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1 Einleitung

Pflanzen sind an ihren Standort gebunden und somit stdndig wechselnden biotischen und abio-
tischen Faktoren ausgesetzt, denen sie sich anpassen miissen. Kommt es zu plotzlichen oder
starken Abweichungen, konnen diese zu einer Stresssituation fiir die Pflanze fithren. Als Stress-
faktor wird jeder aufere Einfluss bezeichnet, der sich schédigend auf die Pflanze auswirkt (Taiz
u. Zeiger, 2000). Dazu zahlen unter anderem die abiotische Faktoren wie Hitze, Kélte, Nieder-
schlag, Trockenheit sowie pH-Wert, Nahrstoff- und Salzgehalt des Bodens. Trockenstress und
Salzstress spielen besonders im Bezug auf die Landwirtschaft eine immer grofer werdende Rolle.
Weltweit sind etwa 7 % der Landfliche versalzen (Flowers u. Yeo, 1995). Die Ursachen dafiir
liegen einerseits in natiirlichen Erscheinungen wie den klimatischen Bedingungen und Boden-
Verhiltnissen bestimmter Regionen oder dem salzigen Regenwasser in Kiistennéhe. Andererseits
fiihrt die Zunahme der kiinstlichen Bewésserung landwirtschaftlicher Nutzflachen in ariden Ge-
bieten zur Bodenversalzung, da das Wasser verdunstet und Salz im ausgetrockneten Boden an
der Oberfliche akkumuliert. Laut FAO werden etwa 20 % der weltweit kultivierbaren Fléche be-
wassert (http://faostat.fao.org). In Folge dessen sind grofse Ertragseinbufen bei den auf diesen
Flachen angebauten Kulturpflanzen zu verzeichnen.

Salz- und Trockenstress erzeugen bei sensitiven Pflanzen vielfiltige Symptome wie Wachs-
tumsreduktion, Nekrosen, beschleunigte Entwicklung bis hin zum Absterben der Pflanze. Die
Ursache liegt zum einen in einer reduzierten Wasserverfiigharkeit (osmotischer Effekt) fiir die
Pflanze und zum anderen in der direkten Toxizitat intrazelluldr akkumulierter anorganischer
Ionen (Ioneneffekt).

Alle Pflanzen haben Strategien entwickelt, die es ihnen sowohl auf zelluldrer Ebene als auch
auf Ebene der gesamten Pflanze ermoglichen, in einem artspezifischen Mafse mit Trockenheit
oder erhohten Salzkonzentrationen in ihrer Umgebung umzugehen.

1.1 lonen-Stress

Vorrangig erhéhte Salzkonzentrationen im Boden aber auch Trockenstressbedingungen fiihren
in der Pflanze zum Ionen-Stress, der auf die Aufnahme von Ionen gemeinsam mit Wasser aus
dem Boden in die Pflanze zuriickzufiihren ist. Die Salinitédt eines Bodens oder einer Losung
bezieht sich auf die elektrische Leitfahigkeit bei 25°C bei einem Elektrodenabstand von 10 mm
(Steppuhn et al., 2005). Hinsichtlich der Boden wird diese elektrische Leitfahigkeit in dS/m (dezi
Siemens/ Meter) angegeben. Ein Boden gilt ab 4 dS/m als salin, was einer NaCl-Konzentration
von etwa 40 mM entspricht (Richards, 1954) (Meerwasser: 55 dS/m bzw. etwa 500-600 mM NaCl)
und fiithrt bei den meisten Kulturpflanzen zu Ertragsverminderungen (Withers et al., 1978).
Neben den im Boden vorkommenden Calcium-, Magnesium-, Kalium-, Nitrat-, Ammonium-
und Carbonat-lonen, wirken sich vor allem die Natrium-Ionen schidigend auf die Pflanze aus.
Hinsichtlich ihrer Salztoleranz werden Pflanzen in Halophyten und Glycophyten unterteilt, wobei
Halophyten Salinitéten von 300 mM NaCl und mehr {iberleben und diese Umgebung teilweise
sogar bendtigen, um zu gedeihen. Dagegen weisen Glycophyten bereits bei 100 - 200 mM NaCl
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Stresssymptome auf und kénnen absterben (Zhu, 2007). Die Toleranz von Pflanzen gegeniiber
Salzstress kann tiber einen Salinity Tolerance Index (ST-Index) ausgedriickt werden. Dieser
berechnet sich aus der Summe der elektrischen Leitfdhigkeit, bei der der Ertrag einer nicht-
salinen Kulturpflanze um 50 % gemindert ist (Cso) und dem Anstieg des Ertragsabfalls unter
diesen salinen Bedingungen (s). Demnach gilt fiir die moderat salzsensitive Kartoffel ein ST-
Index von 6,56. Im Vergleich dazu betragt der Wert fiir die Tomate 8,29 und fiir die weniger
salzsensitive Sonnenblume 15,46 (Steppuhn et al., 2005).

Auf der Ebene der gesamten Pflanze bedeutet Salztoleranz das Verhindern der Akkumulation
grofler Mengen an Na'-Ionen in den Blattern bzw. die Kompartimentierung in spezialisierten,
stoffwechseldrmeren Teilen des Blattes, da sich dort nur eine geringe toxische Wirkung der
Ionen entfaltet. Die Grundlage der Adaptionsmechanismen auf zellulirem Niveau liegt darin,
den Gehalt an Na'-Tonen im Cytoplasma gering zu halten (Zhu, 2002). Genaue Werte {iber
den Na™-Gehalt im Cytoplasma bzw. in den Organellen sind schwierig zu bestimmen. Es wird
jedoch angenommen, dass die Nat-Konzentration im Cytoplasma unter natiirlichen Bedingungen
zwischen 10 und maximal 30 mM liegt (Carden et al., 2003). Bei in vitro-Versuchen zur Messung
der toxischen Ionenwirkung auf Biomolekiile wurde fiir die meisten Enzyme eine Hemmung ab
einer Konzentration von etwa 100 mM gefunden, wobei die Grenze zur Toxizitdt vom Enzym
abhéngt (Greenway u. Osmond, 1972; Borges et al., 2002).

Die Toxizitat der Na™-Ionen liegt vermutlich insbesondere in der Zerstorung des Ionengleich-
gewichtes in der Zelle. Der Uberschuss an Na*-Ionen behindert die Pflanze bei der Aufnahme
der lebenswichtigen Kalium- und Calcium-Ionen. Zusétzlich werden durch die Na*-Ionen viele
cytoplasmatische Enzyme inhibiert, die durch Kalium-Ionen aktiviert werden. Die Na*-Ionen
konkurrieren mit den K™-Ionen um deren Bindestellen an Transportern oder fiir die Struktur
wichtigen Bestandteilen, konnen die Funktion der Kalium-Ionen jedoch nicht ersetzen (Bhandal
u. Malik, 1988). Insbesondere wird die Proteinbiosynthese gestort, da Kalium-Ionen fiir die Bin-
dung der tRNA an die Ribosomen benétigt werden (Blaha et al., 2000). Die Salz-Sensitivitét
einer Pflanze ist letztlich entweder auf die hohe Na™-Ionen-Konzentration in den Bléittern oder
die geringe Toleranz auf angereicherte Na™-Ionen zuriickzufiihren. Die Reaktion von Pflanzen
auf den Ionen-Stress erfolgt im Vergleich zur Reaktion auf osmotischen Stress langsamer und
zeigt sich in der zunehmenden Seneszenz der alten Blatter (Munns u. Tester, 2008).

1.1.1 Anpassungsstrategien
1.1.1.1 Morphologische Anpassung

Viele Halophyten kénnen Nat-Tonen iiber Salzdriisen oder Salzhaare auf der Blattoberfliche
aus der Pflanze sekretieren (z.B. Mohrenhirse (McWorther et al., 1995) und Wild-Reis (Flowers
et al., 1990)). Uber diese erfolgt eine spezifische Ausscheidung von Na*- aber auch Cl~-Ionen,
indem die Ionen aktiv entweder in die Haare bzw. in die Driisen transportiert werden. Wéhrend
die Salzhaare anschlieffend abknicken oder aufplatzen, erfolgt die Ausscheidung von Salz an die
Blattoberfliache iiber die Driisen passiv.

Andere Pflanzen sind in der Lage, stetig Salz aufzunehmen und zu tolerieren. Sie schliefsen
ihren Lebenszyklus jedoch in relativ kurzer Zeit ab, noch bevor die Na™-Konzentration innerhalb
der Pflanze die Grenze zur Toxizitdt tiberschreitet (z.B. Queller).

Das Abwerfen von Pflanzenteilen ist ein weiterer Mechanismus der Salzanpassung. Die toxi-
schen Tonen werden zum Beispiel in den alten Blittern akkumuliert, die bei Uberschreitung eines
Grenzwertes absterben und abgeworfen werden (z.B. Strandaster).



1.1 Ionen-Stress

1.1.1.2 Physiologische Anpassung

1.1.1.2.1 Kompartimentierung der lonen Ein wichtiger Mechanismus zur Ionenstressanpas-
sung aller Pflanzen auf zellularer Ebene ist die Kompartimentierung der Ionen in den Vakuo-
len bzw. im Apoplasten, um diese aus dem stoffwechselaktiven Cytoplasma zu entfernen. Dies
erfolgt durch einen aktiven Transport iiber den Tonoplasten in die Vakuole bzw. das Plasma-
lemma in den Apoplasten. Fiir die Ionenaufnahme in die Vakuole scheinen Nat /H*-Antiporter,
z.B. SOS1 in Arabidopsis, verantwortlich zu sein, die den durch eine ATPase errichteten H*-
Gradienten nutzen (Zhu, 2002). Damit entsteht zwischen diesen beiden Zellkompartimenten
jedoch ein osmotisches Gefille, welches ausgeglichen werden muss. Um das zu gewéhrleisten,
dient hier die Synthese und Akkumulation von compatible solutes im Cytoplasma der Redukti-
on des osmotischen Potenzials (siche Abschnitt 1.2) und spielt somit auch indirekt eine Rolle bei
der Anpassung an ionischen Stress. Einigen Pflanzen ist es auch moglich, die in der Vakuole ent-
stehenden hohen Salzkonzentrationen iiber die Aufnahme grofserer Wassermengen zu verdiinnen
(Salz-Sukkulenten).

1.1.1.2.2 Ausschluss von lonen Eine weitere Moglichkeit der physiologischen Anpassung ist
die Vermeidung der Salzaufnahme durch salt exclusion, d.h. den Transport der Na*-Tonen in die
Blatter niedrig zu halten. So erfolgt in der Pflanze eine Kontrolle iiber die Ionen-Aufnahme in die
Wurzel und des Ionen-Transportes iiber das Xylem in den Spross. Dadurch sind einige Planzen
in der Lage, die passiv (Cheeseman, 1982) iiber die Wurzel aufgenommenen Na*-Ionen, aktiv
(Blumwald et al., 2000) wieder aus der Wurzel zu transportieren und somit die Konzentration
der Tonen in der Wurzel zu minimieren. Aukerdem sind diese Pflanze bestrebt, die Na*-Ionen-
Konzentration im Xylem durch die Kontrolle der Aufnahme und der Riickfiihrung mdéglichst
gering zu halten. In Lupine und Mais konnte auferdem ein Riicktransport der Na*-Tonen aus
dem Spross in die Wurzel iiber das Phloem nachgewiesen werden (Munns et al., 1988; Lohaus
et al., 2000).

1.1.2 Regulation der lonen-Toleranz

Es ist bisher kein Sensor bekannt, der fiir die Perzeption von Salzstress verantwortlich ist. Ebenso
ist noch nicht geklért, ob die zellulare Wahrnehmung von Na™-Ionen bei ionischem Stress extra-
oder intrazelluléar erfolgt. Da jedoch gezeigt werden konnte, dass Salzstress zu einer steigenden
Calcium-Ionen-Konzentration im Cytosol (Knight et al., 1997) fithrt, konnten Kanéle direkt oder
indirekt als Salzstresssensor fungieren. Die Akkumulation dieser Ionen leitet den sogenannten
SOS-Weg (Salt Overly Sensitive Pathway) ein (Zhu, 2002), indem Ca®" an das SOS3-Protein
bindet. Dieses bildet gemeinsam mit SOS2 einen Proteinkinase-Komplex, der wiederum die Gen-
expression von SOS1, einem Na® /H*-Antiporter in der Plasmamembran, reguliert (Qiu et al.,
2002). Auferdem kontrolliert der SOS2-SOS3-Komplex dessen Aktivitat. Moglicherweise wer-
den ebenfalls ein Nat/H"-Antiporter des Tonoplasten sowie K*-Transporter in ihrer Aktivitét
beeinflusst, um die Nat-Tonen aus der Zelle zu exportieren oder in der Vakuole zu komparti-
mentieren bzw. das K*:Na*t-Verhaltnis im Cytoplasma zu erhohen. Aufierdem wird auf diese
Weise die Expression verschiedener Gene, zum Beispiel fiir Transkriptionsfaktoren reguliert, die
ihrerseits wiederum die verstérkte Expression stressinduzierbarer Gene induzieren (Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des SOS-Pathway in Pflanzen zur Regulation des zel-
luldren Ionengleichgewichtes unter Salzstress (Xiong u. Zhu, 2002).

1.2 Osmotischer Stress

Vor allem Trockenheit aber auch Salzstress fiihren bei Pflanzen zu osmotischem Stress, d.h.
es besteht Wassermangel. Beziiglich ihrer Trockentoleranz werden Xerophyten, die an trockene
Standorte mit extrem geringer Wasserverfiigharkeit angepasst sind und Mesophyten, die sensitiv
auf Trockenheit reagieren, unterschieden. Die Wasseraufnahme der Pflanzen durch die Wurzel
erfolgt entlang eines Wasserpotentialgradienten, wobei das Wasserpotential in der Pflanze nied-
riger ist als im Boden. Trocknet der Boden aus, ist Transpiration der Pflanze oder die Salzkon-
zentration im Boden zu hoch, sinkt dort das Wasserpotential entsprechend und somit auch der
Gradient. Die daraus resultierende reduzierte Fahigkeit zur Wasseraufnahme durch die Pflan-
ze fithrt wiederum zu einem verringerten Turgor, der fiir das Wachstum und die Funktion der
Pflanzenzelle essentiell ist. Das fiihrt im Vergleich zur relativ langsamen Reaktion auf ionischen
Stress zu einer schnellen Reaktion der Trockenstress-sensitiven Pflanze, die sich in der Reduktion
des Sprosswachstums und der jungen Blatter zeigt (Munns u. Tester, 2008). Prinzipiell stellt die
Aufnahme von anorganischen Ionen, z.B. in den toleranten Halophyten, eine energetisch effizi-
ente Anpassung an dieses Problem dar, da mit Hilfe der einstrémenden Ionen der osmotische
Potentialgradient aufrecht erhalten wird.



1.2 Osmotischer Stress

1.2.1 Anpassungsstrategien
1.2.1.1 Morphologische Anpassung

Besonders Pflanzen, die an trockene Standorte angepasst sind, zeichnen sich durch verschiedene
morphologische Eigenschaften aus, die es ihnen ermdéglichen, mit geringen Wassermengen bzw.
langen Trockenperioden umzugehen. So sind sie z.B. in der Lage, Wasser in den Vakuolen ver-
schiedener Organe zu speichern (Sukkulenten). Haufig fiihrt Trockenstress auch zur Ausbildung
eines stark ausgepriagten Wurzelsystems, um an Grundwasser zu gelangen. Oder diese Pflan-
zen weisen unterirdische Organe, wie eine gestauchte Sprossachse (Zwiebel) auf, um Wasser zu
speichern. Pflanzen mit einer sehr kurzen Vegetationsperiode nutzen eine kurzzeitige Wasserver-
fiigharkeit, um Samen zu bilden und dann abzusterben (Ephemere). Neben diesen Merkmalen
spielt auferdem die Regulation der Transpiration iiber die Stomata eine grofte Rolle, um den
Wasserverlust moglichst gering zu halten. Pflanzen an sehr trockenen Standorten offnen die
Stomata nur zu Tages- oder Nachtzeiten, an denen geringe Temperaturen vorherrschen oder be-
sitzen Stomata, die tiefer in der Blattoberflache liegen. Durch die Ausbildung von Blatthaaren
entsteht auf der Blattoberflache ein feuchter, vor Wind geschiitzter Bereich, um den Transpi-
rationssog zu verringern. Andere Pflanzen, auch Mesophyten (Nadelbdume), weisen nur wenige
Stomata auf oder bilden eine starke Kutikula aus. Auch die Verringerung der transpirierenden
Blattoberfliche durch das Abwerfen der Blatter oder die Ausbildung von Dornen oder Nadeln
fiihrt zu einer verminderten Transpiration.

1.2.1.2 Physiologische Anpassung durch die Synthese von compatible solutes

Als wichtigste physiologische Anpassung an osmotischen Stress ist die Synthese von osmoprotek-
tiven Substanzen, sogenannten compatible solutes anzusehen. Deren Akkumumlation dient den
Pflanzen zur Reduktion des osmotischen Potentials in den physiologisch aktivsten Teilen der Zel-
le. Entsprechend ihrer Bezeichnung ist die Akkumulation dieser hydrophilen niedermolekularen
Substanzen im Cytoplasma auch in hohen Konzentrationen mit dem zelluliren Metabolismus
kompatibel (Brown u. Simpson, 1972). Vertreter solcher compatible solutes sind Aminosduren
und deren Derivate, Polyole, Kohlenhydrate sowie Heteroside (Abb. 1.2). Sie sind beziiglich ih-
rer osmoprotektiven Funktion sowohl aus Mikroorganismen als auch aus Pflanzen und Tieren
bekannt (Roberts, 2005; Kietwietdejonge et al., 2006; Hagemann et al., 2008; Burg et al., 2007;
Ashraf u. Foolad, 2007). Sie dienen einerseits dem Schutz von Proteinen und Membranen unter
Stressbedingungen, ohne ihre Struktur oder Funktion zu beeinflussen (Luzardo et al., 2000; Bor-
ges et al., 2002; Hincha u. Hagemann, 2004). Die dabei zu Grunde liegenden biochemischen bzw.
biophysikalischen Mechanismen sind bisher noch nicht aufgeklart. Compatible solutes scheinen
auch den negativen Effekt der Nat-ITonen auf die Enzymaktivitit zu reduzieren. Andererseits
sind sie an der Aufrechterhaltung des osmotischen Potentials der Zelle bei Salzstress beteiligt,
da sie in osmotisch wirksamen, bis zu molaren Konzentrationen akkumuliert werden koénnen.
Aufserdem wurde am Beispiel von Mannitol gezeigt, dass auch eine Beteiligung am Schutz vor
freien Radikalen durch compatible solutes gewéahrleistet werden kann (Shen et al., 1997). In
Kulturpflanzen kommen héaufig Saccharose und Prolin als natiirliche compatible solutes vor,
wahrend relativ salzresistente Arten wie Spinat und Gerste Glycinbetain synthetisieren kénnen.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung einiger compatible solutes aus verschieden Struktur-
klassen wie sie in Bakterien und Pflanzen vorkommen.

1.2.1.2.1 Glucosylglycerol Ein Vertreter aus der Gruppe der Heteroside ist das Glucosyl-
glycerol (GG), welches fiir moderat salztolerante Cyanobakterien charakteristisch ist (Reed u.
Stewart, 1988). Das Vorkommen, die Synthese und Funktion von GG als compatible solute wur-
den bereits detailliert untersucht. GG besteht aus dem Monosaccharid Glucose, an das Glycerol,
ein Polyol, gebunden vorliegt. Neben der Wirkung auf das osmotische Potential ist GG direkt
am Schutz von Enzymen (Borges et al., 2002) und Membranen (Hincha u. Hagemann, 2004) vor
Denaturierung unter Stressbedingungen beteiligt.

GG wurde sehr friih als compatible solute innerhalb der Cyanobakterien identifiziert (Kollman
et al., 1979; Borowitzka et al., 1980). Die Biochemie der Glucosylglycerol-Synthese wurde fiir
das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 beschrieben (Hagemann u. Erdmann, 1994),
welches nach einem Salzschock GG in Mengen von bis zu 20 % der Trockenmasse akkumulieren
kann (Hagemann et al., 1989). Die GG-Synthese findet im Cytoplasma dieser Blaualge durch eine
Zwei-Schritt-Reaktion statt (Abb. 1.3a). Das Enzym Glucosylglycerolphosphat-Synthase (GgpS,
(Marin et al., 1998)) katalysiert die Reaktion von Glycerol-3-Phosphat und ADP-Glucose zu Glu-
cosylglycerolphosphat, welches anschlieffend durch die Glucosylglycerolphosphat-Phosphatase
(StpA oder GgpP, (Hagemann et al., 1997)) dephosphoryliert wird, sodass GG entsteht.

Dagegen verlauft die GG-Synthese in heterotrophen Bakterien wie Azotobacter vinelandii und
Stenotrophomonas rhizophila iiber ein Fusionsprotein (GppPS), welches eine Glucosylglycerol-
phosphat-Synthase- und -Phosphatase-Doméne in sich vereint. Dieses Enzym ist im Gegensatz
zur GgpS aus Synechocystis in der Lage, neben ADP-Glucose ebenso UDP-Glucose als Aus-
gangsstoff zu nutzen ((Hagemann et al., 2008), Abb. 1.3b).

Bisher ist die Synthese von GG fast ausschlieklich aus Bakterien bekannt. Zwei Ausnahmen
bilden die Pflanzen Myrothamnus flabellifolia (Bianchi et al., 1993), eine xerophytische und
sogenannte Auferstehungspflanze, und Lilium japonicum aus der Gattung der Lilien (Kaneda
et al., 1984). Auch einige Pilze, die bei der Fermentation zu Sake und Miso in der japanischen
Kiiche benutzt werden, kénnen GG synthetisieren (Takenaka et al., 2000).
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Abbildung 1.3: Vergleichende schematische Darstellung der GG-Synthese (a) im Cyanobakte-
rium Synechocystis sp. PCC 6803 und (b) in heterotrophen Bakterien wie A. vinelandii; Gg-
pS: Glucosylglycerolphosphat-Synthase; GgpP: Glucosylglycerolphosphat-Phosphatase; GgpPS:
Glucosylglycerolphosphat-Phosphatase /Synthase

1.2.2 Regulation der osmotischen Toleranz

Uber die Perzeption von osmotischem Stress ist bisher wenig bekannt. In Arabidopsis konnte
jedoch eine Histidin-Kinase (ATHK1) identifiziert werden, die eventuell als Osmosensor fungieren
konnte. Das Protein ATHK1 ist in der Lage, SLN1, einen gut charakterisierten Osmosensor in
Hefe, in einer Hefe-SLN1-Deletionsmutante zu ersetzen (Urao et al., 1999). Daneben zeigt die
Histidin-Kinase (Crel), ein Cytokinin-Rezeptor in Pflanzen, Sequenzéhnlichkeiten mit SLNT.
Auch in diesem Fall wiesen Komplementationsversuche mit SLN1-Hefemutanten auf eine zweite
Funktion von Crel als potentiellen Osmosensor in Pflanzen hin (Reiser et al., 2003). Infolge von
Salz- und Trockenstress wird in den Pflanzen die Expression verschiedener Gene induziert. Die
Proteine konnen entweder regulatorisch (z.B. Transkriptionsfaktoren oder Proteinkinasen) oder
funktionell (z.B. Enzyme fiir die compatible solute-Biosynthese oder Transport-Proteine) an
der Stressantwort beteiligt sein. Viele dieser durch osmotischen Stress induzierten Gene werden
auch durch das Phytohormon Abscisinsdure (ABA) beeinflusst, wonach ABA-abhéngige und
ABA-unabhéngige Gene unterschieden werden.
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1.2.2.1 ABA-abhingige Regulation

Als zelluldare Reaktion der Pflanze auf osmotischen Stress, infolge von Trocken- und Salzstress,
wird das Phytohormon ABA gebildet. An der ABA-Synthese, die sich {iber zwei Zellkomparti-
mente, Plastiden und das Cytoplasma erstreckt, sind mehrere Proteine beteiligt, deren Expres-
sion unter Trocken- und Salzstressbedingungen hochreguliert wird. Die Aktivierung der Syn-
thesegene wird moglicherweise durch eine Ca**-abhiingige Phosphorylierung reguliert (Xiong
et al., 2002). Es ist zudem bekannt, dass eine Uberexpression von athk! zur Induktion der ABA-
Synthese und damit zu einem erhohten ABA-Gehalt unter osmotischem Stress (Wohlbach et al.,
2008) fiihrt. Uber den ABA-Signalweg wird die Expression verschiedener stressinduzierbarer Ge-
ne induziert (Abb. 1.4). In Arabidopsis konnte eine Protein-Familie (PYR/PYL/RCAR) identi-
fiziert werden, die als ABA-Rezeptor fungiert (Park et al., 2009). In Abwesenheit von ABA liegt
der Rezeptor als Homodimer vor. In Anwesenheit von ABA bindet dies an eine Untereinheit des
Rezeptors. Durch die folgende Bindung einer Serin/Threonin-Protein-Phosphatase (PP2C) wird
die Autophosphorylierung einer weiteren pflanzenspezifischen Kinase (SnRK2- AMP-aktivierte
Serin/Threonin-Protein-Kinase) induziert, die wiederum einen Transkriptionsfaktor wie ABF2
phosphoryliert. Durch diese Aktivierung kann dieser Transkriptionsfaktor an das cis acting ele-
ment ABRE (ABA responsive element) im Promotor von ABA-induzierten Genen binden (z.B.
rd29) und somit deren Genexpression induzieren (Klingler et al., 2010). ABA kann ebenso die
Proteinsynthese von Transkriptionsfaktoren induzieren, die wiederum an cis acting elements wie
MYC, MYB von stressinduzierbaren Genen binden und somit deren Expression induzieren (z.B.
rd22, (Shinozaki u. Yamaguchi-Shinozaki, 1996)).

1.2.2.2 ABA-unabhingige Regulation

Neben den ABA-abhéngigen gibt es auch Salz- und Trockenstress-regulierte Gene, deren Expres-
sion zwar durch osmotischen Stress, aber nicht durch exogenes ABA induziert werden kann. Das
zeigt, dass auch eine ABA-unabhéngige Regulation der Genexpression als Reaktion auf osmoti-
schen Stress existiert (Abb. 1.4). Diese beruht auf der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren,
die an ein dehydration-responsive element (DRE) bzw. C-repeat (CRT) im Promotor der stres-
sinduzierbaren Gene binden (Shinozaki u. Yamaguchi-Shinozaki, 1997; Boudsocq u. Luariére,
2005). Diese cis acting elements fungieren als DNA-Bindestelle fiir Transkriptionsfaktoren wie
zum Beispiel DREB2 (DRE-Binde-Faktor) (Nakashima et al., 2000) bzw. CBF (CRT-Binde-
Faktor) (Boudsocq u. Luariére, 2005).

Neben den stressinduzierbaren Genen, deren Expression entweder vollkommen ABA-abhéngig
oder ABA-unabhéngig reguliert wird, gibt es aullerdem Gene, die iiber beide Regulationsmecha-
nismen verfiigen, wie z.B. rd29A.

Die Gene rd29A und rd29B, die fiir Proteine unbekannter Funktion kodieren, sind im Ara-
bidopsis-Genom im Tandem innerhalb einer 8kb-Region lokalisiert (Yamaguchi-Shinozaki u. Shi-
nozaki, 1993). Es konnte gezeigt werden, dass die Expression der Gene durch abiotische Stressfak-
toren wie Kalte, Trockenheit und Salz induziert wird. Untersuchungen zu den Promotoren dieser
beiden rd29-Gene zeigen, dass sich in den Promotorregionen von rd29A und rd29B ein ABA
responsive element (ABRE) befindet, an welches ein durch ABA aktivierter Transkriptionfaktor
bindet, wodurch eine ABA-abhéngige Expression der Gene induziert wird. Auferdem enthélt
der rd29A-Promotor mit dem dehydration-responsive element (DRE) ein weiteres cis-acting ele-
ment, das in die schnelle, ABA-unabhéngige Induktion der rd29A-Expression als Reaktion auf
Trocken-, Kélte- und Salzstress involviert ist (Yamaguchi-Shinozaki u. Shinozaki, 1994).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der ABA-abhéngigen und ABA-unabhéngigen Genre-
gulation in Pflanzen als Reaktion auf Salz- und Trockenstress (Boudsocq u. Luariére, 2005).

1.3 Transgene Ansatze zur Verbesserung der Trocken-
und Salztoleranz von Pflanzen

Auf Grund der problematischen Situation steigender Salzgehalte und verminderter Wasserver-
fiigbarkeit auf landwirtschaftlichen Nutzflachen, spielt die Erzeugung von Pflanzen mit erhohter
Toleranz gegeniiber diesen abiotischen Stressfaktoren eine grofse Rolle. Beziiglich dieser Zielstel-
lung versucht die klassische Pflanzenziichtung, die heute wenig salztoleranten Kulturpflanzen
mit den Wildformen zu kreuzen, um Sorten mit einer erh6hten Toleranz zu erhalten. Allerdings
ist diese Methode sehr zeitaufwendig, da die Anpassungsmechanismen wie oben beschrieben sehr
komplex sind. Deshalb gibt es viele Arbeiten, die sich mit der Steigerung der Salz- oder Trocken-
toleranz von Modell- oder verschiedenen Kulturpflanzen durch transgene Ansétze beschéftigen.
Dabei werden transgene Pflanzen erzeugt, in denen gezielt Gene iiberexprimiert werden, deren
Proteine an verschiedenen Toleranzmechanismen beteiligt sind.

1.3.1 Steigerung der lonen-Toleranz

Um die Na*-Toleranz unter Salzstressbedingungen zu erhohen, gibt es drei Schliisselstellen, an
denen Untersuchungen ansetzen konnen. Das ist zum einen die Kontrolle der Na™- bzw. K-
Aufnahme in die Zelle, zum anderen die der Ionen-Kompartimentierung in der Vakuole und
letztlich die des Na'-Exportes aus der Zelle. Verschiedene Arbeiten haben diese Ansatze auf-
gegriffen und Versuche mit Hilfe transgener Pflanzen durchgefiihrt, in denen Gene, die an der
Regulation des Ionengleichgewichtes beteiligt sind, exprimiert wurden. So resultierte die Uberex-
pression des nhzl-Gens, welches fiir einen Na* /HT-Antiporter im Tonoplasten von Arabidopsis
kodiert, in einer erh6hten Salztoleranz bis zu 200 mM NaCl in Arabidopsis und Tomate, oh-
ne nachteilige phanotypische Effekte aufzuweisen (Apse et al., 1999; Zhang u. e. Blumwald,
2001). Yang et al. (2009) konnten dies fiir Arabidopsis jedoch nicht bestétigen. Im Gegensatz
zur angestrebten verbesserten Kompartimentierung der Nat-Ionen fiihrte die Uberexpression
des sosl-Gens in Arabidopsis nach Salzstress zu einer reduzierten Na™-Akkumulation im Xy-
lem und damit auch im Spross, was ebenfalls zu einer erhohten Salztoleranz von Arabidopsis
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filhrte (Shi et al., 2002). Eine dhnliche Wirkung erzielte die Uberexpression des hkt1;1-Gens,
was fur einen Nat-Transporter in der Plasmamembran der Parenchymzellen im Xylem in Ara-
bidopsis kodiert. Durch den Transport der Ionen in die Zellen des Leitbiindelgewebes wurde
deren Transport iiber das Xylem aus der Wurzel in den Spross reduziert und somit eine erhéhte
Salztoleranz erreicht (Mgller et al., 2009). Auferdem konnte gezeigt werden, dass die zeitgleiche
Uberexpression mehrerer Gene des SOS-Pathways in Arabidopsis zu keiner zusétzlich erhoh-
ten Salztoleranz im Vergleich zu transgenen Pflanzen fiihrt, die ausschlieflich sosi oder sos3
verstarkt exprimierten (Yang et al., 2009).

1.3.2 Steigerung der osmotischen Toleranz

Eine weitere Moglichkeit ist die heterologe Expression von Synthesegenen verschiedener com-
patible solutes in Modell- und Nutzpflanzen (Tabelle 1.1). Da viele Nutzpflanzen von Natur
aus Prolin, Glycinbetain oder Saccharose unter Salzstress akkumulieren, liegt es nahe, die Ex-
pression dieser compatible solutes zu erhthen oder deren Syntheseweg in andere Pflanzen zu
iibertragen. So gibt es zahlreiche Arbeiten, die sich mit der Steigerung des Prolin-Gehaltes in
Pflanzen beschéftigen, indem z.B. die Feedback-Hemmung der Prolinsynthese gestort wird. Hong
et al. (2000) transformierten Tabakpflanzen mit einer mutierten Form der P5CS (A!-Pyrolin-
5-Carboxylat-Synthetase) aus V. aconitifolia (Mattenbohne, eine in Indien angebaute Hiilsen-
frucht), wodurch die Feedback-Hemmung der Biosynthese durch Prolin verhindert wurde. Das
Ergebnis war eine zweifach gesteigerte Prolin-Akkumulation in den Pflanzen, die die mutierte
Form der P5CS exprimierten im Vergleich zu den Pflanzen, die mit der Wildtyp-Form der P5CS
transformiert wurden. Auferdem zeigte sich eine verstirkte Toleranz gegeniiber osmotischem
Stress und Salzstress. Im Gegensatz dazu basiert ein anderer Ansatz auf der Uberexpression
des pbcs-Gens aus Arabidopsis in Kartoffelpflanzen, der ebenfalls zu einer erhchten Prolin-
Akkumulation und Salztoleranz der transgenen Pflanzen fiihrte (Hmida-Sayari et al., 2005).
Aufserdem wirkte sich eine stressinduzierte verglichen mit der konstitutiven Prolin-Synthese po-
sitiv auf die Wachstumsgeschwindigkeit von transgenen Reispflanzen aus, die das p5cs-Gen aus
V. aconitifolia exprimierten (Su u. Wu, 2004).

Eine weitere Moglichkeit ist die Down-Regulation der AtProDH, einer Prolin-Dehydrogenase,
die in A. thaliana den Prolinabbau katalysiert. Durch die Transformation von AtProDH-Anti-
sense-Konstrukten in Arabidopsis konnten ebenfalls erhohte Prolin-Werte und eine gesteigerte
Kélte- und Salztoleranz der transgenen Pflanzen nachgewiesen werden (Nanjo et al., 1999).

Alternativ zur genetischen Manipulation der Prolin-Synthese mit dem Ziel der Verbesserung
der Stresstoleranz, beschéftigen sich viele Arbeiten mit der Steigerung des Glycinbetain-Gehaltes
in Pflanzen. Die Biosynthese erfolgt in Pflanzen wie z.B. Spinat im Chloroplasten, ausgehend
von Cholin iiber eine Zweischritt-Reaktion, an der die Cholin-Monooxygenase (CMO) und die
Betainaldehyd-Dehydrogenase (BADH) beteiligt sind. So fithrte die heterologe Expression der
BADH aus Spinat in den Chloroplasten transgener Tabakpflanzen zu einem verbesserten Keim-
lingswachstum unter Salzstress, was moglicherweise auf die protektive Wirkung des Glycinbe-
tains auf verschiedene Enzyme der Photosynthese (z.B. RubisCo) zuriickgefiihrt werden kann
(Yang et al., 2008). Zudem resultierte die Uberexpression der BADH aus Atriplex hortensis
(Gartenmelde oder Spanischer Spinat) in Weizen sowohl in einer Zunahme der Kéltetoleranz
infolge der Schutzwirkung von Glycinbetain auf die Plasmamembran als auch in einer erhdh-
ten Salztoleranz (Zhang et al., 2010). In der Arbeit von Kathuria et al. (2009) wurde das
Glycinbetainsynthese-Gen codA aus Arthrobacter globiformis in Reis transformiert. Reis gehort,
wie Tabak und Arabidopsis zu den Pflanzen, die unter natiirlichen Bedingungen kein Glycinbe-
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tain akkumulieren. Das Gen codA kodiert fiir die Cholin-Oxidase, die die Reaktion von Cholin
zu Glycinbetain katalysiert. Infolge der Ubertragung des codA-Gens in die Reispflanzen, wurde
Glycinbetain in den Chloroplasten mit bis zu 2 ymol/g Trockengewicht akkumuliert und scheint
dort am Schutz des Reparaturmechanismuses des Photosystems II unter Stressbedingungen be-
teiligt zu sein (Kathuria et al., 2009). Die transgenen Pflanzen waren im Vergleich zum Wildtyp
toleranter gegeniiber Trockenstress und bildeten zudem mehr Kérner pro Rispe aus.

Neben Prolin und Glycinbetain, wurde auch die Synthese von Sorbitol in Tabak-Pflanzen
mittels s6pdh-Gen (Sorbitol-6-phosphat-Dehydrogenase) aus Apfel {ibertragen und resultierte in
einer Sorbitol-Akkumulation bis zu 130 pumol /g Frischmasse (FM), wobei die transgenen Pflanzen
mit Sorbitol-Gehalten von mehr als 3 pmol/g FM phénotypische Auffalligkeiten wie Nekrosen,
Unfruchtbarkeit und Beeintriachtigung der Wurzelbildung aufwiesen (Sheveleva et al., 1998).

Auch die heterologe Expression von Genen, die an der Synthese von compatible solutes in
Mikroorganismen oder Pilzen beteiligt sind, wurde bereits untersucht. So fiihrte die Synthese
von Mannitol in Tabak-Pflanzen durch Transformation des mt1D-Gens (Mannitol-1-phosphat-
Dehydrogenase) aus FE. coli zu einer erhohten Salztoleranz, gleichzeitig aber auch zu einer Be-
eintrachtigung des Wachstums unter Kontrollbedingungen (Tarczynski et al., 1992, 1993).

Trehalose ist ein Beispiel fiir compatible solutes, welches in Mikroorganismen, Pilzen, Tieren
(aufser Wirbeltieren) und trotz der vorhandenen Synthesegene gar nicht oder nur in sehr gerin-
gen Mengen in hoheren Pflanzen nachweisbar ist (Ausnahmen sind einige sogenannte Wieder-
auferstehungspflanzen). Es gibt fiinf bekannte Wege zur Trehalose-Synthese, wobei die Synthese
iber eine Trehalose-6-phosphat Synthase (TPS) und eine Trehalose-6-phosphat-Phosphatase
(TPP) sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten am hdufigsten vorkommt. Die heterologe
Expression des tps!-Gens aus Hefe unter der Kontrolle des rbcS-Promotors aus Arabidopsis
resultierte in der Akkumulation von Trehalose in transgenen Tabakpflanzen und vermittelte ei-
nerseits Trockenstresstoleranz, fiihrte aber andererseits zu einer verminderten Wachstumsrate
um bis zu 50 % (Holmstrom et al., 1996). Transgene Tabakpflanzen bzw. Kartoffelpflanzen, de-
ren tpsl-Expression anhand des Trockenstress-induzierbaren rd29-Promotors aus Arabidopsis
oder 35S5-Promotors aus CaMV kontrolliert wurde, zeigten dhnliche Ergebnisse beziiglich der
Stresstoleranz und phénotypischen Erscheinung, wie reduzierte Wachstumsrate, abnorme Wur-
zelentwicklung oder verédnderte Blattmorphologie, infolge der Trehalose-Akkumulation (Zhao
et al., 2000; Yeo et al., 2000).

Garg et al. (2002) nutzten die Trehalose-Synthese-Gene otsA und otsB aus E. coli und trans-
formierten diese als Fusionsgen in Reispflanzen. Es konnten wiederum nur sehr geringe Trehalose-
Gehalte in den Bléttern und eine erhéhte Trockenstress- sowie Salztoleranz der transgenen Pflan-
zen nachgewiesen werden. Jedoch wurden keine phéanotypischen Effekte beobachtet.

Aufgrund solcher Arbeiten und deren Beobachtungen beziiglich der verédnderten Morphologie
der transgenen Pflanzen bei Trehalose-Akkumulation zeigte sich in weiteren Untersuchungen,
dass Trehalose auch in hoheren Pflanzen synthetisiert wird, dort jedoch nicht an der Stresstole-
ranz, sondern am sugar signalling beteiligt ist (Iturriaga et al., 2009).

Tabelle 1.1 zeigt eine vergleichende Zusammenstellung von Untersuchungen zur heterologen
Expression verschiedener Synthesegene fiir compatible solutes in hoheren Pflanzen. In den meis-
ten Fallen wurde die Expression der Gene von einem konstitutiven Promotor kontrolliert, der
Gehalt der akkumulierten Substanz war relativ gering oder fiihrte in gréfseren Mengen zu mor-
phologischen Abnormitéten der transgenen Pflanzen. Die Arbeiten beziehen sich auf Laborunter-
suchungen, auf dessen Grundlage sich bisher wenig iiber die Anwendung unter Feldbedingungen
aussagen lasst.
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1 Finleitung

Substanz umol/g FM Pflanze Toleranz Quelle Jahr
Prolin 5 Arabidopsis Salz/ Kélte Nanjo et al. 1999
Prolin 18 Tabak Salz Hong et al. 2000
Prolin ? Reis Trockenheit/ Salz Su und Wu 2004
Prolin ? Kartoffel Salz Hmida-Sayari et al. 2005
Glycinbetain 1 Arabidopsis Salz Hayashi et al. 1997
Glycinbetain 4,6 Tabak Salz Yang et al. 2008
Glycinbetain 2 Reis Trockenheit Kathuria et al. 2009
Sorbitol 130 Tabak Sheveleva et al. 1998
Mannitol 6 Tabak Salz Tarczynski et al. 1993
Mannitol 12 Arabidopsis Salz Thomas et al. 1995
[Trehalose 9 Tabak Trockenheit Holmstrom 1996
ITrehalose 0,6 Tabak Trockenheit Pilon-Smits et al. 1998
[Trehalose ? Kartoffel Trockenheit Yeo et al. 2000
Trehalose 1,6 Reis Trockenheit Garg et al. 2002

Tabelle 1.1: Zusammenstellung ausgewahlter Beispiele fiir die heterologe Expression von Syn-
thesegenen fiir ,,compatible solutes” in Pflanzen.

1.4 Bisherige Untersuchungen zur Etablierung der
GG-Synthese in héheren Pflanzen

Trotz der vielfiltigen Bemiihungen zur gentechnischen Ubertragung von Genen fiir die Synthese
verschiedener compatible solutes war bisher keine Arbeit bekannt, die sich mit der heterologen
Expression eines compatible solutes aus der der Gruppe der Heteroside in héheren Pflanzen
beschéftigt hat. So konnte GG als Vertreter dieser Stoffgruppe in seiner Funktion als compa-
tible solute ebenfalls zu einer erhéhten Toleranz gegeniiber Salz- und Trockenstress durch eine
verbesserte Wasseraufnahme und -riickhaltung fiihren und zusétzlich Proteine und Membranen
vor Denaturierung schiitzen.

Im Vergleich zu anderen compatible solutes hétte die erfolgreiche Ubertragung der GG-
Synthese in Nutzpflanzen noch weitere verschiedene Vorteile. So ist z.B. der Gehalt von Prolin
oder Saccharose, die in vielen Pflanzen natiirlicher Weise vorkommen und verschiedene Funktio-
nen im Stoffwechsel haben, Schwankungen unterlegen, die auf eine permanente Synthese oder
den Um- und Abbau der Substanzen zuriickzufiihren sind. Aufgrund dessen ist eine gezielte Stei-
gerung der Akkumulation solcher compatible solutes zur Erhéhung der Stresstoleranz oftmals
schwierig, ohne dabei den Stoffwechsel zu beeinflussen. GG dagegen sollte dem pflanzlichen Stoff-
wechsel vollkommen unbekannt sein. Es ist zudem nicht reduzierend. Ein Abbau von GG oder
eine Interaktion mit dem Stoffwechsel, wie bei Trehalose, welches auch als wichtiges Signalmole-
kil in der Pflanze fungiert, ist demnach nicht zu erwarten. Die Synthese von Glycinbetain zum
Beispiel erfolgt im Chloroplasten und ist vom Cholin-Transport in den Chloroplasten sowie der
Stickstoffversorgung abhéngig. Andere compatible solutes wie Mannitol, Prolin, Saccharose oder
Inositol konnten ebenfalls bereits sowohl im Cytosol als auch in der Vakuole nachgewiesen wer-
den (Yamaki, 1982; Keller u. Matile, 1989; Nadwodnik u. Lohaus, 2008; Martinoia et al., 2007).
Im Gegensatz dazu kann GG gezielt im Cytoplasma synthetisiert und akkumuliert werden. Ein
Transport von Ausgangsstoffen oder Produkt in Zellkompartimente oder aus Zellkompartimen-
ten heraus ist nicht erforderlich. Zudem ist eine Akkumulation in anderen Zellkompartimenten
durch GG-Import oder die GG-Synthese in diesen ohne das Anfiigen einer Transidpeptidsequenz
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1.4 Bisherige Untersuchungen zur Etablierung der GG-Synthese in hoheren Pflanzen

an die GG-Synthesegene gpps bzw. gppps unwahrscheinlich. Aufserdem ist GG als Heterosid, be-
stehend aus Kohlenhydrat- und Polyolrest, keine stickstoffhaltige Verbindung, wie Prolin oder
Glycinbetain, sodass eine heterologe GG-Synthese in transgenen Pflanzen keinen Einfluss auf
den Stickstoffthaushalt zur Folge hétte.

Wenn es geldnge, GG in transgenen Pflanzen in hohen Mengen zu akkumulieren, wére auch
eine industrielle Nutzung des isolierten Naturstoffes denkbar. Im Vergleich zu anderen Zuckern
besitzt GG eine hohe Siiftkraft und Hitzestabilitdt und eine geringe Tendenz zur Maillardreak-
tion. Auferdem erfolgt durch GG keine Stimulation von Kariesbakterien. Dariiber hinaus ist zu
vermuten, dass es fiir die menschliche Erndhrung unbedenklich ist, da GG als Bestandteil von
Sake, einem alkoholischen Getréank in Japan, schon lange in der Nahrungsmittelindustrie be-
kannt ist (Takenaka et al., 2000). Allgemein kommt compatible solutes bereits eine 6konomische
Bedeutung als Stabilisator in der Kosmetik- und Pharmaindustrie zu (http://www.bitop.de).

Vor Beginn dieser Arbeit, wurden erste Versuche zur GG-Synthese in héheren Pflanzen unter-
nommen, indem die Synthese-Gene ggpS und ggpP aus dem Cyanobakterium Synechocystis sp.
PCC 6803 (siehe Abb. 1.2(a) in die Kartoffelsorte Désirée transformiert wurden. Das Ziel war
die Erzeugung transgener GG-akkumulierender Pflanzen, die eine gesteigerte Toleranz gegeniiber
Salzstress besitzen (Marquardt, 2001). Die transgenen Pflanzen exprimierten entweder das ggpS-
Gen, das ggpP-Gen oder beide Gene. Es wurde davon ausgegangen, dass der fiir die GG-Synthese
bendtigte Ausgangsstoff ADP-Glucose in héheren Pflanzen hauptséchlich in den Chloroplasten
vorkommt, da es dort natiirlicherweise als Ausgangsstoff fiir die Starkesynthese fungiert. Baroja-
Fernandez et al. (2004) konnten jedoch zeigen, dass ADP-Glucose, welches fiir die Stiarkesynthese
zur Verfiigung steht, im Cytoplasma akkumuliert. Um die angenommene Limitierung der Syn-
thesereaktion durch einen Mangel an ADP-Glucose im Cytoplasma zu verhindern, erfolgte die
Akkumulation der Proteine durch das Anfiigen der chloroplastidaren Transitpeptidsequenz des
rbeS-Gens aus Erbse in den Chloroplasten. Die Untersuchungen zeigten, dass GG-Mengen von
0,3 bis 0,7 pmol/g FM in den transgenen Pflanzen akkumuliert wurden und die GG-Synthese
in Kartoffelpflanzen grundsétzlich moglich ist. Transgene Pflanzen, die beide Synthesegene ohne
ein Transitpeptid exprimierten, wiesen dagegen kein GG auf. Auferdem scheint die Dephospho-
rylierung des Glucosylglycerol-Phosphates auch ohne die GgpP aus Synechocystis stattzufinden.
Signifikante Unterschiede im Ertrag zwischen dem Wildtyp und den transgenen Linien waren
nicht zu beobachten ((Marquardt, 2001) sowie unverdffentlichte Voruntersuchungen).

Es wurde vermutet, dass die geringen GG-Mengen in diesen Voruntersuchungen aus der Li-
mitierung an ADP-Glucose resultierten. Daher wurde in weiteren Versuchen angestrebt, das
UDP-Glucose-abhéngige GG-Synthese-Gen ggpPS aus A. vinelandii in Pflanzen zu transformie-
ren. Die Vorteile dieser Herangehensweise bestehen zum einen darin, dass fiir die Transformation
nur ein Gen mit kombinierter GgpS- und GgpP-Doméne verwendet werden muss und zum an-
deren in der besseren Verfiigharkeit von UDP-Glucose im Cytosol als Ausgangsstoff fiir die
GG-Synthese. Daher konnte auch auf das Anfiigen einer chloroplastiddren Transitpeptidsequenz
an die ggpPS-Sequenz verzichtet werden.

Aufgrund ihres Modellcharakters (z. B. geringe Generationszeit, einfache Kultivierung) fir
hohere Pflanzen erfolgten die Untersuchungen zundchst an Arabidopsis thaliana (Klahn et al.,
2009). Das transformierte Konstrukt enthielt das ggpPS-Gen unter der Kontrolle des 35S-
Promotors aus CaMV. Drei transgene Linien wurden fiir die Versuche ausgewahlt und im Ver-
gleich zum Wildtyp untersucht. Northern Blot Analysen bestétigten die ggpPS-Expression, die
mit der akkumulierten GG-Menge von bis zu 30 pmol/g FM im Blatt korrelierte. Diese Werte wa-
ren bereits 50mal hoher als in den vorhergehenden Versuchen zur Etablierung der GG-Synthese
in Kartoffel mit den GG-Synthesegenen aus Synechocystis. Trotz der hohen GG-Akkumulation
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1 Finleitung

war bis auf eine geringe Wachstumsreduktion keine Beeintrachtigung der Morphologie zu be-
obachten, was die Kompatibilitdt grofser GG-Mengen mit dem pflanzlichen Stoffwechsel von
Arabidopsis zeigt. Unter Salzstress konnte in den Pflanzen mit geringerer GG-Akkumulation
(17 pmol/g FM) sowohl ein erhohtes Wachstum der Wurzel als auch der gesamten Pflanze im
Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen werden.

1.5 Ziel und Fragestellungen der Arbeit

Aufbauend auf die vorrangegangenen Untersuchungen ergab sich fiir die vorliegende Arbeit die
Zielstellung, transgene, GG-akkumulierende Kartoffellinien zu erzeugen und diese hinsichtlich
verschiedener Fragestellungen zu untersuchen. Wie in den Versuchen mit Arabidopsis wurde
das GG-Synthese-Gen ggpPS aus den heterotrophen Bakterien A. wvinelandii und S. rhizophila
genutzt, um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse von der Modellpflanze auf die Nutzpflanze S.
tuberosum zu iiberpriifen. Das erforderte die Herstellung verschiedener Konstrukte, die das gg-
pPS-Gen zunéchst unter der Kontrolle des konstitutiven35S-Promotors aus CaMV beinhalteten.
Nach erfolgreicher Transformation wurden die transgenen Linien beziiglich ihrer akkumulierten
GG-Mengen analysiert.

Die transgenen Linien wurden anschlieffend hinsichtlich der GG-Wirkung auf das Wachstum
und den gesamten Phénotyp der Pflanze, den Ertrag und die Lagereigenschaften der Knollen in
Gewéchshausversuchen untersucht. Um weiterhin zu tiberpriifen, ob GG in transgenen Kartoffel-
linien in seiner Funktion als compatible solute wirksam ist und in diesen Pflanzen eine gesteigerte
Toleranz gegeniiber Salz- und Trockenstress vermittelt, erfolgte die Anzucht der Pflanzen unter
verschiedenen Stressbedingungen.

Zusatzlich wurde ein weiterer Versuchsansatz realisiert, bei dem eine stressinduzierbare Ex-
pression des ggpPS-Gens mit Hilfe des rd29A-Promotors aus A. thaliana angestrebt wurde. Pro-
motoranalysen mit Hilfe des Reportergens 3-Glucoronidase weisen auf eine gewebeunspezifische
Expression des Gens in allen Organen hin, die osmotischem Stress ausgesetzt sind (Yamaguchi-
Shinozaki u. Shinozaki, 1994). Auch in Kartoffelpflanzen konnte die Funktionalitit dieses Pro-
motors bereits nachgewiesen werden (Zhang et al., 2005).

Aufgrund der zuvor beschriebenen vorteilhaften Eigenschaften von GG, ergab sich zusétzlich
die Absicht, transgene Kartoffelpflanzen mit einer hohen GG-Akkumulation in den Knollen zu
erzeugen. Das Ziel war in dem Fall eine knollenspezifische Expression des ggpPS-Gens mit Hilfe
des B33-Promotors aus S. tuberosum, der in Wildtyp-Pflanzen die Expression des knollenspezi-
fischen Proteins Patatin in den Knollen kontrolliert (Andrews et al., 1988; Pikaard et al., 1987,
Rocha-Sosa et al., 1989). Auf diese Weise sollte untersucht werden, ob in den transgenen Pflan-
zen ausreichend GG akkumuliert werden kann, um eine eventuelle Co-Produktion von GG und
Stéarke, mit dem Ziel einer industriellen Verwertbarkeit des GGs, zu ermoglich.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Alle hier verwendeten Grundchemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, analyserein von

folgenden Firmen bezogen:

APPLICHEM, ROTH, DUCHEFA, DIFCO, FLUKA,
OTTO NORDWALD, SIGMA-ALDRICH

2.1.2 Losungen, Puffer und Medien

1 M Tris-HCI

12,114 ¢ Tris in 100 ml Aqua dest. 16sen, pH 8,0 mit HCI einstellen
0,5 M EDTA

146,14 g in 100 ml Aqua dest. 16sen, pH 7,6 mit HCI einstellen

Chloroform /Isoamylalkohol (C/1)

24 VT Chloroform
1 VT [soamylalkohol

Phenol /Chloroform /Isoamylalkohol (P/C/I)

25 VT Phenol
24 VT Chloroform
1 VT [soamylalkohol

EthidiumbromidstammlGsung

10 mg/ml in HyO l6sen

TE-RNase

100wl RNaseA (10mg/ml)
10 ml 1 x TE-Puffer
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2 Materialien und Methoden

NaHSO; + Pefablock

60 mM NaHSO;
6 mM Pefablock

im Verhéltnis 1:1 mischen

PMSF
30 mM  PMSF

in Isopropanol 16sen

EDTA-Tris-HCI

75 mM Tris-HCl
1,5 mM EDTA

pH 7.5 einstellen

Losung | (alkalische Plasmid-DNA-Praparation)
2,5 ml 1 M Tris-HCI, pH 8,0
2 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
900 mg Glucose

mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen und autoklavieren

Losung Il (alkalische Plasmid-DNA-Praparation)

1 g SDS
800 mg NaOH

mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen

Lésung Il (alkalische Plasmid-DNA-Praparation)

2945 g 3M Kaliumacetat
20 ml reine Essigsaure

mit Aqua dest. auf 100 ml auffillen
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2.1 Materialien

Losung A (Proteinnachweis)

2,5 mM  Luminol in DMSO l6sen
400 uM p-Coumaric Acid in DMSO 16sen
100 mM  Tris-HCI, pH 8,5

mit Aqua dest. auf 50 ml auffiillen und dunkel lagern

Lésung B (Proteinnachweis)

5,4 mM H202
100 mM  Tris-HCI, pH 8,5

mit Aqua dest. auf 50 ml auffiillen und dunkel lagern

2x CTAB-Puffer

2 % CTAB
14 M NaCl
100 mM  Tris-HCI, pH 8,0
20 mM EDTA
02 % B-Mercaptoethanol

50x TAE-Puffer

242 g Tris
57,1 ml Essigsaure
100 ml 0,5 M EDTA, pH 7,6

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen, pH 8,0 mit Essigsdure einstellen und autoklavieren

0,1x TE-Puffer

10 mM  Tris-HCI, pH 8,0
0,1 mM EDTA

TBE-Puffer

0,2 M Tris
10 mM EDTA

pH 8,0 mit Borsdure einstellen und autoklavieren
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TSS

10 % PEG
5 % DMSO

in LB-Medium

10x TBS
243 g Tris
80 g Na(Cl

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen und pH 7,6 einstellen

10x Transferpuffer

58 g Tris
29 g Glycin
3,7 g SDS

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen

1x Transferpuffer

80 ml 10x Transferpuffer
200 ml Methanol

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen

X-Gluc-Puffer

100 mM  Natriumphosphatpuffer pH 7
10 mM  EDTA, pH 8
5 mM  K;z|Fe(cN)g|H!
5 mM  Ky[Fe(cN)g|"!
0,1 % (v/v) Triton X-100
1 mM  X-Gluc (kurz vor Gebrauch zugeben)

mit Aqua dest. auf 200 ml auffiillen

3x Lammli-Puffer

3 ml 0,5 mM Tris-HCL, pH 6,8
24 ml Glycerol
1,2 ml [-Mercaptoethanol
1,2 ml 1 % Bromphenolblau (in HoO gelst)
480 mg SDS
0,2 ml H,0O
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2.1 Materialien

LB-Fliissigmedium

10 g Trypton
10 ¢ NaCl
5 g Hefeextrakt

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen, pH 7,5 mit NaOH einstellen und autoklavieren

LB-Agar
10 g Trypton
10 g NaCl
5 g Hefeextrakt
20 g Bactoagar

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen, pH 7,5 mit NaOH einstellen und autoklavieren

YEB-Medium
5 g Fleischextrakt
1 g Hefeextrakt
5 g Pepton
5 g Saccharose

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen, autoklavieren und anschliefend 2 mM steril filtriertes
MgSQO,4 zugeben

1/2 MS-Medium

248 g MS-Salze und Vitamine (DUCHEFA)
5 g Saccharose
8 g Agar

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen, pH-Wert 5,8 mit KOH einstellen und autoklavieren

2 MS-Fliissigmedium (Kartoffeltransformation)
48 g MS-Salze und Vitamine (DUCHEFA)
20 g Saccharose
200 uM Acetosyringon (39,24 mg)

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen, pH-Wert 5,7 mit KOH einstellen und autoklavieren
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CIM-Kallusinduktionsmedium (Kartoffeltransformation)

48 g MS-Salze und Vitamine (DUCHEFA)
16 g Glucose
8 g Agar

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen, pH-Wert 5,7 mit KOH einstellen, autoklavieren und vor
der Verwendung folgende Komponenten zufiigen:

5 mg a-Naphthylessigsaure

0,1 mg Benzylaminopurin
250 mg Cefotaxim
50 mg Kanamycin bzw.
40 mg Hygromycin (entsprechend dem transformierten Plasmid)

SIM-Sprossinduktionsmedium (Kartoffeltransformation)

48 g MS-Salze und Vitamine (DUCHEFA)
16 g Glucose
8 g Agar

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen, pH 5,7 mit KOH einstellen, autoklavieren und vor der
Verwendung folgende Komponenten zufiigen:

20 pug a-Naphthylessigsaure
0,02 mg Gibberellinsaure

2 mg Zeatinribose
250 mg Cefotaxim
50 mg Kanamycin bzw.
40 mg Hygromycin (entsprechend dem transformierten Plasmid)

RIM-Wurzelinduktions- /Erhaltungsmedium (Kartoffeltransformation)

48 g MS-Salze und Vitamine (DUCHEFA)
25 g Saccharose
8 g Agar

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen, pH 5,7 mit KOH einstellen, autoklavieren und vor der
Verwendung folgende Komponenten zufiigen:

0,1 mg Indol-3-Essigsaure
200 mg Cefotaxim
80 mg Kanamycin bzw.
40 mg Hygromycin (entsprechend dem transformierten Plasmid)
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2.1 Materialien

Antibiotika-Stammldsungen

Ampicillin 50
Rifampicin 25
Kanamycin 10
Gentamycin 50
Tetracyclin 5
Hygromycin 40

mg in 1 ml H,O

mg in 1 ml Methanol
mg in 1 ml H,O

mg in 1 ml Hy,O

mg in 1 ml Ethanol
mg in 1 ml H,O

2.1.3 Standards

2.1.3.1 DNA-Standard

Der Lambda-DNA EcoRI+ HindIIl Marker diente als Groftenstandard fiir DNA-Fragmente bei
der Agarosegel-Elektrophorese (Abschnitt 2.2).

Abbildung 2.1: Lambda-DNA EcoRI+HindIII-Gréfenstandard (Fermentas).

2.1.3.2 Protein-Standard

Der Unstained Protein Molecular Weight Marker von Fermentas diente als Grofenstandard fiir
Proteine bei der SDS-Gelelektrophorese (Abschnitt 2.2).

MW, kDa

-~ 116.0

— - 25,0

~184
=144

Abbildung 2.2: Unstained Protein Molecular Weight-Grofsenstandard(Fermentas).
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2.1.4 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden zur Amplifikation von DNA-Fragmenten in der PCR als Primer
verwendet. Sie wurden von der Firma Eurofins MWG Operon im lyophilisierten Zustand bezogen
und in Aqua bidest. aufgenommen. Die Stamm-Konzentration betrug 100 pmol/ul. Fiir die PCR-
Reaktionen wurden diese 1:20 verdiinnt.

Name Sequenz

AF-PCR-S 5-AGCCTGCTGCAATGCGACTA-3’
AF-PCR-A 5-TGAAGGCGACGATGTCGAAC-3’
AFggpPS-3’ 5-GGTGACATAGGCCAACTGGA-3’

AFggpPS-Hpal-5’
AFggpPS-Hpal-3’
rd29A-5’
rd29A-3’
rd29A-5-HindIII
rd29A-3’-BamHI
60s ST5’

60s ST3’

Kan-S

Kan-A

hptII-S

hptII-A

5-CGTTAACATGCTACTTGCCACCGA-3’
5-CGTTAACTCAGGCGATGGCGCGGA-3’
5-CGACTCAAAACAAACTTAACG-3’
5-AATCAAACCCTTTATTCCTG-3
5-CAAGCTTCGACTCAAAACAAACTTACG-3
5-CGGATCCAATCAAACCCTTTATTCCTG-3’
5-GACAAGGCTGGAATGACTCACATTGTC-3’
5-CTCCTCAAGAGCAACACGAGAGGTCTG-3
5-AACAGACAATCGGCTGCTCTGATG-3’
5-CGCCAAGCTCTTCAGCAATATCAC-3
5-ARCCGGTCGGCATCTACTCTAT-3’
5-TTAGCGAGAGCCTGACCTATTG-3’

2.1.5 Plasmide
2.1.5.1 pGEM-T

Der pGEM-T-Vektor wird fiir die Klonierung von PCR-Fragmenten verwendet. Durch die Taq-
Polymerase wird wihrend der PCR an beide Enden eines amplifizierten Produktes jeweils ein
3’-iiberhéngendes Adenosin anfiigt. pGEM-T ist ein linearisierter Vektor, dessen Enden jeweils
ein 3’-iiberhdngendes Thymidin aufweisen. Das ermdglicht die Ligation von Vektor und PCR-
Produkt, welches so gelagert und fiir weitere Klonierungsschritte verwendet werden kann.

Xmnl 1994
Scal Lh;\
1875 2692

hi
PGEM®-T lacZ \ Heol
Vector Sa

(3000bp)

Abbildung 2.3: Plasmidkarte des pGEM-T-Vektors (Promega).
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2.1.5.2 35S-CaMV-Kassette

Mit Hilfe der 35S-CaMV-Kassette der pGreen-Serie als Ubergangsvektor konnten Konstrukte
hergestellt werden, die das ggpPS-Gen unter der Kontrolle des B33- bzw. rd29A-Promotors
enthielten, indem diese zuvor gegen den 35S-Promotor der Kassette ausgetauscht wurden.

FHindlll (411)
xbal (417)
BamHl (423)
Smal (431)
Sacl (439)
EcoRl (441)

EcoR V (1) EcoR V (672)

355 promoter Cahy polyd,

Abbildung 2.4: Plasmidkarte der 35S-CaMV-Kassette (JIC, Norwich).

2.1.5.3 pGreen0029

pGreen0029 ist ein bindrer Vektor der sowohl die bakterielle als auch die pflanzliche Selektion
iiber ein Kanamycin-Resistenzgen (npt/) erlaubt und wurde fiir die Erzeugung der Konstrukte
pGO0029-TP-SF, pG0029-SF, pG0029-AF und pG0029-B33-AF verwendet.

Pyl (529)
Sadl (704)
Puul (881)
Kpnl (1035)
Apal (1041)
[—>xhol (1045)
f—5at (1052)
Cial (1062)
A fi—Hindl (1067)
¥ —Ecor (1075)
B coRl (1079)
b— Pt (1089)
b Smal (1093)
|— BarmHi (1097)
Spel (1103)

Bl {4020)

LB

pSa ori

pGreen 0029 lacZ
SK LR nk{H+)

}—bal (1109)
b iot! (1115)
- Sacl (1128)
Sacl (1137)
Stul (1548)

Pyul (2733) Bl (1597)

Abbildung 2.5: Plasmidkarte des pGreen0029-Vektors (JIC, Norwich).
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2.1.5.4 pGreenll0229

Der binédre Vektor pGreenll0229 beinhaltet ein Kanamycin-Resistenzgen (nptl) fiir die Selek-
tion transgener Bakterien und das BASTA®-Resistenzgen (nos-bar) fiir die Selektion transge-

ner Pflanzen und diente der Herstellung der Konstrukte pGI10229-TP-SF, pGII0229-SF und
pGII0229-AF sowie pGI10229-B33-AF und pGII0229-rd29A-AF.

Siul (1909)
Boill (1954)
Boll (1958)

Sal (607)

RE
LB

F]GI’EEFI” plasmid backbone
2495 tp

BspHI

Puul

Abbildung 2.6: Plasmidkarte des pGreenl10229-Vektors (JIC, Norwich).

2.1.5.5 pCambial305.1

Fir die vorliegende Arbeit wurde der Vektor pCambial305.1 verwendet, welcher ein
Kanamycin-Resistenzgen (npt) fiir die Bakterienselektion, ein Hygromycin-Resistenzgen (hptIl
fiir die Pflanzenselektion, den pUC18-Polylinker (mcs) sowie das [-Glucuronidase-Reportergen

besitzt. Er wurde fiir die Herstellung der Konstrukte pCambia-rd29A-AF und pCambia-rd29A-
GUS genutzt.
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Abbildung 2.7: Plasmidkarte der Grundstruktur der pCambia-Vektoren (Cambia). Der Zahlen-
code (z.B. 1305.1) gibt Aufschluss iiber die vorliegenden Resistenzgene fiir die Bakterien- bzw.
Pflanzenselektion, den Polylinker und das Reportergen.

2.1.5.6 pB33-Hyg?2

Dieses Plasmid enthélt den knollenspezifischen Promotor B33 aus Solanum tuberosum, der aus
diesem {iber Restriktionsverdau (Abschnitt 2.2) fiir eine Klonierung herausgeschnitten werden
kann und wurde von der Arbeitsgruppe Agrobiotechnologie der Agrar- und Umweltwissenschaft-
lichen Fakultdt der Universitat Rostock fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 2.8: Plasmidkarte des pB33-Hyg2-Konstruktes (Hiihns et al., 2009).
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2.1.5.7 pLH-AF

Dieses Plasmid wurde von Dr. S. Klihn wéhrend seiner Untersuchungen zur GG-Synthese in
Arabidopsis thaliana erzeugt (Kldhn et al., 2009) und wurde fiir diese Arbeit zur Verfiigung
gestellt. Es besteht aus dem Vektor pLH9000, der das ggpPS-Gen aus Azotobacter vinelandii
unter der Kontrolle des 35S-Promotors, ein Streptomycin/ Spectinomycin-Resistenzgen fiir die
Bakterien-Selektion sowie ein Kanamycin-Resistenzgen fiir die Pflanzen-Selektion enthélt.
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Abbildung 2.9: Plasmidkarte des pLH-AF-Konstruktes (Klidhn et al., 2009).

2.1.5.8 pG0029-TP-SF, pG0029-SF

Diese beiden Vektoren wurden ebenfalls von Dr. S. Kldhn zur Verfiigung gestellt. Sie besitzen den
pGreen0029-Hintergrund mit dem ggpPS-Gen aus Stenotrophomonas rhizophila mit (pG0029-
SF) bzw. ohne (pG0029-TP-SF) chloroplastiddres Transidpeptid unter der Kontrolle des 35S-
Promotors.
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Abbildung 2.10: Plasmidkarte des pG0029-TP-SF-Konstruktes (Dr. S. Kldhn).
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2.1.6 Bakterienstamme
2.1.6.1 Escherichia coli
TG1 Genotyp: supE hsdAJ5 thi triangle(lac-proAB) F’traD36 pro AB' lacl?lacZAM15

2.1.6.2 Agrobacterium tumefaciens

GV3101 Genotyp: C58-C1 Riff (Holsters et al., 1980)

GV3101+pSoup Genotyp: pMP90(pTiC58AT-DNA), Gent’ (Koncz u. Schell, 1986)(bei Ver-
wendung eines pGreen-Vektors)

2.1.7 Pflanzenmaterial

Fiir die Untersuchungen wurden die drei Kartoffelsorten Albatros, Terrana und Pelikan der Firma
NORIKA (Nordring-Kartoffelzucht- und Vermehrungs-GmbH, Grof Liisewitz) verwendet, die als
Stérke- und/oder Veredelungssorten kultiviert werden.

2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Agarosegel-Elektrophorese

DNA-Fragmente wurden in einem 1 %-igen Agarosegel ihrer Grofe nach aufgetrennt. Dazu wur-
de die Agarose in 1xTAE-Laufpuffer aufgekocht und mit Ethidiumbromid (1:20000) versetzt,
das an die DNA bindet und sie so unter UV-Licht sichtbar macht. Als Grofenstandard diente
der Lambda-DNA EcoRI+ HindIII Marker (sieche Abschnitt 2.1). Die Stromversorgung des Elek-
trophoresesystems (Bio-Rad) erfolgte tiber Power Pac 300 (Bio-Rad) mit 5-8 V/cm Laufstrecke.
Die anschliefsende Geldokumentation wurde an einem Gerédt der Firma Vilber Lourmat durch-
gefiihrt.

2.2.1.2 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung und Gelextraktion von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe des paqGOLD Gel
Extraction Kits von Paqlab nach mitgeliefertem Protokoll. Die aufgereinigte DNA wurde in
40 pl Elutionspuffer aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20° C gelagert.

2.2.1.3 PCR (polymerase chain reaction)

Die PCR dient dem Nachweis von DNA-Fragmenten durch deren Vervielféltigung innerhalb eines
Programms, wiahrend dessen die DNA in mehreren Zyklen fiir eine bestimmte Zeit verschiedenen
Temperaturen ausgesetzt ist. Dabei erfolgt zundchst ein Denaturierungsschritt bei 94° C, um aus
der doppelstrangigen DNA Einzelstrange zu erzeugen. An diese Einzelstrange binden wéhrend
des anschliefenden Annealing-Schrittes bei 58° C (kann abhéngig von Primersequenz variieren)
die Primer (Oligonukleotide) und bilden somit den Startpunkt fiir die folgende Elongation bei
72° C. Dabei erfolgt mit Hilfe der hitzestabilen Taqg-Polymerase aus Thermus aquaticus die
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Bildung der komplementéren Strange. Dieser Zyklus wird anschlieffend 28-35 mal wiederholt,
um das gewiinschte DNA-Fragment, dass tiber die Primersequenzen begrenzt wird, bishin zu
nachweisbaren Mengen zu vervielfaltigen. Fiir die durchgefiihrten PCR-Reaktionen wurde ein
Mastermix (Qiagen) bestehend aus Taq-DNA-Polymerase, dNTPs, MgCl, und Reaktionspuffer
verwendet.

Fiir einen 10 pl-Reaktionsansatz ergab sich folgende Zusammensetzung:

1wl DNA

1 pl Primer 1
1wl Primer 2

5 ul Mastermix
2wl Wasser

Alle Kompomenten wurden nacheinander auf Eis zusammenpipettiert. Die PCR wurde dann
entweder im PCR-Cycler PTC-100 (MJ Research) oder Mastercycler®ep (Eppendorf) nach fol-
gendem grundlegenden Programm durchgefiihrt:

PCR-Programm-NL58SHORT

Schritt 1: 5 min 94° C

Schritt 2: 1 min 94° C

Schritt 3: 1 min 58° C (abhéngig von der Primersequenz)
Schritt 4: 1 min 72° C (abhéngig von der Fragmentgrofe)
Schritt 5: 5 min 72° C

Schritt 6: auf 4° C abkiihlen und halten

Die Schritte zwei bis vier wurden in der Regel 34 mal wiederholt.

2.2.1.4 Restriktionsverdau von DNA

Fiir die Durchfiihrung von Restriktionsverdaus wurden Restriktionsendonukleasen der Firmen
Fermentas und New England Biolabs mit den entsprechenden Puffern verwendet. Ein 10 ul-
Ansatz enthielt:

0,5-2 pul DNA
0,25 pl Enzym
I 10x Restriktionspuffer
ad 10 pul Aqua dest.

Der Ansatz inkubierte 1 Stunde bei 37° C, wonach die Reaktion bei einer dem Enzym entspre-
chenden Temperatur abgestoppt und in einer Agarosegel-Elektrophorese tiberpriift wurde.

2.2.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten mit Vektor-DNA

Fiir die Ligationen wurde die T4 DNA-Ligase und der entsprechende Puffer der Firma Fermen-
tas verwendet. Ein 15 pl-Ansatz enthielt:
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x pul Vektor-DNA
y ol DNA-Fragment
1,5 pl Ligationspuffer
ad 15 ul Aqua dest.

Die Vektor-DNA und das DNA-Fragment wurden in einem Verhéltnis von 1:3 eingesetzt. Der
Ligationsansatz inkubierte iiber Nacht in einem mit Wasser gefiillten Styroporbehélter im Kiihl-
schrank. Der Reaktionsstopp erfolgte fiir 7 Minuten bei 65° C.

2.2.1.6 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der aus den Kartoffelpflanzen isolierten RNA erfolgte am Photo-
meter CARY 50 BIO (Varian) mit dem Programm CARY WIN UV RNA-DNA ESTIMATION.
Fiir die Bestimmung der RNA-Konzentration wurde jede RNA-Probe 1:100 verdiinnt und in
eine Quarzkiivette iiberfiihrt. Eine optische Dichte von 1,0 bei einer Wellenldnge von 260 nm
entspricht einer RNA-Konzentration von 40 pug/ml (molarer Extinktionskoeffizient=40). Daraus
ergibt sich folgende Gleichung fiir die Berechnung der RNA-Konzentration der Probe:

RNA-Konzentration (ug/ ml) = Ags x molarer Extinktionskoeffizient x Verdiinnung

2.2.1.7 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung des aus den Kartoffelpflanzen isolierten Gesamtproteingehaltes
erfolgte am Photometer CARY 50 BIO (Varian) nach der Methode von Bradford (Bradford,
1976).

2.2.1.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die fiir die Elektrophorese benétigte Proteinmenge wurde mit 1/3 VT 3X Lammli-Puffer ge-
mischt, fiir 10 Minuten bei 95° C inkubiert und anschlieffend bis zum Auftragen auf Eis gelagert.
Die folgende Zusammensetzung wurde fiir die Herstellung von zwei kleinen Glycin-SDS-Gelen
verwendet.

Komponente Sammelgel Trenngel
Acrylamid /BIS 0,975 ml 4 ml

Aqua dest. 2,735 ml 3,35 ml

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 0 ml 2,5 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,25 ml 0 ml
10 % SDS 50l 100l

10 % Ammoniumsulfat 25 ul 50 ul
TEMED 5 ul 5 ul

Die Stromversorgung der Elektrophoresesystems (Bio-Rad) erfolgte iiber Power Pac 300 (Bio-
Rad) mit zunéchst 80 V fiir die Sammeln der Proteine im Sammelgel und wurde dann fiir die
Auftrennung der Proteine im Trenngel auf 120 V erhoht.

30



2.2 Methoden

2.2.1.9 Western Blot und Nachweis der Proteine

Fiir den Western Blot wurde der LKB Nova Blot der Firma Pharmacia verwendet. Die Anode
wurde mit Transferpuffer befeuchtet, um dann iibereinander Whatman-Filterpapier, die PVDF-
Membran, das Trenngel und wieder Whatman-Filterpapier aufzulegen. Das Filterpapier wurde
zuvor in Transferpuffer getréankt, die Membran zunéchst in Methanol und anschlieffend ebenfalls
mit Transferpuffer gespiilt. Der Blot wurde mit der Katode geschlossen und die Proteine inner-
halb von 1 Stunde und 30 Minuten bei 6 V auf die Membran {ibertragen. Nach dem Blot konnte
der Standard von der Membran abgeschnitten werden, um ihn {iber Nacht in Amidoschwarz zu
farben und am nachsten Tag in 7 %-iger Essigsaure zu entfarben. Die Membran dagegen wurde
zunéchst kurz in TBS-Puffer gespiilt und dann mindestens 1 Stunde in 5 %-iger Magermilch
(in TBS-Puffer gelost) inkubiert. Es folgte zweimaliges Waschen mit TBS-Puffer fiir 10 Minuten
und anschliefend die Inkubation mit dem GgpPS-Antikérper (1:5000 in 5 %-Magermilch-TBS-
Losung verdiinnt) fiir mindestens 1 Stunde. Dann wurde die Membran fiinfmal in TBS-Puffer fur
jeweils 10 Minuten gewaschen, um sie danach mit dem Peroxidase-Antikérper (1:5000 in 5 %-
Magermilch-TBS-Losung verdiinnt) mindestens 1 Stunde zu inkubieren und dann wiederum
fiinfmal in TBS-Puffer fiir jeweils 10 Minuten zu waschen. Zum Schluss erfolgte die Detektion
der Proteinbanden in der Dunkelkammer, indem die Membran in Folie gelegt und mit einem
1:1-Gemisch aus Losung A und B benetzt wurde, das bis zur Rontgenfilmauflage 2-4 Minuten
inkubieren musste. In der Dunkelkammer wurde alle Luftblasen aus der Folie ausgestrichen und
der Film etwa 4-5 Minuten aufgelegt, anschliefend erst in Entwickler, dann kurz in Wasser
und letztendlich in Fixierer gespiilt bis der Film klar durchsichtig wirkte. Der Film konnte zum
Schluss nocheinmal mit Wasser abgespiilt und dann zum Trocknen aufgehéngt werden.

2.2.2 Arbeiten mit Escherichia coli
2.2.2.1 Kaultivierung und Lagerung

Fiir die Anzucht wurden Zellen des TG1-Stammes (Abschnitt 2.1) einer Glycerol-Erhaltungs-
kultur mit einem sterilen Zahnstocher entnommen, auf LB-Medium mit einem dem Plasmid
entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei 37° C inkubiert. 5 ml LB-
Fliissigmedium wurden anschliefsend mit einer einzelnen Kolonie angeimpft und wiederum iiber
Nacht schiittelnd bei 37° C inkubiert. Eine Lagerung der Bakterien auf Fest- oder im Fliis-
sigmedium ist bei 4° C zwei bis drei Wochen moglich. Fiir eine langfristige Lagerung wurden
Glycerol-Erhaltungskulturen angelegt. Dafiir wurden 300 pl einer iiber Nacht angezogenen Fliis-
sigkultur 500 ul Glycerol zugesetzt und durch vortexen gemischt. Anschlieftend erfolgte eine 15-
bis 30-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur, wihrend dessen das Glycerol in die Zellen ein-
dringen konnte. Die Kulturen wurden dann in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80° C
gelagert.

2.2.2.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte modifiziert nach Hanahan (1985). Dazu
wurden 0,3 ml einer iiber-Nacht-Kultur in 30 ml LB-Medium pipettiert und bei 37° C und 220
U/min bis zu einer optischen Dichte von 0,3-0,4 bei einer Wellenlédnge von 600 nm geschiittelt.
Danach folgte eine Zentrifugation von 10 Minuten bei 2500 g und 4° C. Das Sediment wurde
in 3 ml kaltem TSS resuspendiert, die Zellen zu je 100 ul aliquotiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80° C gelagert. Fiir die Transformation wurden die Zellen zunéchst auf
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Eis aufgetaut und mit bis zu 10 ul eines Ligationsansatzes oder 1-5 ul einer DNA-Suspension
gemischt. Es folgte eine 30-miniitige Inkubation auf Eis, ein anschlieffender Hitzeschock fiir
90 Sekunden bei 42° C und wieder eine Inkubation auf Eis fiir 3 Minuten. Danach wurden 900 pl
LB-Fliissigmedium zum Ansatz pipettiert und die Zellsuspension 45 Minuten im Schiittelschrank
bei 37° C inkubiert. Anschliefsend wurde der Transformationsansatz auf LB-Festmedium, welches
ein dem Plasmid entsprechendes Antibiotikum enthielt, ausgestrichen und iiber Nacht bei 37° C
inkubiert.

2.2.2.3 Extraktion von Plasmid-DNA

Die Methode der alkalischen Miniplasmidpréparation wurde nach Birnboim und Doly (1979) mo-
difiziert. Es wurden 2 ml einer iiber-Nacht-Kultur in ein Eppendorf-Reaktionsgefafs {iberfiihrt
und in der Biofuge pico (Heraeus) 1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert. Der
Bakterienriickstand wurde in 100 pl Losung I resuspendiert. Durch die folgende Zugabe von
200 pl der alkalischen Losung IT und das Invertieren der Suspension erfolgte die Lyse der Bak-
terien und die Denaturierung der DNA. Anschliefend wurden 150 pl Losung III hinzugefiigt
und vorsichtig invertiert. Diese Neutralisierung fithrte dazu, dass die Strange der Plasmid-DNA
wieder hybridisierten, die der genomischen DNA aufgrund ihrer Grofe jedoch nicht. Bei der fol-
genden Inkubation des Ansatzes von mindestens 5 Minuten auf Eis fiel die genomische Bakterien-
DNA aus. Danach wurde die Suspension mit 1 VT P/C/I gut gemischt und 5 Minuten in der
Biofuge bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde mit 1 VT
[sopropanol versetzt, 1-2 Minuten auf Eis inkubiert und erneut bei maximaler Geschwindigkeit
15 Minuten zentrifugiert. Die ausgeféllte Plasmid-DNA wurde dann mit 200 ul 70 %-igem Etha-
nol {iberschichtet und ein letztes Mal fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der DNA-Riickstand wurde
nach dem Trocknen in 20 ul TE-RNase aufgenommen, um sie bei -20° C lagern zu kénnen.

2.2.3 Arbeiten mit Agrobacterium tumefaciens
2.2.3.1 Kultivierung und Lagerung

Fiir die Anzucht wurden Zellen aus einer Glycerol-Erhaltungskultur mit einem sterilen Zahnsto-
cher entnommen und auf LB-Medium ausgestrichen, dass je nach Plasmid ein entsprechendes
Antibiotikum und Rifampicin enthielt. Die Inkubation erfolgte 2 Tage bei 29° C. Um dann eine
Fliissigkultur anziehen zu kénnen wurden 2 ml mit einer Bakterienkolonie angeimpft und diese
dann wiederum fiir 2 Tage bei 29° C schiittelnd inkubiert. Sowohl die Agarplatten als auch die
Fliissigkulturen konnten bei 4° C zwei bis drei Wochen aufbewahrt werden. Fiir eine langfristige
Lagerung wurden Glycerinerhaltungskulturen angelegt und diese bei -80° C gelagert.

2.2.3.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Fiir die Transformationen wurden kompetente Zellen der Stamme GV3101 und GV3101+pSoup
genutzt (Abschnitt2.1). Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden diese zu 10 ml YEB-Medium
und 100 pg/ml Rifampicin gegeben und tiber Nacht bei 29° C und 200 U/min geschiittelt. Dann
wurden 2 ml der Kultur in 200 ml YEB-Medium tiberfiihrt und wiederum bis zu einer optischen
Dichte von 0,6-0,8 bei einer Wellenldnge von 600 nm geschiittelt. Es folgte eine Zentrifugation
fiir 20 Minuten bei 4000 g und 4° C. Anschliefend wurde das Sediment in 20 ml TE-Puffer
resuspendiert und nochmals zentrifugiert. Das Sediment wurde dann in 4 ml YEB-Medium
aufgenommen, die Zellsuspension auf 200 pl Aliquots verteilt und diese bei -80° C gelagert.
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Fiir die Transformation mussten die kompetenten Zellen zunédchst auf Eis aufgetaut werden.
Danach folgte die Zugabe von der zu transformierenden Plasmid-DNA und eine 5-miniitige Inku-
bation auf Eis. Anschliefend wurden die Zellen 5 Minuten in fliissigem Stickstoff schockgefroren,
um sie dann fiir 5 Minuten bei 37° C wieder aufzutauen. Nachdem 1 ml LB-Fliissigmedium zum
Ansatz pipettiert wurde, inkubierte dieser 4 Stunden bei 29° C im Schiittelinkubator. Das Aus-
streichen der Zellen erfolgte auf LB-Medium, welches Rifampicin und Antibiotika entsprechend
dem Plasmid enthielt. Die Platten wurden 2 Tage bei 29° C inkubiert.

2.2.3.3 Extraktion von Plasmid-DNA

Die Methode der Plasmid-Extraktion aus Agrobakterien entsprach dem Protokoll, welches fiir
E. coli verwendet wurde.

2.2.4 Arbeiten mit Solanum tuberosum
2.2.4.1 Kultivierung

2.2.4.1.1 Sterilanzucht In der Sterilanzucht wurden die Pflanzchen in Gldsern auf einem
Festmedium (entspricht dem Wurzelinduktionsmedium (Abschnitt 2.1) kultiviert. Nach der
Transformation bzw. zur Erhaltung oder Vermehrung wurden die Sprosse geschnitten, mit der
Schnittfliche in das Medium gesteckt und das Wurzelwachstum mit Hilfe des Phytohormons
Indol-3-Essigsdure induziert. Diese Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.
Die Kultivierung erfolgte in einem Sanyo-Klimaschrank (Modell 350) der Firma Ewald Innova-
tionstechnik GmbH bei 21° C wéhrend der 16-stiindigen Lichtperiode und 18° C wahrend der
8 Stunden Dunkelheit.

2.2.4.1.2 Erdanzucht Die Erdanzucht erfolgte wahrend der Untersuchungen im Gewéchshaus
in 7,51 Topfen auf Einheitserde Typ-VM (Einheitserdewerk Uetersen). Die Erde wurde zunéchst
einmalig mit 0,2 % Wuxal-Fliissigdiinger der Firma Aglukon gestaut, bevor die Pflanzchen aus
der Sterilanzucht eingetopft wurden. Diese wurden anschliefsend fiir etwa eine Woche mit Plastik-
Bechern abgedeckt, um eine optimale Anpassung an die verdnderten Wachstumsbedingungen zu
ermoglichen. Die Pflanzen wurden dann dem Versuchsprotokoll entsprechend bewéssert und bei
16 Stunden Licht und 22° C sowie 8 Stunden Dunkelheit und 20° C und einer Luftfeuchte von
40 % kultiviert.

2.2.4.2 Extraktion genomischer DNA

Die Extraktion der genomischen DNA aus Solanum tuberosum erfolgte modifiziert nach der
Methode von Murray und Thompson (1980). Das Pflanzenmaterial wurde zunéchst in fliissigem
Stickstoff vorgekiihlt und mit Hilfe der Schwingmiihle MM400 (Retsch) homogenisiert. Nach dem
Auftauen folgte der Zellaufschluss durch die Zugabe von 500 ul 2x CTAB. Vor und wéahrend der
30-miniitigen Inkubation bei 68° C wurde durch Vortexen gemischt. Anschlieffend wurden 500 pul
PCI zugegeben, etwa 1 Minute durch Invertieren gemischt und 10 Minuten in der Biofuge pico
(Heareus) bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase beinhaltete
die genomische DNA, die in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefiafs iiberfithrt, mit 1 VT Isopro-
panol gemischt und 15 Minuten auf Eis gefillt wurde. Nach anschliefender Zentrifugation (15
Minuten bei maximaler Geschwindigkeit) wurde der Uberstand verworfen und das Sediment
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durch Uberschichten mit 200 ul 70 %-igem Ethanol und Zentrifugieren (5 Minuten bei maxi-
maler Geschwindigkeit) gewaschen. Danach wurde der Uberstand verworfen und das Sediment
getrocknet, um es abschliefend in 50 ul TE-RNase aufzunehmen. Die DNA konnte so bei -20° C
gelagert werden.

2.2.4.3 RNA-Extraktion

2.2.4.3.1 Blatt- und Stolonenmaterial Die RNA-Extraktion aus Blatt- und Stolonenpro-
ben erfolgte mit Hilfe des Nucleo Spin® RNA Plant-Kits der Firma Macherey-Nagel nach dem
mitgelieferten Protokoll. Die RNA wurde in 40 pl Elutionspuffer aufgenommen und bis zum
weiteren Gebrauch bei -80° C gelagert.

2.2.4.3.2 Knollenmaterial Die RNA-Extraktion aus Knollenproben erfolgte anhand eines
modifizierten Protokolls nach Kumar (2007). Demnach wurden etwa 2 g Knollenmaterial ly-
ophillisiert (Christ loc-1, Alphal-4)), anschliefend auf Eis unter Zugabe von fliissigem Stickstoff
gemorsert und das Pulver in ein 15 ml Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. Nacheinander wurden dann
folgende Losungen zugegeben:

1 ml 5M NaCl
0,5 ml 10 % SDS
1,65 ml 1,95 % Na2803
1.75 ml TBE-Puffer
0,1 ml [-Mercaptoethanol

Nach dem Mischen wurde die Losung fiir 5 Minuten bei 65° C inkubiert. Danach wurde die Probe
5 Minuten bei Raumtemperatur und 1800 g zentrifugiert. Es folgte eine DNase-Behandlung des
Uberstandes durch die Zugabe von 4 pl DNase (Fermentas) zur Probe und eine Inkubation fiir
15 Minuten bei 37° C, um die DNA zu entfernen. Nach der Zugabe von 1 VT Tris-gesittigtem
Phenol (pH 7,9) wurde gemischt und wiederum unter den gleichen Bedingungen wie zuvor zen-
trifugiert, um eine Phasentrennung zu erreichen. Fiir den Fall, dass diese ausblieb, fiihrte die
Zugabe von TBE-Puffer in 1 ml-Schritten zu einer solchen, um dann dem Uberstand 1 VT
C/I beizufiigen und wieder zu zentrifugieren. Zu 1 ml des Uberstandes wurden dann 0,9 ml
Isopropylalkohol zugegeben und der Ansatz mindestens 1 Stunde oder iiber Nacht bei 4° C
inkubiert. Danach folgte eine Zentrifugation und das 4- bis 5-malige Waschen des Sedimentes
mit 200 ul 70 %-igen Ethanols. Die RNA wurde letztendlich bei 65° C getrocknet und in 70 pl
DEPC-Wasser aufgenommen, deren Konzentration bestimmt und bei -80° C bis zur weiteren
Verwendung gelagert.

2.2.4.4 cDNA-Synthese

Mit Hilfe der cDNA war es moglich, Expressionsanalysen durchzufiithren. So diente sie in der
RT-PCR als Matrize. Fiir die cDNA-Synthese wurden 2,5 ug der zuvor extrahierten RNA ein-
gesetzt. Dafiir wurde zunéchst die Konzentration der RNA am Photometer gemessen und die
entsprechende Menge in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefafs tiberfiihrt, um die RNA dann mit
Hilfe der Vakuumzentrifuge Con 1000 Speed Vac (Frobel) einzuengen. Zu diesen 2,5 ug RNA
wurde anschliefend 1 pl (0,5 pg/ul) Oligo-dT-Primer pipettiert, der Ansatz mit sterilem Wasser
auf 12 pl Gesamtvolumen aufgefiillt und gut gemischt. Nach einer Inkubation von 5 Minuten
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bei 70° C, um die RNA zu denaturieren, wurde der Ansatz sofort auf Eis gestellt und kurz
anzentrifugiert. Anschlieffend erfolgte die Zugabe von 4 ul 5x Erststrangpuffer und 2 pl 10 mM
dNTP-Mix. Nachdem vorsichtig gemischt und der Ansatz 5 Minuten bei 37° C inkubiert wur-
de, folgte die Zugabe von 1 pul M-MulV-reverse Transkriptase. Der Ansatz wurde vorsichtig
gemischt und 60 Minuten bei 42° C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch eine
15-miniitige Inkubation bei 70° C. Abschliefsend wurde 1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit
an der Biofuge pico (Hareus) zentrifugiert. So konnte die cDNA bei -20° C gelagert werden, um
sie im weiteren Verlauf der Experimente in einer RT-PCR-Reaktion einsetzen zu konnen. Alle
verwendeten Komponenten wurden von der Firma Fermentas bezogen.

2.2.4.5 Proteinextraktion

Fiir die Proteinextraktion wurden 100 mg Blattmaterial in fliissigem Stickstoff vorgekiihlt und
im Morser auf Eis homogenisiert. Es wurden dann 10 ul NaHSO3 und Pefablock, 10 ul PMSF
und 200 pl EDTA-Tris-HCI zugegeben und mit der Blattprobe vermischt. Es folgte eine Zen-
trifugation von 10 Minuten bei 4° C und maximaler Geschwindigkeit, um abschliefsend die im
Uberstand befindliche Proteinkonzentration nach der Methode von Bradford (Bradford, 1976)
zu bestimmen.

2.2.4.6 Transformation von Solanum tuberosum mittels A. tumefaciens

2.2.4.6.1 Transformationsprotokoll | Dieses Transformationsprotokoll entspricht der Me-
thode nach Dietze et al. (1995). Demnach enthalten grundsétzlich alle dafiir notwendigen Me-
dien MS-Salze inklusive Vitamine und Glucose als Kohlenhydratquelle. Entsprechend des Pro-
tokolls erfolgte zunéchst eine Inkubation von Blatt- und Sprossstiicken in einer Losung aus
15 ml 2MS-Fliissigmedium und 50 pl Agrobakterien, die das zu transformierende Konstrukt
enthielten. Danach wurde das Pflanzenmaterial erst mit MS-Fliissigmedium, welches Cefotaxim
(Antibiotikum gegen das weitere Wachstum der Agrobakterien) enthielt, und dann mit steri-
lem Wasser abgespiilt, um sie daraufthin fiir sieben Tage auf Callusinduktionsmedium (CIM) zu
inkubieren. Dieses Medium beinhaltete die Phytohormone Benzylaminopurin und a-Naphthyl-
essigsdure. Benzylaminopurin ist ein synthetisch hergestelltes Cytokinin, welches in Anwesenheit
des synthetischen Auxins a-Naphthylessigsdure die Zellteilung im pflanzlichen Gewebe anregt.
Je nach transformiertem Konstrukt wurde dem Medium neben Cefotaxim das Antibiotikum
Kanamycin oder Hygromycin zugesetzt, um die transgenen Calli zu selektieren. Nach sieben
Tagen folgte das Umsetzen der Calli auf Sprossinduktionsmedium (SIM), das dem CIM &hnlich
ist, statt des Benzylaminopurins jedoch Zeatinribosid als natiirliches Cytokinin und Gibberel-
linséure zur Sprossinduktion und Foérderung des Streckungswachstums des Sprosses enthielt.
Die Calli wurden dann im Abstand von sieben bis zehn Tagen auf neues SIM umgesetzt und
die entstandenen Sprosse geschnitten, um sie anschliefiend auf Wurzelinduktionsmedium (RIM)
zu kultivieren. Dieses Medium bestand ausschlielich aus MS-Medium mit Glukose und den
genannten Antibiotika ohne weitere Phytohormone und wurde ebenso fiir die Erhaltung der
transgenen Pflanzchen genutzt.

2.2.4.6.2 Optimiertes Transformationsprotokoll Il Diesem Protokoll liegt das Transforma-
tionsprotokoll I zugrunde, dass u.a. nach der Methode von Beaujean et al. (1998) verschiedene
Modifikationen enthielt. Zum einen wurden hauptséchlich Sprossstiicke von steril angezogenen
Kartoffelpflanzchen fiir die Transformation verwendet, da aus diesen Explantaten in wiederholten
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Versuchen mehr Sprosse regeneriert werden konnten als aus Blattstiicken. Zum anderen wurde
der Agrobakteriensuspension Acetosyringon zugesetzt. Acetosyringon ist eine Substanz, die von
verwundetem Pflanzengewebe abgegeben wird und die Synthese von Virulenzgenen des Agro-
bakteriums induziert (Bundock et al., 1995). Aukerdem wurde dem Wurzelinduktionsmedium
Indol-3-Essigsdaure beigefiigt, welches als natiirliches Auxin das Wurzelwachstum stimuliert.

2.2.4.7 Entfernen von Mikroorganismen aus in vitro-Pflanzenmaterial

Die Durchfithrung dieser Mafnahme wurde von der Firma NORIKA (Nordring-Kartoffelzucht-
und Vermehrungs-GmbH, Grof Liisewitz) tibernommen. Sprosssegmente, die mindestens eine
Blattachsel besitzen, wurden fiir maximal 8 Minuten in einer 50 %-igen PPM”* (Plant Preser-
vative Mixture, Politakis)-Losung inkubiert und danach auf MS-Medium mit Phytagel (Agar-
Ersatz) inklusive 45 mg/1 Gentamycin gesetzt. Nach etwa 20 Tagen erfolgte das Umsetzen der
Sprosse auf MS-Medium mit Agar ohne Antibiotikum. Aufterdem wurde zum gleichen Zeitpunkt
ein Bakterientest durchgefiihrt, bei dem ein Blattstiick je Spross 1 Woche in Néhrbouillon (Fluka)
inkubierte, um die Abwesenheit von Bakterien zu iiberpriifen, die ansonsten zu Kontaminationen
in der Sterilkultur fiihren kénnten.

2.2.4.8 X-Gluc-Farbung

Mit Hilfe dieser Farbemethode ist es moglich, die Enzymaktivitit und damit auch Expression des
B-Glucuronidase-Gens nachzuweisen. Dieses Enzym nutzt X-Gluc (Cyclohexylammoniumsalz)
als Substrat und spaltet dieses, sodass u.a. das blaue 4-Chlor-3-Brom-Indigo entsteht. Solche
Reportergene wie das $-Glucuronidase-Gen werden z.B. fiir Promotoranalysen genutzt. Um ei-
ne Blaufdarbung in transgenen Kartoffelpflanzen nachzuweisen, wurden zu untersuchende Blatt-
und Knollenstiicke in X-Gluc-Puffer iiber Nacht inkubiert, der {iber Vakuuminfiltration in einem
Exikator gleichméfig in das Pflanzenmaterial aufgenommen wurde. Die Proben wurden anschlie-
fsend so lange mit 70 %-igem Ethanol bei 70° C entfiarbt bis keine Griinfarbung der Blatter mehr
zu erkennen war. Die Proben konnten dann bei Bedarf in 70 %-igem Ethanol im Kiihlschrank
gelagert werden.

2.2.4.9 Extraktion niedermolekularer Substanzen

Fiir die GG-Extraktion wurden etwa 100 mg Pflanzenmaterial in fliissigem Stickstoff tiefgefroren
und mit Hilfe der Schwingmiihle MM400 (Retsch) homogenisiert. Das Pulver wurde anschliefend
in 1 ml Ethanol-Standard-Gemisch aufgenommen, dass in 80 %-igem Ethanol 50 ug Sorbitol als
Standard fiir die spétere gaschromatografische Auswertung enthielt. Es folgte die Inkubation des
Gemisches fiir 2 Stunden bei 68° C, um die niedermolekularen Substanzen zu extrahieren. Nach
dem Abkiihlen der Proben wurden diese 10 Minuten bei 20000 U/min und 4° C zentrifugiert, der
Uberstand in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefif iiberfithrt und das Sediment in 500 pl 80 %-
igem Ethanol aufgenommen und wiederum bei 68° C iiber Nacht inkubiert. Danach wurden die
Proben ein weiteres Mal zentrifugiert und der Uberstand mit dem aus der ersten Extraktion
vereinigt. Nach dem Entfernen des Ethanols mit Hilfe der Vakuumzentrifuge (Speed Vac Con-
1000) erfolgte das Losen des Sedimentes in 500 ul Aqua dest. mittels Ultraschallbad (5 x 30
Sekunden) oder Schiittler (30 Minuten) und eine Zentrifugation bei 20000 U /min fiir 10 Minuten,
um den Uberstand danach wieder in der Vakuumzentrifuge einzuengen. Das trockene Sediment
konnte so bis zur Derivatisierung bei 4° C gelagert werden.
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2.2.4.10 Derivatisierung der Proben fiir die Gaschromatografie

Bei der Gaschromatografie wird ein Substanzgemisch nach seinen einzelnen Komponenten aufge-
trennt, indem es durch eine Séule mit Hilfe eines Trégergases iiber eine stationidre Phase geleitet
wird. Die einzelnen Komponenten treten mit dieser in Wechselwirkung, wodurch ihr Transport
und somit der Austritt aus der Sédule abhéngig von der Substanz um einen bestimmten Zeit-
raum (Retentionszeit) verzogert wird. Anhand der Retentionszeiten kénnen anschliefend die
Substanzen des Gemisches und deren Anteil bestimmt werden. Fiir die Gaschromatografie ist es
notwendig, dass die zu untersuchenden Substanzen fliichtig sind. Da die in dieser Arbeit zuvor
extrahierten niedermolekularen Substanzen (Kohlenhydrate und deren Derivate) das nicht sind,
mussten diese zunéchst derivatisiert werden. Die Derivatisierung bedeutete fiir unsere Untersu-
chungen den Austausch von Wasserstoffatomen aus Hydroxygruppen gegen eine Trimethylsilyl
(TMS)-Gruppe, wobei ein sogenanntes TMS-Derivat entsteht, welches fliichtig ist und iiber das
Tragergas transportiert werden kann. Die Silylierung erfolgte im Losungsmittel Pyridin, wel-
ches zunéchst in einem 65 pl-Gemisch mit Methoxylamin (20 mg Methoxylamin/ ml Pyriden)
zum getrockneten Sediment aus niedermolekularen Substanzen gegeben wurde, um diese darin
aufzunehmen. Dafiir wurden die Proben 90 Minuten bei 30° C schiittelnd inkubiert. Danach
erfolgte die Zugabe von 35 ul MSTFA (N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid), dem Sily-
lierungsmittel. Die Proben wurde gemischt und 1 Stunde bei 60° C inkubiert. Danach wurden
diese bei 20000 U/min zentrifugiert und 70 ul des Uberstandes fiir die GC-Analyse genutzt. Die
gaschromatografischen Untersuchungen wurden an dem GC Focus der Firma Thermo Scientific
mit FID-Detektor und Auto Sampler AS 3000 durchgefiihrt. Als Trigergas wurde Stickstoff und
als Sdulenmaterial 5 % Phenyl-Polysilphenylen-Siloxan (Thermo Scientific) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung von Plasmid-Konstrukten

In Vorbereitung auf die vorliegende Arbeit wurden Konstrukte entwickelt, die zum einen das
ggpPS-Gen aus A. vinelandii (pLH-AF) (Kldhn et al., 2009), zum anderen aus S. rhizophila mit
(pG0029-SF) bzw. ohne (pG0029-TP-SF) fusionierter chloroplastiddarer Transitpeptidsequenz
tragen (sieche Abschnitt 2.1). Mit diesen Plasmiden ist es moglich, transgene Pflanzen zu erzeu-
gen, in denen die GG-Synthese entweder im Chloroplasten oder im Cytolsol der pflanzlichen
Zelle stattfindet. Die Expression des ggpPS-Gens wird dabei vom 35S-Promotor kontrolliert.
Nach der Transformation dieser Konstrukte in die Kartoffelsorten Albatros und Terrana stan-
den zu Beginn der Untersuchungen 675 Albatros- und Terrana-Regenerate zur Verfiigung, die
durch Anzucht auf Kanamycin-haltigem Medium vorselektiert wurden. In keinem der iiberpriif-
ten Terrana-Regenarate konnte mittels GC-Analyse GG bzw. das ggpPS-Transgen mittels PCR
nachgewiesen werden. Dagegen wurden 15 Albatros-Regenerate anhand dieser beiden Nachweis-
methoden selektiert werden, die das pLH-AF-Konstrukt enthielten (siche Abschnitt 3.3).

Da bekannt ist, dass es eine sortenspezifische Abhéangigkeit der Transformierbarkeit von Kar-
toffelpflanzen gibt (Dale u. Hampson, 1995), wurde zusétzlich zu Albatros und Terrana die Sorte
Pelikan in eine zweite Transformation einbezogen. Auch in diesem Fall konnten wéhrend der Vor-
selektion auf Kanamycin fiir alle Sorten und Konstrukte Pflanzen regeneriert werden, die, mit
Ausnahme von Albatros-Regeneraten, kein GG nach der GC-Analyse aufwiesen.

3.1.1 35S-Promotor-Konstrukte mit alternativem Markergen

Um die Vorselektion der Pflanzen zu optimieren und das Auftreten von falschpositiven Regene-
raten zu verringern, wurden neue Konstrukte mit einem weiteren Vektor aus der pGreen-Serie
hergestellt, der ein alternatives Markergen zum npt/I-Gen beinhaltet. So besitzt pGreenll0229
ein BASTA®-Resistenzgen, welches in Arbeiten mit Arabidopsis thaliana erfolgreich zur die
Selektion transgener Pflanzen verwendet wird. Die ggpPS-Gene aus pLH-AF, pG0029-SF und
pGO0029-TP-SF wurden inklusive der pflanzlichen Regulationssequenzen iiber das Restriktionsen-
zym Kpnl aus den urspriinglichen Vektoren in pGreenlI0229 umkloniert und mit pGI10229-AF,
-SF bzw. -TP-SF bezeichnet (Abb. 3.1).

Auferdem konnte ein optimiertes Transformationsprotokoll entwickelt werden, welches unter
Abschnitt 3.2 ausfiihrlich beschrieben wird. Trotz des alternativen Vektors und des neuen Pro-
tokolls war es mit keinem der neuen Konstrukte moglich, transgene Linien der Sorten Terrana
und Pelikan zu erzeugen, wogegen sich die Sorte Albatros wiederum erfolgreich transformie-
ren lies. Eine Zusammenfassung der Transformationsergebnisse aller 35S-Promotor-Konstrukte
mit Kanamycin- bzw. BASTA®-Resistenzgen in die drei Kartoffelsorten Albatros, Terrana und
Pelikan, die anhand des Transformationsprotokolls I (2.2) erzielt wurden, ist in Tabelle 3.1 auf-
gefiihrt.
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der T-DNA-Region der 35S-Konstrukte. Das ggpPS-
Gen aus (a) A. vinelandii und (b) S. rhizophila mit und (c) ohne chloroplastidires Transidpeptid
unterliegt der Kontrolle des 35S-Promotors im Vektor pGreenl10229. LLB und RB: left und right
border der T-DNA; bar: BASTA®-Resistenzgen; 35S: 35S-Promotor aus CaMV; TP: chloroplas-
tidéres Transitpeptid; AvggpPS: ggpPS aus A. wvinelandii; SrggpPS: ggpPS aus S. rhizophila;
CaMV-Ter: 35S-Terminator aus CaMV; Kpnl: Restriktionsschnittstelle des Enzyms Kpnl fiir
die Umklonierung.

3.1.2 B33-Promotor-Konstrukte

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand in der Erzeugung transgener Kartoffellinien, die eine hohe
GG-Akkumulation in den Knollen aufweisen, um den Naturstoff GG kostengiinstig fiir die Indus-
trie herzustellen. Da die mit dem pLH-AF-Konstrukt erzeugten Linien kein GG in den Knollen
akkumulierten, wurden Konstrukte hergestellt, in denen das ggpPS-Gen unter der Kontrolle des
knollenspezifischen B33-Promotors aus S. tuberosum vorliegt (Abb. 3.2).

Mittels PCR wurden iiber die Primerkombination AFggpPS-Hpal-3’/5’ Hpal-Schnittstellen
am 5'- und 3’-Ende der ggpPS-Gensequenz aus A. vinelandii angefiigt und das PCR-Produkt in
den pGEM-T-Vektor kloniert. Mit Hpal konnte das ggpPS-Gen dann aus dem Vektor herausge-
schnitten werden und zwischen den 35S-Promotor und -Terminator der 35S-CaMV cassette aus
der pGreen-Serie (pG35S, siehe Abschnitt 2.1), tiber die Smal-Schnittstelle kloniert werden. Die-
ses Konstrukt wurde anschlieftend mit HindIII und BamHI behandelt, um die Fusion mit dem
B33-Promotor zu ermdéglichen. Zuvor erfolgte das Umklonieren des B33-Promotors aus dem
pB33-Hyg 2-Plasmid (sieche Abschnitt 2.1) iber EcoRI und Smal in den pGreenlI0229-Vektor,
aus dem er durch anschliekende Restriktion mit HindIIT und BamHI erhalten wurde. Letztlich
wurde die Sequenz aus B33-Promotor, ggpPS-Gen und dem 35S-Terminator iiber EcoRV in die
Vektoren pGreen0029 und pGreenl10229 eingefiigt.
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pB33-Hyg2 pGEM-T-AF pGreen-35S-CaMV
EcoRV EcoRV
EcoRlI Smal Hpal Hpal Hindlll BamHI Smal
Umklonierung\l/ \l Restriktion/Ligation l/
pGlI0229-B33 pGreen-35S-CaMV-AF
EcoRV EcoRV EcoRV
Hindlll EcoRl Smal BamHI HindlIll BamHI

\ Restriktion/Ligation /
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EcoRV EcoRV EcoRV

— = e o —

Umklonierung \l/

pGl0029-B33-AF
EcoRV EcoRV

e I R —

pGl10229-B33-AF
EcoRV EcoRV
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir die T-DNA-Region der
B33-Konstrukte. Das ggpPS-Gen unterliegt der Kontrolle des B33-Promotors in den Vekto-
ren pGreen0029 bzw. pGreenll0229. B33: B33-Promotor; AvggpPS: ggpPS aus A. wvinelan-
dii; 35S: 35S-Promotor aus CaMV; CaMV-Ter: 35S-Terminator aus CaMV; nptll: Neomycin-
Phosphotransferase-Gen; bar: BASTA®-Resistenzgen; LB und RB: left und right border der
T-DNA; EcoRI, Smal, Hpal, Hindlll, BamHI, EcoRV: Schnittstellen der entsprechenden
Restriktionsenzyme.
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Anzahl der Anzahl der Anzahl der GG-
Kartoffelsorte [Konstrukt Transformationen untersuchten Sprosse |bildenden Pflanzen
Albatros pLH-AF 1 138 15
pG0029-SF 1 0 0
pG0029-SF-TP 1 0 0
Terrana pLH-AF 2 154 0
pG0029-SF 2 243 0
pG0029-SF-TP 2 174 0
pGl10229-SF 1 1 0
pGl10229-SF-TP 1 12 0
pGl10229-AF 1 1 0
Pelikan pLH-AF 2 37 0
pG0029-SF 1 59 0
pG0029-SF-TP 2 41 0
pGl10229-SF 1 19 0
pGI10229-SF-TP 1 80 0
pGl10229-AF 1 36 0

Tabelle 3.1: Zusammenfassung der Transformationsereignisse der Konstrukte pLH-AF, p(G0029-
SF und pGO0029-SF-TP in die Kartoffelsorten Albatros, Terrana und Pelikan, die anhand des
Transformationsprotokolls T (siehe Abschnitt 2.2) erreicht wurden.

3.1.3 rd29A-Promotor-Konstrukte

Um neben der konstitutiven (35S-Promotor) und der knollenspezifischen (B33-Promotor) Ex-
pression eine stressinduzierbare Expression des ggpPS-Gens in transgenen Kartoffelpflanzen zu
erreichen, wurde ggpPS unter die Kontrolle des rd29A-Promotors aus A. thaliana kloniert.

Fiir die Amplifikation des rd29A-Promotors mittels PCR wurden die in Zhang et al. (2005) be-
schriebenen Primer verwendet und so modifiziert, dass ein PCR-Fragment mit einer 5’-HindIII-
und einer 3’-BamHI-Schnittstelle entstand. Dieses rd29A-Fragment wurde gegen den B33-Pro-
motor in der 355-CaMV-cassette ausgetauscht, so dass nun der rd29A-Promotor vor dem ggpPS-
Gen und dem 35S-Terminator vorliegt. Es folgte eine Restriktion mit HindIII und EcoRV, um das
Fragment aus rd29A-Promotor, ggpPS-Gen und Terminator zu erhalten, welches anschlieffend
iiber diese beiden Schnittstellen zum einen mit dem pGreenl10229-Vektor ligiert wurde. Mittels
Kpnl und Xbal wurde dieses Fragment zum anderen in den Vektor pCambial305.1 eingefiigt,
um eine Vergleichbarkeit mit dem folgenden Konstrukt zu gewéhrleisten (Abb. 3.3).

Um zuséatzlich die Funktionalitdt des Promotors in den Kartoffelknollen iiberpriifen zu kénnen,
wurde auferdem ein rd29A-GUS-Konstrukt erzeugt, indem das rd29A-Fragment mit Hilfe der
oben genannten Primer ohne Modifikation amplifiziert und zunéchst mit dem pGEM-T-Vektor
ligiert wurde. Es folgte eine Kontrolle der Orientierung des Fragmentes im Vektor, um den rd29A-
Promotor zum Schluss iiber Sacl am 3’-Ende und Ncol am 5’-Ende in den Vektor pCambial305.1
vor das (-Glucoronidase-Gen zu klonieren (Abb. 3.4).
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Arabidopsis-Genom
rd29A-5'-
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BamHI
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir die T-DNA-Regionen der
rd29A-AF-Konstrukte. Das ggpPS-Gen unterliegt der Kontrolle des rd29A-Promotors im Vektor
pCambial305.1. rd29A: rd29A-Promotor; ggpPS: ggpPS-Gen aus A. vinelandii; 35S: 35SPro-
motor aus CaMV; CaMV-Ter: 35S-Terminator aus CaMV; LB und RB: left und right border
der T-DNA; bar: BASTA®-Resistenzgen; hptll: Hygromycin-Phosphotransferase-Gen; rd29A-5'-
HindIII, rd29A-3’-BamHI: Primerkombination zur Amplifikation des rd29A-Promotors inklusive
zusitzlicher Schnittstellen; HindIIl, BamHI, EcoRV, Kpnl, Xbal: Schnittstellen der entsprechen-
den Restriktionsenzyme.
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Arabidopsis-Genom
rd29A-5°
_>

rd29A-3 ¢
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir die T-DNA-Region
des rd29A-GUS-Konstruktes. Das (-Glucoronidase-Gen unterliegt der Kontrolle des rd29A-
Promotors im Vektor pCambial305.1. rd29A: rd29A-Promotor; gus: 8-Glucoronidase-Gen; 35S:
35S-Promotor aus CaMV; CaMV-Ter: 35S-Terminator aus CaMV; LB und RB: left und right
border der T-DNA; hptll: Hygromycin-Phosphotransferase-Gen; rd29A-5’, rd29A-3’: Primer-
kombination zur Amplifikation des rd29A-Promotors; Sacl, Ncol: Schnittstellen der entspre-
chenden Restriktionsenzyme.

3.2 Optimierung des Transformationsprotokolls fiir die
Kartoffelsorte Albatros

Zusatzlich zur Erzeugung alternativer Konstrukte wurde an der Optimierung des Transformati-
onsprotokolls fiir die Kartoffelsorte Albatros gearbeitet. Anfangs wurden Transformationen der
35S-Konstrukte (siche Tabelle 3.1) nach dem Protokoll von Dietze et al. (1995) durchgefiihrt.

Da die ersten beiden Transformationen nur eine geringe Effizienz zeigten, wurden verschiedene
Modifikationen des Transformationsprotokolls nach Beaujean et al. (1998) beziiglich der verwen-
deten Pflanzenexplantate und der Medienzusétze getestet. Diese Untersuchungen resultierten in
einem optimierten Protokoll (Abb. 3.5), nach dem zunéchst statt der Blattstiicke hauptséch-
lich Sprossstiicke verwendet wurden, da sich in mehreren Transformationsversuchen nach dem
Transformationsprotokoll I zeigte, dass sich aus Sprossstiicken eine grofere Anzahl an Sprossen
regenerieren liefs als aus Blattstiicken. Diese hatten durch die Flexibilitat oftmals nicht iiber die
gesamte Oberflaiche Kontakt mit dem Induktionsmedium, wodurch sich die Callusbildung auf
kleine Bereiche des Explantates beschrankte und der Rest des Blattstiickes abstarb. Bei den
Sprossstiicken war dagegen iiber die gesamte Oberfliache die Bildung von Callusgewebe zu beob-
achten. Die Inkubation der Sprossstiicke erfolgte in MS-Fliissigmedium und Agrobakterien mit
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Inkubation in einer Kallusinduktion Sprossinduktion  Wurzelinduktion/ Erhaltung
Agrobakterienlésung

MS-Salze + Vitamine MS-Salze + Vitamine MS-Salze + Vitamine MS-Salze + Vitamine
Glucose Glucose Glucose Glucose
Agrobakterienkultur a-Naphthylessigsaure a-Naphthylessigsaure Indol-3-Essigsaure
Acetosyringon Benzylaminopurin Gibberellinsaure Cefotaxim

Cefotaxim Zeatinribosid (Kanamycin)
Sprosstlcke ! (Kanamycin) Cefotaxim Agar

Agar (Kanamycin)

Agar

Abbildung 3.5: Darstellung des optimierten Transformationsprotokolls; modifiziert nach Beau-
jean et al. (1998).

Acetosyringonzusatz. Acetosyringon ist ein Phenolderivat, das von verwundeten Pflanzenzellen
produziert wird und als Signalsubstanz die Expression der vir-Gene auf dem Ti-Plasmid von
A. tumefaciens induziert. Aufserdem wurde dem Wurzelinduktionsmedium nun zusétzlich das
Phytohormon Indol-3-essigsdure beigefiigt, welches als natiirliches Auxin das Wurzelwachstum
stimuliert. Die Anwendung des optimierten Protokolls (siehe Abschnitt 2.2) fithrte zu deutlich
mehr transgenen Regeneraten als die urspriingliche Methode und war damit sehr erfolgreich.

Ein Beispiel dafiir ist die Transformation der Sorte Albatros mit dem Konstrukt pGI10229-
B33-AF. Nach der Transformation wurden alle regenerierten Pflinzchen ohne Vorselektion auf
Erde umgesetzt und zwei Wochen unter Kontrollbedingungen kultiviert. Anschlieftend wurden
die Pflinzchen mit einer 0,1 %-igen BASTA® -Losung bespriiht. Drei bis vier Tage nach der Be-
handlung zeigten zunéchst alle Pflanzen Welkesymptome, wobei sich die vermutlich transgenen
Pflanzen anschliefiend wieder erholten und die Wildtypen abstarben (Abb. 3.6). Auf diese Weise
wurden aus 225 angezogenen Regeneraten 45 Pflanzen selektiert. In 35 dieser Linien war mittels
PCR das ggpPS-Gen aus A. vinelandii nachweisbar. Das entspricht einer Transformationsrate
von 15,6 % und einer Selektionsrate von 80 %. Dabei ist die Transformationsrate das Verhéltnis
von der Anzahl der transgenen zur Anzahl aller getesteten regenerierten Pflanzen. Dagegen ist
die Selektionsrate das Verhiltnis von transgenen Pflanzen zu den BASTA®-selektierten Rege-
neraten.
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Abbildung 3.6: Selektion von regenerierten Pflinzchen nach der Transformation des pGI10229-
B33-AF-Konstruktes in Albatros. Drei Wochen nach der Behandlung mit BASTA® sind die
sensitiven Regenerate abgestorben, die resistenten Pflanzen zeigen keine Beeintrachtigung des
Wachstums. Rote Pfeile markieren Wildtyp-Pflanzen, die als Negativ-Kontrolle mitgefiihrt
wurden.

Anzahl der Anzahl der Anzahl der GG-
Kartoffelsorte |Konstrukt Transformationen untersuchten Sprosse |bildenden Pflanzen
Albatros pLH-AF 1 40 21
pG0029-B33-AF 1 22 8
pGl10229-B33-AF 1 225 35
pGIll0179-B33-AF 0 0 0
pGl10229-rd29A-AF 1 0 0
pCambia-rd29A-AF 1 23 17
pCambia-rd29A-GUS 1 12 6

Tabelle 3.2: Zusammenfassung der Transformationsereignisse des pLH-AF-Konstruktes und der
B33- sowie rd29A-Promotor-Konstrukte in die Kartoffelsorte Albatros, die anhand des optimier-
ten Transformationsprotokolls II (Abschnitt 2.2) erreicht wurden.

In Tabelle 3.2 sind alle nach dem optimierten Transformationsprotokoll II durchgefiihrten
durchgefiihrten Transformationen zusammengefasst. Nach der Transformation der einzelnen
Konstrukte in die verschiedenen Kartoffelsorten wurden die daraus entstandenen Regenerate zu-
néchst beziiglich ihrer GG-Akkumulation analysiert. Erst danach wurde in GG-akkumulierenden
Pflanzen mittels PCR das Vorhandensein des ggpPS-Gens bestétigt. Pflanzen mit einer eventu-
ellen GG-Akkumulation unterhalb der Nachweisgrenze wurden sofort verworfen, da sie fiir diese
Arbeit nicht von Nutzen gewesen wéaren. Trotz wiederholter Transformationsversuche konnte in
keinem der untersuchten Regenerate der Kartoffelsorten Terrana und Pelikan GG nachgewiesen
werden. Mit sehr hoher Effizienz wurden ausschliefslich transgene Linien der Sorte Albatros (Al-
ba) mit pLH-AF, allen B33- und rd29A-Konstukten selektiert. In einem Gewéchshausversuch
(Daten nicht gezeigt) konnte in keiner der Alba-B33-Linien GG nachgewiesen werden, so dass
diese Linien von weiteren Versuchen ausgeschlossen wurden und der Fokus der Untersuchungen
auf den Alba-AF- (pLH-AF) und Alba-rd29A-AF- (pCambia-rd29A-AF) Linien lag.
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3.3 Expression des ggpPS-Gens unter der Kontrolle des
355-Promotors

Ausgehend von den Voruntersuchungen am Modellorganismus A. thaliana (Kldhn et al., 2009)
wurde fiir diese Untersuchungen ebenfalls das pLH-AF-Konstrukt verwendet, welches das g¢g-
pPS-Gen unter der Kontrolle des 35S-Promotors beinhaltet (siche Abschnitt 2.1). Vor den eige-
nen Arbeiten wurde bereits eine erste Transformation dieses Konstruktes in die Kartoffelsorten
Albatros und Terrana durch Dr. Stephan Kldhn nach dem Transformationsprotokoll I (siehe
Abschnitt 2.2) vorgenommen.

3.3.1 Selektion der transgenen Linien

Vermutlich transgene Linien wurden durch Anzucht der regenerierten Pflanzen auf Kanamycin-
haltigem Medium vorselektiert. Die weitere Selektion der transgenen Linien erfolgte zum einen
mit Hilfe der Gaschromatografie und zum anderen iiber den Nachweis des ggpPS-Gens durch
PCR.

Fiir die gaschromatografische Analyse wurden Blattproben der in vitro-Pflanzchen untersucht.
Das Chromatogramm in Abbildung 3.7 zeigt das Ergebnis einer gaschromatografischen Analyse
am Beispiel einer transgenen Linie im Vergleich zum Wildtyp und einer reinen GG-Probe, die
einen deutlichen Peak bei einer Retentionszeit vin 10,3 min zeigt.

Auf diese Weise konnten 15 transgene Kartoffellinien der Sorte Albatros mit durch PCR nach-
weisbarem pLH-AF-Konstrukt und detektierbarer GG-Akkumulation von 0,016 - 0,79 pmol/g
Frischmasse (FM) selektiert werden, die die Bezeichnungen Alba-AF1 bis Alba-AF15 erhielten
(Abb. 3.8a).

Diese GG-Mengen in den Alba-AF-Linien lagen bereits deutlich {iber den Werten, die mittels
Transformation des ggpS-Gens aus dem Cyanobakterium Synechocystis in die Kartoffelsorte
Désirée in den Vorversuchen erzielt wurden (siehe Abschnitt 1.4).

Die Kultivierung der Albatros-Regenrate erfolgte auf Saccharose-haltigem MS-Medium. Die
Vorversuche mit A. thaliana hatten jedoch gezeigt, dass die GG-Akkumulation durch Saccharose
im MS-Medium vermindert wird. Dieser Zusammenhang konnte auch bei Kartoffelpflanzen ge-
geben sein. Aus diesem Grund wurden jeweils drei Pflanzen aller transgenen Alba-AF-Linien auf
Erde umgesetzt, um zu einem spéteren Entwicklungsstadium eine weitere gaschromatografische
Analyse eines jungen und eines alten Blattes jeder Pflanze durchzufithren. Die Anderung der
Anzuchtbedingungen fiihrte mit bis zu 5,5 pmol GG/g FM im jungen Blatt von Einzelpflanzen
zu einer etwa siebenfachen Steigerung der GG-Gehalte im Vergleich zur in vitro-Kultivierung
(Abb. 3.8b). Dabei fiel auf, dass in den hier untersuchten Albatros-Linien eine héhere GG-
Akkumulation in den jungen Blattern im Vergleich zu den alten Blédttern nachweisbar war.
Diese stark schwankenden GG-Gehalte in verschieden alten Bléttern einer Linie erkldaren die
Standardabweichungen der Mittelwerte.

Um die Auswirkung der GG-Akkumulation auf das Wachstum und die Stresstoleranz von
Kartoffeln untersuchen zu kénnen, wurden vier transgene Linien fiir weitere Versuche ausgewéhlt.
Es wurden drei Linien selektiert, die in den Vorversuchen eine hohe GG-Akkumulation aufwiesen
(Alba-AF1, -8 bzw. -9) und eine Linie mit schwacher (Alba-AF11) GG-Synthese. In diesen
vier Linien konnten im Mittelwert GG-Mengen von 0,5 - 2,71 umol/g FM detektiert werden.
Der Transgennachweis wurde mittels PCR mit den Primerkombinationen AF-PCR S/A fiir das
ggpPS-Gen und Kan S/A fiir das nptII-Gen gefithrt (Abb. 3.9).
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Abbildung 3.7: Gaschromatografie als Methode zum Nachweis von GG in transgenen Pflanzen-
extrakten. Ausschnitt aus dem Chromatogramm (a) einer reinen GG-Probe; des Blattextraktes
einer (b) Albatros-Wildtyppflanze und (c) transgenen Pflanze der Linie Alba-AF1. Die Retenti-
onszeit von GG liegt bei 10,3 min. Sorbitol wurde als interner Standard zugesetzt.
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Abbildung 3.8: GG-Gehalte in Blattern der 15 transgenen Linien im Vergleich zum Wildtyp.
Die Proben stammten von (a) steril angezogenen Pflanzen auf Saccharose-haltigem MS-Medium
bzw. (b) auf Erde angezogenen Pflanzen.

(a)
pCambia-rd29A-ggpPS

I_pKan-S
—| LB H nptll

Kan-A 4J AF-PCR-A
623 bp 852 bp
(b) (c)
Linie Alba-AF Linie Alba-AF
ST 1 8 9 11 WT pLH-AF ST 1 8 9 11  WT pLH-AF
[~ At
iy T
[ )
947bp _
€31 bp— - s s GO
564 bp — D G S G Lo

8gpPS-Primer nptll-Primer

Abbildung 3.9: Untersuchung des Genotyps der transgenen Alba-AF-Linien durch Transgen-
nachweis mittels PCR. (a) Schematische Darstellung der Primerbindestellen innerhalb des pLH-
AF-Konstruktes; (c) Nachweis des ggpPS-Gens mit der Primerkombination AF-PCR S/A und
(b) des nptlI-Gens mit der Primerkombination Kan S/A in den Linien Alba-AF1, 8 9 und 11.
Die Albatros Wildtyplinie und das transformierte Plasmid pLH-AF dienten als Negativ- bzw.
Positiv-Kontrolle.
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3.3.2 Stressversuche im Gewachshaus

In vier unabhéngigen Gewéchshausversuchen wurden Pflanzen der transgenen Linien Alba-AF1,
Alba-AF8, Alba-AF9 und Alba-AF11 im Vergleich zum Albatros-Wildtyp unter Kontroll-, Salz-
und Trockenstressbedingungen kultiviert und beziiglich des Sprosswachstums, Knollenertrages
und der GG-Akkumulation untersucht. Fiir jede der Kultivierungsbedingungen wurden 5 bzw. 10
Einzelpflanzen pro transgener Linie auf Erde umgesetzt, nachdem sie in vitro bis zu einer Grofe
von etwa 10 cm angezogen wurden. Danach wurden sie bei 16 Stunden Licht und 8 Stunden
Dunkelheit im Gewéchshaus kultiviert. Die Anordnung der Pflanzen erfolgte nach einem zuvor
aufgestellten Randomisierungsplan, um Positionseffekte auszuschliefen.

3.3.2.1 Ablauf der Stressversuche

In Abbildung 3.10 ist der Verlauf eines der durchgefiihrten Gewéachshausversuche beispielhaft
dargestellt. Zunachst wurden alle Pflanzen vier Wochen lang im Abstand von zwei Tagen auto-
matisch 10 bis 15 Minuten bewéssert, um ihnen die Anpassung an die Gewéchshausbedingungen
zu ermoglichen. Am Ende dieser Phase erfolgte die erste Probennahme. Von jeder Einzelpflan-
ze der finf Linien wurde jeweils ein junges und ein altes Blatt (Blatt 3 und Blatt 7 von der
Sprossspitze abwérts) beprobt. Aus diesen Blattstiicken wurden niedermolekulare Substanzen
extrahiert, um mittels Gaschromatografie den GG-Gehalt in den Blattern verschiedener Ent-
wicklungsstadien vor der Stressphase zu bestimmen.

Anschliefsend wurden die Pflanzen bis zum Abreifen unter Kontroll-, Salz- bzw. Trockenstress-
bedingungen weiter kultiviert. Das bedeutete, dass die Kontrollpflanzen nach Bedarf mit einer
bestimmten Wassermenge gegossen wurden, wogegen die Pflanzen unter Trockenstress etwa 50 %
dieser Menge erhielten. Die Pflanzen des Salzstressversuches wurden mit NaCl-haltigem Giess-
wasser gegossen, sodass jeder Topf am Ende des Versuches 26 g NaCl enthielt. Nach sieben
Wochen der Stressphase erfolgte die zweite Probennahme eines neuen und eines alten Blattes,
um die GG-Akkumulation unter Stressbedingungen untersuchen zu kénnen.

Nach dem Abreifen wurden die Knollen geerntet und der Ertrag jeder einzelnen Pflanze ermit-
telt. Auch die Knollen wurden fiir eine GC-Analyse beprobt, um den GG-Gehalt zu bestimmen.
Aufterdem sollte im Rahmen der Versuche der Einfluss von Stress und GG-Akkumulation auf den
Qualitdtsparameter Lagerungsschwund untersucht werden. Darunter versteht man den Masse-
verlust der Knolle durch Wasserabgabe aufgrund von Respirations- und Transpirationsvorgangen
wahrend der Lagerung. Um die Lagerungseigenschaften der transgenen Knollen untersuchen zu
kénnen, wurden diese nach der Ernte bei 4° C im Dunkeln aufbewahrt und nach sieben Monaten
der Gewichtsverlust bestimmt.

Zusétzlich zu diesen Untersuchungen wurde einmal pro Woche die Sprossliange der Pflanzen
gemessen, um mogliche Wachstumsunterschiede zwischen den einzelnen Linien bei unterschiedli-
chen Kulturbedingungen iiber den gesamten Versuchszeitraum und im Besonderen wiahrend der
Stressphase zu erfassen.

3.3.2.2 Ergebnisse der Stressversuche

3.3.2.2.1 Sprosslangenwachstum

Kontrolle Bei den Kontrollpflanzen war ein kontinuierliches Wachstum zu beobachten, wobei
sie ihr Sprossléngenmaximum zwischen 56 und 67 cm etwa zehn Wochen nach Versuchsbeginn
erreichten. Schon unter Kontrollbedingungen zeigten die transgenen Linien, mit Ausnahme von
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Abbildung 3.10: Verlauf der Gewéchshausversuche; jeweils fiinf bzw. zehn Pflanzen von vier
transgenen Linien wurden unter Kontroll- oder Stressbedingungen im Vergleich zum Wildtyp
kultiviert und bzgl. des Wachstums, der GG-Akkumulation und des Knollenertrages untersucht.

Alba-AF11, die unter den transgenen Pflanzen mit durchschnittlich 0,5 pmol/g FM die gerings-
ten GG-Mengen akkumulierte, ein grofseres Sprosswachtum als der Wildtyp (Abb. 3.11a). Der
Sprosslangenzuwachs der Pflanzen dieser Linien wahrend der Stressphase unterschied sich bis
auf Linie Alba-AF1 jedoch nicht signifikant vom Wildtyp (Abb. 3.11d).

Salzstress Grundsétzlich war das Wachstum der Pflanzen aller untersuchten Linien unter
Salzstressbedingungen geringer als unter Kontrollbedingungen (Abb. 3.11b). Die Pflanzen er-
reichten das Maximum ihrer Sprosslénge schon nach etwa sieben bis acht Wochen. Nach vier
Wochen im Gewiéchshaus, mit dem Beginn der Stressphase, zeichnete sich auch unter Salzstress-
bedingungen ab, dass die transgenen Pflanzen ein grofleres Sprosswachstum aufweisen als die
Wildtyp-Pflanzen (Abb. 3.11e). In allen vier Gewédchshausversuchen bestétigte sich, dass Pflan-
zen der Linien Alba-AF1, 8 und 9 ein zum Teil signifikant erhohtes Sprossldngenwachstum im
Vergleich zum Wildtyp und der Linie Alba-AF11 besafen.

Trockenstress Trockenstress wirkte sich generell ebenfalls hemmend auf das Wachstum aller
untersuchten Linien im Vergleich zu den unter Kontrollbedingungen gewachsenen Pflanzen aus
(Abb. 3.11c). Bis auf Linie Alba-AF11, die sich diesbeziiglich nicht vom Wildtyp unterschied,
wiesen die transgenen Linien Alba-AF1, 8 und 9 einen signifikant erhchten Sprosslangenzuwachs,
insbesondere wihrend der Trockenstressphase, auf (Abb. 3.11f).
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Abbildung 3.11: Untersuchung zum Wachstum von Wildtyp- und transgenen Pflanzen im Ge-
wéachshaus unter Kontroll- (links), Salzstress- (Mitte) und Trockenstressbedingungen (rechts).
(a)-(c): Sprossldngenwachstum iiber den Verlauf des gesamten Versuches; (d)-(f): Sprosslén-
genzuwachs wihrend der Stressphase; (g)-(i): Abbildung von Einzelpflanzen zweier transgener
Linien im Vergleich zur Wildtyp-Linie.

3.3.2.2.2 Ertrag und Lagerfihigkeit der Knollen

Kontrolle Das gesteigerte Sprosswachstum der transgenen Linien wirkte sich nicht auf den Er-
trag der Pflanzen aus (Abb. 3.12). Der Ertrag setzt sich hier aus der Knollenanzahl (Abb. 3.12a-c)
und der Knollenmasse (Abb. 3.12d-f) pro Pflanze zusammen. Wie schon beim Sprosswachstum,
wurde auch beim Ertrag kein Unterschied zwischen der Linie Alba-AF11 und dem Wildtyp
nachgewiesen. Trotz des erhohten Sprosswachstums der anderen transgenen Pflanzen, z.B. Linie
Alba-AF1, konnte keine Zunahme der Knollenanzahl oder -masse im Vergleich zu den Wildtyp-
Pflanzen festgestellt werden. In dem hier dargestellten Gewéchshausversuch wiesen lediglich die
Pflanzen der Linie Alba-AF8 bei Anzucht unter Kontrollbedingungen einen leicht verbesserten
Knollenansatz auf, der auch zu einer etwas erhohten Knollenmasse bezogen auf den Wildtyp
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Abbildung 3.12: Untersuchungen zum Ertrag und Lagerungsschwund von Wildtyp- und trans-
genen Pflanzen aus dem Kontroll- (links), Salzstress- (Mitte) und Trockenstressversuch (rechts).
(a—c): Knollenanzahl pro Pflanze; (d-f): Knollenmasse pro Pflanze; (g-i): Prozentualer Gewichts-
verlust der Knollen nach sieben Monaten Lagerung bei 4° C im Dunkeln.

fithrte. In allen vier Gewéachshausversuchen wiesen Pflanzen der transgenen Linien Alba-AF1,
8 und 9 einen erhohten Knollenansatz auf, wogegen sich die Knollenmasse nicht von der der
Wiltyp-Pflanzen unterschied bzw. sogar geringer war.

Neben der Knollenanzahl und -masse war auch der prozentuale Gewichtsverlust nach einer
Lagerungszeit von sieben Monaten bei 4° C bei Linie Alba-AF8 im Vergleich zu allen anderen
Linien leicht erhoht (Abb. 3.12g). Dariiber hinaus waren zwischen den Linien keine signifikanten
Differenzen feststellbar.

Salzstress Generell zeigte sich, dass sowohl die Knollenanzahl als auch die Knollenmasse pro
Pflanze um 50 bis 75 % unter Salzstressbedingungen im Vergleich zu den Kontrollbedingungen
verringert war. Die Linie Alba-AF9 besals einen signifikant erhohten Knollenansatz, unterschied
sich beziiglich der Knollenmasse jedoch nicht von den anderen untersuchten Linien. Ansonsten
liefen sich die Ergebnisse des Kontrollversuches auf den Salzstressversuch iibertragen.
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@ (b)

Wildtyp AIba-AFi
Abbildung 3.13: Vergleich der Knollenform der transgenen Linie Alba-AF1 (b) mit dem
Albatros-Wildtyp (a).

Nach siebenmonatiger Lagerung bei 4° C wiesen die Knollen aller salzgestressten Linien Ge-
wichtsverluste auf, die um 0,3 bis 5,7 % groker waren als bei Knollen des Kontrollversuches
(Abb. 3.12h). Die Gewichtsverluste der Knollen transgener Linien waren verglichen mit den
Knollen der Wildtyp-Pflanzen signifikant erhoht.

Trockenstress Die Ertragsermittlungen resultierten in einem &hnlichen Ergebnis wie nach
Salzstress. Trockengestresste Pflanzen zeigten generell sowohl bei Knollenanzahl als auch Knol-
lenmasse geringere Werte als unter Kontrollbedingungen. Die transgenen Linien wiesen einen
tendenziell erhohten Knollenansatz auf, der sich wiederum nicht positiv auf die Knollenmasse
auswirkte (Abb. 3.12¢, f).

Wie bei den Untersuchungen zum Salzstress hatten auch die Knollen trockengestresster Pflan-
zen einen deutlich hoheren Masseverlust als die Knollen aus dem Kontrollversuch. (Abb. 3.12i).
Kartoffelknollen aus dem Trockenstressversuch wiesen einen um 2,7 bis 13,1 % groferen Schwund
auf, der auch hoher als bei den Knollen von salzgestressten Pflanzen war. Einige der transgenen
Linien besafsen zwar tendenziell niedrigere Masseverluste als der Wildtyp, jedoch waren diese
Unterschiede nicht signifikant.

Zusétzlich zu den quantitativen Beobachtungen fielen die Knollen der Linie Alba-AF1 durch
ihre ldngliche Form auf. Diese von der typischen Knollenform der Sorte Albatros abweiche Form
wurde sowohl unter Kontroll- als auch Stressbedingungen beobachtet (Abb. 3.13).

3.3.2.2.3 Gaschromatografische Analyse Vor Beginn der Stressphase wurde in allen Pflan-
zen durch gaschromatografische Analyse der Gehalt an GG und anderen niedermolekularen
Verbindungen bestimmt (Abb. 3.14). Wie schon die vorhergehenden Versuche gezeigt haben,
bestétigte sich auch in diesen Untersuchungen, dass in den jungen Blédttern eine deutlich héhe-
re GG-Akkumulation vorliegt als in den alten Blédttern. Deshalb bezieht sich die Auswertung
ausschlieflich auf die Proben der jungen Blétter.

In diesen Proben wurden deutlich hohere GG-Mengen in den transgenen Linien im Vergleich zu
den Voruntersuchungen gefunden. Teilweise betrug der Anstieg mehr als das Vierfache. In jungen
Blattern einzelner Pflanzen konnten bis zu 19,2 pmol/g FM detektiert werden. Die relative
Akkumulation der transgenen Linien blieb jedoch unveréndert. In den Linien Alba-AF1, 8 und
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Abbildung 3.14: Akkumulation ausgewéhlter niedermolekularer Verbindungen in jungen Bléat-
tern verschiedener Kartoffellinien vor Stressbeginn.

9 war mit durchschnittlich 12,9 gmol/g FM, 11,9 ymol/g FM und 10,9 gmol/g FM sehr viel GG
nachweisbar. Dagegen reicherten Blétter der Linie Alba-AF11 mit 1 gmol/g FM kaum GG an.

Die Saccharose-Gehalte in jungen Blattern aller drei transgener Linien waren signifikant ge-
ringer als der Saccharose-Gehalt im Wildtyp. Auch die Fructose- und Glucose-Werte nahmen
gegeniiber dem Wiltyp ab. Prolin wurde als mogliches natiirliches compatible solute von S. tube-
rosum ebenfalls in die Untersuchungen einbezogen. Vor der Stressphase konnte kein Unterschied
in der Prolinmenge zwischen den transgenen Linien und dem Wildtyp gefunden werden.

Kontrolle Die Auswertung der zweiten GC-Analyse von Extrakten aus jungen Bléttern, die
sieben Wochen nach Beginn der Stressphase durchgefiihrt wurde, zeigte einen deutlichen Abfall
der GG-Werte in den transgenen Linien. In allen Proben war GG lediglich in Spuren nachweis-
bar (Abb. 3.15a). Gegeniiber der ersten Probenahme blieb das Niveau des Saccharose-Gehaltes
anndhernd unveréndert, wobei in den Pflanzen des Wildtyps ein leicht verminderter Saccharose-
gehalt unter Kontrollbedingungen gemessen wurde, wiahrend die Blatter aller transgenen Linien
signifikant hohere Werte als der Wildtyp aufwiesen.

Prolin war ebenfalls nur noch in geringen Mengen detektierbar, wogegen die Fructose- und
Glucose-Werte nahezu konstant blieben. Zwischen den verschieden Linien wurden kaum Unter-
schiede festgestellt.

Salzstress Die starke Abnahme im GG-Gehalt war auch unter Salzstressbedingungen zu be-
obachten. Dagegen stiegen die Saccharose-Werte verglichen mit den Werten der Analyse vor der
Stressphase auf bis zu durchschnittlich 7,6 umol/g FM in den transgenen Linien an, die sich da-
mit signifikant vom Wildtyp unterschieden, in dem die Werte nur etwa 4 pmol/g FM erreichten
(Abb. 3.15Db).

Neben Saccharose stieg auch der Prolingehalt in salzgestressten Pflanzen an, wihrend die
l6slichen Zucker Fructose und Glucose im Vergleich zu den Kontrollbedingungen abnahmen. Bei
diesen Stoffen wurde, bis auf den Glucose-Gehalt der Linie Alba-AF1 und den Prolin-Gehalt der
Linie Alba-AFS, jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den transgenen Linien und dem
Wildtyp detektiert.
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Abbildung 3.15: Akkumulation ausgewéhlter niedermolekularer Verbindungen in jungen Blat-
tern verschiedener Kartoffellinien sieben Wochen nach Stressbeginn unter (a) Kontroll-, (b)
Salzstress- und (c) Trockenstressbedingungen.

Trockenstressversuch  Wie im Kontroll- und Salzstressversuch war die GG Akkumulation
auch unter Trockenstressbedingungen extrem verringert. Dagegen zeigten alle transgenen Linien
einen relativ geringen Anstieg der Saccharose-Mengen im Vergleich zu den Kontrollbedingungen.
Der Sacccharose-Gehalt der Wildtyp-Pflanzen blieb unverdndert. Zudem gab es bis auf Linie
Alba-AF1, die einen etwas hoheren Saccharose-Gehalt aufwies als der Wildtyp, zwischen den
einzelnen Linien keine signifikanten Differenzen (Abb. 3.15¢).

Auch fiir die weiteren untersuchten Kohlenhydrate Fructose und Glucose ergab sich in der
Auswertung ein dhnliches Bild wie fiir Saccharose. Die Werte des Wildtyps sowie der meisten
transgenen Linien blieben im Vergleich zu den Kontrollpflanzen nahezu unverdndert. Nur die
Linie Alba-AF1 zeigte nach der Trockenstressphase einen signifikant hoheren Glucose-Gehalt.
Der Gehalt an Prolin sank in allen Pflanzen auf unter 1 gmol/g FM ab, wobei ausschlieflich der
Wert der Linie Alba-AF11 minimal gegeniiber dem Wildtyp erhéht war.

In den Knollen der transgenen Pflanzen konnte weder unter Kontroll- noch unter Stressbedin-
gungen GG nachgewiesen werden.

3.3.3 Untersuchungen zur GG-Akkumulation in den transgenen
Pflanzen

In allen bisherigen Versuchen war die Anreicherung in den jungen Blédttern deutlich héher als
in Blattern aus einem alteren Entwicklungsstadium. Weiterhin wurden unabhéngig von den
Kulturbedingungen auch in jungen Bléttern mit steigendem Pflanzenalter abnehmende GG-
Mengen bis nahe der Nachweisgrenze detektiert. Nicht nur in den Bléttern ungleichen Alters
auch in anderen Pflanzenteilen gab es variierende Ergebnisse. In Stolonen vieler Pflanzen traten
unterschiedlich groffe Mengen an GG auf, wahrend in den reifen Knollen kein GG nachgeweisbar
war. Um die entwicklungs-, zeit- und organabhéngige GG-Akkumulation genauer zu betrachten,
wurden jeweils fiinf Pflanzen der drei zuvor untersuchten transgenen Albatros-Linien Alba-AF1,
8 und 9 vergleichend iiber einen Zeitraum von vier Wochen untersucht.
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3.3.3.1 GG-Akkumulation in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium des Blattes

Auch in diesem Versuch wurden nach vier Wochen Kultivierung unter Kontrollbedingungen mit
durchschnittlich 8,6 bis 12,6 pmol/g FM im jiingsten Blatt (Blatt a) der transgenen Linien
die hochsten GG-Mengen nachgewiesen (Abb. 3.16a). In Blatt b konnten noch &hnlich hohe
GG-Gehalte detektiert werden. Ab Blatt ¢ jedoch sanken die GG-Werte kontinuierlich ab. Im
dltesten Blatt mit dem hochsten Entwicklungsstadium (Blatt g) waren in allen drei transgenen
Linien mit durchschnittlich 1 bis 2,8 pmol/g FM nur noch GG-Spuren messbar.

Dagegen stieg der Saccharose-Gehalt von unter 1 pmol/g FM im jiingsten Blatt in allen
transgenen Linien leicht auf 1,5 bis 2,3 ymol/g FM im Blatt g an, wihrend die altesten Blétter
der Wildtyp-Pflanzen etwa 4 pmol/g FM enthielten (Abb. 3.16b).

3.3.3.2 GG-Akkumulation in Abhangigkeit von der Zeit der Kultivierung

Neben der entwicklungsabhingigen GG-Akkumulation in den Blattern schien die Anreicherung
von GG zusétzlich vom Alter der gesamten Pflanze bzw. von der Zeit der Kultivierung der
Pflanze abhéngig zu sein. Deshalb wurde zusétzlich im Abstand von einer Woche ausschliefslich
das jiingste Blatt beprobt. Zu Beginn dieses Versuches (nach vier Wochen Wachstum) war der
GG-Gehalt im Blatt a relativ hoch. Eine Woche spéter erreichten der Werte in allen transgenen
Linien ihr Maximum von durchschnittlich 12,2 bis 13,4 pmol/g FM. Jedoch nahmen von diesem
Zeitpunkt an auch in den jungen Bléattern die GG-Gehalte extrem ab, sodass drei Wochen nach
der ersten Probenahme lediglich 1,6 bis 5,8 pmol GG/g FM detektiert wurden (Abb. 3.17a).

Parallel zur Abnahme der GG-Akkumulation kam es mit der Zeit zwar zu einer Zunahme des
Saccharose-Gehaltes in den jungen Bléattern aller Linien, die jedoch geringer ausfiel als in den
Bléttern mit zunehmendem Alter (Abb. 3.17b).

3.3.3.3 GG-Akkumulation in den Stolonen

Da in den reifen Knollen der transgenen Pflanzen bisher kein GG nachgewiesen werden konnte,
wurden auch die Stolone mittels GC-Analyse untersucht (Abb. 3.18), die nach etwa sechs Wochen
Kultivierung unter Kontrollbedingungen sichtbar wurden. So erfolgte eine Woche spéter die
Beprobung der jungen Stolone an allen Pflanzen. Darin wurden durchschnittliche GG-Gehalte
von 5 bis 8 umol/g FM detektiert. Eine Woche spéater konnten nahezu unveréndert hohe Werte
gemessen werden, wobei in Stolonen der Linie Alba-AF1 sogar noch eine Steigerung der GG-
Menge auf bis zu 14,5 umol/g FM zu beobachten war. Die zu diesem Zeitpunkt ermittelten
GG-Mengen entsprachen etwa dem Maximalwert im jungen Blatt nach fiinf bis sechs Wochen
Anzucht.

3.3.3.4 GG-Akkumulation in der M2-Generation der transgenen Linien

Bisher wurden die transgenen Pflanzen fiir die Versuche immer aus der Gewebekultur der M1-
Generation angezogen. Um zu {iberpriifen, ob auch bei Anzucht aus Knollen in den untersuchten
transgenen Linien GG nachweisbar ist, wurden je fiinf Knollen, die von Pflanzen des Wildtyps
und der transgenen Linie Alba-AF1 aus dem Kontrollversuch stammten, nach einer Lagerungs-
zeit von sechs Monaten ausgepflanzt und sechs Wochen bis zur Probenahme der jungen Blatter
unter Kontrollbedingungen kultiviert. Am Beispiel der Linien Alba-AF1 und 11 ist zu erkennen,
dass die GG-Akkumulation in diesen Pflanzen unverédndert bleibt (Abb. 3.19).
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Abbildung 3.16: Akkumulation von (a) GG und (b) Saccharose in Abhéngigkeit vom Entwick-
lungsstadium des Blattes.
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Abbildung 3.17: Akkumulation von (a) GG und (b) Saccharose in jungen Bléttern in Abhéngig-
keit von der Kultivierungszeit.
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Abbildung 3.18: Akkumulation von (a) GG und (b) Saccharose in den Stolonen nach sieben
Wochen Wachstum.
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Abbildung 3.19: GG-Akkumulation in jungen Blattern der M2-Generation der transgenen Linien
Alba-AF1 und 11 und dem Wildtyp.

3.4 Expression des ggpPS-Gens unter der Kontrolle des
rd29A-Promotors

Die unter Abschnitt 3.1 beschriebenen Konstrukte pCambia-rd29A-AF und pCambia-rd29A-
GUS wurden mittels des optimierten Protokolls in die Kartoffelsorte Albatros transformiert.
Anschlieftend sollten in einem Gewéchshausversuch transgene Kartoffellinien mit konstitutiver
und salzregulierter ggpPS-Expression verglichen werden.

3.4.1 Selektion der transgenen Linien

Die Selektion der transgenen Linien erfolgte auf Hygromycin-haltigem MS-Medium. Mit Hilfe
des optimierten Transformationsprotokolls konnten aus der Transformation des pCambia-rd29A-
GUS-Konstruktes 12 Pflanzen und aus der Transformation des pCambia-rd29A-AF-Konstruktes
23 Pflanzen regeneriert werden, die mittels PCR auf die Anwesenheit des rd29A-Promotors bzw.
des rd29A-Promotors in Verbindung mit dem ggpPS-Gen sowie des Hygromycin-Resistenzgens
untersucht wurden. Dabei wurden 6 Transgen-positive pCambia-rd29A-GUS Linien und 17
Transgen-positive pCambia-rd29A-AF Linien selektiert, was einer Selektionsrate von 50 bzw.
73 % entspricht. Von diesen transgenen Pflanzen wurden daraufhin 2 pCambia-rd29A-GUS-
Linien (Alba-rd29A-GUSI und 2) und 3 pCambia-rd29A-AF-Linien (Alba-rd29A-AF5, 9 und
16) mit Hilfe des unter Abschnitt 2.2 beschriebenen Protokolls bei der Firma NORIKA von
Bakterien befreit und vermehrt, um sie im Gewéchshaus untersuchen zu kénnen (Abb. 3.20).

3.4.2 Stressversuch im Gewachshaus

In diesem Versuch wurden die drei transgenen Linien Alba-rd29A-AF5, 9 und 16, deren gg-
pPS-Gen unter der Kontrolle des rd29A-Promotors steht mit der transgenen Alba-AF1-Linie
mit dem ggpPS-Gen unter der Kontrolle des 35S-Promotors sowie dem Wildtyp verglichen. Zu-
séitzlich wurde die Linie Alba-rd29A-GUSI1 einbezogen. Da die Untersuchungsergebnisse zu den
Stressversuchen mit den Alba-AF-Linien (siche Abschnitt 3.3) im Gewéchshaus keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen der Kultivierung unter Trocken- und Salzstressbedingungen gezeigt
haben, beschrénkte sich dieser Versuch auf die Anzucht von jeweils 5 Pflanzen pro Linie bei
16 Stunden Licht und 8 Stunden Dunkelheit unter Kontroll- und Salzstressbedingungen. Auch
in diesem Versuch wurden die Pflanzen anhand eines Randomisierungsplans angeordnet und
beziiglich des Sprosswachstums, Knollenertrages und der GG-Akkumulation untersucht.
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Abbildung 3.20: Untersuchung des Genotyps der transgenen Linien Alba-rd29A-AF (a-c)
und Alba-rd29A-GUS (d-f) durch Transgennachweis mittels PCR. Schematische Darstel-
lung der Primerbindestellen innerhalb des (a) pCambia-rd29A-AF-Konstruktes bzw. des
(d) pCambia-rd29A-GUS-Konstruktes. Nachweis des ggpPS-Gens mit der Primerkombination
rd29A-5"/AFggpPS-3’ fig:Rd29A:Transgennachweis:ggpPS bzw. des rd29A-Promotors mit der
Primerkombination rd29A-5’/rd29A-3’ (e). Nachweis des hpt/I-Gens mit der Primerkombinati-
on hptIl S/A in den Linien Alba AF1, 8, 9 und 11 bzw. Alba-rd29A-GUSI (¢, f). Die Albatros
Wildtyplinie und die transformierten Plasmide pCambia-rd29A-AF bzw. pCambia-rd29A-GUS
dienten als Negativ- bzw. Positiv-Kontrolle.
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3.4 Expression des ggpPS-Gens unter der Kontrolle des rd29A-Promotors

3.4.2.1 Ablauf des Stressversuches

Dieser Versuch verlief mit geringen Anderungen analog zu den zuvor unter Abschnitt 3.3.2 be-
schriebenen Gewéchshausversuchen, um eine Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten. Alle Pflanzen
wurden zunéchst fiinf Wochen lang im Abstand von zwei Tagen automatisch 10 bis 15 Minuten
bewéssert. Am Ende dieser Phase erfolgte die erste Probenahme, um die GG-Akkumulation
mittels Gaschromatografie unter Kontrollbedingungen und zu einem Zeitpunkt zu ermitteln, zu
dem in Alba-AF-Pflanzen hohe GG-Werte nachgewiesen werden konnten. Von jeder Einzelpflan-
ze wurde zunéchst lediglich ein junges (Blatt 3) beprobt, da aufgrund der Salzinduzierbarkeit
des rd29A-Promotors zu diesem Zeitpunkt weder im jungen noch im alten Blatt GG nachweisbar
sein sollte. Wahrend der anschlieffenden Stressphase wurden die Pflanzen des Kontrollversuches
weiter nach Bedarf mit Leitungswasser gegossen, die Pflanzen des Salzstressversuches dagegen
mit NaCl-haltigem Giesswasser. Eine Woche nach Beginn dieser Phase erfolgte die zweite Pro-
bennahme fiir die gaschromatografische Analyse, die neben der Beprobung des jungen Blattes
auch die des alten Blattes (7. Blatt) einbezog. Im Abstand von jeweils zwei Wochen wurden zwei
weitere Probennahmen durchgefiihrt, bei denen sowohl Blattproben (3. und 7. Blatt) als auch
Proben von den Stolonen genommen wurden. Die Pflanzen des Salzstressversuches wurden bis
zum Abreifen mit 100 mM NaCl-Losung gegossen, sodass zum Zeitpunkt der Ernte jeder Topf
etwa 31 g NaCl enthielt.

Nach insgesamt zwolf Wochen der Kultivierung erfolgte zunéchst die Ernte der Kontrollpflan-
zen. Die Knollenernte der salzgestressten Pflanzen fand aufgrund des ldngeren Abreifens eine
Woche spéter statt. Dabei wurden wiederum die Anzahl der Knollen sowie die Knollenmasse
jeder einzelnen Pflanze ermittelt und Knollenproben fiir die GC-Analyse genommen, um den
GG-Gehalt zu bestimmen und die Knollen danach bei 4° C im Dunkeln zu lagern.

Auch in diesem Versuch wurde einmal wochentlich die Sprosslédnge der Pflanzen gemessen, um
eventuelle Wachstumsunterschiede zwischen den einzelnen Linien und den Kulturbedingungen
zu erfassen.

3.4.2.2 Ergebnisse des Stressversuches

3.4.2.2.1 Sprosslangenwachstum Verglichen mit den Pflanzen, die unter Kontrollbedingun-
gen kultiviert worden sind, war das Wachstum aller Pflanzen unter Salzstressbedingungen wie-
derum reduziert (Abb. 3.21a, b). Wahrend die Kontrollpflanzen nach etwa zehn Wochen zwi-
schen 58 und 70 cm groft waren, erreichten die salzgestressten Pflanzen mit einer Lénge von
40 - 50 cm ihr Sprossldngenmaximum bereits nach etwa acht Wochen. Dabei zeigten die trans-
genen Linien sowohl unter Kontroll- als auch unter Stressbedingungen einen teilweise signifikant
hoheren Sprosslangenzuwachs innerhalb der Stressphase als der Wildtyp und die Linie Alba-AF1
(Abb. 3.21c, d). Am Beispiel der gezeigten Einzelpflanzen der transgenen Linien Alba-rd29A-
AF5 und 9 ist der Grofenunterschied zum Wildtyp deutlich zu erkennen (Abb. 3.21e, f).

3.4.2.2.2 Ertrag und Lagerfihigkeit der Knollen Beziiglich des Knollenansatzes waren un-
ter Kontrollbedingungen keine signifikanten Unterschiede zwischen den transgenen Linien und
dem Wildtyp zu beobachten (Abb. 3.22a). Obwohl die Linien Alba-AF1 und Alba-rd29A-AF5
und 9 eine tendenziell leicht erhohte Anzahl der Knollen aufwiesen, erzeugten alle transgenen
Pflanzen eine signifikant geringere Knollenmasse als der Wildtyp (Abb. 3.22¢).
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Abbildung 3.21: Analyse des Wachstums von Wildtyp- und transgenen Pflanzen im Gewéchs-
haus unter Kontroll- (links) und Salzstressbedingungen (rechts). (a), (b): Sprosslangenwachstum
tiber den Verlauf des gesamten Versuches; (c), (d): Sprosslingenzuwachs wahrend der Stresspha-
se; (e), (f): Abbildung von Einzelpflanzen der transgenen Linie Alba-rd29A-AF5 bzw. 9 im
Vergleich zur Wildtyp-Linie.

Grundsétzlich war der Ertrag von salzgestressten Pflanzen gegeniiber Kontrollpflanzen verrin-
gert. Durchschnittlich betrug die Knollenanzahl der salzgestressten Pflanzen nur 52 - 62 % der
Knollenanzahl der Kontrollpflanzen, wobei die Knollenmasse um 18 - 30 % reduziert war. Der
Vergleich zwischen den Linien innerhalb des Salzstressversuches wies ein dhnliches Bild wie im
Kontrollversuch auf. Bis auf die Linie Alba-rd29A-AF16, deren Knollenmasse signifikant kleiner
als die des Wildtyps war, konnten sowohl beziiglich der Knollenanzahl als auch der Knollenmasse
keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Linien nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.22: Ertrag und Lagerungsschwund der transgenen Linien im Vergleich zur Wildtyp-
Linie unter Kontroll- (links) bzw. Salzstressbedingungen (rechts). (a), (b): Knollenanzahl pro
Pflanze; (c), (d): Knollenmasse pro Pflanze; (e), (f): Prozentualer Gewichtsverlust der Knollen
nach drei Monaten Lagerung bei 4° C im Dunkeln.

Nach drei Monaten Lagerung bei 4° C zeigten sowohl die Knollen der salzgestressten trans-
genen Linien als auch des Wildtyps geringfiigig grofere Frischmasseverluste als Knollen der
Kontrollpflanzen. Zwischen dem Wildtyp und den transgenen Linien wurden unabhéingig von
der Kulturbedingung jedoch keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Gewichtsverlustes
ermittelt (Abb. 3.22e¢, f).

Ein Vergleich der Knollenmorphologie aller Linien beider Kulturbedingungen lasst ebenfalls
keine Differenzen erkennen (Abb. 3.23).
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Kontrolle Salzstress

Alba-rd29A-AF16

Abbildung 3.23: Vergleich der Knollenmorphologie der transgenen Linien Alba-rd29A-AF5, 9
und 16 mit dem Wildtyp unter (a) Kontroll- bzw. (b) Salzstressbedingungen.

64



3.4 Expression des ggpPS-Gens unter der Kontrolle des rd29A-Promotors

3.4.2.2.3 Gaschromatografische Analyse Fiir die Bestimmung der GG-Akkumulation wur-
de bei der ersten Probenahme, das heifit vor Beginn der Stressphase nur das drittjiingste Blatt
jeder Pflanze untersucht.

Mit durchschnittlich 10 gmol GG /g FM akkumulierte Alba-AF1 zu diesem Zeitpunkt die er-
wartete Menge an GG. Trotz der Expressionskontrolle durch den salzinduzierbaren Promotor
rd29A konnte auch in den transgenen Linien Alba-rd29A-AF5, 9 und 16 schon unter Kon-
trollbedingungen eine deutliche GG-Akkumulation nachgewiesen werden, die jedoch mit 4 bis
5,5 pmol/g FM im Vergleich zu Alba-AF1 um etwa 50 % geringer war (Abb. 3.24). Die ge-
ringen Saccharose-Gehalte in den transgenen Linien unterschieden sich mit 0,5 bis 0,9 gmol/g
FM nicht vom Saccharose-Gehalt im Wildtyp. Auch die Fructose- und Glucose-Werte sowie die
Prolin-Gehalte zeigten keine signifikanten Differenzen im Vergleich zu den Wildtyppflanzen.

Eine weitere Probe wurde nach drei Wochen der Stressphase analysiert. Die beprobten jungen
Blétter von Alba-AF1 wiesen sowohl unter Kontrollbedingungen als auch unter Salzstressbedin-
gungen wiederum eine deutliche Abnahme des GG-Wertes auf (Abb. 3.25). Dagegen blieb die
GG-Menge mit 3,3 bis 4,4 pmol/g FM in den transgenen Linien Alba-rd29A-AF5, 9 und 16 unter
Kontrollbedingungen fast unveréndert. Verglichen mit dem Kontrollversuch lagen die Werte der
GG-Akkumulation unter Salzstressbedingungen dieser Linien signifikant um bis zu 5,2 pmol/g
FM erhoht vor.

Im Vergleich zur ersten Probenahme blieben die Saccharose-Gehalte unter Salzstressbedin-
gungen in allen untersuchten Linien nahezu unveréndert, wogegen signifikant erhohte Mengen
unter Kontrollbedingungen nachgewiesen wurden. Innerhalb der einzelnen Kulturbedingungen
konnten diesbeziiglich keine Unterschiede zwischen den transgenen Linien und dem Wildtyp
festgestellt werden.

Auch die Prolin- sowie Fructose- und Glucose-Gehalte zeigten im Kontrollversuch keine Ver-
anderung zur ersten Probenahme. In den salzgestressten Pflanzen dagegen stiegen nicht nur die
Fructose- und Glucose-Gehalte aller Linien signifikant an. Insbesondere die Prolin-Werte nahmen
um etwa das zehnfache zu.

Im Stressversuch wurden neben den Linien Alba-rd29A-AF5, 9 und 16 sowie Alba-AF1 und
dem Wildtyp zwei Linien mitgefiihrt, bei denen das (-Glucuronidase-Gen unter der Kontrol-
le des rd29A-Promotors stand. Mittels der X-Gluc-Farbung (siche Abschnitt 2.2) konnte eine
Blaufdrbung und damit die Expression des Gens in den Knollen von Pflanzen aus beiden Kul-
turbedingungen nachgewiesen werden (Abb. 3.26). Demzufolge sollte die Expression des ggpPS-
Gens durch den rd29A-Promotor ebenso in Knollen méglich sein. In der GC-Analyse bestétigte
sich diese Erwartung (Abb. 3.27). In den Knollen der transgenen Linien Alba-rd29A-AF5, 9 und
16 wurden GG-Gehalte von 0,6 bis 1,3 pmol/g FM unter Kontrollbedingungen und sogar 2 bis
2,6 pmol/g FM unter Salzstressbedingungen ermittelt. Die Knollen der Linie Alba-AF1 sowie
des Wildtyps wiesen wie in den vorangegangenen Stressexperimenten dagegen kein GG auf.

In weiteren Probennahmen, die eine Woche bzw. fiinf Wochen nach Beginn der Stressphase er-
folgten, wurde wie in den Alba-AF-Linien auch in den Alba-rd29A-Linien eine Abhéngigkeit der
GG-Akkumulation vom Entwicklungsstadium des Blattes und der Zeit der Kultivierung unter-
sucht. Auch in diesem Versuch wurden in den jungen Bléattern der transgenen Pflanzen grofere
Mengen an GG detektiert als in den alten Blédttern (Daten nicht dargestellt). Auferdem nahm
die GG-Akkumulation auch in den jungen Blattern der Alba AF-rd29A-Linien mit steigender
Kultivierungszeit ab, wobei diese Abnahme unter Kontrollbedingungen deutlich langsamer ver-
lief als in der Linie Alba-AF1 (Abb. 3.28a). Im Salzstressversuch dagegen stiegen die GG-Werte
in den Blattern der Alba-AF-rd29A-Linien innerhalb der folgenden zwei Wochen nach Beginn
der Stressphase zunéchst deutlich an und verringerten sich danach ebenfalls (Abb. 3.28b).
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Abbildung 3.24: Akkumulation ausgewéhlter niedermolekularer Verbindungen in jungen Blat-
tern der transgenen Linien im Vergleich zum Wildtyp vor dem Beginn der Stressphase.
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Abbildung 3.25: Akkumulation ausgewéhlter niedermolekularer Verbindungen in jungen Blat-

tern der transgenen Linien im Vergleich zum Wildtyp nach dreiwdchiger Stressphase; (a) Kon-
trolle; (b) Salzstress.
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Abbildung 3.26: X-Gluc Farbung von Knollen des Wildtyps (a), (c) und der transgenen Linie
Alba-rd29A-GUS1 (b), (d) aus dem Kontroll- (links) und dem Salzstressversuch (rechts).
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Abbildung 3.27: Akkumulation von GG in den Knollen aller untersuchten transgenen Linien im
Vergleich zum Wildtyp aus dem (a) Kontroll- und (b) Salzstressversuch.
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Abbildung 3.28: Akkumulation von GG in jungen Bléttern der transgenen Linien
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4 Diskussion

Die abiotischen Faktoren Trockenheit und Salzstress rufen in Pflanzen zum Teil identische Re-
aktionen hervor. Trockenheit bedeutet fiir die Pflanze eine reduzierte Wasseraufnahme, die zu
osmotischem Stress fiihrt. Salz wirkt in zwei Phasen auf Pflanzen, wovon in der ersten Phase
ebenfalls eine reduzierte Wasseraufnahme und somit osmotischer Stress zu Wachstumseinbufien,
verspateter Bliitenbildung und reduzierter Samenproduktion fiihrt. Die salzspezifischen Stress-
reaktionen treten als Antwort auf den zusétzlichen ionischen Stress erst in der zweiten Phase
innerhalb von Tagen und Wochen bei Pflanzen auf und zeigen sich zunéchst an Schiadigungen
der alten Blétter, die dann absterben. Anhaltender Stress wirkt sich in der Folge auch auf die
jungen Blatter und letztendlich auf die gesamte Pflanze aus, die dann moglicherweise noch vor
der Samenbildung abstirbt (Munns, 2002).

Wie einleitend erwéhnt, sind Salz- und Trockenstressanpassung nicht nur von akademischem
Interesse, sondern auch fiir die Ziichtung von Nutzpflanzen von Bedeutung, da diese Umweltfak-
toren wesentlich fiir Ertragslimitierungen verantwortlich sind. So wurden in den letzten Jahren
schon vielfaltige Bemiithungen unternommen wurden, die Trocken- und Salztoleranz verschiede-
ner Nutzpflanzen durch Expression von Genen, z.B. fiir die Synthese diverser compatible solutes
zu verbessern (siehe Abschnitt 1).

Zu Beginn meiner Arbeit lagen keine Untersuchungen vor, in denen compatible solutes aus
der Gruppe der Heteroside auf ihre Wirkung in Nutzpflanzen getestet wurden. In Vorversuchen
an der Universitit Rostock wurde die Synthese des Heterosids Glucosylglycerol (GG) zuvor mit
dem ggpS-Gen aus dem Cyanobakterium Synechocystis in der Kartoffelsorte Désirée etabliert.
Diese Versuche fiihrten aber nur zur Akkumulation sehr geringer GG-Mengen (Marquardt, 2001).
Kiirzlich wurde nachgewiesen, dass die GG-Synthese auch mittels eines alternativen ggp PS-Gens
aus A. vinelandii im Modellorganismus A. thaliana etabliert werden konnte, wobei sehr hohe GG-
Gehalte und eine leicht verbesserte Stresstoleranz in transgenen Pflanzen erzielt wurden (Kldhn
et al., 2009). Diese Arbeiten dienten als Ausgangspunkt fiir meine erneuten Versuche, GG-
akkumulierende Kartoffelpflanzen zu erzeugen und beziiglich ihrer Stresstoleranz zu untersuchen.

4.1 Optimierung des Transformationsprotokolls

Aus der Literatur ist bekannt, dass sich die Kartoffel prinzipiell gut mit Agrobakterien-ver-
mitteltem Gentransfer transformieren ldsst. Allerdings soll beziiglich der Transformierbarkeit
von Kartoffelpflanzen eine Sortenabhéingigkeit bestehen (Dale u. Hampson, 1995). Das wurde
auch in unseren Experimenten klar ersichtlich. Die Transformation des ggpPS-Gens mit Hilfe
des pLH-AF-Konstruktes (siche Abschnitt 3.1) blieb bei den Sorten Terrana und Pelikan trotz
wiederholter Bemiihungen erfolglos, wogegen die Transformation in die Sorte Albatros mit einer
reproduzierbaren Selektionsrate von etwa 11% erfolgreich war. Zudem traten Probleme bei der
Selektion transgener Calli bzw. regenerierter Sprosse auf, sodass nach der Transformation der
pGreen-Konstrukte pG0029-SF und pG0029-TP-SF unter Anwendung der Kanamycin-Selektion
fast ausschliefslich Falsch-positive Regenerate vorlagen.
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Deshalb wurden umfangreiche Versuche durchgefiihrt, um die Transformationsrate transgener
Kartoffeln zu erhéhen. Dazu wurden zahlreiche Modifikationen im Transformationsprotokoll I
(Abschnitt 2.2)vorgenommen, die letztendlich in der bevorzugten Verwendung von Sprossstiicken
und der Zugabe von Acetosyringon zur Agrobakterienkultur sowie von Indol-3-Essigsédure zum
Wurzelinduktionsmedium resultierten. Diese Bemiihungen fiihrten zu einem optimierten Trans-
formationsprotokoll IT (Abschnitt 2.2). Mit Hilfe dieses Protokolls wurde die Transformierbarkeit
der Sorte Albatros stark optimiert, so dass der Anteil transgener Pflanzen unter den regene-
rierten Sprossen bis auf 80 % gesteigert werden konnte. Diese hohe Transformationseffizienz
wiirde sogar eine Markergen-freie Kartoffeltransformation erlauben, bei der transgene Pflanzen
aufgrund des Phénotyps (hier GG-Akkumulation) bzw. des Genotyps (Transgennachweis mit-
tels PCR) selektiert werden. Die Diskussion um die Gefahren durch transgene Pflanzen stiitzt
sich immer wieder auf die Verwendung von Antibiotika-Markergenen, die der Selektion von
Transgen-positiven Pflanzen dienen und fiir die menschliche Gesundheit mit Risiken behaftet ist
(www.biosicherheit.de, www.transgen.de). Allerdings gelang es trotz mehrfacher Versuche auch
mit dem optimierten Transformationsprotokoll nicht, die Sorten Terrana und Pelikan erfolgreich
mit den hier erzeugten Vektoren zu transformieren.

4.2 Etablierung der GG-Synthese in S. tuberosum

Aufbauend auf den Versuchen mit Arabidopsis (Kldhn et al., 2009) ist es auch mir gelungen,
GG-akkumulierende transgene Kartoffelpflanzen zu erzeugen. Es konnten in etwa gleichgrofe
GG-Gehalte wie zuvor in Arabidopsis nachgewiesen werden. Die erzielten Werte von bis zu 19
pmol GG/g FM in jungen Bléttern (17 pmol/ g FM in Arabidopsis), die unter Verwendung des
35S-Promotors zur konstitutiven Expression des ggpPS-Gens erreicht wurden, sind relativ hoch
und machen etwa 0,5 % der Frischmasse (ca. 5 % der Trockenmasse) des Blattes aus. Gegeniiber
den Vorversuchen zur Erzeugung GG-synthetisierender Kartoffelpflanzen unter Verwendung des
ggpS-Gens aus dem Cyanobakterium Synechocystis ist das eine bis zu 50fache Steigerung (0,3—
0,7 pmol GG/g FM, (Marquardt, 2001)). Auch im Vergleich mit anderen Arbeiten, in denen
compatible solute-Synthesegene aus Mikroorganismen in Pflanzen exprimiert wurden (siehe Ab-
schnitt 1), ist die erreichte Menge sehr hoch.

Die in den transgenen Kartoffellinien erreichten GG-Mengen gleichen den Glycinbetain-Gehal-
ten in verschiedenen Pflanzenspezies wie Spinat, Sonnenblume, Weizen oder Gerste, die dieses
compatible solute natiirlicher Weise akkumulieren. Unter Trocken- und Salzstressbedingungen
wurden zwischen 4 und 40 pmol Glycinbetain/g FM (5-10 pmol/g FM unter Kontrollbedin-
gungen) detektiert (Rhodes u. Hanson, 1993). Somit kann man annehmen, dass die erzielten
GG-Mengen im Blatt auch von osmotischer bzw. schiitzender Relevanz sind. Im Cyanobakteri-
um M. firma wurden GG-Gehalte von bis zu 20 % der Trockenmasse nachgewiesen (Hagemann
et al., 1987), die jedoch bei einer dem Meerwasser entsprechenden Salinitét von rund 50-55 dS/m
(684 mM NaCl) detektiert wurden. Die Akkumulation eines compatible solutes ist haufig von
der Expression der entsprechenden Synthesegene, von der Spezies sowie der Stressintensitit ab-
héngig. So sank die GG-Menge in dem Cyanobakterium auch bei verringerter Salzbelastung. Bei
einer Salzkonzentration von 55-66 mM, die der auf Kartoffeln applizierten Salinitéat von 5-6 dS/m
entspricht, sind die GG-Gehalte in M. firma in etwa so hoch wie in jungen Blattern transgener
Albatros-Pflanzen. Bei Kulturpflanzen wie der Kartoffel ist es wahrscheinlich nicht erforder-
lich, eine extrem hohe Akkumulation von compatible solutes zu erreichen und damit eine sehr
hohe Salztoleranz zu entwickeln, da die landwirtschaftlichen Nutzflichen geringere Salinitdten
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Abbildung 4.1: Mittelwerte der GG-Gehalte in jungen Blattern verschiedener transgener Alba-
AF-Linien im Vergleich zum Wildtyp. Die Probenahme erfolgte vierwochiger Anzucht der Pflan-
zen unter Kontrollbedingungen im Gewéchshaus. Nur die Pflanzen der Linien Alba-AF1, 8 und
9 wurden hier néher charakterisiert.

erreichen. Ab einer Salinitdt von mindestens 4 dS/m wird ein Boden als salzbelastet eingestuft.
Somit sollten die hier erreichten GG-Mengen auf normal belasteten Fléchen ausreichend fiir eine
Toleranzverbesserung sein.

Inwieweit eine weitere Erhohung des GG-Gehaltes in Kartoffelpflanzen iiberhaupt moglich
ist, bleibt fraglich. Mit den verwendeten Genen und Promotoren ist dies eher nicht zu erwarten.
Insgesamt wurden mehr als 37 GG-akkumulierende transgene Linien in wiederholten Transfor-
mationsversuchen regeneriert, die das ggpPS-Gen unter der Kontrolle des 35S-Promotors im
pLH-Vektor enthielten. In keiner dieser Pflanzen wurde ein GG-Gehalt iiber die bisher genann-
ten Werte hinaus erreicht. Die Abbildung 4.1 zeigt anhand einiger dieser zusétzlich erhaltenen
Alba-AF-Linien die GG-Werte, die in den jungen Blattern nach vierwochiger Anzucht von je
fiinf Pflanzen dieser Linien unter Kontrollbedingungen im Gewéchshaus nachgewiesen wurden.
Versuche an Arabidopsis haben zudem gezeigt, dass eine extreme GG-Akkumulation sich bereits
negativ auf das Wachstum unter Kontrollbedingungen auswirken kann (Kl&hn et al., 2009). Sol-
che Beobachtungen wurden bei den transgenen Kartoffeln nicht gemacht. Hier ergab sich eher
eine Korrelation zwischen der GG-Menge und verbessertem Sprosswachstum unter Kontroll-
sowie Stressbedingungen (Abb. 3.11).

Obwohl davon auszugehen ist, dass sich das GG im Cytoplasma anreichert, ist nicht ganz
auszuschlieften, dass in der Vakuole z.B. eine zusétzliche GG-Akkumulation stattfindet, wie das
bei anderen Osmolyten wie Mannitol oder auch Prolin bereits gezeigt wurde (Yamaki, 1982;
Keller u. Matile, 1989; Nadwodnik u. Lohaus, 2008; Martinoia et al., 2007).

4.3 GG-Akkumulation in den transgenen Linien

Die Ergebnisse zeigen, dass die Menge der GG-Akkumulation in der Pflanze offensichtlich vom
Entwicklungsstadium des Blattes und der gesamten Pflanze abhingt. Unter Verwendung des 35S-
Promotors sind in den jungen Bléttern und Stolonen transgener Pflanzen grokere GG-Mengen
nachgewiesen worden als in &lteren Bléattern. In den Knollen dagegen wurde {iberhaupt kein
GG detektiert. Diese Befunde waren sehr gut reproduzierbar, aber auch unerwartet. Unter der
Kontrolle des 35S-Promotors sollte die Expression des ggpPS-Gens in den Pflanzen konstitutiv
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Abbildung 4.2: Nachweis der ggpPS-Expression mittels RT-PCR. Die Gesamt RNA wurde aus
unterschiedlich alten Pflanzenorganen vor der Stressphase (5 Wochen alte Pflanzen) und wéh-
rend der Stressphase (8 Wochen alte Pflanzen) sowie aus Stolonen und Knollen der transgenen
Linie Alba-AF1 isoliert und in cDNA umgeschrieben. Fiir die anschliefende PCR wurden die
Primer AF-PCR-S und -A zum Nachweis von ggpPS bzw. der ribosomalen 60s-Untereinheit.
Bahn 1: WT-Kontrolle; Bahn 2-7: Alba-AF1; Bahn 2: Blatt 3 der ersten Probenahme; Bahn
3: Blatt 7 der ersten Probenahme; Bahn 4: Blatt 3 der zweiten Probenahme; Bahn 5: Blatt 7
der zweiten Probenahme; Bahn 6: Stolon; Bahn 7: Knolle; Bahn 8: mRNA des 3. Blattes aus
der ersten Probenahme (Kontrolle auf DNA-Kontamination); Bahn 9: pLH-AF-Plasmid-DNA
(ggpPS-Kontrolle)

erfolgen, so dass die einmal beobachtete GG-Akkumulation zumindest in der weiteren Ent-
wicklung der Blatter unverdndert bleiben sollte. Es kam nicht nur zur Abnahme in alternden
Blattern, sondern auch junge Blétter an dlteren Pflanzen enthielten GG-Mengen, die nahe der
Nachweisgrenze lagen. Die unterschiedlich starke GG-Akkumulation in den verschiedenen Orga-
nen bzw. Altersstufen der transgenen Pflanzen kénnte vermuten lassen, dass die Expression des
ggpPS-Fremdgens unter der Kontrolle des 35S-Promotors variiert. Verschiedene Untersuchun-
gen beschreiben eine Abhéngigkeit der Expressionsstéirke dieses Promotors von Pflanzenspezies,
Organ und Entwicklungsstadium der Pflanze (Malik et al., 2002; Holtorf et al., 1995; Terada
u. Shimamoto, 1990; Sunilkumar et al., 2002; Williamson et al., 1989). Daher wére es auch
hier moglich, dass in den GG-freien Organen eine Expression des ggpPS-Gens ausblieb. Mit-
tels Expressionsuntersuchungen wurde nachgewiesen, dass diese Annahme nicht zutrifft. Das
ggpPS-Gen wurde in allen untersuchten Geweben grundsétzlich exprimiert (Abb. 4.2). Die RT-
PCR erlaubt zwar keine Quantifizierung der Expressionsstéirke, es wird jedoch deutlich, dass
auch in den Knollen ohne GG-Akkumulation und den alten Bléattern mit sehr geringer GG-
Akkumulation groffe Mengen an ggpPS-mRNA vorliegen, die sich nicht signifikant von denen in
jungen Blattern mit hoher GG-Akkumulation unterscheiden.

Auch wenn die Expression des ggpPS-Gens unter der Kontrolle des 35S-Promotors nicht in
allen Organen der Kartoffelpflanze gleich stark sein sollte, ist eine derart grofse Differenz in
der GG-Menge zwischen verschieden alten gleichartigen Organen nicht zu erklédren. Leider war
es nicht moglich, das GgpPS-Protein mittels Western-Blot nachzuweisen. Im Gegensatz zu den
Arabidopsis-Pflanzen, in denen der vorhandene Antikorper spezifisch das Fremdprotein nachwies,
konnten auch in jungen GG-akkumulierenden Blattern keine spezifischen Signale nachgewiesen
werden. Aufgrund der groffen GG-Akkumulation und der Anwesenheit der mRNA kann man
jedoch davon ausgehen, dass auch aktives GgpPS-Protein in den transgenen Kartoffelpflanzen
hergestellt wird.
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Somit stellt sich die Frage, warum die GG-Akkumulation in alternden Organen abnimmt oder
sogar ausbleibt. Als mogliche Ursachen kénnten eine posttranskriptionelle Kontrolle oder eine
gestorte Proteinbiosynthese bzw. -abbau in Frage kommen. Beides erscheint unwahrscheinlich,
da der Pflanze sowohl die mRNA des ggpPS-Gen als auch das GgpPS-Protein unbekannt sind
und eine gezielte und entwicklungsspezifische Regulation dieser Mechanismen nétig wére. Fiir
die Saccharosephosphat-Synthase (SPS) in Spinat ist gut belegt, das die Enzymaktivitit re-
versibel durch Proteinphosphorylierung in Abhéngigkeit von der Menge an Vorstufen an- und
abgeschaltet wird (Huber u. Huber, 1996). Vielleicht ist das auch bei der GgpPS moglich. We-
der aus Synechocystis noch aus A. vinelandii ist bekannt, dass eine Regulation der GgpS bzw.
GgpPS iiber Phosphorylierung stattfindet. Mit Hilfe des NetPhos-Servers des center for biologi-
cal sequence analysis der Technischen Universitat Déanemark (www.cbs.dtu.dk) werden jedoch
potentielle Phosphorylierungsstellen vorausgesagt, die eine Mdoglichkeit fiir eine Regulation der
GgpPS-Aktivitat tiber Phosphorylierung durch pflanzliche Kinasen bieten kénnten.

Alternativ zur Regulation der Enzymmenge und -aktivitit fiir die GG-Synthese, konnte GG
auch durch eine Glucosidase in alternden Organen abgebaut werden. Eine Glucosidase in Kar-
toffelpflanzen muss prinzipiell angenommen werden, denn GG nimmt auch in alten Blattern
ab, die zuvor groke Mengen enthielten. Theoretisch wére auch ein Transport von GG nach dem
source-sink-Prinzip moéglich. In diesem Fall dienen die alten Blatter als source-Organe, die in der
vegetativen Entwicklung der Pflanze die jungen Blatter der Sprossspitze sowie die Wurzelspitze
(sink-Organe) mit Assimilaten versorgen. Sollte GG auf diese Weise in der Pflanze transportiert
werden, wiirde das die hohe GG-Akkumulation in den jungen Blédttern im Vergleich zu den alten
Bléattern erklaren. Mit der Ausbildung der Stolone geht die Pflanze in die Reproduktionsphase
iiber, die dann zu sink-Organen werden und von den source-Organen, zu denen nun neben den
alten Blattern auch die jungen Blétter zdhlen, versorgt werden. Damit sinkt der GG-Gehalt
in den jungen Bléttern im Verlauf der Entwicklung, wogegen in den Stolonen eine hohe GG-
Akkumulation nachweisbar wird, die das Niveau von jungen Blédttern nach etwa fiinf Wochen
Kultivierung erreicht.

Ein anderer Grund fiir die geringe GG-Akkumulation in alternden Blattorganen konnte ein
Mangel an Ausgangsstoffen sein. GG konkurriert moglicherweise mit der Saccharose um UDP-
Glucose. In Kartoffelpflanzen sind vier Isoenzyme der SPS bekannt, deren Verteilung u.a. vom
Gewebe und dem Entwicklungsstadium der Blatter abhingt. Insgesamt ist in den alternden sour-
ce-Organen ein groferer Gehalt an SPS nachweisbar als in den jungen Bléttern (Reimholz et al.,
1997), so dass dort vielleicht mehr UDP-Glucose durch die SPS verbraucht wird. Leider ist der
K,.,-Wert der GgpPS fiir UDP-Glucose nicht bekannt, so dass ein Vergleich mit dem K,, = 2.5
mM (www.brenda-enzymes.org) der Saccharosephosphat-Synthase (SPS) fiir UDP-Glucose nicht
anhand von Werten diskutiert werden kann. Andererseits kann das GgpPS-Protein neben UDP-
Glucose zusétzlich ADP-Glucose als Ausgangsstoff verwenden, womit eine Limitierung durch
einen UDP-Glucose-Mangel nicht unbedingt urséchlich fiir den GG-Riickgang in alten Blattern
sein muss. Zudem ist ein Mangel an UDP-Glucose fiir eine GG-Synthese in den Knollen nicht
zu erwarten, da in Kartoffelpflanzen Saccharose aus source-Blattern hauptséchlich in Knollen
transportiert und dort abgebaut wird. Der Abbau erfolgt unter anderem durch die Saccharose-
Synthase (SuSy), wobei UDP-Glucose entsteht. Zudem ist der UDP-Glucose-Gehalt in den Knol-
len von Kartoffelpflanzen mit etwa 98 nmol/g FM z.B. in der Sorte Désirée (Baroja-Fernéandez
et al., 2009) sogar hoher als in den Bléttern, die etwa 52 nmol/g FM (Baroja-Fernandez et al.,
2004) enthalten.
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4.4 Einfluss der GG-Synthese auf den Gehalt anderer
Metabolite

Saccharose stellt in Pflanzen die wichtigste Speicher- und Transportform fiir Zucker von source-
zu sink-Organen dar und ist selbst oder iiber ihre synthetisierenden bzw. abbauenden Enzyme
in die Synthese anderer Metabolite und Zuckersignalwege involviert (Rosa et al., 2009). Zum
Beispiel scheint die Saccharose auf Transkriptionsebene die Synthese von Aminosduren (u.a.
Prolin) in Speicherorganen wie den Kartoffelknollen zu beeinflussen, wobei der Aminoséurege-
halt bei sinkendem Saccharosegehalt ansteigt und umgekehrt (Roessner-Tunali et al., 2003).
Auch unter Stressbedingungen spielt Saccharose eine wichtige Rolle. Die Saccharose-Synthese
wird in Knollen bei moderatem osmotischen Stress durch die SPS induziert, wodurch zusétzlich
die Starkesynthese inhibiert wird (Geigenberger et al., 1999). Auch in vielen anderen Pflanzen
dient Saccharose als compatible solute zur Bewaltigung moderater Stressbedingungen (Balibrea
et al., 2000; Hu et al., 2000). Auferdem ist der Saccharosemetabolismus mit der Stérkesyn-
these in Bléttern verbunden. Der Abbau von Saccharose mittels SuSy fiihrt im Cytoplasma
zur Synthese von UDP- und auch ADP-Glucose, das dann in die Chloroplasten transportiert
wird und dort der Stérkesynthese zur Verfiigung steht (Munoz et al., 2005). Auch in Knollen
ist die SuSy aktiv, wo sie die intrazelluldren Gehalte an UDP- und ADP-Glucose sowie Stérke
und somit auch den Ertrag beeinflusst (Baroja-Fernandez et al., 2009). Diese Arbeiten zeigen,
welche wichtige Rolle der Saccharosemetabolismus in der Pflanze einnimmt. Da wie bereits er-
wahnt, GG- und Saccharose-Synthese von UDP-Glucose abhédngen, miissen auch die Auswirkung
der GG-Akkumulation auf den Saccharose-Gehalt und umgekehrt sowie die damit verbundenen
moglichen Einfliisse auf andere Metabolite der transgenen Pflanzen betrachtet werden.

Die Saccharose-Synthese scheint nach den Ergebnissen der Bestimmung der 16slichen Zucker
mittels GC-Analyse in den transgenen Kartoffellinien in Konkurrenz mit der GG-Synthese zu
stehen, was moglicherweise die signifikant geringeren Saccharose- und ebenso Glucose- sowie
Fructose-Gehalte im Vergleich zum Wildtyp nach vier bzw. fiinf Wochen Kultivierung unter
Kontrollbedingungen erklart (Abb. 3.14). Nach der Kultivierung unter Stressbedingungen zeig-
ten sich zu den parallel abnehmenden GG-Gehalten ansteigende Saccharose-Werte in Bléttern
der transgenen Pflanzen, die sogar sogar die Saccharose-Mengen des Wildtyps unabhingig von
den Kultivierungsbedingungen iiberstiegen. In diesen Pflanzen war dann auch kein Unterschied
mehr im Glucose- und Fructose-Gehalt zwischen transgenen Pflanzen und dem Wildtyp fest-
zustellen (Abb. 3.15). Zunéchst kénnte angenommen werden, dass sich diese Konkurrenz im
Laufe der weiteren Entwicklung aufhebt und die Ursache im erhohten Wachstum der transge-
nen Pflanzen verglichen mit dem Wildtyp liegt (Abb. 3.11). Sie besitzen damit eine grofere
fotosynthetische Aktivitdt, durch die auch ein gréferes Angebot an Ausgangsstoffen sowohl fiir
die Saccharose- als auch fiir die GG-Synthese bereitgestellt werden kann. Jedoch konnten auch
fiir die Linie Alba-AF11 beziiglich der GG- und Sacharose-Gehalte die gleichen Beobachtungen
gemacht werden wie fiir die Linien Alba-AF1, 8 und 9. Diese Linie zeigte aber kein signifikant
erhdhtes Sprosslangenwachstum verglichen mit dem Wildtyp und nur geringe GG-Werte. Somit
scheint der Sacharose-Gehalt in den transgenen Linien tatsédchlich vom GG-Gehalt abzuhén-
gen. Allerdings erkldart das nicht, dass die Saccharose-Werte dieser Pflanzen bei sehr geringen
GG-Gehalten signifikant grofer waren als der des Wildtyps.

Der Gewichshausversuch zur stressinduzierten Expression von ggpPS zeigte auferdem eine
starke Induktion der Prolin-Synthese unter Salzstress. Prolin spielt in Pflanzen innerhalb vieler
Prozesse eine wichtige Rolle. Diese Aminosédure wird nicht nur fiir die Proteinsynthese benotigt,
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sondern ist zudem wahrscheinlich in die Regulation des Zellwachstums und der Blithinduktion
involviert (Mattioli et al., 2009). Die Prolin-Synthese wird jedoch auch unter Stressbedingungen
von vielen Pflanzen induziert. Prolin ist aufgrund seiner Struktur auch ein mogliches compatible
solute (Delauney u. Verma, 1993; Kishor et al., 1995; Lehmann et al., 2010, 2011). Daneben wird
vermutet, dass Prolin ein Speicher fiir Kohlenstoff und Stickstoff darstellt, fiir die Proteinsynthese
zur Verfiigung gestellt wird und direkt Proteine stabilisiert oder wie auch in Kartoffelpflanzen als
compatible solute fungiert (Verbruggen u. Hermans, 2008; Levy, 1983). Dass der Prolinanstieg
unter Salzstressbedingungen in den Pflanzen mit dem 35S:ggpPS-Konstrukt im Gewéachshaus-
versuch nicht zu beobachten war, lag vermutlich an der um 1 dS/m (10 mM NaCl) geringeren
Salinitdt des Bodens im Vergleich zum Versuch mit stressinduzierter ggp PS-Expression. Das die
Ursache fiir den Prolinanstieg mit der Expression des ggpPS-Gens zusammenhéngt, ist auszu-
schliefsen, da die Prolin-Gehalte keinen signifikanten Unterschied zwischen transgenen Pflanzen
und dem Wildtyp aufwiesen.

4.5 Auswirkungen der GG-Akkumulation auf Wachstum
und Ertrag

Die Akkumulation von GG wirkt sich offensichtlich nicht negativ auf die Morphologie der trans-
genen Kartoffelpflanzen aus, wie es bei Trehalose- oder Sorbitol-akkumulierenden Tabakpflanzen
beobachtet wurde (Zhao et al., 2000; Yeo et al., 2000; Sheveleva et al., 1998), sondern scheint das
Wachstum der Pflanzen positiv zu beeinflussen. Bei allen durchgefiihrten Gewéchshausversuchen
zur Expression des ggpPS-Gens war unabhéngig vom Promotor und der Kultivierungsbedingung
bei allen untersuchten transgenen Linien ein groferes Sprosslingenwachstum als beim Wildtyp
zu beobachten. Diese Wachstumssteigerung der vegetativen Organe fiihrte jedoch nicht zu einem
verbesserten Ertrag dieser Pflanzen. Obwohl die transgenen Linien verglichen mit den Wildtypp-
flanzen einen zum Teil signifikant erhohten Knollenansatz besafen, unterschieden sich die Werte
der Knollenmasse oft nicht vom Wildtyp oder waren geringer. Dieser Befund wurde sowohl unter
Kontroll- als auch Stressbedingungen gemacht.

Wie im Abschnitt 1 erwahnt, besitzt die Kartoffel als salzsensitive Nutzpflanze einen Salini-
tatsindex von 6,56, der eine Ertragsminderung um 50 % bei einer Salinitdt von etwa 5,5 dS/m
beinhaltet. Auch in meinen Versuchen konnten derartige Ergebnisse erzielt werden. Unabhéngig
von der Pflanzenlinie nahm der Ertrag salzgestresster Pflanzen in allen durchgefiihrten Gewéachs-
hausversuchen gegeniiber den Kontrollen um etwa 59 % ab. Der Ertrag von Kartoffelpflanzen
ist vorwiegend von der fotosynthetischen Aktivitat des Krautes und der Dauer der Wachstums-
phase der Knollen abhéngig. Je langer das Kraut hohe Fotosyntheseraten aufrechterhalten kann
und das Grofenwachstum der Knollen anhélt desto hoher ist der Ertrag (Dwelle, 2003). Doch
trotz der grofkeren oberirdischen Biomasseproduktion der transgenen Pflanzen, die mit einer
groferen fotosynthetisch aktiven Blattoberfliche einhergeht, und der unter Stressbedingungen
um eine Woche langeren Wachtumsphase sowie eines teilweise verbesserten Knollenansatzes im
Vergleich zum Wildtyp waren die Ertrage nicht erhoht.

Bis zur Bliite besteht eine Konkurrenz zwischen der Entwicklung des oberirdischen und des
unterirdischen Teils der Pflanze. In dieser Zeit werden die Knollenanlagen ausgebildet, was durch
das verbesserte Wachstum der transgenen Pflanzen scheinbar nicht negativ beeinflusst wurde.
Im Anschluss erfolgen die weitere Entwicklung der Knollen und die dortige Einlagerung der As-
similate. Diese Prozesse schienen in den transgenen Pflanzen nicht mehr verbessert, sondern eher
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Abbildung 4.3: In vielen Fillen entwickelten sich die Knollen entlang der Topfwand. Hier sind
die Knollen einer Pflanze der Linie Alba-rd29A-AF5 aus dem Kontrollversuch abgebildet.

limitiert zu sein, was sich in einer groferen Anzahl, aber geringeren Grofe der Knollen zeigte.
Hier wirkte sich die Topfanzucht im Gewéchshaus moglicher Weise nachteilig aus. Auch die Wild-
typpflanzen erreichten unter diesen Bedingungen lediglich etwa ein Sechstel des Ertrages, der
unter natiirlichen Bedingungen von der Sorte Albatros erwartet werden kann (Marktwarenwert:
circa 1,4 kg pro Pflanze; miindliche Auskunft: NORIKA). Auferdem war bei der Ernte zu beob-
achten, dass sich die Knollen in vielen Féllen an der Topfwand entwickelten (Abb. 4.3), wodurch
moglicherweise die Knollenentwicklung mechanisch behindert wurde. Die kleinere Knollengréfe
der transgenen Pflanzen erklart moglicher Weise auflerdem den erhohten Gewichtsverlust im
Vergleich zum Wildtyp der bei 4°C eingelagerten Knollen, da sie im Vergleich zu den Knollen
des Wildtyps eine grofsere Oberfliche besitzen, {iber die sie Feuchtigkeit verlieren kénnen.

Ein Vergleich der Knollenmorphologie der transgenen Linien mit dem Wildtyp zeigt keine
Unterschiede, bis auf eine Ausnahme (Abb. 3.13). Pflanzen der Linie Alba-AF1 produzierten
in allen Versuchen Knollen, die sich durch ihre ldngliche Form von der des Wildtyps unter-
schieden. Da sich dieses Phdnomen jedoch auf diese Linie beschrinkte und Linien mit dhnlich
grofen GG-Gehalten diesbeziiglich keine Auffalligkeiten aufwiesen, ist davon auszugehen, dass
es nicht auf die Akkumulation von GG zuriickfithrbar ist. Viel ndher liegt die Annahme, dass
die Knollenmorphologie durch den Insertionsort des Transgens beeinflusst wurde.

Aufgrund dieser Ergebnisse lasst sich feststellen, dass Untersuchungen beziiglich einer Ertrags-
steigerung unter Stressbedingungen aufgrund der GG-Akkumulation in einem Gewéchshausver-
such mittels Topfanzucht schwierig durchzufiihren sind und im Feldversuch erfolgen miissen, um
aussagekraftige Resultate zu erzielen.

4.6 Stressinduzierte ggpPS-Expression

Die meisten Versuche wurden mit Pflanzen durchgefiihrt, in denen das ggpPS-Gen konstitutiv
durch den 35S-Promotor exprimiert wurde. Das erklart auch das bessere Wachstum unter Kon-
trollbedingungen. Unter natiirlichen Bedingungen erfolgt die Expression von compatible solutes
unter Stressbedingungen und bedeutet fiir die Pflanze einen zusétzlichen Energieaufwand, so-
dass eine konstitutive heterologe Expression solcher Substanzen die Pflanze zuséatzlich belasten
und sich somit limitierend auf die Produktivitit auswirken konnte. Beispielsweise wird in Prolin-
akkumulierenden Pflanzen wie Weizen, Tabak, Spinat, aber auch Kartoffel die Prolinsynthese
unter Kontrollbedingungen iiber eine feedback-Hemmung reguliert, um eine unnétig hohe Pro-
linsynthese zu verhindern. Unter Stressbedingungen dagegen kann Prolin durch den erhéhten
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Bedarf der Pflanze in einer bis zu 200fach gesteigerten Menge nachgewiesen werden, da dann
die feedback-Hemmung aufgehoben ist (Binzel et al., 1987; Delauney u. Verma, 1993). So lasst
die geringe Stresstoleranz der transgenen 35S:GppPS Kartoffellinien vermuten, dass moglicher
Weise entweder die Menge an akkumuliertem GG nicht ausreichte oder eine Regulierbarkeit
der Expression notwendig ist, um eine gesteigerte Toleranz zu erreichen. Bisher durchgefiihr-
te Untersuchungen zur heterologen Expression von Osmolytsynthesegenen bezogen sich in den
meisten Féllen auf eine konstitutive Expression mittels des 35S-Promotors. Mir ist keine Arbeit
bekannt, die sich mit einer stressinduzierten Expression von Osmolytsynthesegenen mit Hilfe
eines salzregulierten Promotors, wie z.B. des rd29A-Promotors, beschiftigt hat. Die induzier-
te GG-Synthese mit Hilfe dieses Promotors ist somit fiir die Erzeugung von stresstoleranten
Kartoffelpflanzen vorzuziehen, da dann die Menge an compatible solute bei Bedarf ansteigt.

Die Untersuchungen mit der rd29A-regulierten Expression des ggpPS-Gens zeigten dhnliche
Ergebnisse wie die Versuche zur konstitutiven Expression. Auch hier wurde bereits unter Kon-
trollbedingungen in den transgenen Pflanzen der Linien Alba-rd29-AF5, 9 und 16 eine GG-
Akkumulation gemessen, die mit dem Alter der Bldtter und der gesamten Pflanze abnahm.
Das Wachstum der transgenen Pflanzen war im Vergleich zum Wildtyp teilweise erhoht, was
aber auch in diesem Fall nicht zu einem gesteigerten Ertrag im Vergleich zum Wildtyp fiihr-
te. Allerdings konnte eine stressinduzierte Zunahme des GG-Gehaltes nachgewiesen werden.
Letztendlich wurde nicht nur in den Blattern und den Stolonen der untersuchten transgenen
Alba-rd29A-Linien, sondern erstmalig auch in den Knollen GG detektiert.

Die gewebeunspezifische Aktivitit des rd29A-Promotors in Kartoffelpflanzen wurde breits ge-
zeigt (Zhang et al., 2005). Auch in meinen Versuchen konnte durch GUS-Farbung nachgewiesen
werden, dass der Promotor in Knollen und anderen Geweben aktiv ist (Abb. 3.26). Eventuell ist
die Expression des ggpPS-Gens in Knollen mit dem rd29A-Promotor sogar hoher als mit dem
35S-Promotor. Die durchgefiihrten Versuche zeigten aufterdem, dass der rd29A-Promotor bereits
unter den gewdhlten Kontrollbedingungen aktiv ist, da in Reporterpflanzen auch hier klare GUS-
Féarbungen auftraten und in den transgenen Pflanzen GG synthetisiert wurde (Abb. 3.24). Das
bestéatigen auch Zhang et al. (2005), die in transgenen Pflanzen ebenfalls unter Kontrollbedin-
gungen schon eine rd29A-Aktivitat mittels GUS-Farbung beobachten konnten. Die konstitutive
Aktivitat beruht vermutlich darauf, dass der rd29A-Promotor nicht nur iiber das dehydration-
responsive element (DRE) sondern ebenso tiber ein ABA responsive element (ABRE) aktiviert
werden kann. Moglicherweise spielt auch der Salzgehalt des Giefwassers (Trinkwasser) eine Rolle.
Laut Eurawasser (www.eurawasser.de) betriagt die Salinitét des Trinkwassers in Rostock 634 uS/
cm, was einer mittleren Versalzung entspricht (Withers et al., 1978), auf Pflanzen mit moderater
Salzsensitivitét bei geniigender Auswaschung des Bodens jedoch keinen Einfluss hat (Richards,
1954). Vielleicht reicht diese Salinitét bereits aus, um den rd29A-Promotor zu aktivieren und
somit schon unter Kontrollbedingungen eine ggpPS-Expression in den Linien Alba-rd29A-AF5,
9 und 16 zu verursachen, die jedoch nicht den maximalen GG-Gehalt der Linie Alba-AF1 (35S-
Promotor) erreichte und somit offenbar keiner vollstdndigen Expressionsinduktion entspricht.
Der Riickgang der GG-Akkumulation fiel mit der weiteren Entwicklung der Pflanze wesent-
lich geringer aus als unter konstitutiver ggpPS-Expression. Daher waren trotz der geringeren
GG-Werte der Alba-rd29A-Linien im Vergleich zur Linie Alba-AF1 zum Zeitpunkt der ersten
Probenahme (fiinf Wochen Wachstum) in &lteren Pflanzen (nach acht Wochen der Kultivierung)
sowohl unter Kontroll- als auch unter Salzstressbedingungen héhere GG-Gehalte in den Alba-
rd29A-Linien nachweisbar (Abb. 3.28). Zudem war es moglich, eine salzabhéngige Expression zu
induzieren, die sich in einem voriibergehenden Anstieg der GG-Werte innerhalb der Stressphase
widerspiegelte, die etwa das Niveau der Linie Alba-AF1 vor der Stressphase erreichten.
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Abbildung 4.4: Mittelwerte der GG- und Saccharose-Gehalte in den Knollen der transgenen
Linien Alba-rd29A AF5, 9 und 16 im Vergleich zum Wildtyp; (a) Kontrolle; (b) Salzstress.

Der Nachweis von GG in den Knollen (Abb. 3.27) war ein wichtiger Punkt, der zeigt, dass eine
Akkumulation von GG in den Knollen, die vorher nicht beobachtet werden konnte, grundsétzlich
moglich ist. Moglicherweise ist die Expression des ggpPS-Gens mit Hilfe des rd29A-Promotors
in den Knollen stérker verglichen mit der konstitutiven Expression anhand des 35S-Promotors.
Die GG-Gehalte sind im Vergleich zu den GG-Mengen in den jungen Bléttern sehr gering, wie-
sen aber ebenso einen salzinduzierten Anstieg wie die Werte der jungen Blatter auf. Auch hier
scheint sich eine Konkurrenz zwischen der Saccharose- und der GG-Synthese zu zeigen (Abb.
4.4) Unter Kontrollbedingungen waren die GG-Werte so gering, dass beziiglich der Saccharose-
Werte kein Unterschied zwischen Wildtyp und den transgenen rd29A-Linien zu beobachten war.
Unter Salzstressbedingungen bewirkt ein Anstieg der GG-Akkumulation zwar keinen signifikan-
ten jedoch tendenziell verringerten Saccharose-Gehalt verglichen mit dem Wildtyp und der Linie
Alba-AF1 (ohne GG in der Knolle).

Allerdings ist nicht zu erkldren, warum die Linie Alba-AF1 unter Kontrollbedingungen einen
signifikant kleineren Saccharose-Gehalt im Vergleich zum Wildtyp aufweist. Zunéchst konnte
ein Zusammenhang von der fehlenden GG-Akkumulation in den Knollen der Alba-AF-Linien
(35S-Promotor) mit der Konkurrenz zwischen Saccharose- und GG-Synthese vermutet werden.
Dies bestétigte sich jedoch nicht. In den Knollen der Linien Alba-AF1, 8 und 9 konnte nicht
mehr Saccharose nachgewiesen werden als in den Linien Alba-rd29A-AF5, 9 und 16 (Daten nicht
gezeigt), dass heifit die fehlende GG-Akkumulation ist nicht auf eine besonders grofe Saccharose-
Synthese und einer damit limitierten Menge an UDP-Glucose in den Knollen zuriickzufiihren.
Zudem wird, wie schon erwahnt, die Saccharose hauptséchlich in die Knollen transportiert und
dort abgebaut und weniger synthetisiert.

4.7 Ausblick

Im Vergleich zu publizierten Daten zur heterologen Expression anderer compatible solutes wur-
den in dieser Arbeit relativ hohe Gehalte an GG in transgenen Kartoffelpflanzen erreicht. Trotz
dieser hohen Menge an Schutzsubstanz und eines verbesserten Wachstums fiihrte die GG-
Akkumulation unter den gegebenen Bedingungen nicht zu einer Ertragssteigerung. Bisher ist
es prinzipiell noch nicht gelungen, den Ertrag von Nutzpflanzen auf dem Feld in transgenen
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4.7 Ausblick

Ansétzen mit Fremd-Osmolytsynthesegenen zu verbessern, obwohl die ersten Publikationen von
Laborversuchen schon fast 20 Jahre zuriickliegen und eine grofse Perspektive andeuteten. Auch
unsere Untersuchungen im Gewéchshaus unter kontrollierten Bedingungen kénnen nur Vorver-
suche sein, die jedoch keinen Aufschluss iiber die eigentliche Anwendung der erzeugten Pflanzen
unter Feldbedingungen geben. Vor allem in Bezug auf den Ertrag, der letztendlich der wich-
tigste Zielparameter der Untersuchungen ist, kann anhand der Topfanzucht keine zuverlassige
Aussage getroffen werden. Zudem kénnen nur auf dem Feld Auswirkungen weiterer Umweltein-
fliisse (z.B. Pathogenbefall) untersucht werden. Somit sind Feldversuche unverzichtbar, um das
Anwendungspotential transgener Ansétze realistisch einzuschétzen.

Die an transgenen Kartoffelpflanzen erzielten Daten sind nicht zwangsléaufig auf andere Syste-
me iibertragbar. A. thaliana stellt innerhalb der Pflanzenforschung das Modell fiir alle hoheren
Pflanzen, insbesondere C3-Pflanzen dar. Doch gibt es auch eine Reihe von Arbeiten, die zeigen,
dass sich nicht jegliche Untersuchungsergebnisse, die an einem Modell erzielt wurden, auf alle
anderen Pflanzen iibertragen lassen. Ein Beispiel ist die Transformation des cox-Gens aus Ar-
throbacter pascens, welches in Arabidopsis zu einer hohen, in Tabak jedoch zu einer niedrigen
Expression und in beiden Pflanzenspezies letztendlich zu einer relativ geringen Akkumulation
an Glycinbetain fithrte (Huang et al., 2000). Tabak gilt als Modell fiir Nutzpflanzen und ist
beziiglich Untersuchungen zum Salzstress jedoch weniger geeignet, da Tabak unter Salzstressbe-
dingungen hauptséchlich auf den damit zusammenhéngenden Abfall des Wasserpotentials rea-
giert (Murthy u. Tester, 1996). Genauso kann die Synthese und Akkumulation eines compatible
solutes zwischen verschieden Pflanzenarten variieren. Zum Beispiel fithrte die Uberexpression
des pbcr-Gens aus Sojabohne in Tabak zu keiner Erhohung der osmotischen Toleranz mittels
Prolin (Szoke et al., 1992). Zudem bewirkte auch die heterologe Expression des cmo-Gens aus
Spinat in Tabak eine geringere als die in Spinat nachweisbare Glycinbetain-Anreicherung (Nuc-
cio et al., 1998). Weiterhin ist die Menge an akkumulierten compatible solute nicht nur von der
Pflanzenspezies sondern ebenso vom Ort der Expression abhéngig, wie eine Untersuchung zur
Prolinsynthese in Arabidopsis zeigte. Demnach fiihrte die Expression eines Prolintransporters
aus Gerste unter Kontrolle des 35S-Promotors zu einer Verringerung der Prolinakkumulation
im oberirdischen Gewebe, auf die wahrscheinlich die beobachtete Reduktion der Biomasse zu-
riickzufithren war. Dagegen resultierte die Expression dieses Transporters unter der Kontrolle
des root cap-Promotors in einem gesteigerten Prolingehalt in der Wurzelspitze und erhohtem
Wurzelwachstum (Ueda et al., 2008). An diesen Beispielen ist zu erkennen, wie komplex eine
heterologe Synthese von compatible solutes in verschiedenen Pflanzen ist, die von vielen Para-
metern abhangt.

Beziiglich GG ist zu erwarten, dass sich die Synthese mittels ggpPS-Gen grundsétzlich auch
auf andere Arten hoherer Pflanzen iibertragen lésst, wie der Vergleich mit Arabidopsis zeigt.
Die Auswirkung beziiglich der Stresstoleranz in anderen Pflanzen bleibt zu tiberpriifen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen begriinden sich auf die besonders an-
wendungsbezogenen Zielstellungen. Im Folgenden ergeben sich jedoch weitere Fragestellung fiir
anschlieffende Untersuchungen, die in diesem Rahmen nicht gekldrt werden konnten. Die Frage
nach der Ursache fiir die Alters-, Entwicklungs- und auch Organ-abhéngigen GG-Akkumulation
stellt sich weiterhin. Aufserdem ist nicht gekldrt, ob GG moglicherweise auch in anderen Zell-
kompartimenten wie der Vakuole nachweisbar ist. Weiterhin ist zu klaren, inwieweit in den
Kohlenhydrathaushalt der transgenen Pflanzen eingegriffen wird. Zudem ist nicht bekannt, ob
es liberhaupt moglich ist, eine Steigerung des Ertrages zu erreichen.
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4 Diskussion

Ein grofes Problem der Erzeugung stresstoleranter Nutzpflanzen ist die Komplexitat und
Vielseitigkeit der Mechanismen, die als Reaktion auf abiotischen Stress in der Pflanze ablaufen.
Somit sollten in einem Ansatz verschiedene die Stressantwort betreffende Gene einbezogen wer-
den. Zum Beispiel wiire eine Kombination aus osmotischem Ansatz, der die GG-Akkumulation
beinhaltet, und ionischem Ansatz, der einen Na-Ionen-Transporter aus dem SOS-Pathway einbe-
zieht denkbar. Moglichkeiten fiir die Transformation verschiedener Gene in eine Pflanze existieren
bereits (Dafny-Yelin u. Tzfira, 2007). Zum Beispiel ist es moglich, mit Hilfe des Agrobakterien-
vermittelten Gentransfers transgene Pflanzen zu erzeugen, die entweder durch eine sequenzielle
Transformation oder durch Kreuzung zweier transgener Pflanzen mit unterschiedlichem Transgen
entstanden sind. Auch eine Cotransformation, d.h. die gleichzeitige Transformation verschiedener
Transgene ist moglich, indem eine Gemisch aus mehreren transgenen Agrobakterien-Stammen
fiir die Transformation verwendet wird (Li et al., 2003). Zudem koénnen die Sequenzen zweier
Gene in einem Plasmid so miteinander fusioniert werden, dass nur ein Transkript entsteht. Nach
der folgenden Translation spaltet eine Protease das Produkt in zwei Proteine (Dasgupta et al.,
1998). Auch die Verwendung mehrerer Expressions-Kassetten innerhalb eines Vektors kann eine
multiple Gentransformation erméglichen (Bohmert et al., 2002). So ist auch die gleichzeitige
Transformation verschiedener Gene in Pflanzen realisierbar, wodurch die pflanzliche Stressant-
wort auf mehr als nur einer Ebene beeinflusst und die Komplexitit der Toleranzmechanismen
von Pflanzen gegeniiber abiotischen Stressfaktoren beriicksichtigt werden kann.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Erzeugung transgener Kartoffelpflanzen, die
das compatible solute Glucosylglycerol (GG) akkumulieren. Dazu wurde das ggpPS-Gen aus
Azotobacter vinelandii exprimiert, mit dessen Hilfe zuvor in Arabidopsis eine GG-Synthese
erreicht werden konnte (Kldhn et al., 2009). In Gewéchshausversuchen erfolgte die Untersuchung
der transgenen Kartoffelpflanzen beziiglich der Auswirkung der GG-Synthese auf Wachstum und
Ertrag unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen bei konstitutiver, stressinduzierter sowie
knollenspezifischer ggpPS-Expression.

In der Arbeit wurden 8 Plasmidkonstrukte hergestellt, die das ggpPS-Gen unter der Kontrolle
des 35S-, des rd29A- bzw. des B33-Promotors besitzen und die Selektion der transgenen Regene-
rate anhand verschiedener Markergene ermoglichen. Mit Hilfe eines optimierten, sehr effizienten
Transformationsprotokolls konnten die erzeugten Konstrukte erfolgreich in die Kartoffelsorte Al-
batros transformiert werden. In den letzten Versuchen wurde eine Selektionsrate von bis zu 80
% GG-bildender Kartoffelpflanzen erreicht. Diese hohen Selektionsraten bieten die Moglichkeit,
bei folgenden Transformationen auf die Verwendung von Markergenen zu verzichten und somit
einem grofen Kritikpunkt an der Gentechnik zu begegnen.

Die Transformationen fiihrten zu einer Reihe von transgenen Regeneraten, die sehr hohe GG-
Mengen von durchschnittlich bis zu 19 pmol/g FM in jungen Bléttern akkumulierten. Diese
GG-Menge entspricht dem Niveau der GG-Gehalte in trangenen Arabidopsis-Pflanzen. Im Ver-
gleich zu vorangegangenen Untersuchungen an Kartoffelpflanzen, die das ggpS-Gen aus dem
Cyanobakterium Synechocystis fiir die GG-Synthese exprimierten, konnte eine 50fache Steige-
rung der GG-Akkumulation erzielt werden.

Mit ausgewahlten Linien, die verschiedene GG-Gehalte aufwiesen, wurden im Gewéchshaus
Versuche unter Kontroll-, Salz- und Trockenstressbedingungen durchgefiihrt. Wahrend dieser
Gewichshausversuche konnte eine Alters- bzw- Entwicklungs-abhéngige GG-Akkumulation be-
obachtet werden, d.h. die hohen GG-Gehalte in jungen Blattern nahmen mit zunehmendem
Alter des Blattes und der gesamten Pflanze stark ab. Auch in den untersuchten Stolonen waren
wiederum grofsere GG-Werte nachweisbar, wihrend reife Knollen kein GG enthielten. Dieses
Phénomen ist moglicherweise auf eine posttranskriptionelle Regulation, den Abbau des GgpPS-
Proteins oder den Transport des GGs nach dem source-sink-Prinzip zuriickzufiihren.

Prinzipiell zeigten die transgenen GG-akkumulierenden Pflanzen sowohl unter Kontroll- als
auch Stressbedingungen ein deutlich verbessertes Wachstum des Sprosses im Vergleich zum
Wildtyp. Auch der Knollenansatz war erhoht. Jedoch war es nicht moglich, unter Gewéchsh-
ausbedingungen einen erhohten Knollenertrag nachzuweisen. Die Topfanzucht und der damit
verbundene Platzmangel scheint hier der limitierende Faktor zu sein. Inwieweit das verbesserte
Wachstum und der erhohte Knollenansatz zu einem héheren Ertrag fithren, kann somit nur mit
Hilfe eines Feldversuches gepriift werden.

Zusatzlich zur konstitutiven ggpPS-Expression wurde eine salzinduzierte ggpPS-Expression
durch die Kopplung an den rd29A-Promotor in transgenen Pflanzen erzeugt. Auch diese PHlanzen
zeigten eine starke GG-Akkumulation. Unter Salzstress war eine deutliche GG-Zunahme zu
beobachten. Zusétzlich konnte in den rd29A-Pflanzen auch in den Knollen GG nachgewiesen
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5 Zusammenfassung

werden, in denen zuvor weder mittels konstitutiver noch knollenspezifischer ggpPS-Expression
eine Akkumulation von GG detektiert wurde. Somit fiihrt regulierte Expression méglicherweise
zu einer verbesserten Stresstoleranz.
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