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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Rekombination allgemein

Die DNA-Sequenzen in den Zellen bleiben mit sehr geringen Anderungen von Generation zu
Generation erhalten. Diese genetische Stabilitit ist zwar fur das kurzfristige Uberleben
unentbehrlich, auf lange Sicht aber hdngt das Weiterleben der Organismen wahrscheinlich
von der genetischen Vanabilitait ab, dic ihnen die Anpassung an eine sich verindernde
Umwelt ermoglicht. Ein besonders wichtiges Merkmal der DNA in den Zellen ist daher ihre
Fahigkeit, sich neu zu ordnen und damit sowohl die Genkombination als auch Zeitpunkt und
Starke der Genexpression in jedem einzelnen Genom zu vanieren. Solche DNA-
Umordnungen kommen durch genetische Rekombination zustande.

DNA-Rekombination bedeutet Neukombination der genetischen Information. Sie ist eine
Fahigkeit, die alle Prokaryoten, Eukaryoten und auch Viren besitzen, und eine Voraussetzung
fur die Entstehung der Vielfalt der Organismen (Sancer & Sancer, 1988). Weiterhin ist die
Rekombination an der DNA-Reparatur und der Regulation beteiligt (Glasgow et al., 1989).
Genetische Rekombination kann in drei Kategorien eingeteilt werden.

1.1.1. Homologe Rekombination

Die homologe Rekembination findet ausschlieBlich zwischen DNA-Segmenten mit nahezu
identischen oder homologen Nukleotidsequenzen statt. Ein Beispiel ist die chromosomale
Rekombination wihrend der Meiose (Ubersichtsartikel von Giroux, 1988), die zu Variationen
der Nachkommenschaft in der sexuellen Fortpflanzung beitrdgt. Zwischen homologen
Sequenzen kann es entweder zu einem wechselseitigen Austausch der Information kommen
(Crossing-over), wobei sich die Information beider beteiligter DNA-Segmente andert, oder zu
emer Genkonversion, bei welches ein Rekombinationsprodukt gleich bleibt, wahrend das
andere verandert wird (auch nichtreziproker Austausch). Die Genkonversion kann besonders
gut in Pilzen beobachtet werden (Ubersichtsartikel von Hastings, 1988), wobei alle
Rekombinationsprodukte isolierbar sind. Fir die Stabilitat des Genoms ist die homologe
Rekombination wichtig als moglicher Reparaturprozef (Sancer & Sancer, 1988).

Die Analyse der extrachromosomalen Rekombination basiert hiufig auf der homologen
Rekombination zwischen nichtfunktionellen Partnern und der anschlieBenden Integration des
entstandenen selektierbaren Markergens ins Genom. Neben diesen integrationsabhangigen
Vesuchsansitzen wurde homologe Rekombination auch transient mittels RNAse-Schutz-
Analyse (Bilang et al., 1992), der PCR-Reaktion (Puchta & Hohn, 1991) und einem Gus-
Enzym-Test (Puchta & Hohn, 1991; Lyznik et al., 1991) nachgewiesen. Die Voraussetzung
fur homologe Rekombination bei Pflanzen ist ein homologer Bereich iiber mindestens 53 Bp
fir die extrachromosomale, intermolekulare (Baur et al, 1990) sowie fur die
intrachromosomale Rekombination (Peterhans et al., 1990). In Séugerzellen konnte auch fiir
eine Homologie tiber 25 Bp noch Rekombination nachgewiesen werden (Ayares et al., 1985).
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Fiir beide Zelltypen besteht zudem eine positive Korrelation zwischen der Liange der
Homologie und der Rekombinationsfrequenz (Baur et al., 1990, Puchta & Hohn, 1991,
Rubnitz & Subramani, 1984, Ayares et al., 1985).

I Es ist ein genereller Befund fiir tierische und pflanzliche Zellen, daB sich Doppelstrangbriiche

| innerhalb oder in der Nidhe der homologen Region positiv auf die extrachromosomale

| Rekombination auswirken (Bollag et al., 1989; Subramani & Seaton, 1988; Baur et al., 1990;

\ Lyznik et al., 1991; Engels und Meyer 1992; Bilang et al, 1992). Mit Hefe als

} Modelorganismus (Orr-Weaver et al., 1981) entwickelten Szostak et al., (1983) das
Dopelstrangbruchreparatur(DSBR)-Modell.  Ausgechend von  einem  einleitenden
Doppelstrangbruch innerhalb der homologen Regionen entsteht durch die Aktivitat von
Exonukleasen eine Liicke in einem DNA-Doppelstrang, welche mit Hilfe des anderen
homologen Stranges repariert wird. Die entstehende Holliday-Struktur (Holliday, 1964) wird

\ in einem konservativen Mechanismus, d.h. ohne den Verlust von Information, aufgelost,
entweder mit oder ohne den Austausch von flankierenden Markern.

Ein zweites Modell (Single-Strand-Annealing™ (SSA)-Modell nach Lin et al., 1984) setzt
Doppelstrangbriiche in beiden homologen Bereichen voraus. Durch strangspezifische
Exonukleasen werden die komplementaren, homologen Strange freigelegt und konnen
miteinander paaren. Nach der Reparatursynthese bleibt ein Molekaiil ibrig (nichtkonservativer
ProzeB), wobei die flankierenden Marker in jedem Fall ausgewechselt werden. Bei einer
Variante des SSA-Modells kénnen die komplementiren Bereiche auf den beiden Stréngen
auch durch eine Helikase-Aktivitit anstelle einer Exonuklease-Tatigkeit herausgehoben
werden (Wake et al., 1985). In beiden Modellen ist die Lage des Doppelstrangbruchs relativ
zur homologen Region von Bedeutung fiir die Effektivitat der Rekombination. Der grofite
Teil der in Tabak untersuchten extrachromosomalen Rekombinationsereignisse kann cher mit
dem SSA-Modell nach Lin et al., (1984) erklart werden (Ubersichtsartikel von Puchta &
Meyer, 1994), es gibt aber auch Belege fiir Ereignisse nach dem DSBR-Modell (de Groot et
al., 1992). Fiir andere Pflanzensysteme wie Mais und Petunie werden beide Modelle diskutiert
(Lyznik et al., 1991; Engels & Meyer, 1992).

1.1.2. Sequenzspezifische Rekombination

Bei der sequenzspezifischen Rekombination sind die Rekombinationsereignisse auf
bestimmte Stellen des Genoms beschrinkt. Sie ist nicht auf homologe Regionen angewiesen
und wird von systemspezifischen Proteinen durchgefiihrt, die unabhingig von der homologen
Rekombinationsmaschinerie arbeiten (Craig, 1988).

Dazu gehort u.a. die Entstehung der Antikorpervielfalt in Saugern ( Tonegava, 1988) oder die
Integration des Lambda-Phagen in das E.coli-Genom (Thompson & Landy, 1989).
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1.1.3. Illegitime Rekombination

Die illegitime Rekombination oder die nicht-homologe Rekombination beruht nicht
(Franklin, 1971) bzw. nur in geringem MaB (Anderson, 1987) auf kurzen
Sequenzhomologien. Sie wird verantwortlich gemacht u.a. fiir die Entstehung von Deletionen,
Insertionen und Duplikationen. Eine Ubersicht iiber illegitime Rekombinationsereignisse in
Saugern geben Roth & Wilson (1988), sowie Meuth (1989). Fiir Prokaryoten haben Ehrlich
(1989) und Allgood & Silhavy (1988) die bisherigen Ergebnisse zusammengefaBt. Man kann
weiterhin differenzieren zwischen chromosomaler Rekombination (innerhalb oder zwischen
Chromosomen) und extrachromosomaler Rekombination, die auBerhalb des Genoms
stattfindet. Die extrachromosomale Rekombination kann auBerdem in intra- und
intermolekulare Rekombination unterteilt werden.

Die illegitime Rekombination umfaBt nach Roth & Wilson (1988) alle genetischen
Umstellungen, welche nicht auf homologer oder sequenzspezifischer Rekombination
beruhen. Sie benétigt keine oder nur sehr geringe Sequenzhomologien. Beispiele fiir
illegitime Rekombinationsereignisse sind zufillige Integrationen von fremder DNA ins
Genom (Roth & Wilson, 1988; Shilito et al., 1985: Negrutiu et al., 1987) sowie Deletionen
oder Umstellungen der chromosomalen Gene (Meuth, 1989; Bouffler et al., 1993). Franklin
hat schon 1967 zwei Modelle fiir die illegitime Rekombination formuliert:

1.) Durch falsche Basenpaarung (,,slipped mispairing) werden DNA-Regionen wihrend der
Replikation iibergangen.

2.) Fehler bei DNA-Briichen und Wiedervereinigung kénnen zu Deletionen fiihren.

Die aktuellen Modelle sind etwas spezifischer und detaillierter. Ehrlich (1989) hat die
Kombination von DNA-Briichen und DNA-Replikation neben den beiden Vorgingen allein
fur die illegitime Rekombination verantwortlich gemacht. Roth & Wilson ( 1988) sehen die
illegitime Rekombination als ein ProzeB in zwei Schritten: Als erstes entstehen freie DNA-
Enden, hauptsichlich nach Fehlern im DNA Metabolismus (Replikation, Reparatur,
Transkription, Rekombination), diese werden dann im zweiten Schritt wieder verbunden,
unabhéngig von den terminalen Sequenzen. Experimentelle Ansitze sollten die Detektion von
heterogenen Rekombinationsprodukten erlauben, weil illegitime Rekombinationsereignisse
nicht unbedingt an bestimmten Stellen stattfinden. Dazu wurden bisher die Deletion von
inhibitorischen Sequenzen (Porter et al., 1990), selektierbaren Markergenen (Bae et al.,
1991), oder die Rekombination innerhalb eines Introns (Roth & Wilson, 1988) als Methoden
angewendet.

Da illegitime Rekombination haufig doch nicht ganz zufallig im Genom stattfindet (z.B.
Farabaugh et al., 1978, Roth & Wilson 1988, Bouffler et al., 1993), hat man versucht,
Elemente zu identifizieren, diec am Auftreten von illegitimen Rekombinationsereignissen
beteiligt sind. Dazu wurden in der Regel die Sequenzen vor und nach der Umordnung
miteinander verglichen.
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Die untersuchten Stellen illegitimer Rekombination enthielten eine Vielzahl verschiedener
DNA-Motive: u.a. kurze direkte Sequenzwiederholungen (Nalbantoglu et al , 1986; Canning
& Dryja, 1989; Mayerhofer et al., 1991; Gheysen et al., 1991; Thacker et al., 1992),
alternierende Purin/Pyrimidin-Sequenzwiederholungen (Boehm et al., 1989; Kitamura et al.,
1991, Stary & Sarasin, 1992), Polypurin- bzw. Polypyrimidin-Abschnitte (Konopka, 1988),
AT-reiche DNA-Regionen (Hyrien et al, 1987, Stary & Sarasin, 1992), interstiale
Telomersequenzwiederholungen (Bouffler et al., 1993; Katinka & Bourgain, 1992), repetetive
Sequenzen der Alu-Familie (Lehrman et al., 1985; Stary & Sarasin, 1992), Topoisomerase-II-
Bindungsstellen (Bae et al., 1991) und invertierte Sequenzwiederholungen bzw. Palindrome .
Keines der gefundenen DNA-Motive ist jedoch durchgehend an nicht-homologer
Rekombination beteiligt. Allerdings beeinflussen viele von ihnen die lokale DNA-Struktur
(Milot et al., 1992), zB. kénnen alternierende Purin/Pyrimidin-Wiederholungen die Z-
Konformation der DNA annehmen (Bouffler et al, 1993), ebenso Polypurin- oder
Polypyrimidin Segmente (Konopka, 1988). Die illegitime Rekombination kénnte also eher
von der DNA-Struktur als von der Sequenz beeinfluBt werden, worauthin Milot et al., (1992)
den Zusammenhang zwischen gebogenen DNA-Elementen und illegitimen neuen DNA-
Verbindungen untersucht und eine positive Korrelation festgestellt haben.

1.2. Rekombination in Physcomitrella

Das Laubmoos Physcomitrella gehdrt zur Gruppe der Bryophyten, einer kleinen pflanzlichen
Gruppe, die iiber kein GefiBsystem verfiigt und extreme Umwelteinfliisse toleriert. Als
erfolgreiches Modellsystem fir Untersuchungen in der Entwicklungsphysiologie wurde
Physcomitrella schon in den 20er und 30er Jahren erkannt (Dyer & Duckett, 1984; Wang &
Cove, 1989). Physcomitrella eignet sich besonders gut als Modellorganismis, weil im
Fortpflanzungszyklus die haploide Phase dominiert, welcher genetische Studien erleichtert.

Die genetische Transformation stellt ein essenticlles Werkzeug fiir die moderne molekulare
Genetik dar (Ubersichtsartikel Ashton et al., 1994). In Physcomitrella konnte erstmals iiber
die PEG-Transformation 1991 berichtet werden (Schifer et al., 1991). Uber die PEG-
Transformation konnte in Physcomitrella 1997 ein Gen ausgeschaltet werden. Schiéfer & Zyrd
klonierten genomische Sequenzen, welche homologe Sequenzen in den flankierenden
Regionen enthielten. Sie gehen davon aus, daB es zu einer homologen Rekombination
gekommen ist, da sie zehn Pflanzen klonierten, wovon neun die Kanamycin Resistenz
aufwiesen. Sie konnten jedoch im Phéanotyp keine Anderung feststellen. Durch das , kneck
out” hat man die Moglichkeit die Funktion der Gene zu studieren, wobei die Phanotyp-
Anderung relevant ist.
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Um eine effiziente Transformation zu erreichen, ist eine Sequenzhomologie zwischen der
transformierten Sequenz und der Zielsequenz essentiell (Schafer & Zyrd, 1997). Die effektive
Transformation durch die biolistische Transformation wurde durch Sawahel et al. (1992)
etabliert. Weiterhin wurde durch die Arbeitsgruppe Cove in Leeds die Definition und
Etablierung der unterschiedlichen Transformanten in Physcomitrella durch die biolistische
Transformation erweitert. Die aus der biolistischen Transformation resultierenden
Transformanten konnen transient, nichtstabil und stabil sein (Ubersichtsartikel von Knight,
1994) :

- Transiente Transformanten lassen sich nach der ersten Subkultur nur auf
Selektivmedium sehen. Sie iiberleben nur kurze Zeit, d.h. eine zweite Subkultur auf
Selektivmedium iberleben sie nicht. Etwa 50% der Regeneranten sind in diesem Sinne
transient.

- Nichtstabile Transformanten iiberleben mehrere Subkulturen, wachsen aber nicht so
schnell und kontinuierlich wie die stabilen Regeneranten. Sie wachsen nur auf
Selektivmedium, d.h. sobald sie auf nichtselektives Medium iberfithrt werden, sterben sie
ab. Bei fehlendem kontinuierlichen Selektionsdruck verlieren sie ihren Phinotyp bzw. das
Plasmid. Dies 148t vermuten, daB das Plasmid extrachromosomal lokalisiert ist (pers.
Mitteilung durch C.D Knight). Der prozentuale Anteil dieser Regeneranten (45%) an den
gesamten Transformanten ist sehr hoch, weshalb groBes Interesse besteht, dieses
Phanomen aufzulosen.

- Stabile Transformanten iiberleben jeden Transfer der Subkulturen in Selektiv- und
Nichtselektivmedium, eine Integration des Plasmid in das Genom ist bewiesen. Dic
Anzahl dieser Art von Transformanten ist sehr gering und macht nur 3-5% aller
Transformanten aus.

1.3. Methylierung als ein die Rekombination beeinflussender Faktor

Die biologische Signifikanz der C5-Methylierung des Cytosin in Eukaryoten wird zunehmend
untersucht (Ubersichtsartikel von Doerfler et al., 1990; Selker 1990). Vor allem sind
pflanzliche Genome sehr stark methyliert (Gruenbaum et al., 1981). Insbesondere kann der
Methylierungsstatus von eukaryotischen Sequenzen mit der Genexpression korrelieren. So
wird die Expression von Transgenen in Tabak durch Promotormetylierung inhibiert (Weber et
al.,, 1990; Hershkovitz et al., 1990). Es wird postuliert, daB die C-Methylierung in der
Interaktion zwischen DNA und Proteinen liegt (Doerfler et al., 1990), da sie offenbar die
Struktur der lokalen DNA-Sequenz indert. Sie konnte daher iiber die Zuganglichkeit der
DNA fiir Enzyme auch die Rekombination beeinflussen. Allerdings konnten Puchta et al..
(1992) keine Inhibierung der homologen, extrachromosomalen Rekombination feststellen.

[n einigen Filien konnte die C-Methylierung der endogenen Pflanzengene und die Transgene

durch Zugabe von 5-Azacytidin - ein C-Metylierungs-Inhibitor - ins Medium, reaktiviert
werden (Burn et al., 1993; Galaud et al.. 1993: Palmgren et al., 1993).
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In Physcomitrella wurde durch Zugabe von 5-Azacytidin ins Medium in einer Konzentration
von 2-500mM versucht, die nichtstabil transformierten Transformanten zu erhalten (Ashton et
al.,, 1994). In keinem Fall war es moglich die Subkulturen aufrecht zu erhalten, wobei die
DNA-Methylierung in  Funaria hygrometrica (gehort zur gleichen Familie wie
Physcomitrella) durch Zugabe von 5-Azacytidin ins Medium eine Reduktion aufwies
(Ubersichtsartikel von Ashton, 1994).

1.4. Zur Transformation verwendete Intronkonstrukte

Die in dieser Arbeit verwendeten Intronkonstrukte wurden urspriinglich wihrend der
Doktorarbeit von Ralph Jiirgen Horold an der Universitidt Koln (AG Priv.-Doz. Dr. P. Meyer)
im NPTII Gen konstruiert, um die Expressionsstabilitat durch Unterbrechung homologer
Regionen in der Tabakpflanze der Linie Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR 1 (Maliga et
al., 1973) zu studieren.

Das Konstrukt PT13d2 leitet sich ab von pBR322 (Bolivar et al., 1977) und alle anderen
Konstrukte basieren auf dem Konstrukt PT13d2, wobei hier die Position und die Zahl der
Intronen unterschiedlich ist. In der Arbeit von Herrn Horold wurde nach einer Transformation
(PEG-Fusionstechnik, Hein et al., 1983; Meyer et al., 1985) durch die Intronkonstrukte in A
tabacum im Vergleich zu Intronfreien Konstrukten keine signifikante Erhohung der
Transformationsraten erzielt. Die im NPTII-Gen positionierten Intronkonstrukte sind in Tab. 1
dargestellt.

VEKTOR GROSSE INTRON-POSITION ANMERKUNG
(BP)
37/38 229 /230 622 /623

pT13d2 3789 - - --

pINS2 3885 Intron s o

pINS3 3885 - [ntron -

AT-Sequenz der

pINS4a 3885 - - Intron Exonsequenz erhoht*
pTRIN 4077 Intron Intron Intron

Tab.l Im NPTII-Gen positionierten Intronkonsirukte

* Die pflanzliche Pra-mRNA Introns haben ein hohen Gehalt an A- und U-Sequenzen.
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1.5. Zielsetzung

In dieser Arbeit soll durch die biolistische Transformation (Sawahel et al., 1992) mit den
oben vorgestellten Intronkonstrukten im NPTII-Gen das Moos Physcomitrella transformiert
werden. Der Ort der Replikation fiir die Plasmide soll ermittelt werden, entweder findet die
Replikation im Kern oder in den Organellen statt. Die Intronen konnen nur im Kern
herausgespleist werden. Um ein Protein zu synthetisieren, muB die gesamte Linge des Gens,
sowohl Exone wie Intronen, in ein sehr langes RNA-Molekiil transkribiert werden. Bevor dies
RNA-Molekil den Kern verlaBt, entfernt der Komplex der RNA bearbeitenden Enzyme alle
diese Intron-Sequenzen und bildet dadurch ein viel kiirzeres RNA-Molekiil. Diese
Genaktivitit kann man nach einer Transformation und entsprechender Selektion durch
Kanamycin bei Erhalt von Pflanzen beobachten. Bei Erhalt von Kanamycin resistenten
Pflanzen, wobei der Stabilitatsgrad nicht relevant ist, kann man davon ausgehen, dal} die
Prozessierung des Transkriptes im Kern erfolgt ist.

Da die Anzahl der nichtstabil transformierten Pflanzen in Physcomitrella sehr hoch ist, sollte
die mogliche Steuerung der Regulation vom Kemn oder Organellen untersucht werden.
Dariiber hinaus sollten die stabil transformierten Kulturen durch Southemn Analyse studiert
werden, um die mogliche Integration des Plasmides zu beobachten.

12
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2. MATERTAL UND METHODEN

2.1. Chemikalien und Enzyme

Die im folgenden aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt),
Sigma (Miinchen) und Serva (Heidelberg), die verwendeten Restriktionsenzyme von den
Firmen AGS (Heidelberg), Boehringer (Mannheim) und Pharmacia (Freiburg) bezogen. Alle
weiteren Hersteller werden gesondert aufgefiihrt.

Das fir die Losungen verwendete Wasser entstammte einer Millipore Aufbereitungsanlage
von der Firma Milli-Q Water Systems (Millipore, Eschborn) und wird im folgenden als H,O
bezeichnet (AG Reski). Das verwendete Wasser in der AG Cove wurde 20 min bei 120°C und
2 x 10° Pa autoklaviert. Die zu autoklavierenden Medien wurden 20 min bei 120°C und 2 x
10° Pa sterilisiert.

2.2. Computerprogramme
Fur die Textverarbeitung wurde Microsoft Word fir Windows 7.0 und die Grafischen

Darstellungen mit Corel Draw 7.0 angefertigt. Die Auswertung von MeBergebnissen sowie
Tabellen wurde mit Microsoft Exel 5.0 durchgefiihrt.

2.3. Pflanzliches Material und Kulturbedingungen

2.3.1. Pflanzliches Material

Fur alle Experimente wurden Moospflanzen der Linie Physcomitrella patens (Hedw.)B.S.G.
aus der Sammlung des Arbeitsbereiches Genetik der Universitit Leeds (Department of
Genetics, University of Leeds, LS2 68JF, UK) verwendet. :

2.3.2. Pflanzliche Gewebekultur und Kulturmedien

Fir die Arbeit hiufig verwendete Kulturmedien sind an dieser Stelle aufgelistet. Zusétzlich
werden einige Reagenzien und Losungen in den entsprechenden Abschnitten beschrieben.

BCD-Medium: Losung B 10ml
Losung C 10ml
Losung D 10ml
Agar 8g
CaCl, ImM
ad 11 H,O

13
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Losung B: MgS0,.7H,0 25¢
Ad 11 H,O

Losung C: KH,PO, 25g
ad 11 H,O

Losung D: KNO; 101g

FeSO,.7H,0 1.25g
ad 11 H,O

Die Pflanzen wurden unter sterilen Bedingungen auf Festmedien (BCD-Medium) in
Petrischalen (mit autoklavierte Cellophanfolien bedeckt) nach den Standard Leeds Methoden
(Physcomitrella patens methods, Cove, 1995) herangezogen. Die Temperatur wihrend der
Anzucht betrug 24-26°C bei einem Licht/Dunkel-Rhythmus von 16 Stunden Licht (zwischen
5 und 20Wm™ WeiBlicht) und 8 Stunden Dunkelheit. Die zur Transformation verwendeten
funfbis sieben Tage alten Subkulturen wurden mit einem Homogenisator (Abb.1 und Abb.2)
in 10ml sterilem H,O zerkleinert und jeweils 3ml auf mit Cellophanfolie bedecktem BCD-
Medien beimpft.

2.33. Fir die Homogenisation verwendetes Homogenisationsgerit  mit
Homogenisationsbehiilter

Im Homogenisationsbehalter ist ein Messer plaziert, das durch die Rotation die Zerkleinerung
der Mooskulturen ermoglicht. Diese Mooskulturen werden zur Subkultur in BCD-Medien
beimpft. Nach finf bis sicben Tagen kénnen sie zur biolistischen Transformation sowie
DNA-Isolation verwendet werden. i

Abb.1 Homogenisationsbehdlter, worin dic
Pflanzenkulturen inH-O zerkleinert und zur
Subkuitur verwendet wurde.
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Abb.2 Homogenisationsger:it, womit die Pflanzen-
kulturen zerkleinert und zur Subkultur ver-
wendet wurde.

2.4. Biolistische Transformation

o8

'&,

AMARARAARNAN

LOOO0COOEX

Bei der biolistischen Transformation (Sawahel et al., 1992) werden Wolfram-Kiigelchen mit
der zur Transformation verwendeten Plasmid-DNA ummantelt. Sie binden an eine Teflon-
Patrone geheftete Mikroprojektile (macroprojectiles of polycarbonate, Turner-Richards,
Birmingham, England) die abgefeuert werden. Zur Beschleunigung der Mikroprojektile wird
Heliumgasdruck verwendet, bei dem der Druck in einem Zylinder gesammelt wird, welcher
von ciner Membran abgeschlosssen ist. Bei einem bestimmten Druck (28mbar) reifit die
Membran und die Heliumdruckwelle wird schlagartig freigesetzt. ;

Unterhalb der Membran befindet sich ein Halter, an dem eine Folie plaziert ist
(Makroprojektil), wo auch die Transformationssuspension aufgetragen wird. Durch dic
Druckwelle wird die Folie auf ein Netz geschleudert, an dem sie zuriick gehalten wird,
wahrend die Mikroprojektile auf die unterhalb des Netzes plazierten Zellen geschossen wird
Das biolistische Transformationsgerit entsprach dem Model von Lonsdale et al., (1990).
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Abb.3 I'iir die biolistische Transformation
verwendetes Transformationsgerit (Sheer-
line Precission Engineering Lid,, Cambridge

Road, Milton. Cambridge CB4 441, England).

Fir die Wolframsuspension wurden 50mg Wolfram Puder (M17, Sylvania, Towanda, PA
18848, USA) in 3001 abs. Ethanol resuspendiert und bei 10.000 x g fiir 5 min zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Wolfram Puder dreimal in 1.5ml sterilem H,0 gewaschen und in
Iml 50% (w/v) sterilem Glycerol resuspendiert. Die Transformationssuspension bestand aus
25ul Wolframsuspension, Sul supercoiled Plasmid DNA (ng/ul), 25ul sterilem 2.5M CaCl,
und 10ul 0.1M Spermidin. Diese Transformationssuspension wurde vorsichtig gemischt und
10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 35ul von dem Uberstand verworfen und bis
zur Transformation auf Eis gelagert. Der BeschuB erfolgte nach Anleitung der , Pyscomitrella
Ppatens methods*“, Cove (1995).

Nach BeschuB wurden die Proben fiir zwei Tage unter den jeweiligen Bedingungen kultiviqrt
und auf Selektivmedium mit den Jeweiligen Antibiotika (G418 S50ug/ml, Hygromycin
30pg/m) iiberfihrt,
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2.4.1. Einteilung des Stabilititsgrades nach einer biolistischen Transformation

Die Festmedienkulturen (auf nichtselektivem
Medium) werden durch die biolistische
Transformation transformiert

lNach 2 Tagen

Die Kulturen werden wunter sterilen
Bedingungen abgetragen, in 10ml H,O
zerkleinert und auf festes selektives Medium
tiberfiihrt (3ml/Petrischale)

nach 14 Tagen nach 14 Tagen nach 14 Tagen

Transiente Kulturen (berleben
b 4 nicht

Ubertragung der Kulturen auf
¥ nichtselektives Medium

Ubertragung  der Kulturen
auf nichtselektives Medium

nach 14 Tagen

nach 14 Tagen

Nichtstabile Transformanten
iiberleben nicht oder sie
wachsen sehr langsam

v
' chrtragung der Kulturen]
auf selektives Medium

nach 14 Tagen

[Sta_bile Transformanten iberleben bei
Weiterem Transfer
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2.5. Bakterienstimme und Plasmide
2.5.1. Bakterienstimme

Als Bakterienstamm wurde aus £.coli der K12 Stamm und der XL 1-Blue MRF (Bullock et al.,
1987) Stamm verwendet.

2.5.2. Plasmide

Die funf unterschiedlichen NPTIl-Intron Konstrukte wurden von Ralph Jirgen Hérold
wihrend seiner Doktorarbeit konstruiert ( ,,Verwendung synthetischer Intronvektoren fiir

Genexpressionsstudien in Nicotiana tabacum 1.(1995), AG Peter Meyer, Max-Planck-
[nstitut, Universitiat zu Koln).

1) pT13d2:

Als Ausgangsvektor fiir die unterschiedlichen NPTII-Intron Konstrukte diente das Plasmid
pT13d2 (R. Heinrichs, unverdffentlicht), seine GroBe betrigt 3.789Kb.

Dieser von pBR322 (Bolivar et al., 1977) abgeleitete Vektor enthélt ein vom Promotor des
Nopalinsynthase-Gens (NOS) und der Polyadenylierungsregion des Octopinsynthase-Gens
(OcS) aus 4. tumefaciens kontrolliertes Tn5- Neomycinphosphotransferasell-Gen (Beck et
al., 1982).

BspHI (1)
Sacll
Espl
Saul
Nr;elux E"é((:;u
cl
433
(3550) ypnn! I cr\?ori( )
- = Ps
Ball E4o)
P Pnos {Egnll) (795)
(3196) Psti Sle
Fspl

ra A Am' nT13d2 s
Eco3l 3789 Rl

; NPTII
Ori
R Asull 1115)
(2874) BspHl —/ 0 y
Alwnll | I
{2062) AfLIII Xmalll (1828)
BstEll
Aval

Abb.5 Plasmidkarte des NPTII _Intronkonstruktes pT'13d2
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2) pINS 2:

Die Grofe des Plasmids betragt 3.885Kb. Im NPTII-Gen in Position 37/38 befindet sich ein
96bp grofies artifizielles Intron.

Bspl (1) Bl (298
Hinell l BavHI )
e e SWALVDRAI

(3288) psti Pnos

Fspl
Ascl 1 (438)
Mscl
- pINS2
anp p NPT
PsrI(5™)
(2874) BspHI (3881)
ALWNI SpHl
3 Neol
\~Ori
N\
K
BsTEl

Abb.6 Plasmidkarte des NPTII-Intronkonstruktes pINS2

3.) pINS3:

Die GroBe des Plasmids betragt 3.885Kb. Im NPTIL-Gen in Position 229/230 befindet sich
ein 96bp grofies artifizielles Intron.

BspI{l)
Sacll gsy361

Senl
Ncol

~. BsTBI (1150)
(2874) BsPHI / 1 o

ALWNI
BsSTEI gagI(1924)

Abb.7 Plasmidkarte des P11l -])lIr()lI/\’()NSII'Il/\’wS PINS3

19




Material und Methoden

pTRIN :

Di
37/38, 229/230 und 622/623 jeweils ein 96bp grofes artifizielles Intron.

BaMH] (345)
HI.\'D]_I}

Msc] (726)
Y BAMH]

©.  HwpIII
Intron %  Ncol

Amp’ pTRIN NPT

(4074)

Fsp]
(3460) \

SPH] (1027)

%ﬂ (1058)

BAMHI
HNDITI

Hooky

Rsr] (1238)

BsPHI
(3067)

Abb.8 Plasmidkarte des NTPII-Intronkonstruktes pTRIN

5.) pINS4a:

e GroBe des Plasmids betragt 4.074Kb. Im NPTII-Gen befindet sich an den Positionen

Die GroBe des Plasmids betrigt 3.885Kb. Im NPTII-Gen in Position 622/623 befindet sich ein

96bp grofes artifizielles Intron.

(298)
PvUlL(538)
(3268) Fspl
Amp plNS4a NPTl
SPHI (835)
(3883)
 NCO! (866)
Neol (994)
Ori "~ RsRIT(1046)
o -
BspHI \
(2875) R
'I*»» — BsTBI (1212)
Aval (148)

Abb.9 Plasmidkarte des Nl’Y'I[—lill()nkonslrnktes pINS4a
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A "_”\

Die im folgenden aufgefiihrten Plasmide wurden ebenfalls fir die Transformation verwendet
wobei sie keine Intronkonstrukte beinhalten. :

1) pBI221:23 (Croy, 1993):

Dieser von pUCI9 (Norrander et al., 1983) abgeleitete Vektor weist eine Grofie von 6.986Kb
auf, wobei die GroBe des Inserts 4.210Kb betragt. Der Vektor enthilt ein vom Promotor des
CaMV 358  Promotor und aus A rtumefaciens kontrolliertes ~ TnS5-
Neomycinphosphotransferasell-Gen (Beck et al., 1982) in Fusion mit dem Gus-Gen.

Actil
oAl y DIl N

Sspll 17/ Yo inan
Xmnl \X’\ £

Scal
(6426)

Gus

pBI221.23

SnaBl

Ncol
Ampr 6986bp (23961)
CaM
ori Ncol
\ (2846)
\\ BamHI
Cfr10l D Ec[g%?b)
(6028) =
[ / Ncol (3796)
AwNI
(5466) Alfill gy BaMHI

Abb.10 Plasmidkarte des NPTII-Konstruktes pBi221:23
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; 1., 1983)

: Dieser von pUC19 (Norrander et al_, ’

2.) PJITlgibz}e;uf wobei die GroBe des Inserts 143

iy 2 motor d’es CaMV 358 Promotor und aus

Ixijom l;rc(;n phosphotransferasell-Gen (Beck et al., 1982).
eom

abgeleitete Vektor weist eine Grofe
4Kb betrigt. Der Vektor enthalt ein
- lumefaciens kontrolliertes Tps.-

Sac Kg}nl
o
CaMV
Pstill (406)
pJIT161
(4210)
Ncol (987
acl (1480)
Balll
Poly Bglll (1513)

Bl 15%)
EggRVI

Xhol
Bglll (1991)

Abb.10 Plasmidkarte des NPTII-Konstruktes pJITi61

253, Plasmidisolierung

253.1, Minipriiparation von Plasmiden

Zur Isolieryn

: : d Doly (1979),
g der Plasmide aus £.coli wurde die Methode nach Birnboim un
modifiziert p,

. i |
s en de wurden in 20
ach Sambrook et al.(1989) angewendet. Die isolierten Plasmi

; i 37°C inkubiert
5min bei 37°C 1n
Sambrook e al., 1989) mit RNase (20ug/ul) aufgenommen, 15m
ind bej 400 gelagert.
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2.5.3.2. Maxipriparation von Plasmiden

Ausgehend von groBeren Mengen an Bakteriensuspension erfolgte eine Plasmidpraparation
nach dem Protokoll der Firma Qiagen (Qiagen Plasmid Handbook, Max-Volmer-Str.4, 40724
Hilden, Germany) und der Firma Promega (Technical Bulletin, Wizard Maxipreps DNA
purification system, 2800 Woods Hollow Road, Madison, WI 53711-5399 USA). Diese
Saulen enthalten einen Anionen-Austauscher-Harz, so das sehr reine DNA isoliert werden
konnte.

2.6. Kultur von E.coli

Aus einer bei -70°C gelagerten Bakterienkryokultur wurden mittels einer Impfose Bakterien
entnommen und auf LB-Platten (Sambrook et al., 1989) mit den entsprechenden Antibiotika
ausgestrichen. Nach einer Inkubation bei 37°C fiir 14-16 Stunden wurden die Platten bei 4°C
gelagert und konnten bei Bedarf fiir 4-6 Wochen verwendet werden.

2.6.1. Ubernachtkulturen

Von den Bakterienkulturen (2.5.1.3.) wurden einzelne Kolonien mittels Impfose entnommen
und iiber Nacht unter standigem Schiitteln bei 37°C in 3ml LB-Medium (Sambrook et al.,
1989) mit 50pg/ml Ampicillin kultiviert.

2.6.2. Kompetente Zellen

Die zur Transformation (Hanahan, 1985) nétigen kompetenten Bakterien des . coli Stammes

XL1-Blue MRF wurde nach der CaCl,-Methode (Cohen et al., 1972) pripariert und in
Aliquots bei —70°C gelagert,

Die fiir die Elektroporation benétigten kompetenten Zellen wurde nach der Anleitung des
Herstellers ,,Procedure for High Efficiency Electrotransformation of E.coli, A: Preparation of
cells“ durchgefiihrt. Fiir die Praparation der Zellen wurden in 400ml LB-Medium mit
S0pg/ml Amp. 4mi Ubernachtkultur (2.7.1.4)) kultiviert, die Zellen wuchsen bis sie eine

Glycerol aufgenommen und nochmals sedimentiert. Die Resuspendierung des Pellets erfolgte
ln. 2,5ml 10%igen Glycerol, so daB die Konzentration der Zellen 2 x 10" Zellen/ml betrug.
Die Aliquots wurden bei _70°C gelagert und bei Bedarf verwendet.
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2.6.3. Kryokultur

Zur Herstellung von Kryokulturen wurden die Bakterien wie unter 2.5.1.4 beschrieben mit
100pg/ml Ampicillin inkubiert und am Morgen mit 3ml 50%igen LB / Glyzerin (w/v)
gemischt, mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

2.7. Histochemischer Gus-Test

Der histochemische Gus-Test (Jeffersen et al., 1984) erlaubt eine optische [dentifizierung
transgener Zellen. Dies ist moglich, weil das farblose Substrat der Reaktion in ein blau
geféarbtes Produkt umgesetzt wird. Das Substrat wird X-Gluc (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl
glucoronid) genannt. Das Gewebe wurde unter sterilen Bedingungen mit dem Farbepuffer
(100ul IM Natriumphosphat, 10ul 0.5M Potassiumferricyanid, 10pl Potasiumferrocyanid,
25ul X-Gluc Solution, (0,5mg in 25ul1 Dimetylformamid) iiberschichtet und bei 37°C iiN.
inkubiert.

2.8. Transformation durch Elektroporation in E.coli Zellen

Die Transformation durch Elektroporation in E.coli Zellen (Dower et al., 1988) bei der
biologischc Membranen durch das Anlegen eines elektrischen Feldes durchlassig gemacht
werden, wurde urspriinglich entwickelt, um DNA-Fragmente in eukaryotische Zellen zu
transformieren (Neumann et al., 1982; Potter et al., 1984; Frommet et al, 1985; Chu et al.,
1987). Nach kurzer Zeit konnte man jedoch durch die Elektroporation DNA-Fragmente in
E.coli (Dower et al., 1988; Taketo 1988) und in andere Bakterien (Chassy & Flickinger 1987;
Harlander 1987, Somkuti & Steinberg 1987; Fiedler & Wirth 1988; Miller et al., 1988;
Powell et al., 1988) transformieren. Die Effizienz dieser Transformationsart liegt bei 10°-10'
Transformanten/ugDNA .

Abb.4: Darstellung des Elektroporationtions-

gerdites, womit die E.coli Zellen transformiert
wurden (Easyject PLUS electropotator, Flowgen
Intruments Ltd, UK)
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Fur die Elektroporation wurde vorerst eine Transfomationssuspension prapariert (45ul
kompetente Zellen (2.7.1.5.) mit S5ul Plasmid DNA, wobei die Konzentration der DNA bis zu
10pg betragen konnte) und in vorgekiihlten Transformationskiivetten fir 10min. auf Eis
inkubiert. Das Elektroporationsgerit (Easyject PLUS electropotator, Flowgen Intruments Ltd,
UK) wurde nach der Anleitung vom Hersteller (Procedure for High Efficiency
Electrotransformation of E.coli; B) Electrotransformation and Plating) eingestellt und die
Elektroporationskiivette in den dafiir vorgesehenen abgeschirmten Raum gelegt. Eine
Transformation erfolgte in 4-5sec. bei 12.5 kV / cm, die Voltzahl wurde auf 2500V mit einer
Kapazitit von 25uFD eingestellt.

Nach der Transformation wurden 950pul LB-Medium zu der Transformationssuspension
pipettiert und 20min. bei 37°C inkubiert. Nach einer 5-miniitigen Zentrifugation bei 2000 x g
wurden 500pl vom Uberstand dekantiert. Das Pellet wurde mit dem Restmedium gut
durchmischt und die transformierten Zellen anschlieBend auf Agarplatten mit
Selektionsmedium ausgestrichen und bei 37°C ii.N. inkubiert.

2. 9. Isolierung genomischer DNA

Fir die Isolierung genomischer DNA (Dellaporta et al., 1983) wurden 6 Monate alte stabil
transformierte Mooskulturen (bei -70°C gelagert) verwendet. Die Isolierung erfolgte nach der
Methode von Dellaporta et al. (1983). Die Kulturen wurden mit flissigem Stickstoff
gemorsert, mit 15ml Extraktionspuffer (100mM Tris pH 8, 50mM EDTA pH 8, 500mM
NaCl, 10mM Mercaptoethanol) und 1ml 20 % SDS kriftig durchmischt und 10min bei 65°C
inkubiert. Nach Zugabe von 5ml 5M Kaliumacetat wurde ebenfalls kraftig durchmischt und
20min bei 0°C gelagert. AnschlieBend wurde die Losung bei 25000 x g fiir 20min
zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in einem 30ml Zentrifugenrohrchen, welches 10ml Isopropanol
enthielt, steril filtriert (mikrocloth Filter, Calbiochem). Nach 30-miniitiger Inkubation bei -
20°C folgte die Zentrifugation bei 20000 x g fiir 15min. Der Uberstand wurde verworfen, das
Pellet in 700pul TE-Puffer (50mM Tris, 10mM EDTA pH 8) gelost, in ein Eppendorf
Reaktionsgefidl uberfuhrt und fur 10min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf ReaktionsgefiB tiberfithrt und anschlieBend
wurde eine Phenol/Chloroform Behandlung durchgefiihrt. Es folgte eine RNase-Behandlung
und eine Ethanol-Fallung, wobei letztere durch Zugabe von 1/10 Volumen Natriumacetat und
2.5 Volumen abs. Ethanol durchgefiihrt wurde. Nach einer 10-miniitiger Zentrifugation wurde
der Uberstand verworfen, das Pellet getrocknet und mit 100ul TE resuspendiert.

Aligemeine Boi
Hamburg

wnd Bot. Garie
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Fir die Elektroporation wurde vorerst eine Transfomationssuspension prapariert (45l
kompetente Zellen (2.7.1.5.) mit 5ul Plasmid DNA, wobei die Konzentration der DNA bis zu
10pg betragen konnte) und in vorgekiihlten Transformationskiivetten fir 10min. auf FEis
inkubiert. Das Elektroporationsgerét (Easyject PLUS electropotator, Flowgen Intruments Ltd,
UK) wurde nach der Anleitung vom Hersteller (Procedure for High Efficiency
Electrotransformation of E.coli; B) Electrotransformation and Plating) eingestellt und die
Elektroporationskiivette in den dafiir vorgesehenen abgeschirmten Raum gelegt. Eine
Transformation erfolgte in 4-5sec. bei 12.5 kV / ¢cm, die Voltzahl wurde auf 2500V mit einer
Kapazitit von 25uFD eingestellt.

Nach der Transformation wurden 950ul LB-Medium zu der Transformationssuspension
pipettiert und 20min. bei 37°C inkubiert. Nach einer 5-minitigen Zentrifugation bei 2000 x g
wurden 500ul vom Uberstand dekantiert. Das Pellet wurde mit dem Restmedium gut
durchmischt und die transformierten Zellen anschlieBend auf Agarplatten mit
Selektionsmedium ausgestrichen und bei 37°C i.N. inkubiert.

2. 9. Isolierung genomischer DNA

Fir die Isolierung genomischer DNA (Dellaporta et al., 1983) wurden 6 Monate alte stabil
transformierte Mooskulturen (bei -70°C gelagert) verwendet. Die Isolierung erfolgte nach der
Methode von Dellaporta et al. (1983). Die Kulturen wurden mit fliissigem Stickstoff
gemorsert, mit 15ml Extraktionspuffer (100mM Tris pH 8, 50mM EDTA pH 8, 500mM
NaCl, 10mM Mercaptoethanol) und 1ml 20 % SDS kraftig durchmischt und 10min bei 65°C
inkubiert. Nach Zugabe von 5ml 5M Kaliumacetat wurde ebenfalls kriftig durchmischt und
20min bei 0°C gelagert. AnschlieBend wurde die Losung bei 25000 x g fiir 20min
zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in einem 30ml Zentrifugenrohrchen, welches 10ml Isopropanol
enthielt, steril filtriert (mikrocloth Filter, Calbiochem). Nach 30-minitiger Inkubation bei -
20°C folgte die Zentrifugation bei 20000 x g fiir 15min. Der Uberstand wurde verworfen, das
Pellet in 700ul TE-Puffer (50mM Tris, 10mM EDTA pH 8) gelost, in ein Eppendorf
Reaktionsgefif iiberfithrt und fiir 10min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf ReaktionsgefaB iiberfiihrt und anschlieBend
wurde eine Phenol/Chloroform Behandlung durchgefithrt. Es folgte eine RNase-Behandlung
und eine Ethanol-Fllung, wobei letztere durch Zugabe von 1/10 Volumen Natriumacetat und
2.5 Volumen abs. Ethanol durchgefithrt wurde. Nach einer 10-miniitiger Zentrifugation wurde
der Uberstand verworfen, das Pellet getrocknet und mit 100l TE resuspendiert.
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2.10. Restriktionsverdau der DNA mit Endonukleasen

Fiir den Restriktionsverdau wurden die jeweiligen Endonukleasen und die dazu empfohlenen
Puffer der unter 2.4 beschriebenen Firmen verwendet. Die Konzentration des Enzyms betrug
6U/ug DNA. Der Ansatz wurde mindestens 2-3 Stunden bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe
von 1/10 Volumen 10 x Stoppuffer (Sambrook et al., 1989) und 20-minitiger Inkubation bei
65°C erfolgte ein Abstoppen der Reaktion. Das Abstoppen des Enzyms BamHI wurde durch
eine DNA Fillung vollzogen, da das Enzym eine Hitzeresistenz aufweist. Die entstandenen
DNA-Fragmente wurden anschlieBend durch eine Agarose-Gelelektrophorese (2.5.4)
voneinander getrennt.

2.11. Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden in einem 1- bzw. 0.7%igen (w/v) Agarosegel elektrophoretisch
voneinander getrennt. Je nach GelgroBe erfolgte der Gellauf bei einer Spannung von 70-90 V.
Hierfur wurden sowohl TBE- (Sambrook et al., 1989) als auch TAC-Puffer (Sambrook et al.,
1989) verwendet.

2.11.1. Elution von DNA Fragmenten aus dem Agarosegel

Zur Elution von bestimmten DNA Fragmenten aus Agarosegelen wurde bei der
elektrophoretischen Auftrennung das Agarosegel mit 1x TAC-Puffer angefertigt. Nach der
Elektrophorese wurden die DNA-Fragmente mit einem abgeflammten Skalpell unter UV-
Licht ausgeschnitten, die Gelstiicke gewogen und in ein 1.5ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Die
Elution der Fragmente erfolgte nach der ,jet-Sorb“ Anleitung (Genomed, Bad Oeynhausen).
AnschlieBend wurden die Fragmente durch emeute gelelektrophoretische Auftrennung
quantifiziert. :

2.12. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren
2.12.1. Photometrische Messung

Dic Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren in wiliriger Losung erfolgte mit einem
Spektralphotometer (Beckman DU-20). Die Konzentration wurde bei 260nm gemessen.
Dabei wurde davon ausgegangen, daB bei einer Wellenldnge von 260nm eine Extinktion von
1 einer DNA Konzentration von 50pg/ml entspricht (Sambrook et al., 1989). Die Quotienten
OD,4050 erlaubten eine Aussage iiber eine etwaige Proteinverunreinigung.

Das Verhiltnis von ODsgynm 20 ODsgonm Sollte bei Nukleinsdurelosungen zwischen 1.8 und 2.0

liegen. Ist das Verhaltnis kleiner als 1.8, so konnte eine Verunreinigung mit Proteinen
vorliegen. Liegt es bei iiber 2, so ist eine Verunreinigung mit Phenol anzunchmen.
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2.12.2. Konzentrationsbestimmung im Agarosegel

Zur Konzentrationsbestimmung geringer DNA-Mengen eignet sich das Auftragen von DNA
auf ein ethidiumbromidhaltiges Agarosegel. Als Standard-DNA-Banden dienten definierte
Mengen (100ng, 200ng,und 500ng) linearisierter Plasmid DNA. Die DNA unbekannter
Menge konnte aufgrund ihrer Einlagerung von Ethidiumbromid mit der Standard-DNA
verglichen und die Menge so ermittelt werden.

2.13. Eingesetzte Gensonden fiir die Southern-Hybridisierung

Es wurde eine 1100bp groBe Sonde aus dem Plasmid pBI221.23 fiir die Southern
Hybridisation verwendet, wobei das Fragment fir das Hygromycin Gen kodierte. Fur die
Hybridisierung der genomischen DNA wurde das Plasmid pBI22]:23 — linearisiert mit dem
Restriktionsenzym HindIII - verwendet.

2.13.1.Gensonden

Ein Restriktionsverdau (2.5.3) mit dem Enzym EcoRI ermdglichte die Isolierung des
gewuinschten 1100bp-Fragmentes aus dem Plasmid PBI221:23. Das Fragment wurde
gelelektrophoretisch  (2.5.4) aufgetrennt, aus dem Gel mit ,jet-Sorb* (Genomed, Bad
Oeynhausen) eluiert und anschlieBend durch erneute gelelektrophoretische Auftrennung
quantifiziert.

2.13.2. Markierung der Gensonden

Die isolierten Fragmente wurden mittels des DIG DNA Labeling Kits (Boeringer Mannheim)
mit Digoxygenin markiert. Die Markierungszeit betrug iber 20 Stunden bei 37°C. Eine
Quantifizierung der markierten DNA erfolgte laut Angaben des Herstellers, 50ng der
markierten Sonde wurden fiir 10min bei 95°C im Wasserbad denaturiert und in 68°C
temperierte Prahybridisierungslosung gegeben. Diese Losung wurde entweder direkt zur
Hybridisierung eingesetzt oder bis zur Anwendung bei -20°C gelagert.
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2.14. Southern-Blot und Southern-Hybridisierung

Firr den Southern-Blot und die Hybridisierung wurden die unten aufgefiihrten Losungen

verwendet.
Denaturierungslosung: 0.5 M NaOH
1.5 M NaCl
Neutralisierungslosung: 1.5 M NaCl
0.5M Tris
pH7.0
20 x SSC: 3 M NaCl
0.3 M Na-citrat
pH7.0
Dig-Puffer 1: 0.IM Maleinsaure
0.15M NaCl
pH7.5
Dig-Puffer 2: 2.5% Blockierungslosung in Dig. Puffer |
Dig-Puffer 3: 0.1M Tris
0.1IM NaCl
pH7.5
Dig-Waschpuffer: 0.3% (v/v) Tween-20 (Roth Karlsruhe) in Dig-Puffer 1
Anti-Dig-Losung; 75mU/ml Anti-Dig-Ap-Konjugat (Boeringer Mannheim) in
Dig-Puffer 2
CSPD-Substrat-Losung: 1:100 Verdiinnung der CSPD-Vorratslosung in 25mM

(Boeringer, Mannheim) Dig-Puffer 3
5 x SSC in Dig-Puffer 2
h 0.1 % (w/v) N-Laurylsarcosine
Prahybridisierungslésung: 0.1 % (w/v) SDS
50pg/ml Hefe-RNA (Boeringer, Mannheim)

Hybridisicrungslésung: Markierte Gensonde in Prahybridisierungslosung
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Die Plasmide wurden durch gewinschte Restriktionsendonukleasen (2.5.3) gespalten und
gelelektrophoretisch (2.5.4) aufgetrennt. Das Agarosegel wurde kurz in H,0 gespiilt, 2 x
10min in 0.25M HCI unter Bewegung inkubiert, damit auch groBe Fragmente denaturiert
werden, danach wurde das Agarosegel nochmal 3 x in H,O gespilt und 45min in
Denaturierungslésung unter Bewegung inkubiert. AnschlieBend wurde das Agarosegel mit
H,0 gespiilt und 45min unter Bewegung in Neutralisationslosung belassen.

Die Plasmide wurden durch Kapillarblot tiber Nacht mit 10 x SSC (Sambrook et al., 1989)
auf eine ungeladene Nylon-Membran (Qiagen) transferiert. Daraufhin wurde die DNA durch
UV-Licht auf der Membran fixiert (Stratalinker, 1200mJ, Stratagene Heidelberg) und mit 2 x
SSC gewaschen. Die Membran wurde in vorgewarmte HybridisierungsgefiBe gegeben und 3
Stunden bei 68°C Ofen in der Prihybridisierungslosung inkubiert. Die
Prahybridisierungslosung wurde aufgefangen und zur weiteren Verwendung bei -20°C
aufbewahrt. AnschlieBend wurde die Membran .N. im Hybridisierungsschrank bei 68°C in
der Hybridisierungslosung die zuvor 10min bei 95°C denaturiert wurde, inkubiert.

Am nichsten Morgen wurde die Hybridisierungslosung in einem Falkon Rohrchen
aufgefangen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt. AnschlieBend wurde
die Membran mit 2 x SSC / 0.1%SDS (w/v), 2 x 5Smin bei RT gewaschen. Der néachste
Waschschritt folgte mit 0.2 x SSC / 0.1% SDS (w/v) 2 x 15min bei 68°C im
Hybridisierungsschrank.

Fir die Detektion wurde die Membran 5min in Dig-Waschpuffer bei RT gewaschen.
Anschliefend wurde die Membran in Dig-Puffer 2, dann in der Antikorperlosung fiir jeweils
30min bei RT inkubiert. Die Waschschritte erfolgten jeweils 4 x 30min mit dem Dig-
Waschpuffer bei RT. Nach einer 5-miniitigen Inkubation der Membran in Dig-Puffer 3 wurde
die Membran in einem mit CSPD-Losung benetzten Folienschlauch eingeschweifit. Nach
einer S-miniitigen Inkubation bei RT und 15-miniitiger Inkubation bei 37°C erfolgte eine die
Membran in einer Filmkassette mit Exposition des Hyperfilms ECL (Amersham,
Braunschweig) fiir 3-5min.
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3. Ergebnisse
3.1 Uberpriifung der Plasmide mit den NPTII-Intronkonstrukten

Dic Uberpriifung der Plasmide mit den Intronkonstrukten erfolgte durch eine quantitative
Bestimmung in einem 0.7%igen Agarosegel (2.11.).

3.1.1. Restriktion der Plasmide mit dem Restriktionsenzym Pst/

Eine Restriktionsanalyse (2.10.) erfolgte mit dem Restriktionsenzym Pst/, worauf eine
anschlieBende gelelekrophoretische Auftrennung (2.11.) der Fragmente durchgefiihrt wurde.

Kb

Abb.11 NPTII-Intronkonstrukte die mit 2371 S
dem Restriktionsenzym PSTI geschnitten sind 9.6 ol

4.4 e

22 ==
GroBenstandard S1: 2 HIIl/p174 P
(Pharmacia Biotech) 1.3 T
Spur 1:  pT1342/Psil 1O
Spur 2:  pTrin/Pst] 0.8 T
Spur 3:  plnsda/Pstl 0.6
Spur 4:  plns3/Psil 03 oS
Spur 5:  plns2/Pstl \

GroBenstandardS2:1Kb ladder
(Pharmacia Biotech)

Das Konstrukt pT13d2 wurde durch das Restriktionsenzym Pstl in zwei unterschiedliche
Fragmente unterteilt, die eine GroBe von 2.9Kb und 0.9Kb aufwiesen. Das NPTII-
Intronkonstrukt pTrin wurde durch das Restriktionsenzym Pst/ in drei Fragmente mit den
GroBen 0.7Kb, 1.0Kb und 2.3Kb unterteilt. Durch ¢ine Restriktion des Konstruktes p/NS4a
und p/NS2 entstanden zwei Fragmente mit folgenden GroBen: 2.8Kb und 1.0Kb. Das

Intronkonstrukt pINS3 wies hingegen zwei Fragmente mit einer Lange von 3.0Kb und 0.8Kb
auf.

i i Restriktionsanalyse zeigte, dab die NPTII-IntronkOﬁStrukte ihren
angegebenen Grofen entsprachen und somit fir die biolistische Transformation verwendet
Werden konnen,
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3.2. Bei der biolistischen Transformation erhaltene Transformationsraten mit den
NPTIl-Intronkonstrukten und Darstellung der Mooskulturen

Die biolistische Transformation erfolgte (2.4.) mit sechs verschiedenen Plasmiden, wobei das
Plasmid pJ/T761 zusétzlich noch als Positivkontrolle diente, da das Plasmid schon iiber
langere Zeit als Transformationskonstrukt mit sehr guten Ergebnissen verwendet wurde.

Die dazu verwendeten Pflanzen waren aus der Linie pabA3, dieses sind durch MNNG
induzierte Mutanten, die durch Ashton und Cove, (1977) erzeugt wurden. Die Plasmid-DNA
wurde als zirkuldre Form fiir die Transformation verwendet. Um eine Kontrolle zu haben,
inwieweit die Konzentration des Plasmides eine Rolle spielt, fand die Transformation mit
zwei unterschiedlichen Ansitzen statt, wobei die Konzentration der Plasmid-DNA sich in der
Transformationssuspension  unterschied (1pg und 1,5ug). Es folgten zwei aufeinander
folgende Beschiisse.

Die Pflanzen wurden nach zwei Tagen mit einem Homogenisator (Abb.1 und Abb.2) in 10ml
sterilem H,O zerkleinert und mit jeweils 3ml auf Selektivmedium transferiert.

Nach 14 Tagen Selektionszeit wurden alle Regeneranten optisch identifiziert und auf frisches
Selektivmedium iiberfithrt. Die stabil transformierten Pflanzen wuchsen sechr schnell, die
nichtstabil transformierten Pflanzen jedoch sehr langsam, wobei die transienten Pflanzen die
Kultur auf Selektivmedium nicht uberlebten. Eine Subkultur wurde immer jeweils nach 14
Tagen vorgenommen, wobei das Medium im Wechsel mit und ohne Antibiotika verwendet
wurde (3.3).

Die Errechnung der bei der biolistischen Transformation erhaltenen Transformationsraten
wurde nach einem Schema der Standard Leeds Methoden (Physcomitrella patens methods,
Cove, 1995) durchgefiihrt. Nach dem BeschuB und der Homogenisierung der Pflanzen wurde
die Zahl der Regeneranten festgestellt. Diese Zahl entsprach 100%, d.h. alle Regenerante
(transiente, nichtstabile und stabile) wurden hier einbezogen. Die transienten Transformanten
Uberlebten nicht die erste selektive Subkultur. Die nichtstabilen Transformanten hingegen
wuchsen langsam, aber iiberlebten das Selektivmedium. Sobald sie in nichtselektives Medium
tberfithrt wurden, regenerierten sie nicht. Die stabilen Transformanten wuchsen sehr schnell
und tiberlebten den Transfer vom selektiven auf nichtselektives Medium. In der Tab.2 und
Tab.3 sind die Transformationsraten dargestellt.
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Verwendete Regenerante nach 14 |Regenerante nach 14 Tagen auf BCD/G418
Plasmide Tagen auf BCD/G418

Stabile Nichtstabile | Transiente

pJIT161 (1pg) 461 18=3.9% 203=44% |240=52.1%
pT13d2 (1pg) 94 0 15 =16% 79 = 84%
pINS3 (1pg) 100 0 25 =25% 19~ 715%

pINS2 (1pg) 106 0 23=216% | 83=78.3%
pTRIN (1pg) 62 0 8=129% | 54=87%

pINS4a (1pg) 92 0 19=20.6% | 73=79.3%

Tab.2 Verwendete NPTII-Intronkonstrukte pT13d2, PTRIN, pINS4a, pINS3, pINS2, pJIT16]1 und Anzahl der
Regeneranten, wobei die Konzentration der verwendeten DNA 1 ug betrug

Verwendete Regenerante nach 14 | Regenerante nach 14 Tagen auf BCD/G418
Plasmide Tagen auf BCD/G418
Stabile Nichtstabile | Transiente
pJIT161 (1.5ng) 469 26=5.5% 363=773% | 80=17.1%
pT13d2 (1.5ug) 122 0 59=483% | 63=51.6%
PINS3 (1.5ug) 104 0 37=355% | 67=64.4%
PINS2 (1.5pg) 113 0 35=309% | 78=69%
PTRIN (1.5ug) 108 0 43=398% | 65=60.1%
PINS4a (1.5pg) 120 0 48 = 40% 72 = 60%

Tab.3 Verwendete NPTII-Intronkonstrukte pTi3dz, pTRIN, pINS4a, pINS3, pINS2, pJIT16] und Anzahl der
Regeneranten, wobei die Konzentration der verwendeten DNA | Sug betrug
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Wie an der Tab.3 und Tab.4 zu sehen ist, wurden keine stabilen Transformanten durch die
NPTII-Intronkonstrukte beobachtet Die Transformation wurde zweimal mit unterschiedlicher
DNA-Konzentration durchgefiihrt. Die Tab.3 weist auf die Ergebnisse der Transformation mit
der niedrigen DNA-Konzentration auf (1pg). Durch das Kontrollkonstrukt PT13d2 - welches
kein Intron enthélt - wurden 16% nichtstabile und 84% transiente Transformanten erhalten.
Bei den restlichen NPTII-Intronkonstrukten wurden ebenfalls um 20% nichtstabile und 80%
transiente Transformanten beobachtet. Mit dem p7RIN-Konstrukt war die Zahl der
nichtstabilen Transformanten auBergewohnlich niedrig, sie lag bei 12.9%, das macht
ungefahr 50% der allgemeinen nichtstabilen Transformationsrate aus.

In der Tab.4 (DNA-Konzentration 1,5ug) niherte sich der prozentuale Wert von dem p7RIN-
Konstrukt den restlichen NPTI-Intronkonstrukten, Hier ist eine allgemeine Erhéhung der
nichtstabilen Transformanten zu beobachten, welches um die 40% variiert. Der prozentuale
Wert der transienten Transformanten lag bei 60%.

Das einzige Konstrukt, mit welchem stabile Transformanten beobachtet wurden, war das
pJIT161-Konstrukt. Dieses diente als zusatzliches Kontrollplasmid (enthalt kein Intron). Auch
hier ist eine Erh6hung der stabilen- und nichtstabilen Transformanten mit der Erhéhung der
DNA-Konzentration zu beobachten. Der prozentuale Wert bei den stabilen Transformanten
stieg mit der DNA-Konzentration von 3.9% auf 5.5%. Bei den nichtstabilen Transformanten
stieg der prozentuale Wert von 44% auf 77.3%. Im Gegensatz zu den transienten
Transformanten fiel der prozentuale Wert von 52.1 auf 17.1%.

Die unten dargestellten Mooskulturen wurden nach der biolistischen Transformation (24
durch die NPTII-Intronkonstrukte transformiert und wie unter 3.3.1. beschrieben selektiert.
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Abb.12 Durch die biolistische Transfor- . . . .
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Abb.13 Durch die biolistische Transformation
entstandene nichistabil und transient transfor-
mierte Pflanzen mit dem Konstrukt pINS4a auf

G418

Abb.14 Die durch die biolistische Transfor- -
mation entsiandene stabil transformierten Pflan-
zen mit dem Konstrukt pJIT161 auf G418
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Abb.13 Durch die biolistische Transformation
entstandene nichistabil und transient transfor-
mierte Pflanzen mit dem Konstrukt pINS4a auf

G418

Abb.14 Die durch die biolistische Transfor-
mation enistandene stabil transformierten Pflan-
zen mit dem Konstrukt pJIT161 auf G418
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Abb.15 Durch die biolistische Transformation
entstandene nicht stabil transformierte Pflanze
mit dem Konstrukt p/NS2 auf G418

Abb.16 Durch die biolistische Transformation
entstandene transient transformierte Pflanzen
mit dem Konstrukt pINS2 auf G418
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3.3. Uberpriifung der stabilen Transformanten

Um eine Uberpriifung der stabil transformierten Pflanzen durchfithren zu konnen, wurden die
stabil transformierten Pflanzen einem histochemischen Test (2.7.) unterzogen.

3.3.1. Histochemischer Gus-Test

Der histochemische Test (2.7.) erfolgte nach Jeffersen et al. (1984). Dieser Test erlaubte eine
optische Identifizierung der transgenen Pflanzen, weil das Substrat durch das Gus-Enzym in
ein blau gefirbtes Produkt umgesetzt wird. Alle transgenen Pflanzen konnen durch die
Farbéinderung identifiziert werden d h. auch die nichtstabilen Transformanten, da alle Zellen,
die das Gus-Gen beinhalten, sich verfirben. Die Mooskulturen zeigen demnach nach
mehrmaliger Subkultur in Selektivmedium auch eine Verfirbung. Aber sobald die nichtstabil
transformierten Mooskulturen auf nichtselektives Medium transferiert werden, verlieren sie
ihr Plasmid und eine Farbinderung kann nicht identifiziert werden. Dieser histochemische
Test erlaubt eine zusatzliche Bestitigung der stabilen Transformanten, denn nach
mehrmaligem Transfer von Selektiv- auf Nichtselektivmedium und umgekehrt iberleben
hauptsichlich nur stabil transformierte Mooskulturen.

Abb.17 An der stabil ransformierten Pflanze

Nar/pBI221:23 durchgefiihrter histoche-
mischer Test
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34. DNA-Isolierung der stabil transformierten Pflanzen Nar/pBI221:23 und
Bar/pBI221:23

Durch die biolistische Transformation wurden sehr viele stabile transgene Mooskulturen
durch die Technische Assistentin erzeugt. Um eine genetische Analyse durchfithren zu
konnen, wurde die DNA der stabil transformierten Mooskulturen - die durch das Plasmid
pBI221:23 transformiert wurden - isoliert.

Nachdem sich die stabil transformierten Pflanzen durch den histochemischen Test
bestitigten, wurde die DNA. der Pflanzen nach Stephan et al. (1983) isoliert (2.9.), um die
stabil transformierten Pflanzen néher untersuchen zu konnen. Zur DNA Isolierung wurden
0,5-0,75g Pflanzen verwendet und die Ausbeute lag bei 50ug.

Kb S 1 2

Abb.18 Darstellung eines 0.75%igen Agarose-

Gels mit der genomischen DNA aus den stabil 237
transformierten Pflanzen Nar/pBI221:23 und 96
Bar/pBI221:23 in nicht restringierter Form 44 —
2.2
GroBenstandard S: A/HindI1I 207

Spur 1:  Nar/pBI221:23
Spur2:  Bar/pBI221:23

in der

34.1. Charakterisierung der extrachromosomalen Fragmente (Plasmide)

unrestringierten genomischen DNA

Nachdem die genomische DNA der stabil transformierten Pflanzen isoliert (3.(;1.) \(;’Il]lsf?:erl;z]
€ine qualitative und quantitative Bestimmung im 0.7%lgen Agarosegel Z.u)n ?Zlbb 18)
Wurden in der Hohe von 4Kb und 2Kb extrachromosomale Fragmente detektie 19).
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3.4.2. Southern-Analyse der unrestringierten genomischen DNA

Zur naheren Untersuchung dieser extrachromosomalen Fragmente wurde ein Southern-Blot
(2.6.7.) der genomischen DNA in unrestringierter Form durchgefuhrt. Fir die Hybridisierung
wurde das Plasmid pBI221:23 in linearer Form - geschnitten mit dem Enzym Hindlll —
verwendet. Der Southern-Blot (Abb.19) wies eine Hybridisierung bei der Pflanze
Bar/pBI221:23 (Spurl) genau in der H6he der extrachromosomalen Banden auf. In der Spur2
ist eine leichte Hybridisierung zu beobachten, moglicherweise war die aufgetragene DNA zu
gering. Dieses bestatigte die Hyphothese, daB es sich hier um das urspriingliche Plasmid
handle, womit diec Mooskulturen transformiert wurden.

Die Benennung der extrachromosomalen Fragmente erfolgte nach der Pflanze, nach dem
Plasmid mit welchem die Tranformation durchgefiihrt wurde und nach der GroBe des
Fragmentes, z.B.Bar/pBI221:23/4Kb.

Kb 1 2
l
\
: : : ; .~
Abb.19 Darstellung eines Southern-Blots mit der genomischen DNA aus den stabil
transformierten Pflanzen Nar/pBI221:23 und Bar/pBI221:23, nicht restrin- P &
giert. 4 —
- "

Spur 1:  Ba/pBi221:23
Spur 2:  NarjpBI221:23

3.4.2.1. Elution der extrachromosomalen F ragmente (Plasmide) aus dem Agarosegel

Um die extrachromosomalen Fragmente genau charakterisieren zu kénnen, wurden die
Fragmente aus dem Agarosegel eluiert. Zur Quantifizierung wurden die eluierten Fragmente
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es konnten keine Banden sichtbar gemacht werden, da die
DNA-Menge moglicherweise zu gering war. Daher wurde die Entscheidung getroffen, eine
Transformation von £.coli durch Elektroporation durchzufithren, um die DNA-Menge zu
erhohen.

38




Ergebnisse

3.4.2.2. Transformation der extrachromosomalen Fragmente (Plasmide) in E.coli durch
Elektroporation

Zur Elektroporation wurde jeweils die Gesamtmenge der DNA verwendet, welches aus dem
Agarosegel eluiert wurde (Bar/pBI221:23/4kb, Bar/pBI221:23/2kb, Nar/pBI221:23/4kb,
Nar/pBI221:23/2kb), wobei das Endvolumen 5ul betrug. Zur Transformationssuspension
wurde somit 45u] kompetente Zellen und 5ul Plasmid DNA prapariert. Neben diesen DNA-
Fragmenten zur Transformation wurde als Kontrolle das Plasmid pBI22/:23 mit
unterschiedlichen Konzentrationen (1pg, 500ng, 100ng, 500pg, 100pg) zur Abschéitzung der
verwendeten DNA-Menge prapariert. Nach Ausplattierung (jeweils 100pul und 400pul) der
transformierten Zellen auf Selektivmedium (LB/Amp.) und einer Inkubation ii.N. bei 37°C
sahen die Transformationsraten folgendermaBen aus:

3.4.2.3. Erhaltene Transformationsraten durch Elektroporation :

Erhaltene Verwendete DNA Transformationsraten
Kolonien Transformanten/pgDNA
pBI221:23 ¢=1200K Ing DNA 1.2*10°Transf./ugDNA
Bar/pBI221:23/4kb ¢=11K 10pg DNA 1.1%10°Transf./ugDNA
Bar/pBI221:23/2kb 6=7K 10pg DNA 4*10°Transf./ugDNA
Nar/pB1221:23/4kb 0=8K 10pg DNA 1.2*10°Transf./ugDNA
Nar/pBI221:23/4kb 0=6K 10pg DNA 1.2*10°Transf./ugDNA

Tab.4 Darstellung der erhaltenen Transformationsraten durch Elektroporation in Transformanten/ugDNA

3.4.2.4, Plasmid-Isolierung aus der Ubernachtkultur

Nachdem durch dic Elektroporation mit den cluierten extrachromosomalen Fragmenten aus
der. unrestringierten genomischen DNA Kolonien auf Selektivmedium wuchsen, wurden diese
1n Ubernachtkulturen tiberfiihrt, woraus die Plasmide isoliert wurden.
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3.4.2.5. Restriktionsanalyse der extrachromosomalen Fragmente

Um die extrachromosomalen Fragmente genauer charakterisieren zu konnen, wurden sie mit
den folgenden Restriktionsenzymen geschnitten. Sollte es sich bei der Restriktion um das
Plasmid handeln, welches urspriinglich in die NTG-Mutanten Nar und Bar transformiert
wurde, so miiiten nach einer Restriktion mit den Enzymen EcoRI, Hindlll, BamHI, Ncol und
SnaBl folgende Fragmente enstehen;

EcoRI: Durch diese Endonuklease sollten zwei Fragmente entstehen, wobei ein Fragment
1Kb und das andere 6Kb grof} sein sollte.

HindllI: Durch dieses Enzym sollte das Plasmid linearisiert werden.

BamHI: Durch diese Endonuklease sollte das Plasmid wie bei der Endonuklease EcoRI zwei
Fragmente von 1Kb und 6Kb aufweisen.

Ncol: Durch dieses Enzym solite das Plasmid zwei Fragmente nach der angegebenen
Restriktionskarte mit den GroBen 0.6Kb und 6.4Kb aufweisen.

Neol/HindIll: Mit diesen beiden Enzymen - einem Doppelverdau - sollten nach der
Restriktionskarte des Plasmides drei Fragmente mit den GroBen 4.35Kb, 2.0Kb und 0.65Kb
enstehen.

SnaBI: Eine Restriktion mit der Endonuklease wies ein linearisiertes Fragment mit einer
GroBe von 7Kb auf, wobei die Schnittstelle sich im Gus-Gen befindet.

Nach einer Restriktion des Ausgangsplasmids mit der Endonuklease Ncol, wurden im
Agarosegel nicht die angegebenen Fragmentgrofien detektiert. Es konnte eine zusatzliche
Schnittstelle festgestellt werden, die moglicherweise zuvor ibersehen wurde. Die
FragmentgroBen betrugen 5.65Kb, 0.95Kb und 0.45Kb. Durch den Doppelverdau
(Ncol/Hind[Il) wurden nicht drei sondern vier Fragmente mit den GroBen 3.65Kb, 2.0Kb,
0.95Kb und 4.5Kb nachgewiesen.
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3.4.2.6. Gelelektrophoretische Auftrennung der extrachromosomalen Fragmente

Die Auftrennung der extrachromosomalen Fragmente mit den Enzymen EcoRl, Hindlll,
BamH]I, Neol erfolgte in einem 0.75%igen Agarosegel.

KbS1234567891011121314 158

GroBenstandard S: AFcoRI/Hindlll 212
Spur 1:  pBI221:23/nicht restringiert 5.1
Spur 2:  Bar/pBI221:23/4Kb/nicht restringiert 4.2
Spur 3:  Bar/pBI221:23/2Kb/nicht restringiert 3.5
Spur 4:  Nar/pBI221:23/4Kb/nicht restringiert 2.0
Spur 5:  Nar/pBI221:23/2Kb/nicht restringiert 1.9
Spur 6:  pBI221:23/FcoRI 15
Spur 7:  Bar/pBI221:23/4Kb/EcoRl 1.3
Spur 8:  Ba/pBI221:23/2Kb/EcoRl 0.9
Spur 9:  Bar/pBI221:23/4Kb/EcoRI 0.8

Spur 10: Bar/pBI221:23/2Kb/EcoRI
Spur 11: pBI221:23/HindlIll

Spur 12: Bar/pBi221:23/4Kb/Hind[ll
Spur 13: Bar/pBI221:23/2Kb/HindIll
Spur 14: Nar/pBI221:23/4Kb/Hindlll
Spur 15: Nar/pBI221:23/2Kb/HindII]

Abb.20 Darstellung einer 0.7%igen Agarose Gelelektrophorese mit den extrachromosomalen Fragmenten, die
durch die Enzymen EcoRI und Hindlll resiringiert wurden.

Kb S 12345678 91011 12 13 1415
GroBenstandard S: A/FEcoRI/Hindlll
Spur 1:  pBI221:23/BamHI
Spur 2:  Bar/pBI221:23/4Kb/BamHI

Spur 3:  Ba /pBI221:23/2Kb/BamHI 21.2
Spur 4:  Nar/pBI221:23/4Kb/BamH] 5.1
Spur 5:  Nar/pBI221:23/2Kb/BamHI 42
Spur 6:  pBI221:23/NcOI 3.5
Spur 7:  Bar/pBI221:23/4Kb/NcOI 2.0
Spur 8:  Bar/pBi221:23/2Kb/NcOl 1.9
Spur 9:  Bar/pBI221:23/4Kb/NcOl 1.5
Spur 10: Bar/pBI221:23/2Kb/NcOl 1.3

Spur 11: pBI221:23/NcOI/Hindlll

Spur 12: Bar/pBI221:23/4Kb/NcOIlHindIll 0.9
Spur 13: Bar/pBI221:23/2Kb/NecOl/Hindlll
Spur 14: Nar/pBI221:23/4Kb/NcOl/Hindlll
Spur 15: Nar/pB1221:23/2Kb/NcOIl/Hindlll

Abb.21 Darstellung einer 0.7%igen Agarose Gelelektrophorese mit den extrachromosomalen Fragmenten, die
mit den Enzymen BamHI, Ncol und NcOIHindlIl restringier! wurden.
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GroBenstandard S: MEcoRI/Hindlll
Spur 1:  pBI221:23/SnaBI

Spur 2:  Bar/pBI221:23/4Kb/SnaBl
Spur 3:  Bar/pBI221:23/2Kb/SnaBl
Spur 4:  Nar/pBI221:23/4Kb/SnaBI
Spur 5:  Nar/pBI221:23/2Kb/SnaBl

Kb

Abb.22 Darstellung einer 0.7%igen Agarose Gelelektrophorese mit den extrachromosomalen Fragmenten, die

mit dem Enzym SnaBI restringiert wurden.
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3.4.2.7. Tabellarische Darstellung der Restriktionsanalyse

Plasmide |pBI 221:23 |(pBI221:23 |Bar/ Bar/ Nar/ Nar/
\ (angegeben) | (festgestellt) | pBI221:23/ pBI221:23/ |pBI221:23/ pBI221:23/
4 Kb 2 Kb 4 Kb 2 Kb
Enzyme
EcoRI 6.0 Kb 6.0Kb 6.0 Kb 6.3 Kb Keine Keine
1.0 Kb 1.0Kb 1.0Kb 2.6 Kb Schnittstelle | Schnittstelle
2. 7.0Kb 2. 7.0Kb > 7.0Kb 2. 8.9Kb
HindIIl 7.0 Kb 7.0Kb 7.0 Kb 52 Kb 2.6 Kb Keine
2. 7.0Kb > 7.0Kb > 7.0Kb 3.7Kb 0.4 Kb Schnittstelle
2. 89Kb 0.3 Kb
2.33Kb
BamHI 6.0 Kb 6.0 Kb 6.0 Kb 5.2 Kb 2.6 Kb 3.5Kb
1.0 Kb 1.0Kb 1.0 Kb 3.7Kb 0.4 Kb 2. 35Kb
2. 7.0Kb 2. 7.0Kb 2. 7.0Kb 2. 8.9Kb 0.3Kb
2.33Kb
Neol 6.35 Kb 5.65Kb 5.65 Kb 5.2Kb 3.35Kb 3.5Kb
0.65Kb 0.95Kb 0.95 Kb 3.7Kb >.335Kb 2 35Kb
2. 7.0Kb 0.45Kb 0.45 Kb 2. 8.9Kb
>705Kb | X7.05Kb
Ncol / 435 Kb 3.65Kb 3.65 Kb 4.6 Kb 2.7Kb 3.5Kb
HindIll 20Kb 2.0Kb 2.0Kb 3.2Kb 0.35Kb > 35Kb
0.65 Kb 0.95Kb 0.95 Kb 1.1 Kb 0.3Kb
2. 7.0Kb 0.45 Kb 0.45 Kb 2. 89Kb 2.3.35Kb
>705Kb | 2 7.05Kb
SnaBI 7.0Kb 7.0 Kb 7.0 Kb Keine Keine Keine
> 7.0Kb Y 705Kb | ¥ 7.05Kb | Schnittstelle | Schnittstelle | Schnittstelle

Tab.5 Restriktionsanalyse der

Neol, Ncol/HindIIT und SnaBl.

Plasmide mit den verschiedenen Resiriktionsenzymen IicoRl, Hindlll, BamH]I,
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Wie der Tab.5 zu entnehmen ist, wurde im Kontrollplasmid pBI227:23 eine zusitzliche
Schnittstelle mit dem Enzym Ncol festgestellt, die in der Restriktionskarte nicht angegeben
war. Eine Restriktion mit dieser Endonuklease ergibt drei unterschiedlich groBe Fragmente
mit den GréBen 5.65Kb, 0.95Kb, und 0.45Kb.

Bar/pBI221:23/4Kb: Dieses Plasmid weist nach einem Restriktionsverdau mit den o.g.
Enzymen die identische GréBe von 7.0Kb mit den gleichen Schnittstellen wie das
Kontrollplasmid auf, welche urspriinglich zur biolistischen Transformation fir die
Mooskulturen verwendet wurde. Durch diese Restriktionsanalyse wurde bestitigt, da es sich
hierbei um das gleiche Plasmid handelt, welches urspriinglich zur biolistischen
Transformation fir die Mooskulturen verwendet wurde.

Bar/pBI221:23/2Kb: Dieses Plasmid weist eine Grofe von 8.9Kb auf. Durch eine Spaltung
mit dem Enzym EcoRI ergeben sich zwei Fragmente mit den GroBen 6.3Kb und 2.6Kb. Nach
einer Restriktion mit den Endonukleasen Hindlll, BamHI und Ncol entstehen jeweils zwei
Fragmente mit den GroBen 5.2Kb und 3.7Kb. Durch eine Spaltung mit zwei Enzymen
(NcollHindIIT) entstehen drei Fragmente mit den GréBen 3.65Kb, 2.0Kb, 0.95Kb und 0.45Kb.
Das Plasmid war durch das Enzym SnaBI nicht zu spalten.

Nar/pBI221:23/4Kb: Dieses Plasmid weist eine GroBe von 3.35Kb auf Nach einem
Restriktionsverdau mit dem Enzym EcoRI und SnaBl war das Plasmid nicht zu schneiden.
Durch die Endonuklease HindIII und auch BamHI wurden drei Fragmente mit den Grofien
2.6Kb, 0.4Kb und 0.3Kb nachgewiesen. Durch das Enzym Ncol wurde das Plasmid
linearisiert. Nach einer Spaltung mit dem Doppelenzym (Ncol/HindlIl) ergaben sich drei

Fragmente mit den GroBen 2.7Kb, 0.35Kb und 0.3Kb.

Nar/pBI221:23/4Kb: Dieses Plasmid weist eine GroBe von 3.5Kb auf. Durch das Enzym
EcoRI sowie HindlIl konnte keine Spaltung erreicht werden. Mit den Enzymen BamHI, Ncol

und dem Doppelverdau (Neol/HindlIlI) wurde das Plasmid linearisiert.

Aufgrund der Restriktion mit den oben genannten Restriktionsendonukleasen (Tab.5) konnten
die Restriktionskarten der jeweiligen Plasmide erstellt werden.

44



Ergebnisse

3.4.2.8. Erstellung der Restriktionskarten aus den Plasmiden pBI221:23,
Bar/pBI221:23/4Kb, Bar/pBI221:23/2Kb, Nar/pBI221:23/4Kb und Nar/pBI221:23/2Kb

AO;I“
BsmAl ©923) Drl N

Ssoll\’\\__lll 4 2“” Hindil

Xmnl (396)

Scal

(6426)
Gus
SnaBl
pBI221.23 b Ncol Abb.21 Darstellung des Ausgangsplasmids pBI221:23,
Amp  0986bp #2396 i :
mp CiMV )}% das zur biolistischen Transformation verwendet wurde.
. &
orl :_ Ncol
358 g— (2844
BamHi
criol N (3396}
(6023) /\ MEE EcoRl
é‘J&‘?" / BamHI i
Alflll EcoRl ;
(5659) (2696)
)
“)Drdl Noil
BsmAl (1)
Sspil I/ 2o, dingin
Xrmni \>’\ £
Scal

(6426)
Gus
Bar /pBI221:21/ Snall
p = Abb.22 Darstellung der Restriktionskarte aus dem Plasmid
Aoy p’ 4 Kb § (2“3'.33) Bar/pBI221:23/4Kb. Bei diesem Plasmid sind die gleichen
6986bp CaMV Schnittstellen wie im Ausgangsplasmid zu beobachten. Zudem
358 A Ncol weist es die gleiche Grofe auf.
\;n’ : (284¢)
cal \ Hyg ea00)
(6028) 7\*» =Hl EcoRl
: &w quH‘Nco' (3796)
Al |
(6055) (qgons
Aatill - Ndil Narl (396)
(8834) prqyf ')
BsmAl \
W
Scal
8337) Ncol
Gus (1807 Abb.23 Darstellung der Restriktionskarte des Plasmids

Bar/pBI221:23/2Kb. Dieses plasmid weist eine Grofie

von 8.900Kb auf. Eine mdégliche Duplizierung des Teil

f 2kb Hindill ~ Gus-Gen Fragments wére nicht auszuschliefien, da die
fd—— pamHI  Schnitistellen im Bereich HindllI und Ncol verschoben

& sind.

Bar /pBI1221:23/

Amp

ORI
(6966) Hindll!
(6607)
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Aatll
gsnar 72 Drll Nt
Sspl

l\,\,\.lm 4 Y, v

Xmnl - (396)

Scal
[6426)

Gus
SnaB|

Ncol
(23961)

pBI221.23
Amp  6986bp

CaMV g 5
ori s & Neol
358 7 — ises
, \\ BomHi
Cfiiol . Hyz (339¢)
{6028) /\ i EcoRl
h / Ncol (3796)
(édjv 2?' BamH|
G Aflll EcoRl
80558) 14506)
I(&:c:’g; Ordi() .
N
anlsg)“\,\»x 3 I\\/ Nar
Scal {
282 §
(2826} \\
Nar /pBI221:23/
- 4kb
Amp  _3500bp
Nt
Cmo
(2423) S
AN [
(1884 Al
(1455
(35723 Ol
Nad
’\CL‘\[ Nart
Scal N
12626 A
N\
Nar /pBI221:23/
2kb
I
Amp  _3500bp e -
CaMV &~ ncol
355‘ é 394
ol
crio
{24299 ~S— BamHI
AWN r (1098
sy A
{1455

ADbDb. 24 Darstellung des Ausgangsplasmids pBI221:23,
das zur biolistischen Transformation verwendet wurde.

Abb.24 Darstellung der Restriktionskarte aus dem Plasmid
Nar/pBI221:23/4Kb. Dieses Plasmid weist eine Grofie von
3.500Kb auf. Eine mogliche Deletion im Gus-Gen ist nicht
auszuschliefen. Einerseits sind wéhrend der Deletion

zusdtzliche Schnittstellen z.B HindIIl und BamHI entstanden

,andererseits sind einige Schnitsiellen z.B. Ncol und SnaBI
verloren gegangen.

Abb.25 Darstellung der Restriktionskarte aus dem Plasmid
Nar/pBI221:23/2Kb. Die Grofe dieses Plasmids betrdgt
3.500Kb. Hierbei ist ebenfalls eine Deletion im Gus-Gen
zu beobachten. Mehrere Schnittstellen sind verdndert,

eine mogliche Metylierung ist nicht auszuschliefen.
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3.4.3. Southern-Analyse  der Plasmide  pBI22]1:23, Bar/pBI221:23/4Kb,
Bar/pBI221:23/2Kb, Nar/pBI221:23/4Kb und Nar/pBI221:23/2Kb mit dem Hygromycin-
Gen als Hybridisierungssonde

Um eine Aussage dariiber machen zu konnen, ob die Plasmide das Hygromycin-Gen
beinhalten oder nicht, wurde eine Southern-Analyse mit dem Hygromycin-Gen als
Hybridisierungssonde durchgefiihrt.

Die Plasmide wurden durch Restriktionsendonukleasen gespalten, gelelektrophoretisch
aufgetrennt und eine Southern-Hybridisierung durchgefiihrt.

3.4.3.1. Gelelektrophoretische Analyse der Plasmide pBI221:23, Bar/pBI221:23/4Kb,
Bar/pBI221:23/2Kb, Nar/pBI221:23/4Kb und Nar/pBI221:23/2Kb

Bevor der Southern-Blot erfolgte, wurde ein Foto von dem zu blottenden Agarosegel

angefertigt, um zu sehen, ob alle Plasmide in gleicher Konzentration aufgetragen sind und um
spater einen Vergleich des Blots und des Agarosegels anstellen zu kénnen.

KbjsaSel 2.3 456 7 89 10 11 1213 .8

GroBenstandard S: 1Kb Ladder
Spur 1: pBI221:23/EcoR]

Spur 2:  pBI221:23/HindlIll 10.0
Spur 3: pBI221:23/BamHI 5.0
Spur 4: pBI221:23/Ncol

Spur 5: pBI221:23/Ncol/Hindlll 4.0
Spur 6: pUC 18/EcoRI 3.0
Spur 7:  pUC 18/Scal

Spur 8: pUC 18/Scal/EcoRI 20
Spur 9:  Bar/pBI221:23/4Kb/EcoR] 1.6

Spur 10: BarpBI221:23/4Kb/Hindlll

Spur 11: Bar/pBI221:23/4Kb/BamHI

Spur 12: BarjpBI221:23/4Kb/Ncol

Spur 13: Bar /pBI221:23/4Kb/Ncol/HindITl 10

Abb.26 0.75%ige A garosegelelekiropharese der Plasmide, die durch die Enzyme EcoRI, Hindlll, BamHI, Scal
und Neol restringiert wurden.
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GroBenstandard S: 1Kb Ladder 100 —
Spur 1: pBI221:23/EcoR]

Spur 2: pBI221:23/HindIIT

Spur 3: pBI221:23/BamHI 50
Spur 4: pBI221:23/Ncol 4.0
Spur 5: pBI221:23/Neol/Hindlll

Spur 6: pUC 18/EcoRI 3.0
Spur 7: pUC 18/Scal

Spur 8: pUC 18/Scal/EcoRI 2.0
Spur 9: Bar/pBI221:23/2Kb/FcoRl 1.6

Spur 10: Bar/pBI221:23/2Kb/Hindlll

Spur 11: Bar/pBI221:23/2Kb/BamHI

Spur 12: Bar/pBI221:23/2Kb/Ncol 1.0
Spur 13: Bar/pBI221:23/2Kb/Ncol/HindlI[

Abb.27 0.75%ige Agarosegelelektrophorese der Plasmide, die durch die Enzyme EcoRI, Hindlll, BamH]I und
Neol restringiert wurden.

Kbi sl 23 4 567 8 9101112138

GréBenstandard S: 1Kb Ladder 10.0
Spur 10 pBI221:2/EcoR]

Spur 2: pBI221:23/HindlIl 5.0
Spur 3: pBI221:23/BamHI 4.0
Spur 4: pBI221:23/Ncol 3.0
Spur 5: pBI221:23/Ncol/Hindlll

Spur 6: pUC 18/EcoRI 20
Spur 7: pUC 18/Scal 1.6

Spur 8: pUC 18/Scal/EcoRI

Spur 9:  Nar/pBI221:23/4Kb/EcoR]

Spur 10: Nar/pBRI221:23/4Kb/HindIll 1.0
Spur 11: Nar/pBI221:23/4Kb/BamHI

Spur 12: Nar pBI221:23/4Kb/Ncol

Spur 13: N PpBI221:23/4Kb/Ncol/Hindlll 0.5

Abb.28 0, 75%ige Agarosegelelektrophorese der Plasmide, die durch die Enzyme EcoRI, Hindlll. BamHI und
Neol restriert wurden.
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roBenstandard S: 1Kb Ladder
Spur 1: pBI221:23/EcoRI
Spur 2. pBI221:23/Hindll]

Spur 3:  pBI221:23/BamH] 00—
Spur 4:  pBI221:23/Ncol

Spur 5:  pBI221:23/Ncol/HindIIT 50—
Spur 6: pUC 18/EcoRI 40
Spur 7:  pUC 18/Scal 30—
Spur 8:  pUC 18/Scal/EcoRI

Spur 9:  Nar/pBI221:23/2Kb/EcoR] 0=
Spur 10: Nar/pBi221:23/2Kb/Hindlll 16N

Spur 11: Nar/pBI221:23/2Kb/BamHI
Spur 12: Nar/pBI221:23/2Kb/Ncol
Spur 13: NarpBi221:23/2Kb/Ncol/HindllI 1.0 —

Abb.29 0.75%ige Agarosegelelektrophorese der Plasmide, die durch die Enzyme EcoRI, Hindlll, BamHI und
Ncol restriert wurden.

3.4.3.2. Southern-Blot der Plasmide pBI221:23, Bar/pBI221:23/4Kb, Bar/pBI221:23/2Kb,
Nar/pBI221:23/4Kb und Nar/pBI221:23/2Kb

Nach der Anfertigung eines Fotos wurde das Gel geblottet. Zur Southern-Analyse wurden
jeweils 03pg DNA verwendet. Als Hybridisierungssonde diente das EcoRI-Fragment
(Hygromycingen, Abb.30)

Hybridisiecrungssonde

HindIII SnaBI

Ncol

BamHI
e ) e
Puc 19
(2.6Kb)

Abb.30 Darstellung der Hybridisierungssonde, das zur Southern-Analyse verwendet wurde
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Kb 1273456 78 910111213

Spur 1: pBI221:23 /EcoRI T
Spur 2:  pBI221:23/HindIll 6.0 — ~ ~
Spur 3:  pBI221:23/BamH]I ExS -
Spur 4:  pBI221:23/Ncol

Spur 5:  pBI221:23// Neol/Hindlll

Spur 6:  pUC 18/EcoRI

Spur 7. pUC 18/Scal . ‘ = .
Spur 8: pUC 18/Scal/FicoRl 10—

Spur 9: Bar/pBI221:23/4Kb/EcoRI .

Spur 10: Bar/pBI221:23/4Kb/HindlI]

Spur 11: Bar/pBI221:23/4Kb/BamHI

Spur 12: Bar/pBI221:23/4Kb/Ncol 3 &
Spur 13: Bar/pBI221:23/4Kb/Necol/Hindlll

Abb.31 Southern-Analyse der Plasmide, Restriktion durch die Enzyme EcoRI, Hindlll, BamHI, Scal und Ncol.
Die gelelekirophoretische Auftrennung erfolgte in einem 0.8%igen Agarosegel und die Hybridisierung wurde mit
dem Dig-markierten Hygromycingen ausgefiihrt.

Kb 1:234.56'7'8 910 111213
Spur 1: pBI221:23 /EZcoR]
Spur 2:  pBI221:23/HindIll m
Spur 3:  pBI221:23/BamH] T
Spur 4:  pBI221:23/Ncol 6.0 ane .
Spur 5:  pBI221:23/Ncol/HindIIl
Spur 6:  pUC 18/EcoRI
Spur 7:  pUC 18/Scal
Spur 8:  pUC 18/Scal/EcoRI
Spur 9:  Bar/pBI221:23/2Kb/EcoR] E ] ‘
Spur 10: Bar/pBI221:23/2Kb/Hindll] e

Spur 11: Bar/pBI221:23/2Kb/BamHI 1.0 —
Spur 12: Bar/pBI221:23/2Kb/Ncol
Spur 13: Bar/pBI221:23/2Kb/Ncol/HindlIl

Abb.32 Southern Analyse der Plasmide. Restriktion durch die Enzyme FcoRI, Hindlll, BamHl, Scal und Neol.
Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem 0.8%igen Agarosegel und die Hybridisierung wurde mit
dem Dig-markierten Hygromycingen ausgefiihrt.
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Kb ]2345678910]11213
Spur 11 pBI221:23/EcoR]
Spur2:  pBI221:23/Hindlll A
Spur3:  pBI221:23/Bamt] -
Spur4:  pBI221:23/Ncol L ORS

SpurS: pBI221:23/Neol/Hindlll 60 —

Spur6:  pUC 18/EcoR]

Spur 7. pUC 18/Scal

Spur8:  pUC 18/Scal/FcoRl . ‘
Spur 9: ; NarpBI221:23/4Kb/EcoRl -
Spur 10: Nar/pBI221:23/4K b/HindIIl

Spur 11: Nar/jpBI221:23/4Kb/BamH] O —

Spur 12: Nar/pBI221:23/4K b/Neol

Spur 13: Nar/pBI221:23/4K., b/Ncol/Hind[l]

Abb.33 Southern Analyse der Plasmide, Restriktion durch die Enzyme FEcoRI, Hindlll, BamHI, Scal und Neol.
Die gelelektrophoretische 4 uftrennung erfolgte in einem 0, 8%igen Agarosegel und die 1 ybridisierung wurde mit
dem Dig-markierten H ygromycingen ausgefiihrt.

Kb 12345678910111213

Spur 1:  pBI221:23/EcoRT

Spur 2 pBI221:23/Hindill 7 ‘
Spur3:  pBI221:23/BamH] 6:0 50
Spur 4 pBI221:23/Neol -

Spur 5: pBI221 :23/Ncol/Hindlll
Spur 6:  pUC I8/FcoR]
Spur 7. pUC 18/Scal

Spur 8. pUC 18/Scal/EcoR]
Spur 9:  Nar/pBI221:23/2Kb/EcoRl 10— .
Spur 10: Nar/pBI221:23/2K b/HindlII

Spur 11: Nar/pBI221:23/2Kb/BamH]
Spur 12: Nar/pBI221:23/2Kb/Neol
Spur 13: Nar/pBI221:23/2Kb/Neol/Hindlll £

Abb.34 Southern Analyse der Plasmide, Restriktion durch die Enzyme EcoRl, Hindlil, BamHl, Scal und Ncol.
Die gelelektrophoretische 4 uftrennung erfolgte in einem 0.8 Yiigen Agarosegel und die Hybridisierung wurde mir
dem Dig-markierten H ygromycingen ausgefiihrt.
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Die Hybridisierungen des Kontrollplasmids pBI221:23 sowie des Plasmids
Bar/pBI221:23/4Kb (das aus der stabil transformierten Bar/pBI221:23 Pflanze eluierte
Fragment Bar/pBI221:23/4Kb) zeigten mit dem Hygromycingen ecindeutig das gleiche
positive Signal. Die Theorie, daB es sich um das Plasmid handelt, das urspriinglich durch die
biolistische Transformation in die Pflanze transformiert wurde, hat sich daher bestatigt.

Die Hybridisierung des Plasmids Bar/pBI1221:23/2Kb mit dem Hygromycingen erfolgte nicht.
Das Plasmid Nar/pBI1221:23/4Kb und das Plasmid Nar/pBI221:23/2Kb zeigten auch keine
positiven Signale.

Um ganz sicher zu sein, daB keine unspezifischen Bindungen bei der Hybridisierung erfolgte,
wurde der Vektor pucl/8 mit den Restriktionsenzymen ZFEcoRl, Scal und EcoRI/Scal
restringiert, mit auf das Agarosegel aufgetragen und mit in dem Gel geblottet. Diese
Fragmente zeigten eindeutig keine Hybridisierung mit dem Hygromycingen. AuBerdem wurde
die Temperatur withrend der Hybridisierung um 3-5°C erhéht. Durch diese MaBnahmen
konnte die Wahrscheinlichkeit unspezifischer Bindungen wihrend der Hybridisierung
verringert werden.

h
o




Diskussion

Diskussion:

Die Rekombination ist unentbehrlich fiir das Uberleben der Lebewesen. Sie bietet genetische
Variabilitat und somit eine Anpassung an eine sich veriandernde Umwelt. Zudem ist sie an der
Entstehung der genetischen Vielfalt (Sancer & Sancer, 1988) genauso an der Reparatur und
der Regulation der Genexpression beteiligt (Glasgow et al., 1989).

In den letzten 20 Jahren wurde sehr viel iiber die Entwicklungsphysiologie und die Regulation
von Physcomitrella bekannt (Cove & Ashton, 1984; Ashton & Cove, 1990; Cove, 1992). Das
Laubmoos Physcomitrella wird als ein genetisches Modellsystem zur Untersuchung der
Entwicklungsphysiologie der Pflanzen verwendet Ein groBer Vorteil besteht in deren
dominierten haploiden Lebenszyklus. Weiterhin wurden zahlreiche Versuche, sei es in der
Hormonphysiologie (Wang et al., 1980; Wang et al., 1981; Reski & Abel, 1985; Ashton et al.,
1995) oder in Tropismen (Knight & Cove, 1989) durchgefiihrt.

Ebenfalls wurden auch zahlreiche molekularbiologische Untersuchungen an Physcomitrella
durchgefiihrt. Seit 1989 wird die Plastidenteilungsmutante PC22 untersucht, bei welcher die
geregelte Chloroplastenteilung ausfillt. Das Charakteristische dieser Mutante ist das
Vorhandensein eines cinzigen Makrochloroplasten (Reski et al., 1986), in seltenen Fillen ist
diese Mutante auch plastidenfrei (Reski et al., 1990; Abel et al., 1989).

Transformationsexperimente kénnen zur Untersuchung der Rekombination dienen. Die
genetische Transformation stellt ein essentielles Werkzeug fiir die modeme molekulare
Genetik dar (Ubersichtsartikel von Ashton et al., 1994). In den meisten Eukaryoten findet die
genetische Transformation iiber illegitime Rekombination, d.h. eine zufillige Integration der
Fremd-DNA, statt (Schéfer & Zryd, 1997). Das Vorhandensein einer homologen Sequenz
fiihrt zu einer homologen Rekombination, wobei hier die Fremd-DNA in den eigenen
Chromosomenlokus integriert wird (Schifer & Zryd, 1997). Urspriinglich wurde dies bei der
Hefe Saccharomyces cereviseae (Hinnen et al., 1978) beobachtet. Dieses Ereignis ist eine
Voraussetzung fiir genetische Experimente wie z.B. »gene disruption und allele
replacement” (Berg, 1991). Eine erfolgreiche Anwendung von Allel-Substitution ist von dem
Verhéltnis von homologer zu illegitimer Rekombination abhangig und dieses Verhaltnis ist
bei den Eukaryoten sehr variabel (Schifer & Zryd, 1997).

Eine effiziente Transformation von 10% wurde bisher nur bei niederen Eukaryonten wie Hefe
(Grimm & Kohli, 1986; Struhl 1983), einigen filamentiren Pilzen (Fotheringham &
Holloman, 1989; Krohnstad et al., 1989; Paietta & Marzluf, 1985; Shiotani & Tsuge, 1995;
Timberlake & Marshall, 1989), bei Dictyostelium discoideum (De Lozanna & Spudich, 1987),
Trypanosomadeae (Cruz & Beverley, 1990; ten Asbrock et al., 1990) und in den B-
Lymphozyten der Hithner (Buerstedde & Takeda, 1991) beobachtet. In Physcomitrella wurde
mit Hilfe der biolistischen Transformation eine effiziente Transformation von 5% erreicht
(Ubersichtsartikel von Knight, 1994)
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In den meisten Eukaryoten ist die effiziente Transformationsrate sehr gering, bei einer
zufilligen Integration variiert sie zwischen 102-10° in Sauger Zellen (Bollag et al., 1989) und
103-107 in pflanzlichen Protoplasten (Ohl et al,, 1994). Aus diesem Grunde ist Allel-
Substitution nicht direkt anwendbar in tierischen- und pflanzlichen Zellen, obwohl diese eine
gut etablierte Routine-Methode in der Hefe S, cereviseqe darstellt, bei der exogene DNA fast
ausschlieflich iber homologe Rekombination in das Genom integriert wird (Rothstein, 1991 )

Durch die NPTII-Intronkonstrukte sollte iiber die biolistische Transformation (Sawahel et al.,
1992) das Moos Physcomitrella transformiert werden. Der Ort der Replikation fur die
Plasmide sollte ermittelt werden. Die rdumliche und zeitliche Trennung von Transkription
und Translation erméglicht den Eukaryonten eine viel kompliziertere Regulation der
Genexpression, was zur vielfalt eukaryontischer Formen und Funktion beitrdgt (Stryer, 1994).
Es erfolgt eine Umfangreiche Prozessierung neuer RNA die zur Bildung von mRNA
bestimmt ist Jede Vorlaufer mRNA der Eukaryonten wird gespleit. Aus den
Primértranskripten werden prizis Introne herausgeschnitten, und es bilden sich reife mRNAs,
die fortlaufende Informationen beinhalten (Stryer, 1994). Dieser SpleiBmechanismus erfolgt
im Kern, die Introne kénnen nur im Kern herausgespleist werden (Wiebauer et al., 1988;
Kopriva etal., 1995; Lou et al., 1993).

Durch eine Transformation und entsprechender Selektion durch Kanamycin, kann die
Genaktivitit beobachtet werden. Bei Erhalt von Kanamycin resistenten Pflanzen, wobei der
Stabilitatsgrad nicht relevant ist, kann man davon ausgehen, dafl die Prozessierung des
Transkriptes im Kern erfolgt ist und somit eine SchluBfolgerung zichen, daB die Replikation
im Kemn stattgefunden hat.

Da die Anzahl der nichtstabil transformierten Pflanzen in Physcomitrella sehr hoch ist, sollte
die mogliche Steuerung der Regulation vom Kern oder Organellen untersucht werden.

In dieser Arbeit wurden folgende Ergebnisse belegt:

1) Durch die biolistische Transformation mit den NPTII-Intronkonstrukten wurden
nichtstabile und transiente Transformanten erhalten, jedoch keine stabile Transformante.

2) Durch das Intronkontrollkonstrukt pT13d2 konnte ebenfalls keine stabile Transformante
erhalten werden,

3) Durch das zusatzliche Konstrukt pJIT161 - welches schon iiber lingere Zeit im Labor als
Kontrollkonstrukt mit guten Ergebnissen diente — konnten stabile Transformanten erhalten
werden.

4) Die DNA-Konzentration in der Transformationssuspension fiir die biolistische
Transformation hat einen EinfluB auf die Transformationsrate.

5) Nach einer genomischen DNA Isolierung in der stabil transformierten Mooskultur
(Nar/pBI221:23 und Bar/pBI221:23) wurden im Agarosegel extrachrom‘o.somale Banden
detektiert. Diese Banden wurden durch Restriktionsanalysen naher charakterisiert.
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Diskussion

6) Durch cine Southern-Analyse der unrestringierten genomischen DNA wurde die
Bestatigung gegeben, dali es sich um das Plasmid handelt welches urspriinglich zur
biolistischen Transformation verwendet wurde.

7) In der Restr kﬁons_analyse wies das Fragment Bar/pBI221:23/4Kb das gleiche
Restriktionsmuster auf wie das Plasmid, das urspriinglich zur biolistischen Transformation der
Mooskulturen verwendet wurde.

8) Das Plasmid Bar/pBI221:23/4Kb wurde einer Southern-Analyse unterzogen, dieses
bestatigte mit der Hybridisierung des Hygromycin-Gens das obige Ergebnis.

9) Das Plasmid Bar/pBI221:23/2Kb wies eine Grofe von 8.9Kb auf,

10) Die beiden Plasmide Nar/pBI221:23/4Kb und Nar/pBI221:23/2Kb wiesen jeweils eine
GroBe von 3.5Kb auf.

Da die Anzahl der nichtstabil transformierten Pflanzen in Physcomitrella sehr hoch ist, sollte
die mogliche Steuerung der Regulation vom Kern oder Organellen untersucht werden.
Dariiber hinaus sollten die stabil transformierten Kulturen durch Southern Analyse studiert
werden, um die mégliche Integration des Plasmides zu beobachten.

Leider wurde nach einer biolistischen Transformation durch die NPTII-Intronkonstrukte nur
nichtstabile- und transiente Transformanten erhalten. Es ist schwer, eine konkrete Aussage zu
machen, da durch das Intronkontrollkonstrukt p773d2 - welches kein synthetisches Intron
enthalt - auch keine stabilen Transformanten erhalten wurde. Im Gegensatz zu dem Konstrukt
p113d2, wurden durch das zusatzliche Kontrollkonstrukt pJI7161 stabile Transformanten
erhalten. Dieses Ergebnis 146t vermuten, daB der Grund fiir eine stabile Transformation nicht
die verwendeten Intronkonstrukten waren, sondem die Stirke des gebrauchten Promotors
(pers. Mitteilung von Dr.C.D.Knight). Das Konstrukt pJITI6] enthilt einen CaMV 35S
Promotor, wobei das NPTII-Intronkonstrukt den NOS Promotor enthalt Um diese Vermutung
bestitigen zu lassen, kénnten die Intronkonstrukte mit dem 35S Promotor konstruiert werden.
Eine biolistische Transformation dieser Konstrukte konnte diese Vermutung vielleicht
bestitigen. Uber solch eine Transformation berichtet Schifer et al. (1991), in Physcomitrella
mit unterschiedlichen Plasmiden, allerdings wurde dic Transformation iber dic PEG-
Fussionstechnik durchgefiihrt. Inwieweit diese PEG-Fusionstechnik mit der biolistischen
Transformation vergleichbar ist, ist fraglich, da die Transformationsraten zu weit auseinander
licgen.

Bei der biolistischen Transformation hat die DNA-Konzentration in d¢r
Transformationssuspension einen positiven Einfluf auf die T ransfbr_mationsrate. Durch die
Transformation mit 1.0ug DNA wurde mit dem Konstrukt pJ/7761 eine Transformatxonsrgte
von 39% erreicht, wahrend mit einer Konzentration von 1,5ug DNA eine
Transformationsrate von 5.5% erreicht wurde. Durch die Ethohung der DNA-Konze.ntratn'on
Wurde ebenfalls eine positive Korrelation mit den Intronkonstrukten festgestellt, wobei es sich

hier um die nichtstabilen Transformanten handelt.
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Mit den NPTII-Intronkonstrukten p/NS2 und PINS4a transformierte Mooskulturen wiesen
eine vitale Regeneration auf als die ubrigen Regencranten. Moglicherweise hat die
Positionierung der synthetischen Introns einen EinfluB, weil sich in beiden Fillen die Introns
an den Enden des NPTII-Gens befinden.

Die Bestitigung, daf3 es sich bei den extrachromosomalen Fragmenten — der aus der stabil
transformierten MNNG-Mutante isolierten genomischen DNA — um das Plasmid handelt,
welches urspriinglich durch die biolistische Transformation in die Mooskultur transformiert
wurde, zeigte sich einerseits durch die Southern-Analyse, andererseits durch das identische
Restriktionsmuster im Agarosegel. Eine Bestétigung durch die Southern-Analyse wurde an
der unrestringierten genomischen DNA dargelegt.

Das Plasmid Bar/pBI221:23/4Kb wurde durch unterschiedliche Restriktionsenzyme gespalten
und einer Southern-Analyse unterzogen. Unter auBerst stringenten Bedingungen fand eine
Hybridisierung mit dem Hygromycin-Gen statt, bei der das gleiche Hybridisierungsmuster
wie bei dem Plasmid pB722]:23 detektiert wurde.

Das Plasmid Bar/pBI221:23/2Kb - welches aus der gleichen genomischen DNA wie
Bar/pBl221:23/4Kb, nur aus einem anderen Fragment eluiert wurde - zeigte ein
unterschiedliches Restriktionsmuster und keine Hybridisierung mit dem Hygromycin-Gen in
der Southern-Analyse. Die GroBe betréigt 8.900Kb, wobei das urspiingliche Plasmid, welches
in dic Mooskulturpflanze durch die biolistische Transformation transformiert wurde eine
GréBe von 6.986Kb hat. Hier ist eine mogliche Duplikation wihrend der Replikation als
Ursache zu bedenken. Schifer & Zryd (1997) berichten, daB in den meisten Eukaryoten iiber
eine genetische Transformation die illegitime Rekombination d.h. eine zufdllige Integration
der Fremd-DNA stattfindet. Roth & Wilson ( 1988) berichten iber dic illegitime
Rekombination als ein ProzeB in zwei Schritten: Als erstes entstehen freie DNA-Enden,
hauptsichlich nach Fehlern im DNA-Metabolismus (Replikation, Reparatur, Transkription,
Rekombination), diese werden dann im zweiten Schritt wieder miteinander verbunden,
unabhéngig von den terminalen Sequenzen. :

Allerdings konnte keine genaue Aussage dariiber gemacht werden, welches Gen dupliziert
wurde. Durch eine Restriktion mit dem Restriktionsenzym SnaBl im Gus-Gen fand keine
Spaltung statt. Wihrend der Duplikation konnte sich die eine oder andere Base verindern und
somit wiirde keine Méglichkeit bestehen das Plasmid zu spalten.

Im Hygromycin-Gen wurde ebenfalls keine Spaltung mit dem Restriktionsenzym EcoR]
festgestellt. Als mogliche Ursache kann auBerdem noch an eine C-Methylierung gedacht
werden. Gruenbaum ct al. (1981) berichtet iiber pflanzliche Genome, die sehr stark methyliert
sind. Durch Promotormethylierung wird die Expression von Transgenen in Tabak inhibiert
(Weber et al., 1990; Hershkovitz et al., 1990). In einem Ubersichtsartikel von Ashton (1994)
wurde in Physcomitrella durch Zugabe von 5-Azacytidin ins Medium versucht eine mogliche
Inhibierung durch Methylierung aufzuheben und eine erhéhte Transformationsrate der
stabilen Transformanten zu erhalten, dieses wurde leider nicht erreicht, wobei in Funaria
hygrometrica eine leichte Erhohung erreicht wurde,
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Die Plasmide Nar/pBI221:23/4Kb und Nar/pBI221:23/2Kb - welche aus der Pflanze
Nar/pBI221:23 aus der genomischen DNA isoliert wurden — wiesen nach einer Spaltung mit
den Restriktionsenzymen eine Grofe von 3.500Kb und 3.350Kb auf. In diesem Fall kann cine
Deletion vermutet werden.

Diese beiden Plasmide konnten weder mit dem Restriktionsenzym SnaBI, welches das Gus-
Gen spaltet, noch mit dem Restriktionsenzym FEcoR/ gespalten werden, dafl das Hygromycin-
Gen spaltet. Durch eine Deletion kénnte auch eine Rase verdndert werden, so daB cinc
Restriktion unméglich wird.

Die aus der genomischen DNA isolierten Plasmide konnten durch die biolistische
Transformation wieder in die Mooskultur transformiert werden. Eine Transformation wie
oben beschrieben wurde einmal durchgefiihrt, leider wurden keine Transformanten erhalten.
Dieses Experiment kénnte noch mal wiederholt werden, weil keine Regeneranten identifiziert
wurden.

Um prizisere Aussagen machen zu kdnnen, wiirde beispielsweise eine Sequenzanalyse sehr
aufschlufireich sein, da sie die Vermutung der Duplikation oder Deletion bestitigen oder
entkraften wiirde. Durch den enormen Zeitdruck der praktischen Arbeit im Labor konnte
dieses Experiment nicht durchgefithrt werden, zumal das Plasmid eine umfangreiche GroBe
hat.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung:

In dieser Arbeit wurde das allgemeine Rekombinationsvermégen durch die biolistische
Transformation mit den NPTII-Intronkonstrukten in Physcomitrella untersucht. Die
biolistische Transformation erfolgte durch vier unterschiedlich positionierte synthetische
Intronkonstrukte an der durch MNNG induzierte Mutante pabA3 (Ashton & Cove, 1977).
Durch die biolistische Transformation wurden keine stabilen, dafiir viele nichistabile und
transiente Transformanten erhalten. Auch durch die Transformation des Kontrollkonstruktes
pT13d2 wurden keine stabilen Transformanten erhalten. Als zusatzliches Kontrollkonstrukt
wurde pJIT16] verwendet, wobei durch dieses Konstrukt stabile Transformanten erhalten
wurde. Der Unterschied dieser Plasmide besteht in deren Promotor und deren GréBe. Das
Konstrukt pJIT161 enthilt einen vom Promotor des CaMV 35S Promoter und die GroBe
dieses Plasmids betrigt 4.221Kb. Das Konstrukt pT13d2 enthalt ein vom Promotor des
Nopalinsynthasegens und ihre GroBe betriagt 3.888Kb. Eine Erhéhung der DNA-
Konzentration in der Transformationssuspension wirkte sich positiv auf die
Transformationsrate aus.

Weshalb keine stabilen Transformanten durch die NPTII-Intronkonstrukte erhalten wurde,
liegt hochstwahrscheinlich an den Konstrukten und nicht an den unterschiedlich positionierten
synthetischen Introns (pers. Mitteilung von Dr. C.D.Kni ght). Denn auch durch das
Kontrollkonstrukt p773d2 konnten keine stabilen Transformanten erhalten werden. Bei einem
Vergleich zwischen den beiden Kontrollkonstrukten, fallen die unterschiedlichen Promotoren
auf. Die Stérke des Promotors kann eventuell auch ein Grund dafiir sein (pers. Mitteilung von
Dr. C.D Knight).

Weiterhin wurde in der stabil transformierten Mooskultur (Bar/pBI22:23 und Nar/ pBI22:23)
aus der genomischen DNA im Agarosegel extrachromosomale Fragmente detektiert. Diese
Fragmente wurden niaher charakterisiert. Nach einer Eluierung der Banden aus dem
Agarosegel, konnte eine Transformation tiber Elektroporation in . coli durchgefiihrt werden.
Nach einer Minipraparation der Plasmide, wurden im Agarosegel Banden detektiert. Diese
Plasmide wurden durch unterschiedliche Restriktionsenzyme  gespalten und eine
Restriktionskarte erstellt. Das Plasmid Bar/pBI221:23/4Kb zeigte das identische
Restriktionsmuster, welches urspriinglich in die Mooskultur transformiert wurde. Eine
Southern-Analyse bestatigte dieses Ergebnis. Dieses war der Beweis, daf das Fragment —
welches extrachromosomal in der unrestringierten DNA im Agarosegel lokalisiert war — sich
um das Plasmid handelt. Die restlichen Fragmente, die ebenfalls aus dem Agarosegel eluiert
wurden, zeigten unterschiedliche Restriktionsmuster. Das Plasmid Bar/pBI221:23/2Kb wies
cine Grofe von 8.900Kb auf, wobei das urspriingliche Plasmid eine Grofe von 6.986Kb hatte.
Das Plasmid Nar/pBI221:23/4Kb und das Plasmid Nar/pBI221:23/2Kb wiesen eine Grofe
von 3.500Kb auf. Vermutlich entstand durch eine Duplikation und Deletion wihrend der
Rekombination der Plasmide diese GroBen. Inwieweit welche Gene dupliziert oder deletiert
wurden, konnte nicht genau bewiesen werden. Durch eine Southern-Analyse konnte keine
Hybridisierung dieser Plasmide festgestellt werden d.h. das die Plasmide ein verindertes
Hygromycingen oder keines enthalten. Um eine nihere Aussage der Duplikation und der
Deletion machen zu kénnen, konnte eine Sequenzanalyse sehr hilfreich sein.
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