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Einleitung

5 Einleitung

Zea mays ist eine alte Kulturpflanze aus der Familie der SiRgraser (Poaceae), deren Domestikation
vor ca. 10000 Jahren aus dem Gras Teosinte begann. Urspriinglich stammt der Mais aus
Zentralamerika. Heute werden fast ausschlieBlich Hybridsorten verwendet, die in ihrer direkten
Nachkommenschaft besonders hohe Ertrage liefern. Von allen Getreidearten hat die Unterart Zea
mays subsp. mays die weltweit hdchste Produktionsrate. Die Weltproduktion von Mais lag 2010 bei
ca. 820 Mio. Tonnen, von denen ca. 320 Mio. Tonnen in den USA angebaut wurden (Kempken &
Kempken, 2012). Obwohl Mais in vielen Regionen wie z.B. Lateinamerika und Afrika ein
Grundnahrungsmittel ist, wird das Getreide vor allem als Futterpflanze, zur Olgewinnung und fiir
industrielle Prozesse wie z.B. flr Ethanol-Kraftstoff verwendet. Fur Genetiker ist Mais seit
Jahrzehnten ein wichtiges pflanzengenetisches Untersuchungsobjekt zur Aufklarung von
biologischen- und Entwicklungsprozessen. Zu den vorteilhaften Eigenschaften von Mais zéhlen
eine kurze Generationszeit und viele Nachkommen. Laut aktuellen Untersuchungen sind 32000
Gene auf dem ca. 2,3 Gbp grofRem Maisgenom bzw. auf 10 Chromosomen lokalisiert (Schnable et
al., 2009; Kempken & Kempken, 2012). Als Untersuchungsmodel zur Samenentwicklung werden
der Maisembryo und das Maisendosperm verwendet. Die Entstehung der beiden Gewebe und die

Charakteristika des Endosperms werden im Folgenden naher erldutert.

5.1 Die Befruchtung der Samenpflanzen
5.1.1 Differenzierung der Gymnospermen- und Angiospermenbefruchtung

Gymnospermen (Nacktsamer) und Angiospermen (Bedecktsamer) unterscheiden sich in ihrer
Samenstruktur und in ihrem Befruchtungsprozess. Das gemeinsame Merkmal der Gymnospermen
ist, dass sich die Samenanlage mit der Embryosackzelle fiir den Pollen frei zugénglich auf der
Oberflache der Megasporophylle befindet und der resultierende zygotische Embryo N&hrstoffe aus
dem umgebenden weiblichen Megagametophytengewebe fiur das Wachstum und den
Reifungsprozess absorbiert (Baroux et al., 2002; Huh et al., 2007). Im Gegensatz dazu ist bei den
Angiospermen der weibliche Gametophyt, als Ort der Befruchtung, innerhalb des maternalen
Sporophytengewebes eingebettet (Gehring et al., 2004; Huh et al., 2008). Dieses dient zum Schutze
des Gametophyten, welcher sich nach Befruchtung zur Frucht entwickelt (Baroux et al., 2002). Im
Gegensatz zur tierischen Keimzelle, in der schon wéhrend der Embryonalentwicklung die Meiose
zur Entwicklung der ménnlichen und weiblichen Gameten beginnt, missen pflanzliche Keimzellen

noch multizelluldre haploide Gametophyten produzieren. Folglich hat der Lebenszyklus der

1
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blihenden Pflanzen abwechselnd diploide (Sporophyten) und haploide (Gametophyten)
Generationen (Scott & Spielman, 2006; Huh et al., 2008).

5.1.2 Entwicklung des weiblichen Gametophyten der Angiospermen

In der weiblichen Gametogenese unterliegt die Megasporenmutterzelle der Meiose, woraus vier
haploide Megasporen resultieren (Abbildung 1). Abgesehen von wenigen Ausnahmen (wie z.B.
Allium, Fritillaria und Adoxa) Uberlebt nur eine der Megasporen, wohingegen die verbleibenden
Megasporen einem programmierten Zelltod unterliegen (Sitte & Strasburger, 2002; Huh et al.,
2008). Die Uberlebende Megaspore durchléuft weitere Kernteilungen und bildet dabei den
multizelluldren, haploiden, weiblichen Gametophyten (Mosher & Melnyk, 2010). Bei der am
weitesten verbreiteten Art der Embryosackbildung, dem Polygonum-Typ welcher aus acht Kernen
besteht (Baroux et al., 2002; Mosher & Melnyk, 2010), umgeben sich am mikropylaren und
chalazalen Pol des Embryosacks je drei Zellen mit eigenem Plasma und bilden mit einer diinnen
Zellwand umhillte Zellen. Aus den drei am chalazalen Pol lokalisierten Zellen gehen die
Antipoden hervor (Sitte & Strasburger, 2002). Von den am mikropylaren Pol lokalisierten Zellen
entwickelt sich die mittlere Zelle zur groRReren haploiden Eizelle und die beiden anderen zu den
Synergiden (Sitte & Strasburger, 2002; Huh et al., 2008). Eine Aufgabe der Synergiden besteht
darin, den Pollenschlauch zum weiblichen Gametophyten zu lenken (Higashiyama et al., 2001),
wahrend die Eizelle den embryonalen Vorlaufer darstellt (Gehring et al., 2004). Eine Besonderheit
sind die zwei Polkerne, die wéhrend der Zellularisierung zur Mitte des weiblichen Gametophyten
wandern, und vor (z.B. Arabidopsis) bzw. zum Zeitpunkt der Befruchtung (z.B. Mais) fusionieren
(Olsen, 2004) und den diploiden Zentralzellkern bilden (Gehring et al., 2004).

5.1.3 Entwicklung des méannlichen Gametophyten der Angiospermen und doppelte
Befruchtung der Ei- und Zentralzelle

Die diploiden Pollenmutterzellen durchlaufen im Inneren der Sporangien einer Anthere eine
Meiose aus der vier haploide Mikrosporen resultieren (Abbildung 1). Die aus der Meiose
hervorgegangen Mikrosporen unterliegen weiteren Mitosen und représentieren den reifen
ménnlichen Gametophyten (Campbell et al., 2003; Huh et al., 2008), welcher aus zwei haploiden
Spermazellen, die aus der generativen Zelle hervorgegangen sind (Sitte & Strasburger, 2002) und
einer vegetativen Zelle (Pollenschlauchzelle) (Gehring et al., 2004) besteht. Nach der Freisetzung
des reifen ménnlichen Gametophyten keimt dieser unter Bildung eines Pollenschlauchs auf dem

Stigma der weiblichen Blite aus (Huh et al., 2008). Der von der vegetativen Zelle gebildete
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Pollenschlauch hat einerseits die Funktion, die Spermazellen in die Nahe der Eizelle zu
transportieren, zum anderen aber auch eine Verankerungsfunktion und dient als Haustorium der
Aufnahme von Nahrstoffen fir die Entwicklung und das Wachstum des Schlauches(Sitte &
Strasburger, 2002) . Mithilfe von Peptiden, die vom weiblichen Gametophyten abgesondert
werden, wird der Pollenschlauch zum Eiapparat dirigiert (Marton et al., 2012). Dabei dringt der
Pollenschlauch (ber einen Transmissionskanal durch die Mikropyle in die Samenanlage ein und
entlésst die zwei Spermazellen. Eine der Spermazellen befruchtet die Eizelle und bildet die diploide
Zygote, wahrend die zweite Zelle sich mit den beiden Polkernen vereinigt und im Zentrum der
Zentralzelle des Embryosacks einen triploiden (3n) Kern bildet, aus dem das Endosperm
hervorgeht (Berger, 1999; Baroux et al., 2002; Gehring et al., 2004; Huh et al., 2008). Diese
doppelte Befruchtung der Ei- und Zentralzelle ist das charakteristische Merkmal der Angiospermen
(Baroux et al., 2002; Huh et al., 2007).

B Abbildung 1: Entwicklung angiospermer Gametophyten.
(A) Megasporenmutterzelle (MMC) und Entwicklung des
weiblichen Gametophyten. AC, Antipodalzellen ; CCN,

MMC PMC

Zentralzellen Nukleus; EC, Eizelle; MMC, Megasporen
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Mutterzelle; SC, Synergienzelle.

: (B) Pollenmutterzelle (PMC) und Entwicklung des méannlichen
= Tetrad
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2008)
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5.1.4 Embryogenese der Angiospermen

Nach Befruchtung der Eizelle teilt sich die daraus resultierende Zygote periklin, infolgedessen
gliedert sie sich in eine basale und eine terminale Zelle. Aus der Terminalzelle geht durch weitere
Zellteilungen der Embryo hervor, wohingegen der Suspensor sich aus der periklin teilenden
Basalzelle entwickelt (Haig & Westoby, 1991; Campbell et al., 2003; Huh et al., 2008). Der
Suspensor verankert den Embryo an den Integumenten der Samenanlage und absorbiert wahrend

der frihen Embryogenese Néhrstoffe aus dem umgebenen weiblichen Gewebe (Huh et al., 2007).
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Langs der apikal-basalen Achse erzeugt der Embryo das Hypokotyl, ein Spross- sowie Wurzel-
Apikalmeristem und die in unterschiedlicher Zahl vorkommenden Kotyledonen (Campbell et al.,
2003). Die meristematischen Gewebe bestehend aus undifferenzierten, totipotenten und
teilungsféhigen Zellen, sind den Keimzellen der Tiere &hnlich, sie sind fiir die Bildung aller Organe
der adulten Pflanze verantwortlich (Huh et al., 2008).

5.1.5 Das Produkt der doppelten Befruchtung der Angiospermen: das Endosperm

Vor Uber hundert Jahren wurde entdeckt, dass das Endosperm ein Produkt der bei Angiospermen
auftretenden doppelten Befruchtung ist (reviewed von Sargant, 1900). Es stellt ein Analog der
Séugetier Plazenta dar und n&hrt den sich entwickelnden Embryo, da es reich an N&hrstoffen wie
Proteinen und Kohlenhydraten ist (Berger, 1999; Huh et al., 2007). Zun&chst werden die
Néhrstoffe im Endosperm gespeichert, jedoch wird diese Speicherfunktion bei vielen Pflanzen
mehr oder weniger von den anschwellenden Kotyledonen des Embryos Gibernommen (Campbell et
al., 2003). Das persistente Endosperm der monokotylen Pflanzen wie z.B. Mais, Reis und Weizen
speichert Nahrstoffe, die vom Keimling nach der Keimung genutzt werden kdnnen. Es umfasst den
Grof3teil des reifen Samens. Jedoch kann das Endosperm abhdngig von der Pflanzenspezies auch
fehlen (z.B. Podostemonaceae), kurz existieren (z.B. Orchidaceae) oder wie bei vielen Dikotylen
im reifen Samen fehlen (z.B. Bohne und Arabidopsis). Da die Nahrungsreserven des Endosperms
zu den Kotyledonen transportiert und durch den sich entwickelnden Embryo absorbiert werden,
bevor der Samen seine Entwicklung vollendet hat (Baroux et al., 2002; Feil & Berger, 2007;
Sabelli & Larkins, 2009).

Der evolutiondre Ursprung des Endosperms ist bis heute ungeklart (Gutierrez-Marcos et al., 2012),
obwohl schon vor 100 Jahren Hypothesen aufgestellt wurden, die unter anderem besagen, dass das
Endosperm moglicherweise von einem (berzéhligen Embryo abstammt, der eine Embryo
erndhrende Funktion erwarb (Friedman, 2001). Eine weitere Hypothese unterstutzt die
Sexualisierung des weiblichen Gametophyten der Gymnospermen, stimuliert durch ein zweites
Befruchtungsereignis. Demzufolge das Endosperm der Angiospermen ein Homolog des weiblichen

Gametophyten der Gymnospermen ist (Friedman, 2001; Baroux et al., 2002).

Der aus der doppelten Befruchtung resultierende Embryo und das Endosperm sind abgesehen von
ihrem Ploidiegrad genetisch identisch (Gehring et al., 2004; Huh et al., 2007), wobei die
Entwicklung und Funktion des Endosperms, wie auch die Sdugetier Plazenta zum Teil durch

genomisches Imprinting reguliert wird (Reik & Walter, 2001; Gehring et al., 2004).
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5.2 Imprinting bei Angiospermen und Saugetieren

Genomisches Imprinting ist ein seltenes Phanomen der Genregulation in Angiospermen und
Saugetieren. Uber die Regulation der imprinteten Gene, insbesondere in Pflanzen, kdnnen bisher
nur in sehr begrenztem Ausmall Aussagen gemacht werden. Es wird vermutet, dass dieses
unabhéngig in Séaugetieren und Angiospermen voneinander entstanden ist (Gehring et al., 2004;
Scott & Spielman, 2006). Imprinting fuhrt zu einer monoallelischen Expression, bei der Gene
entsprechend ihrem elterlichen Ursprung exprimiert werden (Huh et al., 2007). Entdeckt wurde
dieses Expressionsmuster in Pflanzen, im Zuge von Analysen eines maternalen Effekts des R-Gens,
welches fur die Anthocyan-Akkumulation im Aleuron des Maissamens verantwortlich ist
(Kermicle, 1970). Imprinting in S&ugetieren wurde erst spater bei Kern-Transplantations-
Experimenten an Mausen entdeckt (McGrath & Solter, 1984; Surani et al., 1984).

5.2.1 Evolutionarer Ursprung der genomischen Pragung

Der funktionelle evolutiondre Ursprung des Imprinting-Mechanismus in Angiospermen und

Séaugetieren wird auf Basis alternativer Modelle diskutiert.

Die am héaufigsten erdrterte Theorie ist der von Haig und Westoby 1989 formulierte parentale
Konflikt (Haig & Westoby, 1989). Die Theorie besagt, dass ein inter-genomischer Konflikt
zwischen maternalen und paternalen Genomen Uber die Zuteilung der Ressourcen von der
maternalen Pflanze zum Samen besteht (Haig & Westoby, 1991). Da der maternale Elter seine
genetische Information allen Samen vererbt, erhalten alle Nachkommen die gleiche
Ressourcenmenge fiir Wachstum und Entwicklung. Allerdings kommt es zu einer eingeschrénkten
Ressourcen-Zuteilung von der Mutter zum einzelnen Samen, um das eigene Uberleben zu
gewdhrleisten. Der paternale Elter hingegen versucht, die maximale Menge der miitterlichen
Ressourcen an seine Nachkommen zu leiten, um den genetischen Fortbestand zu sichern (Gehring
et al., 2004; Huh et al., 2008). Die parentale Konflikttheorie wird durch Ergebnisse aus
Interploidie-Kreuzungen in Arabidopsis, die zu einer verminderten oder verstarkten Embryo- bzw.
Endospermentwicklung fiihrten (Scott et al., 1998), sowie durch Mausexperimente bei denen
diploide gynogenetische (2m:0p) oder androgenetische (0m:2p) Mausembryonen, welche

Entwicklungsstérungen aufwiesen, unterstiitzt (McGrath & Solter, 1984; Surani et al., 1984).

Die "Eierstock-Zeitbomben™ Theorie vermutet hinter Imprinting eine Strategie zur Verhinderung
von Parthenogenese. Dieser Imprinting-Mechanismus bietet demnach einen evolutiondren Vorteil
durch den Schutz der Mutter vor der Entwicklung parthenogenetischer Embryonen bzw. vor der

Entstehung von Teratomen in der Geb&rmutter durch unbefruchtete Oocyten. Dementsprechend
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werden maternale Allele von wachstumsfordernden Genen inaktiviert oder herunterreguliert
wahrend eine paternale Expression flr eine erfolgreiche Embryogenese essenziell ist (Varmuza &
Mann, 1994). Eine Schwache dieser Theorie besteht darin, dass sich dadurch lediglich das
Imprinting von Genen erklaren l&sst, die an der Entwicklung des Trophoblasten beteiligt sind
(Morison et al., 2005; Graw & Hennig, 2010).

Eine weitere Theorie betrifft Transposons, Pseudogene und repetitive Elemente, deren
Inaktivierung durch epigenetische Modifikationen (Ferguson-Smith, 2001), zur evolutionéren
Entstehung des Imprintings beigetragen haben kann (Barlow, 1993). Das Phdnomen wurde zuerst
in Mais beobachtet, wo das Allel B-Bolivia des bl Locus stromaufwarts eine Retrotransposon-
ahnliche Sequenz aufweist und im Endosperm imprintet ist, wahrend das verwandte Allel B-Peru
die Retrotransposon-dhnliche Sequenz nicht enthalt und entsprechend keinem Imprinting unterliegt
(Selinger & Chandler, 2001).

5.2.2 Vorkommen von imprinteten Genen bei Angiospermen und Saugetieren

Das primére Model zur Untersuchung von imprinteten Genen in Sdugetieren ist die Maus
(MacDonald, 2012). Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden ungefahr 100 imprintete Gene in der
Maus identifiziert, eine Vielzahl weiterer imprinteter Gene werden noch vermutet (Morison et al.,
2005; Brideau et al., 2010). Im Gegensatz dazu wurden bis 2011 ungefahr 22 imprintete oder
potenziell imprintete Gene in Arabidopsis und Mais dokumentiert (Raissig et al., 2011). Es schien
als ware Imprinting in Pflanzen, im Gegensatz zu Séugetieren, ein weitaus selteneres Phanomen.
Die Anwendung von genomweiten RNA-Sequenzanalysen zeigte jedoch, dass vermutlich zwischen
100 und 300 Gene einem genspezifischen Imprinting in Arabidopsis, Reis und Mais unterliegen
(Gehring et al., 2011; Hsieh et al., 2011; Luo et al., 2011; McKeown et al., 2011; Waters et al.,
2011; Wolff et al., 2011; Zhang et al., 2011).

Bis vor kurzem ging man davon aus, dass Imprinting in Pflanzen nur in dem durch doppelte
Befruchtung entstandenen Endosperm jedoch nicht im Embryo vorkommt (Garnier et al., 2008;
Huh et al., 2008), wahrend in Sdugetieren die allelspezifische Expression sowohl in der Plazenta
als auch im Embryo vorliegt (Feil und Berger, 2007). Jedoch wurden 2009 im Embryo von Mais
und 2011 im Embryo von Reis die ersten maternal exprimierten Gene entdeckt (Jahnke & Scholten,
2009; Luo et al., 2011).
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5.2.3 Faktoren zur Regulation imprinteter Gene

Die epigenetische Kontrolle der Genexpression basiert auf vererbbaren Veranderungen des
Erbmaterials, ohne dass eine Veranderung der DNA-Sequenz stattgefunden hat. Die epigenetische
Kontrolle unterliegt molekularen Prozessen, welche die Transkription unterstitzen, blockieren oder
bereits existierende Transkripte abbauen (MacDonald, 2012). Die vorherrschenden epigenetischen
Mechanismen beinhalten die DNA-Methylierungen und Histon-Modifikationen. Daneben sind in
der Regulation von epigenetischen Modifikationen nicht-codierende RNAs beteiligt (Gehring et al.,
2004; Feil & Berger, 2007; Huh et al., 2008).

5.2.3.1 Epigenetische Pragung Gber DNA-Methylierung

Die Regulation imprinteter Gene mittels DNA-Methylierung konnte aufgrund der Asymmetrie
zwischen den parentalen Allelen fiir einige imprintete Gene in Pflanzen nachgewiesen werden
(Gehring et al., 2006; Gutiérrez-Marcos et al., 2006; Kinoshita et al., 2004). Die Cytosin-
Methylierung ist mit heterochromatischen Loci inklusive Telomeren und Centromeren assoziiert
(Bauer & Fischer, 2011). Die primére Funktion der DNA-Methylierung ist die Regulation der
Transkription und die Stilllegung von transponierbaren genetischen Elementen, um dadurch das
Genom vor mdglichen negativen Auswirkungen zu schiitzen (Gehring & Henikoff, 2007). Des
Weiteren fiihrt die Methylierung in Saugetieren zur Inaktivierung eines der beiden X-
Chromosomen (Huh et al., 2008). Daneben verhindert die DNA-Methylierung die Gentranskription
mithilfe multipler Mechanismen z.B. in Promotor-Elementen. Dies geschieht unter anderem durch
Blockierung des Zugangs von Transkriptionsfaktoren an die DNA, Rekrutierung von Methyl-CG-
Binde-Doméne-Proteinen (MBD) und Bildung von Komplexen mit der Histon-Deacetylase,
Histon-Methyltransferase oder Chromatin-remodellierenden Proteinen, woraus hemmende
Chromatinstrukturen resultieren (Li, 2002; Huh et al., 2008). Die Mehrheit der imprinteten Gene ist
durch Unterschiede in der Methylierung der Cytosine gepragt, die innerhalb von differenziell
methylierten Regionen (DMRs) lokalisiert sind (Reik & Walter, 2001; MacDonald, 2012). In
Pflanzen und Sdugetieren ist Cytosin in erster Linie in dem symmetrischen CG-Dinukleotid-
Kontext methyliert (Gehring & Henikoff, 2007). Zur Methylierung im CG-Kontext konnte
zusétzlich in Pflanzen eine DNA-Methylierung im CHG- und CHH-Kontext (H steht fir Adenin,

Cytosin oder Thymin) dokumentiert werden (Henderson et al., 2010).

Die DNA-Methylierung ist ein postreplikativer Prozess. Hierbei wird die Methylgruppe vom S-
Adenosyl-Methionin an die 5'-Position des Cytosins mithilfe der DNA-Methyltransferase
Ubertragen. Diese Reaktion wird als ,,base flipping“ bezeichnet, dabei wird das Cytosin aus dem

Verbund der Doppelhelix geschwenkt und interagiert anschlieend mit dem Enzym, woraus eine

7
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kovalente Bindung mit dem Methionin resultiert (Roberts & Cheng, 1998). Es werden zwei
Methylierungstypen unterschieden: Bei der initialen Methylierung (bertrdgt das Enzym
Methylgruppen auf die Cytosine, ohne auf eine Methylierung im komplementéren parentalen
Strang angewiesen zu sein. Dieser Typ wird als de novo Methylierung bezeichnet. Im Gegensatz
dazu gewdhrleistet die Erhaltungsmethylierung die Aufrechterhaltung bereits existierender
Methylierungsmuster (Cao & Jacobsen, 2002; Gehring et al., 2004), indem die Methyltransferase
den neu synthetisierten ,hemimethylierten Doppelstrang (meCG/CG) in eine vollstandig
methylierte DNA Uberfuhrt (Leonhardt et al., 1992; Genereux et al., 2005). In Saugetieren wird
mithilfe der de novo Methyltransferase DNMT3a und DNMT3b die Methylgruppe an das Cytosin
im CG-Kontext Ubertragen, wahrend die symmetrische CG-Methylierung nach der DNA-
Replikation am neu synthetisierten Strang mittels der DNA-Methyltransferase DNMT1
aufrechterhalten wird (Huh et al., 2008). In Arabidopsis erfolgt die Methylierung des Cytosins
ebenfalls mittels dreier Methyltransferasen. Bei der DNA (Cytosine-5)-Methyltransferase 1
(MET1) und der DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE (DRM) in Arabidopsis
handelt es sich um Homologe der Sdugetier DNMT1 und DNMT3 DNA-Methyltransferasen
(Kinoshita et al., 2004; Huh et al., 2008). Die Funktion von MET1 ist die Aufrechterhaltung der
CG- und CHG-Methylierung durch Erkennung von hemimethylierten Strdéngen (meCG/GC) und
anschlieBender Methylierung des nicht modifizierten Cytosins an neu synthetisierter DNA (Kankel
et al., 2003; Zhu, 2009). Eine weitere Methyltransferase ist die Chromomethylase 3 (CMT3), deren
Vorkommen nur in Pflanzen nachgewiesen wurde (Henikoff & Comai, 1998). cmt3-Mutanten in
Arabidopsis zeigen einen Verlust der Methylierung im CHG- und CHH-Sequenzkontext, jedoch
nur eine geringe Veranderung bei CG-Dinukleotiden. Somit ist CMT3 fir die Methylierung im
CHG-Kontext verantwortlich (Bartee, 2001; Lindroth, 2001). DRM2 wird zur de novo
Methylierung der symmetrischen und asymmetrischen Kontexte benétigt (Cao & Jacobsen, 2002).
Da bisher kein Erhaltungsmechanismus der asymmetrischen CHH-Methylierung in Arabidopsis
nachgewiesen wurde, wird die Methylierung wahrscheinlich ausschliellich mittels der de novo
Methyltransferase DRM eingerichtet (Zhu, 2009). Mutationen in der CMT3 oder DRM
Methyltransferase haben keinen Einfluss auf die Imprinting-Regulation nicht beeinflussten
(Kinoshita et al., 2004), wohingegen die DNMT1 homologe Methyltransferase MET1 ein wichtiger

Teil des Imprinting-Mechanismus in Pflanzen zu sein scheint (Kinoshita et al., 2004).

Ein Verlust der Cytosin-Methylierung erfolgt in Pflanzen und S&ugetieren tber die aktive oder
passive Demethylierung. Bei der aktiven Demethylierung wird die Methylgruppe enzymatisch
mithilfe von DNA-Glykosylasen direkt vom 5-Methylcytosin entfernt. Dieser Vorgang ist
unabhéngig von der DNA-Replikation. Die passive Demethylierung erfolgt hingegen, wenn die

aufrechterhaltenden Methyltransferasen wahrend des Zell-Zyklus inaktiv sind und folglich die
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replikationsabhdngige Methylierung unterbleibt (Zhu, 2009). In S&ugetieren, Pflanzen und
Mikroorganismen sind DNA-Glykosylasen am Basenexzisions DNA-Reparatur-Regulationsweg,
dem Entfernen modifizierter, beschadigter oder fehlgepaarter Basen, beteiligt (David et al., 2007;
Huh et al., 2008). Zu Beginn des Mechanismus erfolgt das enzymabhéngige Herausklappen des
methylierten Nukleotids aus der Helix. AnschlieRend l6st die DNA-Glykosylase die N-
glykosidische Bindung, woraus eine pyrimidin- bzw. purinfreie Stelle resultiert. Dann spaltet eine
AP-Endonuklease die zugehdrige Zucker-Phosphat-Bindung an der pyrimidin- bzw. purinfreien
Stelle und die entstandene Lucke wird mittels einer DNA-Polymerase und einer DNA-Ligase
aufgefiillt (Huh et al., 2008). Untersuchungen in Arabidopsis identifizierten DNA-Glykosylasen,
die die DNA-Methylierung unterdriicken und die Genexpression aktivieren (Zhu, 2009). Die in
Arabidopsis vorkommende DNA-Demethylase DEMETER (DME) verfugt iber eine bifunktionelle
5-Methylcytosin DNA-Glykosylase, sowie eine Endonuklease/Lyase Aktivitat (Gehring et al.,
2006; Zhu, 2009).

Der Lebenszyklus der Saugetiere erfordert, dass das Imprinting innerhalb der Keimbahn in jeder
neuen Generation etabliert wird (Abbildung 2) (Graw & Hennig, 2010). Aus Untersuchungen an
Madusen kennt man die ,,wellenféormige Abfolge” von DNA-Demethylierung und Methylierung,
wahrend der Gametogenese und der friihen Embryonalentwicklung. In den primordialen
Geschlechtszellen werden zunédchst die Methylierungsmuster des gesamten Genoms der
vorangegangenen Generation geloscht und anschlieBend mittels de novo Methylierung neu gesetzt.
Durch das Loschen der vorhandenen Pragung wird eine Reprogrammierung ermdglicht, die das
aktuelle Geschlecht widerspiegelt (Reik et al., 2001; Reik & Walter, 2001; Sha, 2008; Graw &
Hennig, 2010). Nach der Fusion von Eizelle und Spermium erfolgt im ménnlichen Vorkern vor der
ersten Zellteilung eine aktive Demethylierung. Im weiblichen Vorkern erfolgt die Demethylierung
hingegen passiv im Verlauf der ersten Zellteilungen. Eine erneute ,,wellenformige Abfolge* der
DNA-Methylierung betrifft beide Genome im friihen Embryo zur Zeit der Implantation. Im
Gegensatz dazu sind, aufgrund eines unbekannten Mechanismus, die imprinteten Gene von der
Demethylierung nach der Fertilisation ausgeschlossen, aufgrund eines unbekannten Mechanismus.
In den somatischen Zellen des Embryos sowie dem erwachsenen Organismus wird das Imprinting-
Muster aufrechterhalten (Reik et al., 2001; Reik & Walter, 2001; Sha, 2008; 2010).

Bis vor kurzem ging man davon aus, dass imprintete Gene in Pflanzen nicht reprogrammiert
werden, da imprintete Gene nur im Endosperm nachgewiesen wurden, und somit nicht mit in die
néchste Generation Uberfihrt werden (Gehring et al., 2004; Kinoshita et al., 2004; Huh et al.,
2008). Mit der Identifikation des Gens MEEL in Mais wurde jedoch ein Gen identifiziert, das eine

imprintete Expression im Embryo zeigt, jedoch 10 Tage nach Befruchtung aufgrund einer
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Remethylierung stillgelegt wird (Jahnke & Scholten, 2009; Jiang & Kohler, Graw & Hennig,
2010).

Zygote Blastocyst Embryo
A : Y

Prmordial germ cells

Germ cells

Abbildung 2: Reprogrammierung der Methylierung in Saugetieren.

A: Der Methylierungsstatus der imprinteten Gene wahrend der Embryonalentwicklung und der Keimzellen. Als Beispiel
sind die Imprinting Kontrollelemente 1 und 2 gezeigt. Modifikationen an den Zentren sind grau unterlegt, wei3 bedeutet
»keine Verdnderung“. Die elterlichen Chromosomen sind entsprechend ihres Geschlechts geférbt (rot: weiblich, blau:
mannlich). Die transkriptionale Interpretation der priméren Pragung im sich entwickelnden Embryo ist durch Pfeile am
Chromosom dargestellt.

B: Die untere Abbildung zeigt die Methylierungs-Level nicht imprinteter und imprinteter Gene im Vergleich in der
Keimzelle und im Embryo. Der Verlauf zeigt die Reprogrammierung von methylierten (schwarz) und nicht methylierten
(grau) imprinteten Genen sowie nicht-imprinteten Sequenzen (rot: maternal, blau: paternal) wahrend der Keimzell- und
friihen embryonalen Entwicklung. (Abkiirzung: E: embryonales Alter) (Reik & Walter, 2001).
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5.2.3.2 Konformationsanderungen des Chromatins durch Histon-Modifikationen

In Saugetieren und Pflanzen sind Histon-Modifikationen ebenso wie die DNA-Methylierungen
wichtige epigenetische Mechanismen, die an der Genregulation beteiligt sind (He et al., 2011;
MacDonald, 2012). Die Grundeinheit des Chromatins sind die Nukleosomen, um die die DNA zur
Kondensierung gewunden ist. Ein Nukleosom ist ein Oktamer und besteht aus je zwei Kopien der
hoch konservierten basischen Histone H2A, H2B, H3 und H4 (Gibney & Nolan, 2010; MacDonald,
2012). Das N-terminale Ende des Histons kann mithilfe von Enzymen posttranslational modifiziert
werden. Diese Histon-Modifikationen kdnnen die Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung,
Ubiquitinylierung und Sumoylierung sowie deren Rickreaktionen umfassen (Gibney & Nolan,
2010; Hamilton, 2011). Die am besten untersuchten Histon-Modifikationen sind die Histon-
Acetylierung und Methylierung. Die Acetylierung findet ausschlieBlich an Lysinen statt und
bewirkt die Neutralisierung der positiven Ladung des Lysins. Die Konsequenz ist eine
Verringerung der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen dem Lysin und den negativen
Ladungen an der DNA. Dies fiihrt zu einer Offnung der Chromatin-Struktur, was das Binden von
Transkriptionsfaktoren an die DNA erlaubt, und so die Transkription begunstigt. Die
Deacetylierung hingegen geht mit einer Repression der Transkription einher (Li, 2002; Gibney &
Nolan, 2010). Eine Histon-Methylierung kann sich in Abhéngigkeit von der Position des
methylierten Lysins, sowohl positiv als auch negativ auf die Transkription auswirken. So wirken
die Methylierung von Histon 3 Lysin 9 (H3K9), Histon 4 Lysin 20 (H4K20) und Histon 3 Lysin 27
(H3K27) reprimierend, wohingegen die Methylierung von Histon 3 Lysin 4 (H3K4) aktivierend auf
die Transkription wirkt (Cheung, 2004; Gehring et al., 2004; MacDonald, 2012).

Ein weiterer epigenetischer Faktor der Imprinting-Regulation sind die evolutionar konservierten
Polycomb-Gruppen Proteine (PcGs). PcGs bewirken die transkriptionelle Repression imprinteter
Gene mittels der Maodifikation von Histonen und sind essenzielle Faktoren der Regulation von
zelluldren Differenzierungsprozessen (Gehring et al., 2004; Hennig & Derkacheva, 2009;
Schuettengruber & Cavalli, 2009; He et al., 2011). Studien in Drosophila und Vertebraten haben
gezeigt, dass PcG-Proteine zwei Hauptkomplexe bilden, den Polycomb repressive complex 1 und
den Polycomb repressive complex 2 (PRC1 und PRC2). Der PRC1-Komplex katalysiert die
Ubiquitylierung des Lysins 119 am Histon H2A (H2AK119ubl), wéhrend die Methyltransferase
des PRC2-Komplexes die Di- und Trimethylierung des Lysins am Histon H3 (H3K27me3) zur
Folge hat. Diese Modifikationen bewirken beide die Ausbildung kompakter, nicht transkriptionell
aktiver Chromatinbereiche (Schuettengruber & Cavalli, 2009; Bauer & Fischer, 2011). Der
homologe FERTILIZATION INDEPENDENT SEED (FIS)-PRC2 Komplex in Arabidopsis wird
aus den Untereinheiten MEDEA (MEA), FERTILIZATION INDEPENDENT SEED2 (FIS2),
FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE) und den MULTICOPY SUPPESSOR
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OF IRAL (MSI1) gebildet (Hennig & Derkacheva, 2009; Weinhofer et al., 2010). Der FIS-PRC2
Komplex ist in der Zentralzelle sowie im Endosperm aktiv und ist fir eine normale

Endospermentwicklung essenziell (Hennig & Derkacheva, 2009; Weinhofer et al., 2010).

5.2.3.3 Regulation der Expression durch nicht-codierende RNAs

Kurze RNAs, die sog. small interfering RNAs (siRNAs), sind an verschiedenen
Regulationsmechanismen der Genexpression beteiligt. siRNAs sind ~21-25 Nukleotide lange
doppelstrangige RNAs mit 2-nt 3'-Uberhangen. Funktionell sind siRNAs in der Lage durch ein
post-transkriptionelles Gene Silencing (PTGS) komplementire Sequenzen zielgerichtet zu
degradieren. PTGS ist an der Stillegung von Gentranskripten, Transposons, sowie transgener oder
viraler Sequenzen beteiligt. Ebenfalls wird Gene Silencing in Form der RNA Interferenz (RNAI)
zur artifiziellen und gezielten Inaktivierung von zu untersuchenden Genen in verschiedenen
Organismen zur funktionellen Analyse genutzt (Abbildung 3) (Baulcombe, 2004; Matranga et al.,
2005; Liu, 2006; Carthew & Sontheimer, 2009; Siomi & Siomi, 2009).

siRNA sind ebenfalls an der transkriptionellen Genregulation durch gezielte Genommethylierung
tiber die sog. RNA-vermittelte DNA-Methylierung (RADM) beteiligt (Chan, 2004; Dalakouras &
Wassenegger, 2013). Die Bildung der an RADM beteiligten siRNAs ist abhéngig von der RNA
Polymerase Pol 1V, die bevorzugt Transkripte von methylierter oder heterochromatischer DNA
synthetisiert. Diese einzelstrangige RNA wird mittels der RNA-abhdangigen RNA Polymerase 2
(RDR2) zu doppelstrangiger RNA (dsRNA) konvertiert und im Anschluss durch DICER-LIKE 3
(DCL3) in 24-nt siRNAs gespalten. Anschlielend bildet eine 24-nt siRNA einen Komplex mit dem
ARGONAUTE 4 (AGO4) und der Methyltransferase DRM2. Dieser Komplex wird zu einem der
siRNA komplementéren, genomischen Sequenz geleitet und ermoglicht der de novo
Methyltransferase DRM2 die Etablierung der Cytosin-Methylierung (Xie et al., 2004; Zaratiegui et
al., 2007; Law & Jacobsen, 2010; He et al., 2011; Wierzbicki et al., 2008; Wassenegger et al.,
1994; Waterhouse & Helliwell, 2003).
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Abbildung 3: Allgemeiner Mechanismus der RNA-Interferenz.

Die anfanglich doppelstrangige RNA (dsRNA) oder short hairpin (ShRNA) aus verschiedenen Quellen wird mittels der
Nuklease Dicer in kleine, interferierende RNA-Fragmente gespalten. Ein Strang des Doppelstrangs bindet an das Ago-
Protein und ermdglicht dadurch eine sequenzspezifische Bindung mit anschlieBender Spaltung der Ziel-RNA (Graw &
Hennig, 2010). (Quelle der Abbildung: http://www.gene-quantification.de/rnai.html, 24.04.2013)

5.2.4 Imprintete Gene aus Mais und Arabidopsis

Das genomische Imprinting konnte erst fiir eine geringe Anzahl imprinteter Gene in Arabidopsis
und Mais detaillierter untersucht werden. Ein Beispiel ist das maternal imprintete Gen
FLOWERING WAGENINGEN (FWA) aus Arabidopsis, welches flir das Homeobox-Leucine Zipper
Protein HDG6 codiert (Soppe et al., 2000). Weitere Beispiele maternal imprinteter Gene aus
Arabidopsis sind die Gene FIS2 und MEA, Untereinheiten des Polycomb-Komplexes FIS-PRC2.
Die Histon-Lysine N-Methyltransferase MEA ist ein SET-Doméne-enthaltendes Protein, welches
ein Homolog des Drosophila Enhancer of Zestel Proteins darstellt (Grossniklaus, 1998). Eine
essentielle Rolle der Imprinting-Regulation von FIS2 und MEA bei der Samenentwicklung konnte
bereits experimentell gezeigt werden (Grossniklaus, 1998; Luo et al., 2000; Kohler, 2003a;
Gehring et al., 2006). Als erstes paternal imprintetes Gen in Arabidopsis wurde das, fir den Typ-I
MADS Box Transkriptionsfaktor PHERES1 (PHE1) codierende Gen nachgewiesen (Kdéhler et al.,
2004). Eine potenzielle Funktion von PHEL1 ist die Férderung des Samenwachstums. Die Funktion
wire somit in Ubereinstimmung mit der parentalen Konflikttheorie (Kohler, 2003b; Scott &
Spielman, 2006). In Mais wurden die maternal imprinteten Gene FIE1, FIE2, MEZ1 und MEE1
detaillierter untersucht. Die Gene FIE1 und FIE2 sind Homologe des FIE-Proteins aus Arabidopsis
und FIE2 wird im Gegensatz zu FIE1 in vielen Geweben einschlieBlich dem Embryo und dem

Endosperm in spdteren Entwicklungsstadien biallelisch exprimiert (Danilevskaya et al., 2003;
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Gutierrez-Marcos et al., 2003; Hermon et al., 2007). Das MEZ1 (Enhancer of Zestel) Gen codiert
fiir eine putative Histon-Lysine N-Methyltransferase und ist ein Homolog des Drosophila PcG Gen
Enhancer of zestel und den Genen MEA, CURLY LEAF (CLF) und SWINGER (SWN) aus
Arabidopsis (Springer et al., 2002). Als erstes imprintetes Gen im Maisembryo und Endosperm
wurde das MATERNALLY EXPRESSED IN EMBRYO 1 Gen (MEE1) nachgewiesen (Jahnke &
Scholten, 2009).

5.3 Evolution

Ein GroRteil der imprinteten Gene zwischen den S&ugetierspezies sind hoch konserviert (Graw &
Hennig, 2010; Hutter et al., 2010). Im Gegensatz dazu sind die Erkenntnisse Uber die
Konservierung und Evolution der Imprinting-Regulation zwischen monokotylen und dikotylen

Pflanzen sehr begrenzt.

5.3.1 Definition der Homologie

Die Homologie bezeugt die gemeinsame evolutiondare Abstammung, die auf die identische
genetische Information eines gemeinsamen Vorfahren zuriickgeht (Zrzavy et al., 2009). Man
unterscheidet hierbei zwei homologe Subkategorien (Koonin, 2005), die historische Homologie
auch Orthologie genannt, und die biologische Homologie auch als Paralogie bezeichnet (Abbildung
4) (Zrzavy et al., 2009). Ein Genlocus wird als paralog definiert, wenn er durch eine oder mehrere
Genduplikationen mit nachfolgender Differenzierung innerhalb einer Art entstanden ist, wie z.B.
die Gene fir Hamoglobin und Myoglobin (Koonin, 2005; Zrzavy et al., 2009). Gene in
unterschiedlichen Spezies, die von einem gemeinsamen Vorfahren-Gen durch Speziation
(Artbildung) evolvierten, werden als ortholog bezeichnet. Die Funktion dieser Gene bleibt in der
Regel erhalten wie z.B. das H&moglobin, welches in allen S&ugetieren vorkommt (Koonin, 2005;
Zrzavy et al., 2009).
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Orthologie Paralogie

o<y

Abbildung 4: Schematische Darstellung homologer Kategorien.

Die Abbildung zeigt die zwei Typen von Homologien: Graue Ovale représentieren einzelne Individuen, die Graustufe
spiegelt die evolutionére Linie wider und die Vierecke stellen Merkmale dar.

Die Gene zweier Arten sind ortholog, wenn sie im Laufe der Phylogenese aus demselben Locus eines gemeinsamen
Vorfahren durch Artbildung evolvierten. Ein Locus ist paralog, wenn er durch Genduplikation mit nachfolgender
Modifikation innerhalb eines Organismus entstanden ist. (Abbildung modifiziert nach Zrzavy et al., 2009)

Die Unterscheidung zwischen orthologen und paralogen Genen ist fur eine funktionelle Annotation
der Genome und Rekonstruktion der Genomevolution von Bedeutung (Koonin, 2005). Die
Klassifizierung der elementaren Ereignisse der Genevolution umfasst die Speziation und
Genduplikation mit anschlieRender Modifikation, den Genverlust, den horizontalen Gentransfer
sowie, die Fusion, Spaltung und Reorganisation von Genen. Wobei die Speziation und die

Duplikation als primare Ereignisse der Genevolution betrachtet werden kénnen (Koonin, 2005).

Der Terminus der Syntenie beschreibt Gemeinsamkeiten in der Reihenfolge von Genen oder
Gensegmenten auf demselben Chromosom innerhalb eines Individuums oder einer Spezies. Im
Gegensatz dazu definiert die ,konservierte Syntenie“ orthologe Gene zwischen verschiedenen
Spezies, deren Reihenfolge in der Evolution erhalten blieb (Passarge et al., 1999; Abrouk et al.,
2010).

5.3.2 Die evolutionare Entwicklung der Samenpflanzen

Die Evolution der Samenpflanzen in einem gemeinsamen Vorlaufer fiihrte zu der Reduktion des
Gametophyten, dem Auftreten von Samen und der Entwicklung von Pollen zu einer Anpassung,

durch welche die Reproduktion auf dem Land ermdoglicht wurde (Campbell et al., 2003).

Die Samenpflanzen werden in zwei distinkte monophyletische Gruppen unterteilt, den

Gymnospermen und Angiospermen. Diese Samenpflanzen haben sich mdglicherweise aus einer
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ausgestorbenen Pflanzengruppe entwickelt, den sogenannten Progymnospermen. Wahrend des
Karbons und friihen Perm fiihrte die adaptive Radiation zur Bildung der verschiedenen Klassen der
Gymnospermen (Campbell et al., 2003). Die Reduktion des Gametophyten flihrte dann zu einer
weiteren Diversifizierung, aus der die Angiospermen aus einem gemeinsamen Vorfahren
hervorgingen (Friis et al., 2006). Datierungen basierend auf dem Modell einer molekularen Uhr
haben zu der Hypothese gefiihrt, dass die Angiospermen vor ca. 300 Millionen Jahren entstanden
sind (Sitte & Strasburger, 2002). Heute sind die Angiospermen, die am weitesten verbreitetste und
artenreichste Pflanzengruppe. lhre ungeféhre Zahl belduft sich auf ca. 250.000 rezente Arten, das
entspricht ungefdhr 90% aller Landpflanzenarten (Campbell et al., 2003). In einer weiteren
evolutionaren Entwicklung trennten sich vor ca.150-250 Millionen Jahren die Monokotylen
(Einkeimblattrige) und Dikotylen (Zweikeimblattrige) der Angiospermen von einem gemeinsamen
Vorfahren (Abrouk et al., 2010).
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6 Zielsetzung dieser Arbeit

Imprinting ist ein seltenes Phanomen der Genregulation in Angiospermen und Saugetieren. Uber
die Regulation und Konservierung der imprinteten Gene, insbesondere in Pflanzen, kénnen bisher

nur in sehr begrenztem Ausmal Aussagen gemacht werden.

Ein Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung von imprinteten Genen im Maisendosperm.
Uber die Syntenie sollten orthologe Maisgene zu imprinteten Genen in Reis identifiziert und deren
Imprinting-Status ermittelt werden. Weiterhin sollten die Konservierung der Imprinting-Regulation
und deren Funktion in monokotylen- und dikotylen-Pflanzen aufgeklart werden. Es sollten
Analysen durchgefuihrt werden, um festzustellen, in welchen Maisgeweben eine Genexpression der

zuvor ermittelten Gene vorliegt.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es tber eine RNA-Tiefensequenzierung putativ imprintete Gene
im Maisembryo zu ermitteln und das Imprinting Uber eine weitere Methode zu bestétigen. Zur
Charakterisierung der als Imprintet identifizierten Gene sollten Analysen verschiedener
Expressionszeitrdume durchgefihrt und die putative Funktion dieser Gene ermittelt werden. Des
Weiteren sollte festgestellt werden, ob im Endosperm ebenfalls eine Imprinting-Regulation
vorliegt. Vergleiche mit Datensédtzen aus verschiedenen Spezies sollten Aufschluss Uber eine

mogliche konservierte Imprinting-Regulation bei monokotylen- und dikotylen-Pflanzen geben.

In einem anderen Versuch sollte die potenzielle Beteiligung der Glykosylase DNG105 an der
Imprinting-Regulation untersucht werden. Hierzu sollten transgene DNG105 RNAi-Maislinien
erzeugt werden. Ein Nachweis Uber eine genspezifische Expressionsverminderung der DNG105 im
Endosperm sollte gezeigt werden. Des Weiteren sollte zur Lokalisierung der Glykosylase ein
Expressionsprofil in verschiedenen Maisgeweben erstellt werden. Im Endosperm reziproker
Kreuzungen sollte die Imprinting-Regulation fur mehrere maternal und paternal imprinteten Gene
auf eine Veranderung der Regulation untersucht und ein mdglicher Mechanismus, der zur

Veranderung der Imprinting-Regulation fiihrte, aufgezeigt werden.

Zur Untersuchung der Abhdngigkeit der Imprinting-Regulation des Gens MEE1 vom genomischen
Kontext, sollte dieses in einen anderen genomischen Kontext Gberfihrt werden. Hierzu sollte eine
transgene meel:GFP Maisline generiert werden, die Gber den endogenen MEE1-Promotor reguliert
wird. Dazu sollten mikroskopische Untersuchungen und Expressionsanalysen im Endosperm

reziproker Kreuzungen durchgefiihrt werden.
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In einem weiteren Versuch sollte die Dynamik bei der Remethylierung der DNA-Replikation fr
das imprintete Gens MEE1 in Endosperm und Embryo untersucht werden. Hierzu sollten die
Cytosin-Kontexte komplementéarer DNA-Strange analysiert werden. Es sollte zudem die
Hemimethylierungsrate der paternalen und maternalen Allele im Endosperm und Embryo bestimmt
werden, um mogliche Unterschiede in der Methylierung nach der Replikation der DNA-Strange

nachzuweisen.

Fur eine Analyse, ob der Verlust der Genfunktion des Gens MEE1 zum Samenabort fiihrt, sollten
Doppelmutanten in Arabidopsis generiert und auf eine mdgliche Entwicklungsstérung untersucht
werden. Fir eine weitere funktionelle Analyse des Gens MEEL1 sollte eine Uberexpressionslinie mit
einem Reportergen in Mais erzeugt und Uber Expressions- und mikroskopischen Analysen der

Einfluss auf die Samenentwicklung nachgewiesen werden.
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7 Material und Methoden

7.1 Materialien
7.1.1 Chemikalien, Enzyme und Geréte

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die verwendeten Chemikalien, Enzyme, Gerédte und andere
Materialien von folgenden Firmen bezogen:

Avegene Life Science (Taipei Hsien, Taiwan); BD Biosciences (New Jersey, USA); Biometra
GmbH (Géttingen, D); Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, USA); Boehringer Ingelheim GmbH
(Mannheim, D); Clare Chemical Research, Inc. (Dolores, USA); Clontech Laboratories, Inc.
[Takara Bio, Inc Europe (St-Germain-en-Laye, Frankreich); DNA Cloning Service e.K. (Hamburg,
D), Eppendorf AG (Hamburg, D); Fermentas Uber Thermo Scientific Inc. (Waltham, USA);
Greiner bio-one GmbH (Kremsmiinster, Osterreich); Invitrogen iiber life technologies Corporation
(Carlsbad, USA); LGC Genomics GmbH (Hoddesdon, UK); Merck KGaA (Darmstadt, D); Merck
Millipore (Merck KGaA) (Billerica, USA); Metabion GmbH (Martinsried, D); New England
Biolabs Inc. (Ipswich, USA); Monsanto Company (St. Louis, USA); PEQLAB Biotechnologie
GmbH (Erlangen, D): Promega Corporation (Fitchburg, USA); Qiagen N.V. (Hilden, D); Retsch
GmbH (Haan, D); Roth GmbH & CO. KG (Buchenau, D); Sigma-Aldrich Corporation (St Louis,
USA).

Alle angesetzten Puffer und Ldsungen wurden mit deionisiertem Wasser aus einer Milli-Q Plus
Aufbereitungsanlage (Merck Millipore) angesetzt. Dieses aufgereinigte Wasser wird in dieser
Arbeit als ddH,O bezeichnet. Die Sterilisierung erfolgte entweder durch Autoklavieren fir 20 min
bei 121 °C und einem Druck von 120 mbar oder mithilfe steriler Spritzenfilter, die eine Porengrélie

von 0,2 um aufwiesen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Medien, Puffer und sonstigen Lésungen sind im Anhang

zusammengestellt.

7.1.2 Oligonukleotide fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten PCR-Analysen

Zur Auswahl genspezifischer Oligonukleotidsequenzen wurde mithilfe der Internetdatenbank
www.maizesequence.org sowie der entsprechenden Mais-ldentifikationsnummer die genomische
bzw. cDNA-Sequenz ermittelt. Auf Basis dieser Sequenzen wurden die genspezifischen
Oligonukleotide mit der frei verfugbaren NCBI Primer 3 BLAST Datenbank
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(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Ye et al, 2012) wunter Verwendung der
Standardparameter entworfen. Konnte kein genspezifisches Oligonukleotidpaar identifiziert
werden, wurde das entsprechende Gen aus den Analysen ausgeschlossen bzw. in der Syntenie-
Tabelle (auf der beiliegenden CD) der imprinteten Gene mit ,,0 Oligonukleotide® gekennzeichnet.

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion GmbH synthetisiert.
AnschlieBend wurden Stamm- (100 uM) und Arbeitslosungen (10 M) angesetzt und diese bei -
20 °C gelagert. Die Tabelle 9 im Anhang zeigt die Oligonukleotidsequenzen mit ihren
Bezeichnungen, der jeweiligen Schmelztemperatur, ihrer Verwendung und der Mais- bzw.

Arabidopsis-Identifikationsnummer des gewinschten Amplifikationsprodukts.

7.1.3 Molekulargewichtsstandard

Bei der gelelektrophoretischen Auftrennung von Nukleinséuren wurde als GroRenstandard der
GeneRuler 100 bp Plus oder 1 kb Plus DNA Ladder der Firma Fermentas verwendet.

7.1.4 Reaktionskomplettausstattungen (Kits)

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Reaktionskomplettausstattungen.

Reaktionskomplettausstattung Firma Verwendung
Gel / PCR DNA Fragments Avegene Aufreinigung von PCR-Produkten und
Extraction Kit Isolierung von DNA-Fragmenten aus

dem Agarosegel

Plant Genomic DNA Mini Kit Avegene Isolierung genomischer DNA
EpiTect® Plus Bisulfite Qiagen Bisulfitkonvertierung
SMART mRNA Amplification Kit | Clontech SMART® cDNA-Synthese
Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit | Invitrogen Klonierung von PCR-Fragmenten
pGMT® Easy Vector Systems Promega
CloneJET PCR Cloning Kit Thermo Scientific
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7.1.5 Vektoren

Tabelle 2: Verwendete Vektoren.

Name Ursprung Verwendung
pGMT® T-Easy Promega Klonierungsvektor

pJET 1.2 Cloning Vector | Thermo Scientific

pBlueSfi BA DNA Cloning Service

pMON30049 Monsanto Expressionsvektor

p7 Lox-int DNA Cloning Service bindreres Vektorsystem zur
Agrobakterien-Transformation

pLNU-SG DNA Cloning Service Spacer-GUS (RNAI)

7.1.6 Zea mays und Arabidopsis thaliana Inzuchtlinien

Tabelle 3: Verwendete Inzuchtlinien von Zea mays und Arabidopsis thaliana.

Organismus Herkunft Linie
Zea mays North Central Regional Plant H99 (Accession Number:

Introduction Station (NCRPIS), P1587129)

(USA)

http://www.ars.usda.gov/main/main.ht -

m B73 (Accession Number: P1550473)
A188 (Accession Number: Armes
22443)
Mo17 (Accession Number:
P1558532)
W22 (Accession Number:
NSL30053)
Tex303 (Accession Number:
Ames19327)

zur Verfugung gestellt von A. UHO005 (M9379, European flint)

Melchinger, Universitat Hohenheim
(Deutschland)

UH301 (M8652, European dent)

Arabidopsis thalina | Nottingham Arabidopsis Stock Centre | Okotyp, Columbia (Col-0)
(NASC), (UK)

http://arabidopsis.info/ Okotyp, Landsberg erecta (Ler-0)
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7.1.7 Transgene Pflanzen

Tabelle 4: Die in dieser Arbeit verwendeten transgenen Pflanzen.

Organismus Ursprungslinie Herkunft transgene Linie
Zea mays XH99 (H99 x A188) | diese Arbeit meel Promotor: meel: GFP
dng105 RNAI
Arabidopsis thalina | Col-0 Nottingham Arabidopsis | SALK 093234.54.45.x
Stock Centre (NASC), (N663350)
(UK)

http://arabidopsis.info/

SALK_048394.20.30x
(N662388)

SALK_089888.42.40x
(N654294)

SALK_042914.55.25 x
(N662251)

diese Arbeit N663350 x N662251

N662388 x N654294

7.2 Methoden
7.2.1 Anzucht und Kreuzung von Zea mays und Arabidopsis thaliana

Die transgenen Maispflanzen meel und DNG105, sowie die Inzuchtlinien A188, B73, H99 und
Mol7 wurden im Gewdéchshaus unter Standardbedingungen in Topfen angezogen. Die
Bewadsserung erfolgte automatisch drei Mal am Tag und die Lichtstarke wurde durch eine
Lichtanlage gesteuert. Die Beleuchtungsstarke betrug im Winter 230-250 kixh/Tag und im Sommer
400-600 klxh/Tag. Die Lichtanlage war auf einen Tag/Nacht Wechsel von 16 h Helligkeit und 8 h
Dunkelheit eingestellt. Die Temperatur im Gewéchshaus betrug am Tag 25 °C und in der Nacht
20 °C. Die Kreuzungen der Maispflanzen verliefen unter kontrollierten Bedingungen. Hierfir
wurden die sich entwickelnden Kolben vor dem Erscheinen der Narbenfaden abgedeckt, um eine
ungewollte Fremdbestaubung zu vermeiden. Die gezielten Kreuzungen wurden manuell zwischen 9

und 12 Uhr vorgenommen.

Die Maisinzuchtlinien wurden in Hamburg fir das Forschungsvorhaben vermehrt. Die
verwendeten transgenen Linien und Hybride wurden selbst erzeugt, unter anderem der als XH99
bezeichnete Hybrid A188 x H99, der dem genetischen Hintergrund der transgenen Linien

entspricht.
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Die Anzucht der Arabidopsis thaliana Okotypen sowie der T-DNA-Insertionslinien erfolgte auf
einem Gemisch aus gleichen Teilen Sand und Einheitserde. Nach Erreichen des Vierblattstadiums
wurden die Pflanzen pikiert und in Topfe umgetopft. Die Kultivierung der Pflanzen wurde in einer
Phytokammer unter Langtagbedingungen mit 16 h Licht (Lichtintensit4t von 150 uEms) sowie
darauf folgenden 8 h Dunkelheit bei 22-24 °C und 40-65% Luftfeuchtigkeit durchgefuhrt. Zur
Kreuzung von Arabidopsis wurden ca. 5 Wochen alte Pflanzen verwendet. Alle folgenden Arbeiten
wurden am Binokular (SZ40, Olympus K.K., Tokio, Japan) mittels einer Feinpinzette durchgefihrt.
Die Sepalen, Petalen und Antheren der vollstdndig geschlossenen Bliten des weiblichen Elter
wurden ohne Beschadigung des Karpells entfernt. Anschlielend wurden alle sich in der Nahe der
zu befruchtenden weiblichen Blite befindenden Knospen entfernt, um die Selbstung zu verhindern.
Nachfolgend wurden reife Staubblétter vollstandig gedffneter Bliten des maéannlichen Elters
entnommen und mit der konvexen Seite der Anthere der Pollen auf das Stigma (Narbe) des

praparierten weiblichen Elters gestrichen (Salinas, 2006).

7.2.2 invitro Embryo-Kultur (embryo rescue)

Um den Zucht-Zyklus zur Erzeugung transgener Nachkommen der Linie meel-Prom.:meel:GFP
wurde zu verkiirzen, wurde die Embryo-Kultur (embryo rescue) (Chawla, 2002) durchgefiihrt. Der
Pollen der transgenen Pflanze wurde zur Bestaubung der Wildtypen A199 oder H99 verwendet und
nach 12-14 Tagen die Kérner vom Kolben prépariert sowie die Hillblatter vom Maiskorn entfernt.
AnschlieBend wurden die Maiskdrner zur Oberflchensterilisation 20 min in 1%
Natriumhypochloridlésung mit 0,1% Mucasol geschwenkt und drei Mal mit sterilem Wasser
gewaschen. Unter sterilen Bedingungen wurde das Korn unter dem Binokular mithilfe von
Pinzetten mit der embryonalen Seite nach oben ausgerichtet. Vom Maisstiel Richtung Coleorhiza
wurden mit dem Skalpell feine Querscheiben des Gewebes entfernt. Nach jedem Schnitt wurde
mittels Skalpell ein leichter Druck auf die Oberflache ausgelibt, um festzustellen, ob sich der
Embryo aus dem Korn herauslost. Der isolierte Embryo wurde dann mit der Skutellumseite
gerichtet auf das MS-Medium (Murashige & Skoog, 1962) 0berflihrt und im Licht bei 24°C

inkubiert. Nach der Entwicklung des 2-3 Blattstadiums wurden die Pflanzen in Erde iberfuhrt.

7.2.3 Biolistischer Gentransfer in Maisembryonen

Die Generierung transgener dng105 RNAI (Abschnitt 7.2.9.1) und 35s:hsp70:meel:GFP (Abschnitt
7.2.9.1) Maispflanzen erfolgte mittels einer stabilen biolistischen Transformation. Dazu wurden 10-

12 Tage nach Bestdubung (dap) die Embryonen (H99xA188) unter sterilen Bedingungen isoliert
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und wie von Brettschneider (Brettschneider et al., 1997) beschrieben die embryonale Vorkultur,
der Beschuss mittels einer Partikelkanone (PDS-1000/He-System, Bio-Rad Laboratories Inc.) und
die anschlielende Gewebekultur und Selektion transgener Maispflanzen durchgefihrt.
Infolgedessen wurde Blattmaterial selektierter Pflanzen mittels RNA-Isolation (Abschnitt 7.2.6.1),
reverser Transkription (RT) (Abschnitt 7.2.6.2) oder gDNA (Abschnitt 7.2.6.4) und anschlieRender
genspezifischer Polymerasekettenreaktion (PCR) (Abschnitt 7.2.6.5) auf die Integration der

Konstrukte und Expression hin analysiert.

7.2.4 Maistransformation tGber Agrobacterium tumefaciens

Zur stabilen Transformation des MEE1:GFP-Kontrukts wurde die Methode der Agrobakterium

tumefaciens-Transformation angewandt.

Die zu transformierende DNA (Abschnitt 7.2.9.1) wurde in kompetente Escherichia coli (E. coli)
Bakterien zwischenkloniert und mithilfe einer Restriktion verifiziert. Die Herstellung kompetenter
Agrobakterium tumefaciens-Zellen und deren Transformation zum Zwecke der folgenden
Maistransformation wurde nach dem Protokoll von Hofgen und Willmitzer (Hofgen & Willmitzer,
1988) durchgefuhrt. Die Infektion der Maisembryonen (10-12 dap), deren Kultivierung und
Selektion wurde nach der Methode von Frame et al. (Frame et al., 2011) durchgefihrt. Eine
Selektion transgener Pflanzen erfolgte nach 2-3 Wochen unter Verwendung des Herbizids Basta®

(Bayer CropScience AG, Monheim am Rhein, Deutschland).

7.2.5 Gewebe- und Zellisolierung mittels Mikro-Préaparation

Das 5-7 dap isolierte Maisendospermgewebe sowie die fur die Transformation verwendeten 10-
12 dap Embryonen wurden unter dem Binokular (SZ240, Olympus K.K., Tokio, Japan) mittels
Pinzette und Skalpell aus dem Nucellusgewebe der Samenanlage isoliert und in 650 mosmol

Mannitollésung gesammelt bzw. direkt auf MS-Medium (Murashige & Skoog, 1962) uberfihrt.

AnschlieRend wurden die Embryonen manuell mit Hilfe von Glasnadeln unter einem inversen
Mikroskop (Axiovert 135, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen, Deutschland) aus dem 5-
7 dap Endosperm prépariert. Beide Gewebe wurden getrennt in Reaktionsgefallen mit bis zu einer
Stuckzahl von 10 bis 25 gesammelt. Das isolierte Gewebe wurde in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C bis zur Verwendung fir die molekularen Analysen verwahrt.
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Die Isolierung von Ei-, Sperma- und Zentralzellen wurde wie von Kranz et al. (Kranz et al., 1991;
Kranz et al., 1998) mittels der Mikro-Préparationstechnik beschrieben durchgefihrt.

7.2.6 Molekularbiologische Standardmethoden

Molekularbiologische Methoden wie Ethanolfallung, Restriktion, Phenol-Chloroform Extraktion,
Ermittlung von Konzentration und Reinheit isolierter Nukleinsduren, gelelektrophoretische
Auftrennungen, Bakterien-Transformation, sowie die Herstellung allgemeiner Medien und Puffer
wurden, wenn nicht anders vermerkt, nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.

Bei der Verwendung von Enzymen und Kits wurde, soweit nicht anders angegeben, nach den

Herstellerangaben verfahren.

7.2.6.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzengewebe

Gesamt-RNA aus Blattmaterial wurde mithilfe eines abgewandelten Protokolls nach Sambrook et
al. (1989) isoliert. Die Isolierung erfolgte mittels eines Extraktionspuffers (200 mM NaCl; 50 mM
Tris pH 8,8-9,0; 5 mM EDTA pH 8; 1% SDS) gefolgt von einer Chloroform-Phenol Aufreinigung,
Lithiumchlorid-Prazipitation und einer Ethanol-Fallung. Zur Beseitigung stérender DNA wurden

die Proben einer DNasel- (Thermo Scientific Inc.) Behandlung unterzogen.

Die RNA-Konzentration wurde photometrisch (BioPhotometer, Eppendorf AG) bestimmt und die
Qualitat der RNA mittels einer denaturierenden, gelelektrophoretischen Auftrennung tberpruft.

7.2.6.2 Reverse Transkription (RT)

Die Synthese der complementary DNA (cDNA) wurde unter Verwendung der RevertAid™

Reverse Transcriptase (Thermo Scientific Inc.) entsprechend der Anleitung des Herstellers
ausgefiihrt. Die Reaktion bei 50 °C durchgefiihrt, wenn das Spacer-spezifische Oligonukleotid

verwendet wurde. Die resultierende cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

Als Negativkontrolle dienten Ansdtze ohne RNA-Template, um eventuelle Kontaminationen durch

genomische DNA bzw. RNA zu detektieren.
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7.2.6.3 mRNA-Isolierung und SMART®-cDNA-Synthese

Zur Generierung qualitativ hochwertiger doppelstrangiger cDNA aus weniger als 50 ng Gesamt-
RNA wurde das Verfahren der SMART-cDNA Technologie (Clontech Laboratories Inc.)

verwendet.

Zur Homogenisierung des préaparierten Maisembryo- und Endospermgewebes (Abschnitt 7.2.5)
wurde dieses in flussigen Stickstoff schockgefroren und unter Zuhilfenahme einer Schwingmuhle
(Retsch GmbH) gemdrsert. Die Gameten hingegen wurden direkt in die mRNA Isolierung
uberfiihrt. Die Isolierung der mRNA mit Dynabeads® (Invitrogen) und anschlieender cDNA-
Synthese wurde wie von Meyer und Lé verdffentlicht (L€ et al., 2005; Meyer et al., 2007) mit dem
»Template Switch* Mechanismus ausgefiihrt. Die auf diese Weise erzeugte SMART-CDNA wurde
fir PCRs verwendet.

7.2.6.4 Genomische DNA (gDNA)-Extraktion

Die gDNA aus Blattmaterial von Mais und Arabidopsis wurde mit der peqGOLD Trifast-Lésung
(PEQLAB Biotechnologie GmbH) oder dem Plant Genomic DNA Mini Kit (Avegene Life

Science) nach Herstellerangaben extrahiert.

Bei geringem Ausgangsmaterial wie z.B. Endosperm- oder Embryogewebe, wurde -eine
modifizierte gDNA-Isolierung nach Sambrook et al., (1989) durchgefiihrt. Die gDNA wurde
mithilfe des Extraktionspuffers (100 mM Tris HCL pH 8,5; 100 mM NaCl; 10 mM EDTA; 30% N-
Laurin-Sarcosin) homogenisiert, einer zweimaligen Phenol-Chloroform Extraktion unterzogen und
schlieflich mit Ethanol gefallt. Qualitdt und Konzentration der gDNA wurden im Anschluss

photometrisch bestimmt.

7.2.6.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Fur die selektive Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte, RT-PCR Produkt Sequenzierung,
Expressionsanalysen, allelspezifische Expressionsanalysen uber Polymorphismen sowie der

Arabidopsis Genotypisierung wurden PCRs durchgefihrt.

Die PCRs, wurden mit folgenden Polymerasen durchgeflhrt: Advantage®2 Polymerase Mix
(Clontech Laboratories Inc.), DCS DNA Polymerase (DNA Cloning Service e.K.), Dream Taq™
DNA Polymerase (Thermo Scientific Inc.), Tag Polymerase (Thermo Scientific Inc.) sowie der

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific Inc.). Die eingesetzte Templatemenge
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entsprach bei genomischer DNA 100 ng und bei cDNA 50-100 ng. Bei der Screening-PCR wurde
von den zu uberprifenden Einzelkolonien ein Teil der Kolonie mit sterilen Zahnstochern in den
Reaktionsansatz (berfuhrt. Die Reaktionsansatze wurden nach Herstellerangaben in 25 pl
angesetzt, jedoch wurde fiir jede PCR die optimale Konzentration der dNTPs (0,2-0,4 mM), MgCl,
(0,8-2 mM), Oligonukleotide (0,2-0,4 uM) sowie Primer-spezifische-Annealingtemperaturen

zwischen 42-72 °C bestimmt.

Das PCR-Programm im Thermocycler (Biometra GmbH) lautete, wenn keine abweichenden

Herstellerangaben fur das verwendete Enzym vorlagen, wie folgt:

einleitende Denaturierung 95 °C, 2 min

Denaturierung 95°C, 30s )
Annealingtemperatur (Primerspez.) 42-72 °C, 30s —Zyklus 3-40x
Elongation 1 min/kb, 72 °C

finale Elongation 72 °C, 10 min _/

Pause 4°C

Kontrollreaktionen zur Identifizierung von durch DNA-Kontamination falsch entstandenen
positiven Banden wurden mitgefiihrt, indem die Kontrollen aus der RT-Reaktion (Abschnitt
7.2.6.2) bzw. ddH,0 als Template bei der PCR eingesetzt wurden.

Zur Verifizierung des amplifizierten DNA-Produkts wurde dieses mittels Agarosegel-

Elektrophorese entsprechend der L&nge nach aufgetrennt.

7.2.6.6 Klonierung von PCR-Produkten

Die Klonierung amplifizierter PCR-Produkte zur Fragment-Sequenzierung erfolgte unter
Anwendung des pGMT® Easy Vector Systems (Promega Corporation) oder dem CloneJET PCR

Cloning Kit (Thermo Scientific Inc.) nach Herstellerangaben.
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7.2.6.7 Aufreinigung der PCR-Amplifikate flr die Sequenzierung

Zur Verbesserung der Qualitat der DNA-Sequenzierung wurden die dNTPs und Oligonukleotide

aus den zu sequenzierenden Amplifikaten entfernt.

Zur Aufreinigung von 20 pl PCR-Produkt wurde dem Ansatz 8 ul des Exonuklease | / Fast-AP-
Reaktionsansatzes hinzugeflgt und fiir 30 min bei 37 °C sowie anschlieRend fir 5 min bei 95 °C

inkubiert.

Ein Exonuklease | / Fast-AP-Reaktionsansatz enthielt:

0,025 pl Exonuclease I (20 U/ul), (Thermo Scientific, USA)

0,250 pl FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1 U/pl), (Thermo Scientific, USA)
9,725 ul ddH,0

10,0 pl )

AbschlieBend wurde der Ansatz auf 30 pl mit ddH,O aufgefiillt.

Im Gegensatz dazu wurden mittels der Elektrophorese aufgetrennte PCR-Amplifikate nach
Herstellerangaben des Gel / PCR Fragments Extraction Kits (Avegene Life Science) aus der

Agarose geldst und aufgereinigt.

7.2.6.8 Sequenzierungen

Samtliche DNA-Sequenzierungen wurden mit Standard- oder genspezifischen Oligonukleotiden
von der Firma Eurofins Scientific (Nantes, Frankreich) unter Standardbedingungen durchgefiihrt

und mittels des Analyseprogramms SeqMan 5.05 (DNAStar Inc., Madison, USA) ausgewertet.

7.2.7 Hairpin-Bisulfit PCR zur Analyse komplementarer DNA-Stréange

Die Hairpin-Bisulfit PCR fur gDNA basiert auf einer modifizierten Methode von Laird et al.
(Laird et al.,, 2004) und dient der Methylierungsanalyse komplementarer DNA-Strange
(Abbildung 5).

Unter Anwendung der Mikro-Praparationsmethode (Abschnitt 7.2.6.1) wurden mindestens 10

Endosperme (6 dap) bzw. 100 Embryonen (7 dap) der Maishybride isoliert und einer gDNA-
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Extraktion (Abschnitt 7.2.6.4) unterzogen. Zur Minimierung des Verlusts von DNA wurde dem
Fallungsansatz 1 pl (5 mg/ml) lineares Acrylamid (life technologies Corporation) beigefigt.

Anschliefend wurde die gDNA mithilfe des nicht-methylierungssensitiven Enzyms Fokl (1000 U)
(New England BioLabs Inc.) 1 h bei 37 °C nach folgendem Ansatz restringiert:

3,0 ul 10x Puffer 4 (New England BioLabs Inc.)

1,0 ul Restriktionsenzym Fokl (1000 U), (New England BioLabs Inc.)
26,0 pl gDNA

30,0 pl 5

Danach wurde der Hairpin-Linker mittels DNA-Ligase an die Fokl-Schnittstellen ligiert, wodurch
eine kovalente Bindung der komplementaren Strange Uber die Hairpin-Struktur zustande kommt.

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1,0 ul Fokl Hairpin-Linker (10 pmol/ul), (Metabion GmbH), (Tabelle 9)
5,0 ul PEG 4000 (Thermo Scientific Inc.)

5,0 ul ATP (5 mM), (Thermo Scientific Inc.)

5,0 ul T4 DNA Ligase (1 U/ul), (Thermo Scientific Inc.)

4,0 pl ddH,0

20,0 ul Y

Die restringierte gDNA wurde mit dem Hairpin-Linker Ligationsmix versetzt, mindestens 3 h bei
37 °C inkubiert und mit Ethanol geféllt. Dem Fallungsansatz wurde zusétzlich 1 pl (5 mg/ml)
lineares Acrylamid (life technologies Corporation) hinzugefigt. Die pelletierte gDNA wurde in
40 ul 0,3M NaOH aufgenommen (Miner et al., 2004). Folgend wurde die Methode der
Bisulfitkonvertierung zur Analyse der DNA-Methylierung herangezogen. Jedoch ist eine normale
Denaturierung aufgrund der schnellen Renaturierung des Hairpin-Linkers unzureichend (Laird et
al., 2004). Infolgedessen wurde eine Methode durchgefiihrt, die auf zwei Protokollen basiert
(EpiTect® Plus Bisulfite- (Qiagen N.V.), Laird et al. (Laird et al., 2004). Zur Losung dieses
Problems wurde die in NaOH aufgenommene gDNA entsprechend den EpiTect® Plus Bisulfite-Kit
Herstellerangaben konvertiert, jedoch wurde die Hairpin-DNA nach einem modifizierten
Thermocyclerprogramm (1x 20 min 42 °C; 6x 2 min 99 °C, 60 min 55 °C; o 20 °C) mehrfach
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alkalisch, thermisch denaturiert und inkubiert (Laird et al., 2004). AnschlieRend wurde die Bisulfit-
konvertierte Hairpin-DNA unter Anwendung der PCR (Abschnitt 7.2.6.5) mit strangspezifischen
Methylierungs-Oligonukleotiden (Laird et al.,, 2004) amplifiziert. Die Methylierungs-
Oligonukleotide bestehen aus einem Gemisch unterschiedlicher Versionen eines strangspezifischen
Oligonukleotids mit variablen Nukleotiden an den potenziell methylierten Stellen der Zielsequenz.
Dieses ermdglicht eine komplementéare Anlagerung sowohl an das nicht konvertierte Cytosin als
auch an das konvertierte Uracil der Bisulfit-behandelten gDNA. Mithilfe des ersten Methylierungs-
Oligonukleotids, welcher die variablen Nukleotide A oder G aufweist, wird eine doppelstrangige
DNA beider komplementéren Strange synthetisiert. Anschlieend amplifiziert ein zweites, zum
synthetisierten Strang, komplementares Methylierungs-Oligonukleotid die Sequenz mittels PCR.
Das zweite Oligonukleotid verfligt entsprechend Uber die variablen Nukleotide C oder T in der
Zielsequenz. Als Ausgangstemplate fur die PCR dienten 2 pl Endosperm bzw. 5 ul Embryo
konvertierte Hairpin-gDNA. Das resultierende PCR-Amplifikat wurde zur Eliminierung
unspezifischer Produkte aus dem Agarosegel isoliert, kloniert (Abschnitt 7.2.6.6) und mittels der
PCR (Abschnitt 7.2.6.5) positiv gescreente Klone anschlieBend zur Methylierungsanalyse
sequenziert (Abschnitt 7.2.6.8).

s — G 5"
- ACAACCT
47 v
Fokl - Restriktion
5..__Mcg CG TG 3
3. — M 5’
G E GC AACC
J] Hairpin-Linker Ligation
B M £G ~1GCG6,
T
. 2
. —GMC <—=G
o ACGA
47 Bisulfitkonvertierung
S..— cG UG =

G

3,... —_ G C G U <_)
J] PCR

= CG TG = )

Primer

U'lbUU'lUJ

\é Klonierung und Sequenzierung

Abbildung 5: Versuchsdurchfiihrung der Hairpin-Bisulfit PCR.
Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der Hairpin-Bisulfit PCR Versuchsdurchfihrung zur Analyse

komplementéarer DNA-Strange. Die komplementéren Strdnge der zu untersuchenden Sequenz wurden restringiert und
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mithilfe eines Hairpin-Linkers verbunden. Methyliertes Cytosin (rotes C) wird durch Behandlung mit Bisulfit nicht
konvertiert, wohingegen nicht methyliertes Cytosin (griines C) zu Uracil konvertiert wird. Die konvertierte gDNA wird

mittels PCR mit strangspezifischen Methylierungs-Oligonukleotiden amplifiziert, kloniert und sequenziert.

7.2.8 ldentifikation neuer imprinteter Gene in Mais
7.2.8.1 Allelspezifische Expressionsanalysen reziproker Maislinien

Fur allelspezifische Expressionsanalysen wurden Maisinzuchtlinien bzw. transgene Pflanzen
reziprok gekreuzt und das Endosperm bzw. Embryo (6 dap) mittels Mikro-Praparation (Abschnitt
7.2.6.1) isoliert. Im Anschluss wurde die mMRNA mittels Dynabeads® aus dem Gewebe isoliert und
SMART-cDNA (Abschnitt 7.2.6.3) amplifiziert. Die cDNA diente als Template flir genspezifische
PCRs (Abschnitt 7.2.6.5) deren amplifiziertes PCR-Produkt zur Analyse sequenziert wurde
(Abschnitt 7.2.6.8). SchlieBlich wurden Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) innerhalb der
transkribierten Sequenz zwischen den reziproken Kreuzungen gesucht. Im Falle eines
identifizierten SNPs in den Sequenzen zwischen reziprok gekreuzten Linien weisen die

Chromatogramme unterschiedliche Nukleotid-Signalintensititen auf.

Zur Ermittlung einer imprinteten Genexpression wurde das Verhaltnis der Signalintensitaten
zwischen den verschiedenen Basen des Polymorphismus herangezogen. Mit Beriicksichtigung des
2:1 (maternal:paternal) Transkriptverhéltnisses im Endosperm, wurde in dieser Arbeit eine
Expression als imprintet bezeichnet, wenn das Chromatogramm einen 3-fach hoheren
Schwellenwert zwischen den unterschiedlichen Polymorphismenbasen fir ein elterliches Allel in
beiden reziproken Hybriden aufgewiesen hat. Zur Uberpriifung, welches elterliche Allel in den als
imprintet identifizierten SNPs der reziproken Kreuzungen exprimiert ist, wurde der zu
untersuchende Sequenzabschnitt aus Inzuchtlinien cDNA bzw. gDNA, entsprechend der reziproken
Kreuzung, amplifiziert. Im Anschluss wurde das PCR-Produkt sequenziert und die ermittelte
Sequenz zur Bestimmung einer maternalen oder paternalen Expression des Gens zusammen mit

den Sequenzen der reziproken Kreuzungen analysiert.

7.2.8.2 Identifizierung syntenisch, imprinteter Gene zwischen Reis und Mais

Zur Identifizierung neuer imprinteter Gene in Mais wurden bekannte imprintete Gene von Luo et
al. (Luo et al.,, 2009; Luo et al., 2011) aus Reis-Endosperm (5 dap) ausgewdhlt und deren
entsprechenden syntenischen Gene in Mais identifiziert. Die Gene wurden mittels des webbasierten
Synteny Mapping and Analysis Program (SyMAP, Version3.4) (Soderlund et al., 2011) unter

Standardeinstellungen ermittelt.
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Die Sequenzen der identifizierten syntenischen Gene in Mais wurden aus der MaizeSequence 5b.60
-Datenbank (www.maizesequence.org) erhalten und genspezifische Oligonukleotide (Abschnitt
7.1.2) ausgewahlt. Diese wurden fur allelspezifische Expressionsanalysen (Abschnitt 7.2.8.1) mit
funf unterschiedlichen Genotypkombinationen (005 x 301, A188 x Mol7, B73 x H99,
B73 x M017, Tex303 x W22), reziproker Hybride verwendet.

Zur weiteren Analyse der in Mais identifizierten imprinteten Gene wurden unter Verwendung der
PCR (Abschnitt 7.2.6.5) Expressionsanalysen in Gameten und verschiedenen Maisgeweben

durchgefuhrt.

7.2.8.3 ldentifikation putativ imprinteter Gene im Maisembryo

Zum Nachweis putativ imprinteter Gene in Mais wurden 6 dap B73 x Mol7 reziprok gekreuzte
Maisembryonen und Endosperm unter Anwendung der Mikro-Praparationsmethode isoliert
(Abschnitt 7.2.5) und folgend SMART-cDNA amplifiziert (Abschnitt 7.2.6.3). Die cDNA wurde
zur Ermittlung der Genexpression mittels des Illumina Genome Analyzer (LGC Genomics GmbH)

tiefensequenziert.

Die Untersuchungen dieser Arbeit begrenzten sich auf die Analysen von 6 dap Maisembryonen.
Dazu wurden die Fragmente (Reads) der Illumina-Sequenzierung auf dem Mais B73
Referenzgenom (Assemblierungsversion: B73 RefGen v2) lokalisiert und im Anschluss die
Expressionslevel der Alignments mithilfe der TopHat-Cufflinks Computerprogrammabfolge
(Trapnell et al., 2012) ermittelt.

Des Weiteren wurden zur Bestimmung der allelspezifischen Genexpression die Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs) zwischen den Inzuchtlinien B73 und Mol7 mittels der Fragmente
entsprechend Waters et al. (Waters et al., 2011) ermittelt. Anhand dieser SNPs konnten nun
einzelne Reads der maternalen bzw. paternalen Expression zugeordnet werden und die
Genexpressionshéhe mittels der Anzahl der Reads abgeleitet werden. Anschlieend wurde ein Chi-
Quadrat-Test durchgefiihrt und Gene mit einer signifikanten (2 <0,01) Abweichung vom 1:1
(maternal:paternal) Transkriptverhaltnis und einer mindestens 90%igen maternalen bzw. paternalen

Herkunft in beiden Hybriden fir weitere Analysen des Imprintings ausgewahlt.

Zur Uberpriifung der putativ imprinteten Gene im Maisembryo wurden entsprechend der SNP-
Positionen, die  unter  Anwendung des Integrative  Genomics  Viewer (IGV,
www.broadinstitute.org/igv/) (Robinson et al., 2011; Thorvaldsdottir et al., 2013) ermittelt werden

konnten, genspezifische Oligonukleotide (Anschnitt 7.1.2) ausgewéhlt. Unter Zuhilfenahme der
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oben beschriebenen Methoden, wurden zur Identifizierung einer imprinteten Genexpression im
Embryo allelspezifische Expressionsanalysen (Abschnitt 7.2.8.1) durchgeftihrt. Zur Uberpriifung
welches elterliche Allel in dem identifizierten SNP der reziproken Kreuzungen exprimiert wird,
wurde das Gen aus Embryo cDNA der Inzuchtlinie B73 sowie gDNA aus Mol7 amplifiziert und

sequenziert.

7.2.9 Untersuchungen zur Regulation des genomischen Imprintings
7.2.9.1 MEE1 Expressionsanalysen

Zur funktionellen Analyse des maternal imprinteten Gens MEEL in planta wurde die Aktivitat des
endogenen MEE1-Promotors sowie die konstitutive Uberexpression des Gens in transgenen

Maispflanzen mithilfe eines GFP-Fusionsproteins untersucht.

Zur Erzeugung des meel-GFP-Fusionskonstrukts unter der Kontrolle des endogenen MEE1-
Promotors (meelp,), wurde dieses zunachst in den pBlueSfi BA Vektor (DNA Cloning Service
e.K.) zwischenkloniert und im Anschluss tber zwei Sfil Schnittstellen in den bindren Vektor
P7Lox-int Kloniert. Zur Steigerung der Expressionsrate enthélt das Indikatorgen GFP ein ST-LS
Intron aus der Kartoffel (Pang, 1996). Des Weiteren besitzt das Konstrukt (Abbildung 6) zur
Selektion transgener Pflanzen eine Herbizidresistenz in Form des bar (bialaphos resistance) Gens,
welches fur eine Phosphinothricin-Acetyltransferase (PAT) kodiert und eine Resistenz gegen das
Herbizid Basta® (Bayer CropScience, Monheim am Rhein, Deutschland) bewirkt. Das
meelp,:meel:GFP Konstrukt wurde Uber Agrobakterium tumefaciens in Mais transformiert
(Abschnitt 7.2.4) und reziprok mit der Inzuchtlinie A188 oder H99 gekreuzt und 6 dap
Maisendosperm isoliert. Aus dem Endospermgewebe (6 dap) wurde SMART-cDNA (Abschnitt
7.2.6.3) amplifiziert sowie gDNA (Abschnitt 7.2.6.4) isoliert, um schlief3lich die Integration und
Expression des Gens meel sowie des GFPs mithilfe der genspezifischen PCR (Abschnitt 7.2.6.5)
zu detektieren. AulRerdem wurden mittels embryo rescue (Abschnitt 7.2.2) transgene Nachkommen
der Regenerate erzeugt, in Anschluss wurden diese Pflanzen geselbstet und das Endosperm (7 dap)

mikroskopisch auf die Fluoreszenz des Indikatorgens GFP untersucht.

Sfil-Typ B Sfil-Ty
A
Lox Lox
—
P35S bar Intron bar T35S NOS synGFP ST-LS- synGFP MEE1 ORF endo. MEEI
Intron Promotor
Herbizid-Resistenz GFP Meel
1206 bp 3060 bp

Abbildung 6: Schematische Darstellung des meelp,,:meel:GFP Konstrukts.
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Zur Erklarung siehe laufender Text. (Abkilrzungen: P35S: 35S Promotor, bar: bialaphos resistance Gens, T35S: 35S
Terminator, NOS: Nopalinsynthase-Transkriptionsterminator aus Agrobacterium tumefaciens, synGFP: synthetisches
GFP Pang, 1996, ST-LS Intron: Intron aus der Kartoffel Pang, 1996, ORF: offener Leserahmen, endo.: endogen)

Zur Erzeugung transgener Maispflanzen mit einer konstitutiven Uberexpression des maternal
imprinteten Gens meel, wurde das Gen meel mithilfe des Restriktionsenzyms BamHI in den
pMon30049 Vektor (Pang, 1996) kloniert. Das daraus resultierende Fusionskonstrukt wird mittels
des in Pflanzen konstitutiv exprimierten CaMV 35S-Promotor aus dem Blumenkohlmosaikvirus
reguliert und weist als Reportergen GFP auf, welches zur Steigerung der Expressionsrate ein ST-
LS Intron aus der Kartoffel enthalt (Abbildung 7) (Pang, 1996). Ebenso zur Verstarkung der
Expression, ist dem CaMV 35S-Promotor das Intron des 70 kD Hitzeschockproteins (hsp70) aus
Zea mays nachgeschaltet. Zur Selektion des Plasmids besitzt das Konstrukt eine Kanamycin-
Resistenz. Das 35S:hsp70:meel:GFP Konstrukt wurde mithilfe des biolistischen Beschusses
(Abschnitt 7.2.3) in Maisembryonen (10 dap) stabil transformiert. Die transgenen Pflanzen wurden
geselbstet und schlielich mittels gDNA und cDNA aus Blattmaterial auf die Integration und
Expression des Indikatorgens GFP untersucht. Daneben wurde junges Blatt- und Wurzelmaterial

transgener Pflanzen mikroskopisch auf die Fluoreszenz des GFPs analysiert.

BamHI
—— ———— I -
Ori-pUC  Kana. Res. 35q prom.  hsp70 MEE]IORF synGFP ST-LS- synGFP NOS
Intron Intron
Meel GFP
323bp 1206 bp

Abbildung 7: Schematische Darstellung des 35S:hsp70:meel:GFP Konstrukts.

Die Abbildung zeigt den Aufbau des 35S:hsp70:meel:GFP Konstrukts des pMon30049 Vektors (Pang, 1996). Zur
Erklarung siehe laufender Text. (Abkirzungen: Ori-pUC: origin of replication, Kana. Res.: Kanamycin Resistenz, 35S
Prom.: 35S Promotor aus dem Blumenkohlmosaikvirus, hsp70 Intron: Hitzeschockprotein 70 Intron, ORF: offener
Leserahmen, synGFP: synthetisches GFP (Pang, 1996), ST-LS Intron: Intron aus der Kartoffel (Pang, 1996), NOS:

Nopalinsynthase-Transkriptionsterminator aus Agrobacterium tumefaciens).

7.2.9.2 Funktionelle Analyse des Gens MEEL (iber homologe Gene in Arabidopsis

Zur Untersuchung, ob ein Funktionsverlust des Gens MEEL zu Entwicklungsstérungen im Samen
fuhrt, wurden homologe Gene in Arabidopsis zu MEE1 aus Mais identifiziert und Doppelmutanten

generiert.
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Das European Arabidopsis Stock Centre stellte eine heterozygote Samenmischung bereit, und die
Geotypisierung der Pflanzen mittels Multiplex-PCR erfolgte wie Abbildung 8 dargestellt. Die PCR
wurde mit isolierter gDNA aus Blattmaterial und genspezifischen Oligonukleotiden sowie einem
T-DNA spezifischen Oligonukleotid fiir SALK-Linien zur Genotypisierung von Wildtypen,
heterozygoten und homozygoten Pflanzen durchgefiihrt (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html)
(Abbildung 8). Zur Generierung von Doppelmutanten wurden heterozygote Pflanzen der T-DNA-
Insertionslinien des Gens AT3G11600 (SALK 048394, SALK 093234) mit denen des Gens
AT5G06270 (SALK_ 089888 und SALK 042914) reziprok gekreuzt. Im Anschluss wurde die sich
aufspaltende Population der verschiedenen reziproken Kreuzungen auf die Insertion im
Chromosom drei und Chromosom finf mittels Genotypisierung analysiert. Aufgrund der
vermuteten embryonalen Letalitit bei reinerbig homozygoten Doppelmutanten wurden
Doppelmutanten mit einer homozygoten und einer heterozygoten Insertion fiir die Analysen
ausgewadhlt. Die ausgewahlten Doppelmutanten SALK 093234 (Homozygot) x SALK 042914
(Heterozygot) und SALK 093234 (Heterozygot) x SALK 042914 (Homozygot) wurden geselbstet
und im Anschluss die Samen mikroskopisch auf die Entwicklung untersucht

T-DNA H
\ / HZ HM

/
\ / 900 NN NN
Genome /

| ms""‘"‘"h 410+N E
RP |

*N=0~300

pZone Ext5 Max N Ext3 pZone

Abbildung 8: Genotypisierung der T-DNA-Insertionslinien in Arabidopsis

Schematische Darstellung der Multiplex-PCR zur Genotypisierung von Arabidopsis T-DNA-Linien. Die Oligonukleotide
wurden entsprechend des SALK T-DNA Oligonukleotid Designs (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) flr jede
Insertionslinie ausgewahlt. Die PCR wurde mit genspezifischen LP und RP Oligonukleotiden sowie einem T-DNA
spezifischen BP (LBb1) Oligonukleotid durchgefiihrt. Die rechte Abbildung zeigt die amplifizierten PCR-Produkte nach
der Agarosegelelektrophoretischen  Auftrennung, der Nachweis von Wildtyppflanzen erfolgt mittels den
Oligonukleotiden LP und RP, Homozygote mit BP (LBbl) und RP, wohingegen in heterozygoten Pflanzen beide
Produkte amplifiziert werden. Die Abbildung wurde von Signal.SALK (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html)
tibernommen. Abkirzungen: N: Differenz der Insertionsstelle und der flankierenden Sequenz Position, in der Regel 0 bis
300 Basen, MaxN: maximale Differenz der Insertionsstelle und der Sequenz, pZone: Oligonukleotide Region, Ext5,

Ext3: Region zwischen MaxN und pZone
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7.2.9.3 Untersuchung zur Rolle der Glykosylase DNG105 fiir Imprinting

Um eine mogliche Rolle des DNG105 bei der Regulation des genomischen Imprintings zu
untersuchen, wurden die Auswirkungen einer verminderten DNG105-Expression auf die
allespezifische Expression imprinteter Gene untersucht. Die Suppression des DNG105 in Mais
wurde Uber RNA Interferenz (RNAI) vermittelt.

Zur Erzeugung RNAi-auslésender doppelstrangiger Hairpin-RNA (Smith et al., 2000) wurde eine
300 bp groRBe Teilsequenz des DNG105-Gens aus Zea mays ausgewahlt und mittels PCR
amplifiziert. Die PCR wurde mit Oligonukleotiden durchgefihrt, welche an den 5 Enden Uber die
Restriktionsschnittstellen BamHI/EcoRI bzw. Spel/Sall verfigen. Nach der Restriktion des PCR-
Produkts mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (BamHI/Spel, EcoRI/Sall), lieRen sich
beide Amplifikate gerichtet in den pLNU-SG Vektor (DNA Cloning Service, Deutschland)
klonieren. Anschlielend flankierten beide Gensequenzen invers eine Spacer-GUS-Sequenz, die
nach einer erfolgreichen Transkription eine Hairpin-Struktur ausbildet. Die Expression des RNAi-
Konstrukts wird konstitutiv tiber einen Ubiquitin Promoter aus Mais reguliert (Abbildung 9).

Das Konstrukt wurde durch einen biolistischen Beschuss (Abschnitt 7.2.3) in Maisembryonen (10
dap) stabil transformiert. Transgene Maispflanzen wurden reziprok mit den Inzuchtlinien B73 und
Mol7 gekreuzt, das Maisendosperm (6 dap) der DNG105 RNAIi Hybride unter Anwendung der
Mikro-Préaparation (Abschnitt 7.2.5) isoliert und SMART-cDNA (Abschnitt 7.2.6.3) amplifiziert.
Danach wurde die Expression im Endosperm flr jeweils zwei maternal und paternal imprintete
Gene mittels allelspezifischer Expressionsanalysen (Abschnitt 7.2.8.1) untersucht. Die
identifizierten SNPs der reziproken dngl05 RNAi-Kreuzungen wurden zur Kontrolle mit
amplifizierten SNPs der reziprok gekreuzten Inzuchtlinien B73 x XH99 (6 dap) verglichen. Die
Linie XH99 entspricht dem Hybrid der Inzuchtlinien H99 x A188, dass den genetischen
Hintergrund der transgenen Linien darstellt. Zur Kontrolle der mit Mol7 durchgefiihrten
reziproken Kreuzung wurde Endosperm cDNA (6 dap) der reziprok gekreuzten Inzuchtlinien Mo17
X A188 analysiert. Der Genotyp A188 wurde fir diese Kontrollkreuzung ausgewahlt, da die
entsprechende gekreuzte cDNA, bestehend aus dem XH99-Genotyp, nicht zur Verfligung stand.

Zum Nachweis der Expression von DNG105 in Maiswildtyppflanzen wurden Expressionsprofile in
Gameten und verschiedenen Geweben mittels RT-PCR (Abschnitt 7.2.6.2) durchgefihrt.
Zusétzlich wurde die Expression der untersuchten imprinteten Gene sowie die von DNG105 und
zweier weiterer Glykosylasen (DNG101, DNG102) im Endosperm (6 dap) der reziproken DNG105
RNAIi-Hybride Uiber RT-PCR (Abschnitt 7.2.6.2) untersucht.
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Zur Bestimmung der Expressionsunterschiede des Transkripts des DNG105 im Endosperm, wurde
wie von Lé et al. (L€ et al., 2005) beschrieben die Zyklenzahl, bei der ein sichtbares PCR-Produkt
amplifiziert wurde, ermittelt.

Sfi-A Sfi-B

T:0X3E: Ubi. Int. Promotor RNAI Insert NOS Gox:P

Sall

DNG105 Spacer GUS DNG105

5
Loop
3

el

Abbildung 9:Schematische Darstellung des dng105 RNAi-Kontrukts.
Zur Erklérung siehe laufender Text. (Abkirzungen: Ubi. Int.: Ubiquitin-Promotor mit Intron aus Mais, NOS:
Nopalinsynthase-Transkriptionsterminator aus Agrobacterium tumefaciens, Spacer GUS: Fragment des -Glukuronidase-

Gens
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8 Ergebnisse

8.1 Identifikation neuer imprinteter Gene in Mais
8.1.1 Untersuchungen zur Konservierung der imprinteten Genregulation zwischen
Reis und Mais Uber syntenisch imprintete Gene

Die Konservierung der Imprinting-Genregulation in Monokotyledonen wurde ber die
Identifikation und Expressionsanalyse syntenischer Gene zwischen Reis und Mais untersucht.
Hierzu wurden unter Anwendung der Syntenie orthologe Maisgene zu imprinteten Genen aus Reis
ermittelt. Zur Untersuchung der Imprinting-Regulation der Gene aus Mais wurden allelspezifische
Expressionsanalysen durchgefiihrt. AuBerdem erfolgte eine Charakterisierung der neuen

imprinteten Gene in Mais Uber Expressionsprofile in verschiedenen Maisgeweben.

8.1.1.1 Identifikation orthologer Gene in Mais zu imprinteten Genen in Reis

Die Untersuchungen zur Konservierung der Imprinting-Genregulation basieren auf identifizierte
imprintete Gene in Reisendosperm (5 dap) (Luo et al., 2011). Luo et al. identifizierte unter
Anwendung der RNA-Tiefensequenzierung 262 imprintete Loci im Reisendosperm und bestétigte
tiber allelspezifische Expressionsanalysen fur 49 Gene eine imprintete Expression (Luo et al.,
2011). Diese verifizierten imprinteten Gene in Reis wurden fiir die Analysen in dieser Arbeit
ausgewahlt. Zudem wurden sieben weitere Reisgene ausgesucht, die ausschlielich mithilfe der
RNA-Tiefensequenzierung identifiziert wurden. Diese Gene weisen eine signifikante Homologie
zu potenziell imprinteten Genen in Arabidopsis auf (Gehring et al., 2011; Hsieh et al., 2011; Luo et
al., 2011; Wolff et al., 2011). Mithilfe von SyMAP (Soderlund et al., 2011) wurden flr 32 von 56
Reisgenen syntenisch orthologe Gene in Mais ermittelt. Fiir neun Reisgene konnte ein orthologes
Gen in Mais und fir 22 Reisgene jeweils zwei Maisorthologe identifiziert werden. Des Weiteren
wurde flr ein imprintetes Gen in Reis drei orthologe Gene in Mais ermittelt. Insgesamt wurden
somit 56 Maisgene mit einer synthenischen Verwandtschaft zu Reis fur die allelspezifischen

Expressionsanalysen ausgewahlt.

8.1.1.2 Ergebnisse der allspezifischen Expressionsanalysen zur Identifikation imprinteter
Gene in Mais

Die Untersuchung der Genregulation von 56 ausgewahlten Maisgenen mit einer synthenischen
Verwandtschaft zu Reis imprinteten Genen erfolgte tber allelspezifische Expressionsanalysen. Fir

die Analysen wurde 6 dap Maisendosperm von fiinf verschiedenen Genotypkombinationen
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reziproker Kreuzungen verwendet. Die Entwicklung des 6 dap Maisendosperms entspricht dem
Entwicklungslevel des 5 dap Reisendosperms. Fur die allelspezifischen Expressionsanalysen
wurden bis zu drei genspezifische Oligonukleotid-Kombinationen pro Gen, auf Basis der B73
Genomsequenz ausgewdhlt. Insgesamt wurden von 52 verschiedenen Maistranskripten Fragmente
mit einer Lénge von 243-2246 bp amplifiziert und sequenziert (Syntenie-Tabelle auf der
beiliegenden CD). Die Validierung der Methode imprintete Gene mittels allelischer
Expressionsmuster zu identifizieren erfolgte Uber die Untersuchung von drei bekannten imprinteten
und zwei nicht-imprinteten Genen. Die Analyse der Polymorphismen bestétigt die maternale
Expression der drei bekannten imprinteten Maisgene FIE1, MEE1 und MEG1(Abbildung 35). Die
Chromatogramme der ersten negativen Kontrolle (GRMZM2G150631) zeigen Doppelpeaks der
verschiedenen Nukleotid-Signalintensitaten und entsprechen somit nicht dem Auswahlkriterium fir
Imprinting im Endosperm. In der zweiten negativen Kontrolle GRMZM5G816791 wurden ebenso
Doppelpeaks amplifiziert, aber das identische Allel weist in beiden Kreuzungsrichtungen eine
stérkere Signalintensitat auf (Abbildung 36). Fiir 20 Transkripte der ausgewahlten Maisgene wurde
kein spezifisches PCR-Produkt amplifiziert. Die Sequenzanalysen ergaben, dass fiir 14 Gene kein
Polymorphismus innerhalb der transkribierten Sequenz zwischen den reziproken Kreuzungen
identifiziert wurde. Insgesamt konnten fir 18 imprintete Reisgene 22 syntenische Orthologe in
Mais unter Zuhilfenahme identifizierter SNPs untersucht werden (Tabelle 12). Fiir die Maisgene
wurden maximal finf Polymorphismen in den Sequenzen der reziproken Kreuzungen identifiziert.
Die Position der untersuchten SNPs auf den Gentranskripten ist in der Syntenie-Tabelle (auf der
beiliegenden CD) aufgefiihrt. Mittels der allelischen Expressionsmuster wurden im Maisendosperm
vier maternal exprimierende Gene (MEGSs) und sechs paternal exprimierende Gene (PEGS)
identifiziert (Abbildung 12,13)( Tabelle 12). Des Weiteren wurden 12 Gene mit einer biallelischen
Expression amplifiziert (Abbildung 37, 38, 39). 15 Gene konnten in einer Genotypkombination auf
das amplifizierte allelische Expressionsmuster untersucht werden. Die Analysen zeigten, dass flr
vier nicht-imprintete Gene (NIG) die biallelische Expression in einer weiteren und fir das NIG
GRMZM2G418515 in zwei anderen Genotypkombinationen bestétigt werden konnte. Fiir das
MEG GRMZM2G145300 und das PEG GRMZM5G897988 wurde in einer weiteren
Genotypkombination eine biallelische Expression ermittelt. In den allelspezifischen
Expressionsanalysen wurden vier paraloge Genpaare in Mais untersucht. In einem Genpaar lagen
beide Gene als imprintet und in einem anderen Paar die paralogen Gene als NIG vor. Des Weiteren
konnte fur zwei Genpaare eine imprintete und eine nicht-imprintete Expression in den paralogen

Genen amplifiziert werden (Tabelle 12).

Nach der Identifizierung der imprinteten Gene in Mais wurden fur eine weitere Verifizierung der

Methode allelische Expressionsmuster der imprinteten Maisgene mit einem Ubereinstimmenden
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Mengenverhaltnis von genomischer DNA zwei verschiedener Genotypen analysiert. Mittels
allelspezifischer Expressionsanalysen wurde fir zwei Gene ausschlieflich ein Nukleotid an den
untersuchten SNPs der imprinteten Gene amplifiziert. Fur drei Gene konnte die Analyse aufgrund
schlechter Sequenzqualitat nicht durchgefihrt werden. Eine identische bzw. fast identische
Signalintensitat der verschiedenen Nukleotide am SNP konnte fir fiinf der zehn imprinteten
Maisgene detektiert werden (Abbildung 40)

8.1.1.3 Vergleichsanalysen der identifizierten Gene zu RNA- Tiefensequenzierungen aus
spateren Entwicklungsstadien des Endosperms von Mais

Die von Waters et al. und Zhang et al. vertffentlichten Daten zu Maisendosperm exprimierten

imprinteten Genen, wurden mittels RNA-Tiefensequenzierung erzeugt und verwendeten das

Endosperm der Genotypen B73 und Mo17 nach 10 dap (Zhang et al., 2011) und 14 dap (Waters et

al., 2011).

Ein Vergleich der in dieser Arbeit identifizierten Gene mit den Daten aus 10 dap Maisendosperm
ergab, dass die identifizierten paternalen Gene GRMZM2G091819, GRMZM2G472052 ebenso
eine imprintete Expression in 10 dap Endosperm aufweisen (Zhang et al., 2011) (Tabelle 12).
Waters et al. konnte in 14 dap Maisendosperm fiir 8 von 10 imprinteten Genen SNPs zwischen den
Genotypen B73 und Mol7 detektieren (Waters et al., 2011). Mittels der Daten aus 14 dap
Endosperm (Waters et al., 2011) konnte kein imprintetes Gen dieser Arbeit bestitigt werden.
Allerdings weisen die zwei paternal imprinteten Gene GRMZM2G091819 und GRMZM2G472052
aus 6 dap in den RNA-Tiefensequenzierungen eine signifikante paternale Expression auf (Waters et
al., 2011). Laut Waters et al. (Waters et al., 2011) entsprechen die zwei Gene nicht den
Selektionskriterien flr eine Imprinting-Regulation, da nicht mindestens 90% der Sequenzfragmente
mit einer paternalen Herkunft in beiden Hybriden detektiert wurden. Mithilfe der RNA-
Tiefensequenzierung konnte Waters et al. (Waters et al., 2011) fir kein Gen, das in dieser Arbeit
als NIG identifiziert wurde, eine Imprinting-Regulation nachweisen. Fir das in 6 dap identifizierte
imprintete Gen GRMZM5G871520 konnte in 14 dap Maisendosperm eine schwache Expression
tiber ausschliellich paternale Reads detektiert werden. Die restlichen in 6 dap Endosperm
ermittelten imprinteten Gene weisen in 14 dap Endosperm eine nicht-imprintete Expression auf
(Waters et al., 2011) (Tabelle 12).

Zur Untersuchung des Spezies-spezifischen Imprintings in Mais wurden die identifizierten NIGs
sowie deren Paraloge auf eine Imprinting-Regulation analysiert. Die Daten der RNA-
Tiefensequenzierungen von Zhang et al. und Waters et al. wurden hierzu auf Imprinting der

ermittelten paralogen Maisgene untersucht (Waters et al., 2011; Zhang et al., 2011). Fir zwei der
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zwOIf NIG in Mais wurde kein paraloges Gen identifiziert. In den Analysen konnten zwischen 1-51
Paraloge in Mais fir die tbrigen zehn NIG ermittelt werden. Fir zehn der NIG konnten in ca. 50%
der untersuchten Paralogen SNPs zwischen den Genotypen B73 und Mol7 ermittelt werden.
(Waters et al., 2011). Es wurde jedoch nur fiir ein Gen Imprinting nachgewiesen (Waters et al.,
2011), das deutet fir die restlichen Gene auf ein Reis spezifisches Imprinting hin. Dagegen wurde
das paraloge Gen AC191534.3 FG003 des NIGs GRMZM2G339151 als paternal imprintetes Gen
im 10 dap und 14 dap Maisendosperm identifiziert (Tabelle 13) (Waters et al., 2011; Zhang et al.,
2011).

8.1.1.4 Untersuchungen zur Konservierung imprinteter Gene zwischen Angiospermen

Um die Konservierung regulatorischer Mechanismen des Pflanzengenoms zwischen verschiedenen
Spezies zu untersuchen, wurde der Imprintingstatus der homologen Gene aus Reis, Mais und
Arabidopsis miteinander verglichen. Mithilfe der allelspezifischen Expressionsanalysen (Abschnitt
7.2.8.) konnte fur 10 von 18 Reisgenen mindestens ein imprintetes syntenisch orthologes Gen in
Mais identifiziert werden. Daraus ergibt sich eine Konservierung zwischen den imprinteten Genen
dieser beiden Graser von 56% (Tabelle12). Die hier vorliegenden Analysen in Mais schlieen auch
flnf Reisgene ein, flir die imprintete orthologe Gene in Arabidopsis identifiziert wurden (Luo et
al., 2011). Es konnten fur drei dieser fiinf imprinteten Reisgene ein imprintetes orthologes Gen in
Mais ermittelt werden (Tabelle 12). Fur das Josephin Protein (0s01g63250.1) aus Reis wurden
zwei paternal imprintete paraloge Gene (GRMZM5G897988, GRMZM2G148115) in Mais
identifiziert. Der Vergleich der orthologen imprinteten Gene in Reis und Mais ergab, dass ein
imprintetes Maisgen die Richtung der monoallelischen Expression wechselte. Zhang et al. (Zhang
et al., 2011) wies fiir das Reisgen 0s12g40520.1 eine paternale Expression nach. In Mais hingegen
wurde eine maternal imprintete Expression fur das Gen GRMZM2G145300 detektiert (Tabelle 12).

8.1.1.5 Expressionsprofile der identifizierten imprinteten Maisgene in Gameten und
verschiedenen Geweben

Die Charakterisierung der neuen imprinteten Gene erfolgte Uber Expressionsprofile in Gameten

sowie verschiedenen Maisgeweben mittels RT-PCR. Des Weiteren wurden die Gene zur

Verifizierung und Vervollstandigung der Expressionsprofile mithilfe des Maize Gene Expression

Atlas (Sekhon et al., 2011) untersucht.

Die Uberpriifung, ob Transkripte der imprinteten Gene vor der Befruchtung vorliegen, wurde mit

isolierten mannlichen und weiblichen Gameten durchgefuhrt. Fur zwei der vier MEGs
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(GRMZM2G361398, GRMZM2G332495) konnten keine Transkripte in der Zentralzelle und fur
vier der sechs paternal exprimierten Gene (GRMZM5G897988, GRMZM2G148115,
GRMZM2G5G871520, GRMZM2G091819) keine Transkripte in der Spermazelle nachgewiesen
werden. Aulerdem wurden fur sechs von zehn imprinteten Genen Transkripte in den Gameten
detektiert, die im Endosperm das stillgelegte Allel bereitstellen (Abbildung 10). Die Expression der
neuen imprinteten Gene wurde ebenso in Embryo, Endosperm, Nucellus und weiteren somatischen
Geweben untersucht. In den Analysen konnte fur die Mehrheit der Gene eine Expression in
Embryo, Anthere, Wurzel und Keimling detektiert werden. Mit Ausnahme des paternal
exprimierten Gens GRMZM2G091819 wurden fir alle imprinteten Gene Transkripte im
Nucellusgewebe amplifiziert. Das maternal imprintete Gen GRMZM2G178435 zeigt eine
bevorzugte Expression im Samen sowie eine sehr geringe Transkriptmenge in Anthere, Keimling
und Waurzel. Fiir die Mehrheit der untersuchten MEGs und PEGs liel sich eine Expression im
Embryo und Endosperm zwischen 5 dap und 14 dap nachweisen. Das am stéarksten spezifische
Expressionsmuster, mit einer ausschlieBlich detektierten Expression im Endosperm, reprasentiert
das paternal exprimierende Gen GRMZM2G091819 (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Gameten- und Gewebespezifische Expressionsprofile der identifizierten imprinteten Gene in Mais.
Mittels RT-PCR wurden Expressionsprofile der neuen imprinteten Gene in verschiedenen Maisgeweben sowie
mannlichen und weiblichen Gameten durchgefiihrt. Transkripte des Gens Aktin dienen als positive und Wasser als
negative Kontrolle. Zum Nachweis, dass in den Analysen ausschlieBlich cDNA verwendet wurde, wurde in der Aktin-
PCR gDNA eingesetzt. Die entsprechende Abbildung ist im Anhang zu finden (Abbildung 34).
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Die Uberpriifung und Vervollstandigung der amplifizierten Expressionsprofile der identifizierten
imprinteten Gene erfolgte iber den Maize Gene Expression Atlas (Sekhon et al., 2011). Im Mais
Gene Expression Atlas wurden alle in dieser Arbeit identifizierten imprinteten Gene in 60
Maisgeweben aus unterschiedlichen Entwicklungsstadien untersucht (Sekhon et al., 2011). Fiir eine
Vergleichsanalyse wurde das Expressionsprofil der in dieser Arbeit identifizierten imprinteten
Gene, sowie 10 MEGs bzw. PEGs aus 10 dap Endosperm (Zhang et al., 2011) und 7 MEGs und
13 PEGs aus 14 dap Maisendosperm ermittelt (Waters et al., 2011) (Abbildung 11). Alle in 14 dap
Endosperm untersuchten Gene wurden Uber allelspezifische Expressionsanalysen und vier der
MEGs (GRMZM2G370991, GRMZM2G160687, GRMZM2G062650, GRMZM2G354579) bzw.
PEGs (GRMZM2G127160, GRMZM2G449489, GRMZM2G028366, GRMZM2G091819) aus
10 dap Maisendosperm mittels allelspezifischer Restriktionsenzyme verifiziert (Waters et al., 2011;
Zhang et al., 2011). Die Expressionsdaten der Studie bestatigt die in dieser Arbeit amplifizierte
Samen- und Endosperm-bevorzugte Expression der Gene GRMZM2G178435 (MEG) und
GRMZM2G091819 (PEG). Mit Ausnahme der Gene GRMZM2G178435 (MEG) und
GRMZM2G091819 (PEG) zeigen die anderen imprinteten Gene eine nahezu Konstitutive
Expression auf einem hohen Level in allen analysierten Geweben. Die Analyse ermittelte fir das
PEG GRMZMb5G871520 ein differenzielles Expressionsmuster wéhrend der Blatt und
reproduktiven Entwicklung. Der Expressionsvergleich der untersuchten imprinteten Gene in 6, 10
und 14 dap Maisendosperm ergab, dass fiir MEGs bzw. PEGs kein bevorzugtes Expressionsprofil
detektiert werden konnte. Es wurden drei unterschiedliche Typen der Expressionsprofile ermittelt:
Gene die eine universelle Expression auf einem hohen Level zeigen, Gene mit einer bevorzugten
Expression im Endosperm (12-24 dap) und Samen (2-24 dap) sowie Gene die eine hohe

differenzielle Expression in Wurzel, Blatt und der reproduktiven Entwicklung zeigen.

Ein Vergleich der Expressionsmuster der in dieser Arbeit identifizierten imprinteten Maisgene mit
den entsprechenden Expressionsprofilen der orthologen Gene in Reis (Luo et al., 2011), konnte in
beiden Monokotylen fir das Gen GRMZM2G091819 eine bevorzugte Expression im Endosperm

nachweisen (Tabelle 12).
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Abbildung 11: Mittels Sekhon et al., 2011 erstellte Expressionsprofile imprinteter Gene in Mais

Die Diagramme zeigen die Expressionsprofile der in dieser Arbeit identifizierten imprinteten Gene (A) sowie
ausgewdhlte imprintete Gene aus 10 dap (B) (Zhang et al., 2011) und 14 dap (C) (Waters et al., 2011) Maisendosperm.
Die Expressionsdaten wurden in 60 Maisgeweben aus unterschiedlichen Entwicklungsstadien ermittelt (Sekhon et al.,
2011).
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Abbildung 12: Chromatogramme der maternal imprinteten Gene im Maisendosperm.

Die Chromatogramme der allelspezifischen Expressionsanalysen zeigen die analysierten SNPs fiir die maternal
imprinteten Gene im Endosperm. Die Chromatogramme der reziproken Kreuzung und der Inzuchtlinien eines Gens sind
jeweils untereinander angeordnet und der sich in der Mitte befindende SNP ist grafisch hervorgehoben. In der
Beschriftung der Kreuzungsrichtung des jeweiligen Chromatogramms ist der Genotyp hervorgehoben, dessen Nukleotid
am SNP detektiert wurde.
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In der

imprinteten Gene im Endosperm. Die Chromatogramme der reziproken Kreuzung und der Inzuchtlinien eines Gens sind
46

Die Chromatogramme der allelspezifischen Expressionsanalysen zeigen die analysierten SNPs fiir die paternal
jeweils untereinander angeordnet und der sich in der Mitte befindende SNP ist grafisch hervorgehoben.

Abbildung 13: Chromatogramme der paternal imprinteten Gene im Maisendosperm.
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Beschriftung der Kreuzungsrichtung des jeweiligen Chromatogramms ist der Genotyp hervorgehoben, dessen Nukleotid
am SNP detektiert wurde.

8.1.2 Identifikation putativ imprinteter Gene im Maisembryo

Die Anzahl der bekannten imprinteten Gene im Maisembryo ist im Gegensatz zum Endosperm
(Abschnitt 8.1.1) sehr gering (Kohler et al., 2012). Aufgrund dessen wurden zur Identifikation
putativ imprinteter Gene im Maisembryo, Gene mittels RNA-Tiefensequenzierung ausgewahlt und
die imprintete Expression im Anschluss mittels allelspezifischer Expressionsanalysen validiert.

8.1.2.1 Ergebnisse der RNA-Tiefensequenzierung im Maisembryo

Fur die Analysen wurde cDNA aus Endosperm und Embryo der reziproken Kreuzung B73 x Mol7
(6 dap) uber RNA-Tiefensequenzierungen untersucht. Die Analysen dieser Arbeit beschrénkten
sich auf Untersuchungen von 6 dap Maisembryonen. Anhand der ermittelten SNPs zwischen den
Inzuchtlinien B73 und Mol7 konnten einzelne Sequenzfragmente (Reads) der maternalen bzw.
paternalen Expression zugeordnet werden. Aus diesen Ergebnissen wurde die Hohe der
Genexpression mittels der Anzahl der Fragmente abgeleitet. AnschlieRend wurde ein Chi-Quadrat-
Test durchgefiihrt und sieben maternale Gene mit einer signifikanten (a< 0.02) Abweichung vom
1:1 (maternal:paternal) Transkriptverh&ltnis und einer mindestens 85%igen maternalen bzw.
paternalen Herkunft in beiden Hybriden erfasst. Sechs paternale Gene mit mindestens 10
Sequenzfragmenten, die eine Signifikanz von a< 0.05 und eine mindestens 85%ige maternale bzw.
paternale Herkunft aufwiesen wurden ausgewdhlt. Aulerdem konnten jeweils vier maternale und
vier paternale Gene bei einer héheren Signifikanz (a< 0.01) sowie einer mindestens 90%igen
monoparentalen Herkunft in beiden Hybriden bestatigt werden. Eine Zusammenfassung der
ausgewdhlten putativ imprinteten Gene und eine Transkript- und Oligonukleotidanalyse ist in
Tabelle 5 bzw. Tabelle 11 aufgefiihrt. Fir die Gene GRMZM2G015767 und GRMZM2G083932
konnte in den Analysen der RNA-Tiefensequenzierung kein imprintetes Expressionsmuster im

Endosperm nachgewiesen werden.

47



Ergebnisse

Tabelle 5: Mittels der RNA-Tiefensequenzierung ausgewahlte, putativ imprintete Gene des Maisembryos.

. . Signifikanz (a</ %
Irpnuptlflitr:\t/ie:g Identifikgfiiﬁ;nummer BEDEELE Re"f‘ds ) 9EIElEr
Hybriden)
paternal AC211403.4_Fg005 0,01/90
GRMZM2G028366 0,01/90
GRMZM2G093947 0,01/90
GRMZM2G365731 0,01/90
GRMZM2G015767 0,05/85
GRMZM2G083932 0,05/85
maternal GRMZM2G014119 0,01/90
GRMZM2G014256 0,01/90
GRMZM2G130580 0,01/90
GRMZM2G370991 0,01/90
GRMZM2G136364 0,02 /85
GRMZM2G354579 0,02 /85
GRMZM2G118205 0,02 /85

8.1.2.2 Allelspezifische Expressionsanalysen der selektierten putativ imprinteten Gene
des Maisembryos
Zur Verifizierung der putativ imprinteten Gene im Embryo wurden allelspezifische
Expressionsanalysen durchgefiihrt. Zur Identifikation von SNPs zwischen den reziprok gekreuzten
Inzuchtlinien B73 und Mo17 wurden bis zu drei genspezifische Oligonukleotidpaare fur jedes Gen
ausgewahlt (Tabelle 11). Von den Maistranskripten wurden Fragmente mit einer L&nge von 463-
1689 bp amplifiziert (Tabelle 11) und sequenziert. Fir zwei von vierzehn Genen konnten
erfolgreich Polymorphismen innerhalb der transkribierten Sequenz zwischen den reziproken
Kreuzungen identifiziert werden. Das Gen FIE1 (GRMZM2G118205) konnte im Embryo nicht
analysiert werden. Zur Ermittlung einer imprinteten Genexpression wurde das Verhaltnis der
Signalintensititen zwischen den verschiedenen Basen des Polymorphismus herangezogen. In den
allelspezifischen Expressionsanalysen wurden 1 bzw. 11 SNPs fur die Maisgene
GRMZM2G093947 und GRMZM2G014256 in den Sequenzen der reziproken Kreuzungen
identifiziert. Die Position der untersuchten SNPs auf den Gentranskripten ist in Abschnitt 12.3
aufgefiihrt. Die Chromatogramme von elf untersuchten SNPs zeigten einen Doppelpeak der

verschiedenen Nukleotid-Signalintensitaten. Ein Vergleich der amplifizierten Sequenz des Gens
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GRMZM2G014119 mit der Sequenz des paralogen Gens GRMZM2G044440 ergab, dass an den
Positionen mit den amplifizierten Doppelpeaks die Gene unterschiedliche Nukleotide aufweisen.
An den entsprechenden Positionen wurden die vorhergesagten Nukleotide von beiden Genen
amplifiziert. AuBerdem konnte fir das Gen GRMZM2G014256 ein Polymorphismus mit
monoallelischer Expression zwischen den reziproken Hybriden nachgewiesen werden. Das Gen
GRMZM2G014256 konnte als maternal imprintet im Maisembryo verifiziert werden, durch den
Vergleich der amplifizierten Sequenzen der Inzuchtlinien und der reziproken Kreuzungen
(Abbildung 16).

Des Weiteren wurde fur das Gen GRMZM2G014256 im Endosperm mittels RNA-
Tiefensequenzierung eine signifikante (oo 0,01) Abweichung vom 2:1 (maternal:paternal)
Transkriptverhéltnis und eine mindestens 90%ige maternale Herkunft in beiden Hybriden ermittelt.
Aufgrund dessen wurde das Gen GRMZM2G014256 im Endosperm als putativ maternal imprintet
identifiziert. Dieses wurde durch Amplifikation des Gens aus Endosperm (6 dap) cDNA der
reziproken Maishybride B73 x Mol7 und der Inzuchtlinie B73 uberpruft. Das allelische
Expressionsmuster der Sequenzen aus dem Endosperm unterstitzt die basierend auf der RNA-
Tiefensequenzierung erwartete imprintete Expression im Endosperm nicht. In den
Chromatogrammen einer Kreuzungsrichtung wurde eine biallelische Expression detektiert, die

damit nicht den Auswahlkriterien fiir Imprinting im Endosperm entsprach (Abbildung 16).

Durch Begutachtung der detektierten Intron-Exon-Struktur der lokalisierten Fragmente mithilfe des
Integrative Genomics Viewer (IGV) (Robinson et al., 2011; Thorvaldsdottir et al., 2013) wurde
festgestellt, dass keine Transkripte des als imprintet identifizierten Gens GRMZM2G014256 in der
RNA-Tiefensequenzierung detektiert wurden (Abbildung 14). Allerdings wurde das auf dem
Gegenstrang lokalisierte Gen GRMZM2G014119 im Embryo exprimiert und folglich analysiert.
Beide Gene wurden auf Basis der Ahnlichkeit zu bekannten Protein- oder cDNA-Sequenzen von
MaizeSequence 5b.60 und Ensembl (Version 71, www.ensembl.org) (Flicek et al., 2011 // 2012)

vorhergesagt.
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Abbildung 14: Intron-Exon-Struktur der lokalisierten Fragmente

Darstellung der lokalisierten Fragmente fur das Gen GRMZM2G014119 aus der RNA-Tiefensequenzierung mithilfe des
Integrative Genomics Viewer (IGV) (Robinson et al., 2011; Thorvaldsdottir et al., 2013). Im oberen Abschnitt sind die
Daten aus dem Embryo und unten aus dem Endosperm gezeigt.

Mittels IGV und Gramene (#36b, http://www.gramene.org/) (Youens-Clark et al., 2010 // 2011)
konnte festgestellt werden, dass das Gen GRMZM2G014256 auf dem Vorwérts- (95841312-
95843445) und GRMZM2G014119 auf dem Ruckwaértsstrang (95841179-95843445) der
Ubereinstimmenden Position auf Chromosom 6 lokalisiert sind (Abbildung 15a). Laut der
Datenbank Gramene unterliegen die Gene keinem alternativen Splicing und GRMZM2G014256
transkribiert eine codierende Sequenz, wohingegen MaizeSequence 5b.60 die Gene als Splice-
Varianten darstellt (Abbildung 15b) und fir das Gen GRMZM2G014256 ein nicht-codierendes

Transkript vorhersagt.
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Abbildung 15: Gegentiberstellung der Gene GRMZM2G014256 und GRMZM2G014119 auf dem Maisgenom.

A) Lokalisation der Gene GRMZM2G014256 und GRMZM2G014119 auf dem Chromosom 6, GRMZM2G014256
befindet sich auf dem Vorwartsstrang und GRMZM2G014119 auf dem entsprechenden Ruckwartsstrang (Gramene #36b,
Www.gramene.org).

B) Die Abbildung wurde von MaizeSequence 5b.60 (www. maizesequenze.org) Ubernommen und zeigt die Splice-

Varianten mittels der Exons (Balken) und Introns (verbindende Linien zwischen den Balken).

Die Analyse der Oligonukleotid-Bindungspositionen ergab, dass die ausgewahlten Oligonukleotide
fir das Gen GRMZM2G014256 ebenfalls auf dem Transkript des Gens GRMZM2G014119
binden. Daraus geht hervor, dass beide Gene mit dem gleichen Oligonukleotidpaar amplifiziert
werden konnen, in dieser Arbeit jedoch GRMZM2G014119 detektiert wurde, da fir das Gen
GRMZM2G014256 im Embryo keine Transkripte in der RNA-Tiefensequenzierung ermittelt
wurden.
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Abbildung 16: Sequenzausschnitte der allelspezifischen Expressionsanalyse der reziproken GRMZM2G014119
Kreuzung in Embryo und Endosperm.

Die Sequenzausschnitte zeigen den SNP des Gens GRMZM2G014119 der reziproken B73 x Mo17 Kreuzung in Embryo
(6 dap) und Endosperm (6 dap). Beide Kreuzungsrichtungen und die Kontrollen des SNP in Embryo und Endosperm sind
jeweils untereinander angeordnet, der sich in der Mitte befindende SNP ist grafisch hervorgehoben. In der Beschriftung
des jeweiligen Sequenzausschnitts ist der Genotyp hervorgehoben, dessen Nukleotid am SNP detektiert wurde. Mittels

des SNPs wurde flir das Gen GRMZM2G014119 eine monoallelische Expression im Maisembryo ermittelt.

8.1.2.3 Analysen zum imprinteten Gen GRMZM2G014119

Das verifizierte maternal imprintete Gen GRMZM2G014119 besteht laut der Datenbank
MaizeSequence 5b.60 aus einem 1051 bp langem Transkript. Fir das aus 153 Aminoséduren
aufgebaute Protein wird eine Pfam- (Ubiquitin-Familie, PF00240), SMART- (Ubiquitin,
IPR000626) und Prints-Domane (Ubiquitin Untergruppe, IPR019956) vorhergesagt.

Fur dieses Gen ergaben die Tiefensequenzierungen eine 58-fach hdhere Anzahl der maternalen
Transkripte im Endosperm als im Embryo. Ein Vergleich zu detektierten Expressionslevel aus 14
und 25 dap Maisembryo unterstltzt den Nachweis der schwdacheren Expression des Gens im
Embryo (Davidson et al., 2011; Waters et al., 2011) (Abbildung 32). AuRerdem wurde das Gen in

einem Mais Expressionsatlas in 60 verschiedenen Geweben untersucht (Abbildung 17) (Sekhon et
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al., 2011). Die Analysen ergaben eine ansteigende Expression im sich entwickelnden Korn sowie
ein konstantes Transkriptniveau des Gens im 12-24 dap Endosperm und 16-24 dap Embryo.
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Abbildung 17: Expressionsprofil des Gens GRMZM2G014119 in verschiedenen Geweben aus Mais.
Die Expression des Gens wurde in 60 verschiedenen Geweben der Maisentwicklung ermittelt und grafisch dargestellt.
Die Expressionsdaten fiir das Gen GRMZM2G014119 wurden dem Maize Gene Expression Atlas (Sekhon et al., 2011)

entnommen.

Mittels MaizeSequence 5b.60 konnten fir das maternal imprintete Gen GRMZM2G014119 im
Maisembryo unter anderem in den Spezies Reis (LOC_0s06g44080), Sorghum (Sb10g025670),
Brachypodium (Bradilg30940) und Arabidopsis (AT1G31340.1) insgesamt 18 orthologe Gene
ermittelt werden. Ebenfalls wurden vier paraloge Gene fiur das Gen GRMZM2G014119
vorausgesagt. Sequenzanalysen ergaben eine Ubereinstimmung von 91% (GRMZM2G044440),
58% (GRMZM2G116689), 34% (GRMZM2G355959) und 16% (AC205295.3_FGO002) der
Gensequenz des identifizierten Genes GRMZM2G014119 mit den Gensequenzen der paralogen

Gene der Maisgenomverdffentlichung 5b.60 auf MaizeSequence.

8.2 Untersuchung der Rolle der Glykosylase DNG105 aus Mais fur Imprinting

Um eine modgliche Rolle von DNA-Glykosylasen bei der Regulation des genomischen Imprintings
zu untersuchen, wurden in einem Vorversuch Expressionsprofile der DNA-Glykosylasen (DNG)
101, 102 und 105 aus Mais erstellt. Dazu wurde die Expression der DNGs mittels RT-PCR in
Gameten, Embryo (5dap), primarem Endosperm, Endosperm (5dap), Keimling und im
Maiskolben untersucht (Abbildung 18). Die Analysen zeigten, dass DNG105 im Gegensatz zu
DNG101 und DNG102 in der Ei- und Zentralzelle sowie dem priméren Endosperm nicht exprimiert
wird. Im Gegensatz dazu konnte in den Spermazellen eine Expression von DNG105 nachgewiesen
werden. Es konnte von DNG101 und DNG102 keine Expression in den Spermazellen detektiert

53



Ergebnisse

werden. Aufgrund dessen, dass fir DNG105 (Accession Number DV168989.1) keine
Genredundanz vorliegt, wurde DNG105 fir weitere Analysen zur Regulation des Imprintings in
Mais ausgewahlt. Zur Funktionsanalyse wurden RNAI Maislinien generiert (Abschnitt 7.2.9.3) und
mittels allelspezifischer Expressionsanalysen die Auswirkungen eines verminderten DNG105
Transkripts auf die Regulation imprinteter Gene untersucht. Auerdem wurden zur Verifizierung
einer genspezifischen Transkriptverminderung Expressionsprofile in Gameten und verschiedenen

Geweben durchgefiihrt.

DNG101
DNG102
DNG105

Aktin

Abbildung 18: Expressionsprofile der DNG101, DNG102 und DNG105 aus Mais.
Die Analyse von RT-PCR Expressionsprofilen aus Gameten und somatischen Gewebe ergab, dass DNG105 im Vergleich
zu DNG101 und DNG102 in der Spermazelle, jedoch nicht in der Eizelle und der Zentralzelle transkribiert wird. Die

Transkripte des Gens Aktin dienten als positive und Wasser als negative Kontrolle.

8.2.1 Charakterisierung der DNG105 aus Mais

Mithilfe der Chromatin-Datenbank ChromDB (www.chromdb.org) (Gendler et al., 2008) konnte
flr DNG105 eine 14256 bp lange, auf Chromosom 5 lokalisierte, genomische Gensequenz ermittelt
werden (Abbildung 19). Der Datenbank zufolge unterliegt das 3702 bp lange Transkript keinem
alternativem Splicing und codiert fur ein DEMETER-&hnliches (DML)-Protein der bifunktionalen
DNA-Glykosylase Familie und wird demzufolge der ROS/DEMETER Proteingruppe zugeordnet.
Das Protein ist aus 1233 Aminoséuren aufgebaut und besteht laut ChromDB aus einer Pfam-
Doméne, die der HhH-GPD Superfamilie der Basenexzisionsreparatur-DNA-Proteine zugeordnet
wird. Das kennzeichnende Merkmal der HhH-GPD Superfamilie (PF00730) ist eine Helix-Hairpin-
Helix-Struktur und ein Glycin/Prolin-reicher Loop gefolgt von einer konservierten Asparaginsaure
(Punta et al., 2011). Die Pfam-Datenbank des HHMI Janelia farm research campus (Punta et al.,

2011) hingegen sagt fiir die Proteinsequenz von DNG105 drei Pfam-Doménen voraus. Als
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signifikante Doméne ermittelte die Pfam-Datenbank eine Doméne der RRM (RNA recognition
motif) DME Familie an Position 1097-1199 (e-value 1,9e-47).

ok 1k 2k 3k ak 5k 6k 7k 8k 9k 10k 11K 12K 13K 14K,

ChronDB Hodel
DNG10S
i il T T EEESTEE iy EETR Ty

Pfan donains {pfan_ls)

HhH-GPD e-val :8.3e-11
——n

Abbildung 19: Transkript-Modell der DNG105 aus Mais.

Die schematische Darstellung der Chromatin-Datenbank ChromDB (Gendler et al., 2008) zeigt das 14256 bp grofe
Transkript-Modell. Die blauen Balken entsprechen den Exons und die verbindenden Linien den Introns, es wurden keine
weiteren alternativ gespleiBten Transkripte ermittelt. Im unteren Bereich ist die Position der vorhergesagten Pfam-
Doméne (HhH-GPD) dargestellt.

Zur weiteren Charakterisierung des DNG105 wurde eine PCR-basierte semiquantitative
Expressionsanalyse mit cDNA aus Gameten und unterschiedlichen Maisgeweben durchgefihrt.
Das charakteristische Expressionsmuster, welches in den VVorversuchen fiir DNG105 nachgewiesen
wurde (Abbildung 18), konnte in der Expressionsanalyse bestétigt werden. Es wurden erneut in der
Spermazelle im Gegensatz zu Ei- und Zentralzelle Transkripte des Gens detektiert (Abbildung 20).
Im 5 und 14 dap Endosperm wurde eine geringere Transkriptmenge als im 5 und 14 dap Embryo
nachgewiesen. Zudem konnten DNG105 Transkripte in der Zygote, dem Nucellus, der Anthere und

dem somatischen Gewebe amplifiziert werden.

Aktin e GEmS wew GEED GEND Geme GEED eSS pa—

Abbildung 20: Expressionsprofil der Glykosylase 105 aus Mais.

Zur Bestatigung und Vervollstdndigung des Expressionsprofils aus den Vorversuchen (Abbildung 18) wurde mittels RT-
PCR eine Expressionsanalyse des Gens DNG105 in Gameten und verschiedenen Geweben durchgefiihrt. Als positive
Kontrolle wurde das Gen Aktin mitgefuihrt sowie Wasser als negative Kontrolle. Zum Nachweis, dass es sich bei den
verwendeten Proben ausschlie8lich um cDNA handelte, wurde zusétzlich gDNA amplifiziert (Abbildung 34).

8.2.2 Uberpriifung der Suppression von DNG105 und Genspezifitat der RNAi dng105-
Sequenz

Zur Verifizierung einer DNG105-Transkriptverminderung des zur Untersuchung herangezogenen

Endosperms, wurde eine PCR basierte semiquantitative Expressionsanalyse durchgefiihrt. Die
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Analyse der Expressionsunterschiede zwischen den Kontrollen und den reziproken RNAI-
Kreuzungen ergab eine Differenz von 3-6 Amplifikationszyklen, somit liegt laut Lé et al. (Lé et al.,
2005) eine 7-14-fache Differenz im Expressionslevel zwischen den reziproken Kontrollhybriden
und den reziproken RNAi-Proben vor (Abbildung 21).

Die semiquantitative Expressionsanalyse zum Ausschluss unspezifischer Stilllegung homologer
Sequenzen durch die dng105 RNAI-Sequenz (Abbildung 21) zeigte fiir drei der vier reziproken
Kontrollhybride unterschiedliche Transkriptmengen zwischen den reziproken B73 x XH99 bzw.
A199 x Mo17 Kontrollen. Fir die Proben XH99 x B73 bzw. A188 x Mo17 lag eine leicht erhdhte
Transkriptmenge vor. Dieses differierende Transkriptniveau zwischen den beiden reziproken
Endospermproben konnte ebenso in der reziproken dngl05 (265/7/1) x Mol7 Kreuzung
nachgewiesen werden. Die Proben der reziproken dngl105 (265/7/1) x Mol17 Kreuzung zeigten im
Vergleich zur reziproken Mol7 x A188 Kontrolle eine leicht verminderte Transkriptmenge in
beiden Endospermproben. In den Analysen des Gens GRMZM2G472052 wurde fir die reziproke
Kontrollhybride A188 x Mol7 im Vergleich zur reziproken dngl05 (265/7/1) x Mol17 Kreuzung
eine verminderte  Transkriptmenge amplifiziert. Fur das paternal imprintete Gen
GRMZM2G091819 konnte nachgewiesen werden, dass die B73 x XH99 Kontrolle eine hohere
Expression aufweist, als die zwei entsprechenden transgenen Kreuzungen. Im Gegensatz dazu
wurde fir die reziproke Kontrolle XH99 x B73 eine geringere Transkriptmenge detektiert, als flr
die transgenen Proben 267/14/1 x B73 und 270/5/3 x B73. Das Gen GRMZM2G091819 konnte
mittels RT-PCR nicht in den Endospermproben der Genotypen A188 und Mol7 amplifiziert

werden.

WT-KO Transgene WT-KO Transgene
IDNG105
IDNG101
IDNG102
GRVAVCIRIEY — — — — — — — — = — |
GRMZM2G0918 19 [

Abbildung 21: Expressionsanalysen reziproker dng105- und Kontrollkreuzungen in Endosperm.

Untersuchung einer mdglichen Transkriptreduktion von DNG105, DNG101, DNG102, GRMZM2G472052 und
GRMZM2G091819 im Endosperm der reziprok gekreuzten transgenen Maispflanzen mittels RT-PCR. Transkripte des
Gens Aktin dienten als Positivkontrolle. Um gDNA-Kontaminationen ausschlieBen zu kénnen, wurde in der Aktin-
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Kontrolle zusatzlich gDNA analysiert. Aufgrund eines Introns kann fiir die gDNA ein gréReres Fragment amplifiziert

werden.

Zur Uberprifung der RNA-Spezifitat der dng105 RNAI-Sequenz wurde die 300 bp lange Sequenz
mithilfe  von  BLAST  ChromDB  (http://www.chromdb.org/blast.html)  mit  der
Nukleotidsequenzdatenbank verglichen. Ubereinstimmende Sequenzabschnitte wurden unter
anderem in Sorghum bicolor (DNG2603, Ros/Demeter Group, e-value 3e-36) und Setaria italica
(DNG25804, Ros/Demeter Group, e-value 6e-13) festgestellt. Ein Vergleich der 300 bp grof3en
RNAI-Sequenz gegen die Nukleotidsequenzdatenbank aus Mais zeigte jedoch, dass ebenfalls
Homologien zu anderen Genen aus Mais wie CHR124 (e-value 0.33) oder der RNA-Polymerase IV
Untereinheit NRPDA103 (e-value 0.33) vorliegen. Die Sequenzanalyse ergab, dass die
Uibereinstimmenden Sequenzen in Mais eine maximale Lange von 16 bp aufweisen. Obwohl laut
ChromDB keine Sequenzhomologie zwischen DNG105 und DNG101 bzw. DNG102 vorliegt,
konnten mittels eines Alignments der genomischen Sequenzen funf homologe Abschnitte mit

maximal 12 bp zwischen der dng105 RNAI-Sequenz und DNG101 festgestellt werden.

8.2.3 Analyse der dng105 RNAI-Linie mittels allelspezifischer Expressionsanalysen
imprinteter Gene im Maisendosperm

Zur funktionellen Analyse von DNG105 wurde eine 300 bp lange Sequenz (Abschnitt 12.3) zur
RNAI vermittelten Suppression des DNG105-Transkripts ausgewahlt. Laut der Maize Genetics and
Genomics Database (MaizeGDB) (Monaco et al., 2013) ist der ausgewéhlte RNAI-
Sequenzabschnitt auf Chromosom 5 an Position 162236986-162237285 bzw. an Position 8168-
8468 der genomischen Sequenz von DNG105 lokalisiert. Zur Herstellung transgener Maispflanzen
wurde die Methode der biolistischen Transformation herangezogen und vier dngl05-RNAI
Maislinien mittels PCR als transgen bestatigt. Die Versuche wurden mit vier dng105 RNAI-Linien
(264, 265, 267, 270) durchgefuhrt, da Varianzen der Suppression des Gens in der Maispflanze

vorliegen kdnnen.

Der Einfluss der RNAI-Stilllegung des DNG105 auf die Imprinting-Regulation, wurde anhand der
maternal imprinteten Gene FIE1 und MEE1 sowie der in Abschnitt 8.1.2 identifizierten paternal
imprinteten Gene GRMZM2G091819 und GRMZM2G472052 mithilfe allelspezifischer
Expressionsanalysen untersucht. In den allspezifischen Expressionsanalysen des maternal
imprinteten Gens MEE1 wurde kein Einfluss auf die imprintete Expression festgestellt. In den
Kontrollhybriden (B73 x XH99, Mol7 x A188) sowie den reziprok gekreuzten RNAI-Linien

(dngl05 x B73 bzw. Mol7) wurde in den untersuchten Polymorphismen eine monoallelische
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Expression des maternalen Allels detektiert (Abbildung 22) (Tabelle 10). Der Nachweis des
maternalen Expressionsmusters fir das imprintete Gen MEE1 wurde infolgedessen in allen
untersuchenden Proben als interne Kontrolle herangezogen.

Da das Gen FIE1 aus Mais einem anderen Imprinting-Regulationsmechanismus unterliegt, als das
Gen MEEL1, wurde das maternal imprintete Gen FIE1 ebenfalls in die Analysen einbezogen. In drei
von vier analysierten reziproken Kreuzungen wurde eine verdnderte Expression in den
Chromatogrammen festgestellt und ein Einfluss der DNG105 RNAI-Stilllegung auf das maternal
imprintete Gen FIEL gezeigt. In den allelspezifischen Expressionsanalysen der Mol7 x dngl05
RNAI Kreuzung (270/2/1; 265/7/1), ebenso wie in den mitgefuhrten Kontrollen, weisen die SNPs,
das maternal exprimierte Allel auf. In den entsprechenden SNPs wurde das paternale Allel nicht
detektiert. Im Gegensatz dazu wurde fiir die reziproke Kreuzungsrichtung dng105 x Mol7 nicht
das erwartete maternale Nukleotid nachgewiesen, sondern eine ausschlieBliche Expression des
paternalen Allels (270/2/1 x Mol17) bzw. eine biallelische Expression (265/7/1 x Mo17), bei der
sich die Nukleotid-Signalintensitat des paternalen Allels starker darstellte, als die des maternalen
Allels. Die reziproke Kontrollhybride (M0o17 x A188) entspricht nicht vollstandig dem genetischen
Hintergrund (XH99) der dngl105 RNAi-Linie. Aufgrund dessen kann mdglicherweise in den
reziproken RNAI-Kreuzungen kein Ubereinstimmender Polymorphismus im Vergleich zur
Kontrolle detektiert werden, da nicht das A188- sondern das H99-Allel exprimiert wurde. Die
analysierten SNPs aus reziproken dngl05 x B73 und den Kontrollkreuzungen, mit
tibereinstimmendem genetischen Hintergrund, bestdtigen den Einfluss auf die maternale FIE1
Expression der RNAi x Mol17 Kreuzung. Wie in der Mol17 x dng105 RNAI-Kreuzung wurde das
erwartete maternale Allel in den SNPs der B73 x dng105 (267/14/1) Kreuzung ermittelt. In den
amplifizierten Polymorphismen des Endosperms aus dngl05 x B73 konnte eine biallelische
Expression, mit einer starkeren Signalintensitét fir das maternale Allel als flr das paternale Allel,
detektiert werden. Zur Verifizierung der beeinflussten imprinteten FIE1 Regulation in einer
unabhéngigen Analyse wurde ein zweites Endosperm-Aliquot der dngl05 (267/14/1) x B73
Kreuzung zur SMART-cDNA Amplifikation, PCR und anschlieBender Sequenzierung verwendet.
In den wiederholten FIE1-Sequenzierungen konnte an den identischen SNPs der dngl05
(267/14/1) x B73 Kreuzung die biallelische Expression nicht bestétigt werden. Es wurde eine
exklusive Expression des paternalen Allels detektiert. Auflerdem zeigten verschiedene Pflanzen
einer Linie abweichende Ergebnisse fur das Gen FIEL1l. Wie bereits beschrieben, wurde in den
Sequenzen der dngl05 (270/2/1) x Mol7 Kreuzung ein Einfluss auf das allelspezifische
Expressionsmuster detektiert. Im Gegensatz dazu bewirkte die Suppression des DNG105 in der
dngl105 (270/5/3) x B73 Kreuzung keine regulatorische Veranderung der Imprinting-Regulation

des Gens FIELl. Zusammenfassend konnte in keiner untersuchten B73 bzw. Mol7 x dngl05
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(264/2/4, 264/2/5, 265/7/1, 267/14/1, 270/2/1, 270/5/3) Kreuzung eine Verdnderung der maternalen
Imprinting-Regulation des Gens FIE1 festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurde flr drei der
vier analysierten dngl05 (265/7/1, 267/14/1, 270/2/1) x B73 bzw. Mo1l7 Kreuzungen eine
Aufhebung des Imprintings oder eine Aktivierung des paternalen Allels nachgewiesen (Abbildung
22) (Tabelle 10).

Da die imprinteten Gene MEE1l und FIE1 maternal reguliert werden, wurden zwei neu
identifizierte paternal imprintete Gene (GRMZM2G0918119 und GRMZM2G472052) (Abschnitt
8.1.2) aus Mais in die Studie einbezogen. Zur allelspezifischen Expressionsanalyse des Gens
GRMZM2G0918119 konnten aufgrund der Polymorphismen-Verfligbarkeit nur die Sequenzen der
reziproken Kreuzungen, die mit der Inzuchtlinie B73 durchgefiihrt wurden, beurteilt werden. Der
Vergleich der amplifizierten SNPs aus Endosperm (6 dap) der XH99 x B73 Kontrolle und der
dngl05 (267/14/1; 270/5/3) x B73 Kreuzung ergab ein (Ubereinstimmendes paternales
Expressionsmuster. Im Gegensatz dazu zeigten die SNPs aus drei unterschiedlichen Linien (264,
267, 270) der Kreuzungsrichtung B73 x dng105 einen Einfluss der DNG105 RNAI-Stilllegung auf
die Imprinting-Regulation. Die Polymorphismen der B73 x 267/14/1 Kreuzung wiesen eine
biallelische Expression auf. In drei analysierten Kreuzungen mit den Linien 264 bzw. 270 wurde
das maternale Allel des paternal imprinteten Gens GRMZM2G0918119 nachgewiesen. In den
entsprechenden SNPs konnte keine Expression des paternalen Allels detektiert werden. Die
Analysen des Gens GRMZM2G0918119 zusammenfassend wurde in beiden untersuchten dng105
(267/14/1, 270/5/3) x B73 Kreuzungen kein Einfluss des stillgelegten DNG105 auf die paternale
Expression detektiert. In allen analysierten B73 x dngl05 (264/2/4, 264/2/5, 267/14/1, 270/5/3)
Kreuzungen wurde eine Aufhebung des Imprintings oder eine Aktivierung des maternalen Allels
detektiert (Abbildung 22) (Tabelle 10).

Da eine Veranderung der Imprinting-Regulation in den allelspezifischen Expressionsanalysen der
reziproken B73xdngl05 (267/14/1) Kreuzung fur die imprinteten Gene FIE1 und
GRMZM2G0918119 nachgewiesen werden konnte, wurde diese Kreuzung ausgewahlt um die
imprintete Expression des Gens GRMZM2G472052 zu untersuchen. Die Analyse ergab eine
Verdnderung der paternalen imprinteten Expression des Gens. Die SNPs der reziproken
B73 x 267/14/1 Kreuzung zeigten im Vergleich zu der reziproken B73 x XH99 Kontrollkreuzung
eine biallelische Expression. In der reziproken Kreuzungsrichtung (267/14/1 x B73) wurde keine
Verdnderung des paternalen Imprinting-Regulationsmechanismus nachgewiesen (Abbildung 22)
(Tabelle 10).
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Abbildung 22: Chromatogramme der allelspezifischen Expressionsanalysen der reziproken dngl05 RNAI und
Kontrollkreuzung fiir die imprinteten Gene MEE1, FIE1, GRMZM2G091819 und GRMZM2G472052.

Die Chromatogramme zeigen die analysierten SNPs fiir die imprinteten maternalen Gene MEE1 (A), FIE1 (B) sowie die
paternalen Gene GRMZM2G0918119 und GRMZM2G472052 (C) der reziproken dng105 bzw. der Kontrollkreuzungen.
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Die Chromatogramme von beiden Kreuzungsrichtungen sind jeweils untereinander angeordnet und der sich in der Mitte
befindende SNP ist grafisch hervorgehoben. In der Beschriftung der Kreuzungsrichtung des jeweiligen

Sequenzausschnitts ist der Genotyp hervorgehoben, dessen Nukleotid am SNP detektiert wurde.

8.3 Untersuchung zur Regulation der Expression des maternal imprinteten Gens
MEE1

Meel ist das erste im Mais nachgewiesene Gen, welches eine imprintete Expression im Embryo
und Endosperm aufweist (Jahnke & Scholten, 2009). Zur Charakterisierung des Gens wurde in
planta die Aktivitat des Promotors mithilfe des meel-GFP-Fusionskonstrukts unter der Kontrolle
des endogenen MEEZ1-Promotors untersucht. AuBerdem wurden Analysen zur Regulation der
Methylierung des imprinteten Gens in Mais-Wildtypen durchgefiihrt. Zur Untersuchung ob die
DMR des Gens MEE1l im Endosperm und im Embryo hemimethyliert vorliegt, wurden
Methylierungsanalysen der komplementaren DNA-Strange durchgefihrt. Und zur funktionellen
Analyse wurde eine transgene Maislinie unter Kontrolle des konstitutiven 35S-Promotors und T-
DNA-Insertionsdoppelmutanten der Homologen in Arabidopsis generiert, um die Auswirkungen

auf die Samenentwicklung zu untersuchen.

8.3.1 Untersuchung zur Abhangigkeit der Regulation des Imprintings von MEE1 vom
genomischen Kontext

Zur Promotor- und in vivo-Analyse der subzellularen Lokalisation des MEE1-Proteins wurden

mittels Agrobakterien-Transformation transgene meel:GFP Maispflanzen hergestellt, deren

Expression des Fusionsproteins mithilfe des endogenen MEE1-Promotors (meels,) reguliert

wurde. Zur Untersuchung der Expression und Fluoreszenz des Fusionsproteins wurden

molekularbiologische- und mikroskopische Analysen durchgefihrt.

Die erfolgreiche Integration des meelp,,:meel:GFP-Konstrukts (Abschnitt 7.2.9.1) in das Genom
der Maisregenerate A12/1- Al12/14 wurde (Ober die Amplifikation eines 400 bp groRen GFP-
Fragments aus gDNA Blattmaterial nachgewiesen (Abbildung 23).
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200 bp

200 bp

Abbildung 23: Nachweis der Integration des meelp,,.:meel:GFP Konstrukts in Mais.

Zur Bestétigung der Integration des Konstrukts in die Maispflanzen A12/1- A12/10 wurde die gDNA aus Blattmaterial
der Regenerate isoliert und mittels PCR untersucht. Fir die PCR wurden die GFP-MC4 Oligonukleotide verwendet, die
ein 400 bp grofRes Produkt amplifizieren. Als positive Kontrolle wurde das meelp,,.:meel:GFP pBlue Plasmid und als
negative Kontrolle Wasser getestet. Der 1 kb Plus Marker von Fermentas wurde als GroRenstandard auf das 1,0%-TAE-

Agarosegel aufgetragen.

Der Nachweis der Expression des Fusionsproteins erfolgte mittels einer geselbsteten
meelp,..meel:GFP Maispflanze der F1-Generation (A12/4, A12/12, A12/14) sowie (ber embryo
rescue erzeugtes Endosperm der F2-Generation (A12/4, A12/5, A12/7-9, A12/12, A12/14). Da das
Maisregenerat A12/8 keine weibliche Bluten ausbildete, wurde der Pollen zur Bestdubung von
A188 verwendet. Die Untersuchung der GFP-Expression in der generierten F1-Generation erfolgte
tiber Blattmaterial der exemplarisch ausgewahlten Maispflanzen [A188 x A12/8/1] und A12/14/1
mittels RT-PCR. Die erfolgreiche Expression des GFPs wurde durch Amplifikation eines 750 bp
grofRen PCR-Produkts im Blatt der Pflanze A12/14/1 gezeigt. Im Gegensatz dazu konnte im Blatt
der Pflanze [A188 x A12/8/1] keine GFP-Expression mithilfe der RT-PCR nachgewiesen werden
(Abbildung 29). Zur Analyse der Expression im Endosperm wurden die transgenen
meelp,:meel:GFP Maispflanzen A12/4, A12/12, A12/14 und [A188 x A12/8/1] der F1-Generation
reziprok mit A188 oder H99 gekreuzt und das 6 dap Endosperm isoliert. Die Abbildung 24 zeigt
die Integration in das Genom sowie die Expression von meel und GFP im Endosperm (6 dap) der
daraus resultierten F2-Generation. In allen sechs untersuchten gDNA Endospermproben der
reziproken Kreuzungen wurde meel und GFP durch die Amplifikation eines 1222 bp groRen

Produkts nachgewiesen. Ebenso wurde in der cDNA in allen sechs Endospermproben meel und
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GFP detektiert, trotz der schwachen Bandenintensitat des amplifizierten 1033 bp groRen PCR-
Produkts.

meel:GFP

Aktin

Abbildung 24: Untersuchung der Integration und Expression von meelp,:meel:GFP in gDNA und cDNA aus
Endosperm (6 dap).

Die gDNA und cDNA aus Endosperm (6 dap) der F2-Generation wurde auf die Integration des meelp,,:meel:GFPs in
das Genom bzw. die Expression analysiert. In der eckigen Klammer ist die Kreuzung vermerkt, aus der die verwendete
Pflanze hervorgegangen ist. Mittels der Oligonukleotide MEE1-Afl for und MEE1-GFP rev wurde meel und GFP
amplifiziert. Fir jede Probe wurde zuerst gDNA und dann cDNA auf das 1,5% TAE-Agarosegel aufgetragen. Zur
positiven Kontrolle wurde mit den Proben ebenfalls eine Aktin-PCR und als negative Kontrolle in beiden PCRs Wasser
mitgefuhrt. Aufgrund eines Introns im Aktin und im GFP ist das PCR-Produkt, welches aus gDNA amplifiziert wurde

groRer als das aus cDNA.

Die Verifizierung der Expression und die mikroskopische Analyse der GFP-Fluoreszenz erfolgte
im homozygoten Endosperm (7 dap) der F2-Generation. In den mikroskopischen Analysen konnte
keine GFP-Fluoreszenz im Endosperm der geselbsteten Pflanzen [A188 x A12/4/1; 2], [H99 x
A12/5/1; 2], [A188 x A12/7/1], [H99 x A12/8/2], [A188 x A12/9/1; 2], [A188 x A12/12/2] und
[H99 x A12/14/2] detektiert werden. Im Gegensatz dazu wurde im Endosperm (7 dap) der Pflanzen
[A188 x A12/4/1], [H99 x A12/8/2], [A188 x A12/12/2] und [H99 x A12/14/2] die Expression des
Fusionsproteins nachgewiesen. Wie in der Abbildung 33 gezeigt, wurde die meel- und GFP-
Expression in cDNA mittels eines 1033 bp groRen PCR-Produkts detektiert. Des Weiteren wurde
die GFP-Expression durch Amplifikation eines 750 bp groRen PCR-Produkts im Endosperm
(7 dap) der Proben [H99 x A12/8/2] und [H99 x A12/14/2] verifiziert (Abbildung 29). Die
Ergebnisse zeigen eindeutig, dass der meel Promoter in einem verénderten genomischen Kontext

keine imprintete Expression hervorruft.
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8.3.2 Untersuchungen zur Dynamik der DNA-Methylierung des imprinteten Gens
MEE1

Zur Analyse der Dynamik der DNA Methylierung des imprinteten Gens MEE1 in Mais wurde eine
Hairpin-Bisulfit-PCR etabliert. Mit dieser Methode kann der Anteil hemimethylierter Cytosine
ermittelt werden, der eine Aussage uber die Geschwindigkeit der Remethylierung nach der
Replikation erlaubt. Insgesamt wurden 85 amplifizierte Sequenzen aus 6 dap Maisendosperm und
7 dap Embryo analysiert. Des Weiteren wurden die komplementéren Strange, nach Entfernung der
Hairpin-Linker-Sequenz, auf eine Ubereinstimmende Lange von 175 bp angeglichen. Relativ zum
Transkriptionsstart von MEE1 wurde die Genomsequenz an Position +237 bis +412 analysiert
(Jahnke & Scholten, 2009). Mithilfe des Polymorphismus an Position +238 konnte eine maternale
bzw. paternale Herkunft der zu untersuchenden Sequenzen ermittelt werden. Insgesamt wurden 35
maternale und 5 paternale individuelle Klone aus Endosperm bzw. 13 maternale und 14 paternale
Klone aus dem Embryo untersucht. In den komplementéren Strdngen des Gens MEE1 konnten 8
CG-, 7 CHG- und 23 CHH-Kontexte auf dem Plus-Strang sowie 34 CHH-Kontexte auf dem
Minus-Strang analysiert werden. Ein Vergleich der amplifizierten Nukleotide der komplementaren
Strange mit der Ausgangssequenz ergab eine Fehlerrate von 0,19% in Endosperm und 0,22% in
Embryo. Auf der beiliegenden CD ist fir jeden individuellen Klon aus Endosperm und Embryo der
%-Methylierungswert der CG-, CHG- und CHH-Kontexte flir den Plus- und Minus-Strang
aufgefiihrt. Fir eine Zusammenfassung der prozentualen Methylierungswerte wurde der
Methylierungs-Durchschnitt fir beide Gewebe in den verschiedenen Kontexten entsprechend fiir

den Plus- und Minus-Strang ermittelt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Mittelwerte der verschiedenen Methylierungskontexte der komplementéaren Strange des Gens MEE1

Endosperm Embryo
Kontext maternal maternal paternal paternal maternal maternal paternal paternal
Plus-Strang | Minus-Strang | Plus-Strang | Minus-Strang | Plus-Strang Plus-Strang Plus-Strang | Minus-Strang
CG 3,9% 1,1% 92,5% 85,0% 60,6% 60,6% 96,4% 91,1%
CHG 4,5% 3,7% 94,3% 88,6% 68,1% 65,9% 96,9% 85,7%
CHH 4,7% 4,5% 16,5% 17,1% 14,1% 12,2% 22,7% 13,7%

Zur Analyse, ob die ermittelten parentalen Methylierungen sich systematisch voneinander
unterscheiden, wurde ein t-Test fur die Sequenzen aus Endosperm und Embryo durchgefiihrt.
Hierzu wurden die Kontexte des Plus- bzw. Minus-Strangs der maternalen Sequenzen mit den
paternalen Sequenzen miteinander verglichen. Unterschiede im Methylierungsstatus der parentalen

Kontexte wurden als signifikant ab einem p-Wert < 0.05 bewertet. In Ubereinstimmung mit der
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Abbildung 25) konnte im Endosperm fiir die Mehrzahl der untersuchten CG- und CHG-Kontexte
ein signifikanter Unterschied zwischen den maternalen und paternalen Kontexten fir die
komplementéren Strange ermittelt werden. Im Embryo hingegen zeigten im CG- bzw. CHG-
Kontext 28,6%-62,5% der analysierten Kontexte einen signifikanten Unterschied zwischen den
parentalen Strdngen. Der geringste signifikante Unterschied wurde im CHG-Kontext des Minus-
Strangs nachgewiesen. In Endosperm und Embryo wurden wenig signifikante Unterschiede
zwischen den maternalen und paternalen CHH-Kontexten in der Sequenz des Gens MEE1L
detektiert. Die ermittelten Werte des t-Tests flir Endosperm und Embryo sind detailliert in einer
Tabelle in der beiliegenden CD aufgeflhrt. Eine Zusammenfassung der untersuchten Kontexte fiir

beide komplementéren Strange ist in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Zusammenfassung des t-Tests: Zur Analyse, ob ein signifikanter Unterschied (¢<0.05) zwischen den

maternalen und paternalen Methylierungszustanden in den komplementéaren Strangen des Gens MEEL vorliegt.

Endosperm Embryo
Kontext Anzahl der Kontexte mit Anzahl der Kontexte mit Anzahl der Kontexte mit Anzahl der Kontexte mit
analysierten einem analysierten einem analysierten einem analysierten einem
Kontexte, signifikanten Kontexte, signifikanten Kontexte, signifikanten Kontexte, signifikanten
Plus-Strang Unterschied, | Minus-Strang | Unterschied, Plus-Strang Unterschied, [ Minus-Strang | Unterschied,
Plus -Strang Minus -Strang Plus -Strang Minus -Strang

CG 8 7 7 6 8 5 8 4
CHG 7 7 7 6 7 4 7 2
CHH 24 0 36 3 20 33 1

Eine schematische Darstellung der Methylierungszustdnde der Kontexte in den komplementaren
Strangen ist in der Abbildung 25 fur Endosperm und in der Abbildung 26 fir Embryo gezeigt. Die
Sequenzanalyse der individuellen maternalen Klone aus Endosperm zeigte eine fast vollstandige
Demethylierung in allen drei Kontexten. Von 280 analysierten CG-Kontexten waren 12 Kontexte
hemimethyliert. Uber die Halfte der ermittelten hemimethylierten CG-Kontexte konnten an
Position 47 detektiert werden. Die Untersuchung der 210 CHG-Kontexte ergab 20 hemimethylierte
CHG's, die Uberwiegend an Position 38, 129 und 141 ermittelt werden konnten. Im Vergleich dazu
liegt die Mehrzahl der paternalen Sequenzen aus Endosperm methyliert vor. Die Analyse ergab,
dass von 40 CG-Kontexten der komplementaren Strange 8 CG's hemimethyliert vorlagen. An
Position 18 zeigte Uber die Halfte der untersuchten CG-Kontexte eine Hemimethylierung. Des
Weiteren konnte in 4 der 35 paternalen CHG-Kontexte ein Hemimethylierungsstatus ermittelt
werden. Jeweils 1 hemimethylierter CHG-Kontext wurde an Position 3, 38, 129 und 146
nachgewiesen. Die Analyse der paternalen Sequenzen aus dem Embryo ergab, dass die Mehrheit

der CG- und CHG-Kontexte in beiden komplementédren Strangen methyliert vorlagen. Von 112
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untersuchten CG-Kontexten waren 14 hemimethyliert. Jeweils 3 der 14 Kontexte wurden an
Position 1, 154 und 167 detektiert. Es wurden 98 CHG-Kontexte im Plus- und Minus-Strang
analysiert. Insgesamt lagen 15 CHG-Kontexte hemimethyliert vor, diese wurden hauptsachlich an
den Positionen 3, 129, 141 und 146 ermittelt. Im Gegensatz dazu zeigen 4 der 13 untersuchten
maternalen Sequenzen fast vollstdndig demethylierte CG- und CHG-Kontexte in den
komplementdren DNA-Strangen des Gens MEEL. Fiir die anderen 9 individuellen Klone konnten
tiberwiegend methylierte CG's und CHG's ermittelt werden. Die Analyse ergab, dass 3 von 72 CG-
bzw. 63 CHG-Kontexte hemimethyliert vorlagen. Jeweils 1 hemimethylierter Kontext wurde an
Position 47, 52, 102 bzw. 63, 82, und 146 in der Sequenz nachgewiesen. An Position 1 wurde fur
alle untersuchten maternalen Sequenzen ein vollstandig demethylierter CG-Kontext amplifiziert. In
drei embryonalen Klonen lagen Sequenzabschnitte mit 4-7 aufeinanderfolgenden methylierten
CHH-Kontexten vor. Eine Zusammenfassung der prozentualen Hemimethylierung fiir vorwiegend
methylierte MEE1-Sequenzen ist in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Prozentuale Hemimethylierungsrate der vorwiegend methylierten Sequenzen

Gewebe / Sequenz Cytosin-Kontext

CG CHG
Endosperm / paternal 22,0% 11,40%
Embryo / paternal 12,50% 15,30%
Embryo / maternal 4,20% 4,80%
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der maternalen und paternalen Methylierungszustande in den

im Maisendosperm.

komplementéaren Strangen des Gens MEE1

Es sind individuelle maternale und paternale Klone aus 6 dap Endosperm dargestellt. Die Zahl entspricht der

entsprechenden Position des Kontextes in der Sequenz. Die Kreise bzw. Halbkreise markieren die unterschiedlichen

Methylierungskontexte. Die obere Halfte des Kreises entspricht dem Plus-Strang und die untere Hélfte dem Minus-
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Strang. Ein farblich ausgefiillter Kreis oder Halbkreis entspricht einem methylierten Kontext. Die verschiedenen

Kontexte sind farblich voneinander abgesetzt. CG: blau, CHG: rot, CHH: grin.
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Darstellung der maternalen und paternalen Methylierungszustande in den

Abbildung 26: Schematische

komplementéaren Strangen des Gens MEE1 Embryo.
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Es sind individuelle maternale und paternale Klone aus 7 dap Embryo dargestellt. Die Zahl entspricht der entsprechenden
Position des Kontextes in der Sequenz. Die Kreise bzw. Halbkreise markieren die unterschiedlichen
Methylierungskontexte. Es sind individuelle maternale und paternale Klone aus dem Maisembryo dargestellt. Die obere
Halfte des Kreises entspricht dem Plus-Strang und die untere Hélfte dem Minus-Strang. Ein farblich ausgefiillter Kreis
oder Halbkreis entspricht einem methylierten Kontext. Die verschiedenen Kontexte sind farblich voneinander abgesetzt.
CG: blau, CHG: rot, CHH: griin.

8.3.3 Funktionelle Analyse durch Insertionsmutanten in Arabidopsis und
Uberexpression des Gens MEEL in Mais

Es wird vermutet, dass MEE1 eine Funktion in der friihen Kornentwicklung austbt. Was durch den
Nachweis von kollabierten meel-RNAi Maiskdrnern mit einer verminderten Proteinmenge in den
Befruchtungsprodukten unterstutzt wird (Mittelberger F., 2010). Zur Verifizierung, dass der
Funktionsverlust des maternal imprinteten Gens MEE1 zu einer Entwicklungsstérung bzw. zum
Abort des Samens filhrt, wurden homologe Gene in Arabidopsis mit T-DNA-Insertionen
ausgeschaltet und mikroskopisch analysiert. Des Weiteren wurden zur funktionellen Analyse

meel:GFP Uberexpressionslinien generiert und die Expression des Fusionsproteins analysiert.

Die Untersuchungen, ob ein Funktionsverlust des Gens MEEL eine Stbérung in der frithen
Samenentwicklung bewirkt, wurden mit homologen Genen in Arabidopsis durchgefiihrt. Mithilfe
der Datenbank Gramene (#36b, http://www.gramene.org/) (Youens-Clark et al., 2010 // 2011)
wurden die orthologen Gene AT3G11600 und AT5G06270 in Arabidopsis zu MEE1 aus Mais
(AC219159.3 FGT002) ermittelt. Laut der Datenbank TAIR (http://www.arabidopsis.org/)
(Lamesch et al.,, 2011) ist die molekulare Proteinfunktion fiir beide Gene unbekannt. Fur
AT3G11600 wird eine Involvierung in die Karrikin-Antwort vorhergesagt und AT5G06270 konnte
in Chloroplasten lokalisiert werden. Uber das European Arabidopsis Stock Centre (UNASC,
http://arabidopsis.info/) wurden fir das Gen AT3G11600 die T-DNA-Insertionslinien
SALK 048394 und SALK 093234 mit einer Insertion im Promotor des Gens auf Chromosom 3 an
Position 3667345 bzw. 3666926 bezogen. Fir AT5G06270 wurden die Insertionslinien
SALK_089888 und SALK_042914 mit einer Insertion im zweiten Exon des Gens auf
Chromosom 5 an Position 1913137 bzw. 1913161 ausgewahlt. Aufgrund der vermuteten
embryonalen Letalitit bei Verlust beider Gene wurden Doppelmutanten mit einer homozygoten
und einer heterozygoten Insertion fur die Analysen generiert. Fir die Untersuchungen wurden die
Doppelmutanten SALK_093234 (Homozygot) x SALK_042914 (Heterozygot) und SALK_093234
(Heterozygot) x SALK_042914 (Homozygot) ausgewdahlt. Uber die Selbstung der ausgewahlten
homozygoten:heterozygoten Doppelmutanten wurden 25% Doppel-Knock-out-Samen erzeugt. Die
Untersuchung der phanotypischen Aufspaltung der Nachkommen wurde fir beide Doppelmutanten

in insgesamt 60 Schoten durchgefiihrt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der
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Samenentwicklung zwischen den Samen der Doppelmutanten und dem Wildtyp (Col-0) in der
mikroskopischen Analyse nachgewiesen werden (Abbildung 27).

Abbildung 27: Arabidopsis Schoten der Doppelmutanten SALK_093234 x SALK_042914 und SALK_093234 x
SALK_042914 sowie vom Wildtyp Col-0.

Die linke Seite der Abbildung zeigt exemplarische Beispiele der untersuchten Schoten auf die Samenentwicklung der
geselbsteten Doppelmutanten SALK_093234 (Homozygot) x SALK_042914 (Heterozygot) und SALK_093234
(Heterozygot) x SALK_042914 (Homozygot). Als Kontrolle dienten die Samen des Wildtyps Col-0, die auf der rechten
Seite der Abbildung 27 dargestellt sind.

Zur Charakterisierung des MEE1-Proteins und um die Auswirkung einer Uberexpression des Gens
auf die Pflanzen- bzw. Samenentwicklung zu untersuchen, wurden Uberexpressionslinien in Mais
erzeugt. Mittels biolistischer Transformation wurden fiinf transgene Uberexpressionslinien (244-
246, 248, 249) generiert, deren Expression des Gens MEE1 mittels des konstitutiven 35S-
Promoters reguliert wird. Die erfolgreiche Integration des 35S:hsp70:meel:GFP Konstrukts
(Abschnitt 7.2.9.1) konnte fur alle 16 untersuchten Pflanzen (244/1; 245/1-5; 246/1-3; 248/1-2, 4;
249/1-3), trotz schwacher Bandenintensitat, durch die Amplifikation eines 114 bp grolRen GFP-
Fragments gezeigt werden (Abbildung 28). Mittels cDNA der exemplarisch ausgewéhlten
Maisregenerate 244/1 und 245/2 sowie der Pflanzen 244/1/1,2 und 245/2/1, 2 der F1-Generation
wurde die Expression des Fusionsproteins untersucht. Eine schwache Expression im Maisblatt des
Regenerats 245/2 wurde Uber die Amplifikation eines 750 bp groRBen GFP PCR-Produkts detektiert.
Im Gegensatz dazu konnte fur die Maispflanzen 244/1/1,2 und 245/2/1, 2 keine Expression des
Fusionsproteins mittels RT-PCR nachgewiesen werden (Abbildung 29). In den mikroskopischen

Analysen konnte keine GFP-Fluoreszenz in den Maispflanzen der F1-Generation detektiert werden.
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Hierzu wurde Blattmaterial sowie junge Wourzelspitzen von je 10 Maispflanzen der
Uberexpressionslinien 244/1; 245/1, 2; 246/1, 2; 248/1-2 und 249/1,2 auf die GFP-Fluoreszenz
untersucht. Da in den 35S:hsp70:meel:GFP Uberexpressionslinien keine kontinuierliche, starke
meel:GFP Expression und Fluoreszenz nachgewiesen werden konnte, wurde die transgene Linie

fur keine weiteren Analysen verwendet.

F S F PP S S
F FFE FFE L F L F S
250bp
100bp

250 bp
100bp

Abbildung 28: Nachweis der Integration des 35S:hsp70:meel:GFP Konstrukts in die Maisregenerate.

Zur Bestatigung der Integration des Konstrukts in die Regenerate 244/1; 245/1-5; 246/1-3; 248/1-2, 3; 249/1-3 wurde die
gDNA aus Blattmaterial isoliert und mittels PCR untersucht. Als positive Kontrolle wurde das 35S:hsp70:meel:GFP
pMon-Plasmid und als negative Kontrolle Wasser eingesetzt. Mittels der Oligonukleotide GFP-P3 for und rev wurde ein
114 bp groRes Produkt amplifiziert. Als Groenstandard wurde der 50 bp-Marker von Fermentas auf das 1,5%-TAE-
Agarosegel aufgetragen.
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Abbildung 29: Analyse der GFP-Expression in Blatt und Endosperm der transgenen meelp.,:meel:GFP und

Mittels PCR wurde die Expression von GFP in Blatt und Endosperm der transgenen meelp,:meel:GFP und

35S:hsp70:meel:GFP Pflanzen.
35S:hsp70:meel:GFP Maispflanzen analysiert. In der eckigen Klammer ist die Kreuzung vermerkt, aus der die
verwendete Pflanze hervorging, der Nachkomme wurde im Anschluss geselbstet und fur die Analysen verwendet. Zur
negativen Kontrolle wurde cDNA aus Keimlingen, Endosperm und gDNA aus Blatt sowie Wasser eingesetzt. Zur GFP-
Amplifikation wurden in der PCR die Oligonukleotide K-GFP- for und rev verwendet. Als GFP positive Kontrolle diente
cDNA aus Blatt der transgenen S1/2 Pflanze und das pMon meel:GFP Plasmid. AuRerdem wurde zur Kontrolle der
Proben eine Aktin-PCR durchgefiihrt. Aufgrund eines Introns im Aktin sowie im GFP ist das PCR-Produkt, welches aus
gDNA amplifiziert wurde groBer als das PCR-Produkt der cDNA. Abkiirzungen: END: Endosperm, geselb.:geselbstet,

F1-G: erste filiale Generation
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9 Diskussion

9.1 Syntenisch orthologe Gene in Reis und Mais zeigen eine konservierte
Imprinting-Regulation

Angiospermen sind die heute am weitesten verbreitetste und artenreichste Pflanzengruppe.
Monokotyle und dikotyle Pflanzen trennten sich vor ca. 150-250 Millionen Jahren von einem
gemeinsamen Vorfahren (Abrouk et al., 2010). Eine evolutiondre Entwicklung vor 65 Millionen
Jahren fuhrte zur Divergenz der beiden Monokotylen Reis und Mais (Abrouk et al., 2010). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Konservierung der elternabhangigen Genexpression im Endosperm
zwischen den zwei monokotylen Reis und Mais untersucht. Erste Hinweise auf eine Konservierung
der Imprinting-Regulation zwischen verschiedenen Spezies in Pflanzen zeigte die Identifikation der
Reisgene OsFIE1 und OsMADS87, die eine Sequenzhomologie zu dem imprinteten Gen FIEL in
Mais bzw. zu dem imprinteten Gen PHERES1 in Arabidopsis aufweisen (Luo et al., 2009;
Ishikawa et al., 2011).

Die Identifikation von putativ imprinteten Maisgenen in der vorliegenden Arbeit basierte auf
syntenisch orthologen imprinteten Genen in Reis (Luo et al., 2011). Die verwendete Methode zur
Identifikation von imprinteten Genen mittels allelspezifischer Expressionsanalyse ist abhéngig von
Polymorphismen zwischen den verschiedenen Maisinzuchtlinien der reziproken Kreuzungen. Dies
schlieft die Analyse von putativ imprinteten Genen aus, fur die kein Polymorphismus detektiert
werden konnte. Die Verifizierung der Methode erfolgte Uber den Nachweis allelischer
Expressionsmuster der bekannten imprinteten Gene FIE1, MEE1 und MEG1 in Mais
(Danilevskaya et al., 2003; Gutierrez-Marcos et al., 2003; Gutierrez-Marcos, 2004; Jahnke &
Scholten, 2009). Eine Bestatigung der Imprinting-Regulation, der in dieser Arbeit identifizierten
imprinteten Gene, erfolgte tber den Vergleich der Chromatogramme der Inzuchtlinien mit den
reziproken Kreuzungen an der Position des Polymorphismus. Flr eine weitere Unterstiitzung der
Methode wurden die identifizierten imprinteten Gene aus Proben mit identischen
Mengenverhaltnissen von zwei Genotypen amplifiziert. Die Genotypen wurden entsprechend der
reziproken Kreuzung gewdhlt, in der fur das zu untersuchende Gen ein Imprinting nachgewiesen
werden konnte. Flr die Mehrzahl der Gene konnte eine nahezu ubereinstimmende Nukleotid-
Signalintensitdt am Polymorphismus detektiert werden. Bei einigen wenigen Genen konnte
lediglich ein Allel am Polymorphismus detektiert werden, was auf eine bevorzugte Amplifikation
eines der beiden Allele hindeutet. Fur die entsprechenden Gene konnte jedoch in den reziproken
Kreuzungen aus Endosperm ein imprintetes Expressionsmuster nachgewiesen werden. Dies weist

auf eine besonders starke Expression des jeweiligen imprinteten Allels hin. Insgesamt konnten von
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56 untersuchten Maisgenen mittels der allelspezifischen Expressionsanalyse 12 nicht imprintete
sowie vier maternal und sechs paternal imprintete Gene in Mais identifiziert werden. 34 Gene
konnten entweder nicht Giber RT-PCR amplifiziert werden oder eine Auswertung was aufgrund der
Sequenzqualitdt bzw. nicht vorhandener Polymorphismen nicht moglich. Es wurde gezeigt, dass
unter Ausnutzung der Syntenie zwischen verschiedenen Spezies neue imprintete Gene identifiziert

werden konnen.

Das Ausmal der Konservierung der allelspezifischen Expression zwischen homologen Genen in
monokotylen Pflanzen wurde Uber den Imprinting-Status der fir diese Arbeit ausgewdhlten
imprinteten Reisgene mit den analysierten syntenisch orthologen Gen in Mais verglichen. Die
Analyse ergab, dass fir 10 von 18 analysierten imprinteten Reisgenen (Luo et al., 2011)
mindestens ein imprintetes Gen in Mais identifiziert werden konnte. Demzufolge wurde eine
Ubereinstimmung der Imprinting-Regulation von 56% zwischen Reis und Mais ermittelt. Dieses
Ergebnis deutet auf eine hohe Konservierung der allelspezifischen Expression zwischen den zwei
monokotylen Grasern hin. Im Gegensatz dazu wird der Umfang der Konservierung von imprinteten
Genen in den Spezies Arabidopsis, Reis und Mais bisher als limitiert betrachtet (Ikeda, 2012).
Mithilfe der genomweiten allelspezifischen RNA-Tiefensequenzierungen in Endosperm aus
Arabidopsis, Reis und Mais konnten insgesamt 896 imprintete Gene identifiziert werden (Gehring
et al., 2011; Hsieh et al., 2011; Luo et al., 2011; McKeown et al., 2011; Waters et al., 2011; Wolff
et al., 2011; Zhang et al., 2011). Im Unterschied zu der in der vorliegenden Arbeit ermittelten
56%igen Ubereinstimmung der Imprinting-Regulation zwischen Reis und Mais ergab der
Vergleich der Gen-Daten der beiden monokotylen Pflanzen 15 homologe Gene mit einer
konservierten Imprinting-Regulation im Endosperm (Luo et al., 2011; Zhang et al., 2011).
Aufgrund der Gesamtmenge von 344 untersuchten imprinteten Gene, deutet dies auf eine geringere
Konservierung zwischen Reis und Mais hin. Dieser Unterschied der Analyseergebnisse der beiden
Untersuchungen, welche auf dem Vergleich mit den Daten aus Reis derselben Studie (Luo et al.,
2011) basieren, konnte sich auf die grofiere Zahl von untersuchten Genotypkombinationen in der
vorliegenden Arbeit und verschiedenen Entwicklungsstadien des Endosperms zurlckfiihren lassen.
Zur Untersuchung einer Konservierung imprinteter Gene zwischen monokotylen und dikotylen
Pflanzen schlossen die in Mais durchgefihrten Analysen finf Reisgene ein, fiir die imprintete
orthologe Gene in Arabidopsis identifiziert wurden (Luo et al., 2011). Fir drei der fiinf imprinteten
Reisgene konnte ein imprintetes orthologes Gen im Maisendosperm ermittelt werden. Der
Vergleich von drei Datensdtzen aus RNA-Tiefensequenzierungen mit 400 imprinteten Genen aus
Arabidopsis (Gehring et al., 2011; Hsieh et al., 2011; Wolff et al., 2011) zu 165 imprinteten Genen
aus Reis (Luo et al., 2011) zeigte flr 27 Gene eine signifikante Sequenzhomologie und folglich

eine putative Konservierung der Imprinting-Regulation (Gehring et al., 2011; Hsieh et al., 2011;
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Luo et al., 2011; Wolff et al., 2011). Ein Vergleich der Gen-Daten aus Arabidopsis, Reis und Mais
konnte zudem flr drei weitere homologe Gene eine Ubereinstimmende Imprinting-Regulation
nachweisen (Waters et al., 2011; Zhang et al., 2011). Diese Daten zeigen eine hohe Konservierung
der allelspezifischen Genexpression zwischen monokotylen und dikotylen Pflanzen, da sich die
unterschiedlichen Spezies Arabidopsis, Reis und Mais vor ca. 150-250 Millionen Jahren bzw.
65 Millionen Jahren von einem gemeinsamen Vorfahren trennten (Abrouk et al., 2010). Die
Auswertungen der RNA-Tiefensequenzierungsdaten aus Arabidopsis, Reis und Mais bereits
existierender Arbeiten, basieren alle auf unterschiedlichen bioinformatischen Methoden. Es wurde
ein Vergleich der Daten mittels Ubereinstimmender bioinformatischer Methoden bzw. ein
Vergleich von nicht-gefilterten Datenséatzen durchgefiihrt (Jiang & Kohler, 2012; Kéhler et al.,
2012). Dadurch wurden zwischen den verschiedenen Datensatzen aus Arabidopsis drei Mal mehr
gemeinsame imprintete Gene identifiziert und acht Gene mit einer Konservierung der Imprinting-
Regulation zwischen Arabidopsis und Reis ermittelt (Gehring et al., 2011; Hsieh et al., 2011;
Waters et al.,, 2011; Zhang et al., 2011; Jiang & Kohler, 2012; Kohler et al., 2012). Die
unterschiedlichen bioinformatischen Auswahlkriterien der Studien haben einen Einfluss auf die
Anzahl der identifizierten konservierten imprinteten Gene. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen
eine hohere Anzahl imprinteter Gene die eine Konservierung der Imprinting-Regulation zwischen
unterschiedlichen Spezies zeigen, als bisher bekannt. In Bezug auf die geringe Gesamtanzahl
imprinteter Gene in Pflanzen ist die Uberschneidung konservierter Gene hoch signifikant (Jiang &
Kohler, 2012).

Fur die in der vorliegenden Arbeit identifizierten drei Gene mit homologen imprinteten Genen in
Arabidopsis, Reis und Mais wurde untersucht ob neben der Konservierung der Imprinting-
Regulation ebenfalls die Genfunktion konserviert ist. Die Analyse ergab, dass das konservierte Gen
GRMZM2G178435 fiur ein putatives required to maintain repression 1-Protein und das Gen
GRMZM5G871520  fiir  eine  Serin/Threonin-Proteinkinase  codiert.  Zudem  wurde
GRMZM2G091819 als eine konservierte Flavin Monooxygenase YUCCAL0 (YUC10)
nachgewiesen, die wahrend der Embryogenese in den Auxin-Transport involviert ist (Ikeda, 2012).
Die beim Vergleich der Daten aus RNA-Tiefensequenzierungen in Arabidopsis, Reis und Mais
ermittelten drei konservierten imprinteten Gene wurden ebenfalls in die Untersuchung
eingeschlossen (Waters et al., 2011; Zhang et al., 2011). Zusétzlich zu dem in dieser Arbeit
identifizierten konservierten YUC10 (GRMZM2G091819) wurde in den Daten der RNA-
Tiefensequenzierungen aus Arabidopsis, Reis und Mais eine Ubereinstimmende Imprinting-
Regulation  fir ein  ARID/BRIGHT DNA-Bindedomane-Protein  codierendes  Gen
(GRMZM2G365731) sowie ein 5-Methylcytosin-Bindeprotein VARIANT IN METHYLATION 5
(VIMS) codierendes Gen (AC191534.3) ermittelt (Gehring et al., 2011; Hsieh et al., 2011; Waters
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et al., 2011; Zhang et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit wurde das Gen des ARID/BRIGHT
DNA-Bindedomane-Proteins (GRMZM2G365731) nicht analysiert, da es nicht zu den
ausgewdhlten Genen gehorte, die mittels allelspezifischer Expressionsanalysen untersucht wurden.
Die imprintete Expression des Gens VIMS die beim Vergleich der Daten der RNA-
Tiefensequenzierungen ermittelt wurde, konnte in der vorliegenden Arbeit mittels allelspezifischer
Expressionsanalysen nicht gezeigt werden. Flr die Daten der RNA-Tiefensequenzierung wurde das
orthologe Gen AC191534.3 in Mais (Zhang et al., 2011) zu VIM5 aus Reis und Arabidopsis
analysiert, wohingegen in dieser Arbeit die orthologen Gene GRMZM2G461447 sowie
GRMZM2G339151 in Mais untersucht wurden. Es wurden finf imprintete Gene mit einer
konservierten Funktion zwischen den Spezies Arabidopsis, Reis und Mais ermittelt. Diese
Konservierung ldsst vermuten, dass diese imprinteten Gene essenzielle Funktionen in der
Samenentwicklung austben, die den Pflanzen einen selektiven Vorteil verleihen, da die Imprinting-
Regulation der Gene mit ihren entsprechenden Funktion nach der Trennung von monokotylen und
dikotylen Pflanzen aufrechterhalten wurden. Es wurden erste Hinweise auf die Regulation der hoch
konservierten Gene VIM5 und YUC10 mittels Untersuchungen mit fiel-Mutanten in Arabidopsis
gezeigt. Fur beide paternal exprimierten, imprinteten Gene konnte eine Aktivierung des
stillgelegten maternalen Allels detektiert werden (Hsieh et al., 2011). Das deutet darauf hin, dass
das maternale Allel im Wildtyp-Endosperm tiber den PRC2-Komplex stillgelegt wird (Hsieh et al.,
2011). Es bleibt interessant, ob fiur die imprinteten Gene neben der Regulation auch die Funktion
zwischen verschiedenen Spezies aufrechterhalten wird und eine PRC2-vermittelte Regulation von

imprinteten Genen zwischen Monokotylen und Dikotylen konserviert ist.

Die bekannten imprinteten Gene in Mais FIE2 und MEGL1 zeigen eine transiente imprintete
Expression im Endosperm (Danilevskaya et al., 2003; Gutierrez-Marcos, 2004). Eine
vorubergehende imprintete Genexpression ist auch in Sdugern bekannt. In Maus wurden Gene
identifiziert, deren Imprinting-Status eine Abh&ngigkeit vom Entwicklungsstadium des Gehirns
zeigt (Gregg et al., 2010). Zur Uberpriifung einer transient imprinteten Expression fiir die in 6 dap
Endosperm identifizierten imprinteten Gene wurde untersucht, ob fur die Gene ebenfalls eine
Imprinting-Expression in 10 und 14 dap gezeigt werden konnte (Waters et al., 2011; Zhang et al.,
2011). Die Untersuchung ergab, dass fiir die Gene GRMZM2G472052 und YUC10 ebenfalls in 10
und 14 dap Maisendosperm ein paternales Imprinting detektiert wurde (Waters et al., 2011; Zhang
et al., 2011). Des Weiteren zeigen Ergebnisse aus Expressionsanalysen fir das Gen YUC10 eine
imprintete Expression in 20 dap Maisendosperm (Zhang et al., 2011), was auf eine stabile
Imprinting-Expression im Endosperm hindeutet. Im Unterschied dazu konnte fur die restlichen, in
6 dap Maisendosperm identifizierten Gene, ausschlieBlich in der frihen Endospermentwicklung

eine Imprinting-Expression nachgewiesen werden. Folglich entspricht die fur die Mehrheit der
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untersuchten Gene gezeigte transiente Imprinting-Regulation der transienten Expression der
bekannten imprinteten Gene FIE2 und MEG1 in Mais (Danilevskaya et al., 2003; Gutierrez-
Marcos, 2004). Diese transiente Imprinting-Regulation in Mais wird durch Ergebnisse aus
Arabidopsis unterstltzt, bei dem fir kein Gen in 3-5 bzw. 7-8 dap Endosperm eine gemeinsame
imprintete Expression in beiden Entwicklungsstadien detektierte werden konnte (Gehring et al.,
2011; Hsieh et al., 2011; McKeown et al., 2011; Wolff et al., 2011). In Reis wurde hingegen
lediglich flr eine limitierte Anzahl der analysierten Gene ein Verlust der Imprinting-Regulation im
sich entwickelnden Reisendosperm gezeigt (Luo et al., 2011). Dementsprechend konnte fur Mais
eine Uberwiegend transiente Imprinting-Expression nachgewiesen werden, wohingegen in Reis die
Imprinting-Expression wahrend der Samenentwicklung aufrechterhalten wird. Die beiden
monokotylen  Pflanzen  kdnnten somit unterschiedliche Regulationsprozesse in  der
Samenentwicklung durchlaufen, obwohl sowohl Mais als auch Reis ber ein persistentes
Endosperm verfiigen (Baroux et al., 2002). Die Beobachtungen der verschiedenen Zeitpunkte der
Imprinting-Expression in Arabidopsis, Reis und Mais zeigen eine dynamische Veranderung der
Expression im Laufe der Endospermentwicklung. Die Mehrzahl der untersuchten Gene in
Maisendosperm zeigte eine transiente Imprinting-Expression, die in der friihen Samenentwicklung

(6 dap) detektiert werden konnte.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten allelspezifischen Expressionsanalysen wurden in finf
unterschiedlichen Genotypkombinationen reziproker Hybride durchgefiihrt. Fiir jedes analysierte
Gen in Mais wurde untersucht in wie vielen Genotypkombinationen ein Ubereinstimmendes
Imprinting-Ergebnis amplifiziert werden konnte. In der vorliegenden Arbeit konnten 15 Gene nur
in einer Genotypkombination auf das amplifizierte allelische Expressionsmuster untersucht werden,
da kein PCR-Produkt amplifiziert wurde oder eine Auswertung aufgrund der Sequenzqualitat bzw.
nicht verflgbarer Polymorphismen nicht mdglich war. Fir vier nicht-imprintete Gene
(GRMZM2G469162, GRMZM2G371277, GRMZM2G453655, GRMZM2G339151) konnte die
biallelische Expression in einer weiteren und fiir ein nicht-imprintetes Gen (GRMZM2G418515) in
zwei anderen Genotypkombinationen bestatigt werden. Fir ein maternal imprintetes
(GRMZM2G145300) und ein paternal imprintetes Gen (GRMZM5G897988) wurde in einer
weiteren Genotypkombination eine biallelische Expression ermittelt. Demzufolge konnte fir diese
Gene das allelische Expressionsmuster in unterschiedlichen Genotypkombinationen in
Maisendosperm bestatigt werden. Andere Gene hingegen zeigten ausschliellich in einer definierten
Genotypkombination eine Imprinting-Regulation. Ein Vergleich von RNA-Tiefensequenzierungen
in Mais und Arabidopsis unterstiitzt die Beobachtungen dieser Arbeit, dass Imprinting
genotypabhéngig ist (Gehring et al., 2011; Hsieh et al., 2011; Waters et al., 2011; Wolff et al.,
2011; Zhang et al., 2011). Fur das Gen YUC10 konnte eine Imprinting-Genexpression in zwei
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weiteren Genotypkombinationen in Maisendosperm bestétigt werden, wéhrend fir die Mehrzahl
der Gene eine Imprinting-Regulation in keiner anderen Genotypkombination nachgewiesen wurde
(Gehring et al., 2011; Hsieh et al., 2011; Waters et al., 2011; Wolff et al., 2011; Zhang et al.,
2011). Diese regulatorische Variation der Gene in verschiedenen Genotypkombinationen steht im
Einklang mit dem hohen Grad an Sequenzvariabilitat aufgrund von SNPs, Insertionen und
Deletionen zwischen den unterschiedlichen Inzuchtlinien in Mais (Lai et al., 2010). Des Weiteren
kann die Vielfaltigkeit in der Genexpression das Ergebnis von Variationen in cis- bzw. trans-
Elementen sein (Springer & Stupar, 2007). Diese Hypothese wird durch eine natirliche Variation
epigenetischer Zustande wie z.B. der DNA-Methylierung von Genen oder variierende transkribierte
Gensets zwischen verschiedenen Inzuchtlinien untermauert (Makarevitch et al., 2007; Hansey et
al., 2012). Infolgedessen haben die unterschiedlichen Genotypen einen Einfluss auf die
Vergleichbarkeit der analysierten Gene bzw. der verschiedenen Spezies. Gene die nur in einer
definierten Genotypkombination eine Imprinting-Regulation zeigen, kénnten ein allelspezifisches
Imprinting aufweisen. In diesem Fall zeigt die Imprinting-Expression, im Unterschied zum
genspezifischen Imprinting, eine Abhadngigkeit vom genetischen Hintergrund (Gehring et al.,
2004). Andererseits deutet diese Abhéngigkeit von der Genotypkombination auf eine
Parallelevolution (Parallelismus) imprinteter Gene in unterschiedlichen Genotypen hin. In der
vorliegenden Arbeit wurden weiterhin vier paraloge Gene in Mais untersucht, die ein
Ubereinstimmendes Imprinting bzw. eine nicht-imprintete Expression zeigten, sowie Gene deren
paraloge Gene keine Imprinting-Expression aufwiesen. Diese paralogen Gene mit einem
tibereinstimmenden Imprinting in einer Spezies konnten die Fitness einer Pflanze erhéhen, indem
Mutationen in einem der paralogen Gene, welche einen Verlust der Funktion zur Folge haben,
durch das andere paraloge Gen kompensiert bzw. (ber alternative Stoffwechselwege den Verlust
ausgeglichen wird (Gu et al., 2003). In den Genpaaren fir die ein imprintetes und ein nicht-
imprintetes Gen nachgewiesen werden konnte, kdnnte eine Genduplikation mit nachfolgender
Divergenz stattgefunden haben. Beide untersuchten Genpaare zeigen in einem paralogen Gen in
Mais eine maternal imprintete Expression. Diese maternal imprinteten Gene konnten sich
evolutiondr entwickelt haben. Ein héherer Anteil an maternal imprinteten Genen als an paternal
imprinteten Genen, kann zu einem grofReren maternalen Einfluss auf die Entwicklung der
Nachkommen und dies wiederum zu einem Vorteil fir die Mutterpflanze gefiihrt haben. Diese
evolutiondare Entwicklung von maternalen Genen wird durch die unterschiedlichen
Regulationsmechanismen der Gene FIE1 und FIE2 aus Mais unterstitzt, deren Divergenz zu einer
verstarkten mautterliche Kontrolle tber die Samenentwicklung gefiihrt haben kann (Gutiérrez-
Marcos et al., 2006; Dickinson et al., 2012). Die vorliegende Arbeit und eine weitere Studie
konnten mehr paternal als maternal imprintete Gene im Endosperm identifizieren (Zhang et al.,

2011). Das konnte darauf hindeuten, dass Imprinting eine Funktion in der Dosis-Kompensation hat
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(Zhang et al., 2011). Zuséatzlich wurde ein Gen identifiziert, das in Reis eine paternale Imprinting-
Regulation zeigt und in Mais maternal imprintet ist. Die Expression des entgegengesetzten
elterlichen Allels wurde ebenso flir das bekannte maternal imprintete Reisgen OsMADS87 und dem
orthologen paternal imprinteten Gen PHERES1 in Arabidopsis beobachtet (Luo et al., 2009;
Ishikawa et al., 2011). Weitere Gene mit einem unterschiedlich parentalen Imprinting konnten fir
einige konservierte imprintete Homologe zwischen Arabidopsis, Reis und Mais nachgewiesen
werden (Luo et al., 2011; Waters et al., 2011; Zhang et al., 2011). Insbesondere beim Vergleich
von Homologen imprinteter Genen zwischen Arabidopsis und Reis zeigten 14 von 37 Orthologe,
ebenso wie mehrere paraloge Gene in Reis eine Expression des entgegengesetzten elterlichen
Allels (Kohler et al., 2012). Da dieser Wechsel der allelspezifischen Expression in monokotylen
und dikotylen Pflanzen kein Einzelfall ist, lasst sich ein Selektionsvorteil vermuten, der eine
bessere Anpassung an die Umwelt bietet oder durch Verénderungen des Expressionslevels bzw. der
Funktion zu einer leichteren Kontrolle ber die Samenentwicklung flihrt. Die Expression des
entgegengesetzten elterlichen Allels in einer anderen Spezies ist nicht mit der parentalen
Konflikttheorie (Haig & Westoby, 1989) vereinbar. Ein Wechsel von einem maternal imprinteten
Gen zu einem paternal imprinteten Gen wirde die Nahrstoffzufuhr in Abhangigkeit des paternalen
Imprintings zu bestimmten Nachkommen férdern, wodurch die Uberlebensfahigkeit nicht mehr fir
alle Samen bzw. Nachkommen in gleichem MaR gewahrleistet wére. Fur diese Gene konnte die
Imprinting-Richtung nebenséchlich und nur relevant sein, dass das Gen Uber einen Imprinting-
Mechanismus reguliert wird. Das kénnte auf ein unabhéngig entstandenes analoges Merkmal oder
auf eine nicht essenzielle Funktion in der Samenentwicklung hindeuten. Fir die untersuchten Gene
in Reis, deren paraloges Gen in Reis eine Expression des entgegengesetzten elterlichen Allels zeigt
(Kohler et al., 2012) konnte ein Wechsel der Imprinting-Regulation innerhalb einer Spezies fur
einen Ausgleich des parentalen Genomgleichgewichts verantwortlich sein. Die Triploidie des
Endosperms von Angiospermen resultiert in einem genomischen Ungleichgewicht zu Gunsten der
maternalen regulatorischen Faktoren (Birchler, 1993; Scott et al., 1998; Birchler & Veitia, 2012).
Die Identifikation von mehr paternal imprinteten Genen als maternal imprinteten Genen im

Maisendosperm kdnnte ein Hinweis auf einen Ausgleich der Genomdosis sein (Zhang et al., 2011).

Ein Vergleich der Expressionsprofile imprinteter Gene in 60 Maisgeweben aus unterschiedlichen
Entwicklungsstadien resultiert in drei grundsétzlich verschiedenen Expressionstypen in den
untersuchten Maisgeweben (Sekhon et al., 2011; Waters et al., 2011; Zhang et al., 2011). Es
wurden Gene mit einer universellen Expression auf einem hohen Level, Gene mit einer
bevorzugten Expression im Endosperm und Samen sowie Gene mit einer hohen differenziellen
Expression in Wurzel, Blatt und der reproduktiven Entwicklung ermittelt. Im Gegensatz dazu

zeigten mittels RT-PCR analysierte Maisgene eine Endosperm-bevorzugte Expression sowie ein
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relativ niedriges Expressionslevel in anderen Geweben (Zhang et al., 2011). Aus Vergleichen der
Expressionsprofile von konservierten Genen geht hervor, dass zwischen verschiedenen Spezies
konservierte imprintete Gene eine Endosperm-bevorzugte Expression aufweisen (Waters et al.,
2011). In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der identifizierten imprinteten Gene
mittels RT-PCR in Gameten untersucht. Die Expressionsprofile einiger maternal imprinteter Gene
zeigten eine Expression im Pollen bzw. konnte fiir paternal imprintete Gene eine Expression in der
Zentralzelle detektiert werden. Diese Ergebnisse in Mais sind im Einklang mit Erkenntnissen aus
Expressionsprofilen in Arabidopsis und Reis (Luo et al., 2011; Wolff et al., 2011). Eine Theorie
besagt, dass die Transkripte der paternal imprinteten Gene nach der Befruchtung aus der
Spermazelle in den Samen Ubertragen werden (Wolff et al., 2011). Die Ergebnisse weisen jedoch
auf eine Stilllegung des entsprechenden parentalen Allels nach der Befruchtung hin. Dies lasst den
Schluss zu, dass die fur die Stilllegung des Allels bendtigten Komponenten nicht in den Gameten,

sondern ausschlieBlich im Endosperm vorliegen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Uber syntenisch orthologe Gene imprintete Gene
zwischen verschiedenen Spezies identifiziert werden konnen. Es konnten neue Gene mit einer
allelspezifischen Genexpression in Mais identifiziert werden, die auf eine konservierte Imprinting-
Regulation zwischen Reis und Mais hinweisen. Es wurden ebenfalls Variationen des Imprinting-
Status zwischen verschiedenen Genotypen und paralogen Genen gezeigt, die auf eine hohe

evolutiondre Dynamik des Imprintings hinweisen.

9.2 Untersuchung eines maternal imprinteten Gens in Maisembryo

Imprinting in Pflanzen wurde bis vor kurzem nur im Embryo erndhrenden Endosperm vermutet,
welches im Gegensatz zum Embryo keinen genetischen Beitrag zur ndchsten Generation leistet.
Diese Annahme wurde 2009 im Zuge der Identifikation des ersten imprinteten Gens im
Maisembryo widerlegt (Jahnke & Scholten, 2009). Fir das Gen MEE1 konnte im Maisembryo als
auch im Endosperm eine maternal imprintete Expression nachgewiesen werden. Zur Identifikation
weiterer imprinteter Gene im Maisembryo wurden in der vorliegenden Arbeit 13 putativ imprintete
Gene mit Sequenz-Polymorphismen mittels RNA-Tiefensequenzierung identifiziert und deren
genaue Expression mittels allelspezifischer Expressionsanalysen Uberprift. Im Zuge dieser
Analysen konnte fir das Gen GRMZM2G014119 eine maternal imprintete Expression im

Maisembryo nachgewiesen werden.

Zunachst wurde jedoch, nach der Tiefensequenzierung und der allelspezifischen
Expressionsanalyse das Gen GRMZM2G014256 und nicht das Gen GRMZM2G014119 als
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imprintet identifiziert. Aufgrund der L&nge des amplifizierten Transkripts konnte mittels
Datenbankanalyse (MaizeSequence 5b.60, www.maizesequence.org) festgestellt werden, dass nicht
das Gen GRMZM2G014256, sondern das Gen GRMZM2G014119 im Maisembryo exprimiert
wird. Untersuchungen, ob es sich bei den beiden Genannotationen woméglich um Spleillvarianten
ein und desselben Gens handelt, ergaben widerspriichliche Ergebnisse. Laut der Datenbank
Gramene (#36b) (Youens-Clark et al., 2010 // 2011) unterliegt das Gen GRMZM2G014256
keinem alternativen SpleiRing, wohingegen in der Datenbank MaizeSequence 5b.60 die beiden
Gene als SpleiBvarianten dargestellt werden. Beide Datenbanken zeigen fir die Gene eine
tibereinstimmende Position auf Chromosom 6 auf, wobei jedoch GRMZM2G014256 auf dem
Vorwarts- und GRMZM2G014119 auf dem Rickwaértsstrang lokalisiert sind. Die Ermittlung der
paralogen Gene von GRMZM2G014119 mittels der Datenbanken MaizeSequence und Gramene
ergab, dass die beiden Gene in Mais nicht paralog sind. Aufgrund der Tatsache, dass die Gene
GRMZM2G014256 und GRMZM2G014119 auf unterschiedlichen DNA-Strangen lokalisiert sind
handelt es sich daher nicht um zwei Spleillvarianten eines Gens sondern um zwei unterschiedliche
Gene, von denen ausschlieflich das Gen GRMZM2G014119 ein maternales Imprinting im Embryo
aufweist.

In der allelspezifischen Expressionsanalyse konnte zwischen den reziproken Kreuzungen fur das
Gen GRMZM2G014119 ein Polymorphismus sowie an 14 Positionen ein Doppelpeak im
Chromatogramm detektiert werden. Es wurde vermutet, dass die Doppelpeaks von Transkripten
eines oder mehrerer paraloger Gene aus Mais stammen kénnten, die ebenfalls mit der RT-PCR
amplifiziert wurden. Es konnte ein paraloges Gen (GRMZM2G044440) mit einer Homologie von
91% identifiziert werden. Um die Herkunft der Doppelpeaks zu untersuchen wurden die jeweils an
diesen Positionen amplifizierten Nukleotide mit den Nukleotiden der beiden paralogen Gene
verglichen. Dabei konnten die erwarteten Nukleotide von beiden Genen identifiziert werden, was
zundchst flr eine erfolgreiche Amplifikation beider Gene mittels RT-PCR und folglich einer
Expression im Maisembryo spricht. Fir das paraloge Gen GRMZM2G044440 konnte an der
Position des Polymorphismus von GRMZM2G014119 nur fir eine Kreuzungsrichtung das
erwartete Nukleotid detektiert werden. Dies lasst darauf schliel3en, dass beide Gene an der Position
einen Polymorphismus aufweisen und folglich beide mittels einer allelspezifischen Genexpression
reguliert werden. Ein Vergleich der Chromatogramme der Inzuchtlinien mit den reziproken
Kreuzungen an der Position des Polymorphismus konnte die maternale Imprinting-Regulation des
Gens GRMZM2G014119 im Maisembryo bestatigen. Diese maternale Imprinting-Expression des
Gens GRMZM2G014119 im Embryo steht im Einklang mit den verfligbaren Daten aus RNA-

Tiefensequenzierungen in Maisembryo (Waters et al., 2011).
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Eine Hypothese besagt, dass Imprinting in Pflanzen auf den Zeitraum der Embryo- und
Endospermentwicklung begrenzt ist (Scholten, 2010). Diese Phase ist im Unterschied zu
Sédugetieren, die eine Imprinting-Regulation im Embryo und ausgewachsenem Organismus zeigen
(Gregg et al., 2010; Bartolomei & Ferguson-Smith, 2011), der einzige Zeitpunkt an dem die
elterlichen Allele im Zuge der parentalen Konflikt-Theorie einen Einfluss auf die Entwicklung des
Nachkommen nehmen kénnen (Scholten, 2010). Um zu ermitteln, ob die in 6 dap identifizierte
allelspezifische Genexpression des Gens GRMZM2G014119 auch in einem spéteren embryonalen
Entwicklungsstadium  vorliegt, wurden die verfiigbaren Daten aus aktuellen RNA-
Tiefensequenzierungen imprinteter Gene aus Mais herangezogen. Die Suche ergab, dass in 14 dap
Embryogewebe ebenfalls eine maternale Genexpression des Gens im Maisembryo nachgewiesen
werden konnte (Waters et al., 2011). Diese Ergebnisse deuten somit auf ein stabiles Imprinting
innerhalb dieses Zeitraumes hin. Der Zeitraum des maternalen Imprintings entspricht dem von
bereits bekannten embryonalen imprinteten Genen, MEE1 und 0s10g05750. Fir das maternal
imprintete Gen MEEL in Mais konnten vor und nach der Expression des Gens zwischen 3-8 dap
keine Transkripte im Mais nachgewiesen werden (Jahnke & Scholten, 2009). Um dies fur das Gen
GRMZM2G014119 im Embryo zu ermitteln, missten daher weitere Entwicklungsstadien des
Embryos untersucht werden. Des Weiteren konnten wie bereits fur das Gen MEEL1 in Gameten und
Embryo Methylierungsanalysen durchgefiihrt werden (Jahnke & Scholten, 2009). So koénnte, wie
bereits fur MEE1 gezeigt, fur das Gen GRMZM2G014119 eine Demethylierung des maternalen
Allels im Embryo mit einer anschliefenden Remethylierung denkbar sein, ein Prozess welcher mit
einer zeitlich begrenzten Expression im Embryo einhergeht. Eine transiente imprintete
Genexpression wurde ebenso fir das in 6 dap Reisembryo maternal imprintete Gen Os10g05750
ermittelt. Mittels allelspezifischer Expressionsmuster konnte in 8 dap Reisembryo eine
Expressionsverdnderung in Richtung einer biallelischen Expression des Gens Os10g05750 gezeigt
werden (Luo et al., 2011). Des Weiteren wurden die in aktuellen Studien identifizierten putativ
imprinteten Gene in Arabidopsis, Reis und Mais zwischen 40 Stunden nach Bestdubung (Nodine &
Bartel, 2012) und 14 dap ermittelt (Gehring et al., 2011; Hsieh et al., 2011; Luo et al., 2011;
Waters et al., 2011). Eine imprintete Genexpression konnte in vegetativen Geweben, wie Reis- und
Maiskeimlingen reziproker Kreuzungen nicht gefunden werden, was ebenfalls auf eine transient
imprintete Genexpression schlielen lasst (He et al., 2010; Zhang et al., 2011). Es bleibt zu prifen,
ob fur alle identifizierten imprinteten Gene im Embryo ebenfalls eine allelspezifische
Genexpression im Endosperm vorliegt und diese stabil ist. Eine in dieser Arbeit durchgefihrte
allelspezifische Genexpressionsanalyse des Gens GRMZM2G014119 in 6 dap Maisendosperm
deutet auf eine Imprinting-Regulation hin. Diese Beobachtung wird gestiitzt durch Daten aus 10
und 14 dap Maisendosperm, die ebenfalls eine imprintete Expression des Gens GRMZM2G014119
zeigen konnten (Waters et al., 2011; Zhang et al., 2011). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
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sich der friih entwickelnde Embryo und das Endosperm gemeinsame Imprinting-Regulationen
teilen, die ausschliellich in der frihen Samenentwicklung eine essenzielle Funktion austiben. Eine
Hypothese besagt, dass der Embryo und das Endosperm (bereinstimmende imprintete Gene
aufweisen, um die Né&hrstoffversorgung nach Bedarf der sich entwickelnden Nachkommen zu
regulieren (Gutierrez-Marcos et al., 2012). Die Imprinting-Regulation konnte sich auf den
Zeitpunkt der embryonalen Entwicklung beschrénken, da zu dem Zeitpunkt imprintete Gene noch
tiber eine Kontrolle des Néhstoffangebots verfligen. Diese transiente Kontrolle durch Imprinting
kénnten Gene ausuiben, die in dem ebenfalls transienten bzw. kurzlebigen Suspensor lokalisiert
sind (Gutierrez-Marcos et al., 2012), der eine wichtige Rolle in der Versorgungsfunktion des sich

entwickelnden Embryos spielt (Sitte & Strasburger, 2002).

Die ldentifizierung des imprinteten Gens GRMZM2G014119 im Embryo entspricht aktuellen
Studien, die darauf hindeuten, dass eine allelspezifische Genexpression im Embryo Ofter
vorkommt, als bisher erwartet wurde. Mittels RNA-Tiefensequenzierungen wurden (ber 100
putativ imprintete Gene im Embryo von Arabidopsis, Reis und Mais ermittelt (Gehring et al., 2011,
Hsieh et al., 2011; Luo et al., 2011; Waters et al., 2011; Nodine & Bartel, 2012), deren Imprinting-
Regulation noch verifiziert werden muss. Bisher wurde lediglich eine Imprinting-Regulation ftir
das maternale Gen Os10g05750 in Reis mithilfe allelspezifischer Expressionsmuster bestatigt (Luo
et al., 2011). Zur Untersuchung, ob in anderen Spezies ebenso eine allelspezifische Genexpression
des Gens GRMZM2G014119 vorkommt, wurden die Gen-Daten kirzlich identifizierter imprinteter
Gene aus Arabidopsis und Reis begutachtet. Das orthologe Reisgen (LOC_0s06g44080) konnte
mittels RNA-Tiefensequenzierung in 6 dap Embryo und 5 dap Endosperm nicht als imprintet
identifiziert werden (Luo et al., 2011). Daneben wurde das orthologe Gen in Arabidopsis
(AT1G31340.1) in zwei unabhangigen Analysen untersucht. Mittels der Genotypkombination Col-
0 x Ler konnte kein Imprinting im Embryo und Endosperm detektiert werden, wohingegen bei
Verwendung der Genotypen Col-0 x Bur-0 maternales Imprinting im Endosperm fur das Gen
GRMZM2G014119 gezeigt werden konnte (Hsieh et al., 2011; Wolff et al., 2011). Diese Daten
deuten auf eine Konservierung der Imprinting-Regulation des Gens GRMZM2G014119 im
Endosperm zwischen monokotylen und dikotylen Pflanzen hin. Aufgrund der unterschiedlichen
Imprinting-Ergebnisse  in  Arabidopsis bei der Verwendung wvon verschiedenen
Genotypkombinationen ergibt sich wie in Abschnitt 9.1 n&her erdrtert, fir das Gen eine
Abhangigkeit des Imprintings vom Genotyp. Eine Untersuchung der allelspezifischen
Genexpression im Arabidopsis-Embryo der Genotypen Col-0 und Bur-0 kénnte Aufschluss daruiber

geben, ob ebenso eine konservierte Imprinting-Regulation im Embryo vorliegt.

Die Identifikation von paternal imprinteten Genen auf Basis von Expressionsprofilen kann im

Gegensatz zu maternal imprinteten Genen eindeutig erfolgen, da eine Kontamination durch
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maternale Samengewebe keine Verfalschung des Expressionsprofils zur Folge hat. Aufgrund der
moglichen Kontamination von embryonalem Gewebe wurde das Transkriptionslevel in Endosperm
und Embryo fiir das identifizierte maternal imprintete Gen GRMZM2G014119 in Mais untersucht.
Mittels der RNA-Tiefensequenzierung konnte eine 58-fach hohere Anzahl der maternalen
Transkripte im 6 dap Endosperm als im Embryo detektiert werden. Dieses Ergebnis wird durch ein
tbereinstimmendes Expressionsprofil des Gens GRMZM2G014119 in 12-25 dap Endosperm und
Embryo bestétigt (Davidson et al., 2011; Sekhon et al., 2011; Waters et al., 2011). Fir die
Mehrzahl der kiirzlich identifizierten imprinteten Gene im Embryo aus Arabidopsis, Reis und Mais
konnte ebenfalls eine starkere Imprinting-Expression im Endosperm nachgewiesen werden
(Gehring et al., 2011; Hsieh et al., 2011; Luo et al., 2011; Waters et al., 2011). Diese hoheren
Expressionslevel fiihrten dazu, dass ein Grofteil der in den verschiedenen Spezies identifizierten
embryonalen Gene als fragliche bzw. falsch positive Imprinting-Regulation im Embryo bezeichnet
wurde. Diese Gene wurden infolgedessen als falsch positiv im Embryo verworfen, da eine
Kontamination des untersuchten embryonalen Gewebes mit Gewebe des Endosperms nicht
ausgeschlossen werden konnte (Gehring et al., 2011; Hsieh et al., 2011; Luo et al., 2011). Eine
Kontamination des in dieser Arbeit untersuchten embryonalen Gewebes kann mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, da im Gegensatz zu Arabidopsis und Reis das
Maisendosperm sowie der Maisembryo gut voneinander zu trennen sind. Es wird vermutet, dass
eine Transkriptverschiebung imprinteter Gene vom Endosperm zum Embryo stattfindet (Waters et
al., 2011). Diese Transkriptverschiebung kénnte zur Folge haben, dass eine Imprinting-Regulation
fur die entsprechenden Gene im Embryo nachgewiesen werden wiirde, ohne dass eine aktive
Expression im Embryo stattgefunden hat (Waters et al., 2011). Diese Hypothese ist jedoch schwer
mit der nachgewiesenen transienten Expression des imprinteten Gens MEE1 vereinbar, da die
Expression im Embryo mit einer Demethylierung bzw. einer Remethylierung des maternalen Allels
korreliert. Des Weiteren kénnten die Transkripte imprinteter Gene aus den Gameten stammen, die
die stabilen Transkripte tUber das Befruchtungsereignis dem Nachkommen vererben (Waters et al.,
2011).

Zur ldentifikation einer putativen Funktion des maternal imprinteten Gens GRMZM2G014119
wurden die mdglichen Translationsprodukte des Transkriptes iber Sequenzhomologie analysiert.
Fur das aus 153 Aminosduren aufgebaute Protein wird eine Pfam-, SMART- und Prints-Doméne
vorhergesagt, die alle fir ein Ubiquitin bzw. fir eine Ubiquitin-Untergruppe codieren. Laut dem
Simple Modular Architecture Research Tool (smart.embl-heidelberg.de) ist Ubiquitin ein aus 76-
Aminosduren aufgebautes Protein und ist in allen eukaryotischen Zellen zu finden. Ubiquitin ist
mittels einer kovalenten Bindung an der reversiblen Modifikation von Proteinen beteiligt

(Radivojac et al., 2010). Fir ungefahr 6% der in Arabidopsis vorhergesagten proteincodierenden
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Gene wird eine Verbindung mit Ubiquitin vorausgesagt (Bartel & Citovsky, 2012). Fur Ubiquitin
konnten unter anderen Funktionen beim Proteinabbau, Kontrolle der Insulinregulation, der
pflanzlichen Entwicklung insbesondere bei der Regulation der Phytohormone gezeigt werden
(Rome et al., 2004; Bartel & Citovsky, 2012). Des Weiteren ist die Ubiquitinylierung in die
Histon-Modifikation involviert (Gibney & Nolan, 2010; Hamilton, 2011). Diese Histon-
Ubiquitinylierung wird mit transkriptioneller Genaktivierung in Verbindung gebracht (Zhang,
2003). Entsprechend der Vielzahl an unterschiedlichen Funktionen kénnte das imprintete Gen
GRMZM2G014119 eine putative Funktion in der epigenetischen Regulation austiben, die einen
Einfluss auf die Samenentwicklung hat. Das imprintete Expressionsverhalten dieses Gens konnte
bedeuten, dass die exakte Regulation dieser Funktion essenziell ist, da die Imprinting-Regulation

des Gens zwischen monokotylen und dikotylen Pflanzen konserviert ist.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass in der vorliegenden Arbeit das Gen GRMZM2G014119 als im
Maisembryo imprintet nachgewiesen wurde. Analysen der Genexpression im Endosperm ergaben
flr die Imprinting-Regulation eine Abhangigkeit von Genotyp. Das in Angiospermen konservierte,
imprintete Gen GRMZMZ2G014119 konnte eine wichtige Funktion zur Regulation in der

Samenentwicklung austben.

9.3 DNG105 aus Mais hat eine Rolle in der Imprinting-Regulation

In Pflanzen sind DNA-Glykosylasen iiber den Basenexzisions DNA-Reparatur-Regulationsweg an
der aktiven Demethylierung beteiligt (David et al., 2007; Huh et al., 2008). Die in Arabidopsis
vorkommende DNA-Demethylase DEMETER (DME) entfernt 5-Methylcytosine in CG, CHG und
CHH Sequenzkontexten (Gehring et al., 2006; Morales-Ruiz, 2006). DME ist fiir das Imprinting im
Endosperm ebenso wie fiir eine normale Samenentwicklung erforderlich (Choi et al., 2002;
Gehring et al., 2006). DME-ahnliche Proteine (DML) in Arabidopsis sind die DNA-Glykosylasen
ROS1 (repressor of silencingl), DML2 und DML3 (Zhu, 2009). Laut der Chromatin-Datenbank
ChromDB (Gendler et al., 2008) wurden vier DNA-Glykosylasen in Mais identifiziert. Die
Proteine DNG101, DNG102, DNG103 und DNG105 aus Mais werden in die ROS/DME Gruppe

eingeordnet.

Aufgrund der bekannten Funktionen fur DME an der Imprinting-Regulation in Arabidopsis wurde
in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob DNG105 aus Mais ebenfalls eine Rolle bei der
Regulation des genomischen Imprinting hat. Fir die Analysen wurde DNG105 ausgewahlt, da fur
DNG105 im Gegensatz zu DNG101 und DNG102 eine Expression in der Spermazelle, jedoch nicht

in der Ei- und Zentralzelle detektiert werden konnte und folglich keine Genredundanz vorliegt. Fir
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die DNA-Demethylase DME aus Arabidopsis konnte eine Expression in der Zentralzelle des
weiblichen Gametophyten und im vegetativen Nukleus des Pollens nachgewiesen werden (Choi et
al., 2002; Calarco et al., 2012). Zur Charakterisierung der DNG105 aus Mais wurden mdgliche
Translationsprodukte des Transkripts Uber Sequenzhomologie untersucht. Das Protein ist aus 1233
Aminosduren aufgebaut und besteht laut der Chromatin-Datenbank ChromDB aus einer Pfam-
Domane, die der HhH-GPD Superfamilie der Basenexzisionsreparatur-DNA-Proteine zugeordnet
wird (Gendler et al., 2008). DNG105 verfligt ebenso wie DME (Uber eine bifunktionelle 5-
Methylcytosin DNA-Glykosylase, sowie eine Endonuklease/Lyase Aktivitat (Gehring et al., 2006;
Zhu, 2009). Dementsprechend kann DNG105 N-glykosidische Bindungen l6sen und ist mittels der
AP-Endonuklease in der Lage Zucker-Phosphat-Bindungen an der Position zu spalten, wo eine
Base entfernt werden soll (Gendler et al., 2008; Huh et al., 2008).

Zur Untersuchung einer mdglichen Rolle bei der Imprinting-Regulation, wurden vier transgene
dngl105-RNAI Linien in Mais generiert. Im Anschluss wurden die Pflanzen reziprok mit zwei
unterschiedlichen Wildtypen gekreuzt und das 6 dap Maisendosperm isoliert. Zur Uberpriifung der
Suppression des DNG105 in 6 dap Maisendosperm reziproker RNAi-Kreuzungen wurde eine PCR
basierte  semiquantitative = Expressionsanalyse  durchgefiihrt.  Ein ~ Vergleich  der
Expressionsunterschiede zwischen den reziproken Kontrollen und den reziproken RNAI-
Kreuzungen ergab eine 7-14-fache Differenz im Expressionslevel zwischen den reziproken
Kontrollhybriden und den reziproken RNAi-Proben. Demzufolge konnte im Endosperm reziproker
RNAI-Kreuzungen die erfolgreiche Expressionsverminderung der DNG105 nachgewiesen werden.
Zum Ausschluss einer unspezifischen Stilllegung der dngl05-RNAi Sequenz wurde eine
semiquantitative Expressionsanalyse durchgefiihrt und die Expression der DNG101 und DNG102
im 6 dap Maisendosperm reziproker dngl05 RNAI-Kreuzungen im Vergleich zur reziproken
Kontrollhybride analysiert. Der Vergleich ergab einen schwachen Einfluss auf die DNG101 und
DNG102 Expression, da fiir die beiden Glykosylasen eine verminderte Transkriptmenge im
Endosperm reziproker dng105-RNAi-Kreuzungen detektiert werden konnte. Die RNA-Spezifitét
der dng105 RNAI-Sequenz wurde zur Uberpriifung mithilfe der BLAST-Funktion der Chromatin-
Datenbank ChromDB mit der NCBI nr/nt Nukleotidsequenzdatenbank verglichen. Es wurde eine
Homologie zu anderen Genen in Mais mit max. 16 bp ermittelt. Daneben ergab der Vergleich der
dng105 RNAI-Sequenz mit DNG101 und DNG102 fiinf homologe Sequenzabschnitte mit max. 12
bp zwischen der dngl05 RNAI-Sequenz zu DNG101. Eine unspezifische RNAi-vermittelte
Suppression auf Basis der Homologie Uber 12 bp kann mit einer hohen Wahrscheinlichkeit
ausgeschlossen werden. Bei identischer Verteilung der Nukleotide kann die Sequenz rein zufallig
178x im Maisgenom vorkommen. Eine Ubereinstimmung iiber diesen kurzen Sequenzabschnitt

wirde durch viele Fehlpaarungen, aufgrund der Sequenzunterschiede, nicht zu einer RNAI-
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vermittelten Suppression fihren. Im Unterschied dazu konnte eine RNAi-vermittelte Suppression
in humanen Zellen mittels 16-nt siRNA gezeigt werden (Chu, 2008). Jedoch kann, aufgrund der
nachweislich stérker verminderten Transkriptmenge von DNG105 als von DNG101 und DNG102
im Maisendosperm reziproker RNAIi-Kreuzungen, in erster Linie von einer Suppression des

DNG105 in Mais ausgegangen werden.

Fur die Analysen wurde die Imprinting-Genexpression der maternal imprinteten Gene MEE1 und
FIE1 sowie der paternal imprinteten Gene GRMZM2G091819 und GRMZM2G472052 mithilfe
allelspezifischer Expressionsanalysen untersucht. Fir die allelspezifischen Expressionsanalysen
wurde das 6 dap Maisendosperm reziproker Kontrollhybride sowie reziproker dngl05 RNAI-
Kreuzungen verwendet. Fir das maternal imprintete Gen MEE1 in Mais konnte keine Veranderung
gegeniiber der urspriinglich beschriebenen Imprinting-Regulation (Jahnke & Scholten, 2009)
festgestellt werden. Der Vergleich der Chromatogramme an den Polymorphismen der Kontroll-
Hybride mit den reziproken dngl105 RNAI-Kreuzungen ergab eine Ubereinstimmende maternal
imprintete Expression. Diese maternale Imprinting-Regulation fir das Gen MEE1 wurde in allen
15 verwendeten Endospermproben nachgewiesen. Infolgedessen wurde der Nachweis der maternal
imprinteten Expression fir das Gen MEEL als interne Kontrolle verwendet. Im Unterschied zu
MEE1, wurde flr das maternale imprintete Gen FIEL in Mais eine Verdnderung der Imprinting-
Expression festgestellt (Danilevskaya et al., 2003). Die Untersuchung der Polymorphismen ergab
fir sechs B73 bzw. Mo017 x dngl05 Kreuzungen keine Verdnderung der maternal imprinteten
Expression des Gens FIEL1l. Wahrend fiir drei der vier analysierten dngl05 x B73 bzw. Mol7
Kreuzungen ein Einfluss auf das Imprinting detektiert wurde. Abhéngig von der verwendeten
dng105 RNAi-Linie oder Endosperm-Probe wurde eine Aktivierung des sonst stillgelegten Allels
am Polymorphismus detektiert oder das gleiche Allel in beiden Kreuzungsrichtungen
nachgewiesen. Die Unterschiede in den verschiedenen Proben konnen wahrscheinlich durch
unterschiedlich starke RNAi-Effekte, aufgrund von Positionseffekten (Knippers, 2006), erkléart
werden. Fir das maternale Gen FIE1 wurde eine Aufhebung des Imprinting oder eine Aktivierung
des paternalen Allels nachgewiesen, wenn in der Kreuzung die transgene Maispflanze der

weibliche Elter war.

Der Vergleich der Chromatogramme der reziproken Kontroll-Hybride und der reziproken dng105
RNAIi-Kreuzung am Polymorphismus ergab fir die Gene GRMZM2G091819 und
GRMZM2G472052 eine Verdnderung der paternalen Imprinting-Regulation im 6 dap
Maisendosperm. Das Gen GRMZM2G472052 wurde nur in einer reziproken dngl05 RNAI-
Kreuzung untersucht. Die Chromatogramme zeigten in der Kreuzungsrichtung B73 x dng105
Doppelpeaks am Polymorphismus und somit eine biallelische Expression des Gens
GRMZM2G472052. Fiur das Gen GRMZM2G091819 konnte in drei unterschiedlichen dngl105
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RNAI-Linien in der Kreuzungsrichtung B73 x dng105 eine Expression beider parentalen Allele am
Polymorphismus nachgewiesen werden oder in beiden Kreuzungsrichtungen wurde das gleiche
Allel  nachgewiesen. Dementsprechend konnte fir die paternal imprinteten Gene
GRMZM2G091819 und GRMZM2G472052 eine Aufhebung des Imprinting oder eine Aktivierung
des maternalen Allels ermittelt werden, wenn in der Kreuzung die transgene Maispflanze der

mannliche Elter war.

Die Gene GRMZM2G091819 und GRMZM2G472052 und DNG105 aus Mais kdnnten von einem
ahnlichen Regulationsmechanismus betroffen sein, wie MEA und DME in Arabidopsis. Die
Imprinting-Regulation des maternal imprinteten Gens MEA lauft wie folgt ab: In der Spermazelle
liegt das nicht exprimierte paternale MEA Allel aufgrund einer aktiven Methylierung mittels MET1
hypermethyliert vor (Gehring et al., 2006; Raissig et al., 2011), wéhrend in der Zentralzelle die
DNA-Methylierung des MEA Locus gezielt entfernt wird. Die Demethylierung erfolgt auf Basis
von DME welches in der Zentralzelle und der vegetativen Pollenzelle (Schoft et al., 2011),
allerdings nicht in der Eizelle und dem Endosperm, exprimiert wird (Choi et al., 2002; Gehring et
al., 2006). MEA ist ein autoregulierendes Gen, da das paternale Allel nach der Befruchtung,
mithilfe des MEA-enthaltenden PcG-Komplexes FIS-PRC2, einer H3K27 Methylierung unterliegt
und folglich im Endosperm nicht exprimiert wird. Daraus resultiert eine monoallelische Expression
des maternalen Allels im Endosperm (Kohler, 2003a; Gehring et al., 2006). AulRerdem vermittelt
der FIS-PRC2-Komplex die Stilllegung des maternalen Allels des paternal imprinteten Gens
PHERESL (Kohler, 2003b; Kohler et al., 2004).

Die Beeinflussung beider untersuchten paternal exprimierten Gene durch DNG105 deuten auf
einen gemeinsamen Regulationsweg hin. Der Regulationsweg fur die Gene GRMZM2G091819
und GRMZM2G472052 in Mais konnte mit Berticksichtigung darauf, dass die Gene im
Unterschied zu MEA paternal exprimiert sind und DNG105 in der Spermazelle exprimiert ist, wie
in der Abbildung 30 dargestellt folgendermaRen ablaufen: Das Allel der entsprechenden paternalen
Gene konnte durch eine DNA-Methylierung in der Zentralzelle stillgelegt werden. Wéhrend
DNG105 in der Spermazelle die paternalen Allele der Gene demethyliert und folglich die
Expression im Endosperm initiiert. Fiir DNG105 konnte ebenfalls eine Expression im Endosperm
detektiert werden. Aufgrund dessen konnte das paternale Allel der Gene alternativ erst im
Endosperm demethyliert und daraufhin exprimiert werden. Die maternalen Allele der paternal
imprinteten Gene konnten im Endosperm mittels eines Komplexes, analog zum FIS-PRC2-
Komplex in Arabidopsis, durch eine Histon-Methylierung stillgelegt werden. Die Gene konnten
GRMZM2G091819 oder GRMZM2G472052 PcG-Komplex betroffene Gene sein. Die Beteiligung
der beiden Gene am Komplex selbst erscheint durch die vorhandenen Homologien zu funktionellen

Domanen eher unwahrscheinlich.
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Abbildung 30: Schematischer Reaktionsweg der paternal imprinteten Gene und DNG105 in Mais

Die Darstellung zeigt einen moglichen Imprinting-Regulationsweg fiir die paternal imprinteten Gene GRMZM2G091819
oder GRMZM2G472052 in Mais.

Die in der vorliegenden Arbeit amplifizierten gleichen Allele am Polymorphismus in beiden
Kreuzungsrichtungen bzw. die biallelische Expression in einer Kreuzungsrichtung (WT x dng105)
fur die paternalen Gene GRMZM2G091819 und GRMZM2G472052, lasst sich (ber eine
unterschiedliche H6he der Expressionsverminderung der DNG105 in Mais erklaren. Wenn in der
Spermazelle bzw. im Endosperm keine vollstandige Expressionsverminderung der DNG105
stattgefunden hat, kénnte es zu einer unvollstandigen Demethylierung des paternalen Allels von
PcG-Komplex Genen fiihren. Folglich konnten weniger funktionsfahige Komplexe gebildet
werden, die das maternale Allel tiber die Histon-Methylierung stilllegen kénnen. Daraus kénnte im
Endosperm eine biallelische Expression resultieren. Wohingegen bei einer vollstandigen
Expressionsverminderung der DNG105 in der Spermazelle und dem Maisendosperm das paternale
Allel keiner Demethylierung unterliegt und somit nicht exprimiert wird. Folglich kénnten keine
funktionsfahigen Komplexe gebildet werden, die das maternale Allel im Endosperm stilllegen
konnten. Demzufolge konnte es im Endosperm zu keiner paternalen aber einer maternalen
Expression kommen. Dieser hypothetische Regulationsweg fiir DNG105 und einem PcG-Komplex
in Mais wird durch den Nachweis, dass nur 17,3% der parentalen Allele imprinteter Gene in Mais
eine differentiell methylierte Region aufweisen und somit die Mehrzahl der Gene mittels eines
anderen Regulationsmechanismus reguliert werden muss unterstiitzt (Zhang et al., 2011). In
Arabidopsis konnte nachgewiesen werden, dass eine DME-vermittelte DNA-Hypomethylierung

und der FIS-PRC2-Komplex mittels eines gemeinsamen Regulationsmechanismus das maternale
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Allel von paternal imprinteten Genen stilllegt (Wolff et al., 2011; Kohler et al., 2012). In fie-
Mutanten zeigten alle neun und in dme-Mutanten vier von neun untersuchten paternal imprinteten
Genen eine Aktivierung des maternalen Allels (Hsieh et al., 2011). Diese biallelische Expression
im Arabidopsis-Endosperm spricht wie in der vorliegenden Arbeit fir eine Stilllegung des
maternalen Allels fir das PEG im Wildtyp-Endosperm durch den PcG-Komplex. Fiir das maternale
MEA in Arabidopsis ist das Vorhandensein der DNA-Methylierung am paternalen Allel das
charakteristische Merkmal, welches den FIS-PRC2-Komplex zum paternalen MEA-Allel im
Endosperm leitet (Kdhler & Makarevich, 2006). Dementsprechend konnte in Mais ebenso das
maternale Allel des PEGs eine DNA-Methylierung zur Rekrutierung des PcG-Komplexes
aufweisen. Die fir den hypothetischen Regulationsweg vorgeschlagene Histon-Methylierung zur
Stilllegung des maternalen Allels wird durch den Nachweis, dass paternal imprintete Genloci
doppelt so hohe H3K27me3-Level im Endosperm zeigen, als maternal imprintete Gene unterstiitzt
(Wolff et al., 2011). Eine Analyse der Expressionsprofile der Gene GRMZM2G091819 oder
GRMZM2G472052 in Mais ergab, dass das Gen GRMZM2G091819 nicht und das
GRMZM2G472052 sehr schwach in der Wildtyp-Spermazelle exprimiert wird. Der Nachweis (iber
eine verminderte Expression der DNG105 in der Spermazelle der transgenen RNAi-Linie und
Methylierungsanalysen, konnten Aufschluss dartiber geben, ob DNG105 in der Spermazelle einen
Einfluss auf die DNA-Methylierung der Gene hat.

In den allelspezifischen Expressionsanalysen des maternal imprinteten Gens FIE1 in Mais wurde
eine Aufhebung des Imprinting oder eine Aktivierung des paternalen Allels nachgewiesen, wenn in
der Kreuzung die transgene Maispflanze der weibliche Elter war. Diese Veranderung der
Imprinting-Regulation wurde nicht in der dng105 x WT Kreuzungsrichtung erwartet, weil in der
vorliegenden Arbeit in der Zentralzelle keine Expression der DNG105 detektiert wurde. In Mais
wurde eine maternale Hypomethylierung von maternal imprinteten Genen beobachtet, was auf ein
DME-&hnliches Protein in der Mais-Zentralzelle schlieRen lasst (Zhang et al., 2011). Hier ware zu
prifen, ob DNG105 in der frithen Phase der Entwicklung des weiblichen Gametophyten exprimiert
wird oder das Expressionslevel so gering ist, dass es in der durchgefiihrten Expressionsanalyse
unter der Nachweisgrenze lag. Aufgrund dessen sollten zur Visualisierung der DNG105 Expression
Analysen mit einem sensitiven Reportergen wie z.B. GUS durchgefuhrt werden. Eine Expression
der DNG105 in der frithen Entwicklung des weiblichen Gametophyten und dem Maisendosperm
ware in Ubereinstimmung mit der fiir FIE1 gezeigten hypomethylierten DMR in der Zentralzelle
und dem Endosperm (Gutiérrez-Marcos et al., 2006). Im Mais-Wildtyp wird die DNA-
Methylierung der DMR in der Zentralzelle entfernt, jedoch konnte keine maternale Expression
nachgewiesen werden (Hermon et al., 2007). Im Maisendosperm wurde eine FIE1 EXxpression

ungefahr 24-32h nach der Befruchtung, sowie eine Demethylierung des paternalen Allels, die
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jedoch nicht mit einer Expression des paternalen FIE1-Allels einhergeht, dokumentiert (Gutiérrez-
Marcos et al., 2006; Hermon et al., 2007). Die Aufrechterhaltung der aktiven maternalen
Expression im Endosperm erfolgt Gber H3 und H4 Acetylierung sowie H3K4 Dimethylierung
(Haun & Springer, 2008). Im Gegensatz dazu bewirkt die DNA-Methylierung und H3K27 Di- und
Trimethylierung die Repression des paternalen Allels (Haun & Springer, 2008). Demzufolge wiirde
es aufgrund der Expressionsverminderung der DNG105 in Mais zu einer verminderten bzw. keiner
Demethylierung in der Zentralzelle und dem Endosperm kommen. Daraus konnte eine reduzierte
Expression des maternalen Allels resultieren. FIE1 kdnnte in Mais ebenfalls eine Untereinheit
eines PcG-Komplexes sein, da das Gen ein Homolog der PcG-Untereinheit FIE aus Arabidopsis ist
(Springer 2002). In dem Fall konnte die verminderte Demethylierung des maternalen Allels im
Endosperm zu einer reduzierten Menge an funktionsfahigen PcG-Komplexen gefiihrt haben, was
eine mogliche Veranderung der Autoregulation des maternal imprinteten Gens FIEL in Mais zur
Folge haben kann. Ergebnisse aus Arabidopsis stitzen die Hypothese einer Imprinting-Regulation
von MEGs (ber einen PcG-Komplex. Mutationen in einer Untereinheit des FIS-PRC2-Komplexes
fihrten zur Aktivierung des in Wildtypen stillgelegten paternalen Allels (Wolff et al., 2011).
Aulerdem wurde eine biallelische Expression aufgrund einer Mutation in der DME in Arabidopsis

bei maternal imprinteten Genen nachgewiesen (Gehring et al., 2006; Hsieh et al., 2011).

Die Untersuchungen zeigten, dass DNG105 fiur die Demethylierung mehrere Gene in Mais
zustandig sein kénnte. DME in Arabidopsis wird fur die Aktivierung der Gene MEA, FIS2 und
FWA bendtigt, somit ist die Funktion der Demethylierung in der Regulation unterschiedlicher Gene
involviert (Kinoshita et al., 2004; Jullien, 2006). Eine Begutachtung der transgenen dngl05-
Maislinien zeigte keine phénotypische Verdnderung der Pflanze bzw. der beiden
Befruchtungsprodukte. Méglicherweise haben die untersuchten Gene keine essentielle Funktion in
der Entwicklung oder die Funktion wurde mittels eines anderen Gens in Mais kompensiert, da
Mutation in den Genen FIE, MSI1, FIS2 und MEA aus Arabidopsis, die fir ein FIS-PRC2-Protein
codieren zur Uberproliferation des Endosperms, embryonalen Abort oder Samen-Letalitét fiihren
(Kohler & Grossniklaus, 2002; Hennig & Derkacheva, 2009). Ein Samenabort wurden ebenfalls in
dme-Mutanten in Arabidopsis nachgewiesen, die aufgrund der Mutation keine MEA Expression
zeigte (Xiao et al., 2003).

Fur das maternal imprintete Gen MEEL in Mais konnte im Unterschied zu den Genen FIE1,
GRMZM2G091819 und GRMZM2G472052 in der vorliegenden Arbeit keine Verénderung der
allelspezifischen Genexpression aufgrund der Expressionsverminderung der DNG105 ermittelt
werden. Das deutet auf verschiedene Regulationsmechanismen der imprinteten Gene hin. Ein
Vergleich der Methylierung von MEEL und FIE1 zeigt, dass FIEL im Unterschied zu MEE1 eine
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fast vollstdndig demethylierte DMR in der Zentralzelle und im paternalen Allel im Endosperm
aufweist (Gutiérrez-Marcos et al., 2006; Jahnke & Scholten, 2009).

Diese Studie konnte die erste DNA-Glykosylase (DNG105) in Mais mit einer Rolle in der
Imprinting-Regulation von maternal und paternal imprinteten Genen zeigen. Die Ergebnisse lassen
eine indirekte Beteiligung von DNG105 an der Imprinting-Regulation (ber PcG-Komplexe

bestimmter Gene in Mais vermuten.

9.4 Die Imprinting-Regulation des Gens MEEL1 ist vom genomischen Kontext
abhéngig

Zur Untersuchung der Abhangigkeit der Imprinting-Regulation von MEE1 vom genomischen
Kontext wurde das Gen MEE1 und sein Promotor in einen anderen genomischen Kontext
Uberfuhrt, um zu untersuchen, ob das Gen weiterhin Uber Imprinting reguliert wird. Hierzu wurden
transgene meel:GFP Maispflanzen generiert, deren Expression des Fusionsproteins mithilfe des
endogenen MEE1-Promotors reguliert wurde. Fir das meelp,:meel:GFP-Konstrukt konnte eine
erfolgreiche Integration in das Maisgenom und eine Expression nachgewiesen werden. Jedoch
wurde keine GFP-Fluoreszenz im Endosperm detektiert. Mittels einer Sequenzierung des
meelp,,:meel:GFP-Konstrukts wurde die Sequenz Uberpruft, aufgrund dessen kann eine magliche
Verschiebung des Leserasters ausgeschlossen werden. Maéglicherweise fuhrte die charakteristische
6-fache Serin-Abfolge im MEE1-Protein zu einer Konformationsénderung des GFP-Proteins. Da
die Funktion des Proteins direkt von seiner drei-dimensionalen Struktur abh&ngt (Berg et al., 2002),
und Serin eine Aminosaure mit geladenen Seitenketten ist (Alberts, 2011), die versuchen sich nahe
an der AuRenflache eines Proteinmolekils anzulagern, wo die Aminosdure Wasserstoffbindungen
mit Wasser und anderen polaren Molekillen ausbilden kann (Alberts, 2011). Somit kénnte eine
Konformationsanderung zu einer funktionellen Stérung des GFP-Proteins im Maisendosperm

gefiihrt haben.

Zur Analyse der Imprinting-Genexpression wurde das Endosperm reziprok gekreuzter
meelp,:meel:GFP Maispflanzen untersucht. In allen analysierten Endospermproben konnte eine
MEE1- und GFP-Expression nachgewiesen werden. Aufgrund der detektierten Expression in der
Kreuzung, in der die transgenen Maislinien den mannlichen Elter darstellten, kann gefolgert
werden, dass das Gen meelp,:meel:GFP nicht mittels Imprinting reguliert wurde. Folglich reicht
die verwendete Sequenz des Gens und seines Promotors nicht aus, um eine ausschlieflich
maternale Expression hervorzurufen. Im Unterschied dazu konnte in reziproken Kreuzungen mit

FIE1-GUS und FIE2-GFP Fusionsproteinen, bestehend aus dem Promotor und stromabwarts
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liegenden Elementen, eine Imprinting-Regulation im Maisendosperm gezeigt werden (Gutiérrez-
Marcos et al., 2006). Diese Ergebnisse, wie auch die Analysen in Abschnitt 8.2 / 9.3, deuten somit
auf unterschiedliche Mechanismen in der Imprinting-Regulation der maternal imprinteten Gene
MEE1 und FIE1 in Mais hin. Fur eine effiziente Stilllegung des paternalen Allels des Gens MEE1
konnten Wechselwirkungen mit entfernten liegenden genomischen Sequenzabschnitten notwendig
sein. Eine Abhéngigkeit der Imprinting-Regulation von solchen Wechselwirkungen konnte bereits
fur das paternal imprintete Gen PHEL in Arabidopsis nachgewiesen werden (Makarevich et al.,
2008; Villar et al., 2009). Die Stilllegung des maternalen PHE1-Allels ist abhéngig von einer
hypomethylierten repetitiven Sequenz am 3 'Ende des PHE1 Locus, sowie einer Bindung des FIS
PRC2-Komplexes an der PHE1 Promotor-Region (Makarevich et al., 2008; Villar et al., 2009).
Des Weiteren konnte eine entfernt lokalisierte Sequenz zur epigenetischen Stilllegung tber PcG-

Bindestellen in Drosophila ermittelt werden (Lanzuolo et al., 2007).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass die Regulation der imprinteten

Expression von MEE1 vom genomischen Kontext abhangig ist.

9.5 Die Remethylierung des maternalen MEE1-Allels im Embryo erfolgt Gber einen
schnellen Mechanismus.
Als erstes imprintetes Gen im Maisembryo und Endosperm wurde das Gen MEE1 nachgewiesen
(Jahnke & Scholten, 2009). Im Unterschied zum Maisendosperm konnte fiir das Gen MEEL im
Embryo ein Mechanismus gezeigt werden, der die elternspezifischen epigenetischen Préagungen
zuriicksetzt (Jahnke & Scholten, 2009). Dieser Mechanismus dhnelt dem aus Séugetieren, wo in
den primordialen Geschlechtszellen die Methylierung gel6scht und im Anschluss wieder
remethyliert wird (Reik et al., 2001; Reik & Walter, 2001; Sha, 2008; Graw & Hennig, 2010). Fir
das maternal imprintete Gen MEE1 stehen Methylierungsanalysen in Gameten, Embryo und im
Endosperm zur Verfligung (Abbildung 31) (Jahnke & Scholten, 2009). Entsprechend der
maternalen MEEL1 Expression, verbleibt das paternale Allel in Spermazellen und beiden
Befruchtungsprodukten in einem methylierten, stillgelegten Zustand (Jahnke & Scholten, 2009). In
der Eizelle wurde ebenfalls eine hypermethylierte DMR nachgewiesen, wohingegen in der
Zentralzelle ein geringer Anteil an demethylierten Sequenzen und dementsprechend eine schwache
Expression detektiert werden konnte. Nach der Befruchtung erfolgt eine aktive DNA-
Demethylierung der maternalen Allele im Endosperm und Embryo. Im Endosperm wird der
hypomethylierte Zustand der maternalen DMR aufrecht erhalten, wohingegen die MEE1 DMR des
maternalen Allels in der Zygote eine Demethylierung und eine anschliefende Remethylierung

wéhrend der embryonalen Entwicklung durchlduft. Im Embryo konnte zwischen 3 und 8 dap eine
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Expression nachgewiesen werden. Somit Korreliert die maternale Expression mit dem
demethylierten Zustand des maternalen Allels in beiden Befruchtungsprodukten (Jahnke &
Scholten, 2009).

Egg cells Sperm cells Central cells

Embryo
maternal paternal

v

Endosperm
maternal paternal

Zygotes

6 dap

16 dap

Abbildung 31: Methylierungsprofile von MEE1 in Gameten, Embryo, Endosperm und Keimling

Die Sequenzen zeigen den Methylierungsstatus der DMR (+221 bis +412) des maternal imprinteten Gens MEE1 in
verschiedenen Geweben und Entwicklungsstadien. Jede Sequenz représentiert einen individuellen Klon. Ausgefillte
Symbole entsprechen einem methylierten bzw. weilRe Symbole einen nicht methylierten Sequenzkontext. Die Abbildung

wurde aus Jahnke et al. entnommen (Jahnke & Scholten, 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung der Dynamik der DNA-Methylierung des
Gens MEEL1 die hemimethylierten Cytosine ermittelt, die eine Aussage uber die Geschwindigkeit
der Remethylierung nach der Replikation erlauben. Hierzu wurde eine Hairpin-Bisulfit-PCR in
Maisendosperm und Embryo etabliert, mittels der komplementare DNA-Strange untersucht werden
konnten. Es wurde eine 175 bp lange Sequenz untersucht, die sich relativ zum Transkriptionsstart
von MEEL1 an Position +237 bis +412 befindet, was einen Sequenzabschnitt der DMR des Gens
MEEL1 entspricht (Jahnke & Scholten, 2009). Fir die Analysen wurden 35 maternale und 5
paternale individuelle Klone aus 6 dap Endosperm bzw. 13 maternale und 14 paternale Klone aus
dem 7 dap Embryo untersucht. In den komplementéren Strangen konnten 8 CG-, 7 CHG- und 23
CHH-Kontexte auf dem Plus-Strang sowie 34 CHH-Kontexte auf dem Minus-Strang analysiert
werden. Ein Vergleich der ermittelten prozentualen Durchschnittswerte der Methylierung in den
verschiedenen Sequenzkontexten ergab flir den maternalen Plus- und Minus-Strang im Endosperm
eine fast vollstandig demethylierte Sequenz in allen Kontexten (1,1-4,7%). Im Unterschied dazu
wurde fur den paternalen Plus- und Minus-Strang im Endosperm eine hohe Methylierungsrate im
CG- und CHG-Kontext (88,6-94,3%) ermittelt. Diese detektierten Methylierungszustéande fir das
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maternale und paternale Allel aus dem Endosperm sind in Ubereinstimmung mit der bekannten
maternalen allelspezifischen Genexpression des Gens MEE1 im 6 dap Maisendosperm (Jahnke &
Scholten, 2009). Die embryonalen CG- und CHG-Kontexte des paternalen Plus- und Minus-
Strangs zeigen wie die Sequenzkontexte im Endosperm eine fast vollstdndige Methylierung (85,7-
96,4%). Die Analyse ergab fur die maternalen Plus- und Minus-Strange im Embryo
Durchschnittswerte der Methylierung von 60,6-68,1% fir die CG- und CHG-Kontexte und fiir die
CHH-Kontexte 12,2-14,1%. Jedoch wiesen mehrere untersuchte maternale Klone eine fast
vollstindige Demethylierung in allen Sequenzkontexten auf. Die Amplifikation von fast
vollstdndig methylierten und demethylierten Sequenzen im 7 dap Embryo entspricht den gezeigten
Methylierungsprofilen sowie der maternalen allelspezifischen Expression im 6 dap Maisembryo
(Jahnke & Scholten, 2009). Im Vergleich zu den maternalen Strangen aus dem Endosperm wiesen
die paternalen DNA-Strange aus dem Endosperm und alle aus dem Embryo amplifizierten
Sequenzen  hohere  Methylierungsraten im  CHH-Kontext auf (13,7-22,7%). Die
Methylierungsanalysen zusammenfassend, konnte fiir das paternale Allel im Endosperm und
Embryo eine methylierte Sequenz detektiert werden. Wohingegen das maternale Allel im
Endosperm demethyliert war, wéahrend im Embryo vollstindig demethylierte und methylierte
Sequenzen nachgewiesen werden konnten. Ein t-Test konnte zeigen, dass sich die parentalen
Sequenzen im Endosperm signifikant voneinander unterscheiden. Das konnte ebenso fur mehr als
die Halfte der embryonalen parentalen Sequenzen ermittelt werden, was in Ubereinstimmung mit
den detektierten demethylierten und methylierten maternalen Sequenzen aus dem Embryo ist.
Aufgrund der bekannten Methylierungsprofile fir MEE1 (Jahnke & Scholten, 2009) wurden
methylierte paternale und demethylierte maternale Sequenzen im Endosperm erwartet, was sich am
Ende bewahrheitet hat. Dadurch konnte die Methode bzw. die Konvertierung der Cytosine bestétigt
werden. Ein Vergleich der ermittelten prozentualen Methylierungsraten der komplementéren
Strange mit den veroffentlichten Methylierungsanalysen des Plus-Strangs aus 6 dap
Maisendosperm und Embryo (Jahnke & Scholten, 2009), ergab fiir den Ubereinstimmenden
Sequenzabschnitt im Endosperm und Embryo fur den CG-Kontext nahezu identische und fur den
CHG-Kontext leicht erhdhte Methylierungsraten. Im Vergleich zu den veréffentlichten CHH-Daten
im Endosperm und Embryo (Jahnke & Scholten, 2009) wurden hier in den komplementéren
Strdngen bis zu 8-fach hohere Methylierungsraten in den CHH-Kontexten detektiert.
Moglicherweise wurden CG- und CHG-Kontexte benachbarte Cytosine aufgrund des
vorangegangenen Methylierungsereignisses, insbesondere bei der Remethylierung des maternalen
Allels im Embryo, durch DNA-Methyltransferasen mit methyliert. Ein Hinweis auf diese
Nebeneffekte der Methylierungsaktivitét sind vermehrt methylierte CHH-Kontexte in der Nahe von
CG- und CHG-Kontexten oder methylierte CHH ,,Cluster®.
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Zur Ermittlung der Dynamik der DNA-Methylierung wurde die prozentuale Hemimethylierung fur
die Uberwiegend methylierten, paternalen Sequenzen aus Endosperm und Embryo sowie fiir die
maternalen Sequenzen aus Embryo analysiert. Fiir die paternalen Sequenzen aus Endosperm und
Embryo konnten im CG- und CHG-Kontext im Vergleich zu den maternalen Sequenzen aus dem
Embryo bis zu 4 Mal so hohe Hemimethylierungsraten nachgewiesen werden. Untersuchungen in
Proben aus z.B. humanen Fibroblasten, Ovarialkarzinomen und Spermien weisen eine prozentuale
Hemimethylierung von 4,8-12,1% auf (Laird et al., 2004; Burden et al., 2005; Shao et al., 2009; Fu
et al., 2012), was der Hemimethylierungsrate der maternalen MEE1-Sequenzen aus dem Embryo
entspricht. Hohe Hemimethylierungsraten, wie in der vorliegenden Arbeit fiir die paternalen
MEEL1-Sequenzen aus Endosperm und Embryo nachgewiesen, konnten ebenfalls in humanen
Leukozyten (20,8%) ermittelt werden (Burden et al., 2005). AufRerdem wurden hochsignifikante
Methylierungsunterschiede zwischen dem Plus- und Minus-Strang (81,0% zu 17,0%) in
Arabidopsis-Centromeren gezeigt (Luo, 2003), was auf eine geringe Dynamik der DNA-
Methylierung in diesen Bereichen des Genoms schliefen ldsst. Die Unterschiede in der
Hemimethylierungsrate der analysierten maternalen und paternalen MEE1-Sequenzen konnten auf
verschiedene Mechanismen zur Methylierung der neu synthetisierten DNA-Strange hindeuten. Die
methylierten paternalen Sequenzen konnten mittels einer Methyltransferase methyliert werden, die
entsprechend der MET1 aus Arabidopsis, fur die Aufrechterhaltung der Methylierung zusténdig ist
(Kankel et al., 2003; Zhu, 2009). Wé&hrend fir die demethylierten maternalen Sequenzen aus dem
Embryo eine de novo Methyltransferase bendtigt wird. Aufgrund der geringen prozentualen
Hemimethylierung in den maternalen Sequenzen aus dem Maisembryo konnte hier ein schneller
Mechanismus zur Methylierung der Sequenzkontexte vorliegen. Dieser Mechanismus kénnte eine
vollstdndige Remethylierung der Sequenzen zu einem bestimmten Zeitpunkt der embryonalen
Entwicklung sicherstellen. Die gezielte Remethylierung des maternalen Allels im Embryo kdnnte
tiber siRNAs vermittelt werden. Dies wurde bereits fur die RADM in Arabidopsis gezeigt, bei dem
siRNAs die de novo Methyltransferase DRM2 an komplementére Sequenzen leiten, und eine
Cytosin-Methylierung bewirken (Wassenegger et al., 1994; Waterhouse & Helliwell, 2003; Xie et
al., 2004; Zaratiegui et al., 2007; Wierzbicki et al., 2008; Law & Jacobsen, 2010; He et al., 2011).

In dieser Studie konnten fiir die maternalen und paternalen Allele des imprinteten Gens MEEL1 in
Mais Unterschiede in der Dynamik bei der Remethylierung nach der Replikation gezeigt werden.
Die schnelle Remethylierung der maternalen Allele im Embryo deutet auf eine siRNA-vermittelte
DNA-Methylierung hin.
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9.6 Funktioneller Vergleich von MEEL1 und orthologer Gene in Arabidopsis

Fur das maternal imprintete Gen MEE1 wird in Mais eine Funktion in der friihen Kornentwicklung
vermutet. Diese Hypothese wird durch den Nachweis von kollabierten meel-RNAi Maiskdrnern,
mit einer verminderten Proteinmenge in den Befruchtungsprodukten, unterstiitzt (Mittelberger ,
2010). Fir eine weitere Bestédtigung, dass der Funktionsverlust des Gens MEELl zu einer
Entwicklungsstérung bzw. zum Abort des Samens fiihrt, wurden homologe MEE1 Gene in
Arabidopsis ausgeschaltet. Fur die Untersuchung wurden Doppel-Knock-out-Samen erzeugt und
mikroskopisch analysiert. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Samenentwicklung
zwischen den Samen der Doppelmutanten und dem Wildtyp nachgewiesen werden. Aufgrund der
Insertionen im Promotor und im Exon der Gene héatten die Mutationen einen vollstandigen Verlust
der Funktion zur Folge haben miissen. Eine Kompensation der Genfunktion sollte ausgeschlossen
sein, da die zwei bekannten paralogen Gene aus Arabidopsis fur die Erzeugung der
Doppelmutanten verwendet wurden. Hier wére nur eine Kompensation der Funktion Gber ein Gen
in Arabidopsis moglich, welches noch nicht als homologes Gen zu MEE1 aus Mais identifiziert
wurde. Ein Vergleich der Proteinsequenzen des Gens MEEL aus Mais mit den Proteinsequenzen
der beiden orthologen Gene aus Arabidopsis ergab, dass die Gene aus Arabidopsis zu vergleichbar
grolRen Proteinen von max. 122 Aminosauren translatiert werden, jedoch zeigen die Proteine nicht
die charakteristische 6-fache Serin Abfolge des Gens MEE1. Laut der Datenbank TAIR (Lamesch
et al., 2011) wird flr das Gen AT3G11600 eine Involvierung in die Karrikin-Antwort vorhergesagt.
Karrikin ist ein Regulator der in das Pflanzenwachstum involviert ist (Chiwocha et al., 2009). Des
Weiteren ist Karrikin in der Lage die Samenruhe zu unterbrechen und wurde bei verbranntem
Pflanzenmaterial nachgewiesen (Chiwocha et al., 2009). Demzufolge konnten die orthologen Gene
in Arabidopsis eine andere bzw. nicht essenzielle Funktion in der Samenentwicklung haben, wie
das Gen MEEL1 aus Mais.

Fur eine weitere funktionelle Analyse des Gens MEE1 wurden zur Untersuchung der Auswirkung
einer Uberexpression des Gens auf die Pflanzen- bzw. Samenentwicklung transgene
Uberexpressionslinien in Mais generiert, deren Expression des Gens MEE1 mittels des
konstitutiven ~ 35S-Promoters  reguliert wurde. Die erfolgreiche Integration des
35S:hsp70:meel:GFP Konstrukts in die Maispflanzen konnte nachgewiesen werden. Bei der
Analyse der GFP-Expression konnte nur in den Regeneraten eine schwache und in den Pflanzen
der F1-Generation keine GFP-Expression amplifiziert werden. Des Weiteren konnte keine GFP-
Fluoreszenz im Blattmaterial und jungen Wurzelspitzen der F1-Generation detektiert werden.
Somit wurde ein Expressionsverlust des Gens 35S:hsp70:meel:GFP nach einer Generation
festgestellt. Das konnte auf einen Funktionsverlust des konstitutiven Promotors hindeuten. In

Gentiana L. (Enzian) wurde gezeigt, dass eine de novo DNA-Methylierung in der transgenen 35S-
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Promotorregion, die ausschlieflich nach der Integration des Transgens in das Genom auftrat, eine
transkriptionelle Stilllegung der zu untersuchenden Gene bewirkte (Mishiba et al., 2005; Mishiba et
al., 2010; Yamasaki et al., 2011). Des Weiteren wurde in Blattgewebe von Tabak eine 77%ige
Erhohung der 35S-Promotor Methylierung nach 45 Tagen nachgewiesen, was mit einer hohen
Expressionsverminderung einherging (Weinhold et al., 2013). Die Methylierung des 35S-
Promoters konnte durch die DMR des MEE1 Gens beglinstigt oder ausgeldst worden sein. Klarheit
tber die Ursache fur die Stilllegung des Transgens kdnnten Bisulfidsequenzierungen des Promoters
erbringen. Alternativ kdnnte mittels einer Behandlung mit 5-Aza-2'-Deoxycytidine Uberprift
werden, ob Methylierung an der Stilllegung beteiligt ist, da 5-Aza-2'-Deoxycytidine die de novo

Methylierung am 35S-Promotor verhindern wiirde.

Die funktionellen Analysen des Gens MEEL in Mais ergaben, dass die orthologen MEE1 Gene in
Arabidopsis moglicherweise eine andere Funktion als MEE1 in Mais auslben. Fir den zur
funktionellen Analyse in transgenen Mais verwendeten konstitutiven 35S-Promotor wird vermutet,

dass dieser Uber eine de novo Methylierung stillgelegt wurde.
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10 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden imprintete Gene in Mais identifiziert und deren
Konservierung in Angiospermen untersucht. Des Weiteren wurden Analysen zur Rolle bei
Imprinting einer DNA-Glykosylase in Mais sowie Untersuchungen zur Regulation und Funktion

des imprinteten Gens MEEL durchgefihrt.

Zur Untersuchung der Regulation der Expression des imprinteten Gens MEEL, wurden transgene
meel Maispflanzen generiert, deren Expression des MEEL1-GFP-Fusionsproteins mithilfe des
endogenen MEE1-Promotors reguliert wurde. Eine Analyse der meelp,,:meel:GFP Genexpression
in reziproken Maiskreuzungen konnte zeigen, dass das Gen im Endosperm nicht (ber Imprinting
reguliert wurde und folglich der verwendete genomische Kontext des Gens MEE1 nicht fiir eine
maternale Genexpression ausreichte. Zur MEEL Imprinting-Regulation kénnten daher wie auch
beim PHE1, Wechselwirkungen mit weiter entfernt liegenden genomischen Sequenzabschnitten

notwendig sein.

Die Dynamik der Remethylierung im Anschluss an die DNA-Replikation wurde fiir das imprintete
Gens MEE1 in Endosperm und Embryo mittels einer Hairpin-Bisulfit-PCR untersucht. Durch
Begutachtung der Methylierung der verschiedenen Cytosin-Kontexte in komplementéren DNA.-
Strangen konnte fur die paternalen Allele in Endosperm und Embryo eine hohere
Hemimethylierungsrate als fir die maternalen Allele im Embryo detektiert werden. Die geringere
Dynamik der DNA-Methylierung der maternalen Allele im Maisembryo deutet auf eine siRNA-
vermittelte DNA-Methylierung hin.

In weiteren Versuchen wurde zur funktionellen Analyse des Gens MEE1 eine Uberexpressionslinie
in Mais und eine Insertions-Doppelmutante in Arabidopsis generiert. Fir die transgene
Uberexpressionslinie in Mais wurde ein Expressionsverlust nach einer Generation festgestellt
sowie keine GFP-Fluoreszenz detektiert. Eine de novo DNA-Methylierung am Promotor konnte
zum Expressionsverlust des Konstrukts in Mais gefuhrt haben. Fir die Doppelmutanten in
Arabidopsis  konnten  mittels  mikroskopischer  Analyse keine Hinweise auf eine
Entwicklungsstérung des Samens aufgrund des Funktionsverlusts der orthologen MEE1 Gene
nachgewiesen werden. Der fehlende Einfluss auf die Samenentwicklung konnte auf einer
Kompensation der Genfunktion durch noch nicht bekannte paraloge Gene beruhen. Ein Vergleich
der Proteinsequenzen ergab, dass die Gene in Mais und Arabidopsis unterschiedliche Funktionen

haben konnten.
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Die Identifikation putativ, imprinteter Gene in Mais erfolgte Uber die Identifizierung syntenisch
orthologer Gene aus Reis mit einer Imprinting-Regulation. Eine Imprinting-Regulation konnte fiir
10 orthologe Maisgene mittels allelspezifischer Expressionsanalysen in reziproken Kreuzungen
bestatigt werden. Ein Vergleich der Gene mit Datensétzen aus verschiedenen Spezies ergab fir
mehrere Gene eine konservierte Imprinting-Regulation in monokotylen- und dikotylen-Pflanzen.
Die Ergebnisse deuten auf eine hdhere Anzahl konservierter, imprinteter Gene als bisher gezeigt
hin. Mittels eines Expressionsatlas konnten in Mais drei grundsatzlich verschiedene
Expressionstypen fir die imprinteten Gene ermittelt werden. Detektierte Variationen des
Imprinting-Status zwischen verschiedenen Genotypen und ein Wechsel der Expression von einem
elterlichen Allel zum Anderen in verschiedenen Spezies deuten auf eine hohe evolutiondre

Dynamik des Imprintings hin.

Auf Basis einer RNA-Tiefensequenzierung wurden putativ imprintete Gene im Maisendosperm
nachgewiesen. Mittels Untersuchungen zur allelspezifischen Expression der ausgewahlten Gene
konnte ein maternal imprintetes Gen im Embryo ermittelt werden. Es wurden erste Hinweise auf
eine transiente Genexpression gezeigt, die in Ubereinstimmung mit denen bekannter imprinteter
Gene im Embryo ist. Es konnte nachgewiesen werden, dass fir das im Embryo imprintete Gen eine
konservierte Imprinting-Regulation zwischen Mais und Arabidopsis vorliegt. Aufgrund dessen
konnte das Ubiquitin codierende Gen eine wichtige Funktion zur Regulation in der

Samenentwicklung austben.

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal ein Einfluss einer DNA-Glykosylase (DNG105) auf die
Imprinting-Regulation in Mais gezeigt werden. Hierzu wurden transgene DNG105 RNAI-
Maispflanzen verwendet. Fur das Gen MEE1 konnte keine Verénderung der Imprinting-Regulation
in reziproken Kreuzungen nachgewiesen werden. Hingegen konnte fir das maternale Gen FIE1
und in zwei paternal imprinteten Genen eine Aktivierung des sonst stillgelegten Allels detektiert
werden. Diese Ergebnisse lassen eine indirekte Beteiligung von DNG105 an der Imprinting-

Regulation tber PcG-Komplexe bestimmter Gene in Mais vermuten.
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12 Anhang

12.1 verwendete Oligonukleotide

Anhang

Tabelle 9: In der Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Oggg;gm]eﬁgd- Ide&ti\f:lirl?rlasg?ns- Sequenz in 5°-3'Richtung (-(F:T) Verwendung
Aktin_ex2+3 for TCAACCCCAAGGCCAACAGAG 59 | Expressionskontrolle
Aktin_ex2+3 rev GAGGTCACGCCCCGCAAGAT 61
M13 for TGTAAAACGACGGCCAGT 49 Bakterien-Screening
M13 rev CAGGAAACAGCTATGACC 42
pJet for CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 66
pJet rev AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 59

_ _ 47 | SMART-CDNA-
SMARTII A Oligonukleotid AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT Synthese
3'SMART CDS Primer 11 A AAGCAGTGTATCAACGCAGAGTACT 42
5'PCR Primer Il A AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 65
oligo (dt)18 TTTTTTTTTITTTTITTTTT cDNA-Synthese
55 |DNG
DNG101for GATCGATGCCCCCAAGACA Expressionsanalysen
DNG101rev AAAGCCCCTCACGCAAACAA 57
DNG102for AAAGCCCCTCACGCAAACAA 51
DNG102rev ACGGCCGATGAGGTTACA 51
DNG105 up ATTTCTGCTTAGTATACATGGGATTGGAGT 67
DNG105 low GCACCGTTTAAGGGCTGAAGTTTG 65
G_SpF TAC CTC GCA TTA CCC TTA CGC TGA A 66 | Spacer Kontrolle
G_SpR AAT CGC CGC TTT GGA CAT ACC 61
60 meel_ )
meeDMR A fwd 3' AAR CTC ATR RCT AAR CAT ARACAAC Hemimethylierung
meeDMR A rev 5' TAA GYA TAG AYA AYA TGA YYA AGA TT 58
meeDMR A in fwd 3' TAT ACC RAG TTT RRT RAC ACA ARA ATA C 62
meeDMR A in rev 5' TAT GTA GGA GAA AGA AYA YAA ATA GA 58
meeDMR B fwd 3' AAT CTT RRT CAT RTT RTC TAT RCT TA 58
meeDMR B rev 5' GTT GTY TAT GYT TAG YYATGAGYTT 60
meeDMR B in fwd 3' AAC TAC RCC TCR CAC AAC CCA CA 65
meeDMR B in rev 5' AAG YAA TGY GGG GAG YAY GGT ATT 64
meeDMR C fwd 3' TAC CTA RAT ATA CAT RAT AAAATATAT T 55
meeDMR C rev 5' GAT AAA ATA TAT TAG GAT YYT AAA AAT T 55
meeDMR C in fwd 3 AAT ATACAA TAT TTC TTT TAC TAA AAT T 54
meeDMR C in rev 5' TAA AAT ATT TGA TGA AGG TTG ATA ATA 56
meeDMR A Banl Adap Pho-GTG CTA GCG ATG CGT TCG AGC ATC GCT A 73
meeDMR B Sacl Adap Pho-TAG CGA TGC GTT CGA GCATCG CTAAGCTC | /3
meeDMR C Banl Adap Pho-GCA CTA GCG ATG CGT TCG AGC ATCGCTA | 73
meeDMR C_for2 ATC TTT CAT ARC CTAATATRATAAATA T 57
60

meeDMR C_for3

CARAARTCTTTCATCTTT AAAATCTTICA

meeDMR C_rev2

TYTTTCTYY TAY ATAGTT GTATTYTIGT

59
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meeDMR C_rev3 AAA GTT YYA CAA YYA AAA ATATYA AAT A 56
meeDMR_B_for4 TCTTTCATCTTTAAAATCTTCA 51
meeDMR_B_for5 ATTATCATACAATCTTTCATA 48
meeDMR_B_for6 TATATCTAATRCCACATRTCAATCTT 58
meeDMR_B_rev 4 TAATATGATAAATATYTATTTGTGTT 53
meeDMR_B_revs TTGTGGAGGAAYGGTAAYAATGGTGG 66
meeDMR B Sac/Banll Adap TAGCGATGCGTTCGAGCATCGCTAAGCT 72
meeDMR Fokl Adapter TTGGTAGCGATGCGTTCGAGCATCGCTA 72

54 meel )
0OC6_Afl_for GAT GAG CTT GTG GAG GAA Expressionskontrolle
OC6 GFP_re TCA CTT GTA GAG TTC ATC CA 54

60 Arabid. N
SALK_048394 LP CAACAAAATGGAATAACAGTTAAAGC Genotypisierung
SALK_048394 RP CAGGTCTTCTTCTTGCGTCTG 61
SALK_093234 LP GCCAAGCATGGTCATAGTTTC 59
SALK_093234 RP TGTTCCTCCGACTCATCTCTC 61
mee-Genotyp1,2-RP AAC GCC TAA GCT CAA GCA ATC 60
mee-Genotyp1,2-LP CTT TTT CTG GGG ATC AGG ATC 60

65 EMB Polymorp.-
EMBI1_1 for AC211403.4 Fg005 | TGGTGGGTGTGGGCCAAAGG Suche
EMBIL 1 rev GCTCCACGGAGCTTGCGCTT 65
EMBI_1 2 for ATCGCAAGCCCCTCGTGTGC 65
EMBI 1 2 rev TGGGTTCGTCGTGTGGGTCCT 65
EMBI 1 3 for CAGACCAAGCAAGGCTGGTA 60
EMBI_1 3 rev AGCTGATGATTGGGTTGGCA 58
EMBI 2 1 for GRMZM2G028366 | GCCTTCCGCGGTCCACCAAA 65
EMBI 2 1 rev GTGCCTCCGTGGTCAGTGGC 67
EMBI_2_2 for TTGTACCGACACCCGACTTG 60
EMBI 2 2 rev GCACTTGCAAAAGCTCGTGA 58
EMBI_3 1 for GRMZM2G093947 | TAGCCGCCCCAAACAACGCC 65
EMBI_3 1rev ATGCCACCGGACCCAAGAGC 65
EMBI_3 2 for TGAGTGGGAGACGTGCTTGAGGA 66
EMBI 3 2 rev GGCATTAGGTCCTGCACTCCAGC 68
EMBI_3_3 for GCAATAATGGGCAACACGCA 58
EMBI_3_3 rev GGTCCTTATCGGGCTCTTGG 63
EMBI 5 1 for GRMZM2G365731 | CCTTGTGGCGACCAGCCCAG 67
EMBI_5 1 rev AGCGGCTCCGATCACCACCT 65
EMBI_5_2 for AGATCACCGATGGTCCCAGA 60
EMBI_5 2 rev GGCGAGGAACAGACTGACAA 60
EMBI_6_1 for GRMZM2G014119 | GCCGCAACCTGACACGGAGG 67
EMBI_6_1 rev GTGAAAGGGCAGACCGGGGC 67
EMBI_6_2 for TGGCTTCGAATCGGAGATGG 60
EMBI_6_2 rev AAATGCCCTCCTTGTCCTGG 60
EMBI_7 1 for GRMZM2G014256 | TCAGCCTCTGGTGGTCAGGCA 65
EMBI_7 1 rev CCCCCGAGTCCCCTGGCTTC 69
EMBI_7_2 for TCTAGCAACCACCCCTCAGA 60
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EMBI_7 2 rev CGGTTCGGACTTTTGCTTCG 60
EMBI_8_1 for GRMZM2G118205 | AAGCGTAGGCCTGGGGAGGG 67
EMBI_8 1 rev ACGCAGAACAAACAACAGACGGCA 65
EMBI_8_2 for CCCGTCTTAATTGACCGGCT 60
EMBI_8 2 rev CATCCAGCACAGCATCTCCA 60
EMBI_9 1 for GRMZM2G130580 | GCTTGTAACTCCACCACCGA 60
EMBI_9 1 rev CCACCCCTTGCCATCATTCT 60
EMBI10 1 for GRMZM2G136364 | AGACGTGTGGCGGAGCTTGC 65
EMBI10 1 rev TCGGCGAGGTTGCAGCGTTT 63
EMBI_10_2 for GAGCCGGCTGAGACGTG 60
EMBI_10 2 rev GACTGACAGACACGGACTCG 63
EMBI_10_3 for AGACGTGTGGCGGAGCTTG 62
EMBI_10 3rev TGCACATGTCTGGTACTCGC 60
EMBI 11 1 for GRMZM2G354579 | ACTGCCACCAGCACACCATCA 63
EMBI 11 1 rev TGGAGTGGAGAAGGGGATTGCT 66
EMBI_11_2 for ATCATGGTTGCGTCGTTTGC 58
EMBI 11 2 rev AGGTGTTTGGTGGCTTTCCA 58
EMBI_11_3 for TCCCATATGCAAGCAGCCAA 58
EMBI 11 3 rev GGGCCTCTCTATGACTGCAC 63
EMBI_12 1 for GRMZM2G370991 | CATGGGGCTACCACCTTTGT 60
EMBI 12 1 rev GGTGGCCTCAACTTCCATCA 60
EMBI_12 2 for GTGGAAGCTGTGCTGGAGAT 60
EMBI 12 2 rev TCGGTTCACAAGCCCATACC 60
EMBI_14 1 for GRMZM2G083932 | TTAACGAGCTTGGCGAGTGA 58
EMBI_14 1 rev ACACATCACACAAGGCCCAA 58
EMBI_14 2 for GTACCGCTGGAACGACTAGG 63
EMBI 14 2 rev GAGGACCTTGGAGCCACAAA 60
66 nicht imp.
R1_SNP-KO1_for GRMZM2G155943 | GCA AGG GCA GGG ATGGCCC Gene/Kontrolle
RI_SNP-KOL1_rev TGG TGG ACC TTC ACA GGG CA 63
RI_SNP-KO2_for GRMZM2G517332 | TCA GAC CTT GGG CTG GCG GA 65
RI_SNP-KO2_rev TAC CAC CCT AGT TCC AGC ACA CA 65
RI_SNP-KO3_for GRMZM2G104384 | AGG AGG AAC ACT GCG CCA GC 65
RI_SNP-KO3 rev TGG CGA GCA AGA TCG GCC AC 65
RI_SNP_KO 4 for GRMZM2G155943 | AAGGGGAAGCCCAGGCCGAA 65
RI_SNP_KO 4 rev CCCGGGGTTGTGAAGCCTGC 67
RI_SNP_KO 5 for GRMZM2G104384 | GGACCGGTGCCACCCTCTCT 67
RI_SNP_KO 5 rev ACCACCCCAAAGCCCCCTGT 65
RI_SNP_KO_6_for GRMZM2G150631 | TTGGCGGCACAACTGCAGGG 65
RI_SNP_KO_6_rev CCGGGCCGCTAAAAGTTCCG 65
RI_SNP_KO_7 for GRMZM2G124096 | TGTGCTGGCTGGCTGTTCGG 65
RI_SNP_KO_7_rev CCACCCGTGAGTCCCGCTGA 67
RI_SNP_KO_8 for GRMZM2G153215 | GCCCCGCCCATGCTGTGAAG 67
RI_SNP_KO_8 rev CGCGGACCAGCAAAGCAAGC 65

112




Anhang

RI_SNP_KO_9 for GRMZM2G021587 | ATCCATCCTTTGCAACCTTGGTGCT 66
RI_SNP_KO 9 rev TCTTGCCGTGCGCCTTCCAG 65
RI_SNP_KO_10for GRMZM2G462140 | CCCTGGTCCCATGCTTGCCC 67
RI_SNP_KO_10rev AGCCAAGGAAGCACAAAACCCCG 66
RI_zmmeef AC219159.3 FG002 | TGC CAC ATG TCA ATC TTG GTC ATG T 64
RI_zmmeer GCC TCC CTT CAC TTG CTC TAG CC 68
fie PShAL for GRMZM2G118205 | AACCAGATGGCAATAGGCAACAATAA 59
fie PShAL rev GCATAACAAACAGCAGCATCCTAACA 59
meg1 for GRMZM2G354335 | GTGGATGCGCTAGTGTTTTTCTCT 56
meg1 rev TAAGCCTCTAGTATCGGTCTGA 48
65 END Polymorp.-
RI 2 1 for GRMZM2G357737 | TGC CCA GGA ACA ACC GAC ACG Suche
RI 2 1rev TCT GTT GGC ATC AGG CGG CC 65
RI 2 2 for GGC ATG CCA GCA GAA GAG CAG G 68
RI 2 2rev CGG CGT GGA CCC TTG TTG CA 65
RI 5 1 for GRMZM2G361398 | AAA GGC TGG CCG CTC ACG CAG 67
RI 5 1rev GCC CTC CGG TGG CAA GAA GTTT 66
RI 6 1 for GRMZM2G042099 | CCG TCA GAG GTG TTG CCC AGG 67
RI 6 1rev GCC CAA AGATCG GTT GAA CAC ATG C 67
RI 7a_1 for GRMZM5G897988 | CCA GCT CCC GAG CAC CTG TC 67
RI 7a 1rev GGG GTT CAA AAC CGC CAC TCA 63
RI 7b_1 for GRMZM2G148115 | ACC CCT GAT GAC GCC CGG AG 67
Rl 7b 1 rev CGG CCA CTC TAG TCT CTA TGC AGT 67
RI 8a_1 for GRMZM2G064107 | CAA ATG CGC GCC CCC ACC TA 65
RI 8a 1rev TGA AAT CCG TTG TTT GGA TGG CCA 64
RI 8a_2 for ATG GCC ATC CAA ACA ACG GAT TTC A 64
RI 8a_2rev CTA GAC CCG ACC TCG CCC AGG 69
RI_8b_1 for GRMZM2G147226 | ATC CAT CCA CCT CAC ACC GCG T 66
RI 8b_1 rev AGG CAG CAG GGA TGA CCC TCA 65
RI 10a 1 for GRMZM2G106308 | AGG GGA AAA CTG CCG GCA AGG 65
RI 10a 1 rev GGA CAA CTC GAA AAC CAG GCC AA 65
RI_10b_1 for GRMZM2G142088 | GAA GCG AAC ACA ACA GCC CCT TC 66
RI_10b_1 rev ACC TCC CTG AGC CGG TCC TCT 67
RI_11b 1 for GRMZM2G098583 | GCC CTC GCA GTC TGC TAC TCT G 68
RI 11b 1 rev TGC CAC CAT GCG ATG GTC GT 63
RI_11b 2 for TAC CGT CTC CGA CCT CCT CCC T 68
RI 11b 2 rev TGC AGC CTG GAA CCG ATT GG 63
RI 12a 1 for GRMZM2G140893 | GTT CCC GTG CGA TGG CCC AG 67
RI_12a_1 rev TCG CAC CAT GGA GTC CCA GCT T 66
RI_12b_1 for GRMZM2G000764 | AGC ATC AGG CAG CCA AGT GCA 63
RI_12b_1rev TGA CCC AGC CCT CTG GTC GT 65
RI_12b 2 for GCC GGC GTC GCC ATA AGC TA 65
RI_12b 2 rev GCC ACA TAG CTC AGG CCC AGA 65
RI_12b_3 for CAG ATG GGA CGC CG CGT TT 65
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RI_12b_3rev TGG CAC CTT GCG GTT CCA TGG 65
RI 13 1 for GRMZM2G108147 | CAC AAC ACC ACC AGG CAC CAG C 68
RI 13 1rev TGC GAA GCT GTA CGT ACC TTC CAA 65
RI 13 2 for CCC GTT CAT CCG GTC AGG GG 67
RI 13 2 rev ATG GGC TGC GTC TTT GCC GT 63
RI_14a_1 for GRMZM5G871520 | GGC CCG TCC TCT GCT AAG CC 67
RI 14a 1rev TGA CAT TTG AGG AAC TGA GCC GG 65
RI_15a 1 for GRMZM2G082836 | CGT GAC GCC CAT CGA GTC AAC C 68
RI 15a 1 rev CGA GCC TGC AGT GTC TCG GT 65
RI_15a_2 for TCT GAA GCG GCG CGA TCA AGG 65
RI_15a 2 rev ACC ACA GGA GCA ACC AGC CAA 64
RI 19a 1 for GRMZM2G063420 | ACA TTT TCC AGT CAC TGA CCA GGC 65
Rl 19a 1 rev TAG GGA TCA GTG GAT GAC GTT AGC A 66
RI 19a 2 for ATG TAC GGC TCC GGA CCG CT 65
RI 19a 2 rev AGG GAT CAG TGG ATG ACG TTAGCA T 66
R1_19b_1 for GRMZM2G039622 | ATG TAC GGC TCC GGG CCA CT 65
RI_19b 1 rev ACT CAA CGA AAC ACC CAA CGG TG 65
R1_19b_2 for TCC TCT TCG CTC CCC CGT GAC 67
RI_19b 2 rev CCT CAG GGC TAC TTT GGG AAC CT 66
RI 20a_1 for GRMZM2G158083 | GTG CAC CCC GGT TCA GCA CA 65
RI_20a 1 rev GCA CAA CAC CTG CAG AAA GAT CCA 65
RI 21a 1 for GRMZM2G396464 | GGA ATT GGC AAC ATG CCT CGG T 64
RI 21a_1rev GCA CCC CAT CAA ACC CAC TCC A 66
RI 21b 1 for GRMZM2G371277 | ACC TGC GAG GGA GAT TGC TGG A 66
RI_21b 1 rev CGG TTC TCA ACA TTG CCA AGG GC 66
RI_21b 2 for AGC GGA CAG CCC CAA GAG GG 67
Rl 21b 2 rev CGT GGT CTC TTC ACC TGC AGT AGC 69
RI_21b_3 for GGA GTG GGT TTG ATG GGG TGC A 66
RI 21b 3 rev GCT CCC ACT GCA TCT CCA AGC AC 68
RI 25 1 for GRMZM2G025459 | CGA AAG AGG GCG AGT GGC CA 65
RI 25 1 rev GCA CGC ATT CAG ACC ACA CAAACAT 66
RI 25 2 for GGA CGC ACC TCA ACG GTC GAG 67
RI 25 2 rev CTG GGA GTG GTG GTC GGT GGA 67
RI_28a_1 for GRMZM2G117872 | ATG GTG TAC CTC CGC CCG CT 65
RI 28a_1 rev AGG GAC CGG ATG AGG CTG AAC A 66
RI_28a_2 for TGT TCC TGC GCA AGG GGA CG 65
RI 28a 2 rev CTC GGA CCT GGC GTG TAG GTT 65
RI 280 1 for GRMZM2G042870 | TCT CCC TCA GAC GCG CAT CGT 65
RI 28b_1rev AGC AGC AAA GCA GGA CAG CCT 63
R1 28b_2 for CTC CGT ATC CGG TCC GCA AGG 67
RI_28b_2 rev CAG CCC CGT AGC CGG TCA GT 67
RI_28b_3 for AAA CCC CAG CCG GAA CAG CGA 65
RI 28b_3rev ACG GAC CAT GTG GCG GGA AC 65
RI_29a_1 for GRMZM2G063643 | TGC GCT TGG AAG TTC CCG TCG 65
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Rl 29a 1 rev AGA ACG GAC GTC CCA CCG TTT 63
RI 29a 2 for CCG CCG GAA GGA AAA GAG AAA AAC A 66
Rl 29a 2 rev CGA CGG GAA CTT CCA AGC GCA 65
R1_29b_1 for GRMZM2G472052 | ACA GCT GAG GGA ACT GGC TAT GC 66
RI_29b_1 rev CGG GTG GTG CGC ATC ATC GT 65
RI_29b_2 for GCT GGG GCC CTT CAT GCA GG 67
RI_29b_2 rev GGC CCT AGA ATG CGC CCC AC 67
RI 37a 1 for GRMZM2G113840 | GAG GAG CCA AGA CCT CGC GC 67
RI 37a 1rev CAG CCG GGG AGG TGG CCT AAA 67
RI_37a 2 for GGA CGT CCA GGG TGT GGG GT 67
RI 37a 2 rev TTC CCA GCC GCT TTG AGC GG 65
RI_37a 3 for GAC GTG CGA AGC TGC CAG CA 65
Rl 37a 3rev ATC CAG CGA CAA ATC CCA GCA CA 65
RI 37b_1 for GRMZM2G332495 | GCC TCG TGA ATT AGG GAA CGG CT 66
RI 37b 1rev GCT GGT GGC AGA GAG TCG CG 67
R1_37b_2 for CTC TCG CCT CTG CCC TAG CTG 67
R 37b 2 rev GTG CAG GCA GGG AAC CTC TCC C 70
RI_37b_3 for GCA GAT CAC GTC AGT GGA TCG CT 66
RI 37b 3 rev CTC TCG GCG GCT CTG GAA AGG 67
R1 38b_1 for GRMZM2G424241 | GGG TCC CTC TCG GTC TCG CA 67
RI_38b_1rev ACC AGT GGT GTT GCC GTG CC 65
RI_38b_2 for GGC CCT GGG GAA TGG ATG CC 67
RI 38b_2 rev TGG GCA GCC AAG ATT GTC GGC 65
RI_38b_3 for GGT CAT GGG CCA GCA AAC CA 63
RI_38b_3rev GCC ATG GGC ATC CAT TCC CCA 65
RI 46a_1 for GRMZM2G003909 | AGC TGA GGC GGC ATT CAA CGG 65
RI 46a_1rev TTC TAT TAG TGG GAG CCC TGG CCG 69
RI_46a_2 for CAG AGC TCG TCT GCA GCC AAA 63
RI 46a_2 rev CAG GGT CCG TCT CGG GGT TCT 67
RI 46a_3 for CCG GCC AGG GCT CCC ACT AAT AG 70
RI 46a_3 rev GGA ACC GAG CGG GCC CAG AAA 67
RI 46b_1 for GRMZM5G833774 | TCG GCA CTA GAA TGT CTG GTC AGT 65
RI_46b_1 rev TGT TCA ACG ACC ATG TTG ATG GCA 64
RI 47a 1 for GRMZM2G108309 | GAG CCT GGA CTG CAA GGC ACC 67
RI 47a 1rev ACC GCG TGG TTT CAG TAG GAG TT 65
RI_47a_2 for TCC TCC CTC TTC CCT GGT CTG GTC 70
RI 47a 2 rev TCC GAT GTG CTA AGC GGC CC 65
RI_47b 1 for GRMZM5G833774 | GTA GAG CCC ATC TCT GCG CCC T 68
Rl 47b_1rev CTT CCC CCT GTG CCC GTC AC 67
RI 47b_2 for TGG TAG AGC CCA TCT CTG CGC 65
RI_47b 2 rev CAG CCA GGG AGA GCG ATC CG 67
RI 48a_1 for GRMZM2G087212 | AAC GAT CCC GCG CCC AAT TCC 65
RI 48a 1 rev ATT TGG GAC GGA GAG GGT ACG T 64
RI_48a_2 for CCG TAT GAG GCA GCT TGT GCT CG 68
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RI 48a_2 rev AAG AGC CGC CAG CTG AGT GC 65
RI_48b_1 for GRMZM2G026231 | AGA TGT GTC ATT TGC ACG CCG TT 63
RI_48b_1rev TGC CAA AGG GAA GCA GGC CAC 65
R1_48b_2 for GGC CTG CTT CCC TTT GGC AGT 65
RI 48b 2 rev TCC TGT CAT TCT GCT CGG GCG 65
RI_48b_3 for GGC TCG GGA CCG CGA CAC TC 69
RI 48b_3 rev GAG CTG CCA ATT GGG TGC CGA T 66
R1 50 1 for GRMZM2G091819 | ACT GGC CGG TCA GCT GTC CT 65
R 50_1 rev AGA GCT AGC GGA ACG ACG GTAC 66
R 50_2 for TGG TGC AGG TCC ATC AGG CC 65
RI_50_2 rev TTG TGC CAA CGT CTA GGA CAG CT 65
RI 53a_1 for GRMZM2G418515 | CTT GGC GCA AGC GGG ATC CA 65
RI 53a 1 rev CAG GAG GCC CCT CGG TTC GA 67
RI 53a 2 for CAC GTG GGC CTG GGT TCA CA 65
RI 53a 2 rev AGC TGC TCC CTT GGG ACC GT 65
R1 53b_1 for GRMZM2G424181 | TGA TGG AGC CAT GCC GAC TGC 65
RI_53b_1 rev TGC ATT GGG CTG GCC TTG GC 65
RI 53b_2 for TGA TGG AGC CAT GCC GAC TGC 68
RI 53b_2 rev TGC ATT GGG CTG GCC TTG GC 67
RI 54a_1 for GRMZM2G145300 | CGT TGC CTT GAT GGC CAT TAC CG 66
RI 54a_1 rev AGC GGC ACT ACG CTT TGC CT 63
RI 54a 2 for AGA TGC CCT TAA ATG CTG ACA ACC C 66
RI 54a 2 rev TGT GGG GCA GTC AAG GGC CT 65
RI 54a 3 for CTA CCC GGT CGG GGG TCG GA 69
RI 54a 3 rev GCG CCG GCA AAC TTG TTC AAC AT 65
RI_54b 1 for GRMZM2G012156 | AGG CTG TGG CTT TGA AGC GCC A 66
RI 54b 1 rev CAC GGC GCC TGA AAC TTC GCT 65
RI 54b_2 for CGG AGG GGC GGA GAA GGT AGA G 70
RI 54a 2 rev TGG GCA ATG GTT GGT GTG GCA 63
RI 56a_1 for GRMZM2G178435 | TTC CCT GCT TGC CAG CGC AAA 63
RI 56a_1 rev CGG CCA ATC GCT TGC CTT CCA 65
RI 56b_1 for GRMZM2G154946 | GGA ACC CAG CTG TTG GAA GGC A 66
RI 56b_1 rev TGA AGC CTG CAG GGT CCT CCC 67
RI 56¢ 1 for GRMZM2G453655 | TGG CGG TTA CAA GGG AAG GGT G 66
RI_56c_1 rev GGT GTT TCC AGA CTG TCG GCC A 66
RI_56¢_2 for GGC CGA CAG TCT GGA AAC ACC T 66
RI_56c_2 rev ACC CTG TTC TCG TGG GAA GCA 63
RI 57 1 for GRMZM2G091819 | AGC ACT GCG AAC ACG TGG CT 63
RI 57 1 rev ACA AAC ACA GAG CTA GCG GAA CGAC 67
RI 57 2 for CAT GGA AGG GCG GCA ACG GG 67
RI 57 2 rev GGA AAC AAA CAC AGA GCT AGC GGA A 66
RI 58a_1 for GRMZM2G461447 | CCA GAA GCC GTG GCA GAG CAT 65
RI_58a_1rev CAT GTG TCC ACG GTG TGA GCC C 68
R1_58b_1 for GRMZM2G339151 | GGT GGT GCC TCC GCC AGT CA 67
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RI_58b_1 rev AGC ATC AGC TCT GAC ACG GGC T 66
R1_58b_2 for TTG AAC CCG CCG CTT CGACTG A 66
R 58b_2 rev AGC ACC CCA TTG CCT GCA CT 63
RI 59 1 for GRMZM2G089163 | ACG CTG AGA GCG TGT GTG AGA 63
RI 59 1 rev TGT GCA TGC GAA CAC AGG CG 63
RI_59_2 for AGG CAG GCA GCT ACC TCG TGA T 66
RI 59 2 rev GGT CCC TCC CGG ATG CAG GAA 67
RI 60 1 for GRMZM2G010085 | ATG TGG GCT CGG GAA AGC GT 63
RI 60 1 rev GCA GGA CCG CAT TGC AGC GA 65
R 60_2 for AAG CAC TTC GCC AAG GTG CAC C 66
RI_60_2 rev GCA CTA CTG CGC GGC AGG GTA 67
RI 61a 1 for GRMZM2G325679 | TAG CAG GCT CAC CTC GAG GAC GAC C 68
RI 61a_1rev TGA TTG TCC GCC TTT TGG CAC T 62
RI 61b_1 for GRMZM2G057743 | CCG GCT CCC CGA CCT TTG TAA 65
R 61b 1 rev ACC TTG GCA ACG AAG CCG GG 65
RI_61b_2 for GGC TCC CCG ACC TTT GTA AAC CC 68
RI_61b_2 rev CCC TGG GCC CAT ACT CGC CA 67
RI 62a_1 for GRMZM2G007922 | GTG GTT CAG CGC CGC CTG AT 65
R 62a_1 rev CCC GGC GGA GCA TAA AGG GC 67
RI 62b_1 for GRMZM2G469162 | CCC TTC ATG CTC CGC CGG GT 67
RI 620 1 rev AGC AAC AAC CGG GCA ACT GCA 63
RI 63a_1 for GRMZM2G404571 | GGT GGC ATG ATC AGG GAC GG 65
RI 63a_1 rev AAT GGG TCG GGC GAC TTG TTC C 66
RI_63a_2 for TGG TGG CAT GAT CAG GGA CGG 65
RI 63a 2 rev CGC CTT CCG TGA ACC TCA GGG 67
RI 63a_3 for CCG CGA CAT CGC CAC TGG AA 65
RI_63a_3 for GGT CGG GCG ACT TGT TCC CTG 67
RI 63b_1 for GRMZM2G123063 | CGC ATG CGC CCT GAT GAG GT 65
RI_63b_1 for GAC AGG CCC CTC ACG GGC TA 67
RI 63b_2 for CGC CAC CGT GGG GAG GAA TG 67
RI_63b_2 rev GGC CCATTT GTG TTG GGC GC 65

12.2 verwendete Medien, Puffer und Lésungen

Puffer fir die SMART®-cDNA Herstellung:

Wasch A-Puffer:

10 mM Tris-HCL; pH 7,5

0,15 M LiCl

1 mM EDTA
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5x Erststrang-Puffer: 250 mM Tris-HCL; pH 8,3
375 mM KCL
30 mM MgCl,

Lysis- Binding-Puffer: 100 mM Tris-HCL,; pH 7,5
500 mM LiCl

10 mM EDTA,; pH 8,0
1% Lithium-Dodecylsulfat
5 mM Dithiothreitol (DTT)
Medien und Ldsungen flr die Arbeit mit Bakterien:
Antibiotika-Stammldsung: Ampicillin-Stammldsung (100 mg/ml) , sterilfiltrieren

Endkonzentration im Medium 50 pg/ml

LB-Medium: 10 g/l Pepton aus Casein
5 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl
pH 7,0-7,2
Festmedium: Zugabe von 15 g/l Bacto Agar

autoklavieren

SOB-Medium: 20 g Bacto-Trypton
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SOC-Medium:

IPTG/X-Gal-Platten:

Standardpuffer und -l6sungen:

Natrium-Acetat:

10x TE-Puffer:

10x TBE-Puffer:

Anhang

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

2,5ml 1M KCL

pH auf 7,0 mit 10 M NaOH einstellen

autoklavieren

20 ml 1M Glucose (steril) zum SOB-Medium hinzufuigen

20 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-R-D-galactoside
(X-Gal) in Dimethylformamid

0,1 M Isopropyl R-D-Thiogalactopyranoside (IPTG),

sterilfitriert

Endkonzentration in LB-Platten: IPTG 0,2 mM; X- Gal
40 pg/ml

3 M Natrium-Acetat; pH 5,2

autoklavieren

10 mM Tris-HCI; pH 8,0

1 mM EDTA; pH 8,0

89 mM Tris Base
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50x TAE-Puffer:

EDTA:

Mannit (600mOsm):

10mM dNTPs:

Losungen fUr Arbeiten mit RNA:

Anhang

89 mM Borsaure
2 mM Na,EDTA; pH 8,0

autoklavieren

2 M Tris Base
1 M Essigsdaure
50 mM Na,EDTA,; pH 8,0

autoklavieren;

0,5 M Na,EDTA-2H,0; pH 8,0

autoklavieren

109,32 g/l Mannit

autoklavieren

10 pl 100mM dATP
10 pl 100mM dTTP
10 pl 100mM dCTP
10 pul 100 mM dGTP

mit ddH20 auf 100 pl auffillen

120



RNA-Extraktionspuffer:

MOPS-Puffer:

RNA 5x Ladepuffer:

MOPS-Laufpuffer:

Anhang

200 mM NaCl

50 mM Tris; pH 8,8-9,0
5mM EDTA,; pH 8
sterilfiltrieren

1% SDS

200 mM Morpholinopropansulfonsaure (MOPS)
50 mM Natriumacetat

10 mM EDTA

16 ul gesattigtes Bromphenolblau
80 ul EDTA 500mM

100 pl EtBr 10mg/mi

720 ul 37% Formaldehyd

2 ml Glycerol

3,084 ml Formamid

4 ml 10x MOPS

mit ddH20 auf 10 ml auffillen

50 ml 10x MOPS-Puffer

10 ml 37% Formaldehyd

auf 500 ml mit ddH20 auffillen

121



Anhang

Losungen fur Arbeiten mit DNA:

Waite Puffer: 100 mM Tris HCL; pH 8,5
100 mM NacCl,
10 mM EDTA

30% N-Laurin-Sarcosin

Losungen flr Arbeiten mit Agrobakterien:
AB-Puffer (20x): 60 g/L K,HPO4
20 g/L NaH,PO4

auf pH 7 einstellen und sterilfiltrieren

AB-Salz (20x): 20 g/L NH,CL
6 g/L MgSO,-7H,0
3g/L KCL
50 g/L FeSO, 7TH,0

autoklavieren

AB-Medium: 10 ml AB-Puffer (20x)
10 ml AB-Salze (20x)
100 ml 100mM Glukose

80 ml ddH,O
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Selektions AB-Medium: 30 ml AB-Medium
30 pl Spectinomycin (100mg/ml)
120 pl Rifampicin (25mg/ml)

3 pl Acetosyringon (1M/L)

Basta: 5 mg/l

N6 osm Platten: 250 ml N6 osm 2x
250 ml Phytagel

1000 pul 2,4 Dichlorphenoxyessigsaure (0,5mg/ml)

N6 + 2,4D Platten: 250 ml N6 osm 2x
250 ml Phytagel

500 pl 2,4 Dichlorphenoxyessigséure (0,5mg/ml)

12.3 DNG105 RNAI-Sequenz

CGAAGTTTCCTAAGAGTGAGAGACACTGTCAAGATAATGCGACTCAATTAATAGATGG
TGTCGATAGAAAAATGAAGTCAAAAGAAGCATTTGATAACTTTGACTTGGTTCATTCA
CATTTTGATGAATACATTAAATCTGAGGAAGAAGTTGACTTTGATAAAAAGGTGAAAA
GTCAATACGGCGAAGACTACAATAGAATTATAGGAAATTTTGCTGCAAGTATGAAGCA
GAAAAACATCTCTACTTGGGACAGTGATCTTATGAATTTAGTGAAAGATAAATATGGA
AATCCAGTGT
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12.4 Zusammenfassung der allelspezifischen Expressionsanalysen der reziproken
Kreuzungen mit der transgenen Maislinie dng105

Tabelle 10: Tabellarische Zusammenfassung der allelspezifischen Expressionsanalysen der

reziproken

Kreuzungen mit der transgenen Maislinie dng105 flir die imprinteten Gene MEE1, FIE1, GRMZM2G091819 und
GRMZM2G472052.

kein Einfluss (k.E.) auf die allelspezifische Expression, nicht analysiert (n.a.)

durchgefuhrte MEE1 FIE1 (MEG) GRMZM2GG0918119 GRMZM2GG472052
Kreuzung (MEG) (PEG) (PEG)
Mol7 x 270/2/1 k.E. k.E. n.a. n.a.
207/2/1 x xMol17 k.E. Aufhebung des n.a. n.a.
Imprintings
Mo17 x 265/7/1 k.E. k.E. n.a. n.a.
267/7/1 x Mo17 k.E. Aktivierung des n.a. n.a.
paternalen Allels
B73 x 270/5/3 k.E. k.E. Aufhebung des n.a.
Imprintings
270/5/3 x B73 k.E. k.E. k.E. n.a.
B73 x267/14/1 k.E. k.E. Aktivierung des Aktivierung des
maternalen Allels maternalen Allels
267/14/1 x B73 k.E. Aufhebung des k.E. k.E.
Imprintings,
Aktivierung des
paternalen Allels
B73 x 264/2/4 k.E. k.E. Aufhebung des n.a.
Imprintings
B73 x 264/2/5 k.E. k.E. Aktivierung des n.a.
maternalen Allels

12,5 Transkript- und Oligonukleotidanalyse zur Identifikation imprinteter Gene im

Maisembryo
Tabelle 11: Zusammenfassung der Transkript- und Oligonukleotidanalyse zur Identifikation imprinteter Gene im
Maisembryo
. . s Grofie der . " untersuchte
sty | rtiamrer | "o | alssrien | PP | proadyrote o
EMBI1_1 AC211403.4_FG005 1068 627 279-905 963
EMBI 1_2 457 606-1062
EMBI 1 3 718 99-816
EMBI 2_1 GRMZM2G028366 3238 825 1920-2744 1008
EMBI 2_2 860 2069-2928
EMBI 3 1 GRMZM2G093947 1098 616 191-806 723
EMBI 3_2 315 600-914
EMBI 3_3 620 242-861
EMBI5_1 GRMZM2G365731 2624 704 1701-2404 1689
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EMBI 5_2 985 132-1116

EMBI6_1 GRMZM2G014119 1051 892 55-946 932
EMBI 6_2 379 14-392

EMBI7_1 GRMZM2G014256 1029 412 618-1029 856
EMBI 7_2 656 173-828

EMBI 8_1 GRMZM2G118205 1948 650 1171-1820 682
EMBI 8_2 521 1333-1853

EMBI9_1 GRMZM2G130580 1304 463 129-591 463
EMBI 10_1 GRMZM2G136364 1181 591 24-614 953
EMBI 10_2 899 14-912

EMBI 10_3 944 24-967

EMBI11_1 GRMZM2G354579 1491 555 49-603 973
EMBI11_2 957 66-1022

EMBI 11_3 427 534-960

EMBI 12_1 GRMZM2G370991 2534 862 1401-2262 1110
EMBI 12_2 291 2221-2511

EMBI 14_1 GRMZM2G083932 1300 849 400-1248 1167
EMBI 14_2 404 81-484

12.6 Polymorphismus bzw. Doppelpeak-Position der untersuchten Gene im
Maisembryo

Gen: GRMZM2G093947

Doppelpeak-Position: 753

Gen: GRMZM2G014119

Polymorphismus-Position: 677

Doppelpeak-Position: 282, 295, 303, 326, 333, 427, 444, 448, 482, 597, 626
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12.7 Expressionslevel des Gens GRMZM2G014119 in verschiedenen Maisgeweben
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Abbildung 32: Detektierte Expressionslevel des Gens GRMZM2G014119 in verschiedenen Maisgeweben.

Das Uber qTeller (http:/qgteller.com/) verfiigbare Histogramm zeigt die fir das Gen GRMZM2G014119 ermittelten
Expressionsdaten aus RNA-Tiefensequenzierungen unterschiedlicher Veréffentlichungen. Die Expression fir das Gen
konnte im Embryo und Endosperm (14, 25 dap) sowie im Samen (10 dap) detektiert werden (Davidson et al., 2011;
Waters et al., 2011).

12.8 Expressionsanalysen im Endosperm der transgenen meelp.,:meel:GFP
Maispflanzen

Abbildung 33: Nachweis der meel:GFP Expression im Endosperm der meelp,,:meel:GFP Maispflanze (embryo
rescue, F2-Generation).

Die mittels embryo rescue erzeugten Nachkommen [H99 x A12/8/2], [H99 x A12/14/2], [H99 x A12/4/1] und [A188 x
A12/12/2] der transgenen meel-Prom.:meel:GFP Regenerate, wurden geselbstet und im Anschluss das 7 dap Endosperm
isoliert. Zum Nachweis der meel:GFP Expression im Endosperm, wurde die cDNA als Template in der PCR mit den
Oligonukleotiden MEE1-Afl for und MEE1-GFP rev verwendet. Zur Kontrolle der PCR wurde das Plasmid pBlue meel-
prom--Meel:GFP als positive Kontrolle und B73 Keimling cDNA sowie Wasser als negative Kontrolle mitgefiihrt. Als
GroRenstandart wurde der 1 kb Plus Marker von Fermentas auf das 1,5% TAE-Agarosegel aufgetragen. Bei der meel:
GFP Amplifikation von cDNA wird ein 1033 bp groRRes und bei gDNA ein 1222 bp groRes PCR-Produkt erwartet.
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12.9 Nachweis Uber die Verwendung von cDNA-Proben in den durchgefiihrten
Expressionsanalysen
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Abbildung 34: Aktin-PCR der verwendeten cDNA-Proben in den Expressionsanalysen

Aktinnachweis tiber RT-PCR mit den Proben, die fiir die Expressionsanalysen der imprinteten Gene verwendet wurden.

Zur Uberpriifung, dass in den Analysen ausschlieBlich cDNA verwendet wurde. Als negative Kontrolle wurde in der
PCR Wasser mitgefiihrt. Aufgrund eines Introns im Aktin (Primer Aktin Ex 2 for und Aktin Ex3 rev) ist das PCR-

Produkt, welches aus gDNA amplifiziert wurde groRer als das der cDNA

12.10 Imprinting der syntenisch orthologen Gene zwischen Reis und Mais

Tabelle 12: Zusammenfassung der syntenisch orthologen Gene in Reis und Mais.

Reis i Mai Mais i Expression
Reis Gen €IS 1mp. Gen-Annotation Mais Gen ars ais imp.
Expression Chr Expression — -
Mais Reis
0s01g42270.1 MEG transkriptioneller Korepressor LEUNIG | GRMZM2G361398 Chr3 MEG® a EN-S
0s01g54784.1 PEG exprimiertes Protein GRMZM2G042099 Chr3 NIG a a
0s01g63250.1 PEG Josephin GRMZM5G897988 Chr8 PEG* a kD
GRMZM2G148115 Chr3 PEG a
0s02g39920.1 PEG AT Hook Motiv-Proteinfamilie GRMZM2G106308 Chrd NIG kD a
0s02g51860.1 PEG Dehydration Antwort verwandtes GRMZM2G140893 Chrs NIG a a
Protein, putativ
0s02g57080.1 PEG* Serin/ Threonin-Proteinkinase GRMZM5G871520 Chrs PEG® a a
0s04g39560.1 MEG exprimiertes Protein GRMZM2G063420 Chr7 NIG a a
0s04g42250.2 PEG transferase family protein, putative GRMZM2G158083 Chr2 NIG a a
0s05926040.1 MEG Pumilio-Familie RNA bindungs- GRMZM2G396464 Chrl NIG kD EN-S
enthaltendes Protein
GRMZM2G371277 Chrl0 [NIG a
0s07912490.1 PEG KH Doméne enthaltendes Protein GRMZM2G472052 Chr7 PEG“"¢ a a
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0s08938850.1 MEG Phosphatidylinositol Ubertragung GRMZM2G113840 Chrl NIG a a
GRMZM2G332495 Chr4 MEG*® a
0s11g07910.1 PEG Transmembrandomane 9 Superfamilie | GRMZM2G026231 Chr10 PEG* a a
0s12g08780.1 PEG? YUCCAL10 ahnliche, Flavin- GRMZM2G091819 Chr10 PEG®9® EN-B | EN-S
Monooxygenase
0s12937860.1 PEG MOS1 Modifizierer nach sncl GRMZM2G418515 Chr3 NIG a a
0s12g40520.1 PEG MATH Doméne enthaltendes Protein GRMZM2G145300 Chr3 MEG® a a
0s02g43460.1 MEG?P erforderlich zur Repressions GRMZM2G178435 Chr4 MEG EN-B kD
Aufrechterhaltungl, putativ
GRMZM2G453655 Chr6 NIG a
0s04922240.1 PEG®P Zink-Finger Protein, C3HC4 Typ GRMZM2G339151 Chr8 NIG kD kD
Doméne, VIM5
0s03922900.1 MEG?®P SDnFZHFamiIie Protein N-terminale GRMZM2G469162 Chrl NIG a kD
omane

a Diese Oryza sativa Gene verfligen tber imprintete Homologe in Arabidopsis (Luo et al., 2011)

b Imprintete Expression aus den RNA-Seq Daten entnommen (Luo et al., 2011)

¢ Gene mit Polymorphismen zwischen den Inzuchtlinien B73 und Mo17 (Waters et al., 2011)

d Imprinted in 10dap Maisendosperm (Zhang et al., 2011)

e Signifikante paternale voreingenommene Expression in 14dap Maisendosperm (Waters et al., 2011)
f Expressions Eingruppierung auf der Grundlage des Mais Expressions Atlas (Sekhon et al., 2011)

g Eingruppierung der Expression Luo et al. (Luo et al., 2011)

12.11 Paraloge Gene der nicht imprinteten Gene in Mais

Tabelle 13: Paraloge Gene der nicht imprinteten Gene (NIGs) in Mais in 10 dap (Zhang et al., 2011) und 14 dap

(Waters et al., 2011) Maisgewebe.

identifizierte NIG in _ _ Zhang et_ al., 2_011; Waters_ etal., 201;;
Mais Paraloge in Mais Gep als _|r_npr|ntet Polqurphl;men'ermlj(t.el.t/
identifiziert Gen als imprintet identifiziert

GRMZM2G042099 GRMZM2G042099 nein ja nein
0 / / /

GRMZM2G106308 GRMZM2G106308 nein ja nein
GRMZM2G142088 nein ja nein
GRMZM5G833276 nein nein nein
GRMZM2G028910 nein nein nein
GRMZM5G876132 nein nein nein
GRMZM2G000245 nein ja nein
GRMZM2G041876 nein ja nein
GRMZM2G010637 nein ja nein
AC208838.3 FG002 nein nein nein
GRMZM2G368678 nein ja nein
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GRMZM2G087619 nein nein nein
GRMZM2G140893 GRMZM2G140893 nein nein nein
GRMZM5G824698 nein nein nein
GRMZM2G000764 nein ja nein
GRMZM2G067764 nein nein nein
GRMZM2G015126 nein ja nein
GRMZM2G107629 nein ja nein
GRMZM2G433989 nein nein nein
GRMZM2G575696 nein nein nein
GRMZM2G431963 nein nein nein
GRMZM2G106892 nein nein nein
GRMZM2G063420 GRMZM2G063420 nein nein nein
GRMZM2G039622 nein ja nein
GRMZM2G158083 GRMZM2G158083 nein ja nein
GRMZM2G035584 nein ja nein
GRMZM?2G131165 nein ja nein
GRMZM2G051005 nein ja nein
GRMZM2G156296 nein ja nein
GRMZM2G089698 nein nein nein
GRMZM2G160400 nein nein nein
GRMZM5G878365 nein nein nein
GRMZM2G178769 nein nein nein
GRMZM2G107211 nein nein nein
GRMZM2G127251 nein nein nein
GRMZM2G177349 nein ja nein
GRMZM2G132678 nein nein nein
GRMZM2G176446 nein nein nein
GRMZM2G156816 nein ja nein
AC215260.3 FG003 nein nein nein
GRMZM2G302002 nein nein nein
GRMZM2G129403 nein nein nein
GRMZM2G396464 GRMZM2G396464 nein ja nein
GRMZM2G363338 nein nein nein
GRMZM2G327175 nein nein nein
GRMZM2G304586 nein nein nein
GRMZM2G391491 nein nein nein
GRMZM2G371277 nein nein nein
GRMZM2G097493 nein nein nein
GRMZM2G169757 nein nein nein
GRMZM2G138848 nein nein nein
GRMZM2G480122 nein nein nein
GRMZM2G478401 nein nein nein
GRMZM2G389045 nein nein nein
GRMZM2G325543 nein nein nein
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GRMZM5G894275 nein nein nein
GRMZM2G362557 nein nein nein
GRMZM2G130326 nein nein nein
GRMZM2G370848 nein nein nein
GRMZM2G148817 nein nein nein
GRMZM2G317552 nein nein nein
GRMZM2G471283 nein nein nein
GRMZM2G448277 nein nein nein
GRMZM2G304797 nein nein nein
GRMZM2G405580 nein nein nein
GRMZM2G429226 nein nein nein
GRMZM2G467391 nein nein nein
GRMZM2G464103 nein nein nein
GRMZM2G315707 nein nein nein
GRMZM2G469130 nein nein nein
GRMZM2G506830 nein nein nein
GRMZM2G333405 nein nein nein
GRMZM2G333536 nein nein nein
EF517601.1 FGO01 nein nein nein
GRMZM2G131536 nein nein nein
GRMZM2G389289 nein nein nein
GRMZM2G105342 nein nein nein
GRMZM2G411221 nein nein nein
GRMZM2G472156 nein nein nein
GRMZM2G382353 nein nein nein
GRMZM2G406129 nein nein nein
GRMZM2G472719 nein nein nein
GRMZM2G320204 nein nein nein
GRMZM2G480349 nein nein nein
GRMZM5G847787 nein nein nein
GRMZM2G128778 nein nein nein
GRMZM2G435473 nein nein nein
GRMZM2G437857 nein nein nein
GRMZM2G322451 nein nein nein
GRMZM2G319256 nein nein nein
GRMZM2G351210 nein nein nein
GRMZM2G344856 nein nein nein
GRMZM2G073164 nein nein nein
GRMZM2G454472 nein nein nein
GRMZM2G316089 nein nein nein
GRMZM2G371277 GRMZM2G371277 nein nein nein
GRMZM2G396464 nein nein nein
GRMZM2G363338 nein nein nein
GRMZM2G327175 nein nein nein
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GRMZM2G169757 nein nein nein
GRMZM2G304586 nein nein nein
GRMZM2G391491 nein nein nein
GRMZM2G097493 nein nein nein
GRMZM2G138848 nein nein nein
GRMZM2G480122 nein nein nein
GRMZM2G478401 nein nein nein
GRMZM2G389045 nein nein nein
GRMZM2G325543 nein nein nein
GRMZM5G894275 nein nein nein
GRMZM2G362557 nein nein nein
GRMZM2G130326 nein nein nein
GRMZM2G370848 nein nein nein
GRMZM2G148817 nein nein nein
GRMZM2G317552 nein nein nein
GRMZM2G471283 nein nein nein
GRMZM2G448277 nein nein nein
GRMZM2G304797 nein nein nein
GRMZM2G405580 nein nein nein
GRMZM2G429226 nein nein nein
GRMZM2G467391 nein nein nein
GRMZM2G464103 nein nein nein
GRMZM2G315707 nein nein nein
GRMZM2G469130 nein nein nein
GRMZM2G506830 nein nein nein
GRMZM2G333405 nein nein nein
GRMZM2G333536 nein nein nein
EF517601.1 FGO01 nein nein nein
GRMZM2G131536 nein nein nein
GRMZM2G389289 nein nein nein
GRMZM2G105342 nein nein nein
GRMZM2G411221 nein nein nein
GRMZM2G472156 nein nein nein
GRMZM2G382353 nein nein nein
GRMZM2G406129 nein nein nein
GRMZM2G472719 nein nein nein
GRMZM2G320204 nein nein nein
GRMZM2G480349 nein nein nein
GRMZMb5G847787 nein nein nein
GRMZM2G128778 nein nein nein
GRMZM2G435473 nein nein nein
GRMZM2G437857 nein nein nein
GRMZM2G322451 nein nein nein
GRMZM2G319256 nein nein nein
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GRMZM2G351210 nein nein nein
GRMZM2G344856 nein nein nein
GRMZM2G073164 nein nein nein
GRMZM2G454472 nein nein nein
GRMZM2G316089 nein nein nein
GRMZM2G113840 GRMZM2G113840 nein ja nein
GRMZM2G332495 nein ja nein
GRMZM2G031837 nein ja nein
GRMZM2G318737 nein nein nein
GRMZM2G312198 nein nein nein
GRMZM2G353259 nein nein nein
GRMZM2G010834 nein ja nein
GRMZM2G452580 nein ja nein
GRMZM5G842306 nein nein nein
GRMZM2G459982 nein nein nein
GRMZM2G01499%4 nein nein nein
GRMZM5G807780 nein nein nein
GRMZM5G834778 nein nein nein
GRMZM5G860178 nein nein nein
GRMZM2G171354 nein nein nein
GRMZM2G055542 nein nein nein
GRMZM2G073571 nein ja nein
GRMZM2G162461 nein nein nein
GRMZM2G355610 nein nein nein
GRMZM2G174990 nein ja nein
GRMZM2G157043 nein nein nein
GRMZM2G171349 nein ja nein
GRMZM2G087433 nein nein nein
GRMZM2G434445 nein ja nein
AC215994.3_FG003 nein ja nein
GRMZM2G418515 GRMZM2G418515 nein ja nein
GRMZM2G424181 nein ja nein
GRMZM2G453655 GRMZM2G453655 nein nein nein
0 / / /
GRMZM2G339151 GRMZM2G339151 nein ja nein
GRMZM2G461447 nein nein nein
AC191534.3_FG003 ja (PEG) ja PEG
GRMZM2G469162 GRMZM2G469162 nein ja nein
GRMZM2G007922 nein ja nein
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12.12 Chromatogramme der allelspezifischen Expressionsanalysen der syntenisch
orthologen Gene im Maisendosperm

301x005 301x005 B73xMo17
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Abbildung 35: Chromatogramme der bekannten imprinteter Gene FIE1, MEG1 und MEE1 in Maisendosperm
zur Kontrolle.

Die Chromatogramme der reziproken Kreuzungen und Inzuchtlinien eines Gens sind jeweils untereinander angeordnet.

Der untersuchte Polymorphismus ist grafisch hervorgehoben.
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B73 x Mo17 301 x 005

A CT;.T T A GiTiG &
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GRMZM2G150631 GRMZM5G816791

Abbildung 36: Chromatogramme nicht imprinteter Gene in Maisendosperm zur Kontrolle.
Die Chromatogramme der reziproken Kreuzungen und Inzuchtlinien eines Gens sind jeweils untereinander angeordnet.

Der untersuchte Polymorphismus ist grafisch hervorgehoben.
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B73xMo17 Tex303xW22 Tex303xW22 301x005
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Abbildung 37: Chromatogramme nicht imprinteter Gene.

Die Chromatogramme der reziproken Kreuzungen der nicht imprinteten Gene sind jeweils untereinander angeordnet. Die
Gene konnten in einer Genotypkombination nachgewiesen werden. Der untersuchte Polymorphismus ist grafisch

hervorgehoben.
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B73 x H99 Tex303 x W22 B73 x H99
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Abbildung 38: Chromatogramme nicht imprinteter Gene, die in zwei unterschiedlichen Genotypkombinationen
nachgewiesen wurden.

Die Chromatogramme der reziproken Kreuzungen der nicht imprinteten Gene sind jeweils untereinander und die beiden

Genotypkombinationen nebeneinander angeordnet. Der untersuchte Polymorphismus ist grafisch hervorgehoben.
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imprinteten Gens, das in drei

GRMZM2G418515

Abbildung 39: Chromatogramme eines nicht

unterschiedlichen
Genotypkombinationen nachgewiesen wurde.

Die Chromatogramme der reziproken Kreuzungen des nicht imprinteten Gens sind jeweils untereinander und die drei

Genotypkombinationen nebeneinander angeordnet. Der untersuchte Polymorphismus ist grafisch hervorgehoben.
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Abbildung 40: Chromatogramme aus Proben mit einem Ubereinstimmenden Mischungsverhéltnis.

Zur Verifizierung der Methode wurden allelische Expressionsmuster der imprinteten Maisgene mit einem
Ubereinstimmenden Mengenverhéltnis von genomischer DNA zwei verschiedener Genotypen analysiert. Die
untersuchten Nukleotide sind grafisch hervorgehoben.

12.13 Gespeicherte Daten auf der beiliegenden CD

Daten zum syntenischen Imprinting im Maisendosperm (z.B. syntenische Reisgene, Primerdaten,

Polymorphismenposition).

Hemimethylierungsanalysen fir das Gen MEE1:

%-Methylierungswert der CG-, CHG- und CHH-Kontexte flir den Plus- und Minus-Strang

p-value t-Test-Endosperm und Embryo
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