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2 Zusammenfassung

Posttranskriptionelles gene silencing (PTGS) kann ein limitierender Faktor fur die
Expression von Transgenen sein. Transgene mRNAs kdnnen vdRNdeDEPENDENT

RNA POLYMERASE 6 (RDR6) erkannt werden, was die Synthesppebktrangiger RNA
(dsRNA)initiiert und die Akkumulation vosmall interferingRNAs (siRNAs) zur Folge hat.

Diese vermitteln diesequenzspezifischendonukleolytische Spaltung einer ZieRNA und
verhindern somitderen Akkumulation. Fir die Initiierung des Transgen Silencing spielen
guantitative aber auch vor allem qualitative Faktoren eine Rolle. Mutationen im mRNA
Metabolismus konnen die Balance gehen Synthese und Degradation von mRNAs storen
und folglich das Transgen Silencing verursachen. Aufgrund eines gestorten mMRNA
Metabolismus kénnen sogenannte aberrante mRNAs akkumulieren, die durch RDR6 erkannt
werden und die Silencing Kaskade in Gangdpeim Im Zuge dieser Doktorarbeit sollten neue
Erkenntnisse zur Initierung des Transgen Silencing gewonnen werden. Hierbei stand die
Identifizierung und Charakterisierung von Genen, deren Mutation zu verstarktem Transgen
Silencing fuhrt, im Vordergrund. Iworfeld wurde eine transgene Arabidopkisie EMS-
mutagenisiert und nach Mutanten mit verstarkten Transgen Silencing durchmustert. Geeignete
Mutanten zeichneten sich durch einen VerlustMBPA7:GFPmMRNA Akkumulation aus. Es
konnte die MP17:GFP Suppressutantetss4e(transgene silencing suppresyanit einer
eindeutig genetisch nachvollziehbaren Vererbung isoliert werden. In dieser akkumulieren
Transgerspezifische siRNAs, was durch Infektion mit dem PotyvifusMV Uberkommen
werden konnte. Daher wurdangenommen, dass es in dss4eMutante zum PTGS der
Transgene gekommen war. Durch die Maifgestitzte Kartierung konnte eine Mutation im
AtDCP2 Gen identifiziert werden. Die Genidentitat wurde durch Komplementation des
Mutanten Phanotyps und der Analysiees weiteremlcp2 Allels, das nicht in der Lage war

die Mutante zu komplementieren, bestéatigt. Anhand einer Psbtedellierung wurde
postuliert, dass di¢éss4espezifische R138C Mutation vermutlich die katalytische Funktion
des DCP2 Proteins in den kdumtenbeeintrachtigt was zu einer Veranderung des mRNA
Metabolismus fihrt. Durchn vivo Analysen konnte bestétigt werden, dass die Menge
ungecappter mRNA in den Mutanten reduziert war, was diese Vermutung bekraftigte. Durch
Kreuzung in einen RDRA@efizienten Hintergrund konnte bestatigt werden, dass das Transgen
Silencing in dentss4e Mutanten RDRE&bhangig initiiert wird und vermutlich auf die

Akkumulation aberranter mRNA zuriickzufihren ist. Daher kommt es insdéeMutante
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vermutlich zur Akkumulatio gecappter mRNA ohne Pe{p) Schwanz. Ein weiteres
charakteristisches Merkmal déss4eMutante ist die Akkumulation von Anthocyanen in
SourceBlattern. Durch TranskriptorAnalysen konnte beobachtet werden, dass dies
maoglicherweise auf eine Veranderungr dAS4tasiRNA Biogenese zuriickzufuhren ist.
Diese bedingt eine Induktion der PAP1/2 Transkriptionsfaktoren und Anth&@yydhese
assoziierter Genen. Somit konnte durch die Analysets$dieMutante ein experimenteller
Hinweis auf die postulierte Assation von TAS4und seiner Regulation der Anthocyan
Biosynthese erbracht werden. Der &ul3erliche PhanotyigssteMutante liel3 sich verstarkt in
der dcp21l/tss4e Mutante beobachten, was demonstriert, dass tsstle erstmals ein
hypomorphesdcp?2 Allel isoliert werden konnte. Im Gegensatz zu pasbryoletalendcp
Nullmutanten kann mittss4eim Folgenden die Relevanz der DCP2 Funktion fir die
Entwicklung von Arabidopsis untersucht werden.

Summary

Posttranscriptional gene silencing (PTGS) often limits theexpression of transgenes
Transgene mRNAs are recognized RMA-DEPENDENTRNA POLYMERASE 6 (RDR6)

which producegdoublestranded RNA (dsRNA) and thus contributes to the production of
small interfering RNAs (SiRNAs). These mediate the sequence specificnecidolytic
cleavage of target mRNA, which prevents its accumulation. Quantitative and qualitative
factors trigger the initiation of transgene silencing. Mutations in genes of mMRNA metabolism
may disturb the balance between synthesis and turnover of mRiibth wan cause transgene
silencing. Upon altered mRNA metabolism so called aberrant mMRNA 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 eowfsthis thesis. The focus was the
identification and characterization of genes important to prevent transgene silencing.
Previously transgenic Arabidopsis were EliBitagenized and screened for mutants that
showed increased transgene silencing. Suitadelidate mutants were characterized by a
loss of MP17:GFP mMRNA accumulation. One suppressor mutasgé4e transgene silencing
suppressor that showed a clear genetically reproducible inheritance could be isolated. By
means of Magbased cloning a mutatian the AtDCP2gene could be identified. The gene
identity was confirmed by complementation of the mutant phenotype and through analysis of
anotherdcp2 allele which could not complement the mutant phenotype. Based on protein

modeling, it was proposed thdte DCP2 catalytic function may be alleviated due to the
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R138C mutation which disturbs mRNA metabolism. This is supportedinbyivo
measurements that showed reduced amounts of uncapped mRNA. By crossing the mutant to a
RDRG6-deficient genetic background dould be confirmed that transgene silencing in the
mutant s initiated in a RDR&lependent manner and caused by the accumulation of aberrant
MRNA. Thus there is an accumulation of capped but deadenylated mRNAt$s4beutant.
Another characteristic aihe mutant is the accumulation of anthocyanins in source leaves.
Based on transcriptome datawas speculated that this effect may be linked to an altered
biogenesis offTAS4ta-siRNA. This causes an induction of PAP1/2 transcription factors and
the indudion of corresponding anthocyanin related genes. Thus, the analysis sdiee
mutant provided @ experimental indication for the proposed regulation of anthocyanin
biosynthesis byfAS4 The macroscopic phenotype of tiss4emutant was more pronounced

in the dcp2l/tss4emutant, which shows thass4eis a new hypomorphicicp2 allele. In
contrast to posembryo lethal null mutants afcp2the tss4emutant provides the opportunity

to analyze the DCP2 function and its relevainceArabidopsis development.
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3 Einleitung

Die Einfuhrung der grunen Gentechnik, speziell arirch Agrobakterien vermittelte
Gentransfer, leitete eine neue vielversprechende Ara in der Biotechnologie ein. Das
Einbringen einzelner Gene in das pflanzliche Genom optimiert Ansatze der modernen
Zichtung bietet aber auch eine Vielzahl an Applikationen in Bereichen der Pharmakologie,
Medizin und Rohstoffindustrie. Besonders die Grundlagenforschung profitierte von der
Maoglichkeit, Gene funktional charakterisieren zu konnen. Neben der Repression der
Genexpressionkfockdown) bestand vermehrt die Mdglichkeit zur Uberexpression von
Fremdyenen (Transgenen)in Pflanzen. Allen Anwendungenstehen jedoch auch
LimitierungengegeniiberSo zeigte sich, dass die Uberexpression M@msgenerin vielen

Fallen nicht funktionierteWiederholtwurden Forscher mit dem Phanomers dpontanen
genesilencing(aus dem Englische@Gen Stilllegung) konfrontiert. Das bekannteste Beispiel

ist der Versuch, die Blutenfarben von Petunien zu verstarken, indem zusatzliche Kopien des
CHALKON SYNTHASE(CHS Gens eingebracht wurddiiNapoli et al, 1990) Nachdem

nicht nur das Transgen sondern auch das Petwngeme CHS Gen inaktiviert wurde,
sprachen Forscher fortan vom Phanomen der Kosuppression. Weitere Studien zeigten, dass
die Transkriptmengé&ansgener und viraler RNAdie spontan vongene silencindpetroffen
waren,dramatisch reduziert wéktindbo et al, 1993) Als Konsequenz diesereBbachtungen
wurde der Abbau transgenetRNAs sowie die komplette Inaktivierung der Genexpression
intensiv erforscht. Bis zum heutigen Tage konnte eine Vielzahl an Komponanten
Signalwegen identifiziert werden, die an der Kontrolle der Genexpression beteiligtrgind

auf die im Folgenden eingegangen wird.

3.1 Signalwege degene silencingn Pflanzen

Der Begriff gene silencingbeschreibtzunéchst einen Vorgang, der zur Stilllegung der
Genexpression fuhrt und die Produktion des Genprodukts verhindert. Im weiteren Verlauf
kann gene silencingepigenetische Veréanderwsg herbeifiihren, die zur Stilllegung der
Transkription fuhren. Dieser Vorgg wird deshalb al¢ranscriptionalgenesilencing (TGS)

bezeichnet.(Baulcombe, 2004) Epi geneti k wird als Adie Lel
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meiotisch vererbbaren Anderungen in der Auspragung eines Gens, die nicht durch
Veranderungen seiner DNA Sequenz k| 2 r t  w e, dalireent (RksSoet ale 1996)
Daneben existieren Mechanismen, die diedonukleolytische Spaltung vamRNAs zur
Folge haben und folglichls PTGS (aus dem Englischeosttranscriptionalgenesilencing)
bezeichnetwerden(Zusammegefasst inBaulcombe,2004 Beide MechanismenTGS und
PTGS) bendtigen die Biogenese KleidappebtrangigerRNAs (dsRNA), deren Sequenz
Komplementatit die Erkennung von ZignRNA- oder ZielDNA-Sequenzen ermdglicht.
Ihre Synthese kann als Folge einer Infektiom pathogenen BakteriesderViren (Lindbo et
al., 1993; Voinnet, 2001; Navaret al, 2008) der Expression von Transgen@®aucheretet
al.,, 1998) als Reaktion auf Umwelteinflisse oder entwicklungsspehifiadiiert 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 generethitto RNAs(miRNAS), die in Pflanzen,
Nematoden und S@etieren undsmall interfering RNAYSIRNAS), die in Ciliaten, Pilzen,
Pflanzen und S&ugetieren vorkommen, unterteilen. Letztere werden nochmals entsprechend
ihres Synthesewegs und Wirkmechanismus in die Klasaes-acting sSiRNAs (tasiRNAS),

natural cis transcript siRNAs (natsiRNAs) und repeatassociatedsiRNAs (rasiRNAS)
unterteilt gusammengefasst ibbildung 1A-D, Vaucheret, 2006; Voinnet, 20@thd Hohn

und Vazquez201]). Allen gemein ist ein endogener nigirbteirkodierender Lokusder von

der RNA POLYMERASE Il oder POLYMERASE IV transkribiert wirdsenerell werden
Vorlaufer Transkriptealler Klassen kleiner RNAsn Nukleus durctDICER LIKE Proteine

(DCL) zu kleinen etwa 20 bis 26 bp langen dsRNAs prozessvetthe zusatzlich von der
RNA-MethylaseHUA ENHANCER ( HEN1) an ihren 56 | berh?e
(Fukunaga und Doudna, 2008ine Besonderheit stellt die Biosynthese der miRNAs dar
(Zusammengefasst Bartel, 2004; JoneRhoadest al, 2009, zumal das primare Transkript

eine charakteristische Haarnadelstruktur ausbildet und zusemecap binding complex

(CBC) mit einer CAP Struktur versehen willcaubingeret al, 2008) Es wird angenommen,

dass die Reifung der miRNAs in sogenanntining-bodies im Nukleus (DBodies)
stattfindet (Fang und Spector, 20Q7Mit Hilfe von DCL1, SERRATE (SE)und dem
HYPONASTICLEAVES 1 (HYL1) Protein wird die sogenannte pnédRNA prozessiert.
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Translation

Abbildung 1 EndogeneSignalwege zur Regulation der @expression (Modifiziert nach Voinnex009,
Vaucheret, 200&und Vazquez201Q unterteilt nach den verschiedenen Klassen kleiner RNALD) Derer
Produktiongeht die Transkription eines endogenen, npateinkodierenden Lokus voraus. Die Reifung
kleinen RNAs findet im Kern statt und bendtid€L Proteinedasieander Prozessierungon dSRNA beteiligi
sind (B-D) Diese werden von RDR2/6 produziert indgingle-stranded RNA (ssRNA) zu dsRNA konverti
wird. (A-C) Die sequenzspezifische endonukleolytische Spaltung von mRNAs wird im Cytoplasma vo
(D) Dagegen findet die Methylierung von DNA oder Histonen im Kern statD)Essentielfir die Wirkweise
kleiner RNAs sind zudem AGO &®ine, Endonukleasen, die mRNAwperzifisch schneiden und de
Degradatioreur Folge haberBlau: Prozesse, die vermutlich im Kern ablaufen. Griin: Prozesse, die ver

cytoplasmatisch ablaufen.
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prozessier{Yangetal., 2006; Laubingeet al, 2008) Die reifen miRNAswerdenschliel3lich

zu ihrem Wirkort,dem Cytoplasmatransportiert(Zusammengefasst iAbbildung 1A und
Vazquezet al, 2010. Die Synthese der#RNAs lauft in einem zweistufigen Prozess ab, da
zunachst eine miRNA an das primarest8@ NA Transkript bindefAllen et al, 2005) Es wird
vermutef dass das primare Transkriph Folgendendurch ARGONAUTE 1 (AGO1)im
Cytoplasmagespalten und daraufhin von d@NA DEPENDENTRNA POLYMERASE 6
(RDR6) zudsRNA vervollstandigt wird Es besteht die Vermutundass das putative RNA
Bindeprotein SGS3 (aus dem EnglischBdPPRESSOR OFSENE SILENCING 3) das
Spaltfragment stabilisie(Peragineet al, 2004) Nach erneutem Kernimport wirdeddsRNA
von DCL4 und dendsRNA Bindeproteind (DRB4) fertig prozessier{Adenotet al, 2006)
Hierbei wird vermutet, dass die Funktion von RDR6/SGS3 in den sogenaiRiAbodies
einer kdrzlich identifizierten Klasse granuldrer cytoplasmatischer Strukturen stattfindet
(Zusammengefasst Wbbildung 1B und Jouannett al, 2012) Die Synthese der naiRNAs
kann durch externe Stimuli wie [Bstress oder Pathogdefall induziert werden und beginnt
mit der Transkription zwer sich Uberlappendefranskripte die im Cytoplasma vermutlich
durch ein Mitglied der AGO Familie gespalten und analog desiRAIAs in einem
RDR6/SGS3 abhangigen Prozess zu dsRNA vervollstandigt wéresammengefasst in
Abbildung 1B) (Borsaniet al, 2005; KatiyarAgarwal et al, 2006) Die rasiRNAs werden
ungleich der anderen von der POLYMERASE IV transkribiert und im Nukleolus weiter
prozessiert. Esvird postulier dass methylierte Transkripte entstehen, die durchRbiA
DEPENDENTRNA POLYMERASE 2 (RDR2) (Yu et al, 2003)zu dsRNA vervollstandigt
und durchDCL3 zu den 24 bp raiRNAs fertig prozessiert werdg@usammengefasst in
Abbildung 1D, Matzke und Birchler, 2006nd Daxingeret al, 2009)

3.1.2 Wirkweise kleiner RNAs

Kleine RNAswirken meistauf drei verschiedene Artddusanmengefasst il\bbildung 1A-

D). Der prominenteste Falieinhaltetdie endonukleolytische Spaltung von ZmRNAs in
cytoplasmatischen Proteinkomplex@kbbildung 1A-C). Die Spaltung der mRNA wird von
AGO Proteinen durchgefuhrtHierbei handelt es sich um eine Proteinfamilie von
Endonukleasen mit zehbekannten Mitgliedern, von denen AGO1 bislang am besten
untersucht ist Zusammengefasst in Vaucheret, 2008. Anhand von AGO

Lokalisationsstudien in Saugetierzellen wurde postuliert, dass der Abbau von miRNA
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Zielgenen in derprocessingbodies (PBs) stattfindet in denen auch die Degradation von
MRNA ablauft(Liu et al., 2005)Es ist ungeklart, in welchem Kompartiment dieser Prozess
in pflanzlichen Zellen stattfindet, zumal keine Korrelation zwischenAddmumulation von
MiRNA Zielgenen und deAnwesenheitvon PBs nachgewiesen werden kon(Xe et al,

2006; Xu und Chua, 2009pie AGO7 vermittelte Spaltung von-&RNA Zielgenen findetn

den cytoplasmatischesiRNAbodiesstatt (Jouanneet al, 2012) In welchen Strukturen die
endonukleolytische Spaltung von Zielgenen dersiRNAs stattfindet, ist bislang unbekannt.
Die zweite Art der Genregulation umfasst die Inhibierung der Translation an den Ribosomen
durch miRNAs (Abbildung 1A) (Chen, 2005; Brodersept al, 2008) Bislang ist die
Relevanz dieses, aus Saugerzellen bekanrfddnomens nicht geklarEine kirzlich
vertffentlichte Studie jedochemte, dass eine Mutation im Protein SUO eine verstarkte
Proteinakkumlation eines miRNA Zielgens zur Folge hatte, obwohl die Transkriptmenge
unverandert blieb(Yang et al, 2012) Zumal Mutationen in SUO keine dramatischen
Konsequenzen fir das Wachstum ddutanten hatten, wird angenommen, dass die
translationale Repression nicht so bedeutend ist wie die endonukleolytische Spéumet

al.,, 2012) Die dritte Wirkweise ist die Vermittlung epigenetischer Veranderung durch
CytosinMethylierungen an Transgons, repetetiven Elementen sowie den Promotoren von
Transgener(Abbildung 1D und Zilbermanet al, 2003) In diesem Fall dirigieren die +a
siRNAs die DNA Methyltransferasen(Cao und Jacobsen, 2008pwie AGO4 zu den
jeweiligen genomischen Bereichen im Nukleus und vermitteln somit die transkriptionelle
Reprimierung der Genexpressictuéammengefasst iMatzke und Birchler2005. In einer
kurzlich veo6ffentlichten Studi&konntebeobachtet werden, dass die im Nukleus prozessierten
und ins Cytoplasma exportierten-s&RNAs dort AGO4 Proteine rekrutieren und in den
Zellkern dirigieren(Ye et al, 2012) Die transkriptionelle Regulation umfasst sowohl die
Methylierung vonrepetitiven DNA Bereichenoder Transposonals auch die von Lysin
Resten der jeweiligen Histon@usammengefasst iMatzke et al, 2009. Letzteres fuhrt
Umstrukturierung des Chromatinsndem transkriptionell inaktiveheterochromatische

Bereiche entstehen.

3.2 Virus- und Transgeninduziertes Silencing

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

Infektionen des Tabaks mit dem Comoviriabacco ringspot virus (TRSV) zu erhdhter
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Resistenz der Pflanzen fuhe&/ingard, 1928) Obwohl der zugrunde liegende Mechanismus
damals nicht verstanden wurde, war bereits klar, dass dieser den Pflanzen als basaler Schutz
gegenuber dem Virus diente. Mittlerweise ist bekannt, dass silencingler Mechanismus

ist, der den Pflanzen diesen Schutz bie{€@ovey et al, 1997) Aufgrund des
Replikationsmechanismus der Viren kommt es zur Bildung von dsRNA, wodurofjedas
silencing initiiert wird (Tenllado und Dia®Ruiz, 2001) Dieser Mechanismus gt#it dem
Mechanismus des Transgen SilencifRptcliff et al, 1997) Hierbei wird ein,in sense
Orientierung eingebrachtes, Transgen durch RDR6 zu dsRNA prozessiert, wddagdne
silencing initiilert wird (Zusammengefasst iWaucheretet al, 1998. Sofen neben dem
Transgen ein zusatzliches endogenes Gen mit gleicher Sequenz vorliegt, kann dieses ebenfalls
vom gene silencingerfasst werder{Napoli et al, 1990) Dieser Spezialfall des Transgen

Silencing wird als Kosuppression bezeichnet.

3.2.1 |Initiierung und Ausbreitung desTransgenSilencing

Das Silencingzon Transgenen beginnt meist im Laufe der Entwicklung einer Pflavadgei

nicht alle Organe simultan vom Abbau béieo sind. Meist existiert ein Nexus dem erste
Zellen vom Abbau betroffen sind und von dem sich$igancingSignalin Form von siRNAs

in die weiteren Organe der Pflanze ausbredes@mmengefasst Moinnet und Baulcombe,
1997; Himberet al, 2003und Molnar et al, 2011). Dies erfolgtentweder von Zelleu-Zelle

Uber Plasmodesmata (PD) oder im Langstreckentransport Gber das Phloem. Die Perzeption
und Weitergabe des Silencing Signals bendtigt die Funktion von RBiRtberet al, 2003)
Untersuchungen konnten zeigelassim Falle des PGS von Transgenen dil bp siRNAs

als mobiles Signahicht an die Samen weitergegebgarden(Dehio und Schell, 1994Als

Folge mussdas PTGSin jeder Pflanzengeneration erneuitiiert werden Beim TGS
hingegen kénnen Methylierungen an die folgendadgation weitergegeben werdé®anoet

al.,, 1989)In friheren Studien konnte eine Korrelation zwischen Expressionsstarke und der
Ausbreitungdes TransgenSilencing festgestellt werderiNapoli et al, 1990; Smithet al,

1994; Elmayan und Vaucheret, 1996plglich wurdeeine Hypothesealiskutiert, ob es fur
jedes Gen einen eigendtxpressionsSchwellenwert gibt, ab dem es zu spontangene
silencingkommenkann. Diese Theorie wurde daher als Schwellenviidreorie bezeichnet.
Studien mit verschiedenen Transgen zeigten, dass es adiner bestimmten Anzahl an

Transgenkopien im Genom vermehrt zum Silencing kK8amuberet al, 2004) Gegen diese
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Theorie spricht allerdings, dassuch stabil exprimierende Pflanzen mit gleich starker
Expression generiert werdéonnten Es kann somit vermutet werden, dass durch verstarkte
Expression die Wahrscheinlichkeit, mMRNA mit unzureichender Qualitat (fortan als aberrante
MRNA bezeichnet) zu produzieren, steigt. Ebenso erhéht sicleunehmender Zahl an
Transgen Kopien die Wahrscheinlichkeit, das€DNAs fehlerhaft oder unvollstandig
integrieren. In Anbetracht dessemirde auch die qualitative Aberration als Ursatiredas
Transgen Silencingliskutiert. Diesbezuglichwurde beobachtetdass Mutationen im mRNA
Metabolismus dieAkkumulation sogenannter abemtar mRNA beginstigen, was die

Produktion von siRNAs verursachkann (ZusammengefasstAdbildung2).

3.2.2 mRNA Metabolismus und Transgen Silencing

Seit langerem ist bekannt, dass das SchwelleAvedell keine allgemeingiltige Erklarung

ist, warum Transgene spontan vom Silencing betroffen sein kénnen. Die Isolation und
Charakteriserung verschiedener Mutanten des mRNA Metabolismus hat gezeigt, dass die
gualitative Aberration eine weitere Ursache des Transgen Silencing sein kann. Veranderungen
des mMRNA Metabolismus kénnen zur Akkumulation sogenannter aberranter mRNA fihren,
die durchRDR6/SGS3 erkannt und zur Synthese von dsRNA verweamidgt{(Abbildung 2).
Diesbezuglichkonnte demonstriert werdenass eine Mutation in XRNdie Akkumulation
ungecappter mRNA unttansgenesiRNAs zur Folge hatt€Gazzaniet al, 2004) Weitere
Analysen offenbarten, dass Mutationen in Gefesp Mutanten) die essentiel]l
Terminierung von Transkripten bei der Transkription sind, ebenfalta Silencing von
Transgenen fuhreifAbbildung 2, Herr et al, (200§ und Luo und Chen, 2007)Da die
jeweiligen Proteine im Kern lokalisieren, schamnauchdort die Voraussetzungen zuyene
silencing erfullt zu sein (Zusammengefasst iAbbildung 2). In diesemKontext flhrten
Mutationen in XRN2 undXRN3 ebenfalls zuniransgersSilencing(Gy et al, 2007; Vogelet

al., 2011) Verschiedene Studien zur Lokalisation von RDR6 konnten kein eindeutiges
Ergebnis liefern. Daher ist es nicht unwahrscheinlich, dass RDR6 sowatilikieus (Luo

und Chen, 2007als auch im Cytoplasm#&Kumakuraet al, 2009) lokalisiert Die an der
Reifung der siRNA beteiligten Komponenten DCL4 und HEN1 wurden bislang ausschliel3lich
im Kern lokalisiert (Fang und Spector, 2007; Kumakuet al, 2009) Es ist daher
anzunehmen, dass diReifung transgener siRNAs in jedem Fall im Kern stattfindet,

unabhangig vom Orain dem aberrante mMRNA akkumuliéibbildung2).
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Abbildung 2 Hypothetisches Modell des Zusammpielsvon mRNA Metabolismus undransgen Silencingn
Arabidopsis Gestrichelte Pfeile stellen experimentell nialitekt bestatigteZusammenhéange datn Rot:
Mutationen, die zum Transgen Silencing fuhrémter normalen Bedingungen werden mRNAs nact
Transkription aus dem Kern exportiert und dort an den Ribosomen transidsieht.Ablésen des elF4&rfolgt
der Abbau der mRNAs in deRBs AberranteTranskription wie in esp Mutantenwird bereits im Kernvon
RDR6/SGS3erkannt undSilencinginitiiert. Im Folgenden werden dsRNAs ins Cytoplasma exportiert ur
RISC Komplex eingelagerindem die AGO1 vermittelte endonukleolytische Spaltung von mRNASul
Aberrationen im mRNA Abbawie in xrn2, xrn3 und xrn4 Mutantenwerdenebenfallsvon RDR6 erkannt, wi
die Initiierung von PTGSInd dieendonukleolytische Spaltung von mRN2g Folge hatHierbei wird vermute
dass die weiteren Prozesse Rgifung der siRNAs im Kern ablaufen, weshailm Falle derxrn4 Mutante
zunachst der Transport der aberranten mRNA in den Kern erfolgen muss.
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Verschiedene Studien fuhrten zu der Erkenntnis, dass auch indirekte Effekte einen Einfluss
auf die Stabilitatt von Transgen austben. So fihren Mutationen im Gen der
NUKLEOTIDASE/PHOSPHATASEFRY1 ebenfalls zum Auslésen von Transgen Silencing
(Gy et al, 2007; Vogel et al, 2011) FRY1l wirkt als negativer Regulator des
PhosphoinositeSignalwegs und hemmt die Produktion vBnosph@d e n o s Phosphat 6
(PAP) (Quinteroet al, 1996; Xionget al, 2001) PAP wirkt hemmend auf die Funktion der
Exoribonukleasen weshalb eine Mutation in FRY1 indirekt zum Ausloselgena silencing
fuhrt (Gy et al, 2007) Zusammenfassenexistiert zumindest flr Transgengowohl eine
guantitative als auch qualitative Kontrolle der Genexpression. Dsssewird postuliert,
konnen sich auch gegenseitig bedinggaeine verstarkte Genexpression auch die Menge
aberranter mMRNA erhdhesollte (Christieetal., 2011b) Diese Hypothesen scheinen im Falle
von Transgenen tatsachlich zu stimmen. In Bezug auf endogene Transkripte scheint es jedoch
keine direkte Korrelation zwischen Expressionsstarkegame silencingu geben. In diesem
Kontextwurde nie spontaes gene silencingler kleinen Untereinhe8B der RIBULOSE1,5
BISPHOSPHATCARBOXYLASEIXYGENASHRUBISCO-3B, kurz RUB-3B) beobachtet,
obwohl die Expression dieses Gens zu den Starksten innerhalb der PflanZgerétdch ist

es moglich die Expression von RWEB in Arabidopsis durch RNAi zu reduzieren
(Kobayashi und Zambryski, 20Q7paher wurde vermutet, dass es &olche endogene
Transkripte weitere Schutzmechanismen geben muss, die verhindern, dasemi¢d2R6-
abhangigen Abbau betroffen sinth einer Analyse wurde beobachtet, dass die Anzahl an
Introns und die Menge gemessener kleiner RNAs umgekehrt korre(@htestie et al,
2011a) Weiterhin konnte durch das Einbringen kunstlicher IntronsGiP auch de
Haufigkeit des spontanen Transgen Silencing in transgenen ArabidmgaBigiert werden
(Christie et al, 2011a) Zusammenfassend lasst sich festhalten, @mssbezlglich der
Initiierung von PTGS, Unterschied&vischen Endogenen und Transgegeben mus wobei
Uber die Grunde relativ wenig bekannt i&enerell kann das Transgen Silencing durch

guantitative aber auch vor allem qualitative Aberrationen verursacht werden.

3.3 Degradation von mRNA

Die qualitative Aberration kann Folge eines veranderten miRMfabolismus sein. Im Falle
unvollstandiger 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 beeintrachtigt ist vom gleichen Prozess enassten, auch wenn dieser im
Cytoplasma ablauft. 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
postembryoletal sind(Xu et al, 2006; Xu und Chua,@®?9). Im Folgenden wird auf die
wesentlichen Komponenten, sowie die beiden Hauptwege des mRNA Abbaus in Pflanzen

eingegangen.

331 56 zu 36 Abbau von mRNA in Pflanzen

Der bislangam besten erforschte Weg zum Abbau wvaRNAsi n Pf | anzen i st d
Abbau. Speziellin Arabidopsiswurden die meisten Komponenten bereadsntifiziert und
charakterisiert (ZusammengefassB@lostotsky und Sieburth, 2009)er Abbau beginnt mit

dem Ablosen deProteinselF4E,was das Ende der Translation zur Folge (Ratraiwlo et

al., 2005) Der initiale Schri t-fA) Schevanzes.HntArabidapsig b b a u
wird dies durch di€POLY-(A) RIBONUKLEASE (PARN) katalysier{Chibaet al, 2004)

indem PARN spezifisch gecappte mRNAs bin@@ehlin et al, 2000; Gaoet al, 2000)

Weiterhin wurde PARN eine wichtige Funktion beim sogenanntersensaenediateddecay

(NMD) zugesprocherf{Lejeuneet al, 2003) NMD funktioniert als Qualitatskontrolle und

wird aktiviert f al | s mR N Bereichanioht Grdnungsgemald tramgkert werden
(Kerteszet al, 2006) WeitereQualitatskontrolla in Eukaryonten sind der sogenannter

stop decay (NSD) und derno-go decay (NGD), die aktiv werden wenn mRNAs kein Stop

Codon besitzen oder nicht von den Ribosomen getrennt werden kénnen (Zusammengefasst in
Garneatet al, 2007. In Arabidopsis wurden bisher nur Komponenten des NMD identifiziert
(Culbertson und Leeds, 2008Bswurde beobachtet, dass PARN sowohl im Nukleus als auch

in cytoplasmatischen Strukturen, dé?Bs lokalisiert (Chiba et al, 2004) PBs sind
dynamische Strukturen und beherbergen eine Vielzahl wichtiger Komponenten der mRNA
Degradationgviaschinerieg(Sheth ud Parker, 2003)Weiterhin ist bekannt, dass PBs infolge

einer Stress Reaktion mit sogenanngimessgranules (SGs) kolokalisierer(Weberet al,

2008) Es wird vermutet, dass mRNAs wahrend Stress Bedingungen iis@swgelagert

werden um direkt in den Bs abgebaut werden zu kdnnen (Zusammenfagsaineatet al,

2007. Nach der Entfernung des Pel) Schwanzesn den PBs durch PARNrfolgt das
Entfernen der 56 CAP Struktur, di e aus e
Triphosphat aar mMRNA sangekrilipft Esh desteliduss et al, 1975) Die
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Reaktion wird in einem Proteinkomplex durchgeftihrt, der aus den ProBEEAPPING 1
(DCP1),DECAPPING 2 (DCP2) undvARICOSE (VCS) besteht. Interaktionsstudien mittels
Hefe-2-Hybrid konntendemonstrierendass DCP2 und VCS interagiereXu et al, 2006)
Zudem wurde beobachtet, dass DCP2 fahig ist, mRNAs vitro zu prozessieren
(Gunawardanaet al, 2008) Das Entfernen der CAP Struktur ist im Gegensatz zur
Deadenylierung ein irreversibler I8@t und bestimmt folglich das Schicksal d®iRNAs
(Yamashitaet al, 2005) Der letzte Schritt besteht im Abbau der ungecappted un
deadenylierten mRNA durch XRN4{Souretet al, 2004) In Arabidopsis konnten drei
Mitglieder von 506 (XRNs)&ifgrund irerrHonolmgiewkm Xend saesn
Hefe isoliert werden. Darunter lokalisieren XRN2 und XRN3 im NukleusXiRiN4 in den
cytoplasmatischen PB&astenmayer und Green, 2000; Webkeéral, 2008) Aufgrund der
unterschiedlicherKompartimenteder XRNs wird vermutet, dass die zellularen Funktionen
von XRN2 und XRN3 wenn uberhaupt, nur partiell mit XRN4 redundant sind. Diese
mogliche Redund& steht im Zusammenhang mit defmansgenSilencing und wird in
Abschnitt 3.2.1 diskutiert. Weiterhin wurde beobachtet, dass XRN2 und XRN3 an der
Degradation von Nebenprodukten der miRNA Biosynthese beteiligt (8gdet al, 2007;
ZakrzewskaPlaczeket al, 2010) XRN4 scheint dagegen eine Funktion bei der Degradation
von miRNA Spaltprodukten zu habdBouretet al, 2004) Die subzellulare Lokalisation

bedingt vermutlich die verschiedenen FunktionendiderXRNs.

332 36 zu 56 Abbau von mRNA in Pflanzen

DerAbbau von mRNAs durch 36 zu 50 Exoribonukl
statt. Dies sind Multiproteinkaplexe, dieam besten in Hefe erforscéind Dort findet man

sie wie auch in Drosophila sowohl im Kern als auch im Cytopla@nahamet 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 zugere@@iniéa und Green, 2009)

INnArabi dopsi s existieren zweil potenti efadse 30
dem EnglischemibosomalRNA processing interagieren zusammen und wurden in einer 500

kDa Fraktion gereinigtdie vermutlich dasExosomreprasentiert¢Chekanoveet al, 2002)
Bislangistrelativwe ni g ¢ber potentielle Ziel MRNAs, di
bekannt Kirzlich wurde ein Protein mit einer RNAsell Domane SI$PPRESSOROF
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VARICOSE (SOV) identifiziert(Zhang et al, 2010) Dieses weist eine Ahnligeit zum
RRP44 aus Hefe auf und besitzt einen Okotyp spezifischen Polymorphismus. Dieser bedingt,
dass eine Mutation imVCS Gen desColumbia0 (Col-0) Okotyp einen dramatischeren
Wachstumsphanotyp ausbildet als imandsberg erecta (Ler) Okotyp Daher wird
angenommen, dass der 36 zu 56 Abbau me gl i
vollstandig funktioniert (Zhang et al, 2010) Da der Ausfall beider Abbauwege einen
wesentlich dramatischeren Phanotyp bewirkt, kann vermutet werden, dass der Abbau
verschiedener mRNAs Uber beide Weaglaufen kann. Eine Microarrénalyse konnte
erstmals eine Vielzahl moglicher Exosom Substrate in Arabidopsis identifizieren und folglich
eine Beteiligung des Exos@am Abbaus verschiedener RNA Spezies beléGhekamvaet

al., 2007) Insgesamt ist jedoch relativ wenig Uber den exosomalen Abbdumdgliche

Verbindungen zungene silencingn Pflanzen bekannt.

3.4 Genetische Ansatze zum Studium vofransgen Silencing

Die Analyse desgene silencingauf molekularer Ebene mfasste in erster Linie die
Identifizierung daflr essentieller Komponenten. Zumal das Silencing zunachst nur in
Verbindung mit Transgenen und Viren beschrieben (waudbo et al, 1993) wurden meist
solche Systeme verwendet. Aufgrund ihres einfachen Naisbw dienen Transgene dabei als
genetische Marker. Als weitere wichgigsrundhge dienten sogenannte vorwégtsichtete
genetische StudieffiPage und Grossniklaus, 200Pabei werden Mutationen im untersuchten
Genom zufallig generiert undie Wild Typ Gene solchergenetisch identifiziertdie einen
gewulnschten Phanotyp entwick€fusammengefasst inukowitz et al, 2000; Jandeet al,

2002; Jander, 2006)

3.4.1 Suppression von Transgen Silencing

In verschiedenen Analysen wurden Gene identifiziert, diegane silencingeteiligt sind,
indem Mutantencharakterisiert wurden, in dengene silencingnicht mehr funktionierte
Durch die Verwendungransgener Pflanzen, in denen d@asUKORONIDASE (GUS)
Transgen aukscherichia colvon PTGS abgebaut wird, konntenttels vorwartsgerichteter
Genetikessentielle Komponenten wie RDR6 und SGS3 identifiziert weffdenrrrainet al,
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2000) Der Vorteil eines geeignetednansgenerSystems besteht darin, tGber ein mdglichst
einfaches Nachweisverfahren zu verfigam hoheDurchsatzraten zu erzieleim einem
weiteren transgenen System, wurde JBEIFERASEGen vonPhotinus pyralisverwendet,
dessen Expression aufgrund von Methylierungen des Trasggemotors in der verwendeten
ArabidopsisLinie reduziert wird. Durch vorwés-gerichtete Genetik konnte mittels
simultane Luziferase Messungen voftrabidopsisKeimlingen eine Vielzahl an Mutanten
erzeugtwerden, in denen Luziferase Aktivitat gemessen werden konnte. Die mutierten Gene
wurdendaraufhin kloniert undnit dem durch rasiRNAs vermittelten RNA-directed DNA
Methylation(RDDM) Signalwegassoziiert(He et al, 2009c; Heet al, 2009b; Zhenget al,

2010)

3.4.2 Induktion von Transgen Silencing

Analysen zeigten, dass daene silencing ein dynamischer Prozess ist, der durch die
Wirkweise viraler Effektorproteine negativ beeinflusst werden Kafminnetet al, 1999; Li

und Ding, 2006)Da in Pflanzen kinstlich eingebrachte Transgene pehsevom Silencing
betroffen sind, wurde vermeff, dass es auch in Pflanzen mdglicherweise endogene
Suppressorproteine gifBy et al, 2007) Mit der Identifizierung von Mutanten, mit erhfhtem
Transgen Silencing konnten Komponenten identifiziert werden, deren Funktion essentiell fur
die stabile Expreson von Transgenen ist (ZusammengefassKapitel 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 Fuonkirekt das
Silencing des Wirtes unterdrick¥oinnet et al, 1999; Li und Ding, 2006)Die Funktion

dieser Proteine ist vielmehr eine Voraussetzung fir einen funktionierenden mMmRNA
Metabolismus. Sofern dieser gestért wird, so wird postuliert, wirke desicBig als
Mechanismus, der eine effiziente Degradation verschiedener aberranter mRNA Spezies dient
(Christie et al, 2011b) Ein transgenesSystem, das bereits die Identifizierung solch
essentieller Komponenten ermdglichte, ist das vira@eemenprotein (MP) MP17, das dem
Poleroviruspotato leafroll virus (PLRV) die Ausbreitung in Pflanzen ermdoglicht, indem es

an Plasmodesmata (PD) lokalisiert und dort vermutlich den Transport der viralen RNA
ermoglicht(Tackeet al, 1991) Die stabile Expression vadP17, das @erminal mit dem

green fluorescentprotein (GFP) fusioniert wurde, (sieh&bbildung 3A und Vogel et al,



Einleitung Seitel7

2011 ermdglichte die genetische Analyse von Suppressormutadtm transgenen
Arabidopsislinie Coll6 (Linie 16, mit der starksten MP17:GFP Express{®iogel, 2009)

A (B) col-0 (WT ’
ST me SEEOR T el

Transkription 1'
(An
Nukleus
Cytoplasma
Translation e (a) Synthese
Varin 11T
S|
==
b) Transport
LIt Col-0 (WT)

. (c) Lokalisation

(d) Interaktion?

Abbildung 3 Stabile Expression von MP17:GHR Arabidopsis (A) Schematische Darstellung wichti
zellularer Prozesse, dieermutlichVoraussetzung fiir die Lokalisierung von MP17:G&PPDsind. Darstellun
ist modifiziert nach Vogelet al, 2007 (B) Wachstumsphanotyp der transgenen Linie-Tg8)l die stab
MP17:GFPexprimiertim Vergleich zum CeD Wild Typ. (C) Konfokale Aufnahmen von MP17:GFR&éh PDin
der transgenen Linie CGdl6. Der Gréf3enstandard entspricht 20 um.

In diesen ist die Lokalisierung von MP17:GFP an PD gestort, was verschiedene Ursachen
haben konnte, die sich in die Kategori®ypnthese, Transport, Lokalisation und Interaktion
des Fusionsproteins unterteilen lassen (Zusammengefa&bbildung 3A). Die genetische
Charakterisierung der allelischen Suppressormutat2eial und 17-4-1 offenbarte, dass die
Expression vorMP17:GFPdie Funktion von XRN4 bditigt (Vogel, 2009) Folglich eignet
sich die stabile Expression voxiP17:GFP dazu das Transgen Silencing zu studieren.
Dagegen konnte durch die CharakterisierungMiiel 7:GFP Suppressormutanten bisher kein
Gen identifiziert werden, dessen Genprodukt aran3port, der Lokalisation oder einer
maoglichen Interaktion von MP17:GFP an PD beteiligt E8h Vorteil des Systembesteht
darin, dass die Expression des MP17:GFP Fusionspsoteemen deutlichen
Wachstumsphanotyp mit sich brinfgiehe Abbildung 3B). Diese fuhrtin der transgenen

Linie Col16 zu vermindertem Wachstumas dadkesultat eines Kohlehydratexportblodgs
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(Kronberg, 2008) Zudem bilden Pflanzen der Linie Cdl6 chlorotischeKotyledonen und
SourceBlatter aus (Abbildung 3B). Mutanten lassen sich daher sowohl mikroskopisch

(Abbildung 3C) alsauch makroskopisch analysieren.

3.4.3 Zuféllige Befunde von induziertemgene silencing

Die vorwartsgerichtete Genetik ermdglicht je naclgs&mdie Identifizierung von Genen,
deren Mutation das Silencing induziert oder supprimiert. Dartiber hinaus kann es auch durch
zufallige Befunde zu Phanotypen kommen, deren Ursache mdglicherweise mit dem Transgen
Silencing in Verbindung stehDasRSX1Gen kodiert fir eine putative PEKTATLYASE und
wurde im Zusammenhang mit Aufbau und Funktion von PD diskytfemo et al, 2007)

Bei der Analyse dersx1-1 Mutante (Salk_115982 ax&no et al, 2007)wurde beobachtet,

dass das eingekreuzZt#P17:GFP Trarsgen nur unvollstandig exprimiert wird. Daher wurde
postuliert, dassMP17:GFP im rsx1-1 Hintergrund moglicherweise das Ziel vagene
silencingist und zu verminderter mRNA Akkumulation fuhrt (Zusammengefastogel,

2009)

3.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Proteine, deren Funktion essentiell fir die Expression von
Transgenen ist, identifiziert und charakterisiert werden. Zudem sollten molekulare

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

Die Arbeit betand zunadchst in der Durchmusterung geeigneter Kandidaten, die in
Vorarbeiten isoliert wurde(Link unveroffentlicht undvogel, 2009. In diesen liel sich keine
Lokalisation des MP17:GFP Fusionsproteins beobachten. Im Folgenden wurden die Mutanten
generainsubergreifend durchmustert. Die Auswahl von Kandidaten zur weiteren Analyse
wurde anhand molekulargenetischer Kriterien festgelegt. Wichtige Vorrausetzungen waren
sowohl eine einheitliche Vererbung als auch die klare Ausprdgung des zu untersuchenden
Phamtyps. Die Durchmusterung wurde unter Verwendung zeltd molekularbiologischer

Methoden verfolgt.
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Im zweiten Abschnitt sollten Mutanten, diee oben genannteKriterien erfiillten, genetisch
charakterisiert werden. Dazu wurde mittels Maifgestutzter lartierung das Genom der
Mutanten systematisch nach moéglichen Mutationmtersucht. Im Weiteren wurdgach
maoglichen Genen gesucht, die den zu untersuchenden Phanotyp verursachten. Dazu sollte
durch Komplementation und Vergleich weiterer allelischer Metantie Genidentitat
bestéatigt werden.Dartiber hinaus sollte die genetische Ursache der unvollstdndigen

Expression voMP17:GFPin rsx1-1 Mutanten ermittelt werden.

Im dritten Abschnitt wurden die Mutanten phanotypisch charakterisiert. Der Fokus lagihierbe
zunéchst auf dem Fehlen der MP17:GFP Fluoreszenz. Es sollte der molekulare Mechanismus
erforscht werden, der dazu fuhrt, dass MP17:GFP nicht mehr detektierbar war. Die Analysen
umfassten verschiedene Analysen der Transkript Akkumulation. Durch Kreuzwmgen

virale Infektionen sollten zellulare Faktoren, die an der Auspragung des Phanotyps beteiligt
sind, identifiziert werden. Weiterhin wurde die Analyse auf andere Transgene ausgeweitet,
indem l6slichesGFP in den MutantenHintergrundeingekreuzt wurde, m die Auspragung

des Phanotyps besser visualisiena untersuchen zu kdnnen

Nach erfolgreicher Identifizierung des Z#toteins sollte Uberpruft werden, welche
Auswirkungen die beobachtete Mutation auf die Funktion des Proteins haben kdnnte. Dies
wurde unter Verwendung zellbiologischer, biochemischer und bioinformatischer Methoden
untersucht. Als Konsequenz wurden zellulare Veranderungen und die Grundlage de
TransgerSilencingin den Mutanten mit Hilfe molekularbiologischer Methoden erforscht.

Im letzten Abschnitt wurde versucht, mogliche UrsachenTdansgerspezifischerSilencing
zu identifizieren. Hierbei solltemdgliche endogene Zieldesgene silencingn Arabidopsis
durch TranskriptomAnalysen einer Mutante identifiziert werden. Die weitgkaalyse

bestand in deBuche naclsemeinsamkeiteder Genenit reprimierter Expression.
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse derrsx1 Mutante

Im Zuge seiner Promotion untersuchte Florian Vogel die MP17:GFP Akkumulation in einer
T-DNA Mutanteder putativenPektatLyaseRESTRICTED SUCROSEEXPORTL (RSX1)

Die Mutante (sx1-1, Salk_115982,Alonso et al, 2003 zeichnet sich durch die
Akkumulation von Saccharose aus und ist danach beriaestWeiterenst sie im Wachstum
gehemmt akkumuliert mit zunehmender Entwicklung Anthocyane in Source Blattern und
kann homozygot keine fertilen Bluten ausbilden (Vogel, 20®). Anhand
elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde zuvor postuldass der Aufbau von P

den rsx1-1 Mutanten verandert segfYano et al, 2007) Um die Funktion von PD zu
untersuchenwurde die rsx1-1 Mutante mit Coll6 gekreuzt und die Akkumulation des
MP17:GFPFusionsproteins imsx1-1 Mutanten Hintergrund untersuctdabeifiel auf, dass
dasMP17:GFP Fusionsproteim den Mittelrippender homozygotemsx1-1 Mutante nicht
akkumulierte, im Mesophyll hgegen schon. Weiterhin wurde beobachtet, dass dieser Effekt
mit der Abwesenheit deviP17:GFP mRNA Kkorrelierte. Esvurde daher angenommen, dass
derbeobachtet&ffekt in denrsx1-1 Mutanten aufyene silencingurtckzufiuhren seaind eine
Folge derAbwesenhi von RSX1 ist(Vogel, 2009) In dieser Arbeit sollte diese Hypothese
Uberpruft werden, indemein weiteres Allel vonrsxl untersucht sowie eingsxl-1
Segregationsanalyse durchgefitwirde Letztere war moglich, da diesx1-1 Mutante nur

heteozygot vemehrt werden konnte und dieONA unter den Nachkommen segregiert.

4.1.1 Segregationsanalyserur rsx1-1 Mutante

Ziel der Analyse war die Uberpriifung, ob der beobachRiénotyp das Fehlen von
MP17:GFP in den Mittelrippengurch ein homozygotessx1-1 Allel bedingt wird. Dazu
wurden Nachkommen der Kreuzungsxl-1 mit Col-16 mikroskopischund genetisch

untersucht.
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(A)
o 60 MP17:GFP an Abbildung 4 Analyse zweier segregieren
c PDs in Mittelrippen
@ 50 in F3 rsx1-1 x Col-16 Populationen vonrsx1-1/MP17:GFP. Die
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Die Analyse einer F3 Population mit segregiererrdgl-1 T-DNA zeigte, dass in etwa 30
Prozent der analysierten Individuen eine -C6l&hnliche Akkumulation von MP17:GFP in

den Mittelrippen zu beobachten war. Etwa 20 Prozent zeigtenpaitigle Akkumulation

von MP17:GFP und etwa 50 Prozent einen kompletten Verlust der Akkumulabbiidung

4A). Die Analyse einer F4 Generation visx1-1/MP17:GFPliel3 beobachten, dass etwa 90
Prozent aller Individuen einen kompletten Verlust und jeweils etwa 5 Prozent ewi® Col
ahnliche beziehugsweise eine partielle Akkumulation von MP17:GFP zeigtsiob{ldung

4B) . Die Verh?2ltnisse der Segregatiohenl i eCel
Gesetzen erklaren. Es konnten Individuen mit homozygotexd-1 Allel und Col16
ahnlicher Akkumulation sowidRSX1Wild Typ Pflanzen mit Verlust von MP17:GFP in
Mittelrippen identifiziert werden. Daher bestand die Annahme, dass der Phéanotyp nicht auf
die rsx1-1 Mutation zuriickzufiihren war. Dieser Verdacht wurde erhartet zumal MP17:GFP
in Mittelrippen desrsx1-3 Allels (SAIL_1149 CO06) normal akkumulierteAl§bildung 5).

Zumal es gelang eiRSX1Wild Typ Individuum mit dem Phanotyp zu isolieren, wurde die

Mutante intss1(transgenesilencingsuppressorl) umbenann(Abbildung5).
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tss1/MP17:GFP rsx1-3/MP17:GFP

Abbildung 5 Analyse der MP17:GFP Akkumulatidn den Mittelrippen von Ce0, Col16, tss1/MP17:GFl
und rsx1-3/MP17:GFP. MP17:GFP akkumulierte in den Mittelrippen vosx1-3 vergleichbar mit ColL6. Eir
Nachkommen der Kreuzung Gb6 mit rsx1-1 zeigte den zuvor beobachteten Phanotyp tR8X1Wild Typ
Allel. Da der Effekt nicht auf diersx1-1 Mutation zuriickzufihren warwurde diese in tssIMP17:GFF
umbenannt. Der Grél3enstandard entspricht 200pum.

Weiterhin wurde eine Mutante mit Gbb &ahnlichen Phénotypen isoliert und dISS1
verwendet. Im Folgenden sollte die Ursache der veranderten MP17:GFP Akkumulation der

tss1Mutante geklart und ein maglich@iSS1Lokus identifiziert werden.

4.1.2 Analyse desTSS1Lokus

Um einen moglichenTSS1Lokus zu identifizieren wurden zwei verschiedene Ansétze
verfolgt. Da die Mutante durch -DNA Insertion generiert wurde, bestand die Mdglichkeit
dass weitere -DNAs im Genom der Mutante flr den Phanotyp verantwortlich waren. Daher
wurde versucht, weiter&@-DNA Insertionen mittels TAILPCR zu identifizieren. Dartber
hinaus sollte durch die Marker gestiutzte Kartierungld@&s1l okus identifiziert verden.
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4.1.3 Identifizierung weiterer T-DNAs in tss1Mutanten

Zur ldentifizierungweiterer FTDNAs wurde eine TAIEPCR durchgefiihytin der eine DNA
Probe einetsslundeinerTSSIMutante als Matrizeerwendet wurdelm Folgenden wurden

Fragmente, die spezfthaustss1DNA amplifiziert wurden(Abbildung6), sequenziert

kTSS1 kissl1 TSS1(1 [bp]

1000
500

[bp] tss1(2) TSS1(3) tss1(3) TSS1(4) tss1(4) tssi(7) TSS1(8) tss1(8)TSS1(9) tss1(9) [bp]

1000
500

Abbildung 6 Identifizierung weiterer IDNAs in tss1mittels TAIL-PCR. Alle erhaltenen Fragmente aus
zweiten sowie dritten PCR wurden auf einem Agarosegel aufgetragen. Als Matrize wurde sowohl Dibs3
als auch ausTSS1lals Kontrolle aufgetragen. Fragmente aus der dritten PCR @ARunde, dere
Amplifikation spezifisch fur tss1 DNA war, wurden sequenziert (mit einem Stern gekennzeichnet).
Ausschluss unspezifischer Amplifikation wurden zudem Wasserkontrollen mitgef8siund Kss). Es
wurden die dreilDNA Primer LBTOa, LBTOb,LBTOb und die neun degenetie Primern AD1i AD9

verwendet.

In einer Sequenzierung konnte genomische Arabidopsis DNA zwischen den Genen
At5g50095 und At5g50090 identifiziert werden. Hierbei handelte es sich um bislang nicht
charakterisiertésene. Im Folgenden wurde durch Gendigrung einer segregierenden F3
rsx1/MP17:GFPPopulation tberprift, ob désslPhanotyp mit der identifizierten-DNA
ko-segregierte. Dies konnte nicht beobachtet werden, weshalb angenommen wurde, dass die
T-DNA nicht dentss1Phanotyp verursachte. Somiurde im Folgenden tUberprift, ob sich

ein genomischer Bereich durch die Markestiitzte Kartierung identifizieren liel3, der als
Ursache fur detss1Phanotyp in Frage kam.

4.1.4 Marker gestitzte Kartierung desTSS1Lokus

Zur ldentifizierung eines moglichenTSS1Gens wurde die sogenannte Markestutzte
Kartierung verwendetLukowitz et al, 2000; Jandeet al, 2002) Mit dieser Methode lasst
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sich die Position eines Genomabschnittes bestimmen, der flr einen untersuchten Phéanotyp
verantwortlich ist. Naturth vorkommende genetische Polymorphismen zwischen
geologischen Varianten von ArabidopsisdsnanntéOkotypen) dienen dabei aBasis Mit

Hilfe dieser Marker lasst sich der genetische Hintergrund (Okotyp) eines Genabschnittes
exakt bestimmen. Durch Einkreung einer Mutante (aus Okotyp 1) in einen anderen
Okotypen (Okotyp 2) werden Marker, die sich in der Nahe des gesuchten Lokus befinden, mit
dem gewiinschten Phanotyp segregieren. Zumal die Mutation dem Okotyp 1 entspringt sollte
am gesuchten Genomberedlter Individuen mit dem gesuchten Phanotyp lediglich Okotyp 1
spezifischegyenetisches Material vorliegen. Man spricht dabei von genetischer Kopplung.
Diese ist umso geringer je weiter entfernt sich die Mutation vom untersuchten Genabschnitt
befindet. DaCrossing ovewahrend der Meiose bei der Selbstung der F1 Generation bedingt
eine zuféllige 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 Austauschsrbsgimgover. Die

am haufigsten verwendeteMarker sind sogenannte SSLRinfple sequence length
polymorphisn), SNP 6&ingle nucleotide polymorphismy oder CAPS deaved amplified
polymorphic sequences Marker. Der Nachweis von SSLP Markern basiert auf der
Amplifikation des genomischen Bereichs, der einen zu testendéteManspannt. Die PCR
Fragmentangen konnen durch Gelelektrophorese aufgetrennt und den jeweiligen Okotypen
zugeadnet werden. SSLP Marker konnen Insertionen beziehungsweise Deletionen von
einzelnen bis zu tausenden Basenpaaren sein. Im Vergleich zu SSLPs sind SNP
Polymorphismen sehr viel haufiger. Diese kdnnen durch Sequenzierung der jeweiligen
Genomabschnitte detiedrt werden. Es besteht auch die Wahrscheinlichkeit, dass ein SNP
eine Restriktionsschnittstelle verandert oder generiert. In diGmenialall liegt ein CAPS
Marker vor, der mittels PCR Amplifikation des genomischen Abschnitts und anschlieRendem
Verdau des PCR Produkts per Gelelektrophoremtektiert und bewertetverden kann.
Aufgrund des einfachen Nachweisverfahrens wurden hauptsachlich SSLP und CAPS Marker
verwendetum den genomischen Bereich des1Mutation zu identifizieren. Es wurden die
beiden Okotypen Columbi® (Col0) und Landsbergerecta (Ler) verwendet. Dietssl
Mutante entstammt dem G0IOkotypen. Im Vorfeld wurde eine transgene Linie erzeugt, die
MP17:GFPim Ler Hintergrund trag{Kronberg, 2008) Durch achtmaliges Ruckkreuzen in

Ler Wild Typ wurde versucht den Anteil an @blGenmaterial zu minimieren. Die Linverd

als LerNM8S bezeichnetiragt dasMP17:GFP Transgen an der gleichen genomischen Stelle

wie Col16 und konnte daher mit dess1Mutante gekreuzt werden, ohne eine weiter@i&o
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desMP17:GFPTransgens einzubringeBie F1Individuenwurden mikroskopisch untersucht
und zeigten eind.okalisationvon MP17:GFP an den Mittelrippen. Im Folgenden wurde eine
Kartierung desTSS1Lokus unter Verwendung von 264 F2 Individuen durchgefuhrt. Die
mikroskopische Analyse offenbarte, dass es keine klar definierte Abgrenzuntssdes
Phanotyps gab. Es lieBen sich 54 Individuen identifizieren, die dem Phanotygsier
Mutante am ahnlichstewaren. In den Mittelrippen von 176 Individuen konnten mehr oder
weniger Zellen mit MP17:GFP Lokalisation identifiziert werdEmfacher dagegen war eine
Abgrenzung von Mutanten mit einem € &hnlichem Phénotyp zum Rest der getesteten
Individuen. Es ieRBen sich 34 Individuen dieser Kategorie identifizieren. Unter diesen
schwierigen Voraussetzungen wurde dennoch versuchfT8&1Lokus zu identifizieren.
Unter der Annahme, dass der Phanotyp mdglicherweisedmminant vererbt wird, wurde
daher nit den 34 Individuen mit Coll6-ahnlichem Phanotyp weitergearbeitet. Zumal ein
funktionelles Allel dem nicht mutierten Ler Hintergrund entstammen musste, wurde folglich
nach genomischen Bereichen mit erh6htem Ler Hintergrund gesucht. Somit sollte indirekt der
geromische Bereich der défSS1Lokus beinhaltet, identifiziert werdemabellel zeigteine
Ubersicht iiber alle getesteten Marker und die Anzahl an rRekationen. DieZahl an
Rekombirationenergibt sich durch die Formel: x Anzahl (Heterozygote) + 2 x Anzahl (Col

0). Die Rekombinationsfrequenz errechnet sad$t Anzahl (Rekombinationen) 2 x Anzahl
getesteter Individuerkin Bereich am unteren Arm moChromosom zwei war am starksten
mit dem Coi16 Phanotymgekoppelt Tabellel).

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

F21M12 3212189 1 31 11 19 1 21 0.33
ciwl2 9621357 1 20 4 13 3 19 0.48
ciwl 18363881 1 20 5 10 5 20 0.5

nga280 20873698 1 17 4 10 3 16 0.47
ngalll 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-AC0042387470 14714870 2 34 30 4 0 4 0.06
VEO17 15445461 2 34 31 3 0 3 0.04
CER449022 15769629 2 34 31 3 0 3 0.04
ngales8 16291841 2 34 31 3 0 3 0.04
ngal6s8 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
ngal62 4608277 3 19 5 9 5 19 0.5

ciwll 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
ciwb 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
ngallQ7 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
ciwl0 24530871 5 14 3 8 3 14 0.5

Tabelle 1 Kartierung desTSS1Lokus mit SSLP Markern nach Lukowit al, 2000und Markern, die unt
Verwendung der CEEON Kollektion isoliert wurddJanderet al, 2002) Mittels PCR wurden Fhdividuer
mit Col-16-dhnlichem Phéanotygetestet und die Anzahl an Rekombinationsereignissen (REK) bestimmt.
= Summe aus heterozygoten Individuen (HEZ), in denen beide Reodachweisbar waren und der doppe
Menge an Individuen mit Céd spezifischem Produkt (G6l). Die Rekombinationsfrequenz errechnet sick

dem Verhéltnis von Rekombinationsereignissen und der doppelten Menge getesteter Indivicatal).(

Die Rekombinationsfrequenz war innerhalb der Markek@042387470 und T7D17 am
geringstenerreichte aber nicht den Wedit(Tabellel). Daher wurde verntet, dass die drei

|l ndi viduen mit heterozygotem Signal keine
Kandidaten waren. Der Bereich zwischen den beiden Markern umfasste etwa 2,25
Megabasenpaare und somit folglich grob geschéatzt 650 Genealsliendgiche TSS1
Kandidaten in Frage kameAufgrund der nicht erklarbaren Segregationsverhéltnisse wurde
vermutet, dass detss1Phénotypmdoglicherweiseein epigenetischer Effekt zugrunde l&m.
Vorfeld der Analysen zur Identifizierung des1Lokus wurde dasen deKOW DOMAIN
CONTAININGTRANSCRIPTIONFACTORL1 (KTF1, At5g0429Q als Komponente des durch
ra-SiRNAs vermittelterRNA directed DNA methylation(RdDM) Signalwegs beschriebére

et al, 2009a) Aufgrund der genomischen NachbarschaftR&X1(At5g04310) bestand die
Hypothese, dass durch disx1-1 T-DNA Insertion méglicherweise ein Einfluss akiTF1
bestand. Daher wurde vermutet, dass der beobachtete Effekt mdglicherwels€Fiin
Verbindung steht. Durch die Markgestutzte Kartierung kare jedoch eine Beteiligung von
KTF1 ausgeschlossen werden. Dennoch zeigte Kimeeizung audsslund einer TDNA

Linie des KTF1) wiederum denss1PhénotypDie F1 Generation der Kreuzung asslund
LerNM8S zeigte dertss1 Phanotyp jedoch nicht. Daher bestand die Vermutung, dass es
moglicherweiseur Methylierung des CaMV35S:MP17:GFP Transgens gekommen war. Dies
kénnte moglicherweise durch eine Mutation im kartierten Bereich verursacht worden sein.

Unter Annahme dieser Hypitese ware bei der Kreuzung nkitfl in der F1 Generation
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lediglich ein heterozygoteMP17:GFP Transgen aus dem methyliertéssl Hintergrund
vorhanden. Dagegen konnte in der F1 Generation der Kreuzung mit LerNM8S e nicht
methyliertesMP17:GFP Transgen drch die LerNM8S Linie beigesteuert worden sein. Eine
de novoMethylierung dieses nichhethylierten MP17:GFP Transgens wirde, soferrissig
Mutation nicht dominant ware, im heterozygoten Zustand nicht stattfinden. Im Folgenden
wurde untersucht, ob siatiese Hypothese bestatigen lid®azu wurde untersucht, ob das
CaMV35S:MP17:GFP Transgen issl1 methyliert vorlag und ob sich dessl Phanotyp
durch Inhibition der Methylierung aufheben liel3. Zur Analyse moglicher Methylierungen des
CaMV35S:MP17:GFP Traagens wurde ein Restriktionsverdau genomischer DNA mit dem
methylierungsspezifischen Enzym McrBC durchgefiliButherlandet al, 1992; Vaughret

al.,, 2007) Das Enzym schneidet dabei methylierte O@Gtive. Ein Verdau detss1DNA
zeigte eine Reduktioned CaMV35S:MP17:GFP Amplifikat nach McrBC Verd@bbildung

7A). In derProbe von Coll6 und der Coll6-dhnlichen LinieTSSIwurde diese Beobachtung
nicht gemach{Abbildung7A).

©
4 N
(A) Co\ &99»&99&&99 ‘\9 Abbildung 7 Analyse epigenetisch

Modifikationen in tss1 (A) Analyse de

CaMV35S:MP17:GFP Transgens du
CaMV35S:MP17:GFP Verdau genomischer DNA mit McrBC u
(-) McrBC anschlieBender Amplifikatioaines 1780 &
CaMV35S:MP17:GFP Fragmentsmit den Primern MT127 ur
(+) McrBC MT128. Als Kontrolle wurdeein 390 b

Fragmentvon Aktin mit den Primern KL

Aktin

G tss1 (+) d-aza tss1 (-) d-aza
und KL9 amplifiziert sowie urerdaut

DNA als Matrize eingesetzt L
unspezifische Amplifkation auszuschlief:
- — (B) Keimlinge von Col16 undtsslwurder

Col-16 (+) d-aza Col-16 (-) d-aza auf MS Medium mit (+) und ohne)(5
: mg/L 5-aza2 ®eoxycytidin kultiviert unc
mikroskopisch nach zehn Tagen analys

Der GrolRenstadard entspricht 1 mm.

Somit wéare es mdoglich, dadasCaMV35:MP17:GFPTransgerin tss1lmethyliertist. Um zu

Uberprifen, ob Methylierungen in dess1lMutante fir den Phanotyp verantwortlich waren
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wurde ein Inhibitor Versuch durchgefiihrt. Dazurdel de Cytosin Methylierunggnhibitor
5-aza?2 -Deoxycytidinverwende{Gonget al, 2002) Die Analyse zehn Tage alter Keimlinge
zeigte, dass der Inhibitor in den Kotyledonen ts=1 eine verstarkte Akkumulation der
MP17:GFP Fluoreszenz herbeigefuhrt hg&bbildung 7B). Ein Nebeneffekt des Inhibitors
war eine Arretierung in der Entwicklung der Keimlinge, weshalb nur Kotyledonen analysiert
werden konntenlnwiefern sich der Inhibitor auf Source Blatter auswitdteb dabei offen.
Somit konnte letztendlich nicht bewiesen werden, dass es sichidsdiPhanotyp tatséachlich

um einen epigenetischen Effekt handdiswurde festgestellidass im kartierten Beich das
REPRESSOROF SLENCING 1 (ROS) Gen, dasein negativer Regulator des RdDM
Signalwegs ist, lagGonget al, 2002) Eine Sequenzierung des genomischen Bereichs um
ROS1zeigte allerdings keine Mutation. Es gelang daher nicht eine Mutation zu identifizieren,
die amtssl Phanotyp beteiligt war. Aufgrund der schwierigen und stark fehleranfalligen
Phanotypisierung detss1 Mutanten unter den F2 Individuen der Kartierung veudiese

Strategie nicht weiterverfolgt und die genetische Charakterisierung der Mutante eingestellt.

4.2 Analyse weiterer MP17:GFP Suppressormutanten

Parallel zur Analyse dersx1l-1 Mutante sollten neue Mutanten mit verstarktem Transgen
Silencing identifiziert und isoliert werden. Im Vorfeld diesBoktorarbeit wurde eine
Durchmusterung von EM8iutagenisierten Cel6 Arabidopsis Pflanzen durchgefuficink,
unveroffentlicht) Im Fokws der Analyse standen Mutanten mit reduzierter sowie mit
komplettemVerlust der MP17:GFP Lokalisation an PD in Source Blattern. Das Ziel war die
Identifizierung undCharakterisierungon Mutanten mit verstarktem Transgen Silencing

genetischen und phanotypischen Analyse.

4.2.1 Analyse der M2 Generation potentieller Kandidaten

Aus 24 parentalen Gruppen der zweiten Generation (M2) mutagenisiaitd6 Pflanzen
wurden jeweils 160 Individuepro parentaleGruppe mittelsviikroskopie urtersucht. Unter

den insgesamt 3840 untersuchten M2 Individuen konnten 40 mit einem Verlust des
Fusionsproteins identifiziert werdedie einen sehr unterschiedlichen auf3erlichen Phanotyp

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

parentalerGruppe (als Buchstabe).

Abbildun g 8 Durchmusterung EM$nutagenisierter Ceal6 Pflanzen. Insgesamt wurden 40 Kandidaten rr
Mikroskopie identifiziert, die einen kompletten Verlust des MP17:GFP Fusionsproteins zeigten. Die Al
Zeigt etwa sieben Wocheltgg unter Kurztag Bedingungen kultivierte, Mutanten mit den KontrollerOCGlo}
16 sowie den transgenen Linien €ound Coll4, die im Vergleich weniger MP17:GFP exprimieren (Kron
2007). Der GroRRenstandard entspricht 10 cm.

Die Benennung aller Kandidaten wurde zudem mit dem Pté§ixersehen, welches eine
Abkirzung der englischen Bezeichnuingnsgenesilencing suppressordarstellt. Es wurde
untersucht, ob der Verlust der MP17:GFRoreszenz in den isolierten Mutanten nielf

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

Blot Analyse die Akkumulation des Proteins Uberprift wurde.
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Abbildung 9 VergleichendéNestern BlotAnalyse von 38 Kandidaten mit Mast der MP17:GFP Lokalisatic
Aufgrund mangelnder Blattmaterialqualitdt konnten die Kandid&sBbund tss10anicht analysiert werde
Zur Detektion von MP17:GFP wurde eine AMP17 Antikorper verwendet(A) und (B) Blots, die m
Amidoblack nachgefét wurden um als LadekontrolRUBISCOanzufarben. (C) Fir die reisthen Kandidate
wurde der AntiTransketolase Antikorper als Ladekontrolle zusammen mit dem MP17 Antikdrper verwel
wurden jeweils Blattscheiben gleichen Durchmessers (0,55 cm) neetvédul3etss15bzeigte kein Individuur

ein MP17:GFP spezifisches Signal.

Mit Ausnahme vortss15bwar in allen Individuen auch kein MP17:GFP Fusionsprotein per
Western Blot Analys@achweisbarAbbildung 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 ddP17.:GFP mRNA durch einevergleichende
Northern Blot Analyse Uberprift. Wie ibbildung 10 dargestellt zeigten mit Ausnahme der
Individuen tss15bund tss18balle einen Verlus der MP17:GFP mRNA. Zudem konnten
MP17:GFP mRNA Degradationsspuren in den meisten der getesteten RNA Proben
beobachtet werde\bbildung 10).


file:///E:/Daten/Moritz/DA/Abbildungen/TIFFS eine Ebende/M2 Westernblotting.tif
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Abbildung 10 VergleichendeNorthern Blot Analyse von 37 M2 Kandidatemit Verlust der MP17:GF
Lokalisation. Aufgrund der geringen Biomasse konnten die IndividsehOaund tss19bnicht untersucl
werden. Die Detektion erfolgtmittels einer radioaktiv markierten Sonde aiB17 DNA. Als Ladekontrolli
wurde eine radioaktiv markierte Sonde &I9BISCODNA hybridisert. Individuumtss15akonnte aufgrun
mangelndem Blattmaterials und schlechter RNA Qualitat nicht verwendet werdéer éden Individuetss15I
und tss18b zeigten alle Kandidaten einen Verlust der Volllangen mRNA und niedermole

Degradationsbanden. Es wurden jeweils 15 pg RNA geladen.

Die 40 Mutanten sollten in der nachsten Generation weitirsucht werden. Di®ligenden
funf Mutanten waren nicht fertil und konnten nicht weiter analysiert werdsda tss10a
tss13htss20bundtss23b

4.2.2 Analyse der M3 Generation potentieller Kandidaten

Im Folgenden wurde untersucht, ob dg&tencing Phanotypin den Nachkommender 35
Kandidaten(fortan als Linien bezeichnetyieder zu beobachten wabDes Weiteren sollte
Uberpruft werden, ob der Phanotyp uniform oder segregierend auftrat. Dazu wurden pro Linie
(M3 Nachkommen detss Individuen) mindestens 25 Individugeweils vier und sechs
Wochen nach Ausst per Mikroskopie untersuchfUbersicht zur gesamtehnalyse siehe
Tabelle 3). Die Analyse umfasste mindestens zwei atRir unterdgiedlichem
Entwicklungsstadium, welche nach MP17:GFP Fluoreszenz untersucht wurden. Es wurde
beobachtet, dass der SilencinigdRotyp in den Nachkommen d&r folgenden Linien nicht

mehr zu beobachten wdss3a tss5a tss6h tss7a tss9a tsPc, tssllatssl2atssldatsslab

tssl4c¢ tss15h tssl17a tss17f tss18a,tss18¢ tss18d tss19a tss19h tss20d tss21a tss21h
tss22atss22htss23atss23¢tss23d
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Abbildung 11 Makroskopische Analyse von M3 Individuen der &S Linien. (A): Etwa 6 Wochen al
Mutanten im Vergleich zu Cd und Coi16. (B): Etwa funf Wochen alte Mutanteille Pflanzen wurden unt
Kurztag Bedingungen kultiviert und jeweils ein Individuleremplarisch fotographiert. Der Gré3enstan

entspricht 10 cmAlle Revertanten mit MP17:GFP Fluoreszenz bildeten chlorotische Bléatter aus.

In den Nachkommen dieser Linien konnte das MP17:GFP Fusionsprotein per Mikroskopie
detektiert werden. Hierbei IR sich eine Korrelationzwischen der Anwesenheit des

Fusionsproteins und dem Ausbilden chlorotischer Blatter feststeMbhildung 11). Die
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Anwesenhi des Fusionsproteins lief3 vermuten, dass es nicht zum SilencingRbn.GFP

und dem Abbau déviP17:GFPmMRNA gekommen war. Um dies zu untersuchvearde eine
vergleichende Northern Blot Analyse durchgefiihrt und pro Linie etwa zehn Nachkommen
analysiert.Da es in detss15bM2 Mutantebereitsnicht zum Abbau der RNA)lekommen

war, wurden die Nachkommen dieser Linie nicht per Northern Blot untersucht. Zudem wurde
die Linie tss18dnicht analysiertMit Ausnahmedreier Linienkonnte inallen Nachkommen

der 25analysierten Linien daslP17:GFP Transkript nachgewiesen werdekbpildung 12).

In den drei Linientss7a tssl4¢ tss23akonnte lediglich in einzelnen Individuen das
MP17:GFPmMRNA Signal detektiert werden, ein Effekt der vermutlich auf technische Mangel
bei der Durchfiihrung der Analyse zurlckzufiihren wdnbfldung12).

tss3a

tss7a tss9a tss9c tsslla
LR R TN _
0
tssi2a tssid4a (’o Co° tss14b tss14c
e i _
tss17a tss17f 8 ¥ tss18a
S ——— o ——— —
tss18c tss20d tss19a
aweSERNe wvewy e —

tss19b tss21b O° Ca° tss21a tss22a
tss22b tss23a tss23c tss23d

Abbildung 12 Northern Blot Analyse von 25 Linien der M3 Generation, in denen das MP1i
Fusionsprotein detektierbar war. Es wurden RNA Proben von jeweils zehn Individuen pro Linie genom
mit Col16 sowie Col0 verglichen. In den Linientss7a tssl4c¢ tss23azeigten einige Idividuen Kkeit
MP17:GFP Signal. Dies ist vermutlich durch schlechtes Blotting zu erklaren. tsSele8d wurde nich

analysiert. Es wurde jeweils fiinf ug RNA aufgeladés.wurde keine Ladekontrolle hybridisiert.

Folglich war die Anwesenheit des MP17:GF&sionsproteins in den jeweiligen Linien auch
mit dem Vorhandensein d&tP17:GFP mMRNA gekoppelt. Die Analyse dieskmien wurde
daher nicht weiterverfolgt. ImVeiterenwurde mit derfolgendenLinien, die den Phanotyp
zeigten weitergearbeitettss4¢ tss4, tss6a tss8a tss8h tss15a tss18bund tss20a Bei der
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Analyse der Linien tss4¢ tss8a tss8b und tss20a konnte festgestellt werden, dass der
Phanotyp nicht in allen Individueainheitlich war sondern nur in einzelnen auftrat. Die
Segregationsverhalsse in diesen Linien waren unterschiedlich und nicht mit den bekannten
Vererbungsgesetzen von Mendel erklardabelle2). Es wurde vermutet, dass der Phénotyp

in diesen Linien nicht durch ein einzelnes @erursacht wird.

Linie MP17:GFP vorhanden MP17:GFP abwesend

tssdc 29 1
tss8a 27 1
tss8b 22 2
tss20a 12 12

Tabelle 2 Segregation des Silencing Effekts in den Linigs?¢ tss8a tss8bundtss20a Per Mikroskopie wurc

gezahlt wie viele Nachkommen der Linien desPhanotyp der M2 Generation zeigten.

Somit war eine genetische Charakterisierung dieser Limeéht moglich, weshalb die
Analyse dieser Kandidaten nicht weiterverfolgt wurde. Somit blieben vier Kanditatiy)

die weiter untersucht wurden. Um auszuschlieBen, dass der Verlust der MP17:GFP
Lokalisation nichtauf das CaMV35S:MP17:GFPransgen selbst zurtickzufihren ist, wurde
dieses aus genomischer DNA der Kandidaten amplifiziert und sequerdibsitdiing 13).

Die Linie tss18bzeigte bereits in der M2 Generation &?17:GFP mRNA Signal und war
uniform in der Auspragung dessPhanotyps. Durch Sequenzierung konnte die Vermutung,
dass es sich moglicherweise um einen Transgen Defekt handeltdigbesggiiden. Eine
Mutation im GFP des MP17:GFP Gens fuhrt zu einem vorzeitigen Stop der Translation
(Abbildung 13). Aus diesem Grund wurde diss18bMutante nicht weiter charakterisiert.
Aufgrund des sehr charakteristischen Wachstums$sdéaMutante, wurde vermutet, dass es
sich um ein neues Allel déRY1Gens handelte. Es war bereits bekannt, dass ein Verlust von
FRY1zu PTGS von Transgenen fuhrkann (Gy et al, 2007) Durch Sequenzierunder
genomischerFRY 1 Sequenzler tss6aMutante konnte dies bestatigt werd&ie Mutation

hat einenAminosaureaustausch in der kodierenden Sequen#RY1 zur Folg€Abbildung

13). Daher wurde di¢gss6a(fryl) Mutante nicht witer charakterisiert.
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Col-16 — sl

Konsensus 556 bp 474 bp 714 bp

tssde

tss152 —— sl [ e I —

C1019->T1019 (Stop-Codon)

tss18b

G528 -> A528 (Glycin zu Aspartat)

tssb6a
—

250 bp

Abbildung 13 Sequenzierung von Kandidatengenen in t&Mutanten. Der genomische Bereich
MP17:GFP (1780 bp)wurde aus den Linietss4e tss15aund tss18bmit den Primern MT127 und MTL1,
amplifiziert sequenziert. Ein Vergleich mit der Sequenz von-1¥blzeigte eine Mutation in deBFP
Sequenz voriss18h die einen vorzeitigen Translatic®op zur Folge hatDie genomische Sequenz »
FRY1wurde aus genomischer DNA vass6aamplifiziert und ein Basenaustauschdesserkodierende
Sequenz detektiertier einemissensélutation herbeifiihrt.

Im Weiteren wude Uberprift, ob di#MP17:GFPmMRNA in den Kandidatenachweisbar war
Dazu wurde einevergleichende Northern Blot Analyse mit jeweils einem Individuum pro
Linie durchgefuihrt Abbildung 14). Die tss18bMutante zeigte wiederrum eP17:GFP
spezifisches Signal (VergleichAbbildung 10 mit Abbildung 14). Zudem konnte das
MP17:GFP Transkript in Individuen der Linientss15a und tss20a detektiert werden
(Abbildung 14). Die tss15aMutantewurde daher nicht in diesé&rbeit sondern von Katrin
Link weiter untersucht.



Ergebnisse Seite36

¥ o® o° o°

(%
&

> o
N
& V

©
M S 9
X & ¢ .5
¢E & ¢

¢ s“
& & G &

MP17:GFP mRNA

Abbildung 14 VergleichendeNorthern BlotAnalyse vonM3 tssKandidaten. Alle Kandidaten, die auch in

RubisCo mRNA

M3 Generation einen Verluster MP17:GFPFluoreszenin mindestens einem Individuum zeigten wurder
das Vorhandensein d&tP17:GFP mRNA untersucht. Die Blots wurden zusatzlitiit einerRUBISCOSondt

als Ladekontrolle hybridisiert. Es wurden jeweils 5 ug RNA geladen.

Die Analyse der M3 Generation zeigte, dass ein Grof3teil der Individuen keinen Verlust von
MP17:GFP offenbarten.

Mutante Fertilitat MP17:GFP MP17:GFP Segregation Ziel Gen
(M2) Fluoreszenz (M3 mRNA (M3) tssPhanotyp

tss3a Ja Ja Ja

tssda Nein

tss4c Ja Nein Nein Ja

tssde Ja Nein Nein Nein DieseArbeit

tssba Ja Ja Ja

tssba 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

tsslla Ja Ja Ja

tssl2a Ja Ja Ja

tss13b Nein

tsslda Ja Ja Ja

tss14b Ja Ja Ja

tssl4c Ja Ja Ja

tss1l5a Ja Stark reduziert Ja Nein Katrin Link

tss15b Ja Ja N/U

tssl7a Ja Ja Ja

tss17f Ja Ja Ja

tss18a Ja Ja Ja
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Mutante Fertilitat MP17:GFP MP17:GFP Segregation Ziel Gen
(M2) Fluoreszenz (M3 mRNA (M3) tssPhéanotyp

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

tss2la 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 Zusammenfassung der vorwagsrichteten genetischen Analyse. Die Mutanten wurden klassi
nach folgenden Gesichtspunkten. Die Analysierbarkeit der Mutanten in M3 bedingte die Fertilitat
Individuen. Die weitere Kategorisierung umfasste die mikroskopische Analyse der &futaotvie ein
Northern BlotAnalyse. Die weitere wichtige Voraussetzung war ein uniformer 4siegtegierender Phanot

N/U = nicht untersucht.

Tabelle3 gibt einen Uberblick tiber alle getesteten Linien und das Ergebnis ihrer Analyse im
Hinblick auf folgende Kriterien:Ausbildung von Samen der M2 Kandidaten (Fertilitat),
Nachweisbarkeit des MR :GFP Fusionsproteins in den M3 Nachkommen per Mikroskopie,
Nachweisbarkeit deMP17:GFP mRNA in den M3 Nachkommen und der Analyse, ob der
Silencing Phanotyp in den M3 Nachkommen segregierte. Die folgenden Analysen avdren
die tss4e Mutante fokussiert zumal dertss4e Transgen SilencingPhanotyp in der M3

Generation reproduzierbar und in allen Nachkommen uniform war.

4.2.3 Analyse der M4 Generation vontss4e

Die M3 Nachkommen ddss4ezeigten einéSegregation in&ulRerlicherPhanotyp. Etwa ein
Viertel aller Nachkommen zeigte ein stark verkiimmertes WachsAbbildung 15, als
tss4€*) gekennzeichnet). Durch Mikroskopie kdefeobachtet werden, dass der Verlust
MP17:GFP auch in diesen verkimmerten Individuen auftrat. Somit wasstPhanotyp

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

heterozygote rezessive Mutation fur diesen wertePhanotyp verantwortlich war. Die
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ungewollte Nebenmutation itss4ekonnte durch Segregation erfolgreich entfernt werden.
Dazu wurden die M4 Nachkommen verschiedener M3 Individuen analysiert und eine Linie
isoliert, in der keine Segregation beziglichsdeakroskopischen Phanotyps auftrat. Im
Weiteren wurde digss4eMutante in Coll6 rickgekreuzt undie Zahlweitereg Mutationen

zu reduzieren Die F1 Generation der ersten Ruckkreuzung zeigte ein Spaltverhaltnis von
etwa 3:1 bei 112 getesteten F2 Individy®P17:GFP LokalisierungMP17:GFP Verlust).
Somit wurde vermutet, dass dess4ePhanotyp mit grol3er Wahrscheinlichkeltirch die
Mutation einesinzelnen Gemausgeldst wird. Es wurde ein Individuum ausgewéhlt, das dem
Col-0 Wachstum am ahnlichsten war (anhand Rosettengré3e) und fiddgeiedenAnalysen
verwendet Zudem wurde dieses Individuum nochmal<iol-16 zurtickgekreuzt. Weiterhin
wurdeerneutper Wesern Blot Analyse bestatigt, dass kein MP17:GFP Protein in den Source
Blattern deitss4eMutante der M4 Generation vorhanden wablgildung 15).

Transketolase

MP17:GFP

Abbildung 15 Phanotypische Analyse der M4 Generation wsede (A) Etwa ein Viertel allertssa.
Nachkommen zeigte ein stark verkimmertes Wachstiss#€ (3). Individuen mit diesem Phanotyp wa
zudem nicht in der Lage, Samen auszubilden, sondern verkiimmerten im Verlaufe der spateren Entwic
Western BlotAnalyse von MP17:GFP in Source Blattern . Zur Detektion wwaideAntikbrper Gemisch a
Anti-MP17 und AntiTransketolase als Ladekontrolle verwendet. Es wurden jeweils Blattscheiben ¢
Durchmessers (0,55 cm) verwendet. Es konnte wiederrum kein MP17.:GFP Protein Signal in Blaties

Mutantedetektiert werden.

4.3 Genetische Charakterisieung der tss4eMutante

Die folgenden Arbeiten bestanden in der genetischen Charakterisierutgs4ieMutante

Zunachst stand die ldentifizierung d€SS£ Gens im VordergrundDazu sollte die tss4e
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verursachende Mutation durdharkergestitzte Kartierungpkalisiert werden. Anschliel3end
sollte die TSS£ Genidentitat durch Komplementatiater tss4eMutante mit einem nicht
mutierten Wild Typ Allelund Analyseder MP17:GFP Lokalisation in unabh&ngigeddNA
Allelen des KandidateGensbestatigiverden

4.3.1 Mark er gestutzte Kartierung dertss4eMutation

Zur ldentifizierung destss4e Gens wurdewiederrum die Marker gestitzte Kartierung
verwendetDazu wurde digss4eMutante mit detransgenen Linie LerNM8s (siehe Kapitel
4.1.4 gekreuzt und die F1 Generation mittels Mikroskopie untersuchtallem zwolf
getesteten Individuen der F1 Generation korMigl7:GFP Lokalisation detektiert werden
(Abbildung 16).

LerNMS8s

F1l tssde x
LerNMS8s.

Abbildung 16 Analyse von Source Blattern der F1 Individuen der Kreuzigegemit LerNM8s. Zellwande
wurden mit einer gesattigten Propidiumiodid Lésung angefdelst.konnte kein Verlust von MP17:G

beobachtet werden. Der GroR3enstandard entspricht 20 pum.

Dies bestatigt wiederrum, dass es sich um eine rezessive Vererbung handeln muss. Im
Folgenden wurde die F2 Population analysiert. In einer Grobkartierung wurden 256
Individuenmikroskopischphénotypisiert. Es konnten 52 Kandidatdie dentss4ePhénotyp
zeigten,identifiziert werden, aus denen genomische DNA zur Grobkartierung isolierewurd

In einem ersten Lauf wurden etwa 20 publizierte SSLP Mdtketowitz et al, 2000)mit 20
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Individuen geteste{Ubersicht in Tabelle 4). Der Phanotyp segregierte mit Markern des
oberen Teils von Chromosom fiunf. Im Folgenden wurden zudem die Ubrigen Individuen
getestet und der Genomabschnitt weiter eingegr@atelle4 und 5zeigeneine Ubersicht

Uber alle getesteten Marker und die Anzahl an Rekombinatiobe@ Anzahl an
Rekombinatione ergibt sich durch die Formel:

1 x Anzahl (Heterozygote) + 2 x Anzahl (LeDie Rekombinationsfrequenz errechnet sich
wie folgt: Anzahl (Rekombinationen) / 2 x Anzahl (getesteter Individukrsgesamt konnte

der Bereich auf etwa 260 Kilobasenpaare eingegrenzt werden. Um den Bereich weiter
einzugrenzen wurde die Anzaldu untersahender F2 Individuen vergroRert, um die

Wahrscheinlichkeit weiterer Rekombinationen zu erhéhen.

Marker Position Chrom. Total Col-O0 Hez Ler Rek. RF

F21M12 3212189 1 17 4 6 7 20 0.59
Ciwl2 9621357 1 20 6 9 5 19 0.48
Ciwl 18363881 1 18 2 7 9 25 0.69
nga280 20873698 1 18 2 9 7 23 0.64
ngalll 27353212 1 15 6 6 3 12 040
Ciw2 1194606 2 19 3 13 2 17 045
ciw3 6402846 2 19 4 13 2 17 0.45
ngale8 16291841 2 14 3 8 3 14  0.50
ngalé2 4608277 3 26 8 14 4 22 042
ciwll 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
ciwb 7892624 4 16 1 11 4 19 0.59
ciw7 11524350 4 17 2 12 3 18 0.583
ngall07 18096137 4 16 4 7 5 17 0.58
CTR1 979764 5 17 12 5 0 5 0.15
CIwsg 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 de§SS4d.okus mit SSLP Markern nachukowitz et al, 2000und Markern, di
unter Verwendung der GEEON Kaollektion isoliert wurdefJanderet al, 2002) Es wurden im ersten Durchl:
etwa 20 Individuen analysiert. Mittels PCR wurden F2 Individuen, digsiglePhanotyp zeigten, getestet |
die Anzahl an Rekombinationsereignissen (REK) bestimmt. (REKumme aus heterozygoten Individ
(HEZ), in denen beide Produkte nachweisbar waren und der doppelten Menge an Individuen
spezifischem Produkt (Ler). Die Rekombinationsfrequenz errechnet sich aus dem Verhalt

Rekombinationsereignissen uddr doppelten Menge getesteter Individuen (Total).
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In dieser Feinkartierunggurden weitere 1454 Individugshanotypisiert un®28 Kandidaten,
die dentss4ePhéanotyp zeigten isolierDie DNA aller 328 Kandidaten wurde isoliert und
anschlieBend mit den filierenden Markern CA72 und54516898Sacl getestet.Diese
Marker zeigten die letzten Rekombinationsereignisseder Grobkartierungnd umspannten

somit den Bereich, der das gesuch8&S4ESen 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
CERA455010 4483511 5 380 380 0 0 0 0
J5-4516898Sacl 4516898 5 380 379 1 0 1 0.0001
CERA457250 4563910 5 380 377 3 0 3 0.0004
ngal51l 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

Tabelle 5 Feinkartierung de$SS4£ Lokus mit SSLP und CAPS Markern, die unter Verwendung der CEF
Kollektion isoliert(Janderet al, 2002)oder aus dearabidopsismappingplatform (http://amp.genomics.org.c
extrahiert wurdenMittels PCR wurden F2 Individuen, die dess4ePhanotyp zeigten, getestet und die An
an Rekombinationsereignissen (REK) bestimmt. (REK) = Summe aus heterozygoten Individuen (HEZ),
beide Produkte achweisbar waren und der doppelten Menge an Individuen mit Landstaetgspezifischer
Produkt (Ler). Die Rekombinationsfrequenz errechnet sich aus dem Verhéltnis von Rekombinationsel
und der doppelten Menge getesteter Individuen (Total). L&eteombinationsereignisse lieRen sich mit
SSLP Marker CA72 und dem CAPS MarkerdBs16898 beobachten.

Sowohl fur den oberen Marker CA72 als auch fur deweren Marker J8516898Sacl
konnten keine weiteren Rekombinationsereignisse beobachtet werdball¢ 5). Somit

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

4.3.2 Analyse potentiellerTSS4EKandidaten Gene

Im Folgenden wurde nach potentiellen Kandidaten innerhalb des kartierten Bereichs gesucht.
Hierflr wurde zum einen eine Microarréynalyse durchgefihrt und zum anderen potentielle

KandidatenGenedirekt sequenziert.
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4.3.3 Microarray -Analysezur ldentifizierung des TSS£& Gens

Der durch Kartierung eingegrenzte Bereich umfasste etwa 76 Genpotditielle TSS£&
Kandidaten waren undie im Folgenden weiter untersucht wurden. EMS Mutationen kénnen
mehrere Effekte verursachen. Durch eine Mutation in der kodierenderrg&eltnnte eine
verdnderte Aminosdure oder ein STOP Codon entstehen wodurch ein nicht funktionales
Protein translatiert wird. Durch eine Mutation in einem Intron kénnte auclisptiasg der
MRNA verandert seinBrown, 1996) Im Falle einer Mutation in whtigen Promotor
Bereichen konnte die Expression des Gens verringert sein. Im Zuge Bekterarbeit
konnte Florian Vogel die MP17:GFP Suppressormutdi*&-1 identifizieren. Es konnte
keine Mutationinnerhalb des kartierten Bereicigentifiziert werd@&. Durch Inhibitor Studien
konnte gezeigt werden, dass der Phanotyp durch DNA Methylierungen verursacht wurde.
Somit besteht auch die Madglichkeit von epigenetischen Veranderungeh EMS
Mutagenese. Eine veranderte @&qiresson konnte durch eine Microay-Analyse
identifiziert werden. Aus diesem Grund wurde das TranskriptomsddeMutante mit dem

von Col16 verglichen und nach reprimierten Genen gesucht, diaitrerten Bereich lagen.
Unter den 76 Kandidatengenen war keines signifikant herunteedgilliste aller 76 Gene

im Anhang). Drei der 76 Gene waren nicht auf dem Arabidopsis 44K Chip vorhanden.
Darunterein Pseudogen (At5g13548), ein Gen mit unbekannter Funktion (At5g13917) sowie
einePre-tRNA(At59g13845). Es ware theoretisch moglgpewesendass eines dieser drei das
gesuchteTSSE Gen ist. Es wurde aberunehmendvermutet, dass es sich bei dss4e
Mutation um einen Proteineffekt handelt. Daher wurden im Folgenden mdégliche Kandidaten

ermittelt und direkt sequenziert.

4.3.4 Sequenzierungmdglicher Kandidaten

Die 76 Gene wurden anhand der Informationen auf TAIR charakterisiert um mdgliche
Kandidaten zu identifizieren. Der Fokus lag dabei auf Genen mit Annotationen im Bereich
des DNA undRNA Metabolismus. Es wurden zunachst sechs Geneololien Annotationen
identifiziert (Tabelle 6). Von den sechs primaren Kandidaten wurden At5g13570 und
At5g13480 sequenzierEs wurde jeweilslie vollstdndigegenomisch&equenzinschliel3lich

der nichttranslatierterBereicheund putativer Promotorregion sequenziéis konnte kein
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Austausch im gesamten Bereich von At5g13480 (etwa 7 kb) identifiziert werden. Die

Sequenzierung von At5g13570 offenbagiteen Austausch vorCytosin zu Thymin (C zu T)
an Position 412 der kodierenden SequenzAtCP2(Abbildung17A).

Gen Position Funktion
AT5G13480 4326528 Ahnlich einem mRNAProzessierundaktor aus Hefe
AT5G13570 4367299 AtDCP2 Decapping von mRNA
AT5G13730 4429110 Sigma Faktor 4, reguliert plastidare Polymerase (P
AT5G13887 4479397 miRNA unbekannter Funktion
AT5G13830 4467363 RNA Methyltransferase
AT5G13960 4501447 Funktion in DNA Methylierung

Tabelle 6 Auswahl moglichetss4eKandidaten GendJnter den 76 Kandidaten Genen wurden moglitB&4£&

Kandidaten anhand der Informatianf www.arabidopsis.org (TAIR) ausgewahlt.

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

Folgenden auch aR138CMutation bezeichnet)m Weiteren konnte bestétigt werden, dass

die Mutation spezifisch fur diesssde Mutante ist und nicht bereits in Cb6 vorliegt.In der

Literatur

i st

DCP2

al Abkampormnent enRlliédtsal, bé sz br

2006) Der Abbau findet in cytosolischen Proteinkompexen, die sich in plecessing

bo d i €PB$) wiederfinden, statt. PBs sind granulafnukturen, die eine Vielzahl an

weiteren, am Abbau von mRNA beteiligten, Komponenten beherbésgdre KapiteB.3.1).

Es wird vermutet, dass die Exoribonuklease XRN4 ebenfalls in PBs lokalistestenmayer

und Green, 2000)Da Mutationen inXRN4das Silencing von Transgenen zur Folge haben,

wurde vermutet, dass die DCP2 Mutation desde Phanotyp verursacht. Die eiteren

Arbeiten bestandenim Uberprifen dieser HypotheseEin Sequenzvergleich mit

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

maoglicherweise auch essentiell fur die DCP2 Funktion Adib{ldung 17A). Die weitere

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

Restriktionsenzyms Sacll eliminiert wurde. Somit konnte die Mutation entsprechend einem

CAPS Marker durch Gelelektrophorese genotypisiert werdbbildung17B).
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A B
(A) AtDCP2 - C412T (B)
*

ANANANNNNANAAANAANA tssd *
CTTTCCCTGCGGAAAAA Iss4e — -
CTTTCCCCGCGGAAAAA

CTTTCCCCGCGGAAAAA Bay-0

CTTTCCCCGCGGAAAAA Bor-4 .
CITTCCCCOCOCARARA Br-O e Wi Ty

ur- *

CTTTCCCCGCGGAAAAA C24 lcccfoc. tssae |
ETTTEEES g AAAAA Col-0

TTT AAAAA Cvi-0

CTTTCCCCGCGGAAAAA Est-1 "’C“Sac" Verdau
CTTTCCCCGCGGAAAAA Fei-0

CTTTCCCCGCGGAAAAA Got-7 o
CTTTCCCCGCGGAAAAA Ler-1 & o P
CTTTCCCCGCGGAAAAA Lov-5 S
CTTTCCCCGCGGAAAAA Nfa-8

CTTTCCCCGCGGAAAAA Rrs-10 427 bp
CTTTCCCCGCGGAAAAA Rrs-7 284 bp
CTTTCCCCGCGGAAAAA Sha

CTTTCCCCGCGGAAAAA Tamm-2 143 bp
CTTTCCCCGCGGAAAAA Ts-1

CTTTCCCCGCGGAAAAA Tsu-1

CTTTCCCCGCGGAAAAA Van-0

Abbildung 17 Analyse der C412T Mutation ites4deMutanten.Durch EMS Mutagenese wurde ein C z
Austausch an Position 412 der kodierenden Sequenz von DCP2 eingaju§edquenzvergleich mit ande
Okotypen von Arabidopsis am Bereich dss4eMutation. B) Diese Sequenzverdnderung beseitigt einel
Restriktionsschnittstelle und konnte durch einen Sacll Restriktionsverdau visualisiert werden. Dazu v
427 bpFragment mit den Primern MT171 und MT172 amplifiziert, anschlielend Sacll verdaut und at
Agarosegel aufgetragen. Dessd4e SNP furktioniert daher auch als CAPS Marker und konnte

Genotypsierung dass4eMutation verwendet werden.

4.3.5 Bestatigungder TSS4EGenidentitéat
Um zu Uberprufenpb es sich beDCP2 um dasTSS£ Gen handelt wurden zwei Ansétze

verfolgt. Zum einen sollte déss4ePhéanotyp komplementiert und zum anderen ein weiteres

dcp2Allel untersucht werden.

4.3.5.1 Komplementation destss4ePhanotyps

Die Komplementation detss4ePhanotyps sollte durch Transfornmativon tss4emit der
genomische®CP2Wild Typ DNA-Sequenz durchgefihriterden



Ergebnisse Seite45

(A) (B)

At5g13570
A pMDC123-DCP2-Genomisch z
L) & L]
Promotor 5'UTR i 3 llTl:
w ) I I I RVJ
PCR PCR 2

-CCCTGC- Kein SacII Verdau
-CCCTGC- Kein SaclI Verdau

-CCCCGC- sacll Verdau

! }

Komplementanten Komplementanten

1 2 3 4 5 6

Abbildung 18 Komplementation vortss4e Analyse Bastaesistenter Kandidaten nach Transformation
tssd4emit Wild Typ DCP2 Die Analyse fand etwa sechs Wochen nach Aussaat und Kultivierung unter |
Bedingungen statt. (A) Makroskopische Aufnahmen aller Kandidaten im Vergleich rit, Colt16 undtss4e
Alle Kandidaten zeigten chlorotische Blatter. Der GroRenstandargpraitt 1,75 cm. (B) Konfoka
Aufnahmen aller Kandidaten im Vergleich mit @yl Col16 undtss4e Zellwande wurden mit einer gesattic
Propidiumiodid Losung angefarbt. Alle Kandidaten zeigten MP17:GFP Fluoreszenz in Source Blatt
GroRRenstandarentspricht 20 um. (C) Genetische Charakterisierung Basiatenter Kandidaten. Amplifikati
destss4eCAPS Polymorphismus in den Kandidaten mit den Primern MT171 und MT172. Es liel3en si
Spaltfragmente identifizieren, die auf &¢P2Wild Typ Allel hindeuten. In Rot dargestellt ist der Bereich
AtDCP2 der auch Teil der transformierterDNA war. (D) Bestimmung des endogentss4elokus. Un
spezifisch die endogertss4eMutation nachzuweisenwurde zunachst in einer PCR mit den Primern M1
und MT210 ein 4812 bp Bereich amplifiziert, der das Transformationskonstrukt umspannte. Dieses
endogeneAtDCP2 spezifische Fragment diente als Matrize fur die Amplifikation des CAPS Polymorpl
mit den Primern MT171 und MT172. Es lie3en sichnkeBacll spaltbaren Produkte nachweisen. tSgd

Mutation im endogenBCP2 Lokus war folglich homozygot.
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Dazu wurden die gesamte putative Promotorregion (bis 1628 stromaufwarts zum Start ATG
von AtDCP2, der gesamte Leserahméarklusive Exons und Intfs s owi e ei n ku
untranslatierter Bereich amplifizierAbildung 18C). Das gesamte Konstrukt von 4362 bp
wurde in den bindren Vektor pMDC123 kloniert undAinthumefaciengransformiert. Nach
Transformation vontss4e Mutanten konnten zehn Bastasistente Kadidaten isoliert
werden. Dabei wurden sechs Kandidaten im speziellen weiter analysitdung 18A).

Die Analyse zeigte, dass MP17:GFP in den Seutittern aller Kandidaten lokalisierte
(Abbildung 18B). Weiterhin wurden die potentiellen Transformanden genetisch
charakterisiert um zu garantieratass es sich tatsachlich um homozygssdeMutanten mit

einem zusatzlich eingebracht®xP2 Wild Typ Allel handelte. Im ersten Ansatz wurde das
Vorhandensein eind3CP2 Wild Typ Allels bestatigt, indem der CAPS Polymorphismus in
den Komplementanten getypisiert wurde Abbildung 18C). Im zweiten Ansatz wurde
sichergestellt, dass die Mutanten im endogeD@iP2 ein homozygotesss4eAllel trugen.

Dazu wurde ein Bereich, der auRRerhalb des Klonierungsfragments auf-[RA Tlag,
amplifiziert und als Matrize fur die CAPS Genotypisierung eingesetzt. Es konnte lediglich das
tss4eAllel nachgewiesen werdemipbildung 18D). Somit konnte detss4ePh&notyp durch
Transformation mitDCP2 komplementiert werden. Dies bestétigt die Hypothese, dass der

tss4ePhanotyp durch die Mutation in DCR2rursacht wurde.

4.3.5.2 Analyse unabhangigeDCP2Allele

Parallelzur Komplementation wurde ein unabhéangiglep2Allel analysiert. Dazu wurde die
T-DNA Mutante dcp21 (Salk_000519) untersucht. Es war bekannt, ddgs21 eine
Nullmutante und in homozygotem Zustand nicht Uberlebensfah(igvissakiet al, 2007) Im
Folgenden wurde eiiiest auf Allelizitatdurchgefiuihrt. Dazu wurdéie heterozygotedcp21
Mutante mit der homozygotdéas4eMutante gekreuzt und deren F1 Nkeemmen untersucht.
Aufgrund der heterozygoten parentalen Pflanze wurde eine Aufspaltung von 1:1 bezlglich der
dcp21 T-DNA in den F1 Nachkommen erwartet. Die Analyse der F1 Nachkommen umfasste
die Phanotypisierung sowie eine Genotypisierung mittels PCRy#aaDazu wurden
zunachst alle 12 Individuen auf die Anwesenheitdig21 T-DNA hin Gberprift. In sechs

der 12 Individuen liel3 sich diglcp21 T-DNA nachweisenAbbildung 19A, ein Individuum

exemplarisch dargestellfts wurde beobachtet, dass die sechs F1 Nachkommen, in denen die
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tssde/ dcp2-1/tssde/
MP17:GFP MP17:GFP

Abbildung 19 Analyse der F1 Nachkommen der Kreuzudgp2l x tssd4e (A) Genotypisierung d
Nachkommen durch Amplifikatiomon 1058 bpdes Wild Typ Allels (W) mit den Primern MT185 und MT:
sowie von etwa 750 bpder dcp21 T-DNA mit den Primern MT185 und MT117. (B, D) Makroskopis
Aufnahmen von CaeD, Col16, heterozgoterdcp21 Mutante,tss4e/MP17:GFPsowie zwei F1 Nachkomm
der Kreuzungicp21 x tss4e Der GroRenstandard entspricht 1,75 cm. (C, E): Konfokale Aufnahmen von
Blattern von Col0, Col16, heterozygoteticp21 Mutante,tss4e/MP17:GFPsowie zwei FINachkommen d
Kreuzungdcp21 x tssde Zellwdnde wurden mit einer geséttigten Propidiumiodid Lésung angefsy
GrolRenstandard entspricht 20 pm. Nur in den Nachkommerdepi®1 T-DNA (dcp21/tss4e/MP17:GF}
konnte das MP17:GFP Fusionsprotein nichtdamtitet werden. Zudem waren diese kleinetssée/MP17:GF

und Cot16 und bildeten verstarkt Anthocyane aus.
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dcp21 T-DNA nachgewiesen wurde, verkiimmert wuchsen und zudem sehr stark Anthocyane
akkumulierten (Abbildung 19D). Die mikroskopische Analysetee dass diese Individuen
dentss4ePhanotyp ausbildeten (Abbildung 19E). Aufgrund der Rickkreuzungen #i6Col
sowie LerNM8S war bekannt, dass tBs4eMutation rezessiv vererbt wird. Daher kann eine
heterozygotetss4e Mutante allein dentss4e Phanotyp nicht ausbilden. Zumal die F1
Individuen heterozygot beztiglich disss4eMutation waren, konnte didcp21 T-DNA kein
funktionales Allel beisteuern. Didcp21 T-DNA konnte folglich dentss4ePhanotyp nicht
komplementieren. Somit war es hdchsthvezheinlich, das®CP2 dasTSS£ Gen ist. Im
Folgenden wurde die nachste Generation nochmals genotypisch und phénotypisch untersucht.
Es konnte wiederrum eine direkte Korrelation zwisctssdePhanotyp, Zwergen Wuchs und
dem Genotyplcp21/tss4destgestllt werden Weiterhin wurde tberprift, ob es in décp2
1/tss4eMutanten auch zum Abbau deiP17:GFPMRNA kommt.

\ !

[ 9 Q

\ E R\
»o 0(? \ ) ,“0

0

© 9 A MAT
) & fg’ﬂ S S

- MP17:GFP
mRNA

18S rRNA

MP17:GFP
siRNAs

5S rRNA

Abbildung 20 Silencing in den Nachkommen der Kreuzuap21 x tss4e(A) Northern BlotAnalyse von Ce
0, Coll6, tss4e/MPL1l7:GFP DCP2/tss4e/MP17:GFP und dcp21/tss4e/MP17:GFP In den dcp2
1/tss4e/MP17:GFMachkommen konnte didP17:GFPmMRNA nicht nachgewiesen werden. Es wurden je
10 pg RNA geladen. (B) Nachweis kleiner RNAs in dimp21/tss4e/MP17.GFRMNachkommen. Es wurd
jeweils 30 ug RNA geladen.

Dies konnte bestatigt werden, wohingegen dies nicht in einer F1 Mutantedopé T-
DNA zu beobachten warApbildung 20A). Die leicht reduzierteiP17:GFP mRNA Menge
in den heterozygotemss4e Mutanten ist vermutlich durch das heterozygd®17:GFP
Transgen zu erklarerAbbildung 20A). Weiterhin konnten in detss4eund auch denicp2
1/tss4eMutantenMP17:GFP siRNAs nachgewiesen werdeAbpildung 20B). Diese waren

in letzterem Fall ebenfalls reduziert, was auch durch das heterozygote Transgen bedingt
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gewesen sein konnt@ljbildung 20B). Auf die Akkumulation von siRNAs wird in Kapitel
4.4.1.2detalllierteingegangen

4.4 Phanotypische Analyse detss4eMutante

Parallel zur genetischen Charakterisierung wurdegstiéeMutante phanotypisch analysiert.

Die Analysen umfassten den Abbau transgener mRNAss#eHintergrund im Hinblick auf

den zugrunde liegenden Wirkmeckanus. Darlber hinaus sollten mogliche Ursachen des
Abbaus transgener mRNAs iss4euntersucht werden. Weitere Untersuchungen zur R138C
Mutation auf Proteinebene sollten ergrinden, in welchem Maf3e dadurch die Funktionalitat
des DCP2 Proteins beeintrachitggin konnte. Ebenso wurde dss4eMutante im Hinblick

auf physiologische Auffalligkeiten und deren mdgliche Ursachen untersucht.

4.4.1 Analyse des Abbaus von Transgenein der tss4eMutante

Die genetische Charakterisierung des4eMutante offenbarte, dadDCP2 dasTSSE Gen

ist. Diverse Anséatze konnten bestatigen, dass es durch eine Mutation in XRN4 zu einer
Akkumulation ungecappter mRNA und folglich zu verstarktem PTGS von Transgenen kommt
(Gazzaniet al, 2004) Sollte die Funktion von DCP2 beeintrachtigt séidnntein dertssde
Mutante der gegenteilige Fall eintreten und die Menge ungecappter mRNA abnehmen. Es ist
bekannt , dass die 56 CAP Struktur essenti e
Exoribonukleaen ist. Im Falle detss4e Mutante sollte demnach mehr stabile mRNA
vorhanden seinDennoch wirddie MP17:GFP mRNA in dertss4eMutante stark abgebaut

wird, was durch dieNorthern Blot und sRNA BlotAnalysen vontss4ebestétigt werden
konnte.Im Folgendersollte daher die Ursache und der Mechanismus des mRNA Abbaus in
der tss4eMutante untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollte Gberpruft werden, ob
der Abbau vorMP17:GFPdurch PTGS verursacht wird. Unter diesen Aspekten sollte auch
Uberpruft werdenpb der Abbau ein auf andere Transgébertragbare®hanomen istoder

ob dies eirMP17:GFPspezifischer Effekt ist. Um diese Frage zu adressieren wurdssdie
Mutante nit einer transgenen Arabidopdimie gekreuzt, die ein CaMV35S:&B Konstrukt

stabl exprimiert(Brosnaret al, 2007)
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4.4.1.1 Analyse weitererTransgenein tss4eMutanten

Zur klaren Unterscheidung wird im Folgenden die Bezeichnissgeum das jeweilige
Transgen erweitertZur Analyse weiterer Transgene wurde dgs4e Mutante in einen
weiteren transgenen Hintergrund gekreuzt,ef@FPund daBASTARESISTENZGEN (BAR
Gen) unter CaMV35S Kontrolle exprimieBeide Transgene waren Teil detDNA, welche
auf dem pUQC214 Plasmiabdiert sind Somit sind beide Transgene aglben genomischen
Ort integriert Die Analyse von xrn4 Mutanten offenbarte dass das PTGSnur bei
homozygotem Transgen ausgeltst w{azzaniet al, 2004) Um deneGFP Genotyp
weiterhin bestimmen zu kénnen wurde die genomische Lokalisatioa@leB Transgens in
der transgenen Linieestimmt. Dazu wurde mittels TAIBCR ein flankierender genomischer
Bereich amplifiziert Abbildung 21).

TAIL 3

1 2 3 45 6 7 8 9

1000 bp
500 bp

Abbildung 21 TAIL-PCR zur Bestimmung der genomischen Positioned&SP Transgens. Im Vorfeld wuri
die left borderder T-DNA durch Sequenzierung des pUQC214 (CaMV35S:eGFP) Plasmids ermittelt und
drei versetzte Oligosequenzengaleitet. Der dritte Lauf der TAHPCR wurde auf einem Agarose
aufgetragen. Mit Stern gekennzeichnete Banden wurden sequenziert. In drei der sechs Fragmel
genomische Arabidopsis Sequenz im Bereich zwischen At1g01580 und At1g01590 deteldient werwurde
die dreiT-DNA Primer MT156, MT157 und MT158 undeaineun degenerierte Primern ADAD9 verwendet.

Dieser lag im intergenomischen Bereich zwischen At1g01580 und Atlg01590. Anhand dieser
Information wurde fir alle weiteren Analysédigonukleotideabgeleitet mit denen delGFP
Genotyp bestimmt wurde. Die Analyse der F2 Generation der Kreuzungssdsund
DCP2eGFP zeigte, dass beide TransgeM®X7:GFP und eGFP segregierten. Unter den

112 getesteten zeigten funf Mutanten einend&tdereGFP Fluoreszenz in Source Blattern.
Damit war es sehr wahrscheinlich, dass ein homozygotes Transgen die Voraussetzung fur die
Entwicklung destss4ePhanotyps ist. Sofern dies nicht der Fall wére, sollten in e8va 2
Individuen den Phéanotyp auskeld Die Beobachtung, dass d&8*17:GFP Transgenn der

dcp2l/tss4e Mutante auch in heterozygotem Zustand abgebaut wurde, lasst sich
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maoglicherweise durch allapezifische Effekte erklarenUm beim Verlust der eGFP
Fluoreszenz ein Artefakt auszuschlieBenrde bestatigt, dass der Verlust auch in der
nachsten 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 eGFRFluoreszenzn einem zeitlichen Verlauf eintrat. Dabei variierten Zeitpunkt
und Ursprung Abbildung 22A). Zudem war der Effekt nicht wie bei MP17:GFP auf voll
entwickelte Source Blatter beschrankibpildung 22A, B), sondern erstreckte sich auch auf
Kotyledonen. Im Weiteren wurde tberprift, ob @R Gen vom Abbau betroffen war. Es
konnte beobachtet werden, ddss4e/eGFPMutanten keinen BASTAersitiven Phanotyp
entwickelten Abbildung 22E) und zudem dig8AR mMRNA nicht komplett abgebaut wurde
(Abbildung 22F). Zudem lie3en sich keif@AR siRNAs nachweisenApbildung 22G). Um
genauer zu unteuchen, inwieweit die verschiedenen Transgenetssde Hintergrund
abgebaut werden, wurde der zeitliche Verlauf des Ablarsgener mRNAsnalysiert.

Dazu wurden Proben jeweils zwei, drei, vier sowie finf Wochen nach Aussaat genommen
und per NortherBlot Analyse die mMRNA Akkumulation der jeweiligen Transgene untersucht
(Abbildung 22C, D). Es zeigte sich, dass die Akkumulation d&FP mRNA bereitsnach

zwei Wochen deutlich reduziert warAltbildung 22C), wohingegen die Menge der
MP17:GFP mRNA zu diesem Zeitpunkt noch nicht reduziert whbi{dung22D).
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A
Alter in (A) (©) Q
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7 2 3 4 5 Alter in Wochen
eGFP mRNA
10
%y (D)
17 59
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MP17:GFP in Kotyledonen

tssde/
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18S rRNA
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Abbildung 22 Analyse des Transgen Abbaus iss4eHintergrund. (A) Die Fluoreszenz von eGFP nahi

einem zeitlichen Verlauf stark ab und umfasste dabei alle oberirdischen G&eeligrd3enstandard entspri
5 mm (B) Der Abbau von MP17:GFP konnte nicht in Kotyledonen beobachtet werden. Der Grof3ed
entspricht 20 um. (C) Der Zeitliche Verlauf des mRNA Abbaus e@FP und BAR im tss4eHintergrunc
verglichen mit der Expression in der transgenen Kontrolle wurde nitteihiern BlotAnalyse untersuchtl8¢
rRNAwurde als Ladekontrolle verwendet. (DeiDZeitliche Verlauf des MP17:GFP Abbad8SrRNA wurde
als Ladekontrolle verwende{C,D) Es wurden jeweils 10 pg RNA aufgetragen. (E) Dés4e Mutanter
entwickeln keinen BAST/Asensitiven Phanotyp. (F) DIBAR mRNA wird nicht komplett abgebaut. (G)
konnten keineBAR siRNAs detektiert werderbSrRNA wurde als Ladekontrolle verwend€E,G) Es wurde|

jeweils 20 pg RNA aufgetragen.
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Die Menge arMP17:GFPmMRNA war erst ab drei Wochen reduziert. Die Akkumulation der
BARmMRNA war in den ersten vier Wocheelativ konstant und nahm lediglich ab der flinften
Woche etwas abApbildung 22C). Folglich konnte beobachtet werden, dass der Abbau der
jeweiligen Traasgene sehr unterschiedlich ablalEs war bekannt, dass der Abbau von
Transgenen durch diexpressionsstarke bedingt sé@nn. Im Folgenden wurde die relative
Expression der Transgene in den jeweiligen transgenen Linien sowgs4eHintergrund

durchgPCRAnNalysebestimmt

80
70
60
50

40 M Uberexprimiert
30 B tssde Hintergrund

20
12 i -_

eGFP BAR MP17:GFP

Relative Expression

Abbildung 23 gPCRAnNalyse zur Bestimmung der relativen Expression der Transg@f®, MP17:GFPunc
BARIn transgenen Linien (grin) und itss4eHintergrund (rot) Ataktin2wurde als Ladekontrolle verwendet.
wurden jeweils drei biologische Replikate verwendet. Der Fehlerbalken entspricht der Standardabweic
Amplifikation von 142 bp voreGFPwurde mit den Primern MT50 und MT51, die vb#45 bp vorMP17:GFF
mit den Pimern MT193 und MT194, die vo247 bp vorBARmIt den Primern MT220 und MT221 und die"
150 bp vorAtactin2mit den Primern MT123 und MT124 durchgefihrt.

Insgesamt zeigteeGFP deutlich die starkste un@AR die geringste Expressionsstarke
Abbildung 23). Somit kénnte die Expressionsstarke durchaus eine Rolle beim Ausmald des

Abbaus transgenenRNAsIn tss4espielen.

4.4.1.2 Kleine RNASs in tss4eMutanten

Da bekannt war, dass der Abbau voansgenen mRNAs irxrn4 Mutanten auf der
Akkumulation kleiner RNAs beruhtwurde untersucht, ob es in d&s4e Mutante zur
Akkumulation kleiner RNAs kommt. Dabei wurde sowohl die MutanteM17:GFP als

auch imeGFPtransgenen Hintergrund untersucht. Es konnte beobachtet werdermeit#ss

MRNAs in tssde nicht akkumulierten und korrespondierender siRNAs akkumulierten
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(Abbildung 20A, B und Abbildung 22C, D). Um zu Uberprifen, ob die Anwesenheit der
siRNAs mit dem Vdust dereGFPFluoreszenz gekoppelt war wurde tie4éeGFPMutante

mit demturnip mosaicvirus (TuMV) infiziert. Es war bekannt, da3aMV das Silencing von
Transgenen mit Hilfe seines Suppressor Proteins HcPro tberkommen kann indem es die
Akkumulation ar siRNAs unterdrtickt (Mallorgt al, 2001). Etwa ein bis zwei Wochen nach
Infektion konnten erste Infektionssymptome beobachtet werden. Durch vergleichende
Fluoreszenzaufnahmen lie3 sich bestatigen, dass die besonders deutlich infizierten
Blattbereiche &FP Fluoreszenz zeigteAlibildung 24A). Ebenso konnte gezeigt werden,
dass in diesen Blattern die mRNA vesFP akkumulierte und die Menge kleiner RNAs
abnahm Abbildung 24B-E). Somit konnte bestétigt werden, dass der Verlust edeFP
Fluoreszenauf dieAkkumulation kleiner RNAzuriickzufuhrerwar.

Abbildung 24 Infektion mit TuMV supprimiert de
Silencing voneGFPin dentss4e/eGFMMutanten. (A
Mikroskopische Aufnahmen wurden etwa dreiein

Wochen nach der Infektion gemacht. Pflanzen wt

zuvor vier Wochen unter Kurztag Bedingun

kultiviert. Infizierte Bereiche detss4éeGFP Mutante
eGFP siRNAs )
' zeigen deutliche Fluoreszenzzunahme.

GroRenstandard entspricht 3mm. (B) sRNA
Analyse zur Detektion voreGFP siRNAs. (C) 5¢
eGFP mRNA 'RNAwurde als Ladekontrolle hybridisiert. Es wur

5S rRNA

(D)

jeweils 20ug RNA geladen. (D)Northern Blo

Analyse zur Quantifizierung deeGFP mRNA. (E
18S rRNA wurde als Ladekontrolle hybridisiert.

wurden jeweils 5 pg RNA geladen.

18S rRNA

(E)

4.4.1.3 PTGS intss4eMutanten

Nachdemder tss4ePhanotyp mit der Akkumulation kleiner RNAs gekoppelt waurde
vermutet, dass PTGS der zugrunde liegende Mechanismus ist, der zum Abbau der transgenen
MRNAs und dem Verlust der Fluoreszenz in tdsdeMutante fihrt. Um diese Hypothese zu
bekraftigen wurde untersucht, ob des4ePhé&notyp abhéngig von RDRG6.i&s war bekannt,

dass das Auslésen und die Verbreitung von PTGS in einem RDR6 abhangigen Prozess
stattfinden, was bereits fur d&lencing in xrn4 Mutanten gezeigt wurdéHimber et al,

2003; Gazzanet al, 2004) Dazu wurde di¢gss4e/MP17:GFRBowie dietss4e/eGFMMutante
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mit dem sgs21 Allel (Mourrain et al, 2000)von RDR6 gekreuzt und die F2 Generation
charakterisiert. Dazu wurdefir beide Linien $gs21/tss4e/MP17:GFP und sgs21/tssde
/eGFP 96 Individuen analysiert. Im Falle degs21/tss4e/eGFP konnten bereits im frihen
Stadum Individuen die kein eGFP Transgen trugenentfernt werden, um die Anzahl
analysierbarer Individuen zu erhéhen. Zur Analyse musste s@@¥®, tssdeals auchsgs2

1 homozygot vorliegen. Im Falle desgs21/tss4éMP17:GFP segregierenden Population
konnte ein F2 Individuum identifiziert werden, das in den drei Gen Loci homozygotrnwar.
diesem konnte die MP17:GFP Fluoreszenz wie in-Xeodetektiert werdenim Falle der
sgs21/tss4éeGFP segregierenden Population konniesgesamt funf Individuen, in denen
alle drei Gen Loci homozygot waren, identifiziert werdere Fluoreszenxon eGFPkonnte
zu jedemZeitpunkt der Entwicklungn denfinf Kandidatenbeobachtet werdeAbbildung
25A). Dies war konsistent mit der Akkumulation der mRNA und dem Verlust der siRNAs im
Falle dersgs2l/tss4e/eGFMutanten Abbildung25B-E).

909\ Abbildung 25 Die sgs21 Mutation supprimiert de

¢ &£ ¢
© © \ZQ? Silencing von eGFP in tss4e/eGFPMutanten (A

) ) A
N e
» 2 x o @ Mikroskopische Aufnahmen etwa 5 Wochen a

& & P
(A) -Ea- unter Kurztag Bedingungen kultivierter Pflanzen.
A = GroRenstandard entspricht 3 mm (B) sRNA

(B) . eGFP siRNAs Analyse zur Detektion voreGFP siRNAs. (C) 5

rRNA wurde als Ladekontrolle hybridisiert. Es wuri
5S rRNA jeweils 20 uyg RNA geladen. (D)Northern Blo
Analyse zur Quantifizierung deeGFP mRNA. (E)
18S rRNAwurde als Ladekontrolle hybridisiert.

(©)

Y ey
b

- _ e |

(D) L eGFP mRNA

wurden jeweils fug RNA geladen.

(E)] = 18SRNA

Folglich war bestatigt, dass dss4ePhanotyp eine Folge von PTGS ist unel Bunktion von
RDR6 bedingt. Es war bekannt, dass RDR6 sogenannte aberrante mRNA ercrals
Matrize zur Synthese doppelstrangiger RNA nutzen Kdourrainet al, 2000) Somit ware

es moglich, dass es in dss4eMutante zur Akkumulation aberranter mRNA kommit.
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4.4.2 Hinweis fur aberrante mRNA in tss4eMutanten

Im Folgenden wurde untersucht, ob der mRNA Metabolismus itsdéeMutante gestort ist
und ob es mdglicherweise zur Akkumulation aberranter mMRNA komn#u Daurde der
MRNA Abbau und verschiedene Stoffwechsel Intermediatesdeuntersucht.

4.4.2.1 Analyse dess 6 zmRNZAAbbaus intss4eMutanten

In der Literatur ist beschriebedass eine Nullmutation DCP2neben PosEmbryo Letalitat
zu einem reduziertemRNA Abbau fuhrt(Goereset al, 2007) Daher wurde untersucht, ob
der mRNA Abbau auch itss4dev er @2 nder t i st. I m Fol genden

durch eine Inhibitor Studie ermittelt.

[Jcol-16
[ tss4e/MP17:GFP

c c

~ e MP17:GFP i 140 |

Cooo 140 S oo BME3

.Q-S.u Q'SH

7] 7]

@=€ 150 @=¢ 100

0o [V

552 552

UEN 0%”

EE E 20 .-_qg 20 |

[7] [7]

(4 3 5 . (4 . . .
0 min 60 min 240 min 0 min 30 min 60 min

Abbildung 26 Vergleichende Messung der mRNA Halbwertszeit in-O®lundtss4éMP17:GFP. Keimlinge
wurden mit 1 mM Cordycepi n beh &MRIA:6&FPund BMES durth g Cl
Analyse ermittelt. Zeitpunkt 0 wurde dabei als 100 % Expression gesetzt enjdwdiiligen Werte spate
Zeitpunkte in Prozent zum Ausgangswert (Zeitpunkt 0) berechnet. Es wurden jeweils drei Replikate vt
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Die Amplifikadiorl39 bp des 6 Ber e
MP17:GFP wurde mitden Primern MT215 und FV98 und die van3 2 bp des 5BME®BnaEt
MT216 und MT217 durchgefiihrAls Referenz wurden 150 bp vaXTAKTIN2mit den Primern MT123 ur
MT124 amplifiziert.

Dazu wurde der Transkriptionsinhibitor-CBeoxyadéodsn (Cordyepin) verwendet. Als
Adenosin Analogon wird Cordycepin bei der Transkription in die mRNA eingebaut, was
aufgrund der fehlenden Hydrox@ruppe zum Abbruch der Elongation fuhrt. Als

Konsequenz lauft lediglich die mRNA Degradation ab, was zeitlich verfoldtgemessen
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werden kann. Im Folgenden wurde der Abbau wWiw17:GFP sowie desBLUE
MICROPYLAREND 3 (BMEJ) Gens analysiert. Vorhergegangene Analysen zeigten, dass das
BME3 Transkript sehr instabil isfGoereset al, 2007) weshalb dessen Analyse auch als
Kontrolle fur das Experiment diente. Fiur die Analyse wurde die zeitliche Abnahme beider
Transkripte Uber einen Zeitraum von vier Stunden mittels gRE@Rolgt Es konnte
beobachtet werdenlass der Abbau déP17:GFP mMRNA deutlich langsamer ablief als der
BME3 Abbau @bbildung 26). Die Halbwertszeit deBME3 mRNA war vergleichbar mit
Ergebnissen der Literatur, was béigfi#, dass die Analyse technisch funktioniert hat. Es
konnte kein signifikanter Unterschied im Abbau beider mRNAs zwischerl®&alnd
tss4e/MP17.GFRestgestellt werdenAbbildung26). Somitistde5 6 zu 36 mMRNA Ab|
dertss4eMutantevermutlichnicht verandert. Moglicherweise ist die DCP2 Funktiotss#e

nicht stark genug l@ntrachtigt um die mMRNA Abbaate merklich zu veréandern.

4.4.2.2 Analyse vonDecapping Stoffwechsel Intermediaten

Es komte keine verdnderte mRNA Abbate in deitss4eMutante nachgewiesen werden. Es

ware jedoch mdoglich, dass der Effekt der Mutation in DCP2 dennoch einen Einfluss auf die
Akkumulation verschiedener Intermediate der mMRNA Decapping Reaktion hat. Analysen der
dcp21 Nullmutante haben auch ergeben, dass geamRNA akkumulier{(Goereset al,

2007) Weiterhin konnte flixrn4 Mutanten gezeigt werden, dass die Menge ungecappter
MRNA starkzunahm(Gazzaniet al, 2004) Im Folgenden sollte die Menge gecappter und
ungecappteMP17:GFP mRNA in dertss4eMutante ermittelt und mit Coll6 verglichen
werden.Die Messung wurde mittels deon Blewettverdffentlichten Methode durchgefiihrt

(Blewett et al, 2011) Diese sogenannteguantitative splinted ligation RT-PCR (gSL-RT-

PCR) wurde fir Hefe etabliert und im Folgenden eine Methode fir Arabidapgeeitet

Das Prinzip der Method@bbildung28A) basiertaufd r Ver | 2 ngerung des 5
der mRNA mittels eines artifiziellen RNA Molekuls, dem sogenannten RNA Anker und dem
anschlieBenden Nachweis der verlangerten mRNA durch quantitative PCR. Der RNA Anker

wird durch konzertiertegnnealing (Anlagern) eines DNA splint (DNA Briicke an das 5.
Ende der mRNA und an den RNA Anker angefuigt. Im FolgendemienRNA Anker und

MRNA durch Ligase Beh an-Gruppermgiteinatder verkdipfe Diec 6 Hy
Ligation des RNA Ankers kann nur mit ungecappter mRNA erfolgen. Zumalini#de
annealingauch mit gecappter mRNA funktioniert, muss d#XA splint wieder entfernt

werden, um falsch positive Amplifikation auszuschliel3en. Voraussetzung fir die Ligation ist
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ein vollstandiges und fehlerfreiesnealingan das 506 Ende der mRNA.
Sequenz deb @icht-translatierten Region (NR) zu ermitteln wudee i n ®RACE #CR der
MP17:GFP mRNA aus Coll16 durchgefuihrt. Amplifizierte Fragmente wurden sequenziert
und die Sequenz anschlie@end mit der pBB&MP17:GFP Sequenz verglichen. Ein
Sequenzvergleich von zehn Klonen zeigte den praferenziellen Trarmhsgirt der
MP17:GFPmMRNA (Abbildung27).

RNA Anker G I G ARATSRAENT! G 18]G TN G B G G [ G A G
DNA splint (*) 3 G AW G ATAIENAIENT G [ G T G I8 G G BN G A G A G G G INASIEIEIG G G G ANTISIEIATT G AN G TEAR 5
pPBIN-35S-MP17:GFP -- - ----------rmmmmmme i G G GIAEIEEG G G G EIESIEAN G AN G e

JAVAIG A G TG GINATIEAARG @A G AGTABIGEGGG - - - - HGGGINAEEEG G G G ETIEEAT G AR G T
ARG EAGTG GTATIEAANEG EBAGCACTABGCEGGGG - - - GGG IAEEEG GG G ATEEAT G AART G T
TABGEGGGG - - - AiGG GIAREEG G G G ATIENAT G ARAT G TEHAA
TABGEIGGGG - - - GG GIABEEG G G GATEENAT G ANAT G TEAN

TAUAIG [GIA G TG AT IIAATE G -GIGGGGG-GGG_GGGG_G_G_
RACE Klone: 1-10 JAVALG [BVAIG TG GITIAITIGIAAIEIG MABIGEGGGG - - -

AAGGA G TG GTATOAALG MABGEGGGG - - -

AAGEAGTGGTATOAAEG TABGEGGGG -

ARG [G9A G TG G TATTISIATATE G (B NG A GG G GG - - -

UG [B9A G T G G TATTISIATATE G [BIAIG [AIG ARG BIG G G G
SMART II Oligo TG B G TG G IIATIEIATATE G (8 G [ G AT

SMART 5' NTR MP17:GFP

Transkriptions

Verlangerung Start

Sequenz Start

Abbildung 27 Bestimmung de5 6 rAranslatierterRegionder MP17:GFP mRNA mittels RACE PCRunc
Design eines DN/Asplint zum Anlagern des RNA Ankers Di e Ampl i fi kat i MRL7:GFE
MRNA aus Coll6 wurde unter Verwendung des SMART Il RACE PCRsK(iClontech) durchgefihrt. #
NestedGenegpecific Primer (NGSP)wurde MT204 verwendet. Das amplifizierte Fragment wurde in pGE
Easy kloniert und mehrere Klone sequenziert. Ein Sequenzvergleich mit dem Plasmi858&WP17:GFP un
dem SMART Il Oligo zeigte, dass acht von zehn Klonen mit der gleichen Sequenz begaaseauf de
praferenziellen Transkriptionsstart hindeutet. NTRisht translatierteRegion. Die Sequenz des sogenan
DNA splintswurde anhand der vollstandigen Sequenz des praferenziellen TranskriptionssMR 1deGFF

MRNA und des RNA Ankers in revers komplementarer Orientierung abgeleitet.

Il m Fol genden wurMPE/ :GREPSégaenzdein dMBAsplinb abgeleitet der
reverskomplementarzum, um den RNA Anker erweiterte® 6 Ber eMP&7hGFRd e r
MRNA ist (Abbildung 27). In Vorversuchen wurde zunachst Uberprift, ob die Reaktion
funktionierte und wie spezifisch das Ergebnis fir ungecappte mRNA war. Dazu wurde die
mRNA nach dem annealing in getrennten Ansdtzen mit und ohne Ligasezugabe
weiterbehandelt. Zur Berechnung der relativen Menge ungecappter mRNA wurde folgende
Formel verwendet; (20t Wert (Gesia@dt MREITMPEEGER)) \\jie in Abbildung 28A

dargestellt wurde ein Teil der MP17.GFP Sequenz amplifiziert (Gesamt MP17:GFP) sowie
der um den RNA Anker erweiterte Bereich ink
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MP17:GFP)Die relatven Mengen ungecappter mRNA lagen in der GréRenordnung von 10
(Abbildung 28C). Proben in deen keine Ligase verwendet wurde erreichten maximal Werte

in der GréRenordnung von #0Somit war der Hintergrund unspezifischer Amplifikation mit

etwa 0,1 Prozent vergleichsweise gering und konnte vernachlassigt werden. Weiterhin wurden
WassesKontrollen und Kontrollen ohne Zugabe der reversen Transkriptaseci&iA
Synthese gemessen. In beiden Fallen konnte kein Amplifikat detektiert werden, weshalb kein
unspezifischer Hintergrund bei der Messung auftiaine weitere Kontrolle war die
Behandlung der RNA mit dem Enzym Terndei nator
abbaut. Behandlungni t Ter mi nator f ¢¢hrte ebenfalls zu
(Eine schematische Ubersicht aller durchgefiihrten KontrollerAbbildung 28A). Im
Folgenden wurden die Menge gecappter und ungecappter mRNA in Keimlingen der
Genotypen Coll6, tss4e/MP17:GFRbestimmt. Bei der Messung ungecappter mRNA wurde
zudem diexrn4 Mutante12-1-1 (Vogel et al, 2011)untersucht. Ahnliche Messungen haben
ergeben, dass die Menge ungecappter mRNRmd Mutanten deutlich erhéht ist. Um die
Menge gecappter mRNA zu analysieren wurde mRNA vor denealingmit dem Enzym
TOBACCO ACID PYROPHOSPHATASE (TAP) behandelt, das d&ro CAP der MR N
spezifisch entfernt. Messungen nach TAP Behandlung ergaben Werte in der Gré3enordnung
von 10'. Es konnte kein Unterschied an gecappter mRNA zwisdhsfe und Cotl16
detektiert werden Abbildung 28B). Die Analyse ungecappter mRNA zeigte eine
zwanzigfache Akkumulation ungecappter mRNA in dé&rl-1 Mutante Abbildung 28C).

Somit konnte das publizierte ErgebiiGazzaniet al, 2004)nochmals bestatigt und zudem

die Fehlerlosigkeit der Methode garantiert werden. Der Vergleichtsssfe/MP17:GFRmit

Col-16 zegte, dass die Menge ungecappter mRNAtss4e/MP17:GFPum die Halfte
reduziert war Abbildung 28C). Um auszuschlie3en, dass es in den zwei Wochen alten
Keimlingen durch PTGS bereits zum Abbau t&P17:GFP mRNA gekommen war wurde

die relative Expression in den drei Genotypen uberprift und festgestellt, dass dies nicht der
Fall war @Abbildung 28D). Zudem konnte dies in einem unabhangigen Experiment durch
Northern Blot Analyse bestétigt werdefibpildung 22D). Folglich besteht die Moéglichkeit,

dass daglecappingvon mRNAs intssd4enur leicht beeintrachtigt isDies flhrt zu einer
reduzierten Menge an ungecappter mRNA, wirkt sich allerdings niclklioie auf den

Gesamtpool gecappter mRNA und die mRNA Abbaugeschwindigkeit aus.



Ergebnisse Seite60

(A) Prinzip der Splinted Ligation qRT-PCR
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Abbildung 28 Messung vondecapping Intermediaten durch qSRT-PCR in tss4éMP17:GFP. Fur di
Analysen wurden zwei Wochen alte Keimlinge verwen@j. Prinzip dergSL-RT-PCR nachBlewett et al,
2011 (1) Voraussetzung ist dakecappingeiner mRNA. (2) Konzertierteannealingvon RNA Anker, DN/
splintund mMRNA. (3) Ligation des RNA Ankers an da
(4) cDNA Synthese und gRT PCR zur Bestimmung der relativen Menge ungecappter mRNA. (I in rot) |
der Menge ungecappter mRNA durch gPCR mit den Primern MT206 und MT215 zur Amplifikation eil
bp Fragments. (II) Messung der Gesani17:GFPmMRNA durch gR mit den Primern MT215 und FV98 .
Amplifikation eines 148 bp Fragments (rechts) Kontrollen, die durchgefihrt wurden um die Verlasslict
Methode zu gewdhrleisten. TAP FOBACCO ACID PYROPHOSPHATASERT/cDNA = Aussparen d
reversen Transkriptaseler DNA Matrize. (B)Die Messung gecappter mRNA erfolgte durch TAP Behan
der RNA Proben vor gSRT-PCR. Es wurdervier biologische Replikate verwendetC)( Die Mengt
ungecappter MRNA in Cdl6, tss4eund 12-1-1 wurde durch qSIRT-PCR bestimmt. Es wdenzwischenvier
und acht biologische Replikate verwendet. Statistische Signifikanz wurde mnuttesseitigemtTest untel
Annahme ungleicher Variartzerechnet und als Stern bekp,05 markiert. D) Zum Ausschlusdrihzeitiger
PTGSvon MP17:GFP wurde die relative Expression voiP17:GFPin Col-16, tss4e/MP17:GFRund 12-1-1
bestimmt. Es wurden vier biologische Replikate verwendethlerbalken reprasentierefeweils die

Standardabweichung.
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4.5 Analyse des DCP2 Proteins

Die in vivo Messung unge@pter mRNA liel3 vermuten, dass die DCP2 Funktion intskefe
Mutante beeintichtigt ist. Im Folgenden wurden mdgliche Auswirkungen B&i38C
Mutation auf die Funktionalitities DCP2 Proteins analysielis wurde zunachst Uberprft,

ob die Lokalisation deR138C Mutante verandert istudem wurde getestet ob sich die
Mutation auf die Interaktion von DCP2 miwveiteren Komponenten des Decapping
Komplexesnegativ auswirken konntéit Hilfe einer Modellierung des ATDCP2 Proteins
sollte die ungefahre Lokalisah der R138C Mutation in der Proteinstruktur von DCP2
bestimmt werden um somit einen mdglichen Einblick auf die Auswirkung der Mutation zu

bekommen.

4.5.1 Lokalisierung des DCP2 Proteins

Um zu uUberprifen, ob die Lokalisation des DCP2 Proteins durch die RIA&ation
beeintrachtigt ist wurdelie kodierende Sequenz dB<CP2 Wild Typ und die dertss4e
Variante (enthalt die R138®utation) in den Vektor pK7FWG2 kloniert und somit C
terminal mit GFP fusioniertAbbildung29A). Zur Lokalisierung wurden Blattunterseiten von

N. benthamianalurch A. thumefaciensnit den Plasmiden infiltriert und die beiden DCP2
Varianten transient exprimiert. Etwa 48 Stunden nadtirition wurde die Lokalisation der
Fusionsproteine mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Beide Konstrukte lokalisierten in
granuléren Strukturen, die als PBs vermutet wurddabi{dung 29B). Somit hatte die R138C
Mutation vermutlich keinen Einfluss auf die Lokalisation des AtDCP2 Proteins im transienten

System.
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A

pK7FWG2-DCP2

DCP2-GFP DCP2(R138C)-GFP Kontrolle

Abbildung 29 Lokalisierung von DCP2. (A) Die kodierende Sequenz B@P2wurde aus Wild Typ untss4:
(enthdlt R138C Mutation) Mutanten mit den Primern MT179 und MT180 amplifiziert und in gddewa’
Vektor pK7FWG2 kloniert. In diesem wurden beid€P2 Varianten Gterminal mit GFP fusioniert. Mittelg\.
thumefaciensvurden die beiden Plasmide transienNinbenthamiananfiltriert. Beide DCP2 Varianten konnt
48 h nach Infiltration mittels konfokaler Mikroskopie in granuléren cytosolischen Strukturen lokalisierty

Der GroRRenstandard entspricht 10 pum.

4 5.2 Interaktionsstudien von DCP2

Zur Analyse der DCP2 Interaktion wurde das Hefdybrid System verwendetDie
kodierende Sequenzile DCP2 Varianten(Wild Typ und R138C Mutantgwurdein den
gateway Kodervektor pGBT9kloniert (Abbildung 30A) und anschlielend in Hefezellen
transformiert Das Ziel wardie Durchmusterung einer cDNA Bank aus Bliten von
Arabidopsis (d430) nach InteraktionspartneriNeben der Interaktionsstudie wardlie
Paarungseffizienz mittels Verdiinnungsreihe auf etwa %7Z&llen/ ml bestimmt. Insgesamt
wurden etwa 5*10Zellen auf insgesamt sechs SCAD Plattdre( i Trp i His) ausplatiert
und auf jeder Platte etwa 50 Kolonien erhalten. Ein Teil der erhaltefh@me Kvurde
anschlielend mittels La€Fest tUberpruft Abbildung 30B). Ein Grd3teil der Klone zeigte
dabei eine Blaufarbung und bestétigte somit dierdkteon mit DCP2 Per Kolonie PCR
wurden 16der mit Wild Typ DCP2 erhaltenen positivétlone direkt sequenzierund die
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Sequenz mit dem BLAST Werkzeug auivw.arabidopsis.orgegen das Arabidopsis Genom

verglichen.

(A)

pGBT9-DCP2

(B) (©)
Interaktoren von DCP2 Direkte Interaktion mit VARICOSE
-LTH -LT -LTH

DCP2-Wild Typ + VARICOSE
DCP2(R138C) + VARICOSE
DCP2-Wild Typ + pAD Vektor

- DCP2(R138C) + pAD Vektor

pGBT9 + VARICOSE

Positivkontrolle

Abbildung 30 Interaktionsstudie mit DCP2 mittels He2eHybrid System. (A) Die kodierenden Sequenzen
DCP2aus Wild Typ und detss4eR138C Variante wurden mit den Primern MT197 und MT198 amplifizie
den gatewayVektor pGBT9 kloniert und in schlie3lich inafe transformiert. (B) Die Paarung mit Hel
welche die cd430 cDNA Bank aus Arabidopsis Bluten enthielten, erbrachte eine Vielzahl an Klonen, v
die meisten ein positives Signal nach dem LacZ Test zeigten und den cDNA Kla&C&enthielten. (C)Im
Folgenden wurde das Plasmid, das den cDNA KlonWestrug, isoliert, in Hefe transformiert und schlief
mit pGBT9DCP2 (Wild Typ undR138C Mutante) auf direkte Interaktion getestet. Als Negativkont
wurden beide DCP2 Varianten mit dem leereskdr und das VCS Protein mit dem leeren pGBT9 Vi
inkubiert. Als Positivkontrolle wurde die Vektoren p53 und psv40 verwendet, die eine starke Interaktior
LT = SCAD Medium ohne Leucin und Tryptophan. LTH = SCAD Medium ohne Leucin, Tryptohpe
Histidin.
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Alle 16 getesteten Klone enthielten cDNA Sequenz des Gens At3g13330 \WWREOSE).
Obwohl eine Vielzahl an weiteren Klonen existierteyurde nicht nach weiteren
Interaktionspartnern gesucht. Bei 16 Klonen mit identischem Interaktionspartnessahr
wahrscheinlich, dass der gro3te Teil der restlichen Klone eberW&lS beinhaltete.
Weiterhin wurde getestet, ob die Interaktion mit VCS moéglicherweise durch die R138C
Mutation beeintrachtigt ist. Dazu wurde das Plasmid aus einem der posiliwea iKoliert.
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 VolH&hgenZudem
wurden beide DCP2 Varianten (Wild Typ und R138C Mutante)diegem Klon auf direkte
Interaktion getestet Beide Varianten interagierten mit dem VCS Kaidibildung 30C),
weshalb vermutet wurde, dass sich die R138C Mutation nicht auf die InterakhoDCP2

mit VCS auswirkte.

4.5.3 Modellierung des DCP2 Proteins

Da keiner der untersuchten Parameter durch di88& Mutation veréndert war, wurde
angenommen, dass sich die Mutation moéglicherweise direkt auf die katalytische Aktivitat des
DCP2 Proteins auswirkZumal kein in vitro assaydurchgefuhrtwurde konnte dies nicht

direkt bestatigt werden konnte. Dennoclirde versucht zu Uberprifen, ob die Mutation
theoretisch die DCP2 Funktion beeintrachtigen kénnte. Ein Sequenzvergieicheine
Proteinmodellierungdes Wild Typs und der R138C Mutante von DCP2 zeigte, dass die
Mutation nahe dem Nudix Motiv istApbildung 31A). Das Nudix Motiv beinhaltet das
katalytische Zentrum von Nudix Hydrolasen. Drei konservierte Glutédeate an den
Positionen 154, 157 und 158Hkbildung 31A, B) wurden experimentell als essentiell fur die
katalytische Reaktion ermitte{Sheet al, 2006) Die LysinReste 243 und 248\bbildung

31B) sind wichtig fur die DCP2 Funktion indem sie vermutlich an der mRNA Bindung
beteiligt sind. Das Lysin 129 aus spDCP2, das Lysin 140 in AtD@®bilflung 31B)
entspricht konnteebenfalls als essentiell fur dia vitro Decapping Reaktion identifiziert
werden (She et al, 2008) Somit ware es mdoglich, dass auch der Verlust des Arginins,
aufgrund seiner basischen Eigenschaften einen Einfluss auf die Aktivitat des AtDCP2
Proteins hat. Wegen der Nahe zum katalytischen Zentrum wurde angenommen, dass sich die
R138C Mutation direkt auflie katalytische Eigenschaft des Proteins auswirkt. Um dies
letztlich zu beweisen, musste direvitro Aktivitdt der R138C Mutante mit der des Wild Typ

verglichen werden.
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(A) Nudix Motiv
FX o o P e R I KGWKGS SWSFP@GKKSKDEEDHACAIREVLEETGFEFDVS
I\ To PRI KGWKGSSWSFPIRIGKKSKDEEDHACAIREVLEETGFDVS
* * * * X
4
‘9,,0."' o KRR

Abbildung 31 Analyse der R138C Mutation. (A) Sequenamleich von Wild Typ und R138C. Stel
kennzeichnen wichtige Aminoséuren. GlutafRaiste an Positionen 154, 157 und 158 sind wichtig fur Kat
Lysin an Position 140 sind ebenfalls wichtig fuir Decappin.irpombe(B) Modellierung von AtDCP2 na
spDCR mit dem Modellierungsprogramm des SWIB®DEL server (http://swissmodel.expasy.org).

Darstellung der Modellierung mit dem Programm Pymol (www.pymol.org/citing). In Gelb dargestellt si
GlutamatReste, die fur die katalytische Aktivitat in spDZRvichtig sind. In Blau dargestellt sind basis

Aminosauren, die moglicherweise fur die mRNA Bindung essentiell sind.

4.6 Physiologische Analyse zur tss4eMutante

Im Folgenden wurden verschiedgpigysiologische Parameteur tss4eMutation untersucht.
Bei der Analyse der urspringlichess4e/MP17:GFRiel auf, dass diese zwar grof@ds die
transgene Linie Cel6, jedoch deutlich kleiner wie Cdl wuchs und entsprechend weniger
Frischgewicht besalRAbbildung 32A, C). Aufgrund der Segregation dddP17:GFP
Transgens in Nachkommen décp21l/tss4deMutanten konnten sowohl filiss4eals auch
dcp2l/tss4elransgerreie Linien erzeugt werden. Die Analydeser Linien zeigte, dass die
tss4eMutante ohneMP17:GFPExpression in etwa gleich grof3 wuchs wie -OqAbbildung
32A)
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Abbildung 32 Makroskopische Analyse von Mutanten etwa sechs Wochen nach Aussaat und Wachst
Kurztag Bedingungen. (A) Die Rosetten wurden an den Wurzeln abgeschnitten und mit einer Samt
vergleichend fotografiert. Der GréRenstandard entspricht 2 cmM(Bjoskopische Aufnahme von Sou
Blattern gleichen Alters. Der Gréf3enstandard entspricht 0,5 cm. (C) Messung des Frischgewitsd4:
Mutante im MP17:GFP Hintergrund. Es wurden sechs biologische Replikate verwendet. Der Fehle
entspricht der @indardabweichung. (D,E) Messung ldslicher Zucker und Starke i¥0 @old tss4e ohne
Transgen. Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung. Es wurden sechs biologische Replikatd
und funf fir tss4everwendet. Die statistische Signifikanz wurdawegils mittels zweiseitigem tTest ur

Annahme ungleicher Varianz berechnet.

Eskonnte beobachteterden, dass die starke Wachstumsreduktiorde®1/tss4eMutanten
unabhéangig vomMP17:GFP Transgen war(Abbildung 32A). Im Weiteren wurden die
Mengen loslicher Zucker und die Starkemengesgdebestimmt. Es wurde beobachtet, dass
diese in Transgefreientss4eMutanten im Vergleich zu Cd etwa zwédach erhéht waren
(Abbildung 32D, E). Die Analyse der Blattmorphologie offenbarte, dasstssdeMutante
Transgerunabhéngig eine sehr charaktesshie Blattstruktur aufwie@bbildung 32B). Die
voll entwickelten Source Blattewaren basal gelapptas in derdcp21/tss4eMutante noch
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starker ausgepragvar (Abbildung 32B). Die Blattstruktur deitss4eMutante ist offenbar
nicht auf PTGS zurtickzufiihren, da diese auch insgs21/tss4e/eGFRviederzufinden war
(Abbildung 33A). Die sgs21/tss4e/eGFPDoppelmutanten bildeten sowohl die, figs4e
charakteristischen basal gelappten, als auch dieg21 Mutanten charakteristischen nach
unten gerollten Blatter auglpbildung 33A). Weiterhin liel3 sich beobachten, dass die Blatter
dertss4eMutante im Laufe der Entwicklung Transganabhangig Anthocyane entwickelten
(Abbildung 33A). Dies war ebenfalls in dedcp2l/tss4eMutante zu beobachten und im
Vergleich zur tss4e Mutante noch starker ausgepra@Abbildung 32A). Die starke
Akkumulation von Anthocyanen in Source Blattern konnte hingegen nicht insgi
1l/tss4e/leGFRMiutante beobachtet werdeAhkbildung 33A). Im Zuge der Auswertung aus
Kapitel 4.8 wurde eine Microarrainalyse von tss4e/eGFP Mutanten durchgefihrt
(Detallliert beschrieben in Kapitdl.8). Die Auswertung zeigte, dass eine Reihe von Genen,
die mit dem Anthocyaibtoffwechsé assoziiert sind, intss4e/eGFPinduziert waren
(Abbildung 33B). Der AnthocyarStoffwechsel kann durch die Transkriptionsfaktoren
PRODUCTION OFANTHOYANIN PIGMENTS 1 und 2 (PAP1/PAP2) reguliert werden
(Borevitz et al, 2000; Tohge et al, 2005; Gonzalezet al, 2008) Beide
Transkriptionsfaktoren waren in deéss4e/eGFPMutante vierfach RAP1) und achtfach
(PAP2 induziert @bbildung 33B). Analysen haben ergeben, dass beide
Transkriptionsfaktoren durch di@-siRNA4 (TAS9 reguliert werden(Rajagopalanet al,
2006; Hsiehet al, 2009) Die Vorlaufer RNA vonTAS4war in dertss4e/eGFPMutante
vierfach induziert Abbildung 33B). Somit ware es moglich, dass die Menge reff&S4
siRNA in tss4éeGFPreduziert ist. Dies fuhrt zur Induktion der PAP Transkriptionsfaktoren
und der Induktion der PAP assoziierten G&EHYDR@LAVONOLREDUKTASE(DFR),
MALONYLCOAANTHOCYANIDIN5-O-GLUCOSIDEG-O-MALONYLTRANSFERASE
(5MAT), UDP-GLUCOSEFLAVONOID3-O-GLUCOSYITRANSFERASE(5UF3GT) und
ANTHOCYANIDIN 50-GLUCOSYORANSFERASE (AOGT) Eine Induktion der
AnthocyanStoffwechsel assozierten Gene, d®&kP Transkriptionsfaktoren und dérAS4
Vorlaufer mRNA konnte nicht in desgs2l/tss4e/leGFPMutante beobachtet waen
(Abbildung 33B). Da die Akkumulation von Anthocyanen itss4edurch die Induktion
AnthocyanStoffwechselassoziierter Gene bedingt war, wurdemvetet, dass dieser Effekt
wenn Uberhaupt nur indirekh Zusammenhang mit PTGS steht. Aufgrund der Induktion der
TAS4Vorlaufer mRNA wurde vermutet, dass sich tise4eMutation moglicherweise negativ

auf dieTAS4Biogenese auswirkt.
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Abbildung 33 Akkumulation von Anthocyanen in déss4eMutante istsgs21 abhangig. (A) Im Laufe d
spateren Entwicklung bildet diss4eMutante verstarkt Anthocyane in Source Blattern aus. Mutanten w
zuvor etwa sieben Wochen untkurztag Bedingungen kultiviert. Dies konnte nicht sgs21l/tssde/eGF
Mutanten beobachtet werden. (B) Durch Microarfamalyse identifizierte Gene, die im Zusammenhang
Anthocyanen stehen und tes4e/eGFHnduziert sind. TAS4= Vorlaufer RNA vonta-sRNA4 MYB75/PAP
(PRODUCTION OFANTHOCYANINPIGMENT 1) = Transkriptionsfaktor, der durchAS4reguliert wird un
Gene deAnthocyanBiosynthese regulierDFR = DEHYDROFLAVONOL REDUKTASEMAT = MALONY L=
COA-ANTHOCYANIDIN5-O-GLUCOSIDEG-O-MALONYLTRANSFERASESUF3GT = UDP-GLUCOSE
FLAVONOID3-O-GLUCOSYLTRANSFERASEOGT= ANTHOCYANIDIN 50-GLUCOSYLTRANSFERA!
MYB90/PAP2 = Transkriptionsfaktor derdie Biosynthese von Anthocyanen reguliert (siehe By

Expressionswerte wurden gede@P2/eGFPals transgene Kontrolle normalisiert.

Ein weiterer auffalliger physiologischer Aspekt war die Blihinduktion. Die Anatlese
tss4e/MP17:GFPund dcp21/MP17:GFP zeigte, dass beide spéater als -Gound Coll6
bluhten @Abbildung 34A-D). Die dcp21/MP17:GFP blihte dabei, wenn Uberhaupt, noch
spater als digss4e/MP17:GFRViutante Abbildung 34C-D). Im Weiterenwurde untersucht,
ob dieser Effekt ebenfalls durch dsgs21 Mutation beeinflusst wird. Eine vergleichende
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Analyse zeite, dass die leicht verzogerte BlUhinduktiorisede/eGFRMutanten nicht durch
die sgs21 Mutation aufgehoben wurd@bbildung34E). Somit scheint diser Effekt nicht im

Zusammenhang mit einer Funktion von RDR6 zu stehen.

A (B (O (D)
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Abbildung 34 Bluhinduktion ist verzogert itss4eund dcp21/tss4eMutanten. (AD) Aufnahmen von Ce0,
Col-16, tss4e/MP17:GFPund dcp21/tss4e/MP17:GFPetwa drei Wochen nach Umstellung auf Lan
Bedingungen und zuvor etwa sechs Wochen Kultivierung unter Kurztag Bedingungen. (E) Bestimn
Bluhinduktion inDCP2/eGFR tssde/eGFPsgs21/eGFPund sgs21/tssde/eGFRViutanten. Mutanten wurd
etwa secha&Vochen unter Kurztag Bedingungen und anschlieend unter Langtag Bedingungen kulti
wurde die Anzahl an Individuen mit bereits getffneten Bliten innerhalb der vier Genotypen bestil

wurden durchschnittlich 12 Individuen pro Genotyp analysiert.

Zusammenfassenkionnte beobachtet werdedass diephysiologischen Aufféalligkeiterder
tss4eMutante verstarkt in dedicp21/tss4deMutante auftraten. Somit wurde vermutet, dass
tss4eein hypomorphesicp2 Allel ist. Dartiber wurde festgestellt, dass vetih keine der

phanotypischen Auffalligkeiten im Zusammenhang mit PTGS stehen.
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4.7 RDR6 bedingt moglicherweise demlcp21 Phanotyp

Das bisher bekanntdcp21 Allel zeigte eine Arretierung im posimbryonalen Wachstum
(lwasakiet al, 2007) Gleiches konnte fur das vdaoereset 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
DCP2Gen auch endgene Transkripte abgebaut werden. Somit wéare es mdglich, dass es auch

dcp21 Allel verstarkt zum PTGS von Endogenen kommt.

Abbildung 35 Analyse einer putativehomozygotendcp21/sgs21 Doppelmutante. (A) Wachstumsphanc
etwa acht Wochen nach Aussaat, sechs Wochen Kultivierung unter Kurztag sowie zwei Wochen unter
Bedingungen. (B) Genotypisierung durch Amplifikation des Wild Typ Allels (W) mit den Primern MT1¢
MT186 sowe (T) derdcp21 T-DNA mit den Primern MT185 und MT117 (C) Sequantiative RT PCR zt
Amplifikation desDCP2 Transkripts mit den Primern MT197 und MT198. Ubiquitin wurde als Referenzg
den Primern SB255 und SB256 amplifiziert.

Folglich kdnnte der tarke Phanotyp dieser Mutante auch zum Teil bedingt durch diesen
Effekt sein. Um dies zu Uberprifen wurde dop21 T-DNA Mutante mit desgs21 Mutante
gekreuzt und die F2 Nachkommen analysiert. Unter etwan@f/sierten Pflanzen konnte ein
Individuum mit einem sehr charakteristischen Wuchs identifiziert werddsbi{dung 35A).
Durch Sequenzierung konnte bestétigt werden, dassg¥@®y Allel homozygotvorhanden

war. Weiterhin wurde Uberprift, ob es sich tatsachlich um eine homozyguai?d Mutante
































































































































































































