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Zusammenfassung

Weist das Genom eines Organismus einen Defekt in einem bestimmten Gen auf, der
dessen Funktion komplett aufhebt, spricht man von einer sogenannten Knockout-
Mutante. Diese sind ein unentbehrliches Werkzeug fiir die reverse Genetik, denn aus
der Beobachtung der Mutante lassen sich Riickschliisse auf die Funktion des defek-
ten Gens ziechen. Die GABI-Kat-Kollektion wurde zu dem Zweck entwickelt, Zugriff
auf knapp 72.000 potentiell interessante Knockout-Linien in Arabidopsis thaliana
anzubieten. Zur Generierung der Linien wurde die durch Agrobacterium tumefaciens
vermittelte Transformation verwendet, bei der ein Teil des Tumor-induzierenden
(Ti)-Plasmids, die T-DNA, in das Genom des Wirts-Organismus an einer zufélligen
Stelle stabil integriert wird und aufgrund ihrer Gréfie zum vollsténdigen Knockout
eines dort kodierten Gens fithren kann. Ein grofler Vorteil gegeniiber anderen Me-
thoden zur Generierung von Knockouts ist, dass die Sequenz der integrierten T-
DNA bekannt ist. So lassen sich Primer erstellen, mit denen Flanking Sequence
Tags (FSTs) sequenziert werden konnen, die zur Insertion benachbarte Sequenzen
beinhalten. Durch Analyse der Sequenzierergebnisse lassen sich Riickschliisse auf
den genauen Ort der Insertionen ziehen. Forscher konnen eine GABI-Kat Linie
bestellen, die eine fiir sie interessante Insertion enthélt. Daraufhin wird iiber eine
kldrende PCR und nachfolgende Sequenzierung die Anwesenheit der Insertion be-
statigt und die Samen schliefilich an den Besteller versendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden innerhalb des GABI-
Kat Projektes etabliert, um die Anzahl der bestétigten Insertionen zu erhchen.
Diese Methoden umfassten eine exaktere Vorhersage der FST-basierten Insertions-
position, die Einfithrung von Kontaminationsgruppen, um die richtige Linie unter
identischen Vorhersagen in verschiedenen Linien zu identifizieren und die Aufkla-
rung von schwerwiegenden Fehlern in der Zuordnung von FSTs. Aulerdem wurden
zwei Methoden zur Steigerung der Zuverldssigkeit von Analysen in paralogen Be-
reichen des Genoms entwickelt. Dies umfasste zum Einen paraloge Gruppen zur
Aufklarung von Mehrdeutigkeiten in den Insertions-Vorhersagen und zum Anderen
die Entwicklung eines Werkzeugs zur Generierung von eindeutigen Primern im Ge-
nom von A. thaliana. Diese Mafinahmen fiithrten zu einem signifikanten Anstieg der
Bestétigungsrate, die angibt, wie viele Insertionen experimentell bestétigt werden
konnten von 78 % auf fast 88 %. Sie trugen maflgeblich dazu bei, dass moglichst
viele Forscher die fiir sie interessanten Linien erhalten und unterstiitzten damit den
wissenschaftlichen Informationsgewinn.

Aufgrund von Duplikationen und daraus resultierenden paralogen Genen im Ge-



nom von A. thaliana fithren deren Knockouts in vielen Fillen nicht zwangsldufig
zu einem sichtbaren Phénotyp. Durch mindestens eine zweite intakte Kopie, die
die Funktion des defekten Gens teilweise oder komplett iibernehmen kann, blei-
ben mogliche Auswirkungen des Knockouts oft unbemerkt. Um dieses Problem zu
adressieren, wurde in dieser Arbeit eine Liste homologer Gene in A. thaliana be-
rechnet anhand derer {iberpriift werden kann, ob der Knockout mehrerer Gene bei
der Untersuchung eines Gens erforderlich ist. Anhand dieser Liste wurden 200 Dop-
pelmutanten fiir vielversprechende Kandidaten-Paare durch Kreuzungen generiert.
Bei der visuellen Analyse dieser Doppelmutanten zeigte sich eine deutliche Zunah-
me der beobachtbaren Phéanotypen gegeniiber Einzelmutanten. Die Informationen
zu den Doppelmutanten und die Liste homologer Gene sind iiber eine im Internet
verfiighare Benutzerschnittstelle verfiigbar, die im Rahmen dieser Arbeit entwickelt
wurde.

Auf Basis einer groflen Anzahl von Sequenzen, die aus der Bestéitigung einzelner
Insertionen in GABI-Kat stammen, konnten gemeinsame Charakteristika von T-
DNA Insertionen aufgezeigt werden. Die Integration der T-DNA fiihrt fast immer
zu einer Verdnderung der Ursprungssequenz in Form von kleineren Deletionen (ca.
1-50 bp) und kleineren Duplikationen (ca. 1-10 bp). In seltenen Fillen wurden auch
Inversionen und grofie Deletionen von mehreren Kilobasen beobachtet. Am Uber-
gang zwischen T-DNA und Kerngenom von A. thaliana finden sich normalerweise
kiirzere Bereiche von Mikrohomologie, die in Einzelfdllen bis zu 20 bp grof} sind,
oder ein Filler, dessen Ursprung in den meisten Féllen im Genom von A. thaliana
zu finden ist und der wiederum oft kurze Bereiche von Mikrohomologie zur je-
weils benachbarten Sequenz aufweist. Des Weiteren ist die T-DNA haufig um eini-
ge Basen beziiglich der erwarteten Schnittstelle in der Border verkiirzt. Alle diese
Eigenschaften einer T-DNA Insertion deuten darauf hin, dass die Integration der
T-DNA hauptséchlich mit Hilfe des Reparaturmechanismus Non-Homologous End-
Joining (NHEJ) stattfindet. Aber auch die Beteiligung anderer Reparaturmechanis-
men wie Microhomology-Mediated End-Joining und Synthesis-Dependant
Strand-Annealing (SDSA)) ist wahrscheinlich. Diese Annahmen konnten in dieser
Arbeit erstmals mit einer grofien Fallzahl untersucht und belegt werden.
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Einfiihrung

Seit der Sequenzierung des Genoms der Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana)
im Jahr 2000 ist eine der Schliisselaufgaben zum weiteren Verstédndnis des Genoms
die Erforschung der Funktionen der darin kodierten Gene. Zu diesem Zweck sind
Linien, in denen ein Defekt in einem Gen vorliegt (Knockouts), ein wichtiges Werk-
zeug. Verschiedene Projekte in der Pflanzenforschung haben deshalb versucht, das
Genom von A. thaliana mit Mutanten fiir moglichst alle Gene abzudecken. Das
am haufigsten zur Umsetzung verwendete Werkzeug ist die mittels Agrobacterium
tumefaciens vermittelte Transformation. Dabei wird die Transfer-DNA (T-DNA)
des Tumor-induzierenden (Ti)-Plasmids in das Wirts-Genom eingeschleust. An der
Insertionsstelle konnen dadurch kodierende Bereiche unterbrochen und Genfunk-
tionen aufgehoben werden. Nach Identifizierung der genauen Insertionsstelle sind
zielgerichtete Arbeiten mit Knockouts in bestimmten Genen moglich, um Riick-
schliisse vom Genotyp auf den Phénotyp ziehen zu kénnen. Darauf aufbauende
neue Fragestellungen befassen sich mit der moglichst genauen Vorhersage der In-
sertionspositionen innerhalb des Genoms oder mit Problemen bei der Arbeit mit
sehr &hnlichen (paralogen) Bereichen, die molekulare Arbeiten erschweren und im
Fall von duplizierten Genen keine eindeutigen Ergebnisse liefern. Die genauen Me-
chanismen und strukturellen Konsequenzen einer T-DNA Insertion sind bis heute
nicht vollstdndig verstanden.

Einige wichtige Fakten zum Modellorganismus A. thaliana, dessen Genom im
Verlauf der Evolution mehrere Duplikationsereignisse durchlaufen hat und da-
her viele paraloge Bereiche aufweist, werden im folgenden Kapitel aufgefiihrt. In
verschiedenen Insertionslinienpopulationen wurde A. thaliana durch das Bakteri-
um A. tumefaciens transformiert, um eine grofie Menge von Knockout-Mutanten
zu erstellen. Daher wird A. tumefaciens und bekannte Fakten iiber den In-
tegrationsmechanismus vorgestellt. Des Weiteren werden Details iiber DNA-
Reparaturmechanismen fiir Doppelstrangbriiche behandelt, die offenbar eine wich-
tige Rolle bei der T-DNA Integration spielen. Darauf folgt eine Einfiihrung in die
Insertionslinien-Kollektion GABI-Kat sowie die Zugrunde liegende Datenbank und
ihre Benutzer-Schnittstellen, die die Datenbereitstellung, Analysen und Benutzeran-
fragen erméglichen.
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2.1 Modellorganismus Arabidopsis thaliana

Die Modellpflanze Arabidopsis thaliana (Acker-Schmalwand) stammt aus der Fami-
lie der Brassicaceae, die kultivierte Pflanzen wie Senf, Kohl und Rettich beinhaltet
und wurde im 16. Jahrhundert durch Johannes Thal (daher thaliana) im Harz ent-
deckt. Sie ist hauptséchlich in Europa, Asien und Nordamerika zu finden. Je nach
Herkunft lassen sich verschiedene Okotypen unterscheiden. Einer der Meistbenutz-
ten ist Col-0, der urspriinglich in Columbia (Missouri) isoliert wurde. Weitere wich-
tige Okotypen sind Landsberg erecta (Ler-0) aus Landsberg in Deutschland und
Wassilewskija (Ws) aus dem gleichnamigen Ort in Russland.

Die Blatter von A. thaliana formen eine Rosette an der Basis der Pflanze mit ver-
einzelten Blattern am Sténgel, an dessen Haupt- und Seitentrieben sich die Bliiten
bilden. Der schnelle Lebenszyklus von nur sechs Wochen unter optimalen Bedingun-
gen von der Keimung bis zu reifen Samen sowie die geringe Grofle der Pflanze und
ihres Genoms machen A. thaliana zu einem idealen Modellorganismus, der bereits
seit den 40er Jahren in der Pflanzenforschung Anwendung findet [Laibach |1943].
Sie ist aulerdem die erste Pflanze deren Genom im Jahr 2000 sequenziert wurde
[The Arabidopsis Genome Initiative, |2000].

2.1.1 Das Genom von A. thaliana

Seit die erste Genomsequenz von A. thaliana im Jahr 2000 vercffentlicht wurde
[The Arabidopsis Genome Initiativel [2000], wurde stetig an der Verbesserung der
Sequenz und der Annotation gearbeitet. Das Genom von A. thaliana ist ein verhélt-
nisméfig kleines Pflanzengenom, das fiinf Chromosomen umfasst. In dieser ersten
Version des Genoms betrug die Genomgréfie 115 Megabasen und es wurden 25.498
Protein-kodierende Gene annotiert (Gen-Dichte von 4.5 kb pro Gen). Als Grundlage
dienten auf den Chromosomen verankerte Bacterial Artificial Chromosome (BAC)-
Sequenzen. Bis in das Jahr 2003 fanden weitere Verbesserungen der Genomsequenz
und -annotation durch The Institute for Genomic Research (TIGR]) statt. Die ak-
tuellste Genomversion stammt von The Arabidopsis Information Resource (TAIRI)
in der Version 10 aus dem Jahr 2010.

Genom-Annotation TIGR5 Im Jahr 2003 erschien die letzte auf BAC-
Sequenzen basierende Genom-Annotation TIGR5. [TIGR] wurde mit dem Ziel der
Re-Annotation des A. thaliana -Genoms gegriindet und gefordert, da seit der Ver-
offentlichung des Genoms eine Vielzahl heterogener Annotationen entstanden war.
Durch Einbindung weiterer Sequenzen wuchs die Gréfle des assemblierten Genoms
auf 119 Megabasen. Zur weiteren Verbesserung der bestehenden Annotationen
dienten ¢cDNA- und Ezpressed Sequence Tag (EST])-Daten. Die Zahl der vorher-
gesagten Protein-kodierenden Gene betrug nach dieser Re-Annotation 27.384, was
einer Dichte von einem Gen pro 4.4 kb entspricht [Wortman et al., 2003]. Eine
einheitliche Gen-Nomenklatur wurde eingefithrt. Im sogenannten AGI-Code wird
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zunéchst der Organismus-Name angegeben (At fiir A. thaliana ), die Chromosomen-
Nummer (bzw. P fiir das Plastom und C fiir das Chondriom), gefolgt von einem
G fiir ,Gen"“ (oder beispielsweise TE fiir transponierbare Elemente) und einer fiinf-
stelligen Nummer. So steht der Bezeichner At/g25270 fiir ein Gen auf Chromosom
4 im Genom von A. thaliana, in diesem Fall eine Protein-Kinase.

Genom-Annotation TAIRv10 Nach [TIGRI fanden weitere Verbesserung der
Annotation unter der Verantwortung von [TAIR] statt. Die aktuellste Genom-
Annotation ist TAIR in der Version 10 (TAIRv10). Diese Annotation beruht auf
Chromosomen. Gene sind somit nicht mehr mit ihren Positionen auf den BACs, son-
dern mit ihren Positionen auf dem jeweiligen Chromosom annotiert. Zusétzlich zu
Protein-kodierenden Genen und Pseudogenen enthilt diese Annotation auch RNA-
Gene und Gene fiir transponierbare Elemente. Vorhandene Annotationen sowie
alternative Splice-Varianten konnten insbesondere durch die Nutzung von RNA-
Sequenzierungen verbessert werden. Die TAIRv10 Genom-Veroffentlichung enthélt
27.416 Protein-kodierende Gene, 4.827 Pseudogene und transponierbare Elemen-
te, sowie 1.359 nicht-kodierende RNAs bei einer Gesamt-Genomgréfle von 119,2
Megabasen (30,4 Mbp fiir Chromosom 1, 19,7 Mbp fiir Chromosom 2, 23,5 Mbp
fiir Chromosom 3, 18,6 Mbp fiir Chromosom 4 und 27 Mbp fiir Chromosom 5)
[TATRv10, [2010].

2.1.2 Genomevolution in A. thaliana

Neben verschiedenen Moglichkeiten zur Entstehung von Mutationen sind insbeson-
dere Ereignisse, die zu duplizierten Bereichen im Genom fiihren, eine wichtige Trieb-
kraft in der Evolution von Genomen. Aufgrund von Duplikationsereignissen in der
Evolution von A. thaliana weist deren Genom viele paraloge Bereiche auf. Dies stellt
ein Problem fiir die Arbeit mit dem Modellorganismus dar - beispielsweise wenn
ein untersuchtes Gen in mehreren Kopien vorliegt und es nicht geniigt eines von
beiden auszuschalten, um eine Verédnderung des Phénotyps zu beobachten. Dies ist
auch der Grund dafiir, dass eine eindeutige Zuordnung von kurzen Sequenzen zum
Genom durch Sequenzvergleiche, sowie das Entwerfen von Amplifizierungs-Primern
fiir eine PCR in diesen Bereichen schwierig ist. Derartige redundante Bereiche ha-
ben hauptséchlich drei Ursachen: Genomduplikationen, Tandem-Duplikationen und
transponierbare Elemente [Krebs et al., [2014].

Genomduplikation Eine Genomduplikation entsteht durch Polyploidisierung,
d.h. die Anzahl der Chromosomen wird vervielfacht. Zu unterscheiden sind Al-
lopolyploidie und Autopolyploidie. Ursache fiir beide ist zunéchst die Bildung
von unreduzierten Gameten aufgrund eines Fehlers in der Reifeteilung (Meiose).
Von Autopolyploidie spricht man, wenn dies innerhalb einer Art geschieht, von
Allopolyploidie bei Kreuzung von zwei reproduktiv kompatiblen Spezies. Die ent-
stehenden tetraploiden Nachkommen sind mit dem diploiden Ursprungsorganismus



2.1. Modellorganismus Arabidopsis thaliana 6

kreuzbar, allerdings sind die daraus entstehenden triploiden Nachkommen aufgrund
unpaarbarer Chromosomen wéhrend der Meiose steril.

Auf diese Weise gewonnene Chromosomen kénnen wieder komplett oder teilweise
(beispielsweise durch ungleiche Crossing-Overs) verloren gehen. Des Weiteren
bieten gewonnene Gen-Kopien die Moglichkeit der Ansammlung von Mutationen.
Denn selbst bei einer Mutation, die ein Gen nicht-funktional macht, ist sicher-
gestellt, dass noch eine weitere funktionierende Kopie im Genom vorhanden ist.
Meistens wird eine von beiden Kopien durch die Vielzahl an Mutationen defekt
(Nonfunktionalisierung). Es ist aber auch moglich, dass eine Kopie eine neue Funk-
tion tibernimmt (Neofunktionalisierung) oder beide Kopien dieselbe Funktion teilen
(Subfunktionalisierung). Duplikationen jeglicher Art ermoglichen die Entwicklung
neuer Varianten eines Gens [Krebs et al., 2014].

In der Evolutionsgeschichte von  A. thaliana gab es drei Haupt-
Duplikationsereignisse (sieche Abbildung [Tang et al., 2008]. Das erste Du-
plikationsereignis fand vor etwa 120 Millionen Jahren statt (), zwei weitere
stammen aus jlingerer Zeit etwa 50 (5) bzw. 30 («) Millionen Jahre in der Ver-
gangenheit. Aufgrund des letzten Duplikationsereignisses haben 89 % der Gene
in A. thaliana eine duplizierte Kopie. 51,6 % der duplizierten Gene gehen auf
die vorletzte Duplikation zuriick, wihrend von der ersten Genomduplikation noch
20,3 % erhalten sind |[Bowers et al., [2003]. Wie in Abbildung zu sehen, sind
die duplizierten Bereiche aufgrund von ungleichen Crossing-Overs (siehe ndchster
Absatz) mittlerweile sehr zufillig im Gesamt-Genom verteilt.

Plant Genome Duplication Database
© () Arabidopsis
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_®_ 0
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Abbildung 2.1: Zeitverlauf der Genomduplikationen von A. thaliana und verwand-
ter Gattungen. Wihrend der Evolution von A. thaliana hat es
insgesamt drei Duplikationsereignisse (a, 3, ) gegeben, von de-

nen zwei aus verhéltnisméfig junger Zeit stammen. Abbildung von
PGDD) [2015].
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Abbildung 2.2: Paraloge Bereiche in den fiinf Chromosomen von A. thaliana.
Grofie Teile des Genoms weisen mindestens einen verwandten Be-
reich innerhalb des Genoms auf. Abbildung aus Haas et al. [2005].

Tandemduplikationen Tandemduplikationen sind eine weitere treibende Kraft
der Evolution von Genomen. Normalerweise findet ein Crossing-Over wihrend der
Meiose zwischen identischen Sequenzen von zwei Chromosomen statt und Teile
der Arme werden untereinander ausgetauscht. Die Grofle der beiden beteiligten
Chromosomen wird dadurch nicht verédndert. Findet diese Paarung jedoch an zwei
anderen homologen Sequenzen statt, spricht man von ungleichem Crossing-Over.
Resultat eines solchen Ereignisses sind zwei verschieden grofie Chromosomen (siehe
Abbildung . Ausgangspunkt fiir eine solche Paarung kénnen verschiedene dhn-
liche Sequenzen sein. Insbesondere transponierbare Elemente konnen, durch ihre
Ahnlichkeit zueinander, die fiir ein ungleiches Crossing-Over nétige Sequenzhomo-
logie zur Verfiigung stellen [Krebs et al., 2014].

Transponierbare Elemente Transponierbare Elemente (TE]) sind genomische
Abschnitte, die innerhalb des Genoms mobil sind. Grob unterscheiden lassen sich
zwei Typen von transponierbaren Elementen: DNA-Transposons konnen mit Hil-
fe einer Transposase, die sie oft (aber nicht zwangslaufig) selbst enthalten und
exprimieren, herausgeschnitten (oder kopiert) und an einem anderen Ort wieder
integriert werden. Dabei entstehen aufgrund des versetzten Schnittes in der Ziel-
region und anschlieender Reparatur Duplikationen an der Insertionsstelle. Nach
erneutem Herausschneiden des Transposons bleiben diese duplizierten Bereiche als
Repeats zuriick. Bei den sogenannten Retrotransposons wird zunéchst ein RNA-
Intermediat als Kopie des transponierbaren Elements erstellt, das mittels einer re-
versen Transkriptase in DNA umgeschrieben und an einer anderen Stelle im Genom
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Normales Crossing-Over
Gen1l Gen 2

Chromosom 1

Crossing-Over

Chromosom 2

Reziproke
rekombinante
Chromosomen

Ungleiches Crossing-Over

Falsch gepaarte
Eltern-Chromosomen

Crossing-Over J«T

Nicht-reziproke
rekombinante
Chromosomen

Abbildung 2.3: Crossing-Over Varianten. Bei einem normalen Crossing-Over wer-
den Sequenzteile zwischen den beiden Chromosomen ausgetauscht.
Die Grofle der Chromosomen bleibt davon unberiihrt. Durch Paa-
rung zweier nicht an derselben Position liegender homologer Be-
reiche findet ein ungleiches Crossing-Over statt und fithrt zu zwei
ungleichen Chromosomen, von denen eines duplizierte Gene auf-
weist, die dem anderen fehlen. Abbildung aus Krebs et al.| [2014].

integriert wird. Die meisten [TE integrieren mehr oder weniger zufillig und oft sind
viele Kopien im gesamten Genom verteilt. [TEl sind zum Einen selbst der Grund fiir
ahnliche Bereiche im Genom, zum Anderen kénnen sie auch aufgrund ihrer Sequen-
zéhnlichkeit Ausgangspunkt fiir ein ungleiches Crossing-Over sein (siehe Abbildung
, was sich auch in einem signifikant erhéhten Anteil von [TElinnerhalb von mut-
maflichen Duplikationen widerspiegelt [Hughes et al., 2003].

Als Resultat all dieser Ereignisse kodieren nur 9,7 % der etwa 27.000 Protein-
kodierenden Gene in A. thaliana fiir ein einzigartiges Protein, alle anderen besitzen
mindestens ein paraloges Gen |Armisen et al. 2008]. Teil von Gen-Familien mit
mehr als 5 Mitgliedern sind 40 % der Gene, teilweise bestehen diese Familien aus
mehr als 100 Mitgliedern [Cannon et al., 2004; [Wortman et al. 2003].

Diese Zahlen verdeutlichen, dass Phanotyp-Analysen auf Basis eines einzelnen Gen-
Knockouts in vielen Fillen nicht ausreichend sind und dass sehr dhnliche Regionen
innerhalb des Genoms die molekularbiologische Arbeit sehr erschweren kénnen.
Insbesondere bei Sequenzvergleichen von kurzen Sequenzen mit dem Programm
BLAST [Altschul et all [1997] ist das Ergebnis aufgrund der paralogen Natur des
Genoms von A. thaliana oft nicht eindeutig. In manchen Bereichen des Genoms ist
es nicht moglich, eindeutige Primer fiir eine PCR zu generieren.
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Neue Transposon-Kopie an zufalliger Stelle

Ungleiches Crossing-Over
zwischen verwandten Sequenzen

X

|

Abbildung 2.4: Ein Transposon fiihrt zu ungleichem Crossing-Over. Ein zufillig
integriertes Transposon kann durch seine Ahnlichkeit zu einer an
einem anderen Ort integrierten Kopie ein ungleiches Crossing-Over
bewirken. Abbildung aus [Krebs et al.| [2014].

2.1.3 Reverse Genetik und die GABI-Kat-Kollektion

Zur Aufklarung von Genfunktionen konnen generell zwei Verfahren unterschieden
werden: Vorwértsgenetik und reverse Genetik. Ersteres beschreibt dabei den klas-
sischen Ansatz, einen Phénotyp zu charakterisieren und darauf aufbauend Gene
zu bestimmen, die ihn verursachen. Die fiir einen bestimmten Phénotyp verant-
wortlichen Gene zu identifizieren ist keine leichte Aufgabe und erfordert oft die
systematische Untersuchung vieler mutagenisierter Einzelorganismen. Exemplare,
die den untersuchten Phénotyp zeigen, werden genauer untersucht, um mogliche
Kandidaten-Gene zu identifizieren [Hartwell et al., 2008§].

Bei der reversen Genetik wird der umgekehrte Weg gegangen. Ausgehend von ei-
nem ausgeschalteten Gen wird versucht, die Auswirkungen auf den Phénotyp zu
ermitteln, um Riickschliisse auf die Funktion des Gens zu ziehen. Das Mittel der
Wahl sind Knockout-Mutanten, die eine Mutation in genau dem Gen zeigen, an dem
Interesse besteht. In Bakterien lassen sich solche Mutationen relativ einfach ziel-
gerichtet durch Ausnutzung der homologen Rekombination erstellen. In Pflanzen
steht dieses Werkzeug allerdings nur eingeschréankt zur Verfiigung und es kommen
zufiilligere Verfahren wie [EMSIMutagenese oder T-DNA Insertionen zur Anwen-
dung. Die durch A. tumefaciens vermittelte Transformation bietet sich besonders
an, da der Insertionsort anhand von einem Flanking Sequence Tag (EST]) vorher-
gesagt werden kann, der basierend auf der bekannten T-DNA Sequenz durch PCRs
und anschlieender Sequenzierung erstellt wird (siehe Kapitel . Aufgrund der
Zufalligkeit des Insertionsortes bedarf es einer Vielzahl von Mutanten, um den ge-
wiinschten Knockout zu erzielen. Durch die Erstellung einer groflie Kollektion von
Knockout-Mutanten, die interessierten Forschern zur Verfiigung gestellt wird, lasst
sich diese Zufélligkeit gut umgehen. Dies war das Ziel des GABI-Kat Projektes

(siche Kapitel [2.4).
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2.2 Transformation durch Agrobacterium
tumefaciens

Bakterien der Gattung Agrobacterium haben eine aulergewohnliche Eigenschaft ge-
meinsam. Sie sind in der Lage einen Teil ihrer Gene in Pflanzenzellen einzuschleusen.
Dies fithrt normalerweise zu unkontrolliertem Tumorwachstum im infizierten Ge-
webe. Durch die eingeschleusten Gene stellen Zellen dieses Gewebes nach erfolgter
Infektion dem Bakterium Stoffwechselprodukte zur Verfiigung, die dieses metabo-
lisieren kann [Schell et al., |1979].

Vertreter der Gattung sind beispielsweise Agrobacterium rhizogenes, das in infizier-
ten Pflanzenteilen das Wachstum sogenannter Haarwurzeln auslost [Intrieri and
Buiatti, 2001] oder Agrobacterium vitis, der Verursacher der Wurzelhalsgallen ge-
nannten Tumore in Weinreben [Ophel and Kerr}, [1990]. Der am besten untersuchte
Vertreter dieser Gattung ist jedoch Agrobacterium tumefaciens. Seit Beginn des
20. Jahrhunderts ist bekannt, dass A. tumefaciens fiir Wurzelhalsgallen in einer
Vielzahl von zweikeimbléttrigen Pflanzen verantwortlich ist. Als Ursache dieser Tu-
morbildung wurde 1977 die Féahigkeit nachgewiesen, Gene eines Plasmids stabil
in das Pflanzengenom zu integrieren [Chilton et al. [1977]. Diese Fahigkeit macht
A. tumefaciens seitdem zu einem vielseitig einsetzbaren Werkzeug in der Pflanzen-
forschung.

2.2.1 A. tumefaciens und das Ti-Plasmid

A. tumefaciens (Familie Rhizobiaceae, Abteilung der Proteobacteria) ist ein
gramnegatives Bodenbakterium [Smith and Townsend} |1907]. Es ist nicht darauf
angewiesen, eine Pflanze zu infizieren, sondern ist selbststédndig iiberlebensfiahig. Ne-
ben einem zirkuldren (ca. 2,8 Mbp) und einen linearen Chromosom (ca. 2,1 Mbp)
umfasst dessen Genom zwei weitere Plasmide mit ungefahr 542 kb und 214 kb
|Goodner et al., 2001]. Das kleinere Plasmid enthélt die sogenannte Transfer-DNA
(T-DNA) und wird als Ti-Plasmid (Ti = Tumor-induzierend) bezeichnet [Zam-
bryski et al., [1983]. Nur ein kleiner Teil der Agrobakterien trigt allerdings ein
Ti-Plasmid und ist deshalb als Pflanzenpathogen einzustufen. Neben einer oder
mehrerer Kopien der T-DNA, die den Abschnitt definiert, der in das Pflanzenge-
nom integriert wird, enthalten alle bekannten Varianten dieses Plasmids eine Viru-
lenz(vir)-Region. Sie enthélt viele fiir die Integration wichtige Gene.

Die T-DNA Region wird von zwei 25 bp langen imperfekten Repeats flankiert (Left
und Right Border - LB/RB) [Tinland, |1996; |Duerrenberger et al., [1989]. Des Wei-
teren enthélt die T-DNA Onkogene, die fiir Proteine zur Synthese von Phytohor-
monen kodieren, mit denen die Tumor-induzierenden Eigenschaften assoziiert wer-
den [Van Larebeke et all [1974]. Weitere auf der T-DNA kodierte Proteine sind
fiir die Biosynthese von Opinen verantwortlich. Diese Stoffe konnen wiederum von
A. tumefaciens metabolisiert werden [Schell et al., |1979]. Die Gene fiir den Opin-
Katabolismus sind auf dem Teil des Ti-Plasmids kodiert, der nicht in das Pflanzen-
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genom integriert wird.

Durch Ausschalten der Pathogenitét (Entfernen der Onkogene aus der T-DNA)
und Austauschen des Bereiches zwischen den flankierenden Bereichen der T-DNA
durch nahezu beliebige Sequenzen konnen Pflanzen gezielt transformiert werden
[Hernalsteens et al. [1980]. Da dies im Gegensatz beispielsweise zur Genkanone
[Sanford et al., [1987] eine recht elegante und verlédssliche Methode zur Transfor-
mation von Pflanzen darstellt entwickelte sich A. tumefaciens zu einem wichtigen
Werkzeug. Heutzutage wird ein binéres Vektorsystem verwendet, bei dem die vir-
Gene auf einem separaten Plasmid enthalten sind. Das Plasmid, das die T-DNA
enthélt, kann dadurch klein gehalten werden, um Klonierungsarbeiten zu erleich-
tern [Bevan) |1984].

Neben dem Einbringen neuer Gene, was insbesondere in der Entwicklung von trans-
genen Nutzpflanzen von Interesse ist, ist eine weitere niitzliche Eigenschaft einer T-
DNA Insertion, dass ein an der Insertionsstelle vorhandenes Gen aufgrund der Gro-
Be der integrierten T-DNA in der Regel nicht mehr funktionsfiahig ist. Dies konnte
genutzt werden, um grofle Kollektionen von transformierten Linien mit Knockout-
Mutanten zu erstellen. Details sind in Kapitel beschrieben.

2.2.2 Der Weg der T-DNA in den Zellkern

Fiir eine Integration der T-DNA in das Genom der Pflanze muss die T-DNA zu-
néchst zwei Hindernisse iiberwinden: Die Zellwand und Zellmembran der Pflanze
sowie die Doppelmembran des Zellkerns, der die genomische DNA vom Zytoplas-
ma trennt. Eine schematische Darstellung dieses Prozesses, bei dem mehrere Vir-
Proteine (VirA, VirB, VirD1, VirD2, VirD4, VirD5, VirE2, VirE3, VirF und VirG)
eine wichtige Rolle spielen, ist in Abbildung dargestellt.

Nur zwei der vir-Gene sind sténdig exprimiert: virA und virG. Die von ihnen ko-
dierten Proteine bilden zusammen ein Zwei-Komponenten Regulationssystem [|Al-
bright et al., [1989]. VirA bildet ein die Innenmembran von A. tumefaciens durch-
spannendes Homodimer, das phenolische Stoffe wie Acetosyringon (das von ver-
wundeten Pflanzenzellen abgesondert wird) erkennt [Lee et al. [1995]. Binden diese
Erkennungs-Stoffe an VirA fiihrt dies zur Phosphorylierung des Transkriptionsfak-
tors VirG durch VirA. VirG bindet dann an die 12 bp lange vir-Box, aufwérts des
vir-Operons, wodurch die Transkription der iibrigen vir-Gene eingeleitet wird, die
normalerweise nicht transkribiert werden |Jin et al. |1990; Gelvin| 2003].
Daraufhin wird eine einzelstriangige Kopie der T-DNA erstellt, der sogenannte T-
Strang. Die Helikase VirD1 und die Endonuklease VirD2 arbeiten dabei zusammen
als Endonuklease-Komplex [Tinland et al. [1994]. Die Schnittstelle befindet sich ge-
nau vor der Erkennungssequenz 5-CAGGATATATT-3’ [Jasper et al., [1994]. VirD2
bindet anschliefend an die Right Border (RBl) und lenkt den T-Strang in die Pflan-
zenzelle durch ein aus VirB und VirD4 bestehendes Typ-IV-Sekretionssystem |Gel-
vin, [2010]. Des Weiteren schiitzt VirD2 die [RBl vor Zersetzung durch Exonukleasen
in der Pflanzenzelle [Duerrenberger et al., |1989].

Neben dem T-Strang und VirD2 gelangen die Virulenz-Proteine VirD5, VirE2,
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Abbildung 2.5: Der Weg der T-DNA in die Pflanzenzelle und in den Zellkern.
Nach Andocken von A. tumefaciens an die Pflanzenzelle (1) wird
ein T-Strang durch die Plasmamembran mittels eines Typ-IV-
Sekretionssystems und VirD2 in die Zelle geschleust (2). Durch
Anlagerung von VirE2 entsteht dort der T-Komplex (3), der in
den Kern transportiert wird (4). Der T-Komplex lokalisiert das
Chromatin (5), die schiitzende Proteinhiille wird entfernt (6), die
T-DNA wird integriert (7) und darauf kodierte Gene exprimiert

(8). Abbildung aus .

VirE3 und VirF durch ein C-terminales Export-Signal ebenfalls durch das Typ-
IV-Sekretionssystem in das Zytoplasma der Pflanzenzelle [Vergunst et al., 2005].
VirE2-Proteine bedecken dabei den kompletten T-Strang und schiitzen ihn vor De-
gradierung |Citovsky et al., [1989]. VirE3 bindet an VirE2 und vermittelt durch ein
Kern-Lokalisations-Signal den Transport dieses T-Komplexes in den Nukleus
croix et al 2005].

Wie in Abbildung [2.5] angedeutet, gab es Hinweise, dass das Pflanzenprotein VIP1
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(VirE2 interacting protein) ebenfalls eine Rolle bei der Kernlokalisation von VirE2
und bei der Interaktion mit Histonen (was auf eine Beteiligung bei der Integra-
tion hindeuten wiirde) spielt [Tzfira et al., 2001} [2002; [Li et al., 2005]. Neuere
Ergebnissen widersprechen jedoch dieser Annahme [Shi et al [2014]. VirF unter-
stiitzt bei der Degradierung des schiitzenden Proteinkomplexes [Tzfira et al., [2004b;
Schrammeijer et al., 2001] und wird dabei wiederum selbst durch VirD5 vor einer
Degradierung durch das Ubiquitin-Proteasom-System der Pflanzenzelle geschiitzt
[Magori and Citovsky, [2011]. Nach Degradierung der schiitzenden Proteinhiille wird
der einzelstriangige T-Strang wahrscheinlich in doppelstréngige (ds) T-DNA umge-
wandelt [Tzfira et all [2004a]. Ein Modell dazu wurde 2013 publiziert [Liang and
Tzfiral, 2013] und ist in Abbildung [2.6] dargestellt.

Dieses Modell erkléirt neben der Bildung von ds T-DNA auch, wie sogenannte T-
Ringe entstehen kénnen. T-Ringe sind T-DNA-Molekiile, die sich dhnlich wie ein
Plasmid zu einem Ring schliefen. Sie kénnen zwar nicht mehr in das Genom der
infizierten Zelle integriert werden, aber darauf vorhandene Gene kénnen transient
exprimiert werden [Rolloos et al., [2014; |Singer et al., 2012].
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die Primase erzeugt oder existierende DNA /RNA-Fragmente wer-
den als Primer genutzt. Dabei kann es zu Fehlpaarungen (in Gelb)
kommen (b). Der komplementére Strang wird durch Verldngerung
dieser Primer mit Hilfe einer DNA-Polymerase in 5-3’-Richtung
synthetisiert (c) und die Primer schliefllich degradiert (d). Das im-
mer noch einzelstringige 3’-Ende der T-DNA ist anféllig fiir einen
Abbau durch Endo- und Exonukleasen (e,f). Die ds T-DNA inte-
griert in das Pflanzengenom (g) oder bildet T-Ringe (h). Abbildung

aus |Liang and Tzfiral [2013].
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2.2.3 Integration in das Genom

Wihrend die Proteine, die am Transport des T-Stranges in den Zellkern der Pflanze
gut untersucht sind, ist iiber die an der Integration selbst beteiligten Proteine we-
niger bekannt. Von den exportierten Vir-Proteinen scheint keines eine Rolle bei der
Integration zu spielen. In vitro konnte gezeigt werden, dass VirD2 die Ligation von
zwei T-DNA Borders katalysieren kann [Pansegrau et al.,|1993]. Des Weiteren kann
die vor Exonukleasen schiitzende Funktion von VirD2 einen indirekten Einfluss auf
das Resultat der Integration haben: eine zu grofien Teilen intakte [RBl

Im Jahr 2004 wurden die vorherrschenden T-DNA Integrationsmodelle in einem
Review zusammengefasst [Tzfira et al. 2004a]. Eine Ubersicht iiber die dort vor-
gestellten verbreitetsten Modelle zeigt Abbildung [2.7] Diese drei Modelle stellen
unterschiedliche Moglichkeiten zur Integration der T-DNA dar und werden nach-
folgend beschrieben.

Doppelstrangbruch-Reparatur Modell Voraussetzung fiir die Integration in
diesem Modell ist ein Doppelstrangbruch in der genomischen Wirts-DNA und die
Uberfithrung des einzelstringigen T-Stranges in eine doppelstringige T-DNA. Ent-
wundene Enden oder durch Exonukleasen entstehende Uberhinge binden an of-
fene Enden des Doppelstrangbruches und werden schliellich repariert und ligiert.
Ausreichend fiir die Bindung sind kurze zueinander homologe Sequenzen von weni-
gen Basen, sogenannte Mikrohomologien. Uberstehende Enden werden durch Endo-
oder Exonukleasen entfernt.

Einzelstrangbruch-Reparatur Modell In diesem Modell integriert die T-DNA
in Form eines einzelstrangigen T-Stranges. Die Tatsache, dass die T-DNA als ein-
zelstrangiges Molekiil in den Nukleus gelangt, ist das stéirkste Argument fiir diesen
Mechanismus. Ausgangspunkt ist ein Einzelstrangbruch, der durch eine Exonuklea-
se zu einer Liicke vergroflert wird. Die einzelstrangige T-DNA bindet wiederum an
Mikrohomologien. Uberhéingende Enden werden durch eine Endonuklease entfernt
und der T-Strang mit der genomischen DNA ligiert. Anschlielend wird der nicht
passende Gegenstrang durch Endo- und Exonukleasen entfernt und daraufhin mit
der integrierten T-DNA als Vorlage komplementiert.

Mikrohomologie-abhingiges Modell Das Mikrohomologie-abhéngige Modell
ist eine Erweiterung des Einzelstrangbruch-Reparatur Modells. Es basiert auf der
Annahme, dass VirD2 als Ligase fungiert |[Tinland and Hohn| [1994], was jedoch
kontrovers ist [Ziemienowicz et al., 2000]. T-DNA Integration beginnt in diesem
Modell mit Mikrohomologie-basierter Bindung des 3’-Endes des T-Stranges mit
der LB an einen entwundenen Strang der Ziel-DNA. Nach Entfernung des iiber-
héngenden Endes und einem Schnitt der Ziel-DNA bindet auch das andere Ende
des T-Stranges an einen Teil mit Mikrohomologie im Gegenstrang und wird mit
Hilfe der Ligase-Funktion von VirD2 an das offene Ende der Ziel-DNA ligiert. Der
Gegenstrang wird wie im Einzelstrangbruch-Reparatur Modell repariert.
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Abbildung 2.7: Modelle der T-DNA Integration. Im Doppelstrangbruch-Reparatur
Modell (a) integriert die T-DNA als doppelstréngiges Molekiil (i),
Einzelstrangbruch-Reparatur Modell (b) integriert die T-DNA als
einzelstringiges Molekiil in eine Liicke (i). Uberhinge und der
intakte Strang werden durch Endo- und Exonukleasen entfernt
abhéngigen Modell (c¢) beginnt die Integration anhand einer Bin-
dung durch Mikrohomologie (i), gefolgt von einem Schnitt der geno-
mischen DNA durch eine Endonuklease (ii), Ligierung durch VirD2
(iii) und Komplementierung wie im Einzelstrangbruch-Reparatur
Modell (iv). Abbildung aus Tzfira et al.| [2004a].

Wahrscheinlich sind Mechanismen des Wirts an der Integration beteiligt, um z.B.
die Nuklease-Funktionalitét zur Verfiigung zu stellen. Diese Theorie wird durch ei-
ne verringerte Transformations-Effizienz bzw. die Verhinderung von Transformation
in verschiedenen Knockout-Mutanten von A. thaliana gestirkt [Nam et al., 1998,
11999; Mysore et al., 2000; Anand et al., 2007]. Im wahrscheinlichsten Modell in-
tegriert die T-DNA als doppelstringiges Molekiil in Doppelstrangbriiche
and Puchtal, |1998; (Chilton and Que, 2003} [Tzfira et al., [2003]. Dabei sind Proteine
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des Reparatur-Mechanismus der Pflanze involviert [van Attikum et al., 2001].
Auch in Hefen kann eine Integration {iiber die Ausnutzung von Reparatur-
Mechanismen stattfinden, wobei hauptséchlich die homologe Reparatur (siehe Ka-
pitel 2.3.1) zum Einsatz kommt [van Attikum and Hooykaas, [2003], wihrend nicht-
homologe Reparatur (Kapitel der fiir die Integration von T-DNA in Pflanzen
dominante Mechanismus zu sein scheint [Ray and Langer, 2002; Britt and May,
2003].

Fiir eine Integration als doppelstrangiges Molekiil in einen Doppelstrangbruch
spricht auch, dass die Abwértsregulierung der Expression des fiir XRCC4 kodie-
renden Gens (einem der Schliisselproteine fiir nicht-homologe Reparatur) die An-
zahl stabiler Transformationen in A. thaliana und Nicotiania benthamiana (Tabak)
erhoht, wihrend Hochregulierung der Genexpression desselben Gens die T-DNA In-
tegrationseffizienz verringert. Diese Ergebnisse lassen sich dadurch erkldren, dass
im Fall der Abwiértsregulierung die Reparatur von auftretenden Doppelstrangbrii-
chen verzogert wird, wodurch T-DNA Integration in diese offenen Briiche erleichtert
wird. Aufgrund der Interaktion von VirE2 und XRCC4 wird vermutet, dass VirE2
die Aktivitdt von XRCC4 unterdriicken kann und zu einer verzégerten Reparatur
beitragt [Vaghchhipawala et al, 2012].

Ein weiteres Argument fiir ein Modell in dem die T-DNA als doppelstriangiges Mo-
lekiil integriert, liegt in der Vielfiltigkeit der beobachteten Insertionsmuster. Bei
vielen T-DNA Insertionen wurde festgestellt, dass die T-DNA in mehreren fusio-
nierten Kopien vorliegt. Dabei wurden alle méglichen Kombinationen von Fusionen
bezogen auf den Ubergang zur urspriinglichen pflanzlichen DNA beobachtet (LB-
RB, RB-LB, LB-LB, RB-RB). Bestimmte Kombinationen sind nur méglich, wenn
eine Rekombination iiber die stattfindet. Dies erfordert ein doppelstrangiges
T-DNA Molekiil [Krizkova and Hroudal [1998; De Buck et al., [1999).

2.2.4 Ort der T-DNA Insertion

Durch Auswertung der Insertionsorte in grofien Kollektionen von T-DNA Inserti-
onslinien konnte untersucht werden, ob der Insertionsort im Genom zufillig ist. Ein
auffillig hoher Teil der Insertionen ist in Regionen mit hoherer Gendichte zu finden
[Alonso et al.| 2003]. Zudem scheint eine Neigung zur Integration in Transkriptions-
startpunkte sowie poly(A)-Regionen zu existieren |[Szabados et al., 2002; |Li et al.,
2006). Dies deutet zunéchst auf einen nicht zufélligen Integrationsmechanismus hin,
allerdings konnen diese Beobachtungen durch eine Selektionsverzerrung erklart wer-
den. Durch die Selektion anhand einer durch die T-DNA vermittelten Resistenz
(siehe Kapitel werden Insertionen innerhalb von transkriptionell aktiven Be-
reichen des Genoms bevorzugt. In inaktiven Bereichen ist es sehr wahrscheinlich,
dass auch das iibertragene Resistenz-Gen inaktiv ist. Es ist daher anzunehmen, dass
der genaue Ort der Insertion im Genom zufillig ist, was auch der Schluss einer Stu-
die zur Untersuchung von T-DNA Insertionen unter nicht-selektiven Bedingungen
ist [Kim and Gelvin, 2007].



2.3. Reparaturmechanismen fiir Doppelstrangbriiche 18

2.3 Reparaturmechanismen fiir
Doppelstrangbriiche

Die Integration der T-DNA in einen Doppelstrangbruch unter Ausnutzung der in
A. thaliana vorkommenden Reparaturmechanismen scheint, wie im vorigen Kapitel
beschrieben, der wahrscheinlichste Integrationsmechanismus zu sein. Ein Bruch bei-
der DNA-Stréange stellt eine grole Gefahr fiir die Stabilitidt des Genoms dar. Unrepa-
riert kann er zu Chromosomenbruch und Zelltod, falsch repariert zu Chromosomen-
Translokation und Tumoren fithren [Hoeijmakers|, 2001]. Die Ursachen fiir Doppel-
strangbriiche sind beispielsweise ionisierende Strahlung, oxidative freie Radikale
oder Endonukleasen [Yoshiyama et al., 2013]. Zellen besitzen verschiedene Mecha-
nismen, um offene Enden eines DNA-Doppelstrangbruches zu reparieren. Das Re-
sultat der Reparatur hiangt stark vom verwendeten Reparaturmechanismus ab und
fithrt zu verschiedenen Verdnderungen der Ausgangssequenz.

In Hefen und Bakterien ist homologe Reparatur (HR) am h#ufigsten vertreten,
wéhrend in hheren Organismen nicht-homologe Reparatur durch Non-Homologous
End-Joining (NHEJ) der dominante Mechanismus ist [Wyman and Kanaar|, 2006].
Neben homologer und nicht-homologer Reparatur kann die Reparatur auch durch
Ausnutzung von kurzen Homologie-Abschnitten geschehen. Dieser Microhomology-
Mediated End-Joining (MMEJ) genannte Mechanismus zeichnet sich durch seine
Unabhéngigkeit von Schliisselproteinen fiir HR und [NHEIJ aus.

2.3.1 Homologe Reparatur

Voraussetzung fiir die Reparatur durch homologe Rekombination ist das Vor-
handensein einer homologen Vorlage, die zur Reparatur verwendet werden kann
[Wyman et al., 2004]. Eine Ubersicht iiber den homologen Reparaturmechanismus
zeigt Abbildung [2.8) Dabei kann die homologe Vorlage durch einen Mechanismus
der Synthesis-Dependant Strand-Annealing (SDSAI) genannt wird, genutzt werden,
um ein Ende des offenen Doppelstrangbruches neu zu synthetisieren, bevor die
Liicke iiber andere Mechanismen geschlossen wird.

Lagern sich beide offene Enden des Doppelstrangbruches an die homologe Vorlage
an, bildet sich eine Holliday-Struktur, in der beide Strédnge anhand der Vorlage
neu synthetisiert werden. Die Auflosung dieser Struktur fithrt entweder zu einer
Trennung der beiden DNA-Stringe oder zu einem Austausch zwischen beiden
(Crossing-Over) [Wyman and Kanaar}, 2000].

Eine entscheidende Rolle bei der Reparatur durch homologe Rekombination spie-
len die Proteine Rad51 und Rad52. Rad52 bindet einzelstriangige DNA-Molekiile
und kann die DNA-DNA-Interaktion komplementéirer DNA-Stringe vermitteln
[Symington, [2002]. Des Weiteren interagiert es mit der Rekombinase Rad51, die
ein helikales Nukleoproteinfilament auf einzelstrangiger DNA bildet und homologe
Paarung mit doppelstrangiger DNA erméglicht |[Galkin et al., [2006].
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Abbildung 2.8: Reparatur durch homologe Rekombination. Es entsteht ein
Doppelstrangbruch mit einzelstringigen 3’-Enden (a,b). Diese
bilden das Substrat fiir eine durch Rekombinase vermittelte
Nukleoproteinfilament-Formation, die zur Homologie-Erkennung
dient und einen DNA-Strang Austausch zwischen den beiden ho-
mologen Doppelstringen ermoglicht (c). Dies resultiert in einer
D-Loop genannten Struktur in dem der nicht paarende Strang
der Vorlage mit dem anderen Strang der Doppelstrangbruch-DNA
paart (d). Nach DNA-Synthese (e), Verbindung der offenen En-
den und Bildung einer Holliday-Struktur (f), kommt es entweder
zu einem Crossing-Over zwischen beiden Molekiilen oder zu einer
Trennung (g). Als Alternative zur Bildung und Auflésung einer Hol-
liday-Struktur kann durch den SDSA-Mechanismus die Synthese
in der homologen Vorlage auch nur durch Paarung eines einzel-
nen Stranges erfolgen und der andere Strang des Doppelstrang-
bruches anhand der neu synthetisierten Vorlage komplementiert
werden (h,i,j). Grafik aus Wyman and Kanaar [2006].

Ebenfalls verwandt mit Reparatur durch homologe Rekombination ist Single-
Strand-Annealing (SSAl), das ebenfalls Rad52 erfordert und sich besonders zur Re-
paratur von repetitiven Bereichen eignet. Dabei findet die Bindung der beiden of-
fenen Enden an ldngeren Bereiche von mehr als 25 bp Homologie statt, gefolgt von
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der Reparatur des Doppelstrangbruches [Symington), 2002; |Sugawara et al., 2000].
Charakteristisch fiir diesen Reparatur-Mechanismus sind grofie Deletionen des Be-
reiches zwischen den beiden repetitiven Sequenzen.

Abgesehen von grofien Deletionen durch ist als Resultat einer Reparatur durch
HR die Reparaturstelle meistens unverdndert beziiglich der Ausgangs-Sequenz. Ein
Crossing-Over kann allerdings zu einem Austausch eines homologen Teils fithren,
was insbesondere zur Transformation von Bakterien genutzt werden kann.
kann durch das Eindringen in nicht-homologe Bereiche auch zu Sequenzen mit ande-
rem Ursprung an der Reparaturstelle fithren. Die Bindung zur Vorlage ist in solchen
Féllen schwach und wird oft nach kurzer Synthese wieder abgebrochen. Dadurch
entstehen an der Reparaturstelle sogenannte Filler mit Sequenzen aus einem ande-
ren Teil des Genoms. Filler sind kurze Sequenzstiicke, die keinem der beiden Enden
des Doppelstrangbruches zugeordnet werden kénnen. kann durch Unterbre-
chung der Synthese und Wechsel der Vorlage zu komplexeren Fillern, bestehend
aus unterschiedlichen Sequenzteilen, fithren |Gorbunova and Levyl, [1999].

2.3.2 Nicht-homologe Reparatur

In Pflanzen spielt Homologe Reparatur (HRI) nur eine untergeordnete Rolle, haupt-
séchlich bei der Reparatur von auftretenden Briichen wihrend der Synthese-Phase
der Mitose. Doppelstrangbriiche werden aus Ermangelung einer nahe der Bruch-
stelle vorhandenen Vorlage hauptséchlich mittels NHEJ repariert (sieche Abbildung
. Dies hat in der Regel Deletionen von mehreren Basenpaaren, kleine Duplika-
tionen oder Filler an der Reparaturstelle zur Folge und ist damit fehlerbehafteter
als homologe Reparatur. ist abhingig von den Proteinen Ku70 und Ku80,
die als Heterodimer an offene Enden binden und weitere Proteine wie XRCC4 oder
DNA-Ligase IV rekrutieren [Wyman and Kanaar| 2006].

Ein weiteres Merkmal von ist, dass eine kurze Mikrohomologie zwischen
den beiden zu verbindenden Enden von bis zu 5 bp erforderlich scheint. Allerdings
konnen offene Enden auch mittels einfacher Ligation verbunden werden, was keine
Verénderung der Sequenz zur Folge hat. Dies erfordert jedoch intakte Enden. Fil-
ler, die manchmal wihrend der Reparatur mittels [NHEJ auftreten, kénnen durch
erkléirt werden (siehe Kapitel [2.3.1). Merkmale einer Reparatur durch
ist eine, im Gegensatz zur homologen Reparatur, oft verdnderte Reparaturstelle
|Gorbunova and Levyl, {1999).
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Doppelstrangbruch

Bindung von Ku70/80 an die Enden

Anlagerung der beiden Enden
Ku70/80, DNA-Proteinkinasen

Keine Prozessierung der

) Prozessierung der Enden erforderlich
Enden erforderlich

Artemis WRCCA
A rar DNA-Ligase IV
DNA-Ligase IV Pol lambda L g
XLF Pol mu

Abbildung 2.9: Reparatur durch[NHEIJl Die offenen Enden eines Doppelstrangbru-
ches werden durch den Ku70/Ku80 Heterodimer gebunden, durch
den DNA-Proteinkinasen die beiden offenen Enden zusammenbrin-
gen. XRCC4, DNA-Ligase IV und XLF sind die verantwortlichen
Proteine fiir die Verbindung des Doppelstrangbruches. Wenn eine
Prozessierung der Enden nétig ist, um ligierbare Enden zu produ-
zieren, kann das durch die Nuklease Artemis oder die Polymerasen
TdT, pol-A oder pol-u geschehen. Grafik aus Wyman and Kanaar
[2006].

2.3.3 Mikrohomologie-abhingige Reparatur

Neben homologer Reparatur und [NHEJ gibt es einen dritten, schlechter charak-
terisierten Mechanismus zur Reparatur von Doppelstrangbriichen. Obwohl bereits
seit fast 30 Jahren bekannt ist, dass es Reparatur-Mechanismen unabhéngig von
homologer Rekombination gibt, die mehr als 5 bp Mikrohomologie benutzen [Roth
and Wilson| [1986], hat dieser Mechanismus erst seit relativ kurzer Zeit Aufmerk-
samkeit erhalten [McVey and Lee, [2008]. benutzt groflere Bereiche von Mi-
krohomologie von 6-25 bp und funktioniert dabei unabhéngig von Ku70/Ku80 und
DNA-Ligase IV (siehe Abbildung . Ku80-defiziente Mutanten weisen grofie-
re Bereiche von Mikrohomologie an den reparierten Stellen in Hefe und Maus auf
[Boulton and Jacksonl {1996} |Liang et al., [1996]. Bei einer Mikrohomologie-Grofie
von 6-8 bp scheint [MMEJ auch weitgehend unabhéingig von Rad52 zu sein, was dar-
auf hindeutet, dass es sich um einen eigenstindigen Mechanismus handelt. Ab einer
Mikrohomologie-Grofie von 8 bp ist Rad52 zunehmend involviert, was einen flielen-
den Ubergang von [MMEJ zu SSA (siche Kapitel nahelegt |[Daley and Wilson,
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2005

. Eine Reihe von Proteinen scheint mit [MMEJ assoziiert zu sein [McVey and

Lee,

2008]. Eine entscheidende Rolle spielt dabei offensichtlich der MRX-Komplex,

bestehend aus Mrell, Rad50 und Xrs2 (bzw. NBS1 in Sdugetieren). Dieser sorgt
fiir die Teilentfernung eines Stranges, um die zur Reparatur nétige Mikrohomologie
freizulegen. Weiterhin wird die Rad1-Rad10 Endonuklease zur Entfernung iiberhén-
gender Enden nach erfolgter Reparatur benotigt.

Charakteristisch fiir eine Reparatur mittels [MMEJ sind Deletionen von variieren-
der Grofe und die Insertion von einzelnen Nukleotiden an der Reparaturstelle, was
durch die Fehleranfilligkeit der verwendeten Polymerase erkléart werden kann [Mc-|

Vey and Lee, 2008].

DNA Doppelstrangbruch

Bindung von Ku70/80 Teilentfernung Teilentfernung
der Enden der Enden
a - _— — -
. —-—— - B —
0-5 bp ]
Bindung an Bindung an langen
l Mikrohomologien y Mikrohomologien

Prozessierung der Enden
l und/oder Synthese oder

Ligation _J

-
: 6-25 bp - >30bp

NHEJ Abschneiden iiberhdngender Abschneiden tiberhangender
1-4 bp Deletionen und Insertionen Enden; Synthese; Ligation PGSt
&= —
o=t —
MMEJ SSA
Variable Deletionen GroRe Deletionen
Haufig Insertion von Nukleotiden Keine Insertionen

Abbildung 2.10: Einordnung von [MME]J zwischen [NHEJ und [SSAL Bei der Repa-

ratur durch NHEJ verhindert das Ku70/Ku80-Heterodimer durch
seine Bindung an ein offenes Ende die Resektion der offenen
Enden. Durch Bindung an kurzer Mikrohomologie, Auffiillung
entstandener Liicken durch die DNA-Polymerase sowie Ligation
durch DNA-Ligase IV wird der Bruch repariert. Entfillt die Bin-
dung durch Ku70/Ku80, werden Teile der offenen Enden entfernt
und gegebenenfalls etwas groflere Homologie-Bereiche freigelegt,
die mittels MMEJ oder repariert werden. In beiden Fillen
miissen iiberhéngende 3’-Enden vor Synthese und Ligation ent-
fernt werden. kann im Unterschied zu zu einzelnen
eingefiigten Basen fithren, widhrend beide Mechanismen groflere
Deletionen als[NHEJ zur Folge haben kénnen. Abbildung aus
\Vey and Lee [2008].
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2.4 Die Insertionslinienpopulation GABI-Kat

Das Ziel des GABI-Kat Projektes war die systematische Erstellung einer Sequenz-
indizierten Kollektion von T-DNA Knockout-Mutanten in A. thaliana. Sequenz-
indiziert bedeutet, dass iiber die T-DNA flankierende Sequenzen schnell eine Linie
mit Insertion im gewiinschten Bereich des Genoms identifiziert werden kann. Diese
Information wird fiir alle generierten Linien zur Verfiigung gestellt. Das Projekt
startete 1999 im Rahmen des GABI (Genomanalyse am biologischen System Pflan-
ze) Forderprogramms am Max-Planck-Institut in Kéln (Kat = Kolner Arabidopsis
T-DNA-Linien) und lduft seit Januar 2007 an der Universitét Bielefeld. Die GABI-
Kat-Kollektion ist weltweit die zweitgrofite offentlich verfiigbare Ressource fiir T-
DNA Insertionslinien im Col-0 Okotyp, iibertroffen nur von der SALK-Kollektion
in La Jolla (Kalifornien, USA).

2.4.1 Transformation in GABI-Kat

Zur Transformation der Linien in GABI-Kat wurde die Floral dip-Methode [Clough
and Bent|, [1998] angewandt. Dabei werden die Bliiten von A. thaliana Pflanzen in
eine Losung getaucht, die mit dem gewiinschten Vektor transformierte Agrobakte-
rien enthélt, sowie 10 % Saccharose und 0,02 % des Netzmittels Silwet L-77 |[Rosso
et al., 2003].

Der in GABI-Kat am héufigsten zur Transformation verwendete Vektor ist pAC161
(siehe Abbildung. Weitere Vektoren, die sich nur geringfiigig davon unterschei-
den sind pAC106, pADIS1 und pGABI1. Alle GABI-Kat Vektoren enthalten ein
Gen, das die Resistenz gegen das Herbizid Sulfadiazin (Sull) vermittelt [Guerineau
et al.;|1990]. In pAC161 ist dieses Gen unter Expression eines starken konstitutiven
1’-2’ Promotors aus A. tumefaciens [Velten et al. 1984]. Da die Vektoren urspriing-
lich fiir Activation Tagging (eine Methode bei der im Gegensatz zu Knockouts das
Ziel ist, Gene nahe der Insertion durch Uberexpression zu untersuchen) entworfen

EcoR1
SUL 1 ORF -

o

Rubisco-Targetsignal puC18

1'-2' Promotor

B-Lactamase

Bfal

Bindestelle Primer 8409 I
pAC161

Xhol 10.828bp

Bfa | —=t

35S Promotor

Abbildung 2.11: Vektor pAC161 mit enthaltener T-DNA. Grafik aus Rosso et al.
[2003].
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wurden, enthalten sie einen 35S-Promotor aus dem Blumenkohl-Mosaikvirus nahe
der RB. Dieser kann bei einer T-DNA Insertion strangaufwirts eines Gens dazu
fithren, dass dieses stérker exprimiert wird. Die Schnittstellen in den beiden Bor-
ders liegen so, dass die Left Border (LB]) der T-DNA um 3 bp gekiirzt wird und 22
bp an der [RB] verloren gehen.

Die reifen Samen der transformierten Pflanzen wurden geerntet (T1) und auf
Resistenz selektiert. Aus geerntetem Blattmaterial der daraus gewachsenen T1-
Pflanzen wurde DNA extrahiert und genutzt, um Flanking Sequence Tags (FSTs)
zu generieren (siche Kapitel und daraus die mutmafBliche Insertionsposition
abzuleiten. Alle Linien wurden in 96er-Blocken aufgezogen und die daraus entste-
hende Nomenklatur beibehalten. So setzt sich eine GABI-Kat Linien-ID aus der
Block-Nummer und der Position im Block zusammen. Die Linie 456C06 stammt
beispielsweise aus Block 456 an Position C06.

2.4.2 Insertionsstellen-Vorhersage

Die Integration der T-DNA innerhalb des A. thaliana-Genoms erfolgt weitgehend
zuféllig (siehe Kapitel . Um den Ort der Insertion zu bestimmen, konnen
FSTs generiert werden. Ein FST ist eine Sequenz, die ausgehend von der T-DNA
bis in den genomischen Bereich der Wirts-DNA reicht und die T-DNA | flankiert*.
Durch Sequenzvergleiche kann anhand dieser ein potentieller Insertionsort bestimmt
werden [Rosso et al 2003} [Strizhov et al., [2003].

FST-Generierung

Einen Uberblick iiber die FST-Generierung in GABI-Kat gibt Abbildung [2.12]
Zunéchst wird die aus den T1-Pflanzen extrahierte DNA mit dem Restrikti-
onsenzym Bfal verdaut. Es schneidet in der relativ kurzen Erkennungssequenz
5-C|TAT-3’. Wie in Abbildung zu sehen, ist sowohl in der Nihe der LB
als auch der RB eine Bfal-Schnittstelle zu finden. Durch das zufillige Auftreten
weiterer Schnittstellen im genomischen Teil nahe der Insertionsstelle entstehen
ein oder mehrere Fragmente, die neben einem Teil der T-DNA auch einen Teil
genomischer DNA enthalten. An die Schnittstellen wird ein Adapter ligiert. Darauf
folgt eine lineare PCR mit dem innerhalb der T-DNA liegenden Primer 8474
(5-ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT-3") gefolgt von einer PCR mit
exponentieller Amplifikation mit dem etwas nidher an der LB liegenden Primer
8409 (5-ATATTGACCATCATACTCATTGC-3’) und einem Adapterprimer. Der
Grofiteil der FSTs wurde an der LB generiert, ein kleinerer Teil an der RB, unter
Verwendung der Primer 3144 (5-GTGGATTGATGTGATATCTCC-3’) und CR3S
(5-TTGAGCATATAAGAAACCCTTAGT-3’). Die Sanger-Sequenzierung des aus
den PCRs entstandenen Produkts erfolgte mit dem 8409 Primer. Das Qualitéts-
und Vektor- Trimming wurde mittels PHRED |[Ewing and Green, [1998] und Pre-
gapd [Staden, [1996] durchgefiihrt.
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Abbildung 2.12: Ubersicht iiber die FST-Generierung. Nach Bfal-Verdau und Li-
gierung von Linkern an die Schnittstellen folgen zwei PCRs mit
immer weiter am Rand der T-DNA liegenden Primern zur Anrei-
cherung der Sequenz nahe der Insertion. Das entstehende Produkt
wird schliefllich mit einem weiter am Rand der T-DNA liegen-
den Primer sequenziert. Abbildung von der |[GABI-Kat Webseite|

o5,

Vorhersage der Insertionsposition

Zur Bestimmung der mutmaflichen Insertionsposition wurde ein Sequenzvergleich
mittels BLASTn [Altschul et al [1997] gegen die BAChbasierte [TIGRI A. thaliana
Genomsequenz in der Version 5 (siehe Kapitel durchgefiihrt [Li et al., 2006].
Alle Treffer, die unter einem Schwellenwert (e- Value kleiner als 5e™*) lagen, wurden
gespeichert, und der Beginn des BLAST-Treffers in der Referenzsequenz wird als
potentielle Insertionsposition auf dem jeweiligen BAC vermerkt. Liegt der Treffer
in einem Gen, wird er als Gentreffer klassifiziert, ansonsten als Genomtreffer im
intergenischen Bereich.

Die vielversprechendsten Treffer sind diejenigen die zwischen Transkriptionsstart
und -ende liegen, wobei nicht zwischen Treffern in Exons und Introns unterschie-
den wird, da die T-DNA grof§ genug ist, um auch bei einer Insertion in einem
Intron die Transkription zu unterbrechen. Diese Treffer sind sogenannte CDSi-Hits
(CDS+Introns). Des Weiteren wurde ein Bereich von 300 bp um die CDSi-Region
als 5’- bzw. 3-Treffer definiert, da auch ein Treffer in der jeweiligen untranslated
region (UTR]) einen Knockout des betroffenen Gens bewirken kann. Beriicksichtigt
wurden Protein-kodierende Gene sowie Pseudogene.
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2.4.3 Der Bestitigungs-Prozess (Confirmation)

Die mit einer vorhergesagten Insertionsposition und betroffenen Genen an-
notierten FSTs sind iiber das Webinterface ,SimpleSearch® (http://www.gabi-
kat.de/db/genehits.php) zugédnglich und Benutzer kénnen darin nach Insertionen
in Genen, die fiir sie von Interesse sind, suchen und eine Bestellung fiir die jeweilige
Linie eingeben. Zur Zeit (Stand Februar 2015) sind insgesamt 133.150 FSTs iiber
das Webinterface SimpleSearch (siehe Kapitel zugénglich. Verfiigbar sind da-
durch 72.036 Linien. Von den 27.206 Protein-kodierenden Genen im Kerngenom
von A. thaliana gibt es fiir 13.375 (49,17 %) eine vorhergesagte Insertion in der
GABI-Kat-Kollektion.

Nach Eingang einer Bestellung fiir eine Insertion in einer bestimmten Linie wird
versucht, die auf Basis von FSTs vorhergesagte Insertion zu validieren. Dieser
Confirmation genannte Vorgang besteht im Wesentlichen daraus, die angefragte
Linie aufzuziehen (Kapitel , eine oder mehrere PCRs mit Primern spezifisch
fiir die jeweilige Insertion durchzufiihren (Kapitel [2.4.3)), sowie die Linien mit be-
statigten Insertionen an Benutzer und das Samenzentrum Nottingham Arabidopsis
Stock Centre (NASC) abzugeben (Kapitel [Li et al., 2007]. Eine Ubersicht
tiber den gesamten Bestéitigungs-Prozess in GABI-Kat zeigt Abbildung [2.13]

Aufzucht der Linien

Um die angefragten Linien zu bearbeiten, werden zunéchst T2-Pflanzen auf
Selektionsmedium angezogen. Anhand der Anzahl {iberlebender Pflanzen dieser Se-
gregation lasst sich abschétzen, wie viele Insertionen die Linie insgesamt enthélt.
Bei iiber 85 % resistenten Keimlingen ist mehr als eine Insertion wahrscheinlich.
Lasst die Segregation auf nur eine Insertion schliefen, werden 12 Pflanzen im Ge-
wéchshaus angezogen, andernfalls 18, um die Chance zu erhéhen, eine Pflanze zu
erhalten, die die gesuchte Insertion enthélt. DNA der {iberlebenden Pflanzen wird
extrahiert und fiir eine kldrende ,, Confirmation-PCR® verwendet.

Sollte eine Linie sehr schlecht keimen oder sollten keine iiberlebenden T3-Pflanzen
vorhanden sein, was manchmal aufgrund einer defekten [SullResistenz vorkommt,
werden diese noch einmal ohne Selektionsmedium angezogen.

Primerdesign und Confirmation-Sequenzen

Fiir die Confirmation-PCR wird ein Primer spezifisch fiir die untersuchte T-DNA
Border (festgelegt durch den dazugehorigen FST) sowie ein ,,Gen-spezifischer Pri-
mer generiert, der im Bereich fiir die vorhergesagte Insertion bindet. Um diesen Pri-
mer zu ermitteln wird das Programm primer3 verwendet [Untergasser et al., 2012].
Dabei wird der Bereich 220-580 bp (RB) bzw. 270-620 bp (LB) von der potenzi-
ellen Insertionsposition entfernt als Zielregion benutzt. Das Amplikon dieser PCR
wird mit beiden Primern sequenziert (siche Abbildung[2.14)) und die beiden Sequen-
zen (eine ,, Border-spezifische® sowie eine ,Gen-spezifische* Confirmation-Sequenz)
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Abbildung 2.13: Ubersicht iiber den GABI-Kat Bestétigungs-Prozess. Ein Forscher
hat Interesse an einem bestimmten Allel in GABI-Kat. Nach
eingegangener Bestellung folgt eine Segregation und Aufzucht
der Linien im Gewé&chshaus. Mit aus Blattmaterial extrahierter
DNA wird eine Confirmation-PCR unter Verwendung eines Gen-
spezifischen Primers durchgefiihrt und bei Misslingen ein zwei-
tes Mal mit einem anderen Primer wiederholt. Bei erfolgreicher
PCR wird das Produkt sequenziert und mittels BLASTn mit der
Vorhersage abgeglichen. Bei Ubereinstimmung werden dem Nut-
zer die T2-Samen geschickt und die geernteten T3-Samen an das
abgegeben. Abbildung aus Stracke et al. [2010]

werden mittels PHRED [Ewing and Green| [1998] und Pregap4 prozessiert
denl, [1996]. Als Amplikon wird das reale Produkt einer PCR im Unterschied zum
Amplimer bezeichnet, dass das theoretisch bei einer PCR entstehende Produkt be-
nennt. Wenn ein darauf folgendes BLASTn der Confirmation-Sequenz gegen die
A. thaliana Genomsequenz mit bis zu 500 bp Abweichung dasselbe Ergebnis liefert




2.4. Die Insertionslinienpopulation GABI-Kat 28

Gen-spezifischer Primer 8474
- 8409 -

—

Confirmation-PCR mit
8747 und Gen-spezifischem Primer

Gen-spezifischer Primer 8409
4 h

| EEE—— ]
Produkt der Confirmation-FCR

Sequenzierung des PCR-Produktes 1

Sequenz generiert mit 8409
S mmuEnm

5

+

Sequenz generiert mit Gen-spezifischem Primer

l EEEEEmm3

AnalysederSequenzen mitBLASTn
zum Abgleich mitder FST-Vorhersage

5

Abbildung 2.14: Confirmation-PCR und Sequenzierung einer Insertion an der
Zunéchst wird eine PCR mit einem Gen-spezifischen Primer und
dem Border-spezifischen Primer 8474 durchgefiihrt. Die Sequen-
zierung des Produkts geschieht mit dem etwas weiter am Rand der
T-DNA liegenden Primer 8409 sowie mit dem Gen-spezifischen
Primer. Die beiden Sequenzen werden mit der Genomsequenz ab-
geglichen. Bei der Gen-spezifischen Sequenz kann diese dabei et-
was weiter in den Bereich der T-DNA reichen. Abbildung von der
\GABI-Kat Webseite [2015].

wie mittels FST vorhergesagt, gilt die Insertion als bestétigt.

Zur Kontrolle der Anwesenheit der T-DNA im Genom wird zusétzlich eine PCR mit
Primern durchgefiihrt, die spezifisch im Sul-Resistenz-Gen binden. Die dazu verwen-
deten Primer sind Sul2 (5-GTCGAACCTTCAAAAGCTGAAGT-3’) sowie Suld
(5-ATTTCACACAGGAAACAGCTATGA-3). Schliagt eine erste Confirmation-
PCR trotz erfolgreicher Sul-Kontrolle fehl, wird eine weitere PCR mit einem an-
deren Gen-spezifischen Primer durchgefiihrt, bevor keine weiteren Bestédtigungs-
Versuche mehr unternommen werden. Diese Insertion ist fehlgeschlagen und die
entsprechende Linie kann nur noch von Benutzern bestellt werden, wenn sie weitere
vorhergesagte Insertionen enthélt.
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Abgabe der Linien an Benutzer und Samenzentrum

Ist eine Insertion in einer Linie bestétigt, werden T2-Samen der jeweiligen Linie
an den Benutzer verschickt. Zusitzlich werden T3-Samen an das abgege-
ben. Einmal abgegebene Linien sind daraufhin nicht mehr iiber das Webinterface
SimpleSearch bestellbar, auch wenn noch eine weitere Insertion vorhergesagt ist.
Diese Linien kénnen nur noch iiber bezogen werden. Zum Zeitpunkt (Fe-
bruar 2015) sind seit Beginn des Projekts 13.442 Linien zur weiteren Verteilung
abgegeben worden.

2.4.4 GABI-Kat LIMS und SimpleSearch

Um die in GABI-Kat anfallenden Daten zu speichern und fiir die Offentlichkeit
zur Verfiigung zu stellen, wurde eine Datenbank angelegt. Zugriff darauf erfolgt
innerhalb der Universitat Bielefeld hauptsachlich iiber das Labor Informations Ma-
nagement System ([LIMS]). Teile der Zugrunde liegenden Datenbank sind iiber die
Benutzer-Schnittstelle SimpleSearch im Internet verfiighar (siche Abbildung .

Labor Informations

Management System SimpleSearch
- (LMs) www.gabi-kat.de
- nur intern zugreifbar - joomla! & php

php

2 ]

- _ —

LIMS Datenbank RegelmaRige
109 Tabellen Aktualisierung MySQL

MySQL ] S

SimpleSearch Datenbank
58 Tabellen

Abbildung 2.15: Struktur der GABI-Kat Datenbank und Weboberflichen. Auf die
interne GABI-Kat Datenbank ist ausschlielich iiber die LIMS-
Weboberfliche zugreifbar. Die SimpleSearch-Datenbank enthélt
nur einen Teil der LIMS-Daten, der regelméflig aktualisiert wird
und iiber SimpleSearch allen Nutzern zur Verfiigung steht.
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GABI-Kat Datenbank Die GABI-Kat Datenbank basiert auf dem relationalen
Datenbankverwaltungssystem MySQL. Das grundlegende Konzept ist eine Samm-
lung von Tabellen, die iiber bestimmte Spalten (,,Schliissel“) miteinander verkniipft
werden konnen, um groflere Tabellen zu erhalten. Die Aufteilung von Daten auf
mehrere Tabellen dient dabei der Vermeidung von redundanter Speicherung.

GABI-Kat LIMS Zur Koordinierung der Laborarbeiten wurde ein entwi-
ckelt. Es bietet Zugriff auf die GABI-Kat Datenbank und bereitet die darin gespei-
cherten Informationen in Listenform auf. Diese Listen enthalten die nétigen Details
zu verschiedenen anfallenden Arbeiten, wie beispielsweise eine Liste aller PCRs mit
Angaben zum Lagerort der zu verwendenden Primer und DNA. Des Weiteren bietet
das diverse Moglichkeiten zur Dateneingabe, -manipulation und -analyse.

SimpleSearch Die Benutzeroberfliche SimpleSearch ist {iiber die GABI-
Kat Webseite unter www.gabi-kat.de zugénglich. Unter dem Menii-Unterpunkt
soimpleSearch” gelangt der Benutzer zu einer Eingabemaske, mit der auf verschie-

denen Wegen nach Insertionen in bestimmten Genen gesucht werden kann (siehe
Abbildung [2.16]).

SimpleSearch

lines with genome hits: 72036 / genes with hits; 21382 / CDSi hits (protein-coding genes anly): 13375

64.17% or 21382 of all 33323 A. thaliana TAIRv10 genes are hit (chromosomal gene hits countad)

14.73% or 190 of all 1290 4. thaliana TAIRv10 ncRMNA genes are hit (chromosomal gene hits counted)

71.45% or 19437 of the 27206 A. thaliana TAIRv10 protein coding genes are hit (chromosomal gene hits counted)

49,17% or 13375 ofthe 27206 A. thaliana TAIRv10 protein coding genes are hit (chromosomal CDSi hits counted)

lines at NASC as T3-sets: 13442 9128 ofthese contain atleast one confirmed CDSi allele

56.48% or 7553 ofthe 13375 genes with chrom. COSi hit predictions are confirmed for at least one allele and available from NASC
SimpleSearch / database content: GK27/20140513

Search for gene hits

Search by: '® gene code ' annotation text 1 | Searchfor gene hits

2 Search for line ID or GenBank ID of FST

P
Search 3 Search for genome hits by BLAST

enter cne or mere genecode e.g. ‘Atdg23270 .."cra
keyword e.g. 'kinase'

4 Search for genome range

Abbildung 2.16: SimpleSearch Benutzeroberfliche. Uber die Oberfliche ist die Su-
che nach Insertionen anhand von vier verschiedenen Optionen
moglich: anhand des AGI-Codes oder Annotationstextes (1), der
Linie oder der Accession-Nummer eines FSTs (2), mittels BLAST
einer benutzerdefinierten Sequenz (3) oder anhand einer Position
auf den Pseudochromosomen (4). Screenshot von der
'Webseite| [2015].
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Anhand dieser Suche gelangt der Benutzer zu Linien, die eine Insertion ent-
sprechend seiner Suchkriterien enthalten. Abbildung zeigt ein Muster fiir eine
solche Linie. Neben Details zu FSTs sind aulerdem Informationen zu verwende-
ten Primern, sowie Confirmation-Sequenzen in SimpleSearch verfiigbar. Zusétzlich

SimpleSearch - Line and FST details

Line specific information

Line ID 051G10

Vector Used pAC161

Line Availability only available from NASC (N404882)

Segregation Analysis 50:35:27

Confirmed for Hit Atdg23270

Parent of DUPLO pair none

Parent of pair(s) 5831, 10436, 10441, 75433, 75457, 75546, 75562, 75651, 75678, 75685

Gene hit Ag23270

>79-K@12139-822-851-G1@-84@9

TTGATCCATGTAGAT TNTCCCGGACATGAANGCCTTTACATGEATCCACTGECATAATTC
TTATTTTTTTTAGTTGATTGAAACGTATTACGGTCTAT TGATGAAAAAARAGTGOCARGA
GCAATACTTACTAAGTTCCAACTACTCTTCTTGTCATEECTTCTGTTTGGTCCATCOCAA
ATATTCTCGCCATTCCARAATCTGCAATTTTAGGATTCATATCATCATCCAAGAGGATET
TCCCTGCTTTGAGGTCTCGATGTATAATTGTGAGTCOT GAATCTTGAT GAAGATAAAGARA
TTCCTCTATGROATCCTCOCTATAGTGAGTC

Sequence (A. th genome
BLAST matches underlined)

GenBank Accession ALTH3564 [GenBank]

Graphic View ¥

Predicted Position of Insertion Chrd: 12173256 - go to primer design

BLAST e Value 2e-120

Hit Clone Code (BAC ID) F21P8

Hit Gene Code Atdg23270 [TAIR] [MIP 5] [SIGnAL)

Gene Annotation cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 19
Insertion Classification cDsi

Confirmation Status confirmed, show confirmation sequences

Primer and wt-amplicons show primer details

Abbildung 2.17: Details zu Linie 051G10. Im oberen Teil wird die Verfiigbarkeit
der Linie angezeigt. In diesem Fall ist die Insertion in At4¢23270
bereits bestéitigt und die Linie deshalb nur von erhéltlich.
Informationen iiber die Segregation werden angezeigt (ausgeséte
Samen / gekeimte Samen / resistente Keimlinge), die Hinweise
darauf geben konnen, wie viele Insertionen insgesamt in der Li-
nie zu erwarten sind. In der gezeigten Linie 051G10 sind 27 von
35 Keimlingen resistent (77 %), was auf eine einzelne Insertion
schlieflen lésst. Im unteren Teil werden FSTs sowie darauf basie-
rende Insertions-Vorhersagen gelistet. Sind bereits Informationen
zum Bestitigungsvorgang der jeweiligen Insertion verfiigbar, wer-
den diese hier nochmals angezeigt. Uber weitere Links kénnen
Confirmation-Sequenzen sowie Details zu den Primern, die zur
Bestitigung verwendet wurden, eingesehen werden. Screenshot
von der |(GABI-Kat Webseite, [2015].
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gibt es eine Visualisierung eines Bereiches der Genomsequenz mit allen annotierten
Genen und vorhergesagten sowie bestétigten Insertionen, die die Suche nach In-
sertionen in einem bestimmten Bereich des Genoms vereinfacht. Wurde durch den
Benutzer eine interessante Insertion identifiziert und ist diese noch nicht bearbei-
tet (also nicht fehlgeschlagen oder bereits bestétigt und beim verfiigbar),
kann er eine Bestellung iiber das entsprechende Webformular absetzen woraufhin
die Bestellung in die GABI-Kat Datenbank eingegeben und wie in Kapitel
beschrieben bearbeitet wird.

2.4.5 Andere Kollektionen

Neben GABI-Kat gibt es noch eine Reihe weiterer Kollektionen, darunter mit SALK
die weltweit grofite Kollektion fiir T-DNA Insertionslinien in A. thaliana. Da in
einer einzelnen Kollektion nicht die Insertionsallele fiir alle Gene enthalten sind,
ergéinzen sich diese Kollektionen gegenseitig. Drei davon, die fiir Analysen in dieser
Arbeit von Bedeutung waren, werden im Folgenden vorgestellt.

SALK-Linien Das SALK T-DNA Projekt startete im Jahr 2001. Im Laufe des
Projekts wurden 150.000 transgene Linien in Col-0 mit einer angenommenen Zahl
von etwa 225.000 Insertionen generiert [Alonso et all [2003]. Als Vektor wurde
pROK2 verwendet. Im Unterschied zu GABI-Kat Vektoren enthélt dieser keine
[Sull Resistenz sondern eine Kanamycin-Resistenz als Selektionsmarker. Die Linien
werden {iber das Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC]) zur Verfiigung
gestellt. Eine Bestétigung der einzelnen Insertionen findet nicht statt.

SAIL-Linien Die ,Syngenta Arabidopsis Insertion Library“ (SAIL) besteht aus
etwa 54.000 Linien. Transformiert wurden sie mit den Vektoren pCSA110 oder pD-
AP101, die beide eine BASTA-Resistenz (gegen das Herbizid Glufosinat) tragen.
FSTs wurden mittels eines modifizierten ,thermal asymetric interlaced” (TAIL)-
PCR Protokolls generiert. In einer TAIL-PCR werden Bereiche, die eine bekannte
Region (in diesem Fall die T-DNA) flankieren in drei aufeinander folgenden Re-
aktionen mit verschachtelten Primern und degenerierten Primern aufkonzentriert
und anschliefend sequenziert. Typischerweise wird eine Reihe verschiedener degene-
rierter Primer benutzt, um die Wahrscheinlichkeit zu maximieren, ein flankierendes
Produkt zu erhalten [Liu et al.,|1995]. Die etwa 54.000 Linien in der SAIL-Kollektion
enthalten etwa 85.000 Insertionen, die mittels BLAST ermittelt wurden. 30 % davon
liegen in transkribierten Bereichen, 44 % in Promotoren und 26 % in intergenischen
Regionen [Sessions et al., 2002]. Alle SAIL-Linien sind iiber das [ABRC bestellbar,
eine Bestétigung der Insertion ist dem Besteller selbst iiberlassen.

Wisc-Linien Die Kollektion der Universitat Wisconsin enthalt ca. 60.000 Linien.
Im Unterschied zu GABI-Kat, SALK und SAIL ist hier der Wassilewskija (Ws)
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Okotyp zur Transformation mit dem Vektor pD991 verwendet worden. Dieser Vek-
tor enthélt eine Kanamycin-Resistenz. Um Insertionen in Genen von Interesse zu
finden, wurden mehrere PCRs mit gepoolter DNA von 2.025 Einzel-Linien durchge-
fithrt. In einer zweiten Runde wurde im Pool, der die Insertion enthélt eine weitere
Reihe PCRs von Pools mit 225 Linien gemacht, um die Linienzahl weiter einzu-
grenzen. Der Benutzer erhélt 25 Samenrdhrchen mit je 9 Linien aus denen er die
Linie, die den Knockout enthilt, iiber weitere PCRs bestimmen kann. Die Wisc-
Linien gehorten zu den ersten verfiigharen Knockout-Mutanten in A. thaliana, was
diese aufwéndige Strategie erklart. Spater wurden auch fiir diese Kollektion FSTs
generiert [Krysan et al.| [1999; Sussman et al.| 2000].
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Lielsetzung

Ziel dieser Arbeit war ein besseres Verstdndnis und die Entwicklung von Losun-
gen fiir verschiedene, aus der paralogen Natur des A. thaliana-Genoms entstehen-
de Probleme sowie die Analyse von Insertionsstellen der T-DNA im Genom von
A. thaliana auf gemeinsame Merkmale.

Als Basis fiir diese Arbeiten war es wichtig, dass der Datenbestand der GABI-Kat-
Kollektion beziiglich der A. thaliana-Genom-Annotation aktualisiert wurde. Damit
einhergehend war es von zentraler Bedeutung die genaue Insertionsposition sowie
von der Insertion betroffene (und damit in den meisten Féllen defekte) Gene mog-
lichst exakt auf Basis von FST-Sequenzen vorherzusagen. Ein haufig auftretendes
Problem in der GABI-Kat-Kollektion waren Kontaminationen der FST-Sequenzen
mit DNA aus anderen Linien, sodass eine Insertion nicht eindeutig einer Linie zuge-
ordnet werden konnte. Zur Aufklarung dieser Kontaminationen sollte im Rahmen
dieser Arbeit eine Analyse-Strategie entwickelt werden.

Durch paraloge Bereiche innerhalb des A. thaliana-Genoms stellte sich in Bezug
auf Insertionslinien zunéchst die Frage, wie oft die Beobachtung eines Phénotyps
bei einem Knockout eines Gens durch mindestens eine weitere paraloge Kopie er-
schwert wird. Insbesondere war von Interesse, wie viele Genpaare es im Genom von
A. thaliana gibt, bei denen es bereits ausreicht, eine Doppelmutante zu erstellen,
um den Phénotyp besser charakterisieren zu konnen. Die Ergebnisse dieser Ana-
lysen sowie auf ihrer Basis erstellte Doppelmutanten sollten abschlieflend tiber ein
Internetportal der wissenschaftlichen Gemeinschaft zur Verfiigung gestellt werden.
Ein weiteres Problem mit paralogen Bereichen waren nicht eindeutige Ergebnisse
von Sequenzvergleichen bei der FST-basierten Insertionspositions-Vorhersagen. In
solchen Bereichen kommt erschwerend hinzu, dass eindeutige Primer zur Aufkla-
rung schwierig zu finden sind. Es sollte eine Methode entwickelt werden, um die
Untersuchung von nicht eindeutigen FST-Vorhersagen zu ermdéglichen und durch
ein geeignetes Primerdesign zu unterstiitzen.

Auf Basis von Confirmation-Sequenzen konnen gemeinsame Merkmale von T-DNA
Insertionen herausgearbeitet werden. Da Confirmation-Sequenzen in der Regel den
Ubergang von der T-DNA in das Kerngenom von A. thaliana enthalten, stellen
sie dafiir ein geeignetes Mittel dar. Insbesondere war eine interessante Fragestel-
lung, ob sich auf Sequenzebene Merkmale finden lassen, die auf die Verwendung
von Reparaturmechanismen in A. thaliana hindeuten, da eine Beteiligung dieser
Mechanismen an der T-DNA Integration vermutet wird.
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Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sind vier Publikationen entstanden, die im folgenden Ka-
pitel zusammengefasst und teilweise durch nicht in den Publikationen vorhandene
Ergebnisse ergénzt werden. Die Publikationen selbst finden sich im Anhang.

In der ersten Publikation werden verschiedene Verbesserungen des Datenbestandes
und der Arbeitsablaufe in der Insertionslinienpopulation GABI-Kat beschrieben.
Der grofite Schritt war hier die Aktualisierung der [ESTFAnnotation auf TAIRv10
und eine damit einhergehende Optimierung der Insertionspositions-Vorhersage so-
wie genauere Gen-Annotationen. Eine weitere wichtige Entwicklung war die Eta-
blierung von sogenannten Kontaminationsgruppen. Diese umfassen Vorhersagen,
die auf sehr dhnliche Insertionspositionen in verschiedenen Linien hindeuten und
dienen dazu, die Linie zu identifizieren in der die Insertion tatséchlich stattgefunden
hat.

Nachfolgend liegt der Fokus auf paralogen Bereiche des Genoms von A. thaliana. Im
GABI-DUPLO-Projekt war das Ziel, eine Kollektion von Linien mit Insertionen in
Genpaaren bereitzustellen. Dazu wurde eine Liste von Genen erstellt, die genau ein
paraloges Gen im Genom haben. Dafiir mussten vorab Auswahlkriterien festgelegt
werden. Die erstellten Doppelmutanten wurden auf Phanotypen untersucht und ein
Webinterface zur Bereitstellung der Linien fiir die wissenschaftliche Gemeinschaft
implementiert. Die Ergebnisse dieser Arbeiten konnten in einer zweiten Publikation
veroffentlicht werden.

Die vermehrte Arbeit mit Insertionen in paralogen Bereichen des Genoms mach-
te es erforderlich, Losungen fiir daraus entstehende Probleme zu entwickeln. Pa-
raloge Gruppen wurden eingefithrt, um mit nicht eindeutigen Insertionsstellen-
Vorhersagen zu arbeiten. Des Weiteren wurde es erforderlich, spezifischere Primer
zu generieren. Dazu wurde ein einfach zu benutzendes Werkzeug entwickelt, das
die Anzahl der Fehl-Hybridisierungen in paralogen Teilen des Genoms minimiert.
Dieses wurde iiber SimpleSearch einhergehend mit einer dritten Publikation der
wissenschaftlichen Gemeinschaft zur Verfiigung gestellt.

Die im Rahmen des GABI-Kat Projektes angefallenen Confirmation-Sequenzen von
bestitigten Linien wurden im Hinblick auf gemeinsame Charakteristika am Uber-
gang von der T-DNA in die genomische DNA untersucht. Dabei zeigte sich, dass
viele Gemeinsamkeiten mit nicht-exakten Mechanismen der Reparatur von Doppel-
strangbriichen existieren, und daraus Schliisse zum Integrationsmechanismus gezo-
gen werden konnen. Die Ergebnisse dieser Analysen bildeten die Grundlage fiir eine
vierte Publikation.
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4.1 Optimierung der Insertionsstellen-Vorhersage
und des Umgangs mit Kontaminationen

Publikation 1:

Nils Kleinboelting®, Gunnar Huep*, Andreas Kloetgen, Prisca Viehoever, and
Bernd Weisshaar. GABI-Kat SimpleSearch: New features of the Arabidopsis thalia-
na T-DNA mutant database. Nucleic Acids Research, 2012, 40(D1):D1211-D1215

*geteilte Erstautorenschaft

Zusammenfassung:

Entscheidend fiir eine [FESTlbasierte Kollektion von T-DNA Insertionsmutanten ist
eine akkurate Vorhersage von potentiellen Insertionsorten und der Funktion der
von der Insertion betroffenen Gene. Dazu ist es notwendig, dass die Annotation
der [ESTk auf der aktuellsten Annotation des Zugrunde liegenden Genoms basiert.
Im Rahmen dieser Publikation wurde eine Aktualisierung der [ESTFAnnotationen
von TIGR5 auf TAIRv10 vorgenommen. Zusétzlich wurde das Datenmodell der
GABI-Kat Datenbank so erweitert, dass auch die Annotierung von mehreren an
einem Insertionsort liegenden Genen méglich wurde.

Aufgrund der oftmals schlechten Sequenzqualitit von FSTs, insbesondere im 5’-
Bereich der Sequenz, ist eine exakte Bestimmung der potentiellen Insertionsposition
erschwert. Daher wurde ein optimiertes Verfahrens zur Bestimmung der potentiel-
len Insertionsposition entwickelt. Anstatt den Beginn des besten BLAST-Treffers
(Formel als potentielle Insertionsposition anzunehmen, wurde zwischen Féllen
in denen ein Teil der T-DNA-Sequenz am Beginn der FST-Sequenz gefunden wur-
de, und Fillen in denen diese nicht gefunden wurde, unterschieden (Formel .
Bei Anwesenheit einer zur T-DNA &dhnlichen Sequenz wurde wie bisher verfahren.
Bei dessen Abwesenheit wurde anhand der Anzahl der Basen, die im Tracefile der
Zugrunde liegenden Sequenzierung vor Beginn des besten BLAST-Treffers zu fin-
den waren (Formel und der Distanz des Sequenzierprimers zur Border-Grenze
der T-DNA (Formel zuriickgerechnet. Die Insertionsposition konnte demnach
folgendermaflen festgelegt werden (siehe auch Figure 1 in der oben genannten
Publikation):

BasisInsertionsPosition(B1P) = Beginn des besten BLAST-Treffers (4.1)
(Subject-Start bei Vorwarts-Treffern, sonst Subject-End)
QueryStart Position(QSP) = Query-Start des besten BLAST-Treffers (4.2)

59 fiir LB-FSTs mit Primer 8409 sequenziert
Primerabstand(D) = { 156 fiir RB-FSTs mit Primer 3144 sequenziert (4.3)
90 fiir RB-FSTs mit Primer CR3S sequenziert
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(BIP — QSP + D wenn T-DNA-Sequenz zu Beginn des FSTs gefunden,
BLAST-Treffer mind. D von Beginn der Sequenz entfernt
und Vorwérts-Treffer

InsPos = ¢ BIP + QSP — D wenn T-DNA-Sequenz zu Beginn des FSTs gefunden,

BLAST-Treffer mind. D von Beginn der Sequenz entfernt

und Riickwarts-Treffer

BIP sonst

(4.4)

Da aufgrund der schlechteren Sequenzqualitit im 5’-Bereich des FSTs der Uber-
gang von der T-DNA in die genomische DNA oft nicht gut lesbar ist, wire der
Beginn des besten BLAST-Treffers somit die falsche Insertionsposition. Anhand
der Anzahl der zwar unleserlichen aber vorhandenen Basen kann diese Vorhersa-
ge wie oben beschrieben verbessert werden. Als Grundlage fiir diese Berechnungen
dienen Sequenzen, die nicht durch Qualitats- Trimming verkiirzt wurden.

Einen Vergleich zwischen der urspriinglichen und der wie oben beschriebenen ver-
besserten Methode, eine Insertionsposition vorherzusagen, zeigt Abbildung[4.1] Der
arithmetische Mittelwert der Distanz zur bestétigten Insertionsposition verbesserte
sich von 73,7 bp auf 25,8 bp wihrend sich der Median von 23 bp auf 10 bp senken
lieB. Wie in der Abbildung zu sehen, lief sich besonders der Teil der Vorhersagen
verringern, der eine Abweichung von 100-300 bp aufweist. Abweichungen in diesem
GroBenbereich konnen in Einzelfillen bereits Probleme beim Primerdesign verur-
sachen, wenn mit Primern sehr nah oder sehr weit entfernt von der Insertionsstelle
gearbeitet wird.

TAIRv10 bietet neben den Pseudochromosomen anstelle von BAC-Sequenzen als
Annotationsbasis auch weitere Fortschritte gegeniiber TIGR5. So finden sich auch
Informationen iiber die nicht-translatierten Enden der mRNA (untranslated regi-
on (UTRI)). Des Weiteren sind viele RNA-kodierende Gene und transponierbare
Elemente annotiert. Diese Informationen wurden genutzt, um die Definition von
Gentreffern in GABI-Kat zu verbessern. Es wurden nun die folgenden Insertions-
typen unterschieden:

e CDSi - zwischen Start- und Stop-Codon eines Protein-kodierenden Gens oder
Pseudogens

e 5’- bzw. 3’-TS2TE - innerhalb der annotierten 5- bzw. 3’-UTR eines Protein-
kodierenden Gens(TS2TE = transcription start to transcription end)

e Promotor-Treffer - innerhalb von 300 bp vor Beginn der annotierten 5-UTR
eines Protein-kodierenden Gens

e 5- bzw. 3’-Treffer - innerhalb von 300 bp strangaufwérts bzw. abwérts des
Start- bzw. Stop-Codons eines Protein-kodierenden Gens ohne annotierte
UTRs oder Pseudogens
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Abbildung 4.1: Abstand zwischen bestéitigter und vorhergesagter Insertionspositi-
on nach der alten Methode (A) und der verbesserten Methode (B)
in logarithmischer Darstellung.

e TS2TE - zwischen Transkriptionsstart und -ende eines RNA-Gens oder trans-
ponierbaren Elements

Zusétzlich wurden etwa 20.000 neue FSTs generiert - hauptséchlich fiir Linien, die
bisher noch keine Insertions-Vorhersage besaflen. Damit waren es zum Zeitpunkt
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der Publikation etwa 133.000 FSTs in 71.235 Linien und 88.580 Insertions-
Vorhersagen. Von den insgesamt 27.416 Protein-kodierenden Genen im Kerngenom
von A. thaliana sind damit 19.120, d.h. ca. 70 %, allein durch GABI-Kat Insertio-
nen abgedeckt.

Innerhalb der 96er-Blocke (Einheit in der die T1-Pflanzen angezogen wurden) traten
gelegentlich einzelne Blocke auf, in denen signifikant viele Insertions-Bestéatigungen
fehlschlugen. Eine weitere Verbesserung der Datenqualitit wurde dadurch erreicht,
dass diese Blocke identifiziert und analysiert wurden. Oft lag in diesen Blécken
eine Vertauschung mit Sequenzen aus anderen Blocken oder eine Drehung des
Blocks vor, sodass die Sequenzen der falschen Linie im selben Block zugeordnet
waren. Durch die Bereitstellung neuer Analyse-Methoden im GABI-Kat LIMS
konnten viele dieser Probleme identifiziert und mit kldrenden PCRs aufgelost
werden. Die falschen FST-Zuordnungen wurden korrigiert und die Verlésslichkeit
der FST-Vorhersagen insgesamt erhoht.

Um die wertvollsten Insertionen, die sich in der GABI-Kat-Kollektion finden lassen,
zu bearbeiten, wurden die Schnittmengen mit anderen grofien Kollektionen (SALK,
Wisc und SAIL) berechnet. Dadurch konnten diejenigen Insertionen in GABI-Kat
identifiziert werden, fiir die es keine Insertion in den anderen Kollektionen gab. Des
Weiteren sind Insertionen in Genen wichtig, fiir die es in anderen Kollektionen nur
genau ein anderes Allel gibt, bzw. kein CDSi-Allel. Diese wertvollen Insertionen
sollten daraufthin bevorzugt bestéitigt werden mit dem Ziel die entsprechenden
Linien an das abzugeben, damit diese auch nach Projektlaufzeit Ende 2014
erhalten bleiben. Insgesamt fanden sich 2.412 einzigartige Insertionen, von denen
aufgrund vorangegangener Arbeiten bereits 1.204 bestétigt waren (Ende April
2011). Bis zum jetzigen Zeitpunkt (Ende Februar 2015) konnte die Zahl dieser
verifizierten und an das abgegebenen Insertionen auf 1.866 gesteigert werden.

Ein grofles Problem bei der Arbeit mit einer Kollektion von Insertionsmutanten
sind Kontaminationen der FSTs mit DNA aus anderen Linien. Diese konnen an
verschiedenen Punkten im Arbeitsablauf auftreten. Samen kénnen vertauscht oder
vermischt werden. Bei unsauberer Arbeit mit Pipetten kann DNA von einer Zelle
der Platte in die Nachbarzelle gelangen. Nicht sorgsam gereinigte Platten fithren
zu einer Kontamination von einzelnen Zellen in der Sequenzierung der FSTs des
darauf folgenden Blockes. All dies fithrt zu nahezu identischen Insertionspositions-
Vorhersagen in mehreren Linien, obwohl alle nur auf genau ein Insertionsereignis
zuriickgehen.

Zur Losung dieses Problems wurden sogenannte Kontaminationsgruppen einge-
fithrt. Durch ein hierarchisches Clustering werden nahe beieinander liegende In-
sertionspositionen in verschiedenen Linien zu Gruppen zusammengelegt. Wird eine
Insertion innerhalb dieser Gruppen angefragt, werden intern alle Insertionen dieser
Gruppe bearbeitet, um zu kléaren, in welcher Linie sich die Insertion befindet. Wenn
moglich, werden fiir alle PCRs dieselben Primer verwendet. Die so gewonnenen In-
formationen werden nach erfolgter Bestitigung auch in SimpleSearch zugénglich
gemacht. Benutzer werden von nicht bestétigten Insertionen innerhalb einer Kon-
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taminationsgruppe zu der bestétigten Insertion weitergeleitet.

Die Einfithrung von Kontaminationsgruppen brachte ein messbares Resultat: Die
Bestétigungsrate, die angibt, wie viele der vorhergesagten Insertionen experimentell
verifiziert werden konnen, wurde um 3 % von 78 % auf 81 % gesteigert. Weitere
in dieser Publikation beschriebene Mafinahmen wie eine verbesserte Vorhersage der
Insertionsposition und die Korrektur von falsch zugeordneten FSTs brachte eine
zusitzliche Steigerung der Bestitigungsrate auf 84 %. Dadurch erhielten Benutzer
héufiger die von ihnen bestellte Knockout-Mutante, unnotige Laboranalysen wur-
den vermieden und gezielteres wissenschaftliches Arbeiten ermdéglicht.

Die Aktualisierung der FST-Annotation, die Verbesserung der Insertionspositions-
Vorhersage sowie die verbesserten Gentreffer-Kriterien bilden die Basis fiir die nach-
folgenden Arbeiten.
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4.2 Berechnung von Gruppen paraloger Gene fiir
die Erzeugung von Doppelmutanten in
A. thaliana und deren Bereitstellung

Publikation 2:
Cordelia Bolle, Gunnar Huep, Nils Kleinboelting, Georg Haberer, Klaus Mayer,
Dario Leister and Bernd Weisshaar. GABI-DUPLO: a collection of double mu-

tants to overcome genetic redundancy in Arabidopsis thaliana. The Plant Journal,
2013(75), 157-171

Zusammenfassung:

Wie in Kapitel beschrieben, weist das Genom von A. thaliana hauptséchlich
aufgrund mehrerer Genomduplikationen viele paraloge Bereiche auf. Deshalb gibt
es eine Vielzahl duplizierter Gene mit redundanter oder iiberlappender Funktion.
Im GABI-DUPLO-Projekt war das Ziel daher, Knockout-Linien zu erstellen, die
Insertionen in einem paralogen Genpaar haben, sogenannte Doppelmutanten. Da
ein Phanotyp am wahrscheinlichsten zu beobachten ist, wenn es kein drittes para-
loges Gen gibt, das eine &hnliche Funktion erfiillt, war dies eine Voraussetzung fiir
die Generierung von Doppelmutanten.

Um zu berechnen, wie viele und welche solcher Genpaare es im Genom von
A. thaliana gibt, wurde der in Abbildung skizzierte, auf Sequenziéhnlichkeit
basierte Ansatz, gewahlt. Zu unterscheiden sind Genpaare ohne weiteres Homolog,
genetisch ungekoppelte Genpaare (mit einem definierten genetischen Mindestab-
stand) und genetisch ungekoppelte Genpaare, fiir die eine wahrscheinlich zum
Knockout fithrende Insertion (CDSi oder 5-TS2TE) in GABI-Kat oder SALK
verfiigbar ist. Letztere sind die sogenannten DUPLO-Genpaare, die im Projekt
experimentell bearbeitet wurden.

Als Basis aller Ahnlichkeitsberechnungen dienen die Proteinsequenzen aller Protein-
kodierenden Gene in A. thaliana. Bei mehreren annotierten Splice-Varianten wurde
jeweils die Liangste verwendet. Um Genpaare zu finden, wurde zunéichst ein Ahn-
lichkeitsgraph erstellt. In diesem Graphen stellt jedes Protein einen Knoten dar.
Eine Kante zwischen zwei Knoten existiert, wenn die korrespondierenden Proteine
ausreichend #hnlich zueinander sind. Als ausreichend #hnlich wurde eine Ahnlich-
keit von mindestens 60 % der Aminosiuren und eine maximale Liickengroe von
20 % des optimalen globalen Alignments beider Proteinsequenzen festgelegt. Der
Needleman-Wunsch-Algorithmus ist geeignet, um ein optimales globales Alignments
zweier Sequenzen zu berechnen. Allerdings ist er, im Gegensatz beispielsweise zur
Heuristik BLAST fiir lokale Alignments, relativ rechenaufwéndig und die Anzahl
der zu berechnenden Alignments fiir alle Kombinationsmoglichkeiten von mehr als
27.000 Proteinen in A. thaliana sehr hoch. Um die Anzahl der zu berechnenden
Alignments zu reduzieren, wurden alle diejenigen Kombinationen ausgeschlos-
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Berechnung optimaler lokaler Alignments (CUDASW++)

1w

Berechnung optimaler globaler Alignments (NW)

Ahnlichkeit > 60 %

Berechnung der Zusammenhangskomponenten

Uberpriifung der genetischen Distanz

€ Diitanzz7.iMEB %

Suche geeigneter Allele (GABI-Kat +SALK)

% CDSi oder %

DUPLO-Genpaare

Abbildung 4.2: Workflow zur Berechnung der DUPLO-Genpaare. Globale optimale
Alignments der Proteinsequenz von vorher durch lokale Alignments
gefilterten Kandidaten dienen als Basis fiir einen Graphen, in dem
Knoten (Gene) verbunden sind, wenn die Ahnlichkeit der von ihnen
kodierten Proteine ausreichend hoch ist. Die Zusammenhangskom-
ponenten, die genau aus zwei Genen bestehen, sind Genpaare. Um
aussichtsreiche Kandidaten fiir eine Kreuzung zu erhalten, ist eine
minimale genetische Distanz der beteiligten Gene, sowie die Ver-
fiigbarkeit eines Knockout-Allels erforderlich.

sen, die keine ausreichende Ahnlichkeit in einem lokalen Alignment haben. Diese
lassen sich verhéltnisméflig schnell berechnen. Fiir optimale lokale Alignments
eignet sich der Smith-Waterman-Algorithmus, fiir den auch mit CUDASW++
eine CUDA-Implementierung verfiigbar ist |[Liu et al., |2009]. Durch Verteilung der
Berechnungen auf mehrere Tesla-Grafikprozessoren war es moglich, die notigen
Berechnungen innerhalb eines Tages durchzufiihren. Fiir alle Proteinpaare mit
einem Score von mindestens 100 wurden darauthin optimale globale Alignments
mittels Needleman-Wunsch (NW) und der Distanzmatrix BLOSUMG62
and Henikoff, 1992 berechnet.

Anhand der berechneten Werte zu Protein-Ahnlichkeiten konnte der Ahnlichkeits-
graph wie oben beschrieben erstellt werden. Um Genpaare zu identifizieren, wurden
anhand dieses Graphen alle Zusammenhangskomponenten berechnet. Eine Zusam-
menhangskomponente ist ein Teilgraph des Gesamtgraphen, in dem jedes Paar von
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Knoten iiber mindestens einen Kantenpfad miteinander verbunden ist. Gesucht ist
dabei der maximale Teilgraph, d.h. es gibt keine weiteren Knoten, die mit diesem
Graphen verbunden sind (sieche Abbildung . Wichtig ist der Unterschied zu
einem vollstédndigen Teilgraphen, in dem alle Knoten durch Kanten verbunden sind.
So reicht es bei Verwendung der Zusammenhangskomponenten-Definition aus, dass
es ein drittes Homolog gibt, das nur zu einem von beiden Proteinen die erforderliche
Sequenzdhnlichkeit aufweist, um eine Zusammenhangskomponente der Gréfle drei
zu bilden und das Tripel aus der Menge von Genpaaren auszuschliefen. Fiir die
Berechnung wurde ein einfacher Tiefensuche-Algorithmus implementiert, der in
linearer Zeit alle Zusammenhangskomponenten eines Graphen berechnet.

A B

AhnI|chke|t > 60%
A Lucken <20% G/G j ;

D

e

Abbildung 4.3: Berechnung von Zusammenhangskomponenten der Grofie zwei. Auf
der Basis von globalen optimalen Alignments von Proteinpaaren
mit ausreichend Ahnlichkeit zueinander (A) wird ein Ahnlichkeits-
graph erstellt (B). Die Zusammenhangskomponenten werden be-
rechnet, wobei eine Zusammenhangskomponente dann abgeschlos-
sen ist, wenn keine weiteren Verbindungen zu anderen Knoten mehr
existieren (C). Diejenigen Zusammenhangskomponenten mit Grofie
zwei sind Genpaare ohne ein weiteres Homolog (D) und bilden die
Basis fiir DUPLO-Genpaare.

Das Ergebnis dieser Berechnungen ist in Tabelle dargestellt. Der iiberwie-
gende Anteil der berechneten Proteinfamilien besteht aus zwei bis fiinf Proteinen.
Etwas iiber die Hilfte aller Proteine ist nicht Teil einer entsprechend berechneten
Proteinfamilie.
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Tabelle 4.1: Verteilung der Zusammenhangskomponenten.

Grofle der Zusammenhangskomponente | Anzahl Zusammenhangskomponenten
1 13676
2 2594
3 697
4 312
5 161
6 98
7 66
8 57
9 43
10 32
11 25
12 15
13 19
14 13
15 9
16 2
17 7
18 8
19 6

20 und grofer bis zu 50 31

Anschliefend werden die gefundenen Genpaare weiter auf ihre genetische Distanz
gefiltert. Zur Erzeugung von Doppelmutanten miissen die beiden Eltern-Linien ge-
kreuzt werden. Damit dies moglich ist, miissen beide Insertionen, falls sie auf dem-
selben Chromosom liegen, eine gewisse genetische Distanz aufweisen, damit ein
Crossing-Over Ereignis wahrscheinlich ist. Ein Centimorgan (cM]) ist die genetische
Distanz die einer 1 %-igen Chance entspricht, dass zwei Stellen dieser Distanz im
Genom innerhalb einer Generation durch Rekombination wihrend der Meiose ge-
trennt werden. Die Lénge eines [cM]in A. thaliana ist 217 kbp [Mezard, [2006]. Die
in GABI-DUPLO gewéhlte minimale Distanz ist 7,5 Mbp was einer etwa 35 %-igen
Chance eines fiir eine Doppelmutante erforderlichen Crossing-Overs entspricht. Die
Zentromere wurden dabei behandelt wie 1000 bp, da eine Rekombination in diesem
Bereich unwahrscheinlicher ist.

In einem letzten Schritt wurde in der GABI-Kat und in der SALK-Kollektion nach
Insertionen in den beiden Partner-Genen gesucht. Dabei wurden bevorzugt CDSi-
Insertionen ausgewéhlt. Falls in beiden Kollektionen keines vorhanden war, wurde
auf 5’-TS2TE Insertionen ausgewichen.

Von allen 370.069.615 moglichen Kombinationen fiir Genpaare in A. thaliana wei-
sen 26.982 Paare die erforderliche Homologie auf (Ahnlichkeit > 60 %, Liicken <
20 %). Nach Filterung auf Zusammenhangskomponenten der Grofie zwei verblieben
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noch 2.594 Genpaare. Davon waren 2.108 genetisch ungekoppelte Paare, von denen
sich fiir 1.294 ein CDSi- oder 5’-TS2TE-Allel finden lief.

Die Eltern-Linien wurden in Bielefeld bestétigt, genotypisiert und wenn moglich in
Form von homozygoten Samen zum Projektpartner nach Miinchen geschickt, dessen
Aufgabe es war, die Kreuzungs-Linien zu erstellen. Nach erfolgter Kreuzung wurden
in der F2-Generation Nachkommen identifiziert, die homolog fiir beide Insertions-
allele sind. Die anfallenden Daten wurden im GABI-Kat LIMS gespeichert und
verwaltet, wozu das Datenschema und die Benutzeroberfldche entsprechend erwei-
tert wurden. Zum Ende der Projektlaufzeit im Dezember 2011 waren 234 Linien fiir
DUPLO-Genpaare erstellt und beim NASC verfiigbar, in die Publikation wurden
davon 200 aufgenommen. Fiir einen Grofiteil der {ibrigen Paare wurden die jeweili-
gen Einzel-Insertionen bestétigt, sodass interessierte Forscher die fiir die Kreuzung
benotigten Linien beim NASC bestellen konnen.

Zur Bereitstellung der gewonnenen Informationen iiber Genpaare im Genom von
A. thaliana sowie Bearbeitungsdetails zu einzelnen Linien oder Doppelmutanten
wurde im Rahmen dieser Arbeit das Webinterface DUPLOdb (DUPLO database)
implementiert, das Zugriff auf und Suche in diesen Daten erméglicht [DUPLOdb,
2015]. Abbildung zeigt exemplarisch die Darstellung eines einzelnen DUPLO-
Genpaares iiber die Webseite.

Von den in der Publikation untersuchten 200 Doppelmutanten zeigten 13 einen
direkt sichtbaren, vom Wildtyp abweichenden Phénotyp. In 23 Linien schien der
Knockout eine Letalitdt der Doppelmutante zu bewirken und 14 Doppelmutanten
sind fiir einen Phénotyp unter bestimmten Bedingungen aus der Literatur bekannt.
Einen beobachtbaren Phénotyp zeigen also 50 Linien (25 %), was die Niitzlichkeit
von Doppelmutanten fiir die Zuweisung von Genfunktionen unterstreicht.
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Pair ID

Parent loci

Gene Annotations
Pair-related paper(s)
Similarity (TAIRv10)

Gap (TAIRv10)
Component

Genetically unlinked
Assigned allele

Insertion classification
Parent line's graphic view
Parent line's confirm. status
Primer and wt-amplicons
Doublemutant ID

NASC setID

Assigned allele

Allele genoty pe in parent1
Allele genoty pe in parent2
Allele genoty pe in DM1
Observed phenotype

Image(s)
(click image to enlarge)

GABI DUPLOdb - pair details

Pair Info Parent 1

932

Af3g57420 [TAIR] [MIPS] [SIGnAL]

Protein of unknown function (DUF288)

[Bolle et al. 2013]

93.7 %
1%

2

Yes

100HO05 / At3g57420

CDSi

¥

confirmed, show confirmation seq's
show primer details

932M1b2.38.11
N2102617

100H05
Hom

932 DM with parental lines

Details for pair 9432

Parent 2

At2g41770 [TAIR] [MIPS] [SIGNAL]

Protein of unknown function (DUF288);

733B10/ At2g41770
CDsi

¥

confirmed, show confirmation seq's
show primer details
733B10

Hom
Hom

532 DM detail

Abbildung 4.4: Das DUPLO-Genpaar Nummer 932 in DUPLOdb. Details zu bei-
den Eltern-Linien, Links zu Primern und Confirmation-Sequenzen,
sowie Informationen zum Genotyp der Kreuzungslinie werden dar-
gestellt. Uber die NASC-ID kann die Linie direkt beim NASC be-
stellt werden. An den Fotos lisst sich erkennen, dass in diesem Fall
nur ein Phénotyp zu beobachten ist, wenn beide Gene ausgeschaltet

sind (932DM). Screenshot, von DUPLOdb [2015].
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4.3 Entwicklung eines Primerdesigns optimiert
fiir paraloge Bereiche des (Genoms von
A. thaliana

Publikation 3:

Gunnar Huep*, Nils Kleinboelting™ and Bernd Weisshaar. An easy-to-use primer
design tool to address paralogous loci and T-DNA insertion sites in the genome of
Arabidopsis thaliana. Plant Methods, 2014, 10:28

*geteilte Erstautorenschaft

Zusammenfassung:

Im GABI-DUPLO-Projekt wurden Insertionen in paralogen Bereichen des Genoms
bearbeitet. Das Hauptproblem, das dadurch entstand, war sicherzustellen, dass
jeweils das korrekte paraloge Gen untersucht und bestétigt wurde. Deshalb war
es zundchst wichtig, die FST-basierte Insertionsstellen-Vorhersage zu erweitern,
sodass zu einem FST auch mehrere Treffer abgeleitet wurden. Des Weiteren muss-
ten die auf diese Weise vorhergesagten Insertionen mittels einer kldarenden PCR
untersucht werden, bei der Primer zum Einsatz kommen, die moglichst nur ein
einziges Amplimer im Genom bilden.

Nach einer Erweiterung des Datenbank-Modells und der beiden Benutzerschnitt-
stellen war es moglich, mehr als eine BLAST-Vorhersage fiir jeden FST zu
speichern. Zu unterscheiden sind hier zum Einen Vorhersagen aufgrund von zu-
sammengesetzten FSTs und zum Anderen Vorhersagen aufgrund von paralogen
Bereichen. Durch die zuféllige Position der genomischen Bfal-Schnittstelle wahrend
der FST-Generierung ist die Grofle des Amplikons, das zur Sequenzierung kommt,
unterschiedlich. Gibt es mehr als eine Insertion in einer Linie, gibt es auch meh-
rere Fragmente mit unterschiedlicher Grofle, die gemeinsam sequenziert werden.
Dadurch, dass von einem kiirzeren Fragment tendenziell mehr Produkt gebildet
wird, liefert dessen Sequenz zu Beginn des FSTs ein stirkeres Signal, gefolgt vom
schwécheren Signal der Sequenz des lingeren Fragments (siche Abbildung [4.5)).
Ein einzelner FST kann somit Hinweise auf mehrere Insertionen geben. Sie sind
dadurch gekennzeichnet, dass unterschiedliche Bereiche desselben FSTs BLAST-
Vorhersagen an unterschiedlichen Stellen des Genoms ergeben. Diese Teile werden
im Folgenden als ,Regionen” bezeichnet. Vorhersagen aufgrund von paralogen
Bereichen ergeben sich aus dhnlich guten BLAST-Ergebnissen fiir dieselbe Region
eines FSTs.

Zur Klassifizierung der einzelnen Vorhersagen wurden diese in Kategorien aufge-
teilt: Treffer der Kategorie 0 entsprechen dabei der besten Vorhersage und sind in
SimpleSearch zugéinglich. Kategorie 1 beinhaltet Treffer mit einem guten e- Value,
einer nicht zu grofien Differenz zum besten Treffer, sowie weitere Treffer aufgrund
von mehreren Regionen (siche Methoden-Teil in der Publikation fiir Details).
Kategorie 2 beinhaltet weitere Treffer mit schlechtem e- Value.
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Abbildung 4.5: Tracefile des FSTs 28-K012311-022-110-D04-8409 in der Linie
110D04 sequenziert mit dem Border-spezifischen Primer 8409. Im
Bereich bis ca. 120 bp sind zwei starke sich iiberlagernde Signa-
le zu beobachten. Darauf ist nur das Signal des lingeren Frag-
ments zu erkennen. Dieser FST deutet auf zwei Insertionen hin.
Der Bereich von 1-83 bp ist einer Insertion auf Chr2:2146664 in
At2g05715 zuzuordnen, der Bereich von 121-190 bp einer Insertion
auf Chr3:20416351 in At3¢955090. Beide Insertionen konnten expe-
rimentell bestiitigt werden. Uber die Gesamtlinge des FSTs findet
sich ein schwaches drittes Signal, das den Qualitdtsanforderungen
bei der Prozessierung nicht geniigte.

Treffer der Kategorien 0 und 1 wurden zu paralogen Gruppen zusammengefasst,
wenn sie von derselben Region stammen und dhnliche Bereiche im Genom von
A. thaliana treffen [Kloetgen, 2011]. Nach der Bestellung eines Benutzers konnten
so alle Insertionen innerhalb einer paralogen Gruppe untersucht werden.

Durch die Erweiterung auf mehrere BLAST-Treffer pro FST gab es einen Zuwachs
an vorhergesagten Insertionen. Mit nur je einem gespeicherten Treffer gab es bei
135.210 FSTs mit BLAST-Treffer gegen die A. thaliana-Genomsequenz insgesamt
91.383 vorhergesagte Insertionen. Aus diesen FSTs abgeleitet gab es 153.919 Re-
gionen, deren beste Treffer 102.494 Insertionen voraussagen. Von diesen Regionen
wiederum haben 137.985 genau einen Treffer im A. thaliana-Genom, fiir 15.934
wurden zwei oder mehr Treffer gespeichert. Mehrere Vorhersagen fiir dieselbe
Insertion zusammengenommen ergeben 94.260 Insertionen bei den eindeutigen
Regionen bzw. 38.038 Insertionen unter den Regionen mit paralogen Vorhersagen.
Es wurden 10.737 paraloge Gruppen gebildet, in denen 28.836 Insertionsstellen-
Vorhersagen enthalten sind. Von diesen enthalten 4.605 Gruppen Insertionen mit
sehr dhnlichen Treffern. In diesen Gruppen ist es normalerweise nétig, mehrere
Insertionen, moglichst mit einzigartigen Primern zu untersuchen. In 1.139 von 1.609
aufgelosten Gruppen konnte eine Insertion bestétigt werden. Die Differenz stellt
Gruppen dar, die auf Kontaminationen zuriickzufiihren sind. In der iiberwiegenden
Anzahl der Fille (964 von 1.139) war die bestétigte Insertion identisch mit der
besten Vorhersage. In 14 % (160) der paralogen Gruppen, in denen eine Insertion
bestétigt werden konnte, gab es mindestens eine zweite gleich gute Vorhersage, von
denen nur eine korrekt war. Zusétzlich gab es eine kleine Anzahl (15) paraloger
Gruppen, in denen schlechtere Vorhersagen bestétigt wurden.

Um bei der Untersuchung von Insertionen mittels PCR die mdéglichen Produkte
zu minimieren wurde ein Werkzeug zur Generierung optimaler Primer entwickelt.
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Zunéchst war es wichtig, die Anzahl der Fehlhybridisierungen zu minimieren. Da in
paralogen Bereichen des Genoms oft eine Vielzahl von Primern iiberpriift werden
muss, musste das Verfahren dazu schnell berechenbar sein, damit Primer in kurzer
Zeit generiert werden konnen.

In der Laborpraxis hatte sich herausgestellt, dass bereits kurze Sequenzéihnlichkeit
am 3’-Ende des Primers geniigt, um ein Produkt zu erzeugen. Aus diesem Grund ist
es nicht ausreichend, wenn die komplette Primersequenz im Genom einzigartig ist.
Um Fehlpaarungen zu verhindern, wurde versucht, die Hybridisierungsmoglichkei-
ten des 3’-Endes zu minimieren. Um dies schnell und effektiv fiir einen gegebenen
Primer zu iiberpriifen wurde ein Index berechnet, in dem fiir jedes 12-mer (eine
Sequenz der Linge 12) gespeichert wurde, wie oft es im Genom vorkommt. Die
Léange von 12 bp wurde deshalb gewéhlt, weil es zum Einen die kleinste beobachtete
Paarung in der praktischen Arbeit mit A. thaliana war und weil sie zum Anderen
ein guter Kompromiss war zwischen benttigtem Speicher und der Moglichkeit,
iiberhaupt einen Primer mit einzigartigem 3’-Ende zu finden. Abbildung zeigt,
wie viele 12-mere eine bestimmte Anzahl an Treffern im Genom aufweisen.
Insgesamt wurden 15.626.587 12-mere untersucht. Davon sind lediglich 1.413.976
einzigartig, also etwa 9 %. Des Weiteren haben 8.032.018, also etwa 51,4 %, zwi-
schen 2 und 10 Treffer. Dies zeigt, dass ein zuféllig gewahlter Primer im Genom in
den meisten Féllen kein einzigartiges 3’-Ende hat. Meistens ist es jedoch trotzdem

1.000.000
100.000-
>200
10.000
1.000

100

104

Anzahl 12-mere mit der jeweiligen Anzahl von exakten Treffern
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Anzahl exakte Treffer des 12-mers im Genom

Abbildung 4.6: Haufigkeits-Verteilung aller 12-mere im Genom von A. thaliana.
Sequenzen, die genau einmal im Genom vorkommen, sind zwar am
hiufigsten, allerdings haben etwa 91 % der 12-mere 2 oder mehr
Treffer.
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moglich, einen einzigartigen Primer fiir eine Zielregion zu finden. Falls nicht, ist
das Ziel, die Anzahl der theoretischen Hybridisierungsmoglichkeiten zu minimieren.

Zur Generierung geeigneter Kandidaten fiir eine gegebene Position im Genom
von A. thaliana wurden zwei Methoden implementiert. Je nach Beschaffenheit der
Zielregion, in der der Primer liegen soll, kommen zwei verschiedene Strategien zum
Einsatz: Die Primer3-basierte Methode und die paraloge Primer Methode.

In der Primer3-basierten Methode werden mittels Primer3 [Untergasser et al., 2012
iterativ verschiedene Primer generiert, bis derjenige mit den wenigsten Hybridisie-
rungsmoglichkeiten identifiziert wurde. In Bereichen, zu denen sich viele homologe
Bereiche im Genom von A. thaliana finden, kommt die paraloge Primer Methode
zum FEinsatz, die iiber ein multiples Alignment und eine Suche nach einzigartigen
Sequenzen anhand dieses Alignments funktioniert.

Um zu entscheiden, welche von beiden Methoden im jeweiligen Fall Anwendung
findet, wird zunéchst eine BLAST-Suche der Zielregion (200-1450 bp Entfernung
zur Insertion) gegen das komplette Genom von A. thaliana mit einem e- Value-
Schwellenwert von le™® durchgefiihrt. Gibt es nach Auswertung aller Treffer eine
Teilsequenz der Zielregion, die keinen anderen BLAST-Treffer im Genom hat und
mindestens 100 bp lang ist, wird die Primer3-basierte Methode verwendet, ansons-
ten die paraloge Primer Methode.

Primer3-basierte Methode Der zuvor identifizierte einzigartige Bereich inner-
halb der Zielregion wird verwendet, um verschiedene Primer mit dem Programm
Primer3 zu generieren. Dazu wird iterativ ein Fenster iiber den Zielbereich gescho-
ben (das jeweils um eine Primerldange mit dem vorherigen iiberlappt) und in jedem
davon einen Primer generiert [Zekic, [2012]. Dies wird mit leicht modifizierten Ziel-
werten fiir die Annealing-Temperatur wiederholt, bis ein Primer gefunden wurde,
der ein einzigartiges 3’-Ende hat. Sind alle moglichen Fenster und Temperatur-
Zielwerte getestet und kein solcher Primer gefunden, wird dieselbe Prozedur noch
einmal mit der kompletten Zielregion wiederholt. Dabei werden sehr kleine und sehr
grofle Distanzen zur Insertionsposition vermieden. Wenn am Ende dieser Prozedur
ebenfalls kein einzigartiger Primer gefunden wurde, wird derjenige als Resultat ge-
liefert, der die wenigsten Treffer im Genom von A. thaliana ergab.

Paraloge Primer Methode Bei dieser Methode wird die komplette Zielregion
zunéchst in iiberlappende Teilregionen aufgeteilt. Zu jeder davon werden anhand
einer BLAST-Suche paraloge Bereiche identifiziert, die dann auf die Léange der Teil-
region verlangert und mittels ClustalW [Thompson et al.; 2002] zu einem multiplen
Alignment zusammengefasst werden. Innerhalb jedes dieser multiplen Alignments
wird nun nach Positionen gesucht, die moglichst viele Fehlpaarungen zu der Zielre-
gion aufweisen. Die Fehlpaarungen werden als 3’-Ende verwendet und verlédngert,
bis die gewiinschte Annealing-Temperatur des Primers erreicht ist [Kloetgen, [2011].
Schliefllich muss der Primer noch diverse Qualitdtskriterien wie die Vermeidung von



4.3. Entwicklung eines Primerdesigns optimiert fiir paraloge Bereiche des Genoms
von A. thaliana 51

Sekundérstrukturen oder ldngerer Abschnitte derselben Base erfiillen (siehe Publi-
kation fiir Details). Alle erhaltenen Primer werden wiederum auf Einzigartigkeit
iiberpriift und der bestmégliche Primer als Ergebnis geliefert.

Das entwickelte Programm wurde intern fiir das Primerdesign in GABI-Kat ver-
wendet und fortwéahrend optimiert. Mit der Publikation wurde es auch durch Im-
plementierung einer sehr einfach zu benutzenden Webseite fiir die wissenschaftliche
Gemeinschaft zugénglich gemacht (sieche Abbildung . Es erfordert nur eine mi-
nimale Parameterauswahl des Benutzers, wie die genaue Position, auf die die Pri-
mer zielen sollen, minimaler und maximaler Abstand zu dieser Position sowie eine
Ziel-Temperatur. Sollten die beim ersten Versuch generierten Primer nicht fiir den
Benutzer akzeptabel sein, konnen weitere alternative Primer generiert werden.

2 T-DNA insertion predictions/alleles that hit this region of BAC
F21E10 are displayed.

Chr5:9343837 Chr5:9346662 Chr5:93568287

- v i
4+—a
ALIgZEad0

ALOgZ0E50
1000 base pairs uld0602-nkhb

Zoom in||Zoom out||Insertion view|

Jump to position where primers should be designed: Chromosome 5 ¥ | Position; 9346662 Update|

Jump to gene code: Update|

¥Confirned DGenes {encoding proteins) W

W¥Hot studied, can be ordered

W¥railed P Genes {transposable elements) » Priner

Primer design

TM: [60.5 MIM distance: | 300 MAX distance: 800

\Design amplimer (primer pair) for selected genome position||Design an additional primer pair|

Primers shown in visualisation:

forward primer: ATTATGTTAAAAAATCGAGGGTA with length 23 ntand TM 62.85 *C; position on Chr5: 9346196 === 9346218
reverse primer: CTTGGCTAATCTCTTTAGGGTGAG with length 24 ntand TM 59.82 °C; position on Chr5: 9347126 === 0347149

Size ofthis amplimer: 854 bp. The amplimer spans a GK insertion pasition, check HERE for genotyping amplimer suggestions.

Abbildung 4.7: Das Primerdesign-Tool in SimpleSearch. In diesem Beispiel wur-
de ein Primerpaar auf Chromosom 5 fiir eine GABI-Kat Inser-
tion generiert. Das Primerpaar eignet sich sowohl zur Best&ti-
gung der Insertion in Kombination mit Border-spezifischen Pri-
mern als auch zur Genotypisierung. Uber einen Tooltip (,HERE®)
werden die berechneten Informationen zu Amplimer-Gréflen ange-
zeigt. Screenshot von der GABI-Kat Webseite| [2015].
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4.4 Bioinformatische Analyse von
Confirmation-Sequenzen in Bezug auf
Merkmale des Integrationsmechanismus

Publikation 4:

Nils Kleinboelting*, Gunnar Huep*, Ingo Appelhagen, Prisca Viehoever, Yong Li
and Bernd Weisshaar. Evaluation of the structural features of thousands of T-DNA
insertion sites indicates a double-strand break repair based insertion mechanism.
Molecular Plant, submitted

*geteilte Erstautorenschaft

Zusammenfassung:

Der Integrationsmechanismus von Agrobacterium tumefaciens ist bis zur Integrati-
on der T-DNA in das Genom von A. thaliana verhéltnisméBig gut untersucht. Den
verbreitetsten Modellen nach integriert die T-DNA als doppelstréangiges Molekiil in
einen in der Wirts-DNA vorhandenen Doppelstrangbruch (siehe Kapitel 2.2.3)). Um
zu untersuchen, ob und welche Reparaturmechanismen dabei zum Einsatz kommen,
kann die Schnittstelle zwischen T-DNA und genomischer DNA genauer untersucht
werden. Reparierte Doppelstrangbriiche weisen je nach verwendetem Mechanismus
einige charakteristische Merkmale wie Deletionen, Mikrohomologien zwischen den
beiden reparierten Enden oder Filler-Sequenzen auf.

Ein Datensatz fiir solche Analysen stellt die Sammlung von Confirmation-
Sequenzen in GABI-Kat dar. Diese Sequenzen zeichnet aus, dass sie in den meisten
Fillen den Ubergang zwischen T-DNA und genomischer DNA abdecken und gleich-
zeitig eine hohe Sequenzqualitdt im Vergleich zu oft qualitativ schlechten FST-
Sequenzen aufweisen. Wahrend der Projektlaufzeit von GABI-Kat wurden iiber
34.000 Confirmation-Sequenzen fiir GABI-Kat-Linien generiert. Zusétzlich dazu
gibt es etwa 2.300 Sequenzen, die aus der Untersuchung von SALK-Linien wéh-
rend der Erstellung der DUPLO-Linien stammen. Diese Sequenzen bildeten den
Ausgangspunkt fiir eine Reihe von Analysen spezieller, Sequenz-basierter Charak-
teristika von T-DNA Insertionen.

Die genauen Schnittstellen der innerhalb von A. tumefaciens durch Vir-Proteine
herausgeschnittenen und in der Pflanzenzelle ggf. weiter verkiirzten T-DNA in-
nerhalb des verwendeten Vektors wurden untersucht. Ein bei der Reparatur von
Doppelstrangbriichen oft beobachtetes Merkmal sind Mikrohomologien und Filler.
Von Mikrohomologie spricht man, wenn im Ubergang von T-DNA zur genomischen
DNA ein kurzer Sequenzteil zu beiden Urspriingen passt. Uberlappen die beiden
Sequenzbereiche dagegen nicht und es findet sich ein kurzer Sequenzabschnitt da-
zwischen, der zu keinem von beiden passt, ist ein sogenannter Filler vorhanden.
Diese Filler wurden weiter auf ihren Ursprung und auf Mikrohomologie zur be-
nachbarten Sequenz (T-DNA oder A. thaliana-Kerngenom) untersucht. Eine Reihe
von Insertionen wurde von beiden Flanken untersucht, um Verdanderungen der Ur-
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sprungssequenz an der Insertionsstelle zu ermitteln. Zur Analyse der Confirmation-
Sequenzen wurde die in Abbildung [d.§skizzierte Pipeline implementiert. Ausgehend
von Confirmation-Sequenzen liefert sie Ergebnisse zu den oben beschriebenen Cha-
rakteristika einer T-DNA Insertion.

4.4.1 Untersuchung von Border-Schnittstellen

Fiir die Analysen von Border-Schnittstellen sowie nachfolgende Auswertungen wur-
den insgesamt 30.507 Confirmation-Sequenzen beriicksichtigt. Nach diversen Schrit-
ten zum Ausschluss nicht geeigneter Sequenzen (siehe Abbildung[4.§oder Publikati-
on) gingen 11.802 Sequenzen in die Analysen ein, wobei jede davon eine Flanke einer
Insertion représentiert. Von der Right Border (RB]) stammen dabei 699 Sequenzen,
die tibrigen 11.103 von der Left Border (LB). Die erwartete Schnittstelle der T-DNA
liegt bei -3 bp fiir die LB und bei -22 bp fiir die RB. Diese beiden Schnittstellen
stellen auch das Maxima in den Verteilungen fiir beide Border-Datensétze dar.
Meistens ist die T-DNA aber an beiden Seiten weiter verkiirzt (72,3 % fiir LB,
68,2 % fiir RB). In wenigen Fillen wurde auch ein Teil des Vektors integriert. Das
entspricht 5,6 % der Félle fiir LB und 8,3 % fiir RB mit einem Median von 13 bzw.
21,5 bp. Der Median der Differenz zu der erwarteten Schnittposition fiir LB liegt
bei -7 und bei -2 fiir RB.

Die Ergebnisse zeigen, dass die meisten Schnitte an der Erkennungssequenz liegen
oder die T-DNA weiter verkiirzt wurde. Beide Border scheinen prinzipiell gleich
prozessiert zu werden, tendenziell wird die LB dabei etwas weiter verkiirzt als die

RB.

4.4.2 Untersuchung von Mikrohomologien und Fillern

Die Analyse der 11.802 Confirmation-Sequenzen ergab, dass die meisten von ihnen
Mikrohomologie oder Filler aufweisen. Mikrohomologien konnten in 45,4 % der
untersuchten Fille beobachtet werden, Filler dagegen in 48,7 %. Der grofite Teil
der Mikrohomologien lag mit 84,6 % bei bis zu 5 bp, die verbleibenden Fille wiesen
Mikrohomologie von in Einzelféllen bis zu 20 bp auf. Der Median lag bei 3 bp. Filler
waren meistens zwischen 1 und 10 bp grof (61,6 % der untersuchten Sequenzen),
zwischen 10 und 20 bp fanden sich 20,1 % und 18,3 % waren 20 bp oder grofer.

Border-spezifische Unterschiede beziiglich der Mikrohomologie-Grofie wurden nicht
gefunden. Der Median fiir Filler lag bei 7 bp fiir die LB und bei 12 bp fiir die RB.
Ausgepragte Mikrohomologie sowie Filler sind also ein wesentliches Merkmal von
T-DNA-Insertionen. Es scheint geringfiigig groflere Filler an der RB zu geben, sonst
unterscheiden sich die beiden Border hinsichtlich der untersuchten Merkmale nicht.
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Abbildung 4.8: Pipeline zur Auswertung von Charakteristika am Ubergang von
T-DNA in genomische DNA. Als Basis fiir die Analysen dienen
Confirmation-Sequenzen. Diese werden zunéchst gefiltert, sodass
nur eine Sequenz pro Flanke einer Insertion iibrig bleibt, die ein
Stiick T-DNA enthélt sowie einen maximalen e-Value bei einer
BLAST-Analyse gegen das A. thaliana-Kerngenom aufweist. An-
schliefend kann anhand der BLAST-Resultate gegen den kom-
pletten Vektor inklusive T-DNA die Border-Schnittstelle festgelegt
werden. Zur Auswertung von Mikrohomologien und Filler werden
zusitzlich Treffer gegen das A. thaliana-Kerngenom herangezogen.
Groflere Filler werden schliellich auf ihren Ursprung untersucht
und Mikrohomologie zu benachbarter Sequenz berechnet. Ein Teil
der Confirmation-Sequenzen wird zur Auswertung von Deletion
und Duplikationen an der Insertionsstelle benutzt. Es wird eine
Sequenz pro Flanke der Insertion festgelegt und anhand der Diffe-
renz ihrer beiden Insertionspositionen die Gréfle der Deletion oder
Duplikation berechnet.
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4.4.3 Analyse der Filler

Fiir eine genauere Untersuchung der Filler wurden diejenigen mit einer Liénge von
mindestens 15 bp ausgewahlt und mittels BLAST auf ihre Herkunft mit mogli-
chen Quellen verglichen. Diese Quellen umfassen das A. thaliana-Kerngenom, das
Mitochondrien-Genom, das Chloroplasten-Genom, das A. tumefaciens-Genom in-
klusive Plasmid, den GABI-Kat Vektor ohne die T-DNA sowie die GABI-Kat T-
DNA. Die Analyse von 1.508 Sequenzen ergab, dass der GroBteil (94,9 %) Homologie
zum Kerngenom von A. thaliana aufweist. Dabei ist mit 36,3 % ein signifikant hoher
Anteil auf demselben Chromosom zu finden anstelle der im Schnitt zu erwartenden
20 % bei 5 Chromosomen. Der iiberwiegende Rest weist Homologie zu den Randbe-
reichen der T-DNA auf, sowie einige wenige Treffer im Genom von A. tumefaciens.
Unter den Treffern auf demselben Chromosom gibt es zudem eine Tendenz zu Se-
quenzteilen in direkter genomischer Nachbarschaft (< 1 kbp) der Insertionsstelle.

Alle Filler, deren Herkunft identifiziert wurde, konnten in einem weiteren Schritt
auf Mikrohomologie zu benachbarten Sequenzteilen untersucht werden. Sowohl bei
der Suche nach Mikrohomologie zur T-DNA als auch bei der Suche nach Mikroho-
mologie zum A. thaliana-Kerngenom ergab sich ein dhnliches Bild. In 22,8 % der
untersuchten Fille fand sich mindestens 1 bp grofie Mikrohomologie zur T-DNA
und in 25,8 % Mikrohomologie zum Kerngenom von A. thaliana. Eine 1 bp grofle
Mikrohomologie ist zwar in ca. 25 % der Falle aufgrund von zufilliger Sequenzahn-
lichkeit zu erwarten, groflere Mikrohomologien sind aber auch hier deutlich haufiger
zu beobachten, als dass sie ein Ergebnis zufilliger Sequenzéihnlichkeit sein kénnten.

4.4.4 Analyse von Deletionen und Duplikationen an der
Insertionsstelle

Insgesamt wurden 1.319 individuelle Insertionen an beiden Ubergéingen der T-
DNA in das A. thaliana-Kerngenom untersucht. Insertionspositionen fiir jede Flan-
ke der Insertion wurden anhand je einer Confirmation-Sequenz bestimmt und die
Deletions- oder Duplikationsgrofle (D) bestimmt durch die Differenz der Inserti-
onsposition auf der strangabwirts liegenden Seite der Insertion (PoSgownstream) Und
der strangaufwérts liegenden(Posypstream):

D - POSdOwnstream - POSupstream - 1 (45)

Ein negativer Wert stellt somit eine Duplikation dar, ein positiver Wert eine Dele-
tion. Nur 12 der untersuchten Insertionen zeigten keine Verdnderung der Sequenz
an der Insertionsstelle in Form einer Deletion oder Duplikation. Deletionen wurden
in 90.4 % aller Fille beobachtet mit einem Median von 19 bp. In 6.7 % der Fille
lag eine Duplikation vor, mit einem Median von 4 bp.

Eine Integration ohne Verdnderung der Insertionsstelle ist also sehr selten, norma-
lerweise fiihrt sie zu Deletionen von 1-50 bp oder kleineren Duplikationen. Nur in
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5 % der Félle konnten grofiere Verdnderungen (grofer 100 bp fiir Duplikationen,
grofer 200 bp fiir Deletionen) beobachtet werden.

4.4.5 GroBere Deletionen und Inversionen

Es gab 31 Fille von Deletionen mit mehr als 1 kbp, 8 von ihnen waren grofler als
5 kbp. Bei diesen Insertionen sind oft mehrere Gene betroffen. Um auszuschlielen,
dass es sich um zwei unabhéngige Insertionen oder um eine Translokation handelt,
wurden zwei von ihnen, Linie 144F03 und 478B05, néher analysiert.

In Linie 144F03 wurde eine Deletion von 6.154 bp identifiziert. Zur Validierung
dieser Deletion wurde DNA von homozygoten T3-Pflanzen extrahiert und mittels
[Nlumina MiSeq sequenziert. Nach Trimming der Sequenzier-Rohdaten mit Trim-
momatic Version 0.27 [Bolger et al., 2014] und Mapping gegen die A. thaliana-
Genomsequenz mittels BWA [Li and Durbin, 2009] ergab sich kein treffender Read
im mutmaflich deletierten Bereich. Die Deletion konnte damit bestdtigt und der
deletierte Bereich nicht durch eine Translokation erklért werden.

In Linie 478B05 ist unter anderem das Gen At3g51240, das fiir eine Flavonon-3-
Hydroxylase (F3H) kodiert, von einer 5.888 bp grofien Deletion betroffen. F3H ist
in der Biosynthese von Flavonoiden beteiligt und Knockouts zeigen den sogenann-
ten transparent testa (tt) Phénotyp, der unter anderem an hellen Samen aufgrund
eines reduzierten Gehalts von braunen Proanthocyanen erkennbar ist [Debeaujon
et al., 2003]. Die homozygoten T3-Pflanzen von 478B05 zeigen alle phinotypischen
Merkmale, die auch bei einem anderen bekannten Knockout von F3H beobachtet
werden konnen. Die Deletion konnte somit ebenfalls bestéatigt werden.

Zusétzlich zu groflen Deletionen konnten in 10 Linien anhand der Confirmation-
Sequenzen Inversionen auf einer Flanke der Insertion nachgewiesen werden.

Die Grofle reicht dabei von 52 bp bis 465 bp. Groéflere Inversionen sind jedoch
nicht auszuschlieBen, da diese durch die Bestétigungs-Prozedur in GABI-Kat nicht
gefunden werden koénnen.

4.4.6 Vergleich mit Daten von SALK-Linien

Um zu iiberpriifen, ob die beobachteten Charakteristika ausschliefSlich in GABI-Kat
zu finden sind, wurden einige SALK-Linien in die Analyse aufgenommen. Deletio-
nen und Duplikationen wurden an 69 individuellen SALK-Insertionen untersucht.
Mit einem Median von 19,5 bp unterscheidet sich diese Verdnderung an der In-
sertionsstelle nur geringfiigig von der in GABI-Kat beobachteten. Auch kleinere
Duplikationen traten bei einzelnen SALK-Insertionen auf.

Des Weiteren wurden 880 Sequenzen auf Mikrohomologie, Filler und durch Vir-
Proteine innerhalb von A. tumefaciens und Abbau in A. thaliana verursachte
Schnittstellen an den Enden der T-DNA untersucht. Davon stammen 852 Sequenzen
von der LB und 28 von der RB. An der RB unterscheidet sich die Schnittpositi-
on im Median um 3,5 bp von der erwarteten Position an der Erkennungssequenz.
Dies entspricht dem Wert der Analyse von GABI-Kat Sequenzen. An der LB gab



4.4. Bioinformatische Analyse von Confirmation-Sequenzen in Bezug auf
Merkmale des Integrationsmechanismus o7

es allerdings eine unerwartet grofie Differenz von 17 bp. Es lassen sich jedoch zwei
Maxima in der Verteilung ausmachen, eines an der erwarteten Schnittstelle und
eines etwa 20 bp davon entfernt, was darauf schlieflen lédsst, dass hier eine weitere
mogliche Schnittstelle liegt.

Mikrohomologie zwischen T-DNA und A. thaliana-Kerngenom wurde in 47 % der
untersuchten Sequenzen gefunden mit einem Median von 3 bp (3 bp fiir LB und
2 bp fiir RB). Filler hatten einen Median von 8 bp (7 bp fiir LB und 17 bp fiir
RB). Eine genauere Untersuchung von 109 Fillern ergab, dass alle Homologie zum
A. thaliana-Kerngenom aufweisen und vermehrt (32 %) vom gleichen Chromosom
wie die Insertion stammen. Auch diese Ergebnisse stimmen zumindest fiir die LB,
wo eine ausreichende Menge von Sequenzen ausgewertet wurden, mit den GABI-
Kat Werten iiberein.



5

/usammenfassende Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden zur Qualitéts-
Verbesserung der Insertionslinienpopulation GABI-Kat und der zugehorigen Doku-
mentation entwickelt. Dies umfasste zunéchst die Re-Annotation der FSTs unter
Beriicksichtigung der aktuellsten verfiigharen Genom-Annotation von A. thaliana
(TAIRv10). Damit einher ging eine verbesserte Berechnung der FST-basierten
Insertionspositions-Vorhersage unter Beriicksichtigung der Lénge des FSTs und
der Lesbarkeit von T-DNA Sequenz an dessen Beginn. Eine Analyse von besté-
tigten Insertionen zeigte, dass die verbesserte Vorhersage die Abweichung von
der bestétigten Position im Schnitt mehr als halbierte und damit eine deutliche
Genauigkeitssteigerung darstellt. Eine falsch vorhergesagte Insertionsposition kann
zur Folge haben, dass eine Insertion nicht als Gentreffer klassifiziert wird und
in Einzelfillen dazu fiihren, dass deren Bestédtigung fehlschldgt. Eine potentiell
interessante Insertion geht in beiden Féllen verloren.

Zur exakteren Bewertung von einzelnen Insertionen wurden neue Kriterien fiir
Gentreffer eingefiihrt, die es dem Benutzer einfacher machen, geeignete Insertionen
zu identifizieren und zu beurteilen.

Auflerdem wurden Mafinahmen getroffen, um die Bestétigung einzelner Insertionen
wahrscheinlicher zu machen. Dies umfasste die Einfiihrung von Kontaminati-
onsgruppen, die dazu dienen, unter mehreren gleichen Insertions-Vorhersagen
in verschiedenen Linien diejenige zu identifizieren, die eine echte Insertion dar-
stellt. Die Verbliebenen gehen auf Kontaminationen untereinander beispielsweise
aufgrund von Samen-Vertauschungen, Unsauberkeiten bei der PCR oder DNA-
Aufreinigung zuriick. Zusétzlich wurden inkorrekte FST-Zuweisungen in einzelnen
Blocken (entsprechen 96-er zur Aufzucht der Linien) korrigiert.

Insgesamt fiihrten diese Optimierungen zu einer Steigerung der Bestédtigungsrate,
die angibt, wie viele der bearbeiteten Insertionen letztendlich experimentell besté-
tigt werden konnten, von 78 % auf 84 %. Dies dokumentiert, dass die getroffenen
Mafinahmen entscheidend dazu beitrugen, Arbeiten in der Insertionslinienpo-
pulation verlésslicher zu machen und dadurch weniger Allele verworfen werden
miissen. Nach der Re-Annotation zeigte sich zudem, dass noch viele unbestétigte
Insertionen in GABI-Kat vorhanden sind, die einzigartige Insertionen fiir Gene
darstellen, die in keiner anderen Kollektion vorkommen. Insbesondere diese Allele
stellen eine wertvolle Ressource fiir die weitere Forschung dar. Die Verbesserung
der Bestétigungsrate trégt insgesamt dazu bei, diese Ressource zu erhalten.
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Das Genom von A. thaliana weist aufgrund verschiedener Evolutionsereignisse
viele paraloge Bereiche auf. Diese stellen unter Anderem ein Problem dar, wenn
Knockouts in Genen untersucht werden sollen, die in mehreren Kopien vorliegen.
Wie héufig das zu einem Problem werden kann, wurde durch eine Suche nach
Paaren von Genen, die fiir genau zwei dhnliche Proteinen kodieren, untersucht.
Diese Analyse ergab, dass unter den angewandten Ahnlichkeitskriterien (siche
Kapitel etwa 20 % der Protein-kodierenden Gene in solchen Paaren vorliegen.
Etwa die Halfte hatte mindestens ein zweites Homolog im Genom von A. thaliana.
Gegeniiber publizierten Zahlen ist dies relativ wenig [Armisen et all 2008|. Die
gewihlten Parameter waren also relativ streng, daher umfassen die berechneten
Genpaare nur sehr dhnliche Proteine. Innerhalb solcher Gruppen homologer Gene
mit hoher Ahnlichkeit untereinander wird eine Knockout-Mutante in einem ein-
zelnen Gen wahrscheinlich nicht zu einer Verdnderung des Phénotyps fithren. Die
Resultate dieser Analyse sind iiber die DUPLOdb Webseite zugénglich und bieten
eine wertvolle Informationsquelle fiir Forscher zur Uberpriifung, ob der Knockout
mehrerer Gene bei der Untersuchung eines einzelnen Gens erforderlich ist.

Die identifizierten Genpaare kénnen durch Kreuzung zweier Mutanten verhéalt-
nisméfig schnell zu interessanten Phénotypen fiihren. In GABI-DUPLO wurden
vielversprechende Kandidaten fiir solche Doppelmutanten identifiziert, in 200 Fil-
len generiert und néher untersucht. Direkt sichtbare Phénotypen zeigten sich in 13
Mutanten (6,5 %). In einer Studie mit 4.000 Einzelmutanten zeigten nur 140 (3,5
%) einen sichtbaren Phénotyp [Kuromori et al.l 2006]. Die Ergebnisse bestétigen
somit die Ausgangs-Hypothese, dass in Doppelmutanten wesentlich héufiger ein
interessanter Phénotyp beobachtet werden kann.

In acht Einzelfdllen zeigten sich abweichende Phénotypen von bereits bekannten
Doppelmutanten. Die Abweichungen zeigten sich in weniger starken Phénotypen
als bisher bekannt, wie nicht vorhandene Embryo-Letalitdt oder in stirkeren Aus-
pragungen wie deutlich kleineren Pflanzen. Grund dafiir ist vermutlich, dass andere
Knockout-Linien verwendet wurden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
es auch bei Doppelmutanten wichtig ist, immer mehrere verschiedene Knockout-
Mutanten zu vergleichen, um einen verlésslichen Phénotyp ableiten zu konnen.
Des Weiteren wurde untersucht, ob Phénotypen in Knockout-Mutanten fiir Gen-
paare gehéduft dort auftreten, wo starke Sequenzidhnlichkeit besteht oder die
Expression beider Gene stark korreliert. Dies war in beiden Annahmen der Fall.
Derartige Paare sind also vielversprechende Kandidaten fiir weitere Analysen. Eine
Korrelation von Sequenzahnlichkeit und Expression gab es allerdings nicht. Dies
deutet darauf hin, dass Promotor- und kodierende Regionen unterschiedlichen Se-
lektionseinfliissen ausgeliefert sind oder sich unabhéngig voneinander diversifizieren.

Vermehrte Arbeiten mit Insertionen in paralogen Bereichen erforderten neue
bioinformatische Losungen fiir die daraus entstehenden Probleme im GABI-Kat
LIMS, wie Uneindeutigkeiten bei den FST-Vorhersagen und Schwierigkeiten mit
der Generierung einzigartiger Primer. Zwei neue Methoden wurden fiir diese Fra-
gestellungen etabliert - paraloge Gruppen und ein optimiertes Primerdesign.
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Um Mehrdeutigkeiten bei Insertions-Vorhersagen auf Basis eines einzelnen FSTs
untersuchen zu konnen, war es zunéchst erforderlich, diese aus den BLAST-
Ergebnissen abzuleiten. Dafiir wurden die einzelnen Treffer in verschiedene Kate-
gorien eingeteilt und nur eine begrenzte Anzahl von Vorhersagen erlaubt (siehe
Kapitel . Wenn eine Linie mehrere Insertionen enthélt, lassen sich in einem
FST oft die Sequenzen beider Insertionen finden, da die kiirzere FST-Sequenz ein
starkeres Signal wdhrend der Sequenzierung erzeugt. Durch die Erweiterung des
Datenmodells war es moglich, diese zusétzlichen Insertionen Nutzern zugénglich zu
machen. Die Anzahl der vorhergesagten Insertionen stieg durch diese Mafinahme
von 91.383 auf 102.494, also um mehr als 10 %. Es ist zu erwarten, dass sich ein
GroBiteil dieser Insertionen bestétigen lésst, da sie nicht auf paralogen Bereichen
beruhen.

Zusétzlich wurden Vorhersagen abgespeichert, die zu den aus zusammengesetzten
FSTs abgeleiteten Insertionen eine starke Ahnlichkeit aufweisen. Diese wurden
in paralogen Gruppen vereint. Nach Bestellung einer solchen Insertion wurden
vielfach alle Vorhersagen untersucht und in der Regel nur eine Insertion bestétigt.
Viele dieser paralogen Gruppen konnten auf diese Weise aufgeklart werden. Es
zeigte sich, dass in der iiberwiegenden Anzahl von Fillen die Insertion mit dem
besten BLAST-Ergebnis auch die bestétigte Insertion war. In ca. 15 % der unter-
suchten Gruppen konnte jedoch eine gleich gute oder knapp schlechtere Vorhersage
bestétigt werden. Ohne die Untersuchung aller Insertionen in diesen Gruppen wére
die korrekte Insertion nicht identifizierbar gewesen.

Insbesondere bei der Untersuchung von paralogen Gruppen ist es entscheidend,
dass die fiir eine kldrende PCR verwendeten Primer eine Unterscheidung ermog-
lichen, also moglichst nur an einer Stelle im Genom ein Amplimer bilden kénnen.
Da der innerhalb der T-DNA liegende Primer durch die jeweilige Border festgelegt
ist, kann nur der Gen-spezifische Primer so generiert werden, dass er einzigartig
im Genom ist. Zu diesem Zweck wurde ein Werkzeug zum Primerdesign entwickelt
und implementiert. Es zeichnet sich dadurch aus, die Anzahl moglicher Hybri-
disierungen fiir einen Primer, der in einer definierten Zielregion liegen soll, zu
minimieren. Finzigartig sollen dabei die letzten 12 Basen des Primers sein, da
sich gezeigt hat, dass diese bereits ausreichen, um ein Produkt zu erzeugen. Im
Unterschied zu beispielsweise PrimerBlast [Ye et al., 2012], bei dem Primerpaare
daraufhin untersucht werden, wie viele Amplimere sie im Genom bilden kénnen,
wird jeder einzelne Primer untersucht. Die Fokussierung der Analysen auf die
Einzigartigkeit des Gen-spezifischen Primers ist besonders bei der Untersuchung
von T-DNA Insertionen von entscheidender Bedeutung.

Das entwickelte Werkzeug wurde neben der internen Benutzung auch der Of-
fentlichkeit iiber die GABI-Kat Webseite zugéinglich gemacht. Ein besonderes
Augenmerk wurde darauf gelegt, das Programm moglichst einfach und intuitiv
benutzbar zu machen. Seit der Freischaltung der Funktionalitdt im September 2014
wurde es bereits 1.957 mal verwendet (Stand Ende Mérz 2015). Dies unterstreicht
die Niitzlichkeit fiir andere Forscher bei der Untersuchung von T-DNA Insertionen
aus beliebigen Kollektionen.
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Ein Indikator fiir die Zuverldssigkeit des gesamten Prozesses in GABI-Kat und
die weiteren Optimierungen ist erneut die Bestitigungsrate, die bereits durch
Mafinahmen wie verbesserte Insertionsstellen-Vorhersagen, Aufkldrung von Kon-
taminationen sowie der Untersuchung von falsch zugewiesenen FSTs in einzelnen
Blocken auf insgesamt 84 % gesteigert werden konnte. Ein optimiertes Primerdesign
und die verbesserte Bearbeitung von Insertionen in paralogen Bereichen brachten
eine weitere Steigerung auf aktuell ca. 85,5 %. Bei Betrachtung von ausschlielich
besten Vorhersagen eines FSTs, was vergleichbarer mit dem Ausgangswert von 78
% ist (da nur eine Vorhersage verfiighar war, als dieser Wert berechnet wurde),
liegt dieser Wert bei ca. 88 %. Dies stellt seit Beginn der Optimierungen insgesamt
eine Steigerung von etwa 10 % dar. Das bedeutet ein fast halbiertes Risiko fiir
einen Benutzer, dass die Bestétigung einer fiir ihn wichtigen Insertion fehlschlagt.
Insgesamt unterstreicht die Gesamtverbesserung der Bestédtigungsrate die Steige-
rung der Datenqualitit in GABI-Kat.

Neben der Etablierung von neuen Methoden zur verbesserten Arbeit in einer
FST-basieren Kollektion von Insertionsmutanten wurden spezifische Merkmale der
durch A. tumefaciens vermittelten Transformation untersucht. Als Basis fiir diese
Analysen dienten die Confirmation-Sequenzen, die einen einzigartigen Datensatz
darstellen, da GABI-Kat die einzige Kollektion ist, die Insertionen auf Basis von
Sequenzen bestatigt.

Die Analyse ergab, dass Insertionen im Allgemeinen sehr heterogen sind. Eine In-
sertion ohne Veranderung einer der Ausgangssequenzen (T-DNA oder A. thaliana-
Kerngenom) findet &uBerst selten statt. Normalerweise wird eine Integration
begleitet von kleineren Deletionen bis ca. 50 bp in der Wirts-Sequenz mit einem
flieBenden Ubergang zu kleineren Duplikationen an der Insertionsstelle. Auch an
den Grenzen der T-DNA finden héufig Verdnderungen der Ausgangssequenz statt.
Oft ist der integrierte Teil kiirzer, als anhand der Schnittstelle innerhalb der Bor-
der-Sequenz zu erwarten wire. Zusitzlich ist ein direkter Ubergang von T-DNA
in genomische DNA selten. Am Ubergang zwischen den beiden Sequenzteilen
finden sich gehduft Mikrohomologie oder Filler. Diese Filler wiederum stammen
vor allem aus dem Kerngenom von A. thaliana mit einer Tendenz zu Sequenzen
nahe der Insertionsstelle. Des Weiteren lédsst sich auch zwischen Fillern und der
benachbarten DNA (T-DNA oder A. thaliana-Kerngenom) ofter ein Bereich mit
Mikrohomologie beobachten, als zuféllige Sequenzéhnlichkeiten erwarten lassen.

All diese Charakteristika unterstiitzen die These, dass Doppelstrangbruch-
Reparaturmechanismen des Wirts fiir die Integration der T-DNA mafigeb-
lich sind (siehe Kapitel . Im Einzelstrangbruch-Reparatur Modell sowie im
Mikrohomologie-abhéangigen Modell zur T-DNA Integration lassen sich die vielfach
beobachteten Duplikationen an der Insertionsstelle nicht erkliren. Die Ahnlichkeit
der beobachteten Merkmale an beiden Borders deutet darauf hin, dass im Ge-
gensatz zum Mikrohomologie-abhéngigen Modell derselbe Mechanismus fiir beide
Enden der T-DNA verwendet wird. Alle beobachteten Charakteristika belegen
dagegen die Theorie des Doppelstrangbruch-Reparatur Modells. Kiirzere Mikro-
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homologien werden bei Reparaturen durch Non-Homologous End-Joining (NHEJ)
beobachtet und auch Deletionen an der Reparaturstelle lassen sich durch diesen
Mechanismus erklidren [Salomon and Puchta, [1998]. Die beobachteten Mikrohomo-
logien sind bis zu 20 bp grof}, was darauf schlieen lisst, dass nicht nur NHE]| eine
Rolle spielt, sondern auch andere verfiighare Mechanismen wie Microhomology-
Mediated End-Joining (MMEJ), bei dem grofiere Bereiche von Mikrohomologie
genutzt werden [McVey and Lee| 2008]. Dass keine groBeren Mikrohomologien be-
obachtet wurden konnten, liegt an der mangelnden Sequenzhomologie der T-DNA
zum A. thaliana-Kerngenom. Ein Sequenzvergleich der Sequenzen nahe der Border
ergab keine ldngeren Homologien zum Genom von A. thaliana.

Die Anwesenheit von Fillern und ihre Homologie zu im Kerngenom verfiigharen Se-
quenzen deutet darauf hin, dass auch homologe Reparaturmechanismen des Wirts
eine Rolle spielen. Synthesis-Dependant Strand-Annealing (SDSAI) kann auch ohne
vorhandene Sequenzhomologie dazu fithren, dass ein offener Doppelstrangbruch
anhand einer verfiighbaren Vorlage verlangert und ein Filler an der Reparaturstelle
erzeugt wird.

Kiirzlich wurde eine Studie publiziert, in der keine grofien Unterschiede bei der
Transformationseffizienz in Mutanten beobachtet werden konnten, die Knockouts in
Genen haben, die fiir Schliisselproteine des NHEJI Reparaturmechanismus kodieren
[Park et al. 2015]. Allerdings wurden die Insertionen selbst nicht untersucht. Es
kann spekuliert werden, dass Mikrohomologie zwischen T-DNA und A. thaliana
-Kerngenom in diesen Knockouts grofler ist als im transformierten Wildtyp, wenn
davon ausgegangen wird, dass andere Reparaturmechanismen zum Finsatz kom-
men. Dies wird unterstiitzt durch dltere Resultate einer Studie, bei der CHO-Zellen
mit einem Knockout in Ku80 untersucht wurden. Die reparierten Doppelstrang-
briiche wiesen bei diesen Zellen gréflere Bereiche an Mikrohomologie, sowie grofiere
Deletionen auf [Feldmann et al., 2000].

Zusétzlich zu den regelmifig auftretenden Insertions-Charakteristika wurden eini-
ge wenige besondere Insertionen untersucht. Fiir zwei von ihnen konnten grofiere
Deletionen nachgewiesen werden (je ca. 6kb), sowie 10 Inversionen an der Inser-
tionsstelle. Diese Félle verdeutlichen, dass eine eingehende Analyse einer T-DNA
Insertion unerlésslich ist, bevor Riickschliisse aufgrund eines Phanotyps gezogen
werden, der auf solche Verdnderungen des Kerngenoms zuriickzufiihren sein kénnte.
Insbesondere sollten stets beide Seiten einer Insertion untersucht werden.

Nach fast 14 Jahren, in denen durch A. tumefaciens vermittelte Transformati-
on erstellte Knockout-Mutanten in vielen Forschungsarbeiten Anwendung fanden,
scheint es, dass neuere Methoden zur zielgerichteten Mutagenese von Pflanzengeno-
men eine vielversprechende Alternative bieten kénnen. In den letzten Jahren haben
Zinkfinger-Nukleasen (ZFNs) sowie transcription activator-like effector nucleases
(TALENS) [Gaj et al.| |2013] stetig mehr Anwendungen gefunden.

Beide erlauben die definierte Erzeugung von Doppelstrangbriichen, bei deren Re-
paratur durch NHEJ oft aufgrund von Deletionen oder Insertionen eine Leseraster-
verschiebung entsteht, die das betroffene Gen ausschalten.
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Eine Zinkfinger-Doméne besteht aus etwa 30 Aminoséduren. Einige davon binden
je nach Zusammenstellung mehr oder weniger spezifisch 3 Nukleotide. Durch Ent-
wicklung von Proteinen mit 3 oder mehr Zinkfingern ist eine recht spezifische Er-
kennung einer Zielsequenz von bis zu 18 bp mdoglich. Das Wissen hierzu ist soweit
fortgeschritten, dass fiir jede denkbare Sequenz ein passendes Zinkfinger-Protein
synthetisiert werden kann |Gaj et al., 2013].

TALE-Proteine sind ebenfalls in der Lage spezifische DNA-Sequenzen zu binden.
Sie enthalten eine 33-35 bp lange Repeat-Doméne mit zwei variablen Aminosiu-
ren, die festlegen, welches Nukleotid gebunden wird. Durch Kopplung dieser Repe-
at-Doménen kann eine Ziel-Sequenz festgelegt werden, die mit einem T beginnen
muss. Sie sind technisch schwieriger herzustellen als Zinkfinger-Proteine, bieten da-
fiir jedoch mehr Flexibilitét, da sie nicht auf Basen-Tripletts festgelegt sind.
Durch Fusion mit einer Nuklease konnen zielgenau Doppelstrangbriiche erzeugt
werden, aber auch Transkriptions-Aktivatoren oder Rekombinasen kénnen einge-
setzt werden. Durch zusétzliches Einbringen eines Donor-Plasmids mit fiir die
Schnittstelle homologen Armen, kénnen unter Ausnutzung von homologer Repa-
ratur auch gezielt Sequenzen in den erzeugten Doppelstrangbruch eingebracht wer-
den. Die einfachste denkbare Anwendung ist jedoch die zielgerichtete Generierung
von Knockout-Mutanten.

Als Alternative zu TALENs und ZFNs hat das CRISPR/Cas-System in letzter Zeit
vermehrt fiir Aufmerksamkeit gesorgt [Cong et al., |2013]. Es funktioniert durch
eine RNA-gesteuerte DNA-Endonuklease (Cas-Protein). Durch Einbringung kurzer
(zur Zielsequenz komplementiren) DNA-Abschnitte in den CRISPR-Locus wer-
den diese im Zielorganismus transkribiert und in kleine CRISPR-RNA (crRNA)
Molekiile prozessiert, die an transaktivierende crRNAs (tracrRNA) binden. Diese
bindet wiederum an das Cas-Protein und zusammen kann eine spezifische Sequenz
im Genom erkannt und geschnitten werden. Das CRISPR/Cas-System bietet also
die Moglichkeit, die mit TALENs und ZFNs relativ umsténdlichen Moglichkeiten
zur Genom-Editierung einfacher und effizienter zu gestalten und neue Chancen fiir
die Pflanzenforschung und die Generierung von Knockout-Mutanten in A. thaliana
zu erdffnen [Li et al., 2013].

Insbesondere fiir einzelne Gene, fiir die es zum aktuellen Zeitpunkt in keiner Kol-
lektion eine Insertionslinie gibt, ist ein zufallsbasierter Mechanismus wie bei der
T-DNA Integration nicht mehr zielfithrend. ZFNs, TALENs oder das CRISPR/Cas-
System konnen in Zukunft eine sinnvolle Alternative bieten.

Existierende, durch A. tumefaciens erstellte Knockout-Mutanten stellen dagegen
immer noch den schnellsten Weg dar, eine Mutante in einem interessanten Gen
zu erhalten. Die in dieser Arbeit vorgestellten Methoden haben entscheidend da-
zu beigetragen, Insertionslinien in GABI-Kat zu einem verlédsslicheren Werkzeug
zu machen und zeigen Moglichkeiten auf, verschiedene Probleme bei der Arbeit
mit einer Insertionslinien-Kollektion zu 16sen. Der aus den bestétigten T-DNA In-
sertionen gewonnene Wissensgewinn trug zu einer Vielzahl von Publikationen bei,
in denen GABI-Kat-Linien verwendet wurden. Beispielsweise konnte die Rolle von
zwei Genen aufgekldrt werden, die bei der Reaktivierung von durch Methylierung
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unterdriickten Genen eine Rolle spielen [Moissiard et al., 2012]. Die Beteiligung
mehrerer Gene der AUX/LAX-Familie am Auxin-Import konnte nachgewiesen wer-
den [Peret et al., 2012] oder auch die Rolle zweier Regulatoren der Resistenz gegen
die Grauschimmelfdule [Moffat et al., 2012]. Bis Anfang des Jahres 2014 waren 607
Publikationen bekannt, die Knockout-Linien von GABI-Kat verwendet haben. Da
in dieser Zahl nur solche erfasst werden, die eine GABI-Kat Publikation zitieren, ist
die eigentliche Anzahl vermutlich deutlich grofier. Alle bestétigten Linien werden
weiterhin {iber das angeboten und die konstant gebliebene Nachfrage danach
belegt, dass weltweit immer noch grofier Bedarf nach GABI-Kat-Linien besteht und
diese auch in Zukunft zu wertvollen Erkenntnisgewinnen fithren konnen.

Die in dieser Arbeit dargestellten Analysen von T-DNA Insertionsstellen in
A. thaliana trugen dazu bei, den Integrationsmechanismus besser zu verstehen.
Alle publizierten Ergebnisse zusammengenommen, kann relativ sicher davon aus-
gegangen werden, dass die Integration mit Hilfe von verschiedenen Reparaturme-
chanismen des Wirts-Organismus stattfindet. Insbesondere konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass groflere Bereiche von Mikrohomologie und Deletionen relativ
hiufig auftreten. Dies ldsst vermuten, dass MMEJ eine gréfiere Rolle spielt als zu-
néchst angenommen und eine Integration iiberwiegend, aber nicht ausschliefilich
unter Ausnutzung des NHEJMechanismus funktioniert.
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ABSTRACT

T-DNA insertion mutants are very valuable for
reverse genetics in Arabidopsis thaliana. Several
projects have generated large sequence-indexed
collections of T-DNA insertion lines, of which
GABI-Kat is the second largest resource worldwide.
User access to the collection and its Flanking
Sequence Tags (FSTs) is provided by the front end
SimpleSearch (http://www.GABI-Kat.de). Several
significant improvements have been implemented
recently. The database now relies on the TAIRv10
genome sequence and annotation dataset. All
FSTs have been newly mapped using an optimized
procedure that leads to improved accuracy of inser-
tion site predictions. A fraction of the collection with
weak FST yield was re-analysed by generating new
FSTs. Along with newly found predictions for older
sequences about 20000 new FSTs were included in
the database. Information about groups of FSTs
pointing to the same insertion site that is found in
several lines but is real only in a single line are
included, and many problematic FST-to-line links
have been corrected using new wet-lab data.
SimpleSearch currently contains data from ~71 000
lines with predicted insertions covering 62.5% of the
27 206 nuclear protein coding genes, and offers in-
sertion allele-specific data from 9545 confirmed
lines that are available from the Nottingham
Arabidopsis Stock Centre.

INTRODUCTION

Since the genome sequence of the model plant Arabidopsis
thaliana was completed in the year 2000 (1), the determin-
ation of gene function is a key task in the Arabidopsis
research community. Insertional mutagenesis approaches
have been proven to be a valuable tool for reverse

genetics (2). Several large collections of A. thaliana lines
containing independent insertions of Agrobacterium
T-DNA in the plant genome have been established.
T-DNA integration in the plant genome results in stable
mutations, which may perturb gene functions. An import-
ant goal is to saturate the 4. thaliana genome with T-DNA
insertion lines for each (or at least most) of the 27206
nuclear protein-coding genes that are currently annotated
(3). A popular strategy to determine the position of a
T-DNA insertion in the genome of a given insertion line
is to generate Flanking Sequence Tags (FSTs). Using
PCR-based methods, genomic DNA fragments flanking
the T-DNA are amplified (4), sequenced and subsequently
mapped to the genome. When this is applied to a large
collection of lines, the population can easily be searched
for mutants of interest.

GABI-Kat is the second largest FST-indexed T-DNA
insertion line collection of A. thaliana, which is publicly
available since 2002 (5). User access to the collection and
extensive metadata for the included mutants and alleles is
provided by GABI-Kat SimpleSearch, the web interface of
the corresponding database (6). The interface can either be
used to search the collection for mutant alleles of interest,
or more importantly to access different kinds of informa-
tion about specific GABI-Kat lines. Lines containing in-
sertions of interest can be ordered via a web order form,
which is also provided in SimpleSearch. In contrast to
other FST databases, GABI-Kat SimpleSearch offers in-
formation on confirmation success of lines along with se-
quences derived from the T-DNA/genome junction of an
offspring generation, segregation data and primer infor-
mation for the respective insertions (7).

Since its availability in 2002, the database as well as the
interface has been continuously improved. However,
during the last 18 months several significant improvements
and extensions have been implemented that are beneficial
for users that rely on SimpleSearch when working with
GABI-Kat insertion alleles. These enhancements include
an extended data set, allow an easier and more comfort-
able user access, and provide more detailed and more
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reliable meta-information about the insertion alleles in the
GABI-Kat collection. In detail, the recent improvements
are (1) an update to the most recent 4tk genome annota-
tion dataset TAIRVI10, (ii) an improved insertion site pre-
diction and gene hit definition, (iii) enhanced information
about confirmation success and line availability. Together
with the correction of problematic FST-to-line links using
new experimental data, these enhancements result in an
increased overall quality and reliability of the collection
and its database.

RESULTS AND DISCUSSION
General database content

The SimpleSearch database contains data about
GABI-Kat insertion mutants, the derived FSTs and their
mapping to the A. thaliana genome sequence. In addition
and in contrast to other FST databases like SIGnAL (8)
or FLAGdb++ (9), SimpleSearch focuses on metadata
concerning GABI-Kat lines and insertion alleles. The
database contains data about confirmation attempts for
predicted insertion alleles, genetic segregation data of the
resistance phenotype provided by the T-DNA allowing an
estimation of the number of insertion loci per line, and
sequences of successfully confirmed alleles from the off-
spring generation that allow to determine the real site of
insertion much more accurately than the crude FST se-
quences. Moreover, the user is provided with information
about line availability (alleles in dead lines are lost
although the respective FST exists in databases), and
about insertions that could not be confirmed (failed inser-
tions, which are predicted from FSTs but are not existing
in following generations). The updated version of
SimpleSearch offers significantly improved data quality
due to intensive and ongoing quality management and
manual curation (see below). GABI-Kat FSTs are
produced by an adaptor-ligation PCR method (4) (see
also the Methods and FAQ pages on http://www.gabi-
kat.de/) and are mapped to the A. thaliana genome using
BLAST (10). Users can access the FST data, select alleles
of interest and place insertion requests. Upon request the
GABI-Kat lines are segregated on selective medium,
genomic DNA is prepared and the predicted insertion
sites are confirmed by PCR and sequencing, using an in-
sertion site specific primer and a T-DNA border primer.
The obtained ‘confirmation sequences’ are again mapped
to the genome. If the insertion site deduced from confirm-
ation sequencing matches the position predicted from
the respective FST, the insertion is regarded as confirmed.

Update of the database to TAIRv10

Until recently, the SimpleSearch database (7) was based
upon the TIGR version 5 annotation dataset of the A.
thaliana genome. The TIGRvS annotation consisted of
individual BAC sequences and contains an outdated set
of gene annotation data (11). SimpleSearch has now been
updated to the current genome annotation data, namely
TAIR version 10, which is based on pseudochromosomes
(ftp://ftp.arabidopsis.org/home/tair/home/tair/Sequences/
whole_chromosomes/). In this context all FSTs from the

GABI-Kat collection were newly mapped to the genome
sequence, and putative insertion positions were deduced.
The increase in the number of successfully mapped FSTs
results from wusing optimized mapping parameters,
reduced gaps in the genome sequence and also from the
generation of new FSTs for fractions of the GABI-Kat
population with formerly low FST yield.

About 20 000 new FSTs have been submitted to EMBL/
GenBank. These contribute to a total of now 130000
FSTs at EMBL/GenBank, which are also accessible via
SimpleSearch. The reliability of the insertion site predic-
tion was improved by deducing the insertion position from
the annealing site of the T-DNA border-specific primer
and the nucleotide positions from the original trace-file
of the FST (Figure 1) (12,13). Particularly in cases where
no T-DNA sequence is detectable in the FST, the predic-
tion of the insertion positions is more accurate now. This
advantage is evident when compared to insertion positions
deduced from the called and trimmed sequence only (8).
However, deletions at the T-DNA border to genome
junction still cause errors in the prediction, which can
only be resolved by detailed analysis of the confirmation
sequences. Nevertheless, we now explicitly predict a
defined pseudochromosome position as insertion
position, and not only a locus that is described by a
gene code or BAC name.

For a better assessment of the relevance of a predicted
insertion allele, we used data from TAIRv10 to further
qualify hits with respect to annotated genes. TAIRv10
contains information about the untranslated region of
the mRNA (UTR) for the majority of the protein
coding genes, as well as information about RNA-coding
genes. Our former definition defined a ‘gene hit’ as an
insertion site prediction between 300-bp upstream of the
ATG and 300-bp downstream of the stop codon of a gene,
whereas a ‘CDSi hit’ had a predicted insertion between
ATG and stop codon (CDSi for coding sequence plus

T-DNA insertion
genome sequence

FST sequence
T-DNA detecgon (pregap4)

BLAST vs. A.thaliana

computation of insertion position
no T-DNA at FST start

% BLAST hit

T-DNA at FST start detected

SZBLAST hit
distance from T-DNA specific primer

start of BLAST hit = insertion position
to T-DNA border

Mapping to genome

Figure 1. Workflow of the improved insertion site prediction. The in-
sertion position is determined using the best BLAST hit of the FST
sequence vs. the A. thaliana genome sequence, and the location of the
T-DNA within the FST sequence determined by pregap4. If no T-DNA
is detected at the start of the FST sequence, the insertion site is located
x bases upstream of the BLAST hit, where x is the number of bases
before the start of the BLAST hit minus the distance of the T-DNA
specific primer to the T-DNA border. Otherwise, the start of the
BLAST hit is considered as insertion position.
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CDSi hit

(b) (c)
//
3000p| / /
CDSi hit 3nhit TS2TE
I

Figure 2. Definition of gene hits at GABI-Kat. (a) For protein-coding
genes with annotated UTR-regions in TAIRv10, we differentiate
between CDSi hits (insertion position between ATG and STOP), 5'-
and 3'-TS2TE hits (insertion position in the 5- or 3-UTR) and
promoter hit [insertion position up to 300-bp upstream of transcription
start (TS)]. (b) If the UTR is not annotated in TAIRvIO (and for
pseudogenes), insertion positions 300-bp up or downstream of ATG
and STOP are considered as 5'- and 3’-hits. (¢) For RNA genes and
transposable elements, TS2TE hits are annotated, if the insertion is
located between TS and transcript end.

introns). We extended this definition by including hits in
the transcribed region of a gene as well as the promoter
region (Figure 2). “TS2TE hits” have an insertion between
transcription start and transcript end, and ‘promoter hits’
have the predicted insertion position within 300-bp
upstream of the transcription start. This definition
applies for protein- as well as for RNA-coding genes. If
no UTR is annotated for a given gene, we still use the old
gene hit definition. All hits that are not linked to a gene
keep the insertion type ‘genome hit’ (Figure 2). Due to the
fact that the old ‘gene hit’ definition covered a larger
genome area than the TS2TE area of the genome, the
total number of insertions that qualify as ‘gene hits’
went slightly down, although the number of predicted in-
sertions in the database did increase. The updated inser-
tion types allow a more reliable selection of insertion
alleles that may be NULL alleles.

Overall, the total number of lines with predicted inser-
tions was increased to 71235. Table 1 gives a summary of
the current data content of the SimpleSearch database.

Increase of quality and accuracy of the database content

Due to the manual handling steps during the generation
of the GABI-Kat population, it is an unpleasant fact
that some links between FST sequences and insertion
lines are wrong. Reasons for these errors can be mix-ups
during plant growth in the greenhouse, handling
errors during sequence generation, or alike. Incorrectly
assigned FST-sequences were detected when the confirm-
ation rate in a set of 96 lines (corresponding to a microtitre
plate) was much lower than expected from average values.
Based on the knowledge about the FST production
workflow, we deduced different types of errors that
might have happened and reassigned the FST-sequences
to the correct lines after wet-lab validation of the hypoth-
esis. This reassignment of FST-sequences has meanwhile
been performed for the majority of problematic microtitre
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Table 1. Summary of data in the GABI-Kat SimpleSearch database®

Data type Number of entries
FSTs” ~133000
Lines” 71235
with segregation data 15289
available at NASC 9644
Insertions with predicted insertion position® 88 580
analysed with final result? 16081
delivered to individual users 6816
confirmed and available at NASC® 9653
Distinct genes covered 21005
protein coding genes 19120
ncRNA coding genes 182
pseudogenes 420
transposable element genes 1283
Gene hits available only from GABI-Kat" 2114
Confirmed ‘GABI-Kat only’ hits at NASC 1201
‘GABI-Kat only’ hits to be adressed® 765
Distinct CDSi covered 13037

“Numbers as of 15 September 2011.

"Database release version 24 (affects FSTs and lines that are in the
database, the data values for the items in the database are updated
every 24 h).

“Insertions are different from lines, because a line can contain several
insertions. Example: 011F01, which is confirmed for a genome hit at
F26P21 (Chr4) and a TS2TE hit in At5g05180.

9A final result can be ‘confirmed’, but also ‘failed to confirm’ or ‘part
of a contamination group’ are considered.

°For each confirmed insertion there are confirmation sequences avail-
able which are generated from the amplicon that spans the T-DNA/
genome sequence junction.

Only hits that may cause a NULL allele (CDSi hits and hits in the
5'-UTR) are counted. Only lines in the accession Columbia-0 are con-
sidered, which is the accession used by the main FST-based insertion
line collections.

€About 150 ‘GABI-Kat only’ alleles are either in the queue already and
wait for mature T3 seed, or did fail to confirm.

plates and contributed to a significant increase (~3%)
of the confirmation rate of insertion alleles from the
collection. The corrected FST-to-line connections have
been integrated into the database and are available to
users through SimpleSearch. It should be noted that
SimpleSearch is currently the only source of these correc-
tions. Until other FST databases have been updated, the
now detected and corrected errors in the original FST
dataset are still ‘proliferated’ from e.g. the old FST data
in sequence databases.

When predictions for very similar insertion sites are
found in multiple lines, we combine these lines into ‘con-
tamination groups’. The assumption is that the prediction
is only true for one of those lines and the others are caused
by contaminations that happened during high-throughput
DNA-preparation, PCR, or sequencing. If an insertion
that is part of a contamination group is ordered by a
user, the whole contamination group is examined experi-
mentally. Finally, the correct insertion is delivered to the
user and donated to the Nottingham Arabidopsis Stock
Centre (NASC). In some cases, several alleles are con-
firmed with closely linked insertion positions, and in
these cases all alleles except one confirmed allele are
removed from the ‘contamination group’. SimpleSearch
contains information about failed insertion confirmations
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process
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predicted solved
\_contamination group ) \_contamination group )
4 In SimpleSearch: N
Line ID
Hit Gene Code AT1G05570 [TAIR] [MIPS] [SIGnAL]

Gene Annotation callose synthase 1
Insertion Classification CDSi

Confirmation Status failed, line belongs to a contamination group,

please check line
follow the link

Line ID 080G06
Vector Used pAC161

Line Availability only available from NASC (N407662)
Segregation Analysis 100:91:69
At1g05570

AT1G05570 [TAIR] [MIPS] [SIGnAL]

Confirmed for Hit
Hit Gene Code

Gene Annotation callose synthase 1

Insertion Classification CDSi
anirmation Status confirmed, show confirmation sequence5/

Figure 3. Resolution of contamination groups. A contamination group
contains predicted insertions in different lines that share very similar
insertion positions (within 50bp at most). After the confirmation
process, only one line is confirmed, the others failed and are con-
sidered as contaminations. When searching for insertion alleles in
SimpleSearch, the user is guided to confirmed allele if the contamin-
ation group is solved.

and leads the user to the confirmed allele within a
(resolved) contamination group (Figure 3). Until
September 2011 about 1250 possible contamination
groups could be solved and the information is available
in SimpleSearch.

As a result of various actions addressing data quality,
including those mentioned above, the quality of the col-
lection has been improved significantly. This is best
quantified with the increase of the confirmation rate
from 78% to 84%. Without information from the
unique in-house confirmation process that is carried out
at GABI-Kat, this big step towards improved reliabilty
would have been impossible.

With a total of 21005 genes that are covered with in-
sertions [counted are ‘gene hits’ if no UTR is annotated,
‘promoter hits’ and ‘TS2TE hits’ (which include ‘CDSi
hits’)], the current database release v24 covers about
4000 more genes with (predicted) insertion alleles than
described earlier (7). This also includes genes for
non-coding RNAs (ncRNAs), which were not annotated
in TIGRvS. Due to the small size of many ncRNA-coding
genes, the coverage is fairly low (182 of 1290 for ncRNA

genes), which also affects the statistics of total gene hit
coverage. The total coverage of the nuclear protein
coding genes with (predicted) insertion alleles has
increased from 64% to 70%.

Changes in the web interface

The static part of the GABI-Kat website is realised with
an Open Source CMS system. SimpleSearch is embedded
into this website, and the dynamic pages were developed
in PHP. Information about individual items in
SimpleSearch, e.g. a given line or a list of hits in a given
gene, can be accessed by a defined URL format (see the
help pages of the website). Both the static and the dynamic
part look identical to the user. Besides visual improve-
ment, the information content has been extended. When
searching for insertions, SimpleSearch now offers an
overview of insertion alleles and their availability. Lines
already donated to NASC (blue triangle), insertions that
failed in the confirmation process and are therefore un-
available (red triangle), and lines available for entering the
confirmation process at GABI-Kat (green triangle) are
distinguished. In case that a line with a failed confirmation
attempt belongs into a solved contamination group, the
correctly confirmed line for the insertion is linked in the
SimpleSearch interface, which enables the user to access
the confirmed line easily.

In addition to the existing options to search for single
lines, FSTs, hits in a given gene or by BLAST, we added a
search option that lists all (predicted) insertion positions
in a position range on the pseudochromosomes.

Perspective

The GABI-Kat resource has served the A. thaliana com-
munity as a valuable tool for reverse genetics since it was
made available to the public in 2002. The demand for
GABI-Kat insertions was constantly high since then,
which is documented by the number of about 72000
stock requests at NASC until February 2011. Until
September 2011 9644 different confirmed GABI-Kat
lines have been donated to the stock centre. In addition
to continue to confirm and deliver insertion alleles to
users, we are currently addressing about 760 lines with
new insertion predictions in genes for which no allele is
available in the other main FST-based A. thaliana Col-0
insertion line collections.

SimpleSearch offers an easy and well-featured access to
data about GABI-Kat lines and confirmed or unconfirmed
insertion alleles. To maintain the quality, it is important to
constantly curate the database and adopt it to the most
recent knowledge about the A. thaliana genome, e.g. an
upcoming vl1 A. thaliana genome release. In parallel, we
are also working on additional topics, which could be
improved. One problem arises from (short) FSTs that
are assigned to genes of which paralogous copies exist in
the genome. In such cases the insertion position prediction
and the assignment to a single locus is error-prone. It is a
challenge to represent the ‘paralog problem’ in the
database, and to address it experimentally quite some
wet-lab work would be required. This example shows
that there is still room for further improvement.
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However, the current status and the up-to-date data
content of the SimpleSearch database have reached a
very comprehensive level through the measures described
in this article.

ACCESSION NUMBERS

About 20000 FSTs have been submitted to EMBL/
GenBank: FR799760-FR819654.
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SUMMARY

Owing to duplication events in its progenitor, more than 90% of the genes in the Arabidopsis thaliana
genome are members of multigene families. A set of 2108 gene families, each consisting of precisely two
unlinked paralogous genes, was identified in the nuclear genome of A. thaliana on the basis of sequence
similarity. A systematic method for the creation of double knock-out lines for such gene pairs, designated
as DUPLO lines, was established and 200 lines are now publicly available. Their initial phenotypic characteri-
sation led to the identification of seven lines with defects that emerge only in the adult stage. A further six
lines display seedling lethality and 23 lines were lethal before germination. Another 14 lines are known to
show phenotypes under non-standard conditions or at the molecular level. Knock-out of gene pairs with
very similar coding sequences or expression profiles is more likely to produce a mutant phenotype than
inactivation of gene pairs with dissimilar profiles or sequences. High coding sequence similarity and highly
similar expression profiles are only weakly correlated, implying that promoter and coding regions of these
gene pairs display different degrees of diversification.

Keywords: Arabidopsis thaliana, double mutant, gene duplication, genetic redundancy, segmental duplication,

technical advance.

INTRODUCTION

Only 9.7% of the approximately 27 000 protein-coding
genes (TAIR 10; http://www.arabidopsis.org) in the nuclear
genome of the model plant Arabidopsis thaliana code for
unique proteins; all others have at least one additional
homologue (Armisen et al., 2008). Moreover, many of the
latter class form larger gene families, with about 40%
being accounted for by families with more than five mem-
bers and some comprising more than 100 members (AGI,
2000; Cannon et al., 2004; Armisen et al., 2008). Genes can
be amplified by several mechanisms (for recent reviews
see: Van de Peer et al., 2009; Paterson et al., 2010; Rutter
et al., 2012). Single-gene duplications such as tandem
duplications generate tightly linked copies, whereas dupli-
cations resulting from more widespread restructuring pro-
cesses, such as polyploidization (duplication of the whole
genome) or duplications of single chromosomes (aneu-

© 2013 The Authors
The Plant Journal © 2013 John Wiley & Sons Ltd

ploidy) or large chromosomal segments, can lead to the
rearrangement of large chromosomal regions and thereby
to segmental duplications. Evidence for at least three
major large-scale duplication events has been detected in
the genome of A. thaliana, all of them predating the diver-
gence of Arabidopsis species from Brassica species about
14.5-20.4 million years ago (Bowers et al., 2003; Jiao et al.,
2011). The most recent duplication event encompassed 70—
89% of the genes in the genome (Simillion et al., 2002;
Blanc et al., 2003; Bowers et al., 2003).

Because duplicated genes are redundant in function
immediately after their formation, they are exposed to
genetic fractionation processes (AGI, 2000; He and Zhang,
2005). One gene copy may be lost with no deleterious
effects. Mutations in one or both gene copies may lead
either to a change in gene dosage or to functional divergence

157



158 Cordelia Bolle et al.

between the two. The latter may involve the gain of a
novel function (neofunctionalization) or both gene copies
can retain different subsets of the functional properties of
the ancestral gene (subfunctionalization) (Lynch and
Conery, 2000; Rutter et al, 2012). Duplicated genes can
therefore possess overlapping or redundant functions —
especially if the duplication event is recent — and various
instances of such genetic redundancy have been reported.
Among these instances are several photosynthesis-related
proteins, such as PsaD, PsaE, plastocyanin and PGRL1,
which are encoded by segmentally duplicated genes and
for which knock-out of both gene copies uncovers pheno-
types not seen in either single mutant (lhnatowicz et al.,
2004, 2007; DalCorso et al., 2008; Pesaresi et al., 2009).
Moreover, it has been demonstrated that 22 core cell-cycle
genes have evolved from segmental duplications (Vande-
poele et al., 2002). Duplications can also lead to the evolu-
tion of extended gene families that exhibit various degrees
of diversification in sequence and expression pattern
(Kolukisaoglu et al., 2002; Meyers et al., 2003; Cannon
et al., 2004; Leister, 2004; Remington etal., 2004;
Abel et al., 2005; Jiang et al., 2006; Maher et al., 2006;
Nakano et al., 2006; Kong et al., 2007; Wang et al., 2009;
Liu et al., 2010; Charon et al. 2012).

Several collections of sequence-indexed T-DNA insertion
mutants have already been constructed for A. thaliana
(reviewed in Bolle et al., 2011). In total, over 600 000 mutant
lines have been generated and flanking sequence tags
(FSTs) of over 325 000 T-DNA insertion lines have been
mapped to the reference genome sequence (A. thaliana
accession Columbia 0). More recently, a project was initi-
ated with the intention of generating two independent
homozygous T-DNA insertion lines for each nuclear Arabid-
opsis gene (O’Malley and Ecker, 2010). Such homozygous
lines are a prerequisite for the direct assessment of gene
function and will enable efficient genome-wide forward
genetic screens. Gene silencing by small interfering RNAs
or by artificial microRNAs is also an important tool in the
study of gene function and can also be applied to the silenc-
ing of gene families (Ossowski et al, 2008). However,
whereas double mutations caused by T-DNA insertions are
stably inherited, leakiness and silencing of RNA-based gene
inactivation approaches have been occasionally observed
(e.g. Gupta et al., 2002; Weigel et al., 2003). Therefore, lines
generated by RNA-based approaches and the DUPLO lines
represent complementary approaches to inactivate gene
pairs, whereas RNA-based approaches alone are the
method of choice to inactivate simultaneously three or
more gene copies, including tandem copies.

Here we report on the generation of a collection of double
knock-out mutants (DMs) specifically targeted to the mem-
bers of highly homologous, but genetically unlinked, gene
pairs, and derived from sequence-indexed T-DNA mutant
lines with a Col-0 genetic background. This collection,

termed ‘GABI-DUPLO’, is available at the Nottingham Ara-
bidopsis Stock Centre (NASC) and will complement the
existing sequence-indexed single-mutant collections by
allowing one to bypass the effects of genetic redundancies
arising from segmental duplications in systematic forward
and reverse genetic screens. An initial phenotypic charac-
terisation of 200 GABI-DUPLO lines is described here; we
demonstrate that the probability that a DM line will display
a phenotype increases with the degree of similarity in
expression pattern or protein sequence between the two
genes considered.

RESULTS
Selection of gene pairs for the GABI-DUPLO collection

To unmask the functions of genes that are represented by
two copies in the A. thaliana genome through the analyses
of DM phenotypes, we selected gene pairs that were highly
likely to have redundant or overlapping functions. To this
end, we employed two selection criteria, namely overall
sequence similarity and number of homologous gene cop-
ies. In the first step, we selected protein-coding A. thaliana
genes that have high sequence similarity at the amino acid
sequence level (>60% similar amino acids and <20% gaps
in a global Needleman-Wunsch alignment). This analysis
resulted in a set of 26 982 pairwise combinations of closely
related genes fulfilling this criterion (Figure 1). To identify
true gene pairs, combinations that had at least one addi-
tional (third) homologue in the A. thaliana genome at the
same similarity threshold were eliminated. This action
resulted in a set of 2594 gene pairs. Paired genes located
<7.5 Mbp apart on the same chromosome were not con-
sidered further as their proximity would have prevented
the efficient generation of DMs, so that only 2108 gene
pairs were ultimately selected for analysis (Figure 1).

When these 2108 gene families, each made up of exactly
two genetically unlinked members, were analysed for their
known or predicted molecular function, as well as the bio-
logical process they are involved in and the subcellular
localization of their products (Figures 2 and S1), the set
showed no obvious enrichment for any particular category
(relative to the entire A. thaliana genome). However, genes
coding for proteins whose molecular function is unknown
(14 versus 20% within the whole genome), biological
context unclear (5% versus 8%) or subcellular localization
undetermined (9 versus 19%) are slightly underrepresented
among the 2108 gene pairs, whereas the functional catego-
ries ‘transcription factor activity’ and ‘DNA/RNA binding’
are slightly overrepresented (6/9 versus 3/7%).

The GABI-Kat and SALK collections were analysed for the
presence of T-DNA insertion alleles of both members of
each of the 2108 gene pairs (Alonso etal., 2003;
Kleinboelting et al., 2012). To obtain loss-of-function alleles
of the genes of interest, only alleles with a (predicted)

© 2013 The Authors
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insertion in the region between the start and stop codon
(i.e. exon or intron regions and referred to here as
‘CDS + intron’ or ‘CDSi’" insertions) were considered. Such
insertions were identified for 1294 of the gene pairs (Fig-
ure 1). However, because some CDSi insertions were either:

Total
370,069,615

l

With high homology: >60% similarity, <20% gaps
26,982

l

Without additional close homologues
2594

l

Physically unlinked: >7.5 Mbps distance
2108

l

With CDSi insertion alleles for both genes
1294

After elimination of 83 unsuitable gene pairs
1211

Figure 1. Flow chart that depicts the selection of lines for the DUPLO collection.
The total number of all possible pairwise combinations for the 27 206 protein-
coding genes in A. thaliana is 370 069 615. The stepwise selection of gene pairs
is illustrated. Note that the number of gene pairs with CDS:i alleles for both genes
depends on the availability of insertion alleles and can change either when new
alleles become available or when flanking sequence tag (FST)-based predictions
are modified, for instance upon re-annotation of genes in the TAIR database. In
the final selection step, gene pairs were excluded if the insertion was not found
to be located within the CDS (after updating of TAIR to version 10), or the allele
could not be confirmed, or if one or both parental lines were known to be lethal.
For further details see main text and Experimental Procedures.

2108-gene-pair set

whole genome
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(i) unavailable; (ii) no longer annotated as CDSi insertions
in version 10 of the TAIR database; (iii) could not be con-
firmed by polymerase chain reaction (PCR); or (iv) known to
be lethal; we finally obtained mutant alleles for 1211 gene
pairs that fulfilled all criteria for setting up a DM collection
(Figure 1) (for a full list see: https://www.gabi-kat.de/
double-mutant-lists/duplo-gene-pairs.html). Obviously, this
list reflects the availability of insertion alleles at the time of
writing and will be expanded as new insertion alleles
become available.

Generation of homozygous DM lines

The generation of homozygous DMs usually requires at
least 8 months. Parental single-mutant lines were first
analysed by PCR and amplicon sequencing for the pres-
ence of the T-DNA insertion allele of the gene of interest.
These ‘confirmation amplicon’ sequences were evaluated
to deduce the position of the insertion, and only confirmed
CDSi alleles were used for further steps in the workflow. If
the putative CDSi allele could not be confirmed by
sequencing, we tried to obtain a more suitable allele from
the GABI-Kat or SALK collection. If this confirmation was
not possible, the respective pair was removed from the
workflow (see Figure 1). Lines that contained confirmed
CDSi alleles were then genotyped using two different pri-
mer pairs. The ‘genotyping amplicon’ targets the wild-type
allele, spans the entire insertion site in the mutant line and
is generated only if the inserted T-DNA is not present. The
‘confirmation amplicon’ (see above) targets the insertion
allele and is identical to the amplicon sequenced during
confirmation (see Experimental Procedures and Figure S2).

In the next step, the parental lines that were homozygous
or at least heterozygous for the insertion in each member
of a given gene pair were crossed. F1 plants were allowed
to self-pollinate if the presence of the two expected inser-
tion alleles could be confirmed by PCR (Figure 3). About 54

= Unknown

® Transferase

u Other binding

m Other enzyme activity

¥ Hydrolase

= DNA or RNA binding

® Nucleotide binding

® Protein binding
Kinase

= Transcription factor

= Transporter

= Other molecular functions
Nucleic acid binding
Structural molecule
Receptor

Figure 2. Distribution of the proteins encoded by the 2108 gene pairs according to their predicted molecular function.
The molecular functions of the proteins encoded by the 2108 gene pairs (left panel) and by the entire A. thaliana genome as control (right panel) were deter-
mined and displayed in a pie chart using the Gene Ontology (GO) annotation tool on the TAIR website (http://www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp).
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Figure 3. Workflow used for the systematic generation of DMs.

Parental lines (P1 and P2) were crossed to generate an F1 generation. After
selfing, the F2 generation was genotyped to isolate double knock-out
mutants (DMs). If no homozygous DM could be obtained, this step was
repeated in the F3 generation. Seeds from homozygous DM lines were
bulked in the next generation for distribution. Phenotyping was done in the
F3 or F4 generation.

individual F2 plants were then propagated on soil and
genotyped by PCR to identify plants that were homozygous
for both insertions. Genotyping of the DMs with respect to
the insertions in the two duplicated genes was performed
by four PCRs, amplifying ‘confirmation’ and ‘genotyping
amplicons’ for each of the two mutant alleles (Figure 3).

If no DUPLO line could be identified in the F2 genera-
tion, the offspring of an F2 line that was homozygous for
one insertion and heterozygous for the other was allowed
to self. The segregating F3 generation was propagated on
plates of sucrose-containing media to allow heterotrophic
growth, and genotyped by PCR (Figure 3). Propagation on
sucrose-containing medium not only permitted the rescue
of some mutants with defects that interfere with photo-
autotrophy or normal seedling development but also
enabled us to identify non-germinating seeds, which are
characteristic for embryo lethality. If segregation of the F3
seeds also failed to yield any homozygous DM, these pairs
were classified as ‘homozygous DM absent’ and are likely
to be lethal as DMs. In the F3 or F4 generation the geno-
type of homozygous DMs was rechecked and plants were
evaluated phenotypically in the greenhouse.

So far, we have generated 200 DMs that were either
homozygous for both mutations, or homozygous for one

mutation and heterozygous for the other, and that are
designated in the following as ‘DUPLO lines’ (Table S1).
According to the Plant Genome Duplication Database
(http://chibba.agtec.uga.edu/duplication/index/home) 145
(or 72%) of the 200 gene pairs are located within large seg-
mental duplications (Tang et al., 2008a,b).

DUPLO lines that display mutant phenotypes at the
adult stage

During phenotypic evaluation at the F3 or F4 stage we
looked for changes in growth and development at different
time points. The first evaluation for size and pigmentation
took place 14 days after germination (dag). Leaf coloration,
rosette size, leaf form and early bolting were evaluated at
30 dag. Once the plants had flowered, their branching
pattern, overall height and fertility were monitored. Seven
DUPLO lines that deviated from WT plants with respect to
chlorophyll content, size or developmental behaviour were
identified (Table 1), and this class of mutants was referred
to as DMs with an ‘adult phenotype’, because these plants
survived to the adult stage and into the reproductive
phase. All of these mutants displayed reduced or dwarfish
growth, and three mutants had a reduced photosynthetic
efficiency. These lines are described in more detail in the
following. Unless otherwise noted, the parental single
mutants behaved like WT.

The DUPLO-195 line is a cross of the loss-of-function line
of TON1 recruiting motif 3 (trm3, at1g18620) and trm4
(at1g74160). Some members of the TRM protein family
have been shown to interact with TON1 and are involved
in microtubule organisation at the cortex (Drevensek et al.,
2012). The DM and trm4 show late flowering and a reduced
height of the inflorescence, whereas trm3 did not show
any visually discernible phenotype (Figure 4a). In addition,
DM leaves are smaller and occasionally rolled and display
a reduced effective quantum efficiency of photosystem Il
(®y) (Table 2 and Figure 4a).

The DUPL0O-932 line is dwarfed as it forms very small
rosettes (about 30% of the WT diameter), and flowering is
much delayed under long-day greenhouse conditions
(Table 2 and Figure 4b). The molecular function of the two
genes mutated (At2g41770 and At3g57420), which are
expressed ubiquitously in the plant, is not yet known, and
the parental lines show no deviation from WT.

In the DUPLO-998 line (at5g18180 at3g03920), two
genes that code for the GAR1 subunit of the H/ACA ribo-
nucleoprotein complex, which has been shown in mam-
malian systems to have a pseudouridine synthase activity
and is important for rRNA folding and ribosome function
(Watkins and Bohnsack, 2012), are defective. Although
these two genes appear to be the only GAR1 ortho-
logues in Arabidopsis, the DM plants are viable but
display reduced growth and later flowering (Table 2 and
Figure 4c).

© 2013 The Authors
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Table 1 List of DUPLO lines displaying a mutant phenotype at the adult or seedling stage. The Pearson correlation coefficient (PCC) from an
all-against all comparison of 170 microarray experiments based on the Affymetrix ATH1 platform is provided in the last column

Pair ID Gene pair Protein description Phenotype PCC
Adult phenotype
195 At1g18620; TRM3; TRM4 Smaller plant size, later flowering 0.71
At1g74160
932 At2941770; Expressed proteins Dwarfed, later flowering 0.88
At3957420
998 Atbg18180; H/ACA ribonucleoprotein complex, Smaller plant size, later flowering 0.61
At3903920 subunit Gar1/Naf1 proteins
2261 At1g04300; TRAF-like superfamily proteins Bushy plant, shorter petioles, stunted 0.92
At5g43560
2268 At3g11910; UBP13; UBP12 Extremely small, dies often on soil; Ewan et al., 2011 0.91
Atbg06600 (conditional phenotype)
2589 At1g66180; Eukaryotic aspartyl protease family Smaller plant size 0.68
Atbg37540 proteins
2647 At1g51340; MATE efflux family protein; FRD3, Smaller plant size, less chlorophyll 0.61
At3908040 MAN1
Seedling lethal
211 At1976090; Sterol methyltransferase 3; CVP1 Seedling extremely small, not viable; Carland et al., 2010 0.78
At1g20330 (smaller and bushy, short siliques, poor seed yield)
713 At1976490; HMGR1; HMGR2 Seedling extremely small, not viable; Suzuki et al., 2009 0.68
At2g17370 (male gametophytes lethal)
1569 Atbg47420; Tryptophan RNA-binding attenuator Seedling extremely small, dies early 0.89
At4g17420 protein-like proteins
2098 At4924330; Proteins of unknown function Seedling extremely small, not viable 0.91
At5g49945 (DUF1682)
2490 At1923310; GGT1; GGT2 Seedling extremely small, dies early 0.76
At1g70580
2543 At1g74910; ADP-glucose pyrophosphorylase Seedling extremely small, not viable 0.72
At2904650 family proteins

The two genes (At7g04300 and At5g43560) defective in
the DUPLO-2261 line code for tumor necrosis factor (TNF)
receptor-associated factor (TRAF)-like proteins. Mammalian
TRAF proteins have important signalling functions, espe-
cially as interacting partners of the TNF (Lee and Choi,
2007). While DUPLO-2261 seedlings are only slightly smal-
ler than WT seedlings, adult DMs are strongly stunted and
bushier, although their siliques are WT-like in size and the
plants are fertile (Table 2 and Figure 4d). Additionally, the
efficiency of photosynthesis is reduced. Both genes seem
to be expressed in all parts of the plant (Arabidopsis eFP
Browser; Winter et al., 2007), with At1g04300 being
expressed at higher levels in the later stages of seed devel-
opment.

The DUPLO-2268 line is defective for the two ubiquitin-
specific proteases UBP12 (At5g06600) and 13 (At3g11910),
which show very high similarity in both sequence (95.2%
at protein level) and expression pattern (Pearson correla-
tion coefficient (PCC) = 0.91). The DM plants are extremely
small compared with the parental single mutants and pro-
duce few seeds, if any (Table 2 and Figure 4e). Plants have
to be pre-grown on medium to allow survival on soil. Also
the parental line ubp12is not able to grow on soil, whereas
ubp13is only slightly smaller than WT. DUPLO-2268/ubp 12

© 2013 The Authors

ubp13 resembles phenotypically the triple mutant ubp15
ubp16 ubp17 (Liu et al., 2008), which suggests additional
redundancy within this gene family. Ewan et al. (2011)
described ubp12 ubp13 plants as being more susceptible
to the virulent Pseudomonas syringae pv. tomato than WT,
but displaying a WT-like growth behaviour. The loss-
of-function allele for UBP13 used by Ewan et al. (2011) dif-
fered from the one used in our study, a finding that might
explain the discrepancies in the phenotypes observed.

The genes inactivated in DUPLO-2589 encode eukaryote-
specific aspartyl proteases (At1g66180 and At5g37540).
Genes for more than 50 Al-type aspartic proteases have
been identified in Arabidopsis but the functions of their
products are essentially unknown (Beers et al.,, 2004).
Some functions may be important for disease resistance
and programmed cell death. The phenotype of the DM was
not very pronounced, but the stature of the plants was
slightly smaller than WT (Table 2 and Figure 4f).

The DUPLO-2647 line corresponds to the DM at1g51340
at3g08040. At3g08040 codes for the MATE efflux family pro-
tein MAN1 or FERRIC REDUCTASE DEFECTIVE3 (FRD3).
FRD3 has previously been shown to control iron localization
and to act as an efflux transporter of the efficient iron chela-
tor citrate, and the frd3-1 mutant has been characterised as

The Plant Journal © 2013 John Wiley & Sons Ltd, The Plant Journal, (2013), 75, 157-171
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(a) Cok0  atfg74160 at1g18620 DUPLO-195  Col0  atfg74160 DUPLO-195  atfg18620 DUPLO-195

(d) DUPLO-2261 (e) DUPLO-2268 DUPLO-2268

Col-0

()  DuPLO-2647  DUPLO-2647

at1g08410/ at1g08410
At2g27200/ at2g27200

(h) Col0 DUPLO-1569 DUPLO-1569 (i)

Figure 4. Phenotypes of selected DUPLO lines.

(a) DUPLO-195 has a smaller rosette and shorter inflorescence compared with wild-type (WT) (Col-0). The phenotype is more severe than in the parental line
at1g74160. Additionally, rolled leaves can be observed in the double knock-out mutants (DM) (see arrow).

(b) For DUPLO-932 a smaller and more compact rosette can be observed.

(c) DUPLO-998 is slightly smaller compared with the WT and the parental single-mutant lines.

(d) DUPLO-2261 is only slightly smaller compared with WT at 30 dag (left panel), but the adult plant displays a stunted phenotype with fertile siliques (right
panel).

(e) DUPLO-2268 is dwarfed but capable of flowering and setting seeds if pre-grown on medium.

(f) DUPLO-2589 is slightly smaller compared with WT and the parental single-mutant lines.

(g) A chlorotic phenotype can be observed for DUPLO-2647, which impairs autotrophic growth.

(h) DUPLO-1569 displays strong growth retardation, which leads to seedling lethality.

(i) DUPLO-810 plants, which are heterozygous for the at2g27200 mutant allele, have many floral stems, but are infertile because the siliques do not develop
(arrows).

Phenotypes were imaged on soil at the rosette stage (30 dag), at flowering (39 dag) or on media plates after 14 days. White bar = 1 cm, red bar =5 cm.

© 2013 The Authors
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Table 2 Physiological characterisation of mutant lines with phenotypes at the adult stage. At least six plants of DM lines, parental lines and
WT were grown side-by-side

Length of Length of
Length of inflorescence inflorescence
longest leaf Flowering (in % of WT (% of mature
) (in % of WT) time (dag) at 39 dag) WT plants)

WT (Col-0) 0.72 + 0.02 100.00 + 19.74 28.0 + 1.4 100.00 + 10.1 100.0 + 6.5
DUPLO-195 0.68 + 0.03* 68.87 + 8.96* >31% 17.5 + 12.5% 47.3 + 17.6*
at1918620 0.70 + 0.02 97.49 + 5.93 27.1 £ 05 103.1 + 15.6 101.2 £ 7.5
at1g74160 0.72 + 0.04 80.75 + 6.08 >31* 17.1 + 15.2* 499 + 14.2*
DUPLO-932 0.71 £ 0.01 29.90 + 10.4* >31* 13.7 + 4.6* 42.4 + 5.9%
at3g57420 0.72 + 0.02 99.04 + 14.75 27.7 + 2.2 121.4 + 12,5 99.3 + 4.8
at2g41770 0.74 £ 0.02 92.75 + 11.69 27.2 £+ 1.1 99.3 + 15.8 91.3 £ 8.1
DUPLO-998 0.73 + 0.01 73.94 + 12.18*% >31% 85.6 + 9.9* 98.2 +9.3
atbg18180 0.74 + 0.02 83.77 + 2.66 281+ 0.4 104.1 £ 4.9 98.7 £ 6.3
at3903920 0.70 + 0.03 77.38 + 23.11 26.6 + 1.2 104.1 + 14.8 86.0 + 11.2
DUPLO-2261 0.69 + 0.01* 75.29 + 17.06* 272 + 0.3 24.0 + 9.4% 30.7 + 4.0%
atbg43560 0.72 £+ 0.01 97.79 + 7.62 259 + 1.3% 106.5 + 18.1 89.9 + 6.1
at1g04300 0.71 + 0.03 100.32 + 4.95 25.4 + 1.4*% 127.1 + 16.8 93.1 + 125
DUPLO-2268 nd nd nd nd nd
atbg06600 nd nd nd nd nd
at3g11910 0.72 + 0.02 71.43 + 17.15* 28.8 + 2.6 77.3 £ 11.9*% 84.4 + 9.9*%
DUPLO-2589 0.71 + 0.01 100.53 + 4.96 26.8 + 1.3 99.0 + 10.2 85.7 + 12.1*
atbg37540 0.72 + 0.03 105.92 + 6.90 26.3 + 2.1 95.1 + 13.8 92.2 + 16.2
at1g66180 0.74 + 0.02 83.88 + 7.63 >31% 80.7 + 10.4* 94.4 +14.7
DUPLO-2647 nd nd nd nd nd
at1g51340 0.73 + 0.01 98.03 + 6.14 >31% 102.6 + 12.6 100.2 + 6.1
at3g08040 0.64 + 0.06* 31.02 + 7.79*% >31%* 5.3 + 10.0* 27.2 + 18.1%

nd, not determined (because homozygous plants were not able to germinate directly on soil).
The length of the longest leaf (blade plus petiole) and ), (as a marker for photosynthetic activity) were determined at 30 dag. Flowering time
was measured in dag upon appearance of the bolt. The length of the inflorescence was measured after 39 dag and upon maturation.

Statistical significant differences from WT (P < 0.05) are indicated (*).

chlorotic and partially sterile (Green and Rogers, 2004; Ros-
chzttardtz et al., 2011). Our frd3 mutant was also much
smaller than WT, but showed normal fertility, although also
the photosynthetic efficiency was reduced (Table 2). The
T-DNA insertion in the DUPLO allele was close to the 3'-end
of the FRD3 gene, whereas it was more in the middle of the
gene in the frd3-1 allele. Both parental lines were flowering
later than WT. DUPLO-2647 was small and yellowish when
grown on medium (Figure 4g), but some plants survived
and set seeds after being transferred onto soil. This finding
suggests that loss of the second homologous gene
(At1951340) has a additive effect on the mutant phenotype
caused by the loss of At3g08040.

DUPLO lines that display lethality at the seedling stage

The second class of phenotypes observed in DUPLO lines is
characterised by their failure to reach the reproductive phase,
either because the seedling dies soon after germination or it
is extremely small and stops growing prior to the adult phase
(‘'seedling lethal” phenotype in Table 1). Six lines fall into this
category and are described in the following paragraphs.
DUPLO-211 combines mutations in the CVP1 (At1g20330)
and SMT3 (At1g76090) genes, which code for sterol 24-
carbon methyltransferases that catalyse the synthesis of

© 2013 The Authors

structural sterols. The cvp? smt3 DM has been described
before as being smaller and bushy, with short siliques and
poor seed yield (Carland et al., 2010). The more dramatic
phenotype observed here might be associated with the fact
that we used different mutant alleles.

In DUPLO-713, two genes (HMGRT1/At1g76490 and
HMGR2/At2g17370) for 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA
reductase (HMGR), which catalyses the first committed
step in the mevalonate (MVA) pathway for isoprenoid
biosynthesis in the cytoplasm, are inactivated. The hmgr1
mutant was smaller than WT, but not as drastically dwar-
fed as reported previously (Suzuki et al., 2004). DM plants
germinated and grew into very small and inviable seed-
lings, whereas the DM described by Suzuki et al. (2009)
showed male gametophyte lethality.

In the DUPLO-1569 line, a gene pair coding for two tryp-
tophan RNA-binding attenuator protein-like proteins
(Atbg47420 and At4g17420), predicted to be localized in the
chloroplast and containing at least three transmembrane
domains, are inactivated. DM plants are very small and die
early (Figure 4h). Inactivation of At4g17420 alone in the
heterozygous at5g47420 background already causes a
drastic reduction in plant size, and these very small plants
do not flower.

The Plant Journal © 2013 John Wiley & Sons Ltd, The Plant Journal, (2013), 75, 157-171
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In the DUPLO-2098 line, genes for two proteins of
unknown function (At4g24330 and At5g49945) are dis-
rupted. This line produces extremely small and inviable
seedlings. The WT proteins are predicted to possess two
transmembrane domains and to participate in the secre-
tory pathway.

DUPLO-2490 (at1g23310 at1g70580) seedlings also die
early when grown heterotrophically. At1g23310 and
At1g70580 are both predicted to be localized in the peroxi-
some, and a glyoxylate aminotransferase activity has been
assigned to each seedling.

In DUPLO-2543, genes for two ADP-glucose pyrophos-
phorylase family proteins (At1g74910 and At2g04650) are
disrupted. DM seedlings are extremely tiny and die after a
few weeks even when grown on sucrose-containing media.

DUPLO lines that display lethality prior to germination

The third and largest group of lines are those that are
unable to generate doubly mutant homozygotes. Even

Table 3 List of DUPLO lines that are lethal before germination

resegregation of at least 100 seeds on sucrose-containing
medium led only to lines that remained heterozygous for
one insertion and homozygous for the other. One must
therefore assume that the DM dies at a very early stage, and
this ‘absence of homozygotes’ suggests that the DM is either
gametophytic or embryo lethal. For some of these DM lines
(DUPLO-151, -238, -1241, -2212 and -2380) lethality had been
reported in the literature but using different alleles (Table 3).
When the parental single mutants of DM lines that were
incapable of producing homozygous DM embryos were
re-investigated, it was found that in four cases (DUPLO-110:
at2g42910; DUPLO-2394: at2g24500;, DUPLO-2666: at5g48950;
DUPLO-2753: at4g08430) already parental single mutants
might be lethal.

About half of these gene pairs with essential functions
seems to be important for metabolic processes. The
proteins they encode are predicted to be phospho-
ribosyltransferases, UDP-galactose transporters, glycosyl hy-
drolases, nucleoside triphosphate hydrolases, sphingolipid

Pair ID Gene pair Protein description Phenotype PCC
110 At2942910; At1g10700 Phosphoribosyltransferase Parent At2942910 may be lethal 0.69
family protein; PRS3
151 At2902810; At1g 14360 UTR1; UTR3 Reyes et al., 2010 (gametophytic 0.89
lethal)
191 At5g15870; At1g18310 Glycosyl hydrolase family 81 - 0.37
proteins
213 At1976300; At1920580 SMD3; snRNP family protein - 0.82
222 At1976850; At1921170 Exocyst complex components - 0.74
SEC5
238 At4g10040; At1922840 Cytochrome C-2; Cytochrome C-1 Welchen et al., 2012 (arrest of 0.74
embryo development)
601 At1921190; At1976860 snRNP family proteins - 0.84
810 At1g08410; At2927200 P-loop containing nucleoside - 0.70
triphosphate hydrolases superfamily
proteins
1022 At1g16180; At3g06170 Serine-domain containing serine and - 0.85
sphingolipid biosynthesis proteins
1241 At5g40650; At3927380 Succinate dehydrogenase 2-2; Succinate Ledn et al., 2007 (essential for 0.92
dehydrogenase 2-1 gametophyte development)
1361 At2938700; At3g54250 MVD1; GHMP kinase family protein - 0.86
1545 At3922440; At4g 14900 FRIGIDA-like proteins - 0.87
1641 Atbg55120; At4g26850 VTC5; VTC2 Dowdle et al., 2007 (seedling 0.66
lethal)
2212 Atbg09740; At5g64610 HAM2; HAM1 Latrasse et al., 2008 (lethal) 0.86
2253 At1953850; At39 14290 PAE1; PAE2 - 0.95
2257 At5g66140; At3g51260 PAD2; PAD1 - 0.94
2341 At1917890; At1973250 GER2; GER1 - 0.85
2349 At1g74040; At1g 18500 IPMS2; IPMS1 - 0.85
2361 Atbg60550; At3945240 GRIK2; GRIK1 - 0.84
2380 At1965660; At4g37120 SMP1; SMP2 Clay and Nelson, 2005 (lethal) 0.83
2394 At2924500; At4g31420 FZF; Zinc-finger protein 622 Parent at2g24500 may be lethal 0.82
2666 At1948320; At5g48950 Thioesterase superfamily proteins Parent at5g48950 may be lethal 0.59
2753 At5g45570; At4908430 Ulp1 protease family proteins Parent at4g08430 may be lethal 0.49

PCC, Pearson correlation coefficient.
For all these lines, no homozygous double knock-out mutants (DM) plant could be obtained. Additional information, including the used
T-DNA insertion alleles are provided in Table S1.
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biosynthesis proteins, succinate dehydrogenases, mevalo-
nate diphosphate decarboxylases, guanylyltransferases,
histone acetyltransferases, NAD(P)-binding Rossmann-fold
superfamily proteins, 2-isopropylmalate synthases and
thioesterases (Table 3). Other gene products are constituents
of multiprotein complexes such as cytochrome ¢, snRNP core
proteins, exocyst complex components, small nuclear ribo-
nucleoprotein family proteins, subunits of proteasomes and
pre-mRNA splicing interacting factor. Only a few proteins,
such as FRIGIDA-like proteins, kinases, Ulp1 protease family
proteins and zinc-finger proteins, seem to be involved in
signal transduction.

In DUPLO-810, genes At2g27200 and At1g08410 for two
members of the P-loop-containing nucleoside triphosphate
hydrolase superfamily are disrupted. Each of the parental
single mutants was partially sterile (Figure 4i).

DUPLO lines that show phenotypes under non-standard
conditions or at the molecular level

DUPLO lines that do not exhibit a visually discernible phe-
notype under greenhouse conditions might still display a
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phenotype when exposed to special conditions (such as
stress or special lighting conditions) or at the molecular
level (for instance altered transcript or metabolite profiles).
The prevalence of such lines in the DUPLO collection was
assessed on the basis of literature searches. These lines
revealed that, for 14 DMs with counterparts in the DUPLO
collection, phenotypes had been identified which would
not have been detectable in our initial phenotypic screen
of greenhouse-grown plants (Table 4). This finding indi-
cates that the detailed analysis of DMs can lead to the
discovery of additional phenotypes. For example, the DM
pif4 pif5 (DUPLO-2409) shows a hypersensitive phenotype
at lower fluence rates of far-red light (Lorrain et al., 2009),
whereas the DM far1 fhy3 (DUPLO-1196) has an elongated
hypocotyl under far-red light, even longer than those hy-
pocotyls seen in each of the single-mutant parents (Wang
and Deng, 2002). The counterpart of the DUPLO-1202 line
showed no visible phenotype under our growth conditions
but, in a more detailed analysis, Rossini et al. (2006)
have demonstrated that the DM shows a slight reduction
in the chlorophyll content in mature leaves and a less

Table 4 List of DUPLO lines displaying a phenotype under non-standard conditions or at the molecular level

Protein

Pair ID Gene pair description Phenotype References PCC

148 At2902950; PKS1; PKS2 Involved in phyA-mediated VLFR Lariguet et al. (2003) 0.74
At1g14280

380 At3g19280; FucTA; FucTB Variation of the complex-type N-glycans Strasser et al. (2004) 0.68
At1g49710

1196 Atdg15090; FAR1; FHY3 Elongated hypocotyl under far-red light Wang and Deng (2002) 0.85
At3922170

1202 At4g14690; ELIP2; ELIP1 Reduced chlorophyll content, less accumulation Rossini et al. (2006), 0.79
At3922840 of zeaxanthin in high light,; altered germination Rizza et al. (2011)

under abiotic stress

1210 At2g48110; REF4; RFR1 Enhanced expression of phenylpropanoid Bonawitz et al. (2012) 0.75

At3923590 biosynthetic genes, increased accumulation of
downstream products

2376 At1951590; MNS1; MNS2 Aberrant Man(8)GlcNAc(2) accumulation Liebminger et al. (2009) 0.83
At3921160

2409 At2943010; PIF4; PIL6 Hypersensitive to lower fluence rates of Lorrain et al. (2009) 0.81
At3959060 far-red light

2412 At4931920; ARR10; ARR12 Inhibition of root elongation, green callus Yokoyama et al. (2007) 0.81
At2925180 formation from root explants

2429 Atbg45110; NPR3; NPR4 Elevated PR-1 expression, enhanced resistance Zhang et al. (2006) 0.80
At49 19660 to virulent bacterial and oomycete pathogens

2440 At1950890; SP2L; CN, Enhanced right-handed helical growth Yao et al. (2008) 0.79
At4927060 SPR2, TOR1

2474 Atbg47230; ERF5; ERF6 Increased susceptibility to B. cinerea, JA-induced Moffat et al. (2012) 0.77
At4g 17490 gene expression reduced

2488 At2931650; ATX1; ATX2 Involved in FLC activation and histone methylation Yun et al. (2012) 0.76
At1905830

2653 At1927320; AHK3; CRE1 Reduced responsiveness to cytokinin Franco-Zorrilla et al. (2005), 0.60
At2901830 Riefler et al. (2006)

2668 At1g77130; GUX3; GUX1 Shorter GlcA and MeGIcA side chains on Lee et al. (2012) 0.59
At39 18660 xylan in the cell wall

PCC, Pearson correlation coefficient.
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accumulation of zeaxanthin in high light conditions. For
the DM corresponding to DUPLO-380 structural variations
in complex-type N-glycans have been detected using
MALDI-ToF mass spectrometry (Strasser et al., 2004).

The relationship between mutant phenotype frequency
and gene pair characteristics

Taking all phenotypes together, we were able to attribute
some phenotypic and/or developmental deviation from the
WT to 50 of the 200 DUPLO lines investigated. For all DU-
PLO gene pairs, a multidimensional Arabidopsis mRNA
expression dataset comprising 1765 expression arrays was
used to rank these pairs according to the degree of similar-
ity between their expression profiles by global correlation.
The expression dataset covers a large range of biological
processes, including hormone and light treatments,
mutant analysis, biotic and abiotic stresses, various tissues
and developmental stages (Haberer et al., 2006).

To investigate whether a correlation exists between
similarity of expression pattern and the frequency of DM
mutant phenotypes observed, the frequency of DM pheno-
types was plotted against the PCC values for the corre-
sponding gene pairs (Figure 5). This comparison clearly
showed that gene pairs with very similar expression pro-
files, i.e. a high PCC value, are more likely to result in DM
phenotypes than gene pairs with lower PCC values.
Similarly, gene pairs with high sequence similarity also
displayed a trend towards a high mutant phenotype
frequency (Figure 5). When we correlated expression simi-
larity and coding sequence similarity of the gene pairs, we
obtained PCC values of 0.40 (for the 50 DUPLO lines with
phenotypes) and 0.24 (for all 200 DUPLO lines), indicating
that high expression similarity is not necessarily associated
with high coding sequence similarity and vice versa. In
consequence, our data suggest that duplicated genes that
display high coding sequence similarity or expression
profiles more frequently result in DM phenotypes.

Public availability of DUPLO lines

The DUPLO lines are available through NASC, together
with the corresponding parental single-mutant alleles. For
DUPLO lines that are not viable or do not produce suffi-
cient seed (see above and Table S1), the segregating F2 or
F3 population will be distributed. Information on the paren-
tal alleles, primers used for genotyping and the initial phe-
notypic evaluation will be available at http://www.gabi-kat.
de/duplo.html (see Figure S3).

DISCUSSION

Gene knock-outs are an important tool in the study of gene
functions in the model plant A. thaliana (reviewed in Bolle
et al., 2011), but when additional gene copies with overlap-
ping or even redundant functions exist their utility is
limited. About one-sixth of the genes in the Arabidopsis
genome are present in multiple copies which may have
overlapping or even fully redundant functions. In such
cases, single-gene knock-outs are likely to be uninforma-
tive. Because we selected pairs of clearly paralogous genes
that have no other close relatives in the genome, the
function(s) they mediate should be fully inactivated in the
DUPLO lines, as interference due to functional overlap with
a third gene is quite unlikely. Practical applications of
DUPLO lines include the phenotypic characterisation of
individual DMs in reverse genetics approaches, but also
extend to systematic forward genetics screens such as
those already established for conventional (single) mutant
collections. Because most of the unwanted secondary
mutations have been segregated out in the F2 and F3
generations, phenotypic effects unrelated to the inactivated
gene pairs should be rare.

Comparison with published data

When the phenotypes observed in this study were com-
pared with published results, some differences were
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observed. In several cases we observed less severe mutant
phenotypes than those described previously. Thus, the
lines DUPLO-2332 and -2572 and their parental single
mutants were viable, despite the fact that embryo lethality
had previously been reported for other alleles of one paren-
tal single mutant of each gene pair (DUPLO-2332: SCO3,
Albrecht et al., 2010; DUPLO-2572: BUB3.1, Lermontova
et al., 2008). Similarly, for one of the two genes mutated in
DUPLO-2693 (At1g76620), which codes for a protein of
unknown function, a mutant phenotype with altered seed
pigmentation was observed (Bryant et al., 2011; pde339). In
our hands, DUPLO-2693 was WT-like.

Conversely, in several cases we observed more severe
mutant phenotypes than reported before. Thus the pheno-
type of DUPLO-2268 (very small und barely viable on soil)
was more severe than the one described by Ewan et al.
(2011), who found no obvious growth defect. This differ-
ence might be related to the fact that different alleles were
used for UBP12 and UBP13, although the DUPLO insertions
were closer to the 3’ end of the coding regions than the
insertions in the allele used by Ewan et al. (2011). Also for
DUPLO-211 (cvp1 smt3) we observed a more pronounced
phenotype: here seedlings were lethal, whereas the DM
described by Carland et al. (2010) (which carried a different
smt3and cvp1 allele; the cvp1 allele was derived from EMS
mutation screen in contrast to the DUPLO lines which car-
ries a T-DNA insertion close to the 3'-end of the gene) was
characterised by discontinuities in the vein pattern of the
cotyledon, defective root growth, loss of apical dominance,
sterility, and homeotic floral transformations. The vtc2 vic5
line, analysed by Dowdle et al. (2007), is disrupted at a step
in the ascorbate biosynthetic pathway and shows growth
arrest immediately upon germination and the cotyledons
subsequently bleach. Its counterpart, DUPLO-1641, gener-
ated from two different alleles, was lethal before germina-
tion in our hands, and even supplementation with
L-galactose failed to rescue seedlings. In this case the inser-
tion in our allele used for vtc5 was closer to the ATG codon
compared with the ones used by Dowdle et al. (2007),
although localized within an intron. The allele used for vtc2
by Dowdle et al. (2007) had a single base exchange at the
predicted 3’ splice site of intron 5, which produces a trun-
cated mRNA at a reduced level, whereas the DUPLO allele
contains a T-DNA insertion between the sixth and seventh
exon. The alleles used to generate DUPLO-713 also differ
from those examined by Suzuki et al. (2009): for hmg1 both
insertions are within the first exon, but for hmg2 the allele
used by Suzuki et al. (2009), was in the third exon, whereas
the DUPLO allele had an insertion in the first exon). This
finding could explain the difference between the pheno-
types found — gametophytic lethality in the earlier report
and seedling lethality in this study.

In summary, we found eight instances in which the DM
phenotypes observed in this study differed from those

© 2013 The Authors

The DUPLO collection of Arabidopsis double mutants 167

described before. The most plausible explanation for such
differences is that they result from the use of different
mutant alleles as insertions within the intron or close to
the 3'-part of the coding region might not lead to complete
knock-out lines. This situation in turn implies that, for DMs
also, combinations of at least two different single-mutant
alleles have to be analysed before one can unambiguously
assign functions to gene pairs. In cases of discrepancies
like those reported above, a third independent DM line
needs to be analysed, together with all available single and
DMs, under the same growth conditions.

Frequency of mutant phenotypes

Our initial phenotyping analysis showed that 13 (or 6.5%)
of the 200 DUPLO lines display a visually discernible phe-
notype (adult phenotype and seedling lethal) under green-
house conditions. This is higher than the frequency of
visible phenotypes observed among 4000 lines with trans-
poson insertions in their coding regions; there 140 lines (or
3.5%) with visually discernible phenotypes were found
(Kuromori et al., 2006). Although the number of DUPLO
lines is still too small to allow robust statistics, this differ-
ence (by a factor of almost two) might indicate that the
DUPLO collection is enriched for lines with phenotypic
variations (adult phenotypes and seedling lethal) when
compared with single-gene mutant collections. Moreover,
we observed 23 lines that were lethal before germination
and 14 lines for which phenotypes that become manifest
under non-standard conditions or at the molecular level
had been reported in the literature. Thus, 50 DUPLO lines
(or 25%) displayed a mutant phenotype. Because the distri-
bution of gene functions in the set of 2108 gene pairs (from
which the 200 DUPLO lines were selected) was similar to
that for the whole genome (see Figure 2), we speculate
that these 200 gene pairs were enriched for housekeeping
functions which, when mutated, result in obvious pheno-
types visible in our initial screen (see below). Within the
set of 50 lines with phenotypic deviations from WT, lines
that contained mutated gene pairs with either highly simi-
lar expression pattern or sequence were clearly overrepre-
sented (see Figure 5). Because we found no strong
correlation between high coding sequence similarity and
highly similar expression profiles, it appears that promoter
and coding regions of gene pairs can display different
degrees of diversification. Assuming that the 50 gene pairs
with clear mutant phenotypes are enriched for housekeep-
ing functions and possess either similar promoter regions
(resulting in similar expression profiles) or similar coding
sequences, we speculate that housekeeping genes are
under a special type of post-duplication selection. This
type of selection conserves promoter or coding regions, or
sometimes both (see PCC of 0.40 for sequence similarity
and expression similarity in case of the 50 gene pairs
resulting in phenotypes), and might serve to stabilise
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theexpression level of gene products with housekeeping
functions.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Selection of candidate genes

To identify paralogous genes coding for very similar proteins, we
conducted an all-against-all BlastP comparison of all A. thaliana
genes (TAIR version 6) and selected for gene pairs with an
e-value <107'°. Preselected pairs were subjected to an optimal
global alignment and paralogues with <20% gaps and a minimal
alignment similarity >60% were retained. These relations were
projected onto a similarity graph, on which genes were repre-
sented by nodes and retained gene pairs were connected by
edges. Paralogous gene clusters were computed as connected
components. Gene pairs that were <7.5 Mbp apart in the genome
were not considered further. This step removed tandemly
repeated and genetically closely linked genes, for which it would
be difficult to obtain homozygous DMs by genetic crosses. The
availability either in the GABI-Kat or SALK collection of alleles
with an insertion within the coding region was a prerequisite for
the generation of DM lines in the Col-0 background. During the
course of the project the annotation was updated to version 10
of TAIR, and the locations of insertions in lines assigned to DU-
PLO pairs were re-evaluated. Insertions outside of the coding
region or the 5'-UTR were swapped for better alleles, if available.

To evaluate the over- and under-representation of genes in the
collection, the Database for Annotation, Visualization and Inte-
grated Discovery (DAVID) v6.7 was used (Huang da et al., 2009a,
b). The graphs for functional categorisation were generated using
the TAIR annotation tool (http:/www.arabidopsis.org/tools/bulk/
go/index.jsp).

Expression similarities were calculated as PCCs from an all-
against-all comparison of 170 microarray experiments (1765 indi-
vidual expression arrays) based on the Affymetrix ATH1 platform.
The experiments comprise the AtGenExpress and the NASC
release three datasets (http:/affymetrix.arabidopsis.info/narrays/
experimentbrowse.pl). Probe sets were realigned to the TAIR ver-
sion 6 annotation and analysed as described previously (Haberer
et al., 2006).

Growth conditions

All lines were grown on standard soil in the greenhouse. Plants
were fertilised with a liquid nitrogen-phosphate-potassium fertil-
iser as recommended by the manufacturer. For growth on agar
medium, seeds were surface-sterilised and sown on agar plates
containing 1x MS (Sigma-Aldrich, http://www.sigmaaldrich.com/
germany.html), 3% sucrose, 0.01% myo-inositol, 0.05% MES, vita-
mins (biotin, nicotinic acid, pyridoxine, thiamine). For selection of
T-DNA-containing T2 plants of GABI-Kat lines, 5.25 ug ml~" sulfa-
diazine was added to the plates. Segregation of the F2 or F3 gen-
eration was in part performed on 1x MS medium including 1%
sucrose.

Selection of primers

For each individual T-DNA insertion allele, an allele-specific pri-
mer was designed using scripts based upon the program PRIMER3
(Rozen and Skaletsky, 2000), taking into account the predicted T-
DNA insertion position, the orientation of the T-DNA insertion, a
desired amplicon size of 400-760 bp, and a T,, of about 60.5°C.
The allele-specific primers were used together with T-DNA bor-
der primers, which are specific either for the GABI-Kat or SALK

T-DNA. We refer to the resulting fragments as ‘confirmation
amplicons’. The T-DNA insertion positions were deduced from
the sequences of the confirmation amplicons (Kleinboelting
et al., 2012). Amplicons designed to show presence/absence of
the wild-type alleles (‘genotyping amplicons’) are based on
primer pairs that span the deduced insertion sites. In this case,
one of the allele-specific primers for the confirmation amplicon
was routinely used together with a primer based on genomic
sequences located at the opposite side of the insertion and
designed with priMer3 (Figure S2). The size range of the genotyp-
ing amplicons was 540-1260 bp. If synthesis of the initially
designed amplicon failed, primers were redesigned. All primers
shown in this work and on the website were experimentally
verified.

Genotyping

Genomic DNA of the parental lines was prepared from ground
leaf material with a modified CTAB-DNA protocol (Dellaporta
et al., 1983; Jobes et al., 1995). Genomic DNA of the following
generations was extracted from 5 to 10 mg of leaf material from
a 3- to 5-week-old plant. After addition of 400 ul of extraction
buffer (0.2 m Tris/HCI pH 7.5; 0.25 m NaCl; 0.025 v EDTA; 0.5%
SDS) and a stainless steel ball (5 mm diameter) the leaf material
was homogenised by shaking the tubes for 3 min at 30 Hz in a
Retsch homogeniser (Retsch Mixer Mill 300; Qiagen, http:/
www.giagen.com). The suspension was centrifuged at 13 000 g
and the supernatant was transferred into a new tube. An equal
volume of isopropanol was added, mixed, and the mixture was
centrifuged after a 2-min incubation at room temperature. The
supernatant was transferred to a new tube and 2.5 volumes of
70% ethanol were added. After mixing and centrifugation the
supernatant was removed and the pellet was dried for 30 min.
Finally, the DNA was dissolved in 100 pl of H,O by shaking at
room temperature. DNA was stored at —20°C. For GABI-Kat lines
the template DNA was tested for the presence of a T-DNA inser-
tion with the SUL" ORF-specific primers Sul2 and Sul4 (see Fig-
ure S2). For SALK lines, the SALK T-DNA-specific primers G171
and G172 were used (see Figure S2).

PCR was performed using either the primers for the confir-
mation or the genotyping amplicon. PCR was carried out with
1-2 ul of genomic DNA in a final reaction volume of 50 pl
containing 17 mm MgCl,. Col-0 DNA was used for control of the
genotyping amplicon PCR (positive result expected) and confir-
mation amplicon PCR (negative result expected). For the confir-
mation of FST-based insertion-site predictions, genomic DNA
isolated from a pool of up to 25 seedlings was used as template
in the confirmation amplicon PCRs. For GABI-Kat lines, the bor-
der PCR primers for the confirmation amplicons were 8474 for
left border (LB) FSTs and 3144 for right border (RB) FSTs. For
SALK lines the LB primer was LBb3. If a confirmation PCR failed,
a second reaction was performed using a different gene-specific
primer. Confirmation amplicons were purified with the ExoSAP-
IT kit (USB, USA) and sequenced with a gene-specific primer
and a border primer. The border sequencing primers were 8409
for LB FSTs and 3144 for RB FSTs in the case of GABI-Kat lines
and R210 in the case of SALK lines (LB). The gene-specific prim-
ers were those used for the PCRs. Sequencing results were com-
pared to the genomic sequence of A. thaliana (TAIR version 10
genome sequence and annotation dataset) using the BLAST
algorithm (Altschul et al., 1990). When the insertion-site predic-
tion for at least one of the two sequences was consistent with
the FST-based prediction, the respective allele was regarded as
confirmed in the line. If no confirmation amplicon could be
obtained, a suitable replacement was chosen, when further lines
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were available. After confirmation of the insertions and the
establishment of the genotyping amplicon using Col-0 DNA as
described above, genomic DNA of 12-18 individual T2 plants
was prepared and the plants were genotyped in order to identify
predominantly homozygous parental lines.

Of the parental lines, four to eight plants were analysed with the
insertion- and gene-specific primers prior to crossing, and predom-
inantly homozygous parents were selected for crossing. Of the F1
generation 2-4 reciprocally crossed plants were tested for both
insertions. For the F2 generation 54 plants were tested with the
confirmation and genotyping amplicons of both insertions. DMs
were confirmed in the F3 or F4 generation. Segregation on plates
made with sucrose-containing and sulfadiazine-containing med-
ium (for GABI-Kat lines) allowed for calculation of the segregation
rate of germinated versus non-germinated seeds or non-viable
seedlings. For statistical analysis about 100 seeds were used.

Phenotypic analysis

Phenotypic analysis was performed in the F3 or F4 generation.
Three to six plants per DM lines were grown in parallel to the WT.
The plants were inspected visually after 1, 3 and 5 weeks. Rosette
size, leaf coloration, flowering time, overall height, branching pat-
tern and floral development were noted. For confirmation of the
observed phenotype at least six DM plants were grown side-
by-side with the parental lines and WT. Three-week-old seedlings
were photographed to measure the size of the rosette indicated by
the length of the longest leaf (blade plus petiole) and the effective
quantum yield of photosystem Il () was measured as a marker
for photosynthetic activity (Leister et al., 1999). Flowering time
was measured in days after germination (dag) upon appearance
of the bolt. The overall height of the flowering stem was mea-
sured after 39 dag and upon maturation. Additional abnormalities
were documented by photographs.

In-silico analyses

To compare the expression in different tissues and developmental
stages for the individual gene pairs, the eFP Browser was used
(Winter et al., 2007). Prediction of subcellular localization and clus-
ter analysis of related plant protein sequences were performed
using the Aramemnon database (Schwacke et al., 2003).
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Figure S3. Screenshots of the DUPLOdb.
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Abstract

Background: More than 90% of the Arabidopsis thaliana genes are members of multigene families. DNA sequence
similarities present in such related genes can cause trouble, e.g. when molecularly analysing mutant alleles of these
genes. Also, flanking-sequence-tag (FST) based predictions of T-DNA insertion positions are often located within
paralogous regions of the genome. In such cases, the prediction of the correct insertion site must include careful
sequence analyses on the one hand and a paralog specific primer design for experimental confirmation of the
prediction on the other hand.

Results: GABI-Kat is a large A. thaliana insertion line resource, which uses in-house confirmation to provide highly
reliable access to T-DNA insertion alleles. To offer trustworthy mutant alleles of paralogous loci, we considered
multiple insertion site predictions for single FSTs and implemented this 1-to-N relation in our database. The resulting
paralogous predictions were addressed experimentally and the correct insertion locus was identified in most cases,
including cases in which there were multiple predictions with identical prediction scores. A newly developed primer
design tool that takes paralogous regions into account was developed to streamline the confirmation process for
paralogs. The tool is suitable for all parts of the genome and is freely available at the GABI-Kat website. Although the
tool was initially designed for the analysis of T-DNA insertion mutants, it can be used for any experiment that requires
locus-specific primers for the A. thaliana genome. It is easy to use and also able to design amplimers with two
genome-specific primers as required for genotyping segregating families of insertion mutants when looking for
homozygous offspring.

Conclusions: The paralog-aware confirmation process significantly improved the reliability of the insertion site
assignment when paralogous regions of the genome were affected. An automatic online primer design tool
that incorporates experience from the in-house confirmation of T-DNA insertion lines has been made available.
It provides easy access to primers for the analysis of T-DNA insertion alleles, but it is also beneficial for other
applications as well.

Keywords: Arabidopsis thaliana, T-DNA, Insertion mutants, Paralog, Primer design, GABI-Kat

Background

Arabidopsis thaliana is widely and very successfully used
as a model organism in basic plant research. After the
completion of its genome sequence in the year 2000 [1],
several large mutant collections have been established.
In most cases, T-DNA insertional mutagenesis mediated
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by Agrobacterium tumefaciens has been used for the
generation of knock out alleles for reverse genetic
approaches [2,3]. The insertion of T-DNA in the plant
genome occurs almost randomly [4-6], and different
methods for the identification of insertion sites in spe-
cific lines have been established. The most frequently
used method is based upon flanking sequence tags
(FSTs). FSTs are short DNA sequences, which flank the
T-DNA insertion site and contain genome sequence in-
formation adjacent to the insertion site. They are gener-
ated with PCR-based methods after digestion of genomic
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DNA and adapter ligation [7]. Their sequences can be
compared to the A. thaliana genome sequence using
BLAST [8] to predict the insertion position(s) of the
T-DNA in a given line. The GABI-Kat collection is the
world’s second largest FST-based T-DNA insertion line
collection for A. thaliana [9]. The FST data along with
insertion site predictions and information about con-
firmed T-DNA insertion alleles is accessible at Simple-
Search, which is the user interface to the database at the
website of the project [10]. GABI-Kat lines can be
accessed via SimpleSearch, and links to the stock centres
are provided if the line that contains the relevant allele has
been donated to the American and/or European stock
centres for A. thaliana seeds [11]. In case of direct orders
at GABI-Kat, predicted insertions are requested rather
than simply seed of GABI-Kat lines. Upon a user request,
T2 plants of the respective line are grown and the inser-
tion site prediction is confirmed at GABI-Kat by PCR with
an insertion site-specific primer and a T-DNA border pri-
mer, followed by sequencing of the amplicon. The experi-
mental data for confirmed insertion alleles is presented on
the SimpleSearch website [12]. This includes the amplicon
sequences as well as the sequences of the primers used in
the confirmation PCR. A more detailed overview on the
features of the SimpleSearch site is summarised in [9].

A major problem during the FST-based insertion site
prediction in T-DNA insertion lines occurs when the
FST sequence cannot be assigned unambiguously to a
single specific locus in the A. thaliana genome. Such
events are inevitable, because even in a small genome
like the one from A. thaliana only about 10% of all
genes encode unique proteins. All other genes have at
least one additional homologue [13,14]. One reason for
the occurrence of homologues within the genomes of
eukaryotes lies in genome duplication events leading to
paralogous genes. This has already been studied in detail
in the original A. thaliana genome sequence analysis [1],
and searchable databases are available which support
analyses of duplication events and paralogous gene
families [15]. Beside genes (and without considering
transposable elements), also non-genic sequences of the
A. thaliana genome occur in higher copy numbers. Sev-
eral mechanisms have been discussed for the duplication
events (reviewed for example in [16]). Regardless of
the exact mechanism, the ultimate result of duplication
events is that even after evolutionary diversification of
the duplicated sequences, larger stretches of similar se-
quences occur at different positions in the A. thaliana
genome. In this article we will refer to regions with more
than one copy of similar DNA sequences in the genome
as “paralogous regions”, regardless if genic or non-genic
regions are concerned. In this sense, we will also use the
term “paralog” for individual regions in paralogous re-
gions, even if those regions are non-genic and if the
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genetic origin (i.e. duplication event) of the respective
region is not clear.

In all large FST-based T-DNA insertion line collec-
tions, the FSTs have so far been used to predict a single
locus in the genome as the corresponding insertion site.
If the locus is located within a paralogous region, the
prediction and the decision for one of the paralogs is
error-prone. However, given that the sequences of the
paralogous loci are known, the confirmation process at
GABI-Kat, which considers the DNA sequence of the
confirmation amplicon, is able to resolve ambiguities
concerning the correct insertion position in most cases.
Only if the paralogous regions contain (almost) identical
sequences a definite assignment to a single locus is not
possible.

We present data from example cases in which the cor-
rect insertion locus was identified only after PCR-based
confirmation using optimised primers, even though FST-
based insertion site prediction was unable to assign a
unique best-fitting locus. Insertion site predictions
were redone using the TAIRvI0 genome sequence
and BLAST, and multiple predictions derived from single
FSTs were combined into “paralog groups”. When attempt-
ing to confirm a prediction from such a group, specific
primers (as far as possible) unique for relevant insertion
sites were designed. We developed a primer design method
that identifies possible primers using a multiple alignment,
which enables the discrimination between the different
paralogous regions. An optimised, easy to use version of
the tool is available on the website of GABI-Kat and allows
users to design primers at their own locus or genome pos-
ition of interest.

Results and discussion

FSTs and T-DNA insertion site predictions

The GABI-Kat database contains insertion site predic-
tions from about 135,000 FSTs, which were generated
for the 93,504 lines in the T-DNA insertion line collec-
tion. During the generation of GABI-Kat FSTs, genomic
DNA of individual T1 plants was digested with Bfal,
adaptors were added, and fragments containing T-DNA
borders as well as sequences of plant origin next to the
T-DNA were amplified with a T-DNA- and an adaptor-
specific primer [7]. The length of the resulting amplicons
is dependent on the position of the Bfal recognition sites
in the genome relative to the insertion site. In case of
more than one T-DNA insertion in a given line, more than
one amplicon might be generated in a single reaction. Due
to different sizes of these amplicons, an insertion corre-
sponding to a longer amplicon is measured at the tail of
the FST sequence, and an insertion corresponding to a
shorter amplicon at the head of the FST sequence. Usually
the shorter amplicon causes a stronger signal because of
higher fragment abundance after PCR. We refer to these
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FSTs, which allow to correctly predict several insertion
sites in one line from different regions of one FST, as
“composite FSTs”. Such FSTs have also been described for
the SALK collection [17].

We often observed that GABI-Kat FSTs contain se-
quence parts from borders of two distinct T-DNA inser-
tions present in a single line. When addressing insertion
site predictions in paralogous regions of the genome,
predictions from “composite FSTs” had to be considered
as well because they share the feature “additional BLAST
hit from one FST”. The optimised analysis pipeline (see
below) that has been established at GABI-Kat detects,
in addition to paralogous hits, also hits from “composite
FSTs”. The additional predictions derived from GABI-Kat
FSTs by using this optimised pipeline have been made
available with the GABI-Kat database release No 27 [12].

Initially, the insertion predictions were deduced from
the FSTs in a 1-to-1 relation. Only the best BLAST hit
from a given single FST was evaluated for the prediction
of a single insertion site [9,18]. In order to address par-
alogous regions of the genome, we recalculated the
insertion site predictions for all FSTs. For this new as-
sessment, a 1-to-N relation of FST to insertion site pre-
dictions was implemented in the internal GABI-Kat
database. To be able to filter for the most relevant pre-
dictions, three categories (designated 0, 1 and 2) were
defined and assigned to the different types of insertion
predictions deduced from a single FST based on the
BLAST e-value. Category 0 was assigned to the predic-
tion deduced from the best BLAST hit. This was the one
that had been selected as the only prediction (1-to-1) be-
fore the extended analysis (1-to-N) was performed. Add-
itional predictions from the evaluated FST were assigned
to category 1 if the BLAST e-values were lower than
le-3, and to category 2 if the e-values were le-3 or
higher (for details see Methods). The additional predic-
tions were taken into account during the confirmation
process at GABI-Kat if necessary. This was especially im-
portant if the e-values of the BLAST hits for a given FST
region were highly similar or even identical because par-
alogous genomic loci were affected. Only one of the in-
sertion site predictions derived from a single region of an
FST corresponds to the correct insertion locus. Details
about the results from the “1-to-N” type FST evaluation
and insertion site prediction are listed in Table S1, which
is included in the document “Additional file 1”.

We observed that the prediction of category 0 could
be wrong due to small errors in the FST sequence, even
if the BLAST analysis results in a unique best hit. Conse-
quently, analysis of only this locus would have made
confirmation impossible. The access to several BLAST
hits from one FST region allowed creating groups of
paralogous insertion site predictions of categories 0 and
1, which were derived from subsets of the FSTs of the

Page 3 of 10

respective line. In total, about 11,000 paralog groups
were detected in the GABI-Kat FST dataset. If a paralo-
gous prediction was addressed for confirmation experi-
mentally, several predictions in the respective group
were analysed during the confirmation process, if neces-
sary. Until now, more than 1,200 groups with paralogous
predictions in the GABI-Kat collection have been solved
experimentally. If a prediction other than the best pre-
diction has been confirmed, this prediction was made
available in SimpleSearch in addition to the “category 0
prediction” which was included anyway.

Primers in paralogous regions of the genome

Even when most parts of paralogous sequences are
highly similar or even identical, the individual sequences
often differ at certain positions. Based upon sequence
alignments of the genomic DNA sequences of the indi-
vidual paralogs in groups of paralogous predictions, we
developed a primer design algorithm that allows design-
ing specific primers (see Methods). Uniqueness for the
individual paralog was preferably constructed into their
3’-ends. Such primers can enable the determination of
the correct insertion site prediction by PCR and sequen-
cing, even if only one base pair differs in the paralogous
regions surrounding the set of paralogous insertion site
predictions. A direct comparison of PCR results with the
different paralog-specific primers allows the discrimin-
ation between the paralogs, sometimes taking into ac-
count that mispriming usually leads to weaker PCR
products.

In addition to paralogous regions in the genome, ran-
dom mispriming sites in the genome might occur for
primers. In our experience and with our PCR conditions,
even short sequence stretches at the 3'-end of primers
can lead to unspecific PCR products (see [19] and refer-
ences therein). We have regularly observed examples of
primers, which were able to amplify unspecific PCR
products when only 12 bases of their 3"-end had a per-
fect match in the genome. For example, in GABI-Kat
line 011B05 we tried to confirm the predicted insertion
at position 51,137 on chromosome 3. The primer that
was used for this purpose (5'-CTCAATTTATGTGT
GACTGCAAGC-3') had the unique, perfect annealing
site from position 50,794 to 50,817 on chromosome 3.
Unexpectedly, we observed an amplicon of roughly
1.3 kb. BLAST analysis of the sequence of this ampli-
con resulted in a hit in the gene At4¢33170 with a
BLAST e-value of 0.0 and a derived T-DNA insertion site
at position 15,997,766 on chromosome 4. Analysis of the
primer sequence showed a perfect match of the last 12 bp
at the positions 15,996,481 to 15,996,492 on chromosome
4. The insertion in the line 011B05 was subsequently con-
firmed with an At4¢33170-specific primer, essentially by
using the “wrong” confirmation sequence as an FST for
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insertion site prediction. More extreme examples of mis-
priming occur in rare cases. This is taken into account in
our primer design by minimizing the number of possible
12 bp-matches within the genome (see Methods).

Application of the paralog primer method

An example that illustrates the advantages of the paralog
primer method is the confirmation of the insertion in
At5¢41740 in the GABI-Kat line 683F05 (see Figure 1).
The best insertion site prediction and the only one that
had been available in the “1-to-1 prediction dataset” in
this line was At5g41750 with a BLAST e-value of 5e-27.
This gene is annotated to encode a “disease resistance
protein (TIR-NBS-LRR class) family” in TAIRv10. After
newly calculating the insertion site predictions and set-
ting up the “paralog groups”, the second best prediction
for the same FST was At5¢41740 with a BLAST e-value
of le-24 and the same annotation. The experimental
analysis with paralog specific primers designed using the
tools described above resulted in an amplicon with the
At5g41740-specific primer and no product with the
At5g41750-specific primer. BLAST analysis of the se-
quence of the confirmation amplicon resulted in fully
aligning sequences for both genes. However, when
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comparing the score values, At5g41740 reached 775
while At5¢41750 ended up with 672. Manual inspection
of the alignments confirmed a few SNP positions that
distinguish the two loci with At5¢41740 representing the
correct locus. The confirmed insertion in Az5g41740 is
available in SimpleSearch with a search for the respective
AGI gene/locus code, and the data from the experimental
analysis as well as a link to the stock centre NASC are
displayed.

Another example is the confirmation of the insertion
in At1g07930 in the line 902F05. In this line the best
predictions were AtIg07920 and AtIg07940 with a
BLAST e-value of 1e-95 in both cases. A third and slightly
worse prediction for the same FST was A£1g07930 with a
BLAST e-value of 7e-91. Only for At1g07930 a PCR prod-
uct could be obtained with paralog-specific primers.
BLAST analysis of the sequence of the amplicon confirmed
At1g07930 as the correct paralog via the score values simi-
lar to the example above (data available at the Simple-
Search website for line 902F05).

Besides examples of GABI-Kat lines with second- or
third-best insertion site predictions being confirmed,
there are several cases of lines which have two or more
predictions with identical reliability according to the

At5g41740-specific primer
A Chr5:16688509-16688528

Chr5

Confirmed insertion position

Chr5:16689133

v :

At5g41740

Second best
BLAST hit of FST

Best BLAST hits
of confirmation
sequences

B At5g41750-specific primer
Chr5:16694042-16694065

—
Chr5

— @ BLAST e-value: 1e-24

Predicted insertion position

BLAST values for At5g41740
e-value: 0.0 / score: 775

BLAST values for At5g41750
e-value: 0.0/ score: 672

Chr5:16694490

v :

At5g41750

Best BLAST hit
of FST

according to the TAIRv10 genome sequence dataset of A. thaliana.

—— @ — BLAST e-value: 5e-27

Figure 1 Confirmation of the insertion allele of At5g41740 in the GABI-Kat line 683F05. In line 683F05 two paralogous loci were predicted
as possible insertion sites. Initiated by a user request for At5g41750, both loci were examined with primers specific for the respective paralogous
locus. As a result, the worse prediction could be confirmed successfully (A) and the PCR for the better prediction failed (B). FST-based insertion
site predictions are shown with blue (confirmed) and red (failed) triangles. Primer positions are given using dark red arrowheads. The affected
genes are symbolised by blue arrows. Light blue arrows are 5’-UTRs, CDSs are shown in dark blue. Introns are indicated by thin blue lines. BLAST
hits of the FSTs are shown as green arrows, BLAST hits of the confirmation sequences are shown as orange arrows. Sequence parts of FSTs and
confirmation sequences that do not fit to the indicated positions are indicated as thin black lines. The genomic positions in the figure are given
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BLAST e-values of the FSTs. Primers designed using the
tools described above allowed the determination of the
correct insertion locus in these lines. Examples are the
GABI-Kat lines 583H04 and 742E06. In line 583HO04,
At1g29350 was identified as a wrong prediction and the
insertion in At1g29370 was confirmed. In line 742E06,
At2¢38210 was the wrong prediction and Az2¢g38230 was
confirmed.

Access to the easy-to-use primer design tool

In order to offer public access to the primer design algo-
rithms developed at GABI-Kat, we implemented an
easy-to-use tool into SimpleSearch that includes the
paralog-specific design if necessary. The design method
is chosen as described in Methods and an overview on
the primer design process is shown in Figure 2. Details
on the selection of suitable primers using the paralog-
specific design are summarised in Figure 3. The publicly
available primer tool was implemented within the visual-
isation part and displays the location of the designed
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primers. It can be accessed directly with the URL [20] or
via the menu on the GABI-Kat website [10]. Insertions
found in SimpleSearch also provide a link to the primer
design for their respective position and a button in the
visualisation allows quick access to the primer design for
the currently selected position in the genome (Figure 4).
It differs from previously available tools for the analysis
of paralogous regions in a number of important aspects.
Other tools, for example the very useful tool Primer-
BLAST [19], checked the redundancy of the combin-
ation of both primer annealing sites for the amplimers
defined by a primer pair. It also uses MegaBLAST of the
complete target zone to the genome sequence of the ad-
dressed organism to avoid primer design in redundantly
matching parts of the target zone. In contrast to this,
our tool checks the 3’-ends of every single primer for re-
dundancy, which is essential for the analysis of T-DNA
insertions because in this experimental setup only one
genome-specific primer is used. Primer-BLAST uses a
BLAST of the complete target zone sequence and

/ target site \

aralog primer design \
P ap 9 target zone

forward _L reverse genomic DNA Identify BLAST
— — .
target zone target zone hits and elongate
ISy S~ matches for
IS - RN multiple alignment
1~ - o =
1 target zone : '
BLAST R N e S SN
. =Teuun \CGGATTGCCCC TGTT. TTT
hits with no other X TG T TTCCAGGGA
BLAST hit in No unique area found -
\ genome [ /
[ 5-ATAAATTTATTGACTTCCC-3' j
/ Primer3 based primer design \ -
unique area of target zone complete target zone check for uniqueness
(split into overlapping ~80 bp windows) (split into overlapping ~110 bp windows)
@ o g0 | [ B—a0—fa—f ] > 5.ATCGATCGATCGATCGATCG-3'
- e O A e i
unique
w-— primer is *.V
found
5-ATCGATCGATCGATCGATCG-3 5-ATCGATCGATCGATCGATCG-3" )
| | _
T T

process is performed again with the complete target zone. The paralog

fit to *all* features of the scheduled workflow.

Figure 2 Overview on the primer design tool. Initially, each of the two target zones with a distance to the chosen target site (distance and
target site defined by the user) is examined by a BLAST vs. the A. thaliana genome sequence. If there is an area that has no other BLAST hit
somewhere in the genome, the Primer3-based approach is used (bottom left box), otherwise the paralog primer design is used (upper right box).
A number of candidate primers is designed in both approaches which are then checked for uniqueness (bottom right box). If a unique primer
with no additional 12 bp-hit at the 3’-end in the genome is found, the primer design is stopped and the primer is returned as a result. Otherwise
the primer with the fewest matches is returned. When designing additional primers, the next best primers are returned. The Primer3-based primer
design (bottom left box) uses multiple runs of Primer3 in overlapping windows and altering temperatures to generate a large set of candidate
primers. First, only the unique area of the target zone with no additional BLAST hit in the genome is considered. If no unique primer is found, the

showing a BLAST hit to the target zone using ClustalW. The algorithm searches for mismatches in the multiple alignment (see Figure 3 for
details). To reduce the runtime of ClustalW for sequences with many hits, the target zone is also split into overlapping windows and alignments
are computed separately (not shown in Figure). The primer sequences shown in the figure are to be regarded as example sequences that cannot

primer design first creates a multiple alignment with all sequences
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A Find position with mismatches at 3‘-end and elongate until TM fits _l

target zone CGCACPICTTATCAAACTTGAATCCAAGTP GTCTPICAACATAATAGCGZ—\CAACAC TAGATC

regions

CGCACAC. ..TCAAACTTGAATCCAAGTA.[TCTACAACATAATAGCGACAA. .. .. . .JIC

CGCACACTTATCAA.CTTGAAT. .AAGTA.[TCTACAA. .. .ATAGCGACAACACTH. .[TC
paralogous
CGCACACTTATCAAACT. .AATCCAAG. .

1 mismatch (1 point)

B Control quality of primer — primers below 15 points are discarded!

.TCTACAACATAATAGCGACAACAC. .|. .[TC
2 mismatches (2 points) —F

GC clamp: 1-3 G/C in last 5 bases: 8 points
5'-CAACATAATAGCGACAACACTAGA-3"

no runs of at least 5 for same base: 4 points

5Y-CAACAT CGACAACACTAGA-3"

GC count: 40-60% G/C: 2 points
5'-CAACGTAATAGCGACAACACTAGA-3"

no secondary structure: 1 point

5'-TCTAGTAATAGCGACAACACTAGA-3"

Figure 3 Paralog primer design. (A) Possible primers are identified by finding mismatches within a multiple alignment. Each mismatch is worth
one point, which is later used to determine the quality of the primer. (B) Further criteria are: (i) GC-clamp: there should be 1 to 3 G or C bases in

the last 5 bases of the primer (8 points); (i) primers should not have runs of more than 5 identical bases (4 points); (iii) the GC content should be
between 40% and 60% (2 points); (iv) the last 5 bases of the primer should not form a secondary structure with the first 5 bases or rather not be

the reverse complement (1 points); all primers need to have at least 15 points in order to be considered as candidate.

optimisation of the BLAST alignments by the Needleman-
Wunsch global alignment algorithm to perform a specifi-
city check that deselects primer pairs with amplimers
on other targets than the submitted template [19]. Our
approach to rank primer candidates uses a precom-
puted index of all occurrences of 12 bp sequences in
the A. thaliana genome and considers the last 12 bp of
a primer candidate. This 12 bp strech was in our ex-
perience the crucial part of the primer. For using the
tool, a genomic nucleotide position central to the locus
to be addressed (designated “target position”) must be
selected. Upon starting the tool, primers are automatic-
ally designed around this target position with a default
minimal and maximal distance of 300 to 800 bp to the
target position on each side. We refer to this sequence
range surrounding the target position as “target zone”.
The distance to the target position can be changed to
values between 100 to 1500 bp with a minimum range
on each side of the target position of 100 bp. The lar-
ger the target zone, the better are the chances to obtain
a unique primer. For the primers, the default annealing
temperature has been set to 60.5°C, but it can also be
set by the user to a value between 50 and 72°C. The
primers can either be used in combination with T-DNA
border primers in order to confirm a T-DNA insertion
of interest, or simply to create amplicons from the tar-
geted genomic locus. If the automatically designed
primers are not acceptable to the user for some reason,
the design tool can be executed repeatedly to acquire
further primer combinations.

As an additional usability feature, the tool determines
and reports the size of the amplimer with respect to the

pseudochromosome sequence, and presents a summary
of information related to genotyping insertion alleles if a
(predicted) insertion site is spanned by the amplimer.
The PHP code of the tool is available upon request.

Conclusions

We describe the primer design procedure that has been
used successfully and in large scale for confirmation of
T-DNA insertion alleles in the GABI-Kat project. Since
2007 [21] users can access the sequences of experimen-
tally proven confirmation primers for confirmed inser-
tion alleles via SimpleSearch. Now, the primer design
procedure established at GABI-Kat has been integrated
into the publicly available SimpleSearch interface. The
tool can be useful for confirming T-DNA insertion al-
leles, including those from SALK or other insertion mu-
tant collections. At GABI-Kat, usually only one insertion
is confirmed per line. After this first confirmation, the
lines are donated to NASC and can further on only be
ordered from there. Access to the GABI-Kat primer
design tool might therefore help in the analysis of
additional insertions, which are listed as predictions
in SimpleSearch. Moreover, the tool allows easy design of
amplimers for the genotyping of insertion alleles because
the amplimers spanning the insertion site differentiate
between the wt allele (amplicon produced) and the inser-
tion allele (no amplicon; see [14]). The tool presented in
this work differs from the already available tools in sev-
eral aspects, as discussed above. Also, we simplified the
primer design process by providing an easy-to-use user
interface, which only requires several mouse clicks and
no copy-paste of target sequences. Furthermore, existing
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insertion predictions are spanned by the amplimer (6).

Figure 4 Integration of the primer design tool in SimpleSearch. There are three ways to enter the primer design tool in SimpleSearch: (i) via
the respective insertion position; (iii) via a button in the visualisation (“go to primer design”) for the current central position. The target position

("Jump to position ..."), or by using the AGI code of the gene of interest ("Jump to gene code ...") (1); primer sequences are listed at the bottom
as well as their positions (2); the annealing temperature and desired distance to the target position can be specified (3); primer design is initiated

by using the respective button, after one primer pair has been designed additional primer pairs can be made using the button right to it (4); primer

for the designed primers is shown, as well as possible primer combinations for genotyping, which are accessible via a mouse-over window when GK

k from an insertion prediction (“go to primer design”) that leads directly to

chromosomal position according to the TAIRv10 genome sequence

been computed the one generated last is shown here (5); the amplimer size

tools usually require the definition of several parameters
by their users for the design of primers, which is often la-
borious and confusing for the users, especially when the
underlying algorithms are unknown to them. Our tool
ensures most convenient primer design, because it only
requires the absolute minimum of parameter definition.
This is mainly the genome position to be addressed
which is easily accessible through GenBank or Simple-
Search or even already known. In addition, the distance
to the target position to be considered for primer design
and a value for the desired melting temperature of the
primers is required. A main advantage is that problems
with difficult genomic positions are taken care of auto-
matically. With the new tool we hope to contribute to

the simplification of the analysis of T-DNA insertions as
well as of other PCR-based applications in A. thaliana.

Methods

Plant growth conditions as well as molecular biological
methods used for generation of the data used in this
study have been described in [3]. General database
aspects have been described in [9,21]. All FSTs gener-
ated in GABI-Kat are publicly available through ENA/
GenBank and SimpleSearch.

Terminology
We use the term “amplicon” to refer to the DNA frag-
ment that has been physically formed after PCR and
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which can be sequenced. The term “amplimer” refers
to the theoretical construct, which consists of a primer
pair (located on opposite strands and with their 3'-ends
directed towards each other) and the corresponding
source sequence. For example, one can construct several
amplimers addressing a predicted T-DNA insertion site,
but only the primer pair that is based on correct predic-
tions and/or assumptions about the configuration of
the fusion of T-DNA to genomic DNA of the studied
insertion allele will allow successful formation of an
amplicon.

Categorisation of insertion sites

The evaluation of FSTs to predict insertion sites was
based on hits (weighted sequence similarities) generated
by BLAST [8] and by using the TAIRv1O genome se-
quence and annotation dataset [22]. Initially, only the
best BLAST hit for each FST had been stored [18]. To
address paralogous predictions, and also “composite
FSTs” that contain sequence parts derived from at least
two independent insertion sites, we changed the internal
GABI-Kat database to allow storing several insertion site
predictions for each single FST. The new predictions
were categorised based on the e-value of the BLAST
hit. Category 0 is assigned to the prediction deduced
from the best BLAST-hit as long as its e-value is
below (better than) le-3. “Best” hits with larger (less
significant) e-values were assigned to category 2. There
can only be one best hit for each FST, and this hit is se-
lected by using the top-of-the-list hit in the BLAST out-
put, which results in the prediction of category 0. Note
that the best hit might end up at the top position by
chance if the respective FST region hits several parts of
the genome with identical e-values and scores. If there
are additional hits from the same FST with e-values
below 1le-3, the deduced predictions are classified as cat-
egory 1. If different regions of the same FST have hits in
different parts of the genome, these regions are handled
individually to cover the cases of several insertions being
deduced from one composite FST. From each of these re-
gions (and in addition to the single category 0 prediction
for the complete FST) a maximum of 3 hits are used to
produce predictions of category 1; further BLAST hits
are ignored. This restriction is necessary to reduce the
amount of lab work caused by FST regions that are not
only paralogous but repetitive. For further filtering, the
deduced insertion sites (i) need to have a distance of
1000 bp to each other to be considered as a new insertion
prediction, if they are closer to each other they are
assigned to the same prediction, and (ii) are discarded if
the e-value difference to the best hit for one FST region
is larger than a factor of 1e10. In general, our subsequent
analyses considered only the predictions of categories 0
and 1.

Page 8 of 10

Definition of paralog groups

For a systematic handling of insertion predictions that
hit paralogous regions, we clustered them into groups
using a hierarchical clustering approach for all predic-
tions generated for a given GABI-Kat line (obviously this
has been done for all lines). Starting with groups con-
taining one prediction each, groups were combined if
one of the following conditions hold true for each pos-
sible combination of predictions between the two dis-
tinct groups: (i) the prediction for different loci was
based on the same part of the FST sequence (with a
minimal overlap of 30 bp); (ii) the 400 bp of sequence
next to the predicted insertion site have an identity of
more than 79% to all members of the group. The clus-
tering stopped when no further groups could be com-
bined. All groups that contained at least two predictions
for distinct insertions (i.e. they must display more than
1000 bp distance) were stored.

Primer design avoiding multiple annealing sites for the
3"-end

A primer was regarded as “unique” if its 12 bp-3'-end
had only one hit in the genome sequence. The number
of occurrences of each 12 bp sequence within the gen-
ome has been precomputed and stored in our database.
By using this index, the number of possible matching
positions for each primer can be identified easily by a
simple and fast database query.

We have developed two methods for primer design.
One is based on the widely used primer design tool
Primer3 [23] with additional filtering, the other uses a
self-developed algorithm that searches for mismatches
within a multiple alignment of sequence-related target
zones. For in-house confirmation at GABI-Kat, primers
for insertions that are not located in paralogous regions
are designed using the first method, while the second
method is applied to insertions in paralogous regions.
The public primer design tool works for all positions
within the A. thaliana genome, is not dependent on
(predicted) GABI-Kat insertion sites and automatically
chooses the best method for the genomic locus addressed.
In order to decide which method is suited best for the tar-
get zone in question, a BLAST of the sequences of this
zone (that is, the sequences surrounding the target pos-
ition limited by the value set for the distance to the target
position) is performed against the A. thaliana genome se-
quence with an e-value cutoff of le-5, which is high
enough to detect hits of down to 24 bp. If there is a se-
quence part within the target zone that has no other hit in
the A. thaliana genome and is at least 100 bp long, prob-
lems with paralogous regions should not occur and the
Primer3-based method is used. If such a unique sequence
part cannot be determined in the target zone sequence,
the paralog primer design method is chosen.
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Primer3-based method

In order to find primer candidates within a target zone,
the part of the target zone without additional paralogous
regions in the genome (identified during the decision
which primer design method should be used) is used
first. This part of the target zone sequence is divided
into overlapping windows of at least 80 bp and for each
of these windows a primer is designed by Primer3.
Windows overlap with 30 bp to ensure that possible
primers at the ends of the windows are considered as
well. To further increase the number of possible primers
the selected melting temperature is altered in steps of
0.4°C to maximally 1.2°C below or above the defined
melting temperature. All primers are checked for unique-
ness of their 3'-end as described above. As soon as a
primer is detected that has only one 12 bp-hit within
the genome, the primer design finishes successfully. If
the initial search within the unique part of the target
zone did not yield a result, the procedure is repeated
within the whole target zone sequence with a window
size of at least 110 bp and alternating melting temper-
atures in the same way as described above. If no
unique primer could be found, the one with the few-
est 12 bp-hits among all primers designed during the
whole process is regarded as the best possible primer
for this target zone.

Paralog primer method

In target zones that do have paralogous regions through-
out their sequence somewhere in the genome, the
Primer3-based approach often does not lead to satisfying
results. Our algorithm first identifies all potentially par-
alogous regions within the genome by an initial BLAST
with an e-value cutoff of le-5 and a minimum required
length of 50 bp. All hits are elongated to fit the length of
the target zone, and a multiple alignment is computed
using ClustalW [24]. In order to reduce the runtime of
ClustalW, a sliding window approach with overlapping
windows of sizes around 220 bp (and an overlap of
30 bp) is used to compute the multiple alignments. In
these multiple alignments, the algorithm searches for
positions with a maximum number of mismatches to the
sequence of the target zone. This position is defined as
the 3’-end of a possible primer and is elongated to
match the desired melting temperature. After that, the
primer candidate is checked for GC-clamp (1-3 G/C in
the last 5 nucleotides), base repeats (less than 5 identical
nucleotides in a row), GC-content (between 40 and 60%)
and secondary structures (last 5 nucleotides should not
appear as reverse complement in the primer). The more
of these conditions hold, the better the primer — primers
not fulfilling some of these criteria are discarded (see
Figure 3). The annealing temperature of the primer is
computed using the same formula used in Primer3
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(according to [25]) to achieve results comparable to those
from the Primer3-based method:

600
length

T,,[°C] = 81.5 - 11.6 + 0.41(%GC) -

A large number of candidates are generated and fur-
ther checked for uniqueness as described above. If a
unique primer is found it is returned as result. If this is
not possible, the primer with the fewest matches among
all examined primers is returned.

Additional file

Additional file 1: Table S1. The file contains a table (Table S1), which
shows statistics about insertion site predictions in the GABI-Kat collection
before and after the 1-to-N analysis of the FSTs. An explanation for the
data presented in Table S1 is included in the file as well.
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Abstract

Transformation by Agrobacterium tumefaciens is an important tool in modern plant research.
It involves the integration of a T-DNA initially present on a plasmid in agrobacteria into the
genome of plant cells. The process of attachment of the agrobacteria to plant cells and the
transport of the T-DNA into the cell and further to the nucleus has been well described.
However, the exact mechanism of integration into the hosts DNA is still unclear, although
several models have been proposed. During confirmation of T-DNA insertion alleles from the
GABI-Kat collection of Arabidopsis thaliana mutants, we have generated about 34,000
sequences from the junctions between the inserted T-DNA and adjacent genome regions.
Here, we describe the evaluation of this dataset with regard to existing models for T-DNA
integration. The results indicate that integration into the plant genome is mainly mediated by
the endogenous plant DNA repair machinery. The observed integration events showed
characteristics highly similar to repair sites of double-strand breaks with respect to
microhomology and deletion sizes. In addition, we describe unexpected integration events,
such as large deletions and inversions at the integration site that are relevant for correct

interpretation of results from T-DNA insertion mutants in reverse genetics experiments.

Keywords

T-DNA integration, Agrobacterium, double-strand break repair, Arabidopsis thaliana

Running Title

T-DNA insertion mechanism shares features with DSB repair
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Introduction

Transgenic plants, especially from dicotyledon species, are usually generated using
Agrobacterium tumefaciens mediated T-DNA transfer (Gelvin, 1998). The T-DNA is
originally a part of the A. tumefaciens tumor-inducing (Ti)-plasmid (Hoekema et al., 1983;
Zambryski et al., 1980). It is flanked by two border sequences of 25 base pairs (bp) in length.
These border sequences are similar to each other and were classified as “left border” (LB) and
“right border” (RB) (Diirrenberger et al., 1989; Tinland et al., 1994). The original T-DNA,
which is transferred by naturally occurring agrobacteria, contains sequences with tumour
inducing properties in plants (Van Larebeke et al., 1974). The genes relevant for these
properties encode enzymes that force the plant to produce opines, which the bacterium can
subsequently metabolise and use as source of carbon and nitrogen (Schell et al., 1979). When
T-DNAs are exploited as molecular tools, the tumour inducing and metabolism affecting
genes are removed from the T-DNA. Moreover, it is possible to substitute all the sequences
between LB and RB without perturbing the ability of the T-DNA to integrate into the plant
genome (Peralta and Ream, 1985; Wang et al., 1984). These features of the agrobaterial plant
transformation system have been utilised to transfer many different sequences of choice into
plant genomes. The T-DNA system has been applied in very diverse experimental setups and
also in plant breeding (O'Malley and Ecker, 2010; Que et al., 2014).

While much is known about the transport of the T-DNA into the plant cell and to the nucleus,
the exact mechanism of integration is still unclear. The journey of the T-DNA into the plant
genome starts in A. tumefaciens: upon sensing of phenolic compounds from the plant by the
two-component signal transduction system composed of VirA and VirG, the expression of
virulence (Vir) proteins is activated, which leads to the production of a single stranded copy
of the T-DNA (T-strand) (Magori and Citovsky, 2011). During this process, VirD1 and VirD2
function together as an endonuclease complex. Restriction of the T-DNA takes place within
the border sequence right before the recognition sequence 5'-CAGGATATATT-3', shortening
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the LB and RB sequences that "travel" together with the T-strand at LB by 3 bp and at RB by
22 bp, respectively (Jasper et al., 1994).

After binding of VirD2 to the 5'-end of the T-strand, the resulting complex is transported to
the plant cell by a type IV secretion system, composed of VirB and VirD4 proteins (Gelvin,
2010; Pitzschke and Hirt, 2010). VirD2 stays attached to the 5'-end of the T-strand during the
whole process and is also thought to protect the 5'-end from exonucleases. The integration of
the 5'-end of the T-DNA into the genomic plant DNA was assumed to be usually precise
(Diirrenberger et al., 1989). Within the plant cell cytoplasm, the T-strand is covered with
several VirE2 proteins (Citovsky et al., 1989). In addition, the bacterial effector VirE3 can
also bind directly to VirE2 and mediate the transport of the T-strand to the nucleus by a
nuclear localization signal (Lacroix et al., 2005). After uncoating, the T-strand is thought to
be converted into double stranded T-DNA (dsT-DNA) before integration (Tzfira et al., 2004).
Just recently, a model for the formation of dsT-DNA was proposed (Liang and Tzfira, 2013).
T-strands can also form T-circles, transiently expressing the genes on the T-DNA but
rendering the molecule useless for integration (Rolloos et al., 2014; Singer et al., 2012).
Because none of the exported effectors could be shown to play a role in T-DNA integration,
host factors are most likely exploited for the integration process. This is supported by the
characterization of several Arabidopsis thaliana ecotypes and mutants deficient in T-DNA
integration (Anand et al., 2007; Mysore et al., 2000a; Mysore et al., 2000b; Nam et al., 1997;
Nam et al., 1998).

Double-strand breaks (DSBs), which are caused for example by external effects like ionising
radiation or stress/reactive radicals but also are created by endogenous endonucleases during
biological processes like replication or recombination, can lead to serious deficiencies if left
unrepaired(Yoshiyama et al., 2013). In yeast and bacteria, DSBs are mainly repaired via
homologous recombination (HR), which usually returns the broken DNA to its original state

without altering the nucleotide sequence. In plants HR plays a minor role in DSB repair; the
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main pathway is non-homologous end-joining (NHEJ). NHEJ is associated with various
rearrangements of the target site (see Gorbunova and Levy, 1999 and references therein). This
includes deletions, target site duplications, incorporation of short filler DNA unrelated in
sequence to the broken region (designated "fillers"), and inversions. The main proteins
involved in NHEJ are heterodimers of Ku70 and Ku80, which bind to DNA ends and recruit
several accessory factors that modify the ends for further processing with DNA ligase IV,
which forms a heterodimer with XRCC4. For DSB repair by NHEJ a small microhomology of
up to five bp is required between the two broken ends. Annealing at these microhomlogies
leads to overhanging 3'-ends resulting in smaller deletions or target site duplications,
depending on the position of the microhomologous regions relative to the end of the DNA and
on the size of the single strand overhangs of the DSBs. The broken ends can also be repaired
without any region of microhomology by simple ligation, creating no alteration of the target
site, but this is a rare event (Gorbunova and Levy, 1999). Incorporation of fillers during NHEJ
has been explained by the synthesis-dependent strand annealing (SDSA) mechanism
(Gorbunova and Levy, 1999). According to this model, a single-stranded open end of the DSB
invades another double-stranded part of the genome and forms a migrating replication bubble
with weak association to the template. After abortion of synthesis and subsequent repair, a
filler at the repair site can be identified.

Besides HR and NHEJ, there is a third, less well characterised pathway for DSB repair, which
uses substantial microhomology to repair DSBs independent of Ku70, Ku80, DNA ligase IV,
XRCC4, and Rad52 - the key protein required for homologous repair. This so-called
microhomology-mediated end joining (MMEJ) can be distinguished from NHEJ by the use of
larger microhomologous sequences during alignment of broken ends. These microhomologies
usually range between 5-25 bp and result in larger deletions than observed in NHEJ. MMEJ
has also been associated with more complex rearrangements such as translocations or

inversions (see McVey and Lee, 2008 and references therein).
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The most prominent model for T-DNA integration involves NHEJ DNA repair, in which
DSBs within the plant genome are targets for the integration (Chilton and Que, 2003;
Salomon and Puchta, 1998; Tzfira et al., 2003). Only studies in yeast have shown that
integration can also occur via HR (van Attikum et al., 2003). Both pathways (HR and NHEJ)
are conserved in plants. Nevertheless, NHEJ seems to be the predominant strategy for T-DNA
integration in plants (Britt and May, 2003; Ray and Langer, 2002). This is also supported by
the fact that downregulation of XRCC4 (one of the key proteins required for NHEJ) increased
the number of stable transformations in 4. thaliana and Nicotiania benthamiana whereas
overexpression led to decreased T-DNA integration. It was also proposed that VirE2
suppresses XRCC4 activity. In either way, DSB repair is delayed and therefore availability of
more DSBs should facilitate T-DNA integration (Vaghchhipawala et al., 2012). In a study that
provided evidence that T-DNA is integrated in DSBs as dsDNA, the DSBs in the host DNA
and in the T-DNA were created by a rare cutting restriction enzyme and precise ligation into
the restriction site was observed (Tzfira et al., 2003). During NHEJ, often a few nucleotides
are deleted at the insertion site (Weaver, 1995), which has also been observed for some T-
DNA insertions (Windels et al., 2003), but comparison to the size of typical deletions after
DSB repair showed the deletions after T-DNA integration to be much smaller (Kirik et al.,
2000; Orel and Puchta, 2003). Also, small areas of microhomology between the T-DNA and
the neighbouring plant genomic DNA have been found during an analysis of flanking
sequence tags (FSTs, Brunaud et al., 2002).

Besides the DSB repair based model for integration, two models for the integration of single-
stranded T-DNA have been proposed (Tzfira et al., 2004). In the single-strand-gap repair
model (SSGR) the single-stranded T-DNA binds with both borders to the genomic DNA by
microhomology within an existing gap that has been created by elongation of an existing nick
by an exonuclease. The other genomic DNA-strand is then removed by endo- and

exonucleases and repaired using the T-DNA as template. In the microhomology-dependant
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model, areas of microhomology are used to initiate base-pairing of the T-DNA to the
unwound genomic DNA before a nick at the integration site is created in one strand. Pairing at
areas of microhomology then also takes place at the other border, the intact genomic strand is
also cut by an endonuclease and partly removed, followed by repair using the T-DNA as
template. A variable size deletion would always be the result for both of these models as well
as the presence of substantial microhomology for the second model. Single-stranded based
integration models have been initially preferred because it was also shown that the
transformation frequency for ssDNA is higher than for dsDNA in plant protoplasts
(Rodenburg et al., 1989). Therefore it was assumed that single stranded T-DNA is also
preferred for integration and that nicks in the ds plant DNA are used for the integration
(Gheysen et al., 1991; Mayerhofer et al., 1991).

It is widely accepted that T-DNA insertions within plant genomes occur such that the
sequences between the borders (LB and RB) are inserted at a random position in the genome
in single copy (Forsbach et al., 2003). But it is also known that more complex arrangements
of T-DNAs including vector backbone sequences from outside of the T-DNA itself may occur
at the insertion sites (see Krizkova and Hrouda, 1998 and references therein). Also, parts of
the A. tumefaciens chromosome sequences are carried over to the plant genome together with
T-DNA (Ulker et al., 2008). In contrast to a model where a single stranded T-DNA is
incorporated into the plant DNA, the ds model can also explain the integration of such
complex T-DNA inserts containing multiple T-DNAs linked together. This is due to the fact
that T-strands cannot recombine at their right borders when they are not in ds form (De Buck
etal., 1999; De Neve et al., 1997).

The integration sites within the plants’ genomes are largely randomly distributed, although it
is still discussed if there are preferences for certain genomic regions. It has been shown that
there are preferences for transcription initiation sites and polyadenylation sites and regions

outside of centromeric regions, at least after selecting insertion events with a marker gene (L1
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177 et al.,, 2006; Szabados et al., 2002). In contrast to this, it was described that the integration
178  sites are distributed within the genome in a completely random manner (Kim et al., 2007).
179  The discrepancy of these observations can be explained at least in part by a "selection bias"
180  caused by selecting T-DNA containing plants with an antibiotic resistance conferred by the T-
181  DNA. This bias would explain why insertions in transcriptionally inactive genomic regions
182 might be under-represented, because the antibiotic resistance gene expression might not be
183  sufficiently active. From a mechanistic point of view and by excluding "selection bias" the
184  distribution of integration sites seems to be random.

185 A special application for T-DNA insertions in plant genomes is the generation of large FST-
186 indexed insertion line collections. The collections are a resource for potential knockout

187  alleles, because a T-DNA insertion within or close to a gene usually perturbs this gene’s

188  function. FSTs allow the prediction of the insertion site position of the T-DNA in specific
189  lines. The FSTs are generated by digestion of genomic DNA from many individual lines

190  followed by adapter ligation as well as PCR-based methods using T-DNA specific primers,
191  adapter primers, and subsequent sequencing of the PCR products (Alonso et al., 2003;

192 Strizhov et al., 2003; Thole et al., 2009). For A. thaliana, several T-DNA insertion line

193 collections exist, of which the SALK and GABI-Kat collections are the largest, comprising
194  about 88,000 and 72,000 indexed lines, respectively. Both collections focussed on analysing
195 junctions to genomic sequences at the LB, because it turned out empirically that the success
196 rate of FST production was higher. At least in part, this can be explained by the fact that T-
197 DNA integrations often appear in a complex LB-rb::rb-LB configuration that contains some
198  sort of internal fusion of the right parts of the T-DNA (that does not need to contain RB

199  sequences) and results in LB at both junctions to genomic sequences (Strizhov et al., 2003).
200 User access to the collections is provided through publicly available databases, containing
201 FST data. This allows users to search for insertion lines for their genes of interest (Alonso et

202 al.,, 2003; Kleinboelting et al., 2012). The lines can be ordered, either at common stock centres
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(Scholl et al., 2000) or directly at the web pages of the collections. In case of the GABI-Kat
collection, the FST predictions for the insertion sites of the T-DNA are confirmed via PCR
with border primers and insertion-site-prediction-specific primers and sequencing, before
ordered lines are sent out to users. These confirmation sequences are in most cases of better
quality than the FSTs and allow an improved estimation of the exact insertion position. The
FSTs in SALK and GABI-Kat are mostly prepared at the LB side of the T-DNA (see above),
but for GABI-Kat lines there are additional FSTs from the RB side for a subset of the
collection.

In this study we present a detailed analysis of confirmation sequences obtained over the years
in the GABI-Kat project. For a quite large number of randomly selected lines, confirmation
sequences were created for both junctions of the insertion, which enabled a comprehensive
analysis of the size of deletions caused by the integration mechanism. Additionally, we
investigated similarities between the deleted regions and the T-DNA ends. Using large
numbers of reliable confirmation sequences, we analysed if the microhomology at the
observed T-DNA/plantDNA junction is a random sequence similarity effect or not.
Furthermore, we observed some unusual integration events where large parts of the genomic
DNA were deleted as well as rare cases where a part of the plant DNA was inverted at the

insertion site.

Results

Size of RB and LB sequences remaining at T-DNA to genome junctions
As a first step, we determined the number of bases that were lost from LB and RB of the
original T-DNA sequence, which initially includes two complete border sequences. The size

distribution of T-DNA border sequences detectable after integration is depicted in Figure 1.
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229 For LB, 11,103 individual confirmation sequences that each correspond to exactly one

230 junction of an insertion were evaluated. The peak for LB was observed at position -3, with
231 17.7 % of all LB sequences showing a loss of 3 bp. In 72.3 % of all cases, 4 or more bases
232 were lost while for 10.0 % of the cases longer border sequences were found which lost less
233 than 3 bp. The largest fraction of these longer border sequences lost only 2 bp (3.2 %). In a
234 few cases, sequence from the vector neighbouring the T-DNA ("outside" of the border) was
235 integrated as well (5.6 %) with a median length of 13 bp of these additional sequences.

236 The number of cases available for analysis for RB was lower, because GABI-Kat FSTs were
237 mainly generated from the LB of the T-DNA and therefore fewer confirmation sequences at
238 the RB were available for analysis.

239 A total of 699 insertions were analysed for lost sequences of RB, and the peak for RB was
240  observed at position -22 (18.9 %). In 68.2 % of all RB cases 23 or more bases were lost. The
241 remaining 12.9 % represent cases with a longer RB sequence transferred into the 4. thaliana
242 genome. In 8.3 % sequences from the vector were integrated with a median size of 21.5 bp.
243 The median position of the border cut for LB was -10 and -24 for RB, which corresponds to a
244  difference of -7 to the expected cut position for LB and -2 for RB, respectively, indicating that
245 LB gets shortened further than RB. Details on all evaluated confirmation sequences and their
246  cut positions can be found in Supplemental Information File SI1.

247  For both borders, the peak was located immediately upstream of the sequence pattern 5'-

248  CAGGATATATT-3". We conclude that the main cut position precisely fits the position

249  defined previously, but also that there is considerable heterogeneity with respect to the actual
250  position of the cut which also happens to be located outside of LB and RB. The up to three
251 nucleotides that fit the original border sequence "outside" of the cut position might be

252 contributed by a random fit of sequences contributed by the pre-insertion site. The value for a
253 border one base longer than expected is approximately 25 % of the size of the peak for the

254 expected size. 25 % is roughly also the probability for a random matching base within the
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plant genomic DNA. This also applies for further values of junctions with two, three or four
additionally fitting bases. The transfer of longer sequences containing vector sequence was
much more common than expected as a result from random sequence similarity. The loss of
sequences from the T-DNA "inside" of the cut position might be a consequence of the

integration mechanism.

Microhomology and fillers at integration sites

To examine the insertion sites in more detail, we determined the extent of microhomology of
sequences at individual T-DNA ends to the genomic sequence at the insertion site, and the
presence or absence of fillers, by sequence comparisons. Figure 2 shows an overview over the
size distribution of microhomology and fillers at integration sites. Supplemental Information
File SI1 contains the underlying data. In line with what has been mentioned above, we define
a filler as a DNA sequence present between the end of T-DNA sequence similarity of a given
insertion and the plant genomic DNA sequence at the insertion site that is not a direct
extension of either of the two. Overall, 11,802 sequences were analysed for both borders,
11,103 for the left border and 699 for the right border. Taken all sequences together (Figure
2A), fillers were detected on a regular basis in a total of 5,749 cases. Of the 11,802 insertions
studied, 48.7 %showed fillers of at least 1 bp, 2,209 (18.7 %) larger than 10 bp and 1,055 (8.9
%) were even larger than 20 bp.

The remaining 6,053 sequences without fillers were used to examine microhomology between
the individual T-DNA sequence ends and the adjacent plant genomic DNA. 5,351 (88.4 %) of
these insertions showed microhomology of at least 1 bp and the largest fraction of 4,525 (74.8
%) sequences had microhomology of up to 5 bp. The remaining 826 (13.6 %) sequences
showed microhomologies larger than 6 bp and the largest microhomology was 20 bp with 2

observed cases.
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When separating the data for LB and RB (Figure 2B, Figure 2C), the size distributions were
found to be comparable. Fillers were observed in 48.3 % (5,368 cases) for LB and 54.5 %
(381 cases) for RB. The fillers were larger than 10 bp in 18 % /29.8 % (2,001/208) and larger
than 20 bp in 8.4 % / 16.7 % (938/117) of cases. The mean filler for LB was 13/22.2 bp, the
median was 7/12 bp, indicating slightly larger fillers at RB.

When comparing microhomology sizes of LB and RB, 5,735 (51.7 %) sequences were
evaluated for LB and 318 (45.5 %) for RB. Among them, 5,081/270 (88.6 % / 85 %)
sequences showed microhomology of at least 1 bp, 4,296/229 (74.9 % / 72.0 %) of those was
between 1 and 5 bp and 785/41 (13.7 % / 12.9 %) were larger than 5 bp. The mean
microhomology is 3.18 bp for the LB and 3.48 bp for the RB, the median is 3 bp for both
borders.

Thus, both borders show a very similar pattern concerning microhomologies. In conclusion,
both borders show substantial microhomology to the A. thaliana genome sequence in roughly
half of the cases with similar size distribution. The remaining cases showed fillers, with

slightly larger fillers at the RB.

Analysis of fillers

To gain insights what could have caused the fillers, we determined the origin of the detected
fillers by comparing the sequences bridging the gap between T-DNA and genomic DNA (with
a small overlap) to possible origins. Table 1 gives an overview on the origin of the detected
fillers. 94.9 % of all best BLAST hits for the fillers identify sequences within the 4. thaliana
genome. The second most abundant BLAST hits were found on T-DNA sequence (3.2 %).
Other hits were rare and can be explained as random sequence similarity due to the short
length of the sequences that had to be studied. Exceptions are sequences that might have been
introduced together with the T-DNA, namely sequences with hits to the A. tumefaciens

genome sequence or vector hits. Transfer of genomic DNA of A. tumefaciens along with T-
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DNA has been described previously (Ulker et al., 2008). Here, we detected two fillers which
are larger than 20 bp that are derived from Agrobacterium chromosomes (see Supplemental
Information File SI2).

We examined the distance of the source sequence for the fillers to the location of the insertion
site containing the respective filler. Figure 3A shows the distribution of the distances to the
corresponding insertion position derived from the confirmation sequence. A large fraction of
all hits (36.3 % in comparison to 14.7 % as mean for the other four chromosomes) were found
on the same chromosome. Those fillers displayed a bias towards 1 kbp direct genomic
proximity to the insertion site (Figure 3B and 3C). Despite that bias for fillers within 1 kbp to
the insertion site, fillers from other genomic regions were randomly distributed within the
respective chromosome: without the high peak at close genomic proximity, the distance
distribution of positions resembles that of the difference of two equally distributed random
variables (one being the insertion site, the other the filler's source site). When all fillers were
evaluated, the distribution of hits on other chromosomes was equally distributed and scales
quite well with the relative size of the source chromosome. When fillers from insertions on an
individual chromosome were evaluated for their source location, there was also no convincing
bias for a certain source chromosome. (Figure 3D).

After identifying the origin of the filler sequences, we were able to check if there is
substantial microhomology between a given filler and the adjacent sequences at the fusions to
either T-DNA or the genome sequence (Figure 3E and 3F). Filler source sequences showed
small areas of microhomology to the sequence neighbouring the filler at the insertion site in
many cases: 22.8 % for the fusion to T-DNA and 25.8 % for the fusion to genome sequence.
This is approximately half of the rate of the T-DNA/genomic-DNA junction. The remaining
cases contained further “fillers of fillers” forming complex arrangements of sequences from

various sources, which we did not analyse further.
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In conclusion, the large majority of fillers originate from the same chromosome or at least
from the A. thaliana genome, and from sequences available within the nucleus at the time of
integration (other T-DNA molecules and also sequences that "travel" together with the T-
DNA). There is a bias regarding the source of fillers towards the direct genomic
neighbourhood and the same chromosome of the integration site. The remaining filler sources
are randomly distributed throughout the genome. Fillers share some microhomology to their
neighbouring sequences at about half the frequency that was observed for T-DNA/genome
junctions without fillers. All data from the filler analysis is given in Supplemental Information

File SI3.

Deletion and target site duplication of sequences from the pre-insertion site

To determine the effect of the integration on the genomic sequences present at the pre-
insertion site, we generated confirmation sequences for both junctions (T-DNA/genome
intersections at both ends of the inserted T-DNA) for 1,319 individual insertions. These cases
were analysed for deletions and target site duplications, and the results are shown in Figure 4
with regard to the size of the deletions/duplications detected. Most of the insertions (93.3 %,
1,252 cases) displayed alterations of the pre-insertion site sequence between a target site
duplication of 19 bp (value of -19 in Figure 4) and a deletion of 99 bp (value of +99 in Figure
4). The remaining 6.7 % of cases displayed larger deletions or target site duplications. A total
of 80 insertions (6%) showed deletions of at least 100 bp and larger, and target site
duplications of at least 20 bp and larger were detected in 9 cases (0.7%).

Deletions of up to 100 bp were observed in 86 % of all examined insertions. The median of all
deletion sizes was 19 bp. We observed target site duplications in 89 cases (6.7 %) with a
median size of 4 bp. Only in 12 of 1,319 cases, neither a deletion nor a target site duplication

was found, indicating that deletions and target site duplications are a very common feature for
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T-DNA integration with a strong bias towards deletions. A summary of all examined
insertions can be found in Supplemental Information File SI4.

In conclusion, integration without some alteration of the integration pre-insertion site in the
form of a either a deletion or a target site duplication is very rare. T-DNA insertion usually
leads to deletions of 1-50 bp with a smooth transition to target site duplications, while larger

alterations are the exception.

Comparison with data from SALK lines

To demonstrate that the observed insertion site structures are not specific for the T-DNA used
at GABI-Kat, we also analysed a number of insertions from the SALK collection (see
Supplemental Information Files SIS, SI6, and SI7). With regard to sizes of deletions and
target site duplications, the 69 analysed cases also showed a bias towards deletions of up to
100 bp (89.9%, 62 cases) and a median deletion size value of 19.5 similar to the result
obtained for GK insertions. The dataset for the analysis of the borders of inserted T-DNA,
microhomologies and fillers consisted of 880 SALK cases, 852 for the LB and 28 for the RB.
The SALK T-DNA sequences for RB and LB from pROK2 contain the identical recognition
sequence (see above) as found in the GK T-DNA, and we used this consensus to align the
position values.The peak of cutting sites in SALK insertions was at the expected position for
LB (-3) and RB (-22). However, for SALK LB cuts a smaller peak was located around -22 to
-24 bp, which resulted in an increased median value for the cut positions of -20 bp relative to
the expected site. The median RB cut position was -3.5 bp distance to the expected site, fitting
to the observations for GK RB cut positions.

Microhomology was observed in 413 (47 %) of the examined SALK cases with a median size
of 3 bp (3 for LB and 2 for RB). The median length of fillers was 8 bp (7 for LB and 17 for
RB). The origin of fillers was determined for 109 cases, all of them matched to the 4. thaliana

genome sequence, with a small bias to the same chromosome (35 fillers). Frequency and size
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of microhomologies or fillers and their origin matched to the values obtained from the
analysis of GK insertions, at least for the left border, where sufficient cases were analysed.
Taken together, the general picture of insertion site modifications is similar for GK and SALK

T-DNA alleles.

Larger deletions

We detected several larger deletions (31 insertions with deletions larger than 1000 bp, 8 of
them larger than 5 kb) at the integration site. Two of these deletions were analysed in more
detail, to confirm that the deleted region has really been removed and not translocated. In line
GK 144F03 a deletion of 15 kb on Chr3 between position 17,746,865 and 17,753,018
(according to TAIR10, see Methods) was predicted after evaluation of the confirmation
sequences. We sequenced DNA from homozygous T3 plants of this line using an Illumina
MiSeq, and mapped the reads (about 32.7x coverage) to the A. thaliana(Col) genome
sequence. The mapping result clearly confirmed the predicted large deletion because no reads
were mapping to the deleted region with respect to the wt sequence (see Figure 5 for a
coverage plot). Gene At3g48070, encoding a RING/U-box superfamily protein, is annotated
on Chr3 between position 17,750,711 and 17,752,761. The NGS re-sequencing result
confirms the complete removal of this gene from the genome sequence of GK 144F03,
although this is not apparent from the initial FST data.

In line GK_478B05 we predicted a deletion of approximately 6 kb on Chr3 between position
19,022,337 and 19,028,218. In this region the genes At3g51230, At3g51238 and At3g51240
are annotated. A73g51240 encodes Flavonone 3-Hydroxylase (F3H), an enzyme involved in
flavonoid biosynthesis. F3H mutants display the transparent testa (tt) phenotype, which
results from a reduced content of brown proanthocyanidins in the seed coat. The locus coding
for At3g51240/F3H has therefore been named transparent testa 6 (tt6). We phenotypically

characterised homozygous offspring of GK_478B05 for the ##6 phenotype and found all
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phenotypic features expected for 76 (Figure 6). Therefore, the insertion allele of GK_478B05
does not contain a functional At3g51240/F3H gene. We conclude that also in this case the
region predicted to be deleted at the insertion site is absent from the genome of GK_478B05
(if homozygous for the insertion allele). A list of the genes (AGI codes) which were affected
by deletions identified in this study but that were not detectable from direct FST evaluation is
included in the supplements (Supplemental Information File SIS).

Detection of deletions larger than a few 100 bp were only possible if FSTs for both junctions
of the insertion had been available. This availability was a result of the FST generation
procedure of GABI-Kat which involved two PCR reactions with primers differing at the 3'
terminal base, which by chance also provided FST for both termini from one insertion in
some cases. Thus, the real frequency of larger deletions might be higher than our numbers

indicate.

Inversions at integration site

In some cases, we observed a seemingly incorrect orientation of the confirmation sequence
relative to the T-DNA. Upon detailed analysis of these cases, it turned out that genomic
sequences at the insertion site were reversed. These inversions create another breakpoint close
to the insertion position. Detection of such inversions were very rare, but similar to larger
deletions we cannot exclude that they are happening more often and are larger than the ones
we observed. Due to our preferred primer distance to the insertion site, and because we
(obviously) focus on correctly oriented primers, the confirmation amplicon can only form if a
given inversion is smaller than the distance of the primer to the insertion position.
Nevertheless, we found 10 inversions of different sizes in our confirmation sequences. Table

2 summarises the data and the location and sizes of the inversions.
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Discussion

GABI-Kat generated a large publicly available dataset of sequence-characterised T-DNA
insertions with high sequence quality and accurate insertion site positions in 4. thaliana. We
have analysed this data to obtain further evidence for or against the available hypothesis on
the mechanism of the T-DNA insertion process. The most popular theory assumes that T-
DNA integrates as a double-stranded DNA molecule into double-strand breaks and utilises

plant repair pathways for integration (see above).

Deletions and target site duplications

We have analysed sizes of the deletions and target site duplications at the integration site by
examining insertions where both junctions of the insertion have been characterised by
amplicon sequencing. Deletions usually range between 1 and 50 bp, but larger deletions have
been observed as well, while target site duplications are shorter and less common. While the
simple SSA-like (single-strand annealing) repair model can explain deletions very well, target
site duplications are only possible when ‘sticky ends’ are created during creation of the DSBs.
The maximum size of a target site duplication is then the distance of the two staggered single-
strand breaks. Another explanation for target site duplications would be synthesis-dependent
strand annealing (SDSA) where a single strand 3’-end invades a homologous region (although
non-homologous regions are also possible) on the other end of the broken chromosome and
primes DNA-synthesis. This junction is pretty weak and might be aborted quickly. The repair
would then be completed by one the repair mechanisms available in A. thaliana.
Nevertheless, the distribution we observed indicates the creation of sticky ends with randomly
distributed length or blunt ends in most cases. Other random factors are the number of bases
which are degraded by exonucleases and the region where microhomology takes place
(determining the size of overhangig ends that are removed later). Microhomology-based base
pairing taking place at the very ends of the single stranded DNA of a sticky end during repair
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leads to target site duplications, while microhomology-based base pairing distant from the
ends leads to removal of overhanging ends and therefore to deletions. Both of these factors
taken together (degradation of sticky ends and necessity of microhomology at the ends)
favour deletions, which fits to the observed insertion structures.

According to Salomon et al.(1998), the sizes of deletions observed during DSB repair range
from 2 bp to 1.2 kbp, which matches our observations. Because of our primer design (usually
around 450 bp from the predicted insertion site) we rarely found deletions larger than about
300 bp, but the deletion size distribution shows that the main fraction of deletions is up to 30
bp in length while larger deletions were less frequently observed with increasing size of the
deletion. The existence of an undetected high number of large deletions is therefore unlikely.
Nevertheless, due to FSTs present on both junctions of the insertion for a few GABI-Kat
lines, we could verify deletions of several kbp as shown in detail for the two cases in

GK 144F03 and GK_478B05, and also for a total of 12 cases where a gene not associated
with the FST has been deleted during integration (see Supplemental Information File SIS).
Furthermore we detected several inversions at the integration site. The occurrence of events
like large deletions and target site duplications should be considered during reverse genetics
which relies on T-DNA insertion mutants. It is important to always check both junctions of a
T-DNA insertion allele in order to exclude that phenotypes observed in the mutant are really
linked to the single gene apparent from an FST from just one border. With respect to the
mechanism of integration, inversions have also been observed during MMEJ
(microhomology-mediated end-joining) repair of DSB(McVey and Lee, 2008). This is
another piece of evidence that MMEJ plays a role for T-DNA integration. One explanation for
inversions is the occurrence of two DSB in close chromosomal neighbourhood. After repair,
the deleted fragment of genomic DNA gets incorporated right beside the T-DNA. It is

unlikely that inversions take place before T-DNA integration because all inversions we
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detected were only found at one end of the T-DNA insertion, and not spanning the integration

site.

Microhomology and fillers

The analyses of microhomology and fillers indicates that microhomology seems to be a
prerequisite for integration most of the time, further supporting the NHEJ hypothesis in which
microhomology between 1 and 4 bp is expected (Gorbunova and Levy, 1999). Nevertheless,
we observed a significant number of cases with microhomology of up to 20 bp, indicating that
MMEJ might play a role more often than previously thought. The high abundance of fillers
and their origin highlights the importance of the SDSA pathway for T-DNA integration. The
fraction of insertion cases showing microhomology is significantly larger than what would be
expected as a random observation of sequence similarity at the junctions. We observed
microhomology of up to 20 bp at a regular basis. Even larger microhomology was not
observed, which can be explained by the lack of longer sequence similarity of the area
surrounding the T-DNA borders to sequences within the 4. thaliana genome. Along with the
frequent presence of fillers these results support the hypothesis that T-DNA insertion is
largely mediated through the NHEJ pathway assisted by MMEJ. It would be an interesting
experiment to compare the sizes of microhomologies in integrations of mutants where Ku70,
Ku80 or XRCC4 are knocked out to check if MMEJ is used more often in such genetic
background.

Regarding the source of the sequences found in fillers, the majority was found to be derived
from the same chromosome. In addition, a large fraction of the source hits were found in very
close genomic proximity to the insertion site. This can be explained by assuming that the
migrating replication bubbles during SDSA find their target more likely in close genomic
neighbourhood. Fillers share microhomology to their adjacent T-DNA or genomic sequences

with half the rate of junctions without fillers. This fits to the assumption that a filler is created
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at one of the open ends (genomic or T-DNA) using SDSA, without the use of microhomology
and that the other part is repaired using plant repair pathways utilizing microhomology. Thus,
only one side of the filler is expected to show microhomology, explaining the halved rate.
Fillers from templates that were not from the target genome have been observed rarely and
can be explained by the use of sequences as source of the filler that have been imported from

Agrobacterium tumefaciens to the side of integration.

Processing of borders

The analyses of the cut positions at the T-DNA border sequences confirmed the known
restriction site immediatly upstream of the recognition sequence 5'-CAGGATATATT-
3'(Jasper et al., 1994) but also detected a large fraction of T-DNA border sequences that have
been further shortened. This varying degree of shortening might be depending on the
exposure time of the T-DNA to exonucleases until integration into a target DSB. The RB of
the T-strand is initially protected by VirD2 and therefore not exposed to exonuclease activity.
This is also reflected in our data by fewer basepair removals at the RB in the analysis of the
exact border cut. Nevertheless, there is a quite large number of integrations where some bases
are lost before or during integration.

During DSB repair by NHEJ or MMEJ, further deletions are possible by removal of
overhanging flaps not contributing to microhomology, which explains further shortened left
and right border sequences. Shortened border sequences can be observed in similar frequency
for both borders (although the size differs), which leads to the conclusion that the same DSB
repair pathway is used for processing of both borders during integration.

On both borders, extended fit of the border sequences by a few bases can be observed. This
short range extension is due to random sequence similarity of the genomic DNA to the border
sequence that has roughly a chance of 1 out of four to fit at the next position. In addition to

this "extended fit", some sequence of the binary vector neighbouring the T-DNA was found to
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be integrated as well and fits to published reports for several transformed plants (Smith,
1998). Transfer of vector sequences has also been observed in yeast where sequences
following the border sequence can be transported into the host cell which is due to border

skipping or incomplete cutting of borders (Rolloos et al., 2014).

Plant repair pathway for T-DNA integration

Our results strongly support the hypothesis that integration fully utilises the plant repair
pathway for integration. The main DSB repair pathways in 4. thaliana are NHEJ and MMEJ
supported by SDSA. The microhomologies, fillers and sizes of deletions or target site
duplications which we detected at insertion sites match the typical characteristics of DSB
repairs. A model for T-DNA integration incorporating these plant repair pathways is
summarised in Figure 7.

Just recently, two studies have been published (Mestiri et al., 2014; Park et al., 2015),
indicating that T-DNA integration still works when key proteins of the NHEJ pathway are
knocked out. Our assumption is that integration utilises available pathways, which might be
alternative repair pathways such as MMEJ, which play a larger role in the NHEJ deficient
lines. We would expect that in those lines the integration structures show longer stretches of
microhomology, a prediction that is supported by results from double-strand break repair
outcomes in Ku-deficient CHO cells where larger microhomoloy was observed (Feldmann et
al., 2000). We hypothize that knockouts in genes required for MMEJ, such as the MRX-
complex consisting of Mrel1, Rad50 and Xrs2(NBS1) (McVey and Lee, 2008), in addition to
the NHEJ knockouts might lead to lines unsusceptible for transformation.

The origin of the initial double strand breaks used for integration remains an open question.
Randomly occurring breaks might be a possible source but it seems unlikely that they are
occurring to an extent required for the random incorporation of T-DNA present somewhere in

the nucleus. This requires either a mechanism targeting the T-DNA to double-strand breaks
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that are, for example, created by DNA topoisomerases during transcription or replication, or
the possibility to mediate their formation. However, such functionality has not yet been

assigned to one of the Vir-proteins associated with the T-DNA in plant cells.

Methods

Origin and processing of confirmation sequences

For confirmation of insertion alleles, confirmation amplicons were generated using a primer
specific for the T-DNA border from that the FST was derived and an insertion site or genome
specific primer (gsp) as described before (Huep et al., 2014). After Sanger sequencing with a
nested border specific primer and the gsp, the resulting sequences were processed using
PHRED and pregap4 from the staden package (Staden et al., 2000) for quality trimming.
Sequences for submission have been shortened to 1000 bp due to submission guidelines, the
shortening was done by leaving the T-DNA end of the sequence intact while removing bases

from the other end.

Determination of the insertion position from confirmation sequences

All analyses in this publication were based on the TAIR10 data version for the 4. thaliana
genome. To derive a position for an insertion junction, a MEGABLAST vs. the TAIR10
genome sequence was performed. To focus on reliable sequence data we included the
following filters: (i) T-DNA sequence needed to be present at the 5' region (for sequences
sequenced with the T-DNA border primer) or at the 3' region (for sequences sequenced with
gsp) of the confirmation sequence; (i) MEGABLAST hits in the genome required an e-value
of 1e-50 at most; if there were several sequences fulfilling these criteria for one junction of
the insertion, sequences sequenced with the T-DNA specific primer were preferred, and if

there were still multiple sequences the one with the lowest e-value was chosen. The position
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of the start of the MEGABLAST hit was then determined as the insertion position of this

junction of the insertion.

Determination of deletion sizes / target site duplication sizes

To determine the structure of a given insertion site, we performed the confirmation PCR and
amplicon sequencing on both sites of the expected T-DNA, i.e. at the north and the south
junction of the T-DNA to the genome, even if there was only an FST for one of the junctions.
Primers were designed independently for each junction using the GABI-Kat primer design
tool (Huep et al., 2014). For insertions with unknown border identity at the 2nd junction,
which is the usual case for an insertion predicted from a single FST, we used LB as well as
RB specific T-DNA primers for the junction without FST. The insertion position for the
upstream and downstream junction of the T-DNA was computed as described above. The size
of the deletion was then calculated by the formula: (downstream_position -
upstream_position)-1. If this value is negative, north and south genomic junction sequences

are overlapping which indicates a target site duplication.

Filtering of confirmation sequences for junction analysis

Confirmation sequences were filtered to make sure that only one and the highest quality
sequence was evaluated for a given junction. Only the outermost border (BLAST hit) was
evaluated, and we required that this outermost border was present in the correct orientation.
One confirmation sequence for each junction of an insertion site was chosen according to the
following criteria: (i) presence of T-DNA and 4. thaliana genomic sequence was required; (ii)
sequences sequenced with the gsp were preferred because they usually contain a larger part of
the T-DNA sequence since the read often reaches into the sequence contributed by the border
primer; (iii) if there were still multiple sequences available the one with the highest e-value

for the hit in the 4. thaliana genome was preferred. Of all 30,507 confirmation sequences,
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11,802 were used for further analysis. Out of these, 699 originated from the RB, 11,103 from
the LB, and each single read represented one unique T-DNA/genome junction. For SALK
lines, 880 sequences selected from 2,469 confirmation sequences were analysed, 852 for the

LB and 28 for the RB.

Sequence analyses of T-DNA borders

The limits of T-DNA sequences present at a given insertion site, possibly along with
sequences derived from the adjacent plasmid vector, were determined based on BLAST
analyses of the sequences that were filtered as described above. First, the BLAST analyses
were performed vs. the complete binary vector sequence, and second against the T-DNA
sequence, both with an e-value cutoff of 10 and no filtering for low complexity regions. The
results were analysed using a dedicated Perl-script along with the LIMS database used at
GABI-Kat (Kleinboelting et al., 2012) for storage of sequences and BLAST results. The script
compared the two relative positions of the two hits. If the BLAST hit against the vector was
longer than the hit against the T-DNA part, a part of the vector was integrated as well. This
was indicated by a positive output value from the script. Zero indicated an exact cut of the T-
DNA right at the outer end of the sequences defined as LB or RB (see Figure 1). A negative

output value indicated that parts of the border sequences were missing.

Determination of microhomology at integration sites

In order to determine microhomology or fillers at a given integration site, additional BLAST
analyses (with the filtered sequences and with respect to the previously performed ones, see
paragraph above) vs. the 4. thaliana TAIRv10 genome sequence were performed with an e-
value cutoff of Se-3 and no filtering for low complexity regions. If the BLAST hit vs. the
plant genome follows directly before/after the hit vs. the vector, integration occurred exactly

without use of microhomology and without creating fillers, giving zero as result. [f BLAST
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hits are overlapping, microhomology has been detected and is assigned a negative value in the
amount of overlapping base pairs. A positive value is assigned, if there is a gap between the
vector hit and the plant genomic hit, indicating a filler. Although these junctions are classified
as junctions with fillers (and without microhomology) in this analysis, it is possible that there
is microhomology between the filler and the T-DNA or plant genomic DNA. In order to

identify microhomology of fillers, the origin of the fillers had to be determined first.

Examination of fillers

All fillers of at least 15 bp (see above) were extracted from the respective confirmation
sequence with an overlap of 20 bp to the T-DNA part and the genomic part of the
confirmation sequences and stored separately (see Supplemental Information File SI9 for GK
and SI10 for SALK data). Shorter sequences were not considered because they would not
allow generating meaningful BLAST results. BLAST runs vs. sequence data sets from A.
thaliana, A. tumefaciens, chloroplast, mitochondria, T-DNA from LB to RB and vector
backbone (without the T-DNA) were performed with an e-value cutoff of 10.0 in order to
identify the origin of those fillers. To exclude hits mainly based on the overlap of 20 bp, hits
covering the main part of the original filler were filtered in a first step. If these criteria did not
result in a unique hit, the one with the best score among them was chosen. In about 22 % of
cases several "best" BLAST hits were obtained, covering the same length of filler-query with
identical scores. Initially, we excluded these cases. As a result, 1,162 sequences were left (389
hits on the same chromosome, 756 on other chromosomes, 15 on the 4. tumefaciens genome
and 2 on the mitochondrial genome). Hits within the T-DNA or Vector were filtered by
excluding these ambiguous cases, mostly due to sequence identity of a part of the T-DNA
with the vector backbone (the T-DNA allows plasmid rescue). We decided to assign
ambiguous cases to the most probable origin in the order of the ranking observed for almost

80 % of all cases. First, hit on the same chromosome, if in doubt the one closest to the
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666 insertion position; second, hit on a chromosome other than the one that contained the studied
667 filler; third, hit within the T-DNA from LB to RB; fourth, hit on the vector backbone; fifth, hit
668 on the Agrobacterium tumefaciens genome (circular, linear, plasmid); sixth, hit on chloroplast
669 or mitochondrial DNA sequence. That measure did not change the overall trend of the results,
670  but avoided loss of hits on the T-DNA or vector backbone. If the hit was on the same

671 chromosome, it was used to compute the distance of the source position of the filler to the

672  insertion position. Microhomology or filler between the filler and the neighbouring sequences
673  was then determined by evaluating the range of the BLAST hit — if it reaches into the 20 bp
674  overlap, microhomology is present.

675

676  Sequencing of line GK_144F03

677 Genomic DNA (820 ng) prepared from a pool of 50 T3 offspring seedlings homozygous for
678 the insertion allele affecting the T-DNA insertion locus close to Az3g48060 was used for

679 preparing paired end libraries according to the Illumina TruSeqv2 Sample Prep Kit.

680 Homozygosity was proven for the parental T2 plant as well as for the pooled T3 plants using
681 primer combinations as described by (Bolle et al., 2013). Sequencing was performed on an
682 Illumina MiSeq sequencing instrument with 2x250 nt paired-end reads using the MiSeqv2
683 chemistry. Reads were trimmed by Trimmomatic version 0.27 (Bolger et al., 2014) and

684 mapped to the A. thaliana TAIRv10 genome using BWA (Li and Durbin, 2009) with default
685 parameters. The data were visualised using Genomeview (Abeel et al., 2012).

686

687 Histochemical assays and microscopy for tt mutant analyses

688  Microscopy, binocular analysis, image acquisition as well as DPBA staining, DMACA

689  staining and norflurazon treatment of plant material was performed as described previously
690 (Appelhagen et al., 2014).

691
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Accession numbers and links to external databases

All confirmation sequences have been submitted to ENA/GenBank, the accession numbers
are LN484267- LN515397. Illumina read data from sequencing of GK_144F03 genomic
DNA were deposited at the NCBI Short Read Archive (SRA;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/) under the accession number SRX879613.
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Figure legends

Figure 1: Distribution of cut positions in integrated T-DNA border sequences

Locations of cuts in the border sequence or T-DNA are shown on the x-axis. Zero (0)
corresponds to the end of the T-DNA defined by the LB (A) or RB (B) sequence, only T-
DNA sequences close to LB and RB are shown, the main part is represented by //. Negative
values mean further shortened borders. Positive values correspond to insertion of sequences
beyond the border displaying continuous sequence similarity to the T-DNA vector backbone.
The highest peak is at the expected locations (-3 for LB and -22 for RB), further shortened

border sequences are quite common.

Figure 2: Size distribution of microhomologies and fillers at integration sites

Length of microhomologous sequences and sequences present between the end of T-DNA and
plant genomic sequences at the insertion sites (see text for definition). A positive value
corresponds to a filler between T-DNA and plant genomic DNA, a negative value to a
microhomology of the size indicated in bp. Zero means a seamless transition from T-DNA to
plant genomic DNA sequence. Cases from RB and LB plotted together show a significant
portion of cases with microhomology as well as the common occurrence of fillers (A).

Microhomology and fillers can be found at RB and LB in similar size distributions (B, C).

Figure 3: Characteristics of fillers

Most of the fillers originate from the same chromosome with a bias towards close genomic
neighbourhood to the site of insertion (A,B,C). There was no detectable bias for a specific
chromosome as a source of fillers originating from another chromosome, neither when all
fillers were evaluated nor when the fillers from insertions of a single chromosome were
studied (D). Microhomology of a few bases as well as further fillers can be observed between
the filler sequence and the neighbouring 4. thaliana genomic DNA (E) or T-DNA (F).
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Figure 4: Size distribution of deletions / target site duplications

Length of deletions and target site duplications detected at insertion sites. These changes of
the pre-insertion site sequences occur on a regular basis with a bias towards smaller deletions.
Deletions larger than 100 bp as well as target site duplications larger than 20 bp do exist but

were observed rarely (see text for details).

Figure 5: Coverage plot for the large deletion in line GK_144F03

Display of a region on chromosome 3 that is affected by the deletion caused by the T-DNA
insertion. The cumulative coverage for both strands is shown and indicates a deletion
affecting three genes of which4¢3g48070 is lost completely. The mapping data were

visualised using Genomeview (Abeel et al., 2012).

Figure 6: Large deletion in line GK_478B05 affecting At3g51240and causing the
corresponding 776 phenotype

GK 478B05.04 which is homozygous for the insertion shows the same phenotype as the tt6
knockout GK 292E08. GK 478B05.08 (heterozygous sibling) shows the WT-phenotype. The
phenotypical characterization confirms the removal of the gene A73g51240. Flavonol
accumulation in seedlings was visualised with Diphenyl boric acid 2-aminoethylester (DPBA)
and detected using epifluorescence microscopy in homozygous (.04 T3) and heterozygous
(.08 T3) plants of GK_478B05 and wild-type as well as #6-2 and #¢7-7 plants as controls.
Anthocyanins in seedlings were detected using microscopy after bleaching with norflurazon.
The proanthocyanidin content of mature seeds was visualised with DMACA staining and

detected with a binocular.

Figure 7: Repair mechanisms used for integration

page 35



966

967

968

969

970

971

972

973

974

975

Summary of double-strand breaks repair mechanisms hypothesized to contribute to T-DNA
integration. DSBs occuring for various reasons within the host genome are targets for
integration of a double-stranded T-DNA molecule. Integration occurs mainly via the NHEJ
and MMEJ pathways, both requiring some microhomology. Accurate repair via simple
ligation or HR is very rare and their characteristics almost absent from our data. Before repair
takes place, SDSA may create fillers of additional DNA sequence before one of the repair
pathways leads to an intact double stranded DNA. This may also explain the presence of
inversions at the integration site, when two double-strand breaks occur within close genomic

proximity and the fragment gets reincorporated in opposite orientation.
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Tables

Table 1: Source of fillers. A total of 1,508 fillers of different length were subjected to

BLAST analysis, and results classified according to origin of the hit sequence.

BLAST target

Number of hits

A. thaliana, same chromosome

548 /1,508 (36.3 %)

A. thaliana, other chromosome

883/ 1,508 (58.6 %, 14.7 % per
chromosome)

GABI-Kat T-DNA within 100 bp distance to LB/RB

46 /1,508 (3.1 %)

GABI-Kat T-DNA outside 100 bp distance to LB/RB

271,508 (0.1 %)

GABI-Kat vector backbone within 100 bp distance to
LB/RB

1/1,508 (0.1 %)

GABI-Kat vector backbone outside 100 bp distance to
LB/RB

8/1,508 (0.5 %)

A. tumefaciens (linear, circular, plasmid)

16 /1,508 (1.1 %)

chloroplast genome

0/1,508 (0 %)

mitochondrial genome

2/ 1,508 (0.1 %)

unknown

2/1,508 (0.1%)
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Table 2: Inversions in GABI-Kat.

Line BAC next gene | Position of inversion Size of inversion
(AGID)

F22113 At4g38380 |Chr4:17975281-17975444 164 bp
GK_091G10

F24M12 | At3g51057 |Chr3:18963229-18963303 75 bp
GK 041A02
GK 526B04 T17B22 |At3g03120 |Chr3:717349-717511 163 bp
GK 118F06 |T2H3 At4g02310 |Chr4:1014928-1014979 52 bp
GK 692B09 F4Dl11 At4g32640 |Chr4:15742746-15742807 62 bp
GK 182HO05 |F13112 At3g47110 |Chr3:17348070-17348138 69 bp
GK 135D02 | T32G6 At2g41570 |Chr2:17338757-17338972 216 bp
GK 545H03 [MEE6 At5g41050 |Chr5:16434876-16434954 |79 bp
GK 401E04 F6E21 At4g31170 |Chr4:15155129-15155593 465 bp
GK 072H03 | T28M21 |At2g40030 |Chr2:16716822-16717129 308 bp
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List of Supplemental Information Files

Supplemental Information File SI1:Tab-separated file containing the results for border cut
and microhomology / filler analysis of all evaluated confirmation sequences.

Supplemental Information File SI2: Tab-separated file containing lines with fillers that
originate from A. tumefaciens.

Supplemental Information File SI3: Tab-separated file containing the results of the detailed
filler analysis (origin of filler and microhomology to neighbouring sequences).

Supplemental Information File SI4: List of deletions and target site duplications at the
integration site detected in the GK data.

Supplemental Information File SIS: Tab-separated file containing the results for border cut
and microhomology / filler analysis of all evaluated confirmation sequences for SALK lines.
Supplemental Information File SI6: Tab-separated file containing the results of the detailed
filler analysis (origin of filler and microhomology to neighbouring sequences) for SALK
lines.

Supplemental Information File SI7: Tab-separated file with a list of deletions and target site
duplications at the integration site detected in the SALK data.

Supplemental Information File SI8: Tab-separated file containing a list of genes affected by
larger deletions.

Supplemental Information File SI9: FASTA-file containing the filler sequences subjected
for further analysis.

Supplemental Information File SI10: FASTA-file containing the filler sequences from

SALK data subjected for further analysis.
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1007 List of abbreviations used

1008  DSB: Double-strand break

1009 DSBR: Double-strand break repair

1010  gsp: gene specific primer

1011  HR: Homologous recombination

1012 LB: left border

1013 MMEJ: Microhomology-mediated end joining
1014 NHEJ: Non-homologous end joining

1015  RB: right border

1016 SDSA: Synthesis-dependent strand annealing
1017 SSA: Single strand annealing

1018

1019
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Figure 1: Distribution of cut positions in integrated T-DNA border sequences

Locations of cuts in the border sequence or T-DNA are shown on the x-axis. Zero (0)
corresponds to the end of the T-DNA defined by the LB (A) or RB (B) sequence, only T-
DNA sequences close to LB and RB are shown, the main part is represented by //. Negative
values mean further shortened borders. Positive values correspond to insertion of sequences
beyond the border displaying continuous sequence similarity to the T-DNA vector backbone.
The highest peak is at the expected locations (-3 for LB and -22 for RB), further shortened

border sequences are quite common.
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Figure 2: Size distribution of microhomologies and fillers at integration sites

Length of microhomologous sequences and sequences present between the end of T-DNA and
plant genomic sequences at the insertion sites (see text for definition). A positive value
corresponds to a filler between T-DNA and plant genomic DNA, a negative value to a
microhomology of the size indicated in bp. Zero means a seamless transition from T-DNA to
plant genomic DNA sequence. Cases from RB and LB plotted together show a significant
portion of cases with microhomology as well as the common occurrence of fillers (A).

Microhomology and fillers can be found at RB and LB in similar size distributions (B, C).
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Figure 3: Characteristics of fillers

Most of the fillers originate from the same chromosome with a bias towards close genomic
neighbourhood to the site of insertion (A,B,C). There was no detectable bias for a specific
chromosome as a source of fillers originating from another chromosome, neither when all
fillers were evaluated nor when the fillers from insertions of a single chromosome were
studied (D). Microhomology of a few bases as well as further fillers can be observed between

the filler sequence and the neighbouring 4. thaliana genomic DNA (E) or T-DNA (F).
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Figure 4: Size distribution of deletions / target site duplications

Length of deletions and target site duplications detected at insertion sites. These changes of
the pre-insertion site sequences occur on a regular basis with a bias towards smaller deletions.
Deletions larger than 100 bp as well as target site duplications larger than 20 bp do exist but

were observed rarely (see text for details).
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Figure 5: Coverage plot for the large deletion in line GK_144F03

Display of a region on chromosome 3 that is affected by the deletion caused by the T-DNA
insertion. The cumulative coverage for both strands is shown and indicates a deletion
affecting three genes of which4¢3g48070 is lost completely. The mapping data were

visualised using Genomeview {Abeel, 2012 #4327}.
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Figure 6: Large deletion in line GK_478B0S5 affecting At3g51240and causing the
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GK 478B05.04 which is homozygous for the insertion shows the same phenotype as the tt6
knockout GK 292E08. GK_478B05.08(heterozygous sibling) shows the WT-phenotype. The
phenotypical characterization confirms the removal of the gene A13g51240. Flavonol
accumulation in seedlings was visualised with Diphenyl boric acid 2-aminoethylester (DPBA)
and detected using epifluorescence microscopy in homozygous (.04 T3) and heterozygous
(.08 T3) plants of GK_478B05 and wild-type as well as #6-2 and #¢7-7 plants as controls.
Anthocyanins in seedlings were detected using microscopy after bleaching with norflurazon.
The proanthocyanidin content of mature seeds was visualised with DMACA staining and

detected with a binocular.
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Figure 7: Repair mechanisms used for integration
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integration. DSBs occuring for various reasons within the host genome are targets for

integration of a double-stranded T-DNA molecule. Integration occurs mainly via the NHEJ

and MMEJ pathways, both requiring some microhomology. Accurate repair via simple

ligation or HR is very rare and their characteristics almost absent from our data. Before repair

takes place, SDSA may create fillers of additional DNA sequence before one of the repair

pathways leads to an intact double stranded DNA. This may also explain the presence of

inversions at the integration site, when two double-strand breaks occur within close genomic

proximity and the fragment gets reincorporated in opposite orientation.
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