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1. Einleitung

Momentan besuche ich das Friedrichs-Gymnasium in Herford. Nach den Sommerferien
werde ich dort in die 12. Klasse gehen. Ich interessiere mich sehr fiir die Biologie, insbe-
sondere Molekularbiologie und Genetik.

Dieses Praktikum wurde mir durch die Teilnahme am Auswahlwettbewerb zur internatio-
nalen BiologieOlympiade durch den Forderverein der Biologieolympiade e.V. vermittelt.
Uber die Méglichkeit, ein solches Praktikum in einer Forschungsgruppe machen zu
kénnen bin ich sehr gliicklich, da ich auf diese Weise Einblicke in den wissenschaftli-
chen Alltag sowie Themengebiete erlangen konnte, wie sie Schiiler normalerweise nicht
erhalten.

Das Institut fiir Pflanzenziichtung, Saatgutforschung und Populationsgenetik arbeitet
schwerpunkméfig an der Optimierung konventioneller Zuchtmethoden, Qualitdts- und
Inhaltsstoffziichtung sowie die Anpassung von Nutzpflanzen an neue Einsatzmoglich-
keiten. Die Fachgruppe fiir Nutzpflanzenbiodiversitit und Ziichtungsinformatik hat das
Hauptziel, zu verstehen, wie Pflanzen sich an ihre Umwelt anpassen und die entspre-
chenden Gene zu identifizieren, die fiir Anpassung verantwortlich sind.

Abbildung 1: Das Gebéiude, in dem die Gruppe untergebracht ist

Wiéhrend meines Praktikums bestand meine Hauptaufgabe in der Durchfithrung eines
Experiments zur epigenetischen Vererbung bei Arabidopsis thaliana. Dazu untersuchte
ich die Keimungsrate von Samen, deren Mutterpflanzen aus verschiedenen Anbauten
stammten und jeweils entweder in einer kalten oder warmen kiinstlichen Umgebung auf-
gewachsen waren. Aus vorhergehenden Experimenten war hervorgegangen, dass Samen
von in Warme aufgewachsenen Individuen eine stirkere Dormanz zeigten als Samen von
im Kalten gewachsenen Eltern. In meinem Experiment sollte ich herausfinden, ob die
Dormanz auf DNA-Methylierung zuriickgeht, was eine epigenetische Modifikation dar-
stellen wiirde und durch die Zugabe einer Demethylierungsreagenz aufzuheben wire.
Weiterhin habe ich bei anderen Experimenten zugesehen oder geholfen und das Statis-
tikprogramm R kennen gelernt, mit dem ich die Diagramme erstellt habe, sowie das
Textverarbeitungsprogramm IKTEX, womit ich diesen Bericht verfasst habe.



2. Projektinformationen

Mein Projekt ldsst sich dem Gebiet der Evolutionsforschung/Epigenetik zuordnen.

2.1. Arabidopsis thaliana

Arabidopis thaliana (Ackerschmalwand) ist eine weit verbreitete Pflanzenart der Familie
der Kreuzbliitler (Brassicaceae), der auch viele fiir den Menschen wichtige Nutzpflan-
zen (beispielsweise Kohl, Brokkoli und Raps) angehéren. Auf Grund ihrer Eigenschaften
eignet sie sich gut als Modellorganismus.

Ihr Genom ist vollsténdig sequenziert und besteht aus 120.000 kbp, die etwa 20.000 Gene
bilden und auf 5 Chromosomen verteilt sind. Aus ihrer weitrdumigen Verbreitung resul-
tiert die Verfiigbarkeit vieler verschiedener Okotypen (=Akzessionen), die zur Forschung
genutzt werden konnen. In der Praxis sehr vorteilhaft ist die Tatsache, dass Arabidopsis
einen relativ kurzen Lebenszyklus von 6 Wochen hat, was die Wartezeiten gegeniiber
der Forschung an anderen Pflanzen verkiirzt.

Eine weitere Tatsache, die A. thaliana so geeignet macht, ist ihre geringe Grofie: Die
Blattrosette erreicht einen Durchmesser von 2 bis 10 Zentimetern, reife Pflanzen werden
15 bis 20 Zentimeter grof3. Die Bliiten sind 2 mm lang und produzieren oft mehrere hun-
dert Schoten mit insgesamt {iber 5000 Samen von je 0,5 mm Durchmesser. Sie kénnen
in Petrischalen oder Topfen im Gewichshaus oder Labor angezogen werden, wodurch
sie platzsparend zur Forschung verwendet werden konnen. Aulerdem ist A. thaliana zur
Selbstbestdubung fiahig, wodurch sich leicht rezessive Individuen ziichten lassen. Es sind
weiterhin viele Mutanten verfiigbar (Meinke et al., 1998)

Abbildung 2: A. thaliana, die Pflanze, deren Samen als Versuchsobjekt dienten
Quelle: http://en.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana

2.2. Epigenetik

Epigenetik ist die Erforschung erblicher Unterschiede der Genexpression und -funktion,
die nicht durch Veranderungen der DNA-Sequenz erklirt werden konnen (Richards, 2006;
Bird, 2007). Diese Verdnderungen werden durch verschiedene molekulare Mechanismen
bewirkt:



e DNA-Methylierung

e Verdnderung der Chromatinstruktur, v.a. durch acetytierung oder methylierung
von Histonproteinen

e nicht-codierende RNAs, besonders siRNAs und miRNAs (Rival et al., 2010)

In meinem Experiment habe ich mich mit DNA-Methylierung befasst, daher werde ich
nur diese hier genauer erldutern.

Das Enzym DNA-Methyltransferase ist in der Lage, Methylreste auf Cytidine in der
DNA zu iibertragen; diese werden dann zu Methylcytidin (Siehe Abbildung 3). Besonders
haufig werden Cytidine methyliert, auf die an néchster Stelle ein Guanin-Nucleotid folgt.
Durch die Symmetrie dieser Stellen kann die Methylierung bei der Replikation leicht auf
den Tochterstrang kopiert werden. Solche Stellen werden CpG (Cytosin-phosphatidyl-
Guanin) genannt, und Bereiche, in denen sich besonders viele CpGs finden, heilen CpG-
Inseln. Diese finden sich oft in Promotorregionen.

Die starke Methylierung eines Promotors ist haufig mit reduzierter Aktivitédt des betref-
fenden Gens verbunden, beispielsweise durch die Bindung von Proteinen an die methy-
lierten Stellen, wodurch sie den Promotor fiir Transkriptionsfaktoren blockieren (Siehe
Abbildung 4).

Der Grad der Methylierung ist Art- und Gewebespezifisch, und Methylierung spielt ei-
ne grofie Rolle bei der Differenzierung von Zellen im Laufe der Embrionalentwicklung.
Krebszellen haben oft ein verdndertes Methylierungsmuster (Fenaux, 2005).

Was die epigenetische Vererbung grundlegend von genetischen Prozessen unterscheidet,
ist, dass durch Umwelteinfliisse verursachte Verdanderungen vererbt werden kénnen; dies
stellt einen zusétzlichen, sehr direkten Weg fiir evolutive Verdnderungen dar.

(Richards (2006), Whitelaw and Whitelaw (2006), Kass et al. (1997), Graw (2010) und
Klug et al. (2007))
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Abbildung 3: 5-Methylcytidin unterscheidet sich von normalem Cytidin durch das Ersetzen
eines Wasserstoffatoms durch eine Methylgruppe am 5. Kohlenstoffatom

2.3. Keimruhe

Die Keimruhe (Samenruhe, Dormanz) ist ein Zustand der Samen, in dem Wachstum und
Entwicklung eingestellt sind und die Stoffwechselrate sehr gering ist. Sie kénnen auf diese
Weise lange Zeiten mit schlechten Umweltbedingungen iiberdauern, wie beispielsweise
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Abbildung 4: Die Genexpression wird durch die Methylierung der DNA in einer Promotor-
region verhindert
Quelle: http://www.ncc.go.jp/en/nccri/divisions/14carc/14carc01_1.html

lange Trockenperioden in der Wiiste. Die Dormanz wird durch von Art zu Art variierende
Lebensbedingungen beendet, manche Arten behalten die Dormanz sogar bei giinstiger
Umgebung bei und brechen sie erst bei bestimmten Umweltreizen. Dadurch erhéhen
sich fiir den Samen die Chancen, dass die Keimung unter Bedingungen stattfindet, die
ein Uberleben der Pflanze wahrscheinlich machen. Beispiclsweise keimen Samen in der
Wiiste nicht bereits bei kleinen Schauern, sonder nur nach starkem Regen aus. Auflerdem
wird ein Keimen der Samen noch in der Frucht verhindert. (Neil A. Campbell, 2009)

2.4. Vorrausgegangene Experimente

In einem vorausgehenden Versuch wurden Pflanzensamen aus 3 verschiedenen Akzes-
sionen unter unterschiedlichen Bedingungen aufgezogen: Entweder in der Kiihlkammer
bei 4°C und Kurztagsbedingungen (8 h Licht/16 h Dunkelheit) oder im Gewichshaus
bei einem Temperaturzyklus von 21°C/ 16 °C und Langtagsbedingungen (16 h Licht/8
h Dunkelheit). Bei der anschlieBenden Aussaat der Samen dieser Pflanzen fiel auf, dass
die Samen, deren Eltern im kalten aufgewachsen waren, stirker keimten als jene von
Elternpflanzen aus dem Gewéchshaus (Siehe Abbildung 5). Da dieser Unterschied in-
nerhalb nur einer Generation entstand, ist es nicht méglich, dass er durch Mutation und
Selektion hervorgerufen wurde. Aus diesem Grund ist eine epigenetische Ursache wahr-
scheinlich.

Ob jedoch die Temperatur alleine fiir die Unterschiede in der Keimungsrate verantwort-
lich war, ist nicht zu sagen, da sich die beiden Standorte noch durch weitere Fakto-
ren voneinander unterschieden. Dies beeintrachtigt die weiteren Untersuchungen jedoch
nicht.

In einem anderen Versuch wurden dormante Samen mit verschiedenen Konzentrationen



Auswirkung von unterschiedlicher Temperatur auf die
Keimung der Tochtergeneration

10

08

06

Keimung (Prozent)

02

00 o JE

Maternaltreatment

Abbildung 5: Samen mit im kalten aufgewachsenen Eltern (k) keimten stirker als Samen von
Elternpflanzen, die im warmen aufwuchsen (w)
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Abbildung 6: Auswirkung von 5-Azacytidin auf die Keimungsrate

von 5-Azacytidin behandelt. Auf Basis der Ergebnisse lief} sich ein Einfluss von Azacyti-
din auf die Keimung der Nachkommen von in Kélte aufgewachsenen Plfanzen vermuten
(S. Abbildung 6). Ob dieses Ergebnis reproduzierbar ist habe ich in meinem Experiment
iiberpriift.

3. Material und Methoden

3.1. Wirkung von 5-Azacytidin

5-Azacytidin (S. Abbildung 7) ist ein Basenanalogon, welches anstelle von Cytidin in
die DNA eingebaut werden kann (Klug et al., 2007).
Dadurch wird die DNA-Methyltransferase irreversibel gehemmt: Bindet sie an eine CpG-



Region um das unmethylierte 5-Azacytidin entsprechend dem methylierten Cytidin des
Mutterstrangs zu methylieren, so wird sie irreversivel gebunden und somit der Zelle
entzogen. Auf diese Weise wird schon bei geringer Konzentration von eingebautem Aza-
cytidin nahezu der gesamte Gehalt der Zelle an DNA-Methyltransferase inaktiviert, und
es kann keine Methylierung mehr stattfinden. Dadurch kommt es in der Zelle zu Hy-
pomethylierung (Creusot et al., 1982), was zu gesteigerter Transkription fiihrt. Dieser
Effekt tritt jedoch nur nach mehreren Replikationen der DNA auf, da nur durch den
Einbau von Azacytidin in DNA-Striange wiahrend der Replikation eine Hemmung der
Methyltransferase stattfinden kann.

Da Azacytidin in Wasser gelost instabil ist wird es gefroren aufbewahrt.
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Abbildung 7: Bei 5-Azacytidin ist das 5. Kohlenstoffatom des Cytidins durch ein Stickstof-
fatom ersetzt

3.2. Keimungsexperiment

Um herauszufinden, ob 5-Azacytidin in der Lage ist, durch Demethylierung der Samen-
DNA die Dormanz zu beenden, haben wir Samen der drei verschiedenen Akzessionen
ausgesaht, die bereits im vorhergehenden Versuch verwendeten wurden (36 (,,dog-4¢,
Tiirkei, 38. Breitengrad, 1475m iiber Normalhéhenull), 61 (,xanl“ Aserbaidschan, 38.
Breitengrad, 7m ii. NHN) und 67(,,bur-0“aus Schottland, 58. Breitengrad, 7m ii. NHN)).
Ihre Elternpflanzen sind zum einen Teil unter Kélte-, zum anderen unter Warmebehand-
lung gewachsen.

Die Samen wurden zu je 25 in Petrischalen auf Filterpapier in Anzuchtschrinken (ge-
nannt ,,GroBanks“) inkubiert, welche eine méglichst konstante Umgebung schufen, die
den Einfluss von Umweltfaktoren auf das Ergebnis gering halten sollte. Sie wurden auf
Langtagsbedingungen (16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit), einen Temperaturzy-
klus von 21°C/ 19°C sowie 100% Leuchtkraft der Fluoreszenzlampen und Rotlichtlam-
pen eingestellt. Neben den Petrischalen haben wir auch noch Schalen mit Wasser in die
Schrianke gestellt, um die Luftfeuchtigkeit zu erhchen. Desweiteren wurden die Petri-
schalen zusétzlich in den drei Schrénken zufillig platziert, um noch mogliche kleinste
Umweltunterschiede, die das Ergebnis beeinflussen kénnten, zu vermeiden.

Zur Herstellung der Azacytidinlosung wurde zuerst eine kleine Menge der Stammlésung
aufgetaut. Um 230 ml einer 2mM Losung zu erhalten haben wir auf 230 ml dest. Wasser
460 pl Azacytidin-Stammlosung gegeben. Jeder Ansatz wurde anschlieffend mit entweder
5 ml Azacytidinlosung oder 5 ml destiliertem Wasser befeuchtet. Immer, wenn wir mit



Azacytidin gearbeitet haben, haben wir dies mit Handschuhen und unter dem Abzug
gemacht, da es giftig ist.

Da wir von jeder Behandlungskombination 7 Replikate gemacht haben, wurden insge-
samt 84 Ansitze benotigt (siehe Tabelle 1).

Accessions Maternal Treatments |Treatments Replicats All

Tabelle 1

Das Sammeln von Ergebnisdaten begann am 3. Tag nach dem Aussdhen der Samen. Es
wurde jeden Tag in jedem Ansatz gezdhlt, wie viele der Samen gekeimt waren; dabei
habe ich mir als Kriterium gesetzt, dass griine Teile sichtbar sein miissen.

Ab dem 2. Tag habe ich die ausgetrockneten Petrischalen wieder mit dest. Wasser be-
feuchtet. Als jedoch die Trockenheit das Ergebnis des Experiments bereits absehbar
verfélscht hatte (vgl. Ergebnisse und Diskussion) haben wir nicht weiter gemessen und
beschlossen, den Versuch noch einmal zu starten.

e

(a) Die Petrischalen im Anzuchtschrank (b) Auszéhlen der gekeim-

ten Samen

Abbildung 8

3.3. Wiederholung des Keimungsexperiments

Da der erste Versuch keine brauchbaren Daten geliefert hat, haben wir ihn noch einmal
durchgefiihrt, diesmal jedoch einige Verbesserungen vorgenommen.

Da kein anderer Raum verfiigbar war, haben wir die Pflanzen wieder in die Anzucht-
schrinke gestellt, jedoch die Lichtstirke auf 50% der Fluoreszenzlampen reduziert und



die Rotlichtlampen ganz ausgeschaltet. Die Temperaturen wurden leicht auf 20°C/ 19°C
gesenkt und die Tag- und Nachtldnge auf je 12 Stunden angepasst. Diese Bedingungen
entsprechen eher der natiirlichen Keimungszeit von A. thaliana, dem Friihling.

Die Verédnderungen dienen alle zur Senkung der Verdunstung, die zum einen durch die
Wiérme der Lampen bewirkt wird, als auch die starke Luftzirkulation, welche die An-
zuchtschrianke zur Abfithrung der produzierten Wéarme durchfithren. Auflerdem haben
wir alle Petrischalen mit Parafilm versiegelt, um ein Entweichen der Feuchtigkeit zu ver-
hindern.

Aus Griinden der Sparsamkeit haben pro Petrischale nur noch 20 Samen geséht, ansons-
ten sind wir vorgegangen wie bei der ersten Versuchsdurchfiihrung.

Am 3. Tag nach der Aussaat haben wir die erste Zihlung durchgefiihrt und die Be-
handlung mit Azacytidin wiederholt. Dazu haben wir zuerst die alte Fliissigkeit abge-
saugt, und dann wieder 5 ml der gleichen Azacytidin-Kontentration hinzugefiigt, wie
am Anfang. Bei den Kontrollen haben wir je 1 ml Wasser nachgefiillt, um den Verlust
auszugleichen und einem erneuten Austrocknen vorzubeugen, da wir die Petrischalen
zwischen den Messungen nicht erneut mit Parafilm verschlossen haben.

Die zweite Zahlung haben wir am 6. Tag nach der Aussaat durchgefiirt. Auflerdem ha-
ben wir diesmal die Zahl der nicht gekeimten Samen ermittelt, damit die Keimung in
Prozent angegeben werden konnte.

Die gesammelten Daten, ebenfalls die von der ersten Durchfiihrung, habe ich anschlieend
mit R analysiert.

3.4. DNA-Extraktion

Um die DNA-Methylierung von bereits gewachsenen Pflanzen der gleichen Samen, mit
denen auch ich gearbeitet habe, genauer zu analysieren, sollte noch eine HPLC durch-
gefiihrt werden. Dafiir musste DNA aus den betreffenden Pflanzen extrahiert werden.
Die HPLC haben wir am Ende nicht durchgefiihrt, da dies nun doch in Zusammenarbeit
mit einem Professor aus Nimwegen geschehen soll. Trotzdem haben wir DNA aus den
Pflanzen isoliert und in einem Gel laufen lassen.

Wir haben dafiir das ,,ISOLATE Plant DNA Mini Kit“ von Bioline verwendet.

Zuerst miissen 120 -180 mg Blattmaterial homogenisiert und mit Lysepuffer versetzt
werden, um die Zellen zu zerstoren und an die DNA zu gelangen. Anschlieend wird
eine RNase zugegeben, um die im Ergebnis unerwiinschte RNA zu zerkleinern und die
Probe kurze Zeit bei 65 °C inkubiert. Danach wird ein anderer Puffer zur Ausfiallung der
DNA hinzugegeben, die Probe 5 Minuten auf Eis inkubiert und danach zentrifugiert,
um das Pflanzenmaterial von der Fliissigkeit zu trennen. Diese wird auf eine Filtersadule
gegeben, die zum ,,Sieben“ der Probe dient; daher wird sie verworfen und das Filtrat,
welches die DNA enthilt, weiterverwendet. Es wird ein weiterer Puffer (,,binding buf-
fer) hinzugegeben und die Mischung auf eine weitere Siaule pipettiert, deren Membran
Nucleinsduren auf Grund ihrer Ladung bindet. Es wird erneut zentrifugiert, das Fil-
trat verworfen, da die DNA ja in der Saule ist, und noch zwei mal unter Zugabe eines
Waschpuffers zentrifugiert und jeweils das Filtrat verworfen. Im folgenden wird die DNA
durch Zugabe eines Elutionspuffers von der Membran gelost und findet sich nach dem
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abzentrifugieren folglich im Uberstand.

3.5. Gelelektrophorese

Die aus den Pflanzen gewonnene DNA haben wir in einem Gel laufen lassen um zu
iiberpriifen, ob die Extraktion erfolgreich war.

Dazu wurde zunéchst ein Gel gegossen, wofiir wir 0,56g Agarose in 70 ml TAE-Puffer
(Tris-Acetat-EDTA-Puffer) gelost haben. Diese geringe Konzentration wurde gewéhlt,
da es sich um grofle DNA-Molekiile handelte, die ein weiches Gel erfordern.

Die 4 DNA-Proben wurden je zwei mal verwendet, da wir ein mal 5 und ein mal 10ul
DNA aufgetragen haben, so dass insgesamt 8 Proben ins Gel geladen wurden und zusétz-
lich 2 DNA-Leitern als Marker. Zu der DNA wurden 2ul Ladepuffer gegeben und die
Proben mit Wasser auf 20ul aufgefiillt. Der Ladepuffer enthélt GelRed zum anfiarben
der DNA. Dies ist eine Alternative zu Ethidiumbromid; es ist ungiftig, macht die DNA
aber genau so gut unter UV-Licht sichtbar.

4. Ergebnisse

4.1. Keimungsexperiment 1

Die Anzahl der gekeimten Samen ist in Abbildung 9 in absoluten Zahlen dargestellt. Dies
ist nicht optimal, da sich auf Grund kleiner Fehler, die bei der geringen Samengréfie un-
vermeidbar waren, nicht immer gleich viele Samen in jeder Petrischale befanden. Da
das Experiment jedoch abgebrochen wurde, haben wir die restlichen Samen nicht mehr
gezahlt, weswegen keine prozentualen Angaben méglich sind.

Die Striche zeigen den Standardfehler an. Der Buchstabe hinter der Nummer der Akzes-
sion steht fiir das Maternaltreatment. Im Anhang sind die detaillierten Messergebnisse
in einer Tabelle aufgefiihrt.

4.2. Keimungsexperiment 2

Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse der zweiten Durchfiithrung des Experiments. Die ge-
nauen Zahlen finden sich im Anhang.

4.3. Gelelektrophorese

Abbildung 11 zeigt das entstandene Bild des Gels. Der Buchstabe steht fiir die Probe
und die Zahl fiir entweder 5 oder 10ul eingesetzter DNA-Probe.

5. Diskussion

Die Hypothese zum Versuchsergebnis war, dass durch die Demethylierung durch das
Azacytidin die Keimungsrate der Pflanzen mit warmer Maternalbehandlung steigt; dies

11
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Abbildung 9: Ergebnis der ersten Versuchsdurchfithrung

spriche dafiir, dass die Dormanz der Samen auf stirkere Methylierung zuriick geht und
5-Azacytidin in der Lage ist, diese aufzultsen.

5.1. Keimungsexperiment 1

Im Diagramm erkennbar sind die sich oft {iberschneidenden Fehler, und auch in der
ausfiihrlichen Tabelle kann man starke Unterschiede zwischen den Ansétzen mit glei-
chem Treatment sehen. Das zeigt, wie stark die Trockenheit einiger Petrischalen das
Ergebnis beeinflusst hat, und lésst keine Riickschliisse auf die Dormanz der Samen oder
deren Aufhebung zu.

Jedoch ist tendenziell zu erkennen, dass die Samen der Akzession 67 am stérksten keimen,
sowie diejenigen mit kaltem Maternaltreatment mehr als solche mit warmem Maternalt-
reatment. Dieses Ergebnis war nach den vorherigen Versuchen auch vorherzusehen.

5.2. Keimungsexperiment 2

In der Grafik ist erkennbar, dass der Fehler geringer ist als bei Versuch 1; dies ist auch
an den Zahlen in Tabelle 3 ersichtlich. Aulerdem ist der Unterschied zwischen kalten
und warmem Maternaltreatment sehr deutlich. Es zeigt sich jedoch kein Unterschied
zwischen der Behandlung mit Azacytidin oder Wasser.

Das bedeutet, dass die Methylierung der Samen-DNA durch Azacytidin nicht aufgeho-
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Abbildung 10: Ergebnis der zweiten Versuchsdurchfithrung
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Abbildung 11

ben wird. Erklédrbar ist dieses Ergebnis anhand der Eigenschaften von Azacytidin: es
entfaltet seine hemmende Wirkung nur, wenn Replikation stattfindet. Dies ist in einem
dormanten Samen jedoch nicht der Fall, daher bleibt die Behandlung ohne Wirkung. In
dem vorhergegangenen Versuch war das Ergebnis also wahrscheinlich Zufall, der aus der
geringen Probengrofle resultierte. Fiir das Ergebnis des Experiments bedeutet das, dass
wir herausgefunden haben, dass 5-Azacytidin keine Auswirkung hat, jedoch ist ein Riick-
schluss darauf, dass der Unterschied nicht durch Methylierung entsteht, nicht méglich.

Um dennoch die Rolle der epigenetischen Modifikation durch Methylierung untersuchen
zu konnen, sind weitere, aufwéndigere Versuche notwendig, bei denen bereits die Mut-
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terpflanze mit Azacytidin behandelt wird, so dass die Samen bereits demethyliert gebil-
det werden. Hierzu miisste man dhnlich wie bei unseren Versuchen Pflanzen (moglischst
mehrere unterschiedliche Akzessionen) wéhrend ihres Wachstums und der Samenbildung
entweder mit 5-Azacytidin oder als Vergleich mit Wasser behandeln und deren Samen
anschliefend auf ihr Keimverhalten untersuchen.

5.3. DNA-Extraktion und Gelelektrophorese

Offensichtlich ist nur in Ansatz ,,Ay*“ iiberhaupt DNA mit grofler Molekiilgrofle vorhan-
den, davon jedoch, der Dicke der Bande nach zu schlieflen, auch nur eine geringe Menge.
Zu erkldren ist dieses Ergebnis dadurch, dass die langen DNA-Féden wahrscheinlich
durch DNasen zerkleinert wurden. Diese sind vermutlich durch unsauberes und lang-
sames Arbeiten in die Proben gelangt, auflerdem haben wir frisches Pflanzenmaterial
verwendet; normalerweise benutzt man fiir Extraktionen getrocknetes oder gefrorenes
Material, damit die Enzyme zerstort werden. Auf Grund der geringen Gréfle der Pflan-
ze stand weiterhin nur wenig Blattmaterial zur Verfiigung. Die DNA wurde auch beim
haufigen zentrifugieren, pipettieren und durch die Verwendung von Filtersdulen zusétz-
lich belastet.

Festzuhalten ist also, dass man bei der Extraktion von DNA sehr sauber und vorsichtig
arbeiten muss, um hochmolekulare DNA zu gewinnen.

6. Fazit

Das Praktikum hat mir sehr gut gefallen, da ich auf diese Weise viele Einblicke in
das Wissenschaftlerleben erlangen und Fachbereiche kennenlernen konnte, mit denen
ich mich bislang kaum auseinandergesetzt hatte. Dass der Bereich der Epigenetik ein so
aktuelles und neues Forschungsgebiet ist hat mich sehr fasziniert. Auch die Einfiihrung in
die Programme R und ETEXwar fiir mich spannend, da ich bislang keinerlei Informatik-
Kenntnisse hatte und somit in einen komplett neuen Bereich reinschnuppern konnte.
Neben all den fachlichen Erkenntnissen habe ich gelernt, dass man als Wissenschaftler
viel Geduld haben muss, Experimente selten so laufen wie man sie geplant hat und
dass man erstaunlich viel Zeit am Computer verbringt. Diese Erfahrungen werden mir
bestimmt bei der Entscheidung iiber meine Zukunft helfen.

Die freundliche Atmosphére in der Arbeitsgruppe war sehr angenehm und ich habe mich
die meiste Zeit gut betreut gefiihlt.

Daher mdéchte ich mich nochmals bei der ganzen Arbeitsgruppe unter der Leitung von
Professor Karl Schmid bedanken, insbesondere bei meinem Betreuer Christian Lampei
sowie bei Toni Gofimann, der das Praktikum organisiert hat. Dem Forderverein der
Biologieolympiade e.V. danke ich fiir die Ermoglichung des Praktikums.

14



Literatur

Bird, A. (2007). Perceptions of epigenetics. Nature, 447(7143):396-398.

Creusot, F., Acs, G., and Christman, J. K. (1982). Inhibition of dna methyltransferase
and induction of friend erythroleukemia cell differentiation by 5-azacytidine and 5-
aza-2’-deoxycytidine. J Biol Chem, 257(4):2041-2048.

Fenaux, P. (2005). Inhibitors of dna methylation: beyond myelodysplastic syndromes.
Nat Clin Pract Oncol, 2 Suppl 1:536—-544.

Graw, J. (2010). Was ist genetik? Genetik, pages 1-16.

Kass, S. U., Pruss, D., and Wolffe, A. P. (1997). How does dna methylation repress
transcription? Trends Genet, 13(11):444-449.

Klug, W., Cummings, M., Spencer, C., Thomm-Reitz, F., and Thomm, M. (2007). Gene-
tik: mit diber 560 Abbildungen. Pearson Studium, an Imprint von Pearson Education.

Meinke, D. W., Cherry, J. M., Dean, C., Rounsley, S. D., and Koornneef, M. (1998).
Arabidopsis thaliana: a model plant for genome analysis. Science, 282(5389):662,
679-662, 682.

Neil A. Campbell, J. B. R. (2009). Biologie. Pearson Studium, an Imprint von Pearson
Education.

Richards, E. (2006). Inherited epigenetic variationrevisiting soft inheritance. Nature
Reviews Genetics, 7(5):395-401.

Rival, A., Beulé, T., Aberlenc Bertrossi, F., Tregear, J., Jaligot, E., and Henry, Y. (2010).
Plant epigenetics: From genomes to epigenomes. Notulae Botanicae Horti Agrobotanici
Cluj-Napoca, 38(2):09-15.

Whitelaw, N. C. and Whitelaw, E. (2006). How lifetimes shape epigenotype within and
across generations. Hum Mol Genet, 15 Spec No 2:R131-R137.

15



A. Anhang

Akz,mattreat,treat Name Keimung Akz,mattreat,treat Name Keimung

36,w,wasser al 1 61 w,aza gl 0
36,w,wasser a2 0 61,w,aza g2 0
36,w,wasser a3 0 61,w,aza g3 2
36,w,wasser a4 0 61, w,aza g4 0
36,w,wasser a5 1 61,w,aza g5 5
36,w,wasser ab 0 61, w,aza g6 0
36,w,wasser a’ 0 61,w,aza g7 0
36,k,wasser b1 6 61,k,aza hi 4
36,k , wasser b2 6 61 k,aza h2 ol
36,k,wasser b3 6 61 k,aza h3 7
36,k ,wasser b4 0 61 ,k,aza h4 8
36,k,wasser b5 2 61,k,aza h5 9
36,k,wasser b6 5 61,k,aza hé 0
36,k wasser b7 6 61 k,aza h7 7
36,w,aza cl 5 67,w,wasser il 0
36,w,aza c2 4 67,w, wasser i2 0
36,w,aza c3 5 67,w, wasser i3 0
36,w,aza c4 2 67,w, wasser i4 1
36,w,aza 5 2 67,w, wasser i5 2
36,w,aza 6 5 67,wW,wasser i6 3
36,w,aza c 2 67,w, wasser i7 4
36,k,aza di 0 67,k wasser jl 21
36,k,aza d2 0 67, k, wasser j2 22
36,k,aza d3 1 67,k wasser 13 13
36,k,aza d4 1 67,k ,wasser i4 19
36,k,aza d5 0 67 k wasser i5 10
36,k,aza dé 1 67,k,wasser i6 16
36,k,aza d7 0 67,k,wasser i7 19
61,w,wasser el 2 67,w,aza ki 8
61,w,wasser e2 0 67,w,aza k2 12
61,w,wasser e3 2 67,w,aza k3 0
61,w,wasser e4 0 67,w,aza k4 7
61,w,wasser eb 0 67,w,aza k5 6
61,w,wasser e6 8 67,w,aza k6 8
61,w,wasser e7 0 67,w,aza k7 11
61,k wasser fl 11 67,k,aza 11 37
61,k ,wasser f2 0 67, k,aza 12 1
61,k ,wasser f3 14, 67, k,aza 13 17
61, k, wasser f4 10 67 k,aza 14 17
61k, wasser f5 4 67 k,aza 15 22
61,k ,wasser f6 0 67 k,aza 16 18
61,k ,wasser f7 4 67, k,aza 17 9

Tabelle 2: Ergebnis 1

16



Akz,mtreat,treat Name KeimungSamen % Akz,mtreat,treat Name Keimung Samen %

36,w,wasser al 1 22| 4,55| |61,w,aza gl 4 20 20
36,w,wasser a2 3 22| 13,6] |61,w,aza g2 4 22| 18,18
36,w,wasser a3 2 17] 11,8 |61,w,aza g3 3 22| 13,64
36,w,wasser a4 5 20| 25| |61,w,aza g4 3 18] 16,67
36,wW,wasser a5 0 19 0| |61,w,aza g5 2 19] 10,53
36,w,wasser ab 4 22| 18,2| |61,w,aza g6 6 21| 28,57
36,w,wasser a7 3 16{ 18,8 [61,w,aza g7 5 20 25
36,k ,wasser b1 8 19| 42,1| |61,k,aza hi 13 18| 72,22
36,k , wasser b2 7 20| 35] [e1,k,aza h2 18 19( 94,74
36,k,wasser b3 5 20| 25] |61,k,aza h3 14 17| 82,35
36,k,wasser b4 16 21| 76,2| [61,k,aza h4 19 23| 82,61
36,k wasser b5 13 18] 72,2| |61,k,aza h5 20 20[ 100
36,k,wasser b6 7 14| 50| |61,k,aza hé 26 28| 92,86
36,k wasser b7 8 17147,1| |61,k,aza h7 15 21 71,43
36,w,aza cl 4 23| 17,4| |67,w,wasser il 4 19| 21,05
36,w,aza c2 4 21| 19| |67,w,wasser i2 7 19( 36,84
36,w,aza c3 2 20| 10| |67,w,wasser i3 7 20 35
36,w,aza c4 2 22| 9,09] |67,w,wasser i4 3 16| 18,75
36,w,aza c5 6 20| 30| |67,w,wasser i5 7 19| 36,84
36,w,aza c6 1 19| 5,26| |67,w,wasser i6 7 21| 33,33
36,w,aza c/ 0 20 0| |67,w,wasser i7 5 19] 26,32
36,k,aza di 8 20| 40| |67,k wasser il 18 19( 94,74
36,k,aza d2 13 21| 61,9| |67,k wasser j2 18 20 90
36,k,aza d3 11 23[47,8| [67,k wasser i3 17 18] 94,44
36,k,aza d4 11 19| 57,9| |67, k,wasser i4 19 19| 100
36,k,aza d5 17 21| 81] |67,k,wasser i5 10 10 100
36,k,aza dé 13 19| 68,4| |67,k wasser i6 17 18( 94,44
36,k,aza d7 12 21| 57,1| |67,k wasser i7 18 21| 85,71
61,w,wasser el 3 22| 13,6| |67,w,aza ki 12 20 60
61,w,wasser e2 1 18| 5,56| [67,w,aza k2 3 18] 16,67
61,w,wasser e3 1 18| 5,56| [67,w,aza k3 5 20 25
61,w,wasser ed 3 19( 15,8 [67,w,aza k4 6 20 30
61,w,wasser e5 3 18| 16,7 [67,w,aza k5 2 17| 11,76
61,w,wasser eb 1 20 5| |67,w,aza k6 6 19( 31,58
61,w,wasser e7 3 23| 13| |67,w,aza k7 4 20 20
61,k wasser fl 17 21| 81| [67,k,aza 11 20 21| 95,24
61,k wasser 2 12 20 60| [67,kaza 12 21 21| 100
61,k,wasser 3 18 21| 85,7| [67,k,aza I3 16 16| 100
61,k ,wasser f4 13 20| 65| |67,k,aza 14 20 22| 90,91
61,k,wasser f5 15 21| 71,4| [67,k,aza 15 13 14| 92,86
61,k ,wasser f6 15 17| 88,2| |67,k aza 16 17 20 85
61k, wasser f7 16 18] 88,9| |67,k,aza 17 19 19( 100

Tabelle 3: Ergebnis 2
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