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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Phytohormone sind endogene Wachstumsregulatoren

Wachstum und Entwicklung der Héheren Pflanzen werden durch genetische
Faktoren, lokale Umweltbedingungen und interne Signale reguliert.

Die Vermittlung und Koordinierung dieser Informationen erfolgt durch
Phytohormone, die als endogene chemische Botenstoffe eine grof3e Bedeutung in
der Pflanze haben.

Zu der klassischen Gruppe der Phytohormone werden die Auxine, Cytokinine,
Gibberelline, Ethylen und Abszissinsaure gezahlt (Kende & Zeevart, 1997).
Daruber hinaus werden durch Untersuchungen in den letzten Jahrzehnten weitere
pflanzliche Verbindungen zu den Pflanzenhormonen gerechnet. Dabei handelt es
sich um Jasmonate und Brassinosteroide, sowie Salicylsaure-Verbindungen
(Creelman & Mullett, 1997).

Die Regulation der pflanzlichen Entwicklungsprozesse erfolgt durch synergistische
und antagonistische Wechselwirkungen einzelner Phytohormone miteinander, aus
denen ein interaktives Netzwerk auf unterschiedlichen Reaktionsebenen (z.B.
Metabolismusreaktionen und Signaltransduktionswege) resultiert (Rodrigues-
Pousada et al., 1999). Neben der Konzentration von Phytohormonen werden auch
eine variable Zell- und Gewebesensitivitat als Bestimmungsfaktor fur das Wirken
phytohormoneller Signale angesehen (Trewavas & Cleland, 1983).

Die sich daraus ergebenden komplexen Interaktionsmaoglichkeiten stellen die

Basis der sehr weiten Wirkungsspektren der Phytohormone dar.

1.1.1. Auxine

1.1.1.1. Bedeutung, Biosynthese und Metabolismus

Auxin ist in nahezu allen Entwicklungsprozessen der Pflanzen von Bedeutung. Es
wirkt bei der Zelldifferenzierung, koordiniert die Vaskularentwicklung, ist an
Wurzelbildung und -entwicklung, Blattentwicklung und Steuerung der
Fruchtentwicklung beteiligt, stimuliert die Sprossstreckung, reguliert die

Apikaldominanz und steuert Photo- und Gravitropismus (Davies, 1995).
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Die aktive Auxinsubstanz ist Indolessigsaure (IES/IAA). Diese freie Form macht
jedoch nur 1 % des Auxins in Pflanzen aus (Park et al., 2001), der Hauptteil liegt in
inaktiver Form, konjugiert mit Aminosauren, Peptiden, Kohlenhydraten und
myo-Inositol vor (Cohen & Bandurski, 1982). Konjugierten Auxinen wird eine
Funktion fur Speicherung und Transport zugeordnet (Cohen & Brandurski, 1982;
Bandurski et al., 1995).

Die Untersuchungen von Ljung et al. (2001a, 2001b) wiesen nach, dass alle
pflanzlichen Gewebe zur IAA-Synthese befahigt sind. Die Hauptsynthese findet
jedoch im Apikalmeristem und jungen Blattern statt (Normanly, 1997), wo es dann
Uber den polaren Auxintransport zur Sprossbasis verlagert wird und in
Wurzelspitzen akkumulieren kann (Estelle, 2001). Durch den daruber
ausgebildeten Konzentrationsgradienten werden Entwicklungsprozesse von Auxin
gesteuert (Jackson, 1993).

Aufgrund der elementaren Bedeutung von Auxin fir die Steuerung pflanzlicher
Entwicklungsprozesse ist die Kontrolle der Auxinbalance von entscheidender
Bedeutung. Als RegelgroRen der Auxinkonzentration wurden neben de novo
Synthese und oxidativer Decarboxylierung physikalische Mechanismen, wie
Transport und Kompartimentierung, sowie biochemische Maoglichkeiten, wie
Konjugation und Dekonjugation beschrieben (Normanly et al., 1995; Normanly,
1997). Als eine weitere Regulationsebene wurde weiterhin eine ausgepragte
Redundanz der Metabolismuswege von Synthese und Katabolismus beobachtet
(Schneider & Wightman, 1978; Moore, 1989; Normanly & Bartel, 1999).

Bei der Auxinbiosynthese wird von Tryptophan-abhangigen und Tryptophan-
unabhangigen Reaktionswegen ausgegangen (Bartel, 1997; Cohen et al., 2003).
Die relative Bedeutung dieser zwei prinzipiellen Wege flr die Auxinsynthese in
Pflanzen ist noch ungeklart, konnte aber u.a. flr Arabidopsis thaliana (Normanly et
al., 1993; Muller & Weiler, 2000) und Mais (Wright et al., 1992) gezeigt werden.
Untersuchungen von Michalczuk et al. (1992) fuhren eine entwicklungsabhangige
Aktivierung der verschiedenen Biosynthesewege aus.

Bislang liegt noch kein umfassendes Bild der Auxinbiosynthese in Pflanzen vor.
Die Identifizierung, Klonierung und heterologe Expression von Genen, die fur
Enzyme des Tryptophan-abhangigen Auxinsyntheseweges kodieren, wurden in
den letzten Jahren von verschiedenen Arbeitsgruppen begonnen. Dazu gehdrt die

Nitrilase-Genfamilie aus A. thaliana, die die Konversion von Indol-3-acetonitril
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(IAN) zu IAA katalysiert (Bartling et al., 1992; Bartling et al., 1994; Bartel & Fink,
1994) und von Bedeutung fir die IAA-Synthese in dieser Spezies und anderen
Brassicaceen sein soll (Ludwig-Muller & Hilgenberg, 1988), aber auch fur den
Glucosinolat-Metabolismus wichtig sind (Vorwerk et al., 2001).

Ebenso wurden Gene des Indol-3-pyruvatweges aus A. thaliana kloniert (Sekimoto
et al, 1997, 1998). Aldehyd-Oxidasen Ileiten die Umsetzung von
Indol-3-acetaldehyd zu IAA und werden fur die Auxinuberproduktion in der
A. thaliana-Mutante superroot verantwortlich gemacht (Boerjan et al., 1995). Doch
neben den Arbeiten zur Gen-ldentifizierung stehen Untersuchungen zur
funktionellen Charakterisierung und Bestimmung der moglichen Relevanz fir die
pflanzliche Auxinsynthese noch aus.

Auf Seiten des Auxinmetabolismus wurden bisher noch keine beteiligten Gene

identifiziert und heterolog exprimiert.

1.1.1.2. Der synthetische Auxin-induzierbare Promotor DR5

Ein Wirkungsmechanismus von Auxin ist durch Auxin-induzierte Transkription von
Genen. Bislang wurden drei unterschiedliche Familien von Auxin-responsiven
Genen bestimmt. Dazu gehdren die AUX/IAA-Familie, die GH3-Familie und die
SAUR-Genfamilie (Abel & Theologis, 1996; Hagen & Guilfoyle, 2002).

Diese  Genfamilien zeigen sehr schnelle Expressionsanstiege nach
Auxinapplikation, die durch spezifische Promotorelemente verursacht sind.

Auf der Basis dieser Beobachtungen wurde der Promotor DR5 zum Studium
auxinabhangiger Genexpression entwickelt. Dieses Regulationselement ist die
Fusion aus einem synthetischen Promotor, der aus der siebenfachen
Wiederholung der Auxin-responsiven Basenfolge TGTCTC besteht und einem
minimalen 35S-Promotor (Ulmasov et al., 1997). Die Charakterisierung dieses
Promotors zeigte eine schnelle Reaktion auf aktives Auxin bei Konzentrationen
von 10-10* M IAA (Ulmasov et al., 1997).

Damit stellt dieser synthetische Promotor einen spezifischen und sensitiven
Indikator fur aktive Auxine dar und ermdglicht die Visualisierung von Auxin auf
Zellebene in pflanzlichen Geweben (Sabatini et al., 1999; Casimiro et al., 2001;
Benkova et al, 2003). Ein Vergleich der Ergebnisse zur endogenen

IAA-Verteilung, zum einen erhoben aus DRS gesteuerter Beta-Glucuronidase
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(DR5-GUS) Reportergenaktivitat mit Ergebnissen aus MS-Messungen ergaben
eine Ubereinstimmung (Sabatini et al., 1999; Casimiro et al., 2001).
Damit steht Uber die Erstellung von DR5-Reportergenlinien eine Maoglichkeit zur

Verfligung Veranderungen in der Auxinkinetik auf Zellebene abzubilden.

1.1.2. Cytokinine

Cytokinine reprasentieren eine Phytohormonklasse, die eine wichtige Funktion in
der Entwicklungskoordinierung der Pflanze einnehmen. Sie wirken in allen
pflanzlichen  Entwicklungsstadien, wie Kontrolle von Zellteilung und
-differenzierung, Induktion der Samenkeimung, Ausbildung und Entwicklung von
Knospen, Blattexpansion, Kontrolle der apikalen Dominanz, Inhibierung des
Wurzelwachstums, BlGtenbildung, Entwicklung von Chloroplasten,
Chlorophylisynthese und Verzdgerung der Seneszenz (Binns, 1994; Davies,
1995).

Biochemisch betrachtet stellen alle in Pflanzen vorkommenden Cytokinine
NC-substituierte Adeninderivate dar (Kaminek, 1992). Nach der Art des N°-Restes
findet eine Unterscheidung in Isoprenoid-Adenin und Benzyl-Adenin (auch als
aromatische Cytokinine bezeichnet) statt, deren biologische Aktivitat vergleichbar
ist, wobei jedoch Isoprenoid-Cytokinine den groReren Teil in Pflanzen ausmachen
(Schmilling, 2004). Die Isopentenylseitenkette der Isoprenoid-Cytokinine kann
eine Hydroxylierung aufweisen, woraus die Zeatinbildung resultiert. Eine weitere
Reduktion fuhrt zur Bildung von Dihydrozeatin.
Neben den Modifikationen des N°-Restes bestehen auch
Substituierungsmaoglichkeiten an Position 3, 7 und 9 des Adeninrings und fuhren
zu Glukosylierungen und Ribosylierungen.
Aufgrund dieser Vielzahl von Modifikationsmoglichkeiten kommen Cytokinine in
der Pflanze als freie Basen, Glucoside, Nukleotide, Riboside und Ribotide vor.
Diese metabolischen Konversionsmdglichkeiten sind ein wichtiger Mechanismus
bei der Regulation der Konzentration des aktiven Cytokinins. Nur den freien Basen
und ihren Ribosiden kommt eine Funktion als aktive Cytokinine zu.
Glukosylderivate stellen inaktive Cytokinine dar, deren Bedeutung in Transport
und Inaktivierung liegen (Letham 1994).
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Die Cytokininbildung erfolgt in Pflanzen Uber de novo Synthese. Dabei wird eine
Isopentenylgruppe von Dimethylallyl-Diphosphat (DMAPP) auf Adeninmolekile
(ATP, ADP oder AMP) Ubertragen und Isopentenyladenosin-5’-phosphat (iIAMP,
IADP, iATP) gebildet. Diese Reaktion wird von Isopentenyltransferasen katalysiert.
Erst 2001 gelang die Identifizierung pflanzlicher Isopentenyltransferasen
(Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001). Frihere Versuche resultierten lediglich in
Enzymaufreinigungen, die eine ipt-Aktivitat aufwiesen (Holtz & Klambt, 1978;
Chen & Melitz, 1979).

Eine zweite Mdglichkeit der Cytokininbildung liegt in der Degradation von tRNA-
Molekulen. Dabei wird ebenfalls von Isopentenyltransferasen  ein
Isopentenyladenosinrest auf das tRNA-Molekll Ubertragen. Bei der Degradation
dieser isopentenylierten tRNAs werden dann freie Cytokinine gebildet.
Kalkulationen des tRNA-Umsatzes schliel3en jedoch aus, dass es sich dabei um
den hauptsachlichen Cytokininsyntheseweg handelt (Kaminek, 1974; Kaminek,
1992; McGaw, 1987).

Ein ipt-unabhangiger Cytokininbildungsweg wurde von Astot et al. (2000)
beschrieben, nach dem eine hydroxylierte Seitenkette direkt an die N°-Position
des Adeninrings angefugt wird.

Bislang liegen jedoch keine Untersuchungen in der Literatur vor, die eine
Einordnung der Bedeutung des ipt-abhangigen wund ipt-unabhangigen

Syntheseweges fir die pflanzliche Cytokininbildung zulassen.

Als Hauptorte der Cytokininbiosynthese wurden die Wurzeln beschrieben, von
denen dann Uber das Xylem die Verteilung in der Pflanze erfolgt (Letham, 1994).
Die Untersuchungen von Singh et al. (1992) und Nordstrom et al. (2004) zeigten
jedoch, dass auch junge Blatter zur Cytokininsynthese fahig sind. Auch die
Transkriptanalysen der ipt-Gene in A.thaliana weisen eine differenzielle
Expression der Genfamilie aus, die in Wurzelspitzen, Blattachseln, unreifen
Samen, jungen Blattern und generativen Organen nachgewiesen wurde (Miyawaki
et al., 2004).

Aus diesen Analysen lie3en sich auch erste regulierende Einflussfaktoren auf die
Cytokininsynthese bestimmen. So zeigten die Autoren in den Transkript-Analysen,
dass Cytokinine als Expressionsrepressoren wirken, Auxin und Nitrat hingegen als

Expressionsaktivatoren. Diese Ergebnisse basieren auf Promotor-GUS Analysen
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der einzelnen Isopentenyltransferase-Gene aus Arabidopsis thaliana. Nordstrom
et al. (2004) applizierten Auxin und quantifizierten die Cytokininbildung Uber die
Messung von Zeatinribosid-5’-monophosphat und Zeatinribosid. Dabei wiesen sie
nach, dass Auxin eine negative Regulationsfunktion auf den Cytokiningehalt uber

Repression des ipt-unabhangigen Biosynthesewegs ausubt.

Der irreversible Abbau der Cytokinine erfolgt durch das Enzym
Cytokininoxidase/-deydrogenase (CKX). Wie Kaminek et al. (1997) ausfuhrten,
bewirkt die Erhdhung dieser Enzymaktivitdt eine  Reduktion der
Phytohormonkonzentration in der Zelle und stellt einen wichtigen Mechanismus
der Regulation der Cytokininhomoostase dar (Werner et al., 2001; Schmulling,
2003). Dies unterstutzt die Ergebnisse von Motyka et al. (1996), die eine
Substrat-induzierte Kinetik des Enzyms zeigen konnten.

Ahnlich den Isopentenyltransferasen war die katabolische Aktivitdt eines
Pflanzenenzyms auf die Cytokininkonzentration lange bekannt und partielle
Aufreinigungen erfolgten aus Tabak (Paces et al., 1971) und Mais (Whitty & Hall,
1974). Die ldentifizierung dieses Enzyms gelang aber erst kirzlich (Houba-Hérin
et al.,, 1999; Morris et al. 1999). Die CKX katalysiert den Abbau von Cytokinin
durch Abspaltung der Isoprenoidseitenkette zu Adenin und dem entsprechenden
Aldehyd. Die  N°-Substitution der  Cytokininverbindungen  fiihrt  zur
Substraterkennung (Galuszka et al., 2001).

Mit der heterologen Expression von 35S-AtCKX in N. tabacum konnte Werner et
al. (2001) erstmalig neben dem biochemischen Nachweis der
Cytokininoxidaseaktivitat auch pflanzenphysiologische Merkmale einer Reduktion

der Cytokininkonzentrationen in planta zeigen.

1.2. Die Apikaldominanz bestimmt die Lateralverzweigung

Pflanzen sind aufgrund ihrer standortgebundenen Lebensweise darauf
angewiesen ihren Lebenszyklus von der Keimung bis zur Reproduktion aus den
verfugbaren Konditionen zu bestreiten. Sie miussen daflr u.a. ihr Wuchsverhalten
den gegebenen Bedingungen entsprechend anpassen. Dazu gehort auch das

Ausmal} der Seitenverzweigung, die die Pflanzen ausbilden, zu regulieren.
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Untersuchungen zu Pflanzenverzweigungsmustern haben sowohl genetische
Faktoren als auch Umweltvariable als Einflussfaktoren auf die Ausbildung der
Pflanzenmorphologie herausgestellt (Horvath et al., 2003; McSteen & Leyser,
2005).

Ein in vielen Pflanzenspezies beobachtetes Phanomen ist die Apikaldominanz, die
die Unterdrickung des Seitenknospenaustriecbes durch eine intakte
Apikalsprossknospe bezeichnet. Erst nach Ubergang der Pflanzen aus der
vegetativen in die generative Wachstumsphase kommt es zur Seitentriebbildung.
Untersuchungen zur Regulation dieses Mechanismus haben die Bedeutung des
relativen Verhaltnisses von Auxin und Cytokinin zueinander fir die Auspragung
der Apikaldominanz herausgestellt (Stafstrom, 1993). Neueste Untersuchungen
belegen die Beteiligung eines zusatzlichen, bislang aber noch nicht identifizierten
Signals (Beveridge, 2006).

1.2.1. Regulation der Apikaldominanz durch Auxin und Cytokinin

Dekapitierungsstudien von Thimann & Skoog (1933) in Vicia faba zeigten, dass
die Aktivitat der Seitenknospen unter Kontrolle des Sprossapex steht und eine
Entfernung dessen zum Lateralaustrieb fuhrt. Dieses Reaktionsmuster wurde in
spateren Jahren fur eine Reihe weiterer Pflanzenspezies bestatigt (Phillips, 1975).
Die inhibierende Substanz konnte aus den Bohnensprossspitzen isoliert und als
Auxin identifiziert werden. Nachfolgende Untersuchungen zeigten, dass
Auxinapplikationen auf die Dekapitierungsstelle den Lateralaustrieb verhinderten
(Thimann & Skoog, 1934).

Dass diese Wirkung des Auxins u.a. durch den basipetalen Auxintransport
vermittelt wird, konnte in spateren Arbeiten mit Auxintransport-Inhibitoren, deren
Applikation in einem Lateralaustrieb resultierte, bestatigt werden (Snyder, 1949;
Panigrahi & Audus, 1966; Tamas, 1987; Prasad et al.,, 1989). Auch die
Arabidopsis-Mutante tir3, die einen reduzierten Auxintransport aufweist, ist
morphologisch u.a. durch eine erhohte Seitenverzweigung gekennzeichnet
(Ruegger et al., 1997).

Auxin und dessen basipetaler Transport waren aus diesen Beobachtungen als das

Signal, das die Wuchsinhibierung von der apikalen Sprossknospe in die
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Lateralknospen vermittelt, vermutet worden. Doch durch Untersuchungen an
Mutanten des Auxinsignalweges wurden Defekte in der Sprossverzweigung und
Auxinresponsivitat der Lateralknospen beschrieben, die auch eine Beteiligung des
Auxinsignalweges an der Regulation der Apikaldominanz herausstellten (Lincoln
et al., 1990; Leyser et al., 1993,1996; Hamann et al., 1999; Stirnberg et al., 1999).
Auf welche Weise Auxin in der Vermittlung der Apikaldominanz wirkt, war Uber
viele Jahre der Untersuchungen unklar. Viele Ergebnisse zeigten, dass Auxin nicht
direkt in den Lateralknospen wirkt. So konnte gezeigt werden, dass basipetal
transportiertes Auxin nicht in die Knospen gelangt (Hall & Hillmann, 1975; Morris,
1977; Everat-Bourbouloux & Bonnemain, 1980, Prasad et al., 1993; Booker et al.,
2003). Ebenso zeigen verschiedene Untersuchungen, dass die Auxingehalte in
Seitenknospen nicht mit dem Grad der Knospeninhibierung korrelieren, sondern
z.T. nach Brechung der Apikaldominanz in auswachsenden Seitenknospen
konstant bleiben oder ansteigen (Hillmann et al., 1977, Pilate et al., 1989; Gocal et
al., 1991). Auch konnte die direkte Applikation von Auxin auf Lateralknospen den
Seitenaustrieb nicht verhindern (Brown et al., 1979). Erst 2003 konnten durch
Booker et al. gezeigt werden, dass der Wirkungsort von Auxin bei der Inhibierung
des Seitenknospenwachstums Xylem-assoziiertes Gewebe am Nodium ist.

Die Beobachtungen zur indirekten Wirkung von Auxin bei der Vermittlung der
Apikaldominanz stutzen frGhere Argumentationen von Snow (1937), dass Auxin
ein indirekter Einflussfaktor ist und ein weiteres Signal an der Vermittlung der
Apikaldominanz beteiligt sein muss. Cytokinin wurde aufgrund seiner funktionellen
Bedeutung fur die Zellteilungsaktivitat bereits sehr fruh als zweiter beteiligter
Faktor an der Auspragung der Apikaldominanz vermutet (Wickson & Thimann,
1958).

Die stimulatorische Wirkung von Cytokinin auf den Lateralaustrieb konnte
verschiedentlich gezeigt werden. Zum einen resultierte die direkte Applikation von
Cytokininen auf Seitenknospen in ihrem Austrieb (Sachs & Thimann, 1964;
Chatfield et al., 2000; Li & Bangerth, 2003) und zum anderen konnte basal
appliziertes Cytokinin den inhibierenden Effekt apikalen Auxins verhindern
(Chatfield et al., 2000). Auch in austreibenden Seitenknospen wurde der Anstieg
der Cytokiningehalte gezeigt (Cline 1991; Turnbull et al., 1997).

In vielen Untersuchungsergebnissen konnte dabei auch die gegenseitige,

wechselseitige Beeinflussung von Auxin und Cytokinin gezeigt werden. Welche
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dieser Interaktionsebenen fir die Vermittlung der Apikaldominanz eine
regulatorische Bedeutung hat, ist jedoch noch nicht gezeigt worden. Palni et al.
(1988) wies eine inverse Korrelation der Cytokininstabilitat zur Auxinkonzentration
nach. Zuvor konnten Hansen et al. (1987) bereits zeigen, dass Auxin die
Cytokininakkumulation verhindert. Auch die Biosynthese und der Export von
Cytokinin aus den Wurzeln werden von Auxin kontrolliert (Bangerth, 1994; EkIof et
al., 1996; Li et al.,, 1995). Im Gegenzug konnten Li & Bangerth (2003) nach
Cytokininapplikation —auf Nodien von P.sativum zeigen, dass der
Lateralknospenaustrieb von steigenden IAA-Gehalten im Spross begleitet wurde.
Erste Nachweise auf molekularer Ebene wurden von Tanaka et al. (2006) gezeigt.
Sie wiesen eine negative Regulatorfunktion von Auxin auf die Cytokininsynthese
am Nodium nach. Danach wurde die ipt-Expression in P. sativum nach
Dekapitierung deutlich gesteigert und flhrte zu steigenden Cytokiningehalten in

diesen Geweben.

1.2.2. Beteiligung eines weiteren Signals an der Apikaldominanz

Eine Gruppe von pflanzlichen Mutanten, die durch erhdhte Verzweigung,
reduzierte Wuchshohe und insbesondere Auxin-resistenten Seitenknospenwuchs
auffiel, wurde in den letzten Jahren untersucht. Aufgrund der beobachteten
Phanotypen war eine Beteiligung der mutierten Genorte fur die Auspragung der
Apikaldominanz naheliegend. Erste Ergebnisse der Untersuchungen in P. sativum
und A. thaliana zeigen, dass neben Auxin ein weiterer negativer Regulator in der
Vermittlung der Sprossverzweigung existiert.

In P. sativum wurden funf Gene (rms1-5), in A. thaliana vier Gene (max1-4) und in
P. hybrida ein Gen als Beteiligte der Auxin-vermittelten Inhibierung des
Lateralknospenwuchses beschrieben (Beveridge et al., 1994, 1996, 1997b; Morris
et al., 2001; Stirnberg et al., 2002; Sorefan et al., 2003; Booker et al., 2004, 2005;
Snowden et al., 2005).

Bei max4, rmsl und dadl handelt es sich um Orthologe (Sorefan et al., 2003;
Snowden et al., 2005), ebenso wurde zu max2 ein Ortholog in Reis beschrieben
(Ishikawa et al., 2005). Zou et al. (2006) wiesen in Reis ein weiteres Ortholog zu
max3 nach. Dadurch ist anzunehmen, dass es sich dabei um einen

hochkonservierten Regulationsmechanismus handelt.
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Jedoch deuten erste Charakterisierungen bereits eine unterschiedliche Regulation
der Signalwege an. So erfolgt die Interaktion von Auxin mit diesem Signalweg in
Erbse bereits bei der Expression von RMS1, hingegen wird das RMS1-Ortholog in
A. thaliana, MAX4, posttranskriptionell beeinflusst (Booker et al., 2005; Bainbridge
et al., 2005).

RMS1 gehort zur Familie der Carotinoid-spaltenden Dioxygenasen (CCD)
(Sorefan et al., 2003). Die Untersuchungen von Beveridge et al. (2000) und Foo et
al. (2001) zeigten, dass RMS1 erforderlich ist fur die Bildung eines Langstrecken-,
Pfropfungs-Ubertragbaren und akropetal transportierten Signals, dass die
Verzweigung inhibiert. Die Expression von RMS1 wird zum einen von |AA
induziert, aber zum anderen auch durch ein |AA-unabhangiges
Ruckkopplungssignal (Foo et al., 2005). Diese Expressionsanalysen stimmen mit
den Beobachtungen aus physiologischen Studien Uberein (Beveridge et al.,
1997a; Beveridge, 2000)

Weitere Analysen der Mutanten bezlglich Cytokinin- und Auxinveranderungen im
Vergleich zum Wildtyp wiesen eine Reduktion der Cytokininbeladung des
Xylemsaftes aus den Wurzeln in den Mutanten rms1, rms3, rms4 und rms5 aus,
wahrend der IAA-Transport in rms2, rms3 und rms4 unverandert war (Beveridge et
al., 1994, 1997a; Beveridge, 2000; Morris et al., 2001).

Alle vier MAX-Loci sind Bestandteil eines Signalweges, der auf die Auspragung
der Apikaldominanz einwirkt (Stirnberg et al., 2002; Sorefan et al., 2003; Booker et
al., 2004). Nach dem gegenwartigen Modell, dass sich aus den Ergebnissen der
molekularen Identifizierung der MAX-Genprodukte, sowie Expressionsstudien
ergibt, wirkt der MAX-Signalweg unabhangig vom Auxinsignalweg uber die
Regulation der Auxintransportkapazitat in der Sprossachse (Bennett et al., 2006).
MAX1, MAX3 und MAX4 sind an der Bildung dieses Signals beteiligt. MAX2,
kodiert fur ein F-Box Protein der SCF Familie von Ubiquitinligasen, dessen
Funktion in der Vermittlung der Proteindegradation liegt (Woo et al., 2001;
Stirnberg et al., 2002) und in der Signaltransduktion wirkt (Ward & Leyser, 2004;
Booker et al., 2005).

MAX1 kodiert ein Mitglied der Cytochrom P450-Familie (Sorefan et al., 2003;
Booker et al., 2004; Booker et al., 2005) und wirkt als positiver Regulator des
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Flavonoidweges (Lazar & Goodmann, 2006), dessen Bedeutung flr den
Seitenaustrieb als endogene Auxintransport-Inhibitioren von Borevitz et al. (2000)
und Brown et al. (2001) gezeigt worden war.

MAX3 und MAX4 kodieren Mitglieder der Carotinoid-spaltenden Dioxygenasen
(CCD) und sind erforderlich fir die Synthese eines Langstreckensignals fur die
Lateralverzweigungskontrolle (Sorefan et al., 2003; Booker et al., 2004). In einem
bakteriellen Expressionsassay wurde gezeigt, dass sie eine Vielzahl von
Carotinoidsubstraten spalten kdnnen, aber die in planta Substrate sind noch nicht
bestimmt worden (Booker et al.,, 2004; Schwartz et al.,, 2004). Bei der
Uberexpression von 35S-MAX4 in A.thaliana blieben phanotypische
Auffalligkeiten aus, so dass u.U. aus dem Zusammenwirken von MAX3 und MAX4
das Signal zur Inhibierung der Lateralverzweigung entsteht (Bainbridge et al.,
2005).

1.2.3. Nutzung phytobakterieller Gene zur Beeinflussung der
Apikaldominanz

Phytohormongene aus phytopathogenen Bakterien wurden in vielen
Untersuchungen aus Mangel an identifizierten Genen, die in Pflanzen an der
Regulation des Auxin- und Cytokininmetabolismus beteiligt sind, verwendet. Durch
Nutzung heterologer Expression dieser Gene in Pflanzen konnten die
Madglichkeiten der Manipulation der Auxin-Cytokinin Balance aufgezeigt werden
(Hamill, 1993; Napoli & Klee, 1993; Klee & Romano, 1994; Gaudin et al., 1994,
Hedden & Phillips, 2000).

iaaH

iaaH ist Bestandteil eines bakteriellen Auxinbiosyntheseweges in A. tumefaciens.
In diesem wird Tryptophan von dem Enzym Tryptophan-Monooxygenase
(ilaaM-Gen) zu IAM konvertiert. Dieses stellt das Substrat fur iaaH (Indol-3-
acetamid Hydrolase) dar und wird zu IAA hydrolysiert. Dieser bakterielle
Auxinsyntheseweg wurde in  verschiedenen Bakteriengattungen, wie
Agrobacterium (Schroder et al., 1984), Azospirillium (Bar & Okon, 1993),
Pseudomonas (Magie et al., 1963) und Streptomyces (Manulis et al., 1994)

beschrieben, in Pflanzen existiert dieser Auxinbildungsweg nicht. Unklarheit
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besteht Uber das Auftreten des Zwischenproduktes Indolacetamid in Pflanzen
(Letham et al., 1978).

Die bakteriellen Auxinbiosynthesegene iaaM und iaaH wurden in verschiedenen
Pflanzenspezies wie Petunie (Klee et al., 1987), Tabak (Sitbon et al., 1991, 1992)
und Arabidopsis (Romano et al.,, 1991, 1993) transformiert und auf ihre Effekte
bezlglich der pflanzlichen Auxinbalance und resultierende phanotypische
Veranderungen untersucht. Bei der Expression dieser Gene von ihren nativen
Promotoren wurden keine phanotypischen Effekte beobachtet (Follin et al., 1985).
Wurde die Transkription jedoch von einem 19S-CaMV Promotor kontrolliert, kam
es zur Erhéhung der Auxingehalte in der Pflanze um den Faktor 10 und die
resultierenden Phanotypen wiesen Merkmale vergleichbar einer exogenen
Auxinapplikation auf, wie epinastisches Blattwachstum, erhohte Xylemproduktion,
Adventivwurzelbildung und Apikaldominanz (Klee et al., 1987).

Als entscheidender Schritt der Beeinflussung der Auxinhomodostase erwies sich
die Transformation mit dem iaaM-Gen, welches ausreichend fur eine Erhohung
der Auxingehalte in der Pflanze ist (Klee et al., 1987), jedoch wiesen die Arbeiten
von Inzéetal. (1984) und Budaretal. (1986) die Madglichkeiten der
Pflanzentransformation mit dem iaaH-Gen und anschlieRender

Phanotypenselektion unter Zugabe des Substrats NAM aus.

laalL

Das Bakterium Pseudomonas syringae ssp. savastanoi besitzt auf seinem
Plasmid ein Auxinmetabolismusgen. Dieses iaalL-Gen kodiert fur eine
IAA-Lysin-Synthetase, welche die Auxinkonjugatbildung aus Auxin und Lysin
katalysiert (Glass & Kosuge 1986, Roberto et al., 1990) und in einem Verlust der
Auxinaktivitat resultiert. Neben Lysin konnen aber auch andere basische
Aminosauren fur die Konjugatbildung von dem Enzym genutzt werden (Kosuge et
al., 1983, Roberto et al., 1990).

Transgene Pflanzen, darunter Tabak (Spena et al., 1991), Kartoffel (Spena et al.,
1991) und Arabidopsis (Romano et al., 1995), die das iaalL.-Gen unter konstitutiver
35S-CaMV Kontrolle exprimierten, zeigten morphologische Veranderungen, die fur
eine Reduktion des aktiven Auxingehaltes in diesen Pflanzen sprechen. Dazu

gehorten reduziertes Wurzelwachstum, erhohte Seitentriebbildung, verringerte
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Apikaldominanz und epinastisches Blattwachstum. Die Reduktion des aktiven
Auxingehaltes erfolgte um den Faktor 19 (Klee & Lanahan, 1995), wogegen
Romano et al. (1991) und Spena et al. (1991) keine signifikante Reduktion des
Gehaltes freien Auxins trotz deutlicher Auxinkonjugat-Akkumulation beobachteten.
Die kontrollierte Habitusbeeinflussung durch eine iaalL-Expression wurde von
Romano et al. (1993) unter Verwendung des Hitze-induzierbaren Promotors
HSP70 versucht.

ipt

Ein bakterielles Cytokinin-Synthesegen befindet sich auf dem Ti-Plasmid von
Agrobacterium tumefaciens. Dieses Gen kodiert eine Isopentenyltransferase, die
die Kondensierung von Isopentenyl Pyrophosphat (IPP) und Adenosin-5'-
Monophosphat (AMP) zu Isopentenyl-AMP katalysiert (McGaw, 1987). Dies ist die
Vorstufe aller Cytokinine und kann von der Pflanze zu aktiven Cytokininen
metabolisiert werden (vgl. 1.1.2.).

Dieses bakterielle Gen wurde in zahlreichen Untersuchungen als Madglichkeit der
Steigerung endogener Cytokiningehalte verwendet.

In Studien zur Pflanzentransformation mit einem konstitutiv exprimierten ipt-Gen
unter Kontrolle des nativen Promotors oder des 35S-CaMV Promotors wurden
deutlich erhdhte Cytokiningehalte und verringerte Konzentrationen freier und
konjugierter Auxine beobachtet (Klee et al., 1987; Smigocki & Owens, 1988;
Smigocki & Owens, 1989). Daraus resultierten dramatische phanotypische
Entwicklungsveranderungen, wie Brechung der Apikaldominanz, Verlust der
Wurzelbildung und Kallusbildung an der Sprossbasis, Verzwergung und reduzierte
Blattflache durch kleinere runde Blatter ohne Expansionswachstum.

Durch die nicht zu kontrollierende Cytokininuberproduktion bei konstitutiver
ipt-Expression wurde die normale Pflanzenentwicklung verhindert und die
erzeugten transgenen hochverzweigten nicht-elongierenden Sprosse konnten
nicht bewurzelt werden (Schmiilling et al., 1989; Smigocki, 1991; Hewelt et al.,
1994).

Durch den Einsatz induzierbarer oder lokal-begrenzter Expression des ipt-Gens
wurden Ansatze zur kontrollierten Cytokininsynthese in transgenen Pflanzen

beschrieben. Dabei wurden ein hitzeinduzierbarer Promotor (hsp70) (Medford et
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al., 1989), ein Dexamethason-induzierbares Regulationselement eines humanen
Glucocorticoid-Rezeptors (Kunkel et al., 1999), ein Kupfer-induzierbarer Promotor
(McKenzie et al., 1998), sowie der bakterielle Tetrazyklin-Repressor (TetR) (Redig
et al., 1996; Faiss et al, 1997) untersucht. Hsp70 =zeigte eine hohe
Basalexpression, deren phanotypische Auswirkungen bereits ohne Hitzeinduktion
deutlich einer Uberexpression entsprachen. TetR zeigte stringente
Regulationseigenschaften, die Apikaldominanz konnte gebrochen werden, jedoch
traten auch phytotoxische Effekte auf. Ein ahnliches Ergebnis konnte mit dem

Kupfer-induzierbaren Promotor erzielt werden.

rolA

Das rolA Gen wurde aus dem Ri-Plasmid von A. rhizogenes isoliert. Bei der
Expression in A. thaliana (Dehio & Schell, 1993) und N. tabacum (Schmdilling et
al., 1988; Sinkar et al., 1988; Sun et al., 1991; Dehio et al., 1993 Carneiro &
Vilaine, 1993) kam es zur Ausbildung pleiotroper Phanotypen, die die Entwicklung
nahezu aller Pflanzenorgane betraf. Die beobachteten phanotypischen
Veranderungen lielden sich durch Verwendung des 35S-CaMV-Promotors deutlich
verstarken (Guivarc’h et al., 1996; Nilsson & Olsson, 1997).

Die morphologischen Merkmale rolA-transgener Pflanzen umfassen eine
Reduktion des Pflanzenwuchses aufgrund verkurzter Internodien, welche bis zur
Verzwergung unter 35S-CaMV Transkriptionskontrolle ausgepragt sein kann,
sowie hochgradig faltige Blatter durch die Entkopplung des koordinierten
Wachstums von Vaskular- und Blattparenchymgewebe, einhergehend mit einem
veranderten Blattlangen zu Blattweiten-Verhaltnis (Schmdlling et al., 1988; Sinkar
et al., 1988; Sun et al., 1991; Dehio et al., 1993). Zum Teil wurde auch Epinastie
der Laubblatter beobachtet. Weiterhin war das Bluhverhalten in
rolA-exprimierenden Pflanzen betroffen. Neben einer reduzierten mannlichen
Fertilitat wurden verklrzte Blitenstande mit groferen Bliten bei Tabak
(Schmilling et al., 1988; Sinkar et al., 1988) beobachtet, aber auch eine
verspatete Blute mit kleinen aberranten Bluten trat bei Tabak (Martin-Tanguy et
al., 1990; Sun et al., 1991) und Tomate (van Althorst et al., 1992) auf.
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Die molekulare Funktion des rolA-Genproduktes ist noch unklar. Entsprechend der
beobachteten  phanotypischen = Merkmale  wurden  Veranderungen in
Phytohormongehalt und —sensitivitat der Transgenen vermutet.

Die Untersuchungen von Maurel et al. (1991) und Vansuyt et al. (1992) wiesen
eine erhohte Sensitivitat von Tabakprotoplasten bzw. Plasmamembranvesikeln
aus. Weiterhin konnte ein veranderter Auxingradient im Spross von Prinsen et al.
(1994) beobachtet werden.

Ebenso konnte eine deutliche Beeinflussung der Gibberellin-Gehalte
nachgewiesen werden. Die Konzentration des aktiven Gibberellins GA; war im
apikalen Sprossbereich und den Laubblattern reduziert (Schmdilling & Schell,
1993; Dehio et al., 1993). Eine Reduktion des Gibberellin-Gehaltes kann den
beobachteten Zwergwuchs in rolA transgenen Pflanzen erklaren, aber nicht allein
die Ursache der rolA-Merkmale sein, denn Moritz & Schmilling (1998) zeigten,
dass durch exogene GA-Applikation der Phanotyp des Wildtyps nicht
wiederhergestellt werden kann.

Neben dieser Beeinflussung des Metabolismus verschiedener Phytohormone
fuhrten die Untersuchungen von Sun et al. (1991) und Ben-Hayyim et al. (1996)
eine Korrelation des rolA-Phanotyps mit einem veranderten
Polyaminmetabolismus an, sie zeigten die Inhibierung der Akkumulation von

Polyaminkonjugaten.

rolC

rolC ist neben rolA ein weiteres auf dem Ri-Plasmid von A. rhizogenes
lokalisiertes Gen, dessen Expression in trangenen Pflanzen zu markanten
phanotypischen Habitusveranderungen fuhrte.

Bei einer rolC-Expression in N. tabacum (Schmulling et al., 1988; Oono et al.,
1990; Scorza et al., 1994), Osteospermum ecklonis (Giovanni et al., 1999) und
Petunie (Winefield et al., 1999), war allen Untersuchungen eine Reduktion der
Pflanzenhohe durch verkurzte Internodien, sowie ein Verlust der Apikaldominanz,
resultierend in einem kompakten buschigen Phanotyp gemein. Daneben war das
Bluhverhalten beeinflusst; die Blutenbildung war verstarkt und der Blutenzeitpunkt
verfraht. In vielen Fallen konnte eine mannliche Sterilitadt der Pflanzen beobachtet

werden. Die Blatter wiesen eine Lanzettform auf, wodurch eine Reduktion der
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Blattflache resultierte. AuRerdem war der Chlorophyllgehalt reduziert, sodass die
Blatter hellgrin erschienen.

In Untersuchungen an Nelke (Casanova et al., 2003, 2004) konnte eine
verbesserte Bewurzelung von Stecklingen beobachtet werden.

Aufgrund dieser beobachteten phanotypischen Merkmale wurde fur die rolC-
Aktivitat eine Modulation endogener Pflanzenwachstumsfaktoren bzw. eine
modifizierte Sensitivitat gegenuber Phytohormonen abgeleitet. Ein Teil der rolC-
assoziierten Habitusveranderungen deutet auf eine Verstarkung der
Cytokiningehalte in den transgenen Pflanzen hin. Doch obwohl Estruch et al.
(1991) zeigen konnte, dass das rolC-Genprodukt eine R-Glucosidase ist, die
Cytokininkonjugate in aktive Cytokininverbindungen metabolisieren kann, konnte
der Nachweis dieser Funktion in planta nicht erbracht werden. Neben veranderten
Cytokiningehalten konnte auch eine deutliche Reduktion des aktiven Gibberellins
GA1 gezeigt werden, wodurch sich die Verzwergung der rolC-transgenen Pflanzen
erklaren lasst (Nilsson et al., 1993, 1996).

Faiss et al. (1996) fuhren als Primarwirkung des rolC eine Modifizierung von ,low
molecular weight substances® an, wie 2z.B. Oligosaccharine, denen

phytohormonahnliche Wirkungseffekte zugeschrieben werden.

1.3. Méglichkeiten transgener und transienter
Expressionsansatze zur Modulation der Cytokinin-Auxin
Balance in planta

1.3.1. Pflanzenvirale Expressionsvektoren

Untersuchungen zur Nutzung pflanzenviraler Expressionsvektoren haben gezeigt,
dass es sich um ein starkes, systemisches, aber temporares Expressionssystem
handelt (Donson et al., 1991; Chapman et al.,, 1992; Dolja et al., 1998). Wie
Scholthof et al. (1996) ausfuhrten, kann durch die Nutzung autonom replizierender
pflanzenviraler Vektoren ein hohes Niveau an transienter Genexpression erzielt
werden.

Verschiedene Strategien wurden bei der Entwicklung pflanzenviraler

Expressionsvektoren beschrieben (Lacomme et al., 1998). Im Folgenden werden
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zwei pflanzenvirale Expressionsvektoren vorgestellt, die in den Untersuchungen
dieser Arbeit verwendet wurden. Beide nutzen als Expressionsstrategie fur
Fremdgene die Gen-Insertion. D.h. die Transkriptionskontrolle des zu
exprimierenden Fremdgens wird durch Verdoppelung eines subgenomischen

pflanzenviralen Promotors erzielt.

1.3.1.1. PVX-basierter pflanzenviraler Expressionsvektor

Potato virus X (PVX), Genus Potexvirus, besitzt ein ssRNA-Genom (Huisman et
al., 1988).

Der Wirtspflanzenkreis ist hauptsachlich auf Solanaceaen beschrankt. Dort
verursacht das Virus Mosaiksymptome unterschiedlicher Intensitat und
Auspragung in Abhangigkeit von Virusisolat und Wirtspflanze.

FUr den in dieser Arbeit verwendeten PV X-basierten Expressionsvektor konnte die
Eignung zur heterologen Expression verschiedentlich gezeigt werden (Chapman
et al., 1992; Hammond-Kosack et al., 1995).

Der infektiose cDNA Klon von PVX befindet sich unter CaMV 35S Kontrolle
(Abb.1.3-1).  Der  Hullproteinpromotor wurde verdoppelt und einige
Restriktionsschnittstellen zum Einklonieren von Fremdgenen wurden eingeflugt
(Chapmann et al., 1992).

1.3.1.2. TRV-basierter pflanzenviraler Expressionsvektor

Tobacco rattle virus (TRV), Genus Tobravirus, besitzt ein bipartites
ssRNA-Genom. Auf der RNA1 sind die Gene fir die virale Replikation nétige RNA
abhangige RNA Polymerase (RdRp), das Transportprotein sowie der
Pathogenitatsfaktor lokalisiert. RNA2 ist fur die Infektiositat des Virus nicht
erforderlich und kann damit fur die Expression von Fremdgenen modifiziert
werden. Dazu wurden in der RNA2 hinter dem Huillprotein alle weiteren Gene, die
fur die Vektorubertragung des Virus verantwortlich sind, entfernt und durch einen
subgenomischen Promotor, der aus dem Pea early-browning virus (PEBV) stammt
und einer ,multiple cloning site* zum Einfigen von Fremdgenen ersetzt
(MacFarlane & Popovich, 2000). Beide TRV cDNA Klone befinden sich unter
Kontrolle eines verdoppelten CaMV 35S Promotors.

Das TRV besitzt einen sehr weiten Wirtspflanzenkreis.
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1.3.2. Ethanol-induzierbares Expressionssystem

Verschiedene Genexpressionssysteme, die die MOoglichkeit bieten, zeitlich,
raumlich und quantitativ die Fremdgenexpression in Pflanzen zu kontrollieren,
wurden entwickelt. Dazu gehdren vornehmlich verschiedene Methoden chemisch
regulierter Expression des Transgens (Gatz, 1997; Gatz & Lenk, 1998; Jepson et
al., 1998; Zuo & Chua, 2000; Padidam et al., 2003).

Induzierbare Expressionssysteme bieten neben der steuerbaren Expression von
Genen, welche bei konstitutiver Expression einen letalen Phanotyp bewirken oder
pflanzliche Entwicklungsvorgange beeintrachtigen, die Moglichkeit Genfunktionen
in  unterschiedlichen  pflanzlichen  Entwicklungsstadien oder variablen
Expressionsstarken gezielt zu untersuchen.

Zu diesen induzierbaren Expressionssystemen gehort das Ethanol-induzierbare
alcR/alcA-System (Salter et al., 1998; Caddick et al., 1998).

Das alc-Regulon aus Aspergillus nidulans ist ein chemisch induzierbares
Zwei-Komponenten System, bestehend aus dem Transkriptionsfaktor alcR und
dem Promotor alcA (Felenbok et al., 1988).

Fir die Nutzung des alcR/alcA-Systems in Hoheren Pflanzen wurden zwei
Expressionskassetten konstruiert (Caddick et al., 1998; Salter et al., 1998). Das
Regulatorkonstrukt exprimiert den Transkriptionsfaktor alcR konstitutiv von dem
CaMV 35S Promotor. Das Effektorkonstrukt besteht aus einer Promotorfusion der
regulatorischen Domane des alcA-Promotors, welche zwei Bindungsstellen fur
den Transkriptionsfaktor enthalt und einem CaMV 35S Minimalpromotor, der die
TATA Box dieses Promotors beinhaltet. Nach Applikation des Induktors andert der
konstitutiv exprimierte Transkriptionsfaktor seine Konformation und kann den
Zielpromotor aktivieren (Jepson et al., 1998).

Die Effizienz dieses chimaren Promotorkonstruktes wurde fir eine erfolgreiche
induzierbare Genexpression in verschiedenen Pflanzenspezies gezeigt, darunter
Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Nicotiana tabacum und Solanum tuberosum
(Caddick et al., 1998; Salter et al., 1998; Roslan et al., 2001; Sweetman et al.,
2002).

Diese Untersuchungen wiesen aus, dass sich der alcA-Promotor durch eine
geringe Basalaktivitat, gute Induktionsfahigkeit, eine schnelle reversible

Induktionskinetik und Expressionslevel, die sich zur Ausbildung von Phanotypen
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eignen, auszeichnet. Expressionsdauer und Expressionsniveau konnten uber die

Induktorapplikation reguliert werden.

1.3.3. Transientes RNAIi durch VIGS

Pflanzen verfugen uber einen RNA-vermittelten Abwehrmechanismus gegen
pflanzenvirale Infektionen (VIGS), bei dem virale Transkripte sequenzspezifisch
abgebaut werden (Ratcliff et al., 1997, 1999; Kooter et al., 1999; Dalmay et al.,
2000a,b; Fagard et al., 2000).

Pflanzenviral induziertes Abschalten von Genen wurde als Methode zur
funktionellen Genomanalyse von Pflanzengenen etabliert (Holzberg et al., 2002;
Liu et al., 2002a; Ekengren et al,. 2003; Sharma et al., 2003; Yoshioka et al.,
2003). Fur die Nutzung dieser Methode tragen pflanzenvirale Expressionsvektoren
eine Sequenz des abzuschaltenden pflanzlichen Gens und werden dadurch Ziel
des pflanzlichen Abwehrmechanismus (Kumagai et al., 1995; Ruiz et al., 1998;
Baulcombe 1999; Waterhouse et al., 2001). Damit stellt VIGS eine Alternative zur
,Knock-out Mutantenherstellung von Pflanzen dar, durch deren Anwendung eine
transiente Reprimierung des zu untersuchenden Pflanzengens erfolgt und aus
dem resultierenden Phanotyp eine Analyse der Genfunktion ermdglicht wird.

Unter verschiedenen beschriebenen viralen Vektorsystemen (Robertson, 2004)
wird der TRV-basierte VIGS-Vektor (Ratcliff et al., 2001; Liu et al., 2002a)
aufgrund seines weiten Wirtspflanzenkreises, der milden Symptominduktion und

der Fahigkeit Pflanzenmeristeme zu infizieren am haufigsten angewendet.
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1.4. Zielstellung dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die pflanzliche Apikaldominanz durch
Ubertragung von phytobakteriellen Genen, die in den pflanzlichen
Phytohormonhaushalt eingreifen, zu beeinflussen und in ihrer Auspragung zu
kontrollieren. Dazu wurden Gene, deren Wirkungsmechanismus in den Auxin- und
Cytokininmetabolismus der Pflanze eingreift, wie ipt und iaaH aus
Agrobacterium tumefaciens, rolA und rolC aus Agrobacterium rhizogenes, sowie
ilaaL aus Pseudomonas syringae ausgewahlt, um daruber die Apikaldominanz zu
modulieren.

Die Untersuchungen sollten an ausgewahlten Modellpflanzen erfolgen, die sich
zum einen im Hinblick auf die anzuwendende Methodik und zum anderen
bezlglich des Pflanzenhabitus als besonders geeignet empfehlen. Dazu gehérten
N. tabacum, welche sich Uber eine ausgepragte Apikaldominanz charakterisiert
und des weiteren sowohl fir transiente als auch stabile Transformationsversuche
geeignet ist. N. benthamiana wurde aufgrund seiner besonderen Eignung fur
pflanzenvirale Expressionsuntersuchungen ausgewahlt. P. hybrida sollte einen
Bezug =zur praktischen Nutzbarkeit der dargestellten Versuche zu setzen
ermoglichen.

Aufgrund der ausgepragten homoostatischen Kontrolle, dem der pflanzliche
Phytohormonhaushalt unterliegt, sollten transgene N. tabacum erstellt werden, die
die Dbakteriellen Gene unter Kontrolle eines Ethanol-induzierbaren
Regulationselementes exprimieren, sowie Uber ein Auxin-induzierbares
Reportergen verfugen. Dies sollte neben der morphologischen Beurteilung auch
eine Untersuchung der Beeinflussung der Auxinkinetik in den erstellten
transgenen Pflanzen in Abhangigkeit von konditionell induzierbarer Expression
bakterieller Phytohormongene ermdglichen. Dieses Expressionssystem sollte auf
seine Eignung pflanzliche Phanotypen durch regulierbare Expression von
bakteriellen Phytohormongenen zu induzieren, untersucht werden. Dabei war
insbesondere eine madgliche unerwlnschte Basalexpression des verwendeten
Induktionssystems zu untersuchen, sowie eine geeignete Induktionsstrategie zu
bestimmen.

Fir die Uberpriifung der Funktionalitat des verwendeten Genmaterials sollten die

Mdglichkeiten der Nutzung pflanzenviraler Expressionsvektoren beziglich einer
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Eignung eine  phanotypische  Habitusveranderung  durch  Expression
Phytohormon-beeinflussender Gene zu induzieren, untersucht werden.

Erganzend zu diesen Arbeiten sollte weiterhin die Moglichkeit gepruft werden,
inwiefern pflanzeneigene Gene des Phytohormonmetabolismus fur die

Beeinflussung der Apikaldominanz nutzbar gemacht werden kénnen.

Aus den Ergebnissen soll ein besseres Verstandnis der phytohormonellen
Wechselwirkungen (Auxin und Cytokinin) an der Beteiligung der Apikaldominanz

entstehen.
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2. MATERIAL

2.1. Pflanzenmaterial

Im Rahmen

(Nicotiana tabacum ,Samsun-nn*

dieser

Arbeit

wurden

und Nicotiana benthamiana),

unterschiedliche

Tabakspezies

samenvermehrbare Petunienlinie W113 (freundlicherweise zur Verfligung gestellt

von Dr. M. Zahn, Universitat Hannover) verwendet.

2.2. Bakterienstamme

Tab. 2-1: Liste der verwendeten Bakterienstamme

Stamm

Charakteristische
Merkmale

Verwendungszweck

Referenz

E. coli DH5alpha

Genotyp: F , & 80,
lacZAM15, recA1,
endA1, gyrA96, thi1,
hsdR17(ry mg ),
supE44, relA1, deoR,
A(lacZYA-argF), U169

Klonierung

Clontech

A. tumefaciens
LBA4404

Genotyp: Ach5
pTIACchS5AT

Tabaktransformation,
virale Expression

Hoekema et al.
(1983)

A. tumefaciens

RifX, Tet®?, GmR,

virale Expression, VIGS

Deblaere et al.

C58C1 pTiB6s3AT (1985)
A. tumefaciens DSM 5172 Amplifizierung des Gens DSMZ, _
laaH Braunschweig
Pseudomonas e
savastanoi DSM50282 Amplifizierung des Gens DSMZ,

pvar. phaseolicola

iaalL

Braunschweig

2.3. Pflanzenvirale Klone

Tab. 2-2: Liste der verwendeten pflanzenviralen Voll-Langenklone

Bezeichnung

Charakteristische Merkmale

Referenz

pPVX201

PVX cDNA Kilon

Baulcombe et al.

(1995)

pGr106

PV X201 in binarem Vektor

Ruiz & Baulcombe,
unveroffentlicht

sowie eine
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Fortsetzung Tab. 2-2: Liste der verwendeten pflanzenviralen Voll-LAngenklone

Bezeichnung

Charakteristische Merkmale

Referenz

pTRV1

RNA1-cDNA Klon des TRV-Isolates

PpK20

Liu et al. (2002a)

pYL156-NbPDS

Zur Verwendung als VIGS-Vektor

RNA2 cDNA-Klon des TRV-Isolates

PpK20
enthalt NbPDS-Fragment

Liu et al. (2002a)

pK20GFPc'

zur Expression von Fremdgenen

RNA2 cDNA-Klon des TRV-Isolates

PpK20 unter T7-Promotor Kontrolle
Expression von gfpc durch
subgenomischen PEBV-
Hullproteinpromotor

MacFarlane & Popovich
(2000)

1 der cDNA-Klon wurde als Aatll/Kpnl-Fragment aus pK20GFPc in pYL156 kloniert, resultierend in
pYL156-sgP-GFPc, damit unter 35S-Kontrolle, Inokulation Uber Agroinfektionen moglich (zur
Verfiigung gestellt von M. Varrelmann)

2.4. Plasmide

Tab. 2-3: Liste der verwendeten Klonierungsvektoren und vorhandenen Plasmide

Plasmid Charakteristische Merkmale Referenz
pBluescript Il SK- AmpR, lacZ, MCS Stratagene
pBluescript Il SK- Cam®, lacz, MCS Stratagene
pGEM-T Easy AmpR, lacZ, MCS Promega

pBINSRNACatN

Kan® binarer Vektor mit
AlcA/AlcR-Induktionskassette

Caddick et al. (1998)

pACN

AmpR CAT kontrolliert von pAlcA
und NOS-Termination

Caddick et al. (1998)

pUC19-DR5-GUS

Amp~, R-Glucuronidase-Gen unter
Auxin-induzierbaren synthetischen
Promotor DR5

Ulmasov et al. (1997)

pUC119-mgfp4

AmpR, mgfp4-Reportergen

Haseloff et al. (1997)

pUC19-rolA

AmpR, bakterielles rolA

Prof. T. Schmilling, FU Berlin

pPCV002-rolC

KanR, bakterielle Cytokinin-R-
Glucosidase (rolC)

Dr. M. Fladung, BFA Forst- und
Holzwirtschaft GroR3hansdorf

pUC9-ipt

Amp®, bakterielle
Isopentenyltransferase (ipt)

Prof. T. Schmilling, FU Berlin
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2.5. Synthetische Oligonukleotide

Die

Sequenzinformationen bekannter Gene (NCBI

Konstruktion

der spezifischen

Primerpaare
Datenbank) und mithilfe der

wurde

Primeranalyse aus dem Programm Vector NTI (Invitrogen) durchgefihrt.

Die als Primer eingesetzten Oligonukleotide wurden von der Fa. MWG Biotech

AG, Ebersberg synthetisiert.

Tab. 2-4: Liste der verwendeten Oligonukleotide fir Amplifizierung und Sequenzierung

von Genen und Genfragmenten

Bezeichnung

Basensequenz'

Verwendung

T3

5’-aattaaccctcactaaagg-3’

Sequenzierung

T7

5’-aatacgactcactatagc-3’

Sequenzierung

M13rev(-29)

5’-caggaaacagctatgacc-3’

Sequenzierung

M13rev(-49)

5’-gagcggataacaatticacacagg-3’

Sequenzierung

M13uni(-21) 5’-tgtaaaacggccagt-3’ Sequenzierung
M13uni(-43) 5’-agggttttcccagtcacgacgtt-3’ Sequenzierung
mgfp4-up 5’-cgggatccaacaatgagtaaaggaga-3’ Amplifizierung
mgfp4-low 5’-ggagctcttatttgtatagttc-3’ Amplifizierung
DR5-up 5’-ggggtaccgcagcccccttttgtc-3’ Amplifizierung
DR5-low 5’-cgggatccattgtaatigtaaata-3’ Amplifizierung
rolA-up 5’-ccggaattcgtcgacaatggaattagccggactaaa-3'° | Amplifizierung
rolA-low 5’-gcgggatccgtcgacttaatcccgtaggttigtttc-3’ Amplifizierung
rolC-up 5’-ccggaattcctggacaatggctgaagacgacctgtg -3'° | Amplifizierung
rolC-low 5’-gcgggattcctggacttagccgattgcaaacttge -3’ Amplifizierung
iaalL-up 5’-cggaattcgtcgacaatgactgcctacgatatgga-3’ Amplifizierung
iaal-low 5’-gcggattcctggactticggeggtcgatgatgta-3’ Amplifizierung
iaaH-up 5’-cggaattcgtcgacaatggtggccattacctgg-3’ Amplifizierung
iaaH-low 5’-gcggattcctggacatttgggtaaaccggge-3’ Amplifizierung
ipt-up 5’-ccggaattcgtcgacatggacctgcatctaatttic-3’ Amplifizierung
ipt-low 5’-ggtctagagtcgacctaatacattccgaacggat-3’ Amplifizierung
sho-up 5’-gctctagatgcaacaggticaggaaaatc-3’ Amplifizierung
sho-low 5’-tagagctcgtggcatctactctttgtag-3’ Amplifizierung
ckx-up 5’-aatcgtggacggattatctc -3’ Amplifizierung
ckx-low 5’-ccaaactgaccaagtccaccg-3’ Amplifizierung

' Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme, die fiir die Klonierung eingefiigt wurden, sind

hervorgehoben

-24 -

mittels




MATERIAL

Tab. 2-5: Liste  der

verwendeten

Oligonukleotide  fir den

semiquantitativen

Expressionsnachweis in den erzeugten selektierten transgenen Linien (4.2.3.)

Bezeichnung Basensequenz Verwendung
actin-up 5’-gctccacgagctgtattcce-3’ Charakterisierung
actin-low 5’-agttcctgticatagtcaag-3’ Charakterisierung
alcR-up 5’-atacgcgccgacgccagaat-3’ Charakterisierung
alcR-low 5’-tgaccagttcgggccccatt-3’ Charakterisierung
ipt-up 5’-ccggaattcgtcgacatggacctgcatctaattttc-3’ Charakterisierung
ipt-low 5’-gctctagagtcgacctaatacattccgaacggat-3’ Charakterisierung
iaaH-up 5’-atggtggccattacctcgtt-3’ Charakterisierung
iaaH-low 5’-agcggtatgggtggcattct-3’ Charakterisierung
rolC-up 5’-ccggaattcctgcagaatggctgaagacgacctgtg-3’ Charakterisierung
rolC-low 5’-aactgcagttagccgattgcaaacttgc-3’ Charakterisierung
alcA-up 5’-tgctctcctaccccaggatc-3’ Charakterisierung
T-DNA-low 5'-ttgtaaaacgacggccagtg-3’ Charakterisierung
gfp-up 5’-aaggagaagaacttttcact-3’ Charakterisierung
gfp-low 5’-agattgtgtggacaggtaat-3’ Charakterisierung
iaal-up 5’-atgactgcctacgatatgga-3’ Charakterisierung
iaal-low 5’-agttaagcgcticgaaatgg-3’ Charakterisierung
rolA-up 5’-atggaattagccggactaaa-3’ Charakterisierung
rolA-low 5’-gtctgaatttticacgtccgg-3’ Charakterisierung
2.6. Enzyme
Tab. 2-6: Liste der verwendeten DNA-modifizierenden Enzyme
Enzym Konzentration Hersteller
Klenow Fragment 2 U/l MBI-Fermentas
Proteinase K 20 mg/ml Roth
RQ1 DNase 1 U/l Promega
T4 DNA-Ligase 1 U/l MBI-Fermentas
Taq DNA Polymerase 5 U/l Genecraft
?’?g\é;irei;te;:ee 10 U/l Promega
PfU-Polymerase 3 U/l Promega
Alkaline Phosphatase 1U/ul Roche
Ribonuklease A 90 U/mg Sigma
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Tab. 2-7: Liste der verwendeten Restriktionsendonukleasen

Restriktionsenzym

Konzentration

Hersteller

AccB5| (G/IGTACC)

BamHI (G/GATCC)

Ecl1361l (GAG/CAT)

Eco32l (GAT/ATC)

Eco105| (TAC/GTA)

Eco1471 (AGG/CCT)

EcoRI (G/AATTC)

Hindlll (A/AGCTT)

Kpnl (GGTAC/C)

10 U/pl

Ncol (C/ICATGG)

Notl (GC/GGCCGC)

Pstl (CTGCA/G)

Pvull (CAG/CTG)

Sacl (GAGCT/C)

Smal (CCC/IGGG)

Xbal (T/ICTAGA)

Xhol (C/TCGAG)

MBI-Fermentas

EcoRV (GAT/ATC)

Sall (G/TCGAC)

10 U/gl

New England
Biolabs

2.7. Kulturmedien

2.7.1. Medienbestandteile

Tab. 2-8a: Bakterienkulturmedien

Tab. 2-8b: Pflanzenkulturmedien

Bezeichnung| Hersteller Bezeichnung| Hersteller
Agar Roth Plant-Agar Duchefa
Hefeextrakt Roth MS-Mischung Duchefa
Pepton Roth Sucrose Nordzucker
Natriumchlorid Roth
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2.7.2. Bakterienkulturmedien

LB (Luria Bertoni)-Medium
modifiziert nach Sambrook et al. (1989):

15 g Agar 10 g Pepton
10 g Pepton 5 g Hefeextrakt
5 g Hefeextrakt 10 mM NacCl
10 g NaCl 2,5 mM KCI
1000 ml A. bidest. 1000 ml A. bidest.

Autoklavieren, bei 4°C lagern
SOC-Medium: 1 ml2 M Glucose
1 ml2M MgCl,
100 ml SOB-Medium

2.7.3. Pflanzenkulturmedien

SOB-Medium (pH 6-7):

Autoklavieren, bei 4°C lagern

Tab. 2-9: Ubersicht der Zusammensetzung der verwendeten Pflanzenkulturmedien

Bestandteil Bezeichnung
(Angaben | Null- Regenerations- | Selektives Selektives Selektives
je Liter) medium | medium Regenerations- | Nullmedium | Aussaat-
medium medium
MS-— 449 449 449 449 449
Mischung
BAP / 1mg 1mg / /
NAA / 0,1 mg 0,1 mg / /
Kanamycin / / 150 mg 150 mg 400 mg
Cefotaxim / / 500 mg / /
Saccharose 20¢g 209 20g 20¢g 20¢g
Plant-Agar 8¢ 8¢ 8¢ 8¢ 8¢
pH-Wert 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8
Bestandteil Bezeichnun
(Angaben | Cytokinin- | Cytokinin- Auxin- Auxin- Wasser-
je Liter) medium betontes medium betontes agar
Regenerations- Regenerations-
medium medium
MS- 4,44 4,44 4,44 444 4,44
Mischung
BAP 1 mg 1 mg / 0,5mg /
NAA / 0,5 mg 1 mg 1mg /
Saccharose 20g 20g 20g 20g 20g
Plant-Agar 8¢ 8¢ 8¢ 8¢ 8¢
pH-Wert 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8

'MS-Mineralsalz- und Vitaminmischung nach Murashige & Skoog (1962)
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2.8. Phytohormone

Tab. 2-10: Liste der verwendeten Phytohormone

Phytohormon Stammlosung | Arbeitslésung | Hersteller
BAP 500 mg/ ml NaOH 500 pg/ mi Duchefa
NAA 500 mg/ ml NaOH 50 pg/ml Duchefa
2.9. Antibiotika und selektive Agenzien
Tab. 2-11: Liste der verwendeten Antibiotika und Selektionsmittel
Antibiotikum Stammldsung Arbeitslosung | Hersteller
Ampicillin-
Natriumsalz 150 mg/ ml H,O 150 pg/ ml Applichem
Cefotaxim-
Natriumsalz 50 mg/ ml H,O 500 ug/ ml Duchefa
Chloramphenicol 30 mg/ ml EtOH 30 pg/ ml Applichem
IPTG 46 mg/ ml H,O 46 pg/ mi Applichem
Kanamycinsulfat 50 mg/ ml H,O 50 ug/ ml Applichem
Streptomycinsulfat |25 mg/ ml H,O 25 ug/ ml Applichem
Rifampicin 50 mg/ ml DMSO 50 ug/ ml Applichem
Tetrazyklin-HCI 4 mg/ ml EtOHzqq, 4 pg/ mi Applichem
X-Gal 40 mg/ml DMF 40 pg/ mi Applichem

2.10. GroRenstandard fur die Gelelektrophorese

Als Langenstandard in der Gelelektrophorese wurde Pstl verdaute Lambda-DNA

eingesetzt, die die nachfolgenden Fragmentgrof3en aufwies:

11501 bp
5080 bp
4505 bp
2840 bp
2454 bp
2139 bp
1986 bp

1700 bp 339 bp 150 bp
1159 bp 264 bp 94 bp
1093 bp 247 bp 87 bp
805 bp 216 bp 72 bp
516 bp 211 bp

467 bp 200 bp

448 bp 164 bp
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2.11. Chemikalien

Tab. 2-12: Ubersicht der verwendeten festen Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
Acetosyringon Fluka
Agarose Roth
Bromphenolblau Applichem
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl,) Applichem
Dinatriumhydrogenphosphat-Monohydrat (Na,HPO,) Applichem
Dithiotreitol (DTT) Applichem
Ethylendinitrilotetraessigsaure, Dinatriumsalz (EDTA) Serva
Glucose Applichem
Guanidin Hydrochlorid (GHCI) Applichem
Guanidin Thiocyanat (GSCN) Applichem
Kaliumacetat (KAc) Applichem
Kaliumchlorid (KCI) Applichem
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) Applichem
Kaliumhydroxid (KOH) Applichem
Lysozym Applichem
Manganchlorid-Dihydrat (MnCl,) Applichem
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl,) Applichem
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO,) Applichem
Morpholinethansulfonsdure (MES) Applichem
Natriumacetat-Trihydrat (NaAc) Applichem
Natriumcarbonat (Na,CO,) Applichem
Natriumchlorid (NaCl) Duchefa
Natriumcitrat-Dihydrat (NaCitrat) Applichem
Natriumdodecylsulfat Ultra Pure (SDS) Gibco BRL
Natriumhydroxid (NaOH) Applichem
Natriumjodid (Nal) Applichem
Natriumperchlorat Applichem
Natriumsulfit (Na,SOs3) Applichem
N-Laurylsarcosin-Natriumsalz Applichem
Pipes Applichem
Polyvinyl Polypyrrolidone 40 (PVPP-40) Applichem
Silica Partikel Applichem
Sucrose Nordzucker
Trinatriumphosphat (NasPO,) Applichem
Tris Acetat Applichem
Trishydrochlorid (Tris-HCI) Applichem
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Tab. 2-13: Ubersicht der verwendeten fliissigen Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
2-Mercaptoethanol Applichem
Chloroform Applichem
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Applichem
Dimethylformamid (DMF) Applichem
Dimethylsulfoxyd (DMSO) Applichem
Eisessig (100 %) Applichem
Ethanol (99,6 %), reinst Applichem
Ethanol (99,6 %), vergallt Applichem
Ethidiumbromid (1%) Applichem
Glycerin (87 %) Applichem
Isopropanol (99,7 %) Applichem
Isoamylalkohol Applichem
(P_lf)vl\l);og(g/_e;tg)ylensorbitanmonolaurat Applichem
Roti-Phenol (destilliert und aquilibriert) Applichem
Salzsaure (37 %) Applichem
Triton X-100 Applichem

2.10. Kommerzielle Extraktionssysteme
Tab. 2-14: Ubersicht der verwendeten Kits

Bezeichnung Verwendung Hersteller
QIAprep® Spin Miniprep Kit Plasmid-Isolierung Qiagen
DNeasy® Plant Mini Kit DNA-Extraktion Qiagen
Prep-a-gene Nukleinsaure-Extraktion Biorad
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2.11. Gerate

Tab. 2-15: Ubersicht der verwendeten Gerite

Gerat Hersteller
Elektrophoresekammern (Mini, Midi) Harnischmacher Polymehr
Elektroporator Biorad
Filtersysteme fiir die Mikroskopie AHF Analysentechnik
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioskop
Gelelektrophoresezubehér Harnischmacher Polymehr
Gefrierschrank Liebherr
Kamera der Geldokumentation Intas
Kuhlschrank Liebherr
Lichtthermostat Mytrom
Magnetriihrer H+P Labortechnik
Mikrowelle Sharp
Schuttler Schutt
(Sézgrii(t)ﬂ;;g]it Temperaturregelung Braun Biotech

Wissenschaftlich technische
pH-Meter Werkstatten (WTW)
Photometer Eppendorf
Pipetten (10ul, 20ul, 200ul, 1000ul) Gilson
Spannungsquelle Apelex
Sterile Werkbank Kendro
Thermoblock Grant Instruments
Thermocycler Eppendorf
Thermoschranke Binder
Tischzentrifuge Eppendorf
Tischzentrifuge mit Kilhlung Sigma
UV-Handlampe UVP Upland
UV-Tisch Vilber
Vakuumkonzentrator Eppendorf
Vortexer IKA-Works
Waagen Sartorius
Wasserbad Memmert
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2.12. Sonstiges Labormaterial

Tab. 2-16: Ubersicht des verwendeten Einweg-Labormaterials

Bezeichnung Hersteller
Aluminium-Wageschalen Roth
Einwegspritzen Braun
Elektroporationskivetten Biozym
PE-Probenbeutel Roth
Petrischalen Sarstedt
Pipettenspitzen Sarstedt
Photometerkuvetten Eppendorf
Sterilfilter Roth

2.13. Software

Sequenzauswertung und -bearbeitung

Die Auswertung von Sequenzierungsergebnissen, sowie Analyse und Vergleich
von Sequenzdaten erfolgte mit dem Programm Lasergene (DNASTAR).

Zusatzlich wurde fur Homologievergleiche Blast unter www.ncbi.nlm.nih.gov/blastv
(Altschul et al., 1997) herangezogen.

Plasmidkarten und Klonierungen wurden mit dem Programm VectorNTI

(Invitrogen) in silico erstellt und bearbeitet.

Bildbearbeitung

Das Bildmaterial wurde mit AdobePhotoshop erstellt.

Mikroskopische und epifluoreszenzmikroskopische Aufnahmen erfolgten mit
Leica-Kamera (DM-RB) und dem Programm Leica IM500. Die Parameter

Verstarkung und Belichtungszeit sind bei den Abbildungen angegeben.

Statistische Versuchsauswertung

Als Statistikprogramm wurde SAS, Version 8.1 (SAS Institute Corp.) verwendet.
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3. METHODEN

3.1. Herstellung der Medien, Losungen und Puffer

Alle Medien, Losungen und Puffer wurden mit bidestilliertem Wasser hergestellt
und fiir 20 min bei 121°C und 1 bar Uberdruck autoklaviert.

Hitzeunbestandige Substanzen wurden sterilfiltriert und den abgekihlten Medien
und L6sungen zugegeben.

Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI oder 1 N NaOH eingestellt.

Fir die Arbeiten mit RNA wurde dem Wasser DEPC (0,1%) zugesetzt und Uber
Nacht unter standigem Ruhren inkubiert und dann autoklaviert.

3.2. Kultivierung von Pflanzen

Die sterile Kultivierung der Pflanzen erfolgte in einem Klimaraum unter folgenden
Bedingungen:

Tag: 16h 26°C 5000 Lux

Nacht: 8h 26°C

Pflanzen im Gewachshaus wurden in den Sommermonaten dem naturlichen
Tag-/Nachtrhythmus unterstellt. In den Wintermonaten wurden die Pflanzen
zusatzlich mit Assimilationsleuchten (ca. 4 kix) bestrahlt, so dass die Pflanzen

immer einer Tageslange von 12-14 h ausgesetzt waren.

Zusatzlich standen Klimaschranke fiur Versuche zur Verfligung in denen die

Temperatur zwischen 15°C-30°C bei 70% rel. Luftfeuchte reguliert werden konnte.

3.2.1. Sterilisation von Samen fur die in vitro-Kultur

Die Samen wurden in ein 2 ml Eppendorfgefal} Uberfihrt und fir 15 min unter
standigem Schitteln bei 800 U/min in 3% NaOCI-Lésung oberflachensterilisiert.
AnschlieRend wurde die NaOCI-Lésung mit einer Pipette vollstandig entfernt und
die Samen viermal in sterilem destilliertem Wasser fur jeweils vier Minuten

gewaschen.
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3.2.2. In vitro-Kultur von Tabakpflanzen und Petunienlinien

Steriles Pflanzenmaterial von N. tabacum cv. ,Samsun-nn“, N. benthamiana sowie
Petunia hybrida W113 wurde durch sterile Aussaat etabliert.
Die Vermehrung des Pflanzenmaterials erfolgte vegetativ durch regelmallige

Uberfiihrung des apikalen Sprosses auf ein Grundmedium (Nullmedium, 2.7.3.).

3.2.3. Uberfuihrung von in vitro-Pflanzen ins Gewéachshaus

Far den Transfer von in vitro-Pflanzen ins Gewachshaus wurden diese zunachst
fur zehn Tage auf Nullmedium zur Wurzelbildung (2.7.3.) kultiviert. Anschliel3end
wurden die Pflanzen aus dem Weckglas entnommen und unter flieRend Wasser
anhaftendes Kulturmedium entfernt. Dann konnten die Pflanzen in ein gut
durchfeuchtetes TKS-Sandgemisch gesetzt werden. Die Topfe wurden mit
Plastikhauben abgedeckt, um eine hohe Luftfeuchtigkeit aufzubauen und im
Gewachshaus fur 2-3 Tage kultiviert. Dann erfolgte ein schrittweises Entfernen der

Plastikhaube fir die Adaption der Pflanzen an die Gewachshausbedingungen.

3.3. Kultivierung von Bakterienstammen

3.3.1. Bakterienanzucht

E. coli-Stamme wurden zunachst aus Dauerkulturen auf LB-Selektivplatten
ausgestrichen und bei 37°C bis zur Kolonienbildung inkubiert. Fir die Anzucht von
A. tumefaciens-Stammen erfolgte die Inkubation bei 28°C.

Zwei bis drei Einzelkolonien wurden in flissiges LB-Medium dUberimpft und unter
standigem Schitteln bis zu einer deutlichen Tribung der Bakteriensuspension
U.N. inkubiert.

3.3.2. Bestimmung des Bakterientiters

Die optische Dichte der Bakteriensuspension wurde photometrisch bei 600 nm

bestimmt.

-34 -



METHODEN

3.3.3. Anlegen von Bakteriendauerkulturen

850 pl einer U.N. Kultur wurden mit 450 pl 87% (v/v) Glycerin versetzt und nach
grundlicher Durchmischung bei —80°C gelagert.

3.4. Herstellung chemisch-kompetenter E. coli und
Transformation

Die Herstellung und Transformation von E. coli-Zellen erfolgte nach dem Protokoll
von Inoue et al. (1990).

Die Arbeitsschritte bei der Anzucht kompetenter Zellen muissen alle auf Eis
erfolgen und mit groRer Sorgfalt durchgefuhrt werden, so ist es mdglich mit
diesem Protokoll kompetente Zellen fir eine Transformationsrate von

107-10°8 CfU/ug Plasmid zu erzeugen.

Herstellung chemisch-kompetenter E. coli

- Ausstreichen von E. coli DH5a auf LB-4pg/ml Tc-Platten

- Inkubation U.N. bei 37°C

- Animpfen einer Vorkultur von 25 ml SOB

- Inkubation fr 8 h bei 37°C und 200 Upm

- Animpfen der Hauptkultur (250 ml) mit 10 ml der Vorkultur in SOB (SOB mit
20 g statt 10g Pepton)

- Inkubation U.N. bei 18°C und 200 Upm bis zu einer ODgyo von 0,55
(ungefahr 16-18 h)

- Uberflihrung der Bakteriensuspension in Zentrifugenbecher

- Inkubation auf Eis fir 10 min

- Zentrifugation fur 10 min bei 2500 g und 4°C

- Grundliches Verwerfen des Uberstandes

- Vorsichtiges Resuspendieren des Bakterienpellets in 80 ml
eisgekuhltem TFB-Puffer

- Zentrifugation fur 10 min bei 2500 g und 4°C

- Grundliches Verwerfen des Uberstandes

- Vorsichtiges Resuspendieren des Bakterienpellets in 20 ml eisgekuhltem
TFB-Puffer

- Zugabe von 1,5 ml DMSO und vorsichtiges Mischen

- Inkubation auf Eis fir 10 min

- Zugiges aliquotieren von 100 pl in 1,5 ml Eppendorfgefalen

- Einfrieren in flissigem Stickstoff

- Lagerung bei -80°C

TFB-Puffer: 55 mM MnCl,*4H,0
15 mM CaCl,*2H,0
250 mM KCI
10 mM PIPES
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Transformation

- Auftauen eines Aliquots chemisch-kompetenter E. coli-Zellen in der Hand
- Zusammenfuhrung von Ligationsansatz und kompetenten Zellen

- Inkubation fur 30 min auf Eis

- Hitzeinduktion fur exakt 90 sec bei 42 °C

- Inkubation fur 90 sec auf Eis

- Zugabe von 400 ul SOC zu jedem Eppendorfgefall

- Inkubation der Reaktionsgefalde fur 60 min bei 37°C und 200 Upm

- Ausplattieren von 50-100ul Suspension auf Selektivmedium

- Inkubation der Petrischalen U.N. bei 37°C

3.5. Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens und
Transformation

Zur Herstellung elektrokompetenter A.tumefaciens LBA4404 wurde eine
kombinierte Methode nach Nagel et al. (1990) und Mattanovich et al. (1989)
gewahlt. Die Transformationsrate betragt fir A. tumefaciens ca. 1,5 x 10° CfU.

Die Arbeitsschritte sind ztgig und auf Eis durchzufihren:

Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens

- Ausstreichen von A. tumefaciens auf Selektiv-LB

- Inkubation fur 48 h bei 28°C

- Animpfen der Vorkultur in 20 ml LB

- Inkubation U.N. bei 250 Upm und 28°C

- Animpfen der Hauptkultur von 1000 ml LB (5 g NaCl statt 10 g) mit
10 ml Vorkultur

- Inkubation bis zu einer ODgpo von 0,6 bei 28°C und 250 Upm
(ungefahr 5-6 h)

- Uberfiihrung der Bakteriensuspension in Zentrifugenbecher

- Inkubation auf Eis fir 30 min

- Zentrifugation fur 15 min bei 4000 g und 4°C

- Grindliches Verwerfen des Uberstandes

- Vorsichtiges Resuspendieren des Bakterienpellets in 1 |
eisgekuhltem 1 mM HEPES pH 7

- Zentrifugation fur 15 min bei 4000 g und 4°C

- Grindliches Verwerfen des Uberstandes

- Vorsichtiges Resuspendieren des Bakterienpellets in 500 ml
eisgekuhltem 1 mM HEPES pH7

- Zentrifugation fur 15 min bei 4000 g und 4°C

- Grindliches Verwerfen des Uberstandes

- Vorsichtiges Resuspendieren des Bakterienpellets in 20 ml
eisgekuhltem 10%-igem Glycerin

- Zentrifugation fur 15 min bei 4000 g und 4°C
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- Grindliches Verwerfen des Uberstandes

- Vorsichtiges Resuspendieren des Bakterienpellets in 2 ml
eisgekuhltem 10%-igem Glycerin

- Zugiges aliquotieren von 40 ul in 1,5 ml Eppendorfgefalen

- Einfrieren in flissigem Stickstoff

- Lagerung bei -80°C

Elektroporation

- Auftauen der elektrokompetenten A. tumefaciens fur ca. 5 min auf Eis

- Zugabe von 1 yl Plasmid einer Minipraparation

- Uberfiihrung des Gemisches in eine eisgekihlte
Elektroporationskuvette (Elektrodenabstand 0,1 cm)

- Elektroporation mit den Parametern: Kapazitat 25 yF, Widerstand 200 Q,
Spannung 1250 V

- Zugabe von 1 ml eisgekihltem SOC in die Elektroporationskivette
und mischen

- Uberfiihren der Suspension in ein Eppendorfgefaly

- Inkubation fir 3 h bei 28°C und 250 Upm

- Ausplattieren von 50-100ul Suspension auf Selektivmedium

- Inkubation der Petrischalen fur 48 h bei 28 °C

3.6. Gentechnische Methoden

3.6.1. Allgemeine Methoden

Die Reinigung der Nukleinsaureextrakte von Proteinen und Konzentrierung der
Proben erfolgte Uber Phenol-Chloroformbehandlung und anschlieRende

Ethanolfallung der Proben nach folgendem Protokoll:

3.6.1.1. Phenolbehandlung von Nukleinséauren

- Zugabe desselben Volumens TE-Phenol zur Probe

- Vortexen des Gemisches

- Zentrifugation fir 4 min bei 13000 Upm

- Uberfiihren der oberen Phase in ein neues Eppendorfgefaly

- Zugabe desselben Volumens Chloroform-lsoamylalkohol (24:1 v/v)
- Vortexen des Gemisches

- Zentrifugation fir 4 min bei 13000 Upm

- Uberfiihren der oberen Phase in ein neues Eppendorfgefaly

- Natriumacetat/Ethanol-Fallung der Probe (3.6.1.2.)
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3.6.1.2. Natriumacetat-Fallung mit Ethanol

- Zugabe von 0,1x Vol 3 M NaAc-Lésung (pH5,5) und 2,5x Vol.
eiskaltem Ethanolps, (-20°C) zur Probe

- Vortexen

- Inkubation fur mindestens 30 min bei —20°C

- Zentrifugation fir 15 min bei 4°C und 13000 Upm

- Uberstand verwerfen

- Waschen des Pellets mit 1 ml EtOH7qq,

- Uberstand verwerfen

- Pellet im Vakuumkonzentrator trocknen

- Resuspendieren des trockenen Pellets in TE 10/0,1 pH8,0

- Lagerung der Proben bei —20°C

TE 10/0,1-Puffer (pH 8,0): 10 mM Tris-base
0,1 mM EDTA

3.6.1.3. Konzentrations- und Reinheitsbestimmungen von

Nukleinsauren
Ein Aliquot der Probe wurde zur visuellen Bestimmung der Menge und Sauberkeit
der Nukleinsaure in einem Agarosegel aufgetrennt und bei Bedarf im Photometer
bei einer ODysp und ODggy bestimmt, der Quotient OD2s0/OD2gp gibt Aufschluss
uber die Verunreinigung der Probe mit Proteinen und Zuckern. Saubere RNA-
Praparationen sollten einen Quotienten von 2 aufweisen, saubere DNA-

Extraktionen liegen bei 1,8-2.

3.6.1.4. Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

Die Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsdureproben wurde in
horizontalen Gelen mit TBE als Laufpuffer durchgeflihrt. Als Grélenstandard
diente Pstl-verdaute A-DNA (MBI-Fermentas).

Es wurden jeweils separate Gelkammern zur Auftrennung von DNA und RNA
verwendet. Als Standardkonzentration wurden 1%-ige Gele verwendet, bei Bedarf
wurde die Agarosekonzentration zur Verbesserung des Auftrennverhaltens
variiert.

Analytische Gele wurden bei 312 nm fotografisch dokumentiert. Praparative Gele
wurden zum Schutz der Nukleinsaureproben vor DNA-Schaden bei 365 nm
belichtet.

- Losen von 0,5 g Agarose in 50 ml 1xTBE-Puffer in der Mikrowelle
- Abkulhlen der Lésung auf ca. 55°C
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- Zugabe von 1,5 yl EtBrq,

- GielRen in einen Geltrager und Einfuhren eines geeigneten Probenkamms
- Einlegen des Gels in eine horizontale Elektrophoresekammer

- Gel vollstandig mit 1xTBE-Puffer bedecken

- Einflllen der Proben und des Langenstandandards in die Geltaschen

- Gellauf zunachst bei 80 V/ 260 mA, spater bei 120 V/ 260 mA

- Belichten des Gels mit einem UV-Transilluminator

10xTBE-Puffer: 1 M Tris-Base
830 mM Borsaure
10 mM EDTA

Gelbeladungspuffer: Glycerinsso,
Bromphenolblau

DNA-Marker: 140 yl Lambda-DNA (0,4 mg/l)
8 ul Pstl (10U/pl)
30 pl 10x Restriktionspuffer

122 ul A. bidest

- Inkubation des Restriktionsverdaus fiir 120 min bei 37°C

- Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 100 ul
Gelbeladungspuffer

- Lagerung bei —20°C

3.6.2. Nukleinsaure-Isolierung

3.6.2.1. Analytische Plasmid-Isolierung aus E. coli nach Birnboim & Doly
(21979)

Diese Methode wurde verwendet zur Identifizierung positiver Klone durch
nachfolgenden Restriktionsverdau.

Dazu wurde eine Einzelkolonie fir mindestens 6 Stunden bei 37°C in
Reagenzglasern mit 2 ml antibiotikahaltigem LB auf einem Schuttelinkubator

angezogen.

- Uberfiihren der Zellsuspension in ein Eppendorfgefal

- Zentrifugation fur 3 min bei 13000 Upm

- Resuspendieren des Bakterienpellets in 200 yl Losung A

- Zugabe von 400 ul Lésung B

- Vorsichtiges Mischen durch leichtes Bewegen des Gefales
- Zugabe von 300 pl Losung C

- Invertieren des Eppendorfgefalies

- Inkubation fur 10 min auf Eis

- Zentrifugation fir 10 min bei 13000 Upm

- Uberfiihrung des Uberstandes in ein neues Reaktionsgefal
- Zentrifugation fir 10 min bei 13000 Upm

- Uberfiihrung des Uberstandes in ein neues Reaktionsgefal
- Zugabe von 600 ul eiskaltem Isopropanol (-20°C)
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- Vortexen des Reaktionsgemisches

- Zentrifugation fur 10 min bei 13000 Upm

- Vollstandiges und griindliches Entfernen des Uberstandes
- Zugabe von 200 pl Losung D zum Pellet

- Inkubation fir 5 min bei Raumtemperatur

- Resuspendieren des Pellets in Losung D

- Zugabe von 400 ul eiskaltem Ethanol,ps, (-20°C)

- Vortexen des Reaktionsgemisches

- Zentrifugation far 10 min bei 13000 Upm

- Vollstéandiges und griindliches Entfernen des Uberstandes
- Trocknen des Pellets im Vakuumkonzentrator

- Resuspendieren des Pellets in 80 pl RNAse/TE

- Lagerung bei —20°C

Lésung A: 15 mM Tris-HCI Lésung B: 200 mM NaOH
10 mM EDTA 1% SDS
50 mM Glucose

Lésung C: 3 M NaAC (pH4,8) Lésung D: 100 mM NaAc (pH 7,0)
pH-Wert einstellen mit Eisessig 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

RNase-Loésung : 10 ug RNAse/ml TE10/01 (pH 8,0)

Herstellung der Stammldsung: 10 mg RNase / ml TE 10/01 I6sen
und 15 min bei 95°C behandeln, anschlielend auf Eis abkuhlen
und bei —20°C lagern; Stammlésung 1:1000 verdinnen zur
Herstellung der Arbeitslosung.

3.6.2.2. Plasmidminipraparation flr Sequenzierungen

Flir kommerzielle Sequenzierungen wurden die Plasmide mit dem QIlAprep-
Miniprep-Kit aufgereinigt. Die Anzucht einer Einzelkolonie erfolgte in 3 ml
flussigem LB-Medium fur max. 8 h. Das Protokoll wurde nach den Angaben und

mit den Puffern des Herstellers durchgeflhrt:

- Uberfiihren der Bakteriensuspension in ein Eppendorfgefal
- Zentrifugation bei 13000 Upm fur 3 min

- Resuspendieren des Bakterienpellets in 250 pl P1-Puffer

- Zugabe von 250 ul P2-Puffer

- Mehrfaches Invertieren der Probe

- Zugabe von 350 ul N3-Puffer und sofortiges Invertieren der Probe
- Zentrifugation bei 13000 Upm fir 10 min

- Uberfiihren des Uberstandes auf eine QlAprep-Saule

- Zentrifugation fur 45 sec

- Verwerfen des Durchflusses

- Waschen des QIlAprep-Saule mit 500 ul PB-Puffer
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- Zentrifugation fir 45 sec und verwerfen des Durchflusses

- Waschen der QlAprep-Saule mit 750 ul PE-Puffer

- Zentrifugation fir 45 sec und verwerfen des Durchflusses

- Nochmaliges Zentrifugieren zum Trocknen der Saule fur 1 min
- Platzieren der Saule in einem neuen Eppendorfgefal

- Zugabe von 50 yl EB-Puffer in die Mitte der QlAprep-Saule

- Inkubation fur 1 min, anschlielRend 1 min zentrifugieren

3.6.2.3. Analytische Plasmid-Isolierung aus A. tumefaciens
(nach www.arabidopsis.org/info/Protocols_MundyZ2.jsp#Agro.mp1)

Zur Uberpriifung rekombinanter Agrobakterien nach der Elektroporation
wurden Einzelkolonien in 4 ml Selektivmedium fur 16-24 h angezogen. Dann
erfolgte die Plasmidisolierung mit nachfolgendem Kontrollverdau zur
Verifizierung des Bakterienklons. Das nachfolgende Protokoll liefert
ausreichend saubere Plasmidprobe zum Einsatz fur PCR oder
Restriktionsverdau.

- Uberfiihren der Zellsuspension in ein Eppendorfgefal

- Zentrifugation bei 13000 Upm fur 3 min

- Verwerfen des Uberstandes

- Vortexen des Pellets

- Zugabe von 120 ul Lysozym-Lysispuffer

- Resuspendieren des Pellets

- Inkubation bei 37°C fur 15 min

- Zugabe von 200 ul Lésung B

- Mehrfaches Invertieren der Probe

- Inkubation auf Eis fur 5 min

- Zugabe von 150 ul Lésung E

- Vortexen der Probe fur 10 sec und Inkubation auf Eis fur 10 min

- Zentrifugation bei 13000 Upm fur 5 min

- Uberstand in ein neues Eppendorfgefal Gberfiihren

- Zugabe von 200 ul Phenol und 200 ul Chloroform-Isoamyl (24:1 v/v)

- Vortexen und fur 3 min zentrifugieren

- Uberfiihren der oberen Phase in ein neues Eppendorfgefal

- Erneute Zugabe von Phenol und Chloroform-Isoamyl und Zentrifugation

- Uberfiihren der oberen Phase in ein neues EppendorfgefaR und mit 400 pl
Chloroform-Isoamyl mischen

- Zentrifugation bei 13000 Upm fur 4 min

- Uberfiihren der oberen Phase in ein neues Eppendorfgefal und mit 300 pl
Isopropanol (-20°C) mischen

- Inkubation auf Eis fur 10 min

- Zentrifugation fur 5 min

- Waschen des Pellets mit eiskalten EtOH7qo,

- Trocknen des Pellets im Vakuumkonzentrator flir 10 min

- Resuspendieren des Pellets in 50 pyl RNaseldsung

- Lagerung bei —20°C
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Lysozym-Lysispuffer: 50 mM Glucose
25 mM Tris-Base (pH 8,0)
10 MM EDTA
3 mM Lysozym (vor Benutzung aus der Stammlésung
(20mg/ml) zugeben)

Ldsung B: 200 mM NaOH
1 % SDS

Losung E: 60 ml5M Ammoniumacetat
11,5 ml Eisessig
28,5 ml A. bidest.

RNase-Losung : 10 ug RNAse/ml TE10/01 (pH 8,0)
Herstellung siehe 3.5.2.1.

3.6.2.4. Gesamt-RNA-Praparation aus pflanzlichen Geweben

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte zum Zwecke der cDNA-Synthese und
anschliessender PCR. Die Reinheit des Nukleinsdureextraktes und damit die
Eignung fur PCR-Anwendungen wurden Uber Verwendung interner
Positivkontrollen Gberprtift.

- Homogenisieren von 150 mg Pflanzenmaterial in 1500 ul Extraktionspuffer

- Uberfiihren von 500 ul der Extraktionslésung in ein Reaktionsgefal

- Zugabe von 100 pl N-Lauryl-Sarcosyl-Losung1oe

- Inkubation des Homogenats bei 70°C unter wiederholtem Schutteln fir
10 min

- Abklhlung des Homogenats auf Eis fir 5 min

- Zentrifugation des Homogenats bei 13000 Upm fur 10 min

- Abnahme von 300 pl Uberstand

- Zugabe von 300 pl Nal-Lsg., 150 pl EtOHaps, und 25 pl Silicasuspension

- Inkubation bei RT fir 10 min unter gelegentlichen Schitteln zur Bindung
der Nukleinsaure an die Silicapartikel

- Zentrifugation des Gemisches bei 6000 Upm flir 60 sec

- Entfernung des Uberstandes

- Resuspendieren des Pellets in 500 ul Waschpuffer

- Zentrifugation des Gemisches bei 6000 Upm fur 60 sec

- Wiederholung des Waschschrittes

- Trocknen des Pellets bei RT

- Resuspendieren des getrockneten Pellets in 50 yl TE-Puffer

- Inkubation bei 70°C fur 4 min

- Zentrifugation des Ansatzes bei 13000 Upm fur 3 min

- Ubefiihrung des Uberstandes in ein neues ReaktionsgefaR und Lagerung
bei —20°C
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Extraktionspuffer: 4 M Guanidinthiocyanat
0,2 M NaAc (pH 5,2)
0,025 M EDTA
1 M KAc

2,5 % wiv PVP-40
1 % Mercaptoethanol (vor Benutzung zugeben)

Nal-Losung: 0,75 g Na,;SO3 in 40 ml A. bidest. I6sen
36 g Nal zugeben
in dunkler Flasche bei 4°C lagern

Silica-Lésung: 60 g Silica-Partikel in 500 ml A. bidest. geben, mischen
24 h absetzen lassen
470 ml Uberstand verwerfen
500 ml A. bidest. zugeben und gut mischen
5 h absetzen lassen
440 ml Uberstand verwerfen
verbliebene Lésung mit HCI auf pH 2,0 einstellen
autoklavieren und aliquotiert bei 4°C lagern

Die RNA-Praparation wurde anschliessend einem DNAse-Verdau unterzogen.
DNAse Verdau: 3-5 ul RNA-Extrakt

1 ul 10x Reaktionspuffer

2-3 U DNAse

A. bidest. ad 10 pl

3.6.2.5. Praparation genomischer DNA aus pflanzlichen Geweben

Fir die DNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial wurde das QIAGEN DNeasy Kit
verwendet und das Protokoll nach Angaben des Herstellers mit den beigefligten
Puffern durchgefuhrt:

- Morsern von 100 mg Pflanzenmaterial in fliissigem Stickstoff

- Uberfiihrung der Probe in ein Reaktionsgefal

- Zugabe von 400 ul Puffer AP1 und 4 ul RNAse (100 mg/ml)

- Inkubation bei 65°C fur 10 min

- Zugabe von 130 ul Puffer AP2

- Inkubation auf Eis fir 10 min

- Zentrifugation der Probe bei 13000 Upm flr 2 min durch die
QlAshredder-Saule

- Zugabe des 1,5-fachen Volumens Puffer AP3/E

- Zentrifugation der Probe bei 13000 Upm fir 1 min durch die
QIlAspin mini-Saule

- Zweimaliges Waschen der Saule mit 500 pl Puffer AW und Zentrifugation
fir 2 min bei 13000 Upm

- Eluierung der DNA mit 100yl Puffer AE, vorgewarmt auf 65°C durch
Inkubation bei RT fur 5 min

- Zentrifugation bei 13000 Upm fur 2 min

- Lagerung der DNA-Probe bei —20°C
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3.6.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR-Reaktionen wurden im ,Mastercycler gradient” (Eppendorf) durchgefuhrt.

FUr praparative Anwendungen der PCR, bei der die entstehenden Fragmente

sequenziert und kloniert werden sollten, wurde dem Ansatz zusatzlich 1 U

PfU-Polymerase (Promega) hinzugeflgt.

Die Aufreinigung der PCR-Produkte fur einen Restriktionsverdau erfolgte uber
Phenol-Chloroformextraktion (3.6.1.1.) und nachfolgende Ethanolfallung (3.6.1.2.).

Reaktionsansatz: 1ul Plasmidprobe oder 3ul cDNA
5ul Polymerasepuffer mit 15 mM MgCl,
2ul MgCl; (25mM)
1ul dNTP-Mix (jeweils 25 mM)
1ul Primer low (10mM)
1ul Primer up (10mM)
2U Taqg-Polymerase
ad 50 pl H,0
Standard-PCR-Programm: Denaturierung 96°C 4 min 30 sec
Denaturierung 96°C 30 sec
35 Zyklen Primer ,Annealing“ 50-60°C 30 sec
Synthese 72°C 1 min/1 kb
Synthese 72°C 10 min

3.6.4. Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR)

Fir die Ubersetzung von RNA in cDNA mittels spezifischer Primer wurde ein
Standardansatz mit Standardprogramm verwendet:

Reaktionansatz:

5 pul A bidest.

2,5 ul RT-Puffer

1 pl Primer low (100uM)

0,25 pl ANTP-Mix (jeweils 25 mM)
0,25 pyl AMV-Reverse Transkriptase
1 Ml RNA-Nukleinsaureextrakt

RT-PCR: 45 min bei 42°C im Thermocycler
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3.6.5. Klonierung

Fur die Klonierung von Fragmenten in Vektoren und verschiedene
Subklonierungen wurden Vektor und Fragment mit Restriktionsendonukleasen
verdaut und in einem Agarosegel aufgetrennt. Erfolgte die Klonierung Uber den
Verdau mit einem Enzym, war es notwendig den Vektor einer
Dephosphorylierungsreaktion zu unterziehen, um Ligieren des Vektors ohne
Aufnahme des Fragmentes zu reduzieren. Des Weiteren war es fir einige
Klonierungsstrategien notig, die von Restriktionsendonukleasen erzeugten ,sticky
ends” zu ,blunt ends® Uber eine weitere Enzymbehandlung umzuwandeln (Klenow-
Behandlung).

Im nachfolgenden sind die Reaktionsansatze fir die entsprechenden
Enzymbehandlungen aufgefuhrt, sie richten sich nach den Angaben des

Herstellers.

3.6.5.1. Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Verdau von Plasmidminipraparationen zur Kontrolle (analytisch)

- Verdau von 3-6 pl Plasmid-DNA

- Zugabe von 1,5 ul 10x Restriktionspuffer

- Zugabe von 10 U Restriktionsenzym

- Aufflllen der Reaktion auf 15 yl Gesamtvolumen

- Inkubation fur 30-45 min bei 37°C

- Auftrennung der Probe in der Agarosegelelektrophorese

Verdau von Plasmidpraparationen/PCR-Fragmenten zur Klonierung
(praparativ)

- Verdau von 5-10 pyl Nukleinsaure

- Zugabe von 4 ul 10x Restriktionspuffer

- Zugabe von 20 U Restriktionsenzym

- Auffullen der Reaktion auf 40 ul Gesamtvolumen

- Inkubation fur 60-90 min bei 37°C

- Auftrennung der Probe in der Agarosegelelektrophorese

- Praparation der Fragmente aus dem Gel

3.6.5.2. Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

- Praparativer Verdau der Nukleinsaureprobe
- Zugabe von 5 pl A. bidest.

- Zugabe von 5 ul 10 x CIP-Puffer

- Zugabe von 1 pl Alkalischer Phosphatase

- Inkubation fur 20 min bei 37°C
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Zugabe von 1 ul Alkalischer Phosphatase

Inkubation fur 30 min bei 56°C

Abstoppen der Reaktion durch Inkubation fir 10 min bei 70°C
Phenol/Chloroformextraktion des Reaktionsansatzes (3.6.1.1.)
Fallung (3.6.1.2.)

Kontrolle der Reaktion durch Auftragen von 2-3 pl Reaktionsprodukt
in der Agarosegelelektrophorese

Einsatz fur die Ligation

3.6.5.3. Auffiullen Gberstehender einzelstrangiger DNA-Bereiche nach

Restriktion

Praparativer Verdau der Nukleinsaureprobe

Zugabe von 3 pl 2 mM dNTP

Zugabe von 5 U Klenow-Fragment

Inkubation fur 20 min bei 37°C

Abstoppen der Reaktion durch Inkubation fir 10 min bei 70°C
Phenol/Chloroformextraktion des Reaktionsansatzes (3.6.1.1.)
Fallung (3.6.1.2.)

Kontrolle der Reaktion durch Auftragen von 2-3 pl Reaktionsprodukt
in der Agarosegelelektrophorese

Einsatz zur Ligation

3.6.5.4. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen erfolgte in Anlehnung an das

Prep-a-gene-DNA Purification Kit von Biorad. Dazu wurde die Quantum

prep-Matrix von Biorad modifiziert. Die Matrix ist in GuHCI geldst und muss 3-4 x

in 5-fachen Volumen A. bidest. gewaschen werden zur vollstandigen Entfernung
des GuHCI. Nach dem Waschen wird die Matrix in A. bidest. im Verhaltnis 1:1

aufgenommen.

Zugabe das dreifachen Volumens Binding-Puffer

Inkubation bei 42°C im Heizblock zur vollstandigen Auflosung der Agarose
Zugabe von 6-8 pl Quantum-Prep-Matrix

Inkubation fur 10 min bei RT und regelmafigem Invertieren
Zentrifugation fur 30 sec bei 13.000 Upm

Uberstand verwerfen und Pellet in 500 pl Binding-Puffer resuspendieren
Zentrifugation fur 30 sec bei 13.000 Upm

Uberstand verwerfen und Pellet in 500 ul Wasch-Puffer resuspendieren
Zentrifugation fur 30 sec bei 13.000 Upm

Uberstand verwerfen und Pellet in 500 ul Wasch-Puffer resuspendieren
Zentrifugation fur 30 sec bei 13.000 Upm

Uberstand vollstandig mit der Pipette abnehmen ohne das Pellet zu
zerstoren

Pellet in 25 pl A. bidest. resuspendieren und 5 min bei 42°C im Heizblock
inkubieren

Zentrifugation fur 30 sec bei 13.000 Upm
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- Uberstand in ein neues EppendorfgefaR tberflihren
- Aliquot kann fur die Ligation eingesetzt werden

Binding-Puffer: 6 M Natrium-Perchlorat
50 mM Tris-Base
10 mM EDTA

Wasch-Puffer: 400 mM NaCl
20 mM Tris-base
2mM EDTA
50 % EtOH,ps.

3.6.5.5. Ligation von DNA-Fragmenten

- Einsatz geeigneter Nukleinsauremengen

- Zusatz von 1pl 10x Ligasepuffer

- Zusatz von 5 U T4-DNA-Ligase

- Ansatz mit A. bidest. auf 10 ul auffillen

- Inkubation U.N. bei Raumtemperatur

- Lagerung des Ligationsansatzes bei —20°C oder direkt zur
Transformation von E. coli-Zellen einsetzen

3.6.6. DNA-Sequenzierung

DNA-Proben zur Sequenzierung wurden an die Fa. MWG Biotech AG, Ebersberg
eingeschickt. Dazu wurde eine geeignete Menge Plasmidprobe auf dem
Agarosegel abgeschatzt und das entsprechende Volumen in einem
Reaktionsgefal im Heizblock bei 50°C getrocknet. Die Reaktionsgefalie wurden

gut verschlossen versandt.

3.6.7. Infektion von Pflanzen mit viralen Klonen

Alle verwendeten viralen Expressionsklone lagen in binaren Vektoren vor. Diese
wurden in A. tumefaciens transformiert, sodass die Infektion von Pflanzen mit

viralen Klonen durch transiente Agrobakterientransformation erfolgte.

3.6.7.1. Herstellung der Agrobakteriensuspension

20 ml flissiges kanamycinhaltiges LB-Medium wurde mit 30 pl einer
Bakteriendauerkultur (LBA4404 mit entsprechendem Plasmid) angeimpft und bei
28°C und 250 Upm bis zu einer ODgnp=0,6 kultiviert. Anschlielend wurde die
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Bakteriensuspension in Zentrifugenbecher uberfihrt und bei 4°C und 4000xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet im
Infektionspuffer resuspendiert und die Bakteriendichte dabei auf eine ODgpp=1
eingestellt und fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert, gelegentlich musste in dieser
Zeit die Suspension geschittelt werden. AnschlieBend konnte diese

Bakteriensuspension zur Infiltration benutzt werden.

Infektionspuffer: 10 mM MES
10 mM MgCl,
pH 5,6 einstellen
150 uM Acetosyringon (frisch bei Benutzung zugeben)

3.6.7.2. Infiltration der Blatter

Die Infiltration wurde mit einer Injektionsspritze ohne Nadel (5 ml Einmalspritze)
durchgefuhrt. Dazu wurde die Spritze gegen die Blattunterseite von voll
entwickelten und gesunden, aber noch nicht zu alten Blattern gedriuckt und mit
dem Finger auf der Blattoberseite, der Spritze komplementar, ein Gegendruck
ausgeubt und dabei die Agrobakteriensuspension in die Interzellularen des Blattes
gepresst. Die erfolgreiche Infiltration lasst sich an der Durchndssung des

Intrazellularraumes des Blattes an der Blattunterseite erkennen.

3.6.7.3. Inokulation von Jungpflanzen Uber die Wurzel

FUr die Inokulation sehr junger Pflanzen wurde die ,Agrodrench“-Methode nach
Ryu et al. (2004) verwendet. Samlinge wurden dafur in 10-er Topfe pikiert und
6-10 Tage spater inokuliert. Die Agrobakterien wurden wie unter 3.6.8.1.
angegeben, angezogen. 5 ml der Suspension wurde jeweils auf den ,Kopf‘ der
Pflanzen gespritzt, wobei darauf geachtet wurde die Pflanzenmitte zu treffen und

mit dem angewendeten Druck die Pflanze nicht durch Dekapitierung zu verletzen.

3.6.7.4. in vitro Inokulation von Samlingen und Jungpflanzen

Steril angezogene Samlinge wurden zehn Tage nach der Aussaat vereinzelt und
in Petrischalen vertikal kultiviert fur weitere 5-7 Tage. Dann erfolgte eine

Verletzung der Pflanzen mit einer sterilen Impfnadel, anschlieRend wurden 25 pl
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einer Agrobakteriensuspension auf den Samling gegeben und fir 48 h horizontal

im Dunkeln inkubiert. Die weitere Kultur erfolgte dann wieder vertikal.

3.7. Transformation von Pflanzen

Fur die stabile Agrobakterium-vermittelte Transformation von N. tabacum wurde

das Protokoll von Horsch et al. (1985) angewandt.

3.7.1. Agrobakterien-vermittelte Transformation von N. tabacum

Vorbereitung der Agrobakteriensuspension

Ausstreichen der entsprechenden Agrobakteriendauerkultur
auf LB-Platten

Inkubation bei 28°C bis Kolonien erscheinen

Animpfen von 10 ml flissigem LB mit einigen Bakterienkolonien
Inkubation U.N. bei 250 Upm und 28°C

Bestimmung der ODggp

Zentrifugation der Bakteriensuspension fur 10 min bei 4000 g und 4°C
Resuspendieren des Bakterienpellets in flissigen
Pflanzenkulturgrundmedium

Einstellen der ODgp=0,4

Zugabe von Acetosyringon zur Bakteriensuspension

Pflanzentransformation

Praparierung von quadratischen Blattstlicken (4x4 mm) durch
Entfernen des Blattrandes und der Blattmittelrippe

Uberfiihren der Blattexplantate in Petrischalen mit 10 ml sterilem
Flussigkulturmedium

Zugabe der Agrobakteriensuspension in die Petrischale

Inkubation fur 10-15 min unter leichtem Schwenken

Abtupfen der Blattstiicke auf sterilem Handpapier

Auflegen der Explantate auf Ko-Kulturmedium fur 48 h
Wiederholtes Waschen der Blattstiicke in cefotaximhaltigen sterilem
A. bidest.

Abtupfen der Blattstiicke auf sterilem Handpapier

Auflegen der Explantate auf Selektionsmedium

RegelmaRige Subkultivierung auf frischem Selektionsmedium
Abtrennen von Regenerationsereignissen und Uberfiihrung auf
Bewurzelungsmedium

Von jedem Blattexplantat wurde nur ein Sprof3 regeneriert, um
Doppeltestungen des gleichen Transformationsereignisses zu verhindern.

- 49 -



METHODEN

3.7.2. Erhaltung transgener To-Linien und Erzeugung der T;-Generation

Regenerierte Sprosse aus der Agrobakterien-vermittelten Transformation wurden
in regelmaligen Abstanden auf 2 cm Sprosssegmente eingekurzt und
subkultiviert. Die SproRspitzen wurden auf Grundmedium (2.7.3.) zur Bewurzelung
Uberfihrt und nach Ausbildung deutlicher Wurzeln erfolgte die Uberfiihrung ins
Gewachshaus. Dazu wurden die Pflanzen unter flieRend warmen Wasser von
Medienresten gereinigt und in TKS gepflanzt. Zum Schutz der Pflanzen wurden
sie zunadchst unter Plastikhauben kultiviert bis eine Anpassung an
Gewachshausbedingungen erfolgt war. Die Pflanzen bluhten frei ab und wurden
bis zur Samenreife kultiviert. Die Samen wurden geerntet und kihl und trocken

gelagert.

3.8. Analyse transgener Tabakpflanzen

3.8.1. Segregationsanalyse des nptll-Gens

Aus der Selbstbefruchtung der Primartransformanden gewonnene Samen wurden
auf kanamycinhaltigem Medium (Aussaatmedium, 2.7.3.) steril ausgesat. 100-200
Samen transgener T¢-Linien wurden je Wiederholung untersucht. Nach 2 Wochen
auf dem Selektionsmedium konnten Kanamycin-resistente gruine Samlinge von
Kanamycin-sensitiven weillen Samlingen unterschieden und ausgezahlt werden.

Die statistische Analyse der Nachkommenschaften wurde mittels eines y*Testes
uberpruft. Der Freiheitsgrad betragt bei zwei Klassen 1. Eine signifikante
Ablehnung der Hypothese des erwarteten Spaltungsverhaltnisses von 3:1 wurde
bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 0,05 bei einem y?Wert > 3,84

abgelehnt. Damit konnte die Zahl der transgenen Insertionen bestimmt werden.

3.8.2. PCR-Nachweis transgener Insertionen

Der Nachweis der vollstandigen Insertion des Transformationskonstruktes erfolgte
Uber PCR an ausgewahlten Arbeitslinien. Die Uberpriifung erfolgte sowohl an

To-Blattmaterial als auch an T4-Samlingsmaterial.

-50 -



METHODEN

3.8.3. Induktion induzierbarer Promotoren

FUr verschiedene Versuchsfragen war es notig, die verwendeten induzierbaren
Promotoren DR5 und AlcA durch eine kunstliche Induktorapplikation auf
Funktionsfahigkeit und Sensitivitat zu kontrollieren. Die Art und Konzentration des
Induktors ist dabei im Ergebnisteil (Kap. 4) angegeben. Die Kontrolle der
erfolgreichen Genexpression erfolgte Uber Transkriptnachweis in der RT-PCR,

visuelle Bonitur des Phanotyps und Fluoreszenzmikroskopie.

3.8.4. Erfassung von Wachstumsparametern

Fir die makroskopische morphologische Charakterisierung von Veranderungen in
der Phanotypauspragung nach Ethanolapplikation in unterschiedlichen transgenen

Linien wurden verschiedene Parameter erhoben.

Messung der Pflanzenhdhe
Zahlung der Nodien
Messung des Internodiendurchmesser zwischen dem 6. und 7. Nodium

Erfassung der Wurzeltrockenmasse

Der oberirdische Pflanzenteil wurde abgeschnitten. Der Wurzelballen wurde
in einem Sieb ausgewaschen. Die verbliebenen Pflanzenwurzeln wurden in
Aluminium-Wageschalen Uberfuhrt und fur 48 h bei 70°C getrocknet und
anschlie3end gewogen.

3.9. Epifluoreszenzmikroskopie

Pflanzliche Gewebeproben wurden mit einem Zeiss Axioskop Mikroskop
betrachtet, das mit einer 100  Watt-Quecksilberdampflampe  fur
Fluoreszenzanwendungen ausgestattet war.

Es wurde fur die mGFP4-Detektion der Filter F31-043 mit folgenden

Eigenschaften verwendet:

Anregungsfilter D395/40
Strahlenteilender Spiegel 425 dclp
Bandpassfilter D510/40
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4. Ergebnisse

4.1. Transiente Expression bakterieller Phytohormongene mit
pflanzenviralen Vektoren

Neben der Erzeugung transgener Tabaklinien, die die in dieser Arbeit
verwendeten phytobakteriellen Hormonmetabolismusgene unter Kontrolle eines
Ethanol-induzierbaren Expressionssystems exprimieren (4.2.), wurde zunachst die
Maglichkeit untersucht pflanzenvirale Expressionsvektoren zu nutzen.

Unter Verwendung dieses Expressionsansatzes sollte geprift werden, inwieweit
dieses, sich Uber ein hohes Expressionsniveau auszeichnende transiente
Expressionssystem fur den Nachweis der Funktionsfahigkeit der amplifizierten und
klonierten phytohormonbeeinflussenden phytobakteriellen Gene genutzt werden
kann und in einer morphologischen Veranderung der Pflanzen resultiert.

Far diese Untersuchungen wurden die phytobakteriellen
Hormonmetabolismusgene in pflanzenvirale Expressionsvektoren kloniert.
Zunachst musste der Einfluss der Virusinfektion auf die in diesen Untersuchungen
verwendeten Pflanzen (N. benthamiana, N.tabacum und P. hybrida) bestimmt
werden, um die Differenzierung pflanzenviraler Symptome von den zu
erwartenden Phytohormongeneffekten differenzieren zu koénnen. Auf diese
Untersuchungen folgend wurde die prinzipielle Eignung pflanzenviraler
Expressionssysteme far die Beeinflussung des pflanzlichen
Phytohormonhaushaltes  resultierend in der Anderung phéanotypischer

Entwicklungsmuster zu nutzen, gepruft.

4.1.1. Erstellung der pflanzenviralen Expressionskonstrukte

In den Untersuchungen zur pflanzenviralen Expression der phytobakteriellen
Hormonmetabolismusgene ipt, iaaH, iaal, rolA und rolC wurde mit zwei
unterschiedlichen pflanzenviralen Expressionsvektoren gearbeitet, die in binaren
Vektoren fur eine Agrobakterium-vermittelte Infektion vorlagen. Der strukturelle
Aufbau der resultierenden PVX-basierenden Expressionskonstrukte ist in

Abbildung 4.1-1 schematisch dargestellt.
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Abb. 4.1-1: Darstellung der hergestellten PV X-basierten pflanzenviralen
Expressionskonstrukte (nach Chapmann et al., 1992)

Die bakteriellen Phytohormongene ipt, iaal, iaaH, rolA und rolC wurden aus den in
2.4. aufgefuhrten Plasmiden amplifiziert und in pBluescript-Plasmide kloniert.
Nach Verifizierung der Gensequenz erfolgte die Subklonierung Uber einen Sall
Restriktionsverdau in den PVX-Vektor. Nach Uberpriifung der Orientierung des
eingefugten phytobakteriellen Hormongens im pflanzenviralen Expressionsvektor,
wurden die resultierenden Konstrukte PVX-ipt, PVX-iaaL, PVX-iaaH, PVX-rolA
sowie PVX-rolC in den Agrobakterienstamm LBA4404 transformiert.

Um nachzuweisen, dass die, aus der pflanzenviralen Expression oben
aufgeflihrten Gene resultierenden phanotypischen Veranderungen in den Pflanzen
auf die Expression der eingefugten Phytohormongene zuriickzuflhren sind und
unabhangig vom verwendeten Wirt-Pathogensystem aufreten, wurde das ipt-Gen
ebenfalls von dem TRV-Vektor exprimiert. Dieser besitzt ein bipartites Genom
(siehe Einleitung). RNA1 lag als agroinfizierbarer cDNA-Klon vor. In die RNAZ2,

konnte Uber eine ,multiple cloning site“ Sequenzen eingefligt werden.

TRV-RNA2

RB

sgP MCS

[\

< Neol [ ipt EcoRI >

Abb. 4.1-2: Darstellung des TRV-basierten ipt-Expressionskonsruktes (nach MacFarlane
& Popovich, 2000)
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Fir die Erzeugung des TRV-Konstruktes TRV-ipt erfolgte zunachst eine
Amplifizierung der Gensequenz, wobei die Restriktionsschnittstellen Ncol und
EcoRI dem PCR-Fragment angefugt wurden. Damit wurde die Klonierung in den
TRV-RNA2 Klon (Abb. 4.1-2) mdglich. Der resultierende Klon wurde ebenfalls in

Agrobakterien transformiert.

4.1.2. Expressionsuntersuchungen in Jungpflanzen von N. tabacum,
N. benthamiana und P. hybrida

4.1.2.1. Systemische Infektion der Pflanzen mit den pflanzenviralen
Vektoren PVX und TRV

Zunachst wurde durch Inokulation der Pflanzen N. tabacum ,Samsun-nn®,
N. benthamiana und P. hybrida mit den Konstrukten PVX-gfp und TRV-gfp (2.3.)
die systemische Infektion der Pflanzen durch die pflanzenviralen Vektoren
Uberprift.

Drei Wochen alte Jungpflanzen im Vierblattstadium wurden mit den
gfp-exprimierenden pflanzenviralen Vektoren infiltriert. Als Kontrolle erfolgte die
Infiltration mit einer Agrobakteriensuspension, die keinen binaren pflanzenviralen
Vektor enthielt, um den Einfluss der Inokulationsmethode von den
Untersuchungsvarianten abgrenzen zu konnen. Zusatzlich wurden auch
unbehandelte Pflanzen als weitere Kontrolle mitgefuhrt.

Alle drei verwendeten Pflanzenarten zeigten eine systemische Infektion durch

PVX-gfp. Der Infektionsverlauf war jedoch unterschiedlich.

Drei Tage nach der Infiltration konnte in den Nicotiana-Arten eine
GFP-Fluoreszenz im infiltrierten Blattbereich festgestellt werden. Bereits sieben
Tage nach Infiltration war ein weitlaufiges systemisches Ausbreiten der
Virusinfektion in den Neuaustrieb und in nicht-infiltrierten Pflanzenbereichen (Abb.
4.1-3b) zu beobachten; die systemische Infektion setzte sich in den
darauffolgenden Tagen fort. Nach ungefahr 10 Tagen wurde in der gesamten
N. benthamiana Pflanze GFP-Fluoreszenz beobachtet. In den N. tabacum

Pflanzen erfolgte der Infektionsverlauf ahnlich, hier wurde ebenfalls wenige Tage
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nach der Infiltration ein systemisches Ausbreiten des Virus beobachtet (nicht

dargestellt).

Abb. 4.1-3: Verlauf der PVX-Infektion in N. benthamiana (obere Reihe) und P. hybrida
(untere Reihe) nach Infektion mit gfp-exprimierenden pflanzenviralen
PVX-Expressionsvektor. (a) 3 dpi, (b) und (d) 7 dpi, (c) und (e) 14 dpi, (f)
21dpi

In P. hybrida verlief die Entwicklung der gfp-Expression verglichen mit den
Tabak-Arten langsamer. Hier konnte erst nach funf bis sieben Tagen eine
schwache GFP-Expression im infiltrierten Bereich nachgewiesen werden. Nach
weiteren zehn Tagen war eine systemische Infektion festzustellen (Abb. 4.1-3e).
Die beobachtete Fluoreszenz war im Vergleich mit N. benthamiana schwacher
und auf kleinere Blatt- bzw. Pflanzenbereiche beschrankt. Sie setzte sich aber in
immer grolReren Bereichen fort (Abb. 4.1-3f). Nach 21 Tagen war eine Ausbreitung

des Virus trotz abnehmender GFP-Fluoreszenz zu erkennen.

Ein anderes Bild zeigte sich bei der Infektion mit dem pflanzenviralen TRV-Vektor.
Hier konnte nur mit N. benthamiana und P. hybrida gearbeitet werden, da eine

TRV-Infektion in N. tabacum ,Samsun-nn“ eine Hypersensitive Reaktion (HR)
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auslost und damit keine systemische Infektion der Pflanze erfolgt (Liu et al.,
2002b).

Auch far TRV war die Infektion mit dem pflanzenviralen gfp-Konstrukt bei
N. benthamiana im Vergleich zu P. hybrida schneller, starker und vollstandiger
(siehe Abb. 4.1-4). Erstere zeigten bereits funf Tage nach Inokulation ein
systemisches Ausbreiten der Infektion. Hingegen war bei der Petunienlinie
zunachst nur eine schwache gfp-Expression im infiltrierten Blattbereich zu
beobachten (Abb. 4.1-4d). Erst 17 Tage nach der Infektion konnte eine erste virale

Ausbreitung in Petunie gesehen werden (Abb.4.1.-4e).

Abb. 4.1.-4: Verlauf der TRV-Infektion in N. benthamiana (obere Reihe) und P. hybrida
(untere Reihe) nach Infektion mit gfp-exprimierenden pflanzenviralen
Expressionsvektor. (a) und (d) 5 dpi, (b) 8 dpi, (c) 12 dpi, (e) 17 dpi, (f) 28 dpi

Neben der Bestimmung des Verlaufs der pflanzenviralen Infektion durch die zur
Verfigung stehenden infektiosen cDNA Klone von PVX und TRV war es wichtig
fur die Etablierung dieses Expressionssystems den Einfluss der Virusinfektion auf
die zu untersuchenden Pflanzen zu bestimmen.

Die aus kunstlicher Inokulation resultierenden Virusinfektionen der Pflanzen waren

von einer Symptomausbildung in infizierten Pflanzen begleitet. Die beobachtete
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Symptombildung war zum einen Virus-abhangig und zum anderen
Pflanzenspezies-abhhangig.

Der PVX-Vektor infizierte N. tabacum, N. benthamiana und P. hybrida systemisch.
Deutliche Unterschiede in der Symptombildung und -auspragung konnte zwischen
den Pflanzen beobachtet werden. Wahrend der Habitus von N. tabacum kaum
beeinflusst wurde und nur leichte Mosaiksymptome auftraten, war die
Pflanzenentwicklung bei N. benthamiana durch eine PVX-Infektion wesentlich
starker beeintrachtigt. Es traten Stauchungen und Verzwergungen des Habitus,
sowie Blattanomalien auf (Abb. 4.1-5a). Weiterhin wurde eine starke Entwicklung
von Chlorosen und teilweise auch Nekrosen beobachtet. Bei P. hybrida war keine
Beeinflussung des Wachstumsverhaltens zu beobachten, jedoch traten starke

Mosaiksymptome in infizierten Pflanzen auf (Abb. 4.1-5c).

Abb. 4.1-5: Symptome einer PVX-Infektion 18 Tage nach Infiltration des infektiésen
cDNA-Klons, (a) N.benthamiana, (c) P. hybrida, (b) nicht-infizierte
Kontrollpflanze von N. benthamiana, (d) nicht-infizierte Kontrollpflanze von
P. hybrida
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Durch eine Uberlagerung der Symptome einer pflanzenviralen Infektion mit
phanotypischen Veranderungen durch eine pflanzenvirale Fremdgenexpression
konnte die kausale Differenzierung erschwert werden, insbesondere wenn
Symptome wie Verzwergung und Blattanomalien auftreten, deren Ausbildung mit
phytohormonellen Veranderungen in Verbindung gebracht werden.

Diese Problematik bestand bei der Verwendung des TRV-Vektors nicht. Dieser
verursachte in N. benthamiana verglichen mit dem PVX-Vektor keine starken
Symptome einer viralen Infektion. Dies koénnte die deutliche phanotypische
Erfassung der Merkmalsauspragung einer viral exprimierten
Phytohormongenexpression in Pflanzen im Vergleich zu den entsprechenden

Kontrollen vereinfachen.

Erganzend zu den Infektionen von Jungpflanzen im Gewachshaus wurde auch die
Madglichkeit einer in vitro-Infektion untersucht. Dazu wurden 10 Tage alte steril
angezogene Samlinge mit einer Impfnadel am Hypokotyl durch zwei-drei Einstiche
verletzt und mit der Agrobakteriensuspension (3.6.8.1.) inokuliert.

Neben der Infektion mit den gfp-exprimierenden viralen Expressionsvektoren
erfolgte auch eine Inokulation mit einer LBA4404-Suspension, die keinen binaren
pflanzenviralen Vektor enthielt. Dadurch wurde der virale Infektionsverlauf
uberpriuft und eine Beeintrachtigung des methodischen Versuchsansatzes durch
die Agrobakterium-vermittelte Inokulation kontrolliert. Es musste sichergestellt
sein, dass die applizierten Agrobakterien die Samlingsentwicklung durch ein
Uberwachsen auf dem zuckerhaltigen Kulturmedium nicht negativ beeinflussen.
Mit der untersuchten Inokulationsmethode war es moglich gewesen eine virale
Infektion in den invitro-Samlingen zu erzielen, ohne dass eine negative
Beeinflussung der Pflanzenentwicklung durch die applizierten Agrobakterien zu
beobachten war.

Die systemische Infektion von N. tabacum und N. benthamiana begann wenige
Tage nach der Inokulation und breitete sich in den darauffolgenden Tagen in den
Samlingen aus. Auch in diesem Versuchsdesign war die Infektion sowohl durch
PVX-gfp, als auch TRV-gfp in P. hybrida im Vergleich zu N. benthamiana

schwacher.
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4.1.2.2. Erzeugung phénotypischer Effekte durch die pflanzenvirale
Expression von bakteriellen Phytohormongenen

Nach den, den Infektionsverlauf und die Symptomauspragung beschreibenden
Vorversuchen, konnten Inokulationsversuche mit den Phytohormongen-
exprimierenden pflanzenviralen Konstrukten durchgefuhrt werden.

Dazu wurden jeweils zehn Jungpflanzen im Vier-Blattstadium mit den, in Tab.
4.1-1 aufgefihrten Varianten, inokuliert, wobei je Pflanze 1 ml der
Agrobakteriensuspension infiltriert wurde (3.5.7.2.). Dies sollte gewahrleisten,
dass in den Versuchsgliedern keine Unterschiede bezlglich des eingesetzten

Primarinokulums vorlagen.

Tab. 4.1-1: Uberblick der verwendeten pflanzenviralen Expressionskonstrukte und einer
Angabe des erwarteten Einflusses auf den pflanzlichen
Phytohormonhaushalt, sowie der erzielten Resultate

Erwartete Beeinflussung von : 2
Konstrukt Auxin-Cytokinin® Ergebnisse
i Ohne phanotypische
PR n.b. Veranderung
Lateralverzweigung,
. - ; Verzwergung,
PVX-ipt Cytokininerhdhung Sprossverdickung,
Chlorosen
PVX-iaaL Auxinreduktion Pflanzer)hohenrgduktlon,
Kleinere Blatter
PVX-iaaH Auxinerh6hung Aplkaldo_mlna.nz,
Blattepinastie
PVX-rolA Auxinsensitivitat Ohne phanotyplsche
Veranderung
PVX-rolC Cytokininerhdhung Ohne p_r_manotyplsche
Veranderung
Lateralverzweigung,
. - ; Verzwergung,
TRV-ipt Cytokininerhdhung Sprossverdickung,
Chlorosen

" Hypothesen wurden von den in der Literatur beschriebenen Genwirkungen abgeleitet
(siehe Einleitung 1.2.3.)

2 Angaben der Veradnderung morphologischer Merkmale nach Infektion mit
Phytohormongen-exprimierenden pflanzenviralen Vektoren beziehen sich auf den
Vergleich mit PVX-infizierten Kontrollen
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Aufgrund eines massiven Eingriffes in den Phytohormonhaushalt der Pflanze
durch eine temporar starke Genexpression im infiltrierten Pflanzengewebe bis hin
zu einer systemischen Ausbreitung des Viruskonstruktes und damit
einhergehender Ausweitung des Expressionsbereiches war die Ausbildung
deutlicher Phanotypen entsprechend der in Tabelle 4.1-1 aufgefuhrten,
beschriebenen Genwirkungen zu erwarten.

Bei der Expression von PVX-ipt, PVX-iaaL, PVX-iaaH und TRV-ipt konnte ein
Einfluss auf den pflanzlichen Habitus in allen Versuchspflanzen nachgewiesen
werden. Die resultierenden morphologischen Entwicklungsveranderungen traten
im Vergleich mit den Kontrollpflanzen deutlich hervor. So konnte die prinzipielle

Funktionalitat dieses Expressionsansatzes demonstriert werden.

Pflanzenvirale ipt-Expression

Abb. 4.1-6: Symptome einer PVX-ipt Expression in N.tabacum 21 Tage nach
Agroinfiltration, (a) Vergleich PVX-ipt (links) und PVX-gfp (rechts) mit den
entsprechenden vergréRernden Auszigen unter (c) und (d); (b)
Blattvergleich: links PVX-gfp und rechts PVX-ipt; (e) multiple Sprossbildung
am Apikalmeristem
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Die pflanzenvirale Expression der phytobakteriellen Isopentenyltransferase
resultierte in Phanotypen, die eine Steigerung der endogenen Cytokiningehalte in
den Pflanzen verdeutlichte. Zu diesen Merkmalen gehodrte der Austrieb der
Lateralknospen, die Reduktion der Pflanzenhdhe, Verdickung der Sprossachse
und kleine ,rundere” Blatter. Weiterhin fiel im Vergleich mit ,mock“-inokulierten
Pflanzen und nicht-inokulierten Kontrollpflanzen ein hellgrineres Erscheinungsbild

PVX-ipt infizierter Pflanzen auf.

In N. tabacum war die Bildung multipler Sprosse an Apikal- und Lateralmeristemen
zu beobachten (4.1-6¢c, e). Auch in Petunienpflanzen wurde eine erheblich

gesteigerte Anzahl von Seitensprossen gebildet (Abb. 4.1-7a-c).
[} r ) ’. -—

Abb. 4.1-7: Verlauf der Phanotypentwicklung in P. hybrida, (a) 10 Tage nach PVX-ipt
Inokulation, (b) 20 Tage nach PVX-ipt Inokulation, (c) 30 Tage nach PVX-ipt
Inokulation, (d) Kontrollpflanze, 30 Tage nach PVX-gfp Inokulation
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Im Gegensatz zu N.tabacum und P. hybrida wiesen N. benthamiana eine
Wachstumsbeeinrachtigung durch PVX-Infektionen auf (Abb. 4.1-8). Diese
aulerten sich in kleinerem Pflanzenwuchs und Blattdeformationen. PVX-ipt
Infektionen resultierten neben diesen Veranderungen in der Auspragung weiterer
Merkmale, wie sie auch bei N.tabacum und P. hybrida zu sehen waren, wie
Erh6hung der Seitentriebausbildung, Verzwergung, Sprossverdickung und

Chlorosen.

Abb. 4.1-8: Symptome einer PVX-ipt Expression in N. benthamiana (a) Kontrolle,
Expression von PVX-gfp, (b) PVX-ipt Expression in N. benthamiana 21 Tage
nach Infiltration, Blattanatomievergleich zwischen Kontrolle (c) und ipt-
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Expression (d), (e) verdickter Hauptspross mit starkem Lateralaustrieb bei
ipt-Expression, (f) stark chlorotischer Apikalbereich

Eine TRV-ipt Infektion resultierte in der Auspragung ahnlicher morphologischer
Veranderungen in N. benthamiana und P. hybrida (Abb. 4.1-9). So wurden in
N. benthamiana Chlorosen und Stauchungen beobachtet, in P. hybrida wurde eine
erhohte Lateralverzweigung erhalten. Diese morphologischen
Entwicklungsveranderungen waren in ihrer Auspragung nach Infektion mit PVX-ipt
und TRV-ipt vergleichbar. Dies wies eine vektorunabhangige Moglichkeit zur

Beeinflussung der pflanzlichen Phanotypen aus.

Abb. 4.1-9: TRV-ipt Infektion in N. benthamiana (10 dpi) und P. hybrida (14 dpi), (a)
TRV-ipt Infektion resultiert in Blattdeformationen und Chlorosen, (b) TRV-
gfp-Fluoreszenz im Neuaustrieb zeigt die systemische Infektion durch das
Virus an, (c) Phanotyp der TRV-gfp infizierten Kontrollpflanze, (d)
Seitensprossentwicklung in P. hybrida nach TRV-ipt Infektion, (e) Phanotyp
bei TRV-gfp Infektion
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Pflanzenvirale Expression von bakteriellen Genen, die mit dem pflanzlichen
Auxinmetabolismus interagieren

iaalL-Expression

Die pflanzenvirale Expression von iaalL flhrte nicht zu einer Merkmalsausbildung
deutlicher Auxindefizienz in den inokulierten Pflanzen. Der Vergleich zu den
Kontrollen wies aber pflanzliche Entwicklungsmuster aus, die der Genwirkung von
ilaaL zugeschrieben werden konnten. Zu diesen Symptomen zahlten eine
Reduktion der Pflanzenhéhe durch kirzere Internodien und eine leicht
beeinflusste Blattmorphologie, wie an den lanzettformigen Blattern in P. hybrida zu
sehen ist (Abb. 4.1-10). Eine Brechung der Apikaldominanz konnte nicht

beobachtet werden.

Abb. 4.1-10: Pflanzenvirale iaaL-Expression, (a) PVX-iaalL in N. benthamiana, (b) PVX-gfp
in N. benthamiana, (c) PVX-iaaL in P. hybrida, (d) PVX-gfp in P. hybrida
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iaaH-Expression

Die bakterielle Indolacetamid-Hydrolase katalysiert die Synthese von IAA aus
Indolacetamid (IAM). Die Frage nach dem Vorkommen von |IAM in Pflanzen und
einer moglichen Bedeutung fur die pflanzliche IAA-Synthese kann noch nicht
beantwortet werden (siehe Einleitung 1.2.3.).

Eine Applikation des synthetischen iaaH-Substrates Naphtalenacetamid (NAM)
ermdglicht die Selektion auf iaaH-Enzymaktivitat (Budar et al., 1986).

Aus diesen Grunden wurde in den Versuchen der pflanzenviralen Expression von

iaaH eine zusatzliche Applikation von NAM durchgefihrt (Tab. 4.1-2).

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen deuten das Vorliegen von iaaH-Substraten
in den Pflanzen an. Die Expression von iaaH durch den pflanzenviralen Vektor
PVX fuhrte zu einer leichten Beeinflussung der Auxinhomdéostase. Die Abb. 4.1-11

zeigt die Ausbildung epinastischer Blatter nach Infektion mit PVX-iaaH.

Abb. 4.1-11: Ausbildung der Blattepinastie in P. hybrida nach PVX-iaaH Infektion, (a) 10
dpi; (b) 30 dpi

Die Auspragung dieser phanotypischen Merkmale konnte durch die Applikation

von NAM verstarkt werden. Dieses Ergebnis deutet die limitierte Verfugbarkeit von

Substrat fur die iaaH-Hydrolase an. Die alleinige Applikation von NAM flhrte nicht

zur Ausbildung von Merkmalen, die eine Auxinversorgung der Pflanzen durch

NAM ausschloss.
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Tab.4.1-2: Versuchsuberblick

Versuchsvariante Versuchsglieder NAM-Applikation (50uM)
PVX-gfp 10 ohne
PVX-gfp + NAM 10 50 ml
PVX-iaaH 10 ohne
PVX-iaaH + NAM 10 50 ml
NAM 10 50 ml

Abb. 4.1-12: Morphologische Entwicklung der Versuchspflanzen nach pflanzenviraler
iaaH-Expression in Kombination mit NAM-Applikation, Applikation erfolgte
wochentlich nach dem Schema aus Tab. 4.1-2, Bonitur 21 Tage nach
Inokulation, obere Reihe N. benthamiana, untere Reihe P. hybrida, linke
Spalte PVX-iaaH Expression, mittlere Spalte PVX-iaaH Expression und
NAM-Applikation, rechte Spalte PVX-Expression.

Es waren sowohl in N. benthamiana als auch in P. hybrida epinastische Blatter zu
beobachten. In N. benthamiana waren zusatzlich starke Blattkrauselungen
sichtbar. In den Varianten mit Applikation von NAM kam es zu einer weiteren
Symptomverstarkung, die Blattepinastie trat deutlich hervor (Abb.4.1-12).
Ebenfalls konnte eine Beeintrachtigung der Entwicklung des apikalen
Pflanzenbereiches beobachtet werden. In N. benthamiana war die Beeinflussung

derart stark, dass die Pflanzen im Apikalbereich abstarben.
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Pflanzenvirale Expression von rol-Genen

Fir die Konstrukte PVX-rolC und PVX-rolA konnten keine deutlichen Merkmale
eines Habituseinflusses durch die pflanzenviral exprimierten Gene bonitiert

werden.

4.1.3. Pflanzenvirales in vitro-Expressionssystem

Da in dem Jungpflanzenexpressionsversuch nicht bei allen inokulierten
pflanzenviralen Expressionskonstrukten Geneffekte erzeugt werden konnten, so
war die PVX-rolA und PVX-rolC Expression ohne sichtbare phanotypische
Merkmale geblieben, wurde der pflanzenvirale Expressionsansatz auch in einem
in vitro-Assay benutzt.

Ausgehend von der Hypothese, dass neben der Konzentration des Phytohormons
auch die Gewebesensitivitat fur die Wirkung von Einfluss sind, wurde untersucht,
ob junge Samlinge ein anderes, u.U. sensitiveres Reaktionsmuster auf die
pflanzenvirale Expression der bakteriellen Phytohormongene zeigen.

FUr diese Analysen wurden junge Samlinge mit den in Tab. 4.1-1 aufgefuhrten
Konstrukten inokuliert und in regelmaRigen Abstanden auf Geneffekte bonitiert.
Die pflanzenvirale Expression von ipt in in vitro-Kulturen flhrte zu ahnlichen
Symptomen, wie sie zuvor an Gewachshauspflanzen beobachtet worden waren.
Die Hauptsprossachse war stark gestaucht (4.1-13e) und verdickt (4.1-13f, g). Die
Blatter wirkten kleiner und runder (Vergleich Abbildung 4.1-13g). Der
Lateralaustrieb war gefordert (4.1-13g), in N. benthamiana kam es zu derart
starker multipler Sprossbildung, dass die Samlingsentwicklung zugunsten der
alleinigen Ausbildung von Adventivsprossen aufgehoben wurde (4.1-13h-j).
Ahnlich starke Phanotypen wurden bei pflanzenviraler iaaH-Expression auf
NAM-Medium (2.7.3.) ausgebildet. Abbildung 4.1-14 g,h zeigt die Ausbildung von
Wurzeln entlang der Hauptsprossachse. Aulierdem sind die Blattepikotyle stark
verlangert, ebenso wie die gesamte Sprossachse. Dieser Merkmalstyp ist bei
laaH-Expression auf MS-Medium weniger extrem ausgebildet, deutet sich aber bei

einem Vergleich mit dem Kontrollsamling (4.1-13h) an.
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Abb.

4.1-13:

Phanotypentwicklung in N.tabacum bei Expression bakterieller
Phytohormongene durch einen PVX-Vektor in einem in vitro Kulturassay,
Aufnahmen 21 Tage nach Inokulation. (a)-iaaL-Expression; (b)-
Blattmorphologie bei iaal-Expression: (c)- Blattmorphologie bei rolC-
Expression (d) rolC-Expression; (e-g) ipt-Expression; (h) iaaH-Expression
auf MS-Medium; (i) iaaH-Expression auf NAM-Medium; (j) PVX-gfp-
infizierter Samling; Balken entsprechen 1 cm; je Petrischale lagen 3
Samlinge vor, je Versuchsvariante wurden 5 Petrischalen untersucht
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Abb. 4.1-14: Phanotypentwicklung in N. benthamiana bei Expression bakterieller
Phytohormongene durch einen PVX-Vektor in einem in vitro
Kulturassay, Aufnahmen 21 Tage nach Inokulation.
(a) gfp-Expression, Kontrolle; (b) rolC-Experssion (c) gfp-Expression (d)
iaaL-Expression; (e) rolC-Expression; (f) iaaH-Expression auf MS-
Medium; (g) iaaH-Expression auf MS-Medium, (h) iaaH-Expression auf
NAM-Medium, (i) iaalL-Expression, (j-I) ipt-Expression; Balken
entsprechen 1 cm; je Petrischale lagen 3 Samlinge vor, je
Versuchsvariante wurden 5 Petrischalen untersucht

Weiterhin war besonders bei Expression in N. benthamiana eine Reduktion der
Blattflache zu beobachten. Stark elongierte Hypokotyle und Epikotyle traten auf.
Die pflanzenvirale Expression von iaal resultierte in diesem Versuchsansatz in
einem gestauchten Samlingswachstum mit kirzeren Internodien (Abb. 4.1-13a).
Der Lateralaustrieb wurde in N. benthamiana induziert.

Bei einem Vergleich der Morphologie der gebildeten Laubblatter fallt auf, das
diese durch eine unterschiedliche Phytohormongenexpression in N. tabacum nicht
beeinflusst war. In N. benthamiana wurden deutlich rundere Blatter bei
iaaL-Expression gebildet. Bei den anderen Phytohormongenen konnte keine
derart starke Beeinflussung beobachtet werden.

Auch in diesem in vitro-Assay resultierte die Expression des rolA-Gens und
rolC-Gens nicht in der Induktion morphologischer Veranderungen der

untersuchten Pflanzen.
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4.2. Ethanol-induzierbare Expression bakterieller
Phytohormongene in transgenen N. tabacum-Pflanzen

Ziel der im Folgenden vorgestellten Untersuchungen sollte die gezielte
Beeinflussung und Kontrolle der apikalen Dominanz in N. tabacum sein.

Dazu sollten im Rahmen dieser Arbeit Gene aus phytopathogenen Bakterien (ipt,
laaL, iaaH, rolA, rolC), die bei konstitutiver Expression in transgenen Pflanzen
unerwunschte Nebenwirkungen in der Pflanzenentwicklung verursachen, unter
Kontrolle eines Ethanol-induzierbaren Expressionssystems gebracht und in
Pflanzen transformiert werden.

Mit der Nutzung dieses Systems sollte eine zeitlich begrenzte Genaktivierung zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in der Pflanzenentwicklung ermoglicht werden.
Zunachst musste untersucht werden, inwiefern eine mdgliche Basalexpression
des verwendeten induzierbaren Systems zu unerwiinschten Nebeneffekten in der
Pflanzenentwicklung fuhrt. Der nachste Schritt sollte die Entwicklung einer
Induktionsstrategie sein, die untersuchen sollte, inwieweit eine temporare
Genexpression den pflanzlichen Habitus beeinflussen kann oder ob eine
wiederholte gezielte Expression zur merklichen Phanotypveranderung notig ist.
Neben dieser grundlegenden Charakterisierung des Expressionssystems sollte
weiterhin das Potenzial der einzelnen verwendeten bakteriellen Gene, die
Apikaldominanz und den Pflanzenhabitus durch kontrollierte Expression gezielt zu
beeinflussen, bestimmt werden. Durch die Auswahl der verwendeten bakteriellen
Gene sollte ein Vergleich des Habituseinflusses von induzierter Auxininaktivierung
(laaL), induzierter Cytokininiberproduktion (ipt, rolC), sowie induzierter
Auxinuberproduktion (iaaH, rolA) erfolgen.

Weiterhin wurde mit der Pflanzentransformationskassette ein GFP-Reportergen
unter Kontrolle eines Auxin-induzierbaren Promotors ubertragen.

Unter Nutzung dieses Promotors sollte untersucht werden, ob in bestimmten
pflanzlichen Geweben pflanzeneigene Auxine die Markergenexpression aktivieren
kénnen, um damit Untersuchungen der Auxinkinetik zu ermdglichen.

Die  Auxin-induzierbare = GFP-Expression sollte neben der Erfassung
pflanzenmorphologischer Parameter in ausgewahlten Ethanol-induzierten

Pflanzenlinien als direkter zusatzlicher Parameter zur Charakterisierung des
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Einflusses der bakteriellen Phytohormongene auf die Pflanze und die

Auxindynamik dienen.

4.2.1. Herstellung von Expressionskassetten zur
Pflanzentransformation

4.2.1.1. Erstellung des Auxin-induzierbaren Reportergenkonstruktes
pBIN-DR5-mgfp4

Das Konstrukt zur Auxin-beeinflussbaren Reportergenexpression wurde Uber die
in Abbildung 4.2-1 dargestellten Subklonierungsschritte erstellt. Zunachst wurden
der synthetische Auxin-induzierbare Promotor DR5 aus dem Plasmid
pUC19-DR5-GUS (Tab. 2-3) mit dem spezifischen Primerpaar DR5-up/DR5-low
(Tab. 2-4) amplifiziert, wobei Uber die Primer die Restriktionsschnittstellen Kpnl

und BamHlI fur die weiteren Subklonierungsschritte angefigt wurden.

Kpnl BamHl| BamHl| Sacl
(a) —| 7X TGTCTC (b) mfgp4 -
“DR5up “ DR5-low 3; mgTpd-up mgfpd-ow
Kpnl BamH/ EcoRV

7X TGTCTC

Abb. 4.2-1: Schematische Darstellung der Erstellung des Auxin-induzierbaren
Reportergenkonstruktes, (a) Amplifizierung des Auxin-induzierbaren
Promotors DR5, (b) Reportergen mgfp4 mit den flankierenden
Klonierungsschnittstellen  BamHI und  Sacl, (c) Aufbau des
Pflanzenexpressionsvektors pJIT61, (d) T-DNA Organisation zur
Transformation der Kontrolllinie DR5-gfp
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Uber diese Restriktionsschnittstellen erfolgte die Klonierung des Promotors in den
Pflanzenexpressionsvektor pJIT61 im Austausch gegen den darin enthaltenen
CaMV 35S-Promotor.

Im darauffolgenden Klonierungsschritt wurde das Reportergen mgfp4 (Haseloff et
al., 1997) aus dem Plasmid pUC119-mgfp4 (Tab.2.2-3) uUber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Sacl in das Plasmid pJIT61-DR5 eingeflgt
(Abb. 4.2-1b und 4.2-1c), resultierend in dem Plasmid pJIT61-DR5-mgfp4.

FUr die Strategie der Erstellung der im nachfolgenden Abschnitt 4.2.1.2.
dargestellten Ethanol-induzierbaren Habitusgenkonstrukte storte die Hindlll-
Restriktionsschnittstelle, die sich zwischen der siebenfachen Wiederholung des
Auxin-responsiven Elementes und dem 35S-Minimalpromotor befand. Diese
wurde durch einen Restriktionsverdau mit den Enzymen Stul und EcoRV und
anschliessender Religierung entfernt. Bei diesem Klonierungsschritt wurde durch
die  Religation von zwei  ,bluntend® Restriktionsenzymen  deren
Erkennungssequenz eliminiert.

Fir die Klonierungsstrategie der Uberfiihrung der Auxin-induzierbaren
Expressionskassette in den binaren Vektor musste zunachst die
Restriktionsschnittstelle  Acc65l  (Isochizomer von  Kpnl) Uber eine
Klenowbehandlung in die Restriktionsschnittstelle SnaBl geandert werden. Nach
diesem Schritt war es moglich die Expressionskassette Uber einen SnaBl und
EcoRV Restriktionsverdau in die Stul Schnittstelle des binaren Vektors
einzufugen.

Das resultierende Konstrukt pBIN-DR5-mgfp4 (Abb. 4.2-1d) sollte der
Untersuchung der basalen Auxin-induzierbaren Reportergenexpression ohne
Beeinflussung durch ein Ethanol-induzierbares Habitusgen dienen und wird im

folgenden als Auxin-induzierbare Kontrolle DR5-gfp bezeichnet.

4.2.1.2. Klonierung der bakteriellen Phytohormongene unter Kontrolle des
Ethanol-induzierbaren Promotors

Die bakteriellen Gene zur Beeinflussung des Auxin- und Cytokininmetabolismus

wurden aus den in Tabelle 2.3 aufgeflhrten, zur Verfigung gestellten Plasmiden
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amplifiziert, kloniert und sequenziert. Die Sequenzen sind im Anhang unter 8.1.
aufgefihrt.

Uber die PCR-Amplifizierung wurde den Gensequenzen die
Restriktionsschnittstellen Sall und Pstl zur weiteren Klonierung angefugt (Abb.
4.2-2a)

Der erste Schritt der Klonierungsstrategie bestand in der Subklonierung der
amplifizierten Gensequenzen in das Plasmid pBluescript-SKM. Nach Verifizierung
der Sequenz der bakteriellen Habitusgene konnte die Klonierung unter Kontrolle

des Ethanol-induzierbaren alc-Systems erfolgen.

Pstl  Sall Sall Pstl

(@) Habitusgen [~ (b) | 7x TGTCTC E‘
— —
Primer-up Primer-low

Pstl  Sall Sall Pstl

LB

alcR
Abb. 4.2-2: Schema der Erstellung des Ethanol-induzierbaren
Transformationskonstruktes, (a) PCR-amplifizierte bakterielle

Habitusgensequenz mit den angefligten Erkennungssequenzen flr
Restriktionsenzyme (b) Auxin-induzierbares Reportergen-Element bestehend
aus mgfp4 unter Kontrolle von DRS5, (c) Klonierungsvektor pACN, welcher
zwischen alcA-Promotor und NOS-Terminator ein CAT-Gen hat, das Uber Sall-
oder Pstl-Restriktionsverdau gegen ein Gen von Interesse getauscht werden
kann, (d) Aufbau der T-DNA in dem Plasmid pBINSRNACatN, die Ethanol-
induzierbare Expressionskassette bestehend aus alcA-Promotor, CAT-Gen
und Terminator kann Uber einen Hindlll-Restriktionsverdau ausgetauscht
werden, zwischen Kanamycinresistenz und Transkriptionsfaktor AlcR befindet
sich eine Stul-Schnittstelle Uber die das DR5-gfp eingefugt werden konnte
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Durch eine Sall (iaaL, iaaH, ipt, rolA) bzw. Pstl-Klonierung (rolC) der
Phytohormongene in den Vektor pACN (Tab. 2.2-3; Abb. 4.2-2c) wurden die
entsprechenden Gene unter Kontrolle der Regulationselemente
Ethanol-induzierbarer Promotor (palcA) und Nopalinsynthaseterminatorsignal
(tNOS) gebracht, resultierend in dem Plasmid pACN-Phytohormongen. Aus
diesem Vektor konnte Uber eine Hindlll-Subklonierung der Transfer des
Ethanol-induzierbaren Habitusgenkonstruktes in den binaren
Pflanzentransformationsvektor pBINSRNA-CatN (Tab. 2-3) im Austausch gegen
das CAT-Gen erfolgen. In diesem Plasmid liegt das Gen alcR unter CaMV
35S-Kontrolle, kodierend flr das Regulatorprotein des palcA vor (Abb. 4.2-2d).
Neben den  Dbakteriellen  Phytohormongenen  unter  Kontrolle des
Ethanol-induzierbaren Promotors wurde ein Kontrollkonstrukt erstellt. Dieses
besitzt das Reportergen mgfp4 anstelle eines bakteriellen Phytohormongens und
sollte Uber induzierbare Reportergenaktivitat die Kontrolle der Ethanolinduktion
ermoglichen. In dieses im folgenden mit alcA-gfp bezeichneten Konstrukt wurde
die, im nachfolgenden Absatz beschriebene, Auxin-induzierbare
Reportergenkassette nicht eingefiigt, da dies eine Uberschneidung der
Reportergene bedeutet hatte.

Die Klonierung der Ethanol-induzierbaren Reportergenkassette alcA-mgfp4
erfolgte uber verschiedene Subklonierungsschritte in dem
Pflanzenexpressionsvektor pJIT61 (Abb. 4.2-1). Zunachst wurde in dieses Plasmid
das Reportergen mgfp4 Uber die Restriktionsenzyme BamHI und Sacl eingefligt.
Nach Verifizierung des erzeugten Plasmides pJIT61-mgfp4 wurde zwischen CaMV
35S-Promotor und mgfp4-Gensequenz der alcA-Promotor Uber die
Restriktionsenzyme Hindlll und BamHI eingefligt. Die Ethanol-induzierbare
Reportergenkassette konnte dann tber eine Hindlll und EcoRV Klonierung in den
binaren Vektor uberfuhrt werden.

In die Konstrukte, die ein Ethanol-induzierbares bakterielles Phytohormongen
tragen, wurde in die Stul-Restriktionsschnittstelle noch die Auxin-induzierbare
Reportergenkassette DR5-mgfp4 (Abb. 4.2-2b) Uber SnaBl und EcoRV eingefigt.
Einen Uberblick Uber die erstellten Transformationskonstrukte und ihre T-DNA-
Grolde ist in Tabelle 4.2-1 aufgefuhrt. Diese erstellten binaren Plasmide wurden in
den Agrobakterienstamm LBA4404 transformiert. Rekombinante Agrobakterien

Klone wurden selektiert und Uber eine unter 3.6.2.3. beschriebene
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Plasmidminipraparation und anschlieRenden analytischen Restriktionsverdau

uberprift. Von den charakterisierten Klonen wurden Bakteriendauerkulturen

erstellt und fur die Pflanzentransformationen eingesetzt.

Tab. 4.2-1: Ubersicht der erstellten Transformationskonstrukte, ihrer im folgenden
verwendeten Bezeichnung, ihrer GréRe und erwarteten Funktion; Fett-
gedruckt sind die namengebenden Elemente der Transformationskassette

T-DNA-
Bezeichnung Plasmid (von LB nach RB) GroRe
(bp)
Basiswert der
) pBIN-DR5- DR5-mgfp4- auxininduzierbaren
bR mgfp4 NOS-nptll 5081 Reportergen-
expression
alcA-mgfp4- Visuelle Kontrolle
alcAgfp | PRINACA 35S-alcR- 8368 der
g'p NOS-nptll Ethanolinduktion
alcA-rolA-
35S-alcR- Erhéhung der
alcA-rolA | pBIN-alcA-rolA DR5-mgfpd- 9168 Auxingehalte
NOS-nptll
alcA-rolC-
35S-alcR- Erhéhung der
alcA-rolC | pBIN-alcA-rolC DR5-mgfpd- 9409 Cytokiningehalte
NOS-nptll
alcA-ipt-

. . 35S-alcR- Erh6hung der
alcA-ipt | pBIN-alcA-ipt | ppg afpa- 9988 | cytokiningehalte
NOS-nptll
alcA-iaal-

: : 35S-alcR- Reduktion der
alcA-iaaL | pBIN-alcA-iaaL DR5-mgfpd- 10053 Auxingehalte
NOS-nptll
alcA-iaaH-
r pBIN-alcA- 35S-alcR- Erhdhung der
LAl iaaH DR5-mgfp4- 10269 Auxingehalte
NOS-nptll
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4.2.2. Erzeugung transgener N. tabacum-Pflanzenlinien

4.2.2.1. Agrobakterium-vermittelte Transformation von N. tabacum

Mit den in Tabelle 4.2-1 aufgefihrten Konstrukten erfolgte die Agrobakterium-
vermittelte Transformation von N. tabacum ,Samsun-nn®. Je Konstrukt wurden in
drei voneinander unabhangigen Transformationen jeweils 25 Blattscheiben nach
der unter 3.7. beschriebenen Methode transformiert.

Es konnten die in Tabelle 4.2-2 aufgeflhrten Kanamycin-resistenten Sprosse
regeneriert werden. Es wurden von jedem Konstrukt mindestens flnf
Transformanden erstellt. Diese wurden zunachst als sterile Sprosskulturen auf
selektivem Nullmedium (2.7.3.) erhalten. Ausgehend von diesem Ty-Material
wurden neben der in vitro-Erhaltung dieser Sprosskulturen apikale
Sprosssegmente invitro bewurzelt und anschlieBend ins Gewachshaus zur
Produktion der T1-Nachkommenschaft Uberfuhrt. Alle erzeugten transgenen Linien

lielRen sich in vitro bewurzeln und ins Gewachshaus uberfuhren.

Tab. 4.2-2: Uberblick der transformierten Konstrukte und der aus der Agrobakterium-
vermittelten Transformation hervorgegangenen transgenen Tabaklinien

Gesamtanzahl Gesamtanzahl Anzahl
Name transformierter regenerierter samentragender
Blattscheiben Sprosse To-Pflanzen
DR5-gfp 75 10 8
alcA-gfp 75 10 10
alcA-rolA 75 5 4
alcA-rolC 75 7 7
alcA-ipt 75 17 15
alcA-iaalL 75 19 18
alcA-iaaH 75 10 8

Wie aus Tabelle 4.2-2 ersichtlich ist, konnte nicht von allen erzeugten To-Pflanzen

Samentrager

geerntet werden. Es

standen

jedoch

fur die weiteren

charakterisierenden Arbeiten eine ausreichende Zahl transgener fertiler Linien je

Konstrukt zur Verflgung.
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4.2.2.2. Erstellung der Nachkommenschaft

Durch sterile Aussaat der To-Nachkommenschaft auf selektivem Aussaatmedium
(2.7.3.) mit 400 mg Kanamycin/l Medium konnte die Zahl der Insertionen des
T-DNA-Konstruktes in den einzelnen Transformanden bestimmt werden (3.6.9.1.).
Transgene Samlinge konnten durch das, auf der T-DNA enthaltene nptll-Gen auf
dem Kanamycin-haltigen Medium zu vitalen grinen Sprossen heranwachsen,
wohingegen nicht-transgene Samlinge durch die Antibiotika-Selektion abstarben.

Uber das Verhéltnis vitaler Samlinge zu seneszenten Samlingen konnte nach den
Mendelschen Regeln die Insertionsbestimmung erfolgen. Die Uberprifung auf
Vollstandigkeit der inserierten T-DNA erfolgte in nachfolgend dargestellten

PCR-Untersuchungen.

Tab. 4.2-3: Ergebnis der Segregationsanalyse, eine Tabelle der erzeugten transgenen
Linien und der Aufspaltungsverhaltnisse befindet sich im Anhang unter 8.3.

Linien mit einer Linien mit mehr
Anzahl erzeugter :
2. transgenen als einer
transgener Linien : .
Insertion Insertion
DR5-gfp 8 5 3
alcA-gfp 10 4 6
alcA-rolA 5 4 1
alcA-rolC 7 5 2
alcA-ipt 15 7 8
alcA-iaalL 18 9 9
alcA-iaaH 8 6 2
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4.2.3. Charakterisierung der transgenen Linien auf Nukleinsaure-
Ebene

4.2.3.1. DNA-Nachweis der T-DNA-Insertion in transgenen Pflanzenlinien

Der Nachweis der Transgenitat der selektierten Transformanden erfolgte mit Hilfe
der PCR. Dazu wurde ein Testsystem (Abb. 4.2-4) aus mehreren unabhangigen
Reaktionen gewahlt, um auf das Vorhandensein der verschiedenen Elemente der
T-DNA-Expressionskassette zu prufen.

Fir den PCR-Nachweis der transgenen Linien wurde zunachst aus in vitro
Material von To-Sprosskulturen genomische DNA extrahiert. Diese wurde in einer
Agarosegel-Elektrophorese Uberprift. Um neben dieser visuellen Uberpriifung der
DNA-Praparationen auch eine qualitative Kontrolle des Extraktes durchzufuhren,
wurde in einem, der transgenen Charakterisierung vorausgehendem Schritt eine
tabakeigene Sequenz des tob71- Gens (Moniz de Sa & Drouin, 1996; Prior, 2000)
amplifiziert. Auf diese Weise Uberprufte DNA-Extraktionen konnten fur die
Bestimmung der Insertionen in den transgenen Linien eingesetzt werden

Far die uber PCR erfolgende Charakterisierung der unterschiedlichen Linien
wurde ein universelles Primerpaar TDNA-up/TDNA-low, bindend in den das
Phytohormongen flankierenden palcA und tNOS, entwickelt. Damit sollte in
Abhangigkeit von dem untersuchten Transformationskonstrukt ein Fragment
charakteristisch fur das inserierte bakterielle Phytohormongen amplifiziert werden.
Zusatzlich  wurden Primerpaare fur den individuellen Nachweis des
Transkriptionsfaktor alcR, des Reportergens mgfp4 sowie der verschiedenen
Phytohormongene erstellt.

Fir jede transgene Linie sollten so vier unabhangige Nachweise der Elemente der
T-DNA, wie in Abbildung 4.2-4 dargestellt, erfolgen.

Neben eines Nachweises der Insertion in To-Material wurden ebenfalls
DNA-Extrakte aus Ti-Blattmaterial prapariert und fir PCR-Nachweise eingesetzt.
Damit wurde auch die stabile Vererbung des vollstandigen T-DNA-Konstruktes

Uberprift.
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Gesamt-DNA-Praparation aus Blattmaterial der erzeugten

transgenen Tabaklinien

A 4

Quantitative Kontrolle der DNA-Praparation

v
Agarosegel-Elektrophorese

A 4

Qualitative Kontrolle der DNA-Praparation

v
PCR-Amplifizierung der Tabak-Sequenz tob71

A 4

Testung der Vollstandigkeit der inserierten T-DNA

v
Amplifizierung von verschiedenen Elementen der T-DNA

la 1b
—_— ¢
RB H pNOS > nptll pDR5 Y Mgfp4
2a 2b 4a 3a 3b 4b
— — > < <
_ [ p3ss alcR pAlcA S| ipt LB

Abb. 4.2-4: Schema des Ablaufs der genetischen Charakterisierung auf DNA-Ebene. Die
Pfeile geben die Primer in 5°-3"Richtung an,
Primerpaar 1a/1b=gfp-up/gfp-low; 2a/2b=alcR-up/alcR-low; 3a/3b=ipt-up/ipt-
low; 4a/4b=TDNA-up/TDNA-low (Primer siehe Tab. 2.4)
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Als Positivkontrolle in den PCR-Ansatzen dienten jeweils die binaren Plasmide,
die fUr die Pflanzentransformation eingesetzt worden waren, als Negativkontrolle
wurde eine DNA-Extraktion aus einer nicht-transformierten Tabakpflanze
“‘Samsum-nn” eingesetzt.

In der Abbildung 4.2-5 ist das Ergebnis der PCR-Analyse der transgenen Linie
alcA-ipt1 dargestellt. Mit allen vier fur die genetische Charakterisierung zur
Verfugung stehenden Primerpaaren wurden Amplifikate der erwarteten Grofie
produziert. Dazu gehdren das TDNA-Primerpaar in (1), in den, das bakterielle
Phytohormongen flankierende Sequenzen bindet, sowie das direkte Amplifikat des
Phytohormongens ipt in (4). In (2) und (3) sind die Amplifikate des Reportergens
mgfp4 sowie des Transkriptionsfaktor alcR aufgetragen.

1700 bp

1100 bp
800 bp

Abb. 4.2-5: PCR-Analyse der transgenen Tabaklinie alcA-ipt-1. M-GroRRenstandard Pstl-
verdaute A-DNA (2.10), 1-TDNA-Primerpaar amplifiziert ein 1113 bp
Fragment, 2-gfp-Primerpaar amplifiziert ein 658 bp, 3-alcR-Primerpaar
amplifiziert ein 872 bp Fragment, 4-ipt-Primerpaar amplifiziert ein 714 bp
Fragment, 5-kein PCR-Produkt bei T-DNA-Amplifizierung im WT

Ein erfolgreicher PCR-Nachweis, wie in Abbildung 4.2-5 dargestellt, konnte nur fur
einen Teil der erzeugten transgenen Linien durchgefihrt werden. In den
Kontrolllinien DR5-gfp und alcA-gfp konnte mit den GFP-Primern ein PCR-Produkt

-81 -



ERGEBNISSE

der erwarteten GroRe amplifiziert werden, zusatzlich konnte in den alcA-gfp-Linien
der Nachweis des Transkriptionsfaktor alcR erbracht werden.

In den transgenen, ein Phytohormongen tragenden Linien konnte der
PCR-Nachweis nur zum Teil positiv gefuhrt werden. In den untersuchten Linien
von alcA-rolA, alcA-rolC und alcA-iaaH wurden nur PCR-Produkte mit dem
GFP-Primerpaar amplifiziert, im Fall der alcA-iaaH-Linien ebenfalls fir das
alcR-Primerpaar.

Doch trotz verschiedener Versuche der Optimierung der Reaktionsbedingungen
konnte weder das inserierte Habitusgen Uber die spezifischen Primer
nachgewiesen werden, noch ergaben sich Amplifikate bei der Verwendung des
Primerpaars TDNA-up/ TDNA-low.

Die genetische Charakterisierung der erzeugten transgenen Tabaklinien war nur
fur die Kontrolllinien DR5-gfp und alcA-gfp, sowie die alcA-ipt- und alcA-iaal-
Linien moglich gewesen. Fur die Linien alcA-rolA, alcA-rolC und alcA-iaaH konnte
keine deutliche Charakterisierung Uber den angewendeten PCR-Nachweis

erfolgen.

4.2.3.2. Uberpriifung der induzierbaren Expression nach Ethanolapplikation
auf Transkript- und Proteinebene

Die Transkriptinduktion nach Ethanolinduktion wurde an transgenen
in vitro-Pflanzenmaterial der alcA-gfp-Linien Uberprift. Es erfolgte eine Induktion
mit 500 ul 10 %iger Ethanollésung in die Petrischale. Das Pflanzenmaterial wurde
an den darauffolgenden Tagen auf GFP-Fluoreszenz untersucht. Es konnte nur in
induzierten Varianten fluoreszierende Zellen beobachtet werden.

In Abhangigkeit von der Induktionsstarke konnte Uber einen langeren Zeitraum
(> 4 Tage) Fluoreszenz beobachtet werden. Niedrige Induktionskonzentrationen
(<10 %) fuhrten nicht zu detektierbarer GFP-Fluoreszenz. Parallel durchgefuhrte
Transkript-Analysen wiesen jedoch eine Expression ab Konzentrationen von
1 % Ethanol nach. In diesen Untersuchungen wurde weiterhin eine Expression

von 6 Tagen nachgewiesen.
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Abb. 4.2-6: alcA-gfp7 —Samling nach Ethanolinduktion (15 %), a-d mit Ethanolapplikation;
e-h ohne Ethanolapplikation
(a) Blattgewebe 1,5 sec Belichtung, 200x Vergréferung; (b) Explantat im
Durchlicht; (c) Wurzelgewebe 0,5 sec Belichtung, 200x Vergroferung; (d)
Explantat im Durchlicht; (e) Blattgewebe 1,5 sec Belichtung, 200x
Vergrofierung; (f) Explantat im Durchlicht; (g) Wurzelgewebe 0,5 sec
Belichtung, 200x VergroRerung; (h) Explantat im Durchlicht

4.2.3.3. Erzeugung physiologischer Effekte nach Ethanolinduktion der
bakteriellen Phytohormongene

Fir erste Charakterisierungen des erzeugten transgenen Pflanzenmaterials wurde
ein in vitro-Assay gewahlt, in dem mit zwei unabhangigen selektierten Linien je
Transformationskonstrukt gearbeitet wurde. Eine Induktion der Regeneration von
Adventivorganen wird in der invitro-Kultur Uber das Zusammenwirken
verschiedener Faktoren wie Explantat, Kulturmedium und Konzentration der
Pflanzenwachstumsregulatoren erzeugt. Den hdchsten Stellenwert nimmt dabei
der Einsatz von Pflanzenwachstumsregulatoren ein.

In Abhangigkeit von dem Verhaltnis Cytokinin zu Auxin kdnnen Pflanzenexplantate
Kallus, Wurzeln oder Sprosse bilden.

Diese Fahigkeit zur Regeneration sollte in einem ersten Test der erzeugten
transgenen Tabaklinien genutzt werden. Dabei wurde ein System entwickelt, in
dem durch Applikation von Ethanol die bakteriellen Phytohormongene zur
Expression gebracht werden. Diese induzierte endogene
Phytohormongenexpression sollte einen Zusatz von
Pflanzenwachstumsregulatoren im  Kulturmedium  substituieren und zur
Regeneration an dem Blattmaterial fuUhren.

Entsprechend der, fur die verwendeten Gene beschriebenen Wirkung wurden die
in Tabelle 4.2-5 aufgefuhrten Adventivregenerationen in den jeweiligen Linien
erwartet.

Fir diese Untersuchungen wurden Blattscheiben aus in vitro-Material der
To-Generation prapariert. Jeweils funf Blattscheiben wurden je Petrischale auf
hormonfreien kanamycinhaltigen Nullmedium (2.7.3.) aufgelegt. Ein Teil der
Petrischalen wurde nicht mit Ethanol induziert und als Kontrolle des
Regenerationsverhaltens mitgefuhrt. Diese Explantate sollten im Versuchsverlauf

vital, ohne Seneszenzerscheinungen oder Kanamycinschaden bleiben, aber keine
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Adventivregenerationen bilden. Der zweite Teil der Petrischalen wurde mit
einmalig 300 pl einer 5 %igen EtOH-Lésung induziert.
Die Kulturdauer betrug vier Wochen. In regelmalligen Abstanden fand eine

Sichtbonitur der Explantate statt.

Tab. 4.2-5: Hypothese der Adventivregeneratbildung in Abhangigkeit vom bakteriellen

Phytohormongen
: Erwartetes

Bakterielles . . .

Phytohormongen Funktion Regeneratlonserelg_nls nach
EtOH-Applikation

rolA nicht bekannt Kallusbildung/ Adventivwurzel

rolC Cytokinin-Metabolismus Adventivspross

ipt Cytokinin-Biosynthese Adventivspross
laal Auxin-Metabolismus Kallusbildung/ Adventivspross

laaH Auxin-Biosynthese Adventivwurzel

Lediglich die alcA-ipt-Linien ipt-1 und ipt-3 bildeten multiple Adventivsprosse mit
drei bis funf Sprossen je induziertem Explantat. Die Blattscheiben der anderen
Phytohormongen tragenden Linien zeigten keine Regeneration, sie bildeten keine

Ansatze von Adventivorganen oder Kallus aus.

Um die Moglichkeit zu untersuchen, ob die induzierten Geneffekte in ihrer
Intensitat zu gering sind, um Adventivorganregeneration an Blattscheiben auf
hormonfreien Medium zu induzieren, wurde eine Hormonmatrix (Tab. 4.2-6)
erstellt. Diese sollte es ermodglichen geringe Einflisse auf den
Phytohormonhaushalt sichtbar zu machen.

Damit wurde die Hypothese untersucht, dass die aus Ethanolapplikation
resultierende Beeinflussung der Phytohormonhomoostase in den kultivierten
Blattscheiben zu gering ist, um die Regenerationsfahigkeit der Pflanzenzellen
auszulésen. Aus dem Zusammenwirken von Pflanzenwachstumsregulatoren im
Kulturmedium und Ethanol-induzierter Phytohormongenexpression sollte in

Abhangigkeit der unterschiedlich zusammengesetzten Kulturmedien und den

-85 -




ERGEBNISSE

unterschiedlich wirkenden Phytohormongenen ein differenzielles Bild der

Adventivregenerationen resultieren.

Tab. 4.2-6: Ubersicht der Kulturmedien mit dem Ziel durch induzierte Expression
bakterieller Phytohormongene physiologische Effekte an transgenen
Blattscheiben zu bewirken

Versuchs- Cytokinin Auxin
umfang® (BAP) (NAA)
Nullmedium 10 0 0
Cytokininmedium 10 1 mg 0
Cytokininbetontes 10 1 mg 0,5 mg
Regenerationsmedium
Auxinmedium 10 0 1 mg
Auxinbetontes 10 0,5 mg 1 mg
Regenerationsmedium
Regenerationsmedium 10 1 mg 1mg

' Angegeben ist die Zahl der verwendeten Petrischalen je Medienvariante, je Petrischale wurden 5
Explantate kultiviert

Die Blattexplantate wurden sechs Wochen auf den unterschiedlichen, in Tab.
4.2-6 aufgefuhrten Medien inkubiert. Die Ethanolapplikation erfolgte zu
Versuchsbeginn und nach dreiwochiger Kultur mit 300 pl einer 5 %igen EtOH-
Losung.

Die untersuchten Blattscheiben zeigten in diesem erweiterten
Regenerationsversuch in Abhangigkeit vom Kulturmedium zum Teil deutliche

Unterschiede im Vergleich zu den nicht-induzierten Explantaten.
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Tab. 4.2-7: Blattscheibenregenerationsergebnisse nach Ethanolapplikation auf
unterschiedlichen Medien in Abhangigkeit des Kulturmediums, spezifisch
reagierende Versuchsglieder sind hervorgehoben; die Erhebung der
Daten erfolgte nach Boniturklassen: + Regenerationsereignis ist
aufgetreten; ++ Regenerationsereignis ist stark aufgetreten (> 3
Adventivereignisse/ Explantat); - Regenerationsereignis verringert
aufgetreten; Datenerhebung und Zuordnung zu Boniturklassen erfolgte
im Vergleich zu nicht-induzierten Kontrollen; fett gedruckte Linien sind
Ethanol-induziert

Cytokinin- Auxin-
__ Null- | Cytokinin- betontes AUXIN- betontes Regenera-
Linie ; . Regenera- . Regenera- tions-
medium| medium : medium - .
tions- tions- medium
medium medium
alcA- Spross Kallus
gfp7 Wurzel | Spross Wurzel Wurzel Wurzel Spross
alcA- Spross Kallus
afp7 Wurzel | Spross Wurzel Wurzel Wurzel Spross
alcA- Spross Kallus sl
; Wurzel Spross Spross Spross
ipt3 + Wurzel
Wurzel +
Kallus
QICA' Spross SIEsE Spross el Spross Spross ++
ipt3 ++ Spross
Wurzel -
Kallus Kallus
alcA- Kallus
iaal 17 Wurzel | Spross Spross Wurzel ++ Spross Spross
Wurzel ++ Wurzel
alcA- | Wurzel ralllge Kallus Kallus
. Spross Spross Spross Spross
iaal17 - Wurzel +
Wurzel + Wurzel
alcA- Kallus Kallus szl Spross
. Wurzel | Spross Spross
iaaH3 Spross Wurzel W Wurzel
urzel +
alcA- / Spross g arltl;fsss Kallus Kallus Spross -
iaaH3 P P Wurzel Wurzel | Wurzel
Wurzel
alcA- Kallus Kallus SEEE Spross
Wurzel | Spross Spross Kallus
rolA3 Wurzel Wurzel
Wurzel + Wurzel
alcA- Kallus Kallus Kallus AT
/ Spross Spross Spross
rolA3 Wurzel Wurzel
Wurzel + Wurzel
alcA- Kallus Kallus N
Wurzel | Spross Spross Spross
rolC5 Spross Wurzel
Wurzel
g / Spross Kallus ralllge g arll)usss Spross
rolC5 P Spross Wurzel - P P
Wurzel -
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Mithilfe der verwendeten Medienvarianten konnten fir jede Linie Effekte, die dem
bakteriellen Phytohormongen zuzuordnen waren, induziert werden. Einen
Uberblick tber die Regenerationsergebnisse gibt die Tabelle 4.2-7.

Darin sind die Boniturdaten der induzierten und nicht-induzierten Explantate
gegenubergestellt. Die Medienvarianten, die in einer transgenen Linie eine
Differenzierung ermoglichten, sind hervorgehoben.

Die Explantate der mitgefuhrten Kontrolle alcA-gfp zeigten ein differenzielles
Regenerationsverhalten in Abhangigkeit vom Kulturmedium. Es gab jedoch keine
Variation zwischen Ethanol-induziert und Nicht-induziert, sodass diese Explantate,
sowie Explantate des Tabak-WT als Referenz fir den regenerativen Einfluss des
Kulturmediums herangezogen werden konnten.

Die starkste Adventivregeneratbildung trat in induzierten alcA-ipt Pflanzenmaterial
auf. Die induzierte ipt-Expression resultierte in einer Erhdhung der endogenen
Cytokiningehalte und aulerte sich in starker Adventivsprossregeneration sowohl
auf den Cytokinin-betonten Medien als auch auf den starker Auxin-haltigen
Medien.

Die weiteren untersuchten transgenen Linien zeigten im Vergleich zu der ipt-Linie
geringer ausgepragte Differenzierungsmdglichkeiten zwischen induzierten und
nicht-induzierten Explantaten. Aber auch hier war es moglich Unterschiede zu
bonitieren.

Induzierte alcA-iaaH Explantate wiesen eine  Auxinaktivitat auf
Regenerationsmedium aus.

alcA-iaaL Explantate wissen eine reduzierte Auxinaktivitat auf Auxin- und
Cytokininbetontes Regenerationsmedium auf.

In den Abbildungen 4.2-9 (a-i) sind beispielhaft Explantate unterschiedlicher Linien
den nicht-induzierten Kontrollexplantaten gegenubergestellt.

Dabei ist der deutliche ipt-Effekt im Vergleich zwischen Abb. 4.2-9 (c) mit (d) zu
sehen. Die iaaH-Expression resultierend in einer Erhdhung der Auxinsynthese
fuhrte im Gegensatz zur Steigerung der Cytokininsynthese (ipt) nicht zu ahnlich
deutlichen Effekten. Hier konnte lediglich eine maRige Steigerung der
Wurzelbildung auf dem Cytokininbetonten Regenerationsmedium im Vergleich zur
nicht-induzierten Kontrolle beobachtet werden (Abb. 4.2-9 g,h). Deutlicher dazu

war der iaalL-Effekt auf dem Auxinbetontem Regenerationsmedium, wo bei EtOH-
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Applikation eine Wurzelbildung verhindert war (Abb. 4.2-9k,l) im Vergleich zur

nicht-induzierten Kontrolle.

Abb. 4.2-9: (a, b) alcA-gfp7 Nullmedium; (c, d) alcA-ipt3 Nullmedium; (e,f) alcA-rolA3
Cytokininbetontes Regenerationsmedium; (g, h) alcA-iaaH3
Cytokininbetontes Regenerationsmedium; (i;j) alcA-rolC5 Auxinbetontes
Regenerationsmedium; (k, I) alcA-iaalL17 Regenerationsmedium; (a,c,e,g,i,k
- nicht induziert; b,d,f,h,j,I-Ethanol-induziert)

4.2.4. Ethanolinduzierbare Beeinflussung des pflanzlichen Phanotyps
in transgenen Tabaklinien

Die erzeugten transgenen Tabaklinien waren auf genetischer und physiologischer
Ebene primér bestimmt. Diese Untersuchungen beinhalteten die Uberpriifung auf
die Zahl der T-DNA-Insertionen (4.2.2.2.), sowie deren Vollstandigkeit (4.2.3.1.)
und die Kontrolle der Funktionsfahigkeit der Ethanol-induzierbaren
Expressionskassette (4.2.3.2.)
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Dabei war jedoch eine eindeutige Identifizierung lediglich in den Kontrolllinien
DR5-gfp und alcA-gfp, sowie den Phytohormongen tragenden Linien alcA-ipt und
alcA-iaaL moglich gewesen. Zwar konnten typische Phytohormoneffekte in einem
erweiterten Blattscheibenregenerationstest (4.2.3.3.) beobachtet werden, doch ein
genetischer Zusammenhang zum inserierten bakteriellen Phytohormongen konnte
durch fehlende PCR-Nachweise nicht erbracht werden.

Aus diesem Grund wurden die weiteren Arbeiten zur Entwicklung eines optimalen
Ethanol-Induktionssystems zur gezielten Habitusbeeinflussung auf die alcA-ipt und
alcA-iaaL Linien, sowie die entsprechende Kontrolle alcA-gfp beschrankt. Mit
diesen transgenen Linien standen zwei unterschiedliche Strategien der
Beeinflussung des pflanzlichen Phytohormonhaushalts fur die Untersuchungen zur
Verfligung, zum einen Steigerung der Cytokininbiosynthese (ipt) und zum anderen
Reduktion des freien aktiven Auxins (iaal).

Diese Linien sollten auf ihre Moglichkeiten, den pflanzlichen Habitus in Form einer
starkeren Lateralverzweigung und damit resultierender Brechung der
Apikaldominanz zu modulieren, untersucht werden.

Fir die im Folgenden vorgestellten Versuche zur induzierbaren Beeinflussung des
pflanzlichen Phanotyps wurden jeweils zwei unabhangige Linien je
Transformationskonstrukt untersucht. Dabei handelte es sich um die Linien alcA-
gfp7, alcA-gfp10, alcA-ipt1, alcA-ipt3, alcA-iaalL.2 und alcA-iaalL.17.

4.2.4.1. Untersuchungen an in vitro Samlingen - Phéanotypeffekte durch
einmalige und wiederholte Geninduktion

Far die Untersuchungen wurde zunachst ein in vitro-Kultursystem verwendet.
Junge etwa zehn Tage alte Samlinge der T1-Generation wurden auf Nullmedium
(2.7.3.) aufgelegt und zunachst zur Adaption und Foérderung der
Pflanzenentwicklung zwei Wochen kultiviert. Fur diese Analysen erfolgte die
Pflanzenkultur in vertikal aufgestellten Petrischalen. Dies ermdglichte eine
optimale raumliche Pflanzenentwicklung in der Petrischale. Auch die Sichtbonitur

der Pflanzen konnte so vereinfacht durchgefuhrt werden.
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Einmalige Induktion der bakteriellen Phytohormongene in transgenen
N. tabacum-Samlingen

In einem ersten Versuch erfolgte die Ethanolinduktion durch eine einmalige
Applikation von 300 pl 5 %iger Ethanolldsung in die Petrischale mit jeweils vier
Samlingen, insgesamt wurden jeweils 40 Samlinge untersucht.

Bereits eine einmalige EtOH-Applikation flhrte zu einer dramatischen
Beeinflussung der gesamten Samlingsentwicklung in den ipt-Linien, wohingegen
die parallel induzierten iaalL-Linien alcA-iaaL2 und alcA-iaalL7 keine visuell
deutlichen Veranderungen entwickelten (Abb. 4.2-10). Die Samlinge der Ethanol-
induzierten Kontrollen von alcA-gfp zeigten keine Beeintrachtigungen in ihrem
Wachstum und Entwicklung. Diese Beobachtung wies aus, dass die gewahlten
Induktionsbedingungen nicht pflanzenschadigend waren und phanotypische

Veranderungen in alcA-ipt-Samlingen durch induzierte Expression der

Isopentenyltransferase verursacht wurden.

Abb. 4.2-10: Ethanolinduktion von Samlingen, obere Reihe alcA-gfp10, untere Reihe
alcA-iaalL2; (a,d) induzierte Petrischale, (b,e) VergréRerung eines
induzierten Samlings; (c,f) nicht-induzierter Kontrollsamling
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Die ipt-Linien alcA-ipt1 und alcA-ipt3 zeigten als Einzige eine phanotypisch
veranderte Entwicklung, deren morphologische Merkmale in der induzierten
Variante auf erhdhte endogene Cytokininkonzentrationen deuteten. Die einzelnen
induzierten Samlinge unterschieden sich in der Intensitat der Auspragung des
beobachteten Phanotyps, aber die Merkmale stark reduzierte apikale Dominanz
mit basaler Seitensprossentwicklung, reduzierte Blattflachenbildung, Stauchung
und Sprossachsenverdickung sowie stark verringerte Wurzelbildung waren in
nahezu allen Versuchsgliedern zu beobachten. In einigen Fallen, wie in Abbildung
4.2-11 dargestellt, konnte auRerdem eine aberrante Sprossbildung beobachtet

werden.

Abb. 4.2-11: Morphologische Veranderungen in alcA-ipt1 induzierten Samlingen,
(a) induzierte Petrischale; (b) VergréRerung eines induzierten Samlings,
(c) AusschnittvergréfRerung der Sprossverdickung;
(d) AusschnittvergroRerung von aberranter Sprossbildung

Wiederholte Induktion der bakteriellen Phytohormongene in transgenen
Tabaksamlingen

Da Phytohormone wichtige regulatorische Funktionen in nahezu allen Bereichen
der pflanzlichen Entwicklung haben, unterliegen sie strengen
Regulationsmechanismen, die eine homoostatische Balance erhalten sollen. Da

die im vorangegangenen Abschnitt untersuchte einmalige Geninduktion nur in der
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Variante  Cytokininerhdhung  (ipt), nicht jedoch Auxinreduktion (iaal)
morphologische Effekte zeigte, sollte in einem Folgeversuch die phanotypischen
Auswirkungen einer, Uber einen langeren Zeitraum anhaltenden Genexpression
durch wiederholte Induktorapplikation untersucht werden.

Dazu wurden drei Wochen alte T{-Samlinge Uber einen Kulturzeitraum von acht
Wochen mit wochentlich 150 yl EtOH; 59, induziert. Der Kulturverlauf erfolgte im
Vertikal-Assay. Als Kontrollen wurden neben der Induktionskontrolllinie alcA-gfp
nicht-induzierte Samlinge der Linien alcA-ipt und alcA-iaal, sowie alcA-gfp
mitgefluhrt.

Die Induktionsstarke war im Vergleich zur Untersuchung der einmaligen Induktion
um 50 % verringert, da die Auswirkungen einer zeitlich verlangerten Expression
des bakteriellen Phytohormongens im Vordergrund stehen sollten.

Mit diesem Induktionsplan war es moglich gewesen die morphologische
Entwicklung der transgenen Samlinge gezielt zu beeinflussen. Die Apikaldominanz
der Tabaksamlinge wurde sowohl in den alcA-ipt-Linien als auch den
alcA-iaalL-Linien gebrochen, wobei dies auf die Expression der bakteriellen
Phytohormongene zurlickzufuhren war. Die Ethanolapplikation blieb ohne
phanotypischen Einfluss in den Kontrolllinien alcA-gfp7 und alcA-gfp10.

Die Phanotypen der Samlinge zu Versuchsende sind in Abbildung 4.2-12
dargestellt. Die Expression von iaaL hatte keine negativen Effekte auf die
Wurzelentwicklung des Samlings. Ebenfalls war die Blattmorphologie
unbeeinflusst verglichen mit nicht-induzierten Samlingen. Beides waren Merkmale,
die bei ipt-Expression charakteristisch beeinflusst waren. In der Linie alcA-iaalL17
war die Lateralverzweigung im Vergleich mit der Linie alcA-iaal2 starker
ausgepragt, diese wies eine starkere Reduktion der Internodien auf. Die Linie
zeigte aber auch eine basal einsetzende Lateralverzweigung (Abb. 4.212 (a) - (d)).
In den untersuchten ipt-Linien alcA-ipt1 und alcA-ipt3 kam es zu einer starken
Reduktion der Apikalentwicklung zugunsten der Entwicklung von Seitensprossen.
Diese wiesen, wie auch die Hauptsprossachse, eine starke Verdickung auf. In der
Linie alcA-ipt3 flhrte die Expression zur Entwicklung von deutlich chlorotischen
Seitensprossen. Die Basalentwicklung war gestort, statt einer Wurzelentwicklung,
wurden multiple Sprosse gebildet (Abb. 4.2-12 (h-i)).

Aus den Abbildungen 4.2-12 (j-k) ist die Samlingsmorphologie ohne

Einflussnahme bakterieller Phytohormongene ersichtlich.
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Abb. 4.2-12: Phanotypische Merkmalsauspragung in transgenen Tabaksamlingen nach
acht Wochen Kulturdauer mit wochentlicher EtOH-Applikation von 150pl
EtOH, 5%, (@) und (b) alcA-iaaL17; (c) und (d) alcA-iaal2; (e), (f) und (g)
alcA-ipt1; (h) und (i) alcA-ipt3; (j) und (k) alcA-gfp7

4.2.4.2. Untersuchungen zur morphologischen Beeinflussung an alcA-ipt
und alcA-iaaL-transgenen Gewachshauspflanzen

In den vorangegangenen Induktionsversuchen des in vitro-Vertikalassays konnte
eine Habitusbeeinflussung bezuglich der Lateralverzweigung gezeigt werden.
Dabei waren in den alcA-ipt-Linien bereits bei geringen Induktionsstarken

(einmalige Induktorapplikation) starke morphologische Effekte verursacht worden,
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wohingegen in den alcA-iaalL-Linien eine wiederholte Induktion fur die
Habitusbeeinflussung nétig war.

Dieses Entwicklungsverhalten sollte in Gewachshausversuchen eingehender
untersucht werden. Fur diese Analysen standen zwei Fragen im Vordergrund.
Zum einen sollten Variationen in der Induktorapplikation (temporar, Konzentration)
auf ihre Moglichkeiten die Apikaldominanz zu brechen, Uberprift werden. Zum
anderen sollten neben der Lateralverzweigung weitere pflanzencharakteristische
Entwicklungsparameter, wie Wurzel und Blattmorphologie, deren Beeinflussung in
den in vitro-Untersuchungen deutlich wurde, erfasst werden.

Fir diese Versuche wurden Pflanzen der Ti-Generation verwendet. Die Aussaat
erfolgte  zunachst in vitro auf  selektivem Aussaatmedium. Vitale,
Kanamycin resistente Samlinge wurden pikiert und an Gewachshausbedingungen

adaptiert.

Tab. 4.2-8: Schema des Induktionsplans flir die Untersuchungen im Gewachshaus

Anzahl . N
Variante | Bezeichnung | Versuchs- Aplpletionss || AEEILETos:
) merkmal menge
glieder
Keine
A0 8 Applikation 0 mi
A-l 8 wochentlich 10 mi
A
A-ll 8 wochentlich 25 ml
A-lI 8 wochentlich 50 ml
Keine
B-0 8 Applikation 0 mi
B-I 8 wochentlich 50 ml
B
B-I 8 14-tagig 50 ml
B-llI 8 dreiwdchig 50 ml

Es wurden unterschiedliche Induktionsstarken untersucht. Zunachst waren
unterschiedliche Applikationsmengen geprift worden (Tab. 4.2-8). Im zweiten
Schritt des Versuchsdesigns stand eine Variation des Zeitintervalls zwischen den
Induktorapplikationen im Mittelpunkt der Beobachtung. In Tabelle 4.2-8 ist das

Induktionsschema dargestellt. Der Applikationszeitraum betrug sechs Wochen.
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Die Induktion erfolgte mit 5 %iger Ethanolldsung. Im Anschluss wurden die
Pflanzen weitere drei Wochen kultiviert bis die Erhebung der Pflanzenmerkmale

erfolgte.

Beobachtungen zum Lateralaustrieb

In Abhangigkeit von der angewendeten Induktionsstarke konnten deutliche
Lateralaustriebe induziert werden. Einen Vergleich der beobachteten Phanotypen
nach Induktion A zeigen die Abbildungen 4.2-13 bis 4.2-15.

Abb. 4.2.-13: alcA-gfp10 N. tabacum-Pflanzen nach variierter Ethanolapplikation.
(a) nicht-induziert, (b) 10 ml, (c) 25 ml, (d) 50 ml

Die  Kontrolllinie  alcA-gfp  zeigte  keine  entwicklungsphysiologischen

Veranderungen durch Ethanolapplikation. Sowohl Pflanzenhdhe,
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Lateralverzweigung als auch Blattmorphologie wiesen keine Veranderungen zu

nicht-induzierten Pflanzen auf.

In der ipt-transgenen Linie alcA-ipt1 fuhrte bereits die geringste Induktionsstarke
zu einem Seitenaustrieb (Abb. 4.2-13a,b). Starkere Induktionen fuhrten zu einer
negativen Entwicklung des apikalen Pflanzenbereiches mit stark verkirzten
Internodien und verdicktem Hauptspross. Weiterhin zeigten die Blatter neben
Schadigungen durch den Induktor Ethanol eine morphologische Veranderung. Es
war eine Verstarkung der Vaskulargefalde, insbesondere der Blattmittelrippe zu
beobachten. Eine VergroRerung der Blatter und ein verspateter Blihbeginn
wurden ebenfalls beobachtet. Der Ansatz der generativen Organe war aber in

allen Versuchsgliedern zu erkennen.

Abb. 4.2-14: Phanotypische Entwicklung von alcA-ipt1 Pflanzen, (a) nicht-induziert,
(b) 10 ml, (c) AusschnittvergréRerung, (d) 25 ml, (e) 50 ml, (f) 50 ml
AusschnittvergréRerung

In der Linie alcA-iaaL17 konnte in der starksten Induktionsstufe die

Apikaldominanz gebrochen werden und ein Lateralaustrieb induziert werden.
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Diese Linie zeigte keine negativen Entwicklungen im apikalen Pflanzenbereich
oder den Blattern. Die Pflanzen wiesen leicht verlangerte Internodien aus.

Abb. 4.2-15: Phanotypische Entwicklung von alcA-iaal.17 Pflanzen, (a) nicht-induziert,
(b) 10 ml, (c) 25 ml, (d) 50 ml, (e) 50 ml Ausschnittvergrof3erung

In der Untersuchung der Induktionsvariante B mit unterschiedlichen Zeitabstanden
zwischen den Induktorgaben, konnte gezeigt werden, dass in grolReren
Zeitabstanden gegebene Induktionen einen ahnlichen morphologischen Effekt
haben, wie schwachere Induktorgaben in kirzeren Intervallen (Abb. 4.2-16). Dies
leitet sich aus einem Vergleich der induzierten Lateralverzweigung zwischen den
Induktionsvarianten A und B ab. In Variante A-lI konnte mit einer wochentlichen
10 ml Induktionsgabe eine ahnliche Verzweigung wie mit einer 50 ml Applikation in

dreiwochigem Zeitintervall (B-1V) in der ipt-Linie alcA-ipt1 erzielt werden.
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Abb. 4.2-16: Lateralverzweigung nach Ethanolinduktion, Variante B; obere Reihe
alcA-ipt1; mittlere Reihe alcA-iaalL17, untere Reihe alcA-gfp10; erste Spalte
nicht-induziert, zweite Spalte Induktion dreiwdchig, dritte Spalte Induktion
zweiwdchig, vierte Spalte wochentliche Induktion

Fur die Linie alcA-iaalL17 konnte beobachtet werden, dass eine 14-tagige
Induktorapplikation ~ von 50 ml EtOHsy,  fUr  die Induktion des
Achselknospenaustriebs ausreichte, wahrend eine wochentlich applizierte
reduzierte Applikation, wie in Induktionsvariante A untersucht, nicht zu diesem
Effekt fihrte.

Die phanotypischen Ergebnisse der Untersuchung des in Tabelle 4.2-8
aufgefuhrten Induktionsplans zeigten, die Eignung der verwendeten bakteriellen
Phytohormongene fir die Induktion der Brechung der Apikaldominanz in Tabak. In
Abhangigkeit von dem verwendeten Gen flhrten unterschiedliche

Induktionsintensitaten zum Austrieb der Seitenknospen.

-99 -



ERGEBNISSE

Neben der Beurteilung des Sprossverzweigungsverhaltens der unterschiedlichen
transgenen Tabaklinien erfolgte auch eine Bewertung der Wachstumsparameter

Pflanzenhdhe, Sprossdurchmesser, Nodienzahl und Wurzeltrockenmasse.

100
90
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EP |
@ 60 0o ml
2 010 ml
c @25 ml
£ 40 (W50 ml
& 30

20
10

0

alcA-7 alcA-10 ipt-1 ipt-3 iaal-2 iaal-17

Pflanzenlinie

Abb. 4.2-17: Vergleich der Pflanzenhéhen in Abhangigkeit von der Ethanolinduktion;
unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede,
p<0,05, Tukey-Test

Eine Reduktion der Pflanzenhéhe war in den alcA-ipt Linien im Vergleich zu den
anderen Linien zu sehen. Der Einfluss der Ethanolinduktion war dabei jedoch nicht
signifikant fur alle Induktionsstufen (Abb. 4.2-17). Bei dem verwendeten
Pflanzenmaterial der Ti-Generation liegen homozygote und heterozygote
Individuen vor, die moglicherweise die aufgetretene Varianzheterogenitat
bedingen. Diese ist aus allen quantitativen Untersuchungen (Abb. 4.2-17 bis
4.2.-20) ersichtlich.

Einen ahnlichen Einfluss der Ethanolinduktion auf die Sprosslangenentwicklung
bei variiertem Induktionsintervall wurde zwischen den Linien gesehen. Eine
Reduktion der Sprosshohen fallt auf, aber die Induktionsstufen sind nicht

signifikant verschieden.
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Abb. 4.2-18: Vergleich der Pflanzenhdéhen in Abhangigkeit von der Ethanolinduktion;
unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede,
p<0,05, Tukey-Test

Weiterhin fallt auf, dass trotz eines zunehmenden Einflusses starkerer Induktionen
(Induktionsschema A), sowie kurzerer Induktionsintervalle (Schema B) der
Phanotyp dramatisch beeinflusst ist in alcA-ipt-Linien, diese Beobachtung aber
nicht in den Vergleichen der Sprosshohenentwicklung wiedergespiegelt werden.

In den Abbildungen 4.2-19 und 4.2-20 ist die Reduktion der Wurzelentwicklung
dargestellt.

Bei Betrachtung der Wurzelentwicklung wird der Einfluss einer starkeren Induktion
von 50ml und 25ml deutlich. Die Pflanzen haben deutlich reduzierte
Wurzeltrockengewichte. Die auffallend geringen Wurzeltrockenmassen in den
nicht-induzierten Kontrollen (Abb. 4.2-19) sind aus schlechter Nahrstoffversorgung
entstanden; es ist nicht von einem férdernden Effekt einer Ethanolgabe auf die
Wurzelbildung auszugehen.

Dies wird auch aus Abb. 4.2-20 ersichtlich. Auffallig wird aus einem Vergleich der
Daten, dass der Negativeffekt einer ipt-Expression auf die Wurzelentwicklung
bereits ab der geringsten Induktionsstufe (Al und BIll) wirkt und dieser Effekt nicht

weiter gesteigert wurde.
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Abb. 4.2-19: Vergleich der Wourzeltrockengewichte in  Abhangigkeit von der
Ethanolinduktion; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante

Unterschiede, p<0,05, Tukey-Test
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Abb. 4.2-20: Vergleich der  Wurzeltrockengewichte in  Abhdngigkeit von der
Ethanolinduktion; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede, p<0,05, Tukey-Test
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Als weitere morphologische Parameter wurden die Nodienzahl, der
Sprossdurchmesser, sowie die Blattentwicklung bonitiert. Die Ergebnisse sind in
Tab. 4.2-9. dargestellt.

Tab. 4.2-9: Quantitative Merkmale der induzierten Tabaklinien, angegeben sind die
Mittelwerte aus acht Versuchsgliedern. Die Angabe der Induktionsvariante
bezieht sich auf Tabelle 4.1-8. Die Datenerhebung des Sprossdurchmessers
fand zwischen 8. und 10. Nodium statt, ein Pflanzenbereich, der wahrend
des Induktionszeitraumes gebildet wurde.

. Sprossdurchmesser
o Nodienzahl

Pflanzenlinie (cm)
A-| A-ll A-llI A-| A-ll A-lll
alcA-gfp7 21 22 22 0,7 0,7 1,1
alcA-gfp10 20 22 21 0,7 0,6 0,7
alcA-iptl 21 22 21 1,1 1,9 1,5
alcA-ipt3 21 20 20 1,0 1,4 1,4
alcA-iaal 2 22 21 19 0,8 0,7 1,0
alcA-iaal 17 22 21 20 0,7 0,9 1,0

Es fand keine Beeinflussung der Zahl ausgebildeter Nodien statt. Die Reduktion
der Pflanzenhdhen war auf eine Verkurzung der Internodien zurtckzufuhren.
Neben diesem Staucheeffekt wurde in alcA-ipt-Linien auch eine Verdickung der
Sprossachse gemessen. Diese resultiert aus der erhdhten Gefalbildung durch
Steigerung der Cytokiningehalte. Ahnliches wurde im Vergleich der
Blattmorphologie deutlich.

Wie bereits bei Abbildung 4.1-13 angesprochen, fluhrte die induzierte Expression
des bakteriellen ipt-Gens zu einer starken Beeinflussung der Blattader-
Entwicklung. Die Blattmittelrippe, sowie die Blattadern 1. Ordnung waren starker
ausgebildet. Dies verursachte eine Starrheit der Blattstruktur. Dieser Effekt und
unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten zwischen der Blattaderung und
den dazwischen liegenden Blattgeweben, flhrte dazu, dass die ausgebildeten
Blattgewebe keinen ausreichenden Platz zwischen den Blattadern fanden und
eine Wolbung des Blattgewebes erfolgte (Abb. 4.2-21).
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®
i

Abb. 4.2-21: Beeinflussung der Blattmorphologie nach Ethanolinduktion, Variante B;
obere Reihe alcA-ipt-1; mittlere Reihe alcA-iaalL17, untere Reihe alcAgfp10;
erste Spalte nicht-induziert, zweite Spalte Induktion dreiwochig, dritte Spalte
Induktion zweiwdchig, vierte Spalte wochentliche Induktion

4.2.5. Auxin-responsive GFP-Expression

Die erzeugten transgenen Phytohormonlinien enthielten neben dem
Ethanol-induzierbaren bakteriellen Genen auch ein gfp-Reportergen unter
Kontrolle eines Auxin-induzierbaren Promotors. Damit wurden

epifluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgeftihrt.
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Basale GFP-Fluoreszenz in der transgenen Linie DR5-gfp

Die erzeugte Linie DRS5-gfp diente der Erfassung von basaler GFP-Aktivitat.
Transgene T1-Samlinge wurden in unterschiedlichen Altersstufen auf
GFP-Fluoreszenz in Blattern, Kotyledonen, Hypokotyl, Nodien und Wurzeln
untersucht. Dabei konnte in keiner der Analysen eine Fluoreszenz im Vergleich zu

nicht-transgenen N. tabacum Pflanzen ermittelt werden.

Kinstliche Induktion von DR5-gfp durch Auxinapplikation

In Anlehnung an die Arbeiten von Ulmasov et al. (1997), die bei der Entwicklung
von DR5 zeigten, dass exogene Auxinapplikationen zu GUS-Aktivitat in DR5-GUS
transgenen A. thaliana fuhrten, wurden unterschiedliche Auxinzusatze in einem
in vitro-Assay untersucht.

Einen Uberblick gibt Abb. 4.2-22. Vier Wochen alte Sadmlinge wurden fiir 24 h in
unterschiedlich konzentrierten NAA-L6sungen inkubiert und anschliefend
mikroskopiert. Dabei zeigte sich, dass nur sehr hohe, nicht naturlich vorkommende

Konzentrationen in GFP-Fluoreszenz resultierten.

Untersuchungen in Phytohormongen-Linien

Eine Beeinflussung der gfp-Fluoreszenz in Ethanol-induzierbaren
Phytohormongenlinien wurde ebenfalls an transgenen Ti-Samlingen untersucht.
Verschiedene Pflanzenorgane (Blatt, Hypokotyl, Wurzel) wurden auf eine
differenzielle GFP-Aktivitat in alcA-ipt und alcA-iaal Linien untersucht. Es konnten
jedoch keine Unterschiede in der Fluoreszenz im Vergleich zu nicht-induzierten
Kontrollen beobachtet werden.

In der Erweiterung dieser Untersuchungen wurden die Samlinge in
50 uM NAA-L6sung inkubiert, die zusatzlich 5 % Ethanol enthielt. Auch in diesen
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Abb. 4.2-22: Differenzielle = GFP-Fluoreszenz nach Auxinapplikation, linke Spalte
Fluoreszenzaufnahmen aus Blattgewebe bei 200x Vergroflerung und 1,5 sec
Belichtung, rechte Spalte Durchlichtaufnahmen; (a), (b) 50 uM NAA, (c), (d)
30 uM NAA, (e), (f) 10 uM NAA, (g), (h) 0 uM NAA

Analysen konnte im Vergleich mit Samlingen, die nur in Auxinldsung inkubiert

wurden keine differenzielle GFP-Aktivitat beobachtet werden.
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4.3. ,Virus induced gene silencing” (VIGS) von Genen des
pflanzlichen Phytohormonmetabolismus

Die Expression einer Teilsequenz oder vollstandigen Sequenz in ,antisense”
Orientierung mit Homologie zu einer endogenen pflanzlichen Sequenz fuhrt zu
einer Interaktion, die in ,posttranskriptionellem gene silencing“ (PTGS) resultiert.
Dieses PTGS kann auch durch Pflanzenviren in Form eines ,virus-induced gene
silencing” (VIGS) ausgelost werden (siehe Einleitung).

Ziel der im Nachfolgenden beschriebenen Untersuchungen war die Bestimmung
der Eignung des agroinfizierbaren cDNA Klons des TRV-Isolates PpK20 (Liu et al.,
2002b) als Vektor zur Induktion von VIGS in P. hybrida. Darauffolgend schlossen
sich Untersuchungen zum temporaren Abschalten petunieneigener Gene des
Phytohormonmetabolismus an.

Die systemische Infektion der verwendeten Petunienlinie W113 war bereits in

4.1.2.1. mit dem pflanzenviralen Reportergenkonstrukt TRV-gfp gezeigt worden.

4.3.1. Herstellung eines Markergenkonstruktes zur Etablierung eines
VIGS-Systems in P. hybrida

Ein pflanzeneigenes Gen, das sich als Markergen in einem VIGS-System eignet,
sollte bei temporar unterdrickter Expression zu einem optisch leicht zu
erfassenden Phanotyp fuhren, der den zeitlichen Verlauf und die raumliche
Verteilung des VIGS sichtbar macht. Als gut geeignetes Markergen hat sich das
Phytoendesaturase-Gen (PDS) in unterschiedlichen Pflanzenspezies etabliert
(siehe Einleitung).

Zunachst wurde ein Sequenzalignment mit PDS-Sequenzen verschiedener
Solanaceen erstellt, anhand dessen Primer fir die Amplifizierung eines
PDS-Fragmentes aus P. hybrida abgeleitet wurden.

Aus einer Gesamt-RNA-Extraktion aus Blattmaterial der Petunienlinie W113 wurde
ein 367 bp Fragment amplifiziert. Der Sequenzvergleich dieses Fragmentes zu
o.e. PDS-Sequenzen wies auf Nukleotidebene eine 100 % Homologie zu
L. esculentum und 93 % Homologie zu N. benthamiana aus.

Durch die, den Primern angefugten Restriktionsschnittstellen BamHI und Sacl

konnte das PhPDS-Fragment aus Petunie in das Plasmid pBluescript kloniert
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werden und im Anschluss, wie in Abb. 4.3-1 dargestellt in den TRV-basierten
VIGS-Vektor subkloniert werden.

LB RB pYL156

PhPDS

N

Abb. 4.3-1: Aufbau des TRV-VIGS-Vektors, schematisch dargestellt nach Liu et al., 2002;
TRV-cDNA-Klon der RNA2 zwischen verdoppelten CaMV 35S-Promotor und
Nopalinsynthase-Terminator in bindrem Vektor

Das resultierende Konstrukt pYL-PhPDS wurde in den Agrobakterienstamm
C58C1 transformiert und zur Etablierung eines TRV-basierten VIGS-Systems in
P. hybrida eingesetzt.

4.3.2. Uberprufung der VIGS induzierenden Funktion des auf dem TRV-
Isolat PpK20 basierenden Markergenkonstruktes pYL-PhPDS

Im ersten Schritt der Etablierung eines VIGS-Systems in P. hybrida W113 musste
uberpruft werden, ob sich mit dem amplifizierten PhPDS-Fragment der Effekt des
,photobleaching® in Petunie induzieren lasst.

Als Positivkontrolle zur Uberprifung der Funktionsfahigkeit des verwendeten
Vektors wurden parallel N. benthamiana Pflanzen mit den zu untersuchenden
Vektoren inokuliert.

Es wurden jeweils 3-4 Blatter drei Wochen alter Pflanzen mit den in Tab. 4.3-1
aufgefuhrten Konstrukten uber Agroinfiltration inokuliert, wobei je infiltriertem Blatt

moglichst groRe Infiltrationsstellen erzeugt wurden.
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Tab. 4.3-1: Ausbildung eines typischen “photobleaching” Phanoytps in Abhangigkeit von
dem verwendeten VIGS-induzierenden Konstrukt und der Pflanzenart, Bonitur

30 dpi
N. benthamiana P. hybrida W113
Konstrukt Anzahl Anzahl
onstru Anzahl Pflanzen mit Anzahl Pflanzen mit
inokulierter VIGS-PDS- | inokulierter VIGS-PDS-
Pflanzen Phanotyp Pflanzen Phanotyp
TRV-RNA1 10 0 0 0
TRV-RNA1 +
TRV-pYL-NbPDS 10 10 10 7
TRV-RNA1 +
TRV-pYL-PhPDS 10 10 10 8

Als Kontrollen neben nicht-inokulierten Pflanzen erfolgte die Infektion mit
TRV-RNA1 ohne TRV-RNA2 Konstrukt, sowie einem gfp-exprimierenden TRV
cDNA-Klon pYL156-gfp zur Uberpriifung der systemischen Infektion der Pflanzen
mit TRV.

Der Verlauf der Entwicklung des typischen ,photobleaching” Phanotyps konnte mit
beiden PDS-Konstrukten in beiden Pflanzenarten erzeugt werden (Abb. 4.3-2),

verlief jedoch zeitlich und raumlich verschieden.

Wie bereits unter 4.1.2.1 beschrieben, begann die systemische Ausbreitung des
gfp-exprimierenden TRV cDNA-KIon bereits 3-4 Tage nach Infiltration und breitete
sich innerhalb einer Woche in der gesamten Pflanze aus.

Sieben Tage nach Infiltration begann die Ausbildung des PDS-Phanotyps in
N. benthamiana. Im Verlauf der weiteren Kultur breiteten sich die, in der
Expression der Phytoendesaturase unterdriickten Bereiche in der Pflanze aus. Es
kam zur Ausbildung vollstandig weiller Blatter und Seitensprosse. Das
systemische ,gene silencing® hielt bis zum Kulturende 12 Wochen nach Infektion
an (Abb. 4.3-3a-d).

Bei P. hybrida erfolgte die systemische Virusausbreitung erst 17 Tage nach
Infiltration. Sie war insgesamt langsamer, weniger stark ausgepragt und geringer

in der Ausbreitung im Vergleich zu N. benthamiana.
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Erste chlorophyllfreie Bereiche traten erst 20 Tage nach Infiltration auf. Diese
Entwicklung setzte sich aber fort; es konnte ein systemisches ,gene silencing“ im
Neuaustrieb beobachtet werden (Abb. 4.3-3 e-g). Allerdings verblieb ein Teil der
Gesamtblattflache Uber den gesamten Versuchszeitraum (12 Wochen) grun, es
kam nur zu fleckenartig auftretenden weiRen Bereichen in den untersuchten
Petunien.

Insgesamt war das Ausmall des ,silencing“-Phanotyps in N. benthamiana
verglichen mit P. hybrida sowohl mit TRV-NbPDS als auch TRV-PhPDS starker,
umfassender und schneller. Jedoch konnte die prinzipielle Funktionsfahigkeit des
TRV-basierten Vektors zum VIGS in Petunie anhand des Markergens PDS gezeigt

werden.
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Abb.: 4.3-2: Entwicklung des viral induzierten PDS-,Silencing® in Abhangigkeit von der
Pflanze und dem PDS-Fragment im Verlauf der Kultur von 12 Wochen bei
20°C und 16 h Licht, (a-d) VIGS in N. benthamiana mit pYL-NbPDS, (a) 10
dpi, (b) 20 dpi, (c) 50 dpi, (d) Kontrolle TRV-RNA1 ohne RNA2-Konstrukt 50
dpi; (e-h) VIGS in P. x hybrida mit pYL-PhPDS, (e) 20 dpi, (f) 30 dpi, (g) 50
dpi, (h) Kontrolle TRV-RNA1 ohne RNA2-Konstrukt 50 dpi

4.3.3. Versuche zur Optimierung des VIGS-Systems in P. hybrida

Um das Ausmal} und die Intensitat des VIGS in Petunie verstarken zu konnen,
wurden unterschiedliche Parameter des Versuchsdesigns variiert. Dabei wurden
Kulturbedingungen, Inokulationsmodglichkeiten sowie VIGS-Konstrukte untersucht,

deren Ergebnisse im Folgenden dargestellt sind.
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4.3.3.1. Einfluss der Temperatur auf die Entwicklung des PDS-Phé&anotyps

Die Habitusentwicklung von Petunien kann durch die Kulturparameter Temperatur
und Tageslange beeinflusst werden. Unter Langtag-Bedingungen bilden Petunien
einen unverzweigten Habitus mit langeren Internodien aus. Die Entwicklung des
Hauptsprosses wird gefordert. Hingegen wird unter Kurztag-Bedingungen das
Langenwachstum reduziert und die Verzweigung geférdert. Neben der
Tageslange kommt der Temperatur eine entscheidende Bedeutung in der
Petunienkultur zu. Niedrige Temperaturen foérdern die Anlage der
Seitensprossentwicklung und reduzieren die Pflanzenhdhe, der Habitus wirkt
kompakter.

Tab. 4.3-2: Einfluss der Pflanzenkultur-Temperatur auf die Ausbildung des VIGS-

Phanotypes
Temperatur Anzahl inokulierter Anzahl Pflanz_gn mit
Pflanzen VIGS-PDS-Phéanotyp
15°C 10 7
20°C 10 7
25°C 10 6

Da das Ziel der Etablierung des VIGS-Systems bei Petunie eine Beeinflussung
des Pflanzenwuchses durch temporare Unterdrickung von pflanzeneigenen
Phytohormonmetabolismusgenen war, sollte der Einfluss unterschiedlicher
Temperaturen auf die Entwicklung und Auspragung des PDS-Phanotypes
untersucht werden. Jeweils vier Blatter von zwei Wochen alten P. hybrida W113
Pflanzen wurden mit TRV-PhPDS und TRV-RNA1, sowie der Kontrolle TRV-RNA1

infiltriert und unter den in Tab. 4.3-2 aufgefuhrten Temperaturen kultiviert.

- 113 -



ERGEBNISSE

Abb. 4.3-3: Entwicklung des PDS-Phanotyps bei unterschiedlicher Kulturtemperatur, linke
Spalte 40 dpi, rechte Spalte 70 dpi; (a) und (b) Kulturtemperatur 15°C; (c)
und (d) Kulturtemperatur 20°C; (e) und (f) Kulturtemperatur 25°C; die
Infiltration erfolgte mit dem petunieneigenen PDS-Fragment in dem Konstrukt
pYL-PhPDS

Trotz deutlicher Beeinflussung des pflanzlichen Wachstums durch die
verschiedenen Kulturtemperaturen (Abb. 4.3-3a-d) wurde in allen untersuchten
Varianten bei 60-70 % der Versuchspflanzen ein systemisches ,Silencing” der
Phytoendesaturase ausgebildet. In den Temperaturbereichen 15°C und 25°C
begann die Ausbildung weilRer Blattbereiche erst vier Wochen nach Infektion, in
der Kontrollvariante 20°C erfolgte die Phanotypentwicklung bereits nach drei
Wochen. Dieser Unterschied wurde auch fir die Starke des VIGS-Phanotyps im
Versuchszeitraum (10 Wochen) bonitiert. Wahrend bei 20°C Kulturtemperatur
relativ grol3e Sprossbereiche ein ,photobleaching” aufwiesen, war in den Ubrigen
Varianten weniger Blattflache beteiligt, besonders deutlich war dieser Unterschied

bei der hohen Kulturtemperatur von 25°C. Und trotz geringerer
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Pflanzenbiomassebildung in der 15°C-Variante war die phanotypisch auffallige

weilke Flache geringer im Vergleich zur mittleren Temperatur.

Der Versuch belegte einen Einfluss der Kulturtemperatur auf die Entwicklung des
Habitus bei Petunie, die untersuchten Varianten konnten aber nicht zu einer
Verstarkung und Vervollstandigung des VIGS-PDS-Phanotyps flihren, wie aus den
Abbildungen 4.3-3a-f ersichtlich ist.

4.3.3.2. Einfluss des Pflanzenalters zum Zeitpunkt der Inokulation auf die
Entwicklung des PDS-Phanotyps

Die Blattinfiltrationsmethode wurde zur Inokulation von pflanzenviralen
Expressionsvektoren, vorliegend in binaren Plasmiden verwendet. Dabei wird von
der Unterseite des Pflanzenblattes die Bakteriensuspension in den
Interzellularraum gepresst. In Abhangigkeit von Blattmorphologie (Auspragung der
Kutikula und Blattaderung), Blattvitalitdt und Blattalter der Pflanzen kénnen so
kleine Bereiche von 1 cm? bis ganze Blétter infiltriert werden.

Wahrend sich in Blattern von N. benthamiana relativ leicht grof3e Infiltrationsstellen
uber mehrere Interkostalfelder erzeugen lieen, mussten in Petunie mehrere
Infiltrationsstellen fir eine vergleichbare Inokulummenge angesetzt werden.

Ryu et al. (2004) stellte die Inokulationsmethode ,Agrodrench® vor, die ohne
abiotische Verletzung der Pflanze durch Applikation der Bakteriensuspension auf
den Pflanzenkopf und Eintrag in das Kultursubstrat erfolgt. Damit wird auch die
Infektion im Samlingsalter der Pflanze mdglich. Des Weiteren kann diese Methode
auch zu VIGS-Untersuchungen in der in vitro-Kultur eingesetzt werden.

Durch den Vergleich der Blattinfiltration drei Wochen alter Jungpflanzen und dem
»+Agrodrench® von Samlingen, sowie von in vitro-Kulturen sollte untersucht werden,
inwiefern durch Variation in Inokulationszeit und Pflanzenalter die Entwicklung des
PDS-Phanotyps verstarkt und gefordert werden kann.

Als Referenzpflanze wurde N. benthamiana neben P. hybrida inokuliert.

Far den ,Agrodrench® wurden jeweils zehn Samlinge in einen 15 cm Topf pikiert
und nach drei Tagen mit jeweils 5 ml Agrobakteriensuspension Ubergossen. Die
Infektionsrate lag zwischen 60-90 %, auch bei N. benthamiana entwickelten nicht

alle inokulierten Samlinge ein ,photobleaching“. Die Entwicklung der Pflanzen
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verlief im Vergleich zu Einzelpflanzen schlechter, sie blieben sowohl im
Gesamtwuchs als auch in der Gesamtblattflachenentwicklung kleiner, waren zarter

und weniger robust, wie aus einem Vergleich der Pflanzen in Abbildung 4.3-4a

und b mit ¢, sowie d und e mit f zu ersehen ist.

Abb. 4.3-4: Vergleich der Inokulationsmethoden “Agroinfiltration” und ,Agrodrench® mit
den Konstrukten pYL-NbPDS und pYL-PhPDS in N. benthamiana und
P. hybrida W113, Bonitur 35 dpi,
obere Reihe: links und rechts jeweils pYL-NbPDS, mitte pYL-PhPDS; a und
b-N. benthamiana nach »2Agrodrench* c-N. benthamiana nach
»Agroinfiltration, untere Reihe: links pYL-NbPDS, mitte und rechts pYL-
PhPDS; d und e-P.hybrida W113 nach ,Agrodrench, f-W113 nach
»Agroinfiltration®
Die Ausbildung eines PDS-Phanotypes begann in der Variante ,Agrodrench” bei
N. benthamiana 10 Tage nach Inokulation. Bei Petunie traten erste weille
Blattstellen nach 20 Tagen auf. Wie in allen bislang untersuchten Optimierungen
des VIGS-Systems traten auch bei variierter Inokulationsmethode
Intensitatsunterschiede in der Phanotypauspragung zwischen den Pflanzen auf,
die bei Petunie starker waren verglichen mit Tabak. Ebenso wurde kein
vollstandiges ,Silencing” erreicht, es verblieben bei beiden Pflanzen grine

Pflanzenteile.
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Die ,Agrodrench“Inokulation wurde ebenfalls mit Samlingen in in vitro-Kultur
untersucht (Ergebnisse nicht dargestellt). Dabei war es ebenfalls mdglich die
PDS-Expression zu reprimieren, jedoch eigneten sich N. benthamiana und
P. hybrida W113 Samlinge nicht fur eine langerfristige (> 6 Wochen) in vitro-Kultur.
Wahrend aus N.tabacum Samlingen Uber wiederholte Subkultur von
Sprossspitzen und —segmenten eine Uber Jahre vitale in vitro-Kultur etabliert
werden kann, entwickelten sowohl N. benthamiana als auch P. hybrida W113
Pflanzen bei langerer in vitro-Kultivierung einen Phanotyp mit stark reduzierter und
verkleinerter Blattbildung und einer Tendenz zu langeren ,weicheren® Sprossen.
Deswegen wurde auf weiterfiihrende Untersuchungen zu VIGS in in vitro-Kulturen

bei Petunie verzichtet.

4.3.4. Erstellung von VIGS-Konstrukten zur Beeinflussung des
pflanzlichen Habitus

Ziel der Etablierung eines VIGS-Systems in Petunie sollte das temporare
Abschalten von petunieneigenen Genen des Phytohormonmetabolismus sein.
Insbesondere Gene aus Biosynthese und Katabolismus von Auxin und Cytokinin,
die einen Haupteinfluss auf die Seitensprossentwicklung haben, sollten temporar
in ihrer Expression unterdruckt werden und die Auswirkungen auf den pflanzlichen
Phanotyp untersucht werden.

Zu diesem Zwecke wurden ausgehend von Sequenzeintragen in der
NCBI-Datenbank Genfragmente von Cytokininmetabolismus-beteiligten Genen in

P. hybrida kloniert und auf ihre Funktionalitat mittels VIGS Uberpruft.
4.3.4.1. Konstrukt zur Reprimierung der Cytokinin-Biosynthese

Ausgehend von der von Zubko et al. (2002) als ipt-ahnliche charakterisierte
sho-Sequenz aus P. hybrida wurden spezifische Primer flr ein Amplifikat von
714 bp erstellt und mit den Restriktionsschnittstellen Sacl und Xbal zur Klonierung
versehen. Nach der Sequenzierung des cDNA-Fragmentes erfolgte die
Subklonierung, wie in Abb. 4.3-5 a-c dargestellt, Uber das Plasmid pBluescript in
den TRV-RNA2 cDNA-Klon pYL156.
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Das resultierende Konstrukt pYL-Phsho konnte in den Agrobakterienstamm
C58C1 transformiert und anschlieBend fir Infektionsexperimente eingesetzt

werden.

4.3.4.2. Konstrukt zur Reprimierung des Cytokininkatabolismus

Ausgehend von zwei EST-Sequenzen von Tomate (van der Hoeven et al., 1999
unveroffentlicht, AW224503, AW031453) wurden Primer (LeCKX-up/LeCKX-low,
2.5.) abgeleitet, die ein CKX-Fragment von ~ 200 bp aus P. hybrida amplifizieren
sollten.

Mit der Sequenz des erhaltenen Fragmentes wurde ein
Sequenzhomologievergleich mit der NCBI-Datenbank (BlastN) durchgefihrt.
Dabei wurde neben zahlreichen Sequenzhomologien zu pflanzlichen Sequenzen
unbekannter Funktion auch eine Homologie zu AtCKX5 mit einem ,E-value® von
0,004 ausgewiesen. Nach Altschul et al. (1997) kdénnen Werte <1e? in den
meisten Fallen Sequenzhomologien anzeigen.

Das putative PhCKX-Fragment wurde kloniert, in den TRV-RNA2 Vektor Uberfuhrt

und in den Agrobakterienstamm C58C1 transformiert.

4.3.4.3. Uberprifung eines Einflusses auf die Pflanzenentwicklung durch die
erstellten Phytohormonmetabolismus-Konstrukte

Die erstellten Konstrukte, pYL156-sho zum temporaren Abschalten der
Cytokininbiosynthese und pYL156-ckx mit einer erwarteten Reprimierung des
Cytokininkatabolismus und daraus resultierender Cytokininanreicherung, wurden
nach der Methode von Ryu et al. (2004) auf zehn Tage alte P. hybrida W113
Samlinge inokuliert.

Im Vergleich mit den Kontrollvarianten TRV-RNA1 und TRV-RNA1 + pYL-PhPDS,
sowie nicht inokulierten Pflanzen konnten keine sichtbaren Veranderungen im
Habitus der Pflanzen bonitiert werden, die auf einen Effekt der verwendeten

Phytohormon-Metabolismus-Konstrukte schlielen lassen konnten.

- 118 -



ERGEBNISSE

4.3.5. Erstellung von modifizierten VIGS-Konstrukten zur
Phytohormonmetabolismus-Beeinflussung in P. hybrida W113

4.3.5.1. Herstellung von ,,Doppelkonstrukten” zur Kontrolle der
pflanzenviralen Infektion

Da zum einen in den Versuchen zum Abschalten der Phytoendesaturase die
Infektionsrate zwischen 60-80 % lag und zum anderen im ersten
Versuchsdurchlauf kein phanotypischer Effekt der Konstrukte festzustellen war,
wurden zunachst sogenannte Doppelkonstrukte (Chen et al., 2004) hergestellt, die

eine Kontrolle der Infektionsrate Uber einen PDS-Phanotyp ermdglichten.

Dafur wurden, wie unter Abbildung 4.3-5 (d) schematisch dargestellt, in die
Plasmide pYL-Phsho und pYL-Phckx das PDS-Fragment PhPDS Uber die
Restriktionsschnittstellen Sacl und BamHI eingefugt.

Bei einer Verwendung der Konstrukte in einem Infektionsexperiment sollten so
durch einen entstehenden ,photobleaching” Effekt eine Differenzierung infizierter
und nicht-infizierter Pflanzen moglich werden, um damit auch kleine, weniger
auffallige Veranderungen zu erkennen und einem VIGS-Effekt zuordnen zu

kdénnen.
4.3.5.2. Herstellung von ,inverted repeat”-Konstrukten

Lacomme et al. (2003) fuhrte die Moglichkeit der Verstarkung eines VIGS-Effektes
durch die Expression des entsprechenden Fragmentes in inverted repeat® (IR)
Orientierung aus. Damit soll eine Akkumulation von dsRNA-Molekulen, die fur die
Auslésung eines pflanzenviral induzierten PTGS von groRRer Bedeutung sind,
erhoht werden.

Fiar die Erstellung dieser Konstrukte wurde die in Abbildung 4.3-5 (e) und (f)
dargestellte Strategie verwendet. Dazu wurden zunachst Genfragmente, die fur
beteiligte Enzyme des Cytokininmetabolismus kodieren in ,sense” und ,antisense”
Orientierung getrennt durch ein pflanzliches Intron subkloniert. Das so erstellte IR-
Konstrukt konnte dann Uber die Restriktionsenzyme Xhol und Xbal in das Plasmid
TRV-RNA2 pYL156 Uberfuhrt werden.
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Abb. 4.3-5: Schema der Klonierungsschritte von pflanzenviralen VIGS-Konstrukten, (a)-
Klonierung des Petunien Phsho-Fragmentes in den Vektor pBluescript Uber
die Restriktionsschnittstellen Sacl und Xbal, die Uuber die PCR-
Amplifizierungsprimer dem Fragment angefugt wurden, sowie Auffuhrung
verbliebene ,single-sites” fir die Subklonierung des Fragmentes; (b)-cDNA-
Klon der TRV-RNA2 mit vorhandener ,multiple cloning site“ zum Einfiigen
von Fragmenten; (c)- pYL156-Phsho: Phsho Uber Xbal und Sacl in den
cDNA-Klon der TRV-RNA2 subkloniert; (d)-pYL156-Phsho-PhPDS:
Einklonierung des PhPDS-Fragmentes Uber Sacl und BamHI in den TRV-
cDNA-Klon pYL156-Phsho zur Uberprifung des VIGS-Infektionserfolges in
Petunie Uber das Markergen Phytoendesaturase; (e) -pYL156-Phsho-ohshP:
Jinverted-repeat“-VIGS-Konstrukt zum Reprimieren des
Cytokininbiosyntheseweges in Petunie im TRV-cDNA-Klon der RNA2

Fir das Phsho-Fragment erfolgte zunachst die Klonierung der ,sense”
Orientierung hinter das Intron Uber die Restriktionsschnittstellen Ecl1361 und Xhol
auf Smal und Sall in pVIGS, resultierend in pVIGS-Phsho. Das ,antisense*
Fragment wurde dann Uber Xhol und Sacl vor das Intron gesetzt.

Das putative Phckx wurde erst in das Plasmid pBluescript Uber einen EcoRI
Verdau subkloniert. Damit standen die erforderlichen
Klonierungsrestriktionsschnittstellen Sacl und Xhol zur Verfugung. Der weitere

Klonierungsweg erfolgte analog zur Erstellung von pYL-Phsho-ohshP.

4.3.5.3. Uberprifung eines Einflusses unterschiedlich aufgebauter VIGS-
Konstrukte auf den Pflanzenhabitus von P. hybrida

Nach dem unter 4.3.4.3. beschriebenen Erstversuch zur Habitusbeeinflussung bei
P. hybrida W113, der keinen Effekt zeigte, wurden die zuvor erlauterten
Konstrukte zur Kontrolle des Infektionserfolges (Doppelkonstrukte) und zur
Verstarkung der dsRNA-Molekulbildung (IR-Konstrukte) untersucht.

Dazu wurden die in Tab. 4.3-3 dargestellten Varianten uber ,Agrodrench®-
Inokulation auf pikierte zwei Wochen alte Einzelpflanzen von P. hybrida W113 und
N. benthamiana appliziert.
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Tab. 4.3-3: Ubersicht der Inokulationsvarianten zur Habitusbeeinflussung;
Bonitur erfolgte 30 dpi

Anzahl Anzahl Anzahl
Pflanzen Pflanzen Pflanzen mit
Anzahl mit VIGS- mit VIGS- Habitus-
Konstrukt inokulierter |PDS- PDS- veranderung
Pflanzen |Phanotyp Phanotyp
N. benthamiana P. hybrida W113
Nicht-Inokuliert 10 / / /
TRV-RNA1 10 / / /
TRV-RNA1 +
TRV-pYL-Phsho 10 / / 0
TRV-RNA1 +
TRV-pYL-Phsho-PhPDS 10 8 6 0
TRV-RNA1 +
TRV-pYL-Phsho-ohshP 10 / / 0
TRV-RNA1 +
TRV-pYL-Phckx 10 / / 0
TRV-RNA1 +
TRV-pYL-Phckx-PhPDS 10 9 8 0
TRV-RNA1 +
TRV-pYL-Phckx-xkchP 10 / / 0

Mithilfe der “Doppelkonstukte” konnten Pflanzen, die einen “photobleaching”
Phanotyp aufwiesen als infiziert selektiert werden und im Vergleich zu Pflanzen
ohne dieses Merkmal sowie den ubrigen untersuchten Varianten differenziert
bonitiert und im Entwicklungsverlauf beobachtet werden. Diese Selektion
offenbarte  aber keine Auffalligkeiten, die einen, den Konstrukten
zuzuschreibenden Effekt vermuten lassen konnten. Ebenso war es nicht moglich
Besonderheiten oder Auffalligkeiten in IR-infizierten Pflanzen zu beobachten,

wobei hier auch keine Kontrolle Gber eine Infektion der Pflanzen erfolgt war.
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Sequenzvergleiche zwischen den Genfamilien

Sequenzvergleiche zwischen den Genfamilien fur Isopentenyltransferasen aus
A. thaliana (AB062607; AB062609; AB062610; AB062611; AB062608; AB062612;
AB062613; AB062614), B. rapa (AB186135, AB186134; AB186133; AB186132)
sowie O. sativa (AA754519; CA754492; CA754502) konnten keine homologen
Bereiche identifiziert werden, die grof3er als ~10 bp waren.

Dieselbe Problematik besteht auch bei Sequenzvergleichen von CKX-Genen.
Auch hier sind Daten zu A.thaliana in der NCBI-Datenbank verfugbar und
zusatzlich einzelne Sequenzen aus P.sativum und S.tuberosum. Ein
Sequenzalignment weilt jedoch eine hohe Sequenzdivergenz aus.
Weiterfuhrende Untersuchungen sollten entsprechend dieser
Sequenzunterschiede die Kombination verschiedener kurzer (~ 50 bp)

Fragmentabschnitte in Form von Doppelkonstrukten prifen.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden transgene Expressionsansatze bearbeitet, die das
Verhaltnis der Phytohormone Auxin und Cytokinin durch eine transiente und
temporare Expression phytobakterieller Hormonmetabolismusgene beeinflussten und
in der Brechung der Apikaldominanz resultierten. Dazu wurden im ersten Teil
unterschiedlich auf den pflanzlichen Phytohormonhaushalt wirkende phytobakterielle
Gene auf ihre Effizienz, Pflanzenentwicklungsmuster zu modulieren in
unterschiedlichen Expressionsansatzen analysiert. Neben der phanotypischen
Bewertung der erzeugten transgenen Linien wurde auch die Eignung Auxin-
induzierbarer Reportergenexpression zur Beobachtung der Auswirkung gerichteter
Eingriffe in das Auxin-Cytokinin-Gleichgewicht auf Zellebene gepruft.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde mittels eines RNAi-Ansatzes untersucht, die
Verwendung phytobakterieller Hormonmetabolismusgene durch pflanzeneigene
Gene substituieren zu konnen. Daflr wurden zunachst die Moglichkeiten eines
VIGS-Systems bestimmt und anschlielend fur die Abschaltung von potenziellen

Genen des Cytokininmetabolismus in Petunia hybrida verwendet.

5.1. Nutzung bakterieller Phytohormonmetabolismusgene zur
gerichteten Beeinflussung pflanzlicher Phanotypen

5.1.1. Erzeugung starker phanotypischer Effekte durch die Nutzung
pflanzenviraler Expressionssysteme

Aufgrund eines massiven Eingriffes in den Phytohormonhaushalt der Pflanze, wie er
sich durch das hohe Expressionsniveau der pflanzenviralen Expression ergibt, war
die Ausbildung deutlicher Phanotypen zu erwarten. Dies konnte jedoch nur bei den
untersuchten Synthesegenen von Cytokinin und Auxin beobachtet werden.

Die phanotypischen Merkmale der Expression des bakteriellen
Cytokininsynthesegens ipt gaben deutliche Hinweise auf eine
Cytokininuberproduktion. Dazu gehorten ein gestauchter buschiger Habitus mit einer
deutlichen multiplen Sprossbildung an Apikal-und Lateralmeristemen und eine stark
ausgepragte Seneszenzstimulierung. Weiterhin war die Pflanzenhéhe reduziert, die
Blatter runder und die Sprossachse verdickt. Analysen der Wurzelentwicklung
wurden in Jungpflanzen nicht unternommen, in vitro-Samlinge wiesen jedoch einen

nahezu vollstandigen Verlust der Wurzelbildung auf. Diese Beobachtungen wiesen

- 124 -



DISKUSSION

auf stark erhohte endogene Cytokiningehalte hin. Die Merkmale &ahneln den
Phanotypen von Cytokinin-Uberproduzierenden Pflanzenmutanten, wie amp in
A. thaliana (Chaudhury et al., 1993) und sps/bus in A.thaliana (Reintanz et al.,
2001; Tantikanjana et al., 2001), sowie dad in P. hybrida (Napoli, 1996), die einen
buschigen Phanotyp mit verklrzten Internodien und erhdéhter Seitenverzweigung
aufweisen.

Die Expression des bakteriellen Auxinsynthesegens iaaH fuhrte zur Ausbildung
deutlicher Blattepinastie, einem Merkmal der Auxinuberversorgung. Es besteht
Unklarheit Uber das Auftreten des zweifaktoriellen Auxinsyntheseweges Uber die
Enzymaktivitaten von Tryptophan-Monooxygenase und Indolacetamidhydrolase in
Pflanzen. Dieser wurde bislang nur in Bakterienspezies nachgewiesen (1.2.3.),
dementsprechend ist wenig Uber das Vorkommen des iaaH-Substrates IAM in
Pflanzen bekannt. Takahashi et al. (1975) konnten IAM in jungen Fruchten von
Citrus unshiu und Saotome et al. (1993) konnten IAM in Hypokotylen von
Prunus jamasakura nachweisen. Weiterhin wurde eine |AM-Hydrolaseaktivitat in
Oryza sativa und Poncirus trifoliata (Kawaguchi et al., 1991; 1993) beschrieben.
Unter Berucksichtigung dieser Informationen wurden die Arbeiten z.T. mit einer
zusatzlichen Applikation des synthetischen iaaH-Substrates NAM durchgeflhrt. Inzé
et al. (1984) und Budar et al. (1986) zeigten, dass durch NAM-Applikation auf
laaH-Funktionalitat selektiert werden kann.

Die Auspragung der Blattepinastie konnte durch die Applikation von NAM verstarkt
werden. Besonders deutlich wurden die Merkmale einer Auxindberversorgung in den
Untersuchungen im in vitro-Kultursystem ausgepragt. Hier konnte die Bildung von
Wurzelprimordien und Wurzeln entlang der Sprossachse beobachtet werden,
gleichzeitig waren die Epikotyle stark verlangert und die Blatter drastisch verkleinert.
Diese Eigenschaften sprachen flr eine offensichtliche iaaH-Wirkung im
Zusammenwirken mit der NAM-Applikation. Der schwacher ausgebildete Phanotyp
bei fehlender NAM-Gabe deutet die Limitierung des iaaH-Substrates in den
untersuchten Pflanzen an, woraus sich das Ausbleiben eines drastischen
Auxinuberproduktionsphanotyps erklart, wie er bei ipt-Expression erzeugt werden
konnte.

Die Phytohormonmetabolismusgene iaal und rolC, sowie das rolA-Gen mit
unbekannter Funktion resultierten nicht in der Ausbildung deutlicher, den in der

Literatur beschriebenen Genfunktionen zuordnungsbaren, phanotypischen Effekten.
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Die mdglichen Ursachen sind unbekannt. Jedoch wurden ahnliche Beobachtungen
bei der Analyse von pflanzlichen Auxinmutanten gemacht. So wurden bislang noch
keine Auxin-defizienten Mutanten gefunden (Cohen et al., 2003). Dessen Ursache in
einem moglichen letalen Phanotyp einer Auxindefizienz vermutet wird (Estelle &
Sommerville, 1987).

Eine Erklarungsmdglichkeit kénnte in  der fundamentalen Bedeutung von
Phytohormonen fur die Regulation der pflanzlichen Entwicklung liegen. Dazu
unterliegt die Konzentration eines Phytohormons strengen homdostatischen
Kontrolimechanismen. Uber die Synthese, sowie den Antransport aus anderen
Geweben kann die vorliegende Konzentration erhdht werden, wohingegen sie durch
den Abtransport, den Metabolismus sowie den Katabolismus verringert werden kann.
Molekulargenetische Untersuchungen unterschiedlicher phytohormoneller
Regulationsebenen wiesen eine ausgepragte Redundanz auf Seiten der
Metabolismuswege, sowie der beteiligten Enzyme aus (Normanly & Bartel, 1999).

Es ware denkbar, dass die Phytohormonsynthese den limitierenden Schritt fur die
Bereitstellung der phytohormonellen Substanz darstellt, wohingegen Metabolismus
und Transport Uber ausreichend Mdoglichkeiten zur Regulation verfugen, sodass
Stérungen des Gleichgewichts auf dieser Seite weniger zum Tragen kommen.

Ein anderer wichtiger Aspekt neben der Phytohormonkonzentration ist die
Kompetenz des Gewebes reagieren zu konnen (Trewavas, 1982; Ooms et al., 1991),
der in der Erklarung eines ausbleibenden Phanotyps beachtet werden muss. Zur
Berucksichtigung dieses Umstandes wurden die Untersuchungen zur pflanzenviralen
Expression der bakteriellen Phytohormonmetabolismusgene sowohl an sehr jungen
in vitro-Samlingen als auch alteren Jungpflanzen durchgefuhrt. Die Variation dieses
Parameters zeigte jedoch  keinen Einfluss auf die phanotypische
Merkmalsauspragung nach pflanzenviraler Phytohormongenexpression.

Die Moglichkeit, das die exprimierten Gene aufgrund von Amplifikationsfehlern in der
PCR nicht funktionell sind, konnte durch das Ergebnis der Sequenzierung (vgl.
Anhang) ausgeschlossen werden. Eine andere Erklarungsmoglichkeit kann in der
Genfunktion zu suchen sein.

Die Erwartungen phanotypischer Effekte resultierend aus einer rolC-Expression in
Pflanzen mussen unter Vorbehalt bewertet werden. Die, dem rolC-Genprodukt
zugeschriebene [-Glucosidasefunktion konnte bislang nur in vitro nachgewiesen

werden (Estruch et al., 1991). Der in planta Nachweis steht bislang noch aus. Faiss
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et al. (1996) konnten aus ihren Untersuchungen schlussfolgern, dass die rolC-i3-
Glucosidase in planta keine Cytokininglukoside hydrolisiert. Diese Beobachtungen
wurden gestutzt durch die Beobachtung, dass das rolC-Genprodukt im Cytoplasma
vorliegt, wohingegen Cytokininglukoside in der Vakuole eingelagert sind. Der
Wirkungsmechanismus von rolC in transgenen Pflanzen ist unbekannt. Die in
anderen Arbeiten beobachteten phanotypischen Entwicklungen einer rolC-
Expression, wie Reduktion des pflanzlichen Langenwachstums und veranderte
Ausbildung der Blattmorphologie (Michael & Spena, 1995), konnten in diesen
Expressionsanalysen nicht erzielt werden.

Zusatzlich kann fur das in dieser Arbeit untersuchte Expressionssystem eine
Interferenz des erzielbaren Phanotyps mit den Symptomen der pflanzenviralen
Infektion als Ursache vermutet werden.

Bezuglich des ausstehenden rolA-Phanotyps kann eine Erklarung in der
Uberschneidung pflanzenviraler Symptome und rolA-Effekte liegen. Die 35S-rolA
Expression resultierte in der Reduktion des Pflanzenwuchses aufgrund verklrzter
Internodien, sowie hochgradig faltiger und runzliger Blatter (Schmilling et al., 1988;
Sinkar et al., 1988; Sun et al., 1991; Dehio et al., 1993). Ahnliche Symptome wurden
von der PVX-Infektion in N.benthamiana verursacht. Zur Uberpriifung dieser
Erklarung musste die rolA-Expression von unterschiedlichen viralen Vektoren
untersucht werden.

Die Expression eines phytobakteriellen Gens durch unterschiedliche pflanzenvirale
Vektoren wurde jedoch nur fur die ipt-Expression in dieser Arbeit durchgeflhrt, um
die prinzipielle Eignung des Expressionsansatzes zu zeigen und den Nachweis zu
erbringen, dass die erzielbaren Phanotypen unabhangig vom verwendeten viralen
Vektor sind.

5.1.2. Mdglichkeiten transienter pflanzenviraler Expressionssysteme

Transiente Genexpressionssysteme stellen gegenuber der Erzeugung stabiler
transgener Pflanzen eine Alternative dar, die vor allem in der Schnelligkeit und
methodisch-leichten Durchfihrung sowie der erzielbaren Resultate liegen kénnen.

Die in dieser Arbeit fur die Beeinflussung pflanzlicher Entwicklungsmuster benutzten
phytobakteriellen Hormonmetabolismusgene sollten zunachst in einem transienten
Expressionsassay auf ihr Potenzial phanotypische Veranderungen zu induzieren,

kontrolliert werden, bevor sie far die Agrobakterium - vermittelte
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Pflanzentransformation eingesetzt wurden. Dieses transiente Genexpressionssystem
sollte sich in erster Linie Uber Eigenschaften wie ein zeitlich schnell durchfliihrbares
und methodisch einfach auf verschiedene Pflanzenspezies anwendbares
Versuchsdesign, sowie ein hohes Expressionsniveau charakterisieren. Vor diesem
Hintergrund wurden pflanzenvirale Expressionsvektoren als Madglichkeit eines
starken, systemischen, aber temporaren Expressionssystems untersucht. Wie
Scholthof et al. (1996) ausfuhrten, kann durch die Nutzung autonom replizierender
pflanzenviraler Vektoren ein hohes Mall an transienter Genexpression erzielt
werden, zusatzlich kann die Virusinfektion in ausgewahlten pflanzlichen
Entwicklungsstadien erfolgen und bietet damit fir das Versuchsdesign variable
Moglichkeiten. Durch die Wahl unterschiedlicher Inokulationszeitpunkte kann eine
differenzielle Gewebesensitivitat untersucht werden. Dies ist in besonderem Mal} fur
die zu untersuchenden Phytohormongene von Bedeutung, da sie durch ihre
grundlegende Funktion im pflanzlichen Phytohormonmetablismus zu pleiotropen,
u.U. letalen Phanotypen flihren kdénnen. Als wesentliche Voraussetzung die
Maoglichkeiten einer pflanzenviralen Expression nutzen zu konnen, ist das Vorliegen

einer kompatiblen Wirt-Virus-Interaktion zu nennen.

Einen hinsichtlich der Beurteilung resultierender Effekte wichtigen Aspekt stellt die
Symptombildung der Virusinfektion an den Wirtspflanzen dar. Diese konnen von
leichten Mosaiksymptomen auf den Pflanzenblattern bis zu starken Scheckungen
ausgepragt sein, beinhalten aber auch Blattdeformationen, Pflanzenstauchungen
und Wuchsdeformationen. Dieser Aspekt war von besonderer Bedeutung flir die
durchgefuhrten Genfunktionsanalysen, da die Bewertung der Ergebnisse der
Phytohormongenexpression anhand der visuell leicht erfassbaren phanotypischen
Beeinflussung der Pflanzenentwicklung erfolgte.

Deshalb wurden den phanotypischen Analysen der transienten
Phytohormongenexpression Untersuchungen zur Infektion und Symptombildung von
N. benthamiana, N.tabacum und P. hybrida mit gfp-exprimierenden PVX- und
TRV-Vektoren vorangestellt. Dabei bestatigten sich zunachst die Beobachtungen von
Liu et al. (2002b), die die Ausbildung einer hypersensitiven Reaktion in dem
Pathosystem TRV-N. tabacum anmerkten, woraus sich eine Verwendung als
pflanzenviraler Expressionsvektor fur Tabak ausschlie3t. Weiterhin wurde in diesen

Untersuchungen eine verzogerte, sehr langsam verlaufende Infektion von P. hybrida
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sowohl mit PVX als auch TRV anhand der ermittelten gfp-Expression beobachtet.
Wahrend bereits sieben Tage nach Infektion der N. benthamiana Pflanzen eine
systemische Ausbreitung der viralen Infektion festgestellt werden konnte, setzte
diese in P. hybrida erst nach 14 Tagen ein. Dies lasst Vermutungen bezuglich einer
geringeren viralen Replikationsrate oder langsameren viralen Ausbreitung in der
Pflanze und sich daraus ergebenden geringeren Bildung rekombinanten Proteins in
P. hybrida im Vergleich zu N. benthamiana zu, wie sie von Dawson et al. (1988) und
Takamatsu et al. (1987) beschrieben wurden. Diese Hypothese wurde jedoch nicht in
weiteren Analysen, wie z.B. ELISA oder Western Blot untersucht.

Fur den in dieser Arbeit verwendeten PVX-basierten Expressionsvektor konnte die
Eignung zur heterologen Expression resultierend in einem hohen, jedoch nicht
regulierbaren Expressionsniveau gezeigt werden (Chapman et al., 1992; Hammond-
Kosack et al., 1995). Dabei ergaben sich jedoch aufgrund der auf Verdoppelung des
PVX-Hullproteinpromotors basierenden Expression Instabilitdten der heterologen
Konstrukte, die aus homologen Rekombinationsereignissen resultierten (Chapman et
al., 1992; Baulcombe et al., 1995; Rommens et al., 1995; Hammond-Kosack et al.,
1995). Der Anspruch an eine hohere Stabilitat rekombinanter pflanzenviraler
Expressionskonstrukte kann durch das Ersetzen der duplizierten Promotorsequenz
durch eine eines verwandten Virus realisiert werden (Donson et al., 1991). Diese
Konstruktstrategie lag in dem verwendeten TRV-basierten Expressionsvektor vor.
Die Versuche zur gfp-Expression zeigten jedoch keine deutlichen visuell erkennbaren
Unterschiede bezlglich Expressionsdauer, -starke oder —muster zwischen TRV- und
PVX-Vektor in N. benthamiana und P. hybrida und stellten damit eine Eignung beider
Vektoren fur die Genfunktionsanalysen heraus.

Eine andere Ursache fur Konstruktinstabilitdten liegt in der zusatzlich in das
Virusgenom eingefligten Gen-Insertion, deren Grdlien Schwierigkeiten bei der
Virusverpackung und Enkapsidierung hervorrufen kénnen. Nach Gleba et al. (2004)
werden jedoch Geninsertionen bis zu 1,7 kb vom Virus toleriert. Damit stellten die
pflanzenviral exprimierten bakteriellen Phytohormon-Metabolismusgene, deren
Grole zwischen 0,3 und 1,4 kb lag, keine Schwierigkeit fir die Virusstabilitat dar.
Deutliche Unterschiede bezuglich der Symptomauspragung ergaben sich in den
unterschiedlichen Versuchspflanzen in Abhangigkeit von dem verwendeten
pflanzenviralen Vektor. PVX verursachte in N. benthamiana Blattchlorosen,

Blattdeformationen und Wuchsstauchungen. Mildere Symptome wurden in P. hybrida
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erzeugt, wo lediglich starke Mosaiksymptome beobachtet wurden. In N. tabacum
konnten wiederum nur leichte Mosaiksymptome bonitiert werden. Im Gegensatz dazu
verursachte die Verwendung des TRV-Vektors sowohl in N. benthamiana als auch
P. hybrida keine phanotypisch deutlichen Beeintrachtigungen der Pflanzen. Diese
Untersuchungen lie3en den Schluss zu, dass bei der Nutzung dieser pflanzenviralen
Expressionsvektoren eine Differenzierung phanotypischer Veranderungen durch eine
pflanzenvirale Phytohormongenexpression von Symptomen der Virusinfektion
moglich ist.

Doch trotz der im vorausgegangenen Abschnitt diskutierten erfolgreichen Erzeugung
starker Phanotypen mit diesem transienten pflanzenviralen Expressionssystem
eignet sich dessen Anwendung nur fur den generellen Nachweis der
Genfunktionalitdt. Eine Nutzung zur gezielten phanotypischen Beeinflussung der
Pflanzenentwicklung im gartnerischen Gebrauch stehen Einwande auf Seiten des
Expressionssystems entgegen. Denn Pflanzenviren sind grundsatzlich zunachst als
Pflanzenpathogene anzusehen und die Gefahr einer unerwlinschten Verbreitung ist
in besonderem Mal} bei mechanisch-Ubertragbaren Pflanzenviren mit grof3em
Wirtspflanzenkreis gegeben. Zudem stellen rekombinante Pflanzenviren
S2-Konstrukte dar und unterliegen gentechnischen Sicherheitsbestimmungen.
Weiterhin bleibt die Instabilitat des Expressionskonstruktes ein wichtiger kritischer
Punkt. Aber auch die nicht zu regulierende Expressionsstarke stellt eine Anforderung
an das Virusisolat. Milde Isolate, die hohe Virustiter in Pflanzen bei gleichzeitig
schwacher Symptomausldésung eignen sich besonders fur die Nutzung. Auf der
anderen Seite besteht ein Anspruch an das zu exprimierende habitusbeeinflussende
Fremdgen. Die Erzeugung unerwunschter pleiotroper Effekte, wie sie sich aus der
Nutzung phytohormoneller Gene ergeben koénnten, zeigt die Notwendigkeit der

Verwendung von Genen mit bekannten Funktionen und Wirkungsspektren.

5.1.3. Nutzung eines Ethanol-induzierbaren Expressionssystems zur
konditionellen Beeinflussung der Phytohormonhomdéostase

Die Expression von Phytohormonmetabolismusgenen bakteriellen Ursprungs zur
Modulation pflanzlicher Entwicklungsprozesse wurde bereits von mehreren
Arbeitsgruppen beschrieben (Hamill, 1993; Napoli & Klee, 1993; Klee & Romano,
1994; Gaudin et al., 1994; Hedden & Phillips, 2000). Dabei wurde deutlich, dass
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aufgrund der grofen regulatorischen Funktion von Phytohormonen in der Steuerung
der pflanzlichen Entwicklungsprozesse eine kontrollierte Expression von Genen des
Phytohormonmetabolismus nétig ist, um eine ungewollte negative Beeinflussung von
nicht Ziel-Entwicklungsmustern zu vermeiden. Vorangegangene Untersuchungen
zeigten wiederholt, das die Expression von bakteriellen
Phytohormonmetabolismusgenen unter Kontrolle der nativen Promotoren oder des
konstitutiven 35S-Promotors in einer heterologen Expression resultiert, die neben
den erwarteten Genwirkungen zu pleiotropen Effekten fuhrte. So konnten in
Untersuchungen von Smigocki & Owens (1988, 1989) durch 35S- ipt-Expression
deutlich  erhdéhte  Cytokiningehalte  mit  korrespondierenden  verringerten
Konzentrationen von Auxin beobachtet werden, die in dramatischen phanotypischen
Entwicklungsveranderungen resultierten. Dazu gehorten die Brechung der
Apikaldominanz, der Verlust der Wurzelbildung mit einhergehender Kallusbildung an
der Sprossbasis, eine Verzwergung der Pflanzen, sowie einer Blattbildung, die kein
Expansionswachstum aufwies. Eine Transformation mit 35S-ipt und anschlieRender
in vitro-Selektion von Regeneraten erwies sich als schwierig aufgrund der starken
endogenen  Cytokininsynthese, die eine Wurzelbildung der transgenen
hochverzweigten nicht-elongierenden Sprossregenerate verhinderte (Klee et al.,
1987). Weniger dramatische, aber ebenfalls nicht-kontrollierbare phanotypische
Beeinflussungen wurden durch die konstitutive iaal-Expression erzeugt (Spena et
al., 1991; Romano et al., 1995). Die darin, durch eine signifikante Reduktion der
Auxingehalte, erzeugten Habitusmerkmale (Klee & Lanahan, 1995), wie reduziertes
Wurzelwachstum, erhdhte Seitentriebbildung und verringerte Apikaldominanz, traten
uber den gesamten pflanzlichen Entwicklungszeitraum auf und erwiesen sich damit
fur eine gezielte Wachstumsbeeinflussung als ungeeignet. Eine ahnliche, mit deutlich
negativen Eigenschaften verbundene konstitutive Expression bakterieller
Phytohormongene wurde auch bei der Expression der Auxinsynthesegene iaaM/iaaH
(Klee et al., 1987; Sitbon et al., 1991, 1992 und Romano et al., 1993), sowie der aus
A. rhizogenes stammenden rolA- (Guivarc’h et al., 1996; Nilsson & Olsson, 1997)
und rolC-Gene (Michael & Spena, 1995) beobachtet.

Diese mit der starken Expression durch konstitutive Promotoren verbundene,
deutliche Beeinflussung der pflanzlichen Hormonbalance einhergehende negative
Interferenz  der Pflanzenentwicklung konnte jedoch durch eine geeignete

Promotorwahl umgangen werden (Rotino et al., 1997). Dazu eignen sich
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grundsatzlich induzierbare Expressionssysteme, die jedoch verschiedenen
Anforderungen genigen mussen. Dazu zahlen u.a. eine nicht nachweisbare
Basalexpression, eine hohe Spezifitat und leichte Applizierbarkeit des Induktors,
sowie eine dynamische und schnelle Expression (Gatz, 1997; Zuo & Chua, 2000;
Padidam, 2003). Die Verwendung unterschiedlicher Systeme zur induzierbaren oder
lokalen Expression von bakteriellen Phytohormongenen zeigte die Mdglichkeiten auf,
die daraus fur eine gezielte Beeinflussung von pflanzlichen Entwicklungsmustern
resultieren kdnnen. Eine Vielzahl der bislang untersuchten Systeme zur regulierten
Fremdgenexpression konnte die Gesamtheit der gestellten Anforderungen jedoch
nur zum Teil erflllen, wobei immer wieder einzelne Schwierigkeiten der verwendeten
Expressionssysteme offensichtlich wurden. In einigen Beispielen verhindert der
verwendete Induktor die Eignung des Regulationssystems Uber die
grundlagenwissenschaftliche Anwendung hinaus z.B. fur einen Einsatz im
grof¥flachigen landwirtschaftlichen oder gartenbaulichen Anbau. In diese Gruppe
fallen verschiedene Tetrazyklin-aktivierende und -reprimierende Systeme (Gatz et al.,
1992; Weinmann et al., 1994; Love et al., 2000), der Kupfer-induzierbare Promotor
(McKenzie et al., 1998), sowie das Dexamethason-induzierbare Glucocorticoid-
basierende Expressionssystem (Aoyama & Chua, 1997). Ein anderes Problem stellte
die auftretende Basalaktivitat des Promotorsystems in Abwesenheit des Induktors
dar, welches van Loven et al. (1993) bei der Nutzung des Hitzeschock-induzierbaren
Promotors HSP70 beschrieben oder Martinez et al. (1999) bei der Charakterisierung
des Ecdysone-induzierbaren Expressionssystems anmerkten.

Dem in dieser Arbeit benutzten Ethanol-induzierbaren System wurden nach den von
Caddick et al. (1998) und Salter et al. (1998) gezeigten charakterisierenden Analysen
die Eigenschaften einer minimalen Basalaktivitat, einer schnellen reversiblen
Induktionskinetik, sowie die Mdglichkeit der Regulation von Expressiondauer und
-niveau uber die Induktorapplikation nachgewiesen. Diese Merkmale konnten durch
Anwendung dieses Expressionssystems zur transkriptionellen  Kontrolle
phytohormoneller Gene in dieser Arbeit bestatigt werden. Craft et al. (2005) und
Samalova et al. (2005) weisen in ihren Untersuchungen zur Charakterisierung des
Glucocorticoid- und Dexamethason-abhangigen Expressionssystems die hohe
Sensitivitat einer ipt-Expression fur die Pflanzenentwicklung aus.

Die Untersuchungen der Expressionseigenschaften, in den in dieser Arbeit erzeugten

induzierbaren transgenen Linien anhand der erstellten Reportergenlinien alcA-gfp7
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und alcA-gfp10, bestatigten durch epifluoreszenzmikroskopische und transkriptionelle
Untersuchungen die  nicht - nachweisbare Basalaktivitat und  schnelle
Induktionskinetik. Weiterhin erflllt das System die von Schaarschmidt et al. (2004)
geforderte Variabilitat in der Art der Induktorapplikation, wie die Untersuchungen von
Caddick et al. (1998), Salter et al. (1998), Sweetmann et al. (2002), sowie die in den
hier vorliegenden Untersuchungen angewendeten in vitro- und
GieRwasserinduktionen zeigten. Dass dieses Expressionssystem sich zur gezielten
phytohormonellen Modulation, resultierend in phanotypischen Effekten eignet, konnte
durch die Versuche von Ait-ali et al. (2003) gezeigt werden. Die Autoren konnten
durch Ethanol-induzierbare Expression des gai-Gens aus A.thaliana den
pflanzlichen Gibberellinhaushalt modifizieren und Pflanzenstauchungen induzieren.
Die Eignung des  alcA-Systems  zur  gerichteten = Modulation  des
Auxin-Cytokinin-Verhaltnisses in der Pflanze konnte in den Untersuchungen dieser
Arbeit nachgewiesen werden. In den durchgeflhrten Analysen zeigte sich bereits bei
der Agrobakterium-vermittelten Transformation von Tabak (4.2.) eine minimale
Basalexpression, die nicht zu einer negativen Interferenz der in vitro-Regeneration
mit den Anforderungen an das sterile Arbeiten (Oberflachensterilisation von
Arbeitsmaterial und -platz mit Ethanol) flahrte. Inwiefern eine minimale
Basalexpression einen Einfluss auf die Regenerationsrate hatte, bleibt spekulativ.
Auffallig ist bei Betrachtung der aus den drei unabhangigen Transformationen
hervorgegangenen Transformanden, die leicht erhdhte Transformationsrate bei den
ipt- und iaaL-Konstrukten im Vergleich zur DR5-gfp und alcA-gfp-Kontrolle, sowie die
deutlich niedrigere Transformationsrate bei den verwendeten rol-Konstrukten.

Jedoch konnten auch in den spateren Untersuchungen der erzeugten transgenen
Linien keine negativen Einflisse auf die pflanzliche Entwicklung bemerkt werden.
Nicht-induzierte Kontrollen wiesen immer einen nicht unterscheidbaren Habitus von
nicht-transgenen Kontrollen auf.

Einzig die spater im Detail diskutierte Beobachtung der Blattschaden an ipt-
induzierten Pflanzen wies auf Grenzen in der Anwendung von Ethanol als Induktor
des alcA-Systems hin, die jedoch durch das zur Verfugung stehende breite Spektrum
von Induktoren, wie die Arbeiten von Junker et al. (2003) zeigten, umgangen werden

konnen.
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5.1.4. Genetische und physiologische Charakterisierung der erzeugten
Linien

Mit Agrobakterium-vermitteltem Gentransfer steht eine Methode zur genetischen
Transformation von Pflanzen zur Verfugung, die bei Vorliegen eines etablierten
Transformations- und Regenerationsprotokolles fur eine verhaltnismallig routinierte
Erzeugung von Transgenen benutzt werden kann. In dieser Arbeit wurde diese
Technik verwendet um sieben unterschiedliche transgene Linien zu erzeugen (4.2).
Ein Merkmal des Agrobakterium-vermittelten Gentransfers ist die Ubertragung der
T-DNA von der rechten zur linken Integrationsgrenze. Weil die Integration der T-DNA
in das Pflanzengenom auf der Seite der rechten Integrationsgrenze praziser erfolgt
als auf der linken Seite (Holsters et al., 1983; Zambryski et al., 1982, Deroles &
Gardner, 1988) sollte der Selektionsmarker an der linken Integrationsgrenze
lokalisiert sein. Diese Strategie verhindert das Auftreten marker-resistenter
Regenerate, die aufgrund eines Abbruchs bei der T-DNA-Ubertragung nur den
Selektionsmarker enthalten und dient damit als Kontrolle Uber die vollstandige
Integration der gesamten T-DNA. Dies war jedoch im Rahmen der
Klonierungsstrategie zur Erstellung der bindren Transformationsvektoren nicht zu
realisieren, sodass aufgrund der zur Verfligung stehenden Restriktionsschnittstellen
der Kanamycin-Selektionsmarker an der rechten Integrationsgrenze angeordnet war.
Das Ethanol-induzierbare Phytohormongenelement musste an der linken
Integrationsgrenze positioniert werden. Damit war es nicht maoglich im in vitro-
Regenerationsprozess auf Vollstandigkeit der T-DNA Integration zu selektieren,
weshalb davon ausgegangen werden muss, dass insbesondere aufgrund der
mittleren Grolie der zu Ubertragenden T-DNA von 11 kb ein Teil der erzeugten Linien
eine unvollstandige Insertion aufweist.

Die einzelnen selektierten transgenen Linien wurden unter Verwendung der PCR auf
die Integration aller Segmente des Transformationskonstruktes sowohl in der Ty als
auch der Ti-Generation analysiert. In diesen Untersuchungen war es trotz
unterschiedlicher unternommener Versuche zur Optimierung der Parameter wie
Primer, Annealingtemperatur und eingesetzte Nukleinsaureprobe nicht moglich, den
transgenen Status in allen erzeugten Linien zu bestimmen. In drei
Phytohormongenlinien, den rolA-, rolC- und iaaH-Linien konnte das Ethanol-
induzierbare Element sowohl mit dem universellen Primerpaar alcA/T-NOS, welches

ein Fragment mit Teilen des alcA-Promotors als auch der NOS-Termination
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amplifizieren sollte, wie auch mit Phytohormongen-spezifischen Primern kein
Amplifikat erzielt werden (4.2.3.). Zu diesen genomischen Analysen muss angemerkt
werden, dass diese nur an 2-3 Linien je Konstrukt durchgefuhrt wurden, die Uber eine
Insertion des Transformationskonstruktes verfugten. Aufgrund der moglichen
Instabilitaten, die sich aus Mehrfachinsertionen der T-DNA ergeben kénnen, wurde
auf eine weitergehende Analyse dieser Linien von Beginn an verzichtet. Dadurch ist
keine Aussage daruber moglich, inwieweit PCR-Analysen in Linien mit
Mehrfachinsertionen zu einem moglichen Nachweis fur die Eignung der einzelnen
methodischen  Parameter  (Primer, Programm, Nukleinsaureextrakt) der
durchgefiuihrten PCR zu empfehlen waren. Jedoch kann aus den Analysen, die das
universelle Primerpaar alcA/T-Nos verwendeten und in den alcA-ipt- und alcA-iaal-
Linien sowie alcA-gfp-Linien zu einem spezifischen PCR-Produkt fuhrten ein
methodischer Fehler ausgeschlossen werden. Vielmehr muss aufgrund dieses
Ergebnisses die Ursache fir den ausstehenden Nachweis der transgenen
Konstitution einiger erzeugter Linien an anderer Stelle vermutet werden.

Die Bestimmung der Anzahl von T-DNA-Insertionen erfolgte anhand des
Aufspaltungsverhaltnisses von Kanamycin-sensitiven und —resistenten Samlingen
der T1-Generation. Dabei konnten flr nahezu alle erzeugten transgenen Linien eine
Vererbung der transgenen Eigenschaften nach den Mendelschen Regeln
nachgewiesen werden (Feldmann et al., 1997). Unabhangig von dem fur die
Transformation eingesetzten Konstrukt wurden in der Mehrzahl Einzelinsertionen
bestimmt. Dies stellt einen Vorteil der genutzten Agrobakterium-vermittelten
Transformation gegenulber biolistischen Transformationstechniken dar (Crouzet &
Hohn, 2002; Herrera-Estrella et al., 2005).

Die Untersuchungen zur Bestimmung der Leistungsfahigkeit des erzeugten
transgenen Materials wurden mit der T¢-Generation durchgefuhrt, die die Mdoglichkeit
aufweist, stabil transformierte Pflanzen anhand oben diskutierter
Selektionsmarkeraufspaltung und genomischer PCR-Analyse nachzuweisen. Ein
Nachteil der Arbeiten mit der Ts-Generation liegt darin, dass diese sich aus
homozygoten und heterozygoten Pflanzen zusammensetzt. Dies kann u.U. Ursache
einer erhdhten Streuung/Varianzheterogenitat sein und ein Erklarungsansatz fir die
geringen statistisch-signifikanten Differenzen der Datenerhebung unter 4.2.4.2. trotz

visueller morphologischer Unterschiede darstellen.
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Analysen zur phanotypischen Beeinflussung von pflanzlichen Entwicklungsmustern
durch Expression der Uubertragenen Gene wurde zunachst in einem in vitro-
Kultursystem durchgefuhrt, welches definierten gleichmaRigen Kulturbedingungen
unterliegt und im Gewachshaus auftretende schwankende Umweltbedingungen
ausschlief3t.

Trotz des ausstehenden Nachweises der Transgenitat auf genomischer Ebene in
den rolA-, rolC- und iaaH-Linien wurden Untersuchungen zur physiologischen
Leistungsfahigkeit der unterschiedlichen Phytohormon-Metabolismusgen tragenden
Tabaklinien mit allen erzeugten Linien durchgefuhrt.

Diese Versuche sollten in einem in vitro-Kultursystem die Eigenschaft der
unterschiedlichen Linien aufzeigen, durch endogene Beeinflussung des Auxin-
Cytokinin-Verhaltnisses  eine  exogene  Applikation von synthetischen
Pflanzenwachstumsregulatoren im Kulturmedium substituieren zu kénnen. Dieser
Versuch basierte auf den Beobachtungen von Skoog & Miller (1957), die zeigen
konnten, dass die Bildung von Adventivorganen am Pflanzengewebe durch das
Verhaltnis der Phytohormone Cytokinin und Auxin bestimmt wird. Die Autoren
beobachteten, dass ein Cytokinin-betontes Phytohormonverhaltnis im Kulturmedium
die Sprossbildung fordert, wohingegen Auxin-betonte Bedingungen die
Wurzelbildung férdern. Die Annahme, dass sich diese Regenerationsereignisse auch
aus endogenen Verschiebungen der Auxin-Cytokinin-Balance ergeben konnen, kann
aus den Beobachtungen an Pflanzentumoren, die nach einer Infektion mit
unterschiedlichen Agrobacterium-Spezies gebildet wurden, geschlossen werden.
Diese Tumorzellen wiesen eine Phytohormonautonomie auf. Messungen der
Phytohormonkonzentrationen im Tumorgewebe und die Tumormorphologie zeigten
eine Korrelation mit den Beobachtungen von Skoog & Miller (1957) bezuglich des
morphogenen Potenzials in Abhangigkeit vom Phytohormonverhaltnis (Amasino,
1982; Akiyoshi, 1983).

Es konnte jedoch nur bei Induktion der Cytokininsynthese durch ipt-Expression die
Bildung von Adventivsprossen auf hormonfreiem MS-Kulturmedium erzielt werden.
Zu einem vergleichbaren Ergebnis kamen Smigocki & Owens (1988, 1989), die
zeigen konnten, dass die Expression der bakteriellen Isopentenyltransferase bei der
Transformation von Pflanzenzellen die Morphogenese jener Pflanzenzellen durch
eine endogene Erhdhung des Cytokinin-Auxin-Verhaltnisses induzieren kann. Zuvor

zeigten jedoch bereits Spena et al. (1987) morphologische Veranderungen an
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Blattscheiben bei der Expression von unterschiedlich kombinierten rol-Genen. In
diesen Versuchen ergab sich jedoch eine Abhangigkeit des
Regenerationsergebnisses von der Expressionsstarke und der Pflanzenspezies, so
resultierte  die rolC-Transformation an  Kalanchde-Explantaten in  einer
Adventivwurzelregeneration, wohingegen Tabakexplantate reaktionslos blieben.

Aufgrund dieser Beispiele aus der Literatur fir das regenerative Potenzial, welches
sich aus der Expression phytobakterieller Gene ergab, musste davon ausgegangen
werden, dass die regenerative Inkompetenz des transgenen Materials unter den in
4.2.3.3. beschriebenen Bedingungen entweder mit dem zuvor bereits
angesprochenen ausstehenden Nachweis der transgenen Konstitution einzelner
Linien zusammenhing oder aber die Grunde im Versuchsdesign zu suchen waren.
Bei letzterem kamen zunachst Uberlegungen beziiglich des Expressionssystems in
Betracht, doch wie unter 4.2.3.2. gezeigt, waren die gewahlten
Induktionsbedingungen ausreichend, eine gfp-Expression fur mehrere Tage zu
induzieren. Bei der Ubertragung dieses Ergebnisses auf die transiente Expression
von Genen des Phytohormonmetabolismus muss jedoch berucksichtigt werden, dass
dies einen Eingriff in die phytohormonelle Balance des Pflanzengewebes darstellt
und von Seiten der Pflanze regulatorische Mechanismen greifen, um diese Balance
wiederherzustellen und aufrecht zu erhalten. Dementsprechend ist u.U. ein anderes
Ethanol-Induktionsschema nétig, um regenerative Ereignisse zu erzielen. Die
prinzipielle Moglichkeit eine ipt-Expression als Selektionsmarker nutzen zu kénnen,
wurde jedoch von Kunkel (1999) unter Verwendung des
Dexamethason-induzierbaren Expressionssystems gezeigt. Die Eignung weiterer
Phytohormonmetabolismusgene aus unterschiedlichen Agrobakterienspezies als
Selektionsmarker zeigten Ebinuma et al. (2005). Sie wiesen damit nach, dass die
Substituierung von Pflanzenwachstumsregulatoren im Kulturmedium durch eine in
planta Modulation der Phytohormonhomdostase in transformierten Pflanzenzellen
moglich ist. Dies konnte mit der Ethanol-induzierbaren Expression dieser
phytobakteriellen  Hormonmetabolismusgene erst unter Verwendung von
Kulturmedien unterschiedlicher phytohormoneller Konzentration gezeigt werden, die
die regenerative Fahigkeit des untersuchten Gewebes unterstitzen sollte und
moglicherweise dem Erreichen eines ,Schwellenwertes” zur Induktion von
Adventivorganen forderlich war. Diese Erklarungsmaoglichkeiten stellen jedoch nur

Hypothesen far den beobachteten additiven Effekt aus

- 137 -



DISKUSSION

Pflanzenwachstumsregulatoren im Kulturmedium und in planta Modulation der Auxin-
Cytokinin-Balance dar, fur die sich bislang keine unterstitzenden Untersuchungen in
der Literatur finden lassen.

Schlussfolgernd lasst sich zusammenfassen, das aus dem zur physiologischen
Charakterisierung  der  erzeugten  transgenen Linien unternommenem
Regenerationsversuch an in vitro-Blattscheiben erste Anhaltspunkte flr deren
Leistungsfahigkeit lieferte. Diese sind jedoch aufgrund der ausstehenden Ergebnisse
auf Seiten der Bestimmung der genomischen Konstitution des transgenen Materials
nur als Hinweis fir eine erste Einschatzung der Befahigung des erzeugten
transgenen Materials Einfluss auf pflanzliche Entwicklungsprozesse nehmen zu
konnen, anzusehen. Weitere Analysen, wie z.B. Southern Blot-Untersuchungen der
Tabaklinien sowie Northern Blot-Analysen des Expressionsverhaltens der induzierten
Transgenexpression, mussen den genauen Status des erzeugten Tabakmaterials
verifizieren und bestatigen. Diese Untersuchungen zur transkriptionellen Aktivitat
konnten weiterhin Informationen liefern, inwiefern Positionseffekte des transgenen

Insertionsortes einen Einfluss auf die Expressionsrate nehmen.

5.1.5. Untersuchungen zur Beeinflussung der Pflanzenentwicklung in
ausgewahlten transgenen Linien

Aus den Ergebnissen der genomischen PCR-Analysen und den Untersuchungen zu
phanotypischen Effekten an transgenen Blattscheiben nach Ethanolinduktion wurde
eine Auswahl aus den vorhandenen sieben unterschiedlichen transgenen Linien flr
die weitere Charakterisierung in vertiefenden Untersuchungen getroffen.

Darin sollte das Potenzial der ausgewahlten Habituslinien die Apikaldominanz und
den Habitus durch kontrollierte Expression in ausgewahlten Entwicklungsstadien
gezielt zu beeinflussen, bestimmt werden. Fir diese Untersuchungen wurden die
alcA-ipt- und alcA-iaal-Linien, sowie als Kontrolle fur die Induktionsbedingungen die
alcA-gfp-Linien ausgewahlt. Durch diese Auswahl sollte ein Vergleich von zwei
unterschiedlichen Wirkungsmechanismen, Reduktion freier Auxingehalte durch iaal-
Expression und Steigerung der Cytokininsynthese durch ipt-Expression, bezlglich
der Moglichkeiten pflanzliche Entwicklungsmuster zu beeinflussen, ermdglicht
werden. Der Mechanismus der Regulation der Apikaldominanz ist nicht bekannt.

Untersuchungen zu den beteiligten Faktoren haben aber die Bedeutung von Auxin
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und Cytokinin, sowie ihres relativen Verhaltnisses zueinander als einen
Bestimmungsfaktor fur die Auspragung der Apikaldominanz herausgestellt. Dabei
reprimiert Auxin das Wachstum von Seitenknospen, wohingegen eine Steigerung der
Cytokiningehalte in einer erhdhten Seitenverzweigung resultiert (siehe Einleitung).
Die Untersuchungen wurden in zwei unterschiedlichen Kultursystemen (in vitro,
ex vitro) durchgefihrt, die bezlglich der Induktoraufnahme sowie der beeinflussten
pflanzlichen Entwicklungsstadien variierten. Beobachtungen zur
Phytohormonsensitivitat ~ des Gewebes, die einen Parameter  der
Phytohormonwirkung darstellt, zeigten, dass diese vom Entwicklungsstadium,
Pflanzengewebe, Gewebealter und Umwelteinflissen abhangig sein kann (Davies,
1995). In dem genutzten in vitro-Kultursystem wurde die Einflussnahme auf die junge
Samlingsentwicklung analysiert. Die Kulturgefalle stellen ein geschlossenes System
dar, in dem aufgrund der hohen Luftfeuchtigkeit keine Abschlussgewebe ausgebildet
werden, wodurch der Induktor Uber die gesamte Pflanzenoberflache aufgenommen
werden kann. Es ist davon auszugehen, dass dadurch die Expression des
Phytohormonmetabolismusgens zum Zeitpunkt der Induktion in der gesamten
Pflanze einsetzte. Demgegenuber erfolgte die Induktion der Jungpflanzen im
Gewachshaus Uber das Gie3wasser. Der Induktor musste erst durch die Pflanzen
transloziert werden, welches moglicherweise in einem Expressionsgradienten
resultiert. Den Einfluss des Pflanzenentwicklungsstadium verdeutlichten die
Untersuchungen von Ooms & Lenton (1985) und Schmilling et al. (1989), die
zeigten, dass ipt-transgene Sprosse aufgrund ihrer Unfahigkeit zur Wurzelbildung
nicht lebensfahig waren, aber durch Pfropfung auf nicht-transgene Wurzelstdcke
,gerettet werden konnten. Diese Beispiele konnten einen Erklarungsansatz liefern
fur die in den ipt-Linien beobachteten dramatischen Phanotypentwicklungen in den
Samlingsanalysen. Wobei als zusatzlicher Punkt bertcksichtigt werden muss, dass in
allen in dieser Arbeit untersuchten Expressionssystemen ipt-Effekte im Vergleich zu
den Ubrigen verwendeten phytobakteriellen Hormonmetabolismusgenen deutlich
starker hervortraten.

Im Hinblick auf die untersuchten Genwirkungen von ipt und iaal wurde bereits in
diesen in vitro-Versuchen deutlich, dass die unterschiedlichen
Wirkungsmechanismen eine differenzielle Induktionsstrategie bendtigen, um die

LZieleffekte® zu erreichen. Diese Beobachtung wurde in den anschlieRenden
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Gewachshausversuchen bestatigt. Dies kann mit unterschiedlichen
Wirkungsmechanismen des verwendeten Genmaterials zusammenhangen.

Die Ethanolinduktion fuhrte in den ipt-Linien zu einem reduzierten Wachstum der
Hauptsprossachse zugunsten einer gesteigerten Bildung von Seitentrieben
resultierend in einer Reduktion der Pflanzengrolie. Die Wurzelbildung war reduziert
im Vergleich mit nicht-induzierten Kontrollpflanzen. Die wiederholte ipt-Induktion
bewirkte weiterhin eine massive Verstarkung der Blattaderentwicklung, sowie die
Ausbildung von Symptomen starker Seneszenz. Diese Beobachtung phanotypischer
Merkmale zeigte die Steigerung der endogenen Cytokiningehalte auf und wies darauf
hin, dass homdostatische Regulationsmechanismen, wie die Cytokinin-induzierte
Cytokininoxidase (Motyka et al., 1996) die massive Storung des Gleichgewichtes
nicht regulieren konnte.

Damit zeigte sich die Moglichkeit durch Erhdhung der Cytokininsynthese die
Apikaldominanz in Tabak zu brechen und die Lateralverzweigung zu erhdhen.
Jedoch werden bei Betrachtung der Ergebnisse auch ungewollte Nebeneffekte
deutlich, die sich aus dieser Habitus-beeinflussenden Strategie ergaben. Diese
Effekte wiesen zum einen auf die Funktionen von Cytokinin hin und zum anderen auf
in Wechselwirkung mit Cytokinin stehende andere Phytohormone (Auxin, Ethylen).
Dies wurde auch an der massiven Reduktion der Wurzelbildung sichtbar. Gerade aus
diesem Merkmal ergeben sich Beeintrachtigungen fur die gesamte
Pflanzenentwicklung. Denn zum einen ergaben sich durch den deutlichen
Wurzelverlust Probleme mit dem Halt der Pflanzen, da sie die Verankerung im Boden
verloren. Und zum anderen wurden Behinderungen in der Nahrstoff- und
Wasserversorgung der Pflanzen deutlich. Wahrend dabei die Nahrstoffversorgung
einen Uber KulturmalBnahmen korrigierbaren Parameter darstellt, zeigte sich an den
Schadigungen des Blattapparates in ipt-exprimierenden Pflanzen die Folgen einer
Wasserunterversorgung. Diese Schadigung der Pflanzen konnte moglicherweise
durch den wiederholt applizierten Induktor Ethanol verstarkt zum Tragen kommen.
Ahnliche Blattschadigungen kénnten jedoch auch aus zu starker Cytokininsynthese
in den Pflanzen resultieren. Ahnliche Beobachtungen von massiven
Blattdeformationen und Sprossverdickungen wurden nach Hitze-induzierbarer
ipt-Expression von Ainley et al. (1993) berichtet.

Ungeklart muss aus diesen Ergebnissen bleiben, inwieweit, auch aufgrund der

fundamentalen Bedeutung von Cytokinin fur die Pflanze, eine zur Brechung der
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Apikaldominanz nétige Steigerung der Cytokiningehalte ohne diese negativen
Begleiterscheinungen moglich ist, oder aber die Strategie ,Steigerung endogener
Cytokininkonzentrationen zur Forderung der Lateralverzweigung® einen suboptimalen
Ansatzpunkt darstellt. Denkbar sind, aufgrund der verschiedentlich erbrachten
Nachweise erhohter endogener Cytokiningehalte in Seitenknospen als treibenden
Parameter eines Lateralaustriebes, die Ansatze von Junker et al. (2003) und Maizel
et al. (2004). Diese substituierten die in dieser Arbeit verwendete konstitutive
35S-Expression des Transkriptionsfaktors alcR durch gewebespezifische Promotoren
und konnten so die Restriktion der Ethanol-induzierbaren Expression auf definierte
Pflanzengewebe zeigen. Eine auf diese Weise lokal eingeschrankte ipt-Expression
kénnte eine Optimierung des Versuchsansatzes darstellen. Ahnliches wurde bereits
von Rupp et al. (1999) durch lokale Induktion der ipt-Expression in Nodien gezeigt.
Die Ethanolinduktion der iaal-Linien fuhrte zu einer reduzierten Auspragung der
Apikaldominanz ohne die Beeintrachtigung von Pflanzenparametern wie
Wurzelbildung oder Wuchshdhe. Damit konnte die Eignung reduzierter Auxingehalte
als Moglichkeit die Lateralverzweigung zu fordern nachgewiesen werden. Dabei
zeigte sich aber auch, dass fur die ,zielorientierte“ Nutzung dieser Strategie starkere
Induktorapplikationen nétig sind. Eine Ursache flir diese Beobachtung mag darin zu
suchen sein, dass aufgrund der ausgepragten Redundanz des Auxinmetabolismus
(Normanly & Bartel, 1999) Eingriffe in die AuxinhomoOostase, wie sie eine iaal-
Expression darstellt, von der Pflanze innerhalb gewisser Grenzen reguliert werden
konnte. So wurde zum Erreichen der Auspragung phanotypischer Merkmale durch
Auxininaktivierung eine anhaltende kontinuierliche Genexpression resultierend in
einer langerfristigen Storung des phytohormonellen Gleichgewichts bendtigt. Zur
Untermauerung dieser Erklarung fur den erzielten Effekt fehlen jedoch in der Literatur
Anhaltspunkte bezlglich der Bedeutung einzelner metabolischer Prozesse zur
Regulation der Phytohormonbalance.

Ein Vergleich der Ergebnisse der untersuchten Strategien ,Cytokininuberproduktion®
und ,Auxininaktivierung“ verdeutlichte jeweils Vor- und Nachteile der Systeme.
Anhand dieser Beobachtungen zeigte sich die Moglichkeit, die in dieser Arbeit
untersuchte Ethanol-induzierbare iaalL-Expression bei einem Bedarf der Optimierung
der Induktionsstrategie fur die Habitusbeeinflussung nutzen zu kdnnen, wohingegen
eine Verwendung induzierbarer ipt-Expression einer weitergehenden Anpassung

einzelner Komponenten bedarf.
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5.1.6. Untersuchungen zur Beeinflussung der Auxinkinetik mittels
Auxin-induzierbarer Reportergenaktivitat

Genetische Charakterisierungen von Phytohormonmetabolismus- und
-signaltransduktionswegen haben eine alternative Moglichkeit der
Phytohormonmessung gegenuber den technisch aufwendigen physikalisch-
chemikalischen Methoden (GC-MS, HPLC) sowie immunologischen Methoden
eroffnet.

Durch die Identifizierung von Phytohormon-induzierten Genen wurde eine
Visualisierung phytohormoneller Aktivitat auf Zellebene Uber Phytohormon-
responsive Promotor-Reportergenkonstrukte moglich.

DR5 stellt einen synthetischen Auxin-sensitiven Promotor dar, dessen Aktivitat in
konzentrationsabhangiger Weise durch Auxin reguliert wird (Ulmasov et al., 1997)
und sich dadurch als Marker in Untersuchungen der endogenen Auxinverteilung
eignet.

Eine kunstliche Applikation unterschiedlicher NAA-Konzentrationen (siehe 4.2.5.)
wies die DRS&-induzierbare Reportergenaktivitat in Wurzel-, Hypokotyl- und
Blattgewebe transgener N. tabacum-Samlinge nach.

Eine basale Aktivitdt des Promotors konnte in keinen der durchgeflhrten
Untersuchungen beobachtet werden. Als Grinde flir diese Beobachtung kommen
unterschiedliche Erklarungsansatze in Betracht, die sich aus dem Zusammenwirken
von Versuchssystem, Promotor, Induktor, Reportergen und Pflanze ergeben.

In der Literatur finden sich verschiedene Beispiele, die die Eignung von
DR5-Reportergenkonstrukten bzw. alternativen Auxin-induzierbaren Promotoren als
Maoglichkeit der Verdeutlichung von Auxingradienten im Pflanzengewebe zeigen.
Dazu gehdren u.a. Untersuchungen an pflanzlichen Auxinmutanten (Oono et al.,
1998; Oono et al., 2002; Li et al., 2004). Weitere Arbeiten zeigten die Nutzung
DR5-responsiver Reportergenaktivitat fur die Analyse der Beteiligung von Auxin in
pflanzlichen Entwicklungsmustern (Wurzelgravitat, Ottenschlager et al., 2003;
Seitenwurzelbildung, Bao et al., 2004; Nematodenbefall, Karczmarek et al., 2004;
»apical hook®, De Grauwe et al., 2005).

In allen diesen Arbeiten wurden Wurzel- und Hypokotylgewebe bezuglich einer
differenziellen Reportergenaktivitat untersucht.

In der vorliegenden Arbeit erfolgten Untersuchungen an apikalen Pflanzengeweben

wie Kotyledonen, Laubblatter und Nodiensegmenten. Dabei war es nicht moglich
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gewesen eine basale DR5-Aktivitat in diesen Geweben zu detektieren. Die Arbeiten
von Sabatini et al. (1999) und Aloni et al. (2003) fuhren eine DR5-Promotoraktivitat in
apikalen Pflanzenorganen vornehmlich entlang der Vaskularentwicklung von
Laubblattern aus. Ebenso zogen Nakamura et al. (2003) aus ihren Untersuchungen
zur Induktion von DR5 die Schlussfolgerung, dass die Promotoraktivitat in
Wurzelgeweben im Vergleich mit Blattgewebe sensitiver ist.

Unter Berucksichtigung dieser Ergebnisse muss davon ausgegangen werden, dass
die in Laubblattern vorliegenden Auxinkonzentrationen nicht ausreichend sind eine
detektierbare Reportergenaktivitat zu induzieren oder aber die Aktivitat des
Promotors selbst in oberirdischen Pflanzengeweben nicht ausreichend sensitiv ist.
Andere Erklarungsmoglichkeiten konnen auf Seiten des Reportergens gesucht
werden. Damit eine GFP-Fluoreszenz detektierbar ist, muiussen ausreichend
GFP-Moleklle akkumulieren, die Berlcksichtigung einer erforderlichen Zeitspanne
zwischen Genexpression und Proteinbildung, sowie Stabilitdt des Genproduktes
gegeben sein. GFP hat sich jedoch in zahlreichen Untersuchungen der letzten Jahre
als funktionelles und geeignetes Reportergen bewiesen (Leffel et al., 1997), sodass
davon auszugehen ist, dass GFP und auch die in dieser Arbeit verwendete Variante
mgfp4 (Haseloff et al., 1997) die nétigen Eigenschaften bezlglich oben erwahnter
Parameter aufweist. Eine Unzulanglichkeit des Reportergens ware demnach als

Erklarung fur die Ergebnisse in 4.2.5 auszuschliel3en.

Durch fehlende Basalaktivitat des DR5-gfp Konstruktes in den untersuchten
Pflanzenlinien wurde versucht eine Beeinflussung der Auxinkinetik durch
Ethanol-induzierbare Phytohormongenexpression auf indirektem Weg nachzuweisen.
Dazu erfolgte die kombinierte Applikation von Auxin und Ethanol, um Uber eine
Reduktion der GFP-Aktivitat Ruckschllisse auf die phytohormonelle Einflussnahme
abzuleiten. Auch in diesen Untersuchungen konnte keine differenzielle
GFP-Expression beobachtet werden.

Die Grunde fur dieses Ergebnis mussen in dem verwendeten Versuchsdesign
gesucht werden. Eine Ursache auf Seiten des verwendeten bakteriellen
Phytohormongens kann ausgeschlossen werden, denn die Genwirkungen sind
sowohl fur ipt als auch iaaL bekannt und die erzeugten pflanzlichen Phanotypen (4.1.
und 4.2.) wiesen die Funktionalitat der Gene nach. Die Untersuchungen wurden mit

Samlingen der Tq-Generation durchgeflhrt, die sich aus homo- und heterozygoten
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Individuen zusammensetzt. Daraus resultiert ein gewisses Malk an
Varianzheterogenitat, die eine Vvisuelle Differenzierung einer reduzierten
GFP-Fluoreszenz erschwert. Uber ausreichend hohe Stichproben und nachfolgender
Quantifizierung der Unterschiede in der GFP-Fluoreszenz sollte es mdglich sein, den
differenziellen  Einfluss der verwendeten bakteriellen Phytohormongene

nachzuweisen.

5.2. Untersuchungen zur Nutzung eines transienten RNAi-Ansatzes
zur Beeinflussung der pflanzlichen Cytokininhoméostase

VIGS stellt einen durch Pflanzenviren ausgelosten PTGS-Mechanismus dar
(Dougherty et al., 1994; Kumagai et al., 1995; Angell & Baulcombe 1997) und hat
sich als Methode zur ,functional genomics” in der Form des temporaren Abschaltens
pflanzlicher Gene in einer Vielzahl von unterschiedlichen Pflanzen erwiesen. Dazu
gehoren neben den Modellpflanzen Nicotiana benthamiana (Ratcliff et al., 2001) und
Arabidopsis thaliana (Turnage et al., 2002) auch eine Reihe weiterer Solanaceen,
wie Solanum tuberosum, Lycopersicon esculentum (Liu et al., 2002b),
Capsicum annuum, (Brignetti et al., 2004, Ryu et al., 2004), Petunia hybrida (Chen et
al., 2004) und ebenso die monokotyle Gerste (Holzberg et al., 2002; Lacomme et al.,
2003). Durch Nutzung von VIGS wird im Gegensatz zu konventioneller Mutagenese
das Gen nicht funktionslos sondern nur transient Uber einen bestimmten, vom
genutzten pflanzenviralen Vektor abhangigen Zeitraum in seiner Expression

unterdruckt (siehe Einleitung).

Zunachst wurden grundlegende Untersuchungen durchgefuhrt, die die Effizienz des
TRV-vermittelten VIGS bestimmten.

In nachfolgenden Untersuchungen wurden einzelne Enzyme ausgewahlter
Metabolismuswege temporar ausgeschaltet und auf ihr Potenzial in
Pflanzenhabitusveranderungen zu resultieren, untersucht. In diesen Versuchen
wurde mit dem TRV-Vektor gearbeitet, sodass die Untersuchungen nur in

N. benthamiana und P. hybrida stattfinden konnten.

5.2.1. Untersuchungen zum Abschalten eines Markergens

Im Rahmen dieses RNAi-Versuchsansatzes wurde zunachst untersucht, ob sich der

zur Verfugung stehende infektidse agroinfizierbare cDNA Klon des TRV-Isolates
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PpK20 (Liu et al., 2002) als Vektor zur Induktion von VIGS in N. benthamiana und
P. hybrida eignet. Fir diese Untersuchungen wurde ein Fragment der
Phytoendesaturase aus P. hybrida amplifiziert und in den TRV-Vektor kloniert (4.3.).
Durch das Abschalten der PDS, einem Enzym der Carotinoidbiosynthese resultiert
eine Reduktion des Chlorophyligehaltes, die zu einem ,photobleaching” des
pflanzlichen Blattapparates fiihrt (Kumagai et al., 1995). Uber diesen visuell leicht
bonitierbaren Phanotyp lasst sich der Verlauf des VIGS verfolgen.

Die Ergebnisse unter 4.3.2. zeigten den erwarteten Phanotyp einer Reduktion der
PDS-Expression sowohl in N. benthamiana als auch P. hybrida. Im Vergleich der
Auspragung und Entwicklung der markanten weil3en Blattflachen fiel eine schnellere
und vollstandigere Ausbildung in N. benthamiana auf. Dessen Ursache kann durch
den unter 4.1.2.1. gezeigten schwacheren und langsameren Infektionsverlauf einer
TRV-Infektion in  P.hybrida vermutet werden. Aufgrund der hohen
Sequenzhomologie der aus beiden Pflanzenarten verwendeten PDS-Fragmente
zeigte sich eine ahnliche Phanotypentwicklung in den Pflanzen unabhangig von der
Herkunft des PDS-Fragmentes.

Um die VIGS-Entwicklung in P. hybrida zu optimieren, wurden verschiedene
einflussnehmende Parameter auf ihre Bedeutung untersucht. Dazu gehorten
Kulturtemperatur, pflanzliches Entwicklungsstadium und Inokulationsmethode.
Bezlglich des Einflussfaktors Temperatur gibt es in der Literatur gegensatzliche
Aussagen. Szittya et al. (2003) beobachteten unter hoheren Temperaturen (24°C)
eine Forderung der Akkumulation der, fur die Ausbildung des ,Silencing® essenziellen
siRNAs, wohingegen unter niedrigen Temperaturen eine Inhibierung der siRNA-
Bildung festzustellen war, die in einer Reduktion des RNA-Silencing resultierte.
Hingegen konnte in den Untersuchungen von Brignetti et al. (2004) in S. tuberosum
und Fu et al. (2005) in L. esculentum keine negative Beeinflussung der Entwicklung
des PDS-Phanotyps unter niedrigen Temperaturen beobachtet werden. Dieses
Ergebnis wurde auch in dieser Arbeit (4.3.3.1.) bei P. hybrida beobachtet. Jedoch
konnte nicht die Beobachtung von Ekengren et al. (2003) gemacht werden, die eine
Steigerung von VIGS bei niedrigen Temperaturen (16-20°C) beschrieben. Eine
deutliche Beeinflussung der Habitusauspragung von P. hybrida konnte in den
unterschiedlichen Temperaturvarianten beobachtet werden. Die Auspragung des
»oilencing“-Phanotyps wurde in der warmeren Variante (25°C) jedoch nicht verstarkt.

In der Kaltvariante (15°C) war das Pflanzenwachstum deutlich reduziert, aber das
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Verhaltnis des Anteils weil3er Blattflache an der Gesamtblattflache war den anderen
Temperaturvarianten vergleichbar. Lediglich eine verzogerte Entwicklung der
Phanotypausbildung konnte zu Beginn der Untersuchungen beobachtet werden, wie
es ebenso von Fu et al. (2005) beschrieben wurde.

Die in dieser Arbeit haufig verwendete Agroinfektion von pflanzenviralen Vektoren
erfolgte als Blattinfiltration der Bakteriensuspension. Die Effizienz dieser
Inokulationsmethode ist von pflanzenblattmorphologischen Eigenschaften abhangig.
Die Untersuchungen von Liu et al. (2002a) und Lu et al. (2003b) zeigten, dass die
Applikationsmethode einen Einfluss auf das VIGS-Ergebnis haben kann. Dazu zeigte
Liu et al. (2002a) eine Steigerung des Phanotyps, indem sie die Pflanzen mit der
Agrobakteriensuspension besprihten. Die Autoren vermuten, dass die hdhere
Gewebeverletzung einen positiven Einfluss auf den T-DNA Transfer hat. Weiterhin
raumen sie aber auch ein, dass die Infiltration von Tomatenblattern schwierig ist und
dies ebenfalls eine Ursache der Ergebnissteigerung durch die alternative
Applikationsmethode sein konnte. Lu et al. (2003) konnten die Auspragung des
PDS-Phanotyps in A. thaliana erhdhen, indem sie zunachst eine TRV-Infektion in
N. benthamiana durchfuhrten und diese Pflanzen als Inokulum fir die Infektion von
A. thaliana verwendet wurden. Dieser Ansatz kdnnte eine Mdglichkeit darstellen die
Infektion in P. hybrida zu steigern. Der Vergleich der TRV-gfp Infektion in
N. benthamiana und P. hybrida zeigte eine deutlich schwachere Ausbreitung das
TRV-Virus in Petunie. Es ware somit denkbar das Primarinokulum durch
Verwendung von RNA-Praparationen aus systemisch infizierten N. benthamiana
steigern zu kénnen. Diese Moglichkeit wurde jedoch nicht geprift. Untersuchungen
zur Verwendung unterschiedlicher Bakteriensuspensionskonzentrationen zeigten,
dass ab Konzentrationen > ODgpp=1,5 Pflanzenschaden in den infiltrierten
Blattbereichen resultierten (Ergebnisse nicht dargestellt) und damit nicht geeignet
waren, eine starkere Infektion zu setzen. Dementgegen infiltrierten Chen et al. (2004)
eine Agrobakteriensuspension, die auf eine ODgyp=2 eingestellt war, ohne
Pflanzenschaden zu beobachten. Unter Umstanden wirken Sorten- bzw.
Speziesspezifische Faktoren auf der Pflanzenseite als auch der verwendete
Agrobakterienstamm bei der Ausbildung des Wirt-Pathogensystems.

Ryu et al. (2004) stellten eine Inokulationsmethode vor, die eine Infektion der
Pflanzen Uber die Wurzeln setzt. Dabei ist es zusatzlich maodglich, zum einen

in vitro-Inokulationen durchzuflihren, sowie zum anderen bereits in sehr jungen
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Samlingsstadien zu inokulieren. Bei Blattinfiltrationen sind die Pflanzen bereits vier
Wochen alt. Dieser methodische Ansatz war insbesondere im Rahmen der
Zielstellung fur diese Versuche besonders interessant, da fur die funktionelle
Bestimmung von Gensequenzen des pflanzlichen Phytohormonmetabolismus junge
Pflanzenentwicklungsstadien sensitiver reagieren konnten. Die Ergebnisse zeigten
unter 4.3.3.2., das ein Abschalten der PDS durch diese Inokulationsmethode sowohl
in N. benthamiana als auch P. hybrida moglich ist, aber die Infektionsraten im
Vergleich zur Blattinfiltrationsmethode deutlich niedriger liegen.

Diese einleitenden Untersuchungen zur Nutzung und Effizienz von VIGS wiesen die
Moglichkeit aus ein pflanzeneigenes Gen in Petunie ausschalten zu kénnen.
Weiterhin konnten verschiedene Inokulationsmethoden angewendet werden durch
die Untersuchungen in unterschiedlichen pflanzlichen Entwicklungsstadien mdglich

sind.

5.2.2. Funktionelle Charakterisierung potentieller Gensequenzen des
Cytokininmetabolismus aus P. hybrida

Durch Nutzung eines transienten RNAi-Ansatzes sollten die phanotypischen
Auswirkungen des Abschaltens einzelner Phytohormonmetabolismuswege bestimmt
werden. Dieser Expressionsansatz eignet sich dafur in besonderem Mal3, wenn die
Reprimierung der Genexpression in visuell leicht erfassbaren Merkmalen resultiert.
Fur diese Untersuchungen wurde der Cytokininmetabolismus ausgewahlt. Die
Grunde dafur liegen zum einen bei der Bedeutung von Cytokinin fur die Auspragung
der Apikaldominanz und zum anderen in der Organisation des
Cytokininmetabolismus. Der Auxinmetabolismus weist eine hohe Redundanz auf
enzymatischer Ebene auf, bislang wird von mindestens drei unterschiedlichen
Synthesewegen ausgegangen (Normanly & Bartel, 1999). Hingegen wurde fiir den
Cytokininmetabolismus ein Hauptsyntheseweg Uber die Isopentenyltransferase und
ein Hauptkatabolismusweg Uber die Cytokininoxidase/-dehydrogenase beschrieben
(Mok & Mok, 2001).

Zum Zweck der phanotypischen Beeinflussung der Pflanzenentwicklung wurden zwei
Strategien zur Modulation des pflanzlichen Cytokininmetabolismus untersucht. Dazu
gehorten zum einen die Reprimierung der Cytokininsynthese, die in einer
Cytokinindefizienz resultieren sollte und zum anderen die Abschaltung der

Cytokinindegradation, die eine Cytokininanreicherung bewirken sollte. Fir beide
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Strategien der Beeinflussung der Cytokininhomdostase sind aus unterschiedlichen
Untersuchungen die phanotypischen Effekte beschrieben wurden. Durch
Uberexpression pflanzlicher Cytokininoxidasen konnte Werner et al. (2003) eine
Senkung der Cytokiningehalte in Pflanzen zeigen. Diese resultierten in verstarkter
Wurzelbildung, Pflanzenstauchung und schwacherer Vaskularentwicklung.
Pflanzliche Cytokininliberproduktionsmutanten, wie max, rms und dad (siehe
Einleitung), sowie bakterielle Isopentenyltransferase exprimierende Transgene und
die exogene Applikation von Cytokininen weisen die zu erwartenden phanotypischen
Merkmale einer Cytokininuberversorgung aus.

Unter der Annahme, das die physiologischen Regulationsmoéglichkeiten der Pflanze
nicht ausreichend sind die Reprimierung der Genexpression o.a.
Cytokininmetabolismuswege zu kompensieren, wurde die Ausbildung ahnlicher

phanotypischer Merkmale erwartet.

Fur die Erstellung des VIGS-Konstruktes zum Abschalten der Cytokininsynthese in
P. hybrida konnte auf die Publikation von Zubko et al. (2002), die die
Charakterisierung eines ipt-adhnlichen Gens in P. hybrida beschreibt, zuruckgegriffen
werden.

Fur das VIGS-Konstrukt zum Abschalten des Cytokininkatabolismus waren keine
Sequenzen aus Petunie in der Datenbank verfugbar. Aus dem Datenbankeintrag fur
eine Cytokininoxidase in L. esculentum wurden Primer abgeleitet, mit denen ein
Fragment der erwarteten GroRe resultierte (4.3.4.2.). Uber BlastN wurden
Seugenzhomologe gesucht, anhand derer davon auszugehen waren, dass ein
potentielles Cytokininoxidasefragment aus Petunie fur die weitere Konstrukterstellung
zur Verfugung stand.

Fur beide Enzyme ist bekannt, dass sie als Genfamilien in der Pflanze vorliegen
(Werner at al., 2001; Schmilling, 2003, Takei et al., 2001; Kakimoto 2001). Die ipt-
Genfamilie in A. thaliana weist ein temporar differenzielles und gewebespezifisches
Expressionsmuster auf (Miyawaki et al., 2004). Auch die Cytokininoxidasen weisen
ein differenzielles Expressionsmuster und unterschiedliche subzellulare Lokalisation
auf (Schmudlling, 2003).

Durch die Nutzung von VIGS kdnnen sowohl spezifische Mitglieder einer Genfamilie

als auch gesamte Genfamilien ausgeschaltet werden. Eine vollstandige
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Sequenzhomologie flr mindestens 23 bp muss vorliegen (Thomas et al., 2001),
wenn die gesamte Genfamilie in ihrer Expression unterdrickt werden soll.

Aus den erstellten Sequenzalignments konnte kein Bereich ausgewahlt werden, der
Uber alle Genfamilienmitglieder einer Pflanzenspezies eine Homologie Uber diesen
Bereich ausweist. Entsprechend muss davon ausgegangen werden, das mit dem
verwendeten Fragment nicht alle Mitglieder der Genfamilie in ihrer Expression
reprimiert worden sind. Wodurch eine Kompensierung der Expressionsrepression
eines Isogens durch andere Mitglieder der Genfamilie resultieren kdonnte und eine

phanotypische Veranderung der Pflanzen verhindert wurde.

Fir die Untersuchungen zum Abschalten von Cytokininmetabolismuswegen wurden
drei unterschiedliche Konstrukte erstellt (4.3.1. und 4.3.5.). Das Doppelkonstrukt
sollte durch Vernetzung eines Gens, dessen Abschalten in einem visuell leicht
erfassbaren Phanotyp resultiert, mit einem Gen, dessen Funktion bestimmt werden
sollte, die Moglichkeit bieten, infizierte Pflanzen von nicht-infizierten unterscheiden zu
konnen. Die Moglichkeit des simultanen Abschaltens von zwei Genen wurde von
Chen et al. (2004) in Petunie mit PDS und CHS (Chalconsynthase) gezeigt, deren
Expressionsreprimierung in beiden Fallen zu einem visuell leicht erfassbaren
Phanotyp flhrte. Die Konstrukte zur Expression von ,inverted repeats® (4.3.5.) sollten
in einer Verstarkung des VIGS-Phanotyps resultieren, wie es von Lacomme et al.
(2003) gezeigt worden war.

In keiner der untersuchten Pflanzen konnte eine phanotypische Veranderung
gegenuber den Kontrollpflanzen beobachtet werden. Die Ergebnisse der
Reprimierung der PDS in Petunie zeigten, das Replikation und Ausbreitung von TRV
in Petunie ausreichend sind, um VIGS auszuldsen.

Die Grunde fur die fehlende Phanotypausbildung sollten daher auf der Seite der
verwendeten Genfragmente liegen. Zunachst musste davon ausgegangen werden,
dass diese nicht die erwartete Funktion besitzen.

Die Verifizierung der verwendeten Gensequenzen ware uber die Anwendung einer
RACE-PCR, in der die gesamte Gensequenz amplifiziert und nachfolgend bestimmt
wird, moglich. Weiterhin sollten Analysen zum Expressionsverhalten der
verwendeten Sequenzen in Petunie Aufschluss Uber die Bedeutung des

untersuchten Isogens fur die pflanzliche Cytokininhomoostase geben.
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Zusatzlich mussten weiterfihrende Untersuchungen zeigen, inwieweit in den
Experimenten eine Reduktion der Expression der endogenen Zielsequenz erfolgte
und inwiefern morphologisch nicht-erfassbare Beeinflussungen der Pflanzen
(Veranderungen der Cytokininkonzentration, Veranderungen in der Konzentration
von Phytohormonen, die mit Cytokinin in Wechselwirkung stehen) auftraten.

Aus diesen Ergebnissen konnte ein Ruickschluss darauf mdglich sein, dass die

benutzte Gensequenz fur diesen Versuchsansatz geeignet ist.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden verschiedene transgene Expressionsansatze zur
Beeinflussung des Auxin-Cytokinin-Gleichgewichtes benutzt, um die pflanzliche
Apikaldominanz in Nicotiana spec. und Petunia hybrida zu brechen und den
Lateralaustrieb zu fordern.

Im ersten Teil der Arbeit wurden fur die Modulation der pflanzlichen
Entwicklungsmuster phytobakterielle Gene (rolA, rolC, iaaH, iaaL und ipt) aus
A. rhizogenes, A.tumefaciens und P. syringae, die den Phytohormonhaushalt in
Pflanzen beeinflussen, eingesetzt.

Im zweiten Teil wurde die Maoglichkeit untersucht, pflanzeneigene Gene des
Cytokininmetabolismus durch Nutzung eines RNA Interferenz (RNAI) -Ansatzes in
ihrer Expression zu reprimieren und daruber phanotypische Veranderungen der
Pflanzen zu erzeugen.

Erste Untersuchungen, die das Potenzial zur Induktion phanotypischer
Entwicklungsveranderungen durch die bakteriellen Phytohormon-Metabolismusgene
in Pflanzen (N. tabacum, N. benthamiana, P. hybrida) bestimmten, wurden in einem
transienten  Expressionsansatz  untersucht. Dafur wurden pflanzenvirale
Expressionsvektoren des Potato virus X (PVX) und des Tobacco rattle virus (TRV)
verwendet. Dieses Expressionssystem ist durch ein hohes transientes
Expressionsniveau des zu exprimierenden Gens charakterisiert. Damit erfolgten
Untersuchungen an sehr jungen Samlingen und Jungpflanzen, die bei pflanzenviraler
ipt-Expression zu typischen Symptomen einer Cytokininuberversorgung, wie
Lateralaustrieb, Verzwergung und Wourzelbildungsinhibierung flhrten. Eine
Expression des  bakteriellen iaaH-Gens induzierte =~ Symptome  einer
Auxinuberversorgung, wie Blatt-Epinastie und Wurzelprimordienbildung am Stangel.
Durch eine starke Symptomausbildung der PVX-Infektionen wurden fur einige der
verwendeten Gene die zu erwartenden Kennzeichen der Phytohormongenexpression
moglicherweise Uberlagert, wodurch keine phanotypischen markanten Merkmale bei
der pflanzenviralen rolA- und rolC-Expression erfasst wurden.

FUr den stabilen transgenen Expressionsansatz wurden die phytobakteriellen Gene
unter Kontrolle eines Ethanol-induzierbaren Expressionssystems (alcA/alcR-System),
sowie ein ¢fp-Reportergen (mgfp4) unter Kontrolle eines Auxin-induzierbaren

Promotors (DRS) fur die Erzeugung von transgenen N. tabacum Pflanzen eingesetzt.
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Mit den erzeugten Pflanzenlinien (TO und T1) wurden die Madglichkeiten einer
gezielten, zeitlich begrenzten Expression von Phytohormon-beeinflussenden Genen
auf die Modulation der Auspragung der pflanzlichen Apikaldominanz bestimmt. Die
Auxin-induzierbare GFP-Expression sollte darin als weiteres charakterisierendes
Merkmal fir die Beeinflussung des pflanzlichen Hormonhaushaltes neben den
Habitusveranderungen erfasst werden.

Die Erzeugung transgener N. tabacum Linien erfolgte mit sieben verschiedenen
Konstrukten. Die Untersuchungen dieser transgenen Linien zeigten die Eignung des
Ethanol-induzierbaren Expressionssystems, die Transkription habitusbeeinflussender
Gene zu regulieren und konnte fir eine kontrollierte Phytohormonbeeinflussung
nutzbar gemacht werden. In verschiedenen Untersuchungen resultierten sowonhl
in vitro als auch ex vitro, sowie in unterschiedlichen pflanzlichen Entwicklungsstadien
typische Habitusveranderungen aus der Ethanolinduktion der phytobakteriellen
Gene. Die Bestimmung der Transgenitdt war jedoch nicht flr alle erzeugten
transgenen Linien moglich, sodass sich ein Teil der Untersuchungen auf die alcA-ipt
und alcA-iaaL Pflanzen beschrankte. Mit selektierten Linien dieser Konstrukte konnte
eine Brechung der Apikaldominanz, resultierend in einem erhdhten Lateralaustrieb,
erzielt werden. Jedoch wiesen Ethanol-induzierte alcA-ipt Linien neben diesem
Merkmal auch unerwinschte Nebenwirkungen der Pflanzenentwicklung auf. Dazu
zahlte einerseits die massive Reduktion der Wurzelentwicklung und andererseits die
Ausbildung von Blattnekrosen, die auf Trockenstress deuteten. Diese Phanotypen
konnten sowohl sekundare Effekte der Wasserunterversorgung, wie auch
synergistische Effekte der Ethanolapplikation darstellen. Weiterhin wurde durch die
erhohte Cytokininversorgung der transgenen alcA-ipt Linien die kambiale Aktivitat
gefordert, die in einer massiven Bildung der Pflanzengefalle Xylem und Phloem, aber
auch Verstarkung der Blattaderbildung resultierte.

Die Ethanolinduktion der alcA-iaalL Linien flhrte nicht zu negativen Mustern in der
Pflanzenentwicklung. In diesen transgenen Linien musste eine starkere Induktion
unter  Verwendung hoherer Ethanolkonzentrationen oder haufigerer
Induktorapplikation zur Erhéhung der iaal Expression erfolgen, um die
Apikaldominanz zu brechen. Die dazu eingesetzten Applikationsvarianten fiuhrten
jedoch nicht zu Pflanzenschaden.

Weiterhin erfolgten anhand des mitgefuhrten Auxin-induzierbaren gfp-Markergens

Untersuchungen zu Veranderungen in der Auxinkinetik. Hierbei konnte zunachst
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mittels Epifuoreszenzmikroskopie keine Basalexpression in nicht Auxin-induzierten
Pflanzen beobachtet werden. Die exogene Auxinapplikation konnte jedoch die
Funktionalitat des DR5-gfp Konstruktes nachweisen.

Untersuchungen der  Cytokinin-synthetisierenden alcA-ipt  Linien und
Auxin-inaktivierenden alcA-iaaL Linien nach Ethanolapplikation fUhrten nicht zu
einem differenziellen gfp-Expressionsmuster.

In einem weiteren Expressionsansatz wurde die Maoglichkeit untersucht, durch
Nutzung von VIGS zur Induktion von transientem RNAi von Petunien-eigenen Genen
des Cytokininmetabolismus, pflanzliche Entwicklungsmuster zu beeinflussen.
Zunachst wurde die Eignung des zur Verfligung stehenden TRV-basierten
VIGS-Vektors, effizientes RNAi zu induzieren, anhand des Abschaltens der
Phytoendesaturase (PDS), die in einem visuell leicht erfassbaren Phanotyp resultiert,
bestimmt. In diesen Untersuchungen konnte das Transkriptionsniveau des
pflanzeneigenen PDS-Gens reprimiert werden und resultierte in einer grof3flachigen,
aber unvollstandigen Ausbildung chlorophylifreier Blattbereiche in P. hybrida. Unter
Verwendung verschiedener Infektionsmethoden war die Analyse in unterschiedlichen
Pflanzenentwicklungsstadien mdglich und die generelle Funktionalitat von VIGS in
Petunie konnte gezeigt werden. Anschlielend wurden Genfragmente aus P. hybrida,
die eine hohe Sequenzhomologie zu pflanzlichen Isopentenyltransferasen und
Cytokininoxidasen/dehydrogenasen aufwiesen, in ,sense®, ,antisense“- und
.nverted repeat“-Orientierung in den pflanzenviralen VIGS-Vektor kloniert. Die
Untersuchungen in P. hybrida und N. benthamiana mit diesen Konstrukten verliefen
jedoch ohne erkennbare phanotypische Veranderungen der Pflanzen.
Zusammengefasst konnte die Brechung der Apikaldominanz in Tabakspezies sowohl
durch endogene Steigerung der Cytokininsynthese (ipt) als auch Reduktion der
Auxingehalte (iaalL) gezeigt werden. Daflr wurde erstmals eine pflanzenvirale
Expression benutzt. Auch das Ethanol-induzierbare System konnte fir die gezielte
Modulation der Auxin-Cytokinin Balance in transgenen Pflanzen erfolgreich genutzt

werden.
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8. Anhang

8.1. Sequenzen der verwendeten bakteriellen Gene

iaaH

1

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400

iaalL

1
50
100
150
200
250
300
350
400
450
500

atggtggccattacctcgttagcacaaaccctagaacgcatcagactga
aggaatactcctgcctagaactagtggaaactctgatagcgcgttgtga
agctgcaaaatcactaaacgcccttctggctacagactgggatggcttg
cggcgaagcgcaaaacaaattgatcgccatggaaacgccggagtaggtc
tttgcggcattccactctgttttaaggcgaacatcgcgaccggcatatt
tcctgcaagcgctgctacgccggcegcetgataaaccacttgccaaagata
ccatcccgegtcgcagaaagacttttttcagctggagcactgecgggtg
cctcgggaaacatgcatgagttatcgtttggaattacgagtaacaacta
tgccaccggggceggtticggaacccgtggaatccaagtctgataccagga
gggtcaagcggtggtgtggcggcetgcggtggcaagcecgattaatgttgg
gcggcataggcaccgataccggggcatctgttcgecttcecctcagecct
atgtggggtagtaggatttcgaccgacgcttggtcgatatccaggagat
cggataataccggttagccctacccgagacactcccggaatcatagegce
agtgcgtagccgatgttgtaatcctcgaccagataatttccggcacacc
ggcgagaatgccacccataccgctgagggggctaaggatcggcectcecect
ataacctacttttatgatgaccttgatgctgatgtggccctagcagctga
aacaacgattcgcctgctagcaaacaaaggcgtaacttttgttgaagcc
aacattcctcacctagacgaactgaacagtggggccagtttaccaattg
cactctatgaatttccacacgctctaaaacagtatctcgatgactttgta
aaaactatttctttttctgacgtgattaaaggaattcgtagccctgatgt
agccaacattgtcaatgcgcaaattgatggacatcaaatttccaaagctg
catatgaactggcccgtcattccttcagaccaaggcttcaagccacatat
cgcaactacttcagacttaataaattagatgcaattctcttcccaactg
cacccttggtggccagacccataggtcaggattcctcagttatacacaat
ggctcgatgatggacacattcaagatctacgtgcgaaatgtggacccaa
gcagcaacgcaggcctacctggcctgagcattcctgtttgecttacacc
tgatcgcttgcctgttggaatggagatcgatggattagcgggttcagac
caacgtctgttagcaatagggggggcattggaagaagccattggattcc
gatatcgtgccggtttacccaattaa

atgactgcctacgatatggaaaaggaatggagcagaatttccagcactg
ccgctaaaatccaccagaacaacgattttgaaggattcacttatcagga
cttcagaacccacgtaccgatcatggacaaagacggctticgcggcacag
actgaacgctgtctagagcgcaatgagcgaaactgcctgatcggcttta
ccagtggcaccagcggcaacatcaaacgctgttattactactacgactg
cgaagtcgatgaagacagctccctctccaacgtcticcgcagcaacggce
tttattctgcccggtgatcgectgecgccaacctgttcacgatcaacctgt
tttctgctctgaacaacacgattaccatgatggccggtaactgcggtgce
tcacgtcgtgtccgtaggtgacatcaccctggtgaccaagagccatttc
gaagcgcttaacccgatcaagctcaacgtactgctcggcgtgccatcca
ctatcttgcagttcatcaatgccatgcaacataacggtgtgcacatcaa
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550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200

ipt

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700

rolA

50
100
150
200
250
300

rolC

50
100
150
200
250

tatcgagaaggttgtcttcaccggcgagagcctgaaaactttccagaag
aaaatcatcaggcaagcctttggcgaacaagtctccatcgtcggtgtgt
atggcagttccgagggcggcattctcggtttcaccaacagcccttgeca
cactgaatacgagtttctgtccgacaagtatttcatcgaaaaagaaggc
gacagcatcctcatcacctcgctgacccgagaaaactttacgccgcetgce
tgaggtatcgcctaggagacaccgcaaccctttcgatgaaaggcgacaa
gctctacctgacagacatccagcgggaggacatgagcttcaacttcatg
ggcaacctcatcgggctgggcatcattcagcaaacgattaaacagacac
tgggccgatcgcetggaaatccaggttcacctgtcagtgaccgaagagceg
caaggaactggtgaccagttttcgttcaggcctctgaagtcgatgaagac
gaacgcgtcagaatcgaaacagccatcgccgatatccccgacatcaaag
aggcgtatcagaaaaaccaaggcagcgtgtcggtcctgcgcaaggatge
cagagactacgcggtctcggag cgaggcaaaatgctctacatcatcgac
cgccgaaactga

atggacctgcatctaattttcggtccaacttgcacaggaaagacgacga
ccgcgatagctcttgcccagcagacagggcttccagtcectttcgcettga
tcgggtccaatgctgtcctcaactatcaaccggaagcggacgaccaaca
gtggaagaactgaaaggaacgacgcgtctctaccttgatgatcggcectc
tggtggagggtatcatcgcagccaagcaagctcatcataggctgatcga
ggaggtgtataatcatgaggccaacggcgggcttattcttgagggagga
tccacctcgttgctcaactgcatggcgcgaaacagctattggagtgcag
attttcgttggcatattattcgccacaagttacccgaccaagagacctt
catgaaagcggccaaggccagagttaagcagatgttgcaccccgctgca
ggccattctattattcaagagttggtttatctttggaatgaacctcggce
tgaggcccattctgaaagagatcgatggatatcgatatgccatgttgtt
tgctagccagaaccagatcacggcagatatgctattgcagcttgacgca
aatatggaaggtaagttgattaatgggatcgctcaggagtatttcatcc
atgcgcgccaacaggaacagaaattcccccaagttaacgcagcecgcttt
cgacggattcgaaggtcatccgttcggaatgtatt

atggaattagccggactaaacgtcgccggcatggcccagacctticggag
tattatcgctcgtctgttctaagcttgttaggcgtgcaaaggccaagag
gaaggccaaacgggtatccccgggcgaacgcgaccatcttgctgagcca
gccaatctgagcaccactcctttggccatgacttcccaagcccgaccgg
gacgttcaacgacccgcgagttgctgcgaagggaccctttgtcgccgga
cgtgaaaattcagacctacgggattaatacgcatttcgaaacaaaccta
cgggattaa

gaattcctgcagaatggctgaagacgacctgtgttctctctttttcaag
ctcaaagtggaggatgtgacaagcagcgatgagctagctagacacatga
agaacgcctcaaatgagcgtaaacccttgatcgagccgggtgagaatca
atcgatggatattgacgaagaaggagggtcggtgggccacgggctgcetg
tacctctacgtcgactgcccgacgatgatgctctgcttctatggagggt
ccttgccttacaattggatgcaaggcgcactcctcaccaaccttccecce
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300
350
400
450
500
550

gtaccagcatgatgtgactctcgatgaggtcaatagagggctcaggcaa
gcatcaggttttttcggttacgcggatcctatgcggagcgcctacttcg
ctgcattttctttccctgggcegtgtcatcaagctgaatgagcagatgga
gctaacttcgacaaagggaaagtgtctgacattcgacctctatgccagce
acccagcttaggttcgaacctggtgagttggtgaggcatggcgagtgca
agtttgcaatcggctaa
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8.2. Insertionsbestimmung in den erzeugten transgenen

N. tabacum-Linien
(nach Feldmann et al., 1997)

2

Anzahl X
. Aufspaltung |chromosomaler Wert far
2 EETE IEMEEITEE KnR:KnS T-DNA- Insertionsanzahl
Insertionen
DR5-1 59/19 1 Locus 0,002
278/83 1 Locus 0,399
DR5-2 Alle grin Mind. 2 Loci
Alle gran Mind. 2 Loci
DR5-c 227/10 Mind. 2 Loci 1,056
pB'm;?baR& DR5-5 270122 |1 Locus 3,696
288/97 1 Locus 0,007
DR5-13 648/219 1 Locus 0,016
451/164 1 Locus 0,424
DR5-14 Alle grin Mind. 2 Loci
Alle gran Mind. 2 Loci
Anzahl v
. Aufspaltung |chromosomaler Wert fur
2 EETE IEMEEITEE KnR:KnS T-DNA- Insertionsanzahl
Insertionen
alcA-7 61/26 1 Locus 0,46
91/41 1 Locus 1,202
99/38 1 Locus 0,301
alcA-10 144/38 1 Locus 0,816
206/77 1 Locus 0,481
138/55 1 Locus 0,649
pBIN19 alcA-12 426/155 1 Locus 0,449
alcA-mgfp4 250/73 1 Locus 0,449
alcA-13 210/23 2 Loci 1,834
134/19 2 Loci 3,861
250/8 2 Loci 2,288
AlcA-14 152/43 1 Locus 0,512
147/58 1 Locus 0,612
179/68 1 Locus 0,376
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2

Anzahl A
. Aufspaltung |chromosomaler Wert fur
EETE UIEMSSEE KnR:KnS T-DNA- Insertionsanzahl
Insertionen
iaaH4 184/88 1 Locus 3,595
254/87 1 Locus 0,024
133/39 1 Locus 0,256
pBIN19 iaaH6 180/62 1 Locus 0,033
DR5-mgfp4 |iaaH12 157/65 1 Locus 1,082
alcA-iaaH 287/100 1 Locus 0,061
103/31 1 Locus 0,103
iaaH15 204/6 2 Loci 2,737
180/7 2 Loci 0,957
Anzahl v
: Aufspaltung |chromosomaler Wert fur
FESTE UIESBITiE e KnR:KnS T-DNA- Insertionsanzahl
Insertionen
iaal-1 121/38 1 Locus 0,068
61/77 1 Locus 0,427
iaalL-2 75/29 1 Locus 0,222
218/57 1 Locus 1,482
iaal-3 140/43 1 Locus 0,134
iaalL-4 307/99 1 Locus 0,041
iaal-6 317/25 2 Loci 0,36
iaal-11 alle grin Mind. 2 Loci
iaalL-14 alle gran Mind. 2 Loci
pBIN19 alle grun Mind. 2 Loci
DR5-mgfp4 |iaal-17 233/76 1 Locus 0,014
alcA-iaaL iaalL-18 alle grin Mind. 2 Loci
alle grin Mind. 2 Loci
iaalL-20 alle grun Mind. 2 Loci
iaalL-21 439/137 1 Locus 0,231
iaal-22 190/52 1 Locus 0,788
168/80 1 Locus 3,197
iaalL-23 alle gelb Keine Insertion
iaal-24 221/64 1 Locus 0,509
iaal-25 alle grin Mind. 2 Loci
iaal-26 250/92 1 Locus 0,347
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2

Anzahl X
: Aufspaltung |chromosomaler Wert fur
Alesie Ul GeLue KnR:KnS T-DNA- Insertionsanzahl
Insertionen
ipt1 97/25 1 Locus 0,642
128/45 1 Locus 0,061
248/88 1 Locus 0,125
ipt3 252/81 1 Locus 0,041
58/14 1 Locus 0,643
120/26 1 Locus 2,138
ipt4-8 449/166 1 Locus 0,687
ipt6-12 alle grin Mind. 2 Loci
pBIN19 ipt6-14/2 101/23 1 Locus 1,515
DR5-mgfp4 265/91 1 Locus 0,03
alcA-ipt 191/57 1 Locus 0,276
ipt9+ 398/5 Mind. 2 Loci
126/7 Mind. 2 Loci
ipt14 252/81 1 Locus 0,032
209/72 1 Locus 0,083
ipt19 130/38 1 Locus 0,263
63/24 1 Locus 0,118
104/44 1 Locus 0,833
ipt21+ 146/49 1 Locus 0,00
177/51 1 Locus 0,437
243/78 1 Locus 0,034
Anzahl v
. Aufspaltung |chromosomaler Wert fr
lemie ViEnsiorimEmne KnR:KnS T-DNA- Insertionsanzahl
Insertionen
rolA1 2741177 1 Locus 0,384
314/100 1 Locus 0,069
119/53 1 Locus 1,445
rolA2 298/99 1 Locus 0,00
131/44 1 Locus 0,00
Dgg”r:;?p . 216/56 1 Locus 1,504
alcA-rolA rolA3 141/29 1 Locus 3,109
189/64 1 Locus 0,006
308/86 1 Locus 1,062
rolA5 222/84 1 Locus 1,062
217177 1 Locus 0,126
298/83 1 Locus 1,098
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2

Anzahl X
: Aufspaltung |chromosomaler Wert fur
S U CIEIE KnR:KnS T-DNA- Insertionsanzahl
Insertionen
rolC2 315/90 1 Locus 0,865
238/82 1 Locus 0,033
rolC3 126/41 1 Locus 0,001
185/50 1 Locus 0,967
88/26 1 Locus 0,122
rolC4 Alle gran Mind. 2 Loci
Alle grun Mind. 2 Loci
rolC4+ 128/32 1 Locus 1,147
DFESEfr'T']\‘glf% . 175/52 1 Locus 0,659
alcA-rolC 232/106 1 Locus 3,455
rolC5 269/117 1 Locus 2,786
196/66 1 Locus 0,006
255/70 1 Locus 1,044
rolC6 Alle grin Mind. 2 Loci
Alle gran Mind. 2 Loci
rolC7 329/113 1 Locus 0,045
263/81 1 Locus 0,198
130/64 1 Locus 3,101
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