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1 Einleitung

1.1  Gen-Silencingin Pflanzen

Transgene Pflanzen nehmen eine immer wichtigere Rolle in industriellen, landwirtschaftli-
chen und forschungsorientierten Applikationen ein. Fur die Anwendung von transgenen
Pflanzen sind neben der stabilen Integration des Transgens ins pflanzliche Genom dessen
Expression und die Aktivitdt seines Genproduktes von grundlegender Bedeutung. Aller-
dings wird in den meisten Transgen-Populationen in unabhangigen Transformanten eine
variierende, nicht vorhersagbare Expression des eingefihrten Gens beobachtet. In vielen
Falen wurde sogar vollstandige Abschaltung der Genexpression beschrieben (zusammen-
gefasst in Vaucheret et al. 1998).

In ener reprasentativen Studie von Holtorf et al. (1995) wurde en chimares
b-Glucuronidase-Transgen unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors in A. thaliana
eingebracht. Messungen der Enzymaktivitét ergaben bis zu 1000 fache Unterschiede in un-
abhangigen transgenen Linien. In einer anderen Untersuchung wurde ein Chalkonsynthase
(Chs)-Transgen in Petunien eingebracht, das Sequenzhomologie zum endogenen Chs-Gen
aufwies (Napoli et al. 1990). Unerwarteterweise fuhrte dies nicht zu einer stérkeren Pig-
mentierung der Blite, sondern zum Verlust der CHS-Expression in Blltensektoren oder
sogar in der ganzen Blite. Sowohl das Chs-Transgen als auch das endogene Chs-Gen wa-
ren also in diesen Bereichen inaktiviert. Daher wurde dieses Phdnomen ,, Cosuppression®
genannt (Napoli et al. 1990). In diesen und vergleichbaren Untersuchungen war die verrin-
gerte oder vollstandig abgeschaltete Expression des Transgens (und des endogenen Gens)
nicht mit einem Verlust des Transgens oder einer Verdnderung der DNA-Sequenz der be-
troffenen Gene korreliert. Dieses ds ,, Gen-Silencing” bezeichnete Phéanomen beruht daher
auf epigenetischen Mechanismen (zusammengefasst in Vaucheret et al. 1998, Flavell
1994). Epigenetik wird a's, die Lehre von mitotisch und/oder meiotisch vererbbaren Ande-
rungen in der Ausprdgung eines Gens, die nicht durch Verénderungen seiner DNA-
Sequenz erklart werden konnen* definiert (Russo et al. 1996).

Anfangs wurde vermutet, dass Silencing nur ein Transgen-spezifisches Phanomen darstellt.
Im Laufe der Zeit wurden alerdings mechanistische Gemeinsamkeiten von Transgen-
induziertem Gen-Silencing und natirlichen epigenetischen Phanomenen entdeckt. Sie die-
nen vermutlich als Mechanismen der Genregulation und der Abwehr pathogener RNA und
DNA. Zusdétzliche Bedeutung gewinnt die Mdglichkeit, mit Hilfe von Transgen-Silencing
pflanzliche Gene zu inaktivieren (zusammengefasst in Waterhouse et al. 2001).
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Zuerst wurde Transgen-Silencing bel der Untersuchung transgener Tabakpflanzen be-
schrieben, die verschiedene Antibiotikaresistenzgene trugen. Hier wurde eine negative
Korrelation zwischen der Kopienzahl des Transgens und seiner Expression festgestellt
(Matzke et al. 1989). In den folgenden Jahren wurde von Silencing verschiedenster Trans-
gene berichtet (zusammengefasst in Flavell 1994).

M echanistische Untersuchungen des Silencings von Transgenen zeigten, dass die Regula
tion auf verschiedenen Ebenen des genetischen Informationsflusses erfolgen kann. Wird
eine Repression der Transkription beobachtet, bezeichnet man dies als transkriptionelles
Gen-Silencing (TGS). TGS ist verbunden mit erhdhter Promotormethylierung und ist mei-
otisch nicht reversibel (Park et al. 1996, Assaad et al. 1993). Wird die mRNA eines Gens
trotz Aufrechterhaltung der Transkriptionsrate abgebaut, spricht man von posttranskriptio-
nellem Gen-Silencing (PTGS). PTGS wird in jeder Generation neu etabliert, nimmt im
Laufe der Pflanzen-Entwicklung zu und verhalt sich nicht wie ein klonales Ereignis (Dehio
und Schell 1994, Jorgensen et al. 1996). Bel PTGS treten 21 bis 25 nt kleine RNAs mit
Homologie zur transkribierten Sequenz des stillgelegten Gens auf (Hamilton und Baul-
combe 1999). Welterhin wird héaufig Methylierung der transkribierten Sequenz festgestel It
(English et al. 1996, Stam et al. 1997).

1.2  Posttranskriptionelles Gen-Silencing (PTGYS)

Erste Untersuchungen zu PTGS wurden mit einem 35S-RolB-Transgen auf einer T-DNA
in A. thaliana Pflanzen von Dehio und Schell (1994) durchgefiihrt. Sie konnten zeigen,
dass die Reversion des RolB- zum Wildtyp-Phanotypen im Laufe der Entwicklung der
Pflanzen durch einen posttranskriptionellen Abbau der Transgen-mRNA verursacht wurde.
Die Frequenz der Reversion variierte zwischen unabhangigen Transformanten, stieg aber
mit erhohter T-DNA-Kopienzahl an. Hinweise auf eine negative Korrelation zwischen Ko-
pienzahl und Transgen-Expression konnten auch in anderen Untersuchungen erhalten wer-
den (Hobbs et al. 1993, Jorgensen et al. 1996). In vielen Untersuchungen zeigte sich zu-
dem stérkere Inaktivierung der Transgenexpression in Pflanzen, die das Transgen homozy-
got trugen, als in hemizygoten Pflanzen. Teilweise war PTGS sogar nur in homozygoten
Pflanzen ausgeprégt (Elmayan und Vaucheret 1996, Dehio und Schell 1994, English et al.
1996). Nicht nur steigende Kopienzahl des Transgens, sondern auch Verwendung stérkerer
Promotoren und die damit verbundene héhere Transkriptionsrate des Transgens fuhrten zu
einer grof3eren Anzahl an Pflanzen, die Silencing aufwiesen (Que et al. 1997).

Auch die haufig bel der Einbringung eines Transgens, dessen transkribierte Sequenz Ho-
mologie zu endogenen Genen aufweist, beobachtete koordinierte Inaktivierung von endo-
genem Gen und Transgen (,, Cosuppression”) beruht in den meisten Fallen auf PTGS (zu-
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sammengefasst in Vaucheret et al. 1998). Auch bei Cosuppression wurde in fir das Trans-
gen homozygoten Linien eine stérkere Auspragung des Silencings as in hemizygoten Li-
nien gefunden (de Carvalho et al. 1992, Dorlhac de Borne et al. 1994).

Diese Beobachtungen legen einen Dosiseffekt als einen Ausléser von PTGS nahe. Es be-
steht die Hypothese, dass eine bestimmte mMRNA-Konzentration des Transgens bzw. des
Transgens und des endogenen Gens Uberschritten werden muss, um PTGS auszul6sen
(Schwellenwert-Modell) (Vaucheret et al. 1998, Dehio und Schell 1994). Bereits in frihen
Analysen wurde vorgeschlagen, dass durch eine RNA-abhangige RNA-Polymerase
(RARP) kleine, in antisense-Orientierung vorliegende RNAs synthetisiert werden, die
durch Paarung mit der Transgen-mRNA den posttranskriptionellen Abbau der mRNA aus-
l6sen (Dougherty und Parks 1995). In L. esculentum konnte eine RARP kloniert und die
Aktivitat, komplementdre RNAS zu synthetisieren, gezeigt werden (Schiebel et al. 1998).
Inzwischen konnte durch Isolierung einer RARP-Mutante aus A. thaliana eine Beteiligung
einer RARP an Transgen-Silencing bewiesen werden (Dalmay et al. 2000, Mourrain et al.
2000).

Aus Pflanzen mit einem posttranskriptionell inaktivierten Gen konnten 21 bis 25 nt kurze
RNAS, bezeichnet als ,small interfering RNAS* (SSRNAS), isoliert werden (Hamilton und
Baulcombe 1999). Die ssIRNAs waren spezifisch fir die transkribierte Sequenz von Genen,
deren MRNA durch PTGS reduziert war. Sie lagen sowohl in sense als auch in antisense
Orientierung vor. Auch in anderen Organismen wurden in Zusammenhang mit einem
PTGS-vergleichbaren Mechanismus siRNAs nachgewiesen. Injektion von dsRNA fuhrt in
diesen Organismen zur sogenannten RNA-Interferenz (RNAI) (zusammengefasst in Zamo-
re 2001). In C. elegans konnte der Bewel's erbracht werden, dass die SRNAs sowohl Ab-
bauprodukt als auch ,, Primer” fir die RARP-vermittelte Synthese von antisense RNA sind
(Sijen et al. 2001). Zusétzlich konnte eine Beteiligung von zwel verschiedenen RARPs an
RNAI gezeigt werden. Sie wirken an unterschiedlichen Punkten von RNAI (Sijen et al.
2001). Im A. thaliana Genom liegen mindestens 6 RARP-Gene vor (Mourrain et al. 2000).
Daher ist auch die Beteiligung mehrerer RARPs an PTGS in A. thaliana nicht ausgeschlos-
sen.

Das Ausdsen von PTGS bzw. Cosuppression durch promotorlose Konstrukte (van
Blokland et al. 1994, Voinnet et al. 1998) &8sst vermuten, dass das Schwellenwert-Modell
keine allgemeingltige Erklérung fir PTGS sein kann. Die hdufig bei Transgen-Silencing
beobachtete Methylierung der transkribierten Sequenz des inaktivierten Transgens konnte
zu einer Produktion von aberranten mRNASs fuhren, die ihrerseits Silencing initiieren konn-
ten. Aberrante Transkripte konnten auch durch die exzessive Produktion von mRNA oder
durch Transkription von aufRergewohnlichen DNA-Strukturen entstehen (zusammengefasst
in Baulcombe 1996).
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Die Expression von invertierten Sequenzwiederholungen konnte sehr effizient Silencing
von Transgenen und endogenen Genen ausldsen (Waterhouse et al. 1998, Chuang und
Meyerowitz 2000, Mette et al. 2000). Die intramolekulare Paarung von mRNA kodnnte zu
einer Erkennung und folgendem Abbau durch RNA-Doppelstrang-(dsRNA) spezifische
RNasen fuhren. Durch die Paarung der Abbauprodukte mit intakter Transgen-mRNA und
Abbau der dsRNA koénnte der Prozess amplifiziert werden (Metzlaff et al. 1997). Die Ex-
pression von dsRNA imitiert die u.a. in C. elegans und D. melanogaster beobachtete RNA-
Interferenz, die durch Injektion von dsRNA erreicht wird (zusammengefasst in Zamore
2001).

In D. melanogaster konnte eine ATP-abhangige Endonuklease (, Dicer*) identifiziert wer-
den, die injizierte dsSRNAs und homologe endogene mMRNAS zu siRNAs abbaut (Bernstein
et al. 2001). Eine Mutation im orthologen Gen aus A. thaliana (carpel factory) fuhrt zu er-
heblichen morphologischen Defekten (Jacobsen et al. 1999). Mechanistische Studien las-
sen vermuten, dass der Abbauprozess der mRNA auch in Pflanzen von Endonukleasen
eingeleitet wird (Tanzer et al. 1997, Metzlaff et al. 1997, Han und Grierson 2002).
Alternativ zu eitnem RNA-vermittelten Auslésen von PTGS durch invertierte Sequenzwie-
derholungen wird diskutiert, dass die moglichen Sekundérstrukturen der invertierten Se-
guenzwiederholungen durch Faktoren, die Silencing ausldsen, erkannt werden. Das Silen-
cing konnte auf homologe Sequenzen durch Paarung der betroffenen DNA-Sequenzen in
trans Ubertragen wird (zusammengefasst in Selker 1999). In vielen Studien wurde eine Be-
teiligung von invertiert zueinander vorliegenden T-DNAs an PTGS von Transgenen be-
schrieben (van Blokland et al. 1994, Jorgensen et al. 1996, Stam et al. 1997, Hobbs et al.
1993). Auch in Untersuchungen der Gene fur die Phosphoribosylanthranilat-lsomerase
(PAI) in A. thaliana konnte gezeigt werden, dass invertierte Sequenzwiederholungen Si-
lencing auslosen konnen. Es konnte nachgewiesen werden, dass invertiert vorliegende
PAI-Kopien im Okotyp Wassilewskija einen Einfluss in trans auf die Methylierung und
die Expression homologer PAI-Sequenzen, die ungekoppelt vorliegen, haben kénnen
(Bender und Fink 1995, Luff et al. 1999).

Eine Inaktivierung von Genen kann auch durch die Einbringung von antisense Konstrukten
erfolgen. Die durch Einfuhrung eines antisense Konstruktes erzeugte partielle Inaktivie-
rung des Chs-Gens in Petunie verursachte vergleichbare Bliten-Phanotypen wie die Co-
suppression des Chs-Gens (van der Krol et al. 1988, Napoli et al. 1990, Jorgensen et al.
1996). Das Auftreten von siRNAs legt nahe, dass antisense vermitteltes Gen-Silencing ei-
nem PTGS vergleichbaren Mechanismus unterliegt (Di Serio et al. 2001).

Wie bereits in den ersten Anaysen zu PTGS in Petunien gezeigt werden konnte, wird
PTGS des Chs-Gens in nicht klonalen Sektoren nachgewiesen (Napoli et al. 1990). In sp&
teren Analysen in Tabak wurde ermittelt, dass sich PTGS systemisch und sequenzspezi-
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fisch in der Pflanze ausbreitet. Dieses Phanomen wird als SAS (,, systemic acquired silen-
cing*) bezeichnet (Palauqui et al. 1997, Voinnet und Baulcombe 1997). Der Transport des
Signals erfolgt von Zelle zu Zelle Uber Plasmodesmen und Uber léngere Distanzen inner-
halb der Pflanze durch das Phloem (Palauqui et al. 1997, Voinnet et al. 1998). Zwar konn-
te das Signalmolekil noch nicht identifiziert werden, alerdings lasst die Sequenzspezifitét
eine RNA-Komponente vermuten, moglicherweise in einem Ribonukleoproteinkomplex.
Auch RNA-Viren kénnen sich innerhalb der Pflanze ausbreiten (zusammengefasst in Ueki
und Citovsky 2001). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass systemisch Uber das Phloem
transportierte MRNA phanotypische Verdnderungen in sich entwickelnden Geweben ver-
ursachen kann (Kim et al. 2001).

1.3  Diebiologische Rollevon PTGS

Eine natlrliche Funktion von PTGS besteht unter anderem in der Abwehr pathogener Ele-
mente (zusammengefasst in Waterhouse et al. 2001). Es konnte gezeigt werden, dass von
einem RNA-Virusstamm befallene Pflanzen nach einer Phase der Sensitivitét Resistenz
gegen diese Viren erlangen (Ratcliff et al. 1997, Al-Kaff et al. 1999). Eingeftihrte Trans-
gene, die homologe Sequenzen zu RNA-Viren aufweisen, kdnnen Resistenz gegen diese
verlethen (zusammengefasst in Baulcombe 1996). Es kann Virusresistenz vermittelt wer-
den, wenn RNA-Viren eine homologe Sequenz zu einem posttranskriptionell stillgelegten
Transgen besitzen (English et al. 1996). Umgekehrt kann PTGS eines Transgens durch ei-
ne Infektion mit einem RNA-Virus ausgel6st werden, der homologe Sequenzen zur
transkribierten Sequenz eines Transgen aufweist (Ruiz et al. 1998, Al-Kaff et al. 1998).
Dieses as , Virus-induziertes Gen-Silencing® (VIGS) bezeichnete Phanomen ist haufig
verbunden mit Auftreten von siRNAs von Virus und Transgen (Hamilton und Baulcombe
1999) und DNA-Methylierung des Transgens (Jones et al. 1998, 1999). Auch Viroid-RNA
kann de novo Methylierung eines Transgens hervorrufen, das homologe Sequenzen zur Vi-
roid-RNA besitzt (Wassenegger et al. 1994). VIGS wird nur beobachtet, wenn das Virus
homol oge Sequenzen zu Exons aufweist. Daher wird angenommen, dass die Degradierung
der mRNA bel PTGS im Cytoplasma geschieht (Ruiz et al. 1998). Mdglicherweise akti-
viert die wahrend der Replikation vorliegende Virus-dsRNA Silencing. Die Verbindung
von PTGS mit Abwehrmechanismen gegen Viren wurde vor alem durch die Entdeckung
virder Proteine verstérkt, die den posttranskriptionellen Abbau von Virus-RNA und/oder
Transgen-mRNA supprimieren. Eine Klasse von Proteinen kann PTGS revertieren und die
Akkumulation von siRNAs verhindern (u.a. HC-Pro aus Potyviren; Mallory et al. 2001),
eine weitere inhibiert die Initiation von Silencing (z.B. 2b aus Gurkenmosaikvirus; Brigne-
ti et al. 1998) und die dritte hemmt die Ausbreitung des systemischen Signals (p25 aus
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Kartoffelvirus X; Voinnet et al. 2000). Auch ein endogenes Gen aus Pflanzen supprimiert
PTGS. Es weist Homologie zu einem Calmodulin auf (Anandalakshmi et al. 2000). Ebenso
konnten durch EMS-Mutagenese zwei Loci in A. thaliana identifiziert werden, die eine
Verstérkung von PTGS verursachen. Daher sind die betroffenen Proteine vermutlich eben-
falls Suppressoren von PTGS (Dehio und Schell 1994).

PTGS fihrt auch zur Unterdriickung der Transposition von mobilen genetischen Elemen-
ten. Eine Mutation in einem Gen einer fir PTGS essentiellen RNA-Helicase aus Chlamy-
domonas reinhardtii fuhrte zur Aktivierung von Transposons (Wu-Scharf et al. 2000).
Ahnliches konnte fiir Proteine aus C. elegans gezeigt werden, die an RNA-Interferenz
(RNAI) beteiligt sind (zusammengefasst in Zamore 2001).

Die Identifizierung von in PTGS involvierten Mutanten, die phanotypische Abnormalitéten
aufweisen, legt nahe, dass PTGS auch in der nattrlichen Entwicklung eine bedeutende
Rolle spielt. Die Isolierung dieser Mutanten gelang in C. elegans (egol, Smardon et al.
2000) und A. thaliana (argonautel, Fagard et al. 2000, Morél et al. 2002).

1.4  Transkriptionelles Gen-Silencing (TGYS)

TGS wurde in den meisten Untersuchungen nur bel einzelnen Individuen einer Transgen-
Population beobachtet. In den meisten Fallen wurden in Zusammenhang mit einer
transkriptionellen Inaktivierung der Transgen-Expression sehr komplexe Loci aus einigen
zum Tell aberranten Transgen-Kopien gefunden (Mittelsten-Scheid et al. 1991, Park et al.
1996, Furner et al. 1998). In einer Untersuchung wurde beobachtet, dass in Tandem orga-
nisierte Transgene auf einer T-DNA, die as Einzelkopie vorliegt, transkriptionell abge-
schaltet werden (Assaad et al. 1993, Ye und Signer 1996). Diese Form von Silencing wur-
de as RIGS (,, repeat-induced gene silencing®) bezeichnet. Es wurde vermutet, dass das Si-
lencing durch Paarung homologer DNA-Sequenzen vermittelt wird (zusammengefasst in
Vaucheret et al. 1998), dhnlich einem Mechanismus in N. crassa. In der sexuellen Ent-
wicklung von Neurospora werden eingeflihrte Transgene, die in mehr als einer Kopie vor-
liegen, durch Punktmutationen stillgelegt. Dieser als RIP (,, repeat induced point mutation®)
bezeichnete Prozess beruht vermutlich auf DNA-DNA-Interaktionen (zusammengefasst in
Selker 1999).

Die transkriptionelle Inaktivierung eines Transgens, das in einer Kopie vorlag, wurde in
einer Studie in Petunie nachgewiesen. Erklart wurde dies durch die Integration der T-DNA
in hoch methylierter genomischer DNA. Aul3erdem bestand ein deutlich unterschiedlicher
GC-Gehalt von Transgen und umgebender genomischer Sequenz (Prols und Meyer 1992).
Neuere Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass zumindest einige der TGS
Phénomene RNA-vermittelt sind. Die Erzeugung von dsRNA des pNos-Promotors durch
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Expression einer invertierten Sequenzwiederholung des pNos-Promotors fihrte in trans zu
TGS von Genen, die unter der Kontrolle des pNos-Promotors standen (Mette et al. 2000).
Dies war verbunden mit dem Auftreten von Promotormethylierung und siRNAs spezifisch
fur die pNos-Sequenz. TGS und Methylierung des Promotors kann auch durch Viren indu-
ziert werden, die Homologie zu einem Transgen-Promotor aufweisen (Al-Kaff et al. 1998,
Jones et al. 1999). Virus-induziertes TGS wird im Gegensatz zu virus-induziertem PTGS
meiotisch vererbt (Jones et al. 2001). DSRNA kann TGS oder PTGS ausldsen, je nachdem,
ob sie Sequenzhomologie zum Promotor oder der transkribierten Sequenz eines Gens be-
Sitzt (zusammengefasst in Vaucheret und Fagard 2001).

Eine weitere Verbindung zwischen TGS und PTGS konnte durch die Untersuchung von Si-
lencing in Pflanzen hergestellt werden, die Mutationen im Gen einer Methyltransferase
(ddm2) oder im ddml1-Gen, einem Homolog zu Chromatin-modifizierenden Proteinen, tra-
gen (Jeddeloh et al. 1999). Mutationen in diesen Genen fihrten zur vollstéandigen Aufhe-
bung von TGS (Mittelsten-Scheid et al. 1998, Morel et al. 2001). Auch PTGS wird zumin-
dest in einem Teil der Pflanzen aufgehoben (Morel et al. 2001).

1.5  Methylierung, Chromatin und Silencing

In Pflanzen wird DNA-Methylierung von Cytosinen (C) unabhéngig davon gefunden, ob
3" des C ein Guanin (G, CG-Methylierung), eine beliebige Base (N) und dann Guanin
(CNG-Methylierung) oder nur beliebige Basen (CNN-Methylierung) folgen. CG- und
CNG-Methylierung werden as symmetrische, CNN-Methylierung als asymmetrische Me-
thylierung bezeichnet (zusammengefasst in Martienssen und Colot 2001).

Untersuchungen mit Viroiden zeigten, dass DNA-Methylierung RNA-vermittelt geschehen
kann (, RNA-directed DNA-methylation“, RdDM). Es wurden nur DNA-Sequenzen me-
thyliert, die Homologie zur Viroid-RNA aufwiesen (Wassenegger et al. 1994).
Posttranskriptionelles Transgen-Silencing (English et al. 1996, ElImayan und Vaucheret
1996), Virus-induziertes Gen-Silencing (Jones et al. 1999) und dsRNA-vermitteltes
transkriptionelles Gen-Silencing (Mette et al. 2000) fihren auch zu RADM der homologen
DNA-Sequenzen. In alen Falen wurde symmetrische und asymmetrische Methylierung
detektiert.

Der Transgen-Locus 271 aus Tabak kann TGS von Genen unter dem 35S Promotor und
symmetrische und asymmetrische Methylierung des Promotors in trans ausl 6sen. Sowohl
Methylierung als auch TGS werden meiotisch vererbt (Park et al. 1996). In Untersuchun-
gen mit einem 35S Promotor, der keine symmetrische Methylierung aufweisen konnte, da
er keine CG- oder CNG-Di- bzw. Trinukleotide besal3, wurde Inaktivierung des Promotors
in trans und asymmetrische Methylierung, ausgelost durch den Lokus 271, festgestellt
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(Dieguez et al. 1998). Dies zeigte, dass symmetrische Methylierung nicht fur die Initiation
von TGS benttigt ist. Allerdings spielt sie fUr die Aufrechterhaltung von TGS eine wichti-
ge Rolle, da meiotische Reversion von TGS gefunden wurde, wenn der induzierende Locus
ausgekreuzt wurde (Dieguez et al. 1998). In Studien zu Virus-induziertem TGS wurde
meiotische Vererbung von TGS und symmetrischer, aber nicht asymmetrischer Methylie-
rung gefunden. Virus-induziertes PTGS und die damit verbundene Methylierung der codie-
renden Sequenz waren meiotisch reversibel (Jones et al. 2001). Allerdings ist die Bedeu-
tung der Methylierung, zumindest bel PTGS nicht klar. PTGS wird in seltenen Fallen auch
nachgewiesen, wenn keine Methylierung detektiert wird (Jones et al. 1999). In C. elegans
wird PTGS trotz fehlender Methylierungsmechanismen gefunden (zusammengefasst in
Zamore 2001). Auf der anderen Seite unterdriicken virale Proteine PTGS trotz weiterhin
nachweisbarer Methylierung (Jones et al. 1999). Ebenso konnten Mutanten in A. thaliana
isoliert werden, in denen eine Reaktivierung von transkriptionell (moml, Amedeo et al.
2000) oder posttranskriptionell (sdel, sde3 Dalmay et al. 2000, 2001, sgsl, sgs2, sgs3,
agol Mord et al. 2002) inaktivierten Genen, aber noch Methylierung der Gene detektiert
wurde. In den Studien von Dalmay et al. (2000, 2001) und Morel et al. (2002) wurde aller-
dings nur CG-Methylierung der reaktivierten Gene nachgewiesen, wéhrend die
posttranskriptionell stillgelegten Gene auch CNG- und CNN-Methylierung zeigten. Die
Klonierung des Gens moml, das fur ein Chromatin-modifizierendes Protein kodiert, legt
nahe, dass nicht die Methylierung, sondern die damit verbundene Chromatinstruktur we-
sentlich fur Silencing ist (Amedeo et al. 2000). Das ebenfalls Chromatin-modifizierende
Protein DDM1 ist an der Aufrechterhaltung von genomischer Methylierung und TGS be-
teiligt (Jeddeloh et al. 1999). DDM1 vermittelt vermutlich Methylierung, wohingegen
MOM1 fir die Inaktivierung der methylierten Gene verantwortlich ist (Martienssen und
Colot 2001).

Kurzlich verdffentlichte Experimente deuten auf Chromatin-induzierte Methylierung von
DNA hin (Lindroth et al. 2001, Jackson et al. 2002). In Epialelen des superman-Locus
(clark kent-Allele) aus A. thaliana wird Hypermethylierung (symmetrische und asymmetri-
sche Methylierung) und Inaktivierung des superman-Gens gefunden (Jacobsen und Meye-
rowitz 1997). Es konnten zwei Mutanten identifiziert werden, in denen die epigenetische
Inaktivierung aufgehoben war. In beiden Mutanten ist CNG-Methylierung fast vollstandig
und CG- und asymmetrische Methylierung teilweise reduziert. Die Klonierung der Gene
ergab, dass ein Gen fur eine Chromo-DNA-Methyltransferase (CMT3) codiert (Lindroth et
al. 2001). Chromo-DNA-Methyltransferasen werden nur in Pflanzen gefunden. Sie besit-
zen eine Chromodomaéne, die u.a. Interaktionen mit Chromatin vermittelt (zusammenge-
fasst in Muller und Leutz 2001). Weitere Analysen zeigten, dass CMT3 de novo DNA-
Methylierung katalysiert (Bartee et al. 2001). Das zweite Gen codiert fir ein Homolog e -
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ner Histon-H3-Methyltransferase, die ebenfalls eine Chromodoméne besitzt (KRY PTONI-
TE, Jackson et al. 2002). Mutationen in einem Homolog aus Drosophila unterdrticken das
Silencing-Phénomen , Positionseffektvariegation® (PEV, zusammengefasst in Karpen
1994). Ein weiteres an PEV-beteiligtes Protein aus Drosophila ist das ,, Heterochromatin
Protein 1" (HP1), dessen Chromodoméne spezifisch an das methylierte Lysin 9 des
Histons H3 bindet (Lachner et al. 2001). In vitro Studien in A. thaliana konnten zeigen,
dass die Chromodoméne eines HP1-ghnlichen Proteins (LHP1) aus Arabidopsis an das me-
thylierte Lysin 9 des Histons H3 bindet. LHPL interagiert wiederum in vitro mit CMT3
(Jackson et al. 2002). CNG-Methylierung ist also moglicherweise eine Folge von Methy-
lierung des Lysin 9 des Histons H3. Pflanzen mit einer Mutation im CMT3- oder KRY P-
TONITE-Gen weisen keinen erkennbaren Phanotypen auf. Mutationen in anderen Arabi-
dopsis-Genen, die Homologie zu Modifikatoren des Chromatin-Aufbaus aufweisen, wie
curly leaf oder LHP1, verursachen allerdings dramatische morphol ogische Verénderungen
(Goodrich et al. 1997, Gaudin et al. 2001). Die nachgewiesene Eigenschaft der Chromo-
doméne der Histon Acetyltransferase (MOF1), RNA zu binden, kénnte einen Hinweis auf
den Mechanismus von RNA-vermittelter DNA-Methylierung geben (Akhtar et al. 2000).

1.6  Ein System zur Untersuchung von Transgen-Silencing in Pflanzen

Die bisherigen Ausfuhrungen machten deutlich, dass die Expression eines Transgens in &i-
ner Pflanze haufig sehr variabel und nicht vorhersagbar ist. Die Bestimmung der Faktoren,
die Transgen-Silencing beeinflussen und auslGsen, sollte einen wichtigen Beitrag liefern
konnen, die variable Expression eines Transgens zu verringern und damit Bedingungen fur
eine stabile Transgenexpression zu ermitteln. Die Mechanismen der Inaktivierung der
Transgen-Expression dhneln in vieler Weise endogenen Regulationsmechanismen. Daher
koénnen Untersuchungen von Transgen-Silencing auch Anteil an der Aufklarung endogener
Regulationsmechanismen der Genexpression haben.

Mit den verfigbaren Pflanzen-Transformationstechniken sind die Kopienzahl des Trans-
gens, das ins Genom einer transformierten Pflanze integriert wird, und die Integrati onsstel -
le nicht steuer- und vorhersagbar (zusammengefasst in Vaucheret et al. 1998). In den
meisten Untersuchungen von Transgen-Silencing in Pflanzen konnte keine eindeutige Un-
terscheidung zwischen dem Einfluss der Kopienzahl des Transgens und der Genomposition
des Transgens auf Silencing getroffen werden (Hobbs et al. 1993, Park et al. 1996, Stam et
al. 1997), wobei Hinweise auf eine negative Korrelation der Kopienzahl eines Transgens
und seiner Expression vorlagen (Hobbs et al. 1993).

Mit Hilfe von Agrobakterien-vermittelter Transformation werden im Vergleich zu anderen
Transformationsmethoden wesentlich geringere Kopienzahlen des Transgens eingebracht
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und weniger komplexe Integrationen erzeugt (zusammengefasst in Tinland 1996). Daher
sollten die fur die Untersuchungen von Transgen-Silencing gewéhlten Pflanzenspezies mit
A. tumefaciens transformierbar sein. Fir die benétigten genetischen Untersuchungen soll-
ten die verwendeten Arten durch Selbstbestaubung befruchtet werden kénnen und eine
kurze Generationszeit mit einer grof3en Zahl an Nachkommen haben. Well in vielen Unter-
suchungen ein Einfluss der Genomstruktur auf die Expression eines Transgens vermutet
wurde (Prols und Meyer 1992, Holtorf et al. 1995), sollten sich die verwendeten Spezies
erheblich in der Gréf3e und Organisation ihrer Genome unterscheiden.

Fur diese Analysen sind A. thaliana und N. tabacum ideal geeignet. Beide Pflanzenspezies
sind leicht mit T-DNA zu transformieren, A. thaliana mit Hilfe von Agrobakterien-
vermittelter Infiltration (Bechtold et al. 1993), N. tabacum mit Agrobakterien-vermittelter
Blattstiickchentransformation (Horsch et al. 1985).

A. thaliana hat aufgrund ihrer geringen Grol3e einen geringen Platzbedarf, weist eine kurze
Generationszeit von etwa 8 Wochen auf und produziert bis zu 10000 Samen pro Pflanze
(zusammengefasst in Meinke et al. 1998). Normalerweise erfolgt die Befruchtung durch
Selbstbestaubung, allerdings konnen ohne grofReren Aufwand Kreuzungen durchgefiihrt
werden. A. thaliana besitzt mit einer Genomgrof3e von 125 Mb en fur héhere Pflanzen
sehr kleines Genom, welches sich durch einen geringen Anteil repetitiver Elemente und ei-
ne hohe Gendichte auszeichnet. Das Genom ist mit Ausnahme einiger hoch repetitiver Be-
reiche vollsténdig sequenziert (The Arabidopsis Genome Initiative 2000). Die Kartierung
des Integrationsortes von Transgenen, die fUr eine Untersuchung des Einflusses der Integ-
rationsstelle eines Transgens auf seine Expression von grundlegender Bedeutung ist, ist
daher relativ leicht moglich. Darlber hinaus konnen in Arabidopsis relativ leicht Mutatio-
nen erzeugt werden (zusammengefasst in Meinke et al. 1998). So wurden bereits einige
Mutanten identifiziert, die eine Rolle bei Gen-Silencing Phanomenen spielen und fir wei-
tere Analysen dieses Phdnomens von Bedeutung sind (zusammengefasst in Waterhouse et
al. 2001).

In Arabidopsis bestehen sehr grof3e Transgen-Populationen mit T-DNA- und Transposon-
Insertionen (zusammengefasst in Azpiroz-Leehan und Feldmann 1997). Die Sequenzin-
formation des Arabidopsis Genoms kann durch die Methode der reversen Genetik daher
zur Identifikation von Insertionen in Genen eingesetzt werden, die Homologie zu Genen
aufweisen, bel denen eine Beteiligung an Silencing in anderen Organismen nachgewiesen
wurde.

N. tabacum besitzt einen tetraploiden Chromosomensatz und ein etwa 30 fach grol3eres

Genom als A. thaliana (Arugmuganathan und Earle 1991) mit deutlich htherem Antell an
repetitiven Sequenzen (Dean und Schmidt 1995). Tabak weist eine relativ kurze Generati-
onszeit (ca. 12 Wochen) und eine grof3e Zahl an Nachkommen auf. Im Gegensatz zu A.
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thaliana sind in N. tabacum Untersuchungen zu systemischem Silencing (Palauqui et al.
1997) und Virus-induziertem Silencing mdglich (Ruiz et al. 1998). Die meisten Untersu-
chungen zu Transgen-Silencing wurden in diesen beiden Spezies unternommen.

V orhergehende Analysen konnten bereits zeigen, dass ein molekulargenetischer Ansatz zur
Untersuchung von Transgen-Expression und —Silencing in A. thaliana wichtige Erkennt-
nisse liefert. Untersuchungen der Expression der b-Glucuronidase unter dem 35S Promotor
in A. thaliana zeigten in 55 unabhangigen T-DNA Transformanten mit einer Kopie der T-
DNA ausnahmslos hohe und stabile Expression des Transgens (Forsbach 2001, Gils 2000,
Lechtenberg 1999, Schubert 1999). Ein bedeutender Einfluss des Integrationsortes des
Transgens auf seine Expression konnte damit ausgeschlossen werden. Bei hoheren Ko-
pienzahlen wurde dagegen ausnahmslos eine erheblich geringere b-Glucuronidase-
Expression gefunden (bis zu 5000 fach geringere Enzymaktivitét) (Gils 2000, Lechtenberg
1999, Schubert 1999).
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1.7  Zielsetzung

Diese Arbeit sollte wesentliche Beitrége zum Mechanismus von Transgen-Silencing in
Pflanzen liefern.

Es sollte untersucht werden, ob die verringerte Transmission eines dominanten Markers in
A. thaliana auf epigenetische Mechanismen zuriickzufihren ist.

Transgene Arabidopsis Linien, in denen drei oder mehr Kopien des b-Glucuronidasegens
(GUS) unter der Kontrolle des 35S CaMV Promotors vorliegen, zeigen Gen-Silencing
(Lechtenberg 1999, Schubert 1999, Gils 2000). Um den Mechanismus, ausl6sende Fakto-
ren und Vererbung des Silencings zu untersuchen, sollten molekul arbiologische und gene-
tische Experimente durchgefiihrt werden. Durch die Analyse der Expression eines weiteren
Reportergens in A. thaliana und die Untersuchung der Expression des GUS-Gensin N. ta-
bacum sollte Uberprift werden, ob die erhatenen Ergebnisse generelle Aussagen Uber
Transgen-Expression und —Silencing erlauben und in Pflanzen mit unterschiedlicher Ge-
nomstruktur Gultigkeit haben.

In einem auf reverser Genetik basierenden Ansatz sollten T-DNA-Insertionen in Arabi-
dopsis Genen identifiziert werden, die Homologie zu Modifikatoren von posttranskriptio-
nellem Gen-Silencing aus anderen Organismen aufweisen, um die Expression
posttranskriptionell inaktivierter Transgene in den identifizierten Linien analysieren zu
konnen.
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2 Material und M ethoden

21  Chemikalien und Enzyme

Chemikalien und Materialien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Amersham, Braunschweig:

Bio-Rad, Richmond, USA:

Calbiochem Behring Corp., Bad Soden:

Difco Laboratories, Augsburg:

Duchefa, Haarlem, Niederlande:

Eurogentec, Seraing, Belgien:
Fluka, Schweiz:

Gibco BRL, Eggenstein:

Hartmann, Braunschweig:
JT Baker, Holland:
Macherey & Nagel, Duren:

MBI Fermentas, St.Leon-Roth:

M etabion, Martinsried:
MWG, Ebersbach:
NEB, Bad Schwallbach:

Pall, Dreieich:

PegL ab Biotechnologie, Erlangen:

Pharmacia, Freiburg:

a*P-dCTP, Hybond-N*-Membran
Bio-Rad Protein-Assay
NP 40

Bacto-Agar, Bacto-Trypton, Hefe-Extrakt, Pep-
ton, Rindfleischextrakt

BAP, Claforan, Diethylpyruvylcarbonat, Gelrite,
Kanamycin, 4-MUG, MS-Medium M0222, MS-
Medium+Vitamine M0245, NAA, Pflanzenagar,
Rifampicin, Streptomycin, Tetracyclin, X-Gluc

Oligonukleotide
Formamid

Agarose, Oligonukleotide, Tag-Polymerase, Tris,
RNAse freie DNase |

a*’P-dCTP
Borsaure
Nucleobond AX, Porablot NY Plus Membranen

BSA, Restriktionsendonukleasen, DNA-
Polymerase (Klenow-Fragment), DNA-
Langenstandard (GeneRuler™ 1kb DNA Leéiter;
EcoRI/Hindlll gespaltene [ -DNA), |-DNA,
dNTPs, RNA-Langenstandard (Low range)

Oligonukleotide

Oligonukleotide

T4-DNA Ligase (2000000 U/ml), BstY|
Biodyne A-Membran

peqGOLD RNA Pure™

Ficoll
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Roche, Mannheim:

Serva, Heldelberg:

Sigma Chem. Co., Deisenhofen:

Whatman, Maidstone:

ATP, Restriktionsendonukleasen, High Pure PCR
Purification Kit, High Pure Plasmid Purification
Kit™, p(dN)s, RNase A

Bromphenolblau, Ethidiumbromid, MOPS, N-
Lauroylsarcosin-Na-Salz,  Triton-X-100,  Xy-
lencyanol

deionisiertes Formamid, Kodak-X-OMAT AR-5
Filme, 4-MU, PVP, Lachssperm-DNA

3MM Chromatographie-Papier

Alle tbrigen Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

2.2 Medien

Samtliche Medien wurden autoklaviert oder sterilfiltriert. Vitamine, Antibiotika und Hor-

mone wurden nach Bedarf nach dem Autoklavieren zugegeben.

221 Medien fir die Anzucht von Escherichia coli

Die Anzucht erfolgte bei 37 °C UN.

LB-Medium: 1 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt
1 % (w/v) NaCl
pH 7 mit KOH

LB+Agar: LB-Medium mit 1,5% (w/v) Bacto-Agar

2.2.2 Medien fur die Anzucht von Agrobacterium tumefaciens

Die Aufzucht erfolgte bei 28 °C
YEB-Medium: 0,5 % (w/v) Rindfleisch-Extrakt
0,1 % (w/v) Hefe-Extrakt
0,5 % (w/v) Pepton
0,5 % (w/v) Saccharose
2 mM Magnesiumsulfat
pH 7,2 mit NaOH
YEB+Agar: Y EB-Medium mit 1,5 % (w/v) Bacto-Agar

2.2.3 Medien fur die Anzucht von Arabidopsis thaliana in axenischer Kultur

MS-Medium (M0222) wurde von der Firma Duchefa (Haarlem, Niederlande) bezogen und

mit 9 g/l Bacto-Agar versetzt.
AM: 0,23 % (w/v) MS-Medium (pH 6,0) mit 1% Saccharose

AG: 0,23 % (w/v) MS-Medium (pH 6,0) mit 0,8% (w/v) Glukose
MG: 0,46 % (w/v) MS-Medium (pH 5,8) mit 1,6% (w/v) Glukose



Material und Methoden -15-

224 Medien fir die Transformation von Nicotiana tabacum

MSO: 0,44 % (w/v) MS-Medium (M0245) (pH 5,7) mit 3 % (w/v) Saccharose

MSO+Agar: MSO mit 0,8 % (w/v) Bacto-Agar

MSS(Kalli): MSO mit 0,8 % (w/v) Pflanzenagar, 0,9 mg/l Thiamin-HCI, 50 mg/l Cla-
foran, 1 mg/l BAP, 0,1 mg/l NAA, 100 mg/l Kanamycin

M SS(Stecklinge):M SO mit 0,3 % (w/v) Gelrite, 35 mg/l Claforan, 100 mg/l Kanamycin

2.25 Medien fur die Anzucht von Nicotiana tabacum

MSO+Agar: sehe2.24

2.3 Verwendete Antibiotika-K onzentrationen

Sofern nicht anders angegeben, wurden fur Selektionsexperimente folgende Antibiotika
Konzentrationen verwendet:
a) in Bakterienkulturmedien:

Ampicillin: 100 pg/mi
Rifampicin: 100 pg/ml
Streptomycin: 200 pg/mi
Tetracyclin: 1 pg/ml (zur Selektion von E. coli)

10 pg/ml (zur Selektion von A. tumefaciens)
b) in Pflanzensel ektionsmedien:

Kanamycin: 50 pg/ml fr A. thaliana
200 pg/ml fur N. tabacum
Streptomycin: 200 pg/mi

24  Oligonukleotide

Fur die Herstellung von Sonden verwendete Oligonukleotide:

GUSS™: GUS-FOR: 5-GCCGGGCAATTGCTGTGCCAGG-3
GUS-REV: 5-CGCCTGTAAGTGCGCTTGCTGAG-3
Erwartete Produktlange: ca. 950 bp

GUS3": GUS 3'Rev: 5-CGAAGTTCATGCCAGTCCAG-3
GUSB Rev: 5-CTCAGCAAGCGCACTTACAGG-3
Erwartete Produktlénge: ca. 650 bp

OcCs: OCS-For: 5-GAGCATGTGTAGCTCAGATCC-3
OCS-Rev: 5-GCACCTTCCATAGTCCCTCG-3
Erwartete Produktlange: ca. 750 bp

OCS-EX: OCS-Ex-For: 5-CCTGCTTTAATGAGATATGCGAG-3

OCSEx-Rev: 5-GTACAATCAGTAAATTGAACGGAG-3
Erwartete Produktlange: ca. 200 bp

SPT: SPT-For: 5-CCCACTCAAGCTGGATACTTCC-3
SPT-Rev: 5-CCATAGCGTTTACGGCCAGATC-3
Erwartete Produktlange: ca. 700 bp
PCR mit 2 % DM SO
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Ds3": Ds3For: 5-GATTGGGTAGCAGCATCTAGAA-3
Ds3Rev: 5-CGGTCGGTAAAATACCTCTACC-3
Erwartete Produktlange: ca. 1100 bp
PCR mit 5% DM SO

RB: RB-Out: 5-GACGGCAATTTCGATGATGCAG-3
RB-B: 5-GCCAGTCAGCATCATCACAC-3
Erwartete Produktlange: ca. 1000 bp

LB: LB-B: 5-CGACGTGTCTACATTCACGTC-3
NPT-out: 5-GAACCTGCGTGCAATCCATC-3
Erwartete Produktlange: ca. 750 bp

HPT-Gen: HPT 1: 5-GACCTGATGCAGCTCTCGGA-3
HPT 2: 5-CGCACTGACGGTGTCGTCCA-3
Erwartete Produktlénge: ca. 500 bp

NPT-Gen: NPT 1: 5-AGACAATCGGCTGCTCTGAT-3
NPT 2: 5-CCGCTCAGAAGAACTCGTCA-3
Erwartete Produktlange: ca. 750 bp

Actin 2/8: ACTIN-FOR: 5-TGTTGGTGATGAAGCACAATCC-3

ACTIN-R2: 5-ACGACCTTAATCTTCATGCTGCT-3
Die Oligonukleotide binden an zwei Aktingene (An et al. 1996).
Erwartete Produktlange der Aktingene 2 und 8: ca. 700 bp

Fur die iPCR verwendete Oligonukleotide:

Rechte Border (RB): RBOO: 5-GTGGACCCTTGAGGAAACTGGTAG-3
IPCRf1: 5-CGGTGAGTAATATTGTACGGCTAAG-3
iPCRrl: S-CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAG-3

Die Kombinationen der Oligonukleotide RBOO und iPCRrl oder iPCRf1l und iPCRrl

konnte fur die Amplifikation von flankierenden genomischen Sequenzen an der RB ver-

wendet werden.

Linke Border (LB):  LB5-long: 5-GACCATCATACTCATTGCTGATCCATG-3
NPTIPCR: 5-GGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCC-3

Fur die Identifikation von T-DNA-Insertionen in Arabidopsis-Genen verwendete Oligo-
nukleotide:

RNA-abhangige RNA-Polymerase (Akzessionsnr.: At4g11130):

3S-T22B4: 5-GACTCCACAGACCACATCCAAATGAATG-Y

3SN-T22B4: 5-CTCGACGGAGACCAGTTTTTTGTTAG-3

4A-T22BA4: 5-GCTCTTCACAGCACGGTATAGTTTCC-3

4AN-T22B4:  5-CCAAACACAGACTCAGAGATGTATG-3

T22B4-2000: 5 -GTGTGGATTGAGTCATGTCCCTTCTG-3

TJLB1L: 5-GAACATCGGTCTCAATGCAAAAGGGGAAC-3

TJ-RBL1: 5-GAATGGCGAATGAGACCTCAATTGCGAGC-3

DNA Helicase recQI2 (Akzessionsnr.: At1g31360):

RecQI2-3S: 5-CAATCAGCACCAACTTCCGAGAGAATTG-3
RecQI2-3SN: 5-GTGTACCTTGCTAAGGCTTCTTTAG-3
RecQI2-4A: 5-CTGAGTTTGTCACCCAACTGTAACATCG-3
RecQI2-4AN: 5 -CGTTACTCTTTGATCCTTGGCTTGC-3
MogLB1: 5-AATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAA-3

Die mit T22B4 oder RecQI2 bezeichneten Oligonukleotide sind spezifisch flr genomische
A. thaliana Sequenzen. Die Oligonukleotide ...SN bzw. ...AN liegen 3" der Oligonukleo-
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tide ...S bzw. ...A. PCR-Sonden fur Hybridisierungen wurden mit einer Kombination der
...SN und ...AN-Oligonukleotide mit A. thaliana Wildtyp DNA hergestellt. Die Oligo-
nukleotide TJ-RB1, TJ-LB1 und MogLB1 sind spezifisch fur T-DNA-Bordersequenzen.

25 BiologischesMaterial

251 Pflanzen

Arabidopsis thaliana: Okotyp Columbia (Inventarnummer CS3180 des Arabidopsis Bio-
logical Resource Center, ABRC).
Nicotiana tabacum: Nicotiana tabacum cv. Samsun

252 Bakterienstamme

E. coli K12 DH5a (Hanahan 1983): Dieser Stamm wurde zur Klonierung
und zum Erhalt der Hochkopienzahl-
Plasmide verwendet.

E. coli SURE™ 2 (Firma Stratagene): Dieser Stamm wurde zur Klonierung
und zum Erhalt der T-DNA-Vektoren
verwendet.

A. tumefaciens LBA 4404 (Hoekemaet al. 1983): Dieser nicht onkogene Stamm besitzt
Streptomycin- und Rifampicin-
Resistenzen und wurde zur Pflanzen-
transformation verwendet.

253 Vektoren

a) Hochkopienzahl-Plasmide

Die verwendeten Plasmide fur das GUS-Gen (SLJ4D4) sowie fir das SPT-Gen (SLJ1491)
sind Derivate des Vektors pUC118 (Jones et al. 1992). Alle verwendeten Hochkopienzahl-
Plasmide vermitteln Ampicillin-Resistenz.

b) T-DNA-Plasmide
Die bindren T-DNA-Vektoren sind Derivate des Plasmids SLJ7292 (Jones et al. 1992). Sie
tragen ein Tetracyclin-Resistenzgen.
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2.6 Methoden

Alle gangigen molekularbiologischen Techniken wurden, wenn nicht ausdrticklich er-
wahnt, entsprechend den Standardprotokollen nach Sambrook et al. (1989) durchgefuhrt.

26.1 Wachstumsbedingungen der Pflanzen

In der Regel wurden die Pflanzen zunéchst in Sterilkultur auf Agarplatten in der Klima-
kammer angezogen und nach ca. zwei Wochen in Erde oder Reagenzgléser mit Medium
uberfihrt.

Da die Promotionsarbeit in zwel verschiedenen Instituten erfolgte, unterschieden sich die
Wachstumsbedingungen der Pflanzen.

Die Versuche wurden unter folgenden Bedingungen durchgeftihrt:

Langtagbedingungen im Gewachshaus und in der Klimakammer fur A. thaliana:

MDL in der MPG, Kéln: 16 h Licht bei 20 °C, 8 h Dunkel bel 18 °C,
Luftfeuchtigkeit jeweils 70 %

MPI far molek. Pflanzenphysiologie, Golm: 6 h Licht bel 20 °C, Luftfeuchtigkeit 80 %
8 h Dunkel bei 18°C, Luftfeuchtigkeit 50 %

Kurztagbedingungen in der Klimakammer fir A. thaliana:

MDL in der MPG, Kéln: 9 h Licht bei 20 °C, 15 h Dunkel bei 18 °C,
Luftfeuchtigkeit jewells 70%

MPI fur molek. Pflanzenphysiologie, Golm: 8 h Licht bel 20 °C, Luftfeuchtigkeit 60 %
16 h Dunkel bel 16 °C,
Luftfeuchtigkeit 75 %

Langtagbedingungen im Gewachshaus und in der Klimakammer fir N. tabacum:

MDL in der MPG, Kaln: Gewéchshaus wie A. thaliana, Klimakam-
mer 16 h Licht bei 24 °C, 8 Dunkel bel 20
°C, Luftfeuchtigkeit 70 %

MPI fur molek. Pflanzenphysiologie; Golm: 16 h Licht bel 26 °C, 8 h Dunkel bei 20 °C,
Luftfeuchtigkeit 60-70 %

Die unterschiedlichen Bedingungen in beiden Forschungsinstituten fuhrten, soweit dies
Testreihen zeigen konnten, zu vergleichbaren Ergebnissen. Unter den Kurztagbedingungen
im MPI fir Pflanzenphysiologie in Golm blthten die A. thaliana Pflanzen alerdings etwa
1-2 Wochen spéter als unter den Kurztagbedingungen im MDL in der MPG in Kdln.

2.6.2 Oberflachensterilisation von Samen

Die Sterilisation von bis zu 500 Samen erfolgte in 1,5 ml Reaktionsgefal3en. Dabel wurden
die Samen zunéchst 5 min in 70 %igem Ethanol und anschlief3end 5 min in einer 0,84 %i-
gen Natriumhypochlorididsung geschwenkt. Es folgten zwel Waschschritte mit sterilem
Wasser.
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2.6.3  Agrobakterien-ver mittelte Blattstiickchentransformation von N. tabacum

Der zu transformierende Agrobakterien-Stamm wurde bei 28 °C fur 24 h auf Y EB-Platten
mit den entsprechenden Antibiotika angezogen. Die Bakterien wurden in MSO-Medium
suspendiert.

Die Transformation von Tabak erfolgte nach Horsch et al. (1985). Fir die Transformation
wurden Blétter von 3-4 Wochen alten, in axenischer Kultur gezogenen N. tabacum Pflan-
zen verwendet. 8-10 mm? grof3e Explantate von Tabakbl&ttern (keine Mittelrippen) wurden
10-30 min in der Agrobakterien-Suspension bel RT inkubiert, kurz auf Filterpapier und
dann mit der Oberseite nach unten auf MSO-Platten bel 24 °C im Dunkeln gelegt. Nach
zwei Tagen wurden die Blattstlicke auf MSS (Kalli) transferiert. Dies wurde alle zwei Wo-
chen wiederholt. Entstehende Sprosse wurden von den Kalli abgetrennt und auf MSS
(Stecklinge) gesetzt. Nach der Bildung von Wurzeln konnten die Pflanzen in Erde gesetzt
und ins Gewachshaus transferiert werden.

2.6.4 Nomenklatur der Pflanzen

Die einzelnen transgenen Pflanzen sind nach dem T-DNA-Konstrukt bezeichnet, mit dem
sie transformiert wurden.

a) A. thaliana

Transformanten, die aus Agrobakterien-vermittelte Wurzeltransformation hervorgegangen
sind (Vavekens et al. 1988), wurden mit Zahlen von eins an aufwaérts bezeichnet. AusVa
kuuminfiltrationen (Bechtold et al. 1993) hervorgegangene Pflanzen sind dagegen ab 100
aufwarts bezeichnet. Allgemein wurden Nachkommen, die in Reagenzgldsern gezogen
wurden, zusétzlich mit einer Ziffer ab 21 aufwarts bezeichnet. Fur im Gewéchshaus kulti-
vierte Pflanzen gilt Entsprechendes ab der Ziffer 11. Fir jede nachfolgende Generation
wurde eine weitere Nummer gemal3 den Anzuchtbedingungen zugefigt. Fir die T-DNA
hemizygote Nachkommen wurden zusétzlich mit ,hemi*, homozygote Nachkommen mit
»homo* bezeichnet.

b) N. tabacum

Transformanten aus der Agrobakterien-vermittelten Blattstlickchen-Transformation wur-
den mit Zahlen von eins an aufwérts bezeichnet. Zum Tell wurden mehrere Sprosse den
entstehenden Kalli abgenommen und bewurzelt. Diese bekamen neben der Transformanten
Nummer noche eine Zahl von eins an aufwarts (z.B. Gus 3xr 39-1).
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2.6.5 Préaparation genomischer DNA ausA. thaliana und N. tabacum

Die Prgparation erfolgte nach einem vereinfachten Protokoll von Dellaporta et al. (1983).

Extraktionspuffer: 100 mM Trig/HCI, pH 8
50 mM EDTA, pH 8
500 mM NaCl
1,65 % (w/v) SDS
unmittelbar vor Gebrauch 0,07 % (v/v) b-Mercaptoethanol zugeben

200-500 mg Blattmaterial wurden geerntet, in flissigem Stickstoff gefroren und anschlie-
3end in einem Reaktionsgeféld homogenisiert. Nach Zugabe von 650 pl des Reaktionspuf-
fers wurde gemischt. Anschlief3end erfolgte ein zehnmindtiger Inkubationsschritt bei 65
°C. Nach Zentrifugation des Homogenats wurde der Uberstand mit einem Volumen PC
(Phenol/Chloroform im Verhéltnis 1:1) extrahiert und die entstandene wassrige Oberphase
mit 0,7 Volumen Isopropanol versetzt. Die Pelletierung der DNA erfolgte durch Zentrifu-
gation. Die DNA wurdei. Allg. in 50 pl H,O/RNase (0,1 mg/ml) resuspendiert. Mit dieser
Methode kdnnen ca. 5 pug genomischer Arabidopsis DNA pro Préparation erhalten werden.

Zur Isolierung von Tabak-DNA wurde ein zusétzlicher Chloroform-Extraktionsschritt
durchgefthrt. Es wurden bis zu 20 pg Tabak-DNA pro Préparation erhalten.

Fur Southern-Blot-Analysen wurde jeweils die Halfte der DNA einer Pr8paration einge-
setzt.

2.6.6 Transfer von DNA auf Nylonmembranen (, Southern Blot“) und Hybridisie-
rung der Membranen

Der Transfer von DNA auf Nylonmembranen erfolgte nach einem modifizierten Protokoll
von Southern (1975). Die Transfer- und Hybridisierungsbedingungen richteten sich nach
den entsprechenden Herstellerangaben.

Die Hybridisierung der Membranen erfolgte nach vierstindiger Vorhybridisierung bei 65
°C uber Nacht in einer Glasréhre im Rolleninkubator Heragus Heraqywig. Die Membran
wurde in der Regel zweimal 30 min bel 60-65 °C gewaschen.

Ldsungen: 100 x Denhardt’s: 2 % (w/v) BSA
2 % (w/v) Ficoll
2% (w/v) PVP
Hybridisierungslosung: 5 x Denhardt’s
5 x SSPE
0,1 % (w/v) SDS
Waschl 6sung: 2 X SSPE
0,1 % (w/v) SDS
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2.6.7 Herstellung von radioaktiven DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung von Sonden erfolgte nach einem Protokoll von Feinberg und
Vogelstein (1983, 1984).

Ldsungen: Ldsung O: 0,125 M Tris/HCI, pH 8
0.125 M MgCl,
Losung A: 1ml Lésung O

18 pl -Mercaptoethanol
5ul dATP, 5 pul dGTP, 5 pl dTTP
(je 100 mM Stammldsung)

Losung B: 2 M Hepes/NaOH, pH 6,6
Losung C: p(dN)s 90 OD 260/mll

5 x Markierungspuffer: 200 pl Losung A
500 ul Lésung B
300 pul Lésung C

Die radioaktiv zu markierende Sonde (20-100 ng in 16 pl) wurde nach 10 minttiger Dena-
turierung bei 95 °C fur 2 Minuten auf Eis gestellt. Anschlief3end wurden 5 pl 5 x Markie-
rungspuffer, 1 pl Klenow-Enzym (2 U) und 30 pCi *?a-dCTP zugefiigt. Die Reaktion wur-
de mindestens 30 min bei 37 °C inkubiert.

Die Proben wurden mit dem High Pure PCR Product Purification Kit™ der Firma Roche
(Mannheim) nach Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Das Eluat wurde 10 min bei 95
°C denaturiert, 2 min auf Eis gestellt und in 15 ml Hybridisierungslésung zu der vorhybri-
disierten Membran gegeben.

2.6.8 Préaparation von RNA ausA. thaliana

Die Préparation von RNA aus Blé&ttern von A. thaliana erfolgte mit Hilfe des PeqGOLD-
RNAPure™ Kits der Firma PegLab Biotechnologie (Erlangen). Es wurde gemaR Herstel-
lerangaben verfahren. Zur Préparation wurden ca. 60 mg Blattmaterial eingesetzt. Mit die-
ser Prgparationsmethode konnten bis zu 100 ug RNA gewonnen werden.

Fiir die Isolierung von kleinen RNAs wurden Anderungen zum Herstellerprotokoll vorge-
nommen. Die Fallung der RNA erfolgte bel —20 °C fur 20 min. Auf einen Waschschritt
wurde verzichtet.
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2.6.9 Transfer von RNA auf Nylonmembranen (, Northern Blot*) und Hybridisie-
rung der Membranen

a) Probenaufbereitung:

Losungen: 10 x Elektrophoresepuffer: 0,2 M Mops, pH 7
80 mM Natriumacetat
10 mM EDTA, pH 8
zuerst Natriumacetat in DEPC-H,O ansetzen,
nach dem Autoklavieren Mops darin |6sen, dann
DEPC-behandeltes EDTA dazugeben; nach Ste-
rilfiltration dunkel bei RT aufbewahren

10 x RNA-Blaumarker: 50 % (v/v) Glycerol
1mM EDTA, pH 8
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol

Die isolierte RNA wurde in 20-50 ul DEPC-H,O aufgenommen. Die Konzentrationsbe-
stimmung der RNA erfolgte photometrisch. Es wurden 10 x Elektrophoresepuffer sowie
deionisiertes Formamid und Formaldehyd hinzugegeben. Die Endkonzentrationen im An-
satz betrugen 10 % fir den 10 x Elektrophoresepuffer, 40 % fur Formamid und 2,2 M fur
Formaldehyd. Es folgte ein 10 minitiger Denaturierungsschritt bei 80 °C. Anschlief3end
wurde der Ansatz auf Eis gekuhlt. Nach Zugabe von 1,5 pl Ethidiumbromid (1 mg/ml) und
10 x RNA Blaumarker konnten die Proben auf das Gel aufgetragen werden.

b) RNA Elektrophoresegele

Die Agarose-Konzentration der Gele betrug 1,2-1,5 % (w/v). Sie wurden mit 2,2 M For-
maldehyd angesetzt. Die Elektrophorese erfolgte in der Regel bei 20 V Uber Nacht.

Fur die Auftrennung von kleinen RNAs wurden 2-2,5 %ige (w/v) Gele verwendet. Die
Elektrophorese wurde 1 h bel 100 V und 1 h bei 20 V durchgefihrt. Nach Abtrennen des
Gelstiicks mit den niedermolekularen RNAs wurde die Polung der Gelkammer vertauscht,
um die hochmolekularen RNAs aufzutrennen. Die Elektrophorese erfolgte nun fur 2 h bei
100 V, anschlief3end tber Nacht bel 20 V.

c) Transfer der RNA auf eine Nylonmembran
Die RNA wurde auf HybondN*-Nylonmembranen (Amersham, Braunschweig) transfe-
riert, wobel nach Herstellerangaben verfahren wurde.
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d) Hybridisierung der RNA-Membranen
Losungen: Hybridisierungspuffer nach Church und Gilbert (1984).

7 % (w/v) SDS
0,5 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,2
1 mM EDTA

Waschl 6sungen:

6 x SSPE, 0,5 % SDS
4 x SSPE, 0,5 % SDS
2 X SSPE, 0,5% SDS
2 x SSPE, 0,1 % SDS

Die RNA-Membranen wurden bel 68 °C 30 min prahybridisiert. Die Hybridisierung er-
folgte bei 58°C Uber Nacht. Zur Detektion von SsRNAs wurden die Membranen bel 58 °C
prahybridisiert und bei 42 °C Uber Nacht hybridisiert. Die Membranen wurden je 5 min bei
RT mit 6 x SSPE, 0,5 % SDS, 4 x SSPE, 0,5 % SDS und 2 x SSPE, 0,5 % SDS gewaschen.
Die Membranen mit hochmolekularen RNAs wurden zusétzlich 30 min bei 60 °C mit 2 x
SSPE, 0,1 % SDS, die Membranen mit SsSRNAs 15 min bei RT mit 2 x SSPE, 0,1 % SDS
gewaschen.

2.6.10 iPCR zur Amplifikation von T-DNA-flankierenden Sequenzen

Die inverse PCR wurde gemél3 einem veranderten Protokoll von Ochman et al. (1988)
durchgefthrt. Zur Amplifikation von T-DNA-flankierenden Sequenzen wurde zunéchst die
genomische Pflanzen-DNA mit BstY | gespalten. Anschlief3end erfolgte eine Ligationsreak-
tion in grofRem Volumen und PCR auf den entstehenden Zirkeln. Durch die Wahl der Oli-
gonukleotide konnte nur zirkularisierte DNA, die T-DNA-Endsequenzen enthielten, ampli-
fiziert werden. Die verwendeten Oligonukleotide sind unter 2.4 aufgefuhrt. Die erhaltenen
PCR-Fragmente wurde sequenziert und auf Homologie zum A. thaliana Genom hin unter-
sucht (2.6.14). Es wurden Oligonukleotide aus der flankierenden genomischen Sequenz
abgeleitet. Der Integrationsort der T-DNA konnte bestétigt werden, wenn diese Oligo-
nukleotide mit einem LB- bzw. RB-Oligonukleotid in einer PCR ein Produkt ergaben.

2.6.11 b-Glucuronidase-Aktivitéatstests
a) Semiquantitativer b-Glucuronidase-Aktivitatstest

Lésungen: 0,5 M Natriumphosphatpuffer: 0,5 M NaH;POy4, pH 7

X-Gluc-Ldsung: 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7
1 mM EDTA, pH 8
0,1 % (v/v) Triton-X-100
1 mM X-Gluc
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Die Férbung der Blattstiicke erfolgte Uber Nacht bei 37 °C. Die Inkubation erfolgte in 96er
Mikrotiterplatten, in die in jede Vertiefung 100 pl X-Gluc-Puffer vorgelegt wurden. Die
Stérke der Blaufarbung der Losung und der Blattstiicke ist ein Mal3 fur die GUS-Aktivitét.

b) Quantitative b-Glucuronidase-Aktivitétstests

Der quantitative b-Glucuronidase-Aktivitétstest erfolgte nach Jefferson et a. (1987).

Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge erfolgte mit dem Bradford-Reagenz der Firma
Bio-Rad nach Herstellerangaben. Die Messung wurde bei ODsgs im Photometer durchge-
fuhrt. Zur Aufstellung einer Eichgeraden wurden BSA-Konzentrationen von 1 bis 20
pg/ml verwendet.

Das Fluorimeter VersaFluor™ der Firma Bio-Rad (Richmond, USA) wurde mit einer
Eichgerade von 50 nM bis 5 uM 4-MU (Verdinnung in 0,2 M NaCOs) bei einer Anre-
gungswellenlange von 360 nm und einer Emissionswellenldnge von 455 nm geeicht.

Von jeder transgenen Linie bzw. Pflanze wurden, falls nicht anders angegeben, zwel Prote-
inextrakte erstellt. Von den beiden Extrakten wurden jeweils zwel Aliquots unabhangig
gemessen. Aus diesen vier Messungen wurde der Mittelwert gebildet. Die Standardabwel-

chung wurde mit der Formel ((nSx?-(Sx)?)/n?)%° berechnet.
Die Gus-Aktivitéat wurde mit folgender Formel berechnet:
Gus-Aktivitét [pmol 4-MU/min/mg Protein] =

4* 10% B* my* F* (Ess-E as5-1y)
D*C* my* A* (ODsgs-by)

wobei: A eingesetzte ul der Verdinnung
B: Verdunnung (1:B)
C. Reaktionszeit [min]
D: im Fluorimeter gemessenes Volumen [ml]
F: eingesetztes VVolumen in der Proteinbestimmung [ul]
Eyss: gemessene Fluoreszenz der Probe nach C Minuten
E°455: gemessene Fluoreszenz des Nullwertes nach C Minuten
ODsgs: gemessene Extinktion bei der Proteinmessung
ms: Steigung der Proteineichkurve [ml/ug]
b;: Schnittpunkt der Proteineichkurve mit der y-Achse
my: Steigung der 4-MU-Eichkurve [1/nmol]

b,: Schnittpunkt der 4-MU-Eichkurve mit der y-Achse
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2.6.12 Identifizierung von T-DNA-Insertionen in Arabidopsis Genen mittelsrever ser
Genetik

Mit Hilfe von reverser Genetik ist es moglich, Insertionen in Genen zu identifizieren, deren
Sequenz bekannt ist (zusammengefasst in Azpiroz-Leehan und Feldmann 1997). Diese
Methode wurde im Labor von Dr. Burkhard Schulz im Max-Delbrtick-Laboratorium in der
MPG in KoéIn durchgefihrt. Die T-DNA-Linien wurden aus dem ,, Nottingham Arabidopsis
Stock Center” bezogen. Die DNASs der einzelnen Linien lagen bereits prapariert vor. Jede
PCR Reaktion wurde auf einem Gemisch von DNAs von 1000 unabhangigen T-DNA-
Linien durchgefthrt (1000er Pool). Insgesamt konnten so 73940 Linien auf eine Integrati-
on einer T-DNA in einem bestimmten Gen getestet werden. Die PCR-Ansétze wurden ge-
lelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert (2.6.6) und die Membranen
mit genspezifischen Sonden hybridisiert (2.4). Wurde ein PCR-Produkt bzw. eine Hybridi-
sierung in einem 1000er Pool erhalten, so wurden PCR-Reaktionen auf Subpools durchge-
fahrt, die jeweils DNAs von 100 Linien des 1000er Pools enthielten. Weitere PCR-
Reaktionen wurden auf 10er Subpools der 100er Subpools ausgefihrt. Samen des 10er
Pools wurden im Gewéchshaus ausgesét. Die DNAS der resultierenden Pflanzen wurden
prapariert und fir PCR-Analysen eingesetzt. So konnten Einzelpflanzen identifiziert wer-
den, die eine Insertion in dem gewlnschten Gen enthielten. Weitere PCR-Reaktionen er-
moglichten die Identifikation von Pflanzen, in denen die T-DNA hemizygot oder homozy-
got vorlag.

2.6.13 DNA-Sequenzierungen

Sequenzierungen wurden von der ADIS-Einheit (Automatische DNA Isolierung und Se-
quenzierung) des Max-Planck-Instituts fur Zichtungsforschung, Koln, durchgefuhrt. Ver-
wendet wurden PE/Applied Biosystems 377 Sequenzierer mit BigDye-Terminator-
Chemikalien. Oligonukleotide wurden von MWG (Ebersbach), Gibco BRL (Eggenstein),
Eurogentec (Seraing, Belgien) und Metabion (Martinsried) bezogen.

2.6.14 Datenbankanalysen

Die Suche von homologen Sequenzen wurde mit Unterstiitzung des BLAST-Programms
(Altschul et al. 1990) in der A. thaliana Datenbank durchgefthrt (http://genome-
www?2.stanford.edu/cgi-bin/AtDB/nph-blast2atdb  bzw. http://arabidopsis.org/blast). Es
wurde die Option ,GenBank*, die alle Sequenzen von Arabidopsis umfasst, zur Suche be-
nutzt.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ermittelt werden, von welchen Faktoren Gen-Silencing in
A. thaliana und in gewissen Punkten auch in N. tabacum ausgel 0st bzw. beeinflusst wird.
Hierzu wurden Pflanzen mit verschiedenen T-DNA-Konstrukten, die ein oder mehrere
identi sche Reportergenkassetten trugen, analysiert.

Die verwendeten T-DNA Konstrukte werden in 3.1 vorgestellt. In 3.2 werden die etablier-
ten transgenen A. thaliana Pflanzen und eine Untersuchung der Linien, die eine aberrante
Segregation der T-DNA aufwiesen, préasentiert. In 3.3 ist eine detaillierte Expressionsana
lyse und die Untersuchung von Gen-Silencing fir zwei verschiedene Reportergene darge-
stellt. Die fur N. tabacum erhaltenen Aktivitdtsmessungen sind in 3.4 zusammengefasst.
Weiterhin wurden im Rahmen dieser Arbeit Untersuchungen zur Methylierung des GUS-
Gens und zum Nachweis von GUS-siRNAs in Linien mit hoher GUS-Expression durchge-
fuhrt (3.5). In 3.6 ist der Einfluss genetischer Modifikatoren auf posttranskriptionell stillge-
legte GUS-Gene beschrieben.

31 Verwendete T-DNA Konstrukte

Zur molekulargenetischen Untersuchung von Gen-Silencing-Phdnomenen wurde im Rah-
men dieser Arbeit mit transgenen A. thaliana und N. tabacum Pflanzen gearbeitet, in die
mit Hilfe von Agrobakterien-vermittelter Transformation T-DNAS eingebracht worden wa-
ren. In Abbildung 1 sind die verschiedenen Konstrukte dargestellt. Diese enthielten zwei
verschiedene Reportergene, ein chimares b-Glucuronidasegen (GUS, Jefferson et al. 1987)
oder ein chiméres Streptomycinphosphotransferasegen (SPT, Jones et al. 1989). Beide Ge-
ne stehen unter der Kontrolle des 35S-Promotors des Blumenkohlmosaikvirus (Odell et al.
1984) und tragen das 3"-Ende des Octopinsynthasegens aus A. tumefaciens (OCS, Gielen et
al. 1984). Zur Untersuchung des Einflusses der Kopienzahl eines Transgens auf seine Ex-
pression waren Konstrukte erstellt worden, in denen ein bis drei Kopien der o.a. Reporter-
gene mit den erwéahnten regul atorischen Sequenzen in Tandem vorlagen.

Alle T-DNAs tragen ein Neomycinphosphotransferasegen (NPT, Matsumura et al. 1984)
als Transformationsmarker.

Eine Transposition der verschiedenen Reportergene in den unterschiedlichen Kopienzahlen
sollte mit Hilfe des Ac/Ds-System aus Mais (McClintock 1951), das heterolog in A. thali-
ana etabliert wurde (Bancroft et al. 1992), moglich sein. Daher wurden die Reportergen-
kassetten in ein Derivat des Ac-Elementes kloniert (Ds). Dieses Element ist nicht zur auto-

nomen Transposition fahig, kann aber mittels einer Transposasequelle (DNael SAc,
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Bancroft et al. 1992) transaktiviert werden. Um die Exzision des Ds-Elementes nachwei-
sen zu konnen, wurde es in den 5-untrandatierten Bereich eines Hygromy-
cinphosphotransferasegens (Malpartida et al. 1983) kloniert. Die Transposition des Ds-
Elementes fuhrt zur Expression des Gens durch den p1'-Promotor und damit zu Hygromy-
cinresistenz (Baker et al. 1987).

Die verschiedenen Reportergenkonstrukte unterschieden sich nur in der Kopienzahl des
Reportergens, der Orientierung der Reportergenkassette und dem Reportergen selber. Ef-
fekte auf die Transgenexpression durch regulatorische Elemente wie den Promotor und das
3’-Ende oder durch andere Bereiche der T-DNA sollten sich daher auf alle Konstrukte in
gleicher Welse auswirken.

Die Bezeichnungen ,f* und ,r* im Konstruktnamen geben die relative Orientierung der
Reportergenkassette zum NPT-Gen an (Abb. 1).

In A. thaliana wurde mit allen aufgefiihrten Konstrukten gearbeitet, N. tabacum wurde nur
mit den Konstrukten Gus 2xf und Gus 3xr transformiert.

3.2  Verwendete transgene A. thaliana Linien und Untersuchungen zu
Linien, die eine aberrante Segregation der T-DNA aufwiesen

321 VewendetetransgeneA. thaliana Linien

In dieser Arbeit sollte unter anderem der Einfluss der Kopienzahl eines Reportergens auf
seine Expression untersucht werden. Daher war es von grol3er Bedeutung, dass nur Linien
verwendet wurden, die eine Kopie der T-DNA aufwiesen. Dann war die Kopienzahl des
Transgens durch die Kopienzahl auf der T-DNA und dadurch bestimmt, ob die T-DNA
hemi- oder homozygot vorlag. Um Transformanten zu finden, die eine Integration des
Transgens an einem Locus trugen, wurde eine genetische Analyse der Nachkommenschaft
durchgefuhrt. Hierzu wurden Samen der T1-Transformanten auf Kanamycin-haltiges Me-
dium ausgelegt und das Verhdtnis von resistenten zu sensitiven Pflanzen bestimmt. Das
chimére Neomycinphosphotransferasegen vermittelt Kanamycin-Resistenz. Dabel handelt
es sich um ein dominantes Merkmal. Wenn das Verhdtnis von resistenten zu sensitiven
Nachkommen nicht grél3er as 3:1 war, hatten die Transformanten mit hoher Wahrschein-
lichkeit Transgeninsertionen an nur einem Locus. Bel diesen Segregationsanalysen zeigten
eine Reihe von Transformanten und deren Nachkommen ein Verhdtnis von Kanamycin-
resistenten zu -sensitiven Pflanzen, das teilweise erheblich kleiner war als 3:1. Ursache fir
diese aberranten Segregationen konnten epigenetische Effekte sein, die zu einer Abschal-
tung des NPT-Gens in einem Tell der transgenen Pflanzen fuhrten. Daher wurde dieses
Phanomen genauer untersucht (3.2.2).
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LB RB
Cons pnos|NPT| ocs3 |p1|  Ds ps |HPT [3hos]
Spt 1xf [p3ss|sPT] ocs3 |
.
Spt xr | ocs3 |SPT| p3s9
<
Spt 2xf [p3ss|sPT| ocs3 | p3sdsPT| ocs3 |
o
Spt 2xr | ocs3 ISPt p35g ocs3” |sPT] p3sg
< <
Spt 3xf [p35S|SPT| ocs3” |p35S|SPT| ocs3” |p35S|SPT| ocs3 |
—> - —>
Gus Ixf GUS
.
Gus Ixr ocs3’ GUS
<
Gus 2xf GUS GUS
E— E—
Gus 2xr GUS GUS
<
Gus 3xf GUS GUS GUS
— — —
Gus 3xr Ml oGus GUS GUS
P> A— P A—

Abbildung 1: Verwendete T-DNA-Konstrukte zur Transformation von A. thaliana (alle Konstrukte)
und N. tabacum (Gus 2xf, Gus 3xr). Alle Reportergenkassetten waren Teil des Ds-
Konstruktes, das die Left und Right Border (LB und RB), den Transformationsmarker
(Neomycinphosphotransferase (NPT) unter der Kontrolle des pnos-Promotors mit
ocs3’-Polyadenylierungssignal), die Ds-Sequenzen und den Exzisionsmarker Hygro-
mycinphosphotransferase (HPT mit 3'nos Polyadenylierungssignal) enthélt. Exzision
der Ds-Cassette fuhrt zur Aktivierung des HPT-Gens durch Expression unter dem pl'-
Promotor. Als Reportergene wurden die b-Glucuronidase (GUS) oder Streptomy-
cinphosphotransferase (SPT) unter Kontrolle des 35S-Promotors (p35S) mit dem ocs3'-
Polyadenylierungssignal verwendet. Die Reportergenkassetten liegen in ein bis drei
Kopien vor. Die Transkriptionsrichtung ist durch Pfeile markiert.

Die Linien, die T-DNA-Integrationen an nur einem Locus trugen, wurden mit Hilfe einer
Southern-Blot-Analyse untersucht, um unter ihnen Linien zu identifizieren, die nur einein-
takte Kopie der T-DNA trugen. Die Anayse ist detailliert an anderer Stelle von Gils
(2000) und Schubert (1999) beschrieben. Auf diese Weise konnten auch transgene Pflan-
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zen gefunden werden, die zwei T-DNAs als invertierte Sequenzwiederholungen an einem
Locus aufwiesen (3.3.5).

Die meisten Linien lagen zu Beginn der Arbeit vor (Gils 2000, Schubert 1999) und der ge-
nomische Integrationsort der T-DNA war bestimmt (Gils 2000, Forsbach 2001, Schubert
1999). Teilweise wurden transgene Pflanzen mit einer Kopie der T-DNA oder invertierten
Sequenzwiederholungen der T-DNASs noch identifiziert und die flankierenden genomi-
schen Sequenzen ermittelt und kartiert. Alle in dieser Arbeit verwendeten Linien mit einer
Kopie der T-DNA und die Linien Spt 1xr 88 und Spt 3xf 159, die eine invertierte Se-
guenzwiederholung zweier T-DNAs aufwiesen, sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. Zusétzlich
zum Konstruktnamen und der Liniennummer ist der Integrationsort der T-DNA im A. tha-
liana Genom angegeben, falls dieser bestimmt werden konnte.

Tabelle1l: DieLegende befindet sich auf der folgenden Seite.

Konstrukt | Linie | Integrationsort im A. tha- Position im A. thaliana
liana Genom (Akzessi- BAC LB/RB Chromosom
onsnr. des BAC) (bp)*
Gus 1xf 30 AL161555 165846/165874 v
60 AP000370 14237/14335 1l
110 AC006340 58407/58418 I
117 AB013392 30526/n.b. V
Gus Ixr 3 Nicht kartiert
18 AC079284 69279/69294 [
30 AC004122 17350/17381 [
69 AC005309 78348/78361 I
112 AC005662 50703/n.b. I
118 AC027134 92304/n.b. [
127 AC003671 11953/n.b. [
Gus 2xf 23 AC007196 24094/24032 I
101 AC016829 22032/22019 1l
108 Nicht kartiert
109 AC005398 26068/26101 I
110 AB026645 1140/1151 1l
113F AC007169 3328/3348 I
117 Nicht kartiert
119 AL161541 n.b./122738 v
151° AC018363 n.b./28131 1l
158 AC079829 n.b./68020 [
160 Nicht kartiert
Gus 2xr 103 AC013354 72562/72544 [
123 AF262041 13290/13291 V
125 AC015986 10027/10013 [
126 AC007918 38121/38146 [
Gus 3xf 101 Nicht kartiert
106 AC006418 n.b./38878 I
112 AL137189 82489/82539 V
113° AC058785 46995/n.b. [
118 AC007019 58199/58183 I
122 ABO006707 66890/66944 V
Gus 3xr 100 AL 162507 n.b./35232 1l
105 AC004133 90642/90626 [
117° AL161512 124565/- v




Ergebnisse

-30-

AC016662 -/31161 I
126 AC005851 n.b./63118
130F AB010069 22249/22219 \%
133 AB025634 23840/n.b. Il
136F AC006929 59575/n.b. ]
Spt Ixf 5 Nicht kartiert
8aP AB026651 64775/64812 LB2 \%
114 Nicht kartiert
124 AC007980 n.b./73315 I
130 AC023279 n.b./5256 I
133° AC007048 27065/- ]
AL161594 -/187935 v
Spt Ixr 76 Nicht kartiert
92 AC007135 n.b./26026 ]
107 AC000375 85155/85148 I
Spt 2xf 104 AC023628 87382/87384 I
105 AC008263 n.b./79409 I
107 AB016871 41526/41477 \%
121F AB011483 n.b./10397 \%
129 AL132968 28990/29019 Il
132 Nicht kartiert
133 ABO005237 67109/n.b. \%
Spt 2xr 100 Nicht kartiert
101 Nicht kartiert
103 AC007190 36791/n.b. I
Spt 3xf 103 AC067971 67270/67363 I
108 AL391222 67455/67426 \%
110F AL 138656 37281/n.b. Il
118 Nicht kartiert
139 AC004482 52055/52052 ]
147 AL161565 125697/125681 v
154 AL590346 81912/81943 \%
159°F AB005241 15160/15151L B2 V
Tabelle 1: In dieser Arbeit fur Expressionsanalysen verwendete Linien, die eine Kopie der jewei-

ligen T-DNA tragen (bis auf D). Es sind die Konstruktbezeichnungen, die Liniennum-
mern und der Integrationsort im A. thaliana Genom angegeben (Arabidopsis-
Chromosom, Akzessionsnummer des BACs und Integrations-Position im BAC) A: Es
ist die Position der flankierenden genomischen Bereiche der LB und der RB (bei D
LB1 und LB2) im BAC aufgefihrt, n.b. nicht bestimmt, B: Linie besitzt eine zusétzli-
che LB, C: Linien tragen ein Chromosomenrearrangement (Daten nicht gezeigt), D:
Linien tragen zwei T-DNAS in invertierter Orientierung zueinander an einem Locus,
E: Linien weisen eine aberrante Segregation auf Kanamycin-haltigem Medium auf

3.22 Untersuchungen zu Linien, die eine aberrante Segregation der T-DNA auf-
wiesen
Um die Analyse der Linien, die eine Segregation von Kanamycin-resistenten
zu —sensitiven Pflanzen, die geringer als 3:1 war (aberrante Segregation), aufwiesen, um-
fassender gestalten zu kdnnen, wurden auch Linien, die andere Konstrukte auf3er den fir
die Expressionsanalyse verwendeten (Abb. 1) enthielten, untersucht. Diese Konstrukte be-
stehen aus dem Ds-Konstrukt (Abb. 1) und verschiedenen Reportergenen in unterschiedli-
chen Kopienzahlen. Da letztere nicht von Bedeutung fir die Analyse sind, wird an dieser
Stelle nicht ngher auf sie eingegangen (siehe aber Lechtenberg 1999, Gils 2000, Forsbach
2001). Fur die Linien, die die in der Expressionsanalyse untersuchten Konstrukte enthiel-
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ten, wurden alle unabhangigen Transformanten auf eine aberrante Segregation untersucht.
Insgesamt waren dies 426 transgene Linien; 9 davon wiesen eine aberrante Segregation auf
(2,1%), wobei zu berticksichtigen ist, dass Linien, fur die laut statistischem Test nicht ent-
schieden werden konnte, dass sie eine geringere als 3:1 Segregation aufwiesen, nicht unter-
sucht wurden. In Tabelle 2 sind die untersuchten Linien und représentative Segregationsda-
ten aufgefuhrt. Fur ale Linien wurden zusétzliche Segregationsdaten von weiteren Nach-
kommen ermittelt (Daten nicht gezeigt). Mit einem chi-Quadrattest wurde bestimmt, ob die
ermittelten Segregationsdaten der Linien einer 2:1 - (4 Linien) oder einer 1:1 —Segregation
(4 Linien) entsprachen. Einige Linien wiesen einen wesentlich geringeren Anteil Kanamy-
cin-resistenter als —sensitiver Pflanzen auf (<1:1-Segregationen, 11 Linien) (z. B. Spt 3xr
129, 25:314). Bel 3 Linien lagen die Segregationsdaten bei verschiedenen Nachkommen
zwischen einer 1:1- und einer 2:1-Segregation (Gus 3xr 136, Spt 3xf 110, GSGfp 1xf 154).

Eine mogliche Erklarung fur diese aberranten Segregationen kénnten epigenetische
Effekte sain, die trotz Anwesenheit des NPT-Gens Kanamycin-Sensitivitét verursachen
wirden. Dass das NPT-Gen per seintakt ist, ist dadurch bewiesen, dass Nachkommen mit
Kanamycin-Resistenz gefunden werden. AulRerdem wurde eine Relthe Kanamycin-
sensitiver Pflanzen auf Anwesenheit des NPT-Gens mit Hilfe von PCR und Southern-Blot-
Analysen untersucht. Bei keiner dieser Pflanzen konnte ein NPT-Gen nachgewiesen wer-
den (Daten nicht gezeigt).

Tabelle2: DieLegende befindet sich auf der folgenden Seite.

reprasentative | VerhaltnisKanamy- | Wt x Linie® Liniex Wt? Organisation
Segregations- cin-resistente zu der T-DNA(s)
daten —sengitive Pflanzen

Gus 2xf 113 (112:56) 2:1 57:61 79:80 1intakte T-DNA
Gfp Ixr 119 (198:110) 2:1 n.b. n.b. IxLB
GSGfp Ixr 116 (236:149) 2:1 n.b. n.b. 2xLB
Gus S/Asf 146 (149:85) 2:1 26:181 57:81 ISRB an RB?
Gus 3xr 136 (136:117) 11-21 38:135 64:108 1intakte T-DNA
Spt 3xf 110 (60:47) 1.1-2:1 55:68 70:130 1intakte T-DNA
GSGfp 1xf 154 (108:72) 1:1-2:1 n.b. n.b. 1 intakte T-DNA
Ds 108 (165:179) 11 46:74 19:56 2xRB, 2xLB
Spt 2xf 121 (37:36) 1.1 95:180 36:58 1intakte T-DNA
Spt 3xf 159 (55:44) 11 65:67 32:85 ISRB an RB?
Gus S/Asf 140 (54.46) 11 112:85 64:74 1intakte T-DNA
Ds 115 (44:321) <11 21:206 0:119 IXLB
Gus 3xr 130 (54:112) <11 52:121 0:96 1intakte T-DNA
Spt 1xf 109 (89:134) <11 47:184 49:99 3x LB, 2x RB
Spt 3xf 100 (63:105) <11 34:213 52:61 2xRB, 1-2x LB
Spt 3xf 162 (44:151) <11 21:129 63:196 1-2x LB, 2x RB
Spt 3xr 129 (25:314) <11 0:174 12:79 2xRB, 2x LB
Gfp 1xr 112 (40:387) <11 9:166 0:59 1XLB, 1x RB
Gfp 1xr 151 (142:223) <11 27:53 23:66 1XLB, 1x RB
GSG f 119 (147:194) <11 0:83 43:62 2xRB, 3xLB
Gus Ixr 164 149 (114:157) <11 101:187 42:70 1XLB, 1x RB
DGus 2a 141 (65:377) <Ll 0:182 13:68 1XRB, 3x LB
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Position im A. thaliana Ge- Insertion der T-DNA in Gen, mégliche Funkti- | Position der
nom (Akzessionsnr. des on des Gens und Akzessionsnr. des Gens T-DNA im
BAC) und im BAC (LB/RB)® Gen

Gus 2xf 113 AC007169 (3328/3348) At2g31340° 4. Intron

Gfp Ixr 119 AC005313 (36615/n.b.) At2g03150 Calmodulin dhnliches Protein 15. Intron

GSGfp 1xr 116 AC012193 (35329/n.b.) kein Gen annotiert

Gus S/AsT 146 ABO018116 (6864/6844 LB) At5052980° 1. Exon

Gus 3xr 136 AC006929 (59575/n.b.) At2g28000 Homologie zu Rubisco-Untereinheit | -45 bp ATGP

bindendem-Protein,a- Untereinheit (schlepperless)

Spt 3xf 110 AL 138656 (37281/n.b.) AF276887 UMP Synthase 1. Intron

GSGfp 1xf 154 AC009853 (86684/n.b.) At3g07560° 4. Exon

Ds 108 nicht kartiert

Spt 2xf 121 AB011483 (n.b./10397) At5g60390 Translations Elongations Faktor eEF-1 2.Exon

alphaKette (Gen A4)

Spt 3xf 159 AB005241 (15160/15151L B) At5g05540° 1. Intron

Gus S/Asf 140 AC009853 (54033/53941) At3g07430° 1. Exon

Ds115 AC011001 (65814/n.b.) At1g06730 Homologie zu Zucker Kinase 3. Exon

Gus 3xr 130 ABO010069 (22249/22219) At5g61770 Peter Pan-dhnliches Protein 5. Exon

Spt 1xf 109 AC007508 (39403/n.b.) At1g28760° 4. Intron

Spt 3xf 100 AC023064 (35652/n.b.) kein Gen annotiert

Spt 3xf 162 U93215 (50710/n.b.) At2g30490 Cinnamat-4-Hydroxylase -65 bp ATGP

Spt 3xr 129 ACO006068 (25853/25847) At2g35630 Homol og des ch-TOG Proteins aus 12. Exon

Homo sapiens (mor 1/gemini pollenl)

Gfp Ixr 112 AB010076 (75116/n.b.) Ac-&hnliche Transposase

Gfp Ixr 151 AC021640 (n.b./101159) kein Gen annotiert

GSGf 119 AF149413 (47918/n.b.) At5g26030 Ferrochelatase | 7. Exon

Gus Ixr 164 149 AB013392 (n.b./59234) kein Gen annotiert

DGus 2a 141 AC005679 (13578/n.b.) At1g78900 vacuoldre H*-ATPase Untereinheit A 19. Exon
Tabelle 2: Transgene Arabidopsis Linien, die eine aberrante Segregation der T-DNA(S) aufwie-

sen. A: reziproke Kreuzungen mit A. thaliana Wildtyp; esist das Verhéltnis Kanamy-
cin-resistenter zu —sensitiver Pflanzen angegeben; fettgedruckt sind Segregationsdaten,
die eine paternal oder maternal |etale Mutation nahe legen, B: Fir annotierte Gene, zu
denen keine Homologe bekannt sind, ist nur die Akzessionsnummer aufgefuhrt, C: Die
Zahlen geben die Position der flankierenden Sequenz im BAC zur RB bzw. LB (oder in
Linien mit einer invertierten Sequenzwiederholung zweier T-DNAS zu beiden LBs) an,
D: 5-Abstand der T-DNA-Integration vom vorhergesagten Trandationsstart,

IS: invertierte Sequenzwiederholung, n.b. nicht bestimmt.

Eine weitere Erklarung konnten Embryo- oder gametophytisch letale Mutationen sein, die
durch die Integration der T-DNA in einem Gen verursacht sein konnten. In diesem Fall
sollten aborte Samen in diesen Linien nachzuweisen sein. Daher wurden Schoten dieser
transgenen Pflanzen getffnet und der Phanotyp der Samen bestimmt. Bei allen untersuch-
ten Linien waren nicht vollstandig mit Samen gefillte Schoten nachzuweisen (z. B. bei den
Linien Spt 3xr 129 und Ds 115, Abb. 2). An diesen Stellen waren aborte Samen zu erken-
nen (Abb. 2, mit Pfellen markiert). Eine genauere phanotypische Analyse sollte allerdings
im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt werden. Bel Linien, bei denen eine 2:1 Segre-
gation Kanamycin-resistenter zu -sensitiver Pflanzen beobachtet wurde, konnte postuliert
werden, dass die Mutation in einem Gen nur zu nicht lebensfahigen Embryos fuhrt, wenn
diese homozygot vorliegt (Embryo-letale Mutation). Bei den Linien, die eine geringere as
2:1 Segregation aufwiesen, sollte bereits das Fehlen des Genproduktes im weiblichen oder
méannlichen Gametophyten zu nicht lebensfahigen Embryos fihren (gametophytisch letale
Multation).
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Abbildung 2: gedffnete Schoten A), B) der Linie Ds 115 und C), D) der Linie Spt 3xr 129, aborte
Samen sind mit Pfeilen markiert.

Um herauszufinden, ob der weibliche, der mannliche oder beide Gametophyten von der
Mutation betroffen waren, wurden reziproke Kreuzungen der meisten Linien mit A. thalia-
na Wildtyp Pflanzen durchgefihrt. Da fur die T-DNA hemizygote Pflanzen gekreuzt wur-
den, bedeutet eine 1:1 Segregation an Kanamycin-resistenten zu —sensitiven Nachkommen
keine Beeinflussung des Gametophyten. Dies wurde z. B. bei der Linie Gus 2xf 113 beo-
bachtet (Tab. 2). Beide reziproke Kreuzungen ergaben eine 1:1 Segregation. In dieser Linie
liegt eine Embryo-letale Mutation vor (2:1 Segregation der durch Selbstung erhatenen
Nachkommen). In der Linie Spt 3xf 159 beispielsweise liegt eine Beeinflussung des weib-
lichen, aber nicht des mannlichen Gametophyten vor (Nachkommen der Kreuzung mit
Wildtyp as Pollen-Donor zeigten eine Segregation geringer als 1:1, Nachkommen der re-
ziproken Kreuzung wiesen eine 1:1 Segregation auf). Bei der Linie Spt 3xf 100 fuhrt die
Mutation dagegen nur zu einer verringerten Transmission der T-DNA durch den mannli-
chen Gametophyten. Bei den meisten Linien waren allerdings beide Gametophyten in un-
terschiedlichem Ausmal’ von der Mutation betroffen. Bel 3 Linien fUhrte die Mutation in
allen Nachkommen zur Letalitét des mannlichen Gametophyten (Spt 3xr 129, GSG f 119
und DGUS2a 141), bei drei weiteren Linien wurde keine Transmission der T-DNA durch
den weiblichen Gametophyten gefunden (Ds 115, Gus 3xr 130, Gfp 1xr 112). Bei der Linie
Gus S/As f 140 wurde erstaunlicherweise keine Beeinflussung einer der beiden Game-
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tophyten trotz einer 1:1 Segregation der Nachkommen aus der Selbstung der Linie gefun-
den. Die Linie Gus S/As f 146 zeigte dagegen eine verringerte Transmission der T-DNA
durch beide Gametophyten, obwohl die Segregationsanalyse der durch Selbstung erhalte-
nen Nachkommen eine Embryo-letale Mutation vermuten lief3. Zusétzlich wurden unab-
hangige Kreuzungen fur einen Teil der Linien mit A. thaliana Wildtyp durchgefihrt, die
die erhaltenen Ergebnisse bestétigen konnten (Daten nicht gezeigt).

Um herauszufinden, ob die beobachteten Embryo- oder gametophytisch letalen Phanoty-
pen durch Insertion einer T-DNA in einem Gen verursacht sind, wurden die flankierenden
genomischen Sequenzen der T-DNA mit Hilfe von inverser PCR bestimmt. Bel fast alen
Linien konnten die flankierenden Sequenzen ermittelt werden. Mit einer Datenbankanalyse
wurde nach dem Integrationsort der T-DNA im A. thaliana Genom gesucht (Altschul et al.
1990). Die Mehrzahl der Insertionen wurden im mdglichen Promotorbereich und in Exons
und Introns von Genen gefunden. Fir 2 Linien konnte eine Insertion im Promotor des Gens
bzw. in einem Gen ermittelt werden, von dem bekannt war, dass eine Mutation in dem Gen
zu einem Embryo- bzw. gametophytisch letalen Phanotypen fihrte (Gus 3xr 136: schlep-
perless (Apuya et al. 2001); Spt 3xr 129: gemini pollenl (D. Twell, pers. Kommunikati-
on)). Die T-DNA der Linie Gus 3xr 130 war in einem peter-pan-adhnlichen Gen inseriert
(Migeon et al. 1999). Eine Mutation im peter-pan-Gen in D. melanogaster fuhrt dort zu
einem Defekt im Larvalwachstum. Bei 5 Linien lag die T-DNA-Insertion in Genen, deren
Genprodukt in A. thaliana bereits genauer charakterisiert worden waren, von denen aler-
dings keine Mutationen bekannt waren (Spt 2xf 121: a-Kette des Translationsel ongations-
faktors eEF-1 (Axelos et al. 1989), Spt 3xf 110: UMP Synthase (Nasr et al. 1994), Spt 3xf
162: Cinnamat-4-Hydroxylase (Bell-Lelong et al. 1997) (Insertion im Promotor), GSG f
119: Ferrochelatase | (Chow et al. 1998), DGUS2a 141: vakuoldre H-ATPase Unterein-
heit A (Aviezer-Hagai et al. 2000)). Bei diesen Genen bzw. Proteinen konnte eine grundle-
gende Bedeutung im Zellstoffwechsel nahegelegt werden. Bei zwei weiteren Linien wur-
den T-DNA-Insertionen in homologen Genen von bekannten Proteinen ermittelt (Ds 115,
Homologie zu einer Zucker Kinase; Gfp 1xr 119 Homologie zu einem Camodulin). Die
flankierenden Sequenzen von 5 T-DNAs zeigten Homologie zu Genen von nicht charakte-
risierten Proteinen (Gus 2xf 113, Spt 1xf 109, Spt 3xf 159, Gus S/As f 140, Gus S/As f
146). Bei 4 Linien konnte keine Insertion in einem Gen oder im Promotorbereich identifi-
ziert werden (Spt 3xf 100, Gfp 1xr 151, GSGfp 1xr 116, Gus 1xr 164 149) (Tab. 2).
Grundsétzlich ist zu berticksichtigen, dass nicht bestimmt wurde, ob die ermittelte Inserti-
on fur den Phanotypen verantwortlich ist. Hierzu misste z.B. eine Komplementationsana-
lyse erfolgen. Fur einige Linien wurde mehr als eine T-DNA-Insertion mit Hilfe von Sou-
thern-Blot-Analysen nachgewiesen, so dass mdglicherweise eine T-DNA-Insertion an
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einer anderen Stelle im A. thaliana Genom fur den Phanotypen verantwortlich sein kénnte
(Tab. 2).

Die Analyse der Linien, die eine aberrante Segregation der T-DNA aufwiesen, zeigte also,
dass diese Phdnomene nicht durch epigenetische, sondern durch genetische (aber nicht den
Mendel “schen Gesetzen folgenden) Ursachen erklart werden konnen.

3.3  Expressionsanalyse der SPT- und GUS-Reportergenein A. thalia-
na

In den folgenden Abschnitten werden die Experimente dargestellt, die ausgefuhrt wurden,
um den Einfluss der Genomposition und invertierter Sequenzwiederholungen auf die Ex-
pression von SPT-Reportergenen und den Einfluss der Kopienzahl von SPT- und GUS-
Reportergenen auf ihre Expression zu bestimmen.

3.31 Stabile und uniform hohe Expression des SPT-Gens in unabhangigen trans-
genen Pflanzen

Die Konstrukte mit dem Reportengen Streptomycinphosphotransferase unter dem 35S
Promotor enthielten ein, zwei oder drel Kopien des SPT-Gens auf einer T-DNA (Abb.1).
Die Reportergene lagen fur die Konstrukte mit einer oder zwei Kopien des SPT-Gens in
beiden verschiedenen Orientierungen zum NPT-Gen vor. Das Konstrukt mit drel Kopien
des SPT-Gens trug die Reportergene nur in derselben Orientierung wie das NPT-Gen
(Abb. 1).

Durch umfangreiche Analysen konnten fur das SPT 1xf-Konstrukt 5, fur das SPT 1xr-
Konstrukt 3 (Gils 2000, diese Arbeit), fur das SPT 2xf-Konstrukt 7 (diese Arbeit), fir das
SPT 2xr-Konstrukt 3 (Gils 2000) und fur das SPT 3xf-Konstrukt 7 (diese Arbeit) Linien
identifiziert werden, die lediglich eine intakte Kopie der jeweiligen T-DNA trugen
(Tab. 1).

Um zu zeigen, dass die T-DNAS der verschiedenen Linien an unterschiedlichen Stellen im
A. thaliana Genom integriert waren und keine Préferenz fir bestimmte Bereiche vorlag,
wurden die flankierenden Sequenzen der T-DNAs mit Hilfe von inverser PCR fir die
meisten Linien bestimmt. Fur die 18 Linien mit einer T-DNA, deren Position bestimmt
worden war, zeigte sich eine Vertellung auf ale 5 A. thaliana Chromosomen (Tab. 1, Abb.
3). Inder Linie SPT 1xf 133 lag eine Chromosomenumordnung vor, so dass fir die LB und
die RB zwei verschiedene Integrationsstellen ermittelt wurden (Daten nicht gezeigt). Daher
sind zwei Positionen eingetragen. Zusétzlich sind die Integrationsorte der Linien eingetra-
gen, die zwei T-DNAs in invertierter Orientierung zueinander tragen (SPT 1xr 88, SPT 3xf
159) (3.3.5).
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Abbildung 3: Position der T-DNAsvon Linien, die 1 bis 3 SPT-Gene enthalten, in einer Sequenzkar-
te der 5 Arabidopsis Chromosomen. Die Gréf3e der Chromosomen ist in Megabasen-
paaren (Mbp) angegeben. Die Centromere der Chromosomen sind fettgedruckt. 1 Li-
nie besitzt eine Chromosomenumordnung, 2 Linien weisen eine invertierte Sequenz-
wiederholung zweier T-DNAs auf.

Der qualitative Nachwels der Expression der SPT-Gene wurde durch Auslegen von Samen
der SPT-Linien auf Streptomycin-haltigem Medium (200 mg/l) erbracht. Alle Linien zeig-
ten ein normales Wachstum, wohingegen Wildtyp-Pflanzen ausgeblichene Kotyledonen
aufwiesen (Daten nicht gezeigt).

Zur Quantifizierung der Expression der SPT-Gene wurden Northern-Blot-Experimente
durchgefihrt. Hierzu wurden Rosettenblatter (etwa 60 mg) von 8 Wochen alten Pflanzen
geerntet, und Gesamt-RNA prapariert. Die RNA wurde auf Formaldehyd-haltigen Agaro-
segelen aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Die Hybridisierung der Membran
erfolgte mit einer Sonde, die spezifisch fir die codierende Sequenz des SPT-Gens ist. Zur
Standardisierung der geladenen RNA wurde die Membran mit einer Actin-2/8-Sonde
hybridisiert. Die Actin-Sonde wurde gewahlt, weil die Actin-Gene 2 und 8 in den meisten
Geweben gleichmaldig exprimiert sind (An et al. 1996).

Die RNA wurde nur von Linien isoliert, die die T-DNA homozygot trugen. Dies bedeutet,
dass in transgenen Pflanzen, die das SPT 1xf- oder SPT 1xr-Konstrukt trugen, 2 Kopien
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des SPT-Reportergens vorlagen. Dementsprechend trugen Pflanzen mit dem SPT 2xf- oder
SPT 2xr-Konstrukt 4 Kopien und mit dem SPT 3xf-Konstrukt 6 Kopien des SPT-Gens.

Fur die 8 Linien, die das SPT 1xf- oder das SPT 1xr-Konstrukt enthielten, zeigten die Nor-
thern-Blot-Experimente eine hohe und einheitliche Expression der SPT-Gene. Die Stan-
dardisierung mit der Actin-Sonde lief3 sehr dhnliche Beladung erkennen (Abb. 4a). Die
Quantifizierung erfolgte mit einem Phosphoimager. Es wurde die relative Schwérzung der
Hybridisierung mit der SPT-Sonde und mit der Actin-Sonde bei den einzelnen Linien er-
mittelt. Der Quotient aus den ermittelten Werten fur SPT und Actin zeigte Unterschiede
von maximal einem Faktor 2,6 (Linie SPT 1xr 92 etwa 10 relative Einheiten zu 3,8 relative
Einheiten bel der Linie SPT 1xf 133) (Abb. 4b).

Die Expressionsanalyse fur die Linien mit zwei bzw. drei Kopien des SPT-Reportergens
auf einer T-DNA bestétigte diese Ergebnisse, denn die Expression der SPT-Gene unter-
schied sich in unabhangigen Transformanten mit der gleichen Kopienzahl des Reporter-
gens nur geringfugig (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4: Northern-Blot-Analyse von fur die T-DNA homozygoten Spt 1xr und Spt 1xf Linien.
Gesamt-RNA wurde aus Rosettenbl &ttern von 8 Wochen alten A. thaliana Pflanzen iso-
liert und auf einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel aufgetrennt. Es wurden 5 pg Ge-
samt-RNA aufgetragen. a) Hybridisierung der Membran mit der SPT-Sonde. Nach Ent-
fernen der Sonde wurde die Membran mit einer Actin-Sonde zur Standardisierung der
Ladung der RNA hybridisiert. b) Quantitative Auswertung der Northern-Blot-Analyse.
Es wurde der Quotient aus der relativen Schwarzung der Hybridisierung mit der SPT-
Sonde und der relativen Schwérzung der Hybridisierung mit der Actin-Sonde gebildet.
Die ermittelten Werte sind Uber den Balken angegeben.

Fur insgesamt 25 unabhangige transgene Linien mit dem SPT-Reportergen konnte eine
stabile, hohe Expression der SPT-Gene gezeigt werden. Da die Position der meisten
T-DNAs im A. thaliana Genom bestimmt und eine Verteilung tber ale 5 Chromosomen
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gefunden wurde, kann nahegel egt werden, dass der Einfluss der flankierenden Bereiche e -
ne untergeordnete Rolle auf die Expression eines Transgens unter der Kontrolle eines star-
ken Promotors hat.

3.3.2 AlleKopien eines SPT-Genstragen zu gleichen Tellen zur Expression bel

Um festzustellen, ob eine erhohte Kopienzahl der Reportergene zu einer Erhéhung der Ex-
pression der SPT-Gene fuhrt, wurden Northern-Blot-Experimente durchgeftihrt, bei denen
Gesamt-RNA aus Rosettenbl&ttern von 8 Wochen alten Pflanzen mit zwel, 4 und 6 Kopien
des SPT-Gens aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und diese mit einer SPT- und e -
ner Actin-Sonde hybridisiert wurden. Es bestand eine positive Korrelation zwischen Ko-
pienzahl und Expression der SPT-Gene (Abb. 5). Linien mit 6 Kopien des SPT-Gens (SPT
3xf 108 und SPT 3xf 147) zeigten eine etwa dreifache, Linien mit 4 Kopien des SPT-Gens
(SPT 2xf 107 und SPT 2xr 101) eine etwa doppelt so starke Hybridisierung wie Linien mit
2 Kopien (SPT 1xf 124 und SPT 1xr 107). Die Actin-Hybridisierung zeigte leicht stérkere
Beladung bel den Linien SPT 1xr 107, SPT 2xr 101 und SPT 3xf 108, was die etwas star-
keren Signale mit der SPT-Sonde verglichen mit denen der Linien SPT 1xf 124, SPT 2xf
107 und SPT 3xf 147 erklart. Obwohl Unterschiede von maximal einem Faktor 2,6 in der
SPT-Expression bei Linien mit 2 Kopien gefunden wurden (3.3.1), Gberwog der Einfluss
der Kopienzahl auf die Expression im Vergleich zur Variabilitét der Expression zwischen
Linien mit gleicher Kopienzahl, wenn die Expressionswerte aller Linien beriicksichtigt
wurde. Dies zeigten Northern-Blot-Analysen von alen Linien (Daten nicht gezeigt). Die
Abbildung 5 ist daher représentativ.
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Abbildung 5: Northern-Blot-Analyse von fur die T-DNA homozygoten Spt 1xf, Spt 1xr, Spt 2xf, Spt
2xr und Spt 3xf Linien. Gesamt-RNA wurde aus Rosettenbl&ttern von 8 Wochen alten
A. thaliana Pflanzen isoliert und auf einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel aufge-
trennt. Es wurden 10 pg Gesamt-RNA aufgetragen. Die Membran wurde mit einer
SPT-Sonde und nach Entfernen der Sonde mit einer Actin-Sonde zur Standardisierung
der Ladung der RNA hybridisiert. Die Anzahl der SPT-Kopien in den verschiedenen
Linien ist angegeben.
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3.33 Gen-Silencing des SPT-Gens bei erhohter SPT-K opienzahl

Um festzustellen, ob eine weitere Erhéhung der Kopienzahl des SPT-Gens zu einer weite-
ren koordinierten Anhebung der Expression fihrte, wurden jeweils zwei unabhangige Li-
nien, die das SPT 3xf-Konstrukt trugen, gekreuzt. Die F2-Generation wurde durch PCRs
und Southern-Blots analysiert, um fur beide T-DNAs homozygote Pflanzen zu identifizie-
ren (Daten nicht gezeigt). Diese Linien enthielten daher 12 Kopien des SPT-Gens. Es wur-
den die Linie SPT 3xf 103 mit der Linie SPT 3xf 147, die Linie SPT 3xf 108 mit der Linie
SPT 3xf 139 und die Linie SPT 3xf 118 mit der Linie SPT 3xf 147 gekreuzt (Daten nicht
gezeigt). Weiterhin wurden durch Kreuzungen transgene Pflanzen erzeugt, die je eine
T-DNA hemizygot der Linien SPT 3xf 103, 108 und 139 aufwiesen, also 9 Kopien des
SPT-Gens hatten, und die je eine T-DNA hemizygot der Linien SPT 3xf 103, 108, 139 und
147 trugen, aso je drei Kopien an 4 verschiedenen Loci (insgesamt 12 Kopien) enthielten
(Daten nicht gezeigt).

Die Expression der SPT-Gene in Rosettenbl&ttern von 8 Wochen alten Pflanzen wurde mit
Hilfe von Northern-Blots und anschlief3enden Hybridisierungen mit einer SPT-, einer
OCS- und einer Actin-Sonde ermittelt. Als Kontrollen wurden Gesamt-RNAS von Linien
mit 2, 4 und 6 Kopien des SPT-Gens aufgetragen. Die lange Exposition des Films lief3 die
Unterschiede in der SPT-mRNA-Menge in diesen Linien nur schwer erkennen. Bel alen
Linien mit 9 oder 12 Kopien des SPT-Gens war eine erhebliche Reduktion der SPT-mRNA
zu erkennen (Abb. 6). Zusétzlich erschienen bel diesen Pflanzen mindestens drei verkirzte
Transkripte (markiert mit Pfeilen, ca. 600, 700 und 850 b im Gegensatz zu etwa 1100 b des
Volllangen-SPT-Transkriptes), wobel das Transkript bei 850 b die stérkste Hybridisierung
zeigte, sogar starker als die des Volllangentranskriptes. Auch bei den Linien SPT 2xr 101,
SPT 3xf 108 und SPT 3xf 147 sind moglicherweise verkirzte Transkripte zu erkennen. Die
Hybridisierung mit der Actin-Sonde zeigte eine vergleichbare Beladung in den verschiede-
nen Spuren.

Die Menge an SPT-mRNA bei der Linie mit 9 Kopien und bei den Linien mit 12 Kopien
ist vergleichbar. Dies deutet darauf hin, dass eine Restmenge an mRNA unabhéngig von
der Kopienzahl der inaktivierten SPT-Gene bestehen bleibt. Vermutlich wird auch eine
weitere Erhohung der Kopienzahl keine weitere Verminderung der SPT-mRNA nach sich
Ziehen.

Die Mengen des Volllangen- und der verkurzten Transkripte bei den Linien, die Silencing
aufweisen, zusammengenommen sind deutlich geringer as die Menge des Voalllan-
gentranskriptes bei den SPT 3xf Linien. Falls die verkirzten Transkripte ein Abbauprodukt
sein sollten, wird demnach nur ein Teil des Volllangentranskriptes zu den verkirzten
Transkripten abgebaut. Ein weitaus grof3erer Teil wird vermutlich zu kleineren RNAS oder
vollstdndig degradiert. Zur weiteren Charakterisierung der verkirzten Transkriptes wurde



Ergebnisse -40 -

die Membran mit einer OCS-Sonde hybridisiert, um zu zeigen, ob Teile des 3'-Endes ver-
kirzt sein konnten (Abb. 6). Die Hybridisierung zeigte ein éhnliches Bild wie mit der SPT-
Sonde. Das OCS-3"-Ende ist demnach in den verkirzten Transkripten noch vorhanden.
Moglicherweise fehlen in den verkirzten Transkripten also 5 -gelegene Bereiche der SPT-
MRNA.
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Abbildung 6: Northern-Blot-Analyse von Linien, die 2, 4, 6, 9 oder 12 SPT-Kopien enthielten. Die
Anzahl der SPT-Kopien ist unter der Bezeichnung der Linien angegeben. Gesamt-RNA
wurde aus Rosettenbl&ttern von 8 Wochen alten A. thaliana Pflanzen isoliert und in ei-
nem Formaldehyd-haltigen Agarosegel aufgetrennt. Es wurden 10 pg Gesamt-RNA
aufgetragen. Die Membran wurde zuerst mit einer SPT-Sonde, nach Entfernen der
Sonde mit einer Actin-Sonde und nach Entfernen dieser mit einer OCS-Sonde hybridi-
siert. Die verklrzten Transkripte, die in den Hybridisierungen mit der SPT- und der
OCS-Sonde detektiert wurden, sind mit Pfeilen markiert.

Das Silencing der SPT-Gene ist mit grof3er Wahrscheinlichkeit auf die Erhdhung der SPT-
Transkriptmenge bel erhdhter Kopienzahl zurlickzufthren. Liegt eine Kopie der SPT 3xf-
T-DNA hemi- oder homozygot vor, also 3 oder 6 Kopien des SPT-Gens, zeigt sich eine
sehr hohe Expression. Kombination zweier Loci mit 6 und 3 bzw. 6 und 6 SPT-Kopien
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fuhrt zum Silencing. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass Silencing der SPT-
Gene bereits bel 7 oder 8 GUS-Kopien festgestellt werden kann. Paarung homologer
DNA-Sequenzen als Ausloser des Silencings kann mit grof3er Wahrscheinlichkeit ausge-
schlossen werden, datrotz repetitiver Organisation bei 6 Kopien des SPT-Gens kein Silen-
cing festgestellt werden kann. Die Erhdhung der SPT-Transkriptmenge Uber einen be-
stimmten Schwellenwert konnte zur Initiation des Silencings fuhren.

Um festzustellen, ob das Silencing der SPT-Gene zu Streptomycin-Sensitivitét der trans-
genen Linien mit 12 Kopien des SPT-Gens fuhrt, wurden Samen auf Streptomycin-haltiges
Medium ausgelegt. Die Pflanzen zeigten ein normales Wachstum ebenso wie Pflanzen mit
nicht stillgelegten SPT-Genen (Daten nicht gezeigt). Streptomycin wirkt nur auf Kotyledo-
nen in A. thaliana (Dean et al. 1992). Die SPT-Proteinmenge reichte in Kotyledonen also
aus, um Resistenz zu verleihen.

3.34 Das Silencing der SPT-Gene beruht auf einem posttranskriptionellen Me-
chanismus

Beim Silencing eines Gens kénnen zwel verschiedene Mechanismen unterschieden wer-
den: posttrankriptionelles und transkriptionelles Silencing (zusammengefasst in Vaucheret
et al. 1998). Bel transkriptionellem Silencing (TGS) ist die Transkription eines Gens durch
epigenetische Mechanismen verhindert, aso kann auch keine mRNA mehr nachgewiesen
werden. TGS ist verbunden mit extensiver Promotormethylierung und ist meiotisch nicht
reversibel. Es werden keine kleinen, interferierenden RNAs (SRNAS) der codierenden Se-
guenz des Gens gefunden. Posttranskriptionelles Silencing (PTGS) ist dadurch ausgezeich-
net, dass die hohe Transkription eines Gens aufrechterhalten wird, aber nur geringe
MRNA-Mengen gefunden werden. Haufig ist Methylierung der codierenden Sequenz zu
finden. Bei PTGS sind grundsétzlich sSRNAs der codierenden Sequenz nachweisbar (zu-
sammengefasst in Waterhouse et al. 2001).

Da in Pflanzen mit 9 oder 12 SPT-Kopien eine Transkriptrestmenge gefunden wurde,
konnte postuliert werden, dass das Silencing auf einem posttranskriptionellen Mechanis-
mus beruht. Um weitere Hinweise zu erlangen, wurden eine Methylierungsanalyse und
Untersuchungen zum Nachweis von SIRNAs der codierenden Sequenz des SPT-Gens
durchgefuhrt. Sind Cytosine in der DNA-Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms
methyliert, so konnen viele Enzyme diese Sequenz nicht schneiden. Man unterscheidet
symmetrische und asymmetrische Methylierung. Bel symmetrischer Methylierung schlief3t
sich 3" an das methylierte Cytosin ein Guanin (CG-Methylierung) oder eine beliebige Base
und dann ein Guanin an (CNG-Methylierung). Bel asymmetrischer Methylierung befinden
sich beliebige Basen auf3er Guanin im 3"-Bereich des Cytosins.
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Abbildung 7: Methylierungsanalyse von Linien mit 6, 9 und 12 SPT-Kopien. Genomische DNA von

8 Wochen aten Pflanzen wurde mit Haell gespalten, in einem Agarosegel aufgetrennt
und auf eine Membran transferiert. Die Hybridisierung erfolgte mit einer SPT-Sonde
und nach Entfernen der Sonde mit einer Ds-3"-Sonde zur Uberprifung des vollstandi-
gen Schneidens der DNA. Die Anzahl der SPT- und der Ds3"-bzw. T-DNA-Kopien in
den verschiedenen Linien ist angegeben. Zusétzlich ist eine Restriktionskarte mit den
erhaltenen Fragmenten aufgefihrt. Das Fragment, das durch Methylierung der Haell-
Schnittstelle bei 1796 bp erhalten wurde, und die Schnittstelle sind mit einem Stern
markiert. Das Fragment bei etwa 2 kb in der SPT-Hybridisierung ist auf eine unspezifi-
sche Hybridisierung zurtickzufthren.

Es wurden die Methylierungs-sensitiven Enzyme Haell und Haelll fir die Analyse des
SPT-Gens ausgewahlt. Haell erkennt die Sequenz Purin-GCGC-Pyrimidin und kann bei
Methylierung des ersten Cytosin nicht schneiden, also nicht bei CG-Methylierung. Haelll
andererseits erkennt die Sequenz GGCC und kann bel Methylierung des ersten Cytosins
nicht schneiden, also nicht bei CNG- oder asymmetrischer Methylierung. Es wurde DNA
aus Rosettenblattern von 8 Wochen alten Pflanzen isoliert und mittels einer Restriktions-
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und Southern-Blot-Anayse untersucht. Die Hybridisierung der Membranen erfolgte mit
einer SPT-Sonde. Da Uberprift werden muss, ob das mdgliche unvollstandige Schneiden
tatschlich auf Methylierung der Schnittstelle beruht, muss eine Kontroll-Hybridisierung
mit einer anderen Sonde erfolgen. Hierfir wurde eine Ds-3"-Sonde ausgewahlt. Es ist nur
die Analyse mit Haell gezeigt (Abb. 7). Die Linien, die 9 oder 12 Kopien des SPT-Gens
tragen, weisen Methylierung an einer Haell-Schnittstelle, also CG-Methylierung auf, so
dass sich ein Fragment von 647 bp ergibt. Linien mit 6 Kopien des SPT-Gens zeigen hin-
gegen keine Methylierung. In der Hybridisierung mit der Ds3'-Sonde ist vollstandiges
Schneiden und vergleichbare Ladung der DNAS zu erkennen.

Eine Methylierung von Haelll-Schnittstellen und damit CNG- oder asymmetrischer Me-
thylierung konnte nicht nachgewiesen werden, obwohl vergleichbare DNA-Mengen wie in
der Analyse mit Haell eingesetzt wurden (Daten nicht gezeigt).

Weiterhin wurden Gesamt-RNAs isoliert und auf einem Agarosegel aufgetrennt. Die nie-
dermolekularen RNAs wurden auf eine Membran transferiert und diese mit einer SPT-
Sonde hybridisiert. Nach Entfernen der SPT-Sonde wurde die Membran mit einer OCS-
Sonde hybridisiert. Als Groflenstandard und Hybridisierungskontrolle wurden Oligonukle-
otide aufgetragen, die spezifisch fir das SPT-Gen (SPT-Met, 23 Basen) und das OCS-3'-
Ende (OCS-F, 21 Basen) sind.
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Abbildung 8: Nachweis von siRNAs in Linien, die Silencing der SPT-Gene aufwiesen. Gesamt-
RNAs wurden aus 8 Wochen alten Pflanzen isoliert, auf einem Formal dehyd-haltigen
Agarosegel aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit einer SPT- und nach
Entfernen der Sonde mit einer OCS-Sonde hybridisiert. Die Anzahl der SPT-Kopien in
den verschiedenen Linien ist angegeben. Als GrofRenstandard und Hybridisie-
rungskontrolle wurden 75 ng des SPT-Met- und des OcsF-Oligonukleotide, gemischt
mit Wildtyp-RNA, aufgetragen. Die hohermolekularen Signale sind auf unspezifische
Hybridisierung zuriickzufihren.




Ergebnisse - 44 -

Fur die drei Linien, die 12 Kopien des SPT-Gens tragen, sind deutlich ssRNAs in beiden
Hybridisierungen zu erkennen (Abb. 8). Bei den Linien, die kein Silencing aufweisen, sind
auch keine siRNAs nachzuwei sen.

Anhand dieser Experimente konnte eindeutig Silencing der SPT-Gene mit dem Auftreten
von Methylierung und SSRNAs der codierenden Sequenz des SPT-Gens verknipft werden.
Fur das OCS-3"-Ende konnten ebenfalls ssIRNAs nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse
zeigen, dass das Silencing der SPT-Gene auf einem posttranskriptionellen Mechanismus
beruht.

335 Zwe T-DNAs in invertierter Sequenzwiederholung zueinander, die SPT-
Genetragen, weisen hohe, stabile Expression der Reportergene auf

Neben Kopienzahleffekten werden invertierte Sequenzwiederholungen als mogliche Aus-
|6ser von Gen-Silencing beschrieben (zusammengefasst in Selker 1999). Im Rahmen der
detaillierten Southern-Blot-Analysen der SPT-Linien, konnten zwel Linien identifiziert
werden, die zwel T-DNASs in invertierter Orientierung zueinander trugen (Spt 1xr 88 und
Spt 3xf 159) (3.2.1). Die Analyse des T-DNA-Locus erfolgte mit den Restriktionsenzymen
BamHI, Apal, Mval, Pwull und einer Kombination der Enzyme Pstl und Xhol bzw. EcoRl
und Bglll. Die gespaltene DNA wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran
transferiert und diese mit einer RB-Sonde (alle Enzyme) und einer LB-Sonde (Pstl/Xhol,
EcoRI/Bglll) hybridisiert. Die Ergebnisse der Hybridisierungen mit der RB-Sonde sind in
Tabelle 3 zusammengefasst. Bel der Analyse mit den Enzymen BamHI, Apal, Mval und
Pwvull waren interne T-DNA-Fragmente zu erwarten, die sich in beiden Linien fur die En-
zyme BamHI und Apal unterscheiden sollten (Tab. 3). Bel beiden Linien wurden die er-
warteten Fragmente erhalten. Zusétzlich wurden bei der Linie Spt 3xf 159 Fragmente de-
tektiert, die spezifisch fir eine invertierte Sequenzwiederholung zweier T-DNAs RB an
RB waren (Tab. 3).

Bel der Linie Spt 1xr 88 wurde neben den internen T-DNA-Fragmenten jeweils ein weite-
res Fragment in den Analysen mit den verschiedenen Restriktionsenzymen detektiert. Die-
ses entsprach alerdings nicht den Erwartungen zweler direkt aneinander grenzender
T-DNAs RB an RB (bis auf die Analyse mit Mval). Da aber nur jeweils ein Fragment de-
tektiert wurde, war davon auszugehen, dass ein Stiick uncharakterisierte DNA an den RBs
der beiden T-DNAs lag, das aber vermutlich auch as invertierte Sequenzwiederholung
vorlag. Da mit den Enzymen Apal und BamHI jewells ein Fragment, das grof3er as 10 kb
war, nachgewiesen wurde, ist dieses Stiick DNA vermutlich grofier als 10 kb.

In der Hybridisierung mit der LB-Sonde waren fir beide Linien je zwel Fragmente zu er-
kennen, die eine Kombination aus LB-Sequenz und genomischer A. thaliana Sequenz dar-
stellen (Daten nicht gezeigt).
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BamH]I Apal Mval Pwvull | EcoRI/Bglll | Pstl/Xhol
Erwartete Fragmentgrof3e inner- 7kb 5kb 29kb | 24kb - -
halb der T-DNA (Spt 1xr 88)
Erwartete Fragmentgrof3e inner- 13 kb 3,4 kb 29kb | 24kb - -
halb der T-DNA (Spt 3xf 159)
Erwartete Fragmentgrof3e der in- 1,7kb 1,1kb 0,8kb | 0,7kb 3,3kb 3,1 kb
vertierten Sequenzwiederholung
Erhaltene Fragmentgrofzen 7+>10kb | 5+>10 [29+08|24+5 49 kb 9kb
(Spt 1xr 88) kb kb kb
Erhaltene Fragmentgrofzen >10+1,7 | 34+11(29+08| 24+ 3,3kb 3,1 kb
(Spt 3xf 159) kb kb kb 0,7 kb

Tabelle 3: Ergebnisse der Hybridisierungen von Membranen, auf die DNA der Linien Spt 1xr 88
oder Spt 1xr 159, gespalten mit den Restriktionsenzymen BamHI, Apal, Mval, Pwvull,
EcoRI/Bglll und Pstl/Xhol, transferiert worden war. Die Hybridisierung erfolgte mit
einer RB-Sonde. Die erwarteten und erhaltenen Fragmentgrofien einer invertierten Se-
guenzwiederholung zweier T-DNAs RB an RB und der T-DNA internen Fragmente
sind aufgefiihrt.

Ein welterer Beweis fur das Vorliegen einer invertierten Sequenzwiederholung wurde
durch eine PCR-Anayse erbracht. Die flankierenden genomischen Bereiche der T-DNAS
wurden durch inverse PCR bestimmt (Spt 1xr 88: Forsbach 2001, Spt 3xf 159: diese Ar-
beit). Die T-DNAs flankierende Oligonukleotide und ein fir die LB spezifisches Oligo-
nukleotid (LB1c) wurden fur PCR-Experimente eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass
beide flankierenden Oligonukleotide mit dem LB-Oligonukleotid ein Fragment ergaben.
Damit lagen die beiden T-DNAs an einem Locus im A. thaliana Genom in invertierter Ori-
entierung RB an RB vor (Abb. 9 ab). Die Sequenzanalyse der PCR-Produkte zeigte, dass
bei der Linie Spt 1xr 88 eine Deletion der genomischen Sequenz von 37 bp, bei Spt 3xf
159 eine von 9 bp vorlag (Abb. 9 c,d). Vergleichbare Grolen von Deletionen der genomi-
schen A. thaliana Sequenz wurden bei vielen T-DNA-Linien gefunden (Forsbach 2001).
Um den Einfluss der invertierten Sequenzwiederholung auf die Expression der SPT-Gene
bestimmen zu kénnen, wurden Northern-Blot-Experimente von Rosettenblattern von 8
Wochen alten A. thaliana Pflanzen durchgeftihrt. Die T-DNAs der Linie Spt 1xr 88 lagen
homozygot vor (4 SPT-Kopien), die der Linie Spt 3xf 159 hemizygot (6 Kopien), weil die
Linie einen gametophytisch letalen Phanotyp aufwies, der vermutlich durch die Integration
der T-DNAs in einem Gen verursacht wurde (3.2.2). Als Kontrollen wurden RNAs von fir
die T-DNA homozygoten Pflanzen der Linien Spt 2xf 107 (4 Kopien), Spt 3xf 147 (6 Ko-
pien) und einer Linie, die zwel Spt 3xf-T-DNAs homozygot trug (Spt 3xf 118/SPT 3xf
147, 12 Kopien) aufgetragen.
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Abbildung 9: PCR-Analyse und Struktur der invertierten Sequenzwiederholungen zweier T-DNAs in
den Linien Spt 1xr 88 (a) und c¢)) und Spt 3xf 159 (b) und d)). @), b) PCR-Nachweis,
dass eine invertierte Sequenzwiederholung vorliegt. Die flankierenden genomischen
Oligonukleotide (MQD19, MQD19R bzw. MOP10LB, MOP10RB) mit dem LB-
Oligonukleotid LB1c auf DNA der Linien Spt 1xr 88 bzw. Spt 3xf 159 ergeben in der
PCR ein Produkt. c), d) Karte der invertierten Sequenzwiederholungen. Die codierende
Sequenz der SPT-Gene ist griin dargestellt. Die Position der verwendeten Oligonukleo-
tide ist angegeben. Die GrolRe und Entfernung der Oligonukleotide zueinander ist nicht
mal3stabsgetreu. Die Lage der flankierenden genomischen Sequenzen im BAC MQD19
bzw. MOP10 ist in bp angegeben. In der Linie Spt 1xr 88 liegt zwischen beiden T-
DNAs ein nicht néher charakterisiertes DNA-Stuck.

Bei der Linie Spt 1xr 88 ist eine @nlich starke Hybridisierung wie bel der Linie Spt 2xf
107, bei der Linie Spt 3xf 159 eine vergleichbare Hybridisierung wie bel der Linie Spt 3xf
147 zu erkennen (Abb. 10). Bel der Linie mit 12 Kopien ist Silencing der SPT-Gene fest-
zustellen. Die Actin-Hybridisierung zeigt vergleichbare Ladung mit Gesamt-RNA.
Diese Ergebnisse zeigen, dass auch dann eine hohe stabile Expression der SPT-Gene nach-
zuweisen ist, wenn die T-DNAS, auf denen die SPT-Gene liegen, as invertierte Sequenz-
wiederholungen vorliegen. Mogliche Sekundéarstrukturen der DNA scheinen also keinen

Einfluss zu haben. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass bel diesen Linien auch keine

Methylierung der codierenden Sequenz und keine SSRNAs der SPT-Gene nachzuweisen
sind (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 10: Northern-Blot-Analyse von Linien, die eine invertierte Sequenzwiederholung zweier
T-DNAs enthalten. Die Anzahl der SPT-Kopien ist unter der Bezeichnung der Li-
nien angegeben. Gesamt-RNA wurde aus Rosettenbléttern von 8 Wochen alten
A. thaliana Pflanzen isoliert und in einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel aufge-
trennt. Es wurden 10 pg Gesamt-RNA aufgetragen. Die Membran wurde zuerst mit
einer SPT-Sonde und nach Entfernen der Sonde mit einer Actin-Sonde hybridisiert.
Die Linien mit den invertierten Sequenzwiederholungen sind durch |S markiert.

3.3.6 Silencing der GUS-Reportergene tritt bei einer niedrigeren Kopienzahl als
bei SPT-Reportergenen auf

Die GUS-Reportergene lagen in dhnlichen Konstellationen wie die SPT-Konstrukte vor
(Abb. 1). Sie befanden sich ebenso unter der Kontrolle des 35S-Promotors und besal3en die
3 -Terminationsequenz des Octopin-Synthasegens aus A. tumefaciens. Auf den verschie-
denen T-DNASs lagen GUS-Gene in ein (Gus 1xf, Gus 1xr), zwei (Gus 2xf, Gus 2xr) und
drei (Gus 3xf, Gus 3xr) Kopien in beiden mdglichen Orientierungen im Vergleich zum
NPT-Gen vor. Die Konstrukte mit zwei oder drei Kopien enthielten die GUS-Gene in Tan-
dem organisiert.

Es wurden Linien identifiziert, die nur eine intakte Kopie der T-DNA trugen (Gils 2000,
Schubert 1999). Auf diese Weise konnten Linien etabliert werden, die zwei, 4 oder 6 Ko-
pien des GUS-Gens enthielten, wenn die T-DNA homozygot vorlag, bzw. ein, zwei oder
drei Kopien, wenn die T-DNA hemizygot vorlag. Zusétzlich wurde der Integrationsort der
T-DNA im A. thaliana Genom fir die meisten Linien bestimmt (Forsbach 2001, Gils 2000,
Schubert 1999). Die in dieser Arbeit verwendeten Linien und die Position der T-DNAsim
A. thaliana Genom sind in Tabelle 1 angegeben.
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Um die Reportergenaktivitat zu bestimmen, wurden b-Glucuronidase-Aktivitatstests von
diesen Linien durchgefihrt. Einerseits erfolgten quantitative, fluorometrische Messungen,
andererseits wurde die Aktivitét semiquantitativ colorimetrisch in Mikrotiterplatten nach-
gewiesen. Fur die Aktivitédtstests wurden Rosettenblétter von je zehn zwei, 5 oder 8 Wo-
chen aten Pflanzen verwendet. Weiterhin wurden nur, wenn nicht anders erwéhnt, Nach-
kommen von Pflanzen aus axenischer Kultur eingesetzt. Um Mef¥fehler und Variabilitét
des biologischen Materias untersuchen zu kdnnen, wurden fur die quantitativen Messun-
gen zwel Blattextrakte hergestellt und davon jewells zwei Messungen durchgefihrt.

Im folgenden wird die im Extrakt nachgewiesene Gesamt-Aktivitdt der b-Glucuronidase
vereinfacht as GUS-Aktivitéa bezeichnet. Da bereits eine detaillierte Bestimmung der
GUS-Aktivitéten der einzelnen Linien mit den Gus 1xf-, Gus 1xr-, Gus 2xf-, Gus 2xr-, Gus
3xf- oder Gus 3xr-Kontrukten erfolgt ist und besprochen wurde (Gils 2000, Schubert
1999), sollen an dieser Stelle die Ergebnisse zusammengefasst werden, well sie fur die
weiteren Analysen von grundlegender Bedeutung sind. Zusétzlich werden Northern-Blot-
Experimente und Untersuchungen in gametophytisch letalen Linien vorgestellt.

Die Linien, die fur die Gus 1xr- oder Gus 1xf-T-DNA homozygot waren, also zwei Kopien
des GUS-Gens trugen, zeigten eine hohe, stabile GUS-Aktivitét in zwei, 5 und 8 Wochen
alten Pflanzen (Abb. 11a). Die GUS-Aktivitdten der einzelnen Linien unterschieden sich
um maximal einen Faktor drei (Gils 2000, Schubert 1999). Die Bestimmung der Position
der T-DNAs im A. thaliana Genom zeigte T-DNA-Integrationen auf alen 5 A. thaliana
Chromosomen (Tab. 1). Der Einfluss flankierender genomischer Bereiche ist also gering,
wie auch schon fur Linien mit bis zu 6 SPT-Genen gezeigt werden konnte (3.3.1). Ob
grundsétzlich bel zwei GUS-Kopien hohe Expression beobachtet wird, unabhangig davon,
ob sie auf homologen Chromosomen vorliegen, wird im folgenden Kapitel betrachtet
(3.3.7).

Die Expressionsanalyse der transgenen Pflanzen, die 6 Kopien des GUS-Gens trugen (Gus
3xf- und Gus 3xr-T-DNA homozygot), zeigte im Vergleich zu den Gus 1xf- und Gus 1xr-
Linien eine bis zu 5000 fache Reduktion der GUS-Aktivitét bel allen unabhangigen Linien
(Abb. 11a). Mit zunehmendem Alter wurde eine Abnahme der GUS-Aktivitét festgestellt.
GUS-Aktivitét war auch in 8 Wochen aten Pflanzen noch nachweisbar.

Um zu zeigen, dass die geringere GUS-Aktivitat in Linien mit 6 Kopien nicht auf
posttranslationale Regulation zurlckzufuhren war, wurden Northern-Blot-Analysen von
RNA aus Rosettenbléttern von 8 Wochen aten Pflanzen durchgefihrt. Die Ergebnisse
zeigten eindeutig, dass in Linien mit 6 GUS-Kopien wesentlich weniger, aber noch detek-
tierbare GUS-mRNA-Mengen als in Linien mit zwel GUS-Kopien nachzuweisen war
(Abb. 11b). Pflanzen mit 6 GUS-K opien zeigten a'so Gen-Silencing.
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Abbildung 11: Expressionsanalyse von Linien, die verschiedene GUS-Kopienzahlen tragen. a)

Vergleich der GUS-Aktivitét von Linien, die das Gus 1xf-, Gus 1xr-, Gus 3xf- oder
Gus 3xr-Konstrukt homozygot enthielten, zwei, 5 und 8 Wochen nach der Keimung.
Es wurden bei jeder Messung aus jungen Bléttern 10 verschiedener Pflanzen zwei
Extrakte hergestellt, von denen je zwei Messwerte genommen wurden. Die Mittel-
werte aus den vier Messungen sind dargestellt. Die Standardabweichung ist a's Feh-
lerbalken angegeben. Die Skalierung ist in logarithmischem Mal3stab. Linien mit
zwei GUS-Kopien haben eine blaue, Linien mit 6 GUS-Kopien eine schwarze
Schrift. b) Northern-Blot-Analyse der unter @) aufgefihrten Pflanzen. Gesamt-RNA
wurde aus Rosettenblattern von 8 Wochen aten A. thaliana Pflanzen isoliert und in
einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel aufgetrennt. Es wurden 10 pg Gesamt-
RNA aufgetragen. Die Membran wurde zuerst mit einer GUS-Sonde und nach Ent-
fernen der Sonde mit einer Actin-Sonde hybridisiert. c) Semiquantitative GUS-
Aktivitétsmessungen von 5 Wochen alten Pflanzen mit zwei bis 6 GUS-Kopien. Es
wurden jewells zwei Blétter einer Pflanze tber Nacht bei 37 °C in X-Gluc-L6sung
inkubiert. Bei Linien, die eine variable GUS-Expression aufwiesen, sind Extrakte
von Blattern mit Sternen markiert, die eine hohe GUS-Aktivitét zeigten.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit Linien, die SPT-Gene trugen, war allerdings nur das
Volllangentranskript in Pflanzen mit stillgelegten GUS-Genen nachzuweisen. Da eine Kor-
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relation zwischen GUS-Aktivitdt und GUS-Expression gezeigt wurde, kann die GUS-
Aktivitdt als Mal3 fur die GUS-Expression dienen. Ob das Silencing der GUS-Gene wie
das der SPT-Gene auch einem posttranskriptionellen Mechanismus unterliegt, wird in 3.3.9
geklart.

Fur die transgenen Pflanzen, die eine T-DNA der Konstrukte Gus 2xf oder Gus 2xr homo-
zygot trugen, wurde auch Silencing der GUS-Gene gefunden, aber nicht immer bel alen
Nachkommen einer Pflanze. In Abbildung 11c zeigen semiquantitative GUS-
Aktivitétstests von 5 Wochen alten Linien mit zwei Kopien (Gus 1xf 117 und Gus 1xr 3)
starke Blaufarbung der Losung, also hohe GUS-Aktivitét, wohingegen bei Linien mit 6
Kopien (Gus 3xf 101 und Gus 3xr 133) nur geringe Blaufarbung zu erkennen ist. Bei Li-
nien mit 4 Kopien (Gus 2xf 101, Gus 2xf 109) zeigen einige der Pflanzen eine hohe
Aktivitédt, andere eine niedrige GUS-Aktivitét. Diese Pflanzen sind isogene Nachkommen
einer Pflanze und unter gleichen Bedingungen angezogen worden. Um zu untersuchen, ob
das Silencing des GUS-Gens bereits bei drel Kopien ausgelost wird, wurde die GUS
Aktivitét der Linien Gus 3xr 130 (Abb. 11c) und Gus 3xr 136 (Daten nicht gezeigt)
bestimmt, die einen vermutlich durch die Insertion der T-DNA in einem Gen verursachten
gametophytisch letalen Phanotyp haben, so dass die T-DNA nie homozygot vorliegen
kann. Diese Linien haben stets drei GUS-Kopien.

Transgene Pflanzen mit drei Kopien des GUS-Gens wurden auch durch Kreuzung von fur
die T-DNA homozygoten Pflanzen des Konstruktes Gus 3xr oder Gus 3xf mit Wildtyp
A. thaliana erhalten. Allerdings war bei den Nachkommen dieser Kreuzungen nicht ausge-
schlossen, dass das Silencing in fur die T-DNA homozygoten Pflanzen meiotisch nicht re-
versibel ist. Sowohl bel den gametophytisch letalen als auch bei den fur die T-DNA hemi-
zygoten Linien mit den Gus 3xf- oder Gus 3xr-Konstrukten wurde Silencing der GUS-
Gene bei allen Nachkommen einer Pflanze oder bel einem Teil der Nachkommen gefunden
(Abb. 11c). Das Auftreten von nicht stillgelegten GUS-Genen in Nachkommen von Pflan-
zen, die Silencing aufwiesen, zeigte also meiotische Reversibilitét.

Ursachen fir das Silencing der GUS-Gene ab drei Kopien konnten die repetitive Anord-
nung der Gene auf der T-DNA, aso mdgliche Paarung homologer DNA-Sequenzen, oder
eine erhdhte Transkript-Menge sein. Hierauf wird in 3.3.8 eingegangen.

Bel Pflanzen mit drei oder mehr Kopien des GUS-Gens zeigte sich zunehmendes Silencing
mit fortschreitendem Alter. Beispielsweise zeigten Pflanzen, die nach 5 Wochen noch eine
hohe Expression zeigten, haufig nach 8 Wochen Silencing (Daten nicht gezeigt).

Das Silencing der GUS-Gene wird im Gegensatz zum Silencing der SPT-Gene, wofir 9
(u.U. auch nur 7 oder 8) oder mehr Kopien bendtigt werden, bereits bei 3 Kopien ausge-
|6st. Erklarungsansétze fur diese Unterschiede werden in 3.3.10 gegeben.
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3.3.7 Hohe GUS-Expression in Linien mit weniger als drei GUS-Kopien unabhén-
gig von der Konfiguration der GUS-Gene

Wie schon an anderer Stelle gezeigt wurde, weisen Pflanzen, die eine T-DNA des Gus 1xf-
oder Gus 1xr-Konstruktes homozygot tragen, etwa doppelt so hohe GUS-Aktivitdiswerte
wie Pflanzen auf, die dieselbe T-DNA hemizygot tragen (Gils 2000, Schubert 1999). Es
besteht also eine positive Korrelation zwischen Kopienzahl des GUS-Gens und seiner Ex-
pression bel bis zu zwel Kopien des GUS-Gens. Daher trégt jedes GUS-Gen gleich zur
Expression bel. Dies ist exemplarisch fur Pflanzen der Linien Gus 1xf 117 und Gus 1xr 3
in Abbildung 12a gezeigt. Es sind nur die GUS-Werte von 8 Wochen alten Pflanzen darge-
stellt. Bel zwei und 5 Wochen alten Pflanzen war auch hohe GUS-Aktivitét nachzuweisen
(Daten nicht gezeigt).

Weiterhin sollte untersucht werden, ob zwel GUS-Gene unabhéangig davon hohe GUS-
Expression vermitteln, ob sie auf zwei homologen Chromosomen, an verschiedenen Loci
oder an einem Locus in Tandem vorliegen. Dafur wurden Kreuzungen zwischen verschie-
denen Linien, die das Gus 1xf- oder das Gus 1xr-Konstrukt homozygot tragen, vorgenom-
men (Gus 1xf 60 mit Gus 1xf 110, Gus 1xf 60 mit Gus 1xr 69 und Gus 1xr 30 mit Gus 1xr
69). Die jeweiligen T-DNA-Loci liegen in Nachkommen dieser Kreuzungen also hemizy-
got vor. Die Messungen der GUS-Aktivitét ergaben vergleichbar hohe Werte wie von
Pflanzen, die das Gus 1xf- oder Gus 1xr-Konstrukt homozygot trugen (Abb. 12a). Die
GUS-Kopien der verschiedenen Loci tragen somit gleich zur Expression bel.

Auch in Tandem organisierte GUS-Gene vermittelten vergleichbar hohe GUS-Aktivitét.
Die Linie Gus 2xf 113, deren T-DNA nicht homozygot vorliegen konnte, dadie Linie eine
vermutlich durch die Integration der T-DNA in einem Gen verursachte Embryo-letale Mu-
tation trug, wies hohe stabile GUS-Expression von den beiden in Tandem organisierten
GUS-Genen auf. Auch in hemizygoten Nachkommen von Pflanzen, die eine Gus 2xf- oder
Gus 2xr-T-DNA homozygot besal3en und damit Silencing der GUS-Gene aufwiesen, wur-
de hohe GUS-Aktivitat nachgewiesen (Abb. 12a). Um die hemizygoten Nachkommen zu
erhalten, wurden fir die T-DNA homozygote Linien mit A. thaliana Wildtyp gekreuzt.
Letztere Ergebnisse beweisen, dass das Silencing der GUS-Gene meiotisch reversibel ist
und daher keinen Effekt auf die Expression der GUS-Gene der Nachkommen hat. Fir ale
weiteren transgenen Pflanzen, die das Gus 2xf-Konstrukt (9 Linien) oder das Gus 2xr-
Konstrukt hemizygot (3 Linien) und an verschiedenen Positionen im A. thaliana Genom
trugen, wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt (Schubert 1999). Sadmtliche GUS-
Aktivitdtswerte reflektieren die GUS-mRNA-Mengen, wie in Northern-Blot-Analysen
nachgewiesen wurde (Daten nicht gezeigt).

In Ausnahmefdlen wurde auch bei einzelnen 8 Wochen alten Pflanzen, die zwel Kopien
der GUS-Gene trugen, Silencing festgestellt (Abb. 12b). Beispielweise war die Pflanze der
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Linie Gus 1xr 112, die geringere GUS-Aktivitét zeigte, die einzige Pflanze mit verringerter
GUS-Aktivitéat unter 185 Pflanzen verschiedener Linien, die zwei Kopien der GUS-Gene
trugen (Daten nicht gezeigt). Noch seltener wurde Silencing der GUS-Gene in zwel Wo-
chen dten Pflanzen mit zwei GUS-Kopien nachgewiesen (Gils 2000).
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Abbildung 12: a) Quantitativer Vergleich der GUS-Aktivitét von Linien, die ein oder zwel GUS-
Kopien in verschiedenen Konfigurationen enthielten, 8 Wochen nach der Keimung.
Es wurden bei jeder Messung aus jungen Bléattern 10 verschiedener Pflanzen 2 Ex-
trakte hergestellt, von denen je zwei Messwerte genommen wurden. Die Mittelwerte
aus den vier Messungen sind dargestellt. Die Standardabweichung ist als Fehlerbal-
ken angegeben. Die Konfiguration und Kopienzahl der GUS-Gene ist neben der Li-
nienbezeichnung symbolisch dargestellt. b) Semiquantitativer GUS-Aktivitatstest
von 8 Wochen alten, fur die T-DNA homozygoten Nachkommen der Linie Gus 1xr
112. Es wurden jeweils 2 Blétter einer Pflanze Uber Nacht bei 37 °C in X-Gluc-
Ldsung inkubiert.

3.3.8 Das Silencing der GUS-Gene wird durch Erhéhung der GUS-Transkript-
M enge ausgel Ost

In 3.3.6 wurden Experimente vorgestellt, die zeigten, dass in Linien, die mindestens drei

Kopien eines GUS-Gens aufwiesen, Silencing der GUS-Gene zu beobachten war. In diesen

Untersuchungen waren die GUS-Gene in Tandem kloniert. Zwar wurde gezeigt, dass zwel

in Tandem organisierte GUS-Gene (3.3.7) oder drei in Tandem organisierte SPT-Gene ho-

he GUS-Expression verlethen (3.3.1. 3.3.2). Allerdings konnte nicht ausgeschlossen wer-
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den, dass die repetitive Organisation von drei GUS-Kopien das Silencing durch Paarung
der GUS-DNA-Sequenzen ausl6st. Daher wurden Kreuzungen zwischen Linien, die ver-
schiedene Kopienzahlen des GUS-Gens trugen, durchgefuhrt. Auf diese Weise wurden
Nachkommen erhalten, die drel bis 6 Kopien des GUS-Gens enthielten. Im folgenden wird
nur auf die Linien, die drel Kopien des GUS-Gens aufwiesen, eingegangen. Durch Kreu-
zung von Linien, die ein Gus 2xf- oder Gus 2xr-Konstrukt trugen, mit Linien, die ein Gus
Ixf- oder Gus 1xr-Konstrukt besal3en, wurden Pflanzen erhalten, die an einem Locus zwei
Kopien des GUS-Gens in Tandem, an dem anderen eine Kopie des GUS-Gens enthielten.
Weiterhin wurden Pflanzen erzeugt, die drei Kopien des GUS-Gens an verschiedenen Loci
im A. thaliana Genom aufwiesen. Diese Linien wurden erhalten, indem Pflanzen, die zwei
Gus 1xf- oder Gus 1xr-T-DNAs homozygot enthielten, also 4 Kopien des GUS-Gens besa-
3en, mit Linien gekreuzt wurden, die eine Kopie der Gus 1xf- oder Gus 1xr-T-DNA homo-
zygot aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Daher enthielten diese Linie jeweils eine T-DNA
der Linien Gus 1xf 60, Gus 1xf 110 und Gus 1xf 117 bzw. Gus 1xr 3, Gus 1xr 30 und Gus
Ixr 69. Liegt die T-DNA dieser Linien hemi- oder homozygot vor (ein oder zwel GUS-
Kopien), wurde hohe GUS-Aktivitét festgestellt (3.3.6, 3.3.7). Es zeigte sich, dass bei allen
Linien, die drei Kopien des GUS-Gens trugen, Silencing der GUS-Gene ausgel 6st wurde,
unabhangig davon, ob die drel Kopien an drei verschiedenen Loci (Gus 1xf 60/110/117
Hemi, Gus 1xr 3/30/69 Hemi), an zwel unterschiedlichen Positionen (Gus 1xf 60 x Gus 2xr
125, Gus 1xr 30 x Gus 2xr 125) oder auf einer T-DNA lagen (Gus 3xr 100 Hemi, Gus 3xr
133 Hemi) (Abb. 13a). Linien mit zwei Kopien des GUS-Gens zeigten hohe Expression
(Gus 1xf 60/110 Hemi, Gus 1xr 30/69 Hemi).

Diese Experimente bestétigen die mit zwel in Tandem organisierten GUS-Genen erhalte-
nen Ergebnisse, dass das Silencing der GUS-Gene nicht durch die repetitive Organisation
der GUS-Gene ausgel6st wird. Das Hinzufligen von einer das GUS-Gen hoch exprimie-
renden Kopie zu zwei hoch exprimierenden Kopien des GUS-Gene fuhrt zum Silencing al-
ler drel Kopien. Dain 3.3.7 gezeigt wurde, dass alle Kopien des GUS-Gens gleich zur Ex-
pression beitragen, ist ein wichtiger Hinwelis darauf erbracht, dass eine erhdhte Transkript-
Menge AuslOser des Silencings ist. Das Silencing wird vermutlich durch Erhdéhung der
Transkript-Menge Uber einen Schwellenwert verursacht.
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Abbildung 13:  a) Quantitativer Vergleich der GUS-Aktivitdt von Linien, die zwei oder drei GUS

Kopien in verschiedenen Konfigurationen enthielten, 8 Wochen nach der Keimung.
Es wurden bei jeder Messung aus jungen Bléttern 10 verschiedener Pflanzen zwel
Extrakte hergestellt, von denen je zwei Mef3werte genommen wurden. Die Mittel-
werte aus den vier Messungen sind dargestellt. Die Standardabweichung ist a's Feh-
lerbalken angegeben. Es ist eine logarithmische Skalierung gewéhit. Die Konfigura-
tion und Kopienzahl der GUS-Gene ist neben der Linienbezeichnung symbolisch
dargestellt. b) Northern-Blot-Analyse von Linien, die zwel bis 12 GUS-Kopien in
verschiedenen Konfigurationen enthielten. Gesamt-RNA wurde aus Rosettenbl dttern
von 8 Wochen aten A. thaliana Pflanzen isoliert und in einem Formaldehyd-
haltigen Agarosegel aufgetrennt. Es wurden 5 pg Gesamt-RNA aufgetragen. Die
Membran wurde zuerst mit einer GUS-Sonde und nach Entfernen der Sonde mit ei-
ner Actin-Sonde hybridisiert. ¢) Quantitativer Vergleich der GUS-Aktivitét von Li-
nien, die zwei Kopien des GUS-Gens enthielten, und von Linien, die zwei Kopien
des GUS-Gens und ein promotorloses GUS-Gen aufwiesen, 8 Wochen nach der
Keimung. Es wurde dieselbe Skalierung wie in a) verwendet. Das promotorlose
GUS-Konstrukt DGUS ist schematisch dargestellt.
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Dass das Silencing der GUS-Gene auch auf mRNA-Ebene nachzuweisen ist, wurde mit
Hilfe einer Northern-Blot-Analyse gezeigt (Abb. 13b). In Linien mit zwei Kopien des
GUS-Gens (Gus 1xf 110, Gus 1xr 3, jeweils homozygot, bzw. Gus 2xf 113, hemizygot)
war eine starke Hybridisierung mit einer radioaktiven GUS-Sonde zu erkennen, wohinge-
gen bei Linien mit drei (Gus 1xf 60/110/117, Gus 1xr 3/30/69, Gus 3xr 133, jeweils hemi-
zygot), 4 (Gus 2xf 101 homozygot), 6 (Gus 3xf 101, Gus 3xr 126, jeweils homozygot) und
12 GUS-Kopien (eine Linie, die die beiden T-DNAs der Linien Gus 3xr 117 und Gus 3xr
133 jeweils homozygot trug) nur geringe GUS-mRNA-Mengen nachgewiesen wurden.
Interessanterweise war die nachgewiesene GUS-mRNA-Menge der Linien, die Silencing
aufwiesen, trotz unterschiedlicher Kopienzahlen vergleichbar. Dies deutet darauf hin, dass
eine Restmenge an mMRNA unabhéngig von der Kopienzahl der inaktivierten GUS-Gene
bestehen bleibt, 8hnlich wie bei stillgelegten SPT-Genen gezeigt (3.3.3).

Ein weiterer Beweis dafr, dass das Silencing der GUS-Gene nicht durch Paarung homo-
loger DNA-Sequenzen ausgel 6st wird, wurde durch Kreuzungen von Pflanzen, die das Gus
2xf-Konstrukt tragen, mit Linien erbracht, die ein promotorloses GUS-Gen enthalten, so
dass keine Transkription des GUS-Gens stattfindet (DGus, Forsbach 2001). Das promotor-
lose GUS-Konstrukt ist bis auf das Fehlen des 35S Promotors identisch mit dem Gus 1xf
Konstrukt. Pflanzen, die zwei transkribierte Kopien des GUS-Gens und ein promotorloses
GUS-Gen enthalten (Gus 2xf 109/DGus 113, Gus 2xf 110/DGus 102), zeigten vergleichbar
hohe GUS-Aktivitét wie Pflanzen, die das Gus 2xf-Konstrukt hemizygot tragen, also zwei
GUS-Kopien aufweisen (Gus 2xf 109 Hemi, Gus 2xf 110 Hemi) (Abb. 13c).

Die Einbringung eines hoch exprimierten GUS-Gens in Linien mit zwel hoch exprimierten
GUS-Genen fuhrt zum Silencing der GUS-Gene (Abb. 133, b). Im Gegensatz dazu fihrt
das Einbringen einer promotorlosen GUS-Kopie zu keinem Einfluss auf die Expression
von zwei hoch exprimierten Genen (Abb. 13c). Die Experimente mit promotorlosen GUS-
Kopien bestéatigen die Ergebnisse, dass das Silencing der GUS-Gene durch die Erhéhung
der GUS-Transkript-Menge ausgel 6st wird.

3.39 Auch das Silencing der GUS-Gene beruht auf einem posttranskriptionellen
M echanismus

Auch beim Silencing der GUS-Gene stellte sich die Frage, ob es einem posttranskriptionel -
len oder transkriptionellen Mechanismus unterliegt. Da das Silencing wie bel den SPT-
Genen durch eine erhdhte Kopienzahl verursacht wurde, konnte ein posttranskriptioneller
M echanismus postuliert werden. Es wurde ebenso eine Restmenge an GUS-mRNA nach-
gewiesen. Weiterhin wurden fur PTGS-charakteristische Merkmale wie meiotische Rever-
sibilitét und Verstdrkung des Silencings mit zunehmendem Alter gefunden. Zum definiti-
ven Beweis von PTGS wurden Untersuchungen zur Methylierung der codierenden Se-
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quenz des GUS-Gens und zum Nachweis von sSIRNAs des GUS-Gens unternommen. Die
Methylierungsanalyse erfolgte mit den Restriktionsenzymen Hpall (Erkennungssequenz
CCGG, wobei das Enzym nicht schneidet, wenn eines oder beide der Cytosine methyliert
sind) (Abb. 14) und Alul (Erkennungssequenz AGCT; schneidet nicht be Methylierung
des Cytosin) (Abb. 15). Hpall schneidet also nicht bei symmetrischer Methylierung (CG-
oder CNG-Methylierung, wobel N fir jede beliebige Base steht), wahrend Alul je nach 3'-
zur Schnittstelle liegender Base nicht bei asymmetrischer (AGCTN; CNN-Methylierung)
oder symmetrischer Methylierung (AGCTG; CNG-Methylierung) schneidet. Die Alul-
Schnittstellen im 35S-Promotor (677 bp, AGCTA), im 5™-Bereich des GUS-Gens (983 bp,
AGCTC) und im OCS-3" Bereich (3032 bp, AGCTC) konnten asymmetrisch methyliert
vorliegen. Die Schnittstelle im 3"-Bereich des GUS-Gens (2249 bp, AGCTG) wirde dage-
gen symmetrische Methylierung zeigen (Abb. 15). Fir die Analyse wurde DNA aus Roset-
tenbl&tern von 8 Wochen aten Pflanzen isoliert, mit dem entsprechenden Restriktionsen-
zym gespalten, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und diese
mit einer GUS-5"-, einer GUS 3'- und einer Ds-3"-Sonde hybridisiert (Abb. 14, 15). Die
Hybridisierung mit der Ds-3"-Sonde erfolgte zur Uberprifung des vollstandigen Schnei-
dens der DNA.

Die Restriktionsanalysen mit Hpall und Alul zeigten bei den Linien, die Silencing aufwie-
sen, Methylierung des transkribierten Bereichs des GUS-Gens (Abb. 14, 15). Bel allen Li-
nien wurden auch vollstandig gespaltene GUS-Fragmente detektiert. Die Hybridisierung
mit der GUS-5"-Sonde ergaben keine zusétzlichen Informationen bei der Hpall-Spaltung,
daher ist nur die Hybridisierung mit der GUS-3"-Sonde gezeigt. Die GUS-Gene der Linien
Gus 1xf 117, Gus 1xr 3 und Gus 2xf 113 (hemizygot) wiesen erwartungsgemal3 keine Me-
thylierung auf, da sie hohe Expression des GUS-Gens zeigten. Erstaunlicherweise konnte
in den ebenfalls hoch exprimierenden Pflanzen der fir die T-DNA hemizygoten Linie Gus
2xf 110 Methylierung der Hpall-Schnittstellen bel 2308 bp und 2597 bp festgestellt wer-
den. Diese Pflanzen wurden durch Kreuzung einer fir die T-DNA homozygoten Gus 2xf
110-Pflanze, die aufgrund der 4 GUS-Kopien Silencing und daher auch Methylierung auf-
wies, mit einer A. thaliana Wildtyp Pflanze erhalten. M 6glicherwelse wurde die Methylie-
rung trotz Reversion des Silencings vererbt. Hierzu wurden weitere Experimente durchge-
fuhrt, die in 3.5 beschrieben sind. Die Linien, die drei GUS-Kopien (Gus 1xf 60/110/117,
Gus 1xr 3/30/69, Gus 3xr 133 hemizygot) oder vier GUS-Kopien (Gus 2xf 101, Gus 2xf
110) enthielten, zeigten Methylierung der Hpall-Schnittstellen bei 2308 bp und 2597 bp,
so dass sich Fragmente von 716 bp, 741 bp und 1168 bp ergeben. Bel den Linien mit 6
GUS-Kopien (Gus 3xf 101, Gus 3xr 133) und 12 GUS-Kopien (eine fur die T-DNAS der
Linien Gus 3xr 117 und Gus 3xr 133 homozygote Linie) sind noch gréfl3ere Fragmente zu
erkennen, die aus Methylierung von Hpall-Schnittstellen im 5"-und/oder im OCS-3'-
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Bereich des GUS-Gens resultieren. Welche dieser Schnittstellen methyliert sind, ist auf-
grund der Dichte an Schnittstellen nicht durch eine Analyse mit Methylierungs-sensitiven
Restriktionsenzymen zu kléren (Abb. 14).

Die Analyse mit Alul offenbarte eine strikte Korrelation zwischen Methylierung und Silen-
cing (Abb. 15). Linien, die hohe GUS-Aktivité aufwiesen, zeigten keine Methylierung
(Gus 1xf 117, Gus 1xr 3, Gus 2xf 110 hemizygot, Gus 2xf 113). Linien mit drei oder 4
Kopien besal3en dagegen symmetrische Methylierung der Schnittstelle bei 2249 bp (2 kb
Fragment). Die Linien mit hdheren Kopienzahlen wiesen zusétzlich asymmetrische Methy-
lierung der Schnittstelle im OCS-3"-Bereich bei 3032 bp auf (2,7 kb Fragment mit der
GUS-5"-Sonde, 1,4 kb und 2,7 kb Fragmente mit der GUS-3"-Sonde (Abb. 15). Die Alul-
Schnittstelle im 5°-Bereich des GUS-Gens war nicht methyliert (kein 1,6 kb Fragment mit
der GUS-5"-Sonde). Dass die Alul-Schnittstelle im Promotorbereich nicht methyliert ist,
wurde in weiteren Experimenten nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Ob die mit Hpall und Alul nachgewiesenen Unterschiede bel Linien mit drel oder 4 GUS-
Kopien und Linien mit 6 oder 12 Kopien wirklich stérkere Methylierung bel htherer Ko-
pienzahl reflektieren, kann nicht geklért werden, da die DNA dieser Linien aufgrund der
hoheren GUS-Kopienzahl auch stérkere Hybridisierung mit der GUS-Sonde zeigten. Dies
ist teilweise durch die Hybridisierung mit der Ds-3"-Sonde zu erkennen. Die Intensitétsun-
terschiede sind nicht durch unterschiedliche Mengen an aufgetragener genomischer DNA,
sondern durch verschiedene Kopienzahlen der T-DNASs bestimmt. Da pro T-DNA eine Ds-
3-Sequenz vorliegt, besitzen zum Beispiel fur die T-DNA homozygote Linien zwei
T-DNASs bzw. Ds-3"-Sequenzen und fur die T-DNA hemizygote Linien nur jeweils eine.
Die Zahlen in den Abbildungen 14 und 15 geben die Anzahlen der T-DNAS bzw. Ds-3'-
Bereiche und der GUS-Gene wieder.

Auch von zwei Wochen alten Pflanzen wurde die Methylierung der GUS-Gene untersucht.
Es wurden vergleichbare Ergebnisse wie bel 8 Wochen alten Pflanzen erhalten (Daten
nicht gezeigt).
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Abbildung 14: Methylierungsanalyse von Linien mit 2 bis 12 GUS-Kopien. Genomische DNA von
8 Wochen alten Pflanzen wurde mit Hpall gespalten, in einem Agarosegel aufge-
trennt und auf eine Membran transferiert. Die Hybridisierung erfolgte mit einer
GUS3’-Sonde und nach Entfernen der Sonde mit einer Ds-3"-Sonde zur Uberpri-
fung des vollstdndigen Schneidens des DNA. Es sind die Kopienzahlen der GUS-
Gene und der T-DNAs bzw. Ds3-Bereiche aufgefiihrt. Die Fragmente, die durch
Methylierung von Hpall-Schnittstellen erhalten wurden, und die methylierten
Schnittstellen sind mit Sternen markiert. Eine Restriktionskarte mit einem Teil der
erhaltenen Fragmente ist angegeben. Sterne in Klammern bedeuten, dass nicht mit
Sicherheit bestimmt werden kann, ob diese Schnittstellen methyliert sind.
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Abbildung 15: Methylierungsanalyse von Linien mit 2 bis 12 GUS-Kopien. Genomische DNA von
8 Wochen aten Pflanzen wurde mit Alul gespalten, auf einem Agarosegel aufge-
trennt und auf eine Membran transferiert. Die Hybridisierung erfolgte mit einer
GUS3’-Sonde, nach Entfernen der Sonde mit einer Ds-3"-Sonde zur Uberprifung
des vollstdndigen Schneidens der DNA und nach Abwaschen dieser Sonde mit einer
GUS5’-Sonde. Es sind die Kopienzahlen der GUS-Gene und der T-DNAs bzw.
Ds3 -Bereiche aufgefiihrt. Die Fragmente, die durch Methylierung von Alul-
Schnittstellen erhalten wurden, und die methylierten Schnittstellen sind mit Sternen
markiert. Eine Restriktionskarte mit der Grof3e der erhaltenen Fragmente ist angege-
ben. Die fettgedruckten Sequenzen zeigen, ob eine mdgliche Methylierung des Cy-
tosinsin der Alul-Schnittstelle CNG- oder CNN-Methylierung ist.
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Weiterhin wurden siRNAs nachgewiesen. Dafir wurde Gesamt-RNA isoliert und in einem
Agarosegel aufgetrennt. Niedrig und hochmolekulare RNAs wurden auf getrennte
Membranen transferiert. Die Membranen wurden mit einer Gus-5"-Sonde hybridisiert. Bei
der Membran mit niedrig molekularen RNAs wurden als GrolRenstandard und Hybridisie-
rungskontrolle jeweils 75 ng von Oligonukleotiden aufgetragen, die spezifisch fur das
GUS-Gen (GusR, 23 Basen und Gusl, 20 Basen). Diese wurden mit A. thaliana Wildtyp
RNA gemischt. Die GUS-5-Sonde hybridisiert mit beiden GUS-spezifischen Oligo-
nukleotiden. Zusétzlich wurde die GUS-mRNA auf der Membran mit hochmolekularen

RNAs nachgewiesen.
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Abbildung 16: Nachweis von siRNAs in Linien, die Silencing der GUS-Gene aufwiesen. Gesamt-
RNA wurde von 8 Wochen aten Pflanzen isoliert und in einem Formaldehyd-
haltigen Agarosegel aufgetrennt. Das Gelstiick mit RNAS unterhalb einer Grof3e von
200 Basen wurde abgetrennt. Diese RNAs wurden auf eine Membran transferiert.
Die Polung der Gelkammer wurde danach vertauscht und so groRere RNAs aufge-
trennt. Diese wurden ebenfalls auf eine Membran transferiert. Erstere Membran
wurde mit einer Gus5-Sonde (siehe Abb. 15) bei 42 °C hybridisiert, letztere eben-
falls mit einer Gusb™-Sonde, aber bei 58 °C. Die geringe Hybridis erungstemperatur
fur die Membran mit den niedermolekularen RNAS fuhrte zu unspezifischen Hybri-
disierungen mit RNAs im héhermolekularen Bereich als die sSRNAs. Nach Entfer-
nen der Sonde wurde die Membran mit hochmolekularen RNAs mit einer Actin-
Sonde zur Standardisierung der Ladung der Gesamt-RNA hybridisiert. Als GroRRen-
standard und Hybridisierungskontrolle wurden 75 ng der Gusl und GusR-
Oligonukleotide, gemischt mit Wildtyp-RNA, aufgetragen. Die Anzahl der GUS-
Geneist unterhalb der Linienbezeichnung angegeben.
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In Linien, die Silencing aufwiesen (Gus 3xf 101 (6 GUS-Kopien), Gus 3xr 133 (6 Kopien),
Gus 3xr 117/133 (12 Kopien)), waren SsSRNAs zu erkennen (Abb. 16). Bel den Linien, die
kein Silencing zeigten, waren keine ssSRNAs nachzuweisen (Gus 1xf 117, Gus 1xr 3, je-
weils 2 GUS-Kopien). Die Korrelation von GUS-Silencing und Auftreten von ssiRNAs ist
eindeutig mit der Northern-Blot-Anayse bewiesen (Abb. 16). Mit einer GUS-3"-Sonde
konnten auch siIRNAs nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Mit Hilfe der in diesem Kapitel vorgestellten Experimente konnte bei alen Linien, die Si-
lencing aufwiesen, symmetrische und zum Tell auch asymmetrische Methylierung und
siRNAs der codierenden Sequenz des GUS-Gens aufgezeigt werden. Fir das Silencing der
GUS-Gene konnte damit wie fur das Silencing der SPT-Gene der Nachweis erbracht wer-
den, dass das Silencing auf einem posttranskriptionellen Mechanismus beruht.

3.310 Das Silencing der GUS und SPT-Gene wird be unterschiedlichen
Transkript-Mengen ausgel 6st

Die Anayse der SPT- und GUS-Genexpression zeigte wesentliche Gemeinsamkeiten fir
beide Gene auf. Sie werden bis zu einer bestimmten Kopienzahl hoch und stabil exprimiert
und weisen ab einer gewissen hdheren Kopienzahl Silencing durch einen posttranskriptio-
nellen Mechanismus auf. Ein bedeutender Unterschied besteht in der Zahl der Kopien, ab
der Silencing von SPT- oder GUS-Genen ausgel 6st wird. Fur das SPT-Gen wurde Silen-
cing ab 9 Kopien (moglicherweise auch ab 7 oder 8 Kopien), fir das GUS-Gen ab drel
Kopien festgestellt. Allerdings ist nicht die Kopienzahl direkt, sondern die Erhdhung der
Transkript-Menge Uber einen bestimmten Schwellenwert der Ausloser. Daher kdnnte der
Unterschied durch eine geringere Menge an SPT-mRNA als GUS-mRNA in Linien mit
gleicher Kopienzahl der SPT- oder GUS-Gene oder durch einen unterschiedlichen Schwel-
lenwert als Ausldser von Silencing bei 8hnlichen Mengen an mRNA erklért werden. Dabei
ist zu beriicksichtigen, dass beide Gene unter dem 35S Promotor exprimiert wurden, was
gleiche Transkription beider Gene und auch gleiche Mengen an mRNA nahe legt, aber
nicht beweist.

Beide Gene tragen das zum Tell transkribierte OCS-3"-Ende. Daher konnte durch Hybridi-
sierung einer Membran, auf die in einem Agarose-Gel aufgetrennte RNA von Gus 1xf-,
Gus 1xr-, Spt 1xf- und Spt 1xr-Linien transferiert worden war, mit einer OCS-Sonde der
direkte Mengen-Vergleich der GUS- und der SPT-mRNA erfolgen. Die RNA wurde aus
Rosettenbldttern von 8 Wochen alten Pflanzen von jewells fir die T-DNA homozygoten
Linien isoliert. Esist deutlich zu erkennen, dassin Linien, die die GUS-Gene tragen, weni-
ger starke Signale alsin Linien, die die SPT-Gene aufweisen, festzustellen sind (Abb. 17a).
Die Standardisierung mit einer Actin-Sonde zeigt vergleichbare Beladung. Die quantitative
Auswertung erfolgte mit einem Phosphoimager (Abb. 17b). Hierfir wurde der Quotient
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der Signalstérke der Hybridisierung mit der OCS-Sonde und der mit der Actin-Sonde ge-
bildet. Die Unterschiede zwischen den SPT-Linien betragen maximal einen Faktor 2,1 (Spt
Ixr 92 und Spt 1xf 114), zwischen GUS-Linien maximal einen Faktor 3,1 (Gus 1xf 30 und
Gus 1xr 30). Der Vergleich der Mengen von GUS- und SPT-mRNA zeigt deutlich grol3ere
Unterschiede zwischen GUS- und SPT-Linien. Die Signalstérke der SPT-mRNA ist zwi-
schen 1,5 ma (Spt 1xf 114 und Gus 1xr 30) und 10 mal (Spt 1xr 92 und Gus 1xf 30),
durchschnittlich 3,5 mal, hoher as die der GUS-mRNA. Fir die SPT- und die GUS-Gene
wurde gezeigt, dass jede Kopie gleich zur Expression beitragt und ein additiver Gen-Dosis-
Effekt bis zu einer bestimmten Kopienzahl besteht (3.3.2 bzw. 3.3.7). Daher ist davon aus-
zugehen, dass die oben ermittelten Verhdltnisse in Linien, die zwel Kopien der SPT- oder
GUS-Gene tragen, auch fir hthere Kopienzahlen zu erwarten sind. Diese Ergebnisse las-
sen vermuten, dass grofRere Mengen an SPT-mRNA als an GUS-mRNA firr das Uber-
schreiten eines Schwellenwertes ben6tigt werden, um Silencing der entsprechenden Gene
auszul 6sen. Bertcksichtigt man, dass eine durchschnittlich 3,5 mal héhere Menge an SPT-
MRNA im Vergleich zur GUS-mRNA gefunden wird und Silencing der SPT-Gene bei -
ner 2,3 bis 3 fach htheren Kopienzahl (7, 8 oder 9 SPT-Gene im Vergleich zu drei GUS-
Genen) ausgel 6st wird, ergibt sich ein etwa 8 bis 10 mal hoherer Schwellenwert fir das Si-
lencing der SPT-Gene.
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Abbildung 17:  Northern-Blot-Analyse von fur die T-DNA homozygoten Gus 1xf, Gus 1xr, Spt 1xr
und Spt 1xf Linien. Gesamt-RNA wurde aus Rosettenbl&ttern von 8 Wochen alten
A. thaliana Pflanzen isoliert und in einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel aufge-
trennt. Es wurden 5 pg Gesamt-RNA aufgetragen. a) Hybridisierung der Membran
mit der OCS-Sonde. Nach Abwaschen der Sonde wurde die Membran mit einer Ac-
tin-Sonde zur Standardisierung der Ladung der RNA hybridisiert. b) Quantitative
Auswertung der Northern-Blot-Analyse. Es wurde der Quotient aus der relativen
Schwérzung der Hybridisierung mit der OCS-Sonde und der relativen Schwarzung
der Hybridisierung mit der Actin-Sonde gebildet. Zusétzlich ist die durchschnittliche
Schwérzung fir die Linien, die die SPT-Gene bzw. die GUS-Gene enthielten, aufge-
fhrt. Die ermittelten Werte sind Uber den Balken angegeben.
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3.4  Etablierung von transgenen N. tabacum Pflanzen und Analyse der
b-Glucuronidase-Aktivitat

A. thaliana weist ein kleines Genom (125 Mb) mit relativ wenigen repetitiven DNA-
Sequenzen (10 % des gesamten Genoms) auf und ist diploid (The Arabidopsis Genome
Initiative). Bei vielen anderen Pflanzenarten, gerade auch Nutzpflanzen, findet man dage-
gen einen grof3en Anteil an repetitiven DNA-Sequenzen im Genom und Polyploidie (Dean
und Schmidt 1995). Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass die in A. thaliana er-
haltenen Erkenntnisse Uber Transgenexpression keine Gultigkeit in anderen Pflanzenarten
aufgrund der unterschiedlichen Genomstruktur haben. N. tabacum besitzt ein relativ grof3es
Genom (etwa 30 fach so grof3 wie das von A. thaliana) (Arugmugnathan und Earle 1991),
einen hohen Anteil an repetitiven Sequenzen und einen tetraploiden Chromosomensatz.
N. tabacum ist daher pradestiniert, um die Expression eines Transgens in einer Pflanze mit
einer komplexen Genomstruktur zu analysieren. Um den Einfluss der Kopienzahl eines
Transgens auf seine Expression zu untersuchen, wurden daher mit Hilfe von Agrobakte-
rien-vermittelter Blattstlickchentransformation die Konstrukte Gus 2xf oder Gus 3xr in N.
tabacum Pflanzen eingebracht. Pflanzen, die mit Konstrukten mit nur eine Kopie des GUS-
Gens transformiert wurden, wurden an anderer Stelle bearbeitet (Lechtenberg unverdffent-
licht).

34.1 Identifizierung von transgenen N. tabacum Pflanzen, die nur ene intakte Ko-
pieder T-DNA tragen

Fur die Analyse des Einflusses der Kopienzahl des GUS-Gens auf seine Expression sollten
auch in Tabak Linien identifiziert werden, die nur eine Kopie der T-DNA mit verschiede-
nen Reportergenanzahlen trugen. Nur so konnten definierte Kopienzahlen erhalten werden
und Einflisse durch komplexe T-DNA-Integrationen ausgeschlossen werden. Wie bereits
beschrieben wurde (Schubert 1999), wurde Rekombination des Gus 3xr-Konstruktes u.a
zu Gus 2xr- und Gus 1xr-Konstrukten in A. tumefaciens gefunden. Infolgedessen wurden
auch transgene A. thaliana Pflanzen identifiziert, die mit diesen rekombinierten Gus 3xr-
Konstrukten transformiert worden waren (Tab. 4, Schubert 1999). Die Analyse der Repor-
tergenaktivitét in diesen transgenen A. thaliana Pflanzen zeigte keine Unterschiede zu Li-
nien, die mit einem entsprechenden Konstrukt (Gus 1xr oder Gus 2xr) transformiert wor-
den waren (Daten nicht gezeigt). Daher sprach nichts dagegen, die eventuell zu identifizie-
renden N. tabacum Pflanzen, die Rekombination des Gus 3xr- zu Gus 2xr- oder Gus 1xr-
Konstrukten aufwiesen, aber nur eine Kopie der T-DNA mit intakten GUS-Genen enthiel-
ten, mit in die Expressionsanalyse einzubeziehen.

Detaillierte Southern-Blot-Analysen von DNA der N. tabacum Primértransformanten wur-
den unternommen, um Linien zu identifizieren, die nur eine intakte Kopie der T-DNA ent-
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hielten. Um die Ergebnisse zu verifizieren, wurden alle transgenen Pflanzen, die nur eine
intakte Kopie der T-DNA aufwiesen, in der folgenden Generation erneut untersucht. Da
die Southern-Blot-Analyse vergleichbar mit der in A. thaliana durchgefiihrt wurde und
letztere an anderer Stelle eingehend beschrieben wurde (Gils 2000, Schubert 1999), soll
hier nur ein kurzer Uberblick tber die Etablierung der transgenen Linien gegeben werden.
Insgesamt konnten 55 unabhangige transgene Pflanzen aus der Transformation mit dem
Gus 2xf-Konstrukt und 96 Linien aus der Transformation mit dem Gus 3xr-Konstrukt er-
halten werden (Tab. 4). Die Southern-Blot-Analyse der transgenen Pflanzen ergab in N.
tabacum fur beide Konstrukte einen wesentlich geringeren prozentualen Anteil an transge-
nen Pflanzen, die nur eine Kopie der T-DNA mit intakten GUS-Genen enthielten, asin A.
thaliana (Tab. 4). Fir das Gus 2xf-Konstrukt waren dies lediglich zwel Linien (3,6 %, A.
thaliana 19,6 %), fur das Gus 3xr Konstrukt 10 Linien (10,4 %, A. thaliana 26,3 %). Nur 5
der 10 N. tabacum Linien, die durch Transformation mit dem Gus 3xr-Konstrukt erhalten
worden waren und eine Kopie der T-DNA aufwiesen, trugen drel intakte Kopien des GUS-
Gens. Zwei Linien zeigten das Hybridisierungsmuster fur das Gus 2xr-Konstrukt und drei
Linien das fur das Gus 1xr-Konstrukt.

Anzahl der un- | Anzahl der Linien mit &i-
tersuchten ner Kopieder T-DNA Davon | Davon | Davon Davon
Pflanzen mit intakten GUS-Genen | Gus3xr | Gus2xf | Gus2xr | Gus Ixr
Gus 2xf 55 2 (3,6 %) - 2 - -
N. tabacum
Gus 2xf 56 11 (19,6 %) - 11
A. thaliana
Gus 3xr 96 10 (10,4 %) 5 - 2 3
N. tabacum
Gus 3xr 38 10 (26,3 %) 7 - 3
A. thaliana

Tabelle4:  Zusammenfassung der Southern-Blot-Analyse von transgenen N. tabacum Linien, die
mit dem Gus 2xf- oder Gus 3xr-Konstrukt transformiert worden waren. Zum Vergleich
sind die Ergebnisse aufgefihrt, diein A. thaliana erhalten wurden.

Die unterschiedlichen Frequenzen an Linien in N. tabacum bzw. A. thaliana, die nur eine
Kopie der T-DNA mit intakten GUS-Genen enthielten, kdnnten damit zusammenhéngen,
dass der Grof¥eil der transgenen A. thaliana Pflanzen durch Agrobakterien-vermittelte in
planta Transformation erhalten wurde, wohingegen die transgenen N. tabacum Pflanzen
durch Agrobakterien-vermittelte Blattstlickchentransformation erzeugt wurden. Letztere
erfordert die Differenzierung der Pflanzen aus Kallusgewebe.

342 Analyseder b-Glucuronidase-Aktivitat in transgenen N. tabacum Pflanzen

Die Analyse der GUS-Aktivitdt der transgenen N. tabacum Pflanzen wurde in der T1-
Generation durchgefuhrt. Die Primartransformanten (TO) waren zu unterschiedlichen Zeit-
punkten ins Gewéachshaus gepflanzt worden, daher konnten identische Wachstumsbedin-
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gungen nicht garantiert werden. In Arabidopsis wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten
der Entwicklung zum Teil unterschiedliche GUS-Expression nachgewiesen (3.3.6). Des-
halb wurde eine detaillierte Expressionsanalyse der Tabaklinien in der T1 durchgefihrt.
Die T1-Pflanzen sind Nachkommen von hemizygoten Pflanzen, daher segregiert die T-
DNA im Verhdtnis 1:2:1 (keine T-DNA zu T-DNA hemizygot zu T-DNA homozygot),
wenn nur ein T-DNA-Locus vorliegt. Durch Auslegen der Samen der Nachkommen auf
Kanamycin-haltiges Medium konnten die Pflanzen identifiziert werden, die T-DNAS ent-
hielten.

Fur die Analyse der GUS-Aktivitét ist daher zu berlicksichtigen, dass fur die T-DNA hemi-
und homozygote Pflanzen untersucht wurden. Eine Unterscheidung dieser Pflanzen ist erst
in der néchsten Generation mit Hilfe einer Segregationsanalyse moglich. Semiquantitative
GUS-Aktivitétstests wurden von 3, 7 und 11 Wochen aten N. tabacum T1-Pflanzen
durchgefiihrt. Die Analyse nach drei Wochen war von 16 Pflanzen in axenischer Kultur
(jeweils zwei Bléatter) unternommen wurden. Finf dieser Pflanzen wurden ins Gewéchs-
haus gepflanzt, und nach 7 und 11 Wochen nach der Keimung wurde von jeweils den glei-
chen 5 Pflanzen die GUS-Aktivitét bestimmt (jeweils 4 Blattstiicke). Die 4 Blattstiicke
wurden von den 4 jingsten Bléattern abgenommen. Bel drei Wochen alten Pflanzen, die ei-
ne Gus 1xr-T-DNA trugen, wiesen jeweils alle 16 Pflanzen der drei unabhangigen Linien
hohe GUS-Aktivitét auf (nur for jeweils 12 Pflanzen der Linien Gus 1xr 39-1 und Gus 1xr
95-1 gezeigt) (Abb. 18). Transgene Linien mit dem Gus 2xf- oder Gus 2xr-Konstrukt zeig-
ten nach drei Wochen zum Grof3teil ebenfalls hohe GUS-Aktivitét (Linien Gus 2xf 1-2 und
Gus 2xr 33-1) (Abb. 19). Allerdings war bel wenigen Pflanzen eine erniedrigte GUS-
Aktivitét zu erkennen (Pflanzen 5 und 6 bei Gus 2xf 1-2 und Pflanze 11 bei Gus 2xr 33-1).
Alle 5 Linien, die das Gus 3xr-Konstrukt enthielten, wiesen bel vielen Pflanzen Silencing
der GUS-Gene auf (Linien Gus 3xr 7-1 und Gus 3xr 25-1) (Abb. 20).

Die in den Abbildungen 18, 19 und 20 dargestellten semiquantitativen GUS-Tests stehen
reprasentativ flr alle anderen Linien mit dem jewelligen Konstrukt. Jeweils 5 der im semi-
quantitativen GUS-Test untersuchten Pflanzen (mit Zahlen versehen) wurden ins Ge-
wéchshaus gepflanzt. Einige der 7 Wochen aten Pflanzen, die die Gus 1xr-T-DNA trugen,
zeigten verringerte GUS-Aktivitét (Pflanze 1 bel Gus 3xr 39-1, Pflanzen 1 und 3 bei Gus
3xr 95-1) (Abb. 18). Pflanzen von Linien, die die Gus 2xf- oder Gus 2xr-T-DNA enthiel-
ten, wiesen zum Grof3teil niedrige GUS-Aktivitét auf (Abb. 19). Bel alen Pflanzen, die ei-
ne oder zwel Kopien des Gus 3xr-Konstruktes enthielten, war nach 7 Wochen geringe
GUS-Aktivitét festzustellen (Abb. 20). 11 Wochen alte Pflanzen wiesen unabhéngig von
der Kopienzahl des GUS-Gens keine hohe GUS-Aktivitat mehr auf, wobel bel Linien, die
das Gus 3xr-Konstrukt trugen, kaum noch GUS-Aktivitat nachweisbar war (Abb. 18, 19,
20).
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Gus Ixr (Gus 3xrRek) 95-1 Gus Ixr (Gus 3xrRek) 39-1
3 Wochen 3 Wochen
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
1
7 8 9 10 11 12 7 8 9 10 11 12
7 Wochen 1 7 Wochen
3 2 3
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11 Wochen 1 11 Wochen 1
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4 5 4 7

Abbildung 18: Semiquantitative GUS-Aktivitétstests von 3, 7 und 11 Wochen alten N. tabacum
Pflanzen, die ein Gus 1xr -Konstrukt enthielten. Die untersuchte Population besteht
aus Pflanzen, die die T-DNA homo- oder hemizygot trugen. Es wurden jeweils 2
Bléatter einer Pflanze (3 Wochen alte Pflanzen) oder 4 Blattstiicke einer Pflanze (7
und 11 Wochen alte Pflanzen) Uber Nacht bei 37 °C in X-Gluc-L6sung inkubiert.
Die einzelnen Nachkommen erhielten Nummern von 1 bis 12.

Gus 2xf 1-2
3 Wochen
1 2 3 4 5 6
1
7 8 9 10 1 12
1
7 Wochen
1
6
11 Wochen

Gus 2xr (Gus 3xrRek) 33-1
3 Wochen
1 2 3 4 5 6
7 8 9 10 11 12
1 2
4 11
12
7 Wochen
1 2
11
12
11 Wochen

Abbildung 19: Semiquantitative GUS-Aktivitétstests von 3, 7 und 11 Wochen alten N. tabacum
Pflanzen, die ein Gus 2xf- oder Gus 2xr -Konstrukt enthielten. Die untersuchte Po-
pulation besteht aus Pflanzen, die die T-DNA homo- oder hemizygot trugen. Es
wurden jeweils 2 Blétter einer Pflanze (3 Wochen alte Pflanzen) oder 4 Blattstlicke
einer Pflanze (7 und 11 Wochen ate Pflanzen) Uber Nacht bei 37 °C in X-Gluc-
Losung inkubiert. Die einzelnen Nachkommen erhielten Nummern von 1 bis 12.
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Gus3xr 7-1 Gus 3xr 25-1
3 Wochen 3 Wochen
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Abbildung 20: Semiquantitative GUS-Aktivitédtstests von 3, 7 und 11 Wochen aten N. tabacum
Pflanzen, die ein Gus 3xr -Konstrukt enthielten. Die untersuchte Population besteht
aus Pflanzen, die die T-DNA homo- oder hemizygot trugen. Es wurden jeweils 2
Blétter einer Pflanze (3 Wochen alte Pflanzen) oder 4 Blattstiicke einer Pflanze (7
und 11 Wochen alte Pflanzen) Uber Nacht bei 37 °C in X-Gluc-L6sung inkubiert.
Die einzelnen Nachkommen erhielten Nummern von 1 bis 12.

Von 7 Wochen aten Pflanzen, die im semiquantitativen GUS-Test eine hohe GUS-
Aktivitét aufwiesen, wurden auch quantitative Tests durchgeftihrt. Bei einem Grol3teil der
gemessenen Extrakte zeigte sich aber elne grol3e Variabilitédt, die vermutlich auf beginnen-
des Silencing zurtickzufiihren ist (Daten nicht gezeigt).

Wie in A. thaliana wurde auch in N. tabacum gefunden, dass eine steigende Kopienzahl
des GUS-Gens zu stéarkerem Silencing fuhrt. Allerdings wurde bereits bel ein oder zwel
Kopien des GUS-Gens (es ist davon auszugehen, dass unter den analysierten Linien, die
die Gus 1xr-T-DNA trugen, hemi- und homozygote Nachkommen waren) Silencing des
GUS-Gens gefunden. Aufgrund der Zunahme des Silencings mit fortschreitendem Alter
der Pflanzen und der meiotischen Reversibilitét des Silencings (11 Wochen alte Pflanzen,
die das Gus 1xr-Konstrukt enthielten, zeigten in der TO ausnahmslos niedrige GUS
Aktivitét (Daten nicht gezeigt), wohingegen 3 Wochen ate Pflanzen der T1 durchweg ho-
he GUS-Aktivitat aufwiesen) ist von einem posttranskriptionellen Mechanismus des Silen-
cings auszugehen.

Silencing der GUS-Gene wird wahrscheinlich wie in A. thaliana durch Erhéhung der
GUS-Transkript-Menge Uber einen Schwellenwert ausgel 6st. In N. tabacum wurde eine ge-
ringere Kopienzahl fir das Ausldsen von Silencing der GUS-Gene als in A. thaliana fest-
gestellt.
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3.5 Untersuchungen zur Methylierung des GUS-Gens und zum
Nachweisvon GUS-siRNAsin Linien mit hoher GUS-Expression

351 Methylierung des GUS-Gensist nicht vollstandig meiotisch reversibel

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Zusammenhang mit posttranskriptionell stillgelegten
Transgenen die Methylierung der codierenden Sequenz dieser Gene untersucht. Wurde
PTGS des GUS-Gens gefunden, so wurde durchweg Methylierung der codierenden Se-
guenz des GUS-Gens nachgewiesen (3.3.9). Umgekehrt kann diese Aussage alerdings
nicht gemacht werden, da bel einer Linie, die das Gus 2xf-Konstrukt hemizygot trug und
hohe Expression der GUS-Gene aufwies (Linie Gus 2xf 110 Hemi in Abb. 14), Methylie-
rung zweier Hpall-Schnittstellen im GUS-Gen nachgewiesen wurde. Alle Linien, die zwei
Kopien des GUS-Gens besal3en, wiesen unabhangig von der Konstellation der GUS-Gene
und unabhangig davon, ob sie Nachkommen von Linien mit stillgelegten oder hoch expri-
mierenden GUS-Genen waren, hohe Expression der GUS-Gene auf (3.3.7). Vereinzelt
wurde alerdings in diesen Linien Silencing der GUS-Gene in 8 Wochen alten Pflanzen
(3.3.7) und noch seltener in zwei Wochen aten Pflanzen (Gils 2000) nachgewiesen. Die
Ursache fir die Methylierung der GUS-Gene in der fur die T-DNA hemizygoten Linie Gus
2xf 110 konnte daran liegen, dass die Pflanzen Nachkommen der fir die T-DNA homozy-
goten, Silencing und daher Methylierung aufweisenden Linie Gus 2xf 110 waren und die
Methylierung vererbt worden ist. Eine andere Moglichkeit wére, dass Silencing der GUS-
Gene ausgel 0st worden ist, aber noch nicht anhand der GUS-Aktivitét nachgewiesen wer-
den kann, da das GUS-Protein relativ stabil ist (Jefferson et al. 1987).

Fur eine genetische bzw. epigenetische Analyse der Methylierung des GUS-Gens in hoch
exprimierenden Linien waren zwel Arten von Linien pradestiniert (Abb. 22). Einerseits
war die Linie Gus 2xf 113 sehr gut geeignet, weil sie einen Embryo-letalen Phanotyp zeig-
te (3.2.2) und daher die T-DNA stets hemizygot trug. Da diese Linie kein Silencing der
GUS-Gene aufwies, well sie nie mehr als zwei GUS-Gene enthielt, sollte keine Methylie-
rung nachzuweisen sein, falls die Methylierung aus Silencing-aufweisenden Linien in hoch
exprimierenden Nachkommen bestehen bleibt. In der in 3.3.9 vorgestellten  Methylie-
rungsanalyse waren bereits erste Hinweise erhalten worden, dass diese Linie keine Methy-
lierung der GUS-Gene aufwies. Andererseits waren Nachkommen der Kreuzungen Gus
Ixf 60 mit Gus 1xf 110 und Gus 1xr 30 mit Gus 1xr 69 hervorragend geeignet. Von diesen
Kreuzungen wurden in der F2 Nachkommen identifiziert, die jeweils beide T-DNASs ho-
mozygot (4 GUS-Kopien) enthielten und daher Silencing aufwiesen. Falls die Methylie-
rung meiotisch nicht oder nicht vollstandig revertiert wird, wirden Nachkommen einer
Kreuzung dieser Linien (z. B. Gus 1xf 60/Gus 1xf 110, jewells homozygot) mit Wildtyp
zwar hohe GUS-Aktivitat besitzen (zwei GUS-Kopien), aber Methylierung aufweisen
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(Abb. 22). Wenn allerdings eine Kreuzung zwischen den fur die T-DNA homozygoten Li-
nien erfolgt (z. B. Gus 1xf 60 homozygot mit Gus 1xf 110 homozygot), die beide hohe
GUS-Expression und keine Methylierung aufweisen sollten, sollte keine Methylierung des
GUS-Gens und hohe GUS-Expression zu finden sein (Abb. 22). Die Nachkommen sind
genetisch identisch mit den Nachkommen der oben aufgeftihrten Kreuzung. Falls die auf-
gestellte Hypothese sich als richtig erweisen sollte, wiirden sie sich aber epigenetisch un-
terscheiden, da sie ein unterschiedliches Methylierungsmuster zeigen. Aul3erdem wére zu
erwarten, dassin alen Linien, die die GUS-Gene hoch exprimieren und Nachkommen von
Linien sind, die Silencing der GUS-Gene aufweisen, Methylierung der GUS-Gene zu fin-
denist.

Die Methylierungs- und Expressionsanalyse wurde von Rosettenbl&ttern von zwei und 8
Wochen alten Pflanzen durchgefihrt. Als Methylierungs-sensitives Restriktionsenzym
wurde Hpall verwendet. Da keine Unterschiede des Methylierungsmusters in zwei und 8
Wochen alten Pflanzen gefunden wurden, wird an dieser Stelle nur die Methylierungsana
lyse von zwei Wochen alten Pflanzen besprochen. Wie erwartet war in den Linien, die 4
GUS-Kopien trugen (Gus 2xf 101 homo, Gus 2xf 110 homo, Gus 1xf 60/110 homo, Gus
1xr 30/69 homo), Methylierung deutlich zu erkennen (Abb. 21). Ebenso wurde in den fir
die T-DNA hemizygoten Nachkommen dieser Linien trotz hoher GUS-Aktivitdt Methylie-
rung der codierenden Sequenz des GUS-Gens nachgewiesen. Dabel war es nicht von Be-
deutung, ob die beiden GUS-Kopien an zwei Loci (Gus 1xf 60/110 hemi, Gus 1xr 30/69
hemi) oder an einem Locus in Tandem (Gus 2xf 101 hemi, Gus 2xf 110 hemi) vorlagen. In
der Linie Gus 2xf 113 dagegen, die ebenfalls zwei GUS-Kopien in Tandem und daher ho-
he GUS-Aktivitat aufwies, war in Pflanzen zweier verschiedener Generationen (T3 und
T6) keine Methylierung festzustellen. Zwar wurde wesentlich weniger DNA dieser Liniein
die Analyse eingesetzt (Hybridisierung mit der Ds-3"-Sonde), allerdings war die DNA-
Menge vergleichbar mit der der Linie Gus 2xf 101 hemi, in der trotz geringer DNA-Menge
deutlich Methylierung zu erkennen war. In den Linien Gus 1xf 110 homo und Nachkom-
men der Kreuzung Gus 1xf 60 mit Gus 1xf 110 war keine Methylierung nachzuweisen. Die
Pflanzen waren Nachkommen von Pflanzen, die das GUS-Gen hoch exprimierten. Im Ge-
gensatz dazu war in der Linie Gus 1xr 30 und Nachkommen der Kreuzung Gus 1xr 30 mit
Gus 1xr 69 Methylierung der codierenden Sequenz des GUS-Gens zu erkennen (s.u.). Die
Hybridisierung der Membran mit der Ds-3"-Sonde zeigte vollsténdiges Schneiden aler
DNAs (Abb. 21).
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Abbildung 21: Methylierungsanalyse von Linien, die Nachkommen von GUS hoch oder niedrig

exprimierenden Linien sind. Genomische DNA von 2 Wochen aten Pflanzen wurde
mit Hpall gespalten, in einem Agarosegel aufgetrennt und auf eine Membran trans-
feriert. Die Hybridisierung erfolgte mit einer GUS3"-Sonde und nach Entfernen der
Sonde mit einer Ds-3"-Sonde zur Uberpriifung des vollstandigen Schneidens des
Enzyms. Es sind die Kopienzahlen der GUS-Gene und der T-DNAs bzw. Ds3'-
Bereiche aufgefiihrt. Die Fragmente, die durch Methylierung von Hpall-
Schnittstellen erhalten wurden, und die methylierten Schnittstellen sind mit Sternen
markiert. Eine Restriktionskarte mit einem Teil der erhaltenen Fragmente ist ange-
geben. Sterne in Klammern bedeuten, dass nicht mit Sicherheit bestimmt werden
kann, ob diese Schnittstellen methyliert sind. Die GUS-Expression der untersuchten
Linien und die Erzeugung der durch Kreuzung erhaltenen Nachkommen sind in Ab-
bildung 22 angegeben. ~ Nachkommen von GUS hoch exprimierenden Linien; #
Nachkommen von GUS niedrig exprimierenden Linien.
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Gus-Aktivitat niedrig Wildtyp Gus-Aktivitat hoch
Gus 2xf 101 homo oder « ’ Gus 2xf 101 hemi oder
Gus 2xf 110homo Gus 2xf 110 hemi
Methylierung Methylierung
Gus-Aktivitéat hoch Gus-Aktivitét hoch
Gus 2xf 113 hemi > Gus 2xf 113 hemi
Embryo-letal Embryo-letal
Keine Methylierung Keine Methylierung
Gus-Aktivitét niedrig Wildtyp Gus-Aktivitét hoch
Gus 1xf 60/110 homo oder « ’ Gus 1xf 60/ 110 hemi oder
Gus 1xr 30/69 homo Gus 1xr 30/69 hemi
M ethylierung Methylierung
Gus-Aktivitét hoch Gus-Aktivitét hoch Gus-Aktivitét hoch
Keine Methylierung Keine Methylierung Keine Methylierung
Gus 1xf 60 homo X Gus 1xf 110 homo oder Gus 1xf 60 x Gus 1xf 110 oder
oder (Gus 1xr 30 homo)* X Gus 1xr 69 homo (Gus 1xr 30 x Gus 1xr 69)*

Abbildung 22:  Zusammenfassung der Methylierungsanalyse von GUS hoch oder niedrig exprimie-
renden Linien der Abbildung 21. Die GUS-Gene sind symbolisch als blaue Kasten
auf homologen Chromosomen (hantelformige Figuren) dargestellt. Zusétzlich ist die
GUS-AKktivitat exemplarisch anhand eines semiquantitativen GUS-Tests aufgefuhrt.
X gibt an, dass Linien miteinander gekreuzt wurden. Der Pfeil zeigt auf die Ergeb-
nisse, die mit Nachkommen erhalten wurden. Der Methylierungsstatus der codieren-
den Sequenz der GUS-Gene der Linien ist angegeben. * Gus 1xr 30 und die Nach-
kommen der Kreuzung Gus 1xr 30 mit Gus 1xr 69 wiesen Methylierung der codie-
renden Sequenz des GUS-Gens auf.

Zusatzliche Evidenz, dass ein Teil der Methylierung der codierenden Sequenz des GUS-
Gens meiotisch vererbt wird, kam von einer Methylierungsanalyse weiterer fir die T-DNA
hemizygoter Linien, die das Gus 2xf- oder Gus 2xr-Konstrukt trugen. Diese wurden durch
Kreuzung von hemizygoten Pflanzen (zwel GUS-Kopien), die die GUS-Gene hoch expri-
mierten (Gus 2xf 117), oder homozygoten Linien (4 GUS-Kopien), die Silencing der GUS-
Gene aufwiesen (Gus 2xf 108, Gus 2xf 109, Gus 2xf 119, Gus 2xr 123, Gus 2xr 125, Gus
2xr 126), mit A. thaliana Wildtyp erhalten. Die DNA dieser Linien wurde aus Rosetten-
blattern von 8 Wochen alten Pflanzen isoliert und die Methylierung des GUS-Gens mit
Hpall untersucht. Lediglich in den Linien, die Nachkommen von fir die T-DNA homozy-
goten Pflanzen waren, war Methylierung des GUS-Gens zu erkennen (Fragmente bei 716
und 741 bp, Abb. 23). In der Linie Gus 2xf 117 hemi dagegen ist keine Methylierung der
GUS-Gene zu erkennen.
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Abbildung 23: Methylierungsanalyse von fur die T-DNA hemizygoten Linien, die Nachkommen

von Pflanzen mit dem Gus 2xf- oder Gus 2xr-Konstrukt sind. Diese wurden durch
Kreuzung von hemizygoten oder homozygoten Pflanzen mit A. thaliana Wildtyp er-
halten. Genomische DNA von 8 Wochen alten Pflanzen wurde mit Hpall gespalten,
auf einem Agarosegel aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Die Hybridi-
sierung erfolgte mit einer GUS3"-Sonde und nach Entfernen der Sonde mit einer Ds-
3’-Sonde zur Uberprifung des vollstandigen Schneidens des Enzyms. Die Fragmen-
te, die durch Methylierung von Hpall-Schnittstellen erhalten wurden, sind mit Ster-
nen markiert. Eine Restriktionskarte mit den erhaltenen Fragmenten ist angegeben. ~
Nachkommen von fir die T-DNA homozygoten Pflanzen; # Nachkommen von fir

die T-DNA hemizygoten Pflanzen.
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Um Erkl&rungen fur die Methylierung der GUS-Gene der Linie Gus 1xr 30 zu finden,
wurde eine Methylierungsanalyse mit den Restriktionsenzymen Hpall und Alul von alen
Linien, die die Gus 1xf- oder Gus 1xr-T-DNA homozygot trugen, durchgefihrt (Gus 1xf
30, Gus 1Ixf 60, Gus 1xf 110, Gus 1xf 117, Gus 1xr 3, Gus 1xr 18, Gus 1xr 30, Gus 1xr 69,
Gus Ixr 112, Gus 1xr 118 und Gus 1xr 127). Von den Linien Gus 1xr 30 und Gus 1xr 69
wurden Pflanzen zweier Generationen untersucht (T4 und T7 bzw. T4 und T8). Als Kon-
trolle diente DNA der Linie Gus 3xr 126, die 6 GUS-Kopien und daher Silencing aufwies.
Die fur die Anayse eingesetzte DNA wurde aus Rosettenbléttern von 8 Wochen alten
Pflanzen isoliert. Wie in der Hybridisierung mit einer GUS-3"-Sonde zu erkennen ist, be-
sald neben der Kontrolle Gus 3xr 126 nur die Linie Gus 1xr 30 in beiden verschiedenen
Generationen (trotz hoher GUS-Aktivitdt, Daten nicht gezeigt) Methylierung zweier
Hpall-Schnittstellen in der codierenden Sequenz des GUS-Gens (Abb. 24). Die Hybridisie-
rung der Membran mit der Ds-3"-Sonde zeigte vollstandiges Schneiden der DNA.

Bel der Analyse mit Alul konnte nur Methylierung von Alul-Schnittstellen der DNA der
Linie Gus 3xr 126 gefunden werden (Daten nicht gezeigt). Alul schneidet nicht, wenn das
Cytosin in der Erkennungs-Sequenz 5'-AGCT-3" methyliert ist. Je nachdem, ob ein Gua-
nin bzw. eine andere Base 3" folgt, liegt symmetrische CNG- bzw. asymmetrische Methy-
lierung vor. Die Alul-Schnittstelle bei 2249 bp im GUS-Gen wére daher symmetrisch, die
bei 3032 bp dagegen asymmetrisch methyliert (siehe Restriktionskarte in Abb. 15). Hpall
dagegen schneidet nicht bei Methylierung eines oder beider Cytosine in der Erkennungsse-
quenz 5-CCGG-3'. Da keine CNG-Methylierung mit Alul nachgewiesen wurde, kann
vermutet werden, dass auch in den Hpall-Schnittstellen nur CG-Methylierung und keine
CNG-Methylierung vorliegt. Dies konnte einen Hinweis darauf geben, dass nur die CG-
Methylierung vererbt wird.

Die Linie Gus 1xr 30 zeigte in unabhangigen Experimenten haufig die héchste GUS-
Expression aler Linien, die eine Gus 1xf- oder Gus 1xr-T-DNA homozygot trugen (z. B.
Abb. 11, 18). Dain dieser Arbeit Hinweise fUr die Erhthung der Transkript-Menge Uber
einen Schwellenwert als Ausldser von PTGS erbracht wurden, konnte die GUS-Expression
in der Linie Gus 1xr 30 an diesem Schwellenwert liegen, was die Wahrscheinlichkeit von
Silencing und damit Methylierung der GUS-Gene erhéhen sollte.

Wie die weiter oben aufgeftihrten Ergebnisse zeigen (Abb. 21, 23), wird Methylierung von
hoch exprimierten GUS-Genen gefunden, wenn diese in Nachkommen von Pflanzen mit
stillgelegten und daher methylierten GUS-Genen vorliegen. Ein Teil der Methylierung des
GUS-Gens wird also trotz meiotischer Reversibilitét des GUS-Silencings meiotisch ver-
erbt.
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Abbildung 24: Methylierungsanalyse von Linien, die das Gus 1xf- oder Gus 1xr-Konstrukt homo-
zygot tragen. Als Positivkontrolle wurde die Linie Gus 3xr 126 (fur die T-DNA ho-
mozygot) verwendet. Genomische DNA von 8 Wochen alten Pflanzen wurde mit
Hpall gespalten, auf einem Agarosegel aufgetrennt und auf eine Membran transfe-
riert. Die Hybridisierung erfolgte mit einer GUS3"-Sonde und nach Entfernen der
Sonde mit einer Ds-3"-Sonde zur Uberpriifung des vollstandigen Schneidens des
Enzyms. Die Fragmente, die durch Methylierung von Hpall-Schnittstellen erhalten
wurden, sind mit Sternen markiert. Eine Restriktionskarte mit den erhaltenen Frag-

menten ist angegeben. T4, T7 oder T8 gibt die Generation der untersuchten Pflanzen
an.

Ob diesfir die Linie Gus 1xr 30 auch zutrifft oder ob die festgestellte Methylierung bereits
vor der Nachweisbarkeit von Silencing detektiert werden kann, kann nicht geklart werden.
Es wurde aber bereits Methylierung der GUS-Gene der Linie Gus 1xr 30 und der Nach-
kommen der Kreuzung Gus 1xr 30 mit Gus 1xr 69 in 2 Wochen alten Pflanzen festgestellt
(Abb. 21). GUS-Silencing in Linien, die 2 Kopien der GUS-Gene trugen, wurde dagegen
nur in Einzelfdlen in 8 Wochen alten Pflanzen (3.3.7) und in noch selteneren Félen in 2
Wochen aten Pflanzen beobachtet (Linie Gus 1xr 30, 1 von 500 getesteten Pflanzen; Gils
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2000). Daher liegt es nahe, dass die Methylierung der GUS-Gene in der Linie Gus 1xr 30
und in Nachkommen der Kreuzung Gus 1xr 30 mit Gus 1xr 69 meiotisch vererbt wurde.

3.5.2 siRNAsund Methylierung der GUS-Gene

Um Erkenntnisse Uber den Zusammenhang von Methylierung, Expression der GUS-Gene
und dem Auftreten von sSiRNAs zu gewinnen, wurde Gesamt-RNA aus Rosettenbl&ttern
von 8 Wochen alten Pflanzen, die hohe GUS-Expression von methylierten oder nicht me-
thylierten GUS-Genen oder niedrige GUS-Expression von methylierten GUS-Genen auf-
wiesen, isoliert, um GUS-siRNAs und -mRNA nachzuweisen. Als Hybridisierungskontrol-
le und GrofRenstandard dienten Oligonukleotide, die spezifisch fur das OCS-3"-Ende
(OCS-F) oder das GUS-Gen (GusR) waren. 75 ng dieser Oligonukleotide wurden mit
Wildtyp-RNA gemischt. In den Linien Gus 1xf 60/110 homo und Gus 1xr 30/69 homo, die
Silencing der GUS-Gene aufwiesen, waren siRNAs nachzuweisen (Abb. 25). Alle anderen
untersuchten Linien zeigten hohe GUS-Expression (Abb. 25). In alen Linien, die keine
Methylierung des GUS-Gens aufwiesen (Abb. 25) (Gus 1xf 110 homo, Nachkommen der
Kreuzung Gus 1xf 60 mit Gus 1xf 110, Gus 2xf 113 hemi ) wurden keine SIRNAs nachge-
wiesen. Ebenso sind keine SsIRNAs in Nachkommen der Kreuzungen Gus 1xf 60/110 mit
Wildtyp, Gus 2xf 101 mit Wildtyp und Gus 2xf 110 mit Wildtyp zu erkennen (Abb. 25).
Bei diesen wurde Methylierung der GUS-Gene, ebenso wie in Nachkommen der Kreuzung
Gus 1xr 30 mit Gus 1xr 69, gefunden (Abb. 21). Bei letzterer kann allerdings in diesem
Experiment nicht ausgeschlossen werden, dass siRNAs vorliegen. Einige der Nachkom-
men dieser Kreuzung wiesen im Gegensatz zu den anderen untersuchten Linien Silencing
auf, wie semiquantitative GUS-Aktivitéistests zeigten (Daten nicht gezeigt). Es wurde
zwar nur Blattmaterial von Pflanzen, die hohe GUS-Expression zeigten, geerntet, aler-
dings ist nicht auszuschlief3en, dass auch in diesen Pflanzen bereits Silencing ausgel 6st
wurde. In weiteren Analysen wurden keine GUS-sIRNAs in RNA-Préparationen der Linie
Gus 1xr 30 nachgewiesen (Daten nicht gezeigt), die trotz hoher GUS-Expression Methylie-
rung des GUS-Gens aufwies (Abb. 24). Grundsétzlich ist zu bedenken, dass die Nicht-
Detektion von siRNAs nicht bedeuten muss, dass diese nicht vorhanden sind, weil die
Menge der ssIRNAs mdglicherwei se unterhalb der Nachweisgrenze liegt.

Die hier gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass Methylierung der codierenden Sequenz nicht
in alen Falen mit PTGS korreliert. Bel Linien, die hohe Expression des GUS-Gens trotz
Methylierung der transkribierten Sequenz aufwiesen, wurden keine oder nur geringe Men-
gen SIRNAs im Gegensatz zu Linien mit inaktivierten GUS-Genen (grof3ere Mengen
siIRNAS) nachgewiesen.
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Abbildung 25: Untersuchung von siRNAs in Linien, die Methylierung der GUS-Gene aufwiesen.

Eswurde ein Teil der in den Abbildungen 21 und 22 aufgefiihrten Linien untersucht.
Gesamt-RNA wurde aus 8 Wochen alten Pflanzen isoliert und in einem Formalde-
hyd-haltigen Agarosegel aufgetrennt. Das Gelstiick mit RNAs unterhalb einer Gréle
von 200 Basen wurde abgetrennt, und diese RNAs wurden auf eine Membran trans-
feriert. Die Polung der Gelkammer wurde vertauscht und so grofRere RNASs aufge-
trennt. Diese wurden ebenfalls auf eine Membran transferiert. Erstere Membran
wurde mit einer Gus3'-Sonde (siehe Abb. 24) bei 42 °C hybridisiert, letztere eben-
falls mit einer Gus3"-Sonde, aber bel 58 °C. Die geringe Hybridisierungstemperatur
fur die Membran mit den niedermolekularen RNAs fihrte zu unspezifischen Hybri-
disierungen mit RNAs im héhermolekularen Bereich als die SRNAs. Nach Entfer-
nen der Sonde wurde die Membran mit hochmolekularen RNAs mit einer Actin-
Sonde zur Standardisierung der Ladung der RNAs hybridisiert. Als Grolzenstandard
und Hybridisierungskontrolle wurden 75 ng des GusR-Oligonukleotids, gemischt
mit Wildtyp-RNA, aufgetragen. ~ Pflanzen wiesen keine Methylierung der GUS-
Gene auf, # Pflanzen wiesen Methylierung der GUS-Gene auf (Abb. 21).

3.6 Der Einfluss genetischer Modifikatoren auf posttranskriptionell
stillgelegte GUS-Gene

Im Rahmen der umfangreichen Untersuchungen zu posttranskriptionellem Silencing in C.
elegans, D. melanogaster, N. crassa und verschiedenen Pflanzenspezies konnte eine Reihe
von genetischen Modifikatoren von PTGS identifiziert werden (zusammengefasst in Wa-
terhouse et al. 2001). Der Mechanismus von PTGS und die beteiligten Gene bzw. Proteine
sind in den verschiedenen Arten zum Teil konserviert. Es sollten durch reverse Genetik
T-DNA-Insertionen in Arabidopsis Genen identifiziert werden, die Homologie zu

Modifikatoren von PTGS in anderen Organismen aufwiesen.
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Das erste Gen, von dem eine Beteiligung an PTGS nachgewiesen werden konnte, wurde in
N. crassa identifiziert (Cogoni und Macino 1999a). Es wies Homologie zu einer RNA-
abhangigen RNA-Polymerase (RARP) auf, die aus L. esculentum isoliert worden war
(Schiebel et al. 1998). In C. elegans und A. thaliana konnte fir ein homologes Protein
ebenfalls eine bedeutende Rolle bei PTGS gezeigt werden (Smardon et al. 2000, Dalmay et
al. 2000, Mourrain et al. 2000). Aufgrund der nahezu vollsténdigen Sequenzierung und
Annotierung des A. thaliana Genoms (The Arabidopsis Genome Initiative 2000) konnten 5
weitere Homologe dieses Proteins in A. thaliana identifiziert werden (Mourrain et al.
2000). Fur das Gen auf BAC T22B4 (Chromosom 1V, Akzessionsnr. At4g11130) wurde
as einziges der RARP-Gene ein ,,expressed sequence tag* (EST) gefunden, der Expression
des Gens beweist. Daher wurde versucht, mittels reverser Genetik eine T-DNA-Insertion in
diesem Gen zu identifizieren. Auf DNA-Pools von jewells 1000 Pflanzen, die unabhéngige
T-DNA-Insertionen enthielten, wurden PCR-Reaktionen mit Gen-spezifischen und
T-DNA-spezifischen Oligonukleotiden durchgeftihrt. Die PCR-Produkte wurden gele-
lektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und diese mit einer Gen-
spezifischen Sonde hybridisiert. In der Abbildung 26a ist ein Tell der PCR-Produkte zur
Suche einer Insertion im Gen der RARP auf BAC T22B4 gezeigt. Wurde ein Fragment fr
einen Pool nachgewiesen, so wurden weitere PCR-Analysen auf Subpools des identifizier-
ten 1000er Pools durchgefiihrt. Erstere enthielten DNAs von jeweils 100 unabhéngigen
T-DNA Linien. Wurde ein PCR-Produkt erhalten, wurde es sequenziert, fals die DNA-
Menge ausreichend war, um zu bestétigen, dass tatséchlich eine T-DNA-Insertion in dem
Gen vorlag. Weitere PCR-Reaktionen wurden auf Subpools durchgefihrt, die DNAS von
jeweils 10 unabhangigen T-DNA-Linien enthielten. Nach der Identifikation eines 10er
Pools konnten anhand von PCR Einzelpflanzen auf Insertion der T-DNA im RdRP-Gen
Uberpruft werden. Auf diese Weise konnte eine T-DNA Insertion im 2. Exon der RARP auf
BAC T22B4 identifiziert werden (Abb. 26b). Durch PCR- und Southern-Blot-Anaysen
konnte gezeigt werden, dass eine vollstandige T-DNA integriert ist. Ebenso konnten fir die
T-DNA homozygote Pflanzen identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Die T-DNA ist
ein Derivat des Vektors pD991 (Campisi et al. 1999) und enthadlt unter anderem ein GUS-
Gen unter der Kontrolle des minimalen 35S Promotors. GUS-Aktivitét konnte alerdingsin
diesen Pflanzen nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Unter den untersuchten
Langtag- oder Kurztagbedingungen konnte kein Phénotyp in fur die T-DNA homozygoten
Pflanzen beobachtet werden. Es wurden noch keine Experimente durchgefihrt, die zeigen
konnten, dass die T-DNA-Insertion zu einer Ausschaltung des Gens fuhrte.
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Abbildung 26:

Identifizierung einer T-DNA-Insertion in einem Gen, das vermutlich fir eine RNA-
abhangige RNA-Polymerase kodiert (At4g11130) a) Die PCR-Reaktionen wurden
in einem Agarosegel aufgetrennt. Die PCR-Reaktionen auf den 1000er Pools wurden
nach der Auftrennung auf eine Membran transferiert und diese mit einer Sonde
hybridisiert (siehe b)). Die Identifizierung einer Insertion gelang mit den Oligo-
nukleotiden TIRB1 und T22B4-4A (siehe b)). Positivkontrollen (+) wurden mit den
Oligonukleotiden 3S-T22B4 und 4A-T22B4 durchgefihrt. b) Annotierte Genstruk-
tur und T-DNA-Insertion. Ké&stchen geben Exons, Linien Introns an. Die Grof3e der
annotierten transkribierten Sequenz ist aufgefiihrt. Verwendete Oligonukleotide,
Sonden und die T-DNA-Integration sind eingezeichnet. Die Oligonukleotide und die

T-DNA sind nicht mal3stabsgetreu abgebildet.
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Um eine mogliche Beteiligung der RARP auf BAC T22B4 an PTGS nachzuweisen, wurden
Pflanzen, die die T-DNA Insertion homozygot trugen, mit Pflanzen gekreuzt, die die
T-DNASs der Linien Gus 2xf 110 oder Gus 3xr 126 homozygot trugen. In der F2 wurden
durch PCR und Southern-Blot-Analysen Pflanzen identifiziert, die die T-DNA-Insertion in
der RARP homozygot und das Gus 2xf- oder Gus 3xr-Konstrukt hemi- oder homozygot
trugen (Daten nicht gezeigt).

Von diesen Pflanzen wurden semiquantitative und quantitative GUS-Aktivitatstests durch-
gefuhrt. In Abbildung 27 sind semiquantitative GUS-Aktivitétstests von 8 Wochen alten
F3-Pflanzen, die die Insertion in der RARP und die Gus 3xr 126-T-DNA homozygot tra-
gen, dargestellt. Es wurden in der F2 drei unabhéngige Linien, die beide T-DNAs homozy-
got trugen, identifiziert. Zusétzlich sind die GUS-Aktivitétstests von 8 Wochen alten F2-
Pflanzen, die die Insertion in der RARP homozygot und die Gus 2xf 110-T-DNA hemi- o-
der homozygot trugen (jeweils drei unabhangig identifizierte Pflanzen), zu erkennen. Als
Kontrolle wurden fur die T-DNA homozygote Nachkommen der Linie Gus 3xr 126 ver-
wendet.

Gus 3xr 126 homo

RdRP homo/ RdRP homo/
Gus 2xf 110 homo Gus 2xf 110 hemi
RdRP homo/

Gus 3xr 126 homo 1

RdRP homo/
Gus 3xr 126 homo 2

RdRP homo/
Gus 3xr 126 homo 3

Abbildung 27: Représentative, semiquantitative GUS-Aktivitétstests von 8 Wochen alten A. thalia-
na Pflanzen, die eine T-DNA-Insertion in einer annotierten RNA-abhéngigen RNA-
Polymerase (At4g11130) und GUS-2xf- oder Gus 3xr-T-DNAs enthielten. Es wur-
den jewells 2 Blétter einer Pflanze Uber Nacht bei 37 °C in X-Gluc-Ldsung inku-
biert. homo: T-DNA liegt homozygot vor, hemi: T-DNA liegt hemizygot vor. Es
wurden Nachkommen von drei unabhangig identifizierten Pflanzen untersucht, die
die Insertion in der RARP homozygot und die Gus 3xr-T-DNA homozygot trugen (je
6 Pflanzen). Von Linien, die die T-DNA im RdRP-Gen homozygot und die Gus 2xf
110-T-DNA hemi- oder homozygot trugen, sind nur die Aktivitétstests von drei
Pflanzen dargestellt.

Bel den Linien, die 4 oder 6 Kopien des GUS-Gens enthielten, war Silencing der GUS-
Gene zu erkennen. Bel den Pflanzen, die zwel Kopien der GUS-Gene aufwiesen, war hohe
Expression der GUS-Gene nachzuweisen. Diese Ergebnisse zeigten, dass eine wahrschein-
liche Ausschaltung der RARP auf BAC T22B4 keine Reaktivierung posttranskriptionell
stillgelegter GUS-Gene, aber auch kein Auslésen von Silencing bewirkte. Erste Untersu-
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chungen zur Methylierung der GUS-Gene in Linien, die eine Insertion im Gen der RARP
und eine Gus 3xr-T-DNA homozygot tragen, zeigten allerdings erste Hinweise auf stérkere
Methylierung der GUS-Gene alsin Linien, die nur eine Gus 3xr-T-DNA homozygot trugen
(Daten nicht gezeigt). Es missen aber noch weitere Analysen, z. B. zu SSRNASs, in diesen
Linien vorgenommen werden.

Eins der ersten Proteine aus C. elegans, fur das eine Beteiligung an PTGS gezeigt werden
konnte, war ein Homolog der in Homo sapiens identifizierten Werner-Syndrom-DNA-
Helicase (Ketting et al. 1999). Dieses Protein weist sowohl RNase- als auch DNA-
Helicase-Aktivitéat auf. In A. thaliana ist kein homologes Protein bekannt, das beide
Aktivitdten besitzt, adlerdings wurde fur eine homologe RNase (At4g13870) und eine
DNA-Helicase (At1lg31360) eine Interaktion beider Proteine in einem Zwei-Hybrid-
Experiment in S, cerevisiae gezeigt (Hartung et al. 2000). Md&glicherweise werden die
Aktivitéten, die die Proteine aus C. elegans bzw. H. sapiens besitzen, von zwel
verschiedenen Proteinen in A. thaliana ausgefuihrt. Daher wurde nach T-DNA-Insertionen
in diesen Genen mit Hilfe von reverser Genetik analog der oben beschriebenen
Vorgehensweise gesucht. Fir die RNase konnte keine Insertion gefunden werden, fur die
Helicase alerdings wurde eine T-DNA-Insertion im 13. Intron identifiziert (Abb. 28). Die
T-DNA ist ein Derivat von pMOG553 (Goddijn et al. 1993). PCR-Analysen zeigten, dass
an der Insertionsstelle zwel T-DNAs in invertierter Orientierung mit den RBs im Zentrum
vorlagen (Daten nicht gezeigt). Mit Hilfe von PCR konnten fir die T-DNAs homozygote
Pflanzen identifiziert werden, die unter den gewahlten Langtag- bzw. Kurztagbedingungen
keinen Phanotypen aufwiesen. Es wurden noch keine Experimente durchgefihrt, die
bewiesen, dass die Insertion zu einer Ausschaltung des Gens fihrte. Weiterhin muss
getestet werden, ob die isolierte Mutante die Expression von Linien beenflusst, die
Silencing der SPT- oder GUS-Gene aufweisen.

ATG
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Abbildung 28: Genstruktur der annotierten DNA-Helicase At1g31360 und Insertion zweier T-
DNAs, die invertiert zueinander vorliegen. Késtchen geben Exons, Linien Introns
an. Die T-DNAssind im 13. Intron integriert.
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4 Diskussion

4.1 Verwendete T-DNA-Konstrukte, Stabilitat der Konstrukte und
transgene A. thaliana Linien

Alle verwendeten T-DNA-Konstrukte lagen bereits zu Beginn der Arbeit vor (Abb. 1; Ba
hadur unveréffentlicht, Gils 2000, Schubert 1999). Umfangreiche Analysen zur Stabilitét
der Konstrukte hatten gezeigt, dass Konstrukte, die tandemartig organisierte Reportergene
enthielten, Rekombination in A. tumefaciens aufweisen konnen, die zum Verlust einer oder
mehrerer Kopien fuhrten (Schubert 1999). Die Analyse der transgenen A. thaliana Pflan-
zen in mehreren aufeinanderfolgenden Generationen ergab dagegen keine Evidenzen fur
derartige Rekombinationsphanomene. Generell wird Rekombination homologer Sequenzen
an einem Locus sehr selten in Pflanzen gefunden (Assaad und Signer 1992). Abiotischer
oder biotischer Stress fuhren alerdings zu erhohten somatischen Rekombinationsraten
(Lucht et al. 2002). Transgene Pflanzen, bei denen rekombinierte T-DNA-Konstrukte ver-
bunden mit Verlust von einer oder zwel Kopien der Reportergencassetten festgestellt wor-
den waren, waren vermutlich bereits mit rekombinierten T-DNA-Vektoren transformiert
worden. Diese Linien wurden sowohl in A. thaliana als auch in N. tabacum identifiziert
(3.4.1). Da diese transgenen Pflanzen eine vergleichbare Reportergenexpression wie Li-
nien, die mit Konstrukten der entsprechend geringeren Reportergenkopienzahlen transfor-
miert worden waren, aufwiesen, wurden sie auch fir die Expressionsanalyse el ngesetzt.
Auch der Grofdtell der fur die Expressionsanalyse verwendeten transgenen A. thaliana Li-
nien (57 von 66 Linien) lag bereits zu Beginn der Arbeit vor (Gils 2000, Schubert 1999).
Der Integrationsort der T-DNA der meisten Linien (45 von 54 kartierten T-DNAS) war be-
reits in vorhergehenden Untersuchungen ermittelt worden (Forsbach 2001, Gils 2000,
Schubert 1999).

4.2  Verringerte Transmission des Transformationsmarkers beruht
auf Mutationen in essentiellen Genen

Bereits in vorangegangenen Anaysen wurden drei Linien beschrieben, die aberrante
Segregationen auf Kanamycin-haltigem Medium aufwiesen (Schubert 1999). Segregatio-
nen wurden als aberrant bezeichnet, wenn signifikant geringere als 3:1 Segregationen von
resistenten zu sensitiven Keimlingen auf Kanamycin-haltigem Medium in unabhangigen
Nachkommen einer Linie gefunden wurden. Diese Verteilungen entsprachen nicht den
Mendel schen Regeln. Im Rahmen dieser Arbeit konnten weitere Linien, die eine 2:1 (4
Linien), 1:1 bis 2:1 (3 Linien), 1:1 (4 Linien) und kleinere as 1:1 (11 Linien) Segregation
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zeigten, identifiziert werden (Tab. 2). Diese transgenen Linien enthielten z.T. auch in die-
ser Arbeit nicht verwendete Konstrukte und Reportergene, aber ale ein NPT-Gen as
Transformationsmarker. Bei keiner dieser Linien konnten fur die T-DNA homozygote
Pflanzen identifiziert werden.

Fur die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte wurden alle Transformanten auf eine
aberrante Segregation untersucht. 9 von 426 unabhangigen Linien wiesen aberrante Segre-
gationen auf (2,1 %). Es wurde ein Einfluss der genomischen Umgebung auf die Expressi-
on des NPT-Gens vermutet (Schubert 1999), wie er in Drosophila gezeigt werden konnte
(zusammengefasst in Karpen 1994). In enigen Untersuchungen von Transgen-
Populationen in Pflanzen wurde Silencing von Antibiotika-Resistenzgenen berichtet, das
zu einer verringerten Transmission des Transformationsmarkers fuhrte (Matzke et al. 1989,
Mittelsten-Scheid et al. 1991). Nicht nur Silencing-Phénomene, sondern auch durch Inser-
tion von T-DNAs in essentiellen Genen verursachte Mutationen kénnen zu verringerter
Transmission der T-DNA fuhren (Howden et al. 1998, Bonhomme et al. 1998, Feldmann
et al. 1997).

Wie die morphologische Analyse der Samen in gedffneten Schoten zeigte, wiesen alle Li-
nien mit einer aberranten Segregation der T-DNA aborte Samen auf, was auf einen Emb-
ryo- oder gametophytisch letalen Phénotypen hindeutet (Abb. 2). Von einer Embryo-
letalen Mutation kann man bei einer 2:1 Segregation ausgehen. Flr gametophytisch letale
Mutationen werden Segregationen von 1:1 oder kleiner as 1:1 beobachtet. Die ermittelten
Frequenzen fur vermutlich gametophytisch letale Mutationen (6 von 426 Transformanten,
1,4%) sind vergleichbar mit den in anderen Untersuchungen gefundenen Werten in
T-DNA-Populationen (2 %, Feldmann et al. 1997; 1,3 %, Bonhomme et al. 1998; 0,8 %
Howden et al. 1998).

Die Bestimmung der flankierenden genomischen Sequenzen der T-DNAs offenbarte fir 17
Linien eine Integration der T-DNA in annotierten Genen oder in wahrscheinlichen
5-untrandlatierten Bereichen oder Promotorbereichen von Genen. Bei 4 Linien wurden
keine Integrationen der T-DNA in einem Gen, sondern in intergenischen Bereichen gefun-
den. Der Embryo- oder gametophytisch letale Phanotyp konnte in diesen Linien nicht
durch die Insertion der T-DNA, fir die die flankierende Sequenz ermittelt wurde, hervor-
gerufen worden sein, sondern durch eine andere T-DNA (z.T. lagen multiple T-DNA-
Insertionen vor) verursacht sein. Weiterhin konnte das betroffene Gen nicht annotiert sein
oder eine Insertion in einem nicht charakterisierten regulatorischen Bereich eines Gens
vorliegen. Es wurden auch Félle beschrieben, bei denen zu den T-DNASs ungekoppelte Mu-
tationen vorlagen (zusammengefasst in Azpiroz-Leehan und Feldmann 1997). Be dlen
anderen ermittelten Insertionen kann ebenfalls nicht mit Sicherheit davon ausgegangen
werden, dass die beobachtete Mutation T-DNA induziert ist, da keine Komplementationen
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oder vergleichbare Anaysen durchgefihrt wurden. Bei einigen betroffenen Genen aler-
dings kann eine wichtige Funktion im Zellstoffwechsel nahegelegt werden (z.B. UMP
Synthase, Linie Spt 3xf 110 (Nasr et al. 1994); vakuoldre H'-ATPase Untereinheit A, Linie
DGus 2a 141(Aviezer-Haga et al. 2000)). Zwel Mutationen waren Allele von bereits be-
schriebenen Embryo-letalen (Gus 3xr 136: schiepperless (Apuya et al. 2001)) oder game-
tophytisch letalen (Spt 3xr 129: gemini pollen (D. Twell, pers. Mittellung)) Mutationen.
Reziproke Kreuzungen mit A. thaliana Wildtyp zeigten, dass in den meisten Linien mit
aberranten Segregationen eine verringerte Transmission der T-DNA durch beide Game-
tophyten erfolgte. Einige Linien wiesen einen vollsténdig paternal oder maternal letalen
Phénotypen auf. Auch in anderen Studien zu gametophytisch letalen Mutationen wurde fir
die meisten Mutanten eine verringerte Transmission der T-DNA durch beide Gametophy-
ten beschrieben (Howden et al. 1998, Bonhomme et al. 1998, Feldmann et al. 1997).
Verringerte oder verhinderte Transmission kann beispielsweise mit dem epigenetischen
Phé&nomen genomische Prégung im Zusammenhang stehen. In A. thaliana wurde eine Mu-
tation in einem Gen (medea) beschrieben (Grossniklaus et al. 1998), bei der die verhinder-
te Transmission durch den maternalen Gametophyten auf genomische Pragung zurlickzu-
fuhren war (Vielle-Calzada et al. 1999). In diesen Pflanzen war die Entwicklung des Ga-
metophyten nicht gestort. Allerdings war die materna vererbte Kopie des Gens im Embryo
und Endosperm epigenetisch inaktiviert, so dass eine Mutation der paternal vererbten Ko-
pie zu nicht lebensfahigen Embryos fiihrte. Ahnliche Mechanismen kénnten bei einigen
der in dieser Arbeit identifizierten Linien vorliegen.

Die genaue Anayse von Embryo- oder gametophytisch letalen Mutationen und die Be-
stimmung der betroffenen Gene bietet interessante Méglichkeiten, weil Insertionen in die-
sen Genen aufgrund der geringen Transmission der T-DNA in vielen Insertionspopul atio-
nen unterreprasentiert sind. Grundsétzlich ermdglicht die Analyse Erkenntnisse Uber die
Entwicklung der Gametophyten und des Embryos.

Bel allen untersuchten Linien einer reprasentativen Transgen-Population konnte gezeigt
werden, dass die verringerten Transmissionen der T-DNA nicht auf epigenetische Inakti-
vierung des NPT-Gens, sondern auf Mutationen in essentiellen Genen zurtickzufihren
sind. Zumindest einige dieser Mutationen sind vermutlich durch Insertion der T-DNA be-
dingt.

4.3  Analyseder Reportergenexpression in A. thaliana

Fur die Analyse der Reportergenexpression wurden lediglich Linien eingesetzt, die nur e-
ne Kopie der T-DNA aufwiesen (3.2.1., bis auf die Linien mit zwel zueinander invertiert
vorliegender T-DNAS). Daher war die Anzahl der Reportergene alein durch die Kopien-
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zahl der Reportergene auf der T-DNA bestimmt. Die verwendeten T-DNAS enthielten ein
bis drei Kopien des Streptomycinphosphotransferase (SPT)- oder b-Glucuronidase (GUS)-
Gens, jeweils unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors. Je nachdem, ob die T-DNAS he-
mi- oder homozygot vorlagen, enthielten die Linien ein bis 6 Kopien der Reportergene.
Hohere Kopienzahlen der Reportergene wurden durch Kreuzungen erhalten.

4.3.1 Stabileund hohe Expression von Reportergenen mit geringer K opienzahl

Die Analyse der SPT-Expression in 8 Linien, die eine Spt 1xf- oder Spt 1xr-T-DNA ho-
mozygot, also zwei SPT-Kopien trugen, zeigte eine vergleichbare Expression in allen un-
abhangigen Transformanten (3.3.1). Die Expression war stabil im Laufe der Pflanzenent-
wicklung und in allen untersuchten Generationen. Ausnahmslos hohe und stabile Expressi-
on der SPT-Gene wurde auch bei unabhangigen Transformanten, die 4 (10 Linien) oder 6
SPT-Kopien (7 Linien) trugen, nachgewiesen. Die SPT-Expression variierte bei Linien mit
gleichen SPT-Kopienzahlen nur geringfigig (3.3.1, 3.3.2).

Die Bestimmung der die T-DNAs flankierenden genomischen Bereiche zeigte eine Vertei-
lung der T-DNA-Insertionen auf alle 5 Arabidopsis Chromosomen (25 Linien, 18 davon
kartiert) (3.3.2).

Stabile und hohe Expression wurde auch in transgenen Linien gefunden, die zwel GUS-
Kopien (Forsbach 2001, Gils 2000, Lechtenberg 1999, Schubert 1999) oder zwei GFP-
Kopien enthielten (Forsbach 2001, Lechtenberg unvertffentlicht). Weiterflihrende Expe-
rimente in dieser Arbeit zeigten, dass zwei Kopien des GUS-Gens unabhangig von der
Konstellation der GUS-Gene (T-DNA mit einer GUS-Kopie homozygot, zwei GUS-
Kopien an unterschiedlichen Loci im A. thaliana Genom, zwel GUS-Kopien in Tandem
auf einer T-DNA) hohe GUS-Expression verliehen (3.3.7).

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Integrationsort einer T-DNA nur einen geringen Einfluss
auf die Expression eines auf der T-DNA befindlichen Transgens unter der Kontrolle eines
starken Promotors hat. Der in Drosophila beschriebene (zusammengefasst in Karpen 1994)
und fUr transgene Pflanzen postulierte (zusammengefasst in Flavell 1994) sogenannte Posi-
tionseffekt spielt daher in Arabidopsis T-DNA Transformanten keine oder nur eine sehr
geringe Rolle. Die Integration eines niedrig exprimierten Transgens in der Ndhe eines star-
ken pflanzlichen Promotors oder Enhancers kann die Expression des Trangens allerdings
erhohen, wie Untersuchungen mit ,, Promoter- oder Enhancer-Trap“-T-DNAS zeigen (z.B.
Topping et al. 1994, Klimyuk et al. 1995). Diese Einflusse sind allerdings nicht epigeneti-
scher Natur. In einer Untersuchung von Gils (2000) konnten Hinweise auf einen Positions-
effekt in A. thaliana erbracht werden. Es wurde die Expression von Reportergenen unter-
sucht, die durch Transposition in viele verschiedene Genompositionen eingebracht worden
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waren. Die Frequenz der Linien, bei denen die Expression des Reportergens vermutlich
durch den Einfluss des Integrationsortes verringert war, war allerdings sehr gering.

Eine Verwendung von T-DNAs ist moglicherweise nicht fur eine Analyse von Positionsef-
fekten geeignet, weil T-DNA-Integrationen in A. thaliana préferentiell in transkribierten
Bereichen des Genoms gefunden werden (zusammengefasst in Tinland 1996) und in Be-
reichen mit geringer Gen-Dichte wie den Centromerregionen unterreprasentiert sind (Fors-
bach 2001). Positionseffekte wirden sich vermutlich auch auf den Transformationsmarker
der T-DNA auswirken. Eine vollstandige Inaktivierung wirde die Identifikation solcher
Transformanten mit Selektionsexperimenten unmadglich machen.

In den hier vorgestellten Analysen wurde die hdufig bei Transgen-Populationen in Pflan-
zen beobachtete grof3e Variabilitdt der Expression zwischen unabhangigen Transformanten
(z.B. Holtorf et al. 1995, Napoli et al. 1990, Rouwendal et al. 1997) nicht gefunden. In
diesen Studien wurde jedoch entweder keine oder nur eine ungenaue Anayse der T-DNA
Kopienzahl und Organisation durchgeftihrt, wahrend die hier gezeigten Daten ausschlief3-
lich anhand von Einzelkopie-Transformanten erarbeitet wurden. Daher lassen die in dieser
Arbeit durchgefihrten Untersuchungen den Schluss zu, dassin Linien mit T-DNAsin Ein-
zelkopie, die ein beliebiges Transgen tragen, die Wahrscheinlichkeit einer stabilen und
einheitlich hohen Expression des Transgens in Arabidopsis thaliana erhéht ist.

Allerdings wurde eine Abschaltung der Gen-Expression auch in Linien gefunden, die nur
eine Kopie eines GUS-Gens aufwiesen (Elmayan und Vaucheret 1996, Elmayan et al.
1998, Day et al. 2000). In den ersten beiden Anaysen wurde allerdings ein doppelter 35S
Promotor verwendet, im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit verwendeten einfachen 35S
Promotor. In der letzteren Studien wurde das Transgen durch nackten DNA-Transfer ein-
gebracht und Einzelkopielinien durch cre-lox-Rekombination erzeugt. Diese Untersuchun-
gen deuten darauf hin, dass die Verwendung starker Promotoren fir die Expression eines
Transgens und die Transformationsmethode bzw. das Vorliegen von grof3en DNA-Mengen
des Transgens bel der Transformation einen negativen Einfluss auf die Transgenexpression
haben kdnnen.

In einer Untersuchung in Petunia, die ein wesentlich komplexeres Genom als A. thaliana
aufweist, wurde auch eine Abschaltung eines Transgens auf einer T-DNA in Einzelkopie
berichtet (Prols und Meyer 1992). Ein Einfluss der Genomstruktur in Pflanzen mit kom-
plexeren Genomen als A. thaliana kann daher nicht ausgeschlossen werden.

4.3.2 Positive Korrelation zwischen der Kopienzahl von Reportergenen und ihrer
Expression

Unabhangige transgene Pflanzen, die zwei, 4 oder 6 SPT-Kopien aufwiesen, zeigten eine

positive Korrelation zwischen der Kopienzahl der SPT-Gene und ihrer Expression (3.3.2).
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Die Expression war stabil innerhalb der Pflanzenentwicklung und in den untersuchten Ge-
nerationen. Transgene Pflanzen, die ein oder zwel GUS- (Forsbach 2001, Gils 2000, Lech-
tenberg 1999, Schubert 1999) oder GFP-Gene (Forsbach 2001, Lechtenberg unveroffent-
licht) enthielten, wiesen auch eine positive Korrelation zwischen Kopienzahl des Reporter-
gens und seiner Expression auf. Diese Ergebnisse beweisen, dass jede Kopie eines der un-
tersuchten Reportergene unabhangig von der Konfiguration gleich zur Gesamt-Expression
des Reportergens beitragt. Hinweise auf eine positive Korrelation zwischen der Kopienzahl
eines GUS-Gens und seiner Expression wurden in Tabak erbracht (Hobbs et al. 1993). In
Drosophila konnte fur ein Alkoholdehydrogenase-Transgen eine positive Korrelation zwi-
schen der Kopienzahl und der Expression des Transgens nachgewiesen werden (Pal-
Bhadra et al. 2002).

4.3.3 T-DNAs, die als invertierte Sequenzwiederholungen zueinander vorliegen,
haben keinen negativen Einfluss auf die Reporter genexpression

Bei der Analyse der T-DNA-Transformanten mit SPT-Reportergenen wurden zwel Linien
identifiziert, die zwei T-DNAs in invertierter Orientierung zueinander an einem Locus im
A. thaliana Genom aufwiesen (Spt 1xr 88, Spt 3xf 159, 3.3.5, Abb. 9). Bel der Linie Spt
Ixr 88 befand sich zwischen den T-DNAs ein Bereich nicht genauer charakterisierter
DNA, der vermutlich auch invertiert vorlag. In fir die T-DNA homozygoten Pflanzen wies
diese Linie 4 SPT-Kopien auf. Weil die Linie Spt 3xf 159 eine vermutlich durch die Integ-
ration der T-DNA in einem Gen verursachte gametophytisch letale Mutation besal? (3.2.2),
lag die T-DNA stets hemizygot vor. Also wies die Linie 6 SPT-Kopien auf. Beide Linien
zeigten eine hohe, stabile Expression, vergleichbar mit der von anderen Linien mit 4 bzw.
6 SPT-Kopien (3.3.5). Trotz der moglichen Sekundérstrukturen von invertierten Sequenz-
wiederholungen wurde also kein Einfluss auf die Expression festgestellt. Bel Linien, die
eine invertierte Sequenzwiederholung zweier T-DNAs mit einem GFP-Gen (eine Linie,
Forsbach 2001) oder mit einem GUS-Gen (zwe Linien, Lechtenberg unvertffentlicht)
aufwiesen, wurde auch hohe stabile Expression gefunden. In den Linien mit den GUS-
Genen wurde nur in fur die T-DNA hemizygoten Pflanzen (zwel GUS-Kopien) hohe Ex-
pression nachgewiesen. In den fur die T-DNA homozygoten Linien (4 GUS-Kopien) wur-
de jedoch Silencing der GUS-Gene festgestellt (Lechtenberg unveréffentlicht). Diesist al-
lerdings auf die erhthte Kopienzahl der GUS-Gene zurtickzufihren (s.u.).

In vielen Analysen wurde die Beteiligung von invertierten Sequenzwiederholungen an Si-
lencing nachgewiesen (Hobbs et al. 1993, Bender und Fink 1995, Stam et al. 1997, 1998,
Jorgensen et al. 1996). Es wurde Paarung homologer DNA-Sequenzen as Ausloser der In-
aktivierung vermutet (zusammengefasst in Selker 1999). Das durch invertierte Sequenz-
wiederholungen ausgel 6ste Silencing konnte auch dadurch erklart werden, dass in den be-



Diskussion - 87 -

obachteten Féallen Transkription der invertierten Sequenzwiederholung stattfindet und so
doppelstréngige RNA entsteht. Neuere Untersuchungen zeigten, dass die Expression einer
invertierten Sequenzwiederholung und die damit entstehende dsRNA effizient Silencing
ausldsen kann (Waterhouse et al. 1998, Mette et al. 1999, 2000, Chuang et al. 2000). Da
die SPT-Gene der in dieser Arbeit identifizierten Linien mindestens 4 kb vom Zentrum der
invertierten Sequenzwiederholung entfernt liegen, konnte eine maogliche Transkription des
Zentrums der invertierten Sequenzwiederholung nicht bis zu den SPT-Genen fortlaufen, so
dass keine SPT-dsRNA entsteht. Es wéare moglich, dass in den beschriebenen Féllen kryp-
tische Promotoren fur die Transkription verantwortlich sind, die moglicherweise in den in
dieser Arbeit verwendeten Konstrukten nicht vorhanden sind. Es wurde nachgewiesen,
dass das Zentrum einer invertierten Sequenzwiederholung besonders hoch methyliert ist
(Stam et al. 1998). Die Verwendung der Methylierungs-sensitiven Enzyme Mval, Pwull
und Pstl fur die Analyse der invertierten Sequenzwiederholungen ergab allerdings keine
Hinweise auf Methylierung im Zentrum der hier untersuchten invertierten Sequenzwieder-
holungen.

Die erhaltenen Ergebnisse legen nahe, dass die Struktur einer invertierten Sequenzwieder-
holung per se kein Silencing ausldsen kann. Eine Paarung homologer DNA-Sequenzen bei
invertierten Sequenzwiederholungen als Ausloser von Silencing wird mit den hier vorge-
stellten Ergebnissen unwahrscheinlich gemacht.

4.3.4  Posttranskriptionelles Gen-Silencing bei erhohter Kopienzahl von Reporter-
genen durch Erhéhung der Transkriptmenge Uber einen vermutlich Gen-
spezifischen Schwellenwert

Vorausgegangene Analysen hatten gezeigt, dass Silencing von GUS-Genen, die unter der
Kontrolle des 35S-Promotors stehen, bei drei oder mehr Kopien beobachtet wird. Es be-
steht also eine negative Korrelation zwischen Kopienzahl der GUS-Gene und ihrer Expres-
sion ab drei Kopien, im Gegensatz zur positiven Korrelation bei bis zu zwei Kopien (Gils
2000, Schubert 1999). Da in den untersuchten Linien die drei GUS-Gene in einer repetiti-
ven Organisation vorlagen, konnte nicht geklart werden, ob die tandemartige Konfigurati-
on der Gene oder die Erhohung der Transkriptmenge, bedingt durch hohere Kopienzahl,
Silencing ausl6sen. Daher wurden durch Kreuzungen Linien erzeugt, die drei GUS-Kopien
an verschiedenen Loci im A. thaliana Genom enthielten. Es wurde Silencing aller drei
GUS-Gene festgestellt. Da jede Kopie aleine hohe GUS-Expression vermittelt (3.3.7,
3.3.8), konnen durch das Konstrukt bedingte Effekte wie die Produktion von antisense
RNA as Ausléser des Silencings ausgeschlossen werden. In anderen Analysen wurde ge-
zeigt, dass das Vorliegen multipler 35S Promotoren und durch diese vermittelte hohe
Transkription verschiedener Gene kein Silencing verursacht (Lechtenberg 1999). Transge-
ne Pflanzen, die drei SPT-Gene oder zwel GUS-Gene unter dem 35S Promotor in repetiti-
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ver Anordnung auf der T-DNA besal3en, wiesen ebenfalls hohe Expression der SPT- bzw.
GUS-Gene auf (3.3.1, 3.3.7). Promotorhomologie as Ausldser des Silencings kann damit
auch ausgeschl ossen werden.

Weiterhin wurden Kreuzungen von Linien, die ein promotorloses und daher nicht expri-
miertes GUS-Gen enthielten, mit Linien, die 2 Kopien der GUS-Gene unter der Kontrolle
des 35S Promotors aufwiesen, durchgefihrt. Die fir beide Loci hemizygoten Nachkom-
men zeigten stabile und hohe GUS-Expression, vergleichbar mit der von Linien, die nur
zwei exprimierte GUS-Kopien besal3en (3.3.8, Forsbach 2001). Alle diese Ergebnisse zu-
sammengenommen beweisen, dass das Silencing durch Erhdhung der Transkriptmenge
Uber einen Schwellenwert ausgel dst wird.

Da meiotische Reversibilitét und Zunahme des Silencings im Laufe der Pflanzenentwick-
lung gefunden wurden, wurde ein posttranskriptioneller Mechanismus des Silencings vor-
geschlagen (Schubert 1999), weil diese Merkmale nur bel PTGS gefunden werden (zu-
sammengefasst in Vaucheret et al. 1998). In dieser Arbeit konnten weitere Hinweise er-
bracht werden, dass das Silencing der GUS-Gene posttranskriptionell geschieht (3.3.9).
SiIRNAs mit Homologie zur transkribierten Sequenz eines inaktivierten Gens werden nur
bei PTGS gefunden (Hamilton und Baulcombe 1999). In dieser Arbeit konnten SRNAS der
transkribierten Sequenz des GUS-Gens in Linien, die Silencing der GUS-Gene aufwiesen,
nachgewiesen werden. Methylierungsanalysen der GUS-Gene zeigten weiterhin, dass inak-
tivierte GUS-Gene symmetrische (CG- und CNG-) und asymmetrische Methylierung der
transkribierten Sequenz des GUS-Gens aufwiesen. Methylierung der transkribierten Se-
guenz wurde haufig in Zusammenhang mit PTGS detektiert (English et al. 1996, Stam et
al. 1997, ElImayan et al. 1998).

In Studien von Assaad et al. (1993) und Ye und Signer (1996) wurde durch Reportergene
in repetitiver Anordnung auf einer T-DNA transkriptionelles Gen-Silencing ausgel 6st. Der
Unterschied zu den hier vorgestellten Ergebnissen konnte darin liegen, dass die multiplen
Kopien durch Rekombination an einem Locus in Arabidopsis erzeugt wurden, wobei diese
mit Paarung homologer DNA-Sequenzen verbunden ist. Paarung homologer DNA-
Sequenzen ist vermutlich auch die Ursache eines Mechanismus zur [naktivierung homol o-
ger DNA-Sequenzen in der sexuellen Phase von Neurospora (zusammengefasst in Selker
1999). In Drosophila kénnen repetitive Sequenzen an einem Locus Heterochromatin indu-
zieren (Dorer und Henikoff 1994). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den hier
vorgestellten Untersuchungen, bei denen ein Einfluss durch Paarung homologer DNA-
Sequenzen ausgeschlossen werden konnte. Allerdings ist es wahrscheinlich, dass in ver-
schiedenen Organismen und in unterschiedlichen Entwicklungsphasen des Organismus
verschiedene Mechanismen zur Inaktivierung von homologen Sequenzen Verwendung fin-
den konnen. In Neurospora sind drei Mechanismen in verschiedenen Entwicklungsphasen
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des Pilzes bekannt. Zwei sind vermutlich RNA-vermittelte Inaktivierungsmechanismen
(Shiu et al. 2001, Cogoni und Macino 1997), einer ist wahrscheinlich DNA-vermittelt (zu-
sammengefasst in Selker 1999).

Auch bei einer Erhdhung der SPT-Kopienzahl wurde eine negative Korrelation zwischen
Kopienzahl der SPT-Gene und ihrer Gesamt-Expression nachgewiesen (3.3.3). Allerdings
wurde im Gegensatz zu den Ergebnissen mit den GUS-Genen Silencing erst bei 9 Kopien
festgestellt, wobei nicht ausgeschlossen werden kann, dass Silencing bereits bei 7 oder 8
K opien ausgel 6st wird.

Ein weiterer Unterschied war das Auftreten von verkirzten SPT-Transkripten in Linien mit
posttranskriptionell inaktivierten SPT-Genen (ca. 600 b, 700 b und 850 b, Vollléan-
gentranskript 1100 b). Es konnte nahegelegt werden, dass das 5 -Ende der SPT-mRNA in
den verkirzten Transkripten nicht mehr vorhanden ist. Vermutlich sind die verklrzten
Transkripte Abbauprodukte. Interessanterweise liegen innerhalb der codierenden Sequenz
des SPT-Gens zwei 9 b und zwei 12 b lange, nur aus den Basen Guanin und Cytosin beste-
hende Sequenzen vor, die komplementér zueinander sind (Abb. 29). Eine Paarung dieser
Sequenzen konnte daher erfolgen. In der transkribierten Sequenz des GUS-Gens wurden
derartige Homologien nicht gefunden. Das Auftreten der verkirzten SPT-Transkripte, de-
nen vermutlich etwa 250, 400 und 500 Basen des 5"-Endes der SPT-mRNA fehlen, konnte
in direktem Zusammenhang mit einer moglichen Sekundérstruktur der SPT-mRNA stehen,
da die Sequenzen mit den komplementéren 9 und 12 Basen im Bereich 227 bis 262 Basen
bzw. 462 bis 503 Basen vom 5-Ende des SPT-Gens gesehen liegen (Abb. 29). Die sehr
energiereiche Bindung dieser GC-reichen Sequenz, konnte verhindern, dass die RNA voll-
sténdig abgebaut wird. Denkbar wére auch, dass eine RNA-Helicase die Sekundéarstruktur
der SPT-mRNA nur zum Tell aufwinden kann. Fur eéine RNA-Helicase konnte eine Betel-
ligung an PTGS nachgewiesen werden (Dalmay et al. 2001). Zwar ist zu berticksichtigen,
dass dsRNA sehr effizient PTGS bzw. RNAI ausl6sen kann (zusammengefasst in Zamore
2001), allerdings wurde in C. elegans nachgewiesen, dass die dsSRNA mindestens 26 bp
aufweisen muss (Parrish et al. 2000).

In einigen Falen von PTGS wurden auch verkirzte Transkripte nachgewiesen (Metzl aff et
al. 1997, van Eldik et al. 1998, Han und Grierson 2002). Die verkirzten Transkripte wur-
den mit der Sekundarstruktur der mRNA erklért. In allen Studien wurden nicht polyadeny-
lierte verkirzte Transkripte, die Homologie zum 5 -Ende der mRNA aufwiesen, und poly-
adenylierte verkirzte Transkripte, die Homologie zum 3"-Ende der mRNA zeigten, detek-
tiert. Daher wurde endonukleolytischer Abbau der mMRNA vorgeschlagen. Weitere Unter-
suchungen zu den verkirzten SPT-Transkripten werden Aufschluss darliber geben, ob ein
vergleichbarer Mechanismus besteht.
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Abbildung 29: Madgliche Sekundérstruktur der SPT-mRNA. Esist nur ein Teil der Sekundéarstruktur
detailliert dargestellt. Die Ermittlung der Sekundarstruktur erfolgte unter
www.genebee.msu.su. Blau markierte Basen geben die beiden 9 und 12 b langen
Bereiche an, die komplementére Bereiche in der SPT-mRNA haben. Die ubrige
SPT-mRNA ist nicht mal3stabsgetreu dargestellt. Die Zahlen geben die Entfernung
vom 5-Ende der mRNA an. Es ist beriicksichtigt, dass Uracil eine ,wobble"-
Paarung mit Guanin eingehen kann.

Der Nachweis von siRNAs der SPT- und OCS-3"-Sequenz und von Methylierung der co-
dierenden Sequenz des SPT-Gens gab auch fur das Silencing der SPT-Gene wichtige Hin-
weise, dass es auf einem posttranskriptionellen Mechanismus beruht. Im Gegensatz zu den
Untersuchungen mit den GUS-Konstrukten konnte nur CG-Methylierung nachgewiesen
werden (3.3.4). Silencing der SPT-Gene wurde ausgel6st, wenn drel oder 4 Loci mit je-
weils drei hoch exprimierenden Kopien kombiniert wurden. Daher wird auch das Silencing
der SPT-Gene sehr wahrscheinlich durch Erhéhung der Transkriptmenge Uber einen
Schwellenwert verursacht (3.3.3).

In vielen Féllen von PTGS wurde die Erhdhung der Transkriptmenge Uber einen Schwel-
lenwert als Ausloser von PTGS nahegelegt (Lindbo et al. 1993, Dehio und Schell 1994,
Que et al. 1997, EImayan et al. 1998). In dieser Arbeit konnte dies nachgewiesen werden.
In Drosophila konnte ebenso gezeigt werden, dass Cosuppression durch hohe Transkript-
mengen Uber einem Schwellenwert verursacht wird (Pal-Bhadra et al. 2002).

Pflanzen mit zwei GUS-Kopien wiesen geringe Unterschiede in der Expression des GUS-
Gens auf. Daher liegt in manchen Pflanzen die Transkript-Menge mit grof3erer Wahr-
scheinlichkeit am bzw. tUber dem Schwellenwert a's in anderen Pflanzen, was in Einzelfal-
len zu Silencing fuhrte (3.3.7, Gils 2000). Umgekehrt wiesen isogene Nachkommen von
Pflanzen, die drei oder vier Kopien der GUS-Gene enthielten, hohe oder geringe GUS-
Expression auf (3.3.6, Schubert 1999). Die Wahrscheinlichkeit des Ausldsens von Silen-
cing steigt also mit erhdhter Kopienzahl und damit Transkript-Menge und mit fortschrei-
tendem Alter der Pflanzen. So weisen z.B. Linien mit 4 Kopien des GUS-Gens eine hdhere
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Frequenz an Pflanzen, die GUS-Silencing zeigen, mit zunehmendem Alter auf a's Pflanzen
mit zwei Kopien (Schubert 1999). Wenn PTGS einmal ausgel dst wurde, wird es mitotisch
nicht mehr revertiert und breitet sich systemisch in der Pflanze aus (zusammengefasst in
Vaucheret et al. 1998).

Das posttranskriptionelle Silencing der SPT- und GUS-Gene wurde bei unterschiedlichen
Kopienzahlen durch Erhéhung der Transkriptmenge Uber einen Schwellenwert ausgel 6st.
Der Unterschied ist wahrscheinlich nur durch die tranglatierte Sequenz der Reportergene
bedingt, da die T-DNA, der verwendete 35S-Promotor, der transkribierte, aber untransla-
tierte W-Leader und das OCS-3"-Ende bei den verschiedenen Konstrukten identisch sind.
Es konnte nachgewiesen werden, dass in Linien, die zwei SPT-Kopien enthalten, eine ho-
here SPT- als GUS-mRNA-Menge in Linien mit zwel GUS-Kopien vorliegt (3.3.10). Eine
Bestimmung der Molekulzahl der SPT- bzw. GUS-mRNA bestétigte, dass eine hthere
SPT-as GUS-mRNA-Menge besteht (Lechtenberg unverdffentlicht). Es kann allerdings
keine Aussage Uber die Stabilitét der verschiedenen mRNASs gemacht werden. Ob die ho-
here SPT-Transkriptmenge durch héhere Transkription der SPT-Gene as der GUS-Gene
verursacht sein konnte, muss durch quantitative Run-On-Analysen der beiden Reporterge-
ne in Linien mit gleicher Reportergenkopienzahl geklért werden. Die Ergebnisse dieser
Arbelt kbnnen daher nur vermuten lassen, dass nicht eine geringere Transkription der SPT-
Gene fir das Silencing bel hotheren Kopienzahlen, sondern ein hoherer, also Gen-
spezifischer Schwellenwert fir SPT-mRNA besteht, der zum Silencing der SPT-Gene U-
berschritten werden muss.

In anderen Studien wurde die Expression eines GFP-Gens (green fluorescent protein) in
transgenen A. thaliana Pflanzen untersucht (Forsbach 2001, Lechtenberg unverdffentlicht).
Die verwendeten Konstrukte waren bis auf die codierende Sequenz des GFP-Gens iden-
tisch zu den hier besprochenen SPT- bzw. GUS-Konstrukten mit einer Kopie des jeweili-
gen Reportergens. Pflanzen mit bis zu vier Kopien des GFP-Gens wiesen kein Silencing
der GFP-Gene auf (Forsbach 2001, Lechtenberg unverdffentlicht). Es wurden vergleichba
re GFP- und SPT-, aber hthere als GUS-Transkript-Mengen gefunden. Bei hoheren Ko-
pienzahlen des GFP-Gens wurde Silencing festgestel It (Lechtenberg unveréffentlicht).

Die SPT- und GFP-mRNAs sind mit 1,1 kb wesentlich kirzer als die GUS-mRNA (2,1
kb). Eine Korrelation zwischen Transkriptlange und Genexpression wurde allerdings in
Arabidopsis nicht gefunden (Duret und Mouchiroud 1999). Alle drei Gene unterscheiden
sich erheblich im GC-Gehalt der Protein-codierenden Sequenz (SPT 68 % GC, GUS 52 %
GC, GFP 45 % GC). Hoch exprimierte Arabidopsis Gene enthalten haufig einen hdheren
GC-Anteil (Chiapello et al. 1998). Dieser Befund kann allerdings nicht erklaren, warum
das GFP-Gen trotz geringerem GC-Gehalt as das GUS-Gen bei hdheren Kopienzahlen Si-
lencing als das GUS-Gen aufweist. Analysen der Codon-Verwendung in A. thaliana zeig-
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ten, dass hochexprimierte Gene haufiger Codons mit einem Cytosin in der dritten stillen
Position eines Codons aufweisen (Mathé et al. 1999). 44 % der in der SPT-mRNA ver-
wendeten Codons besitzen ein C an der dritten Position, wahrend dies bel der GUS-mRNA
nur 31 % sind. Das GFP-Gen welst trotz des geringsten GC-Gehaltes der drel Gene bei 34
% der Codons ein C in der dritten Position auf. Diese Unterschiede konnten mit dem Silen-
cing von GFP- und GUS- bzw. SPT- und GUS-Genen bei unterschiedlichen Kopienzahlen
bzw. Transkriptmengen in Zusammenhang stehen. Dies steht im Einklang mit Untersu-
chungen, bei denen die Erhéhung der Zahl der Codons mit einem C oder G in der dritten
Position in der GFP-Sequenz ohne Veranderung der Aminosauresequenz zu einer hoheren
Frequenz an transgenen Tabakpflanzen fuhrte, die das GFP-Gen hoch exprimierten (Rou-
wendal et al. 1997). Die Erhthung der maximalen GFP-Expression war allerdings nur ge-
ring.

Es wére denkbar, dass eine zu hohe Transkriptmenge eines Gens mit der Translation seiner
MRNA interferiert. Das Auftreten von Codons fur seltene tRNAs konnte bel einer zu ge-
ringen Menge der entsprechenden tRNASs zu einer weniger effizienten Trandation fuhren
und damit eine Erkennung der mRNA as , aberrante mRNA* ermoglichen. Eine RNA-
abhangige RNA-Polymerase kénnte komplementére RNA synthetisieren, so dass dsRNA
entsteht, die durch eine dsRNA-spezifische RNase abgebaut werden konnte. DSRNA ist
ein effizienter AuslGser von Silencing (Waterhouse et al. 1998, Mette et al. 2000). Es wur-
de nahegelegt, dass fur einen posttranskriptionellen Abbau von mRNA die mRNA nicht
Ribosomen gebunden sein muss (Holtorf et al. 1999). Diese Experimente konnten aller-
dings nicht ausschlief3en, dass die Initiation von PTGS mit Trandation verbunden ist. Die
Aufrechterhaltung von Silencing und Amplifikation des Signals kénnte dagegen Riboso-
men-ungebunden ablaufen.

Andererseits konnte das Vorliegen von grofien mRNA-Mengen zu einer intra- oder inter-
molekularen Paarung der mRNAS fuihren, was wiederum Abbau initiieren konnte (M etzl aff
et al. 1997). Die entstehende, zumindest teilweise doppelstrangige RNA konnte durch
dsRNA-spezifische RNasen abgebaut werden. Die mogliche aul}ergewdhnliche Sekundér-
struktur der SPT-mRNA und das Silencing der SPT-Gene erst bei hohen Transkriptmengen
steht alerdings nicht im Einklang mit dieser Theorie. Die mégliche Sekundérstruktur der
SPT-mRNA konnte vielmehr ein Grund dafiir sein, dass hohere Transkriptmengen an SPT-
MRNA as an GUS-mRNA fur das Ausldsen von Silencing benétigt werden. Es wére
denkbar, dass der Abbau der mRNA durch vermutlich beteiligte Enzyme wie RNA-
Helicasen und RNasen durch die Sekundérstruktur erschwert ist.

Um die oben aufgestellten Hypothesen zu Uberprifen, muss die Expression und das Silen-
cing weiterer Gene untersucht werden, die sich in Lange und GC-Gehalt unterscheiden.
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Eine Verdnderung der SPT-, GUS- oder GFP-Sequenzen ohne Verdnderung der Amino-
sauresequenzen konnte weitere Erkenntnisse liefern.

4.4  Analyseder GUS-Aktivitat in N. tabacum

N. tabacum wurde mit den T-DNA Konstrukten Gus 2xf und Gus 3xr transformiert. Da
diese Konstrukte identisch mit den in A. thaliana verwendeten waren, sollten Konstrukt-
bedingte Effekte auf die Expression der in den Konstrukten befindlichen GUS-Gene aus-
geschlossen sein. Mogliche Unterschiede in der GUS-Expression in Arabidopsis und Ta-
bak konnten daher Spezies-spezifisch sein. Mit Hilfe von Southern-Blot-Analysen konnten
Pflanzen identifiziert werden, die nur eine Kopie der T-DNA aufwiesen. Es wurden auch
die in N. tabacum identifizierten Linien, die rekombinierte, aber intakte GUS-Gene auf-
wiesen, in die Analyse einbezogen (4.1). Insgesamt konnten drel Linien mit dem Gus 1xr-,
zwei Linien mit dem Gus 2xf-, zwei Linien mit dem Gus 2xr-Konstrukt und 5 Linien mit
dem Gus 3xr-Konstrukt mit einer Kopie der T-DNA identifiziert werden (3.4.1). Die GUS-
Aktivitét wurde in Nachkommen von fir die T-DNA hemizygoten Linien bestimmt. Es
konnte keine Aussage gemacht werden, in welchen Nachkommen die T-DNA hemi- oder
homozygot vorlag. Diesist erst in der nachsten Generation mit Hilfe von Segregationsana-
lysen auf Kanamycin-haltigem Medium mdglich.

Bel drei Wochen aten Linien mit einer oder zwei GUS-Kopien wurde bei alen Nach-
kommen einer Linie hohe und einheitliche GUS-Aktivitét, bei Linien mit hdherer Kopien-
zahl in einigen Nachkommen dagegen Silencing nachgewiesen. Transgene Linien, die das
Gus 3xr-Konstrukt enthielten, zeigten bei einer groferen Anzahl von Pflanzen Silencing
als Linien, die ein Gus 2xf- oder Gus 2xr-Konstrukt besal3en. Diese Ergebnisse waren den
in A. thaliana erhaltenen vergleichbar (4.3). 11 Wochen alte Pflanzen wiesen unabhéngig
von der Kopienzahl des GUS-Gens Silencing auf. Allerdings war das Silencing bel Linien,
die das Gus 3xr-Konstrukt enthielten, starker ausgepragt, da nur in sehr wenigen Pflanzen
noch geringe GUS-Aktivitdt nachgewiesen wurde (3.4.2). Transgene Arabidopsis Pflanzen
mit einer oder zwei GUS-Kopien wiesen dagegen nur in Ausnahmeféllen Silencing der
GUS-Gene auf (3.3.7). Weitere Untersuchungen mit einer grof3eren Anzahl an Linien, die
ein oder zwei GUS-Gene aufwiesen, kamen auch zu dem Ergebnis, dass Silencing der
GUS-Gene bereits bei einer Kopie des GUS-Gens in N. tabacum ausgel 6st wird (Lechten-
berg unvertffentlicht). Da Zunahme des Silencings mit zunehmendem Alter der Pflanzen
und meiotische Reversibilitét des Silencings festgestellt wurde (3.4.2), kann analog den
Ergebnissen in A. thaliana ein posttranskriptioneller Abbau der mRNA, der durch Erho-
hung der Transkriptmenge Uber einen Schwellenwert ausgeldst wird, angenommen wer-
den. In Studien von Elmayan und Vaucheret (1996) und Elmayan et al. (1998) wurden
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identische Konstrukte, die ein GUS-Gen unter einem doppelten 35S Promotor enthielten,
in N. tabacum und A. thaliana eingefihrt und Linien mit einer Kopie der T-DNA identifi-
ziert. Silencing der GUS-Gene wurde in beiden Spezies, unabhéngig davon, ob die T-DNA
hemi- oder homozygot vorlag, nachgewiesen. In Arabidopsis zeigten allerdings noch eini-
ge der fur die T-DNA hemizygoten isogenen Nachkommen einer Pflanze hohe Expression.
Das Silencing war also, analog den hier vorgestellten Ergebnissen, in N. tabacum starker
ausgepragt alsin Arabidopsis.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass Spezies-spezifische Unterschiede fir das Silencing
eines Gens unter der Kontrolle des 35S Promotors bestehen. Die Ermittlung der fur diesen
Unterschied verantwortlichen Faktoren ist schwierig, weil eine Standardisierung der durch
den 35S Promotor verliehenen Expression der GUS-Gene in Arabidopsisim Vergleich zu
Tabak nicht moglich ist. Die in Arabidopsis und Tabak ermittelten Unterschiede kdnnten
auch durch die unterschiedliche Lebensdauer der Arten, die verschiedenen Wachstumsbe-
dingungen, den unterschiedlichen Ploidiegrad und abweichende Codon-Verwendung er-
klart werden. Die Ergebnisse geben allerdings erste Hinweise darauf, dass der Einfluss der
komplexen Genomstruktur von N. tabacum auf die Expression der GUS-Gene gering ist,
weil die observierten Silencing-Phdnomene wahrscheinlich in allen Tabaklinien durch ho-
he Transkriptmengen und nicht durch einen Positionseffekt ausgel6st wurden. Allerdings
muss dies flr weitere Linien bestétigt werden.

45  Partielle Aufrechterhaltung der Methylierung trotz meiotischer
Reversion von PTGS

Untersuchungen zur Vererbung des Silencings der GUS-Gene zeigten, dass dieses meio-
tisch reversibel ist (3.3.8, Schubert 1999). Diesist ein generelles Merkmal von PTGS (De-
hio und Schell 1994, Elmayan und Vaucheret 1996, zusammengefasst in Vaucheret et al.
1998). Analysen zur Methylierung der transkribierten Sequenz der GUS-Gene zeigten,
dass die Methylierung von mehreren Hpall-Schnittstellen trotz Reversion von Silencing
vererbt wird (3.5.1). Hpall kann bei Methylierung eines Cytosins in der Erkennungsse-
quenz 5'-CCGG-3', also bei CG- oder CNG-Methylierung nicht schneiden. Mit dem Re-
striktionsenzym Alul wurde in Linien, die Silencing der GUS-Gene aufwiesen, CNG- und
asymmetrische Methylierung der transkribierten Sequenz des GUS-Gens nachgewiesen
(3.3.9). Eine Vererbung der Methylierung von Alul-Schnittstellen in Linien, die Reversion
von Silencing aufwiesen, wurde nicht gefunden (3.3.9, 3.5.1). Die mit Hpall und Alul er-
haltenen Ergebnisse legen daher nahe, dass nur CG-Methylierung (von Hpall-
Schnittstellen) melotisch vererbt wurde.
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Die Linie Gus 1xr 30 wies die hdchste GUS-Expression aller untersuchten Linien mit ei-
nem Gus 1xf- oder Gus 1xr-Konstrukt auf (3.3.6, 3.3.10). Daher ist in dieser Linie die
Wahrscheinlichkeit erhdht, dass Silencing durch Erhdhung der Transkriptmenge Uber einen
Schwellenwert ausgel6st wird und damit Methylierung der transkribierten Sequenz des
GUS-Gens auftritt (4.3.4). Interessanterweise wurde nur bei dieser Linie unter allen Linien,
die eine Gus 1xf- oder Gus 1xr-T-DNA homozygot trugen, Methylierung von Hpall-
Schnittstellen im GUS-Gen gefunden (3.5.1). Methylierung von Alul-Schnittstellen wurde
aber nicht detektiert.

In allen Linien, die methylierte, hoch exprimierte GUS-Gene enthielten, wurden keine oder
nur sehr geringe Mengen an siRNAs der GUS-Gene im Gegensatz zu Linien mit inakti-
vierten, methylierten GUS-Genen nachgewiesen (3.5.2). Bel der einen Linie, fur die unter
Umstanden siRNAs nachgewiesen wurden, war das Auftreten der SSRNAs vermutlich auf
beginnendes Silencing zurtickzufihren. Es kann a'so angenommen werden, dass SsSRNAS
spezifisch bei PTGS gefunden werden, wahrend dies zumindest fir CG-Methylierung nicht
zutrifft. Moglicherweise spielt allerdings CNG- oder asymmetrische Methylierung eine
wichtige Rolle be PTGS, wobei CNG- oder asymmetrische Methylierung bei
posttranskriptionell inaktivierten SPT-Genen nicht gefunden wurde (3.3.4). In Mutanten, in
denen CNG-Methylierung verhindert war, wurde Aufhebung der epigenetischen Inaktivie-
rung des superman Gens nachgewiesen, wobel alerdings nicht klar ist, ob TGS oder PTGS
die Inaktivierung verursacht (Lindroth et al. 2001, Jackson et al. 2002).

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass mit PTGS verbundene Me-
thylierung vererbt wird. Andere Studien mit einem posttranskriptionell stillgelegten GUS-
Gen konnten nicht nachweisen, dass CG-Methylierung meiotisch vererbt wird (Mallory et
al. 2001). Allerdings wurde die Analyse in Tabak durchgefthrt, und es wurde nur die Me-
thylierung einer Schnittstelle analysiert. Auch in Untersuchungen zu Virus-induziertem
PTGS wurde keine Vererbung der Methylierung nachgewiesen (Jones et al. 2001).

Bel Methylierung im Zusammenhang mit TGS konnte meiotische Vererbung der symmet-
rischen Methylierung des Promotors und Vererbung des Silencings gezeigt werden (Park et
al. 1996, Jones et al. 2001). Meiotische Vererbung von TGS wurde jedoch nicht mehr ge-
funden, wenn keine symmetrische Methylierung des Promotors aufgrund fehlender CG-Di-
und CNG-Trinukleotide erfolgen konnte (Dieguez et al. 1998) oder CG-Methylierung
durch Ausschalten einer Methyltransferase verhindert war (Jones et al. 2001). CG-
Methylierung des Promotors ist daher wahrscheinlich fir die Vererbung von TGS von es-
sentieller Bedeutung. Vererbung der CG-Methylierung der codierenden Sequenz eines
posttranskriptionell stillgelegten Gens ist dagegen nicht mit der Vererbung von PTGS ver-
bunden, wie diese Arbeit zeigen konnte.
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Weiterhin legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass zumindest CG-Methylierung der
codierenden Sequenz eines Gens keinen Einfluss auf die Expression des Gens hat. Eine
Produktion von aberranten Transkripten, ausgeldst durch Methylierung der codierenden
Sequenz, a's Ursache von Silencing, wie es haufig vorgeschlagen wurde (u.a. Baulcombe
1996), ist daher unwahrscheinlich.

Um weltere Erkenntnisse tber die Vererbung von symmetrischer und asymmetrischer Me-
thylierung zu erhalten, mussen weitere Methylierungs-sensitive Enzyme, z.B. die Restrik-
tionsendonukleasen Mspl oder Hapll, die dieselbe Schnittstelle wie Hpall (5"-CCGG-3")
erkennen, aber nur bei CNG- (Mspl) oder CG- (Hapll) Methylierung nicht schneiden, oder
Bisulfit-Sequenzierung zum Nachwels von Methylierung eingesetzt werden, wie z.B. von
Lindroth et al. (2001) gezeigt.

4.6  Der Einfluss genetischer Modifikatoren auf posttranskriptionell
stillgelegte Transgene

In vielen Organismen sind PTGS vergleichbare Mechanismen und einige der an diesen
Mechanismen beteiligten Gene bekannt. Die mechanistische und genetische Analyse von
PTGS zeigt grole Gemeinsamkeiten von PTGS in Pilzen, Tieren und Pflanzen. In vielen
Féallen konnte eine Beteiligung homologer Gene an PTGS nachgewiesen werden (zusam-
mengefasst in Waterhouse et al. 2001). Daher lag es nahe, mit Hilfe von reverser Genetik
nach Insertionen in Arabidopsis Genen zu suchen, die Homologie zu Modifikatoren von
PTGS aus anderen Organismen aufweisen. Homologe zu Genen aus anderen Organismen
konnen in Arabidopsis leicht identifiziert werden, weil das Arabidopsis Genom fast voll-
standig sequenziert ist (The Arabidopsis Genome Initiative 2000). In N. crassa konnte eine
wichtige Rolle zweier RdRPs an unterschiedlichen epigenetischen Mechanismen gezeigt
werden (Shiu et al. 2001, Cogoni und Macino 1999a). In C. elegans wurde nachgewiesen,
dass zwei RdRPs eine Funktion bei RNAI besitzen (Sijen et al. 2001, Smardon et al.
2000). Bel letzteren Untersuchungen konnte eine wichtige Rolle der RARP und damit von
RNAI an der Entwicklung von C. elegans gezeigt werden. In Tabak wurde eine RdRP in
Zusammenhang mit Virusabwehr identifiziert (Xie et al. 2001), und in Arabidopsis konnte
eine Beteiligung einer RARP an PTGS bewiesen werden (Akzessionsnummer At3g49500,
Mourrain et al. 2000, Damay et al. 2000). Im Arabidopsis Genom sind 6 RARP-Gene an-
notiert (Mourrain et al. 2000).

In dieser Arbeit konnte im Gen einer RdRP aus Arabidopsis eine T-DNA-Insertion identi-
fiziert werden (Akzessionsnummer At4g11130). Zwar wurde nicht nachgewiesen, dass
dies zu einer Ausschaltung der Gen-Aktivitét fuhrte, allerdings lag die Insertion im zweiten
Exon des Gens und 5™ einer Sequenz, die bei allen RARPs konserviert ist (Mourrain et al.
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2000), so dass das Fehlen dieses Bereiches zu einer Ausschaltung der Gen-Aktivitét fuhren
sollte. Pflanzen, die eine T-DNA im Gen der RARP homozygot trugen, zeigten unter den
gewdhlten Untersuchungsbedingungen keinen morphologischen Phanotyp. Es wurden
Kreuzungen mit Linien, die eine hohe Expression oder Silencing der GUS-Gene aufwie-
sen, durchgefihrt und Pflanzen identifiziert, die die T-DNA-Insertion im Gen der RARP
homozygot und die Reportergen-T-DNA hemi- oder homozygot trugen. Diese Pflanzen
zeigten keine Veranderung der GUS-Aktivitdt im Vergleich zu Pflanzen mit intaktem
RARP-Gen (3.6). Allerdings lief3en erste Experimente zur Methylierung der GUS-Gene
vermuten, dass in Linien mit einer wahrscheinlichen Ausschaltung der RARP stérkere Me-
thylierung gefunden wird. Dies konnte auf einen supprimierenden Effekt der RARP in be-
zug auf Methylierung der posttranskriptionell stillgelegten Transgene hindeuten. Aller-
dings mussen diese Anaysen verifiziert werden. Es miissen weitere Experimente z.B. zu
siRNAs oder Kreuzungen mit der bereits bekannten Arabidopsis-RARP-Mutante durchge-
fuhrt werden. Aul3erdem muss eindeutig gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit identifi-
zierte T-DNA-Insertion eine Ausschaltung der Gen-Aktivitéat der RARP verursacht.

In einem weiteren auf reverser Genetik basierenden Ansatz konnte eine T-DNA-Insertion
in eitnem homologen Gen einer DNA-Helicase identifiziert werden. Homologe Proteine in
C. eegans (mut-7, Ketting et al. 1999) und N. crassa (qde2, Cogoni und Macino 1999b)
sind an PTGS-vergleichbaren Mechanismen beteiligt. Erste Analysen von Pflanzen, die ei-
ne T-DNA-Insertion homozygot trugen, zeigten, dass unter den gewahlten Untersuchungs-
bedingungen kein morphologischer Phanotyp beobachtet wird.

4.7 Bedeutung dieser Arbeit fir die Analyse von Transgen-
Populationen

Im Rahmen dieser und anderer Arbeiten (Forsbach 2001, Gils 2000, Lechtenberg 1999)
wurde stabile und hohe Expression von Reportergenen unter dem 35S Promotor in geringer
Kopienzahl bei Uber 80 T-DNA-Transformanten in Arabidopsis gefunden (4.3.1). Ab be-
stimmten Kopienzahlen wurde dagegen ausnahmslos in allen Linien posttranskriptionelles
Silencing festgestellt (4.3.4). Das Silencing wird durch Erhdhung der Transkriptmenge
Uber einen Schwellenwert ausgel 0st, Paarung homologer DNA-Sequenzen (4.3.4) und Pro-
duktion von aberranten Transkripten zumindest durch CG-Methylierung der transkribierten
Sequenz eines Gens (4.5) als Ausldser des Silencings konnten ausgeschl ossen werden.

Die haufig beobachtete verringerte Transmission der T-DNA in T-DNA-Populationen ist
zumindest in Konstrukten, die mit den in dieser Arbeit verwendeten vergleichbar sind,
nicht auf epigenetische Inaktivierung des Transformationsmarkers zurtickzufthren, son-
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dern auf Mutationen in essentiellen Genen, die vermutlich durch Insertion der T-DNA ver-
ursacht sind (4.2).

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass bel Linien, die invertierte Se-
guenzwiederholungen zweier T-DNAS trugen, hohe Expression der auf den T-DNAS be-
findlichen Reportergene vermittelt wurde (4.3.3). Ein Einfluss durch eine mogliche Paa-
rung homologer DNA-Sequenzen in den invertierten Sequenzwiederholungen konnte da-
mit ausgeschlossen werden.

Zusammengefasst legen die Ergebnisse dieser Arbeit daher nahe, dass der Grof3teil der be-
obachteten Silencing-Phdnomene bei T-DNA-Transformanten RNA-vermittelt und daher
posttranskriptionell geschieht. Das durch invertierte Sequenzwiederholungen ausgelGste,
haufig beschriebene Silencing beruht vermutlich auf Transkription der invertierten Se-
guenzwiederholung (zusammengefasst in Selker 1999).

Die am Anfang dieser Arbeit beschriebene Variabilitét der Transgen-Expression in Arabi-
dopsis T-DNA-Transformanten, wie z.B. von Holtorf et al. (1995) beschrieben, ist zumin-
dest bei der Verwendung starker Promotoren nicht durch Einfllsse des Integrationsortes,
sondern in erster Linie durch Kopienzahl- bzw. Transkriptmengeneffekte bedingt. 1sogene
Nachkommen einer Pflanze und fir die T-DNA hemi- oder homozygote Pflanzen kdnnen
je nach Kopienzahl des Transgens sehr hohe Expression oder Silencing des Transgens
aufweisen. Zunahme von Silencing aufwel senden Pflanzen wurde mit fortschreitendem Al-
ter beobachtet (3.3.6). Fuhrt man daher Untersuchungen zur Expression eines Transgens
nur zu einem Zeitpunkt der Pflanzenentwicklung und an genetisch und molekularbiolo-
gisch nicht charakterisierten transgenen Pflanzen durch, so erhélt man eine grof3e Variabili-
t&t der Transgenexpression.

Wie diese Arbeit zeigen konnte, wird das Silencing von Transgenen unter der Kontrolle el -
nes starken Promotors durch die Erhéhung der Transkriptmenge Uber einen Schwellenwert
ausgel 0st. Dieser Schwellenwert ist vermutlich Gen-spezifisch (4.3.4). Die Ergebnisse las-
sen daher vermuten, dass fur die Expression jedes Gens ein Schwellenwert besteht, so dass
Uberexpression eines Gens nur bis zu einer gewissen Transkriptmenge erfolgen kann. Fir
einige Gene konnte dieser Schwellenwert sehr niedrig liegen. Dies kénnte dazu fihren,
dass diese Gene nicht mit einem starken Promotor Uberexprimiert werden kénnen, weil
selbst bei einer Kopie des Transgens (und der unter Umstanden vorliegenden endogenen
Kopie des Gens) Silencing ausgel 6st wird.

Die Ergebnisse in N. tabacum deuten an, dass dhnliche Mechanismen wie in Arabidopsis
zur Regulation von sehr hoch exprimierten Transgenen bestehen (4.4). Die in Arabidopsis
erhaltenen Ergebnisse kdnnen aber nicht direkt auf andere Spezies Ubertragen werden, da
trotz Verwendung identischer Promotoren und Reportergene Silencing des Reportergens in
N. tabacum bei geringeren Kopienzahlen des Reportergens ausgel 6st wurde.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Regulation der Transgenexpressi-
on und des Transgen-Silencingsin A. thaliana und N. tabacum durchgefhrt.

Die Expressionsanalyse von 25 transgenen Arabidopsis Linien mit zwei, vier oder sechs
Kopien eines chiméaren Streptomycinphosphotransferasegens (SPT) unter der Kontrolle des
CaMV 35S Promotors ergab eine einheitlich hohe und Gber ale untersuchten Generationen
stabile Expression bei Transformanten mit gleicher Kopienzahl des SPT-Gens. Vorherige
Analysen hatten gezeigt, dass transgene Arabidopsis Pflanzen mit zwel Kopien eines chi-
maéaren b-Glucuronidasegens (GUS) unter dem 35S Promotor hohe stabile Expression der
GUS-Gene aufwiesen. Der Vergleich der Expression zwischen Linien mit zwei bis sechs
SPT-Kopien zeigte eine positive Korrelation beziiglich Kopienzahl und Expression. Trans-
formanten, deren T-DNAS in unterschiedlichen Positionen im Genom vorlagen, wiesen ei-
ne vergleichbar hohe Reportergenexpression auf. Daher konnte ein bedeutender Einfluss
der chromosomalen Umgebung auf die Reportergenexpression weitgehend ausgeschlossen
werden. Invertierte Sequenzwiederholungen zweier T-DNAs mit SPT-Genen fihrten zu
keiner Beeinflussung der SPT-Expression.

Ab drei Kopien des GUS-Gens und neun Kopien des SPT-Gens wurde posttranskriptionel -
les Gen-Silencing festgestellt. Der Nachwels von siRNAs und Methylierung der transkri-
bierten DNA-Sequenz konnte in diesen Linien erbracht werden. Bel Linien, die SPT-
Silencing aufwiesen, wurden verkirzte SPT-Transkripte detektiert. Das Silencing wurde
durch Erhéhung der Transkriptmenge Uber einen Schwellenwert verursacht. Es konnten
Hinweise erbracht werden, dass ein Gen-spezifischer Schwellenwert fir das Ausldsen von
Silencing der SPT- und GUS-Gene besteht.

Es konnte gezeigt werden, dass trotz meiotischer Reversion von posttranskriptionellem Si-
lencing der GUS-Gene die Methylierung der codierenden Sequenz des GUS-Gens zum
Teil meiotisch vererbt wird. Diese interferiert nicht mit der Expression der GUS-Gene.

In N. tabacum wurde im Gegensatz zu A. thaliana Silencing des GUS-Gens bereits mit &i-
ner GUS-Kopie unter der Kontrolle des 35S Promotors ausgeldst. Dies beruht vermutlich
auch auf einem posttranskriptionellen Mechanismus.

Die vermutliche Ausschaltung einer RNA-abhangigen RNA-Polymerase aus A. thaliana
fuhrte zu keiner Beeinflussung des posttranskriptionellen Silencings der GUS-Gene.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die Variabilitét der Transgen-Expression in
A. thaliana T-DNA Transformanten nicht durch den Integrationsort, sondern durch Ko-
pienzahl- bzw. Transkriptmengen-Effekte verursacht wird und der Grof3teil der beobachte-
ten Silencing-Phanomene RNA-vermittelt ist.
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6 Abstract

This study focused on the regulation of transgene expression and silencing in A. thaliana
und N. tabacum.

Expression analysis of 25 transgenic Arabidopsis lines harboring two, four or six copies of
a chimaeric Streptomycinphophotransferase gene (SPT) controlled by the CaMV 35S pro-
moter revedled a uniformly high and stable expression over the course of all analysed
generations in transformants with similar copy numbers of the SPT gene. Earlier studies on
transgenic Arabidopsis lines containing two copies of a chimaeric b-Glucuronidase gene
(GUS) under the control of the 35S promoter had shown stable expression of the GUS
gene. Comparison of the expression of the SPT gene in lines with two to six copies re-
vealed a positive correlation between copy number and expression level. T-DNAS, which
were present at different loci in the Arabidopsis genome, conferred a similar level of re-
porter gene activity. Therefore, a pronounced influence of the chromosomal environment
on reporter gene expression was not found. Inverted repeats of two T-DNAs with SPT
genes did not influence SPT expression.

Three or more copies of the GUS gene or nine or more copies of the SPT gene triggered
posttranscriptional gene silencing. Small interfering RNAs and methylation of the
transcribed region in these lines were observed. Truncated SPT transcripts were detected in
lines showing silencing of the SPT genes. Increase of transcript level surpassing a
threshold triggered silencing. Indications for a gene-specific threshold for initiation of SPT
or GUS silencing were observed.

Posttranscriptional gene silencing of the GUS gene was meiotically reversible but methyla-
tion of the coding region was partly maintained. This methylation does not interfere with
expression of the GUS genes.

In contrast to A. thaliana silencing of the GUS gene under the control of the 35S promoter
was triggered with one copy in N. tabacum. A posttranscriptional mechanism can be sug-
gested.

Posttranscriptional gene silencing of the GUS gene in A. thaliana persisted in lines with a
presumabl e gene knock out of a putative RNA dependent RNA polymerase.

This study suggests that variability of transgene expression in A. thaliana T-DNA trans-
formants is caused by transcript level effects rather than by position effects. Generally,
most observed silencing phenomena are probably RNA-mediated.
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