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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Eine effektive Strategie fiir die Verbindung von Gensequenzen mit der Funktion des
Genproduktes ist die Insertionsmutagenese. Bei dieser Form der Mutagenese integriert eine
bekannte Sequenz in ein Gen und verdndert dadurch die Genstruktur. Die Folge kann eine
Verdnderung der Genfunktion sein, die bestenfalls zu einem veridnderten Phianotyp fiihrt. Eine
systematische Analyse von knock out-Mutanten in der Hefe Saccharomyces cerevisiae hat
demonstriert, dass ein signifikanter Teil der Mutationen nicht zu sichtbaren phédnotypischen
Verdnderungen fiihrt (Ross-Macdonald 2000). Es wird geschitzt, dass in Hefe 60-70% der
Gene nach einer Transposoninsertion keinen mutanten Phinotyp zeigen (Goebl und Petes
1986, Oliver et al. 1992, Burns et al. 1994). Die Moglichkeiten der funktionellen
Genomanalyse wurden durch die Entwicklung von modifizierten Insertionselementen, den
sogenannten gene traps, erweitert. Gene trap-Konstrukte verfiigen iiber ein Reportergen,
dessen Expression von der Transkription des chromosomalen Gens abhdngt, in welches das
Konstrukt integriert ist. Folglich kann bei der Integration eines gene traps in ein Gen ein
Marker fiir dessen Expression generiert werden, so dass ein sichtbarer verdnderter Phanotyp,
der die Funktion des korrespondierenden Gens reflektiert, fiir die Zuordnung von Genfunktion
und Gensequenz nicht mehr notwendig ist. Gene trap-Konstrukte erlauben somit die
Identifizierung von Genen, die funktional redundant sind, eine Funktion in mehreren
Entwicklungsstadien haben oder deren Mutation letal ist und wurden daher sehr erfolgreich in
der Entwicklungsbiologie von Drosophila und Maus eingesetzt (Bellen 1999, zur Ubersicht).

Es wurden verschiedene Typen von gene trap-Systemen entwickelt (Springer 2000):
enhancer trap, promotor trap und gene trap. Diese unterscheiden sich in dem verwendeten
Reportergen-Konstrukt und werden alle unter dem Begriff gene trap zusammengefasst. Die
enhancer trap-Konstrukte werden zur Identifizierung von Enhancern eingesetzt (O’Kane und
Gehring 1987, Bellen et al. 1989, Bier et al. 1989, Wilson et al. 1994). Im enhancer trap wird
die Expression des Reporters durch einen Minimalpromotor initiiert. Die Einwirkung eines
Enhancers verstirkt die Aktivitdt des Minimalpromotors, was zum indirekten Nachweis der
Expression des Zielgens iiber den Reporter fithren kann. Promotor trap-Konstrukte (Friedrich
und Soriano 1991) enthalten ein promotorloses Reportergen, welches bei Insertion im
richtigen Leserahmen in ein Exon exprimiert werden kann. Im Gegensatz zum promotor trap
kann das gene trap nach Insertion in ein Exon oder Intron exprimiert werden. Wenn das
gene trap in ein Intron inseriert, kdnnen die transkribierten Reportergen-Sequenzen iiber die
Element-eigenen Spleiflakzeptorstellen mit dem davor liegenden Exon verspleifit werden
(Abb. 1 A). Fiir den Fall der Insertion in ein Exon (Abb. 1 B) enthélt das gene trap-Konstrukt
im 5’Ende Spleildonorstellen, so dass iiber die SpleiBakzeptorstellen ein Verspleilen des
Reporter-Transkripts mit dem endogenen Transkript moglich wird. Drei, jeweils um eine Base
gegeneinander verschobene SpleiBBakzeptorstellen ermdglichen eine transkriptionale Fusion
zwischen dem Reportergen und dem endogenen Gen in jedem der drei Leserahmen. In der
Zelle entsteht so eine Population von Fusionstranskripten, bei der die Reportersequenz
theoretisch {iber jede der drei Spleilakzeptorstellen prozessiert werden kann. Nur die Nutzung
einer der drei mdglichen SpleiBakzeptorstellen fithrt zu einem Transkript, von dem ein
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funktionales Reporterprotein translatiert werden kann. Die effiziente Nutzung aller drei
Spleifistellen ist daher ein entscheidender Punkt fiir die Bildung des Reporters und somit der
Leistung des gene trap-Systems.

endogenes Gen —_— |- gene trap —|
A /\
Q [__Intron MWIN  Reportergen [ S

B M
§ Intron BMIN  Reportergen -

Abb. 1: Funktionales Konzept eines gene trap-Konstrukts

Schematisch abgebildet ist die Insertion eines gene trap-Konstrukts in ein Intron (A) oder Exon (B) eines
endogenen chromosomalen Gens. Das gene trap-Konstrukt ist farbig, die Intronsequenzen als weile und die
Exonsequenzen als graue Boxen dargestellt. Das gene trap-Konstrukt enthélt ein Intron (I) und eine dreifache
SpleiBakzeptorstelle (A) vor einem Reportergen. Die roten Pfeile auf beiden Seiten deuten ein Transposon als
Basis des gene trap—Konstrukts an. Die unterschiedlichen Spleiimdglichkeiten zwischen endogenem Transkript
und Reportergen-Transkript sind durch schwarze Linien symbolisiert.

Der Einsatz einer 3’Intronsequenz und dreier Spleilakzeptorstellen stromaufwirts des
Reportergens kann die Zahl der nachweisbaren Integrationen des gene trap-Konstrukts
erhéhen. Jeonetal. (2000) konnten in Reis zeigen, dass die Effizienz der
Reportergen-Expression bei transgenen Linien mit drei putativen Spleildonorstellen, dem
3’Bereich eines Introns und drei SpleiBakzeptorstellen gefolgt von dem Reportergen im
Vergleich zu Linien mit Konstrukten ohne 3’Intronsequenzen und SpleiBstellen vor dem
Reportergen verdoppelt werden konnte. In Arabidopsis stellten Nussaume et al. (1995) eine
Steigerung der Pflanzen mit Expression des Reportergens von 4% in einem System ohne
Intronsequenzen nach Bechtold et al. (1993) auf 20% bei einem System mit Intronsequenzen
und dreifacher Spleiakzeptorstelle und somit eine Verfiinffachung fest.

SpleiBen bezeichnet den Prozess bei dem Intronsequenzen aus der precursor-mRNA
ausgeschnitten und die Exons miteinander fusioniert werden. Eine Ubersicht iiber die
SpleiBvorgidnge in hoheren Pflanzen geben Simpson und Filipowicz (1996). Die
SpleiBvorgénge in hoheren Pflanzen unterscheiden sich von denen in Sdugetieren. Das erklart
warum das Spleilen von heterologen Introns aus Vertebraten oder Hefe in transformierten
Pflanzen in der Regel gar nicht oder nur sehr ineffizient erfolgt. Auch zwischen monokotylen
und dikotylen Pflanzen bestehen Unterschiede in der Intronerkennung. Introns aus dikotylen
Pflanzen werden in monokotylen Pflanzen korrekt und effizient prozessiert. Das Spleiflen von
monokotylen Introns in dikotylen Pflanzen hingegen erfolgt nur ineffizient oder {iberhaupt
nicht.
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Die Ubergiinge zwischen Exons und Introns sind stark konserviert. Die 5’Spleidonorstelle
hat in allen Eukaryoten meistens die Sequenz AG/GT (Simpson und Filipowicz 1996). Die
stromabwiérts im Intron folgenden Basen AAGT sind ebenfalls, allerdings nicht so stark,
konserviert. Bei der 3’Spleilakzeptorstelle ist die Grenze zwischen Intron und Exon AG/GT
am stdrksten konserviert. Ein weiteres fiir den Spleivorgang wichtiges Element ist die
Verzweigungsstelle im Intron. Diese liegt in pflanzlichen Introns durchschnittlich 27 bp
stromaufwérts der SpleiBakzeptorstelle. In Hefe ist die Sequenz der Verzweigungsstelle mit
TACTAAC stark konserviert. Fiir Pflanzen wurde von Simpson und Filipowicz (1996) die
degenerierte Konsensussequenz CTRAY ermittelt, wobei auch weiter degenerierte Sequenzen
eine Erkennung der SpleiBakzeptorsequenz zulassen. Die Ubereinstimmung der Sequenz der
Verzweigungsstelle mit dem Konsensus hat jedoch einen groflen Einflufl auf die Definition
der 3’SpleiBistelle (Simpson et al. 2002). Es wird angenommen, dass das Auffinden der
Spleiakzeptorsequenzen durch einen scanning-Mechanismus erfolgt, bei dem praferentiell
die erste Spleilakzeptorstelle stromabwirts der Verzweigungsstelle erkannt wird. In
Vertebraten beeinflusst eine  Polypyrimidin-Sequenz  (T-tract) stromabwérts der
Verzweigungsstelle die Auswahl der SpleiBBakzeptorstelle. Auch pflanzliche Introns enthalten
AU-reiche Elemente, die eine wichtige Rolle bei der Introndefinition spielen. Es gibt
Hinweise darauf, dass ein T-tract in Pflanzen existiert und wie bei Vertebraten einen Einfluss
auf die Auswahl der SpleiBakzeptorstelle hat (Simpson et al. 2002). Es ist gezeigt worden,
dass die Effizienz der Intron-Prozessierung von der Qualitit der Verzweigungsstelle
zusammen mit dem stromabwirts gelegenen T-tract abhiangt (Brown und Simpson 2002, zur
Ubersicht). Fiir ein effizientes Spleifen ist somit eine mdglichst gute Ubereinstimmung mit
den Konsensussequenzen von Vorteil.

1 [A Reportergen

Verzweigungsstelle T-tract SpleilRakzeptorstellen
Konsensus CURAY UuUuu/CcUuU UGYAG/GU
GTDsB ..CTAATTGAATTTTTTTTACGCAG:GTTGCAG:GTTGCAG:GTCCAAGATG...
Al A2 A3

Abb. 2: Das gene trap-Konstrukt GTDsB

Schematisch abgebildet sind die fiir das Spleilen wichtigen Sequenzen wie Verzweigungsstelle, T-tract und die
drei SpleiBakzeptorstellen (A1-A3) des GTDsB-Konstrukts. Die zugehodrigen Konsensussequenzen nach
Simpson und Filipowicz (1996) sind angegeben. Das Startcodon des Reportergens ist blau markiert.

Bergmann und Liitticke (2004) konnten ein gene trap-Konstrukt entwickeln, dass die
optimale Erkennung der dreifachen SpleiBakzeptorsequenz vor dem Reportergen in Gerste
aufzeigt. Das als GTDsB (gene trap Ds B) bezeichnete Konstrukt basiert auf dem
nicht-autonomen Transponierbaren Element Ds und wurde in dieser Arbeit fiir einen
gene trap-Ansatz in Gerste eingesetzt. Durch eine Verldngerung des T-tracts der verwendeten
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Intronsequenz des Actl-Gens aus Reis auf acht Basen und einer Anndherung des Signals an
die  Verzweigungsstelle konnte eine effiziente Prozessierung der dreifachen
Spleiakzeptorstelle in GTDsB-transformiertem Gewebe erreicht werden. Die drei
SpleiBakzeptorstellen von GTDsB A1-A3 wurden dem Konsensus fiir monokotyle Pflanzen
nach Simpson und Filipowicz (1996) angepasst und befinden sich jeweils in einem Abstand
von sieben Basen. Es konnte gezeigt werden, dass die Spleilakzeptorstelle A1 préferentiell
und effizient genutzt wird. Die Spleilakzeptorstellen A2 und A3 wurden beide in einer
elffach reduzierten, anndhernd gleichen Frequenz genutzt. Zum ersten Mal konnte in Pflanzen
die Nutzung der Spleilakzeptorstelle A3 eines gene trap-Konstrukts gezeigt werden.

Das Reportergen in GTDsB ist das bakterielle Gen fiir die 8-Glukuronidase (UidA oder gusA,
im Folgenden als gus bezeichnet). Dessen Verwendung als Reportergen ist in Pflanzen sehr
verbreitet. Die Expression von gus kann durch histochemische Farbung mit einem geeigneten
Substrat sichtbar gemacht werden (Jefferson 1987). Das GUS-Protein ist sehr stabil und
toleriert lange N-terminale Fusionen (Kavanagh et al. 1988). Dies ist ein wichtiger Punkt, da
es aufgrund des funktionalen Konzepts von gene trap- aber auch promotor trap-Konstrukten
neben einer transkriptionalen Fusion von endogenen mit Reportergen-Sequenzen auch zu
einer translationalen Fusion kommen kann. Der Nachweis der B-Glukuronidase ist sehr
sensitiv (Jefferson et al. 1987, Lindsey et al. 1993), so dass die GUS-Aktivitdt auch in
einzelnen Zellen detektiert werden kann.

Um gene trap-Konstrukte fiir die Insertionsmutagenese nutzbar zu machen und in
Pflanzengenomen zu verteilen, sind die beiden wichtigsten Alternativen T-DNA-Transfer und
Transponierbare Elemente. Ein Vorteil der Transponierbaren Elemente gegeniiber T-DNA
beim Einsatz in den groen Genomen der Gréser ist die inhdrente Préiferenz fiir die Insertion
in putative Gensequenzen. Fiir Transposons der Ac/Ds-, En/Spm- und Mu-Familien aus Mais
wurde in Mais die Tendenz gezeigt, bevorzugt in unmethylierte DNA-Sequenzen mit geringer
Kopienzahl zu inserieren (Bennetzen 1985, Chen et al. 1987, Cone et al. 1988, Bennetzen
etal. 1994, Cresse et al. 1995). Unmethylierte Regionen des Mais-Genoms sind generell mit
regulatorischen und codierenden Sequenzen assoziiert (Antequera und Bird 1988, Bennetzen
et al. 1994). Eine mogliche Erkldrung fiir diese Priferenz der mobilen Elemente wére die
bessere Zuginglichkeit dieser DNA-Regionen aufgrund der offenen Struktur von genreichen
Chromosomensegmenten (Yamazaki 2001).

Die eukaryotischen Transposons lassen sich anhand des Transpositionsmechanismus in zwei
Klassen einteilen (Kunze et al. 1997, zur Ubersicht). Retrotransposons (Klasse I-Elemente)
transponieren iiber eine RNA-Zwischenform. DNA-Transposons (Klasse II-Elemente)
transponieren iiber die physikalische Exzision und Reintegration in neue Positionen. Dieser
Transpositionsmechanismus wird als cut and paste bezeichnet (Greenblatt und Brink 1962,
Saedler und Nevers 1985). Die DNA-Transposons besitzen strukturelle Merkmale, die fiir die
Transposition essentiell sind. So befinden sich am 5’ und 3’Transposonende sogenannte
terminal inverted repeats (TIR). Sie gehoren, wie weitere Sequenzmotive in den
subterminalen Regionen, zu den Ccis-Determinanten des Transpositionsprozesses.
Transponierbare Elemente codieren fiir ein Protein oder mehrere Proteine, die fiir die



EINLEITUNG 5

Transposition notwendig sind. Die Transposition ist das Ergebnis der Interaktion von der
in trans-agierenden Transposase mit den cis-Determinanten des Transposons.

Basierend auf der Sequenz der TIR und Homologien zwischen den Transposase-Proteinen
kénnen eine Vielzahl der pflanzlichen Transposons in die Ac-Uberfamilie oder die En/Spm-
bzw. CACTA-Uberfamilie eingeordnet werden. Die Mutator-Elemente aus Mais bilden eine
distinkte Transposonfamilie mit langen TIR und spezifischen Charakteristika der
Transposition. Die Ac- und En/Spm-Uberfamilien beinhalten nicht nur transponierbare
Elemente aus Mais sondern auch aus anderen Pflanzenspezies. Eine Ubersicht iiber die
Transponierbaren Elemente in Pflanzen geben Kunze et al. (1997).

Innerhalb einer Elementfamilie gibt es autonome, defekte und nicht-autonome Elemente
(Kunze et al. 1997, zur Ubersicht). Die autonomen sowie manche defekten Elemente codieren
die in trans-agierende Transposase. Die defekten Elemente sind aufgrund von Verdnderungen
in den cis-Determinanten immobilisiert. Nicht-autonome Elemente bilden keine Transposase,
besitzen aber funktionsfahige cis-Determinanten. Sie konnen transponieren, wenn die
Transposase von einem autonomen Element der gleichen Elementfamilie in trans
bereitgestellt wird.

Die Ac/Ds-Transposonfamilic aus Mais beinhaltet die autonomen Elemente Activator (Ac)
und die nicht-autonomen Dissotiation-Elemente (Ds-Elemente) (Doéring und Starlinger 1986,
zur Ubersicht).

| 4565 bp |
~ 200 bp ~ 200 bp
Sub-Termini Sub-Termini
11 bp 11 bp
TIR Ul
\ Transkript r

\ /

Abb. 3: Schematische Darstellung des autonomen Ac-Elements aus Mais
Das Ac-Element weist eine Gesamtldnge von 4565 bp auf. Die cis-Determinanten, 11 bp TIR (terminal inverted
repeats) und 180 bp subterminale Sequenzen, sind schematisch gezeigt. Das durch einen Pfeil symbolisierte

Transkript codiert fiir eine Transposase (ACTPase) von 807 Aminosduren (aa).

Das autonome Ac-Element (Abb. 3) hat eine Lénge von 4565 bp (Pohlmann et al. 1984,
Miiller-Neumann et al. 1984). Die 3,5 kb lange mRNA (Kunze et al.1987, Finnegan et al.
1988) codiert fiir ein 807 Aminosduren-groBes Protein, die Ac-Transposase. Diese ist
notwendig und hinreichend, um das Transposon in trans zu aktivieren (Coupland et al. 1988,
Houba-Hérin et al. 1990, Kunze et al. 1993). Eine modifizierte Ac-Transposase mit einer
N-terminalen Deletion von 102 Aminosduren (ACA102) fiihrte in Petunien-Protoplasten
(Houba-Hérin et al. 1990) und transgenem Tabak (Kunze et al. 1993) zu einer erhohten
Transpositionsfrequenz von nicht-autonomen Elementen. Das Ac-Element tragt am 5’ und am
3’Ende 11 bp-lange, umgekehrte Wiederholungssequenzen (terminal inverted repeats, TIR)
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(Pohlmann et al. 1984, Coupland et al. 1989), die in einer Base asymmetrisch sind. Die
intakte Basenfolge dieser TIR ist eine Voraussetzung fiir das Transpositionsereignis (Hehl
und Baker 1989, Healy et al. 1993). Fiir die Transposition sind auch etwa 200 bp der
subterminalen 5’ und 3’Regionen obligatorisch (Coupland et al. 1989). Bei der Insertion in
eine neue genomische Position wird eine target site duplication (TSD) von 8 bp generiert
(Pohlmann et al. 1984), die die Elemente direkt flankiert. Die 8 bp-TSD ist fiir die gesamte
Ac-Uberfamilie charakteristisch. Die nicht-autonomen Ds-Elemente exprimieren keine
Transposase. Es handelt sich dabei um Derivate der autonomen Ac-Elemente mit internen
Deletionen variabler Lénge.

Es konnte gezeigt werden, dass Ac in vielen heterologen Pflanzen transponiert (Kunze 1996,
zur Ubersicht). Eine Transposition von Ac in Getreide konnte erstmals 1991 fiir Reis gezeigt
werden (Izawa et al. 1991). In Gerste konnte die Transposition von autonomen Ac-Elementen
von Scholz et al. (2001) und von nicht-autonomen durch Koprek et al. (2000) gezeigt werden.
Die Einfiihrung von Transposons in heterologen Pflanzen hat ihren Einsatz fiir die
Identifizierung von Genen ermoglicht. Das Ac-Element wurde sehr erfolgreich zur
Insertionsmutagenese in verschiedenen heterologen Systemen wie z. B. Tabak, Arabidopsis
thaliana, Tomate und Flachs (zur Ubersicht Kunze et al. 1997) eingesetzt. Auch in der
monokotylen Pflanze Reis wurden verschiedene Systeme zur Insertionsmutagnese entwickelt
(Enoki et al. 1999, Chin et al. 1999, Greco et al. 2000). Bereits eine Reihe von Genen konnte
mit Hilfe von Transposons isoliert werden (zur Ubersicht Balcells et al. 1991, Gierl und
Saedler 1992, Kunze et al. 1997). Im sogenannten forward genetics-Ansatz fiihrt die
Identifizierung einer Transposon-induzierten Mutante zur Isolierung der das Transposon
flankierenden, genomischen Sequenzen. Das Verfahren der reverse genetics benutzt
Transposon-haltige Populationen fiir die genetische Definition der Genfunktion, ausgehend
von beliebigen DNA-Sequenzen (zur Ubersicht Maes et al. 1999). Diese DNA-Sequenzen
werden durch differentielle oder heterologe screening-Verfahren erhalten oder im Rahmen
von Genomprojekten generiert. Im reverse genetics-Ansatz von Greco et al. (2001) wird ein
autonomes Ac-Element fiir die Insertionsmutagenese in Reis eingesetzt. Die flankierenden
Sequenzen von transponierten Ac-Elementen werden isoliert und mit bekannten Sequenzen
von Reis aus Datenbanken verglichen. So kann die Position der Transposon-Insertion in
sequenzierten Genen prizise bestimmt und Pflanzen mit Insertionen in Zielgenen kénnen auf
sichtbare mutante Phinotypen untersucht werden.

Die Eigenschaft der Transposons, dass nichtautonome Elemente in trans von einer
Transposase bewegt werden konnen, ermdglicht den Einsatz von
Zweikomponenten-Systemen (Abb. 4). Dazu werden zum einen Linien hergestellt, die ein
Transposase-exprimierendes Konstrukt enthalten. Zum anderen werden Linien mit einem
nichtautonomen, beweglichen Element, z.B. einem gene trap-Konstrukt, transformiert. Durch
Kreuzung dieser Linien kommen beide Komponenten zusammen, so dass die Transposition
des nichtautonomen Elements mdglich wird. Der Vorteil eines Zweikomponenten-Systems
ist, dass in den nachfolgenden Generationen aufgrund der Vererbung die Transposase-
exprimierenden von den nichtautonomen Konstrukten getrennt werden kdnnen. Somit werden
transponierte Elemente an ihren neuen Positionen im Genom stabilisiert und kdnnen genau
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analysiert werden. Eine Remobilisierung ist durch erneutes Einkreuzen der Transposase
moglich. Das von Koprek et al. (2000) entwickelte Zweikomponenten-System zur
Insertionsmutagenese in Gerste besteht aus dem nichtautonomen Element Ds, welches nur in
Gegenwart der zweiten, Transposase-exprimierenden Komponente transponieren kann. Es
konnten mutante Phinotypen identifiziert werden, in welchen transponierte Ds-Elemente mit
dem neuen Phénotyp co-segregieren.

@
@
X P
Transposase nichtautonomes
Element
o | F1
Transposase +
nichtautonomes E. +
A ? B
(]
L F2
Transposase + Transposase - Transposase + Transposase -
nichtautonom.E.+ nichtautonom.E.+ nichtautonom.E. - nichtautonom.E.-

Abb. 4: Schematische Darstellung eines Zweikomponenten-Systems

Schematisch dargestellt sind Chromosomen von Transposase-exprimierenden Linien (orange) und Linien mit
nichtautonomen Elementen (hellblau). Das Transposase-Konstrukt und das nichtautonome Konstrukt sind als
roter bzw. blauer Punkt abgebildet. Der blaue Pfeil symbolisiert eine mogliche Transposition des
nichtautonomen Elements. Werden Transposase-exprimierende Linien mit Linien gekreuzt, die ein
nichtautonomes Element, z. B. ein gene trap-Konstrukt, enthalten, kann in der folgenden Generation (F1) die
Transposition des nichtautonomen Elements erfolgen. Nach Selbstung kommt es in der néchsten Generation (F2)
zur Segregation der Transposase- und Transposase-abhédngigen Konstrukte. A Das nichtautonome Element kann
weiter transponieren. B Das nichtautonome Element ist an seiner genomischen Position stabilisiert. C Nur das
Transposase-Konstrukt liegt vor. D Beide Komponenten wurden nicht vererbt.

Ein wichtiger Faktor fiir die Isolierung von Genen in einem Transposon-basierten Ansatz ist
die Transpositionsfrequenz. Diese variiert stark in verschiedenen heterologen Spezies und
wird durch die Anzahl an Ac-Elementen sowie deren genomischer Position (Kunze et al.
1997) beeinflusst.
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Die Transpositionsfrequenz von Ac/Ds-Elementen in Gerste (Koprek et al. 2000, Scholz et al.
2001) ist mit der Transpositionsfrequenz von Ac/Ds-Elementen in anderen monokotylen
Systemen wie Reis vergleichbar (Chin et al. 1999, Enoki et al. 1999, Kolesnik et al. 2004). In
Arabidopsis ist die Aktivitdt des autonomen Ac-Elements (van Sluys et al. 1987, Schmidt und
Willmitzer 1989, Dean et al. 1992) und die Frequenz der Transaktivierung von Ds (Bancroft
et al. 1992) sehr niedrig. Die Exzisionsfrequenz von Ac/Ds-Elementen in Arabidopsis kann
allerdings durch die Expression der Ac-Transposase unter Kontrolle des
CaMV 35S-Promotors gesteigert werden (Scofield et al. 1992, Grevelding et al. 1992,
Swinburne et al. 1992, Honma et al. 1993). Die niedrigen Transpositionsfrequenzen in
Arabidopsis werden in Zusammenhang mit inkorrekter Prozessierung des Ac-Transkripts
gebracht (Martin et al. 1997, Jarvis et al. 1997).

Es wird diskutiert, dass die chromosomale Position des Elements die Transpositionsfrequenz
beeinflussen kann. Die durchschnittliche Exzisionsfrequenz von 2 bis 5% fiir Ac/Ds-Elemente
in Tabak ist vergleichbar mit der in Mais. Sie kann allerdings in unabhingigen Tabaklinien
von 0 bis 83% stark variieren (zur Ubersicht Kunze und Weil 2002). Auswirkungen der
chromosomalen Position von Ds-Elementen auf die Transposition suggerieren, dass die
Chromatinstruktur einen Einfluss auf die Bindung der Ac-Transposase hat (Bancroft and Dean
1993). Ein weiterer Punkt ist, dass die DNA-Bindung durch die Transposase von dem Status
der Methylierung der Ziel-DNA abhingig ist (Kunze 1996). In den hexameren Motiven
AAACGG in den subterminalen Sequenzen an beiden Enden von Ac, die von der Transposase
erkannt werden (Kunze und Starlinger 1989), befinden sich potentielle Methylierungsstellen.
Bei Transposon-basierten Ansdtzen steht die Anzahl der Transposase-exprimierenden
Elemente in unmittelbarem Zusammenhang mit der Transpositionsfrequenz und dem
Zeitpunkt der Transposition. Fiir die Insertionsmutagenese besonders interessant sind
germinale Transpositionsereignisse. Diese fiihren zu einer hohen Anzahl an Nachkommen mit
unabhingigen Insertionen des Transposons. Die Gameten von Pflanzen entstehen spét in der
Entwicklung aus somatischen Zellen, so dass somatische Mutationen an die Nachkommen
weitergegeben werden konnen. Ein klassisches Beispiel dafiir ist die Weitergabe von
Reversionen Ac/Ds-induzierter Mutationen an die Nachkommen. Ein nicht-stabiler Mutant
kann stabile, revertierte Gameten produzieren, wenn die Exzision der Elemente wahrend der
somatischen Entwicklung erfolgt. Haufige und friithe Reversionen wéhrend der somatischen
Entwicklung resultieren in einer hohen Frequenz an revertierten Gameten (Eisses et al. 1997).
In Mais haben Transponierbare Elemente charakteristische Frequenzen von somatischer und
Keimbahn-kompetenter Reversion. Somatische Exzision von Ac/Ds-Elementen aus dem
waxy-Locus (Baran et al.1992, Eisses et al.1997) oder dem bronze Locus (Heinlein 1996) ist
im Hinblick auf die Regulation der Transposition gut untersucht worden. Die somatische und
Keimbahn-kompetente Transposition sowie die Effekte der Ac-Dosis auf Frequenz und
Zeitpunkt von germinalen Ac-Transpositionen wurden mit Hilfe von Streptomycin-Resistenz-
Assays in Arabidopsis und Tabak analysiert (Jones et al. 1989, Bancroft et al. 1992, Keller et
al. 1993). Die Erhohung der Kopienzahl von Ac in Tabak erhoht die Frequenz von
unabhédngigen Transpositionen in Keimbahn-kompetenten Zellen und fiihrt auch zu frithen
Transpositionsereignissen, welche an mehrere Nachkommen weitergegeben werden. Aus
Mais ist fiir Ac ein negativer Dosiseffekt bekannt. Eine Erhohung der Anzahl an Ac-Kopien
im Endosperm resultiert in einer in der Entwicklung verzdgerten Transposition und in einer
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Abnahme der Transpositionsfrequenz (McClintock 1948, 1951). Der negative Dosiseffekt
scheint fiir Mais spezifisch und eine Funktion der Konzentration der Transposase zu sein. Die
Anzahl der Ds-Elemente hingegen zeigt keinen Einfluss (Dooner et al. 1986, Bancroft and
Dean 1993). In Arabidopsis (Keller et al. 1992; Dean et al. 1992, Bancroft and Dean 1993)
und Tabak (Keller et al. 1993) wurde fiir Ac ein positiver Dosiseffekt beschrieben. Hier steigt
die Transpositionsfrequenz mit zunehmender Konzentration der Transposase.

Der Vorteil, den genetrap-Systeme gegeniiber dem klassischen Ansatz der
Insertionsmutagenese bieten, ist die indirekt visualisierte Expression eines Reporters, die wie
ein dominanter Phinotyp betrachtet und in weiterfilhrenden Analysen eingesetzt werden kann.
Das von Sundaresan et al. (1995) entwickelte gene trap-System in Arabidopsis basiert auf den
Ac/Ds-Transposons. Stromaufwérts von dem gus-Reporter befinden sich die 3’Sequenzen des
vierten Introns des GPA1-Gens aus Arabidopsis, sowie zwei zusitzliche kiinstliche
Spleiflakzeptorstellen. In 26% (64/246) der untersuchten gene trap-Linien mit unabhéngigen
Transpositionen des gene trap-Konstrukts konnte eine Expression des Reportergens detektiert
werden. Die GUS-Expression trat in Bliiten oder Keimlingen auf und zeigte ein organ-,
gewebe-, zelltyp- oder entwicklungsspezifisches Muster. Die Reportergenexpression kann zur
Identifizierung und Isolierung der Gene mit der gene trap-Insertion fiihren (Springer 2000,
zur Ubersicht). Als erstes wurde mit dem gene trap-System von Sundaresan et al. (1995) das
Gen PROLIFERA identifiziert (Springer etal. 1995). Dieses Gen wire mit klassischer
Insertionsmutagenese nicht identifiziert worden, da die gene trap-Insertion einen frithen
letalen Phénotyp zur Folge hat. Von Chin et al. (1999) wurde ein gene trap-System fiir Reis
entwickelt. Dieses basiert ebenfalls auf den Ac/Ds-Transposons. Stromaufwirts des
gus-Reporters befinden sich 3’Sequenzen des dritten Introns von Adhl aus Mais mit der
kiinstlichen zweifachen SpleiBBakzeptorstelle nach Sundaresan etal. (1995). Ein nicht auf
einem Transposon basierendes gene trap-System fiir Reis wurde von Jeon et al. (2000)
vorgestellt. Die Insertionsmutagenese erfolgt {iiber die zufdllige Integration des
T-DNA-Vektors. Sequenzen des dritten Introns des OsTubA1-Gens aus Reis werden von der
kiinstlichen, zweifachen Spleilakzeptorstelle nach Sundaresan etal. (1995) und dem
gus-Reporter gefolgt. Hiwatschi et al. (2001) beschreiben ein gene trap-System in dem Moos
Physcomitrella patens. Die Verteilung von gene trap-Konstrukten im Moosgenom erfolgte
tiber homologe und nicht-homologe Rekombination. Gene trap-Systeme in Pflanzen haben
bereits zur Identifizierung und Isolierung einer Reihe von Genen gefiihrt (Springer et al. 1995,
Dubreucq et al. 2000, Jung et al. 2003).

Gerste ist eine Okonomisch relevante Pflanze, welche in Deutschland im Rahmen des
GABI-Projekts des BMBF als Modellsystem gilt. Das Genom der Gerste ist mit seinen 4873
Mbp ca. 40 Mal groBer als das Genom von Arabidopsis thaliana (Armuganathan und Earle
1991). Die sehr groBen Genome der Griser konnen auf repetitive Sequenzen zuriickgefiihrt
werden, wie aus Mais bekannt ist (Springer et al. 1994, Bennetzen et al. 1994). Mehr als 50%
des Genoms von Mais besteht aus repetitiven DNAs, die zwischen den Genen inseriert sind.
Es handelt sich dabei hauptsdchlich um verschachtelte Retrotransposons (Shepherd et al.
1982, White et al. 1994, SanMiguel et al. 1996). Fiir Gerste existieren viele Werkzeuge der
modernen Molekularbiologie wie eine bacterial artificial chromosome(BAC)-Bibliothek
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(Yu et al. 2000), mehr als 360000 expressed sequence tags(EST) (Wannamaker und Close
2003) und ein 22K GeneChip mit 21439 nicht-redundanten Sequenzen (Close et al. 2004).
Seit Mitte der 90iger Jahre kann Gerste biolistisch stabil transformiert werden (Jéhne et al.
1994, Wan und Lemaux 1994).

Das Ziel dieser Arbeit war die Erarbeitung von Erkenntnissen, die einen effizienten Einsatz
der gene trap-Technologie in Gerste mit dem flir monokotyle Pflanzen optimierten
gene trap-Konstrukt GTDsB (Bergmann und Liitticke 2004) vorbereiten.

Dazu wurden gene trap(GT)-Linien der Gerste etabliert und in diesen die fiir den
gene trap-Ansatz relevanten Eigenschaften der Transposition des GTDsB-Konstrukts und der
Expression des Reportergens untersucht. Langfristiges Ziel der Arbeitsgruppe ist die Nutzung
der gene trap-Technologie fiir die Untersuchung entwicklungsspezifischer Vorgénge bei der
Kornentwicklung von Getreide.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: Applichem (Darmstadt, D), Duchefa
(Haarlem, NL), Fluka (Buchs, CH), Merck (Darmstadt, D), Roth (Karlsruhe, D), Serva
(Heidelberg, D) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D).

Die Herstellung von Losungen und Medien erfolgte mit deionisiertem Wasser der Qualitét
aqua bidest. (Milli-Q Water System, Millipore, Bedford, MA, USA). Losungen und Medien
wurden nach Bedarf autoklaviert (20 Min., 120°C, 2x10° Pa) oder sterilfiltriert (MillexGP
Porendurchmesser 0,22 um, Millipore, Bedford, MA, USA, Schleicher und Schiill, Dassel, D,
Porendurchmesser 0,25 pm).

Allgemein gebrdauchliche molekularbiologische Losungen wurden nach Sambrook et al.
(1989) hergestellt.

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Es wurden Nylonmembranen von Amersham Biosciences Europe (Freiburg, D), Blotting
Papier von Schleicher und Schiill (Dassel, D) und Filmmaterial der Firmen Mitsubishi
(Kyoto, Japan) und Amersham Biosciences Europe (Freiburg, D) verwendet.

2.1.3 Enzyme und Kits

Die verwendeten Enzyme wurden von den Firmen Invitrogen (Karlsruhe, D), MBI Fermentas
(St. Leon-Rot, D) und Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, D) bezogen.
DIG-[11]-dUTP (alkali-labil), Antikoérper Anti-Digoxigenin AP Fab-Fragmente und CSPD
wurden von Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, D) bezogen.

Es wurde das TOPO® TA Cloning Kit von Invitrogen (Karlsruhe, D) verwendet.

Zur Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurden das Montage DNA Gel Extraktion Kit
(Millipore, Bedford, MA, USA) und Recochips (TaKaRa, Shiga, Japan) eingesetzt. Die
Aufreinigung von cDNA-Synthese- und PCR-Produkten erfolgte mit Montage PCR
(Millipore, Bedford, MA, USA).

2.1.4 Grolenstandards

Die GroBenbestimmung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen erfolgte mit dem
A-DNA/Eco1301 [Styl]-Marker, der GeneRuler™ 50bp DNA-Leiter und der GeneRuler™
100 bp Plus DNA-Leiter (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D). Bei Southernblotanalysen
erfolgte die DNA-GroBenbestimmung mit dem DIG VII- und dem DIG VIII-Marker (Roche
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Molecular Biochemicals, Mannheim, D). Die GroBenbestimmung von RNA in
Northernblotanalysen erfolgte mit der RNA-Ladder High Range (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot, D).

2.1.5 Vektoren

Zur Klonierung, als PCR-Matrizen, als Positivkontrollen und zur Transformation von
Pflanzen wurden folgende Vektoren verwendet (alle Vektoren enthalten das amp'-Gen):

pGTDsB Bergmann und Liitticke (2004)
Modifizierter Vektor pBluescriptSK" (Stratagene, Heidelberg, D), der an
Position 716 das 3465 bp-lange GTDsB-Konstrukt enthilt.

pAcA102 (pAH2) Hoffmann und R. Kunze (Botanisches Institut Koln, D)
Modifizierter Vektor pAc, der eine 412 bp-Deletion im Ac-Element
(Position 988-1400; Acc. No. AC X01380) trigt. Die drei letzten Basen
der untranslatierten Leader-Sequenz sind zu ACC (Position 1405 bis
1408) verdndert.

GUS AB-M Hermann Schmidt (DNA-Cloning-Service, Hamburg, D)
Der bakterielle Vektor GUS-AB-M enthilt gus zwischen dem T7- und
T3-Promotor.

pCR®2. 1-TOPO® Invitrogen (Karlsruhe, D)
Bakterieller Klonierungsvektor fiir PCR-Produkte

pUCpat P. Eckes (Hoechst AG, Frankfurt, D)
pat-Gen (Basta®-Resistenz), synthetisches PPT-Acetyltransferase-Gen
zwischen 35S-Promotor und 35S-Terminator

2.1.6 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Biomers.net (Ulm, D) und Invitrogen
(Karlsruhe, D) synthetisiert. Der Primer CB3 wurde von Herrmann Schmidt
(DNA-Cloning-Service, Hamburg, D) zur Verfligung gestellt.

Primer fiir die Genotypisierung der GT-Linien:

cwl: 5’-TGCGGTAAGGATCAACAACAC-3’

cw2: 5’-TTCAGCTCCAAAGACAAAGACAAC-3’
GTDsl: 5>-TTTCTTTCTTCTTTTTGTGGGTAG-3’
GTDs2: 5’-CTTTGCCGTAATGAGTGACC-3’
Hvwaxyl: 5>~ AACGCGCCGCTAGCTCACCAGAT-3’
Hvwaxy2: 5’-CAGCATACGCCCAGACCACCATTG-3’
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Primer fiir RT-PCR:

GUSKLI1: 5’-GCCGATGTCACGCCGTATGTTATT-3’
GUSKL2: 5’-CTGTTCGCCCTTCACTGCCACTG-3’
GAPDHup: 5’-TTCGTCAAGCTTGTCTCGTGGTAT-3"
GAPDHIlow: 5’-CAACTCGGTGCGGAAAAACAG-3’
transl up: 5’-CTGCGTTTCGATGCGGTCACTC-3’
transl low: 5’-TTCACGGGTTGGGGTTTCTACAGG-3’
trans2_up: 5’-TCGTGCGCTCTCCTGTTCCG-3’

trans2 low: 5’-AATTGCCCGGCTTTCTTGTAACG-3’

Primer fiir die 5S"RACE:

CB3: 5’-CCCCCCcccTCeccecceee-3

T5: 5°>-GGAATTTAGCCGTAGCGATTGACCGATTTTTTTTTTTTTTTTT-3’
T6: 5°>-GGAATTTAGCCGTAGCGATTGACCG-3°

R-GUS-3: 5’-GAATATCTGCATCGGCGAAC-3’

R-GUS-D: 5’-CGCTGGCCTGCCCAACCTTT-3’

R-GUS-C: 5’-GCACAGCAATTGCCCGGCTT-3’

R-GUS-B: 5’-CGCGCTTTCCCACCAACGCT-3’

R-GUS-A: 5’-GCCCACAGGCCGTCGAGTTT-3’

R-GUS-T3: 5’-CGCTTTCCCACCAACGCTGAT-3’

R-GUS-T7: 5’-AATTGCCCGGCTTTCTTGTAACG-3’
R-GUS-2: 5’-GCTTTCCCACCAACGCTGAT-3’

pBlue lowl: 5’-CTTCCGGCTGGCTGGTTTATTG-3’

pBlue low2: 5’-CGTGGGTCTCGCGGTATCATTG-3’

pBlue low3: 5’-GATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGT-3’
pBlue low4: 5°-TGCCGGATCAAGAGCTACCAACT-3’

pBlue low5: 5’-CTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATAC-3’
pBlue low6: 5’-CCGCCTACATACCTCGCTCTGCTA-3’

Primer fiir die DIG-Markierung von DNA-Fragmenten:
GUSI: 5’-CAGGAAGTGATGGAGCATCAG-3’
GUS2: 5>-TCGTGCACCATCAGCACGTTA-3’

Ac5: 5’-AGTTGATGTCTACCACAAGAG-3’

Ac6: 5’-CTAACCACTTCATCGTACTTA-3’

Standardprimer fir die Sequenzierung:
M13-Forward(-20): 5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’
M13-Reverse: 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’

2.1.7 Sonden

Es wurden die Digoxigenin-markierten Sonden Ac5/6, GUS1/2 und 35bp-GUS-Oligo
verwendet. Die Sonde Ac5/6 hat eine Linge von 738 bp und wurde in einer PCR (2.2.10) mit
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DIG-[11]-dUTP markiert. Sie wird zum Nachweis der Transposase-Konstrukte eingesetzt und
bindet vollstindig im cwAc-Konstrukt sowie partiell (379 der 738 Basen) im
cwACA102-Konstrukt. Die Sonde GUS1/2 hat eine Lange von 637 bp und bindet von Position
771 bis 1408 im gusA-Gen des GTDsB-Konstrukts. Die 35bp-GUS-Oligo-Sonde
(5°-(Digoxigenin) TGTTACGTCCTGTAGAAACCCCAACCCGTGAAATC-3’) wurde von
der Firma Biometra (Gottingen, D) hergestellt und bindet von Position 469 bis 503 in der
gusA-Sequenz des GTDsB-Konstrukts.

2.1.8 Pflanzenmaterial

Die Experimente wurden mit Sommergerste (Hordeum vulgare L.), Kultivar Golden Promise,
durchgefiihrt. Die Gerstenpflanzen wurden entweder nach Aussaat in Erde oder nach
in vitro-Kultur von isolierten Embryonen (2.2.1) in einem Gewéchshaus mit folgenden,
kontrollierten Bedingungen gehalten: 18°C Tag, 16°C Nacht, 16 Stunden Licht (23000-25000
lux).

Neben den im Folgenden beschriebenen Transposase-exprimierenden Linien (2.1.8.1) und
GTDsB-Linien (2.1.8.2) sowie dem Golden Promise-Wildtyp, wurde fiir molekulare Analysen
die konstitutiv gus-exprimierende, transgene Linie 9/2/6 eingesetzt. Diese enthilt den Vektor
pAct aa mit einer Expressionskassette aus actin-Promotor, gus (uidA) und nos-Terminator
(Spickernagel 1999).

2.1.8.1 Transposase-Linien

Zu Beginn dieser Arbeit waren vier unabhingige Transposase-exprimierende Linien
(TPase-Linien, Tab. 1) vorhanden (Scholz 2000, Friedrich, persénliche Mitteilung). Die vier
TPase-Linien enthalten eine bis vier Kopien eines immobilisierten Transposase-Konstrukts.
Zwei der TPase-Linien, DHcw21 und DHew42, sind doppelt-haploid (Friedrich, personliche
Mitteilung). Die Linien DHcw2l und cw74 enthalten ein Ac-Konstrukt mit einer
N-terminalen Deletion der Transposase von 102 Aminosduren. Durch Embryo Rescue (2.2.1)
wurden von diesen vier Linien insgesamt 136 Nachkommen erzeugt. Damit von jeder der
unabhingigen TPase-Linien genug Pflanzen in dem richtigen Stadium fiir die Kreuzungen mit
GTDsB-Linien (2.2.2) zur Verfligung stehen, erfolgte die Aufzucht der Nachkommen
sukzessive liber einen Zeitraum von neun Wochen.

Tab. 1: TPase-Linien

TPase-Linie Konstrukt Kopien TPase Anzahl Pflanzen
DHcew21 cwACA102 1 34
cw34 cwWAC 4 30
DHcw42 cwAC 2 34
cw74 cwACA102 4 38
Summe: 136
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2.1.8.2 GTDsB-Linien

Fiir diese Doktorarbeit standen 34 unabhingige GTDsB-T0-Linien zu Verfiigung (Liitticke,
personliche Mitteilung). Sie waren nach co-Transformation von Gerstenskutella mit den
Vektoren pGTDsB (2.1.5) und pUCpat (2.1.5) regeneriert und mit BASTA® selektiert
worden. Erste Southernblotanalysen dieser GTDsB-TO-Linien haben gezeigt, dass in allen
mindestens ein GTDsB-Konstrukt vollstdndiger Linge integriert ist (Liitticke, personliche
Mitteilung). Die in dieser Arbeit verwendeten GTDsB-Linien sind im Ergebnisteil unter 3.1.1
beschrieben.

2.1.9 Bakterien

Zur Amplifizierung von Plasmid-DNA wurden die Bakterienstimme TOP10F’ und TOP10F
(E. coli) von Invitrogen (Karlsruhe, D) verwendet.

2.1.10 Analysesoftware und Datenbanken

Die Bearbeitung von DNA-Sequenzen erfolgte mit dem Softwarepaket DNASTAR Lasergene
Vers. 4.00, 1997 (DNASTAR  Inc., USA). Sequenzen  wurden in
BLASTn-Datenbankrecherchen  (http://www.ncbi.nlm.nith.gov/blast/Blast.cgi) mit den
aktuellsten Versionen der Datenbanken GenBank, EMBL, DDBJ und PDB verglichen.

2.1.11 Sequenzierung

Sequenzierungen von DNA wurden von der Firma DNA-Cloning-Service (Hamburg, D)
durchgefiihrt.
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2.2 Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.
Bei der Verwendung von Enzymen und Kits wurde, soweit nicht anders angegeben, nach den
Angaben des Herstellers verfahren.

2.2.1 Embryo Rescue

Aus oberfliachensterilisierten Gerstenkaryopsen wurden ca. 3-4 Wochen nach der Befruchtung
die Skutella isoliert und daraus in vitro auf 2 MS-Medium Pflanzen unter kontrollierten
Bedingungen (16h Licht, 24°C) angezogen. Diese wurden anschliefend in Erde und in ein
Gewichshaus tiberfiihrt.

2.2.2 Kreuzung von Gerste

Die Kreuzung von Gerste erfolgte nach der Methode des Pflanzenzuchtbetriebs W. von
Borries-Eckendorf GmbH & Co (Hovedissen, D).

Die als Pollenakzeptor dienende Gerstenlinie wird zundchst kastriert. Eine sich dafiir im
richtigen Stadium befindende Ahre ist noch in der Blattspreite eingerollt, die Grannen ragen
ca. 2 cm aus der Blattspreite heraus und die Stamen sind hellgriin und intakt. Die sterilen
Seitenbliiten der zweizeiligen Gerste werden entfernt. Von jeder Bliite der Ahre werden mit
einer Pinzette die drei unreifen Staubblétter vorsichtig entfernt. Nach der Kastration einer
Bliite wird die Granne 2 bis 1 cm oberhalb der Deckspelze als Markierung abgeschnitten. Die
kastrierte Ahre wird eingetiitet. Am dritten Tag nach der Emaskulierung erfolgt die
Pollinierung. Die Bliiten des Pollendonors werden aufgeschnitten. Die Antheren miissen gelb
sein und stauben. Ein halbes bis ein Staubblatt wird in die zuvor kastrierte Bliite eingefiihrt.
Die bestiubte Ahre wird wieder eingetiitet. Ca. 3-4 Wochen nach der Bestiubung kann ein
Embryo Rescue (2.2.1) durchgefiihrt werden.

2.2.3 Isolierung genomischer DNA aus Gerste

Die Isolierung genomischer DNA aus in einer Schwingmiihle (Retsch MMZ2000)
homogenisiertem Blattmaterial erfolgte nach Dellaporta et al. (1983). Zuséitzlich wurden die
Extrakte fiir 30 min bei 37 °C mit 40 pg/ml RNAse A verdaut, mit Isopropanol gefillt und
mit 75%igem Ethanol gewaschen.

2.2.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus Gerste

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus verschiedenen Geweben der Gerste erfolgte nach
Chomczynski et al. (1987). Abweichend vom Protokoll wurde nach der Extraktion mit Phenol
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zweimal mit 500 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiittelt. Die Fillung erfolgte
mit 100%igem Ethanol. DNA-Reste wurden entweder durch eine Lithiumchlorid-Féllung
oder durch Restriktion mit DNasel (Invitrogen, Karlsruhe, D) entfernt.

2.2.5 Restriktion von DNA

Bei der Restriktion genomischer DNA fiir Southernblotanalysen wurden 12 pg genomische
DNA mit 40 U der Restriktionsendonuklease in einem Gesamtvolumen von 45 ul iiber Nacht
inkubiert. Restriktionspuffer und Temperatur der Inkubation wurden laut Herstellerangaben
gewidhlt. Plasmide wurden unter Standardbedingungen restringiert.

2.2.6 Multiplex-PCR zur Genotypisierung von GT-Linien

Die DNA-Extraktion fiir die Multiplex-PCR aus Bléttern von Keimlingen erfolgte nach
Klimyuk et al. (1993).

Zum Nachweis des GTDsB-Konstrukts wird mit den Primern GTDs1 und GTDs2 (2.1.6) ein
456 bp-Fragment amplifiziert. Der Nachweis des Transposase-exprimierenden Konstrukts
erfolgt durch Amplifikation eines 300 bp-Fragments mit den Primern cw1 und cw?2 (2.1.6). In
beiden Ansédtzen erfolgt parallel die Amplifikation eines internen Standards. Mit den Primern
Hvwaxyl und Hvwaxy2 (2.1.6) wird ein 537 bp-Fragment aus dem waxy-Gen von Gerste
amplifiziert.

Nachweis des GTDsB-Konstrukts mit GTDs1 und GTDs2:

Die Amplifikation erfolgt in 50 pl-Ansdtzen. 1 pl Klimyuk-DNA-Extrakt, 1x PCR-Puffer mit
Ammoniumsulfat, je 0,3 pM GTDs-Primer, je 1 pM waxy-Primer, 3 mM Magnesiumchlorid,
1 mM dNTP-Mischung (je 0,25 mM), 2,5 U Tag-DNA-Polymerase werden folgendem PCR-
Profil unterzogen: 95°C 2 min// 95°C 45 sec/ 58°C 45 sec/ 72°C 50 sec, 35 Zyklen// 72°C
10 min.

Nachweis des Transposase-Konstrukts mit cw1 und cw2:

Die Amplifikation erfolgt in 50 pl-Ansédtzen mit 1 pl Klimyuk-DNA-Extrakt, 1x PCR-Puffer
mit Ammoniumsulfat, je 0,6 uM Primer, je 1 pM waxy-Primer, 3 mM Magnesiumchlorid,
I mM dNTP-Mischung (je 0,25 mM), 2,5 U Tag-DNA-Polymerase und folgendem PCR-
Profil: 95°C 2 min// 95°C 1 min/ 60°C 45 s/ 72°C 50 sec, 35 Zyklen// 72°C 10 min.

2.2.7 RT-PCR
2.2.7.1 RT-PCR verschiedener Gewebe

Die Primer GUSKL1 und GUSKL2 (2.1.6) binden in der codierenden Sequenz von gus und
amplifizieren ein 494 bp-langes Fragment. Die Primer GAPDH up und GAPDH low (2.1.6)
amplifizieren ein 223 bp-langes Fragment aus dem Gen fiir die glykolytische
Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase der Gerste (Accession number AB120301).
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Mit Gesamt-RNA aus verschiedenen Geweben der Gerste wird mit einem Oligo-(dT)-Primer
(MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D) und MuMLV Reverser Transkriptase (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot, D) nach Herstellerangaben eine cDNA-Synthese durchgefiihrt. Die
anschlieBende Amplifikation erfolgt in 25 pl-Ansdtzen mit 2 pl cDNA, je 0,2 uM Primer,
1x PCR-Puffer mit Ammoniumsulfat, 2 mM Magnesiumchlorid, 1,2 mM dNTP-Mischung (je
0,3 mM), 0,5 U Tag-DNA-Polymerase und folgendem PCR-Profil: 95°C 2 min// 95°C 1 min/
GAPDH 63°C, GUSKL 62°C 50 s/ 72°C 2 min, 28 Zyklen// 72°C 5 min. Abweichend dazu
wurden in der unter 3.4.6 beschriebenen RT-PCR die Primer trans2 up und trans2 low statt
GUSKL1 und GUSKL?2 verwendet. Das Primer-annealing erfolgte dann bei 66°C.

2.2.7.2 RT-PCR zum Nachweis zusammengesetzter Transkripte

Mit 1 pg Gesamt-RNA aus sterilen Seitenbliiten wird mit dem gus-spezifischen Primer
R-GUS-3 (2.2.8, Abb. 5) nach Herstellerangaben eine cDNA-Synthese mit Thermoscript
Reverser Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe, D) durchgefiihrt. Zur Verifizierung der
zusammengesetzten Transkripte (3.4.5) wurden die Primerpaare transl up/transl low und
trans2_up/trans2_low eingesetzt. Diese binden jeweils im 5’Ende des Transkripts und im
5’Ende von gus. Die anschlieBende Amplifikation erfolgt in 25 pl-Ansdtzen mit 2 pl cDNA,
je 0,2 uM Primer, 1x PCR-Puffer mit Ammoniumsulfat, 2 mM Magnesiumchlorid, 1,2 mM
dNTP-Mischung (je 0,3 mM), 0,5 U Tag-DNA-Polymerase und folgendem PCR-Profil:

95°C 2 min// 95°C 1 min/ transl _up, transl low 64,5°C bzw. trans2 up, trans2 low 63,5°C
50 s/ 72°C 1,5 min, 30 Zyklen// 72°C 5 min.

2.2.8 5’RACE

Die 5’RACE wurde mit Modifikationen nach den Protokollen von Frohman (1993)
durchgefiihrt.

Mit 1 pg Gesamt-RNA aus sterilen Seitenbliiten wird mit einem gus-spezifischen Primer
(GSP1, Abb. 5) nach Herstellerangaben eine cDNA-Synthese mit Thermoscript Reverser
Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe, D) durchgefiihrt. Nach Aufreinigung mit Sdulen von
Montage PCR (Millipore, Bedford, MA, USA) erfolgt der Abbau der RNA durch Behandlung
mit Natronlauge (0,25 mM NaOH, 30 min, 37°C) oder RNase H (Invitrogen, Karlsruhe, D).
Anschlieend wird eine homopolymere tailing-Reaktion mit Terminaler Deoxynukleotidyl
Transferase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D) und dATP oder dGTP nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Nach erneuter Aufreinigung mit S&ulen dient die cDNA als
Template in einer PCR mit einem Primer der an dem homopolymeren poly(dA) bzw.
poly(dG) Schwanz binden kann (CB3 oder T5, Abb.5) sowie einem zweiten,
gus-spezifischen Primer (GSP2, Abb.5). Die Amplifikation erfolgt in 25 pl-Ansdtzen mit
1-2ul cDNA, je 02uM Primer, IxPCR-Puffer mit Ammoniumsulfat, 2 mM
Magnesiumchlorid, 1,2 mM dNTP-Mischung (je 0,3 mM), 0,5 U Taq-DNA-Polymerase und
folgendem PCR-Profil:
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95°C 2 min// 95°C 1 min/ annealing-Temperatur je nach Primer (Abb.5) 50 s/ 72°C 2 min,
28 Zyklen// 72°C 5 min. Zur weiteren Amplifikation spezifischer PCR-Produkte wird eine
zweite PCR mit CB3 bzw. T6 (Abb. 5) und einem geschachtelten gus-spezifischen Primer
(GSP 3, Abb. 5) durchgefiihrt. 25 pl-Ansdtze mit 1 pl Produkt aus der ersten PCR, je 0,2 uM
Primer, 1x PCR-Puffer mit Ammoniumsulfat, 2mM Magnesiumchlorid, 1,2 mM
dNTP-Mischung (je 0,3 mM) und 0,5 U Tag-DNA-Polymerase werden folgendem PCR-Profil
unterzogen:

94°C 3 min// 94°C 1 min/ annealing-Temperatur je nach Primer (Abb. 5) 50s/ 72°C 2 min,
30 Zyklen// 72°C 10 min.

Die Produkte der zweiten PCR werden elektrophoretisch in Agarosegelen aufgetrennt und
dokumentiert. AnschlieBend erfolgt entweder eine Southernblotanalyse (2.2.13) oder die
DNA-Fragmente werden mit Sdulen fiir die DNA-Extraktion aus Agarosegelen (Montage Gel
Extraction, Millipore, Bedford, M, USA) oder Recochips (TaKaRa, Shiga, Japan) nach
Herstellerangaben aus dem Gel extrahiert und subkloniert (2.2.15).

A
. AAAAAAAAA - 5'Ende gus |
‘—
GSP2
...GGGGGGGG
_’ 4—
CB3 GSP3
B
GSP1: cDNA-Synthese GSP2: PCR1 GSP3: PCR2
R-GUS-D  (65°C) R-GUS-B  (65°C) R-GUS-A  (65°C)
R-GUS-3 (63°C) R-GUS-C  (63°C) R-GUS-T3 (63°C)
R-GUS-T7 (65°C) R-GUS-2 (65°C)
pBlue_lowl (61°C) pBlue_low2 (61°C) pBlue_low3 (61°C)
pBlue_low4 (65°C) pBlue_low5 (65°C) pBlue_low6 (65°C)

Abb. 5: Darstellung der Bindestellen und annealing-Temperaturen der fir die 5’RACE eingesetzten
Primer

A Die graue Box stellt unbekannte Sequenzen im 5’Ende eines gus-Fusionstranskripts dar. Der kiinstliche
poly(dA)- bzw. poly(dG)-Tail am 5’Ende des Transkripts ist mit Buchstaben dargestellt. GSP1-3 sind
gus-spezifische Primer. CB3 bindet am homopolymeren poly(dG)-Schwanz. T5 bindet mit einer
oligo(dT)-Sequenz von 17 Nukleotiden an einem homopolymeren poly(dA)-Schwanz. T6 hat bis auf den
oligo(dT)-Schwanz die gleiche Sequenz wie T5 und wird nur in der zweiten PCR eingesetzt.

B Auflistung der fir cDNA-Synthese, PCR1 und PCR2 cingesetzten Primer. Die jeweilige
annealing-Temperatur ist in Klammern angegeben. Die Sequenzen der Primer sind unter 2.1.6 angegeben.
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2.2.9 Kolonie-PCR

Die Amplifikation erfolgt in 25 pl-Ansdtzen mit 1-2 pl ¢cDNA, je 0,2 uM Primer T6 und
R-GUS-T3, 1x PCR-Puffer mit Ammoniumsulfat, 2 mM Magnesiumchlorid, 1,2 mM
dNTP-Mischung (je 0,3 mM), 0,5 U Tag-DNA-Polymerase und folgendem PCR-Profil:

95°C 2 min// 95°C 1 min/ 62°C 50 s/ 72°C 2 min, 28 Zyklen// 72°C. Die Bakterien werden
mit einer sterilen Pipettenspitze von der Agarplatte in die Reaktionslosung tiberfiihrt.

2.2.10 Herstellung von Digoxigenin-markierten Sonden

Die Herstellung der gus-spezifischen, Digoxigenin-markierten Sonde GUS1/2 (2.1.7) wird in
einer PCR mit den Primern GUS1 und GUS2 (2.1.6) durchgefiihrt. Als Matrize werden 4 ng
pGTDsB (2.1.5) eingesetzt. In den 100 pl-Markierungsansatz werden 1x PCR-Puffer,
dNTP-Mischung (dATP 0,2 mM, dGTP 0,2 mM, dCTP 0,2 mM, dTTP 0,13 mM), 3,5 ul
DIG-dUTP, Primer GUSI und GUS2 (je 0,25 puM), Magnesiumchlorid (1,5 mM) und
Tag-DNA-Polymerase (5 U) eingesetzt. Die DIG-Markierung erfolgt bei folgendem
PCR-Profil: 96°C 3 min// 96°C 1 min/ 56°C 1 min/ 72°C 2 min, 30 Zyklen// 72°C 5 min.

Die Herstellung der Transposase-spezifischen, Digoxigenin-markierten Sonde Ac5/6 (2.1.7)
wird in einer PCR mit den Primern Ac5 und Ac6 (2.1.6) durchgefiihrt. Als Matrize werden
4ng pAH2-Vektor (2.1.5) eingesetzt. In den 100 ul-Markierungsansatz werden
1x PCR-Puffer, dNTP-Mischung (dATP 0,2 mM, dGTP 0,2 mM, dCTP 0,2 mM, dTTP
0,13 mM), 3,5 pul DIG-dUTP, Primer Ac5 und Ac6 (je 0,25 uM), Magnesiumchlorid
(1,5 mM) und Tag-DNA-Polymerase (5 U) eingesetzt. Die Markierung erfolgt bei folgendem
PCR-Profil: 96°C 3 min// 96°C 1 min/ 56°C 1 min/ 72°C 2 min, 30 Zyklen// 72°C 5 min.

2.2.11 Herstellung eines Digoxigenin-markierten gus-antisense-Transkripts

Mit 2 pg GUS-AB-M Vektor (2.1.5), mit HindIIl linearisiert, wurde zur
Digoxigenin-Markierung eines gus-antisense Transkripts eine in vitro-Transkription mit
T3-RNA-Polymerase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, D) nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt.

2.2.12 Southernblotanalyse von genomischer DNA

Restringierte, genomische DNA wird in einem 0,8%igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach Behandlung der Gele 10 min in 0,2 N HCI, 30 min in Denaturierungspuffer
und zweimal 20 min in Neutralisierungspuffer erfolgt die Ubertragung der DNA durch
Kapillartransfer (Southern 1975) mit 20x SSC als Transferfliissigkeit auf eine Nylonmembran
(Hybond®NX, Amersham, Freiburg, D). Die DNA wird in einem UV-Crosslinker
(Stratalinker™ Stratagene, Heidelberg, D) mit 1200 pJ auf der Membran fixiert. Der
Nachweis der DNA erfolgt mit den DIG-markierten DNA-Sonden GUS1/2 oder Ac5/6 (2.1.7)
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in einer Konzentration von 20-25 ng/ml Hybridisierungslosung mit Formamid nach
Becker et al. (1994). Die chemilumineszente Detektion der DIG-markierten DNA wird mit
anti-DIG-Antikérpern mit Alkalischer Phosphatase (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, D) und CSPD (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, D) durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgt nach den Angaben im Handbuch fiir das DIG-System (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, D 1995). Die Membranen werden zur Dokumentation auf
Hyperfilm™ (Amersham, Freiburg, D) exponiert.

2.2.13 Southernblotanalyse von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte werden in 1,5%igen Agarosegelen aufgetrennt. Nach Behandlung der Gele
30 min in Denaturierungspuffer und zweimal 20 min in Neutralisierungspuffer erfolgt die
Ubertragung der DNA durch Kapillartransfer (Southern 1975) mit 20x SSC als
Transferfliissigkeit auf eine Nylonmembran (Hybond®NX, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg, D). Die Fixierung der DNA erfolgt mit 1200 pJ in einem UV-Crosslinker
(Stratalinker"" Stratagene, Heidelberg, D). Der Nachweis der DNA erfolgt nach Becker et al.
(1994) mit den Sonden GUSI/2 oder 35bp-GUS-Oligo (2.1.7). Das Protokoll fiir den
DIG-Nachweis wird bei der Verwendung der 5’DIG-markierten Oligo-Sonde
(35bp-GUS-Oligo, 2.1.7) modifiziert. Die Hybridisierung erfolgt mit 1,5 pmol
Oligo-Sonde/ml Hybridisierungslosung ohne Formamid bei 62°C. Das Waschen der
Membranen nach der Hybridisierung wird wie folgt durchgefiihrt: 1x 5 min WI
Raumtemperatur, 1x 5 min W1 62°, 2x 15 min W2 62°C. Die Detektion DIG-markierter
DNA-Fragmente mit anti-DIG-Antikérpern mit Alkalischer Phosphatase (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, D) und CSPD (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, D)
erfolgt nach den Angaben im Handbuch fiir das DIG-System (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim 1995). Die Membranen werden zur Dokumentation auf Hyperfilm™ (Amersham,
Freiburg, D) exponiert.

2.2.14 Northernblotanalyse

Gesamt-RNA wird auf einem 1%igen (w/v) denaturierenden Agarosegel (6% Formaldehyd
(v/v)) aufgetrennt. Der Transfer der RNA auf Hybond NX-Nylonmembran (Amersham,
Freiburg, D) erfolgt per Kapillartransfer mit 20x SSC als Transferfliissigkeit. Die
Hybridisierung des Northernblot-Filters erfolgt mit 100 ng/ml Hybridisierungslosung
[5x SSC, 0,1% N-Laurylsarcosin, 50% Formamid, 0,2% SDS, 10 mg/ml Heringssperma und
0,02 g/ml Blocking-Reagenz (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, D)] eines
Digoxigenin-markierten gus-antisense-Transkripts (2.2.11) bei 68 °C. Die Membran wird
zweimal 15 min bei Raumtemperatur mit 2x SSC, 0,1% SDS, zweimal 15 min bei 68 °C mit
0,5x SSC, 0,1% SDS und zweimal 15 min bei 68 °C mit 0,1x SSC, 0,1% SDS gewaschen. Die
Detektion erfolgt nach den Angaben im Handbuch fiir das DIG-System (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim 1995). Die Membranen werden zur Dokumentation auf
Hyperfilm™ (Amersham, Freiburg, D) exponiert.
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2.2.15 Subklonierung von PCR-Fragmenten

Die Subklonierung von PCR-Fragmenten wurde mit dem TOPO® TA Cloning Kit
(Invitrogen, Karlsruhe, D) nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Abweichend dazu
wurden 5 pl PCR-Produkt in die Klonierungsreaktion mit dem pCR®2.1-TOPO®-Vektor
gegeben und 3 pl dieser Reaktion in die anschlieBende Transformation der kompetenten
TOPI10F’-E. coli-Zellen eingesetzt. Die Identifizierung positiver Kolonien erfolgte durch eine
Blau/WeiB-Selektion. Einzelne weille Kolonien der transformierten Bakterien wurden in 5 ml
DYT-Medium mit Ampicillin iiber Nacht bei 37°C und 250 rpm kultiviert.

2.2.16 Histochemischer GUS-Assay

Die durch das gus-Reportergen des GTDsB-Konstrukts vermittelte Aktivitdit der
B-Glukuronidase wurde mittels eines histochemischen GUS-Tests nachgewiesen. Die fiir
histochemische = GUS-Assays der GT-F2-Population ausgewéhlten Organe und
Entwicklungsstadien sind in Abb. 11 (3.3.1) dargestellt. Die Organe wurden nach
standardisierten Arbeitsschritten auf die histochemische GUS-Féarbung vorbereitet (Tab. 2).
Fiir die Durchmusterung der Organe nach der GUS-Fiarbung wurden diese in festgelegten
Arbeitsschritten préapariert (Tab. 2, Auswertung) und unter einem Binokular betrachtet.

Tab. 2: Praparation der Organe fur die GUS-Farbung und Auswertung

Organ Vorbereitung Auswertung

Bliiten Abzupfen von der Ahre, Offnen der Bliite durch Abziehen
Abschneiden der oberen von Deck- und Vorspelze,
Bliitenspitze mit Granne Entnahme der inneren

Bliitenorgane

Nodium Halbieren Zerschneiden

Blatt in Stiicke schneiden -

Korn Entspelzen, halbieren Herauslosen des Endosperms

Keimling Zerschneiden, wenn grofer als Zerschneiden
I cm

Die histochemische GUS-Farbung erfolgte nach modifizierten Protokollen von Jefferson et al.
(1987) und Dai et al. (1996). Die Bliiten, Nodien und Blétter wurden 1 Stunde in 90% Aceton
bei —20°C und die entspelzten Kdrner 5 min in 70%igem Ethanol bei Raumtemperatur
vorbehandelt und anschlieend zweimal mit 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) gewaschen.

Die Explantate wurden in einem Férbepuffer [SO mM NaH,PO4 (pH 7,0), 10 mM EDTA
(pH 7,0), 0,5% Trition X-100], welcher in einer Konzentration von 1,5 mM das Substrat
X-Gluc (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Glukuronsdure) enthidlt, nach zweiminiitiger
Vakuum-Infiltration bei 12,3 psi in der particle gun (Bio-Rad, Miinchen, D) fiir 24 h bei 37°C
inkubiert. Griine Gewebe wurden mit 96%igem Ethanol entfirbt. Die Proben wurden in
75%igem Ethanol bei 4°C gelagert.




ERGEBNISSE 23

3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Herstellung und Charakterisierung von gene trap(GT)-Linien fir
die funktionelle Genomanalyse von Gerste. Dabei wurde erstmalig das fur monokotyle
Pflanzen optimierte gene trap-Konstrukt GTDsB (Bergmann und Lutticke 2004) eingesetzt.
Fur die Uberpriifung des Konzepts wurden zwei Fragen vorrangig bearbeitet:

1. Transponiert das gene trap-Konstrukt GTDsB in den GT-Linien?

2. Kann eine Expression des gus-Reportergens detektiert werden?
Erkenntnisse aus der Bearbeitung dieser Fragestellungen geben Hinweise darauf, ob und mit
welchem Potential das etablierte System zur funktionellen Genomanalyse von Gerste
eingesetzt werden kann.

3.1 Etablierung der gene trap-Population

Fir Untersuchungen zum Transpositionsverhalten des GTDsB-Konstrukts muss die
Transposase (TPase) in den genetischen Hintergrund von GTDsB eingebracht werden, da in
diesem Ansatz mit einem Zweikomponenten-System gearbeitet wird (Abb. 4). Es wurden
zundchst geeignete GTDsB-Linien ausgewéhlt. Diese wurden mit Gerstenlinien, die ein
Transposase-exprimierendes Konstrukt tragen, gekreuzt. Das Ziel dabei war die Herstellung
einer groRen Zahl an unabhangigen GT-Linien. In diesen GT-Linien wurde die Transposition
des GTDsB-Konstrukts analysiert.

3.1.1 Auswahl und Charakterisierung von GTDsB-Linien

Fur diese Arbeit standen 34 unabhédngige GTDsB-TO-Linien zur Verfugung (2.1.8.1). In
Southernblotanalysen war in allen Linien mindestens eine Integration eines vollstandigen
GTDsB-Konstrukts ~ nachgewiesen  worden.  Darliber  hinaus  indizieren  die
Southernblotanalysen, dass in einigen Linien mehrere Integrationsloci von GTDsB sowie
rearrangierte GTDsB-Konstrukte vorliegen (Lutticke, personliche Mitteilung). Es wurde
entschieden, eine moglichst grole Zahl an unabhangigen GTDsB-Parentallinien mit einer
heterogenen Zahl an GTDsB-Integrationsloci einzusetzen. Die Anzahl der GTDsB-Linien, die
in das Programm aufgenommen werden konnten, reduzierte sich aufgrund von Problemen bei
der Keimung des zur Verflgung gestellten T1-Saatguts. Es wurden schlieflich 14
GTDsB-Linien ausgewahlt (Tab. 3). 120 Nachkommen von diesen Linien wurden mit einer
Multiplex-PCR (2.2.6) zum Nachweis des GTDsB-Konstrukts genotypisiert. So konnten 84
GTDsB-positive Nachkommen identifiziert werden. Diese wurden in Southernblotanalysen
naher charakterisiert.

In den Nachkommen der 14 GTDsB-TO-Linien wurde die Anzahl der Integrationsloci des
GTDsB-Konstrukts bestimmt. Die genomische DNA der 84 GTDsB-T1-Pflanzen wurde mit
den Restriktionsenzymen BamHI und Munl geschnitten. Beide Enzyme schneiden jeweils nur
einmal im GTDsB-Konstrukt, BamHI im 3’ und Munl im 5’Ende. Die dabei entstehenden
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Restriktionsfragmente liefern nach der Detektion mit einer gus-spezifischen Sonde (2.1.7) in
einer Southernblotanalyse (2.2.12) einen Hinweis auf die Anzahl an Integrationsloci des
GTDsB-Konstrukts im Gerstengenom. In Abb. 6 ist exemplarisch die Southernblotanalyse
von 19 Nachkommen der Linie GTDsB 14 nach Restriktion der genomischen DNA mit
BamHI gezeigt. Die vollstaindige Auswertung der  Southernblotanalysen der
GTDsB-T1-Generation ist in Tab. 3 zusammengefasst.

A
GTDsB 14

WT 1 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Sonde

Abb. 6: Southernblotanalyse zum Nachweis von GTDsB-Integrationsloci in Nachkommen der Linie
GTDsB 14

A Genomische DNA von 19 Nachkommen der TO-Linie GTDsB 14 sowie des Wildtyps Golden Promise (WT)
wurde mit BamHI restringiert. Die nicht fortlaufende Nummerierung dieser Proben ergibt sich aus der
Identifizierung GTDsB-negativer Nachkommen. Die Detektion in der Southernblotanalyse erfolgte mit der gus-
spezifischen Sonde GUS1/2 (2.1.7). B Schematische Darstellung der Restriktionsschnittstelle von BamHI im
GTDsB-Konstrukt. Das GTDsB-Konstrukt ist farbig dargestellt, angrenzende Sequenzen grau. Die Bindestelle
der gus-spezifischen Sonde ist markiert.

Von den 19 untersuchten Nachkommen der Linie GTDsB 14 zeigen neun, GTDsB 14/1,
GTDsB 14/10, GTDsB 14/11, GTDsB 14/12, GTDsB 14/14, GTDsB 14/15, GTDsB 14/20,
GTDsB 14/21 und GTDsB 14/23, flinf spezifische Hybridisierungssignale (Abb. 6 A). In zehn
Nachkommen, GTDsB 14/6, GTDsB 14/7, GTDsB 14/8, GTDsB 14/9, GTDsB 14/13,
GTDsB 14/16, GTDsB 14/17, GTDsB 14/18, GTDsB 14/19 und GTDsB 14/22 konnten acht
Hybridisierungssignale detektiert werden. Das deutet auf eine unabh&ngige Vererbung
einzelner GTDsB-Integrationsloci hin. Die Southernblotanalysen haben gezeigt, dass auf3er in
den Nachkommen der Linie GTDsB 14 auch in Nachkommen der Linien GTDsB 31 und
GTDsB5 eine Segregation von GTDsB-Integrationsloci stattfindet (Tab.3). Die
Nachkommen einer GTDsB-Linie mit unterschiedlichen GTDsB-Hybridisierungssignalen
wurden als unabhangige Linien betrachtet und mit Buchstaben (A, B, C) benannt. Folglich
besteht die GTDsB-T1-Generation aus 18 unabhangigen GTDsB-Linien (Tab. 3).
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Tab. 3: Anzahl der GTDsB-Integrationsloci in den GTDsB-T1-Pflanzen

GTDsB-Linie Anzahl der Anzahl der Anzahl der Anzahl der
analysierten | GTDsB-Integrationsloci | GTDsB-Integrationsloci | Restriktionsfragmente
T1-Pflanzen (BamHI) (Munl) (Hindll1/EcoRI)
2a 7 2 1 1
2d 1 2 1 1
23 6 1 2 1-2
31B* 10 2 2 2
31c*™ 4 2 2 3
6a, 6¢C 2 2 4 3
31A® 15 4 4 5
9o 1 4 4 5
16 3 3 5 6
30 1 4 5 3
5B° 1 3 7 4
14A° 9 5 6 6
11 1 8 5 5
10 1 6 7 9
BA? 3 6 8 3)
24 7 7 8 9
14B° 10 8 10 12
26 2 12 12 12
Summe: 18 Summe: 84

8 Segregation der GTDsB-Integrationsloci in Nachkommen der TO-Linien GTDsB 31, GTDsB 5 und GTDsB 15.
Y Ein GTDsB-Konstrukt vollstdndiger L&nge konnte nicht nachgewiesen werden.

Die untersuchten GTDsB-T1-Linien enthalten von 1-2 bis zu 12 Integrationsloci des
GTDsB-Konstrukts. Fir 13 der 18 Linien ergab sich aus den Southernblotanalysen mit den
beiden Enzymen BamHI und Munl eine unterschiedliche Anzahl an GTDsB-Integrationsloci.
Das ist ein Hinweis auf Rearrangements von GTDsB-Konstrukten.

Die Linien GTDsB6a und 6c zeigten in den Southernblotanalysen die gleichen
GTDsB-Hybridisierungssignale und wurden daher bei der Durchfiihrung der Experimente als
klonal betrachtet. In einigen Nachkommen der Linie GTDsB 6a konnte allerdings ein vom
Wildtyp abweichender Phé&notyp beobachtet werden, der in den Nachkommen der Linie
GTDsB 6c nicht auftritt (Latticke, personliche Mitteilung). In den Nachkommen der Linien
GTDsB 2a und GTDsB 2d wurden in den Southernblotanalysen ebenfalls gleiche
Hybridisierungssignale detektiert. Das ist ein Hinweis darauf, dass es sich um klonale Linien
handelt.

Das Vorhandensein vollstandiger GTDsB-Konstrukte in der T1-Generation wurde in einer
Southernblotanalyse von einem Reprasentanten jeder der 18 GTDsB-Linien uberprift. Die
Restriktionsenzyme EcoRI und Hindlll schneiden ein 3537 bp-langes Fragment aus dem
Transformationsvektor aus, in welchem das 3465 bp-lange GTDsB-Konstrukt vollstandig
enthalten ist (Abb. 7 B).
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Abb. 7: Southernblotanalyse zum Nachweis vollstandiger GTDsB-Konstrukte

A Genomische DNA der angegebenen Nachkommen von 18 GTDsB-T0-Linien, genomische DNA des Wildtyps
Golden Promise (WT) und der Transformationsvektor pGTDsB (K+, 2.1.5) wurden mit EcoRI und Hindlll
restringiert. Die Detektion erfolgte mit der gus-spezifischen Sonde GUS1/2 (2.1.7). B Schematische Darstellung
der Restriktionsschnittstellen von EcoRI und Hindlll im GTDsB-Konstrukt. Das GTDsB-Konstrukt ist farbig
dargestellt, angrenzende Sequenzen grau. Das ausgeschnittene Fragment hat eine GroéRe von 3,5 kb. Die
Bindestelle der gus-spezifischen Sonde ist markiert.

In den Nachkommen aller GTDsB-Linien, mit Ausnahme von GTDsB 9 (Abb.7 A, 9/1),
sowie der Segregationslinie 31C (Abb. 7 A, 31/13) konnte das vollstdndige GTDsB-Konstrukt
von 3,5 kb nachgewiesen werden. Die Linien GTDsB 9 und GTDsB 31C wurden daher nicht
fur Kreuzungen eingesetzt. In den Nachkommen der Linien GTDsB 2a und GTDsB 2d
konnten in den Southernblotanalysen mit BamHI zwei Integrationsloci und mit Munl ein
Integrationslocus des GTDsB-Konstrukts detektiert werden (Tab. 3). Die Southernblotanalyse
mit EcoRI und HindlIl weist darauf hin, dass in diesen Linien ausschlielich ein GTDsB-
Konstrukt vollstandiger Grofie enthalten ist (Abb. 7 A, 2a/9 und 2d/1). In den restlichen
GTDsB-Linien konnte neben dem Restriktionsfragment von 3,5 kb, welches das vollstdndige
GTDsB-Konstrukt repréasentiert, zusatzlich eine variable Anzahl (1-11) Kleinerer oder
grolRerer Restriktionsfragmente detektiert werden (Abb. 7, Tab. 3). Dies ist ein weiterer
Hinweis auf das Vorhandensein von rearrangierten GTDsB-Konstrukten in der Mehrzahl der
GTDsB-T1-Linien.

Schlielllich standen insgesamt 79 Nachkommen von 16 GTDsB-TO-Linien mit mindestens
einer vollstandigen Kopie des GTDsB-Konstrukts fir Kreuzungen mit den TPase-Linien zur
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Verflgung. In diesen ist die Anzahl an GTDsB-Integrationsloci sehr heterogen. Es sind
Linien mit einer geringen (ein bis zwei), einer mittleren (zwei bis sieben) und einer hohen
(finf bis zwolIf) Anzahl an Integrationsloci des GTDsB-Konstrukts vertreten (Tab. 3).

3.1.2 Kreuzung von Transposase- und GTDsB-Linien

Die Herstellung von GT-Linien erfolgt durch Kreuzung von Transposase(TPase)-
exprimierenden Gerstenlinien mit Linien, die das gene trap-Konstrukt GTDsB enthalten. Fir
den Aufbau der GT-Population standen vier unabhéngige TPase-Linien zur Verfligung. Diese
enthalten zwei verschiedene TPase-Konstrukte sowie eine unterschiedliche Anzahl an
TPase-tragenden Genloci (2.1.8.1). Die Kreuzung der vier TPase-Linien mit jeder der 16
GTDsB-Linien ergibt 64 mogliche Kombinationen. Das Kreuzen des Selbstbestaubers Gerste
ist unter 2.2.2 beschrieben. Fir die praktische Durchfiihrung der Kreuzungen war es wichtig,
dass die Transposase-Linien Uber den gesamten Zeitraum als Pollendonor bzw.
Pollenakzeptor zur Verfiigung standen, in dem die GTDsB-Linien gekreuzt werden kdnnen.
Mit Embryo Rescue (2.2.1) wurden daher von den vier TPase-Linien sukzessive jeweils
mindestens 30 Nachkommen hergestellt (2.1.8.1).

Insgesamt wurden ca. 6000 Bliten emaskuliert und polliniert. Die Ausbeute waren 1442
Korner der F1-Generation. Aus den Kreuzungen mit den Linien GTDsB 5, GTDsB 24 und
GTDsB 30 sowie den Kombinationen GTDsB 2d x cw34 und GTDsB 11 x DHcw21 sind
keine Nachkommen entstanden (Tab. 4). Insgesamt konnten fir 46 der 64 mdoglichen
Kreuzungskombinationen Nachkommen produziert werden.

3.1.3 F1- und F2-Generation der gene trap-Population

Aus den Kreuzungen von GTDsB- und Transposase-Linien sind Nachkommen entstanden, in
denen beide Konstrukte vorliegen und somit eine Transposition von GTDsB stattfinden kann
(Abb. 4). Diese Nachkommen, die so genannten GT-Linien, bilden die Basis der
gene trap-Population mit der Analysen zur Transposition von GTDsB und Expression des
Reportergens durchgefiihrt wurden.

Zwei der flr die Kreuzungen verwendeten TPase-Linien (2.1.8.1), DHcw21 und DHcw4z2,
sind doppelthaploid und somit homozygot fir die TPase-Konstrukte. Die beiden restlichen
TPase-Linien cw34 und cw74 sind im Hinblick auf die TPase-Konstrukte hemizygot. Die
GTDsB-Linien wurden bezlglich eines hemi- oder heterozygoten Status der
GTDsB-Integrationsloci nicht ndher charakterisiert. Es wurde daher erwartet, dass die TPase-
und GTDsB-Loci nicht an alle Nachkommen der Kreuzungen vererbt werden. Daher wurden
203 F1-Keimlinge von 46 erfolgreichen Kreuzungskombinationen mit einer Multiplex-PCR
(2.2.6) genotypisiert. Es konnten 79 Pflanzen identifiziert werden, die sowohl GTDsB- als
auch TPase-Konstrukte enthalten (Tab. 4). In dieser GT-F1-Population sind die Nachkommen
von 29 Kreuzungskombinationen repréasentiert. Aus den Kreuzungen von 15 GTDsB-Linien
mit der Linie cw3 konnten insgesamt nur drei TPase-positive Nachkommen identifiziert
werden (Tab. 4).
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Wie bereits erwahnt, waren zwei der vier TPase-Linien (2.1.8.1), cw34 und cw74, in Bezug
auf die Transposase-Integrationsloci hemizygot. In Southernblotanalysen von Nachkommen
aus Selbstungen dieser Linien konnte in der Linie cw74 eine Segregation der vier
TPase-Integrationsloci beobachtet werden (Friedrich, personliche Mitteilung). Um die
Segregation der TPase-Loci in den Nachkommen aus Kreuzungen mit der TPase-Linie cw74
zu evaluieren, wurde die genomische DNA der 35 GT-F1-Pflanzen mit BamHI restringiert
und in einer Southernblotanalyse (2.2.12) mit einer fir das TPase-Konstrukt spezifischen
Sonde (2.1.7) hybridisiert. Von den insgesamt 35 Nachkommen aus Kreuzungen mit der
TPase-Linie cw74 (Tab. 4) enthalten zwei Nachkommen nur noch einen Integrationslocus und
sieben Nachkommen drei der urspringlich vier Integrationsloci des TPase-Konstrukts
(Daten nicht gezeigt). Diese wurden nicht in die GT-F2-Generation tberfuhrt.

Tab. 4: F1-Generation der GT-Population

TPase DHcw?21 cw34 DHcw42 cw74 Summe der F1-
Pflanzen pro

GTDsB GTDsB-Linie
2a 3 - 6 1 10

2d - - 3 - 3

23 4 2 1 4 11
31B - - 4 5 9

6c, 6a 1 - 1 2 4
31A 2 - - 7 9

16 2 - - 4 6

30 - - - - -

5B - - - - -
14A - - 2 3 5

11 - 1 1 2 4

10 4 - 3 2 9

5A - - - - -

24 - - - - -
14B 2 - - 3

26 2 - - 2 4
Summe 20 3 21 35 79

Insgesamt bestent die GT-F1-Generation aus 79 unabhdngigen GT-Linien. Diese
reprasentieren 12 der 16 GTDsB-Parentallinien und 29 der 64 theoretisch mdglichen
Kreuzungskombinationen. Die einzelnen GT-F1-Linien wurden mit dem Kiirzel
GT (gene trap) und einer individuellen Nummer benannt.

Erste Untersuchungen zur Expression des gus-Reportergens sind mit den Pflanzen der
GT-F2-Population sinnvoll. In diesen kdnnen, neben Ereignissen der GT-F2-Generation,
solche detektiert werden, die auf einer vererbten Transposition des GTDsB-Konstrukts in der
F1-Generation beruhen. Das erhéht die Wahrscheinlichkeit, eine Expression des Reportergens
zu finden. Die Grolke der Population ist ein Faktor, der die Aussagekraft der Experimente
bestimmt. Daher wurde ein Kompromiss zwischen einer maglichst groen Population und der
praktischen Machbarkeit geschlossen und die PopulationsgroRe auf ca. 200 Pflanzen begrenzt.
Zusétzlich wurde darauf geachtet, dass in der GT-F2-Population Nachkommen aus
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Kreuzungen von jeder der 12 GTDsB-Parentallinien mit mindestens zwei unabh&ngigen
TPase-Kreuzungspartnern repréasentiert sind. Als Vertreter der wahrscheinlich klonalen Linien
GTDsB 2a und 2b (3.1.1) wurden nur noch die Nachkommen der Linie GTDsB 2a in die
F2-Population tberfiihrt.

Fur den Aufbau der GT-F2-Population wurde Embryo Rescue (2.2.1) von 349 Kdrnern von
insgesamt 28 der 79 GT-F1-Linien durchgefiihrt (Abb.8). Pro GT-F1-Linie wurden
durchschnittlich von 12 Kérnern Embryonen isoliert und Keimlinge kultiviert. Der Nachweis
der GTDsB- und Transposase-Konstrukte in allen Keimlingen der GT-F2-Generation erfolgte
mit einer Multiplex-PCR (2.2.6). So konnten 191 Pflanzen identifiziert werden, in denen
sowohl GTDsB- als auch TPase-Konstrukte vorhanden sind. In der GT-F2-Population sind 11
der urspringlich 16 in die Kreuzungen einbezogenen GTDsB-Parentallinien vertreten
(Abb. 8). Eine Ubersicht tiber die in der GT-F2-Population vertretenen Linien bietet Tab. 6 im
Abschnitt 3.2.2. Einen Uberblick zur Etablierung der GT-F1- und GT-F2-Population bietet
das Schema in Abb. 8.

16 GTDsB x 4 TPase-Linien P
KREUZUNG v

1442 F1-Kérner von
46 Kombinationen
EMBRYO RESCUE v
203 F1-Keimlinge

F1

GENOTYPISIERUNG
79 GT-F1-Linien

(12 GTDsB-Parentallinien)

EMBRYO RESCUE
349 F2-Keimlinge von 28 GT-F1-Linien F2
GENOTYPISIERUNG v
191 GT-F2-Pflanzen
(11 GTDsB-Parentallinien)

Abb. 8: Schema zum Aufbau der F1- und F2-Generation der GT-Population
Schematische Zusammenfassung der Etablierung der GT-F1- und GT-F2- Population.
Links angegeben sind die einzelnen Arbeitsschritte, rechts die jeweilige Generation.

3.2 Transposition von GTDsB

Ziel der Kreuzungen war die Einfihrung der Transposase in die GTDsB-Linien, um eine
Transaktivierung der GTDsB-Konstrukte zu ermdglichen. Ob eine Transposition von
GTDsB-Konstrukten stattgefunden hat, kann in Southernblotanalysen untersucht werden. Flr
diese Untersuchungen werden Restriktionsenzyme verwendet, die nur einmal im
GTDsB-Konstrukt schneiden. Der Nachweis spezifischer Restriktionsfragmente erfolgt mit
einer Sonde, die im gus-Reportergen des GTDsB-Konstrukts bindet. Eine Veranderung der
genomischen Position eines GTDsB-Konstrukts in einer GT-Linie kann durch den Vergleich
mit den Hybridisierungssignalen der entsprechenden GTDsB-Parentallinie erkannt werden. In
diesen Analysen werden Hybridisierungssignale mit im Vergleich zur Parentallinie
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verénderter GroRe oder zusatzliche Hybridisierungssignale als Hinweis auf eine Transposition
von GTDsB gewertet. Bei den so detektierten Transpositionen, kann es sich um Ereignisse in
somatischem Gewebe der Pflanzen handeln. Ob die transponierten GTDsB-Konstrukte an die
néachste Generation vererbt werden, kann in Analysen der Nachkommen untersucht werden.
Die 79 Pflanzen der GT-F1-Population und die 191 Pflanzen der GT-F2-Population wurden in
Southernblotanalysen untersucht, mit dem Ziel Informationen dartiber zu erhalten, ob
uberhaupt und mit welcher Frequenz das GTDsB-Konstrukt transponiert.

3.2.1 Transposition von GTDsB in der GT-F1-Population

Die 79 Pflanzen der GT-F1-Population wurden in einer Southernblotanalyse (2.2.12) auf
Transpositionen von GTDsB untersucht. Das verwendete Restriktionsenzym BamHI
schneidet nur einmal im 3’Ende des GTDsB-Konstrukts (Abb. 6 B). Aus dem Vergleich der
Hybridisierungssignale mit denen der jeweiligen GTDsB-Parentallinien ergaben sich in elf
GT-F1-Pflanzen Hinweise auf Transpositionen des GTDsB-Konstrukts (Daten nicht gezeigt).
Da die Ergebnisse nicht in allen Linien eindeutig waren, wurden die elf Kandidaten in
weiteren Southernblotanalysen genauer analysiert. Die Restriktion erfolgte dabei einmal mit
dem Enzym Bglll und zusétzlich mit Bcul. Beide Enzyme schneiden ebenfalls jeweils nur
einmal im GTDsB-Konstrukt (Abb. 9 B).

Aus den Southernblotanalysen mit BamHI, Bglll und Bcul ergaben sich fiir neun Linien der
GT-F1-Population eindeutige Hinweise auf Transposition des GTDsB-Konstrukts (Tab. 5).

Tab. 5: GT-F1-Linien mit Transposition des GTDsB-Konstrukts

GTDsB- TPase-Linie GT-F1-Linie mit

Parentallinie Transposition
GTDsB 23 cw34 GT29
cw74 GT41
cw74 GT44
cw74 GT45
GTDsB 31B cw74 GT64
cw74 GT68
GTDsB 31A cw74 GT62
GTDsB 11 cw34 GT82
GTDsB 14B DHcw42 GT14

Es handelt sich dabei um Nachkommen von funf verschiedenen GTDsB-Parentallinien, die
mit cw34 oder cw74 gekreuzt wurden. In den Linien GT14, GT41, GT44, GT45, GT62,
GT64, GT68 und GT82 konnten in den Southernblotanalysen mit Bglll bzw. Bcul
Hybridisierungssignale detektiert werden, die nicht in der jeweils zugehdrigen
GTDsB-Parentallinie vorhanden sind (Abb. 9 A). In der Linie GT29 treten ebenfalls im
Vergleich zur Parentallinie GTDsB 23 veranderte Hybridisierungssignale auf. Dieses war
allerdings nur in der Southernblotanalyse mit BamHI sichtbar. Damit konnten in insgesamt
neun der 79 untersuchten GT-F1-Pflanzen Hinweise auf Transposition des
GTDsB-Konstrukts detektiert werden.
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Abb. 9: Southernblotanalyse zum Nachweis von Transposition des GTDsB-Konstrukts

A Genomische DNA der angegebenen GTDsB-Parentallinien (GTDsB) sowie deren Nachkommen aus
Kreuzungen mit TPase-Linien (GT) und genomische DNA von Golden Promise (WT) wurde mit Bglll bzw.
Bcul restringiert und in einer Southernblotanalyse untersucht. Die Detektion erfolgte mit der gus-spezifischen
Sonde GUS1/2 (2.1.7). B Schematische Darstellung der Restriktionsschnittstellen von Bglll und Bcul im
GTDsB-Konstrukt. Das GTDsB-Konstrukt ist farbig dargestellt, angrenzende Sequenzen grau. Die Bindestelle
der gus-spezifischen Sonde ist markiert.
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3.2.2 Transposition von GTDsB in der GT-F2-Population

Die Untersuchung von mehreren Nachkommen einer GT-F1-Linie erlaubt Rickschliisse auf
den Zeitpunkt der Transposition. Wenn viele oder alle Nachkommen einer GT-F1-Pflanze das
gleiche Muster an Hybridisierungssignalen zeigen, weist das auf eine friihe Transposition von
GTDsB in der GT-F1-Generation hin. Die Detektion von einzigartigen
Hybridisierungssignalen in einer GT-F2-Pflanze hingegen deutet auf eine germinale
Transposition in der F1-Generation oder auf eine somatische Transposition in der
GT-F2-Generation hin. Ereignisse, die auf einer einzigen Transposition des
GTDsB-Konstrukts zurtickzufuhren sind, werden als unabh&ngig bezeichnet.

Die 191 Pflanzen der GT-F2-Population wurden in Southernblotanalysen (2.2.12) auf
Transpositionen des GTDsB-Konstrukts untersucht. Fur die Analysen wurden die
Restriktionsenzyme Bglll, Bcul und Munl verwendet, die alle nur einmal im
GTDsB-Konstrukt schneiden. Beispiele fur die Detektion von Transpositionen von GTDsB in
der GT-F2-Population sind in Abb. 10 gezeigt. Die vollstandigen Ergebnisse der
Untersuchungen zur Transposition des GTDsB-Konstrukts in  der GT-F1- und
GT-F2-Population sind in Tab. 6 zusammengefasst.
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Abb. 10: Beispiele fur die Detektion von Transposition des GTDsB-Konstrukts in der GT-F2-Population
A Genomische DNA der Parentallinie GTDsB11, von den drei Nachkommen GT80/5, GT80/6 und GT80/7
sowie genomische DNA des Wildtyps Golden Promise (WT) wurde mit Bcul restringiert. Genomische DNA der
Parentallinie GTDsB10 sowie von den Nachkommen GT6/3 und GT6/4 wurde mit Bglll restringiert. Die
Detektion der Restriktionsfragmente in einer Southernblotanalyse erfolgte mit der gus-spezifischen Sonde
GUS1/2 (2.1.7). Zwei Hybridisierungssignale, die unabhéngige Transpositionsereignisse in den Linien GT80/6
und GT80/7 indizieren, sind durch rote Pfeile markiert. Der blaue Pfeil markiert ein Hybridisierungssignal,
welches auf ein Transpositionsereignis hinweist, dass an zwei Nachkommen, GT6/3 und GT6/4, weitergegeben
wurde. B Schematische Darstellung der Restriktionsschnittstellen von Bglll und Bcul im GTDsB-Konstrukt. Das
GTDsB-Konstrukt ist farbig dargestellt, angrenzende Sequenzen grau. Die Bindestelle der gus-spezifischen
Sonde ist markiert.

In den GT-F2-Pflanzen GT80/6 und GT80/7 konnte in der Southernblotanalyse jeweils ein
Hybridisierungssignal detektiert werden, welches in der entsprechenden Parentallinie
GTDsB 11 nicht vorhanden ist (Abb. 10 A). Die Detektion von zwei Hybridisierungssignalen
unterschiedlicher GréRe weist auf zwei unabhangige Transpositionen des GTDsB-Konstrukts
hin. In der Pflanze GT80/5 hingegen konnte kein im Vergleich zur Parentallinie neues
Hybridisierungssignal detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnte in den F2-Pflanzen
GT6/3 und GT6/4 das gleiche Hybridisierungssignal, welches nicht in der Parentallinie
GTDsB 10 vorhanden ist, detektiert werden (Abb. 10 A). Dieses Signal ist wahrscheinlich auf
eine einzige Transposition des GTDsB-Konstrukts zuriickzufiihren.



ERGEBNISSE 34
Tab. 6: Transposition von GTDsB in der GT-F1- und GT-F2-Generation
Parentalgeneration GT-F1-Generation GT-F2-Generation
GTDsB- | GTDsB- TPase- Anzahl Transp.® | F1-Elter | Anzahl Transp.° Unabh.
Linie Integr.* Linie Pflanzen® Pflanzen® Transp.’
2a 1-2 DHcw21 3 - GT32 6 3 1
DHcw42 6 - GT73 4 4 1
cw’74 1 - -
2d 1-2 DHcw42 3 - -
23 1-2 DHcw21 4 - GT33 4 1 1
cw34 2 1 GT29 4 4 3
DHcw42 1 - GT39 1 1 1
cw74 4 3 GT41 5 5 2
31B 2 DHcw42 4 - GT49 4 2 1
cw74 5 2 GT54 5 3 1
6c,6a 2-4 DHcw21 1 - GT70 4 - -
DHcw42 1 - GT67 7 - -
cw74 2 - GT4 7 5
31A 4 DHcw21 2 - GT38 6 6
DHcw42 1 - -
cw74 6 1 GT52 5 - -
16 3-5 DHcw21 2 - GT19 4 3 1
cw74 2 - GT37 7 2 2
cw74 2 - GT40 4 4 2
14A 5-6 DHcw42 2 - GT13 4 3 1
cw74 3 - GT22 5 - -
11 5-8 cw34 1 1 GT82 3 3
DHcw42 1 - GT66 3 - -
cw’74 2 - GT80 94 16 10
10 6-7 DHcw21 4 - GT9 7 - -
DHcw42 3 - GT2 7 - -
cw74 2 - GT6 7 1 1
14B 8-10 | DHcw21 2 - GT23 4 2 2
cw74 3 1 GT15 8 3 3
26 12 DHcw21 2 - GT35 4 3 3
cw74 2 - GT63 8 5 5
Summe 79 9 (11%)° 28 191 79 49(26%)°

# Integrationsloci des GTDsB-Konstrukts (3.1.1, Tab. 3).
® Anzahl der GT-F1-bzw. GT-F2-Pflanzen, die in Southernblotanalysen untersucht wurden.

¢ Anzahl der Pflanzen mit Transposition des GTDsB-Konstrukts.

¢ Anzahl der unabhangigen Transpositionsereignisse.
¢ In Klammern angegeben ist die Transpositionsfrequenz in der GT-F1- bzw. GT-F2-Generation.

Insgesamt konnten in der GT-F2-Population in 49 Pflanzen unabhéngige Transpositionen des
GTDsB-Konstrukts detektiert werden. Das entspricht einer Frequenz von 26%. In den
Nachkommen von insgesamt 21 der 28 reprasentierten GT-F1-Linien treten Transpositionen
auf. Transpositionen von GTDsB konnten, da die Linien GTDsB 2a und 2d als klonal
betrachtet werden, in den Nachkommen aller 11 GTDsB-Parentallinien nachgewiesen werden.
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3.3 Phanotypische Abweichungen in der GT-F2-Population

Die Pflanzen der GT-F2-Population wurden wéhrend ihrer gesamten Entwicklung beobachtet
und sichtbare Abweichungen vom Phénotyp des Wildtyps protokolliert. In insgesamt 15%
(29/191) der Pflanzen der GT-F2-Population konnten sichtbare Abweichungen vom
Wildtyp-Phénotyp festgestellt werden (Tab. 7).

Tab. 7: Pflanzen der GT-F2-Population mit Abweichungen vom Wildtyp-Phanotyp

Anzahl der GT-F2-Pflanzen
Gestauchtes Wachstum 14
Abweichende Blattpigmentation 10
Reduzierte Fertilitat 7
Sonstige phanotypische Abweichungen 8
Insgesamt untersucht 191
Insgesamt mit Abweichungen® 29

#in 10 Pflanzen konnten gleichzeitig mehrere Abweichungen festgestellt werden

Am haufigsten wurden reduzierte Fertilitat, Verdnderungen der Pigmentation der Blatter und
gestauchtes Wachstum beobachtet. Jeweils ein Beispiel fir diese Abweichungen ist in
Abb. 11 gezeigt. Zusétzlich traten in einigen GT-F2-Pflanzen verkirzte oder krumme
Grannen, stark geknickte Nodien, ein verlangsamtes Wachstum und eine verénderte
Pigmentierung beim Abreifen auf. In 10 von 29 Pflanzen mit Abweichungen (34%) traten
gleichzeitig mehrere Veranderungen des Phadnotyps auf. Die in Abb. 11 exemplarisch
abgebildete Pflanze GT22/4 zeigte neben einer abweichenden Pigmentation in den Blattern
ein stark gestauchtes, buschiges Wachstum.

GT22/4 GT4/10 WT GT63/9

Abb. 11: GT-F2-Pflanzen mit Abweichungen vom Wildtyp-Phanotyp

Exemplarisch gezeigt sind ein gelb-gestreiftes Blatt der Pflanze GT22/4, die stark gestaucht wachsende Pflanze
GT4/10 im Vergleich zu einem gleichaltrigen Spross des Wildtyps Golden Promise (WT) und eine Ahre der
Pflanze GT63/9 mit reduzierter Fertilitat.
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Erkenntnisse Uber den moglichen Zusammenhang zwischen den phanotypischen
Abweichungen und Insertionen des GTDsB-Konstrukts missen in weiteren Analysen
erarbeitet werden.

3.4 Untersuchungen zur Expression des gus-Reportergens

Bei den Untersuchungen zur Reportergen-Expression in einem gene trap-System ergeben sich
folgende generelle Problemstellungen. Ort und Zeitpunkt der potentiellen Expression des
gus-Reportergens sind unbekannt. Daraus ergibt sich die Frage welches Gewebe zu welchem
Zeitpunkt der Pflanzenentwicklung histochemisch analysiert werden muss. Ein weiterer
wichtiger Punkt ist die Identifizierung von Ereignissen der GUS-Expression die an die
Nachkommen vererbt werden. Nur diese kénnen mit dem Ziel der Identifizierung des
verantwortlichen Gens genau analysiert werden. Es ergibt sich daher die Frage, wie diese
differenziert werden kdnnen. Des Weiteren ist zu beachten, dass in dem untersuchten System
die Frequenz der GUS-Expression von der Transpositionsfrequenz des GTDsB-Konstrukts
abhéngig ist, da nicht auf Pflanzen mit transponierten GTDsB-Konstrukten selektiert wurde.
Zudem ist die PopulationsgroRe limitiert. Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen
zur GUS-Expression in der GT-F2-Population wurden daher so konzipiert, dass auf der Basis
des vorhandenen Materials eine Aussage zur Expression des gus-Reportergens in dem hier
vorgestellten gene trap-System maglich ist.

3.4.1 Auswahl der Explantate fur die histochemischen Analysen der
GT-F2-Population

Bei der Konzeption der Untersuchungen zur GUS-Expression musste zunachst folgende Frage
geklart werden: Welche Organe von welchen Entwicklungsstadien stellen sinnvolle
Explantate fur die Analysen dar?

Da Ort und Zeitpunkt der GUS-Expression unbekannte Faktoren sind, erhoht sich die
Wahrscheinlichkeit GUS-Expression zu detektieren, wenn erstens mdglichst viele Organe
definierter Entwicklungsstadien und zweitens Organe, die einen hohen Anteil an sich
teilenden und differenzierenden Geweben aufweisen, analysiert werden. Ein weiterer Punkt,
der beachtet werden muss, ist die Erhaltung der jeweiligen GT-Linie. Folglich kénnen nicht
alle Organe der Reproduktion einer Pflanze fir die Untersuchungen verbraucht werden.

Auf der Basis dieser Uberlegungen wurden die folgenden Organe ausgewahlt: Blatt, Nodium,
Blute, Korn und Keimling (Abb. 12). Die Blatter, Nodien und Bliten wurden im
Entwicklungsstadium 49 der Gerste nach Zadoks (Chang et al. 1974) analysiert. Zu diesem
Zeitpunkt sind die Bliten unbefruchtet. Von den Bllten wurde ein weiterer Zeitpunkt der
Entwicklung, 65-69 nach Zadoks, untersucht, zu welchem sie bereits polliniert sind. Ein Teil
der befruchteten und unbefruchteten Bluten wurde mit den sterilen Seitenbliiten gefarbt.
Sterile Seitenbluten sind bei der in dieser Arbeit verwendeten, zweizeiligen Sommergerste
Golden Promise (2.2.8) beidseitig an jeder Blite vorhanden. Die Kdrner wurden im
Entwicklungsstadium 83-85 nach Zadoks geerntet. In den Kdrnern sind sowohl Gewebe der
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F2-Generation (Perikarp) als auch Gewebe der F3-Generation (Endosperm, Embryo)
vertreten. Von den Keimlingen der GT-F3-Generation wurde das Entwicklungsstadium 10
nach Zadoks untersucht.

A
Bl 4
_— Nodium (2)
— ~
m e
Pl =]
© = Blatt @)
= zL
unbefruchtete befruchtete Bliite (8) Korn (8) Keimling (8)
Bliite (20)
: i : : >
49 65-69 83-85 10 Entwicklungsstadium
nach Zadoks
F2 F2 F3 F3 Generation

Abb. 12: Fir Untersuchungen zur GUS-Expression in der GT-F2-Population ausgewéhlte Organe

Die fir die histochemischen GUS-Farbungen ausgewéhlten Organe sind in Abhéngigkeit von den
Entwicklungsstadien einer Gerstenpflanze nach Zadoks (Chang et al. 1974) dargestellt. Die entsprechende
GT-Generation ist angegeben. In Klammern angegeben ist die Anzahl der vom jeweiligen Organtyp pro Pflanze
untersuchten Explantate.

Die Reportergen-Expression wird von der spezifischen Expression des endogenen Gens
determiniert, in das das gene trap-Konstrukt integriert ist. In einem Transposon-basierten
gene trap-System hat zusétzlich der Zeitpunkt der Transposition des gene trap-Konstrukts
einen Einfluss auf die detektierbare Reportergen-Expression. Die Transposition des
GTDsB-Konstrukts kann in somatischem Gewebe erfolgen. Auch die Mdglichkeit der
GUS-Expression ist dann auf das betroffene, somatische Gewebe begrenzt. Solche Ereignisse
werden groBtenteils nicht an die Nachkommen vererbt. Nur Ereignisse, die an die
Nachkommen weitergegeben werden, koénnen in weiteren Analysen genau charakterisiert
werden und zur Isolierung von Genen fiihren. Somit ist die Identifizierung wvon
GUS-Expression interessant, die die Folge einer Transposition des GTDsB-Konstrukts ist, die
vererbt wird. Die Differenzierung solcher Ereignisse kann uber die histochemische Féarbung
mehrerer Explantate des jeweiligen Organtyps einer Pflanze erfolgen.
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Fur die sichtbare GUS-Expression sind dann stark vereinfacht zwei Mdglichkeiten denkbar:

1. Mehrere oder alle Explantate eines Organtyps zeigen die gleiche GUS-Expression
(Abb. 13 oben). Daflr kénnen eine friihe Transposition des GTDsB-Konstrukts, sowie
eine germinale Transposition in der GT-F1-Generation und eine friilhe Transposition in
der GT-F2-Generation verantwortlich sein. Diese Ereignisse werden im Folgenden
unter dem Begriff ,,vererbbar* zusammengefasst.

2. Nur ein Explantat eines Organtyps einer GT-F2-Pflanze zeigt GUS-Expression
(Abb. 13 unten). Diese GUS-Expression ist der Hinweis auf eine somatische
Transposition von GTDsB in der GT-F2- bzw. GT-F3-Generation. Solche Ereignisse
werden nicht vererbt. Strenggenommen kann im Fall der Koérner und Keimlinge auch
eine germinale Transposition des GTDsB-Konstrukts in der GT-F2-Generation dazu
fuhren.

Unabhéngig von einer Transposition kann auch die Integration des GTDsB-Konstrukts in eine
exprimierte genomische Sequenz bei der Transformation zur Expression des
gus-Reportergens flhren. In diesem Fall wird eine GUS-Expression in allen Explantaten des
Organs einer Pflanze und in allen Nachkommen der entsprechenden GTDsB-Parentallinie
erwartet. Die Differenzierung dieser Mdglichkeit kann tber die histochemische Analyse der
entsprechenden GTDsB-Parentallinie erfolgen.

GT-F2-Generation GT-F3-Generation

A

vererbbar

somatisch

Abb. 13: Schematische Darstellung des experimentellen Ansatz zur Differenzierung von vererbbaren und
somatischen Ereignissen

Symbolisch dargestellt ist eine Pflanze der GT-F2-Generation sowie mehrere Nachkommen dieser im
Keimlingsstadium (GT-F3-Generation). Stark vereinfacht betrachtet, weist die gleiche GUS-Expression in 75%
der getesteten Keimlinge einer Pflanze auf eine Expression des gus-Reportergens infolge einer vererbten
Transposition von GTDsB hin (oben). Dabei muss berticksichtigt werden, dass bei der Vererbung von
hemizygoten GTDsB-Integrationsloci nur in 75% der Nachkommen eine GUS-Expression erwartet werden kann.
Die Expression des gus-Reportergens in nur einem der Explantate ist ein Hinweis auf somatische Transposition
des GTDsB-Konstrukts, die nicht vererbt wird (unten). Weitere Erklarungen dazu befinden sich im Text.
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Es gibt noch weitere Punkte, die bei der Betrachtung der Ergebnisse der histochemischen
Analyse der GT-F2-Population beachtet werden missen. Im Fall der Analyse von Geweben
der GT-F3-Generation muss die Vererbung der GTDsB-Konstrukte beriicksichtigt werden.
Liegt die fiir die GUS-Expression verantwortliche Integration des GTDsB-Konstrukts in der
GT-F2-Pflanze im hemizygoten Status vor, wird sie nur an 75% der Nachkommen vererbt.
Folglich kann statistisch gesehen nur in maximal 75% dieser Nachkommen die spezifische
GUS-Expression detektiert werden. Dieser Fall ist in Abb. 13 (oben) schematisch dargestellt.
Das Reportergen kann infolge einer zeitlich sehr begrenzten Expression des endogenen Gens
nur zu einem sehr spezifischen Zeitpunkt der Entwicklung des jeweiligen Organs exprimiert
werden. Es ist vorstellbar, dass in so einem Fall aufgrund wvon individuellen
Entwicklungsunterschieden nicht in allen Explantaten eine GUS-Expression detektiert werden
kann.

Es wurde entschieden jeweils ein Blatt, zwei Nodien, ca. 20 unbefruchtete Bliten, 8
befruchtete Bliten, 8 Kdrner und 8 Keimlinge von einer GT-F2-Pflanze zu analysieren
(Abb. 12). Mit dem experimentellen Ansatz fur die Blatter und Nodien kdnnen Ereignisse
detektiert werden, welche auf einer Transposition des GTDsB-Konstrukts in der
GT-F1-Generation oder friihen Transposition von GTDsB in einem Halm der GT-F2-Pflanze
beruhen.

3.4.2 Etablierung des GUS-Farbeprotokolls

Das Ziel war die Anpassung des GUS-Farbeprotokolls an die Anforderungen der
histochemischen Analyse der GT-F2-Population. Ein wichtiger Punkt dabei war die
Standardisierung der Arbeitsabldufe, um die Reproduzierbarkeit der Methode bei der grof3en
Probenzahl zu gewadhrleisten. Dabei wurde das Protokoll fur die GUS-Farbung nach den
Vorlagen von Jefferson et al. (1987) und Dai et al. (1996) modifiziert. Es wurden die
Zerkleinerung des Gewebes, die Zusammensetzung des GUS-Farbepuffers und die Dauer der
Inkubation mit dem GUS-Farbepuffer auf das System Gerste spezifisch eingestellt.

Alle Explantate wurden nach standardisierten Ablaufen auf die histochemische GUS-Férbung
vorbereitet (Tab. 2) und anschlielend geféarbt. Die Blatter, Nodien und Bluten wurden mit
90% Aceton vorbehandelt. Die Epidermis dieser Gewebe weist eine wasserabweisende
Wachsschicht auf. Durch die Vorbehandlung mit Aceton sollte ein besserer Eintritt der
wassrigen GUS-Farbeldsung ermdéglicht werden. In vielen Protokollen zur histochemischen
GUS-Farbung werden der GUS-Farbeldsung jeweils 0,1 bis 0,5 mM Ferri- und Ferrocyanid
als Katalysatoren zur Bildung des histochemisch nachweisbaren Produktes zugesetzt. Auf den
Zusatz von Ferri- und Ferrocyanid wurde verzichtet, da eine Gelbfarbung der Praparate
festgestellt wurde. Diese kann die Auswertung hellblauer Signale erschweren. Wahrend der
GUS-Farbung entstehen in vielen Geweben phenolische Verbindungen, die das Gewebe braun
verfarben koénnen. Es erschien daher wichtig die optimale Inkubationszeit fur die
GUS-Farbung eines Organs experimentell zu ermitteln. Obwohl die Bliten nach einer
Farbedauer von sechs Stunden leicht gelb wurden, wurde als Kompromiss bezuglich der
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praktischen Durchfuhrbarkeit fur alle Explantate eine Farbedauer von 24 Stunden festgelegt.
Das endgultige GUS-Farbeprotokoll ist unter 2.2.16 angegeben.

Nach der GUS-Férbung und der Entfarbung griner Gewebe mit Hilfe von Ethanol erfolgte die
Durchmusterung der Praparate mit der Hilfe eines Binokulars. Die einzelnen Explantate
wurden dabei nach standardisierten Arbeitsschritten prépariert (Tab. 2). Die Durchmusterung
der Praparate erfolgte in Zusammenarbeit mit Stephanie Lutticke.

Im Hinblick auf die Bewertung von GUS-Signalen wurden im Vorfeld zwei Fragen
untersucht:

1. Gibt es in den analysierten Organen maglicherweise endogene Aktivititen?

2. Konnen alle Gewebe der Explantate gleich gut eingefarbt werden?
Endogene Aktivitat kann durch eine unspezifische Spaltung des Substrates X-Gluc (5-Bromo-
4-chloro-3-indoyl-B-D-Glucuronsdure) bei leicht saurem pH (5.5-6.0) entstehen. Diese
Reaktion kann durch die Anwesenheit von Peroxidasen unterstutzt werden. Zudem kdnnen
einzelne Gewebe Aktivitaten aufweisen, die das Substrat degradieren. Zur Bearbeitung der
Fragestellung wurden Explantate der ausgewéhlten Organe (Abb.12) von drei
Golden Promise-Wildtyp-Pflanzen nach dem standardisierten GUS-Férbeprotokoll (2.2.16)
gefarbt. Informationen Uber mdgliche endogene Aktivitaten ergeben sich zusétzlich aus der
groRen Zahl an geféarbten Explantaten der GT-F2-Population. Findet sich eine endogene
Aktivitat, dann musste diese in allen oder zumindest in der Mehrzahl der Explantate auftreten.
Aus den Analysen des Wildtyps und der GT-F2-Population haben sich keine Hinweise auf
endogene Aktivitdten in den untersuchten Organen ergeben.
Die Bearbeitung der zweiten Fragestellung ist durch die histochemische GUS-Farbung
(2.2.16) der entsprechenden Organe (Abb. 12) einer unter Kontrolle des actin-Promotors
GUS-exprimierenden Linie (2.1.8) erfolgt. Diese Untersuchung bietet eine gute Mdglichkeit,
Informationen Uber die Farbbarkeit der einzelnen Organe zu erhalten. Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass der aus Reis stammende actin-Promotor in manchen Geweben
der Gerste nicht aktiv ist. Es konnte beobachtet werden, dass in den Bllten der Fruchtknoten
in der Mitte weniger stark gefarbt wird als am Grund und an den Narben. Das kann ein
Hinweis darauf sein, dass der Zugang des GUS-Farbepuffers zum Fruchtknoten erschwert ist,
obwohl die Gerstenbliten an der Spitze aufgeschnitten wurden (Tab. 2). Zusammenfassend
haben die Analysen gezeigt, dass prinzipiell alle Gewebe, der fur die histochemischen
Untersuchungen der GT-F2-Population ausgewahlten Organe, fur eine GUS-Farbung
empféanglich sind.
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3.4.3 Durchmusterung der GT-F2-Explantate auf Expression von GUS

Die Expression des gus-Reportergens wurde in 141 Pflanzen der GT-F2-Population
untersucht. Dafur mussten von jeder Pflanze zu vier definierten Zeitpunkten ihrer
Entwicklung Explantate geerntet und verarbeitet werden. Die Durchfuhrung dieses logistisch
anspruchsvollen Experiments wurde durch die sukzessive Anzucht der 141 Pflanzen der
GT-F2-Population, der Standardisierung der einzelnen Arbeitsschritte und der
Zusammenarbeit mit Meike Andermann und Sabine Grilinberg ermdglicht. So konnten von 86
der 141 GT-F2-Pflanzen alle ausgewahlten Organe im histochemischen GUS-Assay analysiert
werden. VVon den verbleibenden 54 Pflanzen wurde ein tberwiegender Teil der Explantate
geerntet und bearbeitet.

Insgesamt wurden 5134 Explantate der GT-F2-Population mit histochemischer GUS-Farbung
analysiert (Tab. 8). Dabei wurden Explantate von jedem der sechs ausgewahlten Organe von
mindestens 99 GT-F2-Pflanzen geerntet und untersucht.

Tab. 8: Im histochemischen GUS-Assay getestete Explantate

Organ Anzahl der | Explantate
F2-Linien® | gesamt®

Blatt 99 99
Nodium 99 186
unbefruchtete Blite 99 1860
befruchtete Blite 104 789
Korn 134 1110
Keimling 138 1096
Summe 5134

 Anzahl der GT-F2-Pflanzen von denen die jeweiligen Organe
getestet wurden.

® Summe der Explantate, die von dem jeweiligen Organ in der
GT-F2-Population getestet wurden.

Die Ergebnisse der Durchmusterung der GT-F2-Population sind in Tab. 9 zusammengefasst.
In 72 der 141 analysierten GT-F2-Pflanzen konnte eine Expression des gus-Reportergens
detektiert werden (Tab.9). Das entspricht einer Frequenz von 51%. Dabei konnte in
Nachkommen aus Kreuzungen von jeder der 11 vertretenen GTDsB-Parentallinien
GUS-Expression detektiert werden. In den Nachkommen von vier der 28 analysierten
F1-Linien, GT33, GT39, GT4 und GT40, konnte keine GUS-Expression detektiert werden.
Dabei war fir die Linie GT39 die Wahrscheinlichkeit GUS-Expression zu detektieren von
vornherein klein, da nur eine Pflanze analysiert wurde.

In jedem der untersuchten Organe konnte GUS-Expression detektiert werden. In 47 der
GUS-positiven Pflanzen beschrankte sich die GUS-Expression auf ein Organ. In 19 weiteren
Pflanzen beschrankte sich die GUS-Expression auf zwei verschiedene Organe. In funf
Pflanzen konnte GUS-Expression in drei oder vier verschiedenen Organen detektiert werden.
GUS-Expression in allen sechs Organen trat ausschlieBlich in der F2-Pflanze GT80/3 auf
(Daten nicht gezeigt).
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Tab. 9: GUS-Expression in der GT-F2-Population

42

GTDsB- | GT-F1- | Analysierte | Pflanzen Organe mit GUS-Expression
Linie Linie Pflanzen | mit GUS- (Anzahl der Explantate)
Expression
2a GT32 6 2 Korn (1), Keimling (1)
GT73 4 1 Korn (1)
23 GT33 4 - -
GT29 4 2 befr. Bliite (1), Keimling (1)
GT39 1 - -
GT41 5 3 befr. Blite (13), Korn (4), Keimling (1)
31B GT49 4 2 befr.Blite (2), Keimling (1)
GT54 5 4 unbefr. (7) + befr. (1) Blite, Korn (10),
Keimling (15)
6a, 6’ GT70 4 1 befr. Blute (1), Nodium (1)
GT67 7 4 Nodium (4), Blatt (1)
GT4 70 - -
31A GT38 6 1 Keimling (1)
GT52 5(1d/1e) 4 Nodium (1), Korn (10)
16 GT19 4® 1 Korn (1)
GT37 7 2 Korn (4), Keimling (1)
GT40 4 - -
14A GT13 4(0/20) 2 Korn (1), Keimling (7)
GT22 54b/10) 4 Korn (2), Keimling (17)
11 GT82 3 3 unbefr. Blite (1), Nodium (3), Blatt (1)
GT66 30 2 befr. Bliite (3), Korn (1)
GT80 4 4 unbefr. (3) + befr.(2) Blute, Nodium (4),
Blatt (1), Korn (9), Keimling (2)
10 GT9 70 2 Korn (2), Keimling (2)
GT2 7(60/10) 5 Korn (2), Keimling (4)
GT6 7030/20) 4 Korn (6), Keimling (3)
14B GT23 4(2eld) 1 Keimling (1)
GT15 g(1brse) 7 befr. Bliite (9), Korn (12), Keimling (17)
26 GT35 4 4 unbefr. (41) + befr. (32) Blute
GT63 8 7 unbefr. Blite (3), Korn (23), Keimling (2)
141 72

(Anzahl Pflanzena) iy K eimlinge analysiert

Pflanzen b) nyr Kérner und Keimlinge analysiert

(Anzahl Pflanzen o) 1y hefruchtete Bliiten, Korner und Keimlinge analysiert

Pllanzen d) keine befruchteten Bliiten analysiert

(Anzahl Pflanzen €)  aine Kgrner analysiert

Pllanzen ) nyr unbefruchtete Bliiten, Nodien und Blatter analysiert

' GTDsB 6a und 6c¢ zeigten in Southernblotanalysen ein identisches GTDsB-Hybridisierungsmuster (3.1.1).

(Anzahl

(Anzahl

(Anzahl
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In Abb. 14 sind Beispiele fur GUS-Expression in einer befruchteten Blite und deren
Seitenbluten, einem Nodium, dem Endosperm eines Korns und dem Skutellum eines
Keimlings gezeigt. In der Blite und vor allem den Seitenbllten der Linie GT35/8 ist das
Muster der GUS-Expression sehr distinkt und scheint auf ein spezifisches Gewebe beschrankt
zu sein. In dem Nodium der Linie GT52/8 ist die GUS-Expression im Vergleich zur Blite der
Linie GT35/8 deutlich schwécher und nicht so klar abgegrenzt. Im Korn der Linie GT6/4 ist
das Produkt der GUS-Reaktion auf einen Sektor im Endosperm begrenzt. Im Keimling der
Linie GT37/6 konnte in einem Kklar abgegrenzten Sektor des Skutellums ein intensives
GUS-Signal detektiert werden.

GT 35/8 GT 52/8 GT 6/4 GT 37/6

Abb. 14: GUS-Expression in verschiedenen Organen der GT-F2-Population

Exemplarisch gezeigt ist der Nachweis der Expression des gus-Reportergens nach histochemischer
GUS-Farbung in einer Bliite und Seitenblite der Linie GT35/8, in einem Nodium der Linie GT52/8, in einem
Korn der Linie GT6/4 und in einem Keimling der Linie GT37/6.

Die GUS-Expression konnte in verschiedenen Geweben der untersuchten Organe der
GT-F2-Population nachgewiesen werden. In den Bluten konnte GUS-Expression in Zellen der
Deck- und Vorspelze, in Trichomen der Deckspelze, der Narbe und der &uf3eren
Gewebeschicht des Fruchtknotens detektiert werden. Die Mehrzahl der GUS-Signale im Korn
befand sich im Endosperm. Es konnten auch einige Signale im Perikarp gefunden werden. Im
Keimling konnte die GUS-Expression hauptsachlich im Skutellum detektiert werden.
Zusétzlich trat in einigen Keimlingen GUS-Expression in der Wurzel und den Wurzelhaaren
auf. Die in den Nodien detektierten GUS-Expressionsmuster entsprachen mehrheitlich dem
exemplarisch in Abb. 14 fur die Linie GT52/8 abgebildeten.

Eine GUS-Expression im Blatt konnte nur in drei Explantaten detektiert werden (Tab. 9).
Allerdings wurde mit nur einem Blatt pro Pflanze auch die geringste Zahl an Explantaten
getestet. Die Wahrscheinlichkeit, GUS-Expression im Blatt zu finden, war daher von
vornherein gering. Die GUS-Aktivitat war in allen drei Explantaten entlang der Leitbindel
lokalisiert (Daten nicht gezeigt). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei
diesem Muster der Expression des Reportergens um ein Farbeartefakt als Folge der besseren
Zuganglichkeit fur den GUS-Farbepuffer handelt.
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3.4.3.1 Frequenz der GUS-Expression in den einzelnen Organen

In der GT-F3-Generation kdnnen sich, zusatzlich zu den Ereignissen von Transposition und
GUS-Expression in  den vorangegangenen  Generationen, Ereignisse in  den
Keimbahn-kompetenten Zellen der GT-F2-Generation und frilhe somatische Ereignisse der
GT-F3-Generation manifestieren. Wirde das zutreffen, wére eine hohere Frequenz der
GUS-Expression in F3-Geweben zu erwarten. Zur Bearbeitung dieser Fragestellung wurden
die Frequenzen an GUS-Expression flr die einzelnen Organe der 86 GT-F2-Pflanzen
berechnet, von denen alle Organe geerntet wurden (Tab. 10).

Tab. 10: Frequenz der GUS-Expression in verschiedenen
Organen der GT-F2-Population

Organ Getestet®  GUS®  Frequenz (%)
Blatt 86 3 3,5
Nodium 86 12 14
unbefruchtete Blite 86 7 8
befruchtete Blite 86 10 12
Korn 86 24 28
Keimling 86 20 23

& Anzahl der getesteten GT-F2-Pflanzen
® Anzahl der GT-F2-Pflanzen mit GUS-Expression

Die Frequenz der GUS-Expression in den 86 GT-F2-Pflanzen schwankt in Abhangigkeit vom
Organ. Nur in drei GT-F2-Pflanzen konnte eine Expression des Reportergens im Blatt
detektiert werden. Diese mit 3,5% niedrige Frequenz ist damit erklarbar, dass mit einem Blatt
pro Pflanze eine geringe Zahl an Explantaten getestet wurde. In den Nodien konnte die
Expression des GUS-Reportergens in 12 von 86 GT-F2-Pflanzen detektiert werden. Die sich
daraus ergebende Frequenz von 14% ist die dritthochste. In den befruchteten Bluten konnte
mit einer Frequenz von 12% mehr GUS-Expression als in den unbefruchteten Bliten
detektiert werden. Die GUS-Expression in den befruchteten Bliiten wurde mit Ausnahme von
drei Pflanzen exklusiv in den Deck- und Vorspelzen der Bliten und Seitenbliten detektiert. In
diesen drei Pflanzen, GT70/9, GT2/5 und GT9/8 konnte die GUS-Expression in der Narbe
und auf der Oberflache des Fruchtknotens nachgewiesen werden. Der tberwiegende Teil der
Signale in den befruchteten Bluten befindet sich somit nicht in Geweben, die direkt an der
Befruchtung beteiligt sind. Ein Zusammenhang des Anstiegs der Frequenz an
GUS-Expression in den befruchteten Bliten und dem Befruchtungsvorgang kann daher
ausgeschlossen werden. Die hdchsten Frequenzen der GUS-Expression von 28% und 23%
traten in Kornern bzw. Keimlingen auf. Das zeigt einen Anstieg der Frequenz an
GUS-Expression in Geweben der F3-Generation. Die GUS-Expression im Korn war mit
Ausnahme von drei Féllen (GT13/6, GT2/5 und GT9/8) im Endosperm, einem Gewebe der
F3-Generation, detektiert worden. Bei der Bewertung der Ergebnisse ist zu beachten, dass
nicht von allen Organen die gleiche Anzahl an Explantaten untersucht wurde. Das Ergebnis
kann als Hinweis auf einen Anstieg der GUS-Expression in der GT-F3-Generation infolge
vererbter Transpositionsereignisse der GT-F2-Generation und friiher Transpositionen von
GTDsB in der GT-F3-Generation gewertet werden.
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3.4.3.2 ldentifizierung von GT-Linien mit Hinweisen auf vererbbare Ereignisse

Pflanzen der GT-F2-Population, in denen es Hinweise auf GUS-Expression nach
Transpositionsereignissen des GTDsB-Konstrukts gibt, die vererbt werden, sind interessante
Kandidaten fur weitere Analysen. Diese Ereignisse kdnnen in den Nachkommen durch den
Verlust der Transposase im Rahmen des Zweikomponenten-Systems (Abb. 4) stabilisiert und
im Detail analysiert werden. Die Erkennung solcher Ereignisse wird, wie in Kapitel 3.4.1
dargestellt wurde, durch das Farben von mehreren Explantaten eines Organtyps einer Pflanze
ermdoglicht.

Nach den unter 3.4.1 beschriebenen, theoretischen Uberlegungen wurde entschieden, dass
GT-F2-Pflanzen, in denen in mehr als 50% der getesteten Explantate eines Organtyps
GUS-Expression detektiert werden kann, als Kandidaten fur vererbbare Ereignisse eingestuft
werden. Diese sind in Tab. 11 zusammengefasst.

Fur insgesamt sieben GT-F2-Pflanzen konnte eine Expression des gus-Reportergens in mehr
als der Halfte der acht getesteten Keimlinge festgestellt werden. Es handelt sich dabei um
Nachkommen der vier F1-Linien GT54, GT13, GT22 und GT15 (Tab. 11). Die Linien GT13
und GT22 sind Nachkommen der gleichen GTDsB-Parentallinie GTDsB 14A (Tab. 9). Die
GUS-Expression war bei allen ausschlielich im Skutellum lokalisiert. In den
GT-F2-Pflanzen GT41/3 und GT15/9 konnte in 13 von 16 bzw. 9 von 9 getesteten
befruchteten Bluten die Aktivitat des Reportergens in den Deck- und Vorspelzen detektiert
werden. In neun von 16 analysierten Kornhalften der Pflanze GT63/4 konnte eine Expression
des gus-Reportergens im Endosperm detektiert werden. In den vier Nachkommen der
F1-Linie GT35 konnte zusammengenommen in 50% der unbefruchteten Bliiten und in 100%
der befruchteten Bliten GUS-Expression detektiert werden.

Tab. 11: GT-F2-Pflanzen mit GUS-Expression in mindestens 50% der Explantate eines Organs

F2-Pflanze | Anzahl Anzahl der Organ

getesteter | Explantate mit

Explantate | GUS-Expression
GT41/3 16 13 befruchtete Blute, Deck- u. Vorspelze
GT54/5 8 5 Keimling, Skutellum
GT54/10 8 5 Keimling, Skutellum
GT13/8 8 5 Keimling, Skutellum
GT22/3 8 6 Keimling, Skutellum
GT22/5 8 8 Keimling, Skutellum
GT15/2 8 5 Keimling, Skutellum
GT15/4 8 4 Keimling, Skutellum
GT15/9 9 9 befruchtete Bliite, Deck- u. Vorspelze
GT35/1,/3, 80 40 unbefr. Bllten, Deck- u. VVorspelze, Seitenbliiten
/7 und /8 32 32 befr. Bliten, Deck- u. Vorspelze, Seitenbliten
GT63/4 16° 9 Korn, Endosperm

®Hierbei werden die von acht Kornern 16 analysierten Halften berticksichtigt (2.2.16).
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Die Auswertung der Ergebnisse zur GUS-Expression in den Nodien, in Bezug auf vererbbare
Transpositionsereignisse von GTDsB, muss unter anderen Gesichtspunkten vorgenommen
werden. Von den Nodien wurden jeweils nur zwei Explantate pro Pflanze analysiert. Auch
wenn in den meisten Féllen nur in einem der beiden analysierten Nodien GUS-Expression
detektiert werden konnte, indiziert das nicht zwangslaufig somatische Transpositionen des
GTDsB-Konstrukts. Erkenntnisse ber Hinweise auf GUS-Expression infolge vererbbarer
Transpositionen von GTDsB kdnnen durch den Vergleich der jeweils von einer GT-F1-Linie
analysierten Nachkommen und der Berticksichtigung der Ergebnisse aus den Untersuchungen
zur Transposition des GTDsB-Konstrukts gewonnen werden und werden diskutiert (4.3).

Fur die in Tab. 11 aufgefiihrten GT-F2-Linien liegen somit Hinweise fur GUS-Expression als
Folge von vererbbaren Transpositionsereignissen des GTDsB-Konstrukts vor. Wie bereits
erwéhnt, gibt es auch die Mdoglichkeit der Integration des GTDsB-Konstrukts in eine
exprimierte genomische Sequenzen bei der Transformation. Erwartungsgemall werden in
beiden Fallen die Ereignisse an die ndchste Generation weitervererbt. Die Differenzierung der
beiden Moglichkeiten kann (ber die Betrachtung der weiteren GT-Linien erfolgen, die aus
Kreuzungen der GTDsB-Parentallinie entstanden sind. Zusétzlich gibt die entsprechende
histochemische Analyse der zugehdrigen GTDsB-Parentallinie Aufschluss.

3.5 Analysen zur GUS-Expression der Linien GT35 und
GTDsB 26

Die Untersuchungen zur GUS-Expression in der GT-F2-Population haben zur Identifizierung
von GT-Linien gefihrt, die interessante Kandidaten fur weitere Analysen sind (Tab. 11).

In den vier Nachkommen der Linie GT35 konnte eine Expression des gus-Reportergens in 40
von 80 getesteten unbefruchteten bzw. in allen 32 getesteten befruchteten Bluten detektiert
werden (Tab. 11). Die GUS-Expression konnte in der Deck- und Vorspelze sowie in den
Spelzen der sterilen Seitenbluten detektiert werden (Abb. 15 A). Die GUS-Farbung in den
Spelzen der Seitenbliten war in allen Fallen starker als in den Spelzen der Bliite. Die
Dinnschnitte der Seitenbliiten geben erste Hinweise darauf, dass die GUS-Expression in
Zellen, die sich in raumlicher Nahe zu den Leitbiindeln befinden, nachgewiesen werden kann
(Abb. 14 B). Das Produkt der R-Glukuronidase-Reaktion konzentriert sich dabei entlang
dreier Leitbundel der Deckspelzen der Bluten bzw. Seitenbliten. Wéhrend bei den Bliten die
GUS-Farbung nur im oberen Teil der Bllte zu sehen war, konnte die GUS-Expression in der
vollen Lange der Seitenbliten detektiert werden.
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GT 35

A B

Abb. 15: GUS-Expression in den Bluten der Linie GT 35

Gezeigt ist exemplarisch eine befruchtete Bliite der Linie GT35 mit beiden sterilen Seitenbliten (A) und ein
Ausschnitt von einem Dunnschnitt der sterilen Seitenbliite (B). Das Gewebe fiir den Dunnschnitt wurde nach
dem histochemischen GUS-Assay ohne weitere Farbungen fixiert und geschnitten. Der Dinnschnitt wurde
freundlicherweise von Frau I.Wachholz angefertigt.

3.5.1 Untersuchungen zur Transposition von GTDsB in der Linie GT35

Es gibt zwei Moglichkeiten, die zur GUS-Expression in allen Explantaten eines Organs einer
Pflanze fiihren kdnnen:

1. Die in Kapitel 3.4.1 definierten vererbbaren Transpositionen und

2. Die Integration des GTDsB-Konstrukts in eine exprimierte genomische Sequenz bei

der Transformation.

In den Southernblotanalysen der Nachkommen der Linie GT35 konnten im Vergleich zur
Parentallinie GTDsB 26 abweichende GTDsB-Hybridisierungssignale detektiert werden.
Allerdings wurden in drei der vier Nachkommen der Linie GT35 drei unabhéngige
Transpositionen des GTDsB-Konstrukts detektiert (Tab.6). Somit konnte kein
Transpositionsereignis, dass fir die gleichférmige GUS-Expression in allen vier
Nachkommen verantwortlich sein kann, detektiert werden. Histochemische Analysen von
Nachkommen der zugehérigen Parentallinie GTDsB 26 zeigen, dass diese das gleiche
spezifische GUS-Expressionsmuster in den Bliten wie die Nachkommen der Linie GT35
aufweisen. In den Nachkommen der zweiten, aus Kreuzungen mit der gleichen Parentallinie
GTDsB 26 hervorgegangenen F1-Linie konnte das GUS-Expressionsmuster in den Bliten
allerdings nicht detektiert werden (Tab.9). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Integration des GTDsB-Konstrukts bei der Transformation der Linie GTDsB 26 zu einem
spezifischen GUS-Expressionsmuster flhrt. Die im folgenden dargestellten Analysen wurden
mit Pflanzenmaterial der Linie GTDsB 26/1 bzw. deren aus Selbstung erhaltenen
Nachkommen durchgefiihrt. Aufgrund der fehlenden Transposase ist das exprimierte GTDsB-
Konstrukt an seinem Integrationslocus in der Linie GTDsB 26 stabil.
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3.5.2 Untersuchungen zur entwicklungsspezifischen GUS-Expression

Erste Hinweise zur GUS-Expression im Verlauf der Blitenentwicklung liefern die Ergebnisse
der Untersuchungen zur GUS-Expression in den Nachkommen der Linie GT35. In 50% der
unbefruchteten Bliten, aber in 100% der befruchteten Bliten konnte GUS-Expression
detektiert werden (Tab. 11). Die sich daraus ergebende Frage ist: Ab welchem Zeitpunkt der
Blutenentwicklung kann eine GUS-Expression in den Bliiten detektiert werden?

Es wurden acht verschiedene Entwicklungsstadien von Bliten der Linie GTDsB 26/1 in
einem GUS-Assay (2.2.16) histochemisch analysiert. Entsprechende Stadien des Wildtyps
Golden Promise sind in Abb. 16 gezeigt. Die beiden altesten Stadien entsprechen dabei den in
den Untersuchungen der GT-F2-Population bereits analysierten (Abb. 12).
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50% 100% GUS-Expression in Bliten

Abb. 16: Exemplarische Darstellung der Entwicklungsstadien, in denen GUS-Expression in den Bliten
der Linie GTDsB 26/1 detektiert werden konnte

Gezeigt sind Ahren von acht nach dem Code von Zadoks klassifizierten (Chang et al. 1974) Entwicklungsstadien
des Gerste-Wildtyps Golden Promise. Zu den Entwicklungsstadien in denen GUS-Expression in den Bliten der
Linie GTDsB 26/1 detektiert werden konnte ist die Frequenz angegeben.

Eine Expression des gus-Reportergens konnte in Bluten der beiden é&ltesten
Entwicklungsstadien 49 und 65-69 gefunden werden. In den jingeren Entwicklungsstadien
konnte keine GUS-Expression detektiert werden. Wahrend eine GUS-Expression nicht in
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allen untersuchten Bliten des Entwicklungsstadiums 49 nachgewiesen werden konnte, betrug
die Frequenz an Bliten mit GUS-Expression im Entwicklungsstadium 65-69 100%. Zudem
war die GUS-Farbung in den Bluten des Entwicklungsstadiums 65-69 intensiver. In Summe
indizieren die Ergebnisse, dass die histochemisch nachweisbare GUS-Expression in den
Bluten im Entwicklungsstadium 49 beginnt. Die Intensitdt der GUS-Farbung sowie die
Anzahl an Bliten mit GUS-Expression nimmt im Entwicklungsstadium 65-69 zu.

3.5.3 Nachweis von gus-Transkripten

Der Fokus der molekularen Analysen zur GUS-Expression in den Bliten der Linie
GTDsB 26/1 liegt in der Isolierung von gus-Fusionstranskripten. Diese kodnnen bei der
Insertion des gene trap-Konstrukts in ein exprimiertes Gen entstehen (Abb. 1).

Als erster Schritt zur Isolierung der Sequenzen von mdglichen gus-Fusionstranskripten
musste folgende Frage geklart werden: Sind in den Entwicklungsstadien der Bluten, in denen
GUS-Expression detektiert wurde, gus-Transkripte vorhanden? Zusatzlich wurde untersucht,
ob in anderen Geweben und ob in den Spelzen oder inneren Blitenorgane der Bliten der
Linie GTDsB 26/1 gus-Transkripte nachgewiesen werden kénnen.

Zur Bearbeitung dieser Fragestellung wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde aus
Blatt, Nodien, Deck- und Vorspelzen, Stempel und Staubblattern sowie sterilen Seitenbliten
der Entwicklungsstadien 47, 49 und 65-69 nach Zadoks (Chang et al. 1974) Gesamt-RNA
isoliert. Die Deck- und Vorspelzen sowie Stempel und Staubblatter entstammen Bliiten des
Entwicklungsstadiums 65-69. Die cDNA-Synthese mit gleichen Mengen an Gesamt-RNA
erfolgte mit einem Oligo(dT)-Primer (2.2.7.1). Anschlieend wurde eine RT-PCR mit den
gus-spezifischen Primern GUSKL1 und GUSKL2 durchgefiihrt (2.2.7.1). Diese amplifizieren
ein 494 bp-langes Fragment von gus. Um sicherzustellen, dass in allen Ansatzen die
cDNA-Synthese erfolgreich war und vergleichbare Mengen an RNA eingesetzt worden
waren, wurde von der gleichen cDNA-Synthese eine RT-PCR mit den Primern GAPDHup
und GAPDHIlow durchgefiihrt. Diese Primer amplifizieren ein 223 bp-langes Fragment aus
dem in allen Geweben exprimierten GAPDH-Gen (2.2.7.1).
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Abb. 17: RT-PCR mit Gesamt-RNA verschiedener Gewebe der Linie GTDsB 26/1

Mit Gesamt-RNA von Blatt, Nodium, Spelzen, Stempel und Staubblétter, sowie drei verschiedenen
Entwicklungsstadien steriler Seitenbliiten (47, 49, 65-69) wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. Gezeigt sind die
Amplifikate von cDNAs der Linie GTDsB 26/1 mit den gus-spezifischen Primern GUSKL1 und GUSKL2 (a)
sowie den GAPDH-spezifischen Primern GAPDHup und GAPDHIlow (c). GUS RT- ist der Reaktionsansatz
ohne Zugabe von Reverser Transkriptase zum cDNA-Syntheseschritt (b). Mit den entsprechenden cDNAs des
Wildtyps Golden Promise (WT) wurde eine RT-PCR mit den gleichen zwei Primerpaaren durchgefihrt
(d und e). In bp angegeben sind die Grolien der spezifischen PCR-Produkte.

Die starkste Amplifikation des erwarteten PCR-Produkts mit einer GrofRe von 494 bp erfolgte
in den Ansdtzen mit Gesamt-RNA aus Spelzen und sterilen Seitenbliten des
Entwicklungsstadiums 65-69 (Abb. 17 a). In den Ansatzen mit Gesamt-RNA aus Nodien
sowie sterilen Seitenbliten des Entwicklungsstadiums 49 war die Amplifikation schwacher.
In den Ansédtzen mit RNA aus Blatt, Stempel und Staubblattern und sterilen Seitenbliten des
Entwicklungsstadiums 47 konnte kein PCR-Produkt amplifiziert werden. In den Ansédtzen mit
RNA aus Spelzen und sterilen Seitenbllten des Entwicklungsstadiums 49 und 65-69 wurde
zusatzlich ein gus-spezifisches DNA-Fragment mit einer GroRe von 400 bp amplifiziert
(Abb. 17 a). Grinde fur die Amplifikation des kirzeren DNA-Fragments konnen
unspezifische Bindungen der verwendeten Primer innerhalb des GUS-Fragments sein. Die
Spezifitat aller genannten PCR-Produkte wurde in einer Southernblotanalyse mit einer
gus-spezifischen Sonde bestétigt.

In den Entwicklungsstadien 49 und 65-69 der Bluten, in denen histochemisch
GUS-Expression detektiert wurde, konnten auch gus-Transkripte nachgewiesen werden.
Zusétzlich konnten in den Nodien gus-spezifische Amplifikate detektiert werden. In diesen
war keine GUS-Expression nachgewiesen worden. Die starkste Amplifikation wvon
gus-spezifischen  Sequenzen in den Spelzen und sterilen Seitenbliten des
Entwicklungsstadiums 65-69 ist ein Hinweis darauf, dass das gus-Transkript dort in einer
héheren Konzentration vorliegt. Als Ausgangsgewebe fir die nachfolgenden molekularen
Analysen dienten daher sterile Seitenbliten des Entwicklungsstadiums 65-69. Deren
Verwendung bietet zudem den Vorteil, dass selbst wenn alle sterilen Seitenbliiten einer Ahre
entfernt werden, der Kornansatz dieser nicht gestort wird.
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3.5.4 Nachweis von gus-Fusionstranskripten

Ein Vorteil der gene trap-Strategie ist die Mdoglichkeit der Isolierung von endogenen,
exprimierten Sequenzen der Gerste mit der Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)
(Frohman et al. 1988, Frohman und Martin 1989). Die Voraussetzung fiir diesen Ansatz ist
die transkriptionale Fusion von endogenen Sequenzen an das 5’Ende vom gus-Transkript
(Abb. 1). Im Vorfeld der Verfolgung dieser Strategie ist zu klaren, ob in den Bliten der Linie
GTDsB 26/1 eine Fusion des gus-Transkripts mit endogenen Transkripten vorliegt. Zum
Nachweis von moéglichen gus-Fusionstranskripten in der Linie GTDsB 26/1 wurde aus den
sterilen Seitenbliiten der Entwicklungsstadien 49 und 65-69 Gesamt-RNA isoliert (2.2.4). Das
Vorhandensein spezifischer gus-Fusionstranskripte wurde in einer Northernblotanalyse
(2.2.14) untersucht. Als Sonde wurde ein DIG-markiertes gus-antisense-Transkript eingesetzt
(2.2.11). Zum Vergleich der GroRe des gus-Transkripts ohne Fusionen wurde Gesamt-RNA
aus sterilen Seitenbliten der entsprechenden Entwicklungsstadien der konstitutiv
gus-exprimierenden Linie 9/2/6 (2.1.8) eingesetzt. Als Negativkontrolle diente entsprechende
Gesamt-RNA des Wildtyps Golden Promise.

A kb WT GT GUS kb
33—
2,6 - - — 2,2

0,8 > '
]

Abb. 18: Northernblotanalyse zum Nachweis von gus-Fusionstranskripten

A Fir die Northernblotanalyse wurden pro Spur jeweils 33 pg Gesamt-RNA geladen, die aus sterilen
Seitenbliten des Wildtyps Golden Promise (WT), der Linie GTDsB 26/1 (GT) und der konstitutiv
gus-exprimierenden Linie 9/2/6 (GUS) isoliert wurden. Die Detektion erfolgte mit einem DIG-markierten
gus-antisense Transkript. B Abbildung der zugehérigen Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese als Kontrolle
der RNA-Mengen.

In der Northernblotanalyse von RNA aus Seitenbluten der Linie GTDsB 26/1 konnten drei
Banden mit einer GroRe von 3,3; 2,6 und 0,8 kb detektiert werden (Abb.18 GT). Das
gus-Transkript der Kontrolllinie 9/2/6 weist die erwartete Groe von 2,2 kb auf
(Abb. 18 GUS). Die Differenz der 3,3 kb- und 2,6 kb-groRen Transkripte der Linie
GTDsB 26/1 zum gus-Transkript betragt ca. 1,1 und 0,4 kb. Dieser GroRenunterschied
indiziert eine transkriptionale Fusion von gus-Transkripten mit unbekannten Sequenzen.
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3.5.5 Analyse der 5’terminalen Fusionen von gus-Fusionstranskripten

Um Informationen Uber die unbekannte Sequenz im 5’Ende des gus-Fusionstranskripts zu
bekommen ist die 5’RACE eine geeignete Methode. Die 5’RACE ermdglicht ausgehend von
einer bekannten Sequenz im Transkript die Amplifikation von unbekannten Sequenzen im
5’Ende des Transkripts. Die notwendige zweite Primerbindestelle wird durch das Anhéngen
eines homopolymeren Schwanzes an das 5’Ende der cDNA des gus-Transkripts generiert. Fir
dieses sogenannte tailing werden praferentiell poly(dA) oder poly(dG) verwendet. Fir beide
Methoden sind Vor- und Nachteile bekannt. Die Verwendung eines poly(dA)-Schwanzes
zusammen mit einem Primer mit oligo(dT)-Schwanz kann im Hinblick auf den G/C-Reichtum
codierender  Sequenzen und 5’UTR unspezifische = Amplifikationen  verringern
(Frohman 1993). Ein Vorteil des poly(dG)-tailing ist die hohere thermische Energie und
dadurch gesteigerte Spezifitat, die fir die Primer-Bindung angelegt werden kann. Um die
Wahrscheinlichkeit der Amplifizierung von Sequenzen der 5 Transkriptenden zu erhéhen,
wurden in dieser Arbeit parallel beide Strategien etabliert und angewendet.

3.5.5.1 Amplifizierung von 5’Enden von gus-Fusionstranskripten durch 5’RACE mit
poly(dG)-tailing

Die cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA von sterilen Seitenbliten der Linie GTDsB 26/1
erfolgte mit dem gus-spezifischen Primer R-GUS-D (2.2.8, Abb. 5). Das tailing wurde mit
dGTP durchgefihrt (2.2.8). Die erste und zweite PCR wurden mit CB3 sowie den
gus-spezifischen Primern R-GUS-B bzw. R-GUS-A durchgefuhrt (2.2.8). Die Detektion der
5’RACE-Produkte in einer Southernblotanalyse (2.2.13) erfolgte mit der gus-spezifischen
Sonde 35bp-GUS-Oligo (2.1.7).

A B

kb M WT GT RT- HO WT GT RT- H,O

Ny
e
[—
—
——
—
pus—
er—
—
S
—
—

Abb. 19: 5’RACE nach poly(dG)-tailing

A Auftrennung der 5’RACE-Produkte im Agarosegel B Southernblotanalyse von Gel A, die Detektion erfolgte
mit der gus-spezifischen 35bp-Oligo-Sonde (2.1.7). WT Wildtyp. GT Linie GTDsB 26/1. RT- Reaktionsansatz
mit RNA der Linie GTDsB 26/1 ohne Zugabe von Reverser Transkriptase zum cDNA-Syntheseschritt.
H,O Wasserkontrolle. M GeneRuIerTMloobp DNA Ladder Plus. Der weilte Pfeil markiert PCR-Produkte mit
einer GroRe von ca. 450 bp.
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Bei der 5’RACE der Linie GTDsB 26/1 konnten spezifische DNA-Fragmente mit Groen von
100 bp bis Gber 1 kb amplifiziert werden (Abb. 19 A und B, GT). Im Agarosegel sind Banden
von Amplifikaten der GroRen 450 und 600 bp erkennbar, welche ebenfalls in der
Southernblotanalyse detektiert werden konnen. Ferner sind in der Southernblotanalyse
intensivere Hybridisierungssignale der PCR-Produkte mit GroRen von tber 1 kb zu erkennen
(Abb. 19 B, GT). Im Ansatz mit Gesamt-RNA aus Seitenbliiten des Wildtyps Golden Promise
wurden mehrere  DNA-Fragmente mit GroBen von 550 bis 900 bp amplifiziert
(Abb. 19 A, GP). Diese hybridisieren nicht mit der 35bp-GUS-Oligosonde, so dass es sich um
unspezifische Amplifikate handeln muss.

Eine Amplifikation von DNA-Fragmenten mit GréRen von 1,1 kb, die dem zweiten in der
Northernblotanalyse (Abb. 18) nachgewiesenen 5’Transkriptende entsprechen, ist nur in der
Southernblotanalyse (Abb.19 B, GT) deutlich nachweisbar. Fir eine Isolierung und
Subklonierung dieser DNA-Fragmente wére eine Steigerung der Menge an Amplifikaten
wiinschenswert. Deshalb wurden mehrere Modifikationen der Reaktionsbedingungen getestet:
- Reduktion der Primerkonzentration von CB3 und R-GUS-B bzw. R-GUS-A von
0,2 pmol/ul auf 0,05 pmol/pl,
Variation der cDNA-Menge, die in die 5’RACE als Matrize eingesetzt wurde,
- Isolierung der Amplifikate mit GroRen von 1,0 bis 1,5 kb und deren Einsatz in eine
geschachtelte PCR mit den Primern CB3 und R-GUS-A.
Alle drei getesteten Modifikationen der Reaktionsbedingungen haben nicht zu der
Amplifikation einer im Agarosegel deutlich sichtbaren Bande mit einer Grof3e von 1,1 kb
gefiihrt.

Es konnten DNA-Fragmente von 450 bp, die in ihrer GroRe dem 0,4 kb-grof3en, in der
Nothernblotanalyse (Abb. 18) nachgewiesenen 5’Transkriptende entsprechen, amplifiziert
werden (Abb. 19 A, GT). Diese wurden subkloniert (2.2.15) und anschlieend sequenziert
(2.1.11).

3.5.5.2 Sequenzanalyse der amplifizierten 5’ Transkriptenden

Es konnten insgesamt 14 mit dem gus-Transkript fusionierte DNA-Fragmente isoliert werden.
Aufgrund ihrer Sequenz wurden sie in finf verschiedene Typen, Sequenz 1 bis 5, eingeteilt
(Abb. 20). Es konnten 5’Enden von gus-Fusionstranskripten mit Langen von 191 bis 387 bp
isoliert werden. Die Lange bezieht sich dabei auf das isolierte 5’Ende bis zur Splei3stelle des
GTDsB-Konstrukts bzw. im Fall von Sequenz 5 bis zur Sequenz von gus. Die langsten
Sequenzen entsprechen somit der in der Northernblotanalyse (Abb. 18) nachgewiesenen,
5’terminalen Fusionssequenz von 0,4 kb. In 13 der 14 Sequenzen sind unterschiedliche Teile
des Vektors pBluescript mit den SpleiRakzeptorstellen Al oder A2 des GTDsB-Konstrukts
verspleiRt. Die GTDsB-Parentallinien waren mit dem Vektor pGTDsB transformiert worden
(2.1.8.2). Dieser 6483 bp-lange Transformationsvektor besteht aus dem Vektor pBluscriptSK
mit einer Insertion des 3456 bp-langen GTDsB-Konstrukts von Position 716 bis 4180. In den
Sequenzen der isolierten DNA-Fragmente sind Sequenzen von pBluescript zehnmal Uber die
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Spleillakzeptorstelle A1 und dreimal Gber A2 mit dem gus-Reporter verspleit. In den
Sequenztypen 1 bis 4 sind die Sequenzen des pBluescript-Transformationsvektors immer
exakt an der Position 5918 mit den SpleilRakzeptorstellen des GTDsB-Konstrukts verspleifdt
(Abb. 20, Sequenz 1-4). Die Sequenztypen 1 und 3 sind jeweils aus zwei verschiedenen
Teilen von pBluescript zusammengesetzt, was auf weitere SpleilRvorgénge innerhalb
pBluescript hinweist (Abb. 20, Sequenz 1 und 3). In der Sequenz 5 sind 387 bp des
pBluescript-Vektors direkt mit der codierenden Sequenz von gus verknipft (Abb. 20,
Sequenz 5). Die SpleilRakzeptorstellen sowie die ersten 87 bp von gus fehlen.

Lange Anzahl
Sequenz 1 K28 S5 & (bp)
' 1 m{__gus | 286 7
Sequenz 2
%) >
%) N
S S
L A2 gus 363 2
& P g
Sequenz 3 © SSAN )
| @ 20 Sl _gus ] 11 1
©) )
Sequenz 4 O %Q"'
k A1 gus 209 3
P >
Sequenz 5 D?Sb %)
. gus 387 1

Abb. 20: Schematische Darstellung der von amplifizierten 5’ Transkriptenden generierten Sequenzen

Bei den Sequenzen 1-5 handelt es sich um mit Sequenzen des gus-Transkripts (Box) verspleiRten Sequenzen des
Vektors pBluescript (blaue Linien). Die schraggestellten Zahlen beziehen sich auf die Basenpositionen im
insgesamt 6483 bp-langen pGTDsB-Transformationsvektor (2.1.6), welcher aus pBluescript mit einer Insertion
des GTDsB-Konstrukts besteht. Die jeweils benutzte SpleiBakzeptorstelle A1 oder A2 ist angegeben. In bp
angegeben ist die Lange der isolierten 5 Transkriptenden bis zur Spleilakzeptorstelle bzw. zur gus-Sequenz
(Sequenz 5). Die Anzahl der vom jeweiligen Typ isolierten DNA-Fragmente ist angegeben.

Es wurden zusétzlich zwei DNA-Fragmente isoliert, deren Sequenzen Kkeine
Ubereinstimmung (2.1.10) mit den Sequenzen des GTDsB-Konstrukts oder dem
pBluescript-Vektor zeigen. Beide Sequenzen sind identisch und zeigen eine sehr hohe
Identitat mit der Sequenz der 28S ribosomalen RNA aus Weizen (Triticum aestivum L.,
Accession number AY04941.1). Bei beiden erfolgte die unspezifische Amplifikation durch
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die Bindung des Primers CB3. Diese unspezifische Bindung ist eine Erklarung fir die
Amplifikationen in der Negativkontrolle mit Gesamt-RNA des Wildtyps Golden Promise
(Abb.19 A, GP). Erwartungsgemal’ konnten diese Amplifikate in der Southernblotanalyse mit
der gus-spezifischen Oligo-Sonde nicht detektiert werden (Abb.19 B, GP).

3.5.5.3 Amplifizierung der 5’Enden von gus-Fusionstranskripten durch 5’RACE mit
poly(dA)-tailing

Parallel zur Durchfuhrung der 5’RACE mit poly(dG)-tailing wurden Experimente zur
5’RACE mit poly(dA)-tailing vorgenommen. Da zum Zeitpunkt dieser Experimente bereits
5 Transkriptsequenzen vorlagen, deren GrofRen der in der Northernblotanalyse (Abb. 18)
nachgewiesenen 400 bp-groRen 5’terminalen Fusion entsprechen (Abb. 20), wurde in diesen
Analysen der spezielle Fokus auf das 1,1 kb-Fragment gelegt. Fir die Verfolgung dieser
zweiten Strategie wurden die beiden Primer T5 und T6 entworfen. Der Primer T5 enthélt eine
zufallige Nukleotidsequenz von 35 bp und einen oligo(dT)-Schwanz von 17 Nukleotiden
(2.1.6). Der Primer T6 bindet in der zufélligen Nukleotidsequenz von T5.

Fur die cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA von Seitenbliiten der Linie GTDsB 26/1 wurde
neben R-GUS-D der gus-spezifische Primer R-GUS-3 verwendet (Abb.5). Die
homopolymere tailing-Reaktion erfolgte mit dATP. Die anschliefende Amplifikation erfolgte
mit TS5 und dem gus-spezifischen Primer R-GUS-C oder R-GUS-T7 (2.2.8). In der PCR2
wurden T6 und als geschachtelte gus-spezifische Primer R-GUS-T3 und R-GUS-2 eingesetzt
(2.2.8). Die Detektion spezifischer 5’RACE-Produkte in einer Southernblotanalyse (2.2.13)
erfolgte mit der 35bp-GUS-Oligosonde (2.1.7).
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Abb. 21: 5’RACE mit poly(dA)-tailing und verschiedenen Primerkombinationen

Die cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA der Linie GTDsB 26/1 wurde mit den Primern R-GUS-3 (A) und
R-GUS-D (B) durchgefiihrt. Es wurden nach der tailing-Reaktion mit dATP jeweils drei unterschiedliche
Mengen an cDNA (0,5ul, 0,25ul, 0,1ul, a-c) in die 5’RACE eingesetzt. Die fir die PCR1 (1) und PCR2 (2)
verwendeten Primer sind jeweils angegeben. Die Detektion in der Southernblotanalyse (unten) erfolgte mit der
gus-spezifischen 35bp-GUS-Oligosonde (2.1.7). Der Marker (M) ist GeneRuler™100bp DNA Ladder Plus. Mit
einem Pfeil markiert ist die 1,1 kb-grole Bande aus einem Ansatz mit 0,25 pl R-GUS-3-amplifizierter cDNA,
R-GUS-C und R-GUS-T3.

Es ist eine deutliche Differenz zwischen der cDNA-Synthese mit R-GUS-3 und R-GUS-D zu
erkennen. In der 5’RACE mit R-GUS-D generierter cDNA erfolgte nur eine Amplifikation
von Fragmenten unter 500 bp (Abb. 21 B). Im Gegensatz dazu konnten in den Ansédtzen mit
R-GUS-3 mit den Primerkombinationen R-GUS-C/R-GUS-T3 und R-GUS-T7/R-GUS-T3
DNA-Fragmente mit GroRen von Uber 1 kb amplifiziert werden (Abb.21 A). In der
Southernblotanalyse konnte zudem fiir den Ansatz mit 0,25 pl R-GUS-3-amplifizierter cDNA
und den Primern R-GUS-C und R-GUS-T3 eine Bande bei 1,1 kb detektiert werden
(Abb. 21 A, unten), was der aus der Northernblotanalyse (Abb. 18) erwarteten GroRe des
groleren der beiden Transkripte entspricht. Im Agarosegel ist das 1,1 kb-groRe Amplifikat
nicht als Bande zu erkennen (Abb.21 A). Daher wurde der Versuch unternommen, das
DNA-Fragment durch die Isolierung der mit R-GUS-C und R-GUS-T3 amplifizierten
DNA-Fragmente mit GréRen von 1,2 bis 1,5 kb mit Recochips (2.1.3) aus dem Agarosegel
anzureichern und zu subklonieren (2.2.15). Die entsprechend dem in Abb. 21 dargestellten
Ansatz durchgefuhrte 5’RACE (2.2.8) ist in Abb. 22 gezeigt. In der Kolonie-PCR (2.2.9) von
78 Klonen mit den Primern T6 und R-GUS-T3 (2.1.6) konnten allerdings nur DNA-
Fragmente mit GroR3en bis 400 bp amplifiziert werden.
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Abb. 22: 5’RACE zur Isolierung von PCR-Produkten mit GroRRen von 1,2 bis 1,5 kb

Entsprechend dem in Abb. 21 dargestellten Ansatz wurde fiir die cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA steriler
Seitenbllten der Linie GTDsB 26/1 R-GUS-3 eingesetzt. Die Amplifikation nach tailing mit dATP erfolgte mit
T5 und R-GUS-C. Firr die PCR2 wurden T6 und R-GUS-T3 verwendet (2.2.8). GT transgene Linie GTDsB 26/1
RT- Reaktionsansatz mit Gesamt-RNA der Linie GTDsB 26/1 ohne Zugabe von Reverser Transkriptase zum
cDNA-Syntheseschritt GP Ansatz mit Golden Promise Wildtyp-Gesamt-RNA aus Seitenbliten.
M GeneRuler™100bp DNA Ladder Plus. Die aus dem Agarosegel isolierte DNA-Fraktion ist mit einem Pfeil
markiert.

3.5.5.4 Sequenzanalyse der durch 5’RACE mit poly(dA)-tailing amplifizierten
5 Transkriptenden

Die Sequenzierung von 9 Klonen hat gezeigt, dass nur in einem der Klonierten
DNA-Fragmente das 5’Ende von gus und die drei SpleiBakzeptorstellen des
GTDsB-Konstrukts volistandig enthalten sind. In dieser Sequenz befinden sich vor einer
80 bp-langen Adenin-Basenfolge sieben Basen des Transformationsvektors pBluescript
(Abb. 23 A). Wie schon bei den mit der 5’RACE nach poly(dG)-tailing isolierten Sequenzen
(Abb. 20, Sequenz 1-4) ist der pBluescript-Vektor exakt an Position 5918 mit der
Spleilakzeptorstelle Al des GTDsB-Konstrukts verspleilt. Die Inserts aller neun Klone
enthalten einen sehr lange Adenin-Basenfolge von 49 bis 116 Basen. In acht der neun
Sequenzen fehlen bis zu 62 Basen vom 5’Ende der Sequenz des gus-Reporters. (Abb. 23 B).
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Abb. 23: Schematische Darstellung der Sequenzen amplifizierter 5’ Transkriptenden

A Schematische Darstellung der Sequenz mit intaktem 5’Ende von gus und erhaltenen SpleilRakzeptorstellen
(Al) des GTDsB-Konstrukts. Die schraggestellten Zahlen beziehen sich auf die Basenpositionen im insgesamt
6483 bp-langen pGTDsB-Transformationsvektor (2.1.6), welcher aus pBluescript mit einer Insertion des
GTDsB-Konstrukts besteht. B Schematische Darstellung der acht isolierten Sequenzen mit Deletionen von 1 bis
62 Basen im 5’Ende der codierenden Sequenz von gus (grau). Die Bindestellen der 5’RACE-Primer T6 und
R-GUS-T3 sind markiert. In Klammern ist die Gesamtzahl der Adenine (A) angegeben.

Mit der 5’RACE mit poly(dA)-tailing wurde aus Gesamt-RNA der Linie GTDsB 26/1 ein
spezifisches DNA-Fragment mit einer GroRe von 1,1 kb amplifiziert (Abb. 21 A, unten). Es
konnte allerdings nur ein einziges DNA-Fragment von 7 Basen isoliert werden, dessen
Sequenz einen Hinweis auf ein gus-Fusionstranskript liefert (Abb. 23 A). Die Amplifizierung
der groRen Anzahl friihzeitig bei der cDNA-Synthese abgebrochener Transkripte kann wie
folgt erklart werden. Die Lange Abfolge von Adeninen bis zu 116 Basen indiziert ein sehr
effizientes poly(dA)-tailing, so dass maoglicherweise auch eine sehr grofle Zahl an
abgebrochenen cDNAs als Matrize fir die PCR zur Verfugung stand. Es ist vorstellbar, dass
diese in den nachfolgenden PCR-Reaktionen besonders effektiv amplifiziert wurden, so dass
schlieBlich in dem 5’RACE-Produkt eine starkes UbermaB an kurzen Amplifikaten
vorherrscht. Das wirde erkldren, warum trotz der Isolierung einer Fraktion von
DNA-Fragmenten groRer als 1 kb in den 78 untersuchten Klonen kein DNA-Fragment mit
einer Grole von uber 200 bp isoliert werden konnte.

Fur die Amplifizierung und Isolierung der Sequenzen der 5’Enden von
gus-Fusionstranskripten hat sich somit die Strategie mit dem poly(dG)-tailing und dem
RACE-Primer CB3 als erfolgreicher erwiesen und wurde daher weiter verfolgt.
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3.5.5.5 Amplifizierung und Analyse stromaufwérts im 5’Ende liegender Sequenzen

Um Sequenzen des gus-Fusionstranskripts zu isolieren, welche, wie aufgrund der Ergebnisse
der Northernblotanalyse (Abb. 18) vermutet wird, sich stromaufwarts der bisher ca. 400
isolierten Basenpaare befinden, wurden ausgehend von der ldngsten Sequenz 2 (Abb. 20)
insgesamt drei geschachtelte Primer pBlue_low1, pBlue_low?2 und pBlue_low3 konzipiert.
Mit Gesamt-RNA aus sterilen Seitenbliiten der Linie GTDsB 26/1 wurde mit pBlue_lowl
eine cDNA-Synthese durchgefiihrt. Das homopolymere tailing erfolgte mit dGTP. Die PCR1
und PCR2 wurden entsprechend mit CB3 und pBlue_low2 und pBlue_low3 durchgefihrt
(2.2.8).

kb M GT

Abb. 24: 5’RACE mit den Primern pBlue_low1, pBlue_low2 und pBlue_low3
Auftrennung der 5’RACE-Produkte im Agarosegel. GT Linie GTDsB 26/1 M GeneRuler™100bp DNA Ladder
Plus. Die schwarzen Pfeile markieren isolierte PCR-Produkte.

Auf dem Agarosegel (Abb. 24) lassen sich drei Banden mit GréRen von 0,3; 0,8 und 1,1 kb
erkennen. Die DNA-Fragmente der 1,1 und 0,8 kb-groen Banden wurden subkloniert
(2.2.15). Es konnten drei spezifische DNA-Fragmente isoliert werden. Zwei der Fragmente
mit Langen von 790 bp (Abb. 25, Sequenz 2.1) und 737 bp (Abb. 25, Sequenz 2.2) stammen
aus der Subklonierung der 1,1 kb-grolRen Bande. Die Sequenzen zeigen eine ldentitat zu
Sequenzen des pBluescript-Vektors. Das dritte DNA-Fragment stammt aus der Klonierung
der 0,8 kb-groRen Bande und weist eine mit der des 737 bp-langen Fragments identische, um
4 bp am 5’Ende verkiurzte Sequenz auf. Bei der Sequenz 2.1 sind drei Teile des
pBluescript-Vektors, Pos. 1244-1316, Pos. 1436-1554 und Pos. 4985-5585 zu einer
790 bp-langen Sequenz verspleilt. Sequenz 2.2 besteht aus einer 737 bzw. 733 bp-langen
Sequenz, die der Sequenz von Position 4848 bis 5585 des pBluescript-Vektors entspricht.

Setzt man diese Sequenzen in silico mit der bereits isolierten Sequenz 2 (Abb. 20) zusammen,
ergibt sich fir die Sequenzen 2+2.1 eine Gesamtldange von 1123 bp. Die Lénge der aus
Sequenz 2 und 2.2 zusammengesetzten Sequenz betragt entsprechend 1070 bp. Die Grolien
dieser zwei Sequenzen entsprechen dem in der Northernblotanalyse (Abb. 18)
nachgewiesenen, mit gus fusionierten Transkript mit einer GroRe von 1,1 kb.
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Abb. 25: Schematische Darstellung der Sequenzen von 5’ Transkriptenden

Die Sequenzen 2.1 und 2.2 der in der 5’RACE mit den Primern pBlue_lowl, pBlue_low2 und pBlue_low3
amplifizierten und isolierten DNA-Fragmente sind dargestellt. Beide Sequenzen zeigen eine Ubereinstimmung
mit Sequenzen des Transformationsvektors pBluescript (blaue Linie). Die schraggestellten Zahlen beziehen sich
auf die Basenpositionen im insgesamt 6483 bp-langen pGTDsB-Transformationsvektor (2.1.6), welcher aus
pBluescript mit einer Insertion des GTDsB-Konstrukts besteht. A2 stellt symbolisch die Spleiistelle des
GTDsB-Konstrukts dar. In bp ist die L&nge der isolierten DNA-Fragmente angegeben. Die Anzahl der isolierten
Sequenzen des jeweiligen Typs ist angegeben. Fir Sequenz 2.2 konnten zwei DNA-Fragmente isoliert werden,
von denen das eine um 4 Basen kirzer ist.

3.5.5.6 Analyse des 5’Endes der Sequenz 2.2

Um zu untersuchen, ob in der Sequenz 2.2 bereits das vollstandige Ende des
gus-Fusionstranskripts repréasentiert ist, wurden drei weitere Primer pBlue_low4, pBlue_low5
und pBlue_low6 konzipiert (2.1.6), die versetzt im 5’Ende der Sequenz 2.2 binden (Abb. 27).
Mit diesen Primern wurde mit Gesamt-RNA aus sterilen Seitenbliten der Linie GTDsB 26/1
eine 5’RACE durchgefiihrt (2.2.8). Die Primerbindestellen wurden so gewdhlt, dass die
Amplifikation eines DNA-Fragments von ca. 300 bp erfolgt, falls bereits das vollstandige
5’Ende isoliert wurde.
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Abb. 26: 5’RACE mit den Primern pBlue_low4, pBlue_low5 und pBlue_low6
Auftrennung der 5’RACE-Produkte im Agarosegel. WT Wildtyp GT Linie GTDsB 26/1 RT- Linie GTDsB
26/1, die cDNA-Synthese erfolgte ohne Zusatz von Reverser Transkriptase. H,O Wasserkontrolle

M GeneRuler™100bp DNA Ladder Plus. Die weilen Pfeile markieren die vier aus dem Agarosegel isolierten
Banden.

In der 5’RACE mit Gesamt-RNA aus Seitenbliiten der transgenen Linie GTDsB 26/1 und den
Primern pBlue_low4 pBlue_low5 und pBlue_low6 konnte ein Hauptprodukt mit einer GroRe
von 300 bp amplifiziert werden (Abb. 26 GT). Diese Bande entspricht der erwarteten GroRe.
Zusétzlich konnten DNA-Fragmente mit GréRen von 300 bis 1000 bp amplifiziert werden.
Die Amplifikate der Banden mit GroRen von 300 bp, 350 bp, 650 bp, 950 bp (Abb. 26, weilRe
Pfeile) wurden isoliert, subkloniert und anschlieRend sequenziert. Insgesamt konnten daraus
10 spezifische DNA-Fragmente mit L&ngen von 175 bis 278 bp isoliert werden. Die
Sequenzen der sechs langsten DNA-Fragmente, alle mit L&ngen von ca. 270 bp, entsprechen
alle der Sequenz 2.2. und enden alle innerhalb der gleichen 8 bp der pBluescript-Sequenz
(Abb. 27). Das ist ein Hinweis darauf, dass bereits in der Sequenz 2.2 das vollstandige
5’ Transkriptende représentiert ist.

& ES
W BS
Sequenz 2.2 AGGGAGCA CGC P — <
pBlue_low4 pBlue_low3
pBlue_low5
AGCA CGC... pBlue_low6
CA CGC...
TGGAGGGCA CGC... 5'Enden der
mit pBlue_low4, pBlue_low5, pBlue_low6
GTGGGGGGT CGC... isolierten Sequenzen
CGC...
CGC...

Abb. 27: Schematische Darstellung der duBersten 5’Enden von isolierten Sequenzen

Die Sequenz 2.2 ist schematisch dargestellt. Die Bindestellen der Primer pBlue_low3, pBlue_low4, pBlue_low5
und pBlue_low6 sind angegeben. Die schraggestellten Zahlen beziehen sich auf die Basenpositionen im
insgesamt 6483 bp-langen pGTDsB-Transformationsvektor (2.1.6), welcher aus pBluescript mit einer Insertion
des GTDsB-Konstrukts besteht. Die Basenfolge am 5’Ende der Sequenz 2.2 sowie der sechs langsten, mit den
Primern pBlue_low4, pBlue_low5 und pBlue_low6 amplifizierten DNA-Fragmente ist angegeben. Die mit der
Sequenz 2.2 Ubereinstimmenden Basen sind fett markiert.
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Das Cytosin der Position 4856 ist die letzte Base, die in allen Sequenzen gleich ist (Abb. 27).
Zwei DNA-Fragmente enthalten am 5’Ende acht bzw. neun weitere Basen, die nicht der
Sequenz von pBluescript entsprechen. Der hohe Anteil an Guanin ldsst vermuten, dass es sich
um Artefakte der tailing-Methode handelt. Aus der Literatur ist zudem bekannt, dass Reverse
Transkriptasen im 5’Ende einige Matrizen-unabhangige Nukleotide einfiigen kdnnen
(Fronman 1993). Die restlichen DNA-Fragmente enthalten alle Basen, die der
pBluescript-Sequenz und somit der Sequenz 2.2 entsprechen.

Die Isolierung von insgesamt sieben Sequenzen, die in dem Bereich von 8 bp 5’ von Position
4856 im GTDsB-Vektor enden (Abb. 27), sowie das Auftreten von Basenpaaren, die nicht der
nativen Sequenz des pBluescript-Vektors entsprechen, indizieren, dass in der Sequenz 2.2 das
vollstandige 5’Ende isoliert wurde.

3.5.6 Nachweis von in silico zusammengesetzten Sequenzen

Die Existenz der insilico aus den Ergebnissen zweier 5’RACE-Experimente
zusammengesetzten Sequenzen 2+2.1 bzw. 2+2.2 (Abb. 25) mit Langen von 1123 bzw.
1070 bp muss verifiziert werden. Daftir wurden die Primerpaare transl_up und transl_low
sowie trans2_up und trans2_low entworfen (2.1.6). Sie binden jeweils im 5 Transkriptende
bzw. im 5’Ende von gus. Nach der cDNA-Synthese mit Gesamt-RNA aus sterilen
Seitenbliten der Linie GTDsB 26/1 mit R-GUS-3 wurde mit den Primern transl up und
transl_low und trans2_up und trans2_low eine RT-PCR durchgefiihrt (2.2.7.2).

Mit den Primern transl_up und transl_low, die in der Sequenz 2+2.1 und im 5’Ende von
GUS binden, konnte kein PCR-Produkt amplifiziert werden. Zwei Erkl&rungen sind denkbar.
Zum einen kann es sein, dass das isolierte Transkript nicht existiert. Zum anderen ist es
mdoglich, dass das Transkript in der isolierten Gesamt-RNA in einer sehr geringen
Konzentration vorliegt, so dass mit der angewendeten Methode keine Amplifikation moglich
war.

kb M WT RT- GT

Abb. 28: RT-PCR zur Verifizierung des aus Sequenz 2+2.2 zusammengesetzten Transkripts

Auftrennung der RT-PCR-Produkte im Agarosegel. WT Wildtyp GT Linie GTDsB 26/1 RT- Reaktionsansatz
mit Gesamt-RNA der Linie GTDsB 26/1 ohne Zugabe von Reverser Transkriptase zum cDNA-Syntheseschritt
M GeneRuler™100bp DNA Ladder Plus. Die schwarzen Pfeile markieren die aus dem Agarosegel isolierten
Banden.
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In der RT-PCR der Linie GTDsB 26/1 konnten mit den Primern trans2_up und trans2_low
DNA-Fragmente mit GréRen von 450 bp und 1,2 kb amplifiziert werden (Abb. 28, GT). Die
Bande bei 1,2 kb ist sehr schwach. Die 0,45 kb-Bande wurde in der RT-PCR im Vergleich
zum 1,2 kb-Fragment sehr viel starker amplifiziert. Die PCR-Produkte beider Banden wurden
isoliert und sequenziert. Die Sequenz des 1,2 kb-langen PCR-Produkts entspricht exakt der
in silico aus Sequenz 2 (Abb. 20) und Sequenz 2.2 (Abb. 25) zusammengesetzten Sequenz.
Allerdings ist im Gegensatz zu den zwei bereits isolierten Sequenzen 2 (Abb. 20) in den vier
isolierten Sequenzen, die aus vier verschiedenen Klonen stammen, der pBluescript-Vektor
uber A1l mit dem gus-Transkript verspleift. Die Sequenz des 450 bp-Fragments entspricht der
isolierten Sequenz 1 (Abb. 20).

Zwei mit der 5’RACE isolierte Sequenzen von gus-Fusionstranskripten konnten somit mittels
einer RT-PCR verifiziert werden. Sie weisen Langen von 1,1 und 0,3 kb auf (Abb. 29). Die
Sequenz des Transkripts 2 entspricht dabei der Sequenz des Transkripts 1 bis auf 784 bp, die
deletiert sind. Das indiziert einen weiteren SpleiRvorgang innerhalb der Sequenz des
pBluescript-Vektors.

Transkript 1

Sonde
Likb—5 a{ gus ] et GuUs
4_
Transkript 2
Sonde - -

0.3 kb—5 Al gus
4_

Ausschnitt Abb.18
Northernblotanalyse

Abb. 29: Schematische Darstellung der Sequenzen von gus-Fusionstranskripten aus Bliten der Linie
GTDsB 26/1

Schematisch dargestellt sind die beiden isolierten und verifizierten gus-Fusionstranskripte mit Gréfien von 1,1
und 0,3 kb. In beiden Transkripten sind Sequenzen des Transformationsvektors pBluescript (blaue Linie) an das
5’Ende von gus (Box) fusioniert. Die Bindestellen, der fur die Verifizierung beider Transkripte eingesetzten
Primer trans2_up und trans2_low, sind durch Pfeile symbolisiert. Gezeigt ist ein Ausschnitt aus der in Abb. 18
gezeigten Northernblotanalyse. Das graue Dreieck symbolisiert die Deletion von 784 bp im Transkript 2. Die
Bindestelle der gus-spezifischen Sonde ist markiert.

Wie in Abb. 29 schematisch angedeutet, entsprechen die Grofen der beiden isolierten
Sequenzen Transkript 1 und 2 denen aus der Northernblotanalyse erwarteten Grofien von 1,1
und 0,4 kb (Abb.18). Es haben sich aus der Isolierung der Sequenzen von
gus-Fusionstranskripten mit der sensitiven 5’RACE-Technologie Hinweise dafiir ergeben,
dass die Population an gus-Fusionstranskripten in den Seitenbliten der Linie GTDsB26/1 sehr
heterogen ist (Abb. 20, Abb. 25). In Anbetracht der Ergebnisse muss angenommen werden,
dass in den Seitenbliiten weitere gus-Fusionstranskripte mit von Transkript 1 und Transkript 2
abweichenden Sequenzen vorhanden sind.
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3.5.7 Nachweis der gus-Fusionstranskripte in verschiedenen Geweben

Nach der erfolgreichen Isolierung von zwei gus-Fusionstranskripten aus der Gesamt-RNA
steriler Seitenbluten der Linie GTDsB 26/1 stellt sich folgende Frage: Sind die Transkripte 1
und 2 an der GUS-Expression in den Bliten beteiligt?

Um erste Informationen dartiber zu bekommen, wurde eine RT-PCR zum Nachweis der
gus-Fusionstranskripte mit Gesamt-RNA aus Blatt, Nodium, Spelzen, Stempel und
Staubbléttern und sterilen Seitenbliten der Entwicklungsstadien 47, 49 und 65-69 nach
Zadoks (Chang et al. 1974) entsprechend dem unter 3.5.3 beschriebenen Ansatz durchgefihrt.
Abweichend davon wurden die Primer trans2_up und trans2_low eingesetzt (2.2.7.1). Es
wird, aufgrund der Ergebnisse der RT-PCR zur Verifizierung der zusammengesetzten
Transkripte (Abb. 28), mit einer praferentiellen Amplifikation des kiirzeren, 450 bp-langen
Fragments gerechnet.

GTDsB 26/1

trans2_up, trans2_low

GTDsB 26/1 RT-

Abb. 30: RT-PCR mit Gesamt-RNA verschiedener Gewebe der Linie GTDsB 26/1

Das jeweilige Gewebe aus dem Gesamt-RNA isoliert wurde ist angegeben. Von den Seitenbliten wurde
Gesamt-RNA von den drei verschiedenen Entwicklungsstadien 47, 49 und 65-69 nach Zadoks (Chang et al.
1974) isoliert. Gezeigt ist die Amplifikation von cDNAs der Linie GTDsB 26/1 mit den Primern trans2_up und
trans2_low (b) sowie mit GAPDH-spezifischen Primern (d). GTDsB 26/1 RT- ist der Reaktionsansatz ohne
Zugabe von Reverser Transkriptase zum cDNA-Syntheseschritt (c). Die Produkte aus der Amplifikation mit
trans2_up und trans2_low wurden in einer Southernblotanalyse mit der gus-spezifischen 35bp-Oligo-Sonde
(2.1.7) detektiert (a). Die GrofRen der Banden sind in bp angegeben.

Das erwartete 450 bp-Fragment konnte in Nodien, Spelzen und den beiden alteren Stadien der
Seitenbluten detektiert werden (Abb. 30 a und b). In den Nodien war die Amplifikation sehr
schwach und konnte nur in der sensitiveren Southernblotanalyse detektiert werden
(Abb. 30 @). In den Ansdtzen mit RNA aus Blatt, Stempel und Staubblattern und sterilen
Seitenbluten des Entwicklungsstadiums 47 fand keine Amplifikation statt. Im Agarosegel tritt
in den Spelzen und Seitenbliten des Entwicklungsstadiums 65-69 zusatzlich ein
unspezifisches Amplifikat mit einer Grofie von 550 bp auf, welches von der gus-spezifischen
Oligosonde 35bp-GUS nicht gebunden wird (Abb. 30 a und b). In der Southernblotanalyse
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konnte in den Nodien, Spelzen sowie Seitenbliiten der Entwicklungsstadien 65-69 und 49 ein
weiteres spezifisches PCR-Produkt mit einer Grofle von 500 bp nachgewiesen werden
(Abb. 30 a). Es kann sich dabei um ein Fragment, welches durch einen alternativen
Spleillvorgang des pBluescript-Vektors entstanden ist, handeln. Das gleiche kann fir das
exklusiv in den Seitenbliuten des Entwicklungsstadiums 65-69 amplifizierte, 320 bp-groRe
PCR-Produkt gelten. Das 1,1 kb-Fragment (Transkript 1, Abb. 29) konnte wie erwartet in
keinem der Ansétze amplifiziert werden. Das Transkript 2 konnte in den Entwicklungsstadien
49 und 65-69 der sterilen Seitenbluten der Linie GTDsB detektiert werden. Es handelt sich
dabei um die Entwicklungsstadien in denen histochemisch GUS-Expression detektiert werden
konnte (Abb.16). Das ist ein erster Hinweis darauf, dass das gus-Fusionstranskript 2 zur
GUS-Expression in den Bluten der Linie GTDsB 26/1 beitragt.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von gene trap(GT)-Linien und die Erarbeitung von
Erkenntnissen zu der Einsetzbarkeit dieser fiir die funktionelle Genomanalyse von Gerste. Zur
Etablierung der GT-Linien im Rahmen eines Zweikomponenten-Systems (Abb. 4) standen
Transposase-exprimierende Linien (2.1.8.1) und GTDsB-Linien (2.1.8.2) zur Verfiigung, die
gekreuzt wurden. Dabei fand das fiir Monokotyledonen optimierte gene trap-Konstrukt
GTDsB erstmalig einen Einsatz (Bergmann und Liitticke 2004). Diese GT-Linien waren die
Basis zur Bearbeitung von Fragestellungen, deren Beantwortung zum effizienten Einsatz der
Linien in einem gene trap-System beitragt.
Ein gene trap-Ansatz zeichnet sich dadurch aus, dass er die Identifizierung von Genen, die
mit klassischer Insertionsmutagenese nicht zugénglich sind ermdglicht. Aufgrund ihrer
strukturellen Merkmale (Abb. 1) konnen gene trap-Konstrukte nach ihrer Insertion einen
Marker fiir das Expressionsmuster des unbekannten Gens generieren, so dass ein sichtbarer
mutanter Phinotyp fiir die Zuordnung der Funktion des Genprodukts zur Gensequenz nicht
erforderlich ist. Die Moglichkeit der fusionalen Transkription des Reportergens mit
endogenen genomischen Sequenzen erlaubt einen direkten Zugang zu der Gensequenz iiber
geeignete molekulare Techniken.
Gerste ist eine wirtschaftlich bedeutende Nutzpflanze und findet zudem, insbesondere fiir die
polyploiden Mitglieder der Triticeae, einen Einsatz als Modellorganismus (Cooper et al.
2004). Fiir Gerste existieren viele Werkzeuge der modernen Molekularbiologie (1, S. 9), was
sie zu einem sehr geeigneten Objekt fiir Genomanalysen macht. Das diploide Genom der
Gerste ist mit seinen 4873 Mbp ca. 40 Mal groBer als das Genom von Arabidopsis
(Armuganathan und Earle 1991). Die VergroBBerung der Genome von Getreiden beruht auf
einer VergroBerung nicht-kodierender Bereiche (Feuillet und Keller 2002, zur Ubersicht). Die
geringe Gendichte macht einen Transposon-basierten gene trap-Ansatz in Gerste sinnvoll, da
fiir Ac/Ds-Elemente in mehreren Studien in heterologen Systemen (Parinov et al. 1999, Ito et
al. 2002, Enoki et al. 1999, Greco et al. 2001, Kolesnik et al. 2004) inklusive Gerste (Koprek
et al. 2000, Cooper et al. 2004) die préferentielle Insertion in putative Gensequenzen
dokumentiert wurde.
Fiir den gene trap-Ansatz in Gerste sind folgende Fragen relevant:
1. Transponiert das gene trap-Konstrukt GTDsB in den GT-Linien und mit welcher
Frequenz finden unabhéngige Transpositionen statt, die vererbt werden?
2. Sind bestimmte GT-Linien aufgrund von hohen germinalen Transpositionsfrequenzen
fiir ein gene trap-System besonders geeignet?
3. Bleibt die Transpositionsaktivitdt von GTDsB iiber mehrere Generationen erhalten?
4. Transponiert GTDsB priferentiell in codierende Genombereiche der Gerste?
5. Erfolgt eine Expression des Reportergens in der GT-Population und wie ist diese
Frequenz im Vergleich zu anderen gene trap-Systemen?
6. Ist eine effiziente Isolierung der 5’terminal an das gQus-Transkript fusionierten
Sequenzen moglich?
In dieser Arbeit wurden Erkenntnisse zu den Fragestellungen 1, 2, 5 und 6 erarbeitet.
Ergebnisse zu den Fragestellungen 2 und 3 lagen aus parallel laufenden Arbeiten vor und
wurden zur Vervollstindigung des Gesamtbildes in Kapitel 4.5 dargestellt.
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4.1 Frequenz und Zeitpunkt der Transposition von GTDsB

Die Faktoren, die den entscheidenden Einfluss auf die Frequenz und den Zeitpunkt der
Transposition haben sind zum einen die Transposase und zum anderen die Position der
mobilen gene trap-Konstrukte im Genom.

Um die Transpositionsfrequenz von GTDsB in dem Zweikomponentensystem zu evaluieren
wurden die FI- und F2-Generation der gene trap(GT)-Population in Southernblotanalysen
untersucht. In 9 von 79 getesteten Pflanzen (11%) der GT-F1-Generation konnten
Transpositionen des GTDsB-Konstrukts detektiert werden (Tab. 6). In Gerste wurde bisher
fiir die Transposition von nicht-autonomen Ds-Elementen in der F1-Generation eine Frequenz
von 2% (Koprek et al. 2000) und fiir autonome Ac-Elemente von 1,5% gezeigt (Scholz et al.
2001). Fir das nicht-autonome gene trap-Konstrukt GTDsA konnte in Gerste eine
Transpositionsfrequenz in der F1-Generation von 2,4% nachgewiesen werden (Bergmann
2003), wobei mit 28 die Anzahl analysierter Pflanzen klein war. In den Southernblotanalysen
der GT-F2-Generation konnten in 49 der 191 getesteten Pflanzen unabhingige
Transpositionen des GTDsB-Konstrukts detektiert werden (Tab. 6), was einer Frequenz von
26% entspricht. Die Transpositionsfrequenz von GTDsB ist im Vergleich zu den bisher fiir
die Transpositionsfrequenzen von Ac/Ds-Elementen in Gerste publizierten Daten von 1-2% in
der F1-Generation (Koprek et al. 2000, Scholz et al. 2001) und 16% in der F2-Generation
(Koprek et al. 2000) in diesem System erhoht. Das in der GT-F2-Generation eine hohere
Transpositionsfrequenz als in der GT-F1-Generation detektiert werden konnte, begriindet sich
darin, dass in den Analysen der GT-F2-Generation Transpositionen, die in der GT-FI-
Generation und der GT-F2-Generation stattgefunden haben detektiert werden konnen. Die
Transpositionsfrequenz von 26% in der GT-F2-Population ist auch mit den bisher in dem
monokotylen System Reis gezeigten vergleichbar. In der Studie von Greco et al. (2001) zur
Transposition von autonomen Ac-Elementen in Reis wurde in den Nachkommen von drei
unabhidngigen Primérregeneraten eine Transpositionsfrequenz von 33% festgestellt. Kolesnik
et al. (2004) konnten in ihrem Ac-basierten genetrap-System in eine germinale
Transpositionsfrequenz von 51% in der F2-Generation feststellen. In einer anderen Studie
wurde eine mittlere Transpositionsfrequenz fiir Ac von 18,4% berichtet (Enoki et al. 1999).

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Transposition von GTDsB in der GT-F2-Population
zeigen, dass die Transpositionsaktivitit von GTDsB in den Nachkommen unabhédngiger
GTDsB-Parentallinien stark variiert. Auch in anderen Untersuchungen konnte eine Varianz
der Transpositionsfrequenzen in unabhédngigen Linien beobachtet werden. Koprek et al.
(2000) konnten in ihrem Zweikomponentensystem in Gerste fiir nicht-autonome Ds-Elemente
in der F2-Generation variable Transpositionsfrequenzen von 0-47% ermitteln. Dabei zeigten
Nachkommen von 50% der 24 Fl-Linien eine Transpositionsfrequenz von 0-20%, die
restlichen 12 eine Transpositionsfrequenz von 20-47%. Enoki et al. (1999) konnten in vier
unterschiedlichen transgenen Familien variable Transpositionsfrequenzen fiir Ac von 40,9%,
22,5%, 8,3% und 19% feststellen. Auch in einer anderen Studie von autonomen
Ac-Elementen in Reis variieren die Transpositionsfrequenzen in den Nachkommen von drei
Linien aus unabhdngigen Primédrregeneraten von 15-50% (Greco et al. 2001). Kolesnik et al.
(2004) konnten in ihrem Ac-basierten gene trap-System in Reis fiir die Nachkommen von 13
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unabhingigen Kreuzungskombinationen eine germinale Transpositionsfrequenz von 16-73%
in der F2-Generation feststellen.

Die in den Southernblotanalysen der GT-F2-Population ermittelten Transpositionsraten
(Tab.6)  wurden  fiir  unabhingige  GTDsB-Parentallinien = berechnet. Die
Transpositionsfrequenz variiert in den Nachkommen unabhéngiger GTDsB-Parentallinien von
5-67% (Tab. 12). Die Anzahl an getesteten Pflanzen pro unabhingiger GTDsB-Parentallinie
ist mit 9 bis 60 klein, so dass die Ergebnisse nur als Hinweise gewertet werden.

Tab. 12: Transpositionsfrequenzen in der F2-Generation unabhangiger GTDsB-Parentallinien

GTDsB- Anzahl der Anzahl der Unabhéngige Transpositionsfrequenz
Parentallinie | GTDsB-Insertionsloci | analysierten Pflanzen | Transpositionsereignisse | in %
2a 1-2 10 2 20
23 1-2 14 7 50
31B 2 9 2 22
6¢/6a 2-4 18 5 28
31A 4 11 2 18
16 3-5 15 5 33
14A 5-6 9 1 11
11 5-8 60 11 18
10 6-7 21 1 5
14B 8-10 12 5 42
26 12 12 8 67
Summe 191 49 26

Die unabhdngigen GTDsB-Parentallinien differieren stark in der Zahl an
GTDsB-Integrationsloci. Alle GTDsB-Parentallinien enthalten mindestens ein vollstindiges
GTDsB-Konstrukt (Abb. 7). Dariiber hinaus muss aufgrund der FErgebnisse der
Southernblotanalysen angenommen werden, dass in der Mehrheit der Linien eine variable
Anzahl an weiteren Kopien vorliegt, die rearrangiert sein konnen (Tab. 3). Aufgrund der
Hinweise auf Rearrangements (Tab.3) muss davon ausgegangen werden, dass nicht alle
GTDsB-Kopien zur Transposition fahig sind. Fiir die Transposition von Ac/Ds-Elementen
miissen die ca. 240 bp-langen subterminalen Sequenzen und die 11 bp-langen TIR konserviert
sein (Kunze 1996, zur Ubersicht). Es sind zudem aufgrund von funktionalen Unterschieden
jeweils ein 5’ und ein 3’Ende obligatorisch fiir die Transposition. Direkter DNA-Transfer wie
bei der biolistischen Transformation von Pflanzengeweben ist dafiir bekannt hiufig zu
multicopy-Insertionen an einem einzelnen Locus zu fithren (Kohli et al. 1998). Einen
deutlichen Vorteil in diesem Zusammenhang bictet die Agrobacterium tumefaciens-
vermittelte Transformation mit T-DNA. Diese Methode resultiert in der Integration von einer
bis wenigen Kopien des Transgens in das Pflanzengenom (Dai et al. 2001). Die
Transformation von Gerste mit T-DNA wurde Mitte der 90iger Jahre erstmals beschrieben
(Tingay et al. 1997).
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Die in den  Nachkommen unabhingiger = GTDsB-Parentallinien  variierende
Transpositionsfrequenz spiegelt moglicherweise Effekte der chromosomalen Position der
GTDsB-Konstrukte auf die Transposition wieder. Kolesnik et al. (2004) haben die
Transpositionsfrequenz ~ fiir  unabhéngige Ds-Linien in Pridsenz der gleichen
Transposase-Quelle verglichen und festgestellt, dass der Ds-Donorlocus die Transposition
beeinflusst. Bereits in Mais wurde eine groBle Varianz der Transpositionsfrequenz von
Ac/Ds-Elementen beobachtet. Die germinale Exzisionsfrequenz von Ac und Ds an
unterschiedlichen Loci kann von 0,01% bis iiber 15% variieren (Déring 1989, zur Ubersicht).
Die fiir den Transpositionsvorgang essentielle Transposase erkennt die hexameren Motive
AAACGG in den subterminalen Sequenzen an beiden Enden von Ac (Kunze und Starlinger
1989). In diesen TPase-Bindestellen befinden sich potentielle Methylierungsstellen und die
DNA-Bindung durch die Transposase ist von dem Status der Methylierung der Ziel-DNA
abhingig (Kunze 1996). Die Methylierung in Pflanzengenomen ist ein wichtiger Faktor der
Regulation (Finnegan et al. 1998, Finnegan 2000, zur Ubersicht). Das Muster der
Methylierung entsteht zum einen durch die Weitergabe der Methylierungsmuster nach der
DNA-Replikation durch maintenance-Methyltransferasen zum anderen durch eine
de novo-Methylierung von neu replizierter DNA. Die Verteilung von Methylcytosin in
Pflanzengenomen ist nicht zufdllig. Am stérksten ist repetitive DNA im Heterochromatin
methyliert (Bennetzen et al. 1988, Bennetzen 1996).

In  Zusammenhang mit der Bedeutung der genomischen Position fiir die
Transpositionsfrequenz kann sich durch eine grofere Anzahl an GTDsB-Integrationsloci, die
Wahrscheinlichkeit, dass sich funktionale Elemente an giinstigen genomischen Positionen
befinden, erhéhen. Die beiden GTDsB-Linien 23 und 26, die mit 50% und 67% die beiden
hochsten Transpositionsraten zeigen, differieren mit 1-2 bzw. 12 stark in der Anzahl der
GTDsB-Integrationsloci (Tab 12). Die Southernblotanalysen der Linie GTDsB 12 indizieren
eine grofle Zahl an rearrangierten Konstrukten (Tab. 3). Insgesamt weisen die Ergebnisse
darauf hin, dass erwartungsgemifl die Position der GTDsB-Elemente im Genom und
potentielle Rearrangements dieser einen stirkeren Einfluss auf die Transpositionsfrequenz
haben als die Anzahl der Integrationsloci.

Fir die Effizienz des gene trap-Systems ist die Weitergabe einer hohen Anzahl von
unabhingigen Transpositionen an die Nachkommen von Bedeutung. Die Grofle der
notwenigen gene trap-Population mit Insertionen des gene trap-Konstrukts in moglichst
vielen Genen kann so verringert werden. Der Zeitpunkt der Transposition in der Entwicklung
einer Pflanze bestimmt die Vererbung der Transpositionsereignisse an die Nachkommen.
Transpositionen friih in der Pflanzenentwicklung kénnen an alle Nachkommen weitergegeben
werden. Wenn das gene trap-Konstrukt zu einem spiten Zeitpunkt in der Entwicklung der
Pflanze transponiert, in den keimbahnkompetenten Zellen, erhalten die Nachkommen
unabhingige, germinale Transpositionsereignisse.

Ein entscheidender Faktor, der den Zeitpunkt der Transposition bestimmt ist die Expression
der Transposase. Es wurde gezeigt, dass ein hoher Level an Transposase-Expression mit
Transpositionen frith in der Entwicklung korreliert (Balcells und Coupland 1994, Jones et al.
1989, Keller et al. 1993, Long et al. 1993). Koprek et al. (2000) konnten beobachten, dass in
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Pflanzen, in denen die Transposase unter Kontrolle des starken Ubiquitin-Promotors
exprimiert wurde, mehrere Nachkommen das gleiche Muster an Transpositionsereignissen
aufweisen. Im Gegensatz dazu enthielten Pflanzen, in denen die Transposase unter der
Kontrolle des Ac-Promotors exprimiert wurde, eine hohe Anzahl an Transpositionen, die spét
in der Entwicklung oder direkt in den Keimbahn-kompetenten Zellen stattgefunden haben
miissen. Sie schlieen daraus, dass die Expression der Transposase durch den Ac-Promotor zu
einer hoheren Zahl an unabhéngigen Transpositionen fiihrt, die an die nichste Generation
weitergegeben werden, als die Expression der Transposase durch den Mais
Ubiquitin-Promotor. Greco et al. (2001) konnten demonstrieren, dass die Pridsenz eines
doppelten enhancer-Elements des CaMV 35S-Promotors in der Nahe des Ac-Transposase-
Promotors eine sehr frithe Exzision von Ac, direkt nach der Transformation in die
Pflanzenzelle, induziert. Ahnliches wurde auch in Arabidopsis (Balcells and Coupland 1994,
Honma et al. 1993, Smith et al. 1996) und Tabak (Keller et al. 1993) beobachtet. Spite
Transpositionen und somit Nachkommen mit unabhingigen Transpositionen konnten in
Arabidopsis, Tomate und Gerste beobachtet werden, wenn die Wildtyp Ac-Transposase
eingesetzt wurde (Bancroft und Dean 1993, Rommens et al. 1993, Koprek et al. 2001).
Kolesnik et al. 2004 haben in ihrem Zweikomponenten-gene trap-System in Reis die
Ac-Transposase unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors eingesetzt und haben Hinweise
darauf, dass Ds spit in der Reisentwicklung transponiert.

In der GT-F2-Population konnte eine hohe Zahl an unabhéngigen Transpositionen von
GTDsB detektiert werden. In 49 der insgesamt 79 Pflanzen mit Transposition sind die
Transpositionsereignisse unabhingig (Tab. 6). Bei diesen Transpositionen kann es sich um
Ereignisse handeln, die zu einem sehr spéten Zeitpunkt in der F1-Generation, in den
Keimbahn-kompetenten Zellen, oder zu einem frilhen Zeitpunkt in der F2-Generation
stattgefunden haben. In den Nachkommen der F1-Linien GT73 und GT82 konnte jeweils in
allen 4 bzw. 3 Pflanzen Transposition von GTDsB, die auf einem einzigen
Transpositionsereignis beruht, detektiert werden (Tab. 6). Das ist der Hinweis auf eine
Transposition des GTDsB-Konstrukts zu einem frithen Zeitpunkt in der Entwicklung der
F1-Pflanze. In den Nachkommen der Linien GT32, GT29, GT41, GT49, GT54, GT38, GT19,
GT40, GT13, GT80 konnten Transpositionsereignisse, die an mehrere, aber nicht an alle,
Nachkommen vererbt wurden, detektiert werden (Tab. 6). Zum Beispiel konnte in allen vier
Nachkommen der Linie GT40 Transposition von GTDsB detektiert werden. Dabei wurde in
den Southernblotanalysen in jeweils zwei Nachkommen das gleiche Hybridisierungsmuster
identifiziert, was auf insgesamt zwei unabhingige Transpositionen des GTDsB-Konstrukts
hinweist (Daten nicht gezeigt). Da die Korner zur Herstellung der Nachkommen, mit
Ausnahme von GT80, jeweils von einer Ahre der GT-F1-Pflanzen geerntet wurden, muss die
Transposition in einem Sektor der Ahre und zu einem Zeitpunkt der Entwicklung
stattgefunden haben, der zur Vererbung des Transpositionsereignisses an mehreren, aber nicht
allen Nachkommen fiihrt. Als weitere Erkldrungsansétze sind Sekundértranspositionen und
die Segregation von GTDsB-Insertionen denkbar. Segregation ist z. B fiir die Nachkommen
der beiden Fl1-Linien GT19 und GTI13, in denen jeweils in drei von vier analysierten
Nachkommen ein unabhingiges Transpositionsereignis detektiert wurde, vorstellbar. Eine
Voraussetzung dafiir wére angesichts der geringen Zahl an analysierten Nachkommen eine
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ungekoppelte Transposition des GTDsB-Konstrukts. Koprek et al. (2000) haben in Gerste
gezeigt, dass von transponierten Ds-Elementen 75% in gekoppelte und 25% in ungekoppelte
chromosomale Regionen des Genoms reintegriert sind. Fiir das Ac-Element wurde gezeigt,
dass es in Mais sowie in einigen heterologen Pflanzen wie Tabak und Arabidopsis mit einer
hohen Frequenz in Positionen, die sich in enger Nachbarschaft zu den Donorstellen befinden,
integriert (zur Ubersicht Kunze 1996). In Zusammenhang mit Sekundirtranspositionen sind
die Linien GT38, GT40 und GT41 interessant. In diesen konnte jeweils in allen Nachkommen
mit Ausnahme von einer das gleiche Transpositionsereignis, also jeweils zwei unabhingige
Transpositionsereignisse detektiert werden (Tab.6). So ein Muster kann auf eine
Primédrtransposition des GTDsB-Konstrukts in der GT-F1-Generation und einer
anschlieBenden Sekundirtransposition des transponierten GTDsB-Konstrukts in einer
GT-F2-Pflanze zuriickzufiihren sein. Die hohe Zahl an unabhingigen Transpositionen
verspricht eine effiziente Weitergabe an unabhingigen GTDsB-Integrationen im Rahmen
einer gene trap-Population.

4.2 Einfluss der Transposase auf die Transposition von GTDsB

Fiir die Etablierung der gene trap-Population wurden vier unabhiingige Transposase-Linien
mit einer bis vier Kopien von zwei verschiedenen immobilisierten Ac-Konstrukten eingesetzt
(3.1.2). Es ergeben sich daher zwei interessante Fragen: Fiihren die unterschiedlichen
TPase-Konstrukte zu verschiedenen Transpositionsfrequenzen? Und: Hat die Anzahl der
Kopien einen Einfluss auf die Transpositionsfrequenz?

Die beiden Linien DHcw21 und cw74 enthalten eine bzw. vier Kopien des Konstrukts
cwACA102 (2.1.8.1). Das Konstrukt exprimiert eine N-Terminal um 102 Aminosduren
verkiirzte Transposase. Diese induziert in Petunien-Protoplasten (Houba-Hérin et al. 1990;
Becker et al. 1992) und transgenem Tabak (Kunze et al. 1995) eine hohere Exzisionsfrequenz
des Ac-Elements als die Wildtyp-Transposase. Der deletierte Bereich wird als putativer
Silencer verstanden. Es wird diskutiert, dass aufgrund eines auto-inhibitorischen Effekts
hoher TPase-Konzentrationen die niedrigere Konzentration der N-terminal verkiirzten
Transposase eine hohere Transpositionsaktivitidt bedingt (Kunze 1996). Die beiden Linien
cw34 und DHcw42 enthalten das immobilisierte Konstrukt cwAc, von welchem aus eine
Wildtyp-Ac-Transposase  exprimiert wird (2.1.8.1). Die Southernblotanalysen der
GT-F2-Population haben die Transposition von GTDsB-Konstrukten in den Nachkommen
aus Kreuzungen mit allen vier Transposase-Linien gezeigt (Tab.6). Fiir die drei
Transposase-Linien DHcw21, DHcw42 und cw74 wurden GT-F2-Pflanzen aus Kreuzungen
mit jeweils 8, 8 und 11 wunabhingigen GTDsB-Linien analysiert (Tab.6). Die
Transpositionsfrequenzen in den Nachkommen aus Kreuzungen mit DHcw21, DHew42 und
cw74 liegen bei 26% (10/39), 13% (4/30) und 27% (31/115). Fiir die Transposase-Linie cw34
werden die Ergebnisse als nicht reprisentativ gewertet, da nur sieben GT-F2-Pflanzen aus
Kreuzungen mit nur zwei unabhidngigen GTDsB-Linien analysiert wurden. In den
Nachkommen der Linien DHcw21 und cw74 konnten die hochsten, nahezu identischen
Transpositionsfrequenzen detektiert werden. Damit liegt ein erster Hinweis darauf vor, dass
die N-Terminal um 102 Aminosduren verkiirzte Transposase in Gerste eine hohere
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Transpositionsfrequenz von GTDsB induziert. Endgiiltigere Erkenntnisse dazu sind im
Hinblick auf die Auswahl von besonders fiir ein gene trap-System geeigneten GT-Linien
interessant und miissen in weiteren Experimenten erbracht werden.

Fiir die Transposition von Ac ist eine Autoregulation bekannt, die im Zusammenhang mit
ihrer mutagenen Rolle im Genom als wichtig erscheint (Kunze 1996, zur Ubersicht). In Mais
konnte fiir Ac ein Dosiseffekt beobachtet werden (McClintock 1948, 1951). Eine Erhohung
der Anzahl an Ac-Kopien im Endosperm resultiert in einer in der Entwicklung verzdgerten
Transposition und in einer Abnahme der Transpositionsfrequenz (McClintock 1948, 1951).
Der Dosiseffekt scheint fiir Mais spezifisch und eine Funktion der Konzentration der
Transposase zu sein. Die Anzahl der Ds-Elemente hingegen zeigt keinen Einfluss (Dooner et
al. 1986, Bancroft and Dean 1993). Fiir heterologe Systeme wie Arabidopsis (Keller et al.
1992, Dean et al. 1992, Bancroft and Dean 1993) und Tabak (Keller et al. 1993) wurde fiir Ac
ebenfalls ein Dosiseffekt beschrieben. Hier steigt allerdings die Transpositionsfrequenz mit
zunehmender Konzentration der Transposase. Die Regulation der Expression der Transposase
ist sehr komplex und kann auf verschiedenen Ebenen transkriptional bis post-translational
geschehen (Kunze et al. 1993, Scofield et al. 1993, Fridlender et al. 1996, Heinlein et al.
1994, Wang und Kunze 1998, Scortecci et al. 1999). Scofield et al. (1993) konnten zeigen,
dass die Expression der Transposase unter dem CaMV 35S-Promotor {iber einer bestimmten
Menge hinaus die Exzision von Ac/Ds-Elementen in transgenem Tabak inhibiert. Sie schlagen
ein Modell fiir den Dosiseffekt in Mais vor, welches auf einem inhibitorischen Niveau der
Transposase-Expression als eine Mdglichkeit der Autoregulation der Transpositionsaktivitét
von Ac basiert. Es ist bekannt, dass Ac-Elemente epigenetisch durch Methylierung von
Cytosin in oder in Ndhe des Promotors reversibel inaktiviert werden kénnen (Kunze et al.
1997). Diese Methylierungen fiihren zu einer starken Reduktion der Transkription, so dass
ausreichende Mengen der Transposase fiir die Induktion detektierbarer Transpositionen, nicht
mehr zur Verfligung stehen (Kunze et al. 1988, Brutnell und Dellaporta 1994).

Aus den Ergebnissen der Southernblotanalysen (Tab. 6) ergibt sich fiir die Nachkommen aus
Kreuzungen mit den Transposase-Linien DHcw21 und cw74 mit 26% und 27% eine
anndhernd gleiche Transpositionsfrequenz. Die Transposase-Linie DHcw21 enthilt eine und
die Transposase-Linie cw74 vier Kopien des Transposase-Konstrukts cwACA102 (2.1.8.1). Im
Vergleich dazu ist die Transpositionsfrequenz von 13% in den Nachkommen aus Kreuzungen
mit DHcw42, die zwei Kopien des Transposase-Konstrukts cwAcC enthélt (2.1.8.1), nur halb
so hoch. Aufgrund der verschiedenen Transposase-Konstrukte erscheint nur der Vergleich
zwischen DHcw21 und cw74, die beide das ¢cwACA102-Konstrukt enthalten, als sinnvoll.
Moglicherweise liegt somit ein Hinweis darauf vor, dass die Kopienzahl der Transposase
keinen Einfluss auf die Transpositionsfrequenz hat. Die Datenmenge muss allerdings fiir eine
endgiiltige Aussage erhoht werden. Auch Koprek et al. (2000) konnten in Gerste beobachten,
das die Kopienzahl der Transposase nicht die Transpositionsfrequenzen zu beeinflussen
scheint. Ein Einfluss der Anzahl an Transposase-exprimierenden Konstrukten auf die
Transpositionsfrequenz konnte somit nicht festgestellt werden. Es liegen allerdings Hinweise
dafir vor, dass die N-Terminal um 102 Aminosiduren verkirzte TPase hdohere
Transpositionsfrequenzen des GTDsB-Konstrukts in Gerste induziert.
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4.3 Expression des gus-Reportergens und Vergleich zu anderen
gene trap-Systemen

Das erste gene trap-System fiir Pflanzen wurde von Sundaresan et al. (1995) in Arabidopsis
etabliert. Das verwendete gene trap-Konstrukt basiert auf dem nicht-autonomen Element Ds
und enthélt das promotorlose Reportergen gus. In einem Zweikomponenten-System wurde
mit Hilfe des Gens fiir eine Indoleisessig-Hydrolase (IAAH), das eine Sensitivitit gegeniiber
NAM (Naphtalenacetamid) verleiht, gegen die T-DNA-Donorstelle transponierter
gene trap-Konstrukte sowie dem Transposase-Konstrukt selektiert. Mit einem Resistenzgen
(NPTII) in dem gene trap-Konstrukt konnte so mit Kanamycin erfolgreich auf Linien mit
ungekoppelt transponierten und stabilisierten gene trap-Konstrukten selektiert werden. Von
diesen wurden ganze Keimlinge und Bliiten histochemisch auf GUS-Farbung untersucht. Von
Chin et al. (1999) wurde das erste gene trap-System in einer monokotylen Pflanze publiziert.
Sie setzten in Reis zum einen das gene trap-Konstrukt von Sundaresan et al. (1995) sowie ein
gene trap-Konstrukt mit 3’Sequenzen des dritten Adhl-Introns aus Mais ein, in welches
zusitzliche, kiinstliche SpleiBakzeptorstellen eingefiihrt wurden. Uber Southernblotanalysen
wurden Pflanzen mit transponierten gene trap-Konstrukten selektiert und ausgewachsene und
junge Bliiten dieser histochemisch analysiert.

Der in dieser Arbeit fiir ein gene trap-System in Gerste vorgestellte Ansatz unterscheidet sich
in einem wichtigen Punkt von den Systemen von Sundaresan et al. (1995) und Chin et al.
(1999). Das Konzept beinhaltet nicht die Selektion von Pflanzen mit transponierten
gene trap-Konstrukten fiir die Analysen zur GUS-Expression. Es wurde somit eine im
Vergleich zu den von Sundaresan et al. (1995) und Chin et al. (1999) beschricbenen
Frequenzen von 26% (64/246) und 16% (19/121) geringere Frequenz an GUS-Expression
erwartet. Die auf GUS-Expression untersuchte GT-F2-Population entspricht mit 141 Pflanzen
der GroBenordnung der von Sundaresan et al. (1995) und Chin et al. (1999) untersuchten
Populationen. Um die Wahrscheinlichkeit der Detektion von GUS-Expression zu erhdhen,
wurde daher entschieden mit Blatt, Nodien, unbefruchteten Bliiten, befruchteten Bliiten,
Kornern und Keimlingen eine grof3ere Zahl verschiedener Organe zu untersuchen (Abb. 12).

Die Effizienz der Identifikation von GUS-Expression ist in dem gene trap-System aus
Arabidopsis im Vergleich zu dem in Reis etwas hoher. In dem System von Sundaresan et al.
(1995) zeigten 26% (64/246) der untersuchten Pflanzen eine auf einzelne Gewebe beschriankte
GUS-Expression. Chin et al. (1999) konnten in 15,7% (19/121) der untersuchten Reispflanzen
GUS-Expression in Bliitenorganen detektieren. Da im Durchschnitt zwei Kopien des
gene trap-Konstrukts pro Reispflanze priasent sind, betridgt die Frequenz der GUS-Expression
transponierter gene trap-Konstrukte in den Bliiten 7,9%. Sundaresan et al. (1995) haben die
GUS-Expression in Keimlingen und Bliiten von 246 gene trap-Linien der F3-Generation mit
unabhingigen Transpositionsereignissen untersucht. Die untersuchte F3-Generation geht auf
eine gene trap-Linie, die mit drei unabhéngigen Transposase-exprimierenden Linien gekreuzt
wurde zuriick. Chin et al. (1999) haben 121 T1-Pflanzen mit transponierten gene trap-
Konstrukten von drei unabhédngigen Primérregeneraten analysiert. Diese wurden mit einer T-
DNA transformiert, die das Transposase-exprimierende und das gene trap-Konstrukt enthélt.
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In dieser Arbeit wurden zur Etablierung der gene trap-Population 11 unabhingige GTDsB-
Parentallinien eingesetzt (Tab.4). Der Einsatz einer groBeren Zahl an unabhingigen
GTDsB-Parentallinien erschien in Zusammenhang mit den unter 4.1 diskutierten
Positionseffekten als sinnvoll. In nicht Transposon-basierten gene trap-Systemen ist die
Frequenz der detektierten GUS-Expression niedriger. Die Transformation des Mooses
Physcomitrella patens iiber homologe Rekombination mit einem gene trap-Konstrukt hat zu
der Expression von GUS in 3-4% der 235 untersuchten gene trap-Linien gefiihrt (Hiwatshi et
al. 2001). Das gene trap-Konstrukt hat nur eine SpleiBakzeptorstelle, die von dem
verwendeten GPAL-Intron aus Arabidopsis zur Verfiigung gestellt wird. Daher fiihrt nur eine
Insertion in der richtigen Orientierung und dem richtigen Leserahmen zu einem funktionalen
Protein. In einem T-DNA-basierten gene trap-System in Reis konnte eine Frequenz der GUS-
Expression von 1,6-2,1% in verschiedenen Organen festgestellt werden (Jeon et al. 2000). Es
wurden dabei Blatter, Wurzeln, Bliiten und unreife Koérner von bis zu 5353 transgenen
Reislinien histochemisch analysiert.

Von den 141 in einem histochemischen GUS-Assay untersuchten GT-F2-Pflanzen konnte in
72 (51%) eine Aktivitdt der B-Glukuronidase detektiert werden (Tab. 9). Es konnte in den
Nachkommen aus Kreuzungen von allen 11 GTDsB-Parentallinien eine Expression des
Reportergens detektiert werden. In den Nachkommen der vier F1-Linien GT33, GT39, GT4
und GT40 wurde keine Expression des gus-Reportergens detektiert (Tab. 8). Eine fehlende
Transposition des GTDsB-Konstrukts kann als Ursache ausgeschlossen werden, da in den
Nachkommen von allen vier Linien Transpositionen nachgewiesen werden konnten (Tab. 6).
Fiir die Linie GT4 konnten sogar in fiinf der sieben untersuchten Nachkommen unabhéngige
Transpositionsereignisse detektiert werden. Von der Linie GT39 wurde nur eine einzige
GT-F2-Pflanze analysiert, so dass die Wahrscheinlichkeit GUS-Expression in dieser Linie zu
detektieren klein war.

In dem gene trap-System von Sundaresan et al. (1995) trat die gus-Expression in 55% der
Linien in mehreren Organen der untersuchten Keimlinge und Bliiten auf. Die restlichen 45%
zeigten GUS-Farbung, die auf einzelne Gewebe wie z.B. Wurzeln, Kotyledonen oder Bliiten
beschrankt ist. In ihrem gene trap-System in Reis konnten Jeon et al. (2000) viele Gewebe-
oder Organ-spezifische Expressionsmuster des gus-Reporters beobachten. Von den 2,1%
Linien mit gus-Expression in den Wurzeln zeigten 32,7% GUS-Aktivitdt in der Wurzelspitze
und Zellteilungs-, Elongations- und Differenzierungszone und 32,7% ausschlieBlich in der
Differenzierungszone. In dem System in Gerste konnte in allen in dem GUS-Assay
analysierten Organen bzw. Entwicklungsstadien eine Aktivitit von GUS nachgewiesen
werden (Tab. 10). In 49 der 72 GT-F2-Pflanzen mit GUS-Expression trat diese in nur einem
Organ auf (Daten nicht gezeigt). In 17 bzw. 5 GT-F2-Pflanzen konnte GUS-Expression in
zwel bzw. drei bis vier der getesteten Organe detektiert werden. GUS-Expression in allen
Organen konnte nur in der F2-Pflanze GT 80/3 detektiert werden.

Die Frequenzen mit denen GUS-Aktivitit in den F2-Pflanzen nachgewiesen werden konnte
schwanken in Abhéngigkeit von dem jeweiligen Organ zwischen 3,5% und 28% (Tab. 10).
Auffallend ist, dass in den Organen in denen Gewebe der GT-F3-Generation vertreten sind,
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den Kornern und Keimlingen, die Frequenz an Pflanzen mit GUS-Aktivitét deutlich auf 28%
bzw. 23% ansteigt (Tab. 10). Jeon et al. (2000) konnten in ihrem Ansatz zur
Insertionsmutagenese mit einem T-DNA-Konstrukt, welches ein genetrap mit dem
3-Glukuronidase-Reportergen enthdlt, homogene Frequenzen der GUS-Aktivititen in
unterschiedlichen Geweben feststellen. Die Frequenzen der GUS-Expression in Blittern,
Wurzeln, Bliiten und unreifen Koérnern betrugen 2% (106/5353), 2,1% (113/5353), 1,9%
(133/7026) und 1,6% (31/1948). Fiir den Anstieg der Frequenz an GUS-Expression in der
F3-Generation muss daher ein Zusammenhang mit der Transposition von GTDsB
angenommen werden. In den Geweben der GT-F3-Generation kdnnen sich, zusitzlich zu den
Ereignissen der vorangehenden Generationen, germinale Transpositionsereignisse der GT-F2-
Generation und frithe somatische Transpositionen in der GT-F3-Generation manifestieren.

Die Transpositionsfrequenzen von 26% in Arabidopsis (Sundaresan et al. 1995) und 16% in
Reis (Chin et al. 1999) beziehen sich auf Pflanzen mit transponierten gene trap-Konstrukten.
Um den gene trap-Ansatz in Gerste mit den anderen Systemen zu vergleichen, muss daher die
Transpositionsfrequenz von GTDsB beriicksichtigt werden. Fiir die GT-F2-Population konnte
eine Transpositionsfrequenz von 26% ermittelt werden (Tab. 6). Aus der in dem monokotylen
System Reis pro transponiertem gene trap-Konstrukt gezeigten Frequenz der
GUS-Expression von 8% (Chin et al. 1999) und einer Transpositionsfrequenz von 26% in der
GT-F2-Population ergibt sich eine theoretische Frequenz der GUS-Expression von 2%.
Interessanterweise entspricht diese theoretische Frequenz in der GroBenordnung der von
Bergmann (2003) in seinem gene trap-Ansatz in Gerste mit dem Konstrukt GTDsA
ermittelten. In den 1592 histochemisch untersuchten Keimlingen der GT-F3-Generation
konnte in 19 eine GUS-Expression detektiert werden. Wird beriicksichtigt, dass aufgrund der
Vererbung nur in 75% der Keimlinge eine GUS-Expression iiberhaupt erwartet werden kann,
entspricht das einer Frequenz von 1,6%. Die Frequenz von 10% an Pflanzen der
GT-F2-Population mit Hinweisen auf eine GUS-Expression nach einer vererbbaren
Transposition des gene trap-Konstrukts (Tab. 11) ist im Vergleich zu der theoretisch aus der
Leistung des gene trap-Systems von Chin et al. (1999) berechneten Frequenz fiinf mal so
hoch. Zusammen mit den Ergebnissen zur GUS-Expression in dem gene trap-System mit
GTDsA (Bergmann 2003) ist das ein Hinweis auf eine erhohte Leistung des GTDsB-basierten
Systems, die moglicherweise durch das optimierte Konstrukt GTDsB vermittelt wird.

Eine weitere bei der Konzeption der Untersuchungen zur GUS-Expression in der
GT-F2-Population  beriicksichtigte ~ Problemstellung war die Identifizierung von
GUS-Expression, die auf vererbbaren Transpositionen des GTDsB-Konstrukts beruht. Nur
diese konnen im Unterschied zu rein somatischen Ereignissen in den nachfolgenden
Generationen analysiert werden. Um die Identifizierung von Kandidaten mit vererbbaren
Transpositionsereignissen zu ermoglichen, wurde entschieden jeweils mehrere Explantate der
Bliiten, Korner und Keimlinge zu analysieren (Abb. 12). Wenn mehrere oder alle Explantate
eines Organtyps die gleiche GUS-Expression zeigen, ist das ein Hinweis auf ein vererbbares
Ereignis (Erlduterungen dazu unter 3.4.1). In 58% der Fille in denen GUS-Expression
detektiert werden konnte, trat die GUS-Expression in einem einzigen Explantat des jeweiligen
Organtyps auf (Daten nicht gezeigt). Fiir GUS-Expression, die nur in einem Explantat auftritt,
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muss angenommen werden, dass sie die Folge somatischer Transposition des
GTDsB-Konstrukts ist. Die GroB3e des betroffenen somatischen Sektors kann dabei Hinweise
auf den Zeitpunkt der Transposition liefern. Ein Beispiel fiir so ein Ereignis ist der in Abb. 14
abgebildete Keimling der F2-Pflanze GT37/6. Eine Expression des gus-Reportergens konnte
nur in einem von acht getesteten Keimlingen detektiert werden (Tab. 8). Das Produkt der
GUS-Reaktion war in mehreren Zellen eines runden, somatischen Sektors des Skutellums
lokalisiert. Das ist der Hinweis auf eine frithe Transposition des GTDsB-Konstrukts in eine
exprimierte genomische Sequenz in einer Zelle des Skutellums. AnschlieBende Zellteilungen
haben wahrscheinlich zur VergroBerung des betroffenen somatischen Sektors gefiihrt. Eine
alternative Erklarung wire, das GTDsB in ein Gen gesprungen ist, dass nur in diesem
beschriankten Sektor des Skutellums exprimiert wird.

In insgesamt 14 Pflanzen der GT-F2-Population gibt es Hinweise auf eine GUS-Expression
nach einer vererbbaren Transposition des gene trap-Konstrukts (Tab. 11). Das impliziert eine
Frequenz der GUS-Expression von 10%. Es sind Nachkommen von insgesamt fiinf
unabhingigen GTDsB-Parentallinien (Tab.9). Fiir drei der fiinf vertretenen GTDsB-
Parentallinien, GTDsB 23, GTDsB 14B und GTDsB 26, konnte in den Untersuchungen zur
Transposition von GTDsB eine besonders hohe Transpositionsfrequenz festgestellt werden
(Tab. 12). In acht der 14 Pflanzen beruhen die Hinweise auf vererbbare
Transpositionsereignisse auf GUS-Expression in Geweben der GT-F3-Generation. Das kann
in einem Zusammenhang mit der Auspriagung von Ereignissen der GT-F2-Generation in der
GT-F3-Generation stehen. In vier der 14 GT-F2-Pflanzen, GT54/10, GT13/8, GT15/4,
GT15/9 konnte in Southernblotanalysen eine Transposition des GTDsB-Konstrukts detektiert
werden (Daten nicht gezeigt). Hinweise fiir einen Zusammenhang der Transposition mit der
GUS-Expression miissen in weiteren Analysen erbracht werden.

Fiir Blatt und Nodium wurden pro Pflanze jeweils nur ein bzw. zwei Explantate geférbt
(Abb. 12). Die Auswertung der Ergebnisse im  Hinblick auf vererbbare
Transpositionsereignisse erfolgte daher unter anderen Gesichtspunkten und erfordert weitere
Analysen. Obwohl die Wahrscheinlichkeit gering war, konnte GUS-Expression im Blatt in
drei von 99 getesteten Explantaten detektiert werden (Tab.8 und Tab.9). Mit dem
experimentellen Ansatz fiir das Blatt sind Ereignisse detektierbar, die auf einer Transposition
des GTDsB-Konstrukts in der GT-F1-Generation oder friih in der GT-F2-Generation beruhen.
Eine in der Entwicklung der GT-F2-Pflanze sehr frithe Transposition von GTDsB in einem
Halm der Pflanze kann iiber die Keimbahn-kompetenten Zellen an die nédchste Generation
vererbt werden. Die Expression in den Blittern ist daher durchaus als ein Hinweis auf ein
vererbbares Ereignis zu werten. Die Lokalisation der GUS-Aktivitét in allen drei Explantaten
entlang der Leitblindel (Daten nicht gezeigt), muss nicht mit einem gewebespezifischen
Expressionsmuster in Zusammenhang stehen. Jeon et al. (2003) haben bei GUS-Farbungen
von Blittern eine starke Farbung vor allem an den Schnittkanten und entlang der Leitbiindel
beobachtet. Als Grund wird die hohe Konzentration an Zellulose, Lignin und Wachsen in der
Epidermis der Blitter, die das Eindringen des Substrats an der Blattoberfliche erschwert,
diskutiert.
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In allen GT-F2-Pflanzen mit GUS-Expression in den Nodien konnte diese in jeweils nur
einem der beiden untersuchten Explantate detektiert werden. Das weist im Fall der Nodien
nicht zwingend auf ein somatisches Ereignis hin. Die Nodien wurden zwar von einem Halm
geerntet, aber individuelle Unterschiede in den Entwicklungsstadien sind moglich. In allen
vier bzw. drei getesteten Nachkommen der Linien GT80 und GT82 konnte GUS-Expression
in jeweils einem der beiden analysierten Nodien detektiert werden (Tab. 9). Das kann zum
einen auf eine frilhe Transposition des GTDsB-Konstrukts in der jeweiligen GT-F1-Pflanze
zuriickzufiihren sein, die an alle Nachkommen vererbt wurde. Als zweite Moglichkeit ist die
Integration von GTDsB in die exprimierte genomische Sequenz bei der Transformation der
GTDsB-Parentallinie denkbar. Fiir die erste Moglichkeit spricht, dass in allen drei
Nachkommen der Linie GT82 das gleiche Transpositionsereignis detektiert werden konnte
(Tab. 6), was eine germinale Transposition von GTDsB in der F1-Generation indiziert. In den
vier auf GUS-Expression untersuchten Nachkommen der Linie GT80 hingegen, konnte kein
Transpositionsereignis detektiert werden. Beide Linien entstammen der gleichen Parentallinie
GTDsB 11 (Tab. 9), was ein Argument fiir die zweite Moglichkeit ist. In den Nachkommen
der dritten Linie, die aus Kreuzungen mit GTDsB 11 entstanden ist, GT66, konnte allerdings
keine GUS-Expression in den Nodien detektiert werden. Zur Kldrung dieser speziellen Frage
sind weitere Analysen notwendig.

Der Vergleich von den in Southernblotanalysen nachgewiesenen Transpositionen und der
GUS-Expression weist darauf hin, dass in den histochemischen Untersuchungen zur
GUS-Expression in der GT-F2-Population viele somatische Ereignisse detektiert wurden. In
den Nachkommen der F1-Linien GT22, GT52, GT70, GT67, GT9, GT2 und GT66 konnte
eine Transposition des GTDsB-Konstrukts jedoch keine GUS-Expression nachgewiesen
werden (Tab. 6 und Tab. 8). Umgekehrt wurde in den Linien GT40, GT33, GT39, und GT4
eine Transposition des GTDsB-Konstrukts detektiert, aber keine Expression des
gus-Reportergens. Das Transpositionen des GTDsB-Konstrukts nicht zwangsldufig zur
Expression des Reportergens fithren und die Detektion von GUS-Expression nicht den
Nachweis von Transposition bedingt entspricht den Erwartungen. Eine Voraussetzung fiir die
Expression des Reportergens ist die Integration des GTDsB-Konstrukts in der richtigen
transkriptionalen Orientierung. Das geschieht statistisch betrachtet in 50% der Fille. In
Southernblotanalysen kdnnen Transpositionsereignisse zudem nur detektiert werden, wenn sie
die ganze Pflanze oder zumindest die Blétter aus denen die DNA isoliert wurde betreffen. Im
Gegensatz dazu kann im histochemischen GUS-Assay GUS-Expression, die in einzelnen
Zelle auftritt, detektiert werden (Jefferson et al. 1987, Lindsey et al. 1993). Letztendlich muss
beachtet werden, dass in den Southernblotanalysen der GT-F2-Generation wahrscheinlich
nicht alle Transpositionsereignisse erfasst wurden. Als Beispiel konnte Transposition in der
F1-Linie GT29 nur in der Southernblotanalyse mit BamHI und nicht mit Bgll oder Bcul
detektiert werden (3.2.1).
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4.4 Molekularer Nachweis eines gus-Fusionstranskripts

Die vier Nachkommen der Linie GT35 zeigen alle das gleiche Muster an GUS-Expression in
den Bliiten (Tab.9). Die histochemischen Analysen der zugehdrigen Parentallinie
GTDsB 26/1 ergaben, dass diese das gleiche Muster an GUS-Expression in den Bliiten zeigt.
Die Erkldarung dafiir ist, dass die spezifische GUS-Expression durch eine Integration des
GTDsB-Konstrukts bei der Transformation in eine exprimierte genomische Sequenz der
Gerste hervorgerufen wird. Entgegen der sich daraus ergebenden Erwartung konnte in den
Nachkommen der F1-Linie GT63, die aus Kreuzungen der gleichen Parentallinie GTDsB 26
entstanden ist, das spezifische Expressionsmuster des Reportergens in den Bliiten nicht
detektiert werden (Tab.9). Als Ursache sind zwei Moglichkeiten denkbar. Die erste
Moglichkeit ist, dass der fiir die GUS-Expression verantwortliche GTDsB-Integrationslocus
aufgrund von Segregation nicht an die Linie GT63 vererbt wurde. Als zweite Mdglichkeit ist
die Transposition, des fiir die GUS-Expression in den Bliiten verantwortlichen
GTDsB-Konstrukts, denkbar. In den Southernblotanalysen der Nachkommen der
GT-F1-Linie GT63 konnte keine Segregation von GTDsB-Integrationsloci detektiert werden
(Daten nicht gezeigt). Alle acht untersuchten Nachkommen von GT63 zeigen die gleichen
GTDsB-Hybridisierungssignale wie die Parentallinie GTDsB 26/1. In fiinf von acht getesteten
Nachkommen der Fl1-Linie GT63 konnte eine unabhidngige Transposition des GTDsB-
Konstrukts detektiert werden (Tab. 6). Gegen die zweite Erkldrung spricht somit, dass in drei
Nachkommen der Linie GT63 keine Transposition des GTDsB-Konstrukts detektiert werden
konnte. Fiir beide Mdglichkeiten liegen somit keine eindeutigen Hinweise vor. Zur Klidrung
der Ursache fiir die fehlende GUS-Expression in den Bliiten der Linie GT63 kdnnen z.B.
weitere Southernblotanalysen mit anderen Restriktionsenzymen durchgefiihrt werden.

In der Northernblotanalyse von Gesamt-RNA aus Seitenbliiten der GUS-exprimierenden
Linie GTDsB 26/1 konnten gus-Fusionstranskripte nachgewiesen werden (Abb. 18), was der
Theorie zum funktionalen Konzept des gene trap-Konstrukts entspricht (Abb. 1). Die
Isolierung der Sequenzen der 5’Enden der gus-Fusionstranskripte mit der 5’RACE zeigt , dass
in allen das Transkript des gus-Reporters mit Sequenzen des Transformationsvektors
pBluescript verspleiit ist (Abb. 20, Abb. 25). Von den insgesamt 18 aus unabhingigen
Klonen isolierten 5’Sequenzen von gus-Fusionstranskripten sind 15 {iber die
Spleiflakzeptorstelle A1 und 3 iiber die Spleiakzeptorstelle A2 verspleifit (Abb. 25 und
3.5.6). Auch wenn die Population an isolierten gus-Fusionstranskripten nicht reprasentativ ist,
ist das ein Hinweis auf eine hdufigere Benutzung von Al. Fiir GTDsB wurde in transienten
Untersuchungen gezeigt, dass die Spleilakzeptorstellen A2 und A3 ungefdhr gleich héufig,
aber elfmal seltener als Al benutzt werden (Bergmann 2003). Die fiir den Spleilvorgang
wichtigen Sequenzen von GTDsB (Abb. 2) wurden fiir den Einsatz in Monokotyledonen
optimiert (Bergmann und Liitticke 2004). Ein wichtiger Punkt bei der Optimierung war im
Hinblick auf den fiir die Auswahl der Spleiakzeptorstellen postulierten
scanning-Mechanismus (Smith et al. 1993) die Schwéchung der SpleiBakzeptorstelle Al. Im
Unterschied zu den bisher untersuchten gene trap-Konstrukten (Nussaume etal. 1995,
Chin et al. 1999) konnte fir GTDsB die Aktivierung der Spleilistelle A3 gezeigt werden
(Bergmann und Liitticke 2004). Der Hinweis auf eine héufigere Nutzung der
Spleiflakzeptorstelle Al entspricht den Erwartungen. Die Zahl an in dieser Arbeit isolierten
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gus-Fusionstranskripten ist moglicherweise zu limitiert, um die Nutzung der beiden weniger
héufig benutzten Spleilakzeptorstellen A2 und A3 zu zeigen. In transienten Tests wurde
gezeigt, dass die SpleiBBakzeptorstellen A2 und A3 mit der anndhernd gleichen Frequenz
genutzt werden (Bergmann und Liitticke 2004). Folglich kann spekuliert werden, dass
aufgrund der nachgewiesenen Nutzung von A2 auch die Nutzung der SpleiBakzeptorstelle A3
wahrscheinlich ist. Die Rate mit der GUS-Expression detektiert werden kann steigt, wenn alle
Spleiflakzeptorstellen genutzt werden, da bei einer Insertion des gene trap-Konstrukts in eine
exprimierte Gensequenz nur die Nutzung einer der drei moglichen Spleilakzeptorstellen zu
einem Transkript fiihrt, von dem aus ein funktionales Reporterprotein gebildet werden kann.
Folglich ist die hohe Effizienz der GUS-Detektion in der GT-F2-Population (Tab. 9) ein
weiterer Hinweis auf die Nutzung aller drei Spleilakzeptorstellen von GTDsB.

Der molekulare Nachweis des gus-Fusionstranskripts 2 (Abb. 30) hat ergeben, dass dieses in
den gleichen Stadien der sterilen Seitenbliiten der Linie GTDsB 26/1 detektiert werden kann
in denen GUS-Expression nachgewiesen wurde (3.5.2). Das ist ein erster Hinweis darauf, dass
das Transkript 2 zu der GUS-Expression in den Bliiten beitragen konnte. Da in der RT-PCR
ein Primer verwendet wurde, der im &duflersten 5’Ende der gus-Sequenz bindet ist kein
Aussage dazu moglich, ob ausgehend von dem Transkript 2 ein funktionales GUS-Protein
gebildet werden kann. Um die Beteiligung der isolierten Transkripte an der GUS-Expression
in den Bliiten eindeutig zu klédren, sind weitere Analysen notwenig.

In RT-PCR-Analysen konnten mit Primern fiir die gus-Sequenz und Primern fiir das
Transkript 2 jeweils in den gleichen Entwicklungsstadien steriler Seitenbliiten und Geweben
der Linie GTDsB 26/1 Produkte amplifiziert werden (Abb. 16 und Abb. 30). Das ist im
Zusammenhang mit der Frage, ob andere gus-Fusionstranskripte auBer dem Transkript 2
moglicherweise an der GUS-Expression in den Bliiten der Linie GTDsB 26/1 verantwortlich
sind, interessant. In beiden Experimenten (3.5.3 und 3.5.7) konnte das jeweilige Transkript
auch in den Nodien detektiert werden. Die Amplifikation der Sequenz von Transkript 2
allerdings war sehr schwach (Abb. 30). Als Grund dafiir wire das zusétzliche Auftreten eines
anderen gus-Transkripts in den Nodien vorstellbar. Das erscheint in Zusammenhang mit der
mit 12 sehr hohen Zahl an GTDsB-Integrationsloci in der Linie GTDsB 26 mdglich (Tab. 3).
Die Isolierung von Sequenzen mit der 5’RACE hatte bereits Hinweise darauf geliefert, dass in
den Bliiten der Linie GTDsB 26/1 eine heterogene Population an gus-Fusionstranskripten
vorliegt. Diese zeigen alle Identitdten mit den Sequenzen von pBluescript (Abb. 20, Abb. 25
und Abb. 29). Die Integration in eine exprimiertes Gen der Gerste mull in dieser
GTDsB-Parentallinie bei der Transformation erfolgt sein. Die Gerstenpflanzen wurden
biolistisch mit dem Vektor pGTDsB transformiert, der aus dem Vektor pBluescript mit einer
Insertion des GTDsB-Konstrukts besteht (2.1.5). Bei der Integration eines vollstindigen
GTDsB-Konstrukts kann zusétzlich eine variable Lénge der pBluescript-Sequenzen zu beiden
Seiten des Konstrukts integrieren. Es ist vorstellbar, dass wenn die Integration in eine
exprimierte genomische Sequenz der Gerste erfolgt ist, die Expression des Reportergens eines
nicht-transponierten GTDsB-Konstrukts und der angrenzenden Vektorsequenzen stattfindet.
Das VerspleiBen des Transformationsvektors mit dem gus-Transkript muss {iber eine
Spleildonorstelle im pBluescript-Vektor erfolgt sein. Die Sequenzen der isolierten
gus-Fusionstranskripte indizieren weitere Spleivorgdnge innerhalb des pBluescript-Vektors
(Abb. 20, Abb. 25 und Abb. 29).
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4.5 Ansatze zur Anwendung der gene trap-Linien

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von GT-Linien der Gerste und die Erarbeitung von
Erkenntnissen zum Finsatz dieser in einem gene trap-Ansatz. Aufgrund der Ergebnisse
konnen erste Antworten auf die eingangs gestellten Fragen gegeben werden.

Der erste fiir das gene trap-System entscheidende Punkt ist die Transposition von GTDsB. In
49 der 191 getesteten Pflanzen (26%) der GT-F2-Population konnten unabhéngige
Transpositionen detektiert werden. Es gibt Hinweise darauf, dass die Transposition in der
Weitergabe einer hohen Zahl an unabhidngigen Transpositionsereignissen an die
Nachkommen resultiert (4.1, S. 67). Die Voraussetzungen fiir eine effiziente Verteilung von
unabhingigen GTDsB-Insertionen in einer gene trap-Population sind somit gegeben. Zudem
konnen GT-Linien selektiert werden, die aufgrund von hohen Transpositionsfrequenzen
besonders fiir eine gene trap-Population geeignet sind. Fiir vier GTDsB-Parentallinien,
GTDsB 23, GTDsB 16, GTDsB 14B, GTDsB 26, liegen Hinweise auf eine
Transpositionsfrequenz von iiber 30% vor (Tab. 12). GT-Linien aus Kreuzungen dieser mit
den Transposase-Linien DHcw21 und cw74 (Tab.6), die die N-Terminal verkiirzte
Transposase exprimieren, erscheinen als besonders geeignet (4.2, S. 71).

Zwei weitere Aspekte konnen die Nutzung der GT-Linien beeinflussen. Der erste ist der
Verlust der Transpositionsaktivitdt. Die Inaktivierung von Ac/Ds-Elementen ist ein Problem
welches in Reis beobachtet werden konnte (Izawa et al. 1997, Greco et al. 2003). Von vier
GT-F2-Linien GT54/8, GT29/6, GT49/7 und GT41/3 wurden jeweils 67, 64, 59 und 62
GT-F4-Pflanzen in Southernblotanalysen auf die Transposition der GTDsB-Konstrukte
untersucht (Liitticke, personliche Mitteilung). In allen vier GT-F2-Linien konnten
Transpositionsereignisse detektiert werden, die in Keimbahn-kompetenten Zellen der
GT-F2-und GT-F3-Generation oder in einem frithen Entwicklungsstadium der
GT-F4-Generation stattgefunden haben miissen. Das ist ein Hinweis darauf, dass die
Transpositionsaktivitit von GTDsB in der gene trap-Population iiber mehrere Generationen
erhalten bleibt. Der andere Punkt, der einen Einfluss auf die Nutzung der GT-Linien in einem
Ansatz zur Insertionsmutagenese hat, ist die Frequenz mit der GTDsB in Gensequenzen
inseriert. Diese hat einen direkten Einfluss auf die zu analysierende Populationsgrofie. In
Arabidopsis (Parinov et al. 1999, Ito et al. 2002) und Reis (Enoki et al. 1999, Greco et al.
2001, Kolesnik et al. 2004) transponieren Ac/Ds-Elemente préferentiell in codierende
genomische Sequenzen. So wurde zum Beispiel fiir Reis berechnet, dass Ac dreimal so hiufig
als bei zufilligen Integrationen erwartet in Gensequenzen transponiert (Greco et al. 2001,
Enoki et al. 1999). Auch fiir Gerste belegt eine Studie eine Priferenz fiir die Insertion von
Ac/Ds-Elementen in codierende genomische Sequenzen (Cooper et al. 2004). Mit Hilfe der
thermal asymmetric interlaced(TAIL)-PCR (Liu et al.1995) wurden die flankierenden
genomischen Sequenzen von 19 transponierten GTDsB-Elementen isoliert (Liitticke,
personliche Mitteilung). Fiinf davon zeigen eine Identitdt zu Sequenzen aus Reis und Weizen.
Die restlichen 14 zeigen eine Identitéit zu ESTs aus Gerste mit einer Ahnlichkeit von iiber
88% und einem e-Wert >¢”. Die Anzahl an ESTs aus Gerste in Datenbanken mit der
durchschnittlichen Lidnge von 400 bp betrdgt ungefdhr 350.000. Das entspricht 3% des
gesamten Genoms. Ein zufélliges DNA-Fragment wire somit mit einer Wahrscheinlichkeit
von 3% homolog zu EST in Datenbanken. Die Frequenz von 74% der isolierten flankierenden
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genomischen Sequenzen mit Identitéten zu EST der Gerste indiziert somit eine Préiferenz des
Ds-basierten GTDsB-Konstrukts fiir exprimierte Sequenzen der Gerste. Damit liegen fiir zwei
weitere Aspekte der Transposition von GTDsB Erkenntnisse vor, die fiir die Anwendung der
GT-Linien relevant sind.

Die Untersuchungen zur Expression des gus-Reportergens von GTDsB in der
GT-F2-Generation haben zum einen gezeigt, das eine Reporteraktivitit in mehr als 50% der
untersuchten Pflanzen nachgewiesen werden kann (4.3, S. 73). Zum anderen gibt es in 10%
dieser Pflanzen Hinweise auf ein vererbbares Ereignis. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen
zudem, dass die Frequenz der GUS-Expression in dem hier vorgestellten gene trap-Ansatz im
Vergleich zu Systemen mit anderen Konstrukten hoher liegt. Der dafiir entscheidende Faktor
konnte der Einsatz des optimierten gene trap-Konstrukts GTDsB sein. Das 5’terminal an das
gus-Transkript fusionierte Sequenzen isoliert werden konnen, wurde anhand der Isolierung
von zwei gus-Fusionstranskripten gezeigt (4.4, S. 78). Zusammenfassend demonstrieren die
Ergebnisse dieser Arbeit, dass die etablierten und untersuchten GT-Linien fiir ein
gene trap-System nutzbar sind.

Fiir den Einsatz der GT-Linien gibt es verschiedene Moglichkeiten. GT-Linien, in denen es
Hinweise auf eine besonders hohe Transpositionsaktivitit gibt, konnen fiir einen
tagging-Ansatz, mit dem Ziel jedes Gen des Gerstengenoms mit einer GTDsB-Insertion zu
versehen, genutzt werden. In dieser Population erfolgt iiber mehrere Generationen hinweg die
Verteilung von gene trap-Konstrukten nach Transposition in dem Genom. Die notwendige
Populationsgrofle, um ausgehend von einigen wenigen GT-Linien eine gene trap-Insertion in
der richtigen Orientierung in jedem Gen zu erhalten, hingt dabei von mehreren Faktoren, wie
Transpositionsfrequenz, Anteil an ungekoppelten Transpositionen, praferentielle Integration
in Gene, Anzahl der Konstrukte bzw. Position der Integrationsloci, Genomgrof3e bzw. Anzahl
der Gene ab. Eine hohe Transpositionsfrequenz und die préferentielle Integration in
codierende genomischen Sequenz, resultieren in der Reduktion der notwenigen
PopulationsgroBe.  Solche  gene trap-Populationen  kénnen  unter  modifizierten
Wachstumsbedingungen durchmustert werden, um z.B. Gene, die durch Infektionen oder
abiotischen Stress reguliert werden zu finden (Springer 2000, zur Ubersicht). Baxter-Burrell
etal. (2003) zeigen in ihrem Ansatz nach Sundaresan et al. (1995) in Arabidopsis wie mit
gene trap- und enhancer trap-Linien effizient Gene identifiziert werden kénnen, die im
Zusammenhang mit Sauerstoffstress reguliert werden. Sie haben dafiir Arabidopsis-Pflanzen
mit transponierten gene trap- oder enhancer trap-Konstrukten unter Sauerstoffmangel
kultiviert und anschlieBend histochemisch auf Aktivitit der B-Glukuronidase untersucht. Eine
weitaus interessantere Strategie, die auf viel kleinere Populationen angewendet werden kann,
ist die lokale Insertionsmutagenese. Fiir diese Strategie muss die chromosomale Position des
gene trap-Konstrukts zunéchst genetisch kartiert werden. GT-Linien mit GTDsB-Insertionen
in interessanten Genombereichen konnen fiir eine lokale Mutagenese genutzt werden. Dabei
ist die Eigenschaft der Ac-Elemente mit einer hohen Frequenz in Positionen, die sich in enger
Nachbarschaft zu den Donorstellen befinden, zu integrieren (Kunze 1996, zur Ubersicht) von
Vorteil.



ZUSAMMENFASSUNG 82

5 Zusammenfassung

Eine effektive Strategie fur die Verknupfung von Gensequenzen mit der biologischen
Funktion der Genprodukte ist die Insertionsmutagenese. Dabei integriert eine bekannte
Sequenz in ein Gen und verandert dadurch die Genstruktur. Die Folge kann eine Veranderung
der Genfunktion sein, die bestenfalls zu einem detektierbaren verédnderten Phénotyp bei der
Pflanze flhrt. Eine systematische Analyse von knock out-Mutanten in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae hat demonstriert, dass ein signifikanter Teil der Mutationen nicht
zu detektierbaren phanotypischen Veranderungen fiihrt (Ross-Macdonald 2000). Es wird
geschatzt, dass in Hefe 60-70% der Gene nach einer Insertionsmutagenese keinen mutanten
Phénotyp zeigen (Goebl und Petes 1986, Oliver et al. 1992, Burns et al. 1994). Hier bietet der
Einsatz von gene trap-Konstrukten als Insertionsmutagene eine wertvolle Alternative. Diese
Konstrukte verfiigen tber ein Reportergen, dessen Expression von der Transkription des
chromosomalen Gens abhangt, in welches das Konstrukt inseriert ist. Daflr verfligt das
gene trap-Konstrukt uber spezielle Funktionseinheiten: Spleilkdonorstellen,
Spleilakzeptorstellen und weiteren Intronsequenzen, die fir die effektive Erkennung der
Spleillakzeptorsequenzen notwendig sind. Diese erlauben, unabhéngig von der Insertion in ein
Intron oder Exon, ein VerspleiRen des Reportergen-Transkripts mit endogenen exprimierten
Sequenzen, so dass Uber ein Fusionstranskript das Reportergen-Produkt entsteht (Abb.1).
Bergmann und Lutticke (2004) konnten ein gene trap-Konstrukt entwickeln in dem die
Effizienz des Verspleiliens des Reportergen-Transkripts mit endogen exprimierten Sequenzen
fur monokotyledone Pflanzen optimiert wurde. Das als GTDsB (gene trap Ds B) bezeichnete
Konstrukt basiert auf dem nicht-autonomen Transposon Ds aus Mais und wurde in dieser
Arbeit erstmalig zur Etablierung von gene trap-Linien in Gerste eingesetzt. Die Nutzung von
Transposons fir die Verteilung der gene trap-Konstrukte in dem Genom ist gerade in Gerste,
aufgrund der geringen Gendichte (Sandhu und Gill 2002, zur Ubersicht), sinnvoll. Sowohl die
Transposition der gut charakterisierten Ac/Ds-Elemente (Koprek et al. 2000, Scholz et al.
2001), als auch die préaferentielle Integration in aktive chromosomale Regionen (Cooper et al.
2004) sind fur Gerste gezeigt worden.

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von gene trap(GT)-Linien und die Untersuchung
der fur das genetrap-System relevanten Eigenschaften der Transposition und
GUS-Expression. Da mit einem Zweikomponenten-System gearbeitet wird (Abb. 4), wurden
fur die Herstellung der GT-Linien vier unabh&ngige Transposase(TPase)-exprimierende
Linien und 16 unabhdngige GTDsB-Linien gekreuzt, was zur Etablierung von 79
unabhéngigen GT-Linien geflihrt hat. Die Analysen der GT-F2-Generation wurden mit
Nachkommen von 28 unabhangigen GT-Linien durchgefiihrt, in denen 11 GTDsB-Linien in
Kombination mit mindestens zwei verschiedenen TPase-Linien prasent sind. Diese GT-Linien
waren die Basis zur Bearbeitung von folgenden Fragestellungen:
1. Transponiert GTDsB in den GT-Linien und mit welcher Frequenz finden unabhéngige
Transpositionen statt?
2. Sind bestimmte GT-Linien aufgrund von hohen Transpositionsfrequenzen fir ein
gene trap-System besonders geeignet?
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3. Erfolgt eine Expression des Reportergens in der GT-Population und wie ist diese
Frequenz im Vergleich zu anderen gene trap-Systemen?
4. Ist eine effiziente Isolierung der 5’terminal an das gus-Transkript fusionierten
Sequenzen moglich?

Die Fragestellungen zur Transposition von GTDsB in den GT-Linien wurden mit
Southernblotanalysen untersucht. Dabei konnten in 9 von 79 (11%) analysierten Pflanzen der
GT-F1-Generation und in 79 von 191 (41%) untersuchten Pflanzen der GT-F2-Generation
Transpositionen detektiert werden. Damit ist die Transpositionsfrequenz im Vergleich zu den
bisher fur Gerste publizierten Daten von 1-2% in der F1-Generation (Koprek et al. 2000,
Scholz et al. 2001) und 16% in der F2-Generation (Koprek et al. 2000) erhoht. Die Effizienz
der Insertionsmutagenese mit GTDsB wird unter anderem von der Frequenz unabhéngiger
Transpositionsereignisse beeinflusst. Die dafiir in der F2-Generation der GT-Linien ermittelte
Frequenz von 26% (49 Ereignisse in 191 getesteten Pflanzen) entspricht den Frequenzen der
gut untersuchten Systeme zur Insertionsmutagenese in Reis (Greco et al. 2001, Kolesnik et al.
2004, Enoki et al. 1999). Die Transposition von GTDsB konnte in 21 der 28 untersuchten
GT-Linien  detektiert  werden, wobei alle 11  GTDsB-Parentallinien  mit
Transpositionsereignissen vertreten sind. In den F2-Nachkommen der 11 GTDsB-Linien
variiert die Transpositionsfrequenz von 5 bis 67%. Dabei scheinen zwei Faktoren einen
Einfluss auf die Transpositionsfrequenz zu haben. Der erste ist die Position der
GTDsB-Integrationsloci. Der Einfluss der genomischen Position des Konstrukts auf die
Transpositionsfrequenz wurde fir Mais (D6ring 1989, zur Ubersicht) gezeigt und wird auch
fur heterologe Systeme (Kolesnik et al. 2004) diskutiert. Der zweite Faktor ist die
Transposase. Fur die Herstellung der GT-Linien wurden Transposase-Linien, die entweder
eine Wildtyp-Transposase oder eine Transposase mit einer N-terminalen Deletion von 102
Aminosduren exprimieren, mit GTDsB-Linien gekreuzt. Aus den Ergebnissen zur
Transposition lassen sich Hinweise dafir ableiten, dass die N-terminal um 102 Aminoséuren
verkirzte Transposase hohere Transpositionsfrequenzen des GTDsB-Konstrukts in Gerste
induziert.
Die Expression des gus-Reportergens wurde mit einem histochemischen GUS-Assay an 5134
Explantaten von 141 GT-F2-Pflanzen untersucht. Um eine mdglichst weitreichende Erfassung
der GUS-Expression zu ermdglichen, wurden von jeder Pflanze, Blattstiicke, Nodien,
unbefruchtete Bluten, befruchtete Bliten, Koérner und Keimlinge analysiert. Zur
Unterscheidung von somatischen Ereignissen von Ereignissen, die vererbt werden kénnen,
wurden von vier der sechs Organe mindestens acht Explantate untersucht. Unter vererbbar
werden Ereignisse der GUS-Expression zusammengefasst, die auf einer Transposition des
GTDsB-Konstrukts basieren, die an die Nachkommen vererbt werden kann. GUS-Expression
konnte in allen Organen und dort in unterschiedlichen Geweben detektiert werden. Auffallig
war dabei, dass in den F3-Geweben der Koérner und Keimlinge die Frequenz an
GUS-Expression mit 28% und 23% hoher war als in den F2-Geweben Blatt (3,5%), Nodium
(14%) und Blite (8 + 12%). In 14 der 141 analysierten Pflanzen (10%) der GT-F2-Population
gibt es Hinweise auf ein vererbbares Ereignis der GUS-Expression. Diese stellen interessante
Kandidaten fur weitere Analysen dar. Der Vergleich der hier ermittelten Frequenz der
GUS-Expression mit den Frequenzen von gene trap-Systemen in Reis (Chin et al. 1999) und
Arabidopsis (Sundaresan et al.1995) deutet auf eine sehr effiziente Expression des



ZUSAMMENFASSUNG 84

GUS-Reporters hin. Der darauf Einfluss nehmende Faktor konnte der Einsatz des optimierten
gene trap-Konstrukts GTDsB sein.

Dartiber hinaus konnten von einer GTDsB-Parentallinie, in deren GT-Nachkommen
GUS-Expression in den Bliten nachgewiesen worden war, mittels 5’RACE (Rapid
Amplification of cDNA Ends, Frohman et al. 1988) die Sequenzen der 5’terminalen Fusionen
von gus-Fusionstranskripten isoliert werden. In dieser Linie war das GTDsB-Konstrukt
inklusive flankierender VVektorsequenzen bei der Transformation in eine genomische Position
integriert, die eine Expression des Reporters vermittelt. Erste Hinweise darauf, dass das
gus-Fusionstranskript zur Expression des Reporters in den Bliten beitragt, sind aus dem
Nachweis dieses Transkripts in den gleichen Entwicklungsstadien der Bliten in denen
GUS-Expression detektiert werden konnte, entstanden.

Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die etablierten GT-Linien
ein hohes Potential fur die Anwendung in einem gene trap-Ansatz in Gerste haben.
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Abktlrzungen und Einheiten

Abkulrzungen

A
Abb.
Ac
amp
bzw.
C
cDNA
CSPD

dATP
dCTP
dGTP
DIG
DNA
dNTP
Ds
dTTP
E. coli
EST

F

G
GAPDH
GSP
GT
GUS
gus
MRNA
N-terminal
ORF

p

PCR
RACE
RNA
RNase
RT
RT-PCR
SDS
Seq
SSC

T

TO
Tab.
TIR
TPase
TSD

U
X-Gluc

Adenin

Abbildung

‘Activator’, autonomes transponierbares Element aus Mais
Ampicillin

beziehungsweise

Cytosin

komplementare DNA
Dinatrium-3-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetan-3,2’-
(5’-Chloro)Tricyclo[3.3.1.1%"|Decan}-4-yl)-Phenylphosphat
Desoxyadenosintriphosphat

Desoxycytidintriphosphat

Desoxyguanosintriphosphat

Digoxigenin

Desoxyribonukleinséure

Desoxynukleotidtriphosphat

‘Dissociation’, nicht-autonomes transponierbares Element aus Mais
Desoxythymidintriphosphat

Escherichia coli

Expressed segeuence tag

Filialgeneration

Guanin

glykolytische Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
genspezifischer Primer

gene trap

B-Glukuronidase

uidA oder gusA, Gen flr die B-Glukuronidase

messenger RNA

aminoterminal

open reading frame

Parentalgeneration

Polymerasekettenreaktion

rapid amplification of cDNA ends

Ribonukleinséure

Ribonuklease

Reverse Transkriptase

Reverse Transkriptase-PCR

Natriumdodecylsulfat

Sequenz

Standard Saline Citrate

Thymin

direktes, transgenes Pflanzenregenerat
Tabelle

terminal inverted repeat

Transposase

target site duplication

Uracil

5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D-Glucuronséure
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Einheiten

°C Grad Celsius

bp Basenpaare

g Gramm

h Stunde

J Joule

kb Kilobasen

I Liter

m Meter

M molar, mol/I

Mb Megabasen

min Minute

Pa Pascal, 1 Pa = 1,45x 10™ psi
psi pounds per square inch
rpm Umdrehungen pro Minute
U units

v Volumen

w Gewicht

sec Sekunde

k kilo- 10°
m milli- 10
m mikro- 10°®
n nano- 10°
p pico 10
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