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Einleitung 6

1 Einleitung

1.1 Weizen — Bedeutung und Zichtung

Weizen ist nach Mais und Reis die fur die Erndhrdag Menschheit weltweit wichtigste
Kulturpflanze. Diese Bedeutung ergibt sich aus Besduktionszahlen, die fir Weizen im
Jahr 2003 bei 556.349.000 Tonnen lagen, verglich&én683.043.000 Tonnen fur Mais
und 589.126.000 Tonnen fur Reis (Tabelle B.06, F&&tistical Yearbook 2004). Weizen
deckt neben Reis unter den zehn wichtigsten pilemzh Lebensmitteln den weitaus
grol3ten Anteil am taglichen Energiebedarf eines $dban ab (Tab. D09, FAO Statistical
Yearbook 2004).

Weizen blickt auf eine lange Geschichte der Kudtivng und Zichtung durch den
Menschen zurlick. Spatestens im 7. vorchristlichemrtdusend wurden in Vorderasien
Einkorn-Weizen Triticum monococcuin und Emmerweizen Tgiticum turgidun)
zusammen mit Gerste in Kultur genommen. Hexaplogatweizen Triticum aestivum
L.) mit der Genomformel AABBDD und einer Chromosarmahl von 2n = 6x = 42, der
heute einen Anteil von etwa 95 % an der gesamteizéfproduktion hat, entstand vor
etwa 7000 Jahren am Kaspischen Meer durch KreuzamgAegilops tauschiiund
kultiviertem Emmer Triticum turgidum ssp. dicoccyimwobei ersterer zum einen das D-
Genom beitrug und zum anderen die Backfahigkeit @Wésizens ermdglichte. Der
tetraploide WildemmerT(. turgidum ssp. dicoccoiden)it der Genomformel AABB, aus
dem sich durch Zichtung der kultivierte Emmer eokeite, ging seinerseits lange zuvor
aus der Kreuzung des diploiddn urartu (AA) mit dem diploidenAe. speltoide¢BB)
hervor (Zeller und Friebe, 1991; Gill und Friebgtddenetics, phylogeny and evolution of
cultivated wheats. in: Bread Wheat — Improvemerd &noduction, Hrsg. B.C. Curtis,
2002; Bhalla, 2006).

Obwonhl die Produktivitat des Weizens wahrend didaegen Kultivierung durch den
Menschen schon betrachtlich gesteigert wurde, stieter 2. Halfte des 20. Jahrhunderts
die Gesamtproduktion von Weizen nochmals um inggesd50 % mit einer
durchschnittlichen jahrlichen Steigerungsrate vawael % an. Dieser Zuwachs ist
hauptséachlich auf einen erhdhten Ertrag pro Flacmel Tonne pro Hektar im Jahr 1951

auf 2,5 Tonnen pro Hektar im Jahr 1995 zurickzuiihda die bebaute Flache insgesamt
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nicht gesteigert werden konnte. Einen grof3en Araeilder Ertragssteigerung hatten die
Anwendung verbesserter Kultivierungsmethoden sotwee Entwicklung ertragreicherer
Sorten durch Sir Norman Borlaug (International Maand Wheat Improvement Center
(CIMMYT), Mexiko), der als Mitbegrinder der ,GriindgRevolution“ Anfang der 1960er
Jahre insbesondere in Entwicklungsl&ndern zu eiResduktitivitdtsschub beitrug — Eine
Arbeit, fur die ihm im Jahre 1970 der Friedensnpim$ verliehen wurde. So stieg
beispielsweise der Ertrag in Indien von 1,0 TonHektar im Jahr 1961 auf 2,1
Tonnen/Hektar im Jahr 1996 (Curtis: Wheat in theldvan: Bread Wheat — Improvement
and Production, Hrsg. B.C. Curtis, 2002).

Zichtungsziele

In der Zukunft warten allerdings noch gréf3ere Hsf@awerungen: man erwartet, dass die
Weltbevolkerung sich  bis 2050 verdoppeln wird, wdsedeutet, dass die
Nahrungsmittelproduktion gleichermal3en auf dersellddache kultivierbaren Lands
angehoben werden muss. Die hierzu erforderlicherlighle Steigerung der
Weizenproduktion von 2,5 % kann nur durch einedgteing der Produktivitat erreicht
werden, da die Flache kultivierbaren Lands insgésamm erhdht werden kann. Im Fokus
der Ziuchtung stehen die Erh6hung der Stresstolefiasbesondere Trockenheits- und
Salztoleranz sowie Pilzresistenz), Herbizidresistemd eine verbesserte Kornqualitat, was
jedoch durch konventionelle Zichtung alleine nigcht dem erforderlichen Umfang
geleistet werden kann (Curtis: Wheat in the wonid.Bread Wheat — Improvement and
Production, Hrsg. B.C. Curtis, 2002; Bhalla, 2006).

1.2 Weizen — Zichterische Verbesserung mittelgenetic engineering

Biotechnologische Methoden kdnnen einerseits egigesverden, um mittels molekularer
Marker die konventionelle Zichtung zu beschleunjgiendie fiir Kreuzungen eingesetzten
Linien im Voraus sehr genau auf gewtinschte Merkrsalektiert werden kbnnen, wenn
die Marker eng mit Merkmal verbunden sind; ande&igssum mittelggenetic engineering

neues genetisches Material in das Weizengenom féimam und damit stabil

transformierte, transgene Weizenpflanzen zu erzielasbesondere der Einsatz der
letzteren Methode fiihrte in der Vergangenheit zotkawversen offentlichen Debatten Uber

den Nutzen und die Gefahren genveranderter Lebé&etmi
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Zuchterische Verbesserungen von Weizen durch mialedenetische Methoden
verzeichnen einen relativ langsamen Fortschritgharen mit anderen Feldfrichten wie
Mais, Reis oder Tomate. Die im Vergleich zu andd?Pfianzen geringere und instabilere
Expression durclyenetic engineeringingebrachter Gene in transgenen Weizenpflanzen
wird auf das grofRe, komplexe und hexaploide Genomd den sehr hohen Anteil
repetitiver Sequenzen zurlckgefuhrt. Die Entwicglunolekularer Marker wird zudem
durch den geringen Grad an Polymorphismen behin@déotsingtonet al: The application

of biotechnology to wheat improvement. in: Breadeath— Improvement and Production,
Hrsg. B.C. Curtis, 2002).

Weizen war eine der letzten wichtigen Feldfrichdie erfolgreich stabil transformiert
werden konnten (Vasilet al, 1992). Die Durchfihrung und Etablierung der
Transformationsmethode ist im Vergleich zu Mais Rels noch immer sehr schwierig
und weit von einer Routineanwendung entfernt. Deringjen Fortschritte in der
Entwicklung eines effizienten und reproduzierbaf@ansformationssystems in Weizen
werden im wesentlichen auf 3 Grinde zuriickgefiibig:genotyp-abhangige Regeneration
von Pflanzen in Gewebekultur, eine allgemein gexingansformationseffizienz (d.h.
geringe Anzahl erhaltener transgener Pflanzen mmavendetem Explantat) und eine
instabile Expression der Transgene, die oft tedemi oder vollstandigensilencing
unterworfen sind (lyeet al, 2000; Ingranet al, 2001; Sahrawadt al., 2003; Shewry und
Jones, 2005; Bhallet al, 2006; Bhalla, 2006).

In Transformationsversuchen werden daher oft MeBlethmerweizen mit einer relativ
hoheren Transformationseffizienz verwendet, diegbdlandwirtschaftlich wenig genutzt
werden. Wahrend in ,Laborweizen® wie ,Bobwhite’ Tisformationsraten von bis zu 70 %
erzielt werden (Pellegrineschet al, 2002), liegen die entsprechenden Raten bei
komerziellen Kultivaren uUblicherweise zwischen @lund 8 % (Sahrawadt al, 2003;
Bhallaet al, 2006). Die Hohe der Expression der TransgenedasdAuftreten vomgene
silencing in transgenem Weizen sind generell nicht vorhdraagShewry und Jones,
2005).

Obwohl intensiv an der Behebung dieser Schwiertgkegearbeitet wurde, wurde ein
Durchbruch in Hinsicht auf kommerzielle Anwendbarkesher nicht erzielt. Wahrend fur

transgenen Mais in den U.S.A. bereits 43, in ddd.EL2 und fur Reis weltweit 6
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Sortenzulassungen erteilt wurden und weitere Zutagsantrdge gestellt werden, wurde
bisher nur eine transgene, herbizidresisistentez&énie in den U.S.A. zugelassen;
weitere Zulassungsantrage wurden zurickgezogendStnuar 2008, www.transgen.de).
Eine zweite wichtige Verbesserung wurde vor kurzem Dr. Alessandro Pellegrineschi
(CIMMYT) erzielt, der die Trockenheitstoleranz vaéMeizen durch das Einbringen des
Transkriptionsfaktors DREB1A erfolgreich erhdhemite (Pellegrineschet al, 2004,
Bhalla et al, 2006), allerdings ist noch nicht absehbar, ote éiommerzielle Nutzung

erfolgen wird.

Aufgrund der enormen wirtschaftlichen Bedeutung Weizen wird trotz dieser Risiken
und Hurden die zichterische Verbesserung durch élgansformation weltweit mit
vorrangigem Interesse vorangetrieben. Neben grdfiénstrieunternehmen haben sich
auch offentliche Institutionen wie das Internatioki@ize and Wheat Improvement Center
(CIMMYT), Mexiko, oder Primary Industries Reseailttoria (PIRVIC), Australien, als
internationale Forschungszentren fur die zichtees¢erbesserung von Weizen mittels

genetic engineeringtabliert.

1.3 Geringe Expression von Transgenen in Weizen

Es gibt zwei mdgliche Grinde fur eine schwache Esgion der Transgene: den
sogenannten Positionseffekt ugehe silencing

Es ist allgemein bekannt, dass Pflanzen, die duramterschiedliche
Transformationsvorgange erzeugt wurden, eine wttadliche Expression der Transgene
zeigen. Diese wird auch durch den Integrationsert @ingebrachten Gensequenz in die
genomische DNA bestimmt. Falls die Umgebung beispigise durch eine starke
Methylierung von Cytosinresten oder eine dichte kiag der DNA durch das
Chromatingerust gepragt ist, ist eine niedrige Egpion des Transgens zu erwarten, ein
Pha&nomen, das als Positionseffekt bekannt ist (ag@y, 1985; Yoder und Goldsbrough,
1994; Gelvin, 1998). Aufgrund des komplexen hexagio Genoms und des hohen
Anteils von 70 % an transponierbaren Elementen iriZédh (Bhalla, 2006) ist es
wahrscheinlich, dass Transgene vermehrt in Beresohgebaut werden, die ursprtinglich
ein geringes Transkriptionsniveau aufweisen. Diéanke bewirken, dass relativ viele
Transgene selbst unter Kontrolle eines starken Bfen® in Weizen nur schwach

exprimiert werden. Eine Tendenz des prafentiellg&us der Transgene in schwach oder
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stark transkribierte Bereiche des Genoms ist nlmkannt. Da die Transformations-
effizienz in Weizen allgemein niedrig ist, wareass dieser Sicht nicht erstaunlich, dass
Pflanzen mit einer hohen Expression des Transgemsr wen wenigen produzierten

Pflanzen selten sind.

Man vermutet, dass die geringe und instabile Exgowasvon Transgenen in Weizen auch
durch die Eigenschaft des Weizens hervorgerufen,vdre Expression fremder Genen
unterdriicken zu kénnesilencingder eingebrachten Transgene).

Im Vergleich zu anderen Pflanzen koénnte die Geresgion des hexaploiden Genoms
einen effizienteren Steuerungsmechanismus erfordem auch ein Transgen unterworfen
werden konnte. Die betrachtliche GroRe des Weizemgs, das mit 16 Gb etwa 160-mal
bzw. 40-mal und 8-mal gréf3er ist als die diploiG@nome vorArabidopsis thaliangd100
Mb) bzw. Reis (450 Mb) und Mais (2,5 Gb) beruht aiiem sehr hohen Anteil an
transponierbaren Elementen (70 % im Vergleich zd@@ Reis), deren Nichtverbreitung

vermutlich eine starke Kontrolle mitted@ne silencingerfordert.

Bei Einbau fremder DNA in das Weizengenom tretdrRefarrangments der eingebrachten
DNA auf. Dadurch kénnen deletierte Gene sowiwerted repeatsentstehen. Bei
Transkription dieser Bereiche produzierte aberranRRNA oder doppelstrangige RNA
(dsRNA) kénnte mittelbar tber eine zellulare RNAxabgige RNA-Polymerase (CRDRP)
oder im Falle von dsRNA auch unmittelbar als Swstir Dicer dienen, womit der
Prozess des posttranskriptionatggme silencindRNA silencing in Gang gesetzt werden
konnte, der zum Abbau der gebildeten mRNA fuhehsiAbschnittd..5 undl.6). Es wird
allgemein vermutet, dass bei Transformation von2&teidurch Partikelbeschuss solche

Rearrangements gehauft auftreten (siehe AbscHn@té undl.6.6).

Des Weiteren wird Weizen zwar von etwa 30 Virenableh, von denen aber nur wenige
einen starken wirtschaftlichen Schaden verursadhtamry und Plumb: Barley yellow
dwarf luteoviruses and other virus diseases, ineaBr Wheat — Improvement and
Production, Hrsg. B.C. Curtis, 2002). Da RNAsilencing auch als

Verteidigungsmechanismus der Pflanzen gegen Viemstanden wird, deutet die hohe

Resistenz gegen Virenbefall auf ein effizientes Ril@ncingdes Weizens hin.
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1.4 Genesilencing

Unter gene silencingversteht man allgemein eine verminderte Genexmmesdvan

unterscheidet grundsatzlich 2 Arten dge silencingdie auf unterschiedlichen Ebenen
der Genregulation wirken: transkriptionalgsne silencingTGS) bewirkt eine verringerte
Genexpression durch verminderte Transkription neitluzierten Mengen sowohl an
ungespleilRter Vorlaufer-mRNA als auch damit einbBbend reifer mRNA; bei

posttranskriptionalengene silencing(PTGS) oder RNAsilencing wird ein Gen zwar

unvermindert transkribiert, die reife mMRNA jedodigabaut oder die Translation inhibiert.
Bei der Regulation der Genexpression (hier inshds@nmittels TGS und PTGS) spielt
nicht-kodierende RNA eine wichtige Rolle, eine Tdedie bereits friih postuliert worden
war (Jacob und Monod, 1961; Britten und DavidsoA69), dann aber nach der

Entdeckung der Genregulation mittels Proteinenengéssenheit geraten war.

1.5 RNA silencing (Posttranskriptionales gene silencing

Im Jahr 1990 wurde der Effekt von postttranskripglem gene silencingzuerst in
transgenen Petunien beobachtet, die Ursachen tiddsdllerdings noch nicht verstanden.
Durch Uberexpression von Chalconsynthase, einemuSssienzym der Anthocyan-
Biosynthese, sollten transgene Petunien mit staguepur gefarbten Bliten erzeugt
werden. Uberraschenderweise hatten die Pflanzédestaen weiRe Bliten, ein Phanomen,
das als ,Cosuppression* beschrieben wurde, d.hokbdie Expression des endogenen
Gens als auch des Transgens war vermindert (Napal, 1990; van der Krokt al,
1990). Van Blokland konnte nachweisen, dass dimgerExpression der Chalconsynthase
in transgenen Petunien durch einen Abbau von mR&iArgacht wurde (van Bloklaret

al., 1994).

Der zugrundliegende molekulare Mechanismus wurtiedahgs erst ab Mitte der 1990er
Jahre durch Untersuchungen der RNA-Interferenz (RN#h Caenorhabditis elegans
aufgedeckt. Guo und Kemphues (1995) fanden, dagg nur durch die Injektion von
antisense mMRNA, sondern Uberraschenderweise auch gense mRNA oder einer
Mischung aussense und antisense mMRNA die Expression eines endogenen Gens
unterdriickt werden kann. 1998 veroffentlichten AsvdrFire und Craig Mello die
Entdeckung, dass doppelstrangige RNA die Expressores Gens sehr effizient
vermindert, wofur ihnen 2006 der Medizin-Nobelpregsliehen wurde (Firet al, 1998).

Inzwischen wurde bestétigt, dass durch dsRNA véeitet RNA-Interferenz nicht nur in
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C. elegans hervorgerufen werden kann, sondern in nahezu a#ekaryotischen
Organismen mit Ausnahme der H&accharomyces cerevisid@NA silencingstellt einen
konservierten Mechanismus der Genregulation in Bugtan dar, der der Verteidigung
gegen Viren und zur Kontrolle von Transposons unah3genen dient (Plasterk, 2002)
und dariber hinaus eine Bedeutung in der Steuedend=ntwicklung eines Organismus
durch sogenannte microRNAs hat (Chen und Meis@95p der Ausdruck RNAilencing
wurde von Baulcombe eingefuhrt (Hamiltoat al, 2002), um die Ph&nomene
posttranskriptionalegene silencingn Pflanzen, RNA-Interferenz in Tiereguelling bei
Pilzen (Cogonet al, 1996) und Algen (Wu-Schaet al, 2000) unter einem gemeinsamen

Begriff zusammenzufihren.

1.6 Modell des RNAsilencing

Einen Uberblick Uber Gemeinsamkeiten und Untersighides Mechanismus des RNA
silencingin den verschiedenen eukaryotischen Reichen gelaemmond (2005) und Susi
et al.(2004).

Doppelstrangige RNA wird durch ein Enzym des RN&Selps mit der Bezeichnung
Dicer in kleine RNA-Sticke von ca. 21 nt Lange @dtgm, die sogenannten ,kleinen
interferierenden RNAs"gmall interferingRNA siRNA) (Bernsteinet al, 2001). Dicer
besitzt eine dsRNA-Bindedomane, zwei RNaselll-Doemireine RNA-Helikase-Domane
und eine PAZ(piwi/argonaute/zwille)-Domane, die d@mt-3’-Uberhang der siRNA
bindet. Die Existenz von siRNAs wurde zunachstflarzen nachgewiesen (Hamilton und
Baulcombe, 1999), dann auch Drosophila (Hammondet al, 2000). InDrosophila
Zellextrakten wurde zuerst die Aktivitdt einer RMAsachgewiesen und erkannt, dass
siRNAs ein 5’-Phosphat- und ein 3’-Hydroxylende &abEin weiteres Kennzeichen von
SiRNAs ist der 2-Nukleotide-lange 3’-Uberhang (Zaenet al, 2000; Elbashiret al,
2001). Einer der siRNA-Strange wird dann in einddARnduziertensilencingKomplex
(RNA induced silencing compl|eRISC) eingebaut, der komplementare mRNA erkennt,
bindet und spaltet (Hamilton und Baulcombe, 199&mishondet al, 2000, Hannon, 2002,
Zamore et al, 2002). Ein wesentlicher Bestandteil eines RISCim jedem Fall ein
Mitglied der Argonaute (Ago)-Proteinfamilie. Agosditzen wie Dicer eine PAZ-Domane,
sowie zusatzlich eine PIWI-Doméne mit endonuklastyter Aktivitat (,Slicer’). Falls der
siRNA/mRNA-Duplex Basenfehlpaarungen an der Scéieite enthalt, wird die mRNA
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nicht gespalten. RNAilencingwird in diesem Fall durch Inhibierung der Tranislatder
MRNA bewirkt.

Neben durch exogene Aktivitat hervorgerufenen siRNAuf die spater eingegangen
werden soll, gibt es weitere Arten endogener, keinichtkodierender RNAs: microRNAs
(miRNAS) in Pflanzen und Tieren, sowie transagide2aiRNAs {ransactingsiRNAs, ta-
siRNASs), naturlicheantisenseTranskript-siRNAs ifatural antisense transcripsiRNAS,
nat-siRNAs) und cis-agierende siRNAsstactingsiRNAs, casiRNAS) in Pflanzen. Trotz
ihrer grof3en Bedeutung bei der posttranskriptiaon&egulierung der Genexpression eines
Organismus sollen diese Mechanismen des endogeNén Siencing hier nur gestreift
werden, da die durch exogene Aktivitat hervorgerafe Mechanismen im Mittelpunkt
dieser Arbeit stehen. Dennoch ist es wichtig, dikseh endogene, nichtkodierende RNAs
hervorgerufene Mechanismen hier zu erwahnen, d&dsamtheit dieser verschiedenen
Mechanismen teilweise auf dieselben Komponenteniickgreifen, so dass eine
Beeinflussung einer Komponente eines Systems Akengen auf Reaktionen in
verschiedenen Pfaden haben kann, wie man an dempi8eider Expression von

Suppressoren des RNsllencingsehen kann.

1.6.1 microRNAs

MicroRNA- oder miRNA-Gene sind unabhangige Transkonseinheiten, die oft in einer
gewebeabhéngigen oder zelltypischen Weise exptimerden (Parizottiet al, 2004;
Wienholdset al, 2005). Die durch RNA Polymerase |l gebildete-miRNA wird in
Saugetieren durch die RNaselll Drosha (keal, 2004) und den Kofaktor DGCR8/Pasha
geschnitten, diese pre-miRNA mittels Exportin-5 alesn Zellkern exportiert und durch
Dicer in reife miRNAs prozessiert (Kim, 2004; Fiwicz et al, 2005). Entsprechend wird
in Arabidopsisdie pri-miRNA durch DCL1dicer like 1 prozessiert und vermutlich unter
Beteiligung von HASTY aus dem Kern exportiert (Rertet al, 2002; Parlet al, 2002;
Kurihara und Watanabe, 2004). miRNA bildet einerpBy aus reifer miRNA (miR) und
einem komplementéaren Strang (miR*) (Dunogerl, 2004), der abgebaut wird (Schwarz
et al, 2003). In Pflanzen wird miR in RISC eingebaut wetmittelt die Spaltung der
entsprechenden mRNA durch AGO1 @ial. 2005; Baumberger und Baulcombe, 2005).
In Tieren inhibieren miRNAs im Allgemeinen vermatli aufgrund eines geringeren

Grades an Komplementaritat die Translation reif@NAs. miRNAs haben eine grol3e
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Bedeutung in der Regulation von Entwicklungsvorgimgso wurde die erste miRNA in
C. elegansbereits im Jahre 1993 entdeckt, indem eine Mutatieeses Genorts die
zeitliche Steuerung der Entwicklungsvorgange stfiree et al, 1993). In Pflanzen sind
miRNAs an der Regulation von Blihverhalten sowiedan Entwicklung von Bliten und
Blattern, an der Auxinantwort und der Meristemenkhing beteiligt (Bonnetet al,

2006). Wahrend in Tieren alle bekannten Beispiae datirlichen RNAsilencing nur

mMiRNAs beinhalten, nutzen Pflanzen noch weiter@dikleiner RNAs zur Regulation der
Genexpression. Beispiele daflr sind tasiRNAs, i&iNAs und casiRNAs, deren Funktion

im Folgenden kurz erlautert werden soll.

1.6.2 transactingsiRNA

Transagierende siRNA (tasiRNA) wird aus tasiRNA-¥afern gebildet. Diese Vorlaufer
sind lange primare RNAs, die durch Transkriptiom VDAS Genen entstehen, welche
offenbar keine Proteine kodieren. Die tasiRNA-Vof&ét werden durch spezifische
MIiRNAs gespalten und eines der Spaltprodukte rmsite@her RNA-abhangigen RNA-
Polymerase (RDR6) in Verbund mit SGS3 in dsRNA wvagedelt. Die doppelstrangige
RNA wird dann durch DCL4 in 21-nt lange tasiRNA paken (Vazquezt al, 2004;
Peragineet al, 2004). tasiRNAs regulieren, ahnlich wie miRNAg dexpression von
MRNA durch Spaltung der mRNA (Peragieteal, 2004; Gasciollet al, 2005; Xieet al,
2005; Yoshikawat al,, 2005).

1.6.3 natural antisense transcripsiRNA

Vor kurzem wurde ein Genpaar auf entgegengeset@fdA-Strangen entdecktcis-
antisenseGene), aus deren Uberlappenden Transkripten gMAsgebildet wird, sobald
die Expression des einen Gens durch Salz induxd. Diese natural antisense
transcriptsSiRNA (naturlicheantisenselranskript-siRNA, nat-siRNA) fuhrt dann zu einer
Spaltung des anderen Genprodukts (Borstal, 2005).

1.6.4 cis-actingsiRNA

SiRNAs vieler Organismen sind assoziiert mit ma#én und damit dem
transkriptionalengene silencinginterworfenen Transposons (Megtieal, 2002; Lippman
und Martienssen, 2004; Let al, 2005a). Man nimmt an, dass in Pflanzen ein niedri
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Transkriptionsniveau durch eine neuentdeckte RNA#Rerase namens POL-IV
gewahrleistet wird. Das RNA-Transkript wird dann hvainter Beteiligung der RNA-
abhangigen RNA-Polymerase RDR2 und DCH¢r like 3 in sSiRNAs umgewandelt.

Man vermutet eine Rolle der gebildeten siRNAs lexi ethylierung des entsprechenden
Genabschnitts (daher der Namms-acting siRNA bzw. casiRNA). Der genaue
Mechanismus ist allerdings noch unklar (Hetral, 2005; Kanneet al, 2005; Onoderat
al., 2005; Pontieet al, 2005, Vaughn und Martienssen, 2005).

Unmittelbar wichtig bei der Expression von Transgenn Pflanzen sind jedoch zwei
weitere Mechanismen des RN#lencing einerseits dsRNA-produzierende Transgene und
IR-PTGS (RNA silencing, vermittelt durch invers repetitiv angeordnete Tgere),
andererseitssensePTGS und transitivesilencing die im Folgenden erlautert werden
sollen. Die aktuelle Modellvorstellung beider Meolsmen wird in Abbildung 1
verdeutlicht.

1.6.5 dsRNA-produzierende Transgene und IR-PTGS

Ein Grund fir die verminderte Expression der Chadgmthase in den eingangs erwahnten
transgenen Petunien (Napetial, 1990; van der Kroét al, 1990) ist die Produktion von
dsRNA, die durch die unbeabsichtigte Nachbarsal@itsenseund antisenselransgenen
wahrend einer unvollstdndigen Integration der gangen DNA in die genomische DNA
verursacht wird (Starat al, 1997; Metzlaffet al, 1997). Dieser beobachtete Effekt wurde
nachfolgend gezielt eingesetzt, um in transgendan®#n mittels der gleichzeitigen
Transkription vorsenseund antisenselransgenen oder mittels des Mechanismus des IR-
PTGS die Expression bestimmter Gene zu inhibiewgatérhouseet al, 1998; Chuang
und Meyerowitz, 2000). Obwohl IR-PTGS zum Knockdoder Genexpression vielfach
verwendet wird, ist der genaue Mechanismus auct¥engleich zu anderen Mechanismen
des RNA silencing weitgehend ungeklart. Mutanten mit einem Defekt diesem
Mechanismus konnten bisher nicht gefunden werdexs, daran liegen kdnnte, dass die
hohen Mengen an erzeugter dsRNA als Produkt fluerschiedliche Dicer und RISC
dienen, die sonst unterschiedlichen Mechanismeneadget sind. Studien, die
Kombinationen von Dicer-Knockout-Mutanten unterdecdh deuten in diese Richtung
(Gasciolliet al, 2005; Xieet al, 2005).
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1.6.6 sensePTGS und transitivessilencing

Anfanglich hatte man angenommen, dss#sncingeines Transgens hervorgerufen wirde,
sobaldsenselranskripte einen bestimmten Schwellenwert tGbeitteh. Dalmayet al und
Mourrainet al identifizierten im Jahre 2000 die RNA-abhangigeéARPolymerase RDRG6.
Man geht heute davon aus, dass aberrante Trareskopt Transgenen, die beispielsweise
keine 5’-Kappe aufweisen, als Matrize fir RDR6 éienin Mutanten voirabidopsis die
einen Defekt in XRN4 aufwiesen, einer 5-3'-Exonekse, die mMRNA ohne 5’-Kappe
degradiert, wurde eine verstarkte Anhéufung vomsganer mRNA ohne 5’-Kappe
beobachtet. Durch die vermutete Polymerase-Aktiwith RDR6 wurde diese aberrante
MRNA in doppelstrangige RNA umgewandelt, was tbeam sensePTGS-Mechanismus
letztlich zu einer Degradation aller transgenen mMABNuhrte (Gazzaniet al 2004).
Wahrend das in diesem Mechanismus beteiligte Diogh nicht gefunden wurde, sind
andere Komponenten bereits identifiziert worders aaled-coilProtein SGS3 (Mourrain
et al, 2000), die RNase D Exonuklease WEX (Glaebwal, 2003), die SRNA-spezifische
S-Adenosyl-Methionin (SAM)-bindende Methyl-Trangise HEN1 (Bouteet al, 2003)
und die vermutete RNA Helikase SDE3 (Dalnmetyal, 2001). SDE3 scheint nicht ein
essentieller Bestandteil des s-PTGS-Mechanismsiny konnte aber eine Bedeutung bei
der Auflosung von Sekundarstrukturen von RNA-Molekihaben, die als Matrize fur
RDRG6 dienen (Dalmagt al, 2001). Welche Rolle WEX spielt, ist derzeit warklobgleich
bekannt ist, dass die verwandte Exonuklase-Domamenwt-7 fir dassilencing von
Transposons und RNAI i€aenorhabditis eleganbendétigt wird (Kettinget al, 1999).
HEN1 katalysiert die Methylierung freier HydroxyhBten und schitzt so kleine RNA in
Arabidopsisvor Uridylierung, welche eine erhdhte Instabilitér sSRNA bewirkt (Liet al.,
2005). AGOL1 spielt auch in diesem Mechanismus bageutende Rolle, da in Mutanten
mit keiner oder geringer AGO1-Aktivitat die Mengeairdh s-PTGS hervorgerufener
SsiRNAs drastisch sank (Moreit al, 2002). Man vermutet daher, dass AGO1 entweder
eine Rolle bei der Produktion von siRNAs oder bai Beladung von RISC mit siRNAs
spielt. Eine Storung des letzteren Prozesses kdabd@pfalls zu einem schnelleren Abbau
von siRNAs fuhren (Qet al, 2005; Baumberger und Baulcombe, 2005).

RDR6 spielt auch eine Rolle in dem sogenannten Bi@simus der Transitivitat. Unter
Transitivitat versteht man den Ubergang von prim@&kNAs, die einer Teilsequenz der

ursprunglich als Ziel desilencing anvisierten Sequenz entsprechen, zu sekundaren
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siRNAs, die auBerhalb dieses Zielbereichs liegenPflanzen kann dieser Ubergang
sowohl in 3’- als auch in 5-Richtung erfolgen, eithdnomen, dem vermutlich eine

Primer-unabhangige und eine Primer-abhangige Aktivion RDR6 zu Grunde liegt.

1.7 Interaktionen zwischen Viren und RNAsilencing

Man geht im Allgemeinen davon aus, dass der Meshams des RNAilencingneben der
Regulation der endogenen Genexpression und derdllenton Transposons eine weitere
Funktion bei der Verteidigung gegen Viren hat. Ukedet wird auch die Position
vertreten, dass sich der Verteidigungsmechanismassiz entwickelt habe und er spater
zum Zwecke der Genregulation adaptiert wurde. tfrefpe Fall scheint es unstrittig, dass
sich Pflanzen des Mechanismus des RMNi#encing bedienen, um die Verbreitung
eingedrungener Viren zu unterbinden. dsRNA stddit\belen Viren ein Intermediat im
Vermehrungszyklus dar, von dem man annimmt, dass Miechanismus des RNA
silencing dieses wahrnimmt, den Abbau der viralen dsRNAed#el und damit ein
silencing der viralen Gene bewirkt (Hamilton und Baulcomld€99; Dunoyer und
Voinnet, 2005). Dieser Vorgang wird als virus-ingutes gene silencing bezeichnet
(VIGS). Neben der wahrend des Vermehrungszyklushdeine virale RNA-abhangige
RNA-Polymerase (VRDRP) gebildeten dsRNA konnterrdihgs auch hochstrukturierte
Regionen der genomischen viralen RNA ein SubsirabDicer sein, die alternativ &hnlich
zu miRNAs die Translation viraler RNA inhibierenrkiien (Szittyaet al, 2002; Molnaret
al., 2005). Des Weiteren kénnte virale RNA auch duethe RNA-abhangige RNA-
Polymerase des Wirtes in dsRNA umgewandelt werdere( al, 2003).

Man koénnte den Prozess des virus-induziegenesilencing auch als ein Wettrennen
zwischen dem Virus und der befallenen Pflanze bktem: das Virus beféllt Gber eine
kleine Wunde zunéachst eine Zelle, in der es sighliziert und von der aus es in
benachbarte Zellen gelangt. Dieser Prozess sefatfert, bis das Virus das vaskulare
System erreicht, wodurch es sich systemisch ireemt Teile der Pflanze verbreiten kann.
Im Gegenzug versucht die Pflanze einerseits, diglilkgion des Virus in befallenen
Zellen durch VIGS zu hemmen, andererseits wird w#ins-spezifisches mobiles Signal
erzeugt, das ebenfalls von Zelle zu Zelle und sysieh in der Pflanze verbreitet wird.
Falls das Virus sich schneller als das Signal béwleann es entfernt liegende Zellen

infizieren, falls das Signal vor ihm angelangt istifd es selbst zum Ziel des RNA
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silencing

Die Interaktionen zwischen Viren und Wirtspflanzageisen weitere interessante Facetten
auf: das bereits erwéhnte transitive RNAencing beispielsweise kdnnte die antivirale
Wirkung verstérken, indem sekundare siRNAs produxierden unter Verwendung von
viralen siRNAs als Primern oder unter Nutzung ado@er viraler RNA im S-PTGS-
Mechanismus. Der Umstand, dass Pflanzen mit eimggeschrankten RDRG6-Aktivitat
hypersensitiv sind gegenuber Viren, weist in di&ehtung (Mourrainet al, 2000;

Muangsaret al, 2004).

Auch weisen etliche miRNAs irrabidopsiskeine Ahnlichkeit zu proteinkodierenden
Genen auf. Es ist durchaus denkbar, dass dieseekleRNAs aufgrund ihrer
Sequenzahnlichkeit zu viralen Genomen ein Reseranir Verteidigungsmolekilen
darstellen konnten (Llavet al, 2002; Llave, 2004).

1.8 Virale Suppressoren des RNAsilencing

Angesichts der antiviralen Natur des RNkencingist es nicht verwunderlich, dass Viren
Mechanismen entwickelt haben, das virus-induzigdeesilencingzu umgehen oder zu
behindern. Einige Viren versuchen, ihre dsRNA-Imediate zu verbergen, indem sie sich
in Spherulen im endoplasmatischen Retikulum regien (Schwartet al, 2002). Andere
konnten versuchen, sich so schnell zu repliziengh zu verbreiten, dass sie das mobile
silencingSignal tberholen. Wiederum andere Viren verursadee verstarkte Infektion,
wenn sie mit bestimmten anderen Viren koinfizierin,Phanomen, das als synergistische
virale Erkrankung bekannt ist. Der Synergismus ezhes demPotyvirusPotato virus Y
(PVY) und demPotexvirusPotato virus X(PVX) ist wohl der bekannteste (Vance, 1991).
Es wurde zum ersten Mal gezeigt, dass ein bestimmb¢yvirales Protein, die Helfer-
Komponenten-Proteinasehdlper component proteingseHC-Pro) den Synergismus
verursacht (Vancet al, 1995; Shiet al, 1997) und dass eine Expression VmApro in
transgenen Pflanzen verschiedenen heterologen ¥nanbt, verstarkt zu akkumulieren
(Prusset al, 1997). Daruber hinaus zeigten 3 Gruppen unabbagss HC-Pro den
Mechanismus des RNaAilencing inhibiert (Anandalakshmet al, 1998; Brignetiet al
1998; Kasschau und Carrington, 1998), und idergifien HC-Pro somit als ersten

Suppressor des RNAsilencing In den folgenden Jahren wurden viele weitere
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Suppressoren aus nicht verwandten Viren untersithed Gattungen, meist aus

Pflanzenviren, entdeckt (Ro#t al, 2004; Voinnet, 2005). Die Suppressoren greifen a
unterschiedlichen Punkten in den Mechanismus de& Bildncingein und werden daher

in 4 funktionelle Gruppen unterteilt (Swedial, 2004):

1. Suppressoren der Gruppe 1 behindern den Erhaltcmgssdes RNA silencing
Charakterisiert werden diese Suppressoren duretHigenschafisilencingin Gewebe
aufheben zu konnen, in dem zuvor die Expression eesprechenden Gens
unterdrickt wurde. Zu dieser Gruppe zahlen dasiteezevdhnte HC-Pro Protein von
PVY undTobacco etch viruéTEV), AC2 vonAfrican cassava mosaic virfgCMV)
(Voinnet et al, 1999; van Wezeét al, 2002; Donget al, 2003) und P1 vomRice
yellow mottle virugVoinnetet al, 1999).

2. Suppressoren der Gruppe 2 verhindern die Weitengitdessilencing Signals oder
inhibieren dessen Wirkung. Nach der Etablierungsilesicingkénnen sie dieses nicht
mehr aufheben. Der bekannteste Vertreter diesepgerust das 2b Protein von
Cucumber mosaic virulCMV), das im Zellkern lokalisiert ist (Brigneét al, 1998;
Lucy et al, 2000; Guo und Ding, 2002). Des Weiteren zahlt BdSTomato bushy
stunt virus(TBSV) undCymbidium ringspot viru¢CymRSV) dazu (Qu und Morris,
2002; Takedat al, 2002; Voinnett al, 2003).

3. Gruppe 3 besteht bisher nur aus einem bekannteimet¥&tr P25 au®otato virus X
(PVX). Dieses verhindert die Bildung deslencing Signals, kann aber wie die
Suppressoren der Gruppe 2 dsdencing nach dessen Etablierung nicht mehr
revertieren (Voinnegt al, 1999; Voinnett al, 2000; Hamiltoret al, 2002).

4. Das Hillprotein ¢oat protein CP) desTurnip crinkle virus(TCV) ist der bisher
einzige Vertreter der in Gruppe 4 eingeordnetenpg8sgsoren. Diese inhibieren die
Initiation des RNAsilencing(Qu et al, 2003; Thomast al, 2003).

Die Wirkungsweise der Suppressoren des RiNéncingist nur in Ansatzen aufgeklart. So
beschrieb Anandalakshmi die Interaktion des po#eir HC-Pro mit dem Calmodulin-
verwandten Protein rgsCalegulator of gene silencing Calmodulin-like profgiwelches
auch selbssilencingunterdriicken kann (Anandalakshetial, 2000). Fur P19 hingegen
wurde zum ersten Mal gezeigt, dass ein SuppressiastssiRNAs bindet, was die
Vermutung nahe legt, dass P&iencing unterdriickt, indem der Einbau der siRNAs in

RISC verhindert wird (Silhavet al, 2002). Vor kurzem wurde in einer wegweisenden
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Veroffentlichung gezeigt, dass sowohl p19 von Tosvinen als auch p21 voBeet
yellows virus(BYV) und HC-Pro von Potyviren die Fahigkeit besit, in vivo an 21-nt
siRNA und an miRNA Duplexe zu binden (Lakate$ al, 2006). Wahrend pl9
anscheinend bevorzugt an 19-nt-siRNA bindet, wates Vorhandensein eines 3’-2nt
Uberhang dazu nicht notwendig ist, binden p21 u@dMo bevorzugt an 21-nt siRNA mit
einem 3’-2nt Uberhang. Gleichzeitig beeinflusstezder p19 noch p21 oder HC-Pro die
Aktivitat von RISCin planta. Ebenfalls wurde die Prozessierung von dsRNA irN#&Rn
transgenen Pflanzen nicht behindert. Die Bindung waiRNA-Duplexen kdnnte eine
Storung der miRNA-vermittelten Degradation von mRNwervorrufen. Dies konnte
erklaren, warum die Expression sowohl vph5 als auchpl9 und hc-pro zu einem
ahnlichen Phanotyp in transgen®mbidopsisfihrt (Dunoyeret al, 2004).

Man kann daher annehmen, dass die Suppressoreh @imcdung von siRNA den
Erhaltungsschritt bzw. Vermehrungsschritt des Ryilldncinghemmen, indem der darin
involvierten RNA-abhangigen RNA-Polymerase die Bismer verwendeten priméaren
SiRNA entzogen werden. Dies wirde zu einer verriegeBildung von sekundaren siRNA
fuhren, einer Wirkung, die in verschiedenen Systehekumentiert wurde (Llavet al,
2000; Malloryet al, 2001; Dunoyeet al, 2004) und die zu der Annahme verleitete, dass
die Suppressoren die Aktivitdt von Dicer hemmenritén. Die Vermutung, dass die
Bindung doppelstrangiger RNA eine allgemeines Meaknpflanzlicher viraler
Suppressoren des RNgllencingsein konnte, wurde durch Merei al. (2006) bestatigt,
die neben weiteren siRNA-bindenden Suppressorein &wuppressoren wie P14 von
Aureusviren und das Hullprotein CP v@nrnip crinkle virusidentifizierten, die dsRNA
unabhangig von ihrer Gro3e banden, wie Ubrigensh adms B2 Protein des Tiere
infizierendenFlock house virugLu et al, 2005b). Suppressoren, die dsRNA unabhangig
von deren Grof3e binden, kénnten Dicer kompetithibieren und dadurch die Produktion

von siRNA hemmen.

Die Bindung von doppelstranger RNA durch Supprgssbeine scheint ein weit
verbreiteter Mechanismus zu sein, der sich mehrmalbhangig in nicht verwandten
Viren entwickelt hat. Daneben bleibt es aber whitemdglich, dass virale Proteine auch
auf anderen Wegen in das RNsMencing eingreifen, beispielsweise Uber eine F-Box-
ahnliche Aktivitdt, die zur Zerstérung von Kompoten des silencing fuhrt
(Pazhouhandebkt al, 2006), durch direkte Hemmung von Dicer (&ual, 2003) oder



Einleitung 22

mittels der Bindung von siRNA nach der Entwindures duplexes (Chellappaat al,
2005). Interessanterweise scheinen virale Protdureh die Bindung kleiner RNA den
Mechanismus des RNsilencingzu inhibieren unabhangig davon, ob das Virus taigzh
den Organismus befallen konnte. So wirkt B2 Wack house virusals Suppressor in
transgenem Tabak (let al, 2002) wahrend umgekehrt HC-Pro vbobacco etch viruals

Suppressor iDrosophilaZellen wirkt (Reavyet al, 2004).

1.9 Der potyvirale Suppressor P1/HC-Pro

Die GattungPotyvirus(Familie Potyviridag hat etwa 180 Mitglieder, was sie zur grofiten
und wirtschaftlich bedeutendsten Gruppe pflanzlidieen macht, die Schaden in vielen
wichtigen Feldfriichten, z.B. Kartoffel, Mais, Zuckahr, Tomate und Papaya,
verursachen. Potyvirale Virionen bilden durch digmmetrische Anordnung des
Hullproteins CP stabformige, biegsame Partikel, eliee Lange von 680-900 nm haben
und ein einzelstrangigesenseRNA Genom aus etwa 10 Kilobasen enthalten. Am 3'-
Ende des Genoms befindet sich ein poly-(A)-Schwavihirend das 5-Ende mit dem
Protein VPg Virus protein, genome linkgdrerbunden ist. Die genomische RNA wird in
ein grol3es Polyprotein von 346 kDa translatiers daschlieRend in 8 reife Proteine
prozessiert wird (Agrios, G.N., in: Plant Patholp@@01, S. 513-519). Die Spaltung des
Polyproteins erfolgtin trans durch die Aktivitdt der Nla-Proteinasauclear inclusion
proteinasg, mit Ausnahme der Abtrennung von P1 bzw. HC-Bawohl P1 als auch HC-
Pro spalten sich autokatalytisch an ihrem C-Termiiab, wodurch das reife P1, HC-Pro
und P3 entsteht (Carringtoet al, 1989a,b; Verchoet al, 1991). Die proteolytische
Aktivitat von P1 und HC-Pro ist notwendig fiir daddsleben des Virus (Kasschau und
Carrington, 1995; Verchot und Carrington, 1995b).

Von P1 ist neben der proteolytischen Aktivitat webekannt. Obwohl P1 nicht essentiell
Zu sein scheint, fordert es die Genomamplifikaifgerchot und Carrington, 1995a) und
verstarkt maoglicherweise die Aktivitat von HC-Prts &uppressor des RNAilencing
(Prusset al, 1997; Anandalakshndt al, 1998; Valliet al, 2006). HC-Pro besitzt neben
der Suppressoraktivitat, die die erwéhnte Bindulggnkr RNA und die Interaktion mit
rgs-CaM umfasst, und der Vermittlung des viralenegismus bei Koinfektionen weitere
Funktionen, was nicht untypisch ist fur virale Rioe. So ist HC-Pro an der

Genomamplifikation und dem Langstreckentranspos ®Waus beteiligt (Kleinet al,
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1994; Croniret al, 1995; Kasschaat al, 1997) sowie der Ubertragbarkeit durch Aphiden
(Pirone und Blanc, 1996). Letztere Funktion hat PiG-auch die Bezeichnung ,Helfer-

Komponente* lelper componephkeingetragen.

6K1 6K?2

'P1|HC-Pro | P3 cl || Na| Nib |cp

Abbildung 2: Genom des PotyviruPdtyviridag. P1: Protein 1; HC-Pro: Helfer-Komponenten
Proteinase helper component proteingseP3: Protein 3; Cl: Zylindrisches Einschlusspirote
(cylindrical inclusion proteily 6K1, 6K2: 6 kDa-Proteine; Nla: Kerneinschlusgtéimase rfuclear
inclusion proteinasg NIb: Kerneinschluss-Polymerasenu€lear inclusion polymerage CP
Hullprotein oat protein.

1.10 Problemstellung

Wie bereits erwdhnt, wird der Fortschritt in dechigrischen Entwicklung von Weizen
mittels genetic engineeringlurch die geringe Transformationseffizienz sowg gkringe
Expression der Transgene stark gebremst. Demzufoégteht ein grof3es Bediirfnis,
Verfahren zu entwickeln, die den Hemmnissen in \d&izentransformation (genotyp-
abhangige Regeneration, geringe Transformatiozsafiz, geringe und instabile
Expression der Transgene) entgegenwirken. Da dgefationsfahigkeit des Weizens
auf komplexen, bisher nicht charakterisierten geokeén Eigenschaften beruht, wird es
auf absehbare Zeit nicht moglich sein, Weizen aach seine Eignung in der
Gewebekultur hin zu zlichten. Einen wesentlichen afmszur Verbesserung der
Weizentransformation bietet daher insbesondere Miiglichkeit, die Expression der
Transgene zu erh6hen, zumal eine erhéhte/ stakpeeEsion eines Resistenzgens gegen
ein Selektionsagens das Uberleben von mehr traaageflanzen und damit eine erhohte

Effizienz bewirken kdnnte

Vorrangiges Ziel der vorliegenden Arbeit war dalen, System zu entwickeln, das diese
Einschrankungen beseitigen konn#u diesem Zweck sollten virale Suppressoren des
RNA silencingin Weizen stabil transformiert werden und es sallhtersucht werden, ob
die Expression der Suppressoren die Transformatibrienz oder die Expression eines
Reportergens erhéhen kann.
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Folgender Vergleich mag der Verdeutlichung der Hsi@derung dienen, welche die
Aufgabe der Verbesserung der Expression von Traesgen Weizen darstellt: die
Aktivitat des Enzyms Glucuronidase ist in transgerieabak im Vergleich zu transgenem
Weizen 20- bis 5000-mal starker, wobei bei der igabTransformation jeweils der
starkste bekannte Promotor fir die betreffendenénart verwendet wurde (Schaafal,
1995; eigene Messungen). Die in der Fachwelt diskenh Losungen betreffen die Suche
nach starkeren Promotoren, wobei bisher kein stérkBromotor als der Ubiquitin-
Promotor aus Mais gefunden wurde (Christensen undilQ1996), den Versuch utber
Agrobacteriumvermittelte Transformation die Integration von znen Kopien der
Transgene zu erzielen und damsitencing aufgrund von zufallig bei der Integration
eingebrachten inverseren transgenen Sequenzenrmeiden und die Suche nach hoch

transformierbaren Weizensorten.

Obwohl bedeutende Verbesserungen in der Weizefbramstion mit Agrobakterien
erzielt wurden, bleiben die Transformationseffizien hinter den durchschnittlich mittels
Partikelbeschuss erzielten Ergebnissen zuriick. rlefd® scheint auch in transgenem
Weizen, der durch indirekte Transformation produziirde, dasilencingder Transgene
ein weiterhin ungeldstes Problem darzustellen (BH2006; Vasil 2007). Der Weg, hoch-
transformierbare Weizensorten zu finden, wurde vabten Arbeitsgruppen beschritten,
am erfolgreichsten wohl von Dr. Alessandro Pellegschi (Pellegrinesclat al, 2002).
Dennoch hat auch letzterer Ansatz den grof3en Nichig einer wirtschaftlich nicht
bedeutenden Weizensorte zu arbeiten zu mussereif@ikommerzielle Anwendung, die
langfristig angestrebt wird, musste das eingebeachitansgen Uber langwierige

Kreuzungen in eine andere Weizensorte ,Uberfuhefden.

Ein erfolgversprechender Weg scheint daher deraEingiraler Suppressoren des RNA
silencing Durch konstitutive Expression der Suppressoremi@zunachst die Expression
eines Reportergens, das in praxisndheren Anwendumygch Nutzgene, z.B. flr
Trockenheitsresistenz, ersetzt werden konnte, igestaverden. Denkbar wére auch, dass
die Transformationseffizienz an sich gesteigertde@arkonnte, wenn die Expression eines
Reportergens zur Selektion von transgenen Pflamierneispielsweise resistent gegen das
Herbizid Phosphinotricin waren, schon wahrend dewebekultur gesteigert werden

konnte und somit potentiell mehr transgene Pflamegeneriert werden kdnnten.
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Die Wirkung der viralen Suppressoren auf Reporteegeie gfp und gus sollte zunachst
im Rahmen dieser Arbeit in einem Modellsystem nstteeines etablierten
Transformationssystems untersucht werden. Da diktipche Anwendung, beispielsweise
die Wirkung der Suppressoren auf Trockenheitsessagtene oder Pilzresistenzgene,
spater in einem zweiten Schritt durchgefiihrt werdelite, musste auf eine Reihe von
Faktoren keine Rucksicht genommen werden. So kanmeizensorten wie ,Combi’ oder
,Bobwhite’ ausgewahlt werden, die als hoch transierbar gelten, auch wenn sie nur eine
eingeschrankte wirtschaftliche Bedeutung haberiesollAuch konnte die Transformation
durch Partikelbeschuss ausgewahlt werden, dienaélgeals am einfachsten zu etablieren

gilt, trotz der oben genannten Nachteile.

Dass dieser Ansatz prinzipiell erfolgreich sein i@y hatte Mallory in transgenem Tabak
gezeigt, der bei Expression der Suppressqéfinc-pro aus TEV eine bis zu 40-fach
starkere Glucuronidase (GUS)-Aktivitdt gezeigt éatind dies obwohsilencing bzw.
schwache Expression von Transgenen in Tabak Anatbhidopsiskein grof3es Problem
darstellen (Malloryet al, 2001; Malloryet al 2002; Lechtenberet al, 2003).

Der Verwendung vonpl/hc-pro aus TEV in Weizen standen allerdings Bedenken
entgegen: so ist nicht bekannt, dass TEV Weizeiziégmén kann und auch eine
Wirksamkeit von pl/hc-pro aus TEV in Pflanzen neben Tabak war nicht bekannt.
Aufgrund dieser Bedenken wurde wohl auch bei derstadung pl/hc-pretransgener
ArabidopsisPflanzen die kodierende Sequenz aus dem entsm@@hePathogen, dem
Turnip mosaic virugTuMV), eingebracht (Kasschaat al, 2003). Eine Wirksamkeit von
pl/hc-proaus TEV in anderen Organismen wurde auch von Bra¥id C. Baulcombe,
John Innes Center, UK, angezweifelt (pers. Mittayu Auf besonderen Rat von Prof.
Vicki B. Vance, University of South Carolina, USAsollte ein Suppressor des
entsprechenden Pathogens in Weizen verwendet wdrderhalb der Gattungotyvirus

der TEV zugerechnet wird, findet sich allerdingskéirus, der Weizen beféllt. Allerdings
sind in der verwandten Gatturigitimovirus, die ebenso wid’otyvirus zu der Familie
Potyviridae zahlt, Weizenpathogene bekannt. Der bekanntesteete der Tritimoviren

ist das Weizenstrichelmosaikvirus (WSMV, 1937 vortKkihney beschrieben), der flr
Ernteausfélle vor allem in deg@reat Plainsin Nordamerika verantwortlich ist, aber auch
in Mexiko, Ost- und Sudosteuropa, Russland und tkainen Osten (Turkei, Jordanien)
verbreitet ist (Slykhuis, 1967; Jezewska, 2000;c8an-Sancheet al, 2001; Rabenstein
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et al, 2002). Im Gegensatz zu Potyviren werden Tritimavinicht durch Aphiden,
sondern durch Milben Ubertragen. WSMV im Besondeved durch die MilbeEriophyes
tosichella Keifer, auch unter dem friheren Namécteria tulipae Keifer bekannt,

Ubertragen (French und Stenger, 2002).

Scheets hatte bereits 1998 nachgewiesen, dass WieMKoinfektion mit einem anderen
Virus eine synergistische Wirkung hat, d.h. die &tdymptome sind starker als bei
Infektion nur eines Virus. Diese von Potyviren behki® Eigenschaft (Prust al, 1997)
wurde in TEV und dentowpea aphid-borne mosaic potyvir@GABMV) auf die N-
terminale Region des Polyproteins, insbesondereH®Hro bzw. HC-Pro alleine,
eingegrenzt (Vancet al, 1995; Shiet al, 1997; Mlotshweet al, 2002a). Da zumindest
P1/HC-Pro aus TEV ein bekannter Suppressor des Bil¢Acingist (Anandalakshmet
al., 1998; Brignetiget al, 1998; Kasschau und Carrington, 1998), konnte eliledHinweis
sein, dass auch WSMV einen solchen Suppressor lenthich weisen Potyviren und
Tritimoviren wie WSMYV die gleiche Genomorganisatianf (Reverst al, 1999; Choiet
al., 2000b; Stenger und French, 2004), so dass eitle & homologen P1/HC-Pro aus
WSMV als Suppressoren vermutet wurde. Allerdingadsidie Ahnlichkeiten der
Aminosauresequenz von HC-Pro aus WSMV-Sidney81 §lamm, aus dessen Genom
die in dieser Arbeit verwendete Sequenz ypdrhc-proentnommen wurde) und HC-Pro
aus TuMV bzw. TEV mit 16,4 % bzw. 16,6 % recht ggr{Stenger und French, 2004).

Das Weizenstrichelmosaikvirus besitzt ebenso wigWen ein Genom, das aus einem
einzelstrangigen RNA-Molekill insenseOrientierung besteht. Die Organisation des
Genoms ist dem der Potyviren vergleichbar, ebenso sgine Grol3e, die mit 9384
Kilobasen der des potyviralen Genoms entsprichtb{ilbng 2). Auch hier wird ein
Polyprotein translatiert, das in reife Proteinezessiert wird, wobei auch hier wieder P1
die Verbindung zwischen P1 und HC-Pro spaltet, esathrHC-Pro sich selbst am C-
Terminus von dem Polyprotein abtrennt (Cabal, 2000a; Choet al, 2000b; Choet al,
2002). Insgesamt ist die Gattufigitimovirus im Vergleich zu Potyviren, insbesondere
demTobacco etch viruschlecht untersucht, wobei allerdings aufgrundAderlichkeit des
Genomaufbaus und der Prozessierung des Polyprotaitgehende Analogien vermutet

werden.

Auch der Umstand, dass befallene Weizenpflanzeenemestauchten Wuchs und ein
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rosettenformiges Erscheinungsbild zeigen (Frencld Btenger, 2002), analog zu
Entwicklungsstérungen und Kiimmerwuchs in TuMV-irdizten Arabidopsis-bzw. pl/hc-
pro-transgenemrababidopsis-und Tabakpflanzen (Mallorgt al, 2002; Kasschaat al,
2003), ist ein weiterer Hinweis auf die Wirkung vdhl/HC-Pro aus WSMV als

Suppressor.

Ein weiteres Merkmal eines viralen Suppressoraaeben der Unterdriickung der Senkung
der gebildeten siRNA-Menge die Erhéhung des enthgmeden mRNA-Transkripts und
damit einhergehend zumindest im Falle der Repatexgfp (green fluorescent protein
und gus eine hohere GFP- bzw. GUS-Aktivitat (Anandalakstetal, 1998; Brignetiet
al., 1998; Kasschau und Carrington, 1998; Malleral, 2001; Malloryet al, 2002).

Um zu bestatigen, dass P1/HC-Pro aus WSMV als ®sppren des RNAilencing
wirken, wurde daher ein transientes Expressionssyat Weizen entwickelt, mit dem ein
maoglicher Effekt von P1/HC-Pro auf die Expressiones Reportergens nachgewiesen

werden konnte.

Die getrennte Expression vopl und hc-pro sollte durchgefuhrt werden, um zu
bestimmen, ob P1 oder HC-Pro alleine eine Suppresdadion hat und, falls dies der Fall
ware, ob P1 bzw. HC-Pro dann entsprechend die Wgkides Suppressors verstarken

kdnnte.

Es ist bekannt, dass HC-Pro vbabacco etch virualleine das RNAsilencingunterdriickt
(Anandalakshmiet al, 1998; Brignetiet al, 1998). Auch wirkt HC-Pro alleine als
Suppressor irosophilaZellen (Reavyet al, 2004) und bindet siRNA (Lakat@g al.,
2006; Meraiet al, 2006). Dagegen scheint P1 alleine keine Supmrasivitat zu haben
(Brigneti et al, 1998; Valliet al, 2006) bzw. keine schadlichen Effekte in transgene
Pflanzen hervorzurufen (Mallomst al, 2002), was ein Anzeichen dafir ist, dass P1tnich
in die Regulation kleiner RNA einzugreifen scheibennoch wird oft die kodierende
Sequenz vorpl/hc-pro exprimiert, da P1 mdglicherweise die Wirkung vog@-Rro als
Suppressor verstarkt (Prustsal, 1997; Anadalakshnat al, 1998; Valliet al, 2006).

Auch ist bekannt, dass die Expression parhc-prozusammen zu Entwicklungsstérungen

und vermindertem Wachstum fiihren kann, wie fir EEPto desTobacco etch virum



Einleitung 28

Tabak und P1/HC-Pro ddarnip mosaic virusn Arabidopsisbeschrieben (Mallorgt al,
2002; Kasschaet al, 2003). Ausgehend von der Analogie zwischen TEdM WSMV
kann man vermuten, dass P1 aus WSMV die Aktivitéit MC-Pro verstarkt, so dass durch
eine getrennte Expression in Weizen die Symptomeairmest abgemildert werden
konnten. Des Weiteren sollte untersucht werderginb Mutation des in P1 konservierten
FIVMG-Motivs analog zu dem von Mallorgt al (2002) beschriebenen Ansatz bei
Expression vonpl/hc-pro aus WSMV die Ausbildung eines schadlichen Pharmsotyp

verhindern kénnte ohne die Suppressoraktivitatemiirachtigen.

Danach sollte versucht werden, stabil transformi&#eizenpflanzen zu erhalten und zu
untersuchen, welche Auswirkungen die Expression vepd/hc-pro auf die
Transformationseffizienz, die Expression von Tram&mn und das Wachstum der

transgenen Pflanzen im Allgemeinen hat.

Falls die schadlichen Effekte doch so groR3 seinltespl dass keine transgenen
Weizenpflanzen erzielt werden kénnten, sollte dersdch unternommen werden, ein
chemisch induzierbares System in Weizen zu eta&pliend den Effekt der Suppressoren

nach Induktion der Expression zu untersuchen.

AulRerdem sollte die subzellulare Lokalisation dempi@essoren bestimmt werden, da
zumindest fur HC-Pro dd2otyvirusBCMNV (Bean common mosaic vijusine Rolle als
MovementProtein wahrscheinlich ist (Roj&s al, 1997) und daher eine Lokalisierung an

Plasmodesmata angenommen werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien & Molekularbiologische Reagenzien

Zur Herstellung von Puffern und Ldésungen wurderferso nicht anders angegeben,
Chemikalien der Reinheitsstufe p.A. der Firmen Appem GmbH (Darmstadt), Carl
Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Duchefa BiochemieV/B(Haarlem, Niederlande),
Merck KGaA (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich Inc. (Miven) verwendet.

Alle molekularbiologischen Reagenzien wurden, sofeicht anders vermerkt, von

Fermentas International GmbH (St. Leon-Rot) bezogen

2.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden

2.2.1 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA entsprechend ihres Molekgéavichts wurde in 0,8 %-igen
Agarosegelen (Agarose SP1, Duchefa Biochemie, el@arNiederlande) nach Sambrook
und Russell Molecular Cloning 2001) durchgefuhrt. Als Gréf3enstandard dientes ein
GeneRuler-1 kb-Ladder (Fermentas International GmlI3ti Leon-Rot). Durch die
Anwesenheit von Ethidiumbromid im Gel konnte die ®HNach erfolgter Elektrophorese
durch Bestrahlung mit ultraviolettem Lictt<306 nm) sichtbar gemacht (Image Master
VDS, GE Healthcare, Minchen) und mit einem Bildsstangssystem (Liscap Capture
Application, GE Healthcare, Miunchen; Thermal ImagiBystem FTI-500, Fujifilm,

Dusseldorf) dokumentiert werden.

2.2.2 Konzentrationsmessung von Nukleinsdure-Lésungen

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit mitlfeH der photometrischen
Extinktionen bei 260 nm und 280 nm wurde nach Saolbrund Russell durchgefthrt
(Sambrook und Russell, iMolecular Cloning 2001, S. A8.19-A8.21)

2.2.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Zur Isolierung bestimmter DNA-Fragmente wurden emtsprechenden Banden nach
Agarosegelelektrophorese mit Ethidiumbromid aufemnlLeuchtschirm (Reprostar I,

Camag, Muttenz, Schweiz) visualisiert, ausgesamittin einem 1,5 ml-Eppendorf-
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Reaktionsgefald zerkleinert und mit gleichem VolurRéenol Gberschichtet. Im Anschluss
wurde das Gemisch in flussigem Stickstoff kurz #igefroren, um die Struktur des
Agarosegels aufzubrechen. Es folgte nach grindfichdischen eine 15-mindtige
Zentrifugation bei 13000 rpm und Raumtemperatur.r Déberstand wurde mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahieDie Fallung der DNA erfolgte
nach Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat $#2) und 2 Volumen Ethanol bei -
20°C fur mindestens 20 Minuten. Die ausgefallte DNérde durch Zentrifugation in der
Kihlzentrifuge bei 14000 rpm konzentriert. Nach défaschen des Niederschlags mit
70%-igem Ethanol [v/v] wurde der Niederschlag ba@uRtemperatur getrocknet und in
10-50 pl BOpigestaufgenommen.

2.3 Konstruktion von Expressionsvektoren

Der Vektor zur konstitutiven Expression vpi/hc-proin Weizen wurde durch Restriktion
der entsprechenden Sequenzen und anschlieRenéeidnan einen pBluescript-Vektor
hergestellt. Zur Expression des mutiergeiihc-prowurde in diesen hergestellten Vektor
eine Insertionsmutation durch zielgerichtete Mutege eingeflugt.

Die Konstrukte zur konstitutiven Expression vgil bzw. hc-pro wurden durch
Rekombination mit dem Gateway®-System (Invitrog&mayrisruhe) hergestellt, der im
Falle des mutierten Pl eine Mutagenese-Reaktion etgsprechenden Entryvektors
voranging.

Die Konstrukte zur Lokalisierung eines P1:GFP-Fasproteins bzw. eines HC-Pro:GFP-
Fusionsproteins sowie zur induzierbaren Expressimm pl und glucuronidasewurden
ebenfalls durch Rekombination mithilfe des Gatewegstems (Invitrogen, Karlsruhe)
hergestellt.

Die Sequenzen wurden nach Klonierung bzw. Mutagenes Sequenzierung (MWG
Biotech, Ebersberg) tGberprift.

2.3.1 E. coli-Stamme

E. coli DH5-a (Invitrogen, Karlsruhe) F@80 dlacZ AM15 A(lacZYA-argF) U169recAl
endAl hscAR17(k’, m") phoA sugE44X thi-1 gyrA96 relAl
Dieser rekombinationsdefiziente Stamm wurde Ubheleese fir die Vermehrung von

Plasmiden eingesetzt. D@80 lacZ AM15-Mutation erlaubti-Komplementierung mit dem
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in pUC-Vektoren kodiertena- Donor-Fragment def3-Galactosidase. Ausbeute und
Qualitat der Plasmide werden durch diedAl Mutation erhdht, wahrend dieecAl
Mutation die Stabilitat des Inserts verstarkt.

E. coli DB3.1 (Invitrogen, Karlsruhe) F gyrA462 endAl A(srl+ecA) mcrB mrr
hsdS20(k-, me-) sufE44ara-14 galk2 lacY1 proA2 rpsL20(Snf) xyl-5 A- leu mtlL

DieserE. coli Stamm verfugt Gber eine Mutation im GyrasegewA462), weshalb er
gegeniber dem CCDB-Protein resistent ist. Dies glioti es, in diesen Bakterien
Gateway®-Donor- bzw. Gateway®-Destinationsvektarevermehren.

E.coli XL1-Blue (Stratagene, Amsterdam, NiederlandegcAl endAl gyrA96 thi-1
hsdR17 sup E44 relAl I4E’ proAB lacfZAM15 Tn10 (Tet)]

Dieser Stamm wurde zur Durchfiihrung von Transfolonan im Rahmen der gerichteten
Mutagenese und anschlie3ender Vermehrung der Rlasrarwendet. Das F' Episom tragt

eine Tetrazyklinresistenz.

2.3.2 Oligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide als Primer fUr dieyRwrase-Kettenreaktion wurden von
der Firmen MWG-Biotech AG (Ebersberg), MicrosyntiG ABalgach, Schweiz) oder

Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

Primer fir Klonierung mittels Restriktion/Ligation

Konstitutive Expression

PCR-Produkt  Oligonukleotidsequenz Produktlange

P1/HC-Pro 5-CCGGATCCAATGCAACAGCGAATTGT-3 2228 bp
5'-CCGGATCCTICAGCCAATTTTGTAATCTTT-3'

Primer fir die gerichtete Mutagenese von P1 bzyvHE1Pro

Oligonukleotidsequenz

S-GTTGACGGTCTATTTACCATGGCAATTGTCATGGGAAGATG-3’
S'-CATCTTCCCATGACAATTIGCCATGGTAAATAGACCGTCAAC-3
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Die fur die gerichtete Mutagenese verwendeten Rrimeghhalten neben eines Teils der
kodierenden Sequenz von pl eindrameinsertion von neun Nukleotiden (unterstrichen),
die zum einen ein Tripeptid kodieren, zum anderiee eeue Restriktionsstelle fica

darstellen. Damit kann die erfolgreiche Einflihrudeg Insertion noch vor Sequenzierung

durch Restriktion Gberpruft werden.

Primer fiir Klonierung mittels Gateway®-Rekombinatio

Konstitutive Expression

PCR-Produkt  Oligonukleotidsequenz Produktlange

P1 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 1117 bp
ATGGCAACAGCGAATTGTTTGCTC-3
5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
TCAATACCATCTAAGTCCATGTG-3

HC-Pro 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 1213 bp
ATGGGCGACCAAGCAGTGAACAAAG-3’
5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
TCAGCCAATTTTGTAATCTTTCATTG-3

N-terminale Fusion an gfp

PCR-Produkt  Oligonukleotidsequenz Produktlange

P1 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 1120 bp
TCATGGCAACAGCGAATTGTTTGCTC-3
5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
GATACCATCTAAGTCCATGTG-3

HC-Pro 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 1216 bp
TCATGGGCGACCAAGCAGTGAACAAAG-3
5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
GGCAAATTTTGTAATCTTTCATTG-3’
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2.3.3 Plasmide

Fur Klonierungen mittels Restriktion/Ligation verwe ndete Plasmide

pBluescript” SK (+)

Wegen der Mdglichkeit der Blau-Weiss-Selektion so®elektion auf Ampicillinresistenz
durch das Ampicillinresistenz-ORBI&) wurde pBluescript SK (+), ein pBluescript I
Phagemid (Stratagene, Amsterdam, Niederlande),diéirKlonierung der kodierenden

Sequenz vopl/hc-proverwendet.

f1 (+) ori
(+) ori P lac

lacZ’ UC ori bla
\ T i

Abbildung 3: pBluescript SK (+). (f1 (+) ori: f1 J+ReplikationsursprunglacZ’: a-Donor-
Fragment def3-Galactosidase; P lac: lac Promotor; pUC ori: pU&plRationsursprungbla:
Ampicillin-Resistenzgen; P: Polylinker)

pUBIGFP (Schaaf, 2001)

Das Plasmid pUBIGFP (6155 bp) tragt ein chimaresTggp-Gen (Panget al, 1996) unter
der Kontrolle eines Ubiquitin-Promotors aus Maigi(i€tensen und Quail, 1996), sowie
die Polyadenylierungssequenz des NopalinsynthasegesAgrobacterium tumefaciens
(Gan und Amasino, 1995).

Ubiquitin-Promotor S65Tgfp  Nos-Terminato

Abbildung 4: pUBIGFP (Ubiquitin-Promotor: Ubiquitifromotor aus MaisS65Tgfp Gen fur ein
chimares g¢fp; Nos-Terminator: Polyadenylierungssequenz des Nmyathasegens aus
Agrobacterium tumefacieps
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pSG516 (Gan und Amasino, 1995)

Das Plasmid pSG516 (5922 bp) enthalt das Isopelttansferasegen ausgrobacterium
tumefaciens unter der Kontrolle des seneszenzspezifischen QA@amotors aus
Arabidopsis thalianasowie die Polyadenylierungssequenz des Nopalihagegens aus
A. tumefaciensZur Konstruktion des Expressionsvektors fur P1AG wurde der Nos-
Terminator von pSG516 verwendet.

SAG12-Promotor ipt Nos-Terminato

Abbildung 5: pSG516 (SAG12-Promotor: seneszenzipelzer Promotor ausArabidopsis
thaliang ipt: Isopentenyltransferase-Gen ausgrobacterium tumefaciensNos-Terminator:
Polyadenylierungssequenz des Nopalinsynthasegeifs awmefaciens

Zur Konversion in einen Gateway®-Vektor verwendetePlasmide

pUBINOS (Huber, nicht publiziert)

PUBINOS (5443 bp) ist ein abgeleitetes pBluesddpagemid, das den Ubiquitin-
Promotor aus Mais (Christensen und Quail, 1996) h&nt sowie die

Polyadenylierungssequenz des Nopalinsynthasegess Aautumefaciens(Gan und

Amasino, 1995). Der Vektor wurde von Dr. M. Hubénmstitut fir Physiologie und
Biotechnologie der Pflanzen, Universitat Hohenheior,Verfigung gestellt.

Ubiquitin-Promotor Nos-Terminator

Abbildung 6: pUBINOS (Ubigitin-Promotor: UbiquitiBromotor aus Mais; Nos-Terminator:
Polyadenylierungssequenz des Nopalinsynthasegsmsyaobacterium tumefaciehs
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Fur Gateway®-Rekombinationen verwendete Plasmide

Donor-Vektoren

pDONR221® (Invitrogen, Karlsruhe)

Der Vektor pDONR221® (4762 bp) wurde zur Klonieruargplifizierter DNA-Fragmente
mittels Gateway®-Rekombination verwendet. Er tigt Kanamycin-Resistenzgen sowie
innerhalb der von attP-Stellen flankierten Kassette eirccdBGen und ein

Chloramphenicol-Resistenzgen.

attP1 ccdE chl’ attPz Kan' pUC Ori
o= |

Abbildung 7: pDONR22® (attP1, attP2 attP-RekombinationsstellenccdB ccdB-Gen,
Gyrasehemmerchl: Chloramphenicol-ResistenzgeKan: Kanamycin-Resistenzgen; pUC ori:
pUC Replikationsursprung)

Entry-Vektoren

PENTR-GUS® (Invitrogen, Karlsruhe)
PENTR-GUS® (3841 bp) ist ein Entry-Vektor, der #aart von attL-Stellen das Gen flr
B-Glucuronidasedug ausArabidopsis thaliangdKertbunditet al, 1991) enthalt.

attL1 gus attLt2  pUC Ori Kar'
— -

Abbildung 8: pENTR-GU® (attL1, attL2 attlL-Rekombinationsstellengus B-Glucuronidase-
Gen; pUC ori: pUC Replikationsurspruri§gan’: Kanamycin-Resistenzgen)

Destinationsvektoren

pMDC7 (Curtis und Grossniklaus, 2003)

pMDC7 (13228 bp) ist ein von pER8 (Zuet al, 2000) abgeleiteter Gateway®-
Destinationsvektor zur Estradiol-induzierbaren Egsion. Das Estradiol-induzierbare
System (Zuoet al, 2000) beruht auf zwei Komponenten: zum einen d@mstitutiv

exprimierten, chiméaren Transkriptionsfaktor XVEy @es der DNA-Bindungsdoméane des
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bakteriellen Repressors LexA abgoli (X), der Transkriptionsaktivierungsdoméne VP16
(V; Dalrympleet al, 1985) und der C-teminalen regulatorischen Redesmenschlichen
Ostrogenrezeptors (E; Greere al, 1986) besteht. Der Transkriptionsfaktor XVE steht
unter Kontrolle des konstitutiven Promotors G10{Bhige et al, 1999), der aus einem
Tetramer der G-Box 10-Sequenz (GCCACGTGCC) fusibrae einem minimalen -90
CaMV-35S-Promotor besteht.

Die zweite Komponente des Systems besteht aus @wagrskriptionseinheit aus acht
Kopien der LexA Operatorsequenz, die an einen -4MZ35S Minimal-Promotor
fusioniert sind (Benfeyet al, 1990). Das System wird durch Zugabe von Estftadio
aktiviert, welches an die regulatorische Region @efrogenrezeptors bindet und diesen
durch nachfolgende Bindung mehrerer zellularerddnet einschlie3lich HSP90, aktiviert.
Nach Bindung des aktivierten Transkriptionsfakt®¥dE an die LexA Operatorsequenz
startet die Transkription des Gens. Die induziémeression eines Gens wird demzufolge
Uber zwei Parameter gesteuert: die Starke der ikatngen Expression von XVE sowie die
Konzentration des Induktors im Zellkern. p7Estradiol scheint im Vergleich zu 4-
Hydroxyl-Tamoxifen, einem starken Induktor in tsmihen Zellen, in Pflanzen eine
starkere Induktion zu bewirken (Zet al, 2000).

Die von attR-Stellen flankierte Gateway®-Kassette agsB-Gen und Chloramphenicol-
Resistenzgen wird umrahmt von acht Kopien der Léq#eratorsequenz und einer poly-
Adenylierungssequenz.

G10-90- LexA-46 35S T3A
Promotor Promotor
h chl’
XVE yd ccdE
RB ‘ attR1 ‘attRZ LB
| | /

Abbildung 9: pMDC7 (RBright border, LB: left border G1090: konstitutiver Promotor aus G-
Box 10 Sequenz und -90-CaMV-35S-Promotor; XVE: dmen Transkriptionsfacktor XVE
bestehend aus der DNA-Bindungsdoméne des bakegri®kepressors LexA auscoli (X), der
Transkriptionsaktivierungsdomane VP16 (V) und dete@inalen regulatorischen Region des
menschlichen Ostrogenrezeptors (Byd: Hygromycin-Resistenzgen; LexA-46 35S Promotor:
LexA Operatorsequenz fusioniert an den minimaleéiG4MV-35S-PromotorattR], attR2 attR-
RekombinationsstellenccdB ccdB-Gen, Gyrasehemmechl: Chloramphenicol-Resistenzgen;
T3A: Polyadenylierungssequenz)
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pK7FWG2 (Karimi et al, 2002)
pK7FWG2 (11880 bp) dient der Expression eines Gésteasproteins, wobei das Zielgen
an den N-Terminus von GFP fusioniert ist. Die \attR-Stellen flankierte Gateway®-

Kassette besteht ausdB-Gen und Chloramphenicol-Resistenzgen.

T35S 35S-
Terminator Promotor
attR2 attR1 RB LB
edft | ccdB chl spet karl
|1 | | |

Abbildung 10: pK7FWG2 (T35S Terminatoegfp enhanced green fluorescent proteattR2,
attR1 attR-RekombinationsstellengcdB ccdB-Gen, Gyrasehemmechl: Chloramphenicol-
Resistenzgen; 35S-Promotor: CaMV-35S-Promotor; RBht border, spe¢ Spectinomycin-
Resistenzgen; LBeft border kard: Kanamycin-Resistenzgen)

2.3.4 Antibiotika

Ampicillin, Carbenicillin, Kanamycin, Streptomyciund Spectinomycin wurden in
bidestilliertem Wasser gelést und mit Filtropur BZ@iltern von Sarstedt AG & Co
(NUrnbrecht) sterilfiltriert. Chloramphenicol wurde Ethanol geldst. Die Ldsungen
wurden bei -20 °C aufbewahrt. Sofern nicht andersmjegeben, betrugen die

Antibiotikakonzentrationen im Medium 50 pg/ml.

2.3.5 LB-Medium

LB-Medium (LB Broth low salt, Duchefa Biochemie, &&m, Niederlande) wurde zur
Anzucht vonE. coli verwendet. Zur Herstellung von LB-Flissigmediunrden 20 g LB
Broth in 1 | HOpigestgelost und die Losung 20 Minuten lang bei 121°Gafautoklaviert.
Bei der Herstellung von Festmedium wurde vor dentoRlavieren 15,0 g Plant Agar
(Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande) zu deuind zugegeben.
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2.3.6 Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente Zellen wurden nach dem Protokoll nachaHan hergestellt (Sambrook und
Russell, inMolecular Cloning 2001, S. 1.105 — 1.111).

2.3.7 Isolierung von Plasmid-DNA

Maxipraparation

Die Maxipraparation von Plasmid-DNA als coli durch alkalische Lyse wurde nach
Sambrook und Russell durchgefuhrt. (Sambrook urgs&Ul in:Molecular Cloning 2001,
S. 1.38 - 1.41, verandert).

Dazu wurden 40 ml einer Uber Nacht gewachsenenuKalbzentrifugiert (5000 rpm,
10 Minuten,4°C) und der Niederschlag in 1 ml eiskalter Lésuimgsuspendiert. Durch
Zugabe von 1,3 ml Loésung Il erfolgte eine alkalschyse der Bakterien. Nach
funfminatiger Inkubation auf Eis wurde die Mischudgrch Zugabe von 1,15 ml eiskalter
Losung 11l neutralisiert und nach weiteren 10 Memutinkubation auf Eis durch Zugabe
von 1,35 ml Losung IV die Proteine ausgefallt. Dusne weitere Zentrifugation (15000
rpm, 20 Minuten4°C) wurde die im Uberstand geldste Plasmid-DNA den ausgeféllten
bzw. nicht gelosten Bestandteilen getrennt. DieluRgl der Plasmid-DNA aus dem
Uberstand erfolgte durch Zugabe von 5 mDkkes: und 20 ml eiskalten Ethanol (99 %
[v/v]) und einer anschlieRenden Zentrifugation @@O0rpm, 30 Minuten, 4°C). Nach
Verwerfen des Uberstands wurde der Niederschlagpgetet und in 600 pl Lésung V
gelost. Die wassrige DNA-L6sung wurde in ein 1,5Relaktionsgefal’ tberfuhrt. Noch in
der DNA-Aufarbeitung befindliche RNA wurde durchnei Behandlung (20 Minuten,
37°C) mit 12 pl pankreatischer RNAse (2 mg'nlabgebaut. Die Entfernung von
Proteinresten wurde durch Ausschitteln gegen g@eictilolumina an Phenol,
Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol (25:24:1) u@thloroform erreicht. Die Oberphase
wurde abgenommen und anschlielend mit dem 2,5+ia¢bkimen an eiskaltem Ethanol
versetzt. Nach einer 20-minutigen Inkubation beD°@ wurde die Plasmid-DNA
abzentrifugiert (10000 rpm, 15 Minuten, 4°C), dagetrocknet und in 200 pl Losung V
wieder gelost. Die Plasmid-DNA wurde durch ernetiiggabe des 2,5-fachen Volumens
an eiskaltem Ethanol gefallt, was durch die Zugabe bis zu 200 pl Lésung VI und
anschlielende Anpassung der Ethanolmenge erldgiotrden konnte. Nach erneuter

Inkubation und Zentrifugation (Parameter s.0.) veudgr Niederschlag noch mit Ethanol
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(70 % [viv]) gewaschen, im Vakuum getrocknet und 50 pl sterilem HOpigest

aufgenommen.

Ldsung I 25 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM Glucose; i EDTA
Ldsung Il 0,2 M NaOH; 1 % [w/v] SDS, getrennt @l und aufbewahrt
Losung I 5 M Kaliumacetat

Losung IV: 10 M Ammoniumacetat

Losung V: 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA
Losung VI: 0,3 M Natriumacetat

Minipraparation

Die Minipraparation wurde nach Sambrook und Rusdalichgefihrt. (Sambrook und
Russell, inMolecular Cloning 2001, S. 1.32 - 1.34, verandert).

Die Minipraparationsmethode zur Isolierung von RimsDNA aus E.coli wurde
verwendet, wenn nur kleine DNA-Mengen -zum Beispiét Kontrollrestriktionen-
benétigt wurden.

Von einer Uber Nacht gewachsenen 3-ml-Kultur wurdg® ml in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefall Uberfuhrt und 2 Minuten zentrifugi@0000 rpm, 4°C). Nach Verwerfen
des Uberstandes wurde der Niederschlag in 100 fdcAluRlosung resuspendiert und ein
gleiches Volumen Phenol/Chloroform/lsoamylalkohd5:@4:1) zugegeben, um die
Proteine der lysierten Bakterien aus der wassrigdmase zu entfernen. Nach ca.
halbminldtigem intensivem Mischen wurde die Emulsientrifugiert (10000 rpm, 1
Minute, 4°C) und die obere wassrige Phase in eilresi&efald tberfiihrt. Dieser wurde das
2,5-fache Volumen an eiskaltem Ethanol zugegebehdimn DNA 20 Minuten bei —20°C
gefallt. Durch anschlielBende Zentrifugation (14006, 10 Minuten, 4°C) bildeten diese
dann einen Niederschlag, der nach Verwerfen desstiyels in 1 ml Ethanol (70% [v/v])
gewaschen, dann in Vakuum getrocknet und in 15tgrileam HOpi4est aufgenommen
wurde.

Da in dem Isolat noch die bakterielle RNA enthaltesar, wurde nachfolgenden

Restriktionsansatzen immer RNAse zugesetzt.

Aufschlu3lésung: 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 2,5 M Li@&2,5 mM NaEDTA;
4% (v/v) Triton X-100
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2.3.8 Vektoren zur konstitutiven Expression

2.3.8.1 Konstruktion des Vektors pPH zur konstitutiven Expression vorpl/hc-pro

Die kodierende Sequenz vgi/hc-prowurde unter Verwendung der cDNA des Stamms
,oldney 81" des Weizenstrichelmosaikvirus (von Blay Scheets, State University of
Oklahoma, USA, zur Verfugung gestellt) als templateplifiziert. Das PCR-Programm
hatte folgenden Ablauf: Zu Beginn erfolgte ein Dem@rungsschritt bei 95°C fur 5
Minuten. Die folgenden 40 Zyklen hatten einen Danatungsschritt von 95°C fir 1
Minute, einen Hybridisierungsschritt von 60°C fuMinute und einen Elongationsschritt
von 72°C fiur 90 s. Nach Ablauf der 40 Zyklen erfelgine letzte Elongationsphase bei
60°C von 5 Minuten. Der Reaktionsansatz mit eineoturhen von 50 ul beinhaltetex 1
PCR-Reaktionspuffer, 200 uM dNTP, 1 uM forward Rniml uM reverse-Primer, 1,5
mM MgCl,, 200 pg WSMV-cDNA, 1u Tag-Polymerase;(igest

An den Enden der kodierenden Sequenz von P1/HGaRrden durch entsprechendes
Primerdesign die Restriktionsstellen &anH| angehangt, so dass das PCR-Produkt durch
nichtdirektionale Klonierung in einen pBlueschpBK (+)-Vektor (siehe Abschnig.3.3,
Abbildung 3) eingefiigt werden konnte. Dazu wurde B&R-Produkt nach Sambrook und
Russell gereinigt (Sambrook und Russell, Molecular Cloning 2001, S. 8.25 — 8.29),
indem eine Proteinase K-Behandlung mit anschlie@eftandard-Ethanol-Préazipitation,
Abtrennung der nicht-eingebauten Primer durch Asgegelelektrophorese und
Wiedergewinnung des PCR-Produkts aus dem Agarodegehgefihrt wurde.

Das so gereinigte PCR-Produkt wurde BatmHI nach Herstellerangaben restringiert. Die
abgetrennten Enden wurden wiederum durch Agarosleffgiophorese entfernt und das
PCR-Produkt aus dem Agarosegel wiedergewonnenv&asendete pBluescriptSK (+)-
Phagemid wurde miBanHI linearisiert und durch Phosphatasml{ intestine alkaline
phosphatageBehandlung dephosphoryliert, um die Wahrschehkiit einer
Selbstligation zu verringern. Die Ligation des PERdukts mit dem dephosphorylierten
Vektor erfolgte mittels T4-Ligase (Fermentas) nadHerstellerangaben. Der
Ligationsansatz wurde fur die Transformation dé&ombinanten Plasmide in kompetente
Zellen (E. coli DH5a) verwendeti-Komplementierung war durch die Verwendung des
Bakterienstamntk. coli DH5-a in Kombination mit pBluescript SK (+) méglich, so dass
Kolonien, deren Phagemid ein Insert enthielt, duBlau-Weiss-Selektion selektiert

werden konnten. Einbau und Insertionsrichtung g@érhc-prokodierenden Sequenz
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wurden durch Kontrollrestriktionen manHI und EcoRV Uberpruft.

Aus pUBIGFP (siehe Abschni®.3.3, Abbildung 4) wurde der Ubiquitin-Promotorrciu
Restriktion mitPst ausgeschnitten und durch nichtdirektionale Klomig vorpl/hc-pro
in den Vektor pBS-P1/HC-Pro eingebaut. Der Einbaas dPromotors wurde durch
Restriktion mitPst und Sal verifiziert.

Aus pSG516 (siehe Abschnizt3.3, Abbildung 5) wurde die Polyadenylierungsssqu
des Nopalinsynthasegens aus tumefaciensmit Sad ausgeschnitten und durch
nichtdirektionale Klonierung in pBS-Ubi-P1/HC-Prangebracht. Zur Analyse wurden
Kontrollrestriktionen mitBspl'l und EcoRV durchgefihrt. Bei richtigem Einbau wurden
Fragmente von 3,1 kbp, 2,8 kbp und 1,5 kbp erzielt.

Ubiquitin-Promotor pl/hc-pro Nos-Terminator

Abbildung 11: pPH (7472 bp). Dieses modifiziertdyscript’ SKII (+) Phagemid beinhaltet die
kodierende Sequenz fir das Polyprotein P1/HC-P® \Weizenstrichelmosaikvirus unter der
Kontrolle des Ubiquitin-Promotors aus Mais und &s-Terminators des Nopalinsynthasegens
ausAgrobacterium tumefaciens.

2.3.8.2 Konstruktion der Vektoren pUBINOS-P1 und pUBINOS-HC-Pro zur

konstitutiven Expression vonpl und hc-pro

Fur die Konstruktion der Vektoren pUBINOS-P1 undBINOS-HC-Pro wurde statt der
in Abschnitt 2.3.8.1 eingesetzten ,Restriktions-/Ligationsmetfoddas Gateway®-
Rekombinationsverfahren nach Herstellerangaberntiomen, Karlsruhe) verwendet.

Beim lysogenen Weg benutzt der Phageinen gezielten Rekombinationsmechanismus,
um sein Genom in das Bakterienchromosom zu integrieDas Gateway®-system der
Firma Invitrogen (Karlsruhe) nutzt den Rekombinasimechanismus des Phademus,
um Sequenzen effizient in Vektoren einbringen zondin. Dazu werden in einem ersten
Schritt Sequenzen durch PCR amplifiziert, wobei medd der PCR attB-
Rekombinationsstellen angeh&ngt werden.

In einem ersten Rekombinationsschritt (der sogeeamnnBP-Reaktion) wird die
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amplifizierte Sequenz dann in einen ,Donorvektor:B( pDONR221®) eingebracht.
Dabei wird die von attP-Stellen flankierte Sequeles Donorvektors, die zumeist ein
ccdBGen und ein Resistenzgen (z.B. ChloramphenicoisRe®gen) enthalt, ersetzt
durch eben die amplifzierte Sequenz. Die dabeiemstehende, das eingebrachte Gen nun
flankierende Sequenz wird adstL-Site bezeichnet. Transformierte Zellen werdenitpos
gegen ein Antibiotikum (z.B. Kanamycin) selektiesgwie negativ durch die Expression
desccdBGens. Dieses bewirkt durch seine Eigenschaft simsehemmer, dass Zellen,
die mit dem Donorvektor transformiert wurden, sicicht vermehren kénnen. Durch
negative und positive Selektion werden nur Zellehaken, die einen Vektor mit der
amplifizierten Sequenz tragen. Die erhaltenen Mekto(nun Entry-Vektoren genannt)
werden durch geeignete Restriktionsspaltungen ulkerpowie die Zielsequenz durch
Sequenzierung Uber M13-Stellen verifiziert.

Von besonderem Vorteil ist, dass die in einem EN&ktor enthaltene Zielsequenz in
einer zweiten Rekombinationsreaktion in eine Viklzaszon Destinationsvektoren
eingebracht werden kann, ohne die Notwendigkeitsadi&equenz nochmals durch
Sequenzierung zu Uberprufen, da die RekombinagakRipn konservativ ist.
Transformierte Zellen werden wiederum, wie obencbesben, negativ und positiv

selektiert.

Konversion von pUBINOS in einen Gateway®-Vektor

Zunachst wurde der Vektor pUBINOS zur konstitutierpression (siehe Abschnit3.3,
Abbildung 6) in einen Gateway®-Vektor konvertiddie Konversion des Vektors wurde
mit Hilfe des Gateway® Conversion-Kits nach Hetstalngaben (Invitrogen, Karlsruhe)
durchgefuhrt. Eine Kontrollrestriktion mRst zeigte, dass der Leserahmen B (bestehend
aus attR-RekombinationsstellengcdBGen und Chloramphenicol-Resistenzgen) in der

richtigen Orientierung eingebaut worden war.

Ubiquitin-Promotor chl' ccdB Nos-Terminator

attR1 ‘
|

attR%
|

Abbildung 12: pUBINOS-Gateway®-Vektor (7156 bp; dgbitin-Promotor = Ubiquitin-Promotor
aus Mais;attR], attR2 attR-Rekombinationsstellerchl’: Chloramphenicol-ResistenzgeogdB
ccdB-Gen, Gyrasehemmeélps-Terminator = Poyladenylierungssequenz des Nopaithasegens
ausAgrobacterium tumefacieps
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pUBINOS-P1

Die kodierende Sequenz vaml wurde unter Verwendung des in Abschrizt3.8.1
beschriebenen pBluescripVektors als template, der die kodierende Sequemzpt/hc-
pro enthalt, amplifiziert. Das PCR-Programm hatte déoiden Ablauf: Zu Beginn erfolgte
ein Denaturierungsschritt bei 95°C fur 30 Sekund®a.folgenden 30 Zyklen hatten einen
Denaturierungsschritt von 95°C fur 30 Sekundeneridlybridisierungsschritt von 50°C
fur 30 Sekunden und einen Elongationsschritt votC72r 90 s. Der Reaktionsansatz mit
einem Volumen von 50 pl beinhaltete PCR-Reaktionspuffer, 800 uM dNTP, 400 uM
forward Primer, 400 uM reverse Primer, 2,5 mM Mg@®D ng pBluescrippl/hc-prq 1lu
Tag-Polymerase, #pigest Reinigung des PCR Produkts und BP-Rekombination m
pDONR221® (siehe Abschni®t 3.3, Abbildung 7) erfolgten nach Herstellerangalach
Verifizierung des Inserts durch Segenzierung etéolglie LR-Rekombination des
erhaltenen Entry-Vektors pENTR221-P1 mit dem Desiomsvektor pUBINOS-
Gateway® (siehe Abschnit2.3.8.2, Abbildung 12) nach Herstellerangaben, uem d

Expressionsvektor pUBINOS-P1 zu erzielen.

Ubiquitin-Promotor pl Nos-Terminator
attEil ‘ attB2 ‘

Abbildung 13: pUBINOS-P1 (6560 bp). Dieser von pNBIS-Gateway® abgeleitete Vektor
beinhaltet unter der Kontrolle des Ubiquitin-Proorst aus Mais und des Nos-Terminators des
Nopalinsynthasegens afAgrobacterium tumefacierdie Sequenz fir die kodierende Sequenz von
pl aus dem Weizenstrichelmosaikvirbiquitin-Promotor = Ubiquitin-Promotor aus Mais;
attB1, attB2 attB-Rekombinationsstellepl: kodierende Sequenz von P1(Proteinl) von WSMV;
Nos-Terminator = Poyladenylierungssequenz des Nupalthasegens aug\grobacterium
tumefacieng

pUBINOS-HC-Pro

Die kodierende Sequenz vdit-pro wurde unter Verwendung des in Abschriii8.8.1
beschriebenen pBluescfipVektors als template, der die kodierende Sequemzpt/hc-
pro enthalt, amplifiziert. Das PCR-Programm hatte déoiden Ablauf: Zu Beginn erfolgte
ein Denaturierungsschritt bei 95°C fur 1 MinuteeDolgenden 30 Zyklen hatten einen
Denaturierungsschritt von 95°C fur 1 Minute, eiybridisierungsschritt von 53°C fir 1

Minute und einen Elongationsschritt von 72°C fur €0Der Reaktionsansatz mit einem
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Volumen von 50 ul beinhaltete< P CR-Reaktionspuffer, 1,6 mM dNTP, 400 uM forward
Primer, 400 uM reverse Primer, 2,5 mM MgG0 ng pBluescrippl/hc-prq 2u Tag-
Polymerase, bDpigess Reinigung des PCR Produkts und BP-Rekombinatiom m
pDONR221® (siehe Abschnit 3.3, Abbildung 7) erfolgten nach Herstellerangalach
Verifizierung des Inserts durch Segenzierung etéolglie LR-Rekombination des
erhaltenen Entry-Vektors pENTR221-HC-Pro mit demstidationsvektor pUBINOS-
Gateway® (siehe Abbildung 12) nach Herstellerangahem den Expressionsvektor
pUBINOS-HC-Pro zu erzielen.

Ubiquitin-Promotor hc-pro Nos-Terminator

attB1 ‘ attB2
|

Abbildung 14: pUBINOS-HC-Pro (6659 bp). Dieser yoldBINOS-Gateway® abgeleitete Vektor
beinhaltet unter der Kontrolle des Ubiquitin-Proorst aus Mais und des Nos-Terminators des
Nopalinsynthasegens afAgrobacterium tumefacierdie Sequenz fir die kodierende Sequenz von
hc-pro aus dem Weizenstrichelmosaikvir(igbiquitin-Promotor = Ubiquitin-Promotor aus Mais;
attB1, attB2 attB-Rekombinationsstellenhc-pra kodierende Sequenz fir HC-Prdne(per
component proteinaye aus WSMV; Nos-Terminator = Poyladenylierungssequedes
Nopalinsynthasegens afAgrobacterium tumefacieps

2.3.9 Vektoren zur Expression des mutierterpl/hc-probzw. p1

Gerichtete Mutagenese des FIVMG-Motivs in P1 ausvVS

Durch gerichtete Mutagenese wurde das in P1 korstaFIVMG-Motiv durch Insertion
eines Tripeptids aus Asparagin, Histidin und Glyaemerbrochen (siehe Abbildung 15 und
Abbildung 16). Das Motiv liegt am C-terminalen Endes reifen P1-Proteins bzw. im
nicht-prozessierten P1/HC-Pro-Polyprotein naheSgetstelle von P1 und HC-Pro.

Laut Verchotet al (1991) resultierte die Insertion von 9 Nukleotide der Einflhrung
eines TMA-Tripeptid auf Aminoséureebene. Allerdingairde der Insertionsort nie
sequenziert, so dass die genaue Insertion nichanmekist (Prof. V.B. Vance, pers.
Mitteilung). Aufgrund der in den Verdéffentlichungamgegebenen Daten ist zu vermuten,
dass die Insertion nicht, wie angegeben, auf Andineebene in der Insertion eines TMA-
Peptids resultierte, sondern in der Insertion eMid&-Tripeptids.

Zudem wurde die Mutation zunéchst als ,TEV-F* bebheet (Verchot und Carrington,

1995a,b; Shiet al, 1997), wahrend spatere Untersuchungen zeigtass ddie
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entsprechende Mutation in der urspringlich als ,TEVbezeichneten Mutante vorlag
(Anandalakshmet al, 1998; Prof. V.B. Vance, pers. Mitteilung).

BrSMV-P1l ~~~saan IKP LLQD EBPESLHQEC
WSMU-P1  ~~m~maw ~an L LLSEM DVPDGYQEDC VDGLEIMMEER CAHERIQONA.
TUMV-P1 TTINPGVVCA IffveNG ILTQKRSRS.
PPV-P1 ~~~~KGEVTP FENPM NLSDPMQVY . i
TEV-P1 ~~~~aan LT QSEMLBIRQOG SYG.PAHWY. . SDEMEVDER
S 66
BrSMvV-P1 ..LKTTTGER IEb‘iﬁs
WSMV-P1 ..LKPKCTHG LRWNGD
TUMV-P1 IRKUTRTMSHK Consensus Sequertl/V)(VIXG
PPV-P1 CKUSKKQSNE :
TEV-P1 AKWTFAVCHS (Choiet al, 2002)

Abbildung 15: Aminosauren-Sequenzvergleich der iGiealen Region von P1 alBome streak
mosaic virudBrSMV), Weizenstrichelmosaikvirus (WSMVJurnip mosaic virugTUMV), Plum
pox virus(PPV) undTobacco etch viru¢TEV). Hervorgehoben ist die konservierte Regioe, d
durch die Consensus-Sequenz F(I/V)(V/)XG gekeroiret ist.

Tobacco etch viruéTEV) . F
Weizenstrichelmosaikvirus (WSMV)  .F.

NHG
NHG

Il VRG
IV MG

Abbildung 16: Insertion eines Tripeptids aus AspgaraHistidin und Glycin in das konservierte
FOINV)(VIDXG-Motiv von P1 ausTobacco etch virugTEV) und Weizenstrichelmosaikvirus
(WSMV).

Kit

Zur Durchfuhrung der gerichteten Mutagenese wurds ‘@QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit* (Stratagene, Amsterdam, Niededanthch Herstellerangaben mit den
in Abschnitt2.3.2 angegebenen Primern verwendet.

Wahrend der Mutagenese-Reaktion wird das gesanasmiRl unter Verwendung der
Primer durch eine Polymerase repliziert. Das unsgii¢he Plasmid wird dann durch ein
methylierungssensitives Enzym zerstort, wahrend deu synthetisierten, nicht-
Nach Transfation XL1 Blue

(Stratagene, Amsterdam, Niederlande) wurden Eiokatken vermehrt und das mutierte

methylierten Plasmide intakt bleiben. in E.coli
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Plasmid durch Restriktion und Sequenzierung Ubé&rpru

2.3.9.1 Vektor pPH-mut zur konstitutiven Expression des muterten p1l/hc-pro

Gerichtete Mutagenese des FIVMG-Motivs von P1 a®WV im Vektor pPH

Der Reaktionsansatz (V = 50 pl) beinhaltete 5 pfadh Reaktionspuffer, 50 ng dsDNA
template (pPH, vgl2.3.8.1, Abbildung 11), 125 ng primer 1, 125 ngvar 2, 1 pl dNTP-
Mix, 1 pl PfuTurbo DNA-Polymerase (2.5 U/ul) sovaptional 2 pl DMSO.

Das PCR-Programm hatte folgenden Ablauf: Zu Begirfalgte ein Denaturierungsschritt
bei 95 °C fur 30 Sekunden. Die folgenden 18 Zykiatten einen Denaturierungsschritt
von 95 °C fur 30 Sekunden, einen Hybridisierungstclon 55 °C fur 1 Minute und einen
Elongationsschritt von 68 °C fir 7,5 Minuten (1 k). Der Erfolg der Mutation wurde
durch Restriktion miNcd und Sequenzierung Uberprift. Durch die Sbp-Inservar eine
neue Ncad-Restriktionsstelle etwa in der Mitte der kodiedlen Sequenz vopl/hc-pro
eingefuhrt worden, so dass die Insertion durch eldsmltene Bandenmuster tberprift
werden konnte. Die Mutageneseeffizienz in Reakdoséatzen ohne DMSO betrug 20 %,
in Ansétzen mit DMSO 81 %.

Ubiquitin-Promotor pl/hc-pro-mut Nos-Terminator
Ncol (1745) Ncol (4894 Ncol (3694

Abbildung 17: pPH-mut (7481 bp). Dieser von pPH elbijete Vektor beinhaltet unter der

Kontrolle des konstitutiven Ubiquitin-Promotors awMdais und des Nos-Terminators des
Nopalinsynthasegens aégrobacterium tumefacierdie kodierende Sequenz fur das modifizerte
Polyprotein P1/HC-Pro des Weizenstrichelmosaikvildsrch die Insertion von 9 Nukleotiden

enstand eine newdcd-Restriktionsstelle in dgol/hc-prekodierenden Sequenz.

2.3.9.2 Konstruktion des Vektors pUBINOS-P1-mut zur konstitutiven Expression

des mutiertenpl

Die gerichtete Mutagenese des Vektors pENTR221-Biehé Abschnitt2.3.8.2,
Konstruktion des Vektors pUBINOS-P1) wurde wie irbsghnitt 2.3.9.1 fur pPH
beschrieben durchgefiihrt, mit dem Unterschied, das&longationsschritt nur 4 Minuten
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betrug, da der als Template verwendete Vektor pERPIRP1 wesentlich kirzer war als
pPH. Durch die Insertion von 9 Nukleotiden enstaime neueNcad-Restriktionsstelle in
der pi-kodierenden Sequenz. Nach Uberprifung der erfolftsertionsmutation durch
Restriktion mitNcd und Sequenzierung wurde das mutierte P1 Uber @ateway®-LR-
Reaktion zur konstitutiven Expression in den Vekiestinationsvektor pUBINOS-
Gateway® (siehe Abschni2t3.8.2, Abbildung 12) eingebracht.

Ubiquitin-Promotor pl-mut  Nos-Terminator
Ncol attB1 Ncol attB2
(3321) ‘ (530|0) /

Abbildung 18: pUBINOS-P1-mut (6569 bp). Dieser yitNTR221-P1 und PUBINOS-Gateway®
abgeleitete Vektor beinhaltet unter der Kontrolés dkonstitutiven Ubiquitin-Promotors aus Mais
und des Nos-Terminators des Nopalinsynthasegen&grobacterium tumefaciertdie Sequenz fur
das modifizerte Protein P1 des Weizenstrichelmegai& Durch die Insertion von 9 Nukleotiden
enstand eine neuwdécd-Restriktionsstelle in dgpl-kodierenden Sequenz.

2.3.10 Vektoren zur subzellularen Lokalisierung

2.3.10.1Konstruktion des Vektors pK7FWG2-P1 zur zellularenLokalisierung von P1

Die kodierende Sequenz vaml wurde unter Verwendung des in Abschriz3.8.1
beschriebenen pBluescripVektor als template, der die kodierende Sequemezpighc-
pro enthalt, amplifiziert. Die miattB-Rekombinationsstellen versehenen Primer wurden
so gewahlt, dass sich am 5-Ende der amplifizieg&8equenz ein Start-, am 3’-Ende
aber kein Stopp-Codon befindet. Das letztere wigide C-terminale Fusion unmdglich
machen. Am 3’-Ende der Sequenz yaihwurde noch ein C hinzugefugt, um demading
frame (,Leseraster A"), den die meisten fir C-terminaleisienen vorgesehenen
Gateway®-Zielvektoren benutzen, einzuhalten.

Das PCR-Programm hatte folgenden Ablauf: Zu Begirfalgte ein Denaturierungsschritt
bei 95°C fur 1 Minute. Die folgenden 30 Zyklen leatteinen Denaturierungsschritt von
95°C fur 1 Minute, einen Hybridisierungsschritt v&3°C fur 1 Minute und einen
Elongationsschritt von 72°C fir 90 s. Der Reaktaorsatz mit einem Volumen von 50 pl
beinhaltete ¥ PCR-Reaktionspuffer, 1,6 mM dNTP, 400 uM forwandhier, 400 puM
reverse Primer, 2,5 mM Mg&l 60 ng pBluescrippl/hc-prq 2u Tag-Polymerase,
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H2Opigest Reinigung des PCR Produkts und BP-RekombinatidnpmMONR221® (siehe
Abschnitt2.3.3, Abbildung 7) erfolgten nach Herstellerangalé¢ach Verifizierung des
Inserts durch Seqgenzierung erfolgte die LR-Rekoatimn des erhaltenen Entry-Vektors
PENTR221-P1-fus mit dem Destinationsvektor pK7FWG@&dehe Abschnitt2.3.3,
Abbildung 10) nach Herstellerangaben, um den Espmpasvektor pK7FWG2-P1 zu

erzielen.
T35S 35S-
Terminator Promotor
attB2  attB1 RB LB
egfp pl spet karl
| | | |

(T — S

Abbildung 19: pK7FWG2-P1 (11282 bp) dient der Esgien eines P1l:GFP-Fusionsproteins,
wobei P1 an den N-Terminus von GFP fusioniertDsts Fusionsprotein steht unter Kontrolle des
konstitutiven 35S-Promotorsedfp enhanced green fluorescent proteiattB2, attBl attB-
Rekombinationsstellempl: kodierende Sequenz v (proteinl) von WSMV; RB:right border;
speC.  Spectinomycin-/Streptomycin-Resistenzgen; LBeft border kar: Kanamycin-
Resistenzgen)

2.3.10.2Konstruktion des Vektors pK7FWG2-HC-Pro zur zellularen Lokalisierung
von HC-Pro

Die kodierende Sequenz vdit-pro wurde unter Verwendung des in Abschrit8.8.1
beschriebenen pBluescripVektor als template, der die kodierende Sequemezpighc-

pro enthalt, amplifiziert. Die miattB-Rekombinationsstellen versehenen Primer wurden
so gewabhlt, dass sich am 5’-Anfang der amplifigetic-pro-Sequenz ein Start-, am 3'-
Ende aber kein Stopp-Codon befindet. Das letztetedev eine C-terminale Fusion
unmadglich machen. Am 3’-Ende der Sequenz kospro wurde noch ein C hinzugefugt,
um das Leserastef,Leseraster A“), das die meisten fir C-terminaleisienen
vorgesehenen Gateway®-Zielvektoren benutzen, ealtar

Das PCR-Programm hatte folgenden Ablauf: Zu Begirfalgte ein Denaturierungsschritt
bei 95°C fur 1 Minute. Die folgenden 30 Zyklen leatteinen Denaturierungsschritt von

95°C fur 1 Minute, einen Hybridisierungsschritt v&3°C fur 1 Minute und einen
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Elongationsschritt von 72°C fir 90 s. Der Reaktsorsatz mit einem Volumen von 50 pl
beinhaltete ¥ PCR-Reaktionspuffer, 1,6 mM dNTP, 400 uM forwandhier, 400 uM
reverse Primer, 2,5 mM Mg&l 60 ng pBluescrippl/hc-prq 2u Tag-Polymerase,
H2Opigest Reinigung des PCR Produkts und BP-RekombinatidnpmMONR221® (siehe
Abschnitt 2.3.3, Abbildung 7) erfolgten nach Herstellerangaléach Verifizierung des
Inserts durch Seqgenzierung erfolgte die LR-Rekoatimn des erhaltenen Entry-Vektors
PENTR221-HC-Pro-fus mit dem Destinationsvektor pM/AE2 (siehe AbschnitR.3.3,
Abbildung 10) nach Herstellerangaben, um den Esprasvektor pK7FWG2-HC-Pro zu

erzielen.
T35S 35S-
Terminator Promotor
attB2 attB1 | RB LB
eadft | hc-pro spet karl
| | | |

- i

Abbildung 20: pK7FWG2-HC-Pro (11382 bp) dient dexpEession eines HC-Pro:GFP-
Fusionsproteins, wobei HC-Pro an den N-Terminus @& fusioniert ist. Das Fusionsprotein
steht unter Kontrolle des konstitutiven 35S-Promoiegfp enhanced green fluorescent protein
attB2, attBl attB-Rekombinationsstellenhc-pra kodierende Sequenz vohc-pro (helper
component proteinayevon WSMV; RB: right border, speé: Spectinomycin-/Streptomycin-
Resistenzgen; LBeft border kard: Kanamycin-Resistenzgen)

2.3.11 Vektoren zur induzierbaren Expression

2.3.11.1Konstruktion des Vektors pMDC7-GUS zur induzierbaren Expression von

glucuronidaseals Reportergen

Der Vektor pMDC7-GUS dient der Estradiol-induziedra Expression voglucuronidase
pMDC7-GUS wurde nach Angaben von Invitrogen (Ka&) hergestellt durch
Gateway®-Rekombination des Destinationsvektors pMD@&d des Entryvektors pENTR-
gus® (siehe Abschnift.3.3, Abbildung 8 und Abbildung 9).
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G10-90- LexA-46 35S T3A
Promotor Promotor

XVE  hyd gus
RB attB1 attBZ LB

Abbildung 21: pMDC7-GUS (13415 bp). Dieser von pMD@&bgeleitete Vektor zur Estradiol-
induzierbaren Expression voglucuronidasebeinhaltet unter der Kontrolle des konstitutiven
Promotors G10-90 (Ishiget al, 1999) die kodierende Sequenz des Transkriptiatw®m XVE. In
aktiviertem Zustand bindet XVE an die LexA Operatmuenz und induziert damit die Expression
von glucuronidase (RB: right border, G10-90-Promotor: Tetramer der G-Box 10-Sequenz
(GCCACGTGCC) fusioniert an einen minimalen -90 Cal@hS-Promotor; XVE: chiméarer
Transkriptionsfaktor; hyd: Hygromycin-Resistenzgen; LexA-46 35S Promotor: xAe
Operatorsequenz fusioniert an minimalen -46-CaM®-B3omotor; attBl1, attB2 attB-

Rekombinationsstellengus [-Glucuronidase-Gen; T3A: Polyadenylierungssequdr; left
borde)

2.3.11.2Konstruktion des Vektors pMDC7-P1 zur induzierbaren Expression vonpl

Der Vektor pMDC7-P1 dient der Estradiol-induziedrafExpression vopl aus WSMV.
pMDC7-P1 wurde nach Angaben von Invitrogen (Katiguhergestellt durch Gateway®-
Rekombination des Destinationsvektors pMDC7 (sighschnitt2.3.3, Abbildung 9) und
des Entryvektors pENTR-P1 (siehe Abschnit3.8.2, Konstruktion des Vektors
pUBINOS).

G10-90- LexA-46 35S T3A
Promotor Promotor

XVE hyd pl
RB attB1| attBz |/ LB

Abbildung 22: pMDC7-P1 (12633 bp). Dieser von pMD@lBgeleitete Vektor zur Estradiol-
induzierbaren Expression vl beinhaltet unter der Kontrolle des konstitutivewrRotors G10-
90 (Ishigeet al, 1999) die kodierende Sequenz des Transkriptidtsfs XVE. In aktiviertem
Zustand bindet XVE an die LexA Operatorsequenz imadziert damit die Expression vl
(RB: right border, G10-90-Promotor: Tetramer der G-Box 10-SequenLGBCGTGCC)
fusioniert an einen minimalen -90 CaMV-35S-Prompt&WE: chimarer Transkriptionsfaktor;
hyd: Hygromycin-Resistenzgen; LexA-46 35S PromotorxAeOperatorsequenz fusioniert an
minimalen -46-CaMV-35S-PromotogttBl, attB2 attB-Rekombinationsstellerpl: kodierende
Sequenz vopl (protein] von WSMV; T3A: Polyadenylierungssequenz; L&t borde)
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2.3.12 Anlegen von Bakteriendauerkulturen

Um Bakterienstamme lange Zeit zu lagern wurdenegipbaltige Kulturen angelegt, die

bei —80°C aufbewahrt wurden.

2.4 Biolistische Transformation von Weizen

2.4.1 Verwendete Kultivare

Fir die stabile und transiente Transformation wuilte Sommerweizenvarietdiriticum
aestivunmcv. ,Combi‘ (Engelen Buchling, Oberschneiding; @ssung 1990) verwendet, die
in Deutschland agronomisch eingesetzt wird, sovee \thrietdt ,Bobwhite’ SH 98 26
(CIMMYT, El Batan, Mexiko).

Die Varietat ,Brujo’ (Criadero Klein S.A., Argentien) wurde nur fir die stabile

Transformation eingesetzt.

2.4.2 Anzucht des Pflanzenmaterials

Keimung und Anzucht der Spenderpflanzen erfolgtezgdarig im Gewachshaus in
10 Liter Plastikgefal3en, in die je 30 Karyopsengasét wurden. Als Substrat diente ein
Gemisch aus 70 % Kompost und 30 % Lehm. Die Mintdegieratur betrug 20°C und die
Mindestbeleuchtungsstarke 180 umofshin Pflanzenhshe, die durch Zusatzbeleuchtung

mit Quecksilberdampflampen gewahrleistet wurde.

2.4.3 Plasmide

pGFPBAR (M. Huberet al, 2002)

pGFPBAR dient der konstitutiven Expression der R&gpgene bar und gfp in
monokotyledonen Pflanzen. Der zur Transformatiom Rflanzen wichtige Abschnitt
enthalt das 2,69 kNotl-Fragment aus pMON30049 (Paagal, 1996). Dieses Fragment
besteht aus einem Mais Hitzeschock-Protein 70 tngowie einem chiméren S6&p-
Intron-Gen, deren Expression durch einen verstri@sS-Promoters kontrolliert wird.
Das zweite Intron entspricht dem IV2-Intron des IS5t Gens aus Kartoffeln und wurde
in eine kryptische 5’-Spleil3-Stelle der S65T-Sequeimgefiigt. Des Weiteren enthalt der
Vektor das 2,88 kiHindlll/ EcoRI-Fragment aus pAHC25 mit einem chiméigar-Gen
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unter der Kontrolle des Ubiquitin-Promotors aus $@hristensen und Quail, 1996). Das
bar-Gen ausStreptomyces hygroscopic{Spenceret al, 1990) bewirkt eine Resistenz
gegen Phosphinotricin, das die Glutaminsynthesertem

Ubiquitin-Promotor  Nos-Terminator e35S-Promotor Nos-Terminator

hsp70-
Intron
I

bar S65T-gfp

Abbildung 23: pGFPBAR (8510 bp). Der Vektor dienerdkonstitutiven Expression des
Resistenzgenbar sowie vongfp in monokotyledonen Pflanzen. (Ubiquitin-Promotdbiquitin-
Promotor aus Maisbar: Resistenzgen gegen Phosphinotricin &ui®ptomyces hygroscopicus
Nos-Terminator: Polyadenylierungssequenz des Nuapalthasegens ausAgrobacterium
tumefaciense35S-Promotor: verstarkter 35S Promotor @udiflower mosaiwirus; hsp70-Intron:
Mais Hitze-Schock-Protein 70 IntroB65T-gfp chiméares S653fp-Gen mit Intron).

pPAHC25 (Christensen und Quail, 1996)
pAHC25 dient der konstitutiven Expression des Resmyendar gegen Phosphinotricin
und des Reportergens-glucuronidasein monokotyledonen Pflanzen. Die Expression

beider Gene wird durch den Ubiquitin-Promotor awsdkontrolliert.

Ubiquitin-Promotor Nos-Terminator Ubiquitin-Promotor Nos-Terminator

gus bar

Abbildung 24: pAHC25 (9706 bp). Dieser Vektor diemtir konstitutiven Expression der
Reportergeneglucuronidase bzw. bar unter Kontrolle des Ubiquitin-Promotors (Ubiquitin
Promotor: Ubiquitin-Promotor aus Mais;gus [-Glucuronidase-Gen Nos-Terminator:
Polyadenylierungssequenz des Nopalinsynthasegerss Agmobacterium tumefaciensbar:
Resistenzgen gegen Phosphinotricin @reptomyces hygroscopigus
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2.4.4 Partikelbeschuss

Samtliche Transformationsexperimente wurden mit Ptikelbeschusstechnik (Sanford
et al, 1987) durchgefiihrt. Die Apparatur (PDS-1000/Hes$el-Kikkert, 1993) sowie alle

Zubehdrteile wurden von der Firma BioRad, Minchezogen.

Geréteeinstellungen

Der Innenraum wurde durch 70%igen [v/v] Ethanol réibehensterilisiert, die
Abstoppagitter durch Erhitzen auf 180° C fur 2 Stemdder abflammen. Das Vakuum
beim Partikelbeschuss betrug 27 Zoll Quecksilbéesduas einem Unterdruck von ca.
915 hpa entspricht. Fir den Beschuss wurde HeliemReinheit 4.6 verwendet.

Vorbereitung des Mikroprojektils

250 mg Gold (Biorad, Munchen) wurde in 5 ml deigriem Wasser suspendiert. Nach
einer Ultraschallbehandlung wurde das Gold zweimalVasser gewaschen, danach in 5
ml reinem Ethanol aufgenommen und in 250 Aliquots2@ pl portioniert. Die
ReaktionsgefalRe wurden mit Parafilm verschlossen.

Die Fallung der DNA auf die Goldpartikel (BioRad I800,6 pm Durchmesser) erfolgte
nach Pellegrineschi (Pellegrinesatti al, 2002). Dazu wurden zunachst 20 ul der im
Ultraschallbad kurz homogenisierten Goldsuspensiah je 5 ul DNA (ca. 1 pg/ul)
versetzt und gut durchmischt. Die Fallung der DNéae durch gleichzeitige Zugabe von
50 pul einer 2,5 M Ca@GlLésung und 20 ul einer 0,1 M Spermidinldsung efrei Die
Suspension wurde anschlieRend 15 min durchmisctt kumz in der Tischzentrifuge
abzentrifugiert. Der Niederschlag wurde mit 250701%igem Ethanol (v/v) gewaschen
und in 120 pl reinem Ethanol aufgenommen. Direkt dem Beschuss wurde die
Suspension kurz im Ultraschallbad homogenisiero Beschuss wurden 12 pl der
Suspension eingesetzt, was einer Goldmenge vorudQéntspricht. Fur die 0,1 molare
Spermidinlésung wurden 145 mg Spermidin ((3-Amirogyt)-1,4-diaminobutan) in 10 ml
H2Opigestaufgenommen und durch Filtration mit Filtropur 2 Biltern von Sarstedt AG &
Co (Nurnbrecht) sterilisiert. Die L6sung wurde abigjert und bei —20 °C aufbewabhrt.

Fur die 2,5 molare CaglLdosung wurden 11 g CagLlk 6H,O in HyOpigest in €iNEM
Endvolumen von 20 ml gel6st und ebenfalls durctrdibn mit Filtropur S 0.2 Filtern von
Sarstedt AG & Co (Nurnbrecht) sterilisiert. Die GaCbsung wurde in 1-ml Aliquots bei
4 °C aufbewabhrt.
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Vorbereitung der Makroprojektile

Die Makroprojektile wurden fur 1-2 Minuten in 70 §im [v/v] Ethanol oberflachen-
sterilisiert, die Halterungen durch Erhitzen auf04@ fur 2 Stunden oder abflammen.
Nachdem die Makroprojektile getrocknet und in dedtekungen eingesetzt worden waren,
wurden 12 ul DNA-beladene Goldsuspension mittig aufgetropfie Dirocknung der

Goldsuspension erfolgte unter der Sterilbank.

2.4.5 Transiente Transformation

Vorbereitung des Zielgewebes

Zur Untersuchung der transienten Expression datenrSuppressoren unter Kontrolle des
Ubiquitin-Promotors wurden 2-3 mm grof3e Embryoners &aryopsen der Varietat
,Combi’ verwendet. Zunachst wurden die entspelzkaryopsen einer 15-minttigen
Oberflachensterilisation in einer 25 %igen Steatisns-Stammlésung und 0,01 % Tween
20 unterzogen und anschlieBend funfmal in sterilévasser gewaschen. Unreife
Embryonen wurden unter dem Stereomikroskop prapaiiedem die Karyopse knapp
oberhalb des Embryos aufgeschnitten und der Emimiydeichtem Druck auf die Spitze
der Karyopse herausgedriickt wurde. Die so prapaniemreifen Embryonen wurden mit
der embryonalen Achse nach unten auf MSE3-MediughésAbschniti2.4.6.2) gelegt
und bei 25°C und Dunkelheit kultiviert. Die Stesdtions-Stammlésung enthalt 10,5 %
(w/v) NaOCI; 0,3 % (w/v) NgCO;s; 10 % (w/v) NaCl; 0,5 % (w/v) NaOH.

Zur subzelluldren Lokalisierung von GFP-Fusionsgir@n wurden junge Blatter sowie
unreife Kérner der Weizenkultivare ,Combi’ und ,Behite SH 98 26’ verwendet, die auf
MS Medium ausgelegt wurden.

Partikelbeschuss

Der Partikelbeschuss sowohl zur Untersuchung darstenten Expression von viralen
Suppressoren in Embryonen als auch zur subzeltuldrekalisierung von GFP-
Fusionsproteinen wurde wie unter Abschgit.4 beschrieben durchgefiihrt. Die Abstéande
betrugen zwischen Berstscheibe und Makroprojektill® mm, zwischen Makroprojektil
und Abstoppgitter ca. 3 mm.

Bei der Durchfihrung des Partikelbeschusses zursigaten Expression der viralen
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Suppressoren wurden Berstscheiben eines Sollwentsl850 psi sowie ein Abstand von
9,5 cm zwischen Zielgewebe und Abstoppgitter getydddi den Partikelbeschissen zur
Lokalisierung der Fusionsproteine wurden Berstdmreeines Sollwerts von 900 psi bzw.
1100 psi verwendet, wahrend der Abstand zwischezig&ivebe und Abstoppgitter

zwischen 6,5 und 9,5 cm vatriierte.

Dokumentation und Auswertung

transiente Expression in Weizenembryonen

Um zu Uberprifen, ob der Beschuss der Embryoneinan transienten Expression der auf
den eingebrachten Plasmiden enthaltenen Genenreflltrde diegfp-Expression mit
einem GFP-Scope (Leica MZFL3, Leica Camera AG, Sdlmisualisiert und mit einer
CCD-Kamera (Zeiss Axio Cam, Carl Zeiss GmbH, Obehlem) dokumentiert.

Pro Beschuss wurden ca. 100 Weizenembryonen pedpparnd mit verschiedenen
Konstrukten transformiert. Beschiisse der Embryoméneinem bestimmten Konstrukt
wurden dreimal in unabhangigen Versuchen wiederkaften Tag nach Beschuss wurden
20-30 Embryonen mit etwa 20 bis Bfp-exprimierenden Zellen ausgewahlt. Djép-
Expression wurde mit dem Programm ImageProPlusMferon, Kirchheim/Neckar)
analysiert. Dieses Programm kann Farb- und Helligketerschiede in den beschossenen
Geweben registrieren und dadurch sowohl Flachawdh Anzahl degfp-exprimierenden
Zellen pro Scutellum bestimmen. Finf Tage nach Besswurden Flache und Anzahl der
gfp-exprimierenden Zellen erneut bestimmt. Dabei wurgmveils die gleiche
Vergrofierungsstufe und Belichtungszeit nach einedhfunf Tagen fur die Fotos gewahlt.
Die einen Tag nach Beschuss bestimmten Werte hehUgche degfp-exprimierenden
Zellen wurden addiert und die Summe gleich 100 %etp. Entsprechend wurden die funf
Tage nach Beschuss bestimmten Werte addiert un@eiation zu der fir Tag eins
berechneten Summe gesetzt. Daraus ergibt sichethéive Flachegfp-exprimierender
Zellen funf Tage nach Beschuss. Analog wurden dliative Anzahlgfp-exprimierender

Zellen funf Tage nach Beschuss bestimmit.

transiente Expression zur subzellul&ren Lokalisigyuon Fusionsproteinen

Fur Lokalisierungsstudien wurde ein konfokales Ms#kop des Typs Leica TCS SP Leica
MZFL3 (Leica Camera AG, Solms) verwendet.
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2.4.6 Stabile Transformation

Weizen der Varietat ,Bobwhite SH 98 26’ wurde natgr Methode von Pellegrinesatt
al. (2002) transformiert. In Abbildung 25 ist der Abfader stabilen Transformation von
Weizen schematisch dargestellt. Abbildung 26 zeigtzelne Schritte wie Praparation der
Embryonen, Kallusbildung und Regeneration transgBflanzen.

Unreife Samen

|

Praparation unreifer Embryonen

|

Biolistische Transformation der Embryonen
Kultivierung von embr)l/ogenem Kallus im Dunkeln
l 2-3 Wochen
Regeneration und Selektion von Pflanzchen
l 6-10 Wochen
Aufzucht der vermuteten transgenen Pflanzen
(TO-Generation)
l 4-8 Wochen
Aufzucht der vermuteten transgenen Pflanzen
(T1-Generation)
6-10 Wochen

Phanotypische und molekulare Analyse

Abbildung 25: Schematisches Schaubild zum zeittichdlauf der Weizentransformation. Der

gesamte Vorgang von Partikelbeschuss der Embrydnenzur Gewinnung von transgenen

Pflanzen (TO-Generation) dauert mindestens 3 MonBftanzen der ersten Nachkommen-

Generation (T1-Generation) kdénnen frihestens 4%Htilonate nach Partikelbeschuss analysiert
werden.

Es gibt prinzipiell 4 Parameter, die die Effizieder Weizentransformation bestimmen:
Der Genotyp des verwendeten Weizenkultivars, destahd der Donorpflanzen,

Beschussbedingungen und Dauer und Art der GewelekuEinen umfassenden
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Uberblick lber die verwendete Methoden der Weizarsiormation bieten Ingraet al,
(2001) und Bhallat al. (2006).

Beschussbedingungen kodnnen durch Verdnderung higsier und biologischer
Parameter verandert werden. Physikalische Paramsetdiel3en ein: Art der Fallung der
verwendeten DNA auf Microcarrier, Art und GroR3e didicrocarrier, Beschusssystem,
Beschussdruck, angelegter Unterdruck, Abstand heis®erstscheibe und Macrocatrrier,
Abstand zwischen Macrocarrier und Stoppgitter uhdtAnd zwischen Stoppgitter und zu
beschieRendem biologischen Material. Biologischeaifater umfassen: GroRe der
verwendeten Embryonen, Art der Exzision der Embeyoaus den Kornern, Vorkultur der
Embryonen zur Induktion von embryogenem GewebeBeschuss, Art und Dauer einer
Vorbehandlung der Embryonen vor und nach Besch@sindsatzlich werden die
Beschussbedingungen so gewahlt, dass eine Schgdiden Embryonen durch den
Beschuss mit Microcarriern minimiert wird und glezeitig die Einbringung der
verwendeten DNA in den Zellkern transformierter |@@lmaoglichst effizient ist. Bei zu
starker Schadigung der Embryonen entsteht kein ndevenig embryogener Kallus, die
Regenerationsrate und damit die Transformationsiale. Bei ungentigendem Transfer
von DNA entsteht kein oder zu wenig transgener u&lko dass aus dem embryogenen
Kallus keine transgenen Pflanzen entstehen.

Die beschossenen Embryonen werden fir zwei biswachen im Dunkeln kultiviert, um
die Entstehung embryogenen Kallus zu fordern. Hierlspielt die Art des
Gewebekulturmediums und die HOhe der Auxinkonzéotrain diesem Medium eine
entscheidende Rolle. Auch kann bereits in diesesdi®n ein Selektionsagens zugeflugt
werden. Zumeist werden Medien verwendet, die aof MS-Medium beruhen (Murashige
und Skoog, 1962). Als kinstliches Auxin wird me2s4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-
D) verwendet. An diese Kultivierungsphase schigt eine Regenerationsphase im Licht
an. Dazu werden die Kalli auf Regenerationsmediurarfihrt, welches Ublicherweise
kein Auxin mehr enthalt. Diesem Regenerationsmediwind ein Selektionsmittel

zugefihrt, um die Entstehung nicht-transgener Péarzu hemmen.

Zwar wurden die Parameter Genotyp, Beschussbedyegurund Gewebekultur von
Pellegrineschiet al. (2002) optimiert, doch treten auch am CIMMYT niaiklarbare
Schwankungen der Qualititat der Donorpflanzen alié, die Transformationseffizienz

stark beeintrachtigen. Es ist zwar allgemein amerka dass moglichst vitale
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Donorpflanzen essentiell fur einen Transformaticiodg sind, wie dieser Zustand aber
erreicht und gemessen werden kann, bleibt unklann man noch die haufigen Ausfélle
durch Infektionen der Gewebekultur hinzu, sollte nmaAngaben sowohl zur
Reproduzierbarkeit als auch Hohe der vertffendiohiTransformationseffizienzen im
Allgemeinen mit einem Fragezeichen versehen. Danesler Weizentransformation
notwendig ist, auf embryonales Gewebe zuriickzugmeifscheint die intensive
Erforschung der Parameter, die die Qualitat derdpaitanzen und damit des embryonalen
Gewebes bestimmen, eine vordringliche Aufgabe, widernfalls eine reproduzierbare

Etablierung der Transformationsmethode nicht gelsédtet werden kann.

2.4.6.1 Plasmide

Zur Durchfuhrung der stabilen Transformation wurddasmide verwendet, die mit Hilfe
des Plasmid Midi Kits (Qiagen, Hilden) aus.coli isoliert worden waren. Die
Konzentration wurde mittels Spektroskopie (siehesdmitt 2.2.2) auf 0,5 pg/ul
eingestellt. Die Qualitat der DNA wurde auf einemafosegel Uberprift.

2.4.6.2 Medien
MSE3-Medium

Dieses Medium wurde fiur die Induktion von embryogranKallus verwendet und basiert
auf dem MS Medium von Murashige and Skoog (1962).

Tabelle 1: Zusammensetzung des MSE3-Mediums.

1000 ml

MS Makroelemente () 200 mi

MS Mikroelemente (18) 100 mi

MS Vitamine (1008) 1ml

Thiamin-ClI 0.040 mg
L-Asparagin 0.150 g
Saccharose 20¢
2,4-D (1 mg/ml) 2.5 ml

Bacto-Agar 99
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Fur das MSE3-Maltose-Medium zur Behandlung der Bamten vor dem Beschuss wurde
Saccharose durch Maltose (15 % wi/v) ersetzt.

MS Makroelemente, MS Mikroelemente, MS Vitamine, iarhin-Cl, Asparagin,
Saccharose, 2,4-D und Maltose wurden von Sigma ¢kkém) bezogen, Bacto-Agar von
Becton Dickinson (Sparks, MD, USA).

MSR-Medium

Dieses Medium wurde zur Regeneration der Weizenpfla aus Kallus verwendet und
basiert ebenfalls auf dem MS Medium von Murashigd 8koog (1962). Zur Selektion
vermuteter transgener Weizenpflanzen mit einer S&ast gegen Phosphinotricin (PPT)
wurden nach Sterilisation des Mediums 5 ml einef-B&sung (1 mg/ml) zugegeben. Die
PPT-L6sung wurde nach Sterilisation mit Filtropuf2 Filtern von Sarstedt AG & Co
(NUrnbrecht) bei 4 °C aufbewahrt.

Tabelle 2: Zusammensetzung des MSR-Mediums.

1000 ml
MS Salze 443¢g
Thiamin-ClI 0.040 mg
L-Asparagin 0.15¢
Saccharose 209
Bacto-Agar 99

MS Salze wurden von Sigma (Munchen) bezogen, Phasjicin (PPT) von Duchefa

(Haarlem, Niederlande).

2.4.6.3 Partikelbeschuss

Der Partikelbeschuss wurde wie in Abschi#.4 beschrieben durchgefihrt, allerdings
mit einigen kleinen Modifikationen. So betrug diestanz zwischen Berstscheibe und
Makroprojektil ca. 20mm, zwischen Makroprojektil und Abstoppgitter camB und

zwischen Abstoppgitter und Zielgewebe 9,8 cm. Esdem 900 psi-Berstscheiben

verwendet.
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2.4.6.4 Vorbereitung des Zielgewebes

Die unreifen Kdrner wurden wie in Abschnii4.5 beschrieben sterilisiert, wobei bei der
Praparation der Embryonen die Embryonalachse rmmenei Skalpell entfernt wurde
Abbildung 26 A, B). Es wurden vorzugsweise etwa rh grof3e Embryonen verwendet,
die auf MSE3-Maltose-Medium platziert wurden. Digyparation der Embryonen wurde
vormittags durchgeftihrt, der Partikelbeschuss dihein Nachmittag. Daraus ergibt sich
eine unterschiedliche Verweildauer der Embryonendam MSE3-Maltose-Medium von

einer bis vier Stunden.

2.4.6.5 Gewebekultur

Die Embryonen wurden entweder am Tag des Beschusisam darauffolgenden Tag
von MSE3-Maltose-Medium auf MSE3-Medium tberfulgie wurden fur 2 bis 3 Wochen
im Dunkeln bei 27°C kultiviert, um die Kallusbildgmervorzurufen (Abbildung 26 C, D).
Zum Zeitpunkt des Transfers sollten die Kalli zvisn 0,4 bis 0,7 cm grof3 sein. Die beste
Regenerationsfahigkeit zeigt embryogener, globuldfellus, der etwas harter und
cremefarben ist. Ublicherweise formt sich embry@gefallus an den Seiten des Embryos.
Der Kallus sollte spatestens nach 3 Wochen auRegenerationsmedium MSR Uberfuhrt
werden, das als Selektionsmittel 5 mg/l Phosphitiat{Duchefa, Haarlem, Niederlande)
enthalt, und in eine Lichtkammer bei 26°C und eiRéotoperiode von 16h:8h gestellt
werden, um die Entstehung von Schossen zu induzigkbbildung 26 E, F). Sobald
Pflanzchen aus den Transformationsexperimentennegiget sind und die Kontrolle
(Kallus aus nicht transformierten Embryonen) abgésn ist, werden die vermuteten
transgenen Pflanzen entweder einer zweiten Sefsktiode unterworfen oder zur
Wurzelbildung in MS Medium ohne Selektionsmitteletfiahrt (Abbildung 26 G). Wenn
die Pflanzen stark genug sind und ein gut entwiekeWWurzelsystem haben, erfolgt die
Uberfuihrung in Erde. Sie bleiben dann firr etwasageTunter einer Plastikhaube in einer

Klimakammer und werden dann in das Gewachshauslie(Abbildung 26 H).
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Abbildung 26: Ablauf der Weizentranformation. (Aj@Paration unreifer Embryonen aus Kdrnern.
(B) Unreife Embryonen vor biolistischem Beschus§€) (Embryonen 2-3 Wochen nach
Kultivierung im Dunkeln. (D) Embryogener Kallus.,(E) Aus embryogenem, transgenem Kallus
sich regenerierendegfp-exprimierender Spross, (E) im Tageslicht, (F) nAdnegung der GFP-
Fluoreszenz(G) Selektion vermuteter transgener Schossling&/émgleich zur Kontrolle (untere
Halfte, nicht transformiert). (H) Aufzucht transgerPflanzen. Der Gré3enmaldstab in A bis F stellt
jeweils 1 mm dar. Die Weizenpflanzen in H habenaetime Hohe von 10 cm.

2.5 Analyse der transgenen Weizen-Pflanzen

2.5.1 Aufzucht

Die Aufzucht der transgenen Pflanzen erfolgte inw&ehshaus wie in Abschnig.4.2

beschrieben.

2.5.2 Extraktion genomischer DNA

60-100 mg Blattmaterial (ca. 2-3 cm Weizenblatt)radan in einem 2ml-Eppendorf-
Reaktionsgefall zusammen mit 2 Edelstahlkugeln (DPoesser ca. 1 mm) in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Einsatze der Kugdifaiwurden in flissigem Stickstoff
vorgekuhlt und das Gewebe dann bei Maximalgeschghked fir 3 min zerkleinert. Nach
Zugabe von 1300 pl Extraktionspuffer pro Reakti@igf wurden diese nach kurzem
Mischen bei 65 °C, vorzugsweise bei Intervallsatliittfir 15 min inkubiert. Nach kurzem
Abklhlen (1 min) bei Raumtemperatur wurde 650 plo@iorm/Isoamylalkohol (24:1
[v/v]) zugegeben und kraftig gemischt. Nach Zengdtion (2 min, RT, 14000 rpm) wurde
der wassrige Uberstand in ein neues Reaktionsdafafuhrt. AnschlieBend wurde eine
RNase-Behandlung mit 10 pul RNase (10 pg/ul in TEdPufir 10-20 Minuten bei 37°C
durchgefuhrt. Die Féallung der DNA erfolgte durchgéabe von 700pul Isopropanol. Nach
Zentrifugation (2 min, RT, 14000 rpm) wurde der ttand entfernt, 1 ml Waschpuffer
zugegeben und nach 5 Minuten zwei Minuten langReaimtemperatur und 14000 rpm
nochmals zentrifugiert. Nach Entfernung des Ubadsaerfolgte ein letzter Waschschritt
durch Zugabe von 2 ml Ethanol (70 % [v/v]) und enmoehmalige Zentrifugation (2 min,
RT, 14000 rpm). Der Niederschlag wurde nach Trooknbei Raumtemperatur in 50 pl
H2Opigest gelost und ein Aliquot von 1 pl zur Kontrolle d@ualitét der genomischen DNA

auf einem Agarosegel aufgetragen.

Extraktionspuffer: 0,13 M Tris-Cl, pH 7,5; 0,92 NaCl; 0,067 M EDTA, pH 8,0
Waschpuffer: Ethanol 76 % [v/v] ; 10 mM Ammoniucesat
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253 PCR

2.5.3.1 Primer

PCR-Produkt  Oligonukleotidsequenz Produktlange

P1 5-CCGGATCCAATGGCAACAGCGAATTGT-3' 1077 bp
5-CCCGGATCCTCAATACCATCTAAGTCCATG-3

PCR-Produkt  Oligonukleotidsequenz Produktlange

P1/HC-Pro 5-CCGGATCCAATGGCAACAGCGAATTGT-3 2228 bp
5-CCGGATCCTCAGCCAATTTTGTAATCTTT-3

PCR-Produkt  Oligonukleotidsequenz Produktlange
Hyg- 5'-ACACAAATCGTCGCCCGCAGAAG-3 739 bp
LexA35S-

Promotor

5- TCAGCGTGTCCTCTCCAAATG -3

2.5.3.2 PCR Programm fur p1 bzw. pl/hc-pro

Zu Beginn erfolgte ein Denaturierungsschritt betf®@3ur 5 Minuten. Die folgenden 40
Zyklen hatten einen Denaturierungsschritt von 95%r 1 Minute, einen
Hybridisierungsschritt von 60°C fur 1 Minute unchen Elongationsschritt von 72°C von
90 s im Falle der Amplifikation vopl und von 150 s im Falle der Amplifikation von
pl/hc-pra Nach Ablauf der 40 Zyklen erfolgte eine letzt®rfjationsphase bei 60°C von
5 Minuten. Der Reaktionsansatz mit einem Volumem &® pl beinhaltete XL PCR-
Reaktionspuffer, 200 uM dNTP, 1 uM forward PrimgrpM reverse Primer, 1,5 mM
MgCl,, 1 ng genomische DNA, 1lu Tag-Polymerase;Ofdes: Alle verwendeten

Reagenzien wurden von Fermentas bezogen.

Die amplifizierten Produkte wurden durch Agarosetgitrophorese aufgetrennt und die

GrolR3e der Produkte tber einen Standard (1-kb-GdaeRadder, Fermentas) abgeschatzt.



Material und Methoden 64

2.5.3.3 PCR Programm flr Hyg-LexA-35S

Eine allen von pMDC7 abgeleiteten Vektoren gemenes&equenz bestehend aus einem
Teil der kodierenden Sequenz des Hygromycinresgmms sowie dem LexA-35S-
Promotor wurde amplifiziert (Hyg-LexA-35S). Zu Baegi erfolgte ein
Denaturierungsschritt bei 95°C fur 5 Minuten. Dagenden 29 Zyklen hatten einen
Denaturierungsschritt von 95°C fir 1 Minute, eitybridisierungsschritt von 57 °C fur 1
Minute und einen Elongationsschritt von 72°C voNlibute. Nach Ablauf der 30 Zyklen
erfolgte eine letzte Elongationsphase bei 72 °C ydvlinuten. Der Reaktionsansatz mit
einem Volumen von 25 ul beinhaltete PCR-Reaktionspuffer, 200 uM dNTP, 1 uM
forward Primer, 1 uM reverse Primer, 1,5 mM MgC ug genomische DNA, 1u Tag-

Polymerase, bDigest Alle verwendeten Reagenzien wurden von Fermdogasgen.

2.5.4 Nachweis der3-Glucuronidase Aktivitat

2.5.4.1 Kolorimetrischer Nachweis

Kleingeschnittenes Blattmaterial (50-100 mg) vonix&e- oderArabidopsisPflanzen
wurde unter Zuhilfenahme der Kugelmuhle zerkleinereé in Abschnit2.5.2 beschrieben.
Nach Zugabe von 80 Extraktionspuffer und gutem Mischen wurden diatBeste durch
eine Zentrifugation (Eppendorf-Kihlzentrifuge, 1006pm, 10 min) sedimentiert. Der
Uberstand (= Protein-Rohextrakt) wurde in ein neBppendorf-GefaR tberfihrt und die
Protein-Konzentration unter Verwendung des BioRauddth Assay Farbstoff-Konzentrats
nach Bradford (1976) bestimmt.

Der Protein-Rohextrakt (50g Gesamtprotein), wurde mit eisgekihltem Reaktioffsp

auf 500 pl aufgefillt. Die Enzymreaktion wurde durch einekdbation bei 37°C im

Wasserbad gestartet. Die Probenentnahme erfolgte ®al5, 30 und 60 min, indem 100
ul aus dem Reaktionsansatz enthnommen und in ei®@8iul Stopp-Puffer vorbereitetes
Eppendorfgefald gegeben wurden. AnschlieRend wuedahzentration des freigesetzten
4-Methylumbelliferons (MU) im Fluoreszenzspektrogret(Jasco FP6300) bei einer
Anregungswellenlange von 360 nm und einer Spalet#brvon 2,5 nm bzw. einer
Emissionswellenlange von 450 nm und einer Spaletgrvon 5,0 nm bestimmt. Die
Einstellung des mechanischen Nullpunkts erfolgté Stopp-Puffer, die Kalibrierung

anhand einer MU-Eichgerade in Stopp-Puffer. Die y\Emaktivitat wurde in pmol
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freigesetztes MU pro mg Protein und Minute angegebed nach folgendem Weg
berechnet: Zunachst wurden die Fluoreszenzwertelenit Faktor 10 (Verdinnungsfaktor
in Stopp-Puffer) multipliziert. Dann wurde die Bafenz zwischen benachbarten Werten
ermittelt (z.B. Differenz zwischen dem Wert bei Minuten und dem Wert bei O
Minuten). Die ermittelten Werte wurden durch dietsprechende Minutenzahl (15
Minuten, bzw. 30 Minuten) geteilt, um so den Flszenzwert pro Minute zu erhalten.
Aus diesen Werten wurde der durchschnittliche Fspenzwert mit Standardabweichung
berechnet. Uber die Regressionsformel y = 0,0002*%wurde der dem Fluoreszenzwert
entsprechende Wert der Molaritat des freigesetklethylumbelliferol berechnet. Man

erhalt somit die Molaritat des freigesetzten Matinybelliferol pro Minute.

Extraktionspuffer: 50 mM NajPO, /Na,HPOy-Puffer, pH 7,0; 10 mM Dithiothreitol (DTT);
1 mM EDTA,; 0,1 % [w/v] Laurylsarcosin; 0,1 % [w/V}iton X-100
Reaktionspuffer: 1 mM 4-Methylumbellifer$#-D-glucuronid (geldst in Dimethylformamid) in
Extraktionspuffer
Stopp-Puffer: 0,2 M NEO;

2.5.4.2 Histochemischer Nachweis

Der histochemische Nachweis @eGlucuronidase-Aktivitat erfolgte an Embryonen (24
nach Beschul), Blattern und Pollen. Die Farbungdeudurch Inkubation in GUS-
Farbelésung (18-24 h, 37°C) durchgefiuhrt, bei Blattwurde zusatzlich vorher der

Reaktionspuffer durch ein kurzes Anlegen von Vakuilie Blatter infiltriert.

GUS-Féarbel6sung: 50 mM NaPO, /NaHPO,-Puffer, pH 7,0; 0,5 mM X-Gluc (5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl$-D-glucuronid, Cyclohexylammoniumsalz, Roth, Karls-

ruhe); 0,5 mM K-Hexacyanoferrat (Il); 0,5 mM K-Hex@anoferrat (l1I)

2.5.5 Estradiol-Induktion

Als Estradiol-haltiges Festmedium wurde MS-Mediuenwendet, wobei der pH-Wert auf
5,7 vor Zugabe der Saccharose eingestellt wurdeh Maitoklavieren und Abkihlen auf
ca. 40 °C wurdeB-Estradiol (Sigma, Minchen) einer Stammlosung ineeiMenge
entsprechend der gewlnschten Endkonzentration ebgagd.h. beispielsweise 2 ml einer
10 mM Stammldsung (in DMSO) fur eine Endkonzentratron 20 pM3-Estradiol.
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Tabelle 3: Zusammensetzung des MS-Mediums.

1000 ml
MS-Pulver 449
Saccharose 2049
Plant Agar 69

MS Pulver, Saccharose und Plant Agar wurden vonhBfac (Haarlem, Niederlande)
bezogen.

Als Positivkontrolle wurden transgene Arabidopdmpien zur Estradiol-induzierbaren
gusExpression (pMDC136-5-5-1 Ler: pMDC17 GT10-90XMEUS) verwendet, die
freundlicherweise von Dr. Mark Curtis, ETH Zirichur Verfigung gestellt worden
waren. Samen wurden steril auf Hygromycin-haltigétb ng/ml) MS-Agarplatten

ausgesaht und kultiviert.

2.5.6 Phanotypische Untersuchungen

2.5.6.1 Keimungstest

Jeweils 15 Embryonen einer Lange von ca. 2 mm wuiles unreifen Weizenkérnern
transgener sowie wildtyp-Weizenpflanzen herausgeteh und auf Estradiol-haltigem
MS-Medium so ausgelegt, dass nur das Skutellumointé&kt mit dem Medium war. Nach
24 Stunden Inkubation bei Raumlicht erfolgte dieli@d#ung der Embryonen in der
Lichtkammer. Die Keimungsrate wurde nachfolgendgisvalle 24 Stunden erfasst. Die
Versuche mit wildtyp-Pflanzen wurden dreimal widddt, wahrend die Versuche mit

transgenen Weizenpflanzen nur einmal durchgefiértden konnten.

2.6 Bioinformatische Methoden

GCG (Wisconsin oder GCG-Paket der Firma AcceleryshdriGenetics
Computer Group)

Uber dieses Programm konnte auf zahlreiche biaimétische Analyseprogramme

zugegriffen werden.Gap diente zum optimalenAlignment und Vergleich zweier

SequenzenRileUp wurde verwendet, um mehrere Sequenzen miteinandeergleichen

(multiples Alignmen}, was beispielsweise fiir die Ermittlung von Ahhkeitsgrades der
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Aminosauresequenzen von Pl aus Potyviren und Dwiren der Fall warTranslate
diente der Ubersetzung von cDNA-Sequenzen in Andin@sequenzen.

JaMBW 1.1 (http://members.aol.com/_ht_a/lucatoldo/myhomefddBW/;
verantwortlicher Programmierer: Eugen Buehler)

Unter dieser Java Molecular Biologist's Workben@ngnnten Seite finden sich mehrere

Programme, die Hilfestellungen fir molekularbiokaie Arbeiten liefern. Die Programme

dienten zum Invertieren von DNA-Sequenzen in kommgetdre Sequenzen und zum

Berechnen der Primeranlagerungstemperaturen.

SimVector 3.0
Dieses Programm von PREMIER Biosoft Internatior@hl¢ Alto, Kalifornien, USA)
wurde verwendet, um Vektorkarten zu erstellen sowre Restriktionsanalysen und die

Konstruktion von Vektoren zu planen.

2.7 Statistische Auswertung

Zur Berechnung von Mittelwerten und Standardabweigen wurde der ONE WAY
ANOVA Test im Programm SigmaStat verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Konstitutive Expression viraler Suppressoren (trangente Transformation)

In einem transienten Assay sollte anhand der Aldisbestimmung eines Reportergens
Uberprift werden, ob die konstitutive Expressiom yd/hc-pro aus WSMV auf eine
Suppressoraktivitdt schlieBen lasst. Zunachst wwide Konstrukt verwendet, das die
gesamte kodierende Sequenz vpf/hc-pro unter der Kontrolle des konstitutiven
Ubiquitin-Promotors enthielt. Dies bietet den Vdrtelass pl/hc-pro wie im viralen
Genom als Polyprotein exprimiert werden und durcitoproteolytische Spaltung des
Polyproteins durch die Proteinase P1 zwei Proteoregen, die den bei Virusinfektion
entstehenden P1 und HC-Pro entsprechen. Des We#elige geklart werden, ob sich die
Suppressoraktivitat einem der beiden Proteine nesrd lasst, ob die Proteine
zusammenwirken, um die Suppressoraktivitat zu exhdnd ob eine in ein konserviertes
Motiv von P1 eingefuhrte Mutation die Aktivitat vétil bzw. P1/HC-Pro einschrankt.

Wegen des Vorteils, die Expression \gip in vivobeobachten zu kénnen und damit die
Veranderung degfp-Expression in denselben transformierten Objektenbbchten zu
konnen, wurden Weizenembryonen mit Konstrukten xonstitutiven Expression
verschiedener mutmallicher viraler Suppressoremmomen mit einem Konstrukt zur
konstitutiven Expression vogfp nach der in Abschnit2.4.5 beschriebenen Methode
kotransformiert. Die verwendeten Vektoren pUBIGEPH, pUBINOS-P1, pUBINOS-
HC-Pro, pPH-mut und pUBINOS-P1-mut zur Expression gfp, pl/hc-prq pl, hc-pro,
mutiertem pl/hc-pro und mutiertempl sind in den Abschnitte2.3.3,2.3.8.1,2.3.8.2,
2.3.9.1 und2.3.9.2 beschrieben sowie in Abbildung 4, Abbilduht, Abbildung 13,
Abbildung 14, Abbildung 17 und Abbildung 18 gezei§¥eizenembryonen wurden
ausgewahlt, weil sie steril kultiviert werden konnend sie kein Chlorophyll enthalten,
dessen Fluoreszenz die GFP-Fluoreszenz Uberdeckeriek Da auch beabsichtigt war,
den Effekt von P1/HC-Pro auf siRNA va@fp zu untersuchen, wurden reifere Embryonen
einer Lange von 2-3 mm verwendet, da so eine gedkkmge transformierten Gewebes
zur Isolierung vorgfp-siRNA gewonnen werden sollte.

Die Flache bzw. Anzahbfp-exprimierender Zellen einen Tag und funf Tage nach
Beschuss wurden wie in den Abschnitt2m.5 und 2.7 beschrieben bestimmt und

statistisch ausgewertet.
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3.1.1 Konstitutive Expression vonpl/hc-pro
Expression von gfp

Zunachst wurdegyfp in Abwesenheit viraler Suppressoren in Weizeneoren transient
exprimiert. Die gfp-Expression transformierter Zellen wurde wie in @éfsitt 2.4.5
beschrieben nach einem und nach funf Tagen ermitieser Versuch diente als
Kontrolle, um Stérke und Verlauf degfp-Expression ohne Beeinflussung durch
Suppressoren zu beobachten.

Abbildung 27 zeigt exemplarisch denselben Embryalen jeweiligen Zeitpunkten nach
Transformation mit pUBIGFP alleine. Funf Tage n&wschuss waren nur mehr wenige

gfp-exprimierende Zellen zu erkennen.

Abbildung 27: Transientgfp-Expression in einem mit pUBIGFP transformierteniX¥aembryo
einer Lange von 2 mm. (A) Ein Tag nach Beschusy.O@&selbe Embryo wie in (A) finf Tage
nach Beschuss.

Expression von gfp und pl/hc-pro

Um zu Uberprifen, ob die Expression vpf/hc-pro eine verlangerteyfp-Expression
bewirkt, wurde eine analoge Transformation unterwémdung der Vektoren pUBIGFP
und pPH durchgefuhrt. Dabei wurden beide Plasmieielizeitig auf Gold gefallt, so dass
in den transformierten Zellen sowadfp als auchpl/hc-proexprimiert wurden.

Abbildung 28 zeigt wiederum exemplarisch einen Bralginen Tag und funf Tage nach
Beschuss.
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Abbildung 28: Transiente Expression vgfp und pl/hc-proin einem mit pUBIGFP und pPH
transformierten Weizenembryo mit einer Lange vom@. (A) Ein Tag nach Beschuss. (B)
Derselbe Embryo wie in (A) finf Tage nach Beschuss.

Flache bzw. Anzahgfp-exprimierender Zellen fiinf Tage nach Beschuss étafion zu
Flache bzw. Anzahl einen Tag nach Beschuss sindilférBeschussexperimente, unter
anderengfp alleine undgfp mit p1/hc-prq in Tabelle 4 und Tabelle 5 zusammengefasst.
Klar erkennbar ist, dass sich die relatigfp-exprimierende Flache an Tag 5 der
Kotransformationen vogfp undpl/hc-prosehr signifikant von der Kontrollgifp alleine)

unterscheidet.

Tabelle 4: Die relativagfp-exprimierende Flache funf Tage nach Transformationgfp allein

(Kontrolle), gfp und p1/hc-prq gfp undpl und hc-pro (auf getrennten Plasmidemgjfp undpl, gfp
und hc-pro, gfp und mutiertempl sowie gfp und mutiertempl/hc-pro Die gfp-exprimierende
Flache nach einem Tag wurde gleich 100 % gesefitielderte, die sich sehr signifikant{p,01)

von der Kontrolle @fp allein) unterschieden, sind mit zwei Sternen @&kennzeichnet.

Relativegfp-
imi GFP +
exprimierende GFP + GFP +P1 GFP + GFP +
GFP GFP + P1 P1/HC-
Flache P1/HC-Pro+ HC-Pro HC-Pro P1-mut
Pro-mut
nach 5 Tagen
1. Versuchsreihe 26,9 55,7 45,4 43,9 24,5 10,6 26,5
2. Versuchsreine 18,5 447 48,2 48,1 29,2 27,9 13,2
3. Versuchsreihe 28,0 65,0 62,4 57,3 18,7 22,3 14,6

Mittelwert 24.5 55,1** 52,0** 49,8** 24,1 20,3 18,1
Standard-

_ 5,2 10,2 9,1 6,9 5,3 8,8 7,3
abweichung
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Tabelle 5: Relative Anzahl dgfp-exprimierenden Zellen finf Tage nach Transformmatiat gfp
allein, gfp und p1/hc-pro(Polyprotein),gfp undpl und hc-pro (auf getrennten Plasmidergjfp und
pl, gfp und hc-pro gfp und mutiertempl sowie gfp und mutiertempl/hc-pra Die gfp-
exprimierende Flache nach einem Tag wurde glei€va@esetzt. Mittelwerte, die sich signifikant
(p<0,05) von der Kontrollegfp allein) unterschieden, sind mit einem Stern (Yegazeichnet.

Rel. Anzahl der GFP + GFP +
GFP + GFP+ GFP+ GFP+

gfp-expr. Zellen GFP P1 + HC- P1/HC-
P1/HC-Pro P1 HC-Pro P1-mut

nach 5 Tagen Pro Pro-mut

1. Versuchsreine 29,2 41,5 51,2 47,3 38,0 28,2 20,2
2. Versuchsreihe 17,3 58,0 37,4 36,9 21,4 13,2 14,9

3. Versuchsreihe 24,8 55,8 48,4 25,5 24,1 15,6
Mittelwert 23,8 49,8* 48,1* 44,2* 28,3 21,8 16,9
Standard-

) 6,0 11,7 9,6 6,3 8,7 7,8 2,9
abweichung

Expression von gfp, p1 und hc-pro

Da die gfp-Expression durch P1/HC-Pro sehr signifikant vekstivar, sollte in einem
weiteren Versuch geklart werden, ob P1 und HC-Rah &ine verlangertgfp-Expression
bewirken kénnten, wenn sie zwar kotransformiergradlleine auf getrennten Vektoren
exprimiert werden. Eine getrennte Expression depgssoren sollte es ermdglichen zu
untersuchen, ob die autokatalytische Spaltung delypfteins in cis durch die
Serinprotease P1 notwendig fir die Suppressor#tivist. Entsprechend wurden
Embryonen kotransformiert mit pUBIGFP sowie pUBIN®$ und pUBINOS-HC-Pro.
Abbildung 29 zeigt wiederum exemplarisch einen Brakginen Tag und finf Tage nach

Beschuss.

P1 und HC-Pro fihrten auch bei getrennter Expraszio einer sehr signifikanten
Verstarkung degfp-Expression vergleichbar mit der Expression deygoteins P1/HC-
Pro, welches erst durch autokatalytische Spaltandie reifen Proteine P1 und HC-Pro
prozessiert wird (siehe Tabelle 4 und Tabelle 5).
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Abbildung 29: Transiente Expression vgip, p1 undhc-proin einem mit pUBIGFP, pUBINOS-
P1 und pUBINOS-HC-Pro transformierten Weizenembnybeiner Lange von 2 mm. (A) Ein Tag
nach Beschuss. (B) Derselbe Embryo wie in (A) flafle naclBeschuss.

Expression von gfp und p1l (alleine) bzw. gfp und-pio (alleine)

Da eine Suppressoraktivitdat von P1/HC-Pro beobachtede unabhangig davon, ob
P1/HC-Pro als Polyprotein oder als reife ProteibhaiRd HC-Pro exprimiert wurden, sollte
in weiteren Versuchen Uberprift werden, ob P1 ¢tiérPro alleine eine verstarktgp-
Expression bewirken kénnten. Entsprechend wurdebrfzonen in weiteren Versuchen
zunachst kotransformiert mit pUBIGFP und pUBINOS{Bithe Abbildung 30) bzw. mit
pUBIGFP und pUBINOS-HC-Pro (siehe Abbildung 31).

Abbildung 30: Transiente Expression vgfp undplin einem mit pUBIGFP und pUBINOS-P1
transformierten Weizenembryo mit einer Lange vomg. (A) Ein Tag nach Beschuss. (B)
Derselbe Embryo wie in (A) funf Tage nach Beschuss.
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Abbildung 31: Transiente Expression vgip undhc-proin einem mit pUBIGFP und pUBINOS-
HC-Pro transformierten Weizenembryo mit einer Lamga 2 mm. (A) Ein Tag nach Beschuss.
(B) Derselbe Embryo wie in (A) funf Tage nach Bash

P1 alleine verstarkte digfp-Expression in einem vergleichbaren Mal3 wie P1/HE&-P
(Polyprotein) sowie P1 und HC-Pro (kotransformiatier getrennt exprimiert). Hingegen
unterscheidet sich die relatigép-exprimierende Flache an Tag finf der Kotransforomat
von gfp und hc-pro nicht signifikant von der Kontrolle (siehe auchb&de 4 und Tabelle
5). Eine Verstarkung defp-Expression konnte daher in Gegenwart von P1/HCsBvae
P1 alleine beobachtet werden, Uberraschenderwedseh nicht bei Expression vdre-
pro alleine. Klar zu erkennen ist, dass HC-Pro diekll?1l bewirkte Verstarkung dgfp-

Expression nicht beeinflusst.

Ein Northern Blot zum Nachweis einer verringertalung vongfp-siRNA in Gegenwart
der Suppressoren wurde ebenfalls durchgefiihrt,cfedwar die Menge der SiRNA
unterhalb der Nachweisgrenze, vermutlich wegen dar Vergleich zu nicht-
transformierten Zellen geringen Anzahl der durclsdbeiss transformierten Zellen des
Weizenembryos und dem daraus resultierenden geriAgéeil angfp-mRNA bzw. gfp-

SsiRNA an der gesamten RNA.

3.1.2 Konstitutive Expression von mutiertempl/hc-probzw. pl
Expression von gfp und mutiertem pl1/hc-pro

Es sollte untersucht werden, ob ein mutiertes R Bit@ung des P1/HC-Pro-Polyproteins

noch eine verstarktgfp-Expression verursachen konnte. Mallory hatte gddan dass
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transgene Tabakpflanzen, in denglihc-produrch eine Insertion von 9 Nukleotiden in
dem konservierten FIVRG-Motiv. von P1 aus TEV mutiewar, keine
Entwicklungsstérungen mehr zeigten, P1/HC-Pro Buppressoraktivitat jedoch behalten
hatten (Mallory et al, 2002). Falls die transientgfp-Expression in Gegenwart der
mutierten Suppressoren verstarkt ware, ware diasHinweis, dass die eingefuhrte
Mutation ahnlich wie von Mallory beschrieben aughransgenem Weizen wirken kénnte.
In entsprechenden Versuchen wurden Embryonen Isftnamiert mit pUBIGFP und pPH-
mut (siehe Abbildung 32). Jedoch unterscheidet dielrelativegfp-exprimierende Flache

an Tag funf der Kotransformation vafp und mutiertenpl/hc-pronicht signifikant von

der Kontrolle (siehe Tabelle 4und Tabelle 5).

Abbildung 32: Transiente Expression vgip und mutiertenpl/hc-proin einem mit pUBIGFP und
pPH-mut transformierten Weizenembryo mit einer l&imgn 2 mm. (A) Ein Tag nach Beschuss.
(B) Derselbe Embryo wie in (A) funf Tage nach Bash

Expression von gfp und mutiertem p1

Da in den vorhergehenden Versuchen gezeigt wuats B1 alleine zu einer Verstarkung
der gfp-Expression fuhrt, sollte untersucht werden, obhagin mutiertes P1 alleine eine
solche verstarktegfp-Expression verursachen koénnte. Embryonen wurdeherda
kotransformiert mit pUBIGFP und pUBINOS-P1-mut {geAbbildung 33). Auch hier
konnte kein signifikanter Unterschied zur Kontroléstgestellt werden (siehe Tabelle 4
und Tabelle 5).
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Abbildung 33: Transiente Expression vgfp und mutiertempl in einem mit pUBIGFP und
pUBINOS-P1-mut transformierten Weizenembryo miteeihdnge von 2 mm. (A) Ein Tag nach
Beschuss. (B) Derselbe Embryo wie in (A) finf Tageh Beschuss.

3.1.3 P1/HC-Pro bzw. P1 verstarken die Expression vogfp

Klar erkennbar ist, dass P1/HC-Pro (Polyproteird),udd HC-Pro (kotransformiert, aber
getrennt exprimiert) und P1 (alleine) gleichermaBere sehr signifikante, verstarlgéo-
Expression bewirken. Digfp-Expression in Gegenwart von HC-Pro unterscheidgt s
hingegen nicht signifikant von der Kontrolle. Aubbki Expression des mutiert@d bzw.

mutiertenpl/hc-prokonnte eine verstarkggp-Expression nicht beobachtet werden.

3.2 Lokalisierungsstudien

3.2.1 Cytoplasmatische Lokalisierung eines P1:GFP-Fusiopsoteins

Cytoplasmatische Lokalisierung des P1:GFP-Fusiatsims in Blattepidermiszellen

Mittels transienter Expression vopl:gfp nach Beschuss verschiedener Gewebe aus
Weizen sollte untersucht werden, ob Uber die slidaet Lokalisation des P1:GFP-
Fusionsproteins eine Aussaage Uber die moglich&tiewmalitat von P1 getroffen werden
konnte, die einen Rickschluss auf die vermutetéeRoin P1 als Suppressor ermdéglichen
konnte. Die Unterseite junger Weizenblatter (vaBohwhite SH 98 26), die Testa
unreifer Weizenkdrner und unreife Weizenembryonear.(,Combi“) wurden wie in
Abschnitt2.4.5 beschrieben durch Partikelbeschuss mit dektoV@K7FWG2-P1 (siehe
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Abschnitt2.3.10.1, Abbildung 19) transformiert.

Eine transformierte Zelle eines Weizenprimarblaggjte eine typische cytoplasmatische
Lokalisierung des P1:GFP-Fusionsproteins (Abbildug4). In diesem Stadium der
Zellentwicklung wird die Zelle zum grof3ten Teil vasner oder mehreren Vakuolen
ausgefullt, so dass sich das Cytoplasma auf eiclemaen Bereich an der Zellwand sowie

um den Zellkern anordnet.

Cytoplasmatische Lokalisation des P1:GFP-Fusionsim® in Zellen der Testa unreifer

Weizenkdrner

Junge Weizenkdrner besitzen eine Schutzschichhiabs-chlorophyllhaltigen Zellen, die
sogenannte Testa (Samenschale aus den Integumaetéesich leicht abpraparieren lasst.
Sie eignet sich insbesondere zur Untersuchungiératesgfp-Expression, da aufgrund des
fehlenden Chlorophylls die Fluoreszenz von GFP hé@ss deutlich zu sehen ist. Auch
hier war eine deutliche cytoplasmatische Lokalisigr des P1:GFP-Fusionsproteins zu
beobachten (Abbildung 35).

Abbildung 36 zeigt eine vergleichbare cytoplasntaissLokalisierung von GFP in einem
Kontrollexperiment nach Partikelbeschuss mit pUBRGHsiehe Abschnitt2.3.3,
Abbildung 4).

Abbildung 34: Cytoplasmatische Lokalisation des GHEP-Fusionsproteins in einer
Blattepidermiszelle. Konfokale mikroskopische Auinze (Kantenlange 650 pm) einer gesamten
Zelle auf der Ebene des Zellkerns 11h nach Besdes8lattes mit pK7FWG2-P1.
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Abbildung 35: Cytoplasmatische Lokalisation desGHP-Fusionsproteins in einer Zelle der Testa
unreifer Weizenkdrner. Konfokale mikroskopische walime (Kantenldange 250 um) einer
gesamten Zelle auf der Ebene des Zellkerns 12 In Baschuss des Weizenkorns mit pK7FWG2-

P1 aufgenommen. Deutlich zu erkennen ist in deteMier Zelle der grof3e cytoplasmatische
Bereich um den Zellkern.

Abbildung 36: Cytoplasmatische Lokalisation von GRBntrolle) in einer Zelle der Testa unreifer
Weizenkdrner. Konfokale Aufnahme (Kantenléange 2%0) |einergfp-exprimierenden Zelle der
Testa eines unreifen Weizenkorns 13 h nach Besawassg/eizenkorns mit pUBIGFP. Deutlich zu

sehen ist die Konzentration des Cytoplasmas um Zdelikern sowie einige die Vakuole
durchspannende Cytoplasmabricken.
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Eine analog durchgefiihrte Transformation unreifetbByonen mit pK7FWG2-P1 zeigte
ebenfalls eine deutliche cytoplasmatische Lokalisig vergleichbar denen der
cytoplasmatischen Lokalisierung des HC-Pro:GFPdamst(Abbildung 37).

3.2.2 Cytoplasmatische Lokalisierung eines HC-Pro:GFP-Fusnsproteins

Cytoplasmatische Lokalisation des HC-Pro:GFP-Fisporteins in unreifen Embryonen

Zur subzellularen Lokalisierung eines HC-Pro:GFRigisproteins sollten wie in
Abschnitt 2.4.5 beschrieben Blattepidermiszellen, die Testeygr Weizenkdrner sowie
unreife Embryonen durch Partikelbeschuss mit pK7RAH&-Pro (siehe Abschnitt
2.3.10.2, Abbildung 20) transformiert werden. Imrd§leich zu der in AbschnitB.2.1
dargestellten cytoplasmatischen Lokalisierung de&PP-Fusionsproteins war sowohl die
Zahl der Zellen, didgnc-pro:gfpexprimierten, geringer als auch die Starke der &sgion
selbst. Nur in unreifen Embryonen konntho-pro:gfpexprimierende Zellen entdeckt
werden, anhand derer sich eine cytoplasmatischealisdrung des HC-Pro:GFP-
Fusionsproteins ergab.

Abbildung 37 zeigt die cytoplasmatische Lokalisregudes HC-Pro:GFP-Fusionsproteins

in einer dieser transformierten Zellen.

Abbildung 37: Cytoplasmatische Lokalisation eine&-Pro:GFP-Fusionsproteins in Zellen
unreifer Embryonen. Konfokale Aufnahme (Kantenlai@eum) einer Zelle 12 h nach Beschuss
des Embryos mit dem Plasmid pK7FWG2-HC-Pro. Ein@zémtration des Cytoplasmas um den
Zellkern sowie einige die Vakuole durchspannendm@gsmabricken sind klar zu erkennen.
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Da die Zellen im Vergleich zu Blattepidermiszelleder Zellen der Testa in einem
jungeren Entwicklungsstadium sind, ist der AntedsdCytoplasmas am Zellvolumen
groRer, bzw. der vakuolare Anteil geringer. In eineKontrollexperiment zur
Demonstration einer cytoplasmatischen Lokalisation GFP wurden unreife Embryonen
mit pUBIGFP (siehe Abschni.3.3, Abbildung 4) transformiert.

Abbildung 38: Cytoplasmatische Lokalisation von Gf®ntrolle) in einer Zelle eines unreifen

Weizenembryos. Konfokale Aufnahme (Kantenlange [121) einer Zelle eines Weizenembryos 12
h nach Beschuss des Embryos mit pUBIGFP. Aufgruesl jdngen Entwicklungsstadiums der
Zelle ist der Anteil des Cytoplasmas hoher undAteeil der Vakuole entsprechend geringer.

3.3 Stabile Transformation

3.3.1 Konstitutive und induzierbare Expression viraler Suyppressoren

Transformation der Kultivare ,Combi’ und ,Brujo’

Die Weizenvarietat ,Combi’ wurde zunéchst fur Tramsationsversuche ausgewahlt,
weil sie die Weizenvarietat mit der héchsten Tramshtionseffizienz in Deutschland ist.
Es wurde vermutet, dass eine Etablierung der atudafersitat Hohenheim verwendeten
Transformationsmethode unter Verwendung der Vdrigfdmbi’ auch in Bayreuth
gelingt. Im Jahre 2002 wurden 965 Embryonen nach \am Huber (Universitat
Hohenheim) entwickelten Methode (Hubetr al, 2002) mit dem Konstrukt pGFPBAR
(siehe Abschnitt2.4.3, Abbildung 23) zur konstitutiven Expressiar &Reportergengfp

und bar beschossen. Daraus konnte jedoch nur eine tramsgfprexprimierende Pflanze
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(Kontrolle) regeneriert werden. Dies entsprach reifransformationseffizienz von weniger
als 0,1 %, d.h. einer um den Faktor 10 bis 50 geren Transformationseffizienz
verglichen mit Werten, wie sie Ublicherweise un¥égrwendung der Weizenvarietat
,Combi’ erreicht werden. Auffallend war eine schiee Qualitat des sich aus dem
Scutellum entwickelnden embryogenen Kallus; ein m@rdir diese schlechte Qualitat
konnte jedoch nicht gefunden werden. Ebenfalls &nr 2002 wurden 2372 Embryonen
kobombardiert mit pPGFPBAR und pPH, einem Vektor kanstitutiven Expression von

pl/hc-pra Daraus konnte keine transgene Pflanze regenerieden.

Im Jahre 2003 wurden 621 Embryonen der Weizengri@bmbi’ sowie 501 Embryonen

der argentinischen Weizenvarietat ,Brujo’ mit pGFABund pPH kobombardiert. Um die

Qualitat des embryogenen Kallus zu verbessern, evamde von Daniel Eduardo Souza-
Canada am Lehrstuhl fir Pflanzenphysiologie, UmsiN@t Bayreuth, zur Transformation
der Varietat ,Brujo’ erfolgreich eingeflihrte Meth®d/erwendet, die hauptsachlich auf
einer Veranderung des Nahrmediums wahrend der Gawkbr beruht (Souza-Canada,
Doktorarbeit noch nicht veroffentlicht). Es bildgth ein vergleichsweise hoherer Anteil
an embryogenem Kallus. Auch unter Verwendung diddethode konnte jedoch keine
transgene Pflanze gewonnen werden. Dies ist elgtapudenn selbst unter der Annahme
einer geringen Transformationseffizienz von 0,1 &t man die Gewinnung von 3-4

transgenen Pflanzen erwarten kénnen.

Transformation des Kultivars ,Bobwhite SH 98 26’

Vor Durchfihrung weiterer Versuche zur stabilen nBfarmation mit viralen
Suppressoren sollte in Bayreuth eine Transformatmthode etabliert werden, mit der
zuverlassig hohe Transformationseffizienzen erzigtden kénnten. Die weltweit beste
Transformationsmethode mit Effizienzen von 70 %eunYerwendung der Varietat
,Bobwhite SH 98 26’ wurde am International Maizedawheat Improvement Center
(CIMMYT) in der Arbeitsgruppe von Dr. Alessandro lleégrineschi entwickelt
(Pellegrineschiet al, 2002). Eine Etablierung dieser Methode in Batfreén den Jahren
2003 und 2004 scheiterte, da sich nach BeschussEwaoryonen mit pGFPBAR zur
konstitutiven Expression des Resistenzgeas sowie gfp kein transgener embryogener

Kallus entwickelte und daher auch keine transgéfamzen gewonnen wurden.
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Da inzwischen bekannt war, dass die konstitutivpréssion vorpl/hc-proaus TEV und
TuMV eine schadliche Wirkung auf die pflanzlichet&itklung hatten (Malloryet al,
2002; Kasschaet al, 2003), konnte man zu diesem Zeitpunkt vermutassdlies auch
fur P1/HC-Pro aus WSMV zutreffen konnte. Da die &wegation transgener
Weizenpflanzen im Vergleich zu Tabak uldhbidopsisiiberaus schwierig ist, kbnnte eine
schadliche Wirkung die ohnehin geringe Transfororeseffizienz weiter senken und

damit die Regeneration transgener Pflanzen verhinde

Umso wichtiger war die Nutzung eines etablierteryvezlassigen Systems zur
Weizentransformation, wie es am CIMMYT gegebeneachDaher wurden wahrend eines
durch den DAAD gefdrderten ForschungsaufenthaltsCAiMYT von Oktober 2004 bis
Februar 2005 Transformationsexperimente mit veestdnen durch transiente Expression
Uberpriften Konstrukten zur konstitutiven Expression viralen Suppressoren sowie zur
induzierbaren Expression von viralen Suppressovechdefihrt. Besonderer Schwerpunkt
lag auf der Transformation mit konstitutiv exprimempl/hc-pro(siehe Abschnit2.3.8.1
und Abbildung 11 zu verwendetem Vektor pPH) undummdrbarempl (siehe Abschnitt
2.3.11.2 und Abbildung 22 zu verwendetem Vektor gBIEP1). Mit pl/hc-pro sollte
Uberprift werden, ob die Transformationeffizienz kenstitutiver Expression vopl/hc-
pro tatsachlich geringer ist. Mit induzierbarer sollte versucht werden, im Falle einer
schadlichen Wirkung von P1/HC-Pro bzw. P1 alleiresel durch Induktion der Expression

zeitlich und hinsichtlich der H6he der Expressiarkantrollieren.

Ublicherweise werden Kotransformationen am CIMMY&tlle von pGFPBAR mit dem
Konstukt pAHC25 (siehe Abschni2t4.3, Abbildung 24) zur konstitutiven Expressiar d
Reportergengus und bar durchgefuhrt. Die Selektion transgener Pflanzdalgir dann
alleine durch Resistenz gegen die Herbizide Basta® Phosphinotricin. Wahrend dre
vivo Selektion durchgfp-Expression transgener Pflanzen damit ausgeschlassekann
ein Effekt der viralen Suppressoren auf die Hohe@Enexpression des Reporterggas
durch kolorimetrische Messung der GUS-Aktivitatefg@ Abschnitt2.5.4.1) einfach
quantifiziert werden. Neben der Anzahl der besaoloss Embryonen zur Ermittlung der
Transformationseffizienz wurde der Anteil embryogeKalli ermittelt, um zu Uberprufen,
ob in Versuchen zur konstitutiven Expression voralen Suppressoren deren Anteil
geringer ist. Falls in Versuchen zur konstitutiierpression von viralen Suppressoren

signifikant weniger embryogener Kallus entstinded udies mit einer geringeren
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Transformationseffizienz korrelierte, kénnte auhexi negativen Effekt der viralen
Suppressoren auf die Entstehung embryogenen Kg#sshlossen werden. Ein geringer
Anteil von embryogenem Kallus hétte wiederum eieérgyere Transformationseffizienz

zur Folge.

Zusammenfassung: stabile Transformation der Weizanetat Bobwhite ,SH 98 26’

Die Anzahl der am CIMMYT beschossenen Embryonen; gdeozentuale Anteil
embryogener Kalli, die produzierten transgenenr2#a und die daraus resultierende
Transformationseffizienz sind in Tabelle 6 bis Ti&b8 fur die verschiedenen Konstrukte

zusammengefasst.

Tabelle 6: Anzahl der am CIMMYT beschossenen Embeyo prozentualer Anteil embryogener
Kalli, produzierte transgene Pflanzen und die daresultierende Transformationseffizienz in
Transformationsexperimenten mit dem Vektor pAHC&%yie in Kotransformationsexperimenten
mit den Vektoren pAHC25 und pPH bzw. pAHC25 und pG/P1.

Vektor pAHC25 pAHC25 + pPH PAHC25 +
pMDC7-P1

Anzahl an Embryonen 1140 1207 878

Transgene Pflanzen 1 1 11

Anteil embryogener Kalli 44,0 + 24,8 49,6 + 29,7 54 21,6

Transformationseffizienz 0,1 % 0,1% 1,3%

Tabelle 7: Anzahl der am CIMMYT beschossenen Emheyo prozentualer Anteil embryogener
Kalli, produzierte transgene Pflanzen und die daresultierende Transformationseffizienz in
Kotransformationsexperimenten mit den Vektoren pfHQund pUBINOS-P1, pAHC25 und
pUBINOS-HC-Pro bzw. pAHC25 und pPH-mut.

Vektor pAHC25 + pAHC25 + pAHC25 +
pUBINOS-P1 pUBINOS-HC- pPH-mut
Pro
Anzahl an Embryonen 656 1226 442
Transgene Pflanzen 0 0 0
Anteil embryogener Kalli 45,9 + 27,0 31,5+32,3 o4 28,0

Transformationseffizienz 0% 0% 0%
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Tabelle 8: Anzahl der am CIMMYT beschossenen Embeyo prozentualer Anteil embryogener
Kalli, produzierte transgene Pflanzen und die daresultierende Transformationseffizienz in
Kotransformationsexperimenten mit den Vektoren pARBCund Konstrukten zur estradiol-
induzierbaren Expression vtic-proundgus

Vektor Konstrukte zur Estradiol-induzierbaren Exgsien u.a. von

hc-proundgus

Anzahl an Embryonen 1400

Transgene Pflanzen 0

Anteil embryogener Kalli 52,7 + 25,0

Transformationseffizienz 0%

Es wurden insgesamt 207 Beschiisse durchgefuhryam® Beschissen konnten jedoch
transgene Pflanzen gewonnen werden. Die Transfmnsatffizienz war auch in diesen 9
Beschiissen mit einer Bandbreite von 0,9 % bis 5@&®Beschuss weit von einer Marke
von 70 % entfernt. Die durchschnittliche Transfotioreseffizienz aller Beschiisse mit
pAHC25 alleine (Kontrolle) zur konstitutiven Expsesn des Resistenzgebar und gus
lag bei 0,1 %. Auch die Transformationseffizienz @ebombardements mit pAHC25 und
pPH zur Kkonstitutiven Expression vopl/hc-pro lag bei 0,1 %. Alleine die
Transformationseffizienz der Cobombardements mitHGR5 und pMDC7-P1 zur
induzierbaren Expression vgri war mit 1,3 % etwas hoher. Erstaunlicherweise enrd
alle Pflanzen, die das Konstrukt zur induzierbagpression voipl enthielten, aus nur 7
Beschiissen, die innerhalb eines Zeitfensters voWvdhen durchgefihrt wurden,
gewonnen, nicht jedoch aus weiteren 13 Beschissen.

Experimente, aus denen erfolgreich transgene Rffangewonnen werden konnten,
unterschieden sich hinsichtlich des Prozentsatzesvdryogenem Kallus nicht signifikant
von nicht-erfolgreichen Experimenten. Auch die Usthiede zwischen den erzielten
Transformationseffizienzen aus Transformationen npPAHC25 alleine sowie
Kotransformationen mit pAHC25 und pPH bzw. pMDC7x#dren nicht signifikant.
Bezuglich des Prozentsatzes an embryogenem Katliggscheiden sich die Experimente
nicht signifikant mit Ausnahme der Transformatioserimente mit dem Vektor
pUBINOS-HC-Pro. Diese unterscheiden sich signiftkesowohl im Vergleich zu
Versuchen mit den anderen konstitutiv exprimieSemppressoren (p = 0,008) als auch im
Vergleich zu den Versuchen mit Estradiol-induziegibaKonstrukten (p<0,001), nicht
jedoch im Vergleich zu Versuchen mit pAHC25.
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Eine Linie zur konstitutiven Expression vpi/hc-prosowie elf Linien zur induzierbaren

Expression vompl wurden erzielt

Die aus Transformationsversuchen regeneriertenn®fta wurden in Mexiko im
Gewachshaus kultiviert und teilweise bereits in @8rGeneration mittels PCR auf das
Resistenzgerbar Uberprift. Die reifen Samen wurden geerntet undhnBayreuth
verschickt. 1420 Samen der T1-Generation von 108wweeten transgenen Linien wurden
ausgesaht und im Gewachshaus kultiviert. 12 beneitslexiko Uberprifte Linien mit
positivem PCR-Signal bezlglich des Reportergdizs wurden mittels PCR auf
Anwesenheit des Genabschnitts v@d/hc-pro bzw. bei Linien zur induzierbaren
Expression vorpl auf pl oder einer Teilsequenz des LexA-Promotors (siehschnitt
2.5.3) Uberprift. Auf diese Weise wurde eine Lifienie 21595) zur konstitutiven
Expression vompl/hc-prodetektiert, sowie zehn Linien zur induzierbarempi&ssion von
pl (Linien 21602, 21604, 21656, 22070, 22082, 22@2138, 22191, 22198, 22271). Als
Negativkontrolle wurde immer auch nichttransforrteer Wildtyp-Weizen Triticum
aestivumL. var. ,Bobwhite SH9826") verwendet. Abbildung 88d Abbildung 40 zeigen
beispielhaft das Ergebnis eines solchen PCR-Scrgenransgener Linien anhand der

Auftrennung der PCR-Produkte durch Agarosegeledpkinrese.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 39: PCR-Screening mutmalilich transgep#&induzierbarer Linien beziglicipl
(Lange des Produkts ca. 1 kb). Von links nach sedRositivkontrolle Plasmid pMDC7-P1 (1),
Negativkontrolle ohne Plasmid (2), Positivkontrallansgene Linie (3), Negativkontrolle wildtyp-
Weizen (4), mutmallich transgene Linien (5-11)n8sad (12).
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Abbildung 40: PCR-Screening mutmallighl/hc-protransgener Pflanzen der 21595-Linie
bezuglich pl/hc-pro (Lange des Produkts ca. 2,2 kb). Von links naathtee Positivkontrolle
Plasmid pPH (1), Positivkontroliel/hc-protransgene Pflanze (2), Negativkontrolle ohne Pidsm
(3), Negativkontrolle wildtyp-Weizen (4), mutmafiitransgene Pflanzen (5-9), Standard (10).

Die Expression der Reportergegies undbar wurde in den PCR-positiven Pflanzen sowie
den ubrigen vermuteten transgenen Linien mittelobhemischer GUS-Farbung von
Pollen oder Blattern (Abbildung 41) oder durch Bésen mit einer 0,3 %-igen Basta®-
Losung (BayerCropScience, Monheim) auf ResistergeigePhosphinotricin Uberprift

(siehe Tabelle 10).

Ac B ‘ ‘ |
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Abbildung 41: Histochemische GUS-Farbung in Pollah und Blattern (B)gusexprimierender
transgener Weizenlinien. (B): Reihenfolge oberehRebn links nach rechts: Linien 21585, 21602,
21604, 21656, 22070; Reihenfolge untere Reihe ¥aks Inach rechts: Linien 22082, 22087,
22138, 22191, 22271. Linie 21585 (links oben) ist &ransformationsexperimenten mitsallein
ohne Kotransformation mitpl oder pl/hc-pro hervorgegangen, die anderen Linien aus
Kotransformationen migusund induzierbarenpl. Wahrend Linie 21656 (obere Reihe, vorletztes
Blatt) offensichtlich keine GUS-Aktivitat in den &tern aufweist, zeigen andere Linien
histochemisch nachweisbare GUS-Aktivitat.
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Auf diese Weise wurde eine weitere transgene L{hiaie 22088) zur induzierbaren
Expression vorpl gefunden, wobei die Linie ebenfalls mittels PCR Anwesenheit der
Gensequenz von pl Uberpruft wurde. Auch die Linie 21585, die aus
Transformationsversuchen nur mit dem Vektor pAH@Rntrolle) hervorgegangen war,

exprimiertegusundbar.

3.3.2 Auswahl transgener Linien fur weitere Untersuchunge

Konstitutive Expression vopl/hc-pro

Linie 21595 exprimiert weder gus noch bar und vetlictuauch nicht p1/hc-pro

Im Falle der Linie 21595 konnten zwar positive PSignale bezlglichpl/hc-pro
nachgewiesen werden, jedoch keine GUS-Aktivitatqkmetrischer Nachweis) und keine
Resistenz gegen Phosphinotricin (siehe Abbildung B&belle 9). In vielen Fallen
korreliert dassilencingder Reportergene mit desilencingdes eingebrachten Zielgens, in
diesem Fall also mipl/hc-pra Zudem zeigten die transgenen Pflanzen keinen von
nichttransformierten Kontrollpflanzen verschieden&manotyp, so dass wir davon
ausgingen, dagsl/hc-proin dieser Linie selbst desilencingunterworfen ist und, wenn
uberhaupt, nur sehr schwach exprimiert wird. Diealfxse dieser transgenen Linie wurde

daher zuriickgestellt.

Tabelle 9. Expression der Reportergghecuronidasgkolorimetrischer Nachweis) urighr in der
transgenen Weizenlinie 21595

Lini PCR GUS-Aktivitat ~ Resistenz gegen
inie

(P1/HC-Pro) [pMol/mg*min] Phosphinotricin
21595 + 0,02 + 0,05 -

Induzierbare Expression vari

Wie oben erwahnt, wurden 11 transgene Linien msite&CR auf Anwesenheit vari bzw.
LexA-Promotor sowie in Hinsicht auf Expression dRaportergengus (siehe Abschnitt
3.3.3.2, Tabelle 12, linke Spalte ,GUS-Aktivitatrvimduktion der Expression vopl®)
undbar Uberprift. Die entsprechenden Ergebnise sind bell@ 10 zusammengefasst. Die

Linien zur induzierbaren Expression vphkonnten demnach in drei Gruppen eingeordnet
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werden.

5 Linien exprimieren gus und bar

In der ersten Gruppe (Linien 21602, 21604, 2202038, 22191) waren die PCR-Signale
bezuglich p1 und des LexA-Promotors positiv, sowie eine GUSKAKit und
Phosphinotricin-Resistenz vorhanden.

2 Linien exprimieren gus, jedoch nicht bar

In der zweiten Gruppe (Linien 22082, 22087) warenRICR-Signale bezuglighl und des
LexA-Promotors ebenfalls positiv und eine GUS-Ak#Y vorhanden, jedoch waren die

Pflanzen nicht resistent gegen eine Herbizidbeheagdhit Phosphinotricin.

2 Linien exprimieren bar, jedoch nicht gus

Die dritte Gruppe (Linien 22088, 22198) zeigte pusiPCR-Signale bezlglighl und des
LexA-Promotors und war resistent gegen Phosphriofrihatte jedoch keine GUS-
Aktivitat.

Eine Kosegregation der exprimierten Reportergeas,LeétxA-Promotors ungl wurde in

allen Linien bestatigt.

Linien 22271 und 21656 konnten keiner der drei @aupzugeordnet werden. 22271
zeigte ein negatives PCR-Signal fitt, fur den Promotor jedoch ein positives, wahrend
Linie 21656 umgekehrt ein positives PCR-Signalgdfirzeigte und ein negatives fir den

Promotor.

Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen kbtmeegen sich demzufolge
besonders auf dipl-induzierbaren Linien 21602, 21604, 22070, 2213894, 22082,
22087, 22088 und 22198.
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Tabelle 10. Expression der ReporterggheuronidasgGUS Aktivitat) undbar (Resistenz gegen
das Herbizid Phosphinotricin) und KosegregationRigportergene ungil in denpl-induzierbaren
transgenen Weizenlinien.

Resistenz gegen

PCR (P1) PCR (Promotor) Gus Aktivitat o
Phosphinotricin

21602 + + + +
21604 + + + +
22070 + + + +
22138 + + + +
22191 + + + +
22082 + + + -

22087 + + + -
22088 + + - +
22198 + + - +
21656 + - - -

22271 - + + +

3.3.3 Induktion der Expression vonpl

Transiente, estradiol-induzierbayasExpression

Um zu Uberprifen, ob durch Estradiol in WeizenEx@ression von Transgenen induziert
werden kann, wurden Weizenembryonen auf 10 uM &siraaltigem MS Medium (siehe
Abschnitt 2.5.5) ausgelegt, mit dem Vektor pMDC7-GUS (siehlesdhnitt 2.3.11.1,
Abbildung 21) wie in Abschnitt2.4.5 beschrieben biolistisch transformiert und die
Expression vorgusdurch histochemische Farbung (siehe Absclriti4.2) nachgewiesen.
In transformierten Embryonen, die auf estradiokibam MS Medium ausgelegt wurden,
wurden GUS-Spots entdeckt, nicht jedoch in Embryosaagf MS Medium ohne Estradiol.
In Abbildung 42 wird die Expression vogus nach Induktion durch Estradiol gezeigt
sowie die gleichzeitige, konstitutive Expressiom\gip nach Kotransformation mit den
Vektoren pMDC7-GUS sowie pGFPBAR (siehe Abschait 3, Abbildung 23).
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Abbildung 42: (A)gusExpression nach Partikelbeschuss eines WeizenembriLange 1 mm)
mit den Vektoren pMDC7-GUS und pGFPBAR bei Estrithduktion. (B) zeigt in einem
vergréRerten Ausschnitt des Embryos aus (A) eind8-Spot mit einegfp-exprimierenden Zelle.
Der Farbstoff diffundiert wéhrend des histochemgsciNachweises aus der transformierten Zelle
in das umliegende Gewebe. Daher ist der blau gefd@ewebebereich grol3er als djg-
exprimierende Zelle.

3.3.3.1 Retardierte Keimung von pltransgenen Weizenembryonen

Aufgrund der bekannten Entwicklungsstorungen, dieldl die konstitutive Expression von
pl/hc-pro in Tabak und Arabidopsis hervorgerufen werden und aufgrund der
Schwierigkeiten, p1/hc-pro konstitutiv exprimierende, transgene Weizenpflanzau
erhalten, wurde vermutet, dass eine Expression pbihc-pro einen ahnlich starken
Phanotyp in Weizen, z.B. im Bezug auf Wachstumshengmder Entwicklungsstérungen
hervorrufen konnte. Da die Suppressorfunktion delydPoteins P1/HC-Pro aus WSMV
aufgrund des Ergebnisses der transienten ExpressibriPl eingegrenzt war, sollte es
maoglich sein, in transgenen Pflanzen nach Induktitemn Expression vorpl einen
abweichenden Phanotyp zu beobachten. Insbesoneleneiteten wir, dass die konstitutive
Expression vonpl/hc-pro in Transformationsversuchen die Regeneration desmer
Pflanzen verhindern kénnte, so dass vor allem emrhender Effekt der Expression von
pl nach Induktion durch Estradiol auf den analogemgéng der Keimung zu erwarten
war. Je ca. 15 Embryonen transgener Weizenpflanden T2-Generation funf
verschiedener Linien sowie nichttransformierteraRflen derselben Varietat wurden aus
unreifen Kornern herausgeschnitten und auf Estimdibigem MS-Medium (20 pM

Estradiol) wie in Abschnit2.5.6.1 beschrieben unter Beleuchtung kultiviert.
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Abbildung 43. Keimung von Embryonen am Tag 6 nhachap&ation aus Kdrnern
nichttransformierten Weizens sowie eipdrinduzierbaren transgenen Linie (22198) auf Estladi
haltigem MS Medium (20 uM Estradiol).

Die Keimungsrate der Embryonen (Anteil der keimené&enbryonen an der Gesamtheit
der praparierten Embryonen) je transgene Linie Kiowltrolle wurde in Abstanden von 24
Stunden bis 7 Tage sowie 10 Tage nach Praparatestinbmt. Die individuellen
Keimungsraten der transgenen Linien werden im Agh@rehe Abschnit8, Tabelle 14)
aufgefuhrt. Tabelle 11 zeigt die gemittelte Keimsnage der transgenen Linien und der
Kontrollen mit den entsprechenden Standardabwegd#munEin verzdgerter Beginn der
Keimung sowie eine verringerte Keimungsrate pleinduzierbaren Linien im Vergleich
zur Kontrolle ist deutlich zu erkennen, wobei dentéfschied an den Tagen 5 und 7 nach
Préaparation signifikant (g 0,05), an Tag 6 sehr signifikant{0,01) war. Die statistische
Auswertung der Keimungstests erfolgte mit dem Rumogn Sigmastat (siehe Abschnitt
2.7).
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Tabelle 11. Keimungsratgl-induzierbarer Linien vs. Kontrolle auf 20 uM Esli@-haltigem MS
Medium 1 bis 7 Tage sowie 10 Tage nach Prapardgof=mbryonen (Tag 0).

Tage nach
Praparation Keimungsrate Keimungsrate Signifikanz
der pl-induzierbare Linien [%] Kontrolle [%]
Embryonen
0 0 0 -
1 0 0 -
2 0 0 -
3 0 52+ 4,6 -
4 18,9+12,2 50,1 +29,5 P =0,073
5 32,8+14,4 72,3+29,2 P =0,039
6 36,2+18,1 93,4+7,8 P =0,002
7 55,1+ 25,2 96,3+ 3,4 P =0,034
10 84,9+14,3 98,4 +2,8 P =0,167

3.3.3.2 Verstarkte Expression des Reportergenglucuronidasedurch P1

Ein Aspekt der Estradiol-induzierten Expression pann transgenen Linien trifft eine der
Kernfragen der vorliegenden Arbeit. Falls die Segporfunktion des Polyproteins P1/HC-
Pro aus WSMV tatsachlich auf P1 beschrankt wareaufadie Resultate zur transienten
Expression in Embryonen hinwiesen (siehe AbsclBnltt Tabelle 4 und Tabelle 5), misste
man nach Induktion der Expression vph einen Effekt von P1 auf die Expression des
Reportergenglucuronidasebeobachten. Analog zu dem von Malleey al (2002) in
Tabak beschriebenen System sollte ein vermuteteprssor des RNAilencing(P1) die
Expression vorgus erhéhen, wobei dies anhand der erhdhten GUS-Adtiguantitativ
erfasst werden kénnte. So wirde eine Zunahme deB-@kiivitdt zugleich einen
Nachweis der Funktionalitdt des Estradiol-induzeen Systems an sich als auch der

Funktionalitat von P1 als Suppressor des Ril@ncingin Weizen erbringen.

Behandlung der Pflanzen mit Estradiol

Um zun&chst die Linien mit einer erhdhten GUS-Alkdivnach Behandlung mit Estradiol
zu finden, wurde pro transgener Linie je eine 6 Warcalte Pflanze der T2-Generation fur
5 Minuten in eine Estradiol-haltige Losung getaudiie mit Detergens (Tween 20)

versetzt war. Dadurch sollte eine maximale Beneggzumd Aufnahme erzielt werden, so
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dass ein Effekt in demjenigen Gewebe zu beobachtime, das direkt mit Estradiol in
Kontakt gebracht worden war. Um andere Einflisségekend auszuschlie3en, wurden
die Pflanzen unter einheitlichen Bedingungen ineeiklimabox bei 20°C und einer
Lichtperiode von 16:8 Stunden angezogen. Die GUSvA#t wurde vor der Behandlung
mit Estradiol sowie 24 Stunden nach Estradiol-Beharg bestimmt. Als Negativkontrolle
wurde nicht-transformierter Weizen (,Bobwhite SH882rerwendet. Als Positivkontrolle
zur Bestimmung der Funktionsfahigkeit des Estramtiduzierbaren Systems dienten von
Dr. Mark Curtis (ETH Zurich) zur Verfigung gestelfjustransgenérabidopsisPflanzen
(siehe Abschnitt2.5.5), derengusExpression durch Bestreichen der Blatter mit einer
Estradiol-haltigen Losung induziert wird (Braetial, 2006). Zucet al (2000) fand eine
maximale Induktion degfp-Expression ingfp-transgenemrabidopsis24 Stunden nach
Behandlung der Pflanzen mit einer mindestens 5 pdWtaHiollosung. Mangels eines
bereits etablierten Estradiol-induzierbaren Systemsonokotyledonen Pflanzen wurden
die pl-transgenen Weizenpflanzen wie oben beschrieberichgh mit einer 20 pM
Estradiollésung behandelt. Nach Messung der GU 3¢t 24 Stunden nach Behandlung
wurden dieselben Pflanzen mit einer 100 uM Estikidiong behandelt und 24 Stunden
spater wiederum die GUS-Aktivitat ermittelt. DiegEbnisse dieser Messungen sind in
Tabelle 12 zusammengefasst. Der kolorimetrischehiNais der GUS-Aktivitat und

Bestimmung der Standardabweichung erfolgte wiebsohnitt2.5.4.1 beschrieben.

Messung der GUS-AKktivitat

Nach der Behandlung mit einer 20 uM Estradiolléskognte zunéchst in keiner der
transgenen Linien zur induzierbaren Expression pbrein signifikanter Effekt auf die

GUS-AKktivitat nach 24 Stunden beobachtet werderchNder Verstarkung der Estradiol-
Induktion (100 uM) ergab sich bei denjenigen Linidie bereits vor der Behandlung mit
Estradiol eine relativ hohe GUS-AKktivitat hattennee drastische Steigerung der GUS-
Aktivitat um 98 % (Linie 21604) und 89 % (Linie 21®). Interessanterweise gehdren
diese Linien zu der Gruppe der transgenen Pflandienneben der GUS-Aktivitat auch
eine Herbizidresistenz aufweisen. Zumindest eineeasl Mitglied dieser Gruppe, Linie
22070, zeigte ebenfalls eine Steigerung der GUSvidkt zu diesem Zeitpunkt. Bei Linien

22138, 22191, 22082 und 22087 war eine kaum erl®Bht8-Aktivitat zu beobachten. In

den Linien 22088 und 22198, die weder GUS-Aktivitdich Herbizidresistenz zeigen,

konnte auch nach Behandlung mit Estradiol keinélaeh GUS-Aktivitat nachgewiesen
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werden. Auch bei Linie 22271, die kein positivesRRSignal flrpl gezeigt hatte, fuhrte
eine Behandlung mit Estradiol zu einer nicht metklhéheren GUS-AKktivitat.

Tabelle 12. Kolorimetrischer Nachweis der GUS-A#éit[pMol/mg*min] in transgenen Linien zur
induzierbaren Expression vgml aus WSMV. Die GUS-Aktivitdt wurde vor Behandlungrd
Pflanzen mit Estradiol sowie je 24 Stunden nachaBdlung mit einer 20 uM bzw. 100 pM
Estradiollosung bestimmt. Als Negativkontrolle (wignte nicht-transformierter Weizen derselben
Varietat, als Positivkontrolle transgem@abidopsis thalianazur induzierbaren Expression des
Reportergengus

Gus-Aktivitat vor Gus-Aktivitat nach Gus-Aktivitat nach
Induktion der Expressicinduktion der Expressicnduktion der Expressic

vonpl vonpldurch 20 uM  vonpldurch 100 uM
Estradiol Estradiol

21602 8,1+0,3 7,3+0,7 154+1,1
21604 144 +1,1 16,9 +1,0 28,6 4,4
22070 6,7+0,2 6,4+0,1 9,1+1,0
22138 1,6 £ 0,07 2,2+0,01 2,6+0,2
22191 1,5+0,2 0,90+0,2 2,2+0,3
22082 5,8 +£0,08 45+0,6 6,4 + 0,06
22087 1,3+0,2 1,7+0,2 1,7+0,1
22088 0,05 + 0,004 0,06 + 0,02 0,1+0,04
22198 0,02 + 0,008 0,03 + 0,06 0,07 £ 0,09
22271 3,7+0,2 3,9+0,2 44+0,9
Wt 0,02 + 0,004 0,03 + 0,04 0,07 £ 0,05
A.thaliana 0,1 0,07 1,7+0,09 2,1+0,2

Die Messungen zeigten anhand der Kontrolle klassddie Aktivitat und damit dieser

vorausgehend die Expression des Reportergprssin transgenenArabidopsis nach
Behandlung mit 20 uM Estradiol bzw. 100 uM Estradion den Faktor 17 bzw. 21

deutlich anstieg, womit die Funktionsfahigkeit destradiol-induzierbaren Systems an sich

erwiesen war. Des Weiteren stieg wie erwartet dissS@\ktivtat in nicht-transformiertem

Weizen nach Estradiol-Behandlung nicht an.

Da die Linien 21602 und 21604 die deutlichste Reakauf die Induktion mit Estradiol

gezeigt hatten, wurden

nachfolgenden

Experinmentparallel angezogene
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Schwesterpflanzen mit Estradiol behandelt, wobei bareits zu Anfang eine 100 uM
Estradiollésung verwendet wurde und die zweite ktida weggelassen wurde. Die
entsprechenden Messwerte sind in Tabelle 13 andefikuch hier erfolgte der
kolorimetrische  Nachweis der GUS-Aktivitat und dieBestimmung der

Standardabweichung wie in Abschriits.4.1 beschrieben.

Tabelle 13. Kolorimetrischer Nachweis der GUS-Ak#iv [pMol/mg*min] in den transgenen
Linien 21602 und 21604 zur indzierbaren Expression pl. Die GUS-Aktivitat wurde vor
Behandlung der Schwesterpflanzen mit Estradiol s@4li Stunden nach Behandlung mit einer 100
UM Estradiollésung bestimmt.

GUS Aktivitat vor Estradiol- GUS Aktivitat nach Estradiol-

Induktion der Expression va@nl Induktion der Expression vari

21602 13,9+3,0 19,5+0,2
21602 239+43 22,4 +0,8
21602 18,7+ 2,0 26,4+2,9
21604 21,0+£4,1 259272
21604 195+21 21,4+5,1
21604 15,1 +0,7 22,0+0,9

Mittelwert 18,7 + 3,6 23,0+2,6

Erstaunlich war einerseits zunéchst, dass die Gki84ft der Schwesterpflanzen
innerhalb einer Linie vor Behandlung mit Estradmim Teil erheblich von einander
abwich. So war in Linie 21602 die GUS-Aktivitat deflanze mit der hochsten Aktivitat
im Vergleich zu der Pflanze mit der geringsten kit (Tabelle 12) um den Faktor 2,9
hoher. Etwas geringer war die Variationsbreite inid. 21604, in der sich die GUS-
Aktivitat der entsprechenden Pflanzen nur um dektdfal,5 unterschied. Weiter
bemerkenswert war, dass sich die GUS-Aktivitat B8anzen beider Linien statistisch

nicht signifikant unterschied.

Nach Estradiol-Behandlung zeigte sich ein uneifibkés Bild: wahrend in jeder Linie je
zwei Pflanzen eine 23 % bis 45 % hohere GUS-Aldivitatten, zeigte je eine Pflanze
keine Veradnderung. Keine der Pflanzen zeigte jedeicke so deutliche Erhdhung der
GUS-AKktivitat wie ihre Schwesterpflanze des erdiperiments (Tabelle 12). Dennoch
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war die um 22 % erhohte mittlere GUS-Aktivitat deansgenen Pflanzen beider Linien
statistisch signifikant (p < 0,05) (Tabelle 13)eRitatistische Auswertung erfolgte mit dem
Programm SigmaStat (siehe AbschAift).
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4 Diskussion

4.1 Konstitutive Expression vonpl und pl/hc-pro(transiente Transformation)

In den meisten Untersuchungen tber P1 und HC-PTalrak undArabidopsiswurde das
Polyprotein P1/HC-Pro verwendet (Brignetial, 1998; Kasschau und Carrington, 1998;
Mallory et al, 2002; Kasschawet al, 2003). Bereits Anandalakshmi hatte in einem
transienten System in Tabak entdeckt, dass HC-Reine eine Suppressorfunktion
austben konnte, die allerdings in Gegenwart vorvétstarkt wurde (Anandalakshrat

al., 1998). Mallory bestatigte in einem stabil tramsfeertem Tabak, dass P1 aus TEV
nicht als Suppressor wirkte, dapa-transgenem Tabak weder eine gesteigerte Expression
des Reportergens noch ein abweichender Phanotypabtetet wurde (Malloryet al.,
2002). Fur die vorliegende Arbeit sind die Verotfmmungen von Malloryet al (2002)
und Anandalakshmet al. (1998) von besonderer Relevanz, da sie die Wirkuoig
P1/HC-Pro auf die Expression des Reporterggus in stabil transformiertem Tabak
zeigen. Andere Gruppen verwendeten transiente 18gste.B.Agrobacteriuravermittelte
Kotransformation oder virale Vektoren zur Expressieon pl/hc-pro von Potyviren
(Brigneti et al, 1998; Kasschau und Carrington, 1998; Hamikbl, 2002; Valliet al,
2006). Unterschiedliche Ergebnisse konnten somitden verwendeten Verfahren
begriindet sein (Rothet al, 2004; Qu und Morris, 2005). Wenn auch der
Wirkungsmechanismus von den unterschiedlichen Yesfa beeinflusst sein mag, so ist
doch in allen Untersuchungen bestatigt worden, &@d$6IC-Pro von Potyviren tber den
SiRNA Metabolismus als Suppressoren des RiNéncingwirken.

Vor der Untersuchung der Wirkung von P1/HC-Pro amSMV in transgenen
Weizenpflanzen stand die Herausforderung, ein igatss Expressionssystem zu
entwickeln, mit dem die Funktionalitat der Vektorerprobt werden kann. Die bei Tabak
verwendeten Systeme der Agrobakterien-Transformabaw. Infektion eines viralen
Vektors standen fir Weizen nicht zur Verflgung, deeine geeigneten
Agrobakterienstamme bzw. viralen Vektoren bekanntaren. Deshalb wurde
Weizengewebe Dbiolistisch mit den Expressionsvektordransformiert.  Zur
Kotransformation mitgfp musste Gewebe ausgewahlt werden, das kein Chhifoph
enthalt, da dieses die Fluoreszenz des GFP uUbérdzas Gewebe musste steril sein und

Uber mehrere Tage am Leben gehalten werden, daméinderungen der Expression tber
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einen langeren Zeitraum beobachtet werden konridgse 3 Kriterien trafen nur fur
Embryonen zu, die aus sterilisierten unreifen Kémrgewonnen wurden und die auch grof3
genug waren, um eine Vielzahl von transformiertesllen pro Embryo ausmachen zu

kdnnen.

4.1.1 P1/HC-Pro und P1, nicht jedoch HC-Pro wirken als Sppressoren des RNA

silencing

In Anwesenheit des Polyproteins P1/HC-Pro zeigtk sine um den Faktor 2 erhélogig-
Expression. Ein ahnliches Resultat erhielt marKim¢iansformation mipl undhc-pro auf
getrennten Vektoren (siehe Abschidtl, Tabelle 4 und Tabelle 5). Dies deutet an, dass
die Expression vompl/hc-proals Polyprotein und die nachfolgende Prozessiedurgh
autokatalytische Spaltung nicht notwendig fir dignlionalitéat der Proteine ist. Des
Weiteren findet vermutlich eine korrekte Prozessigr des Polyproteins P1/HC-Pro in

zwei reife und funktionale Proteine P1 und HC-Radts

Ausgehend von den aus TEV bekannten Ergebnissé@ im@n nun vermutet, dass bei
Transformation mihc-proalleine, nicht aber mp1 alleine eine verstarkigfp-Expression
zu beobachten ist. Uberraschenderweise war abaugtas Gegenteil der Fall: P1 alleine
fuhrte zu einem Anstieg degfp-Expression um den Faktor zwei. Ein vergleichbarer
Anstieg war nur bei Expression vauil/hc-pro (Polyprotein) bzw. bei gleichzeitiger
Expression vorpl und hc-pro (bei Kotransformation mit zwei Vektoren) zu sehBiC-
Pro alleine, d.h. in Abwesenheit von P1, fihrteogtdzu keiner verstéarktegip-Expression
(siehe Tabelle 4 und Tabelle 5).

Grundsatzlich ist es naturlich moglich, dass diezeegtehc-pro mRNA abgebaut wurde
oder das HC-Pro Protein nicht stabil war und dassdiesem Grund keine Wirkung bei
alleiniger Expression voinc-pro zu erkennen war. Eine fehlerhafte Transkription is
jedoch sehr unwahrscheinlich, da zum einen die &eguonhc-pro (ebenso wie die aller
anderen Suppressoren) durch Sequenzierung Ubewmwidien war und zum anderen zur
Expression vorgfp, pl, hc-pround der anderen Suppressoren derselbe Vektor ndete
wurde bzw. die kodierenden Sequenzen unter Koetadls gleichen Promotors standen.
Ex ist auch allgemein bekannt, dass virale Prot@ngrer Wirtspflanze generell stabil

sind.
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Wahrscheinlicher scheint eine FunktionsverschiekdergSuppressorfunktion von HC-Pro
bei TEV zu P1 bei WSMV. Die transienten Ergebnigseten an, dass HC-Pro aus WSMV
keine Funktion als Suppressor hat, da P1 alleimeefile verstarktegfp-Expression
ausreicht. Auch scheint HC-Pro die Funktion von ridht zu verstarken. In diesem
Zusammenhang stellt sich die Frage, welche Funk#iGrPro hat, da die alleinige Rolle
als Proteinase zur korrekten Prozessierung desritiies des nachfolgenden P3 Proteins

nicht sehr wahrscheinlich ist.

Die Ergebnisse der konstitutiven Expression pémnd hc-prozeigen, dass WSMV einen
Suppressor des RNsgilencingkodiert und dass dieser Suppressor des RNhcingdas
Protein P1 ist. Hingegen scheint HC-Pro keine Seggwraktivitat zu haben.

Dies findet Unterstiitzung durch die UntersuchumgeDeletionsmutante von HC-Pro aus
WSMV durch Stengeet al. (2005). Uberraschenderweise war diese WSMV-Mutéamte
der Lage, Weizen in gleichem Mal3e wie das Wildtyps¥ zu infizieren. Wenn HC-Pro
ein Suppressor des RNgilencingware (und damit auch des Verteidigungsmechanismus
der befallenen Pflanze), wirde man vermuten, dass Beletion zu einer verringerten
Infektion fihren wirde. Da dies nicht der Fall ist, HC-Pro fir Genomreplikation und
Langstreckentransport entbehrlich und wirkt vermhtinur verstarkend (Stenget al,
2005).

Valli et al. (2006) zeigten anhand d€sicumber vein yellowing ipomovirg8VYV), dass
auch in diesem Virus P1 als Suppressor B&A silencingwirkt. CVYV gehort der
Gattunglpomovirusan und zahlt somit ebenso wie TEV und WSMV zu Hamilie
Potyviridae Das Virus zeigt den allen Mitgliedern der Familgemeinsamen

Genomaufbau (siehe Abschriit®), jedoch fehlt einbc-prokodierende Region.

Valli et al. (2006) fanden, dass CVYV zwei Kopien der P1 Psaait 24 % Ahnlichkeit
auf Aminosaureebene kodiert, wovon allein die zevédbpie (P1b) als Suppressor des
RNA silencing wirkt. Die beiden Kopien sind wahrscheinlich dur@enduplikation
entstanden. Die Suppressoraktivitdt von P1 aus CWe&ruht ebenso wie die des
potyviralen HC-Pro vermutlich auf der Bindung vaRNA. Somit ersetzt P1 aus CVYV

zumindest die Suppressoraktivitat von HC-Pro.
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Ein weiterer Vertreter der Gattuhgomovirus Sweet potato mild mottle virgSPMMV),
hat ebenfalls einpl kodierende Region, welche eine Genduplikation iéhrdu der von
CVYV zeigt, jedoch nur eine Proteasedomane am @irers von P1 hat. Auch ist eine
hc-pro kodierende Region in SPMMV noch vorhanden. Wahrdiederste Kopie von P1
(Pla) aus CVYV den P1 Proteinen von Mitgliedern @attungPotyvirus(wie TEV und
TuMV) &hnelt und auch dem N-Terminus von P1 aus BRMahnelt P1b (die zweite
Kopie von P1 aus CVYV) und der C-terminale Teil ieh aus SPMMV stéarker den P1
Proteinen der Tritimoviren (z.B. WSMV).

Zusammengenommen legt dies nahe, dass sich inbeded Familie Potyviridae
evolutionare Entwicklungen zeigen, welche zu eirfersatz der Suppressoraktivitat von
HC-Pro durch P1 fihren. Am weitesten fortgeschrigeheint die Entwicklung in CVYV,

in dem P1b als Suppressor wirkt und HC-Pro delegerin WSMV ist HC-Pro zwar noch
vorhanden, scheint aber keine essentielle Funktienr zu haben und auch nicht mehr als
Suppressor zu wirken, wahrend P1 eine Aktivitat @igpressor zeigt. Von Pl aus
SPMMV ist nicht bekannt, ob es eine Suppressoraititat, bzw. ob HC-Pro dort noch

als Suppressor wirkt.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass itpderoviren durch die Genduplikation
ein dem potyviralen P1 ahnliches Protein erhaliesbbDemgegentiber ist nicht bekannt,
ob in WSMV eine Genduplikation von P1 stattgefunttemn und die erste Kopie von P1
dann deletiert wurde oder ob das urspringliche Brmptierte und nachfolgend die
Suppressoraktivitat von HC-Pro ersetzte. Die Unigrangen von Stenget al. (2005)
zeigen, dass als nachster Schritt in der evoluteond&ntwicklung von WSMV eine
Deletion der hc-prokodierenden Region mdglich ist, da HC-Pro keineewrsllen

Funktionen mehr auszuliben scheint.

Die Wirkung von P1 aus Potyviren als Verstarker 8eppressoraktivitat von HC-Pro
(Prusset al, 1997; Anandalakshmet al, 1998; Valli et al, 2006) konnte in der
vorliegenden Arbeit umgekehrt fir HC-Pro aus WSMY \derstarker des Suppressors P1
nicht gezeigt werden. Valbt al. (2006) fanden, dass das potyvirale P1 nur alstédeer
von HC-Pro wirkt, wenn beiden cis exprimiert werden, d.h. als Polyprotein, welches
durch die Proteaseaktivitat von P1 in die beidéiemeProteine P1 und HC-Pro prozessiert

wird. Hingegen fuhrte die Expression der potyvinalgl und hc-pro auf getrennten
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Plasmiden nicht zu einer Verstarkung der Suppragksoitat von HC-Pro. Valliet al.
spekulieren, dass die physikalische Interaktion sziven P1 und HC-Pro einen
hypothetischen Suppressionskomplex siEscingstabilisieren kénnte.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von \&tllal war die Suppressoraktivitat von P1 in
Gegenwart von HC-Pro in der vorliegenden Arbeihhierhoht und dies war unabhéngig
davon, ob P1/HC-Prm cis prozessiert wurden oder getrennt exprimiert wurd®as legt
nahe, dass HC-Pro aus WSMV zwar die Suppressoitéktirerloren hat, nicht jedoch als
Verstarker des Suppressors P1 dient. Somit igtwlktion des HC-Pro aus WSMV véllig
unklar und HC-Pro scheint, zumindest im Hinblick di¢ Suppression dd®NA silencing

redundant zu sein.

4.1.2 Mutiertes P1/HC-Pro und mutiertes P1 zeigen keinepressoraktivitat

Weder P1/HC-Pro noch P1 mit mutiertem FIVMG-Motatten Suppressoraktivitat (siehe
Abschnitte2.3.9 und3.1, Tabelle 4 und Tabelle 5). Wahrend eine anaMg&ation des
konservierten Motivs in P1/HC-Pro aus TEV die Segsporaktivitat nicht beeintrachtigte
(Mallory et al, 2002), scheint die Insertion eines Tripeptidslieses Motiv die Aktivitat
sowohl von P1/HC-Pro als auch P1 aus WSMV zu ienéi.

Das Motiv mit der Consensus-Sequenz FI(V/1)(I/V)XsE eines der wenigen Motive, die
zwischen potyviralem und tritimoviralen P1 konservisind (Choiet al, 2002). Insofern

ist eine essentielle Funktion wahrscheinlich. Deeiggegfp-Expression in Gegenwart des
mutierten P1 bzw. mutierten P1/HC-Pro aus WSMVtl&ase Rolle des Motivs bei der

Suppression des RNgilencingdurch P1 vermuten.

Zum einen konnte das Motiv eine Bedeutung bei degraktion von P1 mit zellularen
Komponenten haben. Fur P1 und HC-Pro aus WSMV wumiech keine zellularen
Komponenten nachgewiesen, mit denen sie wechsewitdingegen ist von HC-Pro aus
TEV bekannt, dass es mindestens mit einem weiteretein (rgsCaMregulator of gne
silencing calmodulin-like prote)n interagiert. Dieses ist Bestandteil eines
Signaltransduktionsweges und ruft bei Uberexpressmen &hnlichen Phanotyp in
transgenen Pflanzen wie HC-Pro hervor (Anandalakgtral, 2000). Es ist zu vermuten,
dass P1 aus WSMV als Suppressor ebenfalls mitlaedlu Komponenten interagiert und

dadurch in den Mechanismus des R8lkncingeingreift.



Diskussion 101

Alternativ bzw. zuséatzlich konnte P1 aus WSM#p-siRNA binden und dadurch mit dem
RNA silencing interferieren. Die an P1 gebundengfp-siRNAs werden dem RNA
silencingMechanismus entzogen und kénnen dadurch beisgssvdersilencingEffekt
nicht mehr verstarken (siehe AbschnitB). Erst vor kurzem wurde entdeckt, dass HC-Pro
aus TEV sowie viele nicht verwandte Suppressoré&iNAi binden und dadurch als
Suppressor wirken (Lakates al, 2006; Meraket al, 2006).

Es ist auch bekannt, dass P1/HC-Pro in transgaraidopsiszu einer Akkumulation von
mIiRNA fihren (Kasschatet al, 2003). Dies stort insbesondere die Regulation der
Expression von Transkriptionsfaktoren und stellihwetlich die Ursache der beobachteten
Entwicklungsstérungen dar. Falls P1 aus WSMV, awahturch Interaktion mit HC-Pro,
eine Funktion bei der Akkumulation der miRNA habnkte eine Insertion in das FIVMG-
Motiv diese Funktion inhibieren, ohne die Funktioron P1 als Suppressor zu

beeintrachtigen.

Die Mutation des FIVMG-Motivs kdonnte damit sowohhe mogliche Interaktion mit
einem zelluldren Protein als auch die Bindung voRN#& und die Uber diese

Interaktion/Bindung vermittelte Suppressoraktivitaéh P1 inhibieren.

Es ist auch moglich, dass das Motiv eine Rolle dmi Spaltung von P1/HC-Pro aus
WSMV in die beiden Proteine P1 und HC-Pro spielheBMutation des Motivs kdnnte die
Proteinaseaktivitat von P1 und damit die autopigtesghe Spaltung inhibieren.
Vermutlich ist die Trennung der beiden Proteinedid volle Aktivitat von P1 notwendig.
So ist bekannt, dass eine analoge Insertion vop i@ ldas konservierte FIVRG-Motiv in
P1 aus TEV die Proteinaseaktivitat von P1 inhikie@olcherart mutierte Viren waren
unfahig, Pflanzen zu infizieren (Verchot und Cagton, 1995b; Kasschau und Carrington,
1995).

Dagegen zeigten Skt al. (1997), dass die erwahnte Insertation in das B\WRotiv von
P1 aus TEV weder eine Prozessierung des reifen teaBch den durch P1/HC-Pro
vermittelten Synergismus bei Koinfektion mit einesnderen Virus behindert. Auch
Anandalakshmet al (1998) fanden, dass transgene Tabakpflanzen enikadierenden

Sequenz fur das mutiertgl sowohl pl/hc-pro mRNA als auch das HC-Pro Protein
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akkumulierten.

Falls das Polyprotein P1/HC-Pro aus WSMV aufgrued ldsertion in das konservierte
FIVMG-Motiv von P1 nicht mehr in die beiden ProteiR1 und HC-Pro gespalten wiirde,
konnte P1 keine Suppressoraktivitat entfalten; soviirde, wie beobachtet, das mutierte
P1/HC-Pro keine erhdhtgfp-Expression bewirken. Dem steht einerseits entgedass
das mutierte P1 alleine auch keinen Effekt aufgfieExpression hat (siehe AbschrSttl,
Tabelle 4 und Tabelle 5). Andererseits hatten Mylkt al. (2002) gezeigt, dass P1/HC-
Pro aus TEV mit mutiertem FIVRG-Motiv eine erhol@&S-Aktivitat bewirkt, d.h. die
Suppressoraktivitdt von P1/HC-Pro aus TEV wurde cldurdie Mutation nicht

beeintrachtigt.

Unabhangig davon, ob das Motiv eine Rolle bei dgoproteolytischen Spaltung von
P1/HC-Pro spielt, ist es daher wahrscheinlich, dessMotiv fur die Suppressoraktivitat
von P1 notwendig ist, entweder indem es an deriigd/on siRNA durch P1 oder an der

Interaktion von P1 mit einer weiteren zellularemikamnente beteiligt ist.

4.2 Cytoplasmatische Lokalisierung von Suppressor-GFP-sionsproteinen

P1/HC-Pro: Movement-Proteine aus WSMV?

Der virale Vermehrungszyklus in der Pflanze bestabt 3 Schritten: der viralen
Replikation in den ersten infizierten Zellen, dieviBegung des Virus in benachbarte Zellen
und die systemische Verbreitung in der Pflanze dlasrvaskulare System, um vom ersten
Infektionsort weit entfernte Teile der Pflanze afdilen. Die Verbreitung der infektibsen
viralen Partikel (Virionen, virale Nukleinsaurenrate Nukleoproteinkomplexe oder eine
Kombination davon) von Zelle zu Zelle erfolgt Ubd@lasmodesmata, typisch pflanzliche
Organellen (Lucaset al, 1995; Ding, 1998; Oparka, 2004; Lucas, 2006)r Hie
systemische Verbreitung wird das vaskulare Systeshesondere das Siebrohrensystem
des Phloems, genutzt (Gilbertson and Lucas, 19p6@rka and Santa Cruz, 2000; Lueas
al., 2001; van Bel, 2003). Der Transport der Virusigal durch die Plasmodesmata ist ein
aktiver Prozess, da eine passive Permeation déké&dge.B. Diffusion) im Hinblick auf
die GrolRenausschlussgrenze der Plasmodesmiata €xclusion limjitSEL von 800 bis
1000 Da) unwahrscheinlich ist (Tucker, 1982; Goagwli983; Citovsky und Zambryski,
1991, Deonet al, 1992; Lucast al, 1993).
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Viele Pflanzenviren kodieren sogenanntenoyement Proteine (MP), die eine

VergroRerung der SEL von Plasmodesmata bewirken ainen Ubertritt der Partikel

ermoglichen. Diese MPs kodnnen selbst Uber Plasmuatesvon Zelle zu Zelle zu

wandern, sie konnen aber auch virale Nukleinsdut@nden und somit als

Transportvektoren dienen. Zu den Viren, die soleties kodieren, zahlen beispielsweise
Tobamoviren (Tabakmosaikviren), Dianthoviren, Cuouiren und Geminiviren (Lucas,

2006).

Es wird angenommen, dass in Potyviren HC-Pro, dalipidtein Coat protein CP) und
dascylindrical inclusion(Cl) Protein (neben ihren anderen Funktionen) rusan als MP
wirken (Reverset al, 1999). Arbeiten von Rojast al. (1997) zeigten eine Rolle von HC-
Pro sowohl de8ean common mosaic necrosis potyvilBEMNYV) als auch degettuce
mosaic potyvirugLMV) als MP, da diese nach Mikroinjektion in Wagellen (Tabak)
einen Anstieg des SEL und einen Transport viraldAR/on Zelle zu Zelle bewirkten,
sowie selbst von Zelle zu Zelle wanderten. Intexetsweise fuhrte HC-Pro verglichen
mit CP zu einem starkeren Anstieg des SEL und schkigdem mit CP kooperativ
zusammenzuwirken. Cl wird eine Rolle bei Positiomig eines Komplexes aus HC-Pro
und viraler RNA an der Pore von Plasmodesmata zhgeben, nicht jedoch eine direkte
Rolle als MP (Carringtoet al, 1998). Andere potyvirale Proteine, wie P1, Nihal WNIb,
waren nicht in der Lage, das SEL zu verandern @ejaal, 1997) und scheinen daher
nicht als MP zu wirken. Mutationen konservierter iAosaurereste in der zentralen
Doméane von HC-Pro aus TEV bewirkten zudem einenatnegn Effekt auf den
Langstreckentransport, an dem HC-Pro vermutlicleiligt ist (Klein et al, 1994; Cronin
et al, 1995; Kasschaet al, 1997).

Ublicherweise bewirken MP einen Anstieg der SEL Wiasmodesmata. Da aber weder
fur P1 noch HC-Pro aus WSMV bisher entsprechendesibe durchgefihrt worden
waren, konnte die Frage gestellt werden, ob déhschnitt3.1 beschriebene Effekt von
P1 auf die gfp-Expression mdoglicherweise nicht nur auf die Supgoegunktion
zuruckzufihren sei, sondern auch auf einen Effaktdee Plasmodesmata. Beispielsweise
konnte eine VergroRerung der SEL eine erhdhte Bidfuoder Transport von GFP aus der
transformierten Zelle in benachbarte Zellen bewirkeras vermutlich ein schwécheres

GFP-Signal nach mehreren Tagen zur Folge habent&dand damit einen Effekt
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beispielsweise von HC-Pro als Suppressor nichtlideutur Geltung bringen kdnnte.
Andererseits konnte eine Lokalisierung von P1 am 8ere der Plasmodesmata
maoglicherweise den Transport von GFP verhindernge vwer insbesondere bei
Transformation von sehr jungen Embryonen beobachitel. Eine scheinbar verstarkte
gfp-Expression in Weizenembryonen durch P1 kdnnte tsaftgine durch eine hohere

Konzentration von GFP in transformierten Zellengetéuscht werden.

Zur subzellularen Lokalisierung von P1 bzw. HC-Rvarden Fusionsprodukte am N-
Terminus von GFP verwendet, denn es ist bekansts da Fusion von Reportergenen
(GUS, GFP) an den N-Terminus von HC-Pro aus LMVeerimegativen Einfluss auf
dessen Funktionalitat hat (German-Retabal, 2000; Candresset al, 2002). Da die
meisten Signalpeptide am N-Terminus eines Proteksdisiert sind, sollte die Fusion von
GFP an den C-Terminus der Suppressoren eine dememaPl oder HC-Pro
entsprechende Lokalisierung erlauben. Ein weitéoeteil der Fusion an den N-Terminus
von GFP ist, dass sich Leserastermutationen erkelassen, da in einem solchen Fall
keine gfp-Expression sichtbar wéare. Die Verwendung eines nsteaten
Expressionssystems zur Beobachtung der subzeluléo&alisierung hat weiterhin den
Vorteil, dass auf eine insbesondere bei Weizen @udiige Generierung transgener
Pflanzen verzichtet werden kann, falls dies aufdrder vermuteten schadlichen Wirkung
von P1/HC-Pro Uberhaupt méglich ware. Arbeiten Wiotshwaet al, (2002b), Escobar
et al. (2003) und Aret al (2003) zeigten, dass ein transientes Expressistesa, auch in
Weizen, zur Lokalisierung von GFP-Fusionsproteimg@eignet ist. Ausserdem ist die
transiente Expression im Vergleich zu stabil transierten Pflanzen hdher, was
wiederum in Weizen von besonderer Bedeutung ist, dia GFP-Fluoreszenz in
chlorophyllhaltigen Blatterrgfp-transgener Pflanzen wegen der Chlorophyll-Fluaesz
kaum sichtbar ist, selbst wengfp unter Kontrolle des starken Ubiquitin-Promotors

exprimiert wird (eigene Beobachtung).

Aufgrund der Rolle von HC-Pro aus Potyviren als Méhnte eine Lokalisierung des
Fusionsproteins an Plasmodesmata angenommen wevdenfir andere MP:GFP-
Fusionsproteine bereits gezeigt (Opaitaal, 1996; Crawford und Zambryski, 2000;
Gillespieet al, 2002; Escobaet al, 2003). Andererseits ist nicht bekannt, ob WSMV e
Protein kodiert, welches alleine als MP wirkt. Auggen der vermuteten Verlagerung der

Suppressorfunktion von HC-Pro von TEV auf P1 vonNM¥Sund der unklaren Rolle von
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HC-Pro aus WSMV war eine andere Lokalisierung denkb

Die cytoplasmatische Lokalisation legt nahe, dassufrd HC-Pro nicht als Movement-

Proteine wirken

Die hier erzielten Untersuchungen nach biolistischeansformation zeigten eine klare
cytoplasmatische Lokalisierung des P1:GFP- bzw. ME&GFP-Fusionsproteins in
epidermalen und embryonalen Zellen, die sich nigbh der cytoplasmatischen
Lokalisierung des GFP alleine unterschied (sieheschbitt 3.2, Abbildung 34 bis

Abbildung 38). Eine Lokalisierung von P1:GFP und -Rf®:GFP an Plasmodesmata
konnte nicht beobachtet werden, so dass eine Wirkaam P1 oder HC-Pro auf die SEL

der Plasmodesmata nicht wahrscheinlich erscheint.

Die beobachtete cytoplasmatische Lokalisierung M@Pro:GFP in Weizen deckt sich
mit der bei GFP:HC-Pro aisowpea aphid-borne mosaic vir(GABMYV), einem anderen

Potyvirus beobachteten Lokalisierung in Protoplasten (Miaiset al, 2002b). In dieser

Arbeit war allerdings HC-Pro an den C-Terminus V®RP fusioniert, was die korrekte
Lokalisierung von HC-Pro beeinflussen kénnte. Mieta et al. hatten auch gezeigt, dass
die Lokalisierung des Fusionsproteins bei Expressiorch den viralen Vekto€Cowpea

mosaic viruCPMV) durch die Gegenwart anderer viraler Pradieeinflusst wurde, da
das Protein dann an distinkten cytoplasmatischealleBt lokalisiert war, an denen
vermutlich die Replikation von CPMV stattfand. Aliengs zeigten die hier vorgestellten
Untersuchungen eine Wirkung von P1 auch in Abwesiénon HC-Pro (siehe Abschnitt
3.1, Tabelle 4 und Tabelle 5), so dass eine kardkbkalisierung des P1l:GFP-

Fusionsproteins selbst bei Abwesenheit von HC-Rgeaommen werden kann.

Die Eigenschaft eines Proteins als MP zeigt siderdihgs nicht nur anhand der
Lokalisierung an Plasmodesmata, sondern auch ifr@eigkeit, selbst von Zelle zu Zelle
zu wandern. Natdrlich lasst sich einwenden, dassediFahigkeit bei einem im Vergleich
zum nativen Protein weit gro3eren Fusionsprotengeschrankt sein konnte. Dem stehen
allerdings die Untersuchungen von Anal. (2003) entgegen, die die Expression eines 37
kDa (37K) Proteins auSoil-borne wheat mosaic vir/SBWMYV), fusioniert an den C-
Terminus von GFP in biolistisch transformierten Yési- und Tabakblattern beobachteten.

Auch hier konnte keine Lokalisierung an Plasmodéarbaobachtet werden, obwohl sich
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bei der Versuchspflanze (nicht aber bei Tabak)darmgfp:37K-Konstrukt haufig Cluster
von gfp-exprimierenden Zellen zeigten. Hingegen wurde naebchuss mit Konstrukten
zur Expression vogfp alleine oder eines Fusionskonstrukts gyhmund dem Hullprotein
CP zumeist eingfp-Expression nur in einzelnen Zellen beobachtet.efml. schlossen
daraus, dass 37K aus SBWMV sich als MP von ZelleZelle bewegen konnte, was
impliziert, dass die Fusion an GFP den Transpost & durch Plasmodesmata nicht
behinderte. Eine ahnliche Cluster-Bildung vgip-exprimierenden Zellen konnte in der
vorliegenden Arbeit weder bei P1:GFP noch HC-Pr&@GEs WSMV beobachtet werden.

Tanget al. (2003) hatten durch Untersuchungen mittels Weieen&xtrakt gezeigt, dass
die wesentlichen Komponenten des RMN#encing in Weizen vorhanden sind. Des
weiteren ist bekannt, dass die Vorgange des RiNéncing vor allem im Cytoplasma
ablaufen, so dass eine Lokalisierung der mit dieddecthanismus interferierenden
Suppressoren im Cytoplasma sinnvoll erscheint. Alotés der Resultate zur subzellularen
Lokalisierung von P1:GFP und HC-Pro:GFP legt diakey dass weder P1 noch HC-Pro
als movementProteine wirken und dass die in Absch@itl gezeigte Verstarkung der
gfp-Expression in Gegenwart von P1 bzw. P1/HC-Pro darf Eigenschaft von P1 als
Suppressor des RNgilencingberuht.

Mogliche Proteinaseaktivitat von P1 und HC-Pro usibnsproteinen?

Wie Dbereits von Curtis und Grossniklaus (2003) @gzebehindern die att
Rekombinationsstellen der Gateway®-Vektoren dierddde Lokalisierung von GFP-
Fusionsproteinen nicht. Gegen die Vermutung, dasbebbachtete cytoplasmatisajfe-
Expression wirklich auf einer cytoplasmatischen dliierung von P1 bzw. HC-Pro
beruht, lassen sich jedoch zwei weitere Einwandbriggen: Einerseits ist die Fahigkeit
von P1 bzw. HC-Pro zur autokatalytischen Spaltungen jeweiligen C-Termini von dem
(viralen) Polyprotein bekannt. Falls P1 oder HC-Biah auch von GFP abspalten wiirden,
konnte falschlicherweise eine cytoplasmatische liskeaung des Fusionsproteins
vermutet werden. Ausserdem wurde gezeigt, dassrdimmung von P1 und HC-Pro fir die
Infektiositat von Potyviren notwendig ist (Verchohd Carrington, 1995b). Gleichfalls
zeigte sich, dass die autoproteolytische Spaltumgy MC-Pro und dem nachfolgenden
Protein P3 fur Infektiositat der Potyviren und moviren notwendig ist (Kasschau und

Carrington, 1995; Stengest al, 2006). Entsprechend kdnnte es moéglich sein, dass
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GFP-Fusionsprotein nicht voll funktionsfahig ist duninfolgedessen nicht richtig
subzellular lokalisiert ist.

Dagegen lasst sich einwenden, dass der fehlendektEfficht-getrennter P1/HC-Pro-
Produkte nur bei der Infizierung von Protoplastezwb Pflanzen beobachtet wurde
(Verchot und Carrington, 1995b; Kasschau und Cgioim, 1995; Stengeat al, 2006). Da
beide Proteine aber neben ihrer Rolle als Suppressth andere Funktionen haben, ist
damit eine Wirkung der fehlenden Spaltung auf dip@essorfunktion nicht zweifelsfrei
belegt. Auch ist der Schluss nicht zwingend, dass Eusion von P1 bzw. HC-Pro mit
GFP die Funktionalitat des jeweiligen Suppressdgims einschranken muss.

Die Frage, ob GFP durch proteolytische Aktivitanvel bzw. HC-Pro abgespalten wird,
Ist schwerer zu beantworten, da bisher nicht bekestnwie die Aminosaurereste der C-
terminalen Spaltungsstelle von P1 bzw. HC-Pro agénwerden muissten, um eine
autoproteolytische Spaltung zu verhindern. Bekasntedoch, dass P1 aus TEV und
WSMYV in cis-Konfiguration als Serinprotease Uber die typiskaglytische H-D-S Triade
wirkt (Verchot et al, 1992; Choiet al, 2002). HC-Pro hingegen zahlt zu den papain-
ahnlichen Thiolproteasen (Cysteinproteinasen) (Ggion et al, 1989b; Oh und
Carrington, 1989; Chat al, 2000a; Choet al, 2000b). Im Weiteren wird das anerkannte
System zur Nummerierung der Aminosaurereste destfid verwendet: 1P P,; etc.
bezeichnet fortlaufend Reste N-terminal der Sckieile; entsprechend bezeichnaet; P
P,’; etc. fortlaufend Reste C-terminal der SchnittstéSchechter und Berger, 1967).

Die Spaltungsstelle von P1 aus WSMV ist durch Tiyr@s der Stelle P1 und Glycin an
der Stelle PP definiert (Choiet al, 2002). In dem Fusionsprotein P1:GFP ist die YG-
Sequenz des nativen P1/HC-Pro-Polyproteins durch #T-Sequenz ersetzt (Tyrosin-
Threonin).

Die von HC-Pro aus WSMV prozessierte Spaltstelle-P4€ ist durch Glycin an den
Stellen P1 und P definiert (Choiet al, 2000a, b). Im Fusionsprotein HC-Pro:GFP findet
man an dieser Stelle jedoch die Aminosaure-SeqG&ran-Histidin.

Die virale Proteinase Nla, die transKonfiguration Spaltungsstellen im C-Terminus des
Polyproteins von TEV oder WSMV prozessiert (Cartamg und Dougherty, 1987a;
Carrington und Dougherty, 1987b; Carrington and @arty, 1988; Doughertet al,
1989a; Dougherty and Parks, 1989) gehort zur Famidier Trypsin-ahnlichen
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Serinproteinasen, wobei das nukleophile Serin dd&/em Zentrums in ein Cystein

umgewandelt ist (Bazan and Fletterick, 1988; Gangh et al, 1989; Bazan and

Fletterick, 1990; Ryan and Flint, 1997). Der AustEu des Cysteins der katalytischen
Triade durch ein Serin hat eine niedrigere Aktivider Proteinase Nla zur Folge
(Doughertyet al, 1989b).

Es ist bekannt, dass Modifikationen der durch dimle Proteinase Nla erkannten
Spaltstelle, insbesondere des AminosaurerestguPeiner vollstandigen Inhibierung der
Spaltung fihren (Doughertet al, 1989a; Dougherty und Parks, 1989; Bazan und
Fletterick, 1990). In den P1:GFP bzw. HC-Pro:GFRi&iusproteinen wurde das kleine
und unpolare Glycin an der Stellg’ Burch die Aminosaurereste Threonin bzw. Histidin
mit polaren Seitenketten ersetzt. Folglich ist eiAbspaltung des GFP aulierst
unwahrscheinlich, so dass eine cytosolische Lakaliag der vollstandigen Fusions-

proteine angenommen werden kann.

4.3 Konstitutive und induzierbare Expression viraler Suppressoren (stabile

Transformation)

Nach langwierigen erfolglosen Versuchen, die Wadiaasformation mittels der
Hochleistungssorte  ,Combi’  durchzufihren, wurde sehieden, fur die
Transformationsexperimente die Labor-Varietat ,Bbiies SH 9826’ zu verwenden, von
der generelle Transformationsraten von bis zu #efichtet wurden (Pellegrinesatti al,
2002). Damit konnte eine nennenswerte Zahl traremgéNeizenpflanzen gewonnen
werden. Die hohe Transformationseffizienz sollte eeméglichen, die Hypothese zu
prufen, dass P1/HC-Pro, konstitutiv exprimiert, dRegeneration transgener Pflanzen
hemmen bzw. das Wachstum transgener Pflanzen lhinkdnnte. Falls die
Transformationsrate durch P1/HC-Pro nur gesenktdejidie Produktionpl/hc-pro
transgener Pflanzen prinzipiell aber moglich wéréte ,Bobwhite’ die Mdglichkeit, die

Wirkungen von Suppressoren in transgenen Pflanaemiersuchen.

Die Wahrscheinlichkeit, dass die Suppressoren wbiBvite’ im Vergleich zu ,CombV’
keine Wirkung zeigten, wurde als gering erachtatsitencingvon Transgenen auch in
Bobwhite bekannt ist. Es wére zwar prinzipiell mélg] dass die hohe Transformationsrate

auf eine verringertsilencing Aktivitat von ,Bobwhite’ zurtickgehen kdénnte undsdadie
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Falle des beobachtetasiiencingnur auf die sogenannten Positionseffekte zurtickmeh
sind; Allerdings sind die Grinde fur die hohe Trfansationseffizienz doch eher in der
guten Leistung in der Gewebekultur und in der holgenrationsrate zu suchen
(Pellegrineschiet al, 2002). Auch ist nicht bekannt, dass ,Bobwhitaféliger gegen

Viren wie WSMYV ist, ein weiteres Indiz, dass dieencingAktivitat nicht reduziert ist.

4.3.1 Einfluss der Suppressoren auf die Transformationsdizienz

Ein Grund fur den statistisch signifikant geringeRrozentsatz an embryogenem Kallus in
den Versuchen zur konstitutiven Expression kofpro (siehe AbschnitB8.3.1, Tabelle 7)
konnte sein, dass diese Experimente zuféllig zereionguinstigen Zeitpunkt durchgefihrt
wurden und die Kallusqualitdt im Durchschnitt ggen war als bei den
Transformationsversuchen mit den anderen KonstnuKkis ist natirlich denkbar, dass
HC-Pro -obwohl in dem transienten Assay keine Seggor-Aktivitat erkennbar war- mit
einem Mechanismus interferiert, welcher in die KgiBildung involviert ist. Daflir gibt es
allerdings keine Hinweise.

Unerwartet war, dass die Transformationseffiziencha bei Kontrollversuchen mit
pAHC25 oder in Versuchen mit induzierbaren Genedm gering war (siehe Abschnitt
3.3.1, Tabelle 6 bis Tabelle 8). Generell war diaialat des pflanzlichen
Ausgangsmaterials nicht optimal, da wahrend dercBfiinrung der Experimente keine
optimalen Anzuchtbedingungen im Gewaéachshaus eielifesiverden konnten. Die
aufgrund der Ergebnisse der transienten Expressigestellte Vermutung, dass P1/HC-
Pro bzw. P1 alleine bei konstitutiver Expressioe &8egeneration transgener Pflanzen
verhindern, bzw. die Transformationsrate senkemnt@® anhand der Datenlage nicht
bestétigt werden. Auch wirde man erwarten, dagdefnTransgenen mit Suppressoren, die
in den Versuchen zur transienten Expression keingkuig auf die gfp-Expression
zeigten, wie HC-Pro, das mutierte P1 oder mutiedt8HC-Pro, transgene Pflanzen erzeugt
werden kénnen. Allerdings kann man nicht ausschhellass auch diese Suppressoren
eine inhibierende Wirkung auf die Regeneration dgamer Pflanzen haben. Da die
Transformationseffizienz in den Kontrollen auchrsgéring war, lasst sich dies statistisch
allerdings nicht belegen.

Die Versuche, in denen transgene Pflanzen gewomeden konnten, ergaben keine
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einheitliche Tendenz. Die erzielten Pflanzen wurdans 9 von insgesamt 207
Partikelbeschiissen gewonnen. Die transgenen Pflan#einduzierbaren Expression von
pl stammen beispielsweise aus Beschissen, die ageh Tranerhalb eines Zeitraums von
2 Wochen durchgefiihrt wurden, wahrend alle Tramsébionen, die aul3erhalb dieses
Zeitraums durchgefihrt wurden, unbeschadet desereteten Konstrukts, weitestgehend
erfolglos waren. Die Erfahrung, dass transgene WwWhgitanzen trotz konstanter
Bemihungen meist nur in einem begrenzten Zeitferggevonnen werden, ist bekannt,

aber nicht erklarbar.

Bei den Versuchen zur Gewinnung von Pflanzen minsktutiv exprimierten
Suppressoren wurde nur eine transgene Linie mit demstrukt p1l/hc-pro gewonnen
(siehe Abschnitt3.3.2, Tabelle 9). Diese zeigte einen unauffalligddmanotyp, bei dem
weder gus noch bar exprimiert wurden. Da in den meisten Fallen dies&betheit der
Transgene demilencingunterliegt, deutet dies darauf hin, dadshc-proebenfalls nicht
oder so schwach exprimiert wird, dass dies die Regd¢ion einer transgenen Pflanzen

nicht behinderte.

Im Hinblick auf die Wirkung von P1/HC-Pro in traresgen Tabak- undirabidopsis
Pflanzen ist es wahrscheinlicher, dass die Supmressdes RNAsilencing (P1/HC-Pro
oder P1 aus WSMV) auch in Weizen so gravierendekidf haben, dass transgene
Pflanzen oder embryogene Kalli nicht entstehen kénion einer weiteren Verfolgung
der Strategie, die konstitutive Expression pdvhc-prozur Steigerung des Expression von

Reportergenen zu nutzen, wurde daher abgesehen.
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4.3.2 Induzierbare Expression vonplin transgenem Weizen

Aufgrund der Vermutung, dass die konstitutive Espren vonpl/hc-pro bzw. pl zu
Wachstums- oder Entwicklungsstorungen in transgétfmzen fuhren konnte, bzw. die
Regeneration transgener Pflanzen an sich verhin&érmte, sollte die induzierbare
Expression eine Moéglichkeit darstellen, um die Wirg der Suppressoren in transgenen
Weizenpflanzen zu untersuchen. Fir die Wahl desiziedbaren Systems mussten
folgende Kriterien gelten: Tauglichkeit fur die Tisdormation durch Partikelbeschuss, eine
niedrige Basalrate der Expression und eine modlstaske und schnelle Expression nach
Induktion des Systems. Fir Weizen ist bisher noeim knduzierbares System etabliert
worden (Padidam, 2003; Shewry und Jones, 2005Jass man auf die Verwendung von
Systemen, die fir den Einsatz in zweikeimblattrigBflanzen optimiert wurden,
angewiesen ist. Insbesondere chemisch reguliedte®e bieten den Vorteil, dass durch

Zugabe eines Induktors das An- und Abschalten dprdssion gesteuert werden kann.

Leider erfullen nur wenige der 14 bekannten chemiscluzierbaren Systeme die oben
genannten Kriterien (Padidam 2003). Wahrend bdmspeése sowohl das
kupferinduzierbare, das Estradiol-induzierbareaalsh das Methoxyfenozid-induzierbare
System eine zuverldssige Regulation der Expressgawahrleisten, kann das
kupferinduzierbare System nicht verwendet werden,ed die Cotransformation von 3
Plasmiden erfordern wirde, was den Einsatz flrikediveschuss erschwert (Medt al,
1993; Mettet al, 1996). Das Methoxyfenozid-abhangige System wuedder wegen

rechtlicher Bedenken nicht freigegeben.

Letztendlich wurde das von Zuet al. (2000) entwickelte Ostrogen-Rezeptor-basierte
Estradiol-induzierbare System gewahlt, da es sowotién dikotyledonen Pflanzen Tabak
und Arabidopsis als auch in Reis ein dichte Kontrolle und hohe ukitbnsraten
gewahrleistet (Branét al, 2006; Xuet al, 2006). InArabidopsiswurde eine um bis zu
acht-fach starkere Expression eines Reportergemeggen im Vergleich zu einem Gen
unter Kontrolle des starken konstitutiven CaMV-3i®motors (Zucet al, 2000). Von
Nachteil ist lediglich die Verwendung des Hormorstr&diol, des wichtigsten weiblichen
Ostrogens, in 100- bis 100.000-fach hoéheren Komagabhen im Vergleich zu den
durchschnittlichen Estradiolspiegeln in MenscheanfiRler, 2004).
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Der verwendete Vektor pMDC7 (siehe Abschgi®.3, Abbildung 9) beinhaltet neben den
erforderlichen  oben beschriebenen  Transkriptiomséien auch  Gateway®-
Rekombinationsstellen zum leichteren Einbringen dgmwiinschten Sequenz. Die
Funktionalitdt des Systems in Weizen wurde durctiikgdbeschuss von Embryonen mit
dem Vektor pMDC7-GUS zur induzierten Expression &eportergenglucuronidase
getestet. Nur bei Embryonen, die auf Estradiolipath Medium Kkultiviert wurden,
konnten gusexprimierende Zellen nachgewiesen werden (siehesciott 3.3.3,
Abbildung 42). Allerdings erlaubt ein transientessdy gerade in Weizen nur einen
eingeschrankten Rickschluss auf die Starke deriedan Expression in stabil transgenen

Pflanzen.

Der Vektor pMDCY7 ist fur die Agrobakterien-vermitee Transformation optimiert und ist
daher mit Uber 10 kb an sich schon relativ gro3 ¥Yerwendung in biolistischer
Transformation. Da durch transiente Expresssion Sappressoren in Weizen die
Suppressionswirkung auf P1 eingegrenzt werden konmurde fur die stabile
Transformation von Weizen nur ein Vektor zur indubaren Expression vagpl, nicht
aber vorpl/hc-proverwendet, um die Gesamtgrol3e des Vektors moglitéis zu halten.

4.3.2.1 Retardierte Keimung nach Induktion der Expression \on pl

Estradiol scheint sowohl in monokotyledonen alshadikotyledonen Pflanzen systemisch
transportiert zu werden, wobei die Estradiol-inéuta Expression in Geweben, die direkt
mit dem Induktor in Kontakt gebracht wurden am kstéen ist (Zucet al, 2000; Brancet
al., 2006; Xuet al, 2006; eigene Beobachtung). Braat al. (2006) zeigte zwar in
Arabidopsis dass die Wirkung von Estradiol auf den BereichBlétter begrenzt ist, die
direkt mit diesem in Kontakt gebracht wurden. Im d&eizenembryonen scheint Estradiol
aber auch in Gewebeschichten zu diffundieren, dibtrdirekt damit in Kontakt kamen
(siehe AbschnitB8.3.3, Abbildung 42).

Die in Abschnitt3.3.3.1 gezeigte verzogert einsetzende und insdestandierte Keimung
wurde in allen transgenen Linien beobachtet, wdleeiicksichtigt werden muss, dass die
verwendeten Linien hemizygot waren, d.h. dass ewmezdhtsatz von etwa 25 % das

Transgen nicht enthalten sollte; bei Verwendung ¢wygoter Linien konnte der Effekt
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vergleichsweise noch starker sein. Allerdings ist auch moglich, dass der
Transkriptionsfaktor XVE in einzelnen Embryonen lawterselben Linie unterschiedlich
stark exprimiert wird und auf diese Weise eine rsadeiedlich starke Induktion der
Expression vompl zustande kommt.

Die beobachtete Annaherung der Keimungsraten dasgenen Linien und Kontrollen ist
vermutlich auf den Abbau von Estradiol, welcheshtlic und luftsensitiv ist,

zurickzufiuhren.

Die Expression vorpl/hc-profihrt in transgenemrabidopsis und Tabak-Pflanzen zu
Entwicklungsstorungen und Kimmerwuchs, da durctHEiPro die miRNA-vermittelte
Regulation von Transkriptionsfaktoren gestoért wiixtallory et al, 2002; Kasschaet al,
2003). Wir vermuten, dass aus diesem Grund auch RBgeneration transgener
Weizenpflanzen durch P1/HC-Pro bzw. P1 alleinedyestird. Es ist méglich, dass der
Keimvorgang transgener Pflanzen in Analogie dazwldél alleine retardiert ist, da P1
mit der Steuerung von keimungsspezifischen Promesikech Transkriptionsfaktoren

interferiert.

4.3.2.2 Wirkung von P1 auf die Aktivitdt des Reportergensgus nach Induktion der

Expression vonpl

Die mithin wichtigste Frage der vorliegenden Arbedr, ob der Suppressor P1 nach der
Induktion eine erhdhte Expression des Reporterggrssbewirken kénnte. Dabei wird
vorausgesetzt, dass die Aktivitat des Enzyms Ghradase mit der Menge an Transkript
korreliert (Anandalakshnet al, 1998).

Insbesondere in den beiden Linien 21602 und 2160te eine deutliche, um den Faktor
zwei gesteigerte Aktivitat des Reportergemss beobachtet werden (siehe Abschnitt
3.3.3.2, Tabelle 12). Eine unspezifische Reaktiannkausgeschlossen werden, da andere
Linien bei gleicher Behandlung keine deutlich etlediusExpression zeigten und auch
Linien 21602 und 21604 bei nur einmaliger Behangllomt einer niedrigen Konzentration
an Estradiol keine erhdhte Aktivitat zeigten. Zaddgen ist, dass eine GUS-Aktivitat der
Linien, die zuvor keine Aktivitdt des Reportergeresgten, d.h. in denegus vermutlich
bereits dem transkriptionalgene silencinginterworfen war, durch Estradiol-Behandlung

nicht reaktiviert werden konnte. Dies bestétigt diekenntnis, dass P1 als viraler
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Suppressor nur gegen das posttranskriptionsillencing wirkt, und somit das
transkriptionalesilencingnicht aufheben kann.

Erstaunlich ist der Umstand, dass in den Liniee, alinehin bereits die starkste GUS-
Aktivitat zeigten, die grof3te Steigerung der GUShAKAt beobachtet werden konnte. Dies
konnte damit zusammenhangen, dass diese Pflanzdgn eane hohere Expression des
Transkriptionsfaktors XVE zeigen und damit einerlstée Antwort auf die Estradiol-

Behandlung zeigen.

Eine erhodhtegusExpression nach Induktion der Expression vah konnte auch in
Schwesterpflanzen der Linien 21602 und 21604 gexedgden (siehe Abschni&.3.3.2,
Tabelle 13). Uberraschend war hier, dass die Ghkiivikdt von GUS in den Pflanzen
derselben Linie stark unterschiedlich war, wahrere sich zwischen den Pflanzen der
beiden Linien, anders als urspriinglich angenommiyt signifikant unterschied. Es ist
maoglich, dass die beiden Linien auf denselben Toam&tionsvorgang zurlckgehen, da
sie aus demselben Beschussexperiment hervorgegamgeund daher die Expression des
Reportergengyus vergleichbar ist. Die im Vergleich zur ersten \exssreihe relativ
geringe Steigerung dergusExpression beruht vermutlich auf der nur einmal
durchgefuhrten Estradiol-Behandlung mit einer 108 Hstradiol-Losung. In der ersten
Versuchsreihe wurden die Pflanzen dagegen mit éliepM Estradiol-Losung und 24
Stunden spater nochmals mit einer 100 pM Losungarddit. In Weizen ist eine
verlangerte oder zweite Estradiol-Behandlung nothiggnum eine starke Induktion der
Expression vorpl zu bewirken. Im Vergleich z&rabidopsis oder Tabakblattern sind
Weizenblatter &uRerst robust, was eine PenetratinrEstradiol erschwert. Eine Aussaage
Uber die Starke degusExpression nach Induktion vopl im Vergleich zurgus
Expression bei konstitutiver Expression yahin Weizen konnte nicht getroffen werden,

da keine solchen Pflanzen erzeugt werden konnten.
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4.3.3 P1 als Suppressor des RNAilencing

Aus der Keimhemmung und der Erhéhung der Aktividés Reportergengus nach

Estradiol-Behandlung dexl-transgenen Pflanzen lassen sich mehrere Schligtsnz

Zum einen zeigt der Vergleich mit den Kontrollergsg diese Wirkungen nicht auf
unspezifische, gewebekulturbedingte Reaktionen ckztifihren sind, sondern auf die
Expression vompl. Dies impliziert, dass mit P1 aus WSMYV ein neugpi@essor des RNA
silencinggefunden wurde, der auch ohne HC-Pro als Suppressgd und dies nicht nur
in der Varietat ,Combi’, sondern auch in ,BobwhitdDamit ist die Verwendung des
Suppressors nicht nur auf die Varietat ,Combi’ be&okt, so dass P1 aus WSMV in einer
Vielzahl von Weizensorten zur Steigerung der Exgicgsvon Reportergenen oder anderen
gewinschten Genen eingesetzt werden kdnnte.

Des Weiteren wurde damit in Weizen erstmals eirktionelles chemisch-induzierbares
System gezeigt. Allerdings scheint die beobachkeanhemmung nach Induktion der
Expression vopl darauf hinzudeuten, dass auch die Expressiomptaileine schadliche
Wirkungen auf das Pflanzenwachstum bzw. die pfiahel Entwicklung haben kann.
Damit scheint die hemmende Wirkung von P1 direkt dan Suppressoreigenschaften
verknupft zu sein und eine Trennung dieser Eigeafteh durch getrennte Expression von
pl und hc-pro allein, wie schon aufgrund der Ergebnisse zursiearten Expression der

Suppressoren vermutet, nicht méglich.

Die Verwendung eines induzierbaren Systems zurdsgoon vorpl aus WSMV scheint
auch angesichts der Schwierigkeitepl bzw. pl/hc-prekonstitutiv exprimeriende
transgene Pflanzen zu erhalten, vorteilhaft. Im ugeauf den Einwand, dass die
Expression viraler Suppressoren Pflanzen anfalligeVirusinfektionen machen wurde,
gibt es unterschiedliche Ergebnisse. So zeigteraKlanzen, digol/hc-probzw. hc-pro
aus Potyviren exprimierten, eine erhéhte Anfalligigegeniber heterologen Viren, wie
demPotexvirus Xoder denPotyvirus Y(Vance, 1991; Vancet al, 1995; Mlotshwaet al,
2002a), was dem klassischen Synergismus-ModellKlognfektion entspricht. Auf der
anderen Seite scheint die Expression koproin transgenen Tabakpflanzen eine erhohte
Resistenz gegentber dem Tabakmosaikvirus (TMV), @emato black ring nepovirus

(TBRV) und dem OomyceterPeronospora tabacinaauszuldésen. Wahrend also die
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Suppression des RNS&ilencingeine verminderte Abwehr gegeniber viralen Infeieio
bedingt, wird die Salicylsdure(SA)-abhangige Pagmadpwehr eventuell Uber eine SA-
induzierte RDRP stimuliert (Pruss al,, 2004).

In jedem Fall scheint die konstitutive Expressiamhc-pro eine erhthte Anfalligkeit

gegeniber viralen Pathogenen nach sich zu ziehem Kbnnte durch eine induzierte
Expression des Suppressors in einem begrenzteferdr oder zu einem Zeitpunkt der
pflanzlichen Entwicklung, zu dem Viren keinen all groRen Schaden hervorrufen
kénnen, entgegengewirkt werden. Der Schaden duilicbnbefall kénnte so minimiert

werden, wahrend gleichzeitig die Expression eineswimschten Gens zu einem
bestimmten Zeitpunkt erhéht werden konnte. Fir &mmmerzielle Anwendung musste
natlrlich das estradiol-induzierbare System ersetetden, beispielsweise durch das
Methoxyfenozid-induzierbare System. Ob bei Expm@ssonpl aus WSMV in transgenen

Pflanzen ebenfalls das Risiko verstarkter viratdeltionen besteht, ist nicht bekannt. Da
WSMV allerdings bei Koinfektionen synergistisch ktir(Scheets, 1998) und HC-Pro
keine spezifische Funktion zu haben scheint (Steagal, 2005), kdnnte dies vermutet

werden.

Auch im Bezug auf die Frage, ob P1/HC-Pro eine lehd ransposoninstabilitéat bewirken
konnten, besteht Unklarheit. Das Weizengenom begsteB0% aus repetitiven Sequenzen,
ein Grof3teil davon (70 % des Genoms) sind trangpbaie Elemente (Bhalla, 2006). Es
wird im Allgemeinen angenommen, dass der Mecharssdes RNAsilencingauch der
Kontrolle von transponierbaren Elementen dient;seéieAnnahme wird durch die
Entdeckung unterstitzt, dass Mutationen von RNADinsophilaTransposons aktivieren
konnen (Buchon und Vaury, 2006). Auch Llaet al. (2002) schlagen nach der
Entdeckung von siRNA, die vermutlich von transpesaSequenzen abgeleitet ist, vor,
dass Transposons ein mogliches Ziel des RiNéncingMechanismus in Pflanzen sind.
Ein Beweis, dass virale Suppressoren tatsachlich einer Aktivierung von
transponierbaren Elementen in Pflanzen fihrerhisdang noch nicht gelungen. Falls dies
der Fall ware, mussten die Folgen der Expressionpdoin transgenen Weizenpflanzen
mit Hinblick auf die Kontrolle von Transposons umstecht werden.
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Auf welchem Mechanismus beruht die Suppressoraétivon P1?

Erst vor kurzem wurde bekannt, dass viele der bakanviralen Suppressoren durch
Bindung von dsRNA mit dem RNaAilencinginterferieren (Meragt al., 2006; Lakato®t

al., 2006). Dies erklart gleichzeitig die Wirkung d&ppressoren in heterologen Systemen
(Dunoyeret al, 2004; Lakatost al, 2004; Reavyet al, 2004; Meraiet al, 2006) wie
auch die Entwicklungsstorungen durch Stérung deRNA-Metabolismus (Kasschaet
al., 2003). Angesichts der anscheinend universellgerisichaft als Suppressor des RNA
silencing hatte naturlich auch HC-Pro aus TEV in der voeieden Arbeit verwendet
werden kénnen. Der Einsatz eines Suppressors aemeYirus, das Weizen nicht als
Wirtspflanze befallt, schien aber angesichts des hior kurzem ungeklarten
Wirkungsweise von HC-Pro nicht ratsam. Es ware rwadgen, dass man in den
Experimenten zur konstitutiven Expression ein dfas Ergebnis wie durch Expression
von pl/hc-pro bzw. pl aus WSMV erzielt hatte, namlich eine Verstarkurey gfp-
Expression. Da P1 aber als Suppressor des RMAcingin Weizen eine verstarkgfp-
Expression bewirkte, wurde der Ansatz, HC-Pro a&% &u verwenden, nicht weiter

verfolgt.

Ein den nicht-homologen, viralen Suppressoren gesaenes Motiv beziglich der
Bindung von dsRNA oder siRNA ist nicht bekannt.dfggsn konnte P1 aus WSMV,
ahnlich wie HC-Pro aus TEV, durch Bindung von dsRHEI& Suppressor wirken, aber
auch Uber einen anderen Mechanismus wie der Zemggowon Komponenten des
Mechanismus (Pazhouhandethal, 2006), direkte Inhibierung von Dicer (@tial, 2003)

oder Bindung reifer kleiner RNA nach Entwindung dasplex (Chellappamt al, 2005).

Alternativ konnte P1 aus WSMV wie HC-Pro aus TEMunikch auch durch Interaktion

mit zellularen Komponenten wirken (Anandalaksknal, 2000).

4.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass ErR#o aus WSMV als Suppressoren
des RNAsilencingin Weizen wirken kénnen. Ferner wurde die Supeddivitat dieses
Systems auf P1 eingeschrankt. Die Gewinnupfyhc-pre bzw. pl-konstitutiv
exprimierender, transgener Weizenflanzen erscl@iflerst schwierig, so dass es ratsam
erscheint, die gewahlte erfolgreiche Strategie mduzierbaren Expression vopl

weiterzuverfolgen.



Diskussion 118

Die Expression vorpl fuhrte im besten Fall zu einer Steigerung der VAt von
Glucuronidase um den Faktor 2. Dies erscheint emifernt von der berichteten 40-fach
hoheren Glucuronidase-Aktivitat bei Expression vpi/hc-pro aus TEV in Tabak
(Mallory et al, 2002). Allerdings wurde dorgus im Rahmen eines sogenannten
~Amplicon“-Systems unter Verwendung von Genen degexvirus Xexprimiert, was
einen Einfluss auf den Effekt von P1/HC-Pro auf @l&S-Aktivitdt haben konnte. Zum
anderen stand die Expression yadidhc-proin diesem System unter Kontrolle des starken,
konstitutiv wirkenden CaMV-35S Promotors, der eweitaus hohere Expression in
dikotyledonen Pflanzen erlaubt als der starkstebete Promotor in Weizen.

Da das Ostrogen-Rezeptor-basierte Estradiol-indoaiie System nicht fir den Einsatz in
monokotyledonen Pflanzen optimiert ist, ist es demk daspl nach Induktion nicht in
einer vergleichbaren Starke exprimiert wurde wiesgielsweise das Reporterggfp in
Arabidopsis (Zuo et al, 2000). Zudem ist nicht bekannt, wie stark dendtiutive
Promotor G10-90 in stabil transformiertem Weizen\fergleich zu anderen Promotoren
ist. Ruckschlisse von einer hohen Aktivitat in Tlalzauf eine hohe Aktivitat auch in
Weizen lassen sich nicht ziehen, wie das Beispel @aMV-35S-Promotors lehrt. Eine
verstarkte Expression des Transkriptionsfaktors Xb&ispielsweise durch Austausch des
G10-90 Promotors durch den Ubiquitin-Promotor awsMChristensen und Quail, 1996),
stellt den Angelpunkt fur die Verbesserung der d&bBti-induzierbaren Expression in

Weizen dar.

Dieses Projekt war in einem hohen Mal3e von derlggdichen Durchfiihrung der

biolistischen Weizentransformation abhangig. Abgesevon der hemmenden Wirkung
der Suppressoren auf die Regeneration von Pflanzede klar, dass der Einfluss vieler
der Faktoren auf den Erfolg der Methode noch imomddar ist und nicht quantifiziert

werden kann, was insbesondere den Zustand der pitararen vor Entnahme des
embryogenen Gewebes betrifft. Dies zeigt umsomediss weitere intensive Forschung
zur Aufklarung dieser Parameter und weiteren Vexbesig von Weizentransformation

und Weizenziichtung notwendig ist.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen zum ersten teds der neue virale Suppressor P1

aus WSMV im Rahmen eines induzierbaren SystemsSigerung der Expression des
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Reportergengus eingesetzt werden kann. Zur genaueren Untersuctien@Virkung von
P1 in transgenen Pflanzen sollte allerdings dasziedbare System fur den Einsatz in

monokotyledonen Pflanzen bzw. fir eine kommerzigh&vendung optimiert werden.
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5 Zusammenfassung

Die Expression von Transgenen in Weizen ist oftiveadh und instabil. Dies wird auf die
Fahigkeit des Weizens zurluckgefihrt, die Expressomebrachter Gene durch RNA
silencingvermindern zu koénnen. In dieser Arbeit wurde wsueht, ob die Expression von
Transgenen und mdglicherweise auch die Transfoomseifizienz (d.h. Anzahl transgener
Pflanzen pro verwendetem Explantat) in Weizen di8uappressoren des RNglencing
aus pflanzlichen Viren erhoht werden kann. Einer dekanntesten Suppressoren ist
P1/HC-Pro proteinYhelper-component-proteingseaus Potyviren (FamPotyviridag,
dessen Wirkung in Tabak udabidopsis thalianaeschrieben wurde. P1/HC-Pro ist als
amino-terminaler Teil des viralen Polyproteins digfit, der durch autokatalytische
Spaltung in die reifen Proteine P1 und HC-Pro memzt wird. Die Expression vgril/hc-
pro in Tabak bewirkt eine erhdhte Expression des Remensglucuronidase(gus,
gleichzeitig allerdings auch Kimmerwuchs und Enklingsstorungen der transgenen
Pflanzen. Analog zu dem verwendeten P1/HC-Pro éesiligen pathogenen Virus,
namlich Tobacco etch virugn Tabak undTurnip mosaic virusin A. thaliang sollte
untersucht werden, ob das ahnliche P1/HC-Pro aus Wéeizenstrichelmosaikvirus
(WSMV, einemTritimovirus ebenfalls aus der Familieotyviridag als Suppressor des

RNA silencingin Weizen wirkt.

Zu diesem Zweck wurden Weizenembryonen piithc-proaus WSMV sowie gleichzeitig
mit dem Reportergengreen fluorescent protein(gfp), beide unter Kontrolle des
konstitutiven Ubiquitin-Promotors, transformiertcdudie Wirkung von P1/HC-Pro auf die
gfp-Expression verfolgt. In Gegenwart von P1/HC-Prarke im Vergleich zur Kontrolle
(d.h. nur mitgfp transformierten Embryonen) eine statistisch segmifkante, um den
Faktor zwei erhohtgfp-Expression beobachet werden. Uberraschenderweisgeveine
gleichermal3en erhohtgp-Expression auch in Gegenwart von P1 alleine bddbgmicht
jedoch in Gegenwart von HC-Pro alleine. Dies istaamlich, da HC-Pro aus Potyviren
inzwischen als Effektor der Suppression des Rléncingbeschrieben wurde, wéhrend
dem potyviralen P1 vermutlich nur eine unterstitisenFunktion zukommen soll.
Andererseits deckt sich unsere Beobachtung mit\vdemutung anderer Gruppen, dass
nicht HC-Pro, sondern ein anderes Protein aus WSaMB/ Suppressor agiert. Wir

identifizieren P1 aus WSMV als mutmallichen Supgmeses RNAsilencingin Weizen.
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P1 interferiert vermutlich mit den vorwiegend imt@ylasma vorliegenden Komponenten
des RNA silencing Diese Ansicht wird durch die gefundene cytoplassohe
Lokalisierung eines P1:GFP-Fusionsproteins nach lisbhacher Transformation
epidermalen Gewebes aus Weizen unterstitzt. Desremischeint P1 aus WSMV nicht
als movementProtein (MP) zu wirken, da weder eine Lokalisigyuem Plasmodesmata
noch ein verstarkter Transport des Fusionsprotélves erweiterte Plasmodesmata von

einer transformierten Zelle in Nachbarzellen bebbztoverden konnte.

Nicht nur die Suppressorfunktion an sich scheich sion HC-Pro aus Potyviren auf P1 aus
WSMV verlagert zu haben, auch einzelne Motive vdnsEheinen eine andere Funktion
erhalten zu haben. Eine Insertionsmutation des &wiesten FIVRG-Motivs in P1 aus
TEV bewirkt in pl/hc-protransgenen Tabakpflanzen beispielsweise einemuadteen
Phanotyp, ohne die Aktivitdit des Suppressors PIAAELC-bezlglich der erhdhten
Expression des Reportergegsis zu beeintrachtigen. Die Zerstérung des homologen
FIVMG-Motivs durch eine Insertionsmutation in P1lsaWSMV fihrte zu einem
vollstandigen Verlust der Suppressoraktivitat, inéaigig davon, olpl alleine oder als
Teil des Polyproteins P1/HC-Pro exprimiert wurdeeEvermutete Funktion des Motivs
bei der durch P1 vermittelten Spaltung des Polgimst P1/HC-Pro ist somit
unwahrscheinlich. Das FIVMG-Motiv hat vermutlichtereder eine direkte Wirkung auf
die Suppressoraktivitdt von P1 aus WSMV oder dtaéit die dreidimensionale Struktur

einer darin involvierten Domane.

Aufgrund der schadlichen Wirkung viraler Suppressorwie P1/HC-Pro auf die
pflanzliche Entwicklung war es trotz groRer Bemudem auch an dem weltweit in der
stabilen Transformation von Weizen filhrenden lastidem International Maize and
Wheat Improvement Center (CIMMYT) in Mexiko, nicimtdglich, konstitutivpl/hc-pro-

oder pl-exprimierende Weizenpflanzen zu erhalten. Es kanméeloch elf transgene

Weizenlinien zur Estradiol-induzierbaren Expressionpl erhalten werden.

Die beobachtete, verzdgert einsetzende und geheklemeung von Embryonen aysl-
transgenen Pflanzen nach Estradiol-Induktion utiiers die Vermutung, dass der
Suppressor P1 eine schadliche Wirkung auf das WWaohder Weizenpflanzen hat. Dies
konnte bei konstitutiver Expression eine Regenenatiansgener Pflanzen verhindern. Des
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Weiteren konnte eine um bis zu dem Faktor zweilggh&xpression des Reporterggus
nach Estradiol-Induktion der Expression yahbeobachtet werden.

Die anhand transient und stabil transformierteraffen gewonnenen Erkenntnisse
unterstitzen die Vermutung, dass P1 aus WSMV appi®@gasor des RNAilencingin
Weizen wirkt und dass das Zusammenwirken mit HCf&ralie Aktivitat des Suppressors
nicht notwendig ist. Die Strategie, konstitutiv @rgierte Suppressoren zur Steigerung der
Expression von Transgenen zu nutzen, scheint andgsehadlicher Wirkungen auf die
pflanzliche Entwicklung nicht erfolgversprechendat&lessen konnte man an eine zeitlich
begrenzte Expression im Rahmen eines induziert#ystems denken.

Der Suppressor P1 kénnte in neuen, kommerziellerz&ikultivaren verwendet werden
und dort eine hohe Expression von Transgenen zindhbng der Stresstoleranz
(insbesondere Trockenheits- und Salztoleranz) rddiigtenz, Herbizidresistenz oder zur

Verbesserung der Kornqualitat gewahrleisten.

Hauptpunkte dieser Arbeit sind der Nachweis voraBBL WSMV als neuer Suppressor des
RNA silencingin Weizen und die Etablierung eines funktionellememisch-induzierbaren

Systems fur Weizen.
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6 Conclusion

Expression of transgenes in wheat is often weak wargdable. This is attributed to the
capability of wheat to decrease the expressiontodduced genes via RNA silencing. This
study is devoted to investigating whether suppmasssbRNA silencing from plant viruses
may increase the expression of transgenes andynafiti, the transformation efficiency
(i.e. number of transgenic plants per used expiantyheat. P1/HC-Pro (proteinl/helper-
component proteinase) of potyviruses (famitptyviridag is one of the best known
suppressors, the effect of which has been descithtmbacco andrabidopsis thaliana
P1/HC-Pro is defined as the amino-terminal parttt# viral polyprotein, which is
processed by autocatalytical cleavage into the magitoteins P1 and HC-Pro. Expression
of pl/hc-proin tobacco leads, at the same time, both to areased expression of the
reporter gengglucuronidase(gug and to reduced growth and developmental defects i
transgenic plants. In an analogous approach tausieeof P1/HC-Pro of the respective
pathogenic virus, namelyobacco etch virusn tobacco andrurnip mosaic virusn A.
thaliang the intention was to find out whether the simiRt/HC-Pro ofWheat streak
mosaic virugWSMV, aTritimovirus of the same familyPotyviridag acts as a suppressor

of RNA silencing in wheat.

For this purpose, we transformed wheat embryos wwitkhc-pro from WSMV and,
simultaneously, with the reporter gegeeen fluorescent proteigfp), both under control
of the constitutive Ubiquitin promoter, and obsehvhe effect of P1/HC-Pro ogfp-
expression. We observed a statistically highly i§iggnt, two-fold increase ingfp-
expression as compared to the control (i.e. embtsassformed only withgfp) when
P1/HC-Pro was present. Surprisingly, we observesinalar increase irgfp-expression
when only P1 was present, but not when only HCwase present. On the one hand this is
an astonishing finding, since HC-Pro of potyvirubas been described in the meantime as
effector of suppression of RNA silencing, while yotal P1 has merely a supportive
function. On the other hand, our observation coiesiwith the presumption of other
groups that another protein of WSMV, different frdAC-Pro, acts as suppressor. We
identify P1 from WSMV as putative suppressor of Rlkencing in wheat.
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P1 probably interferes with the predominantly cyasmic components of RNA silencing.

This assumption is supported by the cytoplasmialisation of a P1:GFP-fusion protein,

which was found after biolistic transformation @igermal wheat tissue. Furthermore, P1
from WSMV appears not to act as movement proteiR)Mince we could identify neither

a localisation at plasmodesmata nor an increasewsgort of the fusion protein through

widened plasmodesmata from a transformed cellnetghbouring cells.

Not only the suppressor function as such appeartiatee moved from HC-Pro of
potyviruses to P1 of WSMV, but also single motifgpaar to have changed their function.
An insertional mutation of the conserved FIVRG rhimtiP1 from TEV leads, for example,
to an attenuated phenotypepi/hc-protransgenic tobacco plants, while, at the same, time
the activity of the suppressor P1/HC-Pro is notidisimed with respect to the increased
expression of the reporter geges The destruction of the homologous FIVMG motif by
an insertional mutation in P1 from WSMV led to ammete loss of suppressor activity,
independently of sole expressionpdf or expression as a part of the polyprotein P1/HC-
Pro. A presumed function of the motif on the Pl-iatdl cleavage of the polyprotein
P1/HC-Pro therefore appears unlikely. More probatblg FIVMG motif either has a direct
effect on the suppressor activity of P1 from WSMWV stabilises the three-dimensional

structure of a domain which is involved therein.

Because of detrimental effects of viral suppresssush as P1/HC-Pro, on plantal growth,
it was not possible to obtain transgenic wheat tglavhich constitutively expregsl or
pl/hc-prq even though great efforts were undertaken alrtteenational Maize and Wheat
Improvement Center (CIMMYT), Mexico, the leadingsiitute in wheat transformation
world-wide. However, we were able to obtain elett@msgenic wheat lines for estradiol-

inducible expression qfl.

The delayed and hampered germination of embrya® fi@-transgenic plants that we
observed after estradiol-induction supports ouumggion that the suppressor P1 has a
detrimental effect on the growth of wheat plantbug, constitutive expression could
prevent a regeneration of transgenic plants. Furtbee, we observed an increase in the
expression of the reporter gegesby as much as two-fold after estradiol inductidhe

expression opl.
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The findings obtained with transiently and stabhansformed plants support the
presumption that P1 from WSMV acts as suppress&MA silencing in wheat and that
the cooperation with HC-Pro is not necessary ferdttivity of the suppressor. In view of
detrimental effects on plant development, the astpatof using constitutively expressed
suppressors for increasing the expression of tearesydoes not appear to be promising.
Instead, a temporally limited expression within 8mpe of an inducible system should

work better.

The suppressor P1 could drive a high expressianaasgenes in order to increase stress
tolerance (in particular drought tolerance and sdéirance), fungus resistance, herbicide

resistance or ameliorate grain quality in novemaotercial wheat cultivars.

The main object of this thesis is the identificataf P1 from WSMV as a novel suppressor
of RNA silencing in wheat and, simultaneously, thstablishing of a functional,

chemically inducible system in wheat.
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7 Glossar

Cosuppression

Dieser Ausdruck wird verwendet, um das wechsetgesdilencing von Transgenen und
homologen endogenen Genen in Pflanz@agnorhabditis elegansind Drosophila zu
beschreiben. Cosuppression tritt auf der posttrgptgdnalen Ebene auf, wenn die

kodierenden Sequenzen homolog sind.

Gene silencing

Gene silencingumfasst transkriptionales und posttranskriptionglese silencingRNAI,
quelling und Cosuppression, also alle Phanomene, die &tilegung” eines (Trans-)
Gens bewirken. Ins Deutsche lait sggnesilencing schwer tbertragen, am néhesten
kdme dem englischen Original ,Gen-Stilllegung” og@en-Abschaltung”. Inzwischen hat
sich allerdings auch im deutschen die Verwendung Aaglizismusgene silencing

eingeblrgert.

PTGS (posttranskriptionales gene silencing)

PTGS ist eine Form des RNglencingbei Pflanzen. Posttranskriptionalgsne silencing
korreliert mit niedrigen Mengen an reifer mRNA, destassilencingdes Gens wird durch
den Abbau der entsprechenden mRNA bewirkt. Ungédple/orlaufer-mRNA liegt in
gleichen Mengen vor wie in Kontrollen, die PTGShtianterworfen sind.

Quelling

Quelling (,Unterdriickung") ist eine Art deRNA silencingdas durctsenselransgene in

dem PilzNeurospora crassanduziert wird.

RNAI (RNA interference)

RNA-Interferenz ist eine Form dd8NA silencing die durch Injektion doppelstrangiger
RNA in Tieren oder durch Expression doppelstrangiRydA Gber Transgene miverted
repeats (gegenlaufigen DNA-Sequenzen) in Pflanzen und efiemduziert wird. In
Pflanzen wird allerdings der Ausdruck IR-PTGS veardet.
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RNA silencing

PTGS, RNAI undyuelling unterliegen einem gemeinsamen Mechanismus, flisdénder

Begriff RNA silencingetabliert hat.

TGS (transkriptionales gene silencing)

Transkriptionaleggene silencindbewirkt eine verminderte Expression eines (Tr&bsns
durch verringerte Transkription. Sowohl die Mengen ungespleif3ter Vorlaufer-mRNA

als auch an reifer mRNA sind reduziert.
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8 Anhang

Erganzende Daten z18.3.3.1 (retardierte Keimung)

Tabelle 14. Keimungsrate [%] praparierter Embryohesmrschiedener transgener Linien (Triticum
aestivum L. var. ,Bobwhite SH9826’) zur induzierbarExpression vopl und Keimungsrate der
Kontrolle (nichttransformierte Weizen derselbeni¥fit) bei Kultivierung auf Estradiol-haltigem
MS-Medium (20 uM Estradiol).

Tage nach
Préaparation
der 22070 22087 22088 22138 22198 Kontrolle Kontrolle Kontrolle
Embryonen
0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 8,9 0 6,7
4 35,0 7,1 28,6 12,5 11,1 73,3 17,0 60,0
5 40,0 14,3 50,0 375 22,2 84,4 39,0 93,3
6 50,0 14,3 57,1 375 22,2 95,6 84,8 100,0
7 80,0 14,3 64,3 50,0 66,6 95,6 93,2 100,0

10 950 1000 643 875 778 95,2 100,0 100,0
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