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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Integration von T-DNA in das Pflanzengenom

Das Phytopathogen Agrobacterium tumefaciens besitzt die Fdhigkeit, Gene in das
Pflanzengenom einzubringen. Dieser horizontale Gentransfer wird in der biologischen
Grundlagenforschung und der industriellen Anwendung verwendet, um Fremdgene in Pflanzen
einzufithren. Der Gentransfer beruht auf den Funktionen der vir-Gene, die sich auf dem Ti-
Plasmid (Ti = tumor inducing) von Agrobacterium tumefaciens befinden (Schell et al., 1979).

Im Verlauf der Agrobakterien vermittelten Pflanzentransformation wird ein bestimmter Bereich
des Ti-Plasmids in die Pflanzenzelle transferiert. Dieser Bereich, die T-DNA (transfer-DNA),
wird innerhalb des Ti-Plasmides durch 24 bp direkte Sequenzwiederholungen (T-DNA Border)
flankiert. In vitro Studien in Agrobakterien (Albright et al., 1987, Wang et al., 1987 und
Diirrenberger et al., 1989) zeigten, dafl es im Verlauf der T-DNA Prozessierung und Integration
durch stellen- und strangspezifisches Schneiden der linken und rechten T-DNA Border zur
Erstellung eines Einzelstrangmolekiils (T-Strang) kommt. Die endonukleolytischen
Schnittstellen befinden sich zwischen dem zweiten und dritten Nukleotid der 24 bp (Pansegrau
und Lanka, 1991). Wird eine T-DNA vollstindig integriert, so weist sie 2 bp der rechten und 22
bp der linken T-DNA Border auf. Im Verlauf des weiteren Integrationsprozesses erfahrt das 5'
Ende der T-DNA (die rechte T-DNA Border) eine Polarisierung durch Binden des VirD2
Proteins und es kommt zu einem 5' gerichteten T-DNA Transfer in das Pflanzengenom (Tinland
et al., 1995, zusammengefalit in Tinland, 1996). Durch die Bindung des VirD2 Proteins wird
eine Protektion des 5' T-DNA Endes gegen Nukleasen bedingte Degradierung vermutet. Da der
linke Borderbereich nicht durch das VirD2 Protein geschiitzt ist, besteht die Annahme, dafl der
linke Borderbereich oft unvollstindig in das Pflanzengenom integriert wird (Tinland et al.,
1995).

Studien der T-DNA Integration (Gheysen et al., 1991, Matsumo et al., 1991, Mayerhofer et al.,
1991, Hiei et al., 1994, van der Graaf et al., 1996) in Tabak und Arabidopsis konnten fiir die
linke T-DNA Border Deletionen innerhalb der 22 bp Bordersequenz sowie der angrenzenden T-
DNA Bereiche ermitteln. Die rechte T-DNA Border wies in den meisten Fillen lediglich
Deletionen von einem bzw. zwei Nukleotiden auf. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
einer vermuteten, priziseren Integration der rechten T-DNA Border in das Pflanzengenom
(Tinland et al., 1995). In einigen Fillen konnten zusitzlich zur T-DNA die angrenzenden
Bereiche des Ti-Plasmides im Pflanzengenom nachgewiesen werden (Herman et al., 1990,
Mayerhofer et al., 1991, Koncz et al., 1998).

Die Integration der T-DNA in das Pflanzengenom erfolgte verteilt entlang der Chromosomen
(Chyi et al., 1986, Thomas et al., 1994, Azpiroz-Leehan und Feldmann, 1997), wobei jedoch
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eine Priferenz fiir transkribierte Regionen ermittelt wurde (Coates et al., 1987, Koncz, et al.,
1989, 1994, Tinland, 1996, Azpiroz-Leehan und Feldmann, 1997).

Ein oder mehrere T-DNA Kopien konnen an einem oder verschiedenen Loci im Pflanzengenom
vorkommen (Koncz et al., 1989). Die Loci konnen vollstindige und unvollstindige T-DNAs
beinhalten und die T-DNAs liegen teilweise in komplexen Strukturen vor (Jorgensen et al.,
1987, Koncz et al., 1994, De Neve et al., 1997). Generell besteht eine priferentielle Integration
mehrerer T-DNAs an einem Locus (Depicker et al., 1985, de Block und Debrouwer et al, 1991
und De Neve et al., 1997). Die Wahl des Agrobakterien-Stamms (Jorgensen et al., 1987) und das
zur Transformation eingesetzte Gewebe (Grevelding et al., 1993) beeinflufit ebenfalls das T-
DNA Integrationsmuster im Pflanzengenom.

Im Bereich der T-DNA Integrationsstelle kam es zu kleineren Deletionen (Gheysen et al., 1991
und Mayerhofer et al., 1991). In einigen Fillen konnten auch groBere Rearrangements wie
umfangreiche Deletionen oder Translokationen im Pflanzengenom nachgewiesen werden (Nacry
et al., 1998, Laufs er al., 1999). Fiir den Ubergang zwischen Pflanzen-DNA und T-DNA konnten
in einigen Fillen zusitzliche Nukleotide (filler DNA) ermittelt werden. Solche
Verbindungsbereiche werden als unprizise bezeichnet (Matsumoto et al., 1990, Gheysen et al.,
1991, Mayerhofer et al., 1991). Zwischen den Sequenzen der Integrationsstelle im
Pflanzengenom und der T-DNA wurden Mikrohomologien ermittelt. Dies fiihrte zu
Modellvorstellungen, dall die T-DNA Integration im Pflanzengenom auf dem Mechanismus der
illegitimen Rekombination beruht (Gheysen et al., 1991, Mayerhofer et al., 1991, Ohba et al.,
1995).

Die bisherige Charakterisierung von T-DNA Integrationen wurde an einer geringen Anzahl
transgener Linien, die z.T. komplexe T-DNA Strukturen beinhalteten, durchgefiihrt. Daher ist
keine allgemeingiiltige Aussage iiber die Hiufigkeit von Verdnderungen der T-DNA und der
Integrationsorte moglich. Ahnliches gilt fiir die Verteilung der Integrationsorte in Genen und
repetitiven Elementen des Pflanzengenoms. Zur Ermittlung der die T-DNA flankierenden
Sequenzen konnen die Methoden TAIL-PCR (thermal asymmetric interlaced PCR, Liu et al.,
1995) bzw. iPCR (Ochman et al., 1993) herangezogen werden.

Das Einbringen von T-DNA in das Pflanzengenom wurde in der Pflanzenbiologie hauptsédchlich
zur Erstellung stabil integrierter Transgene verwendet. Sowohl monokotyledone (u.a. Reis) als
auch dikotyledone Pflanzen (u.a. Arabidopsis, Tabak, Petunia, Tomate) sind transformierbar
(zusammengefallt in Hohn et al., 1989).

Die Eigenschaft der T-DNAs, oft in transkribierte Bereiche zu inserieren, kann ausgenutzt
werden, um Genfunktionen durch T-DNA Insertion zu zerstoren (Yanofsky et al., 1990). Die T-
DNA Insertionsmutagenese wurde zu einem wichtigen Werkzeug zur Isolierung von Genen und
der Analyse ihrer Funktion. In Arabidopsis ermoglicht die fast vollstindige Abdeckung des
Genoms mit T-DNA Insertionen die Methodik der reversen Genetik (Azpiroz-Leehan und
Feldmann, 1997).
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1.2 Variabilitiat der Transgen-Expression in Pflanzen

Die Einfiihrung von Transgenen kann seit Beginn der achtziger Jahre stabil durch Agrobakterien
vermittelte T-DNA Transformation in das Pflanzengenom erfolgen, wobei Integrationsort und
Kopienzahl der T-DNA nicht gesteuert werden konnen. Die Bedeutung von transgenen Pflanzen
nimmt sowohl fiir die Grundlagenforschung sowie fiir industrielle und landwirtschaftliche
Anwendungen stetig zu. Daher ist es wiinschenswert, Techniken zu entwickeln, die eine stabile
und vorhersagbare Expression eines Gens in verschiedenen Genompositionen gewéihrleisten.
Untersuchungen zur Transgenexpression ermittelten starke Unterschiede zwischen
verschiedenen Transformanten. GUS-Aktivititsmessungen verschiedener Transformanten
wichen um den Faktor 8600 (Topping et al., 1991), 2500 (Holtorf et al., 1995) bzw. 175 (Peach
et al., 1991) voneinander ab. Grofe Variabilitdt in der Hohe der Transgenexpression konnte
mittels Northern Blot Analysen fiir weitere Transgene ermittelt werden (Jones et al., 1985, An,
1986, Dean et al., 1988, Shirsat et al., 1989, Meza et al., 2001).

Das Ergebnis der Untersuchung von Jakowitsch et al. (1999) zeigte, daf} zusitzlich vorliegende
partielle Transgenkopien sowie Vektor- oder T-DNA-Fragmente fiir eine instabile und reduzierte
Transgenexpression verantwortlich waren. Eine Reduktion der Genexpression aufgrund von
inversen Sequenzwiederholungen oder komplexen T-DNA Strukturen wurde in verschiedenen
Studien nachgewiesen (Linn ef al., 1992, Hobbs et al., 1993, Finnegan und McElroy 1993, 1994,
Fink und Bender, 1995, Stam et al., 1998, zusammengefallt in Selker 1999).

Eine Untersuchung von Day et al. (2000) in Tabak konnte zeigen, dal einige Transgene, die mit
Hilfe des Cre-lox-Systems in die gleiche Genomposition eingebracht wurden, variable
Expression aufwiesen. Es wurde festgestellt, da3 die unterschiedliche Aktivitit der Reportergene
in Zusammenhang mit verschiedenen Transformationsexperimenten stand. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, daB3 Gensilencing auch wihrend der Transformation etabliert werden kann.
Einige Untersuchungen zeigten eine expressionsstabilisierende Wirkung von MAR-Sequenzen
(,,Matrix-attached-regions*). Flankieren MARs transformierte Gene, so konnte iiber mehrere
Generationen eine stabile und einheitliche Expression beobachtet werden (Allen et al., 1996).
MARs verschiedener Organismen konnten jedoch in Tabak Silencing der betreffenden Gene
nicht verhindern (Vaucheret et al., 1998).
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1.3 Transgen-Silencing: epigenetische Inaktivierung von Transgenen

in Pflanzen

Im Verlauf der Untersuchungen transgener Pflanzen zeigten sich in Ausnahmefillen unerwartete
Phinomene, die eine variable Expression bis zu einer vollkommenen Abschaltung des Transgens
beinhalten (zusammengefal3t in Flavell, 1994, Finnegan und McElroy, 1994). Dies war nicht
durch eine Veridnderung oder den Verlust der Nukleinsiduresequenz der betroffenen Gene zu
erkldren; es handelt sich somit um epigenetische Phinomene.

Generell wird Silencing von Transgenen in zwei Klassen eingeteilt. Die erste Klasse enthilt das
Phinomen der Positions-Effekt-Variegation (PEV). PEV bezeichnet in Drosophila den Einfluf}
der chromosomalen Umgebung auf die Expression eines Gens. PEV wird beobachtet, wenn
Gene aus euchromatischen Bereichen durch Translokationen oder Inversionen in die Nihe von
oder in heterochromatische Genomdoménen transferiert werden (zusammengefal3t in Henikoff,
1998). Die zweite Klasse enthilt das Phidnomen des Homologie-abhingigen Gen-Silencings
(HDGS - ,homology-dependent gene silencing®), welches oft beim Vorliegen mehrerer
Sequenzkopien im Pflanzengenom beobachtet wird. Die Modellvorstellung besagt, dall es zu
Interaktionen zwischen homologen Sequenzen kommt (Stam et al., 1997). Die haufig
beobachtete inverse Korrelation zwischen Transgen-Kopienzahl (Linn et al., 1990, Mittelsten-
Scheid et al., 1991, Assad et al., 1993) und Expression des entsprechenden Transgens
widersprach den Erwartungen und einer Studie von Hobbs et al. (1993), in der gezeigt wurde,
daB} eine Erhohung der Transgen-Kopienzahl auch zu einer Erhohung des Expressionsniveaus
fiihrt.

Gen-Silencing kann durch Modulation der Transkription oder der mRNA Stabilitit
hervorgerufen  werden.  Daher  wird  zwischen  transkriptionellem  (TGS) und
posttranskriptionellem (PTGS) Gen-Silencing unterschieden (Stam et al., 1997). TGS ist im
allgemeinen mit einer erhohten meiotisch vererbaren Promotormethylierung assoziiert (Park et
al., 1996) und korreliert mit einer verdnderten Chromatinstruktur (Ye und Signer, 1996). PTGS
ist hdufig mit einer meiotisch revertierbaren Methylierung der kodierenden Sequenzbereiche
verbunden (Stam et al., 1997, Depicker und van Montagu, 1997).

1.3.1 Studien und Modellvorstellungen zum transkriptionellen Gen-Silencing
(TGS)

Transkriptionelles Silencing von Genen, die Homologien in Promotorregionen besitzen, wurde
in cis beobachtet, wenn mehrere, z.T. deletierte Kopien eines Transgens an einem Locus im A.
thaliana Pflanzengenom vorlagen (Assaad et al., 1993). Der zur Transformation verwendete T-

DNA  Vektor enthielt mehrere zum  Teil deletierte = Wiederholungen  des
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Neomycinphosphotransferasegens  (NPT), dessen  Genprodukt transgenen Pflanzen
Kanamycinresistenz verleiht. Mehrere T-DNAs integrierten an einem einzigen Locus und
zeigten durch Rekombinationsereignisse strukturelle Verdnderungen. In einem Fall entstand eine
einzelne, vollstindige Kopie des NPT Gens. Transgene Pflanzen, die diese einzelne, vollstindige
NPT Kopie trugen, besalen Antibiotikaresistenz. Transgene Linien, die an einem Locus mehrere
komplexe T-DNAs mit zumindest einer intakten NPT-Kopien besaBlen, zeigten in jeder
Generation eine hohe Anzahl Antibiotika sensitiver Pflanzen. Die tandemartigen
Sequenzwiederholungen der inaktivierten Loci fiihrten zum Begriff des ,,Repeat induced gene
silencing* (RIGS). Neben einer DNA Methylierung der Promotorbereiche, konnte eine erhdhte
Resistenz gegeniiber einer DNasel und einer Micrococcus Nuklease Behandlung nachgewiesen
werden, die auf eine Veridnderung der Chromatinstruktur hindeutet (Ye und Signer, 1996).

Ein Modell zur Wirkungsweise von RIGS wurde durch Untersuchungen tandemartiger
Transgenkonfigurationen in Drosophila von Dorer und Henikoff (1994) vorgeschlagen. Sie
zeigten, dall einzeln vorliegende Transgene eine starke Variegation aufweisen, wenn sie in der
Néhe oder in heterochromatischen Bereichen integriert vorliegen und dadurch PEV unterliegen.
Heterochromatin flankiert die Centromere und enthilt u.a. repetitive Elemente: in tandem
organisierte Sequenzwiederholungen, Mikrosatelliten, Transposons und Retrotransposons.
Variegierende Expression konnte jedoch auch beobachtet werden, wenn Transgene in
tandemartiger oder invertierter Lage zueinander in euchromatischen Bereichen integriert
vorlagen. Fiir diese Transgene konnte eine Korrelation zwischen der Variegationsstirke und der
Anzahl repetitiver Transgene ermittelt werden. Die Modellvorstellung zur variegierenden
Expression repeptitiver Transgene besagt, dal durch die Paarung der Sequenzwiederholungen
eine Induktion von Heterochromatin erfolgt.

Die Kombination von aktiven Transgenkopien durch Kreuzung oder Transformation zeigten
TGS Phénomene in trans. Durch die Einfiihrung mehrerer T-DNAs, die unterschiedliche
Resistenzgene trugen, kam es bei Verwendung des gleichen Promotors zum Verlust der Aktivitit
der Resistenzgene in transgenen Pflanzen (Matzke et al., 1989, Matzke und Matzke 1990, 1991,
1993). Deletionsanalysen von Promotoren ergaben, dal eine Homologie von 90 bp ausreichend
fiir TGS ist (Vaucheret, 1993).

In Tabak (Park er al., 1996) konnten zwei inaktivierende Loci in Telomernihe lokalisiert
werden, H2 und 271, die aus vielfachen Sequenzwiederholungen bestehen. Der H2 Locus besal}
multiple Kopien des Nopalin-Synthase-Promotors (pnos) und der Lokus 271 enthielt mehrere
Kopien des NPT-Gens unter der Kontrolle des CaMV 19S Promotors. Der Locus H2 war in der
Lage jedes Transgen zu inaktivieren, welches unter der Kontrolle des pnos Promotors stand und
der Locus 271 inaktivierte jedes Transgen, welches sich unter der Kontrolle des 35S oder 19S
Promotors befand (Matzke et al., 1994). Die Inaktivierung war mit einer Hypermethylierung der
Promotorbereiche verbunden und durch ,,run-off** Transkriptions-Experimente wurde belegt, daf3
es sich um TGS handelte (Park et al., 1996).

Modellvorstellungen besagen, dal3 die Interaktion homologer Sequenzen durch direkte DNA-

DNA Paarung die trans-wirkenden Methylierungs- und Silencingsignale und damit TGS
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vermitteln. Signale fiir eine de novo-Methylierung in cis konnen dabei an einen trangenen Locus
(Stam et al., 1998) oder an flankierende Sequenzen (Prols und Meyer, 1992) gebunden sein.

In einer Studie von Mette et al. (1999) konnte die Signaleigenschaft doppelstringiger RNA
(dsRNA) im Zusammenhang mit TGS nachgewiesen werden. Promotorsequenzen wurden unter
die Kontrolle eines anderen Promotors gestellt, um dsRNA der Promotorbereiche zu erzeugen.
Die dsRNA war nachweisbar und konnte de novo Methylierungen auf einen korrespondierenden
Transgenpromotor iibertragen und dort TGS auslosen. Es konnten auch 21-25 nt sense und
antisense RNAs (Hamilton et al., 1998), die Homologie zum Promotor aufwiesen, festgestellt
werden. Vergleichbare kleine RNA Molekiile wurden im Zusammenhang mit PTGS (Hamilton
et al., 1998, Waterhouse et al., 1998) nachgewiesen. Daher konnten sowohl TGS als auch PTGS
durch vergleichbare Molekiile vermittelt werden.

TGS ist nicht nur an multiple Kopien gebunden, sondern konnte auch fiir ein Transgen, welches
in Einzelkopie vorlag, nachgewiesen werden. In einer Studie von Prols und Meyer (1992) wurde
die Inaktivierung des A/-Transgens (kodiert fiir das Enzym Dihydro-flavonol-4-Reduktase) aus
Mais in Petunia nachgewiesen, welches in der Nachbarschaft von Sequenzen mit hohem
Methylierungsgrad lokalisiert war. Im Bereich des Transgen-Promotors bestand ausgeprigte
Methylierung. Daher wurde vermutet, daf} die Methylierung der genomischen Umgebung auf das
Transgen ausgeweitet wurde. Dies ist vergleichbar mit der Ausbreitung von Heterochromatin,
wie es in Drosophila vermutet wird. Es wird vermutet, da3 Transgene, die sich in der Néhe
heterochromatischer Doménen befinden, durch die Ausweitung von Heterochromatin in dieses
hineingezogen werden (zusammengefallt in Henikoff, 1998).

1.3.2 Studien und Modellvorstellungen zum post-transkriptionellen Gen-Silencing
(PTGS)

Posttranskriptionelles Gen-Silencing geht mit einer Reduktion der Gen-Aktivitit durch
sequenzspezifische Degradierung der mRNA einher und ist hiufig mit einer Methylierung der
kodierenden Sequenz verbunden. PTGS wurde hiaufig beobachtet, wenn die Transgene unter der
Kontrolle des CaMV 35S Promotors standen, der hohe Expression vermittelt. PTGS wurde auch
bei Transgenen gefunden, die keine Sequenzhomologie zu endogenen Genen aufweisen (Hobbs
et al., 1993, Dehio und Schell, 1994, Elmayan und Vaucheret, 1996, English et al., 1996).

PTGS wurde in einer Studie von Dehio und Schell (1994) durch die Einfiihrung des rolB Gens
aus Agrobacterium rhizogenes in A. thaliana beobachtet. Transgene Pflanzen, die eine Kopie des
rolB Gen exprimiert an einem Locus aufwiesen, zeigten einen visuell erfaBbaren Phénotyp. Eine
Transgen-Inaktivierung wurde durch die Reversion der betreffenden Pflanzen zum Wildtyp-
Phinotyp deutlich. Die Frequenz der rolB Geninaktivierung war abhingig von der Zahl der
integrierten Transgene und der Stirke des verwendeten Promotors. Zudem konnte fiir eine

Transformante, die die rolB Gene homozygot trug, eine hohere Inaktivierungsfrequenz als fiir
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die entsprechenden hemizygoten Pflanzen ermittelt werden. Dieses Expressions- und
Inaktivierungsverhalten zeigte sich in jeder Generation erneut. Daraus wurde geschlossen, daf}
die Inaktivierung des Gens im Verlauf der Meiose aufgehoben wird. Es wurde gezeigt, daf} es
sich bei dieser Form des Gen-Silencing um PTGS handelt.

Das Einbringen von Transgenen, die Sequenzhomologien zu endogenen Genen aufweisen, kann
zum koordinierten Silencing des Transgens und des endogenen Gens fiihren. Dieses Phinomen
wird als Cosuppression bezeichnet und wurde erstmals in Petunia beobachtet. Durch die
Einfiihrung zusitzlicher Kopien des Chalkonsynthase (Chs) Gens kam es zu einer Inaktivierung
der Transgene und der endogenen Chs-Gene (Jorgensen et al., 1990, Napoli et al., 1990, van der
Krol et al., 1990).

Grundlage fiir die posttranskriptionelle Gen-Inaktivierung ist der selektive Abbau der mRNA im
Cytosol. Untersuchungen ermittelten einen Zusammenhang zwischen der Menge der
transkribierten RNA und deren Abbau bei Erreichen eines bestimmten Schwellenwertes
(,,Threshold“-Hypothese, Lindbo et al., 1993, Dehio und Schell et al., 1994, Metzlaff et al.,
1997, Que et al., 1997, Elmayan et al., 1998, Vaucheret er al., 1998a). Diese These konnte
jedoch in einigen Untersuchungen nicht bestitigt werden (English et al., 1996). In einem Fall
konnte sogar durch ein Transgen ohne Promotor Cosuppression ausgeldst werden (van Blokland
et al., 1994). Daher scheint die Menge der transkribierten mRNA nicht in allen Fillen fiir PTGS
verantwortlich zu sein. Zur Erkldrung dieser Fille wurde postuliert, dal es zu einer direkten
DNA-DNA Wechselwirkung der homologen Sequenzbereiche kommt. Als Folge dieser Paarung
wurde die Produktion aberranter RNA Molekiile und eine Methylierung der kodierenden
Sequenzbereiche vorgeschlagen (zusammengefalit in Selker 1997, 1998).

Es wird vermutet, dal kleine aberrante RNAs mit der mRNA des Transgens hybridisieren,
doppelstrangige RNA-Molekiile (dsSRNA) bilden und diese dadurch fiir eine Degradierung durch
doppelstrangspezifische RNasen markieren. In verschiedenen Pflanzenspezies wurde im
Zusammenhang mit PTGS das Vorliegen von kleinen 21-25 bp langen sense und antisense RNA
Molekiilen nachgewiesen (Hamilton et al., 1998, Waterhouse et al., 1998, Chuang et al., 2000).
Der genaue Mechanismus der Initiation von PTGS ist unbekannt. Ein Modell, das die Synthese
der dsRNA durch eine RNA-abhingige RNA-Polymerase (RARP) beinhaltet, wurde als zentraler
Funktionsmechanismus in mehreren Untersuchungen dargestellt (Jorgensen et al., 1998,
Wassenegger et al., 1994, Wassenegger und Pélissier, 1998, Waterhouse et al., 1998).

In Tomate konnte ein Gen identifiziert werden, welches fiir eine RARP kodiert (Schiebel er al.,
1998). In Arabidopsis (Dalmay et al., 2000 und Mourrain et al., 2000), Neurospora crassa
(Cogoni und Macino, 1999) und Caenorhabditis elegans (Smardon et al., 2000) konnten mittels
Mutanten Gene identifiziert werden, die Sequenzhomologie zum RdRP-Gen aus Tomate
aufwiesen. In den Mutanten war PTGS nicht mehr zu beobachten, damit wurde eindeutig die
Rolle der RARP bei PTGS Prozessen belegt.

Die systemische, sequenzspezifische Ausbreitung des PTGS wurde in Studien von Palauqui et
al. (1997) und Voinnet und Baulcombe (1997) in Tabak untersucht. Es konnte eine Ausbreitung
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tiber groBe Distanzen nachgewiesen werden. Das Signalmolekiil konnte noch nicht ermittelt
werden.

Verschiedene Untersuchungen legten den Schlu3 nahe, daB3 es sich bei PTGS um einen
pflanzlichen Mechanismus zur Virusabwehr handelt (Voinnet et al., 1997, Waterhouse et al.,
1998, Jones et al., 1999).

1.33 Studien und Modellvorstellungen zur antisense Suppression

Die antisense Suppression wurde in der Pflanzenbiologie vielfach genutzt, um spezifisch die
Expression endogener Gene zu reduzieren. Sie wurde eingesetzt, um Genfunktionen
beispielsweise in metabolischen Synthesewegen oder der Pflanzenentwicklung zu analysieren.
Weitere Ziele der antisense Suppression waren die Erzeugung von Mutanten und eine
Ertragssteigerung im Nutzpflanzenanbau (zusammengefalit in Bourque, 1995).

Doch nicht immer zeigte sich der gewiinschte Effekt, eine vollstindige Ausschaltung der
endogenen Genexpression, durch antisense Transgene. In Petunia (Napoli et al., 1990, van
Blokland et al., 1990, von der Krol et al., 1990) wurde durch die Einfilhrung von
Chalkonsynthase(Chs)-antisense Genkonstrukten der Einflu3 auf das endogene Chs Gen
untersucht. Es konnte keine Korrelation zwischen der Zahl an eingefiihrten Chalkonsynthase
antisense Genkopien und der Menge der vorhandenen antisense mRNA ermittelt werden. Diese
Untersuchungen zur antisense Suppression von Genen ergaben weiterhin, da Transformanten
mit einem vergleichbaren Niveau an antisense RNA unterschiedliche Phénotypen zeigten, die
auf geringe bis starke Reduktion der Chs-Expression zuriickzufiihren waren. Interessanterweise
konnten einige Transformanten mit einem sehr geringen Niveau an antisense RNA starkes
Silencing hervorrufen. Eine eindeutige Korrelation zwischen dem Ausmal} der antisense
Suppression und der antisense Transkriptmenge bzw. der antisense Kopienzahl konnte somit
nicht ermittelt werden (van der Krol et al, 1990, Hall et al., 1993). Diese Ergebnisse stehen
allerdings im Widerspruch zu anderen Untersuchungen (Smith er al., 1990). Spitere
Untersuchungen (Jorgensen et al., 1996, Que et al., 1998) ermittelten anhand von Phénotypen
eine Korrelation zwischen der Anzahl der Transgene in antisense Orientierung und der Stirke
der antisense Suppression. Eine solche Korrelation wurde ebenfalls fiir Transgene in sense
Orientierung und Cosuppression ermittelt. Chs Silencing Phédnotypen wurden in Studien zur
Cosuppression beschrieben (u.a. Napoli et al., 1990, Stam et al., 1997, Atkinson et al., 1998).
Durch das Silencing des Chs-Gens kam es zu einer Unterdriickung der Bliitenfarbe. Einzelkopie-
Transgene in antisense Orientierung riefen in Petunia im Vergleich zu Einzelkopie-sense-
Transgenen ein wesentlich stidrkeres Silencing hevor. Die beobachteten Phéanotypen der Chs
Inaktivierung durch antisense Chs Transgene waren mit den Phianotypen der Chs Inaktivierung
durch Chs Transgene, deren T-DNAs in invertierter Orientierung vorlagen, vergleichbar. Chs

Transgene, deren T-DNAs in invertierter Orientierung vorliegen, zeigten stirkere Cosuppression
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als Einzelkopie-Chs-Transgene (Jorgensen et al., 1996, Que et al., 1998). Diese Ergebnisse zur
antisense Suppression stehen in Ubereinstimmung mit Daten von Waterhouse et al. (1998) und
Wang et al. (2000). Aufgrund der Ahnlichkeit der Chs Phinotypen fiir antisense Suppression
und PTGS, wurden vergleichbare mechanistische Modellvorstellungen angenommen, die eine
DNA-DNA Paarung oder RNA-DNA Paarung beinhalten. Eine koordinierte Eliminierung von
sense- und antisense-RNAs wurde bereits in einigen Studien nachgewiesen (Hall et al., 1993,
Hamilton et al., 1990, Sheedy et al., 1988, Smith et al., 1988).

1.4 Das Untersuchungssystem

Aus den vorangegangenen Darstellungen wird deutlich, da3 die Einfiihrung von Transgenen
mittels Agrobakterien vermittelter Transformationsmethoden zu einer groflen Variabilitdt der
Transgen-Expression fiihrt, der verschiedene Phinomene zugrunde liegen kénnen.

Das in dieser Arbeit verwendete Untersuchungssystem hatte zum Ziel, eine klar definierte
Struktur und Anzahl bestimmter Reportergene in verschiedenen Genompositionen zu etablieren
und zu Expressionsanalysen heranzuziehen. Dadurch konnen Silencing-Phinome, denen
unvollstindige und komplexe T-DNA Integrationen zugrunde liegen, ausgeschlossen werden.
Fiir diese Untersuchung wurde der Modellorganismus Arabidopsis thaliana verwendet, der
problemlos zu transformieren ist. Aufgrund der kurzen Generationszeit von ca. sechs bis acht
Wochen sowie einer Produktion von bis zu 10.000 Samen pro Pflanze und dem geringen
Platzbedarf (Meyerowitz, 1989) besitzt diese Pflanze gute FEigenschaften fiir genetische
Untersuchungen. Die Befruchtung erfolgt normalerweise durch Selbstbestdaubung; es konnen
jedoch ohne groeren Aufwand Kreuzungen durchgefiihrt werden. Mit einer Genomgrofle von
125 Mb besitzt A. thaliana ein kleines Genom, welches sich durch einen geringen Anteil
repetitiver mobiler Elemente auszeichnet (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Die fast
vollstindige Abdeckung des Arabidopsis-Genoms mit T-DNA und Transposon-Insertionen
ermoglicht Untersuchungsmoglichkeiten der reversen Genetik (zusammengefalt in Azpiroz-
Leehan und Feldmann, 1997), um Genfunktionen zu identifizieren.

Das Genom ist mit Ausnahme der repetitiven Sequenzen vollstindig sequenziert (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000) und zudem existieren fiir alle fiinf Chromosomen
molekulare Marker-, YAC- und BAC-Contig-Karten (zusammengefait in Schmidt, 1998).
Ermittelte, die T-DNA flankierende Sequenzen konnen daher problemlos aufgrund von
Homologieuntersuchungen den Chromosomenkarten zugeordnet werden. Das Genom ist
vollstiandig annotiert. Es wurde eine sehr hohe Gendichte ermittelt, durchschnittlich wird alle 4,5
kb ein Gen gefunden (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Damit kann fiir mittels
Sequenz kartierte T-DNA-Integrationen untersucht werden, ob sie in Genen oder in der

Nachbarschaft repetitiver Elemente vorliegen.
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Das Heterochromatin der Centromerregionen in A. thaliana enthilt hoch repetitive, in tandem
organisierte Elemente, 5S rDNA Sequenzen und eine Vielzahl mobiler Elemente. Innerhalb des
Heterochromatins existiert nur eine geringe Anzahl an Genen, fiir die jedoch Expression
nachweisbar ist (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Zwei Familien repetitiver Elemente
in Centromerregionen weisen eine GroB3e von 180 bp bzw. 500 bp auf (Marinez-Zapater et al.,
1986, Simoens et al., 1988). Diese besitzen 3100-5500 (180 bp) bzw. 280-560 (500 bp) Kopien
im Genom und sind tandemartig in Bereichen von 50 kb oder mehr organisiert. Eine
Sequenzhomologie zwischen diesen repetitiven Elementen besteht, da das 500 bp Fragment aus
zwei flankierenden 180 bp Sequenzen und einem zentralen degenerierten telomerdhnlichen
Fragment besteht. In den Centromerregionen konnten in A. thaliana weiterhin verteilt
organisierte repetitive Elemente detektiert werden, beispielsweise die Familien 163 und 164
(Thompson et al., 1996), die eine Kopienzahl von 90 bzw. 50 aufweisen. Repetitive Elemente
auflerhalb der Centromerbereiche wurden in den NORs (Nukleolus organisierdende Regionen)
der A. thaliana Chromosomen detektiert. Die Basiseinheit dieser repetitiven Elemente weist eine
Linge von 10,0-10,5 kb auf. Sie besteht aus 18S-5,8S-25S rRNA Genen und einem
intergenischen Bereich (Sall repetitive Elemente) (Gruendler et al., 1991). Die Kopienzahl im
Genom betrigt 570-750 (Pruitt und Meyerowitz, 1986).

Ahnlich umfangreiche Untersuchungen zur Genomstruktur liegen im Pflanzenreich nur fiir
Arabidopsis thaliana vor. Damit ist es in dieser Art moglich, Untersuchungen zum Einfluf3
repetitiver Elemente auf die Transgenexpression durchzufiihren. Pflanzenspezies wie Petunia
oder Tabak, die zu Untersuchungen der Transgenexpression verwendet wurden (s. vorherige
Abschnitte), bieten diese Vorteile fiir die Analyse nicht.

In vorangegangenen Studien konnte in A. thaliana eine eindeutige Korrelation zwischen der
Transgenkopienzahl des B-Glucuronidasegens (GUS) unter der Kontrolle des CaMV 35S
Promotors und dessen Expression ermittelt werden. Alle untersuchten Pflanzen, die zwei Kopien
des GUS-Gens trugen, zeigten eine einheitlich hohe GUS-Expression. Transgene Linien, die drei
oder mehr Kopien des GUS-Gens trugen, wiesen hingegen Gensilencing auf. Homozygote
Pflanzen, deren T-DNA die GUS-Reportergenkassette in zweifacher Kopie enthielt (GUS 2x),
besaBlen vier Kopien des GUS-Gens und die Untersuchung verschiedener isogener Pflanzen
zeigte eine Variabilitidt der Genexpression. Einige Pflanzen wiesen hohe und andere niedrige
Enzymaktivitiat auf, die im Vergleich zu Pflanzen mit zwei Kopien des GUS-Gens bis zu
1000fach verringert war. Enthielten die transgenen Pflanzen in ihrer T-DNA drei Kopien der
GUS-Reportergenkassette (GUS 3x), besalen homozygote sechs und hemizygote Pflanzen drei
Kopien des GUS-Gens. Im Vergleich zu transgenen Pflanzen mit zwei Kopien des GUS-Gens
konnte eine bis zu 1000fache Verringerung der GUS-Aktivitit ermittelt werden. Weiterhin
zeigten der Vergleich einzelner Pflanzen einer transgenen Linie eine uneinheitliche
Enzymaktivitit. Es wurde ein posttranskriptioneller Mechanismus der Geninaktivierung
vorgeschlagen (M. Gils, 2000, D. Schubert, 1999).
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1.5 Ziel der vorliegenden Arbeit

Das in dieser Arbeit verwendete Untersuchungssystem sollte zur Ermittlung von Faktoren, die
die Regulation der Transgenexpression in Arabidopsis thaliana beeinflussen, beitragen.

Die Etablierung von Einzelkopie T-DNA Linien und die detaillierte Charakterisierung und
Kartierung der T-DNA Integrationen, sollte die Analyse der Expression verschiedener
Reportergene in unterschiedlichen Genompositionen erméglichen. Weiterhin sollte eine Analyse
der T-DNA Insertionen Aufschluf} dariiber geben, in welchem Ausmal in transgenen Linien mit
einer T-DNA Kopie Verdnderungen der Borderbereiche oder der Integrationsstelle im
Pflanzengenom zu beobachten sind.

Es sollte systematisch untersucht werden, ob repetitive Elemente, die in unmittelbarer
Nachbarschaft zu einem Reportergen vorliegen, die Expressionshohe dieses Transgens
beeinflussen.

Transgene Arabidopsislinien, in denen drei oder mehr Kopien des B-Glucuronidasegens unter der
Kontrolle des 35S CaMV Promotors vorliegen, zeigen post-transkriptionelles Gen-Silencing (B.
Lechtenberg, 1999; D. Schubert, 1999; M. Gils, 2000). Es sollte gekldrt werden, ob Silencing
durch die Menge an Transkript induziert wird oder ob DNA-DNA Wechselwirkungen eine
auslosende Rolle spielen. Dazu wurden promotorlose Kopien des GUS-Gens erstellt und in
transgene Pflanzen eingebracht, die verschiedene Anzahlen von GUS-Reportergenen unter der
Kontrolle des 35S CaMV Promotors besallen.

Weiterhin sollte ein systematischer Vergleich der antisense Suppression und des post-
transkriptionellen Gen-Silencing in transgenen Arabidopsis thaliana Pflanzen vorgenommen

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Amersham, Braunschweig:
Bio-Rad, Richmond USA:

Calbiochem Behring Corp.,
Bad Soden:

Difo Laboratories, USA:

Duchefa, Haarlem, Niederlande:

Fluka, Schweiz:
Gibco BRL, USA:
Hartmann:

JT Baker, Holland:

Life Technology:

Metabion:
New England Biolabs, USA:

OSI Specialities Inc., USA:
Pall, USA:

PeqLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen:

Pharmacia, Freiburg:

Roche, Mannheim:

12

o?P-dCTP, Hybond-N*-Membran

Bio-Rad Protein-Assay

NP 40

Bacto-Agar, Bacto Trypton, Hefe-Extrakt, Pepton, Rind-
fleischextrakt

6-Benzyl-Aminopurin, Chloramphenicol, Diethylpyruvyl-
carbonat, Hygromycin B, Kanamycin, 4-MUG, MS
Medium M0222, Rifampicin, Streptomycin, Tetracyclin, X-
Gluc

Formamid

Agarose, Oligonukleotide, Taq-Polymerase, Tris
o’*P-dCTP

Borsidure

BSA, Restriktionsendonukleasen, DNA-Polymerase
(Klenow-Fragment), DNA-Lingenstandard (GeneRuler™
1kb DNA Leiter; EcoRl/ HindIIl gespaltene A-DNA), A-
DNA, dNTPs

Oligonukleotide
T4-DNA Ligase (2000000 U/ml), BstYI

Silvet L-77
Biodyne A-Membran

peqGOLD RNA Pure™

Ficoll

ATP, Enzyme, High Pure PCR Purification Kit, High Pure
Plasmid Purification Kit™, p(dN)s, RNase A
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Serva, Heidelberg:

Bromphenolblau, Ethidiumbromid, MOPS, N-
Lauroylsarcosin-Na-Salz, Triton-X-100, Xylencyanol

Sigma Chem. Co., St. Louis USA: deionisiertes Formamid, Kodak-X-OMAT AR-5 Filme, 4-

Whatman, Maidstone:

MU, PVP, Lachssperm-DNA

3MM Chromatographie-Papier

Alle iibrigen Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

2.1.2 Medien

2.1.2.1 Medien fiir die Anzucht von Escherichia coli

Die Anzucht erfolgte bei 37°C UN.

LB:

LB+Agar:

1% (w/v) Trypton

0,5% (w/v) Hefe-Extrakt
1% (w/v) NaCl

pH 7 mit NaOH

LB-Medium mit 1,5% (w/v) Bacto-Agar

2.1.2.2 Medien fiir die Anzucht von Agrobakterium tumefaciens

Die Anzucht erfolgte mindestens 2 Tage bei 28°C (Vervliet et al., 1975).

YEB:

YEB+Agar:

IM:

0,5% (w/v) Rindfleisch-Extrakt
0,1% (w/v) Hefe-Extrakt

0,5% (w/v) Pepton

0,5 % (w/v) Saccharose

2 mM Magnesiumsulfat

pH 7,2 mit NaOH

YEB-Medium mit 1,5% (w/v) Bacto-Agar

0,23% (w/v) MS-Medium

1% (w/v) Saccharose

10 ml/1 100 x BS5 Vitamine (100 mg/l Nicotinsdure, 1 g/l Thiamin-
HCI, 100 mg/l Pyridoxin-HCI, 10 g/l Myo-Inositol, 200 mg/l
Glycin in HyOpjgeg (steril filtrieren))

pH 5,8 mit KOH

nach dem Autoklavieren hinzugeben:
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0,01 mg/l 6-Benzyl-Aminopurin
0,005% (v/v) Silvet L-77

2.1.2.3 Medien fiir die Anzucht von Arabidopsis thaliana in axenischer Kultur

Die Anzucht erfolgte in axenischer Kultur bei 18°C.
MS-Medium (M0222) wurde von der Firma Duchefa bezogen (Murashige und Skoog, 1962) und

mit 9 g/l Bacto-Agar versetzt. Die entsprechenden Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren

zugegeben.
2MS: 0,46% (w/v) MS-Medium (pH 6,0) mit 2% Saccharose
AM: 0,23% (w/v) MS-Medium (pH 6,0) mit 1% Saccharose
OM: 0,23% (w/v) MS-Medium (pH 5,7)
AG: 0,46% (w/v) MS-Medium (pH 6,0) mit 0,8% (w/v) Glukose
MG: 0,46% (w/v) MS-Medium (pH 5,8) mit 1,6% (w/v) Glukose
2.1.3 Verwendete Antibiotika- und Hormon-Konzentrationen

Fiir Selektionsexperimente wurden folgende Antibiotika- und Hormon-Konzentrationen

verwendet:

in Bakterienkulturmedien:

Ampicillin: 100 pg/ml (Stammlosung 100 mg/ml in DMSO)

Rifampicin: 100 pg/ml (Stammlosung 1 mg/ml in DMSO)

Streptomycin: 200 pg/ml (Stammlésung 25 mg/ml in HOpigess gelost, steril
filtriert)

Tetracyclin: 1 pg/ml (zur Selektion von E. coli)

10 pg/ml (zur Selektion von A. tumefaciens)
(Stammlosung 5 mg/ ml in Ethanol gelost)

in Pflanzenselektionsmedien:

Claforan: 200 pg/ml (Stammlosung 50 mg/ml)
Kanamycin: 50 pg/ml (Stammlosung 50 mg/ml)
Vancomycin: 500 pg/ml (Stammlosung 50 mg/ml)

Claforan, Kanamycin, Streptomycin und Vancomycin wurden in HOpigesy gelost und
steril filtriert.
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2.14 Oligonukleotide

GUS-Gen: GUS A: 5-GGCAACGTCTGGTATCAG-3'
GUS B: 5'-CCTGTAAGTGCGCTTGCTGAG-3'
erwartete Produktlinge: ca. 950 bp

GFP-Gen: GFP A: 5-CGATTGAAGGAGCCACTCAG-3'
GFP B: 5'-CAAGAAGGACCATGTGGTCTC-3'
erwartete Produktldange: ca. 700 bp

HPT-Gen: HPT 1: 5-GACCTGATGCAGCTCTCGGA-3'
HPT 2: 5'-CGCACTGACGGTGTCGTCCA-3'
erwartete Produktldange: ca. 500 bp

NPT-Gen: NPT 1: 5-CTACCTAACGTGCGTCCAAG-3'
NPT 2: 5'-CCGCTCAGAAGAACTCGTCA-3'
erwartete Produktlinge: ca. 750 bp

RB Border: RBB: 5'-GCCAGTCAGCATCATCACAC-3'
RBout: 5-GACGGCAATTTCGATGATGCAG-3'
erwartete Produktldnge: ca. 1050 bp

LB Border: LBB: 5'-CGACGTGTCTACATTCACGTC-3'
NPTout: 5'-CATCAGAGCAGCCGATTGTCT-3'
erwartete Produktldange: ca. 750 bp

T-DNA LB Border: LBlc: 5'-TGGGTATCTGGGAATGGCGAAATC-3'
Ti-Plasmid LB: 5-GCCTCGATCAGCTCTGCACTCGC-3'
erwartete Produktldange: ca. 650 bp

T-DNA RB Border: RBO0O0: 5-GTGGACCCTTGAGGAAACTGGTAG-3'
Ti-Plasmid RB: 5'-GCATCAGCGTCATTCAGCAATCTTC-3'
erwartete Produktlinge: ca. 800 bp

Aktin: ACTIN-FOR: S-TGTTGGTGATGAAGCACAATCC-3'
ACTIN-REV: 5'-CTCTGCTGTTGTGGTGAACATG-3'

Die Oligonukleotide binden an zwei Aktingene (An et al., 1996).
erwartete Produktlange der Aktingene 2 und 8: ca. 700 bp

In Abb. 2.1 und Abb. 2.2 sind die fiir die iPCR verwendeten Oligonukleotide dargestellt.

RB Border  RBO0O0: 5-GTGGACCCTTGAGGAAACTGGTAG-3'
iPCRf1: 5'-CGGTGAGTAATATTGTACGGCTAAG-3'
MI13iPCR: 5-CAGGAAACAGCTATGACCATGA-3'
iPCRrl: 5'-CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAG-3'
RB2: 5'-GCGAATTTGGCCTGTAGACCTCA-3'
Weiterhin wurden die Primer RBout, HPT1 und HPT?2 verwendet.

LB Border LBS5: 5'-GGTACTATGAGTAACGACTAGG-3'
LB4: 5'-GCTGCCTAGCATTAAACAGC-3'
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NOSout:
LBB:
NPTiPCR:
NOS-NPT:

5-GCGGTTCTGTCAGTTCCAAACG-3'
5-CGACGTGTCTACATTCACGTC-3'
5-GGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCC-3'
5-GTTTGGAACTGACAGAACC-3'

Weiterhin wurden die Primer LB 1c und NPTout verwendet (s.o.).

2.1.5 Biologisches Material

2.1.5.1 Vektoren

Zur Herstellung von Pflanzentransformationsvektoren wurden Hochkopienzahl- und T-DNA-

Plasmide (Jones et al., 1992) verwendet.

Die Hochkopienzahl-Plasmide, in denen das B-Glucuronidase Gens (GUS) kloniert ist, sind
Derivate des Vektors pUC118 (Jones et al., 1992). Die Hochkopienzahl-Plasmide, in denen das
mGFP-Gen (modified green fluorescent protein) vorliegt, sind Derivate des Vektors pBI121

(Haseloft, et al., 1997). Diese Vektoren tragen eine Ampicillin-Resistenz.
Die bindren T-DNA Plasmide sind Derivate des Vektors SLJ7292 (Jones et al.; 1992). Sie

besitzen Tetracylin-Resistenz.

verwendete Hochkopienzahl-Plasmide:

erstellte Hochkopienzahl-Plasmide:

verwendete bindre Vektoren:

erstellte binire Vektoren:
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SLIJGUS (S. Bahadur, unveroffentlicht)
pSP73HK-GUSLI(1) (S. Bahadur, unverdffentlicht)
SLIGUS AS

pSP73HK-GUSLI1(1) GUS AS
SLIDsHPT-GUS(Q5) (S. Bahadur, unveroffentlicht)
SLIDsHPT (S. Bahadur, unveroffentlicht)
SLIDsHPT-DXhol (SPT8, GUSLI1) (S. Bahadur,
unveroffentlicht)

SLIGUS-pAL (M. Gils, unveroffentlicht)
SLIGUS-163 (M. Gils, unveroffentlicht)
SLIGUS-164 (M. Gils, unveroffentlicht)
SLIGUS-501 (S. Bahadur, unveroffentlicht)
SLIGUS-502 (S. Bahadur, unverdffentlicht)
SLIGUS-rDNA (S. Bahadur, unveroffentlicht)
SLImGFP-ER f (M. Gils, unveroffentlicht)
SLImGFP-ER r (M. Gils, unveroffentlicht)
SLIDsHPT-GUS (Q5) AXhol

SLJAGUS 2a

SLIDsHPT GUS AS r

SLIDsHPT GUS S/AS f
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2.1.5.2 Bakterienstimme

E. coli DH50. (Hanahan, 1983): Dieser Stamm wurde zur Vermehrung und Erhaltung der

Hochkopienzahl-Plasmide verwendet.

E. coli SURE™ (Stratagene): Die Erhaltung von T-DNA-Vektoren erfolgte in diesem
Stamm.

A. tumefaciens LBA 4404 Zur Pflanzentransformation wurde dieser nicht onkogene

(Hoekema et al., 1983): Stamm verwendet. Er besitzt Streptomycin- und Rifampi-

cin-Resistenzen.

2.15.3 Pflanzenmaterial
A. thaliana: Okotyp Columbia (Nottingham)
Zu Beginn dieser Arbeit standen bereits A. thaliana Transformanten mit den Ds-T-DNAs (vergl.

Abb. 3.1) der Konstrukte GUS 1xr pAL, GUS Ixr 163 und GUS Ixr 502 zur Verfiigung (S.

Blencke, unveroffentlicht).

2.2 Methoden

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die molekularbiologischen Techniken nach Sambrook et
al. (1989) durchgefiihrt.

2.2.1 Herstellung und Transformation von kompetenten A. tumefaciens Zellen

Die Priparation und Transformation kompetenter A. tumefaciens Zellen erfolgte nach einem
Protokoll von Héfgen und Willmitzer (1988).
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2.2.2 Anzuchtbedingungen der Pflanzen

In der Regel erfolgte die Anzucht der Pflanzen in axenischer Kultur in der Klimakammer auf
Agarplatten, die verschiedene Antibiotika-Selektions-2MS/AM-Medien enthielten. Nach 2
Wochen wurden die Pflanzen in Reagenzgldser mit AM-Medium oder in Erde iiberfiihrt. Das
weitere Wachstum und die Abreifung der Pflanzen erfolgte in der Klimakammer (in
Reagenzglidsern) oder in der Phytokammer bzw. im Gewichshaus (in Erde).

Im Gewichshaus sowie in der Klimakammer wurden die Pflanzen unter Langtagbedingungen
gehalten, die eine Lichtperiode von 16 h und eine Dunkelperiode von 8 h bei 18°C beinhalten.
Die Luftfeuchtigkeit betrug ca. 70%. Die Aufzucht in der Phytokammer erfolgte zur Férderung
des Rosettenwachstums unter Kurztagsbedingungen mit 8 h Licht (20°C) und 16 h Dunkelheit
(18°0C).

2.2.3 Agrobakterien-vermittelte Vakuuminfiltration von A. thaliana (in planta-

Transformation)

Die Vakuuminfiltration erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Bechtold et al. (1993).
Zehn A. thaliana Pflanzen pro Topf wurden in Erde herangezogen und vier bis sechs Wochen
unter Kurztagbedingungen gehalten. Zur Induktion der SproBbildung wurden die Pflanzen in
Langtagbedingungen iiberfiihrt. Die sich entwickelnden Primérsprosse wurden zur Induktion
zahlreicher Sekundirsprosse abgeschnitten.

Die zur Vakuuminfiltration verwendeten A. tumefaciens Stamme wurden in 500 ml YEB-
Fliissigkeitsmedium mit Rifampicin, Streptomycin und Tetracyclin herangezogen und ein
Aliquot wurde zur Uberpriifung der Integritit der T-DNA-Vektoren entnommen. Die
verbleibende Kultur wurde zentrifugiert, in einem Volumen von 200 ml IM (2.2.2)
aufgenommen und auf mehrere Petrischalen verteilt. Die Infloreszenzen der Pflanzen wurden in
die IM-Losung getaucht und bei einem Vakuum von 10 bis 15 mbar fiir 10 Minuten in einem
Exsikkator infiltriert. In einigen Experimenten erfolgte die Infiltration ohne Anlegen eines
Vakuums. Die weitere Anzucht der Pflanzen erfolgte fiir zwei Tage in der Phytokammer und
anschlieBend im Gewichshaus.

Die abgereiften Samen wurden oberfldachensterilisiert (vergl. 2.5.6) und auf Kanamycin-haltigem
Medium ausgelegt. Nur transformierte Pflanzen sind gegen dieses Antibiotikum resistent, da die
T-DNA-Vektoren ein Gen tragen, welches Kanamycinresistenz vermittelt. Die weitere Anzucht
der Pflanzen — diese wurden als T1-Generation bezeichnet - erfolgte unter axenischen
Bedingungen in der Klimakammer. Samen dieser Pflanzen wurden fiir Segregationsanalysen

verwendet.
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2.24 Agrobakterien-vermittelte ,,Floral dip“ Infiltration von A. thaliana (in

planta- Transformation)

Die ,,Floral dip* Infiltration erfolgte nach einem verdnderten Protokoll von Clough et. al. (1998).
Die Anzucht der Pflanzen erfolgte wie unter 2.5.3 beschrieben. Das Wachstum der zur
Transformation verwendeten A. tumefaciens Stimme erfolgte in YEB-Medium mit Rifampicin,
Streptomycin und Tetracyclin in einem Volumen von 700 ml. Vor der Transformation wurde
ebenfalls ein Aliquot zur Uberpriifung der Integritit der T-DNA-Vektoren entnommen und dann
wurde die Kultur mit 200 ml dH,0, 2 pl Silvet und 40 g Saccharose versetzt. Die Pflanzen
wurden fiir zwei Minuten in die Kultur eingetaucht und anschlieBend wie unter 2.2.3 beschrieben
weiterbehandelt.

2.2.5 Nomenklatur der transgenen A. thaliana Pflanzen

a) Nomenklatur der transgenen Linien

Die transgenen Pflanzen sind entsprechend dem T-DNA Vektor benannt, welcher fiir die
Transformation genutzt wurde. Pflanzen, die zur Vakuuminfiltration verwendet wurden, wurden
als TO Generation bezeichnet; die von diesen abstammenden fortlaufenden Generationen als T1,
T2, T3 etc..

Transformanten, die aus Agrobakterien-vermittelter Wurzeltransformation (Valvekens et al.
1988) hervorgegangen sind, wurden mit Zahlen von eins an aufwiérts bezeichnet. Das Wachstum
dieser Pflanzen erfolgte in Magenta-Gefél3en.

Pflanzen, die aus in planta-Transformationen (Vakuuminfiltration oder ,Floral dip*)
hervorgingen, erhielten Nummern von 100 an aufwirts. Die Heranreifung der Nachkommen
erfolgte in Reagenzglidsern oder im Gewichshaus. In Reagenzglisern gezogene Nachkommen
wurden mit zusitzlichen Ziffern von 21 aufwirts benannt. Aus dem Gewichshaus stammende
Nachkommen wurden mit zusdtzlichen Nummern von 11 aufwirts bezeichnet. Jede weitere

Generation erhielt eine weitere Zahl entsprechend den jeweiligen Anzuchtbedingungen.

b) Nomenklatur der Kreuzungen

F1 Nachkommen von Kreuzungen homozygoter T-DNA Linien mit A. thaliana Wildtyp
Pflanzen wurden mit der Bezeichnung der T-DNA Linie und dem Zusatz ,,hemi* bezeichnet.

F1 Nachkommen der Kreuzungen zwischen verschiedenen homozygoten T-DNA Linien wurden
mit beiden T-DNA Linien bezeichnet und durch ein x fiir die Kennzeichnung einer Kreuzung
getrennt. Die erstgenannte Pflanze wurde als Pollenakzeptor und die zweitgenannte als
Pollendonor verwendet.
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2.2.6 Sterilisation der Samenoberfliche, Wachstum und Selektion von A. thaliana

Pflanzen

Die Oberfldchensterilisation von bis zu 500 Samen erfolgte in 1,5 ml Reaktionsgefid3en. GroBere
Mengen wurden in 50 ml PVC-Rohrchen sterilisiert. Die Samen wurden fiir 5 min mit 70 %igem
Ethanol und anschliefend fiir 5 min mit 7%iger Chlorlauge behandelt. Nach zweimaligem
Waschen mit sterilem Wasser wurden die Samen auf das entsprechende Medium aufgebracht.
Bei groBBeren Mengen wurden die Samen in auf 50°C erwarmte Top-Agarose aufgenommen und
anschliefend auf dem Medium verteilt.

Samen der infiltrierten Pflanzen und deren Nachkommen sowie die F1 Nachkommen
verschiedener Kreuzungen wurden auf Kanamycin-haltigem Medium ausgelegt.

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte nach zweitdgiger Kiltebehandlung fiir zwei Wochen in der
Klimakammer. Entsprechend den weiteren Versuchsbedingungen wurden die Pflanzen
anschlieend in Reagenzgliser oder in Erde umgepflanzt und in der Klimakammer, der

Phytokammer bzw. in dem Gewéchshaus zur Heran- und Abreifung gebracht.

2.2.7 Isolierung genomischer DNA aus A. thaliana

Die Priparation erfolgte nach einem veridnderten Protokoll von Dellaporta et al. (1983) und dient

zur Gewinnung von ca. 5 ug genomischer DNA.

Extraktionspuffer: 100 mM Tris/HCI, pH 8
50 mM EDTA, pH 8
500 mM NaCl
1,65 % (w/v) SDS
unmittelbar vor Gebrauch 0,07 % (v/v) B-Mercaptoethanol
hinzufiigen

TE: 10 mM Tris/HCI pH8
1 mM EDTA pH 8

Phenol, Tris gesattigt: kristallines Phenol in 1 M Tris/HCI (pH 8) 16sen, so oft mit 1 M
Tris/HCI (pH 8) ausschiitteln, bis die wassrige Phase einen pH 7
aufweist, Zusatz von 0,1 % (w/v) B-Hydroxychinolin, Lagerung
unter Oberphase aus TE bei 4°C im Dunkeln

PCR: 2% (v/v) Isoamylalkohol

48% (v/v) Chloroform
50% (v/v) Tris gesittigtes Phenol
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200-500 mg Blattmaterial wurden in ein 2 ml Reaktionsgefdf tiberfiihrt, in Stickstoff eingefroren
und anschlieBend homogenisiert. 650 pl auf 65°C erwédrmter Extraktionspuffer wurden
hinzugemischt und das Material wurde fiir 10 min bei 65°C inkubiert. Nach Zugabe von 240 ul 5
M Kaliumacetat wurde gevortext und zentrifugiert (4°C, 15.000 rpm, 15 min). Der Uberstand
wurde mit einem Volumen PCI extrahiert und die durch eine weitere Zentrifugation (RT, 12.000
rpm, 10 min) entstandene Oberphase mit einem Volumen Isopropanol versetzt. Die Pelletierung
der DNA erfolgte durch Zentrifugation (4°C, 15.000 rpm, 1 min). Nach einem Waschschritt mit
70%igem EtOH wurde die DNA in 40 ul / RNase (0,1 mg/ml) resuspendiert.

2.2.8 Transfer von DNA auf eine Nylonmembran (;,Southern Blot*) und

Hybridisierung der Membran

Der Transfer von DNA auf eine Nylonmembran erfolgte nach einem verdnderten Protokoll von
Southern (1975). Es wurde die Membran Biodyne A der Firma PALL verwendet. Die Transfer-
und Hybridisierungsbedingungen entsprachen den Herstellerangaben.

Die zur Hybridisierung verwendeten Sonden wurden mittels PCR (Oligonukleotide vergl. 2.1.4)
oder Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA hergestellt. Nach der Auftrennung im Agarosegel
wurden die entsprechenden Fragmente eluiert, aufgereinigt (High Pure PCR Purification Kit™),
und ihre Konzentration bestimmt. 25 bis 100 ng der Sonden wurden zur radioaktiven Markierung
nach einem Protokoll von Feinberg und Vogelstein (1983, 1984) verwendet.

Einer vierstiindigen Inkubation der Membranen in einer Hybridisierungslosung in einer
Glasrohre in einem Rolleninkubator bei 65°C folgte die Hybridisierung mit der radioaktiv
markierten Sonde der Membran unter gleichen Bedingungen iiber Nacht. Anschlieend wurde

die Membran zweimal 30 min bei 65°C mit Waschlosung inkubiert.

Losungen: 100 x Denhardt’s: 2% (w/v) BSA
2% (w/v) Ficoll
2% (w/v) PVP

Hybridisierungslosung: 5x Denhardt’s
5x SSPE
0,1% (w/v) SDS

Waschlosung: 2x SSPE
0,1% (w/v) SDS
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2.2.9 Isolierung von RNA aus A. thaliana

Die Priparation von RNA erfolgte mittels der Losung PeqGOLD-RNA Pure™ (PeqLab
Biotechnologie GmbH) anhand der Herstellerangaben. Die Methode beruht auf einer Einschritt-
Fliissigphasen-Separation. Die Losung enthidlt Phenol und Guanidinthiocyanat. Zugabe von
Chloroform fiihrt zu einer Auftrennung in drei Phasen. In der wéBrigen ist die RNA gelost.

Zur Priparation wurden 100 mg Blattmaterial junger Rosettenblétter von 5-10 unterschiedlichen
Pflanzen verwendet, die zur Gewinnung von bis zu 100 ug RNA dienten. Die Aufnahme der
isolierten RNA erfolgte in 28 ul HjOpjgest von denen 3 pul zur photometrischen

Konzentrationsbestimmung verwendet wurden.

2.2.10 Transfer von RNA auf eine Nylonmembran (,,Northern Blot*) und
Hybridisierung der Membran

Die in HyOp;gest geloste RNA wurde mit 10x Elektrophoresepuffer (Endkonzentration von 20%),
deionisiertem Formamid (Endkonzentration von 40% (v/v)) und Formaldehyd (Endmolaritédt von
2,2M) versetzt. Nach 10 miniitiger Denaturierung bei 80°C erfolgte eine Abkiihlung auf Eis.
Nach Zugabe von 1,5 pl Ethidiumbromid (1 mg/ml) und Blaumarker wurden die Proben auf das
Gel aufgetragen. RNA Elektrophoresegele enthalten 1,2 %ige (w/v) Agarose, 1x
Elektrophoresepuffer und 2,2 M Formaldehyd. Die Elektrophorese erfolgte iiber Nacht bei 20 V.

Losungen: Elektrophoresepuffer: 0,2 M Mops, pH 7
100 mM Natriumacetat
10 mM EDTA, pH 8
Das Natriumacetat wurde zuerst in
H,O gelost, autoklaviert, dann mit
MOPS und EDTA versetzt. Der
Elektrophoresepuffer wurde nach der
Sterilfiltration  dunkel bei RT
aufbewahrt.

RNA-Blaumarker: 50% (v/v) Glycerol
1 mM EDTA, pH 8
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol

Hybridisierungspuffer: 1 mM EDTA, pH 8
0,5 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,2
7% (w/v) N-Lauroylsarkosin-Na-Salz

Waschlosung I: 6x SSPE
0,5% N-Lauroylsarkosin-Na-Salz
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Waschlosung II: 4x SSPE
0,5% N-Lauroylsarkosin-Na-Salz

Waschlosung I11: 2x SSPE
0,5% N-Lauroylsarkosin-Na-Salz

Die gelelektrophoretisch aufgetrennte RNA wurde auf eine HybondN™ (Amersham) transferiert,
wobei nach Herstellerangaben verfahren wurde. Die RNA-Membranen wurden nach erfolgtem
Transfer mindestens 30 Minuten bei 68°C in Hybridisierungspuffer inkubiert. Die
Hybridisierung erfolgte bei 58°C iiber Nacht. Die Membranen wurden jeweils 5 Minuten bei RT
mit Waschlosung I, IT und III und anschlieBend 15 Minuten bei 60°C mit Waschlosung III

behandelt. Die Herstellung der Sonden erfolgte wie unter 2.2.7 beschrieben.

2.2.11 Kartierung von T-DNA flankierenden genomischen A. thaliana Sequenzen

Zur Amplifikation von T-DNA flankierenden Sequenzen mittels inverser PCR wurde ein
verdndertes Protokoll von Ochman et al. (1988) verwendet. Die Spaltung der genomischen DNA
einer T-DNA Pflanzenlinie und die anschlieBende Ligation der DNA Fragmente fiihrte zu
zyklischen Ligationsprodukten. Diese konnen Anteile genomischer DNA und Anteile der T-
DNA enthalten. In der sich anschlieBenden PCR Reaktion wurden Oligonukleotide verwendet,
die innerhalb der T-DNA Borderbereiche binden. Dadurch konnten die angrenzenden
genomischen DNA Bereiche amplifiziert werden. Die Wahl der verwendeten Oligonukleotide
erfolgte so, da3 die Amplifikationsprodukte lediglich geringe Bereiche der RB bzw. LB enthielt.
Die Anordnung der Oligonukleotide in der RB und LB und die verwendeten
Restriktionsschnittstellen ist in Abbildung 2.1 (schematisch) und 2.2 enthalten.

1 ng genomische DNA wurde mit einem geeigneten Enzym in einem Volumen von 60 pl
gespalten und anschlieBend wurde das Enzym 10 min bei 80°C hitzeinaktiviert. Bei Verwendung
der Restriktionsendonuclease BsfYI wurden dem Restriktionsansatz neben dem Ix
Restriktionspuffer BSA in einer Endkonzentration 333 pg/ml und 4 mM Spermidin hinzugefiigt.
Der Restriktionsansatz wurde mit Ligationspuffer und H,Opjget in €in Ligationsvolumen auf 200
ul gebracht. Die Ligation wurde mit 400 Units T4 Ligase (400.000 U/ml) tiber Nacht bei 16°C
durchgefiihrt. Die entstandenen Zirkel dienten als Matrize fiir die iPCR Reaktion.

Bei Verwendung des Restriktionsenzyms Bcll wurden fiir die Amplifikation an der LB die
Oligonukleotide LBB und LB5 bzw. LB4 in der PCR eingesetzt. Die Verwendung anderer
Restriktionsenzyme erforderte den Einsatz der Oligonukleotide LB1c und NPTiPCR an der LB.
Die Amplifikation der RB erfolgte mit den Oligonukleotidkombinationen RB2 bzw. iPCRf1
bzw. RBOO und M13iPCR bzw. iPCRrl.
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Die erhaltenen iPCR Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, eluiert, aufgereinigt
(High Pure PCR Product Purification Kit™) und sequenziert (2.5.12). Homologien zu
Arabidopsissequenzen oder anderen Sequenzen wurden mittels des BLAST Programms (TAIR
und NCBI; Atschul et al, 1990) ermittelt und analysiert (2.5.13).

Zur Amplifikation des T-DNA flankierenden Bereichs, der fiir jede transgene Linie spezifisch
ist, wurden Oligonukleotide ermittelt, die komplementéir zu genomischen Arabidopsissequenzen
waren. Dies geschah sowohl fiir den genomischen Bereich jenseits der RB als auch fiir den
Bereich jenseits der LB. Mit einem spezifischen Oligonukleotid fiir den T-DNA Bereich der RB
bzw. LB und dem fiir A. thaliana DNA spezifischen Oligonukleotid sollte ein PCR-
Amplifikationsprodukt erhalten werden. Die verwendeten Primer sind in Abbildung 2.1.B
dargestellt. Die erhaltenen PCR Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, eluiert,

aufgereinigt (vergl. 2.2.8) und sequenziert.

10 x Ligasepuffer: 0,67 M Tris, pH 7,5
100 mM MgCl,
0,2% (w/v) Gelatine
10 mM ATP
150 mM Dithiotreitol
5 mM Spermidin

1PCR Programm: 1 Zyklus: Denaturierung Smin 94°C
35 Zyklen:  Denaturierung: 30 sec 94°C
Annealing: 30 sec 55°C
Elongation 3 min 72°C
1 Zyklus: Elongation 10 min 72°C
Abkiihlung auf 4°C
10x PCR Puffer: 100 mM Tris/HCI, pH 8,3
500 mM KCl
20 mM MgCl12

0,1% (v/v) Gelatine
0,05% (v/v) TWEEN 20
0,05% (v/v) NP40

2.2.12 DNA-Sequenzierungen

DNA-Sequenzierungen von iPCR und PCR Fragmenten (vergl. 2.5.13) wurden von der ADIS-
Einheit (Automatische DNA Isolierung und Sequenzierung) des Max-Planck-Institutes fiir
Ziichtungsforschung durchgefiihrt. Verwendet wurden PE/Applied Biosystems 377 Sequenzierer
und BigDye-Terminator Chemikalien. Oligonukleotide wurden von MWG (Ebersbach), Life
Technologies (Eggenstein) oder Metabion (Martinsried) bezogen.
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A. thaliana DNA

T-DNA A. thaliana DNA
BcPsPB?  BePsPB B BXA BXA?
. LB NPT HPT  RB
— LBB iPCRrl <—

— NPTiPCR M13iPCR =

RB0O0 —
<«— LBS iPCRfl —>
<— LB¢4 RB2 —
<— LBlec

A. thaliana DNA T-DNA A. thaliana DNA
. A A B A /'\ Y.
~ / ~ LB NPT HPT RB ~  / /
\V4 N o / V4 N
spez. LB — <— LBlc iPCRf1 — <— spez. RB
<— Nosout RBout —
<— NPTout
Abb. 2.1 A Position der in der iPCR eingesetzten Oligonukleotide, die zur Ermittlung der die T-

DNA flankierenden Sequenzen verwendet wurden (nicht maBstabsgetreu)

Die Spaltung der Arabidopsis DNA einer T-DNA Linie erfolgte mit den
Restriktionsendonukleasen BstYI (B), Bcll (Bc), Pstl (Ps), Pvull (P), Xhol (X) oder Apal (A)
Nach erfolgter Ligation wurden zur PCR Reaktion Oligonukleotide verwendet, die an bekannte T-
DANN. Sequenzen binden.

B Oligonukleotide, die verwendet wurden, um fiir jede T-DNA Linie spezifische PCR
Produkte zu amplifizieren (nicht mafistabsgetreu)

Enthalten die iPCR Produkte homologe Sequenzen zu A. thaliana, wurden Oligonukleodide
ermittelt, die spezifisch fiir die Sequenz benachbart zur LB und RB waren. Mit einem
Oligonukleotid, welches an die T-DNA flankierenden Sequenzen des Arabidopsis-Genoms bindet

(spez. LB/ spez. RB), konnten PCR-Produkte erhalten werden, die fiir jede T-DNA Linie
spezifisch waren.
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LB Sequenz des Ds-T-DNA Vektors

1
61
121
181
241
301
361
421
481

541
601
661
721
781
841
901
961
1021

1081

1141

1201

GGCAGGATATATTCAATTGTAAATGGCTTCATGTCCGGGAAATCTA_CATGGATCAGCAAT LB5
GAGTATGATGGTCAATATGGAGAAAAAGAAAGAGTAATTACCAATTTTTTTTCAATTCAA
AAATGTAGATGTCCGCAGCGTTATTATAAAATGAAAGTACATTTTGATAAAA CGACAAAT LB4
TACGATCCGTCGTATTTATAGGCGAAAGCAATAAACAAATTATTCTAATTCGGAAATCTT
TATTTCGACGTGTCTACATTCACGTCCA . AATGGGGGCTTAGATGAGAAACTTCACGATCG LBB
ATGCCTT.GATTTCGCCATTCCCAGATACCCATTTCATCTTCAGATTGGTCTGAGATTATG LBlc

CGAAAATATACACTCATATACATAAATACTGACAGTTTGAGCTACCAATTCAGTGTAGCC

CATTACCTTACATAATTCACTCAAATGCTAGGCAGTCTGTCAACTCGGCGTCAATTTGTC

GGCCACTATACGATAGTTGCGCAAATTTTCAAAGTCCTGGCCTAACATCACACCTCTGTC
BclI

GGCGGCGGGTCCCATTTGTGATAAATCCACCCATCGGATGATCATGAGCGGAGAATTAAG
GGAGTCACGTTATGACCCCCGCCGATGACGCGGGACAAGCCGTTTTAC.GTTTGGAACTGA Nosout
CAGAACCGCAACGTTGAAGGAGCCACTGAGCCGCGGGTTTCTGGAGTTTAATGAGCTAAG
CACATACGTCAGAAACCATTATTGCGCGTTCAAAAGTCGCCTAAGGTCACTATCAGCTAG
CAAATATTTCTTGTCAAAAATGCTCCACTGACGTTCCATAAATTCCCCTCGGTATCCAAT
TAGAGTCTCATATTCACTCTCCTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAAACAACAAA
CAACATTACAATTACATTTACAATTACCATGGTTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTC
TCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAAC.AGACAATCGGCTG NPTout
CTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGAC NPTiPCR
Pstl

CGACCTGTCC.GGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGC
PvuII

CACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTG
BstYI

GCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGA

RB Sequenz des Ds-T-DNA Vektors

7900 GCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCA GCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCG RBout
7960 TCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCT
8020 GGACCGATGGCTGTGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTC
BstYI

8080 CGAGGGCAAAGGAATAGAGTAGATGCCGACCGGGATCCGAAGCAGATCGTTCAAACATTT
8140 GGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAAT
8200 TTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGA
8260 GATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAA

BstYI
8320 TATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGCA

XbaT ApalI

8380 GATCCTCTAGAGTCGAAGGGGGGGCCCGGTACGTACCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGG
8440 GTTAATTTCGAGCTTGGCGTAAT CATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCC M13iPCR
8500 G.CTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTA iPCRrl
8560 ATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAA
8620 CCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTAT
8680 TGGAACATCTACAAATTGCCTTTTCTTATCGACCATGTACGTAAGCGCTTACGTTTTTGG
8740 TGGACCCTTGAGGAAACTGGTAGCTGTTG,. TGGGCCTGTGGTCTCAAGATGGATCATTAAT RBOO
8800 TTCCACCTTCACCTACGATGGGGGGCATCGCACCGGTGAGTAATATTGTACGGCTAAGA,G iPCRf1l
8860 CGAATTTGGCCTGTAGACCTCA ATTGCGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAAC RB2
8920 TTTTGGTGTGATGATGCTGACTGGCAGGATATATACCGTTGTAATT
Abb. 2.2 Lage der Restriktionsschnittstellen und der zur iPCR von T-DNA flankierenden Sequenzen
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im Arabidopsis-Genom genutzten Oligonukleodide in den Borderbereichen des T-DNA
Vektors

Die Sequenz ist 5' — 3' dargestellt. Die Oligonukleotide, die relativ zur T-DNA in Richtung der
genomischen A. thaliana Sequenz angeordnet sind, sind blau dargestellt (vergl. schematische
Darstellung in Abb. 2.1). Die roten Oligonukleotide sind relativ zur T-DNA in Richtung der Gene
HPT und NPT angeordnet. Die bp Bezeichnung wurde anhand des Ds-T-DNA Vektors dargestellt
(vergl. schematische Darstellung in Abb. 3.1).
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2.2.13 Datenbankanalysen

Sollten homologe Sequenzen fiir mittels iPCR oder PCR ermittelte Sequenzen durchgefiihrt
werden, so erfolgte die Analyse mit Hilfe des BLAST-Programms (Atschul ef al. 1990) in den
TAIR (The Arabidopsis Information Ressource) und NCBI (National Centers for Biotechnology

Information) Datenbanken. Zur Durchsuchung aller Arabidopsissequenzen in der TAIR-

Datenbank (http://www.arabidopsis.org/blast/) wurde die Option ,,GenBank* gewihlt, die alle

Sequenzen von Arabidopsis mit ESTs und BAC Endsequenzen umfaft. In der NCBI Datenbank

"

(http://www.ncbi.nem.nih.gov/BLAST/) konnten mit der Option ,nr" alle vorhandenen
Sequenzen auf Homologie hin untersucht werden.
Eine vergleichende Sequenzanalyse der T-DNA Borderbereiche der transgenen Linien wurde

mittels eines Vergleichsprogramms (http://www.clustalw.genome.ad.jp/) vorgenommen.

2.2.14 B-Glucuronidase-AKktivitatstests

a)Semiquantitativer f3-Glucuronidase-Aktivitditstest

Die semi-quantitative Analysetechnik dient zur schnellen und optischen Bestimmung der -
Glucuronidaseaktivitdt transformierter Pflanzen und beruht auf der indirekten Ermittlung der
Genaktivitdt iiber die Umsetzung des Substrates X-Gluc (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-
Glucuronsdure). Von 5 bis 10 unterschiedlichen Pflanzen wurden jeweils 2 Blattstiicke der
jungen Rosettenblitter entnommen und in 100 pul X-Gluc-Puffer inkubiert. Die Reaktion erfolgte
in 96er Mikrotiterplatten iiber Nacht bei 37°C.

Losungen: X-Gluc-Puffer: 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7
1 mM EDTA, pH 8
0,1% (v/v) Triton-X-100
I mM X-Gluc

b) Quantitativer 3-Glucuronidase-Aktivitditstest

Der quantitative B-Glucuronidase-Aktivititstest erfolgte nach Jefferson et al. (1987). Dieser Test
ermittelt die B-Glucuronidase-Genaktivitit indirekt iiber die Fihigkeit des GUS-Proteins, das
Substrat 4-MUG (4 Methylumbelliferyl-B-D-Glucoronid-Trihydrat) zu 4-MU (4-
Methylumbelliferon) umzusetzen. Das Reaktionsprodukt 4-MU fluoresziert nach Anregung mit
Licht der Wellenldnge 360 nm und emittiert bei 455 nm. Durch Messung der Fluoreszenz bei

455 nm iiber einen bestimmten Zeitraum hinweg kann der Umsatz von 4-MUG zu 4-MU
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quantitativ erfalit werden. Als Bezugsgroe wurde der Proteingehalt des fiir die Messung
verwendeten Blattextraktes verwendet.

Die quantitative B-Glucuronidase Aktivititsmessung erfolgte 2, 5 und 8 Wochen (2W, 5W, 8W)
nach Auslegen der Samen. Nach 2-wochigem Wachstum in axenischer Kultur unter
Langtagbedingungen wurden die Pflanzen in Erde und Kurztagbedingungen transferiert. Pro
transgene Linie wurden jeweils 2 Proteinextrakte von Blattmaterial erstellt. Dazu wurden junge
Rosettenblétter von 5-10 Pflanzen homogenisiert und mit 500 ul Extraktionspuffer versetzt.

Losungen: Extraktionspuffer: 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7
10 mM EDTA, pH 8
0,1 % (v/v) N-Lauroylsarkosin-Na-Salz
0,1 % (v/v) Triton-X-100
vor Gebrauch 0,07 % (v/v) B-Mercapto-
ethanol zugeben

Die Bestimmung der Fluoreszenz erfolgte im Fluorometer der Firma Bio-Rad. Die Eichgerade
wurde mit Konzentrationen von 50 nM bis 5 uM 4-MU (Verdiinnung in 0,2M Na,COs) bei einer
Anregungswellenldnge von 360 nm und einer Emissionswellenldnge von 455 nm erstellt.

Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge erfolgte mit Hilfe eines Aliquots des Blattextraktes in
20%igem Bradford-Reagenz der Firma Bio-Rad. Die Messung wurde bei ODsos im Photometer
Perkin Elmer Lambda 20 durchgefiihrt. Eine Eichgerade wurde mit BSA-Konzentrationen von 1
bis 20 pg/ ml erstellt.

Die GUS-Aktivitit wurde mit folgender Formel berechnet:

GUS-AKktivitit [pmol 4-MU/min/mg Protein]=
4x 10°x m; X F (Eg9s - E'405- b?)

DxCxmpx A X (ODsgs - by)

mit: A: eingesetzter Extrakt [ul]
C: Reaktionszeit [min]
D: im Fluorometer gemessenes Volumen [ml]
F: eingesetztes Volumen in der Proteinbestimmung [ul]
Esss: gemessene Fluoreszenz der Probe nach C Minuten
EO455: gemessene Fluoreszenz des Nullwertes nach C Minuten
ODso5: gemessene Extinktion bei der Proteinmessung
m;: Steigung der Proteineichgerade [ml/ug]
b;: Schnittpunkt der Proteineichgerade mit der y-Achse
my: Steigung der 4-MU-Eichkurve [1/nmol]
by: Schnittpunkt der 4-MU-Eichgerade mit der y-Achse
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2.2.15 Bestimmung der relativen GFP Fluoreszenz

Die quantitative Bestimmung der relativen GFP Fluoreszenz erfolgte fiir 2, 5 und 8 Wochen alte
Pflanzen. Dessen Anzucht erfolgte wie unter 2.2.14 beschrieben. 50 mg Blattmaterial wurde von
moglichst jungen Rosettenblittern unterschiedlicher Pflanzen in ein Reaktionsgefid3 geerntet,
homogenisiert und mit 500 ml Tris, pH 8 versetzt.

Die Bestimmung der Fluoreszenz erfolgte durch das Fluorometer der Firma Bio-Rad. Der
Nullwert wurde durch Tris pH 8 festgesetzt. Die Messung erfolgte bei einer
Anregungswellenlidnge von 490 nm und einer Emissionswellenldnge von 520 nm.

Ein Aliquot des Blattextraktes wurde zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge in 20%iger
Losung des Bradford-Reagenz der Firma Bio-Rad eingesetzt. Die Messung wurde bei ODsgs im
Photometer Perkin Elmer Lambda 20 durchgefiihrt. Eine FEichgerade wurde mit BSA-
Konzentrationen von 1 bis 20 ug/ ml ermittelt.

Die GFP-Aktivitit wurde mit folgender Formel berechnet:

GFP-Aktivitit [relative Einheiten/mg Protein]=

1O3XH11 XFXE490

D x A x (ODsos-b;)

mit: A: eingesetzter Extrakt [ul]
D: im Fluorometer gemessenes Volumen [ml]
F: eingesetztes Volumen in der Proteinbestimmung [ul]
E4g0: gemessene Fluoreszenz der Probe
ODsos: gemessene Extinktion bei der Proteinmessung
m;: Steigung der Proteineichgerade [ml/ug]
b;: Schnittpunkt der Proteineichgerade mit der y-Achse
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ermittelt werden, ob die unmittelbare Nachbarschaft repetitiver
DNA-Elemente die Transgenexpression in A. thaliana beeinfluflit. AuBerdem sollte getestet
werden, ob zusidtzlich vorliegende homologe DNA Bereiche einen Einflul auf die
Reportergenaktivitit haben.

Zur systematischen Untersuchung der Gen-Inaktivierung des Transgens B-Glucuronidase durch
ein weiteres Transgen in antisense Genorientierung wurden transgene A. thaliana Pflanzen
untersucht, die T-DNAs einer antisense Reportergenkassette und ein bis mehrere GUS-Gene in
sense Orientierung besitzen.

Die Etablierung und Analyse der Pflanzenlinien, die fiir die vergleichenden Expressionsanalysen
verwendet wurden, ist in 3.1 beschrieben. In 3.2 sind Studien zur Kartierung und detaillierten
Analyse der T-DNA Integrationen im Pflanzengenom aufgefiihrt. Die Ergebnisse der

Expressionsanalysen der Reportergene sind unter 3.3 zusammengefalt.

3.1 Analyse und Etablierung der verwendeten Pflanzenlinien

3.1.1 Verwendete und erstellte T-DNA-Konstrukte

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Konstrukte (vergl. Abb. 3.1) sind Derivate des
bindren Vektors SILJ7292 (Jones et al. 1992). Diese Plasmide besitzen E. coli und A. tumefaciens
Replikationsurspriinge, die die Amplifizierung der Konstrukte in E. coli und A. tumefaciens
ermoglichen. Ein Gen, welches Tetracyclin-Resistenz vermittelt, erlaubt die selektive Erfassung
von Transformanten in Bakterien.

Agrobakterien vermittelte Transformationsereignisse in Pflanzen wurden mittels eines chiméren
Neomycinphosphotransferasegens (NPT) identifiziert. Die Pflanze erhilt durch das NPT-Gen
Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum Kanamycin (Matsumura et al., 1984). Das
Neomycinphosphotransferasegen befindet sich unter der Kontrolle des Nopalinsynthase-
Promotors (pnos, Depicker et al., 1982) und wird durch das 3’-Ende des Octopinsynthasegens
aus A. tumefaciens (Gielen et al., 1984) terminiert.

Die verwendeten T-DNAs (Odell et al., 1984) enthalten ein chiméres B-Glucuronidasegen (GUS,
Jefferson et al., 1987) oder ein chimidres GFP-Gen (mgpf4-ER, modified green fluorescent
protein mit ER-Signalpeptid; Chalfie et al., 1994) unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors.
Als Polyadenylierungssignal wird das 3’-Ende des Octopinsynthasegens aus A. tumefaciens
(Gielen et al., 1984) verwendet. Die Expression dieser Gene kann in Pflanzen mit Hilfe

qualitativer und quantitativer Nachweismethoden sehr gut erfal3t werden.

30



Ergebnisse

Die Erstellung von Vektoren (GUS 1xr repeat) mit repetitiven A. thaliana Elementen in der
Nihe des CaMV 35S Promotors sollte es ermoglichen in transgenen Pflanzen den Einflufl
solcher auf die Reportergen-Expression zu analysieren. Die verwendeten repetitiven Elemente
der 180 bp und 500 bp Familien (Simoens et al., 1988), der intergenische Sall Spacer der rRNA
Gene (Gruendler et al., 1991) und die repetitiven Elemente 163 und 164 (Thompson et al., 1996)
wurden in direkter Nachbarschaft zum CaMV 35S Promotor des Reportergens GUS kloniert
(vergl. Abb. 3.1, S. Bahadur, M. Gils, unveroffentlicht). Sie weisen in den Konstrukten eine
Linge von 380 (pAL), 500 (501), 1000 (502), 4000 (rDNA), 450 (163) und 900 (164) bp auf.
Um Untersuchungen zu ermoglichen, die zeigen ob DNA-DNA Wechselwirkungen die
Transgenexpression beeinflussen, wurde ein Konstrukt erstellt und in Pflanzen eingebracht, das
sowohl ein promotorloses wie auch ein B-Glucuronidase Reportergen unter der Kontrolle des
35S CaMV Promotors enthélt (AGUS 2a). Ein weiterer T-DNA Vektor enthielt lediglich ein
promotorloses GUS Reportergen (AGUS). (Abb. 3.1)

Die Klonierung eines promotorlosen GUS Reportergens (AGUS) erfolgte durch eine Xhol
Restriktion des Vektors SLIDsHPT-GUS (Q5) (S. Bahadur, unverdffentlicht) und anschlieBende
Religation. Diese entfernte den 35S CaMV Promotor der GUS-Reportergenkassette
(=SLIDsHPT-GUS (Q5) AXhol). Zur Erstellung des Konstruktes AGUS 2a wurde die 35S-GUS-
Reportergenkassette mit dem Restriktionsenzym HindIIl aus dem Vektor SLJGUS (S. Bahadur,
unverdffentlicht) herausgetrennt und in den ebenfalls mit HindIIl geschnittenen Vektor
SLIDsHPT-GUS (Q5) AXhol kloniert.

Es sollten Effekte von antisense Transkripten auf die GUS-Transgen-Expression analysiert
werden. Dazu wurde das B-Glucuronidasegen in einer Kopie in antisense Orientierung kloniert
(GUS AS r) und in Pflanzen eingebracht. Ein weiterer T-DNA Vektor enthélt sowohl ein GUS-
Gen in antisense als auch in sense Genorientierung (GUS S/AS f). Dieser Vektor wurde
ebenfalls in Pflanzen eingebracht.

Eine erste Klonierung erfolgte mit Hilfe des Hochkopienzahlplasmides SLIJGUS (S. Bahadur,
unverdffentlicht) durch eine Xhol/Xbal Restriktion, das Auffiillen der 5' iberhdngenden Enden
zum Doppelstrang und anschlieBende Ligation. Die Transformanten wurden auf
ampicillinhaltigem Medium selektioniert und hinsichtlich Genorientierung {iberpriift.
Transformanten, die das GUS-Gen in antisense Orientierung trugen, wurden ausgewdhlt
(=SLJGUS AS). Zur Erstellung des T-DNA Vektors GUS AS r wurde die antisense GUS-
Reportergenkassette des Vektors SLIGUS AS mittels HindIIl Spaltung herausgeschnitten und in
den ebenfalls mit HindIIl geschnittenen Vektor SLIDsHPT (S. Bahadur, unveréffentlicht)
kloniert.

Zur Erstellung des Konstruktes GUS S/AS f wurde der Vektor SLJ GUS AS mit HindIIl
gespalten und die GUSAS Reportergenkassette wurde in den ebenfalls mit HindIII geschnittenen
Vektor pSP73HK-GUSLI1(1) (S. Bahadur, unverdffentlicht) kloniert. Es resultierte der Vektor
pSP73HK-GUSLI1(1) GUS AS, welcher zusitzlich zur antisense Reportergenkassette die GUS-

Reportergenkassette ohne Promotor enthilt. Dieses Insert wurde mit X/hol herausgeschnitten und
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in einen Ds-T-DNA Vektor SLIDsHPT-AXhol(SPT8,GUSL1), welcher einen 35S CaMV

Promotor enthilt, kloniert.

Alle Reportergenkassetten liegen in dem nicht autonomen Derivat (Ds) des transponierbaren
Elements Ac vor (sAc, Bancroft et al., 1992). (Abb. 3.1)

LB - RB
£/ NPT | ocs3’ l Ds Ds 2 Ds-T-DNA
‘ (e
| — 1 kb |
ocs3’ AN p33S GUS 1xr pAL
ocs3’  EIR p3sS GUS 1xr 501
XMl GUS p3s8 GUS 1xr 502
ocs3’ IR p3sS GUS 1xr rDNA
ocs3’  EIR p35S GUS 1xr 163
ocs3’  EIR p35S GUS 1xr 164
——eii—
—————————
L REN ocs3’ | P35S | GUS AS ocs3’ GUS S/AS
——
ocs3’ | GUS AS | p35S GUSAST
—
p33S ocs3’ mGFP 1xf
————————
’ 5
ocs3 DB mGFP 1xr
Abb. 3.1 Verwendete T-DNA Vektoren
Abkiirzungen: p35S (CaMV 35S-Promotor; Odell et al., 1984), p1' (P1'-Promotor; Harpster et al.,
1988), ocs3‘ (3' Ende des Octopinsynthasegens; Gielen et al., 1984), pnos (Promotor des
Nopalinsynthasegens; Depicker et al., 1982), NPT (Neomycinphosphotransferase; Matsumura et
al., 1984), HPT, Hygromycinphosphotransferase (Malpartida et al., 1983); GUS (8-
Glucuronidasegen; Jefferson er al., 1987), mGFP (modified green fluorescent protein Gen;
Haseloff et al., 1997), LB (linke Grenze der T-DNA), RB (rechte Grenze der T-DNA, Gielen et
al., 1984), GUS AS (B-Glucuronidase-Gen in antisense Orientierung). Die
Transkriptionsrichtungen der Gene NPT, GUS, GUS AS, und mGFP sind durch Pfeile angedeutet.
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3.1.2 Stabilitiit der T-DNA Konstrukte in A. tumefaciens

Zur Uberpriifung der T-DNA Konstruktintegritit wurde vor der Infiltration ein Aliquot des A.
tumefaciens Kulturvolumens entnommen und mehreren Restriktions- und Southern Blot
Analysen unterzogen. Die verwendeten Konstrukte mit einer Reportergenkassette des GUS und
des GFP Gens wiesen in den analysierten Konstrukten keine Hinweise auf Instabilitit der T-
DNA auf. Fiir das Konstrukt AGUS 2a wurde in einigen Fillen der Verlust einer

Reportergenkassette nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

3.13 Transformationen von A. thaliana

Die Erzeugung von transgenen A. thaliana Pflanzen erfolgte durch Agrobakterien-vermittelte
Waurzeltransformationen (Valvekens et al., 1988) (S. Blencke, M. Gils, unveroffentlicht) und
durch in planta Transformationsmethoden (Bechtold er al, 1993, Clough et. al., 1998, S.
Stegemann, unverdffentlicht). Die Selektion der transgenen Pflanzen erfolgte auf Kanamycin-
haltigem Medium. Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit analysierten Transformanten
sind in Tabelle 3.1 dargestellt.

Waurzeltransformation [ 777 7 * in-planta Transformation |

regenerierte Pflanzen Samen Transformanten | Effizienz (%)
(Kanamycin resistent)
mit Samenansatz
pAL 10 189.000 117 0,062
163 2 458.500 546 0,119
164 8 691.500 1.154 0,167
501 10 556.500 108 0,019
502 3 526.500 188 0,036
rDNA 3 807.000 122 0,015
mgfp 1xf 8 452.000 134 0,030
mgfp 1xr 5 445.500 131 0,029
AGUS # 318.500 207 0,065
AGUS2a # 331.000 163 0,049
GUS AS Ixr # 327.500 149 0,045
GUS S/AS f* # 529.500 290 0,055
Y 53 5.633.000 3.309 0,059
Tabelle 3.1 Ergebnisse der Wurzeltransformation und der in planta Transformation

Mit einem # markierte T-DNA-Konstrukte wurden nicht zur Wurzeltransformation verwendet.
Die Vakuuminfiltration war die vorrangige in planta Transformationsmethode (Bechtold et al.,
1993).

Mit einem * markierte T-DNA-Konstrukte wurden zusitzlich in der ,Floral Dip*
Transformationsmethode verwendet (Clough et. al., 1998).

Die gewonnenen Samen der infiltrierten Pflanzen wurden gewogen. 1 g entsprechen ca. 50.000
Samen.
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3.14 Analyse der A. thaliana Transformanten

Im Verlauf der A. tumefaciens vermittelten Transformation kommt es hdufig zu einer Integration
von mehreren T-DNAs im Pflanzengenom. Diese konnen an einem oder an verschiedenen Loci
vorliegen und in Form von singulédren, unvollstindigen oder komplexen Strukturen angeordnet
sein (Jorgensen et al., 1987; Koncz et al., 1994; De Neve et al., 1997).

Um einen Effekt des Integrationsmusters der T-DNAs auf die Transgenexpression
auszuschlieBen, ist eine genetische und molekulare Analyse der Transformanten notig. Ziel war
es, Pflanzenlinien zu etablieren, die lediglich eine vollstindige T-DNA Kopie im Genom
enthalten. Diese sollten fiir gezielte Transgen-Expressionsanalysen sowie fiir Integrationsstudien
der T-DNA genutzt werden.

Die genetische Analyse wurde anhand von Segregationsversuchen in der Nachkommenschaft
(T1-Generation) der Transformanten (TO-Generation) durchgefiihrt. Das chimire
Neomycinphosphotransferasegen ist ein dominanter Marker und vermittelt Kanamycin-
Resistenz, so dal das Verhiltnis von resistenten und sensitiven Pflanzen auf Kanamycin-
haltigem Medium ermittelt werden konnte. Die Resultate geben Aufschluf iiber die Anzahl der
segregierenden Loci. Die TO-Pflanzen sind hemizygot (Mengiste et al., 1997). Folglich ist in den
Nachkommen einer Transformante, die einen T-DNA Locus trigt, entsprechend den
Mendelschen Regeln, eine Segregation von drei Kanamycin-resistenten zu einer Kanamycin-
sensitiven Pflanze zu finden. Die Segregation wurde mittels des Chi-Quadrat Tests statistisch
ausgewertet. AusschlieBlich Pflanzen mit einer solchen Segregation wurden der nachfolgenden
molekulargenetischen Analyse unterzogen.

3.14.1 Genetische Analyse transformierter A. thaliana Pflanzen

Zur genetischen Segregationsanalyse transformierter Pflanzen wurden die durch Selbstung
erhaltenen Samen der TI1-Generation auf Kanamycin-haltigem Medium ausgelegt und das
Verhiltnis von resistenten und sensitiven Pflanzen bestimmt. Bei einer ermittelten Verteilung
von 3:1 besitzen die Pflanzen mit groer Wahrscheinlichkeit einen T-DNA Locus. Die Analyse
kann jedoch eine genetisch enge Kopplung zweier oder mehrer Loci nicht ausschlieen.

Tabelle 3.2 falt die Ergebnisse der Segregationsanalyse der transgenen A. thaliana Pflanzen
zusammen. Anhand der Segregationsanalyse weisen 76% der Pflanzenlinien einen Locus und
16% mehrere Loci der T-DNA Integration auf. Fiir 8% der Transformanten konnte eine <3:1
Segregation ermittelt werden. Ursachen fiir eine solche Segregation konnen epigenetische
Effekte oder embryolethale Mutationen sein.

34



Ergebnisse

untersuchte Segregation | Segregation | Segregation
Transformanten >3:1 3:1 <3:1
(KanR)

PAL 43 7 31 5
163 35 5 26 2

164 60 22 38 6

501 49 10 47 2

502 57 6 46 5
rDNA 29 4 21 4
mgfp 1xf 35 4 30 1
mgfp Ixr 49 7 43 4
AGUS 23 4 18 1
AGUS 2a 43 14 25 4
GUS AS Ixr 23 - 23 -
GUS S/ASf 40 6 32 2
Y 424 69 323 30

Tabelle 3.2 Ergebnisse der Segregationsanalyse transformierter A. thaliana Pflanzen

Die Einteilung der Pflanzenlinien in die verschiedenen Segregationsgruppen erfolgte durch eine
Chi-Quadrat-Analyse. Die angelegte Signifikanz betrug P=0,05.

3.14.2 Molekulare Analyse transformierter A. thaliana Pflanzen mit einem T-DNA
Locus

Durch die Segregationsanalyse wurden transgene Linien identifiziert, die T-DNA Sequenzen nur
an einem Locus tragen. Diese Analyse erfal3t jedoch nicht, ob nur eine Kopie der T-DNA an
diesem Locus vorliegt und ob diese vollstindig ist. Um dieses zu kldren, wurden Southern Blot
Analysen durchgefiihrt.

Durch die Verwendung von Restriktionsenzymen mit Erkennungssequenzen nahe der T-DNA
Enden konnten Restriktionsfragmente erzeugt werden, die zu einem Teil aus genomischer
A.thaliana DNA und zum anderen aus T-DNA-Sequenzen bestehen. Die Restriktionsschnittstelle
innerhalb der genomischen A. thaliana DNA liegt in zufilliger Entfernung zur T-DNA und
ergibt daher fiir jede unabhingige T-DNA Integration ein Restriktionsfragment spezifischer
GroBe. Durch Southern Blot Analyse der transgenen Linien und anschlieBende Hybridisierungen
mit geeigneten T-DNA spezifischen Sonden (komplementir zum NPT-Gen, HPT-Gen) konnte
die Anzahl der T-DNA Integrationen im Pflanzengenom iiberpriift werden. Die Pflanzenlinien,
die aufgrund dieser Analyse eine vollstindige T-DNA aufwiesen, wurden zusétzlich mit Sonden
der LB- und RB-Sequenzen iiberpriift, um Partialintegrationen der Bordersequenzen zu
ermitteln. Sehr kleine T-DNA Fragmente konnen jedoch durch eine Southern Blot Analyse nicht
nachgewiesen werden.

Sonden, die T-DNA Restriktionsfragmente bekannter Grofle detektieren, dienten zur
Uberpriifung der Vollstindigkeit bzw. der Integritit der in der T-DNA enthaltenen
Reportergenkassetten. Aulerdem wurde so fiir die Konstrukte GUS 1xr repeat die Prisenz der

repetitiven Elementen festgestellt.
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Anhand einiger Pflanzenlinien, deren T-DNA den Konstrukten GUS 1xr 163, GUS 1xr rDNA,
GUS 1xr pAL oder GUS Ixr 501 entspricht, soll die Analysestrategie zur Etablierung von
Pflanzenlinien mit einer vollstindigen T-DNA exemplarisch dargestellt werden (s. Abb. 3.2).
Genomische DNA von 12 Transformanten mit einem T-DNA Locus wurde mit den
Restriktionsenzymen EcoRI/Apal, EcoRl/BglIl sowie Xhol gespalten.

Die Spaltungen mit EcoRI/Bglll und EcoRIl/Apal ergeben unter anderem Fragmente, die aus
genomischer A. thaliana- sowie T-DNA-Sequenzen bestehen. Hybridisierungen mit den
radioaktiv markierten Sonden NPT und HPT ermoglichen die Bestimmung der Anzahl von
Fragmenten im transgenen Pflanzengenom, die den linken bzw. rechten Grenzen der T-DNA
entsprechen. Die Sonde HPT detektiert in der Hybridisierung bei Verwendung der
Restriktionsenzyme EcoRI/Apal nur interne Fragmente. Diese weisen eine Grof3e von 1,0 kb und
spezifische Fragmente fiir die Konstrukte GUS 1xr 163, GUS 1xr rDNA, GUS Ixr pAL und
GUS 1xr 501 von 5,5 kb, 4,0 kb, 5,3 kb und 5,5 kb auf. Die Restriktion der genomischen DNA
mit der Enzymkombination EcoRI/Bg/II ergibt in der Hybridisierung mit der Sonde HPT ein
internes T-DNA Fragment der rechten Border und Fragmente, die sowohl aus T-DNA
Sequenzen der rechten Border und genomischer A. thaliana DNA bestehen. Die Fragmente, die
ausschlieBlich T-DNA enthalten, weisen in der Hybridisierung mit HPT je nach T-DNA
Konstrukt spezifische Groen von 2,7 kb (GUS 1xr 163), 2,8 kb (GUS 1xr rDNA), 2,6 kb (GUS
Ixr pAL) und 1,4 kb (GUS 1xr 501) auf. In der Hybridisierung mit der Sonde NPT werden in
den Restriktionskombinationen FEcoRI/Apal und EcoRI/Bglll ausschlielich Fragmente
detektiert, die sowohl genomische A. thaliana DNA als auch T-DNA Bordersequenzen
enthalten. Die Zahl der ermittelten Hybridierungssignale entsprechen daher der Anzahl der im
transgenen Pflanzengenom enthaltenen Fragmente der linken Border. Transformanten, die T-
DNAs in invertierter Orientierung tragen, konnen nicht immer mit der Southern Blot Analyse
nachgewiesen werden, wenn sich die GroBen der beiden flankierenden genomischen Bereiche
fiir die verwendeten Restriktionsenzyme entsprechen.

Die Hybridisierung mit der Sonde GUS ermoglicht eine Uberpriifung der im transgenen
Pflanzengenom befindlichen Reportergenkassette; kleinere Sequenzveridnderungen konnen
jedoch nicht detektiert werden. Die Restriktion der genomischen DNA mit dem
Restriktionsenzym Xhol und anschlieBende Southern Blot Hybridisierung mit einer zum 35S
CaMV Promotor korrespondierenden Sonde ermoglicht den Nachweis der repetitiven Elemente
in der T-DNA der transformierten A. thaliana Pflanzen. Dies wurde auch durch die
Hybridisierung mit der Sonde HPT analysiert. Die repetitiven Elemente wurden zuséitzlich
anhand von PCR-Experimenten nachgewiesen. Die Amplifikation erfolgte mit p35S und Ds
spezifischen Oligonukleotiden. Die erhaltenen PCR Fragmente wurden nach erfolgtem Southern
Blot Transfer mit Sonden der entsprechenden repetitiven Elemente pAL, 500, rDNA, 163 und
164 hybridisiert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.2 Southern Blot Analyse zur Identifizierung von A. thaliana Linien mit intakten GUS 1xr 163,

GUS 1xr rDNA, GUS 1xr pAL und GUS 1xr 502 T-DNAs in Einzelkopie

Genomische A. thaliana DNA wurde mit EcoRI und Bg/Il bzw. EcoRI und 4pal (A, B und C) sowie
Xhol (D) geschnitten, gelelektorphoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet. Darge-
stellt sind die Autoradiogramme nach Hybridisierung der Membranen mit den radioaktiv markierten
Fragmenten NPT (A), HPT (B), GUS(C) und p35S(D) E: Restriktionskarte des T-DNA Konstruktes
GUS Ixr repeat mit resultierenden FragmentgroBen (A: Apal, B: Bglll, E: EcoRI, X: Xhol).

Neben den Autoradiogrammen sind fiir die entsprechenden Sonden die detektierbaren Fragment dar-
gestellt. Die schwarz markierten Fragmente detektieren ausschlieSlich T-DNA, wahrend die schraff-
ierten Fragmente sowohl 4. thaliana- als auch T-DNA Sequenzen enthalten.
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Die Hybridisierungsmuster in den Gelspuren 3 (A+B),4 (A+B) und 7 (A+B) (Linien GUS 1xr
163 138, GUS 1xr 163 139 und GUS 1xr pAL 42) entspricht den Erwartungen fiir die Integration
einer einzelnen T-DNA mit einer vollstindigen GUS-Reportergenkassette und den
entsprechenden repetitiven Elementen (s. Abb. 3.2 A,B,C,D). Die Pflanzenlinien GUS 1xr rDNA
35, GUS 1xr 501 16, GUS Ixr 501 100, GUS Ixr 501 102 und GUS 1xr 501 103 besitzen
mehrere Fragmente der linken Border (s. Abb. 3.2; A).

Das Ergebnis der Hybridisierung mit HPT (vergl. Abb. 3.2; B) als Sonde verdeutlicht fiir die
Pflanzenlinie GUS 1xr rDNA 35 (Spur 5) zwei, die Linie GUS 1xr 501 102 (Spur 11) zwei und
die Pflanzenlinie GUS 1xr 501 103 (Spur 12) vier Fragmente, die neben den T-DNA-
spezifischen Fragmenten detektiert werden. Somit liegen zwei bzw. vier RB-Bereiche vor. In der
Pflanzenlinien GUS 1xr 163 136 und GUS 1xr 163 137 (Spuren 1 und 2) scheint es zum Verlust
der RB-Region gekommen zu sein. Diese Deletion erstreckt sich fiir die Linie GUS 1xr 163 136
auch auf den Bereich des repetitiven Elements 163 und des GUS-Gens der T-DNA (Abb. 3.2C,
3.2D, Spuren 1). Die genomische DNA der Pflanzenlinien GUS 1xr pAL 40 (Spur 6), GUS Ixr
pAL 42 (Spur 7) und GUS Ixr pAL 43 (Spur 8) zeigt in den Hybridisierungen mit den Sonden
NPT und HPT identische Fragmentgrofen. Die Linien GUS 1xr pAL 40 und GUS 1xr pAL 43
weisen jedoch in beiden Hybridisierungen der EcoRl/ Apal geschnittenen genomischen DNA ein
zusitzliches Fragment auf, das aufgrund der Hybridisierungsstiarke auf eine Partialrestriktion
hindeuten konnte. Die Linien GUS 1xr 40, GUS 1xr 42 und GUS 1xr 43 sind vermutlich auf ein
klonales Ereignis der Wurzeltransformation zuriickzufiihren und stellen daher eine identische T-
DNA Linie dar.

Tabelle 3.3 faBt die Ergebnisse der Southern Blot Analysen fiir die T-DNA Linien, die im
Rahmen dieser Arbeit analysiert wurden, zusammen. Eine detaillierte Auflistung der Southern
Blot Analysen ist in Tabelle 6.1 (Anhang) enthalten.

T-DNA getestete (Integration mehrere |zusitzliche keine keine keine
Linien |der T-DNA mit [T-DNA [|unvollstindige |Hybridi- [Hybridi- |Hybridi-
vollstiindiger Integra- |[Reportergen- |disierung [disierung |[sierung
Reporter- tionen kassetten mit der mit der mit der
genkassette Sonde Sonde GUS |Sonde
HPT bzw. GFP |p35S
GUS Ixr pAL 29 6 (21%) 15 (52%) 3 (10%) 2 (7%) 3 (10%) 9 (31%)
GUS Ixr 501 31 3 (10%) 25 (81%) 9 (29%) 6 (19%) 2 (6%) 1 (3%)
GUS 1Ixr 502 32 7 (22%) 22 (69%) 4 (13%) 5 (16%) 4 (13%) 5 (16%)
GUS Ixr rDNA 24 5(21%) 11 (46%) 6 (25%) 8 (33%) 8 (33%) 4 (17%)
GUS Ixr 163 25 5 (20%) 15 (60%) 1 (4%) 5 (20%) 3 (12%) 4 (16%)
GUS Ixr 164 31 3 (10%) 24 (77%) 2 (6%) 5 (16%) 2 (6%) 4 (13%)
AGUS 15 5 (33%) 8 (53%) 1 (7%) 3 (20%) 1 (7%) -
AGUS 2a 17 2 (12%) 9 (53%) 4 (24%) 3 (18%) 1 (6%)
GUSASTr 13 4 (31%) 8 (62%) - 1 (8%) -
GUS S/ASf 28 9 (32%) 13 (46%) 1 (4%) 3(11%) -
mGFP 1xf 22 4 (18%) 15 (68%) 3 (14%) 4 (18%) 4 (18%) -
mGFP 1xr 19 4 (21%) 13 (68%) - 2 (11%) 2 (11%) -

Tabelle 3.3 Ergebnisse der Southern Blot Analysen
Es ist zu beachten, dal3 sich bestimmte Kategorien nicht ausschlieBen. Daher iiberschreitet die Zahl
der in Klassen eingeteilten Pflanzen in einigen Fillen die der Gesamtzahl untersuchter Pflanzen.
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3.143 Molekulare Analyse transformierter A. thaliana Pflanzen mit zwei T-DNAs

in invertierter Orientierung an einem Locus

Innerhalb der durchgefiihrten Restriktions- und Southern Blot Analysen konnen Transformanten,
die invertierte T-DNAs an einem Locus aufweisen, nicht immer erkannt werden. Anhand
zusitzlicher Restriktions- und Southern Blot Analysen und PCR Analysen konnten fiir die T-
DNA Linie GUS 1xr rDNA 101 und mGFP 1xr 127 invertierte T-DNAs nachgewiesen werden,
die in Abbildung 3.3 dargestellt sind. PCR Analysen mit spezifischen Oligonukleotiden, die
komplementir zur genomischen DNA sind, die die T-DNA flankiert und dem Oligonukleotid fiir
die linke Border der T-DNA ergab fiir beide Transformanten ein Amplifikat. Durch Southern
Blot Analysen konnte fiir die Transformante mGFP 1xr 127 in der NPT Hybridisierung lediglich
in der Verwendung der Restriktionsenzyme EcoRI/BgIIl ein zweites Fragment erhalten werden,
welches auf das Vorliegen von zwei T-DNAs hindeutet. Die flankierenden genomischen
Fragmente, die in der NPT Hybridisierung fiir die verwendeten Restriktionsenzyme
EcoRI/BamHI nachgewiesen wurden, scheinen sich zu entsprechen. Die HPT und RB
Hybridisierung ergibt fiir die Restriktionsenzyme EcoRI/BglIl bzw. EcoRl/BamHI die erwarteten
T-DNA spezifischen Fragmente von 2,2 und 3,0 kb und zudem Fragmente, deren Groflen von
3,4 bzw. 2,0 kb auf das Vorliegen der RB-RB invertierten Orientierung der T-DNAs hindeuten
(Abb. 3.3 A). Das Fragment von 0,7 kb konnte aufgrund einer zu langen gelelektrophoretischen
Auftrennung nicht mehr auf dem Southern Blot erhalten werden. Vergleichbare Analysen
wurden fiir die Transformante GUS 1xr rDNA 101 erhalten (Abb. 3.3 B).
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Abb. 3.3 Southern Blot und PCR Analyse der Transformanten mGFP 1xr 127 (A) und GUS 1xr rDNA
101 (B)
Genomische DNA wurde mit EcoRI/BamHI (E/Ba) und EcoRI1/BglIl (E/Bg) (A) bzw. Ps#l (P) und
EcoR1/Bglll (E/Bg) gespalten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran ge-
blottet. Dargestellt sind die Autoradiogramme nach Hybridisierung der Membranen mit den radio-
aktiv markierten Fragmenten NPT und HPT. Restriktionskarten mit den resultierenden Fragment-
groflen (A: Apal, E: EcoRl, P: Pstl, Ba: BamHI, B: Bg/ll) und die entsprechenden Sonden sind neben
den Autoradiogrammen dargestellt. Die schraffierten Fragmente detektieren sowohl 4. thaliana- als
auch T-DNA-Sequenzen. Die grauen kénnen mit den verwendeten Sonden nicht markiert werden (s.
schematische Abbildungen). Fiir PCR Ergebnisse sind jeweils der T-DNA spezifische Primer und der
fiir die flankierende genomische DNA spezifische Primer angegeben. Es wurden homozygote Pflan-
zen analysiert. (schematische Darstellung in C)
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3.2 Analyse der T-DNA Integration im Pflanzengenom

Die Amplifizierung der T-DNA flankierenden Sequenzbereiche der transgenen Linien erfolgte
durch iPCR (Ochman et al., 1988) (vergl. Abb. 2.1.A und Abb. 2.2). Die Sequenzen wurden
ermittelt und mit der Sequenz des Arabidopsis-Genoms verglichen, um den Integrationsort der
T-DNA zu bestimmen. Fiir jeden A. thaliana T-DNA Integrationsort wurden Oligonukleotide
entwickelt, die spezifisch fiir diese Sequenz waren. Diese wurden in Kombination mit T-DNA
spezifischen Oligonukleotiden der RB bzw. der LB fiir die PCR eingesetzt (vergl. Abb. 2.1.B).
Fiir alle transgenen Linien, in denen Sequenzinformationen fiir die an die LB und RB
angrenzenden genomischen A. thaliana Bereiche erhalten werden konnten, wurden die T-DNA
Integrationen detailliert untersucht. Es wurde analysiert wie genau die Insertion der
Bordersequenzen erfolgte, ob im Verbindungsbereich T-DNA/Pflanzen-DNA zusitzliche
Sequenzen  inseriert ~waren und ob die Integrationsstelle  von  kleineren
Chromosomenumordnungen (z.B. Deletionen) betroffen war.

Diese Analysen konnen fiir die T-DNA flankierenden Bereiche folgende Ergebnisse aufweisen:

I Bestitigung beider T-DNA flankierender genomischer Bereiche (Matsumo et al., 1990,
Mayerhofer et al., 1991, Gheysen et al., 1991, Ohaba et al., 1995)
II Bestitigung eines T-DNA flankierenden genomischen Bereichs, wéihrend der andere

Translokationen (Nacry et al., 1998, Laufs et al., 1999) oder Ti-Plasmidsequenzen
(Mayerhofer et al., 1991, Gheysen et al., 1991 und Hermann et al., 1991) enthalten kann.
II Ermittlung von Ti-Plasmidsequenzen durch iPCR eines T-DNA flankierenden Bereiches,
fiir den anderen konnte kein iPCR Amplifikat erhalten werden.
Zusitzlich wurde untersucht, ob die T-DNA Integration in Gene erfolgt oder in die Néahe zu
repetitiven Elementen erfolgt war. Die chromosomale Verteilung der T-DNA Integrationen

wurde ebenfalls untersucht.

3.21 Kartierung der T-DNA flankierenden Bereiche von transgenen A. thaliana

Pflanzen

In der Regel das Enzym BstYI zur Restriktion verwendet, um geeignete Zirkel fiir die iPCR zu
erhalten. Dieses Enzym erkennt eine degenerierte Hexanukleotidsequenz
(PurimidinGATCPyrimidin). Wurde in der iPCR kein Fragment erhalten, wurden die BstYI
Restriktionsansitze mit der Restriktionsendonuklease Bcll nachbehandelt, ligiert und zur PCR
verwendet. Die Kombination der Restriktionsenzyme BstY]l und Bcll ergibt Fragmente mit
identischen Endpunkten (GATC). Durch die Verwendung von zwei Restriktionsenzymen
entstehen durchschnittlich kleinere Fragmente, die geeigneter zur PCR Amplifikation sind.

Wurde weiterhin in der PCR Reaktion kein Fragment erhalten, wurden weitere
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Restriktionsenzyme (vergl. Abb. 2.2) verwendet. Tabelle 3.4 fat die Ergebnisse der iPCR-

Experimente zusammen.

verwendete | Anzahl der iPCR iPCR keine iPCR

Restriktions- | untersuchten | Fragmente | Fragmente | Fragmente
enzyme Pflanzenlinien der RB der LB

BstY1 150 54 53 43
Bcll/ BstY1 53 6 13 34
Xbal 5 1 - 4
Apal 5 - - 5
Pstl 8 - - 8
Pyull 8 - - 8

Tabelle 3.4 Ergebnisse der erhaltenen iPCR Fragmente T-DNA flankierender Sequenzen
Es ist zu beachten, daB fiir einige T-DNA Pflanzenlinien iPCR Fragmente fiir die linke und rechte
Border erhalten wurde. Die DNA einiger transgener Linien wurde mit verschiedenen
Restriktionsendonukleasen behandelt, und es wurden in einigen Fillen verschiedene Fragmente
erhalten.

Zur iPCR wurden 150 T-DNA Pflanzenlinien verwendet. Insgesamt wurden fiir 128 transgene
Linien ein iPCR Fragment erhalten, welches einer Effizienz von 85% entspricht.
Ti-Plasmidsequenzen eines T-DNA flankierenden Bereichs konnten durch iPCR Analysen fiir 11
Transformanten erhalten werden, wihrend fiir den anderen Bereich kein iPCR Fragment erhalten
wurde. Von den verbleibenden 116 T-DNA flankierenden Bereichen konnte in 116 Féllen in der
TAIR Datenbank Homologie zum Arabidopsis Genom ermittelt werden, welches einer Effizienz
von 99% entspricht. Die erhaltene iPCR Sequenz der Transformante GUS 1xf 57 zeigte in den
Datenbank Analysen keine Homologie. Ein Artefakt konnte ausgeschlossen werden, da das iPCR
Fragment die erwarteten T-DNA Sequenzen aufwies.

Fiir 77 (65%) von 116 Transformanten konnten beide T-DNA flankierenden genomischen
Bereiche bestitigt werden. Von diesen 77 Transformanten wurden 73 zur weiteren Analyse in
Kapitel 3.2.2 verwendet, da in vier Fillen die Qualitit der Sequenzen keine genauen
Charakterisierungen der Integrationsstelle zulief3.

Die molekularen Analysen und Sequenzanalysen transgener Linien, deren Integrationsort nur fiir
einen flankierenden genomischen A. thaliana Bereich mittels PCR bestétigt werden konnte, sind
in Kapitel 3.2.3 aufgefiihrt.
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3.2.2 Sequenzanalysen transgener Linien, deren T-DNA Integrationsorte fiir beide

T-DNA flankierenden genomischen Bereiche bestiitigt werden konnten

3.2.2.1 Sequenzanalyse der T-DNA Bordersequenzen kartierter Transformanten

Im Verlauf der T-DNA Integration in das Pflanzengenom kommt es in Agrobacterium
tumefaciens zu einem strang- und positionsspezifischen Schneiden der 24 bp direkten
Sequenzwiederholungen der rechten und linken T-DNA Border (Albright et al., 1987, Wang et
al., 1987 und Diirrenberger et al., 1989). Daher sollte eine vollstandig im Genom integrierte T-
DNA 2 bp der RB und 22 bp der LB besitzen (Pansegrau und Lanka, 1991).

T-DNA Bordersequenzen werden innerhalb des Transformationvorgangs in das Pflanzengenom
hiufig im Bereich dieser direkten Sequenzwiederholungen deletiert (Hiei, et al., 1994; Gheysen
et al., 1991, Matsumoto et al., 1990, Mayerhofer et al., 1991). Zur umfassenden Analyse der
Integrationsgenauigkeit der T-DNA im Pflanzengenom hinsichtlich der Bordersequenzen
wurden die Sequenzen von 73 T-DNA Einzelkopie Linien miteinander verglichen (vergl.
Anhang Tab. 6.2 und 6.3).

Zum Vergleich wurden Bordersequenzen des zur Transformation verwendeten Ti-Plasmides
herangezogen, welche die 24 bp direkten Sequenzwiederholungen sowie angrenzende T-DNA
Sequenzbereiche enthalten. Nukleotide, die nicht eindeutig der T-DNA oder der genomischen
Sequenz zugeordnet werden konnten, wurden in dieser Analyse als T-DNA Bordersequenzen
gewertet. Abbildungen 3.4 und 3.5 fassen die anhand dieser Analyse ermittelten Daten
zusammen.

Die Integrationsgenauigkeit der Bordersequenzen der T-DNAs im Pflanzengenom ergab eine
Einteilung in zwei Klassen. Klasse eins enthilt zuziiglich des angrenzenden T-DNA Bereichs
noch ein bis 22 bp der LB bzw. ein bis zwei bp der RB. Klasse zwei enthilt keine LB bzw. RB
Sequenzen und in den meisten Fillen Deletionen in den angrenzenden T-DNA Bereichen.

18 (23%) Transformanten weisen keinerlei Deletionen der LB 22 bp auf, wihrend 13 (18%)
Transformanten die 2 bp RB vollstindig integriert haben. 45 (62%) bzw. 5 (7%) Transformanten
besitzen Teilbereiche der 22 bp bzw. 2 bp der direkten Sequenzwiederholungen des linken bzw.
rechten Borderbereiches.

Klasse zwei enthélt 10 (14%) bzw. 55 (75%) T-DNA Linien, die eine komplette Deletion der 22
bp bzw. 2 bp und teilweise weiterer Nukleotide des angrenzenden T-DNA Bereiches aufweisen.
Die Grofle der Deletionen variiert von einem bis 242 bp (LB: GUS 1xr pAL 27) bzw. von einem
bis 165 bp (RB: G/S/GFP r 110).

43



Ergebnisse

S~ Klasse I Klasse I1
o =
= =
g I
f: 2222019181716 1514 13 121110 9 § 4 65 4
s 20 32 1122
-10 —
-40
=70
'S 100
D
5 -130
/M
= e -160
@
§< -190
- Z
) 220
< ]
/= 2501 242
0-182223112232211311222611111111111111
=<
sz 3
=9 =
<E:07 ---.----.----.-----I--------------
Abb. 3.4 Integrationsgenauigkeit des linken Borderbereiches der T-DNA
ot Klasse I Klasse II
Q ~_
=
[S- A\ |
T
S e 10 12 1]0 -1
23463
-l -5.10
- -16-17-19-20-21.23
-40 -29-30.32_35
= "99-37.39.40.41.44
= -53
%]
=5 i
2 90
= /M
> o7
g < 140 -
sz’
-
i -154
O -165
-190 -
_ 20 3513213331 11111113321114111111
== =
s Z 210 -
== I I
Abb. 3.5 Integrationsgenauigkeit des rechten Borderbereiches der T-DNA



Ergebnisse

Abb. 3.4/ 3.5 Integrationsgenauigkeit des linken (3.4) bzw. des rechten (3.5) Borderbereiches der T-DNA
Dargestellt ist die Auswertung des Sequenzvergleiches (vergl. Tabelle 6.2) der LB-Sequenzen und
RB-Sequenzen kartierter T-DNAs von 73 Transformanten.

Die Einteilung der T-DNA Linien erfolgte in zwei Klassen, die sich in der Darstellung durch blaue
(Klasse I) und rote (Klasse 1I) Balken unterscheiden.

Transformanten, deren Borderbereich zuziiglich der angrenzenden T-DNA Sequenzen noch Teile
der 22 bp langen LB bzw. der 2 bp langen RB enthilt, sind blau dargestellt. Alle anderen
Transformanten sind rot dargestellt. Die Anzahl der noch vorhandenen bp der Borderbereiche bzw.
der deletierten bp der angrenzenden T-DNA Bereiche sind angegeben.

Die Anzahl der Transformanten, fiir die dies beobachtet wurde, sind im Balkendiagramm
dargestellt.

3.2.2.2 Sequenzanalyse des Verbindungsbereichs T-DNA/Pflanzen-DNA Kkartierter

Transformanten

Die Verbindungsbereiche der T-DNA mit der genomischen Pflanzen-DNA konnen in den
Transformanten zusitzliche DNA Sequenzen, sogenannte ,filler DNAs enthalten. In einigen
Fillen konnten einzelne Nukleotide nicht eindeutig der Pflanzen-DNA oder der T-DNA
zugeordnet werden, da die Sequenzen in diesem Bereich identisch sind (= identische
Nukleotide). Liegen im Verbindungsbereich filler DNAs oder identische Nukleotide vor, werden
diese Bereiche als unprizise bezeichnet. Sind solche Veridnderungen nicht zu beobachten,
werden die Verbindungsbereiche als prizise benannt. (Mayerhofer et al., 1991, Gheysen et al.,
1991).

Zur Ermittlung der Héufigkeit von Verdnderungen im Verbindungsbereich T-DNA/Pflanzen-
DNA wurden die Sequenzen von 73 kartierten Transformanten analysiert, fiir die beide T-DNA
flankierenden genomischen Bereiche durch PCR bestitigt werden konnten. Die Sequenzen der
PCR-Fragmente wurden mit der Sequenz des zur Transformation verwendeten Ti-Plasmides und
der genomischen Arabidopsis-DNA verglichen.

Unprizise Verbindungsbereiche T-DNA/Pflanzen-DNA konnten fiir 86% (LB) und fiir 95%
(RB) der Transformanten gezeigt werden (Tab. 3.5). Diese wiesen zu 58%/ 60% (LB/ RB)
zusitzliche DNA-Sequenzen auf. Die filler DNA dieser Transformanten besitzen zu 81% (LB:
34 T-DNA Linien) bzw. 73% (RB: 32 T-DNA Linien) eine Linge von 3 bis 40 bp. Lediglich
19% (LB) bzw. 27% (RB) weisen im Verbindungsbereich eine hohere Linge der filler DNA auf.
In den Analysen mit den TAIR und NCBI BLAST Datenbanken konnte keine Homologie der
filler DNA zu den dort vorhandenen Sequenzen gefunden werden.

Identische Nukleotide der T-DNA und der Integrationsstelle wurden sowohl fiir den relativ zur
T-DNA rechten als auch linken Verbindungsbereich mit 38% (LB) bzw. 25% (RB) in Form von
ein bis sechs bp gefunden, wobei die meisten (68% LB/ 78% RB) eine Linge von ein bzw. zwei
bp besitzen.

Fiir 3 (4% LB) bzw. 11 (15% RB) transgene Linien konnte eine prizise Verbindung zwischen T-
DNA und Pflanzen-DNA, die keine filler Sequenzen oder identische Nukleotide enthielt,
erhalten werden (Tab. 3.5).
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T-DNA/ prizise | unprizise unprizise
Pflanzen-DNA | Verbin- | Verbin- filler DNA Verbin- identische Nukleotide | GESAMT
Verbindung dung dung dung
LB 3 (4%) 42 (58%) 28 (38%) 73
RB 11 15%) 44 (60%) 18 (25%) 73
filler DNA | T-DNA T-DNA | identische | T-DNA T-DNA
Linien LB | Linien RB | Nukleotide | Linien LB | Linien RB
1-10 bp 17 12 1bp 13 7
11-20 bp 9 7 2bp 6 7
21-30 bp 4 9 3bp 6 1
31-40 bp 4 4 4 bp - 2
41-50 bp 1 4 5bp 2 1
51-60 bp 2 1 6 bp 1 -
61-70 bp - 1 7 bp - -
71-80 bp 3 1
111-120 bp 1 -
131-140 bp - 2
151-160 bp - 1
200-300 bp 1 2
Tabelle 3.5 Darstellung der Sequenzanalyse des Verbindungsbereiches T-DNA/Arabidopsis DNA der
analysierten Transformanten
Dargestellt ist die erhaltene Gesamtanzahl an Transformanten, die eine prédzise Verbindung oder
eine unprizise in Form von filler DNA oder identischen Nukleotiden enthalten.
Die Linge der filler DNA und die Zahl der identischen Nukleotide wurde im Verhiltnis zu der
Anzahl der Transformanten weiter aufgeschliisselt.
3.2.2.3 Sequenzanalyse des T-DNA Integrationsortes kartierter Transformanten

Die Integration der T-DNA kann mit kleineren Deletionen innerhalb des Integrationsortes
verbunden sein (Gheysen et al., 1991, Mayerhofer et al., 1991). Dies wurde im folgenden
anhand von 73 Transformanten untersucht. Durch T-DNA Integration hervorgerufene Deletionen
in Integrationsbereich der Pflanzen-DNA wurden in 93% der transgenen Linien detektiert.

Tabelle 3.6 enthilt die Auflistung der Deletionen innerhalb der genomischen DNA, die eine
Verteilung von zwei bis 960 bp aufweisen. Die meisten Deletionen (74%) liegen zwischen einem
und 40 bp. Nur zwei (3%) der 73 analysierten Transformanten wiesen keine Deletion auf. Bei
drei (4%) der 73 analysierten Transformanten konnte ein Nukleotid nicht eindeutig dem linken

oder rechten flankierenden Bereich der T-DNA zugeordnet werden.
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Tabelle 3.6

Abkiirzungen: ident. Nuk.: identische Nukleotide
Dargestellt sind die Deletionen der T-DNA Linien, die durch den Sequenzvergleich der A. thaliana
DNA vor und nach der T-DNA Integration analysiert wurden. In drei Linien konnte eines der
Nukleotide nicht eindeutig der relativ zur T-DNA linken bzw. rechten Sequenz zugeordnet
werden.

3.23

Sequenz-

T-DNA Linie Deletion bp T-DNA Linie Deletion bp T-DNA Linie Deletion bp
GUS 2xr 123 0 GUS Ixr rDNA 104 17 GUS 2xf 109 33
GUS Ixr 164 113 0 G/S/GFP f 144 19 GUS 1xr pAL 102 38
SPT 2xf 104 2 GUS S/AS £ 102 20 mGFP 1xf 18 41
G/S/GFPr 110 2 GUS 2xf 113 20 GUS Ixr pAL 101 41
GUS 2xf 101 3 GUS ASr 107 20 SPT/GUS f 122 45
GUS Ixr 163 138 3 G/S/Gr 129 20 GUS 3xf 122 46
GUS S/ASf 112 3 G/S/Gr 114 21 GUS 1xr 163 135 47
SPT 3xf 139 3 mGFP 1xr 129 22 SPT 2xf 107 49
SPT 1xr 107 7 GUS Ixr pAL 27 22 GUS 2xf 20 56
G/S/GFPr 115 7 SPT/GUS f 110 22 GUS 1xr 502 111 58
GUS 1xf 110 11 GUS 1xr 18 23 GUS Ixr pAL 103 60
GUS Ixr 502 119 12 G/S/Gr 125 24 GUS 1xf 30 72
GUS 1xr 69 13 G/S/GFP £ 130 24 GUS S/AS f 140 90
AGUS 2a 117 13 GUS Ixr rDNA 24 25 SPT 3xf 103 93
GUS 1xr 105 13 GUS 2xr 126 25 GUS 3xf 112 94
GUS S/AS f 145 13 G/S/GFP £ 126 25 GUS 1xf 60 98
GUS 2xr 125 14 SPT/GUS f 102 27 SPT 2xf 110 122
GUS 3xr 103 14 GUS 1xf 30 28 GUS 1xr pAL 126 301
mGFP Ixr 111 14 G/S/G f 125 29 SPT/GUS f 104 315
G/S/G 133 14 SPT 2xf 129 29 AGUS 112 509
GUS 3xr 105 16 SPT 3xf 108 29 G/S/G f 136 960
GUS 3xf 118 16 GUS 3xr 130 30
SPT 3xf 147 16 GUS 1xr 30 31 T-DNA Linie Ident. Nuk.
GUS 1xr 501 116 17 SPT 3xf 154 31 mGFP 1xf 8 1
GUS Ixr pAL 42 17 SPT/GUS f 100 32 GUS 1xr 502 122 1
SPT/GUS f 114

Sequenzanalyse des A. thaliana T-DNA Integrationsortes

und molekulare Analyse transgener Linien,

deren T-DNA

Integrationsorte nur fiir einen flankierenden genomischen Bereich mittels
PCR bestiitigt werden konnten

Transgene Linien, deren T-DNA Integrationsorte im Genom mittels PCR nur fiir einen T-DNA

flankierenden genomischen Bereich bestitigt werden konnte, wurden weiteren molekularen

Analysen unterzogen. Der zweite T-DNA flankierende Bereich kann Verdnderungen wie

Translokationen (Nacry et al., 1998, Laufs et al., 1999) oder Ti-Plasmidsequenzen (Mayerhofer

etal., 1991, Gheysen et al., 1991 und Hermann et al., 1991) aufweisen.
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3.2.3.1 Detektion von Ti-Plasmid Sequenzen

Die Detektion von Ti-Plasmidsequenzen ist durch Southern Blot Analysen, PCR und iPCR
Analysen moglich. In den Southern Blot Analysen (Daten nicht dargestellt) konnen diese durch
eine Sonde aus Ti-Plasmidsequenzen detektiert werden. Zur PCR Analyse von Ti-
Plasmidsequenzen wurden Oligonukleotide ermittelt, die zu Sequenzen im Ti Plasmid
korrespondieren, die ca. 650 bzw. 800 bp von der LB bzw. RB entfernt sind. Abbildung 3.6 zeigt
exemplarisch die in einigen transgenen Pflanzen durch PCR nachgewiesene Ti-

Plasmidsequenzen.

Abb. 3.6 PCR Analyse zur Detekt-
tion von zur LB
benachbarten Ti-Plasmid-
sequenzen in Trans-
formanten
Die erhaltenen PCR
Amplifikate wurden auf eine
Nylonmembran iibertragen
und mit einer Ti-Plasmid LB
Sonde hybridisiert. :
Dargestellt ist der 0,65 kb—
entsprechende  Autoradio-
grammausschnitt

GUS Ixr 163 139
GUS Ixr rDNA 125
AGUS 2a 133
G/S/GFP £133
SPT 3xr 102

SPT 3xr 106

K: Ti-Plasmid

GUS 3xf 106
. GUS 1xr 163 132

- GUS 1xr 501 107

Weiterhin konnten durch iPCR Analysen fiir die transgenen Linien GUS 2xf 23, GUS 3xf 103,
SPT 2xr 101 und SPT 3xf 162 Ti-Plasmidsequenzen identifiziert werden. Interessanterweise
liegen diese in den verwendeten Ti-Plasmiden nicht benachbart zu den Bordersequenzen. Daher
konnen diese durch die durchgefiihrten Southern Blot oder PCR Analysen nicht nachgewiesen
werden. Die T-DNA Linien SPT 1Ixr 130, SPT 2xr 103 und GUS 1xr 502 148 zeigten in den
flankierenden Sequenzbereichen Homologie zu internen Bereichen der T-DNA (SPT 1xr 130: Ds
Element bzw. SPT 2xr 103 und GUS 1Ixr 502 148: Tn5 Region (MCS vor dem P1° Promotor)
des zur Transformation verwendeten bindren T-DNA-Vektors (vergl. Abb. 3.1)).

Tabelle 3.7 enthilt eine Zusammenstellung der Transformanten, fiir die Ti-Plasmidsequenzen
nachgewiesen werden konnten. Insgesamt wurden in 39 (30%) von 129 Transformanten Ti-

Plasmidsequenzen innerhalb der T-DNA flankierenden Sequenzbereiche ermittelt.
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Southern Blot Analyse PCR iPCR
LB RB LB RB LB RB
GUS 3xr 100 |GUS 3xf 113 GUS 3xf 106 GUS 1xf 117 GUS 2xf 23* SPT 1xr 76
GUS 3xr 126 GUS Ixr 163 132 GUS 3xr 103 GUS 3xf 101* SPT 1xr 109
GUS Ixr 502 153 GUS 1xr 163 139 G/S/GFPr 137 | SPT 1xr 130" SPT 2xr 103"
GUS 1xr rDNA 125 | GUS 1xr rDNA 117 | SPT 2xr 101* SPT 3xf 162*
GUS 1xr 501 107 AGUS 102 SPT 3xr 102 mGFP 1xf 128
AGUS 2a 133 GUS ASr 101 SPT 3xr 106 mGFP 1xr 145
G/S/GFP £ 133 G/S/GFP r 126 SPT 3xf 100 | GUS 1xr 502 148"
SPT Ixr 124 G/S/GPF f 151 |mGFP 1xr 155 G/S/G r118
GUS 2xr 133 AGUS 111
SPT 1xr 103
Tabelle 3.7 Detektion von Ti-Plasmidsequenzen innerhalb der flankierenden T-DNA Sequenzbereiche
transgener Pflanzen
Angegeben sind die verwendeten Methoden zum Nachweis von Ti-Plasmidsequenzen in
transgenen Linien. In der Regel wurden die Ti-Plasmidsequenzen ermittelt, die innerhalb des Ti-
Plasmides direkt an die 24 bp RB und LB Sequenzen der T-DNA angrenzen
Die mit * markierten Transformanten enthalten in den flankierenden Sequenzbereichen der T-
DNA Ti-Plasmidsequenzen, die im Ti-Plasmid nicht direkt an die RB und LB Sequenzen
angrenzen.
Die mit " markierten Transformanten enthalten in den flankierenden Sequenzbereichen der T-
DNA Homologien zu internen Bereichen der T-DNA.
3.2.3.2 PCR Analyse zur Detektion von Transformanten mit zwei T-DNAs, die in

invertierter Orientierung an einem Locus vorliegen

Transformanten, deren Integrationsort nur fiir einen T-DNA flankierenden genomischen Bereich
bestdtigt werden konnte und die innerhalb des anderen keine Ti-Plasmidsequenzen aufwiesen,
wurden auf das Vorliegen von zwei T-DNAs an einem Locus iiberpriift. Diese konnen mit den
verwendeten Southern Blot Analysen nicht erkannt werden, wenn sich die Gréen der beiden
flankierenden genomischen Bereiche fiir die verwendeten Restriktionsenzyme entsprechen. Die
zur Integrationsstelle korrespondierenden genomischen Oligonukleotide wurden dazu in
Kombination mit verschiedenen Oligonukleotiden beider T-DNA Borderbereiche verwendet.
Anhand dieser PCR konnten fiir sieben Transformanten zwei T-DNAs an einem Locus in
invertierter Orientierung identifiziert werden. Die T-DNAs der Transformanten SPT 1xr 83, SPT
3xf 159, GUS Ixr rDNA 101, mGFP 1xr 127, G/S/G r 120 und SPT/ GUS r 102 liegen in RB-
RB invertierter Orientierung vor. Die T-DNAs der Transformante G/S/G r 119 liegen in LB-LB
invertierter Orientierung vor. Die komplexe Integration der T-DNAs der Transformanten GUS
Ixr rDNA 101 und mGFP 1xr 127 wurden im Rahmen dieser Arbeit anhand von Southern Blot
Analysen bestitigt ( vergl. 3.1.4.3). Die komplexe Integration der T-DNAs der Transformanten
SPT 1xr 83 und SPT 3xf 159 wurden durch D. Schubert (unveroffentlicht) anhand von Southern
Blot Analysen bestitigt.
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3.23.3 Detektion zusiitzlicher unvollstindiger T-DNA Borderbereiche mittels iPCR

Anhand der iPCR Analysen konnten fiir zwei Transformanten neben dem T-DNA Integrationsort
zusitzliche T-DNA Borderbereiche detektiert werden, die in den Southern Blot Analysen nicht
ermittelt werden konnten. Fiir beide iPCR Produkte konnten nach erfolgter Sequenzierung
100%ige Homologien zum Arabidopsis-Genom ermittelt werden. In der Bestitigung der
Integrationsorte konnte der genomische Integrationsort jeweils fiir ein iPCR Fragment fiir beide
T-DNA flankierenden genomischen Bereiche bestitigt werden. Fiir den zweiten Integrationsort
konnte jeweils nur der zuvor durch iPCR ermittelte T-DNA flankierende genomische Bereich
bestétigt werden.

Die Transformante SPT 2xf 101 enthédlt eine vollstindige T-DNA Integration im
Arabidopsisgenom, die Position 22.000 des BACs T6K12 entspricht. Zusitzlich wurde eine
Partialintegration der RB im Arabidopsisgenom ermittelt (Position 69.500 des TACs K16L.22).
Die Transformante SPT 2xf 151 enthilt eine vollstindige T-DNA Integration an der Position
28.500 des BACs F13E7 korrespondierende Sequenz und eine Partialintegration der LB im
Arabidopsisgenom (Position 29.500 des TACs K11J9).

3.2.34 Analyse von moglichen Translokationsereignissen

Die Kartierung der T-DNA Einzelkopie Linie GUS 3xr 117 ergab innerhalb der iPCR Analysen
zwei Integrationsorte, die fiir den relativ zur RB bzw. LB der T-DNA flankierenden
genomischen A. thaliana Bereich auf unterschiedlichen Chromosomen zu finden sind. Diese
konnten anhand weiterer PCR Analysen bestitigt werden. Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir
die Transformanten G/S/G r 119, G/S/G r 120 und GUS 1xr rDNA 101 erhalten. Diese Linien
besitzen invertierte T-DNAs und zeigten fiir beide T-DNA flankierenden genomischen Bereiche
einen anderen Integrationsort. Es besteht daher der Hinweis, dal diese Transformanten
Translokationen aufweisen.

Die Moglichkeit, dal} es sich jeweils um ein unvollstindiges Borderfragment der LB bzw. der

RB handelt, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

3.24 Chromosomale Verteilung von A. thaliana T-DNA Integrationen
Zur Analyse der Integration in ORFs, der Integration in oder in die Néhe repetitiver Elemente

und der chromosomalen Verteilung von T-DNA Integrationen im A. thaliana Genom, wurden

105 Transformanten verwendet. Deren T-DNA Integrationsorte konnten entweder fiir beide T-
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DNA flankierenden genomischen Bereiche bestitigt werden oder diese konnten nur fiir einen

Bereich bestitigt werden, wihrend der andere Ti-Plasmid Sequenzen aufwies.

3.24.1 Sequenzanalyse von T-DNA Integrationen in annotierten Genen des
Arabidopsis-Genoms

Die Verteilung der T-DNA Insertionen im Pflanzengenom erfolgt nicht gerichtet; sie kann
folglich in Genen oder intergenischen Bereichen erfolgen (zusammengefaf3t in Tinland, 1996).

Zur Bestimmung der T-DNA Integration im Arabidopsis Genom innerhalb annotierter Gene
wurde die BLAST Analyse der TAIR Datenbank in der Option ,,Genbank* verwendet. Diese
umfalit alle Arabidopsissequenzen sowie die ESTs, cDNA Klone und BAC Endsequenzen.
Weiterhin wurde die Annotierung des BACs zur Ermittlung von T-DNA Integrationen in
vorhergesagten Genen analysiert. Von 105 T-DNA Linien konnte fiir 33 (31%) eine Integration

in einem annotierten Gen ermittelt werden, die Tabelle 3.8 zu entnehmen sind.

3.24.2 Sequenzanalyse von T-DNA Insertionen in repetitiven Elementen des
Arabidopsis Genoms

Um festzustellen, ob T-DNA Insertionen in oder in der ndheren Umgebung von repetitiven
Elementen des Arabidopsis Genoms vorliegen, wurden die Annotierungen der entsprechenden
BAC Positionen in der NCBI Datenbank {iiberpriift bzw. die BLAST Analyse der TAIR
Datenbank mit der Option CHSL verwendet, welche repetitive Sequenzen umfaft.

Anhand dieser konnten von 105 kartierten Transformanten fiir zwei (2%) T-DNA Linien die
Integration innerhalb eines repetitiven Elements und fiir 21 (20%) T-DNA Linien repetitive
Elemente in der ndheren Umgebung von 10 kb des relativ zur T-DNA rechten und linken
genomischen A. thaliana Bereiches festgestellt werden (Tab. 3.9). Die Genompositionen der T-
DNAs der Transformanten SPT 1xr 141 und GUS 2xr 126 ist aufgrund der Integration innerhalb

eines repetitiven Elementes nicht zuzuordnen.
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T-DNA Linien | ESTs/ cDNA Klone Genvorhersagen Funktionsvorhersage
GUS 1xr 105 ATU76670 keine Genvorhersage recA-dhnliches Protein (AtDMC1)
SPT 2xf 107 keine ESTs/ cDNAs K161.22.9 unbekanntes Protein
SPT 2xf 129 APZI41e02F, 3' Ende | keine Genvorhersage unbekanntes Protein
GUS 2xf 151 keine ESTs/ cDNAs F13E7.1 unbekanntes Protein
GUS 2xf 23 AA586014 MIK19.10 AA-Aminosdurehydrolase-Homolog
GUS 3xr 100 keine ESTs/ cDNAs T12C14.120 Ahnlichkeit zum DNA bindendem Protein
bZIP aus Antirrhinum majus
GUS 3xr 126 keine ESTs/ cDNAs At2g28140 putatives MuDR-A-vergleichbares
Transposon Protein
GUS 3xr 130 keine ESTs/ cDNAs MAC9.8 Ahnlichkeit zu RNA bindenden Proteinen
GUS 3xf 112 RZ156b07F, 3' Ende keine Genvorhersage unbekanntes Protein
GUS 3xf 122 keine ESTs/ cDNAs MYC6.13 unbekanntes Protein
GUS 2xf 109 AF096294 keine Genvorhersage A. thaliana PR1 Protein (pathogenesis
related protein )
GUS 2xf 110 keine ESTs/ cDNAs MIM20.5 Ahnlichkeit zu NAM
(no apical meristem) Protein
GUS 2xf 113 keine ESTs/ cDNAs At2g31340 unbekanntes Protein
SPT Ixr 103 keine ESTs/ cDNAs T6K22.80 hypothetisches Protein
SPT 1xf 124 keine ESTs/ cDNAs F14113.16 Ahnlichkeit zu ARC1 aus Brassica napus
SPT 3xf 103 AI998165/ 71515602 F10K1.21 Ahnlichkeit zu unbekanntem
Protein F7A7_100
SPT 3xf 108 AI9972279 keine Genvorhersage unbekanntes Protein
SPT 3xf 110 AI997405 T14E10_40 mogliche UMP Synthase
SPT 3xf 139 keine ESTs/ cDNAs F271.4.9 unbekanntes Protein
SPT 3xf 154 AI995551 TSE8_80 Ahnlichkeit
zum pollen major allergen,
partial cup a 1 Protein
aus Cupressus arizonica
SPT 3xf 159 ATHCB MOP10.8 unbekanntes Protein
SPT 2xr 103 AB09C10 keine Genvorhersage unbekanntes Protein
mGFP 1xr 129 ATU66344 keine Genvorhersage A. thaliana calreticulin (Crt2) Gen
AGUS 102 ATU66344 At2g35430 hypothetisches Protein
AGUS 112 keine ESTs/ cDNAs F14G11.11 unbekanntes Protein
AGUS 2a 117 keine ESTs/ cDNAs F10C21.7 unbekanntes Protein
G/S/G f 133 keine ESTs/ cDNAs | 30 bp entfernt MRCS.6 unbekanntes Protein
G/S/G £ 136 keine ESTs/ cDNAs MTI20.18 Phytocyanin/ frithes Nodulin-
dhnliches Protein
G/S/Gr 125 keine ESTs/ cDNAs MAEI1.2 Nitrat Transporter
G/S/GFP £ 130 AI995296 keine Genvorhersage unbekanntes Protein
G/S/GFP f 133 | keine ESTs/ cDNAs Tol2.21 putative Transposase
GUS S/AS f 145 AI996607 MQB2.25 Ahnlichkeit zur
Isoamyl -Azetathydrol-Esterase
GUS S/AS £ 137 | keine ESTs/ cDNAs MQD19.18 unbekanntes Protein

Tabelle 3.8

Auflistung der T-DNA Linien, die in Gensequenzen vorliegen

Dargestellt sind die Akzessions-Nummern der fiir die T-DNA Integration ermittelten ESTs bzw.
cDNA Klone bzw. die Genidentifikationsnummern der in der NCBI Datenbank ermittelten
Genvorhersagen sowie deren mogliche Funktion.
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Entfernung Akzessions-
T-DNA Linie |zum Integra- repetitives Element nummer
tionsort
AGUS 112 735 Mutator dhnliche Transposase F26C24.7
18899 Mikrosatellit repetitives A. thaliana Element AT74A
AGUS 2a 117 7200 verteilt vorkommendes repetitives Element ATREP2/3
GUS Ixf 117’ 9841 nicht autonomes Transposon T17C2 ATR0067
GUS 2xr 123° 6442 putatives del-dhnliches Retrotransposon T32N15 ATRO0059
GUS 2xr 126 0 Athila Retroelement X81801, X93611 ATRO0033
GUS 3xr 100 6008 F2NI1 repetitives Element ATRO075
GUS 3xr 130° 2810 Mini-Satellit, 23 Kopien eines 28-bp tandem ATRO058
repetitiven Elements
GUS 3xf 122" 4796 F2N1 repetitives Element 4 ATRO078
GUS Ixr 105 4005 Limpet] Transposon ATRO0064
SPT/GUS f 100 6450 T3F12 repetitives Element ATRO0053
G/S/G f 125° 59 Limpet] Transposon ATR0064
G/S/G r 125° 3997 F2N1 repetitives Element 1 ATRO075
G/S/G r 129° 2089 Tagl Transposon ATR0042
G/S/GFPr 115° 443 F2N1 repetitives Element 3 ATRO077
mGFP 1xr 129 9518 F2N1 repetitives Element 1 ATRO075
GUS 1xr pAL 101 6089 Mini-Satellit, 23 Kopien eines 28-bp tandem ATRO058
repetitiven Elements
GUS 1xr 164 102 8718 T3F12 repetitives Element ATRO0053
GUS 1xr pAL 126 4069 T3F12 repetitives Element ATRO0053
GUS Ixr pAL 27 8944 T3F12 repetitives Element ATRO0053
GUS ASr 101 7967 T17A5 (AF024504) repetitives Element ATRO0055
SPT 2xr 103 9712 T3F12 repetitives Element ATRO0053
SPT Ixr 141° 0 Arabidopsis thaliana 25S-18S ribosomaler DNA Spacer X15550
SPT 3xf 147° 9734 Mini-Satellit, 23 Kopien eines 28-bp tandem ATRO0058
repetitiven Elements
Tabelle 3.9 Auflistung Kkartierter Transformanten, deren T-DNA in oder in der Nihe repetitiver

Elemente im A. thaliana Genom integriert ist

Die Reportergenaktivitit der jeweiligen Transformanten wurde verglichen mit transgenen Linien,
deren T-DNA das gleiche Konstrukt enthilt. Die mit ' markierten T-DNA Linien wurden durch M.
Gils (Diss., 2000), die mit * markierten transgenen Pflanzen wurden durch D. Schubert
(unveroffentlicht und Dipl., 1999) und die mit * markierten Linien durch B. Lechtenberg
hinsichtlich ihrer Reportergenaktivitidt analysiert (unverdffentlicht und Dipl., 1999). Alle weiteren
Transformanten wurden im Rahmen dieser Arbeit hinsichtlich ihrer Reportergenaktivitét iiberpriift.

3.243 Chromosomale Verteilung der T-DNA Integrationen im A. thaliana Genom
Fiir 103 transgene Linien wurden die Positionen der T-DNAs auf der genetischen Karte von A.
thaliana ermittelt (vergl. Abb. 3.7).

Die dem Arabidopsis-Integrationsort entsprechenden Sequenzpositionen wurden ermittelt und
durch den Vergleich der Sequenzkarte und der genetischen Karte dem néchstgelegenen
molekularen Marker zugeordnet. Die cM Position des molekularen Markers entspricht auf der
Karte (Lister et al., 1993) T-DNA.

(http://www.arabidopsis.org/). Detaillierte Angaben zur Sequenzanalyse der Integrationsorte sind

genetischen dem Integrationsort der

Tabelle 6.4 (Anhang) zu entnehmen.
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33 Expressionsstudien der Reportergene

Um den EinfluB} repetitiver Sequenzen auf die Transgenexpression zu untersuchen, wurden B-
Glurcuronidase Reportergenkonstrukte (GUS 1xr repeat) etabliert, die in direkter Nachbarschaft
zum CaMV 35S Promotor ein oder zwei Kopien eines repetitiven Elementes aus dem A. thaliana
Genom tragen. Mit diesen wurden A. thaliana Pflanzen erstellt. Die vergleichende Analyse
Expressionsanalyse dieser Linien erfolgte zu GUS 1x Pflanzen, deren T-DNA das GUS-
Reportergen in einfacher Kopie trdgt und die eine einheitlich hohe Expression aufweisen
(M.Gils, 2000).

In vorherigen Studien zur Transgen-Expression wurde anhand von Northern Blot Analysen und
GUS-Aktivitétstests untersucht, ob es eine Korrelation zwischen der Transgenkopienzahl des 53-
Glucuronidasegens (GUS) und der Expression dieses Reportergens in Arabidopsis thaliana gibt.
Pflanzen, die drei oder mehr Kopien des GUS-Gens unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors
im Genom aufwiesen, zeigten Silencing aller GUS-Reportergenkopien. (M.Gils, 2000 und D.
Schubert, 1999).

Um zu untersuchen, ob DNA-DNA Wechselwirkung durch homologe Sequenzbereiche die
Ursache fiir Silencing ist, wurden promotorlose B-Glucuronidasegene in den Pflanzen etabliert.
Diese wurden u.a. durch Kreuzungsexperimente in Linien eingebracht, die T-DNAs aufweisen,
die ein (GUS 1x), zwei (GUS 2x) oder drei (GUS 3x) GUS-Reportergene tragen. Die
Expressionsanalyse erfolgte vergleichend zu den T-DNA Linien GUS 1x, GUS 2x und GUS 3x.
Silencing der T-DNA Linien mit mehr als drei GUS-Kopien sollte einer antisense Suppression
gegeniiber gestellt werden. Dazu wurden transgene Linien etabliert, die sowohl antisense als
auch sense GUS Reportergene unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors tragen.

Zur Analyse der Fragestellungen wurden semiquantitative und quantitative B-Glucuronidase-
Expressionsanalysen und Northern Blot Experimente durchgefiihrt.

Es wurden transgene Linien zur Analyse eingesetzt, die nur eine vollstindige T-DNA im Genom
aufweisen. Durch genetische Analysen wurden Linien etabliert, die die T-DNA homozygot
tragen. Durch Kreuzung mit Wildtyppflanzen konnten in der Nachkommenschaft Pflanzen
erhalten werden, die fiir den T-DNA Locus hemizygot sind.

Pflanzen, die das Reportergen B-Glucuronidase in ein- oder zweifacher Kopie enthalten,
zeichnen sich durch eine hohe und einheitliche Transgen Expression aus (M. Gils, 2000). Um zu
tiberpriifen, ob dies auch fiir andere Reportergene unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors
in transgenen Arabidopsis-Pflanzen zutrifft, wurden Pflanzen untersucht, die das Reportergen

GFP (green fluorescent protein) in ein- oder zweifacher Kopie enthalten.
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3.3.1 3-Glucuronidase Expressionsanalysen

Die quantitative Messung der B-Glucuronidaseaktivitdt der transgenen Pflanzen erfolgte 2, 5 und
8 Wochen (2W, 5W, 8W) nach Auslegen der Samen (vergl. 2.2.14). Nach 2 wdchigem
Wachstum in axenischer Kultur unter Langtagbedingungen wurden die transgenen Pflanzen in
Erde und Kurztag transferiert. Pro T-DNA Linie wurden jeweils zwei Messungen von zwei
Extrakten unterschiedlichen Blattmaterials junger Rosettenblétter erstellt. Dadurch ergeben sich
pro T-DNA Pflanzenlinie vier MeBwerte, die zur Auswertung herangezogen wurden. Die
Gesamtproteinkonzentration wurde ebenfalls pro Pflanzenextrakt doppelt gemessen. Der
erhaltene Proteinmittelwert des jeweiligen Pflanzenextraktes wurde als Bezugsgrofe in die
Berechnung der AktitvitdtsmeBwerte des entsprechenden Extraktes einbezogen. Der Mittelwert
der vier GUS-Aktivititswerte ergibt die GUS-Aktivitit mit der entsprechenden
Standardabweichung.

Wurden die F1 Nachkommen von Kreuzungen zwischen homozygoten Pflanzen, die
unterschiedliche T-DNAs tragen, untersucht, erfolgte eine Uberpriifung hinsichtlich der T-DNA
Integrationsorte im A. thaliana Genom. Dazu wurde genomische DNA extrahiert und in einer
PCR eingesetzt. Die dort verwendeten Oligonukleotide sind fiir den genomischen Bereich der T-
DNA Integration jenseits der RB oder LB und den Bereich der rechten bzw. linken Border der T-
DNA spezifisch (vergl. 2.5.13). Die erhaltenen PCR Fragmente zeigen die Prdsenz der in den F1
Nachkommen vorhandenen T-DNAs.

Die semiquantitative Messung der B-Glucuronidaseaktivitidt der transgenen Pflanzen erfolgte
ebenfalls flir 2, 5 und 8 Wochen alte Pflanzen. Mit Hilfe dieser Methode konnen mogliche
Unterschiede zwischen verschiedenen transgenen Pflanzen einer Nachkommenschaft analysiert
werden. Die Northern Blot Analysen der transgenen Pflanzenlinien wurden von 8 Wochen alten
Pflanzen durchgefiihrt.

3.3.1.1 Ermittlung der Vergleichbarkeit der quantitativen GUS-Aktivititsmessung

transgener Pflanzen in unterschiedlichen Versuchsreihen und Generationen

Die Vergleichbarkeit von Ergebnissen, die in zwei MeBreihen der quantitativen B-
Glucuronidase-Aktivitditsmessung erhalten wurden, wurde anhand verschiedener transgener
Linien der GUS 1xr 163 T-DNA Transformanten iiberpriift. Pro MeBreihe wurden die
verwendeten transgenen Linien zum gleichen Zeitpunkt ausgesit und nach 2, 5 und 8 Wochen in
einem Experiment untersucht. Die T-DNA der GUS Ixr 163 Linien enthilt in direkter
Nachbarschaft zum CaMV 35S Promotor des B-Glucuronidase Reportergens das repetitive
Element 163. Die weiterhin im Verlauf dieser Analysen verwendeten Transformanten enthalten
in direkter Nachbarschaft das repetitive Element pAL (GUS 1xr pAL), 164, (GUS Ixr 164), 500
(GUS 1xr 501 (eine Kopie), GUS 1xr 502 (zwei Kopien)) oder den Sall rDNA Spacer (GUS 1xr
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rDNA) (vergl. Abb. 3.1). In Abbildung 3.8 sind exemplarisch die GUS-Aktivititen zwei
verschiedener MefBreihen gegeniibergestellt: MeBreihe 1 enthédlt den Vergleich von zwei
verschiedenen transgenen A. thaliana Linien, mit der GUS Ixr 163 T-DNA. Fiir die T-DNA
Linie GUS 1xr 163 132 wurden Pflanzen zwei verschiedener Generationen gemessen. Innerhalb
der zweiten MeBreihe wurden die gleichen Linien gemessen. Die einheitlich hohe GUS-Aktivitét
der verschiedenen GUS 1xr 163 T-DNA Transformanten, die bereits der ersten Mefireihe zu
entnehmen ist, konnte in einer zweiten MeBreihe bestétigt werden. Transgene Pflanzen der
gleichen Generation (vergl. GUS 1xr 163 135-12-21-21 und GUS 1xr 163 135-12-21-22),
verschiedener Generationen (vergl. GUS 1xr 163 132-11-22 und GUS 1xr 163 132-11-21-21-21)
und unterschiedliche Transformanten weisen eine einheitliche GUS-Aktivitit auf.

Alter der getesteten Pflanzen
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Abb. 3.8 Vergleich der B-Glucuronidase-Aktivitit verschiedener Mefreihen der T-DNA Linien GUS

Ixr 163 132 und GUS 1Ixr 163 135

MefBreihe 1 ist schraffiert dargestellt. MeBreihe 2 enthilt keine Schraffierung.

Die Standardabweichungen, die sich aus beiden Messungen der Proteinextrakte ergeben, sind als
Fehlerbalken angegeben. Jeweils zwei Extrakte wurden aus jungen Rosettenblittern von 5 bis 10
unterschiedlichen Pflanzen pro T-DNA Linie erstellt. Die Ubertragung der Pflanzen von
axenischer Kultur und Langtagbedingungen erfolgte nach zwei Wochen in Kurztagbedingungen
und Erde.

Die GUS-Aktivitdt in transgenen Pflanzen wurde fiir weitere transgene Linien tiberpriift. In
dieser Analyse wurden transgene Linien, die die T-DNAs GUS 1xr pAL, GUS Ixr 163, GUS Ixr
164, GUS 1xr 501, GUS 1xr 502 und GUS Ixr rDNA (vergl. Abb. 3.1) enthalten, verwendet. In
Tabelle 3.10 sind expemplarisch die GUS-Aktivititen verschiedener Transformanten fiir
Pflanzen mehrerer Generationen dargestellt. Die maximalen Abweichungen der GUS-
Aktivititen, die flir Pflanzen verschiedener Generationen einer T-DNA Linie zu beobachten sind,
besitzen einen Faktor von 2,0 (2 Wochen: GUS 1xr pAL 27-1-21-21-22-21/ T6 Generation und
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GUS 1xr pAL 27-1-21-21-21-21-21/ T7 Generation). Eine Anderung der GUS-Aktivitit der

Transformanten im Verlauf von mehrfachen Pflanzengenerationen ist folglich nicht zu

beobachten.
Linie Alter T2 T3 T4 TS5 To6 T7
GUS Ixr pAL 27 1-21-21 1-21-21-21 1-21-21-22- 1-21-21-
21 21-21-21
2W 888000 554000 564000 1112000
5W 472000 460000 474000 403000
sW 716000 897000 557000 476000
GUS 1xr 501 116 25 21-21 21-21-21 21-21-21-
21-21
2W 657000 542000 745000 1063000
5W 375000 491000 596000 675000
8W 420000 901000 996000 751000
GUS 1xr 502 111 21-21-21 21-21-21- 21-21-21-
21 21-21
2W 950000 1050000 616000
5W 662000 880000 661000
8W 883000 1039000 884000
GUS 1xr rDNA 104 24 24-21 24-21-21
2W 595000 773000 786000
5W 512000 512000 481000
8 W | 1046000 1088000 889000
GUS 1xr 163 132 11-22 11-21-21 11-21-21-
21
A 996000 953000 1111000
5W 862000 661000 962000
8 W 1150000 850000 990000
GUS 1xr 164 113 11-21-21 11-21-21- 11-21-21-
21 21-21-21
2W 981000 1196000 936000
5W 552000 630000 490000
§W 926000 894000 451000

Tabelle 3.10
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Exemplarische Darstellung der quantitativen B-Glucuronidase Aktivititstests homozygoter
A. thaliana Linien, deren T-DNA die Konstrukte GUS 1xr pAL, GUS 1xr 501, GUS 1xr 502,
GUS 1xr rDNA, GUS 1xr 163 oder GUS 1xr 164 enthilt.

Pflanzen verschiedener Generationen (T2 — T7) wurden analysiert.

Die Bezeichnung der jeweiligen Transformanten ist angegeben. Der Mittelwert von vier
Messungen wurde ermittelt. Die erhaltenen Aktivititswerte wurden gerundet. GUS-Aktivititen
wurden fir 2, 5 und 8 Wochen alte Pflanzen bestimmt. Die Generationen nach erfolgter
Transformation sind durch die Bezeichnung T2 bis T7 angegeben (TO = transformierte Pflanze).



Ergebnisse

3.3.1.2 Expressionsanalysen der Pflanzen, deren T-DNAs repetitive Sequenzen in
direkter Nachbarschaft zum 35S CaMV Promotor des B-Glurcuronidase
Reportergens enthalten

Tabelle 3.11 stellt exemplarisch die Ermittlung der B-Glucuronidase Aktivitidtswerte anhand der
fiinf analysierten GUS 1xr 163 T-DNA Transformanten zusammen. Pro Pflanzenextrakt wurden
zweil Messungen durchgefiihrt, deren Mittelwert in Tab. 3.11 hervorgehoben dargestellt ist. Fiir 2
Wochen alte Pflanzen wurde fiir die T-DNA Linie GUS 1xr 163 135-12-21-21 der geringste
Wert ermittelt, wihrend der hochste Wert fiir die T-DNA Linie GUS 1xr 163 123-22-21-21-21-
21 gefunden wurde. Die verschiedenen Werte unterscheiden sich damit um den Faktor 1,1. Fiir 5
Wochen alte Transformanten wurden maximale Unterschiede von 1,6 beobachtet, wiahrend acht

Wochen alte maximal um den Faktor 1,9 voneinander abweichen.

Linie Messungen Messungen Mittelwert | Standard-
Extrakt [ Extrakt 11 abweichung
GUS 1xr 163 123-22-21-21-21-21 (2W) 850000 | 856000 |1253000]1105000( 1016000 197700
GUS 1xr 163 123-22-21-21-21-21 (5W) 804000 | 804000 | 675000 | 699000 | 745500 68300
GUS 1xr 163 123-22-21-21-21-21 (8W) 816000 | 742000 | 765000 | 818000 | 785250 37900
GUS 1Ixr 163 132-11-21-21-21 2W) 1098000 1195000 [ 1089000 | 1090000 | 1118000 51500
GUS 1Ixr 163 132-11-21-21-21 (5§W) 783000 | 721000 | 1160000) 1160000 956000 236900
GUS 1Ixr 163 132-11-21-21-21 (8W) 1071000 1043000 | 788000 | 746000 | 912000 168700
GUS 1Ixr 163 135-12-21-21 (2W) 1070000 1295000 [ 983000 | 1116000 1116000 131500
GUS 1xr 163 135-12-21-21 (5W) 737000 [ 837000 | 877000 | 932000 | 845750 82300
GUS 1xr 163 135-12-21-21 (8W) 1060000 1130000 [ 1096000] 1092000 | 1094500 28600
GUS 1xr 163 138-22-23-21-21 2W) 1022000 910000 [ 991000 | 1147000 1017500 98400
GUS 1xr 163 138-22-23-21-21 (5W) 693000 | 589000 | 547000 | 538000 | 591750 71100
GUS 1xr 163 138-22-23-21-21 (8W) 689000 | 716000 | 693000 | 715000 | 703250 14200
GUS 1xr 163 139-21-21-21-21 2W) 1151000 1225000 [ 915000 | 927000 | 1054500 157200
GUS 1xr 163 139-21-21-21-21 (5W) 715000 | 640000 | 538000 | 484000 | 594250 103300
GUS 1xr 163 139-21-21-21-21 (8W) 512000 | 649000 | 518000 | 659000 | 584500 80400

Tabelle 3.11 Ergebnisse der quantitativen B-Glucuronidase-Aktivititstests homozygoter A. thaliana
Linien, die das T-DNA Konstrukt GUS 1xr 163 beinhalten
Die Angaben der Aktivitdtsmessungen sind in pmol 4-MU/ min/ mg Protein angegeben. Zwei, fiinf
und acht Wochen alte Pflanzen wurden getestet (2W, SW und 8W). Die Aktivitdtswerte wurden
gerundet.

Das Expressionsniveau des GUS-Reportergens von Pflanzen mit der GUS 1xr 163 T-DNA bzw.
der GUS 1xr T-DNA wurden vergleichend analysiert, um zu iiberpriifen inwieweit die direkte
Néhe des repetitiven Elementes 163 zum 35S CaMV Promotor des GUS-Reportergens einen
Einfluf} auf dessen Expression besitzt. Abbildung 3.9 und 3.10 zeigen die Ergebnisse der GUS-

Aktivitdtsmessungen und Northern Blot Analysen fiir fiinf A. thaliana Transformanten des
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Konstruktes GUS 1xr 163 im Vergleich zu zwei A. thaliana Transformaten des Konstruktes
GUS 1xr. Die vergleichbar hohe Expression in den untersuchten transgenen Linien zeigt, daf3 die
Prisenz des repetitiven Elementes 163 in der T-DNA der Pflanzen keinen EinfluB3 auf die
Expression des Transgens hat. Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir Pflanzenlinien mit den T-
DNAs GUS Ixr pAL, GUS 1xr 501, GUS 1xr 502, GUS 1xr rDNA bzw. GUS 1xr 164 erhalten
(Tabelle 3.12 und Daten nicht gezeigt).

Abb. 3.9 Northern Blot Analyse

8§ %5

zum Vergleich der fiir - e A A -

die T-DNAs GUS 1xr 163 2 E 2 3 E = Q
und GUS Ixr E E E E E AN
homozygoten Linien N 8 = a o« S‘ o
Zur RNA-Priparation S S 5 g § DI
wurden ) junge 2 2 8 8 @ g g
Rosettenbldtter von 8 - = = = = e ®°
Wochen alten A. thaliana E E E E E E E
lf\’/flanien Verw(;:ndet. Dig % % % % % % %

embran wurde erst mit
O O O O O OO =

einer GUS und
anschlieBend mit einer
Actin 2 und 8 Sonde (An
et al., 1996) hybridisiert. GUS19kb W "0 &
Als  Kontrolle  wurde
Wildtyp RNA verwendet.
Die Ausschnitte zeigen

Ergebnisse der jeweiligen Aktin-2/8 1,6 kb m .e *

Hybridisierungen.

-

Fiir die Pflanzen, die das T-DNA Konstrukt GUS 1xr 163 tragen (vergl. Tabelle 3.12 und Abb.
3.9 bzw. 3.10) wurde der Mittelwert der GUS-Aktivitdt fiir 2, 5 und 8 Wochen alte Pflanzen
ermittelt. Die jeweiligen Mittelwerte der GUS-Aktivititen der Pflanzen, deren T-DNAs die
Konstrukte GUS 1xr pAL, GUS 1xr 501, GUS 1xr 502, GUS 1xr rDNA, GUS 1xr 164 und GUS
Ixr enthalten, wurden ebenfalls gebildet (vergl. Tabelle 3.12). Dadurch ist der Vergleich
zwischen transgenen Pflanzen, deren T-DNAs neben dem B-Glucuronidasegen unterschiedliche
repetitive Elemente beinhalten, gegeben. Die grofiten Abweichungen bestehen mit einem Faktor
1,3 fiir 5 Wochen alte Pflanzen zwischen den Mittelwerten der T-DNA Pflanzenlinien GUS 1xr
pAL und den T-DNA Linien GUS 1xr 501. Ein Unterschied der GUS-Aktivitdt zwischen den
Pflanzenlinien der homozygoten T-DNAs GUS 1xr pAL, GUS 1xr 501, GUS 1xr 502, GUS 1xr
rDNA, GUS 1xr 163, GUS 1xr 164 und GUS 1xr besteht damit nicht. Dies deutet darauf hin, daf3
die transgenen Pflanzen unabhéngig von den verwendeten repetitiven Elementen eine einheitlich
hohe Expression besitzen. Der ermittelte Gesamtmittelwert der transgenen Pflanzen, deren T-
DNAs GUS Ixr repeat Konstrukte beinhalten, zeigt im Vergleich zum Mittelwert der Linien,
deren T-DNA das Konstrukt GUS Ixr trdgt, ebenfalls keinen signifikanten Unterschied. Die
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repetitiven Elemente besitzen folglich keinen Einflul auf die Expression des 3SS CaMV GUS

Reportergens.
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Jeweils zwei Extrakte wurden aus jungen Rosettenbldttern von 5 bis 10 unterschiedlichen Pflanzen

pro Linie erstellt. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben.
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Pflanzenlinien Mittelwerte Standardabweichungen
2 Wochen 5 Wochen 8 Wochen | 2 Wochen 5 Wochen 8 Wochen

GUS 1xr pAL 27-1-21-21-21-21-21 1112000 403000 476000 144000 38000 69000
GUS 1xr pAL 42-1-21-21-21 938000 446000 660000 36000 38000 65000
GUS 1xr pAL 101-23-21-21-21-21 1125000 619000 809000 154000 76000 67000
GUS 1xr pAL 103-13-21-21-21 1083000 631000 636000 144000 36000 100000
GUS 1xr pAL 126-21-21-21 1259000 644000 717000 107000 89000 37000
Mittelwert GUS 1xr pAL 1103400 548600 659600 117000 55400 67600
GUS 1xr 501 107-21-23-21-21 1124000 807000 811000 116000 74000 129000
GUS 1xr 501 116-21-21-21-21 1063000 675000 756000 71000 115000 120000
GUS 1xr 501 128-21-21 1083000 665000 740000 65000 62000 65000
Mittelwert GUS 1xr 501 1090000 716000 769000 84000 84000 105000
GUS 1xr 502 111-21-21-21-21-21 850000 552000 653000 61000 67000 138000
GUS 1xr 502 119-24 802000 587000 884000 27000 88000 108000
GUS 1xr 502 122-21-21-21 1017000 663000 697000 106000 19000 142000
GUS 1xr 502 148-21 1186000 813000 1062000 131000 38000 93000
GUS 1xr 502 153-23-21 1045000 770000 812000 165000 145000 89000
Mittelwert GUS 1xr 502 980000 677000 821600 98000 71400 114000
GUS 1xr rDNA 24-21-21-21 893000 773000 846000 40000 40000 56000
GUS 1xr rDNA 104-24-22-21 741000 495000 893000 53000 128000 93000
GUS 1xr rDNA 117-21-21-21 779000 622000 693000 69000 48000 23000
GUS 1xr rDNA 125-22-21-21-21 853000 461000 715000 292000 27000 101000
GUS 1xr rDNA 128-21-21-21 1497000 759000 885000 21000 9000 51000
Mittelwert GUS 1xr rDNA 952600 622000 806400 95000 50400 64800
GUS 1xr 163 123-22-21-21-21-21 762000 745000 734000 198000 68000 38000
GUS 1xr 163 132-11-21-21-21 1016000 746000 785000 51000 230000 169000
GUS 1xr 163 135-12-21-21 1118000 954000 912000 131000 82000 29000
GUS 1xr 163 138-22-23-21-21 1116000 846000 1095000 98000 71000 14000
GUS 1xr 163 139-21-21-21-21 1018000 592000 704000 157000 103000 80000
Mittelwert GUS 1xr 163 1006000 776600 846000 127000 110800 66000
GUS 1xr 164-102-21-21-21-21-21 1054000 594000 584000 32000 73000 88000
GUS 1xr 164 113-11-21-21-21-21-21 | 936000 490000 903000 72000 69000 158000
GUS 1Ixr 164 129-11-21-21-21 1469000 451000 904000 65000 44000 81000
Mittelwert GUS 1xr 164 1153000 512000 797000 57000 62000 109000
Gesamtmittelwert GUS 1x repeat 1025000 643000 779000 184000 145000 151000
GUS 1xr 18-21-24-21-21 803000 572000 605000 46000 114000 105000
GUS 1xr 30-21-22-22 998000 876000 967000 22000 43000 37000
GUS 1xr 69-21-21-21-22 907000 696000 1091000 23000 14000 65000
Mittelwert GUS 1xr 903000 715000 888000 30000 57000 69000

Tabelle 3.12: Vergleich der quantitativen B-Glucuronidase Aktivititswerte fiir Pflanzenlinien, die
GUSIx repeat bzw. GUS 1xr T-DNAs beinhalten
Die Angaben der Aktivititsmessungen sind in pmol 4-MU/min/mg Protein dargestellt. Die
Aktivititswerte wurden gerundet. Die Mittelwerte der Pflanzenlinien mit identischen T-DNAs und
die Gesamtmittelwerte der Pflanzenlinien, deren T-DNAs repetitive Elemente enthalten, sind

hervorgehoben.
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3.3.13 -Glucuronidase Expressionsanalysen der fiir die T-DNA hemizygoten
Pflanzenlinien der Konstrukte GUS 1xr pAL, GUS 1xr 501, GUS 1Ixr 502,
GUS 1Ixr rDNA, GUS 1xr 163 und GUS 1xr 164

Die Analyse der B-Glucuronidase Aktivititen der fiir die T-DNA GUS 1xr repeat hemizygoten
Pflanzen im Vergleich zu homozygoten Pflanzen sollte Aufschlul dariiber geben, ob die
Verminderung der Anzahl der Reportergenkopien mit einer Verminderung der GUS-Aktivitét
einhergeht. In Abbildung 3.11 und 3.12 sind GUS-Expressionswerte der fiir die GUS 1xr 163 T-
DNA homozygoten Pflanzen denen hemizygoter Pflanzen gegeniibergestellt. Zum Vergleich
sind die GUS-Aktivitdten homo- und hemiyzgoter Pflanzen, die die T-DNA GUS Ixr tragen,

angegeben.
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Abb. 3.11: Vergleich der GUS-Aktivititen der fiir die T-DNAs GUS 1xr 163 und GUS 1xr homozygoten

Pflanzen mit der hemizygoter Pflanzen

Die MeBwerte wurden nach 2, 5 und 8 Wochen ermittelt. Die fiir die T-DNA hemizygoten Linien
sind mit dem Zusatz hemi gekennzeichnet. Die Standardabweichungen, die sich aus den
Messungen zweier Proteinextrakte ergeben, sind als Fehlerbalken angegeben. Die Extrakte wurde
aus jungen Rosettenbldttern von ca. 5-10 Pflanzen der jeweiligen Linie hergestellt.
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Abb. 3.12: Northern Blot Analyse zum Vergleich der Expression der fiir die T-DNA homozygoten
Linien GUS 1xr 163 und GUS 1xr sowie der entsprechenden hemizygoten Pflanzen
Zur RNA-Priparation wurden junge Rosettenblitter 8 Wochen alter transgener A. thaliana
Pflanzen verwendet. Die fiir die T-DNA hemizygoten Linien sind mit dem Zusatz hemi
gekennzeichnet. Die Membran wurde zuerst mit einer GUS und anschlieend mit einer Aktin-2/8
Sonde (An et al., 1996) hybridisiert. Als Kontrolle wurde Wildtyp RNA verwendet. Die
Ausschnitte zeigen Ergebnisse der jeweiligen Hybridisierungen.

Wie zu erkennen ist, weisen die fiir die GUS 1xr 163 T-DNA hemizygoten Pflanzen ebenfalls
eine einheitliche GUS-Aktivitdt bzw. mRNA Konzentration auf, die im Vergleich zur GUS-
Aktivitdt und Expression der homozygoten T-DNA Linien verringert ist. Die Reduktion der Zahl
der GUS-Reportergenkassetten von zwei auf eine, fithrt vergleichbar zu GUS 1xr T-DNA
Pflanzen in allen GUS 1xr 163 T-DNA Pflanzen zu einer Verminderung der B-Glucuronidase
Aktivitit und der mRNA Konzentration. Vergleichbare Ergebnisse wurden anhand der GUS 1xr
pAL, GUS Ixr 501, GUS Ixr 502, GUS Ixr rDNA und GUS 1xr 164 T-DNA Pflanzenlinien
erhalten (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 3.13 enthélt die GUS-Aktivitatswerte fiir die T-DNA GUS Ixr pAL, GUS 1xr 501, GUS
Ixr 502, GUS 1xr rDNA, GUS 1xr 163 und GUS Ixr 164 hemizygoten Pflanzen. Zwei, fiinf und
acht Wochen alte Pflanzen wurden untersucht. Die Gegeniiberstellung der Gesamtmittelwerte
der GUS-Aktivitéiten der fiir die T-DNA GUS Ixr repeat homozygoten Pflanzen (vergl. Tabelle
3.12) denen hemizygoter Pflanzen (vergl. Tabelle 3.13) ergibt einen durchschnittlichen
Quotienten von 2,0 (2 Wochen alte Pflanzen), 1,7 (5 Wochen alte Pflanzen) und 2,0 (8 Wochen
alte Pflanzen). Dies zeigt, da3 jede Reportergenkassette gleich viel zur Expression in der Pflanze
beitrdgt. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der GUS 1x Linien (M. Gils, 2000).
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Pflanzenlinien Mittelwerte Standardabweichungen
2 Wochen S Wochen 8 Wochen | 2 Wochen 5 Wochen 8 Wochen

GUS 1xr pAL 27-1-21-21-21-hemi 456000 206000 288000 61000 20000 23000
GUS 1xr pAL 42-1-21-hemi 60000 307000 301000 72000 57000 29000
GUS 1xr pAL 101-23-21-21-hemi 610000 307000 312000 119000 47000 42000
GUS 1xr pAL 103-13-21-21-hemi 670000 332000 390000 3000 64000 31000
GUS 1xr pAL 126-11-22-hemi 636000 392000 372000 142000 67000 21000
Mittelwert GUS 1xr pAL hemi 486400 308800 332600 79400 51000 29200
GUS 1xr 501 107-21-22-hemi 598000 547000 412000 175000 48000 51000
GUS 1xr 501 116-25-hemi 646000 492000 522000 4000 40000 79000
GUS 1xr 501 128-21-hemi 584000 517000 497000 130000 28000 64000
Mittelwert GUS 1xr 501 hemi 610000 519000 477000 103000 39000 65000
GUS 1xr 502 111-21-22-hemi 508000 406000 535000 113000 22000 53000
GUS 1xr 502 119-24-21-hemi 334000 351000 297000 34000 9000 65000
GUS 1xr 502 122-21-21-hemi 521000 526000 357000 53000 34000 50000
GUS 1xr 502 148-21-hemi 420000 361000 418000 52000 14000 28000
GUS 1xr 502 153-22-hemi 541000 406000 379000 58000 28000 42000
Mittelwert GUS 1xr 502 hemi 464800 410000 397200 62000 21400 47600
GUS 1xr rDNA 24-21-21-hemi 438000 360000 400000 97000 85000 35000
GUS 1xr rDNA 104-24-21-hemi 454000 423000 403000 87000 49000 58000
GUS 1xr rDNA 117-21-21-hemi 363000 340000 377000 56000 9000 17000
GUS 1xr rDNA 125-25-hemi 662000 508000 414000 100000 139000 16000
GUS 1xr rDNA 128-21-21-hemi 382000 366000 370000 42000 26000 47000
Mittelwert GUS 1xr rDNA hemi 459800 399400 392800 76400 61600 34600
GUS 1xr 163 123-22-21-21-hemi 438000 373000 351000 36000 71000 30000
GUS 1xr 163 132-11-21-21-hemi 372000 229000 399000 40000 21000 36000
GUS 1xr 163 135-12-22-21-hemi 415000 234000 421000 23000 58000 19000
GUS 1xr 163 138-22-21-21-hemi 576000 290000 358000 56000 62000 36000
GUS 1xr 163 139-22-22-hemi 642000 356000 402000 16000 40000 27000
Mittelwert GUS 1xr 163 hemi 488600 296400 386200 34200 50400 29600
GUS 1xr 164 102-21-21-21-hemi 476000 296000 343000 70000 30000 42000
GUS 1xr 164 113-11-21-21-21-hemi 514000 314000 392000 79000 31000 9000
GUS 1xr 164 129-11-21-21-hemi 550000 365000 378000 61000 30000 81000
Mittelwert GUS 1xr 164 hemi 513000 325000 371000 70000 30333 44000
Gesamtmittelwert GUS 1x repeat hemi| 517000 372000 390000 73000 45000 41000
GUS 1xr 30-21-22-hemi 370000 454000 499000 112000 30000 151000
GUS 1xr 69-21-21-22 -hemi 345000 439000 518000 77000 39000 87000
Mittelwert GUS 1xr hemi 357500 446500 508500 94500 34500 119000

Tabelle 3.13:  Vergleich der quantitativen GUS-Aktivititsmessungen der fiir die T-DNA hemizygoten
Pflanzen der Konstrukte GUS 1xr pAL, GUS 1xr 501, GUS 1xr 502, GUS 1xr rDNA, GUS
1xr 163, GUS 1xr 164 und GUS Ixr
Die Angaben der Aktivititsmessungen sind in pmol 4-MU/min/mg Protein dargestellt. Die
Aktivititswerte wurden gerundet. Die Mittelwerte der T-DNA Pflanzenlinien eines jeweiligen T-
DNA Konstruktes sind hervorgehoben.
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3.3.14 Quantitative B-Glucuronidase Aktivititstests von F1 Nachkommen der
Kreuzungen verschiedener homozygoter GUS 1Ixr repeat T-DNA
Pflanzenlinien

Zur Analyse einer moglichen Beeinflussung der repetitiven Elemente untereinander und eine
dadurch hervorgerufene mogliche Expressionverdnderung des B-Glucuronidase Reportergens,
wurden verschiedene Kreuzungen homozygoter Transformanten durchgefiihrt:

I Kreuzungen zweier Pflanzenlinien, deren T-DNA neben dem 35S-CaMV Promotor des
Reportergens B-Glucuronidase das repetitive Element pAL, 500 (in ein- oder zweifacher
Kopie) oder rDNA enthélt. Die repetitiven DNA Elemente pAL, 500 und rDNA liegen im
A. thaliana Genom in tandem organisiert vor.

II Kreuzungen zweier Pflanzenlinien, deren T-DNA neben dem 35S-CaMV Promotor des
Reportergens B-Glucuronidase das repetitive Element 163 oder 164 enthilt. Die
repetitiven DNA Elemente 163 und 164 liegen im A. thaliana Genom verteilt in den
Centromerregionen vor.

M1 Kreuzungen einer Pflanzenlinie, deren T-DNA neben dem 35S-CaMV Promotor des
Reportergens B-Glucuronidase das repetitive Element pAL, 500 (in ein- oder zweifacher
Kopie) oder rDNA enthilt, mit einer Pflanzenlinie, deren T-DNA neben dem 35S-CaMV
Promotor des GUS-Gens das repetitive Element 163 oder 164 enthiilt.

1A% Kreuzungen einer GUS 1xr Pflanzenlinie mit einer Pflanzenlinie, deren T-DNA neben
dem GUS Gen das repetitive Element pAL, 500 oder rDNA enthilt.

A% Kreuzungen einer GUS 1xr T-DNA Pflanzenlinie mit einer Pflanzenlinie, deren T-DNA
neben dem GUS Gen das repetitive Element 163 oder 164 enthalt.

Den Kreuzungen I bis V liegen die Ergebnisse der Kreuzungen homozygoter GUS 1x T-DNA

Linien zugrunde. Die F1 Nachkommen der Kreuzung zwischen zwei homozygoten GUS 1x T-

DNA Pflanzenlinien zeigten eine einheitlich hohe GUS-Aktivitét. Diese ist vergleichbar zu der

homozygoter GUS 1x Transformanten (D. Schubert, unveréffentlicht).

Fiir die Kreuzungen I bis V wurden jeweils 2 bis 3 unterschiedliche T-DNA Pflanzenlinien als

Pollenakzeptor bzw. Pollendonor verwendet. In Abbildung 3.13 sind exemplarisch die

Ergebnisse einiger Kreuzungen (I bis V) dargestellt. Die F1 Nachkommen besitzen im Vergleich

zu fiir die T-DNA homozygoten Pflanzenlinien GUS 1xr 69, GUS 1xr pAL 27 und GUS 1xr 163

135 gleich hohe GUS-Aktivititen. Das B-Glucuronidase Gen liegt in den F1 Nachkommen der

Kreuzungen, sowie in den fiir die T-DNA homozygoten Pflanzenlinien GUS 1xr, GUS 1xr

repeat in zweifacher Kopienzahl vor. Auch in diesem Experiment ist ein EinfluB3 der repetitiven

Elemente auf die Transgenexpression nicht nachzuweisen.
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Abb. 3.13 Vergleich der GUS-Aktivititen der F1 Nachkommen der Kreuzungen I bis V und der fiir die

T-DNA GUS 1xr 69, GUS 1xr pAL 27 und GUS 1xr 163 135 homozygoten Pflanzenlinien.
Dargestellt sind die MeBwerte, die mit Blattmaterial von 2, 5 und 8 Wochen alten transgenen
Pflanzen erhalten wurden. Das Blattmaterial der Extrakte wurde von 5-10 Pflanzen entnommen.
Die Standardabweichungen werden durch den Fehlerbalken angegeben.

Die Kreuzungen sind durch die Nummerierung I bis V (vergl. Text) und die Bezeichnung der
jeweiligen Transformanten angegeben. Die Bezeichung T (= tandem) und V (= verteilt in der
Cenromerregion) beziehen sich auf die Verteilung der jeweiligen repetitiven Elemente im A.
thaliana Genom.

Die erstgenannten Pflanzenlinien dienten in der Kreuzung als Pollenakzeptor und die
zweitgenannten als Pollenspender.
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3.3.1.5 B-Glucuronidase Aktivititstests der T-DNA Pflanzenlinie GUS 1xr rDNA 101

Quantitative GUS-Aktivitdtsmessungen homozygoter Pflanzen der T-DNA Linie GUS I1xr
rDNA 101 ergaben stark voneinander abweichende MeBBwerte zweier Proteinextrakte (Daten
nicht gezeigt). Dies traf fiir 2, 5 und 8 Wochen alte transgene Pflanzen zu. Semiquantitative
GUS-Aktivitétstests zeigten starke Variationen innerhalb der isogenetischen Nachkommenschaft
(vergl. Abb. 3.14). Es wurden hochexprimierende und anderseits niedrigexprimierende GUS 1xr
rDNA 101 T-DNA Pflanzen beobachtet. Quantitative Aktivitatstests (vergl. Abb. 3.15) einzelner
homozygoter GUS 1xr rDNA 101 T-DNA Pflanzen verdeutlichen die, durch semiquantitative
Aktivititstests ermittelten, stark voneinander abweichenden GUS-Aktivititen. Bereits die zwei
Wochen alten transgenen Pflanzen 1, 3, 4 und 5 eine niedrige GUS-Aktivitit und wiesen im
Verlauf ihrer Entwicklung eine weitere Verringerung auf. Die transgene Einzelpflanze 2 bleibt in
ihrer Aktivitét stabil hoch und vergleichbar zu fiir die T-DNA homozygoten GUS 1x Linien. Fiir
die T-DNA hemizygoten GUS 1xr rDNA 101 Pflanzen besitzen eine vergleichbar hohe Aktivitit
wie GUS Ixr rDNA homozygote Transformanten (vergl. Abb. 3.14 und 3.15).

Southern Blot Analysen und iPCR Daten ergaben, dal bei der GUS 1xr rDNA 101
Transformante zwei T-DNAs an einem Locus vorliegen. Die beiden Kopien liegen in invertierter
Orientierung zueinander vor. Daher liegen in homozygoten GUS Ixr rDNA 101 T-DNA
Pflanzen vier Reportergenkopien vor, wahrend in hemizygoten Pflanzen zwei Kopien vorhanden
sind. Vergleichbare Ergebnisse wurden anhand von Pflanzenlinien, die die T-DNA GUS 2x
homo- und hemizygot tragen, erhalten (D. Schubert, 1999). Das verdnderte Expressionsmuster in
der T-DNA Linie GUS Ixr rDNA 101 ist folglich auf die erhohte Kopienzahl des GUS-Gens

zuriickzufiihren.

1 2 3 4 5
0@®0 0 OO0 DD® GUsIixrrDNA 101-23-21-21-21 2W)
N i T T o P T R VA B
LU @O VLYY EOW GusixrdNA 101-2321:2121 (5W)

) (D@ D®® @ P Gus 1x roNA 10123212121 BW)

' € /\,//\ GUS 1xr rDNA 101-23-21-21-hemi (8W)
Q0 O®® cusixrrDNA 12522212121 BW)
@O @@ GUS Ixr69-2-21-21-21-21
A f
@O@B e ona 101252121 (W)

@ @ GUS 1xf 60-4-22-21
20 0® . GUS 1xr rDNA 101-23-21-21 (8W)

Abb. 3.14 Semiquantitative GUS-Aktivititstests von fiir die T-DNA homo- und hemizygoten Pflanzen
der Linie GUS 1xr rDNA 101 und den F1 Nachkommen der Kreuzungen der Linien GUS
1xr rDNA 101 und GUS 1x im Vergleich zur der fiir die T-DNA homozygote Linie GUS 1xr
rDNA 125
Jeder Linie wurden Stiicke von 2 jungen Rosettenblittern abgenommen. Pro Linie wurden 5
Pflanzen (Nr. 1 bis 5) untersucht. Die Blattstiicke einer Pflanze sind in einem Kasten
zusammengefalit. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Abb. 3.15: Bestimmung der B(-Glucuronidase-Aktivitit der transgenen Pflanzenlinie GUS 1xr rDNA
101

Im Falle der hemizygoten Pflanzen wurden die Extrakte aus Rosettenbléttern von 5-10 Pflanzen
hergestellt. Die iibrigen Messungen stellen Aktivititstest einzelner Pflanzen (Nr. 1 bis 5) der
homozygoten Linie dar.

Die Messung erfolgte nach 2, 5 und 8 Wochen. Die Ubertragung der Pflanzen von axenischer
Kultur in Erde erfolgte nach 2 Wochen. Die Standardabweichungen, die sich aus beiden
Messungen der Proteinextrakte ergeben, sind als Fehlerbalken angegeben.

Zum Vergleich wurde die fiir die T-DNA homozygote Linie GUS 1xr rDNA 125 gemessen.

GUS-Aktivitétstests der F1 Nachkommen der Kreuzungen zwischen der homozygoten T-DNA
Linie GUS 1xr rDNA 101 und den homozygoten T-DNA Linien der Konstrukte GUS 1xr und
GUS 1xf sind in Abbildung 3.14 (semiquantitativ) und 3.16 (quantitativ) dargestellt. Die GUS-
Aktivitit ist bereits nach zwei Wochen vergleichbar zu homozygoten Pflanzen der T-DNA Linie
GUS 1xr rDNA 101. Variation der GUS-Aktivitit in der F1 Nachkommenschaft der o.g.
Kreuzungen besteht auch in diesem Fall.

Das B-Glucuronidase Reportergen liegt in der F1 Nachkommenschaft der Kreuzungen in
dreifacher Kopie vor, wihrend es in den homozygoten GUS 1xr rDNA 101 T-DNA Linie in
vierfacher Kopie vorliegt. Analysen der GUS Aktivitdt mit drei und sechs Reportergenkopien
wurden bereits anhand fiir die T-DNA GUS 3x hemi- und homozygoten Linien durchgefiihrt (D.
Schubert, 1999 und M. Gils, 2000). Die analysierten F1 Nachkommen der Kreuzungen der T-
DNA Linie GUS 1xr rtDNA 101 mit den T-DNA Linien GUS 1xr und GUS 1xf bestitigen, daf3

in Pflanzen, in denen drei oder mehr Kopien des GUS-Gens vorliegen, Silencing auftritt.
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Abb. 3.16: Kreuzungen der T-DNA Linie GUS 1xr rDNA 101 mit verschiedenen T-DNA Pflanzenlinien

3.3.1.6

der Konstrukte GUS 1xr und GUS 1xf

Es wurde die GUS-Aktivitit der F1 Nachkommen der Kreuzungen der GUS 1xr rDNA 101
Transformante und den verschiedenen Transformanten der Konstrukte GUS 1xr und GUS 1xf
gemessen. Zur Herstellung der Extrakte wurde Blattmaterial von 5-10 Pflanzen vereint. Die GUS-
Aktivitdt wurde nach 2, 5 und 8 Wochen ermittelt. Die Standardabweichungen werden durch
Fehlerbalken angegeben. Die Kontrolle enthélt Wildtyppflanzen (wt). Der Vergleich der GUS-
Aktitivitdt der F1 Nachkommen der Kreuzungen erfolgte zu homo- und hemizygoten Pflanzen,
deren T-DNAs das Konstrukt GUS 3x bzw. GUS 1x tragen.

Quantitative B-Glucuronidase-Aktivititstests von A. thaliana Pflanzen, die
sowohl ein GUS-Gen unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors als auch

ein promotorloses GUS-Transgen enthalten

Transgene Linien, die mehr als zwei Kopien des B-Glucuronidase Reportergens aufweisen,

zeigten Silencing. Silencing konnte moglicherweise durch DNA-DNA-Wechselwirkung

(zusammengefalit in Selker, 1997, 1999) oder auch durch das Erreichen eines bestimmten

Schwellenwertes an mRNA, welcher zum Abbau der Transgen-mRNA fiihren (Lindbo et al.;
1993, Dehio und Schell, 1994; Elmayan et al., 1998; Metzlaff et al., 1997; Que et al., 1997),

ausgelost werden.

Zur Klarung der Frage, ob eine DNA-DNA Homologie zu Silencing fiihrt, wurden Kreuzungen

zwischen homozygoten Pflanzen, deren T-DNA ein promotorloses B-Glucuronidase Gen
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(AGUS) und homozygoten Pflanzen, deren T-DNA ein, zwei oder drei GUS-
Reportergenkassetten tragen, durchgefiihrt. Die F1 Pflanzen enthalten eine, zwei bzw. drei 35S
CaMV GUS-Reportergenkassetten und jeweils eine GUS-Reportergenkassette ohne Promotor.
Zur vergleichenden Analyse der Reportergenaktivitit wurden semiquantitative (Daten nicht
gezeigt) und quantitative GUS-Aktivitétstests durchgefithrt. Die Werte wurden mit denen
verschiedener flir die T-DNA homo- und hemizygoten Pflanzen der Konstrukte GUS 1xr, GUS
2xr bzw. GUS 3xr verglichen. Die Pflanzen, die die AGUS T-DNA enthalten, wurden als
Pollenakzeptor und die Pflanzen, die die T-DNAs GUS 1xr, GUS 2xr bzw. GUS 3xr enthalten
bzw die T-DNA Linie GUS 1xr rDNA 101 wurden als Pollenspender verwendet. Zur Kreuzung
wurden jeweils mindestens zwei unterschiedliche Transformanten als Pollenakzeptor bzw. —
spender verwendet.

Weiterhin wurden transgene Pflanzenlinien untersucht, deren T-DNA eine B-Glucuronidase
Reportergenkassette ohne Promoter sowie eine weitere unter der Kontrolle des CaMV 35S
Promotor enthilt (vergl. Abb. 3.1 AGUS 2a).

Abbildung 3.17 zeigt exemplarisch die GUS-Aktivitédten fiir 8 Wochen alte F1 Nachkommen der
Kreuzungen der homozygoten T-DNA Pflanzenlinie AGUS 113 und den Transformanten der
Konstrukte GUS 1xr, GUS 2xr sowie der Linie GUS 1xr rDNA 101. Weiterhin wurden die GUS
Aktivititen der fiir die T-DNA homozygoten Pflanzenlinien AGUS 2a in Abbildung 3.17
dargestellt.

Alle Ergebnisse zeigen eindeutig, dafl die Pridsenz von promotorlosen GUS-Genen keinen
Einfluf} auf die Expression eines Transgens unter der Kontrolle des 35S CaMV Promotor hat. Es
besteht kein Unterschied in der GUS-Aktivitdt zwischen transgenen Pflanzen mit ein bzw. zwei
Kopien des 35S CaMV GUS-Gens und transgenen Pflanzen, die zusétzlich zu diesen 35S CaMV
GUS-Genkopien noch ein promotorloses GUS-Gen enthalten. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit denen von AGUS 2a Transformanten, die die promotorlosen und CaMV-GUS Gene
an einem Locus tragen. Im Vergleich dazu zeigen transgene Pflanzen mit drei 35S CaMV GUS-
Genen Silencing.

Vergleichbare Ergebnisse wurden anhand der gemessenen GUS-Aktivititen der dargestellten
transgenen Pflanzen nach 2 und 5 Wochen bzw. anhand der F1 Nachkommen der weiteren
Kreuzungen erhalten (Daten nicht gezeigt). Das durch quantitative GUS-Aktivitdtsanalysen
erhaltene Ergebnis wurde anhand von Northern Blot Analysen bestdtigt (vergl. Abb. 3.18 und
3.20).
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Abb. 3.17 Vergleich der B-Glucuronidase-Aktivitiit der F1 Nachkommen der Kreuzungen der

homozygoten T-DNA Linien AGUS und GUS 1xr bzw. GUS 2xr und GUS 1xr rDNA 101 und
der homozygoten AGUS 2a Transformanten mit homozygoten Pflanzen der GUS 1xr T-
DNASs und hemizygoten Pflanzen der GUS 2xr T-DNAs

Die GUS-Aktivitit wurde exemplarisch nach 8 Wochen dargestellt. Zur Herstellung der
Proteinextrakte wurde Blattmaterial von 5-10 Pflanzen vereint. Die Standardabweichungen werden
durch Fehlerbalken angegeben. Die Anzahlen der GUS Reportergenkopien mit und ohne Promotor
sind fiir die einzelnen Linien angegeben.
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AGUS 102-21 x GUS 1xr 69-2-21-21-21
AGUS 113-22 x GUS 1xr 69-2-21-21-21

AGUS 102-21 x GUS 1xr 30-21-22-21
AGUS 113-22 x GUS 1xr 30-21-22-21

GUS 1xr 30-21-22-23-21
GUS 1xr 30-21-22-21-hemi
GUS 1xr 69-2-21-21-23

GUS 1xr 69-2-21-21-21-hemi
GUS 2xr 123-14-21-hemi
GUS 2xr 123-14-21-21-21
GUS 2xr 126-23-21-hemi
GUS 2xr 126-23-21-21

AGUS 113-22-21

GUS 1,9 kb

|

Aktin-2/8 1,6 kb

GUS-Reporter-

genkopien
mit Promotor 2 1 2 1 2 4 2 4 1 1 1 1
ohne Promotor 11 1 1 2
Abb. 3.18 Northern Blot Analyse zum Vergleich der Expression der F1 Nachkommen der Kreuzungen

der AGUS und GUS 1xr T-DNA Linien zu der homo- und hemizygoter GUS 1xr und GUS
2xr Pflanzen

Zur RNA-Praparation wurden junge Rosettenblitter von 8 Wochen alten A. thaliana Pflanzen
verwendet. Die Membran wurde zuerst mit einer GUS- und anschlieBend mit einer Actin-2/8
Sonde (An et al., 1996) hybridisert. Als Kontrolle wurde RNA der T-DNA Linie AGUS 113-22-
21 verwendet. Die Anzahl der GUS-Reportergenkassetten mit und ohne Promotor sind angegeben.
Die Ausschnitte zeigen Ergebnisse der jeweiligen Hybridisierungen.

Ergebnisse der Aktin-Hybridisierung zeigen eine unterschiedliche Beladung des RNA-Gels.

Die Pflanzen der F1 Nachkommenschaft der Kreuzungen der homozygoten T-DNA
Pflanzenlinien des Konstruktes AGUS mit homozygoten T-DNA Pflanzenlinien des Konstruktes
GUS 3xr enthalten drei Kopien des CaMV 35S (-Glucuronidasegens und eine Kopie des GUS-
Gens ohne Promotor. In Abbildung 3.18 sind exemplarisch die quantitativen GUS-Aktivitdten
der F1 Kreuzungsnachkommen im Vergleich zu fiir die T-DNA homo- und hemizygoten
Pflanzen des Konstruktes GUS 3xr dargestellt. Es wird deutlich, da3 die F1 Nachkommen der
Kreuzungen ein vergleichbar hohes Aktivititsniveau wie die GUS 3xr hemizygoten
Pflanzenlinien besitzen. Dieses Ergebnis wurde auch in Northern Blot Analysen erhalten (vergl.
Abb. 3.20). Die Variabilitét, die zwischen einzelnen homo- und hemizygoten GUS 3xr Pflanzen
einer Transformante besteht, spiegelt sich ebenfalls in den F1 Kreuzungsnachkommen wieder.

Diese konnte anhand semiquantitativer (Daten nicht gezeigt) und quantitativer GUS-Analysen
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(vergl. Abb. 3.19, hohe Standardabweichung aufgrund stark abweichender AktivititsmeBwerte)

ermittelt werden.
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Abb. 3.19 Vergleich der GUS-Aktivititen der fiir die T-DNA homo- und hemizygoten Pflanzenlinien

des Konstruktes GUS 3xr und der F1 Nachkommen der Kreuzung der T-DNA
Pflanzenlinien des Konstruktes AGUS und der T-DNA Pflanzenlinien des Konstruktes GUS
3xr

Zur Herstellung der Extrakte wurde Blattmaterial von 5-10 Pflanzen vereint. Dargestellt sind die
MeBwerte fiir 2, 5 und 8 Wochen alten Pflanzen. Die Standardabweichungen werden durch
Fehlerbalken angegeben. Als Kontrolle wurde die Pflanzenlinie AGUS 113 verwendet. Zum
Vergleich wurden homo- und hemizygoter Pflanzenlinien, deren T-DNA das Konstrukt GUS 3xr
tragt, analysiert.

Anhand der erhaltenen GUS-Aktivitit der F1 Nachkommenschaft der Kreuzungen der
homozygoten T-DNA Pflanzenlinien des Konstruktes AGUS und den homozygoten T-DNA
Pflanzenlinien der Konstrukte GUS 1xr, GUS 2xr und GUS 3xr bzw. der GUS 1xr rDNA 101 T-
DNA Pflanzenlinie, kann davon ausgegangen werden, dafl keine Beeinflussung der GUS-
Aktivitdt durch promotorlose GUS-Reportergene, d.h. durch DNA Homologie der kodierenden
Regionen besteht.
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Abb. 3.20 Northern Blot Analyse zum Vergleich der Expression der F1 Nachkommen der Kreuzungen

3.3.1.7

der T-DNA Linien AGUS und GUS 3xr bzw. GUS 2xr und der fiir die T-DNA homo- und
hemizygoten Linien der Konstrukte GUS 2xr und GUS 3xr

Zur RNA-Priparation wurden junge Rosettenblitter von 8 Wochen alten A. thaliana Pflanzen
verwendet. Die Membran wurde zuerst mit einer GUS und anschlieBend mit einer Aktin-2/8 Sonde
hybridisiert (An, et al, 1996). Als Kontrolle wurde RNA der Linie AGUS 113-22-21 verwendet.
Die fiir die T-DNA hemizygoten Pflanzen sind mit dem Zusatz ,,hemi* bezeichnet.

Die Ausschnitte zeigen die Ergebnisse der jeweiligen Hybridisierungen. Die Ergebnisse der
Hybridisierung mit der Aktin-Sonde zeigen eine unterschiedliche Beladung des RNA Gels.

B-Glucuronidase Expressionsanalysen der GUS S/AS f Transformanten und
der F1 Nachkommen der Kreuzungen, deren T-DNAs das B-

Glucuronidasegen in antisense und sense Orientierung tragen

Semiquantitative und quantitative GUS-Expressionsanalysen von Pflanzenlinien, deren T-DNA

die Konstrukte GUS 3xr bzw GUS 3xf tragen, verdeutlichen eine starke Verringerung der

Expression des Transgens im Vergleich zu T-DNA Pflanzenlinien mit dem Konstrukt GUS 1xr
bzw. GUS 1xr. Zusétzlich weisen die analysierten T-DNA Linien der Konstrukte GUS 3x einen
Abfall der Reportergenaktivitit im Laufe der Entwicklung auf (vergl. M. Gils, 2000, D.
Schubert, 1999).

In Abbildung 3.21 sind die quantitativen GUS-Aktivitdtstests fiir homozygote GUS 3xr
Pflanzenlinien denen mit GUS S/AS f T-DNAs vergleichend gegeniibergestellt. Die
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homozygoten T-DNA Pflanzenlinien des Konstruktes GUS S/AS f enthalten zwei GUS-
Reportergene in sense und zwei in antisense Genorientierung. Im Laufe der Entwicklung nimmt
die Aktivitit in den meisten Transformanten GUS 3xr und GUS S/AS f ab, wobei bereits die
zwel Wochen alten GUS S/AS f Transformanten geringere Expression aufweisen. Nach acht
Wochen alte Pflanzen weisen alle Pflanzen eine vergleichbar niedrige GUS-Aktivitit auf.

Die starke Verringerung der Expression in den fiir die T-DNA homozygoten Linien der
Konstrukte GUS 3xr und GUS S/AS f im Vergleich zu homozygoten Pflanzenlinien mit GUS
Ixr T-DNAs konnte anhand von Northern Blot Analysen bestétigt werden (vergl. Abb. 3.22).
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Abb. 3.21 Vergleich der GUS-Aktivitiit der fiir die T-DNA homozygoten Pflanzen, die T-DNAs mit drei

GUS-Reportergenkassetten (GUS 3xr) bzw. T-DNAs mit einer GUS-Reportergenkassette in
sense und einer GUS-Reportergenkassette in antisense Orientierung (GUS S/AS f)
beinhalten.

Dargestellt sind die MeBwerte, die von 2, 5 und 8 Wochen alter Pflanzen erstellt wurden. Das
Blattmaterial der Proteinextrakte wurde von 5-10 Pflanzen entnommen. Die Standardabweichung
ist als Fehlerbalken dargestellt. Die Anordnung der GUS-Reportergenkassetten in den T-DNAs ist
schematisch aufgefiihrt.
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GUS 1xr 30-21-22-23-21
GUS 1xr 69-2-21-21-23
GUS 3xr 117-21-23-23-21
GUS 3xr 133-23-22-21

GUS S/AS £102-11
GUS S/AS f112-12
GUS 1xr 105-21

GUS S/AS £133-15
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GUS S/AS £137-22
GUS S/AS f144-22
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Abb. 3.22 Northern Blot Analyse der fiir die T-DNA homozygoten Pflanzen des Konstruktes GUS S/AS

f im Vergleich zu homozygoten GUS 1x und GUS 3x T-DNA Pflanzenlinien

Zur RNA Priparation wurden 8 Wochen alte Pflanzen verwendet. Die Membran wurde zuerst mit
einer GUS und anschlieBend mit einer Aktin-2/8 Sonde hybridisiert (An, ef. al., 1996). Die
Ausschnitte zeigen die Ergebnisse der Hybrisierungen mit den jeweiligen Sonden.

Es wurden Kreuzungen der fiir die T-DNA homozygoten Pflanzenlinien GUS AS r und der
homozygoten T-DNA Pflanzenlinien der Konstrukte GUS 1x, GUS 2x, der T-DNA Linie GUS
Ixr rDNA 101 bzw. GUS 3x durchgefiihrt. Diese ergeben fiir die F1 Nachkommen jeweils eine
antisense GUS-Reportergenkopie sowie eine, zwei bzw. drei sense GUS-Reportergenkopien.
Kreuzungen wurden fiir zwei GUS AS r Transformanten und jeweils zwei bis drei GUS Ixr,
GUS 2xr und GUS 3xr Transformanten durchgefiihrt. Abbildung 3.23 zeigt exemplarisch die
GUS-Aktivititen der F1 Nachkommen der Kreuzung der homozygoten GUS AS r 107 T-DNA
Linie mit den homozygoten GUS 1x, GUS 2x, GUS 3x Transformanten und der T-DNA Linie
GUS Ixr rDNA 101. Zum Vergleich sind Ergebnisse der fiir die T-DNA homo- und
hemizygoten Pflanzen des Konstruktes GUS 3xr aufgefiihrt. Die Pridsenz einer antisense-
Genkopie bewirkt unabhdngig davon, ob ein, zwei oder drei Kopien des GUS sense Gens
vorliegen, eine Reduktion der GUS-Reportergenaktivitit. Diese ist bereits in zwei Wochen alten
Pflanzen deutlich ausgeprédgt. Das Expressionsniveau ist vergleichbar zu GUS-Aktivititen der

homozygoten GUS S/AS f Transformanten.
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Abb. 3.23 GUS-AKktivititen der fiir die GUS 3xr T-DNA homo- und hemizygoten Pflanzen und der F1

Nachkommen der Kreuzungen der Pflanzenlinien der T-DNA GUS AS r und der
Pflanzenlinien GUS 1xr, GUS 2xr, GUS 3xr und der Pflanzenlinie GUS 1xr rDNA 101

Zur Herstellung der Extrakte wurde Blattmaterial von 5-10 Pflanzen vereint. Die Messung der
GUS-Aktivitdt erfolgte fiir 2, 5 und 8 Wochen alte Pflanzen. Die Standardabweichungen werden
durch Fehlerbalken angegeben. Die Anzahlen der in den einzelnen Linien enthaltenen sense und
antisense GUS- Reportergenkopien sind angegeben.

Die FI Nachkommen der Kreuzungen der antisense T-DNA Linie GUS AS r 100 mit den
dargestellten (Abb. 3.23) sense T-DNA Linien zeigten vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht
gezeigt). Abbildung 3.24 stellt die Ergebnisse der Northern Blot Analysen fiir die F1
Nachkommen der Kreuzungen der GUS AS r T-DNA Linien mit GUS 1x, GUS 2x bzw. GUS 3x
T-DNA Linien dar. Es ist zu erkennen, daf} sich die verminderte Aktivitit der 3-Glucuronidase in

den Kreuzungsnachkommen auch auf der Ebene der mRNA-Konzentration widerspiegelt.
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Abb. 3. 24 Northern Blot Analyse zum Vergleich der Expression der F1 Kreuzungsnachkommen der

Kreuzungen der T-DNA Linien GUS AS r 100 bzw. GUS AS r 107 und der T-DNA Linien,
die die Konstrukte GUS 1x, GUS 2x bzw. GUS 3x beinhalten

Zur RNA-Priparation wurden junge Rosettenblitter von 8 Wochen alten A. thaliana Pflanzen
verwendet. Die Membran wurde zuerst mit einer GUS und anschlieend mit einer Aktin-2/8 (An,
et al., 1996) Sonde hybridisiert. Als Kontrolle wurde RNA von Wildtyp Pflanzen verwendet. Die
Ausschnitte zeigen die Ergebnisse der Hybridisierungsexperimente.

Pflanzenlinien, deren = T-DNA das B-Glucuronidase = Reportergen in antisense
Transkriptionsrichtung enthalten (GUS AS r), wurden in ihrer Expression im Vergleich zu
Transformanten mit sense GUS-Reportergenen (GUS 1xr) analysiert. Die verwendeten T-DNA
homozygoten Linien tragen jeweils zwei Kopien des GUS Reportergens unter der Kontrolle des
CaMV 35S Promotors. In Abbildung 3.25 ist die Northern Blot Analyse dieser T-DNA
Pflanzenlinien dargestellt. Die GUS-mRNA-Konzentration in den GUS AS r T-DNA Pflanzen
ist im Vergleich zu den GUS 1xr T-DNA Pflanzen deutlich reduziert.
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Abb. 3.25 Northern Blot Analyse der fiir die T-DNA GUS AS r und GUS 1xr homozygoten Linien

Zur RNA Priparation wurden junge Rosettenblétter von 8 Wochen alten A. thaliana Pflanzen
verwendet. Die Membran wurde zuerst mit einer GUS und anschlieBend mit einer Aktin-2-8
Sonde (An. et al., 1996) hybridisiert. Als Kontrolle wurde RNA von Wildtyp Pflanzen verwendet.
Die Ergebnisse der Hybridisierungen sind in den Ausschnitten dargestellt.

3.3.2 Expressionsanalysen des GFP (green fluorescent protein) Transgens

Das verwendete GFP Reportergen besitzt eine modifizierte Sequenz, die mit dem ER
(endoplasmatisches Retikulum)-Signalpeptid der basischen Chitinase aus A. thaliana fusioniert
ist (mgfp4-ER; vergl. Haseloff, et al, 1997). Die Fluoreszenz des Proteins kann bei einer
Wellenldnge von 480 nm angeregt werden und emittiert bei 510 nm. Setzt man die Fluoreszenz
in Bezug zu dem im Pflanzenextrakt ermittelten Gesamtproteingehalt, kann die relative
Fluoreszenz ermittelt werden.

Die quantitative Fluoreszenzmessung der transgenen Pflanzen erfolgte 2, 5 und 8 Wochen (2W,
SW, 8W) nach Auslegen der Samen. Pro T-DNA Linie wurden jeweils zwei Messungen von
zwei Extrakten unterschiedlichen Blattmaterials erstellt. Dadurch ergeben sich pro T-DNA
Pflanzenlinie vier MeBwerte, die zur Auswertung herangezogen wurden. Die
Gesamtproteinkonzentration wurde ebenfalls pro Pflanzenextrakt doppelt bestimmt. Der
erhaltene Mittelwert wurde als Bezugsgrofle in die Berechnung der beiden Fluoreszenzmefwerte
des entsprechenden Extraktes einbezogen. Der Mittelwert der vier GFP-Aktivititswerte ergibt

die relative GFP-Fluoreszenz mit der entsprechenden Standardabweichung.
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3.3.2.1 Ermittlung der Vergleichbarkeit der relativen GFP Fluoreszenzanalysen fiir
transgene Pflanzen unterschiedlicher Generationen und Versuchsreihen

Die quantitative Messung der GFP Fluoreszenz der T-DNA Pflanzenlinien der Konstrukte mGFP
Ixf und mGFP 1xr erfolgte fiir 2, 5 und 8 Wochen alte Pflanzen. Anhand der genetischen und
molekularen Analyse wurden acht Linien etabliert, die jeweils eine vollstindige T-DNA Kopie
im Pflanzengenom tragen.

Die Vergleichbarkeit der quantitativen relativen Fluroeszenzbestimmung wurde zunédchst anhand
verschiedener homozygoter mGFP 1xf Transformanten iiberpriift. Dazu wurden zwei Mefreihen
durchgefiihrt. In einer MeBreihe wurden die zu untersuchenden transgenen Linien zum gleichen
Zeitpunkt ausgesét und nach 2, 5 und 8 Wochen in einem Experiment gemessen. Die Linearitét
der relativen Fluoreszenz im Verhéltnis zur verwendeten Proteinkonzentration wurde anhand
eines GFP Standards und mit Hilfe verschiedener Verdiinnungen von Proteinextrakten von
transgenen Linien bestéitigt (Daten nicht gezeigt). Tabelle 3.18 zeigt, daB in beiden
Versuchsreihen vergleichbare Werte erhalten wurden. MeBreihe eins enthélt ausschlieBlich
Pflanzen der T4-Generation, wihrend Mefreihe zwei T-DNA sowohl Individuen der T4 als auch
der T5- Generation enthélt. Daher ist ein Vergleich zwischen T-DNA Pflanzenlinien eines
Konstruktes innerhalb der jeweiligen Mefreihe und ein Vergleich zwischen gleichen und
unterschiedlichen Generationen in zwei MeRreihen gegeben. Die in der Tabelle hervorgehobenen
Fluoreszenzwerte stellen die Mittelwerte der Messungen zweier unabhédngiger Proteinextrakte
dar. Die Proteinextrakte wurden doppelt gemessen und die jeweiligen Werte in der Tabelle
aufgefiihrt. Die groBten Unterschiede zwischen den Transformanten des Konstruktes mGFP 1xf
einer MeBreihe bestehen in MeBreihe 1 nach 2 Wochen zwischen der Linie mGFP 1xf 107-22-
24-21 und der Linie mGFP 1xf 128-22-23-21 mit einem Faktor von 1,3. Transformanten
verschiedener MeBreihen unterscheiden sich um den Faktor 1,5 nach fiinf Wochen (mGFP 1xf
8). Pflanzen der T4 und TS5 Generation zeigen MeBwerte, die maximal um den Faktor 1,5
voneinander abweichen. Die grofiten Unterschiede weisen 2 Wochen alte Pflanzen der T-DNA
Linie mGFP 1xf 8 bzw. 2 Wochen alte Pflanzen der T-DNA Linie mGFP 1xf 128 auf.

Es wird deutlich, dafl die relativen Fluoreszenzwerte der jeweiligen T-DNA Linien in
unterschiedlichen MeBreihen unabhiingig von der Generation keine wesentlichen Anderungen
aufweisen. Vergleichbare Ergebnisse wurden anhand der T-DNA Pflanzenlinien des Konstruktes

mGFP 1xr erhalten (Daten nicht gezeigt).
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Linie Generation/ |Messungen Messungen Mittel- | Standard-
Mefreihe |Extrakt I Extrakt II wert |abweichung
mGFP 1xf 8-4-21-22 (2W) T4/ M1 8300 | 9000 | 6600 | 6800 7675 1150
mGFP 1xf 8-4-21-22 (5W) T4/ M1 7900 | 8000 | 7600 | 7500 7750 250
mGFP 1xf 8-4-21-22 (8W) T4/ M1 8200 | 8000 | 6900 | 6900 7500 700
mGFP 1xf 8-4-21-21-21 (2W) T5/ M2 6500 | 6800 [ 6500 | 6400 6550 150
mGFP 1xf 8-4-21-21-21 2W) T5/ M2 5500 | 4900 | 5100 | 5200 5175 250
mGFP 1xf 8§-4-21-21-21 2W) T5/ M2 5500 | 5200 | 4900 | 5000 5150 250
mGFP 1xf 18-2-22-21 2W) T4/ M1 6500 | 6100 | 6500 | 6700 6450 250
mGFP 1xf 18-2-22-21 (5W) T4/ M1 6100 | 6200 | 6500 | 6200 6250 150
mGFP 1xf 18-2-22-21 (8W) T4/ M1 6100 | 6200 | 6400 | 6300 6250 150
mGFP 1xf 18-2-22-21-21 (2W) T5/ M2 4900 | 4400 | 4100 | 4200 4400 350
mGFP 1xf 18-2-22-21-21 (SW) T5/ M2 4900 [ 5000 | 4800 | 4900 4900 100
mGFP 1xf 18-2-22-21-21 2W) T5/ M2 4800 | 4900 | 5300 | 5400 5100 300
mGFP 1xf 107-22-24-21 2W) T4/ M1 8000 | 7600 8400 | 8200 8050 350
mGFP 1xf 107-22-24-21 (5W) T4/ M1 5800 | 5800 | 6100 | 5300 5750 350
mGFP 1xf 107-22-24-21 (8W) T4/ M1 6000 [ 6200 [ 6100 | 6100 6100 100
mGFP 1xf 107-22-25-21 2W) T4/ M2 7400 | 7400 | 6600 | 6600 7000 450
mGFP 1xf 107-22-25-21 2W) T4/ M2 4000 | 4000 | 5700 | 5600 4825 950
mGFP 1xf 107-22-25-21 2W) T4/ M2 5300 | 5400 | 5100 | 4900 5175 200
mGFP 1xf 128-22-23-21 2W) T4/ M1 5600 | 6200 | 7100 | 6600 6375 650
mGFP 1xf 128-22-23-21 (5W) T4/ M1 6400 | 6500 [ 6400 | 6700 6500 150
mGFP 1xf 128-22-23-21 (8W) T4/ M1 7500 [ 7100 [ 6900 [ 6600 7025 400
mGFP 1xf 128-22-23-22 2W) T4/ M2 6200 | 6500 [ 7100 | 6900 6675 400
mGFP 1xf 128-22-23-22 (5W) T4/ M2 4700 | 4800 | 4600 | 4700 4700 100
mGFP 1xf 128-22-23-22 (8W) T4/ M2 5200 | 5000 | 4800 | 5200 5050 200

Tabelle 3.14:  Vergleich der relativen Fluoreszenzwerte zweier Meflreihen homozygoter A. thaliana Linien,

die die T-DNAs mGFP 1xf tragen

Die Angaben der Aktivitdtsbestimmung sind in relativer Fluoreszenz/mg Protein angegeben. Die
MeBwerte sind fiir 2 (2W), 5 (5W) und 8 (8W) Wochen alte Pflanzen aufgefiihrt. Der Mittelwert
(hervorgehoben dargestellt) wurde aus vier Messungen ermittelt. Die Generationen der
untersuchten transgenen Linien sind durch die Bezeichnung T4 bzw. T5 angegeben, wobei die
Bezeichnung TO den transformierten Pflanzen entspricht. Die MeBreihen 1 und 2 sind durch die

Abkiirzungen M1 und M2 angegeben.

3.3.2.2 GFP-Expressionsanalysen der fiir die T-DNAs mGFP 1xf und mGFP 1xr

homo- und hemizygoten Pflanzen

Abbildung 3.26 enthilt die relativen GFP Fluoreszenzen in einer Gegeniiberstellung der fiir die
T-DNA homozygoten und hemizygoten mGFP 1xf und mGFP Ixr Pflanzen. Wie zu erkennen
ist, fiihrt die Reduktion der Zahl der Reportergenkassetten in allen Fillen zu einer Verminderung
der relativen GFP Fluoreszenz. Die Werte der homozygoten T-DNA Pflanzen sind etwa doppelt
so hoch wie die der hemizygoten Transformanten. Insgesamt wird deutlich, dal3 jeweils die fiir

die T-DNA homozygoten und die fiir die T-DNA hemizygoten Linien eine einheitliche relative

Fluoreszenz aufweisen.
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Vergleich der relativen GFP Fluoreszenz von fiir die T-DNAs mGFP 1xf und mGFP 1xr
homozygoten und hemizygoten T-DNA Pflanzen

Die MeBwerte fiir die hemizygoten Pflanzen sind mit dem Zusatz ,,hemi* versehen.

Die Extrakte wurden aus jungen Rosettenblattern von 5-10 Pflanzen der jeweiligen T-DNA Linie
hergestellt. Die Messung erfolgte fiir 2, 5 und 8 Wochen alte Pflanzen. Die Ubertragung der
Pflanzen von axenischer Kultur in Erde erfolgte nach der ersten Messung. Die
Standardabweichungen, die sich aus beiden Messungen der Proteinextrakte ergeben, sind als
Fehlerbalken angegeben.

Zwischen den Pflanzen mit mGFP 1xr bzw. mGFP I1xf T-DNAs konnten nur geringe

Unterschiede in der Fluoreszenz ermittelt werden. Dies deutet darauf hin, da8 die Orientierung

der Reportergenkassette relativ zur T-DNA keinen Einflufl auf die Expression des Transgens hat.

Vergleichbare Ergebnisse wurden anhand von Northern Blot Analysen erhalten. In Abbildung
3.26 sind die Ergebnisse der Northern Blot Analysen der fiir die T-DNA homozygoten Linien
mGFP 1xfund mGFP 1xr enthalten. Es ist zu erkennen, daf sich die einheitlich hohe Expression
fiir diese Transformanten bestdtigen 14Bt. Gleiches gilt fiir das Verhidltnis der GFP mRNA-

Konzentration der fiir die T-DNA homozygoten Pflanzen im Vergleich zu hemizygoten
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Individuen. Abbildung 3.27 enthédlt exemplarisch den Vergleich der GFP-mRNA-Expression der
fiir die mGFP 1xf T-DNA homozygoten und hemizygoten Pflanzen.

Die T-DNA Linie mGFP 1xf 127 zeigte in den Northern Blot Analysen (vergl. Abb. 3.28) eine
erhohte GFP-mRNA-Menge im Vergleich zu den analysierten Transformanten der Konstrukte
mGFP 1xf und mGFP 1xr. Um auszuschlieBen, daBl dies lediglich durch unterschiedliche
Mengen an aufgetragener RNA zuriickzufithren ist, wurde diese T-DNA Linie weiteren

Fluoreszenzanalysen unterzogen.
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Abb. 3.27 Northern Blot Analyse zum Vergleich der Expression der fiir die T-DNA homo- und

hemizygoten Linien mGFP 1xf

Zur RNA Priparation wurden junge Rosettenblitter 8 Wochen alter A. thaliana Pflanzen
verwendet. Die Membran wurde zuerst mit einer GFP und anschlieBend mit einer Aktin 2/8 Sonde
(An et al., 1996) hybridisiert. Als Kontrolle wurde Wildtyp RNA (wt) verwendet. Die Ergebnisse
der Hybridisierungsexperimente sind in den Ausschnitten dargestellt. Die fiir die T-DNA
hemizygoten Pflanzen sind durch den Zusatz ,.hemi* gekennzeichnet.
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mGFP 1xf 8-4-21-21-21
mGFP 1xf 18-22-21-21

mGFP 1xf 107-22-25-21
mGFP 1xf 128-22-23-22
mGFP 1xr 111-23-22-22
mGFP 1xr 127-21-22-21-21
mGFP 1xr 129-24-22-22-21-22
mGFP 1xr 145-22-21-21-21
mGFP 1xr 155-21-21-21-21

wt

Aktin-2/8 1,6 kb

GFP 0,9 kb *

Abb. 3.28 Northern Blot Analyse zum Vergleich der Expression der fiir die T-DNA homozygoten
Linien mGFP 1xf und mGFP 1xr.
Zur RNA Priparation wurden junge Rosettenblétter von 8 Wochen alten 4. thaliana Pflanzen
verwendet. Die Membran wurde zuerst mit einer GFP und anschliefend mit einer Aktin-2/8 Sonde
(An et al., 1996) hybridisiert. Als Kontrolle wurde Wildtyp RNA (wt) verwendet. Die Ergebnisse
der Hybridisierungsexperimente sind in den Ausschnitten dargestellt.

'
l
'

3.3.23 Fluoreszenzanalysen der T-DNA Linie mGFP 1xr 127

Die Ermittlung der relativen Fluoreszenz der hemi- und homozygoten Pflanzen der Linie mGFP
1xr 127 ergab ca. doppelt so hohe Werte, wie die anderen mGFP 1x Pflanzen. In Abbildung 3.29
sind diese im Vergleich zu homozygoten Transformanten des Konstruktes mGFP 1xr dargestellt.
Die Fluorezenz der fiir die T-DNA hemizygoten mGFP Pflanzen entspricht der homozygoter
mGFP Ixr T-DNA Linien.

Southern Blot und iPCR Daten (vergl. Abb. 3.3) ergaben, da3 bei der T-DNA Linie mGFP 1xr
127 zwei T-DNAs an einem Locus vorliegen. Diese Kopien liegen in RB-RB invertierter
Orientierung zueinander vor. Die fiir die T-DNA homozygoten Pflanzen enthalten daher 4
Reportergenkopien, wéhrend die hemizygoten zwei einhalten. Die Erhohung der
Reportergenkopienzahl bewirkt eine Erhdhung der GFP Fluoreszenz.
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Abb. 3.29 Vergleich der relativen GFP Fluoreszenz der fiir die T-DNA homo-und hemizygoten Linie

mGFP 1xr 127 zu homozygoten T-DNA Linien des Konstruktes mGFP 1xr

Die MeBwerte der hemizygoten Pflanzen sind mit dem Zusatz ,.hemi* bezeichnet. Die Extrakte
wurden aus jungen Rosettenbléttern von 5-10 Pflanzen der jeweiligen T-DNA Linie hergestellt.
Die Messung erfolgte fiir 2, 5 und 8 Wochen alte Pflanzen. Die Standardabweichungen, die sich
aus beiden Messungen der Proteinextrakte ergeben, sind als Fehlerbalken angegeben.

3.33 Reportergenexpression und Kartiertung der T-DNA Integration im

Pflanzengenom

26 Transformanten der Konstrukte GUS 1xr repeat zeigten eine einheitliche hohe und iiber
mehrere Generationen stabile GUS-Aktivitdt. Von diesen Transformanten konnte fiir 22 der
Integrationsort der T-DNA ermittelt werden (3.2). Diese befinden sich an unterschiedlichen
Genompositionen. Von acht Transformanten der Konstrukte mGFP 1x konnten fiinf der T-DNA
Integrationsorte ermittelt werden. Die mGFP 1x Transformanten zeigten an unterschiedlichen
Genompositionen eine einheitlich hohe Reportergenexpression. Einheitliche
Reportergenexpression fiir verschiedene Transformanten konnte ebenfalls fiir die GUS AS r,
GUS S/AS f und AGUS 2a Transformanten ermittelt werden. Von zwei AGUS 2a
Transformanten konnten zwei, von vier GUS AS r Transformanten zwei und von sieben GUS

S/AS f Transformanten vier Integrationsorte ermittelt werden. (Abb. 3.7)
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4 Diskussion

4.1 Die Etablierung der zur Analyse verwendeten A. thaliana
Transformanten

4.1.1 Stabilitiit der verwendeten T-DNA Konstrukte in E. coli, A. tumefaciens und
A. thaliana

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten T-DNA Konstrukte, die eine Kopie des B-
Glucuronidase- oder GFP-Reportergens aufwiesen, zeigten in Bakterien keine Hinweise auf
Rekombinationsereignisse. Im Gegensatz dazu wurde fiir das T-DNA Konstrukt AGUS 2a in
Agrobakterien hiufig der Verlust einer der Reportergenkopien beobachtet. Dies steht in Einklang
mit Ergebnissen, die fiir #dhnliche Reportergenkonstrukte mit multiplen Kopien des B-
Glucuronidasegens beobachtet wurden (D. Schubert, 1999).

Rekombinationen innerhalb der T-DNA Konstrukte von Reportergenkassetten mit zwei und drei
Kopien sind nicht vollstindig auszuschlieBen, da die Agrobakterien bei der in planta-
Transformation (Bechtold et al., 1993, Clough et al., 1998) eine hohe Zahl an Generationen
durchlaufen, bevor es zu einem Transformationsereignis kommt. Dadurch wird die
Wahrscheinlichkeit der Transformation von unvollstindigen T-DNAs erhoht.

In A. thaliana konnte in mehreren aufeinanderfolgenden Generationen eine stabile Erhaltung der
T-DNA Konstrukte nachgewiesen werden. Die Stabilitiat der T-DNA Loci galt ebenfalls fiir die
aus der Kreuzung zweier T-DNA Linien oder die aus der Kreuzung mit einer Wildtyp Pflanze

resultierenden F1 Nachkommen.

4.1.2 Transformation von A. thaliana

Im Rahmen dieser Arbeit wurden transgene Pflanzen durch  verschiedene
Transformationstechniken, der Agrobakterien vermittelten Wurzeltransformation (Valvekens et
al., 1988) und der Agrobakterien vermittelten in planta-Transformation (Vakuuminfiltration,
Bechtold et al., 1993 und ,,Floral Dip*, Clough et. al, 1998) erhalten.

Aus Wurzeltransformationsexperimenten wurden regenerierte Pflanzen mit Samenansatz in 53
Fillen gewonnen (s. Tab. 3.1, S. Blencke und M. Gils, unverodffentlicht). Aus Experimenten der
Vakuuminfiltration und des ,,Floral Dip* konnte eine durchschnittliche Transformationseffizienz

von 0,059% (Transformanten/ausgelegte Samen, s. Tab. 3.1) ermittelt werden. Die erhaltene
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Transformationseffizienz verdeutlicht, da3 durch in planta-Transformationen eine grole Anzahl

unabhéngiger A. thaliana Transformanten erzeugt werden kann.

4.1.3 Genetische und molekulare Analyse der T-DNA Transformanten

Die Segregationsanalyse der Nachkommen transformierter Pflanzen wurde zur Identifizierung
von Pflanzen verwendet, deren T-DNA nur an einem Locus im Pflanzengenom vorliegt. Der
Anteil der Transformanten, die eine Aufspaltung der Nachkommenschaft von drei Kanamycin-
resistenten Pflanzen zu einer Kanamycin-sensitiven Pflanze aufwiesen, betrug fiir die
verwendeten T-DNA Vektoren durchschnittlich 76% (323 von 424 Pflanzen, vergl. Tabelle 3.2).
Die priferentielle Integration von T-DNAs an einem Locus steht in Ubereinstimmung mit
anderen Untersuchungen (Depicker et al., 1985, de Block and Debrouwer et al, 1991 und De
Neve et al., 1997).

Southern Blot Analysen dienten zur Identifizierung derjenigen Pflanzen, die lediglich eine
einzelne, vollstindige Kopie der erwarteten T-DNA trugen (T-DNA-Einzelkopie Linien). In
80% der Transformanten, die T-DNA Insertionen an einem einzigen Locus trugen, lag die T-
DNA in mehreren Kopien vor, oder es kam zu anderweitigen Rearrangements, wie z.B.
Deletionen (vergl. Tabelle 3.3). Komplexe Integrationsmuster der T-DNA wurden bereits in
fritheren Untersuchungen in Tabak und Arabidopsis analysiert (Mittelsten Scheid et al., 1991,
Koncz et al., 1994, De Neve et al., 1997).

Die genaue Charakterisierung der Transgen-Loci vor Beginn der Expressionsstudien der
Reportergene ist wichtig, da in einigen Fillen die Beteiligung von inversen Sequenz-
Wiederholungen und multiplen Strukturen der T-DNAs an Gen-Silencing gezeigt werden konnte
(Linn et al., 1992, Hobbs et al., 1993, Finnegan and McElroy, 1993, 1994, Fink und Bender
1995, Stam et al., 1998, zusammengefalit in Selker, 1999).

4.2 Die Analyse von T-DNA Integrationen im A. thaliana Genom

Die Integration von T-DNA in das Pflanzengenom fiihrte hidufig zu kleineren Deletionen an der
Integrationsstelle im Pflanzengenom (Matsumo et al., 1990, Gheysen et al., 1991, Mayerhofer et
al., 1991, Ohba et al., 1995). In seltenen Fillen wurden groB3ere chromosomale Veridnderungen
wie Translokationen oder umfangreiche Deletionen im Pflanzengenom beobachtet (Nacry et al.,
1998, Laufs et al., 1999). Veridnderungen der T-DNA Border und des Verbindungsbereiches T-
DNA/Pflanzen-DNA wurden in mehreren Untersuchungen analysiert. In A. thaliana wurden die

0.g. Phianomene an neun T-DNA-Einzelkopie Pflanzenlinien (Mayerhofer et al., 1991 und
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Gheysen et al., 1991) sowie in Tabak an zwei T-DNA-Einzelkopie-Pflanzenlinien (Ohaba et al.,
1995 und Matsumo et al., 1990) untersucht. Eine detaillierte Charakterisierung der
Integrationsstellen von 128 A. thaliana Transformanten sollte Aufschluf8 dariiber geben, mit
welcher Hiufigkeit die beschriebenen Phinomene beobachtet werden konnen.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen konnten mit Hilfe der iPCR-Methode (Ochman e?
al., 1988) die an die T-DNA angrenzenden Sequenzbereiche von 128 T-DNA Transformanten
amplifiziert werden. In 11 Fillen konnte lediglich Homologie zu Ti-Plasmidsequenzen ermittelt
werden. Fiir die verbleibenden 117 die T-DNA flankierenden Bereiche konnte in 116 (99%)
Féllen Homologie zu Sequenzen des Arabidopsis Genoms nachgewiesen werden. Die hohe
Kartierungseffizienz konnte erzielt werden, da das A. thaliana Genom nahezu vollstindig
sequenziert ist (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Repetitive Bereiche, wie z.B. die
Centromerregionen, bleiben allerdings vorerst von den Sequenzierungen ausgeschlossen. Die
erhaltene iPCR Sequenz einer Transformante zeigte neben den Sequenzen, die zu den T-DNA-
Borderbereichen korrespondieren, keine weitere Homologie zu Sequenzen, die in den
Datenbanken vorliegen. Daher besteht die Annahme, dafl die T-DNA dieser Transformante in
nicht-sequenzierten Bereichen des Genoms integriert ist.

Zur Bestitigung der durch Sequenzhomologie ermittelten Position im Arabidopsis-Genom
wurden fiir die flankierenden genomischen Sequenzen relativ zur rechten und linken Border der
T-DNA spezifische Oligonukleotide ermittelt. Mit einem spezifischen Oligonukleotid fiir die
linke bzw. rechte Border der T-DNA und den beiden, fiir die A. thaliana DNA spezifischen
Oligonukleotiden sollten jeweils zwei PCR Fragmente fiir die entsprechende T-DNA Linie
erhalten werden. Fiir 77 von 116 (66%) Transformanten konnten PCR-Produkte fiir beide die T-
DNA flankierenden genomischen Bereiche erhalten werden.

Fiir 39 von 128 Transformanten (30%, vergl. Tabelle 3.7) konnten Vektorsequenzen detektiert
werden, die die T-DNA flankieren. In 32 Fillen wurden die Ti-Plasmidsequenzen nachgewiesen,
die den T-DNA Bordersequenzen direkt benachbart sind. Dies wurde sowohl fiir die LB (15
transgene Linien) als auch fiir die RB flankierenden Bereiche beobachtet (17 Transformanten).
In vier Fillen lagen andere Ti-Plasmidsequenzen benachbart zur LB (3 transgene Linien) bzw.
RB (1 Transformante) vor. Fiir drei Transformanten konnten innerhalb der T-DNA flankierenden
Bereiche Homologien zu internen Regionen der T-DNA ermittelt werden. Dies deutet auf
unvollstindige T-DNA Kopien hin, die an vollstindige T-DNAs angrenzen.
Ti-Plasmidsequenzen, die benachbart zu den T-DNA-Borderbereichen liegen, wurden auch in
fritheren Untersuchungen im Pflanzengenom nachgewiesen (Herman et al., 1990, Gheysen et al.,
1991, Mayerhofer et al., 1991). Es konnten Ti-Plasmidsequenzen benachbart zur linken und
rechten T-DNA Border beschrieben werden. Daraufthin wurde ein Modell entwickelt, nach dem
es im Verlauf des T-DNA Integrationsprozesses zu einem Durchlesen der Borderschnittstellen
kommt. Allerdings kann dies nicht die alleinige Erkldrung fiir die Prdsenz von Ti-
Plasmidsequenzen im Pflanzengenom sein, da in der vorliegenden Analyse auch Ti-
Plasmidsequenzen nachgewiesen werden konnten, die in den T-DNA Vektoren nicht direkt

benachbart zu den Bordersequenzen vorliegen.
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Fiir sieben von 128 T-DNA Linien (5%) konnten aufgrund der Charakterisierung der
Integrationsstelle zwei T-DNAs an einem Locus detektiert werden. Diese liegen in invertierter
Orientierung vor (vergl. 3.2.3.3). Durch die verwendeten Hybridisierungssonden wurden in der
Southern Blot Analyse nicht alle Bereiche der T-DNA abgedeckt. Zudem konnen invertierte T-
DNAs der Transformanten nicht erfa3t werden, wenn sich die Grof3en der beiden flankierenden
genomischen Bereiche, die mit den verwendeten Restriktionsenzymen nachgewiesen wurden,
entsprachen. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, da3 die Charakterisierung der flankierenden
Sequenzen eine wichtige Ergidnzung der molekularen Analyse der transgenen Linien darstellt.
Fiir vier von 128 transgenen Linien (3%) ergab die Untersuchung der die T-DNA flankierenden
Bereiche Hinweise auf Translokationen. Fiir jede dieser Linien konnten zwei unterschiedliche
iPCR-Fragmente amplifiziert werden, die auf verschiedenen Chromosomen Kkartierten.
Allerdings kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden, dal} in
diesen transgenen Linien Partialintegrationen von Bordersequenzen vorlagen. Durch genetische
Kartierungsexperimente konnte die Pridsenz von Translokationen nachgewiesen werden.
Interessanterweise wiesen drei der vier Linien T-DNAs in invertierter Orientierung auf (vergl.
3.2.3.9).

In einer Studie von Gheysen et al. (1987) wurde ein T-DNA Integrationsvorgang beschrieben,
der zu einer 158 bp Duplikation im Tabakgenom fiihrte. Eine parazentrische Translokation
(Laufs et al., 1999) und eine komplexe chromosomale Veridnderung, die eine Translokation und
eine Deletion aufwies (Nacry et al., 1998), wurden durch die Analyse von Integrationen
komplexer T-DNA Loci in Arabidopsis nachgewiesen.

In der vorliegenden Studie wurde in 121 transgenen Linien mit einer intakten T-DNA Kopie
lediglich in einem Fall ein Hinweis auf eine Translokation gefunden. Andererseits wurden in drei
von sieben Transformanten, die zwei T-DNAs in invertierter Orientierung an einem Locus
aufwiesen, Evidenzen fiir Translokationen nachgewiesen. Dies deutet darauf hin, da} dieses
Phidnomen in T-DNA-Einzelkopie Pflanzenlinien sehr selten auftritt; das Vorliegen mehrerer T-
DNAs im Genom scheint hingegen solche Rekombinationsereignisse zu begiinstigen.

Bei der Agrobakterien vermittelten Transformation kommt es hdufig zu mehreren T-DNA
Insertionen, sowohl vollstindige als auch unvollstindige T-DNAs werden in das Genom
integriert (Jorgensen et al., 1987, Koncz et al., 1994, De Neve et al., 1997). Durch eine
eingehende molekulare Analyse der Pflanzenlinien wurden in der hier vorgelegten Studie
multiple und verkiirzte T-DNA Integrationen weitgehend identifiziert. Diese Transformanten
wurden von weiteren Experimenten ausgeschlossen. Limitiert wird die Analyse unter anderem
durch die Tatsache, daB kleine Partialintegrationen der LB- bzw. der RB-Sequenzen nicht zu
erkennen sind. Fiir zwei transgene Linien konnten durch iPCR Analysen kleine
Partialintegrationen der LB- bzw. RB-Sequenzen zusitzlich zu einer intakten T-DNA Kopie
nachgewiesen werden (vergl. 3.2.3.4). Dieses Ergebnis unterstreicht die Notwendigkeit, bei der
Charakterisierung von Insertionsmutanten sicherzustellen, daf3 die Mutation durch eine T-DNA

Integration bedingt ist und nicht durch andere chromosomale Verianderungen.
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4.2.1 Molekulare Sequenzanalyse der T-DNA Integrationen in A. thaliana

Zur Sequenzanalyse der T-DNA Integrationen wurden ausschlieflich die Transformanten
verwendet, deren ermittelten Integrationsorte fiir beide Bereiche, die die T-DNA flankierten,
bestitigt werden konnten. Die Sequenzen der PCR-Produkte, die T-DNA und Pflanzen-DNA
umfaliten, wurden ermittelt und mit der Sequenz der zur Transformation verwendeten bindren T-
DNA Vektoren bzw. der Pflanzen-DNA vor erfolgter Integration verglichen.

Studien in Agrobacterium tumefaciens zeigten, dal es im Verlauf des T-DNA
Integrationsprozesses zu einem strang- und posititionsspezifischem Schneiden innerhalb der
rechten und linken direkten Sequenzwiederholungen der T-DNA Border (RB und LB) kommt
(Albright et al., 1987, Wang et al., 1987, Diirrenberger et al., 1989). Aufgrund der
Schnittstellenpositionen (Pansegrau und Lanka, 1991) sollten vollstindig in das Pflanzengenom
integrierte T-DNAs, der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten T-DNA-Vektoren, 2 bp der 24
bp langen RB und 22 bp der 24 bp umfassenden LB aufweisen.

Die Sequenzanalysen ergaben fiir die im A. thaliana Genom integrierten T-DNA Borderbereiche
eine Einteilung in zwei Klassen (vergl. Abb. 3.4 und 3.5). Klasse eins enthielt, zuziiglich der
angrenzenden T-DNA Bereiche, Sequenzen der LB bzw. der RB. Klasse zwei enthielt keine LB-
bzw. RB-Sequenzen und zeigte zudem in den meisten Féllen Deletionen der angrenzenden T-
DNA Bereiche. Die Sequenzanalyse der LB bzw. der RB ergab fiir 86% bzw. 25% der
Transformanten eine Einteilung in Klasse eins, wobei 23% bzw. 18% der Transformanten
Borderendpunkte enthielten, die genau den 22 bp der LB bzw. den 2 bp der RB entsprachen. Die
Deletionen in den angrenzenden T-DNA Borderbereichen variierten fiir den LB Bereich von
einem bis 242 bp und fiir den RB Bereich von einem bis 165 bp. Beriicksichtigt man die geringe
Linge der RB, war die Integrationsgenauigkeit an der LB und der RB vergleichbar hoch. In den
meisten transgenen Linien waren kleinere Deletionen zu beobachten.

Zur Erkldrung von Deletionen innerhalb der Borderendbereiche der T-DNA und von verkiirzten
T-DNAs wurde angenommen, daf} die Prisenz borderdhnlicher Sequenzen zu einer inkorrekten
Prozessierung der T-DNA fiihrt (Lijsebettens et al., 1986, Deroles et al., 1988). T-DNA Briiche
im Verlauf des Integrationsprozesses, die durch mogliche Homologien des Pflanzengenoms und
des entsprechenden T-DNA Bereichs zustande kommen konnen, wurden ebenfalls postuliert
(Gheysen et al., 1990). In den vorliegenden Untersuchungen wurde jedoch eine zufillige
Verteilung der Deletionen innerhalb der Borderbereiche beobachtet (vergl. Abb. 3.4 und 3.5).
Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse unterstiitzen die Modellvorstellung von T-
DNA Briichen im Verlauf des Integrationsprozesses.

Untersuchungen in Tabak und Arabidopsis an 11 T-DNA-Einzelkopie Pflanzen (Gheysen et al.,
1991, Mayerhofer et al., 1991, Matsumo et al., 1990, Ohaba et al., 1995) ergaben fiir 82% (LB)
bzw. 91% (RB) der Endbereiche eine Einteilung in Klasse I, in 9% (LB) bzw. 45% (RB) der
Fille wurden keine Deletionen beobachtet. Anhand dieser Daten und dhnlicher Analysen wurde

abgeleitet, da} die RB préziser als die LB in das Pflanzengenom integriert (Zambryski et al.,
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1982, Hiei, et al., 1994, van der Graaf et al., 1994, Tinland et al., 1995). Der hier vorgelegte
wesentlich umfangreichere Datensatz unterstiitzt dies nicht.

Die Analyse des Verbindungsbereiches T-DNA/Pflanzen-DNA (vergl. Tabelle 3.5) ergab, daf}
unprizise Verbindungen, die zusitzliche DNA Sequenzen (filler DNA) oder nicht eindeutig der
T-DNA oder Pflanzen DNA zuzuordnende Nukleotide (identische Nukleotide) fiir 86% (LB)
bzw. 95% (RB) der transgenen Linien beobachtet werden konnten. In 58%/60% (LB/RB) der
Verbindungsbereiche konnten filler DNA Sequenzen ermittelt werden, die zu 81% (LB) bzw.
73% (RB) eine Lange von 3 bis 40 bp aufweisen. Identische Nukleotide zwischen T-DNA und
Pflanzen-DNA bestanden sowohl fiir den relativ zur T-DNA rechten und linken
Verbindungsbereich mit 38% (LB) bzw. 25% (RB) in Form von ein bis sechs bp, wobei die
meisten (68% LB/78% RB) eine Linge von ein bzw. zwei bp aufwiesen.

Das Vorkommen unpréziser Verbindungsbereiche T-DNA/Pflanzen-DNA wurde bereits fiir
einige transgene Linien beschrieben (Matsumo et al., 1990, Mayerhofer et al., 1991, Gheysen et
al., 1991, Ohaba et al., 1995). Die Untersuchung von elf Transformanten konnte fiir zwei
Verbindungsbereiche filler DNA nachweisen. In drei Féllen konnten identische Nukleotide
nachgewiesen werden. Eine prizise Verbindung zwischen T-DNA und Pflanzen-DNA lag in
zehn Verbindungsbereichen vor. Der hier ermittelte Datensatz erlaubte anhand von 73
transgenen Linien erstmals eine Abschidtzung der Hiufigkeit priziser und unpréziser
Verbindungsbereiche.

In der Studie von Gheysen et al. (1991) wurde das Zustandekommen von filler Nukleotiden
dadurch erklért, daB an der Integrationsstelle eine zuféllige Addition von Nukleotiden erfolgt.
Alternativ wurde ein komplexer Reparaturprozel mit T-DNA oder Pflanzen-DNA als Matrize
vorgeschlagen. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen konnten fiir
langere filler DNAs (>20 Nukleotide) keine Homologien zum Pflanzengenom oder zu T-DNA
Vektoren nachgewiesen werden. Dies unterstiitzt das Modell, in dem die zufillige Addition von
Nukleotiden an der Integrationsstelle angenommen wird.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Deletionen des genomischen Integrationsorts in 93% der
Transformanten mit einer Ldnge von zwei bis 960 bp ermittelt werden. Lediglich fiir zwei
transgene Linien konnte keine Deletion ermittelt werden. Fiir drei Transformanten konnte ein
Nukleotid nicht eindeutig dem rechten oder linken T-DNA flankierenden genomischen Bereich
zugeordnet werden. Die Hiufigkeit von Deletionen innerhalb der Integrationsstelle der T-DNA
im Pflanzengenom ist konform mit Ergebnissen friiherer Studien (Matsumo et al., 1990,
Mayerhofer et al., 1991, Gheysen et al., 1991).
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4.2.2 Analyse der chromosomalen Verteilung integrierter T-DNAs

Zur Analyse der Verteilung integrierter T-DNAs entlang der A. thaliana Chromosomen wurden
ausschlieBlich Einzelkopie-Transformanten verwendet, deren ermittelte Integrationsorte fiir
beide die T-DNA flankierenden genomischen Bereiche bestétigt werden konnten und die Linien,
die fiir einen T-DNA flankierenden Bereich Ti-Plasmidsequenzen und fiir den anderen bestitigte
genomische Bereiche aufwiesen.

Die ihm Rahmen dieser Arbeit untersuchten A. thaliana T-DNA-Einzelkopie Pflanzen zeigten
vergleichbar zu Untersuchungen in Crepis capillaris (Ambros et al., 1986), Tomate (Ghyi, et al.,
1986), Petunia (Wallroth et al., 1986) und Arabidopsis (Liu et al. 1995, Smith et al., 1996,
Azpiroz-Leehan und Feldmann, 1997) eine Verteilung der T-DNA Integrationen entlang der
Chromosomen (vergl. Abb. 3.7).

Es wurde auflerdem untersucht, ob die T-DNAs in Genen oder in repetitiven Elementen
vorlagen. Eine von 105 kartierten T-DNAs lag in rDNA-Sequenzen vor, wihrend zwei Linien in
mobilen Elementen integriert waren (Tabelle 3.8, 3.9). Die Ermittlung von chromosomalen Loci
war fiir zwei dieser T-DNA Integrationen nicht méglich, da die Haufigkeit dieser Elemente eine
eindeutige Kartierung aufgrund von Sequenzhomologie nicht zulie. Mobile Elemente machen
10% des Arabidopsis-Genoms aus, wihrend weitere 10% des Genoms aus in tandem
organisierten repetitiven Elementen bestehen (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Dies
zeigt eindeutig, dal T-DNA Integrationen in repetitiven Bereichen des Arabidopsis-Genoms
unterrepriasentiert waren.

In Genbereichen konnten 30% der T-DNA Integrationen detektiert werden (vergl. Tab. 3.8). In
nicht-repetitiven Segmenten des Genoms entsprechen ca. 40% der Sequenzen den kodierenden
Bereichen (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Damit wich die Haufigkeit der T-DNA
Integrationen in intergenischen bzw. genischen Regionen nur geringfiigig von der Verteilung

dieser Bereiche im Arabidopsisgenom ab.

4.3 Die Analyse der Reportergenexpression

4.3.1 A. thaliana Transformanten, die vor dem 35S CaMV Promotor der
Reportergenkassette 35S::GUS::0cs3' repetitive Elemente tragen, weisen eine

einheitlich hohe Expression auf

Durch genetische und molekulare Analysen konnten insgesamt 26 T-DNA Einzelkopielinien in
A. thaliana erhalten werden, die unmittelbar benachbart zu einem chiméren B-Glucuronidasegen
verschiedene repetitive Elemente trugen (GUS Ixr repeat). Die Analyse der GUS-

Reportergenaktivitit ergab, daf} diese Transformanten eine einheitlich hohe und iiber mehrere
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Generationen stabile GUS-Aktivitdt und Expression aufwiesen (s. 3.3.1.). Die in den T-DNAs
vorliegenden repetitiven Elemente unterscheiden sich sowohl in der Linge (360 bp — 4000 bp)
als auch in der Kopienzahl (50 — 5500), in der sie im Arabidopsisgenom vorliegen. Einige der
Elemente sind in tandem organisiert (pAL, 500, Sall rDNA Spacer), andere kommen verteilt in
den Centromerregionen vor (163, 164) (pAL und 500: Martinez-Zapater et al., 1986, Simoens et
al., 1988, 163 und 164: Thompson et al., 1996, Sall rDNA Spacer: Gruendler et al., 1991).
Trotzdem konnte fiir keines der verschiedenen repetitiven Elemente ein EinfluB auf die
Reportergenaktivitit nachgewiesen werden (vergl. Tab. 3.12), in allen Féllen war die
Genexpression vergleichbar hoch wie in transgenen Pflanzen, die lediglich die 35S::GUS::o0cs3'
Reportergenkassette (M. Gils, 2000) trugen (vergl. Abb. 3.9 und 3.10).

Es wurden Kreuzungen von Transformanten vorgenommen, deren T-DNAs vor dem 35S CaMV
Promotor des GUS-Reportergens unterschiedliche repetitive Elemente aufwiesen. GUS-
Aktivitdtsmessungen der F1 Nachkommenschaft zeigten ebenfalls in allen untersuchten Fillen
eine einheitlich hohe GUS-Aktivitdt, die vergleichbar hoch war wie die homozygoter
Transformanten mit einer 35S::GUS::ocs3' Reportergenkassette (vergl. Abb. 3.17). Ebenso hohe
Werte wurden in Expressionsanalysen von F1 Nachkommenschaften von Kreuzungen zweier
GUS 1x Transformanten gefunden (D. Schubert, unveroffentlicht).

In Drosophila wurde ein Zusammenhang zwischen der chromosomalen Umgebung und der
Expression eines Gens nachgewiesen. Integriert ein Gen durch Translokation in oder in die Nihe
einer heterochromatischen Region, wurde keine oder eine variegierende Expression beobachtet
(zusammengefallt in Reuter und Spierer, 1992). Dieses als PEV (,,Position-Effekt-Variegation*)
bezeichnete Phinomen besitzt auch eine reduzierende Wirkung auf homologe Sequenzen in
trans (Martin-Morris et al., 1997, Donaldson und Karpen, 1997). Wird z.B. einer der brown-Loci
in Drosophila durch Translokation in eine heterochromatische Region iiberfiihrt, so kommt es
auch zum Silencing einer homologen Kopie des Gens im Euchromatin (Dorer und Heninkoff,
1997). Es wurde die Modellvorstellung entwickelt, dal eine Paarung homologer DNA-
Sequenzen zur Induktion von Heterochromatindoménen fiihren kann.

Da die einheitliche, hohe und iiber mehrere Generationen stabile GUS-Aktivitit des
Reportergens der GUS 1xr repeat Transformanten keinen Unterschied im Vergleich zu GUS 1xr
Transformanten aufwies, scheinen die untersuchten repetitiven Elemente, die in Arabidopsis im
Heterochromatin vorliegen, keinen Einflu auf die Reportergenexpression zu haben. Die
Modellvorstellung, daf} es durch die Paarung homologer DNA Sequenzen zu einer Induktion von
Heterochromatin kommt, konnte daher in A. thaliana bis jetzt nicht nachgewiesen werden.

In einer Untersuchung von Borisjuk et al. (2000) in Tabak wurde eine Korrelation zwischen dem
Vorhandensein der cis-agierenden aps Sequenz (amplification-promoting sequence) des
ribosomalen Tabak Spacer und einer Stimulation der Amplifikation und Expression heterologer
benachbarter Gene beobachtet. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete A. thaliana tDNA Sall
Spacer rief dagegen in den Transformanten GUS 1xr rDNA keine Amplifikation des
benachbarten GUS-Reportergens hervor. Auch die Expression des benachbarten Transgens blieb

unbeeinfluft.
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Die einheitliche GUS-Expression der im Rahmen dieser Arbeit analysierten 26 Transformanten
ist zudem unbeeinflut von der Position der integrierten T-DNA (vergl. Abb. 3.7). Dies deutet
darauf hin, da} ein Effekt der chromosomalen Umgebung auf die Reportergenaktivitit in A.
thaliana T-DNA Transformanten vernachlidssigbar gering ist. Einen weiteren Hinweis auf die
untergeordnete Rolle des Positionseffektes bei T-DNA Transformanten in A. thaliana geben
Reportergen-Expressionsanalysen von Transformanten, deren T-DNAs in oder in der Nihe eines
repetitiven Elementes integriert vorliegt (vergl. Tabelle 3.9 und Kap. 3.3). Fiir diese
Transformanten wurde eine dhnlich hohe Reportergenaktivitdt wie fiir transgene Linien mit dem
gleichen Reportergen nachgewiesen, in denen die T-DNA in anderen Genompositionen integriert

war.

4.3.2 Die GUS-Aktivitit der fiir die T-DNA der Reportergenkassette GUS Ixr
repeat hemizygoten Transformanten ist im Vergleich zu homozygoten um die
Hiilfte reduziert

Die Gegeniiberstellung der GUS-Aktivitits-Mittelwerte der fiir die T-DNA homozygoten
Transformanten GUS 1xr repeat und der hemizygoter Linien ergab, da3 homozygote Pflanzen
eine ca. doppelt so hohe GUS-Aktivitit aufwiesen wie hemizygote (vergl. Tab. 3.12 und 3.13).
Damit trug jede Reportergenkopie in gleichem Malle zur Genexpression bei. Daher kann von
einem additiven Dosiseffekt ausgegangen werden, wie er z.B. auch in einer Studie von Hobbs e?
al. (1993) beschrieben wurde.

Die Verringerung der GUS-Aktivititen, die fiir fiinf Wochen alte homo- und hemizygote GUS
Ixr repeat Transformanten im Vergleich zu zwei und acht Wochen alten Pflanzen beobachtet
wurde, ist vermutlich auf Verdnderung der Wachstumsbedingungen zuriickzufiihren. Nach
zweiwochigem Wachstum in axenischer Kultur unter Langtagbedingungen wurden die Pflanzen
in Erde gesetzt und Kurztagbedingungen ausgesetzt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen anhand einer groen Anzahl transgener Pflanzen eine
einheitliche hohe und iiber mehrere Generationen stabile GUS-Aktivitidt und einen additiven
Gendosiseffekt. Die Ergebnisse stehen in Einklang mit Studien an einer geringeren Anzahl an
Transformanten, die eine Kopie des GUS-Gens in der T-DNA aufwiesen (B. Lechtenberg, 1999,
D. Schubert, 1999, M. Gils, 2000). Diese FErgebnisse widersprechen jedoch friiheren
Untersuchungen in Arabidopsis, Tabak und Petunia, die eine starke Variabilitit zwischen
einzelnen Transformanten eines Transformationsexperiments beschrieben (z.B. Jones et al.,
1985, Nagy et al., 1985, Czernilofsky et al., 1986, Lawton et al., 1987, Odell et al., 1987, Dean
et al, 1988, Williamson et al., 1989, Holtorf et al., 1995, Meza, et al., 2001). Holtorf et al.
(1995) ermittelte in Arabidopsis anhand 22 transgener Pflanzen, die mit einer CaMV 35S GUS-
Reportergenkassette  transformiert ~worden  waren, starke Variabilititen in  der

Reportergenexpression zwischen einzelnen Transformanten. Die transgenen Pflanzen wiesen
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GUS-Aktivitaten auf, die sich maximal um einen Faktor von 2500 unterschieden. In diesen
Studien wurde jedoch entweder keine oder nur eine ungenaue Analyse der T-DNA Kopienzahl
durchgefiihrt, wihrend die hier gezeigten Daten ausschlieBlich fiir Einzelkopie-Transformanten
erarbeitet wurden. Daher lassen die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen den Schluf}
zu, daf} eine stabile und einheitlich hohe Expression von Transgen in Arabidopsis thaliana an das
Vorliegen von T-DNAs in Einzelkopie gekniipft ist.

Die Unterschiede zu friiheren Studien lassen sich jedoch nicht ausschlieBlich auf eine fehlende
oder ungenaue Analyse der T-DNA Kopienzahl zuriickfiihren, da andere Spezies wie Petunia
und Tabak im Vergleich zu A. thaliana groere Genome mit einem héheren Anteil an repetitiver
DNA besitzen. Daher kann die Moglichkeit bestehen, da3 die chromosomale Umgebung einer T-
DNA Integration in anderen Pflanzenspezies, im Gegensatz zu den vorgestellten Untersuchungen
in Arabidopsis thaliana, eine wichtige Rolle bei der Regulation der Reportergenexpression
spielen kann.

4.3.3 Untersuchungen der Silencing-Phinomene von A. thaliana Transformanten,

die mehr als zwei Kopien des GUS-Reportergens besitzen

In vorherigen Studien zur Transgen-Expression in A. thaliana wurde festgestellt, dal} transgene
Linien, die drei oder mehr Kopien des B-Glucuronidasegens trugen, eine stark reduzierte GUS-
Expression aufwiesen (B. Lechtenberg, 1999, D. Schubert, 1999, M. Gils, 2000).

Hemizygote Pflanzen, deren T-DNA die GUS-Reportergenkassette in zweifacher Kopie (GUS
2x) enthielt, besaen eine zu homozygoten GUS 1x T-DNA Linien vergleichbar hohe und
einheitliche Aktivitdt. Homozygote Pflanzen, deren T-DNA das Konstrukt GUS 2x trug, zeigten
eine variable GUS-Expression, wobei einige Pflanzen hohe und andere niedrige Enzymaktivitit
aufwiesen. Enthielten die transgenen Pflanzen in ihrer T-DNA drei Kopien der GUS-
Reportergenkassette (GUS 3x), wurde in den homozygoten und hemizygoten Pflanzen eine im
Vergleich zu GUS 1x T-DNA Linien 1000fache Verringerung der GUS-Aktivitit beobachtet.
Weiterhin konnte fiir Pflanzen, die drei oder mehr Kopien des GUS-Reportergens trugen, ein
Abfall der Expression im Verlauf der Entwicklung ermittelt werden. PTGS wurde als
Mechanismus dieser Reportergenreduktion vorgeschlagen (D. Schubert, 1999, M. Gils, 2000).
Zur Erkldarung von PTGS in Pflanzen wurden mehrere Modelle vorgeschlagen. Einerseits wurde
eine direkte DNA-DNA Wechselwirkung postuliert, bei welcher homologe Sequenzbereiche
paaren (zusammengefalit in Selker, 1997, 1999), andererseits wurde vermutet, dal das Erreichen
eines bestimmten Schwellenwertes an mRNA, zum Abbau der Transgen-mRNA fiihrt
(,,Threshold“-Hypothese, Lindbo et al., 1993, Dehio und Schell, 1994, Que et al., 1997).

Zur Kliarung der Frage, ob DNA-DNA Wechselwirkung durch homologe Sequenzbereiche eine
Rolle spielt, wurden im Rahmen dieser Arbeit Experimente mit Transformanten durchgefiihrt,

die promotorlose GUS-Reportergene aufwiesen. Kreuzungen solcher Pflanzen wurden mit
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Transformanten durchgefiihrt, deren T-DNAs ein, zwei oder drei Kopien des GUS-Gens (GUS
1x, GUS 2x und GUS 3x) unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors enthielten (D. Schubert,
1999, M. Gils, 2000). Den Untersuchungen der Genxpression in der F1 Nachkommenschaft
wurden Daten gegeniibergestellt, die mit Hilfe transgener Pflanzen gewonnen wurden, die GUS-
Gene in verschiedener Anzahl unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors enthielten. Es
konnte eindeutig nachgewiesen werden, daf} die ermittelte GUS-Aktivitdtshohe lediglich von der
Anzahl der Reportergenkassetten mit Promotor abhing (s. 3.3.1.6). Gleiches galt fiir
Transformanten, deren T-DNA 35S::GUS::ocs3' und GUS::ocs3' Reportergenkassetten
enthielten. Diese Ergebnisse sind konform mit Studien von Waterhouse et al., 1998 und Wang et
al., 1998, die ebenfalls keine Verdnderung der GUS-Aktivitit durch die Anwesenheit
promotorloser GUS-Reportergene in transgenen Tabak- bzw. Reispflanzen zeigen konnten.
Anhand dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dal das Modell der DNA-DNA
Wechselwirkung homologer Sequenzbereiche zur Auslosung von PTGS fiir A. thaliana
Transformanten mit drei oder mehr Kopien des GUS-Reportergens keine Anwendung findet. In
diesem Zusammenhang ist es wichtig zu erwihnen, dall in einer vorausgegangenen Studie
ermittelt werden konnte, daB3 die Einfiihrung zusitzlicher, homologer Promotorsequenzen
ebenfalls nicht zu einer Reduktion der Transgenexpression fiihren (B. Lechtenberg, 1999). Dies
deutet darauf hin, daf} in transgenen Arabidopsispflanzen mit drei oder mehr Kopien des GUS-
Reportergens das Erreichen eines Schwellenwertes der Transkriptmenge die Induktion von Gen-
Silencing hervorruft (,,Threshold-Hypothese®, Lindbo et al., 1993, Dehio und Schell, 1994,
Metzlaff et al., 1997, Que et al., 1997, Elmayan et al., 1998).

4.3.4 Expressionsstudien des GFP (green fluorescent protein) Reportergens in A.

thaliana

Um vergleichbare und allgemeine Aussagen iiber die Regulation von Reportergenen in
Arabidopsis thaliana zu erhalten, ist es von Bedeutung, die Expression mehrerer Reportergene
zu untersuchen. Dadurch soll ausgeschlossen werden, dal es sich bei den beobachteten
Prozessen um Vorginge handelt, die lediglich fiir ein bestimmtes Transgen spezifisch sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 8 Transformanten etabliert, die eine intakte Kopie des GFP-
Reportergens trugen. Im Vergleich der GFP 1x Transformanten wurde deutlich, dafl die
ermittelten relativen Fluoreszenzen und Expressionen nur geringfiigig voneinander abwichen.
Die Orientierung der Reportergenkassette relativ zur T-DNA hatte keinen Einflu3 auf die
Expression des Reportergens (vergl. Abb. 3.26 und 3.28). Positionseffekte scheinen keine Rolle
zu spielen (s.o0.), da die Reportergene an verschiedenen Orten im A. thaliana Genom integriert
sind (vergl. Abb. 3.7).

Wie unter 3.3.2.2 aufgefiihrt, wiesen die fiir die T-DNA hemizygoten Pfanzen der

Transformanten GFP 1x eine im Vergleich zur Expression homozygoter Transformanten um die
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Hilfte reduzierte Reportergenaktivitit auf. Diese positive Korrelation zwischen ein- bzw.
zweifacher Kopienzahl der GFP-Reportergenkassetten und der Reportergenexpression ist
vergleichbar zu der, die fiir das GUS-Reportergen beobachtet wurde (diese Arbeit, D. Schubert,
1999, M. Gils, 2000). Auch fiir das GFP-Transgen konnte der Vergleich homo- und hemizygoter

Pflanzen einen additiven Gendosiseffekt nachweisen.

4.3.5 Expressionsstudien von Transformanten, die zwei T-DNAs in invertierter

Orientierung an einem Locus aufweisen

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Transformanten identifiziert werden, die zwei T-DNAs
in invertierter Orientierung an einem Locus aufwiesen und folglich homozygot jeweils vier
Reportergenkassetten enthielten. Die Transformante GUS 1xr rDNA 101 enthilt vier GUS-
Reportergenkassetten und die Transformante mGFP 1xr 127 enthdlt vier GFP-
Reportergenkassetten (vergl. Abb. 3.3).

Fiir die homozygote Linie GUS 1xr rDNA 101 konnte eine uneinheitliche GUS-Aktivitit in der
Nachkommenschaft mit hoch- und niedrigexpremierenden Pflanzen ermittelt werden. Die
Expression nahm im Verlauf der Entwicklung ab. Die hemizygoten Pfanzen wiesen dagegen eine
hohe und einheitliche GUS-AKktivitit auf. Diese entsprach der Aktivitit, die in den GUS 1x und
GUS Ixr repeat Transformanten ermittelt wurde (vergl. 3.3.1.5). Diese Ergebnisse wurden auch
in weiteren Transformanten beobachtet (SPT/GUS f 102, B. Lechtenberg, 1999, GUS 1xf 57, M.
Gils, 2000). Auch in diesen Fillen lagen die T-DNAs in invertierter Orientierung an einem
Locus vor (B. Lechtenberg, unversffentlicht).

In einer Studie von D. Schubert (1999) wurden Transformanten untersucht, deren T-DNAs zwei
GUS-Reportergenkassetten enthalten. Die dort ermittelten GUS-Aktivititen der fiir die T-DNA
homozygoten und hemizygoten Pflanzen sind mit den Aktivititen der T-DNA Linie GUS 1xr
rDNA 101 konform. Folglich ist die Reduktion der GUS-Aktivitit in der fiir die T-DNA
homozygoten GUS 1xr rDNA 101 Transformante nur durch die Erhohung der
Reportergenkopienzahl bedingt. F1 Nachkommen der Kreuzung der Transformante GUS Ixr
rDNA 101 und GUS Ix Transformanten enthielten drei GUS-Reportergene und eine
vergleichbare GUS-Aktivitit wie die fiir die T-DNA hemizygoten GUS 3x Transformanten (drei
GUS Reportergene). Konforme Ergebnisse wurden in der Bestimmung der GUS-Aktivitit der F1
Nachkommenschaft von Kreuzungen zwischen GUS 1x und GUS 2x Transformanten erhalten
(D. Schubert, unveroffentlicht). Die Ergebnisse einer Inaktivierung von Transgenen durch das
Vorliegen mehrerer Kopien stehen im Einklang mit fritheren Untersuchungen, die dieses
Phénomen in Einzelfillen beobachteten (z.B. Linn et al., 1990, zusammengefallt in Jorgensen,
1990, Flavell, 1994).

Fiir die homozygote mGFP 1xr 127 Transformante konnte eine eindeutig hohere relative GFP

Fluoreszenz und GFP Expression im Vergleich zu anderen fiir die T-DNA homozyoten mGFP
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Ix Transformanten ermittelt werden. Die relative Fluoreszenz und GFP Expression der
hemizygoten mGFP 1xr 127 Pflanzen entsprach der fiir die T-DNA GFP 1x homozygoten
Transformanten (vergl. 3.3.2.3). Damit konnte fiir transgene Linien mit GFP Reportergenen
unter der Kontrolle des 35S CaMV Promotors ein additiver Gendosiseffekt nachgewiesen
werden.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dal die Transgenexpression von Transformanten, die T-
DNAs in invertierter Orientierung enthalten, ausschlieBlich durch die Kopienzahl des
Reportergens bedingt war. Die Orientierung der Reportergenkassetten zueinander hatte dagegen
keinen EinfluB auf die Reportergenaktivitit. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen
anderer Studien, die fiir Reportergene in invertiert vorliegenden T-DNAs ausgeprégtes Silencing
beobachteten (Stam et al., 1997, 1998, 2000).

Northern Blot Analysen von homozygoten SPT 1x und SPT 2x Transformanten (vergl. M. Gils,
2000) ergaben ebenfalls keine Expressionsreduktion durch die FErhohung der SPT
Reportergenkopienzahl von zwei auf vier. Das Vorliegen von zwei T-DNAs in invertierter
Orientierung an einem Locus konnte fiir die Transformante SPT 1xr 83 mittels iPCR Analysen
im Verlauf dieser Arbeit nachgewiesen und durch Southern Blot Analysen (D. Schubert,
unverdffentlicht) bestitigt werden.

Dies deutet darauf hin, daB in A. thaliana unterschiedliche Korrelationen fiir das Reportergen
GUS und fiir die Reportergene GFP und SPT zwischen der Reportergenkopienzahl und der
beobachteten Expression bestehen. Die Erhohung der Reportergenkopienzahl von zwei auf vier
bewirkt fiir das GUS-Reportergen eine Verringerung der GUS-Expression. Fiir das GFP-
Reportergen bewirkt die Erhohung der Reportergenkopienzahl von zwei auf vier die Erhohung
der Expression und beinhaltet daher einen additiven Gendosiseffekt. Fiir SPT-Reportergene
konnte ebenfalls kein Silencing durch die Erhohung der Kopienzahl von zwei auf vier
nachgewiesen werden (M. Gils, 2000).

Die beobachteten Unterschiede des FEinflusses der Transgen-Kopienzahl auf das
Expressionsmuster von GUS-, GFP- und SPT-Reportergenkassetten konnten durch die
Zusammensetzung der kodierenden Sequenz begriindet sein, da der einzige Unterschied in
diesen Bereichen zu finden ist. Diese unterscheiden sich durch den GC-Gehalt und die Linge der
Transkripte. Denkbar wire auch ein Einflufl spezifischer Sequenzbereiche auf die Regulation der

Transgen-Expression.

4.3.6 Studien zur antisense Suppression in A. thaliana

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in transgenen Pflanzen mittels GUS-Aktivititstests und
Northern Blot Analysen der Zusammenhang zwischen der Einfiihrung eines GUS-Reportergens
in antisense Orientierung und einer Genreduktion von GUS-Reportergenen in sense Orientierung
nachgewiesen werden.
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Fir Transformanten, deren T-DNAs 35S::GUS:ocs3' und 35S::GUS-AS::0cs3'
Reportergenkassetten (GUS S/AS f) enthielten, konnte im Vergleich zu GUS 1x Transformanten
eine bis zu 2000fache Verringerung der GUS-Aktivitidt nachgewiesen werden (vergl. Abb. 3.21
und 3.22). Gleiches galt fiir die F1 Nachkommen der Kreuzungen einer Transformante, deren T-
DNA eine 35S::GUS-AS::0ocs3" Reportergenkassette trug, und Transformanten, deren T-DNA
ein, zwei bzw. drei 35S::GUS::ocs3' Reportergenkassetten enthielten (vergl. Abb. 3.23 und
3.24). Die Expressionsreduktion der F1 Kreuzungsnachkommen durch die Einfiihrung eines
GUS-Reportergen in antisense Orientierung, ist folglich unabhingig von der Zahl der GUS-
Reportergene in antisense/sense Orientierung und von dem Vorliegen der sense bzw. antisense
GUS-Reportergene in cis oder trans. Im Vergleich zu homozyoten GUS 1xr sense
Transformanten war die Expression in homozygoten Transformanten, die eine Kopie der
Reportergenkassette 35S:GUS AS::ocs3' trugen, deutlich reduziert (vergl. Abb. 3.25). Diese
Ergebnisse zeigen eindeutig, dal die antisense Molekiile nicht in stochiometrischer Menge
vorliegen miissen, um die Suppression der sense Gene zu bewirken.

In zwei Wochen alten Pflanzen konnte im Vergleich zu Transformanten, deren T-DNAs drei
GUS-Reportergenkopien in sense Genorientierung erhalten, sowohl fiir die GUS S/AS f
Transformanten als auch fiir die F1 Kreuzungsnachkommen eine drastische Reduktion der GUS-
Aktivitdt ermittelt werden. Die Inaktivierung der GUS-Transgene der GUS 3x Transformanten
erfolgte im Verlauf der Entwicklung, welches zu einem sukzessiven Abfall der
Reportergenaktivitdt fiihrt. In acht Wochen alten Pflanzen konnte jedoch nur noch ein
geringfiigiger Unterschied zwischen der GUS-Aktivitidt der GUS 3x Transformanten und den
GUS S/AS f Transformanten bzw. der F1 Kreuzungsnachkommen ermittelt werden. Antisense
Suppression zeigt daher einen wesentlich friiheren Zeitpunkt der Reportergeninaktivierung als
PTGS.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen erstmals systematisch, dal die antisense Suppression im
Vergleich zum PTGS der GUS 3x sense Transformanten einen fritheren Zeitpunkt der
Inaktivierung aufweist. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit Untersuchungen, die anhand
phénotypischer Analysen der Bliiten in Petunia (Jorgensen et al., 1996, Que et al., 1998, Stam et
al., 2000) stirkere antisense Suppression in antisense Chs Transformanten als PTGS in sense
Chs Transformanten ermitteln konnten. Vergleichbare Ergebnisse wurden in Studien des GUS-
Reportergens in Tabak und Reis erhalten (Waterhouse et al., 1998, Wang et al., 2000).

Zur Erkldrung der antisense Suppression wurde angenommen, daf3 es zur RNA-RNA Interaktion
im Cytoplasma kommt, die dann durch doppelstrangspezifische RNasen abgebaut wird. Eine
koordinierte Eliminierung von sense- und antisense-RNAs wurde bereits in einigen Studien
nachgewiesen (Hall et al., 1993, Hamilton et al., 1990, Sheedy et al., 1988, Smith et al., 1988).
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurden Untersuchungen zur T-DNA Integration und der Regulation
der Transgenexpression in Arabidopsis thaliana durchgefiihrt.

Fiir eine groB3e Zahl von T-DNA-Einzelkopie Pflanzen konnte die T-DNA Integration detailliert
charakterisiert werden. Die Analyse ergab, dall in den meisten Fillen kleinere Deletionen der
Bordersequenzen und der angrenzenden T-DNA Bereiche vorlagen. Dies galt sowohl fiir die
Sequenzen in den linken wie auch den rechten T-DNA Borderregionen. Ebenso wurden in fast
allen untersuchten transgenen Linien Deletionen, die bis zu 960 bp umfaliten, innerhalb der
Integrationsstellen des Pflanzengenoms nachgewiesen. In den Verbindungsbereichen zwischen
T-DNA und Pflanzen-DNA waren in der Regel zusitzliche kurze Sequenzen unbekannter
Herkunft inseriert. Die Kartierung der T-DNA Integrationsorte ergab eine Verteilung entlang der
Chromosomen, dabei lagen 30% der Insertionen in Genen vor. T-DNA Integrationen in
repetitiven Sequenzen wurden in lediglich 3% der studierten Linien nachgewiesen, damit konnte
eine klare Insertionspréferenz der T-DNA in nicht-repetitive Genombereiche belegt werden.

Die Expressionsanalysen ergaben fiir 34 transgene Linien, die entweder zwei Kopien des GFP
(green fluorescent protein) Reportergens oder des B-Glucuronidasegens (GUS) unter der
Kontrolle des CaMV 35S Promotors trugen, eine einheitlich hohe und iiber mehrere
Generationen stabile Expression. Die fiir die T-DNA hemizygoten Linien zeigten im Vergleich
zu homozygoten Pflanzen eine um 50% reduzierte Expression. Es konnte daher fiir beide
Reportergene ein additiver Gendosiseffekt in transgenen Arabidopsis thaliana Pflanzen
nachgewiesen werden. Die einheitlich hohe und stabile GUS-Reportergenexpression war
unbeeinfluft von der Pridsenz unterschiedlicher repetitiver Elemente in unmittelbarer
Nachbarschaft der Transgene. Ein bedeutender EinfluB3 der chromosomalen Umgebung auf die
Reportergenexpression konnte ebenso weitgehend ausgeschlossen werden, da Transformanten,
deren T-DNAs in unterschiedlichen Positionen im Genom vorlagen, eine vergleichbar hohe
Reportergenexpression aufwiesen.

Friihere Untersuchungen zeigten, dafl es beim Vorliegen von drei oder mehr GUS-Reportergenen
unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors im Arabidopsisgenom zu post-transkriptionellem
Silencing (PTGS) kommt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eindeutig gezeigt werden, da} die
Priasenz von homologen kodierenden, nicht-transkribierten Sequenzen kein Silencing auslost.
Daher kann ein Modell unterstiitzt werden, welches postuliert, da eine hohe Transkriptmenge
den Abbau der mRNA initiiert. Das Studium der antisense Suppression ergab, dall ein GUS-
antisense-Reportergen unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors eine geringere
Transkriptmenge aufwies als ein vergleichbares sense Transgen. Es konnte gezeigt werden, daf}
eine Kopie eines antisense Transgens mehrere sense Reportergene supprimiert. In allen Fillen
wurde eine einheitlich niedrige Expression nachgewiesen, die vergleichbar hoch war wie beim
PTGS von sense GUS-Genen.
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Abstract

Abstract

Analyses of T-DNA integration and the regulation of transgene expression were performed in
Arabidopsis thaliana.

For a large number of single-copy T-DNA transformants the integration site of T-DNA was
characterised in a detailed manner. The results revealed in most cases analysed small deletions of
the border sequences and the adjacent T-DNA regions. This was established for sequences
present at the left as well as the right ends of the integrated T-DNA. In almost all transgenic lines
studied deletions were observed at the site of integration, which spanned up to 960 bp. Short
additional sequences of unknown origin were found at junctions between T-DNA and plant
DNA. Mapping of the T-DNA site of integration showed a random distribution along the
Arabidopsis chromosomes, 30% of the insertions were found in genes. In only 3% of the lines
studied T-DNA had integrated in repetitive sequences. This reveals a clear preference for T-
DNA insertions in non-repetitive areas of the genome.

Expression analysis of 34 transgenic lines, which either harboured two copies of the GFP (green
fluorescent protein) reporter gene or the B-glucuronidase gene (GUS) under the control of the
CaMV 35S promoter showed a uniformly high and stable expression over the course of several
generations. Lines, which were hemizygous for the T-DNA revealed a 50% reduced expression
level in comparison to homozygous plants. Thus, an additive gene dosage effect could be
established for both reporter genes. The presence of different repetitive elements in immediate
vicinity of a transgene did not influence the uniformly high and stable GUS reporter gene
activity. Likewise, a pronounced influence of the chromosomal environment on reporter gene
expression was not found. Transformants, which were present at different positions in the
Arabidopsis genome showed a similar level of reporter gene activity.

Earlier studies had shown that the presence of three or more GUS reporter genes under control of
the CaMV 35S promoter led to post-transcriptional gene silencing (PTGS) in Arabidopsis. In the
context of this work it could be unambiguously demonstrated that homologous coding sequences
which were not transcribed did not trigger silencing. This supports the model that a high
transcript level initiates mMRNA degradation. Investigations of antisense suppression revealed a
reduced transcript level for a GUS antisense reporter gene under control of the CaMV 35S
promoter in comparison to that of a sense transgene. It could be shown that a single copy of an
antisense transgene suppresses up to three copies of a sense reporter gene. In all cases a
uniformly low expression was found. The level was comparable to that established for post-

transcriptionally silenced GUS genes in sense orientation.
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7 Anhang

Im folgenden ist die molekulare Analyse der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten T-DNA
Transformanten (vergl. Abb. 3.1.4.2 und Tabelle 3.3) zusammengefal3t. Hybridisierungen mit
den Sonden GUS und GFP bzw. p35S detektieren die Reportergenkassetten bzw. die repetitiven
Elemente. Die Anordnung der Sonden NPT, HPT, GUS und p35S zu den korrespondierenden T-
DNA Regionen sind Abb. 3.2 zu entnehmen.

GUS Ixr pAL |Hybridisierung mit der Sonde
NPT LB HPT RB GUS p35S

27% 1 1 1 2 1 1

28 2 n.d. n.d. 2 1 1

40 1 n.d. 1 1 1 1

41 1 n.d. 1 n.d. 1 1
42% 1 1 1 1 1 1

43 1 n.d. 1 1 1 1

53 2 n.d. keine RB | keine RB 1 kein pAL
100 2 n.d. 1 n.d. 2 1
101* 1 1 1 1 1 1
103* 1 1 1 1 1 1

104 1 n.d. n.d. 3 1 kein pAL
107 1 n.d. n.d. 2 1 kein pAL
110 2 n.d. n.d. 1 1 kein pAL
112 2 n.d. n.d. 2 1 1

113 1 n.d. n.d. 2 2 1

114 1 n.d. 2 2 2 1

115 2 n.d. n.d. 4 1 1

122 2 n.d. 1 n.d. 1 1

123 1 n.d. n.d. 2 kein GUS 1

124 1 n.d. n.d. 1 kein GUS kein pAL
125 1 n.d. keine RB 1 1 1
126* 1 1 1 1 1 1

127 1 n.d. 2 1 1 1

128 4 n.d. 4 n.d. 1 1

129 1 n.d. 1 n.d. kein GUS kein pAL
130 2 n.d. 1 n.d. 1 1

131 3 n.d. 2 n.d. 1 kein pAL
135 1 n.d. 1 n.d. 1 kein iAL

GUS Ixr 501 |Hybridisierung mit der Sonde
NPT LB HPT RB GUS p35S

16 1 n.d. 1 2 2 1

100 2 n.d. 1 1 1 1

101 2 n.d. 2 n.d. 2 1

102 1 n.d. 2 1 1 1

103 4 n.d. 3 4 2 1

105 1 n.d. 2 n.d. 1 1

106 2 n.d. n.d. n.d. n.d. 1
107* 1 1 1 1 1 1

109 2 n.d. 3 1 1 n.d.
110 2 n.d. 2 n.d. 1 1

112 2 n.d. 2 2 1 1
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114 1 n.d. keine RB 2 kein GUS kein 501
115 4 n.d. 3 n.d. 3 n.d.
116* 1 1 1 n.d. 1 1
117 1 n.d. 2 n.d. 1 1
118 2 n.d. 2 n.d. 1 1
121 2 n.d. 2 n.d. n.d. 1
124 2 n.d. 2 n.d. n.d. 1
128* 1 n.d. 1 1 1 1
130 1 n.d. keine RB n.d. 1 n.d.
134 2 n.d. n.d. n.d. 2 n.d.
142 2 n.d. 2 n.d. 1 n.d.
143 2 n.d. 1 n.d. 2 n.d.
145 2 n.d. keine RB n.d. 1 n.d.
146 2 n.d. 3 n.d. 1 n.d.
147 2 n.d. keine RB n.d. 2 n.d.
148 1 n.d. keine RB n.d. 1 n.d.
149 2 n.d. 2 n.d. 1 n.d.
150 2 n.d. 1 n.d. 2 n.d.
152 2 n.d. 2 n.d. 2 n.d.
153 1 n.d. keine RB n.d. kein GUS n.d.
A
GUS 1xr 502 [Hybridisierung mit der Sonde
NPT LB HPT RB GUS p35S
4 2 n.d. n.d. 2 n.d. 1
100 1 n.d. 1 2 1 n.d.
101 2 n.d. 2 1 1 n.d.
102 1 n.d. 2 2 1 1
103 2 n.d. 1 n.d. 1 1
104 3 n.d. 2 1 3 1
105 2 n.d. 2 1 1 1
109 2 n.d. keine RB n.d. 1 1
110 2 n.d. 2 2 kein GUS kein 502
111* 1 1 1 1 1 1
114 1 n.d. 1 n.d. 1 kein 502
115 2 n.d. 1 n.d. 1 1
116 2 n.d. 3 n.d. 1 1
119* 1 1 1 1 n.d. 1
120 1 n.d. keine RB n.d. kein GUS n.d.
121 1 n.d. 2 n.d. kein GUS kein 502
122% 2 1 1 1 1 1
124 2 n.d. 2 n.d. 2 kein 502
127 2 n.d. 2 n.d. 1 n.d.
128 3 n.d. 3 n.d. 3 n.d.
129* 1 1 1 1 1 kein 502
132 1 n.d. keine RB n.d. 1 n.d.
134 4 n.d. 3 n.d. 1 n.d.
135 3 n.d. keine RB n.d. 1 n.d.
136 n.d. n.d. 2 n.d. 1 n.d.
144 2 n.d. 2 n.d. 1 n.d.
145 2 n.d. 2 n.d. 1 n.d.
146 2 n.d. 2 n.d. 2 n.d.
147% 1 1 1 1 1 1
148* 1 1 1 1 1 1
149 2 n.d. keine RB n.d. kein GUS n.d.
153* 1 1 1 1 1 1
.|
GUS Ixr Hybridisierung mit der Sonde
DNA NPT [LB [HPT IRB |GUS Ip35S

II
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24* 1 1 1 1 1 1

35 1 n.d. 2 1 1 1
100 1 n.d. keine RB n.d. 1 keine rDNA
102 1 n.d. 1 n.d. 1 1
103 2 n.d. 2 2 2 1
104* 1 1 1 1 1 1
107 1 n.d. keine RB n.d. kein GUS | keine rDNA
108 1 n.d. keine RB n.d. kein GUS | keine rDNA
110 4 n.d. 1 1 1 1
111 2 n.d. 1 n.d. 1 n.d.
112 4 n.d. 2 n.d. 2 n.d.
114 1 n.d. keine RB n.d. kein GUS n.d.
115 1 n.d. keine RB n.d. 3 1
117* 1 1 1 1 1 1
118 2 n.d. 2 n.d. 2 n.d.
119 2 n.d. 2 n.d. kein GUS 1

121 1 n.d. keine RB n.d. kein GUS | keine rDNA
122 3 n.d. 2 n.d. 2 n.d.
123 2 n.d. 1 n.d. 2 n.d.
124 2 n.d. 2 n.d. 1 n.d.
125% 1 1 1 1 1 1
126 1 n.d. keine RB n.d. kein GUS n.d.
127 1 n.d. keine RB n.d. kein GUS n.d.
128% 1 1 1 1 1 1

.|
Hybridisierung mit der Sonde
GUS 1xr 163 [NPT LB HPT RB GUS p35S

4 n.d. n.d. n.d. 2 1 1
102 3 n.d. n.d. 1 1 1
103 4 n.d. n.d. 4 1 1
104 1 n.d. n.d. 2 1 1
106 1 n.d. n.d. 2 2 kein 163
120 5 n.d. n.d. 2 1 1
122 2 n.d. n.d. 1 1 1
123* 1 1 1 1 1 1
124 2 n.d. n.d. 1 1 1
125 2 n.d. n.d. 1 1 1
127 1 n.d. keine RB 1 kein GUS 1
128 2 n.d. keine RB | keine RB 1 1
130 2 n.d. n.d. 2 1 1

131 1 n.d. 1 n.d. kein GUS n.d.
132% 1 1 1 1 1 kein 163
133 1 n.d. keine RB | keine RB 1 kein 163
134 2 n.d. 1 2 1 1
135% 1 1 1 1 1 1
136 1 n.d. keine RB | keine RB | kein GUS kein 163
137 1 n.d. keine RB | keine RB 1 1
138%* 1 n.d. 1 1 1 1
139% 1 1 1 1 1 1
140 1 n.d. 2 n.d. 1 1
143 1 n.d. 2 n.d. 1 1
145 2 n.d. 2 n.d. 1 1

GUS Ixr 164 |Hybridisierung mit der Sonde
NPT LB HPT RB GUS p35S
15 2 n.d. 2 n.d. n.d. n.d.
17 2 n.d. 2 n.d. 1 1
102* 1 1 1 1 1 1

I
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104 2 n.d. 3 n.d. 1 1

110 1 n.d. n.d. 1 1 kein 164

112 1 n.d. 2 1 1 1

113* 1 1 1 1 1 1

114 2 n.d. n.d. 2 2 1

117 2 n.d. 2 2 2 1

119 1 n.d. 1 1 1 1

120 1 n.d. n.d. 1 1 kein 164

122 2 n.d. n.d. 1 1 kein 164

125 1 n.d. n.d. 2 1 kein 164

128 2 n.d. n.d. 3 1 1

129* 1 1 1 1 1 1

130 2 n.d. n.d. 1 1 1

131 2 n.d. 2 2 1 1

133 2 n.d. 2 2 n.d. n.d.

134 2 n.d. 2 n.d. n.d. n.d.

135 1 n.d. keine RB n.d. n.d. n.d.

140 1 n.d. 3 n.d. n.d. n.d.

142 1 n.d. 2 n.d. n.d. n.d.

143 2 n.d. 4 n.d. n.d. n.d.

144 2 n.d. 2 n.d. n.d. n.d.

146 2 n.d. 2 n.d. n.d. n.d.

152 2 n.d. 2 n.d. n.d. n.d.

154 2 n.d. keine RB n.d. n.d. n.d.

155 2 n.d. keine RB n.d. n.d. n.d.

156 2 n.d. 1 n.d. n.d. n.d.

157 2 n.d. keine RB n.d. n.d. n.d.

158 2 n.d. keine RB n.d. n.d. n.d.
AGUS Hybridisierung mit der Sonde

NPT LB HPT RB GUS

100 2 n.d. keine RB n.d. 1

101* 1 1 1 1 1

102* 1 1 1 1 1

103 1 n.d. 2 n.d. 1

104 2 n.d. 1 n.d. 1

105* 1 1 1 1 1

106 1 n.d. keine RB n.d. 1

109 3 n.d. 3 n.d. 1

110 2 n.d. 1 n.d. 1

111%* 1 1 1 1 1

112 2 n.d. 2 n.d. 1

113* 1 1 1 1 1

114 1 n.d. keine RB n.d. 1

115 4 n.d. 2 n.d. 2

118 4 n.d. 2 n.d. n.d

AGUS 2a Hybridisierung mit der Sonde

NPT LB HPT RB GUS
109 1 n.d. keine RB n.d. 2
112 2 n.d. n.d. n.d. 2
113 1 n.d. keine RB n.d. 2
114 3 n.d. n.d. n.d. 1
115 1 n.d. n.d. n.d. 2
116 1 n.d. n.d. n.d. 2
117* 1 1 1 1 2
118 2 n.d. n.d. n.d. 2
121 4 n.d. n.d. n.d. 2

IV
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123 1 n.d. keine RB n.d. kein GUS
124 1 n.d. n.d. n.d. 1

125 1 n.d. n.d. n.d. 1

132 3 n.d. 2 n.d. 1
133* 1 1 1 1 2
136 1 n.d. 2 n.d. n.d.
139 2 n.d. 2 n.d. n.d.
142 2 n.d. 3 n.d. n.d.
143 2 n.d. 3 n.d. n.d.

GUS ASr Hybridisierung mit der Sonde
NPT LB HPT RB GUS
100* 1 1 1 1 1
101%* 1 1 1 1 1
102 1 n.d. keine RB n.d. n.d.
103%* 1 1 1 1 1
107* 1 1 1 1 1
108 4 n.d. n.d. n.d. 1
110 4 n.d. n.d. n.d. 1
112 2 n.d. n.d. n.d. 1
114 2 n.d. n.d. n.d. 1
117 2 n.d. n.d. n.d. 1
118 2 n.d. n.d. n.d. 1
119 1 n.d. 3 n.d. 1
120 1 n.d. 3 n.d. 1

mGFP 1xf

Hybridisierung mit der Sonde

GUS S/ASf |Hybridisierung mit der Sonde
NPT LB HPT RB GUS S + AS
100 1 n.d. 1 1 2
102* 1 1 1 1 2
103 3 n.d. n.d. n.d. n.d.
104 2 n.d. n.d. n.d. n.d.
105 1 1 1 1 2
106 2 n.d. n.d. n.d. n.d.
107 2 n.d. keine RB n.d. n.d.
108 1 n.d. 2 n.d. n.d.
109 2 n.d. n.d. n.d. n.d.
110 1 n.d. 1 n.d. n.d.
111 3 n.d. n.d. n.d. n.d.
112% 1 1 1 1 2
113% 1 1 1 1 2
116 1 n.d. keine RB n.d. n.d.
118 2 n.d. keine RB n.d. n.d.
119 2 n.d. n.d. n.d. n.d.
121 2 n.d. n.d. n.d. n.d.
123 3 n.d. 2 n.d. n.d.
124 2 n.d. 1 n.d. n.d.
125 2 n.d. 2 n.d. n.d.
133%* 1 1 1 1 2
134 2 n.d. 2 n.d. n.d.
135% 1 1 1 1 2
137%* 1 1 1 1 2
140%* 1 1 1 1 2
144%* 1 1 1 1 2
145%* 1 1 1 1 2

NPT [LB

[HPT

[RB




2 2 n.d. keine RB n.d. n.d.

3 2 n.d. n.d. n.d. kein GFP

6 2 n.d. 1 n.d. n.d.

7 1 n.d. 1 n.d. kein GFP
8* 1 1 1 1 1

10 2 n.d. 1 n.d. n.d.
18%* 1 n.d. 1 1 1

23 2 n.d. 1 n.d. 1

33 2 n.d. n.d. n.d. 2
100 2 n.d. n.d. n.d. n.d.
102 1 n.d. keine RB n.d. n.d.
105 2 n.d. 2 n.d. 2
106 1 n.d. keine RB n.d. n.d.
107* 1 1 1 1 1

110 1 1 3 3 2

111 2 n.d. n.d. n.d. n.d.
113 3 n.d. 2 n.d. n.d.
114 2 n.d. keine RB n.d. kein GFP
116 2 n.d. n.d. n.d. n.d.
118 2 n.d. 2 n.d. n.d.
128% 1 1 1 1 1

133 2 n.d. n.d. n.d. kein GFP

mGFP 1xr Hybridisierung mit der Sonde
NPT LB HPT RB mGFP

6 1 n.d. 2 n.d. 1

12 2 n.d. 1 1 1
101 2 n.d. n.d. n.d. 1
104 4 n.d. n.d. n.d. n.d.
105 3 n.d. n.d. n.d. n.d.
111* 1 1 1 1 1
115 2 n.d. 1 n.d. n.d.
116 2 n.d. n.d. n.d. 1
120 2 n.d. 2 n.d. n.d.
121 2 n.d. 1 n.d. 1
126 n.d. n.d. 2 n.d. n.d.
127 2 2 1 1 1
128 1 n.d. keine RB n.d. kein GFP
129* 1 1 1 1 1
145* 1 1 1 1 1

146 2 n.d. 1 n.d. 1

152 1 n.d. keine RB n.d. 1

154 2 n.d. 1 n.d. kein GFP
155* 1 1 1 1 1

Tabelle 6.1 Ergebnisse der Southern Blot Analyse von T-DNA Transformanten

VI

A. thaliana DNA wurde mit jeweils zwei Restriktionsenzymkombinationen gespalten,
geleletrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet und mit den entsprechenden
radioaktiv markierten Fragmenten hybridisiert. Angegeben ist die Anzahl der integrierten
Regionen der LB (NPT und LB Sonde), RB (HPT und RB Sonde). Angegeben ist weiterhin die
Anzahl der GUS bzw. GFP Reportergenkassetten und die Anzahl der untersuchten repetitiven
Elemente. Es wurden Deletionen und zusitzliche unvollstindige Kopien nachgewiesen. Die mit *
markierten T-DNA Linien entsprechen den Transformanten, die eine intakte T-DNA aufweisen
und fiir die unter 3.2 und 3.3 aufgefiihrten Analysen eingesetzt wurden. Abkiirzungen: n.d.: nicht
detektiert (nicht analysiert); RB: rechte Grenze der T-DNA, LB: linke Grenze der T-DNA

Die T-DNA Linien GUS 1xr pAL 40, 41, 42 und 43 sind auf ein Transformationsereignis einer
Wurzeltransformation zuriickzufithren und stellen die gleiche transgene Linie dar.
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Borderendsequenzen von 73 Transformanten sind im folgenden aufgelistet. Fiir den Vergleich
wurden ausschlieBlich transgene Linien verwendet, fiir die die T-DNA flankierenden
Arabidopsis thaliana Genombereiche erfalbar waren. Die in das Genom integrierten direkten
Sequenzwiederholungen der RB und der LB sind blau und angrenzende T-DNA Bereiche sind
rot dargestellt. Zum Vergleich ist die Sequenz des zur Transformation verwendeten Ti-Plasmides

schwarz dargestellt.

restl. T-DNA Linien
GUS 1xr 502 122

LB TGTAGACACGTCGAAATAAAGATTTCCGAATTAGAATAATTTGTTTATTGCTTT
restl. T-DNA Linien |TGTAGACACGTCGAAATAAAGATTTCCGAATTAGAATAATTTGTTTATTGCTTT
GUS Ixr pAL 27 T

LB CGCCTATAAATACGACGGATCGTAATTTGTCGTTTTATCAAAATGTACTTTCAT
restl. T-DNA Linien |CGCCTATAAATACGACGGATCGTAATTTGTCGTTTTATCAAAATGTACTTTCAT
SPT/GUS f 122 CGCCTATAAATACGACGGATCGTAATTTGTCGTTTTATCAAAATGTA

GUS 1xr 164 113 CGCCTATAAATACGACGGATCGTAATTTG

GUS 1xr pAL 27 ---

LB TTTATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTTTGAATTGAAAAAAAATTGGTAAT
restl. T-DNA Linien TTTATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTTTGAATTGAAAAAAAATTGGTAAT
SPT/GUS f 122 ---

GUS 1xr 164 113 ---

GUS 1xr pAL 27 ---

LB TACTCTTTCTTTTTCTCCATATTGACCATCATACTCATTGCTGATCCATGTAGA

TACTCTTTCTTTTTCTCCATATTGACCATCATACTCATTGCTGATCCATGTAGA
TACTCTTTCTTTTTCTCCATATTGACCATCATACTCATTGCTGATCCA

GUS 1xr 502 119
GUS 1xr 501 116

G/S/Gr 129 TACTCTTTCTTTTTCTCCATATTGACCATCATACTCATTGCTGATCC
SPT 1xf 107 TACTCTTTCTTTTTCTCCATA

GUS 1xr 69 TACTCTTTCTTTTTCTCCA

GUS 1xf 60 TACTCTTTC

SPT/GUS f 122 -

GUS 1xr 164 113 -

GUS 1xr pAL 27 -

LB TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTGCC
G/S/G £ 136 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
GUS 2xf 113 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
GUS 2xf 110 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG

TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG

G/S/GFPr 115 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
SPT 2xr 104 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
SPT 2xr 107 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
GUS 2xr 125 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
GUS 3xf 122 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
GUS 3xr 103 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
GUS 2xf 109 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
SPT 3xf 147 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
SPT 3xf 154 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
mGFP 1xf 8 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
GUS AS r107 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
GUS S/AS 140 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
GUS S/AS f 145 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTG
SPT/GUS £ 104 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCT
AGUS 112 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCT
GUS 1xr 164 102 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCC
G/S/GFPr 110 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCC
GUS 1xr 163 138 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATAT

GUS 3xf 118 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATAT

GUS 1xr pAL 42 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATA
G/S/GFP f 144 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATA

VII
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GUS 2xr 126 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATA
GUS 1xr pAL 103 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATAT
SPT 3xf 103 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATA
GUS 1xr 163 135 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAAT
GUS 1xf 110 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAAT
GUS1xrpAL101 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAA
GUS 3xf 112 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAA
GUS 1xr 502 111 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGA
SPT/GUS 102 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGA
mGFP 1xf 129 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGA
GUS 1xr rDNA 24 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTG
G/S/Gr114 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTG
GUS 1xf 30 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATT

SPT 3xf 139 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATT

GUS 1xr 30 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAAT

GUS 2xf 101 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAA

GUS 3xr 105 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACA

SPT 3xf 108 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACA

G/S/GFP f 126 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTACA
SPT/GUS 100 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTAC

GUS 2xr 123 TTTCCCGGACATGAAGCCATTTA

G/S/Gr 125 TTTCCCGGACATGAAGCCATTT

G/S/G £ 125 TTTCCCGGACATGAAGCCATTT

SPT/GUS f 110 TTTCCCGGACATGAAGCCATT

GUS S/AS£102 TTTCCCGGACATGAAGCCATT
GUS/SPTf114 TTTCCCGGACATGAAGCCAT

AGUS 2a 117 TTTCCCGGACATGAAGCCAT

GUS 1xr rDNA 104 TTTCCCGGACATGAAGCC

GUS 2xf 129 TTTCCCGGACATGAAGCC

GUS 1xr 18 TTTCCCGGACATGAAGCC

GUS 3xr 130 TTTCCCGGACATGAAGCC

GUS 1xr 105 TTTCCCGGACATGAAGCC

GUS S/ASf 112 TTTCCCGGACATGAAGCC

G/S/IG 133 TTTCCCGGACATGAA

G/S/GFP £ 130 TTTCCCGGACATGA

GUS 1xr pAL 126 TTTCCCGGACAT

mGFP 1xf 18 TTTCCCGGA

GUS 2xr 20 TTTCCCG

mGFP 1xr 111 TTTCC

GUS 1xr 502 122 ---

G/S/G r 129 ---

SPT 1xf 107 ---

GUS 1xr 69 ---

GUS 1xf 60 ---

SPT/GUS f 122 ---

GUS 1Ixr 164 113 ---

GUS Ixr pAL 27 ---

Tabelle 6.2 Ergebnisse des Vergleichs der LB Sequenzen

Dargestellt sind die Sequenzen der Borderendbereiche verschiedener transgener Linien. Die
hervorgehobenen blauen und roten Sequenzen entsprechen der LB bzw. den angrenzenden T-DNA
Bereichen. Der Vergleich erfolgte zu Sequenzen des zur Transformation verwendeten Ti-
Plasmides.
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Anhang

RB TGTGGTCTCAAGATGGATCATTAATTTCCACCTTCACCTACGATGGGGGGCATCG
rest. T-DNA L. TGTGGTCTCAAGATGGATCATTAATTTCCACCTTCACCTACGATGGGGGGCATCG
SPT 3xf 108 TGTGGTCTCAAGATGGATCATTAATTTCCACCTTCACCTACGATGGGGG

SPT 3xf 147 TGTGGTCTCAAG

G/S/GFP r 110 T

RB CACCGGTGAGTAATATTGTACGGCTAGAGCGAATTTGGCCTGTAGACCTCAATTG
rest. T-DNA L. CACCGGTGAGTAATATTGTACGGCTAGAGCGAATTTGGCCTGTAGACCTCAATTG
SPT 3xr 108 ---

SPT 3xt 147 ---

G/S/GFP r 110 -

RB CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
rest. T-DNA L. CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
SPT/GUS f 102 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
SPT 2xf 104 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
GUS 2xr 123 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
GUS 1xr 501 116 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
SPT 3xf 103 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
SPT/GUS f 110 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
SPT/GUS f 122 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
G/S/G r 114 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
G/S/G r 125 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
G/S/G r 129 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
G/S/GFP f 144 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGACT
GUS 3xf 122 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGAC
GUS 2xr 125 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGAC
GUS 2xf 113 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGAC
GUS 1xr 163 135 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGA
SPT 3xf 154 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTGA
GUS 1xr pAL 101 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCTG
GUS 1xr pAL 27 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCT

GUS 2xf 109 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCT

GUS 2xf 110 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATGCT
G/S/GFP f 130 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATG

GUS S/AS f112 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATG

GUS ASr 107 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGATG

GUS 1xr pAL 103 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGAT

GUS 2xf 20 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGAT

GUS 1xr rDNA 24 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGAT

mGFP 1xf 18 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGATGA

G/S/GFP r 115 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGGTGTGAT

GUS 1xr 164 113 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTGG

GUS 3xr 130 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTTTG

GUS 3xr 103 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTTT

GUS 1xr 502 122 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACTT

GUS 1xf 60 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAACT

GUS 3xr 105 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGGGCCTAA

GUS 1xr 30 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGG

GUS S/AS £102 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGG

GUS S/AS f 145 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCGG

G/S/GFP f 126 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCG

GUS 3xf 118 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCG

SPT/GUS f 114 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATTCG

G/S/Gr 133 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATT

GUS 3xf 112 CGAGCTTTCTAATTTCAAACTATT

SPT/GUS f 104 CGAGCTTTCTAATTTCAAACT

SPT/GUS f 100 CGAGCTTTCTAATTTCAAA

GUS 1xr rDNA 104 CGAGCTTTCTAATTTCA

GUS 1xr pAL 42 CGAGCTTTCTAATTTC

GUS 1xr 502 111 CGAGCTTTCTAATTTC

GUS 1xr 163 138 CGAGCTTTCTAATTTC

GUS 1xr 105 CGAGCTTTCTAATTTC

IX



Anhang

G/S/G £125

SPT 3xf 139
GUS 1xr 502 119
SPT 3xf 108
SPT 3xf 147
G/S/GFP r 110

CGAGCTTTCTAATTT
CGAGCTTTCTAA
CGA

RB

GUS 1xr 18
GUS 1xr 69
GUS 1xf 30

GUS 1xf 110
GUS 1xr 164 102
GUS 1xr pAL 126
SPT 2xf 107
mGFP 1xr 111
mGFP 1xr 129
SPT 1xr 107
GUS 2xf 101
GUS S/AS £ 140
AGUS 112
mGFP 1xf 8
G/S/GFP f 136
AGUS 2a 117
GUS 2xr 126
GUS 2xf 129
SPT/GUS f 102
SPT 2xf 104
GUS 2xr 123
GUS 1xr 501 116
SPT 3xf 103
SPT/GUS f 110
SPT/GUS f 122
G/S/Gr 114
G/S/G r 125
G/S/Gr 129
G/S/GFP f 144
GUS 3xf 122
GUS 2xr 125
GUS 2xf 113
GUS 1xr 163 135
SPT 3xf 154
GUS 1xr pAL 101
GUS 1xr pAL 27
GUS 2xf 109
GUS 2xf 110
G/S/GFP £130
GUS S/AS f112
GUS ASr 107
GUS 1xr pAL 103
GUS 2xf 20

GUS 1xr rDNA 24
mGFP 1xf 18
G/S/GFP r 115
GUS 1xr 164 113
GUS 3xr 130
GUS 3xr 103
GUS 1xr 502 122
GUS 1xf 60

GUS 3xr 105
GUS 1xr 30

GUS S/AS £102

X

GGCAGGATATATACCGTTGTAATT
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG




Anhang

GUS S/AS £ 145 ---
G/S/GFP f 126 ---
GUS 3xf 118 ---
SPT/GUS f 114 ---
G/S/Gr 133 ---
GUS 3xf 112 ---
SPT/GUS f 104 ---
SPT/GUS £ 100 ---
GUS 1xr rDNA 104 ---
GUS 1xr pAL 42 ---
GUS 1xr 502 111 ---
GUS 1xr 163 138 ---
GUS 1xr 105 ---
G/S/G £ 125 ---
SPT 3xf 139 ---
GUS 1xr 502 119 ---
SPT 3xf 108 ---
SPT 3xf 147 ---
G/S/GFP r 110 ---

Tabelle 6.3 Ergebnisse des Vergleichs der RB Sequenzen

Dargestellt sind die Sequenzen der Borderendbereiche verschiedener transgener Linien. Die
hervorgehobenen blauen und roten Sequenzen entsprechen der RB bzw. den angrenzenden T-DNA
Bereichen. Der Vergleich erfolgte zur Sequenz des zur Transformation verwendeten Ti-Plasmides.
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