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FAD fatty acid desaturase (Fettsdure-Desaturase)
G Guanin

g Gramm, Erdbeschleunigung
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HP Hairpin
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kDa Kilodalton
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LPA Lysophosphatidsaure
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MGD Monogalaktosyldiacylglycerin

MOPS 4-Morpholinopropansulfonsaure

mMRNA messenger-RNA

MS Murashige und Skoog

MUFA monounsaturated fatty acid (einfach ungeséttigte Fettsaure)
NAA Naphthylessigséure

NPTII Neomycin-Phosphotransferase
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PC Phosphatidylcholin

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
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PG Phosphatidylglycerin

Pl Phosphatidylinositol
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PTGS posttranscriptional gene silencing



PUFA polyunsaturated fatty acid (mehrfach ungeséttigte Fettséure)

Rif Rifampicin

RNA Ribonukleinsdure

RT Reverse Transkriptase, Raumtemperatur
SFA saturated fatty acid (gesattigte Fettséure)
sHP Haipin mit Spacer

Sm Streptomycin

sn stereospezifische Numerierung

Sp Spectinomycin

SQD Sulfochinovosyldiacylglycerin

T Thymin

TAG Triacylglycerin

U unit (Einheit fir Enzymaktivitat)

USP unknown seed protein aus Vicia faba

UTR untranslated region (untranslatierter Bereich)
viv Volumen per Volumen

VLCFA very-long-chain fatty acid (sehr langkettige Fettséure)
wiv Gewicht per Volumen

WT Wildtyp

Aminosauren:

A Alanin L Leucin

R Arginin K Lysin

N Asparagin M Methionin

D Asparaginsaure F Phenylalanin
C Cystein P Prolin

Q Glutamin S Serin

E Glutaminsdure T Threonin

G Glycin \W Tryptophan
H Histidin Y Tyrosin

I Isoleucin \Y Valin

Fettsduren werden im Text auch in Zahlenform abgekurzt. Dabei wird die Anzahl der
Kohlenstoffatome in der Fettsdaure durch die Zahl vor dem Doppelpunkt und die Anzahl der
Doppelbindungen durch die Zahl nach dem Doppelpunkt angegeben. So steht z.B. 18:1*° fiir Olsaure.
Die Position der Doppelbindungen wird durch die hochgestellten Zahlen wiedergegeben. Erfolgt die
Bestimmung der Lage vom Carboxylende aus, so steht ein A vor den Zahlen. Bei der Bestimmung
vom Methylende aus wird dies durch ein o gekennzeichnet.
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Raps6l mit hohem Olsauregehalt ist sowohl fiir den Nahrungsmittelbereich als auch fiir verschiedene
chemisch-technische Anwendungen von grofRem Interesse. Aufgrund des hohen Anteils an einfach-
ungesattigten Fettsduren (MUFAs, monounsaturated fatty acids) und reduzierten Gehalten an
mehrfach ungesattigten Fettsauren (PUFAs, polyunsaturated fatty acids) zeigt Hoch-Olsiure(HO)-
Rapsol eine verbesserte Stabilitat gegeniiber oxidativen Verdnderungen und weist vorteilhafte nutritive
Eigenschaften auf. In dieser Arbeit sollte HO-Raps mittels gentechnischer Methoden entwickelt
werden, wobei die Strategie darin bestand, die Desaturierung der Olsaure im Samen durch gezielte
Hemmung der beteiligten Desaturasen zu unterbinden. Bei diesem Ansatz waren die enge
Koordination von Membranlipid- und Speicherlipid-Biosynthese, mdgliche Desaturierungs-
Alternativen und Kompensations-Mechanismen zu beriicksichtigen. In den folgenden Abschnitten
werden zunéchst in einer allgemeinen Einflihrung die Vorziige von HO-Pflanzendlen und deren
Anwendungsbereiche vorgestellt, desweiteren wird die Eignung von Raps fiir die gentechnologische
Verbesserung von Olqualitiaten erldutert. AnschlieRend erfolgt eine Darstellung der Glycerolipid-
Biosynthese in hoheren Pflanzen mit besonderem Augenmerk auf die flir die Oleatdesaturierung
relevanten Stoffwechselwege und Enzyme. Anhand der Erlduterungen zu den Desaturierungs-
Kompartimenten soll deutlich werden, welche Faktoren den Desaturierungsgrad der C18-Fettsauren in
den Speicherlipiden beeinflussen. Die Funktionsweise der wichtigsten Ziel-Enzyme — der Oleat-
desaturasen FAD2 und FAD6 — wird beschrieben und auf deren Bedeutung fur Wachstum und
Entwicklung der Pflanzen hingewiesen. Weiterhin werden verschiedene Ansétze aus Selektions-
zlichtung und Gentechnologie vorgestellt, mit denen bereits HO-Formen verschiedener Olsaaten
entwickelt werden konnten. Da in dieser Arbeit fiir die sequenzspezifische Hemmung von Enzymen
die Antisense-Hairpin-Technik gewahlt wurde, wird der zugrunde liegende Mechanismus PTGS

(posttranscriptional gene silencing) abschlieRend naher erléutert.

1.1 Anwendungsbereiche fur HO-Pflanzendle und Bedeutung von Raps als
Olsaat

Pflanzenole mit hohem Olséuregehalt eignen sich als Rohstoffe fiir verschiedenste Anwendungen. Sie
werden von der Lebensmittelindustrie ebenso geschéatzt wie von Schmierstoff-Herstellern, Kunststoff-
Produzenten und der Kosmetikindustrie. Derzeit werden weltweit jahrlich ca. 300.000 t HO-
Pflanzendle erzeugt, in Europa 75.000 t und in Deutschland zuletzt 6.000 t (1999). Die Vermarktung
erfolgt gegenwartig vorwiegend im Food-Sektor (mind. 80 %), der industrielle Non-Food-Sektor trégt
etwa zu 10-20 % zum Verbrauch bei (Narocon, 2001).
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Fur eine Verwendung im Nahrungsmittelbereich bieten HO-Pflanzendle vorteilhafte nutritive
Eigenschaften. Bei der Pathogenese und dem Verlauf erndhrungsbedingter Krankheiten wie z.B. der
Avrteriosklerose ist nicht nur die Hohe des Fettkonsums, sondern auch die Fettsdurezusammensetzung
der Nahrung von Bedeutung. So kénnen die verschiedenen Fettsduren u.a. gegensatzliche Effekte auf
die Konzentration von LDL- und HDL-Cholesterin im Plasma haben. Die gesattigten Fettsauren
(SFAs) 12:0, 14:0 und 16:0 besitzen die unerwinschte Eigenschaft, LDL-Cholesterin zu steigern,
wodurch sich das Risiko fiir arteriosklerotische GefaRerkrankungen erhoht. 18:0 zeigt diesen Effekt
nicht und gilt als neutral in Bezug auf das Arteriosklerose-Risiko. Im Vergleich dazu wirken MUFASs
und PUFAs LDL-senkend (Kris-Etherton und Yu, 1997).

Der Gehalt an LDL-Cholesterin wird in erster Linie durch die Syntheserate und die Rezeptor-
abhangige Aufnahme in die Leber bestimmt. Die in der Leber akkumulierenden verschiedenen
Fettsduren aus der Nahrung greifen in Rickkopplungs-Mechanismen der Cholesterinbiosynthese ein
und steigern oder supprimieren die Rezeptor-Aktivitdt in den Leberzellen. Bestimmt wird die
Auswirkung jeder Fettsdure dabei durch die Fahigkeit, als effektives Substrat fur die Bildung von
Cholesterinestern zu dienen, die im Gegensatz zum Cholesterin nicht regulatorisch wirken. Olsiure ist
das bevorzugte Substrat fur die ACAT (Acyl-CoA:Cholesterin-Acyltransferase) und bewirkt bei
Anreicherung in den Leberzellen eine Verkleinerung des zelluldren Cholesterin-Pools, was zu einer
erhohten hepatischen LDL-Rezeptor-Aktivitdt und damit zur Senkung des LDL-Cholesterins im Blut
fuhrt (Renaud und Lanzmann-Petithomy, 2001). Bei Anreicherung von 16:0 vergrofert sich dagegen
der Cholesterin-Pool, der dann eine Hemmung der LDL-Rezeptoren und damit einen erhdhten LDL-
Plasmaspiegel auslost.

Zusétzlich zum LDL-senkenden Effekt zeigt Olsaure, wenn sie in den LDL-Partikeln angereichert ist,
bei oxidativem Stress im Vergleich zur Linolséure einen negativen Einfluss auf Chemotaxis und
Adhaesion von Monozyten und bewirkt so eine verzdgerte Entstehung von Arterioslerose (Tsimikas et
al., 1999). AuRerdem scheint Olséure einen giinstigen Effekt auf die Pathogenese von Thrombosen zu
haben. So wurde eine verringerte Aktivitdt des Gerinnungsfaktors VIl beobachtet, der mit der
Sterblichkeit an koronaren Herzerkrankungen assoziiert wird (Roche et al., 1998).

Bei der Herstellung von Margarinen, Frittierdlen, Brat- und Backfetten werden aus
lebensmitteltechnologischer Sicht besondere Anforderungen an die Fettsdure-Zusammensetzung eines
Pflanzendls gestellt, wobei Eigenschaften wie Haltbarkeit, thermische Stabilitdt und
Oxidationsanfélligkeit im Vordergrund stehen. Ein aus erndhrungsphysiologischer Sicht glnstiger
hoher Anteil an PUFAs stellt aufgrund der hohen Oxidationsanfalligkeit einen betrachtlichen Nachteil
fur die Verwendbarkeit als Frittier- oder Bratfett dar. Um sowohl die Oxidationsstabilitat als auch die
Haltbarkeit von Pflanzenol-enthaltenden Lebensmitteln zu erhéhen, werden die Ole partiell hydriert,
woraus sich allerdings Nachteile durch Bildung von unerwinschten trans-Fettsduren wie z.B.
Elaidinsdure (trans-18:1) ergeben kdnnen. Im Humanversuch stellten Mensink und Katan (1990) fest,

dass trans-Fettsauren eine Erhdhung der Serum-Triglyceride, des Gesamt-Cholesterins und des LDL-
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Cholesterins bewirken, das HDL-Cholesterin erniedrigen und generell &hnliche Auswirkungen auf die
Serumlipide haben wie gesattige Fettsduren. Weitere Befunde zeigten, dass trans-Fettsduren
nachteiligen Einfluss auf die Entwicklung des menschlichen Fotus haben kdnnen. Ein hoher Gehalt an
trans-Fettsauren korreliert mit einem geringen Geburtsgewicht und erniedrigten Gehalten an C20- und
C22-PUFAs, die auf eine Beeintrachtigung der Desaturierung und/oder Kettenverlangerung der
essentiellen Fettsduren zurtickgefihrt wurden (Koletzko, 1992). Aufgrund der gesundheitlichen
Risiken ist es deshalb wiinschenswert, den Gehalt an trans-Fettsauren in Lebensmitteln zu reduzieren.
HO-Pflanzendle bieten die Mdglichkeit, auf Hydrierung zu verzichten, da sie eine geringe
Oxidationsanfalligkeit und gutes Hochtemperaturverhalten aufweisen. Da die relativen Oxidations-
raten von Linol- bzw. Linolensaure 10- bzw. 20-mal hoher sind als die von Olsaure, ist die oxidative
Stabilitat eines Ols umso groRer, je geringer der Anteil an PUFAs ist. Die verbesserte Funktionalitit
wurde fiir eine Reihe von HO-Olen in Tests zur oxidativen Stabilitat und zum Temperaturverhalten
nachgewiesen, z.T. waren die Eigenschaften mit denen hydrierter Produkte vergleichbar (Hazebroek,
2000).

HO-Pflanzendle stellen ideale Rohstoffe fiir die Oleochemie dar, da sie aufgrund der von Olséure
dominierten Fettsdurezusammensetzung eine Reinheit aufweisen, die im Bereich natirlicher Rohstoffe
nur selten zu finden ist. Technische Olsaure (,,Olein“) wird heute vorwiegend aus Rindertalg
gewonnen, der von Natur aus ca. 40 % Olséure enthélt. Entscheidend fiir die technische Olséure sind
niedrige Gehalte an gesattigten Fettsduren, die in einem niedrigen Stockpunkt resultieren. Die
gesattigten Fettsduren werden durch Hochdruckhydrolyse und anschlieende Umnetzung oder
Kristallisation abgetrennt, wodurch Ole mit 70-75 % Olsaure erhalten werden. Allerdings steigen bei
den verwendeten Reinigungsverfahren im Talg-Olein die Anteile der fur das Oxidationsverhalten
nachteiligen mehrfach ungesattigten C18-Fettsduren, deren Abtrennung einen erheblichen Aufwand
bedeutet. Im Gegensatz dazu flihrt die Spaltung von HO-Pflanzendlen direkt zu einem Produkt von
hoher Reinheit.

Zusétzlich zur hohen oxidativen Stabilitat und gutem Hoch- und Tieftemperaturverhalten bieten HO-
Ole mit der A9-Doppelbindung in der Alkylkette ein eindeutiges und reaktives Zentrum fiir chemische
Synthesen. Ausgehend von Olsiure oder Olsauremethylestern konnen eine Reihe von gezielten
Reaktionen mit breitem Anwendungspotential durchgefihrt werden: z.B. 1) Ozonolyse oder
Ubergangsmetall-katalysierte direkte oxidative Spaltung der Doppelbindung zur Gewinnung von
Pelargonsaure und Azelainsdure, 2) Epoxidierung und anschlielende Hydrolyse zu Polyol-
komponenten, 3) Dimerisierung zur Herstellung von Dimerfettsduren, 4) Metathese zur Gewinnung
mittelkettiger und w-ungesattigter Fettsaureester (Biermann et al., 2000; Narocon, 2001).

Aufgrund der biologischen Abbaubarkeit werden Pflanzendle als sog. Verlustschmierstoffe wie z.B.
Sagekettendle oder Weichenschmierstoffe eingesetzt. HO-Ole kénnen dort eingesetzt werden, wo

herkdbmmliche Rapsole aufgrund ihres Gehalts an PUFAs zu Verharzung oder oxidativen
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Unbesténdigkeit fiihren. Eine weitere Verbesserung der oxidativen Stabilitat der Schmierstoffe ohne
Verlust der biologischen Abbaubarkeit ist durch katalytische Addition von organischen S&uren an die
Doppelbindung méglich (Keller et al., 2001).

Olséurederivate eignen sich in der Fettchemie fir verschiedenste Anwendungsbereiche und finden
gegenwartig vor allem Einsatz als Schmierstoffe, Emulgatoren, kosmetische Komponenten oder
Polymer-Additive. Derzeit werden in Europa jahrlich etwa 15.000-20.000 t HO-Ole in der
oleochemischen Industrie eingesetzt. Das Potential wird allerdings um den Faktor 5 héher eingeschatzt
(Narocon, 2001). Besonders in der Kunststoff-Industrie, in der fettchemische Derivate bislang nur im
Bereich der Additive eine Rolle spielen, besteht ein enormes Nutzungspotential. Da flr
Polymerisierungsreaktionen die Reinheit der Edukte zur Steuerung des Prozesses von grof3er
Bedeutung ist, da sonst Kettenabbruchsreaktionen drohen, ist dieser Anwendungsbereich geradezu

pradestiniert fiir definierte Rohstoffe wie HO-Ole.

Von den HO-Olsaaten wird gegenwartig nur HO-Sonnenblumendl in nennenswertem Umfang
produziert und vermarktet. In den USA liegt mit 100.000 ha die grofite Anbauflache, in Frankreich
werden 30.000-50.000 ha angebaut (Narocon, 2001). Die Ertrége je Hektar liegen allerdings unter dem
Niveau der konventionellen Sorten, auBerdem ist der Anbau aufgrund der generellen
Kélteempfindlichkeit der Sonnenblume regional begrenzt.

Als natiirliche Olsaure-Quelle ist prinzipell Euphorbia lathyris (Kreuzblattrige Wolfsmilch) sehr
interessant. Der Olsauregehalt der Samen betragt ca. 85 %, der Olgehalt ca. 50 % und der Ertrag kann
30 dt/ha erreichen. Allerdings weist die Pflanze einige Nachteile auf, wie z.B. toxische Inhaltsstoffe
und typische Charakteristika von Wildpflanzen, die eine Kultivierung und Produktion in groerem
Umfang erschweren (Lihs und Friedt, 1994b).

Raps ist aus verschiedenen Grinden fir eine gezielte Veranderung der Olqualitat geeignet. Die
Brassica-Olsaaten gehoren zu den wichtigsten Quellen fiir Pflanzenéle, weltweit stehen sie an dritter
Stelle hinter Soja und der Olpalme. Sie weisen eine Anpassungsfahigkeit auf, die ein Wachstum
sowohl in subtropischen als auch in kiihlen gemaRigten Regionen erlaubt, auferdem sind sowohl
Sommer- als auch Winterformen vorhanden. In Nord- und Mitteleuropa ist Raps die am besten
adaptierte Olpflanze. Die Produktionsflidche von Raps und Riibsen betrug 2001 in Deutschland nach
BMVEL-Angaben 1,14 Mill. ha mit einem durchschnittlichen Ertrag von 35,2 dt, wobei auf ca. 93 %
der Olsaatenfliche Winterraps angebaut wurde. Zusatzlich zu den agronomischen Vorteilen bietet der
Raps eine besondere Eignung fir biotechnologische Methoden durch relativ einfache Transformier-
und Regenerierbarkeit in in vitro-Zell- und Gewebekulturen. Neben der Entwicklung von transgenen
Rapspflanzen mit Protein-Modifikationen oder mit Pathogen- oder Insekten-Toleranz ist die
Veranderung des Fettsdure-Musters im Samendl ein wichtiger Schwerpunkt. Einen Erfolg in dieser
Hinsicht erzielten Voelker et al. (1996), die durch Expression einer fur Lauroyl-ACP spezifischen

Acyl-ACP-Thioesterase aus Umbellularia californica Hoch-Laurinséure-Raps entwickelten. Andere
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Modifikationen zielten z.B. auf Erhéhung des Gehalts an Stearinsdure (Knutzon et al., 1992; Hawkins
und Kridl, 1998), Erucasdure (Zou et al., 1997; Miinster et al., 1998) oder Palmitinsiure (Jones et al.,
1995), Produktion von Caprylsdure (8:0) und Caprinsdure (10:0) (Dehesh et al., 1996) oder
y-Linolenséure (18:3"%°'2) (Ursin et al., 2000).

Bei einer Suppression endogener Gene mittels gentechnischer Methoden ist die Polyploidie von
B. napus zu beriicksichtigen. Der allotetraploide Raps (Genom AACC, n = 19) ist durch spontane
Bastardierung von Ribsen (B. rapa, AA, n = 10) und Kohl (B. oleracea, CC, n = 9) entstanden und
weist in seinem Genom groRere dublizierte Bereiche auf. So werden, anders als in Arabidopsis, die
Desaturasen und andere Enzyme des Lipidmetabolismus durch Multigen-Familien reprasentiert
(Scheffler et al., 1997). Folglich sind fur eine erfolgreiche Suppression endogener Gene neben
Kenntnissen (ber Biosynthese-Wege und Regulationsmechanismen Informationen tber Kopienzahl,

Funktionalitit und Expression der Zielgene von Bedeutung.

1.2 Speicherlipid- und Membranlipid-Biosynthese in hdheren Pflanzen

Die Lipide der Pflanzenzellen bilden eine strukturell heterogene Gruppe von hydrophoben
Verbindungen mit vielféltigen Funktionen. In erster Linie wirken die Lipide als Membran-
komponenten oder Speicherverbindungen, sie dienen dem Oberflachenschutz oder sind an
Elektronentransport-, Signalbertragungs- und Proteinmodifizierungs-Prozessen beteiligt. Zellen aus
Blattgewebe enthalten bezogen auf ihr Trockengewicht ca. 5-10 % an Lipiden (Ohlrogge und Browse,
1995). Diese sind hauptséchlich in den Membranen lokalisiert und bestehen zum groten Teil aus
Galakto- und Phospholipiden. In Samen dagegen kann der Lipidgehalt durch Akkumulation von
Speicherlipiden bis 80 % des Trockengewichts erreichen (Voelker und Kinney, 2001). Die
Speicherlipide haben vor allem die Funktion eines Kohlenstoffspeichers und bestehen zumeist aus
Triacylglycerinen (TAGs), die wahrend der Samenreifung in Zellen des Embryos und/oder
Endosperms gebildet und in Olk6rpern abgelagert werden.

Zusammen mit den Phospho- und Galaktolipiden der Membranen gehéren die TAGs zu den strukturell
auf Glycerin basierenden Glycerolipiden, die die groRte Gruppe pflanzlicher Lipide bilden. Bei den
Membranlipiden ist das Glycerinmolekil mit einer polaren Kopfgruppe und zwei Fettsuren verestert,
wobei es sich in erster Linie um C16- und C18-Fettsduren mit ein bis drei Doppelbindungen handelt.
In die TAGs, die drei veresterte Fettsduren besitzen, kdnnen zusatzlich ,,ungewdhnliche* Acylketten
eingeschleust werden, die sich in ihrer Ladnge oder durch funktionale Gruppen wie z.B.
Hydroxylgruppen unterscheiden. So sind in Samendlen mehr als 300 verschiedene Fettséduren

nachgewiesen worden (van de Loo et al., 1993).
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Bei Pflanzen sind an der Glycerolipidbiosynthese die Kompartimente Plastid, Cytosol und
Endoplasmatisches Retikulum (ER) beteiligt (Abb. 1.1). Die de novo-Biosynthese der Fettséuren
erfolgt im Stroma der Plastiden ausgehend von Acetyl-CoA durch zyklische Verldngerung von Acyl-
Carrier-Protein(ACP)-gebundenen Acylgruppen um C2-Einheiten (Ohlrogge und Browse, 1995),
katalysiert durch den Multienzymkomplex Fettsédure-Synthase (FAS). Als wichtigste Primarprodukte
resultieren Palmitoyl-ACP (16:0-ACP) und Stearoyl-ACP (18:0-ACP). Die erste Doppelbindung in
18:0-ACP wird von der l6slichen Stearoyl-ACP-Desaturase an der A9-Position eingefiihrt, wodurch
Oleoyl-ACP (18:1-ACP) entsteht (Shanklin und Somerville, 1991). Im folgenden werden die
Acylreste der Acyl-ACPs zur Glycerolipidbiosynthese genutzt, und zwar entweder innerhalb der

Plastiden Uber den prokaryoten Weg oder am ER Uber den eukaryoten Weg.

Der prokaryote Weg der Glycerolipidbiosynthese, dessen Enzyme in der Hillmembran der Plastiden
lokalisiert sind, dient in erster Linie der Synthese von plastidaren Membranlipiden. Durch eine
schrittweise Acylierung von Glycerin-3-phosphat (G3P) entsteht zundchst Phosphatidsdure (PA).
Aufgrund der Substratspezifititen der beteiligten Acyltransferasen (Frentzen, 1993) besitzt PA an der
sn-1-Position vorwiegend 18:1, an der sn-2-Position stets 16:0. Da dieses fir die Plastiden typische
Fettsduremuster, das in den gebildeten Membranlipiden erhalten bleibt, auch bei Cyanobakterien
beobachtet wird, bezeichnet man die Glycerolipidsynthese in den Plastiden als prokaryoten Weg. PA
wird fir die Synthese von Phosphatidylglycerin (PG) genutzt oder zu Diacylglycerin (DAG)
dephosphoryliert, welches dann als Vorstufe fir die anderen wichtigen Membranlipide
Monogalaktosyldiacylglycerin (MGD), Digalaktosyldiacylglycerin (DGD) und Sulfochinovosyl-
diacylglycerin (SQD) dient.

Die Desaturierung der lipidgekoppelten C16- und C18-Acylreste in den Plastiden erfolgt durch
membrangebundene Acyl-Lipid-Desaturasen, die vorwiegend an der Envelopemembran lokalisiert
sind. Eine A3-trans-Doppelbindung wird von der Desaturase FAD4 selektiv in PG an der sn-2-
Position in 16:0 eingefiihrt (Browse et al., 1985). Das Enzym FADD5 inseriert dagegen ausschlief3lich
an der sn-2-Position von 16:0 in MGD eine A7-cis-Doppelbindung (Kunst et al., 1989). Im Gegensatz
zu FAD4 und FADS5 sind die anderen plastidaren Desaturasen relativ unspezifisch beziglich der
Kettenlange (C16 oder C18), der Position des Acylrests (sn-1 oder sn-2) und der Kopfgruppe am
Glyceringeriist. Die Acylreste 16:1*" bzw. 18:1*° werden durch die Desaturase FADG6 an der w6-
Position zu 16:2*"1° bzw. 18:2*°'2 desaturiert (Browse et al., 1989). AnschlieBend erfolgt eine w3-
Desaturierung zu 16:3*"%%* pzw. 18:39'*° durch die Desaturase FAD7 (Browse et al., 1986) oder
das bei niedrigen Temperaturen exprimierte Isoenzym FADS8 (Gibson et al., 1994; McConn et al.,
1994). Etwa 70 % der Acylreste plastidarer Membranlipide sind dreifach-ungeséttigt (Somerville und
Browse, 1991).
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Desaturierungs-Kompartimente bei der Glycerolipid-
Biosynthese in Brassicaceae: Vernetzung von Stoffwechselwegen der Membran- und
Speicherlipid-Biosynthese, Funktion der mikrosomalen und plastiddren Desaturasen und C18-
Austausch zwischen ER, Cytosol und Plastid. Erlduterungen und Erklarung der Abkirzungen
s. Text (verdndert nach: Frentzen, 1993; Ohlrogge und Browse, 1995).
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Der Anteil an Lipiden, die Uber den prokaryoten Weg synthetisiert werden, variiert in Angiospermen
zwischen 5 und 40 % in Abhéangigkeit von der Pflanzen- und Gewebeart (Ohlrogge und Browse,
1995). Dieser Stoffwechselweg ist in Samen von TAG-speichernden Olsaaten von geringerer
Bedeutung, dort dominiert der eukaryote Weg der Glycerolipidbiosynthese.

Da die eukaryote Glycerolipidbiosynthese am ER erfolgt, missen die in den Plastiden synthetisierten
Fettsauren exportiert werden. Um freie Fettsduren zu erhalten, kénnen die Acyl-ACPs durch zwei
verschiedene Acyl-ACP-Thioesterasen hydrolysiert werden. Das Enzym FATA hydrolysiert
tberwiegend 18:1-ACP und mit geringerer Aktivitat 16:0-ACP und 18:0-ACP. Die Thioesterase
FATB dagegen besitzt eine hohere Selektivitdt fir 16:0-ACP, hydrolysiert aber auch 18:1-ACP
(Voelker und Kinney, 2001). Das Verhaltnis der plastidér gebildeten Fettsduren wird somit beeinflusst
durch die relativen Aktivitidten der A9-Stearoyl-ACP-Desaturase und der Thioesterasen. Die freien
Fettsduren gelangen wahrscheinlich durch Diffusion ins Cytoplasma und werden an der &ufReren
Envelopemembran der Plastiden von Acyl-CoA-Synthetasen mit CoenzymA (CoA) verestert und
stehen so fir die eukaryote Glycerolipidbiosynthese am ER zur Verfiigung (Schnurr et al., 2002).

G3P wird an der sn-1-Position zu Lysophosphatidsédure (LPA) acyliert, anschlieBend verestert die
sn-1-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransferase (LPAAT) des ER die sn-2-Position mit ungeséttigten
C18-Fettsduren (Frentzen, 1993). Durch die abweichende Acylierung der sn-2-Position im Vergleich
zu den plastidaren Lipiden entsteht das typisch eukaryote Fettsduremuster der am ER synthetisierten
Glycerolipide. Ausgehend von PA werden die verschiedenen Phospholipide des ER gebildet, wobei
PA zunéchst in DAG oder CDP-DAG (berfuhrt wird. Aus DAG entsteht Phosphatidylcholin (PC)
bzw. Phosphatidylethanolamin (PE), aus CDP-DAG Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylinositol (PI)
und Phosphatidylglycerol (PG) (Ohlrogge und Browse, 1995). In vielen Pflanzen kommt es Uber
bisher unbekannte Mechanismen zum Reimport des DAG-Restes aus PC oder von Lyso-PC in die
Plastiden (Ohlrogge und Browse, 1995; Mongrand et al., 2000). Dadurch kénnen MGD, DGD und
SQD mit einem eukaryoten Fettsduremuster gebildet werden. Am 16:3/18:3-Verhaltnis in der
sn-2-Position des MGD kann der Umfang des Reimports bestimmt werden, entsprechend werden
16:3- und 18:3-Pflanzen unterschieden.

Die TAG-Synthese erfolgt aus eukaryotem DAG durch die sn-3-Diacylglycerin-Acyltransferase
(DAGAT), die die sn-3-Position mit einer Fettsdure aus dem cytosolischen Acyl-CoA-Pool verestert.
Dieser Schritt ist spezifisch fiir die TAG-Synthese. Als Acyl-CoA-unabhangiger Weg wird der direkte
Transfer von Fettsduren von PC auf DAG durch eine Phospholipid:DAG-Acyltransferase (PDAT)
diskutiert. Diese Alternative wurde fiir hydroxylierte Fettsduren bei Ricinus communis gezeigt
(Dahlquist et al., 2000). Die synthetisierten TAGs lagern sich in der ER-Membran ab und werden als
Olkorper mit einer umgebenden Monolayer-Membran abgeschnirt.

Die TAGs enthalten in den meisten Samen in erster Linie die Acylgruppen Palmitat (16:0), Stearat
(18:0), Oleat (18:1), Linoleat (18:2) und Linolenat (18:3), wobei die jeweiligen Anteile artspezifisch
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variieren. An der Bereitstellung von Fettsduren fur die TAGs sind der Acyl-CoA-Pool im Cytosol und
der PC-Pool im ER beteiligt. Uber den Acyl-CoA-Pool konnen Olsaaten wie Arabidopsis thaliana und
Brassica napus sehr langkettige Fettsauren (VLCFAs) wie 20:1** und 22:1°", die durch Elongation
von 18:1*°-CoA am ER entstanden sind, in die TAGs einlagern. Die VLCFAs befinden sich dann, wie
die gesattigten Fettséuren, in der sn-1 oder sn-3-Position des Glyceringerists, wahrend die sn-2-
Position ausschlieflich mit ungesattigten C18-Fettsauren acyliert ist (Frentzen, 1993). Mindestens
zwei Faktoren scheinen fiir die Anteile der verschiedenen ungeséttigten C18-Acylreste in den TAGs
verantwortlich zu sein (Somerville und Browse, 1991): (1) DAG kann durch die CDP-Cholin:DAG-
Phosphocholintransferase (CPT) in PC Uberfiihrt werden, welches das wichtigste Substrat fir die
mikrosomalen Desaturasen ist. Mit PC veresterte 18:1*°-Acylketten werden durch die A12-Desaturase
FAD2 zu 18:2*°* und weiter durch die A15-Desaturase FAD3 zu 18:3**'*® desaturiert. Durch die
reversible Reaktion der CPT gelangen die mehrfach ungesattigen Acylreste in DAG und anschlieend
in die Speicherlipide. (2) Der PC-Pool steht tber die sn-2-Lyso-Phosphatidylcholin-Acyltransferase
(LPCAT) in Verbindung mit dem Acyl-CoA-Pool im Cytosol. Die LPCAT ist selektiv flr ungeséattige
C18-CoA-Thioester und katalysiert den Austausch von Fettsduren an der sn-2-Position von PC. Als
Folge wird der Acyl-CoA-Pool mit 18:2-CoA und 18:3-CoA angereichert, wodurch mehrfach
ungesattigte Acylreste fir die Acylierung von LPA und DAG zur Verfligung stehen. Einen weiteren
Einfluss auf den Anteil an ungesattigten Fettsduren in den TAGs konnte der reversible Austausch von
Lipiden zwischen ER und Plastiden haben, der bei verschiedenen Arabidopsis-Mutanten mit defekter
ER-Desaturierung beobachtet wurde. Aus Mesophyllzellen wurde PC, das zu 40 % in der &uReren
Envelopemembran der Chloroplasten lokalisiert ist, in chloroplastidaren bzw. extrachloroplastidéren
Fraktionen aus dem Wildtyp, fad2- und fad6-Mutanten von Arabidopsis isoliert und beziiglich der
Fettsdure-Zusammensetzung analysiert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die FAD2 zwar den
groBRten Anteil an der PUFA-Synthese in PC hat, dass aber auch die FAD6 die PC-Fettsaure-
zusammensetzung sowohl im Chloroplasten-Envelope als auch in den anderen Membranen beeinflusst
und folglich eine alternative Route fur die 18:1-Desaturierung in fad2-Mutanten bietet (Miquel und
Browse, 1992). Ebenso wird fiir fad3-Mutanten von Arabidopsis vermutet, dass ein Defekt in der
mikrosomalen Desaturierung von 18:2 durch die entsprechenden plastidaren Enzyme gemildert wird
(Browse et al., 1993). Desweiteren wurden die Restgehalte von 18:2 und 18:3 in Samen von fad2-
Mutanten auf die Aktivitat der FAD6 zurickgeflhrt. Auch nach Transformation der Mutanten mit
einem hocheffizienten Hairpin-Konstrukt zur Hemmung der FAD2 konnten die PUFA-Gehalte nicht
weiter reduziert werden (Stoutjesdijk et al., 2002).

Innerhalb des komplexen Systems, das die Fettsdure-Zusammensetzung von Speicherlipiden
bestimmt, verfiigen die Pflanzen also liber Kompensationsmechanismen, die eventuelle Defizite z.B.

in der Desaturierung ausgleichen kénnen.
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1.3 Struktur, Funktion und Gene der Oleatdesaturasen FAD2 und FAD6

Die Desaturasen der Pflanzen unterteilt man aufgrund ihrer Substratspezifitat in Acyl-ACP- und Acyl-
Lipid-Desaturasen. Acyl-ACP-Desaturasen sind als lésliche Enzyme im Plastiden-Stroma lokalisiert
und fihren ausschlieBlich in gesattigte, mit ACP veresterte Fettsauren die erste Doppelbindung ein.
Acyl-Lipid-Desaturasen dagegen sind membrangebundene Enzyme, die mit dem ER oder Plastiden-
membranen assoziiert sind und mit Glycerolipiden veresterte Fettsduren als Substrate nutzen. Zu
dieser Gruppe gehoren die Oleatdesaturasen FAD2 und FADG, die maligeblich an der Synthese von
mehrfach ungesattigten C18-Acylresten beteiligt sind. In zwei Kompartimenten, in den Plastiden bzw.
am ER, erfolgt die Desaturierung von Olséaure. Die mikrosomale Oleatdesaturase FAD2 fiihrt eine

1%9 ein, die mit PC verestert sind. Obwohl als

Doppelbindung an der A12-Position von Oleoylresten 18:
PC-Desaturase beschrieben, kann die FAD2 wahrscheinlich auch andere Phospholipide als Substrate
verwenden (Ohlrogge und Browse, 1995). Das plastidare Enzym FAD6 desaturiert an MGD, DGD,
SQD oder PG gebundenen 18:1%%- und 16:1*"-Acylresten die «6-Position. Meist werden die
pflanzlichen FAD2- bzw. FAD6-Desaturasen als A12- bzw. w6-Desaturasen bezeichnet, sie nutzen
aber nicht das Carboxyl- bzw. Methylende als Referenzpunkt, sondern ,,zahlen“ vielmehr drei
Kohlenstoffatome von existierenden Doppelbindungen in Richtung Methylende. So zeigt die FAD6
aus B. napus bei Expression in Synechococcus eine w4-Desaturierung von 16:1° zu 16:2°°*? (Hitz
et al., 1994), das Enzym FAD2 aus B. napus desaturiert bei Expression in S. cerevisiae die
Al4-Position von 20:1*', woraus 20:2** resultiert (Domergue et al., 2003). Aus diesem Grund sind
die Enzyme FAD2 und FADG6 besser als v+3-Methyl-End-Desaturasen beschrieben, wobei v die
Position der bereits existierenden Doppelbindung bezeichnet (Meesapyodsuk et al., 2000) (Abb. 1.2).
Nur bei den in Pflanzen vorkommenden Substraten 18:1*° und 16:1*" wirken FAD2 bzw. FAD6 als

A12- bzw. w6-Desaturasen.

Olsaure (18:1)

FAD2 (ER) FADG (Plastid)

A9 AL2

Linolsaure (18:22?)

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Desaturierung lipidgebundener
Olsaure durch die Methyl-End-Desaturasen FAD2 und FADG.
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Bei der Desaturierung von Fettsduren wird durch cis-Eliminierung benachbarter D-erythro-
Wasserstoffatome eine Doppelbindung in eine Acylkette eingefiihrt und molekularer Sauerstoff zu
zwei Molekullen H,O reduziert. Fir jede Doppelbindung sind zwei Elektronen erforderlich, fiir deren
Bereitstellung zwei verschiedene Elektronen-Transportsysteme existieren, eines fir die 16slichen und
membrangebundenen Desaturasen der Plastiden und ein weiteres fur die Desaturasen des ER. So
nutzen die plastidaren Desaturasen wie FADG6 Elektronen, die im Licht Uber Photosystem | und im
Dunkeln von NADPH {Uber die I6sliche NADPH:Ferredoxin-Oxidoreduktase (FNR) auf Ferredoxin
tbertragen werden (Schmidt und Heinz, 1990). Am ER wirkt Cytochrom-bs fiir die FAD2 als
Elektronendonator und wird durch die membrangebundene NADH:Cytochrom-bs-Oxidoreduktase
unter Einsatz von NADH reduziert (Smith et al., 1990).

Die Aminosauresequenz der pflanzlichen membrangegundenen Desaturasen besitzen drei Histidin-
reiche Regionen — sog. His-Boxen — mit der Konsensussequenz HX.4H-HX2-3)HH-(H/Q)X2-35HH.
Dieses Motiv wird auch in CoA-Desaturasen der Pilze und Tiere und verschiedenen Hydroxylasen und
Epoxidasen gefunden und weist auf eine evolutiondre Verwandtschaft dieser Gruppe funktional
diverser Enzyme hin (Shanklin und Cahoon, 1998). Innerhalb dieser Gruppe kann ein Austausch
weniger Aminosauren z.B. eine Oleatdesaturase in eine Hydroxylase umwandeln (Broun et al., 1998).
Durch Mutagenese-Experimente wurde gezeigt, dass alle acht konservierten Histidin-Reste essentiell
fir die katalytische Aktivitat sind (Shanklin et al., 1994). Spektroskopische und kristallographische
Untersuchungen der léslichen A9-Acyl-ACP-Desaturase und verwandter bakterieller Mono-
oxygenasen lassen vermuten, dass auch in den membrangebundenen Desaturasen die konservierten
Histidin-Reste als Eisen-Liganden wirken und an der Bildung eines Zwei-Eisen-Zentrums beteiligt
sind.

Fur die l6sliche A9-Acyl-ACP-Desaturase, die zu einer Gruppe von Zwei-Eisen-Proteinen mit der
Konsensussequenz EXXH-EXXH fir die His-Boxen gehort, wurde ein Reaktionsmechanismus
vorgeschlagen, bei dem die Eisenionen zwischen Fe' (ferro), Fe"' (ferri) und Fe' (ferryl) wechseln
(Broadwater et al., 1998). Den katalytisch aktiven Zustand stellt der Bis-p-oxo-ferryl-Komplex dar,
bei dem zwischen den Eisenatomen zwei Sauerstoffbriicken vorhanden sind. Er katalysiert den
schrittweisen Abzug von zwei Substat-Wasserstoffatomen, die mit einem Briicken-Sauerstoff zu H,O
umgesetzt werden. Der verbleibende Briicken-Sauerstoff wird reduktiv unter Bildung eines zweiten
H,O-Molekils entfernt, wodurch das Eisenzentrum in den Diferro-Zustand ubergeht. Die
Reaktivierung des Komplexes erfolgt nach Beladung mit molekularem Sauerstoff unter Ausbildung
einer intermedidren Peroxobriicke. Obwohl die lésliche A9-Acyl-ACP-Desaturase und die
membrangebundenen  Acyl-Lipid-Desaturasen  beziglich ihrer  Aminosdure-Sequenz  keine
Verwandtschaft zeigen, ist aufgrund der Ahnlichkeit der His-Boxen und der Eisenabhangigkeit ein
ahnlicher Reaktionsmechanismus wahrscheinlich (Shanklin und Cahoon, 1998).

Ein Modell zur Topologie der membrangebundenen Desaturasen wurde basierend auf Hydropathie-

Analyse der Desaturasen und dem Strukturmodell fiir die Alkan-Hydroxylase aus Pseudomonas
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oleovorans vorgeschlagen (Shanklin et al., 1994). Danach sind zwei langere hydrophobe Doménen
vorhanden, die die Membran jeweils zweimal durchspannen, wobei die His-Boxen, die in den
hydrophilen Bereichen liegen, zur cytosolischen Membranseite ausgerichtet sind. Die erste
experimentelle Bestimmung der Topologie einer Acyl-Lipid-Desaturase wurde fur die A12-Desaturase
aus Bacillus subtilis durchgefiihrt (Diaz et al., 2002). Nach diesem Modell besitzt das Membranprotein
sechs Transmembranhelices und eine Membran-assoziierte Doméne, die vermutlich ein Substrat-

bindendes Motiv darstellt.

Aufgrund methodischer Schwierigkeiten, Membranproteine zu reinigen, war die Klonierung von
Genen membrangebundener Desaturasen zunédchst problematisch. Umfassende Arbeiten an
Arabidopsis thaliana, insbesondere die Untersuchung von Mutanten und Kartierungs-Analysen,
ermoglichten die Identifizierung und Isolierung der ersten cDNAs von Desaturasegenen. Als erste
cDNA einer pflanzlichen Oleatdesaturase wurde das Gen der FAD2 aus Arabidopsis durch T-DNA-
Insertionsmutagenese isoliert (Okuley et al., 1994). Ausgehend von diesen Sequenzinformationen
konnten anschliefend weitere cDNAs von FAD2-Genen aus einer Reihe von verschiedenen

Kulturarten durch PCR- oder Hybridisierungs-Methoden isoliert werden (Tab. 1.1).

Tab. 1.1: Isolierte cONA-Klone von Genen der pflanzlichen Oleatdesaturasen FAD2 und FADG.

Desaturase Gen Art Kopien Referenz
Mikrosomale FAD2  Arabidopsis thaliana 1 Okuley et al., 1994
Oleatdesaturase Arachis hypogaea 2 Jung et al., 2000a
Borago officinalis 1 Sayanova et al., 1999
Brassica carinata 1 Marillia und Taylor, 1999
Brassica juncea 1 Singh et al., 1995
Brassica napus 1 Katavic und Taylor, 2000°
2 Kodali et al., 2002
Brassica oleracea ? 1 Fourmann et al., 1999 °
Brassica rapa 1 Sivaraman, 2003°
Corylus avellana 1 Dani und Catello, 1997
Crepis palaestina 1 Leeetal., 1998
Glycine max 2 Heppard et al., 1996
Gossypium hirsutum 2 Liu et al., 1999a,b
Helianthus annuus 3 Martinez-Rivas et al., 2001
Petroselinum crispum 1 Kirsch et al., 1997
Sesamum indicum 1 Jinetal., 2001
Solanum commersonii 1 Consiglio et al., 1995 b
Vernonia galamensis 2 Hage et al., 2000
Plastidare FAD6  Arabidopsis thaliana 1 Falcone et al.,1994
Oleatdesaturase Brassica napus 1 Hitz et al., 1994
Glycine max 1 Hitz et al., 1994
Spinacia oleracea 1 Schmidt et al., 1994

% partielle Sequenz
® GenBank (NCBI)
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Die Klonierung von Genen der plastidaren Oleatdesaturase FADG6 (Tab. 1.1) erfolgte vorwiegend Gber
Methoden, die Sequenzinformationen von verwandten Vertretern nutzten. Die einzige cDNA, die (ber
Reinigung des Enzyms isoliert werden konnte, ist die cDNA der FAD6 aus Spinacia oleracea
(Schmidt et al., 1994).

Aus einigen Pflanzenarten wurden fiir die mikrosomale Oleatdesaturase FAD2 mehrere cDNAs
isoliert, die in unterschiedlicher Weise an der Synthese von Membran- bzw. Speicherlipiden beteiligt
sind (Tab. 1.2). Durch Screening von cDNA-Banken aus Soja (Glycine max) mit der FAD2-cDNA-
Sonde aus A. thaliana wurden zwei verschiedene Gene isoliert, die fur mikrosomale Oleatdesaturasen
kodieren. Die Charakterisierung dieser Gene mit Hilfe von RNA-Isolierung und Northern-Blot-
Analysen ergab, dass FAD2-1 ausschlieflich in reifenden Samen exprimiert wird und somit eine
entscheidende Rolle fur die 18:1-Desaturierung in Speicherlipiden spielt. FAD2-2 dagegen wird
konstitutiv in vegetativem und Speicher-Gewebe exprimiert und ist folglich in erster Linie an der
PUFA-Synthese der Membranlipide beteiligt (Heppard et al., 1996). Auch aus der Sonnenblume
(Helianthus annuus) und der Baumwolle (Gossypium hirsutum) wurden cDNAs flir FAD?2 isoliert, die
sich in ihren Expressionsmustern unterscheiden (Martinez-Rivas et al., 2001; Liu et al., 1999).
Interessanterweise zeigen die samenspezifisch exprimierten FAD2-Gene aus verschiedenen Pflanzen
untereinander eine hdhere Sequenzhomologie als zu den jeweiligen konstitutiv exprimierten Genen
aus der gleichen Art, aufgrund dessen eine unabhédngige evolutiondre Entwicklung vermutet wird
(Martinez-Rivas et al., 2001).

Tab. 1.2: Genkopien der mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2 mit analysiertem Expressionsmuster.

Art Gen Expression Referenz

Arachis hypogaea ahFAD2A konstitutiv Jung et al., 2000a
ahFAD2B konstitutiv

Glycine max FAD2-1 samenspezifisch Heppard et al., 1996
FAD2-2 konstitutiv

Gossypium hirsutum ghFAD2-1 samenspezifisch Liuetal., 1999a
ghFAD2-2 konstitutiv Liuetal., 1999b

Helianthus annuus Ha89FAD2-1 samenspezifisch Martinez-Rivas et al., 2001
Ha89FAD2-2 konstitutiv
Ha89FAD2-3 konstitutiv

Sesamum indicum SeFAD?2 samenspezifisch Jinetal., 2001

Die Analysen von Arabidopsis-Mutanten mit defekten Oleatdesaturasen liefern Informationen dartiber,
wie die Lipid-Zusammensetzung Wachstum und Entwicklung der Pflanzen beeinflusst. Fad2-
Mutanten von Arabidopsis besitzen keine Aktivitidt der mikrosomalen Oleatdesaturase, die fur die

Produktion von PUFAs (ber den eukaryoten Weg der Glycerolipidsynthese verantwortlich ist (Miquel
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und Browse, 1992). Wahrend die Pflanzen bei 22 °C in Wachstum und Erscheinung dem Wildtyp
&hneln, zeigen sie bei 6 °C einen dramatischen Niedrig-Temperatur-Phénotyp, der zum Absterben der
Blatter und evtl. der ganzen Pflanze fuhren kann (Miquel et al., 1993). Bei niedrigen Temperaturen
sind demnach Membranen mit PUFAs notwendig fiir die Uberlebensfahigkeit der Pflanzen. In der
fad6-Mutante von Arabidopsis liegt ein Defekt der plastidaren Oleatdesaturase vor, der reduzierte
Gehalte an 16:3 und 18:3 in den Lipiden des Blattgewebes verursacht (Browse et al., 1989). Daraus
resultiert fur die Mutanten eine Beeintrachtigung der Photosynthese (Hugly et al., 1989) sowie eine
veranderte Temperatur-Toleranz (Hugly und Somerville, 1992). Keine PUFAs sind in den
Membranlipiden von fad2fad6-Doppelmutanten nachweisbar, da Monoen-Fettsduren weder im
Chloroplasten noch am ER desaturiert werden kénnen (McConn und Browse, 1998). Diese Pflanzen

sind nicht zu autotrophem Wachstum fahig und kénnen nur auf Sucrose-Medium kultiviert werden.

1.4 Ansatze zur Entwicklung von HO-Formen traditioneller Olsaaten

Die Variation der Zusammensetzung von Samendlen erfolgt traditionell durch Selektionsziichtung. So
konnten erfolgreich HO-Sorten verschiedener Kulturarten entwickelt werden (Tab. 1.3), deren
Charakterisierung bezlglich der molekularen Grundlagen des HO-Merkmals auf die Beteiligung der
mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2 hinwies. Als Ursachen fiir reduzierte Enzymaktivitat wurden
unzureichende Proteinfaltung bedingt durch Austausch von Aminosduren oder Defekte auf
Transkriptionsebene festgestellt.

Von Arachis hypogaea (Erdnuss) wurde ausgehend von der natiirlichen Mutante F435 mit erh6htem
Olséuregehalt (Norden et al., 1987) die Sorte SunOleic 95R entwickelt (Gorbert und Knauft, 1997).
Diese enthalt in ihrem Ol ca. 80 % Olséure und weniger als 3 % Linolsiure und zeigt damit einen stark
reduzierten PUFA-Gehalt im Vergleich zu konventionellen Sorten mit ca. 50 % Olséure und ca. 30 %
Linolsdure (Abb. 1.3). Zur Ermittlung der molekularen Grundlagen des Merkmals Hoch-Olséure
wurden Gene fiir die mikrosomale Oleatdesaturase FAD2 isoliert und bezuglich ihrer Struktur und
Expression charakterisiert. Zwei cDNAs ahFAD2A und ahFAD2B konnten identifiziert werden, die
sich in der allotetraploiden Erdnuss als hombologe Gene jeweils einem diploiden Vorfahren zuordnen
lassen. Im Wildtyp erfolgt die Expression beider Gene in verschiedenen Geweben, am stérksten aber
wahrend der Samenreifung. Die Auspragung des HO-Phanotyps wurde zuriickgefuhrt auf
gleichzeitiges Auftreten einer Reduktion der Transkriptmenge von ahFAD2B und einer Mutation in
ahFAD2A. Die Mutation verursacht einen Aminosdure-Austausch D150N und eine reduzierte
Enzymaktivitat (Jung et al., 2000a,b; Bruner et al., 2001). In anderem HO-Material von A. hypogaea
wurde in FAD2-Genen eine durch eine ,,A“-Insertion verursachte Leserasterverschiebung mit

vorzeitigen Stop-Codons ermittelt (Lopez et al., 2002).
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Durch ein Ziichtungsprogramm wurde HO-Material von Brassica rapa ssp. oleifera (Sommerriibsen)
mit 85-90 % Olsaure entwickelt (Vilkki, 1995), konventionelle Sorten enthalten im Vergleich dazu ca.
60 % 18:1. Der Vergleich von FAD2-Allelen ergab eine fiir den HO-Phénotyp spezifische Mutation,
die zu einem Aminosdureaustausch und wahrscheinlich zu unzureichender Proteinfaltung fiihrt
(Tanhuanpéé et al., 1998).

Tab. 1.3: Natirliche Hoch-Olsaure-Quellen und HO-Formen traditioneller Olsaaten.

Art Methode Max. Referenz
C18:1 (%)

Natiirliche Olsaure-Quellen

Euphorbia lathyris 85 Ucciani, 1995

Garcinia multiflora 88 Ucciani, 1995

Olea europaea 82 Ucciani, 1995

Selektions-/Mutationsztichtung

Arabidopsis thaliana ~ T-DNA-Insertionsmutagenese 54 Okuley et al., 1994
Arachis hypogaea natlrliche Mutation 81 Gorbert und Knauft, 1997
Brassica napus EMS-Mutagense 89 Auld et al., 1992
Brassica rapa natlirliche Mutation 90 Vilkki, 1995

Helianthus annuus Dimethylsulfat-Mutagense 92 Coleetal., 1998

Zea mays EMS-Mutagenese 52 Wright, 1995

Gentechnologie

Arabidopsis thaliana ~ FAD2 Suppression (Hairpin-RNA) 57 Stoutjesdijk et al., 2002

Brassica juncea FAD2 Cosuppression 73 Stoutjesdijk et al., 2000
Brassica napus FAD2 Cosuppression 89 Stoutjesdijk et al., 2000
Glycine max FAD2-1 Cosuppression 85 Kinney, 1996

Glycine max FAD2-1 und FATB Suppression 91 Buhr et al., 2002

(Ribozym-Termination)

Gossypium hirsutum  FAD2-1 Suppression (Hairpin-RNA) 78 Liu et al., 2002a

Induzierte Mutagenese wurde eingesetzt, um den Olsauregehalt im Samendl von Brassica napus (Auld
et al., 1992; Ricker und Robbelen, 1995) und Helianthus annuus (Soldatov, 1976) zu erhéhen. Von
B. napus (Raps) konnten durch Mutationsziichtung Linien mit 85 % Olsaure erhalten werden, deren
agronomische Eigenschaften sich allerdings als nicht akzeptabel erwiesen (Downey und Taylor,
1996). Von H. annuus (Sonnenblume) dagegen, deren Ol normalerweise nur ca. 20 % 18:1 enthalt,
gelang die Entwicklung von HO-Varietiten mit mehr als 90% Olsaure fiir die kommerzielle
Produktion (Cole et al., 1998) (Abb. 1.3). Drei verschiedene cDNAs fur die mikrosomale
Oleatdesaturase FAD2 wurden isoliert, von denen nur Ha89FAD2-1 ausschlie8lich in reifenden Samen

exprimiert wird. In HO-Sonnenblumenvarietdten liegt die Mutation dieser samenspezifischen
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Genkopie wahrscheinlich auf Transkriptionsebene, da die Expression trotz Funktionsféhigkeit des

Enzyms drastisch reduziert ist (Martinez-Rivas et al., 2001).

Raps (Canola)* 60 nEneg 4
HO-Raps? 89 :3142
Sonnenblume! 9 SRR 5
HO-Sonnenblume? 9
Sojal B 4
HO-Soja* 8 ¢ 4
HO/NP-Soja® 9 214 3
Erdnuss® 4 SR 4] 6|
HO-Erdnuss® 3 8
Baumwollsaat? %\\
HO-Baumwollsaat? 8

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

M Olsaure 18:1 Linolsdure 18:2 Linolensdure 18:3
[ Palmitinsaure 16:0 [ Stearinsaure 18:0 [ _]Sonstige

Abb. 1.3: Fettsaure-Profile von konventionellen Olsaaten und HO-Formen. HO: Hoch-Olséure; NP:
Niedrig-Palmitin. (Referenzen: 'Liihs und Friedt, 1994a; “Liu et al., 2002b; 3Cole et al., 1998;
*Kinney, 1996; *Buhr et al., 2002; °Mugendi et al., 1998)

Die Isolierung von cDNAs, die flr die mikrosomale Oleatdesaturase FAD2 kodieren, ermdglichte die
sequenzspezifische Hemmung des Enzyms mit Hilfe von gentechnischen Methoden (Tab. 1.3).
Vorwiegend wurden Cosuppressions-, Antisense- und Hairpin-Techniken eingesetzt, die auf PTGS
(posttranscriptional gene silencing; s. Kap. 1.5) beruhen.

Eine Kklonierte cDNA fir die FAD2 aus B. napus bewirkte nach Transformation mit Hilfe von
A. tumefaciens unterschiedliche Veradnderungen des Fettsduremusters in Rapssamen (Hitz et al., 1995).
Das FAD2-Gen unter Kontrolle des samenspezifischen Napin-Promotors wurde in einigen transgenen
Rapspflanzen tberexprimiert, in anderen Pflanzen lag eine Cosuppression der FAD2 in den Samen
vor. Dies filhrte zur Erniedrigung bzw. Erhéhung des Olsauregehalts im Vergleich zu 67 % in
untransformierten Linien. Aus Transformanten, in denen die FAD2 durch Cosuppression gehemmt
war, konnten erfolgreich HO-Rapslinien mit einem stabilen Phanotyp von 84 % Olsaure im Samendl
entwickelt werden. In einem &hnlichen Ansatz wurden HO-Varianten von B. napus und B. juncea

durch Cosuppression der jeweiligen endogenen FAD2 produziert (Stoutjesdijk et al., 2000). Die
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Analyse von Samen der Primartransformanten ergab maximale Olsaurewerte von 89 % fiir B. napus
(Kontrollen: 60-65 %) und 73 % fur B. juncea (Kontrollen: 40-45 %).

Bei der Entwicklung transgener HO-Varitadten von G. max (Soja) mittels Cosuppression der FAD2
konnte die Verfiigbarkeit verschiedener Genkopien mit unterschiedlichem Expressionsmuster genutzt
werden (Kinney, 1996). Als Zielgen wurde das samenspezifisch exprimierte Gen der FAD2-1 gewahlt,
die die Oleatdesaturierung in den Speicherlipiden kontrolliert. Mit diesem Ansatz sollte die konstitutiv
exprimierte Genkopie der FAD2-2, die fur die PUFA-Synthese in den Membranlipiden verantwortlich
ist, nicht beeintrachtigt werden. Zur Ermittlung eines geeigneten Promotors und der optimalen
Konstrukt-Variante wurden als Modellsystem somatische Sojabohnenembryonen in Suspensionskultur
eingesetzt. Durch samenspezifische Suppression des FAD2-1-Gens wurden transgene HO-Sojalinien
mit einem Olsauregehalt von 85 % und weniger als 5 % PUFAs produziert (Abb. 1.3), die einen (iber
Generationen stabilen Phanotyp und einen mit den kommerziellen Linien vergleichbaren Ertrag
zeigten. Das Ol wies eine um 10mal verbesserte oxidative Stabilitat im Vergleich zu konventionellem
Ol auf, welches zu mehr als 50 % aus Linolsaure besteht.

Eine Variante der Antisense-Technik stellt der Einsatz von Hairpin-Konstrukten dar, bei denen die
Transkription von Inverted-Repeat-Sequenzen zur Ausbildung von Doppelstrang-RNA (dsRNA) fihrt.
Nachdem Waterhouse et al. (1998) gezeigt hatten, dass duplex-bildende RNAs effektiver in der
Ausldsung von Virus-Resistenz und GUS-Silencing in Pflanzen sind als Sense- oder Antisense-RNAs
allein, untersuchten Smith et al. (2000) die Effizienz verschiedener Hairpin-Konstrukte beztglich der
Suppression des FAD2-Gens in Arabidopsis. Eine Konstukt-Variante enthielt Teilsequenzen des
Zielgens als Inverted-Repeat mit einem nicht-komplementéren Spacer-Bereich. Daraus resultiert nach
Transkription eine Haipin-RNA (hpRNA) mit Schleife. 69 % der transgenen Pflanzen mit dem Spacer-
Konstrukt zeigten Silencing des Desaturasegens, d.h. in diesen Pflanzen war die Enzymaktivitdt um
mehr als 20% reduziert. Die zweite Konstrukt-Variante beeinhaltete ein Intron anstatt des Spacers und
flhrte in fast allen transformierten Pflanzen zur Suppression des Zielgens. Die bessere Effizienz des
Konstrukts mit Intron wurde auf unterstiitzende Wirkung des SpleiBosoms bei der Hybridisierung der
RNA-Arme zurickgefiihrt. Nahere Untersuchungen zum Grad der FAD2-Hemmung und der
phanotypischen Stabilitat bei hpRNA-Silencing in Arabidopsis wurden von Stoutjesdijk et al. (2002)
durchgefihrt. In den Samen der Primértransformanten stellten sie eine breite Varianz in der
Auspragung des Phanotyps fest, bei der besten Linie war die Reduktion in der Desaturierung
vergleichbar mit der in der fad2-Mutante. Desweiteren wurde gezeigt, dass der Phanotyp tber mehrere
Generationen stabil vererbt werden kann: eine HO-Linie mit Hairpin-Konstrukt wurde tber funf
Generationen vermehrt und zeigte keine Reversion oder Verminderung im Grad des Silencings.

Von Gossypium hirsutum (Baumwollsaat), deren Ol aufgrund des hohen PUFA-Gehalts von mehr als
50 % zu oxidativer Instabilitat neigt, konnten durch Silencing mittels hpRNA erfolgreich HO-Formen
entwickelt werden (Liu et al., 2002a). Die Hairpin-Konstrukte enthielten Sequenzen des

samenspezifisch exprimierten Gens ghFAD2-1 unter Kontrolle des samenspezifischen Lectin-
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Promotors aus G. max. Zum Vergleich wurden Transformationen mit herkdmmlichen Antisense-
Konstrukten vorgenommen, die eine niedrigere Effizienz, aber &hnliche Phanotypen zeigten. Bei der
besten Transformante konnte der Olsauregehalt von 13 % auf 78 % gesteigert werden, wahrend der
Linolsduregehalt von 59 % auf 4 % reduziert war (Abb. 1.3).

Eine modifizierte Silencing-Methode wurde von Buhr et al. (2002) vorgestellt, die untersuchten, ob
die Termination von Transkripten mit selbst-schneidenden Ribozymen die Retention im Nukleus
fordert und als Mittel zur spezifischen Hemmung endogener Genexpression genutzt werden kann.
Northern-Blot-Analysen von Total- und Kern-RNA und in situ-Hybridisierungen zeigten, dass
Ribozym-terminierte Transkripte vorwiegend im Nukleus lokalisiert sind. Zur simultanen Suppression
der Embryo-spezifischen Gene der Palmitoyl-Thioesterase FATB und der Oleatdesaturase FAD2-1 in
G. max wurden Ribozym-Terminationskassetten flir Sense-Transkripte unter Kontrolle eines einzigen
Promotors hergestellt. Mehrere transgene Soja-Linien zeigten Olsaure-Gehalte iiber 85 % und SFA-
Gehalte unter 6 %, wobei die beste Transformante 91 % Olsaure und 2 % Palmitinsaure aufwies
(Abb. 1.3).

Im Unterschied zur traditionellen Mutationsziichtung erlauben die gentechnischen Methoden eine
gerichtete, sequenzspezifische Hemmung und durch Wahl geeigneter Promotoren eine
samenspezifische Suppression von Genkopien ohne Beintrachtigung der Genexpression in anderen
Geweben. Vergleichende Untersuchungen zu Cosuppressions-, Antisense- und Hairpin-Konstrukten
zeigen, dass letztere mit hoherer Effizienz Silencing in transgenen Pflanzen auslosen kénnen, wobei
die Variabilitat in der Auspragung der Phanotypen bei allen Methoden dhnlich zu sein scheint. Der

zugrunde liegende Mechanismus PTGS wird im folgenden Kapitel néher erléutert.

1.5 PTGS in Pflanzen

Bei den ersten Versuchen, Fremdgene in transgenen Pflanzen zu exprimieren, wurde das Phanomen
des Gene-Silencings als unvorhersehbarer und unerwiinschter Nebeneffekt betrachtet. Inzwischen ist
bekannt, dass es sich um die Folge der zufallig ausgeldsten Mechanismen handelt, die die Pflanzen zur
Abwehr von Viren und zur Kontrolle von transponierbaren Elementen entwickelt haben. Diese
Prozesse gehdren zu einer Gruppe von Silencing-Systemen, die sequenzspezifisch durch RNA
ausgelost  werden. RNA-Silencing wurde fir verschiedene Organismen  beschrieben:
posttranscriptional gene silencing (PTGS) in Pflanzen, quelling in Pilzen und RNA interference
(RNAI) in Tieren. Obwohl diese Prozesse mechanistisch verwandt sind, zeigt jedes System
Besonderheiten und Variationen. Inzwischen werden RNAI/PTGS zur gezielten Hemmung von
Genexpression genutzt. Da hierbei nicht immer eine vollstandige Suppression erfolgt, spricht man im

Unterschied zum ,,Knock-out* eher von einem ,,Knock-down*.
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Die gezielte Hemmung der Aktivitdt von Enzymen in Pflanzen erfolgte traditionell durch die
Transformation mit Antisense-Konstrukten. Dabei wurde zuerst vermutet, dass die Antisense-RNA
mit der Ziel-mRNA hybridisiert und deren Translation unterbindet. Zundchst unerklérlich war
deswegen die Beobachtung, dass eine Sense-mRNA, die homolog zu einem endogenen Gen ist, dessen
Aktivitdt hemmen konnte. Beschrieben wurde dieses gelegentlich auftretende Ph&nomen der
Cosuppression fiir transgene Petunien, in denen das eingefiihrte Gen der Chalkon-Synthase, die fur die
Biosynthese von Anthocyanen erforderlich ist, eine variierende oder fehlende Pigmentierung ausloste
(Napoli et al., 1990). Uberraschend war auRerdem, dass Pflanzen, die mit einem Virus-Transgen zur
Ubertragung eines Protein-vermittelten Schutzmechanismus transformiert wurden, eine Virus-
Resistenz entwickelten, obwohl das Protein nicht synthetisiert wurde (Lindbo et al., 1992). Die nahere
Analyse der cosupprimierten bzw. Virus-resistenten Pflanzen ergab, dass die Transgen-DNA in hohem
MaRe transkribiert wurde, wéhrend die Gehalte der mRNAs im Cytoplasma sehr niedrig waren.
Daraus wurde geschlossen, dass die transgene mRNA als fremd erkannt wird und sowohl den eigenen
Abbau als auch den von komplementérer endogener mRNA induziert. Aberrante RNA-Molekile, die
z.B. durch Anderung der Chromatin-Struktur und/oder Methylierung des Transgens entstehen,
scheinen eine ausldsende Funktion zu haben. Als letztendlich entscheidendes Molekul fir die
Induktion des Mechanismus wird aber Doppelstrang-RNA (dsRNA) angesehen, die normalerweise in
einer Pflanzenzelle nicht vorkommt. Die zentrale Rolle von Duplex-bildender RNA wurde durch
Transgene mit Inverted-Repeat(IR)-Sequenzen demonstriert. Die gebildeten selbst-komplementaren
dsRNAs, auch als Hairpin-RNAs (hpRNAS) bezeichnet, erwiesen sich als hocheffizient in der
Ausldsung von Gene-Silencing und Virus-Resisenz (Waterhouse et al., 1998; Smith et al., 2000).

Von entscheidener Bedeutung war die Entdeckung von zur Ziel-mRNA homologen 21-25 nt RNAs in
Pflanzen, die Cosuppression, Antisense-Suppression, VIGS (virus-induced gene-silencing) oder Virus-
Resistenz zeigen (Hamilton und Baulcombe, 1999). Damit wurde bestétigt, dass die verschiedenen
Formen von Silencing auf posttranskriptioneller Ebene wirken und somit dem PTGS (post-
transcriptional gene silencing) zuzuordnen sind.

Durch Screening von Arabidopsis-Mutanten, die eine Beeintrdchtigung in PTGS zeigen, konnten
einige Gene isoliert werden, die PTGS in Pflanzen kontrollieren. Sie codieren flr eine putative RNA-
abhangige RNA-Polymerase (RARP) SDE1/SGS2 (Mourrain et al., 2000; Dalmay et al., 2000), das
coiled-coil-Protein SGS3 mit unbekannter Funktion (Mourrain et al., 2000), das PAZ- und Piwi-
Doménen-enthaltende Protein AGOL (Fagard et al., 2000; Cerultti et al., 2000) bzw. die RNA-Helikase
SDE3 (Dalmay et al., 2001). In C. elegans, Neurospora und Chlamydomonas sind jeweils verwandte
Proteine an RNAI beteiligt. Die einzige Ausnahme bildet SGS3, dessen Funktion wahrscheinlich
Pflanzen-spezifisch ist.

Auch Anderungen auf DNA-Ebene sind an PTGS beteiligt. So zeigen die Arabidopsis-Mutanten ddm1
und metl eine Beeintrachtigung in der Auslésung bzw. der Erhaltung der Suppression eines exogenen

35S-GUS-Transgens (Morel et al., 2000). Die entsprechenden Gene kodieren fiir den Chromatin-
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Umordnungs-Faktor DDM1 (Jeddeloh et al., 1999) bzw. die DNA-Methyltransferase MET1
(Finnegan et al., 1996).

Die Proteine SDE1/SGS2, SGS3, SDE3 und AGOL1 sind nach Analysen der Arabidopsis-Mutanten
nicht fur IR- und Virus-induziertes RNA-Silencing erforderlich (Vance und Vaucheret, 2001).
Ausgehend von diesen und anderen Untersuchungen und in Anlehnung an Erkenntnisse aus
genetischen und biochemischen Untersuchungen zu RNAI in C. elegans und Drosophila und quelling
in Neurospora wird derzeit ein verzweigtes Modell fiir PTGS in Pflanzen vorgeschlagen (Abb. 1.4).
Es beschreibt die Prozesse der Abwehr gegen Viren, Sense- und Antisense-Transgene in getrennten
Seitenwegen mit einem gemeinsamen, durch dsRNA ausgeldsten zentralen Mechanismus.

Beim Phanomen der Cosuppression in transgenen Pflanzen wird vermutlich ausgehend von Sense-
DNA zunachst aberrante RNA (abRNA) synthetisiert, wahrscheinlich aufgrund von Anderung der
Chromatin-Struktur vermittelt durch DDML1. Diese aberranten Transkripte kdnnen als Substrate fur die
putative RARP SDE1/SGS2 dienen, die in Kombination mit den Proteinen SGS3, SDE3 und AGO1
langere dsRNA-Molekiile synthetisiert. Ob auch Antisense-RNA von diesen Enzymen als aberrant
erkannt wird oder direkt mit der Ziel-mRNA dsRNA bildet, ist noch ungeklart. Direkten Zugang zum
zentralen Silencing-Mechanismus erhalten dagegen zum einen virale dsRNAs, die durch eine virale
RARP synthetisiert wurden, und zum anderen IR-Transgene und transponierbare Elemente, deren
komplementdre RNA-Bereiche je nach Struktur Hairpin-RNAs mit oder ohne Schleife bilden.

Die Modellvorstellung zum zentralen Mechanismus des RNA-Silencings entstand nach der
Entdeckung der Proteine Dicer (Bernstein et al., 2001) und RISC (RNA induced silencing complex)
(Hammond et al., 2000) in Drosophila. Obwohl in Pflanzen bislang weder Dicer- noch RISC-Proteine
identifiziert sind, wird auch hier aufgrund der nachgewiesenen 21-25 nt RNAs (Hamilton und
Baulcombe, 1999) dieser Mechanismus vermutet. Dicer gehort zu einer Klasse von RNaselll-
Enzymen mit zwei katalytischen Doménen und zusétzlichen Helikase- und PAZ-Motiven. Es arbeitet
als Dimer und schneidet dsRNA endolytisch in Intervallen von ca. 22 Nukleotiden, wodurch die sog.
siRNAs (small interfering RNAs) entstehen. Die siRNAs sind Doppelstrang-Komplexe mit
3‘-Uberhangen von 2 Nukleotiden und 5‘-Phosphatgruppen. Diese Konfiguration ist funktional
erforderlich flr die anschlieBende Inkorporation in den Multikomponenten-Komplex RISC, der
ssRNase-Aktivitat besitzt (Elbashir et al., 2001; Nykanen et al., 2001). RISC muss von der latenten
Form durch ATP zur aktiven Form aktiviert werden, in der die siRNAs entwunden sind (Nykanen
et al., 2001). Durch den Antisense-Strang der siRNA erhalt der Komplex seine Spezifitat und findet
seine Ziel-mRNA, die schliellich abgebaut wird (Hammond et al., 2000). Fir RISC wird auBerdem
bei der Amplifikation des Silencing-Signals eine vermittelnde Funktion angenommen, indem siRNAs
einer RARP als Primer zur Synthese von dsRNA bereitgestellt werden (Hannon, 2002). Als weitere
Funktionen von RISC werden Beteiligung an Translations-Inhibierung und auch Chromatin-

Umordnungen diskutiert (Hannon, 2002).
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In Pflanzen wird PTGS lokal ausgeldst, kann dann aber systemisch verbreitet und stabilisiert werden.
Die Existenz eines mobilen, sequenzspezifischen Signals wurde durch Pfropfungs-Experimente
bestatigt, bei denen Silencing mit 100 % Effizienz ubertragen wurde (Palauqui et al., 1997). Die
Verbreitung erfolgt zum einen von Zelle zu Zelle durch Plasmodesmata, zum anderen Uber l&ngere
Distanzen durch das GefaRsystem. Neben den Signalen zur systemischen Verbreitung existieren
Signale, die als Ausléser von Transgen-Methylierung fur die Erhaltung von PTGS sorgen. Die
Identitat der Signale — bei denen es sich um das gleiche Molekil handeln kdnnte — ist derzeit noch
nicht geklart, allerdings wird davon ausgegangen, dass es sich um RNA handelt. Gegen eine
Beteiligung der siRNAs sprechen Untersuchungen mit dem viralen Supressor HC-Pro, der in Pflanzen
mit GUS-Silencing die Akkumulation von siRNAs verhindert, nicht aber Transgen-Methylierung oder
systemische Verbreitung (Mallory et al., 2001). Vielmehr kommt dsRNA als Signalmolekdl in
Betracht, zumal gezeigt werden konnte, dass dsRNA zur Auslésung von de novo-Methylierung
genomischer DNA befahigt ist (Wassenegger et al., 1994). Als weitere Kandidaten fur das mobile
Signal werden aberrante RNAs oder auch “getaggte” RNAs in Form von mobilen mRNA/Protein-
Komplexen diskutiert (Mlotshwa et al., 2002).

1.6 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Ein wichtiges Ziel unter den Bestrebungen, die Qualitdt von Raps6len durch Veranderung des
Fettsauremusters zu verbessern, ist die Entwicklung von Raps-Linien mit hohem Ols4uregehalt im
Samen. Sowohl im Nahrungsmittelbereich als auch in der technischen Verarbeitung besteht ein Bedarf
fur HO-Rapsol, das aufgrund der niedrigen SFA- und PUFA-Gehalte eine verbesserte Haltbarkeit und
vorteilhafte nutritive Eigenschaften bietet.

Zur Akkumulation von Olséure in den TAGs der Samen kommt es, wenn die Desaturierung der 18:1-
Reste zu 18:2 und 18:3 durch Defekte der beteiligten Desaturasen verhindert wird. Dies kann durch
Mutagenese oder gentechnologische Eingriffe induziert werden. Wahrend die durch Mutations-
Ziichtung selektierten HO-Formen von Raps zumeist agronomische Nachteile aufweisen, die auf
Beeintrachtigung der Membranlipid-Biosynthese in vegetativem Gewebe zuriickgefuhrt werden,
ermdglichen gentechnologische Methoden bei Kenntnis der molekularen Grundlagen gezieltere
Eingriffe. Ein weiterer VVorteil gegeniiber der Mutations-Zlchtung ist die Moglichkeit zur Optimierung
des Olsauregehalts, z.B. durch simultane Hemmung mehrerer Enzyme.

Fur eine Erhohung des Olsauregehalts in den TAGs durch einen gentechnischen Ansatz kommt in
erster Linie die Hemmung der Enzyme in Betracht, die direkt oder indirekt die Desaturierung von 18:1
bewirken und dadurch im Samendl die MUFA-Anteile erniedrigen und die PUFA-Anteile erhdhen.
Die im ER lokalisierte Oleatdesaturase FAD2 ist verantwortlich fir mehr als 90 % der PUFA-
Synthese in reifenden Samen von Olpflanzen wie Raps, Soja oder Sonnenblume (Okuley et al., 1994).

Sie ist somit das wichtigste Zielenzym. Durch Hemmung der FAD2 mittels Mutation, Cosuppression
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oder Antisense-Technik konnten bereits HO-Formen von Raps und anderen Olsaaten entwickelt
werden, deren Samen allerdings Restgehalte an PUFAs enthalten. Nach Untersuchung von HO-
Formen von Arabidopsis, die durch Mutation bzw. Antisense hergestellt wurden, wurde vermutet, dass
die Aktivitdt der plastidaren Oleatdesturase FAD6 in Zusammenhang mit einem Lipidaustausch
zwischen Plastid und ER fir die PUFA-Restgehalte verantwortlich ist (Stoutjesdijk et al., 2002). Aus
diesem Grund scheint eine Hemmung der FADG6 geeignet fiir eine weitere Optimierung des
Olsauregehalts. Zwei weitere Enzyme, deren Hemmung eine Erhéhung des Olsauregehalts bewirken
kénnten, sind die CPT und die LPCAT. Durch eine geringere Aktivitit der CPT, die DAG in PC
tberfuhrt, wiirden die Oleoylreste der Desaturierung entzogen werden, da PC das wichtigste Substrat
der FAD2 darstellt. Eine Hemmung der LPCAT, die 18:2 und 18:3 in PC gegen 18:1 austauscht,
kénnte eine Anreicherung des Acyl-CoA-Pools mit PUFAs verhindern.

Bei einer Hemmung der genannten Enzyme durch gentechnische Methoden ist zu berlcksichtigen,
dass sie nicht nur in der TAG-Synthese, sondern auch in der Synthese von Membranlipiden involviert
sind. An fad2- und fad6-Mutanten von Arabidopsis wird deutlich, welche Auswirkungen der
komplette Verlust der Enzymaktivitat auf Wachstum und Entwicklung der Pflanzen haben kann. Zur
Vermeidung von agronomischen Nachteilen sollte eine Hemmung der Enzyme demnach nur
gewebespezifisch in reifenden Samen erfolgen. Zum einen wird daher die Wahl geeigneter
Promotoren fur die Konstrukt-Herstellung erforderlich. Zum anderen wére zu prifen, ob von dem zu
hemmenden Enzym Isoformen existieren, die ausschlie3lich in den Samen aktiv sind. In diesem Fall
konnte durch sequenzspezifische Suppression einzelner Genkopien eine Beeintrachtigung des
vegetativen Gewebes vermieden werden. Eine Untersuchung zur Zahl an funktionalen Kopien und
deren Expressionsmuster sollte in dieser Arbeit fur die mikrosomale Oleatdesaturase FAD2
vorgenommen werden, da dieses Enzym den grofiten Anteil an der Oleatdesaturierung hat. Durch
RFLP-Kartierung wurde ermittelt, dass im Rapsgenom vier Genkopien der FAD2 existieren, je zwei
auf dem A- bzw. C-Genom (Scheffler et al., 1997). Bislang ist nicht bekannt, welche der Kopien
funktional sind und ob sie gewebespezifisch exprimiert werden.

Die Entwicklung transgener HO-Rapspflanzen erfolgte in dieser Arbeit zunéchst durch gezielte
Hemmung von funktionalen Genkopien der FAD2, in einem weiteren Ansatz sollte zur Optimierung
des Olséduregehalts zusétzlich die plastidiare Oleatdesaturase FADG6 inhibiert werden. Unerwiinschte
Nebeneffekte bei der Steigerung der Olsauregehalte sollten durch Einsatz samenspezifischer
Promotoren vermieden werden. Da im Vorfeld nicht eingeschatzt werden konnte, welcher Promotor
im Wirt Raps PTGS auslosen kann und zusétzlich in seinem Aktivitats-Zeitraum optimal zur
Expression der Zielenzyme passt, wurden zur Konstrukt-Herstellung vier verschiedene Promotoren
eingesetzt. Zur Verfugung standen der Promotor des Samenspeicherproteins Napin aus B. napus (Kridl
et al., 1991), der Promotor eines Samenspeicherproteins aus Vicia faba (LeB4; Baumlein et al., 1991),
der Promotor eines bisher unbekannten Samenspeicherproteins ebenfalls aus Vicia faba (USP; Fiedler

et al., 1993) sowie der Promotor eines lea-Gens aus Daucus carota (Dc3; Seffens et al., 1990).
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Fur die zichterische Bearbeitung von transgenen Raps-Pflanzen werden generell Linien gewinscht,
die nur eine Kopie des Transgens tragen. Da keine geeignete Methode fiir gesicherte Einzelkopie-
Insertionen existiert, ist die Produktion einer gréeren Anzahl an Primartransformanten erforderlich.
Dies ist auflerdem notwendig, da unter den Primdrtransformanten im allgemeinen eine breite
Variabilitat in der Auspragung des Phénotyps besteht und es zudem in den ndchsten Generationen zu
Verlusten durch Transgeninaktivierung kommen kann. Hairpin-Konstrukte mit Intron kdnnen in mehr
als 90 % der Transformanten gezielt eine phanotypische Veranderung hervorufen (Wesely et al.,
2001) und sind damit weitaus effizienter als herkdmmliche Antisense- oder Cosuppressions-
Konstrukte. Bei Verwendung von Hairpin-Konstrukten wird somit die Selektion von gewinschten
Transformanten und damit die Entwicklung von Linien mit einem stabilen Phanotyp erleichtert. Daher
wurde auch in dieser Arbeit die Hairpin-Technik zur Entwicklung von transgenen HO-Rapspflanzen

eingesetzt.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme, Gerate und Verbrauchsmaterial

Soweit nicht anders vermerkt, stammen alle Chemikalien in Analyse-Qualitat von den Firmen Biomol
(Hamburg), Fluka (Neu-UIm), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen).
Restriktionsendonukleasen, DNA-modifizierende Enzyme sowie DNA-L&ngenstandards und
Nukleotide wurden von den Firmen Life Technologies (Karlsruhe), Invitrogen (Groningen), MBI
Fermentas (Vilnius), New England Biolabs (Schwalbach), Roche (Mannheim), Sigma-ARK
(Darmstadt) und Stratagene (Heidelberg) bezogen.

In der folgenden Liste sind bei dieser Arbeit verwendete Geréte und Verbrauchsmaterialen aufgefuhrt.

Elektrophoresekammer Horizon 11.14 Gibco BRL

Elektroporator 2510
Gaschromatograph H6850 Series
Auto-Injektor 7683 Series

Eppendorf
Hewlett Packard
Hewlett Packard

Kapillarsaule ZB-Wax 52 (30 m x 320 pm x 0,5 pm) Phenomenex
Heizplatte/Magnetriihrer Ikamag®RCT IKA
Hybridisierungsofen OV2 Biometra
Membranen Hybond N+, N Amersham
Netzgerdt PS304 Life Technologies
pH-Meter 766 Calimatic Knick
Photometer 20 Genesis™ Spectronic
Roéntgenfilm Hyperfilm™-MP, 18 x 24 cm Amersham
Rotoren:

A6.9, A8.24, SW6E0, AS4.13 Kontron

A-6-24 Eppendorf
Sterilbank DLF/BSS4 Woerdau
Thermo-Cycler Primus MWG Biotech

UV-Crosslinker Hoefer® UVC 500
UV-Photometer GeneQuant 11

Hoefer Pharmacia Biotech Inc.
Pharmacia Biotech

UV-Transilluminator UVT-28M Herolab
Video-Printer 429 K Herolab
Vortex-Schiittler Reax 2000 Heidolph
Wasserheizb4der Thermomix® MM B.Braun
Zentrifugen:
Zentrifuge 5810 R Eppendorf
Zentrifuge Centrikon 324 Kontron
Zentrifuge Mikro 22 Hettich
Tischzentrifuge Mikro 20 Hettich



2. Material und Methoden 26

2.2 Biologisches Material

2.2.1 Escherichia coli-Stamme

XL1-Blue MRF* Kan (Stratagene, Heidelberg)
A(mcrA) 183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173, endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl,
lac[F’proAB, lacl“Z4AM15, Tn5 (kan")]

SOLR™ (Hay und Short, 1992)
el4 (mcrA), A(merCB-hsdSMR-mrr) 171, shcC, recB, recl, umuC::Tn5(kan"), uvrC, lac, gyrA96,
relA1, thi-1, endA1, A%, [F’proAB, lacl®ZAM15] Su” (nonsupressing)

2.2.2 Agrobacterium tumefaciens-Stamme

C58C1 ATHV Rif
C58C1 ATHV RIif leitet sich ab von dem Stamm EHA 101 (Hood et al., 1986). Er tragt das Ti-

Helferplasmid pEHA101 ohne Kanamycin-Resistenz und besitzt eine chromosomale Rifampicin-

Resistenz.

GV3101:: pMP9ORK
Der Stamm GV3101::pMP90RK besitzt eine chromosomale Rifampicin-Resistenz und eine vom Ti-
Helferplasmid pMP90RK kodierte Gentamycin-Resistenz (Koncz und Schell, 1986).

2.2.3 Saccharomyces cerevisiae-Stamm

INVScl (Invitrogen)
Mat a, his3-Al, leu2, trp1-289, ura3-52

2.2.4 Pflanzenmaterial

Saatgut von Brassica napus wurde freundlicherweise von der Norddeutschen Pflanzenzucht in
Hohenlieth bereitgestellt. In dieser Arbeit wurde Pflanzenmaterial der Sommerrapssorte Drakkar, der
Winterrapssorten Ascari und Wotan und der Hochélsaure-Mutante 19661 verwendet. Die Mutante

stammt aus einem EMS-Mutagenese-Programm der Sorte Wotan (Riicker und Rébbelen, 1995).
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2.3 Vektoren

Vektor Selektionsmarker Referenz

puUC18 amp” Yanish-Perron et al., 1985
pBluescript Il SK- ampR Stratagene

pBluescript Il KS- ampR Stratagene

pRE1 smR, spR/kan® Weier et al., 1997

pYES2 amp®/URA3 Invitrogen

Der bindre Vektor pRE1 (s. Anhang), ein Derivat des Vektors pgsc1706a von de Block mit einem
chimédren Neomycin-Phosphotransferase-Gen als Selektionsmarker, wurde von Prof. Dr. R. Topfer,

Institut flr Rebenzlichtung, BAZ Siebeldingen, bereitgestellt.

2.4 Kultivierung von Bakterien und Hefen

2.4.1 Kultivierung von E. coli
Die Kultivierung von E. coli wurde nach Standardtechniken von Sambrook et al. (1989) durchgefhrt.

Luria-Bertani (LB)-Medium

1% (wiv) Trypton

0,5% (w/v)  Hefeextrakt

1% (wiv) NaCl

pH 7,5

flr LB-Festmedium Zugabe von 1,5 % (w/v) Agar

Fur eine Selektion wurden den Medien nach dem Autoklavieren die bendtigten Antibiotika zugesetzt.

Die Antibiotika-Stammldsungen wurden sterilfiltriert und bei —20 °C gelagert.

Antibiotikum Stammldsung Endkonzentration
Ampicillin (Amp) 100 mg/ml in Aqua dest. 100 pg/mi
Kanamycin (Kan) 50 mg/ml in Aqua dest. 25 pg/ml
Streptomycin (Sm) 200 mg/ml in Aqua dest. 20 pg/ml

Spectinomycin (Sp) 100 mg/ml in Aqua dest 50 pg/ml
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Die Bestimmung der Zelldichte von Bakterienkulturen erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge

von 600 nm. Dabei wurde bei einer ODggo von 1,0 ein Wert von 1-2 x 10° Zellen zugrunde gelegt.

Fur Dauerkulturen wurde eine exponentiell gewachsene Bakterienkultur mit sterilem Glycerin

(Endkonzentration 20 %, v/v) versetzt und bei —70 °C gelagert.

2.4.2 Kultivierung von A. tumefaciens

Die in dieser Arbeit verwendeten A. tumefaciens-Stdmme wurden nach der Methode von Walkerpeach

und Velten (1994) bei 28 °C kultiviert.

YEP-Medium

1% (wiv) Bacto-Hefeextrakt

1 % (w/v) Bacto-Pepton

0,5% (w/v)  NaCl

pH 7,2

flr YEP-Festmedium Zugabe von 1,5 % (w/v) Agar

Zur Selektion wurden folgende Antibiotika zugegeben:

Antibiotikum Stammlésung Endkonzentration fur

C58C1 ATHV GV3101::pMP90RK
Rifampicin (Rif) 20 mg/ml in DMSO 80 pg/ml 80 pg/ml
Gentamycin (Gent) 40 mg/ml in Aqua dest. - 40 pg/ml
Streptomycin (Sm) 200 mg/ml in Aqua dest. 200 pg/ml 200 pg/ml
Spectinomycin (Sp) 100 mg/ml in Aqua dest 100 pg/ml 100 pg/mi

Fur Dauerkulturen wurden exponentiell gewachsene Bakterienkulturen mit sterilem Glycerin in einer

Endkonzentration von 50 % (v/v) versetzt und bei —70 °C gelagert.
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2.4.3 Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte entweder in dem Vollmedium YPD oder in dem
Minimalmedium CMdum mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen (Ausubel et al., 1995). Letzteres
enthielt fir normales Wachstum auf Fest- oder in Flissigmedien 2 % (w/v) Glucose, in Expressions-
Versuchen mit dem Vektor pYES2 dagegen wurde 2 % (w/v) Raffinose eingesetzt, da Glucose den

Promotor reprimiert.

YPD-Medium
1% (wiv) Hefeextrakt
2 % (wiv) Bacto Pepton

Nach dem Autoklavieren wurde zugegeben:

2 % (wiv) Glucose
CMdum
1,155 g/l DP (s. unten)

Nach dem Autoklavieren wurden zugegeben:
0,67 % (w/v) YNB-AA (yeast nitrogen base without amino acid)

20 mg/I Histidin

60 mg/I Leucin

40 mg/l Tryptophan

1% (w/v) Tergitol NP-40

2 % (W/v) Glucose oder Raffinose

Fir Festmedien wurden vor dem Autoklavieren 2 % (w/v) Bacto-Agar und ein NaOH-Platzchen

zugegeben.

DP (,,dropout Powder)

Adenin (Hemisulfat) 254
L-Arginin (HCI) 129
L-Aspartat 6,09
L-Glutamat (Na-Salz) 6,09
L-Lysin (HCI) 18¢g
L-Methionin 1,29
L-Phenylalanin 309¢g
L-Serin 2259
L-Threonin 12,09
L-Tyrosin 1,89

L-Valin 909
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2.5 Transformation von Bakterien und Hefen

2.5.1 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock

Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der Methode von Hanahan (1983). Zu
transformierende E. coli-Stdmme wurden in 50 ml LB-Medium unter Antibiotikumselektion bei 37 °C
bis zu einer ODggo von 0,3 kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen 10-15 min auf Eis gekuhlt,
durch Zentrifugation bei 3.000 x g (15 min, 4 °C) sedimentiert und in 18 ml RF1-L&ésung
resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis erfolgte eine weitere Zentrifugation der Zellen unter
den gleichen Bedingungen und die Aufnahme des Sediments in 4 ml RF2-L6sung. Die Zellsuspension
wurde in 200 pl Aliguots auf sterile Eppendorfreaktionsgeféle verteilt, direkt zur Transformation
eingesetzt oder und in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —70°C gelagert.

Pro Transformationsansatz wurden 0,2 ml einer Suspension kompetenter Zellen mit 50-250 ng zu
transformierender DNA gut durchmischt und fur 30 min auf Eis gestellt. Zur Aufnahme der DNA
wurden die Zellen fir 45 sec auf 42 °C erwarmt, anschlieend auf Eis fiir 1-2 min abgekhlt. Nach
Zugabe von 0,8 ml LB-Medium erfolgte eine Inkubation bei 37 °C fir 60-90 min zur Auspragung der
Plasmid-kodierten Antibiotikaresistenz. Daraufhin wurden die Transformanten auf Selektivmedien
ausplattiert und zur Isolierung rekombinanter Klone tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle

wurde ein Ansatz ohne DNA-Zugabe mitgefuhrt.

RF1-L.6sung
100 mM RbCl

50 mM MnCl,
30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl, x 6 H,0

Die Einstellung des pH-Wertes auf 5,8 erfolgte mit konz. Essigsaure.

RF2-L6sung
10 mM RbCI

10 mM MOPS

75 mM CaCl, x 6 H,0O

15 % (v/v) Glycerin

Die Einstellung des pH-Wertes auf 5,8 erfolgte mit NaOH.
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2.5.2 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Eine 50 ml LB-Kultur mit geeignetem Antibiotikum wurde mit 1 ml einer Ubernachtkultur von E. coli
beimpft und bei 37 °C inkubiert. Die Zellernte erfolgte bei einer ODgg von 0,5 durch Zentrifugation
(20 min, 3.000 x g) bei 4 °C. Die Zellen wurden in eiskalter 10 % (v/v) Glycerollésung gewaschen
und nach erneuter Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen in 250 ml eiskalter 10 % (v/v)
Glycerollésung resuspendiert.

50 ul der kompetenten Zellen wurden mit 10 pg-25 ng DNA gemischt und in eine vorgekihlte 2 mm-
Elektroporationskiivette (Equibio) pipettiert. Die Elektroporation (Electroporator 2510, Eppendorf)
erfolgte bei 2,5 kV (Kapazitat 25 yF, 200 Q), danach wurden sofort 800 ul SOC Medium zugegeben.
Die Zellen wurden zur Regeneration fiir 45 min bei 37 °C inkubiert, anschlieend auf Selektivmedien
ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

SOC-Medium

2 % (wiv) Trypton

0,5% (w/v)  Hefeextrakt

0,05 % (w/v) NaCl

2,5mM KCI

Nach dem Autoklavieren wurden zugesetzt:
10 mM MgCly

10 mM MgSOy4
20 mM Glucose

2.5.3 Transformation von A. tumefaciens
(Anetal., 1988)

Zur Herstellung kompetenter Agrobakterium-Zellen wurden 2 ml YEP-Flissigmedium (s. 2.4.2) mit
geeigneten Antibiotika (80 pg/ml Rifampicin fiir den Stamm C58C1 ATHV, zuséatzlich 40 pg/ml fur
den Stamm GV3101::pMP90RK) mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 28 °C Uber Nacht im
Rollinkubator kultiviert. AnschlieBend wurde die Vorkultur in 40 ml YEP-Flissigmedium mit den
entsprechenden Antibiotika Uberfiihrt und dieses bei 28 °C unter Schiitteln bis zu einer ODggy VON
0,5-1,0 inkubiert. Die Zellen wurden bei 4 °C (10 min, 3.000 x g) sedimentiert, in 1 ml eiskaltem
20 mM CacCl,; resuspendiert und in 100 ul-Portionen auf 1,5 ml-Reaktionsgeféale verteilt.

Fir die Transformation wurden die kompetenten Zellen mit 10 pl Plasmid-Praparation (1 pug DNA)
versetzt, fir 15 sec in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei 37 °C (5 min) wieder

aufgetaut. Nach Zugabe von 1 ml YEP-Flussigmedium ohne Antibiotika wurde der Ansatz tiber Nacht
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bei 28 °C unter leichtem Schitteln inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Ausplattierung von 20 pl
bzw. 50 pl auf YEP-Selektionsplatten mit anschlieRender Inkubation bei 28 °C 24-48 h im Dunkeln.

2.5.4 Transformation von S. cerevisiae mittels Elektroporation
(pers. Mit. Dr. Robert Sclafani, Universitat Colorado)

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen von S. cerevisiae wurde eine 500 ml YPD-Flussigkultur
(mit 10 % Glycerol) mit einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 30 °C bis zu einer ODggo von 1,3-1,5
inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (5 min, 4.000 x g) bei 4 °C geerntet, in 1 Volumen
(500 ml) eiskaltem sterilen Aqua dest. gewaschen und erneut zentrifugiert. Anschlieend folgten
weitere Waschschritte mit 0,5 Volumen (250 ml) eiskaltem sterilem Aqua dest. und 0,04 Volumen
(20 ml) eiskalter 1 M Sorbitol/10% Glycerol-Losung. Nach der letzten Zentrifugation wurden die
Zellen in 0,5-1,0 ml 1 M Sorbitol/10% Glycerol-Lésung aufgenommen, in 65 pl-Portionen auf
Reaktionsgefale verteilt, direkt zur Elektroporation eingesetzt oder nach langsamem Einfrieren bei
—70°C gelagert.

Pro Ansatz wurde 0,5-3 pg salzfreie DNA in einem maximalen Gesamtvolumen von 5 pl mit den
elektrokompetenten Zellen vermischt und 5 min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation wurde dann in
einer eiskalten 2 mm-Elektroporationskivette bei 1500 V durchgeflhrt. Die Zellen wurden sofort mit
1 ml eiskalter 1 M Sorbitol/10% Glycerol Losung versetzt und 5 min auf Eis inkubiert. Anschlielend
konnten sie direkt durch Zentrifugation fiir 1 min bei 1.000 x g sedimentiert, in 100 pl eiskalter 1 M

Sorbitol/10% Glycerol-Losung resuspendiert und auf Selektivmedien ausplattiert werden.

2.6 Isolierung von Plasmid-DNA

2.6.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli
(nach Birnboim und Doly, 1979)

Plasmid-tragende E. coli-Stdamme wurden in 5 ml LB-Medium mit geeignetem Antibiotikum Uber
Nacht bei 37 °C kultiviert. Jeweils 1,5 ml der Ubernachtkultur wurden in Eppendorfreaktionsgefalen
2 min bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge Micro20, Hettich) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl
GTE-L6sung resuspendiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lyse der Zellen und
Denaturierung der DNA erfolgte durch Zugabe von 200 pl einer frisch angesetzten NaOH/SDS-
Losung. Das Aufklaren der Ldsung nach 5 min Inkubation auf Eis zeigte die vollstdndige Lyse der
Zellen an. Nach Zugabe von 150 pl Kaliumacetat-Lésung, Mischen mittels Whirlmix und 5 min

Inkubation auf Eis wurden durch Zentrifugation fiir 10 min bei 13.000 rpm Proteine sowie Zell-
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trimmer der chromosomalen DNA sedimentiert. Der Uberstand mit der renaturierten Plasmid-DNA
wurde in ein neues EppendorfreaktionsgefaR tberfuhrt und einer Ethanol-Prézipitation (s. 2.7.3)
unterzogen. Anschliefend wurde das getrocknete DNA-Pellet in 30-50 pl RNase-haltigem TE-Puffer
(0,01 % RNase) gelost. Die Lagerung der praparierten DNA erfolgte bei —20 °C.

GTE-L6sung
25 mM Tris/HCI, pH 8,0

10 mM EDTA
50 mM Glucose

NaOH/SDS-Ldsung
200 mM NaOH
1% (w/v) SDS

5 M Kaliumacetat-Ldsung

29,5 ml Eisessig
ad 100 ml  Aqua dest.
Mit KOH wurde der pH-Wert auf 4,8 eingestellt.

RNase-L dsung
150 mM NaCl, pH 5,0

1% (w/v) RNase A
(durch 15 min Inkubation bei 80 °C DNase frei)

TE-Puffer
10 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA
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2.6.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus A. tumefaciens
(Anetal., 1988)

2 ml YEP-Flussigmedium mit entsprechenden Antibiotika wurden mit einer Agrobakterium-
Einzelkolonie beimpft und als Vorkultur bei 28 °C fiir 7 h im Roller inkubiert. Nach Uberfiihrung in
10 ml YEP-Flussigmedium mit entsprechenden Antibiotika wurde die Hauptkultur Gber Nacht bei
28 °C kultiviert. Die gesamten 10 ml wurden 10 min bei 3.000 x g zentrifugiert, der Uberstand wurde
anschlielend sorgfaltig entfernt. Das Sediment wurde in 1,5 ml TE+Sarcosyl-Puffer aufgenommen,
5 min bei 13.000 x g zentrifugiert, das Pellet in 100 pl einer Lysozym/GTE-Ldsung
(5 mg/ml) resuspendiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 200 pl Losung 1l wurden
hinzugefugt, dann erfolgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 10 min. Nach Zugabe von 150 pl
einer eiskalten Kaliumacetatlésung und einer 20-mindtigen Inkubation auf Eis wurde fur 10 min bei
13.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir 10 min einer Behandlung mit RNAse unterzogen,
die anschliefend mit Hilfe einer zweimaligen Extraktion mit Phenol/Chloroform (1:1) bzw.
Chloroform inaktiviert und entfernt wurde. Die Fallung der Plasmid-DNA erfolgte mit 1 ml Ethanol
fir 30 min bei —20 °C und anschlieRender Zentrifugation fir 10 min bei 13.000 x g (4 °C). Nach
Waschen mit 180 ul Ethanol und Trocknen wurde das Pellet in 30-50 pl Aqua dest. aufgenommen.

Fir Restriktionsanalysen wurden 8 pl der DNA eingesetzt.

TE+Sarcosyl-Puffer

50 mM Tris/HCI, pH 8,0

20 mM EDTA, pH 8,0

0,05 % N-Laurylsarcosinnatriumsalz
GTE-LGsung

50 mM Glucose

50 mM Tris/HCI, pH 7,5

10 mM EDTA, pH 8,0

Losung 1l (NaOH/SDS in GTE)
200 mM NaOH
1% (wiv) SDS

Kaliumacetat-L §sung

35M Kaliumacetat
11,5% (v/v)  Eisessig

pH 4,8
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2.6.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae
(nach Ausubel et al., 1995)

Zur Plasmid-Isolierung aus Hefezellen wurden zundchst 2 ml YPG-Flussigmedium (s. 2.4.3) mit einer
Einzelkolonie angeimpft und bis zur stationdren Wachstumsphase kultiviert. AnschlieBend wurden die
Zellen in einem Reaktionsgefall durch Zentrifugation bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge Micro20,
Hettich) fir 1 min sedimentiert, in 200 ul TENS-Puffer resuspendiert, mit 0,3 g Glasperlen
(2 0,45 mm) versetzt und 1 min kréftig geschiittelt (Vortex-Schiittler). Nach Zugabe von 200 pl
Phenol/Chloroform wurde erneut fur 1 min geschuttelt und zur Phasentrennung zentrifugiert
(13.000 rpm, 2 min). Die Oberphase wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal tberfuhrt und
weiteren Extraktionsschritten mit Phenol/Chloroform bzw. Chloroform unterzogen. Die Plasmid-DNA
wurde gefallt (s. 2.7.3), in 20 pl Aqua dest. geldst und 2 pl fir die Retransformation von E. coli
eingesetzt. Nach der Isolierung aus E. coli-Zellen konnten die Plasmide durch Restriktions- und

Sequenz-Analyse uberprift werden.

TENS-Puffer

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

1% (viv) SDS

2% (vlv)  Triton X-100

2.7 Molekularbiologische Standardmethoden

2.7.1 Enzymatische Modifizierung von DNA

Zur Herstellung von rekombinanten Plasmiden wurden die Nukleinsauren durch enzymatische
Reaktionen modifiziert. Restriktionsendonukleolytische Spaltungen von DNA erfolgten mit
Restriktionsendonukleasen des Typs Il (New England Biolabs). Die Ligation von DNA-Fragmenten
wurde mit der T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) durchgefiihrt, wobei Vektorenden zur
Vermeidung von Selbstligation mit Hilfe der alkalischen Phosphatase aus Kélberdarm (New England
Biolabs) dephosphoryliert wurden. Die enzymatischen Reaktionen wurden, soweit im Text nicht

anders vermerkt, nach den Angaben des jeweiligen Herstellers durchgefihrt.
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2.7.2 Klonierung von PCR-Fragmenten

Zur Klonierung von PCR-Fragmenten wurden diese zunéchst gereinigt, und zwar entweder direkt nach
der PCR mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) oder aus dem Agarosegel mit dem
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).

Die gereinigten PCR-Produkte wurden anschlielend sticky end oder blunt end in geeignete Vektoren
Kloniert. Fir eine sticky end-Klonierung wurden die gereinigten PCR-Fragmente mit Restriktions-
enzymen geschnitten, deren Schnittstellen zusammen mit weiteren Nukleotiden zuvor Uber die Primer-
Sequenz angefuigt worden waren. Die Fragmente konnten dann in einen mit den gleichen Enzymen
restringierten Vektor kloniert werden. Blunt end-Klonierungen in Smal-restringierten pUC18 wurden
mit dem ,,SureClone™ Ligation Kit“ (Amersham Pharmacia Biotech) nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Die klonierten PCR-Produkte wurden durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung

Uberpruft.

2.7.3 Reinigung und Fallung von DNA

Die Reinigung einer DNA-L&sung von Proteinen erfolgte durch Phenol/Cloroform-Extraktion. Dazu
wurde die Nukleinsdurelésung zweimal mit 1 Volumen Phenol/Chloroform (1:1) versetzt, gemischt
und 10 min bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge Micro20, Hettich) zur Phasentrennung zentrifugiert. Um
Phenolreste aus der Oberphase zu entfernen, folgte anschlieBend eine Extraktion mit 1 Volumen
Chloroform.

Zur Féllung von DNA-L6sungen wurde eine Ethanol-Prézipitation durchgefiihrt. Die DNA wurde
durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen 96 %igem Ethanol fir
30 min bei —20 °C gefallt. Nach anschlieRender Zentrifugation fur 20 min bei 13.000 rpm wurde die
DNA mit 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in Aqua dest. aufgenommen.

Als Alternative zur Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanol-Féllung wurden DNA-L&sungen nach
enzymatischen Reaktionen mit Hilfe spezieller S&ulen laut Herstellerangaben (z.B. QlIAquick PCR
Purification Kit, Qiagen) gereinigt.

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen) nach Angaben des Herstellers.
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2.7.4 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsdureldsungen wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt. Fir
Nukleinsdure-Konzentrationen bestehen folgende Zusammenhéange (Sambrook et al., 1989):

DNA: 1 ODy0nm = 50 pg/ml

RNA: 1 OD2g nm = 40 pg/mi

Verunreinigungen der Nukleinsaurelésungen mit Proteinen wurden aus dem Verhéltnis
OD2g0 nm /ODagy nm abgeschéatzt. Dieser Quotient sollte bei DNA zwischen 1,8-1,9 und bei RNA

zwischen 1,9-2,1 liegen.

2.7.5 Grofenbestimmung von DNA-Fragmenten durch Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten erfolgte in Agarosegelen (Sambrook et al.,
1989). Die Konzentration der Gele richtete sich nach der Grole der erwarteten DNA-Molekiile, in der
Regel wurden 0,7-1,6 %ige (w/v) Agarosegele in TBE-Puffer verwendet. Die DNA-Proben wurden
mit 0,2 Volumen DNA-Probenpuffer versetzt und in einem Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel
(3 png/100 ml) bei 5-10 V/cm getrennt.

10 x TBE-Puffer

890 mM Tris
890 mM Borséure
20 mM EDTA, pH 8,3

DNA-Probenpuffer

250 mM EDTA, pH 8,0
10 % (w/v) Ficoll

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylolcyanol

Die Bestimmung der DNA-Fragmentlangen erfolgte tber einen Vergleich mit verschiedenen DNA-
Langenstandards, z.B. GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, Lambda DNA/BstElIl Marker oder
GeneRuler™ 1kp DNA Ladder (MBI Fermentas).
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2.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermdglicht die Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfe

einer thermostabilen DNA-Polymerase. In dieser Arbeit wurde die Ventg ®DNA-Polymerase (New

England Biolabs) oder die Tag DNA-Polymerase (Gibco BRL) verwendet.

Die Ventg ®DNA-Polymerase besitzt eine Korrekturlesefunktion aufgrund ihrer 3‘—5°-Exonuklease-

aktivitdt. Sie wurde deshalb fur PCR-Anwendungen eingesetzt, bei denen eine fehlerfreie DNA-
Sequenz der PCR-Produkte von Bedeutung war, wie die Isolierung von Genkopien und die
Herstellung von Konstrukten fiir die Transformation von Raps (s. 2.11.3). Die Tag DNA-Polymerase
fand aufgrund ihrer hohen Prozessivitat Anwendung bei der Uberpriifung selektierter transformierter
Pflanzen (s. 2.14) durch PCR.

Die Sequenzen der Primer (Life Technologies) sind im Anhang aufgefuhrt. Die Schmelztemperatur T,
(°C) der Oligonukleotide wurde nach Suggs et al. (1981) berechnet: Ty, (°C) = 4 (G+C) + 2 (A+T),
wobei im Falle von Primern mit angefugten Restriktionsschnittstellen nur der zur DNA-Template

komplementére Bereich berlcksichtigt wurde.

Eine Standard-PCR mit der Ventz ®DNA-Polymerase bzw. der Tag DNA-Polymerase wurde im

entsprechenden Puffer (ThermoPol Puffer bzw. PCR-Puffer, dieser mit Zusatz von 2,5 mM MgCl,)

wie folgt angesetzt:

PCR-Ansatz

10-100 ng Template-DNA
1x Puffer

0,2mM dNTPs

0,5 uM Primer 1

0,5 uM Primer 2

10 % Glycerin

1U DNA-Polymerase

ad 50 pl Agua dest.
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PCR-Temperaturprofil

1. Denaturierung:
2. Denaturierung:
3. Annealing:

4. Polymerisation:
5. Polymerisation:

6. Termination:

5min 94 °C

30sec 94 °C

30 sec Schmelztemperatur T, — 5 °C
60 sec/1000 bp 72 °C

10 min 72 °C

4°C

Die Schritte 2-4 wurden 30mal wiederholt.

Nach Beendigung des Amplifikationsvorgangs wurden die PCR-Produkte in einer Agarosegel-

Elektrophorese (iberpriift.

2.9 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Squenzierungen erfolgten nach dem Kettenabbruchverfahren von Sanger et al. (1977) in

einer automatisierten Abwandlung, bei der die Didesoxynukleotide mit vier verschiedenen

Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Die Sequenzreaktionen wurden mit dem ,,Big Dye™ Terminator

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit“ (PE Applied Biosystems) durchgefuhrt.

PCR-Ansatz

0,5-1 ug Template-DNA

3 ul BDT Ready Reaction Mix
7 ul half term Puffer

15 pmol Sequenzier-Primer

ad 20 pl H,O

PCR -Temperaturprofil

1. Denaturierung: 4 min 96 °C

2. Denaturierung: 30 sec 96 °C

3. Annealing: 15 sec 47-60 °C
4. Polymerisation: 4 min 60 °C

5. Termination: 4°C

Die Schritte 2-4 wurden 25mal wiederholt.

Nach Féllung und Trocknung der Ansdtze wurden anschlielend die Sequenzanalysen unter

Verwendung des ,,ABI Prism 377 DNA Sequencer* (PE Applied Biosystems) vorgenommen.
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2.10 Computer-gestitzte Sequenzauswertung

Die Sequenzdaten wurden am PC mit Hilfe folgender Programme ausgewertet:
Chromas 1.43 (http://trishul.sci.gu.edu.au/~conor/chromas.html)
ClustalX 1.81 (Thompson et al., 1997)

GeneDoc (Nicholas und Nicholas, 1997)
Clone Manager 4.1 (Scientific & Eductional Software)

Sequenzvergleiche im Internet erfolgten in der ,GenBank* des NCBI (National Center of
Biotechnology Information) Uber das Programm BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
Altschul et al., 1990).

Zur Analyse von Proteinen wurden folgende Programme genutzt:
TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/)
TMPRED (http://www.isrec.isb-sib.ch/cgi-bin/TMPRED_form_parser)

2.11 Herstellung von rekombinanten Plasmiden

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Klonierungstechniken erfolgten nach den Standardmethoden aus
Sambrook et al. (1989).

2.11.1 Klonierung von FAD2-Genkopien aus B. napus var. Ascari, Drakkar, Wotan

Zur Isolierung von Genkopien der mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2 aus B. napus wurde zunéchst
eine Lambda-cDNA-Bank aus B. napus var. Ascari (reifende Schoten, 20 daf) mit einer homologen
Sonde abgesucht (s. 2.18). Nach der in vivo-Excision konnten Plasmide isoliert werden, die ca. 1,5 kb
grolRe cDNA-Fragmente mit dem offenem Leserahmen von ca. 1,2 kb enthielten. Zwei Genkopien
FAD2-1 und FAD2-1l wurden identifiziert (s. 3.1), von denen Genkopie-spezifische Primer abgeleitet
werden konnten. Der Primer PAL16 bindet am 5‘-kodierenden Bereich in sense-Orientierung, wahrend
die Primer PA45 bzw. PA30 im 3*‘-untranslatierten Bereich von Genkopie | bzw. Il in antisense-
Orientierung binden. Mit Hilfe dieser Primer konnten durch PCR (s. 2.8) aus genomischer DNA
jeweils aus B. napus var. Drakkar, Wotan sowie aus der Hoch-Olsaure-Mutante Wotan 19661 beide
Genkopien der FAD2 amplifiziert werden. Die ca. 1,2 kb groRen PCR-Produkte wurden blunt end in
den Vektor pUC18 kloniert und durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung (s. 2.9) tberprift. Die

entstandenen rekombinanten Plasmide sind in Tab. 2.2 aufgefihrt.
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Tab. 2.2: Rekombinante Plasmide, die im Rahmen dieser Arbeit zur Klonierung von FAD2-
Genkopien aus B. napus hergestellt wurden.

Plasmid Vektoranteil relevantes DNA-Fragment

pPAl pBluescript I SK*  FAD2- | (cDNA) aus B. napus var. Ascari
pPA2 pBluescript Il SK°  FAD2-11 (¢cDNA) aus B. napus var. Ascari

pPA3 puUC18 FAD2- | aus B. napus var. Drakkar
pPA4 puUC18 FAD2-11 aus B. napus var. Drakkar
pPA5S puC18 FAD?2- | aus B. napus var. Wotan
pPAG puC18 FAD2-11 aus B. napus var. Wotan
pPA20 puC18 FAD?2- | aus B. napus Wotan 19661
pPA21 puC18 FAD2-11 aus B. napus Wotan 19661

2.11.2 Konstrukte zur heterologen Expression von FAD2-Genkopien in S. cerevisiae

Die heterologe Expression von FAD2-Genkopien aus B. napus in S. cerevisiae erfolgte mit Hilfe des
Expressionsvektors pYES2. Die offenen Leserahmen wurden durch PCR (s. 2.8) amplifiziert, wobei
jeweils durch die Primer am 5‘-Ende eine Kpnl-Schnittstelle angefiigt wurde, wahrend das 3‘-Ende
eine Xbal-Schnittstelle erhielt. Fur die Genkopien | bzw. Il wurden die Primerpaare PA55/PA56 bzw.
PAS55/PA57 eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden nach Reinigung (s. 2.7.2) mit den Enzymen Kpnl
und Xbal restringiert und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen Vektor pYES2 ligiert. Nach
Transformation von E. coli (s. 2.5.1) wurden positive Klone identifiziert und die rekombinanten
Plasmide (Tab. 2.3) durch Elektroporation in S. cerevisiae INVScl (s. 2.5.4) transferiert. Plasmid-

tragende Hefe-Klone wurden nach Uberpriifung fur Expressions-Experimente eingesetzt (s. 2.19).

Tab. 2.3: Rekombinante Plasmide, die im Rahmen dieser Arbeit zur heterologen Expression von
FAD2-Genkopien aus B. napus hergestellt wurden. Als Ausgangsvektor diente pYES2.

Plasmid relevantes DNA-Fragment
pYES2-FAD2-1 FAD2-1 aus B. napus var. Drakkar
pYES2-FAD2-II FAD2-I11 aus B. napus var. Drakkar
pPYES2-19661FAD2-I FAD2-I aus B. napus var. Wotan 19661

pPYES2-19661FAD2-II FAD2-11 aus B. napus var. Wotan 19661
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2.11.3 Konstrukte zur Transformation von B. napus

Zur Entwicklung transgener Rapspflanzen mit erhéhtem Olsauregehalt im Samen wurden Konstrukte
hergestellt, die samenspezifisch die Desaturierung der Olsaure unterbinden sollten. Die Hemmung der
Oleatdesaturasen und ancillarer Enzyme sollte durch PTGS (posttranscriptional gene silencing)
ausgehend von Doppelstrang-RNAs erfolgen. Hierzu wurden Teilsequenzen der Zielgene als Inverted-
Repeats (IRs) zu Hairpin(HP)-Kassetten kloniert, die in der Pflanze nach Transkription unter
Kontrolle eines samenspezifischen Promotors zur Ausbildung von Hairpin-RNAs fuihren sollten.
Zunéachst wurden rekombinante Plasmide hergestellt, die eine Promotor-Terminator-Kassette
enthalten, in die dann die IRs der Zielgene kloniert werden konnten. AnschlieBend wurde jeweils die
gesamte Kassette herausgeschnitten und in den binaren Vektor pRE1 ligiert.

Die Sequenzen der zur Konstruktherstellung verwendeten PCR-Primer sind im Anhang angegeben.

2.11.3.1 Klonierung von Sequenzen der Zielgene

Um Hairpin-Kassetten herstellen zu kdnnen, wurden zunéchst die Sequenzen der in Frage kommenden
Zielgene kloniert. Sie dienten im folgenden als Templates zur Amplifikation von Teilfragmenten.

Das Enzym mit dem gr6Bten Anteil an der Olsauredesaturierung ist die mikrosomale Oleatdesaturase
FAD?2, fur die zwei in Schoten exprimierte Genkopien FAD2-1 und FAD2-11 isoliert werden konnten
(s. 3.1). Aus verschiedenen Raps-Varietdten wurden beide FAD2-Sequenzen kloniert, die ent-
sprechenden rekombinanten Plasmide sind in Tab. 2.2 zusammengefasst.

Ein weiteres Zielgen ist FADG, das flr die plastidare Oleatdesaturase FADG6 kodiert. Ausgehend von
der verdffentlichten Sequenz Ac. Nr. L29214 wurden die fur den offenen Leserahmen spezifischen
Primer PA23 und PA24 abgeleitet. In einer PCR mit genomischer DNA von B. napus var. Drakkar als
Template wurden 2,1 kb-Fragmente amplifiziert, die blunt end in den Vektor pBluescript Il KS
kloniert und anschlieBend durch Sequenzierung als FAD6-Sequenzen mit 9 Introns identifiziert
wurden (pPA9, Tab. 2.4). In einer weiteren PCR diente als Template eine in Plasmidform Gberfiihrte
Lambda-cDNA-Bank von B. napus var. Ascari (reifende Schoten, 20 daf), die freundlicherweise von
Dr. M. Fulda zur Verfuigung gestellt wurde (Fulda et al., 1997). Hier konnten ca. 1,3 kb groRe FADG6-
cDNA-Fragmente amplifiziert werden, die ebenfalls blunt end in den Vektor pBluescript 1l KS

kloniert und anschlieRend durch Sequenzierung tberprift wurden (pPA7; Tab. 2.4).

Tab. 2.4: Rekombinante Plasmide, die im Rahmen dieser Arbeit zur Klonierung von FADG6-
Sequenzen aus B. napus hergestellt wurden. Als Ausgangsvektor wurde pBluescript 1l KS™ eingesetzt.

Plasmid relevantes DNA-Fragment
pPAT7 FADG (cDNA; 1,3 kb) aus B. napus var. Ascari
pPA9 FADG (genomisch; 2,1 kb) aus B. napus var. Drakkar
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2.11.3.2 Herstellung von Promotor/Terminator-Kassetten

Bei der Herstellung von Konstrukten fir die Raps-Transformation fanden verschiedene putativ
samenspezifische Promotoren Anwendung: der Dc3-, Napin-, USP- bzw. LeB4-Promotor. Diese
wurden zunéchst zur Erstellung von Promotor/Terminator-Kassetten jeweils zusammen mit dem Nos-
Terminator in einen Vektor kloniert. Dabei wurden die Promotor-Fragmente iber PCR-Primer mit
Restriktionsschnittstellen versehen, die die Klonierung sowie ein Herausschneiden der gesamten
Kassette ermdglichten, auflerdem entstand eine multiple cloning site zwischen Promotor und
Terminator. Die als Templates eingesetzten Plasmide und die verwendeten Primer sind in Tab. 2.5

aufgefihrt.

Tab. 2.5: Verwendete rekombinante Plasmide zur Herstellung von Promotor-Terminator-Kassetten.

Plasmid Referenz verwendetes Primerpaar fir PCR,
Fragment angeflgte Restr.-Schnittstellen

DC3QGUSOCS Jorasch, Dc3-Promotor PA49 (Notl, Sall)

pers. Mitteilung PA4 (Xmal, Xhol, Ndel, BamHI)
pUCNapl Jorasch, Napin-Promotor ~ PA31(Notl, Sall)

pers. Mitteilung PA32 (Xmal, Ncol, BamHI)
usP Drexler, USP-Promotor PA37 (Notl, Sall)

pers. Mitteilung PA33 (Xmal, Ndel, BamHI)
pRT103-42-14 Fiedler, 1996 LeB4-Promotor PA43 (Notl, Sall)

PA44 (Xmal, Ncol, BamHI)
SLJ4K1 Jones et al., 1992 Nos-Terminator

Die gereinigten PCR-Produkte der Promotoren wurden entweder direkt oder nach Klonierung in einen
Vektor mit den Enzymen Notl und BamHI restringiert und jeweils gleichzeitig mit dem 275 bp-
BamHI/Pstl-Fragment des Nos-Terminators aus dem Plasmid SLJ4K1 in den Notl/Pstl-geschnittenen
Vektor pBluescript 11 KS™ ligiert. Die entstandenen rekombinanten Plasmide pBDN, pBNN, pBUN
und pBLN sind in Tab. 2.6 aufgefihrt.

Tab. 2.6: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte rekombinante Plasmide mit Promotor/Terminator-
Kassetten (Vektoranteil pBluescript Il KS’). Die entsprechenden Plasmidkarten sind im Anhang
abgebildet.

Plasmid relevantes DNA-Fragment

pBDN Dc3-Promotor (222 bp) + MCS + Nos-Terminator (275 bp)
pPBNN Napin-Promotor (590 bp) + MCS + Nos-Terminator (275bp)
pBUN USP-Promotor (688 bp) + MCS + Nos-Terminator (275 bp)

pBLN LeB4-Promotor (1235 bp) + MCS + Nos-Terminator (275 bp)
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2.11.3.3 Herstellung von Promotor/Hairpin/Terminator-Kassetten

Die multiple cloning site der Plasmide pBDN, pBNN, pBUN und pBLN diente als Insertionsort fir
Hairpin-Kassetten. Insgesamt wurden 12 Promotor/Hairpin/Terminator-Kassetten im pBluescript 11
KS erstellt: drei verschiedene HP-Kassetten unter Kontrolle der vier unterschiedlichen Promotoren.
Zwei HP-Kassetten richten sich gegen die mikrosomale Oleatdesaturase FAD2. Die erste besteht aus
einem ca. 500 bp-Fragment des FAD2-Gens in sense-Orientierung und einem ca. 300 bp-Fragment in
antisense-Orientierung, wobei letzteres zum 5‘-Bereich der 500 bp-Sequenz komplementar ist. Diese
HP-Kassette mit einem Spacer (sHP) von ca. 200 bp fuhrt nach der Transkription zu einer Hairpin-
RNA (hpRNA) mit einer Schleife. Die zweite HP-Kassette setzt sich im Unterschied zur ersten aus
zwei ca. 300 bp-Fragmenten des FAD2-Gens in sense- bzw. antisense-Orientierung zusammen, die
durch ein 100 bp grofes Intron aus der genomischen Sequenz von FADG6 getrennt sind. Aus dieser
Kassette (iHP) resultiert nach Transkription und Spleien eine hpRNA mit sehr kurzer Schleife. Die
Herstellung der beiden HP-Kassetten und Klonierung hinter die vier verschiedenen Promotoren
erfolgte jeweils durch PCR-Amplifikation unter Anfligung geeigneter Restriktionsschnittstellen und
anschlielender Ligation mit drei bzw. vier Komponenten. Die einzelnen Schritte mit Angabe der
verwendeten Primer sind in Abb. 2.1 schematisch dargestelit.

Fir Doppelkonstrukte zur gleichzeitiggn Hemmung der mikrosomalen und der plastidéren
Oleatdesaturase wurde eine dritte HP-Kassette erstellt, die Fragmente des FAD2- und des FAD6-Gens
enthélt. Die Fragmente bilden jeweils eine HP-Sequenz mit Intron und sind durch eine ca. 280 bp
groRe, nicht-komplementére Sequenz aus FADG6 getrennt. Durch Transkription entsteht so eine
hpRNA, die an beiden Enden einen Doppelstrang ausbildet. Die Konstruktion dieses dritten Kassetten-
Typs erfolgte wie in Abb. 2.2 angegeben durch Herstellung einer fad6-iHP-Sequenz und Klonierung
vor den Nos-Terminator einer Promotor/fad2-iHP/Terminator-Kassette.

Die 12 Promotor/Hairpin/Terminator-Kassetten im pBluescript 11 KS™ wurden durch Restriktions-
analyse und Sequenzierung Uberprift. Da die IRs nur suboptimale Sequenzierergebnisse lieferten,
wurde die Plasmid-DNA mit dem Enzym Spel restringiert, so dass die aus dem Agarosegel gereinigten

Fragmente getrennt sequenziert werden konnten.
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Abb. 2.1: Herstellung von Promotor/Hairpin/Terminator-Kassetten fiir Konstrukte zur Hemmung der
mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2. Die Hairpin-Sequenzen enthalten Fragmente aus FAD2 als
Inverted-Repeats: A Hairpin mit Spacer (sHP), B Hairpin mit Intron (iHP). Als Templates dienten die
Plasmide pPA9 (FADG, genomischer Klon) und pPA2 (FAD2).
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Abb. 2.2: Herstellung von Promotor/Hairpin/Terminator-Kassetten fur Doppel-Konstrukte zur
simultanen Hemmung der Oleatdesaturasen FAD2 und FAD6. Fragmente aus FAD6 wurden als iHP
Kloniert und in fad2-iHP-Kassetten (s. Abb. 2.1) inseriert. Als Templates dienten die Plasmide pPA9

(FADS6, genomischer Klon) und pPA7 (FAD6, cDNA).
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2.11.3.4 Herstellung von Hairpin-Konstrukten

Nach Fertigstellung und Sequenzierung der zwolIf verschiedenen Promotor/HP/Terminator-Kassetten
wurden sie durch Restriktion mit Sall oder Sall/EcoRI aus den Plasmiden herausgeschnitten und
jeweils in die entsprechenden Schnittstellen des bindren Vektors pRE1 ligiert. Die entstandenen
Konstrukte wurden durch Elektroporation in E. coli (s. 2.5.2) transferiert. AnschlieRend wurden
positive Klone (Tab. 2.7) mit geeigneten Primern sequenziert und in A. tumefaciens (s. 2.5.3)

transferiert.

Tab. 2.7: Konstrukte mit Vektoranteil pREL, die im Rahmen dieser Arbeit zur Transformation von
Raps hergestellt wurden. Die Vektorkarte des pREL ist im Anhang abgebildet.

Plasmid Grolie Klonierungs- relevantes DNA-Fragment
(kb) stelle
Promotor/ Fragmente/ Orien-
Terminator Inverted-Repeat tierung
pRDfad2irA 11,74 Sall Dc3/Nos FAD2/Hairpin mit Spacer Pro-RB
pRNfad2irA 12,10 Sall Napin/Nos  FAD2/Hairpin mit Spacer Pro-RB
pRUfad2irA 12,19 Sall USP/Nos FAD2/Hairpin mit Spacer Ter-RB
pRLfad2irA 12,74 Sall LeB4/Nos  FAD2/Hairpin mit Spacer Ter-RB
pRDfad2irB 11,65 Sall Dc3/Nos FAD2/Hairpin mit Intron Ter-RB
pRNfad2irB 12,01 Sall Napin/Nos  FAD2/Hairpin mit Intron Ter-RB
pRUfad2irB 12,10 Sall USP/Nos FAD2/Hairpin mit Intron Ter-RB
pRLfad2irB 12,65 Sall, EcoRl LeB4/Nos FAD2/Hairpin mit Intron Pro-RB
pRDfad2fad6irB 12,28 Sall, EcoRlI Dc3/Nos FAD2/Hairpin mit Intron Pro-RB

FADG6/Hairpin mit Intron

pRNfad2fad6irB 12,77 Sall Napin/Nos  FAD2/Hairpin mit Intron Pro-RB
FADG6/Hairpin mit Intron

pRUfad2fad6irB 12,84 Sall, EcoRlI USP/Nos FAD2/Hairpin mit Intron Pro-RB
FADG6/Hairpin mit Intron

pRLfad2fad6irB 13,39 Sall, EcoRl LeB4/Nos FAD2/Hairpin mit Intron Pro-RB
FADG6/Hairpin mit Intron
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2.12 Transformation von B. napus

Die Transformation von B. napus wurde nach einem modifizierten Protokoll von de Block et al.
(1989) durch Kokultivierung von Hypokotylsegmenten mit A. tumefaciens durchgefihrt. Die in vitro-
Kultivierung der Segmente, Sprosse und Pflanzen erfolgte in einer Klimakammer bei 24 °C (Weiss
Technik, Typ TKR+12) und einem Licht/Dunkelwechsel von 15/9 Stunden.

Zur Gewinnung steriler Rapshypokotyle wurden die Samen zunéchst oberfldchensterilisiert, indem sie
5 min in 70 %igem Ethanol und 30 min in 0,8 %iger Natriumhypochlorit-Lésung (mit 0,1 % (v/v)
Tween 20) unter Schitteln inkubiert wurden. Anschliefend wurden die Samen dreimal mit sterilem
Agqua dest. gespiilt und zweimal 15 min mit sterilem Aqua dest. gewaschen, um die Hypochlorit-
I6sung vollstandig zu entfernen. Dann wurden je 50 Samen in 0,5 I-Weckglaser mit MS-Medium
ausgelegt, die nur von oben belichtet werden konnten. Zur Keimung wurden die Samen fiir 24 h bei
24 °C im Dunkeln und anschliefend 5 bis 6 Tage in einer Klimakammer kultiviert, bis die Hypokotyle
eine GrofRe von ca. 8-10 cm erreicht hatten.

Fur die Transformation wurden die Agrobakterien tiber Nacht bis zu einer ODggo Von 1-1,2 angezogen,
anschlielend bei 3000 x g sedimentiert, in MS-Medium resuspendiert und auf eine optische Dichte
von 0,4 bis 0,6 verdiinnt. Die Rapshypokotyle wurden in 0,5-0,7 cm grofle Segmente geschnitten,
wobei die basalen 1-2 cm verworfen wurden, und jeweils ca. 100 Segmente wurden fur mindestens
30 min in 20 ml Agrobakteriensuspension inkubiert. In Kontrollansatzen wurden Segmente mit MS-
Medium ohne Agrobakterien behandelt und im weiteren Verlauf auf Medien mit bzw. ohne
Selektionsdruck (Kanamycin fiir pRE1-Derivate) kultiviert. Je 30 Hypokotylexplantate wurden auf
Kokultivierungsplatten (& 9 cm) tberfuhrt und 2 bis 3 Tage bei geringer Beleuchtung inkubiert. Zur
Selektion bei gleichzeitiger Abtétung der Agrobakterien wurden die Segmente dreimal fiir 15 min in
Waschlésung gewaschen und mit einer Dichte von 15 Segmenten pro Platte (& 9 cm) auf
Selektionsmedium | ausgelegt. Alle 3 Wochen wurden die Explantate auf dem gleichen Medium
subkultiviert, bis sich nach ca. 3 bis 6 Wochen Kalli und kleine Sprossen an den Enden der Explantate
bildeten. Die Sprosse wurden unter Entfernung eines Grof3teils oder des gesamten Kallusgewebes in
0,5 I-Weckglaser auf Selektionsmedium Il umgesetzt. Nach dieser ersten Selektionsphase mit 25 mg/I
Kanamycin folgte die weitere Kultivierung der Sprosse auf Selektionsmedium Il mit erhéhter
Kanamycin-Konzentration (50 mg/l). Die Uberlebenden Sprosse wurden nach Erreichen einer GroRe
von 3-5 cm auf Wurzelinduktionsmedium dberfiihrt. Eine erste Uberpriifung der bewurzelten
Pflanzchen auf Transgenitat erfolgte durch Isolierung genomischer DNA aus Blattproben und
anschlieender PCR mit genspezifischen Primern (s. 2.14). Putativ transgene Pflanzen wurden auf
sterile Erde in 0,75 I-Weckgléser umgesetzt und 2 Wochen in der Klimakammer (Weiss Technik, Typ
LKK+2, 20 °C, 70-80 % Luftfeuchtigkeit, Tag/Nachtrhythmus 16/8 h, ca. 45-75 UE) kultiviert, wobei
die Deckel der Weckglaser wahrend der zweiten Woche langsam zurtickgeschoben wurden. Nach der

Uberfiihrung in Topfe konnten die Pflanzen im Gewéachshaus weiter kultiviert werden.
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Murashige & Skoog (MS)-Medium

4,4 g/l MS-Medium ,including modified vitamins“ (M 0245, Duchefa)
10 g/l Sucrose

pH 5,8 (NaOH)

Fir Festmedien wurde 7,5 g/l Plantagar (Duchefa) zugesetzt.

Kokultivationsmedium

4.4 g/l MS-Medium ,,including modified vitamins* (M 0245, Duchefa)
0,4 g/l myo-Inositol

15 g/l Sucrose

0,59/ MES

pH 5,8; 7,5 g/l Plantagar (Duchefa)

Waschlfsung
4,4 g/l MS-Medium ,,including modified vitamins“ (M 0245, Duchefa)

pH 5,7

Nach den Autoklavieren wurden 500 mg/l Carbenicillin und 50 mg/l Cefotaxime zugeben.

Selektionsmedium |

4,4 g/l MS-Medium ,including Gamborg B5 vitamins* (M 0231, Duchefa)
0,4 g/l myo-Inositol

0,59/ MES

20 g/l Sucrose

100 pl/ Glycin (20 mg/ml)

pH 5,8; 7,5 g/l Plantagar (Duchefa)

Nach den Autoklavieren wurden 0,5 mg/l BAP, 0,01 mg/l GA3, 400 mg/l Carbenicillin, 50 mg/Il
Cefotaxim, 20 mg/lI Kanamycin und 5 mg/l AgNO; zugeben.

Selektionsmedium 11

Zusammensetztung wie Selektionsmedium 1, nach den Autoklavieren wurden zusétzlich 500 ng/I
NAA zugeben.

Fir die erste Selektion wurde 25 mg/l Kanamycin eingesetzt, fir die zweite Selektion 50 mg/I.
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Wurzelinduktionsmedium

4,4 g/l MS-Medium ,including Gamborg B5 vitamins* (M 0231, Duchefa)
0,4 g/l myo-Inositol

0,59/ MES

15 g/l Sucrose

pH 6,0; 7,5 g/l Plantagar (Duchefa)

Nach den Autoklavieren wurden 400 mg/l Carbenicillin und 50 mg/l Kanamycin zugeben.

BAP (6-Benzylaminopurin) 2 mg/ml (Sigma)

100 mg in 1 ml 1M NaOH lésen, mit Aqua dest. auf 50 ml aufflllen, sterilfiltrieren

GAZ3 (Gibberellinsdure) 0,1 mg/ml (Sigma)

5 mg in 1 ml 50% Ethanol I6sen, mit Aqua dest. auf 50 ml auffllen, sterilfiltrieren

NAA (1-Naphthylessigsdure) 1 pg/ml (Duchefa)
10 mg in 1 ml 1M NaOH lésen, mit Aqua dest. auf 50 ml auffillen, 1: 200 vedinnen, sterilfiltrieren

AgNO; 5 ma/ml (Sigma) in Aqua dest., sterilfiltriert

Carbenicillin 250 mg/ml (Duchefa) in Aqua dest., sterilfiltriert

Cefotaxime 250 mg/ml (Duchefa) in Aqua dest., sterilfiltriert

Kanamycin 50 mg/ml (Sigma) in Aqua dest., sterilfiltriert

Antibiotika wurden bei —20 °C gelagert, Stammlésungen bei 4 °C.

2.13 Isolierung von Nukleinsauren aus B. napus

2.13.1 Isolierung von genomischer DNA aus B. napus
(modifiziert nach Chen und Dellaporta, 1994)

200-500 mg Blattmaterial von jungen Blattern wurden in flissigem Stickstoff gemérsert, in 2 ml
Extraktionspuffer aufgenommen und griindlich gemischt (Vortex). Die Proben wurden dann mit 2 ml
Phenol/Chloroform versetzt, wiederum gut gemischt und fir 10 min geschdttelt. Nach Zentrifugation
(15-20 min, 4 °C, 4.000 x g) wurde die Oberphase auf zwei 2 ml-Reaktionsgefalie verteilt, zur DNA-
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Féallung mit jeweils 1 ml Isopropanol versetzt und 30 min bei —20 °C gelagert. Anschliefend folgte
eine Zentrifugation fiir 15 min bei 14.000 x g (4 °C), der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
mit 80 % Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet getrocknet und in 250 pl
TE-Puffer unter kontinuierlichem Schitteln bei 65 °C wieder gel6st. Danach wurden die Proben
wieder vereinigt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 13.000 x g fur
10 min wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR gegeben und die DNA mit 0,1 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 1 Volumen Isopropanol erneut gefallt. Der anschlieBenden Zentrifugation
folgte zweimaliges Waschen mit 80 % Ethanol, Trocknen des Pellets und Ruckldsen in 50-150 pl
Agqua dest. bei 65 °C. Die Konzentration wurde photometrisch oder Gber die Signalintensitat der DNA-

Bande im Agarosegel im Vergleich zu definierten Plasmid-DNA-Mengen abgeschétzt (s. 2.7.4, 2.7.5).

Harnstoffextraktionspuffer

™ Harnstoff

300 mM NaCl

50 mM Tris/HCI, pH 8,0

20 mM EDTA

1% N-Laurylsarcosinnatriumsalz

2.13.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus pflanzlichem Gewebe

Fur alle Arbeiten mit RNA wurden RNase-freie Losungen und Gerédte verwendet. Wasser und
wassrige Losungen wurden, soweit zuldssig, mit 0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, tber
Nacht gerlhrt und dann zweimal 20 min autoklaviert. Glaswaren wurden 6 h bei 180 °C gebacken,
Kunststoffgegenstande 1 h in 3% H,O, und anschliefend mit DEPC-Wasser gespuilt.

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus pflanzlichem Gewebe erfolgte aus in flissigem Stickstoff
schockgefrorenem Material mit dem ,RNeasy Plant Mini Kit“ (Qiagen) nach den Angaben des
Herstellers. Dabei wurde zur Entfernung von DNA eine DNase-Behandlung mit dem ,,RNase-Free
DNase Set” (Qiagen) durchgefihrt.

2.14 PCR-Analyse von transformierten Pflanzen

Zur ersten Uberpriifung putativ transgener Pflanzen wurde eine PCR (s. 2.8) mit konstrukt-
spezifischen Primern durchgefiihrt. Als Polymerase wurde die Tag DNA-Polymerase eingesetzt. Als
Template diente genomische DNA, die aus Raps-Blattmaterial mit dem DNeasy Plant Mini Kit

(Qiagen) isoliert wurde. DNA aus untransformiertem Raps wurde flr die Negativ-Kontrolle
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verwendet, eine Plasmidpraparation des Konstrukts fiir die Positiv-Kontrolle. Die Uberpriifung jeder
Probe erfolgte mit zwei verschiedenen Primerpaaren: eins zum Nachweis des Selektionsmarkergens
NPTII (PA90/PA91) und eins zum Nachweis des Nos-Terminators (PA92/PA87) im eigentlichen

Transgen. Die PCR-Produkte wurden anschlieend durch Agarosegelelektrophorese iberprift.

2.15 RT-PCR

Die RT-PCR diente dem spezifischen Nachweis von Transkripten in Gesamt-RNA aus Blattgewebe
von B. napus. Zundchst wurde durch die Reverse Transkriptase (StrataScript™ RT, Stratagene) mit
Hilfe eines Oligod(T)-Primers die gesamte mRNA-Population in cDNA umgeschrieben. In der
anschlieenden PCR (s. 2.8) konnten mit spezifischen Primern die gewiinschten cDNA-Fragmente
amplifiziert werden. Zum Nachweis von Transkripten der Genkopien FAD2-1 bzw. FAD2-11 wurden
die Primerpaare PA16/PA45 bzw. PA16/PA30 eingesetzt.

Durch einen Kontroll-Ansatz ohne Reverse Transkriptase wurde Uberprift, ob in der RNA

Verunreinigungen mit genomischer DNA enthalten waren.

Ansatz fir RT-Reaktion

5-10 pg RNA

3ul Oligo d(T)-Primer (100 ng/ul)

ad 42 pl DEPC-H,0

Inkubation fir 5 min bei 65 °C, dann Lagerung fir 10 min bei Raumtemperatur
5ul 10x Puffer

2 ul dNTPs (25 mM)

1l StrataScript™ RT (50 U/ul)

Inkubation fiir 1 h bei 42 °C, dann fir 5 min bei 90 °C

2.16 Markierung von DNA mit DIG-dUTP

Die nicht-radioaktive Markierung von DNA-Sonden erfolgte mit dem ,,PCR DIG Probe Synthesis Kit*
(Roche). Sie beruht auf dem Einbau von Digoxigenin-11-UTP wahrend einer PCR.

Zur Vermeidung von Hintergrundsignalen, die auf Vektorsequenzen zurtickzufiihren sind, wurde die
gewdiinschte DNA zunéchst in einer ersten PCR (s. 2.8) mit unmarkierten dNTPs amplifiziert. Das aus

einem Agarosegel gereinigte Produkt diente dann als Template fir die DIG-Markierung.
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PCR-Ansatz

5ul 10 x PCR-Puffer mit MgCl,

2,5 ul 10 x PCR DIG Probe Synthesis Mix
2,5 pl 10 x dNTPs

50 pmol Primer |

50 pmol Primer Il

50 ng Template DNA

0,75 pl Enzym-Mix

ad 50 pl Agqua dest.

Die PCR erfolgte nach dem Standard-Temperaturprofil (s. 2.8). Die gewahlten Primerkombinationen,
Templates und Sondenléngen sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst. Die Sequenzen der

Primer sind im Anhang aufgefihrt.

Tab. 2.1: Digoxigenin-markierte Sonden flr Southern-Blot-Analyse bzw. Screening der cDNA-Bank.

DNA-Sonde Sondenlénge (bp) Primerpaar Template Referenz
nos 275 PA92/PA87 SLJ4K1 Jones et al., 1992
fad2 888 MR1/MR2 Fad2-1 Scheffler, pers. Mitteilung

2.17 Southern-Blot-Analysen

5-10 pg genomische DNA von B. napus wurden mit geeigneten Restrikionsenzymen fiir 3-4 h in
einem Volumen von 25 pl restringiert, mit Blaumarker versetzt und in einem 0,75 %igen Agarosegel
(11 x 14 cm) in TAE fir 8 h bei 40 V oder Uber Nacht bei 20 V getrennt. Nach der Elektrophorese
wurde das Gel zur Uberpriifung der Restriktion unter UV-Licht fotografiert.

Anschlielend erfolgte die Depurinierung, Denaturierung und Neutralisierung der DNA durch
Behandlung des Gels mit 250 mM HCI (8 min), Denaturierungslésung (2 x 15 min) und
Neutralisierungslosung (2 x 15 min), wobei das Gel in den Loésungen geschiittelt und zwischen den
einzelnen Schritten mit Aqua dest. gespult wurde. Die DNA wurde dann mittels Kapillar-Blot nach
Sambrook et al. (1989) auf eine Nylonmembran (Hybond N+, Amersham) transferiert, wobei
20 x SSC als Transferpuffer diente. Nach 16-18 h wurde die Blotapparatur abgebaut und die DNA
durch UV-Behandlung mit 0,12 Joule/cm? auf der Membran fixiert.

Fur die anschlieende Vorhybridisierung, Hybridisierung und Detektion der DNA wurde das ,,DIG
System fiir die Filter Hybridisierung* (Boehringer Mannheim) eingesetzt. Die Vorhybridisierung der
Membran erfolgte mit 25 ml DIG Easy Hyb bei 42 °C fiir mindestens 2 h im Hybridisierungsofen. Die
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Hybridisierung wurde dann in 5 ml DIG Easy Hyb mit ca. 25 ng/ml der Digoxigenin-markierten
Sonde (PCR s. 2.16) Uber Nacht bei 42 °C durchgefiihrt. Am néchsten Tag folgten zur Entfernung
nicht-hybridisierter Sonde mehrere Waschschritte, und zwar in 2 x Waschlésung (2 x 5 min) bei RT
und in 0,5 x Waschlésung (2 x 15 min) bei 68 °C.

Die Detektion erfolgte mittels eines Anti-Digoxigenin-Anikorpers, der mit alkalischer Phosphatase
konjugiert ist, welche das Chemolumineszenz-Substrat CSPD® dephosphoryliert und somit
Chemolumineszenz auslost. Die Membranen wurden zunéchst 1 min in Waschpuffer dquilibriert, dann
wurden unspezifische Bindungsstellen auf der Membran mit 200 ml 2 % Blockingldsung fur 60 min
bei RT blockiert. AnschlieRend wurde die Membran fiir 30 min in 200 ml Antikorperlésung bei RT
inkubiert. Dem schlossen sich zwei 15minitige Waschschritte in Waschpuffer bei RT an, bevor die
Membranen zur VVorbereitung der Lumineszenz-Reaktion in Detektionsldsung dquilibriert wurden. Fir
diese wurden die Membranen mit 2 ml CSPD® -Lésung versetzt und unter Ausschluss von Luftblasen
in Kunststofffolie eingeschweilt. Durch Inkubation der Membran fir 5 min bei RT im Dunkeln und
anschliefend fur 15 min bei 37 °C wurde die Reaktion ausgeldst, und durch Auflegen eines
Rontgenfilms (Hyperfilm™-MP, 18 x 24 cm, Amersham) konnten die Signale sichtbar gemacht
werden.

Um die Filter ein zweites Mal hybridisieren zu kénnen, wurde die gebundene Sonde mit 0,2 M
NaOH/0,1 % SDS von der Membran entfernt. Nach Aquilibrierung der Filter in 2 x SSC wurden diese
bei 4 °C gelagert oder sofort rehybridisiert.

TAE-Puffer

40 mM Tris-Acetat, pH 7,5
20 mM Natriumacetat

1 mM EDTA

Denaturierungs-L6sung
05M NaOH
15M NaCl

Neutralisierungs-Losung
05M Tris/HCI, pH 7,5

3M NaCl

20 x SSC

3M NaCl
0,3M Na-Citrat

pH 7,0
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2 X Waschldsung
2 x SSC mit 0,1 % (w/v) SDS

0,5 x Waschldsung
0,5 x SSC mit 0,1 % (w/v) SDS

Maleinséurepuffer
0,1M Maleinséure, pH 7,5 ( mit NaOH-Pl&tzchen)
0,15 M NaCl

Waschpuffer
Maleinsaurepuffer mit 0,3 % (v/v) Tween®20

2 % Blocking-L6sung:

2 % (wi/v) Blockierungsreagenz in Maleinséurepuffer

AntikOrper-Ldsung

20 pl Anti-Digoxigenin-AP (Fab-Fragmente mit alkalischer Phosphatase konjugiert; 750 U/ml) in
200 ml 2 % (w/v) Blockinglosung

Detektionsldsung
0,1M Tris/HCI, pH 9,5
0,1 M NaCl

CSPD®-L6sung
2 pl 25 mM Dinatrium-3-(4-Methoxyspiro{1,2-dioxetan-3,2-(5‘chloro)tricyclo[3.3.1*"]decan}-4-yl)
phenylphosphat in 2 ml Detektionslésung
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2.18 Screening einer cONA-Bank

Zur lIsolierung von Genkopien der mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2 aus B. napus wurde eine
cDNA-Bank aus reifenden Schoten (20 daf) von B. napus var. Ascari mit einer DIG-markierten,
homologen Sonde (s. 2.16) abgesucht. Die cDNA-Bank (Fulda et al., 1997) wurde freundlicherweise
von Dr. M. Fulda, Institut fir Allgemeine Botanik, Universitat Hamburg, zur Verfiigung gestellt. Fir
die Herstellung war das ,,ZAP-cDNA®Gigapack®Il Gold Cloning Kit“ (Stratagene) verwendet
worden. Bei diesem System wird die cDNA gerichtet in einen Lambda-Vektor kloniert und kann
spater durch eine in vivo- Excision einfach in Plasmidform Gberfthrt werden.

Das Screening der cDNA-Bank erfolgte durch Plaque-Hybridisierung auf Nylon-Membranen mit
DIG-markierten DNA-Sonden und anschlieRender colorimetrischer Detektion mit NBT/BCIP nach
dem ,,DIG System fiir Filter Hybridisierung“ (Boehringer Mannheim).

2.18.1 Praparation von Wirtszellen und Plattieren der cDNA-Bank

Zur Vorbereitung von E. coli-Zellen fiir die Infektion wurden zunédchst XL1-Blue MRF*‘-Zellen in
50 ml LB-Flissigmedium (angereichert mit 10 mM MgSO, und 0,2 % (w/v) Maltose) bei 37 °C bis zu
einer ODgy von 0,6-0,8 angezogen. Anschliefend wurden die Zellen durch Zentrifugation mit
1.500 x g flr 10 min bei 4 °C sedimentiert, das Pellet wurde in 10 mM MgSQO, resuspendiert und die
Zellsuspension auf eine ODggo Von 0,5 eingestellt. Die Zellen waren nun bereit zur Infektion, konnten
aber auch bis zu 48 h bei 4 °C gelagert werden.

Fur die Infektion wurden je 600 ul der Zellsuspension mit 10 pl Phagenlysat versetzt und 15 min bei
37 °C unter leichtem Schitteln inkubiert, um den Phagen Gelegenheit zu geben, an den Zellen zu
binden. AnschlieBend wurde der Ansatz in 6,5 ml auf 48 °C warmen Top-Agar gegeben, kurz
geschwenkt und dann sofort auf ebenfalls vorgewdrmte NZY-Platten (& 140 mm) verteilt. Nach
Erstarren des Top-Agars wurden die Platten mit der Unterseite nach oben bei 37 °C fir 8-12 h
bebritet, bis auf der Platte Plaques von 1-2 mm Durchmesser im Bakterienrasen zu sehen waren.

Da fir das erste Absuchen der cDNA-Bank pro Platte 50.000 Plaques ausplattiert werden sollten,
wurde zunédchst der Titer (in plaque-forming units pfu/pl) bestimmt. Hierfir wurde eine
Verdiinnungsreihe der cDNA-Bank (bis 1:10%) in SM-Puffer hergestellt und jeweils 10 ul fir die

Infektion eingesetzt. Nach Auszéhlen der Plaques konnte der Titer der Phagen berechnet werden.
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NZY-Medium

54/l NaCl

29/ MgSO, x 7 H,O

54/l Hefeextrakt

10 g/l NZ-Amin (Caseinhydrolysat)

pH 7,5 mit NaOH
Fir NZY-Festmedien wurde 15 g/l Difco Microagar zugegeben.

Top Agar
0,7 % (w/v) Agarose in NZY-Medium

SM-Puffer

5,8 g/l NaCl

29/l MgSO,x 7 H,0
50 mM Tris/HCI, pH 7,5

0,01 % (w/v) Gelatine

2.18.2 Plaque-Transfer auf Nylonmembranen, Plaque-Hybridisierung und Detektion

Fir das erste Screening der cDNA-Bank wurden insgesamt 500.000 Plaques auf 10 grofle NZY-
Platten ausplattiert. Der Plague-Transfer auf Nylon-Membranen (Hybond N, Amersham) erfolgte
durch luftblasenfreies Auflegen einer Membran auf die Top Agar-Oberflache der NZY-Platten fir
1 min, wobei Membran und Platte durch Einstiche einer Kanlle so markiert wurden, dass positive
Signale spéter den entsprechenden Plaques auf den Platten zugeordnet werden konnten. AnschlieRend
wurden die Filter mit der Abdruckseite nach oben zundchst 5 min mit Denaturierungslosung, dann
5 min mit Neutralisierungslésung und schlielich 15 min mit 2 x SSC behandelt, indem sie auf
Whatman 3M-Papier gelegt wurden, das mit den entsprechenden Losungen getrankt war. Nachdem die
Membranen getrocknet waren, wurde die DNA durch UV-Behandlung mit 0,12 Jlem? fixiert.

Die Vorhybridisierung erfolgte in DIG Easy Hyb (10 ml/groRRer Filter) im Wasserbad bei 42 °C fir
2 h. Fur die Hybridisierung wurde DIG Easy Hyb mit der denaturierten, DIG-markierten Sonde
versetzt (25 ng/ml) und zu den Filtern gegeben (5 ml /groRer Filter). Die Membran wurden dann ber
Nacht erneut bei 42 °C inkubiert. Am ndchsten Tag folgten mehrere Waschschritte (20 ml/Membran),
zunéchst fur 5 min in 2 x Waschlésung (2 x SSC mit 0,1 % SDS) bei RT, dann zweimal fir 15 min in
0,1 x Waschlésung (0,1 x SSC mit 0,1 % SDS) bei 69 °C. Die Filter wurden anschlieBend in 1 x
Maleinséurepuffer &quilibriert, danach zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen in 2 %

Blockingldsung Uberfuhrt (30 ml/groRem Filter) und 1 h bei RT inkubiert. Zur Herstellung der
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Antikorperlésung wurde das Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat 1:5000 in 1 % Blockinglésung verdiinnt
(far 10 grofe Membranen: 36 pl Antikdrper in 180 ml Blockingldsung). In dieser Lésung wurden die
Filter 30 min bei RT inkubiert, anschlieBend zweimal fir 15 min mit 1 x Maleinséurepuffer
gewaschen. Die Filter wurden dann nach Aquilibrierung in Detektionspuffer einzeln mit je 10 ml
Detektionslosung in Plastikfolie eingeschweisst und im Dunkeln bei RT inkubiert.

Die Detektionslosung enthalt BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat) als Substrat flr die
alkalische Phosphatase des Anti-Digoxigenin-AP-Konjugats, sowie NBT (Nitroblautetrazolium-
chlorid) als Elektronenakzeptor fiir das Dephosphorylierungsprodukt von BCIP. In Verbindung mit
gebundener DIG-markierter Sonde entsteht so in einer Farbreaktion ein blauer Niederschlag auf der
Membran. Nach Entwicklung der Signale wurden die Filter in Aqua dest. gewaschen, um die
Farbreaktion zu unterbrechen.

Die Signale auf den Membranen konnten dann anhand der Markierungen bestimmten Bereichen auf
der NZY-Platte zugeordnet werden. Die Plaques wurden mit einem Korkbohrer ausgestochen und in
1 ml SM-Puffer tber Nacht bei 4 °C eluiert. Das gewonnene Eluat wurde in SM-Puffer im Verhéltnis
1:10% und 1:10* verdiinnt und davon jeweils 10 pl fir ein zweites Screening zur erneuten Infektion der
vorbereiteten E. coli-Zellen eingesetzt. Jetzt wurden 250 pl Zellen und kleine NZY-Platten (& 82 mm)
eingesetzt und die Volumina der Lésungen entsprechend angepasst. Gegebenenfalls wurde eine drittes
Screening durchgefiihrt, bis definitiv ein einzelner, positiver Plague sauber ausgestochen werden
konnte. Ein solcher Plaque wurde in 500 pl SM-Puffer eluiert und das Eluat in der in vivo-Excision

eingesetzt.

Denaturierungs-L6sung
05M NaOH
15M NaCl

Neutralisierungs-Losung

1M Tris/HCI, pH 7,5
1,5M NaCl

2x3SC

0,3M NaCl

30 mM Natriumcitrat
pH 7,0

Maleinsaurepuffer
0,1M Maleinséure, pH 7,5 ( mit NaOH-Pl&tzchen)
0,15 M NaCl




2. Material und Methoden 59

2 % Blocking-L6sung:

2 % (wi/v) Blockierungsreagenz in Maleinséurepuffer

Detektionspuffer
100 mM Tris/HCI, pH 9,5
100 mM NaCl

Detektionsldsung

100 ml Detektionspuffer

450 pul NBT-Losung (75 mg/ml 70 % Dimethylformamid)
350 ul BCIP-Ldsung (50 mg/ml 100 % Dimethylformamid)

2.15.3 in vivo-Excision

Bei der in vivo-Excision wird aus dem Lambda-ZAP® II-Vektor mit Hilfe des Helferphagen
ExAssist™ ein Plasmid mit der inserierten cDNA (Vektoranteil pBluescript 11 SK") herausgeschnitten
und zirkularisiert, wodurch die gewiinschte DNA in leicht handhabbarer Form zur Verfiigung steht.
Entscheidend flr dieses System ist der Bereich, der die herauszuschneidende DNA flankiert; hier
handelt es sich um Sequenzen des Replikationsursprungs des Bakteriophagen f1, die fur die Initiation
bzw. die Termination der Positiv-Strang-Synthese erforderlich sind. ,,Helfer“-Proteine erkennen den
fl-Initiationsstart, schneiden einen DNA-Strang und synthetisieren den komplementéren Strang bis
zur Terminationssequenz. Auf diese Weise entsteht eine Einzelstrangkopie des pBluescript mitsamt
cDNA-Insert, die von weiteren Proteinen zirkularisiert, mit Proteinen verpackt und als fertiges
Phagemid aus der E. coli-Zelle sekretiert wird. Die Synthese des zweiten Strangs erfolgt im E. coli-
Stamm SOLR. Dieser ist resistent gegen eine Infektion durch den Lambda-Phagen und verhindert als
Nicht-Supressor-Stamm die Replikation des Helferphagen, dessen Genom eine amber-Mutation trégt.
Fir die in vivo-Excision wurden zunéchst Ubernachtkulturen der Escherichia coli-Stamme SOLR und
XL1 Blue MFR* bei 30 °C in LB-Medium angezogen. Diese Kulturen wurden am ndchsten Tag 1/100
verdunnt und bei 37 °C bis zu einer ODg von 0,2-0,5 angezogen. Die SOLR-Zellen wurden kurz auf
Eis abgekihlt und bei RT bis zu einer ODgyp von 0,5-1,0 weiter wachsen gelassen. Die XL1 Blue
MFR*-Zellen wurden bei 1500 x g sedimentiert, in 10 mM MgSO, resuspendiert und auf eine ODgq
von 1,0 eingestellt. In einem 15 ml Falcon-R6hrchen wurde mit diesen Zellen folgende Coinfektion
angesetzt:

200 pl XL1 Blue MRF* Zellen (ODgoonm = 1,0)

250 pl Phageneluat (1:50 in SM-Puffer verdunnt)

1 pl ExAssist™ Helferphage
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Dieser Ansatz wurde 15 min bei 37 °C inkubiert, dann 3 ml LB-Medium hinzugegeben und 2,5 h bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 15 min bei 2000 x g abzentrifugiert, und der die
Phagemide enthaltende Uberstand wurde fiir 15 min auf 70 °C erhitzt. Der Ansatz wurde dann mit
4.000 x g zentrifugiert und der Uberstand mit den Phagemiden in ein neues GefiR tiberfiihrt. So
praparierte Phagemide sind bei 4 °C fir 1-2 Monate haltbar.

Zur Gewinnung der Plasmide wurden anschlieend 200 pl der vorbereiteten SOLR-Zellen mit 10 pl
der Phagemide infiziert, 15 min bei 37 °C inkubiert und dann 1 bzw. 10 pl auf LB-Amp-Platten
ausplattiert. Nach Inkubation ber Nacht bei 37 °C konnten aus Einzelkolonien die Plasmide isoliert

und diese durch Restriktion und Sequenzierung analysiert werden.

2.19 Heterologe Expression in S. cerevisiae

Die Uberpriifung der Funktionalitat von Enzymen erfolgte durch Expression der heterologen Gene im
eukaryotischen System der Hefe. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Expressionsexperimente wurden
in dem S. cerevisiae-Stamm INVScl durchgeflihrt, dessen Uracil-Auxotrophie fiir die Selektion
transgener Zellen genutzt wurde.

Die Anzucht der transgenen Hefen, die den Vektor pYES2 bzw. verschiedene Expressionskonstrukte
(s. 2.11.2) enthalten, erfolgte in Minimalmedium CMdum mit 2 % Raffinose als Kohlenstoffquelle.
Als Vorkultur wurden jeweils 2 ml Minimalmedium mit einer Einzelkolonie der transgenen Hefeklone
angeimpft und Uber Nacht bei 30 °C Kkultiviert. Fur die Expressionskulturen wurden 10 ml
Minimalmedium mit den Vorkulturen auf eine ODggo Von 0,1 angeimpft und bei 30 °C und 180 rpm
solange kultiviert, bis sie eine ODgy von 0,5 erreicht hatten. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die
Induktion des GAL1-Promotors durch Zugabe von 1 ml 20 % (w/v) Galaktose. Nach ca. 24 h
Inkubation bei 30 °C und 180 rpm wurden die Kulturen bei einer ODggo Von 3,0-6,0 in ein Pyrrex-
Réhrchen Gberfiihrt und die Zellen durch Zentrifugation (1.000 x g, 5 min, 4 °C) geerntet. Nach
Dekantierung des Mediums wurde das Zellsediment zur Entfernung nicht inkorporierter Fettsauren in
2 ml 100 mM NaHCO; resuspendiert und erneut mit den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die so
erhaltenen, gereinigten Zellsedimente wurden anschlieRend direkt zur Derivatisierung der Fettsduren

fur die gaschromatographische Analyse eingesetzt (s. 2.20).



2. Material und Methoden 61

2.20 GLC-Analyse von Fettsauremethylestern (FAMES)

Zur Bestimmung der Fettsdurezusammensetzung in Rapssamen oder Hefezellen wurden durch saure
Methanolyse Fettsduremethylester hergestellt und einer GLC-Analyse unterzogen. Dazu wurden
entweder intakte Rapssamen (2 x 10 fiir Ramschanalysen), die dulReren Kotyledonenhalften von
gekeimten Rapssamen (fir Halbkornanalysen), 50 mg Blattmaterial oder gereinigte Hefe-Zell-
sedimente in einem Pyrrex-Glaschen mit 2-5 ml 1 N methanolischer Schwefelsdure und 2 % (v/v)
Dimethoxypropan fir 1 h bei 80 °C inkubiert. Die Extraktion der FAMEs erfolgte nach Abkulhlung der
Ansétze durch zweimalige Extraktion mit Petrolether (PE). Die oberen PE-Phasen wurden in einem
Spitzrohrchen vereinigt und zur Entfernung nichtderivatisierter freier Fettsauren je 1 x mit 2 ml
100 mM NaHCO; und 2 ml Aqua dest. gewaschen. AnschlieBend wurden die PE-Phasen mit Na,SO,
getrocknet, unter Argon eingedampft und in 50-100 pl PE aufgenommen. Zur GLC-Analyse wurden
1-5 pl in den Gaschromatographen injiziert. Die Identifikation der Signale erfolgte durch Vergleiche

der Retentionszeiten mit entsprechenden Fettsaurestandards (Sigma).

GC-Bedingungen:

Gaschromatograph: Hewlett-Packard 6850

Séaule: ZB-Wax, 30 m, 0.32 mm, 0.25 um film (Phenomenex, Torrance, CA)
Detektor: Flammenionisationsdetektor

Trégergas: Stickstoff 5.0

Software: HP ChemStation Rev. A 06.03.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war die Erhéhung des Olsiuregehalts in Rapssamen mittels
gentechnischer Methoden. Die Desaturierung der Olsédure sollte wahrend der TAG-Biosynthese durch
sequenzspezifische  Suppression  beteiligter ~ Oleatdesaturase-Gene, ausgeldst durch PTGS
(posttranscriptional gene silencing), unterbunden werden. Da das wichtigste Ziel-Enzym - die
mikrosomale Oleatdesaturase FAD2 - durch eine Multigen-Familie reprasentiert wird, wurden
zunéchst funktionale Genkopien isoliert und charakterisiert. Desweiteren erfolgte u. a. die Klonierung
von DNA-Sequenzen der plastidaren Oleatdesaturase FADG6, der eine mogliche kompensatorische
Funktion zugesprochen wird. Zur sequenzspezifischen Suppression wurden Hairpin-Konstrukte
hergestellt, die durch Einsatz putativ samenspezifischer Promotoren ausschlieBlich wéhrend der
Samenreifung aktiv sein sollten. Nach Agrobacterium tumefaciens-vermittelter Transformation von
Raps konnte durch Analysen der Samen die Funktionalitdt verschiedener Konstrukt-Varianten in

Bezug auf Steigerung des Olsaure-Gehalts ermittelt werden.

3.1 Isolierung von Genkopien der mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2 aus
B. napus

Die mikrosomale Oleatdesaturase FAD2 hat den grofiten Anteil an der Produktion von C18-PUFAs
bei der Synthese von Speicherlipiden. Aus Southern Blot-Analysen von 16 Raps-Varietaten und
3 Resyntheselinien wurde abgeschétzt, dass im haploiden Genom 4-6 Genkopien des FAD2-Gens
vorliegen (Scheffler et al., 1997). Durch RFLP-Mapping konnten fiir FAD2 vier Loci ermittelt und
vier verschiedenen Kopplungsgruppen zugeordnet werden, von denen zwei dem A-Genom (B. rapa)
und zwei dem C-Genom (B. oleracea) angehdren. Anscheinend liegen die Desaturase-Gene in
B. napus dupliziert vor, es ist allerdings nicht bekannt, welche der Kopien funktional sind und ob sie
samenspezifisch oder konstitutiv exprimiert werden. Da diese Informationen fiir ein effektives FAD2-
Silencing von Bedeutung sind, wurden funktionale, an der Speicherlipid-Biosynthese beteiligte FAD2-
Genkopien aus B. napus isoliert und charakterisiert.

Eine cDNA-Bank aus reifenden Schoten (Fulda et al., 1997) von B. napus var. Ascari wurde mit
einem FAD2-Fragment aus B. napus als DIG-markierte homologe Sonde abgesucht (s. 2.18). Die
Hybridisierung von 5 x 10° Plaques ergab ca. 150 positive Klone, von denen 20 nach in vivo-Excision
sequenziert wurden. Zwei verschiedene Genkopien, die in etwa gleichen Anteilen vorlagen, konnten
identifiziert werden. Sequenzvergleiche der offenen Leserahmen mit bekannten FAD2-Sequenzen aus
der Datenbank wiesen eine 99 bzw. 96 %ige ldentitdt zu einem FAD2-Gen aus B. napus
(Ac. Nr. AF243045) auf. Abb. 3.1 zeigt zwei cDNA-Klone als Vertreter der Genkopien, die mit
FAD2-1 und FAD2-I1 bezeichnet werden. Wéhrend die beiden Kopien im 1155 bp grofRen offenen
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Leserahmen zu 97 % identisch sind, bestehen in den untranslatierten Bereichen — insbesondere im 3*-
UTR - deutliche Abweichungen in der DNA-Sequenz. Diese wurden genutzt, um Genkopie-
spezifische PCR-Primer abzuleiten. Mit einem 5*-Primer, der am 5°-ORF bindet (PA 16), und jeweils
einem im 3‘-UTR bindenden Primer (PA45, PA30) kdnnen so durch PCR beide FAD2-Genkopien

getrennt amplifiziert werden.

GGCACGAGAGATAGAGAGAGAGAGAAAGAGAGGAGACAGAGAGAGAGTTTGAGGAGGAGCTTCTTCGTAGGGTTCATCGTTATTAACGTT

———————————————————————————— GGCACGAGG . - - o e T i e i et e e e mmaaaaaaan
PA16 >
AAATCTTCATCCCCCCCTACGTCAGCCAGCTCAAGAAACATGGGTGCAGGTGGAAGAATGCAAGTGTCTCCTCCCTCCAAAAAGTCTGAA

TTCTGGTACAACAATAAGTTATGAAG-———————————mmm—mm e CAAAGAAGAAACTG-—--- AACCTTTCTCTT-—--- CTATGATT
........................ G.ATATGATGATGGTGAAAGAA. .. ... ... T.T..TCACG............GCTGT..C..G.C
< PA30

TGTTGGAAGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA - = - — e
...G...CACGTTAGTGTCTAAAATGTCTCTGTGTCTGTATTGTTCTTCTCATCTGTGACTTTCGGACAACTAAACTCTTGTTCTCGAAC

TACCTCAATGTGGCATTAATGAAAGTGTTATTGTTGATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 3.1: Vergleich von cDNA-Sequenzen der Genkopien FAD2-I und FAD2-11 aus B. napus
var. Ascari. Start- und Stop-Codon des ORF sind grau unterlegt. Mit FAD2-1 identische
Nukleotide sind als Punkte dargestellt. Die Pfeile markieren die Bindungsstellen der Primer
PA16, PA45 und PA30, die eine Genkopie-spezifische Amplifikation ermdglichen.
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Mit Hilfe der Genkopie-spezifischen Primer-Paare PA16/PA45 und PA16/PA30 wurden im folgenden
die genomischen FAD2-1- und FAD2-11-Sequenzen aus B. napus var. Drakkar isoliert und Kkloniert.
Die Sequenz-Vergleiche mit den cDNA-KIlonen zeigten, dass im offenen Leserahmen keine Introns
vorliegen. Die genomische Sequenz der Kopie FAD2-11 aus Drakkar ist zu 100 % identisch mit der
cDNA FAD2-I1 aus Ascari, wahrend die Sequenz der Genkopie | aus Drakkar eine einzige Nukleotid-
Abweichung in der Sequenz im Vergleich zur entsprechenden Kopie aus Ascari aufweist. Dieser
Unterschied (C statt T an Position 987 des ORF) wirkt sich auf Proteinebene nicht aus.

Um zu Uberprifen, ob die isolierten Genkopien dem B. rapa(A)- oder dem B. oleracea(C)-Genom
zuzuordnen sind, wurden die DNA-Sequenzen mit den entsprechenden FAD2-Sequenzen aus der
Datenbank verglichen (Tab. 3.1). Die Kopie FAD2-1 zeigt 99 % ldentitat zu einer FAD2-Sequenz aus
B. rapa, aber nur 95 % zu einer partiellen FAD2-Sequenz aus B. oleracea. Fir die Kopie FAD2-11
dagegen wird die hochste Identitat zur FAD2-Sequenz aus B. oleracea festgestellt. Nach diesen
Hinweisen kann vermutet werden, dass die isolierten Genkopien FAD2-1 und FAD2-I1 homdologe

Gene darstellen, die von den Vorfahren B. rapa bzw. B. oleracea abstammen.

Tab. 3.1: Ubereinstimmung der DNA-Sequenz von aus B. napus var. Drakkar isolierten FAD2-
Genkopien zu verdffentlichten FAD2-Sequenzen aus B. rapa, B. oleracea und B. napus. Der
Sequenzvergleich wurde mit dem BLAST-Programm durchgefihrt.

FAD2-Genkopie Identitat (%0)

AJ459107 (B. rapa) AF181726 (B. oleracea) ®  AF243045 (B. napus)

FAD2-1 99 95 96

FAD2-11 97 99 99

% partielle Sequenz 619 bp

Die aus den FAD2-Genkopien abgeleiteten Aminosduresequenzen weisen eine Ldnge von 384
Aminoséuren auf und unterscheiden sich nur an drei Positionen (Abb. 3.2), sie zeigen somit eine
Identitdt von 99 %. Bei Vergleichen mit FAD2-Sequenzen aus B. napus var. Westar (Kodali et al.,
2002) kann FAD2-1 dem ,Wildtyp-D* und FAD2-1I dem ,Wildtyp-F* mit jeweils 100 %iger

Ubereinstimmung zugeordnet werden.
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BnFAD2-1 MGAGGRMQVSPPSKKSETDN IKRVPCETPPFTVGELKKAIPPHCFKRSIPRSFSYLIWDI 60
BnFAD2-11 MGAGGRMQVSPPSKKSETDT IKRVPCETPPFTVGELKKAIPPHCFKRSIPRSFSYLIWDI

BnFAD2-1 1 1ASCFYYVATTYFPLLPHPLSYFAWPLYWACQGCVLTGVWV IAHECGHHAFSDYQWLDD 120
BnFAD2-11 1 1ASCFYYVATTYFPLLPHPLSYFAWPLYWACQGCVLTGVWVIAHECGHHAFSDYQWLDD

BnFAD2-1 TVGLIFHSFLLVPYFSWKYSHRRHHSNTGSLERDEVFVPKKKSD IKWYGKYLNNPLGRTV 180
BnFAD2-11 TVGLIFHSFLLVPYFSWKYSHRRHHSNTGSLERDEVFVPKKKSD IKWYGKYLNNPLGRTV

BnFAD2-1 MLTVQFTLGWPLYLAFNVSGRPYDGGFACHFHPNAP IYNDRERLQIY1SDAGILAVCYGL 240
BnFAD2-11 MLTVQFTLGWPLYLAFNVSGRPYDGGFACHFHPNAPIYNDRERLQIY 1SDAGILAVCYGL

BnFAD2-1 YRYAAVQGVASMVCFYGVPLLIVNGFLVLITYLQHTHPSLPHYDSSEWDWLRGALATVDR 300
BnFAD2-11 FRYAAAQGVASMVCFYGVPLLIVNGFLVLITYLQHTHPSLPHYDSSEWDWLRGALATVDR

BnFAD2-1 DYGILNKVFHNITDTHVAHHLFSTMPHYHAMEATKAITKPILGEYYQFDGTPVVKAMWREA 360
BnFAD2-11 DYGILNKVFHNITDTHVAHHLFSTMPHYHAMEATKAITKP ILGEYYQFDGTPVVKAMWREA

BnFAD2-1 KEC1YVEPDRQGEKKGVFWYNNKL 384
BnFAD2-11 KECIYVEPDRQGEKKGVFWYNNKL

Abb. 3.2: Vergleich der Aminoséure-Sequenzen von FAD2-I und FAD2-11 aus B. napus. Unterschiede
in der Sequenz sind grau unterlegt, die Rahmen markieren die drei Histidin-Boxen.

Aus H. annuus, G. max und G. hirsutum wurden jeweils mehrere cDNAs isoliert, die fiir mikrosomale
Oleatdesaturasen codieren (Martinez-Rivas et al., 2001; Heppard et al., 1996; Liu et al. 1999a,b).
Aufgrund der unterschiedlichen Expressionsmuster kann in jedem der Organismen zwischen
konstitutiv und samenspezifisch exprimierten FAD2-Genen unterschieden werden, wobei deutliche
Abweichungen in den Sequenzen bestehen. So weisen die Enzyme FAD2-1 und FAD2-2 aus G. max
eine Sequenz-ldentitat von 73 % auf, FAD2-1 aus H. annuus ist nur zu 67 bzw. 66 % identisch mit
FAD2-2 bzw. FAD2-3. Im Phylogramm mit allen bekannten Oleatdesaturasen treten die
samenspezifischen Enzyme von H. annuus, G. max und G. hirsutum interessanterweise in einem
getrennten Ast abseits der konstitutiven Enzyme auf (Abb. 3.3), was eine unabhéngige Entwicklung
in der Evolution vermuten lasst (Martinez-Rivas et al., 2001). Die Proteine FAD2-1 und FAD2-11 der
isolierten Genkopien aus B. napus werden innerhalb des Phylogramms in die Gruppe eingeordnet, in

der die konstitutiven Oleatdestaurasen vertreten sind.
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Abb. 3.3: Phylogramm, das aus einem Aminosdure-Sequenzvergleich von FAD2-Sequenzen
berechnet wurde. Samenspezifische Enzyme sind grau unterlegt. Accession-Nummern der Sequenzen:
Arabidopsis thaliana AtFAD2, AAA32782; Arachis hypogaea AhFAD2, AAB84262; Borago
officinalis BoFAD2, AAC31698; Brassica carinata BcFAD2, AAD19742; Brassica juncea BjFAD2,
CAAG62578; Brassica napus BnFAD2, AAF78778; BnFAD2-1, diese Arbeit; BnFAD2-II, diese
Arbeit; Brassica rapa BrFAD2, CAD30827; Corylus avellana CaFAD2, CAAO03835; Crepis
palaestina CpFAD2, CAA761157; Glycine max GmFAD2-1, AAB00859; GmFAD2-2, AAB00860;
Gossypium hirsutum GhFAD2-1, CAA65744; GhFAD2-2, CAA71199; Helianthus annuus HaFAD2-
1, AAL68981; HaFAD2-2, AAL68982; HaFAD2-3, AAL68983; Petroselinum crispum PcFAD2-1,
AABB80696; Sesamum indicum SiFAD2, AAF80560; Solanum commersonii ScCFAD2, CAA63432;
Vernonia galamensis VgFAD2-1, AAF04093; VgFAD2-2, AAF04094.
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3.2 Charakterisierung von Genkopien der mikrosomalen Oleatdesaturase
FAD2

3.2.1 Funktionale Expression von FAD2-Genkopien in S. cerevisiae

Zur Ermittlung der Funktionalitat der aus B. napus isolierten Genkopien FAD2-1 und FAD2-I1 erfolgte
eine heterologe Expression in S. cerevisiae. Die kodierenden Bereiche wurden in den Hefe-
Expressions-Vektor pYES2 stromabwarts des Galaktose-induzierbaren GALZ1-Promotors inseriert
(s. 2.11.2). Nach Transformation des Stammes INVScl (s. 2.5.4) mit den rekombinanten Plasmiden
bzw. dem Ausgangs-Vektor wurden die transgenen Zellen fur Expressionsversuche kultiviert, wobei
die Induktion des Promotors in der frithen logarithmischen Phase erfolgte (s. 2.19). Aus den geernteten
Zellen erfolgte die Analyse der Fettsdaure-Zusammensetzung durch Herstellung von FAMEs mit
anschielRender GLC-Analyse (s. 2.20). Das Fettsaure-Profil der Zellen mit dem Ausgangs-Vektor
pYES2 (Abb. 3.4 A) zeigt das typische Wildtyp-Muster mit gesattigten und einfach ungeséttigten
C16- und C18-Fettsduren (Kajiwara et al., 1996). Dagegen kommt es bei transgenen Zellen mit den
Genkopien FAD2-1 bzw. FAD2-11 zu einer Akkumulation von 16:2°9*? und 18:2*%'? (Abb. 3.4 B, C).
Die beiden Fettsaure-Profile weisen eine dhnliche Zusammensetzung mit 16:2°%'*-Gehalten von
ca. 13-14 % und 18:2°%**-Gehalten von ca. 23-24 % auf (Tab. 3.2). Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Genkopien FAD2-1 und FAD2-11 in S. cerevisiae funktional exprimiert werden und die endogenen
MUFA-Substrate 18:1*° und auch 16:1*° fiir eine A12-Desaturierung nutzen kénnen. Die FAD2-
Proteine werden anscheinend korrekt in die ER-Membran inkorporiert und kénnen mit dem Hefe-
eigenen Cytochrom-bs interagieren. Im heterologen Wirt S. cerevisiae betrégt der Substrat-Umsatz fiir
18:1 ca. 70 %. Im reifenden Rapssamen dagegen desaturiert die FAD2 unter Einfluss der Regulations-

mechanismen des natirlichen Wirts-Hintergrunds mit ca. 30 % weitaus weniger 18:1-Substrat.

Tab. 3.2: Fettsdure-Zusammensetzung transgener S. cerevisiae INVScl-Zellen, die den Vektor
pYES2 oder die Expressionskonstrukte pYES2-FAD2-1 bzw. pYES2-FAD2-I1 tragen. Die FAMES der
Gesamtlipide wurden Uber GLC analysiert.

Konstrukt Fettsdure-Zusammensetzung (%o)

16:0 16:1° 16:24%% 18:0 18:1%° 18:249%
pYES2 22,4 36,9 - 9,1 31,6 -
pYES2-FAD2-I 20,7 19,9 14,3 11,4 9,2 24,4

pPYES2-FAD2-II 21,1 21,5 13,2 10,6 10,5 23,1
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Abb. 3.4: Fettsdure-Profile von transgenen S. cerevisiae-Zellen mit
heterologer Expression von FAD2-Genkopien aus B. napus. Die
FAMEs der Gesamtlipide wurden (ber GLC analysiert. In Tab. 3.2
sind die entsprechenden Flachenprozente angegeben.

A Vektor-Kontrolle pYES2, B pYES2-FAD2-1, C pYES2-FAD2-II.
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3.2.2 Expression der FAD2-Genkopien in vegetativem Gewebe

Fur eine gentechnologische Hemmung der mikrosomalen Oleatdesaturasen zur Steigerung des
Olsauregehalts in Samen sind Kenntnisse tber die Expressionsmuster der zu supprimierenden Gene
von Bedeutung, da aus der Hemmung eines konstitutiv exprimierten Gens empfindliche agronomische
Nachteile resultieren konnten. Die FAD2-Gene der Pflanzen H. annuus, G. max und G. hirsutum
lassen sich jeweils aufgrund ihrer Expressionsmuster in samenspezifisch und konstitutiv exprimierte
Genkopien unterteilen. Durch gezielte Hemmung von ausschlieBlich im Samen exprimierten
Genkopien konnten erfolgreich HO-Formen von G. max (Kinney, 1996) und G. hirsutum (Liu et al.,
2002a) entwickelt werden, die keine Beeintrachtigung des vegetativen Wachstums zeigen.

Um zu Uberprifen, ob die aus einer cDNA-Bank aus reifenden Rapsschoten isolierten Genkopien
FAD2-1 und FAD2-11 auch in vegetativem Gewebe exprimiert werden, wurde Blattgewebe mittels RT-
PCR auf Anwesenheit der mRNAs untersucht. Aus Blattmaterial von B. napus wurde RNA isoliert
(s. 2.13.2) und mit Hilfe der Reversen Transkriptase cDNA synthetisiert (s. 2.15). Zur Vermeidung
von Kontaminationen mit genomischer DNA wurde wéhrend der RNA-Isolierung eine DNase-
Restriktion durchgefiihrt, auBerdem erfolgte zur Kontrolle eine RT-PCR ohne Reverse Transkriptase.
In der anschlieRenden PCR mit FAD2-1- und FAD2-11-spezifischen Primern konnten cDNAs beider
Genkopien amplifiziert werden (Abb. 3.5, Spuren 1 und 4), ihre Identitat wurde durch Sequenzierung
bestétigt.

Nach diesen Ergebnissen kann nicht davon ausgegangen werden, dass es sich bei den aus B. napus
isolierten Genkopien FAD2-1 und FAD2-11 um ausschlieBlich wéhrend der Samenreifung exprimierte
Gene handelt. Folglich fallt bei der gentechnologischen Suppression der Genkopien den Eigenschaften
der verwendeten Promotoren eine besondere Bedeutung zu, damit eine ausschlieflich samen-

spezifische Hemmung gewahrleistet ist und agronomische Nachteile vermieden werden.

1,2 kb —

Abb. 3.5: Amplifizierte Fragmente der Genkopien FAD2-I- und FAD2-II
durch RT-PCR. Die RNA wurde aus Blattmaterial von B. napus isoliert.
Spur 1. RT-PCR FAD2-l1; Spur 2: Negativ-Kontrolle ohne Reverse
Transkriptase; Spur 3: Plasmid-Kontrolle FAD2-1; Spur 4: RT-PCR
FAD2-11; Spur 5: Negativ-Kontrolle ohne Reverse Transkriptase; Spur 6:
Plasmid-Kontrolle FAD2-11.
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3.2.3 Charakterisierung einer HO-Mutante von B. napus var. Wotan

Die Sequenz-Informationen der beiden isolierten funktionalen FAD2-Genkopien aus B. napus wurden
genutzt, um eine HO-Mutante der Winterraps-Sorte Wotan zu charakterisieren. Die Mutante 19661
aus einem EMS-Mutagenese-Programm (Rucker und Rébbelen, 1995, 1997) wurde von A. Schierholt
(2000a) genetisch und molekular charakterisiert, indem u.a. die Genetik des HO-Merkmals untersucht
und molekulare Marker fiir die Lokalisierung auf der Karte des Rapsgenoms entwickelt wurden. Das
Fettsaure-Profil der Mutanten-Linie zeigte im Vergleich zur Ausgangsform Wotan im Samen eine
signifikante Erhéhung des Olséuregehalts von ca. 60 auf 77 % bei Reduzierung des Linolsauregehalts
von ca. 19 auf 8 % und des Linolenséuregehalts von ca. 10 auf 7 %. In Blattern und Wurzeln lagen im
Vergleich zu Wotan leicht erhdhte Olsauregehalte vor. Durch Spaltungsanalysen wurde fiir die
Mutante 19661 das Muster einer monogenen Vererbung ermittelt, der verantwortliche Locus erhielt
die Bezeichnung HOL1 (Schierholt et al., 2001). Nach Entwicklung von gekoppelten AFLP-Markern
konnte der HO1-Locus durch Kartierung in der Néhe einer Kopie des FAD2-Gens im Rapsgenom
lokalisiert werden (Schierholt et al., 2000b)

Aus genomischer DNA (s. 2.13.1) der Wotan-Mutante 19661 und des Wildtyps konnten mit Hilfe der
fur die Genkopien FAD2-1 und FAD2-I1 spezifischen Primer die offenen Leserahmen amplifiziert und
Kloniert werden. (s. 2.11.1). Die FAD2-1- und FAD2-11-Sequenzen des Wotan Wildtyps stimmen zu
100 % Uberein mit den entsprechenden Genkopien aus B. napus var. Ascari; im Vergleich zu B. napus
var. Drakkar besteht fur die Kopie I — wie schon fiir Ascari festgestellt — eine Abweichung in der
Nukleotid-Sequenz (s. 3.1). Auf Protein-Ebene sind FAD2-1 bzw. FAD2-11 bei den drei Varietdten
Wotan, Drakkar und Ascari absolut identisch. Die Sequenzvergleiche zwischen Wotan-Wildtyp der
Mutante 19661 zeigten, dass die FAD2-11-Sequenzen ubereinstimmen, wahrend in FAD2-1 der
Mutante eine Punktmutation identifiziert wurde (Abb. 3.6). An Position 598 liegt anstatt eines Guanins
ein Adenin vor, wodurch der Aminosaure-Austausch des Glycins an Position 200 gegen ein Arginin
resuliert. Desweiteren entsteht durch die Punktmutation eine zusétzliche Xhol-Restriktions-

schnittstelle.

600
Wotan FAD2-1 . . -GCCTTCAACGTCTCGGGGAGACCTTACGACGGCGGC. . .
A F NV S GRP Y D G G...

... A°N\F NV SR RUPY D G G...
Wotan19661 FAD2-1 .. .GCCTTCAACGTCTCGAGGAGACCTTACGACGGCGGC. ..
Xhol

Abb. 3.6: Ausschnitte aus den Nukleotid-Sequenzen der Genkopie FAD2-1 aus B. napus var. Wotan
und der HO-Mutante 19661 mit den abgeleiteten Aminosaure-Sequenzen. Die durch Sequenzvergleich
identifizierte Punktmutation und der resultierende Aminosaure-Austausch sind grau unterlegt, die
entstandene Xhol-Restriktionsschnittstelle ist unterstrichen.
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Um den Grad der Konservierung des ausgetauschten Glycin-Rests einschatzen zu kdnnen, wurde ein
Aminosaure-Sequenzvergleich von 23 FAD2-Proteinen und FAD2-1 der HO-Mutante mit dem
Programm ClustalX erstellt. Der in Abb. 3.7 dargestellte Ausschnitt zeigt, dass der betroffene Glycin-
Rest an Position 200 der FAD2-Sequenzen aus B. napus in allen bekannten FAD2-Proteinen hoch-

konserviert ist.

19661-1 s LGWPLYAENVSERIHYDEEFACHFIPNAP 1 YNDRER[EQ 1Y 1 SDAG 1 EAV(e A : 264
BjFAD2 : ENVSCR&Y[HIGFACHFEIPIAP | YINDRERHQ I ¥VSDAG | EAV(e A : 264
BcFAD2 : AENVSGRZYMSEEACH FIPNIAP 1 YRIDRER[EO 1 YVSDAG | EAV(e A : 264
BnFAD2 : LGWPLYLAFNVSGRPYDGGFACHFHPNAPIYNDRERLOIYISDAGILAVC A A : 264
BnFAD2-11 : LGWPLYL”FNVSGRPYDGGFACHFHPNAPIYNDRERLOIYISDAGILAVC A : 264
BnFAD2-1 : LGWPLYLAFNVSGRPYDGGFACHFHPNAPIYNDRERLOIYISDAGILAVC A : 264
BrFAD2 : LGWPLYL”FNVSGRPYDGGFACHFHPNAPIYNDRERLOIYISDAGILAVC A : 264
AtFAD2 : nFNVSGRPYDG—FACHFFPNAPIYNDRERLOIYLSDAGILAVC A A : 263
BoFAD2 s ENVSGRZYDIEREFACHF PSSP I YINDRER[EQ 1 Y| 1 SDAG I VAV - 263
GhFAD2-2 : ‘FNVHGRPYDR—FACHYDPYGPIFSDRERLOIYISDAGVLAV : 263
HaFAD2-2 : ENVSGRNYBEREFACHFEPINSP | YSINRERIQ | E 1 SDAG | EpgV(R A : 264
HaFAD2-3 : ENVSGRMYBEEFACHFEPINNIP | YSINRERENQ I E 1 SDAG | EgViZ A : 263
VgFAD2-1 : ENVSGRYYDEFACHFRPNEP | YSNRERRQ | F 1 SDAG I EAV(Z A : 264
VgFAD2-2 : ENVSGRNYBEREFACHFEPINSP | YSINRERIMQ | E 1 SDAG | EAVIZ A : 264
CpFAD2 : FNVSGRYYDR—FACHFDPNSPIYSNRERAOIFISDAGIﬁA A : 259
PcFAD2 : FNVSGRHYER—FACHYDPKSPIYSDRERAOIHVSDAGVLAVS A : 262
GmFAD2-2 : LGWPLYI/NENVSGR(HYDREIFACH YRIP{EP | YSBRER(EQ 1Y 1 SDAGV EAV] A - 263
AhFAD2 : LGWPLYZAENVSGR (&Y DEEIFEASH Y RIPAZAP | YSINRER(EE I YV SD A : 259
GmFAD2-1 IGWPMYL”FNVSGRPYDS—FASHYHPYAPIYSNRERLLIYVSD A : 267
CaFAD2 a!NVSGRPYDR—FACHYDPYGPIYSNRERCOIFVSDAGV TT) A A : 262
GhFAD2-1 LGWPMYL‘FNVSGRYYDR—LAEHYNPYGPIYSDRERLOVYISDTGI : 262
ScFAD2 : LGWPLYL‘FNVSGRPYDR—FACHYDPYGPIYNNRERLOIFISDAGVLEV : 263
SiFAD2 : ENVSGR&YNEFACHFEPEP | YNDRER[HQ I E 1 SDAG | FATN/®| Y R\YA © 263
HaFAD2-1 : ENVSGRHYBEEFACHY] PTSPMYNERKRYOIVMSDIGIVITSIILYRV‘ : 258

Abb. 3.7: Ausschnitt eines Aminoséure-Sequenzvergleichs von FAD2-Proteinen. Der Pfeil markiert
den Austausch G200R in FAD2-1 der HO-Mutante 19661. (Accession-Nummern s. Abb. 3.3)

Aufgrund des hohen Konservierungsgrads des Glycin200-Rests wére es vorstellbar, dass der
Austausch gegen das positiv geladene und grofiere Arginin Auswirkungen auf die Faltung und/oder
Funktion des Proteins FAD2-1 in der Mutante hat. Um die Funktionalitit des Enzyms zu berprifen,
wurde eine heterologe Expression der FAD2-Genkopien in S. cerevisiae durchgefihrt. Da die FAD2-
Sequenzen aus B. napus in der Hefe effektiv exprimiert werden (s. 3.2.1), ist dies eine geeignete
Methode fiur Struktur-Funktions-Analysen bei mutierten FAD2-Genen und deren Genprodukten. Die
offenen Leserahmen der Genkopien FAD2-1 bzw. FAD2-11 aus der Mutante 19661 wurden in den
Vektor pYES2 inseriert, anschlielend erfolgte die Transformation des Stamms INVScl mit den
Expressionskonstrukten bzw. dem Vektor. Die Expression wurde wie unter 3.2.1 beschrieben
durchgefuhrt und die FAMEs tiber GLC analysiert.
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Das Fettséure-Profil der transgenen Hefen mit
Kontroll-Vektor (Abb. 3.8 A) zeigt keine
Akkumulation von 16:2 und 18:2. Die FAD2-I
und FAD2-11-Sequenzen des Wildtyps und die
nicht-mutierte Genkopie FAD2-Il der Mutante
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19661 werden funktional exprimiert, so dass
16:2- bzw. 18:2-Gehalte von ca. 13-15 % bzw.
ca. 23-25 % resultieren (Abb. 3.8 B, C, E;
Tab. 3.8). In den Hefezellen mit der mutierten
Genkopie FAD2-1 wird kein 16:2 und lediglich
1,8 % 18:2 akkumuliert (Abb. 3.8 D). Der
18:1-Substrat-Umsatz betrdgt somit nur ca.
6 % im Vergleich zu ca. 70 % bei funktio-
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Abb. 3.8: Fettsdure-Profile von transgenen
S. cerevisiae-Zellen mit exprimierten Wildtyp-
und Mutanten-Genkopien von FAD2 aus
B. napus. Die FAMEs der Gesamtlipide wurden
tiber GLC analysiert. In Tab. 3.3 sind die
entsprechenden Flachenprozente angegeben.

A Vektor-Kontrolle pYES2, B pYES2-FAD2-I,
C pYES2-FAD2-1I, D pYES2-19661FAD2-I,
E pYES2-19661FAD2-II.
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Tab. 3.3: Fettsdure-Zusammensetzung transgener S. cerevisiae INVScl-Zellen, die den Vektor
PYES2 oder die Expressionskonstrukte pYES2-FAD2-1, pYES2-FAD2-I1, pYES2-19661FAD2-1 bzw.
pYES2-19661FAD2-11 tragen. Die FAMEs der Gesamtlipide wurden tiber GLC analysiert.

Konstrukt Fettsdure-Zusammensetzung (%b6)

16:0 16:1%°  16:249% 18:0 18:1%4°  18:24%%
pYES2 22,4 37,3 - 8,9 31,3 -
pYES2-FAD2-I 20,6 21,0 141 10,7 9,5 24,1
pYES2-FAD2-11 20,5 22,4 13,0 9,9 10,7 23,5
pYES2-19661FAD2-1 20,3 41,2 - 7,3 29,3 1,8
pYES2-19661FAD2-II 20,6 20,0 15,2 10,3 8,9 249

Um Hinweise zu erhalten, auf welche Weise der Austausch G200R den Aktivitatsverlust der
Desaturase FAD2-1 verursachen konnte, sollte die Position des konservierten Glycin-Rests innerhalb
des Membranproteins bestimmt werden. VVon der Aminosaure-Sequenz wurden nach der Methode von
Kyte und Doolittle (1982) ein Hydropathie-Plot abgeleitet und zusatzlich mit dem Programm
TMHMM mdgliche transmembrane Helices berechnet (Abb. 3.9). Im Hydropathie-Plot zeigen sich
zwei langere hydrophobe Bereich von je ca. 45-50 Aminoséduren sowie — dazwischenliegend — zwei
kiirzere hydrophobe Regionen, wahrend N- und C-Teminus im hydrophilen Bereich lokalisiert sind.
Modellvorstellungen zur Topologie der membrangebundenen Desaturasen gehen davon aus, dass die
fir den katalytischen Mechanismus essentiellen drei Histidin-Boxen zusammen mit dem N- und C-
Terminus des Proteins zur cytoplasmatischen Seite der ER-Membran lokalisiert sind. Das Programm
TMHMM berechnet fur die FAD2-1 vier transmembrane Helices, deren Orientierung eine Ausrichtung
der Histidin-Boxen zur cytoplasmatischen Seite erlauben. Das entsprechende Proteinmodell ist in
Abb. 3.10 A schematisch dargestellt. Nach dieser Darstellung wiirde sich der konservierte Glycin-Rest
stromabwarts der dritten Transmembranhelix auf der luminalen Seite der ER-Membran befinden. Der
durch die Mutation eingefiigte Arginin-Rest ware in diesem Fall vermutlich fiir eine Beeinflussung der
Faltung und/oder der Insertion des Proteins verantwortlich.

Fur die Position G200R gibt es allerdings eine zweite Mdglichkeit, da die Bewertung der dritten
transmembranen Region durch das Programm TMHMM nicht den vorgeschlagenen Modellen
entspricht. Das Hydropathie-Profil ahnelt dem fur das FAD2-Protein aus Arabidopsis (Okuley et al.,
1994). Auch hier liegen zwei lange Bereiche (> 45 Aminosauren) hydrophober Reste zusammen mit
zwei kirzeren hydrophoben Sequenzen im mittleren Bereich des Proteins vor. Shanklin et al. (1994)
schlugen ein  Modell vor, in dem die langen hydrophoben Sequenzen jeweils zwei

membrandurchspannende helikale Segmente bilden. Durch die zusétzlichen hydrophoben Bereiche im
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Abb. 3.9: Hydropathie-Profil der FAD2 aus B. napus nach der Methode von Kyte und Doolitle (1982).

Die romischen Zahlen kennzeichnen Bereiche, die mit dem Programm TMHMM als transmembrane
Helices identifiziert wurden. Die Lage der Histidin-Boxen ist durch Pfeile markiert.

Cytoplasma

Cytoplasma

/

Abb. 3.10: Alternative Modelle zur Topologie der FAD2 aus B. napus. Der Pfeile markieren jeweils die
mogliche Lokalisierung des konservierten Glycin-Rests an Position 200, der in der HO-Mutante 19661
gegen ein Arginin ausgetauscht ist. H: Histidin-Box. A Modell nach Berechnung der Transmembran-
Helices mit dem Programm TMHMM, B Modell nach Okuley et al. (1994), Los und Murata (1998).
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Hydropathie-Profil der FAD2 und anderer membrangebundener Desaturasen liegen sechs potentielle
Transmembran-Regionen vor. Die Akzeptanz aller membrandurchspannenden Helices wiirde es
allerdings nicht erlauben, dass alle konservierten Histidin-Reste auf der cytoplasmatischen Seite
lokalisiert sind. Daher wurde vorgeschlagen, dass die zusétzlichen hydrophoben Regionen Kandidaten
flr nicht-durchspannende Segmente darstellen und in anderen Aspekten der Struktur-Determination
oder Interaktion mit den Substrat-Membranlipiden involviert sind (Okuley et al., 1994). Ausgehend
von dieser Modellvorstellung wére es moglich, dass der vierte hydrophobe Bereich der FAD2 aus
B. napus nicht — wie mit dem Programm TMHMM berechnet — eine Transmembran-Helix darstellt,
sondern ein im cytoplasmatischen Leaflet lokalisiertes Segment. Fir die Position des Aminoséure-
Austauschs G200R wiurde dies eine Lokalisierung auf der cytoplamatischen Seite der ER-Membran
bedeuten, wo eine Beteiligung an der Stabilisierung und/oder Funktionsweise des katalytischen
Zentrums nicht ausgeschlossen ware (Abb. 3.10 B). Somit bestehen zwei alternative Mdglichkeiten fiir
die Positionierung des konservierten Glycinrests. Nach den Sequenz-Analysen befindet er sich
vermutlich auflerhalb der Transmembran-Helices in einer hydrophilen Schleife, deren Ausrichtung
allerdings unklar bleibt. Eine Verifizierung der vorgeschlagen Modelle zur Membranprotein-
Topologie der FAD2 konnte durch Markierungsexperimente z.B. durch Insertion wvon
Glycosylierungsstellen, Antikorper-Epitopen oder Proteolysestellen erfolgen sowie alternativ durch

Fusionen mit Reporter-Molekdilen.

Durch heterologe Expression der mutierten Genkopie FAD2-1 aus Wotan 19661 wurde gezeigt, dass
das Genprodukt eine stark verringerte Aktivitat aufweist. Mit der Punktmutation ist anscheinend der
Locus identifiziert, der fur den HO-Ph&notyp der Mutante verantwortlich gemacht wird (Schierholt et
al., 2000b). Diese Lokalisierung erlaubt die Entwicklung eines vollstdndig gekoppelten PCR-Markers,
der eine Verfolgung der Mutation in Selektionsprogrammen erlaubt. Der Vorteil gegenlber der
phanotypischen Selektion liegt in der Stabilitit des Markers, da keine Beeinflussung durch
Umwelteffekte auftritt. Da in diesem Fall durch die Punktmutation zuféllig eine weitere Xhol-
Restriktionsschnittstelle entstanden ist, erdffnet sich zusétzlich eine einfache Mdglichkeit zur
Identifizierung der Mutation. Aus Amplifikation der mutierten Genkopie mit den spezifischen Primern
und anschlieBender Restriktion der PCR-Produkte resultieren statt eines 720 bp-Fragments bei
Wildtyp-Genkopien Fragmente der Grofie 580 bp und 140 bp.

Scheffler et al. (1997) kartierten das Desaturasegen FAD2 aus B. napus in der genetischen Karte von
Parkin et al. (1995). Von den vier im Genom des allotetraploiden B. napus lokalisierten Kopien
befanden sich jeweils zwei auf Kopplungsgruppen, die von B. rapa (A-Genom) bzw. von B. oleracea
(C-Genom) stammen. Eine der Genkopien wurde am Ende der von B. rapa stammenden
Kopplungsgruppe N5 positioniert. Sie wird als funktionale FAD2-Kopie angesehen, da Schierholt et
al. (2000b) in dieser Region einen mit dem HO1-Locus gekoppelten AFLP-Marker lokalisierten. Die
Sequenzanalysen der vermutlich zum HO1-Locus analogen Genkopie FAD2-1 hatten eine hohere
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Homologie zu FAD2-Sequenzen aus B. rapa gezeigt als zu denen aus B. oleracea (s. 3.1) und
sprechen so ebenfalls fur eine Zuordnung des HO1-Locus zum B. rapa-Genom.

In den Samen der Mutante 19661 ist mit einem Olsauregehalt von 77 % noch nicht der maximal
erreichbare Wert erreicht, der im Feldanbau bei etwa 87 % liegt (DeBonte und Hitz, 2000). Demnach
wadre die Existenz einer weiteren funktionalen — evtl. durch die Genkopie FAD2-11 kodierten —
Desaturase vorstellbar, wenngleich alle von Schierholt et al. (2001) untersuchten Mutanten eine
Mutation in dem gleichen HO1-Locus aufwiesen. Dieses konnte nach Ansicht der Autoren allerdings
durch die Existenz von ,hot spots* zu erkldren sein, die mutationsanfallige Regionen darstellen.
Analysen anderer HO-Mutanten von B. napus weisen darauf hin, das die volle Kapazitit von zwei
FAD2-Genen zur Produktion von Wildtyp-PUFA-Gehalten im Samendl erforderlich ist (Kodali et al.,
2002), wahrend die Kapazitat einer einzelnen Genkopie dagegen anscheinend zur Gewahrleistung der
Desaturierung in vegetativem Gewebe ausreicht. Es wird angenommen, dass maximale Olsauregehalte
im Samendl nur durch eine samenspezifische Suppression beider Gene erreicht werden kdnnen
(Kinney et al., 2002). Durch traditionelle oder Mutations-Zichtung kénnen vergleichbare 18:1-
Gehalte nicht ohne agronomische Beeintrdchtigungen erreicht werden. So zeigen Mutanten, bei denen
beide FAD2-Gene defekt sind, im Vergleich zum Wildtyp einen 10mal hoéheren 18:1-Gehalt in

Wurzelgewebe und ein schwaches Wachstum (Kodali et al., 2002).
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3.3 Entwicklung transgener Hoch-Olsaure-Rapspflanzen

Hoch-Olséure(HO)-Rapsdl ist sowohl fiir den Nahrungsmittel- als auch fiir den Non-Food-Bereich
von Interesse. Durch Mutagenese gelang es bereits, den Olsauregehalt in Rapssamen zu erhéhen (Auld
et al., 1992), die Entwicklung kommerzieller Sorten scheiterte allerdings an unzureichenden
agronomischen Eigenschaften. Diese liegen begrindet in ungerichteten, multiplen Mutationen und in
der Beeintrachtigung der mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2 im Hinblick auf ihre Beteiligung an
der Membranlipid-Biosynthese. So wurden in HO-Canola-Linien in PC und DGD aus Blattgewebe
signifikant hohere 18:1-Gehalte ermittelt (Hazebroek, 2000). Zur Minimierung von nachteiligen
Effekten auf agronomische Charakteristika von Rapspflanzen ist fiir eine Hemmung von Oleat-
desaturasen der gentechnische Ansatz mit Verwendung von samenspezifischen Promotoren von
Vorteil. Mittels Cosuppression konnten HO-Formen von Raps entwickelt werden (DeBonte und Hitz,
2000; Stoutjesdijk et al., 2000), deren Samen Olsauregehalte von bis zu 89 % aufwiesen. Beziiglich
der Restgehalte an 18:2 und 18:3 wird vermutet, dass die plastidiren Desaturasen — in Verbindung mit
einem Lipid-Austausch zwischen den Kompartimenten — kompensatorisch wirken konnen. Aus
diesem Grund ist eine simultane samenspezifische Hemmung beider Oleatdesaturasen, FAD2 und
FADG, ein sinnvoller Ansatz zur Optimierung des Olsiuregehalts in Rapssamen. In der vorliegenden
Arbeit wurde zur sequenzspezifischen Hemmung der Oleatdesaturasen die Hairpin-Technik gewahlt,
die ebenso wie die Antisense- und Cosuppressions-Methodik durch Auslésung von PTGS wirkt. Der
Vorteil des RNA-Silencings durch Verwendung von Hairpin-Konstrukten liegt im Vergleich zu
herkémmlichen Antisense-Techniken in einer weitaus besseren Effizienz beziglich des Anteils an
transgenen Pflanzen mit gewiinschtem Phénotyp (Smith et al., 2000).

Um Hairpin-Konstrukte zur sequenzspezifischen Hemmung herstellen zu kénnen, mussten zundchst
die in Frage kommenden Zielgene aus B. napus kloniert werden (s. 2.11.1; 2.11.3). Die funktionalen
Genkopien FAD2-1 und FAD2-11 der mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2 wurden durch Screening
einer cONA-Bank aus reifenden Schoten identifiziert (s. 3.1). Da sie zu 97 % identisch sind, konnten
durch Auswahl von Fragmenten mit identischer Nukleotidsequenz Hairpin-Konstrukte hergestellt
werden, die gleichzeitig beide Gene erfassen. DNA-Sequenzen der plastiddren Oleatdesaturase FADG6
wurden mit Hilfe von spezifischen Primern tGber PCR aus der 0.g. cDNA-Bank isoliert. Aullerdem
konnte durch PCR eine genomische FAD6-Sequenz aus B. napus amplifiziert werden. Diese weist im
Vergleich zur cDNA neun Introns auf, von denen das zweite zur Herstellung der Intron-haltigen

Hairpin-Kassetten eingesetzt wurde.

Zur Steigerung des Olsauregehalts in Rapssamen wurden insgesamt zwolf Konstrukte fur die
Transformation von Raps hergestellt (Klonierungsschritte s. 2.11.3; schematische Darstellung der
Charakteristika s. Abb. 3.11). Fir Hairpin-Kassetten wurden Fragmente der Zielgene als Inverted-

Repeats kloniert, die entweder einen Spacer oder ein Intron enthalten. Durch Transkription der
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Variante mit Spacer (sHP) entsteht nach Zusammenlagerung der komplementdren Bereiche eine
Hairpin-RNA (hpRNA) mit einer Schleife. Aus Inverted-Repeats mit Intron (iHP) dagegen resultiert
nach Spleiflen eine hpRNA mit einer sehr kurzen Schleife, die durch nicht-komplementare Sequenzen
von — fir die Klonierung angefiigten - Restriktionsschnittstellen entsteht. Aus 300 bp-Fragmenten der
FAD2 wurden eine sHP- und eine iHP-Kassette erstellt, die jeweils stromabwarts von vier
verschiedenen, samenspezifischen Promotoren (Napin, USP, LeB4 und Dc3) kloniert wurden. Durch
Insertion in den bindren Vektor pRE1 entstanden so acht Konstrukte zur Hemmung der mikrosomalen
Oleatdesaturase FAD2 (Abb. 3.11 A, B). Zur simultanen Hemmung der mikrosomalen und der
plastidaren Oleatdesaturase wurden vier Doppelkonstrukte hergestellt: sie enthalten zwei durch einen
Spacer verbundene iHP-Kassetten aus FAD2- bzw. FAD6-Fragmenten, die hinter einen gemeinsamen
Promotor kloniert wurden (Abb. 3.11 C). Als hpRNA resultieren daraus zwei RNA-Duplices, die
durch ssRNA verbunden sind.

Die hergestellten Konstrukte und der Ausgangsvektor wurden in A. tumefaciens-Stdmme transferiert,

die dann fir die Transformation von Raps zur Verfugung standen.

3.3.1 Hemmung der mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2 in reifenden Rapssamen

Im Rahmen des Verbundprojekts ,,Entwicklung und anwendungstechnische Evaluierung neuartiger
Rapsole” erfolgte ausgehend von acht Konstrukt-Varianten zur Hemmung der mikrosomalen
Oleatdesaturase FAD2 (Abb. 3.11 A, B) die Herstellung und Analyse transgener Rapspflanzen. Vier
Konstrukte (pRDfad2irA, pRNfad2irA, pRUfad2irA, pRLfad2irA) enthalten jeweils eine sHP-
Kassette in Kombination mit dem Dc3-, Napin-, USP- bzw. LeB4-Promotor. Die anderen vier
Konstrukte (pRDfad2irB, pRNfad2irB, pRUfad2irB, pRLfad2irB) besitzen mit einer iHP-Kassette die
alternative Hairpin-Variante mit Intron. Die Transformation von Raps wurde freundlicherweise von
Frau Dr. K. Sonntag, BAZ GroR Lisewitz, nach einem modifizierten Protokoll von DeBlock et al.
(1989) durchgefihrt, transgene T1-Pflanzen wurden der Norddeutschen Pflanzenzucht (NPZ),
Hohenlieth, zur Aufzucht Gbergeben. Die GLC-Analysen von Ramschproben der T2-Samen erfolgten
am Institut fur Pflanzenbau und Pflanzenzichtung, Universitdt GielRen, und wurden von Herrn
K. Zarhloul durchgefiihrt. Von Samen ausgewahlter Primartransformanten, die einen HO-Phénotyp
von > 80 % Olséaure zeigten, wurden bei der NPZ GLC-Halbkornanalysen erstellt. AnschlieRend
erfolgte die Selektion von T2-Pflanzen mit einem Olsaure-Gehalt von > 84 % sowie deren weitere
Kultivierung. Die Lipidanalysen der transgenen Rapspflanzen, die im Rahmen des Verbundprojekts
hergestellt worden waren, sind in den Kapiteln 3.3.1.1 bis 3.3.1.4 dargestellt. Fiir zuséatzliche Analysen
wurde eine Transformation von Raps mit den Konstrukten pRNfad2irB bzw. pRUfad2irB
durchgefihrt (Kap. 3.3.1.5).
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Konstrukt Promotor Inverted-Repeat Struktur hpRNA
pRDfad2irA Dc3
pRNfad2irA Napin Fragmente aus FAD2 T
pRUfad2irA USP als sHP
pRLfad2irA LeB4
I | | | —
Promotor Spacer Terminator
|
sHP fad?2
B Konstrukt Promotor Inverted-Repeat Struktur hpRNA
pRDfad2irB Dc3
pRNfad2irB Napin Fragmente aus FAD2 T
pRUfad2irB USP als iHP
pRLfad2irB LeB4
I - T —
Promotor Intron ITermlnator
iHP fad2
C Konstrukt Promotor Inverted-Repeat Struktur hpRNA

pRDfad2fad6irB Dc3 Fragmente aus FAD2
pRNfad2fad6irB Napin als iHP, Spacer,
pRUfad2fad6irB__ | USP Fragmente aus FAD6| THIIIITIT AHHHH
pRL fad2fad6irB LeB4 als iHP

I || I L || 1 —

Promotor Intron | Spacer . Intron lTermlnator
iHP fad2 iHP fad6

Abb. 3.11: Schematische Darstellung von Silencing-Konstrukten zur Erhéhung des Olsauregehalts in
Rapssamen. Als Vektoranteil wurde flr alle aufgeflihrten Konstrukte der bindre Vektor pRE1
verwendet (s. Anhang). A, B Konstrukte zur Hemmung der mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2,
C Doppelkonstrukte zur simultanen Hemmung der mikrosomalen und der plastidaren Oleat-

desaturasen FAD2 und FADG.
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3.3.1.1 Effizienz der Silencing-Konstrukte

Aus den Transformationen von B. napus var. Drakkar mit acht verschiedenen Konstrukten zur
Hemmung der FAD2 sind insgesamt 246 Primértransformanten hervorgegangen. Die T1-Pflanzen
wurden geselbstet und deren T2-Samen zunidchst in Ramschanalysen (2 x 10 Samen) auf ihre
Fettsdure-Zusammensetzung hin untersucht. Fir 191 Primértransformanten liegen Ergebnisse vor. Die
fir Samen von Pflanzen mit gleichem Konstrukt ermittelten durchschnittlichen Olsauregehalte und
deren Variationsbreite sind in Tab. 3.4 als Ubersicht zusammengefasst. Als Vergleich dienten Samen
von Wildtyp-Pflanzen, die unter &hnlichen Gewé&chshaus-Bedingungen kultiviert worden waren, und
Samen von wenigen nicht-transformierten, regenerierten Wildtyp-Pflanzen (Regenerate). Die
Analysen der Wildtyp-Samen zeigen eine Schwankungsbreite des Olsauregehalts von ca. 62-77 % bei
einem durchschnittlichen Gehalt von etwa 71 %. Fir Pflanzen mit sHP-Konstrukten wurden z.T.
erhohte durchschnittliche Olsiuregehalte bis ca. 75 % und maximale Werte von ca. 82 % ermittelt.
Deutlich erhohte Mittelwerte bis ca. 80 % und Maximalwerte bis ca. 85 % weisen die Pflanzen mit
iHP-Konstrukten auf. Die Daten zeigen, dass mit Ausnahme von pDfad2irA alle Konstrukte eine

Steigerung des Olsauregehalts durch Hemmung der FAD2 induzieren kénnen.

Tab. 3.4: Variationsbreite der Olsauregehalte und ODP-Werte in Samen (Ramschanalyse) von
B. napus var. Drakkar (Wildtyp bzw. nicht-transformierte, regenerierte Pflanzen) und unabh&ngigen
Primartransformanten mit Konstrukten zur Hemmung der mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2. ODP
(oleic acid desaturation proportion): (% 18:2 + % 18:3)/(% 18:1 + % 18:2 + % 18:3).

Konstrukt  Hairpin/ Anzahl C18:1 (%) ODP
Promotor T1-PAl. Min MW  Max Min MW Max
Wildtyp 26 61,6 70,5 76,8 0,15 0,22 0,32
Regenerate 8 66,1 71,7 16,7 0,16 0,21 0,27
pRNfad2irA sHP/Napin 25 65,1 75,4 82,4 0,07 0,17 0,29
pRUfad2irA sHP/USP 26 64,9 71,2 80,0 0,12 0,22 0,29
pRLfad2irA sHP/LeB4 28 65,0 73,2 80,9 0,10 0,19 0,29
pRDfad2irA sHP/Dc3 27 58,1 71,7 76,4 0,16 0,21 0,35
pRNfad2irB iHP/Napin 10 68,8 77,8 84,6 0,07 0,14 0,24
pRUfad2irB iHP/USP 49 69,2 77,0 85,3 0,06 0,15 0,24

pRLfad2irB iHP/LeB4 26 68,7 79,7 853 0,07 0,12 0,24
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Eine geeignete Methode zur Bewertung der FAD2-Aktivitdt und Abschéatzung des Silencing-Effekts
bietet die Berechnung des ODP-Werts (oleic acid desaturation proportion), der das Verhaltnis der
18:1-Desaturierungsprodukte zum Gehalt an verfligbarem 18:1-Substrat darstellt (% 18:2 + % 18:3)/
(% 18:1 + % 18:2 + % 18:3). Dieser Parameter ist somit ein Mal} flr die Restgehalte an 18:2 und 18:3.
Die Wildtyp-Samen haben einen ODP-Wert von ca. 0,22, d.h. 22 % der produzierten Olsaure wird
desaturiert zu 18:2 und 18:3. Im Vergleich dazu weisen minimale ODP-Werte von 0,06 bei einigen

Primartransformanten auf eine deutliche Reduktion der Oleatdesaturierung hin (Tab. 3.4).

Der Olsdure- bzw. ODP-Mittelwert aus Ramschanalysen von T1-Pflanzen eines Konstrukts ist
abhangig vom Anteil an transgenen Pflanzen mit HO-Phanotyp und damit von der Konstrukt-
Effizienz. Diese wird u.a. bestimmt durch Art der verwendeten Hairpin-Variante. So weisen die
Samen von Pflanzen mit iHP-Konstrukten niedrigere ODP-Mittelwerte auf als die mit den
entsprechenden sHP-Konstrukten, z.B. zeigen die ODP-Werte der Napin-Konstrukte von 0,14 fiir iHP
bzw. 0,17 fur sHP eine deutlich bessere Effizienz fur die Hairpin-Variante mit Intron. Zur
Veranschaulichung dieses Effekts wurde fir jedes Konstrukt eine Haufigkeitsverteilung der ODP-
Werte von Ramschanalysen der T1-Pflanzen erstellt (Abb. 3.12). Die als Vergleichs-Pflanzen
analysierten Drakkar-Wildtypen und Regenerate (Abb. 3.12 A) weisen mit ODP-Werten von 0,15-
0,32 eine breite natlrliche Variabilitat auf. Fir das sHP-Konstrukt mit Napin-Promotor wurden ODP-
Werte zwischen 0,07 und 0,29 ermittelt, die entsprechende iHP-Variante weist mit einem Bereich von
0,07-0,24 geringere Anteile an Wildtyp-Phanotypen auf (Abb. 3.12 B). Die Konstrukte mit USP- und
LeB4-Promotor zeigen ODP-Verteilungen von ca. 0,10-0,29 fur die sHPs und etwa 0,06-0,24 fir die
iHPs (Abb. 3.12 C, D). Insgesamt ist bei diesen Haufigkeitsverteilungen der ODP-Werte die Tendenz
erkennbar, dass die jeweiligen sHP-Varianten der Konstrukte mit Napin-, USP- und LeB4-Promotor
hohe Anteile an Wildtyp-Phé&notypen aufweisen, wéhrend bei den entsprechenden iHP-Varianten eine
deutliche Verschiebung zugunsten der Anteile an HO-Phdanotypen sichtbar wird.

Das Konstrukt pRDfad2irA (mit sHP und Dc3-Promotor) scheint nach diesen Daten keinen Einfluss
auf die FAD2-Aktivitat zu haben (Abb. 3.12 E). Obgleich Versuche mit transienter GUS-Expression
in Raps-Embryonen darauf hinweisen, dass der Dc3-Promotor ein fir Raps geeigneter
samenspezifischer Promotor ist (Voss, 2000), wére es denkbar, dass seine Starke nicht zur Induktion
von PTGS ausreicht. Eine Beurteilung ist allerdings erst nach Vorlage der Daten fir das entsprechende

effizientere Konstrukt mit iHP mdglich.
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Abb. 3.12: Hé&ufigkeitsverteilung (Anzahl an Pflanzen) der ODP-Werte in Samen (Ramschanalyse)
von B. napus var. Drakkar Wildtyp bzw. nicht-transformierten, regenerierten Pflanzen (A) und
unabhangigen Primértransformanten mit Konstrukten zur Hemmung der FAD2 (B-E). Die Konstrukte
enthalten IR-Sequenzen aus FAD2 als Hairpin mit Spacer (B sHP) oder mit Intron (M iHP) unter

Kontrolle des Napin- (B), USP- (C), LeB4- (D) oder Dc3-Promotors (E).
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Eine genaue Unterteilung der transgenen Pflanzen in HO- und Wildtyp-Formen kann anhand dieser
zusammenfassenden Darstellung nicht vorgenommen werden, da die Einfliisse der Kultivierungs-
bedingungen hier keinen Niederschlag finden. Insbesondere die Temperatur-Bedingungen wéhrend
der Samenreifung stellen einen wichtigen Faktor fiir die Beeinflussung der 18:1-Desaturierung dar, da
niedrige Temperaturen eine Erh6hung des Desaturierungsgrades im Rapssamen bewirken
(Diepenbrock, 1984; Pleines und Friedt, 1989). Um dennoch Aussagen zur Effizienz der Konstrukte
machen zu kénnen, wurden differenziert fiir jede Anzuchtserie unter Beriicksichtigung der jeweiligen
Kontroll-Pflanzen die HO-Phéanotypen bestimmt und die Anteile fiir die verschiedenen Konstrukte
ermittelt (Tab. 3.5). Die hdchste Effizienz zeigen mit 70 bzw. 77 % die iHP-Konstrukte mit Napin-
bzw. LeB4-Promotor. Erwartungsgemall weniger HO-Phanotypen produzieren die entsprechenden
sHP-Varianten mit 56 bzw. 39 %. Eine insgesamt schlechtere Effizienz weisen die beiden USP-
Konstrukte mit 23 % fir sHP und 53% ftir iHP auf.

Tab. 3.5: Effizienz von Hairpin-Konstrukten bezliglich der Anteile an transgenen Pflanzen mit HO-
Phéanotyp.

Konstrukt Hairpin/Promotor T1-Pflanzen  HO-Phé&notypen Effizienz (%0)
pRNfad2irA sHP/Napin 25 14 56
pRUfad2irA sSHP/USP 26 6 23
pRLfad2irA sHP/LeB4 28 11 39
pRDfad2irA sHP/Dc3 27 0 0
PRNfad2irB iHP/Napin o 7 0
pRUfad2irB iHP/USP 49 26 53
pRLfad2irB iHP/LeB4 26 20 77

Wesley et al. (2001) stellten eine Zusammenfassung von Untersuchungen zur Effizienz von iHP-,
sHP-, Sense- und Antisense-Konstrukten vor, die an einer Reihe von Gen/Wirt-Kombinationen
durchgefihrt wurden: z.B. Hemmung von A9 und Al2-Desaturasen in Arabidopsis und/oder
G. hirsutum, einem GUS-Gen in Tabak oder der Chalkonsynthase in Arabidopsis. Dabei wurde
Silencing als eine um wenigstens 20 % reduzierte Genaktivitat definiert. Wéhrend konventionelle
Cosuppressions- und Antisense-Konstrukte nur eine Effizienz von 0-30 % ( durchschnittlich 13 bzw.
12 %) zeigten, losten sHP-Konstrukte in 48-69 % (durchschnittlich 58 %) der Pflanzen den Silencing-
Phénotyp aus. Am effizientesten aber waren die iHP-Konstrukte, die 66-100 % (durchschnittlich
90 %) unabhdngige Transformanten produzierten. Die in dieser Arbeit eingesetzten Napin- und LeB4-
Konstrukte zum Silencing der FAD2 weisen somit vergleichbare Effizienzen auf, wahrend die

Konstrukte mit USP-Promotor eine weniger optimale Effizienz zeigen.
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Der signifikant hohere Anteil an Transformanten mit Silencing durch iHP im Vergleich zu sHP kann
dadurch erklart werden, dass die iHP-Konstrukte héhere Gehalte an dsRNA produzieren, welche dann
wiederum effizienter PTGS in Pflanzen induzieren (Waterhouse et al., 2001). Bei Insertion in schwach
transkribierten Regionen wéren so iHPs im Unterschied zu sHPs in der Lage, Silencing zu aktivieren.
Eine Reihe von Attributen konnte die iHP-Konstrukte beféhigen, mehr dsRNAs zu produzieren:
1) iHPs besitzen nur eine kurze Schleife, die fur den Angriff von Nukleasen weniger anféllig ist; 2) bei
iHPs werden die komplementéren Arme durch das SpleiBosom zusammengelagert, bei sHPs erfolgt
eine weniger effiziente zufallige Hybridisierung; 3) die bloRe Anwesenheit des Introns kdnnte erhdhte
und stabilisiertere Transkript-Gehalte bewirken (Callis et al., 1987; Tanaka et al., 1990). Momentan
wird die dritte Erklarung bevorzugt, da Wesley et al. (2001) Hinweise liefern, die gegen die beiden
ersten Aussagen sprechen. Sie testeten ein Konstrukt, das sowohl einen Spacer als auch ein Intron
enthalt und somit eine hpRNA mit Schleife produziert, wobei der Spacer die Hybridisierung durch das
SpleiRosom behindern sollte. Da dieses Konstrukt aber mit 89 % eine ahnliche Effizienz zeigte wie
iHPs, wurde gefolgert, dass weder die Stabilitdt durch die kurze Schleife noch die unterstiitzende

Funktion des SpleiRosoms flr die héhere Effizienz der iHPs verantwortlich sind.

Zwischen den verschiedenen Anzuchtserien der transgenen HO-Pflanzen war eine Variabilitat in der
Oleatdesaturierung zu beobachten, die vermutlich auf Umwelteinfliisse zuriickzufuihren ist. Unter den
Umweltfaktoren, die den Lipid-Metabolismus in Pflanzen beeinflussen (Harwood, 1998), spielt die
Temperatur eine besondere Rolle fir die Desaturierung. Generell korrelieren niedrige Temperaturen
wahrend des Wachstums mit einem erhohten Desaturierungsgrad in Membranlipiden, wodurch
vermutlich die Erhaltung der Membran-Fluiditat gewahrleistet werden soll. Desweiteren beeinflusst
die Wachstums-Temperatur die relativen 18:1- und 18:2-Gehalte in Speicherlipiden. Die Regulierung
der Oleatdesaturierung in reifenden Achénen durch Temperatur und Sauerstoff wurde fiir H. annuus
naher untersucht (Garcia-Diaz et al., 2002). Anscheinend unterliegt sowohl die Menge an verfligbarem
Oleat als auch die Aktivitat der Desaturase FAD?2 einer Temperatur-Abhangigkeit. Die Enzymaktivitat
scheint auBerdem durch die Verfligbarkeit von Sauerstoff reguliert zu werden. Eine Limitierung des
Sauerstoffs entstent dabei vermutlich durch begrenzte Aufnahme sowie Konkurrenz von
Desaturierung und Atmung, wobei diese Faktoren wiederum durch die Temperatur beeinflusst werden.
Ob die Schwankungen der Oleatdesaturierung in den Samen der transgenen Rapspflanzen tatséchlich
auf die Wachstums-Temperatur zurlickzufihren sind, ist in dieser Arbeit nicht n&her untersucht

worden und kann demnach nur vermutet werden.
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3.3.1.2 Auspragung des HO-Phanotyps

Die Ramschanalyse der T2-Samen einer Priméartransformante liefert lediglich einen Durchschnittswert
flr die Population der spaltenden Genotypen, bei denen sowohl unterschiedliche Ausprégungen des
HO-Phénotyps als auch Wildtyp-Formen auftreten. Zur Beurteilung des Aufspaltungs-Musters
erfolgten Halbkornanalysen von jeweils 20 T2-Samen ausgesuchter, geselbsteter T1-Pflanzen.

Unter den 191 durch Ramschanalyse untersuchten T1-Primdrtransformanten wurden 40 Pflanzen
ermittelt, deren Samen einen Olsiuregehalt von mindestens 80 % aufwiesen. Von 21 dieser Pflanzen
liegen die Ergebnisse der Halbkornanalysen vor. Die H&ufigkeitsverteilungen der ODP-Werte von
Samen zeigen fur die einzelnen T1-Pflanzen verschiedene Muster, von denen typische Beispiele in
Abb. 3.13 dargestellt sind. Die ODP-Verteilung von Wildtyp-Samen (Abb. 3.13 A) weist einen
Bereich von 0,16-0,27 auf, der einer Zuordnung von Wildtyp-Phanotypen unter den Samen der
transgenen Pflanzen dienen soll. Im Vergleich dazu zeigen die Aufspaltungsmuster von Samen der T1-
Pflanzen 2110.24a und 2111.179a (Abb. 3.13 B, C) z.T. sehr niedrige ODP-Werte (0,05-0,07) und
damit einen hohen Silencing-Grad in den Samen mit HO-Phénotyp. Das Auftreten der niedrigen ODP-
Werte in 12 bzw. 20 von 20 untersuchten Halbkornern l&sst eine dominante Vererbung des Merkmals
vermuten. Die Anteile an HO- und Wildtyp-Phanotypen der T1-Pflanzen 2110.24a (Abb. 3.13 B)
deuten ein 3:1-Verhaltnis an, welches fur eine Ein-Locus-Vererbung spricht. Die fehlenden Wildtyp-
Phénotypen bei der T1-Pflanze 2111.179a (Abb. 3.13 C) lassen dagegen das Vorhandensein von
mehreren unabhangigen Kopien des Transgens vermuten, wobei die Anzahl von 20 untersuchten
Halbkdrnern anscheinend zu gering war, um die Null-Genotypen zu entdecken. Beispiele fur eine
breitere Variabilitat im Silencing-Grad liefern die Aufspaltungs-Muster der T1-Pflanzen 2112.521a
und 2112.181a (Abb. 3.13 D, E), deren ODP-Verteilungen von 0,05-0,15 bzw. 0,05-0,22 auch
gemaRigtere Silencing-Effekte zeigen. Diese gestreuten ODP-Werte konnten durch ineffiziente oder
variable Transkription des Transgens begriindet sein. Die ODP-Verteilung der T1-Pflanze 2113.192b
(Abb. 3.13 F) weist wie die T1-Pflanze 2110.24a (Abb.3.13 B) ein angedeutetes 3:1-Verhaltnis auf,
allerdings liegt der beste ODP-Wert nur bei 0,08 statt bei 0,05, und die Wildtyp-Phanotypen weisen
ebenfalls hohere ODP-Werte auf. Eine derartige Verschiebung in Richtung héherer ODP-Werte

kénnte durch Umwelt-Einflisse wie z.B. der Temperatur wahrend der Samenreifung bedingt sein.
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Abb. 3.13: Ausprédgung des HO-Phéanotyps in Primartransformanten mit FAD2-Silencing. Dargestellt
sind Haufigkeitsverteilungen (Anzahl Halbkorner) der ODP-Werte in Samen (Halbkornanalyse) von
B. napus var. Drakkar Wildtyp (A) und T2-Samen von unabhéngigen Primartransformanten mit den
Konstrukten pRNfad2irB (iHP/Napin-Promotor) (B, C) bzw. pRUfad2irB (iHP/USP-Promotor) (D-F).

Liu et al. (2002) fanden &hnliche Segregations-Muster in T2-Samen transgener HO-Formen von
G. hirsutum, die Hairpin-Konstrukte gegen das samenspezifisch exprimierte Gen ghFAD2-1 tragen.
Da in den meisten der untersuchten Pflanzen ein hoher Grad an FAD2-Silencing mit einer 3:1-
Aufspaltung vorlag, wurde angenommen, dass FAD2-1-Silencing in G. hirsutum als dominantes
Merkmal vererbt wird. Desweiteren konnte festgestellt werden, dass eine Kopie des Transgens fir eine
maximale Hemmung der FAD2 ausreicht. Andere Verhaltnisse fur FAD2-Silencing wurden in
Arabidopsis ermittelt. Dort traten 1:2:1-Aufspaltungsmuster auf, bei denen Hemizygote nicht den

hohen Silencing-Grad von Homozygoten erreichten (Stoutjesdijk et al., 2002).

Generell kdnnen moderate Silencing-Grade durch Positionseffekte wie z.B. Insertion in schwach
transkribierte Regionen entstehen. Interessanterweise treten aber die in Abb. 3.13 gezeigten Typen von
Segregations-Mustern in unterschiedlichen Anteilen bei den Pflanzen mit verschiedenen Konstrukten
auf. Die Muster in Abb. 3.13 B und C scheinen typisch fur Konstrukte mit dem Napin-Promotor,
wahrend Aufspaltungsmuster mit etwas breiterer Streuung (Abb. 3.13 D, E) tendentiell haufiger bei

Konstukten mit dem USP-Promotor zu finden sind. Zur Verdeutlichung wurden aus Halbkornanalysen
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von mehreren T1-Pflanzen mit den Konstrukten pRNfad2irB bzw. pRUfad2irB ODP-
Héufigkeitsverteilungen erstellt (Abb. 3.14), als Berechnungsgrundlage dienten die ODP-Werte von
100 bzw. 160 Samen, die aus 5 bzw. 8 Primértransformanten hervorgegangen waren. In den Samen, in
denen FAD2-Silencing durch den Napin-Promotor kontrolliert wird, besteht eine eindeutige Tendenz
zu maximalem Silencing-Grad, der sich in minimalen ODP-Werten von 0,05-0,07 ausdriickt (Abb.
3.14 B). Dagegen weisen Samen mit USP-Konstrukt eine Variabilitdt in der Ausprdgung des
Phanotyps auf, bei der neben ODP-Minimalwerten von 0,05-0,07 relativ hohe Anteile von moderaten
ODP-Werten bis 0,14 auftreten. Dieser Unterschied zu Konstrukten mit Napin-Promotor kdnnte
andeuten, dass der USP-Promotor im Timing oder Grad der Transgen-Transkription nicht optimal zum
Expressionsmuster des Zielenzyms FAD2 passt. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die gezeigten Unterschiede der Promotoren im FAD2-Silencing aufgrund der relativ kleinen Anzahl an
untersuchten T1-Pflanzen durch andere Einflisse wie z.B. Kopienzahl oder Positionseffekte bedingt

sind.
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Abb. 3.14: Auspragung des HO-Ph&notyps in Primértransformanten mit FAD2-Silencing unter
Kontrolle des Napin- bzw. USP-Promotors. Dargestellt sind Haufigkeitsverteilungen (Anzahl
Halbkdrner) der ODP-Werte fur Samen (Halbkornanalyse) von 10 Wildtyp-Pflanzen B. napus var.
Drakkar (A) und T2-Samen von 5 T1-Pflanzen mit dem Konstrukt pRNfad2irB (iHP/Napin-P.) (B)
bzw. 8 T1-Pflanzen mit dem Konstrukt pRUfad2irB (iHP/USP-P.) (C).

Bezeichnungen der WT- und T1-Pflanzen: A 2199.159K-168K; B 2110.4c, 2110.24a, 2111.70b,
2111.179a, 2111.188c; C 2112.60a, 2112.67b, 2112.77a, 2112.181a, 2112.120a, 2112.521a,
2113.192b, 2113.317a.
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Von den fir das FAD2-Silencing eingesetzten Konstrukt-Varianten sind diejenigen mit dem Napin-,
USP- und LeB4-Promotor — mit sHP oder iHP — in der Lage, die Oleatdesaturierung deutlich zu
reduzieren. Wenngleich bezuglich der Effizienz und der Ph&notyp-Ausprdgung Unterschiede zwischen
den Konstrukten bestehen, so scheinen doch alle zu maximalem Silencing befdhigt zu sein. Die
Fettsdure-Analysedaten der besten Samen (Halbkornanalyse) aus jeder Konstrukt-Serie sind in
Tab. 3.6 zusammengefasst, wobei aufgrund der unterschiedlichen Umweltbedingungen bei den
Anzuchtserien die jeweiligen Kontrollen mit aufgefiihrt sind. Wahrend die Kontrollwerte zwischen
62,6 und 71,4 % schwanken, liegen die maximalen Olsauregehalte zwischen 85,6 und 88,9 %.
Dementsprechend weisen ODP-Werte von 0,05-0,08 im Vergleich zu 0,21-0,32 auf eine deutliche
Reduzierung des Desaturierungsgrads hin. Die Linolséduregehalte wurden von ca. 13-19 % auf ca. 2 %
reduziert, die Linolensduregehalte von 7-11 % auf ca. 3-5 %. Insgesamt konnte so durch Silencing
beider FAD2-Genkopien der Olsauregehalt in einzelnen Samen auf bis zu 89 % gesteigert werden.
Dieser Wert entspricht den von Stoutjesdijk et al. (2000) ermittelten Ergebnissen fur HO-

Rapspflanzen, die mittels Cosuppression entwickelt wurden.

Tab. 3.6: Fettsdure-Zusammensetzung und ODP-Werte der T2-Samen mit den hdochsten
Olséauregehalten (Halbkornanalyse) aus verschiedenen Konstruktserien. Zum Vergleich wurden
Mittelwerte aus Halbkornanalysen der Kontroll-Pflanzen (B. napus Wildtyp und Regenerate)
berechnet. Die Zahl in der Klammer gibt die Anzahl der verfugbaren Kontroll-Pflanzen fir die
jeweilige Anzuchtserie an.

Konstrukt Fettsdure-Zusammensetzung (%b6) ODP
16:0  18:0 18:1 18:2  18:3 20:0 20:1 22:0

Wildtyp (2) 34 13 626 185 114 06 1,3 05 0,32
PRNfad2irA sHP/Napin 29 15 871 18 39 05 14 03 006
pRUfad2irA sHP/USP 27 11 86 23 54 05 15 05 008

Wildtyp (8) 32 15 682 137 97 05 10 01 0,25
Regenerat (2) 32 13 661 156 102 05 12 01 0,28
pRLfad2irA sHP/LeB4 23 13 8,21 25 41 06 16 05 007

Wildtyp (10) 3,3 1,6 69,8 13,0 7,4 0,4 1,0 0,1 0,23
Regenerat (3) 3,3 1,4 71,4 12,7 6,5 0,5 1,3 02 021
pRNfad2irB iHP/Napin 2,6 1,8 88,3 1,8 2,9 0,6 1,0 0,3 0,05
pRUfad2irB  iHP/USP 2,1 1,3 88,9 1,8 31 0,6 1,2 0,4 0,05
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Durch Hemmung der FAD2 konnten jedoch die Gehalte an 18:1-Desaturierungsprodukten nicht
vollstdndig eliminiert werden. Desweiteren ist aufféllig, dass 18:3 nicht in dem gleichen MaRe
reduziert wird wie 18:2. Diese Beobachtungen korrelieren mit Ergebnissen aus Experimenten mit
fad2-Mutanten und FAD2-Silencing in Arabidopsis (Stoutjesdijk et al., 2002). Die EMS-Mutante
produziert normale RNA-Gehalte, besitzt aber geringe FAD2-Aktivitat, da aus der Translation ein
defektes Protein resultiert (Miquel und Browse, 1994). Dennoch produzieren die Samen signifikante
Gehalte an 18:2 und 18:3 (8 %), die auch durch Transformation der fad2-Mutante mit sHP- und iHP-
Silencing-Konstrukten zur Hemmung der FAD2 nicht weiter reduziert werden konnten. So bewirkte
selbst die Entfernung der FAD2-mRNA keine weitere Reduktion der 18:2- und 18:3-Gehalte.
Vermutlich ist die Restaktivitdt an A12-Desaturierung durch andere Gene bedingt, die nicht durch das
Silencing-Konstrukt erfasst werden. In Frage kommt hier die plastidar lokalisierte FADG, deren Gen in
Arabidopsis lediglich 41 % Identitdt zur FAD2 aufweist und somit dem FAD2-Silencing entgeht.
Untersuchungen an fad2- und fad6-Mutanten haben gezeigt, dass ein flexibles Zusammenspiel
zwischen prokaryotem und eukaryotem Weg durch einen reversiblen Austausch von Fettséuren
zwischen plastidaren und endoplasmatischen Membranen besteht (Miquel und Browse, 1992; Browse
et al., 1993). Jeder Weg kann teilweise Mutationen im anderen Weg kompensieren, um addquate
Gehalte an C18:PUFAs zu gewahrleisten. So kdnnen plastidar synthetisierte C18-PUFAs entweder im
Plastiden lokalisiert bleiben oder exportiert und anschlieend in ER-Lipide und TAGs inkorporiert

werden.

Das FAD2-Silencing zielte auf Verdnderung der Anteile an C18-Fettsduren in Form von Reduzierung
der Desaturierungsprodukte “downstream” der FAD2 bei gleichzeitiger Akkumulation des Substrats
18:1. Dennoch ist bei den Samen mit HO-Phanotyp auch eine leichte Erniedrigung der
Palmitinsdurewerte von 3,3 % auf 2,1-2,9 % erkennbar. Dieser pleiotrope Effekt wurde schon bei
fad2-Mutanten von Arabidopsis beobachtet, in deren PC aus Blatt- und Wurzelgewebe eine
40-60 %ige Reduktion des 16:0-Gehalts auftrat (Miquel und Browse, 1992). Desweiteren dokumen-
tieren eine Reihe von Autoren diese negative Korrelation zwischen 16:0 und 18:1 in Samen von HO-
Formen fir z.B. Arabidopsis (Okuley et al., 1994; Stoutjesdijk et al., 2002), H. annuus (Cole et al.,
1998), G. max (Kinney, 1996) und G. hirsutum (Liu et al., 2002). Die geringere Inkorporations-Rate
von 16:0 konnte damit erklart werden, dass erhohte Gehalte an Oleoyl-CoA im Acyl-CoA-Pool des
Cytoplasmas die relative Selektivitat der Acyl-Transferasen beeinflussen (Liu et al., 2002). Wéhrend
die mikrosomale GPAT normalerweise bevorzugt Palmitinsaurereste gegeniiber ungesattigten und
gesattigten C18-Fettsdureresten nutzt (Frentzen, 1993), konnte durch hohe 18:1-Gehalte eine
Konkurrenzsituation entstehen. Eine andere Erklarung liefern Mollers und Schierholt (2002), die auf
die negative Korrelation von Palmitat und Olgehalt in HO-Winterraps und HO-Formen anderer
Olsaaten hinweisen. Der in HO-Linien festgestellte erhohte Olgehalt konnte eine gesteigerte Aktivitat
der KASII erfordern, die im Plastiden die Verlangerung von 16:0-ACP zu 18:0-ACP katalysiert. Der
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dadurch entstehende erhdhte Substrat-Flux wiirde den 16:0-ACP-Pool und damit die Freisetzung und

den Export von 16:0 reduzieren.

3.3.1.3 Stabilitat des HO-Phanotyps

Ein kritischer Punkt bei der Entwicklung transgener Pflanzen ist die stabile Erhaltung des Phanotyps
tiber mehrere Generationen. Zur Untersuchung der Stabilitat des FAD2-Silencing-Merkmals erfolgte
zunéchst eine Selektion und Kaultivierung der T2-Samen, die nach der Halbkornanalyse einen
Olséauregehalt von mindestens 84 % aufgewiesen hatten. Die T3-Samen der geselbsteten Pflanzen
wurden Ramschanalysen unterzogen und ihre Fettsdure-Zusammensetzungen ermittelt. In Abb. 3.15
sind fir eine Wildtyp-Pflanze und funf HO-Primértransformanten die ODP-Werte der T2-Samen aus
Ramsch- und Halbkornanalyse sowie die T3-Ramschanalyse der weitergeflihrten Pflanzen dargestellt.
Die Halbkornanalysen der Wildtyp-Samen (Abb. 3.15 A) zeigen ODP-Werte zwischen 0,22 und 0,36,
die Samen der néchsten Generation weisen mit ODP-Werten von 0,15-0,21 einen erniedrigten
Desaturierungsgrad auf. Die entsprechenden Olsauregehalte lagen bei ca. 72-77 % im Vergleich zu
60-72 % in der Generation davor. Diese Schwankungen sind ein deutliches Beispiel fiir die Umwelt-
Variabilitdt der Oleatdesaturierung. Unter Bertcksichtigung dieses Effekts soll anhand der ODP-
Werte der transgenen HO-Pflanzen abgeschétzt werden, ob eine stabile Vererbung des Merkmals
vorliegt. Die analysierten T3-Nachkommen der Primértransformanten 2102.179b, 2101.33a und
2101.186a (Abb. 3.15 D, E, F) zeigen Ramsch-Werte unter 0,1 ODP, die mit denen der jeweiligen
Ausgangs-Primartransformante vergleichbar sind. Hier konnte anscheinend der Silencing-Phénotyp
stabil auf die né&chste Generation vererbt werden. Wéhrend das ODP-Verteilungsmuster von T2-
Samen der Primartransformante 2102.179b eine Ein-Locus-Vererbung vermuten lasst, ist bei den
Pflanzen 2101.33a und 2101.186a aufgrund der fehlenden Wildtyp-Phénotypen eine Insertion von
mehreren Kopien des Transgens anzunehmen. Nach Ermittlung der Kopienzahl kénnte abgeschatzt
werden, ob eine stabile Vererbung des HO-Phdnotyps unabhdngig von der Kopienzahl erfolgt. Ein
Beispiel fir Verlust des Silencing-Merkmals sind die T3-Nachkommen der T1-Pflanze 2103.47a
(Abb. 3.15 B), die mit ODP-Werten von 0,15-0,17 den Wildtyp-Phanotyp zeigen. Eine generelle
Instabilitdt weisen Nachkommen der T1-Pflanze 2101.63a auf, von denen einige den HO-Phénotyp
erhalten und andere einen verschlechterten Silencing-Grad aufweisen (Abb. 3.15 C). Die den Daten in
Abb. 3.15 entsprechenden absoluten Olsiuregehalte der Ramschanalysen von T2 und der aus-
gewdhlten T3-Samen sind in Tab. 3.7 vergleichend dargestellt. Hier ist wiederum mit Hinblick auf die
Kontrollwerte anzumerken, dass scheinbar gesteigerte Olsduregehalte in den Samen der T3-

Generation vermutlich auf Umwelteinfliisse zurtickzuftihren sind.
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Abb. 3.15: Stabilitdt des HO-Phéanotyps bei FAD2-Silencing. Dargestellt sind ODP-Werte der T2-
Samen (Ramschanalyse) von Primartransformanten, der T2-Halbkornananlysen und der T3-
Ramschanalysen weitergefiihrter T2-Pflanzen (B pRUfad2irB: iHP/USP-Promotor; C-F pRNfad2irB:
iHP/Napin-Promotor) im Vergleich zu ODP-Werten der Nachkommen einer Wildtyp-Pflanze (A).
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Tab. 3.7: Olsaure-Gehalte (% der Gesamt-Fettsduren) in T2- und T3-Samen (Ramschanalyse) von
HO-Primadrtransformanten und in Wildtyp-Samen. Die Anzahl der weitergefiihrten T2-Pflanzen und
damit die Anzahl der durchgefiihrten T3-Ramschanalysen ist durch n angegeben.

T1-Pflanze Konstrukt T2-Samen T3-Samen C18:1 (%)

C18:1 (%) Min MW Max n
Drakkar 11 68,9 71,9 74,8 77,1 8
2101.33a  pRNfad2irB (iHP/Napin) 81,0 - 85,3 - 1
2101.63a  pRNfad2irB (iHP/Napin) 82,2 77,3 82,4 85,7 12
2101.186a pRNfad2irB (iHP/Napin) 81,7 82,5 84,6 86,0 3
2102.179b  pRNfad2irB (iHP/Napin) 81,0 - 85,6 - 1
2103.47a  pRUfad2irB (iHP/USP) 80,0 75,8 77,1 77,9 3

Wildtyp-Phanotypen mit einem Olséuregehalt von 72-77 % treten — analog zu Abb. 3.15 — in allen
Nachkommen der T1-Pflanze 2103.47a und einigen der T1-Pflanze 2101.63a auf. Fir den hier
vorliegenden Verlust des HO-Phanotyps konnte das bei der Entwicklung transgener Pflanzen hdufig
auftretende Ph&nomen der Transgeninaktivierung verantwortlich sein, das durch Positionseffekte oder
HDGS (homology-dependent gene silencing) entsteht. Eingefiihrte Transgene inserieren an zufalligen
Positionen des Pflanzengenoms und scheinen wie andere ,,Fremd“-DNA von den Pflanzen erkannt zu
werden (Meyer und Heidmann, 1994). Diese Erkennung kann auf Zerstérung der normalen
Chromatin-Struktur oder auf von der umgebenden DNA abweichenden Sequenz-Charakteristika
basieren. Die Insertion von fremder DNA in ein Isochor — Bereiche mit definierten GC-Gehalt
(Salinas et al., 1988) — konnte diese Region zur Methylierung und Inaktivierung markieren (Finnegan
und McElroy, 1994). Von besonderer Bedeutung ist der Methylierungs-Status der Integrationsstelle.
Hypermethylierung von Transgenen kann durch den Einfluss von Integrations-Regionen entstehen
(Meyer, 1998), indem das Methylierungsmuster auf die transgene DNA Ubertragen wird. Ein weiterer
moglicher Ausloser fur Verlust des HO-Phanotyps liegt in der Transformations-Methode begriindet.
Lange wurde angenommen, dass bei Agrobacterium-vermittelten Transformantionen nur die T-DNA
und keine externe Vektor-DNA in die Pflanze transferiert wird. Detaillierte molekulare
Charakterisierung der DNA-Insertionen in transgenen Pflanzen haben allerdings gezeigt, dass auch
Vektor-Sequenzen mit hohen Frequenzen in das pflanzliche Genom integriert werden (Matzke und
Matzke, 1998). Die prokaryoten Sequenzen tragen zur Transgeninaktivierung bei, da sie als Fremd-
DNA erkannt werden (Yoder et al., 1997), vermutlich aufgrund des aberranten GC-Gehalts, der
Inkompatibilitdt mit eukaryoten Proteinen und der Anwesenheit von repetitiven Sequenzen wie z.B.
bakteriellen Replikations-Urspringen. Ob Vektor-DNA fur die Transgeninaktivierung der HO-
Pflanzen verantwortlich ist, kénnte nur durch molekulare Analyse der Transgen-Umgebung ermittelt

werden. Eine weitere Ursache flr den Verlust des HO-Phanotyps ware das Vorhandensein von vielen
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Transgen-Kopien. Diese begunstigen das Auftreten von HDGS, das z.B. auf transkriptioneller Ebene
mit meiotisch vererbbaren epigenetischen Modifikationen wie Promotor-Methylierung assoziiert ist
(Fagard und Vaucheret, 2000). Southern-Blot-Analysen der transgenen HO-Pflanzen kdnnten
Aufschluss dariiber geben, ob eine Korrelation von Kopienzahl und Transgeninaktivierung besteht.

Wenngleich bei zwei der finf untersuchten HO-Pflanzen anscheinend Transgeninaktivierung oder
Instabilitat vorliegt, konnte fir drei Primértransformanten demonstriert werden, dass das Merkmal
FAD2-Silencing stabil auf die nachste Generation vererbt wird. Stoutjesdijk et al. (2002) zeigten fir
Arabidopsis-Genotypen, die eine Einzel-Insertion eines iHP-Transgens zur Hemmung der FAD2

besalen, die Erhaltung des hohen Silencing-Grads uber funf Generationen.

3.3.1.4 Gewebespezifitat der FAD2-Hemmung

Wie die Samenanalysen der transgenen Rapspflanzen zeigten, eigneten sich zur FAD2-Suppression
Konstrukte mit dem Promotor des Napin-Gens aus B. napus, des Legumin-Gens aus Vicia faba und
dem Promotor des Gens eines bisher unbekannten Samen-Speicherproteins (USP) ebenfalls aus Vicia
faba. Die Expression von Samen-Speicherproteinen erfolgt normalerweise zeitlich und ortlich streng
reguliert unter Beteiligung von interagierenden DNA-Sequenzmotiven und assoziierten trans-
Faktoren. Bei Verwendung der 5°-flankierenden Bereiche flir Expressionen in heterologen Wirten ist
von Bedeutung, ob die eingesetzten Fragmente die essentiellen Informationen fur eine korrekte
Regulation der zeitlichen und gewebespezifischen Aktivitat besitzen und ob diese vom Wirt erkannt
werden. Eine Hemmung der FAD2 in vegetativem Gewebe kénnte aufgrund von Beeintrachtigungen
der Membranlipid-Synthese nachteilige agronomische Eigenschaften fiir die Rapspflanzen bedeuten.

Zur Uberprifung auf potentielle unerwiinschte Promotoraktivitat erfolgte eine Untersuchung von
Blattmaterial transgener HO-Pflanzen auf Abweichungen in der Fettsdure-Zusammensetzung.
Ausgewahlt wurden jeweils 3-5 T2-Pflanzen mit den Konstrukten pRNfad2irA, pRLfad2irA,
pRNfad2irB bzw. pRUfad2irB, die den Napin-, LeB4- oder USP-Promotor in Kombination mit einer
sHP- oder iHP-Kassette enthalten. Aus den Blattlipiden wurden durch saure Methanolyse FAMEs
hergestellt und diese dann gaschromatographisch getrennt (s. 2.20). Die ermittelte Fettsaure-
Zusammensetzung ist in Tab. 3.8 angegeben und in Abb. 3.16 graphisch dargestellt. Eine Hemmung
der FAD2 wahrend der vegetativen Phase wirde in den Blattlipiden zu einer deutlichen Steigerung des
18:1-Gehalts bei gleichzeitiger Reduzierung der 18:2- und 18:3-Gehalte fuhren. Bei fad2-Mutanten
von Arabidopsis ist der 18:1-Anteil in den Blattlipiden gegentber dem Wildtyp um etwa das 5fache
erhoht (Miquel und Browse, 1992). Im Blattmaterial der untersuchten transgenen HO-Pflanzen liegen
die 18:1-Gehalte zwischen 2,6 und 3,4 % gegeniber 1,9 % beim Wildtyp. Die 18:3-Gehalte sind mit
42,5-45,3 % im Vergleich zum Wildtyp (47,8 %) leicht erniedrigt. Bei diesen leichten Abweichungen
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kann davon ausgegangen werden, dass keine Hemmung der FAD2 vorliegt und somit keine

dramatischen Beeintrachtigungen der Pflanzen-Entwicklung zu befiirchten sind.

Tab. 3.8: Fettsdure-Zusammensetzung der Lipide in Blattmaterial transgener HO-Rapspflanzen mit
verschiedenen Silencing-Konstrukten. Die FAMEs wurden (ber GLC analysiert. Angegeben sind
Mittelwerte aus Analysen von jeweils 3-5 T2-Pflanzen.

Konstrukt Fettsaure-Zusammensetzung (%o)

16:0 16:3 18:0 18:1 18:2 18:3

Wildtyp 17,3 10,6 1,8 1,9 13,0 47,8
pRNfad2irA sHP/Napin 16,5 11,4 1,7 3,0 14,5 42,7
pRLfad2irA sHP/LeB4 16,3 12,1 1,2 3,4 13,9 42,5
pRNfad2irB iHP/Napin 15,8 13,0 1,2 2,6 12,6 445
pRUfad2irB iHP/USP 16,0 11,9 14 2,8 12,9 45,3
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Abb. 3.16: Fettsdureprofile der Lipide in Blattmaterial transgener HO-Rapspflanzen mit
verschiedenen Silencing-Konstrukten. Die FAMEs wurden Uber GLC analysiert. Die Werte
reprasentieren Mittelwerte aus den Analysen von jeweils 3-5 T2-Pflanzen.

An Arabidopsis-Mutanten mit reduzierter oder ausgeschalteter FAD2-Aktivitat wird deutlich, welche
Auswirkungen die verénderte Fettsdurezusammensetzung von Membranlipiden in vegetativem
Gewebe haben kann. Bei 22 °C entwickeln sich fad2-Mutanten von A. thaliana wie der Wildtyp. Bei
6 °C dagegen zeigen die Mutanten eine ausgepragte Sensitivitat gegenuber Kélte: die Blatter werden
nekrotisch, akkumulieren Anthocyane und sterben schlieflich ab (Miquel et al., 1993). Fir ein

Wachstum bei niedrigen Temperaturen ist demnach die mikrosomale 18:1-Desaturierung essentiell
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zum Uberleben. Die Veranderungen durch den Mangel an PUFAs in den Lipiden in den bei 6 °C
kultivierten fad2-Mutanten beeintrdchtigt die Vitalitat der Zellen allerdings erst nach einigen Tagen
(Miquel et al., 1993). Diese allméhliche Entwicklung der Symptome bei 6 °C spricht dafir, dass der
erniedrigte Desaturierungsgrad der Membranlipide zunédchst nur begrenzt die Zellfunktionen schadigt
(Wallis und Browse, 2002). Eine mogliche Erklarung wére der Zusammenhang von fad2-Mutation
und Beeintrachtigung von mitochondrialen Funktionen (Caiveau et al., 2001). Das verdanderte
Fettsaure-Profil in mitochondrialen Membranen von fad2-Mutanten zeigte, dass die Mitochondrien
kein autonomes Desaturase-System neben denen in endoplasmatischen und plastiddren Membranen
besitzen. Als weitere Konsequenz der Mutation wurde eine erniedrigte Protein-Dichte im Bilayer
festgestellt. Diese und/oder die veranderte Fettsdure-Zusammensetzung in den mitochondrialen
Membranen wurden flr verschiedene funktionale oder dynamische Modifikationen verantwortlich
gemacht, wie z.B. erhdhte Lateral-Diffusion der Lipide, erniedrigte Protonen-Permeabilitat der

Membranen oder gesteigerte Microviskositét.

3.3.1.5 Korrelation von ODP-Verteilung und Transgen-Kopienzahl

Fir erganzende Analysen zu den in Kap. 3.3.1.1-3.3.1.4 dargestellten Ergebnissen wurden transgene
Rapspflanzen mit den Konstrukten pRNfad2irB und pRUfad2irB zur Hemmung der mikrosomalen
Oleatdesaturase FAD2 hergestellt. Die Transformation wurde wie unter 2.12 beschrieben durch
Kokultivierung von Agrobakterien mit Hypokotylexplantaten durchgefiihrt, die anschlielende
Selektion erfolgte aufgrund der T-DNA-vermittelten Kanamycin-Resistenz. Fur Vektor-Kontrollen
wurden parallel Hypokotylsegmente mit dem Ausgangsvektor pRE1 transformiert. AuRerdem erfolgte
die Regeneration von Rapspflanzen ohne Agrobakteriuminfektion und ohne Selektionsdruck aus
Explantaten, sowie die Anzucht von Wildtyp-Pflanzen.

Bewurzelte, putativ-transgene Pflanzen wurden mittels PCR auf Vorhandensein der T-DNA (berprift
(s. 2.14). Als Template diente genomische DNA, die aus Blattmaterial isoliert wurde. Die PCR wurde
mit zwei verschiedenen Primerpaaren zur Amplifikation der NPTII-Kassette bzw. des Nos-
Terminators durchgefihrt. In allen in vitro selektierten Pflanzen mit Silencing-Konstrukten konnten
sowohl das Resistenz-Gen als auch der Terminator des Transgens nachgewiesen werden, fiir Pflanzen
mit dem Ausgangsvektor pRE1 war erwartungsgemal nur der PCR-Nachweis der NPTII-Kassette
positiv.

Ausgehend von jeweils 525 Hypokotyl-Explantaten fur die Transformation mit den Konstrukten
pRNfad2irB bzw. pRUfad2irB konnten 12 bzw. 20 transgene Rapspflanzen selektiert werden.
10 Kontrollpflanzen mit dem Vektor pRE1 resultierten aus 210 Explantaten, auBerdem wurden
5 nicht-transformierte  Wildtyp-Pflanzen regeneriert. Die Transformationsraten von 2,3-4,8 %

(Tab. 3.9) sind vergleichbar mit denen anderer in der Literatur beschriebener Rapstransformationen



3. Ergebnisse und Diskussion 96

(Han, 1999). Sowohl die transgenen als auch die Kontroll-Pflanzen wurden in Erde tberfihrt, im
Gewéchshaus kultiviert und geselbstet. Nach massivem Schadlingsbefall konnten allerdings insgesamt
nur 13 Pflanzen beerntet werden: 4 mit dem Vektor pRE1, 5 mit dem Konstrukt pRNfad2irB und 4 mit
pRUfad2irB.

Tab. 3.9: Transformationsraten (TF) von B. napus var. Drakkar mit verschiedenen Konstrukten.

Konstrukt  HP/ Anzahl Sprosse Sprosse Transgene
Promotor Explantate 1. Selektion 2. Selektion Pflanzen

Anzahl TF Anzahl TF Anzahl TF

pRE1 210 70 33,3% 18 8,6 % 10 4,8 %
pRNfad2irB  iHP/Napin 525 212 40,4 % 21 4,0 % 12 2,3%
pRUfad2irB  iHP/USP 525 321 61,0 % 36 6,9 % 20 3,8%

Von den Samen der Primdartransformanten wurde zun&chst in Ramschanalysen (je 2 x 10 Samen)
gaschromatographisch (s. 2.20) die Fettsdure-Zusammensetzung ermittelt. Urspringlich war
vorgesehen, mit den Vektor-Kontrollen, den nicht-transformierten Regeneraten und ausgesaten
Wildtypen drei unterschiedliche Kontroll-Typen zu analysieren. Dieser Ansatz sollte dazu dienen,
Einflisse des Regenerationsprozesses und/oder der eingefihrten T-DNA auf die Fettséure-
Zusammensetzung abzuschatzen. Aufgrund der geringen Anzahl an Uberlebenden Pflanzen konnten
diese vergleichenden Analysen nicht durchgefiihrt werden. Dennoch standen mit den Samen von
4 Vektor-Kontroll-Pflanzen geeignete Kontrollen zur Bewertung der transgenen Pflanzen beziiglich
des Silencing-Effekts zur Verfiigung. In der Ramschanalyse zeigten die Kontroll-Samen einen
mittleren Olsauregehalt von ca. 70 % und einen ODP-Wert von 0,25 (Tab. 3.10). Von den fiinf
transgenen Pflanzen mit dem Konstrukt pRNfad2irB — iHP mit Napin-Promotor — wiesen drei einen
deutlich gesteigerten Olsauregehalt bis maximal 85 % auf, der ODP-Wert war dementsprechend auf
bis zu 0,07 reduziert. Zwei der vier Primartransformanten mit dem Konstrukt pRUfad2irB — iHP mit
USP-Promotor — zeigten einen deutlichen HO-Phanotyp mit ca. 83 % Olsaure und erniedrigtem
Desaturierungsgrad bis auf 0,09. Ingesamt zeigen so die Silencing-Konstrukte mit Intron-Hairpin wie

bereits dargestellt (s. Kap. 3.3.1.1) eine hohe Effizienz in der Produktion von HO-Phénotypen.
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Tab.3.10: Olsauregehalte und ODP-Werte der Samen (Ramschanalyse) von Primartransformanten mit
Ausgangsvektor bzw. Konstrukten zur Hemmung der FAD2.

Konstrukt  T1- C18:1 (%) ODP MW MW Anteil HO-
Pflanze C18:1 (%) ODP Phanotypen
pRE1 101 72,2 0,21 69,3 0,25 0
105 60,9 0,33
107 69,9 0,24
109 74,1 0,20
pRNfad2irB 201 82,1 0,11 79,5 0,14 4/5
202 69,7 0,25
203 75,7 0,18
204 85,3 0,07
205 84,5 0,09
pRUfad2irB 301 83,4 0,09 78,6 0,15 3/4
310 82,6 0,11
311 75,0 0,18
312 73,2 0,21

Von den Samen der T1-Pflanzen 201, 204 und 205 wurden im folgenden Halbkornanalysen
durchgefuhrt, indem ausgehend wvon den Kotyledonen FAMEs hergestellt und diese
gaschromatographisch getrennt wurden (s. 2.20). In den Samen mit HO-Phanotyp waren die
Olséuregehalte auf 82-89 % erhéht im Vergleich zu 57-73 % in den Kontroll-Samen. Die Fettsiure-
Zusammensetzungen des Samens mit dem héchsten Olsauregehalt und eines Kontroll-Samens sind in
Tab. 3.11 aufgefuhrt und in Abb. 3.17 als Chromatogramme dargestellt. Analog zu den Halbkorn-
analysen, die im Rahmen des Verbundprojekts ermittelt wurden (s. 3.3.1.2), liegt eine Erhéhung des
18:1-Gehalts auf Kosten eines stark reduzierten 18:2- sowie maRig reduzierten 18:3-Gehalts vor.

Desweiteren korreliert der hohe Olsauregehalt mit erniedrigtem Gehalt an gesattigten Fettsauren.
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Abb. 3.17: Erhohung des Olsduregehalts in Rapssamen durch FAD2-Silencing. Die FAMEs der
Halbkornanalysen wurden (ber GLC analysiert. In Tab. 3.11 sind die entsprechenden Flachenprozente
angegeben. A T2-Samen 101.4 (Vektor-Kontrolle); B T2-Samen 205.5 (pRNfad2irB).

Tab. 3.11: Fettsaure-Profil und ODP-Wert des T2-Samens (Halbkornanalyse) mit dem hdchsten
Olsauregehalt durch FAD2-Silencing im Vergleich zu einer Vektor-Kontrolle.

Konstrukt  T2-HK Fettsdure-Zusammensetzung (%b6) ODP
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
pRE1 101.4 55 34 69,2 12,3 7,5 0,22

pRNfad2irB  205.5 3,2 1,2 88,6 1,7 3,0 0,05
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Die Halbkornanalysen der T2-Samen dienten desweiteren zur Abschatzung der Aufspaltungs-Muster.
Die Haufigkeitsverteilungen der ODP-Werte (Abb. 3.18) zeigen eine eindeutige Tendenz zu niedrigen
Desaturierungsgraden von 0,04-0,07. Wildtyp-Phénotypen lagen nur bei Samen der Pflanze 201 (Abb.
3.18 B) vor, wahrend diese Phdnotypen bei den anderen beiden Pflanzen nicht auftraten. Die Muster
entsprechen den in Kap. 3.3.1.2 fir transgene Rapspflanzen mit dem gleichen Konstrukt pRNfad2irB
gezeigten ODP-Verteilungen (s. Abb. 3.13). Die dort geduBerte Vermutung, dass fehlende Wildtyp-
Phanotypen mit dem Vorhandensein von mehreren Transgen-Kopien korrelieren, soll hier ndher
untersucht werden. So wurde fiir die T1-Pflanzen 201, 204 und 205 durch Southern-Blot-Analysen

ermittelt, wieviele Kopien des Transgens vorliegen.
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Abb. 3.18: Haufigkeitsverteilung (Anzahl Halbkorner) der ODP-Werte in T2-Samen von B. napus var.
Drakkar mit dem Vektor pRE1 (A 101) bzw. dem Konstrukt pRNfad2irB (B 201; C 204; D 205).

Fir die Southern-Blot-Analysen wurde aus Blattmaterial der transgenen Pflanzen 201, 204 und 205,
sowie der Vektor-Kontrolle 101 und einer regenerierten Wildtyp-Pflanze genomische DNA isoliert.
Die Restriktion erfolgte mit dem Enzym Bglll, das einmal innerhalb der T-DNA, aber aul3erhalb des
Transgens und der Resistenzkassette schneidet. Nach der Position der Restriktionsschnittstelle werden
bei Hybridisierung mit der eingesetzten Sonde — ein DIG-markiertes DNA-Fragment des Nos-
Terminators — ab einer FragmentgroBe von ca. 3,6 kb vollstdndige Integrationen des Transgens
erwartet. Desweiteren sprechen Signale bei ca. 4,2 kb fur Tandem-Integrationen. Die Hybridisierungs-
signale der DNA aus den transgenen HO-Pflanzen 201, 204 und 205 zeigen ein komplexes
Bandenmuster (Abb. 3.19, Spuren 1-3), wobei die starken Signale fur Mehrfach-Integrationen des
Transgens sprechen, in der Probe 205 (Spur 3) liegen anscheinend Tandem-Integrationen vor. Bei den

Kontrollen — der Vektor-Kontrolle und des Regenerats (Spuren 4 und 5) — treten wie erwartet keine
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Signale auf. Insgesamt liegen in der T1-Pflanze 201 mindestens drei Kopien des Transgens vor, in den
Pflanzen 204 und 205 sind es mindestens neun bzw. zehn Kopien. Bei Vorliegen dieser Anzahl an
Transgen-Kopien einer T1-Pflanze wird die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Wildtyp-
Phénotypen — auch bei Kopplung einzelner Loci — in der spaltenden Generation sehr gering. Die
ermittelte hohe Kopienzahl in den drei untersuchten HO-Pflanzen kénnte somit der Grund fiir die T2-

Aufspaltungsmuster sein, in denen die HO-Phanotypen dominieren.

1 2 3 45

10kb —

5kb —

3kb —

2kb —

Abb. 3.19.: Southern-Blot-Analyse der mit Bglll restringierten genomischen DNA aus transgenen
HO-Rapspflanzen. Die Hybridisierung erfolgte mit einer DIG-markierten Nos-Terminator-Sonde.
Spur 1-3: T1-Pflanzen 201, 204 und 205, transformiert mit dem Konstrukt pRNfad2irB; Spur 4: T1-
Pflanze 101, transformiert mit dem Vektor pRE1; Spur 5: nicht-transformierte, regenerierte Wildtyp
Pflanze.

Generell begunstigt die Anwesenheit von vielen Transgen-Kopien Homologie-abhéngiges Silencing,
d.h. es besteht eine hoéhere Gefahr der Transgeninaktivierung (Fagard und Vaucheret, 2000).
Desweiteren erschwert eine hohe Kopienzahl — insbesondere bei Vorliegen von Dosis-Effekten — die
weitere zichterische Bearbeitung einer Primértransformante, da Genotypen mit unterschiedlicher
Kopienzahl weder phé&notypisch noch auf molekularer Ebene leicht zu unterscheiden sind. Bei der
routinemalig durchgefiihrten phé&notypischen Selektion mittels Halbkornanalyse kann das
Fettsaureprofil durch Umwelteffekte (Harwood, 1998), cytoplasmatische (Diepenbrock und Wilson,
1987) oder maternale Effekte (Pleines und Friedt, 1989) so verandert sein, dass der Phénotyp nicht

mehr dem Genotyp entspricht. Analysen mit Hilfe von Southern-Blot oder Markern dagegen sind sehr
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aufwendig. So sind aus ziichterischer Sicht Primértransformanten wiinschenswert, in denen — bei
voller Ausprédgung des transgenen Merkmals — nur eine einzige Kopie des Transgens vorliegt. Ein
Beispiel unter den Bemihungen, Methoden zur Gewahrleistung von single copy-Integrationen zu
entwickeln, ist die Nutzung sequenz-spezifischer Rekombination zur Auflésung von komplexen Loci
(Srivastava et al., 1999). In den Konstrukten sind die Transgene von Rekombinationsstellen in
umgekehrter Orientierung flankiert, die unabhé&ngig von der Zahl an integrierten Kopien und deren

Orientierung eine Umwandlung in single copy-Transgene bewirken.

3.3.2 Versuche zur simultanen Hemmung der Oleatdesaturasen FAD2 und FADG6 in
reifenden Rapssamen

Wie die Ergebnisse zum FAD2-Silencing in reifenden Rapssamen zeigen, konnte der Olsauregehalt
auf maximal 89 % gesteigert werden. Die niedrigste Desaturierungsrate lag bei 0,05 ODP, d.h. 5 %
des verfiigbaren 18:1-Substrats wird trotz Suppression beider FAD2-Genkopien zu 18:2 und 18:3
desaturiert. Diese Werte sind vergleichbar mit den Fettsaure-Profilen in Samen von HO-Raps, der
mittels Cosuppression der FAD2 hergestellt wurde (Stoutjesdik et al., 2000). Zur weiteren Reduktion
der Desaturierungsprodukte sollte simultan zur FAD2 die im Plastiden lokalisierte Oleatdesaturase
FADG6 gehemmt werden, um so mégliche Kompensationswege abzuschneiden.

Die vier Doppel-Konstrukte (pRDfad2fad6irB, pRNfad2fad6irB, pRUfad2fad6irB, pRLfad2fad6irB;
s. Abb. 3.11) enthalten Teilsequenzen aus FAD2 und FADG als iHP unter Kontrolle des Dc3-, Napin-,
USP- bzw. LeB4-Promotors. Im Unterschied zu den Einfach-Konstrukten wird hpRNA synthetisiert,
die zwei Duplices bilden kann. Mit diesen Konstrukten zur simultanten Hemmung der mikrosomalen
und der plastiddren Oleatdesaturase wurden im Rahmen des Verbundprojekts ,,Entwicklung und
anwendungstechnische Evaluierung neuartiger Rapséle* wie unter 3.3.1 beschrieben ca. 140 transgene
Pflanzen hergestellt und kultiviert. Die fur 37 T1-Pflanzen mit dem Konstrukt pRNfad2fad6irB (mit
Napin-Promotor) vorliegenden Ramschanalysen der T2-Samen sind in Tab. 3.12 zusammenfassend
dargestellt. Im Vergleich zu den Kontroll-Samen ist der mittlere Olsauregehalt von 73 % auf 78 %
erhoht, der Maximalwert der Ramschanalysen liegt bei 84 %. Dementsprechend konnten die
Desaturierungsraten auf bis zu 0,07 ODP reduziert werden. Diese Werte sind vergleichbar mit den
Ergebnissen, die fur das Einzel-Konstrukt ohne FADG6-Sequenzen (pRNfad2irB) ermittelt wurden
(s. Kap. 3.3.1.1, Tab. 3.4). Northern-Blot-Analysen kdnnten kléren, ob tatsachlich nur die mRNA der
FAD2 abgebaut wurde.
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Tab. 3.12: Variationsbreite der Olsauregehalte und ODP-Werte in Samen (Ramschanalyse) von
B. napus var. Drakkar (nicht-transformierte, regenerierte Pflanzen) und unabh&ngigen Primar-
transformanten mit dem Konstrukt pRNfad2fad6irB zur Hemmung der Oleatdesaturasen FAD2 und
FADG.

Konstrukt Hairpin/  Anzahl C18:1 (%) ODP
Promotor 1 o4 “Min MW Max Min MW Max

Regenerate 4 70,9 73,4 76,3 0,14 0,18 0,22

pRNfad2fad6irB iHP/Napin 37 68,0 78,1 84,2 0,07 0,13 0,25

Dennoch konnte gezeigt werden, dass das Doppel-Hairpin-Konstrukt, welches die Bildung einer
Hybrid-RNA mit zwei Duplices bewirkt, PTGS auslésen kann. Die in Abb. 3.20 dargestellte
Héufigkeitsverteilung der ODP-Werte zeigt flr die T1-Pflanzen eine eindeutige Tendenz zu niedrigen
ODP-Werten und einen hohen Anteil HO-Phanotypen. Letzterer liegt bei etwa 62 %, die Effizienz des

Konstrukts und ist damit etwas niedriger als die des entsprechenden Einzel-Konstrukts mit 70 %
(s. Tab. 3.5).
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Abb. 3.20: Haufigkeitsverteilung (Anzahl an Pflanzen) der ODP-Werte in Samen (Ramschanalyse)

von B. napus var Drakkar (Regenerate ) und unabhangigen Primértransformanten mit dem Konstrukt
pRNfad2fad6irB.

Wenngleich mit dem Konstrukt pRNfad2fad6irB erfolgreich HO-Phanotypen produziert werden
konnten, deuten die bis jetzt vorliegenden Ergebnisse der Ramschanalysen nicht auf eine weitere
Erniedrigung des Desaturierungsgrads im Vergleich zum FAD2-Silencing hin. Fir eine sichere
Interpretation liegen derzeit keine ausreichenden Daten vor. Halbkornanalysen werden zeigen, ob in
einzelnen Samen eine Optimierung des Olsduregehalts vorliegt. Desweiteren werden die Analysen zu
den weiteren Konstrukten Aufschluss dariiber geben, ob die alternativen Promotoren in der Lage sind,

eine optimale Hemmung beider Ziel-Enzyme zu induzieren.
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Falls eine simultane Hemmung beider Oleatdesaturasen erfolgreich sein sollte, ist flr die plastidare
Oleatdesaturase FADG6 ebenso wie fir FAD2 die Beteiligung an der Membranlipid-Biosynthese zu
beruicksichtigen. Analysen von fad6- und fad2fad6-Mutanten von Arabidopsis geben Aufschluss tber
mdogliche Beeintrachtigungen von Wachstum und Entwicklung der Pflanzen.

Das Blattgewebe der fad6-Mutante von Arabidopsis enthélt reduzierte Gehalte an 16:3 und 18:3 und
erhdhte Gehalte der Vorstufen 16:1 und 18:1 (Browse et al., 1989). Der erniedrigte Desaturierungs-
grad wird begleitet von einer reduzierten Synthese von plastidaren Membranen und leicht reduzierter
Photosysnthese, wenn die Pflanzen bei 22 °C kultiviert werden (Hugly et al., 1989). Insgesamt zeigen
die fad6-Mutanten eine verschobene Temperatur-Toleranz. Einerseits besteht fur die Thylakoid-
membranen eine erhtéhte Stabilitdt gegeniiber thermischer Disruption, andererseits korreliert die
Mutation mit einer erhohten Sensitivitat bei niedrigen Temperaturen. Fad6-mutanten werden bei
6 °C chlorotisch und zeigen im Vergleich zum Wildtyp eine 20-30 %ige Reduktion in der
Wachstumsrate (Hugly und Somerville, 1992). Strukturanalysen der Chloroplasten von Pflanzen, die
bei niedriger Temperatur kultiviert wurden, wiesen eine reduzierte Menge an Thylakoiden und
simultan erniedrigte Chlorophyll-, Lipid- und Protein-Gehalte auf. In fad6-Mutanten beeintréchtigt die
verdnderte Fettsdure-Zusammensetzung somit die Entwicklung der Chloroplasten bei niedriger
Wachstums-Temperatur.

Wahrend fad2- bzw. fad6-Mutanten in den Blattern 63 % (Miquel und Browse, 1992) bzw. 52 %
(Browse et al., 1989) PUFAs im Vergleich zu 77 % im Wildtyp aufweisen, sind in Blattern der
fad2fad6-Doppelmutante keine der normalerweise synthetisierten PUFAs detektierbar. Die Mutanten
kénnen nicht auf Erde wachsen, sondern lediglich auf Sucrose-Medium. Die Pflanzen besitzen also
nicht die Erfordernisse fur ein autotrophes Wachstum, sind aber zum vegetativen Wachstum bei
geeigneter C-Quelle befahigt. Allerdings kommt es nicht zur Blitenbildung, da die fir die
reproduktive Entwicklung in Arabidopsis essentielle Fettsaure 18:3 als Vorstufe flr Jasmonséure fehlt
(McConn und Browse, 1996). Die Photosynthese scheint der Prozess zu sein, der primér angegriffen
wird. Bei einem normalen Gehalt an Thylakoidmembranen in den Chloroplasten betragt der
Chlorophyll-Gehalt in den Blattern der fad2fad6-Mutanten nur 11 % des Wildtyps, dadurch ist die
Anzahl an photosynthetisch wirksamen Komplexen stark reduziert. Messungen zur Effizienz lassen
auflerdem eine erniedrigte Kapazitat der CO,-Fixierung vermuten.

Insbesondere die Analysen der Doppel-Mutanten zeigen, welche dramatischen Auswirkungen aus
einem vollstandigen Verlust der Enzymaktivitat von Oleat-Desaturasen fir die zellularen Funktionen
in vegetativem Gewebe und damit die Lebensfahigkeit der Pflanzen resultieren. Zukiinftige Analysen
werden zeigen, ob eine gezielte Hemmung der Desaturasen FAD2 und FAD6 ohne Beeintrachtigung

der Entwicklung moglich ist.
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4. Zusammenfassung

Raps6l mit hohen MUFA(monounsaturated fatty acid)- und geringen PUFA(polyunsaturated fatty
acid)-Anteilen wére ein wertvolles Produkt fiir die Nahrungsmittel-Industrie und die Oleochemie. In
der vorliegenden Arbeit sollte mittels gentechnischer Methoden der Olsduregehalt in reifenden
Rapsamen erhoht und gleichzeitig der Gehalt an mehrfach-ungeséttigten C18-Fettséuren erniedrigt
werden. Fir die Hemmung der beteiligten Desaturasen wurde die Hairpin-Technik eingesetzt, die auf
PTGS (posttranscriptional gene silencing) beruht. Bei diesem Ansatz musste beriicksichtigt werden,
dass die Oleatdesaturasen sowohl in der Speicherlipid- als auch in der Membranlipid-Biosynthese
involviert sind. Daher war die Gewahrleistung einer ausschlieRlich samenspezifischen Hemmung der
Enzyme erforderlich.

Das wichtigste Ziel-Enzym fiir eine Steigerung des Olsauregehalts ist die mikrosomale
Oleatdesaturase FAD2, die den grofiten Anteil an 18:1-Substraten wéhrend der Samenreifung
desaturiert. Fir dieses Enzym liegen im Genom des allotetraploiden B. napus vier Genkopien vor, von
denen nicht bekannt war, welche funktional sind und wann und in welchem Gewebe sie exprimiert
werden. So wurden in dieser Arbeit zunédchst funktionale FAD2-Kopien isoliert und charakterisiert.
Dabei wurde Uberpriift, ob es sich um samenspezifisch exprimierte Kopien handelt, da das
Vorhandensein einer solchen Kopie eine Suppression ohne agronomische Nachteile erlauben konnte.
Aus einer cDNA-Bank aus reifenden Schoten von B. napus var. Ascari konnten zwei Genkopien
FAD2-1 und FAD2-11 isoliert werden. Sie sind zu 97 % identisch und lassen sich durch
Sequenzvergleiche dem A-Genom bzw. dem C-Genom zuordnen, sie stammen somit offenbar von den
Vorfahren B. rapa bzw. B. oleracea ab. Durch heterologe Expression der Genkopien in S. cerevisiae
wurde die Fahigkeit der entsprechenden Desaturasen zur A12-Desaturierung nachgewiesen. RT-PCR-
Analysen von RNA aus Blattgewebe zeigten, dass die Genkopien auch in vegetativem Gewebe
exprimiert werden. In B. napus liegen also nicht unterschiedliche samenspezifische bzw. konstitutiv
exprimierte FAD2-Gene vor, wie es fir G. max, H. annuus und G. hirsutum gezeigt wurde. Fur die
gentechnologische Suppression bedeutet dies, dass durch Einsatz geeigneter Promotoren eine
samenspezifische Hemmung erreicht werden muss.

Mit Hilfe der Sequenzinformationen zu den Genkopien wurde eine Kklassich erzeugte Hoch-
Olsaure(HO)-Mutante aus B. napus var. Wotan charakterisiert, um weitere Informationen zu den
molekularen Grundlagen des HO-Phédnotyps zu erhalten. In der Genkopie FAD2-1 konnte eine
Punktmutation identifiziert werden, die zu einem Aminosaure-Austausch eines konservierten Glycin-
Rests gegen ein Arginin fuhrt. Bei heterologer Expression der mutierten Genkopie in S. cerevisiae
zeigte die Desaturase einen um mehr als 90 % reduzierten Substratumsatz im Vergleich zum
unverdnderten Protein FAD2-I. Die Punktmutation kann somit dem Locus zugeordnet werden, der den
HO-Phénotyp der Mutante verursacht. Dabei bestétigen Sequenzvergleiche der mutierten Genkopie

Kartierungsanalysen, die den HO-Locus dem A(B. rapa)-Genom zuordnen. Die Fettsaure-Daten der
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HO-Mutante sprechen fiir die Existenz eines weiteren funktionalen FAD2-Gens, bei dem es sich
vermutlich um FAD2-I1 handelt. Mutationen in beiden FAD2-Genen wiirden allerdings betréchtliche
agronomische Nachteile bedeuten. Eine Hemmung beider FAD2-Proteine ohne Beeintrachtigung der
Pflanzenentwicklung kann somit nur mit gentechnologischen Methoden unter Einsatz geeigneter
Promotoren erreicht werden.

Zur Steigerung des Olsauregehalts in reifenden Rapssamen wurden Hairpin-Konstrukte mit
Fragmenten der FAD2-Genkopien hergestellt und durch A. tumefaciens-vermittelte Transformation in
Raps transferiert. Von den eingesetzten, verschiedenen samenspezifischen Promotoren erwiesen sich
der Napin-, USP- und LeB4-Promotor als geeignet, FAD2-Silencing in Rapssamen auszul@sen.
Konstrukte mit dem Dc3-Promotor bewirkten dagegen keine Erhéhung des Olsauregehalts. Die
Hairpin-Variante mit einem Intron produzierte mehr HO-Phanotypen als Hairpin-Kassetten mit einem
Spacer. In der Auspragung des HO-Phanotyps zeigten Konstrukte mit dem Napin-Promotor héhere
Anteile von Phanotypen mit maximalem Silencing-Grad als Konstrukte mit dem USP-Promotor. Fiir
die verschiedenen Konstrukt-Varianten wurden demnach zwar Unterschiede beziiglich der Effizienz
und der Ausprédgung des HO-Phanotyps festgestellt, dennoch erzielen sie dhnliche Hoéchstwerte fir
den Olséauregehalt. Dieser konnte durch Hemmung der FAD2 in Einzelsamen von ca. 70 % auf bis zu
89 % gesteigert werden. Jedoch wurde die Oleatdesaturierung nicht vollstandig unterbunden, da die
18:2- und 18:3-Gehalte in der Summe nicht unter 5 % gesenkt werden konnten. Diese Restgehalte
werden der Aktivitat der plastidaren Oleatdesaturase FAD6 sowie einem Lipid-Austausch zwischen
den Kompartimenten Plastid, Cytosol und ER zugeschrieben. Daher sollte der Olsauregehalt in einem
zweiten Ansatz durch simultane Hemmung der mikrosomalen und der plastidaren Oleatdesaturasen
(FAD2 und FADG6) optimiert werden. Hierzu wurden Doppel-Konstrukte mit Hairpin-Kassetten und
den o.g. Promotoren hergestellt. Die Ergebnisse der bisher analysierten transgenen Pflanzen sprechen
nicht fir eine weitere Erniedrigung des Desaturierungsgrads. Eine sichere Beurteilung kann allerdings
erst nach Vorlage der noch ausstehenden Daten erfolgen.

Durch samenspezifische Suppression von zwei Genkopien der mikrosomalen Oleatdesaturase FAD2
mit Hilfe von Hairpin-Konstrukten konnten somit erfolgreich transgene Rapspflanzen mit HO-
Phanotyp hergestellt werden. Die angewendete Hairpin-Technik erwies sich als geeignete Methode zur
effizienten Produktion von Primartransformanten mit dem gewinschten Phénotyp. Eine
Beeintrachtigung der Membranlipid-Biosynthese im vegetativen Gewebe wurde nicht festgestellt.

Desweiteren konnte das HO-Merkmal stabil auf die ndchste Generation vererbt werden.
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Anhang 1: Vektorkarte pRE1

(hergestellt von Elke Filsak und Reinhard Topfer, 1992, unverdffentlicht)
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Anhang 2: Plasmidkarten der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten rekombinanten Plasmide
mit Promotor/Terminator-Kassetten
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Anhang 3: Primer-Sequenzen

Die Orientierung (bezogen auf die Template) ist durch Pfeile angegeben. Start- und Stopcodon sind
fettgedruckt, angefiigte Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen und bezeichnet. Die Schmelz-
temperatur bezieht sich auf die zur Template komplementaren Bereiche.

Primer | Sequenz (5‘—3°) Tm | Template/
(°C) | Herkunft
PA16 | ATGGGTGCAGGTGGAAGAATG 64 | BnFAD2
(=)
PA45 |CAGTTTCTTCTTTGCTTCATAAC 62 | BnFAD2-I
(<)
PA30 | TTCTTTCACCATCATATCC 60 | BnFAD2-II
(<)
PAS5 | CGGGGTACCACATAATGGGTGCAGGTGGAAGAATG 64 |BnFAD2
(=) Kpnl
PA56 | GCTCTAGACAGTTTCTTCTTTGCTTCATAAC 62 | BnFAD2-I
(<) Xbal
PA57 | GCTCTAGATTCTTTCACCATCATCATATCC 60 | BnFAD2-I
(<) Xbal
PA23 | ATGGCGTCAAGAATTGCTGATTC 66 | BnFADG6
(=)
PA24 | TCAGGCTGCGTAGTCAGGC 62 | BnFADG6
(<)
PA49 | ATAAGAATGCGGCCGCGTCGACCCCGAGCTAACCAC 46 | Dc3-
(=) Notl Sall Promotor
PA4 | GGATCCCATATGCTCGAGCCCGGGTAATTGTAAATGTAATTG 42 | Dc3-
(«) BamHI ~ Ndel  Xhol Xmal/Smal Promotor
PA31 | GCGGCCGCGTCGACTAGTAGAAAGATTTGAGAGC 54 | Napin-
(=) Notl Sall Promotor
PA32 | GGATCCCCATGGCCCGGGTTTGTGTATGTTTTGTAGTG 52 | Napin-
(«) BamHI Ncol Xmal/Smal Promotor
PA37 | ATAAGAATGCGGCCGCGTCGACCTGCAGCAAATTTACACATTG 58 | USP-
(=) Notl Sall Promotor
PA33 | CGCGGATCCCATATGCCCGGGTTTGACTGGCTATGAAGAAAT 56 | USP-
(«) BamHI Ndel Xmal/Smal Promotor
PA43 | ATAAGAATGCGGCCGCGTCGACCGATTCAGTTATTTGAGAAAAAG 60 |LeB4-
(=) Notl Sall Promotor
PA44 | CGCGGATCCCCATGGCCCGGGTGTGACTGTGATAGTAAACAAC 60 |LeB4-
(«) BamHI Ncol Xmal/Smal Promotor
PA34 | CGCGGATCCCCCGGGGCTCCCATCTACAACGACCG 64 |BnFAD2
(=) BamHI Xmal/Smal
PA35 | GGACTAGTTCATAACTTATTGTTGTACCAGAAC 66 |BnFAD2
(«) Spel
PA36 | GGACTAGTTGATGCGCCACGTGCGTGTC 66 |BnFAD2
(«) Spel
PA38 | GGAATTCCATATGCCATGGTGATGCGCCACGTGCGTGTC 66 | BnFAD2
(«) Ndel Ncol
PAG6 | CGCGGATCCGCTCCCATCTACAACGACCG 64 |BnFAD2
(=) BamHlI
PA47 | CATGCCATGGCATATGGTACTCCTCAAAAAAACCCATC 62 | BnFADG6
(=) Ncol Ndel 2.Intron
PA48 | GGACTAGTCTGATAGAACGGTTCACTAAC 60 |BnFADG6
(<) Spel 2.Intron
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PA79 | CGGGATCCAGATCTTTACAGGGTTCTTTGTGATAGGC 68 | BnFADG6
(=) BamHI Bglll

PA80 |GGAATTCCATATGCCAAAAGTGATAGCCCAACCATG 68 | BnFADG6
(<) Ndel

PA77 | GCTCTAGAGGTGAACTGGCACTTCAACCTG 68 | BnFADG6
(=) Xbal

PA78 | GGACTAGTCCAAAAGTGATAGCCCAACCATG 68 | BnFADG6
(«) Spel

PA92 | GTCAAGCAGATCGTTCAAAC 58 | Nos-

(=) Terminator
PA87 | GGGGTACCGTCGACAAGCTTCTCGAGGTCGATCTAGTAACATAGATG |58 | Nos-

(<) Kpnl Sall Hindlll ~ Xhol Terminator
MR1 | AAGAARGCGATHCCGCCGCAYTG 66 |FAD2

(=)

MR2 | YTCCATGGCRTKKTARTG 58 |FAD2

(<)

PA90 | GGAGAGGCTATTCGGCTATGAC 64 | NPTII

(=)

PA91 |CGAATCGGGAGCGGCGATAC 66 | NPTII

(<)
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Anhang 4: Nukleotid-Sequenzen isolierter FAD6-Klone aus B. napus mit abgeleiteten
Aminosaure-Sequenzen

FADG6 (genomischer Klon, 2101 bp) aus B. napus var. Drakkar in pPA9
Markierte Bereiche kennzeichnen Introns.

ATGGCGTCAAGAATTGCTGATTCTCTCTTCGCCTTCACGGTAAAAAAAAAGTCTTCACCTTTCACATTCTTCTCT
M A SR I1T A DS L FAFT

ATTGCCCATCACTACTAGTTGAGTTTCCCATCATCAATTTTGTTTCTTTGCTCATTGGATTCTCAGGGCCCACAA
G P Q

CAATGTCTTCCTAGGGCTCCTAAGCTTGCTTCTGCTCGTCTTTCTCCTGGTACTCCTCAAAAAAACCCATCTTTT
Q ¢cL PRAPKWLASARILSUP

TGTTCTGCAAGTGCAAAGTTGTTGTCTTTCTTATATGAATGCAGATGGCTGATGTTAGTGAACCGTTCTATCAGG
G

TGTGTATGCTGTGAGACCAATTGATCTTCTGTTAAAAGGAACCAGAAGAACATTCCTTGTTCCTGCAAAGAAAAG
vV Y AVR®PI DLLL KGTWRWRTFULVPAIKKR

GATTGGATGTATAAAAGCTGTCTTTGTCCCTGTCGCACCACCATCAGCTGATAATGCAGAAGACAGGGAACAGCT
I 6 ¢ 1 K AVFV PV APPSADNAEUDIREOQL

AGCAGAAAGCTATGGATTCAAACAAATTGGACAAGATCTTCCTGATAACGTCACCTTGAAAGATATCATGGATAC
AAE SY GFKOQI 6GQDULPDNVTLIKDTI MDT

CCTTCCCAAAGAGGTTATACAGCTTTTTCAATAAGCGTTGTGTGTGATTGATACTGAACTTCTTCTTGTTCTTCA
L P K E

GGTGTTTGAGATTGATGATGTGAAAGCATGGAAGTCTGTGTTGATATCTGTGACTTCCTATGCTTTGGGGCTCTT
v F E I DDV KAWIKSVLI SV TSYALGTLF

CATGATTGCGAAAGCTCCGTGGTATCTGCTTCCCTTGGCTTGGGCATGGACAGGAACTGCAGTTACAGGGGTAAG
M 1 A K APWY L L PLAWAWTGTAV TG

CCTCTCATCATCCACTGTCTCTTCTCTATGTGTCCTTGTTACTTTACTCTTGTCTAAGTGCATTGTTTCTTTCTT
CTAGTTCTTTGTGATAGGTCATGATTGTGCTCATAAATCATTTTCAAAGAACAAATTGGTTGAAGACATTGTGGG
FF V1 GHUDT CAHI K SV FSI KNI KILVEDTI VG

TACTCTAGCCTTCCTACCTCTTGTGTACCCTTATGAGCCATGGCGGTTTAAGCACGACCGTCACCACGCCAAAAC
T L AFLPL VY PY EPWRFIKHDRMHWHAIKT

CAACATGTAACTCTTACTTACTTAACCTAGACCCTTAAAGGTATTCACTATAGGATAAGTGATGACTTTGTTTCT
N M

CTATAGGTTAGTTCATGACACAGCTTGGCAACCAGTTCCTCCAGAGGAGTTTGATTCGTCACCTGTTCTGCGAAA
L vV HDTAWOQW®PVPUPETEFIDSS P VL RK

GGCGATTATTTTTGGATATGGCCCTATTAGGCCTTGGTTGTCCATAGCTCACTGGTATGTATATAAAGATTCACT
Aol 1 F GY GPI1T RPWIL S 1T A HW

TTTACTCTTTACACAGTGATCAATTCTTCTTTTCTCTGTATACCTTTTTACTTAACGATTGTAATTGTTCTAACA
GGGTGAACTGGCACTTCAACCTGAGAAAGTTCAGACCAAGTGAAGTGAATAGGGTGAAGATAAGTCTGGCTTGTG
vV NWHFNULWRIKVFR®PSEVNWIRVK 1T S L AC

TTTTCGCCTTCATGGCCGTTGGTTGGCCGCTGATCATATACAAAGTTGGTGTATTGGGATGGGTAAAGTTCTGGT
vV F A FMAVGGWW®PL 1T I Y KV GV L GWV K F W
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TGATGCCATGGTTGGGCTATCACTTTTGGGTAAATGCTTCTCTCTTTTCGTTTGATAGAGCATCAGAAGCCACAA
L M P WL GY H F W

TGGTTACACACTTATTGTTTATTCTATAGATGAGTACGTTCACAATGGTTCATCATACGGCTCCACACATTCCTT
Mm s TFTMVHUHTAWPMH 1 P

TCAAGCCTGCTGATGAGTGGAACGCAGCTCAGGCCCAGCTCAACGCGAACTGTTCATTGTGATTACCCTAGTTGGT
F K P ADEWNAAQQAQLNGTVHTCUDYP S W

AGTGCATCTCCACCTGCTAAGTTGGTGAAGTTAGTATTCTCTAAGTTTGGAGATTTCTTGTTTGACTTTCATATG
AATGTTTTGTGACAGGATTGAGATTCTCTGCCATGATATCAACGTACACATCCCGCATCACATAAGCCCAAGGAT
Il E1 L CHDI1I NV HI1T PHHTI S PRI

ACCGAGCTACAATCTCCGTGCGGCTCATCAGTCTATACAAGAGAACTGGGGAAAGGTAACAGCCACTTTCTTATC
P S Y NLIRAAHQS I Q ENW G K

ACATAAAGCTTTGTGAATTTATATTTCACTGACAGAAGATTTGAGGTTTCTTTTGATGCAGTATACAAACTTGGC
Y T N L A

TACGTGGAATTGGCGGTTGATGAAGACGATAATGACTGTGTGCCATGTCTATGACAAAGAGGAGAACTACATTCC
T WNWRLMKTI M TV CHVYDIKETENY I P

TTTTGATAGGTTAGCCCCTGAAGAATCGCAACCAATAACATTCCTCAAGAAAGCAATGCCTGACTACGCAGCCTG
F DR L APEESQ®P I TFULIKIKAMMPUDYAA®™>
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FADG6 (cDNA, 1341 bp) aus B. napus var. Ascari in pPA7

ATGGCGTCAAGAATTGCTGATTCTCTATTCGCCTTCACGGGCCCACAACAATGTCTCCCCAGGGCTCCTCAAGTT
M A SRI ADSLFAFTSG®POQQCLPRAWPZQV

GCTCATGCTCGTCTTTCTCCAGGTGTGTATGCTGTGAGACCTATTGATCTTCTATTAAAGGGAAAGACGCATAGA
AAHARLSPSGVYAVRUPI1DULULULKGIKTHR

AGGAGAACGTTCTTGGTTTCTGCAAAGAAAAGGGTTGGATCTATAAAAGCCGTGGCTGTTCCAGCCGCACCGCCT
R R TFLVSAKIKIRVGSI1T KAV AV P AAWPP

TCAGCTGACAGTGCAGAAGAGAGGGAGCAGTTAGCAGAAAGCTATGGGTTCGAACAAATTGGACAAGATCTTCCT
S ADSATETERTEU QLAETSTYTG GTFTEQ QTIGO QTUDTLP

GATAATGTCACTTTAAAAGATATCATGGACACACTCCCCAAAGAGGTGTTTGAGATTGATGATGTGAAAGCTTGG
b NVTLIKIDI1 MDTULU®PIKEV FE 1T DDV K AW

AAGTCTGTGTTGGTATCTGTGACTTGCTACGCTTTGGGGCTCTTCATGATTTCCAAAGCGCCATGGTATCTGCTT
K $vL VSV TTCYALGLZFWMI SKAPWYL L

CCGTTGGCTTGGGCTTGGACAGGAACTGCAGTTACAGGGTTCTTTGTGATAGGCCATGATTGTGCTCATAAATCA
P LAWAWTGTAVTSGZFZFV 1 GHUDT CAMH K S

TTTTCAAAGAACAAATTGGTAGAAGACATTGTGGGTACTCTAGCCTTCCTACCTCTTGTATACCCCTATGAGCCA
F S KNKLVEDII1 VG6GTLAFLPLVYPYEP

TGGAGGTTTAAGCATGACCGTCATCACGCCAAAACCAACATGTTAGTTCATGATACAGCTTGGCAACCAGTTCCA
W R FKMHDI RMHHAIKTNMLVHDTAWAOQP VP

CCAGAGGAGTTTGATTCATCTCCGGTTCTGCGAAAAGCAATCATTCTTGGATATGGTCCAATCCGGCCTTGGCTG
P EEFDSSPVLRKAIILlLGYGP 1T RP WL

TCCATAGCTCACTGGGTGAACTGGCACTTCAATCTGAGAAAGTTCAGACCAAGCGAAGTGAATAGGGTGAAGATA
S I AHWVNWHFNILWRIKIFRWPSEVNRV K I

AGCTTGGCTTGTGTTTTCGCCTTCATGGCCGTTGGGTGGCCACTGATCATATACAAAGTTGGCATATTGGGATGG
s LACVFAFMAYVGWPLIT 1Y KV G 1 L G W

GTGAAGTTCTGGTTGATGCCATGGTTGGGCTATCACTTTTGGATGAGCACGTTCACGATGGTTCATCATACAGCT
vV K FWLMPWILGYHZFWMSTFTMMVHWHT A

CCACACATCCCTTTCAAGCCTGCGGATGAGTGGAACGCGGCTCAGGCACAGCTTAACGGAACTGTTCATTGTGAT
P H I P F KPADEWNAAQAQLNGTVHTCD

TATCCTAGTTGGATTGAGATTCTCTGCCATGATATCAACGTACACATCCCACATCACATTAGCCCAAGGATACCA
Yy pP S w1 E 1 L CHDI NVHITIT PHHI S PR 1P

AGCTACAACCTCCGTGCGGCTCATGAGTCTATTCAAGAGAACTGGGGAAAGTATACAAACTTGGCTACTTGGAAC
S YNLRAAHES 1T QENWGI K Y T NULA AT W N

TGGCGCTTGATGAAGACAATAATGCTGTGTGCCATGTCTATAACAAAGAGGAGAACTACATTCCTTTTGACCGAT
wWRLWMKTI MTVCHVYNIKEENY T P F DR

TAGCCCCAGAGGAGTCGCAACCAATAACATTCCTCAAGAAAGCAATGCCTGACTACGCAGCCTGA
L APEESQPI1T TFULIKIKAMPUDYAA*
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