverdau mit der Endonuklease Mspl ausschlieBlich niedermolekulare
Restriktionsfragmente entstehen. Im Vergleich zur transgenen Ausgangslinie 7 ist in der
Mutante c¢mt3-hl die DNA-Methylierung am ersten Cytosin-Nukleotid der
Erkennungssequenz 5-CCGG-3 (CpNpG-Motiv) deutlich reduziert (Abb. 9). Nach
Kreuzung der Mutante cmt3-h1 mit dem Arabidopsis thaliana Okotyp Landsberg wurde
in der F,-Generation die LUCIFERASE-Aktivitit iberpriift. Fiir den Aufbau der
Kartierungspopulation wurden Pflanzen, die LUCIFERASE-Aktivitit aufwiesen, einer
Southern-Analyse unterzogen (Abb. 9). Dadurch konnten 19 Pflanzen mit einem TGS-
Suppressorphénotyp in die Kartierungspopulation iiberfiihrt werden. Die Kartierung des
Mutationsortes fithrte zu einer Kopplung mit dem SSLP-Marker NGA 111 auf

Chromosom 1. Dieses Ergebnis war ein erstes Indiz fiir eine cm¢3-Mutante.
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Restriktion mit der methyli Mspl

‘ Hpall
Mspl
‘ Hpall
Mspl

Linie 7 cmi3-hl Kartierungspopulation cmi3-hl

Abbildung 9: Analyse zur DNA-Methylierung in der Mutante cmt3-hl und der
Kartierungspopulation cmt3-hl. Southern-Analysen fir die Mutante c¢mt3-h1 und die
Kartierungspopulation cm¢3-h1. Im Vergleich zur Ausgangslinie 7 zeigt die Mutante cm¢3-hl einen
charakteristischen Verlust der Cytosin-Methylierung im CpNpG-Motiv auf. Aus diesem Grund wurden
die Proben der Kartierungspopulation lediglich mit der methylierungssensitiven Endonukleasen Mspl
verdaut.

Aufgrund dieser Daten wurde eine Sequenzierung des CMT3-Locus durchgefiihrt. Im
Rahmen der Sequenzanalyse konnte schlieBlich im CMT73-Locus der Mutante cmt3-hl
eine Punktmutation in Position 4302 der ungespleifiten Nukleotidsequenz von Cytosin
(C) nach Thymin (T) nachgewiesen werden (Abb. 10). Diese Punktmutation verursachte
einen Aminosiureaustausch in der katalytischen DNA-Methyltransferase-Region der
CHROMOMETHYLASE3. Durch die Anderung der Nukleotidsequenz wurde aus dem
Codon CCT das Codon CTT. Dadurch erfolgte in Position 715 der Aminosduresequenz

ein Austausch von Prolin (Pro, P) gegen Leucin (Leu, L).
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emt3-hl
4302 bp
C—-T
ATG AS-Austausch TAG
|

L 1
. Exon . Intron

1000 bp
Abbildung 10: Exon/Intron-Struktur von CMT3. Die Abbildung zeigt die Exon/Intron-Stuktur von
CMT3 sowie den Mutationsort in der cmt3 Mutante cmt3-h1. Der Mutationsort wird von einer gelben

Mutationsort

Markierung angezeigt. Die Nukleotidsubstitution

in der Mutante c¢mit3-hl verursacht einen

Aminosdureaustausch in Position 715 der Proteinsequenz der CHROMOMETHYLASE3.

Tabelle 3: Zusammenfassung der Mutantenanalyse

cmt3-hl

Morphologischer Phénotyp der
Mutantengeneration

besonders grof3e hellgriine Blitter, schnelleres
Wachstum, insgesamt groferer Gesamthabitus

Morphologischer Phénotyp der
Kartierungspopulation

kein Unterschied zum Wildtyp

Transgenreaktivierung in der Mutantengeneration sehr stark
Transgenreaktivierung in der schwach
Kartierungspopulation
DNA-Methylierung im CpG-Motiv unverandert

DNA-Methylierung im CpNpG-Motiv

drastisch reduziert

Mutationsort

At1g69770 (CMT3)

gekoppelter Marker

NGA 111 bei 27356874 bp

Mutation in der Nukleotidsequenz

Punktmutation in Position 4302
C—-T

Mutation in der Aminoséduresequenz

Aminosédureaustausch in Position 715
CCC—CTC
Pro—Leu
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3.3 ldentifizierung und Analyse neuer ddml1-Mutantenallele

Die im Folgenden analysierten Mutanten zeigten keinen einheitlichen morphologischen
Phinotyp. Bei den Mutanten ddmi-h2 und ddml-hl wurde kein phénotypischer
Unterschied zum Wildtyp festgestellt (Abb. 11). Die Mutante ddmi-h3 unterscheidet
sich vom Wildtyp durch breite, gewellte und in sich gedrehte Blitter (Abb. 11 D).
Weitere Verdanderungen im Habitus duern sich durch den Verlust der Apikaldominanz,
mehrere Blattrosetten und eine relativ kurze Infloreszenz. In der F,-Generation nach
Kreuzung mit dem Arabidopsis thaliana Okotyp Landsberg wurden keine
morphologischen Abweichungen vom Wildtyp beobachtet.

Wildtyp ddmi-h2 ddmi-hi ddmli-h3

Abbildung 11: Morphologische Phanotypen der Mutanten ddml1-h2, ddml1-hl und ddmi-h3 im
Vergleich zum Wildtyp. Die Abbildung zeigt morphologische Phédnotypen der Mutanten ddmi-h2 (B),
ddml-hil (C) und ddmli-h3 (D) im Vergleich zum Arabidopsis thaliana Wildtyp Columbia (A). Die
Mutanten weisen keinen gemeinsamen charakteristischen Phénotyp auf. Die Mutanten ddm/-h2 (B) und
ddm-h1 (C) unterscheiden sich nicht vom Wildtyp (A). Lediglich die Mutante ddm-h3 (D) weist einen
charakteristischen Habitus auf. Die Blitter sind breiter, gewellt und in sich gedreht. In der F,-Generation
nach Kreuzung mit dem Arabidopsis thaliana Okotyp Landsberg konnten keine morphologischen
Abweichungen vom Wildtyp (A) festgestellt werden.

Die Transgenreaktivierung war bei den Mutanten ddml-h2 und ddmi-hl sehr stark
(Abb. 12). Bei der Mutante ddm-h3 konnte nur eine schwache Transgenreaktivierung
festgestellt werden (Abb. 12). Nach Kreuzung der Mutanten mit dem Arabidopsis
thaliana Okotyp Landsberg konnte die Transgenreaktivierung in allen 3 F,-Generation
wieder beobachtet werden. Die starke Reaktivierung der Transgenexpression bildete das
Kriterium fiir die Selektion von zwei der drei Kartierungspopulationen. Auf dieser Basis
wurden 28 F,-Pflanzen der Mutante ddm-h2 und 31 F,-Pflanzen der Mutante ddm-hl
fiir die Kartierung ausgewéhlt. Bei den F,-Hybriden der Mutante ddm-h3 wurde eine
mittlere Aktivierung der Transgenexpression beobachtet. Die Transgenreaktivierung
wurde bei diesen Pflanzen dominant vererbt. Aus diesem Grund basiert hier die
Selektion der Kartierungspopulation auf den Ergebnissen der Southern-Analyse (Abb.
13).
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Abbildung 12: Transgenreaktivie-
rung in den Mutanten ddmli-h2,
ddml-hl und ddmi-h3. Darstellung
der LUCIFERASE-Reaktivierung
durch Falschfarben in den Mutanten
ddmi1-h2, ddml-h1 und ddmli-h3. Die
Transgenreaktivierung ist in den Mu-
tanten ddmli-h2 und ddmi-hl sehr
stark. In der Mutante ddmi-h3 ist die
LUCIFERASE-Reaktivierung  schwi-
cher als in den Mutanten ddm 1-h2 und
ddmi-hl.

ddmi-h2

ddmi-hl

ddmi1-h3

Mit der Southern-Analyse konnte bei allen drei Mutanten eine drastische Reduzierung
der Cytosin-Methylierung nachgewiesen werden (Abb. 13). Aus diesem Grund wurde
fiir die Selektion der Kartierungspopulation aus den F,-Hybriden der Mutante ddm1-h3
nur die Endonuklease Hpall verwendet (Abb. 13). Dabei konnte festgestellt werden,
dafl die beziiglich des Mutationsortes homozygoten F,-Pflanzen eine sehr starke
Hypomethylierung sowie schwichere Transgenreaktivierung aufweisen, wéihrend die
heterozygoten F,-Hybriden deutlich remethyliert waren und sich durch eine stdrkere
Transgenreaktivierung unterscheiden.

In Folge der Kopplungsanalyse konnte in allen drei Kartierungspopulationen eine
Kopplung des Mutationsortes auf Chromosom 5 mit den SSLP-Markern SNPK1F13
(auf BAC KI1F13 bei 26543550 bp) und SNPMuD21 (auf BAC MuD21 bei 26714006
bp) festgestellt werden. Die rdumliche Néhe beider gekoppelter SSLP-Marker zum
DDM1-Locus (At5g66750) auf BAC MSN2 fiihrte in allen drei Féllen zur
Sequenzierung des Locus At5g66750. Mit der Sequenzanalyse konnte bei der Mutante
ddml-h2 eine Punktmutation am Exon/Intron-Ubergang in Position 2613 der
ungespleiBiten Nukleotidsequenz des DDMI-Locus nachgeweisen werden (Abb. 14).
Dabei wurde Guanin (g) durch Adenin (a) substituiert. Bei der Mutante ddm-hl wurde
in Position 2301 der ungespleiiten Nukleotidsequenz des DDM1I-Locus Cytosin (C)
durch Thymin (T) ersetzt (Abb. 14). Dadurch wurde das Codon CAG fiir Glutamin (Q,
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Abbildung 13: DNA-Methylierung bei den Mutanten ddm1-h2, ddml-hl, ddm1-h3 sowie der
Kartierungspopulation ddm1-h3. Southern-Analysen der Mutanten ddm1-h2, ddmi-hi1 und ddm1-h3 im
Vergleich zu den Ausgangslinien 6, 9 und 12, sowie der Kartierungspopulation ddmi-h3. Alle drei
Mutanten weisen einen typischen Verlust der DNA-Methylierung sowohl im CpG-Motiv, als auch im
CpNpG-Motiv auf. Fiir die Selektion der Kartierungspopulation ddm-h3 war lediglich ein Verdau mit
der methylierungssensitiven Endonukleasen Hpall fiir das CpG-Motiv notwendig. Dadurch konnte
eindeutig zwischen homozygoten Pflanzen (metl/metI) und heterozygoten Pflanzen (met!/METI) in der
F,-Population der ddmi-h3/Ler Hybriden unterschieden werden. Homozygote Pflanzen zeigten eine
dramatische Cytosin-Hypomethylierung im CpG-Motiv.

Gln) verdndert und durch das Stop-Codon TAG ersetzt. Schlielich wurde bei der
Mutante ddmI-h3 eine Punktmutation am Exon/Intron-Ubergang in Position 3126 der
ungespleiBiten Nukleotidsequenz des DDMI-Locus verursacht (Abb. 14). Auch hier

wurde Guanin (g) durch Adenin (a) substituiert.

ddmi-hl ddml-h2 ddml-h3

2301 bp 2613 bp 3126 bp
C->T g—a g—a
stop  splicing splicing

ATG ! ! l TAG
. Exon . Intron Mutationsort 1000 bp

Abbildung 14: Exon/Intron-Struktur von DDM1. Die Abbildung zeigt die Exon/Intron-Struktur von
DDM]1 sowie die Mutationsorte der Mutanten ddmI-h2, ddmiI-hl und ddmi-h3. Die Exons sind als rote
und die Introns als schwarze Boxen dargestellt. Die Mutationsorte werden durch gelbe Markierungen
angezeigt. Die Nukleotidsubstitution bei der Mutante ddm-hl 146t ein Stop-Codon entstehen, wéhrend
sich die Substitutionen in den Mutanten ddm1-h2 und ddmi-h3 am Exon/Intron-Ubergang befinden und
fehlerhaftes Spleifien verursachen.
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Die RT-PCR-Analysen wurden mit den Primerpaaren ddm1RT, aus dem 5°-Bereich des
Gens, und ddm1F3 aus dem 3‘-Bereich durchgefiihrt. Fiir die Mutanten ddmI-h2 und
ddml-hl wurden nur geringe Transkriptmengen nachgewiesen (Abb. 15). Dagegen
zeigt die RT-PCR-Analyse der Mutante ddmi-h3 keine Verringerung der
Transkriptmenge, sondern ein gleich starkes Signal wie der Arabidopsis thaliana
Wildtyp Columbia (Abb. 15). Danach wurde die Auswirkung der Mutation in der
Mutante ddmli-h3 auf die cDNA {iberpriift. Zu diesem Zweck wurde mit dem
Primerpaar Mutl12/2/7 aus der cDNA des Wildtyps und der Muante ddml-h3 ein
Fragment amplifiziert, das den Bereich der Punktmutation umschlie3t. Dabei wurde bei
der Mutante ddm-h3 ein um das Intron 13 (85 bp) verldngertes Amplifikationsprodukt
festgestellt (Abb. 15).

- -..']IiiWiiii|ddm1R1
e s ‘ M| ddm F3

|- A S W W 18s TRNA

= 1400 bp
300 bp

200 bp

Wildtyp
ddmi-h2
ddnm 1-h1
ddml-h3
Wildtyp

Wildtyp
ddmli-h3

Abbildung 15: Semiquantitative RT-PCR-Analysen der ddml1-Mutanten und Analyse der DDM1
cDNA im Wildtyp und der Mutante ddm1-h3. Links: Ergebnis der RT-PCR-Analysen fiir die ddmI-
Mutanten ddmlI-h2, ddmli-hl und ddmi-h3. Unter Verwendung der lokusspezifischen Primer ddml RT
und ddm! F3 wurde bei den Mutanten ddm-h2 und ddmI-hl eine im Vergleich zum Wildtyp verringerte
Transkriptmenge beobachtet. Die Transkriptakkumulation bei der Mutante ddmi-h3 unterscheidet sich
nicht vom Wildtypniveau. Die Kontrolle der verwendeten RNA-Mengen wurde mit Primern der 18S
rDNA durchgefiihrt. Rechts: Mit dem Primerpaar Mut12/2/7 wurde bei der Mutante ddmi-h3 ein im
Vergleich zum Wildtyp groBeres Transkript nachgewiesen.
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Tabelle 4: Zusammenfassung der Mutantenanalyse

ddmli-h2

ddml-hl

ddmli-h3

Morphologischer kein Unterschied zum Wildtyp breite, gewellte und in
Phénotyp der sich gedrehte Blatter,
Mutantengeneration Verlust der
Apikaldominanz,
mehrere Blattrosetten,
kurze Infloreszenz
Morphologischer kein Unterschied zum Wildtyp
Phinotyp der
Kartierungspopulation
Transgenreaktivierung sehr stark schwach
in der
Mutantengeneration
Transgenreaktivierung sehr stark mittel

in der
Kartierungspopulation

DNA-Methylierung

sehr stark reduziert

Mutationsort

At5g66750 (DDM])

gekoppelte Marker

SNPK1F13 bei 26543550 bp,
SNPMuD21 bei 26714006 bp

Mutation in der Punktmutation am Punktmutation Punktmutation am
Nukleotidsequenz Exon/Intron-Ubergang in Position 2301 Exon/Intron-Ubergang
in Position 2613 C->T in Position 3126
g—a g—a
Mutation in der vorzeitiges Aminosdureaustausch in vorzeitiges
Aminosduresequenz Translationssignal Position 460 Translationssignal
infolge nicht erfolgten CAG—TAG infolge nicht erfolgten
Spleiflens GIln—STOP SpleiBens
RT-PCR reduzierte Transkriptmenge starkes Transkript
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3.4 ldentifizierung und Analyse der TGS-Suppressormutante rnrl-hl

Die Mutante rnri-hl ist durch einige charakteristische morphologische Verdanderungen
gekennzeichnet (Abb. 16 B). Der pleiotrope Phinotyp macht sich zunéchst durch
bleiche Primirblidtter bemerkbar. Spéter zeigen die Blétter eine vergleichsweise
schmalere und unregelmiflige Form mit gesdgtem Blattrand. Die Blattoberfldche ist
sehr unregelmédfBig mit Ausbuchtungen durchzogen. Die Blattfirbung ist insgesamt
heller und weist eine unregelméfBige Panaschierung auf. Die Bliiteninduktion setzt hier
ebenso wie die Seneszenz verfriiht ein. Bereits vor Blithbeginn ist ein Absterben der

Blitter zu beobachten.

Wildtyp rari-hl Messung und Falschfarbendarstellung der LUCI-
FERASE-Reaktivierung bei der Mutante emt3-hl

Abbildung 16: Morphologischer Phanotyp und LUCIFERASE-Aktivitat bei der Mutante rnrl-hl.
Charakteristischer morphologischer Unterschied zwischen der Mutante rnri-h/ (B) und dem Wildtyp
(A), sowie die Intensitét der LUCIFERASE-Aktivitét in der Mutante rnr/-hl (D). Die Blétter der Mutante
rarl-hl sind zundchst bleich. Spiter nehmen sie eine hellgriine Fiarbung mit unregelmiBiger
Panaschierung an. Die Blattform ist uneinheitlich, vergleichsweise schmal und weist einen gesidgten
Blattrand auf. Die Blattoberfliche ist sehr unregelméfig mit Ausbuchtungen durchzogen. Das
Falschfarbenbild der LUCIFERASE-Aktivitit (D) kennzeichnet in der Mutante rnri-hl eine starke
Transgenexpression.

Die Transgenreaktivierung fallt bei dieser Mutante stark aus (Abb. 16 D) und
kosegregiert in der F,-Generation, nach Kreuzung mit dem Arabidopsis thaliana
Okotyp Landsberg, mit dem pleiotropen Phénotyp.

Die Methylierung der Reportergene ist hier im Vergleich zur Ausgangslinie 12
unverdndert (Abb. 17). Das heilit, da3 weder fiir das CpG- noch fiir das CpNpG-Motiv
eine signifikante Verdnderung der Restriktionsfragmentmuster beobachtet werden
konnte (Abb. 17).

Anhand der bleichen Primirblitter konnte die Selektion der Kartierungspopulation
bereits im Keimlingsstadium durchgefiihrt werden. Dabei war es moglich iiber 190
Pflanzen auszuwihlen. Die Kartierung des putativen Mutationsortes ergab eine
Kopplung auf Chromosom 2 zwischen ca. 35 ¢cM und 40 cM. Durch Etablierung
weiterer Mikrosatelliten-Marker konnte der Mutationsort auf BAC F7D8 zwischen den
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Abbildung 17: DNA-Methylierung in der Mutante rnrI-h1. Die Abbildung
zeigt das Ergebnis der Southern-Analyse fiir die Mutante rnrl-h1. Im Ver-
gleich zur Ausgangslinic 12 wurde bei der Mutante rnr/-h1 kein charakteri-
stischer Verlust der Cytosin-Methylierung in den Motiven CpG und CpNpG
festgestellt.
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Linie 12 rarl-hl

Markern F2G1 mit noch zwei Rekombinationen und TI16B14 III mit einer
Rekombination auf einen 132812 bp groBen Bereich eingegrenzt werden. Der Marker
F2G1 liegt auf BAC F2G1 bei 9245744 bp. Der Marker T16B14 III befindet sich auf
BAC F7D8 bei 9378556 bp im 5714 bp groBen Uberlappungsbereich zwischen den
BACs F7D8 und T16B14. Mit Hilfe von Datenbanken wurden die auf BAC F7D8
annotierten Loci auf eine mogliche Bedeutung fiir transcriptional gene silencing
iiberpriift. Dabei wurden die Loci At2g21710 (mitochodrial transcription termination
factor-related/mTERF-releted), At2g21790 (grofe Untereinheit der Ribonukleotid-
Diphosphat-Reduktase), At2g21810 (Zinkfingerprotein), At2g21830 (DC1-Doménen-
Protein), At2g21840 (Zinkfingerprotein), At2g21850 (DC1-Doménen-Protein),
At2g21900 (WRKY-DNA-Bindeprotein), At2g21930 (F-Box Protein) und At2g21950
(SKP1 interacting partner) aufgrund ihrer Bedeutung fiir Transkription, DNA-Bindung
und DNA-Synthese sowie Proteolyse fiir weitere Untersuchungen mittels RT-PCR-
Analyse und Sequenzanalyse ausgewahlt (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Die Tabelle zeigt die Marker, fiir die noch rekombinante Chromosomen nachgewiesen werden
konnten, Loci auf BAC F7DS, die aufgrund ihrer Annotierungsdaten untersucht wurden, sowie die

Ergebnisse der RT-PCR-Analyse und Sequenzanalyse.

Marker bzw. Beschreibung Anzahl Koordinaten (bp) auf Ergebnis der Ergebnis der
annotierter Locus rekombinanter Chromosom 2 RT-PCR- Sequenz-
Chromosomen Analyse analyse
PLS3 SSLP-Marker 8 9001884
9002058
PLSS SSLP-Marker 3 9178570
9178697
F2Gl1 SSLP-Marker 2 9245744
9245851
At2g21710 mitochondrial 9277966 keine keine Mutation
transcription - Verinderung
termination factor- 9280498
related/mTERF-
releted
F2G1 111 CAPS-Marker 0 9276550
9276893
F7D8 SSLP-Marker 0 9297160
9297296
At2g21790 grofle Untereinheit 9300435 reduzierte Punktmutation
der Ribonukleotid- - Transkript-
Diphosphat- 9304922 menge
Reduktase
At2g21810 Zinkfingerprotein 9309334 keine keine Mutation
- Verinderung
9309720
At2g21830 DCI1-Doménen- 9310793 keine keine Mutation
Protein - Verinderung
9312977
At2g21840 Zinkfingerprotein 9314182 keine keine Mutation
- Verdnderung
9317138
At2g21850 DC1-Doménen- 9322298 keine keine Mutation
Protein - Veranderung
9325318
At2g21900 WRKY-DNA- 9341229 keine keine Mutation
Bindeprotein - Veranderung
9343302
At2g21930 F-Box Protein 9354721 keine keine Mutation
- Verinderung
9356208
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At2g21950 SKP1 interacting 9360245 keine keine Mutation
partner 6 - Veranderung

9361725
T16B14 11 SSLP-Marker 1 9378556
9378804
TI16B14 11 SSLP-Marker 1 9389454
9389709
T16B14 SSLP-Marker 1 9409878
9410144
T26C19 SSLP-Marker 1 9428364
9428625
F14M13 SSLP-Marker 2 9502688
9502809
T30C20 SSLP-Marker 3 9683764
9683832
PLS7 SSLP-Marker 6 9813750
9813858

Im Rahmen der durchgefiihrten semiquantitativen RT-PCR-Analysen konnte fiir den
Locus At2g21790, der die groBe Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase (RNRI)

kodiert, eine Reduzierung der Transkriptmenge nachgewiesen werden (Abb. 18).

Abbildung 18: Semiquantitative RT-PCR-
- “e B B W AT2G21790  Analyse am Locus At2g21790 in der Mutante
rarl-hl. Unter Verwendung des lokusspezifischen
Primerpaars AT2G21790 F und R wurde bei der

- ; Mutant -[-hl el im Vereleicl Wildt
o . . . e 18s IDNA utante rnri-hl eine im Vergleich zum Wildtyp

verringerte Transkriptmenge festgestellt. Die Kon-
trolle der verwendeten RNA-Mengen wurde mit
rrl-hl Wildtyp Primern der 18S rDNA durchgefiihrt.

Die anschlieBenden Sequenzanalysen ergaben ausschlieBlich fiir diesen Locus eine
Punktmutation. Im Ergebnis der Sequenzierung wurde in Position 3798 der nicht
gespleilten Nukleotidsequenz des Locus At2g21790 eine Punktmutation nachgewiesen
(Abb. 19). Dabei wurde die Base Guanin (G) durch Adenin (A) substituiert. Diese
Substitution  bewirkt einen Aminosdureaustausch in  Position 763  der
Aminosduresequenz der groBBen Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase (RNR1), in

dessen Folge die Aminosdure Alanin (A, Ala) durch Threonin (T, Thr) ersetzt wird.
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rarl-hl
3798 bp
G—A
ATG AS»Auslauschl TAG
. Exon . Intron Mutationsort ' 1000 bp

Abbildung 19: Exon/Intron-Struktur von RNRL1. Die Abbildung zeigt die Exon/Intron-Struktur von
RNRI sowie den Mutationsort in der Mutante rnri-hl. Die Exons sind als rote und die Introns als
schwarze Boxen dargestellt. Der Mutationsort wird von einer gelben Markierung angezeigt. Die
Nukleotidsubstitution in der Mutante 7nr/-h1 verursacht einen Aminosdureaustausch in Position 763 der
Proteinsequenz der gro3en Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase.

3.4.1 Komplementation der TGS-Suppressormutante rnrl-hl

Zum endgiiltigen Nachweis, dafl die gefundene Mutation die Ursache des TGS-
Suppressorphidnotyps sowie des beobachteten morphologischen Phianotyps der Mutante
rarl-hl ist, wurde eine Komplementation der Mutante rnr/-h1 mit dem Wildtyp-Allel
des Locus At2gl1790 durchgefiihrt. Dafiir wurde die groe Untereinheit der
Ribonukleotid-Reduktase aus dem BAC-Clon F7D8 kloniert und unter Verwendung des
bindren Vektors pCB302 eine Transformation durchgefiihrt. Der bindre Vektor pCB302
enthdlt das Basta-Resistenzgen BAR. Die mit diesem Vektor mittels Agrobacterium
tumefaciens transformierten Pflanzen lassen sich nach bespriihen mit dem Herbizid
Basta® (Hoechst Schering AgrEvo GmbH, Sinsheim) selektieren. Auf diese Weise
wurden 23 bastaresistente Pflanzen selektiert. Die durch transgene Expression des
Wildtyp-Allels komplementierten rnri/-Mutanten (phenotypic rescue) zeigten alle eine
signifikante Komplementation sowohl des TGS-Suppressorphinotyps als auch des
morphologischen Phanotyps (Abb. 20). Da diese Pflanzen wieder den Wildtypphénotyp
zeigten und keine LUCIFERASE-Aktivitdt mehr aufwiesen, konnte eindeutig bewiesen
werden, dass die Punktmutation im Locus At2g21790 tatsdchlich die Ursache sowohl

fiir den TGS-Suppressorphinotyp als auch fiir den morphologischen Phinotyp ist.
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rari-hl

rarl-hi
+

RNRI Wildtyp-Allel

Abbildung 20: Komplementation der Mutante rnrl-hl mit dem Wildtyp-Allel RNR1. Die
Abbildung zeigt den morphologischen Phinotyp sowie das Falschfarbenbild der LUCIFERASE-
Expression der rnri-Mutante rnrl-hl vor und nach der Komplementation mit dem Wildtyp-Allel der
groflen Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase (RNRI). Der in Farbe und Form sehr charakteristische
Mutantenphinotyp (A) verschwindet nach der Komplementation und die Mutante gleicht wieder dem
Wildtyphabitus (D). Das Falschfarbenbild zeigt vor der Komplementation eine fiir diesen Mutantentyp
bezeichnende Transgenreaktivierung (C). Nach der Komplementation mit dem Wildtyp-Allel konnte auf
dem Falschfarbenbild keine LUCIFERASE-Expression erkannt werden (D).
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Mutantenanalyse

rnrl-hl

Morphologischer Phénotyp der
Mutantengeneration

bleiche Primirblatter, schmale und unregelmaBige
Blattform mit gesdgtem Blattrand, unregelméaBig
ausgebuchtete Blattoberflache, helle Blattfarbung
mit unregelméBiger Panaschierung, frithe
Bliiteninduktion, frithe Seneszenz

Morphologischer Phénotyp der
Kartierungspopulation

kosegregiert mit der Transgenreaktivierung

Transgenreaktivierung in der Mutantengeneration stark
Transgenreaktivierung in der stark
Kartierungspopulation
DNA-Methylierung unverdndert
Mutationsort At2g21790 (RNRI)
gekoppelter Marker F2G1 bei 9245744 bp,

T16B14 III bei 9378556 bp

Mutation in der Nukleotidsequenz

Punktmutation
in Position 3798
G—A

Mutation in der Aminosauresequenz

Aminosdureaustausch in Position 763
CAG—TAG
Ala—Thr

RT-PCR

reduzierte Transkriptmenge
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3.5 Die Mutante 12/1/7 — Mutation im Zentromerbereich

Die Mutantenlinie 12/1/7 weist einige sehr deutliche morphologische
Unterscheidungsmerkmale zum Wildtyp auf (Abb. 21). Die Blitter sind schmal und mit
einem stark gesdgten Blattrand ausgestattet. Sie besitzen eine gelbliche Farbung und
werden von griinen Blattadern durchzogen. Auch die Blattbehaarung weicht deutlich
vom Wildtyp ab. Sie ist bei der Mutantenlinie 12/1/7 deutlich dichter ausgeprigt als
beim Wildtyp. Die Mutation in der Linie 12/1/7 wirkt sich ebenfalls auf die

Entwicklungsprozesse aus. So erfolgt das Wachstum deutlich langsamer.

Wildtyp 12/1/7 Messung und Falschfarbendarstellung der LUC/-
FERASE-Reaktivierung bei der Mutante 12/1/7

Abbildung 21: Morphologischer Phanotyp und Transgenexpression bei der Mutante 12/1/7. Die
Abbildung zeigt den TGS-Suppressorphinotyp (A) und den morphologischen Phénotyp der Mutante
12/1/7 (B) sowie die Intensitdt der LUCIFERASE-Aktivitit in der Mutante 12/1/7 (D). Die Blatter der
Mutante 12/1/7 (B) haben eine gelbliche Farbung und werden von griinen Blattadern durchzogen. Die
Blattform ist einheitlich, schmal und weist einen stark geségten Blattrand auf (B). Das Falschfarbenbild
der LUCIFERASE-Aktivitét (D) in der Mutante 12/17 zeigt eine mittelstarke Transgenexpression.

Die Transgenreaktivierung fillt bei der Mutantenlinie 12/1/7 mittelstark aus (Abb. 21
D). In der F,-Population, nach vorangegangener Kreuzung mit dem Arabidopsis
thaliana Okotyp Landsberg, konnte eine Kosegregation von Transgenreaktivierung und
morphologischen  Phdnotyp festgestellt werden. Fiir den Aufbau einer
Kartierungspopulation konnten so 115 Pflanzen aus der F,-Population eingebracht
werden.

Mit der Southern-Analyse konnte keine Verdnderungen der DNA-Methylierung des
Reportergens nachwiesen werden (Abb. 22). Wie bereits bei der im Abschnitt 3.4
beschriebenen Linie rnri-hl beeinflult die Mutation transcritional gene silencing,
verursacht aber dabei weder im CpG-Motiv noch im CpNpG-Motiv eine
Hypomethylierung (Abb. 22).

Im Rahmen der Kartierung ist es gelungen eine Kopplung der SSLP-Marker F26C171I
bei 10180644 bp und SNPT2L5 bei 13222572 bp auf Chromosom 5 mit dem putativen

Mutationsort nachzuweisen. Eine abschlieBende Identifizierung des Mutationsortes
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erwies sich jedoch als schwierig und konnte aufgrund seiner Position in der
perizentrischen Region nicht abschlieBend fertig gestellt werden. Da Rekombination in
der Nihe der Zentromere oft unterdriickt wird (Nachman 2002), war der Einsatz PCR-
basierter Marker zur Selektion des Mutationsortes nur eingeschrankt moglich. Die
letzten SSLP-Marker, die noch Rekombinationen aufwiesen, waren F26C17II bei
10180644 bp und SNPT2LS5 bei 13222572 bp. Die weiter innen liegenden Marker
NGA76 bei 10418614 bp und SNPF3F24I1 10960095 bp wiesen bereits keine
Rekombination auf. Auf diese Weise konnte der Mutationsort auf einen Bereich von

3041883 bp mit mehr als 600 annotierten Loci eingegrenzt werden.

fpall. ddspi Hpail — Mspl Abbildung 22: DNA-Methylierung in der Mutante 12/1/7. Abbil-
s 7 = dung 22 zeigt das Ergebnis der Southern-Analyse fiir die Mutante
. 12/1/7. Im Vergleich zur Ausgangslinic 12 wurde bei der Mutante

12/1/7 kein charakteristischer Verlust der Cytosin-Methylierung in den
Motiven CpG und CpNpG festgestellt.

Linie 12 12/1/7
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Tabelle 6: Zusammenfassung der Mutantenanalyse

12/1/7

Morphologischer Phénotyp der Mutantengeneration

schmale, gelblich geférbte Blétter mit griinen
Blattadern, stark gesédgter Blattrand, starke
Blattbehaarung, langsames Wachstum

Morphologischer Phéanotyp der
Kartierungspopulation

Kosegregiert mit Transgenreaktivierung

Transgenreaktivierung in der Mutantengeneration mittelstark
Transgenreaktivierung in der mittelstark
Kartierungspopulation
DNA-Methylierung im Motiv CpG unverdndert
DNA-Methylierung im Motiv CpNpG unverandert

Mutationsort

perizentrische Region

gekoppelter Marker

F26C1711 bei 10180644 bp,
SNPT2L5 bei 13222572 bp
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Identifizierung und Charakterisierung neuer
Modifikatoren fiir transcriptional gene silencing (TGS) in Arabidopsis thaliana. Die
Selektion von Mutanten mit defekten Modifikatoren fiir transcriptional gene silencing
wurde mit einen neuen transgenen Testsystem in Arabidopsis thaliana mit
LUCIFERASE als transgenen Reporter durchgefiihrt (Hofmann 2004). Mit der
Southern-Analyse wurde der EinfluB defekter TGS-Modifikatoren auf die DNA-
Methylierung tiberpriift. Durch markergestiitzte Kartierung putativer Mutationsorte und
anschlieBender Sequenzierung der Kandidatengene konnten neue Erkenntnisse
hinsichtlich der Funktion bereits charakterisierter TGS-Modifikatoren sowie neue TGS-

Modifikatoren gefunden werden.

4.1 Charakterisierung der metl-Mutanten

Morphologische Phanotypen der metl-Mutanten

Die in dieser Arbeit analysierten met/-Mutanten metl-h2, meti-hl und metl-h3 weisen
sowohl morphologische Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede zu den bereits in der
Literatur charakterisierten met/-Mutanten und transgenen asMET-Pflanzen auf.

Bei den hier untersuchten met/-Mutanten treten, wie bereits von Finnegan et al. (1996)
beschrieben, unterschiedliche Blattform, Blattgroe, wie auch nach oben gerollte
Blattrander auf. Die Blétter sind sehr schmal mit stark geségten Blattrdndern. Bei den
Mutanten metl-h2 und metl-h3 drehen sich die Blattrander deutlich nach oben,
wéhrend diese morphologische Erscheinungsform bei der Mutante met/-hl nur an
einzelnen Blittern vorkommt. Die bereits vor der Bliitenbildung einsetzende
Ausbildung von Nebenblittern der Blattrosette sowie eine dichte Bebldtterung der
Infloreszenz wurden ebenfalls von Kankel ef al. (2003) fiir diesen Mutantentyp
festgestellt. Auffillig ist auch die verdnderte Anzahl der Bliitenorgane mit bis zu 6
Bliitenbldttern und 8 StaubgefiBen. Finnegan er al. (1996) sowie Kishimoto et al.
(2001) haben in transgenen asMETI-Pflanzen den gleichen Bliitenphénotyp mit
erhohter Anzahl an Stamen beschrieben, wie in loss-off-function superman-Mutanten

(sup-Mutanten). Auch die nahezu vollstindige weibliche Sterilitit (Finnegan et al.
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1996) sowie der Spétblith-Phinotyp (Finnegan et al. 1996) traten bei den hier
untersuchten met/-Pflanzen auf. Ein Verlust der Apikaldominanz sowie ein kleinerer
und buschiger Habitus (Finnegan et al. 1996) konnten jedoch ebenso wenig beobachte
werden wie eine verdickte Infloreszenz (Kankel et al. 2003). Dagegen zeigten die hier
analysierten met/-Mutanten ein verlangsamtes Wachstum. Bei der Mutante met/-h1 tritt
der morphologische Phénotyp abgeschwicht in Erscheinung und auch die Fertilitét ist
etwas besser ausgepragt.

Die Ursache fiir den Spatblith-Phianotyp wird mit der Hypomethylierung der upstream
Region des flowering time Locus FWA begriindet (Kakutani et al. 1996, Soppe et al.
2000, Lindroth et al. 2001, Cao und Jacobsen 2002b, Saze et al. 2003). Dieser
Methylierungsverlust fiihrt zu einer erhéhten Expression des FWA-Gens und einen
dominant vererbten Spétbliih-Phinotyp (Kakutani et al. 1996, Soppe et al. 2000,
Lindroth et al. 2001, Cao und Jacobsen 2002b, Saze et al. 2003). Lippman et al. (2004)
machen in met/-Mutanten den Verlust der RNA-vermittelten DNA-Methylierung
transposabler Elemente des FWA-Gens in der weiblichen Keimbahn fiir den Verlust der
heterochromatischen Modifizierung und fiir die spezifische Expression des maternalen
Allels wihrend der Samenentwicklung verantwortlich. Kankel et al. (2003) konnten
zeigen, dal der Spétbliih-Phénotyp, unabhingig von metl, durch vererbte Variation
verursacht wird. Dieser Funktionsverlust verursacht ein stabiles epigenetisches Allel
(Epi-Allel) des FWA-Locus (Soppe et al. 2000, Kankel et al. 2003), das nach einer
Kreuzung mit dem Wildtyp auch im nicht met/-Hintergrund stabil weitergegeben wird
(Kankel et al. 2003). Die Hypomethylierung des FWA-Allels in der MET1/metl F,-
Generation zeigt, dall, im Gegensatz zu DDMI, METI bereits im haploiden
Gametophyten aktiv ist (Kankel et al. 2003).

Kankel et al. (2003) nennen im Zusammenhang mit met/-Mutanten auch eine
verzogerte Seneszenz und begriinden diese Entwicklungsverzogerung mit der
verspiteten Ausbildung von Trichomen an Rosettenblittern. Wihrend juvenile
Rosettenblitter noch keine Trichome ausgebildet haben, sind diese bei adulten Blattern
vorhanden (Kankel et al. 2003). Bei den in dieser Arbeit verwendeten Pflanzen wurde
zwar eine reduzierte Blattbehaarung beobachte, diese Beobachtungen wurden jedoch
nicht in allen Entwicklungsstadien durchgefiihrt, so dall diesbeziiglich keine Aussage
gemacht werden kann. Im Gegensatz zu der bei Kankel et al. (2003) beobachteten
verzogerten Seneszenz bei met/-Mutanten konnte bei der Mutantenlinie met/-h2 eine

verfriiht einsetzende Blattseneszenz beobachtet werden.
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Kankel et al. (2003) haben ihr metl-1-Allel, hinsichtlich des Phénotyps, als eindeutig
rezessiv klassifiziert. Dagegen wurde bei den in dieser Arbeit untersuchten metl-
Mutanten ein partiell dominanter Erbgang festgestellt.

Die phénotypische Variabilitdt in heterozygoten met/-Pflanzen hat ihre Ursache in der
Kombination methylierter und hypomethylierter Loci (Saze et al. 2003). Bei der Teilung
haploider Zellen, die das metl-Allel tragen, erfolgt eine passive postmeiotische
Demethylierung (Saze et al. 2003). So kann METT erst in der Zygote hemimethylierte
DNA remethylieren (Saze et al. 2003). Da weibliche Arabidopsis Gameten drei
postmeiotische Teilungen (Mitosen) durchlaufen, wéhrend Samenzellen nur zwei
postmeiotische Teilungen (Mitosen) durchlaufen (Lord und Russell 2002, Saze et al.
2003) enthalten vor der Befruchtung 75% der Eizellen und 50% der Samenzellen vollig
demethylierte und je 25% und 50% hemimethylierte DNA (Saze et al. 2003). So
erfolgen epigenetische Anderungen eines Locus nur dann, wenn er von einem met!-
Gameten weiter gegeben wird (Saze ef al. 2003). Diese Kombination methylierter und
hypomethylierter Loci in heterozygoten metl-Pflanzen macht den phénotypischen
Variationsreichtum aus und spiegelt die unabhingige epigenetische Segregation wieder
(Saze et al. 2003).

Diese morphologischen Verdnderungen und Entwicklungsstérungen treten in metl-
Mutanten bereits in der ersten homozygoten Mutantengeneration auf, wéhrend
entsprechende Verdnderungen bei ddml-Mutanten erst nach einigen Generationen der
Selbstung beobachtet werden konnten (Finnegan et al. 1996 Kakutani et al. 1996
Ronemus ef al. 1996 Soppe et al. 2002).

Kankel et al. (2003) konnten bei ihrer met/-2-Mutante keine Entwicklungsstérungen
oder morphologischen Verdnderungen feststellen. Da diese Mutante jedoch nur zu 50%
im CpG-Motiv hypomethyliert war, scheint dies wohl noch nicht hinreichend zu sein,
um morphologische Verdnderungen und Entwicklungsstorungen auszuldsen.

Die haufig beschriebenen phinotypischen Gemeinsamkeiten zwischen metI- und ddm -
Mutanten (Finnegan ef al. 1996, Ronemus et al. 1996, Jacobsen ef al. 2000, Kakutani et
al. 1996) konnten fiir das hier untersuchte Mutantenmaterial nicht bestétigt werden.
Auch Cao und Jacobsen (2002b) konnten keine phéinotypischen Gemeinsamkeiten
zwischen metI- und ddml-Mutanten feststellen.

Eine andere Erkldrung fiir den partiell dominanten Erbgang der pleiotropen Phinotypen
bei allen drei Mutanten ist, da3 der Spitblith-Phénotyp, bedingt durch das fwa Epi-Allel,
semidominant ist (Soppe et al. 2000), sich aber meistens rezessiv verhélt (Kankel et al.

2003).
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Auswirkungen der MET1-Insuffizienz auf die DNA-Methylierung

Mit den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Southern-Analysen wurde gezeigt,
dal die untersuchten metl/-Mutanten metl-h2, metl-hl und metl-h3 deutlich
hypomethyliert sind. Wéhrend sich die Mutanten met/-h2 und metl-hl geringfiigig
beziiglich der Hypomethylierung unterscheiden, ist die Mutante met/-h3 in beiden
Motiven unterschiedlich stark hypomethyliert (siche auch Seite 58: ,,Proteinaktivitit
von MET1%). Dabei ist CpG-Methylierung zwar vorhanden, aber deutlich geringer als
in der Ausgangslinie 12. So wirkt sich die Position der Punktmutation in allen drei
metl-Mutanten unterschiedlich auf die Cytosin-Methylierung aus. Bei der Mutante
metl-h3 ist durch eine gewisse MET]1-Restaktivitit die Fahigkeit zur CpG-
Methylierung noch vorhanden. Eine dhnliche Mutante wurde von Tariq et al. (2003)
beschrieben. Bei dieser met/-Mutante wurde ebenfalls eine partielle Reduktion der
CpG-Methylierung festgestellt (Tariq et al. 2003).

Die Selektion der Kartierungspopulation fiir die Mutanten met/-h2 und metI-h3 erfolgte
durch Auswertung der Southern-Analysen. Dies war notwendig, weil mit dem
transgenen Testsystem flr transcriptional gene silencing auch beziliglich des
Mutationsortes heterozygote F,-Pflanzen erfa3t wurden. Dabei wurde festgestellt, daf3
Pflanzen, die beziiglich des Mutationsortes homozygot waren, deutlich demethyliert
waren. Aus diesem Grund war es mit der Southern-Analyse moglich, zwischen
homozygoten und heterozygoten F,-Hybriden zu differenzieren. So waren nur die
homozygoten F,-Pflanzen eindeutig hypomethyliert, wéhrend die heterozygoten eine
Remethylierung aufwiesen.

Wihrend in dieser Arbeit die Hypomethylierung der LUCIFERASE-Reportergene
untersucht wurde, konnten Kankel et al. (2003) auch einen Verlust der Methylierung
repetitiver Sequenzen der Zentromerregion sowie in rRNA-Genen feststellen. Auch
Saze et al. 2003 konnten zeigen, dall in met/-Mutanten das CpG-Motiv der 180 bp
zentromerischen repeats hypomethyliert ist, wahrend Johnson et al. (2002b) auch im
CpNpG-Motiv dieser repeats Hypomethylierung nachweisen konnten, ohne daf3
dadurch die H3K9-Dimethylierung wesentlich beeintriachtigt wurde. Des Weiteren
haben Kankel et al. (2003) gezeigt, daB3 von der met/-Hypomethylierung auch single
copy Gensequenzen betroffen sind. In met/-Mutanten und transgenen asMET-Pflanzen
werden im perizentrischen Heterochromatin ebenfalls Hypomethylierung sowie
transkriptionelle Aktivierung von transcriptionally silent information (TSI) beobachtet

(Steimer et al. 2000, Saze et al. 2003).
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Die metl-bedingte Hypomethylierung kann sowohl iibertragen und aufrechterhalten als
auch einer Remethylierung unterzogen werden (Kankel et al. 2003). Dabei erfolgt die
Remethylierung vormals hypomethylierter ~ Loci nach Riickkreuzung
methylierungsdefizienter Mutanten mit dem Wildtyp nur sehr langsam (Vongs et al.
1993, Finnegan et al. 1996, Mittelsten Scheid et al. 1998, Kakutani et al. 1999, Saze et
al. 2003). Eine solche Remethylierung vormals hypomethylierter Sequenzen konnten
Ronemus et al. (1996) fiir den Fall eines wegsegregierten asMETI-Transgens
nachweisen. Auch Finnegan et al. (1996) konnten in Nachkommen transgener asMET -
Pflanzen 10% bis 100% Demethylierung, vor allem im CpG-Motiv, beobachten, die von
der Anzahl der Transgenkopien abhing. Nach Herauskreuzen des antisense Konstruktes
konnte jedoch das Wildtypmethylierungsniveau nicht vollstindig hergestellt werden, so
dafl angenommen werden muf}, da3 Methylierung meiotisch vererbt wird (Finnegan et
al. 1996). Soppe et al. (2002) konnten anhand heterozygoter met/-F,-Hybriden zeigen,
daB MET1 einmal hypomethylierte DNA in den Chromozentren nicht remethylieren
kann, was im Einklang mit der Rolle von MET1 bei der Aufrechterhaltung von DNA-
Methylierung steht. Die Unféhigkeit zur Remethylierung repetitiver Sequenzen in met!-
Mutanten verhindert jedoch nicht de novo Methylierung transgener multycopy
Sequenzen sowie endogener Gene (Soppe et al. 2002).

In metl-Mutanten werden, neben der CpG-Methylierung (Finnegan et al. 1996,
Kishimoto et al. 2001), auch CpNpG- und CpNpN-Sequenzen beeintrichtigt (Bartee
und Bender 2001, Lindroth et al. 2001). Cao und Jacobsen (2002b) konnten zeigen, daf3
in metI-Mutanten CpNpG-Methylierung sowie asymmetrische Methylierung im FWA-
Locus und den MEA-ISR repeats sowie CpNpG-Methylierung im 743 Retrotransposon
und den zentromerischen repeats stark reduziert sind. Cao und Jacobsen (2002b) fiihren
den Verlust der CpNpG-Methylierung sowie der asymmetrischen Methylierung in met!-
Mutanten auf einen sekundéren Effekt, basierend auf den priméren Verlust der CpG-
Methylierung zuriick, wihrend Kato et al. (2003) MET1 keine Bedeutung bei der nicht-
CpG-Methylierung zusprechen. Dagegen konnten Kishimoto et al. (2001) auch in
transgenen asMETI-Pflanzen eine geringere Methylierung asymmetrischer Cytosine
beobachten als in Pflanzen mit aktivem METI-Gen und schlieBen, dal MET1 direkt
oder indirekt asymmetrische Methylierung beeinfluflit. Dabei konnte CpG-Methylierung
als Signal fiir weitere Cytosin-Methylierungen innerhalb anderer Motive dienen (Cao
und Jacobsen 2002b). Dagegen konnten Kankel et al. (2003) in met/-Mutanten lediglich
einen dramatischen Verlust der CpG- sowie eine vergleichsweise moderate Reduzierung

der CpNpG-Methylierung in repetitiven Genombereichen beobachten. Dies steht auch
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im Einklang mit den von Zemach et al. (2005) gemachten Beobachtungen, daf3 die
MBD-Proteine (methyl-CpG binding domain proteins) 5, 6 und 7 in erster Linie in den
hoch CpG-methylierten Chromozentren lokalisiert sind, was in met/-Mutanten nicht
mehr nachgewiesen werden konnte. Kankel ef al. (2003) machen darauf aufmerksam,
daf3 Probleme bei der Bestimmung der Hypomethylierung mit Mspl, das den Verlust der
CpNpG-Methylierung im bestimmten Sequenzzusammenhang nicht erkennt, z. B.
GGC™CGG (Busslinger et al. 1983), auftreten.

Aufsatz et al. (2004) konnten zeigen, dal MET1 auch fiir die RNA-vermittelte de novo
CpG-Methylierung  des  konstitutiven  Nopalin-Synthase-Promotors ~ (PNOS)
verantwortlich ist, wobei die de novo Methyltransferasen DRM1 sowie DRM2 beteiligt
zu sein scheinen. Dabei kann die de novo Aktivitit einerseits von RNA und andererseits
von bereits vorhandener CpNpG- oder gegeniiber liegender CpG-Methylierung angeregt
werden (Aufsatz et al. 2004). Dadurch wird deutlich, daB MET]1 eine hohe Affinitit zu
Strukturen besitzt, die wéhrend der DNA-Replikation oder aus der DNA-RNA
Hybridisierung entstehen (Aufsatz ef al. 2004).

Einige asMETI-Pflanzen sowie met/-Mutanten zeigen aber auch Hypermethylierung
innerhalb der kodierenden Sequenz sowie um den Transkriptionsstart des SUPERMAN
Locus (Jacobsen et al. 2000, Kishimoto et al. 2001). Kishimoto ef al. (2001) vermuten,
das die Repression der Transkription des SUPERMAN Locus nicht nur mit der
Hypermethylierung, sondern primér mit Chromatinkondensation um den SUPERMAN
Locus zusammenhingt. Demnach resultiert die Hypermethylierung in antisense
Pflanzen aus der Aktivierung des Abwehrmechanismus gegen transposable Elemente
und Fremd-DNA, der Verdnderungen im Chromatin registriert (Kishimoto et al. 2001).
Ebenso wie der SUPERMAN Locus ist auch der AGAMOUS Locus von
Hypermethylierung in transgenen asMETI-Pflanzen jedoch nicht in ddm2-Mutanten
(met1-Mutanten), betroffen (Jacobsen et al. 2000).

Neben DNA-Demethylierung kommt es in met/-Mutanten zu einer H3dimethylK9-
Hypomethylierung sowie einer Reduzierung des Heterochromatins (Soppe et al. 2002).
Von dieser Euchromatisierung sind besonders heterochromatische perizentrische /ow-
copy Sequenzen betroffen (Soppe et al. 2002). Die verbleibende Methylierung wird der
Aktivitdt anderer Methyltransferasen zugeschrieben (Genger et al. 1999, Soppe et al.
2002). Tariq et al. (2003) konnten zeigen, daB3 in met/-Null-Mutanten ein Verlust der
CpG-Methylierung einen Verlust der Histon H3K9-Methylierung im Heterochromatin
sowie an heterochromatischen Loci verursacht, aber nicht zwingend transkriptionelle

Aktivitdt sowie Dekondensation des Heterochromatins nach sich zieht. Tariq et al
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(2003) folgern daraus, dal CpG-Methylierung zwingend fiir H3K9-Methylierung ist,
daB3 aber der Verlust der CpG-Methylierung und H3K9-Methylierung nicht zwingend
gene silencing revidiert. Dagegen konnten Johnson et al. (2002b) zeigen, daB ein
Verlust der DNA-Methylierung nicht unbedingt zum Verlust der H3K9-Methylierung
fiihrt. Ein Verlust der H3K9-Methylierung kann allerdings an Loci beobachtet werden,
die transkriptionell reaktiviert wurden und ein signifikantes Transkriptionsniveau
erreicht haben (Johnson et al. 2002b). Johnson et al. (2002b) machen dafiir eine
Depositionierung unmethylierter Nukleosomen verantwortlich und folgern, da3 H3K9-
Methylierung nicht unter der Kontrolle von DNA-Methylierung steht. Demnach ist
DNA-Methylierung, nicht jedoch H3K9-Methylierung, fiir gene silencing notwendig
(Johnson et al. 2002b). Dies steht im Einklang mit Jackson et al. (2002) sowie Gendrel
et al. (2002) die gezeigt haben, das H3K9-Methylierung DNA-Methylierung voran geht,
und ein Verlust der DNA-Methylierung nicht zum Verlust der H3K9-Methylierung
fiihrt. Dal3 jedoch auch die Aktivierung vormals inaktiver Loci trotz DNA-Methylierung
erfolgen kann, haben Amedo et al. (2000) fiir die mom[-Mutanten beschrieben. MOM1
(meurpheus’ molecule) beeinfluBit zwar TGS, iibt jedoch keinen Einflul auf die DNA-
Methylierung aus.

Kato ef al. (2003) konnten zeigen, dal MET1 und CMT3 gemeinsam das endogene
CACTA Transposon kontrollieren. Wahrend es in met/- und c¢mt¢3-Mutanten zu einer
Akkumulation von CACTA repeats kommt, konnte im Gegensatz dazu in
Doppelmutanten keine bzw. nur geringe Transposonmobilitidt beobachtet werden. Kato
et al. (2003) schluflfolgern daraus, daB CpG- und nicht-CpG-Methylierung sich
redundant beziiglich der Transposonkontrolle verhalten und nicht-CpG-Methylierung
bei Pflanzen in erster Linie der Transposonkontrolle dient (Tompa et al. 2002). Johnson
et al. (2002b) konnte in met/-Mutanten fiir die Retrotransposonsequenz 7a3 in der
perizentrischen Region auf Chromosom 1 eine vollige Demethylierung im CpG-Motiv,
aber nur eine intermedidre Demethylierung im CpNpG-Motiv feststellen. Der Effekt auf
H3K9-Methylierung sowie die Reaktivierung des 7a3 Retrotransposons fielen ebenso
wie beim 7a2 Retrotransposon in met/-Mutanten schwach aus (Johnson et al. 2002b).
Aufgrund stirkerer Effekte beziiglich CpNpG-Hypomethylierung, Reduzierung der
H3K9-Methylierung und 7a3 Reaktivierung in ddml- und cmt3-Mutanten sprechen
Johnson et al. (2002b) der CpNpG-Methylierung eine gréflere Rolle beim gene
silencing von Ta3 zu als der CpG-Methylierung.

Ashapkin et al. (2002) konnten in transgenen asMETI-Pflanzen auch eine verdnderte

Adenin-Methylierung des domains rearrenged methyltransferase 2 (DRM2) Gens, das
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fiir die de novo Methyltransferase kodiert, feststellen und folgern, daB MET1 die

Expression von DRM?2 sowie anderer Methyltransferase-Gene beeinfluf3t.

Transgenreaktivierung in metl-Mutanten

Die Transgenreaktivierung ist in den Mutantenlinien metl-h2, metl-hl und metl-h3
sehr stark ausgeprigt und findet sich in der F,-Generation nach Kreuzung mit dem
Arabidopsis thaliana Okotyp Landsberg erecta wieder. Eine Kosegregation von
morphologischen Phinotyp und Transgenreaktivierung konnte jedoch nicht beobachtet
werden. Die LUCIFERASE-Aktivitat tritt bei tber 25% der F,-Pflanzen deutlich in
Erscheinung und ist somit nicht vollstindig rezessiv. Ebenso wie der morphologische
Phinotyp weist die Transgenreaktivierung einen partiell dominanten Erbgang auf, was
ebenfalls auf eine passive Demethylierung im haploiden Stadium zuriickgefiihrt werden
kann (Saze et al. 2003). Das Einbringen einer transgenen Zielsequenz zusammen oder
unabhingig vom mutierten met/-Allel macht einen Unterschied, wenn die MET]1-
Funktion wihrend des Uberganges von einer in die nichste Generation erforderlich ist
(Saze et al. 2003). So erfolgen epigenetische Anderungen eines transgenen Locus nur
dann, wenn er von einem met/-Gameten weiter gegeben wird (Saze ef al. 2003). Saze et
al. (2003) konnten nach reziproker Riickkreuzung ihrer F, met1/GUS-Hybriden zeigen,
dall 74,5% der Pflanzen Transgenaktivitidt aufweisen, wenn met/ und der transgene
Locus maternal vererbt werden, wéhrend dies bei paternaler Vererbung lediglich fiir
42% der Pflanzen zutrifft. Damit ist klar, daB MET1 schon wéhrend der Gametogenese,
also im haploiden Stadium aktiv ist (Saze et al. 2003). Fiir die Remethylierung des nicht
methylierten DNA-Stranges ist also ein hemimethylierter Schwesternstrang erforderlich
(Saze et al. 2003). Die abweichenden Methylierungsmuster transgener Loci in
heterozygoten metl-Pflanzen basieren auf der Kombination methylierter und
hypomethylierter Loci und spiegeln die unabhéngige epigenetische Segregation wieder
(Saze et al. 2003). Saze et al. (2003) konnten zeigen, dal Hypomethylierung und
Verlust von TGS im haploiden Stadium nicht durch Verschmelzung mit einen Wildtyp
METI-Allele revidieret werden konnen. Chromatinverdnderungen, die wéhrend der
postmeiotischen Teilung und der Embryonalentwicklung einsetzen konnen nicht
umgehend DNA-Methylierung und TGS wieder herstellen (Saze et al. 2003).
Hemimethylierung ist in heterozygoten Pflanzen direkt nach der Befruchtung

notwendig, damit an beiden Stringen Methylierung erfolgen kann (Saze et al. 2003).
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Hemimethylierte und vo6llig demethylierte Loci kommen gemeinsam vor, so dal neue
epigenetische Varianten entstehen konnen (Saze et al. 2003). Postreplikatives cross-
over sowie zufdllige Chromosomensegregation in der postmeiotischen Teilung fiihren
zur charakteristischen epigenetischen Variabilitit in met/-Hybriden (Saze et al. 2003).
Die im Rahmen der Kartierung durchgefiihrte Kopplungsanalyse hat allerdings gezeigt,
daB in der F,-Generation der met/-Hybriden der Linien metl-h2, metl-hl und metl-h3
das transgene Testsystem auch heterozygote Mutanten erfaflt, so dall eine Reselektion
der Kartierungspopulation mittels Southern-Analyse durchgefiihrt werden mufite. Morel
et al. (2000) konnten dagegen in der F,-Generation ihrer met/-Hybriden einen
beziiglich der Reaktivierung des GUS-Transgens rezessiven Erbgang nachweisen.

Morel et al. (2000) konnten zeigen, dal DNA-Methylierung und Chromatinstruktur
gemeinsam TGS regulieren. met/-Mutanten zeigen Defizite beim TGS (Steimer et al.
2000, Morel et al. 2000, Vaucheret et al. 2001), verbunden mit einer Reduzierung der
Transgenmethylierung (Morel ef al. 2000, Vaucheret ef al. 2001). MET]1 ist zwar fiir die
Methylierung transgener Loci verantwortlich, verursacht aber nicht in allen Féllen TGS,
was am Beispiel des transgenen Locus A gezeigt werden konnte, der in asMETI-
Pflanzen inaktiv bleibt (Morel et al. 2000). Amedeo et al. (2000) konnten dagegen
zeigen, dal in momI-Mutanten der transgene Locus A aktiv ist. Daraus folgern Morel et
al. (2000), daBB TGS nicht nur von der Methylierung des betroffenen Locus, sondern
auch von seiner Struktur und Position im Genom abhédngt. Demnach gibt es sowohl ein
MET]1-abhdngiges als auch ein MET1-unabhéngiges Modell flir gene silencing in
Pflanzen (Morel et al. 2000).

METT ist ebenfalls am PTGS beteiligt (Morel et al. 2000). Eine Beeintrachtigung von
PTGS konnte jedoch nicht in allen met/-Mutanten beobachtet werden (Vaucheret et al.
2001). Im Gegensatz zu TGS wird PTGS in met/-Mutanten stufenweise im Verlauf der
Pflanzenentwicklung unterdriickt (Vaucheret ef al. 2001). Dies zeigt, daB MET1 bei der
Aufrechterhaltung von PTGS beteiligt ist (Vaucheret et al. 2001). MET1 methyliert
Transgensequenzen, die homolog zu dsRNAs sind und hilt auf diese Weise den
Chromatinzustand aufrecht, der fiir die aberrant RNA-Synthese (abRNA-Synthese)
verantwortlich ist, die schlieBlich PTGS induziert (Baulcombe und English 1996,
Vaucheret et al. 2001).
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Proteinaktivitat von MET1

Die in Folge der Sequenzanalyse des METI-Locus der Mutante metl-h2 gefundene
Punktmutation resultiert in einem Stop-Codon in Position 637 der Aminosiduresequenz
von MET1 und fiihrt somit zu einem Translationsabbruch. Dagegen verursacht die
Punktmutation in der Mutante met/-hl einen Austausch von Glutaminsidure (Glu; E)
gegen Lysin (Lys; K) in Position 1272 der Aminosduresequenz von METI1. In der
Mutante metl-h3 wird in Folge der Punktmutation in Position 1297 der Proteinsequenz
von MET1 Prolin (Pro, P) durch Leucin (Leu, L) ersetzt. Diese Substitutionen liegen
innerhalb der katalytischen Methyltransferase-Doméne, aber auflerhalb der
Methyltransferase-Motive, wie dies auch schon bei der von Kankel er al. (2003)
beschriecbene Mutante metl-1, mit einer Substitution in Position 1300 der
Aminosduresequenz, der Fall war. Ein anderer interessanter Aspekt bei Kankel et al.
(2003) ist, daB eine Substitution im Methyltransferase-Motiv I, das den Methyldonor S-
Adenosyl-Methionin bindet und essentiell fiir die Enzymfunktion ist, die genomische
Spezifitit und Zielorientierung der Methyltransferase beeintrachtigt.

Die RT-PCR-Analyse fiir die Mutante met/-h2 ergab eine reduzierte Transkriptmenge,
wéhrend die beiden anderen Mutanten gleich grof3e Transkriptmengen wie der Wildtyp
Columbia aufwiesen. Demnach handelt es sich bei der Mutante met/-h2 um eine
Nullmutante, in der die betroffene mRNA durch nonsense-mediated decay (NMD)
(Maquat 1995) abgebaut wird. Im Gegensatz zur Mutante met/-h2 resultieren die
Punktmutationen in den Mutanten met/-hl und metl-h3 in einem nicht voll
funktionsfahigen Protein, das in der Mutante metl-hi keine DNA-
Methyltransferaseaktivitdt aufweist und in der Mutante met/-h3 zwar zur CpNpG-
Hypomethylierung fiihrt, aber die Fahigkeit zur CpG-Methylierung nicht vollstindig
verloren hat. Die verbleibende Methylierung kann einerseits mit einer Restaktivitit von
MET1 begriindet werden, andererseits konnen dafiir andere Arabidopsis-
Methyltransferasen verantwortlich gemacht werden (Kankel ef al. 2003). So lassen sich
unterschiedliche Methylierungsmuster in met/-Mutanten und met/-Hybriden auch mit
dem Ort der Mutation erkldren. Positionsabhdngige Verdnderungen der
Aminosduresequenz  konnten sich  unterschiedlich auf Proteinstruktur und
Interaktionspartner auswirken was schlieBlich in nicht einheitlicher Methylierung der
Cytosin-Motive resultiert. In der Literatur sind nur vereinzelt Verdnderungen in Gen-

sowie Proteinsequenz genannt (Kankel ef al. 2003) und eine 3D Struktur ist noch nicht
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verdffentlicht, so das Riickschliisse auf Verdnderungen in der Proteinstruktur und ihre
Auswirkung auf Interaktionspartner nicht gemacht werden konnen.

Man kann METI natiirlich nicht isoliert von anderen Faktoren betrachten. MET1-
vermittelte CpG-Methylierung 16st eine Kaskade aus, die iiber H3K9-Dimethylierung
zur CMT3-vermittelten CpNpG-Methylierung fiihrt (Mathieu et al. 2005). Deshalb
schlagen Lippman et al. (2003) vor, dal MET1, DDMI1, sowie die Histon-Deacetylase
SIL1 (ein HDAG6 Allel) einen Komplex bilden. Ein Anhaltspunkt fiir einen solchen
Komplex ist der humane NORC-Komplex, bestehend aus SNF2H, DNMT1, HDACI1
sowie dem transcription termination factorl interacting protein 5 (TIP-5; Santoro et al.
2002, Lippman et al. 2003). Auch Rountree et al. (2000) schlagen dies beziiglich bei
Sdugern einen Komplex aus DNA-Methyltransferase und Histon-Deacetylase vor. Die
Histon-Methyltransferase KRYPTONITE (KYP, SUVH4) sowie ARGONAUTE
(AGO) sind ebenfalls Kandidaten fiir einen putativen KRYPTONITE/ARGONAUTE-
Komplex (KYP/AGO-Komplex) (Lippman et al. 2003). Dabei stellt H3K9 ein
Bindeglied zwischen beiden putativen Komplexen dar (Lippman et al. 2003). KYP-
vermittelte H3K9-Methylierung erfolgt nach vorangegangener SIL-vermittelter
Deacetylierung. (Lippman et al. 2003). H3mK9 beeinflufit wiederum iiber die CpNpG-
/CpNpN-Methyltransferase CMT3 die DNA-Methylierung (Lippman et al. 2003).
Mutationen in den Genen der hier wechselwirkenden Proteine haben gezeigt, daf3 nicht
alle diese Faktoren gleichen Einflu} ausiiben, sondern teilweise sehr spezifisch wirken
und in anderen Fillen wiederum nicht erforderlich sind. So kann z. B. der
DDMI1/METI/SIL1-Komplex silencing ohne KYP aufrechterhalten, wihrend KYP in
Abwesendheit von MET1, DDMI1 oder SIL1 dazu nicht in der Lage ist (Lippman ef al.
2003). Das zeigt, daB DDMI1 und MET1 Histon-Modifikationen eher iiber SIL1, als
iiber KYP beeinflussen (Lippman et al. 2003). Naumann et al. (2005) haben gezeigt,
dal MET1 und DDMI1 SUVH2-abhingiges transgene silencing dominieren, was
ebenfalls die Mdglichkeit eines Komplexes nicht ausschlief3t.

Die beste Moglichkeit einen Komplex nachzuweisen ist jedoch eine
chromatographische Aufreinigung unterstiitz von einer Immunoprézipitation (Jan
Brzeski, personliche Mitteilung). Die in dieser Arbeit erworbenen Ergebnisse lassen
jedoch solche Schlufifolgerungen nicht zu. Hier konnten keine phénotypischen
Gemeinsamkeiten zwischen ddml und met! Mutanten beobachtet werden, die, nach
Lippman et al. (2003), ein Indiz fiir einen Komplex sein konnten. Dal MET1, im
Gegensatz zu DDM1, bereits im haploiden Gametophyt aktiv ist (Kankel et al. 2003)

scheint ebenfalls gegen einen solchen Komplex zu sprechen. Auch die nahezu gleichen
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Methylierungsmuster der met/- und ddm-Null-Mutanten lassen keine Schluf3folgerung
dariiber zu, ob DDMI1 upstream von MET1 agiert, was eine weniger deutlich
ausfallende Hypomethylierung in metl, basierend auf der Aktivitit anderer

Methyltransferasen, aussagen konnte.

4.2 CMT3-vermittelte Regulation der Genexpression

Bei vielen Eukaryoten ist Cytosin-Methylierung bedeutsam fiir Genom-Stabilitidt und
Entwicklung und #uBert sich in der Anderung der Chromatinstruktur und
Genexpression. Gene silencing bei Eukaryoten steht im Zusammenhang mit der
Ausbildung von Heterochromatin, das durch DNA-Cytosin-Methylierung charakterisiert
ist (Bartee et al. 2001). Wihrend im Sduger-Genom hauptsdchlich symmetrische
Cytosin-Methylierung (CpG) stattfindet kommt im Pflanzen- und Pilzgenomen sowohl
CpG- als auch nicht-CpG-Methylierung (CpNpG- und CpNpN-Methylierung) vor
(Yoder et al. 1997, Colot und Rossignol 1999, Finnegan und Kovac 2000).

Die Mutante cmt3-hl reprisentiert einen Mutanten-Typ, bei dem hauptsichlich die
CpNpG-Methylierung reduziert wird. Die Punktmutation in der
CHROMOMETHYLASE3 (CMT3) in Position 4302 der ungespleiiten Nukleotidsequenz
von Cytosin (C) nach Thymin (T) verursachte in Position 715 der Aminosduresequenz
eine Substitution von Prolin (Pro, P) durch Leucin (Leu, L). Diese Verdnderung in der
katalytischen DNA-Methyltransferase-Region wirkt sich maBigeblich auf die CpNpG-
Methylierung aus und duflert sich in einem verdnderten Blattphénotyp, grofBeren Habitus
und beschleunigten Entwicklungsprozessen. Mit den dieser Arbeit zugrunde liegenden
Ergebnissen der Southern-Analyse konnte gezeigt werden, dafl in der cm¢3-Mutante
cmt3-hl die CpNpG-Methylierung reduziert wurde, die CpG-Methylierung jedoch
unbeeintrachtigt blieb. Bartee ef al. (2001) konnten mittels Southern-Analyse und
Bisulfitsequenzierung zeigen, dafl cmt¢3-Verdanderungen einen starken Verlust der nicht-
CpG-Methylierung (sowohl CpNpG- als auch asymmetrische Cytosin-Methylierung)
nach sich ziehen, aber auch einen teilweisen Verlust der CpG-Methylierung
verursachen.

Im Vergleich zum Arabidopsis thaliana Wildtyp Columbia unterscheidet sich die cmt3-
Mutante cmt3-hl durch einen deutlichen morphologischen Phénotyp. Diese Pflanzen
sind durch groBe hellgriine Blatter, schnelleres Wachstum und einen grof3eren Habitus

charakterisiert. Der Phianotyp konnte jedoch in der F,-Generation der cmt3-hl/Ler-
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Hybriden nicht mehr beobachtet werden. In der Literatur wurden bisher keine
morphologischen Verdnderungen bei cmt3-Mutanten beschrieben. Bartee et al. (2001)
filhren an, dafl im Gegensatz zu Mutationen, die eine allgemeine Verminderung der
Methylierung bewirken (Finnegan et. al. 1996, Kakutani et al. 1996; Ronemus et al.
1996), cmt3-Mutationen nicht zu pleiotropen Effekten nach Selbstung fiihren. Auch bei
Cao und Jacobsen (2002b) sowie Lindroth ef al. (2001) wurde kein morphologischer
Phénotyp in cmt3-Mutanten beschrieben. Cao und Jacobsen (2002b) begriinden dies
damit, daB3 in cmt3-Mutanten andere EinfluBgroBen des Pflanzenwachstums und der
Pflanzenentwicklung beeintrachtigt werden als in ddm - und metI-Mutanten.

Die Ursache fiir die morphologischen Abweichungen vom Wildtyp Columbia bei der
Mutante cmt3-hl scheinen durch das Fehlen der nicht-CpG-Methylierung verursacht
worden zu sein. Diese Art der Methylierung ist wichtig fiir endogene Prozesse (Cao und
Jacobsen 2002b). In Pflanzen wird ein hohes Mall an nicht-CpG-Methylierung mit
RNA-vermittelter DNA-Methylierung in Verbindung gebracht, die bei TGS und PTGS
beobachtet wird und zur Inaktivierung von viralen und transposablen Sequenzen
beitrigt (Pelissier et al. 1999, Wassenegger et al. 1994, Jones et al. 1998, Mette et al.
1999, Mette et al. 2000, Wassenegger 2000, Matzke et al. 2001, Jones et al. 2001, Cao
und Jacobsen 2002b). Eine Moglichkeit flir die Auspragung des pleiotropen Phéanotyps
konnen daher Defekte in der Genomabwehr und im gene silencing sein (Cao and
Jacobsen 2002b). In diesem Zusammenhang steht auch die Beteiligung der
CHROMOMETHYLASE3 an der Abwehr von Viren, sowie der Kontrolle von
Transposons und Retrotransposons durch Methylierung. (Lindroth et al. 2001, Jackson
et al. 2002, Johnson et al. 2002b, Tompa et al. 2002, Malagnac et al. 2002, Cao and
Jacobsen 2002b, Tariq et al. 2003, Lippman et al. 2003). Eine Abnahme in der CpNpG-
DNA-Methylierung, wie dies bei cmit3-Mutanten der Fall ist, filhrt zu einer
Reaktivierung der Expression von Transposons (Lindroth et al. 2001). Kato et al.
(2003) machen zwar CMT3 fiir das silencing von CACTA Transposons verantwortlich,
doch fiir die Immobilitdt dieser Transposons sind METI1, CMT3 sowie DDMI
gemeinsam verantwortlich. CMT3 scheint bevorzugt tranposon-verwandte Sequenzen
zu methylieren (Tompa et al. 2002, Kato et al. 2003), so dal man annehmen konnte,
daBl CMT3-vermittelte nicht-CpG-Methylierung den sehr spezifischen evolutiondren
Zweck erfiillt Transposonkontrolle zu unterstiitzen (Kato et al. 2003). Obwohl
Chromomethylasen ausschlieflich im Pflanzenreich vorkommen, ist nicht-CpG-

Methylierung mehr mit universellen epigenetischen Prozessen, wie RNA-Interferenz
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und Histon-Methylierung verbunden, die zur Transposonkontrolle beitragen konnen

(Kato et al. 2003).

4.3 Auswirkungen der DDM1-Insuffizienz auf Phanotyp und DNA-Interaktion

DDM1-Insuffizienz flhrt nicht immer zu morphologischen Veranderungen

Eine Deregulierung der Cytosin-Methylierung macht sich im Phanotyp von Sdugern,
Pilzen und Pflanzen durch eine Reihe von Entwicklungsdefekten bemerkbar (Jeddeloh
et al. 1999). Bei Arabidopsis thaliana geht ein Methylierungsverlust mit dem Verlust
der Apikaldominanz, einen kleineren Habitus, unterschiedlicher Blattform und —groB3e,
einer abnehmenden Fertilitidt sowie einer zeitlich abweichenden Bliiteninduktion und
homootischen wie ektopischen Verdnderungen der Bliitenorgane einher (Finnegan et al.
1996). In ddmlI-Mutanten kommt es nach mehreren Generationen der Selbstung zu
morphologischen Verdnderungen (Kakutani et al. 1995, Finnegan et al. 1996, Richards
1997, Furner et al. 1998, Ruiz-Garcia et al. 2005). Diese Pflanzen sind durch
abgerundete Rosettenblitter, eine zunehmende Bebldtterung der Infloreszenz, sowie
einen spét bliihenden Phénotyp charakterisiert (Kakutani et al. 1995, Finnegan et al.
1996, Richards 1997, Furner et al. 1998, Ruiz-Garcia et al. 2005).

Im Gegensatz zu diesen Angaben wurden bei den Mutanten ddmi-h2 und ddmli-hl
keine morphologischen Verdnderungen beobachtet. Nur die Mutante ddm-h3 dhnelt
dem ddmI-Mutantenphinotyp. Bei dieser Mutante wurden breite, gewellte und in sich
gedrehte Blatter, ein Verlust der Apikaldominanz, mehrere Blattrosetten und eine kurze
Infloreszenz festgestellt. Nach Riickkreuzung mit dem Arabidopsis thaliana Okotyp
Landsberg erecta wurden in der F,-Generation der ddmli/Ler-Hybriden keine
phénotypischen Defekte beobachtet.

Alle in der vorliegenden Arbeit analysierten ddml-Mutanten weisen eine starke
Hypomethylierung sowohl im CpG- als auch im CpNpG-Motiv auf. Dies deckt sich mit
der bereits bekannten Beobachtung, daB3 ddmi-Mutationen in Arabidopsis thaliana
genomweit eine bis zu 70%ige Demethylierung (Ruiz-Garcia et al., 2005, Jeddeloh et
al. 1999, Kakutani et al. 1995, Vongs et al. 1993) im CpG- und im CpNpG-Motiv
verursachen (Finnegan et al. 1996, Johnson et al. 2002b, Mittelsten Scheid et al. 2002,

Brzeski und Jerzmanowski 2003), was eine deregulierte Genexpression und erhohte


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11641064&query_hl=29
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11641064&query_hl=29

4 Diskussion 65

Transposonaktivitit nach sich zieht (Hirochika et al. 2000, Miura et al. 2001, Lippman
et al. 2003, Lippman et al. 2004). Wihrend die DNA-Hypomethylierung in ddmi-
Mutanten besonders an repetitiven Sequenzen auftritt, ist sie an low bzw. single copy
Sequenzen weniger stark ausgepriagt und macht sich erst allméhlich bzw. graduell nach
Selbstung in den nachfolgenden Generationen bemerkbar (Kankel ef al. 2003, Verbsky
und Richards 2001, Jeddeloh et al. 1999, Vongs et al. 1993, Kakutani ef al. 1996).

Nach Riickkreuzung der ddmil-Mutanten mit dem Arabidopsis thaliana Okotyp
Landsberg erecta wurde in der F,-Hybrid-Generation keine oder nur geringe
Remethylierung hypomethylierter Sequenzen erwartet. Literaturangaben zufolge bleibt
DNA-Hypomethylierung auch nach Riickkreuzung der ddml-Mutanten mit dem
Wildtyp stabil (Vongs et al. 1993, Kakutani ef al. 1999, Soppe et al. 2002, Brzeski und
Jerzmanowski 2004). Im Gegensatz dazu konnte bei den in dieser Arbeit verwendeten
ddmi-Mutante - zumindest den LUCIFERASE-Locus betreffend - keine stabile
Vererbung der Hypomethylierung, nach Riickkreuzung mit dem Wildtyp, beobachtet
werden. Eine stabile Weitergabe der Hypomethylierung liegt wahrscheinlich daran, daf3
DNA-Methylierung ein semikonservativer ProzeB ist, bei dem Remethylierung nicht
mehr moglich ist (Brzeski und Jerzmanowski 2004). Dies impliziert, dal DNA-
Methylierung ein langsamer ProzeB3 ist, obwohl bekannt ist, dal nach
Transgeninduktion epigenetisches silencing umgehend einsetzt (Brzeski und
Jerzmanowski 2004). Da die hier diskutierten ddml-Mutanten ein Transgenkonstrukt
enthalten liegt es nahe, die Remethylierung mit transgeninduzierten epigenetischen
silencing in Verbindung zu bringen.

In allen drei ddmi-Mutanten konnte eine deutliche Transgenreaktivierung festgestellt
werden. Wiéhrend in den Mutanten ddmli-h2 und ddml-hl nur beziiglich des
Mutationsortes homozygote F,-Hybride starke Transgenreaktivierung aufweisen, ist bei
der Mutante ddm-h3 die Transgenreaktivierung auch in den heterozygoten Pflanzen
vorhanden.

Diese dominant negative Ausprigung der ddmi-Mutation in den ddmli-h3/Ler-F,-
Hybriden machte es notwendig, die Kartierungspopulation mit der Southern-Analyse zu
ermitteln. Zu diesem Zweck wurde eine Restriktion mit der methylierungssensitiven
Endonuklease Hpall durchgefiihrt. Lediglich homozygote F,-Hybride zeigten eine
Hypomethylierung im CpG-Motiv.

Mit der RT-PCR-Analyse konnte schlieflich gezeigt werden, da3 die DDM1 mRNA-
Synthese bei den Mutanten ddml-h2 und ddmli-hl sehr deutlich beeintrachtigt ist.
Wihrend die Mutante ddm-h3 ein ebenso starkes Transkript wie der Wildtyp aufweist.
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Wiahrend bei der Mutante ddm -h2 fehlerhaftes Spleilen und bei der Mutante ddmi-hl
ein vorzeitiges Stop-Codon fiir einen raschen Abbau der insuffizienten Genprodukte
sorgen, wird in der Mutante ddm1-h3 moglicherweise ein Protein synthetisiert, welches
in seiner Interaktionsfahigkeit weitgehend eingeschréankt ist. Die Sequenzanalyse ergab
fiir die Mutante ddmi-h3 eine Punktmutation am Exon/Intron-Ubergang in Position
3126 der ungespleifiten Nukleotidsequenz von Guanin (g) nach Adenin (a). Diese
Nukleotidsubstitution verursacht fehlerhaftes Spleilen und fiihrt zu einem Abbruch der
Wildtyp-Aminosduresequenz nach Position 622. Zusitzlich werden 26 Aminoséuren
aus der translatierten Intronsequenz angehingt, bis die Translation durch ein
Translationsstopsignal im Intron terminiert wird. Dadurch entsteht ein um das Motiv VI

verkiirztes DDM1 Protein.

Die Mutante ddm1-h3 - eine dominant negative ddm1-Mutante

Proteine aus der SWI2/SNF2-Familie sind bei Pflanzen, Pilzen und Siugern
hauptsdchlich in der N-terminalen SNF2-Domidne und der C-terminalen Helicase-
Domiéne in sieben Helicase-Motiven, die das katalytische Modul bilden, stark
konserviert (Eisen ef al. 1995, Richmond und Peterson 1996, Smith and Peterson 2005,
Brzeski und Jerzmanowski, 2003). Dabei zeigen die Mitglieder der SWI2/SNF2-Familie
keine DNA-Helicase-Aktivitdt, sonder wirken als DNA stimulierte ATPasen (Coe et al.
1994, Smith und Peterson 2005). Sie binden ATP-unabhéngig und dissoziieren in einem
ATP-abhingigen ProzeB3 von ihrer Bindungsstelle (Vignali et al. 2000). Die ATPase-
Doméne ist aus zwei Subdominen aufgebaut (Smith und Peterson 2005). Einer
konservierten N-terminalen Subdoméne I mit den Motiven I, Ia, II und III, die fiir die
ATP-Bindung und ATP-Hydrolyse erforderlich sind und der C-terminalen
konservierten Subdoméne II mit den Motiven IV, V und VI, die eine Rolle bei der
Energietibertragung spielen (Hall und Matson 1999, Caruthers und McKay 2002, Smith
und Peterson 2005). Bisher wurde nachgewiesen, dal ein Aminosdureaustausch im
Motiv I (Walker A Box) die ATPase-Aktivitét in vitro eliminiert und zu einem Null-
Phanotyp flihrt (Laurent ef al. 1993, Richmond und Peterson 1996, Smith und Peterson
2005). Smith und Peterson (2005) konnten fiir Saccharomyces cerevisiae zeigen, dal3
sich Verdnderungen im Motiv V negativ auf die Remodellingaktivitit auswirken, aber
keinen EinfluB3 auf die ATP Hydrolyse haben. Dennoch entsprach der Phénotyp einer

Nullmutante. Ein Aminosdureaustausch in den Motiven IVb und VI fihrt zu einer
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starken Reduzierung der ATP Hydrolyse und zu starken Defekten in vivo, wobei beim
Aminosdureaustausch im Motiv VI eine stirkere ATP-Bindung beobachtet wurde
(Anstieg der K,,). Ein einzelner Aminosdureaustausch im Motiv III fiihrte zu einem
intermedidren Phanotyp sowie einer mittleren ATP-Hydrolyserate in vitro (Smith und
Peterson 2005). Fiir die anderen Motive wurden Verdanderungen in ATP-Bindung und
Hydrolyse bekannt (Smith und Peterson 2005).

Es ist hinreichend in der Literatur belegt, das sich Mutationen in SWI2/SNF2-ATPasen
dominant negativ auswirken, wie Lee et al. (2000) fiir PASG (proliferation associated
SNF2-like gene product) und Richmond und Peterson (1996) fiir die Hefe-SWI2/SNF2-
Helicase/ATPase belegen konnten. Yano et al. (2004), konnten beim NSCLC (non-
small cell lung cancer) ein gegeniiber dem normalen HELLS/SMARCAG6-Protein
(helicase lymphoid-specific/SWI/SNF2-related, matrix-associated, actin-dependent
regulator of chromatin, subfamily A) vorzeitig terminiertes dominant negatives
Polypeptid nachweisen. Deuring et al. (2000) haben fiir das Drosophila ISWI (imitation
switch) zeigen konnen, dal dominant negative Mutationen die Struktur des ménnlichen
X-Chromosoms verdndern.

An dieser Stelle konnen zwei Erklarungsversuche fiir das dominant negative Verhalten
der Transgenreaktivierung in der Mutante ddm/-h3 unternommen werden. Intaktes und
mutiertes DDM1 konnten ein Dimer bilden, das eingeschrinkt funktionsfahig ist oder
das mutierte DDM1 tritt in Konkurrenz zum funktionsfidhigen Protein und verhindert
dadurch die Interaktion mit seiner Bindungsstelle.

SWI2/SNF2-ATPasen kénnen als Monomer oder als Dimer vorliegen. Szerlong et al.
(2003) diskutieren fiir Hefe, daB nuclear actin-related proteins (ARPs) essentielle
Komponenten von  Chromatin-Remodelling- und  chromatin-modifizierenden
Komplexen sind und fiir die Dimerisierung des Hefe SWI/SNF-Komplexes und des
RSC-Komplexes (remodels the structure of chromatin) verantwortlich sind. Beerens et
al. (2005) beschreiben im diesen Zusammenhang das CSB-Protein (cockayne syndrome
group B protein) aus der Familie der SWI2/SNF2-Chromatin-Remodelling-ATPasen.
CSB iibernimmt eine essentielle Rolle bei der transkriptionsgekoppelten DNA-
Reparatur und bindet als Homodimer an die DNA (Beerens et al. 2005). Es ist demnach
moglich, dal DDM1 ein Homodimer bildet (Jan Brzeski, personliche Mitteilung).
Bisher ist jedoch nicht bekannt, daf DDM1 als Homodimer vorliegt. Um dies beziiglich
GewiBheit zu erlangen sollte eine Immunoprézipitation durchgefiihrt werden sowie eine
entsprechende Transformation von Arabidopsis mit zwei verschiedenen DDMI-

Reportergen-Konstrukten um das Verhalten in vivo zu dokumentieren.
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Der zweite Erklarungsversuch sieht vor, daB sich das modifizierte Protein in
Konkurrenz zum nicht modifizierten DDM1 an die nukleosomale DNA anlagert ohne
jedoch seine Funktion erfiillen zu kénnen (Richmond und Peterson 1996, Smith und
Peterson 2005, Brzeski und Jerzmanowski 2003). Das wiirde auch die nicht so deutlich
ausfallende Hypomethylierung in heterozygoten Pflanzen erkldren. Da die Helicase-
Domaéne von der Mutation betroffen ist, erscheint diese Erklarung wahrscheinlich, denn
die ATP-Hydrolyse ist fiir die Histon-Verlagerung notwendig und es wird davon
ausgegangen, daf} die an die Helicase-Doméne gebundene ATP-Hydrolyse die Bindung
zwischen DNA und Histon 16st (Raabe et al. 2001). So kann im Zusammenhang mit der
dominant negativen Mutante ddmli-h3 auch eine nicht reversible Bindung an die
nukleosomale Bindungsstelle diskutiert werden, da eine reversible Bindung
energieabhingig ist.

Alexiadis et al. (2004) beschreiben eine N-terminale Deletion in dem Drosophila
SWI2/SNF2-Chromatin-Remodelling-Faktor Rad54, die sich auf  die
Remodellingaktivitit des Enzyms auswirkt, jedoch keinen EinfluB auf die ATPase-
Aktivitdt hat. Lee et al (2000) haben gezeigt, dal SMARCAG6 (SWI/SNF2-related,
matrix-associated, actin-dependent regulator of chromatin, subfamily A, member 6) bei
Leukédmie eine 75 Nukleotide grofle Deletion im konservierten Motiv V der Helicase-
Doméne aufweist. Diese Deletion duflert sich in einem 25 Aminosduren kiirzeren PASG
und bewirkt ebenfalls eine dominant negative Mutation. PASG weist hohe Sequenz-
und Funktionshomologie zu DDM1 und SNF2L (SUCROSE NON-FRMENTING2-like),
dem humanen Homologen zum Drosophila ISWI auf (Lee et al. 2000, Sun und Arceci
2005) und wirkt sich, wie DDM1 in der Mutante ddm [-h3, dominant negativ aus (Lee ef
al. 2000). PASG wird mit Proliferation, Chromatin-Remodelling sowie Cytosin-
Methylierung und gene silencing in Verbindung gebracht (Lee et al. 2000, Raabe et al.
2001, Sun und Arceci 2005). Ein Funktionsverlust bewirkt, wie bei DDMI1, einen
genomweiten Verlust der Methylierung sowie eine Reexpression vormals inaktiver
Gene (Sun und Arceci 2005).

Richmond und Peterson (1996) konnten fiir eine Hefe SWI2/SNF2-ATPase zeigen, daf3
Verdnderungen in den Helicase-Motiven IV, V und VI zu dominant negativen
Phanotypen fiihren. Diese Beobachtung konnte ebenfalls von Lee et al. (2000) fiir das
Motiv V in PSAG gemacht werden. Die angefiihrten Literaturangaben stehen im
Einklang mit der Mutante ddm-h3, deren DDM1 Protein um das Motiv VI verkiirzt ist

(Abbruch der Aminosduresequenz nach Position 622).
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Der Hefe SWI/SNF-Komplex, der eine Substitution im Motiv VI enthélt zeigt zwar
DNA-unabhidngige ATPase Aktivitit, wird aber nicht mehr langer von DNA stimuliert
(Craig Peterson, personliche Mitteilung). Das Motiv VI ist ein Schliissel fiir die direkte
Interaktion mit DNA (Craig Peterson, personliche Mitteilung). DDM1-H3 scheint
deshalb dominant negativ zu sein, weil es zwar mit dem Nukleosom interagiert, aber
nicht mehr ATP hydrolysiert (Craig Peterson, personliche Mitteilung). DDM1-H3 kann
also nicht mehr dissoziieren und blockiert die Bindungsstelle fiir das aktive Enzym
(Craig Peterson, personliche Mitteilung).

Auch iiber eine gestorte Interaktion zwischen DDM1-H3 und einen mdglichen Kofaktor
sollte an dieser Stelle nachgedacht werden. Die Hefe RNA-Helicase elF4A, enthilt eine
zum Hefe SWI2 Motiv VI sehr dhnliche Sequenz, die vermutlich bei der Bindung des
RNA-Kofaktors beteiligt ist (Richmond und Peterson 1996). Auch bei DDM1 kdnnte
man iiber die Beteiligung eines Kofaktors nachdenken. DDM1 zeigt im in vitro sliding
assay sehr langsame Remodellingaktivitit obwohl es angemessene ATPase Aktivitit
zeigt (Jan Brzeski, personliche Mitteilung). Deshalb scheint es moglich, da3 DDMI
weitere Untereinheiten bendtigt um seine volle Leistungsfdhigkeit entfalten zu konnen
(Jan Brzeski, personliche Mitteilung). Dies trifft fiir ISWI innerhalb der ACF- und
CHRAC-Komplexe bei Drosophila zu (Jan Brzeski, personliche Mitteilung). Die ACF1-
Untereinheit bindet an ISWI und verbindet die ATP-Hydrolyse mit der sliding Aktivitit
(Jan Brzeski, personliche Mitteilung). ACFI1-gebundenes ISWI ist wesentlich
effizienter, denn es gleitet iiber mehr Nukleosomen pro hydrolysierte unit ATP-
Molekiile (Jan Brzeski, personliche Mitteilung). ACF1 bildet eine zusitzliche
Nukleosom-Interaktionsoberfliche, die fiir die Reaktion wichtig ist (Jan Brzeski,
personliche Mitteilung). Aullerdem konnen weitere Faktoren fiir die effiziente Bindung
von DDMI1 an das Nukleosom erforderlich sein (Jan Brzeski, personliche Mitteilung).
Es ist also moglich, dal DDMI ein spezifisches Substrat bevorzugt (Jan Brzeski,
personliche Mitteilung). AuBBerdem ist DDM1 nur ein schwacher Nukleosomen slider
(Jan Brzeski, personliche Mitteilung).

Im Allgemeinen 1aBt sich sagen, dal das Fehlen, eines so wichtigen Elementes wie
eines Helicase-Motivs, das Enzym funktionsunfahig macht, weil es nicht korrekt faltet
(Andrew Flaus, personliche Mitteilung). Wenn das Enzym innerhalb eines Komplexes
wirkt, so kommt es zu einer nichtkompetitiven Hemmung (Andrew Flaus, personliche
Mitteilung). Eine andere Mdoglichkeit ist, dal das Enzym das Substrat bindet und

kompetitiv das intakte Enzym blockiert, oder als kompetitiver Inhibitor in das
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regulatorische System, das das intakte Enzym kontrolliert, eingreift (Andrew Flaus,
personliche Mitteilung).

In Anlehnung an die hier diskutierte Literatur sowie meine Korrespondenz mit Jan
Brzeski, Andrew Flaus und Craig L. Peterson schlage ich ein Modell vor, in dem das
Motiv VI sowohl fiir die Bindung eines Kofaktors als auch fiir die ATP-Hydrolyse
verantwortlich ist. In ddmli-h3-Mutanten bindet DDM1-H3 irreversibel an seinen
nukleosomalen Bindungsort und kann in Abwesendheit des Motivs VI wie des
Kofaktors weder Energie fiir seine Dissoziation noch fiir die Chromatin-Remodellierung
weiterleiten. So wird eine Interaktion mit aktivem DDMI an dieser Bindungsstelle
blockiert.

Bisher wurde keine Funktionsanalyse der Helicasemotive bei DDM1 durchgefiihrt.
Deshalb ist es dringend erforderlich gezielte Deletionsanalysen durchzufiithren um ein
eingehendes Verstindnis iiber die Bedeutung der Helicasemotive bei der ATP-

abhédngigen Chromatin-Remodellierung zu erlangen.

4.4 Die Mutante rnrl-hl — TGS-Suppression ohne Methylierungsverlust

Die Mutante rnri-hl vertritt einen Mutantentyp, bei dem TGS, jedoch nicht DNA-
Methylierung, beeintrichtigt ist. Weitere Vertreter dieses Typs sind die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchte Mutante 12/1/7, sowie die in Arabidopsis identifizierten TGS-
Suppressormutanten mom! (Amedeo et al. 2000), brul (Takeda et al. 2004) und #tg2
(Hofmann 2004). Ebenso wie bei den Mutanten rnri-hl und 12/1/7 bewirkt die
Mutation bei den Mutanten brul (Takeda et al. 2004) und #tg2 (Johnson et al. 2002a,
Hofmann 2004) morphologische Verdnderungen. Dagegen weist die mom-Mutante
(Amedeo et al. 2000, Mittelsten Scheid et al. 2002) keinen morphologischen Phianotyp
auf.

Die Mutante rnri-hl besitzt einen charakteristischen morphologischen Phinotyp, der
vor allem durch bleiche Primérblitter hervorsticht. Die Primér- sowie auch die
Folgebldtter nehmen im Verlauf ihrer Entwicklung eine gelbgriine Férbung mit
unregelmafiger Panaschierung an. Eingehende Untersuchungen haben gezeigt, daf3 der
TGS-Suppressorphénotyp mit dem morphologischen Phénotyp kosegregiert. In der F,-
Population wurde eine signifikante Transgenreaktivierung ausschlieBlich bei Pflanzen
beobachtet, die sowohl den Blattphénotyp aufweisen, als auch homozygot beziiglich des

Mutationsortes sind.
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Die Kartierung des putativen Mutationsortes ergab eine Kopplung auf Chromosom 2.
Dabei konnte der Mutationsort zwischen 9245744 bp und 9378556 bp eingegrenzt
werden. Mit Hilfe von Datenbanken wurden die im eingegrenzten Bereich annotierten
Loci auf eine mogliche Relevanz fiir TGS tberpriift. Dabei erwiesen sich 9 Loci auf
BAC F7D8 auf Grund ihrer Annotierungsdaten als putative Kandidatengene. Die Loci
At2g21710 (mitochondrial transcription termination factor-related/mTERF-related)
At2g21790 (grofe Untereinheit der Ribonukleotid-Diphosphat-Reduktase), At2g21810
(Zinkfingerprotein), At2g21830 (DC1-Doménen-Protein), At2g21840
(Zinkfingerprotein), At2g21850 (DC1-Doméinen-Protein), At2g21900 (WRKY-DNA-
Bindeprotein), At2g21930 (F-Box Protein) und At2g21950 (SKP1 interacting partner)
wurden aufgrund ihrer Bedeutung fiir Transkription, DNA-Bindung und Synthese sowie
Proteolyse, Proteininteraktion und Proteinbiosynthese fiir weitere Untersuchungen
mittels RT-PCR und Sequenzanalyse ausgewédhlt. Dabei wurde fiir den Locus
At2g21790 in der RT-PCR-Analyse eine Reduzierung der Transkriptmenge gefunden.
Die Sequenzanalyse ergab fiir diesen Locus eine Punktmutation in Position 3798 der
DNA-Sequenz. Infolge der EMS-Mutagenese wurde hier die Base Guanin (G) durch
Adenin (A) ersetzt. Diese G nach A Transition ist ein charakteristischer Effekt der
EMS-Mutagenese (Krieg 1963). Dadurch wurde in Position 763 der
Aminosduresequenz Alanin (A, Ala) durch Threonin (T, Thr) substituiert. Die
reduzierte Transkriptmenge in der RT-PCR-Analyse lie§ darauf schlielen, daB3 es sich
hier um eine nonsense Mutation handeln konnte. Bei der gefundenen Mutation handelt
es sich jedoch um eine missense Mutation, in deren Folge kein mRNA-Abbau iiber
nonsense mediated decay (NMD) zu erwarten ist. Die gefundene Mutation erklart somit
nicht die verringerte Transkriptmenge. Mogliche Ursachen sind, daf bei der Translation
eines nicht oder nur eingeschrankt funktionsfdhigen Proteins ein erhohter Abbau der
mutierten mRNA stattfindet bzw. die betroffene mRNA aufgrund einer Instabilitit
infolge der Mutation einem erhéhten Abbau unterliegt (Bost und Cribbs 1969).

Um den Zusammenhang zwischen dem mutierten Locus und der Transgenreaktivierung
sowie dem morphologischen Phénotyp nachzuweisen wurde eine Komplementation mit
dem Wildtyp-Allel des Locus At2g21790 durchgefiihrt. Die so generierten Pflanzen
zeigten keine LUCIFERASE-Aktivitiat. Auch der charakteristische Mutantenphénotyp
konnte nicht mehr beobachtet werde. Alle komplementierten Pflanzen zeigten wieder
den Wildtypphinotyp. Anhand dieser Ergebnisse konnte bewiesen werden, daf es sich

bei der Mutante rnri-h1 um eine neue TGS-Suppressormutante handelt. Die Mutation
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im Locus At2g21790 hat keine Auswirkung auf die DNA-Methylierung, wirkt sich aber
trotzdem regulatorisch auf die Transgenreaktivierung aus.

Hier konnte zum ersten Mal bei Arabidopsis thaliana eine Mutation in der groflen
Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase (RNR1) mit transcriptional gene silencing
(TGS) in Verbindung gebracht werden. Auerdem stellt die Mutante rnri-hl die erste
beschriebene Arabidopsis-Mutante fiir den Locus At2g21790 dar.

Die Ribonukleotid-Reduktase (RNR) katalysiert die Reduktion von Ribonukleotiden zu
Desoxyribonukleotiden (ANTPs) und stellt somit Bausteine fiir die DNA-Synthese und
DNA-Reparatur bereit (Sauge-Merle et al. 1999, Kolberg et al. 2004, Lincker et al.
2004). Die transkriptionelle Induktion der RNR-Gene erfolgt am G1/S-Ubergang des
Zellzyklus (Chaboute et al. 1998). Die RNR-Aktivitit fluktuiert im Verlauf des
Zellzyklus und zeigt ein Maximum wéahrend der S-Phase (Chaboute et al. 1998). Eine
gestorte RNR-Funktion kann deshalb zu genetischen Abnormalitéten fiihren (Lincker et
al. 2004). Eine defekte Ribonukleotid-Reduktase wirkt sich auf den Zellzyklus sowie
das Wachstum aus und fiihrt zur p53-abhidngigen Apoptose (Wang und Liu 2006).
Dagegen verursacht eine unnatiirliche Zunahmen der RNR-Aktivitidt eine erhohte
Mutationsrate (Wang und Liu 2006). Die RNR bildet auBerdem einen Angriffspunkt in
der Krebstherapie (Tsimberidou et al. 2002, Radivoyevich et al. 2005) sowie HIV-
Therapie (Lori et al. 1994, Mayhew et al. 1999, Mayhew et al. 2002a, Mayhew et al.
2002b, Mayhew et al. 2005). Eine zumehmende RNR-Aktivitit wurde mit maligner
Transformation und Tumorwachstum in Verbindung gebracht (Tsimberidou et al.
2002). Der therapeutische Ansatz sicht deshalb den Einsatz von RNR-Inhibitoren vor
(Tsimberidou et al. 2002). Auch die Vermehrung von Retroviren kann durch den
Einsatz von RNR-Inhibitoren eingeschriankt werden (Lori et al. 1994, Mayhew et al.
1999, Mayhew et al. 2002a, Mayhew et al. 2002b, Mayhew et al. 2005).
Arabidopsis-RNR gehort ebenso wie die Sduger- und Escherichia coli-RNR zur Klasse
Ia der Ribonukleotid-Reduktasen (Sauge-Merle ef al. 1999). RNRIa bildet ein Tetramer
aus einer dimeren grof3en (R1,, RNR1,) sowie einer dimeren kleinen Untereinheit (R2;,
RNR2,) (Sauge-Merle et al. 1999, Kolberg et al. 2004). Radivoyevich et al. (2005)
konnten zeigen, dal die Untereinheiten sowohl als Tetramer (R14R24), als auch als
Hexamer (R16R2¢) vorliegen konnen. Dabei stellt R11a die regulatorische Untereinheit
dar, wihrend R2Ia als katalytische Untereinheit dient (Laman et al. 1995). R1Ia bindet
das Substrat und enthédlt in der Bindungsstelle das reduzierende aktive Cystein-Paar
sowie ein weiteres Cystein (Sauge-Merle et al. 1999, Kolberg et al. 2004). Die
Arabidopsis-R1-Aktivitat wird durch Thioredoxin und ATP stimuliert und durch dATP
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inhibiert (Sauge-Merle et al. 1999). R2Ia enthélt ein Eisenzentrum aus zwei Eisen lonen
sowie das katalytische Tyrosylradikal, das dazu dient, ein katalytisch notwendiges
Thiylradikal am dritten Cystein der R1Ia Substratbindungsstelle zu generieren (Philipps
et al. 1995, Sauge-Merle et al. 1999, Kolberg et al. 2004). Chen et al. (2003) konnten
zeigen, dal} genotoxischer Stref3 eine erhohte Expression von Arabidopsis-R2 bewirkt.
Sauge-Merle et al. (1999) haben eine molekulare Charakterisierung der grof3e
Untereinheit der Arabidopsis thaliana Ribonukleotid-Reduktase (R1) vorgenommen
und 69% Homologie zum menschlichen und Maus-R1-Protein, 64% zum Hefe-R1-
Protein sowie 30% zum E. coli-R1-Protein (Sauge-Merle et al. 1999) festgestellt.
Wihrend Arabidopsis thaliana nur einen Locus fir die grof3e Untereinheit besitzt [The
Arabidopsis Information Resource (tair) (http://www.arabidopsis.org/)], verfiigt
Nicotiana tabacum, ebenso wie Saccharomyces cerevisiae, ilber zwei grofie
Untereinheiten (RNR1 und RNR3) (Chaboute et al. 1998). Die RNRI-Expression wird
dabei zellzyklusreguliert, wihrend die RNR3-Expression ausschlielich bei DNA-
Schidigung erfolgt (Elledge und Davis 1990, Chaboute ef al. 1998).

Laman et al. (1995) haben zum ersten Mal die gro8e Untereinheit der Ribonukleotid-
Reduktase (R1, RNRI1) mit mating-type gene silencing bei der Béickerhefe
Saccharomyces cerevisiae in Verbindung gebracht. Dabei konnten sie feststellen, daf3
Mutationen in SDS Genen (sds, suppressor of defective silencing) den silencing Detekt
von HMR in rapl hmrAA Stimmen durch Verldngerung des Zellzyklus unterdriicken
(Laman et al. 1995). Dieser Effekt konnte ebenfall durch Hydroxyurea (HU), das die S-
Phase des Zellzyklus verlidngert, verursacht werden (Laman et al. 1995). HU wirkt auf
die katalytische, also die kleine Untereinheit der Ribonuleotid-Reduktase (R2, RNR2)
(Laman et al. 1995) und inaktiviert dadurch die Ribonukleotid-Reduktase (RNR, RR)
(Chaboute et al. 1998, Culligan et al. 2004). Das SDS Gen SDS12 konnte als grofe
Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase (RNR1) identifiziert werden (Laman et al.
1995). Laman et al. (1995) konnte in rapl rnrl hmrAA Mutanten ebenfalls eine
verlangerte S-Phase des Zellzyklus beobachten. Laman ez al. (1995) schlagen vor, daf3
wihrend eines verlidngerten Zellzyklus die Deletion des ARS-Elements (autonomously
replicating sequence) durch alternative kryptische ARS-Elemente kompensiert wird.
Moglicherweise konnen am Ende einer verldngerten S-Phase verstidrkt spezifische
silencing Faktoren wirken (Laman et al. 1995). Eine temporér oder durch Vergroferung
des Zellvolumens bedingte Milieu- oder Konzentrationsénderung im Nukleus konnte
ebenfalls silencing fordern (Laman et al. 1995). Andererseits konnte auch eine spite

Replikation an sich die Chromatinstruktur beeinflussen und silencing unterstiitzen
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(Laman et al. 1995). Die Histon-Deacetylierung geschieht bevorzugt am Ende der S-
Phase, so daBl sich eine Verlingerung der S-Phase ebenfalls auf die
Heterochromatinisierung auswirken konnte (Laman et al. 1995).

Michel et al. (2005) haben die groBe Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase (R1,
RNRI1) mit telomeric silencing [telomere position effect (TPE)] bei der Biackerhefe
Saccharomyces cerevisiae in Verbindung gebracht und in rnr/-Mutanten einen
silencing bzw. TPE-Suppressorphénotyp beobachtet. Der silencing Suppressorphénotyp
wurde ebenfalls durch den RNR-Inhibitors Hydroxyurea (HU) verursacht (Michel et al.
2005). Michel et al. (2005) konnten zeigen, daB3 in rnri-Mutanten silencing wieder
hergestellt wurde und machen dafiir eine spontane Reduzierung der rtDNA repeats des
rDNA-Locus verantwortlich. Dieser Verlust an rDNA fiihrt zu einer Erhohung der
Deacetylase-SIR2-Konzentration. SIR2 verursacht einerseits mating-type gene silencing
sowie telomeric silencing und vermindert andererseits ihre eigene Expression und somit
auch ihre Konzentration durch einen autoregulatorischen Effekt (Michel et al. 2005).

Es bleibt zu kldren, ob eine temporire Ausdehnung der S-Phase des Zellzyklus oder
eine Beeintrachtigung des dNTP-Pools auf TGS wirkt. Laman et al. (1995) haben in
rapl rnrl hmrAA Mutanten bei der Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae eine
Verstirkung bzw. Reetablierung von mating-type gene silencing beobachtet. Sie
machen die Prozesse am Ende der S-Phase, die durch ihre Verldngerung verstirkt
werden, dafiir verantwortlich. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen haben Michel et al.
(2005) in rmri-Mutanten bei der Béackerhefe Saccharomyces cerevisiae eine
Reduzierung des telomeric silencing [telomere position effect (TPE)] festgestellt. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen, die an der Mutante rnri-hl
gewonnenen wurden. Auch die Mutante rnrl-hl zeigt eine Aktivierung des vormals
inaktiven Transgenkonstruktes.

Wang und Liu (2006) haben fiir alle drei Arabidopsis thaliana R2-Gene [TSO2
(At3g27060), RNR2A (At3g23580) und RNR2B (At5g40942)] Mutanten isoliert und
charakterisiert. Dabei konnten sie interessanter Weise in tso2rnr2a-Doppelmutanten
ebenfalls eine Suppression von transcriptional gene silencing (TGS) beobachten.

Eine Aufzucht der Mutante auf dNTP-substituiertem Kulturmedium soll Aufschluf3
dariiber verschaffen, ob der TGS-Suppressorphénotyp revidiert werden kann. Damit
konnte gezeigt werden, daB die Ribonukleotid-Reduktase liber den dNTP-Pool auf TGS
Einflu3 ausiibt. Anderenfalls sollten Untersuchungen durchgefiihrt werden, ob die grofle
Untereinheit, bzw. die RNR insgesamt neben ihrer enzymatischen Aktivitit weitere

Funktionen direkt am Chromatin erfiillt. Auf den Ergebnissen aufbauende
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zytogenetische Untersuchungen an der Mutante rnr/-hl haben gezeigt, da} in dieser
Mutante eine dramatische Verdnderung der Architektur des Zellkerns zu beobachten ist
(Dr. A. Fischer, Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg, Institut fiir Genetik,
Weinbergweg 10, 06120 Halle, personliche Mitteilung). Diese Beobachtung ist
moglicherweise ein Hinweis auf eine direkte Beteiligung der RNR am Aufbau und an
der Regulation der Chromatinstruktur, die nicht im unmittelbaren Zusammenhang mit

der enzymatischen Aktivitdt des Proteins steht.

4.5 Die Mutante 12/1/7 — Mutation in der perizentrischen Region

Die Mutante 12/1/7 unterscheidet sich phénotypisch von der Ausgangslinie durch
deutlich verlangsamtes Wachstum sowie schmale, gelb gefarbte und sehr dicht behaarte
Blitter mit griinen Blattadern und stark gesdgten Blattrand. Die Transgenreaktivierung
ist mittelstark ausgepridgt. Das Methylierungsmuster zeigt im Vergleich zur
Ausgangslinie keine Verdnderungen. In der F»-Population, nach Kreuzung mit dem
Arabidopsis  thaliana Okotyp Landsberg erecta, ist eine Kosegregation von
Transgenreaktivierung und morphologischen Phénotyp zu beobachten, so daBl die
Kartierungspopulation anhand des Phéanotyps selektiert werden konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen eine Kopplung auf Chromosom 5
festzustellen. Eine Kartierung des Mutationsortes konnte jedoch nicht abgeschlossen
werde, da sich der Mutationsort in der perizentrischen Region zwischen 10180644 bp
und 13222572 bp befindet. Rekombination wird jedoch in der Ndhe der Zentromere oft
unterdriickt (Nachman 2002), so da3 eine markergestiitzte Selektion des Mutationsortes
in diesem Fall nicht mdglich war. Die Zentromere von Arabidopsis thaliana enthalten
eine 2,8 bis 4 Mb grofle Region in der 178 bp groBen Satelliten tandem repeats bilden,
die gelegentlich von Athila-Insertionen, einem Ty3/gypsy-Retroelement unterbrochen
werden (Hall et al. 2004). Die mittlere repetitive Region, die die Satelliten flankiert
enthdlt ebenfalls Athila- und andere Retroelemente sowie 5S ribosonale DNA (rDNA),
transposable Elemente und Pseudogene (Hall et al 2004). Trotz des
heterochromatischen Umfelds enthdlt die mittlere repetitive Region, die einem zehntel
der Chromosomenarme entspricht, mehr als 200 exprimierte Gene (Hall et al. 2004).
Die hier charakterisierte Mutante scheint einen Mutationsort in einer Region zu
beinhalten, fiir die bisher keine Gene nachgewiesen wurden, die einen direkten oder

indirekten EinfluB auf transcriptional gene silencing ausiiben konnten. Es wiére
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moglich, daB es sich hier, wie beim Morpheus Molekiil 1 (MOM]1), um ein Protein
handeln konnte, das DNA-Methylierung in TGS iibersetzt und downstream von DNA-
Methylierung wirkt oder als Teil eines regulatorischen Mechanismus, unabhéngig von
DNA-Methylierung, agiert und somit einen anderen epigenetischen Kontrollfaktor zur
Regulation der Genexpression darstellt (Mittelsten Scheid et al. 2002). So konnte hier,
ebenfalls wie im Fall von moml-Mutanten, trotz Hypermethylierung eines Zielgens,
transkriptionelle Aktivitdt wieder herstellt worden sein (Mittelsten Scheid et al. 2002).
Aber im Gegensatz zu dem hier beobachteten Phénotyp resultieren Mutationen im
MOM1-Gen nicht in morphologischen Verdnderungen (Mittelsten Scheid et al. 2002).
So kann zum gegenwirtigen Zeitpunkt die Lokalisation des Mutationsortes nur iiber
Recherche in der Annotierungsdatenbank wund der Sequenzierung putativer

Kandidatengene erfolgen.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung neuer
transcriptional gene silencing (TGS) Suppressormutanten in Arabidopsis thaliana. Zu
diesem Zweck wurde das von Dr. I. Hofmann (2004) -etablierte transgene
transcriptional gene silencing Testsystem flir Arabidopsis thaliana mit LUCIFERASE
als transgenen Reporter verwendet. Mit diesem Testsystem konnten 9 Mutanten mit
starker Transgenexpression charakterisiert werden. Dabei wurde bei 7 Mutanten eine
deutliche Hypomethylierung der Reportergene nachgewiesen. Bei einer dieser Mutanten
war ausschlieBlich im CpNpG-Motiv die DNA-Methylierung reduziert. Zwei der
Mutanten zeigten keine Verdnderung der DNA-Methylierung. Zum Teil konnte eine
Kosegregation des transcriptional gene silencing Suppressorphdnotyps und
morphologischer Verdnderungen beobachtet werden. Durch die Kartierung der
Mutationsorte wurden insgesamt 4 verschiedene Loci identifiziert. Dabei handelte es
sich um die drei bereits bekannten Modifikatoren fiir transcriptional gene silencing
CMT3, METI und DDM1 sowie die grofle Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase.
Bei einer Mutante konnte jedoch aufgrund der genomischen Lokalisation des
Mutationsortes in der perizentrischen Region eine erfolgreiche Kartierung nicht
abgeschlossen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit fiihrten zu neuen Erkenntnissen hinsichtlicht der
Auswirkung neuer Punktmutationen in bereits bekannten TGS-Modifikatoren sowie der
zusitzlichen Funktion als TGS-Modifikatoren bereits charakterisierter Loci. Zum einen
konnte bei Arabidopsis thaliana die grofle Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase
mit transcriptional gene silencing in Verbindung gebracht werden. Eine
Komplementation der Mutanten mit dem Wildtyp-Allel flihrte zum Verlust des
transcriptional gene silencing Suppressorphdnotyps sowie des morphologischen
Phénotyps. Des Weiteren war es moglich eine dominant negative ddmi-Mutante zu

identifizieren und zu charakterisieren.
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7 Anhang

7.1 Oligonukleotide

7.1.1. SSLP-Primer

Tabelle 7: Verzeichnis der in dieser Arbeit verwendeten SSLP-Primer

Name assoziierter Koordinaten | Polymorphismus Primersequenzen Anneal..-

Lokus im Okotyp Temp.

Columbia (°C)
(bp)

BIO2b At2g43360 18019881- Col 141 bp TGACCTCCTCTTCCATGGAG 55
18020021 Ler 202 bp TTAACAGAAACCCAAAGCTTTC

CER At5g53360 21665723- Col44 bp < Ler TATGTTCAACCTGTAAATCAAGA 55

454368 21665909 CAGCACACTCCGAGCCAGCATA

CER At5249960 20345255- Col 28 bp > Ler AATCATTTTACCGCCACAA 50

454907 20345410 GACAGTCATCGCATAAATAAAAGAAT

CER At5g52070 21182104- Col 23 bp > Ler ACGTGAGTAGGAGGAAGC 54

457042 21182263 TGGACATGGATAAAAGCACAA

CER At5g52880 21454826~ Col 28 bp > Ler AACAGTGTAGCAGAAAAGGATTA 55

457578 21454976 GAAAGTGGGGTAGGTTAGTTG

CIW3 At2g14890 6409928- Col 230 bp GAAACTCAATGAAATCCACTT 52
6410163 Ler 200 bp TGAACTTGTTGTGAGCTTTGA

CIW9 At5g42600 17061229- Col 165 bp CAGACGTATCAAATGACAAATG 55
17061394 Ler 145 bp GACTACTGCTCAAACTATTCGG

CIW10 At5260960 24548097- Col 140 bp CCACATTTTCCTTCTTTCATA 52
24548233 Ler 130 bp CAACATTTAGCAAATCAACTT

F2G1 At2g21590 9245744- Col < Ler AACTTTTTACATGTTGAGAAGCTAA 48
9245851 CTAACAATGCTGTTTATAATGGTTT

F3K23 At2g21420 9178511- Col < Ler ATTGTGTAGATGTGGATTTGAGTT 55
9178862 TTTCATGACTTTCACATTAATACCT

F5114- Atl1g65550 24374008- Col 195 bp CTGCCTGAAATTGTCGAAAC 55

49495 23474203 Ler > Col GGCATCACAGTTCTGATTCC

F7D8 At2g21770 9297160- Col < Ler TCTTTGTTAGTGTAACCAGTTATGG 52
9297296 TCCAATAGAATGAAAGTTAAATCAC
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F14M13 At2g22350 | 9502688- Col 222 bp CAATGCAATAATCATATCTAAATCC 55
9502809 Ler 204 bp GATAATCAGTAAAAGGGAGTTTTTC

F16J13 At4g12070 | 7233065- Col 280 bp TCAACATTTTCATATTAATCTCTCA 55
7233344 Ler 269 bp TTAGTGTTAGTCACACATTCATTTT

F26C1711 | At5¢28200 | 10180644- | Col<Ler AACAAACCGGATACTATGTTAGTTA 52
10180878 AGATAAATCAGAGGTTAGGAGTCAT

GAPAB At3226650 | 9796459- Col 142 bp TCCTGAGAATTCAGTGAAACCC 55
9796591 Ler 150 bp CACCATGGCTTCGGTTACTT

K20J1 At5g49110 | 19919836- | Col > Ler CAAGAGTGAAGGAAGTAGTTTATGA 55
19920122 GTTGTGTCTTTCAACAATAAAAGTT

NGAG6 At3g62220 | 23042025- | Col 143 bp ATGGAGAAGCTTACACTGATC 55
23042167 Ler 123 bp TGGATTTCTTCCTCTCTTCAC

NGAS At4g08830 | 5628810- Col 154 bp TGGCTTTCGTTTATAAACATCC 55 besser
5628966 Ler 198 bp GAGGGCAAATCTTTATTTCGG 52

NGA76 At5g28470 | 10418614- | Col 231 bp AGGCATGGGAGACATTTACG 52
10418844 Ler > 250 bp GGAGAAAATGTCACTCTCCACC

NGAI11 At1g72650 | 27356874- | Col 128 bp TGTTTTTTAGGACAAATGGCG 52 besser
27357001 Ler 162 bp CTCCAGTTGGAAGCTAAAGGG 55

NGA151 At5g14480 | 4669932 Col 154 bp GTTTTGGGAAGTTTTGCTGG 55 besser
4670081 Ler 198 bp CAGTCTAAAAGCGAGAGTATGATG 52

NGA162 AB3gl3960 | 4608284- Col 107 bp CATGCAATTTGCATCTGAGG 55
4608390 Ler 89 bp CTCTGTCACTCTTTTCCTCTGG

NGA168 A2¢39010 | 16298919- | Col 151 bp GAGGACATGTATAGGAGCCTCG 55
16299069 Ler 135 bp TCGTCTACTGCACTGCCG

NGA361 A2g31070 | 13229491- | Col 114 bp AAAGAGATGAGAATTTGGAC 48
13229591 Ler 120 bp ACATATCAATATATTAAAGTAGC

NGA1126 | A2g27330 | 11703392- | Col 191 bp GCACAGTCAAAGTCACAACC 52
11703582 Ler 199 bp CTCTACGCTTTTCGTTAAAG

NGAI139 | At4g34390 | 16444155- | Col 114 bp TTTTTCCTTGTGTTGCATTCC 55
16444268 Ler 118 bp TAGCCGGATGAGTTGGTACC

NGA1145 | A2g02540 | 683625- Col 213 bp GCACATACCCACAACCAGAA 55
683837 Ler 217 bp CCTTCACATCCAAAACCCAC

PLS2 At2229290 | 8374338- Col 155 bp TACGCGAATTATTTTTAGGAGA 52
8374492 Ler > Col AATTTATTTTGAGTCGGATGC

PLS3 A2g20910 | 9001884- Col 175 bp TAGTCGTTTCTCTGGTTGTAG 55
9002058 Ler > Col TTGCCTGTCGATGTAGATTTGT

PLS5 At2g21420 | 9178570- Col 128 bp GATGCCTTTCTCCTGGTTG 55
9178697 Ler> Col AATATAGCCGTCGTCTTCATCA
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PLS7 At2g23030 | 9813750- Col 109 bp GATGAATCTTCTCGTCCAAAAT 52
9813858 Col > Ler GACAAACTAAACAACATCCTTCTT

SNP At4g31560 | 15294381- | Col 147 bp GTGTCGAATAATTTTGCTTTATATT 55

F3L17 15294627 Ler 220 bp CCACTACAGTTTTTATCATTATTGG

SNP At528927 | 10960095- | Col > Ler GGATGATTATGCTTCTAATTTATCA 55

F3F24 11 10960523 TGAATCTAGTAAGTTTCAGTTTCGT

SNP At5228200 | 10180644- | Col<Ler AACAAACCGGATACTATGTTAGTTA 52

F26C17 11 10180868 AGATAAATCAGAGGTTAGGAGTCAT

SNP At5g66430 | 26543550- | Col 18 bp > Ler GACTCCAGACACGAAGCACA 55

KIF13 26543727 GATGGCTGAGATCGTGAACA

SNP At5g67260 | 26852556- | Col 222 bp TCCTTTGTTGTTTTGTTCAATCTT 55

K3G17 26852777 Ler 198 bp TCGAACCTGTCTCGCTTCTT

SNP At5266850 | 26714006- | Col 237 bp CCCCTTCAAACTCACTCCAA 55

MUD21 26714242 Ler 259 bp GTACTGGATGGCACCAGAGG

SNP At5g34890 | 13222572- | Col 225 bp ATGCCGTCGGAAATAGTGAG 55

T2L5 13222796 Ler 183 bp CGAAGCTGAAGCAAATGTCA

SO191 At5237780 | 15021915- | Col 148 bp TGATGTTGATGGAGATGGTCA 52
15022062 Ler 156 bp CTCCACCAATCATGCAAATG

S0262 At5g27670 | 9792645- Col 147 bp ATCATCTTCCCATGGTTTTT 52
9792791 Ler 159 bp TTGCTTTTTGGTTATATTCGGA

TIP17 At4gl2410 | 7342490- Col > Ler TCTAAATATTGATTGTTTCACTTCA 52
7342894 ATACAGTACAGAGAAGGATGATTTC

T16B14 AR22122 | 9409878- Col < Ler AACTATTGCACTGATATTTTTATGG 52 besser
9410144 AAATATTTGTAAATAACTCGCAATG 50

TI6BI4Tl | At2g22060 | 9389454- Col < Ler TTATTTGTTGTATGCAATGTTCTAA 50
9389709 CTGAACATTTGTATTCACACTTTTT

TI6BI4TI | A2g22030 | 9378556- Col > Ler ATGATGGTTGTAATACATTTTGAGT 55
9378804 GAGATACATAAAAGCTTGGAACATA

T26C19 At2g22150 | 9428364- Col > Ler GCTTTGGAGTTTTAATAAAGAGTTT 52
9428625 TTTTCATTATACATATTTGGGGTTA

T27K12- Atlgd2460 | 15926702- | Col 146 bp GGACAACGTCTCAAACGGTT 52

SP6 15926847 Ler 152 bp GGAGGCTATACGAATCTTGACA

T30L20 A222760 | 9683764- Col 169 bp TTTTGCTCATATTAATTCATTATCC 52
9683832 Ler 139 bp ATATAAGATCCAAAATTAAGGCTTC
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7.1.2 CAPS-Primer
Tabelle 8: Verzeichnis der in dieser Arbeit verwendeten CAPS-Primer
Name und assoziierter Koordinaten | Polymorphismus Primersequenz Anneal..-
Restriktions | Lokus im Okotyp Temp.
-Enzym Columbia (°C)

(bp)
F2G1 111 At2g21690 9276550- Col 344 bp TTTAAATGTCTGAAAATCTGAAATC 55
EcoRI 9276893 Ler 114 bp & 230 bp CAAGAAACAGAGGATATATGAAGAA

7.1.3 Sequenzierungs-, Klonierungs- und Komplementations-Primer

Tabelle 9: Verzeichnis der verwendeten Primer zur Klonierung, Sequenzierung und Komplementation

Name

Primersequenz

Annealing-Temperatur (°C)

CMT3a

TCTCAGATTATTTAGTCCTCACACT
GTAACAAATGCAATTTAGACGTAAT

55

CMT3b

ATATGAACGTTTATCATGTTGTTTT
CAAATCTGAGAAGATTATTAGCAAG

55

CMT3c

CTTCTCAGATTTGTTTAATCTCTCA
AGAACAACATAAGACCCATAGAACT

55

CMT3d

AACAGTTGATGTTTAGAGCAATATC
TATTCCTAGACACTAAAACAGACCA

55

CMT3e

TGGTCTGTTTTAGTGTCTAGGAATA
GGTCTAAAGATAAATCCTAGGAAAA

55

DDM-F1

TAAGAAAATAGGCGTAAATATGAGA
GTAAGTTACTTTCTCAAACAAGCAG

52

DDM-F2

TGTTGGTTCCATTTATATAATTTTC
TAATAGTAGAAAAGGACCATGTTTG

52

DDM-F3

TTGGTCTTTGTTAAATTTTATTCTG
AAATATACTACAGCTGCTCTTCTCA

52

DDM-F4

CTTTTAAGCAATATTCTGACCAAA
AACTTCCGAGCCCTCTAATAAT

52

FBOX 1

CTTATTCCTTAAGTTTTTCTCACTG
GAGCATAGCTACATAATACAAAACA

56

FBOX 2

GTGATTACAAAGTGTTGTGTATGAT
GAAGTTCAAAACAGAAAGTCTACAT

56
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FBOX 1 neu TCCTTTCATATTTCTTCTCTTATTC 52
CATAAGGTAAGTTGGTTTAGAAGAC

FBOX 2 neu ATGAAATCGTACTTGATTAATTCTT 52
ATTGATACACAAATCAGGAGTATCT

KOMPL1 TTCCTAGTATATCAAGGATTTCATC 55
TTGAGATTAACAGTAACAGTAGCAG

KOMPL2 TAAGTAACAGTCATCATTCTGTAGC 55
ATCGATAGAGAAATCAGTGATAAAC

MET1-1 TAGTGATGATTTTGTTGGTAATTTT 55
ATGTAGAACATATTTGAAGCAGAAC

METI1-2 GAGGATTAAAGAAGTTTCTCAAGTT 55
TAAACTGCAAAAAGCTGTAAAATAA

MET1-3 ATAAGCATTCTTACTTTTCTTAGGG 55
CAGTGATGTTCTTTTTCCTATACTG

MET1-4 TTACAAAGAGGATCTATGACTGTTC 55
TTAATAGTAGAGAACTTTGGCTTCA

MET1-5 TATACCTCTCTTCACTTCGTATTTG 55
GCTAATATCATTTCACACTGAACTT

MET1-6 GTCAGGTATATATTTCAGATTGTGG 55
TGTATAAGACTGACCTTTCTCTTTG

MET1-7 GAAATTCTTGTTTCTTGCAGTATAA 55
TAGGCTTTCTTTATCAAAAGTATCA

REPAIRI GATATTGCTTCTTCTCTTCCTTC 55
AATTATGAACTTAAACGACAATCTT

REPAIR2 TACTGAAAGCTCTTTTTAATACTCC 55
AATCTCTCTCTTCTCTCCACTTTAT

riboredul GACAAAATCACAAGAAAGTAGAAAC 55
CAAGAGTTTTAAATCCAAAGTAATC

riboredu2 TCTTATAAATCACTGACTTGTGTGT 55
AACAGGAATTTGAGTTACTAAAGAA

riboredu3 ACTCAAATTCCTGTTATCTCAATAC 55
ATAAAGTCAGCATAACAATCCAC

riboredu4 CATCAATTATATCAATTTGGTTTTC 55

TTCTAACTTTTTAAGACCCAAACTA

riboredu4 neu

TCTATAGTTAATGTTGCTGAGATAC
TTATACATAATTCTCGTTACAAATC

55

714-2 AGGAGAAGTATTGTGATATCTCTTG 55
GAGTATGACTTTGAGACCATTATTT
7f4-3 AAATAATGGTCTCAAAGTCATACTC 55

TTTTCTGTAAATTCATGTTTGTTTA
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7.1.4 RT-PCR-Primer

Tabelle 10: Verzeichnis der in dieser Arbeit verwendeten RT-PCR-Primer

Name Restriktionsenzym Primersequenz Annealing-Temperatur
O

18s IDNA CGCCTCTAAGTCAGAATCCG 58

AT2G21790 CTGCTACTGTTACTGTTAATCTCAA 55

(RIBO) AGTATAGAAGTGTAGCGAAGTGAGT

DDMIRT GTGTTACTGTTGTAGAGGAAGAGAT 55
TAAGCTGATAAGACTTTAACTGTCC

DDM-F3 TTGGTCTTTGTTAAATTTTATTCTG 52
AAATATACTACAGCTGCTCTTCTCA

DNA-REPAIR GACGAAAGAGATTATCAAAGAGTC 55
TAATAGTCTCCCAACTTCTTCTGT

METI1-2 GAGGATTAAAGAAGTTTCTCAAGTT 55
TAAACTGCAAAAAGCTGTAAAATAA

METI1-4 TTACAAAGAGGATCTATGACTGTTC 55
TTAATAGTAGAGAACTTTGGCTTCA

Mut12-1-3 Pst (schneidet im WT aber nicht | CTGATGACTTGAAGGCGATT 55

in Mutante) CTGCGCCAACTTAGTTTCAT

Mutl2/2/7 TGAGAAGAGCAGCTGTAGTATATTT 55
GCTTATATCGGTTTGTATCAACTTA

SKP1 CTAGATGTCACTATCCAATCCTCT 55
TACATTATGTTCTCAATCACACAAG

WRKY ATACTTTTGAGAAGATCATGGAAG

F7D8 ATTTATACCCATCATCTAAAGCAAC 55

Z£-F7D8-1 ACATTTGCAGAGAGAATATATACGA 55
TTCAAGAACATGTTTACTTTTCAAG

ZfF-7D8-2 GTTGTGTTTACTGTTACTCGTTTCT 55
TAACTTTGTTGGTTTCATAGTCTTC

ZfF-7D8-3 GAAAGAGTAAAACAACCATGTCTAA 55
AACTTCTCATCACAAATAGAACAAG

ZfF-7D8-4 TTCTGGCTCTTTCTATAAGTGTAAA 55

ATATTTGACATTGATCATTCTCTGT
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7.2 Chromosomen- und Markerkarte
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Abbildung 23: Chromosomen- und Markerkarte. Abbildung 23 zeigt die Positionen der in dieser
Arbeit verwendeten molekularen Marker, sowie die kartierten Mutationsorte (CMT3, RNR1, MET1 und
DDM1) im Arabidopsis thaliana Genom.
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