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2 Zusammenfassung 

 

Post-transkriptionelles gene silencing (PTGS) kann ein limitierender Faktor für die 

Expression von Transgenen sein. Transgene mRNAs können von der RNA-DEPENDENT 

RNA POLYMERASE 6 (RDR6) erkannt werden, was die Synthese doppelsträngiger RNA 

(dsRNA) initiiert und die Akkumulation von small interfering RNAs (siRNAs) zur Folge hat. 

Diese vermitteln die sequenzspezifische endonukleolytische Spaltung einer Ziel-mRNA und 

verhindern somit deren Akkumulation. Für die Initiierung des Transgen Silencing spielen 

quantitative aber auch vor allem qualitative Faktoren eine Rolle. Mutationen im mRNA 

Metabolismus können die Balance zwischen Synthese und Degradation von mRNAs stören 

und folglich das Transgen Silencing verursachen. Aufgrund eines gestörten mRNA 

Metabolismus können sogenannte aberrante mRNAs akkumulieren, die durch RDR6 erkannt 

werden und die Silencing Kaskade in Gang bringen. Im Zuge dieser Doktorarbeit sollten neue 

Erkenntnisse zur Initiierung des Transgen Silencing gewonnen werden. Hierbei stand die 

Identifizierung und Charakterisierung von Genen, deren Mutation zu verstärktem Transgen 

Silencing führt, im Vordergrund. Im Vorfeld wurde eine transgene Arabidopsis-Linie EMS-

mutagenisiert und nach Mutanten mit verstärkten Transgen Silencing durchmustert. Geeignete 

Mutanten zeichneten sich durch einen Verlust der MP17:GFP mRNA Akkumulation aus. Es 

konnte die MP17:GFP Suppressormutante tss4e (transgene silencing suppressor) mit einer 

eindeutig genetisch nachvollziehbaren Vererbung isoliert werden. In dieser akkumulieren 

Transgen-spezifische siRNAs, was durch Infektion mit dem Potyvirus TuMV überkommen 

werden konnte. Daher wurde angenommen, dass es in der tss4e Mutante zum PTGS der 

Transgene gekommen war. Durch die Marker-gestützte Kartierung konnte eine Mutation im 

AtDCP2 Gen identifiziert werden. Die Genidentität wurde durch Komplementation des 

Mutanten Phänotyps und der Analyse eines weiteren dcp2 Allels, das nicht in der Lage war 

die Mutante zu komplementieren, bestätigt. Anhand einer Protein-Modellierung wurde 

postuliert, dass die tss4e spezifische R138C Mutation vermutlich die katalytische Funktion 

des DCP2 Proteins in den Mutanten beeinträchtigt, was zu einer Veränderung des mRNA 

Metabolismus führt. Durch in vivo Analysen konnte bestätigt werden, dass die Menge 

ungecappter mRNA in den Mutanten reduziert war, was diese Vermutung bekräftigte. Durch 

Kreuzung in einen RDR6-defizienten Hintergrund konnte bestätigt werden, dass das Transgen 

Silencing in den tss4e Mutanten RDR6-abhängig initiiert wird und vermutlich auf die 

Akkumulation aberranter mRNA zurückzuführen ist. Daher kommt es in der tss4e Mutante 
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vermutlich zur Akkumulation gecappter mRNA ohne Poly-(A) Schwanz. Ein weiteres 

charakteristisches Merkmal der tss4e Mutante ist die Akkumulation von Anthocyanen in 

Source-Blättern. Durch Transkriptom-Analysen konnte beobachtet werden, dass dies 

möglicherweise auf eine Veränderung der TAS4 ta-siRNA Biogenese zurückzuführen ist. 

Diese bedingt eine Induktion der PAP1/2 Transkriptionsfaktoren und Anthocyan-Synthese-

assoziierter Genen. Somit konnte durch die Analyse der tss4e Mutante ein experimenteller 

Hinweis auf die postulierte Assoziation von TAS4 und seiner Regulation der Anthocyan-

Biosynthese erbracht werden. Der äußerliche Phänotyp der tss4e Mutante ließ sich verstärkt in 

der dcp2-1/tss4e Mutante beobachten, was demonstriert, dass mit tss4e erstmals ein 

hypomorphes dcp2 Allel isoliert werden konnte. Im Gegensatz zu post-embryoletalen dcp 

Nullmutanten kann mit tss4e im Folgenden die Relevanz der DCP2 Funktion für die 

Entwicklung von Arabidopsis untersucht werden. 

 

Summary 

 

Post-transcriptional gene silencing (PTGS) often limits the expression of transgenes. 

Transgene mRNAs are recognized by RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 6 (RDR6) 

which produces double-stranded RNA (dsRNA) and thus contributes to the production of 

small interfering RNAs (siRNAs). These mediate the sequence specific endonucleolytic 

cleavage of target mRNA, which prevents its accumulation. Quantitative and qualitative 

factors trigger the initiation of transgene silencing. Mutations in genes of mRNA metabolism 

may disturb the balance between synthesis and turnover of mRNA which can cause transgene 

silencing. Upon altered mRNA metabolism so called aberrant mRNA may accumulate which 

can be recognized by RDR6 to initiate the silencing cascade. New insights into the initiation 

of transgene silencing should be gained in the course of this thesis. The focus was the 

identification and characterization of genes important to prevent transgene silencing. 

Previously transgenic Arabidopsis were EMS-mutagenized and screened for mutants that 

showed increased transgene silencing. Suitable candidate mutants were characterized by a 

loss of MP17:GFP mRNA accumulation. One suppressor mutant (tss4e, transgene silencing 

suppressor) that showed a clear genetically reproducible inheritance could be isolated. By 

means of Map-based cloning a mutation in the AtDCP2 gene could be identified. The gene 

identity was confirmed by complementation of the mutant phenotype and through analysis of 

another dcp2 allele which could not complement the mutant phenotype. Based on protein 

modeling, it was proposed that the DCP2 catalytic function may be alleviated due to the 
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R138C mutation which disturbs mRNA metabolism. This is supported by in vivo 

measurements that showed reduced amounts of uncapped mRNA. By crossing the mutant to a 

RDR6-deficient genetic background it could be confirmed that transgene silencing in the 

mutant is initiated in a RDR6-dependent manner and caused by the accumulation of aberrant 

mRNA. Thus there is an accumulation of capped but deadenylated mRNA in the tss4e mutant. 

Another characteristic of the mutant is the accumulation of anthocyanins in source leaves. 

Based on transcriptome data it was speculated that this effect may be linked to an altered 

biogenesis of TAS4 ta-siRNA. This causes an induction of PAP1/2 transcription factors and 

the induction of corresponding anthocyanin related genes. Thus, the analysis of the tss4e 

mutant provided an experimental indication for the proposed regulation of anthocyanin 

biosynthesis by TAS4. The macroscopic phenotype of the tss4e mutant was more pronounced 

in the dcp2-1/tss4e mutant, which shows that tss4e is a new hypomorphic dcp2 allele. In 

contrast to post-embryo lethal null mutants of dcp2 the tss4e mutant provides the opportunity 

to analyze the DCP2 function and its relevance for Arabidopsis development. 
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3 Einleitung 

 

Die Einführung der grünen Gentechnik, speziell der durch Agrobakterien vermittelte 

Gentransfer, leitete eine neue vielversprechende Ära in der Biotechnologie ein. Das 

Einbringen einzelner Gene in das pflanzliche Genom optimiert Ansätze der modernen 

Züchtung, bietet aber auch eine Vielzahl an Applikationen in Bereichen der Pharmakologie, 

Medizin und Rohstoffindustrie. Besonders die Grundlagenforschung profitierte von der 

Möglichkeit, Gene funktional charakterisieren zu können. Neben der Repression der 

Genexpression (knock-down) bestand vermehrt die Möglichkeit zur Überexpression von 

Fremdgenen (Transgenen) in Pflanzen. Allen Anwendungen stehen jedoch auch 

Limitierungen gegenüber. So zeigte sich, dass die Überexpression von Transgenen in vielen 

Fällen nicht funktionierte. Wiederholt wurden Forscher mit dem Phänomen des spontanen 

gene silencing (aus dem Englischen Gen Stilllegung) konfrontiert. Das bekannteste Beispiel 

ist der Versuch, die Blütenfarben von Petunien zu verstärken, indem zusätzliche Kopien des 

CHALKON SYNTHASE (CHS) Gens eingebracht wurden (Napoli et al., 1990). Nachdem 

nicht nur das Transgen sondern auch das Petunien-eigene CHS Gen inaktiviert wurde, 

sprachen Forscher fortan vom Phänomen der Kosuppression. Weitere Studien zeigten, dass 

die Transkriptmenge transgener und viraler RNAs, die spontan vom gene silencing betroffen 

waren, dramatisch reduziert war (Lindbo et al., 1993). Als Konsequenz dieser Beobachtungen 

wurde der Abbau transgener mRNAs sowie die komplette Inaktivierung der Genexpression 

intensiv erforscht. Bis zum heutigen Tage konnte eine Vielzahl an Komponenten und 

Signalwegen identifiziert werden, die an der Kontrolle der Genexpression beteiligt sind und 

auf die im Folgenden eingegangen wird. 

 

3.1 Signalwege des gene silencing in Pflanzen 

 

Der Begriff gene silencing beschreibt zunächst einen Vorgang, der zur Stilllegung der 

Genexpression führt und die Produktion des Genprodukts verhindert. Im weiteren Verlauf 

kann gene silencing epigenetische Veränderungen herbeiführen, die zur Stilllegung der 

Transkription führen. Dieser Vorgang wird deshalb als transcriptional gene silencing (TGS) 

bezeichnet. (Baulcombe, 2004). Epigenetik wird als Ădie Lehre von mitotisch und/oder 



Einleitung  Seite 5 

   

 

 

meiotisch vererbbaren Änderungen in der Ausprägung eines Gens, die nicht durch 

Veränderungen seiner DNA Sequenz erklªrt werden kºnnenñ, definiert (Russo et al., 1996). 

Daneben existieren Mechanismen, die die endonukleolytische Spaltung von mRNAs zur 

Folge haben und folglich als PTGS (aus dem Englischen post-transcriptional gene silencing) 

bezeichnet werden (Zusammengefasst in Baulcombe, 2004) Beide Mechanismen (TGS und 

PTGS) benötigen die Biogenese kleiner doppelsträngiger RNAs (dsRNA), deren Sequenz-

Komplementarität die Erkennung von Ziel-mRNA- oder Ziel-DNA-Sequenzen ermöglicht. 

Ihre Synthese kann als Folge einer Infektion mit pathogenen Bakterien oder Viren (Lindbo et 

al., 1993; Voinnet, 2001; Navarro et al., 2008), der Expression von Transgenen (Vaucheret et 

al., 1998), als Reaktion auf Umwelteinflüsse oder entwicklungsspezifisch initiiert werden 

(Voinnet, 2008). 

 

3.1.1 Kleine RNAs und deren Biosynthese 

 

Im Folgenden wird auf die wesentlichen Komponenten zur Biosynthese kleiner RNAs 

eingegangen. Kleine RNAs lassen sich generell in micro RNAs (miRNAs), die in Pflanzen, 

Nematoden und Säugetieren und small interfering RNAs (siRNAs), die in Ciliaten, Pilzen, 

Pflanzen und Säugetieren vorkommen, unterteilen. Letztere werden nochmals entsprechend 

ihres Synthesewegs und Wirkmechanismus in die Klassen trans-acting siRNAs (ta-siRNAs), 

natural cis transcript siRNAs (nat-siRNAs) und repeat-associated siRNAs (ra-siRNAs) 

unterteilt (Zusammengefasst in Abbildung 1A-D, Vaucheret, 2006; Voinnet, 2009 und Hohn 

und Vazquez, 2011). Allen gemein ist ein endogener nicht-proteinkodierender Lokus, der von 

der RNA POLYMERASE II oder POLYMERASE IV transkribiert wird. Generell werden 

Vorläufer Transkripte aller Klassen kleiner RNAs im Nukleus durch DICER LIKE Proteine 

(DCL) zu kleinen etwa 20 bis 26 bp langen dsRNAs prozessiert, welche zusätzlich von der 

RNA-Methylase HUA ENHANCER (HEN1) an ihren 5ó ¦berhªngen methyliert werden 

(Fukunaga und Doudna, 2009). Eine Besonderheit stellt die Biosynthese der miRNAs dar, 

(Zusammengefasst in Bartel, 2004; Jones-Rhoades et al., 2006), zumal das primäre Transkript 

eine charakteristische Haarnadelstruktur ausbildet und zudem vom cap binding complex 

(CBC) mit einer CAP Struktur versehen wird (Laubinger et al., 2008). Es wird angenommen, 

dass die Reifung der miRNAs in sogenannten dicing-bodies im Nukleus (D-Bodies) 

stattfindet (Fang und Spector, 2007). Mit Hilfe von DCL1, SERRATE (SE) und dem 

HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) Protein wird die sogenannte prä-miRNA prozessiert. 
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Abbildung 1 Endogene Signalwege zur Regulation der Genexpression (Modifiziert nach Voinnet 2009, 

Vaucheret, 2006 und Vazquez, 2010) unterteilt nach den verschiedenen Klassen kleiner RNAs. (A-D) Deren 

Produktion geht die Transkription eines endogenen, nicht-proteinkodierenden Lokus voraus. Die Reifung der 

kleinen RNAs findet im Kern statt und benötigt DCL Proteine, da sie an der Prozessierung von dsRNA beteiligt 

sind. (B-D) Diese werden von RDR2/6 produziert indem single-stranded RNA (ssRNA) zu dsRNA konvertiert 

wird. (A-C) Die sequenzspezifische endonukleolytische Spaltung von mRNAs wird im Cytoplasma vollzogen. 

(D) Dagegen findet die Methylierung von DNA oder Histonen im Kern statt. (A-D) Essentiell für die Wirkweise 

kleiner RNAs sind zudem AGO Proteine, Endonukleasen, die mRNAs spezifisch schneiden und deren 

Degradation zur Folge haben. Blau: Prozesse, die vermutlich im Kern ablaufen. Grün: Prozesse, die vermutlich 

cytoplasmatisch ablaufen. 
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prozessiert (Yang et al., 2006; Laubinger et al., 2008). Die reifen miRNAs werden schließlich 

zu ihrem Wirkort, dem Cytoplasma, transportiert (Zusammengefasst in Abbildung 1A und 

Vazquez et al., 2010). Die Synthese der ta-siRNAs läuft in einem zweistufigen Prozess ab, da 

zunächst eine miRNA an das primäre ta-siRNA Transkript bindet (Allen et al., 2005). Es wird 

vermutet, dass das primäre Transkript im Folgenden durch ARGONAUTE 1 (AGO1) im 

Cytoplasma gespalten und daraufhin von der RNA DEPENDENT RNA POLYMERASE 6 

(RDR6) zu dsRNA vervollständigt wird. Es besteht die Vermutung, dass das putative RNA 

Bindeprotein SGS3 (aus dem Englischen SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3) das 

Spaltfragment stabilisiert (Peragine et al., 2004). Nach erneutem Kernimport wird die dsRNA 

von DCL4 und dem dsRNA Bindeprotein 4 (DRB4) fertig prozessiert (Adenot et al., 2006). 

Hierbei wird vermutet, dass die Funktion von RDR6/SGS3 in den sogenannten siRNA bodies, 

einer kürzlich identifizierten Klasse granulärer cytoplasmatischer Strukturen stattfindet 

(Zusammengefasst in Abbildung 1B und Jouannet et al., 2012). Die Synthese der nat-siRNAs 

kann durch externe Stimuli wie Salzstress oder Pathogen-Befall induziert werden und beginnt 

mit der Transkription zweier sich überlappender Transkripte, die im Cytoplasma vermutlich 

durch ein Mitglied der AGO Familie gespalten und analog der ta-siRNAs in einem 

RDR6/SGS3 abhängigen Prozess zu dsRNA vervollständigt werden (Zusammengefasst in 

Abbildung 1B) (Borsani et al., 2005; Katiyar-Agarwal et al., 2006). Die ra-siRNAs werden 

ungleich der anderen von der POLYMERASE IV transkribiert und im Nukleolus weiter 

prozessiert. Es wird postuliert, dass methylierte Transkripte entstehen, die durch die RNA 

DEPENDENT RNA POLYMERASE 2 (RDR2) (Yu et al., 2003) zu dsRNA vervollständigt 

und durch DCL3 zu den 24 bp ra-siRNAs fertig prozessiert werden (Zusammengefasst in 

Abbildung 1D, Matzke und Birchler, 2005 und Daxinger et al., 2009). 

 

3.1.2 Wirkweise kleiner RNAs 

 

Kleine RNAs wirken meist auf drei verschiedene Arten (Zusammengefasst in Abbildung 1A-

D). Der prominenteste Fall beinhaltet die endonukleolytische Spaltung von Ziel mRNAs in 

cytoplasmatischen Proteinkomplexen (Abbildung 1A-C). Die Spaltung der mRNA wird von 

AGO Proteinen durchgeführt. Hierbei handelt es sich um eine Proteinfamilie von 

Endonukleasen mit zehn bekannten Mitgliedern, von denen AGO1 bislang am besten 

untersucht ist (Zusammengefasst in Vaucheret, 2008). Anhand von AGO-

Lokalisationsstudien in Säugetierzellen wurde postuliert, dass der Abbau von miRNA 
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Zielgenen in den processing bodies (PBs) stattfindet, in denen auch die Degradation von 

mRNA abläuft (Liu et al., 2005). Es ist ungeklärt, in welchem Kompartiment dieser Prozess 

in pflanzlichen Zellen stattfindet, zumal keine Korrelation zwischen der Akkumulation von 

miRNA Zielgenen und der Anwesenheit von PBs nachgewiesen werden konnte (Xu et al., 

2006; Xu und Chua, 2009). Die AGO7 vermittelte Spaltung von ta-siRNA Zielgenen findet in 

den cytoplasmatischen siRNA bodies statt (Jouannet et al., 2012). In welchen Strukturen die 

endonukleolytische Spaltung von Zielgenen der nat-siRNAs stattfindet, ist bislang unbekannt. 

Die zweite Art der Genregulation umfasst die Inhibierung der Translation an den Ribosomen 

durch miRNAs (Abbildung 1A) (Chen, 2005; Brodersen et al., 2008). Bislang ist die 

Relevanz dieses, aus Säugerzellen bekannten, Phänomens nicht geklärt. Eine kürzlich 

veröffentlichte Studie jedoch zeigte, dass eine Mutation im Protein SUO eine verstärkte 

Proteinakkumlation eines miRNA Zielgens zur Folge hatte, obwohl die Transkriptmenge 

unverändert blieb (Yang et al., 2012). Zumal Mutationen in SUO keine dramatischen 

Konsequenzen für das Wachstum der Mutanten hatten, wird angenommen, dass die 

translationale Repression nicht so bedeutend ist wie die endonukleolytische Spaltung (Yang et 

al., 2012). Die dritte Wirkweise ist die Vermittlung epigenetischer Veränderung durch 

Cytosin-Methylierungen an Transposons, repetetiven Elementen sowie den Promotoren von 

Transgenen (Abbildung 1D und Zilberman et al., 2003). In diesem Fall dirigieren die ra-

siRNAs die DNA Methyltransferasen (Cao und Jacobsen, 2002) sowie AGO4 zu den 

jeweiligen genomischen Bereichen im Nukleus und vermitteln somit die transkriptionelle 

Reprimierung der Genexpression (Zusammengefasst in Matzke und Birchler, 2005). In einer 

kürzlich veröffentlichten Studie konnte beobachtet werden, dass die im Nukleus prozessierten 

und ins Cytoplasma exportierten ra-siRNAs dort AGO4 Proteine rekrutieren und in den 

Zellkern dirigieren (Ye et al., 2012). Die transkriptionelle Regulation umfasst sowohl die 

Methylierung von repetitiven DNA Bereichen oder Transposons als auch die von Lysin-

Resten der jeweiligen Histone (Zusammengefasst in Matzke et al., 2009). Letzteres führt 

Umstrukturierung des Chromatins indem transkriptionell inaktive heterochromatische 

Bereiche entstehen. 

 

3.2 Virus- und Transgen-induziertes Silencing 

 

Bereits im Jahre 1927 wurde in Virginia die Entdeckung gemacht, dass wiederholte 

Infektionen des Tabaks mit dem Comovirus tobacco ringspot virus (TRSV) zu erhöhter 
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Resistenz der Pflanzen führte (Wingard, 1928). Obwohl der zugrunde liegende Mechanismus 

damals nicht verstanden wurde, war bereits klar, dass dieser den Pflanzen als basaler Schutz 

gegenüber dem Virus diente. Mittlerweise ist bekannt, dass gene silencing der Mechanismus 

ist, der den Pflanzen diesen Schutz bietet (Covey et al., 1997). Aufgrund des 

Replikationsmechanismus der Viren kommt es zur Bildung von dsRNA, wodurch das gene 

silencing initiiert wird (Tenllado und Diaz-Ruiz, 2001). Dieser Mechanismus gleicht dem 

Mechanismus des Transgen Silencing (Ratcliff et al., 1997). Hierbei wird ein, in sense 

Orientierung eingebrachtes, Transgen durch RDR6 zu dsRNA prozessiert, wodurch das gene 

silencing initiiert wird (Zusammengefasst in Vaucheret et al., 1998). Sofern neben dem 

Transgen ein zusätzliches endogenes Gen mit gleicher Sequenz vorliegt, kann dieses ebenfalls 

vom gene silencing erfasst werden (Napoli et al., 1990). Dieser Spezialfall des Transgen 

Silencing wird als Kosuppression bezeichnet. 

 

3.2.1 Initiierung und  Ausbreitung des Transgen Silencing 

 

Das Silencing von Transgenen beginnt meist im Laufe der Entwicklung einer Pflanze, wobei 

nicht alle Organe simultan vom Abbau betroffen sind. Meist existiert ein Nexus an dem erste 

Zellen vom Abbau betroffen sind und von dem sich das Silencing Signal in Form von siRNAs 

in die weiteren Organe der Pflanze ausbreitet (Zusammengefasst in Voinnet und Baulcombe, 

1997; Himber et al., 2003 und Molnar et al., 2011). Dies erfolgt entweder von Zelle-zu-Zelle 

über Plasmodesmata (PD) oder im Langstreckentransport über das Phloem. Die Perzeption 

und Weitergabe des Silencing Signals benötigt die Funktion von RDR6 (Himber et al., 2003). 

Untersuchungen konnten zeigen, dass im Falle des PTGS von Transgenen die 21 bp siRNAs 

als mobiles Signal nicht an die Samen weitergegeben werden (Dehio und Schell, 1994). Als 

Folge muss das PTGS in jeder Pflanzengeneration erneut initiiert werden. Beim TGS 

hingegen können Methylierungen an die folgende Generation weitergegeben werden (Sano et 

al., 1989) In früheren Studien konnte eine Korrelation zwischen Expressionsstärke und der 

Ausbreitung des Transgen Silencing festgestellt werden (Napoli et al., 1990; Smith et al., 

1994; Elmayan und Vaucheret, 1996). Folglich wurde eine Hypothese diskutiert, ob es für 

jedes Gen einen eigenen Expressions-Schwellenwert gibt, ab dem es zu spontanem gene 

silencing kommen kann. Diese Theorie wurde daher als Schwellenwert-Theorie bezeichnet. 

Studien mit verschiedenen Transgenen zeigten, dass es ab einer bestimmten Anzahl an 

Transgenkopien im Genom vermehrt zum Silencing kam (Schubert et al., 2004). Gegen diese 
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Theorie spricht allerdings, dass auch stabil exprimierende Pflanzen mit gleich starker 

Expression generiert werden konnten. Es kann somit vermutet werden, dass durch verstärkte 

Expression die Wahrscheinlichkeit, mRNA mit unzureichender Qualität (fortan als aberrante 

mRNA bezeichnet) zu produzieren, steigt. Ebenso erhöht sich mit zunehmender Zahl an 

Transgen Kopien die Wahrscheinlichkeit, dass T-DNAs fehlerhaft oder unvollständig 

integrieren. In Anbetracht dessen wurde auch die qualitative Aberration als Ursache für das 

Transgen Silencing diskutiert. Diesbezüglich wurde beobachtet, dass Mutationen im mRNA 

Metabolismus die Akkumulation sogenannter aberranter mRNA begünstigen, was die 

Produktion von siRNAs verursachen kann (Zusammengefasst in Abbildung 2). 

 

3.2.2 mRNA Metabolismus und Transgen Silencing 

 

Seit längerem ist bekannt, dass das Schwellenwert-Modell keine allgemeingültige Erklärung 

ist, warum Transgene spontan vom Silencing betroffen sein können. Die Isolation und 

Charakterisierung verschiedener Mutanten des mRNA Metabolismus hat gezeigt, dass die 

qualitative Aberration eine weitere Ursache des Transgen Silencing sein kann. Veränderungen 

des mRNA Metabolismus können zur Akkumulation sogenannter aberranter mRNA führen, 

die durch RDR6/SGS3 erkannt und zur Synthese von dsRNA verwendet wird (Abbildung 2). 

Diesbezüglich konnte demonstriert werden, dass eine Mutation in XRN4 die Akkumulation 

ungecappter mRNA und transgener siRNAs zur Folge hatte (Gazzani et al., 2004). Weitere 

Analysen offenbarten, dass Mutationen in Genen (esp Mutanten), die essentiell f¿r die 3ó 

Terminierung von Transkripten bei der Transkription sind, ebenfalls zum Silencing von 

Transgenen führen (Abbildung 2, Herr et al., (2006) und Luo und Chen, 2007). Da die 

jeweiligen Proteine im Kern lokalisieren, scheinen auch dort die Voraussetzungen zum gene 

silencing erfüllt zu sein (Zusammengefasst in Abbildung 2). In diesem Kontext führten 

Mutationen in XRN2 und XRN3 ebenfalls zum Transgen Silencing (Gy et al., 2007; Vogel et 

al., 2011). Verschiedene Studien zur Lokalisation von RDR6 konnten kein eindeutiges 

Ergebnis liefern. Daher ist es nicht unwahrscheinlich, dass RDR6 sowohl im Nukleus (Luo 

und Chen, 2007) als auch im Cytoplasma (Kumakura et al., 2009) lokalisiert. Die an der 

Reifung der siRNA beteiligten Komponenten DCL4 und HEN1 wurden bislang ausschließlich 

im Kern lokalisiert (Fang und Spector, 2007; Kumakura et al., 2009). Es ist daher 

anzunehmen, dass die Reifung transgener siRNAs in jedem Fall im Kern stattfindet, 

unabhängig vom Ort, an dem aberrante mRNA akkumuliert (Abbildung 2). 
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Abbildung 2 Hypothetisches Modell des Zusammenspiels von mRNA Metabolismus und Transgen Silencing in 

Arabidopsis. Gestrichelte Pfeile stellen experimentell nicht direkt bestätigte Zusammenhänge dar. In Rot: 

Mutationen, die zum Transgen Silencing führen. Unter normalen Bedingungen werden mRNAs nach der 

Transkription aus dem Kern exportiert und dort an den Ribosomen translatiert. Nach Ablösen des eIF4E erfolgt 

der Abbau der mRNAs in den PBs. Aberrante Transkription, wie in esp Mutanten wird bereits im Kern von 

RDR6/SGS3 erkannt und Silencing initiiert. Im Folgenden werden dsRNAs ins Cytoplasma exportiert und im 

RISC Komplex eingelagert, indem die AGO1 vermittelte endonukleolytische Spaltung von mRNAs abläuft. 

Aberrationen im mRNA Abbau wie in xrn2, xrn3 und xrn4 Mutanten werden ebenfalls von RDR6 erkannt, was 

die Initiierung von PTGS und die endonukleolytische Spaltung von mRNAs zur Folge hat. Hierbei wird vermutet, 

dass die weiteren Prozesse zur Reifung der siRNAs im Kern ablaufen, weshalb im Falle der xrn4 Mutante 

zunächst der Transport der aberranten mRNA in den Kern erfolgen muss.  
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Verschiedene Studien führten zu der Erkenntnis, dass auch indirekte Effekte einen Einfluss 

auf die Stabilität von Transgenen ausüben. So führen Mutationen im Gen der 

NUKLEOTIDASE/PHOSPHATASE FRY1 ebenfalls zum Auslösen von Transgen Silencing 

(Gy et al., 2007; Vogel et al., 2011). FRY1 wirkt als negativer Regulator des 

Phosphoinositol-Signalwegs und hemmt die Produktion von Phosphoadenosin 5ó Phosphat 

(PAP) (Quintero et al., 1996; Xiong et al., 2001). PAP wirkt hemmend auf die Funktion der 

Exoribonukleasen weshalb eine Mutation in FRY1 indirekt zum Auslösen von gene silencing 

führt (Gy et al., 2007). Zusammenfassend existiert zumindest für Transgene sowohl eine 

quantitative als auch qualitative Kontrolle der Genexpression. Diese, so wird postuliert, 

können sich auch gegenseitig bedingen, da eine verstärkte Genexpression auch die Menge 

aberranter mRNA erhöhen sollte (Christie et al., 2011b). Diese Hypothesen scheinen im Falle 

von Transgenen tatsächlich zu stimmen. In Bezug auf endogene Transkripte scheint es jedoch 

keine direkte Korrelation zwischen Expressionsstärke und gene silencing zu geben. In diesem 

Kontext wurde nie spontanes gene silencing der kleinen Untereinheit 3B der RIBULOSE-1,5-

BISPHOSPHAT CARBOXYLASE/OXYGENASE (RUBISCO-3B, kurz RUB-3B) beobachtet, 

obwohl die Expression dieses Gens zu den Stärksten innerhalb der Pflanze zählt. Dennoch ist 

es möglich die Expression von RUB-3B in Arabidopsis durch RNAi zu reduzieren 

(Kobayashi und Zambryski, 2007). Daher wurde vermutet, dass es für solche endogenen 

Transkripte weitere Schutzmechanismen geben muss, die verhindern, dass diese vom RDR6-

abhängigen Abbau betroffen sind. In einer Analyse wurde beobachtet, dass die Anzahl an 

Introns und die Menge gemessener kleiner RNAs umgekehrt korrelierte (Christie et al., 

2011a). Weiterhin konnte durch das Einbringen künstlicher Introns in GFP auch die 

Häufigkeit des spontanen Transgen Silencing in transgenen Arabidopsis reduziert werden 

(Christie et al., 2011a). Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass es, bezüglich der 

Initiierung von PTGS, Unterschiede zwischen Endogenen und Transgenen geben muss, wobei 

über die Gründe relativ wenig bekannt ist. Generell kann das Transgen Silencing durch 

quantitative aber auch vor allem qualitative Aberrationen verursacht werden. 

 

3.3 Degradation von mRNA 

 

Die qualitative Aberration kann Folge eines veränderten mRNA Metabolismus sein. Im Falle 

unvollständiger mRNA Synthese kann aberrante mRNA im Nukleus von RDR6 direkt zur 

Initiierung des Transgen Silencing verwendet werden. Interessanterweise kann auch mRNA 
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deren Abbau beeinträchtigt ist vom gleichen Prozess erfasst werden, auch wenn dieser im 

Cytoplasma abläuft. Somit scheint der Abbau von mRNAs ein sehr wichtiger Prozess zu sein. 

Dies wird auch deutlich, da Mutanten in den meisten, am mRNA Abbau beteiligter Gene 

post-embryoletal sind (Xu et al., 2006; Xu und Chua, 2009). Im Folgenden wird auf die 

wesentlichen Komponenten, sowie die beiden Hauptwege des mRNA Abbaus in Pflanzen 

eingegangen. 

 

3.3.1 5ó zu 3ó Abbau von mRNA in Pflanzen 

 

Der bislang am besten erforschte Weg zum Abbau von mRNAs in Pflanzen ist der 5ó zu 3ó 

Abbau. Speziell in Arabidopsis wurden die meisten Komponenten bereits identifiziert und 

charakterisiert (Zusammengefasst in Belostotsky und Sieburth, 2009). Der Abbau beginnt mit 

dem Ablösen des Proteins eIF4E, was das Ende der Translation zur Folge hat (Ferraiuolo et 

al., 2005). Der initiale Schritt besteht im Abbau des 3ó Poly-(A) Schwanzes. In Arabidopsis 

wird dies durch die POLY-(A) RIBONUKLEASE (PARN) katalysiert (Chiba et al., 2004), 

indem PARN spezifisch gecappte mRNAs bindet (Dehlin et al., 2000; Gao et al., 2000). 

Weiterhin wurde PARN eine wichtige Funktion beim sogenannten nonsense-mediated-decay 

(NMD) zugesprochen (Lejeune et al., 2003). NMD funktioniert als Qualitätskontrolle und 

wird aktiviert, falls mRNAs am 3ó Bereich nicht ordnungsgemäß transkribiert werden 

(Kertesz et al., 2006). Weitere Qualitätskontrollen in Eukaryonten sind der sogenannte non-

stop decay (NSD) und der no-go decay (NGD), die aktiv werden wenn mRNAs kein Stop 

Codon besitzen oder nicht von den Ribosomen getrennt werden können (Zusammengefasst in 

Garneau et al., 2007). In Arabidopsis wurden bisher nur Komponenten des NMD identifiziert 

(Culbertson und Leeds, 2003). Es wurde beobachtet, dass PARN sowohl im Nukleus als auch 

in cytoplasmatischen Strukturen, den PBs lokalisiert (Chiba et al., 2004). PBs sind 

dynamische Strukturen und beherbergen eine Vielzahl wichtiger Komponenten der mRNA 

Degradations-Maschinerie (Sheth und Parker, 2003). Weiterhin ist bekannt, dass PBs infolge 

einer Stress Reaktion mit sogenannten stress-granules (SGs) kolokalisieren (Weber et al., 

2008). Es wird vermutet, dass mRNAs während Stress Bedingungen in den SGs gelagert 

werden, um direkt in den PBs abgebaut werden zu können (Zusammenfasst in Garneau et al., 

2007). Nach der Entfernung des Poly-(A) Schwanzes in den PBs durch PARN erfolgt das 

Entfernen der 5ó CAP Struktur, die aus einem methylierten Guanosin, das ¿ber ein 

Triphosphat an das 5ó Ende der mRNA angeknüpft ist, besteht (Nuss et al., 1975). Die 
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Reaktion wird in einem Proteinkomplex durchgeführt, der aus den Proteinen DECAPPING 1 

(DCP1), DECAPPING 2 (DCP2) und VARICOSE (VCS) besteht. Interaktionsstudien mittels 

Hefe-2-Hybrid konnten demonstrieren, dass DCP2 und VCS interagieren (Xu et al., 2006). 

Zudem wurde beobachtet, dass DCP2 fähig ist, mRNAs in vitro zu prozessieren 

(Gunawardana et al., 2008). Das Entfernen der CAP Struktur ist im Gegensatz zur 

Deadenylierung ein irreversibler Schritt und bestimmt folglich das Schicksal der mRNAs 

(Yamashita et al., 2005). Der letzte Schritt besteht im Abbau der ungecappten und 

deadenylierten mRNA durch XRN4 (Souret et al., 2004). In Arabidopsis konnten drei 

Mitglieder von 5ó zu 3ó Exoribonukleasen (XRNs) aufgrund ihrer Homologie zum Xrn1p aus 

Hefe isoliert werden. Darunter lokalisieren XRN2 und XRN3 im Nukleus und XRN4 in den 

cytoplasmatischen PBs (Kastenmayer und Green, 2000; Weber et al., 2008). Aufgrund der 

unterschiedlichen Kompartimente der XRNs wird vermutet, dass die zellulären Funktionen 

von XRN2 und XRN3, wenn überhaupt, nur partiell mit XRN4 redundant sind. Diese 

mögliche Redundanz steht im Zusammenhang mit dem Transgen Silencing und wird in 

Abschnitt 3.2.1 diskutiert. Weiterhin wurde beobachtet, dass XRN2 und XRN3 an der 

Degradation von Nebenprodukten der miRNA Biosynthese beteiligt sind (Gy et al., 2007; 

Zakrzewska-Placzek et al., 2010). XRN4 scheint dagegen eine Funktion bei der Degradation 

von miRNA Spaltprodukten zu haben (Souret et al., 2004). Die subzelluläre Lokalisation 

bedingt vermutlich die verschiedenen Funktionen der drei XRNs. 

 

3.3.2 3ó zu 5ó Abbau von mRNA in Pflanzen  

 

Der Abbau von mRNAs durch 3ó zu 5ó Exoribonukleasen findet in sogenannten Exosomen 

statt. Dies sind Multiproteinkomplexe, die am besten in Hefe erforscht sind. Dort findet man 

sie wie auch in Drosophila sowohl im Kern als auch im Cytoplasma (Graham et al., 2006). 

Insgesamt neun Untereinheiten bilden dabei den Kern Komplex aus. Im Nukleus fungiert das 

Exosom bei der Prozessierung von rRNA, tRNA, kleinen RNAs sowie mRNAs. Im 

Cytoplasma werden dem Exosom weniger Funktionen zugerechnet (Chiba und Green, 2009). 

In Arabidopsis existieren zwei potentielle 3ó zu 5ó Exoribonukleasen. RRP41 und RRP4 (aus 

dem Englischen ribosomal RNA processing) interagieren zusammen und wurden in einer 500 

kDa Fraktion gereinigt, die vermutlich das Exosom repräsentierte (Chekanova et al., 2002). 

Bislang ist relativ wenig ¿ber potentielle Ziel mRNAs, die vom 3ó zu 5ó Abbau betroffen sind, 

bekannt. Kürzlich wurde ein Protein mit einer RNAseII Domäne als SUPPRESSOR OF 
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VARICOSE (SOV) identifiziert (Zhang et al., 2010). Dieses weist eine Ähnlichkeit zum 

RRP44 aus Hefe auf und besitzt einen Ökotyp spezifischen Polymorphismus. Dieser bedingt, 

dass eine Mutation im VCS Gen des Columbia-0 (Col-0) Ökotyp einen dramatischeren 

Wachstumsphänotyp ausbildet als im Landsberg erecta (Ler) Ökotyp. Daher wird 

angenommen, dass der 3ó zu 5ó Abbau mºglicherweise nur in bestimmten ¥kotypen 

vollständig funktioniert (Zhang et al., 2010). Da der Ausfall beider Abbauwege einen 

wesentlich dramatischeren Phänotyp bewirkt, kann vermutet werden, dass der Abbau 

verschiedener mRNAs über beide Wege ablaufen kann. Eine Microarray-Analyse konnte 

erstmals eine Vielzahl möglicher Exosom Substrate in Arabidopsis identifizieren und folglich 

eine Beteiligung des Exosoms am Abbaus verschiedener RNA Spezies belegen (Chekanova et 

al., 2007). Insgesamt ist jedoch relativ wenig über den exosomalen Abbau und mögliche 

Verbindungen zum gene silencing in Pflanzen bekannt. 

 

3.4 Genetische Ansätze zum Studium von Transgen Silencing 

 

Die Analyse des gene silencing auf molekularer Ebene umfasste in erster Linie die 

Identifizierung dafür essentieller Komponenten. Zumal das Silencing zunächst nur in 

Verbindung mit Transgenen und Viren beschrieben war (Lindbo et al., 1993), wurden meist 

solche Systeme verwendet. Aufgrund ihres einfachen Nachweises dienen Transgene dabei als 

genetische Marker. Als weitere wichtige Grundlage dienten sogenannte vorwärts-gerichtete 

genetische Studien (Page und Grossniklaus, 2002). Dabei werden Mutationen im untersuchten 

Genom zufällig generiert und die Wild Typ Gene solcher genetisch identifiziert, die einen 

gewünschten Phänotyp entwickeln (Zusammengefasst in Lukowitz et al., 2000; Jander et al., 

2002; Jander, 2006). 

 

3.4.1 Suppression von Transgen Silencing 

 

In verschiedenen Analysen wurden Gene identifiziert, die am gene silencing beteiligt sind, 

indem Mutanten charakterisiert wurden, in denen gene silencing nicht mehr funktionierte. 

Durch die Verwendung transgener Pflanzen, in denen das GLUKORONIDASE (GUS) 

Transgen aus Escherichia coli von PTGS abgebaut wird, konnten mittels vorwärts-gerichteter 

Genetik essentielle Komponenten wie RDR6 und SGS3 identifiziert werden (Mourrain et al., 
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2000). Der Vorteil eines geeigneten transgenen Systems besteht darin, über ein möglichst 

einfaches Nachweisverfahren zu verfügen, um hohe Durchsatzraten zu erzielen. In einem 

weiteren transgenen System, wurde das LUCIFERASE Gen von Photinus pyralis verwendet, 

dessen Expression aufgrund von Methylierungen des Transgen-Promotors in der verwendeten 

Arabidopsis-Linie reduziert wird. Durch vorwärts-gerichtete Genetik konnte mittels 

simultaner Luziferase Messungen von Arabidopsis Keimlingen eine Vielzahl an Mutanten 

erzeugt werden, in denen Luziferase Aktivität gemessen werden konnte. Die mutierten Gene 

wurden daraufhin kloniert und mit dem, durch ra-siRNAs vermittelten, RNA-directed DNA 

Methylation (RDDM) Signalweg assoziiert (He et al., 2009c; He et al., 2009b; Zheng et al., 

2010).  

 

3.4.2 Induktion von Transgen Silencing 

 

Analysen zeigten, dass das gene silencing ein dynamischer Prozess ist, der durch die 

Wirkweise viraler Effektorproteine negativ beeinflusst werden kann (Voinnet et al., 1999; Li 

und Ding, 2006). Da in Pflanzen künstlich eingebrachte Transgene nicht per se vom Silencing 

betroffen sind, wurde vermutet, dass es auch in Pflanzen möglicherweise endogene 

Suppressorproteine gibt (Gy et al., 2007). Mit der Identifizierung von Mutanten, mit erhöhtem 

Transgen Silencing konnten Komponenten identifiziert werden, deren Funktion essentiell für 

die stabile Expression von Transgenen ist (Zusammengefasst in Kapitel 3.2.2). Hierbei 

wurden verschiedene Proteine des mRNA Metabolismus als Suppressoren des Silencing 

beschrieben. Die Analyse der jeweiligen Mutanten zeigte jedoch, dass diese Proteine das 

Silencing nicht direkt beeinflussen wie etwa virale Proteine, deren Funktion direkt das 

Silencing des Wirtes unterdrückt (Voinnet et al., 1999; Li und Ding, 2006). Die Funktion 

dieser Proteine ist vielmehr eine Voraussetzung für einen funktionierenden mRNA 

Metabolismus. Sofern dieser gestört wird, so wird postuliert, wirke das Silencing als 

Mechanismus, der eine effiziente Degradation verschiedener aberranter mRNA Spezies dient 

(Christie et al., 2011b). Ein transgenes System, das bereits die Identifizierung solch 

essentieller Komponenten ermöglichte, ist das virale movement protein (MP) MP17, das dem 

Polerovirus potato leaf roll virus (PLRV) die Ausbreitung in Pflanzen ermöglicht, indem es 

an Plasmodesmata (PD) lokalisiert und dort vermutlich den Transport der viralen RNA 

ermöglicht (Tacke et al., 1991). Die stabile Expression von MP17, das C-terminal mit dem 

green fluorescent protein (GFP) fusioniert wurde, (siehe Abbildung 3A und Vogel et al., 
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2011) ermöglichte die genetische Analyse von Suppressormutanten der transgenen 

Arabidopsislinie Col-16 (Linie 16, mit der stärksten MP17:GFP Expression) (Vogel, 2009). 

 

 

 

In diesen ist die Lokalisierung von MP17:GFP an PD gestört, was verschiedene Ursachen 

haben konnte, die sich in die Kategorien Synthese, Transport, Lokalisation und Interaktion 

des Fusionsproteins unterteilen lassen (Zusammengefasst in Abbildung 3A). Die genetische 

Charakterisierung der allelischen Suppressormutanten 12-1-1 und 17-4-1 offenbarte, dass die 

Expression von MP17:GFP die Funktion von XRN4 benötigt (Vogel, 2009). Folglich eignet 

sich die stabile Expression von MP17:GFP dazu das Transgen Silencing zu studieren. 

Dagegen konnte durch die Charakterisierung der MP17:GFP Suppressormutanten bisher kein 

Gen identifiziert werden, dessen Genprodukt am Transport, der Lokalisation oder einer 

möglichen Interaktion von MP17:GFP an PD beteiligt ist. Ein Vorteil des Systems besteht 

darin, dass die Expression des MP17:GFP Fusionsproteins einen deutlichen 

Wachstumsphänotyp mit sich bringt (siehe Abbildung 3B). Diese führt in der transgenen 

Linie Col-16 zu vermindertem Wachstum, was das Resultat eines Kohlehydratexportblocks ist 

Abbildung 3 Stabile Expression von MP17:GFP in Arabidopsis. (A) Schematische Darstellung wichtiger 

zellulärer Prozesse, die vermutlich Voraussetzung für die Lokalisierung von MP17:GFP an PD sind. Darstellung 

ist modifiziert nach Vogel et al., 2007. (B) Wachstumsphänotyp der transgenen Linie Col-16, die stabil 

MP17:GFP exprimiert im Vergleich zum Col-0 Wild Typ. (C) Konfokale Aufnahmen von MP17:GFP an PD in 

der transgenen Linie Col-16. Der Größenstandard entspricht 20 µm. 
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(Kronberg, 2008). Zudem bilden Pflanzen der Linie Col-16 chlorotische Kotyledonen und 

Source-Blätter aus (Abbildung 3B). Mutanten lassen sich daher sowohl mikroskopisch 

(Abbildung 3C) als auch makroskopisch analysieren. 

 

3.4.3 Zufällige Befunde von induziertem gene silencing 

 

Die vorwärts-gerichtete Genetik ermöglicht je nach System die Identifizierung von Genen, 

deren Mutation das Silencing induziert oder supprimiert. Darüber hinaus kann es auch durch 

zufällige Befunde zu Phänotypen kommen, deren Ursache möglicherweise mit dem Transgen 

Silencing in Verbindung steht. Das RSX1 Gen kodiert für eine putative PEKTATLYASE und 

wurde im Zusammenhang mit Aufbau und Funktion von PD diskutiert (Yano et al., 2007). 

Bei der Analyse der rsx1-1 Mutante (Salk_115982 aus Yano et al., 2007) wurde beobachtet, 

dass das eingekreuzte MP17:GFP Transgen nur unvollständig exprimiert wird. Daher wurde 

postuliert, dass MP17:GFP im rsx1-1 Hintergrund möglicherweise das Ziel von gene 

silencing ist und zu verminderter mRNA Akkumulation führt (Zusammengefasst in Vogel, 

2009). 

 

3.5 Zielsetzung dieser Arbeit 

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Proteine, deren Funktion essentiell für die Expression von 

Transgenen ist, identifiziert und charakterisiert werden. Zudem sollten molekulare 

Grundlagen, die zum Abbau transgener mRNAs führen, analysiert werden. 

 

Die Arbeit bestand zunächst in der Durchmusterung geeigneter Kandidaten, die in 

Vorarbeiten isoliert wurden (Link unveröffentlicht und Vogel, 2009). In diesen ließ sich keine 

Lokalisation des MP17:GFP Fusionsproteins beobachten. Im Folgenden wurden die Mutanten 

generationsübergreifend durchmustert. Die Auswahl von Kandidaten zur weiteren Analyse 

wurde anhand molekulargenetischer Kriterien festgelegt. Wichtige Vorrausetzungen waren 

sowohl eine einheitliche Vererbung als auch die klare Ausprägung des zu untersuchenden 

Phänotyps. Die Durchmusterung wurde unter Verwendung zell- und molekularbiologischer 

Methoden verfolgt.  
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Im zweiten Abschnitt sollten Mutanten, die die oben genannten Kriterien erfüllten, genetisch 

charakterisiert werden. Dazu wurde mittels Marker-gestützter Kartierung das Genom der 

Mutanten systematisch nach möglichen Mutationen untersucht. Im Weiteren wurde nach 

möglichen Genen gesucht, die den zu untersuchenden Phänotyp verursachten. Dazu sollte 

durch Komplementation und Vergleich weiterer allelischer Mutanten die Genidentität 

bestätigt werden. Darüber hinaus sollte die genetische Ursache der unvollständigen 

Expression von MP17:GFP in rsx1-1 Mutanten ermittelt werden. 

 

Im dritten Abschnitt wurden die Mutanten phänotypisch charakterisiert. Der Fokus lag hierbei 

zunächst auf dem Fehlen der MP17:GFP Fluoreszenz. Es sollte der molekulare Mechanismus 

erforscht werden, der dazu führt, dass MP17:GFP nicht mehr detektierbar war. Die Analysen 

umfassten verschiedene Analysen der Transkript Akkumulation. Durch Kreuzungen und 

virale Infektionen sollten zelluläre Faktoren, die an der Ausprägung des Phänotyps beteiligt 

sind, identifiziert werden. Weiterhin wurde die Analyse auf andere Transgene ausgeweitet, 

indem lösliches GFP in den Mutanten-Hintergrund eingekreuzt wurde, um die Ausprägung 

des Phänotyps besser visualisieren und untersuchen zu können.  

 

Nach erfolgreicher Identifizierung des Ziel-Proteins sollte überprüft werden, welche 

Auswirkungen die beobachtete Mutation auf die Funktion des Proteins haben könnte. Dies 

wurde unter Verwendung zellbiologischer, biochemischer und bioinformatischer Methoden 

untersucht. Als Konsequenz wurden zelluläre Veränderungen und die Grundlage des 

Transgen Silencing in den Mutanten mit Hilfe molekularbiologischer Methoden erforscht. 

 

Im letzten Abschnitt wurde versucht, mögliche Ursachen des Transgen-spezifischen Silencing 

zu identifizieren. Hierbei sollten mögliche endogene Ziele des gene silencing in Arabidopsis 

durch Transkriptom-Analysen einer Mutante identifiziert werden. Die weitere Analyse 

bestand in der Suche nach Gemeinsamkeiten der Gene mit reprimierter Expression. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Analyse der rsx1 Mutante 

 

Im Zuge seiner Promotion untersuchte Florian Vogel die MP17:GFP Akkumulation in einer 

T-DNA Mutante der putativen Pektat-Lyase RESTRICTED SUCROSE EXPORT1 (RSX1). 

Die Mutante (rsx1-1, Salk_115982, Alonso et al., 2003) zeichnet sich durch die 

Akkumulation von Saccharose aus und ist danach benannt. Des Weiteren ist sie im Wachstum 

gehemmt, akkumuliert mit zunehmender Entwicklung Anthocyane in Source Blättern und 

kann homozygot keine fertilen Blüten ausbilden (Vogel, 2009). Anhand 

elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde zuvor postuliert, dass der Aufbau von PD in 

den rsx1-1 Mutanten verändert sei (Yano et al., 2007). Um die Funktion von PD zu 

untersuchen wurde die rsx1-1 Mutante mit Col-16 gekreuzt und die Akkumulation des 

MP17:GFP Fusionsproteins im rsx1-1 Mutanten Hintergrund untersucht. Dabei fiel auf, dass 

das MP17:GFP Fusionsprotein in den Mittelrippen der homozygoten rsx1-1 Mutante nicht 

akkumulierte, im Mesophyll hingegen schon. Weiterhin wurde beobachtet, dass dieser Effekt 

mit der Abwesenheit der MP17:GFP mRNA korrelierte. Es wurde daher angenommen, dass 

der beobachtete Effekt in den rsx1-1 Mutanten auf gene silencing zurückzuführen sei und eine 

Folge der Abwesenheit von RSX1 ist (Vogel, 2009). In dieser Arbeit sollten diese Hypothese 

überprüft werden, indem ein weiteres Allel von rsx1 untersucht sowie eine rsx1-1 

Segregationsanalyse durchgeführt wurde. Letztere war möglich, da die rsx1-1 Mutante nur 

heterozygot vermehrt werden konnte und die T-DNA unter den Nachkommen segregiert.  

 

4.1.1 Segregationsanalysen zur rsx1-1 Mutante 

 

Ziel der Analyse war die Überprüfung, ob der beobachtete Phänotyp, das Fehlen von 

MP17:GFP in den Mittelrippen, durch ein homozygotes rsx1-1 Allel bedingt wird. Dazu 

wurden Nachkommen der Kreuzung rsx1-1 mit Col-16 mikroskopisch und genetisch 

untersucht.  
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Die Analyse einer F3 Population mit segregierender rsx1-1 T-DNA zeigte, dass in etwa 30 

Prozent der analysierten Individuen eine Col-16 ähnliche Akkumulation von MP17:GFP in 

den Mittelrippen zu beobachten war. Etwa 20 Prozent zeigten eine partielle Akkumulation 

von MP17:GFP und etwa 50 Prozent einen kompletten Verlust der Akkumulation (Abbildung 

4A). Die Analyse einer F4 Generation von rsx1-1/MP17:GFP ließ beobachten, dass etwa 90 

Prozent aller Individuen einen kompletten Verlust und jeweils etwa 5 Prozent eine Col-16 

ähnliche beziehungsweise eine partielle Akkumulation von MP17:GFP zeigten (Abbildung 

4B). Die Verhªltnisse der Segregation lieÇen sich nicht mit den bekannten Mendelóschen 

Gesetzen erklären. Es konnten Individuen mit homozygotem rsx1-1 Allel und Col-16 

ähnlicher Akkumulation sowie RSX1 Wild Typ Pflanzen mit Verlust von MP17:GFP in 

Mittelrippen identifiziert werden. Daher bestand die Annahme, dass der Phänotyp nicht auf 

die rsx1-1 Mutation zurückzuführen war. Dieser Verdacht wurde erhärtet zumal MP17:GFP 

in Mittelrippen des rsx1-3 Allels (SAIL_1149_C06) normal akkumulierte (Abbildung 5). 

Zumal es gelang ein RSX1 Wild Typ Individuum mit dem Phänotyp zu isolieren, wurde die 

Mutante in tss1 (transgene silencing suppressor 1) umbenannt (Abbildung 5). 

Abbildung 4 Analyse zweier segregierender 

Populationen von rsx1-1/MP17:GFP. Die 

F3 (A) sowie F4 (B) Generation der 

Kreuzung von rsx1-1 mit Col-16 wurde 

mittels Mikroskopie auf das Vorhandensein 

von MP17 an PD in den Mittelrippen hin 

untersucht. Die Mutanten wurden nach drei 

Kriterien eingeteilt: Der komplette Verlust 

von MP17:GFP, eine normale 

Akkumulation vergleichbar mit Col-16 

sowie ein intermediärer Phänotyp, bei dem 

MP17:GFP unterschiedlich stark in den 

Zellen der Mittelrippen lokalisierte. Pro 

Linie wurden 93 Individuen analysiert. Die 

Ordinate zeigt die prozentuale Verteilung 

der jeweiligen beobachteten Phänotypen. 
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Weiterhin wurde eine Mutante mit Col-16 ähnlichen Phänotypen isoliert und als TSS1 

verwendet. Im Folgenden sollte die Ursache der veränderten MP17:GFP Akkumulation der 

tss1 Mutante geklärt und ein möglicher TSS1 Lokus identifiziert werden. 

 

4.1.2 Analyse des TSS1 Lokus 

 

Um einen möglichen TSS1 Lokus zu identifizieren wurden zwei verschiedene Ansätze 

verfolgt. Da die Mutante durch T-DNA Insertion generiert wurde, bestand die Möglichkeit, 

dass weitere T-DNAs im Genom der Mutante für den Phänotyp verantwortlich waren. Daher 

wurde versucht, weitere T-DNA Insertionen mittels TAIL-PCR zu identifizieren. Darüber 

hinaus sollte durch die Marker gestützte Kartierung der TSS1 Lokus identifiziert werden.  

 

Abbildung 5 Analyse der MP17:GFP Akkumulation in den Mittelrippen von Col-0, Col-16, tss1/MP17:GFP 

und rsx1-3/MP17:GFP. MP17:GFP akkumulierte in den Mittelrippen von rsx1-3 vergleichbar mit Col-16. Ein 

Nachkommen der Kreuzung Col-16 mit rsx1-1 zeigte den zuvor beobachteten Phänotyp trotz RSX1 Wild Typ 

Allel. Da der Effekt nicht auf die rsx1-1 Mutation zurückzuführen war, wurde diese in tss1/MP17:GFP 

umbenannt. Der Größenstandard entspricht 200µm. 
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4.1.3 Identifizierung weiterer T -DNAs in tss1 Mutanten 

 

Zur Identifizierung weiterer T-DNAs wurde eine TAIL-PCR durchgeführt, in der eine DNA 

Probe einer tss1 und einer TSS1 Mutante als Matrize verwendet wurde. Im Folgenden wurden 

Fragmente, die spezifisch aus tss1 DNA amplifiziert wurden (Abbildung 6), sequenziert. 

 

 

 

In einer Sequenzierung konnte genomische Arabidopsis DNA zwischen den Genen 

At5g50095 und At5g50090 identifiziert werden. Hierbei handelte es sich um bislang nicht 

charakterisierte Gene. Im Folgenden wurde durch Genotypisierung einer segregierenden F3 

rsx1/MP17:GFP Population überprüft, ob der tss1 Phänotyp mit der identifizierten T-DNA 

ko-segregierte. Dies konnte nicht beobachtet werden, weshalb angenommen wurde, dass die 

T-DNA nicht den tss1 Phänotyp verursachte. Somit wurde im Folgenden überprüft, ob sich 

ein genomischer Bereich durch die Marker-gestützte Kartierung identifizieren ließ, der als 

Ursache für den tss1 Phänotyp in Frage kam. 

 

4.1.4 Marker gestützte Kartierung des TSS1 Lokus 

 

Zur Identifizierung eines möglichen TSS1 Gens wurde die sogenannte Marker-gestützte 

Kartierung verwendet. (Lukowitz et al., 2000; Jander et al., 2002). Mit dieser Methode lässt 

Abbildung 6 Identifizierung weiterer T-DNAs in tss1 mittels TAIL-PCR. Alle erhaltenen Fragmente aus der 

zweiten sowie dritten PCR wurden auf einem Agarosegel aufgetragen. Als Matrize wurde sowohl DNA aus tss1 

als auch aus TSS1 als Kontrolle aufgetragen. Fragmente aus der dritten PCR (TAIL3) Runde, deren 

Amplifikation spezifisch für tss1 DNA war, wurden sequenziert (mit einem Stern gekennzeichnet). Zum 

Ausschluss unspezifischer Amplifikation wurden zudem Wasserkontrollen mitgeführt (kTSS1 und ktss1). Es 

wurden die dreiT-DNA Primer LBT0a, LBT0b, LBT0b und die neun degenerierte Primern AD1 ï AD9 

verwendet. 
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sich die Position eines Genomabschnittes bestimmen, der für einen untersuchten Phänotyp 

verantwortlich ist. Natürlich vorkommende genetische Polymorphismen zwischen 

geologischen Varianten von Arabidopsis (sogenannte Ökotypen) dienen dabei als Basis. Mit 

Hilfe dieser Marker lässt sich der genetische Hintergrund (Ökotyp) eines Genabschnittes 

exakt bestimmen. Durch Einkreuzung einer Mutante (aus Ökotyp 1) in einen anderen 

Ökotypen (Ökotyp 2) werden Marker, die sich in der Nähe des gesuchten Lokus befinden, mit 

dem gewünschten Phänotyp segregieren. Zumal die Mutation dem Ökotyp 1 entspringt sollte 

am gesuchten Genombereich aller Individuen mit dem gesuchten Phänotyp lediglich Ökotyp 1 

spezifisches genetisches Material vorliegen. Man spricht dabei von genetischer Kopplung. 

Diese ist umso geringer je weiter entfernt sich die Mutation vom untersuchten Genabschnitt 

befindet. Das Crossing over während der Meiose bei der Selbstung der F1 Generation bedingt 

eine zufällige Verteilung (Segregation) des genetischen Materials. Die Segregation sollte im 

Falle nicht gekoppelter Marker etwa zu 50 % vorkommen. Mit zunehmender Kopplung eines 

Genabschnitts reduziert sich die Wahrscheinlichkeit eines Austauschs beim crossing over. Die 

am häufigsten verwendeten Marker sind sogenannte SSLP (simple sequence length 

polymorphism), SNP (single nucleotide polymorphism) oder CAPS (cleaved amplified 

polymorphic sequences) Marker. Der Nachweis von SSLP Markern basiert auf der 

Amplifikation des genomischen Bereichs, der einen zu testenden Marker umspannt. Die PCR 

Fragment-Längen können durch Gelelektrophorese aufgetrennt und den jeweiligen Ökotypen 

zugeordnet werden. SSLP Marker können Insertionen beziehungsweise Deletionen von 

einzelnen bis zu tausenden Basenpaaren sein. Im Vergleich zu SSLPs sind SNP 

Polymorphismen sehr viel häufiger. Diese können durch Sequenzierung der jeweiligen 

Genomabschnitte detektiert werden. Es besteht auch die Wahrscheinlichkeit, dass ein SNP 

eine Restriktionsschnittstelle verändert oder generiert. In diesem Spezialfall liegt ein CAPS 

Marker vor, der mittels PCR Amplifikation des genomischen Abschnitts und anschließendem 

Verdau des PCR Produkts per Gelelektrophorese detektiert und bewertet werden kann. 

Aufgrund des einfachen Nachweisverfahrens wurden hauptsächlich SSLP und CAPS Marker 

verwendet, um den genomischen Bereich der tss1 Mutation zu identifizieren. Es wurden die 

beiden Ökotypen Columbia-0 (Col-0) und Landsberg erecta (Ler) verwendet. Die tss1 

Mutante entstammt dem Col-0 Ökotypen. Im Vorfeld wurde eine transgene Linie erzeugt, die 

MP17:GFP im Ler Hintergrund trägt (Kronberg, 2008). Durch achtmaliges Rückkreuzen in 

Ler Wild Typ wurde versucht den Anteil an Col-0 Genmaterial zu minimieren. Die Linie wird 

als LerNM8S bezeichnet, trägt das MP17:GFP Transgen an der gleichen genomischen Stelle 

wie Col-16 und konnte daher mit der tss1 Mutante gekreuzt werden, ohne eine weitere Kopie 
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des MP17:GFP Transgens einzubringen. Die F1 Individuen wurden mikroskopisch untersucht 

und zeigten eine Lokalisation von MP17:GFP an den Mittelrippen. Im Folgenden wurde eine 

Kartierung des TSS1 Lokus unter Verwendung von 264 F2 Individuen durchgeführt. Die 

mikroskopische Analyse offenbarte, dass es keine klar definierte Abgrenzung des tss1 

Phänotyps gab. Es ließen sich 54 Individuen identifizieren, die dem Phänotyp der tss1 

Mutante am ähnlichsten waren. In den Mittelrippen von 176 Individuen konnten mehr oder 

weniger Zellen mit MP17:GFP Lokalisation identifiziert werden. Einfacher dagegen war eine 

Abgrenzung von Mutanten mit einem Col-16 ähnlichem Phänotyp zum Rest der getesteten 

Individuen. Es ließen sich 34 Individuen dieser Kategorie identifizieren. Unter diesen 

schwierigen Voraussetzungen wurde dennoch versucht den TSS1 Lokus zu identifizieren. 

Unter der Annahme, dass der Phänotyp möglicherweise semi-dominant vererbt wird, wurde 

daher mit den 34 Individuen mit Col-16-ähnlichem Phänotyp weitergearbeitet. Zumal ein 

funktionelles Allel dem nicht mutierten Ler Hintergrund entstammen musste, wurde folglich 

nach genomischen Bereichen mit erhöhtem Ler Hintergrund gesucht. Somit sollte indirekt der 

genomische Bereich der den TSS1 Lokus beinhaltet, identifiziert werden. Tabelle 1 zeigt eine 

Übersicht über alle getesteten Marker und die Anzahl an Rekombinationen. Die Zahl an 

Rekombinationen ergibt sich durch die Formel: 1 x Anzahl (Heterozygote) + 2 x Anzahl (Col-

0). Die Rekombinationsfrequenz errechnet sich als: Anzahl (Rekombinationen) / 2 x Anzahl 

getesteter Individuen. Ein Bereich am unteren Arm von Chromosom zwei war am stärksten 

mit dem Col-16 Phänotyp gekoppelt (Tabelle 1).  

 

Marker  Position Chrom. Total Ler  Hez Col-0 Rek. RF 

F21M12 3212189 1 31 11 19 1 21 0.33 
ciw12 9621357 1 20 4 13 3 19 0.48 

ciw1 18363881 1 20 5 10 5 20 0.5 

nga280 20873698 1 17 4 10 3 16 0.47 

nga111 27353212 1 16 7 7 2 11 0.34 

Ciw2 1194606 2 19 5 11 3 17 0.44 

ciw3 6402846 2 18 6 12 0 12 0.33 

nga361 13222414 2 34 25 9 0 9 0.13 

CER459006 14297843 2 34 28 6 0 6 0.09 

2-AC004238-7470 14714870 2 34 30 4 0 4 0.06 

VE017 15445461 2 34 31 3 0 3 0.04 

CER449022 15769629 2 34 31 3 0 3 0.04 

nga168 16291841 2 34 31 3 0 3 0.04 

nga168 16291841 2 34 31 3 0 3 0.04 

T7D17 16961594 2 34 30 4 0 4 0.06 

CER459672 17610000 2 34 30 4 0 4 0.06 

nga162 4608277 3 19 5 9 5 19 0.5 

ciw11 9774308 3 20 5 9 6 21 0.52 
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Marker  Position Chrom. Total Ler  Hez Col-0 Rek. RF 

ciw4 18890837 3 15 2 9 4 17 0.56 

ciw5 737954 4 18 3 8 7 22 0.61 

ciw6 7892624 4 15 5 8 2 12 0.4 

ciw7 11524350 4 18 3 11 4 19 0.52 

nga1107 18096137 4 20 4 11 5 21 0.52 

CTR1 979764 5 20 6 8 6 20 0.5 

ciw8 7485585 5 20 6 9 5 19 0.47 

PHYC 14007897 5 18 6 5 7 19 0.52 

ciw9 17044001 5 20 3 12 5 22 0.55 

ciw10 24530871 5 14 3 8 3 14 0.5 

 

Die Rekombinationsfrequenz war innerhalb der Marker 2-AC004238-7470 und T7D17 am 

geringsten, erreichte aber nicht den Wert 0 (Tabelle 1). Daher wurde vermutet, dass die drei 

Individuen mit heterozygotem Signal keine Ăechtenñ Rekombinanten sondern falsch positive 

Kandidaten waren. Der Bereich zwischen den beiden Markern umfasste etwa 2,25 

Megabasenpaare und somit folglich grob geschätzt 650 Gene, die als mögliche TSS1 

Kandidaten in Frage kamen. Aufgrund der nicht erklärbaren Segregationsverhältnisse wurde 

vermutet, dass dem tss1 Phänotyp möglicherweise ein epigenetischer Effekt zugrunde lag. Im 

Vorfeld der Analysen zur Identifizierung des tss1 Lokus wurde das Gen des KOW DOMAIN-

CONTAINING TRANSCRIPTION FACTOR 1 (KTF1, At5g04290) als Komponente des durch 

ra-siRNAs vermittelten RNA directed DNA methylation (RdDM) Signalwegs beschrieben (He 

et al., 2009a). Aufgrund der genomischen Nachbarschaft zu RSX1 (At5g04310) bestand die 

Hypothese, dass durch die rsx1-1 T-DNA Insertion möglicherweise ein Einfluss auf KTF1 

bestand. Daher wurde vermutet, dass der beobachtete Effekt möglicherweise mit KTF1 in 

Verbindung steht. Durch die Marker-gestützte Kartierung konnte jedoch eine Beteiligung von 

KTF1 ausgeschlossen werden. Dennoch zeigte eine Kreuzung aus tss1 und einer T-DNA 

Linie des (KTF1) wiederum den tss1 Phänotyp. Die F1 Generation der Kreuzung aus tss1 und 

LerNM8S zeigte den tss1 Phänotyp jedoch nicht. Daher bestand die Vermutung, dass es 

möglicherweise zur Methylierung des CaMV35S:MP17:GFP Transgens gekommen war. Dies 

könnte möglicherweise durch eine Mutation im kartierten Bereich verursacht worden sein. 

Unter Annahme dieser Hypothese wäre bei der Kreuzung mit ktf1 in der F1 Generation 

Tabelle 1 Kartierung des TSS1 Lokus mit SSLP Markern nach Lukowitz et al., 2000 und Markern, die unter 

Verwendung der CEREON Kollektion isoliert wurde (Jander et al., 2002). Mittels PCR wurden F2 Individuen 

mit Col-16-ähnlichem Phänotyp getestet und die Anzahl an Rekombinationsereignissen (REK) bestimmt. (REK) 

= Summe aus heterozygoten Individuen (HEZ), in denen beide Produkte nachweisbar waren und der doppelten 

Menge an Individuen mit Col-0 spezifischem Produkt (Col-0). Die Rekombinationsfrequenz errechnet sich aus 

dem Verhältnis von Rekombinationsereignissen und der doppelten Menge getesteter Individuen (= Total). 
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lediglich ein heterozygotes MP17:GFP Transgen aus dem methylierten tss1 Hintergrund 

vorhanden. Dagegen könnte in der F1 Generation der Kreuzung mit LerNM8S ein nicht-

methyliertes MP17:GFP Transgen durch die LerNM8S Linie beigesteuert worden sein. Eine 

de novo Methylierung dieses nicht-methylierten MP17:GFP Transgens würde, sofern die tss1 

Mutation nicht dominant wäre, im heterozygoten Zustand nicht stattfinden. Im Folgenden 

wurde untersucht, ob sich diese Hypothese bestätigen ließ. Dazu wurde untersucht, ob das 

CaMV35S:MP17:GFP Transgen in tss1 methyliert vorlag und ob sich der tss1 Phänotyp 

durch Inhibition der Methylierung aufheben ließ. Zur Analyse möglicher Methylierungen des 

CaMV35S:MP17:GFP Transgens wurde ein Restriktionsverdau genomischer DNA mit dem 

methylierungs-spezifischen Enzym McrBC durchgeführt (Sutherland et al., 1992; Vaughn et 

al., 2007). Das Enzym schneidet dabei methylierte CpG Motive. Ein Verdau der tss1 DNA 

zeigte eine Reduktion des CaMV35S:MP17:GFP Amplifikat nach McrBC Verdau (Abbildung 

7A). In der Probe von Col-16 und der Col-16-ähnlichen Linie TSS1 wurde diese Beobachtung 

nicht gemacht (Abbildung 7A).  

 

 

 

Somit wäre es möglich, dass das CaMV35:MP17:GFP Transgen in tss1 methyliert ist. Um zu 

überprüfen, ob Methylierungen in der tss1 Mutante für den Phänotyp verantwortlich waren 

Abbildung 7 Analyse epigenetischer 

Modifikationen in tss1. (A) Analyse des 

CaMV35S:MP17:GFP Transgens durch 

Verdau genomischer DNA mit McrBC und 

anschließender Amplifikation eines 1780 bp 

Fragments mit den Primern MT127 und 

MT128. Als Kontrolle wurde ein 390 bp 

Fragment von Aktin mit den Primern KL8 

und KL9 amplifiziert sowie unverdaute 

DNA als Matrize eingesetzt um 

unspezifische Amplifkation auszuschließen. 

(B) Keimlinge von Col-16 und tss1 wurden 

auf MS Medium mit (+) und ohne (-) 5 

mg/L 5-aza-2ô-Deoxycytidin kultiviert und 

mikroskopisch nach zehn Tagen analysiert. 

Der Größenstandard entspricht 1 mm. 
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wurde ein Inhibitor Versuch durchgeführt. Dazu wurde der Cytosin Methylierungs-Inhibitor 

5-aza-2ô-Deoxycytidin verwendet (Gong et al., 2002). Die Analyse zehn Tage alter Keimlinge 

zeigte, dass der Inhibitor in den Kotyledonen der tss1 eine verstärkte Akkumulation der 

MP17:GFP Fluoreszenz herbeigeführt hatte (Abbildung 7B). Ein Nebeneffekt des Inhibitors 

war eine Arretierung in der Entwicklung der Keimlinge, weshalb nur Kotyledonen analysiert 

werden konnten. Inwiefern sich der Inhibitor auf Source Blätter auswirkt, blieb dabei offen. 

Somit konnte letztendlich nicht bewiesen werden, dass es sich beim tss1 Phänotyp tatsächlich 

um einen epigenetischen Effekt handelte. Es wurde festgestellt, dass im kartierten Bereich das 

REPRESSOR OF SILENCING 1 (ROS1) Gen, das ein negativer Regulator des RdDM 

Signalwegs ist, lag (Gong et al., 2002). Eine Sequenzierung des genomischen Bereichs um 

ROS1 zeigte allerdings keine Mutation. Es gelang daher nicht eine Mutation zu identifizieren, 

die am tss1 Phänotyp beteiligt war. Aufgrund der schwierigen und stark fehleranfälligen 

Phänotypisierung der tss1 Mutanten unter den F2 Individuen der Kartierung wurde diese 

Strategie nicht weiterverfolgt und die genetische Charakterisierung der Mutante eingestellt. 

 

4.2 Analyse weiterer MP17:GFP Suppressormutanten 

 

Parallel zur Analyse der rsx1-1 Mutante sollten neue Mutanten mit verstärktem Transgen 

Silencing identifiziert und isoliert werden. Im Vorfeld dieser Doktorarbeit wurde eine 

Durchmusterung von EMS-mutagenisierten Col-16 Arabidopsis Pflanzen durchgeführt (Link, 

unveröffentlicht). Im Fokus der Analyse standen Mutanten mit reduzierter sowie mit 

komplettem Verlust der MP17:GFP Lokalisation an PD in Source Blättern. Das Ziel war die 

Identifizierung und Charakterisierung von Mutanten mit verstärktem Transgen Silencing zur 

genetischen und phänotypischen Analyse. 

 

4.2.1 Analyse der M2 Generation potentieller Kandidaten 

 

Aus 24 parentalen Gruppen der zweiten Generation (M2) mutagenisierter Col-16 Pflanzen 

wurden jeweils 160 Individuen pro parentale Gruppe mittels Mikroskopie untersucht. Unter 

den insgesamt 3840 untersuchten M2 Individuen konnten 40 mit einem Verlust des 

Fusionsproteins identifiziert werden, die einen sehr unterschiedlichen äußerlichen Phänotyp 

zeigten (Abbildung 8). Die Benennung der Individuen erfolgte nach der parentalen Gruppe 
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(als Zahl) und der chronologischen Reihenfolge identifizierter Pflanzen innerhalb einer 

parentalen Gruppe (als Buchstabe). 

 

 

 

Die Benennung aller Kandidaten wurde zudem mit dem Präfix tss versehen, welches eine 

Abkürzung der englischen Bezeichnung transgene silencing suppressor darstellt. Es wurde 

untersucht, ob der Verlust der MP17:GFP Fluoreszenz in den isolierten Mutanten nicht auf 

eine Mislokalisation des MP17:GFP Fusionsprotein zurückzuführen war, indem per Western 

Blot Analyse die Akkumulation des Proteins überprüft wurde. 

 

Abbildun g 8 Durchmusterung EMS-mutagenisierter Col-16 Pflanzen. Insgesamt wurden 40 Kandidaten mittels 

Mikroskopie identifiziert, die einen kompletten Verlust des MP17:GFP Fusionsproteins zeigten. Die Aufnahme 

zeigt etwa sieben Wochen alte, unter Kurztag Bedingungen kultivierte, Mutanten mit den Kontrollen Col-0, Col-

16 sowie den transgenen Linien Col-9 und Col-14, die im Vergleich weniger MP17:GFP exprimieren (Kronberg 

2007). Der Größenstandard entspricht 10 cm. 
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Mit Ausnahme von tss15b war in allen Individuen auch kein MP17:GFP Fusionsprotein per 

Western Blot Analyse nachweisbar (Abbildung 9A-C). Somit konnte ausgeschlossen werden, 

dass es in den Mutanten zu einer fehlerhaften Lokalisation von MP17:GFP gekommen ist. Im 

Weiteren wurde das Vorhandensein der MP17:GFP mRNA durch eine vergleichende 

Northern Blot Analyse überprüft. Wie in Abbildung 10 dargestellt zeigten mit Ausnahme der 

Individuen tss15b und tss18b alle einen Verlust der MP17:GFP mRNA. Zudem konnten 

MP17:GFP mRNA Degradationsspuren in den meisten der getesteten RNA Proben 

beobachtet werden (Abbildung 10).  

 

Abbildung 9 Vergleichende Western Blot Analyse von 38 Kandidaten mit Verlust der MP17:GFP Lokalisation. 

Aufgrund mangelnder Blattmaterialqualität konnten die Kandidaten tss6b und tss10a nicht analysiert werden. 

Zur Detektion von MP17:GFP wurde eine Anti-MP17 Antikörper verwendet. (A) und (B) Blots, die mit 

Amidoblack nachgefärbt wurden um als Ladekontrolle RUBISCO anzufärben. (C) Für die restlichen Kandidaten 

wurde der Anti-Transketolase Antikörper als Ladekontrolle zusammen mit dem MP17 Antikörper verwendet. Es 

wurden jeweils Blattscheiben gleichen Durchmessers (0,55 cm) verwendet. Außer tss15b zeigte kein Individuum 

ein MP17:GFP spezifisches Signal.  

 

file:///E:/Daten/Moritz/DA/Abbildungen/TIFFS eine Ebende/M2 Westernblotting.tif
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Die 40 Mutanten sollten in der nächsten Generation weiter untersucht werden. Die folgenden 

fünf Mutanten waren nicht fertil und konnten nicht weiter analysiert werden: tss4a, tss10a, 

tss13b, tss20b und tss23b. 

 

4.2.2 Analyse der M3 Generation potentieller Kandidaten 

 

Im Folgenden wurde untersucht, ob der Silencing Phänotyp in den Nachkommen der 35 

Kandidaten (fortan als Linien bezeichnet) wieder zu beobachten war. Des Weiteren sollte 

überprüft werden, ob der Phänotyp uniform oder segregierend auftrat. Dazu wurden pro Linie 

(M3 Nachkommen der tss Individuen) mindestens 25 Individuen jeweils vier und sechs 

Wochen nach Aussaat per Mikroskopie untersucht. (Übersicht zur gesamten Analyse siehe 

Tabelle 3). Die Analyse umfasste mindestens zwei Blätter unterschiedlichem 

Entwicklungsstadium, welche nach MP17:GFP Fluoreszenz untersucht wurden. Es wurde 

beobachtet, dass der Silencing Phänotyp in den Nachkommen der 27 folgenden Linien nicht 

mehr zu beobachten war: tss3a, tss5a, tss6b, tss7a, tss9a, tss9c, tss11a, tss12a, tss14a, tss14b, 

tss14c, tss15b, tss17a, tss17f, tss18a, tss18c, tss18d, tss19a, tss19b, tss20d, tss21a, tss21b, 

tss22a, tss22b, tss23a, tss23c, tss23d.  

Abbildung 10 Vergleichende Northern Blot Analyse von 37 M2 Kandidaten mit Verlust der MP17:GFP 

Lokalisation. Aufgrund der geringen Biomasse konnten die Individuen tss10a und tss19b nicht untersucht 

werden. Die Detektion erfolgte mittels einer radioaktiv markierten Sonde aus MP17 DNA. Als Ladekontrolle 

wurde eine radioaktiv markierte Sonde aus RUBISCO DNA hybridisert. Individuum tss15a konnte aufgrund 

mangelndem Blattmaterials und schlechter RNA Qualität nicht verwendet werden. Außer den Individuen tss15b 

und tss18b zeigten alle Kandidaten einen Verlust der Volllängen mRNA und niedermolekulare 

Degradationsbanden. Es wurden jeweils 15 µg RNA geladen. 
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In den Nachkommen dieser Linien konnte das MP17:GFP Fusionsprotein per Mikroskopie 

detektiert werden. Hierbei ließ sich eine Korrelation zwischen der Anwesenheit des 

Fusionsproteins und dem Ausbilden chlorotischer Blätter feststellen (Abbildung 11). Die 

Abbildung 11 Makroskopische Analyse von M3 Individuen der 35 tss Linien. (A): Etwa 6 Wochen alte 

Mutanten im Vergleich zu Col-0 und Col-16. (B): Etwa fünf Wochen alte Mutanten . Alle Pflanzen wurden unter 

Kurztag Bedingungen kultiviert und jeweils ein Individuum exemplarisch fotographiert. Der Größenstandard 

entspricht 10 cm. Alle Revertanten mit MP17:GFP Fluoreszenz bildeten chlorotische Blätter aus. 
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Anwesenheit des Fusionsproteins ließ vermuten, dass es nicht zum Silencing von MP17:GFP 

und dem Abbau der MP17:GFP mRNA gekommen war. Um dies zu untersuchen, wurde eine 

vergleichende Northern Blot Analyse durchgeführt und pro Linie etwa zehn Nachkommen 

analysiert. Da es in der tss15b M2 Mutante bereits nicht zum Abbau der RNA gekommen 

war, wurden die Nachkommen dieser Linie nicht per Northern Blot untersucht. Zudem wurde 

die Linie tss18d nicht analysiert. Mit Ausnahme dreier Linien konnte in allen Nachkommen 

der 25 analysierten Linien das MP17:GFP Transkript nachgewiesen werden (Abbildung 12). 

In den drei Linien tss7a, tss14c, tss23a konnte lediglich in einzelnen Individuen das 

MP17:GFP mRNA Signal detektiert werden, ein Effekt der vermutlich auf technische Mängel 

bei der Durchführung der Analyse zurückzuführen war (Abbildung 12). 

 

 

 

Folglich war die Anwesenheit des MP17:GFP Fusionsproteins in den jeweiligen Linien auch 

mit dem Vorhandensein der MP17:GFP mRNA gekoppelt. Die Analyse dieser Linien wurde 

daher nicht weiterverfolgt. Im Weiteren wurde mit den folgenden Linien, die den Phänotyp 

zeigten, weitergearbeitet: tss4c, tss4e, tss6a, tss8a, tss8b, tss15a, tss18b und tss20a. Bei der 

Abbildung 12 Northern Blot Analyse von 25 Linien der M3 Generation, in denen das MP17:GFP 

Fusionsprotein detektierbar war. Es wurden RNA Proben von jeweils zehn Individuen pro Linie genommen und 

mit Col-16 sowie Col-0 verglichen. In den Linien tss7a, tss14c, tss23a zeigten einige Individuen kein 

MP17:GFP Signal. Dies ist vermutlich durch schlechtes Blotting zu erklären. Linie tss18d wurde nicht 

analysiert. Es wurde jeweils fünf µg RNA aufgeladen. Es wurde keine Ladekontrolle hybridisiert. 
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Analyse der Linien tss4c, tss8a, tss8b und tss20a konnte festgestellt werden, dass der 

Phänotyp nicht in allen Individuen einheitlich war sondern nur in einzelnen auftrat. Die 

Segregationsverhältnisse in diesen Linien waren unterschiedlich und nicht mit den bekannten 

Vererbungsgesetzen von Mendel erklärbar (Tabelle 2). Es wurde vermutet, dass der Phänotyp 

in diesen Linien nicht durch ein einzelnes Gen verursacht wird.  

 

Linie MP17:GFP vorhanden MP17:GFP abwesend 

tss4c 29 1 
tss8a 27 1 

tss8b 22 2 

tss20a 12 12 

 

Somit war eine genetische Charakterisierung dieser Linien nicht möglich, weshalb die 

Analyse dieser Kandidaten nicht weiterverfolgt wurde. Somit blieben vier Kandidaten übrig, 

die weiter untersucht wurden. Um auszuschließen, dass der Verlust der MP17:GFP 

Lokalisation nicht auf das CaMV35S:MP17:GFP Transgen selbst zurückzuführen ist, wurde 

dieses aus genomischer DNA der Kandidaten amplifiziert und sequenziert (Abbildung 13). 

Die Linie tss18b zeigte bereits in der M2 Generation ein MP17:GFP mRNA Signal und war 

uniform in der Ausprägung des tss Phänotyps. Durch Sequenzierung konnte die Vermutung, 

dass es sich möglicherweise um einen Transgen Defekt handelte, bestätigt werden. Eine 

Mutation im GFP des MP17:GFP Gens führt zu einem vorzeitigen Stop der Translation 

(Abbildung 13). Aus diesem Grund wurde die tss18b Mutante nicht weiter charakterisiert. 

Aufgrund des sehr charakteristischen Wachstums der tss6a Mutante, wurde vermutet, dass es 

sich um ein neues Allel des FRY1 Gens handelte. Es war bereits bekannt, dass ein Verlust von 

FRY1 zu PTGS von Transgenen führen kann (Gy et al., 2007). Durch Sequenzierung der 

genomischen FRY1 Sequenz der tss6a Mutante konnte dies bestätigt werden. Die Mutation 

hat einen Aminosäureaustausch in der kodierenden Sequenz von FRY1 zur Folge (Abbildung 

13). Daher wurde die tss6a (fry1) Mutante nicht weiter charakterisiert.  

 

 

 

 

 

Tabelle 2 Segregation des Silencing Effekts in den Linien tss4c, tss8a, tss8b und tss20a. Per Mikroskopie wurde 

gezählt wie viele Nachkommen der Linien den tss Phänotyp der M2 Generation zeigten. 
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Im Weiteren wurde überprüft, ob die MP17:GFP mRNA in den Kandidaten nachweisbar war. 

Dazu wurde eine vergleichende Northern Blot Analyse mit jeweils einem Individuum pro 

Linie  durchgeführt (Abbildung 14). Die tss18b Mutante zeigte wiederrum ein MP17:GFP 

spezifisches Signal (Vergleiche Abbildung 10 mit Abbildung 14). Zudem konnte das 

MP17:GFP Transkript in Individuen der Linien tss15a und tss20a detektiert werden 

(Abbildung 14). Die tss15a Mutante wurde daher nicht in dieser Arbeit sondern von Katrin 

Link weiter untersucht.  

 

Abbildung 13 Sequenzierung von Kandidatengenen in den tss Mutanten. Der genomische Bereich von 

MP17:GFP (1780 bp) wurde aus den Linien tss4e, tss15a und tss18b mit den Primern MT127 und MT128 

amplifiziert sequenziert. Ein Vergleich mit der Sequenz von Col-16 zeigte eine Mutation in der GFP 

Sequenz von tss18b, die einen vorzeitigen Translations-Stop zur Folge hat. Die genomische Sequenz von 

FRY1 wurde aus genomischer DNA von tss6a amplifiziert und ein Basenaustausch in dessen kodierenden 

Sequenz detektiert, der eine missense Mutation herbeiführt. 
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Die Analyse der M3 Generation zeigte, dass ein Großteil der Individuen keinen Verlust von 

MP17:GFP offenbarten. 

 

Mutante Fertilität  

(M2) 

MP17:GFP 

Fluoreszenz (M3) 

MP17:GFP 

mRNA (M3) 

Segregation 

tss Phänotyp 

Ziel Gen 

tss3a Ja Ja Ja   
tss4a Nein     

tss4c Ja Nein Nein Ja  

tss4e Ja Nein Nein Nein Diese Arbeit 

tss5a Ja Ja Ja   

tss6a Ja Nein Nein Nein FRY1 

tss6b Ja Ja Ja   

tss7a Ja Ja Ja   

tss8a Ja Nein Nein Ja  

tss8b Ja Nein Nein Ja  

tss9a Ja Ja Ja   

tss9c Ja Ja Ja   

tss10a Nein     

tss11a Ja Ja Ja   

tss12a Ja Ja Ja   

tss13b Nein     

tss14a Ja Ja Ja   

tss14b Ja Ja Ja   

tss14c Ja Ja Ja   

tss15a Ja Stark reduziert Ja Nein Katrin Link 

tss15b Ja Ja  N/U   

tss17a Ja Ja Ja   

tss17f Ja 

 

 

Ja Ja   

tss18a Ja Ja Ja   

Abbildung 14 Vergleichende Northern Blot Analyse von M3 tss Kandidaten. Alle Kandidaten, die auch in der 

M3 Generation einen Verlust der MP17:GFP Fluoreszenz in mindestens einem Individuum zeigten wurden auf 

das Vorhandensein der MP17:GFP mRNA untersucht. Die Blots wurden zusätzlich mit einer RUBISCO Sonde 

als Ladekontrolle hybridisiert. Es wurden jeweils 5 µg RNA geladen. 
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Mutante Fertilität  

(M2) 

MP17:GFP 

Fluoreszenz (M3) 

MP17:GFP 

mRNA (M3) 

Segregation 

tss Phänotyp 

Ziel Gen 

tss18b Ja Nein Ja  Nein MP17:GFP 

tss18c Ja Ja Ja   

tss18d Ja Ja N/U   

tss19a Ja Ja Ja   

tss19b Ja Ja Ja   

tss20a Ja Nein Ja Ja  

tss20b Nein     

tss20d Ja Ja Ja   

tss21a Ja Ja Ja   

tss21b Ja Ja Ja   

tss22a Ja Ja Ja   

tss22b Ja Ja Ja   

tss23a Ja Ja Ja   

tss23b Nein     

tss23c Ja Ja Ja   

tss23d Ja Ja Ja   

 

Tabelle 3 gibt einen Überblick über alle getesteten Linien und das Ergebnis ihrer Analyse im 

Hinblick auf folgende Kriterien: Ausbildung von Samen der M2 Kandidaten (Fertilität), 

Nachweisbarkeit des MP17:GFP Fusionsproteins in den M3 Nachkommen per Mikroskopie, 

Nachweisbarkeit der MP17:GFP mRNA in den M3 Nachkommen und der Analyse, ob der 

Silencing Phänotyp in den M3 Nachkommen segregierte. Die folgenden Analysen waren  auf 

die tss4e Mutante fokussiert, zumal der tss4e Transgen Silencing Phänotyp in der M3 

Generation reproduzierbar und in allen Nachkommen uniform war.  

 

4.2.3 Analyse der M4 Generation von tss4e 

 

Die M3 Nachkommen der tss4e zeigten eine Segregation im äußerlichen Phänotyp. Etwa ein 

Viertel aller Nachkommen zeigte ein stark verkümmertes Wachstum (Abbildung 15, als 

tss4e(*) gekennzeichnet). Durch Mikroskopie konnte beobachtet werden, dass der Verlust von 

MP17:GFP auch in diesen verkümmerten Individuen auftrat. Somit war der tss4e Phänotyp 

nicht mit diesem gekoppelt. Aufgrund der Aufspaltung wurde vermutet, dass eine 

heterozygote rezessive Mutation für diesen weiteren Phänotyp verantwortlich war. Die 

Tabelle 3 Zusammenfassung der vorwärts-gerichteten genetischen Analyse. Die Mutanten wurden klassifiziert 

nach folgenden Gesichtspunkten. Die Analysierbarkeit der Mutanten in M3 bedingte die Fertilität der M2 

Individuen. Die weitere Kategorisierung umfasste die mikroskopische Analyse der Mutanten sowie eine 

Northern Blot Analyse. Die weitere wichtige Voraussetzung war ein uniformer nicht-segregierender Phänotyp. 

N/U = nicht untersucht. 
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ungewollte Nebenmutation in tss4e konnte durch Segregation erfolgreich entfernt werden. 

Dazu wurden die M4 Nachkommen verschiedener M3 Individuen analysiert und eine Linie 

isoliert, in der keine Segregation bezüglich des makroskopischen Phänotyps auftrat. Im 

Weiteren wurde die tss4e Mutante in Col-16 rückgekreuzt um die Zahl weiterer Mutationen 

zu reduzieren. Die F1 Generation der ersten Rückkreuzung zeigte ein Spaltverhältnis von 

etwa 3:1 bei 112 getesteten F2 Individuen (MP17:GFP Lokalisierung: MP17:GFP Verlust). 

Somit wurde vermutet, dass der tss4e Phänotyp mit großer Wahrscheinlichkeit durch die 

Mutation eines einzelnen Gens ausgelöst wird. Es wurde ein Individuum ausgewählt, das dem 

Col-0 Wachstum am ähnlichsten war (anhand Rosettengröße) und für alle folgenden Analysen 

verwendet. Zudem wurde dieses Individuum nochmals in Col-16 zurückgekreuzt. Weiterhin 

wurde erneut per Western Blot Analyse bestätigt, dass kein MP17:GFP Protein in den Source 

Blättern der tss4e Mutante der M4 Generation vorhanden war (Abbildung 15). 

 

 

 

4.3 Genetische Charakterisierung der tss4e Mutante 

 

Die folgenden Arbeiten bestanden in der genetischen Charakterisierung der tss4e Mutante. 

Zunächst stand die Identifizierung des TSS4E Gens im Vordergrund. Dazu sollte die tss4e 

Abbildung 15 Phänotypische Analyse der M4 Generation von tss4e. (A) Etwa ein Viertel aller tss4e 

Nachkommen zeigte ein stark verkümmertes Wachstum (tss4e (*)). Individuen mit diesem Phänotyp waren 

zudem nicht in der Lage, Samen auszubilden, sondern verkümmerten im Verlaufe der späteren Entwicklung. (B) 

Western Blot Analyse von MP17:GFP in Source Blättern . Zur Detektion wurde ein Antikörper Gemisch aus 

Anti-MP17 und Anti-Transketolase als Ladekontrolle verwendet. Es wurden jeweils Blattscheiben gleichen 

Durchmessers (0,55 cm) verwendet. Es konnte wiederrum kein MP17:GFP Protein Signal in Blättern der tss4e 

Mutante detektiert werden. 
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verursachende Mutation durch Marker-gestützte Kartierung lokalisiert werden. Anschließend 

sollte die TSS4E Genidentität durch Komplementation der tss4e Mutante mit einem nicht-

mutierten Wild Typ Allel und Analyse der MP17:GFP Lokalisation in unabhängigen T-DNA 

Allelen des Kandidaten-Gens bestätigt werden. 

 

4.3.1 Mark er gestützte Kartierung der tss4e Mutation  

 

Zur Identifizierung des tss4e Gens wurde wiederrum die Marker gestützte Kartierung 

verwendet. Dazu wurde die tss4e Mutante mit der transgenen Linie LerNM8s (siehe Kapitel 

4.1.4) gekreuzt und die F1 Generation mittels Mikroskopie untersucht. In allen zwölf 

getesteten Individuen der F1 Generation konnte MP17:GFP Lokalisation detektiert werden 

(Abbildung 16). 

 

 

 

Dies bestätigte wiederrum, dass es sich um eine rezessive Vererbung handeln muss. Im 

Folgenden wurde die F2 Population analysiert. In einer Grobkartierung wurden 256 

Individuen mikroskopisch phänotypisiert. Es konnten 52 Kandidaten, die den tss4e Phänotyp 

zeigten, identifiziert werden, aus denen genomische DNA zur Grobkartierung isoliert wurde. 

In einem ersten Lauf wurden etwa 20 publizierte SSLP Marker (Lukowitz et al., 2000) mit 20 

Abbildung 16 Analyse von Source Blättern der F1 Individuen der Kreuzung tss4e mit LerNM8s. Zellwände 

wurden mit einer gesättigten Propidiumiodid Lösung angefärbt. Es konnte kein Verlust von MP17:GFP 

beobachtet werden. Der Größenstandard entspricht 20 µm. 
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Individuen getestet (Übersicht in Tabelle 4). Der Phänotyp segregierte mit Markern des 

oberen Teils von Chromosom fünf. Im Folgenden wurden zudem die übrigen Individuen 

getestet und der Genomabschnitt weiter eingegrenzt. Tabelle 4 und 5 zeigen eine Übersicht 

über alle getesteten Marker und die Anzahl an Rekombinationen. Die Anzahl an 

Rekombinationen ergibt sich durch die Formel: 

1 x Anzahl (Heterozygote) + 2 x Anzahl (Ler). Die Rekombinationsfrequenz errechnet sich 

wie folgt: Anzahl (Rekombinationen) / 2 x Anzahl (getesteter Individuen). Insgesamt konnte 

der Bereich auf etwa 260 Kilobasenpaare eingegrenzt werden. Um den Bereich weiter 

einzugrenzen wurde die Anzahl zu untersuchender F2 Individuen vergrößert, um die 

Wahrscheinlichkeit weiterer Rekombinationen zu erhöhen.  

 

Marker  

 

Position Chrom. Total Col-0 Hez Ler  Rek. RF 

F21M12 3212189 1 17 4 6 7 20 0.59 
Ciw12 9621357 1 20 6 9 5 19 0.48 

Ciw1 18363881 1 18 2 7 9 25 0.69 

nga280 20873698 1 18 2 9 7 23 0.64 

nga111 27353212 1 15 6 6 3 12 0.40 

Ciw2 1194606 2 19 3 13 2 17 0.45 

ciw3 6402846 2 19 4 13 2 17 0.45 

nga168 16291841 2 14 3 8 3 14 0.50 

nga162 4608277 3 26 8 14 4 22 0.42 

ciw11 9774308 3 15 2 11 2 15 0.50 

ciw4 18890837 3 19 3 13 3 19 0.50 

ciw5 737954 4 13 1 8 4 16 0.62 

ciw6 7892624 4 16 1 11 4 19 0.59 

ciw7 11524350 4 17 2 12 3 18 0.53 

nga1107 18096137 4 16 4 7 5 17 0.53 

CTR1 979764 5 17 12 5 0 5 0.15 

CIW8 7485585 5 17 13 4 0 4 0.118 

PHYC 14007897 5 16 9 7 0 7 0.22 

ciw9 17044001 5 16 7 9 0 9 0.28 

M8788 25191644 5 19 4 11 4 19 0.50 

 

 

Tabelle 4 Grobkartierung des TSS4e Lokus mit SSLP Markern nach Lukowitz et al., 2000 und Markern, die 

unter Verwendung der CEREON Kollektion isoliert wurden (Jander et al., 2002). Es wurden im ersten Durchlauf 

etwa 20 Individuen analysiert. Mittels PCR wurden F2 Individuen, die den tss4e Phänotyp zeigten, getestet und 

die Anzahl an Rekombinationsereignissen (REK) bestimmt. (REK) = Summe aus heterozygoten Individuen 

(HEZ), in denen beide Produkte nachweisbar waren und der doppelten Menge an Individuen mit Ler 

spezifischem Produkt (Ler). Die Rekombinationsfrequenz errechnet sich aus dem Verhältnis von 

Rekombinationsereignissen und der doppelten Menge getesteter Individuen (Total). 
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In dieser Feinkartierung wurden weitere 1454 Individuen phänotypisiert und 328 Kandidaten, 

die den tss4e Phänotyp zeigten isoliert. Die DNA aller 328 Kandidaten wurde isoliert und 

anschließend mit den flankierenden Markern CA72 und J5-4516898-SacI getestet. Diese 

Marker zeigten die letzten Rekombinationsereignisse bei der Grobkartierung und umspannten 

somit den Bereich, der das gesuchte TSS4E Gen beinhaltete.  

 

Marker  Position  Chrom. Gesamt Col-0 Hez. Ler  Rek RF 

nga249 2770216 5 51 47 4 0 4 0.039 
5-AL163812-1425 3844641 5 49 47 2 0 2 0.02 

CA72 4254759 5 380 379 1 0 1 0.0001 

5-AL163572-1591 4291713 5 380 380 0 0 0 0 

Al391710 # 1637 4318534 5 380 380 0 0 0 0 

Al391710 # 1634 4349173 5 380 380 0 0 0 0 

CER457604 4441102 5 380 380 0 0 0 0 

CER455010 4483511 5 380 380 0 0 0 0 

J5-4516898-SacI 4516898 5 380 379 1 0 1 0.0001 

CER457250 4563910 5 380 377 3 0 3 0.0004 

nga151 4669929 5 50 48 2 0 2 0.02 

AL391147_Fw 5468822 5 52 47 5 0 5 0.048 

AC051626 6069658 5 44 39 5 0 5 0.057 

 

 

Sowohl für den oberen Marker CA72 als auch für den unteren Marker J5-4516898-SacI 

konnten keine weiteren Rekombinationsereignisse beobachtet werden (Tabelle 5). Somit 

gelang es nicht, den Bereich weiter einzugrenzen, in dem das gesuchte Gen liegt. 

 

4.3.2 Analyse potentieller TSS4E Kandidaten Gene 

 

Im Folgenden wurde nach potentiellen Kandidaten innerhalb des kartierten Bereichs gesucht. 

Hierfür wurde zum einen eine Microarray-Analyse durchgeführt und zum anderen potentielle 

Kandidaten Gene direkt sequenziert. 

Tabelle 5 Feinkartierung des TSS4E Lokus mit SSLP und CAPS Markern, die unter Verwendung der CEREON 

Kollektion isoliert (Jander et al., 2002) oder aus der arabidopsis mapping platform (http://amp.genomics.org.cn) 

extrahiert wurden. Mittels PCR wurden F2 Individuen, die den tss4e Phänotyp zeigten, getestet und die Anzahl 

an Rekombinationsereignissen (REK) bestimmt. (REK) = Summe aus heterozygoten Individuen (HEZ), in denen 

beide Produkte nachweisbar waren und der doppelten Menge an Individuen mit Landsberg erecta spezifischem 

Produkt (Ler). Die Rekombinationsfrequenz errechnet sich aus dem Verhältnis von Rekombinationsereignissen 

und der doppelten Menge getesteter Individuen (Total). Letzte Rekombinationsereignisse ließen sich mit dem 

SSLP Marker CA72 und dem CAPS Marker J5-4516898 beobachten. 
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4.3.3 Microarray -Analyse zur Identifizierung des TSS4E Gens 

 

Der durch Kartierung eingegrenzte Bereich umfasste etwa 76 Gene, die potentielle TSS4E 

Kandidaten waren und die im Folgenden weiter untersucht wurden. EMS Mutationen können 

mehrere Effekte verursachen. Durch eine Mutation in der kodierenden Sequenz könnte eine 

veränderte Aminosäure oder ein STOP Codon entstehen wodurch ein nicht funktionales 

Protein translatiert wird. Durch eine Mutation in einem Intron könnte auch das splicing der 

mRNA verändert sein (Brown, 1996). Im Falle einer Mutation in wichtigen Promotor 

Bereichen könnte die Expression des Gens verringert sein. Im Zuge seiner Doktorarbeit 

konnte Florian Vogel die MP17:GFP Suppressormutante 10-3-1 identifizieren. Es konnte 

keine Mutation innerhalb des kartierten Bereichs identifiziert werden. Durch Inhibitor Studien 

konnte gezeigt werden, dass der Phänotyp durch DNA Methylierungen verursacht wurde. 

Somit besteht auch die Möglichkeit von epigenetischen Veränderungen nach EMS 

Mutagenese. Eine veränderte Genexpression könnte durch eine Microarray-Analyse 

identifiziert werden. Aus diesem Grund wurde das Transkriptom der tss4e Mutante mit dem 

von Col-16 verglichen und nach reprimierten Genen gesucht, die im kartierten Bereich lagen. 

Unter den 76 Kandidatengenen war keines signifikant herunterreguliert (Liste aller 76 Gene 

im Anhang). Drei der 76 Gene waren nicht auf dem Arabidopsis 44K Chip vorhanden. 

Darunter ein Pseudogen (At5g13548), ein Gen mit unbekannter Funktion (At5g13917) sowie 

eine Pre-tRNA (At5g13845). Es wäre theoretisch möglich gewesen, dass eines dieser drei das 

gesuchte TSS4E Gen ist. Es wurde aber zunehmend vermutet, dass es sich bei der tss4e 

Mutation um einen Proteineffekt handelt. Daher wurden im Folgenden mögliche Kandidaten 

ermittelt und direkt sequenziert. 

 

4.3.4 Sequenzierung möglicher Kandidaten 

 

Die 76 Gene wurden anhand der Informationen auf TAIR charakterisiert um mögliche 

Kandidaten zu identifizieren. Der Fokus lag dabei auf Genen mit Annotationen im Bereich 

des DNA und RNA Metabolismus. Es wurden zunächst sechs Gene mit solchen Annotationen 

identifiziert (Tabelle 6). Von den sechs primären Kandidaten wurden At5g13570 und 

At5g13480 sequenziert. Es wurde jeweils die vollständige genomische Sequenz einschließlich 

der nicht-translatierter Bereiche und putativer Promotorregion sequenziert. Es konnte kein 
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Austausch im gesamten Bereich von At5g13480 (etwa 7 kb) identifiziert werden. Die 

Sequenzierung von At5g13570 offenbarte einen Austausch von Cytosin zu Thymin (C zu T) 

an Position 412 der kodierenden Sequenz von AtDCP2 (Abbildung 17A). 

 

 

Auf Proteinebene entsteht dadurch eine Arginin zu Cystein Mutation an Position 138 (im 

Folgenden auch als R138C Mutation bezeichnet). Im Weiteren konnte bestätigt werden, dass 

die Mutation spezifisch für die tss4e Mutante ist und nicht bereits in Col-16 vorliegt. In der 

Literatur ist DCP2 als Komponente des 5ó zu 3ó Abbaus von mRNAs beschrieben (Xu et al., 

2006). Der Abbau findet in cytosolischen Proteinkompexen, die sich in den processing 

bodiesñ (PBs) wiederfinden, statt. PBs sind granulären Strukturen, die eine Vielzahl an 

weiteren, am Abbau von mRNA beteiligten, Komponenten beherbergen (siehe Kapitel 3.3.1). 

Es wird vermutet, dass die Exoribonuklease XRN4 ebenfalls in PBs lokalisiert (Kastenmayer 

und Green, 2000). Da Mutationen in XRN4 das Silencing von Transgenen zur Folge haben, 

wurde vermutet, dass die DCP2 Mutation den tss4e Phänotyp verursacht. Die weiteren 

Arbeiten bestanden im Überprüfen dieser Hypothese. Ein Sequenzvergleich mit 

verschiedenen Ökotypen zeigte, dass der Bereich um die Mutation stark konserviert und somit 

möglicherweise auch essentiell für die DCP2 Funktion ist (Abbildung 17A). Die weitere 

Analyse dieser Mutation zeigte, dass durch den C zu T Austausch eine Schnittstelle des 

Restriktionsenzyms SacII eliminiert wurde. Somit konnte die Mutation entsprechend einem 

CAPS Marker durch Gelelektrophorese genotypisiert werden (Abbildung 17B). 

Gen Position Funktion  

AT5G13480 

 

4326528 Ähnlich einem mRNA Prozessierungsfaktor aus Hefe 

aufffffffdfHefeHefeHefe 
AT5G13570 

 

4367299 AtDCP2, Decapping von mRNA 

AT5G13730 

 

4429110 Sigma Faktor 4, reguliert plastidäre Polymerase (PEP) 

AT5G13887 

 

4479397 miRNA unbekannter Funktion 

AT5G13830 

 

4467363 RNA Methyltransferase 

AT5G13960 

 

4501447 Funktion in DNA Methylierung 

Tabelle 6 Auswahl möglicher tss4e Kandidaten Gene. Unter den 76 Kandidaten Genen wurden mögliche TSS4E 

Kandidaten anhand der Information auf www.arabidopsis.org (TAIR) ausgewählt. 
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4.3.5 Bestätigung der TSS4E Genidentität  

 

Um zu überprüfen, ob es sich bei DCP2 um das TSS4E Gen handelt wurden zwei Ansätze 

verfolgt. Zum einen sollte der tss4e Phänotyp komplementiert und zum anderen ein weiteres 

dcp2 Allel untersucht werden. 

 

4.3.5.1 Komplementation des tss4e Phänotyps 

 

Die Komplementation des tss4e Phänotyps sollte durch Transformation von tss4e mit der 

genomischen DCP2 Wild Typ DNA-Sequenz durchgeführt werden.  

 

Abbildung 17 Analyse der C412T Mutation in tss4e Mutanten. Durch EMS Mutagenese wurde ein C zu T 

Austausch an Position 412 der kodierenden Sequenz von DCP2 eingefügt. (A) Sequenzvergleich mit anderen 

Ökotypen von Arabidopsis am Bereich der tss4e Mutation. (B) Diese Sequenzveränderung beseitigt eine SacII 

Restriktionsschnittstelle und konnte durch einen SacII Restriktionsverdau visualisiert werden. Dazu wurde ein 

427 bp Fragment mit den Primern MT171 und MT172 amplifiziert, anschließend SacII verdaut und auf einem 

Agarosegel aufgetragen. Der tss4e SNP funktioniert daher auch als CAPS Marker und konnte zur 

Genotypsierung der tss4e Mutation verwendet werden. 
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Abbildung 18 Komplementation von tss4e. Analyse Basta-resistenter Kandidaten nach Transformation von 

tss4e mit Wild Typ DCP2. Die Analyse fand etwa sechs Wochen nach Aussaat und Kultivierung unter Kurztag 

Bedingungen statt. (A) Makroskopische Aufnahmen aller Kandidaten im Vergleich mit Col-0, Col-16 und tss4e. 

Alle Kandidaten zeigten chlorotische Blätter. Der Größenstandard entspricht 1,75 cm. (B) Konfokale 

Aufnahmen aller Kandidaten im Vergleich mit Col-0, Col-16 und tss4e. Zellwände wurden mit einer gesättigten 

Propidiumiodid Lösung angefärbt. Alle Kandidaten zeigten MP17:GFP Fluoreszenz in Source Blättern. Der 

Größenstandard entspricht 20 µm. (C) Genetische Charakterisierung Basta-resistenter Kandidaten. Amplifikation 

des tss4e CAPS Polymorphismus in den Kandidaten mit den Primern MT171 und MT172. Es ließen sich SacII 

Spaltfragmente identifizieren, die auf ein DCP2 Wild Typ Allel hindeuten. In Rot dargestellt ist der Bereich von 

AtDCP2, der auch Teil der transformierten T-DNA war. (D) Bestimmung des endogenen tss4e Lokus. Um 

spezifisch die endogene tss4e Mutation nachzuweisen, wurde zunächst in einer PCR mit den Primern MT209 

und MT210 ein 4812 bp Bereich amplifiziert, der das Transformationskonstrukt umspannte. Dieses, für das 

endogene AtDCP2 spezifische Fragment diente als Matrize für die Amplifikation des CAPS Polymorphismus 

mit den Primern MT171 und MT172. Es ließen sich keine SacII spaltbaren Produkte nachweisen. Die tss4e 

Mutation im endogene DCP2 Lokus war folglich homozygot. 
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Dazu wurden die gesamte putative Promotorregion (bis 1628 stromaufwärts zum Start ATG 

von AtDCP2), der gesamte Leserahmen inklusive Exons und Introns sowie ein kurzer 3ó 

untranslatierter Bereich amplifiziert (Abbildung 18C). Das gesamte Konstrukt von 4362 bp 

wurde in den binären Vektor pMDC123 kloniert und in A. thumefaciens transformiert. Nach 

Transformation von tss4e Mutanten konnten zehn Basta-resistente Kandidaten isoliert 

werden. Dabei wurden sechs Kandidaten im speziellen weiter analysiert (Abbildung 18A). 

Die Analyse zeigte, dass MP17:GFP in den Source Blättern aller Kandidaten lokalisierte 

(Abbildung 18B). Weiterhin wurden die potentiellen Transformanden genetisch 

charakterisiert um zu garantieren, dass es sich tatsächlich um homozygote tss4e Mutanten mit 

einem zusätzlich eingebrachten DCP2 Wild Typ Allel handelte. Im ersten Ansatz wurde das 

Vorhandensein eines DCP2 Wild Typ Allels bestätigt, indem der CAPS Polymorphismus in 

den Komplementanten genotypisiert wurde (Abbildung 18C). Im zweiten Ansatz wurde 

sichergestellt, dass die Mutanten im endogenen DCP2 ein homozygotes tss4e Allel trugen. 

Dazu wurde ein Bereich, der außerhalb des Klonierungsfragments auf der T-DNA lag, 

amplifiziert und als Matrize für die CAPS Genotypisierung eingesetzt. Es konnte lediglich das 

tss4e Allel nachgewiesen werden (Abbildung 18D). Somit konnte der tss4e Phänotyp durch 

Transformation mit DCP2 komplementiert werden. Dies bestätigt die Hypothese, dass der 

tss4e Phänotyp durch die Mutation in DCP2 verursacht wurde. 

 

4.3.5.2 Analyse unabhängiger DCP2 Allele 

 

Parallel zur Komplementation wurde ein unabhängiges dcp2 Allel analysiert. Dazu wurde die 

T-DNA Mutante dcp2-1 (Salk_000519) untersucht. Es war bekannt, dass dcp2-1 eine 

Nullmutante und in homozygotem Zustand nicht überlebensfähig ist (Iwasaki et al., 2007). Im 

Folgenden wurde ein Test auf Allelizität durchgeführt. Dazu wurde die heterozygote dcp2-1 

Mutante mit der homozygoten tss4e Mutante gekreuzt und deren F1 Nachkommen untersucht. 

Aufgrund der heterozygoten parentalen Pflanze wurde eine Aufspaltung von 1:1 bezüglich der 

dcp2-1 T-DNA in den F1 Nachkommen erwartet. Die Analyse der F1 Nachkommen umfasste 

die Phänotypisierung sowie eine Genotypisierung mittels PCR Analyse. Dazu wurden 

zunächst alle 12 Individuen auf die Anwesenheit der dcp2-1 T-DNA hin überprüft. In sechs 

der 12 Individuen ließ sich die dcp2-1 T-DNA nachweisen (Abbildung 19A, ein Individuum 

exemplarisch dargestellt). Es wurde beobachtet, dass die sechs F1 Nachkommen, in denen die  
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Abbildung 19 Analyse der F1 Nachkommen der Kreuzung dcp2-1 x tss4e. (A) Genotypisierung der 

Nachkommen durch Amplifikation von 1058 bp des Wild Typ Allels (W) mit den Primern MT185 und MT186 

sowie von etwa 750 bp der dcp2-1 T-DNA mit den Primern MT185 und MT117. (B, D) Makroskopische 

Aufnahmen von Col-0, Col-16, heterozygoter dcp2-1 Mutante, tss4e/MP17:GFP sowie zwei F1 Nachkommen 

der Kreuzung dcp2-1 x tss4e. Der Größenstandard entspricht 1,75 cm. (C, E): Konfokale Aufnahmen von Source 

Blättern von Col-0, Col-16, heterozygoter dcp2-1 Mutante, tss4e/MP17:GFP sowie zwei F1 Nachkommen der 

Kreuzung dcp2-1 x tss4e. Zellwände wurden mit einer gesättigten Propidiumiodid Lösung angefärbt. Der 

Größenstandard entspricht 20 µm. Nur in den Nachkommen mit dcp2-1 T-DNA (dcp2-1/tss4e/MP17:GFP) 

konnte das MP17:GFP Fusionsprotein nicht beobachtet werden. Zudem waren diese kleiner als tss4e/MP17:GFP 

und Col-16 und bildeten verstärkt Anthocyane aus. 
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dcp2-1 T-DNA nachgewiesen wurde, verkümmert wuchsen und zudem sehr stark Anthocyane 

akkumulierten (Abbildung 19D). Die mikroskopische Analyse zeigte, dass diese Individuen 

den tss4e Phänotyp ausbildeten (Abbildung 19E). Aufgrund der Rückkreuzungen in Col-16 

sowie LerNM8S war bekannt, dass die tss4e Mutation rezessiv vererbt wird. Daher kann eine 

heterozygote tss4e Mutante allein den tss4e Phänotyp nicht ausbilden. Zumal die F1 

Individuen heterozygot bezüglich der tss4e Mutation waren, konnte die dcp2-1 T-DNA kein 

funktionales Allel beisteuern. Die dcp2-1 T-DNA konnte folglich den tss4e Phänotyp nicht 

komplementieren. Somit war es höchst wahrscheinlich, dass DCP2 das TSS4E Gen ist. Im 

Folgenden wurde die nächste Generation nochmals genotypisch und phänotypisch untersucht. 

Es konnte wiederrum eine direkte Korrelation zwischen tss4e Phänotyp, Zwergen Wuchs und 

dem Genotyp dcp2-1/tss4e festgestellt werden. Weiterhin wurde überprüft, ob es in den dcp2-

1/tss4e Mutanten auch zum Abbau der MP17:GFP mRNA kommt. 

 

 

 

Dies konnte bestätigt werden, wohingegen dies nicht in einer F1 Mutante ohne dcp2-1 T-

DNA zu beobachten war (Abbildung 20A). Die leicht reduzierte MP17:GFP mRNA Menge 

in den heterozygoten tss4e Mutanten ist vermutlich durch das heterozygote MP17:GFP 

Transgen zu erklären (Abbildung 20A). Weiterhin konnten in der tss4e und auch den dcp2-

1/tss4e Mutanten MP17:GFP siRNAs nachgewiesen werden (Abbildung 20B). Diese waren 

in letzterem Fall ebenfalls reduziert, was auch durch das heterozygote Transgen bedingt 

Abbildung 20 Silencing in den Nachkommen der Kreuzung dcp2-1 x tss4e. (A) Northern Blot Analyse von Col-

0, Col-16, tss4e/MP17:GFP, DCP2/tss4e/MP17:GFP und dcp2-1/tss4e/MP17:GFP. In den dcp2-

1/tss4e/MP17:GFP Nachkommen konnte die MP17:GFP mRNA nicht nachgewiesen werden. Es wurden jeweils 

10 µg RNA geladen. (B) Nachweis kleiner RNAs in den dcp2-1/tss4e/MP17:GFP Nachkommen. Es wurden 

jeweils 30 µg RNA geladen. 
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gewesen sein könnte (Abbildung 20B). Auf die Akkumulation von siRNAs wird in Kapitel 

4.4.1.2 detailliert eingegangen. 

 

4.4 Phänotypische Analyse der tss4e Mutante 

 

Parallel zur genetischen Charakterisierung wurde die tss4e Mutante phänotypisch analysiert. 

Die Analysen umfassten den Abbau transgener mRNAs im tss4e Hintergrund im Hinblick auf 

den zugrunde liegenden Wirkmechanismus. Darüber hinaus sollten mögliche Ursachen des 

Abbaus transgener mRNAs in tss4e untersucht werden. Weitere Untersuchungen zur R138C 

Mutation auf Proteinebene sollten ergründen, in welchem Maße dadurch die Funktionalität 

des DCP2 Proteins beeinträchtigt sein könnte. Ebenso wurde die tss4e Mutante im Hinblick 

auf physiologische Auffälligkeiten und deren mögliche Ursachen untersucht. 

 

4.4.1 Analyse des Abbaus von Transgenen in der tss4e Mutante 

 

Die genetische Charakterisierung der tss4e Mutante offenbarte, dass DCP2 das TSS4E Gen 

ist. Diverse Ansätze konnten bestätigen, dass es durch eine Mutation in XRN4 zu einer 

Akkumulation ungecappter mRNA und folglich zu verstärktem PTGS von Transgenen kommt 

(Gazzani et al., 2004). Sollte die Funktion von DCP2 beeinträchtigt sein, könnte in der tss4e 

Mutante der gegenteilige Fall eintreten und die Menge ungecappter mRNA abnehmen. Es ist 

bekannt, dass die 5ó CAP Struktur essentiell f¿r die Stabilitªt der mRNA gegen¿ber 

Exoribonukleasen ist. Im Falle der tss4e Mutante sollte demnach mehr stabile mRNA 

vorhanden sein. Dennoch wird die MP17:GFP mRNA in der tss4e Mutante stark abgebaut 

wird, was durch die Northern Blot und sRNA Blot Analysen von tss4e bestätigt werden 

konnte. Im Folgenden sollte daher die Ursache und der Mechanismus des mRNA Abbaus in 

der tss4e Mutante untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollte überprüft werden, ob 

der Abbau von MP17:GFP durch PTGS verursacht wird. Unter diesen Aspekten sollte auch 

überprüft werden, ob der Abbau ein auf andere Transgene übertragbares Phänomen ist, oder 

ob dies ein MP17:GFP spezifischer Effekt ist. Um diese Frage zu adressieren wurde die tss4e 

Mutante mit einer transgenen Arabidopsis-Linie gekreuzt, die ein CaMV35S:eGFP Konstrukt 

stabil exprimiert (Brosnan et al., 2007).  
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4.4.1.1 Analyse weiterer Transgene in tss4e Mutanten 

 

Zur klaren Unterscheidung wird im Folgenden die Bezeichnung tss4e um das jeweilige 

Transgen erweitert. Zur Analyse weiterer Transgene wurde die tss4e Mutante in einen 

weiteren transgenen Hintergrund gekreuzt, der eGFP und das BASTA-RESISTENZ GEN (BAR 

Gen) unter CaMV35S Kontrolle exprimiert. Beide Transgene waren Teil der T-DNA, welche 

auf dem pUQC214 Plasmid kodiert sind. Somit sind beide Transgene am selben genomischen 

Ort integriert. Die Analyse von xrn4 Mutanten offenbarte, dass das PTGS nur bei 

homozygotem Transgen ausgelöst wird (Gazzani et al., 2004). Um den eGFP Genotyp 

weiterhin bestimmen zu können wurde die genomische Lokalisation des eGFP Transgens in 

der transgenen Linie bestimmt. Dazu wurde mittels TAIL-PCR ein flankierender genomischer 

Bereich amplifiziert (Abbildung 21).  

 

 

 

Dieser lag im intergenomischen Bereich zwischen At1g01580 und At1g01590. Anhand dieser 

Information wurde für alle weiteren Analysen Oligonukleotide abgeleitet mit denen der eGFP 

Genotyp bestimmt wurde. Die Analyse der F2 Generation der Kreuzung aus tss4e und 

DCP2/eGFP zeigte, dass beide Transgene (MP17:GFP und eGFP) segregierten. Unter den 

112 getesteten zeigten fünf Mutanten einen Verlust der eGFP Fluoreszenz in Source Blättern. 

Damit war es sehr wahrscheinlich, dass ein homozygotes Transgen die Voraussetzung für die 

Entwicklung des tss4e Phänotyps ist. Sofern dies nicht der Fall wäre, sollten in etwa 28 

Individuen den Phänotyp ausbilden. Die Beobachtung, dass das MP17:GFP Transgen in der 

dcp2-1/tss4e Mutante auch in heterozygotem Zustand abgebaut wurde, lässt sich 

Abbildu ng 21 TAIL -PCR zur Bestimmung der genomischen Position des eGFP Transgens. Im Vorfeld wurde 

die left border der T-DNA durch Sequenzierung des pUQC214 (CaMV35S:eGFP) Plasmids ermittelt und jeweils 

drei versetzte Oligosequenzen abgeleitet. Der dritte Lauf der TAIL-PCR wurde auf einem Agarosegel 

aufgetragen. Mit Stern gekennzeichnete Banden wurden sequenziert. In drei der sechs Fragmente konnte 

genomische Arabidopsis Sequenz im Bereich zwischen At1g01580 und At1g01590 detektiert werden. Es wurden 

die drei T-DNA Primer MT156, MT157 und MT158 und die neun degenerierte Primern AD1 ï AD9 verwendet. 
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möglicherweise durch allel-spezifische Effekte erklären. Um beim Verlust der eGFP 

Fluoreszenz ein Artefakt auszuschließen wurde bestätigt, dass der Verlust auch in der 

nächsten Generation stabil und in allen Individuen auftritt. Dazu wurden Individuen der F3 

Generation, die frei von MP17:GFP waren analysiert. Es konnte beobachtet werden, dass der 

Verlust der eGFP Fluoreszenz in einem zeitlichen Verlauf eintrat. Dabei variierten Zeitpunkt 

und Ursprung (Abbildung 22A). Zudem war der Effekt nicht wie bei MP17:GFP auf voll 

entwickelte Source Blätter beschränkt (Abbildung 22A, B), sondern erstreckte sich auch auf 

Kotyledonen. Im Weiteren wurde überprüft, ob das BAR Gen vom Abbau betroffen war. Es 

konnte beobachtet werden, dass tss4e/eGFP Mutanten keinen BASTA-sensitiven Phänotyp 

entwickelten (Abbildung 22E) und zudem die BAR mRNA nicht komplett abgebaut wurde 

(Abbildung 22F). Zudem ließen sich keine BAR siRNAs nachweisen (Abbildung 22G). Um 

genauer zu untersuchen, inwieweit die verschiedenen Transgene im tss4e Hintergrund 

abgebaut werden, wurde der zeitliche Verlauf des Abbaus transgener mRNAs analysiert. 

Dazu wurden Proben jeweils zwei, drei, vier sowie fünf Wochen nach Aussaat genommen 

und per Northern Blot Analyse die mRNA Akkumulation der jeweiligen Transgene untersucht 

(Abbildung 22C, D). Es zeigte sich, dass die Akkumulation der eGFP mRNA bereits nach 

zwei Wochen deutlich reduziert war (Abbildung 22C), wohingegen die Menge der 

MP17:GFP mRNA zu diesem Zeitpunkt noch nicht reduziert war (Abbildung 22D). 
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Abbildung 22 Analyse des Transgen Abbaus im tss4e Hintergrund. (A) Die Fluoreszenz von eGFP nahm in 

einem zeitlichen Verlauf stark ab und umfasste dabei alle oberirdischen Gewebe. Der Größenstandard entspricht 

5 mm (B) Der Abbau von MP17:GFP konnte nicht in Kotyledonen beobachtet werden. Der Größenstandard 

entspricht 20 µm. (C) Der Zeitliche Verlauf des mRNA Abbaus von eGFP und BAR im tss4e Hintergrund 

verglichen mit der Expression in der transgenen Kontrolle wurde mittels Northern Blot Analyse untersucht. 18S 

rRNA wurde als Ladekontrolle verwendet. (D) Der Zeitliche Verlauf des MP17:GFP Abbaus. 18S rRNA wurde 

als Ladekontrolle verwendet. (C,D) Es wurden jeweils 10 µg RNA aufgetragen. (E) Die tss4e Mutanten 

entwickeln keinen BASTA-sensitiven Phänotyp. (F) Die BAR mRNA wird nicht komplett abgebaut. (G) Es 

konnten keine BAR siRNAs detektiert werden. 5S rRNA wurde als Ladekontrolle verwendet. (F,G) Es wurden 

jeweils 20 µg RNA aufgetragen. 
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Die Menge an MP17:GFP mRNA war erst ab drei Wochen reduziert. Die Akkumulation der 

BAR mRNA war in den ersten vier Wochen relativ konstant und nahm lediglich ab der fünften 

Woche etwas ab (Abbildung 22C). Folglich konnte beobachtet werden, dass der Abbau der 

jeweiligen Transgene sehr unterschiedlich abläuft. Es war bekannt, dass der Abbau von 

Transgenen durch die Expressionsstärke bedingt sein kann. Im Folgenden wurde die relative 

Expression der Transgene in den jeweiligen transgenen Linien sowie im tss4e Hintergrund 

durch qPCR-Analyse bestimmt.  

 

 

 

Insgesamt zeigte eGFP deutlich die stärkste und BAR die geringste Expressionsstärke 

Abbildung 23). Somit könnte die Expressionsstärke durchaus eine Rolle beim Ausmaß des 

Abbaus transgener mRNAs in tss4e spielen.  

 

4.4.1.2 Kleine RNAs in tss4e Mutanten 

 

Da bekannt war, dass der Abbau von transgenen mRNAs in xrn4 Mutanten auf der 

Akkumulation kleiner RNAs beruht, wurde untersucht, ob es in der tss4e Mutante zur 

Akkumulation kleiner RNAs kommt. Dabei wurde sowohl die Mutante im MP17:GFP als 

auch im eGFP transgenen Hintergrund untersucht. Es konnte beobachtet werden, dass beide 

mRNAs in tss4e nicht akkumulierten und korrespondierender siRNAs akkumulierten 

Abbildung 23 qPCR-Analyse zur Bestimmung der relativen Expression der Transgene eGFP, MP17:GFP und 

BAR in transgenen Linien (grün) und im tss4e Hintergrund (rot). Ataktin2 wurde als Ladekontrolle verwendet. Es 

wurden jeweils drei biologische Replikate verwendet. Der Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung. Die 

Amplifikation von 142 bp von eGFP wurde mit den Primern MT50 und MT51, die von 145 bp von MP17:GFP 

mit den Primern MT193 und MT194, die von 247 bp von BAR mit den Primern MT220 und MT221 und die von 

150 bp von Atactin2 mit den Primern MT123 und MT124 durchgeführt. 



Ergebnisse  Seite 54 

 

 

(Abbildung 20A, B und Abbildung 22C, D). Um zu überprüfen, ob die Anwesenheit der 

siRNAs mit dem Verlust der eGFP Fluoreszenz gekoppelt war wurde die tss4e/eGFP Mutante 

mit dem turnip mosaic virus (TuMV) infiziert. Es war bekannt, dass TuMV das Silencing von 

Transgenen mit Hilfe seines Suppressor Proteins HcPro überkommen kann indem es die 

Akkumulation der siRNAs unterdrückt (Mallory et al., 2001). Etwa ein bis zwei Wochen nach 

Infektion konnten erste Infektionssymptome beobachtet werden. Durch vergleichende 

Fluoreszenzaufnahmen ließ sich bestätigen, dass die besonders deutlich infizierten 

Blattbereiche eGFP Fluoreszenz zeigten (Abbildung 24A). Ebenso konnte gezeigt werden, 

dass in diesen Blättern die mRNA von eGFP akkumulierte und die Menge kleiner RNAs 

abnahm (Abbildung 24B-E). Somit konnte bestätigt werden, dass der Verlust der eGFP 

Fluoreszenz auf die Akkumulation kleiner RNAs zurückzuführen war.  

 

 

 

 

4.4.1.3 PTGS in tss4e Mutanten 

 

Nachdem der tss4e Phänotyp mit der Akkumulation kleiner RNAs gekoppelt war, wurde 

vermutet, dass PTGS der zugrunde liegende Mechanismus ist, der zum Abbau der transgenen 

mRNAs und dem Verlust der Fluoreszenz in der tss4e Mutante führt. Um diese Hypothese zu 

bekräftigen wurde untersucht, ob der tss4e Phänotyp abhängig von RDR6 ist. Es war bekannt, 

dass das Auslösen und die Verbreitung von PTGS in einem RDR6 abhängigen Prozess 

stattfinden, was bereits für das Silencing in xrn4 Mutanten gezeigt wurde (Himber et al., 

2003; Gazzani et al., 2004). Dazu wurde die tss4e/MP17:GFP sowie die tss4e/eGFP Mutante 

Abbildung 24 Infektion mit TuMV supprimiert das 

Silencing von eGFP in den tss4e/eGFP Mutanten. (A) 

Mikroskopische Aufnahmen wurden etwa dreieinhalb 

Wochen nach der Infektion gemacht. Pflanzen wurden 

zuvor vier Wochen unter Kurztag Bedingungen 

kultiviert. Infizierte Bereiche der tss4e/eGFP Mutante 

zeigten deutliche Fluoreszenzzunahme. Der 

Größenstandard entspricht 3mm. (B) sRNA Blot 

Analyse zur Detektion von eGFP siRNAs. (C) 5S 

rRNA wurde als Ladekontrolle hybridisiert. Es wurden 

jeweils 20µg RNA geladen. (D) Northern Blot 

Analyse zur Quantifizierung der eGFP mRNA. (E) 

18S rRNA wurde als Ladekontrolle hybridisiert. Es 

wurden jeweils 5 µg RNA geladen. 
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mit dem sgs2-1 Allel (Mourrain et al., 2000) von RDR6 gekreuzt und die F2 Generation 

charakterisiert. Dazu wurden für beide Linien (sgs2-1/tss4e /MP17:GFP und sgs2-1/tss4e 

/eGFP) 96 Individuen analysiert. Im Falle der sgs2-1/tss4e /eGFP konnten bereits im frühen 

Stadium Individuen, die kein eGFP Transgen trugen, entfernt werden, um die Anzahl 

analysierbarer Individuen zu erhöhen. Zur Analyse musste sowohl eGFP, tss4e als auch sgs2-

1 homozygot vorliegen. Im Falle der sgs2-1/tss4e/MP17:GFP segregierenden Population 

konnte ein F2 Individuum identifiziert werden, das in den drei Gen Loci homozygot war. In 

diesem konnte die MP17:GFP Fluoreszenz wie in Col-16 detektiert werden. Im Falle der 

sgs2-1/tss4e/eGFP segregierenden Population konnten insgesamt fünf Individuen, in denen 

alle drei Gen Loci homozygot waren, identifiziert werden. Die Fluoreszenz von eGFP konnte 

zu jedem Zeitpunkt der Entwicklung in den fünf Kandidaten beobachtet werden (Abbildung 

25A). Dies war konsistent mit der Akkumulation der mRNA und dem Verlust der siRNAs im 

Falle der sgs2-1/tss4e/eGFP Mutanten (Abbildung 25B-E).  

 

 

 

Folglich war bestätigt, dass der tss4e Phänotyp eine Folge von PTGS ist und die Funktion von 

RDR6 bedingt. Es war bekannt, dass RDR6 sogenannte aberrante mRNA erkennt und als 

Matrize zur Synthese doppelsträngiger RNA nutzen kann (Mourrain et al., 2000). Somit wäre 

es möglich, dass es in der tss4e Mutante zur Akkumulation aberranter mRNA kommt.  

 

 

 

 

Abbildung 25 Die sgs2-1 Mutation supprimiert das 

Silencing von eGFP in tss4e/eGFP Mutanten (A) 

Mikroskopische Aufnahmen etwa 5 Wochen alter, 

unter Kurztag Bedingungen kultivierter Pflanzen. Der 

Größenstandard entspricht 3 mm (B) sRNA Blot 

Analyse zur Detektion von eGFP siRNAs. (C) 5S 

rRNA wurde als Ladekontrolle hybridisiert. Es wurden 

jeweils 20 µg RNA geladen. (D) Northern Blot 

Analyse zur Quantifizierung der eGFP mRNA. (E) 

18S rRNA wurde als Ladekontrolle hybridisiert. Es 

wurden jeweils 5 µg RNA geladen. 
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4.4.2 Hinweis für aberrante mRNA in tss4e Mutanten 

 

Im Folgenden wurde untersucht, ob der mRNA Metabolismus in der tss4e Mutante gestört ist 

und ob es möglicherweise zur Akkumulation aberranter mRNA kommt. Dazu wurde der 

mRNA Abbau und verschiedene Stoffwechsel Intermediate in tss4e untersucht.  

 

4.4.2.1 Analyse des 5ó zu 3ó mRNA Abbaus in tss4e Mutanten 

 

In der Literatur ist beschrieben, dass eine Nullmutation in DCP2 neben Post-Embryo Letalität 

zu einem reduzierten mRNA Abbau führt (Goeres et al., 2007). Daher wurde untersucht, ob 

der mRNA Abbau auch in tss4e verªndert ist. Im Folgenden wurde die 5ó zu 3ó Abbaurate 

durch eine Inhibitor Studie ermittelt.  

 

 

 

Dazu wurde der Transkriptionsinhibitor 3-Deoxyadedosisn (Cordycepin) verwendet. Als 

Adenosin Analogon wird Cordycepin bei der Transkription in die mRNA eingebaut, was 

aufgrund der fehlenden Hydroxyl-Gruppe zum Abbruch der Elongation führt. Als 

Konsequenz läuft lediglich die mRNA Degradation ab, was zeitlich verfolgt und gemessen 

Abbildung 26 Vergleichende Messung der mRNA Halbwertszeit in Col-16 und tss4e/MP17:GFP. Keimlinge 

wurden mit 1 mM Cordycepin behandelt und die 5ó mRNA Mengen von MP17:GFP und BME3 durch qPCR 

Analyse ermittelt. Zeitpunkt 0 wurde dabei als 100 % Expression gesetzt und die jeweiligen Werte späterer 

Zeitpunkte in Prozent zum Ausgangswert (Zeitpunkt 0) berechnet. Es wurden jeweils drei Replikate verwendet. 

Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Die Amplifikation von 139 bp des 5ó Bereichs von 

MP17:GFP wurde mit den Primern MT215 und FV98 und die von 132 bp des 5ó Bereichs von BME3 mit 

MT216 und MT217 durchgeführt. Als Referenz wurden 150 bp von ATAKTIN2 mit den Primern MT123 und 

MT124 amplifiziert. 
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werden kann. Im Folgenden wurde der Abbau von MP17:GFP sowie des BLUE 

MICROPYLAR END 3 (BME3) Gens analysiert. Vorhergegangene Analysen zeigten, dass das 

BME3 Transkript sehr instabil ist (Goeres et al., 2007), weshalb dessen Analyse auch als 

Kontrolle für das Experiment diente. Für die Analyse wurde die zeitliche Abnahme beider 

Transkripte über einen Zeitraum von vier Stunden mittels qPCR verfolgt. Es konnte 

beobachtet werden, dass der Abbau der MP17:GFP mRNA deutlich langsamer ablief als der 

BME3 Abbau (Abbildung 26). Die Halbwertszeit der BME3 mRNA war vergleichbar mit 

Ergebnissen der Literatur, was bestätigte, dass die Analyse technisch funktioniert hat. Es 

konnte kein signifikanter Unterschied im Abbau beider mRNAs zwischen Col-16 und 

tss4e/MP17:GFP festgestellt werden (Abbildung 26). Somit ist der 5ó zu 3ó mRNA Abbau in 

der tss4e Mutante vermutlich nicht verändert. Möglicherweise ist die DCP2 Funktion in tss4e 

nicht stark genug beeinträchtigt um die mRNA Abbaurate merklich zu verändern.  

 

4.4.2.2 Analyse von Decapping Stoffwechsel Intermediaten 

 

Es konnte keine veränderte mRNA Abbaurate in der tss4e Mutante nachgewiesen werden. Es 

wäre jedoch möglich, dass der Effekt der Mutation in DCP2 dennoch einen Einfluss auf die 

Akkumulation verschiedener Intermediate der mRNA Decapping Reaktion hat. Analysen der 

dcp2-1 Nullmutante haben auch ergeben, dass gecappte mRNA akkumuliert (Goeres et al., 

2007). Weiterhin konnte für xrn4 Mutanten gezeigt werden, dass die Menge ungecappter 

mRNA stark zunahm (Gazzani et al., 2004). Im Folgenden sollte die Menge gecappter und 

ungecappter MP17:GFP mRNA in der tss4e Mutante ermittelt und mit Col-16 verglichen 

werden. Die Messung wurde mittels der von Blewett veröffentlichten Methode durchgeführt 

(Blewett et al., 2011). Diese sogenannte quantitative splinted ligation RT-PCR (qSL-RT-

PCR) wurde für Hefe etabliert und im Folgenden eine Methode für Arabidopsis abgeleitet. 

Das Prinzip der Methode (Abbildung 28A) basiert auf der Verlªngerung des 5ó UTR Bereichs 

der mRNA mittels eines artifiziellen RNA Moleküls, dem sogenannten RNA Anker und dem 

anschließenden Nachweis der verlängerten mRNA durch quantitative PCR. Der RNA Anker 

wird durch konzertiertes annealing (Anlagern) eines DNA splint (DNA Brücke) an das 5ó 

Ende der mRNA und an den RNA Anker angefügt. Im Folgenden werden RNA Anker und 

mRNA durch Ligase Behandlung ¿ber die 5ó Hydroxyl-Gruppe miteinander verknüpft. Die 

Ligation des RNA Ankers kann nur mit ungecappter mRNA erfolgen. Zumal das initiale 

annealing auch mit gecappter mRNA funktioniert, muss der DNA splint wieder entfernt 

werden, um falsch positive Amplifikation auszuschließen. Voraussetzung für die Ligation ist 
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ein vollständiges und fehlerfreies annealing an das 5ó Ende der mRNA. Um die vollstªndige 

Sequenz der 5ó nicht-translatierten Region (NTR) zu ermitteln wurde eine 5ó RACE PCR der 

MP17:GFP mRNA aus Col-16 durchgeführt. Amplifizierte Fragmente wurden sequenziert 

und die Sequenz anschließend mit der pBin-35S-MP17:GFP Sequenz verglichen. Ein 

Sequenzvergleich von zehn Klonen zeigte den präferenziellen Transkriptionsstart der 

MP17:GFP mRNA (Abbildung 27). 

 

 

 

 

Im Folgenden wurde anhand der 5ó MP17:GFP Sequenz ein DNA splint abgeleitet, der 

revers-komplementär zum, um den RNA Anker erweiterten, 5ó Bereich der MP17:GFP 

mRNA ist (Abbildung 27). In Vorversuchen wurde zunächst überprüft, ob die Reaktion 

funktionierte und wie spezifisch das Ergebnis für ungecappte mRNA war. Dazu wurde die 

mRNA nach dem annealing in getrennten Ansätzen mit und ohne Ligasezugabe 

weiterbehandelt. Zur Berechnung der relativen Menge ungecappter mRNA wurde folgende 

Formel verwendet: 2
(Côt Wert (Gesamt MP17:GFP)

 
ï Côt Wert

 
(qSL MP17:GFP))

. Wie in Abbildung 28A 

dargestellt wurde ein Teil der MP17:GFP Sequenz amplifiziert (Gesamt MP17:GFP) sowie 

der um den RNA Anker erweiterte Bereich inklusive des 5ó Bereichs von MP17:GFP (qSL 

Abbildung 27 Bestimmung der 5ó nicht-translatierten Region der MP17:GFP mRNA mittels RACE PCR und 

Design eines DNA splint zum Anlagern des RNA Ankers. Die Amplifikation des 5ó Bereichs von MP17:GFP 

mRNA aus Col-16 wurde unter Verwendung des SMART II RACE PCR Kits (Clontech) durchgeführt. Als 

Nested Gene specific Primer (NGSP) wurde MT204 verwendet. Das amplifizierte Fragment wurde in pGEM-T-

Easy kloniert und mehrere Klone sequenziert. Ein Sequenzvergleich mit dem Plasmid pBIN-35S-MP17:GFP und 

dem SMART II Oligo zeigte, dass acht von zehn Klonen mit der gleichen Sequenz begannen, was auf den 

präferenziellen Transkriptionsstart hindeutet. NTR = Nicht translatierte Region. Die Sequenz des sogenannten 

DNA splints wurde anhand der vollständigen Sequenz des präferenziellen Transkriptionsstart der MP17:GFP 

mRNA und des RNA Ankers in revers komplementärer Orientierung abgeleitet. 



Ergebnisse  Seite 59 

 

 

MP17:GFP). Die relativen Mengen ungecappter mRNA lagen in der Größenordnung von 10
-3
 

(Abbildung 28C). Proben in denen keine Ligase verwendet wurde erreichten maximal Werte 

in der Größenordnung von 10
-6

. Somit war der Hintergrund unspezifischer Amplifikation mit 

etwa 0,1 Prozent vergleichsweise gering und konnte vernachlässigt werden. Weiterhin wurden 

Wasser-Kontrollen und Kontrollen ohne Zugabe der reversen Transkriptase bei cDNA 

Synthese gemessen. In beiden Fällen konnte kein Amplifikat detektiert werden, weshalb kein 

unspezifischer Hintergrund bei der Messung auftrat. Eine weitere Kontrolle war die 

Behandlung der RNA mit dem Enzym Terminator, das die mRNA spezifisch am 5ó Ende 

abbaut. Behandlung mit Terminator f¿hrte ebenfalls zu einem nicht detektierbaren Côt Wert 

(Eine schematische Übersicht aller durchgeführten Kontrollen in Abbildung 28A). Im 

Folgenden wurden die Menge gecappter und ungecappter mRNA in Keimlingen der 

Genotypen Col-16, tss4e/MP17:GFP bestimmt. Bei der Messung ungecappter mRNA wurde 

zudem die xrn4 Mutante 12-1-1 (Vogel et al., 2011) untersucht. Ähnliche Messungen haben 

ergeben, dass die Menge ungecappter mRNA in xrn4 Mutanten deutlich erhöht ist. Um die 

Menge gecappter mRNA zu analysieren wurde mRNA vor dem annealing mit dem Enzym 

TOBACCO ACID PYROPHOSPHATASE (TAP) behandelt, das den 5ó CAP der mRNA 

spezifisch entfernt. Messungen nach TAP Behandlung ergaben Werte in der Größenordnung 

von 10
-1

. Es konnte kein Unterschied an gecappter mRNA zwischen tss4e und Col-16 

detektiert werden (Abbildung 28B). Die Analyse ungecappter mRNA zeigte eine 

zwanzigfache Akkumulation ungecappter mRNA in der 12-1-1 Mutante (Abbildung 28C). 

Somit konnte das publizierte Ergebnis (Gazzani et al., 2004) nochmals bestätigt und zudem 

die Fehlerlosigkeit der Methode garantiert werden. Der Vergleich von tss4e/MP17:GFP mit 

Col-16 zeigte, dass die Menge ungecappter mRNA in tss4e/MP17:GFP um die Hälfte 

reduziert war (Abbildung 28C). Um auszuschließen, dass es in den zwei Wochen alten 

Keimlingen durch PTGS bereits zum Abbau der MP17:GFP mRNA gekommen war wurde 

die relative Expression in den drei Genotypen überprüft und festgestellt, dass dies nicht der 

Fall war (Abbildung 28D). Zudem konnte dies in einem unabhängigen Experiment durch 

Northern Blot Analyse bestätigt werden (Abbildung 22D). Folglich besteht die Möglichkeit, 

dass das decapping von mRNAs in tss4e nur leicht beeinträchtigt ist. Dies führt zu einer 

reduzierten Menge an ungecappter mRNA, wirkt sich allerdings nicht merklich auf den 

Gesamtpool gecappter mRNA und die mRNA Abbaugeschwindigkeit aus.  
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Abbildung 28 Messung von decapping Intermediaten durch qSL-RT-PCR in tss4e/MP17:GFP. Für die 

Analysen wurden zwei Wochen alte Keimlinge verwendet. (A) Prinzip der qSL-RT-PCR nach Blewett et al.,  

2011. (1) Voraussetzung ist das decapping einer mRNA. (2) Konzertiertes annealing von RNA Anker, DNA 

splint und mRNA. (3) Ligation des RNA Ankers an das 5ó Ende der mRNA und anschlieÇender DNAse Verdau. 

(4) cDNA Synthese und qRT PCR zur Bestimmung der relativen Menge ungecappter mRNA. (I in rot) Messung 

der Menge ungecappter mRNA durch qPCR mit den Primern MT206 und MT215 zur Amplifikation eines 186 

bp Fragments. (II) Messung der Gesamt MP17:GFP mRNA durch qPCR mit den Primern MT215 und FV98 zur 

Amplifikation eines 148 bp Fragments (rechts) Kontrollen, die durchgeführt wurden um die Verlässlichkeit der 

Methode zu gewährleisten. TAP = TOBACCO ACID PYROPHOSPHATASE; RT/cDNA = Aussparen der 

reversen Transkriptase oder DNA Matrize. (B) Die Messung gecappter mRNA erfolgte durch TAP Behandlung 

der RNA Proben vor qSL-RT-PCR. Es wurden vier biologische Replikate verwendet. (C) Die Menge 

ungecappter mRNA in Col-16, tss4e und 12-1-1 wurde durch qSL-RT-PCR bestimmt. Es wurden zwischen vier 

und acht biologische Replikate verwendet. Statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem tTest unter 

Annahme ungleicher Varianz berechnet und als Stern bei p < 0,05 markiert. (D) Zum Ausschluss frühzeitigen 

PTGS von MP17:GFP wurde die relative Expression von MP17:GFP in Col-16, tss4e/MP17:GFP und 12-1-1 

bestimmt. Es wurden vier biologische Replikate verwendet. Fehlerbalken repräsentieren jeweils die 

Standardabweichung. 
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4.5 Analyse des DCP2 Proteins 

 

Die in vivo Messung ungecappter mRNA ließ vermuten, dass die DCP2 Funktion in der tss4e 

Mutante beeinträchtigt ist. Im Folgenden wurden mögliche Auswirkungen der R138C 

Mutation auf die Funktionalität des DCP2 Proteins analysiert. Es wurde zunächst überprüft, 

ob die Lokalisation der R138C Mutante verändert ist. Zudem wurde getestet, ob sich die 

Mutation auf die Interaktion von DCP2 mit weiteren Komponenten des Decapping-

Komplexes negativ auswirken könnte. Mit Hilfe einer Modellierung des ATDCP2 Proteins 

sollte die ungefähre Lokalisation der R138C Mutation in der Proteinstruktur von DCP2 

bestimmt werden um somit einen möglichen Einblick auf die Auswirkung der Mutation zu 

bekommen. 

 

4.5.1 Lokalisierung des DCP2 Proteins 

 

Um zu überprüfen, ob die Lokalisation des DCP2 Proteins durch die R138C Mutation 

beeinträchtigt ist wurde die kodierende Sequenz des DCP2 Wild Typ und die der tss4e 

Variante (enthält die R138C Mutation) in den Vektor pK7FWG2 kloniert und somit C-

terminal mit GFP fusioniert (Abbildung 29A). Zur Lokalisierung wurden Blattunterseiten von 

N. benthamiana durch A. thumefaciens mit den Plasmiden infiltriert und die beiden DCP2 

Varianten transient exprimiert. Etwa 48 Stunden nach Infiltration wurde die Lokalisation der 

Fusionsproteine mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Beide Konstrukte lokalisierten in 

granulären Strukturen, die als PBs vermutet wurden (Abbildung 29B). Somit hatte die R138C 

Mutation vermutlich keinen Einfluss auf die Lokalisation des AtDCP2 Proteins im transienten 

System. 
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4.5.2 Interaktionsstudien von DCP2 

 

Zur Analyse der DCP2 Interaktion wurde das Hefe-2-Hybrid System verwendet. Die 

kodierende Sequenz beider DCP2 Varianten (Wild Typ und R138C Mutante) wurde in den 

gateway Ködervektor pGBT9 kloniert (Abbildung 30A) und anschließend in Hefezellen 

transformiert. Das Ziel war die Durchmusterung einer cDNA Bank aus Blüten von 

Arabidopsis (cd430) nach Interaktionspartnern. Neben der Interaktionsstudie wurde die 

Paarungseffizienz mittels Verdünnungsreihe auf etwa 7*10
6
 Zellen/ ml bestimmt. Insgesamt 

wurden etwa 5*10
7
 Zellen auf insgesamt sechs SCAD Platten (-Leu ï Trp ïHis) ausplatiert 

und auf jeder Platte etwa 50 Kolonien erhalten. Ein Teil der erhaltenen Klone wurde 

anschließend mittels LacZ-Test überprüft (Abbildung 30B). Ein Großteil der Klone zeigte 

dabei eine Blaufärbung und bestätigte somit die Interaktion mit DCP2. Per Kolonie PCR 

wurden 16 der mit Wild Typ DCP2 erhaltenen positiven Klone direkt sequenziert und die 

Abbildung 29 Lokalisierung von DCP2. (A) Die kodierende Sequenz von DCP2 wurde aus Wild Typ und tss4e 

(enthält R138C Mutation) Mutanten mit den Primern MT179 und MT180 amplifiziert und in den gateway 

Vektor pK7FWG2 kloniert. In diesem wurden beide DCP2 Varianten C-terminal mit GFP fusioniert. Mittels A. 

thumefaciens wurden die beiden Plasmide transient in N. benthamiana infiltriert. Beide DCP2 Varianten konnten 

48 h nach Infiltration mittels konfokaler Mikroskopie in granulären cytosolischen Strukturen lokalisiert werden. 

Der Größenstandard entspricht 10 µm. 
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Sequenz mit dem BLAST Werkzeug auf www.arabidopsis.org gegen das Arabidopsis Genom 

verglichen.  

 

 

Abbildung 30 Interaktionsstudie mit DCP2 mittels Hefe-2-Hybrid System. (A) Die kodierenden Sequenzen von 

DCP2 aus Wild Typ und der tss4e R138C Variante wurden mit den Primern MT197 und MT198 amplifiziert, in 

den gateway Vektor pGBT9 kloniert und in schließlich in Hefe transformiert. (B) Die Paarung mit Hefen, 

welche die cd430 cDNA Bank aus Arabidopsis Blüten enthielten, erbrachte eine Vielzahl an Klonen, von denen 

die meisten ein positives Signal nach dem LacZ Test zeigten und den cDNA Klon von VCS enthielten. (C). Im 

Folgenden wurde das Plasmid, das den cDNA Klon von VCS trug, isoliert, in Hefe transformiert und schließlich 

mit pGBT9-DCP2 (Wild Typ und R138C Mutante) auf direkte Interaktion getestet. Als Negativkontrollen 

wurden beide DCP2 Varianten mit dem leeren Vektor und das VCS Protein mit dem leeren pGBT9 Vektor 

inkubiert. Als Positivkontrolle wurde die Vektoren p53 und psv40 verwendet, die eine starke Interaktion zeigen. 

LT = SCAD Medium ohne Leucin und Tryptophan. LTH = SCAD Medium ohne Leucin, Tryptohpan und 

Histidin. 
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Alle 16 getesteten Klone enthielten cDNA Sequenz des Gens At3g13330 (VCS, VARICOSE). 

Obwohl eine Vielzahl an weiteren Klonen existierte, wurde nicht nach weiteren 

Interaktionspartnern gesucht. Bei 16 Klonen mit identischem Interaktionspartner war es sehr 

wahrscheinlich, dass der größte Teil der restlichen Klone ebenfalls VCS beinhaltete. 

Weiterhin wurde getestet, ob die Interaktion mit VCS möglicherweise durch die R138C 

Mutation beeinträchtigt ist. Dazu wurde das Plasmid aus einem der positiven Klone isoliert. 

Hierbei handelte es sich um einen Klon bei dem mittels Kolonie PCR ein etwa 1800 bp langes 

Fragment erhalten wurde. Somit handelte es sich nicht um einen Volllängen-Klon. Zudem 

wurden beide DCP2 Varianten (Wild Typ und R138C Mutante) mit diesem Klon auf direkte 

Interaktion getestet Beide Varianten interagierten mit dem VCS Klon (Abbildung 30C), 

weshalb vermutet wurde, dass sich die R138C Mutation nicht auf die Interaktion von DCP2 

mit VCS auswirkte. 

 

4.5.3 Modellierung des DCP2 Proteins 

 

Da keiner der untersuchten Parameter durch die R138C Mutation verändert war, wurde 

angenommen, dass sich die Mutation möglicherweise direkt auf die katalytische Aktivität des 

DCP2 Proteins auswirkt. Zumal kein in vitro assay durchgeführt wurde, konnte dies nicht 

direkt bestätigt werden konnte. Dennoch wurde versucht zu überprüfen, ob die Mutation 

theoretisch die DCP2 Funktion beeinträchtigen könnte. Ein Sequenzvergleich und eine 

Proteinmodellierung des Wild Typs und der R138C Mutante von DCP2 zeigte, dass die 

Mutation nahe dem Nudix Motiv ist (Abbildung 31A). Das Nudix Motiv beinhaltet das 

katalytische Zentrum von Nudix Hydrolasen. Drei konservierte Glutamat-Reste an den 

Positionen 154, 157 und 158 (Abbildung 31A, B) wurden experimentell als essentiell für die 

katalytische Reaktion ermittelt (She et al., 2006). Die Lysin-Reste 243 und 248 (Abbildung 

31B) sind wichtig für die DCP2 Funktion indem sie vermutlich an der mRNA Bindung 

beteiligt sind. Das Lysin 129 aus spDCP2, das Lysin 140 in AtDCP2 (Abbildung 31B) 

entspricht konnte ebenfalls als essentiell für die in vitro Decapping Reaktion identifiziert 

werden (She et al., 2008). Somit wäre es möglich, dass auch der Verlust des Arginins, 

aufgrund seiner basischen Eigenschaften einen Einfluss auf die Aktivität des AtDCP2 

Proteins hat. Wegen der Nähe zum katalytischen Zentrum wurde angenommen, dass sich die 

R138C Mutation direkt auf die katalytische Eigenschaft des Proteins auswirkt. Um dies 

letztlich zu beweisen, müsste die in vitro Aktivität der R138C Mutante mit der des Wild Typ 

verglichen werden. 
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4.6 Physiologische Analysen zur tss4e Mutante 

 

Im Folgenden wurden verschiedene physiologische Parameter zur tss4e Mutation untersucht. 

Bei der Analyse der ursprünglichen tss4e/MP17:GFP fiel auf, dass diese zwar größer als die 

transgene Linie Col-16, jedoch deutlich kleiner wie Col-0 wuchs und entsprechend weniger 

Frischgewicht besaß (Abbildung 32A, C). Aufgrund der Segregation des MP17:GFP 

Transgens in Nachkommen der dcp2-1/tss4e Mutanten konnten sowohl für tss4e als auch 

dcp2-1/tss4e Transgen-freie Linien erzeugt werden. Die Analyse dieser Linien zeigte, dass die 

tss4e Mutante ohne MP17:GFP Expression in etwa gleich groß wuchs wie Col-0 (Abbildung 

32A) 

Abbildung 31 Analyse der R138C Mutation. (A) Sequenzvergleich von Wild Typ und R138C. Sterne 

kennzeichnen wichtige Aminosäuren. Glutamat-Reste an Positionen 154, 157 und 158 sind wichtig für Katalyse. 

Lysin an Position 140 sind ebenfalls wichtig für Decapping in S. pombe. (B) Modellierung von AtDCP2 nach 

spDCP2 mit dem Modellierungsprogramm des SWISS-MODEL server (http://swissmodel.expasy.org). und 

Darstellung der Modellierung mit dem Programm Pymol (www.pymol.org/citing). In Gelb dargestellt sind drei 

Glutamat-Reste, die für die katalytische Aktivität in spDCP2 wichtig sind. In Blau dargestellt sind basische 

Aminosäuren, die möglicherweise für die mRNA Bindung essentiell sind. 
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Es konnte beobachtet werden, dass die starke Wachstumsreduktion der dcp2-1/tss4e Mutanten 

unabhängig vom MP17:GFP Transgen war (Abbildung 32A). Im Weiteren wurden die 

Mengen löslicher Zucker und die Stärkemenge in tss4e bestimmt. Es wurde beobachtet, dass 

diese in Transgen-freien tss4e Mutanten im Vergleich zu Col-0 etwa zweifach erhöht waren 

(Abbildung 32D, E). Die Analyse der Blattmorphologie offenbarte, dass die tss4e Mutante 

Transgen-unabhängig eine sehr charakteristische Blattstruktur aufwies (Abbildung 32B). Die 

voll entwickelten Source Blätter waren basal gelappt was in der dcp2-1/tss4e Mutante noch 

Abbildung 32 Makroskopische Analyse von Mutanten etwa sechs Wochen nach Aussaat und Wachstum unter 

Kurztag Bedingungen. (A) Die Rosetten wurden an den Wurzeln abgeschnitten und mit einer Samt Unterlage 

vergleichend fotografiert. Der Größenstandard entspricht 2 cm. (B) Mikroskopische Aufnahme von Source 

Blättern gleichen Alters. Der Größenstandard entspricht 0,5 cm. (C) Messung des Frischgewichts der tss4e 

Mutante im MP17:GFP Hintergrund. Es wurden sechs biologische Replikate verwendet. Der Fehlerbalken 

entspricht der Standardabweichung. (D,E) Messung löslicher Zucker und Stärke in Col-0 und tss4e ohne 

Transgen. Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung. Es wurden sechs biologische Replikate für Col-0 

und fünf für tss4e verwendet. Die statistische Signifikanz wurde jeweils mittels zweiseitigem tTest unter 

Annahme ungleicher Varianz berechnet. 
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stärker ausgeprägt war (Abbildung 32B). Die Blattstruktur der tss4e Mutante ist offenbar 

nicht auf PTGS zurückzuführen, da diese auch in den sgs2-1/tss4e/eGFP wiederzufinden war 

(Abbildung 33A). Die sgs2-1/tss4e/eGFP Doppelmutanten bildeten sowohl die, für tss4e 

charakteristischen basal gelappten, als auch die für sgs2-1 Mutanten charakteristischen nach 

unten gerollten Blätter aus (Abbildung 33A). Weiterhin ließ sich beobachten, dass die Blätter 

der tss4e Mutante im Laufe der Entwicklung Transgen-unabhängig Anthocyane entwickelten 

(Abbildung 33A). Dies war ebenfalls in der dcp2-1/tss4e Mutante zu beobachten und im 

Vergleich zur tss4e Mutante noch stärker ausgeprägt (Abbildung 32A). Die starke 

Akkumulation von Anthocyanen in Source Blättern konnte hingegen nicht in der sgs2-

1/tss4e/eGFP Mutante beobachtet werden (Abbildung 33A). Im Zuge der Auswertung aus 

Kapitel 4.8 wurde eine Microarray-Analyse von tss4e/eGFP Mutanten durchgeführt 

(Detailliert beschrieben in Kapitel 4.8). Die Auswertung zeigte, dass eine Reihe von Genen, 

die mit dem Anthocyan-Stoffwechsel assoziiert sind, in tss4e/eGFP induziert waren 

(Abbildung 33B). Der Anthocyan-Stoffwechsel kann durch die Transkriptionsfaktoren 

PRODUCTION OF ANTHOYANIN PIGMENTS 1 und 2 (PAP1/PAP2) reguliert werden 

(Borevitz et al., 2000; Tohge et al., 2005; Gonzalez et al., 2008). Beide 

Transkriptionsfaktoren waren in der tss4e/eGFP Mutante vierfach (PAP1) und achtfach 

(PAP2) induziert (Abbildung 33B). Analysen haben ergeben, dass beide 

Transkriptionsfaktoren durch die ta-siRNA4 (TAS4) reguliert werden (Rajagopalan et al., 

2006; Hsieh et al., 2009). Die Vorläufer RNA von TAS4 war in der tss4e/eGFP Mutante 

vierfach induziert (Abbildung 33B). Somit wäre es möglich, dass die Menge reifer TAS4 

siRNA in tss4e/eGFP reduziert ist. Dies führt zur Induktion der PAP Transkriptionsfaktoren 

und der Induktion der PAP assoziierten Gene DEHYDROFLAVONOL REDUKTASE (DFR), 

MALONYL-COA-ANTHOCYANIDIN-5-O-GLUCOSIDE-6-O-MALONYLTRANSFERASE 

(5MAT), UDP-GLUCOSE-FLAVONOID-3-O-GLUCOSYLTRANSFERASE (5UF3GT) und 

ANTHOCYANIDIN 5-O-GLUCOSYLTRANSFERASE (AOGT). Eine Induktion der 

Anthocyan-Stoffwechsel assozierten Gene, der PAP Transkriptionsfaktoren und der TAS4 

Vorläufer mRNA konnte nicht in der sgs2-1/tss4e/eGFP Mutante beobachtet werden 

(Abbildung 33B). Da die Akkumulation von Anthocyanen in tss4e durch die Induktion 

Anthocyan-Stoffwechsel-assoziierter Gene bedingt war, wurde vermutet, dass dieser Effekt, 

wenn überhaupt nur indirekt im Zusammenhang mit PTGS steht. Aufgrund der Induktion der 

TAS4 Vorläufer mRNA wurde vermutet, dass sich die tss4e Mutation möglicherweise negativ 

auf die TAS4 Biogenese auswirkt. 
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Ein weiterer auffälliger physiologischer Aspekt war die Blühinduktion. Die Analyse der 

tss4e/MP17:GFP und dcp2-1/MP17:GFP zeigte, dass beide später als Col-0 und Col-16 

blühten (Abbildung 34A-D). Die dcp2-1/MP17:GFP blühte dabei, wenn überhaupt, noch 

später als die tss4e/MP17:GFP Mutante (Abbildung 34C-D). Im Weiteren wurde untersucht, 

ob dieser Effekt ebenfalls durch die sgs2-1 Mutation beeinflusst wird. Eine vergleichende 

Abbildung 33 Akkumulation von Anthocyanen in der tss4e Mutante ist sgs2-1 abhängig. (A) Im Laufe der 

späteren Entwicklung bildet die tss4e Mutante verstärkt Anthocyane in Source Blättern aus. Mutanten wurden 

zuvor etwa sieben Wochen unter Kurztag Bedingungen kultiviert. Dies konnte nicht in sgs2-1/tss4e/eGFP 

Mutanten beobachtet werden. (B) Durch Microarray-Analyse identifizierte Gene, die im Zusammenhang mit 

Anthocyanen stehen und in tss4e/eGFP induziert sind. TAS4 = Vorläufer RNA von ta-siRNA4, MYB75/PAP1 

(PRODUCTION OF ANTHOCYANIN PIGMENT 1) = Transkriptionsfaktor, der durch TAS4 reguliert wird und 

Gene der Anthocyan-Biosynthese reguliert. DFR = DEHYDROFLAVONOL REDUKTASE. 5MAT = MALONYL-

COA-ANTHOCYANIDIN-5-O-GLUCOSIDE-6-O-MALONYLTRANSFERASE. 5UF3GT = UDP-GLUCOSE-

FLAVONOID-3-O-GLUCOSYLTRANSFERASE, AOGT = ANTHOCYANIDIN 5-O-GLUCOSYLTRANSFERASE. 

MYB90/PAP2 = Transkriptionsfaktor der die Biosynthese von Anthocyanen reguliert (siehe PAP1). 

Expressionswerte wurden gegen DCP2/eGFP als transgene Kontrolle normalisiert. 
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Analyse zeigte, dass die leicht verzögerte Blühinduktion in tss4e/eGFP Mutanten nicht durch 

die sgs2-1 Mutation aufgehoben wurde (Abbildung 34E). Somit scheint dieser Effekt nicht im 

Zusammenhang mit einer Funktion von RDR6 zu stehen. 

 

 

 

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass die physiologischen Auffälligkeiten der 

tss4e Mutante verstärkt in der dcp2-1/tss4e Mutante auftraten. Somit wurde vermutet, dass 

tss4e ein hypomorphes dcp2 Allel ist. Darüber wurde festgestellt, dass vermutlich keine der 

phänotypischen Auffälligkeiten im Zusammenhang mit PTGS stehen. 

 

Abbildung  34 Blühinduktion ist verzögert in tss4e und dcp2-1/tss4e Mutanten. (A-D) Aufnahmen von Col-0, 

Col-16, tss4e/MP17:GFP und dcp2-1/tss4e/MP17:GFP etwa drei Wochen nach Umstellung auf Langtag 

Bedingungen und zuvor etwa sechs Wochen Kultivierung unter Kurztag Bedingungen. (E) Bestimmung der 

Blühinduktion in DCP2/eGFP, tss4e/eGFP, sgs2-1/eGFP und sgs2-1/tss4e/eGFP Mutanten. Mutanten wurden 

etwa sechs Wochen unter Kurztag Bedingungen und anschließend unter Langtag Bedingungen kultiviert. Es 

wurde die Anzahl an Individuen mit bereits geöffneten Blüten innerhalb der vier Genotypen bestimmt. Es 

wurden durchschnittlich 12 Individuen pro Genotyp analysiert. 
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4.7 RDR6 bedingt möglicherweise den dcp2-1 Phänotyp 

 

Das bisher bekannte dcp2-1 Allel zeigte eine Arretierung im post-embryonalen Wachstum 

(Iwasaki et al., 2007). Gleiches konnte für das von Goeres et al., 2007 identifizierte dcp2 

Allel  TRIDENT (TDT, aus dem Englischen benannt nach den dreizackigen Venen in den 

Kotyledonen) beobachtet werden. Es bestand die Hypothese, dass durch eine Mutation im 

DCP2 Gen auch endogene Transkripte abgebaut werden. Somit wäre es möglich, dass es auch 

dcp2-1 Allel verstärkt zum PTGS von Endogenen kommt.  

 

 

 

Folglich könnte der starke Phänotyp dieser Mutante auch zum Teil bedingt durch diesen 

Effekt sein. Um dies zu überprüfen wurde die dcp2-1 T-DNA Mutante mit der sgs2-1 Mutante 

gekreuzt und die F2 Nachkommen analysiert. Unter etwa 96 analysierten Pflanzen konnte ein 

Individuum mit einem sehr charakteristischen Wuchs identifiziert werden (Abbildung 35A). 

Durch Sequenzierung konnte bestätigt werden, dass das sgs2-1 Allel homozygot vorhanden 

war. Weiterhin wurde überprüft, ob es sich tatsächlich um eine homozygote dcp2-1 Mutante 

Abbildung 35 Analyse einer putativen homozygoten dcp2-1/sgs2-1 Doppelmutante. (A) Wachstumsphänotyp 

etwa acht Wochen nach Aussaat, sechs Wochen Kultivierung unter Kurztag sowie zwei Wochen unter Mitteltag 

Bedingungen. (B) Genotypisierung durch Amplifikation des Wild Typ Allels (W) mit den Primern MT185 und 

MT186 sowie (T) der dcp2-1 T-DNA mit den Primern MT185 und MT117 (C) Semi-quantitative RT PCR zur 

Amplifikation des DCP2 Transkripts mit den Primern MT197 und MT198. Ubiquitin wurde als Referenzgen mit 

den Primern SB255 und SB256 amplifiziert. 
































































































































