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Die Blattseneszenz ist die letzte Phase der Blattentwicklung und geht mit massiven Veranderungen
der Genexpression einher. Fur andere pflanzliche Entwicklungsprozesse ist bekannt, dass der
Chromatinstatus eine wichtige Rolle innerhalb der Kontrolle der Genexpression spielt.

Das primére Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob es auch wéhrend der Blattseneszenz zu
Verénderungen der Chromatinstruktur kommt und ob diese einen Einfluss auf die Regulation der
Genexpression haben kénnten. Da zu Beginn der Arbeit kaum Informationen Gber den Zustand des
Chromatins in seneszenten Blattgeweben vorlagen, erfolgte im Modellorganismus Arabidopsis
thaliana die Analyse des Chromatins auf globaler und lokaler Ebene. Dabei konnten
immunozytologische Analysen zeigen, dass es wéhrend der Seneszenz zu deutlichen
Veranderungen euchromatischer und insbesondere heterochromatischer Bereiche des Chromatins
in Interphasezellkernen kommt. Des Weiteren konnte Uber Chromatinimmunoprazipitation
festgestellt werden, dass an Seneszenzmarkergenen wahrend der Seneszenz Histone modifiziert
und damit Verdnderungen des Chromatinstatus etabliert werden, die mit einer gesteigerten
Expression dieser Gene korrelieren. Insbesondere fir WRKY53, einem Gen, das flr einen zentralen
Regulator der Blattseneszenz kodiert, konnte ein signifikanter Anstieg aktivierender
Histonmodifikationen zeitgleich mit der Induktion der Genexpression wahrend der Seneszenz
festgestellt werden. Die Etablierung dieser aktivierenden Chromatinmodifikationen ist in Pflanzen
vollstandig supprimiert, die die putative Histonmethyltransferase SUVH2 Uberexprimieren. Des
Weiteren werden in diesen Pflanzen repressive Histonmethylierungen an WRKY53 assoziierten
Histonen etabliert. Die Ver&dnderungen der lokalen Histonmodifizierungen an WRKY53 in SUVH2
Uberexprimierenden Pflanzen spiegeln sich dabei interessanterweise in einer vollstandigen
Unterdriickung der seneszenzabhé&ngigen Expression dieses Gens wider. Fir diese Pflanzen konnte
zudem sowohl auf physiologischer als auch molekularer Ebene eine deutliche Verzdgerung der
Blattseneszenz festgestellt werden. Dariber hinaus ergaben immunozytologische Untersuchungen
der SUVH2-Uberexpressionspflanzen eine vollstandige Suppression der im WT wiéhrend der
Seneszenz induzierten  globalen Chromatinveranderungen. Durch  vergleichende
Expressionsanalysen von uber 1800 Genen, die fir regulatorische Faktoren kodieren, zwischen
WT- und SUVH2-Uberexpressionspflanzen gelang es weiterhin, eine Vielzahl von Genen zu
identifizieren, die wie WRKY53 eine verdnderte Genexpression in den transgenen Pflanzen
aufweisen. Diese Untersuchungen zeigten, dass etwa 50% der seneszenzassoziierten
regulatorischen Faktoren in ihrem Expressionsverhalten in SUVH2-Uberexpressionspflanzen
beeinflusst sind. Die gezielte Betrachtung der Expressionsmuster dieser Gene konnte aufzeigen,
dass die Uberexpression von SUVH2 dabei unterschiedliche Konsequenzen auf die Expression der
Gene hat und wahrscheinlich spezifisch auf bestimmte Genfamilien wirkt. Weiterhin wurde

festgestellt, dass insbesondere Zielgene des bZIP Transkriptionsfaktors HY5 sowie EAR-Motiv
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kodierende Gene eine veranderte Expression in SUVH2 Uberexprimierenden Pflanzen wahrend der
Seneszenz aufweisen. Diese Daten indizieren, dass HY5 und EAR-Motiv-Proteine eine zentrale
Rolle in der Steuerung seneszenzassoziierter Prozesse haben und dass die Regulation der
Expression dieser Gene unter der Kontrolle des Chromatinstatus steht.

Zusammenfassend unterstiitzen die erhaltenen Daten meiner Arbeit ein Model, in dem pflanzliche
Seneszenzprozesse durch ein vielschichtiges Netzwerk verschiedener Chromatinverdnderungen
kontrolliert sein konnten. Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind bisher noch

unbekannt und missen in zukinftigen Arbeiten aufgeklart werden.
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Leaf senescence as the last developmental stage of a leaf is realized via massive changes in gene
expression. Previous studies in other plant developmental stages suggest a role of chromatin
alterations in controlling parts of these gene expression changes.

The main objective of this thesis was to investigate if alterations in chromatin structure also occur
during leaf senescence and if these changes could influence the regulation of associated gene
expression. Since there was only limited information about chromatin states during senescence in
plants, global and local analyses of the chromatin structure in the model plant Arabidopsis thaliana
were performed. In immunocytological studies distinct alterations of euchromatic, but in particular
heterochromatic regions in senescing interphase nuclei could be ascertained. Furthermore changes
of histone modifications at senescence marker genes were observed via chromatin
immunoprecipitation correlating with the corresponding expression patterns of these genes. In
particular, at the WRKY53 gene, which encodes a central regulator of leaf senescence, a significant
increase of activating histone modifications was observed during senescence, when expression of
this gene was induced. Interestingly, the establishment of the activating marks at WRKY53 is
completely suppressed in plants overexpressing the putative histone methyltransferase SUVH2.
Moreover, repressive histone marks were enriched at this gene in these plants, which corresponds
to a suppressed upregulation of WRKY53 expression during leaf senescence. In accordance with the
inhibition of the WRKY53 induction a strong delay of leaf senescence was determined by
physiological analyses for these transgenic plants. Beyond that, a complete suppression of
senescence-specific global chromatin alterations which could be determined in wild type plants
was observed. Subsequently, the SUVH2 overexpressing plants were exploited as a tool to identify
other regulatory factors, which are also impaired in their senescence-associated expression.
Therefore a large-scale comparative expression analysis of about 1800 regulatory factors between
mature and senescent leaves of wild type and SUVH2 overexpressing plants was performed. These
investigations yielded impairment of the senescence-specific regulation of about 50 % of all
investigated regulatory factors by the strong and constant overexpression of SUVH2. Via
clustering analyses distinct patterns of affected expression of these genes as a consequence of
SUVH2 overexpression were identified. In addition, specific gene families are affected
differentially in wild type and SUVH2 overexpressing plants, which suggests a direct or indirect
locus-specific mode of SUVH2 action. Interestingly, a distinct proportion of the identified
senescence-associated genes possess an ERF-associated amphiphilic repression motif (EAR motif).
The EAR motif is the most prominent repressor motif in plants, which indicates that EAR motif-
mediated transcriptional repression could be a principal mechanism within regulation of
senescence. Furthermore, about 30 % of the senescence-related genes are predicted as putative

targets of the bZIP transcription factor HY5. This suggests that HY5-dependent processes play an
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important role within the regulatory network of leaf senescence. Moreover, these processes seem to
be specifically affected in plants overexpressing SUVH2.

Taken together, the results of my thesis give new insights into the complex regulatory network of
senescence-associated processes and the involvement of a multi-faceted network of chromatin
alterations. The exact mode of action through which chromatin modifying factors control global
and local chromatin structure and by this also gene expression at different developmental stages

have to be clarified in future experiments.
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1.1 Alterungs- und Zelltodprozesse.

Das biologische Altern und Zelltodprozesse sind allgegenwértige und elementare Komponenten
von Entwicklungskreislaufen in allen mehrzelligen Organismen. Man unterscheidet dabei im
Allgemeinen  passive  Alterungsprozesse, die als zeitabhédngige = Anhdufung von
Abnutzungserscheinungen betrachtet und durch &uflere Bedingungen verursacht werden, von
kontrollierten Zelltodprozessen, bei denen die Initiation und Progression reguliert und unter
Kontrolle einer genetischen Steuerung ablauft (Noodén et al. 1997). Auch die endogen
kontrollierten Zelltodprozesse sind dabei oft durch Umweltfaktoren beeinflussbar. Die zeitlich
abhangig sinkende Viabilitdt von Samen ist ein prominentes Beispiel flr einen passiven
Alterungsmechanismus. Endogen und exogen regulierter Zelltod als finale Folge eines
eingeleiteten  Selbstzerstorungsprozesses wird im Allgemeinen unter dem Begriff des
,Programmierten Zelltodes* (PCD; programmed cell death) zusammengefasst. Funktionell dienen
diese Prozesse vor allem der Strukturbildung, der Reproduktion und/oder der Akklimatisierung an
externe Bedingungen und konnen dabei vom Zelltod einzelner Zellen bis hin zum Absterben
ganzer Organismen reichen. PCD-Prozesse in Pflanzen sind z. B. die ,,Hypersensitive Reaktion*
(HR) bei Inkompatibilitat eines Pflanzenpathogens mit einer Pflanze, die strukturelle Bildung von
bestimmten Organen oder auch die Seneszenz von Blattern oder Frichten. Unter den PCD-
Prozessen nehmen Seneszenzprozesse allerdings eine Sonderstellung ein. So laufen pflanzliche
Seneszenzprogramme Uber einen deutlich langeren Zeitraum ab als alle anderen Zelltodprozesse.
Weiterhin sind Seneszenzprozesse oft bis in spdte Phasen hinein revertierbar. Darliber hinaus
kommt es zwar in der Konsequenz immer zu einem programmierten Absterben von Zellen, jedoch
bleiben Uber lange Phasen der Seneszenzprozesse typische, funktionell wichtige Gene, die die
eigentlichen Zelltodprozesse regulieren, reprimiert und werden erst in spéaten Stadien aktiviert
(Reape und McCabe 2008). So gibt es in der aktuellen Diskussion um die Zuordnung der
Seneszenz zu PCD-Prozessen auch einige Gegenstimmen, die die Seneszenz als einen
eigenstandigen, dem PCD vorgeschalteten Entwicklungsabschnitt definieren, der letztlich in den
eigentlichen PCD ubergeht (Delorme et al. 2000; Thomas et al. 2003).

1.2 Seneszenz der Pflanzen.

Pflanzliche Seneszenzprozesse sind essentielle Bestandteile der Entwicklung mehrzelliger Pflanzen
und sind durch eine Reihe von metabolischen Verdnderungen gekennzeichnet, die sich wahrend
der finalen Stadien von Entwicklungsprozessen ereignen und im programmierten Tod einer Zelle,
eines Gewebes, Organs oder gar der gesamten Pflanze kulminieren. Wie bei allen PCD-Prozessen,
handelt es sich auch bei der pflanzlichen Seneszenz um einen geordneten, genetisch gesteuerten
Vorgang. Dabei kommt es sowohl zur Repression einer Vielzahl von vor allem photosynthetisch

funktionellen Genprodukten als auch zur Neusynthese bzw. gesteigerten Synthese von mRNAs und
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Proteinen (Brady 1988; Smart 1994). Im Pflanzenreich kann man Seneszenzprozesse auf
verschiedenen Ebenen betrachten. So werden sie unter anderem, hinsichtlich des Einflusses der
Reproduktion auf die Seneszenzmuster, in die monokarpische und die polykarpischen Seneszenz
unterschieden (Leopold 1961). Bei der monokarpischen Form kommt es zum Absterben der
gesamten Pflanze mit Ausnahme der Samen. Es handelt sich folglich um eine dramatische und sehr
komplexe Form der Seneszenz, bei der sich einer Reproduktionsphase der Tod der gesamten
Pflanze anschlieft. Zumeist durchlaufen ein- und zweijédhrigen Pflanzen wie z. B. die
Modellorganismen Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH. (Ackerschmalwand), Hordeum vulgare L.
(Gerste) oder Glycine max (L.) Merr. (Sojabohne) diese Seneszenzform. In der Regel hdngt dabei
die Induktion der monokarpischen Seneszenz vor allem von der Ausbildung der jeweiligen
reproduktiven Einheiten ab (Noodén et al. 1997). Allerdings ist Arabidopsis (Arabidopsis thaliana)
hier eine Ausnahme, da diese Spezies keine oder nur eine geringe Abhangigkeit der Induktion der
Seneszenz von der Bildung reproduktiver Einheiten aufzuweisen scheint (Hensel et al. 1993;
Noodén und Penney 2001). Mehrjéhrige Pflanzen durchlaufen innerhalb ihrer Entwicklung die
polykarpische Form der Seneszenz, bei der sich der Reproduktionsphase das Absterben einzelner
Pflanzenteile wie der Blétter, jedoch nicht der gesamten Pflanze, anschlie3t. Ein bekanntes Beispiel
fir diesen Seneszenztyp ist der herbstliche Laubfall perennieller Laubbdume der gemaRigten
Klimazonen. Unabhéngig von der Lebensdauer sowie der Abhangigkeit von der Reproduktion der
Pflanzen, kann man Seneszenzprozesse auch auf Organebene unterscheiden. Die prominentesten
Beispiele dafir sind die Seneszenz von Bluten, Friichten oder Blattern. Blatter sind die Organe, die
hohere Pflanzen als autotrophe Lebewesen charakterisieren. lhre photosynthetische Leistung und
die damit verbundene Fahigkeit Kohlenstoff unter Verwendung von Lichtenergie zu fixieren, ist
die Grundlage fir die tierische und menschliche Erndhrung. Daraus resultiert, nicht nur fir die
Pflanze selbst, sondern auch fiir den Menschen sowie einer Vielzahl weiterer tierischer Lebewesen,
eine besondere physiologische Bedeutung der gesamten Entwicklung dieser Organe und damit

auch der Blattseneszenz.

1.3 Die Blattseneszenz.

Blatter sind photosynthetisch spezialisierte Organe, fur deren Bildung die Pflanze grofle Mengen
an Energie und Nahrstoffen aufwendet. Ausgehend von den Blattprimordien stellen Blatter in der
Phase des Blattwachstums sog. “sink“-Gewebe dar, bekommen also mehr energiehaltige
Makromolekiile zugefihrt als sie selbst herstellen kdnnen. In der photosynthetisch aktiven
Entwicklungsphase hingegen werden die Blétter zu einem sog. “source“-Gewebe und produzieren
dabei mehr energiereiche Verbindungen als sie selbst bendtigen. Diese ,iiberschiissigen®
Né&hrstoffe kénnen dann wiederum fiir den Aufbau von Folgeorganen genutzt werden. Mit Beginn
der Seneszenzphase werden zusatzlich aus den seneszierenden Blattern die zuvor eingelagerten

Ressourcen remobilisiert, d. h. zunachst zu Transportformen abgebaut und dann in “sink“-Gewebe
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wie Folgeblatter oder Samen transportiert. Die aus den Blattern abtransportierten Zellinhaltsstoffe
werden bei annuellen, also einjéhrigen Pflanzen letztendlich fiir die Bildung der Samen bendtigt.
Bei mehrjahrigen Pflanzen werden sie in Uberdauernden Organen gespeichert und nachfolgend fr
die Ausbildung der Reproduktionsorgane oder neuer Blatter verwendet. Demnach handelt es sich
bei der Blattseneszenz um eine Entwicklungsstrategie, die ma3geblich zur pflanzlichen Fitness und
dem Uberleben der Pflanze beitragt. Das primare Ziel der Blattseneszenz ist folglich nicht der
Zelltod an sich, sondern das Recycling von Nahrstoffen fiir die Ausbildung von Folgeorganen wie
Folgeblattern, Bliiten und/oder Samen.

Wie in Abbildung I-1 illustriert, kann die Seneszenz von Blattern in drei Phasen unterteilt werden
(Noodén et al. 1997). Wahrend der ersten Phase, die als Initiationsphase bezeichnet wird, kommt es
zum Umschalten des Entwicklungsprogramms und ersten Verdnderungen der Expression von
Genen. In dieser Phase werden Wachstumsprozesse verzégert bzw. ganzlich gestoppt. In der sich
anschlieBenden Progressionsphase, die auch als Reorganisations- bzw. Degenerationsphase
bezeichnet wird, kommt es zu massiven Abbauprozessen wie z. B. zur Demontage der
Photosyntheseapparate. Wahrend dieser Phase erfolgen die aktive und gesteuerte Remobilisierung
aller recycelfahigen Nahrstoffe und deren Abtransport in “sink“-Organe Dabei veréndert sich die
Expression einer Vielzahl von Genen. Bis zu einem bestimmten Zeitpunkt, dem sog. “point of no
return® (PNR), ist die Seneszenz des Blattes innerhalb dieser Phase durch Verénderungen von
Umweltbedingungen reversibel (Zavaleta-Mancera et al. 1999; Thomas et al. 2003; Thomas und
Donnison 2000; Thomas et al. 2003). Das dritte als terminale Phase oder Endphase bezeichnete
Stadium der Blattseneszenz ist durch Mechanismen gekennzeichnet, die den eigentlichen Tod der
Blattzellen einleiten. Dabei konnte flr Arabidopsis gezeigt werden, dass es im letzten Stadium der
Seneszenz zu Apoptose-dhnlichen Symptomen wie der Kondensation des Chromatins, zur DNA-
Fragmentierung und zum kontrollierten Zusammenbruch der Vakuolen kommt (Noodén et al.
1997; Jones 2001; Ishida et al. 2008).

Eines der ersten von der Seneszenz betroffenen Organellen einer Blattzelle ist der Chloroplast.
Schon bald nach Erreichen des Reifestadiums kommt es in Blattern bereits zu einem messbaren
Abfall des Chlorophyllgehalts (Miersch et al. 2000). Im Gegensatz zu den Chloroplasten, ereignen
sich strukturelle oder biochemische Verdnderungen an anderen Organellen wie den Mitochondrien
und dem Zellkern erst in spateren Phasen der Blattseneszenz (Smart 1994). Die Chloroplasten einer
Zelle enthalten bis zu 75% des gesamten Blattstickstoffs, der wiederum bis zu 50% in der
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RuBisCO) und zu etwa einem Drittel in den
Proteinen der Lichtsammel- und Antennenkomplexe der Photosyntheseapparate gebunden
vorliegen kann (Makino und Osmond 1991). Bei dem Abbau pigmenthaltiger Proteinkomplexe der
Thylakoidmembran wie z. B. des LHCP Il (light harvesting complex protein 11) kommt es zur

Entkopplung der Chlorophyll-Protein-Komplexe.
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Abbildung I-1: Phasenmodell der Blattseneszenz und der Abhangigkeit von endo- sowie exogenen Einflussgrofien.

Dabei frei werdendes Chlorophyll wiirde stark zelltoxisch wirken, da es weiterhin fahig ist,
Lichtenergie aufzunehmen, diese aber nicht an andere Akzeptoren weiterleiten kann. Folglich
wirde es zu einem deutlichen Anstieg von freien und angeregten Chlorophyllen kommen, die
wiederum in der Lage sind, die Anregungsenergie auf molekularen Sauerstoff zu (bertragen.
Dadurch kdme es zur Bildung des hoch reaktiven Singulett-Sauerstoff (*O,). Diese Form des
Sauerstoffs wirkt stark schadigend auf Makromolekile wie Nukleinséduren oder Proteine sowie auf
Membranlipide. Bei einer unkoordinierten Degradation der Pigment-Proteinkomplexe, wiirde es
aufgrund der phototoxischen Wirkung der Chlorophylle zum vorzeitigen Zelltod kommen und alle
noch im Blatt gespeicherten Ressourcen wirden damit verloren gehen. Pflanzen haben jedoch
einen effizienten Chlorophyllabbauweg entwickelt (Hoertensteiner 2006; Eckardt 2009;
Hoertensteiner 2013), der mit Beginn der Blattseneszenz angeschaltet wird und die Akkumulation
von freien Chlorophyllmolekiilen verhindert. Am Ende dieses Abbauweges werden die farblosen
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Endprodukte als sog. NCCs (non-fluorescent chlorophyll catabolites) in der Vakuole eingelagert.
Im Gegensatz zum Abbau der Proteinkomponenten der Lichtsammelkomplexe wird der enthaltene
Stickstoff aus den Chlorophyllmolekilen nicht recycelt. Neben der Degradation von
Thylakoidproteinen und dem damit gekoppelten Chlorophyllabbau, kommt es im Verlauf der
Blattseneszenz zu einer Reihe weiterer katabolischer Prozesse wie z. B. dem Abbau von
Stromaproteinen, Lipiden und Ribonukleinsduren (Smart 1994; Lohman et al. 1994). Eine
besonders wichtige Komponente fir die Pflanze ist dabei der Stickstoff, der wie erwahnt zu 75% in
den Chloroplasten in Form von Proteinen gespeichert vorliegt. Neben Stickstoff werden aber auch
z.B. phosphor- und schwefelhaltige Verbindungen sowie Metalle fir die Wiederverwertung
recycelt (Himelblau and Amasino 2001). Neben proteolytischen Prozessen spielt der Abbau von
Membranen ebenfalls eine groRe Rolle innerhalb der Blattseneszenz. Charakteristisch fiir den
Membranabbau in Blattern ist z.B. die Abnahme der chloroplastidaren Lipide sowie die
gleichzeitige Anreicherung von Fettsduren, die wiederum fir Energiegewinnungsprozesse
verwendet werden kdnnen (Kaup et al. 2002; Watanabe et al. 2013). Wéahrend der Blattseneszenz
kommt es ferner zum Abbau von Nukleinsduren, vor allem von RNA (Brady 1988). Entsprechend
steigt mit Beginn der Seneszenz die Aktivitat von RNasen deutlich an. Dies konnte u. a. fir die
RNAsen RNS2 (S-like Ribonuklease 2) und BFN1 (Bifunktionelle Nuklease 1) aus Arabidopsis
nachgewiesen werden (Taylor et al. 1993; Perez-Amador et al. 2000). Obwohl man mittlerweile
wie oben ausgefiihrt eine Vielzahl von an der Seneszenz beteiligten Faktoren kennt, besteht
beziiglich der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen zur Remobilisierung und zum
Transport der Nahrstoffe sowie Bezug nehmend auf die Umsetzung des finalen Zelltodes, noch ein
enormer Aufklarungsbedarf. Zudem gibt es bisher nur wenige Hinweise darauf wie das komplexe

Wirken der einzelnen Seneszenzprozesse reguliert und verknipft wird.

1.3.1 Induktion und Regulation der Blattseneszenz.

Die Blattseneszenz als finales Stadium der Blattentwicklung verlduft genetisch gesteuert und
umfasst die komplexe und koordinierte Verknipfung des biologischen Alters der Pflanze sowie
dem Entwicklungsstand des Blattes selbst mit den Wirkungen einer Vielzahl endogener Faktoren
wie reaktiven Sauerstoffspezies (ROS; engl. “reactive oxygen species‘), Phytohormonen oder
anderen signalgebenden Komponenten wie Stickstoffmonoxid oder Metaboliten (zusammengefasst
z.B. in Guo und Gan 2005; Lim et al. 2007a; Guo 2013; Woo et al. 2013). Neben diesen endogenen
Einflissen tangiert zudem eine Vielzahl exogener Faktoren den Verlauf der Blattseneszenz. Dabei
kann man zwischen biotischen, also den Befall der Pflanze mit Pathogenen und abiotischen
Seneszenz beeinflussenden Faktoren unterscheiden (Zhou und Gan 2009; Buchanan-Wollaston et
al. 2005; Lim et al. 2007a). Zu den abiotischen Faktoren z&hlen z.B. N&hrstoff-, Licht- oder auch
Wasserangebot. Eine suboptimale Verfugbarkeit dieser Faktoren oder auch andere schédliche

Einflisse wie Ozon oder UV-B-Strahlung kénnen zu einem verfriihtem Einsetzten und/oder einer
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Beschleunigung von Seneszenzprozessen fuhren (s. Abb. I1-1). Die Pflanzen haben also
Mechanismen entwickelt, die es ihnen als sessile Organismen erlauben, in Abhangigkeit und in
Kommunikation mit ihrer Umwelt, Seneszenzprozesse einzuleiten und zu beschleunigen. Durch
diese Adaptation ist die Pflanze in der Lage, ihren Lebenszyklus inklusive der generativen Phase

trotz widriger Umweltbedingungen zu komplettieren.

1.3.1.1 Molekulargenetische Regulation der Blattseneszenz.

Die komplexen Ablaufe der Blattseneszenz stehen unter der Kontrolle eines kernkodierten,
genetisch regulierten Entwicklungsprogrammes, das eine aktive Genexpression erfordert (Noodén
und Leopold 1988; Gan und Amasino 1997). In den letzten Jahren konnte eine Fiille von mehreren
tausend Genen, die eine verdnderte Genexpression wahrend der Blattseneszenz aufweisen, mittels
Mutantenanalysen,  differentiellen  Screeningmethoden  sowie  einer  Vielzahl  von
Transkriptomanalysen vor allem in der Modellpflanze Arabidopsis identifiziert werden (z.B.
Becker und Apel 1993; Smart et al. 1995; Park et al. 1998; Buchanan-Wollaston et al. 2003;
Buchanan-Wollaston et al. 2005; Breeze et al. 2011; Gepstein et al. 2003). Diese Untersuchungen
spiegeln die Komplexizitat der molekularen Prozesse, die wéahrend der Seneszenz ablaufen wider.

1.3.1.1.1 Genexpression wahrend der Blattseneszenz.

Waéhrend der Seneszenz von Pflanzen reprimierte Gene werden im Allgemeinen als SDGs
(senescence down regulated genes) bezeichnet. Die entsprechend kodierten Genprodukte haben
dabei zumeist anabole Funktionen. Gene, deren Expression wahrend der Seneszenz verstarkt ist,
werden dagegen als SAGs (senescence associated genes) bezeichnet und ihre Genprodukte sind
haufig funktionell in katabolen Prozessen involviert. Wie bereits erwahnt, stehen die Induktion
sowie der Ablauf der entwicklungsabhéngigen Seneszenzprozesse unter der Kontrolle einer
Vielzahl von endogenen und exogenen Faktoren. Korrespondierend dazu, ergaben weitreichende
Analysen der Expressionsprofile einer Vielzanl von SAGs unter verschiedenen
seneszenzinduzierenden Stressbedingungen, zum Teil eine stressabhdangige Regulation der
Genexpression (Park et al. 1998; Miller et al. 1999; Weaver et al. 1998; John et al. 2001; Chen et
al. 2002; Robatzek und Somssich 2001). So scheint die differentielle Genexpression eine zentrale
Rolle innerhalb  der Konvertierung exogener und endogener Signale in den
entwicklungsabhé&ngigen Prozess der Blattseneszenz einzunehmen. Dies wird durch eine neuere
vergleichende Transkriptomanalyse gestltzt, die zeigt, dass die differentielle Expression einer
Vielzahl von Genen wahrend der Blattseneszenz durch verschiedene externe und interne Faktoren
beeinflusst ist (Guo und Gan 2012). So mussen wie in Abbildung I-2 schematisch dargestellt,
endogene und exogene Signale von den Pflanzen perzipiert, mit entwicklungsabhéngigen Signalen
verschaltet und tber Signaltransduktionskaskaden weitergeleitet werden. Im Zellkern kommt es
dann zu den seneszenztypischen massiven Veranderungen der Genexpression. Untersuchungen von

Guo et al. (2004) konnten eine alternierende Expression von weit tber 2400 Genen wéhrend der
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Seneszenz in Arabidopsis zeigen. In einer neueren Transkriptomstudie, die an einer umfassenden
Seneszenzkinetik durchgefiihrt wurde, konnte sogar flir weit mehr als 6000 Gene eine verénderte
Expression nachgewiesen werden (Breeze et al. 2011). Die entsprechend synthetisierten
Genprodukte sind dann an der Weiterfihrung und Finalisierung der seneszenzassoziierten
Degradations- und Recyclingprozesse beteiligt. Die Vielzahl der endogenen Steuerungseinheiten
sowie der verschiedenen exogenen Einflussgréfien auf den Verlauf der Seneszenz sprechen fir ein
vielschichtiges Netzwerk zur Induktion der Blattseneszenz sowie eine Uberlappung der

Regulationsmechanismen der stress- und der entwicklungsabhangigen Seneszenz (He et al. 2001).
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Abbildung I-2: Schematische Darstellung der Initiation und Regulation der Blattseneszenz.

Obwohl man bereits eine Vielzahl von Komponenten der komplexen Regulationskaskaden
identifizieren konnte, sind die molekularen Mechanismen der Steuerung der Blattseneszenz noch
vielfach unverstanden. In den letzten Jahren akkumulierten jedoch Hinweise, dass Phytohormone
eine wichtige Rolle als friihe regulatorische Integratoren der stress- und entwicklungsabhangigen
Seneszenz spielen. Dabei konnte gezeigt werden, dass sie in der Regel voneinander abhéngig und
in einem stark verknupftem Netzwerk agieren (Gepstein und Glick 2013; Jibran et al. 2013). Diese
komplexen Phytohormonwirkungen kdnnten in Zusammenarbeit mit anderen Signalintegratoren
und regulatorischen Mechanismen zu den massiven Verénderungen der Expression von Genen, die
entweder fur regulatorische Komponenten oder funktionelle Faktoren des Seneszenzprogrammes
kodieren, fuhren.

1.4 Verschiedene Ebenen der Regulation der Genexpression.
Waéhrend pflanzlicher Differenzierungs- und Entwicklungsprozesse miissen Pflanzen eine Vielzahl

von gewebs-, entwicklungs- und umweltspezifischen Signalen miteinander verknipfen, um ihre

11
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zeitliche und rdumliche Genexpression zu steuern.
Neben
posttranslationellen Mechanismen spielt vor allem die Regulation der Transkription eine wichtige

Rolle bei der Kontrolle der Bildung funktioneller Genprodukte (Abbildung I-3).
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Auf dieser transkriptionellen Ebene steht die rdumliche und zeitliche Steuerung der Genexpression
wiederum unter der Kontrolle verschiedener und sich beeinflussender Mechanismen wie der
Bindung von Transkriptionsfaktoren an korrespondierende regulatorische cis-Elemente der DNA
sowie Ubergeordneten und lokalen Verdnderungen der Chromatinstruktur. Die Wichtigkeit der
Regulation durch die Kontrolle der Transkriptionsinitiation in Pflanzen wird u. a. durch den grof3en
prozentualen Anteil des Genoms reflektiert, der fur Transkriptionsfaktoren kodiert. So zeigten
Analysen des Arabidopsisgenoms, dass von den ber 27000 proteinkodierenden Genen, die das
etwa 125 Mbp (Millionen Basenpaare) groRe Genom umfasst (The Arabidopsis Genome Initiative
2000; Mitsuda und Ohme-Takagi 2009), mehr als 2000 flr Transkriptionsfaktoren und andere
regulatorische Faktoren der Transkription kodieren (Guo et al. 2005; Perez-Amador et al. 2000;
Pérez-Rodriguez et al. 2010; Riechmann et al. 2000; lida et al. 2005; Davuluri et al. 2003). In
tierischen Systemen mit einer vergleichbaren GenomgréRe ist die Anzahl von Genen, die fir solche

Proteine kodieren, im Gegensatz dazu deutlich geringer (Riechmann et al. 2000).
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1.4.1 Regulation der Genexpression durch Transkriptionsfaktoren.

Um die Transkription eines Gens durch die RNA-Polymerase Il zu initiieren, ist ein
Proteinkomplex, der sich u. a. aus sog. generellen Transkriptionsfaktoren zusammensetzt,
obligatorisch. Zusétzlich kénnen andere regulatorische Proteine die Transkriptionsrate ihrer
Zielgene in Abhéngigkeit von exogenen und endogenen Stimuli sowie immanenten
Entwicklungssignalen erhdhen oder verringern. Solche Proteine sind z.B. Transkriptionsfaktoren
(TFs), die Uber die spezifische Bindung an cis-Elemente in Promotoren von Zielgenen wirken oder
andere Faktoren (TRs; transcriptional regulators), die Uber Protein-Protein-Interaktionen oder
Chromatinremodeling auf die Transkription wirken kdnnen. Wie bereits erwahnt, gibt es in
Pflanzen eine sehr hohe Anzahl von Genen, die fir TFs und TRs kodieren. Diese kénnen anhand
ihrer Struktur und/oder auf Basis der Art ihrer DNA-Bindedomane in verschiedene Proteinfamilien
Klassifiziert werden. In Arabidopsis z.B. wurden die Gber 2000 TFs und TRs anhand ihrer
charakteristischen Doménen in etwa 60 TF-Familien (Jin et al. 2014; Pérez-Rodriguez et al. 2010)
sowie 24 TR-Familien (Pérez-Rodriguez et al. 2010) gruppiert. TFs kdnnen in der Regel entweder
als Aktivatoren oder Repressoren agieren. Allerdings wurden sowohl in tierischen als auch
pflanzlichen Systemen TFs identifiziert, die in Abhé&ngigkeit von Umweltfaktoren oder ihrer
Zielgene bifunktionell, d.h. sowohl aktivierend als auch reprimierend, wirken konnen (Adkins et al.
2006; Ceribelli et al. 2008; Miao et al. 2004; lkeda et al. 2009). Fiir eine koordinierte Genfunktion
kann ein TF oft an verschiedene Zielgene binden, wobei jedes Gen wiederum durch verschiedene
TFs kontrolliert wird. So entstehen vielschichtige Netzwerke, die in dynamischen und komplexen
Genexpressionsmustern, in Antwort auf Veranderungen durch endogene und exogene Stimuli,
resultieren. Zusétzlich steht die Aktivitat der TFs selbst oft unter transkriptioneller Kontrolle durch
andere TFs oder wird auf posttranskriptioneller Ebene reguliert. Durch diese kombinatorischen
Mechanismen kann ein und derselbe TF multiple Funktionen haben und fir die Regulation von

Genen in Abhangigkeit von distinkten Signalen verantwortlich sein.

1.4.1.1 Regulation der Genexpression durch Transkriptionsfaktoren wahrend der Seneszenz.

Die meisten, der identifizierten Gene mit einer verstarkten Expression wahrend der Blattseneszenz
kodieren fir Faktoren des seneszenzassoziierten Degradations- und Recyclingmetabolismus.
Dennoch konnten in den letzten Jahren viele Gene mit moglicher regulatorischer Funktion, wie
Komponenten der Signaltransduktion oder TFs und TRs, durch verschiedene Expressionsstudien
identifiziert werden (z.B. Guo et al. 2004; Balazadeh et al. 2008; Breeze et al. 2011). Bei den
meisten dieser regulatorischen Faktoren handelte es sich um fiir TFs kodierende Gene. Bislang
konnten z.B. in Arabidopsis weit mehr als 100 solcher TFs identifiziert werden. Diese sind iber 20
verschiedenen Familien, insbesondere der WRKY-, NAC-, C2H2 Zinkfinger-, MYB- und AP2-
EREBP-TF-Familien zugehorig (Guo et al. 2004; Buchanan-Wollaston et al. 2005; Balazadeh et al.
2008; Breeze et al. 2011). Bislang ist nur flr einige dieser TFs wie z.B. fur die WRKY-TFs
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WRKY®6 (Robatzek und Somssich 2001; Robatzek und Somssich 2002), WRKY53 (Hinderhofer
und Zentgraf 2001; Miao et al. 2004), WRKY54 oder WRKY70 (Besseau et al. 2012; Ulker et al.
2007) eine Funktion innerhalb von Seneszenzprozessen gezeigt. Insbesondere fir WRKY53 konnte
eine zentrale Rolle als positiver Regulator in frihen Stadien der Blattseneszenz nachgewiesen
werden. So zeigten Mutantenanalysen, dass ein Verlust dieses Faktors in einer deutlichen
Verzogerung der Blattseneszenz resultiert, wohingegen die Uberexpression von WRKY53 eine
Beschleunigung der Seneszenz zur Folge hat. Zudem wurden mehr als 60 mogliche Zielgene dieses
regulatorischen Faktors identifiziert, zu denen eine Reihe von bekannten SAGs sowie weitere TFs
zahlen (Miao et al. 2004). Neben den WRKY-TFs konnte auch fir einige NAC-TFs wie z.B.
AtNAP / ANAC029 (Guo und Gan 2006), ORE1 (ORESARA 1) / ANAC092 oder JUB1
(JUNGBRUNNEN 1) / ANACO042 (Wu et al. 2012) eine Bedeutung als tatsachliche Regulatoren
von Seneszenzprozessen gezeigt werden. Daruber hinaus wurde in jungeren Untersuchungen fir
einige TFs anderer Familien ebenfalls eine Bedeutung fur Seneszenzprozesse nachgewiesen. So
fiihrte z.B. die konstitutive Uberexpression des TFs RAV1 (Related to ABI3/VP1) zu einem
beschleunigten Seneszenzphanotyp (Woo et al. 2010). Des Weiteren konnte fur den R-R-type
MYB-like TF AtMYBL ein positiver Effekt auf die Regulation der Seneszenz gezeigt werden
(Zhang et al. 2011). Erst kirzlich wurde zudem ein Vertreter der MYB-TF-Familie (MYBRL1 /
MYB44) durch Jaradat et al. (2013) als ein negativer Regulator der Seneszenz identifiziert. Bislang
gibt es dennoch erst wenige Einblicke in die genauen Funktionen von seneszenzassoziierten TFs.
Auch Uber die Regulation der Genexpression dieser Faktoren selbst ist bislang wenig bekannt. Die
meisten Informationen konnten dazu bislang fir WRKY53 erlangt werden. So identifizierten Miao
et al. (2007) eine Mitogen aktivierte Proteinkinase Kinase Kinase (MEKK1) als ein WRKY53-
DNA-Bindeprotein, das zudem in der Lage ist, WRKY53 selbst zu binden. Dabei konnten die
Autoren weiter zeigen, dass MEKKL1 in vitro WRKY53 phosphorilieren und so die DNA-
Bindeaffinitat des TFs beeinflussen kann. Gleichzeitig kann WRKY53 (ber die Interaktion mit der
HECT3 Ubiquitin-Ligase UPL5 reguliert werden. So zeigten in vitro-Studien, dass die Aktivitét
des TFs durch UPL5-vermittelte Polyubiquitinierung und anschlieBender Degradation von
WRKY53 reguliert werden kann (Miao und Zentgraf 2010). Zusatzlich konnten Miao und
Zentgraf (2007) die Interaktion von WRKY53 mit dem Jasmonat-induzierbaren Protein
EPITHIOSPECIFYING SENESCENCE REGULATOR (ESR/ESP) zeigen. Durch in vitro-Studien
wiesen diese Autoren dabei einen negativen Effekt von ESR auf die DNA-Bindeaffinitdt von
WRKY53 nach. Anhand dieses Beispiels ist davon auszugehen, dass das gesamte Spektrum von
Transkription, posttranskriptionellen Prozessen, Translation bis hin zu posttranslationalen
Modifikationen sowie der selektiven Proteolyse an der Regulation von seneszenzabhangig
regulierten TFs und anderer SAGs beteiligt sein kénnte. Neben all diesen Faktoren zeigt eine
Vielzahl von Untersuchungen, dass die Chromatinstruktur einen mafigeblichen Einfluss auf die

Regulation der Genexpression haben kann (Abb. 1-3; Eberharter und Becker 2002; Grunstein
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1997). So muss es z.B. fir die Aktivierung eines Gens zu lokalen Chromatinverdnderungen
kommen, um den Zugang von TFs und die Rekrutierung des RNA-Polymerase II-
Transkriptionsinitiationskomplexes zu ermdéglichen. Zudem gibt es eine Reihe von Prozessen, auf
die im folgenden Abschnitt eingegangen wird, die die Chromatinstruktur hinsichtlich der

,,Ablesbarkeit eines Gens beeinflussen kénnen.

.42 Regulation der Genexpression durch dynamische Veranderungen der
Chromatinstruktur.

Die genomische DNA (gDNA) von Eukaryoten liegt im Zellkern dicht verpackt, komplexiert mit
einer Vielzahl von Proteinen vor. Etwa die Hélfte dieser Proteine setzt sich aus Histonproteinen
zusammen. Die grundlegende Struktur dieses DNA-Proteinkomplexes, der als Chromatin
bezeichnet wird, ist das Nukleosom (core particle). Es besteht aus einem Histonoktamer, das sich
jeweils aus zwei Molekilen der Histonproteine H2A, H2B, H3 und H4 (core histones)
zusammensetzt und von etwa 146 bp DNA ummantelt wird. Dabei bilden jeweils zwei H3/H4-
Dimere ein zentrales Histon-Tetramer, das auf jeder Seite von einem H2A/H2B-Dimer flankiert
wird (Jing et al. 2005; Jenuwein und Allis 2001). Benachbarte Nukleosomen wiederum sind (ber
einen etwa 20-80 bp groRen DNA-Abschnitt, der mit dem sog. Linkerhiston H1 assoziiert vorliegt,
miteinander verbunden, wodurch es zu einer weiteren Verdichtung der gDNA kommt (Luger et al.
1997). Die Nukleosomen konnen durch Interaktion mit anderen Proteinen weitere hohere
Verpackungszustande erreichen. So kann das Chromatin in Zellkernen, sich nicht teilender Zellen
(Interphasezellkerne) in Abh&ngigkeit von dem Verpackungsgrad der Nukleosomen entweder
»aufgelockert oder stark kondensiert vorliegen und wird daher klassischer Weise in die zwei
funktionellen Stadien Euchromatin und Heterochromatin eingeteilt. Dabei ist fir das weniger
kompakte Euchromatin ein hoheres Transkriptionspotential charakteristisch, da hier die DNA
zuganglich fir TFs und chromatinassoziierte Proteine ist. Im Gegensatz dazu ist fur das stark
kondensierte Heterochromatin eine Blockade notwendiger Zugangsstellen fiir die Bindung von TFs
und der RNA-Pol II-Maschinerie typisch, was in der Regel zu einer Unterdriickung der
Transkriptionsaktivitat fuhrt (Jenuwein und Allis 2001; Kouzarides 2007). Weiterhin ist die
Gendichte euchromatischer Bereiche deutlich hoher als im Heterochromatin, das sich wiederum
insbesondere aus repetitiven Sequenzen sowie nicht kodierender DNA zusammensetzt (The
Arabidopsis Genome Initiative 2000). Das Heterochromatin kann zudem in zwei Subtypen
unterteilt werden, das konstitutive und das fakultative Heterochromatin. Konstitutives
Heterochromatin ist durch eine hohe Dichte an repetitiven, nicht kodierenden DNA-Elementen
gekennzeichnet und findet sich im Genom vor allem in Telomer- oder Zentromerregionen sowie
perizentromerischen Regionen. Zudem enthélt es nur wenige Gene, die i. d. R. inaktiv sind
(Oberdoerffer und Sinclair 2007). Das fakultative Heterochromatin hingegen entsteht z.B. durch

die transkriptionelle Inaktivierung aktiver Gene innerhalb von Entwicklungsprozessen oder in
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Antwort auf externe Stimuli. Die genannten Chromatinzustdnde sind nicht statisch, sondern
flexibel und unterliegen dynamischen Veranderungen, die in Folge verschiedener endogener und
exogener Stimuli umgesetzt werden kdnnen. So zeigt eine Vielzahl von Studien, eine Beteiligung
tbergeordneter lokaler und globaler Chromatinverédnderungen an der Kontrolle der Genexpression
innerhalb wichtiger pflanzlicher Differenzierungs- und Entwicklungsprozesse sowie der
molekularen Antwort der Pflanze auf Umwelteinflisse (Berger und Gaudin 2003; Wagner 2003;
Tessadori et al. 2007; Pecinka und Mittelsten Scheid 2012). Zu den Mechanismen, die die
Veranderungen der Chromatinstruktur umsetzen, gehtren die Methylierung von gDNA (Gehring
und Henikoff 2007; Zilberman et al. 2007), die Wirkungen nicht kodierender RNAs (non coding
RNAs; ncRNAs) (Zhou et al. 2010a), kovalente Histonmodifikationen (Kouzarides 2007)
einschlieBlich dem Austausch von Histonvarianten (Zlatanova und Thakar 2008; Wollmann et al.
2012) sowie ATP-abhangiges Chromatinremodeling (Jerzmanowski 2007). Dabei sind die
verschiedenen Wege oft voneinander abhangig und interagieren in einem komplexen Netzwerk
miteinander (Tariq und Paszkowski 2004; Henderson und Jacobsen 2007; Saze et al. 2012). Zu den
wichtigsten und am besten untersuchten Mechanismen, die die Expression von Genen durch
Veranderungen der Chromatinstruktur regulieren, gehdren die DNA-Methylierung und die

Modifikation von Histonen. Diese Mechanismen werden im Folgenden naher erlautert.

1.4.2.1 DNA-Methylierung und Demethylierung.

Die DNA-Methylierung ist eine der am besten untersuchten chemischen Modifikationen des
Chromatins und basiert auf dem Anfiigen einer Methylgruppe an Nukleotide, zumeist an Cytosin
(Richards 1997; Klose und Bird 2006; Law und Jacobsen 2010). Dabei wird wahrend der Katalyse
durch Methyltransferasen die Methylgruppe, die von dem Donormolekil S-Adenosyl-L-Methionin
(SAM) stammt, auf das flnfte Kohlenstoffatom der Cytosinbase transferiert (Abbildung 1-4).
Waéhrend sich in S&ugern die Methylierung von Cytosinen zumeist auf CG-Dinukleotide [CpG]
beschréankt (He et al. 2011), findet man in Pflanzen Methylierungen von Cytosinen in allen
mdglichen Kontexten [symmetrisch: CpG und CpHpG sowie asymmetrisch: CpHpH; (H = A, C
oder T)] (Lister et al. 2008; Cokus et al. 2008; He et al. 2011). Genomweite Methylomanalysen in
Arabidopsis ergaben eine Methylierungsrate von 24%, 6,7% und 1,7% flr die entsprechenden
CpG, CpHpG und CpHpH-Motive (Cokus et al. 2008). Zudem konnten Lister et al. (2008) zeigen,
dass die relative Verteilung von methylierten Cytosinen (5mC) zwischen den verschiedenen
Motiven bei 55% fur CpG, 23% fir CpHpG und 22% fir CpHpH lag. Demnach machen fast die
Hélfte der methylieren Cytosine solche der nicht CpG-Motive aus. Weiterhin fanden beide Studien
heraus, dass alle drei Formen der Methylierungen insbesondere in den Repeat-reichen Regionen
des Perizentromers sowie an Transposons und Pseudogenen vorkommen, wohingegen an Genen in
der Regel vor allem, jedoch nicht ausschlieflich Methylierungen des CpG-Motivs gefunden

wurden.
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Abbildung I-4: Cytosinmethylierungsreaktion. Die
Methylierung an der C5-Position des Cytosinringes zu
5-Methylcytosin wird durch DNA-Methyltransferasen
(DMTs) vermittelt. Dabei dient das Molekil SAM als
Methyldonor. SAM, S-Adenosyl-L-Methionin; SAH,

J\ S-Adenosyl-Homocystein.

J\

Cytosm 5-Methylcytosin

SAM SAH

Die Methylierung der DNA wird durch das hochselektive Wirken von DNA-Methyltransferasen
sowie DNA-Demethylierenden Enzymen reguliert. Korrespondierend zu den in Pflanzen
mdoglichen drei verschiedenen Sequenzkontexten der Cytosinmethylierung, existieren drei
funktionelle Klassen von DNA-Methyltransferasen, die innerhalb der de novo-Bildung und/oder
der Aufrechterhaltung der Methylierung an CpG, CpHpG und CpHpH-Motiven beteiligt sind.
Neuere Studien zeigen zudem, dass die verschiedenen Wege der Cytosinspezifischen DNA-
Methylierung miteinander interagieren (Stroud et al. 2013). DNA-Methylierung an Cytosinen wird
in Pflanzen auf drei verschiedenen Wegen aufrechterhalten. So ist die METHYLTRANSFERASE
1 (MET1), das orthologe Enzym zu DNMT1 aus S&ugern, fiir das Bestehen der Methylierung an
CpG-Motiven verantwortlich (Law und Jacobsen 2010), wohingegen die Methylierung von
CpHpG Motiven  vorrangig durch die pflanzenspezifische Methyltransferase
CHROMOMETHYLASE 3 (CMT3) vermittelt wird (Law und Jacobsen 2010; Feng et al. 2010).
Die Generierung der asymmetrischen CpHpH-Methylierung erfolgt durch die Methyltransferasen
DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE2 (DRM2), einem Orthologen der
Methyltransferase DNMT3 aus Saugern sowie CMT2 (Stroud et al. 2014; Zemach et al. 2013). Die
Katalyse der de novo-Methylierung aller drei Cytosinsequenzkontexte erfolgt zudem durch die de
novo-Methyltransferase DRM2 (Cao und Jacobsen 2002a, 2002b) und agiert in Zusammenarbeit
mit dem sog. RNA-directed DNA methylation (RdADM) Weg, der die Wirkung von ncRNAs
inkludiert (Law und Jacobsen 2010; Bohmdorfer et al. 2014). Fir einen korrekten Ablauf der
DNA-Methylierungsprozesse sind allerdings neben diesen essentiellen Methyltransferasen viele
andere Faktoren wie die Chromatinremodeling ATPasen DDM1 (Jeddeloh et al. 1999; Zemach et
al. 2013) und DRD1 (Kanno et al. 2005), Methylcytosinbindeproteine wie VIM1, 2 und 3 (Woo et
al. 2008) oder auch Histonmethyltransferasen wie SUVH4 oder SUVH5 (Ebbs und Bender 2006;
Jackson et al. 2002) notwendig.

Die Methylierung von Cytosinen ist wie erwahnt nicht unumkehrbar, sondern reversibel und kann
sowohl passiv als auch aktiv, durch sog. DNA-Glykosylasen wie DEMETER (DME), DEMETER-
LIKE 2 und 3 (DML2 und DML3) oder REPRESSOR OF SILENCING 1 (ROS1) durch die
Trennung glykosidischer Bindungen aus der DNA-Sequenz entfernt werden (Choi et al. 2002;
Gehring et al. 2006; Agius et al. 2006; Penterman et al. 2007; Ortega-Galisteo et al. 2008).
In Pflanzen werden der DNA-Methylierung vor allem zwei wichtige Funktionen zugeordnet. Zum

einen sichert eine korrekte DNA-Methylierung die Genomintegritdt durch das Silencing
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»eigenniitziger DNA“ (Retrotransposons und DNA-Transposons) und Repeatsequenzen wie
zentromerischen Repeats (Chan et al. 2005). Zum anderen kann die Methylierung von Promotor-
und Genregionen Einfluss auf die Expression von Genen nehmen (Bird 2002; Zhang et al. 2006;
Zilberman et al. 2007). In der Regel korreliert dabei eine hohe Methylierungsrate an Promotoren
mit einem Silencing, also einer Unterdriickung der Expression des jeweilig nachgeschalteten Gens.
Fir eine Vielzahl von Eukaryoten konnte in genomweiten Untersuchungen gezeigt werden, dass
nicht nur repetitive Sequenzen, Transposons sowie einige Promotoren, sondern auch kodierende
Bereiche von Genen methyliert vorliegen kénnen (Suzuki und Bird 2008). So konnte z.B. flr
Arabidopsis festgestellt werden, dass etwa ein Drittel aller Gene in ihren kodierenden Bereichen
methyliert vorliegt (Zhang et al. 2006; Zilberman et al. 2007). Im Gegensatz zur Methylierung von
Promotoren, bedingt die Methylierung in kodierenden Bereichen von Genen (body methylation)
jedoch nicht zwangslaufig eine Repression der Expression (Cokus et al. 2008; Zhang et al. 2006;
Zilberman et al. 2007). Die genaue biologische Bedeutung der “body methylation* ist bislang noch
nicht eindeutig aufgeklart.

Um die Wirkung der DNA-Methylierung auf die Expression von Genen zu verstehen, ist es
essentiell aufzuklaren wie die Signale der DNA-Methylierung erkannt, weitergeleitet und
interpretiert werden. Dabei wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt (zusammengefasst in
Joulie et al. 2010). So ist ein mdglicher Mechanismus, dass die Methylierung zu Veranderungen
der Chromatinstruktur fithrt. Daraus resultierende Anderungen der Nukleosomenpositionen kénnen
dann die Zugéanglichkeit der DNA fiir Regulatoren der Transkriptionsmaschinerie beeinflussen
(Segal und Widom 2009). Eine weitere Moglichkeit wére eine sterische Blockade der direkten
Bindung von TFs an die DNA, die so zu einer Repression des nachgeschalteten Gens flihren kdnnte
(Campanero et al. 2000; Inamdar et al. 1991; Scebba et al. 2003). Ein dritter Weg fur die
Erkennung und Interpretation von DNA-Methylierung kann die Bindung von Methylcytosin
(5meC)-bindenden Proteinen und die folgende Ausbildung eines verdnderten Chromatinzustandes
sein (Clouaire und Stancheva 2008; Zemach und Grafi 2007). Sowohl in Tieren als auch in
Pflanzen ist eine Anzahl solcher 5SmeC-bindenden Faktoren bekannt. Zu diesen Proteinen gehdren
die sog. MBD-Proteine (Methyl-Bindedoméne Proteine). In Arabidopsis z.B. hat man bislang 13
Gene, die fur MBDs kodieren, identifiziert (Zemach und Grafi 2007). Fur mindestens drei dieser
putativen MBD-Proteine (AtMBD5, AtMBD6 und AtMBD?7) konnte bislang zumindest in vitro
eine Bindung an CpG-Motive, im Fall von AtMBD5 zudem auch an CpHpH-Motive, in
Abhangigkeit von ihrem Methylierungszustand nachgewiesen werden (lto et al. 2003; Zemach und
Grafi 2003; Scebba et al. 2003). Eine zweite Klasse von Faktoren, die methylierte Cytosine
erkennen konnen, sind Proteine mit einer sog. SRA-Doméne (SET- and RING-finger associated)
wie die VIM- (“VARIANT IN METHYLATION 1) oder SUVH- (SU(VAR)3-9 HOMOLOG)
Proteine. Fir einige Vertreter dieser Proteinfamilien wie VIM1 oder SUVH2, SUVH4, SUVH6

oder SUVH9 konnte ebenfalls in vitro eine Bindung von 5mCs gezeigt werden (Woo et al. 2008;
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Johnson et al. 2007; Johnson et al. 2008). Interessanterweise kodieren die SUVH-Proteine fir
Histonmethyltransferasen und werden daher als Integratoren bei der Translation der DNA-
Methylierungssignale auf Histonmethylierungsmuster diskutiert (Johnson et al. 2007). Alles in
allem gelten MBPs momentan als die Hauptregulatoren der Ubertragung von DNA-
Methylierungssignalen auf Histonmodifikationen und letztlich auf die Anderungen der Expression
von Genen. Dennoch kann die Wirkung anderer Mechanismen und Mediatoren nicht
ausgeschlossen werden.

Eine Vielzahl von Untersuchungen konnte zeigen, dass Stérungen im komplexen System der
genomischen DNA-Methylierung starke Entwicklungsstérungen sowohl in tierischen als auch
pflanzlichen Systemen bedingen (Bird 2002; Zhang et al. 2010; Zhang und Jacobsen 2006; Zhang
et al. 2010). Der Einfluss der DNA-Methylierung auf pflanzliche Entwicklungsprozesse konnte
zuerst durch Finnegan et al. (1996) sowie Cao und Jacobsen (2002a) gezeigt werden. Diese
Autoren fanden heraus, dass Arabidopsis loss-of-function Transgene der Methyltransferasen
MET1, DRM2 und CMT3 durch eine genomweiten Hypomethylierung und diverse
Entwicklungsdefekte gekennzeichnet sind. Auch fiir andere Pflanzenspezies wie z.B. fiir Reis
(Oryza sativa) konnte kurzlich gezeigt werden, dass der Verlust der orthologen OsDRM2-
Methyltransferase zu pleiotropen Stérungen von Entwicklungsprozessen fiihrt (Moritoh et al.
2012). Interessanterweise konnten zudem einige Untersuchungen in Angio- und Gymnospermen
zeigen, dass es zu Veranderungen der DNA-Methylierung wahrend Reifungs- und
Alterungsprozessen kommt (Diaz-Sala et al. 1995; Fraga et al. 2002). Zudem belegen jungere
Studien, dass ein Zusammenhang zwischen der pflanzlichen Stressantwort und der DNA-
Methylierung besteht (Pavet et al. 2006; Pecinka et al. 2010; Bilichak et al. 2012; Dowen et al.
2012; Karan et al. 2012).

1.4.2.2 Histonmodifikationen.

Histone sind basische Proteine, deren Aminosédurezusammensetzung, bis auf die des
,Linkerhistons®“ HI1, zwischen tierischen und pflanzlichen Spezies stark konserviert ist. Sie
bestehen aus einer globuldaren Doméane sowie einem flexiblen NH,-Terminus, der aus dem Verband
des Nukleosoms herausragt. Eine besondere Eigenschaft der Histone ist ihr Potential reversibel,
durch kovalente posttranslationale Modifikationen, vielféltig modifiziert zu werden. So kann eine
Reihe von Aminosduren, insbesondere in den Bereichen des NH,-Terminus, u. a. durch
Methylierung, Acetylierung, Ubiquitinierung, Phosphorylierung oder Sumoylierung variiert
werden (zusammengefasst in Kouzarides 2007). Eine Vielzahl von Untersuchungen zeigte, dass
diese kovalenten Modifikationen spezifischer Aminoséduren auf die Expression von Genen Einfluss
nehmen konnen. Neben der Funktion bei der Verpackung der gDNA, ist dies eine weitere wichtige
Funktion von Histonproteinen. Es gibt zwei Hypothesen Uber die mdglichen Wirkungen der

Histonmodifikationen auf die Regulation der Genexpression. Die sog. Ladungs-Hypothese beruht
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darauf, dass Histonmodifikationen die Chromatinstruktur durch Veranderungen der Ladung der
basischen Histone direkt beeinflussen, und so die Assoziation an die negativ geladene DNA
verandern, was wiederum den Packungsgrad des Chromatins oder auch die Zuganglichkeit fir
Proteine (z.B. Transkriptionsfaktoren) regulieren konnte (Berger 2002). Nach der sog.
,Histoncode-Hypothese™ (Strahl und Allis 2000; Jenuwein und Allis 2001) konnen
transkriptionsinaktive- oder aktive Chromatinzustdande in Abhédngigkeit von der Art der
Modifikation, der modifizierten Aminosaure selbst sowie dem gesamten Modifikationsmuster eines
Histons etabliert werden. So korreliert z.B. die Acetylierung von Lysinen im Allgemeinen mit
einem transkriptionsaktiven Zustand (Kouzarides 2007). Im Gegensatz zur Acetylierung, kénnen
Methylierungen in Abhéngigkeit von der methylierten Aminosdure sowie der Anzahl der
angehéngten Methylgruppen entweder einen aktiven oder einen repressiven Zustand des
Chromatins bedingen (zusammengefasst in Liu et al. 2010). Dabei ist eine Mono, Di- oder sogar
Trimethylierung von Aminoséuren moglich. Mit aktiven Genen assoziiert findet man in Pflanzen
z.B. an den Lysinresten 4 und 36 trimethyliertes H3-Histon (H3K4me3, H3K36me3). Auf der
anderen Seite sind die Mono- und Dimethylierung von Histon H3 an den Lysinresten 9 und 27
zumeist in transkriptionsinaktiven heterochromatischen DNA-Bereichen lokalisiert (Zhou et al.
2010b; Lachner et al. 2003; Zhang et al. 2009). Im Gegensatz zum DNA-Code scheint der
Histoncode nicht universell zu sein. So existieren artspezifische Unterschiede in der Korrelation
einiger Histonmodifikationen mit transkriptionsinaktivem und aktivem Chromatin (Loidl 2004; Ha
et al. 2011). Zum Beispiel ist die Trimethylierung von Histon H3 an der Position Lysin 9
(H3K9me3) in Drosophila (Drosophila melanogaster) eine spezifische Histonmethylierung fir
repressives Chromatin (Ebert et al. 2004). Im Gegensatz dazu findet man diese Modifikation in
Arabidopsis im Euchromatin (Naumann et al. 2005). Fiur Arabidopsis ist exemplarisch eine
Auswahl posttranslationaler Modifikationen an Histon H3 und H4 in Abbildung I-5 dargestellt.
Dabei werden Histonmodifikationen unterschieden, fur die ein Zusammenhang entweder mit
transkriptionskompetentem (Abb. 1-5A) bzw. transkriptionsinaktivem (repressivem) Chromatin
(Abb. 1-5B) beschrieben worden ist. Eine weitere Annahme der Histoncode-Hypothese ist, dass die
verschiedenen Modifikationen kombinatorisch auf die Genexpression einwirken. Die
unterschiedlichen Modifikationen kénnen demnach synergistische oder antagonistische Effekte auf
die Bindung chromatinassoziierter Proteine haben. Dabei ist die Zusammensetzung der
Modifikationen flir den Wechsel zwischen offenem und repressivem Zustand des Chromatins von
entscheidender Bedeutung. So entsteht eine grofle Anzahl von Kombinationsmdglichkeiten
modifizierter Histone fur die Feinregulierung der Genexpression und somit die Grundlage zur
Errichtung zeitlich und rdumlich differenzierter Chromatinbereiche. Die Histoncode-Hypothese
beinhaltet weiterhin, dass bestimmte Histonmodifikationen die Zugénglichkeit von Bindestellen an
den Nukleosomen flr spezifische Proteine (sog. Effector oder Reader Proteine), die entweder als

Aktivatoren oder Repressoren wirken konnen, verdndern und so Einflul auf die Genregulation
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nehmen (Jenuwein und Allis 2001). In Abh&ngigkeit von der Art der posttranslationalen
Modifikation sind solche Histon-Code interpretierenden Faktoren, Proteine mit bestimmten
Domanen, die die Erkennung der spezifischen Modifikation ermdglichen (zusammengefasst in
Taverna et al. 2007). So konnen bestimmte Proteine, die z.B. eine Chromodomane oder PHD-

Doméne tragen, spezifisch die Methylierung bestimmter Lysine an H3 oder H4 detektieren.

Abbildung 1-5: Posttranslationale Histon-
modifikationen an den NH,-Termini von
Histonen, exemplarisch fir H3 und H4.
Dargestellt sind jeweils ein Nukleosom (ohne
Linker-DNA und Histon H1), bestehend aus
einem Histonoktamer, die flexiblen NH,-

Termini der Histone (je nur ein Ende pro

o ® @ Histon gezeigt) sowie die assoziierte gDNA.
H2A m kg2 K8 ¥ Zusétzlich sind fiir die N-terminalen Enden
~— von H3 und H4 exemplarisch Modifikationen
(Methylierung und Acetylierung) gezeigt, die
(B) in  Arabidopsis mit aktivem Chromatin
assoziiert vorliegen (A) bzw. die in
Arabidopsis mit repressivem  Chromatin
assoziiert vorliegen (B). K, Lys; S, Ser; me,
Methylierung;  ac,  Acetylierung; ph,
Phosphorylierung [modifiziert nach Bannister
und Kouzarides (2011), Charron et al. (2009)
sowie Pfluger und Wagner (2007)].

NH2-Terminus

H4

nach Bannister und Kouzarides (2011)

Wie erwahnt, sind die posttranslationalen Modifikationen nicht zwangslaufig stabil, sondern
reversibel und kénnen sehr dynamischen Veranderungen unterliegen. Diese Anderungen erfordern
einerseits die Wirkung von Enzymen, die die Modifikationen anfligen (sog. Writer-Proteine) und
andererseits Faktoren, die die entsprechend angefligten Modifikationen auch wieder entfernen
kdnnen (sog. Eraser-Proteine). Bis heute hat man 13 verschiedenen Gruppen solcher Enzyme wie
Histonacetyltransferasen (HATS), Histondeacetylasen (HDASs), Histonmethyltransferasen (HMTs:
Lysin = HMTs oder Arginin = HKMTSs) oder Histondemethylasen (HDMs) identifiziert (Tan et al.
2011; Zhou et al. 2011; Thorstensen et al. 2011; Lauria und Rossi 2011; Seto und Yoshida 2014).
Zu den am besten untersuchtesten histonmodifizierenden Enzymklassen zahlen die sog. Lysin-

Histonmethyltransferasen.

1.4.2.2.1 Lysinmethylierung und Demethylierung von Histonen in Pflanzen.

Lysin-Histonmethyltransferasen sind HMTs, die die Ubertragung von ein bis drei Methylresten auf
Lysine an Histonen katalysieren. Im Vergleich zu Histonacetyltransferasen ist ihre Affinitat oft
sehr spezifisch und auf ein einziges Lysin an einem bestimmten Histon beschrénkt. Das Anfiigen
einer oder mehrerer Methylierungen kann dabei die Transkription positiv (H3K4, H3K36) oder
negativ (H3K9, H3K27, H4K20) beeinflussen (zusammengefasst in Kouzarides 2007; s. z. T. auch
in Abb. 1I-5). Das katalytische Zentrum der HMTs ist zumeist die sog. SET-Domane (Rea et al.
2000). Diese konservierte Domane wurde zuerst in der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) in
den drei verschiedenen Proteinen SU(VAR)3-9, ENHANCER OF ZESTE [E(Z)H] sowie
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TRITHORAX (TRX) gefunden (Tschiersch et al. 1994; Jenuwein et al. 1998) und verdankt diesen
ihren Namen. SU(VAR)3-9 (SUPPRESSOR OF VARIEGATION 3-9) ist eines der ersten und
bekanntesten SET-Doménenproteine. SU(VAR)3-9 wurde in Drosophila als dosisabhdngiger
Suppressor fur PEV (Positionseffekt-Variegation; Reuter und Spierer 1992; Tschiersch et al. 1994)
gefunden und kodiert fiir eine Histonmethyltransferase, die spezifisch Histon H3 an der Position
Lysin 9 (H3K9) methyliert (Schotta et al. 2002). Die Suche nach orthologen Proteinen in
Arabidopsis ergab 29 Gene, die fir SET-Domanenproteine kodieren (Baumbusch et al. 2001). Sie
konnen in Abhéangigkeit von ihren korrespondierenden Proteinen in Drosophila in vier
verschiedene Klassen eingeteilt werden: E(Z), TRX, ASH1 (ABSENT, SMALL or HOMEOTIC
Discsl; Tripoulas et al. 1996) und SU(VAR)3-9 (Baumbusch et al. 2001; Thorstensen et al. 2011).
Die grofite Gruppe dieser SET-Domanenproteine, die zudem durch eine C-terminale pre-SET-
Domaéne gekennzeichnet sind, stellen die SU(VAR)3-9 orthologen Proteine dar, die wiederum in
Abhangigkeit vom Auftreten einer zusatzlichen YDG/SRA-Doméne (YDG / Set and Ring
Associated protein domain) in zwei Gruppen unterteilt werden konnen. Zehn der 15 SU(VAR)3-9
orthologen Proteine (SUVH1-10) enthalten eine solche Domdane und werden als SUVHs
(SU(VAR)3-9 HOMOLOG) bezeichnet (Abbildung 1-6). Fir die SRA-Domane konnte in vitro
gezeigt werden, dass sie flr die Erkennung von 5mC verantwortlich ist (Rajakumara et al. 2011).
So konnte wie in Kapitel 1V.4.2.1 erwéhnt, fir einige der SUVH-Proteine wie z.B. SUVH2,
SUVHS5 oder SUVH9 bereits eine Bindung von methylierter DNA gezeigt werden (Johnson et al.
2007; Johnson et al. 2008; Rajakumara et al. 2011). Demnach scheint die Rekrutierung von SUVH-
Proteinen durch methylierte DNA sowie das Anfiigen von Histonmethylierungen an die
rekrutierten Zielloci ein SRA-Domanen-vermittelter Mechanismus zu sein. Fir die repressive
H3K9-Methylierung wiederum konnte die Bindung der Methyltransferase CMT3 gezeigt werden,
was zu einer Art selbstverstairkenden Schleife in  der Ausbildung repressiver
Chromatinmodifikationen fiihren kénnte (Johnson et al. 2007). SUVH2 und SUVH9 bilden eine
Subgruppe der SUVH-Proteine (Abbildung 1-6). Ihnen fehlt die katalytisch wichtige post-SET-
Doméne (Rea et al. 2000). Analog dazu, gelang es bislang nicht eindeutig nachzuweisen, ob die
beiden SUVH-Proteine tatsachlich eine HMT-AKktivitat besitzen, wie sie in vitro z.B. fur SUVH4
(KYP, KRYPTONITE), SUVH5 oder SUVH6 (Jackson et al. 2004; Ebbs und Bender 2006)
gezeigt werden konnte. In vitro Untersuchungen zu der HMT-Aktivitat von SUVH2 ergaben
kontroverse Ergebnisse (Naumann et al. 2005; Johnson et al. 2008). Es ist mdglich, dass SUVH2
und SUVH9 selbst keine HMT-Aktivitat in vivo besitzen, wohl aber wichtige Faktoren fiir das
transkriptionelle Gensilencing sowie die Aufrechterhaltung repressiver Histonmethylierungen sind
(Johnson et al. 2008; Kuhlmann und Mette 2012). Den verbliebenen fiinf SU(VAR)3-9 orthologen
Proteinen, fehlt die SRA-Domane und sie werden daher in der Untergruppe der SUVRs
[SU(VAR)3-9 RELATED; SUVR1-5] zusammengefasst (Baumbusch et al. 2001).
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SUVH7
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Abbildung 1-6: Phylogenetischer Baum der SUVH-Gene in Arabidospsis. Das multiple sequence alignment erfolgte
basierend auf der Aminosauresequenzen von SUVH1-10 unter Verwendung des ClustalW Algorithmus mit der BioEdit v7.2.5
Software (Ibis Biosciences, Carlshad, CA, USA).

Auch die Methylierung von Histonen ist durch sog. Eraser- oder Editor-Faktoren umkehrbar. Als
erste Histondemethylase (HDM) konnte LSD1 (LYSINE-SPECIFIC HISTONE DEMETHYLASE
1) identifiziert werden (Shi et al. 2004). Interessanterweise fiihrt der knockdown des LSD1-
Orthologen des Wurmes Caenorhabditis elegans (C. elegans), zu einer deutlichen Verlangerung
der Lebensspanne (McColl et al. 2008). Die zweite und grolte Gruppe von Lysin-
Histondemethylasen sind Enzyme, die eine Jumonji C- (JmjC) Domane enthalten (Tsukada et al.
2006; Yamane et al. 2006). Im Gegensatz zu LSD1, die nur mono- und dimethylierte Lysine
modifizieren kann, sind die JmjC-Domanen-enthaltenden Histondemethylasen (JHDMs) in der
Lage, alle drei moglichen Lysinmethylierungszustdande zu entfernen. Als erster Vertreter dieser
Proteinfamilie konnte JHDM1 identifiziert werden (Tsukada et al. 2006).

1.5 Kontrolle der Seneszenz durch Verdnderungen der Chromatinstruktur - eine
Arbeitshypothese.

In den vergangenen Jahren wurde gezeigt, dass es in Antwort auf exogene Stimuli sowie innerhalb
komplexer Entwicklungsprogramme zu dynamischen Reorganisationsprozessen der globalen und
lokalen Chromatinstruktur kommt (Zhang et al. 2010; Jarillo et al. 2009; Kalamajka et al. 2003; He
et al. 2004; Wagner 2003; Hoekenga et al. 2000; Berger und Gaudin 2003). Die Seneszenz als ein
wichtiger Schritt in der Entwicklung eines Blattes beinhaltet bzw. wird umgesetzt durch massive
Veranderungen der Genexpression, wie sie auch bei anderen Entwicklungsprozessen wie z.B. der

Ausbildung der Blite passieren (s. auch Kapitel 1.3.1.1; sowie Abbildung 1-7). Wie alle
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Entwicklungsprozesse in Pflanzen, handelt es sich auch bei der Seneszenz um einen

vielschichtigen, flexiblen und durch exogene wie endogene Stimuli kontrollierbaren Prozess.
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Abbildung I-7: Hypothese: Chromatinverédnderungen sind an der komplexen Kontrolle der Genregulation von SAGs
und SDGs beteiligt. Die Seneszenz ist ein komplexes und flexibles Entwicklungsprogramm, das durch exogene und endogene
Stimuli kontrolliert wird. Es stellte sich fir diese Dissertation die (ibergeordnete Frage, ob es zu globalen und/oder lokalen
Verénderungen der Chromatinstruktur in seneszierenden Zellen kommt (rotes Fragezeichen). Wenn ja, konnte untersucht
werden, wie genau diese Veranderungen aussehen und welche Faktoren an der Umsetzung und der Regulation dieser Prozesse
beteiligt sind (griines Fragezeichen). Zudem kdnnte (berprift werden, ob die Chromatinstruktur einen regulativen Einfluss auf
die Expression von SAGs und SDGs hat (blaues Fragezeichen).

Demnach stellte sich zu Beginn der Untersuchungen fur diese Arbeit die tibergeordnete Frage, ob
es zu Verénderungen der Chromatinlandschaft in seneszierenden Blattern kommt. Wenn ja, wére es
interessant herauszufinden, wie genau diese Verdnderungen aussehen und ob sie einen regulativen
Einfluss auf die Expression von SAGs haben (Abb. I-7). Zudem konnte untersucht werden, welche
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Faktoren an der Umsetzung und der Regulation dieser Prozesse beteiligt sind. Zu Beginn der
Arbeiten an diesem Thema gab es kaum Untersuchungen, die eine Beteiligung der
Chromatinstruktur an der Kontrolle der seneszenzspezifischen Genexpression vermuten lieRen. Die
wenigen Hinweise in seneszierenden Zellen stammen zumeist aus globalen Analysen in tierischen
und einigen pflanzlichen Organismen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass es zu strukturellen
Verénderungen des Chromatins in seneszierenden Zellkernen kommt (Drumm und Nagl 1982;
Kolodziejek et al. 2007). Altersabhangige Anderungen der Kernstruktur wie dem Verlust des
peripheren Heterochromatins konnte zudem fur C. elegans nachgewiesen werden (Haithcock et al.
2005). So gilt der Zusammenbruch der Kernstruktur in tierischen Zellkernen als ein
charakteristisches Kennzeichen alternder Zellen. Weiterhin konnte flr tierische Systeme eine
Bedeutung der Histondeacetylierung innerhalb von Altersprozessen nachgewiesen werden
(Tissenbaum und Guarente 2001; Blander und Guarente 2004). Untersuchungen von Tian und
Chen (2001) lieferten zudem Hinweise, dass auch in Pflanzen der Histonacetylierungsstatus
innerhalb der Seneszenz wichtig ist. Die Autoren generierten transgene Arabidopsislinien, die ein
Antisensekonstrukt der Histondeacetylase HD1 exprimierten. Die drastische Verringerung der
endogenen AtHD1-Expression resultierte in einer deutlichen Akkumulation acetylierter Histone
und verursachte pleiotrope Phdnotypen der Entwicklung wie z.B. eine Beschleunigung der
Seneszenz, eine verdnderte Blattmorphologie, verschiedenen Bliihdefekte sowie eine Verzégerung
des Bluhzeitpunktes.
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Das finale Stadium der Blattentwicklung, die Seneszenz, geht mit einer komplexen Regulation der
Genexpression einher. In den letzten Jahren konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt
werden, dass die Expression von Genen wahrend wichtiger Entwicklungsprozesse in Pflanzen einer
Ubergeordneten Kontrolle durch Veranderungen der Chromatinstruktur unterliegt. Zu Beginn der
experimentellen Arbeiten flir die vorliegende Dissertationsschrift, gab es kaum Untersuchungen
der Chromatinstruktur seneszierender Zellen in Pflanzen oder gar ihrem moglichen Einfluss auf
den Verlauf der Seneszenz. Das wesentliche Ziel dieser Arbeit war es daher aufzuklaren, ob es zu
Chromatinveranderungen wahrend der Blattseneszenz kommt. Dafir sollten im Modellorganismus
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) unterschiedliche Ebenen der Chromatinorganisation in
Korrelation mit der seneszenzspezifischen Genexpression betrachtet und die folgenden

Fragestellungen experimentell Gberprift werden:

I. Kommt es wahrend der Blattseneszenz zu globalen Veranderungen der Chromatinstruktur
in  Arabidopsis? Dazu sollten die Verteilungsmuster bekannter euchromatischer und
heterochromatischer Chromatincharakteristika in Zellkernen seneszenter Blatter mit denen reifer
Blatter verglichen werden.

Il. Sind lokale Chromatinveranderungen an der Regulation der Genexpression wahrend der
Blattseneszenz beteiligt? Hierzu sollte der Chromatinstatus bekannter seneszenzassoziierter
Markergene (SAGs) wiahrend der Seneszenz untersucht werden. Uber Chromatinimmuno-
prazipitation (ChlP) sollte dazu fiir eine Auswahl von Histonmodifikationen untersucht werden, ob
es zu seneszenzabhéngigen Veranderungen an SAGs kommt. Dazu war es zundchst notwendig, die
ChIP-Methode fiir das Arabidopsis-Seneszenzsystem zu etablieren. Weiterhin sollte Uberprift
werden, ob diese Histonmodifikationsmuster mit der Expression der entsprechenden Gene

korrelieren.

I11. Welche Faktoren kénnten einen Einfluss auf die seneszenzspezifische Chromatinstruktur
haben? Dabei sollte eine Analyse des Seneszenzverlaufs transgener loss- und gain-of-function
Pflanzen bekannter chromatinassoziierter Proteine erfolgen, um mogliche Faktoren, die den
Verlauf der Blattseneszenz beeinflussen konnen, zu identifizieren. Nachfolgend sollte untersucht
werden, ob und wie sich eine Verdnderung der Aktivitat solcher Faktoren auf mdgliche

seneszenzassoziierte Veranderungen der Chromatinstruktur auswirkt.

IV. Welche regulatorischen Komponenten der Blattseneszenz konnten Ziele von
Chromatinveranderungen wahrend der Seneszenz darstellen? Unter Nutzung transgener
Pflanzen, fur die eine Beeinflussung des Seneszenzverlaufs gezeigt werden konnte, sollten
vergleichend zu Arabidopsis Wildtyppflanzen Expressionsanalysen seneszenzassoziierter

regulatorischer Faktoren erfolgen.
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111.1 Etablierung eines definierten Seneszenzscreeningsystems.

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Etablierung eines Seneszenzscreeningsystems unter
Verwendung physiologischer Marker, um vergleichbare Stadien der Blattentwicklung von
Arabidopsis thaliana (L.) HEYHN. (Arabidopsis) fur die nachfolgenden molekularbiologischen
Analysen zu definieren. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte auf Erde im Langtag unter
,umweltnahen”, d.h. den natiirlichen Wachstumsverhéltnissen von Arabidopsis &hnlichen
Bedingungen (s. Kapitel V.2.1). Abbildung I1I-1A zeigt représentative Arabidopsisblattrosetten,
die in einem Zeitraum von ein bis sieben Wochen nach Ausbringung auf Erde fotografisch
dokumentiert wurden. Dabei ist zu beachten, dass sich die Kotyledonen sowie die ersten sechs
Rosettenblatter (als Blatt eins bis acht in Abb. Il11-1A gekennzeichnet) entwickelt und voll
ausgebildet haben, bevor es zur Blihinduktion kommt. Alle Folgeblatter sind entweder noch im
Reifeprozess oder entwickeln sich erst wédhrend der Blite. Da die Rosettenblatter zu
unterschiedlichen Zeitpunkten ausgebildet werden, ist auch der Zeitpunkt des Einsetzens von
Seneszenzprozessen entsprechend verschoben. Auf Grund dessen beschréankten sich alle folgenden
Analysen auf die Blatter finf bis acht, da diese Blatter in etwa zum gleichen Zeitpunkt gebildet

werden und so auch der Zeitpunkt einsetzender Seneszenzprozesse vergleichbar sein sollte.

111.1.1 Physiologische Charakterisierung von definierten Seneszenzstadien.

In Abbildung 111-1B sind représentativ die ausgewéhlten Rosettenblatter funf bis acht gezeigt, die
ebenfalls in einem Zeitraum von ein bis sieben Wochen nach Ausbringung auf Erde fotografisch
dokumentiert wurden. Nach etwa vier Wochen sind erste Ausbleichungserscheinungen zu
beobachten, die vorrangig von den Blattspitzen, also an den &ltesten Blattbereichen, beginnen. Im
weiteren Verlauf der Blattentwicklung schreitet dieser Prozess fort, bis letztlich das gesamte Blatt
eine gelblich-braune Farbe angenommen hat. Dieser Ausbleichungsprozess ist Folge eines sehr
wichtigen Teilprozess der Blattseneszenz, den Abbau der Chloroplasten und somit des
farbgebenden Chlorophylls. Physiologische Parameter wie der Chlorophyllgehalt und die
Photosystem I1-Effizienz (PSII-Effizienz), die den Abbau der Chloroplasten widerspiegeln, konnen
genutzt werden, um den Fortlauf von Seneszenzprozessen in Blattern zu dokumentieren. Wie in
Abbildung 111-1B gezeigt, wurden neben einem nicht seneszenten Kontrollstadium (NS), in dem
etwa nach zwei Wochen sowohl der Chlorophyllgehalt als auch die PSII-Effizienz maximale Werte
erreicht haben, folgende vier Seneszenzstadien determiniert: Das SO-Stadium kennzeichnet eine
friihe Phase der Seneszenz und ist durch ein signifikantes Absinken des Chlorophyllgehaltes um ca.
25% im Vergleich zur Kontrolle (NS) bei gleichzeitig noch hohem Niveau der PSII-Effizienz
definiert. Dieses Stadium wurde in Abhdngigkeit vom biologischen Replikat etwa drei Wochen
nach Aussaat erreicht. Das S1-Stadium soll die mittlere Phase der Seneszenz reprdsentieren. Im

Vergleich zur nicht seneszenten Kontrolle (NS) ist hier der Chlorophyllgehalt deutlich verringert
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und die PSII-Effizienz signifikant um etwa 10% vermindert. Die analysierten Bléatter fiinf bis acht
erreichten durchschnittlich vier Wochen nach Ausbringung auf Erde diese Phase der Seneszenz.
Das S2-Stadium soll die spate Phase der Seneszenz kennzeichnen und ist durch einen im
Vergleich zur Kontrolle (NS) um 70% bis 80% verringerten Chlorophyllgehalt und eine PSII-
Effizienz von nur noch etwa 50% im Vergleich zur Kontrolle charakterisiert. Diese spate Phase der

Seneszenz wurde etwa finf Wochen nach Aussaat erreicht.

Entwicklungsstadium NS S0 S1 S2
max.
Chlorophyligehalt (100%) ~75% ~50% ~25% ~0%

max.
PSII-Effizienz (100%) 100% ~90% ~50% ~0%

~2Wo/NS ~3Wo /S0 ~4 Wo | $1 ~5 Wo / S2 ~6 Wo / S3
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Abbildung 111-1: Verlauf der Blattseneszenz von Arabidopsis Rosettenblattern und die physiologische
Charakterisierung von Entwicklungsstadien. (A) Fotografische Dokumentation der Entwicklung von Arabidopsisrosetten
eine bis sieben Wochen (Wo) nach Aussaat. Exemplarisch sind fiir die erste Pflanze die Kotyledonen mit 1 und 2 sowie die
ersten sechs Rosettenblétter nach der Reihenfolge ihrer Ausbildung mit 3 bis 8 nummeriert. (B) Oberer Teil: Tabellarische
Auflistung der physiologischen Charakteristika der fiinf Entwicklungsstadien, die (ber die physiologischen Parameter
Chlorophyllgehalt und PSII-Effizienz definiert wurden. Unterer Teil: Fotografische Dokumentation der Entwicklung von Blatt
5-8 (ber die Zeit mit einer Zuordnung der definierten Entwicklungsstadien. (C) Gezeigt sind die Verdnderungen des
Chlorophyllgehaltes (linke Seite) bzw. der PSII-Effizienz (Fv/Fm = maximale Quantenausbeute von PSII; rechte Seite) in
Abhéngigkeit von den definierten Seneszenzstadien. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert (mit entsprechender
Standardabweichung als diinne Fehlerbalken dargestellt) von je fiinf bis zehn Messungen und vier biologischen Replikaten.
Zudem sind reprasentative Bilder von Blatt 6 sowie entsprechende Fehlfarbenbilder der Imaging-Pam-Analyse gezeigt. Der
entsprechende MaRstab ist am rechten Bildrand zur Orientierung gezeigt. Statistisch signifikante Unterschiede (zweiseitiger
Student t-Test; sind durch Sternchen markiert (*) p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).

Das hier ebenfalls aufgefiihrte S3-Stadium kennzeichnet in Arabidopsis Wildtyppflanzen

abgestorbene Blatter (Blatt 5-8), in denen nur noch minimale Chlorophylimengen nachgewiesen
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werden konnten und bei denen keine PSII-Effizienz mehr messbar war. Dieses Stadium wird wie in
Kapitel 111.4.2.2.2 beschrieben, fiir vergleichende Analysen mit transgenen Arabidopsispflanzen,
die einen verzogerten Verlauf der Blattseneszenz aufweisen, verwendet. In Abbildung I11-1C sind
die entsprechenden gemittelten Ergebnisse der Bestimmung des Chlorophyllgehaltes sowie der
PSII-Effizienz fur die definierten Stadien aus vier reprasentativen biologischen Replikaten gezeigt.
Die Auswahl der definierten Zeitfenster in der Entwicklung der Rosettenblétter vom reifen bis hin
zum fortgeschritten seneszenten Blatt fur die molekularbiologischen Analysen sollte es
ermoglichen, die komplexen Abldufe des Seneszenzprogramms zwischen biologischen Replikaten

vergleichbarer zu machen.

111.1.2 Molekulare Charakterisierung der definierten Seneszenzstadien.

Aus verschiedenen Untersuchungen ist eine Vielzahl von Genen bekannt, die wahrend der
Blattseneszenz eine gesteigerte oder verminderte Expression aufweisen und daher als sog.
seneszenzassoziierte Gene (SAGs) oder entsprechend als wéhrend der Seneszenz
herunterregulierte Gene (SDGs; senescence down-regulated genes) bezeichnet werden. Um die
Uber physiologische Parameter definierten Entwicklungsstadien (s. Kapitel 111.1.1) molekular zu
charakterisieren, wurde ein Set von zehn Markergenen ausgewéhlt und die relativen
Transkriptgehalte dieser Gene im Vergleich zum nicht seneszenten Kontrollstadium (NS) mittels
quantitativer realtime RT-PCR (qRT-PCR) analysiert (Abbildung I11-2). Bei acht der zehn Gene
(ANACO019, ANACO083, WRKY6, WRKY53, MYB13, MYB90, SAG12 und FRK1) handelt es sich um
bekannte SAGs (Buchanan-Wollaston et al. 2005; Miao et al. 2004). Die verbleibenden zwei Gene
RBCS und RPS17, die fur die kernkodierte kleine Untereinheit der RuBisCO (Ribulose-1,5-
Bisphosphat-Carboxylase/-Oxygenase) bzw. fur das ribosomale Protein S17 kodieren, sind
bekannte Vertreter der SDGs (Abbildung 111-2B). Sechs der acht SAGs kodieren fir
Transkriptionsfaktoren (TFs), wobei jeweils zwei Vertreter der NAC-, WRKY- und MYB-TF-
Familien ausgewahlt wurden. Fir alle untersuchten SAGs konnte der erwartete Anstieg der
Transkriptgehalte gezeigt werden (Abbildung 111-2A). Die Expression aller untersuchten TFs, weist
jedoch erst im mittleren Seneszenzstadium S1 einen signifikanten Anstieg auf. Im Gegensatz dazu
konnte fir SAG12 und FRK1 sowie die beiden SDGs bereits im SO-Stadium eine signifikante
Verénderung der relativen Transkriptmengen festgestellt werden (Abbildung I11-2A und B).
Insgesamt zeigen die VVerédnderungen der relativen Transkriptgehalte der untersuchten Markergene,
dass die definierten Entwicklungsstadien zur Untersuchung der seneszenzabh&ngigen

Veranderungen auf Chromatinebene geeignet sein sollten.
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Abbildung 111-2: Expression von Seneszenzmarkergenen im definierten Seneszenzsystem. Bestimmung der relativen
Transkriptgehalte mittels quantitativer realtime RT-PCR (gQRT-PCR) in den drei definierten Seneszenzstadien SO, S1 und S2,
bezogen auf die Transkriptgehalte in der nicht seneszenten Kontrolle (NS), die gleich eins gesetzt wurden. Die Analyse der
Daten erfolgte in Bezug auf das Referenztranskript der 185 rRNA anhand der 2"24“T-Methode (s. Kapitel V.2.5.7.2). Die Daten
zeigen die Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen biologischen Replikaten mit entsprechender Standardabweichung.
Statistisch signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test) zwischen den Seneszenzstadien und der Kontrolle (NS) sind
durch Sternchen markiert p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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I11.2 Globale Analysen der Chromatinstruktur von Arabidopsis Interphasekernen in
ausgewahlten Entwicklungsstadien.

Der Zellkern von Eukaryoten, einschliellich der in der Arbeit untersuchten Modellpflanze
Arabidopsis, weist eine komplexe Anordnung von heterochromatischen und euchromatischen
Doménen auf (Fransz et al. 2002). Diese beiden Zustdnde sind je nach Spezies durch typische
Chromatinmodifikationsmuster gekennzeichnet. Fur Interphasekerne reifer Arabidopsis Blattzellen
ist bekannt, dass in perizentromerischem Heterochromatin, das in den Chromozentren vorliegt,
typischerweise repressive posttranslationale Histonmodifizierungen wie H3K9mel und H3K9me2
(Mono- und Dimethylierung von Lysin (Lys) 9 an Histon 3), H3K27mel und H3K27me2 sowie
H4K20mel lokalisiert sind (Fransz et al. 2002; Jasencakova et al. 2003; Jackson et al. 2004;
Naumann et al. 2005). Im Gegensatz dazu weisen euchromatische Chromatinbereiche eine typische
Haufung anderer Histonmodifikationen wie z.B. die Methylierungen von H3K4 oder die
Acetylierung von H3K9 (H3K9ac) auf, die zumeist mit transkriptionskompetentem bzw.
transkriptionsaktivem Chromatin korreliert vorliegen (Fuchs et al. 2006; Jasencakova et al. 2003;
Zhou et al. 2010c). Zusatzlich sind jedoch auch repressive, also die Transkription inhibierende
Histonmodifizierungen wie H3K27me3 (Trimethylierung von Lys27 an Histon 3) in
euchromatischen Chromatindoménen zu finden (Zhang et al. 2007; Mathieu et al. 2005). Um die
globale Struktur des Chromatins in ausdifferenzierten Blattgeweben wahrend der Seneszenz zu
untersuchen, sollte die Verteilung verschiedener Histonmodifikationen, die entweder
euchromatische oder heterochromatische Regionen kennzeichnen, analysiert werden. Zum einen
wurden die Di- und die Trimethylierung von H3K4 (H3K4me2 und H3K4me3) als typische
Histonmodifikationen fur euchromatische Bereiche untersucht und zum anderen die
Dimethylierung von H3K9 (H3K9me2) als typische Markierung fur heterochromatische Bereiche
analysiert. Weiterhin wurde dieses Set durch die Analyse der repressiven euchromatischen
H3K27me3-Modifikation ergénzt. Die Kerne der immunozytologischen Versuche wurden zudem
mit dem DNA-Markierungsfarbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) angefarbt. Intensiv
fluoreszierende Bereiche kennzeichnen dabei Regionen im Nukleus, die eine besonders starke
Verdichtung von DNA aufweisen. So sind die zentromernahen stark kondensierten Bereiche des
konstitutiven Heterochromatins der Chromosomen deutlich in Interphasekernen ausdifferenzierter
Arabidopsisblatter als Chromozentren sichtbar (Fransz et al. 2002). In diesen Chromozentren sind
vor allem zentromere 180bp-DNA-Repeats (core repeats) lokalisiert, die von perizentrischem
Heterochromatin, das sich wiederum insbesondere aus Transposons und anderen Repeats
zusammensetzt, flankiert werden (Maluszynska und Heslop-Harrison 1991; Fransz et al. 1998;
Fransz et al. 2000; Nagaki et al. 2003). Entsprechend der Chromosomenzahl von 2n=10 in
diploiden Interphasekernen von Arabidopsis sind demnach bis zu zehn Chromozentren durch die
Anfarbung mit DAPI erkennbar. Im Gegensatz dazu weisen die DNA-armen Regionen der

Nukleoli kaum eine DAPI-Fluoreszenz auf und stellen sich daher dunkel im Vergleich zum
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restlichen Kernchromatin dar. Da sich die stdrksten Verdnderungen auf Ebene der Expression der
Seneszenzmarkergene im S1-Stadium ergaben (s. Kapitel 111.1.2), wurden fir die nachfolgenden
globalen Chromatinuntersuchungen neben dem nicht seneszenten Kontrollstadium NS, das S1-

Stadium sowie das S2-Stadium ausgewéhit.

111.2.1 Veranderungen der Verteilungsmuster euchromatischer Histonmodifizierungen von
Interphasekernen wahrend der Seneszenz.

Unter Verwendung spezifischer Antikorper gegen die euchromatischen Histonmethylierungen
H3K4me2 und H3K4me3, erfolgte die immunozytologische Analyse der Verteilungsmuster dieser
Chromatinmodifikationen im Verlauf der Seneszenz. In Abbildung I11-3A sind représentative
Aufnahmen von Interphasekernen aus nicht seneszenten (NS) Blattern sowie aus seneszenten
Blattern der Stadien S1 und S2 gezeigt. Fir beide untersuchten Histonmodifikationen ist in
Interphasekernen voll entwickelter Bléatter (NS) eine uniforme Verteilung tber den gesamten
Zellkern erkennbar. Nur der Nukleolus sowie die Bereiche der Chromozentren zeigen keine
Immunofluoreszenzsignale und indizieren ein Fehlen oder nur ein geringes Vorkommen dieser
Modifikationen in diesen Chromatinbereichen. Dieses Verteilungsmuster zeigt mit fortschreitender
Seneszenz jedoch graduelle Veranderungen. Dabei wird insbesondere in dem spaten
Seneszenzstadium S2 eine weniger uniforme, mehr granuelle Strukturierung der detektierten
Immunofluoreszenzsignale erkennbar. Das Vorkommen dieser eher ,,gesprenkelten” Verteilung
wurde im Verhiltnis zu der Gesamtzahl aller untersuchten Kerne (n > 100) analysiert (Abbildung
[11-3E). Fur beide euchromatischen Modifikationen wird dabei ersichtlich, dass im S1-Stadium
etwa ein Drittel und im spéten S2-Stadium etwa zwei Drittel der analysierten Kerne eine stérkere

Strukturierung der Immunofluoreszenzsignale zeigen.

111.2.2 Veranderungen der Verteilungsmuster repressiver Histonmodifizierungen von
Interphasekernen wahrend der Seneszenz.

Um Informationen Uber die Verteilung repressiver Histonmodifikationen in Zellkernen wéahrend
der Seneszenz zu erhalten, erfolgten unter Verwendung spezifischer Antikdrper gegen H3K9me2,
einer typischen heterochromatinassoziierten Modifikation sowie H3K27me3, einer repressiven
jedoch euchromatisch lokalisierten Modifikation, ebenfalls immunozytologische Analysen
(Abbildung 111-3B). In Kernen aus nicht seneszenten Blattern (NS) kolokalisiert das
Fluoreszenzsignal der detektierten H3K9me2-Modifikation distinkt mit den Bereichen der
Chromozentren. Neben dieser dominanten Lokalisation sind wenige kleinere punktférmige Signale
Uber den Rest des Kerns verteilt. Dies bestétigt die erwartete Assoziation von H3K9me2 mit
heterochromatischen Chromatinbereichen. In den beiden untersuchten Seneszenzstadien S1 und S2
kommt es allerdings zu einer deutlichen Veranderung des H3K9me2-Immunofluoreszenzsignals.

So sind bereits im S1-Stadium die Signale deutlich diffuser.
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Abbildung 111-3: Verénderungen der Chromatinorganisation wéhrend der Blattseneszenz. Interphasezellkerne wurden
aus Arabidopsisblattern (WT Col-0; jeweils Blatt 5 oder 6) flir drei verschiedene Entwicklungsstadien (NS, S1 und S2) isoliert.
Gezeigt sind représentative Kerne der immunohistochemischen Analysen der seneszenzspezifischen Verénderungen der
nukledren Verteilung der euchromatischen Histonmodifikationen (HM) H3K4me2 und H3K4me3 (A) sowie der repressiven
Histonmodifikationen H3K9me2 und H3K27me3 (B). (C) FiSH-Analysen der Verénderungen der chromatinweiten Verteilung
des 180bp-Repeats (180bp; core repeat) in Interphasekernen wéhrend der Seneszenz. Fir jede untersuchte Modifikation sind
im oberen Teil die DAPI-Fluoreszenz und im unteren Teil die griin (immunozytologische Analysen) bzw. rot (FiSH-Analysen)
dargestellte Fluoreszenz der korrespondierenden Kerne abgebildet. Es sind GroRenstandards (jeweils = 10um) als weil3e diinne
Linie gegeben. (D) Verénderung des Nukleolus wahrend der Seneszenz. Oberer Teil: Gezeigt ist die DAPI-Farbung
représentativer Interphasekerne fur drei verschiedenen Entwicklungsstadien (NS, S1 und S2). WeilRe Pfeile kennzeichnen
deutlich erkennbare Nukleoli. Unterer Teil: Quantifizierung in Prozent (%) distinkt erkennbarer Nukleoli in Zellkernen der
unterschiedlichen Entwicklungsstadien (n > 500). Weiterhin sind die Ergebnisse der Quantifizierung in Prozent (%) von
Zellkernen mit einer verdnderten Verteilung der euchromatischen H3K4me2, H3K4me3 und H3K27me3
immunozytologischen Signale (E) sowie von Zellkernen mit erkennbarer Dekondensation der Chromozentren, die sich durch
Verénderungen der DAPI-Fluoreszenz, der Umverteilung des H3K9me2 immunozytologischen Signals sowie des 180bp-
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Repeat FiSH-Signals zeigte (F). Die quantifizierten Daten zeigen Mittelwerte mit entsprechender Standardabweichung fir vier
biologische Replikate. (n > 100 Kerne fiir jede Analyse und jedes Entwicklungsstadium).

Dieser Effekt ist im spateren S2-Stadium noch wesentlich ausgepragter. Erneut wurde die
Veranderung des Immunofluoreszenzsignals in allen drei untersuchten Blattstadien quantifiziert.
Wie in Abbildung I11-3F gezeigt, kommt es bereits in 80% der untersuchten Kerne (n > 100) im
S1-Stadium, dem Stadium, bei dem gehauft signifikante Anderungen der Genexpression detektiert
wurden (s. Kapitel 111.1.2), zu einer Umverteilung des H3K9me2-Immunofluoreszenzsignals. Im
spaten S2-Stadium konnte in nahezu allen Kernen eine Verénderung des Signals beobachtet
werden. Flr die repressive H3K27me3-Markierung wurde ein &hnliches Verteilungsmuster wie fir
die beiden anderen untersuchten euchromatischen Modifikationen H3K4me2 und H3K4me3
festgestellt. Auch die beobachtete starkere Strukturierung des Immunofluoreszenzsignals wahrend
der Seneszenz ist fur die H3K27-Trimethylierung kennzeichnend (Abb. 111-3B) und ergab bei der
Quantifizierung dieser Beobachtung &hnliche Werte wie fur H3K4me2 und H3K4me3 (Abb. IlI-
3E).

111.2.3 Dekondensation der Chromozentren wahrend der Seneszenz.

Wie im vorigen Kapitel beschrieben, wird die Verteilung des H3K9me2-
Immunofluoreszenzsignals mit Beginn der Seneszenz diffuser. Analog dazu zeigen die durch die
DAPI-Farbung sichtbaren Bereiche der Chromozentren in seneszenten Blattern ein veréndertes
Fluoreszenzsignal (Abbildung 111-3A und B). Im Gegensatz zu Kernen aus reifen Kontrollblattern
scheinen die Chromozentren sukzessive wéhrend der Seneszenz zu dekondensieren. Diese
Beobachtung wurde ebenfalls quantifiziert (Abbildung 111-3F). In Gber 85% der analysierten Kerne
(n > 500) wurde ein diffuseres Signal der DAPI-Fluoreszenz an den Chromozentren detektiert.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen fur die analysierte H3K9me2-Modifikation. Um weiterhin zu
klaren, ob die diffuser werdenden Fluoreszenzsignale nur durch eine Verdnderung von
perizentromerischen Bereichen oder auch der Zentromeren selbst verursacht werden, wurde mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FiSH) die Verteilung des Zentromer-spezifischen 180bp-
Repeats (Maluszynska und Heslop-Harrison 1991; Fransz et al. 1998) in Interphasekernen wahrend
der Seneszenz untersucht (Abbildung 111-3C). In Kernen aus reifen Blattern konnte die erwartete
distinkte Haufung des 180bp-Repeat-spezifischen Signals mit den kondensierten Bereichen der
Chromozentren beobachtet werden. Wahrend der Seneszenz jedoch kommt es, in
Ubereinstimmung mit der ebenfalls untersuchten Lokalisation von H3K9me2, zu einer
Ausdehnung des 180bp-Repeat-Fluoreszenzsignals. Auch diese Beobachtung wurde quantifiziert
und zeigte, dass im S1-Stadium mehr als 90% aller analysierten Kerne (n > 100) diese
Veranderung aufweisen (Abb. 111-3F). Demnach kommt es bereits in einem relativ friihen
Stadium der Seneszenz zu massiven Verdnderungen der Struktur perizentromerischer Bereiche

sowie der Zentromere.
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111.2.4 Veranderungen der Nukleoli wahrend der Seneszenz.

Zusétzlich zu den detektierten Veranderungen in der Verteilung euchromatischer und vor allem
heterochromatischer Chromatinmodifikationen wurde beobachtet, dass in Uber 20% der
untersuchten Kerne des S1-Stadiums (n > 500) der Nukleolus entweder deutlich verkleinert oder
nicht mehr eindeutig identifizierbar war (Abbildung 111-3D). Im spaten S2-Stadium konnte in Gber

75% der Kerne (n > 500) kein Nukleolus eindeutig identifiziert werden.

Zusammenfassend zeigen die immunozytologischen und FiSH Analysen, dass es wahrend der
Seneszenz zu globalen Veranderungen der Chromatinstruktur sowohl in euchromatischen als
auch in heterochromatischen Bereichen, kommt. Dabei wurde insbesondere eine
Umstrukturierung des Heterochromatins festgestellt. Die Anderungen der Verteilungsmuster
der untersuchten Chromatinmodifikationen zeigten sich dabei bereits im S1-Stadium. Fur
dieses Stadium wurden ebenfalls deutliche Veradnderungen der Genexpressionsmuster
wichtiger regulatorischer Komponenten der Seneszenz nachgewiesen (s. Kapitel 111.1.2).
Diese Beobachtungen legen nahe, dass es auch lokal an SAGs zu einer Umprogrammierung
der Chromatinstruktur durch chromatinmodifizierende Mechanismen wéhrend der

Seneszenz kommen konnte.

111.3 Untersuchungen des lokalen Chromatinstatus ausgewahlter SAGs wéhrend der
Seneszenz.

Drei der acht hinsichtlich ihres Expressionsverhaltens analysierten SAGs (s. Kapitel 111.1.2)
wurden ausgewahlt, um die Histonmodifikationsmuster dieser Gene wéhrend der Seneszenz zu
untersuchen. Neben dem bekanntesten SAG SAG12, wurden die zwei flr seneszenzassoziierte TFs
kodierenden Gene ANACO083 und WRKY53 analysiert. Dazu sollte die Methode der
Chromatinimmunoprazipitation (ChIP) genutzt und fir die Verwendung an seneszentem
Blattmaterial etabliert werden. Bei der ChIP-Methode werden, unter Verwendung eines
Antikorpers gegen ein DNA-assoziiertes Protein oder gegen eine bestimmte Modifikation eines
assoziierten Proteins die entsprechenden Chromatinfragmente prézipitiert. Anschlielend kann der
Anteil distinkter DNA-Bereiche Uber PCR-Methoden identifiziert und quantifiziert werden. In
dieser Arbeit sollte zum einen mit spezifischen Antikdrpern gegen die posttranslationalen
Histonmodifikationen H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 und H3K27me3 untersucht werden, ob die
ausgewadhlten Zielgene mit Histonen assoziiert vorliegen, die die genannten Modifikationen tragen.
Zum anderen sollte analysiert werden, ob es zu Anderungen dieser Markierungsmuster wahrend
der Seneszenz kommt. Dazu wurde Chromatin von Blattern des nicht seneszenten
Kontrollstadiums (NS), bei dem die Expression der drei zu untersuchenden SAGs minimal ist
sowie aus Blattern des S1-Stadiums, bei dem es jeweils zu einem signifikantem Anstieg der

Transkriptgehalte kommt (s. Kapitel 111.1.2), untersucht.
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111.3.1 Etablierung der Chromatinimmunoprazipitation (ChIP) fur das Arabidopsis-
Seneszenzsystem.

Zum Zeitpunkt dieser Untersuchungen gab es keinerlei Informationen ber den Zustand von
Chromatin aus seneszentem Blattgewebe oder die Anwendbarkeit der ChIP in diesem System. Da
es wahrend der Seneszenz zu massiven Degradations- und Recyclingprozessen kommt, sind eine
Vielzahl von katabolen Enzymen wie Proteasen und Nukleasen aktiv. Entsprechend wurde das
verwendete Protokoll, dass auf verdffentlichten Daten von Gendrel et al. (2002) und Lawrence et
al. (2004) basiert, optimiert (Ay et al. 2009 sowie Kapitel VV.2.5.13). Die Quantifikation der DNA
aus dem immunoprazipitierten Material erfolgte Uber quantitative realtime PCR (gPCR). Dazu
wurde neben den Immunoprazipitationen (IPs) fur jedes untersuchte Stadium DNA aus einem
definierten Teil der Chromatinextrakte ohne eine zwischengeschaltete Immunopréziptation
gewonnen und genutzt, um die %-Inputwerte (%l) zu bestimmen. Aus dieser sog. Input-DNA
wurde eine Verdunnungsreihe generiert, anhand derer der prozentuale Anteil fiir jede Uber die IP
extrahierte DNA relativ zur Input-DNA berechnet werden konnte (s. Kapitel VV.2.5.13). In den
ChIP-Analysen erfolgte die Untersuchung der bereits in den globalen immunozytologischen
Analysen verwendeten Histonmethylierungen H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 und H3K27me3.
Zu Beginn der Untersuchungen gab es ebenfalls keine publizierten Daten dartiber, welche
Referenzgene fir ChlIP-Analysen in seneszenten Systemen verwendet werden kodnnen. Solche
Gene sind wichtig, um die Effizienz der IP zu analysieren und um die Daten der Zielgene mit
denen der Referenzgene der jeweiligen Probe normalisieren, d. h. aufeinander abgleichen zu
konnen. Geeignete Referenzgene bzw. DNA-Bereiche sollten dabei stabil mit der entsprechenden
Modifikation in den zu vergleichenden Proben markiert sein. Daher wurde ein Set von DNA-
Sequenzbereichen ausgewahlt (s. Appendix A.l; Tab. A.l1), die auf ihre Eignung als
Referenzsequenzen im seneszenten System hin untersucht werden sollten. Die mdglichen
Referenz-DNA-Bereiche wurden dafiir zusammen mit den drei Zielgenen tber ChIP analysiert. Fir
einen Teil der untersuchten Referenzgene sind die erhaltenen Ergebnisse der ChIP-Analysen mit
Antikdrpern gegen die vier ausgewahlten Histonmodifikationen H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2
sowie H3K27me3 aus sechs biologischen Replikaten fur die zwei untersuchten
Entwicklungsstadien NS und S1 im Appendix in Abbildung A-1 gezeigt. Anhand dieser Daten
erfolgte die Auswahl der nachstehenden Referenz-DNA-Regionen fir die Normalisierung der
SAG-IP-Daten. Die fir die Normalisierung der IP-Daten ausgewdhlten Referenz-DNA-Bereiche
sind im Appendix in Abbildung A-1A und B fiir jede Histonmodifikation grau hinterlegt. Sowohl
fir die Di- als auch die Trimethylierung von H3K4 erwies sich die TUA4-11-Region des TUA4-
Gens (TUBULIN ALPHA-4; kodierende Sequenz; Exon 2) als geeignete DNA-Region flir die
Normalisierung. Das 180bp single repeat (180bp SR) wurde fur die Normalisierung der ChlP-
Zielgendaten, die fiir die H3K9me2-Modifikation erhalten wurden, ausgewéhlt. Fir die IPs mit den

drei genannten Antikorpern (H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2) erfolgte die Normalisierung der
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%Inputwerte (%) der Zielgene eines Entwicklungsstadiums fr jedes biologische Replikat auf die
entsprechenden %l der ausgewahlten Referenz-DNA-Sequenz (s. Kapitel V.2.5.13). Fir die
Normalisierung der H3K27me3-ChlP-Daten wurde die SAG12-11-Region ausgewahlt (s. Appendix
A.l; Abb. A-1B). In diesem Fall erfolgte jedoch die Normalisierung der %l beider Stadien des
Zielgens auf die %I von SAG12-1l von nicht seneszenten (NS) Bléattern, da die Markierung mit
H3K27me3 nicht stabil Uber die Seneszenz an dieser Region war (s. Appendix A.1; Abb. A-1B). In
zukunftigen Untersuchen, beztiglich der biologischen Bedeutung der Trimethylierung von H3K27
an SAG12, sollte daher parallel die Analyse eines stabil mit H3K27me3-markiertem DNA-
Bereiches untersucht werden. Innerhalb dieser Arbeit wurden hierfir zu spéteren Zeitpunkten
bereits erste Untersuchungen vorgenommen (s. Appendix Tab. A.1; Abb. A-3). Dabei wurde die
AG-I-Region von AGAMOUS (AT4G18960) als mdogliche Referenzregion identifiziert.

Um Abbauprozesse wahrend der ChIP, die aufgrund der gesteigerten Aktivitat von Proteasen und
DNA-Nukleasen in seneszenten Geweben wahrend der Aufarbeitung wahrscheinlich sind,
auszuschlieRen, wurde zudem untersucht, ob die erhaltenen DNA-Mengen aus beiden untersuchten
Stadien vergleichbar sind. Dazu wurden Chromatinpréparationen aus NS und S1 flr jedes
Experiment hinsichtlich der enthaltenen DNA-Mengen analysiert. Fir alle untersuchten Amplikons
wurden in der gPCR keine deutlichen Unterschiede der CT-Werte (> 1) zwischen den beiden
Stadien festgestellt (Daten nicht gezeigt). Weiterhin erfolgte neben den bereits erwahnten IPs mit
spezifischen Antikdrpern gegen N-terminale Histonmethylierungen an Histon H3, parallel eine IP
mit einem Antikorper gegen den nicht modifizierten C-terminalen Teil von H3. Dieser Antikorper
erkennt, unabhangig von einer posttranslationalen Modifikation, H3. Fiihrt man ChlP-Analysen mit
einem solchen Antikdrper durch, kénnen mehrere Rickschlisse, je nach Prazipitationsverhalten,
getroffen werden. Zum einen zeigen die erhaltenen DNA-Mengen, ob die IP tiberhaupt erfolgreich
funktioniert hat. Zum anderen erhdlt man Aufschluss dariiber, ob die Prazipitation in allen
untersuchten und zu vergleichenden Proben mit einer ahnlichen Effizienz erfolgt ist. Ein weiterer
interessanter Punkt ist, dass Veranderungen der Genexpression mit einer Veranderung der Dichte
bzw. der Anordnung der Nukleosomen einhergehen kdnnen (Bai und Morozov 2010). Je nach
Kondensationsgrad des Chromatins an einem bestimmten Locus kann sich auch die Menge
assoziierter Histone veréndern. So kdnnen Informationen dariiber gewonnen werden, ob es an
untersuchten DNA-Bereichen zu Verdnderungen der Nukleosomendichte, also des
Packungszustandes des Chromatins kommt, sofern man artifizielle Abbauprozesse von Proteinen
wéhrend der ChIP-Analysen ausschlieRen konnte. Die Ergebnisse der IP mit dem H3C-Antikorper
fir die drei zu untersuchenden SAGs sowie aller verwendeter Referenz-DNA-Regionen sind im
Appendix in Abbildung A-4 dargestellt. Fir alle untersuchten Loci konnten keine signifikanten

Unterschiede der Nukleosomendichte in beiden Entwicklungsstadien festgestellt werden.
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111.3.2 Histonmodifikationsmuster an SAGs wahrend der Seneszenz.
Nachfolgend sollten nun die Histonmodifikationsmuster und die Korrelationen mit der
seneszenzabhangigen Expression fur die drei SAG-Markergene SAG12, ANAC083 und WRKY53

untersucht werden.

111.3.2.1 Histonmodifikationsmuster an SAG12 wahrend der Seneszenz.

SAG12 ist eines der am starksten wahrend der Seneszenz exprimierten SAGs (Noh und Amasino
1999). Das Gen setzt sich aus drei Exons, die von zwei Introns unterbrochen werden, zusammen
(Abbildung 111-4A) und kodiert fur eine Cysteinprotease. Im Vorfeld wurden bekannte Daten fir
die vier Histonmodifikationen H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 und H3K27me3 des USCS
Arabidopsis Genome Browsers (http://epigenomics.mcdb.ucla.edu/), die aus genomweiten ChlP-
Analysen an Keimlingen bzw. jungen Pflanzen stammen, verwendet, um den Chromatinstatus am
SAG12-Gen zu dokumentieren (Zhang et al. 2009; Zhang et al. 2007; Bernatavichute et al. 2008).
In Abbildung 11I-4B sind die entsprechenden Daten fiir die zu untersuchenden
Histonmethylierungen gezeigt. So wurde an SAG12 in Keimlingen weder H3K4me2 noch
H3K4me3 detektiert. Allerdings konnte eine deutliche Assoziation von SAG12-Bereichen etwa
1 bp bis 500 bp up- sowie 200 bp bis 1000 bp downstream des Transkriptionsstarts (TKS) mit der
repressiven H3K27me3-Modifikation detektiert werden. Interessanterweise ist in dem dazwischen
gelegenen Bereich 1 bp bis etwa 150 bp downstream des TKSs H3K27me3 deutlich reduziert und
steigt erst danach wieder an. In dieser H3K27me3-armen Genregion wurde ein kurzer Abschnitt,
der mit der H3K9me2-Modifikation angereichert ist, identifiziert. Rund um diesen interessanten
Bereich des TKSs wurden zwei verschiedene Primerpaare ausgewahlt (dargestellt in Abbildung I11-
4A), die fir die Quantifizierung der immunoprazipitierten DNA verwendet werden sollten. In den
ChIP-Analysen erfolgte die IP parallel an Chromatin, das aus reifen Blattern (Abb. I111-4C; NS:
SAG12 sehr schwach exprimiert; Detektionsgrenze der qRT-PCR) und aus seneszenten Bléattern
(Abb. 111-4C; S1-Stadium: deutliche Expression von SAG12) extrahiert wurde. Die Ergebnisse der
Assoziation von SAG12 mit den entweder transkriptionsaktives Chromatin markierenden
(H3K4me2 und H3K4me3) oder transkriptionsinaktives Chromatin markierenden (H3K9me2 und
H3K27me3) Histonmethylierungen sind jeweils in Abbildung 111-4D und E zusammengefasst.
Dargestellt sind die auf das jeweilige Referenzgen normalisierten (Appendix A.1 sowie Kapitel
V.2.5.13) Daten von sechs biologischen Replikaten. Fir beide untersuchten SAG12-DNA-Bereiche
(SAG12-1 und SAG12-1l) wurden relativ geringe Mengen der euchromatischen H3K4me2 und
H3K4me3-Modifikationen in reifen Blattern detektiert. Dabei verbleibt die Stdrke der Assoziation
mit H3K4me2 auch im S1-Stadium, bei dem es zur massiven Induktion der Expression von SAG12
kommt, auf relativ niedrigem Niveau. Im Gegensatz dazu kommt es zu einem signifikanten

Anstieg der Trimethylierung von H3K4 an beiden untersuchten DNA-Bereichen von SAG12.
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Abbildung I11-4: Histonmodifikationsmuster an SAG12 in reifen und seneszenten Arabidopsisblattern. (A) Dargestellt
sind die Genstruktur von SAG12 (AT5G45890) sowie der etwa 1200 bp upstream des TKS liegende Promotorbereich.
Weiterhin ist die Lokalisation der Primer gezeigt, die fiir die Amplifikation der zwei analysierten Genbereiche (SAG12-1 und
SAG12-11) in den ChIP-Analysen verwendet wurden. (B) Abgebildet sind die Daten (z-score) des USCS Arabidopsis Genome
Browsers zu den unter A dargestellten korrespondierenden Genbereichen fur die vier untersuchten Histonmodifikationen
H3K4me2, H3K4me4, H3K9me2 und H3K27me3. Fir H3K9me2 sind die ChlP-Daten aus zwei Ansétzen dargestellt, die auf
verschiedenen ChIP-Techniken basieren. Zum einen erfolgte die ChIP an Micrococcal Nuclease behandeltem Chromatin
(MNase) und zum anderen an durch Crosslinken und Ultraschall behandeltem Chromatin (CL). (C) Hier sind erneut die
relativen Transkriptgehalte von SAG12 (s. Kapitel 111.1.2) furr die beiden in den ChIP-Analysen untersuchten Stadien NS und
S1 zur besseren Vergleichbarkeit der Expression und der korrespondierenden Histonmodifikationsmuster gezeigt. Weiterhin
sind die Ergebnisse der ChlP-Analysen fiir beide untersuchte Stadien abgebildet, die unter Verwendung von Antikorpern
gegen die euchromatischen Histonmodifikationen H3K4me2 und H3K4me3 (D) sowie die repressiven Histonmodifikationen
H3K9me2 und H3K27me3 (E) erfolgten. Die Balken ergeben sich dabei aus den %-Inputwerten (%l) des Zielgens SAG12,
normalisiert auf die %l des jeweiligen Referenzgens, die 100% gesetzt wurden. Jeder Datenpunkt beruht auf sechs
unabhédngigen biologischen Replikaten (entsprechende Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung). Die
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Quantifizierung der immunoprazipitierten DNA erfolgte iber gPCR. Sternchen (*) kennzeichnen signifikante Unterschiede
(zweiseitiger Student t-Test; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001).

Dennoch ist die Starke der Markierung der untersuchten SAG12-Regionen deutlich kleiner als die
des zur Normalisierung verwendeten Referenzgens TUA4. Weiterhin ergaben die IPs gegen die
H3K9me2-Modifikation eine relativ schwache Markierung der SAG12-assoziierten Histone mit
dieser Modifikation in den beiden untersuchten Genbereichen im NS-Stadium (Abb. I[11-4E).
Allerdings konnte ein signifikanter Abfall von H3K9me2 im S1-Stadium festgestellt werden.
Weiterhin zeigten die IPs unter Verwendung des H3K27me3-Antikorpers ein deutliches
Vorkommen dieser repressiven Histonmodifikation im NS-Stadium an den untersuchen SAG12-
Genbereichen. Interessanterweise wurden an beiden SAG12-Genbereichen im S1-Stadium deutlich
geringere Mengen DNA (iber die H3K27me3-1P detektiert.

Demnach kommt es im S1-Stadium, in dem die Transkription von SAG12 massiv gesteigert
ist, zum einen zu einem Anstieg der aktivierenden H3K4me3-Modifikation und zum anderen
zum Verlust der repressiven Histonmodifikationen H3K9me2 und H3K27me3 im Bereich des
TKSs.

111.3.2.2 Histonmodifikationsmuster an ANAC083 wahrend der Seneszenz.

ANACO083 kodiert firr einen seneszenzassoziierten NAC TF (Arabidopsis NAC domain containing
protein 83). Das Gen besteht aus drei Exons, die durch zwei Introns unterbrochen sind (Abbildung
[11-5A). Abbildung 111-5B zeigt die Daten des USCS Arabidopsis Genome Browsers fir die zu
untersuchenden Histonmethylierungen. Aus diesen Daten wird ersichtlich, dass ANACO083 in
Keimlingen mit beiden euchromatischen Histonmodifikationen H3K4me2 und H3K4me3 assoziiert
vorliegt. Im Gegensatz dazu wurden weder an der ANACO083-Promotorregion, noch an der
kodierenden Region des Gens die repressiven Histonmarks H3K9me2 oder H3K27me3
nachgewiesen. Fir die Analyse der seneszenzspezifischen Muster der Histonmodifikationen an
ANACO083 wurden wiederum zwei verschiedene Regionen untersucht (Abb. 11I-5A). Zum einen
wurde ein Primerpaar verwendet, das eine Promotorregion etwa 500 bp upstream des TKS
(ANACO083-1) und zum anderen eines, das einen Abschnitt des dritten Exons der kodierenden
Sequenz (CDS) amplifiziert (ANACO083-1). Dabei erfolgten die ChIP-Analysen erneut parallel an
Chromatin reifer (Abb. 111-5C; NS-Stadium: ANACO083 basal exprimiert) und seneszenter Bléatter
(Abb. 111-5C; S1-Stadium: deutliche Expression von ANACO083). Die Ergebnisse der ChIP von
ANACO083 mit H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 und H3K27me3 sind in Abbildung I11-5D und E
zusammengefasst. Dargestellt sind die auf das jeweilige Referenzgen normalisierten (Appendix
A.l sowie Kapitel V.2.5.13) Daten aus vier biologischen Replikaten. Fir ANACO083-1 wurden
relativ geringe Mengen der euchromatischen H3K4me2- und H3K4me3-Modifikationen in reifen
Blattern detektiert. Jedoch kommt es im S1-Stadium zu einem deutlichen Anstieg von H3K4me2.

Im Gegensatz dazu wurden unverandert niedrige Werte fir H3K4me3 im S1-Stadium detektiert.
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Abbildung [111-5: Histonmodifikationsmuster an ANACO083 in reifen und seneszenten Arabidopsisblattern. (A)
Dargestellt sind die Genstruktur von ANAC083 (AT5G13180) sowie 1000 bp der DNA-Sequenz upstream des TKS. Weiterhin
ist die Lokalisation der Primer gezeigt, die fur die Amplifikation der zwei analysierten Genbereiche (ANACO083-1 und
ANACO083-11) in den ChIP-Analysen verwendet wurden. (B) Abgebildet sind die Daten (z-score) des USCS Arabidopsis
Genome Browsers zu den korrespondierenden Genbereichen (unter A) fur die vier untersuchten Histonmodifikationen
H3K4me2, H3K4me4, H3K9me2 und H3K27me3. Fir H3K9me2 sind die ChIP-Muster aus zwei Ansatzen, die auf
verschiedenen ChIP-Techniken basieren, dargestellt. Zum einen erfolgte die ChIP an Micrococcal Nuclease behandeltem
Chromatin (MNase) und zum anderen an durch Crosslinken und Ultraschall-behandeltem Chromatin (CL). (C) Hier sind
erneut die relativen Transkriptgehalte von ANAC083 (s. Kapitel 111.1.2) fiir die beiden in den ChIP-Analysen untersuchten
Stadien NS und S1 zur besseren Vergleichbarkeit der Expression und den korrespondierenden Histonmodifikationsmuster
gezeigt. Weiterhin sind die Ergebnisse der ChlP-Analysen fiir beide untersuchte Stadien abgebildet, die unter Verwendung von
Antikdrpern gegen die euchromatischen Histonmodifikationen H3K4me2 und H3K4me3 (D) sowie die repressiven
Histonmodifikationen H3K9me2 und H3K27me3 (E) erfolgten. Die Balken ergeben sich dabei aus den %-Inputwerten (%l)
des Zielgens ANACO083, normalisiert auf die %l des jeweiligen Referenzgens, die 100% gesetzt wurden. Jeder Datenpunkt
beruht auf vier unabhéngigen biologischen Replikaten (entsprechende Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung).
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Die Quantifizierung der immunoprézipitierten DNA erfolgte Uber gPCR. Sternchen (*) kennzeichnen signifikante
Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001).

Deutlich héhere Mengen der beiden euchromatischen Modifikationen konnten an der zweiten
untersuchten Region im kodierenden Bereich des ANAC083-Gens (ANACO083-11) in reifen Blattern
gefunden werden. Allerdings kommt es zu keinen Veranderungen der H3K4me2- und H3K4me3-
Modifikationen an diesem Genbereich im S1-Stadium. Fir die beiden repressiven Modifikationen
(H3K9me2 und H3K27me3) konnte nur ein sehr geringes Vorkommen an beiden untersuchten
ANACO083-Regionen nachgewiesen werden. Weiterhin zeigten sich auch fir diese beiden

Histonmodifikationen keine Veranderungen im S1-Stadium.

Demnach ist die Chromatinumgebung von ANACO083 in beiden analysierten Stadien durch
aktivierende Histonmodifikationen gekennzeichnet. An der Promotorregion ANACO083-1
kommt es zudem seneszenzabhdngig zu einer leichten zusatzlichen Etablierung der
H3K4me2-Modifikation. Des Weiteren konnte kaum ein Vorkommen von Histonen mit den
repressiven Modifikationen H3K9me2 und H3K27me3 an den untersuchten ANAC083-
Genbereichen in beiden untersuchten Entwicklungsstadien festgestellt werden.

111.3.2.3 Histonmodifikationsmuster an WRKY53 wahrend der Seneszenz.

WRKY53 kodiert fur einen TF der WRKY-Familie, der als ein zentraler Regulator von
Seneszenzprozessen bekannt und fir die Regulation der Expression vieler weiterer SAGs
verantwortlich ist (Miao et al. 2004). Das Gen setzt sich aus zwei Exons zusammen, die von einem
Intron unterbrochen werden (Abbildung I11-6A). Abbildung I11-6B zeigt den Zustand des
Chromatins an WRKY53 in Keimlingen beziglich der zu untersuchenden Histonmodifikationen,
die durch globale Analysen erfasst wurden (USCS Arabidopsis Genome Browser). Dabei ist
ersichtlich, dass weite Bereiche des Gens mit Histonen assoziiert vorliegen, die durch die Di- und
Trimethylierung an H3K4 modifiziert sind. Weiterhin ist eine sehr geringe bzw. keine Assoziation
mit den repressiven H3K9me2- und H3K27me3-Modifikationen im Bereich des WRKY53-Gens in
den genomweiten Chromatinanalysen nachgewiesen worden. Interessanterweise ist das Ausmaf
der detektierten H3K4me2 und H3K4me3-Modifikation um den Translationsstart (TLS) deutlich
geringer als in den anderen Bereichen des Gens. Dieser Bereich wurde durch die Amplifikation des
WRKY53-1-Fragmentes (dargestellt in Abb. I11-6A), der durch ChIP isolierten DNA, analysiert.
Des Weiteren wurde eine zweite Region untersucht (WRKY53-I1; dargestellt in Abb. 111-6A), die
im Bereich des zweiten Exons lokalisiert ist. Auch fur WRKY53 erfolgten die IPs parallel an
Chromatin, das aus reifen Blattern (Abb. 111-6C; NS-Stadium: WRKY53 basal exprimiert) und aus
seneszenten Blattern (Abb. I11-6C; S1- Stadium: deutliche Expression von WRKY53) extrahiert
wurde. Die Ergebnisse der ChlIP-Analysen fiir WRKY53 sind in Abbildung 111-6D und E

zusammengefasst.
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Abbildung I11-6: Histonmodifikationsmuster an WRKY53 in reifen und seneszenten Arabidopsisblattern. (A) Dargestellt
sind die Genstruktur von WRKY53 (AT4G23810) sowie 500 bp der DNA-Sequenz upstream des TKS. Weiterhin ist die
Lokalisation der Primer gezeigt, die fur die Amplifikation der zwei analysierten Genbereiche (WRKY53-1 und WRKY53-11) in
den ChIP-Analysen verwendet wurden. (B) Abgebildet sind die Daten (z-score) des USCS Arabidopsis Genome Browsers zu
den korrespondierenden Genbereichen (unter A) flir die vier untersuchten Histonmodifikationen H3K4me2, H3K4me4,
H3K9me2 und H3K27me3. Fur H3K9me2 sind die ChIP-Muster aus zwei Ansétzen, die auf verschiedenen ChlP-Techniken
basieren, dargestellt. Zum einen erfolgte die ChIP an Micrococcal Nuclease behandeltem Chromatin (MNase) und zum
anderen an durch Crosslinken und Ultraschall-behandeltem Chromatin (CL). (C) Hier sind erneut die relativen
Transkriptgehalte von WRKY53 (s. Kapitel 111.1.2) fiir die beiden in den ChIP-Analysen untersuchten Stadien NS und S1 zur
besseren Vergleichbarkeit der Expression und den korrespondierenden Histonmodifikationsmustern gezeigt. Weiterhin sind
die Ergebnisse der ChIP-Analysen fur beide untersuchte Stadien abgebildet, die unter Verwendung von Antikdrpern gegen die
euchromatischen Histonmodifikationen H3K4me2 und H3K4me3 (D) sowie die repressiven Histonmodifikationen H3K9me2
und H3K27me3 (E) erfolgten. Die Balken ergeben sich dabei aus den %-Inputwerten (%I) des Zielgens WRKY53, normalisiert
auf die %l des jeweiligen Referenzgens, die 100% gesetzt wurden. Jeder Datenpunkt beruht auf sechs unabh&ngigen
biologischen Replikaten (entsprechende Fehlerbalken repréasentieren die Standardabweichung). Die Quantifizierung der
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immunoprézipitierten DNA erfolgte Uber gPCR. Sternchen (*) kennzeichnen signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-
Test; *=p <0,05; ** =p <0,01; ***=p <0,001).

Dargestellt sind die auf das jeweilige Referenzgen normalisierten (Appendix A.1 sowie Kapitel
V.2.5.13) Daten von sechs biologischen Replikaten. Fir beide analysierten WRKY53-Regionen
konnten bereits im NS-Stadium moderate Mengen der euchromatischen H3K4me2- und
H3K4me3-Modifikationen detektiert werden (Abb. 111-6D). Dabei wurde fir WRKY53-1 jeweils
weniger H3K4me2 und H3K4me3 nachgewiesen als an WRKY53-11. Im S1-Stadium, bei dem es zu
einer deutlichen Induktion der Expression von WRKY53 kommt, wurde an beiden Genbereichen
signifikant mehr H3K4me2 und H3K4me3 quantifiziert. Dieser Anstieg ist besonders stark an der
Region WRKY53-1 ausgepragt. Im Gegensatz zu den untersuchten Methylierungen an H3K4
konnten fur die beiden repressiven Histonmodifikationen H3K9me2 und H3K27me3 nur sehr

geringe Mengen an beiden Regionen und in beiden untersuchten Stadien detektiert werden.

Folglich kommt es im S1-Stadium, bei dem die Transkription von WRKY53 gesteigert ist, zu
einem deutlichen Anstieg aktivierender Histonmodifikationen (H3K4me2 und H3K4me3)
insbesondere in dem Bereich um den TLS. Des Weiteren konnte kaum ein Vorkommen von
Histonen mit repressiven Modifikationen H3K9me2 und H3K27me3 an den untersuchten

WRKY53-Genbereichen und beiden Entwicklungsstadien festgestellt werden.

I11.4 Ubersicht chromatinassoziierter Schlisselfaktoren und ihr méglicher Einfluss auf
Seneszenzprozesse.

Uber die Analyse des Seneszenzverlaufs an transgenen loss- und gain-of-function Pflanzen mit
veranderter Aktivitat bekannter chromatinassoziierter Faktoren sollte im Folgenden untersucht
werden, ob die detektierten Unterschiede der Histonmodifikationen an einigen der untersuchten
SAGs tatsachlich Veranderungen der Genexpression bewirken kénnen und welche Faktoren
mdoglicherweise im Seneszenzprozess an der Umgestaltung der globalen und lokalen
Veranderungen beteiligt sein kdnnten. Zu Beginn der Arbeiten stand ein groRes Set von Mutanten-
und Uberexpressionslinien zur Verfiigung, die z. T. aus einem TGS-Suppressor-Screen stammen,
der in der AG von Prof. Dr. Reuter (MLU Halle-Wittenberg; Hofmann 2004) durchgefuhrt wurde.
Mit einem Teil dieser Linien sowie weiteren transgenen Linien chromatinassoziierter Faktoren
erfolgte in Vorarbeiten in der AG von Prof. Dr. Klaus Humbeck (MLU Halle-Wittenberg) ein
grobes Seneszenzscreening. Dabei untersuchten Ria Uhlemann und Konstanze Wiedemuth die
transgenen Pflanzen hinsichtlich ihres Phanotyps und insbesondere beziiglich des Verlaufs der
Blattseneszenz. In Tabelle I11.1 ist eine Auswahl, der untersuchten Linien zusammengestellt. Unter
den getesteten Faktoren befanden sich auch die Histon-modifizierenden Faktoren ATX1, ATX2
(ARABIDOPSIS HOMOLOGUE OF TRITHORAX 1 wund 2), HDA6, (HISTONE
DEACETYLASE 6), SUVH1, 2, 4 und 9 (SU(VAR)3-9 HOMOLOG 1, 2, 4 und 9). Dabei zeigten
transgene Linien der SUVH1, SUVH2- und HDAG6-Gene einen Phanotyp im Seneszenzverhalten.
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Da sich in den Vorversuchen die starksten Effekte auf den Verlauf der Blattseneszenz flr eine
Uberexpressionslinie der putativen Histonmethyltransferase SUVH2 zeigten, erfolgte in der
vorliegenden Arbeit die genaue Analyse transgener SUVH2-Linien. Dabei sollte neben der
genannten Uberexpressionslinie auch eine T-DNA-Insertionslinie charakterisiert und hinsichtlich
des Effekts auf die Seneszenz untersucht werden. Sofern sich der beobachtete Phanotyp im
etablierten Seneszenzscreening fiir die SUVH2-Uberexpressionslinie bestatigen wiirde, sollten die

molekularen Effekte, die die Verédnderung der SUVH2-Expression verursacht, néher analysiert

werden.
Tabelle I11.1. Untersuchungen des Seneszenzverlaufs von loss-of-function- und gain-of-function-Linien
chromatinassoziierter Faktoren.
AGI-Code Gen Name t;g;iz}]g t;zﬁlr}r-]g Funktion S:I:;;f)i;;
AT5G66750 DDM1  DECREASED DNA METHYLATION 1 EMS ddm1 Chromatin remodeling +
AT2G21790  RNR1 RIBONUCLEOTIDE REDUCTASE 1 - groe UE EMS rrl DNA-Replikation / DNA-Reparatur
AT3G18730  BRU1 BRUSHY1 EMS brul Regulation euchromatischer Gene
AT5G63110  HDA6 HISTONE DEACETYLASE 6 EMS hdaé Histonmodifikation +
AT5G04940 SUVHL  SU(VAR)3-9 HOMOLOG 1 ?f’;ﬁ/’;p’eSSio” y SUVH1-0e Histonmodifikation +/-
AT2G33290 SUVH2 SU(VAR)3-9 HOMOLOG 2 Uberexpression SUVH2-0e Histonmodifikation +
AT5G13960 SUVH4  SU(VAR)3-9 HOMOLOG 4 T-DNA suvha Histonmodifikation
AT4G13460 SUVHY9  SU(VAR)3-9 HOMOLOG 9 T-DNA suvhg Histonmodifikation
AT5G17690  LHP1 LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 T-DNA Ihp1 Gensilencing im Euchromatin
AT2G31650  ATX1 ARABIDOPSIS HOMOLOGUE OF TRITHORAX1  T-DNA atx1 Histonmodifikation
AT1G05830  ATX2 ARABIDOPSIS TRITHORAX-LIKE PROTEIN 2 T-DNA atx2 Histonmodifikation
AT5G15380  DRM1 DORMANCY-ASSOCIATED PROTEIN 1 T-DNA drm1 DNA-Methylierung
AT5G14620  DRM2 ,\Dﬂg'}":\'(ﬁgiﬁgg&’\/‘gi') T-DNA drm2 DNA-Methylierung
AT3G23780 NRPD2A  NUCLEAR RNA POLYMERASE D2A EMS nrpd2a DNA-Methylierung
AT1G69770  CMT3 CHROMOMETHYLASE 3 EMS / T-DNA cmt3 DNA-Methylierung +/-

Auflistung einer Auswahl von loss-of-function- und gain-of-function-Linien chromatinassoziierter Faktoren, die in
Voruntersuchungen in einem ersten physiologischen Screening hinsichtlich ihres Seneszenzverlaufs untersucht wurden.

111.4.1 Die putative Histonmethyltransferase SUVH2 und ihr Expressionsverhalten wahrend
der Entwicklung.

Das SUVH2-Gen (SU(VAR)3-9-Homolog 2; SUPPRESSOR OF POSITION EFFECT
VARIEGATION 3-9 Homolog 2) besteht aus zwei Exons sowie einem Intron, das jedoch im 3’-
UTR lokalisiert ist (Abbildung 111-7A). Das 2424 bp lange Gen enthélt eine 1956 bp lange CDS
(coding sequence), die fir ein 651 Aminosduren (AS) umfassendes Protein kodiert.
Proteinsequenzanalysen von SUVH2 zeigen einen fur SU(VAR)3-9-Homologe typischen Aufbau
(Abb. 111-7B; CDD, Conserved Domain Database des NCBI, National Center of Biotechnology
Information). Im mittleren Bereich der Aminosduresequenz ist eine 156 AS lange sog. SRA-
Doméne (SET and RING associated domain) lokalisiert, die auch als YDG-Doméne bezeichnet
wird. C-Terminal schlieRen sich die 93 AS lange Cysteinreiche pre-SET-Domane bzw. N-SAC-
Domaéne sowie die 149 AS lange SET-Doméne (SU(VAR)3-9, ENHANCER-of-ZESTE,
TRITHORAX-Doméne) an, die Homologie zur SET-Domane des Proteins SU(VAR)3-9 aus

Drosophila aufweist. Die Analyse des Expressionsverhaltens von SUVH2 unter Verwendung der
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Expressionsdatenbank Genevestigator (Hruz et al. 2008) zeigt, dass SUVH2 in allen gezeigten
Entwicklungsstadien eine relativ geringe Expression in (berirdischen Teilen von
Arabidopsispflanzen aufweist (Abb. 111-7C). Da die Uberexpression von SUVH2 scheinbar zu
einer Veranderung von Seneszenzprozessen fiihrt, erfolgte die Uberpriifung der Expression im
Rahmen des in dieser Arbeit etablierten Seneszenzscreeningsystemes in den definierten
Entwicklungsstadien NS, SO, S1 und S2. Wie in Abbildung 111-7D zu erkennen, ist die bereits in
reifen Blattern relativ geringe Expression von SUVH2 mit fortschreitender Seneszenz weiter

vermindert.
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Abbildung 111-7: Struktur des SUVH2 Gens und des kodierten Proteins sowie das Expressionsverhalten von SUVH2
wéahrend der Entwicklung von Arabidopsis WT-Pflanzen. (A) Darstellung des SUVH2-Genmodells. (B) Darstellung des
SUVH2-Proteinmodells. Gezeigt sind die drei Bereiche der SRA-, der pre-SET- sowie der SET-Domane. (C)
Expressionsmuster von SUVH2 in verschiedenen Entwicklungsstadien und oberirdischen Organen von Arabidopsis. Die Daten
stammen aus der Genevestigator-Datenbank (https://www.genevestigator.com/gv/plant.jsp). Gezeigte Stadien von links:
gekeimte Samen, Keimlinge, junge Rosette, entwickelte Rosette, Schossen (bolting), junge Bliite, entwickelte Blite, Blite und
Schote, reife Schote, Seneszenz. (D) Expressionsmuster von SUVH2 wéhrend der Seneszenz. Die relativen Transkriptgehalte
wurden mittels qRT-PCR in den drei definierten Seneszenzstadien SO, S1 und S2, bezogen auf die Transkriptgehalte in der
nicht seneszenten Kontrolle (NS), die eins gesetzt wurden, bestimmt. Die Analyse der Daten erfolgte in Bezug auf das
Referenztranskript der 185 rRNA anhand der 22“T-Methode (s. Kapitel V.2.5.7.2). Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei
unabhéngigen biologischen Replikaten von der Amplifikation mit zwei verschiedenen Primerpaaren mit entsprechender
Standardabweichung (Anlagerungsstellen fiir die verwendeten Primer P1.1 (forward) und P1.2 (reverse) sowie von P2.1
(forward) und P2.2 (reverse) sind in 111-7A gezeigt). Signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test) zwischen den
analysierten Seneszenzstadien und der Kontrolle (NS) sind durch Sternchen markiert p < 0,05 (*), p < 0,01 (**).
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111.4.2 Charakterisierung transgener SUVH2-loss-of-function und gain-of-function-Pflanzen.
Auf Grund des Absinkens des SUVH2-Transkriptgehalts wahrend der Blattseneszenz (s. Kapitel
111.4.1) sowie der Vorergebnisse eines Seneszenzscreenings von SUVH2 (berexprimierenden
Pflanzen, in dem erste Hinweise auf einen veranderten Verlauf der Blattseneszenz in der AG
Humbeck gezeigt werden konnten (s. Kapitel 111.4; Tab. I11.1), wurden zwei transgene Linien
analysiert, bei denen die Expression von SUVH2 entweder verringert oder deutlich gesteigert sein
sollte. Beide Linien wurden im Folgenden beztiglich der SUVH2-Expression und des allgemeinen
Phanotyps (s. Kapitel 111.4.2.1) sowie insbesondere des Seneszenzphédnotyps (s. Kapitel 111.4.2.2)
untersucht.

111.4.2.1 Allgemeine Phanotypisierung von transgenen SUVH2-loss-of-function- und gain-of-
function-Pflanzen.

Die verwendete SUVH2 T-DNA Insertionslinie (suvh2-GK) stammt aus der GABI-Kat Sammlung
(Kleinboelting et al. 2012) und wurde vom NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre; line-ID:
GK-516A07) bezogen. Sie tragt wie in Abbildung 111-8B gezeigt eine T-DNA-Insertion am 3-
Ende der kodierenden Sequenz von SUVH2 im Bereich der SET-Domdne. An genomischer DNA
(gDNA), die aus separaten Keimlingen von Samen des WTs und der suvh2-GK-Linie extrahiert
wurde, erfolgte die Untersuchung auf Homozygotie durch gPCR mittels der in Abbildung 111-8B
dargestellten Primer. T-DNA-Insertionspflanzen, fir die ein PCR-Produkt unter Verwendung des
T-DNA-homologen Primers P3.3 und des SUVH2-homologen Primers P3.1 gebildet wurde sowie
kein Produkt mit den, das Wildtypallel amplifizierenden Primern P3.1 und P3.2 entstand, galten als
homozygot. Alle darauf folgenden Analysen an der GABI-KAT T-DNA-Insertionslinie erfolgten
an Tochtergenerationen homozygoter Pflanzen.

Des Weiteren wurde eine SUVH2-Uberexpressionslinie (SUVH2-oe), die von der AG Prof. Dr.
Reuter (MLU Halle, Institut fir Genetik) zur Verfligung gestellt wurde, untersucht. Diese Linie
wurde Uber Agrobacterium tumefaciens vermittelte T-DNA-Transformation in das Genom von
Arabidopsis generiert (Naumann et al. 2005; Naumann 2006; sowie Kapitel V.1.9). In Abbildung
I11-8A ist ein Teil der transformierten T-DNA gezeigt. Dabei ist zu erkennen, dass die kodierende
Sequenz unter Kontrolle des konstitutiven 35S* Promotors in Fusion mit einem myc-His tag
exprimiert wird.

Zur Uberpriifung, ob es sich bei den beiden T-DNA-Insertionslinien SUVH2-oe und suvh2-GK
tatsachlich um gain-of-function bzw. loss-of-function Linien handelt, erfolgte die Untersuchung des
Expressionsverhaltens von SUVH2 (ber gRT-PCR an RNA, die 16 Tage nach Aussaat (TNA) aus
Rosettenblattern von WT-, homozygoten suvh2-GK- und heterozygoten SUVHZ2-oe-Pflanzen
extrahiert wurde. Fur die Analyse der SUVH2-Expression wurde dabei das Primerpaar, das
ebenfalls in Abbildung 111-8A (P2.1 und P2.2) dargestellt ist, verwendet. In Abbildung 111-8C sind

die Ergebnisse der Bestimmung der relativen Expression fur die transgenen Linien im Verhaltnis
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zur Expression von SUVH2 im WT gezeigt. Fir die SUVH2-Uberexpressionslinie konnte eine im
Vergleich zum WT etwa 150fach starkere Expression nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
wurde fir die suvh2-GK-Linie aufgrund der nachgewiesenen homozygoten T-DNA-Insertion keine
Expression von SUVH2 erwartet. Dennoch konnten unveranderte Transkriptmengen im Vergleich
zum WT detektiert werden. Erneut erfolgte die Uberpriifung der SUVH2-Expression mit der C-
terminal gelegenen Primerkombination P3.1 und P3.2 (Abb. 111-8B), die fir den Test auf
Homozygotie verwendet wurde. Mit diesem Primerpaar konnte wiederum kein Transkript in der
suvh2-GK-Linie nachgewiesen werden. Daraus lieR sich schlussfolgern, dass es wahrscheinlich in
den suvh2-GK-Pflanzen zur Bildung eines verkirzten Transkriptes kommt. Dieser Widerspruch
sollte nachfolgend (ber Northern-Blot-Analysen aufgeklart werden. Im Gegensatz zur
Expressionsanalyse tber gqRT-PCR ermdglicht die Northern-Analyse neben der quantitativen
Bestimmung auch die Detektion der Gesamtlange eines Transkriptes. So sollte Uberpriift werden,
ob in der suvh2-GK-Linie tatsdchlich zur Bildung eines verkirzten SUVH2-Transkriptes kommt.
Da SUVH2 im WT nur sehr schwach exprimiert wird, erfolgte dazu zundchst eine Aufreinigung
und Anreicherung der mRNA (s. Kapitel V.2.5.6.1). Jeweils 1,35 pg mRNA wurden aus Bléattern
des WTs, der suvh2-GK-Linie sowie der Uberexpressionslinie SUVH2-oe extrahiert und fir die
Northern-Analysen verwendet. Dabei wurde eine 475 bp groRe Digoxigenin-markierte Sonde, die
homolog zur SUVH2 mRNA ist, verwendet (s. Kapitel V.2.5.7.1). In Abbildung 111-8C ist deutlich
die 2424 bp lange Bande des SUVH2-Transkriptes fir den WT erkennbar. Flr die SUVH2-0e-Linie
konnte erneut ein deutlich erhdhter Transkriptgehalt nachgewiesen werden. Da in dieser Linie
SUVH2 in Fusion mit einem dreifachen myc tag exprimiert wird, ist das detektierte Transkript
entsprechend groRer als das WT-Transkript. Weiterhin zeigten die Northern-Analysen, dass es
tatséchlich zur Bildung eines verkirzten SUVH2-Transkriptes in der Linie suvh2-GK kommt.
Daraufhin sollte die Verteilung des SUVH2-Proteins in Kernen vom WT und der transgenen
Linien Uberprift werden. Dazu wurden immunozytologische Untersuchungen unter Verwendung
eines SUVH2-spezifischen Antikorpers (a-SUVH2; polyklonal) durchgefiihrt (s. Kapitel
V.2.5.11.2). Abbildung 111-8D zeigt die entsprechenden Fluoreszenzsignale der Immunozytologie
sowie die korrespondierende DAPI-Farbung reprasentativer Kerne des WTs, der SUVH2-oe-Linie
sowie der suvh2-GK-Linie. Fur den WT ist deutlich die bekannte dominante Assoziation des
SUVH2-Proteins mit den heterochromatischen Bereichen der Chromozentren zu erkennen
(Naumann et al. 2005; Ay et al. 2014b). Die distinkte Lokalisation des Proteins ist vollig verandert
in Kernen der SUVH2 (berexprimierenden Pflanzen. Hier scheint das Protein ubiquitér iber den
gesamten Bereich des Zellkerns verteilt zu sein. Weiterhin konnte fir die suvh2-GK-Linie iber den
SUVH2-spezifischen Antikorper keinerlei Fluoreszenz detektiert werden. Dies spricht flr eine
vollige oder zumindest stark dezimierte Expression des SUVH2-Proteins. So kommt es zwar zur
Bildung eines verkirzten Transkriptes, jedoch nicht zur Expression eines Proteins oder aber zu

einem schnellen Abbau des translatierten Proteins.
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Abbildung 111-8: Charakterisierung der SUVH2-Uberexpressionslinie (SUVH2-oe) sowie der T-DNA-Insertionslinie
GABI-KAT_516A07 (suvh2-GK). (A) Gezeigt ist die schematische Darstellung der untersuchten SUVH2-
Uberexpressionslinie (SUVH2-o0e). Das Uberexpressionskonstrukt setzt sich aus einem dreifachen myc tag sowie der SUVH2
CDS zusammen und steht unter der Kontrolle des 35S* CAmV-Promotors. (B) Grafische Darstellung der Genstruktur der
SUVH2 T-DNA Mutante (suvh2-GK). Die Linie enthélt zwei Kopien der T-DNA pAC161 (inverse Duplikation), die 1937 bp
nach dem Start-ATG, bzw. 2051 bp nach dem TKS innerhalb der SET-Doméne von SUVH2 (AT2G33290), inseriert ist. Die
T-DNA ist jeweils von der left border (LB)-Sequenz bzw. der right border (RB)-Sequenz flankiert. Primer: P3.1 =
genomischer forward Primer; P3.2 = genomischer reverse Primer; P3.3 = Insert-Primer (T-DNA-Primer: GK_LB_08409, der
sich an der LB der T-DNA anlagert) (C) Analyse der SUVH2-Expression in der SUVH2-oe-Linie (links) sowie in der suvh2-
GK-Linie (Mitte) mittels qRT-PCR erfolgte unter Verwendung der in Abb.111-8A/B dargestellten Primerkombinationen
P2.1+P2.2 fur sowie P3.1+P3.2. Die Analyse der Daten erfolgte in Bezug auf das Referenztranskript der 18S rRNA anhand der
224CT_Methode (s. Kapitel V.2.5.7.2). Abgebildet sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen biologischen Replikaten mit
entsprechender Standardabweichung (graue diinne Fehlerbalken). (rechts) Ergebnis der mRNA-Northern-Blot-Analyse unter
Verwendung einer Digoxigenin-markierten SUVH2-Sonde (s. Kapitel V.2.5.7.1) fur den WT, SUVH2-oe und suvh2-GK. Die
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RNA wurde aus ganzen Rosetten von Pflanzen 16 Tage nach Aussaat (TNA) extrahiert. (D) Gezeigt sind die
Immunofluoreszenzhilder reprasentativer Interphasekerne aus Rosettenblattern unter Verwendung eines SUVH2-spezifischen
Antikdrpers (a-SUVH2) fiir den WT, SUVH2-o0e sowie suvh2-GK. Jeweils links sind die DAPI-Fluoreszenz und jeweils rechts
die Immunofluoreszenz zu erkennen. Es ist jeweils ein GroRenstandard = 10 um als diinne weile Linie gegeben. (E)
Représentative Arabidopsisrosetten von WT-, heterozygoter SUVH2-o0e- sowie suvh2-GK-Pflanzen sechs bzw. 21 TNA.

Demnach kann man davon ausgehen, dass es sich bei der suvh2-GK-Linie zumindest um eine
starke knockdown-Linie handelt und die Funktion des SUVH2-Proteins weitestgehend nicht mehr
erfallt werden kann. Im Fortgang der Arbeit sollten die transgenen Pflanzen hinsichtlich ihres
allgemeinen Phénotyps untersucht werden. Représentative Pflanzen des WTs sowie der beiden
transgenen Linien wurden nach sechs und 21 TNA fotografisch dokumentiert und sind in
Abbildung HI-8E gezeigt. Fur die SUVH2-oe-Linie sind die bereits bekannten phanotypischen
Veranderungen wie gekrduselte Blattrander (curled leaves), insbesondere der Kotyledonen sowie
ein deutlicher Kleinwuchs (Naumann et al. 2005) aufféallig. Zudem wurden ebenfalls bekannte
Charakteristika wie eine verringerte Schotenausbildung sowie eine reduzierte Fertilitdt im
Vergleich zum WT festgestellt (Daten nicht gezeigt). Alle beschrieben phéanotypischen
Charakteristika waren dabei in homozygoten SUVH2-oe-Pflanzen starker ausgepragt als in
heterozygoten Pflanzen (Daten nicht gezeigt). Auf Grund des extrem starken Kleinwuchses der
homozygoten SUVH2-Uberexpressionspflanzen erfolgten die physiologischen und molekularen
Analysen an heterozygoten Pflanzen. Im Gegensatz zur SUVH2-oe Linie, weist die suvh2-GK-
Linie keine Unterschiede in der Morphologie der Kotyledonen oder im allgemeinen Pflanzenwuchs
auf. Auch andere phénotypische Charakteristika wie Veranderungen in der Schotenausbildung oder
der Fertilitdt waren hier unaufféllig im Vergleich zum WT (Daten nicht gezeigt). Fir beide
transgene Linien wurden zudem unter den getesteten Langtagbedingungen keine Veranderungen
des Bllhzeitpunktes oder dem Ausbildungsbeginn der Rosettenblatter bis zum Blihbeginn im

Vergleich zum WT festgestellt (Daten nicht gezeigt).

111.4.2.2 Untersuchungen des Seneszenzverlaufs der transgenen Pflanzen.

Neben der allgemeinen phéanotypischen Analyse wurde insbesondere der Verlauf der
Blattseneszenz im definierten System (s. Kapitel 111.1.1) der beiden transgenen Linien suvh2-GK
und SUVH2-oe untersucht. Wie in Abb. 111-1 gezeigt, stellen physiologische Messungen wie die
Bestimmung der Chlorophyllfluoreszenz oder des Chlorophyllgehalts geeignete Werkzeuge dar,
den Seneszenzverlauf an Blattern zu dokumentieren. Daher erfolgte die genaue Betrachtung
sowohl der suvh2-GK-Linie als auch der SUVH2-oe-Linie hinsichtlich der physiologischen
Blattalterung im Vergleich zum WT.

111.4.2.2.1 Phanotypisierung des Seneszenzverlaufs von suvh2-GK-Pflanzen.
Die SUVH2 knockdown-Linie suvh2-GK wurde im Vergleich zum WT anhand einer
Seneszenzkinetik Uber etwa sieben Wochen nach Aussaat in drei biologischen Replikaten

hinsichtlich des Seneszenzverlaufs untersucht. Abbildung 111-9A zeigt représentative Blattrosetten
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von Pflanzen der suvh2-GK-Linie sowie des WTs etwa zwei bzw. sechs Wochen nach Aussaat.
Weiterhin sind reprasentative Exemplare der Rosettenblatter funf bis acht fur die tber den Verlauf
des WTs definierten Entwicklungsstadien NS, S0, S1 und S2 abgebildet.

WT suvh2-GK
(Blatt 5-8) (Blatt 5-8)

Chlorophyligehalt

(B

Chlorophyligehalt Chl(a+b)
(mg/g FM)
PSII-Effizienz (Fv/IFm)

NS S0 S1
Entwicklungsstadium Entwicklungsstadium

Abbildung 111-9: Verlauf der Blattseneszenz von Arabidopsis Rosettenblattern und die physiologische
Charakterisierung der suvh2-GK-Linie im Vergleich zum WT. (A) Linke Seite: Fotografische Dokumentation der
Entwicklung von reprasentativen Arabidopsisrosetten des WTs und der suvh2-GK-Linie nach zwei bzw. sechs Wochen (Wo).
Rechte Seite: Fotografische Dokumentation reprasentativer Rosettenblatter (finf bis acht) des WTs sowie der suvh2-GK-Linie
zu den definierten Entwicklungsstadien NS, SO, S1 und S2. (B) Gezeigt sind die Verénderungen des Chlorophyllgehaltes
(linke Seite) bzw. der PSII-Effizienz (Fv/Fm = maximale Quantenausbeute von PSII; rechte Seite) in Abhdngigkeit von den
definierten Seneszenzstadien. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert (mit entsprechender Standardabweichung als diinne
Fehlerbalken dargestellt) von je funf bis zehn Messungen und vier biologischen Replikaten. Zudem sind reprasentative Bilder
von Blatt sechs sowie entsprechende Fehlfarbenbilder der Imaging-Pam-Analyse fiir den WT (oberen zwei Reihen) sowie die
suvh2-GK-Linie (unteren zwei Reihen) gezeigt. Der entsprechende Mal3stab ist am rechten Bildrand zur Orientierung gezeigt.
Signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student-t-Test) sind durch Sternchen bzw. durch Kleinbuchstaben markiert p < 0,05
(*; a), p <001 (** b), p < 0,001 (***). Die Sternchen kennzeichnen Signifikanzlevel zwischen den verschiedenen
Seneszenzstadien in Bezug auf das Kontrollstadium (NS) im WT oder entsprechend in der suvh2-GK-Linie. Kleine
Buchstaben kennzeichnen dagegen entsprechend Signifikanzlevel im Vergleich eines Stadiums der suvh2-GK-Linie bezogen
auf den WT.

Die fotografische Dokumentation der Rosetten sowie der Bléatter flinf bis acht zeigte keine
deutlichen Unterschiede der Blattalterung zwischen den WT- und den suvh2-GK-Pflanzen.
Dennoch erfolgte der genaue Vergleich der physiologischen Blattalterung ber die Bestimmung

des relativen Chlorophyllgehalts sowie der PSII-Effizienz (Abb. 111-9B). Betrachtet man den
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Verlauf des Chlorophyligehaltes in der suvh2-GK-Linie, sind keine signifikanten Unterschiede
zum WT erkennbar. Auch der Verlauf der PSII-Effizienz in den untersuchten Stadien ist &hnlich
zueinander. Einzig in den frihen Phasen der Seneszenz (SO und S1) konnten zwar signifikante,

jedoch nur sehr geringe Unterschiede festgestellt werden.

Zusammenfassend lassen die phanotypische Untersuchung der T-DNA-Insertionslinie suvh2-
GK den Schluss zu, dass der Verlust des SUVH2-Proteins zu keinem deutlich veranderten

Seneszenzverlauf im Vergleich zum WT fihrt.

111.4.2.2.2 Phanotypisierung des Seneszenzverlaufs von SUVH2 Uberexprimierenden
Pflanzen.

Neben der suvh2-GK-Linie wurde auch der Seneszenzverlauf der SUVH2-Uberexpressionslinie
SUVH2-0e mit dem des WTs verglichen. Abbildung I11-10A zeigt jeweils représentative
Blattrosetten von Pflanzen der SUVH2-o0e-Linie sowie des WTs etwa zwei bzw. sechs Wochen
nach Aussaat. Des Weiteren sind Blatt funf bis acht reprasentativer Rosetten fir die Uber den
Verlauf des WTs definierten Entwicklungsstadien NS, S0, S1 und S2 abgebildet. Die fotografische
Dokumentation der Rosetten und der Blatter fiinf bis acht zeigt einen deutlich verdnderten Verlauf
der Blattalterung in SUVH2 (iberexprimierenden Pflanzen, unabhédngig von einer Verschiebung der
Bluhinduktion. Sowohl die Betrachtung der gesamten Rosetten als auch der gesondert analysierten
Blatter flnf bis acht zeigen ein deutlich spateres Einsetzen des seneszenztypischen Ausbleichens.
Auch flr die SUVH2-oe-Linie wurde der Seneszenzverlauf fur die Blatter funf bis acht uber die
physiologischen Marker Chlorophyllgehalt und PSII-Effizienz im Vergleich zum WT genauer
analysiert (Abb. 111-10B). Fur beide Parameter wurden signifikante Unterschiede zwischen der
SUVH2-o0e-Linie und dem WT in den untersuchten Seneszenzstadien festgestellt. So verringern
sich sowohl der Chlorophyllgehalt als auch die PSII-Effizienzen in der SUVH2-
Uberexpressionslinie im Vergleich zum WT deutlich spater. Die Blatter der SUVH2-oe-Linie
erreichen im Durchschnitt um circa eine Woche verzdgert das physiologische Alter des WTs im
S2-Stadium. Zu diesem Zeitpunkt waren die Blatter funf bis acht bei den meisten WT-Pflanzen
bereits vollstandig vergilbt und es konnte keine PSII-Effizienz mehr bestimmt werden. Dieses
Stadium, bei dem die Blatter funf bis acht der SUVH2-oe-Linie physiologisch dem S2-Stadium des
WTs entsprachen, wurde als viertes Seneszenzstadium (S3) fir die Uberexpressionslinie definiert.
Uber Expressionsanalysen mittels gRT-PCR wurde auBerdem die Starke der Uberexpression von
SUVH2 in den vier Seneszenzstadien im Vergleich zur Expression im WT analysiert. Wie in
Abbildung I11-11 zu erkennen, wird in allen untersuchten Stadien (NS, S0, S1 und S2) deutlich
mehr SUVH2-Transkript gebildet als im WT. Weiterhin wurde ein Anstieg des relativen
Transkriptgehaltes bereits im S1-Stadium und noch deutlicher im S2 Stadium detektiert. Im S2-
Stadium wurde bezogen auf den WT etwa 600-mal mehr Transkript als im NS-Stadium detektiert.

Dies begrundet sich teilweise im Absinken der SUVH2-Expression im WT wéhrend der Seneszenz



- ERGEBNISSE -

(s. Kapitel 111.4.1, Abb. I11-7D). Jedoch erklart dies nur zum Teil den deutlichen Anstieg der
Expression von SUVH2. So scheint aus bislang nicht bekannten Griinden die Aktivitat des 355*-

Promotors wéhrend der Seneszenz zu steigen.

SUVH2-oe WT SUVH2-oe
(Blatt 5-8) (Blatt 5-8)

=

PSII-Effizienz (Fv/Fm)

Chlorophyllgehalt Chi(a+b)
(mgl/g FM)

S0 st s2 : so st s2
Entwicklungsstadium Entwicklungsstadium

Abbildung 111-10: Verlauf der Blattseneszenz von Arabidopsis-Rosettenblattern und die physiologische
Charakterisierung der SUVH2-oe-Linie im Vergleich zum WT. (A) Linke Seite: Fotografische Dokumentation der
Entwicklung von représentativen Arabidopsisrosetten des WTs und der SUVH2-oe-Linie nach zwei und sechs Wochen (Wo).
Rechte Seite: Fotografische Dokumentation représentativer Rosettenblatter (finf bis acht) zu den definierten
Entwicklungsstadien NS, SO, S1, S2 und S3 des WTs sowie der SUVH2-oe-Linie. (B) Gezeigt sind die Verdnderungen des
Chlorophyllgehaltes (linke Seite) bzw. der PSII-Effizienz (Fv/Fm = maximale Quantenausbeute von PSII; rechte Seite) in
Abhéngigkeit von den definierten Seneszenzstadien. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert (mit entsprechender
Standardabweichung als diinne Fehlerbalken dargestellt) von je finf bis zehn Messungen und vier biologischen Replikaten.
Zudem sind reprasentative Bilder von Blatt sechs sowie entsprechende Fehlfarbenbilder der Imaging-Pam-Analyse fur den WT
(oberen zwei Reihen) sowie SUVH2-0e (unteren zwei Reihen) gezeigt. Der entsprechende Mal3stab ist am rechten Bildrand zur
Orientierung dargestellt. Signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test) sind durch Sternchen oder durch
Kleinbuchstaben markiert p < 0,05 (*; a), p < 0,01 (**; b), p < 0,001 (***; c). Die Sternchen kennzeichnen Signifikanzlevel
zwischen den verschiedenen Seneszenzstadien in Bezug auf das Kontrollstadium (NS) im WT oder entsprechend in der
SUVH2-oe-Linie. Kleine Buchstaben kennzeichnen dagegen entsprechend Signifikanzlevel im Vergleich eines Stadiums der
SUVH2-oe-Linie bezogen auf den WT.



54

- ERGEBNISSE -

Abbildung 111-11: Analysen der SUVH2-
Expression in SUVH2-0e bezogen auf den WT in
der Seneszenzkinetik. Gezeigt ist der relative
Transkriptgehalt ~ von SUVH2  fir  die
W SUVH2-0e | WT Entwicklungsstadien NS, S0, S1 und S2, die tber
gRT-PCR in der SUVH2-oe-Linie bezogen auf den
WT ermittelt wurden (verwendetes Primerpaar:
P2.1+P2.2 s. Abb. I11-8A). Die Analyse der Daten
erfolgte in Bezug auf das Referenztranskript der
18S rRNA anhand der 222¢T-Methode (s. Kapitel
V.2.5.7.2). Abgebildet sind die Mittelwerte aus drei
unabhangigen  biologischen  Replikaten  mit
entsprechender Standardabweichung (dunkelgraue
diinne Fehlerbalken). Die Expressionsdaten sind
logarithmisch aufgetragen.
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Insgesamt konnte eine deutliche Verzogerung des Verlaufs der Blattseneszenz fir SUVH2
Uberexprimierende Pflanzen gezeigt werden. Dies bestatigt die Vorversuche, die in einem
groben Seneszenzscreening (s. Kapitel 111.4) durchgefuhrt wurden. Da auf physiologischer
Ebene kein veranderter Seneszenzverlauf fur die SUVH2-knockdown-Pflanzen festgestellt
wurde, erfolgten die weiteren Untersuchungen ausschlieBlich mit der SUVH2-

Uberexpressionslinie.

111.4.3 Expressionsverhalten von Seneszenzmarkergenen in SUVH2 Uberexprimierenden
Pflanzen.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde untersucht, ob und wie die Uberexpression von SUVH2 die
seneszenzabhangige Genexpression beeinflusst. Dazu wurde zundchst die Expression der zehn
Seneszenzmarkergene (s. Kapitel 111.1.2) in den flinf definierten Entwicklungsstadien (NS, SO, S1,
S2 und S3) mittels gRT-PCR analysiert.

111.4.3.1 Expressionsverhalten von SAG-Markergenen in der SUVH2-oe-Linie.

In Abbildung 111-12 sind die Ergebnisse der Bestimmung der relativen Transkriptgehalte fir die
SUVH2-oe-Linie (blaue Balken) sowie zur besseren Vergleichbarkeit erneut fir den WT
(dunkelgraue Balken) fiir die acht SAGs (ANAC019, ANACO083, WRKY6, WRKY53, MYB13,
MYB90, SAG12, FRK1) fur das nicht seneszente Kontrollstadium (NS) sowie die vier
Seneszenzstadien SO, S1, S2 und S3 gezeigt. Fur alle der acht analysierten SAGs, ist ein mehr oder
weniger stark verdndertes Expressionsverhalten in SUVH2 Uberexprimierenden Pflanzen im
Vergleich zum WT zu erkennen. Dabei kommt es bei allen untersuchten Genen zu einem
gebremsten oder sogar génzlich unterdriickten Anstieg der Expression wahrend der Seneszenz. So
zeigen SAG12, FRK1 sowie die fiir TF kodierenden Gene ANAC019, WRKY53, MYB13, MYB90
eine sehr starke Suppression der Induktion wahrend der Seneszenz. Insbesondere die Induktion der
Expression fir WRKY53 und FRK1 ist auch in fortgeschrittenen Seneszenzstadien (S2 und S3)

weitestgehend unterdriickt.
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Abbildung 111-12: Expression von SAG-Markergenen im definierten Seneszenzsystem fiir den WT und die SUVH2-oe-
Linie. Bestimmung der relativen Transkriptgehalte mittels gRT-PCR fiir den WT und die SUVH2-oe-Linie in den drei (WT)
bzw. vier (SUVH2-oe) definierten Seneszenzstadien SO, S1, S2 und S3, bezogen auf die basalen Transkriptgehalte in der nicht
seneszenten Kontrolle (NS), die gleich eins gesetzt wurden. Die Analyse der Daten erfolgte in Bezug auf das
Referenztranskript der 185 rRNA nach der der 2°2CT-Methode (s. Kapitel VV.2.5.7.3). Die Daten zeigen die Mittelwerte aus
mindestens drei unabhéngigen biologischen Replikaten mit entsprechender Standardabweichung als diinne Fehlerbalken.
Signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test) zwischen den analysierten Seneszenzstadien und der Kontrolle (NS)
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sind durch Sternchen markiert p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***). Fiir jedes Gen sind zudem die Mittelwerte der ACT-
Werte mit entsprechender Standardabweichung tabellarisch fiir jedes einzelne Stadium fiir den WT und die SUVH2-oe-Linie
gezeigt. Signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test) zwischen dem WT und der SUVH2-oe-Linie fiir jedes einzelne
Stadium sind durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet [p < 0,05 (a), p < 0,01 (b), p < 0,001 (c)].

Im Vergleich dazu wurde fir WRKY6 und ANACO083 nur ein leicht veréndertes
Expressionsverhalten detektiert. Des Weiteren ergab die Betrachtung der basalen Expression im
nicht seneszentem Kontrollstadium (NS) fiir die SUVH2-Uberexpressionslinie im Vergleich zum
WT signifikante Unterschiede fur die Gene SAG12, FRK1 und MYB13. Wie an den Mittelwerten
der ACT-Werte, die fir das NS-Stadium des WTs sowie der SUVH2-o0e-Linie bestimmt wurden, zu
erkennen ist, sind die Transkriptgehalte in diesem Stadium in der SUVH2-o0e-Linie bereits deutlich
hoher als im WT. Demnach ist die seneszenzabhdngige Induktion zwar kleiner als im WT,
allerdings ist dies im Falle dieser Gene vor allem in einem hoheren Ausgangslevel der
Transkriptmenge begriindet. Fur die restlichen finf untersuchten SAGs wurden keine Unterschiede
der Expression im NS-Stadium im Vergleich zum WT detektiert.

111.4.3.2 Expressionsverhalten von SDG-Markergenen in der SUVH2-oe-L.inie.

Weiterhin wurde das Expressionsverhalten der beiden SDGs RBCS und RPS17 in der SUVH2-0e-
Linie analysiert. In Abbildung 111-13 sind die Ergebnisse der Bestimmung der relativen
Transkriptgehalte fir die SUVH2-oe-Linie (blaue Balken) sowie zur besseren Vergleichbarkeit
erneut fir den WT (dunkelgraue Balken) flir das nicht seneszente Kontrollstadium (NS) sowie die
vier Seneszenzstadien SO, S1, S2 und S3 gezeigt.
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Abbildung 111-13: Expression von SDG-Markergenen im definierten Seneszenzsystem fir den WT und die SUVH2-oe-
Linie. Bestimmung der relativen Transkriptgehalte mittels gqRT-PCR fur den WT und die SUVH2-oe-Linie in den drei (WT)
bzw. vier (SUVH2-0e) definierten Seneszenzstadien SO, S1, S2 und S3, bezogen auf die Transkriptgehalte in der nicht
seneszenten Kontrolle (NS), die gleich eins gesetzt wurden. Die Analyse der Daten erfolgte in Bezug auf das
Referenztranskript der 185 rRNA nach der der 2°2CT-Methode (s. Kapitel V.2.5.7.3). Die Daten zeigen die Mittelwerte aus
mindestens drei unabhéngigen biologischen Replikaten mit entsprechender Standardabweichung als diinne Fehlerbalken.
Signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test) zwischen den analysierten Seneszenzstadien und der Kontrolle (NS)
sind durch Sternchen markiert p < 0,05 (*), p <0,01 (**), p < 0,001 (***). Fiir jedes Gen sind zudem die Mittelwerte der ACT-
Werte mit entsprechender Standardabweichung tabellarisch fir jedes einzelne Stadium fiir den WT und die SUVH2-oe-Linie
gezeigt. Signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test) zwischen dem WT und der SUVH2-oe-Linie flir jedes einzelne
Stadium sind durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet [p < 0,05 (a), p < 0,01 (b)].
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Im Gegensatz zu den SAGs zeigen die beiden untersuchten SDGs kaum oder nur leichte
Veranderungen ihres seneszenzabhéngigen Expressionsverhaltens. Insbesondere die Expression
von RPS17 zeigt keine Beeinflussung der Repression wahrend der Seneszenz durch die
Uberexpression von SUVH2. Auch RBCS wird bereits in der frilhen Phase der Seneszenz (SO-
Stadium) sowohl im WT als auch in der SUVH2-Uberexpressionslinie herunterreguliert. Allerdings

verlduft diese Repression erkennbar verzdgert in der SUVH2-o0e-Linie ab.

Zusammenfassend zeigte sich, dass die acht untersuchten SAGs in Ubereinstimmung mit der
beobachteten verzégerten Seneszenz in der SUVH2-Uberexpressionslinie nicht oder nur
deutlich verzdgert induziert werden. Interessanterweise ist die Expression fur einen Teil
dieser SAGs jedoch in nicht seneszenten Blattern der SUVH2-oe-Linie deutlich im Vergleich
zum WT verstarkt. Die Expression der beiden untersuchten SDGs verhdalt sich dagegen

ahnlich zum Wildtyp.

I11.4.4 Untersuchungen des Chromatins in Interphasekernen SUVH2 Uberexprimierender
Pflanzen wahrend der Seneszenz.

Sowohl auf physiologischer als auch auf Ebene der Expression bekannter SAG- und SDG-
Markergene konnte ein seneszenzverzdgernder Effekt der Uberexpression der putativen
Histonmethyltransferase SUVH2 gezeigt werden. Im Folgenden sollte Uberpriift werden, ob die
Chromatinveranderungen, die sowohl auf globaler als auch lokaler Ebene wéhrend der Seneszenz
fiir den WT festgestellt wurden (s. Kapitel 111.2 und 111.3) in der SUVH2-oe-Linie beeinflusst sind.

111.4.4.1 Globale Chromatinveranderungen wéhrend der Seneszenz in Interphasekernen der
SUVH2-oe-Linie.

Zunéchst erfolgte die Analyse der globalen Chromatinstruktur in Interphasezellkernen von Blattern
der SUVH2 (iberexprimierenden Pflanzen in den verschiedenen Entwicklungsstadien. Innerhalb
dieser Arbeit wurden dabei wie fur den WT (s. Kapitel 111.2) verschiedene
Chromatinmodifikationen, die entweder euchromatische oder heterochromatische Regionen
kennzeichnen, untersucht. Nachfolgend sind die Ergebnisse der globalen Analysen fur die mit
transkriptionsaktivem Chromatin assoziierten Histonmodifikationen H3K4me2 und H3K4me3,
sowie fur die beiden repressiven Modifikationen H3K9me2 und H3K27me3 beschrieben.
Zusétzlich erfolgte die allgemeine mikroskopische Beobachtung der Chromatinstruktur hinsichtlich
der Chromozentren sowie der Nukleoli fur die SUVH2-Uberexpressionslinie im Verlaufe der

Blattseneszenz analog zu den Analysen im WT.

111.4.4.1.1 Verteilungsmuster euchromatischer Histonmodifizierungen in Interphasekernen
SUVH2 Uberexprimierender Pflanzen wéahrend der Seneszenz.
Unter Verwendung spezifischer Antikérper gegen die euchromatischen Histonmethylierungen

H3K4me2 und H3K4me3 erfolgte die immunozytologische Analyse der Verteilungsmuster dieser
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Chromatinmodifikationen im Verlaufe der Seneszenz fir SUVH2 tberexprimierende Pflanzen. In
Abbildung 111-14A sind représentative Aufnahmen von Interphasekernen aus nicht seneszenten

(NS) Blattern sowie aus seneszenten Blattern der Stadien S1, S2 und S3 gezeigt.
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Abbildung 111-14: Veranderungen der Chromatinorganisation in SUVH2-Uberexpressionspflanzen wéhrend der
Blattseneszenz. Interphasezellkerne wurden aus Arabidopsisblattern der SUVH2-oe-Linie (jeweils Blatt 5 oder 6) fur vier
verschiedene Entwicklungsstadien (NS, S1, S2 wund S3) isoliert. Gezeigt sind représentative Kerne der
immunohistochemischen Analysen der seneszenzspezifischen Verédnderungen der nukledren Verteilung der euchromatischen
Histonmodifikationen H3K4me2 und H3K4me3 (A) sowie der repressiven Histonmodifikationen H3K9me2 und H3K27me3
(B). (C) FiSH-Analysen der Veranderungen der chromatinweiten Verteilung des 180bp-Repeats (180bp; core repeat) in
Interphasekernen wéhrend der Seneszenz. Fur jede untersuchte Modifikation sind im oberen Teil die DAPI-Fluoreszenz und
im unteren Teil die grin (immunozytologische Analysen) bzw. rot (FiSH-Analysen) dargestellte Fluoreszenz der
korrespondierenden Kerne abgebildet. Es sind jeweils GroRenstandards (jeweils = 10um) als weilRe diinne Linie gegeben. (D)
Verénderung der Nukleoli wéhrend der Seneszenz. Oberer Teil: Gezeigt ist die DAPI-Férbung représentativer Interphasekerne
der vier verschiedenen Entwicklungsstadien. Weille Pfeile kennzeichnen deutlich erkennbare Nukleoli. Unterer Teil:
Quantifizierung in Prozent (%) distinkt erkennbarer Nukleoli in Zellkernen der unterschiedlichen Entwicklungsstadien (n >
500). (E) Quantifizierung in Prozent (%) von Zellkernen mit einer ektopischen Umverteilung der H3K9me2
immunozytologischen Signale. (F) Quantifizierung in Prozent (%) von Zellkernen mit, durch das 180bp-Repeat FiSH-Signal,
erkennbarer Kondensation der Chromozentren. Mindestens 100 Kerne wurden fir jede Analyse und jedes
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Entwicklungsstadium analysiert. Die quantifizierten Daten zeigen Mittelwerte mit entsprechender Standardabweichung fir
vier biologische Replikate.

Fir beide Histonmodifikationen ist in Interphasekernen voll entwickelter Blatter (NS) der SUVH2-
oe-Linie die gleiche uniforme Verteilung Gber den gesamten Zellkern erkennbar wie in WT-
Interphasekernen des NS-Stadiums (s. Kapitel 111.2.1). Jedoch sind im Gegensatz zum WT keine
Anderungen des Verteilungsmusters erkennbar. So kommt es selbst im sehr spéten S3-Stadium, bei
dem auch die Blatter der SUVH2-oe-Linie deutlich seneszent sind, nicht zu einer mehr granuellen
Strukturierung wie es bei 50-60% der Kerne im WT im korrespondierenden S2-Stadium der Fall
war (s. Kapitel 111.2.1).

111.4.4.1.2 Verteilungsmuster repressiver Histonmodifizierungen in Interphasekernen in
SUVH2 Uberexprimierender Pflanzen wahrend der Seneszenz.

Im WT wurde neben einer deutlichen Verdnderung der WVerteilung der H3K9me2-
Immunofluoreszenz, die sukzessive Umgestaltung der Chromozentren festgestellt (s. Kapitel 111.2.2
und 111.2.3). Nun sollte die Struktur perizentromerischer und zentromerischer Chromatinbereiche
wahrend der Seneszenz auch in Interphasenkernen der SUVH2 uberexprimierenden Pflanzen
untersucht werden. Dazu erfolgten zundchst immunozytologische Analysen, um das H3K9me2-
Verteilungsmuster in der SUVH2-oe-Linie im Verlaufe der Seneszenz zu untersuchen. In
Abbildung [11-14B sind Bilder reprasentativer Kerne der H3K9me2-Immunofluoreszenz-
Experimente fir die nicht seneszente Kontrolle (NS) sowie die drei Seneszenzstadien S1, S2 und
S3 mit der korrespondierenden DAPI-Féarbung dargestellt. Zunéchst zeigen die DAPI- Bilder, dass
die fur den WT typische Struktur der Chromozentren in der SUVH2-oe-Linie verandert ist. So
heben sich nur noch wenige Bereiche als deutlich heller und somit starker mit DAPI gefarbt von
dem restlichen Chromatin ab (Abb. 111-14B). Weiterhin ist in Interphasekernen, die aus nicht
seneszentem Blattmaterial der SUVH2-oe-Linie extrahiert wurden, die bereits beschriebene
ektopische Umverteilung der H3K9me2-Modifikation (Naumann et al. 2005) erkennbar. Dabei
sind deutlich flachigere und nicht mehr distinkt begrenzte H3K9me2-Immunofluoreszenzsignale
beobachtbar. Darlber hinaus bleibt dieses ektopische Verteilungsmuster wahrend der Seneszenz
weiterhin bestehen und es kommt, im Gegensatz zum WT, zu keinen Verdnderungen der
H3K9me2-Verteilung in seneszenten Blattern der SUVH2-oe-Linie im Vergleich zum NS-Stadium
(Abb. 111-14B, E). Selbst im sehr spaten S3-Stadium wurden keine Veranderungen der
Immunofluoreszenzsignale detektiert. Neben der repressiven heterochromatischen H3K9me2-
Modifikation erfolgte zudem die Analyse der Verteilungsmuster von H3K27me3, einer repressiven
jedoch euchromatisch lokalisierten Modifikation (Abb. 111-14B). Fur die H3K27me3-Markierung
konnte ein &hnliches Verteilungsmuster wie flr die beiden anderen untersuchten euchromatischen
Modifikationen H3K4me2 und H3K4me3 festgestellt werden. Auch fir H3K27me3 konnten wie

fiir H3K4me2 und H3K4me3 zudem keine Anderungen des Verteilungsmusters festgestellt werden
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wie sie im WT beobachtet wurden. So kommt es selbst im sehr spaten S3-Stadium, bei dem auch
die Blatter der SUVH2-oe-Linie deutlich seneszent sind nicht zu einer mehr verstéarkten
Strukturierung wie es bei 50-60% der Kerne im WT im korrespondierenden S2-Stadium der Fall
war (s. Kapitel 111.2.1).

111.4.4.1.3 Analyse der Chromozentren in Interphasekernen SUVH2 Uberexprimierender
Pflanzen im Verlaufe der Seneszenz.

Analog zu den Versuchen im WT (s. Kapitel 111.2.3) erfolgte im Anschluss tber FiSH-Analysen
die Untersuchung der Zentromerbereiche von Interphasezellkernen SUVH2 (iberexprimierender
Pflanzen im Fortgang der Seneszenz. Im Gegensatz zu der Untersuchung des H3K9me2-
Verteilungsmusters (s. Kapitel 111.4.4.1.2) sind die Signale der zentromerspezifischen 180bp-
Repeats in Interphasekernen nicht seneszenter (NS) Blatter der SUVH2-o0e-Linie denen des WTs
entsprechend. So sind in der Regel etwa zehn distinkte Spots erkennbar, die die Zenromere im
diploiden Zustand der meisten Interphasekerne kennzeichnen (Abb. 111-14C). Allerdings kommt es
wahrend der Seneszenz in den SUVH2 Uberexprimierenden Pflanzen, im Gegensatz zum WT (s.
Kapitel 111.2.3), nicht zu einer Ausdehnung der 180bp-Repeat-Signale. Die Quantifizierung dieser
Beobachtung (Abb. 111-14F) zeigt, dass in allen untersuchten Seneszenzstadien, nahezu die
Gesamtheit der analysierten Kerne (n > 100) klar definierte Spots der 180bp-Repeat-Signale
aufweist. Demnach kommt es in SUVH2 (berexprimierenden Pflanzen zwar zu einer ektopischen
Verteilung der heterochromatischen H3K9me2-Modifikation, jedoch nicht zu seneszenzabhéngigen
Veranderungen der Struktur der zentromerischen und perizentromerischen Bereiche, wie dies in
WT-Pflanzen der Fall ist.

111.4.4.1.4 Nukleoli von Interphasekernen SUVH2 Uberexprimierender Pflanzen wéhrend der
Seneszenz.

Im Gegensatz zu dem festgestellten allméhlichen Schwinden des Nukleolus in Interphasekernen
des WTs wahrend der Seneszenz (s. Kapitel I11.2.4), war in fast allen analysierten Kernen (n > 500)
der SUVH2-oe-Linie deutlich ein Nukleolus erkennbar. Lediglich im sehr spaten S3-Stadium

konnte in etwa 10% der Kerne kein Nukleolus mehr eindeutig zugeordnet werden (Abb. 111-14D).

Zusammenfassend zeigen die immunozytologischen und FiSH Analysen, dass die
seneszenzspezifische ~ Umorganisation  des Interphasenchromatins  in SUVH2
Uberexprimierenden Pflanzen unterdrickt ist. Diese Beobachtungen legen nahe, dass es
durch die Uberexpression der putativen Histonmethyltransferase SUVH2 auch lokal an
SAGs zu einer Umprogrammierung der Chromatinstruktur wahrend der Seneszenz kommen

konnte.
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111.4.4.2 Lokale Chromatinveranderungen an ausgewéahlten SAGs wahrend der Seneszenz in
der SUVH2-Uberexpressionslinie.

Wie fur den WT unter Kapitel 111.3 beschrieben, erfolgte auch fiir die SUVH2-oe-Linie die Analyse
der Chromatinumgebung fir die drei ausgewahlten SAGs SAG12, ANAC083 und WRKY53.
Expressionsanalysen dieser drei Gene ergaben deutliche Unterschiede fur die SUVH2-oe-Linie im
Vergleich zum WT (s. Kapitel 111.4.3). So zeigte sich fur alle Gene eine schwéchere, z.T. ganzlich
unterdriickte Induktion der Expression wéhrend der Seneszenz in SUVH2 (iberexprimierenden
Pflanzen. Wéhrend ANACO083 zwar eine signifikante Suppression insbesondere im S1-Stadium,
jedoch eine lediglich verzdgerte Induktion der Expression aufwies, war der seneszenzabhéngige
Anstieg der Expression von WRKY53 (ber alle analysierten Seneszenzphasen fast vollstandig
reprimiert. SAG12 hingegen zeigte ein anderes auffalliges Expressionsverhalten. Fir dieses Gen
konnten im Vergleich zum WT deutlich erhdhte Transkriptmengen im NS-Stadium fir die SUVH2-
oe-Linie nachgewiesen werden. Die eigentlich starke Induktion des Gens wahrend der Seneszenz
war dann wiederum schwdcher in den SUVH2 (berexprimierenden Pflanzen ausgepréagt als im
WT. Dadurch erreichen die SAG12-mRNA-Mengen aufgrund der bereits vorhandenen Transkripte
im NS-Stadium zum WT &hnliche, dennoch signifikant geringere Werte in den Seneszenzstadien
(s. Kapitel 111.4.3.1; Abb. 111-12). Durch ChIP-Analysen sollte im Folgenden untersucht werden, ob
die veranderten Expressionsmuster dieser Gene mit Anderungen der Histonmodifikationsmuster an
assoziierten Histonen einhergehen oder nicht. Dazu erfolgten unter Verwendung der spezifischen
Antikorper gegen die posttranslationalen Histonmodifikationen H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2
und H3K27me3 ChIP-Analysen an Chromatinextrakten aus Blattern der SUVH2-oe-Linie des nicht
seneszenten Kontrollstadiums (NS) sowie aus Blattern des S1-Stadiums. Zu Beginn der Analysen
fiir diese Arbeit erfolgte die Suche nach geeigneten Referenzgenen oder DNA-Bereichen fir den
WT, die stabil mit einer entsprechenden Modifikation in den zu vergleichenden Proben markiert
sind (s. Kapitel 111.3.1). Fur die SUVH2-oe-Linie wurden analog zum WT die Verteilungsmuster
der zu untersuchenden Histonmodifikationen an den flir die Normalisierung ausgewéhlten
Referenz-DNA-Bereichen Gberpruft. Im Appendix in Abbildung A-5 sind die Ergebnisse der ChIP-
Versuche fir alle ausgewéhlten Referenz-DNA-Regionen gezeigt. Insgesamt ergaben die
Untersuchungen fur die H3K4me2, H3K4me3 und die H3K9me2-Immunoprazipitationen kaum
Unterschiede fur die untersuchten Referenz-DNA-Bereiche im Vergleich zum WT (s. Appendix
A.1.1; Abb. A-1). Allerdings wurden fur die H3K27me3-Modifikation Verdnderungen in der
SUVH2-oe-Linie im Vergleich zum WT detektiert. Fiir die Normalisierung der Zielgen-%-Input
wurde nachfolgend analog zum WT vorgegangen. Wie im Kapitel 111.3.1 fur den WT beschrieben,
erfolgte weiterhin die Analyse, ob die erhaltenen DNA-Mengen aus beiden untersuchten Stadien
fur die SUVH2-o0e-Linie vergleichbar sind oder ob es zu Verdnderungen wéhrend der Seneszenz
kommt. Dazu wurde ebenfalls der Teil des Chromatins, der zur Generierung einer

Kalibrierungskurve fur die Quantifizierung der immunoprézipitierten DNA genutzt werden sollte,
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hinsichtlich der erhaltenen CT-Werte in NS und S1 analysiert. Fir alle untersuchten Amplikons
konnten keine Unterschiede der CT-Werte > 1 zwischen den beiden Stadien festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt). Weiterhin wurde neben den bereits erwadhnten spezifischen Antikdrpern
gegen N-terminale Histonmethylierungen an Histon H3 ein Antikdrper gegen den
nichtmodifizierten C-terminalen Teil des Histon H3 in den ChIPs mitgefiihrt, um Hinweise auf eine
mogliche Veranderung der Nukleosomendichte zu erhalten. Die Ergebnisse der IPs mit dem H3C-
Antikdrper fur die drei zu untersuchenden SAGs sowie aller verwendeter Referenz-DNA-Regionen
sind im Appendix A.4 in Abbildung A-6 dargestellt. Fir die meisten der untersuchten Loci wurden
keine signifikanten Verdnderungen der Nukleosomendichte festgestellt. Allerdings konnte fir
einige Regionen ein signifikanter Anstieg der durch den H3C-Antikorper prazipitierten DNA-
Menge in seneszentem Blattgewebe der SUVH2-oe-Linie im Vergleich zum WT detektiert werden.

111.4.4.2.1 Histonmodifikationsmuster an SAGs wahrend der Seneszenz in der SUVH2-oe-
Linie.

Nachfolgend sollten die Histonmodifikationsmuster an den drei SAGs SAG12, ANAC083 und
WRKY53 untersucht werden. Die ChlP-Analysen erfolgten parallel an Chromatin, das aus reifen
Blattern (NS) und aus seneszenten Blattern (S1-Stadium) der SUVH2-oe-Linie extrahiert wurde.
Dabei erfolgte die Quantifizierung der immunoprézipitierten DNA sowie die Normalisierung der
ChIP-Daten wie fur den WT beschrieben (s. Kapitel V.2.5.13).

111.4.4.2.1.1 Histonmodifikationsmuster an SAG12 in der SUVH2-oe-Linie wéahrend der
Seneszenz.

Die Ergebnisse der Assoziation von SAG12, mit den entweder transkriptionsaktives (H3K4me2
und H3K4me3) oder transkriptionsinaktives (H3K9me2 und H3K27me3) Chromatin markierenden
Histonmethylierungen, sind in Abbildung 111-15D und E zusammengefasst. Dargestellt sind die auf
das jeweilige Referenzgen normalisierten (s. Appendix A.3 sowie Kapitel V.2.5.13) Mittelwerte
von sechs biologischen Replikaten. Zudem sind wiederholend einige Hintergrundinformationen
wie der Genaufbau mit entsprechender Lokalisation der verwendeten Primerpaare (Abb. I111-15A)
sowie die USCS Arabidopsis Genome Browser-Daten aus Arabidopsis Keimlingen (s. Kapitel
111.3.2.1) fiir die zu untersuchenden Histonmodifikationen (Abb. I11-15B) gezeigt. In Abbildung
I11-15C sind die relativen SAG12-Transkriptgehalte fir das NS- und das S1-Stadium der SUVH2-
oe-Linie denen des WT fur eine bessere Vergleichbarkeit der ChlIP-Daten mit den
korrespondierenden Expressionsmustern gegenibergestellt. Fir eine erleichterte Betrachtung und
Vergleichbarkeit der Alternanzen der Histonmodifikationsmuster zwischen der SUVH2-oe-Linie
und dem WT sind zudem in Abbildung I111-16 die relativen Verdnderungen wahrend der Seneszenz
fir alle untersuchten Histonmodifizierungen der SUVH2-oe-Linie denen des WTs

gegeniibergestellt. Fur beide analysierten SAG12-DNA-Bereiche wurden &hnliche Mengen wie im
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WT (Abb. 111-4D) der euchromatischen H3K4me2-Modifikation in Chromatinextrakten reifer und
seneszenter Blatter in der SUVH2-oe-Linie detektiert (Abb. 111-15D).
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Abbildung I11-15: Histonmodifikationsmuster an SAG12 in reifem und seneszentem Blattmaterial der SUVH2-o0e Linie.
(A) Dargestellt sind die Genstruktur von SAG12 (AT5G45890) sowie der etwa 1200 bp upstream des TKS liegende
Promotorbereich. Weiterhin ist die Lokalisation der Primer gezeigt, die fir die Amplifikation der zwei analysierten
Genbereiche (SAG12-1 und SAG12-11) in den ChIP-Analysen verwendet wurden. (B) Abgebildet sind die Daten (z-score) des
USCS Arabidopsis Genome Browsers zu den korrespondierenden Genbereichen (unter A) fiir die vier untersuchten
Histonmodifikationen H3K4me2, H3K4me4, H3K9me2 und H3K27me3. Fir H3K9me2 sind die ChIP-Muster aus zwei
Ansétzen, die auf verschiedenen ChIP-Techniken basieren, dargestellt. Zum einen erfolgte die ChlP an Micrococcal Nuclease
behandeltem Chromatin (MNase) und zum anderen an durch Crosslinken und Ultraschall-behandeltem Chromatin (CL). (C)
Gezeigt sind erneut die relativen Transkriptgehalte von SAG12 fiir die beiden in den ChlP-Analysen untersuchten Stadien NS
und S1 zur besseren Vergleichbarkeit der Expression und den korrespondierenden Histonmodifikationsmustern fiir den WT
und die SUVH2-oe-Line. Abgebildet sind weiterhin die Ergebnisse der ChlP-Analysen fiir beide untersuchte Stadien, die unter
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Verwendung von Antikdrpern gegen die euchromatischen Histonmodifikationen H3K4me2 und H3K4me3 (D) und gegen die
repressiven Histonmodifikationen H3K9me2 und H3K27me3 (E) erfolgten. Die Balken ergeben sich dabei aus den %-
Inputwerten (%I) des Zielgens SAG12, normalisiert auf die %I des jeweiligen Referenzgens, die 100% gesetzt wurden. Jeder
Datenpunkt beruht auf sechs unabhdngigen Experimenten (entsprechende Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung). Die Quantifizierung der immunoprazipitierten DNA erfolgte (ber gPCR. Sternchen (*) oder
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test; * (a) = p < 0,05; ** (b) = p < 0,01; *** =p <
0,001).
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Abbildung 111-16: Relative Verédnderungen von Histonmodifikationen an SAG12 fiur den WT sowie die SUVH2-oe-
Linie wahrend der Seneszenz. Abgebildet sind die Ergebnisse der ChIP-Analysen fiir das NS- und das S1-Stadium, die unter
Verwendung der Antikdrper gegen die Histonmodifikationen H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 und H3K27me3 erfolgten. Die
Balken ergeben sich dabei aus dem Quotienten der normalisierten %-Inputwerte (%I norm) fir das S1-Stadium bezogen auf
die des NS-Stadiums. Jeder Datenpunkt beruht auf sechs unabh&ngigen Experimenten (entsprechende Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung). Dabei kennzeichnen die dunkelgrauen Balken die Werte fiir den WT und die blauen
Balken entsprechend fiir die SUVH2-oe-Linie. Die rote Linie markiert jeweils ein Verhaltnis des Quotienten von eins, was
keine Anderung der Markierung mit entsprechend modifizierten Histonen wahrend der Seneszenz bedeuten wiirde. Sternchen
(*) kennzeichnen signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test; * = p < 0,05; ** = p < 0,01).

Dabei kommt es wie im WT zu keinen Veranderungen der Assoziation der untersuchten
Genbereiche mit Histonen, die diese Modifikation tragen.

Im Gegensatz zum WT, flr den ein Anstieg der H3K4me3-Modifikation an beiden untersuchten
Regionen von SAG12 detektiert wurde (Abb. 111-4D), kommt es in der SUVH2-oe-Linie nur an der
SAG12-11-Region zu einem Anstieg der Trimethylierung von H3K4 im S1-Stadium (Abb. 111-15D
und I11-16). Dabei ist die Hohe der %I-Werte im S1-Stadium, bezogen auf das Referenzgen TUA4,
mit denen des WTs vergleichbar (Abb. I11-4D und 111-15D). Allerdings wurde in der SUVH2-oe-
Linie bereits im NS-Stadium an der SAG12-1-Region mehr DNA durch die H3K4me3-
Immunoprazipitation angereichert als im WT. Dies korreliert interessanterweise mit der verstarkten
SAG12-Expression in der SUVH2-oe-Linie im NS-Stadium, in dem es im WT kaum nachweisbar
exprimiert wird (Abb. 111-15C).
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Auch bei den untersuchten repressiven Histonmodifikationen ergaben sich einige Unterschiede im
Vergleich zum WT (Abb. 111-16). So wurde im WT fir beide SAG12-Regionen eine signifikante
Verringerung der H3K9me2-Modifikation wahrend der Seneszenz detektiert. Im Gegensatz dazu
steigt die immunopréazipitierte DNA-Menge in der SUVH2-oe-Linie fiir beide SAG12-Regionen
signifikant an. Gleichzeitig wurde im Vergleich zum WT (Abb. I11-4E) im NS-Stadium an der
Region Il von SAG12 weniger und an der Region | ahnlich viel DNA durch die H3K9me2-ChlIP
prazipitiert (Abb. 111-15E). Da es sich bei der H3K9me2-Modifikation um einen repressiven
Histonmark handelt, steht die verstarkte Markierung der untersuchten SAG12-DNA-Bereiche im
S1-Stadium zunéchst im Widerspruch zu der auch in der SUVH2-oe-Linie deutlich erhthten
SAG12-Transkriptmenge. Allerdings wird SAG12 in der SUVH2-oe-Linie vor allem in den frihen
Seneszenzstadien SO und S1 signifikant schwacher als im WT exprimiert, obwohl die Expression
im NS-Stadium bereits deutlich héher als im korrespondierenden Stadium im WT ist (Abb. 111-12).
Weiterhin wurden vergleichbare Mengen DNA im NS-Stadium durch den H3K27me3-Antikorper
an SAG12 in den SUVH2 (berexprimierenden Pflanzen (Abb. 111-15E) wie im WT (Abb. 111-4E)
prazipitiert. Es kommt jedoch nicht wie im WT zu einem Verlust der H3K27me3-Modifikation an
SAG12. So bleiben die %I-Werte fir die Region SAG12-1 im S1-Stadium stabil. Dartiber hinaus
zeigte sich sogar ein signifikanter Anstieg fir H3K27me3 an der SAG12-11-Region.

Demnach kommt es in der SUVH2-Uberexpressionslinie im S1-Stadium zu veranderten
Mustern der H3K4me3- sowie der H3K9me2- und H3K27me3-Modifikationen im Bereich
des TKSs. Dabei verstarkt sich das Vorkommen sowohl der aktivierenden H3K4me3-
Modifikation als auch der repressiven H3K9me2- und H3K27me3-Modifikationen an SAG12
im S1-Stadium, obwohl es auch in der SUVH2-oe-Linie zu einer Induktion der Genexpression
kommt. Weiterhin konnte fir das nicht seneszente Stadium in der SUVH2-oe-Linie im
Vergleich zum WT eine stdrkere Markierung mit der H3K4me3-Modifikation detektiert
werden. Dies korreliert wiederum mit einem erhdhten Transkriptgehalt in den nicht

seneszenten Blattern der SUVH2-Uberexpressionslinie.

111.4.4.2.1.2 Histonmodifikationsmuster an ANACO083 in der SUVH2-oe-Linie wahrend der
Seneszenz.

Die Ergebnisse der ChiP-Analysen fir die euchromatischen H3K4me2 und H3K4me3 sowie die
repressiven H3K9me2 und H3K27me3 Histonmodifikationen an den untersuchten ANACO083-
Genbereichen sind jeweils in Abbildung 111-17D und E zusammengefasst. Dargestellt sind die auf
das jeweilige Referenzgen normalisierten (s. Appendix A.3 sowie Kapitel V.2.5.13) Mittelwerte
von vier  Dbiologischen  Replikaten.  Fir eine  bessere  Vergleichbarkeit  der
Histonmodifikationsmuster wahrend der Seneszenz zwischen der SUVH2-oe-Linie und dem WT
sind in Abbildung 111-18 die relativen VVeranderungen fiir alle untersuchten Histonmodifizierungen

beider Linien gegenubergestellt.
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Abbildung 111-17: Histonmodifikationsmuster an ANAC083 in reifem und seneszentem Blattmaterial der SUVH2-oe
Linie. (A) Dargestellt sind die Genstruktur von ANAC083 (AT5G13180) sowie 1000 bp der DNA-Sequenz upstream des TKS.
Weiterhin ist die Lokalisation der Primer gezeigt, die fur die Amplifikation der zwei analysierten Genbereiche (ANAC083-1
und ANACO083-I1) in den ChIP-Analysen verwendet wurden. (B) Abgebildet sind die Daten (z-score) des USCS Arabidopsis
Genome Browsers zu den korrespondierenden Genbereichen (unter A) fur die vier untersuchten Histonmodifikationen
H3K4me2, H3K4me4, H3K9me2 und H3K27me3. Fur H3K9me2 sind die ChIP-Muster aus zwei Ansétzen, die auf
verschiedenen ChIP-Techniken basieren, dargestellt. Zum einen erfolgte die ChIP an Micrococcal Nuclease behandeltem
Chromatin (MNase) und zum anderen an durch Crosslinken und Ultraschall-behandeltem Chromatin (CL). (C) Gezeigt sind
erneut die relativen Transkriptgehalte von ANACO083 fur die beiden in den ChlP-Analysen untersuchten Stadien NS und S1 zur
besseren Vergleichbarkeit der Expression und den korrespondierenden Histonmodifikationsmustern fur den WT und die
SUVH2-0e-Line. Abgebildet sind weiterhin die Ergebnisse der ChIP-Analysen fiir beide untersuchte Stadien, die unter
Verwendung von Antikdrpern gegen die euchromatischen Histonmodifikationen H3K4me2 und H3K4me3 (D) und gegen die
repressiven Histonmodifikationen H3K9me2 und H3K27me3 (E) erfolgten. Die Balken ergeben sich dabei aus den %-
Inputwerten (%Il) des Zielgens ANAC083, normalisiert auf die %Il des jeweiligen Referenzgens, die 100% gesetzt wurden.
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Jeder Datenpunkt beruht auf vier unabhdngigen Experimenten (entsprechende Fehlerbalken reprdsentieren die
Standardabweichung). Die Quantifizierung der immunoprazipitierten DNA erfolgte (ber gPCR. Sternchen (*) oder
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test; * = p < 0,05; ** (b) = p <0,01; *** =p <
0,001).
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Abbildung 111-18: Relative Verénderungen von Histonmodifikationen an ANACO083 fiir den WT sowie die SUVH2-oe-
Linie wahrend der Seneszenz. Abgebildet sind die Ergebnisse der ChlP-Analysen flir das NS- und das S1-Stadium, die unter
Verwendung der Antikorper gegen die Histonmodifikationen H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 und H3K27me3 erfolgten. Die
Balken ergeben sich dabei aus dem Quotienten der normalisierten %-Inputwerte (%l norm) fiir das S1-Stadium bezogen auf
die des NS-Stadiums. Jeder Datenpunkt beruht auf vier unabhéngigen Experimenten (entsprechende Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung). Dabei kennzeichnen die dunkelgrauen Balken die Werte fiir den WT und die blauen
Balken entsprechend fiir die SUVH2-oe-Linie. Die rote Linie markiert jeweils ein Verhdltnis des Quotienten von eins, was
keine Anderung der Markierung mit entsprechend modifizierten Histonen wahrend der Seneszenz bedeuten wiirde. Sternchen
(*) kennzeichnen signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test; * = p < 0,05).

Fir die ANACO083-I-Region (Promotor) wurden wie fir den WT (s. Kapitel 111.3.2.2) relativ
geringe Mengen der euchromatischen H3K4me2- und H3K4me3-Modifikationen in reifen Blattern
detektiert. Jedoch kommt es nicht wie im WT zu einem Anstieg der H3K4me2-Modifikation. Des
Weiteren konnte im Gegensatz zum WT ein leichter Anstieg von H3K4me3 im S1-Stadium
detektiert werden. Allerdings ist die detektierte H6he der %l in der SUVH2-oe-Linie fur H3K4me3
im NS-Stadium auch deutlich geringer als im NS-Stadium des WTs (Abb. 111-5). Wie fiur den WT
konnten fir die SUVH2-oe-Linie deutlich héhere DNA-Mengen fir die beiden euchromatischen
Modifikationen an der zweiten untersuchten Region des ANAC083-Gens (ANACO083-11) detektiert
werden als an ANAC083-1. Zudem kommt es wie im WT auch in der SUVH2-o0e-Linie zu keinen
Veranderungen zwischen den beiden untersuchten Stadien in diesem Genbereich (Abb. I11-18).Fir

die beiden repressiven Histonmodifikationen (H3K9me2 und H3K27me3) wurde nur eine geringe
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Anhdufung an den beiden untersuchten ANAC083-Regionen nachgewiesen. Dies war auch fiir den
WT feststellbar (Abb. I1I-5E). Im Gegensatz zum WT kommt es allerdings an ANACO083,
insbesondere an der ANACO083-11-Region im S1-Stadium, zu einem leichten Anstieg beider
repressiver Modifikationen (Abb. 111-18).

Demnach filhrt die Uberexpression von SUVH2 nur zu geringen Veranderungen der
analysierten Histonmodifikation an den untersuchten ANACO083-Genregionen im Vergleich

zum WT. So war ein Anstieg repressiver Histonmodifikationen im S1-Stadium feststellbar.

111.4.4.2.1.3 Histonmodifikationsmuster an WRKY53 in der SUVH2-oe-Linie wahrend der
Seneszenz.

Die auf das jeweilige Referenzgen normalisierten (s. Appendix A.3 sowie Kapitel V.2.5.13) Daten
von sechs biologischen Replikaten der ChlP-Analysen fir WRKY53 in der SUVH2-oe-Linie sind in
Abbildung 111-19D und E zusammengefasst. Abbildung 111-20 zeigt die entsprechenden ChIP-
Daten als relative Veranderung wahrend der Seneszenz fur alle untersuchten
Histonmodifizierungen. Dabei sind die relativen Werte, die fir die SUVH2-oe-Linie erhalten
wurden, zur besseren Vergleichbarkeit denen des WTs gegeniibergestellt. Fir beide analysierten
WRKY53-Regionen wurden im NS-Stadium mit dem WT vergleichbare Mengen (Abb. 111-6D) der
euchromatischen H3K4me2- und H3K4me3-Modifikationen detektiert (Abb. 111-19D). Im S1-
Stadium allerdings, bei dem die Induktion der Expression von WRKY53 in der SUVH2-0e-Linie im
Vergleich zum WT reprimiert ist (Abb. 111-19C), konnte im Gegensatz zum WT kaum ein Anstieg
der aktivierenden H3K4me2 und H3K4me3 Marks detektiert werden (Abb. I111-20). Dies ist
insbesondere fir die H3K4me3-Modifikation aufféllig. Gleichzeitig wurde fur die beiden
repressiven Histonmodifikationen H3K9me2 und H3K27me3 wie im WT nur eine sehr geringe
Assoziation mit den untersuchten WRKY53-Genbereichen im NS-Stadium festgestellt (Abb. 111-
19E). Es kommt jedoch im S1-Stadium in der SUVH2-oe-Linie im Gegensatz zum WT zu einem
deutlichen Anstieg der repressiven Modifikationen an beiden untersuchten WRKY53-Genbereichen
(Abb. 111-19E). So tritt fir die SUVH2-Uberexpressionslinie insbesondere an der WRKY53-I-

Region eine signifikante Haufung repressiver Histonmodifikationen auf (Abb. 111-20).

Zusammenfassend scheint die Uberexpression von SUVH2 zu einer Anreicherung repressiver
Histonmodifikationen, insbesondere am TLS-nahen Bereich, von WRKY53 zu fuhren.
Weiterhin ist auffallig, dass die an WRKY53 im seneszenten Gewebe des WTs beobachtete
deutliche Zunahme aktivierender Histonmodifikationen in SUVH2 Uberexprimierenden
Pflanzen im untersuchten S1-Stadium ausbleibt. Zeitgleich ist in diesen Pflanzen die

seneszenzspezifische Induktion der WRKY53-Expression deutlich supprimiert.
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Abbildung 111-19: Histonmodifikationsmuster an WRKY53 in reifem und seneszentem Blattmaterial der SUVH2-oe
Linie. (A) Dargestellt sind die Genstruktur von WRKY53 (AT4G23810) sowie 500 bp der DNA-Sequenz upstream des TKS.
Weiterhin ist die Lokalisation der Primer gezeigt, die fiir die Amplifikation der zwei analysierten Genbereiche (WRKY53-I und
WRKY53-1I) in den ChIP-Analysen verwendet wurden. (B) Abgebildet sind die Daten (z-score) des USCS Arabidopsis
Genome Browsers zu den korrespondierenden Genbereichen (unter A) fur die vier untersuchten Histonmodifikationen
H3K4me2, H3K4me4, H3K9me2 und H3K27me3. Fir H3K9me2 sind die ChIP-Muster aus zwei Ansatzen, die auf
verschiedenen ChIP-Techniken basieren, dargestellt. Zum einen erfolgte die ChIP an Micrococcal Nuclease behandeltem
Chromatin (MNase) und zum anderen an durch Crosslinken und Ultraschall-behandeltem Chromatin (CL). (C) Gezeigt sind
erneut die relativen Transkriptgehalte von WRKY53 fiir die beiden in den ChIP-Analysen untersuchten Stadien NS und S1 zur
besseren Vergleichbarkeit der Expression und den korrespondierenden Histonmodifikationsmustern fir den WT und die
SUVH2-oe-Line. Abgebildet sind weiterhin die Ergebnisse der ChIP-Analysen fiir beide untersuchte Stadien, die unter
Verwendung von Antikdrpern gegen die euchromatischen Histonmodifikationen H3K4me2 und H3K4me3 (D) und gegen die
repressiven Histonmodifikationen H3K9me2 und H3K27me3 (E) erfolgten. Die Balken ergeben sich dabei aus den %-
Inputwerten (%l) des Zielgens WRKY53, normalisiert auf die %l des jeweiligen Referenzgens, die 100% gesetzt wurden. Jeder
Datenpunkt beruht auf sechs unabhdngigen Experimenten (entsprechende Fehlerbalken reprasentieren die
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Standardabweichung). Die Quantifizierung der immunoprézipitierten DNA erfolgte Uber gPCR. Sternchen (*) kennzeichnen
signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; (c) = p < 0,001).
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Abbildung 111-20: Relative Verdnderungen von Histonmodifikationen an WRKY53 fur den WT sowie die SUVH2-oe-
Linie wéhrend der Seneszenz. Abgebildet sind die Ergebnisse der ChIP-Analysen fiir das NS- und das S1-Stadium, die unter
Verwendung der Antikdrper gegen die Histonmodifikationen H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 und H3K27me3 erfolgten. Die
Balken ergeben sich dabei aus dem Quotienten der normalisierten %-Inputwerte (%l norm) fir das S1-Stadium bezogen auf
die des NS-Stadiums. Jeder Datenpunkt beruht auf sechs unabhé&ngigen Experimenten (entsprechende Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung). Dabei kennzeichnen die dunkelgrauen Balken die Werte fiir den WT und die blauen
Balken entsprechend fiir die SUVH2-oe-Linie. Die rote Linie markiert jeweils ein Verhaltnis des Quotienten von eins, was
keine Anderung der Markierung mit entsprechend modifizierten Histonen wahrend der Seneszenz bedeuten wiirde. Sternchen
(*) kennzeichnen signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test; * = p < 0,05; ** = p < 0,01).

111.4.4.2.2 DNA-Methylierungsmuster an WRKY53 in WT und SUVH2 Uberexprimierenden
Pflanzen.

Fur die zwei am starksten in ihrem Expressionsverhalten beeinflussten SAGs SAG12 und WRKY53
(Abb. 111-12) wurde in ChIP-Analysen festgestellt, dass es in der SUVH2-oe-Linie wahrend der
Seneszenz u. a. zu einem Anstieg der H3K9me2-Modifikation an den entsprechend assoziiert
vorliegenden Histonen kommt (Abb. 111-16 und 111-20). Fir diese Modifikation wurde bereits eine
Korrelation mit dem Auftreten von DNA-Methylierung gezeigt (Zhou et al. 2010b; Bernatavichute
et al. 2008). Da die DNA-Methylierung in Genbereichen wiederum Anderungen der Genexpression
bewirken kann (Zhang et al. 2006) und in SUVH2 (berexprimierenden Pflanzen die
seneszenzabhéngige Induktion von WRKY53 fast vollstdndig unterdriickt ist, erfolgten im
Anschluss Untersuchungen des DNA-Methylierungsmusters an WRKY53. Dazu wurden mittels

Bisulfitsequenzierung drei verschiedene Abschnitte des kodierenden Bereiches des WRKY53-Gens,
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die schematisch in Abbildung 111-21A gezeigt sind, in der SUVH2-Uberexpressionslinie und dem
WT untersucht.
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Abbildung 111-21: DNA-Methylierungsprofile von WRKY53-1 im WT und SUVH2-oe an reifem und seneszentem
Blattmaterial. Gezeigt sind die Ergebnisse der DNA-Methylierungsanalysen fiir beide untersuchte Stadien (NS und S1) am
WRKY53-Gen, die mittels Bisulfitsequenzierung erfolgten. (A) Schematische Darstellung des WRKY53-Gens sowie der durch
schwarze Linien gekennzeichneten DNA-Abschnitte, die Uber Bisulfitsequenzierung analysiert wurden (W53-1; W53-11; W53-
11). Die fiir die Amplifikation verwendeten Primer sind als schwarze Pfeile abgebildet. (B) Gezeigt sind die durch CyMATE®
generierten Bilder fir das W53-1-Fragment, in denen die ausgefiillten Symbole Cytosinmethylierung und die ungefillten
Symbole nicht methylierte Cytosine kennzeichnen. Dabei ist der Kontext der einzelnen Cytosine unterschieden durch rote
Kreise (symmetrische Methylierung im CpG Kontext), blaue Vierecke (symmetrische Methylierung im CpHpG Kontext; H =
A, C, T) und griine Dreiecke (asymmetrische Methylierung im CpHpH Kontext). Auf der linken Seite ist jeweils die
Reihenfolge der individuellen Sequenzen der Klone aufgelistet. Es sind beispielhaft jeweils die Ergebnisse der Sequenzierung
von zehn individuellen Klonen (K) fiir die W53-1-Genregion und jedes Entwicklungsstadium gezeigt.

Zusatzlich erfolgte die Analyse des DNA-Methylierungsmusters von zwei Markergenen. Dabei
diente ELF5A-3 (AT1G69410) als Negativkontrolle, da fiir dieses Gen in Keimlingen das vollige
Fehlen der DNA-Methylierung gezeigt wurde (Zhang et al. 2006). Eine solche Kontrolle dient als
Mal fur die Konvertierungseffizienz der Bisulfitbehandlung und gibt Aufschluss tber die Qualitat
der Analyse. Als Positivkontrolle wurde ein DNA-Bereich des MULE-Retrotransposons
(AT2G15810) verwendet. Fir dieses Mutator-like Element wurde bereits die massive
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Methylierung von Cytosinen in Keimlingen gezeigt (Zhang et al. 2006). Die Ergebnisse der
Untersuchungen Uber Bisulfitsequenzierung fiir diese beiden Markergene sind im Appendix A.6 in
Abbildung A-8 und A-9 gezeigt. Die Analysen erfolgten an gDNA, die aus nicht seneszentem (NS-
Stadium; basale WRKY53-Expression) und seneszentem (S1-Stadium, hoher WRKY53-
Transkriptgehalt) Blattmaterial (Blatt 5-8) des WTs sowie der SUVH2-oe-Linie isoliert wurde. Die
erhaltenen Sequenzierdaten wurden wie unter Kapitel V.2.5.14 beschrieben prozessiert und sind
jeweils fur die drei untersuchten Genbereiche fir den WT und die SUVH2-oe-Linie in Abbildung
[11-21B (W53-I-Fragment), 111-22 (W53-11-Fragment) sowie I11-23 (W53-111-Fragment) dargestellt.
Fir den WT konnte fur keinen der drei untersuchten DNA-Bereiche des WRKY53-Gens die
Methylierung von Cytosinen in einem der drei moglichen Kontexte (CpG, CpHpG oder CpHpH,
wobei H fur jedes Nukleotid mit Ausnahme von Cytosin stehen kann) nachgewiesen werden. Dies
deckt sich mit den publizierten Daten von (Zentgraf et al. 2010). Des Weiteren ergab auch die
Analyse des DNA-Methylierungsmusters von WRKY53 in den SUVH2 uUberexprimierenden
Pflanzen keine Verénderungen im Vergleich zum WT.
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Abbildung 111-22: DNA-Methylierungsprofile von WRKY53-11 im WT und SUVH2-oe an reifem und seneszentem
Blattmaterial. Gezeigt sind die Ergebnisse der DNA-Methylierungsanalysen fiir beide untersuchten Stadien (NS und S1) am
WRKY53-1I-Fragment (W53-11; s. Abb. 111-21A), die mittels Bisulfitsequenzierung erfolgten. Dargestellt sind die durch
CyMATE® generierten Bilder in denen die ausgefiillten Symbole Cytosinmethylierung und die ungefiillten Symbole nicht
methylierte Cytosine kennzeichnen. Dabei ist der Kontext der einzelnen Cytosine unterschieden durch rote Kreise
(symmetrische Methylierung im CpG Kontext), blaue Vierecke (symmetrische Methylierung im CpHpG Kontext; H = A, C,
T) und griine Dreiecke (asymmetrische Methylierung im CpHpH Kontext). Auf der linken Seite ist jeweils die Reihenfolge der
individuellen Sequenzen der Klone (K) aufgelistet. Es sind beispielhaft jeweils die Ergebnisse der Sequenzierung von zehn
individuellen Klonen fiir die W53-11-Genregion und jedes Entwicklungsstadium gezeigt.
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Abbildung 111-23: DNA-Methylierungsprofile von WRKY53-111 im WT und SUVH2-oe an reifem und seneszentem
Blattmaterial. Gezeigt sind die Ergebnisse der DNA-Methylierungsanalysen fiir beide untersuchten Stadien (NS und S1) am
WRKY53-111-Fragment (W53-111; s. Abb. 111-21A), die mittels Bisulfitsequenzierung erfolgten. Dargestellt sind die durch
CyMATE® generierten Bilder in denen die ausgefiilllten Symbole Cytosinmethylierung und die ungefiillten Symbole nicht
methylierte Cytosine kennzeichnen. Dabei ist der Kontext der einzelnen Cytosine unterschieden durch rote Kreise
(symmetrische Methylierung im CpG Kontext), blaue Vierecke (symmetrische Methylierung im CpHpG Kontext; H = A, C,
T) und griine Dreiecke (asymmetrische Methylierung im CpHpH Kontext). Auf der linken Seite ist jeweils die Reihenfolge der
individuellen Sequenzen der Klone (K) aufgelistet. Es sind beispielhaft jeweils die Ergebnisse der Sequenzierung von zehn
individuellen Klonen fiir die W53-111-Genregion und jedes Entwicklungsstadium gezeigt.

Zusammenfassend scheint die Uberexpression von SUVH2 zum einen sowohl im NS-Stadium
als auch im S1-Stadium nicht zu einer Veranderung der DNA-Methylierung an den
untersuchten WRKY53-Genbereichen zu fihren. Zum anderen korreliert die Zunahme der
repressiven H3K9me2-Modifikation im S1-Stadium insbesondere an der TLS-nahen Region
von WRKY53 in der SUVH2-oe-Linie nicht mit einer Veranderung der DNA-Methylierung in
diesen Bereichen.

I11.5 Identifizierung neuer regulatorischer Komponenten der Blattseneszenz als mégliche
Ziele von Chromatinveranderungen wahrend der Seneszenz.

Die vorangegangenen Arbeiten zeigten deutliche Verédnderungen des Expressionsverhaltens eines
Sets von SAG-Markergenen in SUVH2 lberexprimierenden Pflanzen (s. Kapitel 111.4.3.1). Fir drei
dieser SAGs konnte zudem nachgewiesen werden, dass seneszenzabhéngig lokale VVerénderungen
des assoziierten Histonmodifikationsmusters im WT auftreten (s. Kapitel 111.3.2) und dass teilweise
Anderungen dieses Musters in der SUVH2-Uberexpressionslinie auftreten (s. Kapitel 111.4.4.2.1).

Zum Zeitpunkt der Arbeiten war bekannt, dass weit Uber 100 Gene, die fiir TFs kodieren, eine
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gesteigerte Expression wahrend der Seneszenz aufweisen (Guo et al. 2004; Buchanan-Wollaston et
al. 2005; Balazadeh et al. 2008). Solche Gene stellen ebenfalls potentielle Ziele fiir die Regulation
durch lokale Chromatinverdnderungen wahrend der Seneszenz dar. Daher erfolgten innerhalb
dieser Arbeit umfassende vergleichende Expressionsanalysen von SAGs, die fir regulatorische
Faktoren kodieren zwischen WT- und SUVH2 (iberexprimierenden Pflanzen. Dabei sollte die
SUVH2-oe-Linie als eine Art Werkzeug dienen, seneszenzassoziierte regulatorische Faktoren zu
identifizieren, die eine deutliche Verénderung ihres Expressionsverhaltens wéhrend der Seneszenz
im Vergleich zum WT aufweisen. Fur die Analysen wurde eine weiter entwickelte Version der
Expressionsprofiling-Plattform verwendet, die durch Czechowski et al. (2004) entwickelt wurde.
Diese Methode erlaubt die vergleichende Expressionsanalyse mittels gqRT-PCR von etwa 1800
Genen, die fir regulatorischen Faktoren kodieren und damit die Mehrheit der TFs in Arabidopsis
abdecken.

I11.5.1 Expressionsprofiling von Transkriptionsregulatoren in WT- und SUVH2-
Uberexpressionspflanzen wihrend der Seneszenz.

Die vergleichenden Expressionsanalysen erfolgten an RNA-Material, das aus reifem (NS-Stadium)
und seneszentem (S1-Stadium) Blattmaterial des WTs sowie der SUVH2-oe-Linie extrahiert
wurde. Dabei wurden jeweils drei biologische Replikate durchgefihrt (s. Kapitel V.2.5.7.3 sowie
Ay et al. 2014b). Die resultierenden Genexpressionsdaten wurden basierend auf der vergleichenden
CT-Methode (Balazadeh et al. 2008) bearbeitet. Allerdings erfolgte die Normalisierung der
erhaltenen CT-Werte nicht wie bei Balazadeh et al. (2008) beschrieben auf die Expressionsdaten
von UBQ10 (AT4G05320), sondern auf die CT-Werte des Referenzgens ACTIN2 (AT3G18780).
Dabei wurden in Vorversuchen insgesamt drei bekannte Referenzgene (ACTIN2, GAPDH und
UBQ10) hinsichtlich ihrer Expression in allen Stadien und Linien untersucht, wobei ACTIN2 die
stabilste Expression in allen Proben aufwies (Daten nicht gezeigt). Die Expressionsdaten der
insgesamt 1870 Gene sind aus Platzgrinden nicht in dieser Arbeit aufgefuhrt. Allerdings sind sie
verfugbar im Supplementary Dataset DS 1a in einer der Publikationen zu dieser Arbeit (Ay et al.
2014b). 627 Gene konnten innerhalb der gRT-PCR-Analysen in mindestens einem Replikat
und/oder in mindestens einer Probe nicht detektiert werden (aufgelistet in Ay et al. 2014b;
Supplementary DS 1b). Von diesen Genen wiesen 440 keine oder nur eine sehr geringe Expression
(CT-Werte > 30) in allen drei Replikaten und in beiden untersuchten Entwicklungsstadien des WTs
sowie der SUVH2-oe-Linie auf. Demnach handelt es sich hier um Gene, die nicht in
Rosettenblattern von Arabidopsis zu den untersuchten Entwicklungsstadien exprimiert werden. Fr
30 der restlichen 187 Gene dieser Gruppe (aufgelistet in Ay et al. 2014b; Supplementary DS 1c)
konnte eine sehr geringe (CT-Werte > 30) oder nicht nachweisbare Expression in reifen Blattern
(NS-Stadium) des WTs, jedoch eine gesteigerte Expression im S1-Stadium (CT-Werte < 30)

detektiert werden. Einige dieser Gene kodieren flir bekannte seneszenzassoziierte TFs wie MYB90
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[AT1G66390] und WRKY75 [AT5G13080] (Pourtau et al. 2006; Li et al. 2012). 1243 der
insgesamt 1870 analysierten Gene konnten in allen drei biologischen Replikaten und in allen
untersuchten Stadien und Linien detektiert werden. Fir die Expressionsdaten dieser Gene erfolgte
eine unter Kapitel V.2.5.7.3 sowie V.2.6.3.2 beschriebene Datenprozessierung sowie eine erste
statistische Analyse. 87 Gene wurden innerhalb dieser Qualitatskontrolle von den weiteren
Analysen ausgeschlossen (aufgelistet in Ay et al. 2014b; Supplementary DS1b.e). Die
Expressionsprofile der 1156 verbliebenen Gene wurden im Anschluss hinsichtlich signifikanter
Unterschiede zwischen den normalisierten CT-Werten (ACT-Werte) der beiden zu vergleichenden
Entwicklungsstadien (NS und S1) unter Verwendung eines t-Tests des MultiExperiment Software
tools (MeV 4.8.1, Saeed et al. 2006; Saeed et al. 2003) fir den WT sowie die SUVH2-oe-Linie
getrennt analysiert. Diejenigen Gene, flir deren Expression zwischen den zwei verglichenen Proben
ein Unterschied mit einem Signifikanzwert (p-Wert) < 0,05 gezeigt werden konnte, wurden als
signifikant unterschiedlich zueinander exprimiert gekennzeichnet (aufgelistet in Ay et al. 2014b;
Supplementary DS 1f). Des Weiteren wurden Gene als differentiell reguliert definiert, sobald die
signifikante Verdnderung > vier war [Fold Change = X-fache Anderung = 24" > vierfach (log, >
2) oder < 0,25fach (log, <-2)].

111.5.2 Identifizierung von seneszenzabhéngig exprimierten regulatorischen Faktoren im WT.
Unter Verwendung der im vorigen Kapitel genannten Parameter wurden im Rahmen des
Expressionsprofilings fiir den WT 383 Gene, also 20% der gesamten TF-Plattform, als differentiell
exprimiert im S1-Stadium im Vergleich zum NS-Stadium fur den WT identifiziert (aufgelistet in
Ay et al. 2014b; Supplementary DS 2a,b). Von diesen 383 als seneszenzassoziierte regulatorische
Faktoren (SARFs) bezeichneten Genen wiesen 314 eine signifikante Steigerung (im weiteren
bezeichnet als senescence upregulated regulatory factors [SURFs]) sowie 69 eine signifikante
Verringerung (im weiteren bezeichnet als senescence downregulated regulatory factors [SDRFs])
auf. Im Vergleich zu anderen multiparallelen Expressionsanalysen durch Microarrays (Buchanan-
Wollaston et al. 2005; Schmid et al. 2005; van der Graaff, Eric et al. 2006; Breeze et al. 2011) oder
Expressionsprofiling-gRT-PCR-Analysen (Balazadeh et al. 2008) wurde die gréRte Uberlappung
der identifizierten SURFs mit den Daten, die durch Breeze et al. (2011) publiziert wurden,
gefunden. Insgesamt 150 der Gene konnten in beiden Experimenten als induziert wéahrend der
Seneszenz identifiziert werden. Bei etwa 60 der in dieser Arbeit identifizierten SURFs handelt es
sich um putative neue SAGs, da sie bislang in keinem der publizierten SAG-
Expressionsdatensitzen als solche identifiziert wurden. Die groRte Uberlappung der als SDRFs
identifizierten Gene wurde mit den gRT-PCR-Plattformdaten von Balazadeh et al. (2008)
festgestellt. 37 der 69 SDRFs weisen dabei ein &hnliches Expressionsverhalten wahrend der

Seneszenz in beiden Datensatzen auf.
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111.5.3 Vergleich der Expressionsmuster regulatorischer Faktoren zwischen dem WT und der
SUVH2-oe-Linie.

Um nach Unterschieden im Expressionsverhalten von differentiell regulierten Genen zu suchen,
erfolgte ein Vergleich der Expressionsdaten der SUVHZ2-oe-Linie mit denen des WTs. Die
Gegenlberstellung der 383 differentiell im WT regulierten Gene mit den Expressionsdaten der
SUVH2-Uberexpressionslinie ist in Abbildung 111-24 grafisch dargestellt und ergab, dass 188 dieser
383 Gene ebenfalls in der SUVH2-o0e-Linie differentiell reguliert sind. So sind im S1-Stadium im
Vergleich zum NS-Stadium sowohl in der SUVH2-oe-Linie als auch im WT 176 Gene signifikant
induziert sowie zwoIf Gene signifikant vermindert exprimiert. Demnach weisen etwa 50% der im
WT identifizierten SARFs ein &hnliches Genexpressionsverhalten zum untersuchten S1-Stadium in
der SUVH2-oe-Linie auf (aufgelistet Appendix A.7; Tab. A.2 sowie in Ay et al. 2014b;
Supplementary DS 3a,b).

Abbildung 111-24: Venn-Diagramm
der seneszenzabhéngig im WT und
SUVH2-oe der SUVH2-ce-Linie differentiell
regulierten Gene. Gezeigt ist ein
Venn-Diagramm, das die
Uberlappung aller Gene anzeigt, die
wahrend der Seneszenz in
Arabidopsisbléattern (Blatt 5-8) des
WTs und der SUVH2-oe-Linie

signifikant reguliert sind. Gene
' 138 176 t 47 ' wurden als differentiell reguliert

betrachtet, wenn eine signifikante (p.-
‘ 57 1 2 ‘ 9 ‘ Wert < 0,05) Verdnderung > 4 auftrat

[Fold Change = X-fache Anderung;
224CT > vierfach (log, > 2) oder 2
8CT < 0,25 (log, < -2].

p. - Korrigierter p-Wert [FDR-Ansatz
von Benjamini und  Hochberg
(1995)]; FDR = False Discovery Rate

'signifikante Induktion und FC > 4 ,‘signifikante Repression und FC < 0,25 FC: Fold Change: 2-AACT

Im Unterschied dazu sind 195 von den 383 im WT differentiell regulierten Gene deutlich verandert
in der SUVH2-oe-Linie exprimiert. So wurde fiir 138 der 314 SURFs sowie fiir 57 der 69 SDRFs
ausschlieRlich im WT eine seneszenzabhingige Anderung der Expression detektiert. Des Weiteren
sind 47 Gene ausschlielich in der SUVH2-oe-Linie in ihrer Expression induziert bzw. neun Gene
reprimiert. Zusatzlich zu dem Vergleich der Expressionsmuster der 383 differentiell regulierten
Gene im WT, wurde auch das Expressionsverhalten der Gene in den einzelnen
Entwicklungsstadien genauer betrachtet. Bei dem Vergleich der einzelnen Stadien zwischen den
beiden Linien galten die Gene als differentiell reguliert, wenn eine signifikante Veranderung (p.-
Wert < 0,05) > 2 auftrat (Fold Change = X-fache Anderung = 22T > doppelt (log; > 1) oder <
0,5fach (log, < -1). Die Ergebnisse dieser Vergleiche sind in Tortendiagrammen in Abbildung I11-
25 dargestellt. Dabei zeigte sich, dass im Kontrollstadium NS von den 1156 detektierten Genen
1067 (~92,3%) eine vergleichbare Expression im WT und der SUVH2-oe-Linie aufwiesen. 89
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Gene (~7,7%) zeigten eine differentielle Regulation, wobei 71 Gene signifikant hoher sowie 18
Gene signifikant schwacher in der SUVH2-oe-Linie exprimiert wurden als im WT. Im Gegensatz
dazu wurden im Vergleich des S1-Stadiums 202 der 1156 detektierten Gene (~17,5 %) als
differentiell reguliert klassifiziert. Von diesen zeigten 125 Gene eine signifikant hohere sowie 77

Gene eine signifikant schwéchere Expression in der SUVH2-oe-Linie im Vergleich zum WT.

Vergleich: Expression zwischen WT und SUVH2-oe

Vergleich der Expression in NS Vergleich der Expression in S1

125

71
18 77

1067 954

® nicht reguliert m signifikant verstarkt exprimiert in SUVH2-oe = signifikant schwécher exprimiert in SUVH2-oe

m nicht reguliert (nicht signifikant unterschiedlich exprimiert oder relative Expression: FC >0,5 <2)
m signifikant verstarkt exprimiert in SUVH2-oe (relative Expression signifikant erhéht: FC>2)
m signifikant schwacher exprimiert in SUVH2-oe (relative Expression signifikant erniedrigt: FC<0,5)

Abbildung 111-25: Verhéltnisse von differentiell regulierten Genen in den untersuchten Entwicklungsstadien NS und S1
zwischen dem WT und der SUVH2-oe-Linie. Die Tortendiagramme zeigen den Anteil von differentiell und nicht regulierten
Genen im Verhaltnis zu der Gesamtzahl aller detektierten Gene fiir den entsprechenden Vergleich der Entwicklungsstadien NS
bzw. S1 zwischen dem WT und der SUVH2-oe-Linie. Gene wurden als differentiell reguliert betrachtet, wenn eine signifikante
Veranderung (p.-Wert < 0,05) von > 2 auftrat (Fold Change = X-fache Anderung; 22T > zweifach (log, > 1) oder 22T <
0,5fach (log, < -1). p. - korrigierter p-Wert [FDR-Ansatz von Benjamini und Hochberg (1995)]; FDR = False Discovery Rate

Zusammenfassend fiihrt die Uberexpression von SUVH?2 in reifen, nicht seneszenten Blattern
kaum zu Verdnderungen der Genexpression im Vergleich zum WT. Im Gegensatz dazu
ergaben sich deutliche Unterschiede zwischen dem WT und SUVH2-oe-Linie bei dem
Vergleich des S1-Stadiums sowie insbesondere bei der Regulation der 383 im WT als
differentiell reguliert definierten SARFs. Dabei kommt es zum einen zur Suppression der
seneszenzspezifischen Induktion von Uber 40% der im WT identifizierten 314 SURFs. Zum
anderen ist die Expression der Mehrheit (~83%) der 69 SDRFs ausschlief3lich im WT, nicht

aber der SUVH2-oe-Linie, reprimiert.

111.5.4 Untersuchungen zum Einfluss der SUVH2-Uberexpression auf die Regulation von
Genfamilien.

Um zu untersuchen, ob die Uberexpression von SUVH2 Auswirkungen auf spezielle Genfamilien
der im WT differentiell regulierten Gene hat, erfolgte eine sog. Uberreprisentationsanalyse (s.
Kapitel V.2.6.3.3). Diese Untersuchung wurde unter Verwendung des Fisher Exact Tests in 2x2

7
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Kontingenztafeln durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Uberreprasentationsanalyse sind in Tabelle
I11.2 zusammengefasst. Dabei konnte fir den WT festgestellt werden, dass die CCAAT-HAP2-,
NAC- und WRKY-TF-Familien Uberrepréasentiert in der Gruppe der induzierten Gene sind. So sind
im WT die relativen Transkriptgehalte aller acht Mitglieder der CCAAT-HAP2-Familie, 39 der 59
NAC-TF sowie 27 der 46 WRKY-TF signifikant wahrend der Seneszenz erhoht. Weiterhin ist
auffallig, dass viele Gene, die Mitglieder der groen TF-Familien C2H2 (19 der 86 Gene), HB (12
der 64 Gene) und MYB (27 der 98 Gene) kodieren, im S1-Stadium des WTs induziert werden.

Somit ist auch fir diese TF-Familien eine Bedeutung fur den Seneszenzprozess indiziert.

Tabelle I11.2. Uberreprasentationsanalyse der Transkriptionsfaktorfamilien in WT- und SUVH2-oe Pflanzen.

WT induziert WT reprimiert SUVH2-o0e induziert SUVH2-o0e reprimiert

FAMILIE

N n OR P Pc n OR P Pc n OR P Pc n OR P Pc
ABI3VP1 23 7 1.2 0.45 1.00 4 34 0.04 0.51 4 0.9 0.69 1.00 0 0.0 1.00 1.00
AP2-EREBP 84 29 14 0.08 0.67 9 2.0 0.06 0.51 15 0.9 0.70 1.00 3 22 0.18 1.00
ARF 15 2 04 0.95 1.00 0 00 1.00 1.00 0 00 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
ARR-B / GARP-ARR-B 6 2 13 0.52 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
AS2 (LOB) | 15 4 0.0 0.62 1.00 0 0.0 1.00 1.00 5 2.1 0.15 1.00 1 41 0.24 1.00
AUX/IAA 22 1 0.1 1.00 1.00 3 25 0.14 1.00 1 0.2 0.99 1.00 0 0.0 1.00 1.00
BBR/BPC 7 1 0.4 0.89 1.00 0 0.0 1.00 1.00 1 0.7 0.78 1.00 0 0.0 1.00 1.00
bHLH 101 15 0.4 1.00 1.00 12 2.3 0.01 0.34 12 0.5 0.99 1.00 2 11 0.55 1.00
bzIP 55 20 15 0.09 0.67 2 0.6 0.86 1.00 12 1.2 0.39 1.00 2 22 0.25 1.00
C2C2(Zn) CO-like 22 3 04 0.96 1.00 0 0.0 1.00 1.00 6 1.6 0.25 1.00 0 0.0 1.00 1.00
C2C2(Zn) DOF 26 5 0.6 0.88 1.00 8 21 0.20 1.00 4 0.7 0.78 1.00 0 0.0 1.00 1.00
C2C2(Zn) GATA 24 4 0.5 0.93 1.00 5 4.4 0.01 0.34 1 0.2 0.99 1.00 0 0.0 1.00 1.00
C2H2 86 19 07 0.90 1.00 4 07 0.78 1.00 11 06 0.97 1.00 1 0.6 0.80 1.00
C3H 25 7 1.0 0.55 1.00 0 0.0 1.00 1.00 5 1.0 0.56 1.00 0 0.0 1.00 1.00
CAMTA 7 4 3.6 0.09 0.67 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
CCAAT-DR1 2 2 130 0.08 0.67 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
CCAAT-HAP2 8 8 461 298E-05 4.97E-04* 0 0.0 1.00 1.00 6 127 1.03E-03 0.02* 0 0.0 1.00 1.00
CCAAT-HAP3 7 0 0.0 1.00 1.00 1 2.6 0.35 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
CCAAT-HAP5 10 2 0.7 0.81 1.00 0 0.0 1.00 1.00 2 1.0 0.61 1.00 0 0.0 1.00 1.00
CPP(Zn) 8 2 0.9 0.69 1.00 1 2.3 0.39 1.00 1 0.6 0.83 1.00 2 20.5 7.81E-03 0.29
E2F-DP 7 1 04 0.89 1.00 2 6.4 0.06 0.51 1 0.7 0.78 1.00 0 0.0 1.00 1.00
EIL 3 1 13 0.62 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
FHA 4 1 0.9 0.72 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
G2-like / GARP-G2-like 32 5 0.5 0.96 1.00 0 0.0 1.00 1.00 6 0.9 0.62 1.00 0 0.0 1.00 1.00
GeBP 11 4 15 0.35 1.00 1 1.6 0.50 1.00 2 09 0.67 1.00 0 0.0 1.00 1.00
GIF 3 2 5.3 0.18 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
GRAS 28 8 11 0.52 1.00 0 0.0 1.00 1.00 3 0.5 0.93 1.00 0 0.0 1.00 1.00
HB 64 12 0.6 0.96 1.00 3 0.8 0.76 1.00 14 12 0.36 1.00 1 0.9 0.69 1.00
HMG 10 3 11 0.55 1.00 1 1.7 0.46 1.00 2 1.0 0.61 1.00 0 0.0 1.00 1.00
HSF 17 6 15 0.31 1.00 0 0.0 1.00 1.00 5 1.7 0.23 1.00 0 0.0 1.00 1.00
LIM 5 0 0.0 1.00 1.00 1 4.0 0.27 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
MADS 43 9 0.7 0.88 1.00 4 1.6 0.26 1.00 8 0.9 0.63 1.00 0 0.0 1.00 1.00
MBF1 3 1 13 0.62 1.00 0 0.0 1.00 1.00 1 2.1 0.48 1.00 0 0.0 1.00 1.00
MYB 98 27 1.0 0.53 1.00 6 1.0 0.55 1.00 21 11 0.35 1.00 3 1.9 0.25 1.00
MYB-related 32 6 0.6 0.91 1.00 1 0.5 0.87 1.00 3 0.4 0.97 1.00 1 18 0.44 1.00
NAC 59 39 58 2.02E-10 1.01E-08* 1 0.3 0.98 1.00 31 51 5.42E-09 2.71E-07* 1 0.0 0.66 1.00
Orphans 1 1 80 0.27 1.00 0 00 1.00 1.00 0 00 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
PHD 8 2 09 0.69 1.00 0 23 0.39 1.00 0 00 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
PLATZ 7 3 2.0 0.29 1.00 1 0.0 1.00 1.00 3 31 0.14 1.00 0 0.0 1.00 1.00
RWP-RK (NIN-like) 8 2 0.9 0.69 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00 0 0.0 1.00 1.00
SBP 14 0 00 1.00 1.00 1 12 0.58 1.00 1 03 0.95 1.00 0 0.0 1.00 1.00
SET 8 0 00 1.00 1.00 1 23 0.39 1.00 0 00 1.00 1.00 2 205 7.81E-03  0.29
SRS 6 1 0.5 0.85 1.00 0 0.0 1.00 1.00 1 0.8 0.73 1.00 0 0.0 1.00 1.00
TCP 21 3 0.4 0.95 1.00 0 0.0 1.00 1.00 3 0.7 0.81 1.00 0 0.0 1.00 1.00
Tify 10 4 1.8 0.28 1.00 0 0.0 1.00 1.00 4 2.8 0.11 1.00 0 0.0 1.00 1.00
TRAF 2 1 2.7 0.47 1.00 0 0.0 1.00 1.00 1 4.1 0.35 1.00 0 0.0 1.00 1.00
Trihelix 15 3 0.7 0.82 1.00 0 0.0 1.00 1.00 4 15 0.33 1.00 0 0.0 1.00 1.00
ULT 1 0 0.0 1.00 1.00 1 472 0.06 0.51 0 0.0 1.00 1.00 1 1710 0.02 0.29
WRKY 46 27 40 524E-06 1.31E-04* 0 0.0 1.00 1.00 20 34  1.29E-04 3.24E-03* 0 0.0 1.00 1.00
ZF-HD 12 1 02 0.98 1.00 0 00 1.00 1.00 1 04 0.93 1.00 0 0.0 1.00 1.00

Die Uberreprasentationsanalyse wurde unter Verwendung des Fisher Exact Tests in 2x2 Kontingenztafeln durchgefiihrt.
Dabei wurde der p-Wert (P) erhalten. Pc stellt den FDR (False Discovery Rate) korrigierten p-Wert dar. (*) Sternchen
markieren Pc-Werte < 0,05. Die Odds ratio (OR) ist ein MaR flr das Verhaltnis zweier Ereignisse (reguliert / nicht reguliert).
Die Gesamtanzahl einer jeden Genfamilie (N) sowie die Anzahl der regulierten Gene einer jeden Familie (n) sind gegeben.
Insgesamt wurden 1131 Gene in den Analysen betrachtet. Rot hervorgehoben sind Familien fiir die eine Uberreprasentation
gezeigt werden konnte.

Die fur den WT als Uberreprésentiert in der Gruppe der induzierten Gene gezeigten Familien
(CCAAT-HAP2, NAC und WRKY) wurden ebenfalls als berreprasentiert in der Gruppe der
induzierten Gene fiir die SUVH2-oe-Linie identifiziert (Tab. 111.2). Allerdings sind in Abhdngigkeit

von der TF-Familie weniger Vertreter, der im WT verstarkt exprimierten Gene, ebenfalls in
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SUVH2 uberexprimierenden Pflanzen induziert. Dabei sind sechs der acht im WT induzierten
Gene, die fur CCAAT-HAP2-TF kodieren, auch in der SUVH2-oe-Linie signifikant induziert. Im
Gegensatz dazu sind die Unterschiede der Expression der Gene, die fir die TFs der NAC- und
WRKY -Familie kodieren, in der SUVH2-oe-Linie im Vergleich zum WT groRer. Wahrend im WT
39 der 60 detektierten NAC-kodierenden Gene verstarkt exprimiert werden, konnte in der SUVH2-
oe-Linie nur eine erhdhte Transkriptmenge fiir 31 Mitglieder festgestellt werden. Weiterhin zeigten
nur 20 der fir WRKY-TF-kodierenden Gene eine erhohte Expression in der SUVH2-oe-Linie,
wahrend dies fur 27 Vertreter dieser Familie im WT detektiert wurde. Ein noch deutlicherer Effekt
der SUVH2-Uberexpression zeigte sich jedoch fiir die AP2-EREBP-, bZIP- und die C2H2-Familie.
Etwa 50% der im WT seneszenzabhédngig induzierten Gene dieser Familien sind nicht oder stark
vermindert in der SUVH2-oe-Linie wahrend der Seneszenz induziert. Im Gegensatz dazu zeigten
andere Familien wie die bHLH-, C3H-, G2-like- und die HB-TFs kaum einen Effekt auf die
seneszenzabhéangige Induktion der Expression ihrer Familienmitglieder durch die Uberexpression
von SUVH2. Fir die Gruppe der seneszenzabhangig herunterregulierten Gene konnte sowohl im
WT als auch in der SUVH2-oe-Linie fir keine der untersuchten TF-Familien eine
Uberreprasentation festgestellt werden (Tab. 111.2). Dennoch sind im WT zwischen 10% und 20%
der detektierten Mitglieder der AP2-EREBP- und bHLH-Familien im WT herunterreguliert und
stellen damit die am stérksten im Seneszenzprozess betroffenen Genfamilien dar. Weiterhin konnte
festgestellt werden, dass die Mehrheit der im WT reprimierten Gene nicht in der SUVH2-oe-Linie
herunterreguliert werden. Dabei sind die meisten Genfamilien, von denen Vertreter im WT
wahrend der Seneszenz vermindert exprimiert werden, in der SUVH2-oe-Linie betroffen. Die
starksten Effekte waren fir die bHLH-, AB2-EREBP- und C2H2-TF-Familien feststellbar. So sind
z.B. nur zwei der 15 im WT herunterregulierten Gene die fir bHLH-TFs kodieren ebenfalls in der

SUVH2-Uberexpressionslinie reprimiert.

Zusammenfassend zeigte sich, dass die Uberexpression von SUVH2 bevorzugt die Expression
bestimmter seneszenzassoziierter TF-Familien beeinflusst, wohingegen andere keine oder nur

geringe Veranderungen in ihrem Expressionsverhalten aufweisen.

111.5.5 Clusteranalysen der seneszenzassoziierten regulatorischen Faktoren im WT und in
der SUVH2-oe-L.inie.

Nachfolgend wurden tber Clusteranalysen Gruppen von Genen mit ahnlichen Expressionsprofilen
unter den 383 differentiell regulierten Genen des WTs und den korrespondierenden Daten der
SUVH2-oe-Linie identifiziert (s. Kapitel V.2.6.2). Dabei sollten genauere Aussagen Uber den
Einfluss der SUVH2-Uberexpression auf die Expressionsmuster dieser Gene erlangt werden. Die
Clusteranalysen erfolgten an den normalisierten CT-Werten (ACT) fiir den WT und die SUVH2-oe-
Linie fur die zwei Stadien NS und S1 unter Verwendung des sog. k-Means / k-Medians Clustering

(KMC)-Programms (mit Pearson Korrelation; s. Kapitel V.2.6.2) des MultiExperiment Viewer tools
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(MeV 4.8.1) der TIGR TM4 Software (Saeed et al. 2006; Saeed et al. 2003). Nach der Bestimmung
der optimalen Clusteranzahl durch den figure of merit-Algorithmus (FOM) wurden finf in
Abbildung 111-26 gezeigte distinkte Cluster erhalten, die Gruppen von Genen mit dhnlichen
Expressionsprofilen inkludieren (aufgelistet in Ay et al. 2014b; Supplementary DS 4a-f). Alle 69
im WT reprimierten Gene (SDRFs) wurden der Gruppe des Cluster 1 zugeordnet (Abb. I11-26;
aufgelistet in Ay et al. 2014b; Supplementary DS 4b). Wie durch den Mittelwert des Clusters
gezeigt (Abb. 111-26; griine dicke Linie), sind diese Gene im S1-Stadium weniger stark in der
SUVH2-oe-Linie reprimiert als im WT. Des Weiteren ist erkennbar, dass es kaum zu
Veranderungen der Expressionsniveaus in reifen (NS) Blattern des WTs und der SUVH2-oe-Linie
kommt.

Alle im WT verstarkt exprimierten Gene (SURFs) sind den Clustern 2, 3, 4 und 5 zugeordnet (Abb.
111-26; aufgelistet in Ay et al. 2014b; Supplementary DS 4c—f). Die Unterschiede dieser vier Cluster
basieren auf den Expressionsprofilen der Gene in der SUVH2-oe-Linie im NS-Stadium und/oder im
S1-Stadium verglichen zur Expression im WT. 162 Gene, mehr als 50 % aller im WT
identifizierten SURFs, gruppieren in Cluster 4. Wie der orange gekennzeichnete Mittelwert des
Clusterprofils zeigt (Abb. [11-26), enthalt dieses Cluster Gene, die ein &hnliches
Expressionsverhalten in den beiden untersuchten Stadien in der SUVH2-oe-Linie verglichen mit
dem WT haben. Uber 28%, der im WT als SURFs identifizierten Gene sind den Clustern 2 und 3
zugeordnet. Fir beide Cluster ist eine offensichtliche Repression der Induktion der Gene in der
SUVH2-o0e-Line wéhrend der Seneszenz im Vergleich zum WT charakteristisch. Jedoch ist fir die
insgesamt 47 Gene, die in Cluster 2 zusammengefasst sind (Abb. 111-26; aufgelistet in Ay et al.
2014b; Supplementary DS 4c) typisch, dass sie ein mit dem WT vergleichbares Expressionsniveau
im Kontrollstadium (NS) aufweisen und die Expressionsstarke im S1-Stadium deutlich im
Vergleich zum WT erniedrigt ist. Interessanterweise ist eine groRe Anzahl von Genen, die fur TFs
der WRKY-, NAC-, C2H2- und AP2-EREBP-Familie kodieren, diesem Cluster zugehorig
(aufgelistet in Ay et al. 2014b; Supplementary DS 4c). Auch das bereits in vorigen Analysen
untersuchte und fur den WRKY53-TF kodierende Gen AT4G23810 ist diesem Cluster zugeordnet.
Im Gegensatz zu den in Cluster 2 gruppierten Genen, sind die Expressionsniveaus der 41 in Cluster
3 zugeordneten Gene im seneszenten S1-Stadium mit denen des WTs im S1-Stadium vergleichbar.
Allerdings wie durch den farbig hervorgehobenen Mittelwert in Abbildung 111-26 erkennbar wird,
ist das Expressionsniveau im Kontrollstadium (NS) bereits deutlich im Vergleich zum WT im NS-
Stadium erhoht. So ergibt sich zwar eine deutliche Reduktion der seneszenzabh&ngigen Induktion
der Expression, allerdings verursacht durch einen bereits im NS-Stadium erh6hten Transkriptgehalt
im Vergleich zum WT. Dieser Effekt der SUVH2-Uberexpression auf die Expression von SAGs
konnte bereits fur die untersuchten Seneszenzmarkergene SAG12, FRK1 sowie MYB13 festgestellt
werden (s. Kapitel 111.4.3.1). Weitere 64 der 314 im WT identifizierten SURFs, sind dem Cluster 5
zugeordnet (Abb. 111-26; aufgelistet in Ay et al. 2014b; Supplementary DS 4f). Dieses Cluster ist
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durch mehr oder weniger stark erniedrigte Expressionsniveaus in beiden untersuchten Stadien der

SUVH2-oe-Linie im Vergleich zum WT gekennzeichnet.

i b1 (n=69) ' ' R i '02 (n=47)

SUVH2-0oe NS SUVH2-0e $1 SUVH2-0e NS

I b3 (n=41)

SUVH2-0e S1 WT NS SUVH2-0e NS SUVH2-0e $1

£

SUVH2-0oe NS SUVH2-0e $1

Abbildung 111-26: k-Means Clusteranalysen der im WT seneszenzabhangig regulierten Faktoren (SARFs). Die
Clusteranalysen erfolgten anhand der normalisierten Daten des NS- und S1-Stadiums fiir den WT und die SUVH2-oe-Linie
unter Verwendung des k-Means Algorithmus (mit Pearson Korrelation) zwischen den 383 im WT differentiell regulierten
Genen. Die Y-Achse zeigt die —~ACT-Werte und spiegelt die Herauf- bzw. Herunterregulation der Gene wider. Die X-Achse
gibt die miteinander verglichenen Entwicklungsstadien entweder fiir den WT oder die SUVH2-oe-Linie an. Der Mittelwert
eines Clusters ist als dicke farbige Linie gezeigt (grin: alle SDRFs; orange: alle SURFs). (n) gibt die Anzahl der Gene an, die
einem Cluster zugeordnet wurden.

Zusammenfassend bestatigen die Clusteranalysen, dass mehr als die Halfte der 314 im WT
identifizierten SURFs keine starke Beeinflussung des Expressionsverhaltens durch die
SUVH2-Uberexpression aufweisen. Jedoch konnte fiir das Expressionsprofil der Gene, die
den Clustern 2, 3, und 5 zugeordnet sind, ein deutlicher Effekt auf die Expression durch die
Uberexpression von SUVH2 festgestellt und weiter aufgeschliisselt werden. Dabei wurde

deutlich, dass die Expression einiger Gene bereits in reifen Blattern beeinflusst ist, wéhrend
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die anderer nur oder auch im S1-Stadium eine Veranderung zeigte. Zusatzlich ist durch die
Clusteranalysen ersichtlich, dass die Expressionsprofile der 69 im WT herunterregulierten
SDRFs im nicht seneszenten NS-Stadium in der SUVH2-oe-Linie &hnlich sind. Jedoch ist fur
die Mehrzahl dieser Gene charakteristisch, dass die Repression wahrend der Seneszenz im
WT in der SUVH2-o0e-Linie deutlich vermindert ist.

111.5.6 Detaillierte Expressionsanalysen ausgewéhlter Kandidatengene der Cluster 2, 3 und 5.
Die Clusteranalysen ergaben, dass die Expressionsmuster der SURFs, die den Clustern 1, 2, 3 und
5 zugeordnet wurden, durch die Uberexpression der putativen Histonmethyltransferase SUVH2
deutlich im Vergleich zum WT verédndert sind (s. Kapitel 111.5.5). Damit stellen diese Gene

potentielle Ziele regulatorischer Chromatinverédnderungen wéhrend der Seneszenz dar.

111.5.6.1 Detaillierte Expressionsanalysen von Kandidatengenen aus Cluster 2.

Durch ChlIP-Analysen an drei Seneszenzmarkergenen konnten insbesondere fir WRKY53
spezifische Chromatinverdnderungen wéhrend der Seneszenz in WT- und SUVH2-
Uberexpressionspflanzen nachgewiesen werden (s. Kapitel 111.3.2 und 111.4.4.2.3). WRKY53 selbst
zeigte in den QRT-PCR-Plattformanalysen ein fiir das Cluster 2 charakteristisches
Expressionsprofil. Um gezielt weitere solcher Gene aus dem grofRen Set, moglicher durch
Chromatinveranderungen regulierter Gene, zu identifizieren, wurden die zehn Gene aus Cluster 2
ausgewadhlt, die die starkste Suppression der seneszenspezifischen Induktion in der SUVH2-oe-
Linie aufwiesen (Tab. 111.3). Diese zehn sog. Top-Kandidatengene sollten nachfolgend hinsichtlich
ihres Expressionsprofiles in einer detaillierten Seneszenzkinetik des WTs sowie der SUVH2-oe-

Linie untersucht werden.

Tabelle 111.3. Top 10 Kandidatengene aus Cluster C2.

WT NS/S1 SUVH2-0e NS/S1 WT NS /SUVH2-0e NS WT S1/SUVH2-0e S1
AACT AACT AACT NS AACT S1
Index GEN-1D FAMILIE ANNOTATION (NS - S1) . (NS - S1) . (WT NS - SUVH2-0e (WT S1 - SUVH2-0e
NS) FC S1) FC
MW  SA MW  SA MW SA MW SA

1 AT5G64530 NAC ANAC104 -5,3 1,0 390 -1,9 0,9 37 04 0,6 08 38 11 0,1
2 AT5G43170 C2H2 AZF3 -52 05 361 -1,6 0,2 3,0 01 03 0,9 37 04 0,1
3 AT2G40750 WRKY WRKY54 5,2 1,7 358 -1,6 0,9 3,0 01 04 0,9 3,7 12 0,1
4 AT3G56400 WRKY WRKY70 -4,8 11 275 -1,7 04 33 -0,6 0,7 15 25 15 0,2
5 AT5G08790 NAC ANAC081 -4,5 06 229 =116 11 30 04 0,6 0,7 34 12 0,1
6 AT3G10590 MYB keine Zuordnung -4,3 11 19,5 -1,4 13 2,6 -0,2 0,7 11 28 0,5 0,2
7 AT2G37260 WRKY WRKY44 -4,2 04 184 =110 0,3 1,0 -0,9 04 19 32 0,5 0,1
8 AT2G43500 RWP-RK keine Zuordnung -4,2 03 17,8 -1,2 22 23 -0,3 16 1,2 2,7 0,4 0,2
9 AT4G34400 ABI3VP1 keine Zuordnung =319 10 145 =152 18 23 -0,3 18 1,2 24 2,0 0,2
10 AT5G04390 C2H2 keine Zuordnung -3,7 0,2 13,2 -0,7 0,7 1,6 -0,8 0,4 1,7 2,3 0,6 0,2

Die zehn Gene aus Cluster 2 mit der starksten Suppression im S1-Stadium von SUVH2-oe-Pflanzen wurden aufgrund
nachstehender Kriterien fiir weiterfliihrende Expressionsanalysen in einer Seneszenzkinetik ausgewahlt: 1.) FCuwr suns) > 4;
2.) FC(suvhz-0e suns) < 4; 3.) 0,5 < FCisuvhz-oe nswT ns) < 25 4.) FCsuvha-oe suw sy < 0,5; 5.) FCwr suns) dreimal héher als der
FC(suvh2-ce suns)- Die AACT-Werte ergeben sich wie folgt: AACT = ACT S1 (CTzieigen — CTRreferenzgen) = ACT NS (CT zieigen —
CTreferenzgen); FC ist der Fold Change (2**“"); Die Mittelwerte (MW) mit entsprechender Standardabweichung (SA) zeigen
die Daten aus drei unabh&ngigen biologischen Replikaten der Expressionsprofiling-Plattformexperimente.

WRKY53 selbst wiirde unter den angewendeten Auswahlkriterien (s. Kapitel VV.2.6.2) Rang neun
einnehmen. Da jedoch bereits das genaue Expressionsprofil fir diesen TF im WT und der SUVH2-
oe-Linie in einer Seneszenzkinetik bestimmt wurde (s. Kapitel 111.4.3.1), ist WRKY53 nicht mit in

Tabelle 111.3 aufgefihrt. Drei der zehn Top-Kandidatengene kodieren ebenfalls fir TFs der
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WRKY -Familie. Des Weiteren sind unter den Kandidaten je zwei Mitglieder der NAC- und der
C2H2-TF-Familien sowie je ein Mitglied der MYB-, RWP-RK- und ABI3VP1-Familie vertreten.
Fur sechs der zehn Gene wurde bereits eine Funktion innerhalb der Seneszenz (WRKY54,
WRKY70) oder die Induktion der Expression wahrend der Seneszenz in einer oder mehreren
globalen Transkriptomanalysen (AZF3, WRKY44, ANAC081 und ANAC104) gezeigt (Besseau et al.
2012; Buchanan-Wollaston et al. 2005; van der Graaff et al. 2006; Balazadeh et al. 2008; Breeze et
al. 2011). Fir die restlichen vier Kandidatengene (AT5G04390, AT3G10590, AT4G34400 und
AT2G43500) konnte demnach erstmalig eine seneszenzabhéngig gesteigerte Expression fir
Arabidopsis WT-Pflanzen nachgewiesen werden. Somit handelt es sich bei diesen Genen um neu
identifizierte SAGs. Um genauere Informationen tber das Expressionsverhalten der ausgewéhlten
Top-Kandidatengene in friheren und spateren Seneszenzstadien zu erhalten, erfolgte die
Bestimmung ihrer Expressionsprofile ber qRT-PCR in allen definierten Stadien des etablierten
Seneszenzsystems fur den WT (NS-, SO-, S1- und S2-Stadium) sowie die SUVH2-oe-Linie (NS-,
S0-, S1-, S2- und S3-Stadium). In Abbildung I11-27 sind die Ergebnisse der Bestimmung der
relativen Transkriptgehalte dargestellt. Fir alle zehn Gene ist deutlich ein Anstieg der relativen
Transkriptmenge in Bezug auf die nicht seneszente Kontrolle (NS) im WT erkennbar. Dabei
kommt es tatsachlich jeweils erst im S1-Stadium und nicht im friihen SO-Stadium zu einem Anstieg
der detektierten Transkriptmenge. Gleichzeitig konnte flr drei der zehn Gene (WRKY54, WRKY70
und ANAC104) ein transientes Expressionsprofil, mit einer maximalen Expression im S1-Stadium
und einem Absinken im spaten S2-Stadium, nachgewiesen werden. Fir die restlichen sieben Gene
(AZF3, AT5G04390, WRKY44, AT3G10590, ANACO081, AT4G34400 und AT2G43500) hingegen
wurde ein maximaler Transkriptgehalt im spaten S2-Stadium detektiert. Des Weiteren ist aus
Abbildung 111-27 ersichtlich, dass fur alle zehn Gene die Expression im S1-Stadium in der SUVH2-
oe-Linie deutlich im Vergleich zum WT vermindert ist und so die Analysen der
Expressionsprofiling-Plattform bestédtigen. Zusétzlich zeigte sich, dass auch in spéteren
Seneszenzphasen die Transkriptgehalte aller Gene im Vergleich zum WT deutlich erniedrigt sind.
Selbst im spaten S3-Stadium ist die Expression, mit Ausnahme von ANAC104 und AT2G43500
deutlich geringer als im physiologisch vergleichbaren S2-Stadium des WTs. Die stérkste
Suppression der seneszenzabhéngigen Induktion konnte dabei fur AT5G04390, WRKY44,
AT3G10590 sowie ANACO081 festgestellt werden.
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Abbildung 111-27: Expressionsprofile der zehn Cluster 2 Top-Kandidatengene in WT und SUVH2-oe-Pflanzen. Die
Expressionsanalysen der zehn Top-Kandidatengene aus Cluster 2 (aufgelistet in Tabelle 111.3) erfolgten mittels gRT-PCR an
RNA, die aus Blatt 5-8 von WT- und SUVH2-oe-Pflanzen extrahiert wurde. Gezeigt sind die Expressionsmuster fiir die flinf
definierten Entwicklungsstadien NS, SO, S1, S2 und S3 (WT: schwarze Balken; SUVH2-oe: griine Balken). Die relativen
Transkriptgehalte wurden nach der 222“T-Methode berechnet und wurden dabei jeweils auf das Referenzgen 18S rRNA
(AT2G01010) normalisiert. Die Transkriptgehalte sind in reifen Blattern eins (= 100%) gesetzt. Die Balken repréasentieren
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jeweils die Mittelwerte aus drei unabh&ngigen biologischen Replikaten und sind mit den entsprechenden
Standardabweichungen gezeigt. Signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test) zwischen den analysierten
Seneszenzstadien und der Kontrolle (NS) bzw. zwischen dem WT und der SUVH2-oe-Linie fiir jedes einzelne Stadium sind
durch Sternchen bzw. Buchstaben gekennzeichnet (p < 0,05 (*; a), p < 0,01 (**).

111.5.6.2 Detaillierte Expressionsanalysen von Kandidatengenen aus Cluster 3 und 5.

Neben den in Cluster 2 gruppierten Kandidatengenen, bei denen es spezifisch im S1-Stadium zu
einer Repression durch die SUVH2-Uberexpression kommt, zeigten auch die den Clustern 3 und 5
zugeordneten Gene interessante Expressionsmuster in den SUVH2 (berexprimierenden Pflanzen
(s. Kapitel 111.5.5). Dabei war fiir das Cluster 3 ein Expressionsprofil charakteristisch, bei dem die
Expression der Gene im NS-Stadium der SUVH2-oe-Linie im Vergleich zum WT deutlich erhoht
war. Im Gegensatz dazu wurden Gene mit einer tendenziell niedrigeren Expression in beiden
untersuchten Stadien in der SUVH2-oe-Linie dem Cluster 5 zugeordnet. Flr beide Cluster wurde je
ein Kandidatengen (Cluster 3: ORA47, kodiert fur einen AP2-EREBP-TF; Cluster 5: MYB75,
kodiert fur den MYB-TF PAP1) fur die Bestimmung ihrer Expressionsprofile in allen definierten
Stadien des etablierten Seneszenzsystems fur den WT (NS-, SO-, S1- und S2-Stadium) sowie fur
die SUVH2-oe-Linie (NS-, SO-, S1-, S2- und S3-Stadium) ausgewahlt. In Abbildung 111-28 sind die
Ergebnisse der Bestimmung der relativen Transkriptgehalte dargestellt. Dabei ist aus der
Einzelbetrachtung der Expressionskinetiken jeder Linie zu erkennen (linke Seite der Abb. 111-28),
dass die Expression beider Gene im WT deutlich stérker seneszenzabhéngig induziert wird als in
der SUVH2-oe-Linie. Betrachtet man jedoch die Expression im WT und der SUVH2-oe-Linie
einzeln fur jedes Entwicklungsstadium und vergleicht diese miteinander (rechte Seite der Abb. Il1-
28), zeigen sich die fur die Cluster typischen Charakteristika. So ist fur ORA47 (Cluster 3)
erkennbar, dass die Expression in reifen Blattern (NS-Stadium) in SUVH2 Uberexprimierenden
Blattern wesentlich hoher ist als im korrespondierenden Stadium des WTs. Die vergleichenden
Analysen zeigen weiter, dass die detektierten Transkriptmengen in allen vier untersuchten
Seneszenzstadien mit denen des WTs vergleichbar sind. Fur ORA47 wird demnach einerseits
deutlich, dass die seneszenzabhdngige Induktion der Genexpression in den SUVH2
Uberexprimierenden Pflanzen fast vollstandig ausbleibt, das jedoch andererseits bereits in reifen
Blattern Transkriptmengen vorhanden sind wie sie im WT erst wéahrend der Seneszenz gebildet
werden. Das Expressionsprofil von MYB75 hingegen zeigt das flr das Cluster 5 typische Muster.
So ist in Abbildung I11-28 (rechte Seite) deutlich zu erkennen, dass die Transkriptgehalte sowohl
im reifen als auch allen untersuchten seneszenten Stadien deutlich reduziert im Vergleich zum WT
sind. Einzig in Blattern des sehr spaten S3-Stadiums konnten in der SUVH2-oe-Linie ahnliche
Gehalte der MYB75 mMRNA detektiert werden wie in Blattern des physiologisch

korrespondierenden S2-Stadiums des WTSs.
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Abbildung 111-28: Expressionsprofile der zwei Cluster 3 und 5 Kandidatengene in WT und SUVH2-oe-Pflanzen. Die
Expressionsanalysen der zwei Kandidatengene (A) Cluster 3: ORA47 und (B) Cluster 5: MYB75 erfolgten mittels gRT-PCR an
RNA, die aus Blatt 5-8 von WT- und SUVH2-oe-Pflanzen extrahiert wurde. Linke Seite: Gezeigt sind die Expressionsmuster
fur die fUnf definierten Entwicklungsstadien NS, S0, S1, S2 und S3 (WT: schwarze Balken; SUVH2-oe: griine Balken). Die
Berechnung der relativen Transkriptgehalte erfolgte nach der 2"**“"-Methode. Die Transkriptgehalte wurden dabei jeweils auf
das Referenzgen 18S rRNA (AT2G01010) normalisiert und sind in reifen Blattern eins (= 100%) gesetzt. Rechte Seite:
Vergleichende qRT-PCR-Analysen der zwei Kandidatengene der korrespondierenden Entwicklungsstadien sind durch das
Verhéltnis der normalisierten Expressionsdaten der SUVH2-oe-Linie bezogen auf die des WTs gezeigt. Die Expressionsdaten
des S3-Stadiums in der SUVH2-o0e-Linie wurde dabei auf die Daten des WTs im S2-Stadium bezogen. Die graue gestrichelte
Linie kennzeichnet eine gleiche Transkriptmenge im WT und der SUVH2-oe-Linie im jeweiligen Entwicklungsstadium
(Quotient = 1). Dartiber liegende Werte bedeuten eine in der SUVH2-oe-Linie verstarkte Expression, bzw. darunter liegende
Werte eine geringere Expression im jeweiligen Stadium im Vergleich zum WT. Die Balken représentieren jeweils die
Mittelwerte aus drei unabhéngigen biologischen Replikaten und sind mit den entsprechenden Standardabweichungen (diinne
Fehlerbalken) gezeigt. Die Expressionsdaten fir MYB75 (linke Seite) sind logarithmisch aufgetragen. Signifikante
Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test) zwischen den analysierten Seneszenzstadien und der Kontrolle (NS) bzw. zwischen
dem WT und der SUVH2-oe-Linie fur  jedes einzelne Stadium sind durch Sternchen
gekennzeichnet [p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)].

Zusammenfassend konnten die Daten der Expressionsprofiling-Plattformanalysen fur die
ausgewahlten Kandidatengene bestatigt und erweitert werden. So zeigte sich fur die Cluster 2
und 5 zugehorigen Gene, dass die festgestellte Repression der seneszenzabhangigen
Steigerung der Expression auch in spateren Seneszenzphasen mehr oder weniger stark
ausgepragt ist. Insbesondere die am starksten durch die SUVH2-Uberexpression
reprimierten Gene sowie die dem Cluster 3 zugeordneten Gene, deren Expression bereits im
NS-Kontrollstadium deutlich im Vergleich zum WT erhoht ist, stellen geeignete Kandidaten

fur zukinftige Analysen der lokalen Chromatinumgebung wéhrend der Seneszenz dar.

111.5.7 HY5 als méglicher upstream Regulator von SARFs in der Seneszenz.
Shin et al. (2013) préasentierten kirzlich Ergebnisse, die eine Rolle des bZIP-TFs HY5
(ELONGATED HYPOCOTYLS5) als tibergeordneten (upstream) Regulator der MYB75-Expression
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durch die direkte Bindung an G- und ACE-cis Elemente des MYB75 Promotors postulieren lassen.
Zudem konnten in einem ChIP-Chip-Ansatz von Lee et al. (2007) Gber 3800 putative Zielgene des
HY5-TFs identifiziert werden. Interessanterweise wurden dabei auch drei der TOP 10
Kandidatengene aus Cluster 2 (ANAC081, ANAC104 und WRKY44) sowie WRKY53 als HY5-
Zielgene identifiziert. Dies flhrte zu der These, dass HY5 neben seinen beschriebenen Funktionen
als wichtiger Regulator in Entwicklungs- und Photomorphogeneseprozessen (Koornneef und van
der Veen 1980; Osterlund et al. 2000; Chen et al. 2013; Lee et al. 2007) ebenfalls eine
regulatorische Funktion bei der Kontrolle der seneszenzspezifischen Expression von SARFs haben
konnte. Daher erfolgte ein Vergleich, der im TF-Profiling-Ansatz identifizierten SARFs, mit den
Daten von Lee et al. (2007). 125 der 383 SARFs, fur die eine signifikante Veradnderung der
Genexpression in der Seneszenz im WT gezeigt werden konnte, wurden ebenfalls als HY5-
Zielgene identifiziert (Abb. 111-29; aufgelistet in Ay et al. 2014b; Supplementary DS 4a). Des
Weiteren wurde verglichen, wie sich der Anteil der moglichen HY5-Zielgene an den SARFs im
Verhaltnis zum gesamten Genset, das in dem TF-Profiling untersucht wurde, verhalt. In Abbildung
I11-29 ist zu erkennen, dass von den 773 im WT nicht seneszenzabhangig regulierten Genen, 190
TF (~25%) als HY5-Zielgene in den Versuchen von Lee et al. (2007) identifiziert wurden.
Demgegenuber stehen die etwa 33% der SARFs, die als putative HY5-Zielgene identifiziert

wurden.

Anteil von méglichen HY5-Zielgenen

= - -
/‘/ Anteil in %: ~33%

Anteil in %: ~25%

® nicht regulierte RF u SARF ™ putative HY5-Zielgene

Abbildung 111-29: Vergleich des Anteils putativer HY5-Zielgene an seneszenzabhangig regulierten Genen (SARFs) und
nicht seneszenzabhéngig regulierten Genen. Die Anteile in Zahlen sind in Form von Tortendiagrammen sowie in Prozent
(%) abgebildet. (RF) regulatorischer Faktor.

Folglich sind insbesondere solche Gene, die eine gesteigerte Expression wéhrend der Seneszenz
aufweisen, mogliche HY5-Zielgene. Diese Ergebnisse weisen auf eine wichtige Funktion des HY5-
TFs innerhalb der Regulation der Genexpression von etwa einem Drittel der als SARFs
identifizierten Faktoren hin. Interessanterweise konnte in den Expressionsprofiling-Ansatzen
festgestellt werden, dass die HY5 Genexpression selbst seneszenzabhédngig induziert ist (s. Ay et al.
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2014b; Supplementary DS 2a). Weiterhin zeigten die Expressionsanalysen eine deutliche
Repression der Genexpression im S1-Stadium fir die SUVH2 lberexprimierenden Pflanzen, was
sich in der Zuordnung von HY5 in Cluster 2 widerspiegelt (s. Ay et al. 2014b; Supplementary DS
4c). Nachfolgend wurde untersucht, wie sich die Genexpression von HY5 innerhalb der erweiterten
Seneszenzkinetik verhalt und ob die SUVH2-Uberexpression HY5 auch in anderen
Seneszenzstadien beeinflusst. Mittels gRT-PCR erfolgte die Bestimmung der relativen
Transkriptgehalte fir die vier (WT: NS, SO, S1 und S2) bzw. finf (SUVH2-oe: NS, SO, S1, S2 und
S3) definierten Entwicklungsstadien. Wie in Abbildung 111-30 zu erkennen, konnte der Anstieg der
detektierten Transkriptmengen in der Seneszenz fur den WT bestéatigt werden. Weiterhin zeigt HY5
ein akkumulierendes Expressionsmuster, d. h. die relativen Transkriptmengen steigen im spéten
S2-Stadium weiter an. Des Weiteren ist erkennbar, dass die Induktion der Genexpression von HY5
in der SUVH2-oe-Linie in allen untersuchten Seneszenzstadien deutlich schwdcher als im WT
ausgepragt ist.

Abbildung 111-30: Expressionsprofil von HY5
in WT- und SUVH2-oe-Pflanzen.
Die Expressionsanalysen erfolgten mittels gRT-
PCR. Gezeigt sind die Expressionsmuster fir die
funf definierten Entwicklungsstadien NS, SO, S1,
S2 und S3 (WT: schwarze Balken; SUVH2-oe:
grine Balken). Die relativen Transkriptgehalte
wurden nach der 22°“"-Methode (s. Kapitel
V.2.5.7.2) berechnet. Die Transkriptgehalte sind
auf die Transkriptgehalte der 18S rRNA
normalisiert und in reifen Blattern eins (= 100%)
gesetzt. Die Balken reprasentieren Mittelwerte
aus drei unabhéngigen biologischen Replikaten
und sind mit den entsprechenden
Standardabweichungen gezeigt.  Signifikante
| B : ; Unterschiede  (zweiseitiger ~ Student  t-Test)
SO S1 S2 zwischen den analysierten Seneszenzstadien und
Entwicklungsstadium der Kontrolle (NS) bzw. zwischen dem WT und
der SUVH2-oe-Linie flr jedes einzelne Stadium
sind durch Sternchen bzw. Buchstaben gekenn-
zeichnet [(p < 0,05 (*; &), p < 0,01 (**)].
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111.5.8 EAR-Motiv kodierende SARFs in der Seneszenz.

Eine weitere Auffélligkeit unter den Top 10 Kandidatengenen aus Cluster 2 war, dass zwei dieser
Gene (AT5G04390 und AT5G43170), die fur TFs der C2H2-Familie kodieren, ein sog. EAR-
Motiv (Ethylene-responsive element-binding factor-associated amphiphilic repression-Motiv)
enthalten. Kagale et al. (2010) identifizierten in einer genomweiten bioinformatischen Analyse 219
regulatorische Proteine in Arabidopsis, die ein solches EAR-Motiv besitzen. Das EAR-Motiv ist
das hé&ufigste transkriptionelle Repressormotiv, das bislang in Pflanzen identifiziert wurde (Kagale
und Rozwadowski 2011). Um herauszufinden, ob insbesondere EAR-Motiv kodierende TFs
seneszenzabhingig reguliert sind und ob die Uberexpression von SUVH2 die Expression solcher
Gene beeinflusst, wurde verglichen wie sich der Anteil EAR-Motiv kodierender Gene an den
SARFs im Vergleich zum gesamten TFs-Set verhalt. In Abbildung 111-31 ist zu erkennen, dass von
den 773 im WT nicht seneszenzabhéngig regulierten Genen, 83 TF (~11%) als EAR-Motiv
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kodierende Gene durch Kagale et al. (2010) identifiziert wurden. Demgegentiber konnten 47 der
383 seneszenzabhéngig regulierten Gene (~12%) als EAR-Motiv kodierende Gene identifiziert
werden (aufgelistet in Ay et al. 2014b; Supplementary DS 4a). Ergo zeigte sich keine Haufung fir
EAR-Motiv kodierenden Gene unter den seneszenzabhdngig regulierten Faktoren. Allerdings
konnte fur den Grofteil der 47 EAR-Motiv kodierenden SARFs ein im Vergleich zum WT
verdndertes Expressionsmuster in der SUVH2-Uberexpressionslinie festgestellt werden. Dies wird

im né&chsten Abschnitt genauer diskutiert.

Anteil von EAR-Motiv kodierenden Genen

—
/“/Antel in %:~12%

Anteil in %: ~11%

® nicht regulierte RF m SARF m EAR-Motif-Protein kodierende RF

Abbildung 111-31: Vergleich des Anteils EAR-Motiv kodierender Gene an seneszenzabhangig regulierten Genen
(SARFs) und nicht seneszenzabhangig regulierten Genen. Die Anteile in Zahlen sind in Form von Tortendiagrammen
sowie in Prozent (%) abgebildet. (RF) regulatorischer Faktor.

111.5.9 Analyse der Verteilungsmuster von HY5-Zielgenen sowie EAR-Motiv kodierenden
Genen unter den seneszenzabhéngig regulierten Faktoren sowie der Einfluss der SUVH2-
Uberexpression.

Im Folgenden wurde untersucht, ob es zu Haufungen im Vorkommen der putativen HY5-Zielgene
und den EAR-Motiv kodierenden Faktoren unter den SARFs hinsichtlich der identifizierten Cluster
oder bestimmter Genfamilien kommt. Zundchst wurden die Cluster 1 bis 5 genauer betrachtet. In
Tabelle 111.4 ist die Gesamtzahl der zugeordneten SARFs im Vergleich zu der Anzahl fur HY5-
Zielgene bzw. EAR-Motiv kodierenden Gene aufgefihrt.

Tabelle 111.4. Verteilungsmuster der 383 SARFs innerhalb der Cluster C1-C5, die entweder flr putative HY5-Zielgene oder
EAR-Motiv enthaltende Proteine kodieren.
Anteil in % . Anteil in %
Cluster N n (HY5-ZG) (n /N * 100%) n (EAR-Motiv) (n/N * 100%)

1 69 13 18,8 8 11,6

2 47 14 29,8* 7 14,9*

3 41 14 34,1* 7 17,1*

4 162 62 38,3* 16 9,9

5 64 22 34,4* 9 14,1*

Die Verhdltnisse von putativen HY5-Zielgenen bzw. EAR-Motiv kodierenden Genen (n) zu der Gesamtzahl der Gene eines
Clusters (N) sind prozentual dargestellt. (ZG) Zielgen. Sternchen (*) kennzeichnen Werte in Prozent (%) die Uber dem
Durchschnitt liegen, der fiir die nicht seneszenzabhangig regulierten Gene bestimmt wurde (Abb. 111-29 und 111-31).
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Dabei ist fiir die HY5-Betrachtung auffallig, dass insbesondere die Cluster 2 bis 5 einen hohen
Anteil putativer Zielgene enthalten. Dagegen finden sich deutlich weniger Zielgene fiur HY5
(~19%) unter den Cluster 1 zugeordneten SDRFs. Das bedeutet, dass gehauft HY5-Zielgene in
Clustern der im WT induzierten Gene (SURFs) gefunden wurden. Dabei sind d&hnliche
Verteilungen fir alle vier Cluster feststellbar. Fir die Analyse der EAR-Motiv kodierenden Gene
(Tab. 111.4) stellte sich hingegen heraus, dass insbesondere die Cluster 2, 3 und 5 eine héhere
Anzahl (>14%) solcher Gene enthalten als Cluster 1 (~12%) und 4 (~10%) sowie die nicht
seneszenzabhangig regulierten Gene (~11%; s. Abb. 111-31). In diesen Clustern sind insbesondere
Gene eingruppiert, die ein verandertes Expressionsmuster in SUVH2 (iberexprimierenden Pflanzen
aufwiesen. Die Ergebnisse der Untersuchungen beziglich der Genfamilien und dem Vorkommen
mdoglicher HY5-Zielgene sowie den EAR-Motiv kodierenden Faktoren sind in Tabelle 111.5
aufgefuhrt.

Tabelle 111.5. Verteilungsmuster der fiir HY5-Zielgene oder EAR-Motiv kodierenden SARFs innerhalb der untersuchten
Genfamilien mit regulatorischer Funktion.

X alle SARF / X alle X alle X alle X alle X alle X alle X alle X alle
Familie X alle detektierten RF/  detektierten RF SARF detektierten RF SARF detektierten RF~ SARF  detektierten RF SARF
HY5-ZG HY5-ZG HY5-ZGin%  HY5-ZGin % EAR EAR EAR in % EAR in %

ABI3/VP2 11/23 4 3 17 27 8 1 13 9
AP2/EREBP 38/84 41 17 49 45 9 6 11 16
ARF 2/15 6 1 40 50 0 0 0 0
AS2 (LOB) 4/15 2 1 13 25 2 0 13

Aux/IAA 4122 5 1 23 25 22 4 100 100
bHLH 27/101 28 7 28 26 0 0 0 0
bzIP 22/55 15 8 27 36 3 0 5 0
C2C2(Zn) CO-like 3/22 14 3 64 100 2 0 9 0
C2C2(zn) DOF 8/26 6 1 23 13 1 1 4 13
C2C2(Zn) GATA 9/24 8 2 33 22 0 0 0 0
C2H2 23/86 13 6 15 26 27 15 31 56
C3H 7125 10 3 40 43 0 0 0 0
CCAAT-HAPS 2/10 2 0 20 0 0 0 0 0
GARP-G2-like 5/32 8 0 25 0 4 1 13 20
GeBP 5/11 1 0 9 0 0 0 0 0
GRAS 8/28 10 3 36 38 0 0 0 0
HB 15/64 19 5 30 33 22 6 34 40
HMG 4710 4 1 40 25 0 0 0 0
HSF 6/17 5 4 29 67 4 1 24 17
MADS 13/43 6 3 14 23 13 5 30 38
MYB 33/98 26 10 27 30 8 2 8 6
MYB-related 7132 12 3 38 43 0 0 0 0
NAC 40 /59 20 15 34 38 1 1 2 3
SBP 1/14 1 0 7 0 3 0 21 0
TCP 3/21 7 3 33 100 0 0 0 0
Tify 4/10 4 2 40 50 3 3 30 75
Trihelix 3/15 6 1 40 33 0 0 0 0
WRKY 27146 17 9 37 33 0 0 0 0

Es sind jeweils die Anzahl sowie der Anteil (in Prozent %) putativer HY5-Zielgene bzw. EAR-Motiv kodierender Gene an den
regulierten SARFs einer Familie bzw. an der Gesamtzahl der detektierten Gene einer Familie gezeigt. Rot hervorgehoben sind
Werte, deren prozentualer Anteil deutlich tber dem, der in Abb. 111-29 bzw. 111-31 berechneten Werte fiir das Vorkommen von
HY5-Zielgenen bzw. EAR-Motiv kodierenden Genen, liegt. Gezeigt sind nur die Ergebnisse fur Genfamilien, fur die im TF-
Profiling mindestens zehn Mitglieder detektiert werden konnten. (X) Summe. (RF) Regulatorischer Faktor. (ZG) Zielgen.
(SARF) seneszenzassoziierter regulatorischer Faktor. (EAR) Ethylene-responsive element-binding factor-associated
amphiphilic repression.

Dabei ist fur die HY5-Zielgene augenscheinlich, dass insbesondere in den AP2-EREBP-, bZIP-,
C3H-, GRAS-, NAC- und WRKY-Familien gehduft HY5-Zielgene sowohl im gesamten
untersuchten Genset als auch in der Gruppe der SARFs zu finden sind. Bezliglich der EAR-Motiv
kodierenden Gene konnte hingegen festgestellt werden, dass diese insbesondere in den Familien
der AP2-EREBP-, Aux/IAA, C2H2-, HB- und MADS-TFs sowohl im gesamten untersuchten

Genset als auch in der Gruppe der SARFs gehduft sind. Weiterhin wurde untersucht, ob die
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Uberexpression von SUVH2 einen spezifischen Einfluss auf TF-Familien hat, fur die eine Haufung
von HY5-Zielgenen oder EAR-Motiv kodierenden Genen festgestellt wurde. Dazu wurde der
Anteil der Gene bestimmt, fir die eine verdnderte Expression in der SUVH2-oe-Linie in
mindestens einem der beiden untersuchten Stadien (NS und S1) festgestellt werden konnte. Die
Ergebnisse fur die relevanten TF-Familien sind beziiglich der HY5-Zielgene in Tabelle 111.6 und

bezuglich des EAR-Motivs in Tabelle I11.7 zusammengefasst.

Tabelle 111.6. Der Einfluss der SUVH2-Uberexpression auf die Expression der putativen HY5-Zielgene unter den SARFs.
X alle SARF / X alle X alle X alle
Familie X alle detektierten RF / detektierten RF SARF veréndert exprimiert
HY5-2G HY5-2G in SUVH2-oe
ABI3/VP2 11/23 4 3 2
AP2/EREBP 38/84 41 17 14
ARF 2/15 6 1 0
AS2 (LOB) 4/15 2 1 1
Aux/IAA 4/22 5 1 1
bHLH 27/101 28 7 2
bZIP 22/55 15 8 3
C2C2(zn) CO-like 3/22 14 3 0
C2C2(zn) DOF 8/26 6 1 0
C2C2(zn) GATA 9/24 8 2 1
C2H2 23/86 13 6 4
C3H 7125 10 3 1
GRAS 8/28 10 3 1
HB 15/ 64 19 5 0
HMG 4/10 4 1 0
HSF 6/17 5 4 1
MADS 13/43 6 3 0
MYB 33/98 26 10 4
MY B-related 7132 12 3 0
NAC 40/ 59 20 15 7
TCP 3/21 7 3 1
Tify 4/10 4 2 0
Trihelix 3/15 6 1 1
WRKY 27146 17 9 6
Summe - 288 112 50

Es sind jeweils die Anzahl putativer HY5-Zielgene an den regulierten SARFs einer Familie bzw. an der Gesamtzahl der
detektierten Gene einer Familie gezeigt. Weiterhin ist die Anzahl der Mitglieder einer TF-Familie angegeben, die eine
signifikant veranderte Expression in der SUVH2-oe-Linie in mindestens einem der beiden untersuchten Entwicklungsstadien
(NS oder S1) aufweisen. Rot hervorgehoben sind Familien, deren Expressionsverhalten besonders stark in der SUVH2-oe-
Linie beeinflusst war. Gezeigt sind nur die Ergebnisse fir Genfamilien, fir die im TF-Profiling mindestens zehn Mitglieder
detektiert werden konnten und fir die mindestens ein HY5-Zielgen als SARF identifiziert wurde. (RF) Regulatorischer Faktor.
(ZG) Zielgen. (SARF) seneszenzassoziierter regulatorischer Faktor.

Fur die HY5-Zielgene stellte sich heraus, dass insbesondere die Familien der AP2-EREBP-,
C2H2-, NAC- und WRKY-TFs in der Expression ihrer Vertreter von HY5-Zielgenen durch die
SUVH2-Uberexpression beeinflusst sind. Die starksten Effekte sind fir die AP2-EREBP- und die
WRKY -Familie feststellbar. So werden 14 von 17 (Uber 82%) AP2-EREBP-Mitgliedern sowie
sechs von neun (liber 66%) WRKY -Mitgliedern, die als HY5-Zielgene identifiziert wurden, in der
SUVH2-oe-Linie signifikant veréndert exprimiert.

Fir die EAR-Motiv kodierenden Gene stellte sich heraus, dass insbesondere die Familien der AP2-
EREBP-, Aux/IAA-, C2H2- und MADS-TFs in der Expression ihrer Vertreter durch die SUVH2-
Uberexpression beeinflusst sind. Jeweils mindestens 66% der Mitglieder dieser Familien, fur die
eine Haufung von EAR-Motiv kodierenden Genen gezeigt wurde, sind in der SUVH2-oe-Linie

signifikant anders exprimiert.
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Tabelle I111.7. Der Einfluss der SUVH2-Uberexpression auf die Expression EAR-Motiv kodierender SARFs.

X alle X alle X alle

Familie 5 a“)i‘ :lel:eii?elti:n RF detektierten RF SARF veréi_ndert exprimiert

EAR EAR in SUVH2-oe
ABI3/VP2 11/23 3 1 1
AP2/EREBP 38/84 9 6 5
Aux/1AA 4122 22 4 3
C2C2(zn) DOF 8/26 1 1 0
C2H2 23186 27 15 10
GARP-G2-like 5/32 4 1 0
HB 15/64 22 6 1
HSF 6/17 4 1 0
MADS 13143 13 5 4
MYB 33/98 8 2 0
NAC 40/59 1 1 0
Tify 4110 3 3 0
Summe - 117 46 24

Es sind jeweils die Anzahl EAR-Motiv kodierender Gene an den regulierten SARFs einer Familie bzw. an der Gesamtzahl der
detektierten Gene einer Familie gezeigt. Weiterhin ist die Anzahl der Mitglieder einer TF-Familie angegeben, die eine
signifikant veranderte Expression in SUVH2-oe-Linie in mindestens einem der beiden untersuchten Entwicklungsstadien (NS
oder S1) aufweisen. Rot hervorgehoben sind Familien, deren Expressionsverhalten besonders stark in der SUVH2-oe-Linie
beeinflusst war. Gezeigt sind nur die Ergebnisse fir Genfamilien, fiir die im TF-Profiling mindestens zehn Mitglieder
detektiert werden konnten und fiir die mindestens ein EAR-Motiv kodierendes Gen als SARF identifiziert wurde. (RF)
Regulatorischer Faktor. (ZG) Zielgen. (SARF) seneszenzassoziierter regulatorischer Faktor. (EAR) Ethylene-responsive
element-binding factor-associated amphiphilic repression.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass der bZIP-TF HY5 eine wichtige
regulatorische upstream Komponente in der Regulation insbesondere von TFs, die
seneszenzabhangig induziert werden, sein kdnnte. Interessanterweise ist die Expression von
HY5 selbst im WT seneszenzabhéngig reguliert. Dabei ist die Induktion der Expression
wéahrend der Seneszenz in SUVH2-oe-Pflanzen supprimiert. Demnach kénnte die Expression
von HY5 wahrend der Seneszenz Uber Mechanismen reguliert sein, die die
Chromatinstruktur beeinflussen. Weiterhin konnte fir einige TF-Familien wie die AP2-
EREBP-, C2H2-, NAC- und WRKY-TFs ein hoher Anteil von putativen HY5-Zielgenen, die
eine seneszenzabhangige Regulation aufweisen, festgestellt werden. Dabei zeigte sich zudem,
dass die Uberexpression von SUVH2 insbesondere die Expressionsmuster von AP2-EREBP-,
C2H2- und WRKY-TFs beeinflusste. Des Weiteren war aufféllig, dass eine grof3e Anzahl von
SARFs, die fir EAR-Motiv enthaltende Proteine kodieren, eine veranderte Expression in der
SUVH2-oe-Linie wéhrend der Seneszenz aufwies. Dabei stellte sich heraus, dass insbesondere
die Familien der AP2-EREBP-, Aux/IAA-, C2H2- und MADS-TFs in der Expression ihrer
Vertreter durch die SUVH2-Uberexpression beeinflusst sind.

I11.6 Der Einfluss der SUVH2-Uberexpression auf die Expression der SUVH-Gene wahrend
der Seneszenz.

Im Laufe der Arbeit ergab sich als weitere interessante Fragestellung, ob eventuell andere SUVH-
Proteine eine Funktion wahrend der Seneszenz haben kénnten und ob die erh6hte Expression von
SUVH2 in der SUVH2-o0e-Linie einen Effekt auf die Transkription solcher Gene hat. Daher wurde
im Folgenden untersucht, ob die Uberexpression von SUVH2 die Expressionsmuster der
SU(VAR)3-9 homologen Gene SUVH1-SUVH10 wahrend der Seneszenz beeinflusst. Die

Bestimmung der Expressionsprofile der zehn SUVH-Gene erfolgte in der Seneszenzkinetik sowohl
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fir den WT als auch die SUVH2-oe-Linie. Die Transkripte von SUVH7 und SUVH10 konnten in
keinem der untersuchten Entwicklungsstadien fir den WT oder die SUVH2-oe-Linie nachgewiesen
werden. Die Expressionsprofile fir SUVH1-SUVH6 sowie SUVH8-9 sind in Abbildung 111-32
dargestellt. SUVH1, SUVH3, SUVH6 und SUVH9 zeigten keine Verénderung der relativen
Transkriptgehalte wahrend der Seneszenz im WT. Dariiber hinaus hat die starke Uberexpression
von SUVH2 keinen Einfluss auf die Expression dieser Gene, weder im Kontrollstadium (NS) noch
in den untersuchten Seneszenzstadien. Dies wird besonders aus den sehr dhnlichen ACT-Werten
deutlich, die tabellarisch fiir jedes Gen und Stadium in Abbildung 111-32 mit aufgefiihrt sind. Im
Gegensatz dazu wurde fir SUVH4 und SUVH5 wie auch fir SUVH2 ein Absinken der relativen
Transkriptmenge fir den WT wahrend der Seneszenz festgestellt. Jedoch konnte auch fir diese
Gene kein verdndertes Expressionsverhalten in der SUVH2-oe-Linie festgestellt werden.
Interessanterweise wurde fir SUVH8 als einzigem Vertreter der SUVH-Familie im WT ein
deutlicher Anstieg der detektierten Transkriptmenge wahrend der Seneszenz nachgewiesen. Dabei
war in reifen Blattern (NS-Stadium) kein SUVH8-Transkript nachweisbar. Doch bereits im friihen
SO-Stadium konnte vermehrt SUVH8-mRNA detektiert werden. Dabei verstérkt sich dieser Effekt
mit fortschreitender Seneszenz. Im Gegensatz dazu ist der Anstieg der Expression in der SUVH2-

oe-Linie wéhrend der Seneszenz im Vergleich zum WT deutlich supprimiert.

Demnach ist die Expression von SUVH1, SUVH3, SUVH6 sowie SUVH9 im WT wahrend der
Seneszenz nicht verandert. Allerdings konnte fur die drei Gene SUVH2, SUVH4 und SUVH5
ein Absinken und fur SUVHS8 ein Anstieg der relativen Transkriptgehalte wahrend der
Seneszenz festgestellt werden. Weiterhin zeigten die Expressionsanalysen, dass die
Expressionsprofile fast aller untersuchten SUVH-Gene nicht durch die SUVH2-
Uberexpression beeinflusst sind. Eine sehr interessante Ausnahme stellt allerdings SUVHS
dar. Fir dieses Gen konnte ein deutlich verzdgerter Anstieg der mRNA-Menge in SUVH2

Uberexprimierenden Pflanzen festgestellt werden.
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Abbildung 111-32: Expression der SUVH-Gene wahrend der Seneszenz im WT und in der SUVH2-oe-Linie.
Bestimmung der relativen Transkriptgehalte mittels qRT-PCR fiir den WT und die SUVH2-0e-Linie in den drei (WT) bzw.
vier (SUVH2-o0e) definierten Seneszenzstadien S0, S1, S2 und S3, bezogen auf die Transkriptgehalte der Kontrolle (NS), die
gleich eins gesetzt wurde. Die Analyse der Daten erfolgte in Bezug auf die 185 rRNA nach der der 2"*2“T-Methode (s. Kapitel
V.2.5.7.2). Die Expressionsdaten fiir SUVHS8 sind aufgrund der nicht im NS-Stadium nachweisbaren Expression nach der 40-
ACT-Variante (40 = max. Anzahl der PCR-Zyklen) dargestellt. Es sind jeweils die Mittelwerte aus mindestens drei
unabhédngigen biologischen Replikaten mit entsprechender Standardabweichung gezeigt. Signifikante Unterschiede
(zweiseitiger Student t-Test) zwischen den Seneszenzstadien und der Kontrolle (NS) sind durch Sternchen markiert p < 0,05
(), p <0,01 (**), p <0,001 (***). Fiir jedes Gen sind zudem die Mittelwerte (MW) der ACT-Werte mit entsprechender
Standardabweichung tabellarisch fiir jedes einzelne Stadium fir den WT und die SUVH2-oe-Linie gezeigt. Signifikante
Unterschiede der ACT-Werte zwischen dem WT und der SUVH2-oe-Linie fiir jedes einzelne Stadium sind durch verschiedene
Buchstaben gekennzeichnet [p < 0,05 (a), p < 0,01 (b)].
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- IV. DISKUSSION & AUSBLICK -

Seneszenzprozesse in Pflanzen sind eng mit dem gesamten Entwicklungsprogramm eines
Individuums verknipft und vom Alter selbst abhéngig. Darliber hinaus kdnnen verschiedene
aulere Faktoren, wie Licht, Wasserverfiigbarkeit oder Pathogenbefall, Seneszenzprozesse
beeinflussen. Dadurch entsteht ein vielschichtiges Zusammenspiel verschiedener Regulationswege,
die es den sessilen pflanzlichen Organismen ermdglichen, Seneszenzprogramme in Abhangigkeit
von sich verdndernden Umweltbedingungen zu modulieren und so den Fortgang ihrer Entwicklung
zu adaptieren. Dabei ist die differentielle Genregulation ein wichtiger Mechanismus, der an der
Konvertierung solcher Signale und ihrer Verknupfung mit Seneszenzprozessen beteiligt ist. Eine
Vielzahl von Transkriptomstudien konnten zeigen, dass es wahrend der Blattseneszenz zu
massiven Verdnderungen der Genexpression kommt (Buchanan-Wollaston et al. 2003; Buchanan-
Wollaston et al. 2005; Guo et al. 2004; Breeze et al. 2011). Die Transkription von Genen kann
durch verschiedene, sich z. T. beeinflussende Faktoren, wie der Wirkung von
Transkriptionsfaktoren, (TFs) an cis-regulatorischen DNA-Elementen oder auch Verénderungen
des Chromatins kontrolliert werden. Fir eine Vielzahl von Entwicklungsprozessen sowie
Stressantworten der Pflanze konnte eine Beteiligung chromatinmodifizierender Prozesse an der
Regulation von Genen nachgewiesen werden (zusammengefasst in Luo et al. 2012; Berr et al.
2012; Gan et al. 2013; Pecinka und Mittelsten Scheid 2012).

Fur diese Arbeit stellte sich die tbergeordnete Frage, ob es auch wéhrend der Blattseneszenz zu
Veranderungen der Chromatinstruktur kommt, die Einfluss auf die Expression von Genen haben
konnten. Dazu erfolgten verschiedene Analysen, um globale und lokale Verteilungsmuster
spezifischer Chromatinmodifikationen im Modellorganismus Arabidopsis zu erfassen.

IV.1 Wahrend der Blattseneszenz kommt es zu globalen Veradnderungen der
Chromatinstruktur in Arabidopsis Interphasezellkernen.

Eu- und heterochromatische Chromatinbereiche in Kernen ausdifferenzierter Zellen von reifen
Arabidopsis Rosettenbléttern weisen eine charakteristische Verteilung von Histonmodifikationen
auf. Innerhalb dieser Arbeit erfolgte die Analyse bekannter euchromatischer und
heterochromatischer Histonmodifikationen an reifen und seneszenten Blattgeweben Uber
immunozytologische Untersuchungen, um mdgliche Verdnderungen der Verteilungsmuster dieser
Chromatinmodifikationen zu dokumentieren. Da man verschiedene Stadien der Blattseneszenz, wie
Initiations-, Progressions- und Endphase, unterteilt und der gesamte Prozess Uber einen relativ
langen Zeitraum abl&uft, wurden zundchst verschiedene Phasen der Blattseneszenz Uber
physiologische Parameter definiert (s. Kapitel 111.1). Die immunozytologischen Untersuchungen
erfolgten daraufhin an reifen, nicht seneszenten Blattern (NS-Stadium) sowie Blattern eines
mittleren (S1) und eines spaten Seneszenzstadiums (S2) unter Verwendung spezifischer Antikorper

gegen die Histonmodifikationen H3K4me2, H3K4me3 (beide euchromatisch und mit
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transkriptionskompetentem Chromatin assoziiert), H3K9me2 (heterochromatisch und mit
repressivem Chromatin assoziiert) sowie H3K27me3 (euchromatisch, jedoch mit repressivem
Chromatinzustand assoziiert). Zudem wurde die seneszenzabhdngige Verteilung der zentromeren
180bp-Repeats uber Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FiSH) untersucht. Die
immunozytologischen Analysen an seneszentem Blattgewebe ergaben deutliche Verdnderungen
aller untersuchten Histonmodifikationen sowie der 180bp-Repeats (s. Kapitel 111.2). Dabei konnte
festgestellt werden, dass es bereits in einem relativ frihen Stadium der Seneszenz (S1-Stadium) zu
einer Umstrukturierung der Verteilungsmuster der untersuchten Histonmodifikationen kommt.
Insbesondere  wurde eine  Umverteilung der heterochromatinassoziierten H3K9me2-
Histonmodifikation sowie der 180bp-Repeats beobachtet und zeigt, dass sowohl
perizentromerische Bereiche als auch die Zentromere deutlichen Ver&nderungen wéhrend der
Seneszenz unterliegen. So werden die in reifen Blattern distinkten Immunofluoreszenzsignale der
Chromozentren waéhrend der Seneszenz deutlich diffuser und grof3flachiger, was auf eine
Dekondensation des  konstitutiven  Heterochromatins  hinweist.  Gleichzeitig  zeigten
Genexpressionsstudien bekannter SAGs eine deutliche Induktion der Genexpression in diesem
Stadium (s. Kapitel 111.1.2). Globale Verdnderungen des Chromatins innerhalb von
Seneszenzprozessen wurden bereits in einigen Untersuchungen sowohl fur tierische als auch
pflanzliche Systeme beobachtet (Drumm und Nagl 1982; Kolodziejek et al. 2007; Damri et al.
2009). Eine Dekondensation heterochromatischer Bereiche wahrend der Seneszenz konnte z.B. fur
menschliche Fibroblasten durch De Cecco et al. (2013) gezeigt werden. In tierischen Systemen
wurde bereits 1997 das sog. “heterochromatin loss model of ageing” von Villeponteau (1997)
formuliert. Dieses Modell besagt, dass in frihen Entwicklungsphasen etablierte
Heterochromatindoménen altersabhéangig schrittweise degenerieren und daraus eine Derepression
von stillgelegten Genen resultieren kann. Diese Hypothese wird durch eine Vielzahl von
Untersuchungen in tierischen Systemen gestitzt, die zeigen, dass Seneszenzprozesse von
Veranderungen des Heterochromatins begleitet sind (zusammengefasst in Sedivy et al. 2008; Feser
und Tyler 2011). Zudem konnte tiber Analysen der DNA-Methylierungsmuster in seneszierenden
Sdugerzellen ein allgemeiner Verlust von Heterochromatin beobachtet werden (Swanson et al.
2013; Sidler et al. 2014). Dies geschieht zumeist an repetitiven Sequenzen und betrifft demnach
wahrscheinlich insbesondere konstitutives Heterochromatin. Auch in anderen tierischen
Organsimen, wie Drosophila, konnte ein deutlicher Zusammenhang der Heterochromatinbildung
mit der Lebensdauer der Organismen gezeigt werden (Larson et al. 2012). Allerdings gibt es auch
kontroverse Entdeckungen beziglich der Veranderungen des Heterochromatins. So konnte im
humanen System gezeigt werden, dass es wahrend der Seneszenz zur Ausbildung neuer
fakultativer Heterochromatindoménen kommt, die als SAHFs (Senescence-Associated

Heterochromatin Foci) bezeichnet werden (Narita et al. 2003).



- DISKUSSION & AUSBLICK -

Innerhalb dieser Arbeit konnten Uber die immunozytologischen Untersuchungen deutliche
Verdanderungen der globalen Verteilungsmuster der untersuchten Histonmodifikationen in
Zellkernen wahrend der voranschreitenden Blattalterung nachgewiesen werden. Allerdings geben
sie nur bedingt Hinweise darauf, ob diese Veranderungen auch einen Einfluss auf die absoluten
Mengen der Modifikationen haben. In Studien an Drosophila konnte z.B. festgestellt werden, dass
es wahrend der Alterung zu einer Verringerung der absoluten Mengen von Histon H3 und vor
allem von K9me2-modifiziertem H3 kommt, wahrend die H3K4me3-Modifikation nur einen
geringen Abfall aufwies (Larson et al. 2012). Untersuchungen in Gerste (Hordeum vulgare) zeigen
zudem, dass es auch in Pflanzen zu einer generellen Abnahme von H3K9me2 wéhrend der
Blattseneszenz kommt (Ay und Janack et al. Manuskript in Vorbereitung). Zukunftig sollten daher
Untersuchungen der absoluten Mengen der Histonmodifikationen z.B. iber Western-Blot-Analysen
auch fur Arabidopsis erfolgen.

Veranderungen der Chromatinstruktur, konnten auch in einigen Studien in seneszenzassoziierten
Entwicklungsstadien und unter Stressbedingungen nachgewiesen werden. Beispielsweise
beobachteten Tessadori et al. (2007), dass es wahrend der Induktion des Blihens in Arabidopsis
Pflanzen zu einer drastischen und transienten Dekondensation von sowohl perizentrischen als auch
gendichten Chromatinbereichen in Mesophyll-Interphasekernen kommt. Dariiber hinaus stellten
Pecinka et al. (2010) fest, dass es durch Langzeit Hitzestress in tUber 50% der untersuchten Kerne
zu einer massiven Dekondensation der Chromozentren kommt. Interessanterweise war dies nur fur
ausdifferenzierte, jedoch nicht fur meristematische Zellen beobachtbar. Einen weiteren Hinweis
dafiir, dass die Chromatinstruktur wichtig fir einen normalen Seneszenzverlauf ist, geben
Untersuchungen an dem AT-hook Protein ORE7 (ORESARA 7). Lim et al. (2007b) konnten fir
Pflanzen, die ORE7 Uberexprimieren, neben einer verdnderten Chromatinstruktur eine verlangerte
Lebensdauer der Blatter feststellen.

Zusétzlich zu den detektierten Veranderungen in der Verteilung euchromatischer und vor allem
heterochromatischer ~ Chromatinmodifikationen konnte  beobachtet werden, dass mit
fortschreitender Seneszenz der Nukleolus entweder deutlich verkleinert oder in der Mehrzahl der
analysierten Kerne nicht mehr eindeutig identifizierbar ist (s. Kapitel 111.2.4).
Transmissionselektronenmikroskopische ~ Untersuchungen an Reismesophyllzellen wahrend
dunkelinduzierter Seneszenz von Lee und Chen (2002) zeigen, dass die Degeneration der Nukleoli
wahrend der Seneszenz nicht nur in Arabidopsis stattfindet. Zusatzliche Hinweise fir eine
Bedeutung der Nukleoli in Bezug auf pflanzliche Seneszenzprozesse geben zudem Daten einer
neueren Studie von Dona et al. (2013) an transgenen Medicago truncatula Pflanzen. Die Autoren
konnten zeigen, dass die Repression der Tyrosyl-DNA Phosphodiesterase 1 (TPD1), ein Enzym,
das u. a. an DNA-Reparaturmechanismen beteiligt ist, zu einem gestorten Aufbau der Nukleoli
fihrt und dass es in diesen Pflanzen neben einer verringerten Ribosomenbiogenese u. a. zur

Induktion von SAGs sowie einer beschleunigten Seneszenz kommt. Neben den bekanntesten
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Funktionen der Nukleoli innerhalb der rDNA-Transkription ribosomaler RNAs (rRNAs) sowie
deren Prozessierung und Assemblierung mit ribosomalen Proteinen werden diesem Organell und
somit den rDNA Repeats insbesondere in Hefe und tierischen Systemen eine Vielzahl weiterer
wichtiger Funktionen, wie die Kontrolle des Zellzyklus, die Stressantwort sowie Seneszenz- und
Alterungsprozesse, zugeordnet (Boisvert et al. 2007; Boulon et al. 2010; Kobayashi 2008; Mehta et
al. 2007; Olson et al. 2000). Weitere Hinweise fur eine Beteiligung der funktionellen und
strukturellen Integritat der Nukleoli innerhalb pflanzlicher Seneszenzprozesse geben Studien an
HDAG, eine Histondeacetlyase, die fur Gen Silencing-Prozesse in Arabidopsis wichtig ist (Liu et
al. 2012; Aufsatz et al. 2007; Earley et al. 2010). Fur zwei mutierte Allele (sill und axel-5) des
HDAG6-Gens konnte gezeigt werden, dass die Mutationen eine Dekondensation und damit eine
Reaktivierung von rDNA-Repeats verursachen (Probst et al. 2004). Diese Daten, zusammen mit
der teilweise in den Nukleoli nachgewiesenen Lokalisation von HDAG, geben deutliche Hinweise
auf eine direkte Funktion dieses Proteins am rDNA Silencing. Fur hda6-Mutanten wurde dariiber
hinaus gezeigt, dass es zu einem Verlust repressiver Chromatinmodifikationen, wie der DNA-
Methylierung sowie der H3K9me2- und H3K27me3-Modifikationen, bei einem gleichzeitigen
Anstieg aktivierender euchromatischer Modifikationen, wie H3K4me3 und vor allem den
Acetylierungen an H3 (K9, K14, K18, K23 und K27) sowie an H4 (K5, K8, K12), verbunden mit
einer Initiation der Transkription von Zielgenen kommt (Earley et al. 2010; To et al. 2011).
Interessanterweise beobachteten Wu et al. (2008) fur axel-5-Mutanten sowie eine HDA-RNA-i-
Linie eine verzdgerte Blattseneszenz sowie eine spate Induktion des Blihens. Untersuchungen, die
in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Humbeck von Frau Ria Uhlemann durchgefiihrt wurden, konnten
ebenfalls fur eine hda6-EMS-Mutante eine deutlich spatere Induktion von Seneszenzprozessen in
den Arabidopsis Rosettenblattern nachweisen. Interessanterweise zeigen die dabei analysierten
hda6-EMS-Mutanten keine verzdgerte Bluhinduktion (Daten unverdffentlicht). Diese Daten
bekréftigen die Schlussfolgerungen von Wu et al. (2008) tiber den moglichen Einfluss von HDAG
auf den Verlauf von Seneszenzprozessen. Ein weiterer interessanter Punkt ist, dass
Proteinkomponenten, die an der Generierung sog. small interfering RNAs (siRNAs) beteiligt sind,
wie die groBe Untereinheit der pflanzenspezifischen RNA-Polymerase IV (NRPD1b), AGO3,
DCL3 (DICER-LIKE 3) und RDR2 (RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 2) eine
Kolokalisierung mit siRNAs im Nukleolus aufweisen (Li et al. 2006a; Pontes et al. 2006). Diese
siRNAs wiederum sind an der Etablierung von DNA-Methylierung und damit repressiven
Chromatinzustanden tber den sog. RADM-Weg (RNA directed DNA methylation pathway)
beteiligt. Dadurch ist indiziert, dass der Nukleolus an der siRNA-Bildung und der Assemblierung
von Silencingkomplexen involviert ist.

Wenngleich tierische Alterungsprozesse sich deutlich von pflanzlichen Seneszenzprozessen
unterscheiden, lassen die zytologischen Beobachtungen der Dekondensation des Heterochromatins

sowie der Desintegration des Nukleolus in seneszierenden pflanzlichen und tierischen Organismen
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vermuten, dass es sich hierbei um einen konservierten Alterungsmechanismus handeln kdnnte, der
zumindest zum Teil &hnlich kontrolliert ablaufen kénnte. Alles in allem bleibt jedoch bislang
ungeklart, ob die beobachteten Verdnderungen des Chromatins und insbesondere die
Dekondensation grol3er heterochromatischer Bereiche in den seneszierenden Blattzellen nur eine
Begleiterscheinung einer generellen Desintegration der Kernstruktur sind, oder ob es sich um

zielgerichtete Regulationsprozesse handelt, die an der Steuerung der Blattseneszenz beteiligt sind.

IV.2 Die Uberexpression von SUVH2 fiihrt zu einem verzogerten Verlauf der Blattseneszenz
und supprimiert globale seneszenzabhéngige Chromatinveranderungen.

Ein moglicher Weg aufzuklaren, ob die beobachtete Dekondensation heterochromatischer Bereiche
und das Schwinden der Nukleoli einen Einfluss auf den Verlauf der Blattseneszenz haben konnte,
ist die Generierung von gain-of-function und loss-of-function Transgenen von Faktoren, die an der
Ausbildung heterochromatischer Strukturen beteiligt sind. Innerhalb der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Humbeck (MLU Halle-Wittenberg) erfolgte dazu ein erstes Seneszenzscreening an einem Set
transgener Linien von 15 solcher putativer Faktoren (s. Kapitel 111.4, Tab. 1l1-1). Diese ersten
phanotypischen Analysen ergaben, dass die histonmodifizierenden Proteine HDA6, SUVH1 und
SUVH2 einen veranderten Verlauf der Blattseneszenz aufweisen. Sowohl fir HDAG- also auch
SUVH2-Transgene ist bekannt, dass die entsprechend verdnderten Proteingehalte die
Chromatinstruktur beeinflussen (Naumann et al. 2005; Probst et al. 2004). Der starkste Effekt auf
den Verlauf der Blattseneszenz konnte fiir eine Uberexpressionslinie der putativen
Histonmethyltransferase SUVH2 (SUVH2-0e) festgestellt werden. Fur das
heterochromatinassoziierte SUVH2-Protein konnte eine wichtige Funktion innerhalb der
Heterochromatinausbildung und heterochromatischen Gensilencingmechanismen in Arabidopsis
gezeigt werden (Naumann et al. 2005). Die SUVH2-oe-Linie sowie eine korrespondierende SUVH2
loss-of-function Linie (suvh2-GK) wurden im Rahmen dieser Arbeit hinsichtlich des
Seneszenzverlaufs anhand physiologischer Messungen in einer detaillierten Seneszenzkinetik
vergleichend zum Wildtyp analysiert. Die physiologische Charakterisierung ergab, dass es in
Pflanzen, die SUVH2 uberexprimieren, tatsdchlich zu einer deutlichen Verzégerung der
Blattseneszenz kommt (s. Kapitel 111.4.2.2.2). Im Gegensatz dazu konnte kein deutlicher Phanotyp
fur die suvh2-GK-Linie festgestellt werden (s. Kapitel 111.4.2.2.1). Kathrin Naumann (2006)
lieferte in ihrer Dissertation Hinweise dafiir, dass die Histonmethyltransferase SUVH4
maoglicherweise die Effekte des fehlenden SUVH2-Proteins in suvh2-Mutanten kompensieren
konnte. Sie konnte nachweisen, dass es in Folge einer Infektion mit dem RNA-Potyvirus TuMV
(Turnip Mosaic Virus) zu einem Anstieg der SUVH2-Expression in Arabidopsis WT-Pflanzen
kommt. Interessanterweise zeigte sie weiter, dass es in infizierten suvh2-Nullmutanten zu einem
Anstieg des SUVH4-Transkriptgehaltes kommt, der dagegen in WT-Pflanzen unveréndert nach

Virusbefall blieb. Dies konnte erklaren, warum die in dieser Arbeit verwendete suvh2-GK
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knockdown-Linie keine Effekte in Bezug auf die Seneszenz hatte. Zukinftig konnte daher das
Expressionsverhalten aller SUVH-Gene in der suvh2-GK im Vergleich zum WT wéhrend der
Seneszenz untersucht werden, um mdgliche Redundanzen der SUVH-Proteine zu untersuchen.

Fur die SUVH2-oe-Linie erfolgten zudem Expressionsstudien der zehn bereits im WT analysierten
Seneszenzmarkergene, um einen ersten Uberblick Gber die molekularen Effekte auf den Verlauf
der Blattseneszenz zu erhalten (s. Kapitel 111.4.3). Dabei zeigte sich, dass alle acht der untersuchten
SAGs sowie eines der beiden SDGs ein signifikant unterschiedliches Expressionsprofil innerhalb
der Seneszenzkinetik im Vergleich zum WT aufwiesen. Fur alle SAGs konnte dabei eine
Suppression der seneszenzabhéngigen Induktion festgestellt werden. Dartiber hinaus wurde fir drei
der acht SAGs ein bereits in reifen Blattern erhdhter Transkriptgehalt im Vergleich zum WT
bestimmt. Auf Grund des starken Seneszenzphénotyps der SUVH2-oe-Linie erfolgten analog zum
WT immunozytologische Untersuchungen. Naumann et al. (2005) konnten fiir nicht seneszente
Arabidopsis Rosettenblatter zeigen, dass die Uberexpression von SUVH2 in einer ektopischen
Verteilung der heterochromatinassoziierten Histonmethylierungen H3K9mel+2, H3K27mel+2
sowie H4K20mel resultiert (Naumann et al. 2005). Die immunozytologischen Analysen innerhalb
dieser Arbeit in SUVH2 tberexprimierenden Pflanzen fiir die H3K9me2-Modifikation bestétigen
diese ektopische Umverteilung in Interphasekernen reifer Blatter (s. Kapitel 111.4.4.1). Weiterhin
ergaben die Untersuchungen in den Seneszenzstadien, dass die fur den WT beobachtete
seneszenzabhangige Dekondensation der H3K9me2-Immunofluoreszenzsignale vollstandig in
SUVH2-o0e-Pflanzen supprimiert ist. Darlber hinaus zeigten die FiSH-Analysen der zentromeren
180bp-Repeats, dass die distinkte Konzentration dieser Repeats bis in das spate Seneszenzstadium
S3, das dem S2-Stadium des WTs entspricht und bei dem auch in den Blattern der SUVH2-oe-Linie
der Chlorophyllabbau weit fortgeschritten ist, erhalten bleibt. Des Weiteren konnte festgestellt
werden, dass es in den SUVH2-oe-Pflanzen wéhrend der Seneszenz nicht zu dem im WT
beobachteten Verlust der Nukleoli kommt. Auch die starkere Strukturierung der
Immunofluoreszenzsignale der drei euchromatischen Histonmethylierungen H3K4me2+3 und
H3K27me3, die wéhrend der Seneszenz im WT dokumentiert wurde, konnte fur die SUVH2-oe-
Linie nicht beobachtet werden.

Alles in allem zeigen die immunozytologischen Chromatinanalysen in der SUVH2-oe-Linie
auffallend, dass die stetige Uberexpression der putativen Histonmethyltransferase die
Dekondensation des konstitutiven Heterochromatins sowie die Degenerierung der Nukleoli
vollstandig supprimiert. Diese Beobachtungen korrelieren dabei mit einer deutlichen Verzdgerung
des Seneszenzverlaufs sowie dem verénderten Expressionsverhalten von Seneszenzmarkergenen in
der SUVH2-oe-Linie. Um zukiinftig genauer aufzuschlisseln, welche molekularen Mechanismen
den verdnderten Seneszenzverlauf in den SUVH2 (berexprimierenden Pflanzen verursachen, ware
es interessant, seneszenzinduzierbare gain-of-function und loss-of-function SUVH2-Pflanzen zu

generieren. Dies wirde eine gezielte Analyse des Chromatins von Pflanzen ermdglichen, die sich



- DISKUSSION & AUSBLICK -

bis zum Einsetzen der Seneszenz mit einer dem WT entsprechenden SUVH2-Proteinmenge
entwickelt haben. Dadurch konnte der Einfluss pleiotroper Effekte, die die konstitutive
Uberexpression von SUVH2 verursacht, minimiert werden. Weiterhin ware es wichtig zu
Uberprifen, ob in der verwendeten SUVH2 loss-of-function-Linie (suvh2-GK) tatséchlich
redundante Histonmethyltransferasen, wie SUVH4, mogliche seneszenzspezifische Funktionen von
SUVH2 (ibernehmen oder nicht. Dies konnte den Informationsgehalt daruber erhdhen, ob die
verminderte Expression von SUVH2 wéhrend der Seneszenz im WT (s. Kapitel 111.4.2.2.2; Abb.
I11-11) tatsachlich einen Einfluss auf die seneszenzspezifischen Verénderungen des
Heterochromatins hat, oder ob zusatzlich oder sogar ausschlieflich andere Faktoren dabei
involviert sind. Daher wadre es interessant, den Einfluss weiterer Komponenten, fir die eine
Funktion an der Ausbildung heterochromatischer Strukturen und/oder an der Etablierung und
Aufrechterhaltung aktiver und stillgelegter rDNA Repeats bekannt ist, wie z.B. HDA6, SUVH5
oder VIM1 (VARIANT IN METHYLATION 1), auf die globale Chromatinstruktur wahrend der

Seneszenz zu untersuchen.

IV.3 Lokale Histonmodifikationsmuster an SAG-Markergenen wahrend der Blattseneszenz
in Arabidopsis.

Entwicklungsabhédngig oder in Antwort auf duRere Stimuli kénnen verschiedene Zustandsformen
des Chromatins durch die kombinatorische Wirkung einer Vielzahl von Modifikationen etabliert
werden. Diese = Chromatinzustdnde  Kkorrelieren  dabei mit einer  unterschiedlichen
Transkriptionskompetenz von Genen (Roudier et al. 2011; Li et al. 2008). Fur die Etablierung der
verschiedenen Zustdnde ist eine Vielzahl wvon Mechanismen verantwortlich, wobei
posttranslationale Modifikationen von Histonproteinen sowie die Methylierung der DNA zu den
am besten untersuchten zdhlen. Die Ergebnisse der Untersuchungen zur globalen
Chromatinstruktur wéhrend der Seneszenz innerhalb dieser Arbeit legten nahe, dass es auch lokal
an seneszenzabhangig regulierten Genen zu Veranderungen des Chromatins kommen kénnte. Um
mdgliche Zusammenhange zwischen der Genexpression und Modifikationen von Histonen
aufzuklaren, wurden reprasentativ drei SAG-Markergene (SAG12, ANAC083 und WRKY53)
ausgewahlt und Chromatinimmunoprézipitationen (ChIPs) unter Verwendung spezifischer
Antikorper gegen die vier Histonmodifikationen H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 und H3K27me3
an diesen Loci durchgefuhrt. Fur jedes Gen erfolgten die ChIP-Analysen fur jeweils zwei Regionen
mittels spezifischer Primer. Die Untersuchungen ergaben unterschiedliche Muster der
Histonmodifikationen in den zwei verglichenen Entwicklungsstadien NS (basale Expression der
SAGS) und S1 (deutlicher Anstieg der Expression) an den untersuchten Genen (s. Kapitel 111.3.2).
Fur eine Promotorregion von ANACO083 (ANACO083-1) und beide untersuchten WRKY53-
Genregionen ergaben die ChlP-Untersuchungen, dass es im S1-Stadium zu einer signifikanten

Anreicherung der euchromatischen H3K4me2-Modifikation kommt. Weiterhin wurden keine
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deutlichen Verdnderungen aller anderen untersuchten Histonmodifikationen zwischen dem NS-
und dem S1-Stadium fir die untersuchten Bereiche von ANACO083 detektiert. Allerdings konnten
die ChIP-Analysen zeigen, dass der untersuchte kodierende Bereich von ANAC083 (ANAC083-I1)
in beiden Stadien mit hohen Mengen der aktivierenden H3K4me2- und der H3K4me3-
Histonmodifikationen assoziiert vorliegt. Zusammenfassend konnten fir ANACO083 kaum
Verénderungen der untersuchten Modifikationen wahrend der Seneszenz festgestellt werden,
obwohl sich die Expression dieses TFs im S1-Stadium deutlich verstarkt. Eine mogliche Erklarung
dafir ware, dass die seneszenzabh&ngige Regulation der Genexpression von ANAC083
ausschlieBlich tber chromatinunabhangige Mechanismen moduliert wird. Gleichzeitig kann nicht
ausgeschlossen werden, dass andere Histonmodifikationen, fiir die ein Einfluss auf die Expression
von Genen gezeigt wurde, wie H3K9ac oder H3K36me3, an der seneszenzabhangigen Induktion
von ANACO083 beteiligt sind.

Fur SAG12 und WRKY53 ergaben die Untersuchungen, dass in reifen Blattern (NS-Stadium) in
Bezug auf das verwendete Referenzgen TUA4 nur geringe Mengen der H3K4me3-Modifikation an
den untersuchten Genbereichen etabliert sind. Allerdings wurde ein signifikant erhéhtes
Vorkommen dieser Modifikation an beiden Genen im S1-Stadium detektiert. Insbesondere an
WRKY53 kommt es zu einer deutlichen Etablierung von H3K4me3. Die zusatzliche Markierung
mit dieser aktivierenden Modifikation an SAG12- und WRKY53-assoziierten Histonen korreliert
dabei mit einer starken Induktion der Genexpression im S1-Stadium beider Gene. Ein hohes
Vorkommen von K4me3-modifiziertem H3 ist i. d. R. mit einer Chromatinstruktur verbunden, die
eine maximale Transkription erlaubt (Zhang et al. 2009; Li et al. 2008). ChIP-seq-Analysen der
genomweiten Verteilung der H3K4me3- und der H3K27me3-Modifikation, die an reifem und
seneszentem Blattmaterial von Brusslan et al. (2012) durchgefiihrt wurden, konnten ein hohes
Vorkommen von H3K4me3 in beiden untersuchten Stadien am WRKY53-Gen nachweisen.
Allerdings wurde kein Anstieg von H3K4me3 in seneszenten Blattern beobachtet. Daraufhin
untersuchten die Autoren das korrespondierende Expressionsverhalten von WRKY53. Dabei stellte
sich heraus, dass es nur zu einer 1,7fachen Induktion der Expression im Vergleich zur Kontrolle
kam. Demnach ist es wahrscheinlich, dass WRKY53 bereits im verwendeten Kontrollstadium einen
hohen Transkriptgehalt aufwies und die beiden in diesen Untersuchungen verwendeten Stadien
demnach nicht fir die Analyse der Histonmodifikationen fir WRKY53 optimal waren. Eine weitere
Mdoglichkeit fir die Diskrepanzen der ChlP-Daten, die innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrt
wurden und den genomweiten Studien, konnten die sehr unterschiedlichen Anzuchtbedingungen
sowie das untersuchte Blattmaterial sein. Innerhalb dieser Arbeit erfolgten die ChIP-Analysen an
physiologisch definiertem Material von Bléattern, die einen vergleichbaren Entwicklungsstand
hatten und in denen deutliche Unterschiede der WRKY53-Expression feststellbar waren. Dabei
wuchsen die Pflanzen einzeln in Topfen auf Erde unter Langtagbedingungen (Tag-Nacht-

Rhythmus) auf. Im Gegensatz dazu kamen fur die genomweiten Analysen von Brusslan et al.
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(2012) die gesamten Rosettenbldtter von 23 Tage alten Pflanzen, bei denen es bereits zu einer
Induktion des Blihens gekommen ist, bzw. 52 Tagen alten Pflanzen, die unter
Dauerlichtbedingungen angezogen wurden, zum Einsatz.

Fur WRKY53 wurde eine Beteiligung innerhalb der Regulation der Seneszenz sowie der
Immunantwort in Arabidopsis nachgewiesen (Robatzek und Somssich 2001; Miao et al. 2004; Hu
et al. 2012). Interessanterweise konnten Jaskiewicz et al. (2011) zeigen, dass es zu einem Anstieg
der euchromatischen Histonmodifikationen H3K4me2 und inshesondere H3K4me3 an WRKY53 in
Antwort auf Pathogenbefall kommt. Zusammen mit den Ergebnissen der ChlP-Analysen innerhalb
dieser Arbeit lasst sich demnach postulieren, dass die Aktivierung der Expression des Gens
wahrend der Seneszenz und auch innerhalb der Phytopathogenantwort von Veranderungen dieser
Histonmodifikationsmuster begleitet wird. Auch fir weitere seneszenzassoziierte WRKY-TFs, wie
WRKY6 und WRKY70 flr die zudem eine Funktion innerhalb der Kontrolle der pflanzlichen
Phytopathogenantwort bekannt ist (Li et al. 2006b; Besseau et al. 2012; Robatzek und Somssich
2002), wurde ein Anstieg der aktivierenden H3K4me3-Modifikation nach Pathogenbefall
nachgewiesen (Jaskiewicz et al. 2011; Alvarez-Venegas et al. 2007). Fur WRKY70 konnten
Alvarez-Venegas et al. (2007) dabei zudem zeigen, dass die Histonmethyltransferase ATX1
(ARABIDOPSIS HOMOLOG OF TRITHORAX1) fir die Etablierung von H3K4me3 am
entsprechenden WRKY70 Gen verantwortlich ist. Innerhalb der Analysen von Jaskiewicz et al.
(2011) erfolgten keine Untersuchungen der repressiven H3K9me2- und H3K27me3-
Modifikationen. Uber die ChIP-Analysen innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
sowohl an WRKY53 als auch ANACO083 in beiden Entwicklungsstadien nur sehr geringe Mengen
der repressiven Modifikationen assoziiert vorliegen und dass es diesbezlglich zu keinen
Verénderungen zwischen den beiden untersuchten Stadien kommt. Demnach scheinen die
H3K9me2- und H3K27me3-Modifikationen nicht an der Regulation der Expression dieser beiden
Gene in Arabidopsis WT-Pflanzen wahrend der Seneszenz involviert zu sein.

Die ChIP-Analysen von H3K27me3 zeigten dagegen ein hohes VVorkommen dieser Modifikation
an SAG12. Fur dieses Gen konnte in ChlIP-Analysen an Arabidopsis Keimlingen ebenfalls
nachgewiesen werden, dass die assoziierten H3-Proteine durch eine Trimethylierung an K27
modifiziert vorliegen (Roudier et al. 2011; Zhang et al. 2007). Die innerhalb dieser Arbeit
durchgefuhrten Untersuchungen ergaben, dass die an SAG12 assoziierten Histone auch in reifen
ausdifferenzierten Blattgeweben mit dieser Modifikation versehen sind. Genomweite Studien
zeigen, dass H3K27me3 zumeist im Euchromatin an Protein-kodierenden Genen vorkommt, die
reprimiert sind oder gewebeabhéngig exprimiert werden (Zhang et al. 2007; Roudier et al. 2011;
Lafos et al. 2011). Die verschiedenen Autoren identifizierten innerhalb dieser globalen
Untersuchungen zwischen etwa 4400 und mehr als 7000 Zielgene. Diese doch recht grof3en
Unterschiede basieren wahrscheinlich auf den verschiedenen Analysemethoden und dem

Pflanzenmaterial, dass verwendet wurde. In allen Studien konnte weiterhin festgestellt werden,
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dass die H3K27me3-Modifikation besonders hdufig an Genen von TFs vorliegt. Dabei sind einige
TF-Familien bevorzugt Ziele dieser Modifikation, zu denen auch seneszenzassoziierte TF-Klassen
wie die WRKY- oder NAC-Familie, z&hlen (Lafos et al. 2011). Die H3K27me3-Modifikation wird
durch Polycomb group Proteine (PcGs) etabliert (Pien und Grossniklaus 2007) und kann durch die
REF6 (RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6)-Demethylase wieder entfernt werden (Lu et al.
2011). Interessanterweise kommt es im WT an SAG12 im S1-Stadium zu einem deutlichen Verlust
dieser repressiven Histonmodifikation bei gleichzeitiger Induktion der Genexpression (s. Kapitel
111.3.2). In genomweiten Untersuchungen der H3K27me3-Modifikation wahrend der Seneszenz
durch Brusslan et al. (2012) konnte ebenfalls ein starkes Vorkommen von H3K27me3 an SAG12 in
reifen Blattern detektiert werden. Allerdings kam es in ihren Versuchen nur zu einer leichten, nicht
signifikanten Verringerung dieser Modifikation in dem analysierten Seneszenzstadium (s.
Appendix A.5; Abb. A-7). Hierbei kann wiederum nicht ausgeschlossen werden, dass sich das
verwendete Pflanzenmaterial der genomweiten Untersuchungen und der innerhalb dieser Arbeit
durchgefuhrten Analysen zu sehr voneinander unterscheidet. So untersuchten Brusslan et al. (2012)
zwar 52 Tage alte Pflanzen und konnten zudem eine deutliche Induktion von SAG12 nachweisen,
allerdings wurden neben den bereits erwahnten Unterschieden in der Anzucht der Pflanzen nur die
grinen und nicht bereits gelb werdenden Blatter geerntet und analysiert. Neben dieser Diskrepanz
fir SAG12 kommt erschwerend fir die Diskussion der H3K27me3-ChIP-Ergebnisse in dieser
Arbeit hinzu, dass auch an anderen bekannten H3K27me3-assoziierten Genen, wie STM und AG
ein mehr oder weniger starker Abfall dieser Modifikation fir die meisten untersuchten Genbereiche
festgestellt wurde (s. Appendix A.1; Abb. A-3). Der Verlust von H3K27me3 an mehreren Genen,
der im Fall von STM und AG unabhingig von einer Anderung der Expression im S1-Stadium
stattfand (Daten nicht gezeigt), ist auffallig. Im Grunde ist ein messtechnischer Fehler durch die
hohe Anzahl an biologischen Replikaten (n > 6 fiir SAG12) auszuschlielRen. Es konnte kein Abbau
der gDNA oder des Chromatins festgestellt werden. Auch die Spezifitat des Antikorpers gegen die
H3K27me3-Modifikation konnte durch die bekannten Zielgene SAG12, STM und AG gezeigt
werden. Weiterhin wurden die IPs stets zusammen mit den anderen Antikorpern durchgefihrt. Bei
diesen konnte kein genereller Verlust einer Modifikation nachgewiesen werden. Dariiber hinaus
erfolgten einige der ChIP-Analysen parallel an Pflanzenmaterial des WTs und der SUVH2-oe-
Linie, fur die kein allgemeiner Abfall der H3K27me3-Modifikation an SAG12 (s. Kapitel
111.4.4.2.1.1; Abb. I11-15) oder den anderen H3K27me3-markierten Genen AG und STM festgestellt
wurde (Daten nicht gezeigt). So bleibt bislang nicht vollstdndig geklart, ob die an SAG12
beobachtete Veranderung flr H3K27me3 auf biologisch relevanten Prozessen basiert. Daher sollte
in zukunftigen Untersuchen beziglich der biologischen Bedeutung der Trimethylierung von
H3K27 an SAGs die AG-I-Region sowie weitere putative Referenzgene mit untersucht werden.
Zudem konnten andere H3K27me3-spezifische Antikorper getestet werden. Weiterhin kdnnte in

genomweiten Untersuchungen der etablierten Seneszenzkinetik fur die H3K27me3-Modifikation



- DISKUSSION & AUSBLICK -

Uberprift werden, ob es sich mdglicherweise um einen generellen Verlust dieser Modifikation
wahrend der Seneszenz handeln konnte.

Ein weiteres interessantes Ergebnis in dieser Arbeit war das bivalente, also gleichzeitige
Vorkommen, der aktivierenden H3K4me3- und der repressiven H3K27me3-Modifikation an
SAG12. Eine Kolokalisation beider Modifikationen an Nukleosomen konnte zuerst fur
entwicklungsabhéngig regulierte Gene in Sdugern nachgewiesen werden (Bernstein et al. 2006;
Mikkelsen et al. 2007; Cui et al. 2009). Fur Pflanzen wurde ein bivalentes Vorkommen dieser
beiden Modifikationen an einem Gen bislang ausgeschlossen (Zhang et al. 2007; Schmitges et al.
2011). Neuere Studien lieferten jedoch erste Hinweise, dass auch in pflanzlichen Systemen beide
Modifikationen an einem Gen etabliert sein kénnten (He et al. 2010; Lafos et al. 2011). Kirzlich
veroffentlichte Untersuchungen von Sequeira-Mendes et al. (2014) definierten fiir die H3K27me3-
Modifikation neben dem Kklassischen bislang beobachteten Chromatinzustand, bei dem
ausschlieBlich H3K27me3 vorkommt (Zhang et al. 2007; Roudier et al. 2011), zwei weitere
H3K27me3-assoziierte Zustande, fur die z. T. eine Koexistenz mit aktivierenden Modifikationen
charakteristisch ist. In diesem kombinatorischem bioinformatischen Vergleich genomweiter
Datensétze von insgesamt 16 Chromatinmerkmalen (H3K9me2, H3K27mel, H4K5ac, H3K4mel,
H2Bub, H3K36me3, H3K4me2, H3K4me3, H3K27me3, H3K9%ac, H3K14ac drei Histonvarianten
(H2A.Z, H3.1 und H3.3), H3 genomischer G+C-Gehalt sowie die CpG-Methylierung) sowie
Genexpressionsdaten definierten sie insgesamt neun verschiedene Chromatinzustdnde, die mit
einer unterschiedlichen Transkriptionskompetenz assoziiert sind. Da bislang alle Untersuchungen
in Pflanzen nicht wie in Sdugern an einzelnen Zelllinien durchgefiihrt wurden, gibt es zwei
denkbare Ursachen fur das bivalente Auftreten der Histonmodifizierungen an einem Gen.
Einerseits ist es mdglich, dass beide Modifikationen gleichzeitig an ein und demselben oder an
direkt benachbarten Nukleosomen koexistieren. Andererseits ist jedoch auch vorstellbar, dass
solche Gene in Abhéngigkeit vom Entwicklungszustand einer Zelle oder vom untersuchten
Gewebe jeweils mit nur einer der Modifikationen assoziiert vorliegen. Die Detektion beider
Histonmethylierungen kénnte demnach darauf basieren, dass gleichzeitig unterschiedliche Gewebe
und/oder Zellen verschiedener Entwicklungsstadien untersucht werden. In einem elegantem Re-
ChIP-Ansatz (sequentielle ChIP), bei dem ChIP-Analysen nacheinander mit den beiden
Antikorpern gegen die H3K4me3- und die H3K27me3-Modifikation erfolgten, untersuchten
Sequeira-Mendes et al. (2014) putativ bivalent markierte Gene um zu Uberprifen, ob diese Gene
tatsachlich gleichzeitig mit beiden Modifikationen an ein und demselben Nukleosom bzw.
zumindest an benachbarten Nukleosomen markiert sind. Durch diesen Ansatz konnten sie flir den
GroRteil der untersuchten Gene ein bivalentes Vorkommen der beiden Modifikationen nachweisen.
Fur die restlichen Gene ist es wahrscheinlich, dass sie jeweils monovalent mit H3K4me3 bzw.
H3K27me3 in Abhangigkeit vom Gewebe und Entwicklungszustand vorliegen. Zukinftig stellen

sequentielle ChIP-Analysen demnach einen moglichen Weg dar, um zu Uberprifen, ob es sich bei
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der festgestellten bivalenten Modifikation von SAG12 tatsdchlich um koexistierende oder um
gewebs- bzw. altersabhangige Modifikationen handelt.

Far alle drei untersuchten SAGs konnten im Verh&ltnis zur verwendeten perizentromerischen
Referenz-DNA-Region (180bp single repeat; 180bp SR) nur geringe Mengen der H3K9me2-
Modifikation nachgewiesen werden. Das schwache Vorkommen von H3K9me2 an den
untersuchten Genen war zu erwarten, da es sich um eine Histonmodifikation handelt, die vor allem
mit Transposons, repetitiver DNA und konstitutiv stillgelegten DNA-Bereichen assoziiert vorliegt.
Dennoch sind weit ber 3000 Gene in genomweiten Untersuchungen in Arabidopsis identifiziert
worden, von denen allerdings wiederum (ber 90% in zentromeren und perizentromeren
Heterochromatinbereichen lokalisiert sind (Rehrauer et al. 2010). H3K9me2 gilt als eine starke
repressive Histonmodifikation und korreliert i. d. R. mit einer deutlichen Suppression der
Expression von H3K9me2-markierten Genen (Bernatavichute et al. 2008; Rehrauer et al. 2010).
Die vergleichsweise starkste Markierung der drei untersuchten SAGs mit dieser Modifikation
konnte fiir SAG12 an der SAG12-11-Region, in Ubereinstimmung mit genomweiten Daten fiir
SAG12 in Keimlingen, detektiert werden. Interessanterweise kommt es an SAG12 als einzigem der
drei untersuchten Gene im S1-Stadium zu einem signifikanten Verlust dieser Modifikation. Im NS-
Stadium wurde an SAG12 zudem auch eine deutliche Assoziation mit H3K27me3-modifiziertem
Chromatin gezeigt. Sowohl in Arabidopsis als auch in Tieren konnte in genomweiten Studien
gezeigt werden, dass sich H3K9me2- und H3K27me3-modifiziertes Chromatin i. d. R. gegenseitig
ausschlieBen (Turck et al. 2007; Roudier et al. 2011). Erneut konnten hier sequentielle ChlP-
Analysen zukunftig aufklaren, ob es sich tatsachlich um ein bivalentes Vorkommen der H3K9me2-
und der H3K27me3-Modifikation an dem untersuchten Bereich des SAG12-Gens handelt.
Genomweite Analysen an Arabidopsis Keimlingen ergaben, dass an dem kurzen Bereich, an dem
H3K9me2 detektiert werden konnte, gleichzeitig erniedrigte H3K27me3-Werte erhalten wurden (s.
Kapitel 111.3.2.1; Abb. 111-4B). Demnach konnte das bivalente Vorkommen dieser beiden
Modifikationen in den in dieser Arbeit erfolgten ChlP-Analysen auf einer geringeren Auflésung
beruhen, da in den ChIP-Analysen DNA-Fragmente mit einer Lange von ca. 200-500 bp analysiert
wurden und demnach nicht ausgeschlossen werden kann, dass die H3K9me2- und H3K27me3-
Werte auf benachbarten, jedoch letztlich gemeinsam detektierten Nukleosomen basieren.
Zusammenfassend zeigen die ChlP-Daten an Arabidopsis WT-Pflanzen, dass es an zwei der drei
untersuchten SAG-Markergene (SAG12 und WRKY53) seneszenzabhé&ngig zu deutlichen lokalen
Anderungen von Histonmodifikationen kommt, die mit einer gesteigerten Expression dieser Gene
korrelieren. Die Daten indizieren, dass es auch an anderen seneszenzabhéngig regulierten Genen zu
Veranderungen der Chromatinstruktur kommen koénnte. Des Weiteren zeigen die Veranderungen
an SAG12 sowie die genomweiten Daten von Brusslan et al. (2012), dass auch die Expression von

SAGs, die nicht fir TFs kodieren, Uber Chromatinmodifikationen reguliert sein kann.
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IV.4 Die Uberexpression von SUVH2 resultiert in Anderungen der seneszenzspezifischen
Histonmodifikationsmuster an SAG-Markergenen.

Naumann et al. (2005) zeigten, dass die Uberexpression der putativen Histonmethyltransferase
SUVH2 zu einer ektopischen Umverteilung repressiver Histonmethylierungen an H3K9- und
H3K27 fihrt. Fir diese Pflanzen konnte innerhalb der vorliegenden Arbeit tiber physiologische
Messungen sowie die Bestimmung der Expressionsmuster von Seneszenzmarkergenen eine
deutliche Verzdgerung der Blattseneszenz nachgewiesen werden (s. Kapitel 1ll. 4.2.2.2 und
111.4.3). Zudem ergaben globale immunozytologische Analysen, dass die im WT beobachteten
seneszenzabhdngigen Chromatinverdnderungen vollstdndig in  SUVH2 (iberexprimierenden
Pflanzen unterdriickt werden (s. Kapitel 111.4.4.1). Um zu iiberpriifen, ob die Uberexpression von
SUVH2 auch die seneszenzspezifischen Histonmodifikationen an SAGs beeinflusst, erfolgten
ChIP-Analysen fur die beiden Stadien NS und S1 in den SUVH2-oe-Pflanzen an SAG12, ANACO083
und WRKY53 (s. Kapitel 111.4.4.2.1). Die gravierendsten Veranderungen der Expression zwischen
dem WT und der SUVH2-oe-Linie ergaben sich fur WRKY53 und SAG12 (s. Kapitel I1l. 4.3.1).
Ubereinstimmend dazu konnten fiir diese beiden Gene auch die stirksten Veranderungen der
Histonmodifikationsmuster festgestellt werden. In Korrelation mit einer leichten jedoch
signifikanten ~ Suppression der ANACO083-Expression im  S1-Stadium der SUVH2-
Uberexressionspflanzen ~ wurden  entsprechend  nur  geringe  Veranderungen  der
Histonmodifikationsmuster detektiert.

Auf Basis der Ergebnisse der ChIP- und Expressionsanalysen in WT- und in SUVH2-oe-Pflanzen
ergeben sich drei unterschiedliche Szenarien fir die moglichen Effekte der SUVH2-
Uberexpression auf die Regulation dieser drei Gene in Abhangigkeit vom Chromatinstatus. Fir
eine bessere Veranschaulichung wurden diese postulierten Wege in ein Modell tibertragen und sind
in Abbildung 1V-1 (A) fir WRKY53, (B) fir SAG12 und (C) fir ANACO083 dargestellt.

Fur WRKY53 konnte im S1-Stadium im Gegensatz zum WT kein Anstieg der aktivierenden
H3K4me2- und H3K4me3-Modifikationen in SUVH2 Uberexprimierenden Pflanzen festgestellt
werden. Gleichzeitig wurden in der SUVH2-oe-Linie die repressiven Modifikationen H3K9me2
und H3K27me3 an WRKY53 assoziierten Histonen etabliert (s. Kapitel 111.4.4.2.1.3; Abb.I11.20
sowie schematisch in Abb. IV-1A). Eine Zunahme dieser repressiven Modifikationen konnte im
WT nicht nachgewiesen werden. Die Verdnderungen der Histonmodifikationsmuster in der
SUVH2-oe-Linie korrelieren mit einer starken Repression der Transkription dieses Gens im S1-
Stadium (Abb. 1V-1A). Die mit aktivem Chromatin assoziierten H3K4-Methylierungen werden
durch Methyltransferasen, wie z.B. die ATX1 (ARABIDOPSIS HOMOLOGOF TRITHORAX),
kontrolliert (Alvarez-Venegas und Avramova 2005). Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten
demnach darauf hinweisen, dass in der SUVH2-oe-Linie zumindest lokal die Wirkungen der
H3K4me3-etablierenden Enzyme durch die starke Uberexpression von SUVH2 beeinflusst sind.

Interessanterweise ergaben ChIP-Analysen unter Verwendung des H3C-Antikorpers, dass es im
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S1-Stadium in der SUVH2-oe-Linie zu einem Anstieg der Nukleosomendichte an der WRKY53-1-
Region rund um den TLS, kommt (s. Appendix A.4; Abb. A-6). Auf Grund dessen sowie des
Anstiegs der H3K9me2-Modifikation und der starken Repression dieses Gens erfolgten Analysen
des DNA-Methylierungsmusters an den kodierenden Bereichen von WRKY53 (s. Kapitel
111.4.4.2.2). Fur die Methylierung von Cytosinen in kodierenden Bereichen konnte eine Korrelation
mit einer aktiven Transkription von Genen gezeigt werden, wéhrend die Methylierung in
Promotorregionen i. d. R. mit einer Repression der Transkription zusammenhéangt (Cokus et al.
2008; Zhang et al. 2006; Zilberman et al. 2007). In Ubereinstimmung mit den von Zentgraf et al.
(2010) veroffentlichten Daten des WRKY53-Methylierungsmusters konnte keinerlei Methylierung
in den untersuchten Genbereichen von WRKY53 im WT in reifen und seneszenten Blattern
detektiert werden. Dariiber hinaus wurde auch in der SUVH2-oe-Linie in beiden untersuchten
Stadien keine Etablierung der DNA-Methylierung an WRKY53 festgestellt. Demnach fiihrt die
Uberexpression von SUVH2 zwar zu einem Anstieg repressiver Histonmodifikationen an
WRKY53, allerdings unabhangig von einer Methylierung der entsprechenden Genregionen.
Zukunftig konnten DNA-Methylierungsexperimente an der Promotorregion von WRKY53 erfolgen,
um zu Uberprufen, ob es dort moglicherweise zu Veranderungen des DNA-Methylierungsmusters
in SUVH2-oe-Pflanzen kommt. Alles in allem bleibt in der SUVH2-oe-Linie der Anstieg
aktivierender Modifikationen wéhrend der Seneszenz an WRKY53 aus, wéhrend repressive
Modifikationen etabliert werden. Es ist unklar wie die Uberexpression von SUVH2 diese
Verénderungen verursacht. Zudem ist momentan ungeklért, ob die Suppression der Induktion der
WRKY53-Expression in der SUVHZ2-oe-Linie alleinig auf den Verdnderungen der
Histonmodifikationen basiert, oder ob zusétzlich upstream Regulatoren von WRKY53 ebenfalls
durch die SUVH2-Uberexpression beeintrachtigt sind.

Wie in Abbildung I1V-IB dargestellt, konnte im WT fir SAG12 in reifen Blattern ein deutliches
Vorkommen der repressiven Histonmodifikationen H3K9me2 und H3K27me3 rund um den TKS
detektiert werden. Diese repressiven Modifikationen kénnten zur Ausbildung von fakultativem
Heterochromatin an SAG12 fihren, was zu einer Unterdriickung der Expression dieses Gens in
reifen Bléattern des WTs fuhrt. Dieser reprimierte Chromatinstatus wird beim Einsetzen der
Seneszenz in einen aktiven Zustand umgewandelt, in dem die repressiven durch aktivierende
Histonmodifikationen wie H3K4me3 ersetzt werden (s. Kapitel 111.3.2.1 sowie Abb. 1\V-1B). Die
Reorganisation der Histonmodifikationsmuster ermdglicht dann die starke Induktion der
Transkription von SAG12 im S1-Stadium. Im Vergleich zum WT wurden in der SUVH2-o0e-Linie
Veranderungen der Histonmodifikationsmuster detektiert. Dabei waren sowohl das NS- als auch
das S1-Stadium betroffen (s. Kapitel 111.4.2.2.1.1). Zum einen konnte im Unterschied zum WT fir
H3K4me3 festgestellt werden, dass es zu einem deutlich abgeschwéchten Anstieg dieser
Modifikation rund um den TKS von SAG12 im S1-Stadium kommt. Allerdings sind die H3K4me3-
Ausgangsmengen insbesondere an der SAG12-1-Region im NS-Stadium der SUVH2-oe-Linie im
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Vergleich zum WT bereits erhoht. Das starkere Vorkommen von H3K4me3 an SAG12 in reifen
Blattern der SUVH2-oe-Linie Korreliert interessanterweise mit einer deutlich erhohten
Transkription des Gens im NS-Stadium im Vergleich zum WT. Dies impliziert, dass der repressive
Chromatinzustand, der in reifen Blattern des WTs vorliegt, durch ein erhohtes Vorkommen
aktivierender Chromatinmodifikationen wie H3K4me3 in der SUVH2-oe-Linie aufgelockert sein
kdnnte und so eine Transkription von SAG12 bereits im NS-Stadium mdglich wird (Abb. 1V-1B).
Allerdings konnten wie im WT auch die repressiven H3K9me2- und H3K27me3-Modifikationen
in reifen Blattern der SUVH2-Uberexpressionslinie detektiert werden. Dariiber hinaus wurde fiir
die SUVH2 (berexprimierenden Pflanzen festgestellt, dass es im S1-Stadium nicht zu einem
Verlust der repressiven Modifikationen wie im WT kommt. Dies konnte eine mogliche Ursache flr
die im Vergleich zum WT verringerte Induktion der Expression von SAG12 in der SUVH2-0e-
Linie sein. Dennoch muss festgehalten werden, dass es in dieser Linie zu einer deutlichen
Expression von SAG12 in beiden Stadien trotz des deutlichen Vorkommens der repressiven
Histonmodifikationen kommt. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die H3K27me3-Modifikation
nicht immer die Expression von Genen zu supprimieren scheint. So stellten Liu et al. (2014) fur
eine Reihe von H3K27me3-modifizierten trockenstressassoziierten Genen fest, dass es zu einer
transkriptionellen Aktivierung dieser Gene unter Trockenstress, unabhangig von einer Veranderung
der H3K27me3-Modifikation, jedoch in Korrelation mit einem Anstieg von H3K4me3 kommt.
Untersuchungen an Reis konnten ebenfalls zeigen, dass ein starkes Vorkommen der H3K4me3-
Modifikation dominant tber H3K27me3 zu sein scheint und dies eine weiterhin hohe Expression
des Gens bewirken kann (He et al. 2010). Diese Daten indizieren, dass sowohl die absoluten als
auch die relativen Niveaus von H3K4me3 und H3K27me3 die Transkription von Genen
beeinflussen konnen. Im Ubrigen stiitzt dies erneut die Annahme, dass beide Modifikationen am
selben Gen koexistieren konnen. Ein Einfluss von H3K4me3 wére demnach auch fir das
H3K27me3-markierte Gen SAG12 denkbar und kénnte zumindest teilweise die Anderungen der
Expression in reifen und seneszenten Blattern in der SUVH2-oe-Linie erkldren. Gleichzeitig muss
in Betracht gezogen werden, dass mogliche Repressoren der SAG12-Transkription in ihrem
Expressionsverhalten in reifen Blattern der SUVH2-oe-Linie beeintrachtigt sind. So ist es denkbar,
dass die Uberexpression von SUVH2 zu einer Blockade putativer SAG12-Regulatoren in reifen
Blattern fiihrt und so ebenfalls an der verstarkten SAG12-Expression in reifen Blattern der SUVH2-
oe-Linie beteiligt sein kdnnte (s. Abb. 1V-1B).

Im WT wurden fiir das dritte SAG ANACO083 nur leichte Verénderungen der untersuchten
Histonmodifikationen wéhrend der Seneszenz detektiert (s. Kapitel 111.3.2.2). Allerdings konnten
in beiden untersuchten Stadien insbesondere im kodierenden Bereich des Gens deutliche Mengen
aktivierender Histonmodifikationen nachgewiesen werden. Demnach ist sowohl in reifen als auch
seneszenten Blattern ein Chromatinzustand etabliert, der die Transkription des Gens ermdglicht

(transkriptionskompetenter Chromatinzustand; s. Abb. IV-1C).
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Abbildung 1V-1: Der Einfluss von Chromatinmodifikationen auf die Expression von Seneszenzmarkergenen in
Arabidopsis WT- und SUVH2-Uberexpressionspflanzen wahrend der Seneszenz. In dem Modell sind schematisch die
Verénderungen des Expressionsverhaltens sowie der Histonmodifikationsmuster der drei SAG Markergene WRKY53 (A),
SAG12 (B) sowie ANACO083 (C) fiir den WT und die SUVH2-oe-Linie zusammengefasst. (HM) Histonmodifikation.

Da allerdings ANACO083 in reifen Blattern des WTs nur schwach exprimiert wird, ist es
wahrscheinlich, dass seneszenzabhéngig upstream Regulatoren des Gens wichtig fir den Anstieg
der Expression sind. Verglichen mit dem WT wurden fiir die SUVH2-Uberexpressionslinie ein
leichter Anstieg der beiden repressiven Modifikationen (H3K9me2 und H3K27me3) im S1-
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Stadium sowie ein geringeres Vorkommen der H3K4me3-Modifikation im NS-Stadium an der
ANACO083-I-Region  nachgewiesen.  Darlber hinaus ergab die Untersuchung der
Nukleosomendichte fur diesen ANAC083-Bereich eine signifikante Erhéhung der ber den H3C-
Antikorper immunoprazipitierten DNA (s. Appendix A.4; Abb. A-6). Daraus koénnen zweli
verschiedene Schlussfolgerungen gezogen werden. Zum einen spiegelt das erhohte H3-
Vorkommen eine Verdichtung des Chromatins an diesem Bereich wieder. Dies konnte in einer
Beeintrachtigung der Initiation der ANACO083-Transkription im S1-Stadium resultieren. Zum
anderen muss dabei beachtet werden, dass dementsprechend in diesem Bereich auch mehr
modifiziertes Histon H3 vorliegen kann, was urséchlich fur die leichten Anstiege der H3K4me3-
sowie der repressiven H3-Modifikationen sein konnte. Folglich wiirde es sich dann nicht um neu
etablierte Modifikationen an ANACO083-1 handeln. Bislang ist unklar, ob die leichten
Verénderungen des Chromatinzustandes an diesem SAG fur die verzdgerte Induktion der
Expression dieses Gens in der SUVH2-oe-Linie sind oder nicht. Neben einer mdoglichen
Verdichtung des Chromatins an ANACO083-l ist es z.B. auch mdglich, dass die verringerte
Induktion von ANACO083 auf einer veranderten Expression von upstream Komponenten in der
SUVH2-oe-Linie basiert (s. Abb. IV-1C).

IV.5 Identifizierung regulatorischer Faktoren der Seneszenz als mdgliche Ziele lokaler
Chromatinveranderungen durch die SUVH2-Uberexpressionslinie.

Fur weit ber 100 TFs konnte bereits eine veranderte Expression wahrend der Blattseneszenz in
Arabidopsis nachgewiesen werden. Die starke Verzdgerung der Seneszenz in SUVH2
Uberexprimierenden Pflanzen sowie die beobachteten globalen Chromatinverdnderungen
indizieren, dass es moglicherweise an weiteren TF-kodierenden Genen, neben WRKY53, zu
Verdnderungen der Histonmodifikationsmuster kommen konnte, die mit einer Anderung der
Expression einhergehen. Daher wurde die SUVH2-Uberexpressionslinie als ,,Werkzeug* genutzt,
um gezielt weitere regulatorische Faktoren der Blattseneszenz zu identifizieren, die Gber
Verénderungen der lokalen Chromatinstruktur reguliert sein konnten. Dazu erfolgte der Vergleich
der Expressionsdaten von tber 1800 TFs und anderen regulatorischen Faktoren (RFs) zwischen
dem S1- und dem NS-Stadium zwischen dem WT und der SUVH2-oe-Linie unter Verwendung
einer erweiterten Version der Expressionsprofiling-Plattform von Czechowski et al. (2004).
Innerhalb dieser Analysen konnte im WT fir 383 Gene eine differentielle Expression im S1-
Stadium im Vergleich zum NS-Kontrollstadium festgestellt werden (s. Kapitel 111.5.2). VVon diesen
Genen, die als SARFs (senescence associated regulatory factors) bezeichnet wurden, wiesen 314
Gene einen signifikanten, mindestens vierfachen Anstieg der relativen Transkriptgehalte im S1-
Stadium auf (SURFs, senescence upregulated regulatory factors). Dagegen zeigten 69 Gene im
S1-Stadium eine signifikante Verringerung der relativen Transkriptgehalte um mindestens das

0,25fache (SDRFs, senescence downregulated regulatory factors). Der Vergleich dieser Ergebnisse
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mit verfligbaren Expressionsdaten, die entweder aus Microarrayanalysen (Buchanan-Wollaston et
al. 2005; Breeze et al. 2011; Schmid et al. 2005; van der Graaff et al. 2006) oder ebenfalls aus
gRT-PCR-Analysen (Balazadeh et al. 2008) stammen, ergab eine groRe Ubereinstimmung mit den
bislang publizierten Daten. Dennoch wurden 60 der in dieser Arbeit identifizierten SURFs bislang
in keinem der entsprechend verdffentlichten Expressionsexperimenten als SAGs identifiziert. Dies
kdnnte u. a. in voneinander abweichenden Anzuchtmethoden der Pflanzen flr die Experimente,
unterschiedlichem Blattmaterial, unterschiedlichen Seneszenzstadien, die untersucht wurden oder
in der differierenden Sensitivitat von Microarray- und qRT-PCR-Ansétzen begriindet sein. Weitere
gezielte Expressionsanalysen dieser 60 Gene sollten zukunftig Gberprifen, ob es sich tatsachlich
um neue SAGs handelt. Der Vergleich der Expressionsmuster der 383 SARFs mit den
Expressionsdaten der SUVH2-oe-Linie in den zwei korrespondierenden Entwicklungsstadien
ergab, dass etwa 50% aller seneszenzabhdngig im WT regulierten TFs Unterschiede im
Expressionsverhalten in der SUVH2-oe-Linie aufweisen (s. Kapitel 111.5.3). Dagegen zeigte die
Gegenlberstellung der Expressionsdaten in den einzelnen Stadien zwischen dem WT und der
SUVH2-oe-Linie, dass trotz der konstitutiven Uberexpression von SUVH2 nur 89 der 1156
untersuchten Gene eine signifikant unterschiedliche Expression im NS-Stadium aufweisen,
wahrend 202 Gene unterschiedlich stark im S1-Stadium in der SUVH2-o0e-Linie im Vergleich zum
WT exprimiert werden. Die sehr groBe Uberlappung der Expressionsmuster der Gene im NS-
Stadium war tberraschend, da die SUVH2-oe-Pflanzen neben dem Seneszenzphédnotyp auch durch
eine Vielzahl pleiotroper Effekte, wie starkem Kleinwuchs, deformierten Bléttern oder einer
verringerten Fertilitat, gekennzeichnet sind. Die im Gegensatz dazu deutlich hthere Anzahl der im
S1-Stadium unterschiedlich exprimierten Gene indiziert, dass insbesondere TFs, die

Seneszenzprozesse regulieren, durch die Uberexpression von SUVH2 beeinflusst sind.

IV.5.1 Untersuchungen zum Einfluss der SUVH2-Uberexpression auf die Regulation von
Genfamilien.

In einigen groRangelegten Expressionsstudien konnte bereits gezeigt werden, dass bestimmte
Genfamilien TF-kodierender Gene Uberreprasentiert haufig wahrend der Seneszenz reguliert sind
(Balazadeh et al. 2008; Breeze et al. 2011). Breeze et al. (2011) zeigten dabei unter Nutzung von
Microarrays, dass insbesondere Mitglieder der AP2-EREBP-, bZIP-, C3H-, CCAAT-DR1-,
CCAAT-HAP2-, NAC- sowie WRKY-TF-Familien innerhalb der Seneszenz heraufreguliert
werden. Die Ergebnisse der Uberreprasentationsanalyse anhand der innerhalb dieser Arbeit
erhaltenen Expressionsdaten der gRT-PCR-Expressionsplattform zeigten fur die CCAAT-HAP2-,
NAC- und WRKY-TF-Familien ebenfalls eine signifikante Uberreprasentation in WT-Pflanzen (s.
Kapitel 111.5.4). Dariiber hinaus konnte in Ubereinstimmung mit den Daten von Breeze et al.
(2011) festgestellt werden, dass eine grofle Anzahl der AP2-EREBP-, bZIP- und C3H-TF-

kodierenden Gene seneszenzabhangig induziert werden. Fir die drei im WT (Uberreprasentiert
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haufig regulierten TF-Familien zeigte sich ebenfalls eine signifikante Haufung fir die SUVH2-oe-
Linie. Allerdings war fur die NAC- und WRKY-TF-Familie sowie forcierter fiir die AP2-EREBP-,
bZIP-, C2H2-Familie feststellbar, dass deutlich weniger Mitglieder in der SUVHZ2-oe-Linie
reguliert waren als im WT. So wurden zwischen 20 und 50 % der SURFs dieser TF-Familien nicht
in der SUVH2-o0e-Linie im untersuchten S1-Stadium heraufreguliert, wéhrend andere Familien, wie
die CCAAT-HAP2- oder HB-Familie, kaum Unterschiede zum WT aufwiesen. Fir die SDRFs
ergab die Uberreprasentationsanalyse fiir keine der untersuchten Familien eine signifikante
Auffalligkeit im WT oder der SUVH2-oe-Linie. Die am starksten im WT betroffenen Familien
waren die groBen Familien der AP2-EREBP- und bHLH-TFs. So ergab der Vergleich, dass
weniger als 20% der im WT als SDRFs identifizierten Gene auch in der SUVH2-oe-Linie
reprimiert wurden und zeigt, dass die groBe Mehrheit der SDRFs deutlich durch die
Uberexpression von SUVH2 beeinflusst wird. Dabei sind fast alle TF-Familien betroffen,
wenngleich sich die starksten Effekte fur die bHLH- und die C2C2-GATA-TF-Familie ergaben.
Insgesamt kann aus diesen Analysen geschlossen werden, dass sich insbesondere unter den stark
beeinflussten Familien eine Vielzahl von Genen befinden konnte, die durch die Uberexpression
von SUVH2 und somit dber artifizielle Verédnderungen der Chromatinstruktur reguliert sein
kdnnten. Solche Gene tragen moglicherweise spezifische Erkennungssequenzen, wodurch SUVH2
Uber direkte oder indirekte Wirkungen die Genexpression beeinflussen kann. Diese Annahme wird
dadurch gestiitzt, dass die Uberexpression von SUVH2 keinen direkten oder indirekten Einfluss auf

die Expression von etwa 50% aller SARFs nimmt.

IV.5.2 Die Uberexpression von SUVH2 hat unterschiedliche Auswirkungen auf das
Expressionsverhalten von SARFs.

Um zu untersuchen, ob es Gruppen von Genen gibt, die unterschiedlich durch die Uberexpression
von SUVH2 beeinflusst sind, erfolgten Clusteranalysen der 383 als differentiell im WT regulierten
SARFs unter Verwendung der korrespondierenden Expressionsdaten des WTs und der SUVH2-oe-
Linie (s. Kapitel 111.5.5). Diese Analysen ergaben funf distinkte Cluster, deren zugeordnete Gene
durch unterschiedliche Expressionsmuster gekennzeichnet waren. Dabei gruppierten die SURFs,
fur die keine deutlichen Unterschiede der Transkriptgehalte in der SUVH2-oe-Linie im NS- sowie
im S1-Stadium im Vergleich zum WT festgestellt wurden, in ein gemeinsames Cluster (Cluster 4).
Diese Gruppe von Genen machte etwa 50% der identifizierten SURFs aus und bildete damit das
groite der finf Cluster. Die restlichen Gene verteilten sich in Abh&ngigkeit der Transkriptgehalte
in der SUVH2-o0e-Linie im NS- und/oder dem S1-Stadium im Vergleich zum WT in weitere vier
Cluster. Alle im WT herunterregulierten Gene (SDRFs) waren dem Cluster 1 zugeordnet. Fur
dieses Cluster war aufféllig, dass die Mehrheit der Gene keine oder eine stark verminderte
Repression im S1-Stadium der SUVH2-Uberexpressionslinie aufwies, was sich bereits in dem

Vergleich der Expressionsdaten (s. Kapitel 111.5.3) sowie der Uberreprasentationsanalyse zeigte (s.
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Kapitel 111.5.4). Alle im WT heraufregulierten und in der SUVH2-oe-Linie veréndert exprimierten
Gene wurden in die Cluster 2, 3 und 5 eingruppiert. Interessanterweise ergaben die Analysen, dass
die Veranderungen der Expression in der SUVH2-oe-Linie tatsachlich auf verschiedenen Ursachen
basierten. In Abbildung IV.2 sind die Unterschiede des Expressionsverhaltens der SURFs in der
SUVH2-oe-Linie, die fir die Zuordnung in die Cluster verantwortlich sind, schematisch
hervorgehoben. So zeigte sich fur alle dem Cluster 2 zugeordneten Gene, dass die
Transkriptgehalte im NS-Stadium in der SUVH2-oe-Linie sich nicht von denen des WTs
unterscheiden, dass allerdings die seneszenzabhdngige Induktion fur diese Gene inhibiert ist.
Weiterhin war flr dieses Cluster auffallig, dass eine grof’e Anzahl von Genen, die der WRKY -,
NAC-, C2H2-, und AP2-EREBP-Genfamilien zugehorig sind, dieser Gruppe zugeordnet wurde.
Viele bekannte und wichtige Gene, die fur seneszenzassoziierte TFs kodieren wie das in der Arbeit
untersuchte WRKY53-Gen (Miao et al. 2004), JUB1/ANACO042 (Wu et al. 2012) oder WRKY70
(Besseau et al. 2012) clusterten in dieser Gruppe. Bei diesen Genen verursacht die Uberexpression
von SUVH2 demnach entweder direkt oder indirekt eine deutliche Suppression der
seneszenzabhangigen Induktion. Im Gegensatz dazu wurde flr die Cluster 3-assoziierten Gene
gezeigt, dass die verringerte Induktion der Expression in der SUVH2-oe-Linie vor allem auf einen
bereits im NS-Stadium erhohten Transkriptgehalt basiert. Demnach liegt nahe, dass die gestorte
Regulation dieser SURFs insbesondere auf Einfliissen, die bereits in reifen Blattern durch die
Uberexpression von SUVH2 initiiert wurden, begriindet ist. Diese Veranderung des
Expressionsverhaltens in nicht seneszenten Blattern konnte bereits fur die SAG-Markergene
SAG12, FRK1 sowie MYB13 beobachtet werden (s. Kapitel 111.4.3.1; Abb. I11-12). Es handelt sich
dabei demnach nicht um einen seltenen, sondern einen relativ haufigen Effekt der Uberexpression
von SUVH2 da mehr als 10% der SURFs eine verdnderte Expression in reifen Blattern aufweisen.
Dabei ist erstaunlich, dass es sich bei mehr als 55% aller in reifen Blattern in der SUVH2-oe-Linie
signifikant starker exprimierten Genen (s. Kapitel 111.5.3; Abb. 111-25) tatsdchlich um SURFs
handelt, die dem Cluster 3 zugeordnet wurden. Die Griinde flr die Aktivierung dieser Gene in
einem Entwicklungsstadium, bei dem die Expression im WT supprimiert ist, sind momentan noch
unklar. So gibt es bislang keine Indikation daflr, das SUVH2 einen direkten positiven Effekt auf
die transkriptionelle Regulation von Genen haben kdnnte. Ein mdglicher Grund fiir die erhohte
Transkription der Cluster 3-Gene in der SUVH2-oe-Linie wére aber z.B., dass es durch die
Uberexpression von SUVH2 zu einer Suppression der Transkription von mdoglichen Repressoren
der Cluster 3-Gene kommt. Fur dieses Cluster konnte weiterhin festgestellt werden, dass aufféllig
viele Gene, die fir TFs der AP2- EREBP-Familie kodieren, zugeordnet sind. Demnach koénnten
insbesondere fiir die Regulation dieser TF-Familie wichtige upstream Komponenten durch die
SUVH2-Uberexpression beeinflusst sein.

Eine dritte Gruppe von Genen, die in der SUVHZ2-oe-Linie ein unterschiedliches

Expressionsverhalten im Vergleich zum WT aufwiesen, wurde in Cluster 5 zusammengefasst. Fir
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dieses Cluster ist typisch, dass die Expression in den SUVH2 (berexprimierenden Pflanzen mehr
oder weniger stark in beiden untersuchten Stadien im Vergleich zum WT erniedrigt ist. Dabei sind
diesem Cluster gehduft Gene zugeordnet, die fur NAC-, WRKY- und C2H2-TFs kodieren. Die
verénderte Expression dieser Faktoren in beiden Entwicklungsstadien indiziert, dass die Regulation
dieser Gene sowohl in reifen als auch seneszenten Blattern der SUVH2-oe-Linie durch direkte

und/oder indirekte Effekte der Uberexpression von SUVH2 beeinflusst werden.
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Abbildung IV-2: Schematische Darstellung der clusterspezifischen Veranderungen der SURF-Expression in SUVH2-
oe-Pflanzen im Vergleich zum WT.

Die Verdnderungen der Genexpression aller in der SUVH2-oe-Linie verandert exprimierten Gene
fihren letztlich zu der deutlichen Verzdgerung der Blattseneszenz. Um die Anzahl der
maoglicherweise Uber Chromatinveranderungen regulierten SURFs weiter einzuschrénken, erfolgte
die Analyse des Expressionsverhaltens durch gRT-PCR ausgewdhlter Cluster 2-, 3- und 5-
gruppierter Gene in einer erweiterten Seneszenzkinetik (s. Kapitel 111.5.6). Dabei wurde
insbesondere auf Cluster 2-Gene fokussiert, da sich fur WRKY53, das ebenfalls diesem Cluster
zugeordnet ist, die groRten Effekte der zwei in den ChIP-Analysen untersuchten TFs (ANAC083
und WRKY53) auf Chromatinebene gezeigt hatten. Insgesamt erfolgten dabei die
Expressionsstudien fiir die zehn am stéarksten in der SUVH2-oe-Linie supprimierten Cluster 2-Gene
in den drei Seneszenzstadien S0, S1, S2 (WT) sowie S3 (SUVH2-oe-Linie). Des Weiteren erfolgten
diese Analysen jeweils auch fir einen Vertreter der ebenfalls interessanten Cluster 3 und 5. Bei
sieben der insgesamt zwolf Gene handelte es sich um bereits bekannte seneszenzassoziierte Gene
wie z.B. WRKY54 und WRKY70. Neben diesen bekannten SAGs wurde auch die Expression von
finf putativ neuen SURFs untersucht. Diese kodieren fur einen ABI3VP1 (AT4G34400)-, einen
AP2-EREBP- (AT1G74930; OCTADECANOID DERIVATIVE-RESPONSIVE AP2/ERF-domain
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TF 47; ORAA47), einen C2H2 (AT5G04390)-, einen MYB (AT3G10590) sowie einen RWP-RK
Doménen (AT2G43500)-TF. Die Analysen ergaben, dass alle Cluster 2-Gene auch in den spéten
Seneszenzstadien S2 und S3, bei denen es auch in der SUVH2-oe-Linie zu deutlichen
Seneszenzerscheinungen kommt, entweder eine stark reprimierte oder eine deutlich verzdgerte
Induktion der Expression aufweisen (s. Kapitel 111.5.6.1; Abb. 111-27 und 28). Eine besonders
forcierte Suppression der seneszenzabhéngigen Induktion in der SUVH2-oe-Linie konnte z.B. flr
WRKY44 festgestellt werden. WRKY44 kodiert fur einen TF, der u. a. an der Regulation der
Proanthocyaninsynthese beteiligt ist (Johnson et al. 2002). Erst kiirzlich publizierte Daten von Xu
et al. (2013) zeigen, dass WRKY44 an der Regulation der Expression von TT8 (TRANSPARENT
TESTA 8) involviert ist. TT8 wiederum kodiert fur einen bHLH-TF, der ebenfalls an der Regulation
der Proanthocyaninsynthese beteiligt ist (Lepiniec et al. 2006; Baudry et al. 2006).
Interessanterweise konnte in den gRT-PCR-Expressionsprofilingversuchen auch fur TT8 im S1-
Stadium fir den WT, allerdings nicht die SUVH2-oe-Linie, ein deutlicher Anstieg der
Transkriptgehalte festgestellt werden (Ay et al. 2014b; Supplementary DS 1d). TT8 ist u. a. an der
Regulation der Anthocyan- und der Proanthocyanbiosynthese beteiligt (Zhang et al. 2003).
Innerhalb der Regulation dieser Prozesse sind ebenfalls die homologen MYB-TFs MYB75 (PAP1)
und MYB90 (PAP2) beteiligt (Baudry et al. 2006; Zimmermann et al. 2004). Fir MYB75 und
MYB90 (PRODUCTION OF ANTHOCYANIN PIGMENT1 (PAP)1 und PAP2) konnte eine
Funktion als positive Regulatoren der Anthocyanbiosynthese nachgewiesen werden. So
akkumulieren Anthocyane in Uberexpressionslinien beider Faktoren (Borevitz et al. 2000; Maier et
al. 2013). Anthocyane sind eine Gruppe der Flavonoide, die unter verschiedenen
Stressbedingungen und wéhrend der Seneszenz akkumulieren (Hoch et al. 2003; Diaz et al. 2006).
Fir beide MYB-TFs konnte im WT eine sehr starke Induktion fiir das S1-Stadium detektiert
werden. Dartiber hinaus war die Expression dieser TFs in SUVH2 Uberexprimierenden Pflanzen
deutlich supprimiert (s. Kapitel 111.5.6.2; Abb. 111-28 sowie Ay et al. 2014b). Interessanterweise
konnte in genomweiten ChIP-Analysen eine Assoziation beider MY B-Faktoren mit der repressiven
H3K27me3-Modifikation nachgewiesen werden (Roudier et al. 2011; Zhang et al. 2007). Sowohl
fur MYB75 als auch MYB90 konnten Promotor-GUS-Studien eine hohe Aktivitat der Gene wahrend
der Seneszenz und wahrend Stress in den Zellen in und um die Leitgewebe herum nachweisen
(Warner 2008). Diese gewebsspezifische Regulation korreliert mit der Assoziation der beiden Gene
mit H3K27me3 modifiziertem Chromatin, da fur diese Histonmethylierung eine Assoziation mit
gewebeabhangiger Expression korreliert wird (Zhang et al. 2007; Turck et al. 2007). Beide Gene
stellen demnach interessante Kandidaten fur die zukinftigen Analysen dieser und anderer
Histonmodifikationen wéhrend der Seneszenz durch ChlIP dar. Vergleichende Metabolomstudien in
WT- und SUVH2-oe-Pflanzen in Kombination mit Expressions- und Histonmodifikationsanalysen
kdnnten zudem weiter aufkléren, ob tatséchlich Veranderungen des Chromatins an der Regulation

des seneszenzassoziierten Flavonoidstoffwechsels beteiligt sind.
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IVV.5.3 HY5: ein putativer upstream Regulator der Seneszenz und seine Zielgene werden stark
durch die Uberexpression von SUVH2 beginflusst.

Neben MYB75 und MYB90 konnte eine Beteiligung weiterer TFs an der Regulation der
Anthocyanbiosynthese, wie z.B. von HY5 (ELONGATED HYPOCOTYL5), nachgewiesen
werden (Shin et al. 2007). Zudem konnten Shin et al. (2013) zeigen, dass HY5 direkt an G- und
ACE-Boxen des MYB75 Promotors binden kann und postulieren folglich die mdgliche Rolle von
HY5 als upstream Regulator der MYB75 Transkription. Demnach kénnte HY5 an der Kontrolle der
Akkumulation von Anthocyanen wéhrend der Seneszenz beteiligt sein. Interessanterweise konnte
in den innerhalb der Arbeit durchgefiihrten TF-Plattformprofilinganalysen HY5 als SURF
identifiziert werden. Dabei weist der TF eine deutliche Suppression der Initiation der Expression
im S1-Stadium in der SUVH2-oe-Linie auf und ist folglich in den Clusteranalysen wie WRYK53
dem Cluster 2 zugeordnet. qRT-PCR-Analysen der HY5-Expression in der detaillierten
Seneszenzkinetik ergaben zudem, dass die Suppression von HY5 bis in spate Stadien der Seneszenz
aufrechterhalten bleibt (s. Kapitel 111.5.7). HY5 kodiert fiir einen bZIP-TF, der wichtige Funktionen
innerhalb von Entwicklungs- und Photomorphogeneseprozessen hat (Koornneef und van der Veen
1980; Osterlund et al. 2000; Chen et al. 2013; Lee et al. 2007). Untersuchungen von Charron et al.
(2009) konnten fur die lichtabhéngige Genregulation von HY5 selbst und von HY5-Zielgenen eine
Beteiligung der H3K9ac-Histonmodifikation nachweisen. Demnach ist auch fir die Regulation der
seneszenzabhangigen Expression von HY5 und HY5-Zielgenen eine Funktion differentieller
Histonmodifikationen denkbar. Uber einen ChIP-Chip-Ansatz von Lee et al. (2007) konnten (iber
3800 putative Zielgene des HY5-TFs identifiziert werden. Unter diesen Genen befanden sich u. a.
neben WRKY53 auch andere Cluster 2-assoziierte Gene, wie WRKY44 und WRKY70 sowie
ANACO081 und ANAC104. Ein Vergleich der Daten von Lee et al. (2007) mit den Expressionsdaten
der gRT-PCR-Plattform ergab, dass 125 der 383 SARFs (~33%) putative HY5-Zielgene darstellen
s. Kapitel 111.5.7). Demnach ist es moglich, dass dieser TF an der Regulation von etwa einem
Drittel aller als SARFs identifizierten Gene involviert sein kdnnte. Vergleichende Untersuchungen
innerhalb dieser Arbeit zeigten zudem, dass sich insbesondere unter den SURFs gehduft HY5-
Zielgene Dbefinden (s. Kapitel 111.5.9; Tab. 111.4). Als Ubergeordneter Regulator der
Photomorphogenese ist es denkbar, dass HY5 als ein wichtiger Integrator des Umweltfaktors Licht
innerhalb der komplexen Regulation der Blattseneszenz fungieren kdnnte. Weiterhin wurde in der
Arbeit festgestellt, dass insbesondere unter den stark in der Seneszenz regulierten TF-Familien
(AP2-EREBP, NAC und WRKY) HY5-Zielgene vertreten sind (s. Kapitel 111.5.9; Tab. I11.5).
Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass hauptsachlich SARFs der AP2-EREBP-, C2H2-,
NAC- und WRKY-Familien, die auch als HY5-Zielgene identifiziert wurden, eine veranderte
Expression in der SUVH2-oe-Linie aufweisen (s. Kapitel 111.5.9; Tab. 111.6). Demnach konnte die
Suppression von HY5 in der SUVH2-oe-Linie z.T. zu einer verringerten oder vollig unterdriickten

Aktivierung der Transkription von HY5-Zielgenen fiihren. Demnach ware es wichtig zu klaren,
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welche der putativen Zielgene tatséchlich wahrend der Seneszenz durch HY5 reguliert werden.
Daruber hinaus sollten zukiinftig Untersuchungen der Histonmodifikationsmuster tber ChlP in WT
und SUVH2 Uberexprimierenden Pflanzen an HY5 und den seneszenzabhdngig regulierten

Zielgenen erfolgen.

IV.5.4 EAR-Motiv enthaltene TFs bilden eine grofe Gruppe der SARFs und werden
insbesondere durch die Uberexpression von SUVH2 beeinflusst.

Kagale et al. (2010) identifizierten anhand einer genomweiten bioinformatischen Analyse in
Arabidopsis insgesamt 219 regulatorische Faktoren, die ein sog. ethylene-responsive element-
binding factor-associated amphiphilic repression-Motiv (EAR-Motiv) enthalten. Dieses Motiv ist
aktiv an der Repression der Expression von Genen beteiligt. Dabei handelt es sich um das haufigste
Transkriptionsrepressormotiv, das bislang in Pflanzen bekannt ist und das in insgesamt 21
verschiedenen Familien von RFs gefunden wurde (Kagale und Rozwadowski 2011). Das EAR-
Motiv kommt besonders hdufig in der C2H2- sowie der AP2-EREBP-TF-Familie vor. Viele
Vertreter beider Familien zeigten eine seneszenzabhangige Regulation in den Expressionsprofiling-
Analysen der qRT-PCR-Plattform (s. Kapitel 111.5.4). Daher erfolgte der Vergleich der fur den WT
erhaltenen 383 SARFs mit den von Kagale et al. (2010) identifizierten EAR-Motivproteinen. Dabei
zeigte sich, dass Uber 12% der SARFs (47 der 383 SARFs im WT) fur EAR-Motivproteine
kodieren (s. Kapitel 111.5.8). Die genauere Betrachtung dieser ,,EAR-Motiv-SARFs* ergab, dass
diese insbesondere auf die Cluster 2, 3 und 5 verteilt waren (s. Kapitel 111.5.9; Tab. 111.4), was
dafur spricht, dass vor allem Gene, die eine deutlich verdnderte Expression in der SUVH2-oe-Linie
aufweisen, fir EAR-Motivproteine kodieren. Ein moglicherweise forcierter Einfluss der SUVH2-
Uberexpression auf die Transkription der EAR-Motivproteine wird auch dadurch untermauert, dass
Uber 65% der SARFs mit einem EAR-Motiv eine verédnderte Expression in der SUVHZ2-oe-Linie
aufwiesen. Dariiber hinaus zeigten die vergleichenden Analysen weiter, dass besonders viele
Vertreter der AP2/EREBP-, C2H2, AUX/IAA- und MADS-TF-Familien, fur die sich eine
besondere Haufung des EAR-Motivs im WT ergab, eine veranderte Expression in der SUVH2-oe-
Linie aufweisen (s. Kapitel 111.5.9; Tab. 111.5). Dies impliziert eine besondere Rolle dieser TF-
Familien als mdgliche Repressoren innerhalb der Regulation der Blattseneszenz. Eine Bedeutung
einzelner EAR-Motiv enthaltender TFs innerhalb von Seneszenzprozessen konnte bereits in
einigen neueren Studien gezeigt werden. Beispielsweise wurde tber heterologe Expression des
EAR-Motivproteins SIERF36 aus Tomate (Solanum lycopersicum), das unter Kontrolle des
CaMV35S-Promotors ektopisch in Tabak exprimiert wurde, gezeigt, dass es in diesen Pflanzen zu
einem verfrihtem Einsetzen des Blihens und einem entsprechend beschleunigten Beginn der
Seneszenz kommt. Diese Phénotypen konnten auch fir transgene Arabidopsis Pflanzen, die das
vollstdandige SIERF36-Protein exprimierten, festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wiesen

transgene Pflanzen, die ein SIERF36-Protein berexprimierten, in dem das EAR-Motiv deletiert
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war, nicht diese phénotypischen Erscheinungen auf (Upadhyay et al. 2014). Des Weiteren konnten
Studien in Arabidopsis von Koyama et al. (2013) die Beteiligung von ERF4 und ERF8, zwei
seneszenzassoziierten EAR-Motivproteinen, an der Regulation von ESP/ESR zeigen. ESP/ESR
(EPITHIOSPECIFYING SENESCENCE REGULATOR) selbst hat einen seneszenzverzégernden
Einfluss, in dem es die Aktivitat des positiven Seneszenzregulators WRKY53 inhibiert (Miao und
Zentgraf 2007). Zudem konnten sie feststellen, dass Uberexpressionspflanzen von ERF4 und ERF8
durch eine beschleunigte Seneszenz sowie die Initiation der Expression von WRKY -Genen wie
WRKY30, WRKY53 oder WRKY75 gekennzeichnet waren, wéhrend fir erf4 und erf8 Transgene
eine Verzdgerung der Seneszenz detektiert wurde. Koyama et al. (2013) schlussfolgern aus ihren
Daten, dass ERF4 und ERF8 durch die Repression von ESP/ESR an der Aktivierung von WRKY53
und damit am Fortschreiten der Seneszenz beteiligt sein kodnnten. Interessanterweise gibt es
Hinweise, dass EAR-Motiv Repressorproteine eine wichtige Funktion innerhalb der Koordination
von Umwelt- und Entwicklungssignalen tiber die Rekrutierung von Co-Repressoren, wie SAP18
(SIN3 ASSOCIATED POLYPEPTIDE 18) oder TPL (TOPLESS), die wiederum eine HDA-
vermittelte Chromatinmodifizierung von Zielgenen sowie deren Silencing ermdéglichen, umsetzen
[zusammengefasst in Kagale und Rozwadowski (2011)]. Die beachtliche Anzahl der EAR-
Motivproteine unter den SARFs sowie der starke Einfluss der SUVH2-Uberexpression auf diese
Gene indiziert eine Beteiligung chromatinmodifizierender Proteine in Repressorkomplexen und
somit die Funktion dieser Proteine innerhalb der zeitlichen Steuerung der seneszenzabh&ngigen
Genregulation. Zukinftig sollten Chromatinuntersuchungen an in der SUVH2-oe-Linie verandert
exprimierten Genen, wie ERF4 erfolgen, um die Beteiligung von Chromatinmodifikationen an der
Regulation dieser Subklasse von seneszenzassoziierten TFs zu untersuchen. Auch ware es
interessant, die Zielgene der Uber Chromatinverdnderungen regulierten EAR-Motivproteine zu

identifizieren und die Regulationskaskaden der Blattseneszenz weiter aufzuschlisseln.

IVV.6 Die Expression SUVH2-homologer Gene wéahrend der Seneszenz und der Einfluss der
SUVH2-Uberexpression.

Untersuchungen spezifischer Chromatinmodifikationen innerhalb dieser Arbeit demonstrierten,
dass es global und lokal wahrend der Seneszenz zu vielschichtigen Veranderungen der
Chromatinstruktur kommt. Die Daten von Wu et al. (2008), die einen mdglichen Einfluss der
Histondeacetylase HDAG6 auf Seneszenzprozesse indizieren, und die Untersuchungen Uber den
Einfluss der ektopischen Expression der putativen Histonmethyltransferase SUVH2 in dieser
Arbeit zeigen, dass Eingriffe in das naturliche System von Faktoren, die an der Etablierung des
Chromatins beteiligt sind, zu massiven Veranderungen der pflanzlichen Entwicklung und so auch
der Seneszenz fuhren kdnnen. Bis heute gibt es eine kontroverse Diskussion dariiber, ob SUVH2 in
vivo eine Histonmethyltransferaseaktivitdt (HMTase) besitzt oder nicht (Naumann et al. 2005;

Johnson et al. 2008). Daher ist bislang ungeklart, ob die deutliche ektopische
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Heterochromatisierung als Folge der Uberexpression von SUVH2 direkt oder nur indirekt durch
SUVH2 umgesetzt wird. Zweifelsohne konnte SUVH2 als wichtige Komponente fiur das
transkriptionelle Gensilencing sowie die Aufrechterhaltung repressiver Histonmethylierungen
identifiziert werden (Johnson et al. 2008; Kuhlmann und Mette 2012). Alles in allem I&sst sich
jedoch nicht ausschlieBen, dass SUVH2 selbst keine HMTase-Aktivitat besitzt und dass der
faktische Anstieg heterochromatischer Histonmodifikationen wie H3K9me2 in SUVH2
tberexprimierenden Pflanzen indirekt und demnach durch andere HMTasen realisiert wird.
Innerhalb dieser Arbeit erfolgte daher die Analyse, ob die Uberexpression von SUVH2 die
Expression anderer putativer H3K9me2-Methyltransferasen beeinflusst und wie sich die
Expression dieser Gene im WT wahrend der Seneszenz verhdlt. Neben SUVH2 kodieren in
Arabidopsis neun SUVH-Gene fir orthologe Proteine der H3K9 Histonmethyltransferase
SU(VAR)3-9 aus Drosophila und stellen so putative Kandidaten fur Histonmethylierungen an
H3K9 dar. In der Arbeit erfolgte die Analyse des Expressionsverhaltens aller zehn SUVH-Gene
(SUVH1-10; s. Kapitel 111.6). Fur nur acht der zehn Gene (SUVH1-6 und SUVH8-9) konnte eine
Expression in Blattern in den untersuchten Stadien (NS, SO, S1, S2 fiir den WT und die SUVH2-oe-
Linie sowie S3 flr die SUVH2-oe-Linie) nachgewiesen werden. Fir SUVH1, SUVH3, SUVH6 und
SUVH9 konnten keine seneszenzabhdngigen Verdnderungen der relativen Transkriptgehalte im
WT oder in Folge der starken Uberexpression von SUVH2 festgestellt werden. Im Gegensatz dazu
war ein Absinken der relativen Transkriptgehalte von SUVH2, SUVH4 sowie SUVH5 im WT
feststellbar. Bei SUVH4 (KYP/ KRYPTONITE) und SUVH5 handelt es sich neben SUVH6 um
die wichtigsten H3K9-Methyltransferasen in Arabidopsis (Jackson et al. 2002; Ebbs und Bender
2006; Ebbs et al. 2005). Die seneszenzabhéngige Verringerung der Expression von SUVH4 und
SUVHS5 war dartiber hinaus in den SUVH2-oe-Pflanzen weitestgehend unveréndert. Demnach hat
die Uberexpression von SUVH2 wahrscheinlich weder einen Einfluss auf die Transkription von
SUVH1-3, SUVH4 sowie SUVH5-6 noch auf die des endogenen SUVH2-Gens. Nur flr einen
Vertreter der SUVH-Familie, SUVHS8, konnte im WT ein Anstieg der Expression wahrend der
Seneszenz festgestellt werden. Dabei war besonders interessant, dass in reifen Blattern (NS-
Stadium) kein SUVH8-Transkript detektiert werden konnte, doch bereits im frihen SO-Stadium
SUVH8-mRNA akkumulierte. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass dieser Anstieg in der
SUVH2-Uberexpressionslinie deutlich verzogert stattfindet. Bislang gibt es kaum Informationen fir
die biologische Bedeutung von SUVHS8, mdglicherweise aufgrund seiner extrem schwachen
Expression in nicht seneszenten Blattstadien. Allerdings konnten kiirzlich Manavella et al. (2013)
zeigen, dass die microRNA miR171a* gewebsabhangig am Silencing von SUVHS beteiligt ist und
das diese Repression wichtig flr eine normale Entwicklung von Arabidopsis ist. Die Bildung von
miRNAs wird von verschiedenen Proteinen wie DCL1 (DICER-LIKE 1) reguliert. Fir ein weiteres
DCL-Protein, DCL2, das vor allem fiir die Generierung spezifischer siRNAs verantwortlich ist,

konnte eine antagonistische Wirkung fir die DCL1-vermittelte miRNA-Bildung nachgewiesen
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werden (Bouche et al. 2006). Interessanterweise wurde erst kiirzlich fur eine dcl2-Mutante eine
massive Induktion der SUVHS8-Expression gezeigt (Migicovsky et al. 2014), was eine Funktion von
DCL2 innerhalb der Regulation der SUVH8-Expression vermuten I&sst. In genomweiten
Untersuchungen an Arabidopsis Keimlingen konnte dartiber hinaus ein Vorkommen der
Trimethylierung von H3K27 an SUVH8 nachgewiesen werden (Roudier et al. 2011), was eine
Beteiligung dieser repressiven Histonmodifikation an der Regulation der entwicklungsabhéngigen
Expression dieses Gens indiziert. In zuklnftigen Arbeiten wére es u. a. aufschlussreich, die
genauen Mechanismen der Kontrolle der SUVH8-Expression wéhrend der Seneszenz zu
untersuchen sowie mogliche Zielsequenzen von SUVHS zu identifizieren. So kdnnten Hinweise
auf die biologische Relevanz dieser putativen HMTase im Allgemeinen und insbesondere
bezuglich der Seneszenz gewonnen werden.

Expressionsanalysen von Genen wahrend der Seneszenz, die an der Etablierung des Chromatins
beteiligt sind, kdnnen erste Hinweise fur eine Involvierung der entsprechenden Genprodukte an der
Regulation der Seneszenz liefern. Beispielsweise erfolgte durch Ay et al. (2014a) die gezielte
Betrachtung der Expressionsmuster von mehr als 70 Genen, die an der Etablierung bzw.
Aufrechterhaltung der DNA-Methylierung involviert sind (Stroud et al. 2013). Diese
Untersuchungen unter Verwendung der genomweiten Expressionsdaten von Breeze et al. (2011)
zeigten, dass 14 Gene signifikant schwécher sowie zwei Gene deutlich verstarkt im Verlaufe der
Seneszenz exprimiert werden. In zukunftigen Experimenten sollte aufgeklart werden, ob die
Veranderungen des Expressionsverhaltens dieser Gene sowie der SUVH-Gene eine biologische
Relevanz fir den Verlauf der Blattseneszenz haben oder nicht. Zukilnftig missen darlber hinaus
natlrlich Proteinexpressionsanalysen sowie Aktivitatsstudien erfolgen, um zu Uberprifen, ob sich
die beobachteten Effekte auf Transkriptebene entsprechend in verdnderten Proteingehalten

und/oder Enzymaktivitéten der einzelnen Faktoren widerspiegeln.
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V.1 Verwendete Materialien

V.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden zumeist von den Firmen AppliChem GmbH (www.applichem.com),
Biozym Diagnostics GmbH (www.biozym.com), Calbiochem® (www.calbiochem.com), Carl Roth GmbH & Co.
KG (www.carl-roth.de), Diagonal (www.diagonal.de), DUCHEFA BIOCHEMIE B.V (www.duchefa-
biochemie.com), MBI Fermentas GmbH (www.fermentas.de), Merck Eurolab GmbH (www.merckeurolab.de),
Panreac Promega GmbH (www.promega.com), Roche (www.roche.com) und Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(www.sigma-aldrich.com) bezogen und zeichneten sich durch den Reinheitsgrad “pro analysis “ aus. Alle Puffer,
Medien und Ldsungen wurden mit autoklaviertem und entionisiertem Wasser (TKA GenPure; Thermo Electron
LED GmbH ein Unternehmen von Thermo Fisher Scientific; http://www.tka.de/) hergestellt.

V.1.2 Enzyme und molekularbiologische “Kits«

Die verwendeten molekularbiologischen Kits, Restriktionsenzyme, DNAse | sowie dNTPs wurden von den
Firmen GE Healthcare Europe GmbH (www.gehealthcare.com), Invitetk GmbH (www.invitek.de), Life
Technologies (www.lifetechnologies.com), MBI Fermentas GmbH, Promega GmbH, QIAGEN GmbH
(www.giagen.com), Roboklon GmbH und Roche bezogen. Als DNA-Polymerase wurden hauptsachlich die Color
Taq DNA Polymerase der Firma Roboklon GmbH (www.roboklon.de), die KAPAHIFi Uracil+ Polymerase der
Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (www.peqlab.de) und die TrueStart™-Taq Polymerase der Firma MBI
Fermentas GmbH verwendet. Die eingesetzten Antikdrper wurden von Abcam (www.abcam.com), GE
Healthcare, Upstate (jetzt Merck Millipore zugehdrig; www.emdmillipore.com) und Roche bezogen.

V.1.3 GrolRenstandards

Fur die GrolRen- oder L&ngenbestimmung von DNA-Fragmenten nach Agarose-Gelelektrophorese wurden ,,DNA-
Leitern“ der Firma MBI Fermentas verwendet (GeneRuler™ DNA Ladder Mix ready-to-use und GeneRuler™ 100
bp DNA Ladder ready-to-use). Die Bestimmung von Transkriptldngen in Northern-Blot-Analysen erfolgte mittels
dem Digoxigenin-markierten ,,RNA-Léngenstandard I (RNA I)* der Firma Roche (0,3 bis 6,9 kb).

V.1.4 Oligonukleotide

Die  verwendeten  Oligonukleotide  (Primer) wurden von der Firma  Eurofins  Genomics
(http:/lwww.eurofinsgenomics.eu) bezogen. Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind im Appendix
unter A.8 aufgefihrt.

V.1.5 Vektoren
Folgende Vektoren wurden fir diese Arbeit verwendet:

Vektor Besondere Merkmale Verwendung / Referenz

Ampicillinresistenzkasette, T7- und SP6-RNA Polymerase

Promotoren, die multiple cloning site (MCS) in der lacz-

Genregion (B-D-Galactosidasegen) flankieren; | T/A Klonieren von PCR Produkten,
PGEM®-T | Selektionssystem: Durch Insertion in die im lacZ-Gen | die 3-A Uberhdnge haben /

enthaltene MCS kénnen direkt Gber Blau-Weil3-Screening | Promega GmbH

mittels Indikatorplatten (X-Gal) positive Transformanten

identifiziert werden.

Ampicillinresistenzkasette, T7 RNA Polymerase Promotor; | Blunt end-Klonierung von PCR-
MCS, Selektionssystem (ber eco47IR: ein sog. Todesgen, =Produkten, die mit Polymerasen,
pJET1.2 das durch die Ligation von DNA in die Klonierungsstelle | die keine 3'-A-Uberhange
zerstort wird. So sind nur Zellen mit rekombinierten | generieren / Thermo Scientific

Plasmiden teilungsfahig. (www.thermoscientificbio.com)

Tabelle V.1 Auflistung der innerhalb dieser Arbeit verwendeten Vektoren.

V.1.6 Bakterienstamme
Fir  Klonierungsansatze wurden die  Escherichia coli  Stimme DH5a (Life Technologies;
www.lifetechnologies.com) und XL1-Blue MRF' (Stratagene) verwendet.

Stamm Genotyp

F— ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (K", mK®) phoA supE44 A~
DH5a™ .

thi-1 gyrA96 relAl
XL1-Blue A(mrcA) 183A(mrcCB-hsdSMR-mrr) 173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F
MRF’ proAB lac® ZAM15 Tn10 (Tet®)]

Tabelle V.2 Auflistung der innerhalb dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme.
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V.1.7 Néhrmedien fir Escherichia coli

Die Anzucht der Bakterien erfolgte entweder in Fliissigkultur in LB-Medium (1 % (w/v) Bacto®trypton, 0,5 %
(w/v) Bacto®yeast extract, 1 % (w/v) NaCl, pH 7) oder auf LB-Agarplatten (LB-Medium plus 1,5 % (w/v) Agar-
Agar). Nach dem Autoklavieren und Abkihlen erfolgte gegebenenfalls die Zugabe von Selektionsagenzien:
Antibiotika: 0,24 % (v/v) Ampicillin-Stammldsung (50 mg/ml); 0,3 % (v/v) Tetrazyklin-Stammlésung (5 mg/ml);
Blau-WeiB-Screening: 12 % (v/v) X-Gal-Stamml6sung (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-R-D-galactopyranosid; 20
mg/ml geldst in Demethylformamid).

V.1.8 Kulturmedien fur die Anzucht von Arabidopsis

Arabidopsis-Samen wurden zunéchst auf einem Festmedium nach (Murashige und Skoog (1962) zur Keimung
gebracht, dieses enthielt 4,4 g/l MS-Salze (DUCHEFA); 8 g/l Agar-Select (GIBCO BRL) sowie 30 g/l
Saccharose. Fiir die Selektion von hetero- bzw. homozygoten suvh2-GK-Pflanzen wurde das Antibiotikum 1 %
(v/v) Sulfadiazin-Stammlésung (7,5 mg/ml) zugegeben. Obwohl das Uberexpressionskonstrukt der SUVH2-oe-
Linie eine Kanamycin-Resistenzkassette beinhaltet, erfolgte die Anzucht der heterozygoten Pflanzen ohne
Selektion durch Antibiotika, da aufgrund des starken Kotyledonenphénotyps Uberexpressionspflanzen eindeutig
von WT-Pflanzen unterschieden werden konnten. Nach etwa einer Woche wurden die Keimlinge der
Arabidopsispflanzen auf ein Gemisch aus drei Teilen Erde (Einheitserde Werkverband, TYP ED 73, pH 6,0) und
einem Teil Vermiculit (2-3 mm Kornung, Marmullar, Witten) berfuhrt und dort weiter kultiviert.

V.1.9 Pflanzenmaterial und Saatgut

Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden mit dem Modellorganismus Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
Okotyp Columbia-0 (Col-0) durchgefiihrt. Neben dem Wildtyp (WT) wurden zudem die T-DNA-Insertionslinien
GABI-Kat_516A07 (suvh2-GK) sowie eine 35S*::mycSUVH2#5 (SUVH2-0e) untersucht.

Linie suvH2-GK

Die verwendete GABI-Kat_516A07 (Ursprung: pAC161)-Mutante wurde vom Nottingham Arabidopsis Stock
Center (NASC) bezogen und trégt 1937 bp nach dem Start-ATG bzw. 2051 bp nach dem TKS eine T-DNA
Insertion. Die Selektion von Pflanzen mit hetero- bzw. homozygoter Insertion erfolgte zunéchst auf MS-
Sulfadiazin-Platten (s. Kapitel V.1.8). Pflanzen mit homozygoter T-DNA-Insertion in SUVH2 wurden mittels
PCR, unter Verwendung der in Abbildung VI-9B dargestellten Primerkombinationen, selektiert
(Primersequenzen sind im Appendix unter A.8 aufgelistet): Primerkombination 1: spezifisch fur das SUVH2-
WT-Allel: P3.1 (forward) und P3.2 (reverse) sowie Primerkombination 2: P3.1 und P3.3 (GK_LB_08409;
spezifisch flr die T-DNA). Um die Wahrscheinlichkeit anderer Mutationen zu minimieren, wurden ein Teil
des Saatguts auf Erde angezogen und Uber PCR Pflanzen selektiert, die keine T-DNA-Insertion in SUVH2
aufwiesen. Von diesen Pflanzen wurden Samen gewonnen und als die jeweiligen WT-Kontrollen fiir die
Analysen der suvH2-GK-Linie verwendet. Alle nachfolgenden Experimente erfolgten an den homozygoten
Nachkommen.

Linie SUVH2-0e

Die verwendete 355*::mycSUVH2#5-Linie (SUVH2-0e) ist eine von drei unabhéngigen, in der AG von Prof.
Dr. Reuter (MLU Halle-Wittenberg) generierten, SUVH2-Uberexpressionslinien, die alle einen mehr oder
weniger stark ausgepragten mini plant Phanotyp aufwiesen und fir die die eindeutige Uberexpression des
SUVH2-Proteins gezeigt werden konnte (Naumann et al. 2005). Fir die Erstellung der 35S*::mycSUVH2-
Linien wurde die SUVH2-CDS Uber pGEM-T Klonierung in den bindren pBIl1.4tr-myc Vektor kloniert und
Uber Agrobacterium tumefaciens vermittelte Vakuum-Infiltration in das Genom von Arabidopsis thaliana Col-
0-Pflanzen transferiert. In diesen Pflanzen wird unter Kontrolle des konstitutiven 35S*-CamV (Cauliflower
Mosaic Virus)-Promotors, ein myc-SUVH2-Fusionsprotein exprimiert. Die Aktivitat des 35S*-Promotors ist
dabei durch eine Modifizierung im Vergleich zum 35S-Promotor deutlich um etwa das 40fache reduziert
(Mindrinos et al. 1994). Des Weiteren beinhaltet das generierte T-DNA-Konstrukt den Selektionsmarker fiir
Kanamycin (nptll) sowie zwei Bordersequenzen (LB, left border und RB, right border). Fur diese Linie ist
gezeigt, dass es sich um eine Einfachinsertion der T-DNA handelt. Folgender Insertionsort konnte bestimmt
werden: 35S*::mycSUVH2#5-Linie: Chromosom 3; Position 76360; Intergenischer Bereich. Fiir die SUVH2-
oe-Linie erfolgten alle Analysen an zumeist heterozygoten Pflanzen.

V.2 Methoden

V.2.1 Anzuchtmethoden

Fur die Anzucht von Arabidopsispflanzen wurden die Samen flir 15 s mit 70 % Ethanol versetzt und danach ca.
10 min in Natriumhypochlorit-Lésung (Entkeimungslésung: 9% Natriumhypochlorid-Lésung, 0,5% Tween 20®)
inkubiert (kurz schwenken). Nach der Entfernung der Entkeimungsldsung folgten mehrere Waschschritte mit
sterilem Wasser bis zum Verschwinden des Chlorgeruchs. Anschliefend wurden die Samen auf MS-
Saccharoseplatten (s. Kapitel V.1.8) verteilt. Fir eine Synchronisierung der Keimung wurden die Samen fiir zwei
Tage bei 4 °C abgedunkelt stratifiziert. Im Anschluss erfolgte die Keimung fiir etwa sieben Tage unter Langtag-
Bedingungen (16 h Licht [~150 pE/m?/s] bei ~23 °C und ~60 % Luftfeuchte sowie 8h Dunkelheit bei ~18 °C und
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~60 % Luftfeuchte) in einer klimatisierten Gewéchshauskammer. Die Keimlinge wurden dann einzeln in kleine
Topfe, die mit einem Gemisch aus Erde und Vermiculit gefillt waren (s. Kapitel V.1.8), Uberfuhrt und weiter
unter den genannten Langtagbedingungen kultiviert.

V.2.2 Ernte des Pflanzenmaterials

Ernte fiir die Bestimmung des relativen Chlorophyllgehaltes

An jedem Untersuchungszeitpunkt wurden von je finf bis zehn Pflanzen fir jede zu analysierende Linie die
Rosettenblatter 5 bis 8 (wobei die Kotyledonen als Blatt 1 bis 2 mitgezahlt werden) von der restlichen Pflanze
abgeschnitten, separat die Frischmasse bestimmt, in 2 ml Eppendorf GeféRRe Uberflhrt und direkt in flissigem
Stickstoff eingefroren. Die Proben wurden dann bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Ernte fiir die Bestimmung der PSlI-Effizienz

An jedem Untersuchungszeitpunkt wurden von je fiinf bis zehn Pflanzen fir jede zu analysierende Linie die
Rosettenblatter 5 bis 8 (wobei die Kotyledonen als Blatt 1 bis 2 mitgezahlt werden) von der restlichen Pflanze
abgeschnitten und auf mit Leitungswasser angefeuchtete MS-Platten gelegt und sofort fiir die Bestimmung der
PSlI-Effizienz weiter verwendet.

Ernte fiir T-DNA-Insertionstest und Northern-Blot-Analysen

16 Tage nach Aussaat wurde die gesamte Blattrosette von je funf Pflanzen der zu untersuchenden Linien
abgeschnitten und separiert sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Proben wurden dann bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.

Ernte fiir qRT-PCR, Transkriptionsfaktorplattform- und DNA-Methylierungsanalysen

Zu den physiologisch definierten Zeitpunkten wurden mehrfach je 100mg Blattmaterial (Rosettenblatter 5 bis 8,
wobei die Kotyledonen als Blatt 1 bis 2 mitgezéhlt werden) von der restlichen Pflanze abgeschnitten und sehr
schnell in ein 2 ml Eppendorf-GefaR tberfihrt und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Proben wurden
dann bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die

Ernte des Blattmaterials erfolgte dabei jeweils am Morgen immer im gleichen Zeitraum (zwischen 9

und 10 Uhr).

Ernte fiir immunozytologische Analysen

Zu den physiologisch definierten Zeitpunkten wurde das Blattmaterial (Rosettenblatter 5 und 6, wobei die
Kotyledonen als Blatt 1 bis 2 mitgez&hlt werden) von der restlichen Pflanze abgeschnitten. VVon diesen Blattern
wurden kleinere Blattstlicke jeweils seitlich der Mittelrippe ausgeldst, wobei jeweils nur mittlere Teile des Blattes
fur die folgenden Analysen verwendet wurde (Abb. V-1).

Abbildung V-1: Darstellung reprasentativer  Arabidopsis
Rosettenblétter (jeweils Blatt 6) unterschiedlicher
Entwicklungsstadien. Die weilen Vierecke markieren den Bereich
der Blatter, der fir die immunozytologischen Untersuchungen
verwendete wurde.

Ernte fur ChIP-Analysen

Zu den physiologisch definierten Zeitpunkten wurden je 1 g Blattmaterial (Rosettenblétter 5 bis 8, wobei die
Kotyledonen als Blatt 1 bis 2 mitgezéhlt werden) von der restlichen Pflanze abgeschnitten und sehr schnell in mit
eiskaltem sterilem Wasser gefillte 50 ml-Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt und fiir die weiteren Schritte der ChIP
verwendet. Die Ernte des Blattmaterials erfolgte dabei jeweils am Morgen immer im gleichen Zeitraum (zwischen
10 und 11 Uhr).

V.2.3 Physiologische Methoden

Fur die molekularbiologischen Analysen dieser Arbeit war es notwendig, geeignete Stadien der Blattentwicklung
physiologisch zu definieren. In Vorarbeiten wurde dazu der Verlauf der natirlichen Blattseneszenz durch die
Bestimmung des relativen Chlorophyllgehaltes und der PSII-Effizienz aller zwei Tage dokumentiert und anhand
der erhaltenen Daten funf verschiedene Stadien der Blattentwicklung definiert. Die Messungen sowie
Expressionsanalysen erfolgten an definierten Blattern (Blatt 5 bis 8, wobei die Kotyledonen als Blatt 1 bis 2
mitgezahlt werden) fir den WT, die Linie SUVH2-o0e sowie die Linie suvH2-GK, um die Vergleichbarkeit der
Proben untereinander zu gewéhrleisten.

V.2.3.1 Messung des Chlorophyllgehaltes

Fur die Bestimmung des Chlorophyllgehaltes erfolgte die Isolierung der Chlorophylle mittels ammoniakalischer
Aceton-L6ésung (80 % (v/v) Aceton, 19,5 % (v/v) destilliertes Wasser und 0,5 % (v/v) konzentrierte [25 % wi/v]
NH;-L3dsung). Zundchst wurde dazu die Frischmasse des Blattmaterials bestimmt und anschlieRend in ein 2 ml
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Eppendorf-Gefal in flissigem Stickstoff eingefroren. Zur Aufarbeitung wurde das Pflanzenmaterial mittels Pistill
gemdrsert und je nach Frischmasse entsprechend Extraktionsmedium zugegeben. Die spektrophotometrische
Bestimmung der Chlorophylle erfolgte mittels HP8452A Diode Array Spektrophotometer (Hewlett Packard, Palo
Alto, CA, USA). Die Bestimmung der Chlorophyllkonzentration erfolgte nach Schopfer (1989). Pro Messpunkt
und biologischem Replikat wurden die Blatter 5 bis 8 von funf bzw. zehn Einzelmessungen analysiert. Aus den
erhaltenen Werten wurde das arithmetische Mittel mit entsprechender Standardabweichung berechnet.

V.2.3.2 Bestimmung der Chlorophyllfluoreszenz als MaR der PSlI-Effizienz

Die Messungen der PSlI-Effizienz (= maximale Quantenausbeute des PS Il = Fv/Fm = (Fm - Fo)/Fm

erfolgte mithilfe eines Imaging-PAM (Pulse Amplitude Modulated) Chlorophyllfluorometers (Heinz Walz
GmbH; www.walz.com). Der dabei bestimmte Parameter Fv/Fm ist ein MalR fur die Quantenausbeute der PSII-
Zentren. Fur die Bestimmung des Fv/Fm wurden die Blatter fir 10 min dunkeladaptiert. Die Messungen erfolgten
bei Raumtemperatur. Pro Messpunkt und biologischem Replikat wurden die Blatter 5 bis 8 von funf bis zehn
Pflanzen analysiert. Aus den erhaltenen Werten wurde das arithmetische Mittel mit entsprechender
Standardabweichung berechnet.

V.2.4 Definition der Entwicklungsstadien Uber physiologische Parameter

Unter Verwendung der zwei physiologischen Parameter Chlorophyllgehalt und PSII-Effizienz wurden funf
verschiedene Entwicklungsstadien definiert. Dabei wurden vier unterschiedliche Stadien der Seneszenz (SO, S1,
S2 und S3), die auf ein Kontrollstadium (NS) bezogen werden sollten, wie folgt charakterisiert: Das
Kontrollstadium ist durch einen maximalen Chlorophyllgehalt und eine maximale PSII-Effizienz definiert (beides
entspricht maximalen Werten (100 %) als Ausgangspunkt). Im friihen Seneszenzstadium (SO) sinkt der
Chlorophyllgehalt um etwa 10 % ab und die Chlorophyllfluoreszenz bleibt gleich. Das mittlere S1-Stadium ist
gekennzeichnet durch ein Absinken der PSII-Effizienz um ca. 10 % sowie einen deutlichen Chlorophyllabfall von
etwa 50 %. In der spaten Phase der Seneszenz (S2) sind die PSII-Effizienz bereits um 50 % und der
Chlorophyllgehalt auf etwa 75 % im Vergleich zur Kontrolle (NS) verringert. Das S3 Stadium zeichnet sich durch
eine Verringerung der PSII-Effizienz in der Seneszenz verzdgerten SUVH2-oe-Linie um 50 % aus, wahrend sie
beim WT zu diesem Zeitpunkt bereits 0 % betrégt. Das S3-Stadium der SUVH2-oe-Linie entspricht somit den
Parametern des S2-Stadiums des WTs.

V.2.5 Molekularbiologische Methoden

V.2.5.1 Generelle molekularbiologische Methoden
Allgemeine  molekularbiologische Methoden wie Arbeiten mit Restriktionsenzymen, Polymerase-
Kettenreaktionen (PCR) oder Transformationstechniken wurden, falls nicht anders erwéhnt, nach Sambrook und
Russel (2001) sowie Mulhardt (2006) durchgefihrt.

V.2.5.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten tber die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Vervielféltigung von DNA-Abschnitten erfolgte mittels PCR, unter Verwendung unterschiedlicher DNA-
Polymerasen. Es sind dabei hauptsachlich die TrueStart Hot Start Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific), die
Color Taqg DNA Polymerase (Roboklon GmbH) sowie der KAPA HiFi Uracil+ Hot Start ReadyMix (PEQLAB
Biotechnologie GmbH) mit den jeweils mitgelieferten Puffern verwendet worden. In Abhéngigkeit vom Versuch
erfolgte die Bestimmung der optimalen Mg?*-, dNTP- und Primerkonzentrationen. Zudem wurde in Abhangigkeit
vom Experiment die eingesetzte Template-Menge, die Anlagerungstemperatur fiir die Primer sowie die
Zyklenanzahl der PCRs individuell angepasst.

V.2.5.2.1 Kolonie-PCR
In Abhédngigkeit vom Experiment wurden verschieden viele putativ Insert-positive Kolonien (mindestens jedoch
zehn) von den ausplattierten Transformationsansatzen und U. N. inkubierten Platten gepickt und zum einen zum
Animpfen von 30 pl des Kolonie-PCR-Mastermixes und zum anderen zum Ausstreichen auf neuen LB-Platten
(mit entsprechendem Antibiotikum/Antibiotika versetzt) verwendet. Die sich anschliefende Kolonie-PCR wurde
wie folgt durchgefiihrt:

Komponente Volumen je Reaktion
steriles Wasser 19,55 pl

10x Puffer C 3l

MgCl; (25 mM) 3ul

dNTPs (je 5 mM) 1,2 ul

Primerl (forward): 10 uM 1,5l

Primer2 (reverse): 10 uM 1,5 pl

Taqg Polymerase (5 U/ul; Roboklon) 0,25 ul

Total 30 pl

Tabelle V.3 Auflistung der Komponenten fir Kolonie-PCR Analysen.
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Die PCR erfolgte im Thermocycler (T3-Cycler, Biometra®, www.biometra.de) unter nachstehenden Bedingungen:

Schritt | Zyklen Bezeichnung Temperatur | Dauer

1 1x Denaturierung 95 °C 4 min

2 30-40x (von Schritt 2 - 4) Denaturierung 98 °C 20 sec

3 Annealing X°C 30 sec

4 Elongation 72°C 30-60 sec
5 1x finale Elongation |72 °C 1 min

Tabelle V.4 Reaktionsschritte fiir die Kolonie-PCR Analysen. Die Anlagerungstemperatur (Annealing-Temperatur) wurde
in Abhangigkeit von den verwendeten Primern entsprechend verandert. Zudem war die Dauer der Elongationsphase an die
Lange des zu amplifizierenden Fragmentes angepasst.

Die Kolonie-PCR erfolgte entweder mit VVektor- oder Insert (inseriertes Zielfragment)-spezifischen Primern. Nach
Abschluss der PCR wurden je 10 pl der PCR-Ansétze auf 1x TAE-Agarosegele aufgetragen und dokumentiert.
Von den Kolonien, fur die das erwartete PCR-Fragment amplifiziert wurde, erfolgte nach einer 0. N. (uber
Nacht)-Inkubation bei 37 °C auf der neu ausgestrichenen LB-Platte (mit entsprechendem
Antibiotikum/Antibiotika versetzt), die Beimpfung von 10 ml LB-Flissigmedium (mit entsprechendem
Antibiotikum/Antibiotika versetzt) mit diesen Kolonien. Die Flissigkulturen wurden 0. N. bei 37 °C und ca. 150
rpm im Thermoschttler inkubiert. Am Tag darauf erfolgte die Praparation der pDNA (V.2.5.5.1).

V.2.5.2.2 T-DNA Insertionstest mittels PCR
Die Uberpriifung der T-DNA-Insertionslinien erfolgte mittels PCR an genomischer DNA. Dafur wurde folgender
PCR-Ansatz auf Eis pipettiert:

Komponente Volumen je Reaktion
steriles Wasser ad 20ul

10x Puffer B (enthélt 15 mM MgCl,) 2ul

dNTPs (je 5 mM) 1,0 ul

Primerl (forward): 10 uM 1l

Primer2 (reverse): 10 uM 1l

Taqg Polymerase (5 U/ul; Roboklon) 0,5 ul

gDNA (=50 — 300 ng) Xul

Total 20 pl

Tabelle V.5 Auflistung der Komponenten fir PCR-Analysen zur Uberpriifung der T-DNA-Insertion.

Die PCR erfolgte im Thermocycler (T3-Cycler, Biometra®) unter nachstehenden Bedingungen:

Schritt | Zyklen Bezeichnung Temperatur | Dauer

1 1x Denaturierung 94 °C 20 sec

2 30x (von Schritt 2 - 4) Denaturierung 94 °C 20 sec

3 Annealing X°C 30 sec

4 Elongation 72°C 30-60 sec
5 1 x finale Elongation |72 °C 2 min

Tabelle V.6 Reaktionsschritte fiir PCR-Analysen zur Uberpriifung der T-DNA-Insertion. Die Anlagerungstemperatur
(Annealing-Temperatur) wurde in Abh&ngigkeit von den verwendeten Primern entsprechend verdndert. Zudem war die Dauer
der Elongationsphase an die Lange des zu amplifizierenden Fragmentes angepasst.

Nach Abschluss der PCR wurden je 10 pl der PCR-Ansdtze auf 1x TAE-Agarosegele aufgetragen und
dokumentiert.

V.2.5.2.3 Gradienten-PCR fiir Bestimmung der optimalen Annealing-Temperatur

Fur die Bestimmung der optimalen Annealing-Temperatur fir einen Teil, der in der Arbeit verwendeten Primer
(inshesondere fur die ChIP-Analysen und die Bisulfitsequenzierung) erfolgte eine sog. Gradienten-PCR an
genomischer sowie Bisulfit-behandelter DNA (fur die DNA-Methylierungsexperimente). Dafiir wurde folgender
PCR-Ansatz pipettiert:
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Komponente Volumen je Reaktion
steriles Wasser ad 50ul

10x TrueStart-PCR-Puffer 5ul

25 mM MgCl, 5ul

dNTPs (je 2 mM) 5 ul

Primerl (forward): 5 uM 2 ul

Primer2 (reverse): 5 uM 2 ul

TrueStart HS Taq Polymerase (5 U/ul; Fermentas) 0,15 pl
Template-DNA (gDNA oder BS-behandelte DNA) 4-5ul

Total 50 pl

Tabelle V.7 Auflistung der Komponenten fiir Gradienten-PCR-Analysen.

Die PCR erfolgte im iCycler MyiQ2 (BioRad; www.bio-rad.com) unter nachstehenden Bedingungen:

Schritt | Zyklen Bezeichnung Temperatur | Dauer

1 1x Denaturierung 95 °C 2 min

2 35x (von Schritt 2 - 4) Denaturierung 95°C 45 sec

3 Annealing 45-59 °C 30 sec

4 Elongation 72°C 30-60 sec
5 1x finale Elongation |72 °C 7 min

Tabelle V.8 Reaktionsschritte fir Gradienten-PCR-Analysen. Die Dauer der Elongationsphase wurde die L&nge des zu
amplifizierenden Fragmentes angepasst.

Nach Abschluss der PCR wurden je 25 pl der PCR-Ansdtze auf 1x TAE-Agarosegele aufgetragen und
dokumentiert und die optimale Annealing-Temperatur anhand der Bandenintensitat der amplifizierten
PCR-Fragmente definiert.

V.2.5.2.4 Sondenmarkierungs-PCR
Fir die Northern-Blot- (s. Kapitel VV.2.5.6.1) sowie die FiSH-Analysen (s. Kapitel V.2.5.11.3) wurden tber PCR
Digoxigenin (Dig)-markierte Sonden wie folgt hergestellt:

Komponente Volumen je Reaktion
steriles Wasser ad 40ul

10x PCR-Puffer B (enthélt 15 mM MgCl,) 4 ul

10x Dig DNA Labeling Mix _ 24l

(1 mM dATP; 1 mM dGTP; 1 mM dCTP; 0,65 mM dTTP; 0,35 mM Dig-11-dUTP)

Primerl (forward): 5 uM 4 ul

Primer2 (reverse): 5 uM 4 ul

Taq Polymerase (5 U/ul; Roboklon) 0,5 ul

Template-DNA (pDNA; 10 - 300 ng) Xl

Total 50 pl

Tabelle V.9 Auflistung der Komponenten flr die Digoxigenin-Markierungs-PCR.

Die PCR erfolgte im Thermocycler (T3-Cycler, Biometra®) unter nachstehenden Bedingungen:

Schritt Zyklen Bezeichnung Temperatur | Dauer
1 1x Denaturierung 95 °C 1 min
2 35x (von Schritt 2 - 4) Denaturierung 94 °C 30 sec
3 Annealing X-°C 30 sec
4 Elongation 72 °C 1 min
5 1x finale Elongation |72 °C 10 min

Tabelle V.10 Reaktionsschritte fiir die Digoxigenin-Markierungs-PCR. Die Annealing-Temperatur wurde in Abhéngigkeit
von den verwendeten Primern modifiziert.

Nach Abschluss der PCR wurden die PCR-Ansatze auf 1x TAE-Agarosegele aufgetragen und dokumentiert.
Die entsprechenden PCR-Fragmente wurden ausgeschnitten und iiber das “QIAquick Gel Extraction Kit 250 der
Firma QIAGEN gereinigt (s. Kapitel VV.2.5.9).
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V.2.5.2.5 Bisulfit-Reamplifikations-PCR
Fur die Reamplifikation von Zielfragmenten an Bisulfit-behandelter DNA wurden zwei verschiedene Ansétze
angewendet:

1. Reamplifikation mittels TrueStart HS Tag DNA Polymerase (Fermentas):

Komponente Volumen je Reaktion
steriles Wasser 28,75 ul

10x TrueStart-PCR-Puffer 5 ul

25 mM MgCl, 5ul

dNTPs (je 5 mM) 2 ul

Primerl (forward): 5 uM 2 ul

Primer2 (reverse): 5 uM 2 ul

TrueStart HS Taq Polymerase (5 U/ul; Fermentas) 0,25 ul
Template-DNA (gDNA oder BS-behandelte DNA) 5 ul

Total 50 pl

Tabelle V.11 Auflistung der Komponenten fiir die Reamplifikations-PCR mittels TrueStart HS Taq DNA Polymerase.

Die PCR erfolgte im Thermocycler (T3-Cycler, Biometra®) unter nachstehenden Bedingungen:

Schritt | Zyklen Bezeichnung Temperatur | Dauer

1 1x Denaturierung 95°C 3 min

2 35-40% (von Schritt 2 - 4) Denaturierung 95 °C 30 sec

3 Annealing X-°C 30 sec

4 Elongation 72 °C 30-60 sec
5 1x finale Elongation 72°C 10 min

Tabelle V.12 Reaktionsschritte fir die Reamplifikations-PCR mittels TrueStart HS Taq DNA Polymerase. Die
Annealing-Temperatur wurde (ber Gradienten-PCR (s. Kapitel V.2.5.2.3) bestimmt und wurde in Abhéngigkeit von den
verwendeten Primern modifiziert. Zudem wurden die Dauer der Elongationsphase sowie die Zyklenzahl firr jedes Fragment
angepasst.

2. Reamplifikation mittels KAPAHIFi Uracil+ Polymerase (PEQLAB Biotechnologie GmbH):

Komponente Volumen je Reaktion
steriles Wasser 17 pl

2x Kappa ready mix 25 pl

Primerl (forward): 10 uM 2u

Primer2 (reverse): 10 uM 2u

BS-behandelte DNA 4 ul

Total 50 pl

Tabelle V.13 Auflistung der Komponenten fiir die Reamplifikations-PCR mittels KAPAHiFi Uracil+ Polymerase.

Die PCR erfolgte unter nachstehenden Bedingungen:

Schritt | Zyklen Bezeichnung | Temperatur | Dauer
1x Denaturierung |95 °C 4 min

2 30-35x (von Schritt 2 - 4) Denaturierung |98 °C 20 sec

3 Annealing X-°C 30 sec

4 Elongation 72°C 30-60sec

S 1x fEIP:rI]Zation 72°C 1 min

Tabelle V.14 Reaktionsschritte fur die Reamplifikations-PCR mittels KAPAHIFi Uracil+ Polymerase. Die Annealing-
Temperatur wurde (iber Gradienten-PCR (s. Kapitel V.2.5.2.3) bestimmt und in Abhéngigkeit von den verwendeten Primern
modifiziert. Zudem wurden die Dauer der Elongationsphase sowie die Zyklenzahl fiir jedes Fragment angepasst.

Nach Abschluss der PCR wurden die PCR-Ansétze auf 1x TAE-Agarosegele aufgetragen, dokumentiert, die
entsprechenden PCR-Fragmente ausgeschnitten und tiber das “QIAquick Gel Extraction Kit 250“ der Firma
QIAGEN aufgereinigt (s. Kapitel V.2.5.9).

V.2.5.3 Klonierung von DNA-Fragmenten und Transformation in E. coli
Die zu klonierenden DNA-Fragmente wurden mittels TAE-Agarose Gelelektrophorese nach ihrer MolekiilgréRe
getrennt und anschlieBend mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel isoliert (s. Kapitel



- MATERIAL & METHODEN -

V.2.5.9). In Abhédngigkeit von der verwendeten DNA-Polymerase wurden die erzeugten PCR-Produkte entweder
unter Verwendung des pGEM®-T Vector Systems | (Promega GmbH) oder des CloneJET PCR Cloning Kit
(Thermo Scientific) in den entsprechenden Vektor nach Vorschrift der Hersteller ligiert. Die Ligationsansatze
wurden im Anschluss entweder komplett oder in Teilen in chemisch kompetente E. coli Zellen (RbCI,-
kompetenete Zellen, s. Kapitel V.2.5.4) transformiert. Fir die Transformation wurde der jeweilige Ligationsansatz
direkt auf die gefrorenen kompetenten Zellen gegeben, fiir 20 min auf Eis inkubiert und nachfolgend fir 1 min
einem Hitzeschock bei 41 °C im Wasserbad ausgesetzt. Danach wurden die Zellen sofort fur 2 min auf Eis
gekiihlt, 850 pl vorgewdrmtes LB-Flissigmedium zugesetzt, fir 1 h bei 37 °C und 180 rpm inkubiert,
anschlieBend auf Platten mit geeignetem LB-Selektivmedium ausplattiert und fir ~16 h bei 37 °C inkubiert. Die
putativen positiven Kolonien wurden per Kolonie-PCR unter Verwendung Vektor- oder Insert-spezifischer Primer
auf die Anwesenheit der entsprechenden DNA-Fragmente uberprft.

V.2.5.4 Herstellung von RbCl,-kompetenten Zellen:

Zunachst wurden Flussigkulturen mit Zellen, der in der Arbeit verwendeten E. coli-Stamme (s. Kapitel V.1.6) mit
jeweils 10 ml LB-Medium (mit entsprechendem Antibiotikum versetzt, falls notwendig) angeimpft und d. N. bei
37 °C und ca. 160 rpm im Thermoschiittler inkubiert. Am nachsten Tag wurden 5 ml, der Uber-Nacht-Kultur
(UNK) mit 95 ml vorgewarmten LB-Medium (mit entsprechendem Antibiotikum versetzt, falls notwendig)
versetzt und bei ca. 150 rpm und 37 °C im Thermoschiittler inkubiert, bis eine OD (optische Dichte) von ca. 0,8
erreicht war. Die Bestimmung der OD erfolgte mittels HP 8452A Diode Array Spektrophotometer (Agilent
Technologies Inc) bei einer Wellenldnge von 590 nm. Danach wurde die Bakterienkultur fiir 5 min bei 4000 * g
und 4 °C pelletiert. Nachdem der Uberstand dekantiert und das Bakterienpellet in 40 ml (0,4 * Vol. ausgehend
von 100 ml UNK) sterilem eiskaltem Tfbl-Puffer (30 mM Kaliumacetat, 100 mM RbCI, 10 mM CaCl,, 50 mM
MnCl, 15 % (v/v) Glycerin, pH 5,8 mit Essigsdure einstellen) resuspendiert wurde, erfolgte die Inkubation des
Ansatzes fur 10 min im Eisbad. Danach schloss sich erneut eine Zentrifugation fiir 5 min bei 4000 * g und 4 °C
an. Der Uberstand wurde erneut weitgehend dekantiert und das Pellet in 40 ml (0,4 * Vol. ausgehend von 100 ml
UNK) sterilem eiskaltem Tfbll-Puffer (10 mM MOPS, 10 mM RbCI, 75 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerin, pH auf
6,5 mit KOH einstellen)resuspendiert, fur 20 min im Eisbad inkubiert, in vorgekiihlte Reaktionsgefale aliquotiert
(je 150 ul / Tube) und anschlielend in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten Zellen
erfolgte bis zum Gebrauch bei -80 °C.

V.2.5.5 DNA Sequenzierung

Zur DNA-Sequenzanalyse fand die Methode nach Sanger et al. (1977) Anwendung. Fir die Sequenzier-PCR
wurden ~300 ng gereinigte Plasmid-DNA-Losung (V.2.5.5.1), 1 ul des entsprechenden Primers (5 pM; in
Abhiéngigkeit vom verwendeten Vektorsystem), 2 ul BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing RR-100 Mix
(Applied Biosystems; jetzt Life Technologies zugehérig), 2 pl 5Sx BigDye Sequencing Puffer v1.1 zugegeben und
mit reinst Wasser auf 10 pl aufgefiillt. Die PCR erfolgte unter nachstehenden Bedingungen: 94 °C fur 10 sec, 35x
(94 °C fur 10 sec, 55°C-60 °C (je nach Primer) fur 5 sec, 60 °C fur 4 min). Nach der Reaktion wurde die DNA mit
10 pl reist Wasser sowie 1/10 Vol. 3 M Natriumacetatlésung (pH 4,8) und 3 Vol. 96 %igem Ethanol fiir 5 min
prazipitiert, bei 13000 x g fiir 20 min pelletiert, das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und bei -
20 °C aufbewahrt. Die automatische Sequenzierung erfolgte mit einem ABI377 Sequenzierer (Applied
Biosystems; jetzt Life Technologies zugehorig) mit freundlicher Unterstiitzung der AG Prof. Dr. Reuter und AG
Prof. Dr. Bonas (jeweils MLU Halle-Wittenberg).

V.2.5.6 Isolation von Nukleinsduren

V.2.5.6.1 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli
Zur Isolation der Plasmide aus E. coli sind die Kit's QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) und Invisorb® Spin
Plasmid Mini Two (STRATEC Biomedical AG; www.stratec.com) verwendet worden.

V.2.5.6.2 Isolation genomischer DNA aus Pflanzen

Sowohl fiir die Uberpriifung der Nachkommen der suvh2-GK T-DNA-Insertionslinie auf Homozygotie als auch
fir die DNA-Methylierungsexperimente Gber Bisulfitsequenzierung wurde genomische DNA (gDNA) aus den zu
untersuchenden Pflanzen isoliert.

V.2.5.6.2.1 gDNA-Extraktion fiir die Uberpriifung der T-DNA-Insertion

(Veréandert nach: Rogers and Bendich’s CTAB based protocol; Plant Mol. Biol. Manual, A6:1-10, 1988) Hierfir
wurde je ein Blatt unter fliissigem Stickstoff mit einem vorgekiihltem Pistill fein zerrieben, in 250pul
Extraktionspuffer [2% (w/v) CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA (pH 8,0), 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 % (w/v)
PVP (MW = 40000 g mol-1)] und kréftigem Mischen homogenisiert und fur 30 min bei 65 °C im Wasserbad
inkubiert. Im Anschluss wurden unlésliche Zelltrimmer durch Zentrifugation bei 13000 x g fir 10 min pelletiert.
Der Uberstand wurde mit 250 pl CI-Lésung (96 % Chloroform, 4 % Isoamylalkohol) versetzt, kraftig gemischt
und filr 5 min bei 13000 x g zentrifugiert. Durch Zugabe von 3 Vol. reinst Ethanol zum Uberstand erfolgte die
Prézipitation der DNA, die im Anschluss durch Zentrifugieren bei 13000 x g und 4 °C fur 20 min pelletiert wurde.
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Das DNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet, in sterilem Wasser geldst und bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

V.2.5.6.2.2 gDNA-Extraktion fiir DNA-Methylierungsexperimente {ber Bisulfitsequenzierung

Fur die DNA-Methylierunsexperimente Uber Bisulfit-Behandlung, wurde die gDNA aus je ca. 60 mg
Blattmaterial von reifen (NS) und seneszenten (S1) Blattern (Blatt 5-8) des WTs und der SUVH2-0e Linie unter
Verwendung des Invisorb® Spin Plant Mini Kits (STRATEC Biomedical AG) extrahiert. Im Anschluss erfolgte
die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration (s. Kapitel V.2.5.7.2). Zur Kontrolle der Integritdt der gDNA
wurden im Anschluss 250 ng jeder isolierten DNA auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch
aufgetrennt.

V.25.6.3 Isolation von pflanzlicher =~ RNA  fur die  Northern-Blot, gRT-PCR und
Transkriptionsfaktorplattformanalysen

Das Pflanzenmaterial wurde in flissigem Stickstoff fein gemdrsert und die Extraktion der RNA erfolgte in
Anlehnung an Chomczynski und Mackey (1995) mit 60°C temperiertem Trizol (0,8 M Guanidiumthiocyanat, 0,4
M Ammoniumthiocyanat, 0,1 M Natriumacetat (pH5), 5 % (v/v) Glycerol (99,8 %), 38 % (v/v) Phenol, TE
gesattigt, pH 5). Die RNA-Konzentration wurde photometrisch (NanoDrop Spektrophotometer, ND-100
(PEQLAB Biotechnologie GMBH/Thermo Scientific) bestimmt.

V.2.5.6.3.1 Isolierung von poly(A)*-RNA

Die Aufreinigung der Poly(A)*-RNA erfolgte aus je 800 pg bis 1 mg Gesamt-RNA unter Verwendung des
PolyATtract® mRNA Isolation System Il1-Kits (Promega GmbH) nach Vorschrift des Herstellers. Die extrahierte
mRNA wurde auf Eis gelagert und sofort fur die weiteren Analysen weiter verwendet.

V.2.5.7 Expressionsstudien

V.2.5.7.1 Genexpressionsanalysen mittels Northern Technik

Nach Bestimmung der Konzentration der isolierten RNA bzw. poly(A)*-RNA erfolgte die Fallung von 15 pg
RNA bzw. 3,4 ug poly(A)-mRNA durch 1/10 Vol. 4 M NaCl und 2 Vol. reinst Ethanol . N bei -20 °C. Am
néchsten Tag wurde die geféallte RNA durch Zentrifugieren bei 13000 x g und 4 °C fur 25 min pelletiert, das Pellet
mit 150 pl 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 pul RNA-Probenpuffer (1x MOPS-Puffer, 50 %
deionisiertes Formamid, 6 % Formaldehyd, 10 % Glycerin und 0,008 % (w/v) Bromphenolblau) aufgenommen.
Die Losung wurde dann fir 10 min bei 65 °C denaturiert und im Anschluss bis zur Gelelektrophorese auf Eis
gelagert.

Denaturierende RNA-Agarosegelelektrophorese

Fur die elektrophoretische Trennung der Gesamt-RNA sind denaturierende Agarose-Formaldehyd-Gele
verwendet worden. Die Gele enthielten 1 % (w/v) Agarose, 4 % Formaldehyd und 1/10 Vol. 10x MOPS-Puffer
(400 mM MOPS, 100 mM Natriumacetat, 10 mM Na-ETDA, pH 7,2 mit NaOH einstellen) und reinst Wasser. 1x
MOPS-Puffer wurde als Laufpuffer verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei ca. 85 V fir ca. 3 h. Nach dem Ende
der elektrophoretischen Trennung wurden die Gele fir 30 min in Wasser gewaschen, 30 min mit 100 mM Tris-
HCI-Puffer (pH 9,0), der 0,1ug/ml Ethidiumbromid enthielt, gefarbt und zweimal 20 min mit 100 mM Tris-HCI-
Puffer (pH 9,0) entférbt.

Northern-Blot: Transfer der RNA

Zur ldentifizierung und Quantifizierung spezifischer Transkripte erfolgte, nach der elektrophoretischen Trennung
der RNA-Proben in denaturierenden Agarosegelen, der Transfer auf eine positiv geladene Nylonmembran
(Roche). Bei dem angewandten Drucktransferverfahren (PosiBlot® 30-30 Pressure Blotter and Pressure Control
Station, Stratagene Cloning Systems) diente 10x SSC (pH 7,0) als Transferpuffer. Der Transfer erfolgte fur etwa 1
h bei einem Druck von ca. 60 mmHg. Im Anschluss an den RNA-Transfer wurde die RNA auf der Membran
durch beidseitige Bestrahlung mit UV-Licht in einem UV-Iluminator (“Crosslinker®, Stratagene) fixiert.

Hybridisierung
Nachdem die RNA fest an die Membran gebunden vorlag, wurde diese in ein Borosilikat-

Hybridisierungsrohrchen (Whatman-Biometra®) tberfilhrt und nach Zugabe von etwa 20 ml (High-SDS-
Hybridisierungspuffer (High-SDS-Puffer: (7 % (w/v) SDS, 50 % deionisiertes Formamid, 5x SSC-Puffer, 5 %
Natriumphosphat-Puffer (1 M Na,HPO,, pH 7,0 mit Phosphorséure einstellen), 0,1 % (w/v) N-Lauroylsarcosin
und 2 % (w/v) Blocking Reagenz (Roche) dquilibriert und anschliefend mit der entsprechenden Sondenlésung
(DIG-11dUracil markierte SUVH2 cDNA in High-SDS-Puffer) fur 16h ebenfalls im Hybridisationsofen bei 50 °C
inkubiert. Zur Denaturierung der Sonde musste die Hybridisierungslésung vor ihrer Verwendung flir mindestens
10 min bei 68 °C erhitzt und anschlielend sofort fiir exakt 2 min im -20 °C Salz-Eisbad abgekhlt werden.
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Detektion spezifischer RNAs

Nach der Hybridisierung der Sonde wurde die Membran unter leichtem Schwenken zweimal fir 15 min in 2x
SSC-Puffer mit 0,1 % (w/v) SDS, zweimal fir 15 min bei 50 °C mit vorgewarmtem 0,5x SSC-Puffer mit 0,1 %
(w/v) SDS gewaschen, 3 min in Waschpuffer (100 mM Maleinsdure, 150 mM NacCl, 0,3 % Tween 20, pH 7,5 mit
NaOH einstellen) aquilibriert, 45min in Blockldsung (1 % (w/v) Roche Blockreagenz, 100 mM Maleinséure, 150
mM NacCl, pH 7,5 mit NaOH einstellen) und 30 min in Blocklésung mit Anti-DIG-Fab-alkalische-Phosphatase-
Konjugaten (Roche) inkubiert, zweimal 15 min mit Waschpuffer gewaschen und 2 min in Detektionspuffer (100
mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 9,5) &quilibriert. Anschliefend wurde die Membran fiir 15 min bei 37°C mit
dem Chemilumineszenzsubstrat CSPD® (Roche) inkubiert, in Sarogold®-Folie (Carl Roth GmbH & Co KG)
eingepackt und die Chemilumineszenzsignale mit Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare Europe GmbH) mit
unterschiedlichen Belichtungszeiten (30 min bis 24 h, in Abhangigkeit von der Signalstarke) detektiert. Der
Exposition schloss sich die Entwicklung der belichteten Filme in Entwicklerlésung sowie nachfolgendem kurzen
Eintauchen in verdiinnter Essigsdure mit anschlieRender Inkubation in Fixierungslésung (Entwickler und Fixierer:
Kodak, Rochester) und Waschen in entionisiertem Wasser an.

Herstellung einer DIG-markierten Sonde fiir Northern Analysen

Die Markierung spezifischer Nukleotidsequenzen zu sog. Sonden fiir die Analyse der SUVH2-Expression in WT-,
SUVH2-0e- und suvh2-GK-Pflanzen erfolgte durch PCR mithilfe des Digoxigenin-11-dUTP (DIG DNA Labeling
Kit; Roche). Die Markierungs-PCR fur die Generierung der Sonde erfolgte wie in Kapitel V.2.5.2.5 beschrieben.
Als Template diente cDNA, die an extrahierter RNA aus SUVH2-oe-Pflanzen synthetisiert wurde. Die Generierung
der cDNA erfolgte wie unter Kapitel V.2.5.6.2 beschrieben. An dieser cDNA erfolgte eine erste PCR unter
Verwendung der SUVH2-homologen Primer SUVH2-N_F1 und SUVH2-N_R1 (aufgelistet im Appendix unter
A.8). Daran schloss sich eine sog. nested-PCR mit den Primern SUVH2-N_F2 und SUVH2-N_R2 (aufgefuhrt im
Appendix unter A.8) firr die Digoxigenin-Markierungs-PCR (s. Kapitel V.2.5.2.5) zur Generierung der 475 bp
groRRen SUVH2-Sonde an.

V.2.5.7.2 Analyse der Transkriptgehalte mittels quantitativer realtime-RT-PCR (QRT-PCR)

DNase-Verdau + Test gDNA-Kontaminationen

Zur Entfernung kontaminierender gDNA wurden die Proben mit DNAsel (10 U/ul; Roche) behandelt. Dazu
wurden entsprechend 3,56 pg RNA mit 3 pl Inkubationspuffer (400 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 60 mM MgCl,,
10 mM CaCl,, pH 7,9), 0,5 ul RNase-freie DNasel (10 U/ul), 0,5 pl RNase-Inhibitor (RiboLock RNase Inhibitor
(40 U/ul); Thermo Scientific) zugesetzt und mit sterilem RNase-freiem Wasser auf 30ul aufgefiillt. Nach 12
miniitiger Reaktion bei 37 °C wurde die DNasel durch die Zugabe von 0,86 pl 280mM EDTA und einem 10
mindtigen Hitzeschock bei 75 °C inaktiviert. Nach Abkihlen der RNA-Proben auf 4 °C, erfolgte die Zugabe von
1,2 ul 50 mM MgCl,. Nachfolgend erfolgte eine gRT-PCR unter Verwendung von Primern (aufgelistet im
Appendix unter A.8), die spezifisch fir eine Intronsequenz von ACTIN2 (AT3G18780) sind, um das Vorkommen
verbliebener gDNA-Kontaminationen auszuschlieen. Der Verdau konnte bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
gelagert werden.

cDNA-Synthese
Die DNasel-verdauten RNA-Proben wurden durch Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Dies erfolgte

unter Verwendung des RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kits (Thermo Scientific) im T3-
Thermocycler (Biometra®). Die Generierung der cDNA erfolgte dabei nach Vorschrift des Herstellers. Im
Anschluss an die cDNA-Synthese wurden die Proben direkt fur die gRT-PCR verwendet bzw. bei 4 °C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

OgRT-PCR-Ansétze

Die quantitativen realtime-PCR (qRT-PCR) Analysen wurden unter Verwendung Gen-spezifischer Primerpaare
(im Appendix unter A.8 aufgefuhrt) durchgefihrt und erfolgten in 96 Well-Platten. Zur Quantifizierung wurde der
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen™ jetzt Life Technologies zugehorig) verwendet. Fiir
die Untersuchungen der Expression von Genen mittels qRT-PCR wurde folgender PCR-Ansatz pipettiert:

Komponente Volumen je Reaktion
steriles Wasser ad 20pl

2x QuantiTect SYBR Green PCR Mix 10 pl

Primerl (forward): 5 uM 1,2 ul

Primer2 (reverse): 5 uM 1,2 ul

Fluorescein (1 pM; passives Referenzfluorophor) 0,2 ul

Template (verschiedene cDNA-Verdinnungen, DNasel-behandelte RNA oder 1-2 pl

Wasser [no template Kontrolle])

Tabelle V.15 Auflistung der Komponenten fir gRT-PCR-Analysen.
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Die mit dem Mastermix und dem entsprechenden Templates beladenen Platten wurden mit einer durchsichtigen
PCR-Film-Folie (Eppendorf AG, Hamburg, www.eppendorf.com) versiegelt und fiir 4 min bei 4 °C und 5000 rpm
zentrifugiert. Die PCR erfolgte im iCycler MyiQ2 (BioRad) unter nachstehenden Bedingungen:

Schritt | Zyklen Bezeichnung Temperatur Dauer
1 1% Initialbehandlung 50 °C 2 min

2 40x (von Schritt 2 - 4) | Denaturierung 95 °C 15 sec
3 Annealing X°C 15 sec
4 Elongation 60 °C 15 sec
5 Denaturierung 95°C 1 min

6 80x Schmelzkurve 55-95 °C 10 sec

Tabelle V.16 Reaktionsschritte fir gRT-PCR-Analysen. Die Annealing-Temperaturen wurden in Abhangigkeit von den
verwendeten Primern modifiziert.

Im Anschluss an die fiir die Quantifizierung der Genexpression verwendete PCR, erfolgte die Bestimmung der
Schmelzkurven aller innerhalb der PCR entstandenen PCR-Produkte. So konnte dokumentiert werden, ob es sich
bei den gebildeten PCR-Produkten um spezifische Produkte handelt (PCR-Produkte mit identischer
Schmelztemperatur). PCR-Artefakte lassen sich aufgrund ihrer abweichenden Langen und der daraus
resultierenden veranderten Schmelztemperaturen von dem spezifischen Produkt unterscheiden (Czechowski et al.
2004). Die qPCR-Messungen erfolgten fiir mindestens drei biologische und je zwei technische Replikate (die
gemittelt wurden). Die Primersequenzen der untersuchten Referenzgene sind im Appendix unter A.8 aufgefuhrt.
Fur jedes Primerpaar erfolgte in Voruntersuchungen eine Test-qRT-PCR-Analyse bei der eine Verdinnungsreihe
(vier Verdunnungsstufen; Faktor 2, 4 oder 8) der zu untersuchenden cDNAs generiert wurde, um zum einen die
PCR-Effizienz und somit die Qualitdt der Amplifikation zu bewerten. Zum anderen wurde so bestimmt, welche
cDNA-Verdiinnungsstufe am geeignetsten fiir die eigentlichen Expressionsanalysen, die nach der AACT-Methode
(Czechowski et al. 2004) berechnet wurden, ist. Dabei galten, sofern mdglich, CT-Werte (crossing threshold)
zwischen 20 und 30 als gute Standardwerte fur die Quantifizierung von Expressionsdaten. Flr die ausgewéhlte
cDNA-Verdunnung erfolgte im Anschluss die Bestimmung der Transkriptgehalte in den zu untersuchenden
Entwicklungsstadien relativ zur Kontrolle. Dabei wurden fir jedes untersuchte Entwicklungsstadium
Doppelproben analysiert. Die Datenanalyse erfolgte unter Verwendung der Bio-Rad iQ5 Software Version
2.1.94.617 (Bio-Rad).

Berechnung ddct quantifizierende realtime RT-PCR (qRT-PCR)

Nach Abschluss der gRT-PCR und der Analyse der Schmelzkurven, erfolgte die Datenauswertung nach der
AACT-Methode (Czechowski et al. 2004). Dabei basiert die Berechnung der relativen Transkriptgehalte auf den
sog. CT-Werten (crossing threshold oder cycles to threshold). Diese CT-Werte sind relative Werte, die die
Zyklenanzahl der PCR angeben, bei der die gemessene Fluoreszenz und somit die Menge der amplifizierten DNA
einen bestimmten Wert erreicht, der sich deutlich von der Grundfluoreszenz absetzt (threshold). Die
Expressionsdaten fiir jedes Zielgen werden auf die CT-Werte eines Referenzgens normalisiert. Daraus resultieren
die sog. ACT-Werte, auf die alle nachfolgenden Berechnungen aufbauen (ACT = CTzieigen - CTRreferenzgen)- Dazu
erfolgte in VVorversuchen die Analyse der Expression in den zu untersuchenden Entwicklungsstadien eines Sets
von Genen [18S rRNA (AT2G01010), ACTIN2 (AT3G18780), UBQ10 (AT4G05320) und GAPDH
(AT1G13440)], die héaufig in anderen QRT-PCR-Analysen als Kkonstitutiv exprimierte Gene zur
Datennormalisierung verwendet werden (Czechowski et al. 2005). Fir die komplette Seneszenzkinetik (NS, SO,
S1, S2 und S3-Stadium) konnte einzig fiir die 18S rRNA eine vollstandig stabile Expression auch fur die spéten
Seneszenzstadien festgestellt werden. Daher erfolgte die Normalisierung auf die Expression der 18S rRNA. Fir
die Analysen der TF-Plattformdaten (s. Kapitel V.2.5.7.3), in denen das NS-Stadium und das S1-Stadium
untersucht wurden, erfolgte die Normalisierung auf ACTIN2 (s. Kapitel V.2.5.7.3). Anhand der normalisierten
CT-Werte, der zu vergleichenden Bedingungen (z.B. Expression in unterschiedlichen Entwicklungsstadien),
konnten die relativen Verénderungen der Expression (= Fold Change (FC) = Verdnderungen des relativen
Transkriptgehaltes) wie folgt berechnet werden: 2T, wobei sich AACT wie folgt ergibt: AACT =
ACTSenesz<=:nzstadium' ACTKontroIIsta\dium bzw. ACTSUVHZ-oe (Stadium X) ~ ACTWT (Stadium X)-

Fur SUVH8 konnte in allen Replikaten keine Expression im Kontrollstadium detektiert werden (keine
Amplifikation innerhalb der 40 PCR-Zyklen). In diesem Fall war es demnach nicht méglich, den FC zu berechnen
bzw. die relativen Transkriptgehalte in den Seneszenzstadien zu ermitteln. In diesem Fall wurden die
Expressionsdaten im NS-Stadium 40 (= max. Zyklenanzahl) gesetzt und die relativen Verdnderungen
wéhrend der Seneszenzkinetik nach der (40-ACT)-Variante dargestellt.

V.2.5.7.3 Genexpressionsstudien der Transkriptionsfaktorplattform mittels gRT-PCR

Fir die Expressionsanalysen der 1870 regulatorischen Faktoren der Transkriptionsfaktorplattform (TF-Plattform)
wurden zwei Entwicklungsstadien fir WT- und SUVH2-oe-Pflanzen untersucht. So erfolgte der Vergleich der
Expressionsdaten, die fur das mittlere Seneszenzstadium S1 erhalten wurden, mit denen des nicht seneszenten
Kontrollstadiums NS. Dazu wurde die RNA aus drei verschiedenen biologischen Replikaten wie unter Kapitel
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V.2.5.6.3 beschrieben, extrahiert und mit der RNase-freien DNase (2 U/ul) des TURBO DNA-free™ Kits
(Ambion, jetzt zugehorig zu Life Technologies) nach Vorschrift des Herstellers behandelt, um gDNA-
Kontaminationen zu entfernen. Im Anschluss erfolgte die Uberpriifung der Vollstandigkeit des Verdaus der
gDNA durch gRT-PCR unter Verwendung von Intron-spezifischen Primern des Kontrollgens AT5G65080
(Primersequenzen sind im Appendix unter A.8 aufgelistet). Die Generierung der cDNA erfolgte wie unter Kapitel
V.2.5.7.2 beschrieben. Nachfolgend wurde die Qualitdt der cDNA durch Expressionsanalysen ausgewahlter
Referenzgene [ACTIN2 (AT3G18780), UBQ10 (AT4G05320) und GAPDH (AT1G13440)] durch spezifische
Primer (Primersequenzen im Appendix unter A.8 aufgelistet) untersucht. Die gqRT-PCR-Versuche erfolgten unter
Verwendung einer neueren Version der Arabidopsis TF-Plattform von Czechowski et al. (2004) im ABI PRISM®
7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems; jetzt Life Technologies zugehorig) wie in Caldana et
al. (2007) beschrieben. Die verwendeten Primersequenzen sind aus Platzgriinden nicht in dieser Arbeit aufgefihrt,
kdnnen aber in Ay et al. (2014b) im Supplemental DS 5a nachgelesen werden. Die Datenanalyse erfolgte unter
Verwendung der SDS 2.3 Software (Applied Biosystems; jetzt Life Technologies zugehérig). Die Qualitat der
gRT-PCR-Amplifikationsdaten wurden mit dem LinRegPCR Programm (Version 2013.0; Ramakers et al. 2003)
untersucht. Die Expressionsdaten eines jeden Gens wurden auf die CT-Werte des ausgewahlten Referenzgens
ACTIN2 normalisiert. Die nachfolgenden Berechnungen wurden basierend auf den resultierenden ACT-Werten =
CTzieigen — CTacr2 durchgefihrt. Um die log, Verdnderungen der Transkriptgehalte zu berechnen, wurden die
ACT-Werte der zu vergleichenden Proben voneinander subtrahiert und ergaben so AACT (ACTgs;- ACTys bzw.
ACT syytz-ce (stadium x) = ACTwr (swdium x))- Die relativen Transkriptgehalte (relative Veranderung = Fold Change)
ergaben sich dann durch 27447,

V.2.5.8 Bestimmung von Nukleinsaurekonzentrationen

V.2.5.8.1 RNA-Konzentrationsbestimmung
Die RNA-Konzentration wurde nach Bestimmung der Extinktion bei 260nm (NanoDrop Spektrophotometer, ND-
100, PEQLAB Biotechnologie GmbH / Thermo Scientific) nach folgender Formel berechnet: RNA-Konzentration
= ¢ RNA [ng/ul] = Eyg X 40. (E = Extinktion)

V.2.5.8.2 DNA-Konzentrationsbestimmung
Die DNA-Konzentration wurde nach Bestimmung der Extinktion bei 260nm (NanoDrop Spektrophotometer, ND-
100, PEQLAB Biotechnologie GmbH / Thermo Scientific) nach folgender Formel berechnet: DNA-Konzentration
= ¢ DNA [ng/ul] = Eg0 X 50. (E = Extinktion)

V.2.5.9 DNA-Agarosegelelektrophorese

Zur  groRenabhangigen Trennung von DNA- bzw. RNA-Fragmenten diente die horizontale
Agarosegelelektrophorese. Die Gele wurden mit 1 bis 2 % (w/v) Agarose (zur DNA/RNA Elektrophorese; Roth
oder Qiagen) in 1x TAE-Puffer (pH 8,0) gegossen. Die DNA- und RNA-Proben wurden mit entsprechendem
Volumen 6x DNA- bzw. RNA-Proben-Ladepuffer vermischt. Als Laufpuffer wurde 1x TAE-Puffer (pH 8)
verwendet. Nach der Elektrophorese wurden die Gele in EtBr, (1 ug ml™) fir 20 min gefarbt und falls notwendig
1-2-mal in sterilem deionisiertem Wasser fur 10 bis 20 min entfarbt und unter UV-Licht dokumentiert.

V.2.5.10 Isolierung und Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Zur Reinigung der Fragmente wurden die entsprechenden Banden unter UV-Licht aus Agarosegelen
ausgeschnitten und uber das QIAquick Gel Extraction Kit 250 der Firma QIAGEN gereinigt. Die Durchfihrung
erfolgte nach der Vorschrift des Herstellers.

V.2.5.11 Immunozytologische Analysen mit spezifischen Antikérpern

Die Fluoreszenzsignale wurden jeweils mit einem Zeiss Axioskop Fluoreszenmikroskop und den entsprechenden
Anregungsfiltern tber eine gekihlte CCD Kamera (PHOTOMETRIX; www.photometrics.com) aufgenommen.
Die einzelnen Bilddateien wurden separat mit der SPOT 4.6 Software (Diagnostic Instruments;
www.spotimaging.com) und der Photoshop Software (ADOBE SYSTEMS; www.adobe.com) bearbeitet.

V.2.5.11.1 Nachweis von Histonmodifikationen

Fdr den immunozytologischen Nachweis von Histonmodifikationen wurden Rosettenblatter (Blatt 5 und 6) von
Arabidopsispflanzen des WTs und der SUVH2-oe-Linie fur die definierten Entwicklungsstadien NS, S0, S1, S2
und S3 untersucht. Je ein Blattstiick wurde auf einen Poly-L-Lysin beschichteten Objekttradger in 50 pl
Fixierungslosung gelegt (4 % Formaldehyd in 1x PBS) und mit Hilfe einer Rasierklinge fein zerkleinert. Die
Suspension wurde mit einem Deckglas abgedeckt, etwa 10 min bei RT inkubiert und dann kurz gequetscht. Im
Anschluss wurden die Préparate in flussigen Stickstoff schockgefroren. Das Deckglas wurde anschlielend mittels
einer Rasierklinge ziigig abgehoben und das Préparat nachfolgend dreimal fir 5 min in 1x PBS gewaschen. Nach
einer Prainkubation der Praparate in BSA (Bovine Serum Albumin; Rinderserumalbumin)-Ldsung (1-3 % BSA in
1x PBS) fur 30 min bei 37 °C, erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden priméaren Antikorper (1:100 in 1x
PBS-Puffer verdinnt) fiir 1 h bei 37 °C oder U. N. bei 4 °C. Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS erfolgte die
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Inkubation mit dem sekunddren Antikérper (1:200 in 1x PBS, verdinnt; Ziege-anti-Kaninchen, Alexa 488
konjugiert, MOBITEC, Géttingen) fiir 1 h bei 37 °C oder 0. N. bei 4 °C. Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS
fir je 5 min wurde die DNA mit DAPI (0,2 pg/ml DAPI in Mcllvaine Puffer [0,01 M Citronensaure; 0,02 M
Na,HPO,, pH 7; 25 % Glycerol]) gegengefarbt. Fiir den WT und die SUVH2-oe-Linie erfolgten jeweils vier
biologische Replikate fur jeden Antikdérper und jedes Entwicklungsstadium. Fiir jedes biologische Replikat
wurden mindestens 20 Kerne eines Prdparates dokumentiert. Folgende primére Antikorper wurden in den
Analysen verwendet: H3K4 anti-dimethyl und H3K4 anti-trimethyl (07-030, 07-473; Upstate Biotechnology, jetzt
Merck Millipore zugehdrig; www.millipore.com); H3K9 anti-dimethyl (ab1220; Abcam, www.abcam.com);
H3K27 anti-trimethyl (07-449; Upstate Biotechnology, jetzt Merck Millipore zugehdorig).

V.2.5.11.2 Immunozytologischer Nachweis des SUVH2-Proteins

Fur die immunozytologischen Analysen zum Nachweis des SUVH2-Proteins im Zellkern, wurden junge
Rosettenblatter des Arabidopsis WT, der suvh2-GK und der SUVH2-oe-Linie verwendet. Die Rosettenblatter von
Arabidopsis wurden analog zum Nachweis von Histonmodifikationen (s. Kapitel V.2.5.11.2) fixiert und in BSA-
Losung (3% BSA in 1x PBS) fur 30 min prainkubiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation fir 1 h bei 37°C bzw.
U. N. bei 4 °C mit dem polyklonalem SUVH2-Antikérper (a-SUVH2; 1:50 verdunnt in 1x PBS-Ldsung). Fir die
Immunodetektion des SUVH2-Proteins wurde ein Anti-SUVH2 Antiserum in Hasen gegen die SUVH2-Peptide 2-
154 generiert und das SUVH2 1gG aus diesem Serum durch die Firma pab productions (Herbertshausen,
Deutschland) aufgereinigt. Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS erfolgte die Inkubation mit dem sekundéaren
Antikorper (1:200 in 1x PBS, Ziege-anti-Kaninchen, Alexa 488 konjugiert, MOBITEC. Géttingen) fur 1 h bei 37
°C. Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS fiir je 5 min wurde die DNA mit DAPI gegengeférbt.

V.2.5.11.3 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung-Analysen (FiSH)

Fur die FiSH-Analysen wurden Rosettenblatter (Blatt 5 und 6) des Arabidopsis WT und der SUVH2-oe-Linie der
definierten Entwicklungsstadien NS, S0, S1, S2 und S3 (s. Kapitel V.2.4) verwendet. Von den geernteten Blattern
wurden Blattstiickchen in eiskalter Fixierungslésung (Methanol/Essigsaure 3:1) fir ~1 h auf Eis inkubiert
(dreimaliger Wechsel der Losung aller 20 min) und anschlieRend nach Entfernen der Lésung einmal mit sterilem
Wasser fur 5 min sowie zweimal fir 10 min in Citronensaure-Natriumcitratpuffer (0,01 M
Citronensauremonohydrat; 0,01 M tri-Natriumcitrat-2-hydrat, pH 4,8) gewaschen. Die Proben wurden in 100 pl
Cellulasepuffer (jeweils 0,3% Cellulase Onozuka R-10 (Merck Eurolab GmbH) / Macerase™ (Calbiochem) in
Citronensaure-Natriumcitratpuffer) fir 60 - 120 min bei 37 °C in einer ,,feuchten Kammer* verdaut, zweimal fiir
10 min in Citronensdure-Natriumcitratpuffer gewaschen und anschlieend mit einer Pipette in 50 - 100 pl
Citronenséure-Natriumcitratpuffer suspendiert. Die Zellsuspension wurde auf einen Objekttréger getropft, verteilt,
mit 1 - 3 Tropfen 45 %iger Essigsaure vermischt und mit einem Deckglas abgedeckt. Im Anschluss wurde die
Probe gequetscht und durch Uberschichten mit Trockeneis fir 3 min eingefroren. Nach dem ziigigen Abheben des
Deckglases mit einer Rasierklinge, wurde das Praparat bei 60 °C fir 30 min auf einer Heizplatte erhitzt.
AnschlieBend wurde der Objekttrager zweimal fur je 5 min in 2x SSC-Puffer (0,3 M Natriumcitrat-Puffer pH 7,4;
0,3 M NacCl) gewaschen und dann fur 45 min mit RNase A-L6ésung (100 pg/ml RNase A in 2x SSC-Puffer) bei
37°C oder 0. N. bei 4°C in einer ,,feuchten Kammer* inkubiert. Nach dem Verdau wurde das Préparat fiir 5 min in
2x SSC-Puffer gewaschen, mit einem Tropfen Paraformaldehydlésung (1 % (v/v) PFA in 2x SSC-Puffer) fir 10
min bei RT inkubiert, erneut flr 5 min in 2x SSC-Puffer gewaschen, in einer Ethanolreihe dehydriert (70 %, 90 %
und 100 % fur jeweils 2 min) und dann luftgetrocknet. Das Préparat wurde dann in 25 - 30 ul
Denaturierungsldsung | (70% Formamid; 2x SSC; 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7) fir 2 min bei 75 °C
inkubiert, in einer eiskalten Ethanolreihe dehydriert (70 %, 90 % und 100 % fur jeweils 2 min) und anschlie}end
luftgetrocknet. Nachfolgend wurde das Praparat mit ~30 pl Hybridisierungsmix (100 ng DIG-markierte DNA-
Sonde in: 50 % Formamid; 2x SSC; 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0; 10 % Dextransulfat, 5 pg
Lachsspermien-DNA) versetzt und fiir 18 h bei 37°C in einer ,,feuchten Kammer* inkubiert. Im Anschluss an die
Sondenhybridisierung erfolgte die Inkubation des Préparates in 25 - 30 ul Denaturierungslésung Il (50 %
Formamid / 2x SSC pH 7) fur 15 min bei 42 °C. Nach zweimaligen Waschen fur je 5 min mit 2x SSC-Puffer,
wurde das Praparat fiir die immunozytochemische Detektion fiir 30 min bei 37 °C in 4x SSC mit 5% Milchpulver
(4M-Puffer) prainkubiert und anschlieBend der primare Antikorper gegen Digoxigenin (1:25 in 4M-Puffer, anti-
Maus; Roche: 11333062910) zugegeben und bei 37 °C fir 1 h inkubiert. Nach dem Waschen fir 15 min in 2x
SSC-Puffer erfolgte die Inkubation mit dem sekundédren Antikdrper (1:200 Anti-Dig-Fluoresceinisothiocyanat
(FITC fab Fragmente) in 4M-Puffer, Kaninchen-anti-Schaf, Acris Antibodies; www.acris-antikoerper.de) fir 1 h
bei 37°C. Nach erneutem Waschen flr 15 min in 2x SSC-Puffer wurde die DNA mit DAPI gegengefarbt. Die
FiSH-Analysen erfolgten jeweils fir den WT und die SUVH2-oe-Linie in vier biologischen Replikaten fir jedes
Entwicklungsstadium. Fir jedes Replikat wurden mindestens 20 Kerne eines Praparates dokumentiert.

V.2.5.12 Herstellung Digoxigenin-markierter DNA-Sonden fur FiSH

Fur die FiSH-Analysen wurde eine Digoxigenin (Dig) markierte 180 bp-Repeat-Sonde hergestellt. Dazu wurde
ein 180 bp-Repeat-Fragment aus genomischer DNA mittels PCR unter Verwendung der im Appendix unter A.8
aufgelisteten Primer (180bp_F und 180bp_R) amplifiziert und in den Vektor pGEM®-T (Promega GmbH)
kloniert. Die Markierung der 180bp-Repeat-DNA erfolgte im Anschluss in einer nachfolgenden PCR (s. Kapitel
V.2.5.2.5) unter Verwendung des DIG DNA Labeling Mixes (Roche). Etwa 100 ng des Dig-markierten PCR-
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Produktes wurden zu 30ul Hybridisierungslésung (50 % Formamid; 2x SSC; 50 mM Natriumphosphatpuffer pH
7,0; 10 % Dextransulfat; 5 pug Lachsspermien-DNA) zugegeben, dann fir 5 min aufgekocht und im Anschluss auf
Eis bis zur Verwendung abgekdihlt.

V.2.5.13 Chromatinimmunoprazipitation (ChlIP)

Die ChiIP-Analysen erfolgten an Blattmaterial (Blatt 5-8), dass zu den physiologisch definierten
Entwicklungsstadien NS wund S1 fir den WT und die SUVH2-oe-Linie geerntet wurde. Die
Immunoprézipitationen (IPs) erfolgten dabei unter Verwendung von ChIP grade Antikérpern gegen die
posttranslationalen Histonmodifikationen H3K4me2 (Dimethylierung von Lys4 and H3), H3K4me3, H3K9me2,
H3K27me3 sowie eines Antikorper gegen den nicht modifizierten C-terminalen Teil von H3 (H3C; ab1791;
Abcam). Die verwendeten Antikdrper gegen die posttranslationalen Modifikationen an H3 waren dieselben, die
auch in den immunozytologischen Untersuchungen genutzt wurden (s. Kapitel V.2.5.9.2). Die ChIP-Analysen
sowie die Quantifikation der immunoprazipitierten DNA (ber qPCR-Analysen sind, wie in Ay et al. (2009)
beschrieben, durchgefiihrt worden. Fir die Berechnung der Prozent-Input (%-Inputwerte = %Il) wurde aus der
Input-DNA (DNA, die aus einem definiertem Teil des Chromatins extrahiert wurde, der nicht mit einem
Antikorper versetzt war) durch verschiedene Verdiinnungen (0,12; 0,06, 0,03; 0,015; 0,0075 und 0,00375%) eine
Standardkurve fir jedes analysierte Amplikon generiert. Anhand dieser Standardkurve erfolgte die Berechnung
der %l der IPs relativ zur Input-DNA fir jede Probe. Fiir die Normalisierung der %I-Werte, die fur die drei Ziel-
SAG-Markergene SAG12 (AT5G45890), ANAC083 (AT5G13180) und WRKY53 (AT4G23810) erhalten wurden,
wurden verschiedene Referenz-DNA-Bereiche (aufgelistet im Appendix in Tabelle A.1) ausgewéhlt und auf ihre
Eignung als Referenzgene untersucht. Im Appendix in Kapitel A.1 und A.3 sind die Ergebnisse der ChiIP-
Analysen dieser Referenz-DNA-Bereiche gezeigt. Im Anschluss an diese Voruntersuchungen in dieser Arbeit
wurden folgende Bereiche fiir die Normalisierung der SAG-ChIP-Daten ausgewahlt:

Antikdrper Referenz-DNA
H3K4me2 TUA4-11-Region
H3K4me3 TUA4-11-Region
H3K9me2 180bp SR
H3K27me3 SAG12-11-Region

Tabelle V.17 Auflistung der in den ChlP-Analysen verwendeten Antikdrper gegen Histonmodifikationen und die
zugehorigen Referenz-DNA-Bereiche.

Die %I der SAG-Markergene sowie der Referenz-DNA-Bereiche wurden dazu fir das NS und das S1-Stadium
jeweils fir den WT und die SUVH2-oe-Linie berechnet. Fir die IPs der H3K4me2-, H3K4me3- und H3K9me2-
Modifikationen erfolgte anschliefend die Normalisierung der %l der Zielgene eines Entwicklungsstadiums
separat fur jedes biologische Replikat auf die entsprechenden %I der ausgewahlten Referenz-DNA-Sequenz (Tab.
V.15). Dazu wurden die fur die Referenz-DNA-Bereiche berechneten %lI-Werte eines Entwicklungsstadiums
100% gesetzt. Die fur die SAG-Markergene berechneten %Il wurden dann auf die %l der entsprechenden
Referenz-DNA-Bereiche bezogen. Fir die H3K27me3-IPs zeigte sich ein Abfall von H3K27me3 im S1-Stadium
an dem ausgewahlten Referenz-DNA-Bereich. Daher erfolgte die Normalisierung der H3K27me3-ChIP-Daten
beider Entwicklungsstadien fir die Zielgene auf die %I-Werte des NS-Stadiums fiir die SAG12-11-Region. Die
ChIP-Analysen wurden fir jedes SAG in mindestens vier unabhangigen biologischen Replikaten durchgefiihrt.
Fur die Amplifikation aller Gene wurden spezifische Primer designt (Sequenzen sind im Appendix unter A.8
aufgelistet). Zu Beginn der ChIP-Analysen wurden die amplifizierten Endprodukte der qPCR auf 1% (w/v) 1x
TAE-Agarosegelen aufgetragen und Uber Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Fragmente wurden dann aus den
Gelen ausgeschnitten und ber QlAquick Gel Extraction Kit 250 der Firma QIAGEN eluiert (s. Kapitel V.2.5.9),
in den pGEM-T-Vektor kloniert (Promega GmbH), in E. coli transformiert (s. Kapitel V.2.5.3) und jeweils zehn
unabhéngige Klone sequenziert (s. Kapitel V.2.5.5), um die Spezifitat der PCR-Amplifikation zu tiberprifen.

V.2.5.14 Bisulfitsequenzanalyse

Wéhrend der Behandlung von gDNA mit Bisulfit werden nicht methylierte Cytosine in Uracil, das in einer
nachgeschalteten Sequenzierungsreaktion als Thymin gelesen wird, konvertiert. Im Gegensatz dazu werden
methylierte Cytosine nicht konvertiert, wodurch eine Unterscheidung methylierter und nicht methylierter DNA
moglich wird. Die Bisulfitanalysen erfolgten an Blattmaterial (Blatt 5-8), das zu den physiologisch definierten
Entwicklungsstadien NS und S1 fir den WT und die SUVH2-oe-Linie geerntet wurde. Die Extraktion der gDNA
erfolgte wie unter Kapitel V.2.5.6.2.2 beschrieben. Nach Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die
Integritat der gDNA Uber Gelelektrophorese iberprift. Dazu sind je 250 ng der extrahierten gDNA auf 1x TAE-
Agarosegele aufgetragen und elektrophoretisch getrennt worden. 2 pg intakter gDNA wurden dann mit dem
BamHI-Restriktionsenzym (Thermo Scientific) U. N. (~16 h) bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag folgte die
Préazipitation der verdauten DNA mit 1/10 Vol. 3 M C,H;NaO, sowie 3 Vol. 96 %igem Ethanol nach kraftigem
Mischen bei -20°C fir mindestens 2 h. Nach 30 mindtiger Zentrifugation bei RT und 13000 x g wurde der
Uberstand entfernt, das Pellet mit 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen, erneut fiir 7 min bei 13000 x g und RT
zentrifugiert, getrocknet (nicht langer als 7 min) und dann das Pellet in 20 pl DNase-freiem sterilen Wasser (ist im
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verwendeten Bisulfit-Kit-System vorhanden) geldst. Die DNA-L&sung wurde dann fir mind. 10 min bei 55°C
konstant geschiittelt und anschlieBend sofort bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Die eigentliche
Bisulfitbehandlung erfolgte unter Verwendung des EpiTect ® Plus DNA Bisulfite Kita (Qiagen) weitestgehend
nach Vorschrift des Herstellers. Einzig die Zyklusbedingungen der Bisulfitkonvertierungsreaktionen wurden wie
folgt modifiziert: 90 °C, 5 min, 60 °C 25 min, 90 °C 5 min, 60 °C 45 min, 90 °C 5 min, 60 °C 55 min, 90 °C 5
min, 60 °C, 60 min, 90 °C 5 min, 60 °C 60 min. Die Bisulfit-behandelte und aufgereinigte DNA wurde entweder
direkt weiter verwendet oder fir 24 h bei 4 °C bzw. fiir l&ngere Zeit bei -20 °C bis zum weiteren Gebrauch
gelagert. Im Anschluss erfolgte die Reamplifikation der Zielfragmente mittels PCR wie in Kapitel V.2.5.2.5
beschrieben. Fur die Amplifikation wurden degenerierte Primer verwendet. Fir alle verwendeten Primer erfolgten
in Vorversuchen Gradienten-PCR-Analysen auf gDNA und Bisulfit-behandelter DNA (s. Kapitel V.2.5.2.3), um
die optimale Annealing-Temperatur fir jedes Primerpaar zu bestimmen. Die Sequenzen der verwendeten Primer
sind im Appendix unter A.8 inklusive der ermittelten optimalen Annealing-Temperatur aufgefiihrt. Die PCR-
Produkte wurden im Anschluss auf 1 - 1,5% (w/v) 1x TAE-Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt, eluiert
und in Abhéngigkeit von der fir die Reamplifikation verwendeten DNA-Polymerase in den pGEM-T-Vektor
(Promega GmbH) bzw. den pJET1.2-Vektor (CloneJET Thermo Scientific) kloniert und in E. coli transformiert.
15 bis 20 Kolonien wurden tiber Kolonie-PCR auf das Vorhandensein des klonierten PCR-Fragmentes tberprift.
Von positiven Klonen wurden UNK angesetzt und am nachsten Tag die pDNA prépariert. Mindestens finf
unabhéangige Klone wurden pro Amplikon, Entwicklungsstadium und Replikat fir den WT und die SUVH2-oe-
Linie sequenziert. Die erhaltenen Sequenzierungsdaten wurden unter Verwendung der Lasergene 10 Expert
Sequence Analysis Software (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA) prozessiert (Enfernen von Vektor- und
Primersequenzen). Im Anschluss erfolgte ein multiple sequence alignment durch den ClustalW Algorithmus mit
der BioEdit v7.2.5 Software (lbis Biosciences, Carlsbad, CA, USA). Um die DNA-Methylierungsmuster zu
berechnen und zu illustrieren, erfolgte die Analyse der multiple sequence alignments unter Verwendung des
CyMATE Programmes [http://www.gmi.oeaw.ac.at/en/cymate-index; Hetzl et al. (2007)]. Die Bisulfitanalysen
erfolgten in zwei unabhéngigen biologischen und je zwei technischen Replikaten. Neben den drei Fragmenten
W53-1, W53-11 und W53-1ll des kodierenden Stranges von WRKY53 erfolgte zudem parallel die Analyse der
DNA-Methylierungsmuster an DNA-Abschnitten zweier Kontrollgene. So diente einerseits das ELF5A-3-Gen
(EUKARYOTIC ELONGATION FACTOR 5A-3; AT1G69410), fur das in Arabidopsis Keimlingen ein komplettes
Fehlen der Methylierung an Cytosinen gezeigt werden konnte (Zhang et al. 2006), zur Uberpriifung der
Konvertierungseffizienz der Bisulfitbehandlungen. Zum anderen wurde ein Abschnitt des MULE-Transposons
(AT2G15810), das in Keimlingen eine hohe Dichte von Cytosinmethylierungen in allen drei mdglichen
Sequenzkontexten aufweist (Zhang et al. 2006), als Positivkontrolle untersucht.

V.2.6 Datenbankenanalysen und Bioinformatik

V.2.6.1 Datenbankanalysen

Fur die Datenbanksuche von DNA- und Proteinsequenzen sind die Nucleotide Blast, Protein Blast, BlastX,
TBlastN, TBlastX und Conserved Domain Search Programme des National Center for Biotechnology Information
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) verwendet worden. Fir die Analyse von Genen und den entsprechend
kodierten Proteinen aus Arabidopsis ist zudem die TAIR-Datenbank (The Arabidopsis Information Ressource,
http://lwww.arabidopsis.org) genutzt worden. Promotorsequenzanalysen erfolgten anhand der Web-basierenden
Anwendungen Athena (O'Connor et al. 2005) und AGRIS [Arabidopsis Gene Regulatory Information Server;
http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/; Yilmaz et al. (2011)]. Die genomweiten Daten der H3K4me2-, H3K4me3-,
H3K9me2- und H3K27me3-ChlP-Analysen, die in Arabidopsis-Keimlingen erfolgten, wurden im UCSC Genome
Browser on A. thaliana (January 2004; Assembly at UCLA, http://epigenomics.mcdb.ucla.edu/; Zhang et al. 2009;
Zhang et al. 2007; Bernatavichute et al. 2008) abgerufen. Fir die Auswertung von DNA-Sequenzierungsdaten
sind das SegMan Programm der Lasergene Expert Sequence Analysis Software (DNASTAR Inc.) und die bereits
erwahnten Internethilfsmittel verwendet worden. Die Vergleiche mehrerer Aminoséuresequenzen sind mit dem
Clustalw Algorithmus des MegAlign Programms der Lasergene expert sequence analysis Software (DNASTAR
Inc., Madison, WI, USA) durchgefiihrt worden. Dabei sind die ClustalW Parameter Gap Penalty: 10,00; Gap
Length Penalty: 0,20; Delay Divergent Seqs (%): 30; DNA Transition Weight: 0,50 und Protein Weight Matrix =
Gonnet Series verwendet worden. Die Vergleiche mehrerer Nukleotidsequenzen erfolgten mit dem ClustalW
Algorithmus des MegAlign Programms der Lasergene Expert Sequence Analysis Software (DNASTAR Inc.,
Madison, WI, USA) sowie mit dem Programm BioEdit v7.2.5 (Biological sequence alignment editor for
WINO95/98/NT/2K/XP, www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml) durchgefiihrt worden. Die statistischen
Analysen der TF-Plattformdaten erfolgten mit dem MultiExperiment Viewer tool (MeV 4.8.1) der TIGR TM4
Software (Saeed et al. 2003; Saeed et al. 2006). Die Expressionsdaten von SUVH2 in verschiedenen Arabidopsis
Entwicklungsstadien wurden unter Verwendung von Genevestigator (www.genevestigator.com; Hruz et al. 2008)
extrahiert. Des Weiteren erfolgten Datenbankrecherchen anhand der Plant Transcription Factor Database der
Universitat Potsdam (http://pIntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/; Pérez-Rodriguez et al. 2010). Fir die Erstellung von
Bilddateien wurden das Programm Photoshop (ADOBE SYSTEMS), fir Tabellenkalkulationen und
Textverarbeitung das Microsoft Office Paket (MICROSOFT; www.microsoftstore.com) verwendet.
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V.2.6.2 Clusteranalysen der Transkriptionsfaktorplattformdaten

Die Clusteranalysen der 383 als SARFs (senescence associated regulatory factors) identifizierten Gene erfolgten
auf Basis der -ACT-Werte des NS- und S1-Stadiums des WTs und der SUVH2-oe-Linie unter Verwendung des K-
means Algorithmus (Pearson Korrelation). Zuvor erfolgte die Bestimmung der optimalen Clusteranzahl durch den
sog. Figure of Merit (FOM). Die Analysen wurden mit dem MultiExperiment Viewer tool (MeV 4.8.1) der TIGR
TM4 Software (Saeed et al. 2003; Saeed et al. 2006) durchgefiihrt.

Auswahlkriterien fiir die Top-Kandidatengene aus Cluster 2 fiir detaillierte Expressionsanalysen

Die zehn Gene aus Cluster 2 mit der starksten Suppression im S1-Stadium von SUVH2-oe Pflanzen wurden
aufgrund nachstehender Kriterien flr weiterfuhrende Expressionsanalysen in einer Seneszenzkinetik ausgewéhlt:
1.) der Fold Change (FC) fiir den WT (WT S1/NS) sollte > 4 sein.

2.) der FC fur die SUVH2-oe-Linie (SUVH2-0e S1/NS) sollte < 4 sein.

3.) der FC fur das NS-Stadium (SUVH2-oe NS/WT NS) sollte > 0,5 < 2 sein.

4.) der FC fiir das S1-Stadium (SUVH2-oe S1/WT S1) sollte < 0,5 sein.

5.) der FC fir den WT (WT S1/NS) sollte mindestens dreimal hdher sein als der FC in SUVH2-oe
(SUVH2-0e S1/NS).

V.2.6.3 Statistische Methoden

V.2.6.3.1 Statistische Analyse der physiologischen Messungen, Expressions- und ChlP-Analysen

Um die statistische Signifikanz der erhaltenen Werte zu ermitteln, wurde der Student’s t-Test in Abhéngigkeit
vom Experiment flir gepaarte bzw. ungepaarte Daten angewandt. Fir die Analyse der physiologischen Daten
erfolgte der t-Test anhand der Mittelwerte der vier biologischen Replikate. Fir die Analyse der gRT-PCR-Daten
wurden die Mittelwerte (der technischen Replikate) der ACT-Werte aus mindestens drei biologischen Replikaten
als Grundlage der Berechnung benutzt, fir ChlP-Daten wurde die statistische Relevanz aus den %-Inputwerten
(%I) der mindestens vier biologischen Replikate berechnet. Folgende Signifikanzwerte wurden verwendet: p-
value: p < 0,05 (= * bzw. a); p < 0,01 (= ** bzw. b); p < 0,001 (= *** bzw. c). Die Berechnungen erfolgten in
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, www.microsoft.com).

V.2.6.3.2 Statistische Analyse der Transkriptionsfaktorplattformdaten

Die statistische Analyse der erhaltenen Rohdaten wurde durchgefiihrt wie in Ay et al. (2014b) beschrieben. Dabei
erfolgte zunachst eine Uberpriifung der Vergleichbarkeit der Daten aus den drei biologischen Replikaten tiber die
Bestimmung eines sog. Konfidenzintervalls (LOC = level of confidence = 95%). Alle Gene mit einem LOC < 95
% wurden, aufgrund zu groRer Schwankungen zwischen den Replikaten, von den weiteren Analysen
ausgeschlossen (aufgelistet in Ay et al. (2014b) im Supplemental DS 1e). Fir alle anderen Gene erfolgte die
statistische Analyse der erhaltenen normalisierten ACT-Werte der beiden Entwicklungsstadien fur den WT
(ACTs; - ACTyg) und die SUVH2-oe-Linie (ACTs; - ACTys) sowie zwischen den Stadien selbst (ACTwrns) -
CTsuvhz-ce(ns) bZW. ACTwr(s) - ACTsuvha-e(syy) Uber einen t-Test unter Verwendung des MultiExperiment Viewer
tools (MeV 4.8.1) der TIGR TM4 Software (Saeed et al. 2003; Saeed et al. 2006). Der zu erreichende
Signifikanzschwellenwert (a)) des t-Tests wurde vor dessen Durchfiihrung auf 5 % festgelegt (a = 5%), d. h. alle
Gene deren korrigierter p.-Wert < 0,05 (FDR Ansatz von Benjamini und Hochberg (1995); FDR = False
Discovery Rate) war, wurden als signifikant unterschiedlich zueinander betrachtet. Als differentiell
unterschiedlich im WT bzw. der SUVH2-0e-Linie im S1-Stadium bezogen auf das korrespondierende NS-Stadium
exprimiert, galten weiterhin solche Gene, die signifikant unterschiedlich und deren relative Verénderung (Fold
Change) mindestens vierfach (22*°T > 4) bzw. kleiner als 0,25fach (2**°T < 0,25) war. Als differentiell
unterschiedlich im NS- bzw. S1-Stadium zwischen dem WT und der SUVH2-o0e-Linie exprimiert galten weiterhin
solche Gene, die signifikant unterschiedlich und deren relative Verédnderung (Fold Change) mindestens zweifach
(22%°T > 2) bzw. kleiner als 0, Sfach (22T < 0,5) waren.

V.2.6.3.3 Uberreprasentationsanalyse

Um zu untersuchen, ob die Uberexpression von SUVH2 Auswirkungen auf spezielle Genfamilien, der im WT
differentiell regulierten Gene, hat, erfolgte eine sog. Uberreprésentationsanalyse. Dazu erfolgte die Berechnung
eines entsprechenden p-Wertes (P) unter Verwendung des right-tailed Fisher Exact Tests mittels 2X2
Kontingenztafeln wie in (Ay et al. 2014b) beschrieben. Die erhaltenen p-Werte wurden nach der Benjamini-
Hochberg Multiple Testing Correction-Methode (FDR Ansatz von Benjamini und Hochberg (1995); FDR = False
Discovery Rate) korrigiert. Korrigierte p-Werte (Pc = corrected p-value) < 0,05 identifizierten Genfamilien, fur
die Uberreprésentiert viele Mitglieder fur den untersuchten Prozess reguliert sind (im WT bzw. in der SUVH2-oe-
Linie uberreprasentiert viele Genfamilienmitglieder sind herauf- bzw. herunterregliert). Alle Analysen erfolgten in
Microsoft Excel (Microsoft Corporation).

V.2.7 Primerdesign

Alle Primersequenzen wurden nach ihrem Design unter Verwendung des BLAST tools [National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)] hinsichtlich ihrer Spezifitat zum korrespondierenden
Gen verifiziert.
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Primerdesign fiir Expressions- und ChlP-Analysen sowie und T-DNA-Insertionstests

Das Primerdesign erfolgte unter Verwendung der PrimerSelect™ tools (Lasergene® from DNASTAR;
www.dnastar.com) Software. Die Sequenzen sind im Appendix unter A.8 aufgefiihrt. Fiir Expressions- und ChlP-
Experimente wurden i. d. R. Primer designt, die DNA-Fragmente zwischen 90 - 200 bp generierten.

Primerdesign fur Bisulfitanalysen

Das Design der Primer fir die Analyse der DNA-Methylierung erfolgte jeweils am kodierenden Strang von
WRKY53 (AT4G23810), ELF5A-3 (AT1G69410) und MULE (AT2G15810) mit dem Software-Programm
Kismeth: Bisulfite Primer Design tool (www. http://katahdin.mssm.edu/kismeth/primer_design.pl; Gruntman et
al. 2008]). Um eine bevorzugte Amplifikation von methylierter oder nicht vollstdndig konvertierter DNA zu
vermeiden, wurden dabei die Cytosine an den Primerbindestellen durch sog. degenerierte Basen ersetzt (Y fir C
im 5" forward Primer und R fir G im 3" reverse Primer, komplementdar zum sequenzierten DNA-Strang). Die
Sequenzen sind im Appendix unter A.8 aufgelistet.
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A.1 Histonmodifikationsmuster an ausgesuchten Referenzsequenzen fiir die Normalisierung der ChlIP-
Daten in reifen und seneszenten Blattern von Arabidopsis WT-Pflanzen.

Zu Beginn der Analysen gab es keine publizierten Daten dariiber, welche Referenzgene fiir ChIP-Analysen in
seneszenten Systemen verwendet werden kénnen. Daher wurde ein Set von Genen ausgewéhlt (Tabelle A.1), die

auf ihre Eignung als Referenzsequenzen im seneszenten System hin untersucht werden sollten.

Tabelle A.1: Auflistung der ausgewdhlten putativen DNA-Referenzbereiche fiir die Normalisierung der SAG-CHIP-Daten.
Antikdrper
Referenzbezeichnung Locus H3K4me2 | H3K4me3 | H3K9me2 | H3K27me3 Referenz
TUA4 AT1G04820 + + - - Zhang et al. 2009
ACTIN AT3G18780 + + - - Zhang et al. 2009
180bp SR - - - + - Chawla et al. 2007
MULE AT2G15810 - - + - Mathieu et al. 2005
SAG12 AT5G45890 - - - + Zhang et al. 2007
STM* AT1G62360 - - - + Schubert et al. 2006
AG* AT4G18960 - - - + Schubert et al. 2006

*Sternchen markieren die Gene, die erst in spateren Analysen fiir die Untersuchung der H3K27me3-Modifikation hinzugezogen wurden. Mit
(+) gekennzeichnet sind die Modifikationen fiir die die angegebenen Referenzbereiche ausgewahlt wurden.

Die moglichen Referenz-DNA-Bereiche wurden dafiir Gber ChIP analysiert. In Abbildung A-1 sind die erhaltenen
gemittelten %-Inputwerte (%Il) der sechs biologischen Replikate flir die getesteten Referenzgene TUA4
(TUBULIN ALPHA-4), das transposable Element MULE (AT2G15810) und SAG12 (AT5G45890) sowie des
180bp single repeats (180bp SR) der ChlIP-Analysen mit den vier ausgewahlten Histonmethylierungsmarks
H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 sowie H3K27me3 fir die zwei untersuchten Entwicklungsstadien gezeigt. Fir
TUA4 wurde zum einen eine Promotorregion (TUA-1) von -398bp bis -248bp und zum anderen eine kodierende
Sequenz von +827bp bis +938bp, jeweils in Relation zum ATG-Kodon (TUA4-11; kodierende Sequenz; Exon 2),
analysiert. TUA4 sollte als Referenz fiir die H3K4me2 und H3K4me3-Modifikationen dienen. MULE sowie das
180bp SR sind perizentromer in heterochromatischen Chromatinbereichen lokalisiert und sollten als
Referenzsequenzen flr die heterochromatinspezifische H3K9me2-Modifikation dienen. Zudem wurde SAG12 als
Referenzgen flr die Trimethylierung an H3K27 verwendet, da dieses Gen in Keimlingen laut dem UCSC
Arabidopsis Genome Browser mit dieser Modifikation assoziiert vorliegen sollte (Zhang et al. 2007). Wie in
Abbildung  A-1A  ersichtlich, wurden mit den  Antikdrpern gegen die  euchromatischen
Histonmethylierungsmodifikationen H3K4me2 und H3K4me3 im Verhéltnis zu den anderen Referenz-DNA-
Regionen vermehrt die des TUA4 Gens prazipitiert. Dies spricht fur eine Assoziation des TUA4-Gens an den
untersuchten Regionen mit Histonen, die die euchromatischen Marks H3K4me2 und H3K4me3 tragen. Fir die
H3K4me2-Modifikation wurde fiir beide untersuchten Regionen in NS und S1 etwa gleich viel DNA prazipitiert.
Im Gegensatz dazu ist die H3K4me3-Modifikation nur in der Region Il des TUA4-Gens (kodierende Sequenz) im
S1-Stadium stabil, wohingegen es zu einem signifikanten Verlust der Modifikation an der untersuchten
Promotorregion | (TUA-1) kommt. Da inshesondere die Trimethylierung von H3K4 an transkriptionsaktivem
Chromatin zu finden ist, wurde die Expression des Tubulingens in den beiden untersuchten Stadien NS und S1
analysiert (Abbildung A-2). Dabei zeigte sich, dass die Expression im S1-Stadium signifikant verringert ist, was
mit der Abnahme der H3K4 Trimethylierung an TUA4-1 Kkorreliert. Im Gegensatz zu TUA4 konnten sowohl im
NS- als auch im S1-Stadium erwartungsgemal? nur sehr geringe Mengen DNA fiir das 180bp SR und MULE (Uber
die H3K4me2- und H3K4me3-Antikdrper prézipitiert werden (Abb. A-1A). Auch fur SAG12 konnte nur sehr
wenig DNA aus Chromatin nicht seneszenter Blatter (NS-Stadium) fir die beiden Histonmarks prézipitiert

werden. Interessanterweise kommt es fur die Trimethylierung an H3K4 jedoch wahrend der Seneszenz zu einem
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signifikanten Anstieg an SAG12. In Abbildung A-1B sind die %-Inputwerte (%Il) der gemittelten sechs
biologischen Replikate fiir die Dimethylierung an H3K9 und die Trimethylierung an H3K27me3 gezeigt.
B
(i HM-Marks fiir transkriptionsaktives Chromatin ( )HM-Marks fiir transkriptionsinaktives Chromatin
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Abbildung A-1: ChIP-Analysen fir die Auswahl von putativen Referenz-DNA-Bereichen. Dargestellt sind die %-Inputwerte (%Input) der
Immunoprézipitation fiir TUA4, 180bp SR, MULE und SAG12 (A) uber Antikorper gegen H3K4me2 und H3K4me3 bzw. (B) H3K9me2 und
H3K27me3 flir Chromatinextrakte aus nicht seneszenten (NS) und seneszenten (S1) Blattern. Jeder Datenpunkt beruht auf 6 unabhéngigen
Experimenten. Griine Balken repréasentieren die Daten, die fur das NS-Stadium erhalten wurden. Orange Balken reprasentieren die Daten, die
fur das S1-Stadium erhalten wurden. Die immunoprazipitierten und ber gPCR quantifizierten Mengen fiir die einzelnen untersuchten DNA-
Bereiche wurden auf die entsprechende DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. Sternchen (*) kennzeichnen signifikante Unterschiede
(zweiseitiger Student t-Test; * = p < 0,05). Die fiir die Normalisierung der SAG-ChIP-Daten verwendete Region ist jeweils grau hinterlegt.

Die starkste Markierung mit der repressiven heterochromatischen Modifikation H3K9me2 wurde
erwartungsgeman am 180bp SR sowie am MULE-Transposon detektiert. Wéhrend die Assoziation des 180bp SRs
relativ unverandert zwischen NS und S1 bleibt, kommt es zu einem signifikanten Verlust der H3K9me2-
Modifikation an MULE. Fiir die Ubrigen Gene SAG12 und TUA4 konnte mit dem Antikérper gegen H3K9me2
kaum DNA préazipitiert werden. Dennoch wurde ein deutlicher Abfall der H3K9me2-Modifikation an SAG12 im
S1-Stadium im Vergleich zur Kontrolle festgestelit.

Da sowohl die Di- als auch die Trimethylierung von H3K4 an der untersuchten TUA4-11-Region keine
Unterschiede zwischen den beiden Entwicklungsstadien aufwiesen, wurde diese Region als Referenzgenbereich
zur Normalisierung flr die zu analysierenden Zielgene verwendet. Das 180bp SR wurde fiir die Normalisierung
der ChlIP-Zielgendaten, die fur den H3K9me2-Mark erhalten wurden, ausgewéhlt (die fur die Normalisierung der
IP-Daten ausgewahlten Referenzgene bzw. DNA-Bereiche sind in Abbildung A-1A und A-1B fiir jede
Histonmodifikation grau hinterlegt). Dabei erfolgte die Normalisierung der %-Inputwerte der Zielgene eines
Entwicklungsstadiums fir jedes biologische Replikat auf die entsprechenden %-Inputwerte der ausgewahlten
Referenz-DNA-Sequenz. Fir die H3K27me3-Immunoprazipitationen zeigte sich eindeutig eine Anreichung der
H3K27me3-Modifikation an SAG12 im Verhéltnis zu allen anderen Genen (Abb. A-1B). So wurden nur sehr
geringe DNA-Mengen fiir TUA4, MULE und das 180bp SR uber den H3K27me3-Antikorper prazipitiert.
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Abbildung A-2: Bestimmung der relativen Expression von TUA4 wahrend der
Seneszenz. Bestimmung der relativen Transkriptgehalte mittels gRT-PCR in dem definierten
Seneszenzstadium S1, bezogen auf die basalen Transkriptgehalte in der nicht seneszenten
Kontrolle (NS), die gleich eins gesetzt wurden. Die Analyse der Daten erfolgte in Bezug auf
das Referenztranskript der 18S rRNA anhand der 2*“"-Methode (s. Kapitel V.2.5.7.3). Die
Daten zeigen die Mittelwerte aus drei unabh&ngigen biologischen Replikaten mit
entsprechender Standardabweichung. Statistisch signifikante Unterschiede (zweiseitiger
Student t-Test) sind durch Sternchen markiert p < 0,01 (**).
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Dies zeigt zum einen die Spezifitdt des Antikdrpers, da in den USCS Arabidopsis Genome Browser
verdffentlichten Daten zwar fir SAG12 jedoch nicht fur TUA4, MULE oder das 180bp SR eine Assoziation mit
trimethyliertem H3K27 gezeigt wurde. Zum anderen ist so die Annahme bestatigt, dass SAG12 nicht nur in
Keimlingen, sondern auch in ausdifferenzierten Blattern mit H3K27me3 assoziiert vorliegt. Abbildung A-1B zeigt
allerdings auch, dass es zu einem deutlichen Abfall von H3K27me3 im S1-Stadium an der untersuchten Region
von SAG12 kommt. Die Normalisierung der H3K27me3-ChlP-Daten fiir die Zielgene erfolgte dennoch auf die
SAG12-I1-Region. Da allerdings die Markierung nicht stabil Uber die Seneszenz war, ist SAG12 nicht optimal
geeignet fur die Normalisierung der ChlP-Zielgendaten. Daher wurden in spéteren ChlP-Ansétzen zusatzlich, die
bereits publizierten H3K27me3-Zielsequenzen AG und STM (AGAMOUS und SHOOT MERISTEMLESS)
zusammen mit SAG12 untersucht. Die Ergebnisse aus drei unabhangigen Replikaten sind in Abbildung A-3
zusammengefasst.

Abbildung A-3: Relative Veranderungen von H3K27me3 an

Referenzgenen fur den WT wahrend der Seneszenz.
HIKZEmeY Abgebildet sind die Ergebnisse der ChIP-Analysen fiir die zwei
untersuchten Stadien (NS und S1), die unter Verwendung des
Antikorpers gegen die Histonmodifikation H3K27me3 erfolgten.
Die Balken ergeben sich dabei aus dem Quotienten der %-
Inputwerte des S1-Stadiums (%l S1) bezogen auf die des NS-

¢ Stadiums (%I NS). Jeder Datenpunkt beruht auf drei biologisch
[ unabhéngigen Experimenten (entsprechende Fehlerbalken
r représentieren die  Standardabweichung). Die fir die
- Normalisierung der SAG-ChIP-Daten verwendete Region
L SAG12-I1 ist grau hinterlegt.
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Sowohl fur AG als auch STM konnten deutliche Level an H3K27me3, vergleichbar mit denen an SAG12, in NS
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Jedoch zeigte sich, dass es in Abhédngigkeit von den untersuchten
Bereichen der Gene, ebenfalls zu einem mehr oder weniger starken Verlust der H3K27me3-Modifikation im S1-
Stadium im Vergleich zum NS-Stadium kommt. Die einzige Genregion, die stabil mit H3K27me3 markiert ist,
war die AG-I-Region (Promotor; -1460 bis -1299bp upstream des Translationsstarts). Auf Grund des Riickgangs
der H3K27me3-Markierung an den untersuchten Genen, wurde die Expression von AG und STM im NS- und S1-
Stadium Uberpruft. Fir beide Gene konnte in beiden Stadien nur eine sehr geringe Transkriptmenge nachgewiesen
werden. Im Gegensatz zu STM, weist AG eine leichte Erh6hung des gemessenen Transkriptgehalts im S1-Stadium
im Verhdltnis zur NS-Kontrolle auf (Daten nicht gezeigt). Fir die durchgefuhrten ChlIP-Analysen an den
Zielgenen, konnte die Normalisierung auf die AG-I-Region nicht erfolgen, da die Analysen der STM und AG-
Regionen erst zu einem spéteren Zeitpunkt in der Arbeit erfolgten und so nicht parallel mit den ChIP-

Experimenten an den SAGs durchgefiihrt wurden. Daher erfolgte die Normalisierung der %-Inputwerte beider
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Stadien des Zielgens fir die H3K27me3 immunoprazipitierte DNA auf die %-Inputwerte von SAG12-11 von nicht
seneszenten (NS) Blattern. Dennoch sollte in zukinftigen Untersuchen beziglich der biologischen Bedeutung der
Trimethylierung von H3K27 an SAGs, die AG-1-Region sowie weitere putative Referenzgene mit untersucht

werden.

A.2 Bestimmung der Nukleosomendichte in reifen und seneszenten Blattern im WT.

Neben den bereits erwahnten IPs mit spezifischen Antikérpern gegen N-terminale Histonmethylierungen an
Histon H3, erfolgte immer parallel eine IP mit einem Antikorper gegen den nichtmodifizierten C-terminalen Teil
von H3 (s. Kapitel 111.3.1). Die Ergebnisse der Immunoprazipitation mit dem H3C-Antikorper fir die vier zu
untersuchenden SAGs sowie aller verwendeter Referenz-DNA-Regionen sind in Abbildung A-4 dargestellt.
Gezeigt sind hier jeweils die relativen Verénderungen der préazipitierten DNA-Menge aus Chromatinextrakten des
S1-Stadiums im Verhéltnis zur DNA-Menge aus Chromatin des NS-Stadiums, die 100% gesetzt wurde. Fur alle
untersuchten Loci wurden keine signifikanten Unterschiede in der Nukleosomendichte bei beiden
Entwicklungsstadien festgestellt. Ob die bei einigen Proben zu beobachtenden leichten Schwankungen eine

Bedeutung haben, miisste in weiteren Experimenten untersucht werden.
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Abbildung A-4: Bestimmung der Nukleosomendichte in reifen und seneszenten Blattern von Arabidopsis im WT. Gezeigt sind die
relativen Veranderungen der %-Inputwerte (%l) fir alle Marker- und Zielgene, die durch Immunoprézipitation mittels Antikérpern gegen den
nichtmodifizierten C-terminalen Teil des Histon H3 (H3C) fiir Chromatinextrakte aus Blattern des S1-Stadiums (orange Balken) gewonnen
wurden, bezogen auf die des nicht seneszenten Stadiums (NS, griine Balken), die 100% gesetzt wurden. Jeder Datenpunkt zeigt das
arithmetische Mittel von vier unabhéngigen biologischen Replikaten mit entsprechender Standardabweichung (diinne schwarze Fehlerbalken).

A.3 Histonmodifikationsmuster an Markergenen fur die Normalisierung der ChlP-Daten wahrend der
Seneszenz fur die SUVH2-oe-Linie.

Zu Beginn der Analysen fir diese Arbeit erfolgte die Suche nach geeigneten Referenzgenen oder DNA-
Bereichen, die stabil mit einer entsprechenden Modifikation in den zu vergleichenden Proben markiert sind
(Kapitel VI.3.1.1 sowie Appendix A.1). Fur die SUVH2-oe-Linie wurde nun ebenfalls Uberpruft ob sich die
Referenz-DNA-Bereiche flr die Normalisierung der ChIP-Daten der Zielgene eignen. In Abbildung A-5 sind die
Ergebnisse der ChlIP-Ansédtze fir die SUVH2-oe-Linie aller ausgewéhlten Referenz-DNA-Regionen gezeigt.
Insgesamt ergaben die Untersuchungen fir die H3K4me2, H3K4me3 und die H3K9me2-IPs kaum Unterschiede
fiir die untersuchten Referenz-DNA-Bereiche im Vergleich zum WT (Abb. A-1B). Fir die SAG12-11-Region, fur
die im WT ein Verlust der H3K27me3-Modifikation wéhrend der Seneszenz gezeigt wurde, konnte ein
signifikanter Anstieg, der prézipitierten DNA-Menge im S1-Stadium nachgewiesen werden. Dabei sind die %l der
H3K27me3-1P im NS-Stadium (Abb. A-5B) in etwa mit denen des NS-Stadiums des WTSs vergleichbar (Abb. A-
1B). Dariiber hinaus kommt es auch am TUA4-Gen zu einem signifikanten Anstieg der H3K27me3-Modifkation.
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werden (Abb. A-1B). Hier konnte fiir den WT kaum ein Vorkommen dieses Marks mit den untersuchten

Bereichen nachgewiesen

(R) (B)

HM transkriptionsaktives Chromatin HM transkriptionsinaktives Chromatin

H3K4me2 H3K9me2

= NS (SUVH2-0e) 08T, NS (SUVH2-0e)

$1 (SUVH2-0e) $1 (SUVH2-0e)
0,6

0,4

%Input
%Input

TUA4-lI 180bp SR SAG12-ll TUA4-II 180bp SR SAG12-Il

H3K4me3 H3K27me3

= NS (SUVH2-0e) | = NS (SUVH2-08)
S1 (SUVH2-0e) S1 (SUVH2-0e)

%Input

I I
TUA4-II 180bp SR SAG12-Il TUA4-lI 180bp SR SAG12-ll

Abbildung A-5: ChlP-Analysen der Referenz-DNA-Regionen in der SUVH2-oe-Linie. Dargestellt sind die %-Inputwerte (%Input) der
Immunoprézipitation fir TUA4-11, 180bp SR und SAG12-11 (A) uUber Antikdrper gegen H3K4me2 und H3K4me3 bzw. (B) H3K9me2 und
H3K27me3 fiir Chromatinextrakte aus nicht seneszenten (NS) und seneszenten (S1) Blattern der SUVH2-oe-Linie. Jeder Datenpunkt beruht
auf 6 unabhangigen Experimenten. Griine Balken reprasentieren die Daten, die fiir das NS-Stadium erhalten wurden. Orange Balken
représentieren die Daten, die fur das S1-Stadium erhalten wurden. Die schwarzen Fehlerbalken représentieren die entsprechenden
Standardabweichungen. Die immunoprazipitierten und (ber gPCR quantifizierten Mengen fiir die einzelnen untersuchten DNA-Bereiche
wurden auf die entsprechende DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. Sternchen (*) kennzeichnen signifikante Unterschiede
(zweiseitiger Student t-Test; * = p <0,05). Die fiir die Normalisierung der SAG-ChIP-Daten verwendete Region ist jeweils grau hinterlegt.

A.4 Bestimmung der Nukleosomendichte in reifen und seneszenten Blattern der SUVH2-oe-Linie.

Die Ergebnisse der IP mit dem H3C-Antikorper fir die SUVH2-oe-Linie sind fir die vier zu untersuchenden
SAGs sowie alle verwendeten Referenz-DNA-Regionen in Abbildung A-6A dargestellt. Gezeigt sind hier die
Verénderungen der prézipitierten DNA-Menge aus Chromatinextrakten des S1-Stadiums im Verhéltnis zur DNA-
Menge aus Chromatin des NS-Stadiums, das 100% gesetzt wurde. Fur die meisten der untersuchten Loci wurden
keine signifikanten Verdnderungen der Nukleosomendichte festgestellt. Allerdings zeigen der TUA4-I1 Bereich,
die Region I von WRKY53 sowie die Region I und Il von ANACO083 eine signifikante Zunahme der %-
Inputmenge, die im S1-Stadium im Vergleich zum NS-Stadium prazipitiert wurde. Zur besseren Vergleichbarkeit
mit den Ergebnissen der korrespondierenden Untersuchungen fiir den WT sind jeweils die relativen prazipitierten
DNA-Mengen fir die SUVH2-oe-Linie und des WTs in Form einer Ratio (S1/NS) in Abbildung A-6B gezeigt.
Aus dieser Darstellung ist Klar ersichtlich, dass es in der TUA4-11- sowie der ANACO083-11-Region zwar zu einem
signifikanten, jedoch relativ geringem Anstieg im Vergleich zum WT kommt. Im Gegensatz dazu kommt es in
den Regionen WRKY53-1 und ANACO083-1 in etwa zu einer Verdopplung, der durch den H3C-Antikorper
prazipitierten DNA-Menge aus seneszentem als aus nicht seneszentem Blattgewebe. Im WT konnte an diesen

Regionen keine Verdnderungen wéhrend der Seneszenz festgestellt werden.
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Nukleosomendichte wahrend der Blattalterung

H3C SUVH2-oe

(%! * 100)

relative Verdanderung

TUA4-lI  180bp SR WRKY53-1 WRKY53-1l ANAC083-I ANAC083-ll SAG12-I SAG12-Il

Nukleosomendichte Vergleich WT und SUVH2-oe

H3C (S1/NS)

B WT (%I S1/ %I NS)
B SUVH2-oe (%Il S1/ %I NS)

relative Veranderung

Abbildung A-6: Bestimmung der Nukleosomendichte in reifen und seneszenten Blattern der SUVH2-oe-Linie und des WTs. (A)
Gezeigt sind die Veranderungen der %-Inputwerte (%l) fur alle Marker- und Zielgene, die durch Immunopréazipitation mittels Antikorper
gegen den nichtmodifizierten C-terminalen Teil des Histon H3 (H3C) fir Chromatinextrakte aus Blattern der SUVH2-oe-Linie des S1-
Stadiums (orange Balken) gewonnen wurden, bezogen auf die des nicht seneszenten Stadiums (NS, griine Balken), die 100% gesetzt wurden.
(B) Gezeigt ist der Vergleich der relativen Verédnderungen der %I der H3C-IPs fiir die SUVH2-oe-Linie (blaue Balken) und dem WT
(schwarze Balken). Dabei wurden die %l einer Linie des S1-Stadiums auf die %l einer Linie des NS-Stadiums bezogen. Jeder Datenpunkt
zeigt das arithmetische Mittel von vier unabhé&ngigen Experimenten mit entsprechender Standardabweichung (diinne schwarze Fehlerbalken).

TUA4-Il  180bp SR WRKY53- WRKY53-1l ANAC083-1 ANAC083-l SAG12-] SAG12-l

Sternchen (*) kennzeichnen signifikante Unterschiede (zweiseitiger Student t-Test; * = p < 0,05).

A.5 H3K27me3-ChlIP-seq Ergebnisse fur die SAG12-Genregion (Brusslan et al. 2012).

I {1kb

AT5G45890 (SAG12) m

o b bl “ ” “ ‘l U 0hb w8 s o

~— positive Peaks H3K27me3 23d gegen 23d Input
— positive Peaks H3K27me3 52d gegen 52d Input

Abbildung  A-7:  Ergebnisse  der
genomweiten H3K27me3-ChIP-seq-
Analysen fir die SAG12-Genregion von
Brusslan et al. (2012). Die H3K27me3-
Modifikation ist in nicht seneszenten
Blattern vorhanden (23 Tage Probe; d,
days; lila Linien), zeigt aber nur einen
leichten, jedoch nicht signifikanten Abfall
in seneszenten Blattern (52 Tage Probe; d,
days; lila Linien).
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A.6 DNA-Methylierungsprofile an Kontrollsequenzen der Bisulfitsequenzierungsanalysen.
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Abbildung A-8: DNA-Methylierungsprofile von ELF5A-3 im WT und SUVH2-o0e an reifem und seneszentem Blattmaterial. Gezeigt
sind die Ergebnisse der DNA-Methylierungsanalysen fir beide untersuchten Stadien (NS und S1) an ELF5A-3 (AT1G69410), die mittels
Bisulfitsequenzierung erfolgten. Gezeigt sind die durch CyMATE® generierten Bilder fiir ein ELF5A3-Fragment, in denen die ausgefiillten
Symbole Cytosinmethylierung und die ungefiiliten Symbole nicht methylierte Cytosine kennzeichnen. Dabei ist der Kontext der einzelnen
Cytosine unterschieden durch rote Kreise (symmetrische Methylierung im CpG Kontext), blaue Vierecke (symmetrische Methylierung im
CpHpG Kontext; H = A, C, T) und griine Dreiecke (asymmetrische Methylierung im CpHpH Kontext). Auf der linken Seite ist jeweils die
Reihenfolge der individuellen Sequenzen der Klone aufgelistet. Es sind beispielhaft jeweils die Ergebnisse der Sequenzierung fiir den WT und
die SUVH2-o0e-Linie von zehn individuellen Klonen fiir jedes Entwicklungsstadium gezeigt.
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Abbildung A-9: DNA-Methylierungsprofile von MULE im WT und SUVH2-0e an reifem und seneszentem Blattmaterial. Gezeigt sind
die Ergebnisse der DNA-Methylierungsanalysen fur beide untersuchten Stadien (NS und S1) an MULE (AT2G15810), die mittels
Bisulfitsequenzierung erfolgten. Gezeigt sind die durch CyMATE® generierten Bilder fiir ein MULE-Fragment, in denen die ausgefiillten
Symbole Cytosinmethylierung und die ungefiillten Symbole nicht methylierte Cytosine kennzeichnen. Dabei ist der Kontext der einzelnen
Cytosine unterschieden durch rote Kreise (symmetrische Methylierung im CpG Kontext), blaue Vierecke (symmetrische Methylierung im
CpHpG Kontext; H = A, C, T) und griine Dreiecke (asymmetrische Methylierung im CpHpH Kontext). Auf der linken Seite ist jeweils die
Reihenfolge der individuellen Sequenzen der Klone aufgelistet. Es sind beispielhaft jeweils die Ergebnisse der Sequenzierung fiir den WT und
die SUVH2-oe-Linie von zehn individuellen Klonen fiir jedes Entwicklungsstadium gezeigt.



A.7 Auflistung aller im WT und/oder in der SUVH2-o0e-L.inie als differentiell reguliert definierten Gene der
Expressionsprofiling-Untersuchungen der qRT-PCR-Plattformdaten.
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Tab. A.2 Gegenuberstellung aller im WT und/oder in der SUVH2-oe-Linie differentiell regulierten Gene der TF-Plattformanalysen.

Familie WT induziert SUVH2-0e induziert Familie WT reprimiert SUVH2-0e reprimiert
NAC AT1G01010 AT1G01010 Aux/IAA AT1G15580 -

GIF AT1G01160 AT1G01060 bHLH AT1G18400 -
bHLH AT1G01260 - AP2/EREBP AT1G21910 -
MYB-related - AT1G01520 bHLH AT1G31050 -
NAC AT1G01720 AT1G01720 AP2/EREBP - AT1G44830
NAC AT1G02220 AT1G02220 C2C2(zn) DOF AT1G47655 -
bHLH AT1G02340 AT1G02340 MADS AT1G47760 -
Aux/IAA AT1G04100 - MYB AT1G49010 -
C2H2 AT1G04445 - MADS AT1G54760 -
TRAF AT1G05690 AT1G05690 NAC - AT1G62700
MYB AT1G06180 - bHLH AT1G73830 -
GRAS AT1G07520 - C2H2 AT1G75710 -
GRAS AT1G07530 - AP2/EREBP AT1G79700 -
C2C2(zn) DOF AT1G07640 - C2H2 AT1G80730 -

AS2 (LOB) | AT1G07900 AT1G07900 HB AT2G02540 -
C2H2 AT1G08290 - CCAAT-HAP3 AT2G13570 -
AP2-EREB - AT1G13260 C2C2(zn) GATA AT2G18380 -
AP2-EREB - AT1G16060 Aux/IAA AT2G22670 -

AS2 (LOB) | AT1G16530 AT1G16530 MYB AT2G22710 -

Tify AT1G17380 AT1G17380 MYB-related AT2G30420 -
MYB-related AT1G17460 AT1G17460 LIM AT2G39900 -
CCAAT-HAP2 AT1G17590 - bzIP AT2G42380 AT2G42380
MYB AT1G18570 AT1G18570 C2C2(Zn) GATA AT2G45050 -
MYB AT1G18710 AT1G18710 MYB - AT3G01140
AP2/EREBP AT1G19210 - E2F/DP AT3G01330 -

bzIP AT1G19490 AT1G19490 CPP(Zn) AT3G04850 -
MYB AT1G19510 - bHLH AT3G07340 -

HB AT1G19700 - HB AT3G18010 AT3G18010
HMG AT1G20693 AT1G20693 ABI3/VP1 AT3G18960 -
PLATZ AT1G21000 AT1G21000 - AT3G22760
GRAS AT1G21450 AT1G21450 Aux/IAA AT3G23050 -

bzIP AT1G22070 AT1G22070 C2C2(zn) DOF AT3G45610 -
MYB AT1G22640 AT1G22640 E2F/DP AT3G48160 -
AP2/EREBP AT1G22985 AT1G22985 C2C2(Zn) GATA AT3G51080 -
PERK (rec Kinase) AT1G23540 AT1G23540 SBP AT3G57920 -
C2H2 AT1G24625 - bZIP AT3G58120 AT3G58120
GARP-G2-like - AT1G25550 AP2/EREBP AT3G60490 -
NAC AT1G25580 - C2C2(Zn) GATA AT3G60530 -
AP2/EREBP AT1G28360 AT1G28360 bHLH AT3G61950 AT3G61950
AP2/EREBP AT1G28370 AT1G28370 AS2 (LOB) | - AT4G00220
WRKY AT1G29280 AT1G29280 bHLH AT4G01460 -
WRKY AT1G29860 AT1G29860 ABI3/VP1 AT4G01580 -

Tify AT1G30135 AT1G30135 MYB AT4G01680 -
CCAAT-HAP2 AT1G30500 AT1G30500 AP2/EREBP AT4G11140 AT4G11140
NAC AT1G32870 AT1G32870 CPP(Zn) - AT4G14770
NAC AT1G34180 AT1G34180 C2H2 AT4G16610 AT4G16610
TCP AT1G35560 AT1G35560 HMG AT4G23800 -

bzIP AT1G42990 - MADS AT4G24540 -
bHLH AT1G43770 - ULT AT4G28190 AT4G28190
C2H2 AT1G43860 - bHLH AT4G30180 AT4G30180
GeBP AT1G44810 - SET-domain AT4G30860 AT4G30860
AP2/EREBP AT1G46768 - AP2/EREBP AT4G32800 -
MYB AT1G48000 AT1G48000 bHLH AT4G36540 -

bzIP AT1G49720 - C2H2 AT5G03510 -
GRAS AT1G50420 - ABI3/VP1 AT5G06250 -

NAC AT1G52880 AT1G52880 AP2/EREBP AT5G10510 -

NAC AT1G52890 AT1G52890 AP2/EREBP - AT5G11190
SBP - AT1G53160 MYB AT5G11510 AT5G11510
AP2/EREBP AT1G53910 - AP2/EREBP AT5G11590 -
CCAAT-HAP2 AT1G54160 AT1G54160 MADS AT5G13790 -
C2H2 AT1G55110 - GeBP AT5G14280 -
GRAS - AT1G55580 MYB AT5G15310 -

NAC AT1G56010 AT1G56010 NAC AT5G17260 -
CCAAT-HAP5 AT1G56170 AT1G56170 SET-domain - AT5G24330
MYB AT1G56650 AT1G56650 AP2/EREBP AT5G25190 -
bHLH AT1G59640 AT1G59640 C2C2(zZn) GATA AT5G25830 -
bHLH - AT1G62975 MY B-related - AT5G37260
WRKY AT1G66600 AT1G66600 C2H2 AT5G39550 -
CAMTA AT1G67310 - bHLH AT5G39860 -

HSF AT1G67970 AT1G67970 bHLH AT5G46690 AT5G46690
C3H AT1G68200 - HB AT5G46880 -
GARP-G2-like - AT1G68670 MYB AT5G49330 AT5G49330
WRKY AT1G69310 AT1G69310 bHLH AT5G50915 -
MADS AT1G69540 AT1G69540 bHLH AT5G51790 -
C2C2(zn) DOF AT1G69570 AT1G69570 AP2/EREBP AT5G57390 -
WRKY AT1G69810 AT1G69810 ABI3/VPL AT5G60130 -

HB - AT1G70510 C2C2(zn) DOF AT5G62940 -

HB - AT1G70920 bHLH AT5G65640 -
AP2/EREBP AT1G71130 - Summe 69 21
AP2/EREBP AT1G71520 AT1G71520 rot reg nicht reg 57
AP2/EREBP AT1G72360 - grin nicht reg reg 9
Tify AT1G72450 AT1G72450

CCAAT-HAP2 AT1G72830 AT1G72830

MYB - AT1G74080

MYB - AT1G74430

MYB AT1G74650 -

AP2/EREBP AT1G74930 -

bzIP AT1G75390 AT1G75390

HB AT1G75410 AT1G75410

PLATZ AT1G76590 AT1G76590

NAC AT1G77450 AT1G77450

HSF AT1G77570 AT1G77570

bzIP AT1G77920 AT1G77920

C2C2(Zn) CO-like AT1G78600 -

Aux/IAA - AT1G80390

WRKY AT1G80840 -
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GRAS
AP2/EREBP
C2C2(Zn) GATA
GARP-G2-like
PLATZ
WRKY

HSF
ABI3/VP1
MYB

MADS
WRKY
AP2/EREBP
NAC

MYB

NAC

bHLH

bHLH
ABI3/VPL
ABI3/VPL
GARP-ARR-B
ABI3/VPL
AP2/EREBP
C2C2(Zn) GATA
MYB
RWP-RK
HMG

GRAS
AP2/EREBP
HSF
GARP-G2-like
MYB

AS2 (LOB) II
HB

C2C2(zn) DOF
Trihelix

MYB

C2H2

C2H2

NAC

MYB

C3H
CCAAT-HAP2
GARP-G2-like
bzIP

bzIP

C3H

WRKY

C3H

NAC

MYB
CCAAT-DR1
NAC

bHLH

bzIP
CCAAT-HAP2
NAC083

NAC

AT3G25990
AT3G27650
AT3G29035
AT3G43440
AT3G44350
AT3G46080

AT3G47680
AT3G49530
AT3G50260
AT3G50650
AT3G51880
AT3G51960
AT3G53310
AT3G53600
AT3G54620
AT3G55730
AT3G56400
AT3G57390
AT3G58710
AT3G61890
AT3G62090
AT4G00270
AT4G00305
AT4G00390
AT4G00850
AT4G00870
AT4G00940
AT4G01280
AT4G01520
ATA4G01540
AT4G01550
AT4G01720
AT4G02640
AT4G05100
ATAG06746
AT4G09180
AT4G11070
AT4G12240
AT4G13620
AT4G16110
AT4G16150
AT4G16430
AT4G16750

AT4G17230
AT4G17500
AT4G17570
ATAG17695
AT4G17900
AT4G18170
AT4G18880
AT4G21550
ATA4G22680
AT4G22950
AT4G23810
AT4G25490
AT4G27410
ATA4G28530
ATA4G28790
AT4G29100
AT4G31620
ATA4G31650
AT4G31920
AT4G34400
ATAG34410
ATAG34680
AT4G34990
AT4G35270
ATA4G35570
AT4G36710
AT4G36920
AT4G36990
AT4G37180
ATA4G37260

AT4G38000
AT5G01380
AT5G02320
AT5G04340
AT5G04390
AT5G04410
AT5G04760
AT5G06420
AT5G06510
AT5G06950
AT5G06960
AT5G07060
AT5G07100
AT5G07500
AT5G07680
AT5G08190
AT5G08790
AT5G11260
AT5G12840
AT5G13180
AT5G14000

AT3G25990
AT3G26790
AT3G27650
AT3G29035
AT3G43440
AT3G44350
AT3G46080
AT3G47500

AT3G50260
AT3G51880
AT3G51960
AT3G53310
AT3G53600

AT3G61890
AT3G62090

AT4G00305
AT4G00390

AT4G00940
AT4G01520
AT4G01540
AT4G01550
AT4G01720
AT4G05100
AT4G06746

AT4G11070

ATA4G16780
AT4G17230
AT4G17500

AT4G17900
AT4G18170
ATA4G18880

AT4G22950
ATA4G25490
AT4G27410
ATA4G28110
AT4G28530
AT4G28790

AT4G31620

AT4G34000
AT4G34410
AT4G34680
AT4G34990

AT4G36990
AT4G37180
ATAG37540
ATAG37790

AT5G01380

AT5G04340

AT5G04760
AT5G06420
AT5G06510
AT5G06800

AT5G06960
AT5G07100
AT5G07500
AT5G07680
AT5G07690

AT5G10570

AT5G13180
AT5G14000
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E2F/DP AT5G14960 AT5G14960
C2C2(2Zn) CO-like - AT5G15850
HSF AT5G16820 -
NAC AT5G18270 AT5G18270
MADS AT5G20240 -
AP2/EREBP AT5G21960 -
NAC AT5G22290 AT5G22290
NAC AT5G22380 AT5G22380
CCAAT-DR1 AT5G23090 -
MADS AT5G23260

NAC AT5G24590 -
C2H2 - AT5G25160
CPP(Zn) AT5G25790 AT5G25790
WRKY AT5G26170 AT5G26170
C2C2(Zn) GATA AT5G26930 -
MYB AT5G41020 -

HB AT5G41410 AT5G41410
C2H2 AT5G43170 -

HSF - AT5G43840
WRKY AT5G46350 AT5G46350
NAC - AT5G46590
bHLH AT5G46760 -
AP2/EREBP AT5G47230 -

bzIP AT5G49450 AT5G49520
WRKY AT5G49520 -
MYB AT5G49620 AT5G49620
CCAAT-HAPS AT5G50480 -
AP2/EREBP AT5G51190 -
MADS - AT5G51870
MYB-related AT5G52660 -
C2C2(zZn) CO-like AT5G54470 AT5G54470
C2H2 AT5G56200 AT5G56200
bHLH AT5G56960 AT5G56960
bHLH AT5G57150 AT5G57150
C2H2 - AT5G57520
C3H AT5G58620 AT5G58620
HB - AT5G59340
GRAS AT5G59450 -
MYB AT5G59780 AT5G59780
C2H2 AT5G59820 -
MADS AT5G60440 AT5G60440
ARF AT5G60450 -
C2H2 AT5G60470 AT5G60470
bzIP - AT5G60830
MADS AT5G60910 AT5G60910
NAC AT5G61430 AT5G61430
AP2/EREBP AT5G61890 AT5G61890
MADS AT5G62165 AT5G62165
C2C2(zn) DOF - AT5G62430
NAC AT5G63790 AT5G63790
PHD AT5G63900 -

NAC AT5G64530

MADS AT5G65060 -

bzIP AT5G65210 AT5G65210
C2C2(Zn) GATA AT5G66320 -

SRS AT5G66350 AT5G66350
C2H2 - AT5G67450
AP2/EREBP AT5G67180 -
C2H2 AT5G67450 -

Summe 314 224
rot reg nicht reg 137
grun nicht reg reg 47

Auflistung aller differentiell regulierten Gene des TF-Profilings. Gene wurden als differentiell reguliert betrachtet, wenn eine signifikante (p-
Wert < 0,05) Verénderung > 4 aufirat (Fold Change = X-fache Anderung; 24T > doppelt (log, > 2) oder 24T < 0,25 (log, < -2). Rot
markierte Gene sind solche, die nur im WT differentiell reguliert sind. Griin markierte Gene sind solche, die nur in der SUVH2-oe-Linie als
differentiell reguliert detektiert worden sind. Schwarz markierte Gene sind solche, die sowohl im WT als auch in der SUVH2-o0e-Linie als
differentiell reguliert detektiert worden sind.

A.8 Primersequenzen

Im Folgenden sind die Sequenzen aller in dieser Arbeit verwendeten Primer, sortiert nach ihrer experimentellen
Funktion aufgefuihrt. Dabei stehen die folgenden Abkulrzungen fir: F - forward Primer,

sowie LB - left border und RB - right border einer T-DNA.

Primer fiir das Uberpriifen der Allele in dem Locus von SUVH2 auf T-DNA-Insertion

AGI-Code Genbezeichnung Primerbezeichnung Sequenz 5" — 3°
P3.1 ATATGCAGGTGTAGTTGTCACGAG
AT2G33290 SUVH2 P3.2 CCAAAGATATAACAACACTATGATGAG

P3.3 (GK_left border_08409)

ATATTGACCATCATACTCATTGC

Primer fiir das Uberpriifen auf gDNA-Kontaminationen

AGI-Code Genbezeichnung Primerbezeichnung Sequenz 5™ - 3°
AT5G65080 AGL68 AT5G65080_gDNA_F* TTTTTTGCCCCCTTCGAATC
AT5G65080 AGL68 AT5G65080_gDNA_R* ATCTTCCGCCACCACATTGTAC
AT3G18780 ACT2 ACTIN2_gDNA_F* CGACTAACGTTGCCTGGATTGAC
AT3G18780 ACT2 ACTIN2_gDNA_R* CCTTGGATTAGTTCTTTTGCTTTGATG

*Primersequenzen stammen aus (Czechowski et al. 2004);

R - reverse Primer




Primer fiir qRT-PCR-Expressionsanalysen
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AGI-Code Genbezeichnung Primerbezeichnung Sequenz 5™ - 3°
18SrRNA_F! GCATTTGCCAAGGATGTTTTC
AT2G01010 185 rRNA 18SrRNA_R! GCGGAGTCCTATAAGCAAC
AT3G10590 i AT3G10590_F ACGCTGGACGGAGGACGAC
AT3G10590_R TGCTGGGCGACATTCACC
AT2G43500_F CAACGCTGATCGTAAAGGCC
AT2G43500 NLP8 AT2G43500_R TGATGGCTCGAACTTGAAACG
AT4G34400 i AT4G34400_F GTGGAGGATTCTGATGACGATG
AT4G34400_R CTTTCTTCTGGCTTTTTGGTATTG
R i AT5G04390 F TACCAGCACCGGAAGATGAGAA
AT5G04390_R CCACCAAAGTAGGAGCAGACAAGAC
ACTIN2_F1 TCCGGCGACTTGACAGAGAA
ACTIN2_R1 AGCGGAAGAAGATGAGATTGAGG
AT3G18780 ACT2 ACTIN2_F2* TCCTCAGCACATTCCAGCAGAT
ACTIN2_R2* AACGATTCCTGGACCTGCCTCATC
ANAC019 F GAGGAGGAAGTCGAGAGCAGTC
AT1G52890 ANAC019 ANAC019 R CATCACATAAACCCAAACCCAC
ANACO081_F GGTAGTTCCATGGAGTTGTTG
AT5G08790 ANAC08L ANAC081 R CTAAGAGCCAGGGATGAGTTG
ANAC083_F CAGACCAAACAGATGATAAAACAAAAC
ATSG13180 ANAC083 ANAC083 R GAAGCATGATCGGAAGAAGGAG
ANAC104_F CTCCCGGATTCCTCTTCTTCA
ATS5G64530 ANAC104 ANAC104 R GAGTTCTGTCCCATCATCGTCTTC
AZF3_F ATGGCGGCGATCTTGACTCTGTG
AT5G43170 AZF3 AZF3_R GCTCCGGTGGCTCGCTTTATGA
GAPDH _F1* TCTCGATCTCAATTTCGCAAAA
GAPDH _R1* CGAAACCGTTGATTCCGATTC
AT1G13440 GAPDH GAPDH _F2* TTGGTGACAACAGGTCAAGCA
GAPDH _R2* AAACTTGTCGCTCAATGCAATC
FRK_F GTTTATAGTCTTGGGGTTGTTCTTC
AT2G19190 FRKL FRK_R GATCACTTATATGCACCTTCTCTG
HY5_F1 GTCCCGCTCTTTTCCTCTTTATC
HY5_F1 GATGACCTCTCGCTGCTTGATG
ATSG11260 HYS HY5_F2 AAGCGGCTGAAGAGGTTGTTG
HY5_F2 GTCTAAGCATCTGGTTCTCGTTCTG
MYB13_F CATTTGGCTTCCTTTGCTTTCAC
AT1G06180 MYB13 MYB13_R GTCTTCTCCCCATCTTTTTCTTCC
MYB75_F GAAGCGACGACAACAGAAAAG
AT1GS6650 MYB75 MYB75_R CCTATACACAAACGCAAACAAATG
MYB90_F GATTGTTCCTGAAGCGACGAC
AT1GE6390 MYB90 MYB90_R ATACGAAAGAAAAGCCACCCAC
ORA47_F CAAGGGAGAAGAAGAATCGGGTTTAG
AT1G74930 ORA4T ORA47 R GAGAAGTCGTCGGAGAAGGAATC
RBCS_F CATCACAAGCAATGGGGGAAGAG
ATLG67090 RBCSIA RBCS_R CCATTTGTTGCGGAGAAGGTAGTC
RPS17_F CGAAGCCGGAGGAGATGAAC
ATLG79850 RPS17 RPS17_R CGGGATACACAACAAACAAACAGAAG
SAG12_F GCTTTGCCGGTTTCTGTTG
AT5G45890 SAG12 SAG12_R GTTTCCCTTTCTTTATTTGTGTTG
SUVH1_F CGCAACATCAGCAGCCTCAG
AT5G04940 SUVHL SUVH1_R CCGCGTTGCCATTAGACACATC
P1.1 GGAGCCCAGGTGTTGTTTC
P1.2 CGGCGGTGGAGGATTG
AT2G33290 SUVH2 P2.1 GTCAGGATCATCAACACAAGCAG
P2.2 CCCACAGCAAACCACCAATC
SUVH3_F ATCGTCTCTGCTCTTTCATCATCC
AT1GT73100 SUVH3 SUVH3 R TCCTTGCATTGCTAAACTCCTCTA
SUVH4_F GAGGGGCAACCAGAACTAACTAC
ATSG13960 SUVH4 SUVH4 R CGGAGATGTCCTCACATACCAAAC
SUVH5_F CGTGCTTGATAACTCTGATGTCTTG
AT2G35160 SUVHS SUVH5_R GCTGCTGGTCTTTGGGTGG
SUVH6_F GGAGAAGTGCCTGGGGTTGAG
AT2622740 SUVHG SUVH6_R CGGCCTGGCTTGGTTTATG
SUVH7_F CCGACGGAGCCGAAGAAGCC
ATIGL7TT0 SUVH? SUVH7_R CCGCATCAAACCGCATCATAAC
SUVHS8_F CCTATTAATGCTATTTGATGATGGAG
AT2G24740 SUVHe SUVH8_R CTGATCTTTCTCTGTGGACTGGAC
SUVH9_F ATGGGACGCTAATAAGACAGAAACC
ATA4G13460 SUVH9 SUVH9 R CAACCCCAGCATACTCACAAATAAAAG
SUVH10_F1 CTAGTGGGGCTCCATTCAGG
SUVH10_R1 CGGGATCTTCGGTTTTGTCAG
AT2G05900 SUVH10 SUVH10_F2 GCTCCATTCAGGCACCATTG
SUVH10_R2 CATCCTTCATACATCTAACCACTCTC
TUA4 GCTGTTGGTGGAGGGACTGG
AT1G04820 TUA4 TUA4 CCTGTGGAGATGGGTAAACTGTG
UBQ10_F* GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG
AT4G05320 UBQ10 UBQ10_R* AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAGT
WRKY6_F GCAGCAACAGCAACAACAGAACA
AT1G62300 WRKY6 WRKY6_R GACACATCCTCGGCCTCACCTAC
WRKY44_F1 GAGGAAATACGGACAGAAGCAAGTTA
AT2G37260 WRKY44 WRKY44_R1 CGCCGTGGAAGAGGACAAGAT
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WRKY44_F2 CCGGTGAAGAAGAAAGTAGAGAGA
AT2G37260 WRKY44 WRKY44_R2 ACGCCGTGGAAGAGGACAAG
WRKY53_F1 CAGACGGGGATGCTACGG
WRKY53 R1 GGCGAGGCTAATGGTGGTG
WRKY53_F2 CCGATGGGCTTGATGATGG
AT4G23810 WRKYS3 WRKY53 R2 CGCGGGGAAAGTTGTGTC
WRKY53_F3 GATCAGACGGGGATGCTACGG
WRKY53 R4 GGCGAGGCTAATGGTGGTG
WRKY54_F GATTCGGAAAAGACATTGGCTG
AT2G40750 WRKYS4 WRKY54 R GTCACACTGCTGGTGTTGTTCTC
WRKY70_F GACTATACTTGAGGACGCATTTTC
AT3G56400 WRKY70 WRKY70_R TTCGAGCTCAACCTTCTGGAC

*Primersequenzen stammen aus Czechowski et al. (2004) und wurden fiir die Analyse der Expression putativer Referenzgene in den
Transkriptionsfaktorplattformanalysen untersucht; ‘markierte Primer wurden designt von Dr. Olaf Barth(AG Prof. Dr. Humbeck,
MLU Halle-Wittenberg)

Primer fiir gPCR-ChlP-Analysen

AGI-Code Genbezeichnung Primerbezeichnung Sequenz 5™ - 3°
ACTIN2_C_F CGACTAACGTTGCCTGGATTGAC
AT3G18780 ACT2 ACTIN2_C_R CTTGGATTAGTTCTTTTGCTTTGATG
TUA4-I_F GCTCCGATTTTGGTTCAGTTCTT
TUA4-1_R GCTCGTTTTGTGACCGTTTCTC
AT1604820 TUA4 TUA4-II_F GCTGTTGGTGGAGGGACTGG
TUA4-1I_R CCTGTGGAGATGGGTAAACTGTG
MULE_F GCTCCCTCTATGGTTTACCCTCTACTG
AT2G15810 MULE MULE _R GTTTCCGTTGCTTGTGGCTTCTATG
) 180bD SR 180bp SR_F GAATCTCAACCGGTTCTCAAAAG
P 180bp SR _R CCTCGTCTGCTATCAATGTGGA
AG-I_F GATTTACCCAAAGATTTTAGTGCCTC
AG-I_R GAGTTATTGGTGGGTAGTTCTTGTGTG
ATAG18960 AG AG-II_F CTTTCTCTTACTTTCCTTTCTTATCTC
AG-1I_R CTAGCTAGTTTCACCTTATTCACTC
ANAC083-1_F CTTCTCCGGCTCCCTCAAACC
ANACO083-I_R GCCAACCTAGCTAAGTCGTCCATTC
AT5G13180 ANAC083 ANACO083-11_F CAGACCAAACAGATGATAAAACAAAAC
ANAC083-1I_R GAAGCATGATCGGAAGAAGGAG
STM-I_F CTTCCTGGTCTCTCTTCTGCTG
STM-I_R CTCCCGGGATTTATGCTTCAAC
AT1C62360 ST™M STM-II_F GCATTCATACTATATCGTTAGGGAC
STM-1I_R CACTTCATTCAGCTTTTAGGATTTC
WRKY53-1_F GATCATATCATTCTTTCAGTCCATC
WRKY53I_R CCAACTTAACATATCTCTTCCTTCC
AT4G23810 WRKY53 WRKY53-11_F CATCATCGCCAAGATTACATTTTC
WRKY53-1_R CTCTGGGCTTATTCTCACTTTTTC
SAG12-I_F CTAAAAATCCGAGCAAAGTGAGTG
SAG12-1_R CAGAAGGGTACTGAGATGGGGT
ATSGA5890 SAG12 SAG12-1I_F CGTCGCTATATTTTCATCATTCTGTTTC
SAG12-1I_R CACGGCCGTGTTTAGTCATCC
Sequenzierprimer
Primerbezeichnung Sequenz 5™ - 3°
pGEM-T-Vektorprimer SP6* AGCTATTTAGGTGACACTATAG
pGEM-T-Vektorprimer NewT7* GTAATACGACTCACTATAGGGC
pJET1.2_F1* CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
pJET1.2_ R1* AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG
pJET1.2_F2! TGTCCCAATTAGTAGCATCACG
pJET1.2_ R2! AAGAAAACCCACGCCACCTACAAC
*QOriginal Sequenzierungsprimer pGEM-T-Vektor bzw. pJetl.2-Vektor; *Primer von Dr. Olaf Barth (AG Prof. Dr. Humbeck, MLU Halle-
Wittenberg) designt.

Primer fiir Dig-Markierungs-PCR FiSH des 180bp Repeats

Primerbezeichnung Sequenz 5™ - 3°
180bp_F* GATCAAGTCATATTCGACTCCAAAAC
180bp_R* GATCTCATGTGTATGATTGAGTATAAG

*Primerdesign erfolgte durch Dr. Andreas Fischer (AG Prof. Dr. Reuter, MLU Halle-Wittenberg)

Primer fiir Dig-Markierungs-PCR Northern SUVH2 (AT2G33290)

Primerbezeichnung Sequenz 5” - 3°
SUVH2-N_F1 CAAGAAGGAGAATGTACCCGTGTT
SUVH2-N_R1 CTCCAGCGCAAAAAGCATC
SUVH2-N_F2 CGGGCATCTATTGAAAGGAAAG
SUVH2-N_R2 CACACGGGGGAACATCAGG
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Primer fiir DNA-Methylierungsuntersuchungen iiber Bisulfitsequenzierung

AGI-Code Genbezeichnung

Primerbezeichnung

Sequenz 5™ - 3°

Ta (°C) / Amplikon (bp)

W53-_F

GAAATAAAATAATTATTTATGGTTTGGT

55/373

W53-I_R CTCCCAACTTAACATATCTCTTCCTTCCAT
W53-11_F GATATGTTAAGTTGGGAG

AT4G23810 WRKYS3 W53-11_R CTTATTCTCACTTTTTCT 51/530
W53-11I_F AAGTGAGAATAAGYYYAGAGAGAGG 547378
W53-11I_R CRTCTTTACCATCATCAARCCCATC
ELF5A-3 F GGATTGTGATYTGGTGTTTAGTGTTGAG

ATIC69410 ELFSA-S ELF5A-3_ R CAAARAACAAAACCCTCTAATTCAACCA 60/472
MULE_BS_F AGAAGGATTTGGAGTTAGGTGTGGG

AT2G15810 MULE MULE_BS R CTTCTTCCTARCATCCCTTAATCC 60/394

Neben den Primersequenzen sind zudem die (iber Gradienten-PCR (s. Kapitel V.2.5.2.3) bestimmten Annealing-Temperaturen (Ta) sowie die
Lénge der amplifizierten PCR-Fragmente (inklusive der Primersequenzen) gegeben. Die Cytosine, die in den Primersequenzen vorkommen,
wurden durch degenerierte Basen (Y fur C im forward Primer sowie R fir G im reverse Primer jeweils komplementar zum analysierten
kodierenden DNA Strang) ersetzt, um eine bevorzugte Amplifikation von nicht konvertierter DNA zu vermeiden.

Primer fiir die TF-Plattformanalysen

Die Primersequenzen fiir die 1870 Gene, die fir TFs oder TRs kodieren und deren Expression in den TF-
Plattformexperimenten untersucht wurde, sind aus Platzgriinden nicht in dieser Arbeit aufgefiihrt. Die
entsprechenden Sequenzen kdénnen jedoch in einer zu dieser Arbeit entstanden Publikation nachgelesen werden
(Ay et al. 2013; Supplementary DS 5b). Die Primer wurden zudem von Czechowski et al. (2004) generiert und

untersucht.

XXIH1



XXV

- CURRICULUM VITAE -

PERSONLICHE ANGABEN

Name: Nicole Ay (geb. Sommer)

Geburtsdatum: 29. Marz 1979

Geburtsort: Halle (Saale)

Wohnsitz/Anschrift: Universitatsring 6, 06108 Halle (Saale)
Familienstand: verheiratet, ein Kind

WERDEGANG

01/2014 - heute
10/2013 - heute

06/2011 - 08/2013

07/2010 - 06/2011
02/2010 - 07/2010

07/2009 — 02/2010

03/2005 - 07/2009

08/2004 - 02/2005

09/2003 - 07/2004

09/1997 - 07/2004

1996 - 1997

Selbstandig

Anfertigen der Dissertationsschrift

Titel: ,,Dynamik von Chromatinmodifikationen und ihr Einfluss auf regulatorische Faktoren der
Blattseneszenz in Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH."

Wissenschaftliche Mitarbeiterin

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg; Institutsbereich Pflanzenphysiologie
Forschungsschwerpunkte: DFG finanziertes Drittmittelprojekt

Titel: ,,Das seneszenzassoziierte Kernprotein HvS40, ein Mitglied der DUF584-Familie —
Untersuchungen zur Regulation und zur méglichen Funktion wahrend der Blattseneszenz
Elternzeit

Wissenschaftliche Mitarbeiterin

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg; Institutsbereich Pflanzenphysiologie
Forschungsschwerpunkte: DFG finanziertes Drittmittelprojekt

Titel: ,,Das seneszenzassoziierte Kernprotein HvS40, ein Mitglied der DUF584-Familie —
Untersuchungen zur Regulation und zur moéglichen Funktion wéhrend der Blattseneszenz™
Regionalmanagerin

LMI Deutschland GmbH, Dresden

Aufgabenschwerpunkte: Fihrungskréafteentwicklung; Personalrecruiting;

Trainerin “Youth Leader Concept*

Wissenschaftliche Mitarbeiterin

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg; Institutsbereich Pflanzenphysiologie
Forschungsschwerpunkte: Arbeit am Dissertationsthema

Wissenschaftliche Hilfskraft

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Diplomarbeit

Titel: ,,Identifizierung und Charakterisierung von neuen Seneszenzassoziierten Genen

aus Primérblattern von Hordeum vulgare L.

Studium Diplom-Biologie

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Schwerpunkte: Pflanzenphysiologie, Genetik, Biochemie, Phytopathologie

Allgemeine Hochschulreife

Europa - Gymnasium, Dessau

Veroffentlichungen & Auszeichnungen

Internationale
Veroffentlichungen

Auszeichnungen

Ay et al. (2014a) “Epigenetic control of plant senescence and linked processes.” Journal of
Experimental Botany.

Ay et al. (2014b) “Regulatory factors of leaf senescence are affected in Arabidopsis plants
overexpressing the histone methyltransferase SUVH2” J Plant Growth Regul.

Ay et al. (2009) “Epigenetic programming via histone methylation at WRKY53

controls leaf senescence in Arabidopsis thaliana.” The Plant Journal.

Ay et al. (2008) “Identification and characterization of novel senescence-

associated genes from barley (Hordeum vulgare) primary leaves” Plant Biology.

Janack® and Ay’ et al. (2014) Studies on epigenetics of plant senescence. (Submitted)
*authors contributed equally to the work

Ay' and Janack et al. (2014) Senescence-specific histone modifications and DNA methylation
at the senescence-associated gene HvS40 in barley. (In preparation)

*authors contributed equally to the work

Poster Award Winner

“2. International PhD school Plant Development™ (Deutschland, Retzback 2009)
Reinhold-von-Sengbusch-Preis

21. Tagung ,,Molekularbiologie der Pflanzen" (Deutschland, Dabringhausen 2008)

FESPB Poster Award Winner

“Federation of European Societies of Plant Biology” (Polen, Krakau 2004)

Zertifikation “Effective Personal Leadership”-Management-Programm (Deutschland, 2009)



- EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG -

Ich erkladre an Eides statt, dass ich mich mit der vorliegenden Arbeit erstmals um die Erlangung des
Doktorgrades bewerbe. Ferner erklére ich, dass ich die vorliegende Arbeit ,,Dynamik von
Chromatinmodifikationen und ihr Einfluss auf regulatorische Faktoren der Blattseneszenz in
Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH." selbstdndig und ohne fremde Hilfe verfasst, andere als die
angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und die den benutzten Werken wortlich oder

inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich gemacht habe.

Halle (Saale), 29.0ktober 2014

Nicole Ay

XXV



