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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Regulation der Genexpression durch Promotoren, sowie durch untranslatierte Regionen
und Terminatoren als Reaktion auf abiotische Stimulationen ist ausfuhrlich bekannt (Floris M.
et al. 2009). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Kombination einer 5
untranslatierten Region (UTR) und einer Terminatorsequenz unabhéngig vom Genprodukt
und der Pflanzenspezies die Genexpression wahrend eines moderaten Hitzestresses negativ
beeinflussen.

Die Kombination der 5° UTR des Phosphinothricin-N-Acetyltransferase (Pat) Gens (pat41)
aus dem Bodenbakterium Streptomyces viridochromogenes (5° UTR41) mit dem
Terminationssignal des Nopalinsynthasegens aus A. tumefaciens (3" nos) oder die
Kombination der 3° UTR41 mit dem 3 nos vermitteln wahrend eines moderaten
Hitzestresses in einigen Herbizid-resistenten Nicotiana (N.) tabacum Pflanzen eine
signifikante Reduzierung des Transgen-kodierten Protein steady state Levels. Trotz dieses
Verlusts an detoxifizierendem Enzym waren diese Linien weiterhin resistent gegeniiber dem
Herbizid. Es konnte gezeigt werden, dass der 5 UTR41 und der 3" nos aber nicht die 3~
UTR41 oder die verwendeten Promotorvarianten fir die  Hitze-induzierte
Transgeninaktivierung verantwortlich sind. Ein Einfluss der Kopienzahl, der Grundexpression
des Transgens oder des spezifischen Transkriptlevels unter Hitze kann nach den
vorliegenden Daten ausgeschlossen werden.

Die Kombination der 5" UTR41 und des 3" nos mit dem Kodierbereich des Luciferase-Gens
(luc) fuhrte zu &hnlichen Reaktionen. Wahrend eines moderaten Hitzestresses kam es auch
hier in transgenen Tabakpflanzen zu einer signifikanten Abnahme der Transgen-kodierten
Enzymaktivitat.

Durch die Integration des Phosphinothricin-N-Acetyltransferase in Arabidospis (A.) thaliana
(Col-0) ist es gelungen, Herbizid-resistente Pflanzen zu erzeugen. Eine 10tagige Exposition
bei 31°C induziert in den Pflanzen einen moderaten Hitzestress mit der Konsequenz einer
verzdgerten Entwicklung von Blutenstanden und Schoten. Trotz der verzégerten Entwicklung
waren die Samen keimfahig. Nach 10 Tagen Inkubation der Pflanzen bei 31°C fuhrt die
Kombination der 5" UTR41 mit dem 3" nos auch in den transgenen Arabidopsis Pflanzen zu
einer Reduktion des Transgen-kodierten Protein-Gehaltes. Entgegen den Ergebnissen in N.
tabacum kommt es nur in einem Teil der untersuchten Arabidopsis Linien zu einer Hitze-
induzierten Reaktion, so dass sich die molekularen Mechanismen offensichtlich voneinander

unterscheiden.
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A Einleitung

Mit der Erzeugung transgener Pflanzen durch das Einbringen fremder, chiméarer Gene
(Transgene) wird in der kommerziellen Landwirtschaft im Wesentlichen die Verbesserung
von Nutzpflanzen, z.B. durch die Einfihrung von Stresstoleranzen, ertragssteigernden
Genprodukten, Schéadlingsresistenzen oder auch Resistenzen gegenuber Herbiziden
angestrebt (Busch U. et al. 2010, PHB; Park J. R. et al. 2011). Weiterhin kénnen transgene
Pflanzen eine alternative Produktionsstétte fir rekombinante Proteine (Lau O. S. und Sun S.
S. M. 2009, Rybicki E. P. 2010) oder zur Herstellung von biologisch abbaubaren
Biopolymeren wie Polyhydroxybuttersdure (PHB; Scheller J. und Conrad U. 2005) oder
Cyanophycin (Neumann K. et al. 2005, Hiihns M. et al. 2008) darstellen. Auch die Nutzung
von gentechnisch optimierten Pflanzen als Substrat fir Biogasanlagen oder zur Produktion
von Treibstoffen pflanzlicher Herkunft sind viel versprechende Anwendungsmdglichkeiten
(Karp A. und Shield I. 2008). Neben dem kommerziellen Nutzen sind transgene Pflanzen ein
wertvolles Werkzeug in der Grundlagenforschung. Mit deren Hilfe ist es unter anderem
mdglich die Regulation der Expression von Endogenen und Transgenen zu untersuchen, um
diese hochkomplexen Abldufe besser verstehen zu kénnen. Dabei nimmt die Aufkldrung von
spezifischen Regulationsprozessen unter suboptimalen Umweltbedingungen einen immer

grolkeren Stellenwert ein.

A1 Die Regulation endogener pflanzlicher Gene

Die Expression endogener Gene in Pflanzen kann unter anderem von Substraten oder
Produkten von Enzymreaktionen, von Phytohormonen oder Umweltfaktoren wie Lichtstarke,
Schwermetallen, Verwundung, Pathogenbefall, Trockenstress, Salzstress, Hitze- oder
Kéltestress beeinflusst werden (zur Ubersicht siehe Bresinsky A. 2008; Hirayama T. und
Shinozaki K. 2010)

Mechanismen der Genregulation

Die Regulation der pflanzlichen Genexpression ist hoch komplex und findet auf
transkriptionaler und posttranskriptionaler Ebene statt (zur Ubersicht siehe Klug W. S. 2007;
Campell N. A. 2009). Schon die Chromatinstruktur gibt vor ob verschiedene
Transkriptionsfaktoren an spezifische Promotorsequenzen binden und somit die
Transkription initiiert wird (Hayes J. J. und Wolffe A. P. 1992). Daneben gibt es noch weitere
regulatorische DNA-Sequenzen mit der Bezeichnung Enhancer. Diese treten ebenfalls mit
mehreren Proteinen und Transkriptionsfaktoren in Wechselwirkung, kénnen dadurch den

Promotor aktivieren und somit die Effizienz der Initiation der Transkription steigern (Antoniou
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M. et al. 1988). Aber auch die so produzierten Primértranskripte sind weiteren
posttranskriptionalen Regulationsprozessen unterworfen: Prozessierung der mRNA (Cowling
V. H. 2010), Spleilen (Simpson G. G. und Filipowicz W. 1996), Polyadenylierung (Hunt A. G.
2008) und auch der Transport durch die Kernmembran in das Cytoplasma (Kelly S. M. und
Corbett A. H. 2009) sind weitere Angriffspunkte bei der Regulation der Genexpression. Sie
beeinflussen hauptsachlich die Menge und Halbwertszeit der gebildeten mRNA und kénnen
stabilisierend oder auch destabilisierend Einfluss nehmen. Eine weitere Méglichkeit zur
Regulation der Genexpression bietet die Translation, die dabei meist auf der Stufe der
Initiation greift (Kawaguchi R. und Bailey-Serres J. 2002). Aber auch durch die Beeinflussung
der Elongation und Termination der Translation kann die Genexpression reguliert werden
(Browning K. S. 1996). Eine letzte Mdglichkeit zur Einflussnahme auf die Genexpression
ergibt sich nach der Translation, da viele eukaryotische Polypeptide verédndert werden
missen, bevor ein Protein seine Funktion ausiben kann: proteolytische Spaltung von
Vorlaufermolekilen (Matsubayashi Y. 2011), Aktivierung durch chemische Modifikationen
und Glykosylierung (Ytterberg A. J. und Jensen O. N. 2010) oder auch der Transport eines
Proteins zur Wirkungsstatte. Regulationsmechanismen k&énnen auf jeder Stufe der
Modifikation oder des Transports eines Proteins auftreten. Schlief3lich kann auch noch die
Proteinstabilitdt durch selektiven Abbau beeinflusst werden, was sich auf die Zeitspanne
auswirkt, in der ein bestimmtes Protein in der Zelle seine Funktion ausiiben kann (Smalle J.
und Vierstra R. D. 2004).

Posttranskriptionale Regulation der Genexpression (ber die untranslatierten

Regionen

Wahrend die Promotorregion und der Terminator die Transkription eines Gens regulieren,
beeinflussen die 5° und 3" untranslatierte Region (5, 3° UTR) die Stabilitdt und die
Translationseffizienz des reifen RNA-Transkripts. So kénnen strukturelle Eigenschaften der
5° UTR auf die Initiation der Translation positiv oder negativ Einfluss nehmen. Die 7-
Metyhlguanosin-Kappe am 5" terminalen Ende schitzt das Transkript vor dem 5°-3°
exonukleolytischen Abbau (Furuichi Y. et al. 1977) und stimuliert deren Translation (Shatkin
A. J. 1976). Weiterhin nehmen auch die Sequenz-Umgebung des Translationsstartcodons
(Kozak M. 1986) und die Lange der 5° UTR (Kozak M. 1991a, Kozak M. 1991b) einen
positiven Einfluss auf die Translation eines Transkripts. Dagegen kdnnen spezifische
Sequenzelemente, wie die so genannten ‘upstream” Startcodons (UAUG; Kozak M. 1989b)
und ‘upstream open reading frames” (UORF; Meijer H. A. und Thomas A. A. M. 2002) oder
auch Sekundarstrukturen, abhangig von ihrer Stabilitdt und Position in der 5" UTR (Kozak M.

1989a), die Translation eines Transkripts inhibieren. Weiterhin sind in der 5° UTR
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pflanzlicher Transkripte spezifische Sequenzmotive - ‘miRNA-responsive elements” (MRESs)
- zu finden (Fujii H. et al. 2005, Lu S. F. et al. 2005 Chiou T. J. et al. 2006, Sunkar R. et al.
2007). An die MREs kénnen Sequenz-spezifisch microRNAs (miRNA) binden, die die
Expression des Trankripts entweder auf transkriptionaler Ebene (‘transcriptional gene
silencing’, TGS) durch die Inhibierung der Trankriptionsinitiation aufgrund der Methylierung
von Cytosinresten in der Promotorregion (Marenkova T. V. und Deineko E. V. 2010, Charon
C. et al. 2010) oder auf posttranskriptionaler Ebene (‘posttranscriptional gene silencing’,
PTGS) Uber den Abbau der mRNA oder Inhibierung der Translation (Chen X. M. 2009,
Charon C. et al. 2010) beeinflussen.

In der 3" UTR pflanzlicher RNA-Transkripte kbnnen Sequenzmotive vorhanden sein, die das
Transkript destabilisieren. AU-reiche Sequenzmotive (AREs) sind die am besten
charakterisierten Elemente und beeinflussen die Transkript-Stabilitat Gber die Interaktion mit
regulatorischen Proteinen (Ohme-Takagi M. et al. 1993, De Rocher E. J. et al. 1998). Ein
weiteres destabilisierendes Sequenzmotiv im 3" UTR pflanzlicher RNA-Transkripte sind die
so genannten ‘Downstream” (DST) Elemente (Feldbrugge M. et al. 2002). Weiterhin sind
auch im 3" UTR pflanzlicher RNA-Transkripte MREs vorhanden (Rhoades M. W. et al. 2002,
Sunkar R. und Zhu J. K. 2004) und kénnen somit Uber die Sequenz-spezifische Bindung von

miRNAs in ihrer Expression beeinflusst werden (s. 0.).

A2 Expression von Fremdgenen in transgenen Pflanzen

Grundsatzlich unterliegt auch die Expression von Transgenen den in Kapitel A1
beschriebenen endogenen, regulatorischen Mechanismen. Daneben wird eine Vielzahl
weiterer Faktoren beschrieben, die die Stabilitdt der Transgenexpression beeinflussen
kénnen. Dazu gehdren (i) die Chromatinstruktur und regulatorische Sequenzen in rdumlicher
N&he zum Integrationsort der T-DNA (Prols F. und Meyer P. 1992, Iglesias V. A. et al. 1997),
(i) somaklonale Variationen, die unabhangig vom Integrationsort sind und h&ufig nach
Gewebekultur zu Sekundarmutationen fihren kénnen (Larkin P. J. und Scowcroft W. R.
1981, Dean C. et al. 1988, Marton L. et al. 1994), (iii) die Struktur der integrierten T-DNA
(Jones J. D. G. et al. 1987, Finnegan J. und Mcelroy D. 1994), (iv) die Kopienzahl des
Transgens (Co-Suppression) und (v) epigenetische Effekte (TGS uns PTGS).

Einfluss von Umweltfaktoren auf die Stabilitét der Transgenexpression
Besonders bei dem Einsatz in der Landwirtschaft unter den verschiedensten, oftmals auch

suboptimalen Umweltfaktoren ist es aber dringend erforderlich eine stabile Expression der

transgenen Eigenschaft in den Pflanzen zu gewahrleisten. Im Folgenden werden Beispiele
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aufgezahlt die jedoch zeigen, dass auch veranderte Umweltbedingungen die Transgen-
Stabilitat negativ beeinflussen kdénnen.

Erstmalig wurde die Inaktivierung von Endogenen und Fremdgenen durch Co-Suppression in
transgenen Petunia hybrida Pflanzen beschrieben (Napoli C. et al. 1990). Die Autoren
zahlten neben endogenen Faktoren auch erhdhte Lichtintensitdten als eine mdgliche
Ursache auf. In einer anderen Arbeit wurde die Freisetzung transgener Petunien
beschrieben, in deren Genom eine Kopie des A1-Gens aus Mais integriert war (Meyer P. et
al. 1992). Wahrend der Kultivierungsperiode im Freiland kam es nach einer erhdhten
Starklichtperiode und Temperaturen bis 36°C in 60% der Pflanzen zu einer Inaktivierung des
Transgens. Jedoch zeigten Kontrollpflanzen im Gewachshaus trotz Temperaturen bis 48°C
eine weit geringere Inaktivierungsrate von etwa 5%. Diese Transgeninaktivierung war somit
nicht nur mit der erhdéhten Temperatur, sondern vermutlich mit weiteren im Freiland
herrschenden Bedingungen verbunden. Verantwortlich fiir die Inaktivierung war die inhibierte
Transkription des Transgens, verursacht durch die Hypermethylierung des genutzten
Promotorfragmentes. Im gleichen Jahr konnte die Inaktivierung einer Herbizid-Resistenz in
Suspensionskulturen von Medicago sativa beobachtet werden, die eindeutig auf die
Erhéhung der Umgebungstemperatur zurlckzufuhren war (Walter C. et al. 1992). Eine
zehntdgige Hitzebehandlung bei 37°C fuhrte in 95% der Zellen zu einem Verlust der
Herbizid-Resistenz. Auch hier war nur eine Kopie des Transgens in der Pflanze vorhanden.
In einem weiteren Fall wurde eine Hitze-induzierte Transgeninaktivierung in ganzen
Tabakpflanzen (N. tabacum) mit dem Luciferase Gen (luc) aus Photinus pyralis beschrieben
(Neumann K. et al. 1997). Eine zehntdgige Hitzebehandlung bei 37°C flhrte unabhangig von
dem verwendeten Promotorfragment und der Orientierung des /luc-Gens in durchschnittlich
40% der untersuchten Linien zu einer Reduzierung der Luciferase-Aktivitat. Weiterhin
zeigten 47% der Linien eine Hitze-sensitive Kanamycin-Resistenz. Ein Einfluss der
Kopienzahl oder des homo- bzw.- hemizygoten Vorliegens der Transgene in der Pflanze war
in keinem Fall nachweisbar, ebenso wenig wie eine Veranderung des Methylierungsgrades
der DNA. In zwei weiteren Arbeiten wurde die Inaktivierung der Nitratreduktase (nir) und der
Neomycin Phosphotransferase (nptll) in transgenen Tabakpflanzen aufgrund erhdhter
Kultivierungstemperaturen postuliert (Palauqui J. C. und Vaucheret H. 1995, Conner A. J. et
al. 1998). In einem anderen Fall wurde die Inaktivierung des Aleuron-spezifischen Ltp2-gus
Gens in Oryza sativa beschrieben (Morino K. et al. 1999). Verglichen mit der Kultivierung bei
19-25°C, war die Anzahl der Samen ohne bzw. mit einer reduzierten GUS-Farbung des
Endosperms von Pflanzen, die bei 25-33°C kultiviert wurden, deutlich erhéht. Meza et al.
(2001) beschrieben eine Hitze-induzierte Inaktivierung des nptll-Gens in A. thaliana. In den
Nachkommen einiger unabhangiger Linien war die Frequenz der Transgeninaktivierung

durch eine Anhebung der Kultivierungstemperatur auf 30°C deutlich erhéht. Erst kirzlich
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konnte bei der Freisetzung von Kartoffelpflanzen (Solanum tuberosum) mit dem Hullprotein
(VP60) des 'Rabbit Haemorrhagic Disease Virus” (RHDV) eine Hitze-induzierte Inaktivierung
des Transgens beobachtet werden (Mikschofsky H. et al. 2011). Wahrend der
Kultivierungsperiode im Freiland konnte in einer Linie nach einer langen und intensiven

Hitze-Periode eine deutliche Abnahme des VP60 Protein-Gehaltes beobachtet werden.

A3 Untersuchung der Hitze-induzierten Transgeninaktivierung in Herbizid-

resistenten Tabakpflanzen

Die angefiihrten Beispiele unterstreichen die Notwendigkeit diese komplexen,
stressinduzierten Abldufe der Genexpression in der Pflanze zu verstehen, um zum Beispiel
landwirtschaftlich  bedeutende  Nutzpflanzen an die sich stetig erhéhenden
Durchschnittstemperaturen anpassen zu kénnen (IPCC 2007). Mit Hilfe transgener
Tabakpflanzen (N. tabacum), die eine Resistenz gegeniber dem phytotoxischen Wirkstoff
Phosphinothricin aufweisen, wurden erste Analysen gemacht, um die Regulation der
Genexpression wahrend eines moderaten Hitzestresses zu untersuchen (Kéhne S. et al.
1998).

Die Wirkung von Phosphinothricin

Glufosinat ist der phytotoxische Bestandteil von kommerziell erhaltlichen Breitbandherbiziden
wie Basta® und Liberty®. Als Glufosinat wird das Racemat aus D- und L-Phosphinothricin (Pt)
bezeichnet, von dem jedoch nur das L-Enantiomer die herbizide Wirkung besitzt. Die
Aufnahme erfolgt hauptsachliche Uber die grinen Pflanzenteile und fihrt nach einer Wirkzeit
von zwei bis finf Tagen zunachst zu braunen, klar abgegrenzten, pergamentartigen
Nekrosen, anschlieffend setzen Welke- und Absterbeerscheinungen der ganzen Pflanze ein.
Der Angriffspunkt von Pt ist die Glutaminsynthetase, ein zentrales Enzym des zelluldren
Stickstoffhaushaltes (Shapiro B. M. und Stadtman E. R. 1970). Pt wird als Strukturanalogon
von Glutamat an dessen Stelle am aktiven Zentrum des Enzyms gebunden und
phosphoryliert. Dadurch wird der tetraedische Ubergangszustand vorgetduscht und die
Ubertragung des Ammoniumions auf die Phosphinicogruppe verhindert; das Enzym wird
kompetitiv gehemmt (Logusch E. W. et al. 1991, Abell L. M. und Villafranca J. J. 1991). Die
Inhibierung der Glutaminsynthetase fihrt in der Pflanze zu einer schnellen Akkumulation
toxischer Ammoniumionen, damit zu Schadigungen in der Chloroplastenmembran und auch
ein Zusammenbruch der photosynthetischen Aktivitat wird diskutiert (Wendler C. et al. 1990,
Coetzer E. et al. 2001).
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Die Erzeugung Phosphinothricin-resistenter Pflanzen

Durch die Erzeugung Pt-resistenter Pflanzen sollte ein gezielter Einsatz und ein gréReres
Anwendungsspektrum fir Glufosinat-haltige Breitbandherbizide in der Landwirtschaft erreicht
werden. Die Analyse des Biosyntheseweges des Phosphinothricintripeptids in Streptomyces
(S.) hygroscopicus und S. viridochromogenes ermdglichte die Identifizierung einer
Acetyltransferase, die den Bakterien Uber die Acetylierung einer Phosphinothricintripeptid-
Vorstufe einen wirksamen Schutz gegen die antibiotische Wirkung der verschiedenen
Zwischenprodukte verleiht. Das Substrat Pt wird durch die Acetyltransferase in einer Acetyl-
CoA-abhangigen Reaktion an der a-Aminogruppe acetyliert, weshalb das Enzym die
Bezeichnung Phosphinothricin-N-Acetyltransferase (Pat) tragt. Die fir die Acetyltransferase
kodierenden Gene konnten aus S. hygroscopicus (bar fur “bialaphos resistance gene”) und
aus S. viridochromogenes (pat fir Phosphinothricin-N-Acetyltransferase) isoliert werden
(Thompson C. J. et al. 1987, Strauch E. et al. 1988). Die beiden 183 Aminosaduren langen
Polypeptide zeigen eine Identitdt von 85% (Wohlleben W. et al. 1988) und sind sich
beziglich ihrer strukturellen und funktionellen Charakteristiken sehr ahnlich (Wehrmann A. et
al. 1996). Mit Hilfe dieser Resistenzgene sind eine Reihe Pt-resistenter Kulturpflanzen, wie
Raps, Mais, Radicchio und Sojabohne entwickelt worden. Neben dem kommerziellen
Nutzen, wird dieses System auch zur Selektion und Untersuchung von

Regulationsmechanismen in der pflanzlichen Grundlagenforschung eingesetzt.

Auswirkung eines moderaten Hitzestresses auf die Expression der Phosphinothricin-

N-Acetyltransferase in Nicotiana tabacum

Ausgehend vom bakteriellen Kodierbereich des pat-Gens wurden zwei Wege fir die
Erzeugung Pt-resistenter Tabakpflanzen eingeschlagen. Eine Fusion mit Pflanzen-
spezifischen Transkriptions- und Translationssignalen ermdéglichte die erfolgreiche
Expression des so modifizierten pat41-Gens in N. tabacum (Wohlleben W. et al. 1988, Broer
[. 1989). Im pat41-Konstrukt (Abb. A1) ist der bakterielle Kodierbereich aus S.
viridochromogenes (pat) mit synthetischen 5 und 3’ untranslatierten Regionen (57, 3°
UTR41) verbunden. Reguliert wird die Expression durch das konstitutiv exprimierende, 823
bp lange Promotorfragment des Cauliflower-Mosaikvirus 35S-RNA Gens (CaMVg,3; Bevan
M. et al. 1983) und dem Terminationssignal des Nopalinsynthasegens aus Agrobakterium
(A.) tumefaciens (3" nos; Dhaese P. et al. 1983). Durch die spezifische Acetylierung zu N-
acetyl-phosphinothricin wird der herbizide Wirkstoff detoxifiziert, so dass die Pflanzen eine
stark ausgepréagte Resistenz aufwiesen (Broer I. 1989). Um eine Anpassung des bakteriellen

Resistenzgens an den pflanzlichen GC-Gehalt zu erreichen, wurde anhand der
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Aminosauresequenz des bakteriellen pat-Gens ein synthetischer Kodierbereich unter
Verwendung pflanzentypischer Codons konstruiert (patS; Eckes P. et al. 1989) Der GC-
Gehalt des patS-Kodierbereiches ist mit 49% deutlich niedriger als der des pat41-
Kodierbereiches mit 69%. Weiterhin ist der patS-Kodierbereich mit anderen 5 und 3’
untranslatierten Regionen (57, 3" UTRS; Eckes P. et al. 1989) fusioniert, den Terminator des
CaMV-35S-RNA-Gens (3" camv; Eckes P. et al. 1989) und ein im & Bereich um 289 bp
verkirztes CaMV-35S-RNA-Promotorfragment (CaMVsz,). Der patS-Kodierbereich dieses
modifizierten patOCA-Gens (Abb. A1) kodiert flir die gleichen 183 Aminosauren der
Phosphinothricin-N-Acetyltransferase, wie das bakterielle pat-Gen und verleiht den

exprimierenden Pflanzen ebenfalls eine Resistenz gegentber Pt (Eckes P. et al. 1989).

Nicoliana tabacum

RNA Protein
Konstrukt Promotor 5 UTR Kodierbereich I UTR Terminator 24°c 37°C 24°¢ 3aite

patOCA [ camvg, >[5 utrs »| pats > | a‘ums>| 3" camy > £4 EX 4 B
patdd -l pats > ( a’ums>| 3" carv > + + + +/A
patds [camv,, >[5 utks )| pats > - ng ng Tt +/A
patd [Ccamv,, >[5 utks )| pats > | 3-Ums>- ng ng i +A

Abbildung A1: Schematische Darstellung der untersuchten pat-Gene und deren Expression bei 24°C und nach einem

10tagigen moderaten Hitzestress.

+, Auspragung der positiven Detektion; A, signifikante Abnahme; n.d., nicht detektiert; n. gt., nicht getestet

In transgenen Tabakpflanzen mit dem pat41-Gen flihrte eine 10tagige Kultivierung bei 37°C
zu einem Verlust der Herbizid-Resistenz (Abb. A1; Kbéhne S. et al. 1998). Nach dem
Hitzestress konnte in allen untersuchten Pflanzen weder das Pat-Protein noch eine
spezifische Enzymaktivitat detektiert werden, auch die pat41-mRNA war nicht nachzuweisen.
Dagegen war die Expression des Pat-Proteins in Hitze-behandelten Tabakpflanzen mit dem
synthetischen patS-Gen sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene stabil (Abb. A1) und
diese waren auch weiterhin resistent gegentiber BASTA® (Kéhne S. et al. 1998). Verglichen
mit den isogenen Kontrollpflanzen bei den Standard-Kultivierungsbedingungen (24°C) nahm
die spezifische Transkript- und Proteinmenge in den gestressten Pflanzen sogar zu (Abb.

A1; Koéhne S. et al. 1998). Die Temperatur-induzierte Instabilitdt der pat41-Expression
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korrelierte nicht mit der Kopienzahl des Transgens und wurde auch nicht von Sequenzen auf
der T-DNA beeinflusst. Ebenso konnte der Einfluss putativer regulatorischer Elemente am
Integrationsort des Transgens im pflanzlichen Genom ausgeschlossen werden (Kéhne S. et
al. 1998). Diese Beobachtungen waren zu dem damaligen Zeitpunkt mit keinem bekannten
pflanzlichen Regulationsmechanismen zu erkldren und deuteten darauf hin, dass der
Ausgangspunkt fur den regulatorischen Mechanismus einzig und allein in der Sequenz des
Transgens liegt.

Um die Elemente zu identifizieren, die unter 37°C eine instabile Expression der pat-Gene
bewirken, wurde anschlieRend das pat43-Gen konstruiert, stabil in N. tabacum eingebracht
und unter Hitzestress-Bedingungen analysiert (Kéhne S. et al. 1998). Das pat43-Gen ist bis
auf den Kodierbereich, der dem des patOCA-Gens entspricht, und einem verkirzten 3’
UTR41 (t3° UTR41) identisch mit dem pat41-Gen (Abb. A1). Der Austausch des GC-reichen
pat41- Kodierbereiches gegen den des patOCA-Gens, der einen intermediaren GC-Gehalt
aufweist, fuhrte zwar auf RNA-Ebene zu einer Stabilisierung der pat-Expression bei 37°C,
der Pat-Protein-Gehalt und die spezifische Enzymaktivitdt waren jedoch ebenso wie beim
patd1-Gen in keiner der untersuchten Linien nachzuweisen (Abb. A1). Zudem wiesen die
gestressten Pflanzen einen sensitiven Phanotyp gegentber Pt auf. Daraufhin wurde
postuliert, dass die Hitze-induzierte Inaktivierung der pat-Expression durch die die
Kodierregion umgebenden regulatorischen Sequenzen des pat41-Gens beeinflusst wird und
posttranskriptional ausgepragt sein muss. (Kéhne S. et al. 1998).

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden anschlielRend das pat44-, patd5- und pat46-
Gen konstruiert, die alle den synthetischen Kodierbereich besitzen, sich aber in den
umgebenden Elementen unterscheiden (Abb. A1). Ausgehend vom patOCA-Gen waren im
patdd-, patd5- und patd6-Gen der 5° UTRS, 3" UTRS oder 3" camv gegen den 5" UTR41, 3’
UTR41 bzw. 3" nos substituiert (Kerbach S. 1999, Walter S. 2001). Im Gegensatz zu den
Tabakpflanzen mit dem pat41- und pat43-Gen, kam es nur in einem Teil der Hitze-
gestressten Linien mit dem pat44- (Kerbach S. 1999), pat45- (Walter S. 2001) und pat46-
Gen (unv. Ergebnisse) zu einer Inaktivierung des Transgens (Abb. A1). Diese war auch
geringer ausgepragt, da sowohl das Pat-Protein als auch die spezifische Enzymaktivitat noch
nachweisbar waren, wenn auch deutlich geringer verglichen mit den isogenen Linien bei den
Standard-Kultivierungsbedingungen. Die gestressten Linien waren auch alle unbeeintrachtigt
in ihrer Pt-Resistenz.

Zusammenfassend konnte in den bisherigen Untersuchungen beobachtet werden, dass die
Anwesenheit der 5° UTR und des 3" Terminationssignals des pat41-Gens wahrend eines
moderaten Hitzestresses in allen untersuchten Linien zu einer Inaktivierung des Transgens
auf Protein-Ebene, gekoppelt mit dem Verlust des Herbizid-Resistenz flihren. Dagegen

kommt es in nur in einigen der gestressten transgenen Pflanzen die entweder den 5" UTR41,
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3" UTR41 oder den 3" nos besitzen zu einer Reduzierung des Pat steady state Levels. Diese

Pflanzen waren auch weiterhin resistent gegentiber dem Herbizid.

A4 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es deshalb zu untersuchen, ob die oben genannten regulatorischen
Elemente des pat41-Gens nur in Kombination zu der Hitze-induzierten Inaktivierung des pat-
Gens fiihren, auf welcher Ebene diese vollzogen wird und welcher regulatorische
Mechanismus ihr zugrunde liegt. Weiterhin soll untersucht werden, ob die Hitze-induzierte
Inaktivierung unabhangig vom Genprodukt ist und auch in anderen Pflanzenspezies auftritt.

Mit dieser Arbeit soll das Verstandnis Uber die Regulation von Endogenen und Transgenen

in der Pflanze wéahrend der Anpassung an erhdhte Temperaturen verbessert werden.
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B Material und Methoden

B1 Material

B1.1 Verwendete Gene, Plasmide und Bakterienstamme

B1.1.1 Plasmide

Tabelle B1: Bezeichnung, Eigenschaften und Herkunft der verwendeten Plasmide

Bezeichnung Eigenschaften Herkunft
Sm'/Sp', Km'
pLH3000 CaMV-nptll-3'camv (Hausmann L. und Tépfer R. 1999)
Ic, Km"
ROK1 ’ .
P CaMV-3" nos (Baulcombe D. C. et al. 1986)
SK16.43 pROK1-Derivat, Km'
PoRID. CaMV-5"UTR41-patS-t3'UTR41-3" nos (Kéhne S. et al. 1998)
IB16.41 pROK1-Derivat, Km'
pIED. CaMV-5'UTR41-pat41-3'UTR41-3" nos | (Broer |. 1989)
pLH44 Sm'/Sp’, Km'
CaMV-5'"UTR41-patS-3'UTRS-3  camv | (Kerbach S. 1999)
DH45 Amp
P CaMV-5'UTRS-patS-3'UTR41-3" camv (Walter S. 2001)
Amp’
pDHA46 CaMV-5'UTRS-patS-3'UTRS-3" nos (Walter S. 2001)
Amp'
pDH48 CaMV-5"UTRS-patS-3'UTR41-3" nos diese Arbeit
TLpat47 Sm'/Sp’, Km'
pILp CaMV-5'UTR41-patS-3'UTR41-3 camv | diese Arbeit
TLpat48 Sm'/Sp’, Km!
piLp CaMV-5'"UTRS-patS-3'UTR41-3" nos diese Arbeit
. pUC18-Derivat, Amp"
p57as1Bpil Bpil-as-1-Bpil (Kegler C. 2001)
l : pGEM®-T Easy-Derivat, Amp'
PGEM-as1Bpil Bpil-as-1-Bpil diese Arbeit
e pGEM®-T Easy-Derivat, Amp'
PGEM-s5" UTR41 Bpil-s5" UTR41-Bpil diese Arbeit

pUC-derivat, Amp"

pDO432 CaMV-luc-3’ nos (Ow D. W. et al. 1986)
! pGEM®-T Easy-Derivat, Amp'
PGEM-LucSall Sall-luc-Sall diese Arbeit
- T
PAQ2 pB I >-Derivat, Km (Quandt H-J. 1989)
pLuc43 pROK1-Derivat, Km"

CaMV-5'UTR41-luc-t3'UTR41-3" nos

diese Arbeit

B1.1.2 Bakterienstamme

Tabelle B2: Bezeichnung, Eigenschaften und Herkunft der verwendeten E. coli - Stdamme

Stamm Eigenschaften Herkunft
Escherichia coli TG1 lacZ, keine Ausbildung von F-Pili, | o o ot a1 1989

kein Wachstum auf Minimalmedium
TG1/LH9000 TG1, pLH9000 diese Arbeit
TG1/ROK1 TG1, pROK1 g%g‘g';”mbe’ D. C. et al.
TG1/SK16.43 TG1, pSK16.43 (Kohne S. et al. 1998)
TG1/1B16.41 TG1, plB16.41 (Broer |. 1989)
TG1/LH44 TG1, pLH44 (Kerbach S. 1999)
TG1/DH45 TG1, pDH45 (Walter S. 2001)
TG1/DH46 TG1, pDH46 (Walter S. 2001)
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TG1/DH48 TG1, pDH48 diese Arbeit
TG1/TLpat4d7 TG1, pTLpat47 diese Arbeit
TG1/TLpat48 TG1, pTLpat48 diese Arbeit
TG1/57as1Bpil TG1, p57as1Bpil diese Arbeit
TG1/GEM-as1Bpil TG1, pGEM-as1Bpil diese Arbeit
TG1/GEM-s5" UTR41 TG1, pGEM-s5" UTR41 diese Arbeit
TG1/D0432 TG1, pDO432 diese Arbeit
TG1/GEM-LucSall TG1, pGEM-LucSall diese Arbeit
TG1/AQ2 TG1, pAQ2 (Quandt H-J. 1989)
TG1/Luc43 TG1, pLuc43 diese Arbeit

Tabelle B3: Bezeichnung, Eigenschaften und Herkunft der verwendeten A. tumefaciens - Staimme

Stamm Eigenschaften Herkunft

A. tumefaciens LBA4404 vir', T-DNA, Sm' (Hoekema, A. et al. 1983)
LBA4404/LH9000 LBA4404, pLH9000 diese Arbeit
LBA4404/ROK1 LBA4404, pROK1 diese Arbeit
LBA4404/SK16.43 LBA4404, pSK16.43 (Koéhne S. et al. 1998)
LBA4404/TLpat47 LBA4404, pTLpat47 diese Arbeit
LBA4404/TLpat48 LBA4404, pTLpat48 diese Arbeit
LBA4404/AQ2 LBA4404, pAQ2 diese Arbeit
LBA4404/Luc43 LBA4404, pLuc43 diese Arbeit

A. tumefaciens GV3101 (pMP90) pMP90 Helferplasmid, Gem' (1’;%%‘)32 C. und Schell J.
GV3101(pMP90)/1B16.41 LBA4404, pIB16.41 diese Arbeit
GV3101(pMP90)/SK16.43 LBA4404, pSK16.43 diese Arbeit

B1.1.3 Verwendete Pflanzenspezies und erzeugte transgene Pflanzen

niv N. tabacum Petit Havanna SR1 (Maliga O. P. et al. 1973)
SRI/9000 N. tabacum transformiert durch LBA4404/LH9000 diese Arbeit
SRI/ROK1 N. tabacum transformiert durch LBA4404/ROK1 diese Arbeit
SRI/43 N. tabacum transformiert durch LBA4404/SK16.43 (Kéhne S. et al 1998)
SRI/47 N. tabacum transformiert durch LBA4404/TLpat47 diese Arbeit
SRI/48 N. tabacum transformiert durch LBA4404/TLpat48 diese Arbeit
SRI/AQ2 N. tabacum transformiert durch LBA4404/AQ2 diese Arbeit
SRI/Luc43  N. tabacum transformiert durch LBA4404/Luc43 diese Arbeit
Col-0/wt A. thaliana Columbia-0

Col-0/41 A. thaliana transformiert durch GV3101 (pMP90)/IB16.41 diese Arbeit
Col-0/43 A. thaliana transformiert durch GV3101 (pMP90)/SK16.43 diese Arbeit
B1.2 Medien

B1.2.1 Bakterienmedien

LB (Luberia Broth) Medium (Miller J. H. 1972):

1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 85 mM NaCl; pH 7,1
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Y-Medium (Herstellung kompetenter Zellen):
2,5% (w/v) Tryptophan (oder Pepton); 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 0,2 mM MgSQ,; 10
mM KCI; pH 7,0

Alle Medien wurden, wenn nicht anders angegeben, nach dem Mischen autoklaviert.

Festmedien wurde 1,2% (w/v) Agar zugesetzt.

B1.2.2 Pflanzenmedien
Nicotiana tabacum
LS-Medium (Linsemaier E. M. und Skoog F. 1965):
0,45% (w/v) LS-Medium (mit Vitaminen) (Duchefa, Fertigmischung); 88 mM

Saccharose; 0,7% (w/v) Agar; pH 5,7 und autoklavieren

B5-Infektionsmedium:

0,32% (w/v) Gamborg B5-Medium (Duchefa; Fertigmischung); 3 M Ammoniumnitrat;
2,6 M MES; 88 mM Saccharose; pH 5,7 und autoklavieren

ACB-Medium:
0,45% (w/v) MS-Medium (Duchefa; Fertigmischung); 88 mM Saccharose; 0,7% (w/v)
Agar; pH 5,7 und autoklavieren; direkt vor dem Gebrauch Zugabe von 2,6 M MES;
0,01% (w/v) B5-Vitamine; 0,0001% (w/v) 6-Benzylaminopurin 0,00001% (w/v) 1-

Naphthylessigsaure als steril filtrierte L6sungen

Arabidospis thaliana
Infiltrationsmedium:
0,5% (w/v) Gamborg B5-Medium (Duchefa; Fertigmischung), 0,15 M Saccharose

B1.2.3 Antibiotika- und Herbizid Zusatze

Tabelle B4: Antibiotika- und Herbizid Zusatze zu Bakterien- und Pflanzenmedien

0 Konzentration der verwendeten Antibiotika in mg/L
Antibiotikum : -
E. coli A. tumefaciens N. tabacum

Ampicillin 100 - -
Gentamycin - 20 -
Spectinomycin 50 100 -
Streptomycin 20 300 -
Cefotaxim - - 500
Kanamycin 100 100 100
L-Phosphinothricin - - 10
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B1.3 Puffer und Lésungen

B1.3.1 Puffer und Lésungen fir die Isolierung und Analyse von DNA

B1.3.1.1 Puffer und Lésungen fiir die DNA Isolierung

TE-Puffer
CTAB-Puffer (2x)

Lysepuffer

Extraktionspuffer

Hoch-Salz TE

: 10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA und autoklavieren
: 2% (w/v) CTAB; 1,4 M NaCl; 100 mM Tris/HCL; 20 mM

EDTA; pH 8,0 und steril filtrieren

: 0,05 M NaOH; 0,25% (w/v) SDS
: 100 mM Tris/HCI; 25 mM EDTA; 1,5 M NaCl; pH 8,0 und

autoklavieren; direkt vor dem Gebrauch Zugabe von 0,2%
(v/v) B- Mercaptoethanol und 1% (w/v)
Polyvenylpyrolidon

:1 M NaCl; 10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0 und

autoklavieren

B1.3.1.2 Puffer und Lésungen fur die elektrophoretische Auftrennung von DNA

TB-Puffer

TA-Puffer (50x)

Loading Dye (6x)

Bromphenolblau (BPB)

: 60 mM Tris/HCI; 80 mM Borséaure; 3 mM EDTA. pH 8,2

und autoklavieren

: 40 mM Tris ; 10 mM Natriumacetat ; 2,5 mM EDTA ;

pH 7,8 (Eisessig) und autoklavieren

: 0,2% (w/v) Bromphenolblau; 0,2% (w/v) Xylencyanol;

60% (v/v) Glycerin; 60 mM EDTA

: 50% (v/v) Glycerin; 50% (v/v) Elektrophoresepuffer;

einige Kérner Bromphenolblau

B1.3.2 Puffer und Lésungen fur die Isolierung und Analyse von RNA

B1.3.2.1 Puffer und Lésungen fir die RNA Isolierung

Z6-Puffer

Natriumacetat Puffer

Triazolpuffer

Hoch-Salz Puffer

: 8 M Guanidinhydrochlorid; 20 mM MES; 20 mM EDTA;

pH 7,0 und autoklavieren; direkt vor dem Gebrauch

Zugabe von 50 mM B-Mercaptoethanol

: 3 M Natriumacetat; pH 5,2 (Essigsaure)
: 38% (v/v) Phenol (Sigma-Aldrich, P4682); 0,8 M

Guanidinthiocyanat; 0,4 M Ammoniumthiocyanat; 3,5% (v/v)

Natriumacetat Puffer; 5% (v/v) Glycerin

: 1,2 M NaCl; 0,8 M tri-Natriumcitrat und autoklavieren
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B1.3.2.2 Puffer und Lésungen fir die elektrophoretische Auftrennung von RNA

Loading Dye (6x) 1 0,2% (w/v) Bromphenolblau; 0,2% (w/v) Xylencyanol; 60%
(v/v) Glycerin; 60 mM EDTA
MOPS (10x) 10,2 M MOPS; 50 mM Natriumacetat; 10 mM EDTA;

pH 7,0 und autoklavieren
Denaturierungspuffer : 56% (v/v) Formamid; 18% (v/v) Formaldehyd; 1 x
MOPS; 13,4% (v/v) Glycerin

B1.3.3 Puffer und Lésungen fur Southern- und Northern-Kapillarblot

Denaturierungslésung : 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH; direkt vor dem Gebrauch
ansetzen

Neutralisierungspuffer : 1,5 M NaCl; 0,5 M Tris/HCL (pH 7,2); 1 mM EDTA und
autoklavieren

SSC (20x) : 3 M NaCl; 0,3 M tri-Natriumcitrat; pH 7,0 und
autoklavieren

MOPS (10x) 10,2 M MOPS; 50 mM Natriumacetat; 10 mM EDTA;

pH 7,0 und autoklavieren

Blocking Reagenz (SL) : 10% (w/v) Blocking Reagenz in Puffer 1 16sen (68°C);
autoklavieren und Lagerung bei -20°C

(Vor-) Hybridisierungslsg.  : 7% (w/v) SDS; 50 mM Natriumphosphatpuffer; 2% (w/v)
Blocking Reagenz; 50% (v/v) Formamid; 5 x SSC; 0,1%
(w/v) N-Lauroylsarcosin

Puffer 1 : 0,1 M Maleinsaure; 0,1 M NaCl; pH 7,5 und

autoklavieren

Puffer 2 : 1% (w/v) Blocking Reagenz (Blocking Reagenz (SL) in
Puffer 1 1:10 verdiinnen)

Waschpuffer : Puffer 1; 0,3% (v/v) Tween20

Puffer 3 : 0,1 M Tris/HCL (pH 9,5); 0,1 M NaCl und autoklavieren

B1.3.4 Puffer und Lésungen fir die Isolierung und Analyse von Proteinen

B1.3.4.1 Puffer fir die Isolierung von Proteinen aus Blattmaterial

Proteinextraktionspuffer : 50 mM Tris/HCI (pH 7,5); 100 mM NaCl; 5 mM EDTA
(pH 8,0); 1% (v/v) Triton; 1 mM DTT; 2 mM PMSF; 30
MM Leupeptin

Pat-Extraktionspuffer : 0,5 M Tris/HCI; 0,4 mM EDTA; 0,3 mg/ml BSA; 0,1 mM
PMSF; 0,2 mM DTT

15



B Material & Methoden

B1.3.4.2 Puffer und Lésungen fur die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Laufpuffer (5x) 20,1 M Tris/HCI; 1,25 M Glycin; 0,5% (w/v) SDS
Trenngel-Puffer 21,5 M Tris/HCI; pH 8,8 und autoklavieren
Sammelgel-Puffer : 1,0 M Tris/HCI; pH 6,8 und autoklavieren
Acrylamid-Mix : 30% (w/v) Acrylamid; 0,8% (w/v) Bis-Acrylamid
Ladepuffer (4x) : 0,4% (v/v) Glycerin; 2,4 mM Tris/HCI; 0,02% (w/v) SDS;

pH 6,8 einstellen und 5 pL 0,1% (w/v) BPB dazugeben;
direkt vor dem Gebrauch Zugabe von 20% (v/v)

B-Mercaptoethanol
B1.3.4.3 Puffer flr den Proteintransfer auf Membranen
Transferpuffer : 40 mM Tris/HCI; 40 mM Glycin; 0,01% (w/v) SDS;

20% (v/v) Methanol

B1.3.4.4 Losungen fur die Coomassie Farbung elektrophoretisch aufgetrennter

Proteine
Fixierer : 50% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigsaure; 40%
Hzodest.
Farbelésung : 50% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigséaure; 40%
H2Ogqest; 0,5 g Brilliant Blue R250 (lila Farbstoff) oder
Serva Blue G (blauer Farbstoff)
Entfarber : 20% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigsaure; 70% (v/v)

HZOdest

B1.3.4.5 Puffer und Lésungen fir die Waschung und Hybridisierung von Western
Blots

TBS (1x) : 15 mM Tris/HCI; 0,1 M NaCl; pH 7,6

TBSTween (1x) : 15 mM Tris/HCI; 0,1 M NaCl; 0,01% (v/v) Tween 20; pH 7,6

B1.3.4.6 Puffer und Lésungen zum Nachweis der Luciferase-Aktivitat
Luciferinldsungen I: 1 mM Luciferin in 25 mM Glycylglycin, pH 5,0
II': 1 mM Luciferin in 25 mM Glycylglycin, pH 7,5
[II': 1 mM Luciferin in 25 mM Glycylglycin, 20% (v/v)
DMSO, pH 7,5
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B1.3.4.7 Antikdrper fur den Nachweis der Phosphinothricin-N-Acetyltransferase

Anti-Pat 65D14

Anti-Rabbit-IgG

B1.3.5 Puffer

: polyklonaler Antikérper gegen die Phosphinothricin-

N- Acetyltransferase (Vinnemeier J. et al. 1995)

. sekundérer Kaninchen-Antikérper, mit alkalischer

Phosphatase (Sigma-Aldrich)

und Loésungen fir die Isolierung und Analyse von nativen

Kernproteinextrakten

1A Puffer

0,5A Puffer

Lysispuffer

Dialysepuffer

Bindepuffer (5x)

Auftragspuffer

: 1 M Hexylenglykol; 0,25 M Saccharose; 20 mM TAPS

(pH 8,5) 10 mM MgCl,; 0,15 mM Spermin; 0,5 mM
Spermidin; 0,6% (v/v) Nonidet P-40; direkt vor dem
Gebrauch Zugabe von 20 mM R-Mercaptoethanol

: 1 M Hexylenglykol; 0,25 M Saccharose; 20 mM TAPS

(pH 8,5) 10 mM MgCl,; 0,15 mM Spermin; 0,5 mM
Spermidin; 0,6% (v/v) Nonidet P-40; direkt vor dem
Gebrauch Zugabe von 20 mM R-Mercaptoethanol

: 110 mM KCI; 15 mM HEPES (pH 7,6); 5 mM MgCly;

direkt vor dem Gebrauch Zugabe von 1 mM DTT und 0,1
mM PMSF

: 100 mM KCI; 20 mM HEPES (pH 7,6); 0,2 mM EDTA

(pH 8,0); 10% (v/v) Glycerin; direkt vor dem Gebrauch
Zugabe von 0,5 mM DTT, 0,2 mM PMSF und
Protease Inhibitor Mix (Sigma-Aldrich)

: 50% (v/v) Glycerin; 125 mM HEPES (pH 7,5); 50 mM

MgCl,; 1 mM CaCl,, 10 MM DTT

: wie 1 x Bindepuffer, aber mit 87,5% (v/v) Glycerin

B1.3.6 Weitere Puffer und Lésungen

TJB1-Puffer

TJB2-Puffer

1100 mM RbCI; 50 mM MnCl,; 30 mM Kaliumacetat;

10mM CaCl,; 15% (v/v) Glycerin; pH 8,0; steril filtrieren
und bei 4°C lagern

: 10 mM MOPS; 10 mM RbCI; 75 mM CaCly; 15% (v/v)

Glycerin; pH 7,0; steril filtrieren und bei 4°C lagern

Bei den genutzten Puffer und Lésungen die hier nicht aufgefihrt sind, handelt es sich um

Fertigpuffer und -lésungen von den jeweiligen Firmen und sind dementsprechend

gekennzeichnet.
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B1.4 Primer und Oligonukleotide

Tabelle B5: Bezeichnung, Sequenz und Verwendung der PCR-Primer

Bezeichnung
der Primer / | Sequenz Verwendung
Oligo
18S rRNA-fw 5 GGTCGCAAGGCTGAAACTT 3~ Amplifikation einer Sonde
, - fir den Nachweis der 18S
18S rRNA-rv 5"TTATTGCCTCAAACTTCC 3 'RNA
kpat41-rv2 5 TTCAGCAGGTGGGTGTAGAG 3~ Kodierregion
kpatS-rv2 5 CTAACTGGCCTTGGAGGAGC 3~ Kodierregion
LUCS‘fW 5 ’ TATCGGAGTTGCAGTTGCGCCCG 3 ’ Nachweis der luc- mRNA
LucS-rv 5 GCGAGAATCTGACGCAGGCAG 3’ mit RT-PCR
LucSall-fw 5 ACGCGTCGACATGGAAGACGCCAARAACATARA 3° | popiorung des  luc.
LucSall-rv 5 ACGCGTCGACTTACAATTTGGACTTTCCGCCCTTC 3° | mnavandigen oot
Nb-Actin-fw 5° GCAACTGGGATGATATGGAGAA 3~ Nachweis der Aktin (N.
- p p benthamiana) mRNA mit
Nb-Actin-rv 5 GTGCCTTTGCAATCCACATCTG 3 RT- und gRT-PCR
p35Stnos-rv 5° CAAGACCGGCAACAGGATTC 3~ pat48-Gens
p57as1-rv 5” AACGACGGCCAGTGAATTCGAG 3~ Bpil-Kassette
Nachweis der patS-
patS-fw 5° CCAGTTGAGATTAGGCCAGC 3~ Kodierregion/Amplifikation
einer Sonde fir den
Nachweis der patS-
, , mRNA/Nachweis der patS-
patS-rv 5" TGGAGGAGCTGGCAACTCAA 3 mRNA mit RT- und qRT-
PCR
p35St35S-fw 5”7 TCCTTCGCAAGACCCTTCCT 3~
p35St35S-rv 5 GACTGGTGATTTCAGCGGCA 3~ Nachweis des pat47- Gens
3'UTR41-rv 5 TACCCTCACTGGAAACTGCG 3~

B2 Methoden

B2.1 Kulturbedingungen

B2.1.1 Kultivierung von Bakterienstdmmen

Escherichia coli

Agrobakterium tumefaciens

B2.1.2 Kultivierung von Pflanzen unter optimalen Temperaturen

Nicotiana tabacum . in Erde; Licht-Dunkelrhythmus 16/8 h

Nicotiana tabacum (Sterilkultur)

: LB-Medium; 37°C; 16-24 h

: LB-Medium; 22°C; 24 h (fur Pflanzeninfektion)
LB-Medium; 28°C; 48 h (Erhaltung)

im Gewachshaus; 200 pmol m? s1; 24°C

: LS-Medium; Licht-Dunkelrhythmus 16/8 h

im Klimaschrank; 200 pmol m? s1; 24°C
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Arabidospis thaliana : in Erde; Licht-Dunkelrhythmus 10/14 h, 12/12h

oder 14/10h in Phytokammer; 120 pmol m? s™1 bei
22°C

B2.1.3 Induzierung eines moderaten Hitzestresses

Nicotiana tabacum

Von der zu testenden Linie werden zwei Klone fiir ca. 2 Wochen in getrennten
Pflanzencontainern bei 24°C und Licht-Dunkelrhythmus 16/8 h fiir ca. 3 Wochen
angezogen; fir die Induzierung eines moderaten Hitzestresses wird ein Klon 10 Tage
lang bei 37°C in einer Hitzekammer inkubiert; der andere Klon wird weiter bei 24°C

angezogen

Arabidospis thaliana

B2.2

B2.3

Anzucht der Nachkommen einer Linie bei 22°C und Licht-Dunkelrhythmus 12/12 h fur
ca. 8 Wochen, fur die Induzierung eines moderaten Hitzestresses wird eine Halfte
der Geschwister 10 Tage lang bei 31°C in einer Hitzekammer inkubiert; die andere

Hélfte wird weiter bei 22°C angezogen

Sterilisation von Tabaksamen

Samen in 2 mL-Reaktionsgefald (max. Fullhéhe bis 0,5 mL) geben; auf 1 mL mit
H,Ouest. auffilllen; + 1 yL Triton X-100 (25%ig); 5 min lang kraftig mischen; + 1 mL
gesiéttigter Calciumchloridlésung; vorsichtig mischen; Inkubation 5 min; Uberstand
verwerfen; finf bis sechsmaliges Waschen mit jeweils 1 mL sterilem H,Og4t; Samen

auf LS-Medium auslegen

DNA-Transfer Methoden

B2.3.1 Transformation von Escherichia coli

Erzeugung kompetenter E. coli-Bakterien:

100 mL Y-Medium mit 1 mL E. coli Zellen einer Ubernachtkultur beimpfen; Inkubation
bei 37°C bis ODssy von ca. 0,5; Inkubation der Zellen fir 10 min auf Eis;
Zentrifugation: 3.000 x g; 4°C; 5 min; Zellen in 30 mL eiskaltem TJB1 resuspendieren;
Zentrifugation: 3.000 x g; 4°C; 5 min; Zellen in 4 mL eiskaltem TJB2 resuspendieren

und 100 pL-Aliquots anlegen; Lagerung bei -80°C

Hitzeschocktransformation von E. coli:

100 pyL kompetente E. coli Zellen mit 5 pL Plasmid-DNA mischen; Inkubation fir 30

min auf Eis; Hitzeschock: 2 min bei 42°C; Inkubation fir 7 min bei RT 1 mL steriles
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LB-Flissigmedium zugeben; Inkubation fur 1 h bei 37°C unter schitteln; auf

Selektionsplatten ausstreichen

B2.3.2 Transformation und Identifikation von Agrobacterium tumefaciens
Gefrierschocktransformation:
500 yL Agrobakterien in log-Phase (14 - 18 h) + 5 - 10 ug DNA; 5 min auf Eis; 5 min
in flissigen Stickstoff; 5 min 37°C + 1 mL LB-Medium (fliissig); 4 h Inkubation bei RT;
10 pL auf LB-Medium (Titerbestimmung); auf Selektionsmedium ausplattieren;
Inkubation 2 Tage bei 28°C

ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR) zur ldentifizierung von

Agrobakterienstdmmen:

ERIC-Elemente sind repetitive Sequenzelemente im bakteriellen Genom, mit denen
Bakterienarten spezifiziert werden kénnen (Fingerabdruck).

Agrobakterienklon in 50 pL Lysispuffer resuspendieren und fur 15 min bei 100°C
inkubieren; Ansatz sofort auf Eis und mit 450 pL H,O versetzen; Zentrifugation:
15.000 x g; RT; 5 min; 0,5 uL des Uberstandes fiir PCR einsetzen

B2.3.3 Transformation von Pflanzen

Nicotiana tabacum
Die Integration der Transgene in N. tabacum erfolgte Uber die Blattscheiben
Transformation (modifiziert nach Horsch R. B. et al. 1985) mit dem Agrobakterien-
Stamm A. tumefaciens LBA4404. Ein Stamm, der sich bisher fir
Tabaktransformationen als geeignet erwies (Hoekema A. et al. 1983).
Tabakblatt mit Rasierklinge von Mittelrippe befreien in ca. 1,5 cm? grof3e Explantate
schneiden; Explantate auf Blattoberseite mit Pinzette vorsichtig verletzen und je 18
Stick in 10 mL B5-Infektionsmedium mit 20 pL einer Agrobaktierenibernachtkultur
(ODggg ca. 0,6) geben; Inkubation bei RT flr zwei bis drei Tage bei schwachem Licht;
Blatter griindlich in sterilem H,Oges spullen; fUnf bis sieben Explantate auf ACB-
Selektionsmedium legen; nach vier bis sechs Wochen entwickeln sich Kallus- und
anschlielend Sprosse; Sprosse fir Wurzelbildung auf LS-Selektionsmedium

Uberfiihren

Arabidopsis thaliana
Die Integration der Transgene in A. thaliana erfolgte Uber die Bllitentauchmethode
(Clough S. J. und Bent A. F. 1998) mit dem Agrobakterien-Stamm A. fumefaciens
GV3101(pMP90). Ein hoch virulenter Agrobakterien-Stamm aufgrund von
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zusétzlichen Virulenzgenen auf dem Helferplasmid pMP90 (Koncz C. und Schell J.
1986).

Anzucht von A. thaliana zur Infiltration:

Samen von A. thaliana auf Erde ausgelegen; im Zwei- bis Vierblattstadium
vereinzeln; die ersten Infloreszenzen abschneiden, um die Bildung von
nachfolgenden Infloreszenzen zu férdern; nach ca. einer Woche ausreichend junge

Infloreszenzen ausgebildet, um transformiert zu werden

Anzucht von A. tumefaciens zur Infiltration:
200 mL LB-Flissigmedium mit 20 yL A. tumefaciens GV3101 (pMP90) Zellen einer

Ubernachtkultur beimpfen; Inkubation bei 22°C bis zu einem ODgy zwischen 1,2 und

1,8; Zentrifugation: 2500 x g; RT; 15 min; Uberstand verwerfen; Pellet in

Infiltrationsmedium resuspendieren bis ODgq von ca. 0,8

Transformation von A. thaliana mit A. tumefaciens:

Unmittelbar vor der Infiltration die Agrobakterienkultur im Verhaltnis 1:2000 mit Silwet
L-77 versetzen und gut mischen; Bliten 10-20 s in die Infiltrationslésung tauchen;

zum Abtrocknen die Tépfe einen Tag waagerecht im Dunkeln lagern

Anzucht und Selektion der Transformanden:

Transformierten Pflanzen zum Zeitpunkt des Abreifens der ersten Schoten in Tlten
einhdllen, um die Samen zu sammeln; nach Abreife der Pflanzen Triebe
abschneiden; Samen trocknen und sieben; Samen auf Erde auslegen, Zur Selektion

bespriihen der Keimlinge ab Sechsblattstadium mit 10 mg/L L-Pt

B2.4 Isolierung von Plasmid-DNA

DNA-Isolation aus E. coli Bakterien mit dem GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Pharmacia):

Schnelle und einfache lIsolation reiner Plasmid-DNA fir den Nachweis spezifischer DNA-

Abschnitte Uber spezifische Sequenzierungen, Restriktions- und PCR-Analsyen.
Uberfiihrung von 1-1,5 mL Ubernachtkulutur in Eppendorf ReaktionsgefaR;
Zentrifugation: 13.000 x g; RT; 30 s; Uberstand vorsichtig abnehmen; Pellet in 150 pL
Lésung | resuspendieren und gut durchmischen; Zugabe von 150 pyL Lésung Il und
Reaktionsgefald 10-15 mal invertieren; sofortige Zugabe von 300 pL L&ésung Il
Reaktionsgefald 10-20 mal invertieren; Zentrifugation: 13.000 x g; RT; 5 min;
Uberfiihrung des Uberstandes auf GFX-Reaktionss&ule und 1 min bei RT inkubieren;
Zentrifugation: 13.000 x g; RT; 30 s; Durchfluss verwerfen; Zugabe von 400 pL
Waschpuffer; Zentrifugation: 13.000 x g; RT; 60 s; Uberfihrung der GFX-
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Reaktionssdule auf eine neues Reaktionsgefaly; Zugabe von 100 yL TE-Puffer direkt
auf die Matrix in der der GFX-Reaktionssaule; Inkubation fir 1 min bei RT;
Zentrifugation: 13.000 x g; RT; 1 min

DNA-Isolation aus E. coli Bakterien mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen):

Isolation grofder Mengen reiner Plasmid-DNA zur Restriktion spezifischer DNA-Fragmente

und deren Elution aus Agarosegelen.
Inokulation einer Vorkultur in 5 mL LB-Medium; Kultivierung der Vorkultur fiir ca. 8 h
bei 37°C auf einem Schdttler; Inokulation der Hauptkultur mit einer 1:500 Verdinnung
der Vorkultur in 25 mL LB-Medium; Kultivierung der Hauptkultur fiir ca. 12-16 h bei
37°C auf einem Schiittler; Ernten der Bakterienzellen durch Zentrifugation: 6.000 x g;
4°C; 15 min; Zellpellet in 4 mL Puffer P1 resuspendieren; Zugabe von 4 mL Puffer P2
und Reaktionsgefall 4-5 mal invertieren; Inkubation fir 5 min bei RT; Zugabe von 4
mL Puffer P3 und Reaktionsgefal® 4-6 mal invertieren; Inkubation fir 15 min auf Eis;
Zentrifugation: 220.000 x g; 4°C; 30 min; sofortige Uberfilhrung des Uberstandes in
ein neues Reaktionsgefaly; Zentrifugation: =220.000 x g; 4°C; 30 min; sofortige
Uberfiihrung des Uberstandes in eine zuvor equilibrierte Quigen-tip 100; nach
Durchfluss des Uberstandes Quigen-tip 100 durch Zugabe von 2 x 10 mL Puffer QC
waschen; Elution der DNA durch Zugabe von 5 mL Puffer QF; Ausfallung der DNA
durch Zugabe von 0,7 Vol Isopropanol zu der eluierten DNA; Zentrifugation: 215.000
x g; 4°C; 30 min; Uberstand vorsichtig abnehmen und verwerfen; DNA-Pellet durch
Zugabe von 2 mL 70%igem Ethanol waschen; Zentrifugation: 215.000 x g; RT; 30
min; Uberstand vorsichtig abnehmen und verwerfen; DNA-Pellet trocknen und in 100

pL TE-Puffer eluieren

B2.5 lIsolierung von Pflanzen Gesamt-DNA
Schnell-DNA-Isolation:

Schnelle und einfache Isolierung pflanzlicher Gesamt-DNA aus geringen Mengen

Probenmaterial fir den Nachweis der pat-Gene Uber spezifische PCR-Analysen. Nicht
geeignet fir den Nachweis des nptll- und luc-Gens.
2 cm? Blattgewebe in fliilssigem Stickstoff zerreiben und in 400 pl Lysepuffer
aufnehmen; Inkubation fir 10 min bei 100°C unter Schitteln; Zentrifugation: 13.000 x
g; RT; 5 min; 5 uL des Uberstandes in H,Oqes:. (1:4) verdiinnen; 1 pl der Verdiinnung

in der PCR-Reaktion einsetzen
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CTAB-DNA-Isolation (modifiziert nach Murray M. G. und Thompson W. F. 1980):

Schnelle Isolierung gro3er Mengen genomischer DNA fur den Nachweis des nptll- und luc-

Gens Uber spezifische PCR-Analysen.

200 mg Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff mérsern und mit 800 yL CTAB-Puffer
(2x) versetzen; Inkubation fir 30 min bei 68°C; gelegentlich mischen; Zugabe von 20
ML RNase (10 mg/mL); Inkubation fir 30 min bei 37°C; Ansatz mit 1 Vol (700 uL)
Chloroform versetzen und gut vermischen; Zentrifugation: 13.000 x g; RT; 5 min;
Uberstand abnehmen; Zugabe von 1 Vol Isopropanol und gut vermischen; Inkubation
fir 15 min auf Eis; Zentrifugation: 13.000 x g ; 4°C; 15 min; Pellet mit 70%igem
Ethanol (-20°C) waschen und nach Trocknung in 20 pL H,Oyest LOSEN

PVP-DNA-Isolation (modifiziert nach Khanuja S. P. S. et al. 1999):

Isolierung grofler Mengen genomischer DNA und Entfernung von Sekundarmetaboliten

(Polysacchariden, Polyphenole) fir den Nachweis des pat47- und pat48-Gens Uber das

Southern-Blot Verfahren.
3 g Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff mérsern und mit 3 mL Extraktionspuffer
versetzen; Inkubation fir 1-2 h bei 60°C; gelegentlich mischen; Zugabe von 3 mL
Chloroform:lsoamylalkohl (24:1) und gut vermischen; Zentrifugation: 4600 x g ; RT,
10 min; Uberstand abnehmen; Zugabe von 0,5 Vol 5 M NaCl und gut vermischen; 0,6
Vol Isopropanol zugeben und langsam vermischen; Zentrifugation: 4600 x g ; RT; 10
min; Uberstand verwerfen; Pellet mit 500 uyL 80%igem Ethanol (-20°C) waschen;
Zentrifugation: 4600 x g ; RT; 10 min; Uberstand verwerfen; Pellet trocknen und in
500 pL Hoch-Salz TE Iésen; Zugabe von 20 uL RNase (10 mg/mL); Inkubation fir 30
min bei 37°C; 1 Vol Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) zugeben und gut vermischen;
Zentrifugation: 4600 x g ; RT; 10 min; Uberstand abnehmen; Zugabe von 2 Vol
96%igem Ethanol (-20°C) und gut vermischen; Zentrifugation: 4600 x g ; RT; 10 min;
Uberstand verwerfen; Pellet mit 200 uL 80%igem Ethanol (-20°C) waschen;
Zentrifugation: 4600 x g; RT; 10 min; Uberstand verwerfen; Pellet trocknen und in 200
ML HoOgest. 16sEN

B2.6 Isolierung und Behandlung von Pflanzen Gesamt-RNA

RNA-Isolierung (modifiziert nach Logemann J. et al. 1987):

Isolierung von Gesamt-RNA aus Tabak fiir den spezifischen Nachweis der patS- und Aktin-
mRNA Uber das Northern-Blot Verfahren. Nicht geeignet fir die Gesamt-RNA-Isolation aus
Arabidopsis.

100 mg Blattmaterial in flissigem Stickstoff mdrsern; Probe in 100 uL Z6-Puffer

aufnehmen und gut vermischen; Inkubation im Schuttler flir 5 min bei RT; Zugabe von
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0,5 Vol Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) und gut vermischen;
Zentrifugation: 13.000 x g; RT; 5 min; Uberstand abnehmen; 0,2 Vol 1 M Essigséure
und 0,7 Vol 96%igem (-20°C) Ethanol zugeben; Féllung bei -80°C fir 2 h oder Uber
Nacht; Zentrifugation: 13.000 x g; 4°C; 20 min; Uberstand verwerfen; Pellet in 400 uL
3 M Natriumacetat (pH 5,2) waschen; Zentrifugation: 13.000 x g; 4°C; 5 min;
Uberstand verwerfen; Pellet in 400 pL 70%igem Ethanol (-20°C) waschen;
Zentrifugation: 13.000 x g; 4°C; 5 min; Uberstand verwerfen; Pellet trocknen und in 30

ML HoOyest. LOSEN

RNA-Isolierung mit dem RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen):

Isolierung von reiner Gesamt-RNA aus Tabak fir die cDNA-Synthese. Nicht geeignet fir die

Gesamt-RNA-Isolation aus Arabidopsis.

100 mg Blattmaterial in flissigem Stickstoff mérsern; Probe in 450 yL Puffer RLT
aufnehmen; Uberfiihrung der Probe auf eine ‘QIAshredder’ Reaktionsséaule;
Zentrifugation: 13.000 x g; RT; 2 min; Uberstand des Durchflusses vorsichtig
abnehmen und in ein neues Reaktionsgefdll Uberfihren; Zugabe von 0,5 Vol
96%igem Ethanol und vorsichtig durchmischen; Uberfilhrung der Probe auf eine
‘RNeasy” Reaktionssaule; Zentrifugation: 28.000 x g; RT; 15 s; Durchfluss verwerfen;
Zugabe von 700 uL Puffer RW1; Zentrifugation: 28.000 x g; RT; 15 s; Durchfluss
verwerfen; Zugabe von 500 uL Puffer RPE; Zentrifugation: 28.000 x g; RT; 2 min;
Uberfiihrung der 'RNeasy’ Reaktionsséule auf ein neues Reaktionsgefal; Zugabe
von 50 pyL RNase-freies H,O direkt auf die Membran in der '/RNeasy” Reaktionssédule;
Zentrifugation: 28.000 x g; RT; 1 min

RNA-Isolierung mit Triazol:

Isolierung von Gesamt-RNA aus Arabidopsis (und Tabak) fir die cDNA-Synthese.
100 mg Blattmaterial in flissigem Stickstoff mérsern; Probe in 1300 uL Triazolpuffer
aufnehmen; Inkubation im Schittler fir 10 min bei RT; Zugabe von 260 pL
Chloroform; Inkubation im Schuttler fir 10 min bei RT; Zentrifugation: 13.000 x g;
4°C; 30 min; Uberstand abnehmen; Zugabe von 325 uL Hoch-Salz Puffer und gut
vermischen; Zugaben von 325 pL Isopropanol und gut vermischen; Inkubation fur 10
min bei RT; Zentrifugation: 13.000 x g; 4°C; 15 min; Uberstand vorsichtig verwerfen;
Pellet trocknen und in 30 yL H,Oqest. I6sen; Inkubation fir 10 min bei 65°C; danach

sofort in flissigem Stickstoff schock gefrieren
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DNase-Behandlung von RNA-Proben (Fermentas):
20 uL Ansatz: 2 ug RNA + 2 yL DNase Puffer + 2 yL DNasel (0,5 U); Inkubation flr
30 min bei 37°C; 2 uL 50 mM EDTA zum Ansatz geben; Inaktivierung bei 65°C fur 5

min

Reverse Transkriptase-Behandlung von RNA Proben mit dem RevertAid™ H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas):
Synthese komplementarer DNA (cDNA) fur den spezifischen Nachweis der patS-, pat41- und
Aktin-mRNA Uber RT- bzw. gRT-PCR-Analysen.

Zugabe von 1 L oligo(dT)gPrimer zu 11 yL des DNase-behandelten RNA-Ansatzes

(s.0.); Inkubation fir 5 min bei 70°C; anschlieRend Reaktionsansatz auf RT abkihlen;
Zugabe von 4 pL Reaktionspuffer (5x), 1 yL RiboLock™RNase Inhibitor und 2 pL
dNTP Mix (10 mM); Inkubation fir 5 min bei 37°C; Zugabe von 1 pL M-MuLV
Reverse Transkriptase (200 u/pL); Inkubation fir 60 min bei 42°C; anschlie®end
Reaktion bei 70°C 5 min lang abstoppen; 2 uL des Reaktionsansatzes direkt fir PCR

eingesetzt

B2.7 Elektrophorese
Mit Hilfe der Elektrophorese werden RNA-, DNA- und Protein-Gemische in einem
elektrischen Feld entsprechend ihrer Molekilgré3e oder denaturierenden oder nativen
Bedingungen aufgetrennt.

DNA-Aqgarosegelelektrophorese (modifiziert nach Sambrook J. et al. 1989):

Agarose wird 0,8-2%ig (je nach Fragmentgrofie) in TA- bzw. TB-Elektrophoresepuffer
(1x) angesetzt und aufgekocht; mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 20
pg auf 100 mL versetzen; nach Abkihlen der Agarose auf 60°C blasenfrei in
Gelkammer gie3en; DNA-Proben je nach Volumen mit Bromphenolblau versetzen;
Laufbedingungen: 80 - 120 V fur 30 min bis 2 h (je nach Fragmentgréf3e) in TA- bzw.
TB-Elektrophoresepuffer; Photodokumentation mit Vilber Lourmat Modell IB-010, SD

Version 10

RNA-Agarosegelelektrophorese:
1,4% (w/v) Agarose in MOPS mit 5% (v/v) Formaldehyd; RNA-Proben werden im
Denaturierungspuffer fir 30 min bei 68°C inkubiert; Laufbedingungen: 80 - 100 V fir
2-3h
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SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (modifiziert nach Laemmli U. K. 1970):
15%iges Trenngel (63,2% (v/iv) H,O, 8,2% (v/v) Trenngel-Puffer, 27,8% (v/v)
Acyrlamid-Mix, 0,4% (v/v) TEMED, 0,4% (v/v) APS (100 mg/mL)) ansetzen, in eine
Gelkassette giel’en und ca. 60 min auspolymerisieren lassen; Sammelgel (24,9%
(viv) HO, 24,9% (v/v) Sammelgel-Puffer, 50% (v/v) Acrylamid-Mix, 0,1% (v/v)
TEMED, 0,1% (v/iv) APS (100 mg/mL)) ansetzten, Gelkassette auffillen,

Probenkamm einsetzen und auspolymerisieren lassen; Gelkassette in

Elektrophoresekammer (Hoefer, SE6000 Series) einsetzen, Kammer mit
Laufpuffer befiillen, Probenkamm ziehen und die Taschen mit einer Spritze und
Laufpuffer spilen; 4 Vol des Proteingemisches mit 1 Vol Ladepuffer (4x) mischen, 5
min bei 100°C inkubieren und direkt auf das Gel auftragen; Laufbedingungen:

Sammelgel 100 V, Trenngel 150 V bis BPB Bande aus dem Gel gelaufen ist.

B2.8 DNA-, RNA- und Protein-Blot-Nachweisverfahren
Northern-Blot Verfahren:

Diese Methode dient dem Transfer von Gesamt-RNA auf eine Nylonmembran (Pall) und dem

Nachweis der patS- und Aktin-mRNA Uber die Interaktion mit einer Transkript-spezifischen
Digoxigenin (Roche) markierten DNA-Sonde. Die DIG-markierte DNA-Sonde kann durch
einen hochaffinen, alkalische Phosphatase-gekoppelten Antikérper (Anti-DIG-AP) gebunden
werden. Durch die AP-katalysierte Umsetzung des Chemilumineszens-Substrats CDP-Star
(Roche) kann das Transkript indirekt detektiert werden.
Blotvorgang erfolgt als Kapillarblot tiber Nacht in SSC (10x) (drei Lagen Filterpapier->
->Gel>Nylonmembran-> sechs Lagen Blotpapier-> rund 8 cm Papiertuchstapel und
einem Gewicht von ca. 500 g). AnschlieRend Membran in SSC (2x) waschen und fur
3 min mit UV-Licht fixieren. Alle folgenden Schritte erfolgen im Hybridisierungsofen:
Vorhybridisierung : fir 2 - 3 h in Church-Puffer bei 51°C

Hybridisierung : mit 10 bis 15 pL DIG-DNA-Sonde in 10 mL Church-Puffer Uber Nacht
bei 51°C

Waschungen : 2x 15 min bei RT mit 2 x SSC + 0,1% (w/v) SDS sowie 2 x 20 min
bei 68°C mit 0,1 x SSC + 0,1% (w/v) SDS (stringent)

Detektion : 2 -4 min in Puffer 1 bei RT inkubieren; 1 h mit 2% (w/v) Blocking

Reagenz bei RT inkubieren; 30 min in 2% (w/v) Blockierungslésung +
Anti-DIG-Antikérper bei RT; anschlieBend 2 x 20 min bei RT mit
Waschpuffer inkubieren; 4 min Detektionspuffer bei RT; Membran mit
CDP-Star-Lésung fur 5 min inkubieren und anschlieRend Réntgenfilm
(Sigma-Aldrich) auflegen; Exposition liegt zwischen 5 min und Gber

Nacht.; Entwicklung: 30 s in Entwicklerlésung; kurz in H,O spllen;
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dann kurz in Fixierlésung anschlieBend erneut in H,O spilen; Uber

Nacht trocknen

Southern-Blot Verfahren (modifiziert nach Southern E. M. 1975):

Diese Methode dient dem Transfer von genomischer DNA auf eine Nylonmembran (Pall) und

dem Nachweis des patd7- und patd8-Gens Uber die Interaktion mit einer Sequenz-

spezifischen Digoxigenin (Roche) markierten DNA-Sonde (s. o.).
DNA-Agarosegel (1%ig in TBE) wird nach elektrophoretischer Auftrennung fir 15 min
in 0,25 M HCI sowie fir 30 min in Denaturierungslésung inkubiert; Neutralisierung
erfolgt fir 2 x 15 min im Neutralisierungspuffer; anschliellende Inkubation des Gels
fir 10 min in SSC (20x); Durchfihrung der Hybridisierungen, Waschungen und
Detektion der Membran erfolgt homolog zum Northern-Blot Verfahren;
Hybridisierungstemperatur betragt 42°C

Restriktion von genomischer DNA:
25 pL Ansatz: 25-50 yg DNA+ 2-3 uL hochkonzentriertes Restriktionsenzym (50-100
U/uL) + 2 pL Restriktionspuffer (10fach); Inkubation fiir 1-2 h entsprechend dem
Temperaturoptimum des Enzyms; Zugabe von 1-1,5 pL des hochkonzentrierten
Restriktionsenzyms; Inkubation fir 1-2 h entsprechend dem Temperaturoptimum des

Enzyms

Western-Blot Verfahren

Diese Methode dient dem Transfer von Geamt-Protein auf eine PVDF-Membran (Immobilon-

P 0.45um, Millipore) und dem Nachweis des Pat-Proteins Gber die Interaktion mit einem Anti-
Antigen-Antikérper  (Primarantikérper). Der Nachweis des spezifisch gebundenen
Primarantikérpers erfolgt Uber die Interaktion mit einem Phosphatase-gekoppelten
Sekundarantikérper. Mit Hilfe einer Phosphatase katalysierten Substratumsetzung
(NBT/BCIP) kann das spezifische Protein indirekt detektiert werden.
Blotvorgang erfolgt als Semi-Dry-Blot zwischen zwei Graphitplatten im elektrischen
Feld (Trans-Blot® SD Cell, Bio-Rad) vom Gel auf die Membran (Pol> drei Lagen
Filterpapier> Gel=>Membran->drei Lagen Filterpapier->"Pol); Filterpapier in
Transferpuffer tranken, Membran in Methanol aktivieren, Transfer mit 1-2 mA/cm? flr
ca. 45 min, zur Kontrolle des Transfers wurde die Membran 1 min in Ponceau-S-
Lésung geférbt; entfarben der Membran mit TBS (1fach)
Hybridisierung: Membran 2h in TBSTween20 (1x) mit 2% (w/v) Magermilchpulver blocken;
Hybridisierung U. N. mit primaren AK (1:2000) in TBSTween20 (1x) mit 2%
(w/v) Magermilchpulver; Membran 10" in TBSTween20 spilen, Waschritt

zweimal wiederholen; Hybridisierung fir 2h mit sekundaren AK (1:3000) in
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TBSTween20 (1x) mit 2% (w/v) Magermilchpulver; Membran 5" in TBS
spllen, Waschritt viermal wiederholen

Detektion : Direkt vor der Detektion Zugabe von 60 yL NBT und 30 uL BCIP zu 20 mL
Detektionspuffer P3; Membran zur NBT/BCIP-Detektionslésung geben und je

nach Signalstarke 1-60 min inkubieren.

B2.9 DNA-Klonierungstechniken

Restriktion von Plasmid-DNA:
10 yL Ansatz: 8 yL DNA + 1 pL Restriktionsenzym (je nach DNA-Konzentration 0,1-2
U/uL) + 1 uL Restriktionspuffer (10fach); ggfs. Zugabe von 0,1 yL BSA (100fach);

Inkubation fir 60 min bis Uber Nacht entsprechend dem Temperaturoptimum des

Enzyms

Aufreinigung von DNA-Fragmenten (Gelchromatographie, modifiziert nach Broer [. 1989):

1 mL Sephadex G50-Suspension (in TE gequollen; autoklaviert) wird in deckellose
1,5 mL Eppendorfgefale pipettiert, die mit etwas autoklavierter Watte gefullt sind und
eine kleine Ausflusséffnung besitzen; ein zweites Eppendorfgefd} dient als
Auffanggefald; Zentrifugation: 13.000 x g; RT und 1 min; erneut 0,5 mL Sephadex
G50-Suspension auf Saule geben; Zentrifugation: 13.000 x g; RT und 2 min; erzeugte
Sephadex-Saule auf neues Eppendorfgefald setzen und DNA-Probe auf S&ule
auftragen; Zentrifugation: 13.000 x g; RT; 4 min; ggfs. wiederholen; DNA-Eluat fur

nachfolgende Reinigung- und Konzentrationsmethode einsetzen

Phenol/Chloroformreinigung von DNA-Fragmenten:

DNA mit 1 Vol Phenol/Chloroform versetzen; gut durchmischen; Zentrifugation:
13.000 x g; RT; 5 min; Uberstand abnehmen; Zugabe von 2,5 Vol 96%igem Ethanol
und 1/10 Vol 3M Natriumacetat (pH 4,6 - 5,2); Inkubation fir 1 h bei -20°C;
Zentrifugation: 13.000 x g; 4°C; 30 min; Pellet mit 70%igem Ethanol (-20°C) waschen;

trockenes DNA-Pellet in HyOgest Aufnehmen

Reinigung von PCR-Fragmenten mit dem QIAquick® Purification Kit (Qiagen):

Reinigung der Digoxigenin markierten DNA-Sonden.
Zugabe von 5 Vol Puffer PB zum PCR-Ansatz; Uberfiihrung des gesamten Ansatzes
auf eine 'QIAquick” Reaktionssédule; Zentrifugation: 210.000 x g; RT; 1 min;
Durchfluss verwerfen; Zugabe von 750 uL Puffer PE auf die 'QIAquick’
Reaktionssdule; Zentrifugation: 210.000 x g; RT; 1 min; Durchfluss verwerfen;

Uberfiihrung der ‘QIAquick” Reaktionssdule auf ein neues ReaktionsgefaR; Zugabe
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von 50 pL Puffer EB direkt auf die Membran in der "QlAquick” Reaktionssaule;
Zentrifugation: 210.000 x g; RT; 1 min

Phosphatasebehandlung (Fermentas; nach DNA-Restriktion):
DNA-Pellet nach Reinigung in 34 puL HyOgest 16sen und 4 uL 10fach Puffer (SAP) und
2 uL SAP (shrimp alkaline phosphatase) zufiigen; Inkubation fir 1 h bei 37°C

Isolierung von DNA-Fragmenten mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen):

Isolation von DNA-Fragmenten (< 500 bp) aus Agarosegelen.
DNA-Fragment aus dem Agarose Gel ausschneiden und Volumen bestimmen (100
mg ~ 100 pl); Zugabe von 3 Vol Puffer QG; Inkubation fir 10 min bei 50°C; Zugabe
von 1 Vol Isopropanol; Uberfilhrung des gesamten Ansatzes auf eine "QIAquick’
Reaktionssaule; Zentrifugation: =10.000 x g; RT; 1 min; Durchfluss verwerfen;
Zugabe von 750 pL Puffer PE auf die "QlAquick” Reaktionssdule; Zentrifugation:
>10.000 x g; RT; 1 min; Durchfluss verwerfen; Uberfilhrung der "QIAquick’
Reaktionssaule auf ein neues Reaktionsgefal}; Zugabe von 50 uL Puffer EB direkt auf
die Membran in der "QlAquick” Reaktionssaule; Zentrifugation: 210.000 x g; RT; 1

min

Isolierung von DNA-Fragmenten mit dem EasyPure DNA Purification Kit (Biozym):

Isolation von DNA-Fragmenten (= 500 bp) aus Agarosegelen.

DNA-Fragment aus dem Agarose Gel ausschneiden und Volumen bestimmen (100

mg ~ 100 pl); Zugabe von 3 Vol Puffer SALT; Inkubation fir 5 min bei 55°C; Zugabe
von 5 pl + 1 pl/ug der erwarteten DNA-Ausbeute; Inkubation fir 5 min  bei RT;
Zentrifugation: 13.000 x g; RT; 5 s; Uberstand vorsichtig abnehmen und verwerfen;
Pellet in 1 mL WASH Gebrauchslésung vorsichtig resuspendieren; Zentrifugation:
13.000 x g; RT; 5 s; Uberstand vorsichtig abnehmen und verwerfen; Pellet in 20 pl
TE-Puffer resuspendieren und fir 5 min bei RT inkubieren; Zentrifugation: 13.000 x g;
RT; 1 min; Uberstand sofort vorsichtig abnehmen und als gereinigte Probe in ein

neues Reaktionsgefall Uberfihren

Hybridisierung von Oligonukleotiden (Broer I. 1989):

Hybridisierung der synthetisierten Oligos s5'UTR41fw und s5° UTR41rv fur die Erzeugung
einer spezifischen Gelshift-Sonde.
Oligo-forward und Oligo-reverse werden in gleichen Volumina zusammengeben und
mit 1/10 Vol 1M NaCl vermischt; Inkubation Gber Nacht im Kihlschrank; langsam von
85°C auf 4°C abkuhlen lassen
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Ligation von DNA-Fragmenten (modifiziert nach Sambrook J. et al. 1989):

DNA (Vektor-Fragment und DNA-Fragmente); T4-Ligase und 10fach Ligationspuffer

zusammengeben und mischen; Inkubation Uber Nacht von 22°C auf 4°C langsam

abkuhlen

B2.10 Polymeraseketten-Reaktion (PCR)

A)_PCR fur die Amplifizierung von DNA-Fragmenten zur Klonierung:

Ansatz der Fragment-PCR:

PCR-Reaktion:

Fermentas Mastermix (2-fach) 50 uL 5min 95°C
Primer A (sense) 10 pL (10 pmol) 1 min 95°C
Primer B (antisense) 10 pL (10 pmol) 1 min 58°C 37 Zyklen
Template-DNA 5L 2min 72°C
H2Ogest. 25 uL 10 min 72°C
©  8°C
B).PCR Nachweis von DNA-Fragmenten:
Ansatz der Fragment-PCR: PCR-Reaktion:
Fermentas Mastermix (2-fach) 5uL 5min 95°C
Primer A (sense) 1 uL (10 pmol) 1 min 95°C
Primer B (antisense) 1 uL (10 pmol) 1 min 58°C 37 Zyklen
Template-DNA 1L 1min 72°C
H2Ogest. 2L 10 min 72°C
©  8°C
C)_PCR fur die Erzeugung Digoxigenin (DIG) markierter DNA-Sonden:
Ansatz der Fragment-PCR: PCR-Reaktion:
Fermentas Mastermix (2-fach) 2,5uL 5min 95°C
dNTPs (DIG-11-dNTP) 2,5 yL (2 mM) 30sec 95°C )
Primer A (sense) 1,5uL (10 pmol) 30sec 60°C 9 Zyklen
Primer B (antisense) 1,5uL (10 pmol) 40sec 72°C
Template-DNA 1L 30sec 95°C )
HyOgest. 16,3 uL 30sec 60°C > 31 Zyklen
40 sec (+20) 72°C
7min 72°C
0 8°C
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D) Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) fiir den Nachweis der patS- und Aktin-mRNA:

Ansatz der Fragment-PCR: PCR-Reaktion:
Fermentas Mastermix (2-fach) 5uL 5min 95°C
Primer A (sense) 1L 1 min 95°C Y
Primer B (antisense) 1 pL (10 pmol) 1min 58°C L 9 Zyklen
Template-cDNA 2 uL(10 pmol) 2min 72°C |
HoO gest. 1L 1 min 95°C Y
1min 58°C L xZyklen
2 min (+20) 72°C

©  8°C

E) Real-Time PCR (gRT-PCR) fur die Quantifizierung der patS- und Aktin-mRNA:

Ansatz der Fragment-PCR: PCR-Reaktion:
IQ SYBR Green Supermix (2-fach) 10 pL 15 min 95°C
Primer A (sense) 0,6 pL (10 pmol) 30 sec 95°C
Primer B (antisense) 0,6 uL (10 pmol) 60 sec 58°C 36 Zyklen
Template-cDNA 5L 90 sec 72°C
H2Ogest. 3,8 L 0 8°C

Bei der PCR fir die Generierung von Sonden erfolgte eine Erweiterung der
Verlangerungsreaktion (72°C auf bis zu 7 min (in einem 20 s Intervall). Die
Anlagerungstemperaturen der Primer variierten je nach Lange und AT/CG-Gehalt zwischen
54°C und 60°C. Bei der ERIC-PCR (modifiziet nach Ansatz A), betragt die
Anlagerungstemperatur 52°C. Die Dauer der Polymeraseverldngerungsreaktion bei 72°C
wurde auf 8 min ausgedehnt. Die Zyklenzahl des zweiten Loop bei der RT-PCR (Ansatz D)
war abhangig von der Template-cDNA und der verwendeten Primer. Fir jede in dieser Arbeit
durchgefuhrte PCR erfolgte die Verwendung entsprechender Positivkontrollen, wie z. B.
Plasmid-DNA.

B2.11 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung wurde durch die Firma GeneArt GmbH in Regensburg (www.geneart.de)

durchgefiihrt. Hierflr wurde die DNA in einer Konzentration von mindestens 1 pg und die

spezifischen Primer in einer Konzentration von 20 pmol vorbereitet und verschickt.
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B2.12 Proteinanalytik

B2.12.1 Isolierung von Gesamt-Protein aus pflanzlichen Gewebe
200 pg Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff mérsern und mit 200 pL
Proteinextraktionspuffer versetzen; Zentrifugation: 13.000 x g; 4°C; 3 min; Uberstand

fur Proteinanalysen einsetzen

B2.12.2 Isolierung und Analyse nativer Kernproteinextrakte

Diese Methode dient zum Nachweis einer spezifischen DNA-Protein Interaktion am 5°
UTR41 und dem “as-1 Element” in vitro. Der Nachweis basiert auf dem unterschiedlichen
gelelektrophoretischen Laufverhalten eines freien- und eines Protein-gebundenen DNA-
Fragmentes. Zur Ausbildung einer spezifischen Protein-DNA Interaktion muss das Protein im
biologisch aktiven (nativen) Zustand vorliegen. Die Detektion erfolgt radioaktiv.

Isolierung von nativen Kernproteinextrakten:

Die Methoden von Niggeweg (1999) und Prat et al. (1989) wurden wie folgt
modifiziert. Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgefihrt.

6-10 g Blattmaterial in flissigem Stickstoff mit einem elektrischen Schermixer
zermahlen; Probe in 40 mL 1A Puffer aufnehmen und gut vermischen; Filtration der
Probe durch zwei Lagen Miracloth (CALBIOCHEM); Zentrifugation: 119 x g; 4°C; 2
min 40 s; Uberstand abnehmen:; fir die Pelletierung der Zellkerne Zentrifugation: 478
x g; 4°C; 3 min 30 s; Uberstand verwerfen; Pellet in 8 mL 0,5A Puffer aufnehmen und
vorsichtig mit feinem Haarpinsel resuspendieren; Zentrifugation: 487 x g; 4°C; 5 min;
Uberstand verwerfen; Waschschritt noch zweimal wiederholen; Pellet in 4 mL
Lysispuffer aufnehmen und chromosomale DNA im Homogenisator scheren;
tropfenweise Zugabe von 1/10 Vol 4 M Ammoniumsulfat und 1 h langsam Ruhren;
Zentrifugation: 32.000 x g; 4°C; 5 min; Uberstand abnehmen; Ultrazentrifugation:
100.000 — 200.000 x g; 4°C; 2h; Uberstand abnehmen; Zugabe von 0,37 g/mL
Ammoniumsulfat und Gber Nacht langsam Rihren; Zentrifugation: 32.000 x g; 4°C; 30
min; Uberstand (schwimmt auf) mit Pasteurpipette vorsichtig abnehmen und

dialysieren

$2p_Markierung der 5° Enden von Gelshiftsonden:

Markierungsansatz:

Template (Bpll geschnitten) 4 uL

Puffer (griin von Fermentas) 2 uL
H2Ogest. 0,2 uL
Klenow-Polymerase, exo 0,8 uL
[a-32P] ATP 5puL
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Inkubation des Ansatzes fur 2 h bei 37°C. Zur Abtrennung nicht eingebauter,
radioaktiver Nukleotide wurde eine 'Micro SpinTMG25 Column' der Firma Amersham-
Pharmacia entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Die weitere Aufarbeitung
des Gelshiftfragmentes erfolgte mittels eines 5%igen Polyacrylamidgeles, bei dem
der gesamte Spaltungsansatz eingesetzt wurde. Das gewlnschte Fragment wurde
durch Exposition des Gels auf einem Réntgenfilm lokalisiert und ausgeschnitten. Die
Sonde wurde aus dem Polyacrylamidgel durch Zugabe von 400 uL TE-Puffer eluiert
(14-18 h). Die Strahlung der Sonde im Uberstand wurde im SzintillationsmeRgerat
quantifiziert. Ein pL der préparierten Sondenlésung enthielt 1,3 bis 1,6 fmol

markiertes Fragment.

Gelshift/Electrophoretic mobility shift assay (EMSA):

Bindungsansatz:

Kernproteinextrakt (nativ) 2 uL
Bindepuffer (5-fach) 6 uL
poly dl:dC (1 pg/uL) 3 uL
H2Oest. 19 uL

Inkubation des Ansatzes fir 10 min auf Eis. Danach Zugabe von 4 uL der radioaktiv
markierten Sonde und Inkubation fiir 10 min bei RT. Die Elektrophorese erfolgte tiber
einen Zeitraum von 12-16 h in einem Polyacrylamidgel (5%) unter nativen
Bedingungen mit 1x TBE als Laufpuffer. Die Gele wurden bei 80°C auf dem
Geltrockner getrocknet und die radioaktiven Signale unter Verwendung eines
IPScreens detektiert. Das Einlesen der Screens erfolgte am Phosphoimager
(Bioimager BAS-1000) mit dem Programm PCBAS® 2.0 (Raytest

Isotopenmessgerate GmbH)

B2.12.3 Bestimmung der Gesamt-Proteinkonzentration (nach Bradford, M. M. 1976)
Vorlegen von 200 pL Bradfordreagenz (Sigma) in jedes Well einer 96-Mikrotiterplatte;
Zugabe von 50 pL jedes BSA Konzentrations-Standards bzw. einer 1:100 verdinnten
Proteinprobe; Inkubation fir 5 min bei RT; Bestimmung der Extinktion (595 nm) im
Mikrotiterplatten-Luminometer Synergy HT (BioTek); anhand der Standard-Eichkurve

kann die Konzentration der Proteinproben ermittelt werden

B2.12.4 Bestimmung der Gesamt-Proteinkonzentration mit dem BCA™ Protein
Assay Kit (Pierce)
Mit dieser Methode kann die Konzentration von Proteinproben bestimmt werden, die mit Hilfe

des Luciferase Assay Systems isoliert werden.
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Vorlegen von 25 pl jedes Konzentrations-Standards bzw. der Proteinproben in eine
96-Mikrotiterplatte; Zugabe von 200 uyL WR zu jedem Well; Mischen der 96-
Mikrotiterplatte auf einem Platten-Schuttler fur ca. 30 s; Inkubation der abgedeckten
96-Mikrotiterplatte fiir 30 min bei 37°C; nach dem abklihlen der 96-Mikrotiterplatte auf
RT Bestimmung der Extinktion (562 nm) im Mikrotiterplatten-Luminometer Synergy
HT (BioTek); anhand der Standard-Eichkurve kann die Konzentration der

Proteinproben ermittelt werden

B2.12.5 Coomassie-Farbung von Proteingelen

Die Coomassie-Farbung wurde genutzt, um eine gleichmafige Beladung der Polyacrylamid-

Gele mit den Proteinproben zu kontrollieren.
Polyacrylamidgel mit Fixierer Uberschichten und fir 30 min inkubieren; anschlieRend
das Gel fur 30 min im Coomassie -Farbbad anfarben; dann das angefarbte Gel mit
Entfarber tGberschichten und fiir 30 min waschen; anschlieRend das gewaschene Gel

in frischer Entfarber-L6sung bei RT U. N. entfarben

B2.12.6 Quantifizierung des Pat-Gehaltes mit dem Pat-ELISA (Steffens
Biotechnische Analyse GmbH)

Aufarbeitung des Pflanzenmaterials entsprechend B2.12.1; Vorlegen von 100
pI/Well der Konzentrations-Standards bzw. der Proteinproben in die praparierte 96-
Mikrotiterplatte; Inkubation fir 30 min bei RT auf einem Schittler (900 rpm);
Waschen der Mikrotiterplatte durch Zugabe von 5 x 350 upl Waschpuffer/Well;
anschlieBend sofortige Zugabe von 100 pl/Well Konjugat-Losung; Inkubation fir
30 min bei RT auf einem Schittler (900 rpm); Waschen der Mikrotiterplatte durch
Zugabe von 5 x 350 pl Waschpuffer/Well; anschlieRend sofortige Zugabe von 100
pI/Well Substrat-Lésung; Inkubation fur 30 min bei RT auf einem Schuttler (900 rpm);
anschlielend sofortige Zugabe von 100 ul/Well Stopp-Lésung und Mikrotiterplatte bei
RT fur 20 s auf einem Schttler (900 rpm) inkubieren; Bestimmung der Extinktion

(650 nm) im Mikrotiterplatten-Luminometer Synergy HT (BioTek)

B2.12.7 Nachweis der Pat-Enzymaktivitat (modifiziert nach Strauch E. et al. 1988)
40-60 mg Blattmaterial in flissigem Stickstoff moérsern; Probe in 50 uL Pat-
Extraktionspuffer aufnehmen und gut vermischen; Zentrifugation: 13.000 x g ;4°C; 10
min; Uberstand abnehmen; Zugabe von 5 mM Acetyl-CoA und 3,4-[14C]-D/L-
Phosphinothricin (550 Bg/pL); Inkubation fir 40 min bei 32°C; anschliel’end Reaktion
fir 5 min bei 100°C abstoppen; Zentrifugation: 13.000 x g ;4°C; 5 min; 4 yL des
Uberstandes auf Chromatographie-Platten (DC-Fertigplatten Sil G-25; Macherey-
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Nagel) auftragen; Platten in Laufkammer mit Isopropanol/Eisessig/HoOgest. (2:1:1)
inkubieren; Platte trocknen und radioaktive Signale durch 10tagige Exposition auf
KodakBioMax MR-Film (Sigma-Aldrich) detektieren

B2.12.8 In vivo Luciferasetest von ganzen Pflanzen, Blattern und Bakterien

Pflanze: Die Pflanzen werden je nach Grofe fir 2-3h mit oder
ohne Wurzeln in Luciferinlésung Il bzw. Il gestellt. Steril
kultivierte Pflanzen miissen gegen zu starke Austrocknung
geschitzt werden.

Blatter : Einzelne Blatter werden in gekippten Petrischalen mit 3 mL
Luciferinlésung Il bzw. Il fir 2-3 h inkubiert.

Bakterien: Die Ubernacht Strichkultur des zu testenden Stammes wird auf
einen Nitrocellulosefilter Ubertragen. 1 mL der Luciferinlésung |
auf eine Glasplatte auftropfen und den Nitrocellulosefilter
auflegen. Inkubation fur 1,5 h (Wood und DelLuca 1987).

Die Exposition erfolgt dann zwischen zwei Kopierfolien auf einem BioMax Light Film
fur 24-48 h (Sigma-Aldrich).

B2.12.9 Nachweis der Luciferase-Aktivitdt mit dem Luciferase Assay System
(Promega)

200 mg Blattmaterial in flissigem Stickstoff mdrsern; Probe in 500 pyL CCLR

Puffer (RT) aufnehmen und gut vermischen; Zentrifugation: 13.000 x g; 4°C; 10 min;

Uberstand abnehmen und 10 pL direkt fir die Messung in eine gekihlte

Mikrotiterplatte gegeben; Injektion von 50 uL Luciferase Assay Reagent (RT) im

Mikrotiterplatten-Luminometer Synergy HT (BioTek); Messung der Probe Uber einen

Zeitraum von 10 s nach einer 2 s Verzégerung
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C Ergebnisse

C1 Untersuchung des Einflusses spezifischer Kombinationen regulatorischer
Sequenzen aus dem pat41-Gen auf die Transgenexpression wahrend

eines moderaten Hitzestresses.

Zur Untersuchung, ob fir die Hitze-induzierte Inaktivierung der Phosphinothricin-N-
Acetyltransferase zwei regulatorische Elemente aus dem pat41-Gen vorhanden sein
missen, wurde das pat4d7- und das pat48-Gen erzeugt (Abb. C1 B). Hierfir wurden die
regulatorischen Elemente des pat41-Gens mit der patS-Kodierregion kombiniert. Die
Elemente sind wie folgt definiert. Der 5° UTR beginnt am Transkriptionsstartpunkt +1 und
endet stromauf des Translationsstarts ATG der Kodierregion. Fir die Untersuchungen
wurden der 5" UTR41 und der 5" UTRS verwendet (Abb. C1 C). Die 3" regulatorische Region
setzt sich aus zwei Bereichen zusammen. Einem kurzen synthetischen Bereich, direkt hinter
dem Translationsstop und einem langeren Fragment, das direkt an dem synthetischen
Bereich anschlief3t und mit der ‘cleavage site” des jeweils verwendeten Terminators endet.
Dieser Bereich wird im Folgenden als 3" Terminationssignal bezeichnet. Fir die Analysen
wurden das 3" Terminationssignal der Nopalinsynthetase aus Agrobacterium (A) tumefaciens
(3’ nos) und des Cauliflower-Mosaikvirus 35S-RNA Gens (3" camv) verwendet (Abb. C1 D).
Der synthetische Bereich beginnt stromab des Translationsstops TGA der Kodierregion und
reicht bis zum Beginn des Terminationssignals der Transkription. Dieser Bereich wird im
Folgenden als 3" UTR bezeichnet. In dieser Arbeit wurde der 3" UTR41 genutzt (Abb. C1 C).
Mit dem patd7-Gen und pat48-Gen konnte untersucht werden, ob neben der Kombination
der 5" UTR41 mit dem 3" nos im pat43-Gen (Kéhne S. et al. 1998) auch eine Kombination
der 5" UTR41 bzw. des 3" nos mit der 3" UTR41 zu einer Integrationsort unabhangigen
Inaktivierung des pat-Gens unter erhéhten Kultivierungstemperaturen fihren kann (Kap. A3).
Zudem konnte mit diesen Konstrukten auch die noch offene Frage beantwortet werden, ob
die 3" UTR41 allein oder in Kombination mit weiteren regulatorischen Elementen Gberhaupt
zu einer Hitze-spezifischen Reaktion flhren kann.

Die pat-Konstrukte wurden stabil in das Genom von N. tabacum tberfliihrt und die erzeugten
Transformanden molekularbiologisch charakterisiert. Neben der qualitativen und
quantitativen Bestimmung des Pat-Proteins wurde auch die Aktivitdt der Phosphinothricin-N-
Acetyltransferase gemessen. Weiterhin wurde in ausgewdhlten Events der spezifische

Transkript-Gehalt und die Kopienzahl des patS-Gens in bestimmt.
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A Translatiosstert Translationsstop _ Start des
Transkriptionsstart 8 Te’;";mms' Polyadenylierungsstelle  ‘cleavage site”
I 1 = ATC I TG A 3 TS AAUAAA FETENEY C5 I—
| Promotor I 5°UTR | Kodierregion I 3'UTR | 3’ Terminationssignal |
5’ regulatorische Region 3" regulatorische Region
B D

patd7 [ T o > 3 nos ungenutzte poly(#) ste

TCCCCGATCGTTCAAACATTTGGOAAT AAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGT

CTTGCGATGATTATCATATAATTTCT GTTGAATTACGTTAAGCAT GT AACAT

GTAATGCAT GACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTAT GATTAGAGTCCCGCAATTATACA
TTTAATACG CGAT AGAAAACAALAT ATAGCGCGCAALCT AGGATAAATTATCGCGCGC

C GGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGAA

CaMy +1 Start
S5°UTR41 GAGAGG---GGGATCCTCGAGGAACTAACAAGTCGACATG

R Brrooroon o B ERERERE R CCGCT GAAATCACCAGTCT CTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATAATAATGTGTGAGTA
5°UTR3 GAGAGGACAGGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACATG
+1 ——

Sal GTTCCCAGAT AAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTCAT GTGTT GAGCATATA

3" camy

— e
Stop  Sal Psi Sphl AGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGT AAAAT ACTTCTATCTTCTAATTC
3°UTR41 TGAGTCGACCTGCAGCTCAATAGGCCGCCGCAGTTTCCAGTGAGATCCGCATGE

CTAAAACCAAAATCCAGTGGGTACCGAG

Abbildung C1: Darstellung der erstellten pat-Konstrukte und Vergleich der regulatorischen Sequenzen

A Schematische Darstellung eines eukaryotischen Gens B Schematische Darstellung des patd7- und pat48-Gens C
Unterschiede in den 5" und 3" untranslatierten Regionen der verschiedenen pat-Gene D Sequenzvergleich des 3" nos und 3’
camv. Regulatorische Bereiche des 3" nos und 3" camv wurden durch Bevan et al. (1983) bzw. durch Sanfagon et al. (1991)
charakterisiert. "AATAAA-like” Motive sind eingerahmt, T-/TG reiche Regionen sind unterstrichen. Gefiillte und offene Pfeile
Uber der dritten TG-reichen Region im 3" camv Fragment zeigen die perfekten und imperfekten Wiederholungen der Sequenz
TTTGTA. Dicke vertikale Pfeile zeigen die genutzte ‘cleavage site’. Diinne vertikale Pfeile zeigen putative ‘cleavage sites” im
3" camv Fragment. +1, Transkriptionsstart; CaMVsy3s34, 823 bp und 524 bp langer funktioneller Promotorbereich des
Cauliflower-Mosaikvirus 35S-RNA  Gens; patd1, 5°-3° modifiziertes Phosphinothricin-N-Acetyltransferase Gen aus S.
viridochromogenes (Broer |. 1989) ; 3" nos, Terminationssignal der Transkription des Nopalinsynthasegens aus A. tumefaciens
(Dhaese P. et al. 1983); patS, Kodierbereich des synthetischen Phosphinothricin-N-Acetyltransferase Gens (Eckes P. et al.
1989); 5°-3° UTRS, synthetische 5" und 3" untranslatierte Region (Eckes P. et al. 1989); 3" camv, Terminationssignal der
Transkription des Cauliflower-Mosaikvirus 35S-RNA Gens (Eckes P. et al. 1989).

C1.1 Klonierung des pat47- und pat48-Gens

C1.1.1 Klonierung des bindren Transformationsvektors pTLpat47

Um die 5 UTR41 mit dem 3" nos zu kombinieren, musste basierend auf dem pat44-Gen fir
das patd7-Gen die 3" UTRS gegen die 3" UTR41 substituiert werden (Abb. C2). Zuné&chst
wurde durch eine Bglll/Kpnl Doppelrestriktion des pat44-Gens im Zielvektor pLH44 die 3’
UTRS mit dem 3" camv entfernt und das gedffnete pat44-Gen aufgereinigt [B2.9]. Durch die
Bglll/Kpnl Doppelrestriktion des pat45-Gens im Subvektor pDH45 konnte ein 251 bp grolies
Fragment mit der 3" UTR41 und dem 3" camv nach dessen Aufreinigung gerichtet in das
zuvor gedffnete patd44-Gen integriert werden. Anschlie®end wurde das pat47-Gen im neu
erstellten Vektor pTLpatd7 in Escherichia (E.) coli TG1 Uberfuhrt und die erhaltenen Klone
auf Kanamycin selektioniert. Mit Hilfe einer spezifischen PCR [B2.10] konnte das pat47-Gen
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in den erhaltenen Klonen nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Im Kilon
TG1/TLpatd7.5 wurde die korrekte Sequenz des veranderten Bereiches im pat47-Konstrukt
durch zwei unabhangige Sequenzierungen [B2.11] bestatigt (Anhang Kap. F5.1).

pLH44 pDH45
Aail Kpnl Bl Kpnl
i o >
A i Ball i Kpnl B l Ball i Kpnl
Bagil Kpnl Bail Kpnl

TV = L
c |

pTLpat47
Bail Kpnl

Ty il K MTTT] Ty s T E

Abbildung C2: Klonierschema des bindren Transformationsvektors pTLpat47

A Bglll/Kpnl Doppelrestriktion des pat44-Gens im Zielvektor pLH44 B Entfernung des 3" UTR41-3" camv Fragmentes aus dem
patd5-Gen durch eine Bglll/Kpnl Doppelrestriktion C Kombination der 5° UTR41 mit dem 3~ UTR41 im pat47-Gen durch die
gerichtete Integration des Bglll-3" UTR41-3" camv-Kpnl Fragments in das getffnete pat44-Gen

Der Zielvektor pLH44 ist ein Derivat des bindren Transformationsvektors pLH9000 und somit
konnte der pTLpat47 direkt fir die Tabaktransformation eingesetzt werden. Hierflr wurde der
Vektor aus dem Klon TG1/TLpat47.5 isoliert [B2.4] wund mit Hilfe der
Gefrierschocktransformation [B2.3.2] in A. tumefaciens LBA4404 Gberflhrt. Die Selektion der
transformierten Agrobakterien erfolgte auf Spectinomycin und Streptomycin. Wie in
Abbildung C3 B dargestellt, konnte im Klon LBA4404/TLpat47.1 mit Hilfe einer spezifischen
PCR das pat4d7-Gen nachgewiesen werden. Zudem wurde mit Hilfe der ERIC-PCR [B2.3.2]
dessen Zugehorigkeit zum Agrobakterien-Stamm LBA4404 bestétigt (Abb. C3 C).

3000 bp —
a7 > S T camy
1000 bp —
500 bp —
p35tI5S- o 3UTRM-rv

Abbildung C3: Nachweis der korrekten Klonierung des bindren Transformationsvektors pTLpat47

A Bindestellen der Primer fir die spezifische Amplifikation im pat47-Gen. Das korrekte Amplifikat besitzt eine Gréf3e von ca. 657
bp. B Gelelektrophoretische Auftrennung der spezifischen Amplifikation vom Klon LBA4404/TLpat47.1 (1). Als positive Kontrolle
diente der Subvektor pDH45 (P). Ein religierter Klon aus der Transformation diente als negative Kontrolle (R). Ein Ansatz ohne
Template diente als Kontrolle der verwendeten Komponenten fur die PCR (K). C Gelelektrophoretische Auftrennung der ERIC-
PCR vom Klon LBA4404/TLpat47.1 (4). Als Kontrolle wurden folgende Wildtyp Bakterienstdamme mitgefihrt: E. coli TG1 (1), A.
tumefaciens HV C58/C1 (2) und A. tumefaciens LBA 4404 (3) Als GroRenstandart wurde der 100 bp Ladder Mix von
Fermentas mitgefiihrt (M).

38



C Ergebnisse

C1.1.2 Klonierung des binaren Transformationsvektors pTLpat48

Um die 3" UTR41 mit dem 3" nos zu kombinieren, musste basierend auf dem pat45-Gen fir
das pat48-Gen der 3" camv gegen den 3" nos substituiert werden (Abb. C4). Zunachst wurde
aus dem patd5-Gen im Subvektor pDH45 der 3° camv durch eine Sphl/Sacl
Doppelrestriktion entfernt und der gedffnete Zielvektor aufgereinigt. Durch die Sphl/Sacl
Doppelrestriktion des pat46-Gens im Subvektor pDH46 konnte der ca. 260 bp grof3e 3" nos

nach dessen Aufreinigung gerichtet in das zuvor geéffnete pat45-Gen integriert werden.

pDH45 pDH46
Sphl Sacl Sphl Sacl
A l Sphl § Sacl B l Sphif Sacl
Sphl Sacl Sphl Sacl

L— >
cli

pDH48 pLHI000
EcoRl EcoRl EcoRl
Caly Tl T camv E
D l Ecorl E l EcoRrl
EcoRl EcoRl EcoRl EcoRl

—.-| ELA BT N W >—|
F i

pTLpatd8

EcoRl EcoRl

CaldV npdl 3 camv pats m alfy E

Abbildung C4: Klonierschema des bindren Transformationsvektors pTLpat48

A Sphl/Sacl Doppelrestriktion des pat45-Gens im Zielvektor pDH45 B Erhalt des 3" nos aus dem pat46-Gen im Subvektor
pDH46 durch Sphl/Sacl Doppelrestriktion C Kombination des 3" UTR41 mit dem 3" nos im pat48-Gen durch die gerichtete
Integration des Sphl-3" nos-Sacl Fragments in das geoffnete pat4d5-Gen D Restriktion des pat48-Gens aus dem Subvektor
pDH48 E Offnung des bindren Pflanzentransformationsvektor pLH9000 mit EcoRI F Ungerichtete Integration des EcoRI-pat48-
EcoRI Fragmentes in den gedffneten pLH9000

Nach der Uberfiihrung des neuen Subvektors pDH48 mit dem pat48-Gen in E. coli TG1
wurden die erhaltenen Klone auf Kanamycin selektioniert. Wie in Abb. C5 B dargestellt
wurde mit einer spezifischen PCR im Klon TG1/DH48.1 das pat48-Gen nachgewiesen und
anschlieBRend die Sequenz des verdanderten Bereiches durch zwei unabhédngige

Sequenzierungen bestatigt (Anhang Kap. F5.2).
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Um das patd48-Gen stabil in das pflanzliche Genom integrieren zu kénnen, wurde dieses mit
EcoRl aus dem Subvektor pDH48 ausgeschnitten und in den ebenfalls mit EcoR| gedffneten
pLH9000 integriert. AnschlieBend wurde der neu erstellte Pflanzentransformationsvektor
pTLpat48 in E. coli TG1 Uberflhrt, die erhaltenen Klone auf Kanamycin selektioniert und das
pat4d8-Gen Uber eine spezifische PCR im Klon TG1/TLpat48.1 nachgewiesen (Ergebnisse
nicht gezeigt).

Nach der Isolation des korrekten pTLpat48 aus dem Klon TG1/TLpat48.1 wurde dieser Uber
eine Gefrierschocktransformation in A. tumefaciens LBA4404 Uberfihrt und die erhaltenen
Klone auf Streptomycin und Spectinomycin selektioniert. Wie in Abbildung C5 C und D
dargestellt, konnte anschlieRend im Klon LBA4404/TLpat48.1 mit Hilfe einer spezifischen
PCR das pat48-Gen nachgewiesen und die Zugehorigkeit zum Agrobakterienstamm
LBA4404 mit Hilfe der ERIC-PCR bestatigt werden.

A

P3SStnos-fw p35Stnosay
3000 bp — 3000 bp — 3000 bp —
1000 bp — 1000 bp — 1000 bp —
500 bp — 500 bp —
500 bp —

Abbildung C5: Nachweis der korrekten Klonierung des bindren Transformationsvektors pTLpat48

A Bindestellen der Primer fir die spezifische Amplifikation im pat48-Gen. Das korrekte Amplifikat besitzt eine Gré3e von ca. 736
bp. B Gelelektrophoretische Auftrennung der spezifischen Amplifikation vom Klon TG1/DH48.1 (1). C Gelelektrophoretische
Auftrennung der spezifischen Amplifikation vom Klon LBA4404/TLpat48.1 (1). Als positive Kontrolle diente der Subvektor
pDH46 (P). Ein Ansatz ohne Template diente als Kontrolle der verwendeten Komponenten fur die PCR (K). D
Gelelektrophoretische Auftrennung der ERIC-PCR vom Klon LBA4404/TLpat48.1 (4). Als Kontrolle wurden folgende Wildtyp
Bakterienstamme mitgefuhrt: E. coli TG1 (1), A. tumefaciens HV C58/C1 (2) und A. tumefaciens LBA 4404 (3). Als
GroRenstandart wurde der 100 bp Ladder Mix von Fermentas mitgefiihrt (M).

C1.2 Nachweis der pat-Gene und ihrer Expression in planta

C1.2.1 Stabile Integration des pat4d7- und pat4d8-Gens in Nicotiana tabacum

Die Integration der pat-Konstrukte erfolgte in den Modellorganismus N. tabacum Petit
Havana. Hierbei handelt es sich um eine Pflanze, die einfach zu kultivieren ist und hohe
Transformationsraten aufweist. Weiterhin kann man den Tabak sehr gut klonieren. Die
stabile Integration in das Tabakgenom erfolgte mit Hilfe der Blattscheiben Transformation
[B2.3.3] nach Horsch et al. (1985) und ist in Abb. C6 einmal schematisch dargestellt. Fiir die
Transformation wurden die in Kap. C1.1.1 und C1.1.2 erzeugten Agrobakterien mit dem

patd7- bzw. patd8-Gen verwendet. Um einen Einfluss der Transgene auf die Regeneration
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des Tabaks untersuchen zu kénnen, wurde auch der bindre Transformationsvektor pLH9000

ohne das Zielgen (Leervektor) transformiert.

Abbildung C6: Schematische Darstellung der Blattscheibentransformation von N. tabacum

A Kokultivierung der Blattexplantate mit A. tumefaciens B Kultivierung der Explantate auf Regenerationsmedium. Bildung von

Kallusgewebe und Sprossen C Kultivierung der erhaltenen Regeneranten auf Selektionsmedium.

Insgesamt wurden 13 unabhangige Transformationen durchgefiihrt. Davon waren aufgrund
mikrobieller Kontaminationen fir das pat4d7- und pat4d8-Konstrukt acht bzw. 12
Transformationen auswertbar. Um die Regenrationsraten der einzelnen Transformationen zu
bestimmen, wurde fur jede eingebrachte T-DNA die Anzahl der Sprosse pro Explantat
ermittelt (Anhang Tab. F1). In Tab. C1 sind exemplarisch die Regenerationsraten von drei
Transformationen dargestellt und die Raten aller auswertbaren Transformationen im Mittel
zusammengefasst.

Tabelle C1: Darstellung der Regenerationsdaten der pat-Gene und des Leervektors in N. tabacum

Die Anzahl der gebildeten Kalli und Sprosse wurden nach 6 Wochen Inkubation von den Explantaten auf ACB-Medium mit 100

mg/L Kanamycin bonitiert und die Anzahl der Sprosse pro Explantat bestimmt. Die Regenerationsdaten wurden im Mittel fir

jede T-DNA von den auswertbaren Transformationen zusammengefasst.

Transformation T-DNA Explantate Kalli Kalli/Explantat Sprosse Sprosse/Explantat

2 LHS000 19 75 395 51 2,68
TLpatd7 25 77 308 45 1,80
TLpatdS 20 67 335 41 2,05
4 LH9000 25 55 220 43 1,72
TLpatd7 25 57 2,28 34 1,36
TLpatdd 30 73 243 40 1,33
13 LH9000 30 109 363 36 1,20
TLpatd? 30 96 320 37 1,23
TLpatds 30 100 333 20 067

Gesamt LH3000 13 von 13 Transformationen auswertbar 100081

TLpatd7 8 von 13 Transformationen auswertbar 087 £+061

TLpatds 12 won 13 Transformationen auswertbar 122057
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Fur das patd7- und pat48-Konstrukt lagen die Regenerationsraten im Mittel bei 0,87 +0,61
bzw. 1,22 +0,57 Sprosse/Explantat. Wie zu erwarten, kam es innerhalb eines Konstruktes zu
den fur Tabak ublichen Schwankungen (Huhns M. et al. 2008). Im direkten Vergleich konnte
kein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden eingebrachten Konstrukten gezeigt
werden. Fir den Leervektor lagen die Regenerationsraten im Mittel bei 1,00 £0,81
Sprosse/Explantat. Auch hier kam es zu den fir Tabak bekannten Schwankungen. Die
Raten des Leervektors lagen innerhalb der Schwankungsbreiten von dem pat47- und pat48-
Konstrukt und somit konnte kein spezifischer Einfluss der eingebrachten Zielgene auf die
Regeneration beobachtet werden.

Bei den Sprossen eines Kallus handelt es sich mdglicherweise um dasselbe
Transformationsevent, so dass von jedem Kallus nur ein Spross abgenommen wurde.
Insgesamt wurden fiir das pat47-Konstrukt 98 Sprosse umgesetzt, von denen 49 auf dem
Selektionsmedium bewurzelten und regenerierten. Fur das pat48-Konstrukt konnten 209
Sprosse umgesetzt werden, von denen 94 regenerierten. Wie in Abb. C7 exemplarisch fir
einige Linien dargestellt, konnte anschlielend mit Hilfe einer spezifischen PCR in 35 Linien

das pat47-Gen und in 63 Linien das pat48-Gen nachgewiesen werden.

A patd7 patd8

L. < L

P3SSI35S-tw p35St35S-rv p35Stnos-fne p35Stnos+y
B SRI47 SRI48
] K P -18  -51 -54 ) K P -30 -39 -95 -97

3000 bp — 3000 bp —

1000 bp — |8 1000 bp —

500 bp — 500 bp —

Abbildung C7: Nachweis der pat-Konstrukte in planta

A Bindestellen der Primer fir die spezifische Amplifikation im pat47- und pat48-Gen. Das korrekte Amplifikat besitzt eine GroRe
von ca. 680 bp bzw. ca. 735 bp. B Gelelektrophoretische Auftrennung der spezifischen Amplifikation von den Linien SRI/47-18,
-51, -54, SRI/48-30, -39,- 95 und -97. Als positive Kontrolle diente Plasmid-DNA aus dem Klon TG1/TLpat47.5 bzw.
TG1/TLpat48.1 (P). Ein Ansatz ohne Template diente als Kontrolle der verwendeten Komponenten fur die PCR (K). Als
GroRenstandart wurde der 100 bp Ladder Mix von Fermentas mitgefuhrt (M)

Die transgenen Pflanzen wurden sowohl in vitro in einer Klimakammer als auch in Erde im
Gewéachshaus fur  die weiteren Untersuchungen unter  den Standard-

Kultivierungsbedingungen angezogen [B2.1.2]. Wie in Abb. C8 exemplarisch flr einige Linien
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dargestellt, waren die transgenen Pflanzen unabhdngig von der Kultivierungsform
phanotypisch nicht von den Pflanzen mit dem Leervektor und der nah isogenen Variante zu
unterscheiden. Somit konnte phanotypisch kein Einfluss der eingebrachten Transgene auf
die Entwicklung der Pflanzen beobachtet werden. Fur eine bessere Zuordnung wurden die
Tabakpflanzen mit dem pat47- und dem pat48-Gen als SRI/47 bzw. SRI/48 bezeichnet. Die

Pflanzen mit dem Leervektor wurden als SRI/9000 gekennzeichnet.

SRIA47 SRI/48

niv SRI9000 13 51 a0 95

in vitro

in Erde

Abbildung C8: Darstellung ausgewahlter Tabakpflanzen mit dem pat47- und pat48-Gen
Exemplarisch fir die erzeugten transgenen Tabakpflanzen sind die Linien SRI/47-18, -51, SRI/48-30 und -95 dargestellt.
Unabhangig von der Kultivierungsform unterscheiden sich diese in ihrem Phénotyp nicht von den Pflanzen mit dem Leervektor

und der nah isogenen Variante (niV).

C1.2.1.1 Phanotypischer Nachweis der Acetyltransferase Aktivitat in den transgenen
Tabakpflanzen

Um die Funktionalitdt der Phosphinothricin-N-Acetyltransferase in den neu erzeugten
Pflanzen untersuchen zu kénnen, wurden diese in vitro mit dem Breitbandherbizid BASTA®
der Firma Bayer behandelt. Die Pflanzen wurden 10 Tage lang jeden zweiten Tag mit einer
verdinnten und sterilfiltrierten BASTA-LOsung bespriht. Die Verdinnung wurde
entsprechend Kéhne et al. (1998) so gewahlt, dass die Endkonzentration des toxischen
Wirkstoffes L-Phosphinothricin (L-Pt) in der Sprihlédsung 10 mg/L betrug. Als Kontrollen
wurden die nah isogene Variante und eine Herbizid-resistente Tabakpflanze mit dem pat43-
Gen (SRI/43) unter den gleichen Bedingungen mitgefuhrt.

Die Applikation der BASTA-L6sung auf die nah isogene Variante fihrte zum Tod der Pflanze
(Abb. C9 niV). Schon nach der ersten Behandlung waren diese deutlich geschadigt. Wie zu
erwarten zeigten die SRI/43 Pflanzen Uber den gesamten Versuchszeitraum keine
sichtbaren Schadigungen (Abb. C9 SRI/43). Im Gegensatz zur nah isogenen Variante waren

diese in der Lage das toxische L-Pt zu acetylieren. Wie in Abb. C9 exemplarisch fir einige

43



C Ergebnisse

Linien dargestellt, wurde auch bei keiner der untersuchten SRI/47 und SRI1/48 Pflanzen Uber
den gesamten Versuchszeitraum sichtbare Schadigungen beobachtet. Somit konnte durch
die stabile Integration des pat4d7- bzw. pat48-Gens Herbizid-resistente Tabakpflanzen

erzeugt werden.

SRI/47 SRI/48

niv' SRI/43

24 °C

+10 mgiL L-Pt

Abbildung C9: Phénotypischer Resistenztest ausgewéhlter Tabakpflanzen mit dem pat47- und pat48-Gen

Exemplarisch fiir die untersuchten Tabakpflanzen sind die Linien SR1/47-18, -51, SRI/48-30 und -95 dargestellt. Sowohl bei der
Herbizid-resistenten Linie SRI/43 als auch bei den transgenen Linien konnte trotz mehrfacher Herbizidapplikation tiber einen
Zeitraum von 10 Tagen keine sichtbaren Schadigungen beobachtet werden. Die Behandlung der nah isogenen Variante (niV)

fuhrte dagegen schon nach kurzer Zeit zu deutlichen Schadigungen.

C1.2.2 Inkubation der Tabakpflanzen unter erhéhten Temperaturbedingungen

Um die Auswirkung des moderaten Hitzestresses auf das Resistenzverhalten der neuen
transgenen Pflanzen untersuchen zu kénnen, wurden diese dem Hitzestress unterzogen
[B2.1.3] und jeden zweiten Tag mit 10 mg/L L-Pt behandelt. Um die Versuchsbedingungen
kontrollieren zu kénnen, wurden die nah isogene Variante und Herbizid-resistente SRI1/43
Pflanzen mitgefuhrt.

Im Gegensatz zu den isogenen Kontrollen bei 24°C, bildeten die Pflanzen unter Hitze eine
verdickte Kutikula aus. Zudem konnte bei einigen dieser Pflanzen auch vereinzelt Lanzett-
artige Blatter beobachtet werden (Abb. C10, SRI/48-30). Diese morphologischen
Verdnderungen wurden sowohl bei den transgenen Pflanzen als auch bei der nah isogenen
Variante beobachtet.

Wie zu erwarten, fihrte die Erhéhung der Kultivierungstemperatur auf 37°C bei den SRI/43
Pflanzen zum Verlust der Herbizid-Resistenz (Abb. C10 SRI/43). Anhnlich wie bei der nah
isogenen Variante, kam es schon nach der ersten Herbizidbehandlung zu deutlichen
Schéadigungen der Pflanzen (Abb. C10 niV). Wie in Abb. C10 exemplarisch fir einige Linien
dargestellt, konnte dagegen bei keiner der untersuchten SRI/47 und SRI/48 Pflanzen
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sichtbare Schédigungen unter Hitze beobachtet werden. Trotz der mehrfachen Applikation
mit dem toxischen L-Pt, fihrte die Erhéhung der Kultivierungstemperatur von 24°C auf 37°C

nicht zum Verlust der Herbizid-Resistenz.

SRIf47 SRI/48
B L

+10 mgiL L-Pt

Abbildung C10: Phanotypischer Resistenztest gegeniiber BASTA® ausgewahlter SRI/47 und SRI/48 Linien nach einem
moderatem Hitzestress.

A Darstellung eines Hitzestressversuches. (1) Getrennte Anzucht von Klonen bei 24°C. (2) 10 tagige Kultivierung eines Klons
bei 37°C in einer Hitzekammer. (3) Anzucht des zweiten Klons parallel bei 24°C als Kontrolle B Exemplarisch fur die
untersuchten Pflanzen sind die Linien SRI/47-18, -51, SRI/48-30 und -95 dargestellt. Bei keiner dieser Pflanzen fuhrte die
Inkubation bei 37°C zum Verlust der Herbizid-Resistenz. Dagegen waren bei den SRI/43 Pflanzen ahnlich wie bei der nah

isogenen Variante (niV) schon nach kurzer Zeit deutliche Schadigungen zu beobachten.

C1.2.3 Nachweis des Pat-Proteins und Bestimmung der Phosphinothricin-N-

Acetyltransferase Aktivitat in den transgenen Pflanzen

Unabhangig von der Kultivierungstemperatur konnte bei den untersuchten SRI/47 und
SRI/48 Pflanzen ein Herbizid-resistenter Phanotyp gezeigt werden. Untersuchungen von
Tabakpflanzen mit dem pat44- (Kerbach S. 1999) und pat44-Gen (unv. Ergebnisse) zeigten
aber, dass auch geringste Mengen an Pat-Protein flir die Aufrechterhaltung der Herbizid-
Resistenz ausreichend sind. Daher wurde untersucht, ob die Temperaturerh6hung einen
Einfluss auf die Menge und Aktivitat des Pat-Proteins in den SR/47 und SRI/48 Pflanzen hat.
Die Pflanzen wurden zunachst dem 10tagigen Hitzestress unterzogen, direkt im Anschluss
beprobt und das gesamtlésliche Protein aus dem Blattmaterial isoliert [B2.12.1]. Um eine
héchst mogliche Vergleichbarkeit gewéhrleisten zu kénnen, wurde darauf geachtet fur die
Beprobung stets Blatter in anndhernd gleichen Entwicklungsstadien zu ernten. Zudem wurde
darauf geachtet, dass es sich um keine sehr jungen, noch nicht voll entfalteten bzw. schon
seneszenten Blatter handelt, da Vorversuche gezeigt haben, dass das Pat steady state Level
in diesen Blattern stark schwanken kann (Ergebnisse nicht gezeigt). Das Pat-Protein wurde

wie in B2.8 beschrieben Uber einen polyklonalen Antikérper nachgewiesen. Die ungeféhre
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Aktivitdt der Phosphinothricin-N-Acetyltransferase konnte mit dem Pat-Test abgeschétzt
werden [B2.12.7]. Um einen mdglichen Einfluss der Kultivierungstemperatur auf das Pat
steady state Level in den transgenen Pflanzen zeigen zu kénnen, wurden der Gehalt und die
Aktivitdt des Pat-Proteins in den Pflanzen unter Hitze bestimmt und mit den Klonen bei 24°C
verglichen. Als Kontrolle wurden die nah isogene Variante und Hitze-sensitive SRI/43
Pflanzen mitgefihrt. Es wurden jeweils finfzehn SRI/47 und SRI/48 Linien untersucht und
die im Folgenden dargestellten Ergebnisse konnten in mindestens drei unabhangigen

Hitzestressversuchen reproduziert werden.

SRI47
A niv/ SRIM3
54 77 23 46 -49
24°C 371°C 24°C 37°C 24°C 37°C 24°C 37°C 24 °C 3G 24" 37°C 24°C 37°C

Pat — ’ ra—
B

o TRV

L-N-ac-Pt —
-

Abbildung C11: Nachweis des Pat-Proteins und der Enzymaktivitit in ausgewahlten SRI/47 Linien unter Hitze.

A Das Pat-Protein (20 kDa) wurde nach der Auftrennung in einer SDS-PAGE mit einem polyklonalen Antikérper hybridisiert und
durch einen enzymatischen Farbumschlag visualisiert. B Durch die Zugabe von [14C] L-Pt zu einem Proteingemisch, konnte
nach der Auftrennung der Metabolite in einer Diinnschichtchromatographie das umgesetzte L-N-ac-Pt detektiert und somit
indirekt die Aktivitat der Phosphinothricin-N-Acetyltransferase abgeschatzt werden.

Exemplarisch fur die Hitze-sensitiven Pflanzen sind die Ergebnisse der Linien -23, -46 und -49 dargestellt. Verglichen mit den
isogenen 24°C Kontrollen, konnte in den Klonen bei 37°C eine deutliche Reduktion der Pat-Proteinmengen und der
spezifischen Substratumsetzung beobachtet werden. In den Hitze-stabilen Linien -54 und -77 waren die Pat-Proteinmengen und
Substratumsetzungen unter Hitze anndhernd gleich mit denen der isogenen 24°C Kontrollen.

niV, nah isogene Variante; Pat, Phosphinothricin-N-Acetyltransferase (23 kDa); L-Pt, L-Phosphinothricin; L-N-ac-Pt, L-N-acetyl-
phosphinothricin; MPP, 3-methyl-phosphinico-Propansaure

Wie zu erwarten, konnte in der Kontrolllinie SRI/43 unter Hitze kein Pat-Protein und somit
auch keine Substratumsetzung detektiert werden (Abb. C11 A/B). In 14 der 15 bei 24°C
getesteten Linien mit dem patd7-Gen konnte das Pat-Protein unterschiedlich stark
nachgewiesen werden. Diese Pflanzen waren auch alle in der Lage unterschiedlich viel
Substrat umzusetzen. Verglichen dazu fihrte in 4 Linien die Inkubation der Klone bei 37°C
zu einer deutlichen Reduktion der Substratumsetzung (Hitze-Sensitiv, Abb. C11 A). Dartber
hinaus konnte in diesen Pflanzen auch eine deutliche Abnahme des Pat-Proteins detektiert
werden (Abb. C11 B). Zudem wurde unabhangig von der Umgebungstemperatur in der Linie

-18 weder das Pat-Protein noch eine Substratumsetzung beobachtet, obwohl diese in den
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vorhergegangenen Untersuchungen sowohl bei 24°C als auch bei 37°C einen Herbizid-
resistenten Phanotyp aufwiesen (Abb. C10 B). Verglichen mit den 24°C Kontrollen, konnte in
den Klonen der ubrigen 10 Linien unter Hitze anndhernd gleiche Pat-Proteinmengen und
spezifische Enzymaktivitdten nachgewiesen werden (Hitze-Stabil).

In allen bei 24°C getesteten SRI/48 Linien konnten unterschiedliche Mengen des Pat-
Proteins und verschieden starke Substratumsetzungen detektiert werden. Verglichen mit den
isogenen 24°C Kontrollen, wurden in den Klonen von 12 Linien auch unter Hitze annahernd
gleiche Mengen und Aktivititen des Pat-Proteins nachgewiesen. Dagegen konnte in den
Klonen von 3 Linien ein Unterschied durch die Hitzebehandlung beobachtet werden (Abb.
C12). In der Linie -5 kam es zu einer deutlichen Abnahme des Pat-Proteins bei gleichzeitiger
Reduktion der Enzymaktivitat. Bei den Linien -30 und -39 konnte keine Pat-Aktivitadt mehr
detektiert werden. Zudem wurde in der Linie -39 auch kein Pat-Protein mehr detektiert.
Dagegen kam es in der Linie -30 zu einer deutlichen Abnahme des Pat-Proteins. Dennoch
waren auch diese Linien unter Hitze resistent gegeniiber dem Herbizid (Abb. C10 B).
Verglichen mit den SRI/43 Pflanzen konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass es in
keiner der untersuchten Linien zu einem Hitze-induzierten Verlust des Pat-Proteins bzw. der
Pat-Aktivitdt und einem sich daraus resultierenden Resistenzverlust kommt. Wie auch in den
SRI/44 und SRI/46 Pflanzen nachgewiesen, fiihrte die Erhéhung der Temperatur von 24°C

auf 37°C nur in einigen Linien zu einer Abnahme des Pat steady state Levels.

SRI/48
A niv' SRI/43
95 97 5 -30 39
24°C 37°C 24°C 37°C 24°C 371°C 24 °C: 13750 24°C 37°C 24°C 3G 24°C 3T"C
Pat —

- - : )
AR ST T Y

rTY'wY [ JER4Y |

Abbildung C12: Nachweis des Pat-Proteins und der Enzymaktivitit in ausgewahlten SRI/48 Linien unter Hitze.

L-Pt —

Exemplarisch fur die Hitze-stabilen Pflanzen sind die Ergebnisse der Linien -95 und -97 dargestellt. In den Klonen unter
Kontrollbedingungen und bei 37°C wurden anndhernd gleiche Pat-Proteinmengen (A) und Enzymaktivitdten (B) detektiert. In
den Hitze-sensitiven Linien -5, -30 und -39 kam es in den Klonen unter Hitze zu deutlichen Reduktionen des Pat steady state
Levels.

niV, nah isogene Variante; Pat, Phosphinothricin-N-Acetyltransferase (23 kDa); L-Pt, L-Phosphinothricin; L-N-ac-Pt, L-N-acetyl-
phosphinothricin; MPP, 3-methyl-phosphinico-Propanséure
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C1.2.4 Quantifizierung des Pat-Proteins in ausgewahlten Linien

Der Nachweis des Pat-Proteins im Western-Blot-Verfahren I&sst keine Ruckschlisse auf die
absolute Menge des Proteins in den Pflanzen zu. Um zu untersuchen, ob es eine Korrelation
zwischen der Ausgangsmenge des Proteins in den Pflanzen bei 24°C (Grundexpression)
und der Reduktion unter Hitze gibt, wurde das Pat-Protein mit einem spezifischen ELISA
quantifiziert [B2.12.6]. Von den in Kap. C1.2.3 untersuchten Linien wurden einzelne Hitze-
stabile und -sensitive Linien jedes Transformationsevent ausgewdahlt und unter den
Standard-Kultivierungsbedingungen angezogen. In drei Klonen von jeder Linie wurde der
Pat-Gehalt bei 24°C bestimmt und auf einen Milligramm des gesamtléslichen Proteins (GLP)
bezogen. Alle durchgefiihrten Messungen sind in Tab. C2 dargestellt.

Der Pat-Gehalt in den sechs untersuchten SRI/47 Linien lag im Mittel bei 20,85 + 9,63 ng Pat
/ mg GLP. Die Grundexpression in den untersuchten Hitze-sensitiven Linien -23 und -26 lag
mit 29,43 + 6,23 bzw. 15,83 £ 4,40 ng Pat/ mg GLP im mittleren und oberen Bereich, so dass
keine Korrelation zu der Reduktion unter Hitze aufgezeigt werden konnte. In der Linie -18, in
der weder bei 37°C noch unter den Kontrollbedingungen das Pat-Protein oder eine
Enzymaktivitat detektiert wurde, konnte in einem Klon ein Pat-Gehalt von 8,16 ng Pat / mg
GLP bestimmt werden. In den anderen Klonen war kein Pat-Protein zu quantifizieren. Da
aber die getesteten Klone dieser Linie immer einen resistenten Phanotyp aufwiesen (Abb.
C10 B), muss der Pat-Gehalt in diesen Klonen unterhalb der Nachweisgrenze des ELISA
gelegen haben.

In den neun untersuchten SRI/48 Linien lag der Pat-Gehalt im Mittel bei 23,59 £+ 11,93 ng Pat
/ mg GLP. Verglichen mit dem Mittelwert der SRI/47 Linien bestand aufgrund der grof3en
Schwankungsbreiten kein wesentlicher Unterschied zwischen beiden
Transformationsevents. In der Hitze-sensitiven Linie -30 konnte nur in einem Klon ein Pat-
Gehalt von 1,04 ng Pat / mg GLP bestimmt werden. Wie schon in der Linie SRI/47-18
beobachtet, muss der Pat-Gehalt in den restlichen Klonen dieser Linie unterhalb der
Nachweisgrenze des ELISA gelegen haben, da auch diese resistent gegeniber BASTA®
waren (Abb. C10 B). Wie in Abb. C12 dargestellt, kdnnte in der Linie -30 die Hitze-induzierte
Reduktion des Pat-Proteins und der Enzymaktivitat mit der geringen Grundexpression erklart
werden. Dagegen lag der Pat-Gehalt in der Hitze-sensitiven Linie -5 aber mit 32,86 + 9,00 ng
Pat / mg GLP im oberen Bereich aller untersuchten SRI/48 Linien und auch Uber den Gehalt
einiger Hitze-stabilen Linien.

Grundsaétzlich konnte mit den Untersuchungen gezeigt werden, dass keine Korrelation
zwischen der Grundexpression des Pat-Proteins und dessen Reduktion unter Hitze auftritt.
Weiter konnte gezeigt werden, dass es bei den Messungen zwischen den Klonen einer Linie

zu unterschiedlich starken Schwankungen kommt. Da stets versucht wurde anndhernd
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gleiche Kultivierungs- und Versuchsbedingungen einzuhalten, scheint der allgemeine

physiologische Zustand der Klone Einfluss auf die Grundexpression zu nehmen.

Tabelle C2: Quantifizierung des Pat-Proteins in ausgewdéhlten SRI1/47 und SRI/48 Pflanzen bei 24°C

Mit Hilfe eines spezifischen ELISA wurde das Pat-Protein in ausgewahlten Hitze-stabilen und -sensitiven Linien beider
Konstrukte gemessen und der Gehalt auf einen Milligramm des gesamtléslichen Proteins (GLP) bezogen. Von jedem Event
wurden drei voneinander unabhéngige Klone vermessen und der Pat-Gehalt gemittelt. n.d., nicht detektiert

ng Pat/mg GLP

statistisches

Konstrukt  Linie Pat-Protein bei37 °C Klon | Klon Il Klon I Mittel

patd? - B unverandert 31,38 36 61 20,40 2946 £8,27
- 8 unverandert 18,20 14,31 11,90 1480 £318
-18 n. d. n. d 8,16 n. d
=22 unverandert 19,39 NAN B,15 1895 +£1259
-23 reduziert 3590 2893 2347 2943 +623
-26 reduziert 16,87 1961 11,00 1563 £ 4,40

patdd - 5 reduzien 4321 2691 28 .42 3286+9,00
- B unverandert 34 B0 33,80 2258 3199 +8 42
- 14 unverandert 4224 3107 27 81 3712757
-19 unverandert 42 32 400 27 B1 36,71+£780
-20 unverandert 1562 1493 10,15 1357 £298
-21 unverandert 13,11 14 57 5,46 1205+3,19
-22 unverandert 2617 17,85 17,29 2044 +4 97
-24 unverandert 16,29 17 .92 1061 1494 +3 84
-30 reduziert 1,04 n. d. n. d.

C1.2.5 Etablierung einer effizienten Methode fir die Quantifizierung der patS-mRNA

Um zu untersuchen, ob es eine Korrelation zwischen der Hitze-induzierten Reduktion des
Transgens auf Protein-Ebene und der spezifischen Transkriptmenge gibt, sollte diese in den
Pflanzen unter Hitze bestimmt und mit denen der isogenen 24°C Kontrollen verglichen
werden.

Zunéachst wurde versucht mit Hilfe von Northern-Blot Analysen [B2.8] die patS-mRNA in den
transgenen Pflanzen nachzuweisen. Nach einem Hitzestressversuch wurde direkt im
Anschluss die Pflanzen beprobt, die Gesamt-RNA isoliert [B2.6] und gelelektrophoretisch
aufgetrennt [B2.7]. Um eine héchst mogliche Vergleichbarkeit gewahrleisten zu kénnen,

wurde wieder darauf geachtet fir die Beprobung stets Blatter in anndhernd gleichen
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Entwicklungsstadien zu ernten. AnschlieBend wurde die RNA auf eine Nylonmembran
Ubertragen. Der Nachweis der patS-mRNA erfolgte Uber eine 503 bp lange Sequenz-
spezifische, Digoxigenin-markierten [B2.10] DNA-Sonde. Zuséatzlich wurde die Aktin-mRNA
als interner Mengenstandard mit einer 836 bp lange Digoxigenin-markierten Sonde
nachgewiesen. Aktin ist auch unter verschiedeneren Stressbedingungen ein eher stabil
expremierendes Endogen (Schmidt G. W. und Delaney S. K. 2010) und somit speziell fir die
Untersuchungen der Hitze-behandelten Linien und fir den Vergleich mit den jeweiligen
isogenen 24°C Kontrollen geeignet.

Nach den ersten Versuchen stellte sich heraus, dass sich das Northern-Blot Verfahren nicht
fur diese Untersuchungen eignete. Wie in Abb. C13 exemplarisch dargestellt, lag der patS-
Transkript-Gehalt in einigen der untersuchten Linien unter der Nachweisgrenze dieser
Detektionsmethode. Zudem konnten die Ergebnisse auch nur bedingt in einigen Linien
reproduziert werden. Weiterhin war aufgrund der unspezifischen Hintergrundsignale keine
densitometrische Messung der spezifischen Signale mdglich, um so den patS-Transkript-

Gehalt bestimmen zu kénnen.

niv' SRI/47 SRI/48

B -8 =22 -35 =20 22 -30 33
24°C 37°C 24°C 37°C 24°C 37°C 24°C 37°C 24°C 37°C  24°C 37°C 24°C 37°C 24°C 37°C 24°C 37°C

TR T T

T .

[,

Abbildung C13: Nachweis der spezifischen patS- und Aktin-mRNA in transgenen Tabakpflanzen

Exemplarisch fiir die durchgefiihrten Northern-Blot Analysen sind die Untersuchungen der Linien SRI/47-6, -8, -22, -35, SRI/48-
20, -22, -30 und -33 bei 24°C und unter Hitze dargestellt. niV, nah isogene Variante; M, RNA Molecular Weight Marker Ill
(Roche)

Mit Hilfe der Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) sollten diese Probleme vermieden und
eine quantitative Auswertung mdglich werden. Da eine relativ genaue Bestimmung des
Transkript-Gehaltes nur im linearen Bereich der PCR mdglich ist, mussten zunachst die
optimalen Amplifikationsbedingungen fir die patS- und Aktin-cDNA bestimmt werden. Die
Etablierung erfolgte mit mRNA Extrakten der Hitze-stabilen Linie SRI/48-22, da der
gemittelte Pat-Gehalt mit 20,44 £+ 4,97 ng Pat / mg GLP im Durchschnitt aller untersuchten
Linien liegt (Kap. C1.2.4). Die spezifischen Amplifizierungen der cDNA [B2.6] erfolgten mit
den Primerpaaren patS-fw/patS-rv fir das patS-Gen und Nb-Aktin-fw/Nb-Aktin-rv flr das
Aktin-Gen. Die Amplifikationen von patS- bzw. Aktin fanden in getrennten Ansatzen statt.
Vorversuche haben gezeigt, dass keine gleichzeitige Amplifikation in einer Multiplex-PCR

mdoglich war (Ergebnisse nicht gezeigt). Die cDNA wurde jeweils in einer 1:10, 1:100 und
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1:500 Verdunnung eingesetzt und die spezifischen Amplifikationen umfassten mindestens 20
und maximal 40 Zyklen. In Abb. C14 sind repréasentative Ergebnisse der Etablierung

dargestellt.

Verdinnungen der eingesetzten cDNA

1:10 1:100 1:500

202224 26 28 30 32 34 36 38 40 2022 24 26 28 30 32 34 36 38 40 2022 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Abbildung C14: Etablierung der Amplifikationsbedingungen fiir die RT-PCR
Die Amplifikation von patS und Aktin fand in getrennten Ansétzen statt. Es wurden jeweils drei verschiedene Verdiinnungen der

cDNA eingesetzt: 1:10, 1:100 und 1:500. Fir jede Verdinnung wurden verschieden lange Amplifikationen von 20 bis 40 Zyklen
(ZA) durchgefihrt.

Die 1:10 Verdiinnungen der cDNA erwiesen sich sowohl fir die Amplifikation von patS als
auch von Aktin am geeignetsten. Weiterhin zeigte sich, dass nach 28 Zyklen mit beiden
Primerpaaren ein deutliches Signal detektiert werden konnte und die Amplifikation sich noch
im linearen Bereich befand. Die Ergebnisse konnten in drei unabhédngigen Wiederholungen
reproduziert werden, so dass fir die anschlielenden RT-PCR Versuche die jeweilige cDNA
in einer 1:10 Verdiinnung eingesetzt und die Amplifikation 28 Zyklen umfasste.

Um die Transkript-Gehalte quantifizieren zu kénnen, wurden die Amplifikationen nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung mit der Software PCBAS® 2.0 densitometrisch ermittelt.
AnschlieBend wurden die patS-mRNA Gehalte anhand der Aktin-mRNA Gehalte
normalisiert, um die Werte innerhalb eines Probenpaares (24°C vs. 37°C) mit einander
vergleichen zu kénnen. Die so ermittelten Transkript-Gehalte von den isogenen 24°C
Kontrollen dienten als Referenz. Um mdgliche Veranderungen durch die Hitzebehandlung
aufzeigen zu kénnen, wurden relativ dazu die Gehalte der Klone bei 37°C verrechnet.

Fur die Untersuchungen wurden die Hitze-sensitiven und einige Hitze-stabile Linien beider
Konstrukte ausgewahlt. Um die Reproduzierbarkeit dieser Messmethode beurteilen zu
kénnen, erfolgte in jeder Linie eine Doppelbestimmung des Transkript-Gehaltes. Zuséatzlich
wurde in einigen Linien der Transkript-Gehalt aus einem weiteren unabhangigen
Hitzestressversuch bestimmt. Die Ergebnisse sind im Anhang (Kap. F8) aufgefuhrt und in
Abb. C15 zusammengefasst.

Die Doppelbestimmungen haben gezeigt, dass die Werte innerhalb einer Linie stark
schwanken kénnen. So wurden fiir die Linien SRI/47-49 und SRI/48-95 Werte von 2,77 und
0,2 bzw. 1,63 und 0,45 bestimmt. Dagegen stimmten die ermittelten Werte weiterer Linien in
sich Uberein. So konnten fir die Linien SRI/47-23 und SRI/48-5 Werte von 0,61 und 0,57

bzw. 0,32 und 0,25 ermittelt werden. Auch die Werte einer Linie aus zwei unabhé&ngigen
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Hitzestressversuchen wichen im Mittel unterschiedlich stark voneinander ab. So konnten fir
die Linien SRI/47-77 und SRI/48-39 gemittelte Werte von 0,73 und 0,78 bzw. 0,16 und 1,26
bestimmt werden. Wobei auch hier wieder starke Schwankungen in den einzelnen
Doppelbestimmungen zu beobachten waren.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es mit dieser Messmethode zu relativ
groRen Schwankungen in den Werten kommen kann und sie somit auch nicht geeignet war,
reproduzierbare Aussagen Uber den patS-Transkript-Gehalt in den Pflanzen unter Hitze im

Verhéltnis zu den isogenen 24°C Kontrollen treffen zu kénnen.

Relative Transkriptionseinheiten
w

Ik

-23 - 46 - 4

9 -51 -54 - 60 =77 -5 -30 -39 -85 -97 -1

0

SRIAT SR1/43

Abbildung C15: Bestimmung des relativen patS-Transkript-Gehaltes in transgenen Tabakpflanzen

Far die Untersuchungen wurden Hitze-stabile und -sensitive Linien beider Konstrukte ausgewahlt. Die Transkript-Gehalte der
isogenen 24°C Kontrollen dienten als Referenz (schwarz). Relativ dazu wurden die Transkript-Gehalte der Klone bei 37°C
verrechnet (grau). Zusatzlich wurde in einigen Linien der Transkript-Gehalt von einem weiteren, unabhangigen

Hitzestressversuch bestimmt (weil}).

C1.2.5.1 Quantifizierung der patS-mRNA mit Hilfe der qRT-PCR

Aufgrund der zuvor beschriebenen Probleme und den groflen Schwankungsbreiten der
relativen Transkript-Gehalte innerhalb von Doppelbestimmungen und auch zwischen zwei
unabhédngigen Hitzestressversuchen, wurde dieser mit Hilfe der hoch sensitiven quantitativen
Real Time PCR (gRT-PCR) bestimmt. Wie schon fur die RT-PCR, wurde auch fir die gRT-
PCR die cDNA in einer 1:10 Verdlinnung eingesetzt und fir die Amplifizierung der patS- und
Aktin-cDNA dieselben Primerpaare genutzt. AnschlieBend konnte mit der 2! Methode
(Livak K. J. und Schmittgen T. D. 2001) die relative patS-Transkriptmenge anhand von Aktin
normalisiert und die ermittelten Werte der Klone unter Hitze im Verhaltnis zu den isogenen
24°C Kontrollen bestimmt werden. Werte < 0.5 deuteten auf eine Reduktion des patS-
Transkript-Gehaltes hin, wohingegen Werte = 2.0 eine Erhéhung zeigten. Werte im Bereich

von 0.6 bis 1.9 wiesen auf keine Veranderung des patS-Transkript-Gehaltes hin.
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Es wurden die Hitze-sensitiven und einige Hitze-stabile Linien beider Konstrukte ausgewahlt
und die relative patS-Transkriptmenge jeder Linie in einer Doppelbestimmung ermittelt.
Zuséatzlich wurde diese von einigen Linien aus einem weiteren, unabhangigen
Hitzestressversuch bestimmt. Die Ergebnisse sind im Anhang (F9) aufgefihrt und in Abb.
C16 zusammengefasst.

Zunachst haben die Untersuchungen gezeigt, dass die ermittelten relativen
Transkriptmengen mit der gRT-PCR im Vergleich zu denen aus der densitometrischen
Bestimmung (s. 0.) sowohl innerhalb einer Doppelbestimmung als auch zwischen den
unabhangigen Hitzestressversuchen deutlich geringer schwankten und somit eine geeignete
Methode darstellte.

Wie in Abb. C16 dargestellt, war dieser in den vier untersuchten Hitze-sensitiven SRI/47
Linien unter Hitze reduziert. Aber auch in der Hitze-stabilen Linie SRI/47-54 nahm der
spezifische Transkript-Gehalt unter Hitze eindeutig ab. Weiter konnte gezeigt werden, dass
dieser sowohl in der Hitze-sensitiven Linie SRI/48-39 als auch in der Hitze-stabilen Linie
SRI/48-97 unter Hitze eindeutig reduziert war. Dagegen konnte in der Hitze-sensitiven Linie
SRI/48-30 und Hitze-stabilen Linie SRI/48-95 keine Verdnderung beobachtet werden.
Zusammenfassend konnte mit diesen Untersuchungen gezeigt werden, dass es in den
untersuchten SRI/47 und SRI/48 Linien zu keiner generellen Korrelation zwischen dem

spezifischen Transkript-Gehalt und der Reduktion des Pat-Proteins unter Hitze kommt.

Relative Transkriptionseinheiten

-23 - 46 - 49 -5 -30 -39 -54 - 60 - 95 -97
SR1i47 SR1i43 SRIi47 SRI/45

Hitze-Sensitiv Hitze-Stabil

Abbildung C16: Bestimmung des relativen patS-Transkript-Gehaltes in transgenen Tabakpflanzen mit der qRT-PCR

Fir die Untersuchungen wurden Hitze-stabile und -sensitive Linien beider Konstrukte ausgewahlt. Mit Hilfe der 222% Methode
wurde die relative patS-Transkriptmenge der Klone unter Hitze (grau) im Verhaltnis zu den gleich 1 gesetzten isogenen 24°C
Kontrollen (schwarz) bestimmt. Werte < 0.5 bzw. = 2.0 weisen auf eine Veranderung der patS-Transkriptmenge hin. In einigen

Linien wurde der Transkript-Gehalt aus einem weiteren, unabhangigen Hitzestressversuch bestimmt (weif3).
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C1.2.6 Bestimmung der Kopienzahl der pat-Gene in ausgewéahlten Linien

Die Inaktivierung von Transgenen durch Co-Suppression kann mit der Kopienzahl des
Genes korrelieren. Um zu untersuchen, ob die Kopienzahl des pat47- bzw. pat48-Gens
verantwortlich fiir die Hitze-induzierte Reduktion des Transgens auf Protein-Ebene ist, wurde
die spezifische Kopienzahl mit Hilfe von Southern-Blot Analysen [B2.8] in ausgewahlten
Hitze-stabilen und -sensitiven Linien beider Konstrukte bestimmt. Die genomischen DNA der
SRI/47 Pflanzen wurde mit EcoRIl und Ncol und der SRI/48 Pflanzen mit Sacl und Xhol
geschnitten. Die spezifische Hybridisierung erfolgte Uber eine 503 bp lange Sequenz-
spezifische, Digoxigenin-markierten DNA-Sonde. Die Ergebnisse sind in Tab. C3
zusammengefasst.

Die untersuchten Linien hatten nur ein oder zwei Kopien des jeweiligen pat-Gens. Einzig in
der Linie SRI1/48-39 konnten drei Kopien des pat48-Gens nachgewiesen werden. In beiden
Events konnten sowohl Hitze-stabile als auch Hitze-sensitive Linien mit ein oder mehr
Kopien des jeweiligen pat-Gens detektiert werden. Es konnte somit keine Korrelation
zwischen der patS-Kopienzahl und der Reduktion des Transgens auf Protein-Ebene unter

Hitze gezeigt werden.

Tabelle C3: Bestimmung der patS-Kopienzahl in ausgewahlten transgenen Events
50 pg der genomischen DNA wurden mit den entsprechenden Enzymen geschnitten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und nach
der Ubertragung auf eine Nylonmembran mit einer Digoxigenin-markierten patS-Sonde hybridisiert. Firr die Untersuchungen

wurden einzelne Hitze-stabile und -sensitive Linien beider Konstrukte ausgewahit.

ing . A pats - . oo patS
Konstrukt Linie Pat-Protein bei 37 °C Kopienzahl Konstrukt Linie Pat.Protein bei 37 °C Kopienzah!
patd? - 23 reduziert 1 patd? - 57 unverandert 1

- 4B reduziert 2 - B0 unverandert 2

- 49 reduziert 1 - B2 unverandert 1

- 54 unverandert 1 - B3 unverandert 1

- 55 unverandert 1 - 77 unverandert 1
patds - 30 reduziert 1 patds - 86 unverandert 2

-39 reduziert 3 -9 unverandert 2

- 42 reduziert 1 -1 unverandert 1

C2 Nachweis einer Hitze-induzierten DNA-Protein Interaktion

Die Untersuchungen der Tabakpflanzen mit dem pat47- und pat48-Konstrukt haben gezeigt,
dass dessen Kultivierung bei 37°C nur in einigen Linien zu einer Reduzierung des Pat steady
state Levels fiihrt. Diese Linien waren auch weiterhin resistent gegenliber dem Herbizid.
Dagegen wurde in allen untersuchten SRI/43 Linien unter Hitze weder das Pat-Protein noch

eine spezifischen Enzymaktivitdt nachgewiesen (Kéhne S. et al. 1998). Zudem waren diese
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alle sensitiv gegentiber dem Herbizid. Unabhangig von dem Grad der Inaktivierung geht in
beiden Fallen die negative Regulation unter Hitze mit der Anwesenheit der 5° UTR41 und
dem 3" nos einher. Méglicherweise findet die Regulation auf DNA-Ebene Uber die Bindung
eines oder mehrerer Hitze-induzierter Proteine an diese regulatorischen Elemente statt. Der
‘Electromobility Gel Shift Assay” (EMSA) ist eine Mdbglichkeit solche DNA-Protein
Interaktionen nachzuweisen. Fir die Gelshift-Analysen wurde der 28 bp lange 5" UTR41
genutzt, da der 290 bp 3" nos ein wichtiger Bestandteil innerhalb der Genregulation ist und
somit Bindemotive fir eine Vielzahl von regulatorischen Proteinen besitzt. Zudem ist diese

Sequenz zu lang um sie fir detaillierte Analysen im EMSA zu nutzen.
C2.1 Klonierung einer spezifischen Sonde fiir den EMSA

Um die Gelshift-Analysen visualisieren und auswerten zu kénnen, wurde die Sequenz der 5
UTR41 zunéchst mit [*P] markierten Adenin (A) Nukleotiden radioaktiv markiert. Fiir die 5°
endstandige Markierung wurde ein 4 Thymidin (T) -Uberhang benétigt. Der Vektor
p57as1Bpil (Arbeitsgruppe Gatz C., Géttingen) besitzt eine ca. 90 bp groRe Kassette, die
jeweils von einer Bpil-Restriktionsschnittstelle flankiert wird (Bpil-Kassette). In dieser
Kassette liegt die "activation sequence-1" (as-1) vor, ein cis-Element, an das die in Tabak
konstitutiv exprimierten TGA-Transkriptionsfaktoren binden kénnen (Lam E. und Lam Y. K.
P. 1995, Niggeweg R. 1999). Aufgrund der Restriktionscharakteristik des Enzyms (GAAGAC
2/6) und der umliegenden Sequenz des Vektors erhalt man nach der Restriktion mit Bpil eine
ca. 90 bp groRe Kassette mit 5° endstéandigen 4 T-Uberhdngen. In dieser Bpil-Kassette
befindet sich eine Xbal-Kassette, in der der 5" UTR41 gegen das as-1 Element substituiert
werden kann. Hierfur wurde ein Fragment mit der Sequenz der 5" UTR41 synthetisiert (s5°
UTR41), dass kompatibel zu den Xbal-gedffneten Bereichen ist (Kasten Abb. C17).

Im Verlaufe der Klonierungen stellte sich jedoch heraus, dass zusatzlich zu den zwei Xbal-
Restriktionsschnittstellen in der Bpil-Kassette noch eine weitere im Vektor vorhanden ist und
die urspriingliche Klonierungsstrategie nicht mehr durchfihrbar war. Die Bpil-Kassette sollte
aber erhalten bleiben, da das as-7 Element eine optimale Kontrolle fir die Gelshift-Analysen
darstellte. Daraufhin wurde die zuséatzliche Xbal-Restriktionsschnittstelle durch eine
Punktmutation eliminiert. Wie in Abb. C17 schematisch dargestellt, wurden hierfir zun&chst
zwei spezifische Primer (p57asi1-fw und -rv) von dem Ausgangsvektor p57asi1Bpil so
abgeleitet, dass das erzeugte Amplifikat die Bpil-Kassette mit der zusatzlichen Xbal-
Restriktionsschnittstelle beinhaltet (Abb. C17 A). Die Sequenz des reversen Primer wurde so
gewahlt, dass dieser komplementér zu der stérenden Xbal-Restriktionsschnittstelle war. Ein
spezifischer Basenaustausch von Thymin zu Guanin in der homologen Primersequenz flhrte
nach der Amplifikation zu einer Punktmutation innerhalb der Erkennungssequenz (TCTAGA

- GCTAGA) und somit zu dessen Eliminierung.
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p57as1Bpil
8ol wpal xbal  BP g
I "N | |
L - <
pS7ast-fv pS7ast4v
Al
Bpll-Kassette PGEM®-T Easy Vector System
Bol ypal Xbal BRI

R , —COATI ATCA————————
‘ —  GCTa TTAGT—————

pPGEM-as1Bpil
Bol wpal xpsl BRI C 8ol ypal xpal 5P
1
S E— — -
Xbal
D ll s5° UTR41
CTAG GGG ATC CTC GAG GAA CTA ACA GTC GAC

CCC TAG GAG CTC CTT GAT TGT CAG CTG GATC

pPGEM-s5" UTR41

Bol ypal xpsl BRI E Xbal Xbal
—I—L-l—‘— E— TTTT—L‘J—TTTT
Bpl

Abbildung C17: Schematische Darstellung der Klonierung und Markierung der 5 UTR1-EMSA Sonde

A Amplifikation der Bpil-Kassette und Eliminierung der Xbal-Restriktionsschnittstelle (blau) durch eine Punktmutation. B
Integration der Bpil-Kassette in das pGEM®-T Easy Vector System (Promega). C Entfernung des as-1 Elements aus dem
Zielvektor pPGEM-as1Bpil durch eine Xbal Restriktion D Gerichtete Integration der synthetisierten 5° UTR41 (s5° UTR41) in den
zuvor gedffneten Zielvektor. E Restriktion der Sonde mit Bpil aus pGEM-s5° UTR41 und Markierung der 5" Endstandigen 4 T-

Uberhange mit 2P markierten A Nukleotiden.

Das Amplifikat mit der Bpil-Kassette wurde in das pGEM®-T Easy Vector System von
Promega eingeflgt, in E. coli TG1 Uberfihrt und mit Hilfe von Restriktionsanalysen in dem
Klon pGEM-as1Bpi1.1 nachgewiesen (Abb. C18). Die korrekte Sequenz der Bpil-Kassette
und die Eliminierung der zusétzlichen Xbal-Restriktionsschnittstelle konnte durch zwei
unabhéngige Sequenzierungen bestatigt werden (Anhang Kap. F5.3). AnschlieRend wurde
das as-1 Element gegen die synthetisierte 5° UTR41 in der Xbal-Kassette substituiert. Mit
Hilfe von Restriktionsanalysen konnte in dem Klon pGEM-s5" UTR41.7 die Substitution
beider DNA-Fragmente nachgewiesen (Abb. C18) und die korrekte Sequenz der s5° UTR41
in zwei unabhangigen Sequenzierungen bestatigt (Anhang Kap. F5.4) werden. Nach dessen
Restriktion mit Bpil wurde die erhaltende Sonde mit der 5° UTR41 wie in B2.12.2

beschrieben radioaktiv markiert.
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TG1/57as1Bpi1.1 TG1/GEM-as1Bpil .1 TG1GEM-s5" UTR41.7
Xbhal Bpll Xbal Bpll Xbhal Bpll
2748
2731 3197 3139 kR 3139
M - 4 84 - 5 84 - 89 M

Abbildung C18: Nachweis der korrekten Klonierung der Vektoren pGEM-as1Bpil und pGEM-s5” UTR41

Gelelektrophoretische Auftrennung der Restriktionen von TG1/57as1Bpil.1, TG1/GEM-as1Bpil.1 und TG1/GEM-s5" UTR41.7.
Die korrekten FragmentgréRen sind unter den Restriktionsenzymen aufgefiihrt. Zur Kontrolle wurden jeweils 3 pg der Plasmid-
DNA mitgefuhrt (-). Als GroRenstandart wurde der 100 bp Ladder Mix von Fermentas mitgefuhrt (M). k.R., keine

Restriktionsschnittstelle

C2.2 Isolation nativer Kernproteinextrakte

Um eine spezifische DNA-Protein Interaktion nachweisen zu kénnen, sollten die Gelshift-
Analysen mit nativen Kernproteinextrakten durchgefiihrt werden. Fiur die Isolation eines
nativen Proteins ist es wichtig eine fir das Protein stabile Umgebung zu schaffen. Fir
unbekannte Proteine ist dieses jedoch relativ schwierig abzuschétzen, so dass fiir die ersten
Untersuchungen das Protokoll von Kegler (Kegler C. 2001), der die Bindung von TGA-
Transkriptionsfaktoren an das "as-1 Element” in Tabak untersucht hat, als Basis genommen
wurde. Fir die Gelshift-Analysen wurde die nah isogene Variante zunachst dem 10tagigen

Hitzestress unterzogen, direkt im Anschluss beprobt und die nativen Kernproteinextrakte der

gestressten und isogenen 24°C Kontrollen wie in B2.12.2 ausfuhrlich beschrieben isoliert.

Abbildung C19: DAPI Farbung von Zellkernfraktionen aus N. tabacum SRI kultiviert unter 24°C und 37°C
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Wie in Abb. C19 dargestellt, konnte durch die Anfarbung der Zellkernfraktionen mit 4", 6-
Diamidin-2-phenylindiol (DAPI) noch wahrend der Isolation gezeigt werden, das ausreichend
und intakte Zellkerne isoliert wurden. Die Verbindung lagert sich bevorzugt an AT-reiche
Regionen in der kleinen Furche der DNA an. Bei Anregung mit ultraviolettem Licht

fluoresziert DAPI im sichtbaren Bereich mit blauer bis cyaner Farbe.

C2.3 Gelshift-Analysen mit der 5" UTR41 und dem as-1 Element

Um die Extraktion der nativen Kernproteine und die Gelshift-Analysen kontrollieren zu
kénnen, wurden neben der 5" UTR41 auch Analysen mit dem as-1 Element durchgeflhrt.
Nach der radioaktiven Markierung [B2.12.2] beider Elemente, wurden diese mit jeweils 2 pg
und 10 ug der nativen Kernproteinextrakte inkubiert und anschlieRend gelelektrophoretisch
aufgetrennt [B2.12.2]. Aufgrund des unterschiedlichen gelelektrophoretischen Laufverhaltens
von freien bzw. Protein gebundenen DNA-Fragmenten, kann eine DNA-Protein Interaktion
durch einen “Shift” aufgezeigt werden. Fir die Reproduzierbarkeit wurden die Proteinextrakte

aus zwei voneinander unabhangigen Hitzestressversuchen untersucht.

2 pg nKP 10 pg nKP

as-1 5 UTR41 as-1 5 UTR41

7 °C - 24°C TR - 24°C 37°C

24°C 37°C - 24 °C

L

Abbildung C20: Gelshift-Analyse nativer Kernproteinextrakte aus N. tabacum nach einem Hitzestressversuch

Exemplarische Darstellung einer Gelshift-Analyse mit dem as-1 Element und der 5° UTR41. Um das elektrophoretische
Laufverhalten der Sonde ohne eine Proteinbindung zeigen zu konnen (gelber Pfeil), ist ein Ansatz ohne nativen
Kernproteinextrakt mitgefihrt (-). Sowohl bei 24°C als auch bei 37°C konnte eine Einzel- und Doppelbesetzung des as-1
Elementes gezeigt werden (blaue Pfeile). Mit der 5" UTR4 1 konnte weder bei 24°C noch unter Hitze eine spezifische Protein-

DNA Interaktion nachgewiesen werden. Die Bedingungen der einzelnen Experimente waren identisch.

Wie in Abb. C20 fir eine Gelshift-Analyse dargestellt, konnte unabh&ngig von der
eingesetzten Proteinmenge bei 24°C und 37°C die erwartete Einzel- und Doppelbesetzung

des as-1 Elements mit TGA2.2-Dimeren gezeigt werden. Dies wurde auch durch weitere
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Gelshift-Analysen mit Proteinextrakten aus weiteren, unabhangigen Hitzestressversuchen
bestatigt. Somit konnte gezeigt werden, dass die verwendeten Protokolle fir die Isolation der
nativen Kernproteinextrakte und die Gelshift-Analysen funktionierten. Ferner konnte gezeigt
werden, dass die Hitzebehandlung keinen Einfluss auf die Interaktion der
Transkriptionsfaktoren mit dem as-7 Element zu nehmen scheint. Dagegen konnte in keiner
der Gelshift-Analysen mit der 5 UTR41 weder bei 24°C noch unter Hitze eine spezifische
Interaktion nachgewiesen werden. Mdéglicherweise sind in den max. eingesetzten 10 ug des
Proteinextraktes zu wenig des gesuchten Proteins vorhanden, um eine Interaktion mit der 5°
UTR41 aufzeigen zu kénnen. Weiterhin ist es vorstellbar, dass mit dem verwendeten
Isolationsprotokoll nicht das gesuchte Protein unter nativen Bedingungen isoliert werden

konnte.

C3 Untersuchung des Einflusses regulatorischen Regionen des pat41-Gens
auf die Expression der Luciferase wadhrend eines moderaten

Hitzestresses.

Um zu untersuchen, ob die Inaktivierung nur von den regulatorischen Sequenzen, also
unabhé&ngig vom Genprodukt ist, wurde ein weiterer Kodierbereich analysiert. Die Luciferase
(luc) aus Photinus pyralis ist ein in der Molekularbiologie h&ufig verwendetes und
6konomisch effizientes Reportergen-System und wird zudem auch bei hdheren
Temperaturen noch stabil exprimiert. Neumann (1997) konnte bereits beobachten, dass die
Kultivierung transgener Tabakpflanzen bei 37°C zu einem reversiblen Verlust der Luciferase-
Aktivitat in einem Teil der untersuchten Linien fihren kann. Wie das pat46-Gen (Walter S.
unv. Ergebnisse) besitzt das von Neumann genutzte AQ2-Konstrukt den 3" nos als
Terminationssignal. Die bisher erzielten Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass der 3" nos
eine entscheidende Rolle in der Hitze-induzierten Inaktivierung des Pat steady state Levels
einnimmt und es sich somit bei dem von Neumann beobachteten Ph&dnomen um den
gleichen Regulationsmechanismus handeln kénnte. Fur die vergleichenden Analysen zum
pat-Gen wurde der /uc-Kodierbereich im Kontext des pat43-Konstruktes eingebracht, da
dieses im Gegensatz zu den pat44-, patd5-, patd6-, patd7- und pat48-Konstrukten nicht zu
den Intermediareffekten in Tabak unter Hitze fuhrte. Nach der stabilen Integration in N.
tabacum, wurden die transgenen Pflanzen dem 10tagigen Hitzestress ausgesetzt und die

Aktivitdt der Luciferase bestimmt.
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C3.1 Klonierung des bindren Transformationsvektors pLuc43

Um den Einfluss der Temperatur auf die Luciferase zu untersuchen, wurde im pat43-Gen
Uber Sall der patS-Kodierbereich gegen den Juc-Kodierbereich substituiert (Abb. C21).
Zunachst wurde der luc-Kodierbereich mit den entsprechenden Sall-
Restriktionsschnittstellen modifiziert. Hierflr wurde dieser mit spezifischen Primern (LucSall-
fw und-rv) aus dem Subvektor pD0O432 amplifiziert, in das pGEM®-T Easy Vector System
eingefiigt und der erzeugte Subvektor pGEM-LucSall anschlielend in E. coli TG1 Gberfuhrt.
Nach deren Selektion konnte der /uc-Kodierbereich Uber eine spezifische PCR im Klon
TG1/GEM-LucSall.1 nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Kkorrekte
Sequenz des amplifizierten [uc-Kodierbereiches wurde durch zwei unabh&ngige
Sequenzierungen bestatigt (Ergebnisse nicht gezeigt). Durch eine Sall-Restriktion des
isolierten Subvektors aus dem Klon TG1/GEM-LucSall.1 wurde der [uc-Kodierbereich
ausgeschnitten und nach dessen Aufreinigung in den ebenfalls mit Sall gedffneten Zielvektor
pSK16.43 eingebracht. Der neu erzeugte Pflanzentransformationsvektor pLuc43 wurde

anschlielRend in E. coli TG1 uberfuhrt und auf Kanamycin selektioniert.

pD0432
LucSl;Ilb-M' Ll.z_SJaII-N
Al
Sall- luc - Sall pPGEM®E-T Easy Vector System
Sail Sail
) - CGATT ATCA
= _D - GCTA TTAGT
B |
pSK16.43 pGEM-LucSall
Siil Sal Sal Sai
=Ty = —
D l Sal C l Sall
Sal Sal

E 4

pLucd3
Sai San

-ﬁﬁl‘» luc X 3" camv oAl 57 oS @

Abbildung C21: Klonierschema des Pflanzentransformationsvektor pLuc43

A Amplifikation des luc-Kodierbereiches mit Sall-Restriktionsschnittstellen am 5° und 3" Ende. B Integration des modifizierten
luc-Kodierbereiches in das pGEM®-T Easy Vector System (Promega). C Sall-Restriktion des Subvektors pGEM-LucSall und
Aufreinigung des luc-Kodierbereiches. D Sall-Restriktion des pat43-Gens und Aufreinigung des Zielvektors pSK16.43 E
Ungerichtete Integration des /luc-Kodierbereiches. 5° nos, Promotor des Nopalinsynthasegens aus A. tumefaciens ; \\,
Sequenzdeletion; t3° UTR41, verkirzter 3" UTR41
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In dem Klon TG1/Luc43.5 konnte Uber eine spezifische PCR das /luc43-Gen nachgewiesen
werden. Wie in Abb. C22 B dargestellt, wurde daraufhin durch die Restriktion der Plasmid-
DNA mit EcoRIl, Sall und Xbal/Hindlll die bendtigte ‘sense” Orientierung des luc-
Kodierbereiches in diesem Klon bestétigt. Weiterhin konnte auch die Luciferase-Aktivitat in
einem qualitativen Nachweissystem detektiert werden (Kap. C3.1.1). Fir eine stabile
Integration des /uc43-Gens in das pflanzliche Genom wurde der Vektor aus dem Klon
TG1/Luc43.1 isoliert, in A. tumefaciens LBA4404  Uberfihrt und auf
Spectinomycin/Streptomycin selektioniert. Wie in Abbildung C22 C und D dargestellt, konnte
in dem Klon LBA4404/Luc43.1 das luc43-Gen nachgewiesen und dessen Zugehdrigkeit zum
Agrobakterien-Stamm LBA4404 bestatigt werden.

Xba
EceRl Sal  EcoRl Sal Hindll

A | .I |I 1| — ' Iii I . |
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B M- Sal EccRl Abl) C D
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Abbildung C22: Nachweis der korrekten Klonierung des Pflanzentransformationsvektors pLuc43

12572 17%E 136

A Bindestellen der Primer fur die spezifische Amplifikation im luc43-Gen und Darstellung der genutzten
Restriktionsendonukleasen. B Gelelektrophoretische Auftrennung der Restriktionen von TG1/Luc43.5. Die korrekten
Fragmentgréen sind unter den Restriktionsenzymen aufgefiihrt. Zur Kontrolle wurden 3 pg der Plasmid DNA mitgefuhrt (-) C
Gelelektrophoretische Auftrennung der spezifischen Amplifikation von LBA4404/Luc43.1 (2). Das korrekte Amplifikat besitzt
eine Grofde von ca. 1600 bp. Als positive Kontrolle diente der Subvektor pGEM-LusSall (P). Ein Ansatz ohne Template diente
als Kontrolle der verwendeten Komponenten fir die PCR (K). D Gelelektrophoretische Auftrennung der ERIC-PCR von
LBA4404/Luc43.1 (4). Als Kontrolle wurden folgende Wildtyp Bakterienstdamme mitgefiihrt: A. tumefaciens LBA 4404 (1), A.
tumefaciens HV C58/C1 (2) und E. coli TG1 (3). Als GroRenstandart wurde der 100 bp Ladder Mix von Fermentas mitgefiihrt
(M)

C3.1.1 Qualitativer Nachweis der Luciferase-Aktivitat in Bakterien

Um die Expression des luc43-Gens schnell und einfach zu Uberpriifen, wurde die Luciferase-
Aktivitat in den Bakterien nachgewiesen [B2.12.8]. Der von Wood und DelLuca (1987)
entwickelte Test beruht darauf, dass Luciferin in die Bakterienzellen diffundiert und von der
dort vorhandenen Luciferase oxidiert wird. Das dabei emittierte Licht ermdglicht den
Nachweis der Luciferase.

Die Expression des luc43-Gens wurde im Verlauf der Klonierung des luc43-Konstruktes in
dem Klon TG1/Luc43.5 und nach der Uberfihrung in A. tumefaciens in dem Klon

LBA4404/Luc43.1 nachgewiesen. Die von Neumann genutzten Bakterienstamme TG1/AQ2
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und LBA4404/AQ2 dienten dabei als Positivkontrolle. Die Autoluminogramme aller
getesteten Bakterienstdmme sind in Abb. C23 dargestellt.

In den Kontrollstdmmen TG1/AQ2 und LBA4404/AQ2 konnten nach einer 1,5 stindigen
Inkubation mit Luciferinldésung | unterschiedlich starke Lichtemissionen und somit
unterschiedlich starke Expressionen der Luciferase in den Bakterien detektiert werden. Wie
zu erwarten wurde in den Kontrollstdmmen ohne das /uc43-Konstrukt keine Lichtemissionen
gezeigt. In zwei unabhangigen Versuchen konnte in den Klonen TG1/Luc43.5 und
LBA4404/Luc43.1 unterschiedlich starke Expositionen detektiert und somit die Jluc-

Expression nachgewiesen werden.

ohne pAQ2 pLucd3

E. coli TG1

A. tumefaciens LBA4404

Abbildung C23: Autoluminogramme der mit dem Luciferasereportergen transformierten Bakterienstimme

Nachweis der Luciferase-Aktivitat in 0. N. Strichkulturen (weil® umkreist) der Klone TG1/Luc43.1 und LBA4404/Luc43.5.
Bakterienstdmme mit dem Pflanzentransformationsvektor ROK1 ohne das Zielgen dienten als Negativkontrolle. Als
Positivkontrolle wurden die Bakterienstdmme TG1/AQ2 und LBA4404/AQ2 mitgefiihrt.

C3.2 Nachweis des luc43-Gens und deren Expression in planta

C3.2.1 Stabile Integration des luc43-Gens in N. tabacum

Die Integration des luc43-Konstruktes erfolgte in N. tabacum Petit Havanna, um diese mit
den SRI/43 Pflanzen vergleichen zu kénnen. Fir die Transformation [B 2.3.3] wurde der in
Kap. C3.1 erzeugte Agrobakterien-Stamm mit dem /uc43-Gen verwendet. Um einen Einfluss
des Transgens auf die Regeneration des Tabaks zu untersuchen, wurde auch der binare
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Transformationsvektor ROK1 ohne das Zielgen (Leervektor) transformiert. Weiterhin wurde
das AQ2-Konstrukt von Neumann in Tabak eingebracht, um dessen Einfluss mit dem Juc43-
Konstrukt vergleichen zu kénnen

Insgesamt wurden 11 unabhéngige Transformationen durchgefuhrt. Davon waren aufgrund
mikrobieller Kontaminationen fir das /luc43-Konstrukt acht, fir das AQ2-Konstrukt 10 und fur
den Leervektor neun Transformationen auswertbar. Von diesen wurden nach sechs Wochen
die jeweiligen Regenerationsdaten bestimmt (Anhang Tab. F2). In Tab. C4 sind
exemplarisch die Regenerationsraten von drei Transformationen dargestellt und die Raten
aller auswertbaren Transformationen im Mittel zusammengefasst.

Tabelle C4: Darstellung der Regenerationsdaten des luc43-, AQ2-Gens und des Leervektors in N. tabacum

Die Anzahl der gebildeten Kalli und Sprosse wurden nach 6 Wochen Inkubation von den Explantaten auf ACB-Medium mit 100

mg/L Kanamycin bonitiert und die Anzahl der Sprosse pro Explantat bestimmt. Die Regenerationsdaten wurden im Mittel fir

jede T-DNA von den auswertbaren Transformationen zusammengefasst.

Transformation T-DNA Explantate Kalli Kalli/Explantat Sprosse Sprosse/Explantat

3 AQ2 30 72 240 8 027
ROK1 18 85 472 24 050
Luc43 18 B3 350 9 1,33
5 AC2 24 78 325 21 088
ROK1 29 99 341 34 117
Luc43 29 94 3,24 4 0,14
11 AQ2 30 20 154 9 0,30
ROK1 30 15 05 4 013
Luc43 29 8 0,28 2 0,07

Gesamt AG2 10 von 11 Transformationen auswertbar 053 +053

ROK1 9 von 10 Transformationen auswertbar 048 +£0,34

Luc43 8 von 10 Transformationen auswertbar 055 +0,44

Die Regenerationsdaten des /uc43- und AQ2-Konstrukt waren mit 0,55 0,44 bzw. 0,53
10,53 Sprosse/Explantat im Mittel vergleichbar. Wie auch bei den Transformationen mit den
pat-Konstrukten, kam es innerhalb eines Konstruktes zu den flr Tabak Ublichen
Schwankungen. Der Leervektor lag mit 0,48 10,34 Sprosse/Explantat innerhalb der
Schwankungsbreiten des luc43-Konstruktes und somit konnte auch kein Einfluss dessen auf

die Regeneration beobachtet werden.
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Verglichen mit den Transformationen des pat47- und pat48-Konstruktes (Tab. C1) waren
diese aber deutlich geringer. Das ist wahrscheinlich auf die verschiedenen genutzten
Pflanzentransformationsvektoren zuriickzufihren. Sowohl der ROK1 als auch der pBIN19,
der als Ausgangsvektor fur den Vektor pAQ2 diente, sind Vektoren der ,ersten Generation®.
Dagegen ist der pLH9000 ein deutlich effektiverer bindrer Transformationsvektor der
.Zweiten Generation®.

Nach der Umsetzung der Sprosse auf Selektionsmedium wurde mit Hilfe einer spezifischen
PCR in jeweils neun Regeneranten das Transgen nachgewiesen (Abb. C24 B).
AnschlieRend konnte in diesen Linien mit Hilfe von RT-PCR Analysen die spezifische mRNA

nachgewiesen werden (Abb. C24 C).

A AQ2 fucd3

LucS-fwe LucS+v LucS-fw LucS+v

LucSall-fu LucSall-ry LucSall-fu LucSall-ry
B >
S SRIAQ2 SRIiLucd3
o
I w -2 -17 -31 -33 -5 -11 -22 -26 K
3000 bp —
1000 bp —
S SRIAG2 SRILuc43
@
M g -2 -17 -3 -33 -5 -11 -22 -26 K
3000 bp —
1000 bp —

Abbildung C24: Nachweis der luc-Konstrukte und der luc-mRNA in planta

A Bindestellen der Primer LucSall-fw-rv fir die DNA-PCR und LucS-fw-rv fir die RT-PCR im AQ2- und /uc43-Konstrukt. B
Gelelektrophoretische Auftrennung der spezifischen DNA-Amplifikation von den Linien SRI/AQ2-2, -17, -31, -33 SRI/Luc43-5, -
11,- 22 und -26. Das korrekte Amplifikat besitzt eine Gré3e von ca. 1600 bp. Als negative Kontrolle diente genomische DNA aus
der Linie SRI/ROK1-1. C Gelelektrophoretische Auftrennung der RT-PCR dieser Linien. Das korrekte Amplifikat besitzt eine
GroRe von ca. 350 bp. Als negative Kontrolle diente cDNA aus der Linie SRI/ROK1-1. Ein Ansatz ohne Template diente als
Kontrolle der verwendeten Komponenten fir die PCR (K). Als GréRenstandart wurde der 100 bp Ladder Mix von Fermentas
mitgefihrt (M)

FiUr eine bessere Zuordnung wurden die Tabakpflanzen mit dem AQ2- und dem /uc43-Gen

als SRI/AQ2 bzw. SRI/Luc43 bezeichnet. Die Pflanzen mit dem Leervektor wurden als
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SRI/ROK1 gekennzeichnet. Die transgenen Pflanzen wurden sowohl in vitro in einer
Klimakammer als auch in Erde im Gewéachshaus fir die weiteren Untersuchungen
angezogen. Wie in Abb. C25 exemplarisch fur die in vitro Kulturen dargestellt, waren die
transgenen Linien zu Beginn der Kultivierung phénotypisch nicht von den Pflanzen mit dem
Leervektor und der nah isogenen Variante zu unterscheiden. Im Laufe der in vitro
Kultivierung und auch im Gewachshaus zeigte sich aber, dass die transgenen Pflanzen
wahrend der Vermehrung sukzessive schlechter regenerierten. So war die Bewurzelung der
Pflanzen verzdgert und sie wuchsen auch deutlich schlechter. Weiterhin waren die Pflanzen
friher BlUh-induziert. Gleiches konnte auch fiir die Pflanzen mit dem Leervektor beobachtet
werden. Das fihrte bei einigen Linien dazu, dass diese nach einer bestimmten Anzahl von
Regenrationen diese Fahigkeit verloren.

SRIZAGQ2 SRI/Lucd3

niv SRIFROK1

VSO

VS3

Abbildung C 25: Darstellung ausgewahlter Tabakpflanzen mit dem luc43-Gen in verschiedenen Vermehrungsstadien

Exemplarisch fiir die erzeugten transgenen Tabakpflanzen sind ca. 3 Wochen alte in vitro Kulturen der Linien SRI/AQ2-17, -31,
SRI/Luc43-11 und -22 dargestellt. Die neu regenerierten (VS0) transgenen Tabakpflanzen unterscheiden sich in ihrem
Phanotyp nicht von den Pflanzen mit dem Leervektor und der nah isogenen Variante (niV). Spatestens ab dem dritten
Vermehrungsschritt (VS3) war die Kultivierung dieser transgenen Linien und der Linien mit dem Leervektor im Vergleich zu der

nah isogenen Variante deutlich eingeschréankt. Charakteristisch daftir war eine frithe Bliihinduktion.

C3.2.2 Qualitativer Nachweis der Luciferase-Aktivitat in transgenen Tabakpflanzen

Um die luc-Expression in den Regeneranten schnell und einfach zu Uberprifen, wurde wie
zuvor in den Bakterien die Luciferase-Aktivitdt nachgewiesen [B2.12.8]. Doch auch nach
mehrfacher Wiederholung des Experimentes konnte bei keiner SRI/AQ2 oder SRI/Luc43
Linie eine Lichtemission gezeigt werden. Auch die Variation der Inkubationszeiten von 30
min bis hin zu 6 h und die Zugabe von DMSO zur Substratlésung (Luciferinlésung Ill), um die
Aufnahme des Substrates in das Blattmaterial zu férdern, fihrten zu keiner detektierbaren

Emission. Da jedoch die Funktionalitét beider luc-Gene zuvor nachgewiesen werden konnte
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(Abb. C23) und in den untersuchten Linien das jeweilige Konstrukt und dessen Transkription
(Abb. C24 C) gezeigt wurde, musste es an dem Testsystem liegen.

Daraufhin wurde die [uc-Expression mit dem Luciferase Assay System von Promega
bestimmt [B2.12.9]. Mit diesem Messsystem kann die Luciferase-Aktivitdt pflanzlicher
Proteinextrakte durch die Zugabe einer Luciferinlésung luminometrisch bestimmt werden.
Die gemessenen relativen Licht Einheiten (RLE) wurden auf einen ug des gesamtldslichen
Proteins (GLP) bezogen [B2.12.4]. Zusatzlich zu den transgenen Linien, wurden Pflanzen mit
dem Leervektor und die nah isogene Variante vermessen. Neben den in vitro Kulturen
wurden Linien aus dem Gewachshaus untersucht, um beide Kultivierungsarten vergleichen
zu koénnen. Um die Messmethode beurteilen zu kénnen, wurden die RLE von jedem

Proteinextrakt in einer Doppelbestimmung ermittelt (Anhang Tab. F7).
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Abbildung C26: Bestimmung der relativen Luciferase-Aktivitit in transgenen Tabakpflanzen

Luminometrische Doppelbestimmung der Luciferase-Aktivitat in SRI/AQ2 und SRI/Luc43 Pflanzen aus in vitro Kultur und in
Erde (*) bei einer Sensitivitat von 175. Die ermittelten Relativen Licht Einheiten (RLE) wurden auf einen pug des gesamtléslichen
Proteins (GLP) bezogen. niV, nah isogene Variante

Mit dem Luciferase Assay System war es méglich in einem Grolf3teil der transgenen Linien
verschieden starke Enzymaktivitdten zu messen. Wie in Abb. C26 dargestellt, konnte in acht
von neun SRI/AQ2 und in vier von neun SRI/Luc43 Linien eine Luciferase-Aktivitat
nachgewiesen werden. In den restlichen Linien lagen die gemessenen relativen Einheiten
unterhalb der Werte des Leervektors und der nah isogenen Variante.

Es zeigte sich, dass die Werte innerhalb eines Konstrukts stark schwankten. So lagen die
Werte von den positiven SRI/AQ2 und SRI/Luc43 Linien zwischen 149,91 und 2158,29 RLE /
Mg GLP bzw. 16,08 und 1931,64 RLE / ug GLP. Aufgrund dieser Schwankungsbreiten kann

zwischen den beiden [uc-Konstrukten auch kein wesentlicher Unterschied ausgemacht
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werden. Die Doppelbestimmung der Proteinextrakte zeigte, dass es zu leichten Methoden-
abhangigen Schwankungen kommt. Diese waren aber deutlich geringer als die
Schwankungen zwischen den unabhangigen Linien und sind somit zu vernachlassigen.

Die Linien SRI/AQ2-2, -8 und SRI/Luc43-5 aus dem Gewéachshaus lagen mit 553,87 RLE /
Mg GLP, 611,58 RLE / ug GLP bzw. 387,64 RLE / uyg GLP im Wertebereich der in vitro
Kulturen, so dass die Kultivierungsart keinen Einfluss auf die Expressionsstarke zu nehmen

scheint.

C3.2.3 Qualitativer Nachweis der Luciferase-Aktivitit nach einen moderatem

Hitzestress

Um eine mogliche Hitze-induzierte Auswirkung der 5" UTR41 und des 3" nos auf den luc-
Kodierbereich zu untersuchen, wurden die SRI/Luc43 Linien dem 10 tagigen Hitzestress
ausgesetzt und direkt im Anschluss die Luciferase-Aktivitdt in einer Doppelbestimmung
ermittelt. Fur die Untersuchungen wurden die Linien SRI/Luc43-5, -26 und SRI/AQ2-6, -31, -
32 und -33 aus der in vitro Kultur und SRI/Luc43-11, -22 und SRI/AQ2-17und -22 aus dem
Gewdachshaus verwendet. In den restlichen Linien konnte zuvor keine Luciferase-Aktivitat
nachgewiesen werden oder waren aufgrund der genannten Kultivierungsprobleme nicht
mehr vorhanden. Die Ergebnisse sind im Anhang (Tab. F8) aufgefihrt und in Abb. C27

zusammengefasst.
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Abbildung C27: Bestimmung der relativen Luciferase-Aktivitdt nach einem moderaten Hitzestress
Luminometrische Doppelbestimmung der Luciferase-Aktivitat in SRI/AQ2 und SRI/Luc43 Linien aus in vitro Kultur und in Erde
(*) unter Kontrollbedingungen (grau) und bei 37°C (weil}) bei einer Sensitivitdt von 175. Die ermittelten Relativen Licht Einheiten

(RLE) wurden auf einen pg des gesamtléslichen Proteins (GLP) bezogen. niV, nah isogene Variante
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Wie auch schon im Kap. C1.2.2 beschrieben, bildeten die Tabakpflanzen unter Hitze,
verglichen mit den isogenen Kontrollen bei 24°C, eine verdickte Kutikula aus und vereinzelt
waren auch Lanzett-artige Blatter zu beobachten (Ergebnisse nicht gezeigt). Dies wurde
sowohl bei den transgenen Pflanzen als auch bei der nah isogenen Variante beobachtet und
war somit unabhangig von dem eingebrachten Transgen.

In allen untersuchten isogenen 24°C Kontrollen konnte eine Luciferase-Aktivitat
nachgewiesen werden. Wie schon in Kap. C3.2.2. beobachtet, kam es zwischen den
unabhangigen Linien eines Konstruktes zu starken Schwankungen. Die absoluten Werte
beider Messreihen kénnen aber nicht miteinander verglichen werden, weil diese mit
unterschiedlichen Sensitivitdten des Messgerdtes gemessen werden mussten, um im
auswertbaren Bereich des Gerates zu bleiben. So wurde diese Messreihe mit einer
geringeren Sensitivitdt (125 vs. 175) gemessen und die absoluten Werte waren
erwartungsgemald auch niedriger. Weiterhin zeigte sich, dass die Pflanzen aus dem
Gewachshaus die héchsten Werte aufwiesen. Dies konnte aber im ersten Versuch nicht

beobachtet werden.
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Abbildung C28: Gegeniiberstellung der relativen Luciferase-Aktivititen von unabhéangigen Hitzestressversuchen

Zusammenfassende Darstellung der ermittelten Luciferase-Aktivitaten aus den drei durchgefiihrten Hitzestressversuchen mit in
vitro Kulturen. Die luminometrische Doppelbestimmung der isogenen 24°C Kontrollen (grau) und der Klone unter Hitze (weil3)
erfolgte bei einer Sensitivitdt von 175. Die ermittelten Relativen Licht Einheiten (RLE) wurden auf einen pug des gesamtldslichen

Proteins (GLP) bezogen. niV, nah isogene Variante.

Verglichen mit den isogenen 24°C Kontrollen, war die Luciferase-Aktivitdt in allen
untersuchten SRI/AQ2 und SRI/Luc43 Linien unter Hitze eindeutig reduziert. Eine Ausnahme
stellte die Linie SRI/Luc43-5 dar. Verglichen mit der isogenen Kontrolle bei 24°C mit 1,84
RLE / pg GLP im Mittel war die Aktivitat in dem gestressten Klon mit 1,64 RLE / ug GLP im
Mittel nur unwesentlich niedriger. Die Werte ergaben sich aus der Doppelbestimmung mit
1,95 bzw. 1,93 RLE / ug GLP bei 24°C und 1,53 bzw. 1,56 RLE / ug GLP unter Hitze. Der
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Unterschied zwischen den Klonen war aber deutlicher als die Schwankungen in den
Doppelbestimmungen und somit kénnte es sich auch hierbei um eine reale Reduzierung der
Luciferase-Aktivitat bei 37°C handeln.

AnschlieRend wurden die Ergebnisse in einem zweiten unabhangigen Hitzestressversuch
Uberprift. Hierflr standen aufgrund der zuvor genannten Kultivierungsprobleme nur noch die
Linien SRI/AQ2-6, -31, -32, -33 bzw. SRI/Luc43-5 und -26 zu Verflgung. Ein dritter
unabhéngiger Versuch war nur noch mit der Linie SRI/AQ2-6 und SRI/Luc43-26 méglich. Die
Ergebnisse sind im Anhang (Tab. F8 und F9) aufgefihrt und in Abb. C28 zusammengefasst.
Bei den isogenen 24°C Kontrollen zeigte sich, dass nicht nur die Werte zwischen den
unabhangigen Linien eines Konstruktes stark schwankten sondern auch die Werte zwischen
den Klonen einer Linie unterschiedlich stark voneinander abweichten. So lagen zum Beispiel
die Luciferase-Aktivitdt in den untersuchten lonen der Linien SRI/AQ2-31 und SRI/43-26
zwischen 26,95 und 635,35 RLE / uyg GLP bzw. 52 und 566,61 RLE / ug GLP. Unabh&ngig
davon war die Luciferase-Aktivitdt in den Hitze-behandelten Klonen, verglichen mit den
isogenen 24°C Kontrollen, in jedem Hitzestressversuch reduziert. Auch die zuvor
beobachtete geringe Hitze-induzierte Reduktion der Luciferase-Aktivitat in der Linie
SRI/Luc43-5 (Abb. C27) war in einem zweiten unabhangigen Versuch deutlich stérker
ausgepréagt. So wurde ein Aktivitat von 30,01 RLE / pyg GLP in dem Klon unter
Kontrollbedingungen und 0,23 RLE / ug GLP in dem Klon unter Hitze bestimmt. Dagegen
konnte die eindeutige Hitze-induzierte Reduktion der Luciferase-Aktivitdt in der Linie
SRI/AQ2-32 aus dem ersten Hitzestressversuch (Abb. C27) nicht reproduziert werden.
Dennoch war der geringe Unterschied zwischen den ermittelten Aktivitdten mit 25,22 RLE /
Mg GLP bei 24°C und 24,71 RLE / ug GLP unter Hitze grof3er als die Schwankungen in den
jeweiligen Doppelbestimmungen. So dass es sich hierbei, wie auch schon bei der Linie
SRI/Luc43-5 im ersten Hitzestressversuch beobachtet (Abb. C27), um eine geringe aber
reale Abnahme der Luciferase-Aktivitat unter Hitze handeln kénnte.

Weiterhin wurde in einem Hitzestressversuch von jeder Linie die Luciferase-Aktivitat in zwei
unabhangigen Blattproteinextrakten in einer Doppelbestimmung ermittelt und miteinander
verglichen (Tab F10). Es konnte gezeigt werden, dass sich auch die Aktivitdten in den
Blattern unterscheiden. Diese Schwankungen waren aber deutlich geringer als die
Unterschiede zwischen dem Klon unter Hitze und der isogonen 24°C Kontrolle. Mit
Ausnahme der 24°C Kontrolle der Linie SRI/AQ2-31 waren diese auch deutlich geringer als

die Unterschiede zwischen den Klonen innerhalb der jeweiligen Linie.
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C4 Untersuchung des Einflusses der 5° UTR41 und des 3" nos auf die Pat
Expression wdhrend eines moderaten Hitzestresses in Arabidospis

thaliana

In N. tabacum konnte gezeigt werden, dass bei 37°C der pat- und /uc-Kodierbereich durch
die 5° UTR41 und den 3" nos negativ reguliert werden kann. Unter den Standard-
Kultivierungsbedingungen scheinen diese Elemente keinen Einfluss auf das Transgen zu
nehmen. Ahnliches konnte auch in Kartoffeln (Solanum tuberosum), die wie der Tabak zur
Familie der Nachtschattengewachse (Solanaceae) gehért, beobachtet werden (unv.
Ergebnisse). Um zu untersuchen, ob die Regulation noch in weiteren Spezies auftritt und
mdglicherweise einen allgemeinen pflanzlichen Mechanismus darstellt, wurde dies in der
Modellpflanze Arabidopsis (A.) thaliana untersucht. Das Arabidopsis Genom ist vollstandig
sequenziert und ist somit fur weitere Untersuchungen bestens geeignet. Zudem zeigten
Sequenzabgleiche der 5° UTR41 mit dem Arabidopsis Genom (TAIR) aufféllig hohe
Homologien im 5° Bereich von funktionellen Genen (Ergebnisse nicht gezeigt).

Fir die Untersuchungen wurde das pat41- und pat43-Gen stabil in den Okotyp Columbia
(Col-0) eingebracht, weil im Gegensatz zu den beobachteten Intermediareffekten in
Tabakpflanzen mit dem patd44-, patd5-, patd6-, patd7- bzw. pat48-Gen, konnte in allen
untersuchten SRI/41 und SRI/43 Linien eine deutliche Hitze-induzierte negative Regulation

des Pat steady state Levels beobachtet werden (Kdéhne S. et al. 1998).

C4.1 Ubertragung der pat-Gene in A. tumefaciens GV3101 (pMP90)

Der Stamm A. tumefaciens LBA4404 erwies sich oft als ungeeignet fir die Arabidopsis
Transformation. Daher wurde fiur eine effektive Integration der pat-Gene in das Arabidopsis
Genom die Plasmide plB16.41 und pSK16.43 in den Stamm GV3101 (pMP90) (Koncz C.
und Schell J. 1986) Ubertragen. Dies ist ein hoch virulenter Agrobakterien-Stamm aufgrund
von zusétzlichen Virulenzgenen auf dem Helferplasmid pMP9O0.

Wie in Abb. C29 B dargestellt, konnte Uber eine spezifische PCR das pat41-Gen in dem Klon
GV3101(pMP90)/IB16.41.1 und das pat4d3-Gen in dem Klon GV3101(pMP90)/SK16.43.1
nachgewiesen werden. AnschlieBend wurde mit Hilfe der ERIC-PCR die korrekte
Stammzugehdrigkeit bestatigt (Abb. C29 C).
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A patd1 patd3
kpatd1-forl kpatdl-rv2 kpatS-fwl  kpatS-rv2
B C M 1 2 3 4 5
3000 bp — 3000 bp —
1000 bp — 1000 bp —
500 bp — 500bp —

Abbildung C29: Nachweis der korrekten Transformation von A. tumefaciens GV3101(pMP90)

A Bindestellen der Primer fir die spezifische Amplifikation im pat41- und pat43-Gen. Das korrekte Amplifikat besitzt eine GroRe
von ca. 227 bp bzw. ca. 691 bp B Gelelektrophoretische Auftrennung der spezifischen Amplifikation von
GV3101(pMP90)/1B16.41.1 (1) und GV3101(pMP90)/SK16.43.1 (2). Als positive Kontrollen dienten die Klone TG1/IB16.41.1
bzw. TG1/SK16.43.1 (P). Ein Ansatz ohne Template diente als Kontrolle der verwendeten Komponenten fir die PCR (K). C
Gelelektrophoretische Auftrennung der ERIC-PCR von GV3101(pMP90)/IB16.41.1 (4) und GV3101(pMP90)/SK16.43.1(5). Als
Kontrolle wurden folgende Wildtyp Bakterienstdmme mitgefuhrt: A. tumefaciens HV CS58/C1 (1), A. tumefaciens
GV3101(pMP90) (2) und A. tumefaciens LBA 4404 (3). Als GroRenstandart wurde der 100 bp Ladder Mix von Fermentas
mitgefuhrt (M).

C4.2 Nachweis der pat-Gene und ihrer Expression in planta

C4.2.1 Stabile Integration der pat-Gene in A. thaliana

Die Integration des pat41- und pat4d3-Gens erfolgte Uber die Blitentauchmethode [2.3.3]
nach Clough und Bent (1998). Nach der Infiltration der Pflanzen mit den zuvor erzeugten
Stdmmen GV3101(pMP90)/IB16.41.1 und GV3101(pMP90)/SK16.43.1 (Kap. C4.1) wurden
diese zur Blite gebracht und die geernteten Samen in Erde ausgelegt. Die gekeimten
Pflanzchen wurden im Vier- bis Sechsblattstadium vereinzelt und unter den Standard-
Kultivierungsbedingungen angezogen [B2.1.2]. Um eine schnelle und effektive Selektion der
positiven Transformanden zu ermdglichen, wurden diese nach der Vereinzelung mehrfach
mit 10 mg/L L-Pt bespriht.

Die Behandlung der mitgefuhrten Wildtypen fuhrte zum Absterben der Pflanzen. Schon nach
der ersten Herbizidbehandlung waren diese deutlich geschadigt. Der groRte Teil der
Pflanzen, die aus den Samen nach der Blutentauchung keimten, waren sensitiv gegeniber
dem Herbizid. Nur einige wenige Pflanzen zeigten auch nach mehrfacher
Herbizidbehandlung Uber die gesamte Anzuchtperiode keine sichtbaren Schadigungen. Im
Gegensatz zum Wildtyp waren diese in der Lage das toxische L-Pt zu acetylieren und somit
resistent gegentiber dem Herbizid. Wie in Abb. C30 B dargestellt, wurde in diesen Pflanzen

anschlielend das jeweilige pat-Gen Uber eine spezifische PCR nachgewiesen. Insgesamt
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konnte so eine Linie mit dem pat41-Gen und vier unabhangige Linien mit dem paf43-Gen

erzeugt werden.

A patd patd3
P L
kpatd1-fwl  kpatd1-rv2 kpatS-fwl  kpatS-rv2
B Col-0/41 Col-0/43

M K F -1
3000 bp —
1000 bp —
500bp -

Abbildung C30: Nachweis des pat41- und pat43-Konstruktes in planta

A Bindestellen der Primer fir die spezifische Amplifikation im pat41- und pat43-Gen. Das korrekte Amplifikat besitzt eine Groflie
von ca. 227 bp bzw. ca. 691 bp. B Gelelektrophoretische Auftrennung der spezifischen Amplifikation von den erzeugten
Priméartransformanden. Als positive Kontrolle diente Plasmid-DNA aus dem Klon GV3101(pMP90)/IB16.41.1 bzw.
GV3101(pMP90)/SK16.43.1 (P). Ein Ansatz ohne Template diente als Kontrolle der verwendeten Komponenten fir die PCR
(K). Als Grofenstandart wurde der 100 bp Ladder Mix von Fermentas mitgefiihrt (M)

Phanotypisch waren die Primartransformanden (T1) auch nicht von dem Wildtyp zu
unterscheiden (Abb. C31). Fur die korrekte Systematisierung wurden die
Primartransformanden mit dem pat41- und pat43-Gen als Col-0/41-1 bzw. Col-0/43-n
bezeichnet. Die transgenen Pflanzen wurden zur Blute gebracht und die Samen flr weitere
Untersuchungen geerntet.

Col-0/43
Col-Ofnt Col-0/41-1

Abbildung C31: Gegeniiberstellung der erzeugten Primartransformanden und dem Col-0/Wildtyp

C4.2.2 Inkubation der Arabidopsis Pflanzen unter erhéhten Temperaturbedingungen

Um das Resistenzverhalten der transgenen Arabidopsis Pflanzen unter erhéhten
Temperaturbedingungen untersuchen zu koénnen, sollten transgene Linien aus der T2
Generation homolog zu den Tabakpflanzen einem 10tdgigen moderatem Hitzestress

ausgesetzt werden.
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Etablierung der Kultivierungstemperatur fiir einen moderaten Hitzestress

Die natiirlichen Temperaturen fir den verwendeten Okotyp Col-0 liegen im Mittel bei 15-
16°C im Frihjahr und 21-22°C im Herbst (Arabidopsis Biological Resource Center). Die
standardisierte Temperatur fiir die Kultivierung in der Phytokammer liegt bei 22°C. Warner
und Erwin (2005) konnten zeigen, dass die Kultivierung bei 36°C Uber einen Zeitraum von
vier Tagen zum Tod von mindestens 50% der untersuchten Pflanzen fuhrte und diese somit
deutlich einem Hitzestress ausgesetzt waren. Dagegen kam es bei der Kultivierung von bis
zu funf Tagen bei 32°C und 34°C zu keinen Auswirkungen auf die Ausbildung der
Blutenknospen (Warner R. M. und Erwin J. E. 2005); ein phé&notypisches Indiz flr einen
Hitzestress. Ludwig-Mdiller et al. (2000) konnte beobachten, dass die Kultivierung tber 14 d
bei 32°C zu ersten leichten phanotypischen Verénderungen fuhrte, wohingegen nach sechs
Tagen noch kein Unterschied zu den Kontrollpflanzen bei 22°C auftrat. So waren erste
Anzeichen von Seneszenz und trockene Bliten zu beobachten. Weiterhin war die
Schotenbildung gestért. Mit Erhdhung der Temperatur nahm die Ausprégung dieser
Symptome deutlich zu (Ludwig-Muller J. et al. 2000). Somit ist nicht nur die Temperatur
selbst, sondern auch die Dauer, die die Pflanze dieser Temperatur ausgesetzt ist, flr eine
Reaktion in der Pflanze verantwortlich und kénnen phanotypisch auch charakterisiert

werden.

Abbildung C32: Kultivierung von Arabidopsis Col-0/Wildtyp Pflanzen bei 22°C und 31°C.
Vergleich der Rosette (A), der Blutenstdnde (B) und der Schoten von gestressten und unter den Standardbedingungen

kultivierten Wildtyp Pflanzen. Die Kontrollpflanzen sind mit einem roten Pfeil markiert.

Daraufhin wurden 10 Col-0/Wildtyp Pflanzen Uber den Versuchszeitraum von 10 d bei 31°C
in der Hitzekammer kultiviert. Zur Kontrolle wurden weitere Wildtypen unter den Standard-
Kultivierungsbedingungen mitgefuhrt. Wie in Abb. C32 A exemplarisch dargestellt, konnte
kein wesentlicher Unterschied in der Rosettenbildung beobachtet werden. Jedoch zeigte sich
bei dem Vergleich der Blutenstéande, dass es bei 31°C zu leichten Verzégerungen in der
Entwicklung gekommen ist (Abb. C32 B). Weiterhin war bei diesen Pflanzen auch die

Schotenbildung eingeschrankt (Abb. C32 C). Dennoch Uberlebten alle untersuchten Pflanzen

73



C Ergebnisse

die Kultivierung bei 31°C, waren vital und in der Lage keimfédhige Samen auszubilden. Somit
konnte gezeigt werden, dass eine zehn tagige Kultivierung bei 31°C zu einer Reaktion in der
Pflanze flhrt, ohne aber diese letal zu schadigen und diese Bedingungen auch fir die
weiteren Untersuchungen genutzt wurden, um einen moderaten Hitzestress in den

Arabidopsis Pflanzen zu induzieren.

Phénotypischer Nachweis der Acetyltransferase Aktivitdt in transgenen Arabidospis

Pflanzen nach dem moderatem Hitzestress

Die ersten Untersuchungen mit den Nachkommen der Primartransformanden haben gezeigt,
dass es in den Pflanzen mit dem pat41-Gen unter Hitze zu einer Abnahme des Pat steady
state Levels kommt. Dagegen blieb dieser in Pflanzen mit dem pat43-Gen unverdndert
(Ergebnisse nicht gezeigt).

Col-0/43

Col-Ofwt Col-0/41-1 -1 -3 -6 -7

+ 10 mgiL L-Pt

Abbildung C33: Phanotypischer Resistenztest gegeniiber BASTA® ausgewahliter Col-0/41 und Col-0/43 Linien nach
einem moderatem Hitzestress.

Zusammenfassend fiir die durchgefiihrten Untersuchungen sind exemplarische Linien mit dem pat41- und pat43-Gen
dargestellt. Bei keiner dieser Pflanzen fiihrte die Inkubation bei 31°C zum Verlust der Herbizid-Resistenz. Dagegen waren bei

Col-0/Wildtyp Pflanzen schon nach kurzer Zeit deutliche Beeintrédchtigungen zu beobachten.

Wahrend der Anzucht der Primértransformanden konnten keine  stabilen
Kultivierungstemperaturen gewahrleistet werden, so dass in der Spitze Temperaturen bis
26°C erreicht wurden. Obwohl sich diese phanotypisch nicht von den Kontrollpflanzen
unterschieden und auch keine Hitze-induzierten Symptome (Abb. C32) beobachtet werden
konnte, waren diese moglicherweise schon an héhere Temperaturen adaptiert und kdnnten
somit die Untersuchungsergebnisse verfélschen. Um optimal angezogene Elternpflanzen fir
die  Untersuchungen zu  erzeugen, wurden daraufhin Nachkommen  der
Primartransformanden (T2 Generation) in einer Phytokammer unter stabilen Bedingungen

bei 22°C und Selektionsdruck angezogen. Der folgenden Hitzestressversuch [B2.1.3] wurde
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dann mit Pflanzen aus der T3 Generation jeder Primartransformande durchgefihrt und
einmal wiederholt. Als Kontrolle wurde der Wildtyp mitgefihrt. Um die Herbizid-Resistenz der
Pflanzen wahrend des Versuches zu testen, wurden diese jeden zweiten Tag mit 10 mg/L L-
Pt bespriht.

Wie zu erwarten, zeigten die Wildtyp Pflanzen nach nur einer Behandlung mit 10 mg/L L-Pt
schon deutliche Schadigungen (Col-0/wt, Abb. C33). Dagegen konnte weder bei den Col-
0/41 noch bei den Col-0/43 Linien sichtbare Reaktionen auf das Herbizid beobachtet werden
(Abb. C33). Entgegen den Ergebnissen mit dem pat41- und pat43-Gen in N. tabacum, flihrte
die Erhéhung der Umgebungstemperatur transgener Arabidopsis Pflanzen nicht zu dem

Verlust der Herbizid-Resistenz.

C4.2.3 Nachweis des Pat-Proteins und Bestimmung der Phosphinothricin-N-
Acetyltransferase Aktivitat in transgenen Arabidopsis Pflanzen nach dem

moderatem Hitzestress

Unabhangig von der Umgebungstemperatur, konnte bei den untersuchten Col-0/41 und Col-
0/43 Pflanzen phanotypisch keine Reaktion gegeniber dem Herbizid beobachtet werden
(Abb. C33). Auch die SRI/47 und SRI/48 Pflanzen wiesen unter Hitze einen resistenten
Phéanotyp auf (Abb. C10 B). Jedoch konnte in einigen der untersuchten Linien eine deutliche
Hitze-induzierte Abnahme des Pat-Proteins und Reduktion der spezifischen Enzymaktivitat
gezeigt werden (Abb. C11 / C12). Daher wurde untersucht, ob die Temperaturerh6hung
auch einen Einfluss auf das Pat steady state Level in den transgenen Arabidopsis Pflanzen
nimmt. Hierfr wurden Pflanzen aus der T3 Generation dem 10tadgigen Hitzestress
unterzogen, direkt im Anschluss beprobt und das Gesamtlésliche Protein aus dem
Blattmaterial (Rosette) isoliert. Um eine hdchst mdgliche Vergleichbarkeit gewahrleisten zu
kénnen, wurde darauf geachtet fir die Beprobung stets Bléatter in anndhernd gleichen
Entwicklungsstadien zu ernten. Das Pat-Protein wurde Uber einen polyklonalen Antikérper
nachgewiesen. Die ungeféhre Aktivitdt der Phosphinothricin-N-Acetyltransferase konnte mit
dem Pat-Test abgeschdtzt werden. Um einen mdglichen Einfluss der
Kultivierungstemperatur auf das Pat steady state Level in den transgenen Pflanzen zeigen
zu kénnen, wurden der Gehalt und die Aktivitdt des Pat-Proteins in den Pflanzen unter Hitze
bestimmt und mit den Geschwistern bei 22°C verglichen. Als Kontrolle wurde der Wildtyp
mitgefuhrt. Es wurden mindestens vier Geschwister (T3) von jeweils zwei Eltern (T2) jeder
Priméartransformande untersucht.

Wie in Abb. C34 A exemplarisch dargestellt, konnte in allen transgenen Pflanzen bei 22°C
unterschiedliche Mengen an Pat-Protein nachgewiesen werden. Diese waren auch alle in der

Lage unterschiedlich viel Substrat umzusetzen (Abb. C34 B). Die Erhdéhung der
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Kultivierungstemperatur auf 31°C fuhrte in den Linien beider Events zu unterschiedlichen
Reaktionen. Die untersuchten Nachkommen der Primartransformande Col-0/41-1 verhielten
sich unter Hitze gleich. Verglichen mit den Geschwistern bei 22°C, konnte in den
Nachkommen der Elter Col-0/41-1-1 und Col-0/41-1-2 bei 31°C eine deutliche Abnahme der
Pat-Proteinmenge und Reduktion der Substratumsetzung gezeigt werden. Im Gegensatz
dazu verhielten sich die Nachkommen der Primétransformanden Col-0/43-1, -3, -6 und -7
unter Hitze unterschiedlich. Die Nachkommen des Elter Col-0/43-1-1 verhielten sich wie die
Nachkommen der Primértransformande Col-0/41-1. Verglichen mit den Geschwistern bei
22°C, konnte auch in den Nachkommen des Elter Col-0/43-6-2 bei 31°C deutlich weniger
Pat-Protein und eine reduzierte Pat-Aktivitat gezeigt werden. Dagegen war der Pat steady
state Level der Nachkommen von dem Elter Col-0/43-6-1 unter Hitze vergleichbar mit den
Geschwistern bei 22°C. Auch bei den Primatransformanden Col-0/43-3 und Col-0/43-7
konnte unter Hitze ein unterschiedliches Verhalten innerhalb der Linien gezeigt werden. So
war der Pat steady state Level in den Nachkommen der Elter Col-0/43-3-2 und Col-0/43-7-1
unverandert. Dagegen zeigten die Nachkommen der Elter Col-0/43-3-1 und Col-0/43-7-2
unter Hitze eine Zunahme des Pat-Proteins und der Pat-Aktivitdt. Zusammenfassend konnte
gezeigt werden, dass ahnlich wie in N. tabacum auch in Arabidospis eine Regulation des

patd1- und patd3-Gens unter erhdhten Temperaturbedingungen auftritt.

A Col-Dfwt Col-0/41 Col-0/43

-1 -1 3 6 -7

A £, - - L) - 2 -1 &

24°C 37%C 24 3I7"C M°C 3IT°C 24°C 37"C M4°C 3I7°C 24°C 37°C 24°C 37°C 24°C 3ITC 24°C 3FC 4°C I*C

Pat — — ey ——
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Abbildung C34: Nachweis des Pat-Proteins und der Enzymaktivitat in ausgewahlten Arabidopsis Pflanzen unter Hitze.

Exemplarisch fur die untersuchten Arabidospis Pflanzen sind jeweils zwei Geschwister (T3) von beiden Elter (T2) jeder
Priméartransformande (T1) und der Wildtyp dargestellt. In allen transgenen Pflanzen bei 22°C konnten unterschiedliche Mengen
des Pat-Proteins (A) und unterschiedlich starke Pat-Aktivitdten (B) nachgewiesen werden. Die Linien beider Events reagierten
unter Hitze unterschiedlich.

wt, Wildtyp; Pat, Phosphinothricin-N-Acetyltransferase (23 kDa); L-Pt, L-Phosphinothricin; L-N-ac-Pt, L-N-acetyl-
phosphinothricin; MPP, 3-methyl-phosphinico-Propansaure



D Diskussion

D Diskussion

Eine Kultivierung verschiedener transgener Tabak Linien bei 37°C kann zu einem reversiblen
Verlust bzw. einer Reduzierung der Phosphinothricin-N-Acetyltransferase flihren. Die in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente sollten dazu beigetragen, die dafir
verantwortlichen Sequenzelemente zu identifizieren und den molekularen Mechanismus zu
charakterisieren. Weiterhin sollte untersucht werden, ob dieses im Folgenden auch als Hitze-
induzierte Transgeninaktivierung bezeichnete Phdnomen ein endogener Mechanismus zur
Reaktion verschiedener Gene auf ansteigende Temperaturen ist, der méglicherweise auch in
anderen Pflanzenspezies vorkommt. Die Ergebnisse werden im Vergleich zu verschiedenen
bereits bekannten Transgeninaktivierungen diskutiert. Anwendungsmdglichkeiten fir die
Grundlagenforschung und die Bedeutung der Hitze-induzierten Transgeninaktivierung fir
den Einsatz gentechnisch veranderter Pflanzen (GVP) in der Landwirtschaft sind ebenfalls

Gegenstand dieser Diskussion.

D1 Erzeugung transgener Pflanzen durch die Integration der
Phosphinothricin-N-Acetyltransferase und der Luciferase.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen erfolgten mit verschiedenen Varianten
des Phosphinothricin-N-Acetyltransferase (paf) - und Luciferase (luc) Gens in den
Modellpflanzen Nicotiana (N.) tabacum und Arabidopsis (A.) thaliana. Im Folgenden soll die

Transformation und die Kultivierung der transgenen Pflanzen diskutiert werden.

Nicotiana tabacum

Die stabile Integration der Transgene in N. tabacum erfolgte Uber die
Blattscheibentransformation (Horsch R. B. et al. 1985). Eine gangige und effiziente Methode
fur die Uberfiihrung von Fremdgenen in Tabak. Durch die Integration des pat47- und pat48-
Gens ist es gelungen Herbizid-resistente Pflanzen zu erzeugen und somit die notwendige
Grundlage fur die weiteren Untersuchungen 2zu schaffen. Unabhangig von der
Kultivierungsmethode, filhrte die mehrfache Behandlung der transgenen Pflanzen mit einer
toxischen Dosis des Herbizids BASTA® zu keinen sichtbaren Schadigungen. Weiter lassen
die erhobenen Transformationsraten, die fiir das pat4d7- und pat48-Konstrukt in einem flr
Tabak Ublichen Bereich lagen, und der Phéanotyp der transgenen Linien im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen auch keinen Einfluss der eingebrachten Transgene auf die Entwicklung der

Pflanzen erkennen. Dies entspricht auch den Beobachtungen friiherer Arbeiten, die ebenfalls
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Herbizid-resistente Tabakpflanzen durch die Integration des pat-Gens erzeugt haben (Broer
I. 1989, Droge-Laser W. et al. 1992, Drége-Laser W. et al. 1994, Kéhne S. et al. 1998).

Die Transformationsraten des AQ2- und /uc43-Konstruktes waren mit durchschnittlich 0,55
bzw. 0,53 Sprosse/Explantat verglichen mit denen des pat47- und pat48-Konstruktes
deutlich geringer. Jedoch wurden alle Konstrukte basierend auf den Agrobakterien
vermittelten Gentransfer Gber die Blattscheibentransformation in N. tabacum SRI Uberfuhrt.
Zudem wurde auch immer der gleiche Agrobakterien-Stamm (LBA4404) verwendet, so dass
die verschieden genutzten bindren Transformationsvektoren fliir die unterschiedlichen
Transformationsfrequenzen verantwortlich sein mussten. Das AQ2-Konstrukt ist im pBIN19
(Bevan M. 1984) und das /uc43-Konstrukt im pROK1 integriert, einem Derivat des pBIN19.
Dagegen sind das pat47- und pat48-Konstrukt in dem effizienteren pLH9000 eingebracht
(Hausmann L. und Topfer R. 1999). Der pBIN19 ist der alteste und am haufigsten
eingesetzte bindre Transformationsvektor, hat aber eine Reihe von Nachteilen. Der
pflanzliche Selektionsmarker (nptll-Gen) enthélt eine Punktmutation (Yenofsky R. L. et al.
1990), die zu einer vierfach niedrigen Resistenz transgener Pflanzen gegeniiber Kanamycin
fuhrt (Frisch D. A. et al. 1995) und somit die Transformationseffizienz negativ beeinflusst.
Dalta et al. (1992) konnten ohne diese Mutation in Raps eine zweifach hdhere
Transformationsfrequenz erreichen. Dartber hinaus hat der pBIN19 im Gegensatz zu den
meisten bindren Vektoren den Selektionsmarker an der rechten "‘Border” und das Zielgen an
der linken "‘Border” (Abb. D1). Dies fuhrt bei der Selektion in der Gewebekultur dazu, dass
der Selektionsmarker, nicht aber das Zielgen, vollstandig Ubertragen wird, weil die T-DNA
beginnend mit der rechten ‘Border” - und an der linken ‘Border” oft ungenau endend - in die

Pflanze transferiert wird (Hausmann L. und Tépfer R. 1999).

pAQ2
o] (Hemany, 1987)
=
(11]
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<
E pLuc43 Zielgen — [uecd3 Selektionsmarker - npfll E
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pTLpat47 Selektionsmarker - npfll ﬁ
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- |
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Abbildung D1: Gegeniiberstellung der in N. tabacum integrierten T-DNAs

Weiterhin besitzt der pBIN19 das in Agrobakterien aktive RK2-Minimalreplikon. Jedoch
fehlen die Genloci “parA (Mrs) und korA-kfrA, die flr dessen stabilen Vermehrung bendtigt
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werden und so dass die Stabilitdt und Kopienzahl wéhrend der Vermehrung in den
Agrobakterien begrenzt ist (Schmidhauser T. J. und Helinski D. R. 1985, Pansegrau W. et al.
1994, Sobecky P. A. et al. 1996). Die Vermutung, dass der bindre Vektor pBIN19 flr die
geringere Transformationsfrequenz verantwortlich ist wird weiter durch die Tatsache
unterstitzt, dass die Transformationsraten nur des pLH9000 ohne Zielgen mit 1,00
Sprosse/Explantat deutlich héher waren als diese nur des pROK1 ohne Zielgen.

Das Wachstum und die Morphologie der Primartransformanden mit dem AQ2- und luc43-
Konstrukt waren unter den Standard-Kultivierungsbedingungen zunachst nicht von denen
der untransformierten nah isogenen Variante zu unterscheiden. Jedoch war im Laufe der in
vitro Vermehrung und im Gewdchshaus sukzessive die Regeneration dieser Pflanzen
gestoért. Verglichen mit der nah isogenen Variante waren bei den transgenen Pflanzen die
Induktion des Wurzelwachstums und auch die Entwicklung zeitlich verzégert. Zudem war
auch die BlUhinduktion deutlich friiher induziert. Diese Prozesse werden in der Pflanze
hormonell gesteuert (zur Ubersicht siehe Gaspar T. et al. 1996, Xiong G. S. et al. 2009), so
dass die beobachteten Symptome auf eine Verschiebung im Gleichgewicht der
Phytohormone hindeuten kénnten. In friiheren Arbeiten konnte beobachtet werden, dass die
Integration der T-DNA von A. rhizogenes zu einer Veranderung in der Blattmorphologie
fuhrte (Tepfer D. 1984, Guerche P. et al. 1987). Die Expression der auf dieser T-DNA
liegenden Gene fiihrte zur Verdnderungen in der Auxin Sensitivitat der Pflanze, so dass
diese eine scheinbare Verschiebung des Phytohormon-Gleichgewichts registrierten und
daraufhin entsprechend reagierten. Zagorskaya et al. (2009) haben gezeigt, dass die
Integration von T-DNAs in Endogene von N. tabacum L. den Gehalt und die Dynamik von
Auxin und Cytokininen verandern kann und es daraufhin in diesen Pflanzen zu
Beeintréchtigungen wéahrend der Bliten-Morphogenese kommt. In diesem Fall scheint das
aber unwahrscheinlich, weil es in allen untersuchten Pflanzen zu den phanotypischen
Modifikationen kommt und somit unabhangig vom Integrationsort sein muss. Auch die
Expression des luc-Gens kann nicht fur die Veranderungen verantwortlich sein, weil Pflanzen
mit dem pBIN19 ohne das Zielgen ebenfalls den modifizierten Phanotyp zeigten (s.o.).
Unterstitzt wird dies durch die Arbeiten von Quandt (1989) und Neumann (1997), die auch
das luc-Gen aus Photinus pyralis in N. tabacum einbrachten aber keine vergleichbaren
Modifikationen des transgenen Phanotyps beschrieben. Zusammen mit dem Zielgen wurde
das nptll-Gen als Selektionsmarker in die Pflanzen Ubertragen. Jedoch kann auch das
Markergen als Ursache fur die Modifikationen ausgeschlossen werden, da dieses ebenfalls
in den SRI/9000, SRI1/47 und SRI/48 Pflanzen exprimiert wird aber zu keinen vergleichbaren
Verdnderungen im Phanotyp flhrte (s. o0.). Die Modifikationen traten unabhangig von den

Transformation und den genutzten Ausgangspflanzen auf, so dass auch diese Faktoren nicht
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die Ursache sein kdnnen. Letztlich kommen nur noch die fir Transformationen eingesetzten

Agrobakterien in Frage. Méglicherweise war der verwendete Bakterienstamm kontaminiert.

Arabidopsis thaliana

Die stabile Integration des pat41- und pat43-Gens erfolgte Uber die Blitentauchmethode
(Clough S. J. und Bent A. F. 1998). In Vorarbeiten war es nicht gelungen die pat-Gene mit
Hilfe des Agrobakterien-Stamm LBA4404 in das Arabidopsis Genom einzubringen. Jedoch
ist es in dieser Arbeit durch die Uberfiihrung der Plasmide pIB16.41 und pSK16.43 in den
Agrobakterien-Stamm GV3101(pMP90) gelungen das pat41- und pat43-Gen stabil in das
pflanzliche Genom zu integrieren. Dies ist mit der héheren Transformationseffizienz des
Bakterienstammes GV3101 aufgrund zusétzlicher Virulenzgene auf dem Helferplasmid
pMP90 zu erkléren (Koncz C. und Schell J. 1986). Diese sind essentiell fir die Ubertragung
der T-DNA vom bindren Transformationsvektor in das pflanzliche Genom (Zupan J. et al.
2000). Insgesamt konnten in dieser Arbeit eine Herbizid-resistente Linie mit dem pat41-Gen
und vier resistente, unabhdngige Linien mit dem pat43-Gen erzeugt werden. Diese relativ
geringen Transformationsraten entsprachen auch durchaus den Angaben in der Literatur
(Clough S. J. und Bent A. F. 1998, Lee J. H. et al. 2009, Zhang B. et al. 2010). Die
mehrfache Behandlung aller erzeugten Primé&rtransformanden und derer Nachkommen mit
einer toxischen Dosis des Herbizids BASTA® fihrte zu keinen sichtbaren Schadigungen.
Weiterhin konnten diese phanotypisch auch nicht vom Wildtyp unterschieden werden, so
dass keinen Einfluss der eingebrachten Transgene auf die Entwicklung der Pflanzen zu

erkennen war.

D2 Die Grundexpression des pat-Gens wird durch die Kombination der
regulatorischen Elemente beeinflusst.

Die Expression eines Gens kann Uber Sequenzelemente, die die Kodierregion umgeben,
reguliert werden (Kap. A1). Das patd7- und pat48-Gen unterscheiden sich in dem
verwendeten Promotorfragement, der 5° UTR und dem 3" Terminationssignal (Abb. C1 B).
Im Folgenden soll das Expressionsniveau unter den Standard-Kultivierungsbedingungen bei
24°C (Grundexpression) verglichen und im Kontext mit den weiteren pat-Genen (Abb. A1)
diskutiert werden.

Die Quantifizierung des Pat-Proteins in den Tabakpflanzen mit dem pat47- und pat48-Gen
hat ergeben, dass die Expression des Transgens zwischen den unabhdngigen Linien eines
Konstruktes stark schwanken. Auch in den Klonen einer Linie kam es zu Unterschieden im

Pat-Protein-Gehalt, wenn diese auch geringer waren. Gleiches konnte ebenfalls in den
80



D Diskussion

Tabakpflanzen mit dem patOCA-, pat43-, patd4-, patd5-, patd6- und pat50-Gen beobachtet
werden (Kndchel N. et al. 2011). Solche Variationen zwischen unabhangigen
Transformanden sind ausfihrlich bekannt und kdénnen durch die Kopienzahl, den
Integrationsort, der T-DNA Struktur und den physiologischen Zustand der einzelnen
Transformande beeinflusst werden (Jones J. D. G. et al. 1987, Hobbs S. L. A. et al. 1990,
Peach C. und Velten J. 1991). Letzteres wurde versucht so gering wie mdglich zu halten,
indem die Pflanzen unter identischen Bedingungen kultiviert und fir die entsprechenden
Analysen Blatter in anndhernd gleichen Entwicklungsstadien beprobt wurden. Die
Bestimmung der Kopienzahl des pat-Gens in den SRI/47 und SRI/48 Linien zeigte keine
Korrelation zwischen dem Expressionsniveau des Pat-Proteins und der spezifischen
Kopienzahl. Die untersuchten Linien hatten entweder eine oder zwei bzw. drei Kopien des
Transgens. Auch in den SRI/OCA, SRI/43, SRI/44, SRI/45, SRI/46 und SRI/50 Pflanzen gab
es keine Korrelation zwischen der Pat-Expression und der Kopienzahl des Transgens
(Knéchel N. et al. 2011). Zudem wird auch die Korrelation zwischen der Kopienzahl und der
Expression eines Gens in der Literatur kontrovers diskutiert. So gibt es Untersuchungen, die
entweder einen positiven Effekt (Stockhaus J. et al. 1987, Gendloff E. H. et al. 1990, Ku M.
S. B. et al. 1999) oder auch einen negativen Effekt (Jones J. D. G. et al. 1987, Hobbs S. L.
A. et al. 1990, Jorgensen R. A. et al. 1996, Schubert D. et al. 2004) beobachteten. Im
Unterschied dazu zeigen andere Arbeiten eindeutig, dass es keine Korrelation gibt (Jones J.
D. G. et al. 1985, Jorgensen R. et al. 1987, Dean C. et al. 1988, Shirsat A. H. et al. 1989,
Peach C. und Velten J. 1991). Biolistische Transformationssysteme haben zur Folge, dass
das Transgen oft als "tandem repeat” - haufig als ‘inverted repeat” - in das pflanzliche
Genom integriert (Christou P. 1992, Pawlowski W. P. und Somers D. A. 1998). Solche
‘repeat” Strukturen gehen oft einher mit einer verstarkten Methylierung und daraus
resultierenden Inaktivierung - ‘Silencing” - des Transgens (Muskens M. W. M. et al. 2000,
Huettel B. et al. 2007). Basierend auf den in dieser Arbeit verwendeten Agrobakterien
vermittelten Gentransfer kommt es dagegen hauptséchlich zur kompletten Integration
einzelner Kopien (Muskens M. W. M. et al. 2000). Weiterhin konnte in Tabakpflanzen mit
dem Juc-Gen gezeigt werden, dass eine Hitze-induzierte Inaktivierung der Transgen-
vermittelten Enzymaktivitat nicht auf ein verandertes Methylierungsmuster zurlickzufiihren ist
(Neumann K. 1997). Die Analyse der Struktur der integrierten T-DNA war nicht Gegenstand
dieser Arbeit, so dass dieser Faktor fir die unterschiedlichen Expressionsniveaus des Pat-
Proteins in den unabhangigen Transformanden nicht ausgeschlossen werden kann.

Vergleicht man den Gehalt an transgenem Pat-Protein aus unterschiedlichen Linien der
beiden Konstrukte miteinander, so sind die gemittelten Ergebnisse nicht signifikant
voneinander zu unterscheiden. Vergleicht man diese mit den weiteren pat-Genen (patOCA,

patd3, patd4, patd5 und patd6) sind jedoch signifikante Unterschiede in der Grundexpression
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des Pat-Proteins vorhanden. Diese pat-Gene besitzen die patS-Kodierregion aber
unterscheiden sich in der Kombination des verwendeten Promotorfragments, dem
Terminationssignal und den untranslatierten Regionen (Abb. A1). Jedoch koénnen die
unterschiedlich langen Promotorfragmente (CaMVgs,, CaMVsz) als Ursache daflr
ausgeschlossen werden, weil (i) das gemittelte Expressionsniveau des Pat Proteins in den
SRI/47 (CaMVgy;) und SRI/48 (CaMVss) Pflanzen nicht signifikant voneinander zu
unterscheiden ist (s. 0.), (ii) die unterschiedlichen Grundexpressionen in den SRI/OCA,
SRI/43, SRI/44, SRI/45 und SRI/46 Pflanzen nicht mit den Promotorvarianten korrelieren
(Kndchel N. et al. 2011) und (iii) beide Promotorfragmente sich auch nicht in ihrer Aktivitat
voneinander unterscheiden (Odell J. T. et al. 1985). Demnach muss das Expressionsniveau
des Pat-Proteins Uber die spezifischen Kombinationen der 5° UTR, 3" UTR und dem 3’
Terminationssignal beeinflusst werden.

Knéchel et al. (2011) haben gezeigt, dass das Pat steady state Level mit dem spezifischen
Transkript-Gehalt korreliert. Die Transkriptionsanalysen in dieser Arbeit haben ergeben, dass
auch in den untersuchten SRI/47 und SRI/48 Pflanzen unter den Standard-
Kultivierungsbedingungen das Pat steady state Level mit dem patS-mRNA Gehalt korreliert.
Solche Korrelationen sind auf Ebene der Translationsinitiation ausfihrlich beschrieben
(Mazumder B. et al. 2003). Weiterhin haben Ali und Taylor (2001) beobachtet, dass
Sequenzen im 5" und 3" Bereich die Akkumulation der mRNA beeinflussen kénnen ohne
dies aber naher erlautern zu kénnen. Banerjee et al. (2009) konnten zeigen, dass die 5" UTR
in Kombination mit der 3" UTR des StBEL5 Transkriptionsfaktors aus Solanum tuberosum zu
einem hdéheren gus-mRNA Gehalt fihren als der 5" oder 3° UTR alleine. Der erhéhte
Transkript-Gehalt konnte durch eine erhdhte Stabilitdt der spezifischen mRNA und die
Repression ihrer Translation erklart werden (Banerjee A. K. et al. 2009). Knéchel et al.
(2011) konnten zeigen, dass die Stabilitdt der patS-mRNA weder von den genutzten UTRs
(5" UTR41 und 5" UTRS) noch von den 3" Terminationssignalen (3" camv und 3" nos)
beeinflusst wird und somit unterschiedliche Transkriptionsraten fur die verschiedenen patS-

MRNA steady state Level verantwortlich sein missen.

D3 Die Hitze-induzierte Transgeninaktivierung wird durch den 5° UTR41 und

den 3" nos reguliert.

Im Folgenden soll der Einfluss der regulatorischen Elemente des pat41-Gens und deren
Kombinationen auf die Expression der Phosphinothricin-N-Acetyltransferase und der
Luciferase in N. tabacum und A. thaliana wahrend eines moderaten Hitzestresses verglichen
und diskutiert werden. Weiterhin sollen Ansatzpunkte flir mégliche Regulationsmechanismen

auf molekularer Ebene aufgezeigt werden.
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Induzierung eines moderaten Hitzestresses

Neumann (1997) hat gezeigt, dass in transgenen N. tabacum Pflanzen bei 37°C ein
moderater Hitzestress induziert wird. Dagegen sind die Bedingungen fiir die Induzierung
eines moderaten Hitzestresses in A. thaliana Col-0 nicht eindeutig in der Literatur definiert
und mussten somit zunachst einmal etabliert werden. Zhang et al. (2010) beobachteten in A.
thaliana Col-0 Pflanzen bei Kultivierungstemperaturen von 30°C bis 40°C reversible
Stoérungen in ihrer Photosynthese und definieren daraufhin diesen Bereich als moderaten
Hitzestress. Dagegen war die Photosynthese ab 42°C irreversibel geschadigt. Dieser
Temperaturbereich wurde somit als akuter Hitzestress bezeichnet. Jedoch dauerten die
Expositionen maximal 30 Minuten an. In friiheren Arbeiten mit Col-0 Keimlingen und ganzen
Pflanzen wurde beobachtet, dass man deren Kultivierung bei 30°C bis 34°C auch Uber einen
Zeitraum von mehreren Tagen, ohne eine wesentliche sichtbare Schadigung der Pflanzen
durchfiihren kann, wohingegen es bei Temperaturen ab 36°C schon nach weniger als 10
Tagen zum Tod von mindestens 50% der untersuchten Keimlinge bzw. Pflanzen kam
(Ludwig-Muller J. et al. 2000, Warner R. M. und Erwin J. E. 2005). Diese Studien zeigen,
dass fur die Induzierung eines moderaten Hitzestresses nicht nur die Temperatur, sondern
auch die Dauer der Exposition ausschlaggebend ist. Die Ergebnisse des in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experiments fir die Etablierung der Temperatur, um Uber die gesamte
Versuchsdauer in den Pflanzen einen moderaten Hitzestress zu induzieren, kntpfen nahtlos
daran an. Verglichen mit den Kontrollpflanzen bei 22°C, fuhrte die 10 tédgige Exposition bei
31°C bei den untersuchten Col-0/Wildtyp Pflanzen zu leichten Verzégerungen in der
Entwicklung der Blutenstdnde und der Schoten. Jedoch kam es bei all diesen Pflanzen zu
keinen letalen Schadigungen. Die Pflanzen waren vital und in der Lage keimfédhige Samen

auszubilden.

Einfluss der Kombinationen 5~ UTR41/3" UTR41 und 3~ UTR41/3" nos auf die

Transgenexpression wéhrend eines moderaten Hitzestresses

Die Hitzestressversuche und die sich anschlieliende Proteinanalytik der SRI/47 und SRI/48
Pflanzen haben ergeben, dass die Kombination der 5° UTR41 mit dem 3" UTR41 (pat47) und
die Kombination der 3" UTR41 mit dem 3" nos (pat48) nur in einigen der untersuchten
Tabak Linien zu einer Abnahme des Pat-Proteins und somit auch der spezifischen
Enzymaktivitat fihrten. In den weiteren Linien war dieser bei 37°C vergleichbar mit denen
der isogenen 24°C Kontrollen. Dagegen konnte in allen untersuchten Pflanzen mit der
Kombination 5° UTR41/3" nos (pat4d3) weder das spezifische Protein noch eine
Enzymaktivitat detektiert werden (Kéhne S. et al. 1998). Somit fuhrt nur die Kombination
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spezifischer Sequenzmotive in der 5 UTR41 und dem 3" nos zu einer Linien unabhangigen,
Hitze-induzierten Inaktivierung des Transgen-kodierten Protein steady state Level. Im
Folgenden soll diskutiert werden, welche Faktoren die Unterschiede in den SRI/47 bzw.
SRI/48 Linien hervorrufen kdnnten, die dann zu einer Hitze-sensitiven Pat Aktivitat fihrten.
Solche Faktoren kénnen in frans, also unabh&ngig von der Transgen-kodierten DNA, RNA
oder dem Protein in der Pflanze vorliegen, oder aber in cis, also an das Transgen gebunden
sein.

Ein mdglicher Faktor, der einen Unterschied zwischen den verschiedenen Tabak Linien
hervorrufen konnte, ist das Auftreten von Sekundarmutationen in den einzelnen Linien. Eine
solche somaklonale Variation kann durch Gewebekultur und Transformation der Pflanzen
hervorgerufen werden (Marton L. et al. 1994, Nikova V. et al. 1998, Mori S. et al. 2007).
Diese Sekundarmutationen treten vergleichsweise haufig auf. So liel3en sich die allermeisten
im Rahmen einer T-DNA Mutagenese erzeugten Mutationen auf von der T-DNA Insertion
unabhédngigen Sekundarmutationen zuriickfihren. Zudem zeigten diese sehr selten eine Co-
Segregation mit der T-DNA Insertion (Andre D. et al. 1986, Koncz C. et al. 1992). Falls
Sekundarmutationen fur die Hitze-spezifische Reaktion des Pat steady state Level
verantwortlich sind, missten diese in der Regel in trans wirken und somit sollte in einem Teil
der Pflanzen in der T1-Generation eine Segregation dieses Faktors und damit eine
veranderte Reaktion auf die Hitzebehandlung zu beobachten sein. In der T1-Generation von
Tabakpflanzen mit dem pat44- und pat46-Gen, die ebenfalls unter Hitze einen intermediaren
Effekt aufweisen, konnte keine solche Veranderungen in den Nachkommen beobachtet
werden (Kerbach S. 1999, Latzkow T. et al. 2011), so dass der entscheidende Faktor
gekoppelt mit dem Transgen vorliegen muss. Solche Faktoren kdénnen pflanzeneigene
regulatorische Elemente sein, die je nach Integrationsort des Transgens in den
verschiedenen Tabak Linien variierten. Dabei kénnte es sich um DNA-Sequenzen sowie um
die dadurch hervorgerufene Chromatinstruktur handeln (Jones J. D. G. et al. 1987, Dean C.
et al. 1988, Fang R. X. et al. 1989, Peach C. und Velten J. 1991, Nap J. P. et al. 1993,
Mlynarova L. et al. 1994). Demnach mussten die regulatorischen Sequenzmotive in der 5°
UTR41 und dem 3" nos ebenfalls im Tabakgenom vorhanden sein, so dass es nur in den
Linien zu einer spezifischen Reaktion unter Hitze kommt, in der das pat47- bzw. pat48-Gen
in die rdumliche Nahe des endogenen Gegenspielers integriert ist.

Offen bleibt dabei die Frage, warum es im Gegensatz zu den Hitze-gestressten SRI/43
Pflanzen in den Hitze-sensitiven SRI/47 und SRI/48 Linien nicht zu dem kompletten Verlust,
sondern nur zu einer Reduzierung des Pat steady state Level kommt. Auch dies kann durch
endogene Faktoren, die je nach Integrationsort des Transgens in den verschiedenen Tabak
Linien variieren, reguliert werden. Es gibt eine Vielzahl von Arbeiten die beschreiben, dass

der Integrationsort des Transgens im pflanzlichen Genom auch deren Expression
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mafgeblich beeinflussen kdnnen (Linn F. et al. 1990, Iglesias V. A. et al. 1997, Fladung M.
1999, Kooter J. M. et al. 1999, Kumar S. und Fladung M. 2001, Kohli A. et al. 2003).
Unterstltzt wird dies durch die Beobachtungen, dass die negative Regulation zwischen den
Hitze-sensitiven Linien mit dem patd7- bzw. patd8-Gen auch unterschiedlich stark
ausgeprégt sein kann. So konnte in den Linien SRI1/47-18, SRI/48-30 und -39 nach der
Hitzebehandlung kein Pat-Protein und/oder auch keine Pat-Aktivitdt mehr detektiert werden.
Dennoch waren diese auch weiterhin resistent gegeniber dem Herbizid. Vermutlich lagen
die Proteinmengen in diesen Linien unter der Nachweisgrenze der verwendeten
Messsysteme aber waren immer noch ausreichend, um das applizierte toxische L-Pt
umzusetzen. Diese Beobachtungen gehen auch einher mit Daten von Broer, die zeigen
konnte, dass geringste Mengen des Pat-Proteins fir eine Herbizid-Resistenz ausreichend
sind (Broer |. 1989).

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse daraufhin, dass die Entscheidung zwischen Hitze-
Stabilitdt oder Hitze-Sensitivitdt der Phosphinothricin-N-Acetyltransferase, abhangig vom
Integrationsort Uber das Vorhandensein oder Fehlen endogener regulatorischer Sequenz-

Elemente und/oder der Chromatinstruktur in rdumlicher Nahe des pat-Gens gefallt wird.

Einfluss der 3 UTR 41 auf die Transgenexpression wéhrend eines moderaten

Hitzestresses

Wahrend des moderaten Hitzestresses verhalten sich die untersuchten Pflanzen mit der
Kombination 5" UTR41/3" nos (pat47) ahnlich denen mit der 5° UTR41 allein (pat44; Abb.
D2). Sandra Kerbach (1999) konnte auch nur in einigen der Hitze-gestressten SRI/44
Pflanzen die Abnahme des Pat steady state Level beobachten. Auch in Pflanzen mit dem 3’
nos allein (pat46) kommt es unter Hitze nur in einigen der untersuchten Pflanzen zur
Abnahme des Pat steady state Level (unv. Ergebnisse). Das stimmt wiederum Uberein mit
den oben genannten Ergebnissen fur die Hitze-gestressten SRI/48 Pflanzen mit der
Kombination 3" UTR41/3" nos (Abb. D2). Die bedeutende Funktion der 5 UTR41 und des 3’
nos innerhalb der Hitze-induzierten Inaktivierung des Pat steady state Levels ist zuvor von
mir schon genannt und diskutiert worden, so dass diese und nicht der 3° UTR41 in den
gestressten Pflanzen mit dem pat47- bzw. pat48-Gen fir die Abnahme des Pat steady state
Level unter Hitze verantwortlich sein missen. Unterstitzt wird dies durch die Tatsache, dass
es in keiner der untersuchten Pflanzen mit dem 3" UTR41 aber ohne dem 5" UTR41 bzw. 3’
nos (pat45) zu einer Abnahme des transgenen Protein steady state Level unter Hitze kommt
(Abb. D2; Latzkow T. et al. 2011). Dagegen =zeigten frihere Untersuchungen von
Tabakpflanzen mit dem pat45-Gen, dass es wahrend eines moderaten Hitzestresses in

einem Teil der transgenen Linien ebenfalls zu einer Reduktion des Pat steady state Levels
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kommt (Walter S. 2001). Der einzige Unterschied zwischen beiden Arbeiten lag in der
Orientierung des pat45-Gens und des Selektionsmarkers (nptll), die beide unter der
Kontrolle des CaMV-Promotors und -Terminators stehen (Abb. D2). Nur auf der von Walter

genutzten T-DNA waren beide Gene in umgekehrter Orientierung zueinander angeordnet.

Protein
steady state

Konstrukt Promotor 5 UTR Kodierbereich I'UTR Terminator 24 °C i

s [ > B > Tmmy[Taw > ¢

poas o > [Fomy [ > ) I ' WA
patd | CaMV5u> | 5"utks > | pats >| = UTRS>- + +/A

patds [ CaMves, > | STUTRS ) | g > - b &2

Abbildung D2: Schematische Darstellung der untersuchten pat-Gene und des Transgen-vermittelten Protein steady

state Level bei 24°C und nach einem 10tagigen moderaten Hitzestress.

+, positive Detektion; A, signifikante Abnahme; n.d., nicht detektiert; \\, Sequenzdeletion

Die Wiederholung homologer Sequenzen in umgekehrter Reihenfolge (‘inverted repeat’)
geht oft einher mit einer Inhibierung der Trankriptionsinitiation aufgrund der Methylierung von
Cytosinresten in der Promotorregion (Muskens M. W. M. et al. 2000, Huettel B. et al. 2007,
Marenkova T. V. und Deineko E. V. 2010, Charon C. et al. 2010). Demnach kdénnte die
Inaktivierung in den transgenen Tabak Linien aufgrund der umgekehrten Anordnung der
homologen Promotor- und Terminatorsequenzen auf der T-DNA induziert worden sein.
Jedoch trat die Transgeninaktivierung nur in Hitze-gestressten Linien auf. Es gibt eine Reihe
von Arbeiten, die einen Einfluss der Temperatur auf das 'Gene-Silencing” beschreiben.
Beispielsweise fiihrten erhohte Temperaturen zu einem Verlust der Blitenfarbe in
transgenen Petunien aufgrund von Methylierungen des CaMV-Promotors des Mais-A7 Gens
(Meyer P. et al. 1992). In anderen Arbeiten wurde eine Temperatur-abhangige Produktion
der ‘Gene-Silencing” vermittelnden siRNAs beschrieben (Shirsat A. H. et al. 1989, Fojtova
M. et al. 2003). Obwohl es in den von Walter untersuchten transgenen Tabak Linien auch
nur zu einer Abnahme des Pat steady state Levels kam, waren diese Linien entgegen den
Ergebnissen mit den Hitze-sensitiven SRI/47 und SR/48 Linien sensitiv gegeniber dem

Herbizid. Hauptsachlich kénnen hierflir zwei Griinde genannt werden. Erstens unterschieden
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sich die applizierten Dosen des Herbizids deutlich voneinander. Neben der mehrfachen
Besprihung der Versuchspflanzen mit einer 10fachen héheren Konzentration (100 mg/L L-Pt
Lésung), hat Walter dem Kultivierungsmedium noch zusétzlich 40 mg/L L-Pt beigemengt.
Zweitens beschreibt sie eine erhebliche mikrobielle Kontamination der Versuchspflanzen,
verursacht durch den Prozess des Besprihens, die ebenfalls fir die phéanotypischen
Schadigungen verantwortlich sein kdnnten und/oder daraufhin die Versuchspflanzen
anfélliger gegenilber der Herbizidbehandlung waren.

Somit konnte gezeigt werden, dass die 3° UTR41 wahrend eines moderaten Hitzestresses,
entgegen den Ergebnissen unter den Standard-Kultivierungsbedingungen (s. 0.), keinen

Einfluss auf die Pat-Expression nimmt.

Einfluss der Kombinationen 5° UTR41/3" nos auf die Luciferase-Aktivitdt wahrend

eines moderaten Hitzestresses

Um zu untersuchen, ob die beobachtete Hitze-induzierte Regulation unabhéngig von dem
pat-Kodierbereich ist und somit wohlmdglich einen allgemeingultigen
Regulationsmechanismus in Tabak darstellt, wurde der /uc-Kodierbereich gegen den patS-
Kodierbereich im pat43-Gen substituiert und somit mit der 5° UTR41 und dem 3" nos
kombiniert (luc43). In den vier untersuchten Linien war die Luciferase-Aktivitat unter Hitze
eindeutig reduziert. Dies geht einher mit den Ergebnisse von Kdhne et al. (1998) der
ebenfalls beobachten konnte, dass die Kombination der 5" UTR41 und des 3" nos in allen
untersuchten Tabak Linien zu einer negativen Regulation des transgenen Protein steady
state Level unter Hitze fuhrt.

Eine allgemeine Hitzelabilitdt der Luciferase-Aktivitdt kann ausgeschlossen werden
(Neumann K. 1997), so dass deren Inaktivierung eindeutig an das Transgen gebunden war.
Dennoch war die in dieser Arbeit untersuchte Anzahl transgener Pflanzen nicht ausreichend,
um eine signifikante Aussage treffen zu kénnen. Auch wenn es statistisch nicht méglich ist
den genauen Probenumfang zu berechnen, um einen mdglichen intermedidren Effekt auf zu
zeigen, haben die Untersuchungen mit den pat-Linien gezeigt, dass ein Probenumfang von
mindestens zehn unabhédngigen Linien notwendig ist. Unterstutzt wird das durch die
Tatsache, dass es in den sechs unabhangigen Linien mit dem AQ2-Konstrukt ebenfalls zu
einer eindeutigen und reproduzierbaren Abnahme der Luciferase-Aktivitat unter Hitze kommt.
Dagegen konnte Neuman (1997) dies nur in einigen der untersuchten SRI/AQZ2 Linien
beobachten. Auch wenn das in dieser Arbeit verwendete System zum Nachweis der
Luciferase-Aktivitat quantifizierbar und sensitiver ist, waren die Ergebnisse von Neumann

signifikant und reproduzierbar.
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Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass auch die Kombination der 5° UTR41 und des 3" nos
mit dem /uc-Kodierbereich in transgenen Tabakpflanzen eine signifikante Abnahme der
Transgen-kodierten Enzymaktivitdt vermitteln. Jedoch kann bis dato nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich hierbei entgegen den Ergebnissen mit dem pat-Kodierbereich um
einen intermedidren Effekt handelt und sich dann die molekularen Mechanismen

voneinander unterscheiden.

Hitze-induzierte Inaktivierung des Pat-steady state Levels in nicht Solanaceen

Waéhrend eines moderaten Hitzestresses fuhrte die Kombination der 5" UTR41 und der 3’
nos mit dem bakteriellen pat-Kodierbereich (pat41) in allen untersuchten Arabidopsis
Pflanzen zu einer signifikanten Abnahme des Transgen-kodierten Protein steady state Level.
Dies entspricht den Ergebnissen des pat41-Gens in Tabak (Kéhne S. et al. 1998) und
Kartoffel (unv. Ergebnisse). Jedoch wurden in dieser Arbeit nur die Nachkommen einer Linie
untersucht, so dass bis dato keine Aussage Uber das Verhalten des pat41-Gens in A.
thaliana wéahrend eines moderaten Hitzestresses gemacht werden kann.

Die unabhangigen Arabidopsis Linien mit dem pat43-Gen zeigten wahrend der Hitze-
behandlung ein intermedidres Verhalten. Dagegen konnte in allen untersuchten transgenen
Tabak- (Kéhne S. et al. 1998) und Kartoffel Linien (unv. Ergebnisse) mit dem pat43-Gen eine
negative Regulation unter Hitze gezeigt werden. Mdégliche vom Integrationsort abhéngige
und unabhdngige Faktoren, einschlieBlich dem Vorhandensein oder Fehlen endogener
regulatorischer Sequenz-Elemente und/oder der Chromatinstruktur in rdumlicher N&he des
pat-Gens oder somaklonale Variationen, die zu dem unterschiedlichen Hitze-induzierten
Verhalten in den verschiedenen Arabidopsis Linien fihren kénnen sind schon zuvor von mir
diskutiert worden.

Die hier angefuihrten Ergebnisse sind ein eindeutiger Beleg dafur, dass die 5° UTRA41
und/oder der 3" nos unabhéngig von der Pflanzenspezies die negative Regulation des pat-
Gens aufgrund erhohter Temperaturen induzieren. Jedoch deuten die unterschiedlichen
Auspragungen der Hitze-induzierten Regulation in Solanacaeen und A. thaliana auch darauf

hin, dass sich die molekularen Mechanismen voneinander unterscheiden.

D3.1 Die Hitze-induzierte Transgeninaktivierung in Tabak ist unabhédngig von
der Kopienzahl, dem spezifischen Transkriptlevel und der

Grundexpression.

Die Inaktivierung bzw. das ‘Silencing” von Transgenen kann mit der Kopienzahl des
eingebrachten Gens korrelieren (Muskens M. W. M. et al. 2000, Wang M. B. und
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Waterhouse P. M. 2000, De Buck S. et al. 2001). Die Bestimmung der Kopienzahl des pat-
Gens in den SRI/47 und SRI/48 Pflanzen hat aber keine Korrelation mit der spezifischen
Reaktion unter Hitze aufzeigen kénnen. Sowohl in Hitze-stabilen als auch in Hitze-sensitiven
Linien mit dem patd7- bzw. pat48-Gen konnten entweder eine oder zwei Kopien des
Transgens nachgewiesen werden. Auch in den Hitze-stabilen und Hitze-sensitiven Linien mit
dem patd1-, patd3-, patdd- bzw. patd6-Gen konnten sowohl eine als auch mehr Kopien des
Transgens nachgewiesen werden (Kéhne S. et al. 1998, Knéchel N. et al. 2011). Dies geht
einher mit Daten von Neumann, die zeigen konnte, dass in Tabakpflanzen mit dem Juc-Gen
die Hitze-induzierte Inaktivierung der Transgen-vermittelten Enzymaktivitdt ebenfalls nicht
mit der spezifischen Kopienzahl im pflanzlichen Genom korreliert (Neumann K. 1997).

Die Transkriptionsanalysen aller Hitze-sensitiven Linien mit dem pat47- bzw. pat48-Gen
haben gezeigt, dass die Reduktion des Pat steady state Levels nicht immer mit dem patS-
MmRNA Gehalt korreliert. Zudem konnten auch fir beide Konstrukte Hitze-stabile Linien
gefunden werden, in denen der spezifische Transkript-Gehalt unter Hitze signifikant
abnimmt. Auch in Linien mit dem pat44- bzw. pat46-Gen konnte keine eindeutige Korrelation
zwischen dem spezifischen Transkript-Level und dem Pat-Protein sowohl bei 24°C als auch
unter Hitze gezeigt werden (Latzkow T. et al. 2011). Diese Ergebnisse zeigen eindeutig,
dass die Hitze-induzierte Reduktion des Pat steady state Levels unabh&ngig von dem
spezifischen Transkript-Gehalt ist. Bekraftigt wird dies durch die Ergebnisse von
Tabakpflanzen mit dem pat45-Gen, in denen es unter Hitze weder zu einer Abnahme des
Pat-Proteins noch der Pat-Aktivitdt kommt. In einem Teil der untersuchten Linien konnte
sogar eine Erhéhung des Pat steady state Levels unter Hitze beobachtet werden. Dennoch
war auch in diesen Linien keine klare Korrelation zwischen dem transgenen Protein steady
state und dem spezifischen Transkript-Gehalt auszumachen (Latzkow T. et al. 2011).

Die Quantifizierung des Pat-Proteins im Pat-ELISA hat zudem ergeben, dass auch der Pat-
Protein-Gehalt in den transgenen Pflanzen nicht mit der spezifischen Reaktion unter Hitze
korreliert. Auch in den Hitze-sensitiven Linien mit dem pat44- bzw. pat46- (Knéchel N. et al.
2011) und luc-Gen (Neumann K. 1997) konnte keine Korrelation zwischen der Transgen-
vermittelten Grundexpression und deren Abnahme unter Hitze beobachtet werden.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, das an dem Verlust der Hitze-induzierten

Transgenaktivitat ein posttranskriptionaler Mechanismus beteiligt sein muss.

D3.2 Welcher Mechanismus ist fiir die Hitze-induzierte Reduktion des

transgenen Protein steady state Levels verantwortlich?

Im Folgenden soll diskutiert werden, wie die Inaktivierung bzw. die Reduktion des

transgenen Protein steady state Levels unter Hitze reguliert werden kénnte. In dieser Arbeit
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wurde gezeigt, dass sowohl der 5° UTR41 als auch der 3 'nos eine entscheidende Rolle
spielen. Dagegen konnte ein Temperatur-spezifischer Einfluss der 3° UTR41
ausgeschlossen werden. Weiterhin wurden fiur die transgenen Konstrukte auch zwei
Promotorversionen verwendet.

Die Hypermethylierung von Promotorregionen, verursacht durch die Integration mehrerer
Kopien des Transgens in das pflanzliche Genom kdnnen zu dessen Inaktivierung fihren
(Baulcombe D. 2004, Matzke M. et al. 2004). Ein Prozess der allgemein als "Transcriptional
Gene Silencing” (TGS) bezeichnet wird (Marenkova T. V. und Deineko E. V. 2010). Jedoch
konnte gezeigt werden, dass die Kopienzahl des jeweiligen pat-Gens nicht mit der Reduktion
des Pat steady state Levels unter Hitze korreliert und somit Gber einen Mechanismus, der
sich vom TGS unterscheidet, reguliert werden muss. Unterstiitzt wird das durch die
Tatsache, dass auch die Hitze-induzierte Inaktivierung des luc- und nptll-Gens in transgenen
Tabakpflanzen nicht durch die Hypermethylierung des genutzten Promotors oder der
spezifischen Kopienzahl verursacht wurde (Neumann K. et al. 1997). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Hitze-induzierte Reduktion des transgenen Proteins unabhéngig
von den beiden genutzten Promotorversionen ist (CaMVg3, vs. CaMVsa,), weil der spezifische
Transkript-Gehalt in den Hitze-sensitiven Linien nicht mit dem Transgen-kodierten Protein
steady state Level korreliert und beide genutzten Promotoren sich in ihren Aktivitdten und
der Expression des Genproduktes bei 24°C nicht signifikant unterscheiden (Odell J. T. et al.
1985, Kndchel N. et al. 2011).

Das zweite regulatorische Element, dass fir die spezifische Reaktion unter Hitze
verantwortlich sein kénnte, ist der 5" UTR41. Verglichen mit den 5" UTR Protein-kodierender
Gene aus Tomate, Sojabohne, Pappeln, Reis, Mais und Arabidopsis, deren Langen im
Durchschnitt zwischen 82 bp und 260 bp variieren (Alexandrov N. N. et al. 2006, Jia J. P. et
al. 2006, Umezawa T. et al. 2008, Ralph S. G. et al. 2008, Aoki K. et al. 2010), ist der 5°
UTR41 mit 28 bp verhéltnismaRig kurz. Kozak (1991a) hat gezeigt, dass ein extrem kurzer 5°
UTR (< 20 nt) den 43S Préinitiationskomplex bzw. die Erkennung des Startcodons der
Transkription (AUG) inhibieren kann, wohingegen ein relativ langer 5° UTR (40-100 nt)
forderlich ist (Kozak M. 1994, Gayen A. K. und Peffley D. M. 1995). Es erscheint dennoch
unwahrscheinlich, dass die Lange der 5" UTR41 fur die Reduzierung des transgenen Protein
steady state Levels verantwortlich ist, weil dies zum einem nur in den Hitze-behandelten
Klonen auftrat und somit eindeutig Temperatur induziert ist und weiterhin in transgenen
Tabakpflanzen, in denen der nur 3 bp langere 5 UTRS enthalten ist, keine spezifische
Reaktion auftrat (patOCA vs. patd4).

Bedeutende Kontrollelemente innerhalb der Translationskontrolle aufgrund abiotischer
Einflisse sind charakteristische Sequenzelemente im 5° UTR, einschlieRlich ‘upstream open

reading frames” (UORF), ‘upstream” Startcodons (UAUG), ‘internal ribosome entry site’
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(interne ribosomale Eintrittstelle, IRES), sich wiederholenden CATT Sequenzen (‘CATT
repeat element’) und spezifische Sequenzen in der hsp70-mRNA (Floris M. et al. 2009).
Jedoch ist keines dieser Kontrollelemente in dem 5" UTR41 enthalten.

Die Sequenz der 5" UTR41 bildet eine spezifische RNA-Sekundarstruktur aus (Anhang Kap.
F6.1). Klaff et al. (1997) haben gezeigt, dass die Interaktion von spezifischen RNA-
Bindeproteinen (RBP) mit der 5° UTR der chloroplastiddren psbA-mRNA aus Spinat deren
Expression beeinflusst. Dabei ist die Bindung der Proteine an den 5° UTR abhangig von
dessen Sekundarstruktur und der Temperatur. Gleiches konnten Shen et al. (2001) in
Arabidopsis beobachten. Jedoch ist die RNA-Sekundarstruktur des 5° UTRS (Anhang Kap.
F6.2), der keine Reaktion unter Hitze hervorruft, nicht wesentlich von der der 5° UTR41 zu
unterscheiden. Weiterhin sind auch die RNA-Sekundarstrukturen des 5° UTR41 bei 24°C
und 37°C nicht voneinander zu unterscheiden. Bei der Betrachtung von RNA-
Sekundéarstrukturen muss auch beachtet werden, dass es sich dabei um in silico
Vorhersagen handelt und diese von der biologisch aktiven Sekundérstruktur abweichen
kénnen. Zudem kann auch die Sekundarstruktur durch die angrenzenden Sequenzen
‘upstream” und ‘downstream” beeinflusst werden, so dass deren Beteiligung nicht
zweifelsfrei ausgeschlossen werden kann.

Méglicherweise ist ein RNA-Bindeprotein, dass an den 5° UTR41 der mRNA bindet und
daraufhin dessen Translation negativ beeinflusst, Temperatur induziert. Pflanzliche RBPe
sind multifunktionale, zelluldre regulatorische Proteine (Fedoroff N. V. 2002) und obwohl im
Arabidopsis Genom mehr als 200 putative Gene fir RBP e gefunden werden konnten, gibt
es bisher nur wenige Studien Uber deren Funktion in Pflanzen (Lorkovic Z. J. und Barta A.
2002). Das am besten untersuchte Beispiel ist die Licht abh&ngige, posttranskriptionale
Regulation der chloroplastidaren psbA-mRNA (Jensen K. H. et al. 1986, Rochaix J. D. et al.
1989, Danon A. und Mayfield S. P. Y. 1991). Initiiert wird die Regulation Uber die Bindung
eines Komplexes aus vier RNA-Bindeproteinen an der 5° UTR (Jensen K. H. et al. 1986,
Rochaix J. D. et al. 1989, Danon A. und Mayfield S. P. Y. 1991). Weiterhin werden
pflanzlichen RBP’e, basierend auf Expressionsanalysen, auch eine wichtige biologische
Rolle innerhalb der Antwort auf weitere biotische und abiotische Einfliisse, einschliellich
Temperatur, Trockenheit und viraler Infektionen, zugeschrieben (Stephen J. R. et al. 2003,
Kwak K. J. et al. 2005, Raab S. et al. 2006, Palusa S. G. et al. 2007). Um zu untersuchen, ob
es zu einer Temperatur induzierten Bindung eines RBP an den 5" UTR kommt, wurden in
dieser Arbeit Bindungsstudien mit der Sequenz der 5° UTR41 durchgefiihrt. Es konnte
jedoch weder bei 24°C noch bei 37°C eine spezifische Protein Interaktion mit dem 5° UTR41
gezeigt werden. Hauptsachlich kénnen hierfiir zwei Griinde genannt werden. Erstens war die
in den Studien genutzte 5" UTR41 Sequenz ein DNA-Amplifikat und somit die Base Thymidin

anstatt Uracil eingebaut. Die in silico Vorhersagen lassen aber keinen Unterschied zwischen
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der DNA- und RNA-Sekundéarstruktur, weder bei 24°C noch bei 37°C erkennen (Anhang
Kap. F6.1). Zweitens ist fur eine RNA-Protein Interaktion das Protein im nativen Zustand
essentiell. Dafir ist es wichtig schon wahrend der Isolation eine fir das Protein stabile
Umgebung zu schaffen. Fur unbekannte Proteine ist dieses jedoch relativ schwierig
abzuschatzen, so dass fir die ersten Untersuchungen das Isolationsprotokoll von Kegler
(Kegler C. 2001), der die Bindung von TGA-Transkriptionsfaktoren an das "as-1 Element’ in
Tabak untersucht hat, als Basis genommen wurde. Mobglicherweise waren diese
Bedingungen nicht optimal, um das speziell gesuchte Protein im nativen Zustand zu
isolieren. Weiterhin kdnnte man annehmen, dass fir eine spezifische Reaktion unter Hitze
sowohl der 5" UTR41 als auch der 3" nos vorhanden sein miissen, so dass der 5" UTR41
allein méglicherweise nicht in der Lage ist eine stabile spezifische RNA-Protein Interaktion
einzugehen.

Kéhne et al. (1998) zeigten, dass die Hitze-induzierte Reduktion des Pat steady state Levels
reversibel ist. Nach der Hitze-Behandlung fuhrte die Kultivierung dieser Pflanzen bei 24°C
wieder zu einer signifikanten Zunahme des Pat-Proteins und somit auch der spezifischen
Enzymaktivitat. Liu et al. (2005) und Sen und Blau (2005) haben gezeigt, dass mRNAs durch
kleine, regulatorische RNAs - miRNAs - in cytoplasmatischen Aggregaten - Processing
bodies (P-bodies) - zuriickgehalten werden kénnen und dadurch u. a. in ihrer Translation
inhibiert sind. Als Reaktion auf Umweltreize kdénnen diese auch wieder die P-bodies
verlassen und werden daraufhin weiter normal translatiert (Brengues M. et al. 2005, Kulkarni
M. et al. 2010). miRNAs sind kleine endogene, nicht kodierende RNAs die in pflanzlichen
und tierischen Organismen vorkommen (Wahid F. et al. 2010) und bedeutende Regulatoren
der Expression von Endo- und Transgenen innerhalb abiotischer Stressantworten sind
(Sunkar R. et al. 2007, Floris M. et al. 2009). Sie binden an komplementdre Regionen -
miRNA-responsive elements (MREs) - einer mRNA und regulieren so deren Expression.
Bisher konnten MREs in der kodierenden Region (Rhoades M. W. et al. 2002, Bartel D. P.
2004), in der 3" UTR (Rhoades M. W. et al. 2002, Sunkar R. und Zhu J. K. 2004) und in der
5" UTR (Allen E. et al. 2005, Fuijii H. et al. 2005, Lu S. F. et al. 2005, Chiou T. J. et al. 2006,
Sunkar R. et al. 2007) pflanzlicher Gene beschrieben werden. Pflanzliche miRNAs vermitteln
hauptsachlich die Degradation einer Ziel-mRNA, kénnen aber auch dessen Translation
reprimieren (Jones-Rhoades M. W. et al. 2006, Voinnet O. 2009). So sind in der Literatur
zwei Beispiele beschrieben, in denen die Translation einer pflanzlichen mRNA durch
miRNAs inhibiert wird (Aukerman M. J. und Sakai, H. 2003 Chen X. M. 2004) auch wenn der
Mechanismus noch immer nicht vollstandig verstanden ist. Bisher ist nicht auszuschlief3en,
dass die Bindung einer Hitze-induzierten miRNA an die 5" UTR41 die patS-mRNA zuriickhalt

und somit deren Translation fiir die Dauer des Temperaturstresses verhindert.
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Das dritte regulatorische Element, dass fur die spezifische Reaktion unter Hitze
verantwortlich sein kénnte, ist das 3" Terminationssignal des Nopalinsynthasegens aus A.
tumefaciens. Es gibt eine Reihe von Arbeiten in denen ein Einfluss der 3" regulatorischen
Region auf die Repression der Translation in tierischen Systemen beschrieben wird (Gavis
E. R. und Lehmann R. 1994, Kimha J. et al. 1995, Huang Y. S. et al. 2006, Padmanabhan K.
und Richter J. D. 2006). Dagegen ist nur sehr wenig in Pflanzen bekannt. Gandikota et al.
(2007) beschreiben die Inhibierung der Translation des SBP Box Gens SPL3 aus
Arabidopsis durch die Bindung einer spezifischem miRNA in der 3" regulatorischen Region
der mRNA. Zudem konnten auch in verschiedenen Pflanzenspezies MREs in den 3’
regulatorischen Regionen von Genen in situ beschrieben werden (Rhoades M. W. et al.
2002, Sunkar R. und Zhu J. K. 2004, Gandikota M. et al. 2007). Méglicherweise kdnnte die
Reduktion des Pat steady state Levels ebenfalls Gber die Interaktion von miRNAs mit dem 3~

nos erfolgen.

D4 Welche Konsequenzen hat ein Hitze-induzierter Verlust Transgen-
kodierter Genprodukte fiir den Einsatz gentechnisch verdnderter Pflanzen

in der Landwirtschaft und Grundlagenforschung?

Die Aktivitdt Transgen-kodierter Genprodukte wurde in Tabakpflanzen durch eine
Kultivierung bei erhdhten Temperaturen stark beeintrachtig und flhrte in einigen der
untersuchten Pflanzen sogar zu deren Verlust. Diese Hitze-induzierte Transgeninaktivierung
trat nicht nur in steril kultivierten Pflanzen auf, sondern auch bei in Erde kultivierten Pflanzen.
Weiterhin konnten &hnliche Effekte in S. tuberosum und A. thaliana beobachtet werden.
Obwohl in dieser Arbeit der moderate Hitzestress Uber eine Dauer von 10 Tagen
durchgefiihrt wurde, konnte in friheren Studien gezeigt werden, dass schon eine zwei bis
drei stindige Inkubation bei 37°C ausreichend ist, um erste Beeintrdchtigungen des
Transgen-kodierten Genprodukts beobachten zu kédnnen (Neumann K. 1997) und es somit
auch bei transgenen Pflanzen im Freiland selbst bei nur kurzzeitig erhéhten Temperaturen
ebenfalls zu einer solchen Transgeninaktivierung kommen kénnte. Hinzu kommt die
Problematik der globalen Erwdrmung im Zuge des Klimawandels. Denn Vorhersagen nach,
steigt die globale Temperatur je nach Region im Durchschnitt um 2 + 0,6°C (IPCC 2007).
Bisher wurden einige Félle beschrieben, bei denen es zu einer Inaktivierung von
Fremdgenen aufgrund abiotischer Faktoren im Freiland kam. Erstmals beschrieben Meyer et
al. (1992) die Inaktivierung des A1-Gens in Petunien aufgrund hoher Lichtintensitat und
Temperatur. Erst kirzlich konnten Mikschofsky et al. (2011) in einer transgenen S.
tuberosum Linie eine signifikante Abnahme im Gehalt des Transgen-kodierten Proteins
(VP60) bei hoher Temperatur beobachten.
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Die Folgen einer Hitze-induzierten Transgeninaktivierung bei einem Einsatz gentechnisch
veranderter Pflanzen (GVP) in der Landwirtschaft sind offensichtlich. Die Applikation eines
Herbizids wahrend einer Hitze-induzierten sensitiven Periode wiirde auch schwere Schéden
an den Nutzpflanzen hinterlassen. Zudem koénnte sich ein temperaturbedingter Ausfall von
Schadlingsresistenzen oder anderen Transgen-vermittelten Eigenschaften ungtinstig auf den
Ertrag auswirken. Weiterhin ist die Stabilitdt bzw. Bestandigkeit der transgen vermittelten
Eigenschaft eine essentielle Voraussetzung fir die Zulassung von GVPs. Um solche
Probleme zu vermeiden, sollte bei der Erstellung eines Transgens darauf geachtet werden,
die in dieser Arbeit identifizierten Sequenzelemente nicht zu verwenden. Jedoch konnte auch
gezeigt werden, dass diese unter den Standard-Kultivierungsbedingungen die Expression
eines Transgens positiv beeinflussen kénnen (Kndchel N. et al. 2011). In diesen
Zusammenhang scheinen ein Ausschalten des Integrationsorteffekts und die Stabilisierung
der Expression wahrend erhéhter Kultivierungstemperaturen als sinnvoll. Obwohl es einige
viel versprechende Ansétze gibt, ist dies bisher noch nicht vollstédndig gelungen. So gibt es
Arbeiten die zeigen, dass Kernmatrix bindende Sequenzen (‘matrix attachment region’,
MAR) ein in das Genom integrierte Transgen von Einflissen des umgebenden Chromatins
schitzen und dessen Expression stabilisieren (Mlynarova L. et al. 1995, Porsch P. et al.
1998, Ulker B. et al. 1999, Brouwer C. et al. 2002, Butaye K. M. J. et al. 2004, Oh S. J. et al.
2005, Zhang J. D. et al. 2009). Weiterhin gibt es Studien, in denen Uber Sequenz-spezifische
Rekombinationssysteme oder Zinkfinger Nukleasen versucht wird, das Zielgen in eine
definierte Position im Genom zu integrieren (Gidoni D. et al. 2008, Weinthal D. et al. 2010).

Interessant ist die in dieser Arbeit beschriebene Hitze-induzierte Transgeninaktivierung auch
im Rahmen der Grundlagenforschung mit Hilfe transgener Pflanzen. Uber eine Reaktion der
Transgenaktivitdt in Pflanzen auf veradnderte Umweltbedingungen ist bislang noch sehr
wenig bekannt. Zudem ist die Regulation von Endogenen im Rahmen der Hitzeschock-
Antwort ausgiebig untersucht aber welche molekularen Mechanismen regulieren die
Anpassung der Pflanze an die erhdhten Temperaturen? Weiterhin ist es interessant zu
untersuchen, welche Mechanismen bzw. Regulatoren zu der Unterscheidung zwischen den

Hitze-stabilen und - sensitiven Transkripten verantwortlich sind.
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F4 Sequenzen und Sequenzvergleiche
F4.1 Sequenzen und Sequenzvergleich des CaMV823 und CaMV534

Sequenzvergleich der in den pat-Konstrukten verwendeten CaMV Versionen.
Sequenziibereinstimmungen sind grau unterlegt. Funktionelle Elemente sind Fett und

unterstrichen.

CaMVgy3 GAATTCCCTTTCAGAAAGAATGCTAACCCACAGATGGTTAGAGAGGCTTACGCAGCAGGT

CaMVgy3 GAGTCAAAGATTCAAATAGAGGACCTAACAGAACTCGCCGTAAAGACTGGCGAACAGTTC
CaMVs34 GAGTCAAAGATTCAAATAGAGGACCTAACAGAACTCGCCGTAAAGACTGG-GAACAGTTC

CaMVgy3 ATACAGAGTCTCTTACGACTCAATGACAAGAAGAAAATCTTCGTCAACATGGTGGAGCAC
CaMVs34 ATACAGAGTCTCTTACGACTCAATGACAAGAAGAAAATCTTCGTCAACATGGTGGAGCAC

CaMVgy3 GACACGCTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATT
CaMVs34 GACACGCTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATT

CaMVgy3 GAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATC

CaMVs34 GAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATC

CaMVgy3 TGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGC

CaMVs3, TGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGC

CaMVgy3 GATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCC
CaMVs34 GATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCC
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CaMVg,y3 CCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTG
CaMVs34 CCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTG

CaMVgy3 GATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAA

CaMVs34 GATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAA

CaMVgy3 GACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGG

CaMVs34 GACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGA

CaMV323 . 823 bp
CaMV534 . 534 bp

F4.2 Sequenzen und Sequenzvergleich der patS- und pat41-Kodierregion

Sequenzvergleich der pat41-Kodierregion aus S. viridochromogenes mit der modifizierten
patS-Kodierregion (Eckes, P. et al. 1989). Sequenziibereinstimmungen sind grau unterlegt.

Start- und Stopcodons sind Fett und kursiv dargestellt.

patS ATGTCTCCGGAGAGGAGACCAGTTGAGATTAGGCCAGCTACAGCAGCTGATATGGCCGCG
patd1 ATGAGCCCAGAACGACGCCCGGTCGAGATCCGTCCCGCCACCGCCGCCGACATGGCGGLG

patS GITTIGTGATATCGITAACCATTACATTGAGACGTCTACAGTGAACTTTAGGACAGAGCCA

patd1 GTCTGCGACATCGTCAATCACTACATCGAGACGAGCACGGTCAACTTCCGTACGGAGCCG

patS CAAACACCACAAGAGTGGATTGATGATCTAGAGAGGTTGCAAGATAGATACCCTTGGTTG
patd1 CAGACTCCGCAGGAGTGGATCGACGACCTGGAGCGCCTCCAGGACCGCTACCCCTGGCTC

patS GITGCTGAGGTTGAGGGTGTTGTGGCTGGTATTGCTTACGCTGGGCCCTGGAAGGCTAGG
patd1 GTICGCCGAGGTGGAGGGCGTICGTCGCCGGCATCGCCTACGCCGGCCCCTGGAAGGCCCGC

patS AACGCTTACGATTGGACAGTTGAGAGTACTGTTTACGTGTCACATAGGCATCAAAGGTTG
patd1 AACGCCTACGACTGGACCGTCGAGTCGACGGTGTACGTCTCCCACCGGCACCAGCGGCTC

patS GGCCTAGGATCCACATTGTACACACATTTGCTTAAGTCTATGGAGGCGCAAGGTTTTAAG

patd1 GGACTGGGCTCCACCCTCTACACCCACCTGCTGAAGTCCATGGAGGCCCAGGGCTTCAAG

patS TCTGTGGTTGCTGTTATAGGCCTTCCAAACGATCCATCTGTTAGGTTIGCATGAGGCTTTG
patd1 AGCGTGGTCGCCGTCATCGGACTGCCCAACGACCCGAGCGTGCGCCTGCACGAGGCGCTC

patS GGATACACAGCCCGGGGTACATTGCGCGCAGCTGGATACAAGCATGGTGGATGGCATGAT

pat41 GGATACACCGCGCGCGGGACGCTGCGGGCAGCCGGCTACAAGCACGGGGGCTGGCACGAC
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patS GITGGTTTTTGGCAAAGGGATTITTGAGTTGCCAGCTCCTCCAAGGCCAGTTAGGCCAGTT
patd1 GTGGGGTTCTGGCAGCGCGACTTCGAGCTGCCGGCCCCGCCCCGCCCCGTCCGGCCCGTC

patS ACCCAGATCTGA

pat4d1 ACACAGATCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAA

patS :552bp/49% G+C
patd1 : 550 bp / 69% G+C

F4.3 Sequenzen und Sequenzvergleich der 3" UTRS, 3" UTR41 und t3" UTR41

Sequenzvergleich der in den pat-Konstrukten verwendeten 3 UTRs.

Sequenzibereinstimmungen sind mit einem Doppelpunkt markiert.

3" UTR41 GATCCTGACTGCAGCTCAATAGGCCGCCGCAGTTTCCAGTGAGATCCCCG

3"UTR41 :50bp/60% G+C
t3" UTR41 : 17 bp/82% G+C
3"UTRS :50bp/54% G+C
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F5 Sequenzierungen

Alle Sequenzierungen wurden durch die Firma GeneArt GmbH in Regensburg durchgefihrt.

F5.1 Sequenzierung des pat47-Konstruktes

Sequenzierung des patd7-Konstruktes im Vektor pTLpat47 mit den Primern p35Stnos-fw und
-rv. Die Sequenz des eingebrachten Fragmentes st unterstrichen. Die
Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen sind Fett markiert. Das Stopcodon
der patS-Kodierregion ist kursiv dargestellt

patS >
5 "AGGACAGAGCCACAAACACCACAAGAGTGGATTGATGATCTAGAGAGGTTGCAAGATAGATACCCT

TGGTTGGTTGCTGAGGTTGAGGGTGTTGTGGCTGGTATTGCTTACGCTGGGCCCTGGAAGGCTAGGAA
CGCTTACGATTGGACAGTTGAGAGTACTGTTTACGTGTCACATAGGCATCAAAGGTTGGGCCTAGGAT
CCACATTGTACACACATTTGCTTAAGTCTATGGAGGCGCAAGGTTTTAAGTCTGTGGTTGCTGTTATA
GGCCTTCCAAACGATCCATCTGTTAGGTTGCATGAGGCTTTGGGATACACAGCCCGGGGTACATTGCG
CGCAGCTGGATACAAGCATGGTGGATGGCATGATGTTGGTTTTTGGCAAAGGGATTTTGAGTTGCCAG
Bglll Stop 3" UTR41 >
CTCCTCCAAGGCCAGTTAGGCCAGTTACCCAGATCTGAGTCGACCTGCAGCTCAATAGGCCGCCGCAG

Sphl 3" camv >
TTTCCAGTGAGATCCGCATGCCCGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATAA

TAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCAT

ATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAA

Kpnl
ACCAAAATCCAGGGGTACCCGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCGGTTTAAACTATCAGTGTTTGAC

AGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAGAATAATCGGATATTTAAAAGGGC

GTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTGCATGCCAACCACAGGGTTCCCCTCGGGAGTGCT

TGGCATTCCGTGCGATAATGACTTCTGTTCACC 3~
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F5.2 Sequenzierung des pat48-Konstruktes

Sequenzierung des pat48-Konstruktes im Subvektor pDH48 mit den Primern p35St35S-fw
und -rv. Die Sequenz des eingebrachten Fragmentes ist unterstrichen. Die
Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen sind Fett markiert. Das Stopcodon

der patS-Kodierregion ist kursiv dargestellt.

patS >
5 GCTGAATATGGCCGCGGTTTGTGATATCGTTAACCATTACATTGAGACGTCTACAGTGAACTTTAG

GACAGAGCCACAAACACCACAAGAGTGGATTGATGATCTAGAGAGGTTGCAAGATAGATACCCTTGGT

TGGTTGCTGAGGTTGAGGGTGTTGTGGCTGGTATTGCTTACGCTGGGCCCTGGAAGGCTAGGAACGCT

TACGATTGGACAGTTGAGAGTACTGTTTACGTGTCACATAGGCATCAAAGGTTGGGCCTAGGATCCAC

ATTGTACACACATTTGCTTAAGTCTATGGAGGCGCAAGGTTTTAAGTCTGTGGTTGCTGTTATAGGCC

TTCCAAACGATCCATCTGTTAGGTTGCATGAGGCTTTGGGATACACAGCCCGGGGTACATTGCGCGCA

GCTGGATACAAGCATGGTGGATGGCATGATGTTGGTTTTTGGCAAAGGGATTTTGAGTTGCCAGCTCC
Stop 3" UTR41 >

TCCAAGGCCAGTTAGGCCAGTTACCCAGATCTGAGTCGACCTGCAGCTCAATAGGCCGCCGCAGTTTC

Sphl 3" nos >
CAGTGAGATCCGCATGCTCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTG

TTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATG

TAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGC

GATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAG

SacI

ATCGGGAATTGCCAAGCTTGAGCTCGAATTCAAGCT 3~
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F5.3 Sequenzierung des Subvektors pGEM-as1Bpil

Sequenzierung von dem Klon pGEM-as1Bpil.1 mit den Standard-Primer pUC/M13-fw und
pUC/M13-rv fir das pGEM®- TEasy Vector System. Die Sequenz der Bpi-Kassette ist
unterstrichen. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen sind Fett markiert.
Die Sequenz des as-1 Elements ist kursiv dargestellt. Die Punktmutation von T->G in der
Xbal-Erkennungssequenz aufderhalb der Bpi-Kassette ist blau dargestellt. Die Bpi-Kassette

ist in “antisense” Orientierung integriert.

5" GCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGTACCTCGCGAATGCA

Xbal Bpil Xbal
GCTAGATTTGAATTCTTTTGCGTCTTCGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTGCGTCATCCCTTACGTCAT

Xbal Bpil
CTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCGAAGACGCAAAAGCTTAAGTAATCGGATCCCGGGCCCGTCGACTG

CAGAGGCCTGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAATCACTAGTGAAT

TCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTC

TATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCG

CTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAG

CTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGC

ATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTC

ACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACG

GTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGA

ACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACARAA 37
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F5.4 Sequenzierung des Vektors pGEM-s5" UTR41

Sequenzierung von dem Klon pGEM-s5'UTR41.7 mit den Standard-Primer pUC/M13-fw und
pUC/M13-rv fir das pGEM®- TEasy Vector System. Die Sequenz der Bpi-Kassette ist
unterstrichen. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen sind Fett markiert.
Die Sequenz des s5° UTR41 ist kursiv dargestellt. Die Punktmutation von T->G in der Xbal-
Erkennungssequenz aulierhalb der Bpi-Kassette ist blau dargestellt. Die s5° UTR41 ist in

“antisense” Orientierung integriert.

5" TACACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTC
Xbal Bpil
GATTGTACCTCGCGAATGCAGCTAGATTTGAATTCTTTTGCGTCTTCGTACCCGGGGATCCTCTAGGT

Bpil
CGACTGTTAGTTCCTCGAGGATCCCCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCGAAGACGCAAAAGCTTAAGT

AATCGGATCCCGGGCCCGTCGACTGCAGAGGCCTGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTG

TTTCCTGTGTGAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACG

CGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCT

GTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTA

AAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG

TCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTAT

TGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTAT

CAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGA

GCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCG

CCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAA

GATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGA

TACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAAGTATCT 3°
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F6 Sekundarstrukturen

Die méglichen DNA- und RNA-Sekundarstrukturen wurden mit der Software mfold 2.3
(Zuker, M. 2003) berechnet. Die Strukturen mit dem ginstigsten Energiezustand wurden

dargestellt.

F6.1 DNA- und RNA-Sekundarstruktur der 5 UTR41 bei 24°C und 37°C

24 °C (DNA) 24 °C (RNA)
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a u
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F6.2 RNA-Sekundarstruktur der 5° UTRS bei 24°C und 37°C

2453 37°C
5 A 5 A
10 10
G
A A

G—G—G—U" T C\ A—E@—G—G—U" TC c-"c-..

. G pii 4 ¥ ] G

C—C—U—A G—G -G U—GC—C—U—4A G G'-d
c
20
u

I

AG= -6 54 AG= -4 B0

a0

O—r»——0—C—p—>—R—>rr—ChiO—C—2—0[

O—r—=P—=0—C—R—>F—0
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F7 Regenerationsraten

Die bindren Transformationsvektoren mit und ohne das jeweilige Zielgen wurden in N.
tabacum eingebracht und nach vier bzw. sechs Wochen Regeneration der Explantate auf
ACB-Medium die Anzahl der gebildeten Kalli und Sprosse bonitiert.

Tabelle F1: Bonituren des LH9000- , pat47- und pat48-Konstruktes
Tf., Transformation; B1, Bonitur nach vier Wochen Regeneration; B2, Bonitur nach vier Wochen Regeneration

Tf T-DNA Explantate Kalli Kalli/Explantat Sprosse Sprosse/Explantat
B1 | B2 B1 B2 B1 B2 B1 B2
LH9000 14 35 35 2,50 2,50 2 34 0,14 2,43
1 TLpat47 18 38 | 49 2,11 2,72 1 21 0,06 1,17
TLpat48 14 24 39 1,71 2,79 4 31 0,29 2,21
LH9000 19 75 75 3,95 3,95 10 51 0,53 2,68
2 TLpatd7 25 54 77 2,16 3,08 10 45 0,40 1,80
TLpat48 20 67 67 3,35 3,35 5 41 0,25 2,05
LH9000 25 58 58 2,32 2,32 0 18 0,00 0,72
3 TLpat47 25 38 | 49 1,52 1,96 0 8 0,00 0,32
TLpat48 25 47 64 1,88 2,56 0 14 0,00 0,56
LH9000 25 43 55 1,72 2,20 3 43 0,12 1,72
4 TLpatd7 25 34 57 1,36 2,28 11 34 0,44 1,36
TLpat48 30 67 73 2,23 2,43 0 40 0,00 1,33
LH9000 20 62 62 3,10 3,10 0 7 0,00 0,35
5 TLpatd7 25 56 64 2,33 2,56 0 15 0,00 0,60
TLpat48 25 63 66 2,52 2,64 0 15 0,00 0,60
LH9000 30 46 | 102 | 1,53 3,40 5 17 0,17 0,57
6 TLpat47 30 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
TLpat48 24 21 48 0,87 2,00 3 15 0,13 0,63
LH9000 24 53 78 2,21 3,25 0 18 0,00 0,75
7 TLpat47 18 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
TLpat48 18 33 52 1,83 2,89 0 33 0,00 1,83
LH9000 30 24 24 0,80 0,80 0 10 0,00 0,33
8 TLpat47 30 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
TLpat48 30 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
LH9000 29 34 64 1,17 2,20 0 23 0,00 0,79
9 TLpat47 30 0 18 0,00 0,60 0 1 0,00 0,03
TLpat48 30 67 73 2,23 2,43 0 40 0,00 1,33
LH9000 28 96 | 104 | 3,43 3,71 0 25 0,00 0,89
10 TLpat47 30 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
TLpat48 30 60 98 2,00 3,27 0 35 0,00 1,17
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Kalli Kalli/Explantat Sprosse Sprosse/Explantat

Tf T-DNA Explantate
B1 B2 B1 B2 B1 B2 B1 B2
LH9000 30 88 89 2,93 2,97 1 15 0,03 0,50
11 TLpat47 28 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
TLpat48 31 31 83 1,00 2,68 0 32 0,00 1,03
LH9000 30 0 68 0,00 2,27 0 1 0,00 0,03
12 TLpat47 30 57 68 1,90 2,27 8 14 0,27 0,47
TLpat48 30 63 81 2,10 2,70 1 37 0,03 1,23
LH9000 30 53 | 109 | 1,77 3,63 0 36 0,00 1,20
13 TLpat47 30 45 96 1,50 3,20 0 37 0,00 1,23
TLpat48 30 49 | 100 | 1,63 3,33 0 20 0,00 0,67

Tabelle F2: Bonituren des ROK1-, AQ2- und luc43-Konstruktes

Tf., Transformation; B1, Bonitur nach vier Wochen Regeneration; B2, Bonitur nach vier Wochen Regeneration

Kalli Kalli/Explantat Sprosse Sprosse/Explantat
Tf T-DNA Explantate
B1 B2 B1 B2 B1 B2 B1 B2
AQ2 24 46 48 1,92 2,00 4 5 0,17 0,21
1 ROK1 24 33 58 1,37 2,42 4 6 0,17 0,25
Luc43 18 69 69 3,83 3,83 19 19 1,06 1,06
AQ2 24 58 79 2,42 3,29 7 14 0,29 0,58
2 ROK1 18 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
Luc43 24 44 44 1,83 1,83 0 11 0,00 0,46
AQ2 30 28 72 0,93 2,40 0 8 0,00 0,27
3 ROK1 18 56 85 3,22 4,72 3 24 0,17 0,50
Luc43 18 13 63 0,72 3,50 0 9 0,00 1,33
AQ2 30 85 93 2,83 3,10 11 18 0,37 0,60
4 ROK1 30 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
Luc43 30 19 67 0,63 2,23 0 13 0,00 0,43
AQ2 24 21 78 0,87 3,25 0 21 0,00 0,88
5 ROK1 29 45 99 1,55 3,41 0 34 0,00 1,17
Luc43 29 94 0,27 3,24 0 4 0,00 0,14
AQ2 30 0 18 0,00 0,60 0 3 0,00 0,10
6 ROK1 30 42 | 107 | 1,40 3,57 0 13 0,00 0,43
Luc43 30 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
AQ2 30 98 | 100 | 3,27 3,33 20 56 0,67 1,87
7 ROK1 30 83 | 103 | 2,77 3,43 14 21 0,47 0,70
Luc43 29 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
AQ2 30 0 5 0,00 0,17 0 0 0,00 0,00
8 ROK1 30 0 13 0,00 0,43 0 2 0,00 0,07
Luc43 29 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
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Kalli Kalli/Explantat Sprosse Sprosse/Explantat
Tf T-DNA Explantate
B1 B2 B1 B2 B1 B2 B1 B2
AQ2 28 10 39 0,36 1,39 0 13 0,00 0,46
9 ROK1 24 10 22 0,42 0,92 0 10 0,00 0,42
Luc43 30 17 49 0,57 1,63 0 25 0,00 0,83
AQ2 29 43 56 1,48 1,93 5 7 0,17 0,24
10 ROK1 28 78 85 2,79 3,03 13 18 0,46 0,64
Luc43 30 16 16 0,53 0,53 0 2 0,00 0,07
AQ2 30 13 20 0,43 1,54 0 9 0,00 0,3
11 ROK1 30 6 15 0,20 0,50 0 4 0,00 0,13
Luc43 29 2 8 0,07 0,28 0 2 0,00 0,07
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F Anhang

Tabelle F10: Relative Lichteinheiten aus Versuchsreihe IV

Luminometrische Doppelbestimmung der Relativen Licht Einheiten (RLE) von in vitro Kulturen nach einem Hitzestressversuch

bei einer Sensitivitdt von 125. Von jeder Pflanze wurde die RLE in zwei unabhangigen Blattproteinextrakten bestimmt. Die

ermittelten Werte wurden auf einem pg des Gesamt I6slichen Proteins (GLP) bezogen.

SRI/AQ2-6
24°C 37°C
Blatt 1 Blatt 2 Blatt 1 Blatt 2
M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2
RLE 424,07 | 399,94 | 248,47 | 24232 2,04 2,21 5,03 2,93
MW 412,01 245,50 2,13 3,99
GLP [ug] 6,80 6,21 6,21 5,13
RLE/GLP 60,63 | 39,51 0,34 | 0,78
MW 50,07 0,56
SRI/AQ2-31
Blatt 1 Blatt 2
24°C 37°C 24°C 37°C
M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2
RLE 5173,75 | 4758,00 | 4198,00 | 4281,77 | 105,66 | 102,73 | 683,64 | 653,01
MW 4965,88 4239,89 104,2 668,33
GLP [ug] 10,30 5,38 1,30 9,30
RLE/GLP 482,36 | 788,33 80,46 | 71,90
MW 635,35 76,18
SRI/Luc43-26
Blatt 1 Blatt 2
24°C 37°C 24°C 37°C
M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2
RLE 2894,53 | 2925,88 | 4290,96 | 406821 | 712,04 | 723,40 92,82 93,34
MW 2910,21 4179,59 717,73 93,08
GLP [ug] 5,46 6,96 8,80 1,21
RLE/GLP 532,84 | 600,37 81,61 | 76,82
MW 566,61 79,22
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F Anhang

Tabelle F12: Molekulare Analyse und Proteinanalytik der untersuchten SRI/AQ2 und SRI/Luc43 Linien

(n), Anzahl der unabhéngigen Wiederholungen; +, positiv; n. gt., nicht getestet; red. reduziert; k.A., keine Aussage

.. T-DNA luc-mRNA Pat-Aktivitat
Konstrukt Linie (Km100) DNA-PCR (RT-PCR) 24°C 37°C
AQ2 2 + + + + (1) n. gt.
6 + + + + (4) red. (3)
8 + + + + (1) n. gt.
17 + + + +(2) red. (1)
22 * * + +(2) red. (1)
26 + + + -(1) n. gt.
31 + + + +(3) red. (2)
32 + + + +(3) red. (2)
33 + + + +(3) red. (2)
Juc43 5 ¥ + + +(3) k.A. (2)
1 * * + +(2) red. (1)
14 + + + - (1) n. gt.
15 + + + - (1) n. gt.
22 * * + +(2) red. (1)
23 + + + - (1) n. gt.
26 * * + + (4) red. (3)
36 + + + - (1) n. gt.
37 + + + - (1) n. gt.
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