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4, Epigenetik in der Pflanzenziichtung

4,1 Einleitung

Die Epigenetik beschreibt Anderungen der Genregulation bei Eukaryonten, die nicht
auf genetische Mutationen zuriickzufithren sind. Sie kann zu vererbbaren phénotypi-
schen Verdnderungen (Epi-Mutanten) fithren, die anders als genetische Verdnderun-
gen reversibel sind und mit DNA- sowie Chromatin-Modifikationen einhergehen. Damit
bildet die Epigenetik eine Regulationsebene, die iiber (griechisch: epi) der durch die
DNA-Basenabfolge bestimmten Genetik eines Organismus liegt.

In Pflanzen spielt die DNA-Methylierung bei der Initiation epigenetischer Mecha-
nismen eine bedeutendere Rolle, als sie dies bei allen anderen Eukaryonten tut. Bei
einigen Eukaryonten wie Caenorhabditis elegans' hat man die meisten bekannten Chro-
matin-Modifikationen, wie Histon-Methylierung, -Acetylierung und -Phosphorylie-
rung, gefunden, konnte aber erst kiirzlich DNA-Methylierung nachweisen, bei der es
sich allerdings nicht um die Methylierung des Cytosins (C, C-Methylierung), sondern
um die des Adenins (A, A-Methylierung) handelt. Dariiber hinaus gibt es derzeit nur
fiir Pflanzen eindeutige Hinweise dafiir, dass Demethylierung oder De-novo-Methylie-
rung Chromatin-Veranderungen einleitet. Obwohl auch in Pflanzen Chromatin-Struk-
turen die Etablierung von bestimmten Methylierungsmustern begiinstigen, nimmt
man beispielsweise fiir Sdugetiere an, dass Chromatin-Modifikationen einer De-no-
vo-DNA-Methylierung iiblicherweise vorausgehen miissen. Generell gilt fiir Pflanzen,
dass durch Verdnderungen des Methylierungsmusters strukturelle Verdnderungen des
Chromatins bewirkt werden. Dabei fiihrt die Hypermethylierung zu Chromatin-Kon-
densationen, woraus wiederum die Etablierung von transkriptionell inaktivem Hetero-

1 Der einfach gebaute Fadenwurm Caenorhabditis elegans wird seit den 1970ern fiir die Untersu-

chung grundlegender genetischer und entwicklungsbiologischer Forschungsfragen herangezogen.
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chromatin resultiert. Transkriptionell aktives Euchromatin findet man hingegen in
Chromosomenabschnitten, in denen hypomethylierte DNA iiberwiegt.

Bestimmte Methylierungsmuster kdnnen in Pflanzen von Zelle zu Zelle und sogar
von Generation zu Generation weitergegeben werden. Allerdings kann auch eine Fiil-
le von Effekten, zu denen Umwelteinfliisse gehdren, etablierte Methylierungsmuster
stark verdndern. Damit wird eine Vorhersage iiber die Vererbbarkeit epigenetisch be-
dingter Phinotypen sehr schwer. Heute weifl man, dass epigenetische Genregulationen
Schliisselfunktionen bei biotischen/abiotischen Stressreaktionen, der Vernalisation,
der transienten Vererbung zahlreicher Eigenschaften, der Heterosis und bei der Ge-
nomstabilitét, einschlieRlich der Suppression von Transposon-Aktivititen, haben., Dar-
iiber hinaus kann heute mit verschiedenen Techniken das Epigenom der Pflanze mani-
puliert werden, was neue Wege fiir die Pflanzenziichtung erdffnet.

Interessanterweise konnen epigenetische Vorginge durch RNA-Molekiile gesteuert
werden. Die Mechanismen dieser RNA-vermittelten Epigenetik wurden zuerst in der
Pflanze entdeckt und dort auch genauer untersucht. Auch wenn viele Prozesse weitge-
hend aufgeklirt wurden, so bediirfen einige Abldufe noch weiteren umfassenden Ana-
lysen, um die komplexen Wechselwirkungen zwischen RNA, DNA, DNA-Methylierung
und Chromatin-Modifikationen verstehen zu kénnen. In diesem Ubersichtsartikel soll
unser derzeitiger Wissensstand {iber die Epigenetik der Pflanzen zusammengefasst,
noch offene Fragen diskutiert, Parallelen und Divergenzen zwischen pflanzlichen und
nicht pflanzlichen Organismen aufgezeigt und innovative Ansétze beschrieben wer-
den, die Modifikationen des pflanzlichen Epigenoms als Methode zur Ziichtung von
Pflanzen beinhalten.

4.2 DNA-Methylierung und Chromatin-Modifikationen

In eukaryontischen Organismen umfasst die DNA-Methylierung nahezu ausschlief3-
lich die Modifizierung der Cytosine (C-Methylierung).? Bei der C-Methylierung dient
den DNA-Methyltransferasen genomische DNA als Substrat. Durch Ankopplung einer
Methylgruppe an das fiinfte Kohlenstoffatom (C5) des Cytosins entsteht letztendlich
5-Methylcytosin (5mC). Fiir die Mechanismen der DNA-Methylierung sind - bei vielen

2 Allerding wurden kiirzlich Arbeiten versffentlicht, die darauf hinweisen, dass wie in Prokaryon-
ten auch in Eukaryonten N6-Methyladenin (6mA) vorkommt (Greer et al., 2015; Fu et al., 2015; Zhang et
al., 2015). Die Methylgruppe wird hier anstatt an die Cytosine an die Adenine der DNA gekoppelt. Auch
in der Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana) wurden sehr geringe Mengen 6mA gefunden (Ashap-
kin et al., 2002). Da aber fiir Pflanzen keine weiteren Daten vorliegen und die biologische Bedeutung
des 6mAs in Pflanzen nicht klarist, wird hier nuraufdie C-Methylierung eingegangen.
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grundsitzlichen Gemeinsamkeiten - charakteristische Unterschiede zwischen Pflan-
zen und Sdugetieren hervorzuheben, die im Folgenden vorgestellt werden sollen.

Im Gegensatz zu den Pflanzen kann 5-Methylcytosin in Sdugetieren in 5-Hydroxy-
methylcytosin (5hmC) umgewandelt werden (Erdmann et al., 2014). Diese Umwandlung
scheint iiberwiegend einen Zwischenschritt wihrend der aktiven DNA-Demethylierung
bei Sdugetieren darzustellen (Xu/Walsh, 2014). Bei Pflanzen erfolgt die aktive DNA-De-
methylierung durch einen direkten enzymatischen Stoffwechselweg, der durch die
Glykosylasen ROS1 (,,repressor of silencing 1) und DME (,,demeter”) katalysiert wird
(zhang/Zhu, 2012).

Findet man in fast allen somatischen Sdugerzellen das 5-Methylcytosin (5mC) nur
in CG-Dinukleotiden,? so kann es in Pflanzenzellen in allen Sequenzkontexten nach-
gewiesen werden. Wegen der Symmetrie von CG-Dinukleotiden innerhalb eines DNA-
Doppelstrangs spricht man hier von symmetrischer DNA-Methylierung und setzt diese
der asymmetrischen DNA-Methylierung gegeniiber, die 5mC-Positionen umfasst, die
nicht im CG-Kontext (z. B. CHH; H = Adenin, Cytosin oder Thymin) vorliegen (siche Ab-
bildung 1). An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass kiirzlich auch in embryonalen
Stammzellen, Eizellen und selbst in bestimmten somatischen Zellen von Sdugern asym-
metrische DNA-Methylierung gefunden wurde (Lister et al., 2009; Shirane et al., 2013;
Pinney et al., 2014).

Wurden Methylierungsmuster durch De-novo-DNA-Methylierungsmechanismen
einmal etabliert, so bleiben sie im Falle der symmetrischen CG-Methylierung in soma-
tischen Zellen grundsatzlich erhalten. Bei der DNA-Replikation werden Cytosine in neu
synthetisierten, nicht methylierten DNA-Strdngen an CG-Positionen methyliert, wenn
der Matrizenstrang an der entsprechenden Stelle methyliert vorlag. In Pflanzen iiber-
nimmt diese Aufgabe die DNA-Methyltransferase MET1, ein Homolog der DNMT1* der
Sdugetiere. Asymmetrische Methylierungsmuster, die durch die DRMs (,,domains re-
arranged methyltransferases”), Homologe der DNMT3a der Siugetiere, katalysiert wer-
den, gehen hingegen in der Regel bei der DNA-Replikation verloren (Cao et al., 2003).

Ein Sonderfall fiir die Erhaltung asymmetrischer Methylierung wird allerdings
von den pflanzenspezifischen Chromomethyltransferasen CMT2 und CMT3 kataly-
siert. Liegen bestimmte Chromatin-Modifikationen, vornehmlich die Di-Methylierung

3 EinCG-Dinukleotid beschreibt die Abfolge von einem Cytosin (C) direkt gefolgt von einem Guanin
(G) in der Sequenzabfolge des DNA-Strangs in 5'>3'-Richtung.

4 DNMTs = DNA-Methyltransferasen. Gruppe von Enzymen in Sdugetieren. Bei der De-no-
vo-Methylierung fiigen DNMT3a und DNMT3b Methylgruppen an unmethylierte DNA an. Bei der
DNA-Replikation erkennt die DNM1 hemi-methylierte DNA und ergénzt Methylgruppen am neu syn-

thetisierten Strang.
(o) ENR
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des Lysins 9 des Histons H3 (H3K9me2),> vor, so kénnen von der CMT2 die CHH- und
die CHG-Methylierung erhalten werden, wahrend von der CMT3 nur die CHG-Methy-
lierung weitergegeben werden kann (Ebbs/Bender, 2006; Stroud et al., 2014). Eine Vor-
aussetzung fiir die Erhaltung von asymmetrischer Methylierung ist natiirlich, dass die
entsprechenden Positionen zuvor durch De-novo-Methylierungsprozesse modifiziert
wurden.

Abbildung 1: Cytosin-Methylierung in Pflanzen
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a) symmetrische CG-Methylierung, b) CHG-Methylierung (H = A, T, C), c) asymmetrische CHH-
Methylierung (H = A, T, C), M| = Methylgruppe.

Die epigenetische Reprogrammierung beim Generationswechsel (sieche Abb. 2)
ist weitaus komplizierter als in somatischen Zellen und unterscheidet sich deut-
lich zwischen Siugetieren und Pflanzen (Kawashima/Berger, 2014). In Sdugetieren
finden zwei umfassende DNA-Demethylierungs- und DNA-Remethylierungspha-
sen in den Keimzellen sowie im Embryo wihrend seiner frithen Entwicklung statt.
In Pflanzen ist die epigenetische Reprogrammierung iiberaus komplex und kann
deshalb hier nur kurz angerissen werden. Dies mag daran liegen, dass in Pflan-
zen ein ausgeprigter RNA-dirigierter DNA-Methylierungsmechanismus existiert,
der einen Zell-zu-Zell-Transportprozess von RNA-Molekiilen einbezieht (siche Ab-
schnitt 4.3). Dariiber hinaus sind in Pflanzen die einzelnen Phasen der DNA-De-
methylierung und DNA-Remethylierung wihrend der Entwicklung der Keim-
zellen noch nicht sehr gut untersucht. So fehlen beispielsweise noch jegliche
genomweite DNA-Methylierungsprofile von weiblichen und ménnlichen Meiozyten,
deren Vorlduferzellen sowie von Eizellen. Man wei jedoch, dass auch in Pflanzen
DNA-Demethylierungsprozesse wihrend der Keimzellenentwicklung stattfinden, wie
vornehmlich durch Untersuchungen an der Modellpflanze Arabidopsis thaliana belegt

5 Methylierungen kénnen an Lysin- und auch an Argininresten der unterschiedlichen Histone (H1-
H5) des Chromatins stattfinden. Der Effekt auf die Genexpression hiingt von der Position der Lysinres-

te in den Histonen und vom Grad der Methy
(o) R

lierung {einfach, zweifach, dreifach methyliert) ab.
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wurde. Allerdings behalten viele Transposons sowie einige Strukturgene ihre Methylie-
rung bei.

Abbildung 2: Lebenszyklus der Pflanzen (schematisch)
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Fiir Pflanzen ist ein sogenannter Generationswechsel typisch: haploide (n) und diploide
(2n) Generationen wechseln einander ab. Zwei haploide Keimzellen verschmelzen bei
der Befruchtung zur diploiden Zygote. Aus dieser wéchst die Sporophyten-Generation
(2n), welche haploide Sporen bildet. Die Reduktion des Chromosomensatzes in den Spo-
ren erfolgt durch die Meiose. Aus den Sporen entwickelt sich die Gametophyten-Gene-
ration (n), welche haploide Keimzellen mitotisch bildet.

Ausgewahlte Fachbegriffe:

Samenpflanzen (Spermatophyten): beherrschende Gruppe der heutigen Landpflanzen, die zu ihrer Ver-
breitung Samen ausbilden. Phylogenetisch unterschieden werden die Palmfarne, der Ginkgo, die Nadelhdl-
zer bzw. Nacktsamer (Gymnosperme) und — als gréBte bedeutendste Gruppe — die Blitenpflanzen bzw.
Bedecktsamer (Angiosperme). Von den Samenpflanzen abzugrenzen sind die einfacher gebauten Moose
und Farnpflanzen, die sich vor allem Giber Sporen verbreiten.

Generationswechsel: Wechsel von haploider Generationsphase (Gametophyt), die Sporen durch Meiose
produziert, und diploider Generationsphase (Sporophyt), die Keimzellen durch mitotische Teilungen pro-
duziert, im pflanzlichen Lebenszyklus. Beide Generationen kénnen sich morphologisch gleichen (z. B. bei
einigen Algen), aber sind typischerweise unterschiedlich. Bei den Moosen ist Gametophyt die dominante
Generation und der Sporophyt nur eine sehr kurzlebige Phase. Bei Farnen und den Samenpflanzen ist um-
gekehrt der Sporophphyt die dominante Generation (also das, was allgemein als ,Farn” oder , Pflanze” in
der Natur wahrgenommen wird). Bei den Samenpflanzen entwickeln sich die Gametophyten nur noch in
stark reduzierter ,versteckter” Form in den Blitenorganen der Sporophyten.
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Keimzellen (Gameten): haploide Zellen, die fiir die geschlechtliche Fortpflanzung tber einen mehrstufigen
Entwicklungsprozess gebildet werden. Weibliche Keimzellen = Eizellen, ménnliche Keimzellen = Sperma-
tozoide (beweglich) oder Spermazellen (unbeweglich). Verschmelzen zwei Keimzellen des jeweils anderen
Geschlechts bei der Befruchtung zur diploiden Zygote, kann sich daraus ein neuer (diploider) Organismus
entwickeln.

Sporen: haploide Zellen, aus denen sich jeweils ein neuer (haploider) Organismus entwickeln kann. Sporen
konnen gleich gestaltet sein (isospor) oder unterschiedliche GroBen haben. Bei den Samenpflanzen und
einigen Farnen entwickelt sich aus der kleineren Mikrospore der mannliche Gametophyt und aus der
gréBeren Megaspore der weibliche Gametophyt.

Samenanlage: In der Bliite der Samenpflanzen befindet sich die Samenanlage — in dieser entwickelt sich
ein stark reduzierter weiblicher Gametophyt (Embryosack), der neben der eigentlichen Eizelle weitere,
den Befruchtungsvorgang unterstiitzende Zellen enthalt. Bei den Nacktsamern ist die Samenanlage flr
den Pollen frei zugdnglich, bei den Bedecktsamern in spezialisierte Gewebe (Fruchtblattgewebe) einge-
hillt (,bedeckt”).

Pollen(kérner): Mikrosporen, die in den Bliiten der Samenpflanzen gebildet werden. Diese werden zur
Bestaubung zur weiblichen Samenanlage getragen (z. B. durch Wind oder Insekten). Die eigentliche Be-
fruchtung beginnt mit der Pollenkeimung, bei der sich im Pollenkorn ein stark reduzierter mannlicher Ga-
metophyt (mehrkerniges Pollenkorn) bildet. Bei den Bedecktsamern besteht er nur noch aus zwei Zellen:
einer vegetativen Zelle, die den Pollenschlauch bildet, und einer generativen Zelle, aus der sich zwei
Spermazellen bilden. Zur Befruchtung wachst der Pollenschlauch aus dem Pollenkorn aus durch die weib-
lichen Blitenorgane hindurch, um die beiden Spermazellen(kerne) in die weibliche Samenanlage zu leiten.

Doppelte Befruchtung bei Bedecktsamern: Typischerweise verschmilzt bei den Angiospermen eine der
beiden Spermazellen, die aus dem Pollenkorn in den weiblichen Embryosack entlassen werden, mit der
Eizelle zur Zygote. Aus der befruchteten Eizelle entwickelt sich der pflanzliche Embryo. Die zweite Sper-
mazelle dringt in die groBe zentrale Zelle des Embryosacks ein und verschmilzt mit deren Zellkern (dem
sog. sekundéren Embryosackkern): Aus dieser zweiten (,doppelten”) Befruchtung geht das Endosperm
als Nahrgewebe fiir den Embryo hervor. Die umhtillende Samenanlage entwickelt sich weiter zum Samen,
welcher der Verbreitung und der spateren Weiterentwicklung des im Samen ruhenden Embryos (junger
Sporophyt) dient.

Bei der Bildung der minnlichen Keimzellen (Spermatogenese) bleibt im Vergleich zu
den Mikrosporen (bei Samenpflanzen: Sporen) die symmetrische CG-Methylierung
in den Spermazellen nahezu konstant. Die asymmetrische CHH-Methylierung nimmt
hingegen ab. Demgegeniiber verringert sich die CG-Methylierung in den vegetativen

Zellen des Pollens, wihrend die CHH-Methylierung zunimmt,
@} |
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In Ermangelung an DNA-Methylierungsprofilen gibt es fiir die epigenetische Re-
programmierung der weiblichen Keimzellen, der Eizellen, nur indirekte Hinweise fiir
DNA-Demethylierungsprozesse, die auf Expressionsstudien von Transposons und DNA-
Methyltransferasen beruhen. In der Eizelle werden Methyltransferasen MET1, CMT2
und CMT3, die die CG- und CHG-Methylierung erhalten, kaum exprimiert, sodass man
eigentlich einen deutlichen Riickgang der DNA-Methylierung erwarten kdnnte. Ein
solcher Verlust von Methylierung (Hypomethylierung) wird tatsichlich aber nicht
gefunden. Diese Beobachtung mag daraus resultieren, dass die Glykosylase DME - die
DNA-Methylierungen aktiv entfernt - nicht exprimiert wird, dafiir aber die beiden
Methyltransferasen DRM1 und DRM2. Die Expression der DRM-Gene weist darauf hin,
dass in der Eizelle De-novo-Methylierung durch die RNA-dirigierte DNA-Methylierung
(RADM, siehe Abschnitt 4.3) vermittelt wird. Das heilt, die indirekten Hinweise fiir
DNA-Demethylierungsprozesse in der Eizelle sind irrefiihrend.

Wie in ménnlichen Meiozyten werden auch in den weiblichen Meiozyten Trans-
posons exprimiert, die in somatischen Zellen inaktiv sind. In der zentralen Zelle des
weiblichen Gametophyten gehen sowohl die symmetrische als auch die asymmetrische
Methylierung zurtick, was wohl daran liegt, dass in der zentralen Zelle die Expression
der MET1 reprimiert und die der DME-Gene hochreguliert wird. Letztendlich schei-
nen in der zentralen Zelle alle Gene transkriptionell aktiviert zu werden, die unter der
Kontrolle methylierter Promotoren stehen. Diese Aktivierung betrifft nicht nur Trans-
posons, sondern auch sogenannte regulatorische cis-Elemente®, die die Expression ge-
nomisch geprigter Gene (,,imprinted genes*) kontrollieren. Das Imprinting beschreibt
einen Mechanismus der Genregulation, bei dem selektiv entweder nur die miitterli-
che oder die viterliche Genkopie im Genom exprimiert wird. Eine groe Anzahl der
yimprinted genes* wird im Endosperm exprimiert. Den Archetyp eines genomisch
geprdgten Gens stellt das FWA-Gen” in A. thaliana dar, das aufgrund der CG-Methylie-
rung seines Genpromotors in somatischen Zellen inaktiv ist. In der zentralen Zelle
des weiblichen Gametophyten wird die Promotor-Methylierung jedoch entfernt, wo-
durch das FWA-Gen aktiviert wird. Im Gegensatz dazu bleibt die Methylierung des
FWA-Genpromotors in der médnnlichen Keimzelle erhalten. Nach der Befruchtung gibt
dann das Endosperm ein inaktiviertes, methyliertes viterliches Allel und ein aktives,
nicht methyliertes weibliches Allel weiter. Wie dem auch sei, die biologische Bedeutung
der Demethylierung in der zentralen Zelle ist bis heute nicht geklart.

6 Cis-Elemente sind charakteristische, kurze DNA-Abschnitte, die die Expression von Genen beein-
flussen. Sie befinden sich auf dem gleichen Chromosom wie das Gen, an dessen Regulation sie beteiligt
sind.

7 FWA =, flowering wageningen', Das Gen codiert das, homeobox-leucine zipper protein HDG6".
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Die epigenetische Reprogrammierung wihrend der frithen Embryonalentwicklung
beginnt mit der Befruchtung der Eizelle. Die Expression von Genen, die an symmetri-
schen und asymmetrischen Methylierungsprozessen beteiligt sind, werden und blei-
ben bis zur spiten Embryogenese hochreguliert. Die Gesamtmethylierung des Genoms
nimmt stetig zu, und die endgiiltigen Methylierungsmuster der somatischen Zellen
werden bereits in diesem Zeitrahmen etabliert.

In Anbetracht dessen, dass wihrend der sexuellen Vermehrung von Pflanzen um-
fassende DNA-Demethylierungs- und Methylierungsprozesse stattfinden, ist es bis
heute noch véllig unklar, wie Methylierungsmuster von Generation zu Generation wei-
tergegeben werden konnen. Es wird angenommen, dass die RNA-dirigierte DNA-Methy-
lierung (siehe Abschnitt 4.3) eine essenzielle Rolle bei der generationeniibergreifenden
Vererbung von Methylierungsmustern spielt (Teixeira et al., 2009). Fiir diesen Fall muss
man aber annehmen, dass die Molekiile présent sind, die eine De-novo-Methylierung
der DNA ausl6sen, und dass zudem neben der symmetrischen CG-Methylierung auch
asymmetrische DNA-Methylierung innerhalb der entsprechenden DNA-Sequenzen zu
finden sein miisste (siche unten). Demgegeniiber konnte aber gezeigt werden, dass CG-
Methylierung eines Transgen-Promotors sowie einer codierenden Region eines Trans-
gens auch in Abwesenheit der entsprechenden RADM-Auslésermolekiile iiber mehrere
Generationen weitergegeben wurde (Jones et al., 2001; Dalakouras et al., 2012). Diese
Daten zeigen, dass die Demethylierung wihrend der sexuellen Reproduktion offen-
sichtlich nicht vollstidndig sein kann, denn ohne RADM-Ausldsermolekiile ist eine De-
novo-Methylierung und dariiber hinaus eine De-novo-Methylierung von ausschlieRlich
CG-Sequenzen nicht zu erwarten. Welche endogene Sequenzen demethyliert und via
RdDM wieder remethyliert werden und welche endogenen Sequenzen auf welche Weise
einer Demethylierung entkommen, ist nicht bekannt.

4.3 RNA-dirigierte DNA-Methylierung

Da die RNA-dirigierte DNA-Methylierung (RdADM) bisher nur in Pflanzen eindeutig
nachgewiesen wurde, soll dieser Mechanismus der De-novo-DNA-Methylierung hier im
Detail beschrieben werden.

Seit der Entdeckung der RNA-Interferenz (,,RNA interference®, RNAi) im Jahre 1998
- die US-amerikanischen Forscher Fire und Mello (Fire et al., 1998) zeigten, dass doppel-
strangige RNA-Molekiile (dsSRNA) die Expression von Genen im Fadenwurm Caenorhabdi-
tis elegans unterdriicken kénnen - wurden bedeutsame Fortschritte bei der Aufklarung
epigenetischer Phinomene erzielt, die durch nicht codierende RNA (,,non-coding RNA",

ncRNA) vermittelt werden. Zw diesen Phinomenen zéhien unter anderem die transkrip-
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tionelle Gen-Inaktivierung und die Umgestaltung von Chromatin-Strukturen (,,chro-
matin remodelling®). In fast allen eukaryontischen Organismen scheinen ncRNAs zu-
mindest fiir einige chromosomale Regionen eine groRe Bedeutung bei der Bildung und
dem Erhalt heterochromatischer Strukturen zu besitzen. Fiir Pflanzen konnte bereits
1994 gezeigt werden, dass De-novo-Methylierung hochspezifisch durch dsRNA zu homo-
logen DNA-Abschnitten dirigiert werden kann (Wassenegger et al., 1994).

Die Herkunft von dsRNA ist sehr vielseitig. Sie kann aus exogenen Quellen stammen
(z. B. von Viren und Bakterien), aber auch aus endogenen (z. B. via Transkription so-
genannter Haarnadelstrukturen und aberranter RNA-Molekiile).® Dariiber hinaus wird
angenommen, dass dsRNA durch die gemeinsame Aktivitit der pflanzenspezifischen
DNA-abhingigen RNA-Polymerase IV (Pol 1V) und der RNA-dirigierten RNA-Polymera-
se 2 (RDR2) generiert wird (sieche Abbildung 3; ,,Pol TV-dependent siRNA biogenesis®).
DsRNA, die auf diese Weise hergestellt wird, ist aber eher nicht an einer ,,echten” De-
novo-DNA-Methylierung beteiligt, da die Pol IV {iber eine Interaktion mit dem Protein
,Sawadee Homeodomain Homologue 1“ (SHH1) zu ihrem Transkriptionsort gefiihrt
wird. SHH1 selbst bindet an das Lysin 9-dimethylierte Histon 3 (H3K9me2), dessen
Methylierung methylierte DNA voraussetzt. Das heil3t, es muss bereits DNA-Methylie-
rung vorliegen, bevor Pol IV zusammen mit RDR2 dsRNA generieren kann. Es ist wahr-
scheinlich, dass die iiber die Pol IV und RDR2 vermittelte Biosynthese dsRNA einer Ver-
stiarkung und/oder Beschleunigung der RNA-dirigierten DNA-Methylierung dient.

Ob dsRNA die De-novo-Methylierungsmaschinerie direkt an homologe DNA-Se-
quenzen fiithren kann oder ob sie zunichst prozessiert werden muss, wird derzeit
kontrovers diskutiert (Dalakouras/Wassenegger, 2013). GemiR den bisher verdffent-
lichten RADM-Modellen wird die dsRNA von der ,,DICER-Like 3“-Nuklease (DCL3) in
kleine Fragemente zerschnitten: Es entstehen kurze (24 Nukleotide) dsRNAs, die soge-
nannten ,,small interfering RNAs" (24-nt siRNAs) (siehe Abb. 3; ,,Pol V-mediated de novo
methylation“). AnschlieRend werden die siRNAs vornehmlich auf das Argonaut-4-Pro-
tein (AGO4) geladen und aufgespalten: Nach Abspaltung des sogenannten ,,passenger
strands* verbleibt der ,,guide strand“ an AGO4 und kann an komplement4re RNA-Mo-
lekiile binden.

Nach den derzeit wissenschaftlich anerkannten RdDM-Modellen wird die komple-
mentére RNA von der DNA-abhingigen RNA-Polymerase V (Pol V) generiert. Es sei hier
aber darauf hingewiesen, dass die Pol V priferenziell methylierte DNA transkribiert,
was im Widerspruch zu ihrer Funktion als Hauptakteur bei der De-novo-DNA-Methy-

8  Aberrante RNA-Molekiile sind vermutlich mRNA-Molekiile, die keine CAP und/oder keinen Poly-
(A)-Schwanz besitzen. Akkumulieren diese RNAs iiber einen Schwellenwert hinaus, so werden sie von

der RNA-dirigierten RNA Polymerase 6 (RDR6) transkribiert; und esentsteht eirie dsRNAs.
(o) ENR
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lierung steht. Es ist nicht plausibel, dass ein Enzym an der De-novo-DNA-Methylierung
beteiligt ist, dessen Aktivitdt von methylierter DNA abhingig ist. Wie dem auch sei,
sobald der 24-nt siRNA/AGO4-Komplex an die komplementire Ziel-RNA gebunden hat,
entsteht iiber das Briickenprotein, ,,KOW domain-containing Transcription Factor 1“
(KTF1), eine Komplexbildung mit der Pol V. Dieser Komplex soll dann letztendlich mit-
hilfe des ,,RNA-directed DNA methylation 1“-Proteins (RDM1) die Rekrutierung der Me-
thyltransferase DRM2 zu dem DNA-Abschnitt initiieren, von dem das Pol V-Transkript
abgeschrieben wurde.

Neben den oben genannten wurden noch weitere Enzyme gefunden, deren Aktivitét
fiir die RNA-dirigierte DNA-Methylierung essenziell ist. Durch die Charakterisierung
von A.- thaliana-Mutanten konnten Proteine wie das ,,Defective in RNA-directed DNA
methylation 1“ (DRD1), das eine Aktivitdt zum Entwinden von dsDNA besitzt, identi-
fiziert werden. Das Protein RDM1, das Einzelstrang-DNA bindet, und die vermeintli-
che ,,cohesin-like“-Funktion des ,Defective in Meristem Silencing 3“-Proteins (DMS3)
tragen vermutlich dazu bei, in Zusammenwirkung mit dem Microrchidia 6-Protein
(MORCS), die entwundene DNA zu stabilisieren. Chromatin-Modifikationen, die nicht
zwingend die Folge einer De-novo-DNA-Methylierung sein miissen (Dalakouras et al.,
2012), werden dann letztendlich durch Nukleosom-Verschiebungen eingeleitet, die vom
SWI/SNF-Komplex® der mit dem ,,Involved in De Novo 2“ (IDN2)-IDP-Komplex (einem
IDM2 Paralog) interagiert, initiiert werden. Nach der Methylierung des H3K9 durch die
Histon-Methylasen ,,Suppressor of Variegation 4“ (SUVHA4), SUVH5 und SUVH6 werden
die typischen Marker fiir aktives Chromatin durch die Histon-Deacetylase 6 (HDAS6), das
Jumoniji 14-Protein (JMJ14) und die Ubiquitin-spezifische Protease 26 (UBP26) entfernt.

9  SWI/SNF-Komplexe (auch SWI/SNF-ATPasen) sind Multiprotein-Komplexe, die enzymatisch die
Anordnung der Nukleosomen im Chromatin verdndern (;,remodellieren’),
(o) R
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des derzeit anerkannten Modells der RNA-dirigierten
DNA-Methylierung

.M M RNA methylation
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/ Pol \/
transcript

IDN2-IDP

Pol IV
complex

transcript

Direction of Direction of
transcription transcription

Pol IV-dependent siRMA biogenesis Pol V-mediated de novo methylation Chromatin alterations
Die einzelnen Prozesse sind im Abschnitt 4.3 detailliert beschrieben. Die Abbildung

wurde der Arbeit von Matzke und Mosher (2014) entnommen und leicht vereinfacht
nachgezeichnet. Erlduterungen der einzelnen Komponenten siehe Tabelle 1.
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Tabelle 1: Komponenten der RNA-dirigierten DNA-Methylierung

Abk.

Protein

Funktion

1. Synthese von kurzen interferierenden RNAs (Pol IV-dependent siRNA biosynthesis)

CLSY1 SNF2 domain-containing protein CLASSY 1 vermeintliches SWI/SNF , chromatin remodeller”-
Protein

DCL3 endoribonuclease Dicer homolog 3 Dicer-Endonuklease, die 24-nt siRNAs aus ldnge-
ren dsRNAs generiert

HEN1 protein HUA enhancer RNA-Methyltransferase

Pol IV DNA-dependent RNA polymerase

RDR2 RNA-directed RNA polymerase 2

SHH1 protein SAWADEE homeodomain homolog 1 bindet methyliertes H3K9 und rekrutiert Pol IV

2. Setzung neuer DNA-Methylierungsmuster (Pol V-mediated de novo methylation)

AGO4 protein argonaute 4

DMS3 protein defective in meristem silencing 3 SMC solo hinge Protein, vermeintliche , cohesin-
like"-Funktion

DRD1 protein defective in RNA-directed DNA vermeintliches SWI/SNF , chromatin remodeller”-

methylation 1 Protein, entwindet dsDNA

DRM2 protein domains rearranged methylase 2 De-novo-DNA-Methyltransferase

KTF1 KOW domain-containing transcription factor 1 enthélt ein AGO4 Adapter-Motiv

MORC6 protein microrchidia 6 ATPase

Pol V DNA-dependent RNA polymerase V

RDM1 protein RNA-directed DNA methylation 1 bindet ssDNA

SUVH2/9 SRA domain protein 2/9 binden an methylierte DNA und rekrutieren Pol V

3. Modifikationen der Histone (Chromatin alterations)

HDA6 histone deacetylase 6
IDN2 protein involved in de novo 2 dsRNA-bindendes Protein
IDP protein IDN2 paralog
M4 protein Jumonji14 Histon-Demethylase
RDM1 protein RNA-directed DNA methylation 1 interagiert mit AGO4 und der DNA-abhéngigen
RNA-Polymerase Il
SUVH4/5/6 | suppressor of variegation 3-9 homolog protein | H3K9 Methyltransferasen
4/5/6
UBP26 ubiquitin-specific-processing protease 26 Histon H2B Deubiquitinase

(o) ENR
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4.4 Epigenetische Variationen und deren umweltbedingte
Anderungen

Umwelteinfliisse konnen die Regulation pflanzlicher Gene in erheblichem MaRe beein-
flussen. Eine Schliisselrolle spielen dabei epigenetische Effekte, diese kénnen sowohl
somatische (nur das Individuum betreffende) als auch transgenerationale (auf die
Nachkommen {ibertragene) Auswirkungen auf die Genexpression haben (Meyer, 2015).
Anderungen von DNA- und Histon-Methylierungsmustern nehmen Einfluss auf zahl-
reiche genregulatorische Prozesse wie:

die Genexpression (Huettel et al., 2006),

das Transkriptsplicing (Regulski et al., 2013),

die Polyadenylierung von mRNA (Tsuchiya/Eulgem, 2013),

die Reparatur von DNA (Yao et al., 2012) und

die homologe Rekombination (Mirouze et al., 2012; Melamed-Bessudo/Levy, 2012).

vV vy Vv Vyy

Diese Vielfiltigkeit gestaltet die Zuordnung von direkten und indirekten Auswirkun-
gen epigenetischer Effekte sehr schwierig. Es gibt zahlreiche Arbeiten, die eine Kor-
relation zwischen DNA-Methylierung und der Ausprigung spezifischer Phinotypen
beschreiben, aber nur wenige, die auf eine direkte Transkriptionsinhibierung durch
DNA-Methylierung hinweisen. Beispiele, die einen direkten Zusammenhang zwischen
DNA-Methylierung und phédnotypischen Verdnderungen nahelegen, umfassen:

die ,,elterliche Pragung” (Imprinting) (Huh et al., 2008),

die Bliitenentwicklung (Cubas et al., 1999),

den Blithzeitpunkt (Soppe et al., 2000),

die Pigmentierung von Maiskérnern (Stam et al., 2002),

die Fruchtreifung (Manning et al., 2006),

die Geschlechtsbestimmung (Martin et al., 2009) und

die Entwicklung von Stomata'® (Tricker et al., 2012; Yamamuro et al., 2014).

vV vV Vv vV VY Y

Zu den vererbbaren epigenetischen Eigenschaften zihlen Verinderungen von Methy-
lierungsmustern einiger Gene, die die Samenbildung regulieren (Hauben et al., 2009).
Die Charakterisierung der Nachkommen genetischer Kreuzungen zwischen epigene-

10 Stomata sind regulierbare spaltformige Offnungen in der pflanzlichen Epidermis, sie dienen
Pflanzen zur kontrollierten (stomatiren) Transpiration und zum kontrollierten Gasstoffwechsel mit

der Umgebung.
(o) ENR
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tischen A.-thaliana-Mutanten, deren Eltern differenziell methylierte DNA-Regionen
(DRMs)! besaRen, weist darauf hin, dass die Anzahl an vererbbaren epigenetischen Ei-
genschaften wesentlich groRer sein konnte als bisher angenommen (Cortijo et al., 2014).

Es ist schwierig, Umwelteinfliisse Reaktionen der Pflanze zuzuordnen, die unmit-
telbar auf epigenetischen Genregulationen basieren. Haufig werden fiir solche Unter-
suchungen Mutanten herangezogen, die einen Defekt in DNA-Methylierungs- oder
Chromatin-Modifikationsprozessen aufweisen. Untersuchungen von A.-thaliana-Linien,
bei denen die DNA-Methyltransferase MET1 inaktiviert wurde, zeigten beispielsweise
zahlreiche verschiedene Phinotypen, die wohl darauf zuriickzufiihren waren, dass als
direkte Folge des Verlusts der MET1-Aktivitédt die Expression von DNA-Demethylasen
supprimiert wurde (Mathieu et al., 2007). Dadurch wiederum erfolgte eine indirekte
DNA- und Histon-Hypermethylierung, die letztendlich zu zufilligen Genexpressi-
onsverinderungen und den beobachteten Phdnotypen fiihrte. Dennoch konnte klar
gezeigt werden, dass Umwelteinfliisse wie biotischer/abiotischer Stress direkte und
spezifische Effekte auf die Epigenetik der Pflanze haben kénnen. So wurden durch ge-
nomweite DNA-Methylom-Analysen von A. thaliana, die mit dem phytopathogenen Bak-
terium Pseudomonas syringae infiziert oder mit Salizylsdure (einem Signalmolekiil in der
Pathogenabwehr) behandelt wurden, viele stressinduzierte differenziell methylierte
DNA-Regionen nachgewiesen (Dowen et al., 2012). Gene innerhalb dieser DMRs zeigten
hiufig verdnderte Expressionsmuster. Interessanterweise entwickelten Pflanzenlinien
mit mutierten DNA-Methylasen eine erhdhte Resistenz gegen Infektionen mit P. syrin-
gae. In Ubereinstimmung damit war der Befund, dass die verdnderten Methylierungs-
muster der DMRs mit einer Aktivierung von pathogenresponsiven Genen korrelierten.

In der Literatur finden sich allerdings nur wenige Arbeiten, die eine Vererbung
stressinduzierter epigenetischer Effekte an die ndchsten Generationen beschreiben. In
fast allen Féllen werden die epigenetischen Verdnderungen in ihren Ursprungszustand
zuriickverwandelt, nachdem die Stresssituation aufgehoben wurde. Selbst in den Fil-
len, in denen eine transgenerationale Weitergabe beobachtet wurde, fehlen bisher ein-
deutige Nachweise dafiir, dass die Weitergabe der epigenetischen Marker im direkten
Zusammenhang mit der Etablierung von Stresstoleranzen steht (Kou et al., 2011; Zheng
et al,, 2013). In Bezug auf mdgliche innovative Ziichtungsverfahren, die auf stressindu-
zierten epigenetischen Verdnderungen basieren, wire es aber gerade wiinschenswert,
dass spezifische Stressreaktionen der Pflanze vererbt werden (siehe Kapitel 4.5.3).

11 Die Unterscheidung von genetisch und epigenetisch vererbten Eigenschaften wird u. a. mithilfe
spezieller Zuchtlinien untersucht, die sich nur in ihren Methylierungsmustern, aber (fast) nicht in
ihrer DNA-Sequerniz unterscheiden:

[@hev |
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4,5 Entwicklung Epigenetik-basierter Ziichtungsverfahren
fiir Pflanzen

Fiir die Entwicklung neuer Verfahren in der Pflanzenziichtung kénnen grundsitzlich
drei Epigenetik-basierte Ansdtze verfolgt werden. Zwei Ansitze greifen indirekt auf
epigenetische Variationen zurtick, wihrend ein Verfahren auf einer direkten Nutzung
epigenetischer Verdnderungen basiert. Als eine der wichtigsten Voraussetzungen fiir
alle Epigenetik-basierten Verfahren gilt es zunichst zu entschliisseln, welche Gene
iiberhaupt epigenetisch reguliert werden.

4,51 Charakterisierung epigenetischer Regulationsphdnomene

Eine grobe und globale Ubersicht kann durch die Charakterisierung von Mutanten erzielt
werden, die einen Defekt in Prozessen der DNA-Methylierung oder der Chromatin-Modi-
fikation aufweisen (siehe Kapitel 4.4). Zudem kénnen chemische Substanzen eingesetzt
werden, die die DNA-Methylierung (z. B. durch Zebularine, vgl. Baubec et al., 2009) oder die
Bildung von kondensierten Chromatin-Strukturen (z. B. durch Trichostatin A, vgl. Finnin
et al., 1999) inhibieren. Durch derartige Chemikalien werden Gene aktiviert, die in unbe-
handelten Pflanzen epigenetisch stummgeschaltet vorliegen. Werden Zebularine und TSA
zusammen eingesetzt, findet man einen synergistischen Effekt (Baubec et al., 2009), was
darauf hindeutet, dass DNA-Methylierung und Chromatin-Modifikationen teilweise unab-
héngig voneinander auf die Regulation von Genen einwirken kénnen.

Um Unterschiede in der Genregulation aufgrund verdnderter Methylierungsmus-
ter oder veridnderter Chromatin-Strukturen zu identifizieren, kénnen zum einen die
Mutanten und die chemisch behandelten Pflanzen selbst untersucht werden. Zum an-
deren stellen ihre Nachkommen weitere Ressourcen fiir Expressionsstudien dar: Es
werden die Nachkommen aus Kreuzungen der Mutanten mit Wildtyp-Pflanzen und
Nachkommen aus Selbstungen'? der Mutanten sowie der behandelten Pflanzen cha-
rakterisiert. In den Nachkommen von Kreuzungen der Mutanten mit Wildtyp-Pflanzen
und in denen der behandelten Pflanzen sind die Einwirkungen auf die natiirlichen epi-
genetischen Prozesse nicht mehr vorhanden und viele der induzierten epigenetischen
Verdnderungen werden wieder in ihren Ursprungsstatus zuriickgesetzt (Pecinka et al.,
2010; Tittel-Elmer et al., 2010). Dennoch kénnen einige der Nachkommen verschiedens-
te phinotypische Variationen aufweisen (Amoah et al., 2012; Cortijo et al., 2014). Diese

12 Bliitenpflanzen haben mehrheitlich zwittrige Bliiten, eine Pflanze kann so mit sich selbst kreuzen
(Selbstung). Es entfillt bei dieser Form der geschlechtlichen Fortpflanzung die Moglichkeit geneti-

scher Rekombination mit einem anderen Individvam derjeweiligen Art.
(o) ENR
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wie auch alle anderen Ergebnisse, die mithilfe der oben genannten Techniken erzielt
werden, sollten aber mit Vorsicht interpretiert werden. Wie bereits angedeutet, kénnen
allgemeine epigenetische Veridnderungen sekundire Effekte ausldsen. In erster Linie
sei hier auf die Aktivierung von Transposons hingewiesen (siche nichster Abschnitt).

4.5.2 Epigenetische Kontrolle mobiler genetischer Elemente

Transposons (TEs, ,,transposable elements*) sind potenziell mobilisierbare genetische
Elemente, die - so sie funktionell sind - ihre physische Position im Genom verdndern
kénnen: Sie integrieren an anderer Stelle (,,cut and paste®) oder sich selbst replizierend
auch an zusitzlichen Orten (,,copy and paste®). Sie sind seit der Entstehung eukaryon-
tischer Organismen ein wichtiger Bestandteil ihrer Genome und gelten als treibende
Kraft der Evolution (Kidwell/Lisch, 2000).

Auf verschiedenste Weise kdnnen funktionelle Transposons in neue genomische
Loci'® inserieren (Lisch, 2013). Durch Integration in Gene, deren Promotoren oder in
andere Regulationselemente kann die Expression von Genen gravierend verdndert
werden (Paszkowski/Grossniklaus, 2011). Zu den bekanntesten Beispielen durch Trans-
poson-Aktivitdten verursachter Null-Mutationen - das heift, die Funktion des betrof-
fenen Gens wurde vollstindig aufgehoben - gehéren die Entstehung von weilen aus
roten Rebsorten (Kobayashi et al., 2004) und die Entwicklung von kernlosen Apfelsor-
ten (Yao et al., 2001). Dariiber hinaus kdnnen neue Genfunktionen beispielsweise da-
durch entstehen, dass durch die Insertion eines Transposons von einer unprozessierten
mRNA alternative Splicing-Produkte generiert werden (Lisch, 2013).

An dieser Stelle sei aber nochmals darauf hingewiesen, dass nicht alle stabil ver-
erbbaren phinotypischen Verdnderungen auf Transposon-Aktivitdten zuriickzufiih-
ren sind. Kiirzlich veréffentliche Arbeiten, die detaillierte Charakterisierungen von
epigenetisch rekombinanten Inzuchtlinien (,,epigenetic recombinant inbred lines®,
epiRILs)* in A. thaliana beschreiben, weisen darauf hin, dass DNA-methylierungsindu-
zierte Epi-Mutationen, die sich auf phinotypische Eigenschaften (Blithzeitpunkt, Wur-
zelldnge, Wachstumsgeschwindigkeit etc.) auswirken, in einem nicht unerheblichen
Umfang an die nichsten Generationen weitergegeben werden (Roux et al., 2011; Latzel
et al., 2012; Cortijo et al., 2014). Interessanterweise basierten die Epi-Mutationen in der

13 Locus bezeichnet die physische Position eines Gens auf einem Chromosom.

14 Rekombinante Inzuchtlinien (RILs) enthalten jeweils unterschiedliche Kombinationen der elter-
lichen Gene und sind reinerbig (homozygot) geziichtet. Sie werden z. B. verwendet, um Genorte oder
auch Genregionen zu identifizieren, die fiir die Ausprigung phinotypischer Eigenschaften verant-

wortlich sind (sog: QTLs =, quantitative t
[Dher |
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Regel nicht auf einer DNA-Methylierung einzelner Genorte (Einzel-Locus-Vererbung).
Vielmehr waren zwei bis fiinf der ,,quantitative trait loci“ (QTLs) fiir die Ausprigung
eines bestimmten Phinotyps verantwortlich (multigenische Eigenschaften).

Um eine ,,evolutionire Katastrophe” zu verhindern, miissen allerdings fast alle
funktionellen Transposons inaktiviert werden (dies gilt iibrigens fiir alle héheren Le-
bewesen). Ohne eine ausgeglichene Balance zwischen aktiven und inaktiven Transpo-
sons wiirden diese ,,endogenen Mutagene* frither oder spiter die genetische Informati-
on eines Organismus zerstdren. Zu den Mechanismen, die zu lang- und zu kurzfristigen
Inaktivierungen von Transposons fithren, zihlen unter anderem Chromatin-Modifika-
tionen und die DNA-Methylierung (Ito et al., 2011; Fultz et al., 2015). Pflanzliche Geno-
me bestehen bis zu 85 % (Mais) aus Transposon-Sequenzen (SanMiguel, 1996), die unter
normalen natiirlichen Bedingungen durch epigenetische Mechanismen inaktiv vorlie-
gen (Wassenegger, 2002; Fultz, 2015). Dariiber hinaus sind - unabhingig von einer Inak-
tivierung durch Methylierung - aufgrund von Mutationen, je nach Art der Pflanze, nur
noch wenige der vorhandenen Transposons funktionell, also in der Lage zu ,,springen*.

Die genaue Anzahl der im Genom vorhandenen funktionellen Transposons, die po-
tenziell aktiviert werden kdnnen, ist fiir unsere Kulturpflanzen derzeit nicht bekannt.
In Mais und Reis mag es noch eine Vielzahl an Transposons geben, die durch eine ge-
nomweite Modifikation von epigenetischen Markern aktiviert werden kénnen. Diese
Verdnderungen kénnen, wie vorangehend beschrieben, mithilfe von chemischen Sub-
stanzen oder durch Verwendung von Mutanten induziert werden. Untersucht man die
Nachkommen der behandelten Pflanzen oder der gekreuzten Mutanten, werden sich
zahlreiche Phinotypen finden lassen, die auf die Aktivitdt von Transposons und nicht
auf direkte epigenetisch bedingte Verdnderungen von Genexpressionsmustern zuriick-
zufithren sind. Vergleichende Sequenzanalysen der Genome verschiedener Varianten
kénnen Aufschluss tiber neue Transposon-Integrationsorte geben. Sollten die betrof-
fenen Gene in den Varianten gegeniiber Wildtyp-Pflanzen differenzielle Expressions-
muster aufweisen, kénnen gegebenenfalls Riickschliisse gezogen werden, welche Gene
fiir die Ausprdgung der Phdnotypen verantwortlich sind. Nach Verifizierung der Daten
(z.B. durch RNAi-Experimente) kénnten letztendlich Zuordnungen von Genfunktionen
erfolgen. Sollten die generierten Varianten nicht direkt in die Zucht neuer Kulturpflan-
zen einbezogen werden kdnnen, so kénnten die identifizierten Gene immer noch als
Marker fiir die Prizisionszucht' dienen.

15 Zichtungsmethode zur Entwicklung von neuen Sorten: Unter Nutzung genetischer Marker und
moderner DNA-Analyseverfahren werden potenzielle Kreuzungspartner gezielt auf gewiinschte ge-
netische Eigenschaften hin untersucht. Auch ,,SMART Breeding* (,,selection with markers and advan-

ced reproductive technologies®) oder ,marker
(o) R

sted selection® (MAS) genannt,
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Mit der hier beschriebenen Strategie wird die Epigenetik genutzt, um eine ,,biolo-
gische Mutagenese* von Pflanzen zu induzieren. Auch wenn in den Varianten und
deren Nachkommen die meisten epigenetischen Marker wieder auf ihren Ursprungs-
zustand zuriickgesetzt werden (transiente epigenetische Modifikation), so bleiben die
Integrationsorte der Transposons unverdndert und somit kdnnen neue stabile Pflan-
zenlinien erzeugt werden. Ein deutlicher Nachteil dieser Technologie liegt darin, dass
die induzierte Mutagenese ungerichtet ist und alle Variationen dem Zufallsprinzip
unterliegen.

4.5.3 Epigenetische Kontrolle von Stresseffekten

Der zweite Ansatz, der indirekt auf epigenetische Variationen zuriickgreift, beinhaltet
die Erfassung von transienten epigenetischen Effekten, die durch Stress ausgeldst wer-
den. Pflanzen reagieren auf Umweltfaktoren wie verdnderte Licht- und Temperatur-
verhiltnisse sowie auf belastende Stresssituationen, wie sie beispielsweise durch hohe
Salzkonzentrationen oder Pathogenbefall ausgeldst werden kdnnen (Dorantes-Acosta
et al., 2012; Kim et al., 2015). Transkriptomanalysen haben gezeigt, dass die Reaktio-
nen der Pflanzen oft mit einer differenziellen Expression von mehreren hundert Genen
einhergehen kénnen. Die verdnderte Regulation der meisten dieser Gene beruht aber
wiederum auf sekundiren Mechanismen. Als ein Beispiel solcher sekundirer Effekte
sei hier nur die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (TFs) genannt (Lauria/Rossi,
2011). Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die an definierte DNA-Abschnitte binden
und dariiber die Expression von Genen regulieren. Wenn Transkriptionsfaktoren bei
verdnderten Umwelt-/Stressbedingungen unmittelbar durch Modifizierung epigeneti-
scher Markierungen aktiviert werden, kénnen sie die Expression vieler Gene verstar-
ken, deren epigenetischer Zustand selbst durch die duleren Einfliisse nicht direkt be-
einflusst wurde.

Fast alle der Umwelt-/Stress-bedingten epigenetischen Verdanderungen werden
nicht vererbt, sondern wieder zuriickgesetzt, sobald die duleren Bedingungen sich
normalisiert haben (Paszkowski/Grossniklaus, 2011; Pecinka/Mittelsten Scheid, 2012).
Diese Strategie hat den Vorteil, dass Umwelt-/Stress-induzierte AbwehrmaRnahmen
auch dann noch sinnvoll fiir den Organismus sein kdnnen, wenn diese die Gesamtfit-
ness beeintrachtigen und langfristig nachteilig wiren. Die Reversibilitat der epigene-
tischen Modifikationen bedeutet aber auch, dass epigenetische Verdnderungen und
deren Auswirkungen auf die Genexpression nur unter anhaltenden Umwelt-/Stressbe-
dingungen identifiziert werden kénnen. Dariiber hinaus ist die Nichtvererbbarkeit ein

Hemmschubh fiir die Pflanzenziichtung, Dennoch lassen sich auch hier, wie bereits oben
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beschrieben, differenziell exprimierte Gene identifizieren, die als Marker fiir die Prazi-
sionszucht genutzt werden kénnen.

4,54 Zichtung mithilfe epigenetischer Manipulationen: RADM-Technologie

Eine Ziichtungsstrategie, die epigenetische Verdnderungen direkt nutzt, basiert auf
einer gezielten De-novo-Methylierung von Genpromotoren. Hierfiir werden mithilfe
gentechnischer Methoden DNA-Sequenzen in pflanzliche Zellen eingebracht, die eine
Haarnadelstruktur aufweisen. Werden diese Haarnadelstrukturen transkribiert, wer-
den in den Zellen dsRNAs generiert, die Homologie zu Promotoren von gewiinschten
Zielgenen besitzen und eine RNA-dirigierte Methylierung der DNA bewirken. Durch die
dsRNA-induzierte RADM werden die Promotoren an symmetrischen und asymmetri-
schen Positionen spezifisch methyliert (Dalakouras et al., 2009), wodurch die Promotor-
aktivitit und damit die Expression der entsprechenden Gene inhibiert werden kann.!
Nach Selbstungen solcher transgenen Linien entstehen unter anderem auch Nachkom-
men, die die dsRNA-transkribierenden Transgene verloren haben (Auskreuzen). Bei
diesen Nachkommen bleibt aber die symmetrische CG-Methylierung in der Regel erhal-
ten und kann tiber mehrere Generationen an die Nachkommen weitergegeben werden
(Jones et al., 2001; Lunerova-Bedrichov4 et al., 2008; Dalakouras et al., 2012).

Es sei an dieser Stelle erwihnt, dass Pflanzen, die nach dem hier vorgestellten Ver-
fahren generiert wurden, derzeit unter die Regularien fiir gentechnisch verdnderte
Organismen (GVO) in der EU fallen.!” Eine europdische Expertenkommission (,,New
Techniques Working Group*)'® veréffentlichte kiirzlich eine Regulierungsempfehlung
fiir eine Reihe neuartiger Ziichtungstechniken - unter anderem die RADM-Technolo-
gie. Es galt zu kldren, wie Pflanzen, die mithilfe dieser neuen Technologien geziichtet
werden, jeweils einzustufen sind und ob sie moglicherweise, wie von der Expertenkom-
mission empfohlen, aus dem Geltungsbereich der GVO-Regularien herausgenommen
werden sollten.

Wie auch immer die Entscheidung der Europédischen Kommission sein wird, so soll-
te darauf hingewiesen sein, dass die RADM-Methode einigen Einschrankungen unter-
liegt. Es kénnen beispielsweise nicht alle Promotoren durch Methylierung inaktiviert
werden. Selbst wenn sie in Anwesenheit des RADM-auslésenden Transgens inaktiviert
werden, heif3t dies noch nicht, dass die Inaktivierung auch vererbt werden kann. Ein

16 Siehe auch Patentschrift ,Method for the production of a transgene-free plant with altered
methylation pattern®, WO 2010066343 A1.
17 Richtlinien 2001/18/EC und 2009/41/EC.

18 http://ec.europa.eu/food/plant/gmo/le
[Dher |

tion/plant breeding/index en:htm [13.07.2016].
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leicht nachvollziehbares Beispiel ist gegeben, wenn die Sequenz eines Promotors keine
oder nur sehr wenige CG-Paare besitzt. In diesem Fall wire seine Inaktivierung auf die
RdDM-vermittelte asymmetrische Methylierung zuriickzufithren, die nach der Aus-
kreuzung des RADM-Auslésers nicht an die nichste Generation weitergegeben wird.

Dennoch kann die RADM-Technologie genutzt werden, um Gene in Pflanzen still-
zulegen. Denkbare ziichtungsrelevante Anwendungen wiren beispielsweise die Inakti-
vierung von Genen, die die Fruchtreifung beeinflussen oder deren Produkte Allergien
auslosen. Wie oben beschrieben, ist die Identifikation von Genen, die unter natiirlichen
Gegebenheiten aufgrund ihrer Methylierung und/oder Chromatin-Struktur im Promo-
torbereich inaktiv vorliegen, durch die Applikation von chemischen Substanzen oder
die Charakterisierung von Mutanten relativ leicht zu bewerkstelligen. Dies steht im Ge-
gensatz zur Auffindung von Genen, die nattirlicherweise unmethyliert und in euchro-
matischen Strukturen eingebettet vorliegen, aber durch De-novo-Methylierung deakti-
viert werden konnten. Es ist deshalb erforderlich, das Potenzial der RADM-Technologie
fiir Gene individuell empirisch auszutesten. Dazu gehért sowohl die Analyse von Pro-
motoren, um herauszufinden, welche Regionen gegeniiber einer De-novo-Methylierung
oder einer Geninaktivierung besonders sensitiv sind, wie auch die Uberpriifung einer
moglichen Vererbbarkeit der Inaktivierung der entsprechenden Gene.

4,5.5 Ziichtung mithilfe epigenetischer Marker: Genome Editing

Auch wenn nicht alle Verfahren epigenetischer Manipulationen wegen ihrer Rever-
sibilitdt geeignet sind, neue Sorten zu ziichten, so kdnnen sie dennoch helfen, Gen-
funktionen aufzukliren. Wie oben bereits beschrieben, kénnen Riickschliisse gezogen
werden, welche Gene fiir die Auspragung von Phidnotypen verantwortlich sind. Diese
Kenntnisse sind nicht nur fiir die Prézisionszucht (siehe oben) unabdingbar, sondern
konnen heutzutage vor allem fiir das sogenannte ,,genome editing eingesetzt werden.
Unter ,,genome editing” versteht man innovative molekularbiologische Verfahren, mit
denen Mutationen punktgenau gesetzt werden kénnen. Zu den bedeutendsten Ver-
fahren, die heute zur Anwendung kommen, gehdren ,,clustered regularly interspaced
short palindromic repeats” (CRISPR)/Cas, ,,transcription activator-like effector nuclea-
ses” (TALEN) und ,,zinc finger nucleases” (ZFN) (Doudna/Charpentier, 2014; Boch, 2011;
Townsend et al., 2009). Mit allen drei Verfahren kénnten genomische Sequenzen, die
durch epigenetische Manipulationen als interessante Marker identifiziert wurden, edi-
tiert werden. Durch den Austausch oder die Deletion von nur einem Nukleotid inner-
halb der Gensequenz lieRe sich die entsprechende Genfunktion inhibieren. Anderseits

kénnen mit diesen Verfahren auch grifere Genabschnitte eingefiigt (Insertion) oder
@} |
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entfernt (Deletion) werden. Es wire somit machbar, Promotersequenzen, die epigene-
tisch regulierbar sind, durch solche zu ersetzen, die dies nicht sind.

Nicht unerwéhnt sollte die Moglichkeit bleiben, dass Gene, die bei epigenetischen
Regulationen eine wichtige Funktion haben (z. B. DNA-Methylasen), mithilfe der ,,geno-
me editing“-Systeme abgeschaltet werden konnen. Bisher war dies nur durch ungerich-
tete Mutationsverfahren wie chemische Mutagenese oder T-DNA-Insertionen moglich.
Dabei liegt die Trefferquote fiir ein bestimmtes Gen, in Abhingigkeit der GenomgrsRe,
bei einer unter 100.000 Pflanzen. Zudem liegt die Mutation dann {iblicherweise nur in
einem Allel vor, sodass die Produktion homozygoter Linien erforderlich ist. Alle drei
Verfahren des ,,genome editing® lassen sich theoretisch auf alle Pflanzenarten anwen-
den.

4,6 Fazit

Zusammenfassend kann zunéchst festgestellt werden, dass die Bedeutung epigeneti-
scher Genregulationen lange unterschitzt wurde. Heute weill man, dass sie wichtige
Aufgaben beim Imprinting, bei der Inaktivierung elterlicher Chromosomen, bei der
Ausbildung von Heterochromatin und beim ,,In-Schach-Halten" von Transposons iiber-
nehmen. Wir lernen erst langsam die Zusammenhinge zwischen Umwelteinfliissen,
DNA-Methylierung und Chromatin-Modifikationen zu verstehen. Aber gerade die Viel-
faltigkeit der Epigenetik erdffnet ein immenses Potenzial fiir die moderne Pflanzen-
ziichtung. Wie andere Organismen reagieren Pflanzen hiufig nur zeitlich begrenzt auf
bestimmte Ausldser wie beispielsweise auf biotische/abiotische Stresssituationen. Die
Gene, die an diesen transienten Reaktionen beteiligt sind, kdnnen heute identifiziert
werden, was die Méglichkeit erdffnet, sie entsprechend den gewiinschten Anforderun-
gen zu beeinflussen, sie zu inaktivieren oder ihre Expression zu verstédrken.
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