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Zusammenfassung 

 

Nachwachsende Rohstoffe sind ein essentieller Bestandteil der Energiewende und bergen ein großes 

Potential für die Energiegewinnung. Der nachwachsende Energieträger „Biomasse“ kann unter anderem 

aus Pappeln gewonnen werden, die auf Kurzumtriebsplantagen angepflanzt werden. Das so produzierte 

Holz kann als Festbrennstoff genutzt oder nach technischen Optimierungen auch in biogene 

Flüssigkraftstoffe umgewandelt werden. Das Potential der für die Biomassegewinnung eingesetzten 

Pappelklone ist allerdings in Hinblick auf hohe Holzerträge bisher nicht ausgeschöpft. Durch 

gentechnische Ansätze sollte die Biomasseproduktion der Pappel beeinflusst und im Idealfall gesteigert 

werden. Da jedoch momentan ein kommerzieller Anbau von gentechnisch modifizierten Pappeln in 

Deutschland nicht möglich ist, liegt die Bedeutung der in dieser Arbeit erhaltenen Erkenntnisse in der 

Identifizierung von Kandidatengenen, die für eine beschleunigte, zielorientierte Pappelzüchtung 

Anwendung finden können.  

Grundlage für die Auswahl der Kandidatengene war die Beobachtung von Melzer et al. (2008), dass die 

beiden Blütengene SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) und FRUITFULL (FUL) bei 

parallelem Knockout in Arabidopsis sekundäres Dickenwachstum und Holzbildung auslösten. Neben 

diesen beiden Kandidatengenen wurden fünf weitere, nur teilweise annotierte Gene bearbeitet, die 

sowohl im sich entwickelnden Xylem als auch in den Blüten oder in den Wurzeln der Pappel exprimiert 

wurden. Diese Kandidatengene wurden durch Agrobacterium-vermittelte Transformationen in 

Pappelhybriden konstitutiv überexprimiert bzw. mittels RNA-Interferenz herunterreguliert. Die 40 

erhaltenen transgenen Linien wurden molekulargenetisch und auf signifikant abweichende Phänotypen 

untersucht. Von ausgewählten Linien wurde zusätzlich die Holzzusammensetzung und -anatomie 

analysiert.  

Die Ergebnisse der fünf Xylem-exprimierten Kandidatengene waren inhomogen. Eine Veränderung des 

Phänotyps war nach Überexpression oder Herunterregulation des jeweiligen Kandidatengens nicht 

konsistent zu erzielen, dennoch wurden sowohl transgene Linien mit signifikant gesteigertem oder 

reduziertem Wachstum erhalten. Von diesen Pflanzen soll das Wachstum unter standardisierten 

Bedingungen validiert sowie die Expression von Genen der Biomassesynthesewege untersucht werden.  

Dagegen wiesen drei unabhängig erzeugte, transgene Pappellinien, in denen SOC1 und FUL parallel 

überexprimiert wurden, einen stark beeinflussten Phänotyp mit deutlich reduzierter Pflanzenhöhe, sowie 

bei einem besonders intensiven Phänotyp veränderte Blätter und fragile Wurzeln auf. Die Überexpression 

von nur einem dieser Gene blieb unterdessen unauffällig, ebenso die einzelne und parallele 

Herabregulierung von SOC1 und FUL. Zur Erklärung der erhaltenen Ergebnisse nach der genetischen 

Modifikation von SOC1 und FUL wurden zwei Hypothesen entwickelt. Ihre Überprüfung bietet 

Ansatzstellen für weitere Untersuchungen und genetische Veränderungen, die durch neue Genome 

Editing-Techniken auch Möglichkeiten für die spätere praktische Verwendung der Pappeln eröffnen 

würden. 
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Abstract 

 

Renewable resources are an essential part of the German energy transition and hold great potential for 

energy production. Biomass can, for instance, be gathered from poplars grown on short rotation coppices. 

Their wood can be used as a solid fuel or as a fluid fuel after technical improvement. The potential of the 

applied poplar clones with regard to high wood yield has not yet been exhausted. The biomass production 

of poplars should ideally be modified and increased using biotechnological approaches. Since there are no 

plantations of genetically modified poplars in Germany the results of this thesis can serve candidate genes 

for conventional breeding. Thus, poplar breeding can be performed both faster and more target-oriented.  

Background for the selection of candidate genes was a publication by Melzer et al. (2008). Here, 

SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) and FRUITFULL (FUL) triggered secondary 

thickening and wood formation in Arabidopsis with a parallel knockout approach. Additionally to these 

two candidate genes, five other candidate genes were identified that were only partly annotated. These 

genes were expressed in poplar in developing xylem and in the catkins or the roots, respectively. The 

candidate genes were modified via Agrobacterium-mediated transformations for constitutive 

overexpression and knockdown by RNA interference. In total, 40 transgenic lines were examined on the 

molecular level and screened for significantly differing phenotypes. Selected lines were analysed 

regarding their wood composition and anatomy.  

The results of the five xylem-expressing candidate genes were heterogeneous. Overexpression or 

downregulation did not consistently lead to aberrant phenotypes. However, several transgenic lines were 

produced with either significantly increased or decreased growth. These plants will be under further 

investigation concerning their growth under standardized conditions and possible changes in the 

expression of biomass-related genes. 

Three independent transgenic lines with an overexpression of SOC1 and FUL showed a strongly influenced 

phenotype with significantly reduced plant height. One extreme case is marked additionally by aberrant 

leaves and fragile roots. Overexpressing only one of both genes as well as the parallel downregulation of 

both SOC1 and FUL remained unremarkable. To explain the yielded results after the genetic modification 

of SOC1 and FUL, two hypotheses were developed. Their validation provides approaches for further 

considerations and genetic modifications which can be used to open new potential for subsequent 

application by the new genome editing techniques. 
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1 Einleitung 

 

1.1 Energieversorgung in Deutschland 

1.1.1 Aktueller Energiemix  

Ein divers zusammengesetzter Energiemix garantiert die Versorgungssicherheit Deutschlands. Sofern 

eine Energiequelle, möglicherweise auch zeitlich begrenzt, nicht verfügbar sein sollte, kann grundsätzlich 

die Energieversorgung des Landes aufrecht erhalten werden. Dies ist ein unerlässlicher Bestandteil für 

einen attraktiven Wirtschaftsstandort.  

Im Jahr 2013 lag der Anteil von organisch-fossilen Energieträgern und Kernenergie am deutschen 

Endenergieverbrauch zusammen bei 87,7%. Die übrigen 12,3% der verbrauchten Energie in Deutschland 

stammten aus erneuerbaren Energien. Zur Energieerzeugung aus regenerativen Energieträgern werden 

Wasserkraft, Windkraft, Solarenergie und nachwachsende Rohstoffe genutzt (Abb. 1.1). Sie haben 

gemeinsam, dass ihre Energie direkt oder indirekt in der Sonnenstrahlung begründet ist. Ausnahmen sind 

hier lediglich Geothermie und Energie aus Gezeitenkraftwerke, die ebenfalls in die Gruppe der 

regenerativen Energieträger gehören. Sie nehmen mit einem Anteil von 0,4% am deutschen 

Endenergieverbrauch eine untergeordnete Rolle ein. Die nachwachsenden Rohstoffe tragen den Großteil 

zum regenerativen Energieanteil bei: Biomasse zur Wärme- und Stromerzeugung sowie Biokraftstoffe 

stellen zusammen etwa 62%. Das entspricht 7,6% des gesamten Endenergieverbrauchs (FNR 2014). 
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Abb. 1.1: Anteil der regenerativen Energiequellen am Endenergieverbrauch in Deutschland im Jahr 2013 (nach FNR 2014, 

Stand März 2014) 

Der deutsche Endenergieverbrauch lag im Jahr 2013 insgesamt bei 2.590 TWh. Davon wurden 87,7% aus organisch-fossilen 

Energieträgern und der Kernenergie gewonnen. Erneuerbare Energien produzierten davon insgesamt 12,3%, wobei die Biomasse 

davon den größten Anteil trägt.  

 

Die Bedeutung der Biomasse als Energieträger wird derzeit zwar nicht in der Stromerzeugung, allerdings 

bei der Wärmeerzeugung deutlich (Abb. 1.2). Nach Angaben des BMEL (2015) wird rund die Hälfte der 

verbrauchten Endenergie in Deutschland für die Wärmeerzeugung eingesetzt. Der Anteil der 

erneuerbaren Energien insgesamt am Wärmeverbrauch liegt bei 9,9%. Hiervon macht die Biomasse mit 

knapp 87% den größten Teil aus, was 113 Mrd. kWh entspricht (BMWi 2015). Geothermie und 

Solarthermie nehmen eine deutlich untergeordnete Rolle ein. Der Anteil der erneuerbaren Energien an 

der Wärmeerzeugung soll bis 2020 auf 14% gesteigert werden. Dazu werden auch dem Endverbraucher 

staatliche Fördermaßnahmen angeboten (BMEL 2015).  

 

 

Abb. 1.2: Entwicklung des Wärmeverbrauchs aus erneuerbaren Energien in Deutschland (aus BMWi 2015) 

Erneuerbare Energien steuern einen zunehmenden Teil an der Wärmebereitstellung in Deutschland bei. Im Jahr 2014 lag der Wert 

bei 130,9 Mrd. kWh. Der insgesamt niedrigere Wärmeverbrauch und niedrigere Anteil an biogenen Festbrennstoffen im Jahr 2014, 

die dem steigenden Langzeittrend widersprechen, werden auf die milde Witterung in diesem Jahr und den damit reduzierten 

Feuerholzverbrauch in Privathaushalten zurückgeführt (BMWi 2015). Zeichenerklärung: *) inkl. biogenem Anteil des Abfalls, ab 

2013 inkl. Klärschlamm; **) inkl. Biodieselverbrauch in der Landwirtschaft; ***) Biogas, Biomethan, Klär- und Deponiegas. 
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1.1.2 Energiewende 

Der Begriff „Energiewende“ beschreibt den Übergang der Energieversorgung aus organisch-fossilen und 

nuklearen (mineralisch-fossilen) Energieträgern zu nachhaltig nutzbaren, regenerativen Energieträgern 

(http://www.bundesregierung.de/Webs/Breg/DE/Themen/Energiewende/EnergieLexikon/_function/gl

ossar_catalog.html?nn=754402&lv2=754360&id=GlossarEntry772160, Zugriff am 09.06.2016). Der 

Ausstieg aus der Kernenergie ist ein bedeutender Bestandteil der bereits im Jahr 2010 beschlossenen 

Energiewende. 

Während es in der deutschen Politik schon vielfach Anläufe zu einem Ausstieg aus der Kernenergie gab, 

wurde dieses Ziel mit der Mehrheit des Deutschen Bundestages nach den Nuklearunfällen im japanischen 

Kernkraftwerk „Fukushima Daiichi“ vereinbart (http://www.bmwi.de/DE/Themen/Energie/ 

Konventionelle-Energietraeger/uran-kernenergie.html, Zugriff am 14.06.2016). Im Jahr 2011 ereignete 

sich vor der japanischen Ostküste ein schweres Seebeben, das einen Tsunami auslöste, der am 11. März 

2011 auf die japanische Küste traf (USGS 2011). Im hier angesiedelten Kernkraftwerk Fukushima Daiichi 

kam es dadurch zu schweren nuklearen Unfällen (Stohl et al. 2012).  Hiervon beeinflusste Diskussionen 

führten auf nationaler Ebene zu einem durch breite Teile der Gesellschaft getragenen Umdenken und der 

Abkehr von der Kernenergie, sodass am 30. Juli 2011 die sofortige Abschaltung von acht Kernkraftwerken 

und aller deutschen Kernkraftwerke bis zum Ende des Jahres 2022 vom Deutschen Bundestag 

verabschiedet wurde (Bundesanzeiger 2011). 

Neben dem Atomausstieg ist ein weiteres zentrales Ziel der Energiewende in Deutschland die Steigerung 

des Anteils von erneuerbaren Energien am Gesamtstromverbrauch auf 80% bis zum Jahr 2050. Bis 2020 

sollen 18% des Gesamtenergieverbrauchs von erneuerbaren Energien abgedeckt werden, bis 2050 sogar 

65% (BMWi 2010). Ein weiteres Ziel der Energiewende ist die Reduktion von Treibhausgasen. Im 

Vergleich zum Stand von 1990 sollen die Treibhausgasemissionen bis 2020 um 40%, bis 2050 um 80% 

sinken (BMWi 2010). 

 

1.2 Biomasse als nachwachsender Rohstoff 

1.2.1 Nachwachsende Rohstoffe 

Der Begriff „Nachwachsende Rohstoffe“ wird aufgrund verschiedener Ein- und Ausgrenzungen 

unterschiedlich definiert. Im Allgemeinen werden als nachwachsende Rohstoffe organische Rohstoffe 

angesehen, die land- oder forstwirtschaftlich produziert wurden und stofflich oder energetisch zur 

Wärme-, Strom- und Kraftstofferzeugung verwendet werden (Diepenbrock 2014). Das unterscheidet sie 

von Nahrungs- oder Futtermitteln, die nicht inbegriffen werden (http://fnr.de/nachwachsende-

rohstoffe/ueberblick, Zugriff am 09.08.2015). Eine weitere Definition nach Mann (1998) umfasst alle 

Stoffe, die aus lebender Materie stammen, um auch Syntheseprodukte von Bakterien und 

Mikroorganismen mit einzubeziehen.  

Im Jahr 2015 wurden in Deutschland auf 2,47 Mio. Hektar nachwachsende Rohstoffe angebaut (FNR 

2015 a). Davon entfallen rund 89% auf Energiepflanzen und 11% auf Industriepflanzen wie Ölpflanzen 

und Industriestärkelieferanten. Der Anteil der Energiepflanzen teilt sich auf in Quellen für Biogas (56%), 

Biodiesel (25%) und Bioethanol (7%). Auf 11.000 Hektar wurden Pflanzen angebaut, darunter auch 

Pappeln und Weiden, die als Festbrennstoffe genutzt werden, was einen Anteil von unter 1% ausmacht 

http://www.bundesregierung.de/Webs/Breg/DE/Themen/Energiewende/EnergieLexikon/_function/glossar_catalog.html?nn=754402&lv2=754360&id=GlossarEntry772160
http://www.bundesregierung.de/Webs/Breg/DE/Themen/Energiewende/EnergieLexikon/_function/glossar_catalog.html?nn=754402&lv2=754360&id=GlossarEntry772160
http://www.bmwi.de/DE/Themen/Energie/%20Konventionelle-Energietraeger/uran-kernenergie.html
http://www.bmwi.de/DE/Themen/Energie/%20Konventionelle-Energietraeger/uran-kernenergie.html
http://fnr.de/nachwachsende-rohstoffe/ueberblick
http://fnr.de/nachwachsende-rohstoffe/ueberblick
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(FNR 2015 a). Weitere Pflanzen, die als Festbrennstoffe energetisch verwertet werden können, sind 

Robinien (Robinia spec. L.), Miscanthus oder Chinaschilf (Miscanthus spec. ANDERSSON), Rutenhirse 

(Panicum virgatum L.), Rohrglanzgras (Phalaris arundinacea L.), Futtergräser (z. B. Weidelgras, Knaulgras, 

Rohrschwingel, Glatthafer) und Getreideganzpflanzen (Kaltschmitt et al. 2009). 

 

1.2.2 Pappeln in der Kurzumtriebswirtschaft 

Pappelnutzholz wird vor allem auf Kurzumtriebsplantagen produziert. Kurzumtriebsplantagen sind 

Dauerkulturen von Bäumen auf landwirtschaftlichen Flächen, die nach festgelegten Umtriebszeiten 

bodennah beerntet werden (Diepenbrock 2014). Der erste Versuch zum Anbau von Pappeln in der 

Kurzumtriebskultur wurde 1976 im niedersächsischen Hann. Münden durchgeführt (FNR 2012). 

Zum Anbau auf Kurzumtriebsplantagen sind in Deutschland nach Regelungen des 

Forstvermehrungsgutgesetzes 76 Pappelklone und Klonmischungen zugelassen (BLE 2012). In der Praxis 

werden hauptsächlich Schwarzpappeln der Sektion Aigeiros und Balsampappeln der Sektion Tacamahaca 

sowie ihre Hybriden verwendet (siehe Abschnitt 1.3.2 Hybridisierung). Klonmischungen werden 

verwendet, um die Resistenzeigenschaften der Bestände zu erhöhen und ihren Ertrag zu sichern 

(Diepenbrock 2014). Nach dem Bericht der nationalen Pappelkommission (BMELV 2012) wird in 

Deutschland eine Gesamtfläche von bis zu 6.000 ha für Kurzumtriebsplantagen genutzt. 

Pappelplantagen werden mit ca. 20 cm langen Steckhölzern von einjährigen Trieben angelegt. Nach einer 

Wachstumszeit von drei bis 15 Jahren können die Pappeln maschinell bodennah beerntet werden. Sie 

treiben anschließend erneut aus (Hofmann 1998, Kauter et al. 2001, Stockmann et al. 2010). Die genaue 

Umtriebszeit richtet sich nach der vorgesehenen Nutzung des Holzes und den damit verbundenen 

ackerbaulichen Umständen, z. B. der Pflanzdichte (Stockmann et al. 2010). Ein zwei- bis vierjähriger 

Ernteturnus eignet sich für die Energieholzgewinnung, ein acht- bis 15-jähriger Ernteturnus für die 

Industrieholzgewinnung. Eine Beerntung zwischen diesen Zeiträumen ist aus ernte- und 

verwertungstechnischen Gründen nicht sinnvoll (Hofmann 1998). Die Umtriebszeit darf 20 Jahre nicht 

überschreiten, da die Fläche dann nach dem Bundeswaldgesetz als Waldfläche deklariert und das 

Rodungsverbot greifen würde (Diepenbrock 2014, FNR 2012). 

 

 

Abb. 1.3: Ernte von Pappeln in der Kurzumtriebswirtschaft (K. Pfennig, Thünen-Institut für Forstgenetik) 

Die Beerntung der Kurzumtriebsplantagen wird in der Regel nach drei bis sechs Jahren durchgeführt (Kauter et al. 2001). Spezielle 

Erntemaschinen ernten im Winterhalbjahr, wenn die Pappeln keine Blätter mehr tragen und idealerweise die Böden gefroren sind, 

die gesamten oberirdischen Teile der Pappeln und zerkleinern sie direkt vor Ort zu verarbeitungsfreundlichen Hackschnitzeln. 
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Einmal etabliert ist nur geringer Düngereinsatz auf Pappelplantagen nötig. Nach Ergebnissen von 

Düngeversuchen über einen zehnjährigen Zeitraum wurde bei Balsampappeln keine signifikante 

Zuwachssteigerung beobachtet. Die Stickstoffversorgung durch Remineralisierung des abfallenden Laubes 

sowie durch den atmosphärischen Eintrag waren ausreichend für die Versuchspflanzen. Dies liegt auch an 

der Mykorrhizierung von Pappeln: Durch die Symbiose mit Mykorrhiza-Pilzen wird zusätzlicher Stickstoff 

in die Pflanzenzellen gebracht. Die Stickstoffnutzung durch Endomykorrhiza soll auch die Holzbildung 

positiv beeinflussen (Szuba 2015). Ein ökologischer Vorteil ist, dass die Böden und das Grundwasser 

durch Verzicht auf künstlichen Düngereintrag nicht weiter mit Stickstoff belastet werden. Bei längerer 

Standzeit der Pappelplantage kann eine Kompensationsdüngung allerdings sinnvoll sein (Diepenbrock 

2014, FNR 2012, BMELV 2012). Der Einsatz von Herbiziden vor der Pflanzung und in den ersten zwei 

Jahren der Etablierung ist zweckmäßig, ansonsten kann in der Regel darauf verzichtet werden 

(Stockmann et al. 2010, Hofmann 1998). Aufgrund der vergleichsweise geringen Standortansprüche 

eignen sich Pappeln auch für den Anbau auf ökologischen Grenzertragsstandorten. Wenn auch auf 

qualitativ hochwertigen Böden größere Erträge zu erwarten sind, ist bereits ab einer Bodenpunktzahl von 

25-30 (maximale Bodenpunktzahl 100) der Pappelanbau bei ausreichender Wasserversorgung möglich 

(Kaltschmitt et al. 2009, Stockmann et al. 2010). Der hohe Wasserverbrauch ist im hohen 

Transpirationskoeffizienten von Pappeln begründet (Kaltschmitt et al. 2009). Ökologisch betrachtet sind 

Kurzumtriebsplantagen mit Pappeln eine sinnvolle Bereicherung der land- und forstwirtschaftlichen 

Flächen. Die lange Bodenruhe und reduzierte Bodenerosion wirken sich positiv auf die 

Bodenfruchtbarkeit aus. Auch Wildtiere und brütende Vögel finden hier ein Habitat, das während der 

Umtriebszeiten nicht angerührt wird, was einen positiven Einfluss auf die Biodiversität hat (Kaltschmitt et 

al. 2009, Yuan et al. 2008). Durch große Entfernung und schlechte Befahrbarkeit charakterisierte und 

unter kommerziellen Gesichtspunkten als Grenzertragsstandorte deklarierte Flächen könnten durch die 

hohe Umtriebszeit von Pappeln rentabel genutzt werden (Stockmann et al. 2010). 

Bei der Verwendung des Holzes ist zu berücksichtigen, dass die frisch geerntete Biomasse einen 

Wassergehalt von bis zu 50% aufweist. Die Trocknung der Biomasse vor der Verwertung ist daher 

essentiell. Der Aschegehalt von Pappeln aus dem Kurzumtrieb liegt über dem von Waldholz bei 1,0-2,2% 

und wird insbesondere durch den höheren Rindenanteil beeinflusst (Diepenbrock 2014, Kaltschmitt et al. 

2009).  

 

1.2.3 Zusammensetzung der pflanzlichen Biomasse 

Pflanzliche Biomasse setzt sich größtenteils aus den zwei Makromolekülen Cellulose und Lignin 

zusammen sowie der komplexen Gruppe der Hemicellulosen. In Bäumen handelt es sich bei der Biomasse 

vornehmlich um Holz. Das Holz von Pappeln besteht im Allgemeinen zu 43-50% aus Cellulose, 19-24% 

Lignin (Mansfield & Weineisen 2007) sowie 18-28% Xylanen und bis zu 5% Mannanen, die beide zu den 

Hemicellulosen gezählt werden (Mellerowicz et al. 2001). Das Holz einer sechs Monate alten Pflanze des 

bekannten Graupappel-Versuchsklons „INRA 717-1B4“, der auch in dieser Arbeit verwendet wurde, 

besteht zu 48,2% aus Cellulose, 20,7% aus Lignin und 30,7% aus Hemicellulosen (Leplé et al. 2007). 

Holz entsteht während des sekundären Dickenwachstums, das Nacktsamer und holzige eudikotyle 

Pflanzen charakterisiert. Es resultiert aus dem lateralen meristematischem Gewebe, dem Kambium 
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(Raven et al. 2000). Das Kambium besteht modellhaft aus einer Schicht von initialen Meristemzellen und 

den Phloem- bzw. Xylemmutterzellen (Mellerowicz et al. 2001). Diese Zellschichten differenzieren nach 

innen in sekundäre Xylemzellen und nach außen in sekundäre Phloemzellen. Durch die nach innen 

abgespaltenen Xylemzellen verschiebt das Kambium sich selbst stets weiter nach außen. Die Xylemzellen 

bilden eine sekundäre Zellwand, anschließend setzen die Lignifizierung und im Allgemeinen der 

programmierte Zelltod ein (Mellerowicz et al. 2001). Die einsetzende Hydrolyse löst den Zellinhalt auf. 

Zurück bleibt ein Zellkorpus, der über einfache Öffnungen mit den benachbarten Gefäßzellen verbunden 

ist. Sie bilden zusammen die Leitgefäße für den Wassertransport (Groover et al. 2010). 

 

1.2.3.1 Cellulose 

Das Makromolekül Cellulose besteht aus β-1,4-glycosidisch verknüpften Cellubiose-Untereinheiten, die 

wiederum aus zwei D-Glucosemolekülen zusammengesetzt sind. Jedes Cellulose-Molekül besteht dabei aus 

2.000-8.000 D-Glucoseeinheiten (Michal 1999) und bildet eine sogenannte Mikrofibrille. Sie liegen linear 

nebeneinander und sind über Wasserstoffbrücken miteinander verbunden, was durch die versetzte 

sterische Anordnung der Glucoseeinheiten begünstigt wird (Abb. 1.4). Auf molekularer Ebene wird 

Cellulose von Cellulose-Synthasen, die in der Zellmembran lokalisiert sind, aus UDP-D-Glucose erzeugt 

(Michal 1999). Cellulose ist mengenmäßig die häufigste organische Verbindung überhaupt (Purves et al. 

2006, Michal 1999, Klemm et al. 2005): Rund 1012 - 1512 t Cellulose werden von pflanzlichen Organismen 

pro Jahr synthetisiert (Michal 1999, Lu et al. 2010).  

 

 

Abb. 1.4: Chemische Struktur von Cellulose (aus Klemm et al. 2005) 

Cellulose besteht aus β-1,4-glycosidisch verknüpften Cellubiose-Einheiten. Deren Monomere sind D-Glucoseeinheiten, von denen 

insgesamt bis zu 2.000-8.000 Einheiten ein Cellulose-Molekül bilden (Michal 1999).  

 

1.2.3.2 Lignin 

Lignine sind sehr komplexe Moleküle, die aus drei unterschiedlichen Grundbausteinen, den Monolignolen 

p-Cumarylalkohol, Coniferylalkohol (auch Guaiacylalkohol, Groover et al. 2010) und Sinapylalkohol, 

zusammengesetzt sind (Mellerowicz et al. 2001). In Angiospermen werden vor allem Sinapyl- und 

Coniferylalkohol verwendet. Die genaue Zusammensetzung variiert allerdings nicht nur zwischen 

verschiedenen Laubbaumarten, sondern auch zwischen Geweben und Zelltypen und ist auch vom 

Entwicklungsstadium der Pflanze und von Umwelteinflüssen abhängig (Mellerowicz et al. 2001). Die 

Synthese des Lignins durch Polymerisierung der Monolignole findet extrazellulär statt (Michal 1999, Heldt 

& Piechulla 2008).  
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Abb. 1.5: Chemische Zusammensetzung von Lignin aus der Pappel (aus Vanholme et al. 2010) 

In Pappelholz und Angiospermen im Allgemeinen dominieren Syringyl- (S) und Guaiacylalkohol (G) in der Struktur von Lignin. 

Sinapylalkohole (SP) nehmen eine untergeordnete Rolle ein.  

 

Lignin verleiht dem Holz Stabilität. Als eine Art Klebstoff wird Lignin in die Zellwände eingelagert und 

bindet kovalent mit den Cellulosefibrillen in den Zellwänden (Heldt & Piechulla 2008, Kaltschmitt et al. 

2009). Darüber hinaus dient das Molekül der Pathogenabwehr und wird bei Gewebeverwundung gebildet 

(Fladung 2011, Heldt & Piechulla 2008). Durch seine Festigkeit wird Holz durch Herbivoren, Bakterien 

und Pilze nur langsam abgebaut (Heldt & Piechulla 2008). 

 

1.2.3.3 Hemicellulosen 

Unter dem Begriff Hemicellulosen sind im Allgemeinen unterschiedliche Polysaccharide 

zusammengefasst, die in der pflanzlichen Biomasse vorkommen. Hier ist zwischen Pectinen und den 

eigentlichen Hemicellulosen zu unterscheiden, die aus β-1,4-glycosidisch verknüpfter Glucose, Mannose 

oder Xylose in äquatorialer Konfiguration bestehen und alkalisch extrahiert werden können. Pectine 

weisen teilweise eine β-1,4-glycosidische Bindung in axialer Konfiguration auf und können in saurem 

Milieu extrahiert werden (Scheller & Ulvskov 2010). Im Folgenden werden Pectine und die 

Hemicellulosen im engeren Sinne zusammen betrachtet. Die häufigsten Hemicellulosen in der sekundären 

Zellwand sind Xylane, speziell O-acetyl-(4-O-methylglucurono)-xylan, die in Pappelholz 18-28% des 

Trockengewichts ausmachen (Groover et al. 2010, Saha 2003, Mellerowicz et al. 2001). Sie gehören wie 

Arabinose zu den Pentosen. Weiterhin werden Hexosen wie Mannose, Glucose oder Galactose sowie 

Zuckersäuren zu den Hemicellulosen gezählt. Die genaue Zusammensetzung der Hemicellulosen 

unterscheidet sich zwischen verschiedenen Baumarten und Gewebetypen. Während in Harthölzern eher 

Xylane vorkommen, dominieren in Weichhölzern Glucomannane (Saha 2003, Scheller & Ulvskov 2010). In 

der Pflanze verbinden Hemicellulosen die Cellulose-Mikrofibrillen. Beispielsweise stärken Xylane dadurch 

die sekundäre Zellwand und haben somit durch ihre Funktion im Xylem, wie in Xylan-defizienten 

Mutanten gezeigt wurde, einen Einfluss auf den Wassertransport. Auch bei der Gewinnung biogener 

Kraftstoffe sind Hemicellulosen von Bedeutung. Sie beeinträchtigen negativ die Saccharifizierung der 

Lignocellulose, darüber hinaus sind insbesondere die Pentosen für die Fermentation unerwünscht 

(Scheller & Ulvskov 2010). 
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1.2.4 Globale Einordnung 

Grundsätzliche Anstrengungen im Bereich der nachwachsenden Rohstoffe sind aufgrund der 

prognostizierten globalen Entwicklung notwendig. Schätzungen zu Folge steigt die Weltbevölkerung bis 

2050 auf 7,7 bis 10,6 Mrd. Menschen an (Kaltschmitt et al. 2009). Unter vielen sozioökonomischen 

Herausforderungen stellen die Ernährungssicherheit und die Energieversorgung der anwachsenden 

Weltbevölkerung drängende Probleme dar. Ohnehin ist die Nahrungsmittelverteilung auf der Welt bereits 

jetzt unausgewogen und teilweise unzureichend.  

Um die Nahrungsmittelversorgung der Weltbevölkerung sicherzustellen, ist ein erhöhter 

Agrarflächenbedarf von 25-70% erforderlich (Kaltschmitt et al. 2009). Bei Angleichung der 

Ernährungsgewohnheiten der Entwicklungsländer an den Standard der Industrienationen, was einen 

insgesamt höheren Pro-Kopf-Verbrauch und eine Zunahme von tierischen Lebensmitteln bedeutet, steigt 

der Flächenbedarf um 18-28% (Kaltschmitt et al. 2009). Eine Steigerung der Erträge pro Flächeneinheit 

ist nur durch effektive Pflanzenzüchtung und technische Fortschritte möglich. 

Neben steigendem Bedarf sinkt allerdings auch die verfügbare Fläche, beispielsweise durch 

Bodendegradation. Durch Wind und Wasser verursachte Erosion sowie Versalzungen reduzieren die 

verfügbare Agrarfläche um bis zu 5% bis zum Jahr 2050 (Kaltschmitt et al. 2009). 

Auch die sogenannte „Tank-oder-Teller-Diskussion“ sollte bei der Produktion von nachwachsenden 

Rohstoffen berücksichtigt werden. Kritiker der Bioenergiegewinnung befürchten, dass wertvolle 

Lebensmittel zu Energieträgern weiterverarbeitet werden, anstatt dass sie zur Ernährung dienen. Ebenso 

könnte es zur Flächenkonkurrenz zwischen Lebensmittel- und Biomasseproduktion kommen (Yuan et al. 

2008). Dies würde mit dem Anbau von Lignocelluloseproduzenten wie Pappeln reduziert werden, da sie 

auch auf Grenzertragsstandorten, die für die Lebensmittelproduktion nicht in Frage kommen, angebaut 

werden können (BMELV 2012).  

 

1.3 Pappeln als Versuchspflanzen 

1.3.1 Systematik der Gattung Populus 

Die Gattung der Pappeln Populus L. gehört mit ihrer Schwestergattung Salix L. (Weiden) in die Familie der 

Salicaceae (Weidengewächse) (Abb. 1.6). Die Linien Populus und Salix trennten sich vor etwa 60 bis 65 

Mio. Jahren, bereits vor etwa 100 bis 120 Mio. Jahren die Linien der Gattungen Populus und Arabidopsis 

(Tuskan et al. 2006). 
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Abb. 1.6: Externe Systematik der Gattung Populus mit ausgewählten, wichtigen Pflanzengruppen 

Die Gattung Populus ist neben der Gattung Salix Bestandteil der Salicaceae. Sie werden eingeordnet in die Eurosiden I, während die 

Modellpflanze Arabidopsis spec. zu den Eurosiden II gehört. Ihre gemeinsame Gruppe sind die Rosiden (Brunner & Nilsson 2004), die 

den eudikotyledonen Pflanzen untergeordnet sind. Sie alle sind bedecktsamige Pflanzen (Angiosperme, auch Magnoliopsida), die 

sich von den nacktsamigen Pflanzen (Gymnospermen), u. a. mit den Koniferen, abgrenzen lassen. Die Zuordnung im Kladogramm 

basiert auf der Sequenzdatenbank Phytozome Tree 10 (https://phytozome.jgi.doe.gov, Stand 09.08.2015), Bradshaw et al. (2000) 

sowie Jansson & Douglas (2007). Die Abbildung gibt keine Information über den Zeitrahmen der evolutionären Differenzierung.  

 

Sechs Sektionen unterteilen die Gattung Populus: Abaso, Aigeiros (Schwarzpappeln), Leucoides, Populus 

(ehemals Leuce; Espen und Weißpappeln), Tacamahaca (Balsampappeln) und Turanga (Abb. 1.7). Bei den 

Sektionen handelt es sich um unter morphologischen und ökologischen Aspekten abgegrenzte Gruppen. 

Die Definition der verschiedenen Arten sowie die Zuordnung der Arten in die jeweiligen Sektionen 

werden in einigen Fällen diskutiert (Eckenwalder 1996). Die Anzahl der Arten, die insgesamt der Gattung 

Populus zugeschrieben werden, variiert in der Literatur zwischen 22 und 85, da einige Hybriden 

manchmal als eigene Art definiert werden. Im gebräuchlichen Standardwerk von Eckenwalder (1996) 

werden 29 Arten benannt. 

 

 

Abb. 1.7: Interne Systematik der Gattung Populus (aus Brügmann 2011) 

Die Gattung Populus teilt sich in sechs Sektionen auf. Die in dieser Arbeit verwendeten Hybriden P. × canescens sowie P. tremula × 

P. tremuloides gehören der Sektion Populus an. Die erste verfügbare Genomsequenz stammte vom Klon Nisqually-1 der Art 

P. trichocarpa. Dies ist ein Vertreter der kommerziell bedeutenden Sektion Tacamahaca. Die phylogenetisch älteste Art P. mexicana 

ist das einzige Glied der Sektion Abaso, die am basalen Ende der Gattung steht und hohe Ähnlichkeit zur Schwestergattung Salix 

aufweist (Eckenwalder 1996). 

 

1.3.2 Hybridisierung 

Hybridisierung kann in der Regel sektionsintern auftreten, in einigen Fällen auch intersektionell (Willing 

& Pryor 1976, Abb. 1.8). Die Kreuzung natürlicherweise inkompatibler Arten erfordert spezielle 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
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Techniken (DiFazio et al. 2011). Alle Pappelarten sind natürlicherweise diploid und besitzen 19 

Chromosomen. Ihre Hybriden sind fertil (Blackburn & Harrison 1924, Bradshaw et al. 2000).  

 

 

Abb. 1.8: Interspezifische Kreuzbarkeit der Gattung Populus (nach Willing & Pryor 1976, aus DiFazio et al. 2011) 

Innerhalb der Gattung Populus lassen sich die Arten einiger Sektionen auf natürlichem Wege miteinander kreuzen. Pappeln der 

Sektion Aigeiros lassen sich mit Vertretern von Tacamahaca und Leucoides hybridisieren. Die Kompatibilität zwischen Tacamahaca 

und Leucoides ist nicht abschließend geklärt (DiFazio et al. 2011).  

 

Eine sektionsinterne, natürlich entstandene Hybride ist die Graupappel P. × canescens SM. Obwohl 

üblicherweise als P. tremula × P. alba bezeichnet (z. B. in Eckenwalder 1996 oder Cervera et al. 2005), 

existieren auch Hybriden in der gegensätzlichen Kreuzungsrichtung P. alba × P. tremula (Rajora & Dancik 

1992). Insgesamt entstand P. × canescens wahrscheinlich mehrfach im Überlappungsgebiet der beiden 

Elternarten, was auch durch frühzeitliche, anthropogene Verbreitung der Elternarten vorangetrieben 

wurde (Eckenwalder 1996). Der in dieser Arbeit verwendete Versuchsklon der Art P. × canescens ist 

nachweislich ein Hybrid mit der Kreuzungsrichtung P. tremula × P. alba (Leplé et al. 1992, M. Fladung, 

Thünen-Institut für Forstgenetik, persönliche Mitteilung). 

Die Hybridzüchtung ist bedeutsam für die forstwirtschaftliche Nutzung der Pappel. Bei 

Schwarzpappelhybriden wurde ein ausgeprägter Heterosiseffekt beobachtet, wodurch sie in ihrer 

Wüchsigkeit die Elternarten übersteigen. Auch bei Espenhybriden übersteigt der durchschnittliche 

Zuwachs den ihrer Elternarten (Kauter et al. 2001). 

 

1.3.3 Ökologie und Verbreitung der Pappel 

Pappeln sind zweihäusige, perennierende Pflanzen (Eckenwalder 1996). Abgesehen von z. B. durch 

Pfropfung hergestellte Einzelindividuen, ist Populus lasiocarpa OLIV. (Chinesische Großblatt-Pappel) die 

einzige einhäusige Pappel (Cervera et al. 2005). Die männlichen und weiblichen Blüten sind in Kätzchen 

zusammengefasst, die in der Regel vor der sommergrünen Belaubung ausgeprägt werden. Der Pollen der 

Pappeln wird durch den Wind verbreitet (Anemophilie), ebenso die entstandenen Samen (Anemochorie) 

(Eckenwalder 1996). Neben der sexuellen Vermehrung ist bei vielen Pappelarten auch die vegetative 

Ausbreitung durch Bewurzeln von Steckhölzern und bei Espen und Weißpappeln durch Ausbildung von 

Wurzelbrut möglich. In der Sektion Tacamahaca wurde Cladoptose beobachtet, also das gezielte Abwerfen 
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von Ästen, die dann verbreitet werden und anwachsen können (Bradshaw et al. 2000, DiFazio et al. 2011). 

Durch ihr schnelles Wachstum und die einfachen, asexuellen Reproduktionsmechanismen gehören die 

Pappeln zu den Pionierpflanzen (Eckenwalder 1996).  

 

Grundsätzlich sind Pappeln auf der nördlichen Erdhemisphäre endemisch. Wie in Willing & Pryor (1976) 

und IPC (2004) aufgeführt, finden sich anthropogene Pappel-Anpflanzungen auch in der südlichen 

Hemisphäre, insbesondere in Argentinien (63.500 ha), Chile (15.000 ha), aber auch in Südafrika, 

Australien und Neuseeland. 

Die Arten der Sektion Populus haben ihren Verbreitungsschwerpunkt im Mittelmeerraum und dem 

westlichen Asien (P. alba L.) bzw. im eurasischen (P. tremula L.) und nordamerikanischen Raum 

(P. tremuloides MICHX.). Es handelt sich vorwiegend um Waldbäume (Kauter et al. 2001). Die 

Schwarzpappel P. nigra L. ist die eurasische Hauptart der Sektion Aigeiros (Schwarzpappeln). Ihr 

Verbreitungsgebiet liegt im Mittelmeerraum, Mitteleuropa und Asien. P. nigra ist ein ausgesprochener 

Pionierbaum (Kauter et al. 2001). Die Arten der Balsampappeln (Sektion Tacamahaca) sind 

natürlicherweise in Amerika und Asien verbreitet. Die bedeutendste Art Nordamerikas ist P. trichocarpa 

TORR. & GRAY, in Asien P. maximowiczii HENRY. Es handelt sich um die Pappeln mit dem ausgeprägtesten 

Waldbaumcharakter (Kauter et al. 2001). 

Die drei weiteren Sektionen Turanga, Leucoides und Abaso nehmen eine kommerziell untergeordnete 

Rolle ein (Kauter et al. 2001). Der Hauptvertreter der Sektion Turanga, P. euphratica OLIVIER, ist von 

Zentralasien bis nach Nordafrika verbreitet (Eckenwalder 1996); Pappeln der Sektion Leucoides in China 

und im Osten der USA (P. heterophylla L.) (Eckenwalder 1996, Kauter et al. 2001). Die Sektion Abaso, mit 

ihrer einzigen Art P. mexicana WESM., ist ausschließlich in Mexiko anzutreffen (DiFazio et al. 2011).  

 

1.3.4 Verwendung von Pappelholz 

1.3.4.1 Stoffliche Verwertung 

Pappelholz ist ein wichtiger Rohstoff für die Papier- und Zellstoffindustrie, wobei hier die Nutzung der 

Cellulose im Vordergrund steht (Hofmann 2002). Das Holz kann als Bauholz zum Innenausbau und 

zerkleinert für die Produktion von Span- und Faserplatten verwendet werden (Bradshaw et al. 2000). Hier 

bestehen auch neue Ansätze für USB-Platten (kurz für englisch unoriented strand boards, FNR 2015 b). 

Dabei handelt es sich um Faserplatten, die im Gegensatz zu Bauholz von Koniferen keine volatilen 

organischen Bestandteile (englisch VOCs/volatile organic compounds) abgeben. Als emissionsfreies Holz 

wird die Pappel auch zu Holzwolle oder Holzspänen für die Kleintierhaltung verarbeitet. Durch den 

geringen Anteil an ätherischen Ölen ist Pappelholz weniger leicht entzündlich als viele andere heimische 

Hölzer und somit für die Streichhölzerproduktion besonders geeignet (Bradshaw et al. 2000). Ein neues 

Einsatzgebiet für Pappeln entsteht im Bereich der Phytoremediation von Umweltgiften (Fladung 2011). 

Neben Weiden sind sie hierfür durch ihr schnelles Wachstum, tiefgehende Wurzeln und die hohe 

Wasseraufnahme ideal geeignet. Die Bäume nehmen Düngerrückstände, anorganische Metalle, organische 

Substanzen wie Kraftstoffe, Lösungsmittel und Pestizide sowie lösliche Radionuklide auf (Licht & 

Isebrands 2005). 
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Neben diesen modernen Nutzungswegen wird und wurde das weiche Pappelholz für die Korpusse von 

Musikinstrumenten und Renaissancegemälde, vor allem aus Italien, genutzt. Beispielsweise wurde das am 

Anfang des 16. Jahrhunderts gemalte Ölgemälde „Mona Lisa“ von Leonardo da Vinci auf einer 

Pappelholztafel gemalt. Auch für naturmedizinische Zwecke wird auf die Pappel zurückgegriffen. Den in 

vielen Pflanzenteilen enthaltenen phenolischen Verbindungen wird eine heilende Wirkung bei 

oberflächlicher Anwendung oder als Teeaufguss zugeschrieben (Weisgerber 2006). 

 

1.3.4.2 Energetische Nutzung von Pappelholz 

Der größte Anteil des Pappelholzes, das energetisch verwendet werden soll, wird in der Regel der 

thermischen Verwertung zugeführt. Der Brennwert von Holz im Allgemeinen liegt bei 19 MJ/kg 

Trockenmasse, von Pappelholz nach Kaltschmitt et al. (2009) sogar mit 19,8 MJ/kg noch etwas darüber. 

Der Brennwert von Stroh und Miscanthus liegt mit jeweils 18 MJ/kg darunter. Lediglich verarbeitete 

Produkte aus nachwachsenden Rohstoffen wie Bioethanol (27 MJ/kg) und Rapsöl (37 MJ/kg) erreichen 

höhere Werte (FNR 2005). 

Pappelholz wird als Energieträger in Form von Holzhackschnitzeln oder weiterverarbeitet als Holzpellets 

genutzt. Im Jahr 2014 wurden 1,8 Mio. Tonnen Holzpellets in Deutschland verbraucht (BMWi 2015). Die 

Nutzung von Biomasseheizungen, die mit Holzpellets, Hackschnitzeln oder Scheitholz befeuert werden, 

wird in Deutschland staatlich gefördert (BMEL 2015). 

Die Cellulose aus dem Holz kann durch Hydrolyse in einfache Saccharide aufgespalten werden, die dann 

zur Fermentation zu Bioethanol genutzt werden können. In Bäumen ist die zur Fermentation nutzbare 

Cellulose allerdings in einer Matrix aus anderen Polysacchariden und Lignin eingebettet. Diese Stoffe 

stören die Hydrolyse der Cellulose (Lu et al. 2010, Van Acker et al. 2013). Momentan ist dadurch der 

massive Einsatz von aggressiven Chemikalien nötig, was sich in den Kosten niederschlägt und stark 

umweltbedenklich ist (Yuan et al. 2008, Fladung 2013). Daher ist Holz nach derzeitigem Stand noch keine 

signifikante Quelle für Bioethanol, sondern vielmehr die Saccharide aus Zuckerrohr oder Mais (Nieminen 

et al. 2012). Die Wettbewerbsfähigkeit von Bioethanol aus der Lignocelluloseproduktion hängt im starken 

Maße davon ab, ob durch weitere Forschungen die Effektivität der Verarbeitung gesteigert und letztlich 

dadurch die Kosten gesenkt werden können. Wenn dies gelingt, stellt Lignocellulose-Biomasse die beste 

Wahl zur Bioethanolproduktion in gemäßigten Klimazonen dar (Yuan et al. 2008). 

 

1.3.5 Die Pappel als Modellorganismus in der Molekularbiologie 

Nachdem an Arabidopsis und anderen krautigen Pflanzen erfolgreich genetische Transformationen 

durchgeführt wurden, bestand auch Bedarf an einer Modellbaumart. Die erste Transformation von 

Pappeln gelang 1986 von Parsons et al. (1986). In Kombination mit der verhältnismäßig einfachen 

vegetativen Vermehrung etablierten sich Pappeln als Modellorganismen im Bereich der Forstgenetik (Ellis 

et al. 2010). Modellorganismen in dieser vorliegenden Studie waren die Hybridaspe Esch5 (P. tremula × 

P. tremuloides, Fladung et al. 1997) und die Graupappel INRA 717-1B4 (P. × canescens, Leple et al. 1992). 

 

  



EINLEITUNG 

 

22 

 

Genomsequenzdaten 

Pappeln sind diploide Organismen mit 19 Chromosomen (Tuskan et al. 2006). Ihr Genom ist mit 480 bis 

550 Mio. Basenpaaren lediglich etwa viermal größer als das von Arabidopsis und vierzigmal kleiner als das 

Genom von Pinus taeda L. (Bradshaw et al. 2000, Tuskan et al. 2006, Abb. 1.6). Im Laufe der Evolution 

erlebte das Genom der modernen Pappeln zwei Duplikationsereignisse: Vor etwa 60-65 Mio. Jahre wird 

die salicoide Genomduplikation datiert, die bei der Pappel 92% des Genoms betraf (Tuskan et al. 2006). 

Noch vor der Trennung der Gattungen Populus und Arabidopsis (L.) HEYNH. vor etwa 100 bis 120 Mio. 

Jahren kam es bereits zu einer ersten Genomduplikation, die den gemeinsamen Vorfahren betraf. Rund 

59% des Pappelgenoms ist davon beeinflusst. Durch diese frühe und die salicoide Genomduplikation 

liegen in der Pappel einige Genomregionen in vierfacher Kopie vor (Tuskan et al. 2006). 

Die amerikanische Balsampappel P. trichocarpa (Klon Nisqually-1) war die erste sequenzierte Baumart 

(Tuskan et al. 2006) und erst die dritte sequenzierte Pflanzenart überhaupt (Ellis et al. 2010). Die Anzahl 

der Gene beläuft sich auf etwa 45.500 (Street & Tsai 2010). Bis jetzt stellt das Pappelgenom von 

Nisqually-1 das am weitesten erforschte Baumgenom dar. Ein Balsampappelklon wurde aufgrund der 

kommerziellen Bedeutung dieser Sektion in den USA ausgewählt. Da der Klon Nisqually-1 allerdings 

Schwierigkeiten in Gewebekultur und Transformierbarkeit birgt, sind Espenhybriden weiterhin 

unverzichtbar für die funktionelle Genomik (Douglas & DiFazio 2010). Mittlerweile wurden für Espen und 

Espenhybriden weitere Genomsequenzen, teilweise noch unvollständig, veröffentlicht: P. × canescens 

(Klon INRA 717-1B4, Xue et al. 2015), P. tremula, P. tremuloides und P. tremula × P. tremuloides (Klon T89, 

http://popgenie.org, Zugriff am 11.01.16). Darüber hinaus wird an der Sequenzierung weiterer Arten 

gearbeitet, darunter P. tremula (Klon W52, Fladung et al., Thünen-Institut für Forstgenetik, unpubliziert) 

und ein haploider Klon von (P. deltoides × nigra) × nigra (Fladung et al., Thünen-Institut für Forstgenetik, 

unpubliziert).  

 

Expressed Sequence Tags 

Zahlreiche Studien zu genomischen Elementen erleichtern die Arbeit mit dieser Pflanzengattung. Vor den 

Genomsequenzierungen stellten Expressed Sequence Tags (ESTs) die bedeutendste Quelle für 

Sequenzinformationen dar, die aber heutzutage bei der Bewertung von Genannotationen weiterhin 

hilfreich sind (Street & Tsai 2010). Street & Tsai (2010) listen die acht größten EST-Datenbanken auf. Für 

nicht-sequenzierte Pappelarten sind ESTs immer noch eine wertvolle Ressource. ESTs sind beispielsweise 

von den (teil-)sequenzierten Arten P. trichocarpa und P. tremula × P. tremuloides in der NCBI-Datenbank 

(https://ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/lbrowse2.cgi, Zugriff am 16.01.2016) hinterlegt, bestehen aber auch 

für P. euphratica, P. deltoides BARTRAM, P. nigra, P. tremula, P. tremuloides sowie für Hybride wie P. alba × 

P. tremula, P. trichocarpa × P. deltoides, P. trichocarpa × P. nigra oder Populus × canadensis MOENCH 

(http://mycor.nancy.inra.fr/IMGC/PoplarGenome und http://www.plantgdb.org/prj/ESTCluster, Zugriffe 

am 16.01.16). Für P. trichocarpa ist darüber hinaus eine „BAC Bibliothek“ (bacterial artificial chromosome) 

verfügbar, die 48.000 Sequenzen enthält und auf dem Genotyp Nisqually-1 basiert (Douglas & DiFazio 

2010). 

 

http://popgenie.org/
https://ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/lbrowse2.cgi
http://mycor.nancy.inra.fr/IMGC/PoplarGenome
http://www.plantgdb.org/prj/ESTCluster
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SSR und genetische Kartierungen 

Genomische Strukturen wie Mikrosatelliten werden vielfach zur Entwicklung genetischer Marker 

verwendet. Identifizierte Mikrosatelliten liegen vor in Balsampappeln wie P. trichocarpa 

(http://www.web.ornl.gov/sci/ipgc/ssr_resources.htm, Zugriff am 16.01.2016), Schwarzpappeln wie 

P. nigra (Gaudet et al. 2007) und Espen wie P. tremuloides (Dayanandan et al. 1998) oder auch für den 

Versuchsklon Esch5 der Hybride P. tremula × P. tremuloides (Bruegmann & Fladung 2013). 

Mikrosatelliten wurden auch verwendet um genetische Kartierungen vorzunehmen, sodass mittlerweile 

Karten vorliegen für P. deltoides, P. trichocarpa (Cervera et al. 2001), P. nigra (Cervera et al. 2001, Gaudet 

et al. 2007), P. deltoides × P. canadensis (Yin et al. 2002), P. tremula und P. tremuloides (Pakull et al. 2009). 

 

1.4 Gentechnik bei Bäumen 

1.4.1 Historische Einordnung 

Seit über drei Jahrzehnten werden Pflanzen durch Transformation genetisch verändert (Van Montagu 

2011). Der Methodik liegt ein natürlicher Mechanismus zu Grunde, dessen Entdeckung zu Beginn des 

20. Jahrhunderts anfing: Die Bildung von Wurzelhalsgallen, die als Geschwürgewebe an Blumen und 

Obstbäumen beobachtet werden können, wurde bereits 1907 mit Bakterien in Zusammenhang gebracht, 

die damals noch als „Bacterium tumefaciens“ bezeichnet wurden (Smith & Townsend 1907). Ende der 

1940er Jahre wurde berichtet, dass die Bakterien der Art Agrobacterium tumefaciens einen Tumor-

induzierenden Mechanismus auf die Pflanzenzelle übertragen (Braun 1947), und 1967 konnten erstmals 

DNA-Sequenzen von A. tumefaciens in sterilen Pflanzentumoren nachgewiesen werden (Schilperoort 

1967). Dass der Tumor-induzierende Mechanismus auf einem großen Plasmid, dem Tumor-induzierenden 

Plasmid (Ti-Plasmid) basiert, wurde 1974 von Zaenen et al. erkannt. Chilton et al. (1977) erkannten, dass 

Plasmid-DNA aus den Agrobakterien in die Pflanzenzelle integriert wurde, wodurch die Wucherungen 

auch nach Abtötung der Agrobakterien weiter wachsen können. Auf diesem Plasmid wurde ein DNA-

Abschnitt charakterisiert, der von zwei 25 bp langen Signalsequenzen begrenzt wird, der Left Border und 

der Right Border. Dieser Abschnitt wird als Transfer-DNA (T-DNA) bezeichnet und bei der genetischen 

Transformation in die Pflanzenzelle übertragen (Thomashow et al. 1980, Zambryski et al. 1980, Tinland 

1996). 

Der natürliche Mechanismus der DNA-Übertragung wurde ab den 1980er Jahren derart modifiziert, dass 

gewünschte Sequenzen in Pflanzenzellen übertragen und dort ins Genom integriert werden können. Die 

ersten erfolgreichen Transformationen wurden 1983 zeitgleich von mehreren Arbeitsgruppen 

veröffentlicht (Bevan et al. 1983, Fraley et al. 1983, Herrera-Estrella et al. 1983). Die Agrobacterium-

vermittelte Transformation ist seitdem Standardmethode zur genetischen Transformation von 

Pflanzenzellen, wobei zwischenzeitlich auch weitere Methoden etabliert wurden, z. B. die biolistische 

Transformation, bei der mit DNA beschichtete Metallpartikel in Pflanzenzellen geschossen werden 

(Sanford et al. 1987). 

Durch die beschriebenen Technologien wurden zahlreiche unterschiedliche Pflanzen gentechnisch 

verändert. Im Jahr 2015 lag die weltweite Anbaufläche von gentechnisch veränderten Pflanzen bei 

179,7 Mio. Hektar (James 2015). Derzeit werden Methoden entwickelt, die als „Züchtung 3.0“ 

zusammengefasst werden und mit denen basengenaue DNA-Veränderungen vorgenommen werden 

http://www.web.ornl.gov/sci/ipgc/ssr_resources.htm


EINLEITUNG 

 

24 

 

können, die teilweise nicht mehr von unveränderten Pflanzen unterschieden werden können (Jany & 

Kellmann 2015).  

Pappeln waren die ersten transformierten hölzernen Pflanzen: Die erste Agrobacterium-vermittelte 

Transformation der Hybridpappel P. trichocarpa × P. deltoides wurde 1986 von Parsons et al. publiziert. 

Die erste zielgerichtete Transformation zur Integration von ausgesuchten Genen wurde ein Jahr später 

veröffentlicht. Die eingeschleusten Transgene waren hier die Herbizidresistenz aroA und das Markergen 

NPTII (Fillatti et al. 1987). Mittlerweile wurden Pappeln und Pappelhybride der Sektionen Populus, 

Aigeiros und Tacamahaca erfolgreich transformiert (Busov et al. 2010). 

 

1.4.2 Agrobacterium-vermittelte Transformation 

Die beiden Agrobakterien Agrobacterium tumefaciens und Agrobacterium rhizogenes sind 

α-Proteobakterien der Familie der Rhizobiaceae (Wood et al. 2001). Sie verfügen über einen natürlichen 

Mechanismus, bestimmte Teile ihrer Erbinformationen in Pflanzenzellen einzuschleusen. Er beruht 

darauf, dass Agrobakterien von Acetosyringon angezogen werden, das Pflanzen aus verwundetem Gewebe 

ausscheiden. Auf molekularer Ebene wird der Sensor VirA auf der Zelloberfläche durch den Kontakt zu 

Acetosyringon autophosphoryliert. Das Phosphat wird auf das DNA-bindende Protein VirG übertragen, 

was daraufhin die Expression der vir-Gene auf dem Ti-Plasmid im Zellinnern aktiviert. Zwei der Gene 

produzieren VirD1 und VirD2, die als Endonukleasen die T-DNA aus dem Plasmid heraustrennen. VirD2 

bindet an das 5‘-Ende der einzelsträngigen T-DNA und Helicasen lösen den Strang aus der verwundenen 

Plasmidstruktur heraus. Die einzelsträngige Lücke auf dem Plasmid wird wieder vervollständigt. Die T-

DNA wird vom Protein VirE2 umhüllt und so aus dem Bakterium in die Pflanzenzelle übertragen. Für die 

Übertragung bildet die Agrobacterium-Zelle einen Pilus, der eine Verbindung zum Cytoplasma der 

Zielzelle herstellt und durch den die umhüllte T-DNA aktiv transportiert wird. Die beiden Proteine VirE2 

und VirD2, die an die T-DNA gebunden bleiben, verfügen über Kernlokalisationssequenzen, die von 

Proteinen der Pflanzenzelle erkannt werden, woraufhin der Komplex in den Zellkern transportiert wird. 

Der Einbau der T-DNA in das Pflanzengenom und die Komplementierung des Einzelstrangs erfolgt als 

Transposon durch pflanzeneigene Proteine (DNA-Ligase, DNA-Polymerase und Chromatin-remodeling-

Proteine). Je nach Promoter wird die eingebaute DNA nun von der Pflanze exprimiert. Natürlicherweise 

sind im Sequenzabschnitt der T-DNA Opinsynthasen kodiert. Die vom pflanzlichen Stoffwechsel daraufhin 

produzierten Opine dienen dem Bakterium als Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle. Weitere Gene 

auf der T-DNA kodieren für die Phytohormone Auxin und Cytokinin, die zu Zellvergrößerung und 

-teilungen anregen, wodurch als typisches Symptom einer Agrobakterien-Infektion Wucherungen, die 

sogenannten Wurzelhalsgallen, entstehen (Purves et al. 2006, Clark & Pazdernik 2009). 

 

1.4.3 Gesellschaftliche Akzeptanz der Gentechnik und Sicherheitsforschung  

Über die Akzeptanz grüner Gentechnik im Bereich nachwachsender Rohstoffe bestehen derzeit keine 

repräsentativen Umfragen. Bezogen auf gentechnisch veränderte Organismen in der Landwirtschaft 

sprachen sich allerdings in einer repräsentativen Umfrage 76% der Befragten für ein Verbot aus (BMUB 

2016). Im Zentrum der Vorbehalte gegen transgene Pflanzen steht das Risiko des Genflusses, also der 

Ausbreitung des gentechnisch modifizierten Materials (Robledo-Arnuncio et al. 2010). Hier wird 
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befürchtet, dass beispielsweise durch Pollen eine Vermischung mit wilden Artverwandten auftreten 

könnte. Weiterer Kritikpunkt ist die mutmaßlich beschleunigte Evolution von herbizidresistenten 

Pflanzen durch den Einsatz von Herbiziden wie Glyposat auf Flächen mit genetisch modifizierten und 

dadurch resistenten Kulturpflanzen. In Gilbert (2013) wurde dargestellt, dass sich mindestens 24 

herbizidresistente Wildkräuter seit der Markteinführung von Glyphosat entstanden, allerdings wurde 

dieser Effekt auch bei herkömmlichen Herbiziden wie Atrazin festgestellt, gegen das mittlerweile 64 

Wildkräuter resistent sind. Weitere Bedenken sind mit Gesundheitsrisiken für den Menschen und 

negativen Folgen für die Tierwelt verbunden (Fladung et al. 2010, BMUB 2016). 

Zur Untersuchung möglicher Auswirkungen auf Mensch, Tier und Umwelt wird seit 1987 im Auftrag der 

deutschen Bundesregierung Sicherheitsforschung in der Grünen Gentechnik betrieben. Alle Ergebnisse 

der einzelnen Forschungsprojekte wiesen übereinstimmend darauf hin, dass gentechnisch modifizierte 

Pflanzen kein höheres Risiko für Umweltbeeinträchtigungen bergen als konventionell gezüchtete Pflanzen 

(BMBF 2014). Die Sicherheitsforschung an Bäumen ist von drei Punkten bestimmt: Verhinderung der 

vegetativen Ausbreitung, Verhinderung von vertikalem Genfluss und Verhinderung von horizontalem 

Genfluss. Bei der Risikobewertung ist zu beachten, dass viele Baumarten durch die Bildung von 

Wurzelbrut in der Lage sind, vegetativ auszubreiten (Häggman et al. 2014). Zur Verhinderung von 

vertikalem Genfluss wird an der genetisch induzierten Sterilität gearbeitet, sodass transgene Pflanzen ein 

isolierter Genpool bleiben und es nicht zur unkontrollierten Auskreuzung und Ausbreitung kommt 

(Fladung & Hoenicka 2012). Die speziellen Anforderungen sind auch darin begründet, dass Bäume ein 

hohes Lebensalter erreichen und ihre Pollen über weite Entfernungen verbreitet werden können. Eine 

Ausbreitung transgener Bäume könnte also langfristige Nachwirkungen haben (Fladung & Hönicka 2006). 

Horizontaler Genfluss von höheren Pflanzen auf Bodenbakterien oder -pilze konnte bisher nicht 

beobachtet werden. Obwohl horizontaler Genfluss von Pflanzen zu anderen Eukaryoten grundsätzlich 

vorkommen kann, ist dies unter natürlichen Bedingungen extrem unwahrscheinlich (BMBF 2014, 

Häggman et al. 2014). 

Zur Risikobewertung transgener Pflanzen wurden Freilandversuche durchgeführt, um realitätsnah ihre 

Auswirkungen auf die Umwelt zu untersuchen. Der erste deutsche Freisetzungsversuch mit Bäumen 

wurde 1996 vom heutigen Thünen-Institut für Forstgenetik initiiert und für fünf Jahre kultiviert (Fladung 

et al. 2004). Ein zweiter Freisetzungsversuch wurde zwischen 2000 und 2003 durchgeführt. Anhand 

transgener Espen wurden unter anderem die Stabilität und Expression von Fremdgenen unter 

realistischen Freilandbedingungen sowie die Interaktion mit Mykorrhiza-Pilzen untersucht. Horizontaler 

Gentransfer konnte dabei nicht beobachtet werden (Fladung & Hoenicka 2012). Zwei weitere 

Freisetzungsversuche wurden in Sachsen-Anhalt durchgeführt, bei denen es um Phytoremediation und 

Biosicherheit von transgenen Bäumen ging (Peuke & Rennenberg 2006). Insgesamt werden in 

Deutschland seit 2013 keine Freilandversuche mit gentechnisch veränderten Pflanzen durchgeführt 

(Fladung 2015). In keinem der in den letzten 20 Jahren auf nationaler und internationaler Ebene 

durchgeführten Freilandversuchen konnte ein Risiko für die Umwelt oder die menschliche Gesundheit 

festgestellt werden (Häggman et al. 2014). 

Um die Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen zu verhindern, die als Selektionsmarker in transgenen 

Pflanzen dienen, kommen moderne Biotechnologien, auch als „Züchtung 3.0“ bezeichnet, zunehmend ohne 
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Resistenzen aus (F. Hartung, Julius-Kühn-Institut, persönliche Mitteilung). Cisgene Pflanzen enthalten 

ausschließlich genetische Elemente aus nahe verwandten, kreuzbaren Arten. Die produzierten Pflanzen 

könnten demnach auch auf natürlichem Wege durch Kreuzung entstehen (Jany & Kellmann 2015). Sie 

enthalten keine Antibiotika-Resistenzen, beispielhaft am Apfel gezeigt (Krens et al. 2015). Bei der 

Intragenese werden regulatorische Elemente den Pflanzen entnommen, modifiziert und wieder in die 

Spenderpflanze integriert. Obwohl kein artfremdes Material in die Pflanzen eingebracht wird, handelt es 

sich hierbei um transgene Pflanzen. Weitere Techniken sind die Agro-Infiltration, bei der das Transgen 

nicht replikationsfähig ist und die transgene Pflanze nicht weiter verbreitet wird, die Nutzung von 

sequenzspezifischen Nukleasen (CRISPR/Cas, Jinek et al. 2012) oder die RNA-abhängige DNA-

Methylierung zur epigenetischen Modifikation (Jany & Kellmann 2015, F. Hartung, Julius-Kühn-Institut, 

persönliche Mitteilung).  

 

1.4.4 Entwicklung von Nutzungsstrategien gentechnisch veränderter Bäume 

Bäume unterscheiden sich von krautigen Energiepflanzen grundlegend durch die deutlich längere 

vegetative Phase, bevor es zur Blütenbildung kommt. Während beispielsweise Raps und Mais im Jahr der 

Keimung fertil werden, vergehen mindestens vier Jahre, ehe in Pappeln die Blütenbildung einsetzt, in 

natürlichen Populationen sogar mindestens zehn bis zu 15 Jahre (DiFazio et al. 2011, Slavov & Zhelev 

2010). In anderen Waldbaumarten dauert dies noch länger (Tab. 1.1). Dadurch ist die Kreuzungszüchtung 

im forstwirtschaftlichen Kontext zeitlich stark beeinträchtigt. Während Getreidepflanzen seit 

Jahrtausenden vom Menschen genutzt und durch Züchtung stark domestiziert sind, sind Bäume 

vergleichsweise unbehandelt und verfügen über eine hohe Biodiversität (Fladung 2011). 

  

Tab. 1.1: Zeitrahmen der vegetativen Phase vor Einsetzen der Blütenentwicklung und Samenproduktion bei ausgewählten 

Forstgehölzen 

Die Züchtung von Bäumen für die energetische oder stoffliche Verwertung ist ein äußerst langwieriger Prozess. Die Zeit bis zum 

Einsetzen der Blütenentwicklung ist deutlich länger als bei krautigen Energiepflanzen. Die Fruktifikation beginnt bei Solitärbäumen 

meist früher, im geschlossenen Bestand eher später (Schütt et al. 2006). 

Pflanzenart Länge der vegetativen Phase 

Populus spec. Zwischen 4 und 15 Jahren (DiFazio et al. 2011) 

Betula pendula ROTH Zwischen 10 und 20 Jahren (Roloff & Pietzarka 2006) 

Quercus robur L. Zwischen 20 und 40 Jahre (Aas 2006) 

Fagus sylvatica L. Zwischen 40 und 80 Jahre (Felbermeier & Mosandl 2006) 

 

Bezogen auf Zuwachsrate, Schädlingsresistenz und Anpassungsfähigkeit an Umweltbedingungen konnten 

durch konventionelle Züchtung bereits große Fortschritte erzielt werden, dennoch ist dies durch die 

langen Generationszeiten ein langwieriger Prozess. Unabhängig von frühblühenden Ausgangsklonen ist 

die klassische Forstpflanzenzüchtung zu langsam für die drängenden Anforderungen, die insbesondere 

aus dem fortschreitenden Klimawandel resultieren. Ein Zeitraum von zehn bis 15 Jahren ist angemessen, 

um auf Einflüsse zu reagieren und stresstolerante Pflanzen zu erzeugen (Fladung 2011). Gentechnische 

Methoden können die Nachteile der konventionellen Züchtung überwinden und eine sinnvolle Ergänzung 

darstellen (Ye et al. 2011, Fladung 2011). Die Anwendung gentechnischer Methoden an Bäumen richtet 

sich primär nach kommerziellen Interessen und ist hauptsächlich auf drei Gebiete fokussiert: a) 
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Modifikation von Lignin- oder Cellulosebiosynthese, b) Stressresistenz gegen Insekten, Herbizide, 

Antibiotika und Trockenheit sowie c) Phytoremediation. In allen drei Bereichen dienen Pappeln als 

Modellorganismen (Ye et al. 2011, Fladung 2011).  

Ungeachtet des schnellen Wachstums von Pappeln ist die praktische Nutzung als Bioenergiequelle durch 

die chemische Zusammensetzung der Zellwände limitiert. Für die energetische Nutzung ist es 

erstrebenswert, den Anteil und die Aufschlussfähigkeit von Kohlenhydraten wie Cellulose zu steigern und 

den Ligningehalt zu reduzieren oder dessen Zusammensetzung zu verändern (Yuan et al. 2008). Durch die 

Modifikation unterschiedlicher Gene in den Synthesewegen von Lignin und Cellulose konnten beachtliche 

Erfolge erzielt werden. Beispielsweise konnte der Ligningehalt um 17% reduziert werden durch 

Herabregulation der Kaffeesäure-O-Methyltransferase (englisch Caffeic acid O-methyltransferase, kurz 

COMT, Jouanin et al. 2000), um 40% bei der Herabregulation der 4-Coumarat-CoA Ligase (kurz 4CL, Li et 

al. 2003) und sogar um 50% durch herabregulierte Cinnamoyl-CoA Reduktase (kurz CCR, Leplé et al. 

2007). Eine Steigerung des Cellulosegehalts konnte durch Überexpression von Xyloglucanase oder UDP-

Glucose-Pyrophosphorylase erreicht werden (Park et al. 2004, Coleman et al. 2007). Da die 

Zusammensetzung der pflanzlichen Zellwände weitere Auswirkungen auf den Wassertransport oder die 

Abwehr von Pathogenen haben kann, sind bis zur praktischen Nutzbarkeit weitere Tests und Feldstudien 

nötig (Ye et al. 2011).  

Insektenfraß ist weltweit der am stärksten limitierende Faktor bei der Produktivität von 

Pappelanpflanzungen. Weitere Schädlinge wie Pilze oder bakterielle und virale Erreger können ebenfalls 

die Gesundheit der Pflanzen und ihre Produktivität negativ beeinflussen. Die bekannteste Resistenz gegen 

Schadinsekten beruht auf einem Toxin aus Bacillus thuringiensis, dem Bt-Toxin. Genetisch veränderte, Bt-

transgene Pflanzen produzieren dieses Protein, das Insekten beim Fraß zu sich nehmen und im 

Verdauungstrakt der Insekten tödlich wirkt (Ye et al. 2011). Zwei Bt-transgene Pappellinien, „Poplar-12“ 

und „Poplar-741“, sind die momentan einzigen kommerziell genutzten, transgenen Pappeln weltweit (Hu 

et al. 2001, Tian et al. 2000, Tab. 1.2). Sie werden zur Aufforstung im Norden Chinas eingesetzt, um die 

Verluste durch Schadinsekten zu reduzieren (Fladung 2011). 
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Tab. 1.2: Genetische Modifikationen der transgenen Pappellinien Poplar-12 und Poplar-741 

Die Daten stammen vom „International Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applications ISAAA“ 

(http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/crop/default.asp?CropID=15&Crop=Poplar, Zugriff am 05.07.15) sowie den 

angegebenen Veröffentlichungen. Beide Pappeln enthalten neben dem Selektionsmarker NPTII Transgene zur Vermittlung von 

Resistenz gegen Schadinsekten. Der triploide Klon Poplar-741 wurde 1974 in China gezüchtet und soll schnellwachsend sein  (G. von 

Wühlisch, Thünen-Institut für Forstgenetik, persönliche Mitteilung).  

Pappelklon Art Transgene Durch das Transgen vermittelte Eigenschaften 

Poplar-12 

(Hu et al. 2001) 

Populus nigra CRY1AC Die Pflanze produziert das Delta-Endotoxin aus Bacillus 

thuringiensis zur Vermittlung der Resistenz gegen Schädlinge 

der Ordnung Lepidoptera.  

NPTII Die vermittelte Resistenz gegen Neomycin- und Kanamycin-

Antibiotika ist für die Selektion der transgenen Pflanzen 

erforderlich.  

Poplar-741  

(Tian et al. 2000) 

Populus alba ×  

[P. davidiana ×  

P. simonii])  

× P. tomentosa 

 

 

CRY1AC Die Pflanze produziert das Delta-Endotoxin aus Bacillus 

thuringiensis zur Vermittlung der Resistenz gegen Schädlinge 

der Ordnung Lepidoptera. 

API Das Arrowhead Protease Inhibitor-Protein aus Sagittaria 

sagittifolia L. vermittelt eine Breitbandresistenz gegen 

Insektenfraß. 

NPTII Die vermittelte Resistenz gegen Neomycin- und Kanamycin-

Antibiotika ist für die Selektion der transgenen Pflanzen 

erforderlich.  

  

Mit Schadstoffen verunreinigte Böden und Grundwasser sind weltweit ein bedeutsames Problem. 

Schwermetalle, andere Metallionen oder organische Verbindungen stellen eine Gefahr für Pflanzen, Tiere 

und den Menschen dar. Die konventionelle Dekontaminierung durch Bodenabtrag, Bodenwaschung oder 

Extraktion durch physikalisch-chemische Technologien ist allerdings teuer und teilweise sogar ineffektiv 

(Cherian & Oliveira 2005, Fladung 2011). Seit den 1990er Jahren werden bestimmte Pflanzen, darunter 

auch Pappeln, zur Phytoremediation eingesetzt. Dabei nehmen die Pflanzen Schadstoffe aus dem Boden 

auf und renaturieren ihn dadurch. In den Pflanzen laufen biochemische Prozesse ab, wodurch die 

Schadstoffe chemisch modifiziert, an andere Moleküle gebunden und entweder in den Zellvakuolen 

gespeichert oder in die Zellwände eingebunden werden (Cherian & Oliveira 2005, Van Aken 2008). Zur 

endgültigen Beseitigung können die Pflanzen anschließend abgeerntet und fachgerecht entsorgt werden.  

Die natürlich vorliegende Toleranz gegenüber Schadstoffen und deren Aufnahmekapazität ist allerdings 

begrenzt (Shim et al. 2013). Nicht nur zur Toleranz höherer Schadstoffkonzentrationen werden 

gentechnische Entwicklungen durchgeführt, sondern auch dahingehend, dass Gene von sogenannten 

Hyperakkumulatoren, d. h. Pflanzen mit besonders nützlichen Eigenschaften im Bereich der 

Phytoremediation, in andere Pflanzen übertragen werden. Durch die Expression dieser Gene lässt sich die 

Aufnahmekapazität oder die biochemische Verwertung innerhalb der Pflanze steigern (Cherian & Oliveira 

2005). Auch mit nicht-pflanzlichen Genen wie dem Cytochrom P450 von Säugetieren wurden Pflanzen zur 

Remediation transformiert (Doty et al. 2007).  

Als Empfängerpflanzen sind Pappeln und Weiden besonders geeignet. Sie haben ein ausgeprägtes 

Wurzelsystem, nehmen viel Wasser auf, wachsen schnell und bauen viel Biomasse auf. Pappeln werden 

bereits zur Beseitigung des Herbizids Atrazin oder des Lösungsmittels Trichlorethen eingesetzt (Cherian 

& Oliveira 2005). Neben der Aufnahmesteigerung von (auch teilweise chlorhaltigen) organischen 

Verbindungen wird zusätzlich an der effektiveren Entsorgung von Schwermetallen wie Cadmium und Blei 

gearbeitet (Song et al. 2003, Cherian & Oliveira 2005).  

 

http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/crop/default.asp?CropID=15&Crop=Poplar
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1.5 Biomassebildung bei Pflanzen 

1.5.1 Regulation der pflanzlichen Biomassebildung 

Die Bildung hölzener Biomasse wird von mehreren Faktoren beeinflusst, vor allem der Aktivität des 

vegetativen Sprossapikalmeristems, der Zellelongation, der Zellwandbiosynthese und der Photosynthese 

(Demura & Ye 2010). Auf jeder dieser Ebenen wirken genetische und molekulare Regulatoren (Abb. 1.9).  

 

 

Abb. 1.9: Einflussfaktoren auf verschiedenen Ebenen der Biomassebildung (aus Demura & Ye 2010, modifiziert) 

Die Bildung pflanzlicher Biomasse kann auf unterschiedlichen Stufen beeinflusst werden. Eine verzögerte oder verhinderte 

Transition von vegetativem zu reproduktivem Meristem kann durch die Modifikation mehrerer Blütengene erreicht werden. Die 

Aktivität des vegetativen Apikalmeristems und des vaskulären Kambiums, ebenfalls ein vegetatives Meristem, kann durch die 

Überexpression von KNOX Homöobox-Genen gesteigert werden. Zusätzlich haben Cytokinine einen Einfluss auf das Kambium. 

Während Gibberellineinfluss die Zellelongation steigern kann, können Veränderungen in der Photosynthese oder im 

Brassinosteroidhaushalt das vegetative Wachstum positiv beeinflussen. NAC/MYB-Transkriptionsfaktoren aktivieren oder steigern 

Gene, die an der Bildung der sekundären Zellwand beteiligt sind (Demura & Ye 2010).  

 

Vegetatives Gewebe wird von vegetativen Meristemen gebildet, allen voran dem Sprossapikalmeristem 

für das Längenwachstum und dem vaskulären Kambium für das sekundäre Dickenwachstum. Die 

verlängerte oder gesteigerte Aktivität der vegetativen Meristeme kann zur gesteigerten Produktion von 

vegetativen Geweben führen, was sich positiv in der aufgebauten Biomasse niederschlägt. Die verlängerte 

vegetative Aktivität des Sprossapikalmeristems wird erreicht, wenn die Transition von vegetativem zu 

reproduktiven Meristem verhindert oder herausgezögert wird. Die von Salehi et al. (2005) beschriebene 

Überexpression von FLC in Nicotiana tabacum L. führte zu verzögerter Blüte und gesteigerter Biomasse. 

Induziert wird die Transition durch die Transkriptionsfaktoren SOC1, FUL und FT (Demura & Ye 2010, 

siehe Abschnitt 1.5.2 Einfluss von SOC1 und FUL auf die Biomassebildung). Auf das vaskuläre Kambium 

wirkt Cytokinin induzierend. Wenn in transgenen Pappeln die Cytokinin-Konzentration durch 

Überexpression von Cytokinin-abbauenden Genen reduziert wird, wird auch die Holzbildung gedrosselt 

(Nieminen et al. 2008). Beide Meristeme reagieren sensitiv auf KNOX Homöobox-Gene. Ihre 

Überexpression führte in der Pappel zu gesteigerter Meristemaktivität (Du et al. 2009). 

Die Zellelongation wird primär hormonell gesteuert und durch Gibberellin gesteigert (Demura & Ye 

2010). Eine durch die Überexpression der GA20-Oxidase gesteigerte Gibberellin-Produktion führte in der 
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Pappel zu stark gesteigerter Pflanzenhöhe. Das Gesamtgewicht der trockenen Biomasse war dadurch 

erhöht (Eriksson et al. 2000). 

Die Zellwandbiosynthese mit den inbegriffenen Synthesen von Cellulose, Hemicellulosen und Lignin wird 

durch NAC- und MYB-Transkriptionsfaktoren gesteuert. Sie sind den direkten Regulatoren der 

Synthesegene vorgeschaltet und induzieren so die Biomassebildung (Demura & Ye 2010). 

Durch die Photosynthese stehen den Pflanzenzellen Kohlenhydrate zur Verfügung. Dieser Prozess hat 

somit einen direkten Einfluss auf das vegetative Wachstum. Pflanzen mit einer C4-Photosynthese sind im 

tropischen Raum durch ihre Fähigkeit zur CO2-Konzentration in den Blättern den C3-Pflanzen in der 

Biomassebildung überlegen. Nicht zuletzt deswegen dienen die C4-Pflanzen Zea mays L. und 

Miscanthus spec. als Energiepflanzen (Demura & Ye 2010). Unabhängig vom Photosynthese-Typ ist 

allerdings auch bei erhöhter Blattfläche die photosynthetische Aktivität und somit auch die 

Biomassebildung gesteigert (Dohleman & Long 2009). Durch Brassinostereoide wird der 

Blattanstellwinkel beeinflusst. Bei Aufrichtung der Blätter kann mehr Licht darauf fallen, wodurch 

ebenfalls die photosynthetische Aktivität erhöht wird (Demura & Ye 2010). 

 

1.5.2 Einfluss von SOC1 und FUL auf die Biomassebildung 

In der Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH. konnte ein bedeutender Einfluss der beiden 

Gene SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) und FRUITFULL (FUL) auf die 

Biomassebildung nachgewiesen werden. In einer Arbeit von Melzer et al. (2008) wurden Doppelmutanten 

gefunden, in denen sowohl SOC1 als auch FUL herabreguliert waren. Diese Linien zeigten einen 

perennierenden Phänotyp mit floraler Reversion. Florale Reversion beschreibt, dass reproduktive 

Meristeme nach der Blühperiode wieder zu vegetativen Meristemen wurden, sodass an Stelle des 

Blütenstands eine neue Blattrosette entstand (Abb. 1.10 A). Daraus kann ein weit verzweigtes, 

strauchartiges Geflecht folgen (Abb. 1.10 B).  

 

 

Abb. 1.10: Florale Reversion bei Arabidopsis thaliana (aus Melzer et al. 2008) 

A) Florale Reversion am Blütenstand einer Doppelmutante von A. thaliana, in der SOC1 und FUL herabreguliert sind. B) Eine acht 

Monate alte Doppelmutante von A. thaliana, in der SOC1 und FUL herabreguliert sind, zeigt florale Reversion. Zum Vergleich ist 

rechts daneben eine Wildtyp-Pflanze von A. thaliana mit herkömmlichen Phänotyp abgebildet. 

 

A B 
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Darüber hinaus beobachteten Melzer et al. (2008), dass es bei dieser Arabidopsis-Doppelmutante zur 

Holzbildung kam. Während die Wildtypen nur sehr begrenztes sekundäres Wachstum in den 

Blütensprossen zeigten, bildete die soc1-ful-Mutante verholzende Stämme. Dies führte zur Ausbildung 

eines Holzzylinders, der in Arabidopsis bisher nicht beobachtet wurde (Abb 1.11).  

 

 

Abb. 1.11: Hölzerne Sprossachse einer vier Monate alten Doppelmutante von Arabidopsis (aus Melzer et al. 2008) 

 

Durch die Erkenntnisse von Melzer et al. (2008) wurde dargelegt, dass SOC1 und FUL auch einen Einfluss 

auf die Biomassebildung haben, obwohl beide Gene, auch in Anbetracht ihrer Bezeichnung, als 

Blühzeitpunktgene bekannt sind. Melzer et al. (2008) interpretieren daher, der molekulare Unterschied 

zwischen ausdauernden und einjährigen Pflanzen scheint relativ gering zu sein und ein Wechsel zwischen 

diesen Lebensstrategien scheint keine größeren genetischen Innovationen zu erfordern. Offensichtlich 

können Entwicklungsregulatoren, wie diese beiden Blühzeitpunktgene, evolutionäre Variation stark 

beeinflussen. 

 

1.6 Kandidatengene 

1.6.1 SOC1 und FUL sind Schlüsselgene in der Blühzeitpunktregulation 

Die Blütenentwicklung in Pflanzen ist zum einen endogen, also durch genetische Determinierung, und 

zum anderen exogen, durch äußere Einflüsse, gesteuert. In den meisten Pflanzen sind die exogenen 

Regulationsfaktoren ausschlaggebend (Schopfer & Brennicke 2010). Diverse Umwelteinflüsse wie die 

Tageslänge, Umgebungstemperatur, spektrale Zusammensetzung des Lichts haben einen Einfluss auf den 

Blühzeitpunkt der Pflanze. Dessen Regulation ist in Arabidopsis gut erforscht. Die genetische Nähe der 

Gattung Populus zu Arabidopsis erlaubt es, die mit Arabidopsis entwickelten Modelle in Grundzügen auf die 

Pappeln zu übertragen (Jansson & Douglas 2007). Hierauf basieren die folgenden Beschreibungen: 

Ein wichtiges Element in der Blühzeitpunktregulation ist FLOWERING LOCUS C (FLC). Dieser zentrale 

Blührepressor, ein MADS Box-Transkriptionsfaktor, hemmt die Expression von SOC1, einem bedeutenden 

Blühpromoter. FLC ist Bestandteil des Temperatur-abhängigen Signalwegs und wird durch Vernalisation, 

also durch kühle Temperaturen, reprimiert. Sobald FLC herunterreguliert ist, wird SOC1 exprimiert, was 

die Blütenbildung induzieren kann (Srikanth & Schmid 2011, Putterill et al. 2004). Außerdem wird die 
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Expression von FLC durch endogene Faktoren, die in den autonomen Signalwegen zusammengefasst sind, 

beeinflusst. 

FLOWERING LOCUS T (FT) wirkt ebenfalls induzierend auf SOC1. FT ist der letzte Transkriptionsfaktor aus 

dem photoperiodischen Signalweg. Er gilt als „Florigen“, das zentrale Signal zur Blüteninduktion (Turck et 

al. 2008). Die Expression von FT wird durch das Protein CONSTANS (CO) gesteuert, das sensitiv für die 

Tageslänge ist und bei langen Tagen induzierend wirkt (Putterill et al. 2004, Srikanth & Schmid 2011).  

SOC1 gehört mit FLOWERING LOCUS T (FT) und LEAFY (LFY) zu den Blütenentwicklungsintegratoren. Als 

„Integratoren“ werden die Gene bezeichnet, die am Ende der vielschichtigen Signalwege stehen, an denen 

zahlreiche Gene beteiligt sein können. FT aktiviert die Expression von SOC1 und über den 

Transkriptionsfaktor FD auch die Expression von AP1 (Srikanth & Schmid 2011). SOC1 und AGAMOUS 

LIKE 24 (AGL24), ein weiterer aktivierender Signalintegrator, regulieren sich gegenseitig und aktivieren 

die Expression des „Blühgens“ LFY. LFY reguliert sich gegenseitig mit APETALA1 (AP1) (Putterill et al. 

2004). Durch die gegenseitige, netzwerkartige Regulation der Integratoren wird der Blühzeitpunkt 

optimal auf alle Umweltbedingungen abgestimmt. 

FUL wird durch SOC1 und SPL-Proteine, die aus dem altersabhängigen Signalweg stammen, induziert. AP1, 

APETALA2 (AP2), FUL, CAULIFLOWER (CAL) und LFY regulieren die Identität der Blühmeristeme. Sie lösen 

schlussendlich gemeinsam die Blütenentwicklung der Pflanze aus (Abb. 1.12). 

 

 

Abb. 1.12: Stellung von SOC1 und FUL in der Blütenentwicklung (nach Srikanth & Schmid 2011) 

SOC1 ist ein zentraler Integrator, der die Signale aus den unterschiedlichen Signalwegen empfängt und durch seine Expression LFY 

induziert, wodurch es zur Blütenentwicklung kommt. Außer dem temperaturabhängigen Signalweg mit dem Repressor FLC wirken 

die Signalwege induzierend auf SOC1. SOC1 induziert den Transkriptionsfaktor FUL. Die Kenntnisse basieren vornehmlich auf 

Arabidopsis.  

 

1.6.2 SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) 

Das Gen SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1), auch als AGAMOUS-LIKE 20 (AGL20) 

bezeichnet, ist ein Schlüsselgen der Blühzeitpunkt-Regulation. Es handelt sich dabei um einen MADS Box-

Transkriptionsfaktor (Lee & Lee 2010), wobei als MADS-Box eine DNA-bindende Domäne des Proteins 
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bezeichnet wird, die die Transkription anderer Gene reguliert. Diese Genfamilie spielt eine bedeutende 

Rolle in der Pflanzenentwicklung (Leseberg et al. 2006). SOC1 integriert die Signale aus den 

photoperiodischen, temperaturabhängigen und Gibberellin-Pathways zur Blühinduktion (Borner et al. 

2000, Putterill et al. 2004, Srikanth & Schmid 2011). Der Transkriptionsfaktor wird durch die beiden 

antagonistischen Blüteregulatoren CONSTANS (CO) und FLC reguliert. Während FLC an den Promoter von 

SOC1 bindet und so die Expression unterbindet, wirkt CO über FT aktivierend auf SOC1 (Lee & Lee 2010). 

Gibberellin veranlasst die Blüte von Arabidopsis durch Hochregulierung der Expression von SOC1.  

SOC1 bindet nach Aktivierung an den LEAFY-Promoter und dient als Aktivator für die nachfolgenden 

Pathways (Srikanth & Schmid 2011). Die Blüte wird induziert, wenn SOC1 an der Triebspitze exprimiert 

wird und zusammen mit AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24) das Blühmeristem-Identitätsgen LFY aktiviert (Lee & 

Lee 2010). Transgene Arabidopsis-Pflanzen, die unter Induktion des 35S-Promoters SOC1 konstitutiv 

exprimieren, zeigen eine „frühe Blüte“, extreme Phänotypen sogar ein Tageslängen-unabhängiges 

Blühverhalten (Borner et al. 2000). Arabidopsis-Mutanten mit defizientem SOC1 haben einen Phänotyp mit 

verzögerter Blüte, die in Kombination mit ebenfalls defizientem FUL sogar noch stärker verzögert auftritt 

(Melzer et al. 2008). Interpretationen wurden dahingehend veröffentlicht, dass MADS Box-Gene wie SOC1 

in der evolutionären Entwicklung von annuellen zu perennierenden Pflanzen beteiligt waren (Lee & Lee 

2010). Insgesamt hat die Gruppe der MADS Box-Gene eine Genduplikation erlebt und dadurch auch 

funktionelle Divergenzen gebildet. Für Orthologe von SOC1 wurde gezeigt, dass sie auch in vegetativen 

Geweben regulative Funktionen ausüben (Theissen et al. 2000, Lee & Lee 2010).  

 

1.6.3 FRUITFULL (FUL) 

FRUITFULL (FUL), ehemals auch als AGAMOUS-LIKE 8 (AGL8) bezeichnet, ist ein Gen der MADS Box-

Genfamilie. Es gehört zu den Typ II MADS Box-Genen und hier in die Gruppe A, der auch APETALA1 (AP1) 

und CAULIFLOWER (CAL) zugeschrieben werden (Leseberg et al. 2006). Funktionell verhalten sich diese 

Gene in Hinblick auf die Kontrolle der Blütenarchitektur redundant (Ferrándiz et al. 2000). FUL ist 

funktionell weitaus weniger erforscht als das zuvor beschriebene Gen SOC1. Bekannt ist, dass SOC1 die 

Expression von FUL aktiviert (Araki 2001).  

FUL ist nach Gu et al. (1998) in der Zelldifferenzierung während der Blattbildung und Samenentwicklung 

von Arabidopsis beteiligt. In einer FUL-defizienten Mutante von Arabidopsis ist die Verlängerung der 

Samenschote nach der Befruchtung ausgehebelt (Gu et al. 1998). Ferrándiz et al. (2000) zeigten, dass 

Arabidopsis-Mutanten mit defizientem FUL in Kombination mit defizientem AP1 und CAL einen nicht-

blühenden Phänotyp zeigen, der statt Blüten vegetative Triebe ausprägt. Die Autoren schlussfolgerten, 

dass FUL die Blütenarchitektur kontrolliert, indem LFY beeinflusst wird.  

Mit Pappeln ist in Bezug auf FUL bislang wenig gearbeitet worden, sodass hier kaum Erkenntnisse 

vorhanden sind. Die konstitutive Expression von BpMADS4, einem FUL-Ortholog aus der Hängebirke 

Betula pendula, führte in Birke und Apfel zu früher Blüte (Flachowsky et al. 2007). In der Pappel wurde 

eine verzögerte Seneszens und Dormanz beobachtet, allerdings keine Induktion früher Blüte (Hoenicka et 

al. 2008). 
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1.6.4 Weitere Kandidatengene 

Im Jahr 2011 wurden jeweils eine Transkriptomanalyse von Kambium einer Hybridespe P. tremula × 

P. tremuloides (Kersten et al., Thünen-Institut für Forstgenetik, unpubliziert) und von P. trichocarpa (Leplé 

et al., INRA Orléans, unpubliziert) durchgeführt.  

Als Materialspender für die Hybridespen-Analyse diente ein fünf Jahre altes Individuum des Klons Esch5. 

Dabei wurden 19139 Transkripte identifiziert, von denen 707 als Trankriptionsfaktoren oder 

-regulatoren identifiziert wurden. Diese Gene wurden mit Hilfe des eFP-Browsers 

(http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi) auf ihre Expression in verschiedenen Geweben 

untersucht. Da eine Auswirkung auf die Biomassebildung gewünscht war, wurden Gene gesucht, die auch 

nach dieser Datengrundlage im Xylem exprimiert wurden. Mit dem Hintergrund, dass die Blütengene 

SOC1 und FUL wie beschrieben einen Einfluss auf die Biomassebildung haben können, sollen einige 

Kandidatengene parallel auch in der Blüte exprimiert werden. Ebenfalls wurden Gene gesucht, die neben 

dem Xylem auch in den Wurzeln exprimiert werden, um zu ermitteln, ob auch dadurch ein Einfluss auf die 

Biomassebildung möglich ist. 

Nach allen Abwägungen wurden drei Gene mit DNA-bindenden Domänen aus der Esch5-

Transkriptomanalyse zu Kandidatengenen ernannt: POPTR_0002s03580, POPTR_0005s12520 und 

POPTR_0007s14560. Zudem wurde aus den identifizierten Transkripten mit POPTR_0002s22040.1 ein 

weiteres Gen ausgewählt, das zwar kein Transkriptionsfaktor war, allerdings auffällig stark exprimiert 

war. Aus der zweiten Transkriptomanalyse von P. trichocarpa wurde POPTR_0019s11440 als 

Kandidatengen ausgewählt, ein Gen mit bislang unbekannter Funktion und Lokalisierung auf dem 

putativen Geschlechtschromosom 19 (Tab. 1.3). Nach der Analyse im eFP-Browser waren alle 

ausgewählten Gene sowohl im sich entwickelnden Xylem als auch in der Blüte bzw. sowohl im sich 

entwickelnden Xylem als auch den Wurzeln exprimiert.  

 

Tab. 1.3: Ausgewählte Kandidatengene der Transkriptomanalysen von P. tremula × P. tremuloides bzw. P. trichocarpa 

Die Ergebnisse stammen von Kersten et al., Thünen-Institut for Forstgenetik, unpubliziert, sowie Leplé et al., INRA Orléans, 

unpubliziert. Die Frequenz bezieht sich auf das angegebene Transkript des jeweiligen Gens, beginnend mit „POPTR_“. 

Kandidatengen Transkriptomanalyse Funktionelle Beschreibung Frequenz 

POPTR_0007s14560.2 

Potri.007G008600 

P. tremula × P. tremuloides 

(Kersten et al.) 

 Ähnlich einem putativen Transkriptionsfaktor aus 

Ricinus communis L. 
9036 

POPTR_0002s03580.1 

Potri.002G034400 

P. tremula × P. tremuloides 

(Kersten et al.) 

 Zugeordnet dem Sekundärmetabolismus 

 Annotiert als NmrA-like transkriptionelles 

Regulatorprotein 

 Ähnlich dem Gen At1G75280, einer putativen 

Isoflavonreduktase aus A. thaliana 

516 

POPTR_0019s11440.1 

Potri.019G084600 

P. trichocarpa 

(Leplé et al.) 
 Keine funktionelle Beschreibung  

POPTR_0005s12520.1 

Potri.005G123800 

P. tremula × P. tremuloides 

(Kersten et al.) 

 Annotiert als GRAS-Transkriptionsfaktor 

 Geringe Ähnlichkeit zu einem DELLA-Protein aus 

Oryza sativa L. (Reis), welche in der Blühinduktion 

beteiligt sind (Srikanth & Schmid 2011) 

143 

POPTR_0002s22040.1 

Potri.002G223100 

P. tremula × P. tremuloides 

(Kersten et al.) 
 Keine funktionelle Beschreibung 1586 

 

http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi


EINLEITUNG 

 

35 

 

Abschließend soll darauf hingewiesen werden, dass sich die Nomenklatur der Gene sich im Laufe der 

Forschungsarbeiten verändert hat. Dies resultiert aus einer neuen, der dritten, Ausgabe der 

Genomsequenz von Nisqually-1 (Tuskan et al. 2006). Bis 2013 waren die Gene mit „POPTR“ (für die 

Initialen von Populus trichocarpa), einer folgenden vierstelligen Nummer für das Scaffold, einem „s“ und 

einer fünfstelligen Nummer für das putative Gen bezeichnet. Seit der Veröffentlichung der neuen 

Sequenzversion werden die Gene mit „Potri“ (für die Initialen von Populus trichocarpa), einer 

dreistelligen Nummer für das Scaffold, einem „G“ und einer sechsstelligen Nummer für das Gen 

bezeichnet. Im Zuge der Aktualisierung wurden einige Gene einem neuen Scaffold zugeordnet. Dies betraf 

allerdings nicht die genannten ausgewählten Kandidatengene. 

 

1.7 Zielsetzung  

Die vorliegenden Erkenntnisse zeigten, dass die beiden MADS Box-Transkriptionsfaktoren SOC1 und FUL 

nicht nur in der Blütenentwicklung beteiligt sind, sondern auch einen Einfluss auf die Biomassebildung 

haben. Die Hinweise, die anhand von Arabidopsis gewonnen wurden, sollten auf die Pappel übertragen 

werden. In transgenen Ansätzen zur Herunterregulierung und Überexpression sollte ein Einfluss dieser 

beiden Gene auf die Biomassebildung überprüft werden.  

Die Funktion der fünf weiteren, ausgewählten Kandidatengene ist größtenteils unbekannt. In einer 

Metaanalyse sollten weitere Informationen über sie und ihren möglichen Einfluss auf die Biomassebildung 

gewonnen werden. In transgenen Knockdown- und Überexpressionsansätzen wurden die Gene in der 

Pappel modifiziert. Die daraus resultierenden Auswirkungen auf die Phänotypen der Pappeln und ihre 

Biomassezusammensetzung sollten ermittelt werden.   

 

Für diese Arbeit standen die folgenden drei Hypothesen im Fokus: 

1. Die Überexpression von SOC1 und FUL führt zu reduzierter Biomassebildung. 

2. Der Knockdown von SOC1 und FUL führt zu verstärkter Biomassebildung. 

3. Die Überexpression oder der Knockdown von Genen, die jeweils in der Blüte und dem sich 

entwicklendem Xylem oder in den Wurzeln und dem sich entwickelndem Xylem parallel 

exprimiert werden, führen zu Veränderungen in der Biomasse der Pappel.   
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Laborgeräte und Verbrauchsmaterial 

Die verwendeten Laborgeräte sind in Tab. 2.1 aufgelistet. 

 

Tab. 2.1: Verwendete Laborgeräte (alphabetisch sortiert) 

Soweit nicht anders angegeben, befindet sich der Firmensitz der Hersteller in Deutschland. 

Gerät Hersteller 

Bioanalyzer „Agilent 2100“ Agilent Technologies (Waldbronn) 

Dampfsterilisator „Laboklav Eco“ SHP Steriltechnik (Detzel Schloss/Satuelle) 

Dampfsterilisator „Varioklav“ HP Medizintechnik (Oberschleißheim) 

Elektrophoresekammern und Zubehör Biometra (Göttingen) 

Geldokumentationsapparatur Intas (Göttingen) 

Glasperlensterilisator „Steri350“ Keller (Burgdorf, Schweiz) 

Heizblock Deelux Labortechnik (Gödenstorf) 

Hybridisierungsinkubator „GFL 3032“ GFL (Burgwedel) 

Kühlzentrifuge „Biofuge 28 RS“ Heraeus (Hanau)/Thermo Scientific (Waltham, USA) 

Kühlzentrifuge „Fresco 21“ Thermo Scientific (Waltham, USA) 

Kühlzentrifuge „Mikro 200R“ Hettich (Tuttlingen) 

Lichtmessgerät „LI-185B“ LI-COR (Lincoln, USA) 

Magnetrührer „Cimarec i Poly“ und „Variomag Mono“ Thermo Scientific (Waltham, USA) 

Magnetrührer „Ikamag Reo“ und „Ikamag Ret“ IKA Labortechnik (Staufen) 

Mehrkanalpipetten Biohit (Helsinki, Finnland) 

Mikropipetten Eppendorf (Hamburg) 

Mikrowellenofen Panasonic (Kadoma, Japan) und Bosch (Stuttgart) 

Minizentrifuge „Sprout“ Biozym (Hessisch Oldendorf) 

Netzteile „PHERO-stab. 500“ Biotec-Fischer (Reiskirchen) 

pH-Meter WTW (Weilheim) 

Präzisionswaage Sartorius (Göttingen) 

Präzisionswaage „Mettler P2000N“ Mettler-Toledo (Gießen) 

Präzisionswaage „PCB“ Kern (Balingen) 

qRT-PCR „Stratagene Mx3000P“ Stratagene (Santa Clara, USA) 

Schwingmühle „MM300“ Retsch (Haan) 

Spektralphotometer „NanoDrop 1000 3.7.1“ Thermo Scientific (Waltham, USA) 

Sterilwerkbank BDK/Weiss Technik (Sonnenbühl-Genkingen) 
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Tab. 2.1 (Fortsetzung): Verwendete Laborgeräte (alphabetisch sortiert) 

Gerät Hersteller 

Sterilwerkbank „Herasafe“ Thermo Scientific (Waltham, USA) 

Sterilwerkbank „Mars Safety Class 2“ Scanlaf/Labogene (Lynge, Dänemark) 

Taumelschüttler „WT 17“ Biometra (Göttingen) 

Thermocycler „LabCycler“ SensoQuest (Göttingen) 

Thermoschüttler „HLC“ Ditabis (Pforzheim) 

Thermoschüttler „PocketBloc“ Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf) 

Tischzentrifuge „Biofuge 13“ Heraeus (Hanau)/Thermo Scientific (Waltham, USA) 

UV-Crosslinker „UV Stratalinker 2400“ Stratagene (Santa Clara, USA) 

Vakuumkonzentrator „Speed Vac Plus SC110A“ Savant/Thermo Scientific (Waltham, USA) 

Vortex-Mischer „VF2“ IKA Labortechnik (Staufen) 

Wasserbad GFL (Burgwedel) 

Zentrifugen „Biofuge pico“ und „Megafuge 1.0R“ Heraeus (Hanau)/Thermo Scientific (Waltham, USA) 

 

Das Verbrauchsmaterial wie Pipettenspitzen, Reaktionsgefäße, Petrischalen, serologische Pipetten, 

Präzisionswischtücher, Klebeetiketten, Aluminiumfolie, Klebefolien und Parafilm wurde von den Firmen 

Sarstedt (Nümbrecht), biolab products (Hamburg), Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf) und Starlab 

(Hamburg) geliefert. 

 

2.2 Chemikalien 

Für die im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten Experimente und Untersuchungen wurden 

Chemikalien und Substanzen von namhaften Herstellern wie den Firmen Carl Roth (Karlsruhe), 

AppliChem (Darmstadt), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) und Merck (Darmstadt) verwendet. Antibiotika 

und Medienbestandteile wurden von Duchefa Biochemie (Haarlem, NL) bezogen. Die Restriktionsenzyme 

wurden von New England Biolabs (Frankfurt am Main) geliefert. Soweit nicht anders angegeben, befindet 

sich der Firmensitz der Hersteller in Deutschland.  

 

2.3 Pflanzenmaterial 

2.3.1 Esch5 

Beim Klon „Esch5“ handelte es sich um einen Hybrid der Kreuzung P. tremula × P. tremuloides. 

Kreuzungseltern waren die europäische Espe „Brauna11“ und die amerikanische Espe „Turesson141“ 

(kurz „Tur141“). Esch5 ist diploid (2 n) und weiblich (♀). Dieser Klon kann vergleichsweise einfach in 

vitro kultiviert, regeneriert und transformiert werden (Abb. 2.1), sodass er bereits für zahlreiche 

gentechnische Versuche verwendet wurde (u. a. in Fladung & Ahuja 1996, Fladung et al. 1999, Kumar & 

Fladung 2000, Grünwald et al. 2001, Fladung & Becker 2010, Hoenicka et al. 2012).  
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Abb. 2.1: Versuchsklon Esch5 nach dreiwöchigem Wachstum in einem in vitro-Kulturgefäß (A) und als zweijährige Pflanze 

im Gewächshaus (B) 

 

2.3.2 P1 

Als Klon „P1“ wird in dieser Dissertation der in der Literatur „INRA 717-1B4“ genannte Klon bezeichnet. 

Es handelte sich um einen Hybridklon aus P. tremula × P. alba, der kurz als P. × canescens bezeichnet wird 

(Leple et al. 1992). Der verwendete Klon P1 ist diploid (2 n) und weiblich (♀). Er zeigt in vitro ein 

schnelles Wachstum, gute Regenerierbarkeit und Transformierbarkeit (Abb. 2.2). Aufgrund dieser 

positiven Eigenschaften wurde der Klon zu einem Modellklon für transgene Ansätze (Busov et al. 2010). 

Während dieser Studie wurde die Genomsequenz von P1 veröffentlicht (Xue et al. 2015). 

 

 

Abb. 2.2: Versuchsklon P1 in der Gewebekultur (A) und als junge Pflanze nach elf Wochen im Gewächshaus (B, C) 

In C deutlich zu erkennen sind die für P. × canescens charakteristischen weißen Blattunterseiten und Triebspitzen. 

 

  

A B 
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2.4 Sterilisation von Gefäßen und Handwerkszeug  

Glasgefäße, Kulturgefäße für die Gewebekultur und ähnliches wurden durch Autoklavieren bei 121 °C 

oder bei 180 °C für 6 h thermisch sterilisiert. Scheren, Pinzetten, Skalpelle und ähnliche Handwerkszeuge 

wurden im Glasperlensterilisator für min. 10 s auf 260 °C erhitzt.  

 

2.5 Gewebekultur 

Die Gewebekultur der Pappeln unterlag konstant geregelten Bedingungen. Die Raumtemperatur betrug 

23 °C, die Luftfeuchtigkeit 50% (± 5%). Die Beleuchtung wurde 24 Stunden pro Tag aufrechterhalten. 

Dabei lag die minimale Beleuchtungsstärke für die normale Pappelkultur bei 8 µE m-2 s-1, die maximale 

Beleuchtungsstärke bei 100 µE m-2 s-1. Im optimalen Bereich betrug die Beleuchtungsstärke 18 µE m-2 s-1. 

Für die Transformationskulturen wurde ein dunklerer Bereich gewählt, bei dem die Beleuchtungsstärke 

bei 2,5 µE m-2 s-1 lag. 

Die Pflanzen wurden in lichtdurchlässigen Kulturgefäßen („Magenta vessels“, Typ GA-7, Fa. Sigma-Aldrich, 

St. Louis, USA) kultiviert. Diese Behälter hatten eine Grundfläche von 7,7 × 7,7 cm und waren 9,7 cm hoch. 

Der ebenfalls lichtdurchlässige Deckel war im verschlossenen Zustand luftdurchlässig, sodass ein 

Gasaustausch möglich war. Um Eindringen von Schadorganismen (Bakterien, Pilzsporen, Insekten) zu 

vermeiden, wurde der Kontaktbereich zwischen Kulturgefäß und Deckel mit zwei Lagen Verschlussfolie 

(„Parafilm“, Fa. Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA) verschlossen. Pro Gefäß wurde je nach 

Verwendungszweck zwischen 50 mL (kurzzeitige Anzucht, beispielsweise für die Überführung in Erde) 

und 76 mL (langfristige Kultur zum Erhalt der Linie) Medium verwendet. 

 

2.5.1 460-Medium 

Beim Medium „460“ handelte es sich um das Standard-Medium zur in vitro-Kultivierung von Pappeln. Ein 

Liter bestand aus 2,46 g Grundmedium „McCown Woody Plant Medium“ (kurz „WPM“, Fa. Duchefa 

Biochemie), 20,0 g Saccharose und 6,0-7,5 g Agar. Die eingesetzte Menge an Agar variierte je nach 

Verwendungszweck, um unterschiedlich festes Medium zu erhalten. Mit deionisiertem Wasser wurde das 

Volumen auf 1 L aufgefüllt. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 5,8 eingestellt. Das WPM-Grundmedium 

wurde als verwendungsbereite Mischung bezogen und enthielt alle erforderlichen Makro- und 

Mikronährstoffe sowie Vitamine (Tab. 2.2). 

 

Tab. 2.2: Nährstoffe im WPM-Grundmedium (übernommen aus Lloyd & McCown 1980) 

Die Gesamtkonzentration von Mikro- und Makroelementen inklusive Vitaminen liegt bei 2462,60 mg/L. 

 

Makroelemente mg/L mM Mikroelemente mg/L µM Vitamine mg/L µM 

CaCl2 72,50 0,65 CuSO4 × 5 H2O 0,25 1,00 Glycin 2,00 26,64 

Ca(NO3)2 × 4 H2O 471,26 2,35 FeNaEDTA 36,70 100,00 Myo-Inositol 100,00 554,94 

KH2PO4 170,00 1,25 H3BO3 6,20 100,27 Nicotinsäure 0,50 4,06 

K2SO4 990,00 5,68 MnSO4×H2O 22,30 131,94 Pyridoxin HCl 0,50 2,43 

MgSO4 180,54 1,50 Na2MoO4×2H2O 0,25 1,03 Thiamin HCl 1,00 2,96 

NH4NO3 400,00 5,00 ZnSO4×7 H2O 8,60 29,91    
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2.5.2 Medien 601, 6011/2 und 6011/4 

Das Medium „601“ war mit dem Phenylharnstoff Thidiazuron (N-Phenyl-N‘-1,2,3-thiadiazol-5-ylharnstoff, 

Abb. 2.3) versetzt. Dieses Phytohormon hat eine Cytokinin-ähnliche Wirkung (Lu 1993) und führt bei 

Pappeln zu multipler Sprossung (Bonga & von Aderkas 1992, Huetteman & Preece 1993). Das Medium 

601 wurde daher zur Regeneration von Pappeln aus zerkleinertem Gewebe genutzt.  

 

 

Abb. 2.3: Chemische Struktur von Thidiazuron (Lu 1993) 

Thidiazuron ist ein synthetisches Cytokinin, das die Bildung von Adventivsprossen induziert. Es wurde im Rahmen der 

Agrobacterium-vermittelten Transformation zur Regeneration der Explantate eingesetzt. 

 

Medium 601 setzte sich aus 1 L Medium 460 zusammen, das mit 1 mL Pluronic F-68 (Endkonzentration 

100 mg/L) und 10 µL Thidiazuron (Endkonzentration 0,0022 mg/L) versetzt wurde. Bei den Medien 

6011/2 und 6011/4 war die Konzentration von Pluronic F-68 und Thidiazuron auf die Hälfte bzw. ein Viertel 

der Ausgangskonzentration reduziert. Diese Medien wurden für die Dauerkultur von Pflanzen genutzt, die 

auf Standardmedium abgestorben wären, und für die Entwöhnung der Pflanzen, wenn diese von 

Thidiazuron-haltigem Medium auf Thidiazuron-freies Standardmedium überführt wurden.  

Zur Selektion nach der Transformation wurde 1 L Medium 601 mit 4 mL Cefotaxim (125 mg/mL, 

Cefotaxim-Natriumsalz, Endkonzentration 500 mg/L) und je nach Selektionsmarker 1 mL Kanamycin 

(50 mg/mL, Kanamycin-Monosulfat, Endkonzentration 50 mg/L) oder 2 mL Hygromycin (10 mg/mL, 

Hygromycin B, Endkonzentration 20 mg/L) versetzt. Diese Medien wurden dann mit „C“ für Cefotaxim-, 

„K“ für Kanamycin- und „H“ für Hygromycin-Zusatz gekennzeichnet. 

 

2.6 Transformationsvektoren 

2.6.1 Agrobakterien 

Der zur Transformation verwendete Agrobacterium-Stamm trug die Bezeichnung GV3101::pMP90RK und 

basierte genetisch auf dem Stamm Agrobacterium tumefaciens C58. Dieser Stamm war „entwaffnet“, also 

von Genen zur Hormon- und Opinsynthese befreit (Clark & Pazdernik 2009), und trug als Markergen auf 

dem bakteriellen Chromosom eine Resistenz gegen das Antibiotikum Rifampicin (Goodner et al. 2001, 

Wood et al. 2001, Hellens et al. 2000). Die Bakterien waren mit dem Tumor-induzierenden Plasmid 

pMP90RK bestückt, das auf dem Plasmid pTiC58ΔT-DNA basierte und als Markergene die Resistenzen 

gegen Gentamicin und Kanamycin trug (Hellens et al. 2000).  

Ein weiterer genutzter Agrobacterium-Stamm war EHA105. Dieser wurde auf Grundlage des Stamms 

EHA101 entwickelt, in dem die Kanamycinresistenz vom Ti-Plasmid entfernt wurde. Durch diese Deletion 

war es möglich, ein Kanamycin-Resistenzgen in der T-DNA zu platzieren und als Selektionsmarker bei der 

genetischen Transformation von Pflanzen einzusetzen (Hood et al. 1993). Der chromosomale Hintergrund 

war der bereits zuvor beschriebene Stamm Agrobacterium tumefaciens C58 (Hellens et al. 2000). 
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2.6.2 Transformationsplasmide 

Während der Transformation wird die T-DNA, die auf dem Ti-Plasmid kodiert ist, in die Pflanzenzelle 

übertragen und hier ins Pflanzengenom integriert. Die T-DNA beinhaltet daher die für den 

Transformationserfolg erforderlichen funktionellen Sequenzabschnitte.  

Als Promoter wurden der Ubiquitin-Promoter (pUBQ10), der 35S-Promoter sowie der NOS-Promoter 

verwendet. pUBQ10 war ein konstitutiv exprimierter Promoter aus Arabidopsis spec. (Sun & Callis 1997). 

Der 35S-Promotor ist ein konstitutiv exprimierter Promoter, der ursprünglich aus dem Blumenkohl-

mosaikvirus (englisch „Cauliflower Mosaic Virus“, kurz „CaMV“) stammte (Benfey & Chua 1990). Der NOS-

Promoter stammte aus Agrobacterium tumefaciens und reguliert hier die Expression der Nopalinsynthase 

NOS (An 1986).  

Als transkriptionelle Terminatoren wurden der 35S-Terminator aus CaMV sowie die NOS- und OCS-

Terminatoren eingesetzt. Die beiden letzteren stammten auch ursprünglich aus A. tumefaciens und sind 

dort die transkriptionellen Terminatoren der Nopalinsynthase nos bzw. des Octopinsynthase-Gens ocs.  

Zur Selektion von transgenen Sublinien wurden Antibiotika verwendet. Bewährte Selektionsmarker für 

die Pappeltransformation waren die Resistenzen gegen Kanamycin, vermittelt durch die 

Neomycinphosphotransferase NPTII, und Hygromycin, vermittelt durch die Hygromycinphospho-

transferase HPT (Howe et al. 1991, Fladung et al. 1997). Beide Phosphotransferasegene stammten 

ursprünglich aus Escherichia coli (Beck et al. 1982, Gritz & Davies 1983).  

 

2.6.3 Eingesetzte Transformationsvektoren 

Zur genetischen Transformation der Pappeln wurden insgesamt 24 Transformationsvektoren verwendet, 

die in Tab. 2.3 aufgelistet sind. Alle Transformationsvektoren wurden mit dem Buchstaben A und einer 

fortlaufenden Zahl bezeichnet, z. B. A122. Ebenfalls in Tab. 2.3 aufgeführt sind der Bakterienstamm, die 

zugehörigen bakteriellen Selektionsantibiotika, die pflanzlichen Selektionsmarker, der 

Verwendungszweck mit dem „Zielgen“ sowie die durchgeführten Transformationen. Als Zielgen wird in 

dieser Arbeit das neben dem Selektionsmarker in den Empfängerorganismus übertragene Gen bezeichnet. 

Die Genkarten der Transformationsvektoren sind im Anhang zusammengestellt.  

 

Tab. 2.3: Verwendete Transformationsvektoren 

Für die Transformationen wurden insgesamt 24 verschiedene Vektoren, zur Überexpression oder Knockdown, verwendet. Zwei 

unterschiedliche Agrobacterium-Stämme wurden eingesetzt: GV3101-pMP90RK und EHA105. Für die mit * markierten 

Doppeltransformationen wurde ein mit dem angegebenen Vektor transformierter Pappelklon als Empfängerorganismus verwendet. 

Abkürzungen: Carb - Carbenicillin, Gent - Gentamicin, Kan - Kanamycin, Rif - Rifampicin, Spec - Spectinomycin, Str - Streptomycin.  

Vektor 

Agro-

bakterien-

stamm 

Antibiotika zur 

bakteriellen 

Selektion 

Antibiotikum 

zur pflanzlichen 

Selektion 

Anwendung Transformationen 

A122 C58 Rif, Kan, Carb Kanamycin 
Überexpression 

SOC1 

N 94 (Doppeltrans- 

formation mit A137) 

A137 C58 Rif, Kan, Gent Kanamycin Überexpression FUL 

N 94 (Doppeltransformation mit 

A122), N 407 (Doppeltrans-

formation mit A141) 

A141 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Hygromycin 

Überexpression 

SOC1 

N 407 (Doppeltrans- 

formation mit A137) 

A156 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

RNA-Interferenz 

SOC1 / FUL 
N 141, N 145 

 



MATERIAL UND METHODEN 

 

42 

 

Tab. 2.3: Verwendete Transformationsvektoren (Fortsetzung) 

Vektor 

Agro-

bakterien-

stamm 

Antibiotika zur 

bakteriellen 

Selektion 

Antibiotikum 

zur pflanzlichen 

Selektion 

Anwendung Transformationen 

A179 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

RNA-Interferenz 

SOC1 
N 266, N 271 

A180 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin RNA-Interferenz FUL N 267, N 272, N 316 

A185 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Hygromycin 

Überexpression 

Potri.002G034400 

N 282, N 405 (Doppeltrans-

formation mit A194), N 406 

(Doppeltransformation mit A200), 

N 411* (Doppeltransformation mit 

A200), N 412 (Doppeltrans-

formation mit A194*) 

A194 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

Überexpression 

Potri.007G008600, 

codonoptimiert 

N 311, N 405 (Doppeltransforma-

tion mit A185), N 410 (Doppel-

transformation mit A201*), N 412* 

(Doppeltransformation mit A185) 

A198 EHA105 Rif, Spec Kanamycin 
amiRNA 

Potri.007G008600 
N 314, N 339 

A199 EHA105 Rif, Spec Kanamycin 
amiRNA 

Potri.002G034400 
N 315 

A200 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

Überexpression 

Potri.002G223100 

N 321, N 391, N 406 (Doppeltrans-

formation mit A185) und N 411 

(Doppeltransformation mit A185*) 

A201 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Hygromycin 

Überexpression 

Potri.019G084600 

N 322, N 327, N 410* 

(Doppeltransformation mit A194) 

A204 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Hygromycin 

Überexpression 

Potri.005G123800 
N 329, N 340 

A210 EHA105 Rif, Spec Kanamycin 
amiRNA  

Potri.002G034400 
N 357 

A211 EHA105 Rif, Spec Kanamycin 
amiRNA 

Potri.007G008600 
N 356 

A220 EHA105 Rif, Spec Kanamycin 
amiRNA 

Potri.019G084600 
N 359 

A221 EHA105 Rif, Spec Kanamycin 
amiRNA 

Potri.002G223100 
N 361 

A225 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

amiRNA 

Potri.007G008600 
N 368 

A226 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

amiRNA 

Potri.002G034400 
N 369 

A227 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

amiRNA 

Potri.002G034400 
N 393, N 399 

A228 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

amiRNA 

Potri.007G008600 
N 371 

A229 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

amiRNA 

Potri.002G034400 
N 372 

A230 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

amiRNA 

Potri.007G008600 
N 373 

A231 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

amiRNA 

Potri.019G084600 
N 374 

A232 
GV3101-

pMP90RK 

Rif, Kan, Gent, 

Str, Spec 
Kanamycin 

amiRNA 

Potri.002G223100 
N 375 

 

2.6.4 Plasmid-Sequenzierungen 

Für die Transformationsvektoren A137 und A122 lagen keine Sequenzdaten oder Vektorkarten vor, 

deswegen musste das Plasmid zur Entwicklung von Strategien für molekulare Analysen zunächst 

sequenziert werden. Ein Vergleich unterschiedlicher Transformationsvektoren ergab, dass die Sequenzen 

sowohl von Left Border als auch Right Border hoch konserviert vorliegen (O. Polak, Thünen-Institut für 

Forstgenetik, unpubliziert). Für die Bereiche der Right Border wurden die Primer #1572 (forward) und 
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#608 (reverse) synthetisiert. Für die Left Border bestand nur der Primer #847 (forward). Ein Reverse-

Primer für die Left Border wurde nicht synthetisiert, da der Primer dreifach selbst-komplementär und 

somit ineffektiv wäre. Die genannten Primer dienten als Ansatzstellen für die ersten Sequenzierungen. 

Alle Sequenzierungen wurden von der Firma StarSeq (Mainz) durchgeführt. Dazu wurden 600 ng Plasmid-

DNA, die mit Hilfe der Mini-Präparation isoliert wurde, mit 1 µL Primer (10 mM) vermischt und 

eingeschickt. Soweit geeignete Sequenzabschnitte vorlagen, konnten auch PCRs nach dem in Abschnitt 

2.10.2 beschriebenen Schema durchgeführt werden, von deren Produkt 1-2 µL mit 1 µL Primer zur 

Sequenzierung gegeben wurden. Von der Sequenzierung wurden ab1-Dateien erhalten, die für das 

Alignment verwendet wurden. Anhand von Referenzen wurden die Sequenzen funktionell annotiert. 

Ausgehend von bekannten Sequenzen der Transgene und ihrer Selektionsmarker wurden Primer 

entwickelt, die für abschnittsweise Sequenzierungen verwendet wurden. Die daraus erhaltenen 

Sequenzen wurden wiederum als Ansatzstellen für neue Sequenzierungen genutzt („Primer Walking“). 

Das Sequenzalignment wurde mit dem Computerprogramm „SeqMan“ (Fa. DNASTAR, Madison, USA) 

durchgeführt. Die Sequenzen und das automatische Alignment wurden, wo erforderlich, manuell 

modifiziert. Die erhaltene Consensus-Sequenz wurde in das Computerprogramm „SeqBuilder“ (Fa. 

DNASTAR, Madison, USA) überführt, mit Annotationen versehen und in eine Vektorkarte umgewandelt.  

 

2.6.4.1 Transformationsvektor A122: pRT104-35S-SOC1 

Das Transformationsplasmid A122 wurde im Jahr 2006 unter der Bezeichnung pRT104-35S-SOC1 von S. 

Melzer empfangen, um die in Melzer et al. (2008) anhand von Arabidopsis thaliana beschriebenen 

Ergebnisse im Modellsystem Pappel nachvollziehen zu können. Über den Vektor war bekannt, dass es sich 

um einen Agrobakterienstamm der Gruppe C58 handelte und er Resistenzen gegen Rifampicin (auf dem 

bakteriellen Chromosom des Stamms C58), Kanamycin und Carbenicillin beinhaltete. Die genannte 

Publikation enthielt allerdings keine Vektorkarte oder Sequenzdaten, sodass das Plasmid sequenziert 

werden musste. Die für die Sequenzierung des Überexpressionsvektors A122 verwendeten Primer sind im 

Anhang aufgeführt. Aus den Sequenzierungen des Plasmids A122 wurden 91 Einzelsequenzen erhalten. 

Diese wurden in einem Alignment zu einer 13.464 bp langen Consensus-Sequenz zusammengeführt, die 

im Anhang dokumentiert ist. Unter Zuhilfenahme von bekannten Sequenzen und funktionellen 

Annotationen wurden funktionelle Sequenzbereiche identifiziert (Tab. 2.4) und eine Vektorkarte erstellt 

(Abb. 2.4). 

 

Tab. 2.4: Funktionelle Annotationen im Transformationsplasmid A122 

Die T-DNA umfasste den Bereich von 12651-4086 (farblich hinterlegt, überspannt die Zählgrenze). Mit * markiert sind die Gene, die 

auf dem komplementären Strang kodiert waren. Das Plasmid pGH00.0131 wurde zur Annotierung der Sequenzierungen 

herangezogen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF148031, Zugriff am 18.08.2015), ebenso das Plasmid pLMB51 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ895026, Zugriff am 18.08.2015) 

Sequenzbereich Annotation Typ Funktionsbeschreibung 

252..453 * 35S-Terminator Terminator Terminator des Blumenkohlmosaikvirus (CaMV) 

473..1116 * soc1 Gen/offener Leserahmen Zielgen SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF 

CONSTANS1 

1198..1562 * 35S-Promoter Promoter Promoter des Blumenkohlmosaikvirus (CaMV) 

2263..2518 * NOS-Terminator Terminator Terminator der Nopalinsynthase aus A. tumefaciens 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF148031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ895026
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Tab. 2.4: Funktionelle Annotationen im Transformationsplasmid A122 (Fortsetzung) 

Sequenzbereich Annotation Typ Funktionsbeschreibung 

2908..3702 * nptII Gen/offener Leserahmen Neomycinphosphotransferase als Resistenzmarker 

gegen Kanamycin 

3715..4022 * NOS-Promoter Promoter Promoter der Nopalinsynthase aus A. tumefaciens 

4063..4086 T-DNA Right Border Strukturelement  

4196..4520 * tetA Gen/offener Leserahmen Tetracyclin-Resistenzgen (am Ende unvollständig, aus 

pLMB51) 

4524..5201 tetR Gen/offener Leserahmen Tetracyclin-Resistenzgen (aus pLMB51) 

5372..5750 * ColE1 ori Replikationsursprung Replikationsursprung (aus pGH00.0131) 

5744..6527 * traF Gen/offener Leserahmen Konjugationsprotein TraF (Fullner et al. 1996, aus 

pGH00.0131) 

6540..7157 * oriV Replikationsursprung Vegetativer Replikationsursprung (Young et al. 1985, 

aus pGH00.0131) 

7231..7502 * kilA Gen/offener Leserahmen Lethaler Locus (Frisch et al. 1995, aus pGH00.0131) 

8814..9608 nptIII Gen/offener Leserahmen Aminoglycosid-Phosphotransferase (aus pGH00.0131)  

9617..11098 * trfA Gen/offener Leserahmen Plasmid-Replicase (Hellens et al. 2000, aus 

pGH00.0131) 

12651..12674  T-DNA Left Border Strukturelement  

12728..12858 * lacI Gen/offener Leserahmen Bestandteil des Lactose-Operons (lac-Operon, aus 

pGH00.0131) 

12859...13159 * M13 ori Replikationsursprung Replikationsursprung (aus pGH00.0131) 

 

 

Abb. 2.4: Vektorkarte von Transformationsvektor A122 

Das Ti-Plasmid von A122 umfasste insgesamt 13.464 bp. Im Bereich der T-DNA zwischen Left Border und Right Border waren der 

Selektionsmarker NPTII, flankiert vom NOS-Promoter und -Terminator, und das Zielgen SOC1, reguliert durch den 35S-Promoter und 

-Terminator, kodiert. Verzeichnet sind die Hybridisierungssonde und das Restriktionsenzym AflII, die für das Southern Blot 

verwendet wurden. Außerhalb der T-DNA waren u. a. weitere Antibiotikumresistenzen und Gene zur Übertragung der T-DNA 

kodiert. 



MATERIAL UND METHODEN 

 

45 

 

2.6.4.2 Transformationsvektor A137: pSH9-35S-Ful 

Das Transformationsplasmid A137 wurde im Jahr 2006 unter der Bezeichnung pSH9-35S-Ful von S. 

Melzer empfangen, um die in Melzer et al. (2008) anhand von Arabidopsis thaliana beschriebenen 

Ergebnisse im Modellsystem Pappel nachvollziehen zu können. Für den Vektor lagen die Informationen 

vor, dass er zum Agrobacterium-Stamm C58 gehörte und Resistenzen für Rifampicin (auf dem bakteriellen 

Chromosom des Stamms C58), Kanamycin und Gentamicin trug. Die genannte Publikation enthielt 

allerdings keine Vektorkarte oder Sequenzdaten, sodass das Plasmid sequenziert werden musste. Die für 

die Sequenzierung des Überexpressionsvektors A137 verwendeten Primer sind im Anhang aufgeführt. 

Aus den Sequenzierungen des Plasmids A137 wurden 75 Einzelsequenzen erhalten. Diese wurden in 

einem Alignment zu einer 13.192 bp langen Consensus-Sequenz zusammengefasst, die im Anhang 

aufgeführt ist. Unter Zuhilfenahme von bekannten Sequenzen und funktionellen Annotationen wurden 

funktionelle Sequenzbereiche identifiziert (Tab. 2.5) und eine Vektorkarte erstellt (Abb. 2.5). 

 
Tab. 2.5: Funktionelle Annotationen im Transformationsplasmid A137 

Die T-DNA umfasste den Bereich 5503-10127 (farblich hinterlegt). Mit * markiert sind die Gene, die auf dem komplementären Strang 

kodiert waren. Das Plasmid pGH00.0131 wurde zur Annotierung der Sequenzierungen herangezogen 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF148031, Zugriff am 18.08.2015), ebenso das Plasmid pLMB51 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ895026, Zugriff am 18.08.2015) 

Sequenzbereich Annotation Typ Funktionsbeschreibung 

84..355 * kilA Gen / Offener Leserahmen Lethaler Locus (Frisch et al. 1995, aus pGH00.0131) 

1667..2461 nptIII Gen / Offener Leserahmen Aminoglycosid-Phosphotransferase (aus 

pGH00.0131) 

2758..3906 trfA Gen / Offener Leserahmen Plasmid-Replicase (Hellens et al. 2000, aus 

pGH00.0131) 

5503..5526 T-DNA Left Border Strukturelement  

5580..5710 * lacI Gen / Offener Leserahmen Bestandteil des Lactose-Operons (lac-Operon, aus 

pGH00.0131) 

5711..6011 * M13 Ori Gen / Offener Leserahmen Gen der Phage M13 (Fray et al. 1994, aus 

pGH00.0131) 

6233..6434 * 35S-Terminator Terminator Terminator des Blumenkohlmosaikvirus (CaMV) 

6461..7156 * ful Gen / Offener Leserahmen Zielgen FRUITFULL  

7193..7558 * 35S-Promoter Promoter Promoter des Blumenkohlmosaikvirus (CaMV) 

8303..8558 * NOS-Terminator Terminator  Terminator der Nopalinsynthase aus A. tumefaciens 

8948..9743 * nptII Gen / Offener Leserahmen Neomycinphosphotransferase als Resistenzmarker 

gegen Kanamycin 

9756..10063 * NOS-Promoter Promoter  Promoter der Nopalinsynthase aus A. tumefaciens 

10104..10127 T-DNA Right Border Strukturelement  

10237..10561 * tetA, unvollständig Gen / Offener Leserahmen Tetracyclin-Resistenzgen (am Ende unvollständig, aus 

pLMB51) 

10565..11242 tetR Gen / Offener Leserahmen Tetracyclin-Resistenzgen (aus pLMB51) 

11785..12571 * traF Gen / Offener Leserahmen Konjugationsprotein TraF (Fullner et al. 1996, aus 

pGH00.0131) 

12584..13192 

+ 1..9 * 

oriV Gen / Offener Leserahmen Vegetativer Replikationsursprung (Young et al. 1985, 

aus pGH00.0131) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF148031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ895026
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Abb. 2.5: Vektorkarte von Transformationsvektor A137 

Das Ti-Plasmid von A137 umfasste insgesamt 13.192 bp. Im Bereich der T-DNA zwischen Left Border und Right Border waren der 

Selektionsmarker NPTII, flankiert vom NOS-Promoter und -Terminator, und das Zielgen FUL, reguliert durch den 35S-Promoter und 

-Terminator, kodiert. Verzeichnet sind auch die Hybridisierungssonde und das Restriktionsenzym AflII, die für das Southern Blot 

verwendet wurden. Außerhalb der T-DNA waren u. a. weitere Antibiotikumresistenzen und Gene zur Übertragung der T-DNA 

kodiert. 

 

2.7  Agrobacterium-Kulturen 

2.7.1 Medien 

2.7.1.1 YEB (Yeast Extract Broth)-Medium  

Ein Volumen von 1 L YEB-Medium setzte sich zusammen aus 5 g Fleischextrakt, 1 g Hefeextrakt, 5 g 

Pepton und 5 g Saccharose. Mit deionisiertem Wasser wurde das Volumen auf 1 L aufgefüllt. Der pH-Wert 

wurde mit 1 M NaOH auf 7,2 eingestellt. Dieser Ansatz wurde autoklaviert. Nach dem Abkühlen auf unter 

60 °C wurden 2 mL MgSO4 (1 M, sterilfiltriert) hinzugegeben.  

 

2.7.1.2 LB (Lysogeny Broth)-Medium 

Zur Herstellung von 1 L LB-Medium wurden 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt und 10 g Natriumchlorid 

gemischt und mit deionisiertem Wasser auf ein Volumen von 1 L aufgefüllt. Der pH-Wert wurde auf 7 

eingestellt.  

 

2.7.1.3 Vorkultur-Medium für Transformationsvektoren des Stamms GV3101-

pMP90RK 

Das Vorkultur-Medium, das für die Transformationsvektoren des Stamms GV3101-pMP90RK genutzt 

wurde, setzte sich zusammen aus YEB-Medium, das mit den folgenden Antibiotika in den genannten 

Endkonzentrationen versetzt wurde: Rifampicin (100 mg/L), Kanamycin (50 mg/L, Kanamycin-Sulfat), 
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Gentamicin (25 mg/L, Gentamicin-Sulfat), Streptomycin (300 mg/L, Streptomycin-Sulfat), Spectinomycin 

(100 mg/L, Spectinomycin-Dihydrochlorid, Pentahydrat). 

Rifampicin diente der Selektion auf den Agrobacterium-Stamm GV3101. Das Ti-Plasmid wurde durch 

Gentamicin und Kanamycin selektiert (Hellens et al. 2000). Zur Selektion des pLH-Vektors, in dessen 

Multiple Cloning Site das entsprechende Transformationskonstrukt kloniert vorlag, wurde Streptomycin 

und Spectinomycin eingesetzt. 

 

2.7.1.4 Vorkultur-Medium für Transformationsvektoren des Stamms EHA105 

Das Vorkultur-Medium, das für die Transformationsvektoren des Stamms EHA105 genutzt wurde, setzte 

sich zusammen aus YEB-Medium und den folgenden Antibiotika in den genannten Endkonzentrationen: 

Rifampicin (100 mg/L) und Spectinomycin (100 mg/L, Spectinomycin-Dihydrochlorid, Pentahydrat). 

 

2.7.1.5 Vorkultur-Medium für die Transformationsvektoren A122 und A137 

Für die Transformationsvektoren A122 und A137 lag lediglich der chromosomale Hintergrund des 

Agrobacterium-Stamms vor, nicht die genaue Stammbezeichnung. Die Bakterien wurden mit LB-Medium 

angezogen, das mit den folgenden Antibiotika in den angegeben Endkonzentrationen versetzt war: 

A122: Rifampicin (50 mg/L), Kanamycin (50 mg/L, Kanamycin-Sulfat), Carbenicillin (100 mg/L); 

A137: Rifampicin (50 mg/L), Kanamycin (50 mg/L, Kanamycin-Sulfat), Gentamicin (25 mg/L, Gentamicin-

Sulfat). 

 

2.7.2 Glycerin-Stocks 

Zur Langzeitlagerung von Bakterienkulturen wurden Glycerin-Stocks angesetzt. Sie waren aus 200 µL 

Glycerin (99,5%, autoklaviert) und 800 µL Vorkultur zusammengesetzt. Der Ansatz wurde gründlich 

gemischt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -70 °C eingelagert. 

 

2.7.3 Mini-Präparation von Plasmiden 

Die Mini-Präparation zur Plasmid-Isolation wurde nach Knight & Monroe (http://csmbio.csm.jmu.edu/ 

biology/courses/bio480_580/mblab/miniprep.html, Zugriff am 15.08.2015) durchgeführt. Zur 

Präparation von Plasmiden mit nachstehendem Protokoll wurden die folgenden drei Puffer mit der 

genannten Zusammensetzung verwendet: 

Puffer 1: 50 mM Tris-HCl; 10 mM EDTA; 100 µg/mL RNase A, pH 8,0 

Puffer 2: 1% SDS; 0,2 M NaOH 

Puffer 3: 3 M Kaliumacetat, pH 5,5 

 

Zur Mini-Präparation wurde 1 mL Zellsuspension in ein Reaktionsgefäß pipettiert und für 20 s bei 

maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Der Rückstand wurde mit 

100 µL Puffer 1 versetzt und die Zellen durch Vortexen resuspendiert. Zweihundert µL Puffer 2 wurden 

hinzugefügt. Die Suspension wurde durch mehrmaliges Invertieren gemischt und für mindestens fünf 

Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 150 µL eiskalter Puffer 3 hinzugegeben und die Probe 

wieder durch Invertieren gemischt. Nach einer weiteren fünfminütigen Inkubation auf Eis wurde die 

http://csmbio.csm.jmu.edu/%20biology/courses/bio480_580/mblab/miniprep.html
http://csmbio.csm.jmu.edu/%20biology/courses/bio480_580/mblab/miniprep.html
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Probe 5 s bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Gefäß 

übernommen und mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt und gemischt. Nach 2 min Inkubation 

bei Raumtemperatur wurde bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgenommen und der Rückstand mit 200 µL absolutem Ethanol versetzt und erneut durch Invertieren 

gemischt. Nach 2 min Zentrifugation wurde der Überstand erneut abgenommen, der Rückstand im Gefäß 

getrocknet und anschließend in 20 µL TE-Puffer (siehe Abschnitt 2.9.1 TE-Puffer) gelöst.  

 

2.8 Genetische Transformation  

2.8.1 Agrobacterium-vermittelte Transformation von Pappeln 

Die Agrobacterium-vermittelte Transformation teilte sich in drei Schritte, die aufeinanderfolgend 

durchgeführt wurden: Vorkultur der Agrobakterien, Hauptkultur und Transformation, Regeneration von 

putativ transgenen Pflanzensprossen. Das hier aufgeführte Protokoll basiert im Wesentlichen auf Fladung 

et al. (1997) und wurde vom Autor stark modifiziert. 

 

Vorkultur der Agrobakterien  

Aus den Glycerinstocks wurde eine Spatelspitze gefrorene Bakteriensuspension abgekratzt und in ein 

Zellkulturröhrchen mit 4 mL Vorkultur-Medium überführt. Die Kultur wurde über Nacht bei 28 °C 

inkubiert, dabei zur Belüftung mit 900 rpm durchgehend geschüttelt.  

 

Hauptkultur und Transformation 

Die über Nacht inkubierte Vorkultur der Agrobakterien wurde in 50 mL YEB-Medium überführt und 

weiterhin bei 28 °C unter beständigem Schwenken bei 200 rpm inkubiert.  

Während der Inkubationszeit wurde das Pflanzenmaterial zur Transformation vorbereitet. Dazu wurden 

beliebig viele Pflanzen aus der in vitro-Kultur beerntet. Sie wurden oberhalb des untersten Blattes 

abgeschnitten und bis zur weiteren Bearbeitung zur Vermeidung von Austrocknung in sterilem 

Leitungswasser aufbewahrt, bei längerer Wartezeit (> 30 min) in flüssigem 460-Medium.  

Bei Erreichen einer OD600 von 0,3-0,8 (in der Regel nach 4,5 bis 6 h) wurde die Agrobakterien-Suspension 

mit 18 µL Acetosyringon versetzt und für 30 min weiter inkubiert. In dieser Zeit wurden die geernteten 

Pflanzen mit Scheren und Skalpell fein zerkleinert. Die Blattstücke sollten anschließend eine maximale 

Größe von 7 mm² und die Sprossstücke eine maximale Länge von 7 mm Länge haben. Das zerkleinerte 

Pflanzenmaterial wurde nach Ablauf der 30-minütigen Inkubation mit Acetosyringon zur 

Bakteriensuspension hinzugegeben und in Dunkelheit für maximal 45 min bei 28 °C und 200 rpm 

geschwenkt. Nach der Inkubation wurde die Suspension über einem feinen Metallsieb abgegossen und die 

pflanzlichen Rückstände auf sterilem Filterpapier abgetropft. Das Pflanzenmaterial wurde in Petrischalen 

mit 460-Medium verteilt und für ein bis drei Tage bei 22 °C sowie in Dunkelheit inkubiert. 
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Regeneration 

Nach der ein bis drei Tage andauernden Inkubation wurde das ausgebrachte Pflanzenmaterial 

zusammengesammelt und gewaschen. Für die benötigte Cefotaxim-Lösung wurden 2 mL Cefotaxim 

(125 mg/mL, Cefotaxim-Natriumsalz) in 500 mL sterilem Leitungswasser gelöst, um eine 

Endkonzentration von 500 mg/L zu erreichen. Die Waschung fand in sechs Schritten statt: Einmal für zwei 

Minuten in etwa 150 mL sterilem Leitungswasser, viermal für zwei Minuten in 150 mL Cefotaxim-Lösung 

und abschließend ein zweites Mal in 150 mL sterilem Leitungswasser. Nach dem letzten Waschschritt 

wurde das Pflanzenmaterial wieder auf sterilem Filterpapier abgetropft und anschließend zur 

Regeneration auf 601-Medium, das mit Cefotaxim und mit einem oder mehreren weiteren 

Selektionsantibiotika (je nach Transformationsvektor) versetzt wurde, ausgebracht. 

Während der Regenerationsphase entstanden mitunter über 100 unabhängige Regenerate. Nicht alle 

diese Regenerate konnten weiterbearbeitet werden, sodass eine Selektion vorgenommen werden musste 

(Abb. 2.6). Aus den Explantaten wurden einzelne Regenerate isoliert und zur Aufrechterhaltung des 

Selektionsdrucks auf neues Regenerationsmedium mit denselben Antibiotika in Petrischalen überführt, 

um die spätere Kontamination mit persistierenden Agrobakterien zu vermeiden.  

Nach weiterem Heranwachsen der Regenerate wurden sie in Kulturgefäße mit Regenerationsmedium und 

Antibiotikumzusatz überführt. Hier wurde die einsetzende multiple Sprossung beobachtet. Von jedem 

Regenerat wurde ein Spross abgeschnitten und in mit Antibiotika versetztes 460-Medium überführt, nach 

Bedarf über die Zwischenstufen 6011/2 und 6011/4 (jeweils mit Antibiotika versetzt). Bei Kultur auf 460-

Medium wurde eine Bonitur vorgenommen und die Wüchsigkeit der einzelnen Stecklinge beurteilt. 

Besonders wüchsige Stecklinge wurden für die weitere Bearbeitung übernommen, ebenso eine Auswahl 

an gut, mäßig und wenig wüchsigen Pflanzen, sodass jede Phänotypenausprägung berücksichtigt wurde. 

Die diesen Selektionsstufen unterzogenen Pflanzen wurden durchnummeriert und als unabhängige 

Sublinien einer Transformationslinie behandelt.  

 

2.8.2 Entsorgung von genetisch verändertem Material und 

Dekontaminationsmaßnahmen 

Genetisch verändertes Material und hiermit in Berührung gekommene Gefäße wurden im Autoklav bei 

121 °C für 20 min dekontaminiert und fachgerecht entsorgt bzw. neu aufbereitet. Präparative 

Metallwerkzeuge wie Pinzetten, Scheren oder Skalpelle wurden im Glasperlensterilisator für min. 10 s auf 

260 °C erhitzt. Oberflächen wurden mit 70% Ethanol abgewischt. 

 

2.9 Extraktion von Nukleinsäuren 

2.9.1 TE-Puffer 

Die extrahierte DNA wurde in TE-Puffer gelagert, da sie hier stabiler war als in Wasser. Der TE-Puffer war 

zusammengesetzt aus 10 mM Tris und 1 mM EDTA-Dinatriumsalz bei einem pH-Wert von 8,0 (Sambrook 

et al. 1989). Zur Herstellung von 1× TE+RNase wurden 99,99 mL mit 10 µL RNase A (100 mg/µL) versetzt.  
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Abb. 2.6: Selektionsschema der Transformationsregenerate 

Die einer Transformation entwachsenen Regenerate wurden in zwei Stufen selektiert, um eine Auswahl an zu bearbeitenden 

Pflanzen pro Transformation zu erhalten. Das „X“ bei den Medienangaben, z. B. 601XC, steht für das jeweils passende 

Selektionsantibiotikum, also Hygromycin und/oder Kanamycin, „C“ für Cefotaxim. 
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2.9.2 DNA-Extraktion 

Der DNA-Extraktion liegt das Protokoll von Dumolin et al. (1995) zu Grunde, das teilweise modifiziert 

wurde. Der Extraktionspuffer (1 L) setzte sich zusammen aus 20 g Alkyltrimethylammoniumbromid 

(ATMAB), 10 g PVP (M = 40.000 g/mol), 5,8 g EDTA II, 12,1 g Tris HCl und 81,8 g NaCl. Das Volumen 

wurde mit deionisiertem Wasser auf 1 L aufgefüllt. 

Das Probenmaterial wurde zum Aufschluss in 2 mL-Reaktionsgefäße mittels flüssigem Stickstoff (-196 °C) 

tiefgefroren. Unter der Einwirkung von zwei Stahlkugeln (Durchmesser 5 mm) wurde es in einer 

Schwingmühle (Fa. Retsch, Haan) zerkleinert (2 min bei 19 Hz). Vor der weiteren Bearbeitung wurden die 

Stahlkugeln aus den Reaktionsgefäßen entfernt. 

Zum noch tiefgefrorenen, zerkleinerten Pflanzenmaterial wurde 1 mL Extraktionspuffer, der zuvor auf 

55 °C erwärmt wurde, hingegeben und die Suspension mit einem Vortexmischer gründlich gemischt, 

sodass das gesamte gefrorene Probenmaterial gelöst war. Nach Hinzugabe von 50 µL Dithiothreitol (DTT, 

1 M) wurden die Proben kurz durchmischt. Das Gemisch wurde 1 h bei 55 °C und 400 rpm inkubiert, 

anschließend 10 min auf Eis. Daran schloss sich eine Trichlormethan-Fällung an, für die 400 µL den 

Proben hinzugegeben wurde. Die Proben wurden mehrfach invertiert und 20 min bei 13.000 rpm und 4 °C 

zentrifugiert. Die obere, wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Für die 

anschließende Isopropanol-Fällung wurden 600 µL Isopropanol (-20 °C kalt) hinzugefügt und 

durchmischt. Bei einer Inkubation von mindestens 30 min bei -20 °C fielen Nukleinsäuren aus, die bei 

einer anschließenden 10-minütigen Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C abgetrennt wurden. Der 

Überstand wurde verworfen. Das Sediment wurde mit 1 mL 70% Ethanol (-20 °C kalt) gereinigt und per 

Zentrifugation, 20 min bei 13.000 rpm und 4 °C, wieder gesammelt. Nach dem Verwerfen des Überstands 

wurde der Rückstand getrocknet und danach in 30-60 µL 1× TE+RNase gelöst. Das verwendete Volumen 

war dabei abhängig von der Größe des Sediments und die gewünschte DNA-Konzentration. Nach Quellung 

über Nacht bei -4 °C wurden die Proben zum RNase-Verdau 30 min bei 37 °C inkubiert. 

 

2.9.3 Spektralphotometrische Nukleinsäure-Konzentrationsmessung 

Die Konzentrationen von Nukleinsäurelösungen, sowohl DNA- als auch RNA-Lösungen, wurden mit dem 

Spektralphotometer NanoDrop 1000 3.7.1 (Fa. Thermo-Scientific) gemessen. Das Gerät erstellte ein 

Extinktionsspektrum und errechnete daraus die Konzentration der Nukleinsäure. Die Reinheit der 

vorliegenden Nukleinsäuren konnte anhand der Extinktionsquotienten E260/280 und E260/230 bewertet 

werden.  

Für die Konzentrationsmessung wurden 1,0-1,5 µL Lösung auf den Messteller aufgetragen. Als Nullprobe 

wurde, je nachdem worin die Nukleinsäuren gelöst wurden, deionisiertes Wasser, 1× TE+RNase oder PEB-

Puffer (entspricht 10 mM Tris-HCl, pH 8,5, siehe Abschnitt 2.10.6 Synthese der Sonden für Southern 

Blots/Gelelution) verwendet. Nach jeder Messung wurde der Messteller gereinigt. 

 

2.9.4 RNA-Extraktion 

2.9.4.1 Handprotokoll 

Das Protokoll zur RNA-Extraktion basiert auf Chang et al. (1993). Der zur RNA-Extraktion benötigte 

Extraktionspuffer setzte sich zusammen aus 2% Hexadecyltrimethylammoniumbromid, 
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2% Polyvinylpyrrolidon (PVP), 100 mM Tris-HCl (pH 8,0), 25 mM EDTA und 2 M NaCl. Die Substanzen 

wurden in RNase-freiem Wasser gelöst. Die SSTE-Lösung besteht aus 1 M NaCl, 0,5% SDS, 10 mM Tris-HCl 

(pH 8,0) und 1 mM EDTA. Alle Bestandteile wurden in RNase-freiem Wasser gelöst. 

Für die RNA-Extraktion wurde frisches Pflanzenmaterial geerntet und direkt in flüssigem Stickstoff 

tiefgefroren. Mittels einer Schwingmühle (Fa. Retsch) und zwei Stahlkugeln (5 mm Durchmesser) wurde 

das Pflanzenmaterial für mindestens 2:30 min bei 21-23 Hz pulverisiert.  

Der Extraktionspuffer wurde auf 65 °C erhitzt und pro 1 mL mit 20 µL -Mercaptoethanol und 0,54 µL 

Spermidin versetzt. Von diesem Gemisch wurde jeweils 1 mL zu jeder Probe hinzupipettiert und mit 

einem Vortexmischer gründlich durchmischt. Die Proben wurden danach für 10 min bei 65 °C im 

Inkubationsmischer mit 400 rpm inkubiert. Hinterher wurden die Proben noch einmal mit dem 

Vortexmischer durchgemischt. Die Proben wurden für 2 min bei 16.500 G zentrifugiert. Der Überstand 

wurde abgenommen und in ein neues 2 mL-Reaktionsgefäß überführt. Das gleiche Volumen 

Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) wurde hinzugegeben und durch Invertieren vermischt. Es folgte eine 

Zentrifugation der Proben für 20 min bei 16.500 G. Der wässrige Überstand wurde abgenommen, in ein 

neues 2 mL-Reaktionsgefäß überführt, erneut mit dem gleichen Volumen Chloroform:Isoamylalkohol 

(24:1) versetzt, durchmischt und für 20 min bei 16.500 G zentrifugiert. Der wässrige Überstand wurde 

anschließend abgenommen und in ein 1,5 mL-Reaktionsgefäß überführt. Dieses Volumen wurde mit ⅓ 

Volumen 8 M LiCl vermengt und vorsichtig durch Invertieren gemischt. Über Nacht wurde die RNA dann 

bei 4 °C gefällt. 

Die gefällten Nukleinsäuren wurden am nächsten Tag für 20 min mit 18.000 G bei 4 °C abzentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen. Der Niederschlag wurde in 200 µL SSTE gelöst. Zur besseren Löslichkeit 

wurde die Suspension für 2:30 min mit 400 rpm im Inkubationsmischer inkubiert. Es wurden 200 µL 

Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) hinzugegeben und mit dem vorgelegten Volumen durch Invertieren 

gemischt. Durch 20 min Zentrifugation bei 16.500 G und 4 °C wurden die Phasen getrennt; davon wurde 

der Überstand abgenommen und in ein neues 1,5 mL-Reaktionsgefäß überführt. Das doppelte Volumen 

Ethanol (absolut, -20 °C kalt) wurde hinzugegeben, durch Invertieren gemischt und zur RNA-Fällung über 

Nacht bei -20 °C inkubiert.  

Die Proben wurden anschließend für 20 min bei 18.000 G und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

vorsichtig abgenommen, ohne das fragile Sediment aufzunehmen. Das Sediment wurde mit 1 mL 70% 

Ethanol gewaschen und mit 18.000 G bei 4 °C für 10 min abzentrifugiert. Die Flüssigkeit wurde abermals 

vorsichtig abgenommen. Die gefällten Nukleinsäuren wurden für mindestens 1 h offen in einer 

Sterilwerkbank getrocknet und hinterher in 30 µL RNase-freiem Wasser aufgenommen. Die Proben 

wurden spektralphotometrisch gemessen und bei -70 °C eingelagert. 

 

2.9.4.2 RNA-Extraktionskit 

Zur schnellen Extraktion von RNA wurde das „innuPREP Plant RNA Kit“ (Fa. Analytik Jena, Jena) 

verwendet. Maximal 100 µg Pflanzengewebe wurde in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Mittels einer 

Schwingmühle (Fa. Retsch) und zwei Stahlkugeln (5 mm Durchmesser) wurde das Pflanzenmaterial für 

1:30 min bei 19-21 Hz pulverisiert. 
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Anschließend wurde auf das Pflanzenmaterial 450 µL Lysis Solution RL gegeben und durch Vortexen 

vermischt, bis das Material aufgetaut und gelöst vorlag. Nicht-lysiertes Material wurde durch 1 min 

Zentrifugieren bei 18.000 G abgeschieden. Der Überstand wurde auf die Filtersäule D übertragen und für 

2 min bei 10.000 G zentrifugiert. Der aufgefangene Durchfluss wurde mit 400 µL 70% Ethanol vermischt 

und auf die Filtersäule R übertragen. Es folgte eine weitere Zentrifugation für 2 min bei 10.000 G. Die 

Filtersäule R wurde mit 500 µL Waschlösung HS benetzt und 1 min bei 10.000 G zentrifugiert. Der 

Durchfluss wurde verworfen. Es folgten zwei Reinigungsschritte mit 650 µL Waschlösung LS und jeweils 1 

min Zentrifugation bei 10.000 G. Die Durchflüsse wurden verworfen. Mit geöffnetem Deckel wurden die 

Säulen einige Minuten getrocknet, bevor 40 µL Nuklease-freies Wasser zur Elution aufgetragen wurden. 

Das Volumen wurde 1 min inkubiert, bevor es für 1 min bei 6.000 G abzentrifugiert wurde. Zur Steigerung 

der Ausbeute wurde das Volumen erneut auf die Filtermembran gegeben und die Zentrifugation 

wiederholt. Die Proben wurden spektralphotometrisch gemessen und bei -70 °C eingelagert. 

 

2.9.5 DNase-Verdau der isolierten RNA 

Die isolierte RNA musste nach der Extraktion einem DNase-Verdau unterzogen werden, sodass die gDNA 

nicht als Template in der qRT-PCR dienen konnte (Udvardi et al. 2008). Hierfür wurde das TURBO DNA-

free Kit (Fa. Ambion/life technologies, Carlsbad, USA) verwendet, da hier durch die „Inactivation Solution“ 

alle Reaktionsbestandteile abgeschieden werden und am Ende die reine RNA vorliegt.  

Zum DNase-Verdau wurde ein Reaktionsmix aus 28 µL RNA-Isolat, 3,3 µL Reaktionspuffer und 1,0 µL 

DNase-Lösung angesetzt und bei 37 °C im Heizblock inkubiert. Nach 30 min Inkubation wurde in jede 

Probe 1 µL DNase I nachgefüllt. Die Inkubation wurde anschließend für 30 min fortgesetzt. Zuletzt wurden 

6,6 µL Inactivation Solution hinzugefügt und mit der Probe gemischt. Nach fünf Minuten Inkubation bei 

Raumtemperatur, während der die Proben immer wieder sanft durchmischt wurden, wurden die Proben 

bei für 1:30 min bei 10.000 G zentrifugiert. Die Inactivation Solution sammelte sich am Boden des 

Reaktionsgefäßes. Der Überstand wurde abgenommen, spektralphotometrisch gemessen und bei -70 °C 

eingelagert.  

 

2.10 DNA-Analysen 

2.10.1 Polymerase-Kettenreaktion zum Nachweis von Resistenzgenen 

Zur Selektion von transgenen Pflanzen wurden die Antibiotikaresistenzen gegen Kanamycin und 

Hygromycin als Selektionsmarker (Howe et al. 1991, Fladung et al. 1997). Die Kanamycinresistenz wurde 

durch die Neomycinphosphotransferase NPTII vermittelt und durch die untenstehende, 804 bp 

umfassende Sequenz kodiert. Darin markiert sind Sequenzen für die Primer #317 (orange markiert), 

#318 (komplementäre Sequenz, unterstrichen), #343 (grün markiert) und #344 (komplementäre 

Sequenz, blau markiert), die in PCR-Reaktionen eingesetzt wurden: 
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ATGGGAGCTT GGATTGAACA AGATGGATTG CACGCAGGTT CTCCGGCCGC TTGGGTGGAG AGGCTATTCG GCTATGACTG 

GGCACAACAG ACAATCGGCT GCTCTGATGC CGCCGTGTTC CGGCTGTCAG CGCAGGGGCG CCCGGTTCTT TTTGTCAAGA 

CCGACCTGTC CGGTGCCCTG AATGAACTGC AGGACGAGGC AGCGCGGCTA TCGTGGCTGG CCACGACGGG CGTTCCTTGC 

GCAGCTGTGC TCGACGTTGT CACTGAAGCG GGAAGGGACT GGCTGCTATT GGGCGAAGTG CCGGGGCAGG ATCTCCTGTC 

ATCTCACCTT GCTCCTGCCG AGAAAGTATC CATCATGGCT GATGCAATGC GGCGGCTGCA TACGCTTGAT CCGGCTACCT 

GCCCATTCGA CCACCAAGCG AAACATCGCA TCGAGCGAGC ACGTACTCGG ATGGAAGCCG GTCTTGTCGA TCAGGATGAT 

CTGGACGAAG AGCATCAGGG GCTCGCGCCA GCCGAACTGT TCGCCAGGCT CAAGGCGCGC ATGCCCGACG GCGAGGATCT 

CGTCGTGACC CATGGCGATG CCTGCTTGCC GAATATCATG GTGGAAAATG GCCGCTTTTC TGGATTCATC GACTGTGGCC 

GGCTGGGTGT GGCGGACCGC TATCAGGACA TAGCGTTGGC TACCCGTGAT ATTGCTGAAG AGCTTGGCGG CGAATGGGCT 

GACCGCTTCC TCGTGCTTTA CGGTATCGCC GCTCCCGATT CGCAGCGCAT CGCCTTCTAT CGCCTTCTTG ACGAGTTCTT 

CTGA 

 

Die folgende, 1.026 bp umfassende Sequenz kodierte die für die Hygromycinresistenz verantwortliche 

Hygromycinphosphotransferase HPT. Darin markiert sind Sequenzen für Primer #337 (grün markiert) 

und #338 (komplementäre Sequenz, blau markiert), die in PCR-Reaktionen eingesetzt wurden: 

 

ATGAAAAAGC CTGAACTCAC CGCGACGTCT GTCGAGAAGT TTCTGATCGA AAAGTTCGAC AGCGTCTCCG ACCTGATGCA 

GCTCTCGGAG GGCGAAGAAT CTCGTGCTTT CAGCTTCGAT GTAGGAGGGC GTGGATATGT CCTGCGGGTA AATAGCTGCG 

CCGATGGTTT CTACAAAGAT CGTTATGTTT ATCGGCACTT TGCATCGGCC GCGCTCCCGA TTCCGGAAGT GCTTGACATT 

GGGGAATTCA GCGAGAGCCT GACCTATTGC ATCTCCCGCC GTGCACAGGG TGTCACGTTG CAAGACCTGC CTGAAACCGA 

ACTGCCCGCT GTTCTGCAGC CGGTCGCGGA GGCCATGGAT GCGATCGCTG CGGCCGATCT TAGCCAGACG AGCGGGTTCG 

GCCCATTCGG ACCGCAAGGA ATCGGTCAAT ACACTACATG GCGTGATTTC ATATGCGCGA TTGCTGATCC CCATGTGTAT 

CACTGGCAAA CTGTGATGGA CGACACCGTC AGTGCGTCCG TCGCGCAGGC TCTCGATGAG CTGATGCTTT GGGCCGAGGA 

CTGCCCCGAA GTCCGGCACC TCGTGCACGC GGATTTCGGC TCCAACAATG TCCTGACGGA CAATGGCCGC ATAACAGCGG 

TCATTGACTG GAGCGAGGCG ATGTTCGGGG ATTCCCAATA CGAGGTCGCC AACATCTTCT TCTGGAGGCC GTGGTTGGCT 

TGTATGGAGC AGCAGACGCG CTACTTCGAG CGGAGGCATC CGGAGCTTGC AGGATCGCCG CGGCTCCGGG CGTATATGCT 

CCGCATTGGT CTTGACCAAC TCTATCAGAG CTTGGTTGAC GGCAATTTCG ATGATGCAGC TTGGGCGCAG GGTCGATGCG 

ACGCAATCGT CCGATCCGGA GCCGGGACTG TCGGGCGTAC ACAAATCGCC CGCAGAAGCG CGGCCGTCTG GACCGATGGC 

TGTGTAGAAG TACTCGCCGA TAGTGGAAAC CGACGCCCCA GCACTCGTCC GAGGGCAAAG GAATAG 

 

Als Primer zum Nachweis des Kanamycin-Resistenzgens NPTII wurden das Primerpaar #317 und #318  

eingesetzt, das ein 776 bp langes Fragment amplifizierte, oder #343 und #344, das ein 737 bp langes 

Fragment amplifizierte:  

 #317 5’ TTG AAC AAG ATG GAT TGC ACG 3’ 

 #318 5’ AAG AAG GCG ATA GAA GGC GA 3’ 

 #343 5’ TTG GGT GGA GAG GCT ATT CGG 3’ 

 #344 5’ GAA GGC GAT AGA AGG CGA TGC 3’ 

 

Als Primer zum Nachweis des Hygromycin-Resistenzgens HPT wurden die Primer #337 und #338 

eingesetzt, die ein 988 bp langes Fragment amplifizierten: 

 #337 5’ AAA GCC TGA ACT CAC CGC GA 3’ 

 #338 5’ TCG GTT TCC ACT ATC GGC GA 3’ 

 
Die Zusammensetzung der PCR (Tab. 2.6) sowie ihr Thermoprofil (Tab. 2.7) sind nachfolgend aufgeführt: 
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Tab. 2.6: PCR-Zusammensetzung zum Nachweis des Selektionsmarkers 

Bestandteil Stockkonzentration PCR-Konzentration Volumen [µL] 

PCR-Puffer BD 10× 1× 2,50 

MgCl2 25 mM 2,0 mM 2,00 

dNTP-Mix 10 mM 0,2 mM 0,50 

Forward-Primer 10 µM 0,4 µM 1,00 

Reverse-Primer 10 µM 0,4 µM 1,00 

DMSO 100% 2% 0,50 

DNA-Polymerase 5 U/µL 0,6 U/µL 0,12 

H2O   15,88 

Gesamtvolumen   25,00 

 

Tab. 2.7: PCR-Thermoprofil zum Nachweis des Selektionsmarkers 

Die Annealing-Temperatur TA für den Nachweis der Kanamycinresistenz lag bei 57 °C (Primerpaar #317 und #318) bzw. 60 °C 

(Primerpaar #343 und #344), für den Nachweis der Hygromycinresistenz bei 58 °C. Die Zyklenzahl variierte zwischen 35 und 40. 

Temperatur [°C] Zeit [min] Vorgang Zyklen 

94,0 2:00 Initiale Denaturierung  

94,0 0:30 Denaturierung   

37 

 
TA 0:45 Primer-Annealing 

72,0 1:30 Elongation 

72,0 5:00 Abschluss-Elongation  

8,0  Lagerung  

 

2.10.2 Polymerase-Kettenreaktion zum Nachweis der Zielgene 

Der Transformationserfolg wurde nicht nur mit dem Nachweis des Resistenzmarkers dokumentiert, 

sondern auch mit dem Nachweis des Zielgens der T-DNA. Als Zielgen wird in dieser Arbeit das neben dem 

Selektionsmarker in den Empfängerorganismus übertragene Gen bezeichnet. Für den Nachweis wurden 

zahlreiche Primer auf die Sequenzen angepasst, mit denen PCRs durchgeführt wurden (Tab. 2.8). Die PCR-

Produkte wurden per Gelelektrophorese aufgetrennt. 

 

Tab. 2.8: Primer zum Nachweis der Zielgene in den putativ transgenen Linien 

Primer-Nr. Sequenz Primerlänge Erfolgreich verwendete  

Annealing-Temperatur TA [°C] 

#31 ATC GTT GAA GAT GCC TCT GC 20 bp 53 / 57 

#31b ATC GTT CAA GAT GCC TCT AC 20 bp 57 / 56 

#437 GGA AGT TCA TTT CAT TTG GAG AG 23 bp 56 / 58 

#438 AAA TAG CGA TCA TAG CGT TCA AGT 24 bp 56 / 57 / 58 

#439 GCT GAC TCG ATC CTT AGT ATG C 22 bp 57 

#1191 CTT GAT CAT TGG AGG TAC TGG 21 bp 53 / 54 

#1192 TGA TCA AGG TAC TCT TCC ACG 21 bp 53 

#1193 AAT CCT TGG CCG AGT ACT AC 20 bp 52 

#1197 ATG GCC ACT GTT GAG GTT GTG 21 bp 53 

#1228 GGG TTG AAG AAA GCT GGT GC 20 bp 53 

#1232 CCC CAC TTT CGC CTT GGT TA 20 bp 53 

#1236 AGA ATG CAA CAA GCA GAC AAG 21 bp 53 / 58 

#1237 CCA ATG AAC AAT TGC GTC TCT 21 bp 35 / 38 

#1241 AAC AGA ACT CGC CGT AAA GAC 21 bp 54 / 56 

#1242 GAG AGG TAG GGT TCA GTT GAA 21 bp 54 
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Tab. 2.8: Primer zum Nachweis der Zielgene in den putativ transgenen Linien (Fortsetzung) 

Primer-Nr. Sequenz Primerlänge Erfolgreich verwendete  

Annealing-Temperatur TA [°C] 

#1243 CCA GGT GTT GAA GTT CTT TGT A 22 bp 56 

#1244 GAG AGG AAA GAC TCA GAT GAA 21 bp 54,5 / 56 

#1245 TCT CCA ACT GTT GTA GGT CAT 21 bp 54 / 56 

#1360 ACC TCC TCG GAT TCC ATT GC 20 bp 53 

#1361 GGA TCT GAG CTA CAC ATG C 19 bp 52 / 53 / 54 

#1365 AGG GAG ATT CAC AGG TCG TG 20 bp 53 

#1368 CAA AGA TAC AGT CTC AGA AGA CC 23 bp 53 / 54,5 

#1369 GGG TTT CTT ATA TGC TCA ACA C 22 bp 53 

#1413 GGC GAT GCC TTA AAT AAA GAT A 22 bp 57 

#1414 CCA CAA GCT GAC TGC TCT AT 20 bp 57 

#1415 AGC CAC AAT CAG CAT GAT ATG 21 bp 57 / 58 

#1416 GGG AAG CGT GTT CCA AAA CT 20 bp 57 / 58 

#1417 TCC TCA AAG GAC GTT TGT CC 20 bp 57 / 58 

#1446 AGA AGG CTG AGG CTT TGA GAG G 22 bp 53 

#1447 GCA ATG AGT CTC CTG ATC GAT GG 23 bp 53 

#1448 GAG AGT CGA AGA GTC ACA ACA G 22 bp 53 

#1573 GGT CTG GTT TGC TCA AGA AAG C 21 bp 56 

#1847 CAT CTC TGG AGG AGG TTA AGC 21 bp 56 

 

Die Zusammensetzung der PCR (Tab. 2.9) sowie ihr Thermoprofil (Tab. 2.10) sind nachfolgend aufgeführt: 

 

Tab. 2.9: PCR-Zusammensetzung zum Nachweis der Zielgene 

Bestandteil Stockkonzentration PCR-Konzentration Volumen [µL] 

PCR-Puffer BD 10× 1× 2,50 

MgCl2 25 mM 2,0 mM 2,00 

dNTP-Mix 10 mM 0,2 mM 0,50 

Forward-Primer 10 µM 0,4 µM 1,00 

Reverse-Primer 10 µM 0,4 µM 1,00 

DMSO 100% 2% 0,50 

DNA-Polymerase 5 U/µL 0,6 U/µL 0,12 

H2O   15,88 

Gesamtvolumen   25,00 

 

Tab. 2.10: PCR-Thermoprofil zum Nachweis der Zielgene 

Die Annealing-Temperatur TA variierte je nach eingesetztem Primerpaar und ist Tab. 2.8 zu entnehmen. Die Zyklenzahl variierte 

zwischen 35 und 40. 

Temperatur [°C] Zeit [min] Vorgang Zyklen 

94,0 2:00 Initiale Denaturierung  

94,0 0:30 Denaturierung  

37 TA 0:45 Primer-Annealing 

72,0 1:30 Elongation 

72,0 5:00 Abschluss-Elongation  

8,0  Lagerung  
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2.10.3 Gelelektrophorese 

Die Zusammensetzung des 0,5× Tris-Borat-EDTA-Laufpuffers (TBE) in der Gelelektrophorese und 

Grundlösung für die Agarosegele wurde Sambrook et al. (1989) entnommen. Zunächst wurde eine 10× 

konzentrierte TBE-Stammlösung angesetzt, die folgendermaßen zusammengesetzt war: 60,5 g Tris, 30,9 g 

Borsäure, 3,7 g EDTA. Der pH-Wert wurde mit HCl auf 8,3 eingestellt und das Volumen mit deionisiertem 

Wasser auf 1 L aufgefüllt. Vor Verwendung wurde die Stammlösung 1:20 verdünnt. 

Für die Herstellung des Elektrophoresegels wurde die errechnete Menge Agarose, zwischen 1,0 und 2,0%, 

abgewogen und mit dem vorgesehenen Volumen an 0,5× TBE-Puffer versetzt. In einem Mikrowellenofen 

wurde die Agaroselösung aufgekocht und auf 60 °C abgekühlt. Anschließend wurden 2,5 µL Roti Gel Stain 

(Fa. Carl Roth, Karlsruhe) pro 100 mL Agarosegel hinzugegeben. Dieser DNA interkalierende 

Fluoreszenzfarbstoff ermöglicht später die Kontrolle des Elektrophoreseverlaufs und die Identifizierung 

der aufgetrennten PCR-Produkte. Die angefertigte Mischung wurde in die Elektrophoreseform gegossen, 

wo sie abkühlte und erstarrte. 

Zum Beladen des festen Agarosegels wurde Orange G-Ladepuffer verwendet. Von dem Ladepuffer wurde 

eine 6× konzentrierte Stammlösung aus 30% Saccharose und 1% Orange G-

Farbstoff (Fa. Sigma, St. Louis, USA) hergestellt. Die Feststoffe wurden in 

deionisiertem Wasser gelöst. Die gebrauchsfertige Lösung war eine 

Verdünnung aus 1 µL Stammlösung und 5 µL Wasser. Von diesem 

1× Orange G-Ladepuffer wurden 5 µL mit 5 µL PCR-Produkt vermischt. Das 

Gesamtvolumen von 10 µL pro Probe wurde auf das Elektrophoresegel 

aufgetragen. Als DNA-Fragmentlängenmarker wurden 5 µL vom 

„SmartLadder“ der Fa. Eurogentec verwendet (Abb. 2.7). 

Das beladene Elektrophoresegel wurde bis zur gewünschten Auftrennung, 

mindestens aber 1 h, bei 110 V laufen gelassen. Anschließend wurde das Gel 

in einer Dokumentationsapparatur der Fa. Intas (Göttingen) unter UV-

Bestrahlung fotografisch aufgenommen. 

 

2.10.4 Southern Blot 

Zur Quantifizierung der Anzahl, mit der Kopien der T-DNA von den Vektoren durch die Transformationen 

ins Pflanzengenom integriert wurden, wurden Southern Blots durchgeführt (Southern 1975).  

 

Restriktion 

Zu Beginn des Southern Blots wurde die DNA mittels Restriktionsenzymen in kleinere Fragmente zerlegt. 

Die Auswahl der Enzyme war durch die Restriktionssequenzen in der Sequenz der T-DNA bestimmt. Für 

das gewählte Enzym sollte nur eine Schnittstelle vorhanden sein und diese wiederum außerhalb des 

Sequenzbereichs, in dem die später verwendete Sonde lag. Es war erstrebenswert, möglichst kleine 

Fragmente zu erhalten, die in der anschließenden Elektrophorese bis in die Mitte des Agarosegels ziehen 

und nicht am oberen Rand des Gels zurückbleiben. Hier könnten diese größeren Fragmente leicht mit 

nicht-verdauter DNA verwechselt werden. Um möglichst kleine DNA-Fragmente zu erhalten, wurden 

Enzyme ausgewählt, für die im Genom von P. trichocarpa (Version 3.0) eine möglichst hohe Anzahl an 

 

Abb. 2.7: DNA-

Fragmentlängenmarker 

„SmartLadder“  

(Fa. Eurogentec, Köln) 
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Restriktionsschnittstellen ermittelt wurden (B. Kersten, Thünen-Institut für Forstgenetik, 

unveröffentlicht). Tab. 2.11 zeigt die Auswahl der Restriktionsenzyme für jeden der verwendeten 

Transformationsvektoren.  

 

Tab. 2.11: Zum Southern Blot eingesetzte Restriktionsenzyme  

Die Häufigkeit der Sequenzmotive im Genom von P. trichocarpa (Tuskan et al. 2006) wurde von B. Kersten (Thünen-Institut für 

Forstgenetik, unpubliziert) ermittelt. Der senkrechte Strich im Sequenzmotiv markiert die Schnittstelle des Restriktionsenzyms.  

Restriktionsenzym 
Inkubations-

temperatur 
Sequenzmotiv Motivhäufigkeit Hiermit restringierte Vektoren 

AflII 37 °C C|TTAAG 83.684 A137, A141 

AseI 37 °C AT|TAAT 485.049 A199, A226 

BspEI 37 °C T|CCGGA 24.924 A179, A180 

EcoRI 37 °C G|AATTC 118.959 
A179, A180, A194, A200,  

A228, A229, A231 

EcoRV 37 °C GAT|ATC 91.863 A198 

SacI 37 °C GAGCT|C 49.957 
A122, A137, A180, A185, 

A194, A200, A201, A204 

SspI 37 °C AAT|ATT 616.295 
A210, A211, A220, A221,  

A225, A227, A230, A232 

XhoI 37 °C C|TCGAG 42.323 A156 

 

Zur Restriktion wurden 20 µg DNA mit 2 µL 10× Reaktionspuffer und 2 µL Restriktionsenzym versetzt. Die 

Endkonzentration des Enzyms sollte 1 U pro 1 µg DNA betragen. Der Ansatz wurde mit deionisiertem 

Wasser auf 20 µL aufgefüllt. Die DNA der Transformationsplasmide wurde im Southern Blot als 

Positivkontrolle verwendet. Von Plasmid-DNA wurden nur 100 ng für die Restriktion verwendet. Hier 

wurde das Volumen an Restriktionsenzym auf 1 µL reduziert, sodass das Wasservolumen angepasst 

wurde. Die Inkubation erfolgte bei der vom Restriktionsenzym vorgegebenen Temperatur für 16 h im 

Heizblock.  

 

Elektrophorese 

Für die Gelelektrophorese wurde ein 1,5% Agarose-TBE-Gel (200 mL) gegossen und mit 5 µL Roti Gel 

Stain angefärbt (siehe Abschnitt 2.10.3 Gelelektrophorese). Der Restriktionsansatz wurde mit 2 µL 

Ladepuffer (Tab. 2.12) versetzt und das gesamte Probenvolumen (22 µL) auf das Agarosegel aufgetragen, 

zusätzlich 5 µL DIG-Marker II und 5 µL SmartLadder-Größenmarker. Der DIG-Marker war später auf dem 

Biolumineszenzfilm zu erkennen, der SmartLadder-Größenmarker wurde zur Validitätsüberprüfung der 

Elektrophorese eingesetzt. 

Die Elektrophorese teilte sich in eine 15-minütige Einlaufphase bei 50 V und einer Hauptlaufphase bei 

100 V. Nach dem Lauf wurde unter UV-Bestrahlung ein Foto aufgenommen, um den Erfolg der 

elektrophoretischen Auftrennung und des Restriktionsverdaus abzusichern. 
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Tab. 2.12: Zusammensetzung des Ladepuffers für die Southern Blot-Elektrophorese 

Volumen Bestandteil 

2 mL Glycerin (100%) 

16 µL EDTA (0,5 M) 

32 mg Xylencyanol 

32 mg Bromphenolblau 

ad. 8 mL deionisiertes H2O 

 

Gel-Vorbereitung 

Vor dem Blotting wurde das Elektrophoresegel in unterschiedlichen Puffern und Lösungen (Tab. 2.13) 

folgendermaßen inkubiert: Alle Inkubationen wurden auf einem Taumelschüttler bei Raumtemperatur 

durchgeführt. Zur Depurinierung der DNA wurde das Elektrophoresegel in 0,25 M HCl für 7-8 min 

inkubiert. Die vollständige Depurinierung wurde beim Farbumschlag der unteren Markerbande des 

Ladepuffers von blau nach gelb erreicht. Es folgte die Denaturierung der DNA, für die das Gel zweimal für 

je 30 min in Denaturierungspuffer inkubiert wurde. Es folgten zwei Neutralisierungsschritte für je 30 min 

in Neutralisationspuffer. Zur Vorbereitung auf das Blotting wurde das Elektrophoresegel für 5 min in 

10× SSC gespült.  

 

Tab. 2.13: Zur Gel-Vorbereitung benötigte Puffer und Lösungen 

Denaturierungslösung, 1 L Neutralisationspuffer, 1 L Salzsäure HCl, 1 M 

20,0 g NaOH-Pellets 121,14 g Tris 83 mL HCl (37%) 

87,6 g NaCl 87,6 g NaCl 917 mL H2O, deionisiert 

ad. 1 L H2O, deionisiert ad. 1 L  H2O, deionisiert Um die verwendete Konzentration von 

0,25 M zu erreichen, wurden 250 mL 

1 M HCl mit 750 mL H2O gemischt. 

Die Lösung wurde auf pH 13 eingestellt. Der Puffer wurde mit konzentrierter 

Salzsäure auf pH 7,4 eingestellt. 

 

Blotting 

Beim Blotting wurde die DNA aus dem Elektrophoresegel durch Flüssigkeitssog auf eine Nylonmembran 

übertragen. Dazu wurde in die beiden Flüssigkeitsreservoirs einer Elektrophoresekammer 10× SSC gefüllt 

und darin die Enden eines mit 10× SSC getränkten Zellstoffpapiers eingetaucht. Auf die Mitte des Zellstoffs 

wurden vier weitere Lagen Zellstoffpapier gelegt, die ebenfalls mit 10× SSC getränkt wurden, darauf das 

Agarosegel mit der Oberseite nach unten. Auf die bisherige Rückseite des Gels wurde eine zugeschnittene 

Nylonmembran aufgelegt und mit vier Lagen Zellstoffpapier, das mit 2× SSC getränkt wurde, 

überschichtet. Darauf wurden trockene, saugfähige Papiertücher gestapelt und mit einer Glasplatte und 

einem Bleigewicht beschwert (Abb. 2.8). Das Blotting wurde über Nacht, aber mindestens 16 h, 

durchgeführt. Anschließend wurden die vollgesaugten Papiertücher gegen trockene Tücher ausgetauscht 

und der Blot für etwa 1,5 h fortgesetzt. 

 

UV-Crosslinking 

Um die DNA irreversibel auf der Nylonmembran zu fixieren, wurde die Membran beidseitig mit einem UV 

Stratalinker 2400 (Fa. Stratagene) innerhalb von 45 s mit 120 mJ bestrahlt. 
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Abb. 2.8: Schematischer Aufbau des Southern Blots 

Durch Kapillarkräfte wird die hochkonzentrierte 10× SSC-Lösung von den Reservoirs in die Papiertücher gesaugt. Hierbei wurde die 

DNA nach der Elektrophorese vom Agarosegel auf die Nylonmembran übertragen. Die Glasplatte sorgte für die gleichmäßige 

Verteilung des Drucks, der durch das Gewicht auf den Blotting-Aufbau übertragen wird. 

 

Prähybridisierung 

Die Prähybridisierungslösung (Tab. 2.14) wurde vor der Verwendung auf 42 °C erwärmt. Die Membran 

wurde in einer Kunststoffschale vollständig mit Prähybridisierungslösung bedeckt und darin für 3-6 h im 

Hybridisierungsofen bei 42 °C geschwenkt. Um das Entweichen von schädlichen Dämpfen zu vermeiden, 

wurde die Schale in einem Kunststoffbeutel verpackt. 

 

Tab. 2.14: Zusammensetzung der Prähybridisierungslösung 

Volumen Inhaltsstoff 

25 mL 20× SSC 

20 mL 10% Blocking Solution 

1 mL 10% Lauroylsarkosin 

1 mL 0,5% Hefe-RNA 

50 mL Formamid 

2 mL 10% SDS 

1 mL deionisiertes Wasser 

 

Bei der Zusammensetzung der Prähybridisierungslösung ist zu beachten, dass 100 mL 0,5% Hefe-RNA 

sich aus 500 mg Hefe-RNA und DEPC-behandeltem Wasser (siehe Abschnitt 2.11.1 Denaturierende 

Gelelektrophorese) zusammensetzten. Da die RNA schwer löslich war, wurde heißes Wasser verwendet. 

Wenn nötig, wurde die Löslichkeit durch Zugabe von einigen Tropfen 1 M NaOH erhöht. 

 

Hybridisierung 

Während der Hybridisierung band die Sonde an die komplementären Sequenzfragmente. Die Sonde 

wurde wie in Abschnitt 2.10.6 hergestellt und zur direkten Verwendung in Prähybridisierungslösung 

aufgenommen. Dazu wurden 50 ng Sonde mit 1 mL Prähybridisierungslösung vermischt und bei -20 °C 

gelagert.  

Für die Durchführung der Hybridisierung wurde ein 1 mL-Aliquot der Sonde aufgetaut und 5 min bei 

95 °C denaturiert, anschließend mindestens 1 min auf Eis gekühlt. Gleichzeitig wurde das sogenannte 

„Hybridisierungssandwich“ (Abb. 2.9) aufgebaut. Die Membran wurde in einer Kunststofffolie platziert 
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und mit dem Sondenaliquot auf der gesamten Fläche benetzt. Dann wurde das Hybridisierungssandwich 

verschlossen und in einen dichten Plastikbeutel eingewickelt, um das Entweichen schädlicher Dämpfe zu 

vermeiden. In dieser Form wurde der gesamte Aufbau über Nacht bei 42 °C im Hybridisierungsofen 

inkubiert (Fladung & Ahuja 1995).  

 

 

Abb. 2.9: Hybridisierungssandwich (Fladung & Ahuja 1995) 

In diesem Aufbau wurde die Nylonmembran zwischen zwei Glasplatten, die durch Abstandshalter einen Freiraum boten, mit der 

Hybridisierungssonde inkubiert. Die Metallklemmen verhinderten das Verrutschen der Glasplatten. 

 

Chemilumineszenz 

Bevor die Chemilumineszenzreaktion beginnen konnte, war es notwendig, die Membran in mehreren 

Waschschritten vorzubereiten. Die hierfür benötigten Puffer und Lösungen sind in Tab. 2.15 aufgeführt. 

Alle Waschungen wurden in sauberen Plastikschalen auf einem Taumelschüttler oder im schwenkenden 

Wasserbad  durchgeführt. Die Membran wurde stets vollständig mit Flüssigkeit benetzt.  

 

Tab. 2.15: Benötigte Puffer und Lösungen 

Maleinsäurepuffer 

(4× konzentriert, 1 L) 

Maleinsäurepuffer 

(1× konzentriert, 1 L) 

DIG-Wash Buffer, 1 L 

46,40 g Maleinsäure 250 mL  Maleinsäurepuffer, 997 mL Maleinsäurepuffer,  

35,08 g NaCl  4× konzentriert  1× konzentriert 

30,00 g  NaOH 750 mL H2O, deionisiert 3 mL Tween 20 

ad. 1 L H2O, deionisiert     

Der pH-Wert 7,5 wurde mit NaOH oder 

HCl eingestellt. 

    

Blocking Solution (10%)  

für 100 mL 

Blocking-Puffer  

für 400 mL 

 

10 g Blocking Reagent 40 mL Blocking Solution (10%)   

ad. 0,1 L 1× Maleinsäurepuffer 360 mL 1× Maleinsäurepuffer   

MgCl2 

(1 M, 100 mL) 

NaCl 

(5 M, 1 L) 

Tris 

(1 M, pH 7,5/8,0/9,5, 1 L) 

20,33 g  MgCl2 292 g NaCl 121,1 g Tris 

ad. 0,1 L  H2O, deionisiert ad. 1 L H2O, deionisiert 800 mL  H2O, deionisiert 

    Der pH-Wert wurde mit 

konzentrierter Salzsäure auf pH 7,5, 

8,0 oder 9,5 eingestellt. 

Detection Buffer 

(500 mL) 

SSC 

(20× konzentriert, pH 7,0, 1 L) 

SDS 

(10%, pH 7,2, 100 mL) 

50 mL Tris, 1 M (pH 9,5) 175,3 g NaCl 10 g  SDS 

10 mL NaCl, 5 M 88,2 g Na-Citrat 80 mL H2O, deionisiert 

25 mL MgCl2, 1 M ad. 1 L  H2O, deionisiert ad. 0,1 L  H2O, deionisiert 

ad. 0,5 L H2O, deionisiert Der pH-Wert wurde mit NaOH oder HCl auf 

pH 7,0 eingestellt. 

Mit konzentrierter Salzsäure wurde 

der pH-Wert auf 7,2 eingestellt. 
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Tab. 2.15: Benötigte Puffer und Lösungen (Fortsetzung) 

2× SSC / 0,1% SDS 

(1 L) 

0,5× SSC / 0,1% SDS 

(1 L) 

0,1× SSC / 0,1% SDS 

(1 L) 

100 mL 20× SSC 25 mL 20× SSC 5 mL 20× SSC 

10 mL 10% SDS 10 mL 10% SDS 10 mL 10% SDS 

890 mL H2O, deionisiert 965 mL H2O, deionisiert 985 mL H2O, deionisiert 

 

Die Membran wurde zunächst zweimal für 10 min mit 2× SSC/0,1% SDS bei Raumtemperatur gewaschen, 

um ungebundene Sondenmoleküle abzuwaschen. Anschließend folgte eine Waschung für 10 min mit 

0,5× SSC/0,1% SDS bei 65 °C, um Fehlpaarungen zu entfernen, und eine hoch stringente Waschung für 

15 min mit 0,1× SSC/0,1% SDS bei 65 °C, bei der nur korrekt gepaarte Doppelstränge erhalten bleiben. 

Zum Äquilibrieren wurde die Membran für 5 min mit 1× Maleinsäurepuffer bei Raumtemperatur gespült. 

Anschließend wurde sie für 45 min in Blocking-Puffer bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine 

Inkubation für 30 min mit Antikörper-Lösung. Diese Antikörperlösung bestand aus 15 µL Anti-

Digoxigenin-AP („FAB-Fragments“, Fa. Roche Diagnostics, Mannheim) und 150 mL Blocking-Puffer, also 

einer 1:10.000-Verdünnung. Die Stammlösung der FAB-Fragments wurde zuvor für 5 min zentrifugiert; 

nur der Überstand wurde für die Antikörperlösung verwendet. Die angesetzte Antikörperlösung wurde 

für mindestens 15 min gerührt. Nach der Inkubation wurde die Membran dreimal für 15 min mit DIG-

Waschpuffer bei Raumtemperatur gewaschen, anschließend für 5 min in Detection-Puffer äquilibriert. 

Die Membran wurde in eine Kunststofffolie überführt und mit 1,01 mL CSPD-Substratlösung benetzt, die 

aus 1 mL Detection-Puffer und 10 µL CSPD (Fa. Roche Diagnostics, Mannheim) bestand und auf der 

Membran flächig verteilt wurde. Die Kunststofffolie wurde luftdicht verschweißt, in eine Filmkassette 

überführt und hierin für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Kassette für 

15 min in einem 37 °C Wärmeschrank inkubiert.  Danach wurden in der Dunkelkammer zwei bis vier 

Chemolumineszenzfilme („Lumi-Film Chemoluminescent Detection Film“, Fa. Roche Diagnostics, 

Mannheim) auf die Oberseite der Membran aufgelegt und für die Belichtung inkubiert. Die Inkubationszeit 

variierte zwischen vier Stunden und drei Tagen. 

 

Filmentwicklung und Auswertung 

Für die Filmentwicklung wurden die in Tab. 2.16 aufgeführten Lösungen benötigt. In der Dunkelkammer 

wurden die Chemilumineszenzfilme der Filmkassette entnommen, in Halterungen eingespannt und dann 

nachfolgend in die Entwicklungslösungen vollständig eingetaucht: 5 min in Entwickler, 1 min in 

Essigsäure und 10 min in Fixierer. Anschließend wurden die Filme gründlich mit Leitungswasser 

abgespült und im Ofen bei 60 °C getrocknet. Anhand von klar zu differenzierenden Banden wurde die 

Kopienzahl des Transgens ermittelt, wobei eine distinkte Bande einer Kopie entsprach. Die Membran 

wurde bei -20 °C eingelagert. 
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Tab. 2.16: Entwicklungslösungen 

Das Entwicklerkonzentrat G150 und das Fixiererkonzentrat G354 wurden von der Fa. Agfa (Dübendorf, Schweiz) hergestellt. 

Entwickler Essigsäure Fixierer 

1,25 L Entwickler-Konzentrat 0,34 L Essigsäure, 100% 1,50 L Fixierer-Konzentrat 

6,25 L H2O, deionisiert 8,16 L H2O, deionisiert 6,00 L H2O, deionisiert 

7,50 L Gesamt 8,50 L Gesamt 7,50 L Gesamt 

 

2.10.5 „Stripping“ 

Um die mit einer Sonde hybridisierte DNA einer Nylonmembran mit einer anderen Sonde zu 

hybridisieren, war es notwendig die Membran einem „Stripping" zu unterziehen. Hierbei wurde die erste 

Sonde abgelöst, sodass anschließend ab dem Schritt „Prähybridisierung" (siehe Abschnitt 2.10.4 Southern 

Blot/Prähybridisierung) fortgefahren werden konnte. Zum „Stripping“ wurde die Membran 1 min in 

deionisiertem Wasser bei Raumtemperatur gespült. Anschließend wurde die Membran zweimal für 

15 min bei 37 °C in 0,2 M NaOH/0,1% SDS gewaschen. Um eine gute Benetzung zu gewähren, wurde die 

Membran im Wasserbad mit eingeschalteter Schwenkbewegung inkubiert. Nach einer Äquilibrierung für 

5 min bei Raumtemperatur in 2× SSC war die Membran bereit für die weitere Bearbeitung. Falls die 

Membran nicht direkt anschließend weiter bearbeitet wurde, wurde sie mit 2× SSC benetzt und luftdicht 

in Kunststofffolie eingeschweißt.  

 

2.10.6 Synthese der Sonden für Southern Blots 

Die Sonden für die Southern Blots wurden mit dem PCR DIG Probe Synthesis Kit der Fa. Roche Diagnostics 

(Mannheim) synthetisiert und die Anleitung des Herstellers befolgt (Tab. 2.17-2.18). Die verwendeten 

Primer sind in Tab. 2.19 aufgeführt. 

 

Tab. 2.17: Reaktionsmix zur Sondensynthese 

Bestandteil Stockkonzentration PCR-Konzentration Volumen [µL] 

PCR-Puffermix 10× 1× 5,00 

dNTP-Mix 2 mM 0,2 mM 5,00 

Forward-Primer 10 µM 0,4 µM 2,00 

Reverse-Primer 10 µM 0,4 µM 2,00 

DNA-Polymerase  3,5 U/µL 1,8 U 0,80 

DNA 100 ng/µL 200 ng 2,00 

H2O   33,20 

Gesamtvolumen   50,00 

 

Tab. 2.18: PCR-Thermoprofil zur Sondensynthese 

Die Annealing-Temperatur TA variierte je nach eingesetztem Primer. 

Temperatur [°C] Zeit [min] Vorgang Zyklen 

95,0 2:00 Initiale Denaturierung  

95,0 0:30 Denaturierung  

40 TA 0:30 Primer-Annealing 

72,0 0:40 Elongation 

72,0 7:00 Abschluss-Elongation  

4,0  Lagerung  
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Tab. 2.19: Primerkombinationen für die Sondensynthese 

Primerkombination zur Sondensynthese Bindesequenz der 

Sonde und 

Sondenlänge 
Forward-Primer Reverse-Primer 

#317 TTG AAC AAG ATG GAT TGC ACG #318 AAG AAG GCG ATA GAA GGC GA 
Kanamycinresistenz 

NPTII, 780 bp 

#337 AAA GCC TGA ACT CAC CGC GA #338 TCG GTT TCC ACT ATC GGC GA 
Hygromycinresistenz 

HPT, 988 bp 

#1360 ACC TCC TCG GAT TCC ATT GC #438 AAA TAG CGA TCA TAG CGT TCA AGT FUL (in A137), 549 bp 

#1641 GAA TGC AAC AAG CAG ACA AGT G #1644 GCG TCT CTA CTT CAG AAC TTG G SOC1 (in A122), 571 bp 

 

Elektrophorese 

50 µL PCR-Produkt wurden mit 10 µL 6× Orange G-Ladepuffer versetzt, in kleinere Volumen aufgeteilt 

und auf ein 1,5%-Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde für 1:20 h bei 115 V laufen gelassen 

und anschließend unter UV-Bestrahlung fotografiert.  

 

Gelelution 

Die Banden mit dem gewünschten PCR-Produkt wurden mit Kunststoff-Ausstechhilfen („X-Tracta 

Generation II“, Fa. Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf) unter UV-Belichtung aus dem Agarosegel 

herausgelöst und mit Hilfe des Kits „Agarose Gelextract Mini Kit“ (Fa. 5Prime, Hilden) eluiert. Hierfür 

wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen: 

Die Gelfragmente wurden in 1,5 mL-Reaktionsgefäßen mit 300 mL PS-Puffer vermischt und bis zur 

Auflösung der Gelstruktur bei 55 °C mit ständiger Schüttelbewegung inkubiert. Eine Aufreinigungssäule 

des Kits wurde auf ein Sammelgefäß gesteckt und mit 500 µL BL-Puffer äquilibriert. Der Puffer wurde 

durch 1 min Zentrifugation bei 16.060 G abgeschieden. Nach Beendigung der Inkubation wurde die Probe 

auf eine Aufreinigungssäule gegeben und für 1 min bei 16.060 G zentrifugiert. Der Durchfluss wurde 

verworfen. 700 µL PW-Puffer wurden auf die Aufreinigungssäule gegeben und diese erneut für 1 min 

zentrifugiert. Anschließend wurden 500 µL PW-Puffer auf die Säule aufgetragen und für 1 min 

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Säule noch einmal für 2 min zentrifugiert, um alle 

Pufferrückstände zu entfernen. Der Durchfluss wurde ebenfalls verworfen. Die Deckel der Säulen wurden 

geöffnet, um für einige Minuten zu trocknen. Zur Elution der DNA aus der Aufreinigungssäule wurden 

50 µL PEB-Puffer (entspricht 10 mM Tris-HCl, pH 8,5) hinzugegeben, für 2 min inkubiert und dann für 

1 min zentrifugiert. Um die Ausbeute zu erhöhen, wurde der Durchfluss noch einmal auf die Säule 

pipettiert, inkubiert und erneut zentrifugiert.  

 

Quantifizierung und Sequenzierung 

Da die spektralphotometrische Konzentrationsmessung der Sonde aufgrund der DIG-Markierung nicht 

möglich war, wurde die Sonde im Agarosegel quantifiziert. Dafür wurde ein 1,5% TBE-Agarosegel 

hergestellt, wie in Abschnitt 2.10.3 (Gelelektrophorese) beschrieben. Es wurde mit 10 µL Probenvolumen 

aus 5 µL Sonde und 5 µL Orange G-Ladepuffer beladen. Anhand des ebenfalls auf dem Agarosegel 

aufgetragenen SmartLadder (Abb. 2.7) wurden die Banden der Sonden nach ihrem Erscheinungsbild 
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quantifiziert. Um gebrauchsfertige Sonden-Aliquots bereitzustellen, wurden 50 ng Sonde in 1 mL 

Prähybridisierungslösung vermischt und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert. 

Zur Absicherung der richtigen Sondensequenz wurden einige Chargen der Sonden sequenziert. Dafür 

wurde das PCR-Produkt aus der Sondensynthese mit einer Lithiumchlorid-Fällung aufgereinigt: 40 µL 

Probenvolumen wurden mit 8 µL LiCl (4 M) und 260 µL absolutem Ethanol vermischt und für mindestens 

1 h bei -70 °C inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz für 20 min bei 16.060 G zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Um die gesammelte DNA aufzureinigen, wurden 260 µL 70% Ethanol hinzugefügt 

und die Zentrifugation wiederholt. Die DNA wurde bei 55 °C getrocknet und anschließend in 20 µL Wasser 

aufgenommen.  Ein Sequenzierungsansatz wurde dann aus 2,5 µL DNA, 1 µL Primer (10 µM) und 3,5 µL 

Wasser zusammengestellt und durch die Fa. StarSEQ (Mainz) sequenziert. Die erhaltenen Sequenzdaten 

wurden mit der Sequenz der Transformationskontrukte abgeglichen. 

 

2.10.7 TAIL-PCR zur Identifikation des Integrationsortes der T-DNA 

Während der Transformation wird die T-DNA willkürlich in das Kerngenom der Zellen integriert. Hierbei 

können Sequenzen durch den Integrationsort in ihrer Funktion beeinträchtigt sein, z. B. Protein-

kodierende Genregionen oder Promoter, was als Positionseffekt bezeichnet wird. Dies kann auch einen 

phänotypischen Effekt auslösen. Um den Integrationsort zu identifizieren, wurde von phänotypisch 

auffälligen Sublinien eine thermal asymmetric interlaced PCR (TAIL-PCR) durchgeführt (Tab. 2.20). Dafür 

wurde ein bewährtes Protokoll verwendet, das auf Liu et al. (1995) und Fladung & Polak (2012) basiert. 

 

Tab. 2.20: Reaktionsmix für die TAIL-PCR 

In Reaktionen, bei denen der GC-Enhancer (Fa. Invitrogen, Carlsbad, USA) oder DMSO nicht verwendet wurden, wurde das Volumen 

durch ein entsprechendes Volumen an Wasser ersetzt. Die DNA-Polymerase stammte von der Fa. DNA Cloning Service (Hamburg), 

Fa. Invitrogen oder New England Biolabs (Frankfurt am Main). 

Bestandteil Stockkonzentration PCR-Konzentration Volumen [µL] 

PCR-Puffer BD 10× 1× 2,5 

MgCl2 50 mM 1,8 mM 0,9 

dNTP-Mix 10 mM 0,2 mM 0,5 

Forward-Primer 10 µM 0,4 µM 1,0 

Reverse-Primer 10 µM 0,4 µM 1,0 

GC-Enhancer oder DMSO 100% 2% 0,5 

DNA-Polymerase 5 U/µL 0,5 U 0,1 

DNA 100 ng/µL 100 ng 2,0 

H2O   16,5 

Gesamtvolumen   25,0 

 

Grundlegendes Prinzip war die Durchführung von nested PCRs mit einer Kombination aus spezifischen 

und willkürlich degenerierten Primern (Tab. 2.21), von denen die degenerierten Primer an unbekannter 

Stelle im Pflanzengenom binden. Die einzelnen PCRs wurden mit I, II und III durchnummeriert. Die 

spezifischen Primer (Tab. 2.21) wurden so gestaltet, dass sie eine hohe Schmelztemperatur zwischen 58 

und 63 °C aufwiesen. Die degenerierten Primer schmolzen bereits bei einer Temperatur von 44-48 °C. 
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Tab. 2.21: Degenerierte und spezifische Primer für die TAIL-PCR 

Degenerierte Primer 

Nr. Sequenz Status 

#521 NTC GAS TWT SGW GTT 64-fach degeneriert 

#522 NGT CGA SWG ANA WGA A 128-fach degeneriert 

#523 WGT GNA GWA NCA NAG A 256-fach degeneriert 

Spezifische Primer 

Nr. Sequenz Verwendung für 

#1946 GGT TCA CGT AGT GGG CCA TC TAIL-PCR I, N 94 (A122) 

#1947 ACA CTC AAC CCT ATC TCG GG TAIL-PCR II, N 94 (A122) 

#1944 GTG AAG GGC AAT CAG CTG TTG TAIL-PCR III, N 94 (A122) 

#1614 GGA TTG AGA GTG AAT ATG AGA C TAIL-PCR I, N 94 (A137) 

#1499 TTG CTA GCT GAT AGT GAC CTT TAIL-PCR II, N 94 (A137) 

#604 TTC AAC GTT GCG GTT CTG TCA TAIL-PCR III, N 94 (A137) 

#1910 AGG AGA AAG CTC TAG CTG CAG TAIL-PCR I, N 407 (A141) 

#1908 AGA TAT GCG AGA CGC CTA TG TAIL-PCR II, N 407 (A141) 

#1907 TTA CTG ATT GTC CTC GAC AGG TAIL-PCR III, N 407 (A141) 

#1911 TTC CCG CTT CAG TGA CAA CG TAIL-PCR I, N 407 (A137) 

#564 CCG GAC AGG TCG GTC TTG ACA AA TAIL-PCR II, N407 (A137) 

#566 AAT AGC CTC TCC ACC CAA GC TAIL-PCR III, N 407 (A137) 

#1923 GTT CGA TCT TGC TGC GTT CGG TAIL-PCR I, N 373, N 371, N 399, N 369, N 361, N 375 

#1922 CTG TTG CCG GTC TTG CGA TG TAIL-PCR II, N 373, N 371, N 399, N 369, N 361, N 375 

#1921 GCG CGG TGT CAT CTA TGT TAC TAG TAIL-PCR III, N 373, N 371, N 399, N 369, N 361, N 375 

#1984 TAA GGA TCC TCT AGA GTC CGC TAIL-PCR I, N 369 

#1983 AGG GTT CTT ATA GGG TTT CGC TC TAIL-PCR II, N 369 

#1982 CAA AAT CCA GTG ACC TGC AGG TAIL-PCR III, N 369 

#1755 AAA CCT TTG TTC CTG AAG AGA A TAIL-PCR I, N 405 (A185) 

#1754 ACT CAG CCC TCG TTA ATG GT TAIL-PCR II, N 405 (A185) 

#1753 GTA CCT TGA TCA GTT TGT CTG TAIL-PCR III, N 405 (A185) 

#2015 CCA GAA CAG CCA CTC AAA CTA C TAIL-PCR I, N 405 (A194) 

#2016 GAG GGA GAT GTA TCC ACA AAC AC TAIL-PCR II, N 405 (A194) 

#2017 CTT TGC CTG GTT CTG GAA CC TAIL-PCR III, N 405 (A194) 

 

Die degenerierten Primer wurden stets in der Reihenfolge 64-fach, 128-fach und 265-fach degeneriert 

eingesetzt. Für die TAIL-PCR I wurde standardmäßig 100 ng DNA eingesetzt. Für die TAIL-PCR II wurde 

als Template 1 µL einer 1:50-Verdünnung von der TAIL-PCR I aus 1 µL PCR-Produkt und 49 µL H2O 

verwendet. Für die TAIL-PCR III diente 1 µL des PCR-Produkts von TAIL-PCR II als Template. Die PCRs 

wurden nach dem Thermoprofil aus Tab. 2.22 durchgeführt. 

Die PCR-Produkte wurden mit 2,5 µL 6× Orange G-Ladepuffer versetzt und vollständig auf ein 1,3% bis 

1,5% Agarose-TBE-Elektrophoresegel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 120 V durchgeführt. 

Prominente Banden wurden aus dem Agarosegel ausgestochen und wie im Abschnitt 2.10.6 (Synthese der 

Sonden für Southern Blots) beschrieben eluiert. Um für die für die Sequenzierung erforderliche DNA-

Konzentration zu erreichen, wurde das Volumen des Eluats im Vakuum-Konzentrator reduziert. Durch 

eine spektralphotometrische Messung im NanoDrop wurde die Konzentration gemessen und das 

erforderliche DNA-Volumen für die Sequenzierung berechnet. 
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Tab. 2.22: Thermoprofil für die TAIL-PCR 

Die Annealing-Temperatur TA variierte je nach eingesetztem, spezifischem Primer. *) Temperatur auf 72 °C ansteigend mit 

0,261 °C/s. 

TAIL I-PCR TAIL II-PCR TAIL III-PCR 

Temperatur 

[°C] 

Zeit 

[min] 

Zyklen Temperatur 

[°C] 

Zeit 

[min] 

Zyklen Temperatur 

[°C] 

Zeit 

[min] 

Zyklen 

93 1:00 
1 

94 0:10 

12 

94 0:15 

20 95 1:00 TA 1:00 44 1:00 

94 0:30 

5 

72 2:30 72 2:30 

TA 1:00 94 0:10 72 5:00 
1 

72 2:30 TA 1:00 4 ∞ 

94 0:30 

1 

72 2:30    

25 3:00 94 0:10    

72* 2:30 44 1:00    

94 0:10 

15 

72 2:30    

TA 1:00 72 5:00 
1 

   

72 2:30 4 ∞    

94 0:10       

TA 1:00       

72 2:30       

94 0:10       

44 1:00       

72 2:30       

72 5:00 
1 

      

4 ∞       

 

Der Reaktionsansatz zur Sequenzierung bestand aus maximal 6 µL DNA und 1 µL Primer (10 µM). Wenn 

aufgrund hoher DNA-Konzentration das Volumen reduziert wurde, wurde ein entsprechendes Volumen 

Wasser eingesetzt, um 7 µL zu erreichen. Als Primer wurden die jeweiligen PCR-Primer ausgewählt. Die 

erhaltenen Sequenzen wurden mit der Plasmidsequenz verglichen, um die Border-Sequenz zu 

identifizieren. Der Sequenzbereich außerhalb der Border der T-DNA stammt von der genomischen 

Sequenz der transformierten Pflanze. Diese Sequenz wurde mit einer BLAST-Analyse in der 

Datenbanksequenz von P. trichocarpa auf https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html sowie von 

P. × canescens auf http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast/ gesucht. Wenn kein Suchergebnis erzielt 

werden konnte, wurde eine BLAST-Analyse auf http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi durchgeführt, die 

nicht auf eine Art beschränkt war und auch Sequenzen von Vektoren enthielt. 

 

2.11 Expressionsanalysen  

2.11.1 Denaturierende Gelelektrophorese 

Zur Überprüfung der RNA-Qualität wurden denaturierende Gelelektrophoresen durchgeführt. Die 

folgende Methode wurde grundsätzlich Sambrook et al. (1989) entnommen und stellenweise modifiziert. 

Um aus dem verwendeten Wasser RNasen zu entfernen, wurde Diethylpyrocarbonat (DEPC) verwendet. 

1 mL DEPC-Lösung wurde zu 1 L deionisiertem Wasser hinzugegeben und über Nacht gerührt. Beim 

anschließenden Autoklavieren zersetzte sich DEPC zu Ethanol und Kohlenstoffdioxid. Alle Geräte für den 

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Elektrophoreseaufbau wurden mit Natriumhypochlorid gereinigt und mit DEPC-Wasser gespült, um 

RNasen zu beseitigen. Glasgefäße, Spatel und Magnetrührstäbe wurden für 6 h bei 180 °C gebacken.  

Für die Herstellung des 5× Laufpuffer wurde vorab 50 mM Natriumacetatlösung hergestellt. 1 L 

Natriumacetatlösung enthielt 4,10 g Natriumacetat. Von dieser Lösung wurden 800 mL versetzt mit 20,6 g 

3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure (MOPS). Unter Zugabe von 1 M NaOH wurde der pH-Wert der 

Lösung auf 7,0 eingestellt. Anschließend wurden 10 mL 0,5 M EDTA-Lösung (Fa. AppliChem, Darmstadt) 

hinzugefügt sowie DEPC-Wasser bis zu einem Endvolumen von 1 L. Der 5× Laufpuffer wurde dunkel und 

bei Raumtemperatur gelagert. 

Zur Herstellung des zweiprozentigen Elektrophoresegels wurden 3,6 g Agarose in 180 mL DEPC-Wasser 

gegeben und bis zur vollständigen Lösung aufgekocht. Bei Erreichen von Handwärme wurden 60 mL 

5× Laufpuffer und 49,14 mL Formaldehyd (37%) hinzugegeben. Mit DEPC-Wasser wurde das Volumen, 

unter Berücksichtigung der Verdunstung beim Aufkochen der Agaroselösung, auf 300 mL aufgefüllt. Die 

Lösung wurde im Anschluss in den Gelträger gegossen. Nach der Aushärtung konnte der Gelträger in die 

Elektrophoresekammer mit 1× Laufpuffer (⅕-Verdünnung des 5× Laufpuffers mit DEPC-Wasser) 

überführt werden. 

Ein Probenvolumen von 5 µL wurde mit 15 µL „Roti-Load RNA“ (Fa. Carl Roth, 

Karlsruhe) versetzt. Vor dem Probenauftrag auf das Agarosegel wurden die 

Proben für 15 min bei 65 °C denaturiert und anschließend kurz 

abzentrifugiert. Der Ladepuffer „Roti-Load RNA“ setzt sich nach den Angaben 

des Herstellers folgendermaßen zusammen: Formamid 63,7%, MOPS 

12,7 mM, Na-Acetat 5,1 mM, EDTA 0,6 mM, Formaldehyd 8,2%, 

Bromphenolblau 0,03%, Ethidiumbromid 0,006%. Durch das enthaltene 

Ethidiumbromid entfiel das Färben des Agarosegels nach der Elektrophorese. 

Als Fragmentlängenmarker (Abb. 2.10) wurden 2 µL „ssRNA Ladder“ 

(0,5 µg/µL, Fa. New England Biolabs, Frankfurt am Main) mit 10 µL Roti-Load 

RNA Ladepuffer vermischt, für 2 min bei 92 °C denaturiert und nach 

Abkühlung auf Eis auf das Agarosegel aufgetragen. 

Vor dem eigentlichen Elektrophoreselauf wurde das Gel 5 min bei 65 V (5 V pro cm) inkubiert. Dann 

wurden die Proben aufgetragen und das Agarosegel bei 52 V (4 V pro cm) laufen gelassen. Nach 

gewünschtem Auftrennungsgrad wurde das Agarosegel unter UV-Bestrahlung fotografiert. 

 

2.11.2 RNA-Qualitätskontrolle am Bioanalyzer 

Ein möglichst unbeeinträchtigtes RNA-Template war erforderlich für reproduzierbare Ergebnisse in der 

qRT-PCR. Zum Überprüfen der RNA-Integrität wurde die RNA im Bioanalyzer „Agilent 2100“ (Fa. Agilent 

Technologies, Waldbronn) untersucht. Dafür wurde das Kit „Agilent RNA 6000 Nano“ (Fa. Agilent 

Technologies, Waldbronn) mit dem vom Hersteller vorgegebenen Protokoll verwendet.  

Die extrahierte und DNase-behandelte RNA wurde je nach vorliegender Konzentration im Verhältnis 1:3 

oder 1:4 mit RNase-freiem Wasser verdünnt, für 2 min bei 70 °C denaturiert und dann analysiert. Als 

Größenmarker wurde der RNA LADDER des Kits, der ebenfalls denaturiert und bei -70 °C gelagert wurde, 

 

Abb. 2.10: Bandengrößen des 

Fragmentlängenmarkers 

ssRNA Ladder  

(Fa. New England Biolabs, 

Frankfurt am Main) 
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eingesetzt. RNA-Proben mit einem RIN-Wert von 7,0 oder darüber wurden für die cDNA-Synthesen und 

anschließende Expressionsanalysen verwendet (Udvardi et al. 2008).   

 

2.11.3 Reverse Transkription 

Aus der isolierten RNA wurde per Reverser Transkription cDNA synthetisiert. Hierfür wurden die zwei 

Kits „SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit“ (Fa. Invitrogen, Carlsbad, USA) und „InnuSCRIPT Reverse 

Transcriptase“ (Fa. Analytik Jena, Jena) verwendet.  

 

2.11.3.1 SuperScript  VILO cDNA Synthesis Kit 

Zur Reversen Transkription wurden Reaktionsansätze hergestellt aus 4 µL 5× VILO Reaktionsmix, 2 µL 

10× SuperScript Enzymmix sowie einem variierenden Volumen Gesamt-RNA. Der Reaktionsmix enthielt 

neben dem Reaktionspuffer die Random-Primer, MgCl2 und dNTPs. Bis zu 2.500 ng RNA wurden für die 

Synthese eingesetzt. Mit DEPC-behandeltem Wasser wurde das Volumen auf 20 µL aufgefüllt. Die 

Reaktionsansätze wurden nacheinander für 10 min bei 25 °C, für 60 min bei 42 °C und für 5 min bei 85 °C 

inkubiert. Per spektralphotometrischer Messung im NanoDrop wurde die cDNA-Konzentration bestimmt.  

 

2.11.3.2 InnuSCRIPT Reverse Transcriptase 

Zunächst wurde ein Reaktionsansatz mit 3 µL Random-Primer (100 ng/µL), ca. 2500 ng RNA und dem 

Differenzvolumen Wasser, um 14,2 µL Gesamtvolumen zu erreichen, zusammengestellt. Dieser wurde für 

5 min bei 65 °C und für 10 min bei 22 °C inkubiert. Anschließend wurde der erste Reaktionsansatz mit 

2,0 µL 10× RT-Puffer, 0,8 µL dNTPs (25 mM), 2,0 µL DTT (100 mM) und 1,0 µL Reverse Transkriptase 

(25 U/µL) vermischt. Dieser zweite Reaktionsansatz wurde folgendermaßen inkubiert: 10 min bei 25 °C, 

1 h bei 50 °C, 15 min bei 70 °C. Anschließend wurde die synthetisierte cDNA bei 4 °C gekühlt und per 

spektralphotometrischer Messung im NanoDrop quantifiziert.  

 

2.11.4 Expressionsanalysen mittels semiquantitativer RT-PCR 

Die Überexpression von AtSOC1 und SaFUL wurden per semiquantitativer RT-PCR nachgewiesen, da diese 

Gene endogen nicht vorhanden waren. Dafür wurden PCRs mit 200 ng cDNA, die wie zuvor beschrieben 

synthetisiert wurde, durchgeführt. Das PCR-Protokoll entspricht der in Abschnitt 2.10.2 (Polymerase-

Kettenreaktion zum Nachweis der Zielgene) dargelegten Methodik. Die PCR-Produkte wurden auf einem 

Agarose-Elektrophoresegel aufgetrennt wie dies in Abschnitt 2.10.3 (Gelelektrophorese) beschrieben ist. 

 

2.11.5 Expressionsanalysen mittels qRT-PCR 

Die Planung und Durchführung der qRT-PCR-Experimente waren gebunden an die anerkannten MIQE-

Richtlinien zur Sicherung von wissenschaftlichen Mindeststandards (Bustin et al. 2009). Die qRT-PCRs 

wurden im Gerät Mx3000P der Fa. Stratagene (Santa Clara, USA) durchgeführt und hierbei die zugehörige 

Software MxPro - Mx3000P v4.10 (Fa. Stratagene, Santa Clara, USA) verwendet. Das Gerät erforderte die 

Verwendung eines PCR-Kits inklusive ROX, einem Farbstoff, der das Hintergrundsignal nivellierte. Unter 

diesen Voraussetzungen wurde das Kit „Fast Plus EvaGreen qPCR Master Mix - Low Rox“ der Fa. Biotium 

(Hayward, USA) verwendet. Das in Tab. 2.23 aufgeführte Temperaturprofil wurde vom Hersteller zur 
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Benutzung mit dem Kit empfohlen. Das Primerdesign wurde unter Berücksichtigung der Richtlinien von 

Udvardi et al. (2008) durchgeführt und die Auswahl der Primer mit Hilfe der Online-Software 

„QuantPrime“ (http://www.quantprime.de, Arvidsson et al. 2008) erstellt, die auf die Datenbanksequenz 

von P. trichocarpa zurückgriff. Wenn nötig wurden die Primer anhand der Datenbanksequenz von 

P. × canescens auf http://aspendb.uga.edu an den Versuchsklon P1 angepasst. Die eingesetzten Primer 

sind in Tab. 2.24 aufgeführt. 

 

Tab. 2.23: Temperaturprofil der qRT-PCR 

Das Temperaturprofil setzte sich aus einer wiederholenden Zwei-Schritt-Kombination (Denaturierung und Annealing mit 

Elongation) und einer abschließenden Schmelzkurve zusammen.  

Temperatur [°C] Zeit [min] Vorgang Zyklen 

95,0 2:30 
Initiale Denaturierung und 

Enzym-Aktivierung 
 

95,0 0:10 Denaturierung  

40 
60,0 0:30 

Primer-Annealing und 

Elongation 

95,0 0:10 Denaturierung  

60,0 

 Schmelzkurve  ansteigend nach 

95,0 

4,0  Lagerung  

 

Tab. 2.24: Primer für die qRT-PCR 

Primer Sequenz Anwendung 

#1561 ATA TCA CCA CAT CCA CCT GCT TG Expressionsanalyse in N 369 und N 399 

#1853 TCA CTT TGA TCC ATG GAG ATA TCG Expressionsanalyse in N 369 und N 399 

#2078 GCT CGA ACG GAC TTG GGA ACT TTG Expressionsanalyse in N 373 

#2079 TTC ACT CCG THG CTG CAT CTC CAC Expressionsanalyse in N 373 

 

2.11.6 Ermittlung der Referenzgene 

In der Literatur beschriebene oder aus eigener in silico-Analyse auf Grundlage von P. trichocarpa oder 

P. × canescens ausgewählte Referenzgene wurden auf ihre Nutzbarkeit für die Pappel getestet. Hierzu 

wurden die Gene PtPP2, PtTUA2, PcUBQ, PtUBQ, PtACT2 und PtACT5 verwendet. Das Gen ACT2 

(Potri.001G309500) wurde von Pettengill et al. (2012) als eines der stabilsten Haushaltsgene in 

P. × canescens identifiziert und daher zur Verwendung in qRT-PCR-Experimenten vorgeschlagen. Weitere 

positive Erfahrungen wurden bei der Arbeit mit Pappeln mit dem Ubiquitin von P. × canescens PcUBQ (M. 

Muhr, Universität Göttingen, pers. Mitteilung) und einem Gen der Actin-Genfamilie aus P. trichocarpa, 

PtACT5, gemacht (M. Riefler, Freie Universität Berlin, pers. Mitteilung). Die drei übrigen Haushaltsgene 

wurden bereits am Thünen-Institut für Forstgenetik verwendet. Für die PCRs wurden die in Tab. 2.25 

aufgelisteten Primer eingesetzt. 

 

  

http://www.quantprime.de/
http://aspendb.uga.edu/
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Tab. 2.25: Primer für die Referenzgene der qRT-PCR 

Bei den Genbezeichnungen PtACT5a, PtACT5b und PtACT5c handelte es sich um drei Primerkombinationen, die das selbe Gen 

amplifizierten. 

Gen Primer Sequenz 

Proteinphosphatase von P. trichocarpa PtPP2 #1409 TAA ACT GCT GCC AGT GGT CGT C 

(Potri.010G127500) #1410 ACG GAT TGT CTT CTC TGC AAC AG 

Tubulin von P. trichocarpa PtTUA2 #1553 GGA GTG ATG CCT AGT GAC GCT 

(Potri.003G220300) #1554 TTG AAT GCA TCG TGT GCA AC 

Ubiquitin von P. × canescens PcUBQ #1547 GTC CAC CCT CCA TTT GGT CC 

(Ortholog zu Potri.001G418500) #1548 GGT CTT TCC TGT GAG CGT CT 

Ubiquitin von P. trichocarpa PtUBQ #1551 GTT GAT TTT TGC TGG GAA GC 

(Potri.001G418500) #1552 GAT CTT GGC CTT CAC GTT GT 

Actin-Gen von P. trichocarpa PtACT2 #1401 TGG CCG ATG CCG AGG ATA TTC AAC 

(Potri.001G309500) #1402 ATC ACC TGC AAA CCC AGC CTT CAC 

Actin-Gen von P. trichocarpa PtACT5a #1549 CAT TGG TGC TGA GCG ATT CCG TTG C 

(Potri.010G204300) #1550 TTT TCA TGC TGC TTG GGG CTA GTG C 

Actin-Gen von P. trichocarpa PtACT5b #1555 TGT CTG GAT CGG TGG CTC TAT C 

(Potri.010G204300) #1556 TGC CTT AGC AAT CCA CAT CTG C 

Actin-Gen von P. trichocarpa PtACT5c #1555 TGT CTG GAT CGG TGG CTC TAT C 

(Potri.010G204300) #1557 TCT GCC TTA GCA ATC CAC ATC TGC 

 

Da zunächst keine Genomsequenzen von den Versuchsklonen Esch5 und P1 vorlagen, wurde überprüft, ob 

sie in der genomischen DNA der Versuchsklone und zusätzlich in dem sequenzierten Klon Nisqually-1 von 

P. trichocarpa banden (Abb. 2.11).  Unter Einsatz der Primer für PtPP2 und PtTUA2 wurde in genomischer 

DNA kein Amplifikat nachgewiesen. Mit den anderen Primern ließ sich ein PCR-Produkt gewinnen. Für die 

weitere Bearbeitung wurden PtACT2, PcUBQ und PtACT5a ausgewählt. 
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Abb. 2.11: gDNA-Test mit qRT-PCR Referenzprimer 

Zur Überprüfung, ob die Referenzprimer ausgewählter Haushaltsgene für die qRT-PCR in der genomischen DNA der drei 

Pappelklone P1 (P. × canescens), Esch5 (P. tremula × P. tremuloides) und Nisqually-1 (P. trichocarpa) binden, wurde eine PCR mit den 

jeweiligen Primern, den dazugehörigen Annealing-Temperaturen und 38 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte 

wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Als Marker diente der SmartLadder der Fa. Eurogentec. Die Primer von PtPP2 

und PtTUA2 banden nicht in den getesteten Klonen, bei allen anderen Proben wurde mindestens ein PCR-Produkt nachgewiesen. 

Mehrere Produkte wurden bei PtACT5a, PtUBQ und PcUBQ festgestellt, die auf unspezifische Bindungen hindeuteten. 

 

Für die Ermittlung der PCR-Effizienz, die die Eignung von zur Normalisierung geeigneten Haushausgenen 

definiert, wurden unterschiedliche Mengen an cDNA zur Amplifikation eingesetzt. Dazu wurden jeweils 

50, 100 und 200 ng cDNA für eine qRT-PCR mit den Primerpaaren #1401 und #1402 (PtACT2), #1547 

und #1548 (PcUBQ) sowie #1549 und #1550 (PtACT5a) verwendet. Die cDNA wurde aus RNA produziert, 

deren RIN 8,0 betrug und am 23.06.2015 aus Kambium von P1 gewonnen wurde. Es wurden drei 

Duplikate untersucht. Ihr Mittelwert ging in die untenstehenden Berechnungen ein. Die Mittelwerte der 

Ct-Datenpunkte wurden grafisch aufgetragen gegen die logarithmierten Werte für die Menge der 

eingesetzten cDNA von 50, 100 und 200 ng (Abb. 2.12). Es wurden lineare Geraden eingezeichnet, deren 

Steigung m zur Berechnung der PCR-Effizienz E verwendet wurde (Tab. 2.26): 
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Abb. 2.12: Ermittlung der PCR-Effizienz von verschiedenen Haushaltsgenen zur Normalisierung der qRT-PCR 

Eingezeichnet ist die lineare Regressionsgerade von PcUBQ, deren Steigung m = -3,87 zur Berechnung der PCR-Effizienz verwendet 

wurde. Das Bestimmtheitsmaß R² der Regressionsgerade liegt bei 0,9907. 

 

Tab. 2.26: Berechnung der PCR-Effizienzen der Haushaltsgene PtACT2, PcUBQ und PtACT5a 

Zur Normalisierung geeignet war PcUBQ mit einer PCR-Effizienz E von 81,3%. 

  
PtACT2 PcUBQ PtACT5a 

ng cDNA log(ng cDNA) Ct Ct Ct 

50 1,70 22,48 23,72 26,15 

100 2,00 22,37 22,36 22,90 

200 2,30 21,72 21,39 21,50 

Steigung der Geraden m: -1,26 -3,87 -7,72 

PCR-Effizienz E [%]: 519,73 81,30 34,73 

PCR-Effizienz E (absolut): 5,20 0,81 0,35 

 

Anhand der berechneten PCR-Effizienz von E = 0,81 war es sinnvoll, PcUBQ, also Ubiquitin aus 

P. × canescens, zur Normalisierung der qRT-PCR-Daten zu verwenden. Die berechnete PCR-Effizienz von 

PtACT5a war zu niedrig. Für ACT2 wurde kein verlässlicher Wert ermittelt. 

 

2.12 Pappelkultur im Gewächshaus 

Ausgewählte Pflanzen wurden aus der Gewebekultur in den Gärtnereibetrieb überführt.  

Für die Überführung wurden die Pflanzen ihren Behältern entnommen, vom Nährmedium befreit und mit 

den Wurzeln in gesiebtes Erdsubstrat gesetzt. Die Angleichung der Luftfeuchtigkeit (100% in den 

Kulturgefäßen) zur nicht-geregelten Luftfeuchtigkeit im Gewächshaus wurde allmählich vorgenommen: 

Die frisch überführten Pflanzen wurden abgedeckt, sodass eine hohe Luftfeuchtigkeit gewährleistet war. 

Durch sukzessives Belüften über mindestens fünf Tage wurden die Pflanzen an die Luftfeuchtigkeit der 

Umgebung gewöhnt. In den Gewächshäusern war eine Temperaturregelung installiert, die im Sommer 

über die Dachfenster reguliert wurde, durch die auch der Luftaustausch stattfand. Im Winter wurden die 

Gewächshäuser frostfrei gehalten.  

Als Erdsubstrat diente Containersubstrat der Fa. Gramoflor (Vechta). Die Nährstoffangaben sind in 

Tab. 2.27 aufgeführt. Die Pflanzen im Gewächshaus wurden mit dem Düngemittel Plantosan (Fa. Manna, 

Ammerbuch-Pfäffingen) in der Konzentration 1-3 g/L versorgt, um die Nährstoffzufuhr sicherzustellen. 

y = -3,87x + 30,23 
R² = 0,9907 
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Im Gewächshaus wurden die Pflanzen mit Leitungswasser gegossen. Dieses Wasser befindet sich mit einer 

durchschnittlichen Gesamthärte von 12,3 °dH im mittleren Härtebereich (Fa. Hamburger Wasserwerke, 

pers. Mitteilung, 04.02.2015). Die Pflanzen wurden in Pflanztöpfen mit den Durchmessern 7, 12, 16, 19, 21 

und 26 cm kultiviert. Überschüssiges Wasser konnte durch Löcher im Boden abfließen. Das Umtopfen 

wurde in der ersten Zeit der Kultivierung nach Bedarf, danach immer im Frühjahr durchgeführt. Dabei 

wurde der Wurzelballen manuell aufgelockert. Auf der Oberfläche der Pflanztöpfe wachsendes Moos 

wurde entfernt. 

 

Tab. 2.27: Nährstoffgehalt des Containersubstrats (Fa. Gramoflor, Vechta) 

Typenbestimmende Bestandteile  

pH-Wert pH 5,8 

Salzgehalt 1,4 g/L 

Hochmoortorf [H2-H4 und H4-H8 in Vol. %] 100 

Weitere Ausgangsstoffe Kohlensaurer Kalk, NPK-Dünger 

Nebenbestandteile Fe-Chelat, Netzmittel 

Nährstoff-Gehalt 

Stickstoff 170 mg/L 

Phosphat 190 mg/L 

Kalium 210 mg/L 

Magnesium 150 mg/L 

Schwefel 120 mg/L 

 

Die Kultivierung der Pappeln im Gewächshaus unterlag vielen Parametern, die auch individuell das 

Wachstum einzelner Pflanzen beeinflussen konnten. Den größten Einfluss auf das Wachstum der Pappeln 

hatte wahrscheinlich der Standort im Gewächshaus. Durch andere Pflanzen im selben Beet, aber auch 

durch die Positionierung des Beets im Gewächshaus, erhielten die Pappeln unterschiedlich viel Licht. 

Beschattungseffekte wirkten sich vor allem am südlichen Rand der Gewächshäuser aus, da hier das Licht 

der Dachfenster nicht direkt die Pflanzen erreichte. Der Einfluss der Lichtintensität wurde versucht 

niedrig zu halten, indem die Pappeln einer Linie stets in Gruppen zusammen kultiviert wurden. Bei einer 

hohen Anzahl an Pflanzen könnte es dennoch zu unterschiedlichen Lichtintensitäten gekommen sein. Der 

Standort der Pflanzen innerhalb eines Beets hatte zudem einen Einfluss auf die Bewässerung und 

Nährstoffzufuhr. Gut erreichbare Pflanzen am Rand erhielten möglicherweise mehr Wasser und Dünger 

als schwieriger erreichbare Pappeln in der Mitte des Beets. Obwohl chemischer Pflanzenschutz betrieben 

wurde, um den Schädlingsbefall zu reduzieren, kam es an einzelnen Pappeln zu Schädigungen durch 

Insekten und Spinnentiere. Wurden Jungpflanzen befallen, konnte dies einen starken Einfluss auf das 

Wachstum der Pappeln haben. 

Zu berücksichtigen bei der Durchführung biotechnologischer Arbeiten in Deutschland sind die 

gesetzlichen Auflagen, die durch das Gentechnikgesetz vom 16.12.1993 geregelt werden (Purves et al. 

2006). Feldversuche im Freiland, die insbesondere im Hinblick auf die Anwendung der produzierten 

Pflanzen interessant sein können, konnten in dieser Arbeit nicht durchgeführt werden. Die Pappeln 

wurden daher in unterschiedlich großen Pflanztöpfen herangezogen. Obwohl die Pappeln regelmäßig in 

größere Gefäße überführt wurden, wurde ihr Wachstum durch die Topfgröße limitiert, vor allem bei 

größeren Pflanzen. 
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2.12.1 Pflanzenschutz 

In der Pappelmonokultur mit teilweise hoher Luftfeuchtigkeit waren Maßnahmen zum Pflanzenschutz 

unverzichtbar. Die bedeutsamen Schadorganismen und die eingesetzten Maßnahmen sind in Tab. 2.28 

gelistet. 

 

Tab. 2.28: Im Gewächshaus auftretende Schadorganismen und Gegenmaßnahmen 

Die gegen den Hornissenglasflügler eingesetzten, hängenden Pheromonfallen waren nur mäßig zielführend. Nur wenige Tiere 

konnten damit gefangen werden.  

Schadorganismus Schadbild Gegenmaßnahme 

Gewächshaus-Weiße Fliege 

Trialeurodes vaporariorum 

Blattläsionen, bei jungen Pflanzen kapitale 

Schäden 

Einsatz von Neudosan (Fa. Neudorff, 

Emmerthal) und Neem-Azal (Fa. Trifolio-M, 

Lahnau) 

Rote Spinne  

Panonychus ulmi 

Blattläsionen, eingesponnene Blätter, bei jungen 

Pflanzen kapitale Schäden 

Einsatz von Vertimec (Fa. Syngenta, Basel, 

Schweiz), Neudosan und Neem-Azal 

Hornissenglasflügler 

Sesia apiformis 

Fraß der Larven im Wurzelhalsbereich, 

Absterben des gesamten Baumes 

Einsatz von Perfekthion (Fa. BASF, 

Ludwigshafen), Pheromonfallen und 

Raupenleim am Wurzelhals 

Rosenblattrollwespe 

Blennocampa pusilla 

Eingerollte Blätter und  Triebspitzen, geringer 

Schadumfang 

Einsatz von Perfekthion  

Echte Mehltaupilze 

Erysiphales 

Weißer Belag auf den Blattflächen, Vertrocknen 

der Blätter und der gesamten Pflanze 

Einsatz von Netzschwefel 80 WG (Fa. 

Stähler Agrochemie, Stade) 

 

2.12.2 Datenerhebung und statistische Auswertung 

Die Pappeln wurden regelmäßig im Winter nach Abschluss der Wachstumsphase und bei Bedarf 

vermessen. Hierbei wurde die Gesamthöhe erfasst sowie gesondert die Höhe des Haupttriebes, falls die 

Gesamthöhe von einem Nebentrieb bestimmt wurde. Zudem wurde der Durchmesser der Pflanzen 

erhoben. Auffälligkeiten im Phänotyp der Pflanzen, beispielsweise der Blattmorphologie, wurden 

fotografisch festgehalten. 

Anhand der erhobenen Daten wurden mit Hilfe des Computerprogramms Excel (Fa. Microsoft, Redmond, 

USA) die Mittelwerte der Messreihen sowie ihre Standardabweichungen berechnet. Die Mittelwerte der 

Messreihen wurden mit Hilfe des Welch-Tests auf signifikanten Unterschied untersucht. Hierzu wurde mit 

den Messdaten in Excel ein T-Test durchgeführt, der die Wahrscheinlichkeit ausgab, dass das 

arithmetische Mittel zweier Stichproben gleich war. Bei einer Wahrscheinlichkeit von p ≤ 0,05 wurde 

angenommen, dass sich die Mittelwerte der zwei untersuchten Stichproben signifikant unterschieden. 

Beim Vergleich von transgenen Pflanzen und nicht-transgenen Kontrollen wurde so auf einen Einfluss der 

Transformation auf den Phänotyp der Pflanze geschlossen. 

 

2.13 Holzanalysen 

2.13.1 Holzchemische Analysen 

Alle Holzanalysen wurden von Dr. Kay Hettrich und Dr. Hendrik Wetzel am Fraunhofer-Institut für 

angewandte Polymerforschung (IAP) in Potsdam-Golm durchgeführt. Dafür wurden Pappelsprosse in 

etwa 10 cm Höhe abgeschnitten und das abgeschnittene Sprossstück auf 1 m gekürzt. Gegebenenfalls 
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vorhandene Blätter oder Seitentriebe wurden entfernt. Das Frischgewicht wurde direkt nach der Ernte 

durch Wiegen ermittelt, sodass der Wassergehalt vor möglichen Veränderungen durch den 

Probenversand dokumentiert werden konnte. Zum Versand wurden die Sprosse in ca. 15 cm lange 

Abschnitte zerteilt. Im IAP wurde das Material weiterverarbeitet und mit einer Schneidmühle grob 

zerkleinert. Nach Lufttrocknung der Proben wurden sie mit einer Zentrifugalmühle auf 0,5 mm weiter 

zerkleinert und für die einzelnen Analysen aufgeteilt.  

Vom Pappelmaterial wurde die Biomasse chemisch untersucht, darunter der Gehalt der energetisch 

interessanten Makromoleküle Lignin, Cellulose und Hemicellulosen. Diese Fraktionen wurden durch eine 

Ethanolextraktion gewonnen. Als Ethanol-Extraktstoffe wurden niedermolekulare Verbindungen 

zusammengefasst, die bei der Ethanolextraktion in Lösung gingen und sich somit nicht näher definieren 

ließen (K. Hettrich, IAP, persönliche Mitteilung). Für die Proteinbestimmung wurde der Stickstoff mittels 

Verbrennungstechnik quantifiziert und mit dem Umrechnungsfaktor 6,25 auf den Proteingehalt 

übertragen. Während ein niedriger Stickstoffgehalt die Verbrennungsqualität der Biomasse positiv 

beeinflusst, unterstützt ein höherer Stickstoffanteil den Wiederaustrieb im Frühjahr (Kauter et al. 2001). 

Der Aschegehalt wurde durch Veraschung der Biomasse im Muffelofen quantifiziert. Er beschreibt die 

energetisch nicht verwertbare Masse, die den Brennvorgang negativ beeinflussen sowie unerwünschte 

Emissionen verursachen kann und zudem als Abfallprodukt entsorgt werden muss (Kauter et al. 2001, 

Kaltschmitt et al. 2009). 

Für die Bestimmung der einzelnen Bestandteile wurden etablierte Protokolle vom National Renewable 

Energy Laboratory (NREL) verwendet, genauer: NREL/TP-510-48087 - Summative Mass Closure - 

Laboratory Analytical Procedure Review and Integration: Feedstocks, NREL/TP-510-42620 - Preparation 

of Samples for Compositional Analysis, NREL/TP-510-42618 - Determination of Structural Carbohydrates 

and Lignin in Biomass, NREL/TP-510-42619 - Determination of Extractives in Biomass, NREL/TP-510-

42621 - Determination of Total Solids in Biomass and Total Dissolved Solids in Liquid Process Samples, 

NREL/TP-510-42622 - Determination of Ash in Biomass und  NREL/TP-510-42625 - Determination of 

Protein Content in Biomass (K. Hettrich, IAP, persönliche Mitteilung). 

Von unterschiedlichen Individuen derselben genetischen Linie wurden Mittelwerte für die einzelnen 

prozentualen Bestandteile gebildet. Diese wurden mit den Mittelwerten der nicht-transgenen Pflanzen 

verglichen. Mit Hilfe des Welch-Tests wurden sie auf signifikante Unterschiede untersucht. Bei einer 

Wahrscheinlichkeit von p ≤ 0,05 wurde angenommen, dass sich die Mittelwerte der zwei untersuchten 

Stichproben signifikant unterschieden. 

 

2.13.2 Holzanatomische UMSP-Analysen 

Am Thünen-Institut für Holzforschung (U. Schmitt) wurden von einigen transgenen Pappeln und ihren 

Kontrollpflanzen UMSP-Analysen durchgeführt. Die Sprossquerschnitte zur Untersuchung wurden in 

10 cm Höhe gesetzt, in Epoxidharz eingebettet und mit Toluidinblau angefärbt. Die nachfolgenden 

Untersuchungen basieren auf der Veröffentlichung von Koch (2004). Hier ist beschrieben, dass Lignin und 

phenolische Extraktstoffe im Holzgewebe durch eine UV-Spektralanalyse bei 280 nm detektiert und 

quantifiziert werden können. Anhand der Ergebnisse ließ sich also die Verteilung von Lignin in den 

sekundären Zellwänden dokumentieren.  
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Genetische Modifikation der MADS Box-Gene SOC1 und FUL 

Zur genetischen Modifikation der Blühzeitpunkt-Regulationsgene SOC1 und FUL wurden insgesamt elf 

Transformationen durchgeführt. In der Datenbanksequenz der Pappel P. trichocarpa waren die 

entsprechenden Sequenzen bis zum Beginn des Jahres 2016 nicht annotiert. Im Fall des Kandidatengens 

SOC1 wurde auf das in der Datenbanksequenz annotierte Gen von Arabidopsis thaliana zurückgegriffen 

(AT2G45660), das im Folgenden als AtSOC1 bezeichnet wird. Für FUL wurde die bekannte Sequenz des 

Orthologs MADSA aus dem Weißen Senf Sinapis alba L. genutzt (Borner et al. 2000, im Folgenden als 

SaFUL bezeichnet). 

Die genetischen Veränderungen zur Herunterregulation von AtSOC1 und SaFUL führten zu keinen 

deutlichen Phänotypenänderungen. Die parallele Überexpression beider Gene führte allerdings in beiden 

Versuchsklonen Esch5 und P1 zu stark beeinflussten Phänotypen und signifikant kleineren Pflanzen. 

Unterdessen zeigten die Versuche zur einfachen Überexpression eines der beiden Kandidatengene keine 

auffälligen Phänotypen. 

 

3.1.1 Genetische Modifikation von SOC1 

3.1.1.1 Herunterregulation 

Zur Herunterregulation von SOC1 wurden zwei Transformationen mit dem Vektor A179 durchgeführt. 

Dieser Transformationsvektor kodierte neben dem Kanamycinresistenzgen NPTII zur Selektion für die 

RNA-Interferenz zum Knockdown von Potri.003G119700. Hierbei handelte es sich um ein Pappel-Paralog 

von SOC1. Bis zur Annotation dieses Gens in der Datenbanksequenz von P. trichocarpa 

(Potri.012G133000) wurde dieses Gen nach den Ergebnissen einer BLAST-Analyse als AtSOC1-Ortholog 

angenommen. Das Gen wird im Folgenden mit PtSOC1.P („P“ für „Paralog“) bezeichnet. Der Knockdown-

Ansatz wurde in der Transformation N 266 mit dem Empfängerorganismus Esch5 (P. tremula × 

P. tremuloides) sowie in der Transformation N 271 mit dem Empfängerorganismus P1 (P. × canescens) 

durchgeführt.  
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Molekulargenetische Untersuchungen 

Der Transformationserfolg wurde auf molekulargenetischer Ebene überprüft, indem sowohl das 

Resistenz- (Abb. 3.1) als auch das Zielgen (Abb. 3.2) nachgewiesen wurden, wie nachfolgend exemplarisch 

für N 266 dargestellt. Von insgesamt 19 putativ transgenen Regeneraten aus beiden Transformationen 

wurde der transgene Status in zwölf Sublinien verifiziert. 
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Abb. 3.1: Gelelektrophoretischer Nachweis des Selektionsmarkers NPTII 

Die PCR wurde mit den Primern #317 und #318 bei einer Annealing-Temperatur von 56 °C und mit 40 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Bis auf N 266-13 enthielten alle 

überprüften Sublinien das Resistenzgen. 
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Abb. 3.2: Gelelektrophoretischer Nachweis des Zielgens PtSOC1.P 

Die PCR wurde mit den Primern #1241 und #1245 bei einer Annealing-Temperatur von 54 °C und mit 40 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Das Ergebnis der PCR zum Nachweis 

des Zielgens war für die zehn Sublinien N 266-2 bis N 266-13 positiv, für N 266-1 negativ. Für N 266-1 wurde der Nachweis des 

Zielgens in einer Wiederholung der PCR erbracht (ohne Abbildung). 

 

Zur Quantifizierung der transgenen Kopienzahlen in den Sublinien von N 266 wurde ein Southern Blot 

durchgeführt. Das Blot wurde mit der Sonde für Pt.SOC1.P hybridisiert (Abb. 3.3). Als Test auf 

Übereinstimmung wurde die obenstehende Membran nach einem Stripping mit der Sonde für das 

Markergen NPTII hybridisiert. Das Ergebnis entsprach dem Ergebnis des Blots mit der Sonde für das 

Zielgen PtSOC1.P. Insgesamt wurden sechs Sublinien identifiziert, bei denen eine Kopie der T-DNA ins 

Genom integriert wurde, sowie fünf Sublinien mit zwei Kopien (Tab. 3.1). 
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Abb. 3.3: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 266 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit BspEI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde bindet im Zielgen Pt.SOC1.P und 

wurde mit den Primern #1244 und #1245 synthetisiert. Die Sonde ist 780 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der DIG-

Marker II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. Die Linien N 266-4 und N 266-13 enthielten keine Kopien der T-DNA. 

 

Tab. 3.1: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 266 und N 271 

Per Southern Blot-Analyse wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A179 im Pappelgenom quantifiziert. In N 266-4 und -13 

konnten keine Kopien der T-DNA nachgewiesen werden. 

Kopienzahl der T-DNA Transgene Linien 

1 N 266-3, -6,- 7, -9, -10 N 271-1 

2 N 266-1, -2, -8, -11 N 271-2 

 

Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden zahlreiche 

Pflanzen von N 266 und N 271 zusammen mit nicht-transgenen Kontrollpflanzen ins Gewächshaus 

überführt. Nach elfmonatiger Kultivierung wurde die Gesamthöhe der Pappellinie N 266 gemessen. Die 

Pflanzen der Sublinie N 266-11 wurden als signifikant größer ermittelt, allerdings bildeten hier lediglich 

zwei Pflanzen den Stichprobenumfang. Nach insgesamt 23 Monaten, am Ende der zweiten 

Vegetationsperiode, wurde die Gesamthöhe erneut gemessen. Signifikante Mittelwertabweichungen 

wurden nicht beobachtet (Tab. 3.2). 

 
Tab. 3.2: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 266 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach 11- bzw. 23-monatiger Kultivierung am Ende der ersten bzw. zweiten 

Vegetationsperiode erhoben. Eine signifikante Mittelwertabweichung (p ≤ 0,05) wurde bei der ersten Messung von N 266-11 

erreicht, ansonsten von keinen anderen untersuchten Linien.  

Linie Anzahl Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

11 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 4 123 118 16   

N 266-3 4 150 148 32 0,25 nein 

N 266-6 7 123 131 48 0,98 nein 

N 266-7 4 138 127 23 0,40 nein 

N 266-9 5 164 160 31 0,06 nein 

N 266-10 4 146 166 43 0,43 nein 

N 266-11 2 174 174 4 0,01 ja, signifikant größer 
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Tab. 3.2: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 266 im Gewächshaus (Fortsetzung) 

Linie Anzahl Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

23 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 3 225 250 88 
  

N 266-3 4 335 363 64 0,22 nein 

N 266-6 2 255 255 74 0,79 nein 

N 266-7 2 330 330 3 0,24 nein 

N 266-9 5 338 343 33 0,21 nein 

N 266-10 5 309 321 21 0,31 nein 

N 266-11 2 361 361 27 0,15 nein 

 

Die Pappeln der Linie N 271 wurden nach zehn- und 22-monatiger Kultivierung vermessen. In beiden 

Messungen wurden keine signifikanten Mittelwertabweichungen beobachtet (Tab. 3.3). 

 

Tab. 3.3: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 271 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach zehn und 22 Monaten gemessen. Die Mittelwerte von N 271-1 und N 271-2 wichen nicht 

signifikant von den Mittelwerten der nicht-transgenen Kontrollpflanzen ab (p > 0,05).  

Linie Anzahl Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

10 Monaten Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 5 143 139 16     

N 271-1 4 144 142 12 0,91 nein 

N 271-2 5 146 148 18 0,77 nein 

22 Monaten Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 5 319 324 32 

  N 271-1 4 343 359 38 0,43 nein 

N 271-2 5 307 326 66 0,75 nein 

 

An einzelnen Pappeln wurden im Frühjahr 2016 Kätzchen mit weiblichen Blüten gefunden (Abb. 3.4). 

Folgende Pflanzen, die seit Januar bzw. Februar 2013 im Gewächshaus waren, zeigten bereits nach etwa 

drei Jahren eine Entwicklung von Kätzchen: 11777 (N 266-7), 12723, 12728 (beide N 266-9), 12742 

(N 266-11). Da Pappeln in der Regel erst nach vier bis 15 Jahren eine Blütenentwicklung zeigen (DiFazio 

et al. 2011), handelte es sich hierbei um frühblühende Pappeln. 
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Abb. 3.4: Kätzchen an Pappeln der Linie N 266 

Im Frühjahr 2016 wurden Kätzchen gefunden bei: A) Pappel 11777, Linie N 266-7, im Januar 2013 ins Gewächshaus überführt; B) 

Pappel 12723, N 266-9, im Februar 2013 ins Gewächshaus überführt; C) Pappel 11793, N 266-11, im Januar 2013 ins Gewächshaus 

überführt. Da Pappeln in der Regel erst nach vier bis 15 Jahren eine Blütenentwicklung zeigen (DiFazio et al. 2011), handelte es sich 

hierbei um frühblühende Pappeln. 

 

Holzchemische Analysen 

Sechs ausgewählte Individuen wurden nach Abschluss der zweiten Vegetationsperiode zur biochemischen 

Untersuchung der Biomasse an das Fraunhofer-Institut für Angewandte Polymerforschung (Potsdam, K. 

Hettrich) übergeben: 11769, 11771 und 12710 (N 266-6) sowie 11818, 11819 und 11821 (nicht-

transgene Kontrollpflanzen). Die Holzuntersuchung ergab keine signifikante Mittelwertabweichung für 

einen der Bestandteile (Tab. 3.4). 

 

Tab. 3.4: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes von drei Individuen der Linie N 266-6 

Die Mittelwerte der einzelnen Bestandteile entsprechen etwa den Mittelwerten der nicht-transgenen Kontrollpflanzen, die ebenfalls 

auf drei Individuen basieren. Eine signifikante Abweichung (p ≤ 0,05) lag nicht vor. Die Analysen wurden am Fraunhofer IAP 

durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: M - Mittelwert, s - Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für signifikante 

Abweichung. 

 
N 266-6 

Nicht-transgene 

Kontrollen 

Bestandteile M s p M s 

Asche 3,0 0,1 0,60 3,0 0,1 

Protein 5,2 0,4 0,33 3,9 1,4 

Ethanol- 
Extraktstoffe 

13,3 0,4 0,32 17,8 4,8 

Cellulose 33,8 1,1 0,27 30,4 3,3 

Hemicellulose 20,1 0,8 0,46 20,6 0,2 

Lignin 17,5 0,4 0,78 17,6 0,4 

 

Die Sprosse der drei Individuen 14130, 14131 und 14132 der Linie N 271-1 wurden ebenfalls nach der 

zweiten Vegetationsperiode auf ihre biochemischen Bestandteile untersucht. Auch hierbei wurde keine 

signifikante Abweichung der Zusammensetzung im Vergleich zu nicht-transgenen Kontrollpflanzen 

festgestellt (Tab. 3.5). 

  

 A B C 
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Tab. 3.5: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes von drei Individuen der Linie N 271-1 

Die Mittelwerte der einzelnen Bestandteile entsprechen etwa den Mittelwerten der nicht-transgenen Kontrollpflanzen, die ebenfalls 

anhand von drei Pflanzen berechnet wurden. Eine signifikante Abweichung (p ≤ 0,05) lag nicht vor. Die Analysen wurden am 

Fraunhofer IAP durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: M - Mittelwert, s - Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für 

signifikante Abweichung. 

 
N 271-1 

Nicht-transgene 

Kontrollen 

Bestandteile M s p M s 

Asche 2,6 0,1 0,81 2,6 0,1 

Protein 4,4 0,4 0,91 4,5 1,6 

Ethanol- 
Extraktstoffe 

17,3 1,3 0,15 15,2 1,0 

Cellulose 32,5 1,6 0,30 34,5 1,8 

Hemicellulose 19,6 0,3 0,09 20,8 0,6 

Lignin 17,2 0,1 0,79 17,2 0,3 

 

Die Transformationen zum Knockdown von PtSOC1.P per RNA-Interferenz führten bei den Pappeln 

nicht zu einer signifikanten Veränderung des Phänotyps, d. h. weder in der Pflanzenhöhe (nur bei 

N 266-11), noch in der Zusammensetzung der Biomasse. Einzelne Pflanzen der Linien N 266-7, -9 

und -11 zeigten allerdings eine frühe Blüte.  

 

 

3.1.1.2 Überexpression 

Für die Überexpression von AtSOC1 wurde der Transformationsvektor A122 verwendet, der die 

Kanamycinresistenz NPTII zur Selektion enthielt. Für den Vektor lag keine DNA-Sequenz oder Vektorkarte 

vor, sodass der Vektor durch Primerwalking sequenziert wurde. Seine DNA-Sequenz ist im Anhang 

aufgeführt. Eine alleinige Transformation mit diesem Vektor wurde im Rahmen dieser Studie nicht 

durchgeführt, da zum einen bereits zuvor durchgeführte Transformationen mit Hybridpappeln keine 

Hinweise darauf ergaben, dass dies zu signifikanten Phänotypenveränderungen führt, zum anderen da 

während der geplanten Doppeltransformationen mit einfach-transgenen Sublinien zu rechnen war.  

 

Die detaillierten Ergebnisse zur alleinigen Überexpression von SOC1 sind dem Kapitel 3.1.3.2 zur 

parallelen Überexpression von SOC1 und FUL zu entnehmen. Bei den Transformationen N 352 und N 407 

entstanden auf Grundlage des P. × canescens-Klons P1 neben doppeltransgenen Pappeln mit N 352-1, -4, -

5 und -6 sowie N 407-1 auch Linien, die sich im Laufe der Untersuchungen als einfach-transgen für die 

Überexpression von SOC1 herausstellte. Die Pappeln dieser Linien hatten keinen auffälligen Phänotyp 

(Abb. 3.5 für N 407-1) und zeigten nach der Kultivierung im Gewächshaus keine signifikante Unterschiede 

in der Pflanzenhöhe (Tab. 3.6 für N 352).   
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Abb. 3.5: Vergleich der Pflanzen N 407-1 zu den nicht-transgenen Kontrollpflanzen 

Die Pappeln der Linie N 407-1 unterschieden sich nach 25 Wochen Kultivierung nicht 

signifikant von den nicht-transgenen Kontrollpflanzen (p = 0,66). Abgebildet sind von links 

nach rechts die kleinste, die mediane und die größte Pappel sowie die mediane Kontrollpflanze 

(Pappeln 22310, 22311, 22309 und 22304 als Kontrolle). 

 

Während die Analysen der Linien von N 352 in Kapitel 3.1.3.2 unter der parallelen Überexpression von 

AtSOC1 und SaFUL zusammengefasst sind, soll hier dargestellt werden, dass die einzeltransgenen Linien, 

die aus der Doppel-Transformation entstanden waren, keinen signifikant abweichenden Phänotyp hatten. 

Es handelte sich dabei um die Linien N 352-1, -4, -5 und -6, von denen zahlreiche Pflanzen ins 

Gewächshaus überführt und nach 26- bzw. 44-wöchiger Kultivierung vermessen wurden (Tab. 3.6). 

 

Tab. 3.6: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 352 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach 26 Wochen Kultivierung erhoben. Signifikante Mittelwertabweichungen (p ≤ 0,05) 

zwischen den nicht-transgenen Kontrollen und transgenen Pappeln wurden nicht beobachtet. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

26 Wochen Kultivierung (6 Monate) 

Kontrollen 12 106 107 8   

N 352-1 5 98 107 16 0,39 nein 

N 352-4 7 107 108 6 0,73 nein 

N 352-5 6 100 109 25 0,62 nein 

N 352-6 8 107 112 14 0,81 nein 

44 Wochen Kultivierung (10 Monate) 

Kontrollen 12 212 213 5     

N 352-1 5 217 217 6 0,18 nein 

N 352-4 7 208 209 10 0,43 nein 

N 352-5 6 197 206 17 0,11 nein 

N 352-6 8 207 211 16 0,42 nein 

 

Die Überexpression von AtSOC1 führte in Pappeln nicht zu signifikant veränderten Phänotypen. 

 

 N 407-1 P1-WT 
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3.1.2 Genetische Modifikation von FUL 

3.1.2.1 Herunterregulation 

Zum Knockdown von FUL wurden drei Transformationen mit dem Vektor A180 durchgeführt, der neben 

dem Kanamycinresistenzgen NPTII zur Selektion für die RNA-Interferenz zum Knockdown von 

Potri.017G099800 kodierte. Resultierend aus einer BLAST-Analyse wurde das Gen Potri.017G099800 als 

Ortholog zu SaFUL bzw. AtFUL angesehen, bis das Gen FUL in der Datenbanksequenz von P. trichocarpa 

annotiert wurde. Mittlerweile wurden zwei Homologe von PtFUL in der Datenbanksequenz annotiert 

(Potri.008G098500 / PtAGL8.1 und Potri.010G154100 / PtAGL8.2). Das ausgesuchte Gen 

Potri.017G099800 wurde als Paralog von PtFUL identifiziert. Es lag in der Datenbank als PtMADS12.7 

annotiert vor und wird im Folgenden als PtFUL.P („P“ für „Paralog“) bezeichnet. Die Knockdown-Ansätze 

wurden sowohl mit dem P. tremula × P. tremuloides-Klon Esch5 (N 267) als auch mit dem P. × canescens-

Klon P1 (N 272 und N 316) durchgeführt.  

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Der Transformationserfolg wurde auf molekulargenetischer Ebene verifiziert, indem der 

Selektionsmarker NPTII (Abb. 3.6) und das Zielgen PtFUL.P (Abb. 3.7) nachgewiesen wurden, wie im 

Folgenden exemplarisch für N 267 gezeigt wird. Aus allen drei Transformationen wurden insgesamt neun 

putativ transgene Regenerate erhalten, die allesamt als transgen bestätigt wurden.  
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Abb. 3.6: Gelelektrophoretischer Nachweis des Selektionsmarkers NPTII 

Die PCR wurde mit den Primern #317 und #318 bei einer Annealing-Temperatur von 56 °C und mit 40 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Alle überprüften Sublinien von 

N 267enthielten das Resistenzgen. 
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Abb. 3.7: Gelelektrophoretischer Nachweis des Zielgens PtFUL.P 

Die PCR wurde mit den Primern #31b und #438 bei einer Annealing-Temperatur von 56 °C und mit 40 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Das Ergebnis der PCR zum Nachweis 

des Zielgens entsprach dem Resistenznachweis und war für alle getesteten neun Sublinien positiv. 

 

Per Southern Blot wurden die Kopienzahlen quantifiziert, mit denen die T-DNA in den Sublinien vorlag, 

wie exemplarisch für die Transformanten der Linie N 267 gezeigt ist (Abb. 3.8). Im Fall von N 267 wurde 

das Southern Blot sowohl mit einer Sonde für das Zielgen als auch für das Resistenzgen hybridisiert. Da 

die Ergebnisse deckungsgleich waren, wurde folgend nur noch mit der Sonde für das Resistenzgen 

hybridisiert. Insgesamt waren in zehn der Sublinien jeweils eine Kopie der T-DNA integriert, in einer 

Sublinie zwei Kopien und drei Kopien in zwei Sublinien (Tab. 3.7). 
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Abb. 3.8: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 267 mit Resistenzmarker-Sonde 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit BspEI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde hybridisierte mit dem Markergen 

NPTII und wurde mit den Primern #317 und #318 synthetisiert. Die Sonde ist 780 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der 

DIG-Marker II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. Die Hybridisierungsmembran war zuvor mit der Sonde für PtFUL.P hybridisiert 

und wurde einmal gestrippt. 

 

Tab. 3.7: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 267, N 272 und N 316 

Per Southern Blot-Analyse wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A180 im Pappelgenom quantifiziert. 

Kopienzahl der T-DNA Transgene Linien 

1 

N 267-1, -3, -5, -7, -8, -9, -11 

N 272-1 

N 316-1, -9b 

2 N 267-6 

3 
N 267-2 

N 272-4 
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Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden zahlreiche 

Pflanzen von ausgewählten Sublinien zusammen mit nicht-transgenen Kontrollpflanzen ins Gewächshaus 

überführt und hier kultiviert.  

Nach zehn und insgesamt 22 Monaten, am Ende der jeweiligen Vegetationsperioden, wurde die 

Gesamthöhe der Pappeln gemessen (Tab. 3.8). Eine signifikante Abweichung konnte nur bei N 267-9 

(p = 0,02) nach zehnmonatiger Kultivierung ermittelt werden. Darüber hinaus wurden keine signifikanten 

Abweichungen (p ≤ 0,05) der transgenen Pflanzen der Linie N 267 zu den Kontrollpflanzen festgestellt. 

Die Vermessungen der kultivierten Pappeln von N 272 und N 316-9b offenbarten ebenfalls keine 

signifikanten Mittelwertabweichungen der beiden transgenen Linien im Vergleich zu den nicht-

transgenen Kontrollpflanzen. 

 

Tab. 3.8: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen zur Herunterregulation von PtFUL.P im 

Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach einer und zwei Vegetationsperioden erhoben, im Fall von N 316-9b nur nach einer 

Vegetationsperiode. Eine signifikante Mittelwertabweichung wurde bei N 267-9 beobachtet (p = 0,02), ansonsten wichen die 

Mittelwerte nicht signifikant von den nicht-transgenen Wildtypen ab. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

10 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 3 151 154 9   

N 267-1 10 169 170 19 0,10 nein 

N 267-2 10 143 144 15 0,37 nein 

N 267-3 2 167 167 9 0,28 nein 

N 267-5 5 127 136 42 0,33 nein 

N 267-7 9 125 122 29 0,06 nein 

N 267-8 6 140 160 48 0,64 nein 

N 267-9 7 182 185 19 0,02 ja, signifikant größer 

N 267-11 5 169 181 36 0,40 nein 

22 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 3 245 251 17 
  

N 267-1 8 321 349 82 0,05 nein 

N 267-2 8 286 320 90 0,29 nein 

N 267-3 2 358 358 26 0,09 nein 

N 267-5 4 301 313 89 0,82 nein 

N 267-7 6 251 250 48 0,81 nein 

N 267-8 3 322 356 69 0,25 nein 

N 267-9 4 309 330 48 0,10 nein 

N 267-11 2 288 288 6 0,06 nein 
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Tab. 3.8: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen zur Herunterregulation von PtFUL.P im 

Gewächshaus (Fortsetzung) 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

10 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 6 195 195 7 
  

N 272-1 8 194 197 24 0,92 nein 

N 272-4 7 206 207 15 0,14 nein 

22 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 4 327 326 11 
  

N 272-1 4 341 338 22 0,36 nein 

N 272-4 4 294 301 42 0,27 nein 

10 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 8 242 243 28 
  

N 316-9 b 5 220 211 25 0,21 nein 

 

Im Frühjahr 2016 wurde ein Individuum entdeckt, das Kätzchen mit weiblichen Blüten bildete: Das 

Individuum 12807 (N 267-7) blühte nach bereits drei Jahren Kultivierung im Gewächshaus (frühe Blüte), 

obwohl Pappeln in der Regel erst nach vier bis 15 Jahren blühen (DiFazio et al. 2011). 

 

Holzchemische Analysen 

Von den drei Pappeln 12039, 12796 und 12797 der Linie N 267-5 wurde nach Abschluss der zweiten 

Vegetationsperiode die biochemische Zusammensetzung der Sprosse untersucht. Dazu wurde das 

Pflanzenmaterial an das Fraunhofer-Institut für Angewandte Polymerforschung (IAP, K. Hettrich) in 

Potsdam übergeben. Signifikante Abweichungen (p ≤ 0,05) im Vergleich zu den nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen wurden nicht festgestellt (Tab. 3.9).  

 

Tab. 3.9: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes der Linie N 267-5 

Von den transgenen Pappeln und den Kontrollpflanzen wurden jeweils drei Individuen untersucht. Die Mittelwerte der einzelnen 

Bestandteile entsprachen etwa den Mittelwerten der nicht-transgenen Kontrollpflanzen. Signifikante Abweichungen (p ≤ 0,05) lagen 

nicht vor. Die Analysen wurden am Fraunhofer IAP durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: M - Mittelwert, s - 

Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für signifikante Abweichung. 

 
N 267-5 

Nicht-transgene 

Kontrollen 

Bestandteile M s p M s 

Asche 2,8 0,2 0,27 3,0 0,1 

Protein 3,9 2,2 1,00 3,9 1,4 

Ethanol-
Extraktstoffe 

14,0 0,2 0,38 17,8 4,8 

Cellulose 34,1 1,1 0,25 30,4 3,3 

Hemicellulose 21,4 1,3 0,45 20,6 0,2 

Lignin 17,8 0,9 0,79 17,6 0,4 

 

Eine Transformation zum Knockdown von PtFUL.P per RNAi hatte bis auf einen Ausnahmefall keine 

signifikanten Auswirkungen auf den Phänotyp der Pappeln. Ein Individuum mit einer früheren 

Blütenbildung, als es üblicherweise bei dreijährigen Pappeln vorkommt, wurde beobachtet.  
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3.1.2.2 Überexpression 

Vor Beginn dieser Studie wurde bereits die Transformation N 68 zur Überexpression von SaFUL mit dem 

Vektor A137 im Pappelhybrid-Klon Esch5 durchgeführt. Der Transformationsvektor enthielt das 

Kanamycinresistenzgen NPTII zur Selektion. Für den Vektor A137 lag keine DNA-Sequenz oder 

Vektorkarte vor, sodass der Vektor durch Primerwalking sequenziert wurde. Seine DNA-Sequenz ist im 

Anhang aufgeführt. Diverse Pappeln wurden nach Verifizierung des Transformationserfolgs mittels PCR-

Nachweis von Resistenzmarker und Zielgen zur Kultivierung unter naturnahen Bedingungen zusammen 

mit ihren nicht-transgenen Kontrollpflanzen ins Gewächshaus überführt.  

 

Phänotypisierung 

Nach Abschluss der jährlichen Vegetationsperioden wurde die Gesamthöhe der Pappeln gemessen. 

Wurden nach der ersten Vegetationsperiode noch signifikante Mittelwertabweichungen festgestellt, 

waren alle Sublinien nach der zweiten Vegetationsperiode durchschnittlich den Wildtypen entsprechend 

(Tab. 3.10). Nach der dritten Vegetationsperiode waren zwei Sublinien signifikant kleiner als die 

Kontrollen, darunter auch eine Linie, die nach der ersten Vegetationsperiode noch signifikant größer war. 

Signifikante Mittelwertabweichungen blieben nicht über eine Vegetationsperiode hinaus bestehen (Abb. 

3.9).  

 

Tab. 3.10: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 68 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden jeweils am Ende der jährlichen Vegetationsperiode erhoben. Signifikante 

Mittelwertabweichungen (p ≤ 0,05) mit größeren Pappeln traten nach der ersten Vegetationsperiode auf, wurden nach der zweiten 

Vegetationsperiode allerdings nicht mehr beobachtet. Nach der dritten Vegetationsperiode wurden zwei signifikant kleinere Linien 

ermittelt, wobei dies wahrscheinlich auf die Kultivierung und ihren Standort im Gewächshaus zurückzuführen war. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

5 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode  

Kontrollen 7 78 77 15 
  

N 68-1 17 105 112 26 0,01 ja, signifikant größer 

N 68-2 15 131 139 23 0,00 ja, signifikant größer 

N 68-3 6 147 150 6 0,00 ja, signifikant größer 

N 68-4 21 117 122 13 0,00 ja, signifikant größer 

N 68-7 18 81 85 14 0,71 nein 

N 68-8 19 87 96 29 0,34 nein 

N 68-9 18 108 116 22 0,00 ja, signifikant größer 

17 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden  

Kontrollen 7 198 213 37 
  

N 68-1 17 204 203 24 0,68 nein 

N 68-2 14 186 205 55 0,61 nein 

N 68-3 6 202 202 10 0,77 nein 

N 68-4 21 228 223 20 0,09 nein 

N 68-7 18 226 232 29 0,12 nein 

N 68-8 19 177 195 46 0,30 nein 

N 68-9 18 209 218 49 0,56 nein 
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Tab. 3.10: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 68 im Gewächshaus (Fortsetzung) 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

29 Monate Kultur, drei Vegetationsperioden 

Kontrollen 7 296 307 30 
  

N 68-1 17 280 274 38 0,33 nein 

N 68-2 14 224 220 34 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 68-3 6 262 271 30 0,10 nein 

N 68-4 21 296 301 23 0,99 nein 

N 68-7 18 292 299 32 0,81 nein 

N 68-8 19 211 212 53 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 68-9 18 279 306 83 0,48 nein 

 

 

Abb. 3.9: Entwicklung der Gesamthöhe von N 68-Sublinien über die dreijährige Kulturdauer 

Die Messdaten wurden am Ende der jeweiligen Vegetationsperiode erhoben. Signifikant abweichende Linien (p ≤ 0,05) sind mit * 

markiert. Die Fehlerindikatoren markieren die Standardabweichungen der Mittelwerte. Während nach der ersten 

Vegetationsperiode fünf signifikant größere Sublinien beobachtet wurden, waren nach der zweiten Vegetationsperiode keine 

Sublinien signifikant abweichend, nach der dritten zwei Sublinien wiederum signifikant kleiner. 

 

Eine frühe Blütenentwicklung der Pappeln wurde nicht beobachtet. Einige Exemplare unterschiedlicher 

Sublinien blühten ab dem Frühjahr 2014, also nach sechsjähriger Kultivierung im Gewächshaus. Dies war 

allerdings keine besondere Auffälligkeit. 

 

Die Überexpression von SaFUL führte nicht zu konsistent signifikant veränderten Phänotypen. 

Während zunächst einige Linien signifikant größer waren, war die Signifikanz nach einer weiteren 

Vegetationsperiode wieder aufgehoben.  

 

 

3.1.3 Parallele genetische Modifikation von SOC1 und FUL 

3.1.3.1 Parallele Herunterregulation 

Bereits vor Beginn dieser Studie wurden Transformationen durchgeführt, um SOC1 und FUL parallel 

herabzuregulieren und damit die Ergebnisse von Melzer et al. (2008) im Modellsystem Pappel 
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nachvollziehen zu können. Hierfür wurde der Transformationsvektor A156 verwendet. Er kodierte für die 

RNA-Interferenz zum Knockdown von AtSOC1 und SaFUL sowie für die Kanamycinresistenz NPTII zur 

Selektion. Empfängerorganismus für die beiden Transformationen N 141 und N 145 war der P. tremula × 

P. tremuloides-Klon Esch5. 

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Der Transformationserfolg wurde verifiziert, indem die putativ transgenen Linien auf Anwesenheit des 

Selektionsmarkers NPTII (Abb. 3.10) und des Zielgens (Abb. 3.11) überprüft wurden, wie im Folgenden 

exemplarisch für N 145 gezeigt wird. Alle sechs getesteten Sublinien enthielten das Resistenzgen, vier der 

Linien zudem das Zielgen. 
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Abb. 3.10: Gelelektrophoretischer Nachweis des 

Selektionsmarkers NPTII 

Die PCR wurde mit den Primern #343 und #344 bei einer 

Annealing-Temperatur von 62 °C und mit 

40 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte 

wurden auf einem 1,2% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Alle 

getesteten Sublinien enthielten das Resistenzgen NPTII. 

 Abb. 3.11: Gelelektrophoretischer Nachweis des Zielgens 

Die PCR wurde mit den Primern #1244 und #1368 bei einer 

Annealing-Temperatur von 54,5 °C und mit 

40 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-

Produkte wurden auf einem 1,2% Agarose-TBE-Gel 

aufgetrennt. In vier der sechs getesteten Sublinien wurde das 

Zielgen nachgewiesen.  

 

Zur Quantifizierung der Kopienzahlen, mit denen die T-DNA in den transgenen Sublinien vorlag, wurden 

Southern Blots mit einer Sonde zur Hybridisierung an NPTII durchgeführt (Abb. 3.12). Die ermittelten 

Kopienzahlen sind in Tab. 3.11 zusammengefasst. 
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Abb. 3.12: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 145 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit XbaI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde bindet im Markergen NPTII und 

wurde mit den Primern #317 und #318 synthetisiert. Die Sonde ist 780 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker 

II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. 
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Tab. 3.11: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 141 und N 145 

Per Southern Blot-Analyse wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A156 im Pappelgenom quantifiziert.  

Kopienzahl der T-DNA Transgene Linien 

1 
N 141-6, -7 

N 145-2, -3, -5, -7 

2 
N 141-1, -4 

N 145-4, -6 

 

Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden von jeder 

Sublinie von N 141 und N 145 mehrere Pflanzen zusammen mit nicht-transgenen Kontrollpflanzen ins 

Gewächshaus überführt und hier kultiviert. Dies fand bereits vor Beginn dieser Promotionsstudie statt, 

sodass kein Einfluss auf den Standort der Pflanzen möglich war. Die Kontrollpflanzen hatten einen 

ähnlichen, allerdings nicht den gleichen Standort wie die transgenen Pappeln. Nach Abschluss der 

jährlichen Vegetationsperioden wurde die Gesamthöhe der Pappeln gemessen (Tab. 3.12 und 3.13). In 

mehreren Fällen wurden signifikante Mittelwertabweichungen der transgenen Pflanzen im Vergleich zu 

den nicht-transgenen Pflanzen beobachtet. Dies war aber aufgrund der oben beschriebenen 

Standortabweichungen unter Vorbehalt zu bewerten. Die Pappeln zeigten auch nach sieben- (N 141) bzw. 

sechsjähriger (N 145) Kultivierung keine Blütenbildung. 

 

Tab. 3.12: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 141 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach Abschluss der jeweiligen Vegetationsperioden gemessen. Signifikante 

Mittelwertabweichungen traten in mehreren Fällen auf (p ≤ 0,05). Aufgrund von Kultureffekten waren die Höhenmessungen nach 

der vierten Vegetationsperiode nicht mehr vergleichbar. 

Linie Anzahl Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

Eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 8 25 25 2 
  

N 141-1 27 24 23 3 0,28 nein 

N 141-4 14 23 23 2 0,11 nein 

N 141-6 5 19 20 4 0,03 ja, signifikant kleiner 

Zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 8 113 113 7   

N 141-1 26 95 98 16 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 141-4 11 95 106 26 0,06 ja, signifikant kleiner 

N 141-6 3 67 55 31 0,17 nein 

Drei Vegetationsperioden 

Kontrollen 8 163 163 21   

N 141-1 26 109 112 11 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 141-4 11 109 112 15 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 141-6 4 86 83 20 0,00 ja, signifikant kleiner 
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Tab. 3.12: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 141 im Gewächshaus 

(Fortsetzung) 

Linie Anzahl Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

Vier Vegetationsperioden 

Kontrollen 5 194 194 12   

N 141-1 22 161 164 23 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 141-4 5 178 181 7 0,07 ja, signifikant kleiner 

N 141-6 4 168 169 8 0,01 ja, signifikant kleiner 

 

Tab. 3.13: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 145 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach Abschluss der jeweiligen Vegetationsperioden gemessen. Signifikante 

Mittelwertabweichungen traten in mehreren Fällen auf (p ≤ 0,05). Aufgrund von Kultureffekten waren die Höhenmessungen nach 

der dritten Vegetationsperiode nicht mehr vergleichbar. 

Sublinie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

Eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 5 35 35 4 
  

N 145-2 5 28 28 3 0,01 ja, signifikant kleiner 

N 145-3 8 28 27 6 0,03 ja, signifikant kleiner 

N 145-4 24 27 26 8 0,01 ja, signifikant kleiner 

N 145-5 8 30 30 4 0,08 nein 

N 145-6 16 25 23 6 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 145-7 5 23 22 3 0,00 ja, signifikant kleiner 

Zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 5 161 156 13 
  

N 145-2 5 122 125 6 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 145-3 7 50 48 18 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 145-4 23 118 124 24 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 145-5 6 91 87 36 0,01 ja, signifikant kleiner 

N 145-6 17 117 121 20 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 145-7 5 136 136 5 0,02 ja, signifikant kleiner 

Drei Vegetationsperioden 

Kontrollen 5 202 204 14 
  

N 145-2 5 178 180 14 0,04 ja, signifikant kleiner 

N 145-3 7 84 78 35 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 145-4 21 190 189 27 0,24 nein 

N 145-5 6 162 168 39 0,07 nein 

N 145-6 16 184 190 16 0,06 nein 

N 145-7 5 194 173 32 0,66 nein 

 

Die Messdaten waren nur bis zur vierten (N 141) bzw. dritten (N 145) Vegetationsperiode miteinander 

vergleichbar (Abb. 3.13 und 3.14). Anschließend wurde beobachtet, dass die Pappeln, insbesondere die 

Kontrollpflanzen, ihr Wachstum den Messdaten zufolge deutlich reduzierten oder sogar einstellten. Hinzu 

kamen Kultureffekte wie beispielsweise abgebrochene Sprossspitzen, wodurch das Höhenwachstum 

eingeschränkt war. 
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Abb. 3.13: Entwicklung der Gesamthöhe von N 141-Sublinien über die vierjährige Kulturdauer 

Über den Kulturzeitraum entwickelten sich die Pappeln der drei Sublinien von N 141 einheitlich. Nach der dritten 

Vegetationsperiode waren alle Sublinien signifikant kleiner (p = 0,00, mit * markiert). Die Fehlerindikatoren markieren die 

Standardabweichungen der Mittelwerte.  

 

 

Abb. 3.14: Entwicklung der Gesamthöhe von N 145-Sublinien über die dreijährige Kulturdauer 

Über den Kulturzeitraum entwickelten sich die Pappeln der Sublinien von N 145 einheitlich, lediglich N 145-3 blieb durchschnittlich 

etwas kleiner. Nach der zweiten Vegetationsperiode waren alle Sublinien signifikant kleiner als die nicht-transgenen Kontrollen 

(p ≤ 0,02, mit * markiert). Die Fehlerindikatoren markieren die Standardabweichungen der Mittelwerte. Nach der dritten 

Vegetationsperiode waren die Messwerte nicht mehr vergleichbar, da Kultureffekte einen übermäßigen Einfluss auf die Messwerte 

hatten. 

 

Holzchemische Analysen 

Von den im Gewächshaus kultivierten Pflanzen wurden 19 ausgewählte Individuen zur biochemischen 

Untersuchung der Biomasse an das Fraunhofer-Institut für Angewandte Polymerforschung (Potsdam, K. 

Hettrich) übergeben (Tab. 3.14). Für diese Pflanzen existierten keine nicht-transgenen Kontrollpflanzen, 
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die unter gleichen Bedingungen kultiviert wurden. Als Kontrollpflanzen wurden daher drei Esch5-

Wildtypen verwendet, die über eine ähnliche Dauer kultiviert wurden. 

 

Tab. 3.14: Zur Biomasse-Analyse ausgewählte Pappeln der Sublinien von N 145 

N 145-3 N 145-4 N 145-5 N 145-6 Esch5-WT 

Pappel Kultur Pappel Kultur Pappel Kultur Pappel Kultur Pappel Kultur 

6972 50 Monate 6980 50 Monate 7006 50 Monate 7012 50 Monate 7957 47 Monate 

6976 50 Monate 6989 50 Monate 7010 50 Monate 7017 50 Monate 8092 45 Monate 

8022 47 Monate 6994 50 Monate 7928 47 Monate 7020 50 Monate 8291 44 Monate 

8024 47 Monate 7000 50 Monate 7929 47 Monate 7024 50 Monate   

8026 47 Monate 7920 47 Monate   7027 50 Monate   

 

Die in Tab. 3.15 zusammengestellten Ergebnisse der holzchemischen Analysen sind unter 

Berücksichtigung der unterschiedlichen Kulturdauer der untersuchten Pflanzen im Gewächshaus zu 

bewerten. In allen getesteten Sublinien waren signifikante Unterschiede in einzelnen Holzbestandteilen 

festzustellen. Alle Sublinien hatten einen signifikant vom Wildtyp abweichenden Anteil an Ethanol-

Extraktstoffen. In den drei Sublinien N 145-4, -5 und -6 war der Unterschied mit bis zu 5,1% besonders 

stark und wurde hier von einem signifikant erhöhten Celluloseanteil aufgefangen. Bei der Sublinie 

N 145-3, die nach der dritten Vegetationsperiode signifikant kleiner war (Abb. 3.14), waren die 

signifikanten Abweichungen mit einem anderen Muster verteilt als bei den anderen Sublinien. Hier waren 

beispielsweise der Cellulose-Anteil unverändert und die Ethanol-Extraktstoffe nur um 1,8% verändert. 

 

Tab. 3.15: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes der Linien N 145-3, N 145-4, N 145-5 und N 145-6 

Die Mittelwerte M der einzelnen Bestandteile wurden aus jeweils fünf oder vier (nur N 145-4) Individuen pro transgener Sublinie 

berechnet. Mehrere signifikante Abweichungen (p ≤ 0,05, markiert mit *) wurden ermittelt, allerdings auf Grundlage von nicht-

transgenen Kontrollpflanzen, die nicht den selben Kulturbedingungen entstammen. Die Analysen wurden am Fraunhofer IAP 

durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: M - Mittelwert, s - Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für signifikante 

Abweichung.  

 
Transgene Pflanzen der Linie N 145 

Nicht-
transgene 

 
N 145-3 N 145-4 N 145-5 N 145-6 Kontrollen 

Bestandteile M s p M s p M s p M s p M s 

Asche 3,4 0,1 0,22 3,4 0,1 0,53 2,9 0,2 0,01* 3,0 0,2 0,02* 3,5 0,1 

Protein 5,3 1,3 0,00* 1,9 0,3 0,21 3,2 1,3 0,12 2,7 0,6 0,02* 1,5 0,2 

Ethanol-
Extraktstoffe 

9,8 1,1 0,03* 6,5 0,3 0,00* 6,0 0,6 0,00* 6,3 0,3 0,00* 11,6 0,1 

Cellulose 30,1 2,1 0,91 34,1 0,8 0,03* 34,3 0,6 0,02* 33,9 0,6 0,03* 30,0 1,2 

Hemicellulose 22,0 0,4 0,02* 23,9 0,6 0,07 23,3 0,5 0,49 23,5 0,4 0,16 23,0 0,3 

Lignin 22,6 0,3 0,01* 21,5 0,2 0,03* 22,1 0,3 0,30 21,4 0,1 0,01* 21,9 0,1 

 

Holzanatomische Untersuchungen 

Am Thünen-Institut für Holzforschung wurden UMSP-Analysen von einzelnen Pappeln der Linie N 145-6 

durchgeführt (Abb. 3.15). Besondere Auffälligkeiten in der Ligninverteilung oder im Gewebeaufbau, die 

über individuelle Schwankungen hinaus gingen, wurden nicht festgestellt. 
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Abb. 3.15: UMSP-Analysen von zwei Pappeln der Linie N 145-6 

Die Sprossquerschnitte wurden in 10 cm Höhe gesetzt. Die Analysen der drei ausgewählten Bereiche (Ausschnitte 1-3) zeigten eine 

starke Ligninverteilung in der Pappel 7022. In der Pappel 8031 war etwa vergleichbar viel Lignin wie im Wildtyp von Esch5 

eingelagert. Die Analysen wurden am Thünen-Institut für Holzforschung (U. Schmitt) durchgeführt. 

 

Die parallele Herunterregulierung von SOC1 und FUL ergab teilweise signifikant kleinere Pflanzen, 

wobei Unterschiede in der Kultivierung hierfür ursächlich sein könnten. Zudem wurde eine 

veränderte Holzzusammensetzung beobachtet. 

 

 

3.1.3.2 Parallele Überexpression 

Zur parallelen Überexpression von AtSOC1 und SaFUL wurden Transformationsvektoren verwendet, die 

unter Kontrolle des 35S-Promoters die Zielgene konstitutiv überexprimierten. Der Transformationsvektor 

A122 kodierte für AtSOC1 und die Kanamycin-Resistenz NPTII zur Selektion. A137 kodierte für SaFUL und 

ebenfalls die Kanamycin-Resistenz NPTII. Beide Transformationsvektoren wurden für die Transformation 

N 94 mit P. tremula × P. tremuloides-Hybrid Esch5 verwendet. Um schon bei der Regeneration nach der 

Transformation auf doppeltransgene Pflanzen selektieren zu können, wurde für zwei Transformationen 

statt A122 der Vektor A141 eingesetzt. A141 basiert auf A122, allerdings war hier der Selektionsmarker 

NPTII gegen die Hygromycinresistenz HPT ausgetauscht. Mit den Vektoren A137 und A141 wurden zwei 

Transformationen des P. × canescens-Klons P1 durchgeführt: N 352 und N 407. 

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Aus den drei durchgeführten Transformationen wurden insgesamt 14 putativ transgene Sublinien 

herangezogen. Per PCR und anschließender Gelelektrophorese wurde die Anwesenheit der 
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Selektionsmarker NPTII und HPT (Abb. 3.16) sowie der Zielgene (Abb. 3.17) nachgewiesen, um den 

Transformationserfolg zu überprüfen (Tab. 3.16). Exemplarisch sind im Folgenden die Ergebnisse von 

N 407 gezeigt. Insgesamt acht doppeltransgene Linien standen für die molekulargenetischen Analysen zur 

Verfügung, von denen allerdings zwei Linien im Bearbeitungsverlauf abstarben (N 352-3 und -7). 
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Abb. 3.16: Gelelektrophoretischer Nachweis des Selektionsmarkers NPTII und HPT 

Die PCR wurde mit den Primern #343 und #344 (NPTII) sowie #337 und #338 (HPT) bei einer Annealing-Temperatur von 58 °C und 

mit 37 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Die zwei 

Linien N 407-1 und -5 enthielten nur die Hygromycinresistenz HPT, nicht die Kanamycinresistenz. 
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Abb. 3.17: Gelelektrophoretischer Nachweis der Zielgene SaFUL und AtSOC1 

Die PCR zum Nachweis von SaFUL wurde mit den Primern #1847 und #1573 bei einer Annealing-Temperatur von 56 °C und mit 

37 Amplifikationszyklen durchgeführt. Zum Nachweis von AtSOC1 wurden die Primer #1236 und #1237 bei einer Annealing-

Temperatur von 53 °C und mit 40 Amplifikationszyklen verwendet. 5 µL des Ansatzes wurden auf einem 1,3% (SaFUL) bzw. 1,5% 

(AtSOC1) Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Die Ergebnisse der PCRs zum Nachweis der Resistenzmarker konnten bestätigt werden: 

SaFUL wurde in N 407-2, -3 und -4 nachgewiesen, AtSOC1 in allen fünf Sublinien von N 407. 
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Tab. 3.16: Nachweis des Transformationserfolgs zur Überexpression von AtSOC1 und SaFUL 

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit waren nur noch zwei Sublinien der Transformation N 94, nämlich N 94-5 und N 94-6 vorhanden. 

Die doppeltransgenen Linien N 352-3 und N 352-7 starben im weiteren Bearbeitungsverlauf ab, sodass nur die eine doppeltransgene 

Linie N 352-2 zurückblieb. 

Linie Putativ doppeltransgene 

Regenerate 

Sublinien mit nachgewiesenen 

Selektionsmarkern 

Sublinien mit nachgewiesenen 

Zielgenen 

N 94 2 2 2 

N 352 7 7 3 (+4 mit nur einem Zielgen) 

N 407 5 
4 (+1 mit nur einem 

Selektionsmarker) 
3 (+2 mit nur einem Zielgen) 

 

Mit Hilfe von Southern Blots wurde die Kopienzahlen ermittelt, mit der die T-DNAs von A137 und A122 

bzw. A141 ins Genom der einzelnen Sublinien integriert wurden. Zum Nachweis wurden Sonden 

verwendet, die entweder mit der Sequenz der Zielgene oder der Selektionsmarker hybridisierten, wie 

beispielhaft für N 407 gezeigt (Abb. 3.18). Die ermittelten Kopienzahlen sind in Tab. 3.17 

zusammengefasst. 
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Abb. 3.18: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 407 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit AflII restringiert. Zunächst wurde die Membran mit der Digoxigenin-markierten Sonde 

für HPT hybridisiert, anschließend einem Stripping unterzogen und mit der Sonde für NPTII hybridisiert. Als Fragmentlängenmarker 

wurde der DIG-Marker II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. Die drei Kontrollen des mit der Sonde für HPT hybridisierten Blots 

werden hier mit einem stärker exponierten Film abgebildet.  

 

Tab. 3.17: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 94, N 352 und N 407 

Per Southern Blot-Analyse wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A137 und A122 bzw. A141 im Pappelgenom quantifiziert. 

Berücksichtigt wurden lediglich Linien, deren doppeltransgener Status zuvor per PCR bestätigt wurde. 

T-DNA-Kopien 1 × SaFUL 2 × SaFUL 3 × SaFUL 

1 × AtSOC1 N 94-5, N 94-6 N 407-3 N 407-4 

2 × AtSOC1  N 407-2  

3 × AtSOC1 N 352-2   

 

Die Expression von AtSOC1 und SaFUL in den doppeltransgenen Linien von N 94, N 352 und N 407 wurde 

mit den Primern #1845 und #1237 für AtSOC1, #1846 und #1848 für SaFUL sowie #1238 und #1237 für 

den Test auf Anwesenheit von genomischer DNA in einer semiquantiativen RT-PCR überprüft. Als 
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Template für die PCRs diente 200 ng cDNA, die aus der RNA von Blättern gewonnen wurde. Die Pflanzen 

hierfür wurden im Gewächshaus kultiviert. Sowohl in den Pappeln der Linie N 94-5 als auch N 94-6 wurde 

die Expression von AtSOC1 und SaFUL bestätigt (Abb. 3.19). 
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Abb. 3.19: Semiquantitative RT-PCR von AtSOC1 und SaFUL in den transgenen Linien von N 94 

Die PCRs wurden mit den Primerpaaren #1845 und #1237 (AtSOC1) sowie #1846 und #1848 (SaFUL) bei einer Annealing-

Temperatur von 55 °C (AtSOC1) bzw. 59 °C (SaFUL) und mit 40 Amplifikationszyklen durchgeführt. Für Elektrophorese wurde ein 

1,3% Agarose-TBE-Gel verwendet. In beiden Sublinien N 94-5 (Individuen 21008 und 20998) und -6 (Individuen 20062 und 20010) 

wurde die parallele, transgene Expression von AtSOC1 und SaFUL nachgewiesen. Kontaminationen mit gDNA waren nicht feststellbar 

(ohne Abbildung). 

 
Die Expressionsanalyse von jeweils zwei Klonen der Linien N 352-1, -2, -4, -5 und -6 ergab, das lediglich in 

den Klonen der Linie N 352-2 beide Transgene exprimiert wurden (Abb. 3.20). In den Linien N 352-4, -5 

und -6 wurde die transgene Expression von AtSOC1 nachgewiesen. In N 352-1 wurde kein Transgen 

exprimiert. 

  



ERGEBNISSE 

 

99 

 

 
 

M
ar

k
er

 

cDNA 
N 352-1 

cDNA 
N 352-2 

cDNA 
N 352-4 

cDNA 
N 352-5 

cDNA 
N 352-6 

cD
N

A
 P

1
-W

T
 

 

gDNA 

M
ar

k
er

 

2
3

0
1

9
 

2
3

0
2

0
 

2
3

0
2

5
 

2
3

0
2

6
 

2
3

0
4

1
 

2
3

0
4

2
 

2
3

0
4

9
 

2
3

0
5

0
 

2
3

0
6

0
 

2
3

0
6

2
 

2
3

0
0

3
 

H
2
O

 

P
1

-W
T

 

N
 3

5
2

-1
 

N
 3

5
2

-2
 

N
 3

5
2

-4
 

N
 3

5
2

-5
 

N
 3

5
2

-6
 

 

 

AtSOC1 

 

SaFUL 

 

gDNA 

Abb. 3.20: Semiquantitative RT-PCR von AtSOC1 und SaFUL in den transgenen Linien von N 352 

Die PCRs wurden mit den Primerpaaren #1845 und #1237 (AtSOC1) sowie #1846 und #1848 (SaFUL) bei Annealing-Temperaturen 

von 55 °C (AtSOC1) bzw. 59 °C (SaFUL) und mit 40 Amplifikationszyklen durchgeführt. Für die Elektrophorese wurde ein 1,3% 

Agarose-TBE-Gel verwendet. In der Sublinie N 352-2 wurde die parallele, transgene Expression von AtSOC1 und SaFUL 

nachgewiesen. In N 407-4, -5 und -6 wurde nur AtSOC1 exprimiert. In beiden Klonen von N 352-1 wurde keine transgene Expression 

detektiert. Zur Kontrolle auf vollständigen gDNA-Abbau wurden alle Proben mit dem Primerpaar #1238 und #1237 auf Anwesenheit 

von transgener gDNA getestet. Primer #1238 bindet im 35S-Promoter und war daher nur in gDNA zur Amplifikation verwendbar. 

Die entsprechende PCR wurde bei einer Annealing-Temperatur von 55 °C und mit 40 Amplifikationszyklen durchgeführt.  
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Ergebnis der semiquantitativen RT-PCR war, dass sowohl AtSOC1 als auch SaFUL in N 407-2, N 407-3 und 

N 407-4 exprimiert wurden, in N 407-1 lediglich AtSOC1 (Abb. 3.21 und 3.22). Dieses Ergebnis entsprach 

den vorherigen PCR-Analysen zur Überprüfung des Transformationserfolgs. 
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Abb. 3.21: Semiquantitative RT-PCR von AtSOC1 und SaFUL in den transgenen Pappeln von N 407 

Die PCRs wurden mit jeweils 200 ng cDNA bzw. gDNA bei einer Annealing-Temperatur von 50 °C und 40 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. Als Primerpaare wurden #1845 und #1237 (AtSOC1) sowie #1846 und #1848 (SaFUL) verwendet. Die PCR-Produkte 

wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Elektrophoresegel aufgetrennt. AtSOC1 wurde in allen getesten Pappeln exprimiert, SaFUL nur 

in den Pappeln der Linien N 407-2, -3 und -4. In den Sublinien N 407-3 und N 407-4 wurde die parallele, transgene Expression von 

AtSOC1 und SaFUL nachgewiesen. Zur Kontrolle auf vollständigen gDNA-Abbau wurden alle Proben mit dem Primerpaar #1238 

(bindet im 35S-Promoter) und #1237 auf Anwesenheit von transgener gDNA getestet. In einigen Proben der Linien N 407-1, N 407-3 

und N 407-4 wurden auf diesem Weg gDNA-Kontaminationen nachgewiesen. 

 

Aufgrund von gDNA-Kontaminationen in den vorherigen PCR-Ergebnissen wurde mit einigen Individuen 

die Expressionsuntersuchung noch einmal wiederholt (Abb. 3.22). Hierzu wurde die extrahierte Gesamt-

RNA erneut dem DNase-Verdau unterzogen, um anschließend die Reverse Transkription durchzuführen. 

Die Wiederholung mit dieser neuen cDNA bestätigte die vorangegangene Expressionsuntersuchung in 

sofern, dass AtSOC1 in den transgenen Linien N 407-1, -2, -3 und -4 exprimiert wurde, SaFUL in den Linien 

N 407-2, -3 und -4. 
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Abb. 3.22: Semiquantitative RT-PCR von AtSOC1 und SaFUL in den transgenen Linien von N 407 

Die PCRs wurden mit den Primerpaaren #1845 und #1237 (AtSOC1) sowie #1846 und #1848 (SaFUL) bei einer Annealing-

Temperatur von 50 °C und mit 40 Amplifikationszyklen durchgeführt. Die Elektrophorese wurde mit einem 1,5% Agarose-TBE-Gel 

durchgeführt. In den Sublinien N 407-2, -3 und -4 wurde die parallele, transgene Expression von AtSOC1 und SaFUL nachgewiesen. In 

N 407-1 wurde nur AtSOC1 exprimiert. In N 407-2 fiel ein Klon ohne PCR-Ergebnis aus. Zur Kontrolle, ob die gewählten Primerpaare 

für die spezifisch für die RNAs der beiden Transgene waren, wurden die PCRs auch mit genomischer DNA von N 407-1 durchgeführt, 

die negativ waren. Zur Kontrolle auf vollständigen gDNA-Abbau wurden alle Proben mit dem Primerpaar #1238 (bindet im 35S-

Promoter) und #1237 auf Anwesenheit von transgener gDNA getestet.  

 

Zur Ermittlung der T-DNA-Integrationsorte und zur Prüfung von möglichen Positionseffekten wurden 

TAIL-PCRs mit 128-fach bzw. 256-fach degenerierten Primern durchgeführt. Die spezifischen Primer 

wurden für N 94 und N 407 derart gestaltet, dass der Integrationsort von A122 über die Left Border 

hinaus amplifiziert wurde und der von A141 über die Right Border. Dementsprechend wurde zur 

Bestimmung des Integrationsortes von A137 die Right Border oder Left Border verwendet. Die 

genomischen Bereiche außerhalb der T-DNA wurden mit einer BLAST-Analyse in P. trichocarpa und 

P. × canescens (https://phytozome.jgi.doe.gov, http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast, Zugriff am 

27.04.2016) detektiert. Die identifizierten Bereiche sind in Tab. 3.18 zusammengefasst. In den Linien 

N 407-1, -2 und -3 konnten die Integrationsorte auch nach mehrfachen Versuchen nicht vollständig 

bestimmt werden. 

  

https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast
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Tab. 3.18: Integrationsorte der transgenen Linien zur parallelen Überexpression von SOC1 und FUL 

Die Integrationsorte wurden durch eine BLAST-Analyse in den Datenbanksequenzen von P. trichocarpa (Pt, Version 3.0) und 

P. × canescens (Pc, Version 1.1) ermittelt. Die Angaben zu den funktionellen Annotierungen der Loci basieren auf P. trichocarpa. 

Farblich hinterlegt sind die Linien mit signifikant abweichender Gesamthöhe. Abkürzungen: LB - Left Border, RB - Right Border.  

Sublinie T-DNA / 

Border 
Integrationsort Datenbank-

Art 

Score  

Pt (Pc) 

E-Wert  

Pt (Pc) 

Funktionelle Annotierung 

des Integrationslocus 

N 94-5 
A122 / LB 

Chromosom 11 

Chromosom 19 

Pt, Pc 

Pt, Pc 

318,7 (244) 

210,5 (237) 

1,1E-85 (2E-63) 

6E-53 (4E-61) 

Potri.011G038500 (Intron) 

ohne funktionelle Annotierung 

A137 / RB Chromosom 5 Pt, Pc 217,7 (241) 3E-55 (3E-62) Potri.005G172700 (Exon) 

N 94-6 

A122 / LB Chromosom 19 Pt, Pc 210,5 (237) 7,9E-53 (6E-61) ohne funktionelle Annotierung 

A137 / RB 
Chromosom 17 

Chromosom 19 

Pt 

Pt 

59,0 

96,9 

2,1E-8 

1,5E-19 

ohne funktionelle Annotierung 

ohne funktionelle Annotierung 

N 407-1 A141 / RB Chromosom 3 Pt, Pc 625,3 (689) 9,2E-178 (0,0) ohne funktionelle Annotierung 

N 407-3 A137 / LB Chromosom 2 Pt, Pc 161,8 (154) 8,5E-39 (1E-36) Potri.002G104900 (Intron) 

N 407-4 A137 / LB Chromosom 14 Pt, Pc 558,5 (604) 2,3E-157 (2E-171) Potri.014G103000 (3‘ UTR) 

 

Das Gen Potri.011G038500 war als Proteinkinase annotiert. Der EC-Code 2.7.11.1 stand für eine 

unspezifische Serin-Threonin-Proteinkinase (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 27.04.16). 

Für die Gene  Potri.005G172700 und Potri.002G104900 lagen keine funktionellen Annotationen oder 

Domänen vor (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 27.04.16). 

Das Gen Potri.014G103000 wies Sequenz-Ähnlichkeiten zum Homöobox Leucin-Zipper Protein von Prunus 

armeniaca auf (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 27.04.16). Diese Funktion wurde auch durch die 

PFAM-Datenbank bestätigt, die eine Homöobox-Domäne und einen Homeobox-associated Leucin-Zipper 

identifizierten. Im Protein fanden sich DNA-bindende Domänen. Es sollte als Transkriptionsfaktor eine 

regulatorische Funktion haben (http://ebi.ac.uk/QuickGO, http://www.genome.jp/dbget-bin/www_ 

bget?K09338, https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriffe am 27.04.16). 

Durch die TAIL-PCR wurden keine Integrationsorte identifiziert, wodurch die auffälligen Phänotypen auf 

einen Positionseffekt zurückgeführt werden könnten. 

 

Phänotypisierung 

Bereits in der Gewebekultur waren die Pflanzen mit der parallelen Überexpression von SOC1 und FUL 

auffällig. Bei Überführung der Pflanzen von N 94 auf 460-Medium starben die Explantate zu großem Teil 

ab. Sie wurden deshalb kontinuierlich auf 6011/4-Medium kultiviert, wo die Explantate allerdings aufgrund 

des Thidiazurongehalts keine Wurzeln ausbildeten (Abb. 3.23). Zur Vorbereitung der Überführung in Erde 

wurden die Pflanzen auf 459-Medium umgesetzt, das NAA enthielt und dadurch zur Wurzelbildung 

anregte.   

 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://ebi.ac.uk/QuickGO
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_%20bget?K09338
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_%20bget?K09338
https://phytozome.jgi.doe.gov/
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Abb. 3.23: N 94-5 in der Gewebekultur nach zwei Monaten 

Die Pflanzen der Sublinie N 94-5 wurden stets auf dem Thidiazuron-haltigem Medium 6011/4 kultiviert. Deutlich zu erkennen waren 

die multiple Sprossung und gezähnten Blätter (A) sowie das Fehlen von Wurzeln (B). 

 

Die Regenerate der Linie N 407 waren ebenfalls unverhältnismäßig schwierig zu kultivieren. Die Pflanzen 

wurden zur Erhaltung auf Cytokinin-haltiges Medium 601 transferiert (Abb. 3.24), nachdem sie auf 460-

Medium größtenteils abgestorben waren. 

 

 

Abb. 3.24: Exemplarische Abbildung von Explantaten der Linie N 407 zur Erhaltung in Petrischalen mit 601-Medium 

 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden zahlreiche 

Pflanzen von N 94, N 352 und N 407 zusammen mit nicht-transgenen Kontrollpflanzen ins Gewächshaus 

überführt. Schon während der ersten Monate konnte das vom Wildtyp abweichende Höhenwachstum 

beobachtet wurden, wie am Beispiel von N 94-6 in Abb. 3.25 dargestellt.  

 

A B 
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Abb. 3.25: Doppeltransgene Pflanzen der Linie N 94-6 nach einem (a) und zwei (b) Monaten in Erde 

Abgebildet sind jeweils links eine gleichalte, nicht-transgene Kontrollpflanze Esch5 (WT) und rechts die transgene Pflanze 

(35S::SOC1/FUL). Bereits nach einem Monat war eine Wachstumsretardation in der Linie N 94-6 zu beobachten. Die Pflanzen 

wurden in einer Klimakammer unter gleichen Bedingungen kultiviert. 

 

Die Pappeln der Linie N 94-5 wurden nach sieben- bzw. 20-monatiger Kultivierung im Gewächshaus 

vermessen. Sie erreichten in beiden Messungen nicht die mittlere Höhe der nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen von Esch5. Die transgenen Pflanzen wurden in den ersten sieben Monaten 

durchschnittlich 21 cm groß (Standardabweichung ±10 cm), während die Esch5-Kontrollpflanzen im 

gleichen Zeitraum eine Höhe von 37 cm erreichten (Standardabweichung ±5 cm). Die transgenen Pflanzen 

sind daher signifikant kleiner (p = 0,00, Tab. 3.19). Die signifikante Abweichung der Höhe wurde auch 

nach der zweiten Vegetationsperiode beobachtet (p = 0,00, Abb. 3.26). 

Die Sublinie N 94-6 blieb ebenfalls hinter dem Wachstum der nicht-transgenen Kontrollpflanzen zurück. 

Nach dreimonatiger Kultivierung erreichten die transgenen Pappeln eine durchschnittliche Höhe von 

15 cm (Standardabweichung ±6 cm), während die nicht-transgenen Kontrollpflanzen eine Höhe von 

durchschnittlich 41 cm (Standardabweichung ±4 cm) erreichten. Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit 

p = 0,00 wurden die transgenen Pflanzen als signifikant kleiner identifiziert (Tab. 3.19). Auch bei der 

zweiten Höhenmessung nach 15-monatiger Kultivierung im Gewächshaus waren die Pappeln von N 94-6 

signifikant kleiner (p = 0,00) als die entsprechenden Kontrollpflanzen (Abb. 3.26).  

 

Tab. 3.19: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linien N 94-5 und N 94-6 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach sieben- und 20- bzw. drei- und 15-monatiger Kultivierung erhoben. Beide transgenen 

Linien waren sowohl nach der ersten als auch nach der zweiten Vegetationsperiode signifikant kleiner (p = 0,00).  

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 
Median 

[cm] 
Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

7 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 5 37 36 5 
  

N 94-5 25 21 23 10 0,00 ja, signifikant kleiner 

20 Monaten Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 4 158 161 16 
  

N 94-5 15 28 27 10 0,00 ja, signifikant kleiner 

  

 WT  35S::SOC1/FUL WT  35S::SOC1/FUL 
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Tab. 3.19: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linien N 94-5 und N 94-6 im Gewächshaus 

(Fortsetzung) 

3 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 3 41 40 4 
  

N 94-6 10 15 17 6 0,00 ja, signifikant kleiner 

15 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 3 131 130 10 
  

N 94-6 10 73 72 10 0,00 ja, signifikant kleiner 

 

  

Abb. 3.26: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 94 

Die Messdaten wurden nach einer bzw. zwei Vegetationsperioden in Gewächshauskultur erhoben. Bereits bei der ersten 

Höhenmessung wurden beide Sublinien N 94-5 und N 94-6 als signifikant kleiner identifiziert (p = 0,00). Die Fehlerindikatoren 

geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 

 

Zur Dokumentierung wurden weitere Pappeln der Linien N 94-5 und -6 sowie nicht-transgene 

Kontrollpflanzen des Klons Esch5 ins Gewächshaus überführt. Nach 14-monatiger Kultivierung stand nur 

noch eine Kontrollpflanze zur Verfügung, die allerdings 62 cm größer war als die mittlere Höhe der 

Pappeln von N 94-5 und 45 cm größer als die mittlere Höhe der Pappeln von N 94-6 (Tab. 3.20). Aufgrund 

mangelnder Kontrollpflanzen konnte die Signifikanz nicht berechnet werden. Der Größenvergleich der 

transgenen Pappeln mit ihrer nicht-transgenen Kontrollpflanze ist in Abb. 3.27 dargestellt. 

 

Tab. 3.20: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linien N 94-5 und N 94-6 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach 14-monatiger Kultivierung (eine Vegetationsperiode) erhoben. Eine signifikante 

Mittelwertabweichung wurde bei p ≤ 0,05 angenommen. Die Signifikanz der Pflanzen, die für 14 Monate kultiviert wurden, konnte 

nicht berechnet werden, da lediglich eine Kontrollpflanze verfügbar war. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

Kontrolle 1 94 94 0 
 

 

N 94-5 14 32 26 18 - nicht berechnet 

N 94-6 39 49 49 11 - nicht berechnet 
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Abb. 3.27: Größenvergleich der Linie N 94-5 und N 94-6 im Gewächshaus 

A) Abgebildet sind die zweitkleinste, die mediane und die größte Pflanze der Linie N 94-5 im Vergleich zum Wildtyp Esch5. Alle 

Pflanzen wurden für 14 Monate im Gewächshaus kultiviert. Die zweitkleinste Pflanze wurde für die Aufnahme ausgewählt, da die 

kleinste Pflanze mit einer Höhe von 4 cm nicht zu erkennen gewesen wäre. 

B) Abgebildet sind die kleinste, die mediane und die größte Pflanze der Linie N 94-6 im Vergleich zum Wildtyp Esch5. Während eine 

Wildtyp-Pflanze Esch5 in 14 Monaten eine Höhe von 94 cm erreichte, lag der Höhen-Median der Linie N 94-6 bei 49 cm. Die kleinste 

transgene Pflanze lag nur bei 28 cm, die größte gerade einmal bei 69 cm.  

 

Nach 26 und 44 Wochen wurde die Gesamthöhe der Pappeln von N 352 gemessen, wobei das 

Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 nicht erreicht wurde. Allerdings war in der einzigen doppeltransgenen 

Sublinie N 352-2 eine Tendenz erkennbar, dass diese Pappeln mit p = 0,09 bzw. p = 0,11 kleiner waren als 

die nicht-transgenen Kontrollpflanzen (Tab. 3.21, Abb. 3.28). 

 

Tab. 3.21: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 352 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach 26- und 44-wöchiger Kultivierung erhoben. Signifikante Mittelwertabweichungen 

(p ≤ 0,05) zwischen den nicht-transgenen Kontrollen und transgenen Pappeln wurden nicht beobachtet. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

26 Wochen Kultur (6 Monate) 

Kontrollen 12 106 107 8   

N 352-2 4 78 79 20 0,09 nein 

44 Wochen Kultur (10 Monate) 

Kontrollen 12 212 213 5     

N 352-2 4 186 180 20 0,11 nein 

 

A N 94-5 Esch5-WT 
 35S::SOC1/FUL 
  

B N 94-6 Esch5-WT 
 35S::SOC1/FUL 
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Abb. 3.28: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 352 

Die Messdaten wurden nach sechs- und zehnmonatiger Kultivierung erhoben. Signifikant abweichende Linien (p ≤ 0,05) wurden 

nicht ermittelt. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 

 

Nach 20 Wochen wurde die Gesamthöhe der Pappeln von N 407 gemessen. N 407-3 (p = 0,01) und 

N 407-4 (p = 0,00) waren signifikant kleiner als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen (Tab. 3.22, 

Abb. 3.29 und 3.30). 

 

Tab. 3.22: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 407 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach 20 Wochen Kultivierung erhoben. Signifikante Mittelwertabweichungen (p ≤ 0,05) 

wurden in N 407-3 und N 407-4 beobachtet.  

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

Kontrollen 7 202 214 26 
  

N 407-1 4 207 207 5 0,66 nein 

N 407-2 5 204 211 33 0,94 nein 

N 407-3 5 140 124 32 0,01 ja, signifikant kleiner 

N 407-4 3 53 63 20 0,00 ja, signifikant kleiner 
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Abb. 3.29: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 407 

Nach 20-wöchiger Kultivierung wichen die Mittelwerte von N 407-3 und N 407-4 signifikant von den Mittelwerten der nicht-

transgenen Kontrollpflanzen ab (p < 0,05, markiert mit *). Diese transgenen Pflanzen sind im Durchschnitt kleiner als die Kontrollen. 

Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. Die einfach-transgene Linie N 407-1, in der nur AtSOC1 

vorlag, wurde hellblau abgesetzt. 

 

A B  

  

C 

 

Abb. 3.30: Phänotypen N 407-3 und N 407-4 im Vergleich zum Wildtyp 

A) Die Pflanzen der Linie N 407-3 waren nach 25 Wochen Kultivierung im Durchschnitt signifikant kleiner als die nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen (p = 0,01). Als Kontrollpflanze wurde aus sieben Individuen die Pflanze mit der größten Annäherung an den 

berechneten Mittelwert ausgewählt. B) Die drei transgenen Pappeln der Linie N 407-4 waren nach 25 Wochen Kultivierung 

signifikant kleiner als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen des Klons P1 (p = 0,00). Als Kontrollpflanze wurde aus sieben 

Individuen die Pflanze mit der größten Annäherung an den berechneten Mittelwert ausgewählt. C) Nahaufnahme der drei 

Individuen von N 407-4. 
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In der Pappellinie N 407-2 wurden ebenfalls AtSOC1 und SaFUL überexprimiert, allerdings wichen diese 

Pappeln nicht signifikant von den Wildtypen ab (Abb. 3.31).  

 

 

Abb. 3.31: Vergleich der Pflanzen von N 407-2 zu den nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen 

Die Pflanzen der Linie N 407-2 unterschieden sich nach 25 Wochen Kultivierung nicht 

signifikant von den nicht-transgenen Kontrollpflanzen (p = 0,94). Abgebildet sind von links 

nach rechts die kleinste, die mediane und die größte Pappel sowie die mediane 

Kontrollpflanze. 

 

Die Untersuchung der Pflanzenmorphologie offenbarte starke Phänotyp-Veränderungen in N 94-5. Diese 

Linie war neben ihrem kleinbleibenden Wuchs durch fragiles Wurzelwachstum und schmale, gezähnte 

Blätter charakterisiert. Die Biomassebildung war deutlich reduziert. Mehrere Pflanzen zeigten 

Neuaustriebe aus dem Wurzelstock, auch wenn der Haupttrieb noch lebendig war (Abb. 3.32), was bei den 

nicht-transgenen Wildtypen nicht vorkam. 

 

 

Abb. 3.32: Auffällige Pflanzenmorphologie von N 94-5 

A) Eine 26 Monate alte Pflanze von N 94-5 zeigte einen stark beeinflussten Phänotyp. Die Linie war kleinbleibend und bildete 

Nebentriebe aus dem Wurzelstock aus, auch wenn der Haupttrieb noch lebendig war. B) Die Blätter der Sublinie N 94-5 waren stark 

beeinträchtigt. Sie wiesen einen abweichenden, aber nicht einheitlichen, Umriss auf und waren deutlich gezähnt. 

A B 

 N 407-2 P1-WT 
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Holzanatomische Untersuchungen 

Von zwei Individuen der Linie N 94-5, die für 49 Monaten im Gewächshaus kultiviert wurden, wurden am 

Thünen-Institut für Holzforschung lichtmikroskopische Sprossquerschnitte angefertigt (Abb. 3.33 und 

3.34) und UMSP-Analysen durchgeführt (Abb. 3.36). Besondere Auffälligkeiten, die über individuelle 

Variabilitäten hinausgehen, wurden nicht beobachtet. 

  

  

Pappel 7806 Pappel 7790 

Abb. 3.33: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Sprossquerschnitten von N 94-5 

Während in Pappel 7806 die Struktur noch sehr regelmäßig aufgebaut war, wirkte die Struktur in Pappel 7790 eher zufällig und 

variabel. Im Bereich des Xylems waren durch Toluidinblau intensiv gefärbte Bereiche zu sehen, die auf verstärkte Zellwände 

hinwiesen. Die mit 1-3 nummerierten Bereiche markierten die UMSP-Testbereiche, deren Analysen im Folgenden dargestellt sind. 

Die Querschnitte wurden am Thünen-Institut für Holzforschung (U. Schmitt) angefertigt. 

 

 

Abb. 3.34: Lichtmikroskopische Aufnahme eines Sprossquerschnitts von Esch5 als Kontrollpflanze 

Der mit Toluidinblau gefärbte Querschnitt wurde am Thünen-Institut für Holzforschung (U. Schmitt) angefertigt. Drei Ausschnitte 

dieses Querschnitts von Pappel 6384 wurden für die nachfolgende UMSP-Analyse verwendet (Bereiche 1-3). 

 

Von der Pappel 20052, Linie N 94-6, wurde ebenfalls ein mit Toluidinblau gefärbter Sprossquerschnitt 

angefertigt. Besondere Auffälligkeiten in der Gewebestruktur oder bezüglich der Zellwanddicke wurden 

nicht festgestellt (Abb. 3.35).  
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Abb. 3.35: Angefärbter Sprossquerschnitt einer Pflanze der Linie N 94-6 

Der mit Toluidinblau angefärbte Sprossquerschnitt wurde am Thünen-Institut für Holzforschung (U. Schmitt) angefertigt. Verwendet 

wurde hier der Spross der neun Monate alten Pappel 20052. Auffällige Abweichungen zum Esch5-Wildtyp wurden nicht gefunden. 

 

Mit einer UMSP-Analyse wurde die Ligninverteilung im Sprossgewebe analysiert. Im Individuum 7806 

wurde insgesamt eine Absorbtion festgestellt, die auf eine starke Lignifizierung der sekundären Zellwände 

hindeutet. Im Individuum 7790 waren die Umrisse der Zellwände durch die niedrige UV-Absorbtion 

teilweise nicht scharf zu erkennen, allerdings kam dies auch bei einem Bildausschnitt des Esch5-Wildtyps 

vor. Bei diesem Individuum enthielten die Zellwände den Ergebnissen der UMSP-Analysen zufolge nur 

wenig Lignin (Abb. 3.36). 

 

 

Abb. 3.36: UMSP-Analyse der Sublinie N 94-5 

Die Sprossquerschnitte wurden in 10 cm Höhe gesetzt.  Die Analysen der zwei Pappeln 7806 und 7790 sowie eines Esch5-Wildtyps 

wurden am Thünen-Institut für Holzforschung durchgeführt (U. Schmitt). Die mit 1-3 nummerierten Bereiche wurden in den 

Abbildungen 3.32 und 3.33 markiert. Eine höhere Absorption lässt sich auf einen höheren Ligningehalt übertragen. Die Analysen der 

drei ausgewählten Bereiche zeigten eine starke Ligninverteilung in der Pappel 7806. In der Pappel 7790 war etwa vergleichbar viel 

Lignin wie im Wildtyp von Esch5 (Pappel 6384)  eingelagert. 
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Die Doppeltransformationen zur parallelen Überexpression von AtSOC1 und SaFUL hatte in beiden 

Versuchsklonen starke Auswirkungen auf den Phänotyp der Pflanzen: In Esch5 wurde ein 

kleinwüchsiger Phänotyp mit veränderter Blattmorphologie beobachtet. Sie waren teilweise durch 

eine veränderte Morphologie, und bei einzelnen Individuen auch Holzanatomie, gekennzeichnet. 

Auch in den Versuchen mit dem Klon P1 wurde der veränderte Phänotyp mit kleinbleibenden 

Pappeln beobachtet.  
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3.2 Genetische Modifikation weiterer Kandidatengene 

3.2.1 Genetische Modifikation von Potri.007G008600 

Für das Gen Potri.007G008600 (ehemals POPTR_0007s14560) lagen keine funktionellen Annotationen in 

der Genomdatenbank von P. trichocarpa vor (Phytozome 11, https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 

30.01.2016). Die Sequenz ist auf dem Plus-Strang von Chromosom 7 im Bereich 676.557-680.622 

lokalisiert. Das Transkript Potri.007G008600.1 wird nach den Daten des eFP-Browsers besonders stark in 

den weiblichen sowie männlichen Kätzchen exprimiert, zudem in Xylem, Keimlingen, jungen Blättern und 

Wurzeln (http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi, Zugriff am 10.02.2016, Abb. 3.37). 

 

 

Abb. 3.37: Expressionsdaten des Transkripts Potri.007G008600.1 in verschiedenen Pappelgeweben 

Potri.007G008600.1 wird insbesondere in den weiblichen und männlichen Kätzchen sowie dem sich entwickelndem Xylem 

exprimiert, allerdings auch mit geringerer Intensität in den übrigen Gewebetypen (Quelle: http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-

bin/efpWeb.cgi, Zugriff am 10.02.2016). 

 

In sechs einzelnen Transformationen, darunter Überexpressions- und Knockdown-Ansätze, wurde das 

bislang nicht charakterisierte oder annotierte Gen Potri.007G008600 modifiziert. Die genetischen 

Modifikationen führten nur in wenigen Einzelfällen zu signifikanten Phänotypänderungen, die allerdings 

nicht einheitlich waren, da unter anderem größere und kleinere Individuen identifiziert wurden. Diese 

Beobachtungen wurden vor allem nach der zweiten Vegetationsperiode gemacht, sodass hier 

wahrscheinlich Kultureffekte maßgeblich waren und nicht die genetischen Veränderungen.  

 

3.2.1.1 Überexpression  

Zur Überexpression von Potri.007G008600 wurde die Transformation N 311 durchgeführt. Der 

verwendete Transformationsvektor A194 kodierte für die Überexpression von Potri.007G008600 und die 

Kanamycinresistenz NPTII zur Selektion. Empfängerorganismus war der P. × canescens-Klon P1.  

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Aus der Transformation gingen elf putativ transgene Sublinien hervor. Per PCR und anschließender 

Gelelektrophorese wurde die Anwesenheit des Selektionsmarkers NPTII überprüft. Die Linien N 311-6b, 

N 311-10 und N 311-11 enthielten das Resistenzgen (Abb. 3.38). 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
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Abb. 3.38: Gelelektrophoretischer Nachweis des Selektionsmarkers NPTII 

Die PCR wurde mit den Primern #343 und #344 bei einer Annealing-Temperatur von 62 °C und mit 37 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Der Selektionsmarker NPTII wurde in 

den Linien N 311-6b, -10 und -11 nachgewiesen. 

 

Einige Sublinien starben während der weiteren Kultivierung auf Selektionsmedium ab. Die noch 

verfügbaren Sublinien wurden auf die Anwesenheit des Zielgens überprüft. Das Ergebnis der PCR zum 

Nachweis des Resistenzmarkers konnte bestätigt werden: N 311-6b, -10 und -11 enthielten die 

Zielgensequenz (Abb. 3.39). Alle weiteren getesteten Linien enthielten das Zielgen nicht. 
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Abb. 3.39: Gelelektrophoretischer Nachweis der Zielgene 

Die PCR wurde mit dem Primerpaar #1448 und #1361 durchgeführt. Die Annealing-Temperatur betrug 53 °C für 0:45 min, die 

Elongationszeit 1:45 min. Es wurden 38 Amplifikationszyklen absolviert. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agarose-

TBE-Gel aufgetrennt. Das Zielgen wurde in den Linien N 311-6b, -10 und -11 nachgewiesen. 

 

Zur Quantifizierung der Kopienanzahl, mit der die T-DNA von A194 in das Pappelgenom der einzelnen 

Sublinien von N 311 integriert wurde, wurde mit der Sonde für die Kanamycinresistenz NPTII ein 

Southern Blot durchgeführt. N 311-6b enthielt zwei Kopien der T-DNA, N 311-10 und -11 enthielten 

jeweils eine Kopie (Abb. 3.40). Entsprechend den PCR-Ergebnissen waren die anderen Sublinien der 

Transformation N 311 nicht transgen und wurden verworfen. 
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Abb. 3.40: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 311 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit EcoRI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde bindet im Markergen NPTII und 

wurde mit den Primern #317 und #318 synthetisiert. Die Sonde ist 780 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker 

II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. Eine Kopie der T-DNA wurde in N 311-10 und -11 nachgewiesen, zwei Kopien in N 311-6b. 

 

Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden zahlreiche 

Pflanzen von N 311-6b, N 311-10 und N 311-11 zusammen mit nicht-transgenen Kontrollpflanzen ins 

Gewächshaus überführt. Die Gesamthöhen der Pappeln, die nach 17 bzw. sieben Monaten gemessen 

wurden, wichen nicht signifikant von den Kontrollpflanzen ab (p > 0,05, Tab. 3.23, Abb. 3.41).  

 

Tab. 3.23: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 311 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach 17 bzw. sieben Monaten Kultur erhoben. Signifikante Mittelwertabweichungen (p ≤ 

0,05) wurden nicht beobachtet. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

17 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 5 257 254 28 
  

N 311-10 9 224 252 57 0,20 nein 

N 311-11 9 271 261 46 0,52 nein 

7 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 9 102 104 15 
  

N 311-6b 8 74 65 32 0,06 nein 

 

 

Abb. 3.41: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 311 

Die Höhenmessungen wurden nach 17- und siebenmonatiger Kultivierung vorgenommen. Signifikant abweichende Linien (p ≤ 0,05) 

wurden nicht identifiziert. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 
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Holzchemische Analysen 

Von den drei Pappeln 15508, 15509 und 15510 der Sublinie N 311-11 sowie von drei nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen (15482, 15483, 15484) wurden die Sprosse nach 18-monatiger Kultivierung für die 

Analyse ihrer biochemischen Zusammensetzung an das Fraunhofer-Institut für Angewandte 

Polymerforschung (Potsdam, K. Hettrich) übergeben. Im Vergleich zu den nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen wurden keine signifikanten Abweichungen in der biochemischen Zusammensetzung der 

Biomasse festgestellt (Tab. 3.24). 

 

Tab. 3.24: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes von drei Individuen der Linie N 311-11 

Die Mittelwerte der einzelnen Bestandteile entsprachen etwa den Mittelwerten der nicht-transgenen Kontrollpflanzen. Signifikante 

Abweichungen (p ≤ 0,05) lagen nicht vor. Die Analysen wurden am Fraunhofer IAP durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: M - 

Mittelwert, s - Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für signifikante Abweichung. 

 
N 311-11 

Nicht-transgene 

Kontrollen 

Bestandteile M s p M s 

Asche 2,2 0,0 0,07 2,4 0,1 

Protein 4,6 1,4 0,91 4,7 1,1 

Ethanol-
Extraktstoffe 

14,8 1,6 0,86 15,1 1,6 

Cellulose 35,2 2,0 0,66 34,3 1,4 

Hemicellulose 22,4 0,3 0,42 21,8 0,7 

Lignin 17,8 0,1 0,80 17,9 0,3 

 

 

3.2.1.2 Herunterregulation  

Zum Knockdown von Potri.007G008600 wurden fünf unterschiedliche Transformationsvektoren 

verwendet: A198 (N 314), A211 (N 356), A225 (N 368), A228 (N 371) und A230 (N 373). Alle Vektoren 

kodierten für das selbe Zielgen, allerdings wurden die Vektoren mit unterschiedlichen Rückgraten 

konstruiert, bei denen auf miRNA319 und miRNA408 nach Shi et al. (2010) zurückgegriffen wurde. Ein 

konsistenter Unterschied wurde zwischen den unterschiedlichen Rückgraten nicht beobachtet. Die 

Vektoren beinhalteten zusätzlich die Kanamycinresistenz NPTII als Selektionsmarker. Alle 

Transformationen wurden mit dem P. × canescens-Klon P1 durchgeführt.  

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Der Transformationserfolg wurde bei allen Linien auf molekulargenetischer Ebene überprüft, wie im 

Folgenden exemplarisch für N 373 gezeigt wird, indem die Anwesenheit des Selektionsmarkers 

(Abb. 3.42) und des Zielgens (Abb. 3.43) nachgewiesen wurden. 
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Abb. 3.42: Gelelektrophoretischer Nachweis des Selektionsmarkers NPTII 

Die PCR wurde mit den Primern #343 und #344 bei einer Annealing-Temperatur von 60 °C und mit 40 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Acht der neun Sublinien von N 373 

enthielten das Resistenzgen. 
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Abb. 3.43: Gelelektrophoretischer Nachweis des Zielgens 

Die PCR wurde mit den Primern #1446 und #1447 bei einer Annealing-Temperatur von 53 °C und mit 35 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL des Ansatzes wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Acht der neun Sublinien enthielten das 

Zielgen. 

 

Insgesamt wurden aus allen fünf Transformationen 49 putativ transgene Regenerate herangezogen. 35 

davon beinhalteten das Kanamycin-Resistenzgen sowie das Zielgen (Tab. 3.25). Nach der folgenden 

Quantifizierung der Kopienzahlen wurden kapazitätsbedingt einzelne Sublinien zur weiteren Bearbeitung 

ausgewählt, sodass nicht alle Linien weiter untersucht wurden. 

 

Tab. 3.25: Nachweis des Transformationserfolgs zur Überexpression von Potri.007G008600 

Linie Putativ transgene Regenerate 
Sublinien mit nachgewiesenem 

Selektionsmarker 

Sublinien mit nachgewiesenem 

Zielgen 

N 314 1 1 1 

N 356 10 4 4 

N 368 14 8 8 

N 371 15 14 14 

N 373 9 8 8 

 

Per Southern Blot wurde die Kopienanzahl quantifiziert, mit der die T-DNA der Transformationsvektoren 

in den einzelnen Sublinien vorlag, wie nachfolgend exemplarisch für N 371 gezeigt wird (Abb. 3.44). Für 

alle Blots wurde die Sonde zur Hybridisierung am Selektionsmarker NPTII verwendet. In mehreren 

Sublinien wurden eine bis vier Kopien der T-DNA detektiert, in jeweils einem Fall fünf und sieben Kopien 

(Tab. 3.26). 
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Abb. 3.44: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 371 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit EcoRI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde bindet im Markergen NPTII und 

wurde mit den Primern #317 und #318 synthetisiert. Die Sonde ist 780 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker 

II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet.  

 

Tab. 3.26: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 373, N 356, N 368 und N 371 

Per Southern Blot-Analyse wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A198 (N 314), A211 (N 356), A225 (N 368), A228 (N 371) und 

A230 (N 373) im Pappelgenom quantifiziert. Nach der Quantifizierung der Kopienzahlen wurden kapazitätsbedingt einzelne 

Sublinien zur weiteren Bearbeitung ausgewählt, sodass nicht alle Linien weiter untersucht wurden. 

Kopienzahlen der T-DNA Transgene Linien 

1 
N 356-1 

N 368-4, -7, -8, -13 

N 371-1, -4, -6, -7, -9, -12, -13 

N 373-2, -4, -7, -8 

2 

N 314-1 

N 356-10 

N 368-1, -6 

N 371-2, -8, -10, -14 

N 373-9 

 

3 
N 368-3 

N 371-5, -11 

N 373-6 

 

4 
N 356-9, -11 

N 368-2 

N 371-3 

 

5 N 373-1  

7 N 373-3  

 

Zur Ermittlung der T-DNA-Integrationsorte und zur Prüfung von möglichen Positionseffekten wurden 

TAIL-PCRs mit 128-fach bzw. 256-fach degenerierten Primern sowie den spezifischen Primern #1923 für 

TAIL-PCR I, #1922 für TAIL-PCR II und #1921 für TAIL-PCR III durchgeführt. Die Primer amplifizierten 

die DNA über die Left Border hinaus. Die genomischen Bereiche außerhalb der T-DNA wurden mit einer 

BLAST-Analyse in P. trichocarpa und P. × canescens detektiert (https://phytozome.jgi.doe.gov, 

http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast, Zugriff am 06.04.16). Die identifizierten Bereiche sind in Tab. 3.27 

zusammengefasst. 

  

https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast
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Tab. 3.27: Identifizierte Integrationsorte der T-DNA in ausgewählten transgenen Sublinien  

Die Integrationsorte wurden durch eine BLAST-Analyse in den Datenbanksequenzen von P. trichocarpa (Pt, Version 3.0) und 

P. × canescens (Pc, Version 1.1) ermittelt. Die Angaben zu den funktionellen Annotierungen der Loci basieren auf P. trichocarpa. 

Farblich hinterlegt sind die Linien mit signifikant abweichender Gesamthöhe. 

Sublinie Integrationsort 
Datenbank-

Art 

Score 

Pt (Pc) 

E-Wert 

Pt (Pc) 

Funktionelle Annotierung des 

Integrationslocus 

N 371-1 Chromosom 5 Pt, Pc 282,6 (285) 5,4E-75 (7E-76) Potri.005G080000 (Exon) 

N 371-3 
Chromosom 2 

Chromosom 17 

Pt 

Pt, Pc 

71,5 

66,2 (67,6) 

4,9E-11 

9,2E-11 (4E-11) 

Potri.002G188000 (Exon) 

ohne funktionelle Annotierung 

N 371-4 Chromosom 10 Pt, Pc 509,8 (553) 5,4E-143 (5E-156) ohne funktionelle Annotierung 

N 371-5 
Chromosom 9 

Chromosom 6 

Pt, Pc 

Pt, Pc 

392,6 (429) 

334,9 (366) 

2E-107 (2E-118) 

3,2E-90 (5E-100) 

Potri.009G035400 (3‘ UTR) 

ohne funktionelle Annotierung 

N 371-7 Chromosom 1 Pt, Pc 1361,0 (1456) 0,0 (0,0) ohne funktionelle Annotierung 

N 371-13 Chromosom 15 Pt, Pc 333,1 (339) 5,4E-90 (9E-92) Potri.015G108600 (Intron) 

N 373-1 Chromosom 1 Pt 66,2 3,9E-10 Potri.001G337700 (Exon) 

N 373-3 Chromosom 1 Pt, Pc 261,0 (270) 1,6E-68 (2E-71) Potri.001G143200 (5‘ UTR) 

N 373-6 Chromosom 2 Pt, Pc 562,1 (477) 1E-158 (3E-132) ohne funktionelle Annotierung 

 

In N 371-1 wurde die T-DNA in Chromosom 5 integriert, hier innerhalb des Gens Potri.005G080000. Das 

entsprechende Protein enthielt eine Tyrosinkinase-Domäne. Tyrosinkinasen katalysieren die 

Phosphorylierung der Hygroxygruppe der Aminosäure Tyrosin (Hanks et al. 1988).  

In der Linie N 371-3 wurden zwei Integrationsorte ermittelt: Chromosom 2 und 17. Während der Locus in 

Chromosom 17 ohne funktionelle Annotierung war, lag die identifizierte Sequenz von Chromosom 2 im 

Gen Potri.002G188000. Dieses Gen war funktionell nicht annotiert oder charakterisiert. Obwohl nach den 

Southern Blot-Ergebnissen mehr Kopien der T-DNA in dieser Sublinie vorlagen, wurden keine weitere 

Loci identifiziert.  

In Chromosom 9 wurde die T-DNA von N 371-5 integriert. Betroffen war hier die untranslatierte Region 

am 3‘-Ende (3‘ UTR) von Potri.009G035400. Dieses Gen kodierte für ein Protein mit einer Proteinkinase- 

und einer Leguminosenlectin-Domäne. Lectine sind Kohlenhydrat-bindende Proteine, die dadurch in 

verschiedenen Reaktionen beteiligt sind (Sharon & Lis 1990).  

In Linie N 371-13 wurde von Chromosom 15 eine Region identifiziert, die für ein Intron von 

Potri.015G108600 kodierte. Potri.015G108600 wies Ähnlichkeiten zum Gen MtN19 aus Medicago 

truncatula GAERTN. auf, das durch Stress induziert wird (Curto et al. 2014).  

In der Sublinie N 373-1 wurde Chromosom 1 als Integrationsort identifiziert. Hier lag die T-DNA im Gen 

Potri.001G337700. Dieses uncharakterisierte Protein hatte Ähnlichkeiten zum ebenfalls nicht weiter 

charakterisierten Arabidopsis thaliana-Gen At5g40740.  

Der Transgen-Integrationsort von Linie N 373-3 liegt ebenfalls auf Chromosom 1 im Gen 

Potri.001G143200. Hierbei handelte es sich um eine Acetylornithin-Deacetylase mit dem EC-Code 

3.5.1.16, die am Stickstoffmetabolismus beteiligt ist (Vogel 1953).  

Die identifizierten Regionen gaben keinen Hinweis darauf, dass signifikant abweichende Pappeln auf 

einen Positionseffekt zurückzuführen waren. 
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Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden zahlreiche 

Pflanzen zusammen mit nicht-transgenen Kontrollpflanzen ins Gewächshaus überführt und hier kultiviert.  

Nach 16 bzw. 18 Monaten Wachstum wurde die Höhe der Pflanzen von N 373 gemessen und eine 

möglicherweise signifikante Mittelwertabweichung zu den Kontrollpflanzen berechnet (Tab. 3.28). Die 

Linie N 373-3 wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p von 0,00 als signifikant größer als ihre nicht-

transgenen Kontrollpflanzen identifiziert (Abb. 3.45). Alle anderen Sublinien zeigten keine signifikanten 

Mittelwertabweichungen. Auffällige Habitusveränderungen wurden nicht beobachtet.  

 

Tab. 3.28: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 373 im Gewächshaus 

Die Pflanzen wurden für 18 bzw. 16 Monate (inkl. einer Winterperiode) im Gewächshaus kultiviert. Anschließend wurden ihre 

Gesamthöhen gemessen. Eine signifikante Mittelwertabweichung wurde bei p ≤ 0,05 angenommen. Signifikant größer war die Linie 

N 373-3 (p = 0,00). Trotz nur zwei Monaten Differenz war der Mittelwert der 16 Monate lang kultivierten Kontrollpflanzen 112 cm 

kleiner als der Mittelwert der älteren Kontrollpflanzen. Die Ursache hierfür konnte nicht geklärt werden. Da nach dem regulären 

Abschluss der ersten Vegetationsperiode einige Pappeln noch belaubt waren, wurden lediglich die Messwerte nach Abschluss der 

zweiten Vegetationsperiode verwendet. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

18 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 8 256 253 15 

  N 373-3 8 302 301 11 0,00 ja, signifikant größer 

N 373-4 8 194 202 74 0,09 nein 

N 373-8 8 229 243 51 0,21 nein 

16 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 7 144 140 67 

  N 373-1 7 224 246 57 0,06 nein 

N 373-2 8 159 160 45 0,66 nein 

N 373-6 7 214 272 81 0,13 nein 

N 373-9 7 172 212 79 0,52 nein 

 

 

Abb. 3.45: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 373 

Die untersuchten Pflanzen wurden 18 bzw. 16 Monate kultiviert. Die signifikant abweichende Linie N 373-3 (p = 0,00) ist mit * 

markiert. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. Trotz nur zwei Monaten Differenz waren die 

16 Monate lang kultivierten Kontrollpflanzen im Mittel 112 cm kleiner als die älteren Kontrollpflanzen. Die Ursache hierfür konnte 

nicht geklärt werden. 
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Die Pappeln der Linie N 314-1 wurden kurz vor Ende der regulären Vegetationsperiode ins Gewächshaus 

überführt. Daher wurden erst nach 15 Monaten, also am Ende der zweiten Vegetationsperiode, die 

Gesamthöhen der Pappeln von N 314-1 gemessen (Tab. 3.29). Eine signifikante Abweichung des 

Mittelwerts wurde nicht ermittelt. 

 

Tab. 3.29: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 314-1 im Gewächshaus 

Die Pappeln wurden für 15 Monate im Gewächshaus kultiviert. Anschließend wurden ihre Gesamthöhen gemessen. Eine signifikante 

Mittelwertabweichung (p ≤ 0,05) wurde nicht ermittelt (p = 0,22). 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

Kontrollen 9 318 315 14 
  

N 314-1 6 335 340 27 0,22 nein 

 

Die Höhenmessung der transgenen Pflanzen von N 356 nach sieben bzw. 18 Monaten ergab keine 

signifikanten Mittelwertänderungen im Vergleich zu den nicht-transgenen Kontrollen (Tab. 3.30). 

 

Tab. 3.30: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 356 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen wurden nach sieben- und 18-monatiger Kultivierung erhoben. Signifikante Mittelwertabweichungen (p ≤ 0,05) 

wurden nicht beobachtet. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

7 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 9 90 95 16 
  

N 356-1 8 93 96 22 0,81 nein 

N 356-9 8 86 92 21 0,67 nein 

N 356-10 8 86 98 26 0,69 nein 

18 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 9 242 254 30   

N 356-1 8 239 256 55 0,91 nein 

N 356-9 8 231 242 35 0,54 nein 

N 356-10 8 226 249 53 0,49 nein 

 

Am Ende der ersten und der zweiten Vegetationsperiode wurde die Gesamthöhe der Pappeln von N 368 

gemessen. Bei der ersten Erhebung wurden keine signifikanten Mittelwertabweichungen ermittelt (Tab. 

3.31). Bei der zweiten Messung waren die für 18 Monate kultivierten Kontrollpflanzen durchschnittlich 

kleiner als alle anderen transgenen Sublinien. N 368-1 und -3 waren sogar signifikant größer (Abb. 3.46). 

Hierbei war zu beachten, dass aufgrund von Platzmangel die Kontrollpflanzen am Rande eines Beets 

kultiviert wurden und dadurch weniger Licht erhielten als die transgenen Pflanzen.  
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Tab. 3.31: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 368 im Gewächshaus 

Nach einer und zwei Vegetationsperioden wurden die Gesamthöhen der Pappeln gemessen. Eine signifikante Mittelwertabweichung 

wurde bei p ≤ 0,05 angenommen. Dieser Wert wurde nach der ersten Vegetationsperiode von allen Linien überschritten. Nach der 

zweiten Vegetationsperiode wiesen die Linien N 368-1 und N 368-3 signifikante Mittelwertänderungen auf. Hierbei war zu 

berücksichtigen, dass die Kontrollpflanzen nicht die exakt gleichen Kulturbedingungen hatten wie die transgenen Pflanzen. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

7 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 16 92 98 19 
  

N 368-1 9 96 97 16 0,59 nein 

N 368-2 10 86 90 28 0,58 nein 

N 368-3 9 94 100 18 0,77 nein 

N 368-4 6 75 76 16 0,08 nein 

N 368-7 10 81 77 25 0,28 nein 

5 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 11 95 96 10 
  

N 368-8 11 77 92 26 0,06 nein 

N 368-13 5 87 82 12 0,28 nein 

18 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 10 187 180 30   

N 368-1 8 240 247 23 0,00 ja, signifikant größer 

N 368-2 8 214 239 61 0,31 nein 

N 368-3 8 236 254 44 0,03 ja, signifikant größer 

N 368-4 6 214 222 41 0,24 nein 

N 368-7 8 213 218 47 0,23 nein 

16 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 7 186 186 44   

N 368-8 8 152 109 76 0,33 nein 

N 368-13 5 202 182 56 0,66 nein 

 

 

Abb. 3.46 Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 368 

Signifikant abweichende Linien (p ≤ 0,05) wurden nach einer Vegetationsperiode nicht identifiziert. Nach zwei Vegetationsperioden 

waren die Linien N 368-1 und -3 signifikant größer als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen (markiert mit *). Hierbei war zu 

berücksichtigen, dass die Kontrollpflanzen nicht die exakt entsprechenden Kulturbedingungen hatten wie die transgenen Pflanzen. 

Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 
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Die Messdaten von N 371 wurden nach sechs bzw. 19 Monaten Kultur am Ende der ersten und zweiten 

Vegetationsperiode erhoben (Tab. 3.32). Nach der ersten Vegetationsperiode waren die Linien N 371-3 

und -13 signifikant größer. Am Ende der zweiten Vegetationsperiode wurden die drei Linien N 371-5, -7 

und -13 als signifikant kleiner ermittelt (Abb. 3.47). Hier waren keine weiteren Linien signifikant 

abweichend. 

 

Tab. 3.32: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 371 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach sechs- bzw. 19-monatiger Kultivierung erhoben. Eine signifikante 

Mittelwertabweichung (p ≤ 0,05) wurde zunächst bei N 371-3 und -13, später bei N 371-5, -7 und -13 beobachtet.  

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

6 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 10 92 89 16   

N 371-1 5 88 92 26 0,80 nein 

N 371-2 13 96 101 19 0,58 nein 

N 371-3 9 106 107 8 0,04 ja, signifikant größer 

N 371-4 11 82 81 21 0,30 nein 

N 371-5 11 94 104 23 0,80 nein 

N 371-6 8 97 96 14 0,49 nein 

N 371-7 12 79 84 19 0,13 nein 

N 371-9 6 110 121 33 0,28 nein 

N 371-12 10 102 103 18 0,23 nein 

N 371-13 11 107 107 10 0,03 ja, signifikant größer 

19 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 8 257 254 15 
  

N 371-1 5 229 249 55 0,36 nein 

N 371-2 8 224 237 58 0,18 nein 

N 371-3 8 258 267 18 0,90 nein 

N 371-4 8 214 238 66 0,13 nein 

N 371-5 8 217 230 44 0,05 ja, signifikant kleiner 

N 371-6 8 238 253 30 0,17 nein 

N 371-7 8 208 227 48 0,03 ja, signifikant kleiner 

N 371-9 6 242 269 66 0,63 nein 

N 371-12 8 249 265 35 0,58 nein 

N 371-13 8 225 230 23 0,01 ja, signifikant kleiner 
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Abb. 3.47: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 371 

Die Messdaten wurden nach einer und nach zwei Vegetationsperioden erhoben. Signifikant abweichende Linien (p ≤ 0,05) sind mit * 

markiert. Nach der ersten Vegetationsperiode waren zwei Sublinien signifikant größer, nach der zweiten Vegetationsperiode drei 

Sublinien jedoch signifikant kleiner. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 
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3.2.2 Genetische Modifikation von Potri.002G034400 

Das Gen Potri.002G034400 (ehemals POPTR_0002s03580) ist auf Chromosom 2 lokalisiert, auf dem 

Minus-Strang im Bereich 2.217.751-2.220.507. Hierfür lagen mehrere funktionelle Annotationen vor. Das 

PANTHER-Klassifizierungssystem (kurz für „Protein Analysis Through Evolutionary Relationships“) stuft 

das Protein als NAD-abhängige Epimerase/Dehydratase ein.  

In der Datenbank war für dieses Gen auch die Alternativbenennung PCBER1 (für PHENYLCOUMARAN 

BENZYLIC ETHER REDUCTASE 1) hinterlegt sowie die Ähnlichkeit zu einer Isoflavon-Reduktase aus Pisum 

sativum erwähnt (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 30.01.2016). Von Potri.002G034400 lagen 

drei unterschiedliche Transkriptmodelle vor. Das Transkript Potri.002G034400.1 bestand aus fünf Exons, 

Potri.002G034400.2 aus vier Exons und Potri.002G034400.3 aus drei Exons 

(https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 30.01.2016, Abb. 3.48). 

 

 

Abb. 3.48: Transkriptmodelle von Potri.002G034400 

Für Potri.002G034400 lagen drei Transkriptmodelle vor, die sich in der Anzahl ihrer Introns sowie der Länge der 3‘ UTR 

unterschieden. Quelle: Phytozome 11, https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 30.01.2016. 

 

Eine Analyse des Gens im eFP-Browser ergab, dass es stark in den männlichen und weiblichen Kätzchen 

sowie im sich entwickelnden Xylem exprimiert wird (http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi, 

Zugriff am 10.02.2016, Abb. 3.49). 

 

 

Abb. 3.49: Expressionsdaten der Transkripte von Potri.002G034400 in verschiedenen Pappelgeweben 

Für alle fünf Transkripte wurden die gleichen Expressionsdaten ausgegeben (Quelle: http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-

bin/efpWeb.cgi, Zugriff am 10.02.2016). Sie werden stark in den Kätzchen und dem sich entwickelnden Xylem exprimiert. 

 

Im Folgenden werden die Ergebnisse der genetischen Modifikation des Gens Potri.002G034400 

beschrieben. Die Überexpression von Potri.002G034400 führte nicht zu konsistenten 

Phänotypenveränderungen. Die Herunterregulation von Potri.002G034400 führte zu vielen signifikant 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
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abweichenden Phänotypen, wobei der beobachtete Phänotyp nicht in allen Linien konsistent war. 

Mehrere Sublinien mit veränderten Phänotypen wurden in den Knockdown-Linien N 369 und N 399 

identifiziert, deren Pflanzenhöhe abweichend von den nicht-transgenen Kontrollen war. Hier wurden 

sowohl signifikant größere als auch signifikant kleinere Pflanzen beobachtet. In einem Fall war auch die 

Biomassezusammensetzung signifikant verändert. Auswirkungen der unterschiedlichen miRNA-

Rückgrate wurden nicht beobachtet. 

 

3.2.2.1 Überexpression  

Zur Überexpression von Potri.002G034400 wurde die Transformation N 282 mit dem Vektor A185 

durchgeführt, der neben dem Zielgen für die Hygromycinresistenz HPT zur Selektion kodierte. 

Empfängerorganismus war der P. × canescens-Klon P1.  

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Aus der Transformation wurden acht putativ transgene Sublinien herangezogen. Per PCR und 

anschließender Gelelektrophorese wurde die Anwesenheit des Selektionsmarkers HPT überprüft. Die 

Sublinien N 282-2 bis N 282-8 enthielten das Resistenzgen; von N 282-1 war das Ergebnis nicht eindeutig 

positiv (Abb. 3.50).   
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Abb. 3.50: Gelelektrophoretischer Nachweis des Selektionsmarkers HPT 

Die PCR wurde mit den Primern #337 und #338 bei einer Annealing-Temperatur von 58 °C und mit 40 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 2,0% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Eindeutig positiv war der Nachweis in 

den Linien N 282-2 bis -8. 

 

Die Sublinien N 282-3, -4, -5, -6 und -7 wurden auf die Anwesenheit des Zielgens überprüft. Die 

Zielsequenz wurde in den Linien N 282-5, -6 und -7 nachgewiesen, allerdings nicht in den Linien N 282-3 

und -4 (Abb. 3.51). Basierend auf den untenstehenden Southern Blot-Ergebnissen wurden die Linien 

N 282-1, -2 und -8 nicht bearbeitet.  
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Abb. 3.51: Gelelektrophoretischer Nachweis des Zielgens 

Die PCR wurde bei einer Annealing-Temperatur von 53 °C und mit 38 Amplifikationszyklen durchgeführt. Als Primer wurden 

verwendet: #1360 und #1192 (A, PCR-Produkt 1252 bp lang) sowie #1232 und #1361 (D, PCR-Produkt 955 bp lang). 5 µL des 

Ansatzes wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Das Zielgen wurde in den Linien N 282-55, -6 und -7 nachgewiesen. 

 

Zur Quantifizierung der Kopienanzahl, mit der die T-DNA von A185 in das Pappelgenom integriert wurde, 

ist ein Southern Blot durchgeführt worden. Jeweils eine Kopie wurde ermittelt in den Linien N 282-3, -5 

und -7, jeweils zwei Kopien in N 282-1, -2 und -4 sowie jeweils drei Kopien in N 282-6 und -8 (Abb. 3.52). 
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Abb. 3.52: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 282 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit SacI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde bindet im Markergen HPT und wurde 

mit den Primern #337 und #338 synthetisiert. Die Sonde ist 988 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker II (Fa. 

Roche, Mannheim) verwendet. 

 

Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden zahlreiche 

Pflanzen von ausgewählten Sublinien zusammen mit nicht-transgenen Kontrollpflanzen ins Gewächshaus 

überführt und hier kultiviert. Nach zwei Vegetationsperioden wurde die Sublinie N 282-6 als signifikant 

kleiner ermittelt (p = 0,04). Nach einer weiteren Vegetationsperiode waren die Pflanzen der Linie N 282-6 

nicht mehr signifikant kleiner als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen (p = 0,64), allerdings war hier der 

Stichprobenumfang von sechs auf zwei Pflanzen reduziert. Alle anderen Sublinien zeigten keine 

signifikanten Veränderungen (Tab. 3.33, Abb. 3.53). 
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Tab. 3.33: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 282 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach 20- bzw. 31-monatiger Kultivierung erhoben. Eine signifikante Mittelwertabweichung 

wurde bei p ≤ 0,05 angenommen. Da der Stichprobenumfang von N 282-3 und N 282-5 am Ende der dritten Vegetationsperiode auf 

ein einzelnes Individuum reduziert war, konnte hier keine Irrtumswahrscheinlichkeit berechnet und Signifikanz abgeleitet werden.   

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

20 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 5 321 323 25 

 

  

N 282-2 4 332 350 49 0,74 nein 

N 282-5 4 321 313 26 0,98 nein 

N 282-6 6 246 235 58 0,04 ja, signifikant kleiner 

31 Monate Kultur, drei Vegetationsperioden 

Kontrollen 5 411 409 16 

 

  

N 282-2 2 378 378 67 0,70 nein 

N 282-5 1 359 359 0 - nicht berechnet 

N 282-6 2 384 384 44 0,64 nein 

 

 

Abb. 3.53: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 282 

Die Messdaten wurden nach zwei und drei Wachstumsperioden erhoben. Die nach zwei Vegetationsperioden signifikant 

abweichende Linie N 282-6 (p = 0,04) ist mit * markiert. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 

Für die Linie N 282-5 konnte nach drei Vegetationsperioden aufgrund des reduzierten Stichprobenumfangs keine 

Standardabweichung berechnet werden.  

 

Holzchemische Analysen 

Sechs ausgewählte Individuen, die über 19 Monate im Gewächshaus angezogen wurden, wurden nach 

Abschluss der zweiten Vegetationsperiode zur biochemischen Untersuchung der Biomasse an das 

Fraunhofer-Institut für Angewandte Polymerforschung (Potsdam, K. Hettrich) übergeben: 14210, 14211 

und 14212 (N 282-3) sowie 14125, 14126 und 14156 (nicht-transgene Kontrollpflanzen). Die 

Holzuntersuchung ergab, dass die transgene Linie N 282-3 einen signifikant höheren Anteil an Ethanol-

Extraktstoffen beinhaltete. Der Wert war gegenüber den Kontrollen um 3,3% erhöht (Tab. 3.34). 
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Tab. 3.34: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes von drei Individuen der Linie N 282-3 

Die Mittelwerte der einzelnen Bestandteile entsprachen etwa den Mittelwerten der nicht-transgenen Kontrollpflanzen. Eine 

signifikante Abweichung (p ≤ 0,05) lag lediglich bei den Ethanol-Extraktstoffen vor (mit * markiert). Der Wert lag 3,3% höher als bei 

den nicht-transgenen Kontrollen. Die Analysen wurden am Fraunhofer IAP durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: M - Mittelwert, 

s - Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für signifikante Abweichung. 

 
N 282-3 

Nicht-transgene 

Kontrollen 

Bestandteile M s p M s 

Asche 2,4 0,1 0,27 2,6 0,1 

Protein 2,1 0,3 0,17 4,5 1,6 

Ethanol-
Extraktstoffe 

18,5 0,5 0,03 * 15,2 1,0 

Cellulose 32,5 0,1 0,25 34,5 1,8 

Hemicellulose 20,8 0,3 0,95 20,8 0,6 

Lignin 17,3 0,3 0,75 17,2 0,3 

 

 

3.2.2.2 Herunterregulation 

Zum Knockdown von Potri.002G034400 wurden fünf unterschiedliche Transformationsvektoren 

verwendet: A199 (N 315), A210 (N 357), A226 (N 369), A229 (N 372) und A227 (N 399). Alle Vektoren 

kodierten für dasselbe Zielgen, allerdings wurden die Vektoren mit unterschiedlichen Rückgraten 

konstruiert, bei denen auf miRNA319 und miRNA408 nach Shi et al. (2010) zurückgegriffen wurde: A199 

und A226 enthielten die miRNA319 aus A. thaliana, A210, A227 und A229 die miRNA408 aus 

P. × canescens. Ein konsistenter Unterschied wurde hier nicht beobachtet. Zur Selektion wurde in allen 

Vektoren die Kanamycinresistenz NPTII verwendet. Alle Transformationen sind mit dem P. × canescens-

Klon P1 durchgeführt worden.  

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Der Transformationserfolg wurde auf molekulargenetischer Ebene überprüft, wie im Folgenden 

exemplarisch für N 399 dargestellt, indem die Anwesenheit des Selektionsmarkers (Abb. 3.54) und des 

Zielgens (Abb. 3.55) nachgewiesen wurden.  
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Abb. 3.54: Gelelektrophoretischer Nachweis des Selektionsmarkers NPTII 

Die PCR wurde mit den Primern #343 und #344 bei einer Annealing-Temperatur von 60 °C und mit 40 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. In N 399-1, -3 und -8 wurde das 

Resistenzgen nicht nachgewiesen; die übrigen neun überprüften Sublinien enthielten das Resistenzgen. 
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Abb. 3.55: Gelelektrophoretischer Nachweis des Zielgens 

Die PCR wurde mit den Primern #1368 und #1369 bei einer Annealing-Temperatur von 53 °C und mit 38 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. In N 399-1, -3 und -8 wurde das Zielgen 

nicht nachgewiesen; die übrigen neun überprüften Sublinien enthielten das Zielgen. 

 

Insgesamt wurden aus allen fünf Transformationen 56 putativ transgene Regenerate herangezogen. 44 

davon beinhalteten das Kanamycin-Resistenzgen und 43 das Zielgen (Tab. 3.35). Nach der folgenden 

Quantifizierung der Kopienzahlen wurden kapazitätsbedingt einzelne Sublinien zur weiteren Bearbeitung 

ausgewählt, sodass nicht alle Linien weiter untersucht wurden. 

 

Tab. 3.35: Nachweis des Transformationserfolgs zur Überexpression von Potri.002G034400 

Linie Putativ transgene Regenerate 
Sublinien mit nachgewiesenem 

Selektionsmarker 

Sublinien mit nachgewiesenem 

Zielgen 

N 315 4 4 4 

N 357 10 9 8 

N 369 15 13 12 

N 372 15 9 10 

N 399 12 9 9 

 

Zur Quantifizierung der Kopienanzahl, mit der die T-DNA der Transformationsvektoren in den einzelnen 

Sublinien vorlag, wurden Southern Blots durchgeführt, wie beispielhaft für N 399 gezeigt (Abb. 3.56).  

Insgesamt lagen in 24 Sublinien eine Kopie der T-DNA vor, in sechs Sublinien zwei Kopien, in fünf 

Sublinien drei Kopien und in drei Sublinien vier Kopien. In jeweils einer Sublinie wurden fünf und sieben 

Kopien detektiert (Tab. 3.36).  
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Abb. 3.56: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 399 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit SspI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde bindet im Markergen NPTII und 

wurde mit den Primern #317 und #318 synthetisiert. Die Sonde band nicht wie vorgesehen bei A227, allerdings in der zusätzlich 

aufgetragenen Positivkontrolle A200, die ebenfalls eine Kanamycinresistenz beinhaltete. Die Sonde ist 780 bp lang. Als 

Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. Die Linie N 399-10 enthielt zwei Kopien der T-

DNA, N 399-11 drei Kopien und alle weiteren untersuchten Sublinien jeweils eine Kopie. 

 

Tab. 3.36: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 399, N 315, N 357, N 369 und N 372 

Per Southern Blot-Analyse wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A199 (N 315), A210 (N 357), A226 (N 369), A229 (N 372) und 

A227 (N 399) im Pappelgenom quantifiziert. Aus der Transformation N 315 gingen sechs putativ transgene Sublinien hervor. Da die 

Sublinien N 315-3, -5 und -6 zunächst abzusterben schienen, wurden von diesen Klonen zusätzliche Regenerationsduplikate 

herangezogen, die mit „b“ gekennzeichnet wurden. N 315-6 starb im weiteren Bearbeitungsverlauf tatsächlich ab. Per PCR und 

anschließender Gelelektrophorese wurde die Anwesenheit des Selektionsmarkers NPTII überprüft. Die Linien N 315-1, -3, -4, -5 

sowie die Replikationsduplikate N 315-3b und -5b enthielten das Resistenzgen. Die Linien N 315-2 und -6b wiesen das Resistenzgen 

NPTII nicht auf und wurden verworfen. In N 357-2 konnte keine Kopie der T-DNA nachgewiesen werden.  

Kopienzahlen der T-DNA Transgene Linien 

1 

N 315-1, -3b 

N 357-1, -4, -14 

N 369-1, -2, -3, -5, -9, -10, -12, -13, -14 

N 372-5, -6, -8  

N 399-2, -4, -5, -6, -7, -9, -12 

2 
N 357-3, -7 

N 369-7 

N 372-3, -7  

N 399-10 

3 
N 315-5b 

N 357-15 

N 372-1, -4  

N 399-11 

4 N 357-12 N 369-4, -8 

5 N 357-5  

7 N 357-6  

 

Zur Ermittlung der T-DNA-Integrationsorte und zur Prüfung von möglichen Positionseffekten wurden für 

mehrere Sublinien von N 399 und N 369 TAIL-PCRs mit 128-fach bzw. 256-fach degenerierten Primern 

durchgeführt. In N 399 wurde die T-DNA über die Left Border hinaus amplifiziert, während in N 369 über 

die Right Border hinaus amplifiziert wurde. Die genomischen Bereiche außerhalb der T-DNA wurden mit 

einer BLAST-Analyse in P. trichocarpa und P. × canescens detektiert (https://phytozome.jgi.doe.gov, 

http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast, Zugriff am 06.04.2016). Die identifizierten Bereiche sind in Tab. 

3.37 zusammengefasst. In den Sublinien N 399-4 und N 399-12 konnte der Integrationsort auch nach 

mehrfachen Versuchen nicht identifiziert werden.  

 

  

https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast
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Tab. 3.37: Identifizierte Integrationsorte der T-DNA in den Sublinien von N 399 und N 369 

Die Integrationsorte wurden durch eine BLAST-Analyse in den Datenbanksequenzen von P. trichocarpa (Pt, Version 3.0) und 

P. × canescens (Pc, Version 1.1) ermittelt. Die Angaben zu den funktionellen Annotierungen der Loci basieren auf P. trichocarpa. 

Farblich hinterlegt sind die Linien mit signifikant abweichender Gesamthöhe. Für N 369-4 wurden weitere Sequenzen erhalten, die 

allerdings in Pt und Pc nicht zugeordnet werden konnten, ebenso wenig in den NCBI-Sequenzdatenbanken 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Zugriff am 06.04.2016). Soweit nicht anders vermerkt enthielten alle Linien eine Kopie der 

T-DNA. 

Sublinie Integrationsort 
Datenbank-

Art 

Score 

Pt (Pc) 

E-Wert 

Pt (Pc) 

Funktionelle Annotierung des 

Integrationslocus 

N 399-2 Chromosom 13 Pt, Pc 203,3 (220) 2,7E-51 (1E-56) Potri.013G081400 (Exon) 

N 399-5 Chromosom 11 Pt, Pc 244,7 (243) 2,4E-63 (8E-63) Potri.011G102500 (Exon) 

N 399-6 Chromosom 10 Pt, Pc 435,9 (464) 5,9E-121 (1E-129) Potri.010G146500 (Exon) 

N 399-7 Chromosom 13 Pt, Pc 230,3 (248) 2,9E-59(9E-65) Potri.013G113900 (Intron) 

N 399-9 Chromosom 4 Pt, Pc 145,6 (156) 4,5E-34 (3E-37) ohne funktionelle Annotierung 

N 399-10 

(2 Kopien) 

Chromosom 15 Pt, Pc 192,4 (198) 5E-48 (7E-50) ohne funktionelle Annotierung 

N 399-11 Chromosom 6 Pt, Pc 731,7 (754) 0,0 (0,0) Potri.006G278000 (Exon) 

N 369-1 Chromosom 9 Pt, Pc 147,4 (324) 2,3E-34 (4E-87) Potri.009G063700 (kodierend) 

N 369-2 Chromosom 11 Pt, Pc 1492,7 (1700) 0,0 (0,0) Potri.011G044200 (Intron) 

N 369-3 Scaffold 437 Pt, Pc 304,3 (353) 2,4E-81 (3E-96) ohne funktionelle Annotierung 

N 369-4 

(4 Kopien) 

Chromosom 14 

Chromosom 12 

Chromosom 13 

Pt, Pc 

Pt, Pc 

Pt 

558,5 (564) 

814,6 (806) 

71,6 

1,1E-157 (2E-159) 

0,0 (0,0) 

8,9E-12 

ohne funktionelle Annotierung 

Potri.012G122700 (Intron) 

Potri.013G079600 (Intron) 

N 369-5 Chromosom 1 Pt, Pc 51,8 (52,8) 6E-9 (6E-7) ohne funktionelle Annotierung 

N 369-7 

(2 Kopien) 

Chromosom 

17/12 

Pt  Beide 197,9 Beide 6,6E-49 Beide ohne funktionelle 

Annotierung 

N 369-9 Ein kleines Sequenzfragment wurde auf zehn unterschiedlichen Chromosomen in der  

Datenbanksequenz von Pt gefunden. Daher war keine eindeutige Klärung möglich. 

N 369-10 Chromosom 2 Pt, Pc 591,0 (586) 2E-167 (5E-166) Potri.002G056500 (5‘ UTR) 

N 369-12 Chromosom 12 Pt 107,7 1,1E-22 ohne funktionelle Annotierung 

 

Für das Gen Potri.013G081400 lagen keine funktionellen Annotierungen vor. Es wurde eine PWWP-

Domäne identifiziert, die an Histon-4 methysiertem Lysin-20 (H4K20me) bindet. Dies deutete darauf hin, 

dass dies ein Methyllysin-Erkennungsmotiv ist (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 06.04.16).  

Das Gen Potri.011G102500 betreffend lagen in P. trichocarpa keine funktionellen Annotierungen vor, 

allerdings war die Sequenz ähnlich einem Homolog einer Mitogen-aktiviertem Proteinkinase (EC 

2.7.11.24) aus Medicago sativa L. (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 06.04.16).  

Bei Potri.010G146500 handelte es sich um ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym (PANTHER-Datenbank), 

dem drei EC-Codes zugeordnet waren. Anhand der drei EC-Codes 2.3.2.23, 2.3.2.27 und 6.2.1.45 ließ sich 

eine katalytische Aktivität im Zusammenhang mit Ubiquitin ableiten (https://phytozome.jgi.doe.gov, 

http://enzyme.expasy.org, Zugriff am 06.04.2016).  

Das Gen Potri.013G113900 war als Histidinol-Phosphattransaminase annotiert. Das Enzym trug den EC-

Code 2.6.1.9, der Aminotransferasen charakterisiert. Aminotransferasen sind im Aminosäurekatabolismus 

beteiligt und katalysieren den Transfer von α-Aminogruppen auf α-Ketosäuren (Stryer 1995, 

https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 06.04.16).  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://enzyme.expasy.org/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
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Das Gen Potri.006G278000 kodierte für ein Protein mit unbekannter Funktion. Die Sequenz wies 

Ähnlichkeit zu DUF599 von Arabidopsis spec. auf, einem Protein mit ebenfalls unbekannter Funktion 

(https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 06.04.16). 

Für das Gen Potri.009G063700 lagen in der Sequenzdatenbank für P. trichocarpa keinerlei funktionellen 

Annotationen vor (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 09.12.15). 

Das Gen Potri.011G044200 kodierte mit dem Pfam-Code PF03619 für eine Domäne, die charakteristisch 

für Transmembran-Transportproteine ist (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 09.12.15). Sie 

transportieren Brassinosteroid-Substanzen und dienen als Regulatoren für den programmierten Zelltod 

(Malinovsky et al. 2010, https://pfam.xfam.org/family/PF03619?type=Family, Zugriff am 30.01.16). 

Hinter Potri.012G122700 verbarg sich ein Enzym mit dem Code EC 3.4.25.1 

(https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 09.12.15). Diese Enzyme gehören zum Proteasom einer Zelle 

und katalysieren die Restriktion von Peptidbindungen (http://enzyme.expasy.org, Zugriff am 30.01.16). 

Das Gen Potri.013G079600 wurde als „Transducin Beta-like Protein 3“ beschrieben. Die PFAM-Datenbank 

ermittelte sieben WD-Proteindomänen und eine WD40-assoziierte Domäne 

(https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 10.05.16). Proteine aus der WD40-Familie sind in allen 

Eukaryoten vorhanden. Sie haben regulative Funktionen auf Zellebene, beispielsweise für mRNA-

Modifikation, Transkription oder Zellteilung (Neer et al. 1994). 

Im Gen Potri.002G056500 wurden zwei Proteindomänen identifiziert: Eine BTB/POZ-Domäne, die eine 

strukturelle Domäne zur Dimerisierung ist (Bardwell & Treisman 1994), und eine NPR1/NIM1-Domäne, 

die der Zellabwehr zugeschrieben wird (Caldwell & Michelmore 2009).  Eine Annotation war für 

Potri.002G056500 allerdings nicht vorhanden (http://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 09.12.15).  

Die ermittelten Phänotypen waren zum großen Teil signifikant. Auffällig war die Linie N 369-10, die im 

Gegensatz zu allen anderen signifikanten Linien kleiner war als die Kontrollpflanzen. In dieser Linie war 

ein regulativer Bereich eines Gens betroffen, das der Zellabwehr zugeordnet wurde. Betreffend die 

anderen Linien wurden keine Integrationsorte identifiziert, wodurch die auffälligen Phänotypen auf einen 

Positionseffekt zurückgeführt werden könnten. 

 

Expressionsanalysen 

Per qRT-PCR wurde die Expression des Zielgens Potri.002G034400 in der Linie N 399 untersucht. In den 

zwei Linien N 399-2 (Ct = 32,6) und -4 (Ct = 32,9) war die Expression deutlich herabreguliert, leicht 

herabreguliert in N 399-5, -7 und -9 (Ct = 28,6 bis Ct = 28,8). Die Linie N 399-11 (Ct = 27,8) entsprach in 

ihrer Expression dem Calibrator P1-WT (Ct = 27,7). Der Ct-Wert einer Linie (N 399-12) lag über dem 

Calibrator (Ct = 24,3, Abb. 3.57). 

 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://pfam.xfam.org/family/PF03619?type=Family
https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://enzyme.expasy.org/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://phytozome.jgi.doe.gov/
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Abb. 3.57: Expressionsanalyse per qRT-PCR von ausgewählten N 399-Sublinien 

Die Expression des Zielgens Potri.002G034400 ist im Spross der Linien N 399-2, -4, -5, -7 und -9 nachweislich herabreguliert 

(markiert mit *). Normalisiert wurden die Daten gegen das Haushaltsgen PcUBQ. Während der PCR wurde nur ein Amplikon gebildet 

(Schmelzkurve nicht gezeigt). 

 

Per qRT-PCR wurde die Expression des Zielgens Potri.002G034400 ebenfalls in N 369 untersucht. Das 

Expressionsniveau des Gens in den vier getesteten Sublinien N 369-3, -5 und -9 war herabreguliert 

(Ct = 29,9 bis Ct = 31,2), in N 369-12 sogar besonders stark (Ct = 34,0). Im P1-WT betrug der Ct-Wert 27,8 

(Abb. 3.58). 

 

 

Abb. 3.58: Expressionsanalyse per qRT-PCR von ausgewählten N 369-Sublinien 

Die Expression des Zielgens Potri.002G034400 war im Spross der Linien N 369-3, -5, -9 und -12 nachweislich herabreguliert. 

Normalisiert wurden die Daten gegen das Haushaltsgen PcUBQ. Während der PCR wurde nur ein Amplikon gebildet (Schmelzkurve 

nicht gezeigt). 

 

Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden zahlreiche 

Pflanzen von ausgewählten Sublinien zusammen mit nicht-transgenen Kontrollpflanzen ins Gewächshaus 

überführt und hier kultiviert. 
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Nach zwei und 14 Monaten Kultivierung wurde die Gesamthöhe der Pflanzen von N 399 gemessen. Die 

Sublinien N 399-2, -7, -9 und -11 wurden nach 14-monatiger Kultivierung als signifikant kleiner als die 

Kontrollpflanzen ermittelt (p ≤ 0,05, Tab. 3.38, Abb. 3.59). 

 

Tab. 3.38: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 399 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach zwei- und 14-monatiger Kultivierung erhoben. Während nach zwei Monaten noch keine 

signifikanten Mittelwertänderungen festzustellen waren, waren die Sublinien N 399-2, -7, -9 und -11 nach 14 Monaten signifikant 

kleiner (p ≤ 0,05) als die nicht-transgenen Kontrollen. Da die Überführung im September, also kurz vor Ende der Vegetationsperiode 

stattfand, wurden die Pflanzen in einem beheizten Gewächshaus überwintert, sodass ihre Vegetationsperiode im Winter nicht 

beendet wurde. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

2 Monate Kultur 

Kontrollen 9 41 41 14   

N 399-2 10 40 43 10 0,87 nein 

N 399-4 10 43 42 7 0,67 nein 

N 399-6 9 51 48 8 0,11 nein 

N 399-7 6 33 34 8 0,20 nein 

N 399-9 11 41 39 6 0,96 nein 

N 399-10 8 42 40 7 0,88 nein 

N 399-11 9 31 29 12 0,16 nein 

14 Monate Kultur, ohne Unterbrechung der Vegetationsperiode 

Kontrollen 9 206 202 8 
  

N 399-2 10 164 184 55 0,05 ja, signifikant kleiner 

N 399-4 10 178 208 52 0,15 nein 

N 399-6 9 201 211 35 0,75 nein 

N 399-7 6 148 153 43 0,05 ja, signifikant kleiner 

N 399-9 11 177 190 30 0,01 ja, signifikant kleiner 

N 399-10 8 184 198 35 0,15 nein 

N 399-11 9 138 136 45 0,00 ja, signifikant kleiner 

 

 

Abb. 3.59: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 399 

Der Mittelwert der Kontrollen war größer als bei den einzelnen Sublinien. Vier der sieben transgenen Sublinien waren nach 14 

Monaten signifikant kleiner als die Kontrollen (p ≤ 0,05, mit * markiert). Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der 

Mittelwerte an.  
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Nach siebenmonatiger Kultivierung wurde die Gesamthöhe der Pappeln von N 357 gemessen. Signifikante 

Mittelwertabweichungen (p ≤ 0,05) wurden nicht ermittelt, ebenso keine weiteren Phänotypänderungen. 

Nach weiterer elfmonatiger Kultivierung (Gesamtkultivierung 18 Monate) wurden die drei Linien N 357-

3, -5 und -15 als signifikant kleiner ermittelt, N 357-14 als signifikant größer (Tab. 3.39, Abb. 3.60).  

 

Tab. 3.39: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 357 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach sieben- bzw. 18-monatiger Kultivierung erhoben. Signifikante Mittelwertabweichungen 

waren nach der ersten Vegetationsperiode nicht zu beobachten. Nach der zweiten Vegetationsperiode wurden vier Sublinien als 

signifikant abweichend ermittelt (p ≤ 0,05). 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

7 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 10 92 89 16 
  

N 357-1 15 93 97 17 0,86 nein 

N 357-3 14 89 99 25 0,74 nein 

N 357-4 5 101 104 7 0,15 nein 

N 357-5 12 80 88 15 0,11 nein 

N 357-6 11 89 94 13 0,78 nein 

N 357-14 12 98 100 13 0,47 nein 

N 357-15 8 81 94 23 0,30 nein 

18 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 8 257 254 15   

N 357-1 11 228 246 54 0,13 nein 

N 357-3 11 218 229 45 0,03 ja, signifikant kleiner 

N 357-4 2 216 216 14 0,17 nein 

N 357-5 12 201 215 55 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 357-6 8 250 253 27 0,57 nein 

N 357-14 5 277 275 2 0,01 ja, signifikant größer 

N 357-15 8 219 240 50 0,00 ja, signifikant kleiner 

 

 

Abb. 3.60: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 357 

Signifikant abweichende Linien (p ≤ 0,05) wurden nach einer Vegetationsperiode nicht beobachtet. Nach der zweiten 

Vegetationsperiode waren die Linien N 357-3, -5, -14 und -15 signifikant abweichend. Die Fehlerindikatoren geben die 

Standardabweichungen der Mittelwerte an. 
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Die herangezogenen Pappeln von N 369 wurden nach sieben Monaten, nach Abschluss der ersten 

Vegetationsperiode, und nach 17 Monaten, nach Abschluss der zweiten Vegetationsperiode, vermessen 

(Tab. 3.40). Mehrere Sublinien der Transformationslinie N 369 zeigten einen besonderen Phänotyp mit 

veränderter Gesamthöhe: Nach sieben Monaten waren bereits die Linien N 369-1, -2, -4, -7 und -14 

signifikant größer, nach Abschluss der zweiten Vegetationsperiode zudem die Linien N 369-9 und -12 

(p ≤ 0,05) (Abb. 3.61 und 3.62). N 369-10 wurde sowohl bei der ersten Messung als auch bei der zweiten 

Messung als signifikant kleiner identifiziert (p = 0,00). Bei den Sublinien N 369-3 und -5 sowie N 369-13 

wurde kein signifikanter Unterschied zwischen transgenen Pflanzen und nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen beobachtet (p > 0,05). N 369-13 und -14 wurden aus Kapazitätsgründen nach der ersten 

Vegetationsperiode nicht weiter kultiviert. 

 

Tab. 3.40: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 369 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach sieben und 17 Monaten erhoben. Insgesamt sieben Linien waren signifikant größer 

(p ≤ 0,05), eine Linie signifikant kleiner als die nicht-transgenen Kontrollen. Die Sublinien N 369-13 und -14 wurden nach der ersten 

Vegetationsperiode nicht weiter kultiviert. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

7 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 16 92 98 18   

N 369-1 9 117 114 19 0,01 ja, signifikant größer 

N 369-2 11 108 102 18 0,05 ja, signifikant größer 

N 369-3 9 83 81 29 0,46 nein 

N 369-4 9 107 112 12 0,04 ja, signifikant größer 

N 369-5 9 105 111 24 0,21 nein 

N 369-7 7 117 120 15 0,01 ja, signifikant größer 

N 369-9 4 106 105 20 0,32 nein 

N 369-10 7 46 49 12 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 369-12 10 104 106 15 0,09 nein 

N 369-13 3 69 78 32 0,42 nein 

N 369-14 11 52 47 19 0,00 ja, signifikant größer 

17 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 10 199 207 28 
  

N 369-1 7 275 277 10 0,00 ja, signifikant größer 

N 369-2 7 264 271 21 0,00 ja, signifikant größer 

N 369-3 5 224 252 72 0,52 nein 

N 369-4 8 265 265 10 0,00 ja, signifikant größer 

N 369-5 8 235 274 64 0,20 nein 

N 369-7 5 270 271 14 0,00 ja, signifikant größer 

N 369-9 4 264 281 34 0,04 ja, signifikant größer 

N 369-10 7 75 71 18 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 369-12 8 263 276 36 0,00 ja, signifikant größer 
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Abb. 3.61: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 369 

Signifikant größer als die nicht-transgenen Kontrollen waren die Mittelwerte der Sublinien N 369-1, -2, -4, -7, -9 und -12 nach zwei 

Vegetationsperioden. Die Sublinie N 369-10 hatte nach einer und zwei Vegetationsperioden einen signifikant niedrigeren Mittelwert. 

Signifikant abweichende Linien (p ≤ 0,05) sind mit * markiert. Die Linien N 369-13 und -14 wurden kapazitätsbedingt nach der 

ersten Vegetationsperiode nicht weiter kultiviert. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 
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Abb. 3.62: Signifikant größere Pflanzen der Linie N 369 

Die sechs abgebildeten Sublinien von N 369 wurden am Ende der zweiten Vegetationsperiode als signifikant größer als die nicht-

transgenen Kontrollpflanzen identifiziert. Als Wildtyp ist in allen Abbildungen die mediane Kontrollpflanze dargestellt. Aufgrund der 

großen Höhe der Pappeln konnte im oberen Bereich kein schwarzer Hintergrund installiert werden.  

 

Die Pappeln der Linie N 369-10 waren mit einem Mittelwert von 75 cm sowohl nach einer als auch nach 

zwei Vegetationsperioden signifikant kleiner als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen mit einem 

Mittelwert von 199 cm (p = 0,00, Abb. 3.63 A). Darüber hinaus war die Morphologie der Blätter auffällig 

(Abb. 3.63 B). 

 

 A N 369-1  WT  B N 369-2  WT  C N 369-4  WT 

 D N 369-7  WT  E N 369-9  WT  F N 369-12  WT 
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Abb. 3.63: Auffälliger Phänotyp der Linie N 369-10  

Die Linie N 369-10 war signifikant kleiner als die Kontrollpflanzen (A). Abgebildet sind die kleinste Pflanze der Sublinie (1), ihr 

berechneter Median (2) sowie die größte Pflanze (3). Die transgenen Pflanzen hatten zudem eine veränderte Blattmorphologie (B). 

Neben dem Wildtyp ist hier die größte Pflanze der Linie N 369-10 (3 aus Abb. 3.63 A) dargestellt. 

 

Nach 15, 13 oder sieben Monaten wurde die Gesamthöhe der einzelnen Pflanzen von N 315 gemessen 

sowie nach sieben Monaten Kultivierung, am Ende der ersten Vegetationsperiode, die Gesamthöhe der 

Pappeln von N 372. Signifikante Mittelwertabweichungen (p ≤ 0,05) wurden nicht festgestellt (Abb. 3.64 

und 3.65). 

 

 

Abb. 3.64: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 315 

Die Messdaten wurden nach 15, 13 bzw. sieben Monaten Kultur erhoben. Signifikant abweichende Linien (p ≤ 0,05) wurden nicht 

beobachtet. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 
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Abb. 3.65: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 372 

Die Messdaten wurden am Ende der ersten Vegetationsperiode erhoben. Signifikante Mittelwertabweichungen (p ≤ 0,05) wurden 

nicht beobachtet. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. Trotz optischer Auffälligkeit war die 

Sublinie N 372-5 nicht signifikant abweichend (p = 0,15). Ihr Stichprobenumfang bestand allerdings lediglich aus zwei Pflanzen. 

 

Holzchemische Analysen 

Neun ausgewählte Pappeln, die über zwölf Monate im Gewächshaus angezogen wurden, wurden zur 

biochemischen Untersuchung der Biomasse an das Fraunhofer-Institut für Angewandte Polymerforschung 

(Potsdam, K. Hettrich) übergeben: 17785, 17786 und 17787 (N 315-1), 17805, 17806 und 17807 (N 315-

5b) sowie 17775, 17776 und 17777 (nicht-transgene Kontrollpflanzen). Die Holzuntersuchungen ergaben, 

dass die transgene Linie N 315-1 2,2% mehr Cellulose als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen enthielt 

(Tab. 3.41). Alle übrigen analysierten Bestandteile waren unverändert, ebenfalls die 

Holzzusammensetzung von N 315-5b. 

 

Tab. 3.41: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes der Linien N 315-1 und N 315-5b 

Die Mittelwerte M der einzelnen Bestandteile wurden aus drei Individuen berechnet. Sie entsprachen etwa den Mittelwerten der 

nicht-transgenen Kontrollpflanzen. Eine signifikante Abweichung (p ≤ 0,05) lag lediglich beim Cellulosegehalt von N 315-1 vor (mit * 

markiert). Der Wert lag 2,2% höher als bei den nicht-transgenen Kontrollen (p = 0,03). Die Analysen wurden am Fraunhofer IAP 

durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: M - Mittelwert, s - Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für signifikante 

Abweichung.  

 
Transgene Pflanzen der Linie N 315 Nicht-transgene 

Kontrollen 
 

N 315-1 N 315-5b 

Bestandteile M s p M s p M s 

Asche 2,7 0,1 0,97 2,7 0,2 0,84 2,7 0,1 

Protein 4,1 1,0 0,13 2,8 0,1 0,33 2,4 0,5 

Ethanol-
Extraktstoffe 

18,2 0,5 0,19 18,4 1,5 0,30 20,3 1,5 

Cellulose 34,5 0,3 0,03 * 32,6 1,0 0,72 32,3 0,7 

Hemicellulose 20,1 0,6 0,32 21,5 0,6 0,18 20,7 0,3 

Lignin 16,5 0,4 0,41 17,1 0,4 0,71 16,9 0,4 

 

Für eine zweite Untersuchung wurden sechs ausgewählte Individuen, die über 18 Monate (inkl. eine 

Wintersaison) im Gewächshaus angezogen wurden, ebenfalls zur biochemischen Untersuchung der 

Biomasse an das Fraunhofer-Institut für Angewandte Polymerforschung (Potsdam, K. Hettrich) 

0

20

40

60

80

100

120

Kontrollen N 372-1 N 372-2 N 372-5 N 372-6 N 372-7 N 372-8

G
e

sa
m

th
ö

h
e

 [
cm

] 

Sublinien 



ERGEBNISSE 

 

142 

 

übergeben: 18927 und 18931 (beide N 369-1), 18957 und 18958 (beide N 369-4) sowie 18886 und 

18887 (nicht-transgene Kontrollpflanzen). Die Holzuntersuchung ergab, dass die transgenen Linien 

geringfügig mehr Cellulose, mehr Glucan und mehr strukturelle Kohlenhydrate enthielten (Tab. 3.42). 

Signifikante Abweichungen (p ≤ 0,05) wurden allerdings nicht festgestellt. 

 

Tab. 3.42: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes der Linien N 369-1 und N 369-4 

Die Mittelwerte M der einzelnen Bestandteile wurden aus zwei Individuen berechnet. Sie entsprachen etwa den Mittelwerten der 

nicht-transgenen Kontrollpflanzen, signifikante Abweichungen wurden nicht festgestellt. Die Analysen wurden am Fraunhofer IAP 

durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: M - Mittelwert, s - Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für signifikante 

Abweichung.  

 
Transgene Pflanzen der Linie N 369 Nicht-transgene 

Kontrollen 
 

N 369-1 N 369-4 

Bestandteile M s p M s p M s 

Asche 1,8 0,0 0,36 1,8 0,0 0,28 2,0 0,1 

Protein 1,2 0,1 0,31 1,2 0,0 0,21 1,3 0,1 

Ethanol- 
Extraktstoffe 

15,5 0,6 0,30 15,6 0,3 0,22 16,6 0,4 

Cellulose 35,6 1,0 0,19 34,4 0,5 0,32 33,0 0,9 

Hemicellulose 21,9 0,4 0,47 22,2 0,6 0,44 21,5 0,1 

Lignin 18,9 0,3 0,91 19,7 0,2 0,31 19,0 0,4 
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3.2.3 Genetische Modifikation von Potri.019G084600 

Das Gen Potri.019G084600 (ehemals POPTR_0019s11440) war auf dem Plus-Strang im Bereich 

11.709.238-11.715.574 von Chromosom 19 kodiert. Es wies Ähnlichkeiten zu einem nicht näher 

charakterisierten Protein von Arabidopsis thaliana auf. In der bioinformatischen Datenbank „Protein 

Families“ (Abkürzung Pfam) wurde das Protein anhand seiner Domänen als Magnesiumtransporter 

annotiert (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 30.01.2016). Fünf mögliche Transkripte, die sich in 

der Anzahl der Exons und ihrer 5‘ UTR unterschieden, waren in der Datenbanksequenz von P. trichocarpa 

hinterlegt (Abb. 3.66, https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 30.01.2016). Das Gen wurde nach den 

Daten des eFP-Browsers vor allen in den männlichen und weiblichen Kätzchen sowie dem Xylem 

exprimiert (http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi, Zugriff am 10.02.2016, Abb. 3.67). 

 

 

Abb. 3.66: Transkript-Modelle von Potri.019G084600 

Für Potri.019G084600 lagen fünf unterschiedliche Transkriptmodelle in der Sequenzdatenbank Phytozome vor. Die Unterschiede 

bestanden in der Anzahl der Exons und in der Länge der 3‘ UTR (Quelle: https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 30.01.2016). 

 

 

Abb. 3.67: Expressionsdaten der Transkripte von Potri.019G084600 in verschiedenen Pappelgeweben 

Für alle fünf Transkripte wurden die gleichen Expressionsdaten ausgegeben (Quelle: http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-

bin/efpWeb.cgi, Zugriff am 10.02.2016). Ihre Expression wurde vor allem in den Kätzchen und dem sich entwickelnden Xylem 

festgestellt. 

 

Das Gen Potri.019G084600 wurde in vier Überexpressions- und Knockdown-Ansätzen genetisch 

modifiziert. Die genetischen Veränderungen, unabhängig davon, ob sie Überexpressions- oder 

Knockdown-Ansätze aufwiesen, führten lediglich in Einzelfällen zur Beobachtung von signifikant 

abweichender Pflanzenhöhe. Der Anteil von Cellulose an der gesamten Biomasse war in einer von zwei 

untersuchten Sublinien erhöht.  

https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
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3.2.3.1 Überexpression  

Zur Überexpression von Potri.019G084600 wurde der Transformationsvektor A201 verwendet. Zur 

Selektion war der Vektor mit der Hygromycinresistenz HPT ausgestattet. Am 01.11.2012 wurde die 

Transformation N 322 durchgeführt, am 13.11.2012 die Transformation N 327. Empfängerorganismus 

war für beide Transformationen der P. × canescens-Klon P1. 

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Beide Linien wurden molekulargenetisch auf den Transformationserfolg untersucht, indem per PCR und 

anschließender Gelelektrophorese die Anwesenheit des Selektionsmarkers HPT (Abb. 3.68) und des 

Zielgens (Abb. 3.69) überprüft wurde, wie im Folgenden exemplarisch für N 322 dargestellt. Von 

insgesamt 16 putativ transgenen Regeneraten aus beiden Transformationen wurde der transgene Status 

in 15 Sublinien bestätigt. 
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Abb. 3.68: Gelelektrophoretischer Nachweis des Selektionsmarkers HPT 

Die PCR wurde mit den Primern #337 und #338 bei einer Annealing-Temperatur von 58 °C und mit 40 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Alle überprüften Sublinien enthielten 

das Resistenzgen. 
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Abb. 3.69: Gelelektrophoretischer Nachweis des Zielgens 

Die PCR wurde mit den Primern #1228 und #1361 bei einer Annealing-Temperatur von 53 °C und mit 35 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Alle getesteten Linien enthielten das 

Zielgen. 

 

Per Southern Blot-Analyse wurde die Kopienanzahl quantifiziert, mit der die T-DNA von A201 in den 

einzelnen Sublinien vorlag, wie nachfolgend exemplarisch für N 322 gezeigt wird (Abb. 3.70). Insgesamt 

wurden Linien mit einer bis drei Kopien der T-DNA identifiziert (Tab. 3.43). 
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Abb. 3.70: Southern Blots zur Quantifizierung der Kopienzahl in N 322 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit SacI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde bindet im Markergen HPT und 

wurde mit den Primern #337 und #338 synthetisiert. Die Sonde ist 980 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der DIG-

Marker II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. 

 

Tab. 3.43: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 322 und N 327 

Per Southern Blot-Analyse wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A201 im Pappelgenom quantifiziert. In N 327-6 und N 327-9 

waren die Ergebnisse nicht eindeutig: Die Kopienanzahl wurde für N 327-6 auf eine bis zwei und für N 327-9 auf zwei bis drei 

festgelegt.  

Kopienzahlen der T-DNA Transgene Linien 

1 
N 322-6, -7 

N 327-2, -4, -7, -8 

1-2 N 327-6 

2 
N 322-2, -3, -4, -5 

N 327-3, -5 

2-3 N 327-9 

3 N 322-1 

 

Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden zahlreiche 

Pflanzen von ausgewählten Sublinien von N 322 und N 327 zusammen mit nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen ins Gewächshaus überführt.  

Bis zur Vermessung nach der ersten Vegetationsperiode wurden die Pflanzen von N 322 für 13 bzw. elf 

Monate kultiviert. Die Pappeln der Linie N 322-5 waren signifikant höher als die nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen (Tab. 3.44). Nur diese und die Kontrollpflanzen wurden weiterkultiviert. Nach einer 

Gesamtdauer von 25 Monaten wurden die Pflanzen erneut vermessen. Die signifikante 

Mittelwertabweichung von N 322-5 wurde anschließend nicht mehr bestätigt (Abb. 3.71). 

 

Tab. 3.44: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 322 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach Abschluss der ersten bzw. zweiten Vegetationsperiode erhoben. Eine signifikante 

Mittelwertabweichung (p ≤ 0,05) wurde von Sublinie N 322-5 nach der ersten Vegetationsperiode erreicht (p = 0,04), die allerdings 

nach der zweiten Vegetationsperiode nicht bestätigt wurde (p = 0,61). 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

13 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 10 259 259 22 
  

N 322-6 7 269 268 30 0,50 nein 
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Tab. 3.44: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 322 im Gewächshaus 

(Fortsetzung) 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

11 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 10 231 237 20 
  

N 322-1 7 238 233 28 0,61 nein 

N 322-2 6 229 223 23 0,87 nein 

N 322-5 6 253 246 15 0,04 ja, signifikant größer 

N 322-7 4 224 232 25 0,69 nein 

23 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 10 345 371 64 
  

N 322-5 5 330 332 34 0,61 nein 

 

 

Abb. 3.71: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 322 

Eine signifikante Mittelwertabweichung (p ≤ 0,05) der Linie N 322-5 wurde nach einer Vegetationsperiode ermittelt (p = 0,04, 

markiert mit *), allerdings nicht nach der zweiten Vegetationsperiode (p = 0,61). Die Fehlerindikatoren geben die 

Standardabweichungen der Mittelwerte an. 

 

Nach zwölf bzw. zehn Monaten Kultivierung wurde die Gesamthöhe der Pappeln von N 327 gemessen. 

Signifikant abweichende Sublinien wurden nicht ermittelt (Abb. 3.72). 

 

 

Abb. 3.72: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 327 

Die Messdaten wurden nach zwölf bzw. zehn Monaten Kultivierung erhoben. Die Überführung der Pappeln von N 327 wurde im 

Winterhalbjahr vorgenommen, sodass die Vegetationsperiode künstlich verlängert wurde. Signifikant abweichende Linien (p ≤ 0,05) 

wurden nicht beobachtet. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 
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Holzchemische Analysen 

Neun ausgewählte Individuen von N 322, die über 13 Monate im Gewächshaus angezogen wurden, 

wurden zur biochemischen Untersuchung der Biomasse an das Fraunhofer-Institut für Angewandte 

Polymerforschung (Potsdam, K. Hettrich) übergeben: 17878, 17879 und 17881 (N 322-5), 17887, 17889 

und 17885 (N 322-7) sowie 17775, 17776 und 17777 (nicht-transgene Kontrollpflanzen). Die 

Holzuntersuchung ergab, dass die Pappeln der transgenen Linie N 322-7 mit durchschnittlich 2,2% 

signifikant mehr Cellulose als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen enthielten (p = 0,03, Tab. 3.45). Alle 

anderen Holzbestandteile waren in den transgenen Pflanzen unverändert. 

 

Tab. 3.45: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes der Linien N 322-5 und N 322-7 

Die Mittelwerte M der einzelnen Bestandteile wurden aus drei Individuen berechnet. Sie entsprachen etwa den Mittelwerten der 

nicht-transgenen Kontrollpflanzen. Eine signifikante Abweichung (p ≤ 0,05) lag lediglich beim Cellulosegehalt von N 322-7 vor (mit * 

markiert). Der Wert lag 2,2% höher als bei den nicht-transgenen Kontrollen (p = 0,03). Die Analysen wurden am Fraunhofer IAP 

durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: M - Mittelwert, s - Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für signifikante 

Abweichung.  

 
Transgene Pflanzen der Linie N 322 Nicht-transgene 

Kontrollen 
 

N 322-5 N 322-7 

Bestandteile M s p M s p M s 

Asche 2,8 0,2 0,62 2,5 0,3 0,46 2,7 0,1 

Protein 2,8 0,3 0,40 2,6 0,3 0,63 2,4 0,5 

Ethanol-
Extraktstoffe 

19,2 0,6 0,43 18,2 0,6 0,19 20,3 1,5 

Cellulose 33,4 0,2 0,16 34,5 0,4 0,03 * 32,3 0,7 

Hemicellulose 21,1 0,2 0,16 21,0 0,3 0,31 20,7 0,3 

Lignin 17,3 0,3 0,34 17,6 0,3 0,14 16,9 0,4 

 

Für eine zweite Untersuchung wurden drei ausgewählte Individuen der Linie N 327-4 (17918, 17919, 

17920), die über 13 Monate im Gewächshaus angezogen wurden, zur biochemischen Untersuchung der 

Biomasse an das Fraunhofer-Institut für Angewandte Polymerforschung (Potsdam, K. Hettrich) 

übergeben. Die Holzuntersuchung ergab keine signifikanten Abweichungen in der Holzzusammensetzung 

(Tab. 3.46). 

 

Tab. 3.46: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes von drei Individuen der Linie N 327-4 

Die Mittelwerte der einzelnen Bestandteile entsprechen etwa den Mittelwerten der nicht-transgenen Kontrollpflanzen. Eine 

signifikante Abweichung (p ≤ 0,05) lag nicht vor. Die Analysen wurden am Fraunhofer IAP durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: 

M - Mittelwert, s - Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für signifikante Abweichung. 

 
N 327-4 

Nicht-transgene 

Kontrollen 

Bestandteile M s p M s 

Asche 2,5 0,1 0,29 2,7 0,1 

Protein 2,2 0,2 0,62 2,4 0,5 

Ethanol-
Extraktstoffe 

16,8 0,8 0,07 20,3 1,5 

Cellulose 33,9 0,1 0,09 32,3 0,7 

Hemicellulose 21,3 0,2 0,09 20,7 0,3 

Lignin 17,9 0,6 0,16 16,9 0,4 
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3.2.3.2 Herunterregulation  

Zur Herunterregulation von Potri.019G084600 wurden zwei unterschiedliche Transformations-vektoren 

eingesetzt: Die beiden Vektoren A220 und A231 kodierten für eine amiRNA zum Knockdown des Zielgens 

sowie die Kanamycinresistenz NPTII zur Selektion. Für A220 wurde der Agrobacterium-Stamm EHA105 

und für A231 GV3101-pMP90RK verwendet, während das eigentliche Ti-Plasmid identisch war. Am 

22.05.2013 wurde die Transformation N 359 mit A220 und am 24.07.2013 die Transformation N 374 mit 

A231 durchgeführt. Empfängerorganismus war beide Male der P. × canescens-Klon P1.  

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Beide transgene Linien wurden molekulargenetisch auf den Transformationserfolg untersucht, indem per 

PCR und anschließender Gelelektrophorese die Anwesenheit des Selektionsmarkers NPTII (Abb. 3.73) und 

des Zielgens (Abb. 3.74) überprüft wurde, wie im Folgenden exemplarisch für die Transformation N 374 

dargestellt. Von insgesamt 19 putativ transgenen Regeneraten aus beiden Transformationen wurde der 

transgene Status bei 12 Linien verifiziert. 
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Abb. 3.73: Gelelektrophoretischer Nachweis des Selektionsmarkers NPTII 

Die PCR wurde mit den Primern #317 und #318 bei einer Annealing-Temperatur von 57 °C und mit 40 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Die Linien N 374-1 bis -12 wurden 

positiv auf das Resistenzgen getestet, wobei in Linie N 374-9 nur ein schwaches Amplikon nachweisbar war. Die Linien N 374-13, -14 

und -15 waren negativ. 
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Abb. 3.74: Gelelektrophoretischer Nachweis des Zielgens 

Die PCR wurde mit den Primern #1416 und #1417 bei einer Annealing-Temperatur von 57 °C und mit 40 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. In den Linien N 374-1 bis -9 sowie 

N 374-11 und -12 wurde die Zielsequenz nachgewiesen. 
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Zur Quantifizierung der Kopienanzahl, mit der die T-DNA der Transformationsvektoren in den Sublinien 

vorlag, wurden Southern Blots mit der Sonde für den Selektionsmarker NPTII durchgeführt. Nachstehend 

ist das exemplarische Southern Blot für N 374 abgebildet (Abb. 3.75). Insgesamt wurden sechs Linien mit 

einer Kopie und fünf Linien mit zwei Kopien ermittelt. Eine Linie enthielt zwei bis drei Kopien der T-DNA 

(Tab. 3.47). 
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Abb. 3.75: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 374 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit EcoRI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde bindet im Markergen NPTII und 

wurde mit den Primern #317 und #318 synthetisiert. Die Sonde ist 780 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker 

II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. 

 

Tab. 3.47: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 374 und N 359 

Per Southern Blot-Analyse wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A220 bzw. A231 im Pappelgenom quantifiziert. Die Kopienzahl 

in N 374-3 war nicht eindeutig zu bestimmen und wurde auf zwei bis drei festgelegt 

Kopienzahlen der T-DNA Transgene Linien 

1 
N 359-3  

N 374-7, -8, -9, -11, -12 

2 N 374-1, -2, -4, -5, -6 

2-3 N 374-3 

 

Phänotypisierung 

Von N 374 wurden zahlreiche Pappeln ins Gewächshaus überführt und hier kultiviert, um die Pflanzen 

von ausgewählten Sublinien zusammen mit nicht-transgenen Kontrollpflanzen unter naturnahen 

Bedingungen außerhalb der Gewebekultur zu analysieren. Signifikant kleiner waren die Pflanzen der Linie 

N 374-7 nach zwei Vegetationsperioden, während sie nach der ersten Vegetationsperiode das 

Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 noch nicht erreicht hatten. Alle übrigen Sublinien wichen nicht signifikant 

von den nicht-transgenen Kontrollpflanzen ab (Tab. 3.48, Abb. 3.76). 
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Tab. 3.48: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 374 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach Abschluss der ersten und der zweiten Vegetationsperiode erhoben. Eine signifikante 

Mittelwertabweichung wurde bei p ≤ 0,05 angenommen. Die Pappeln der Linie N 374-7 waren nach zwei Vegetationsperioden 

signifikant kleiner (p = 0,02). 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

6 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 10 92 89 16 
  

N 374-3 10 96 98 15 0,53 nein 

N 374-5 9 102 109 20 0,26 nein 

N 374-7 7 73 78 30 0,20 nein 

N 374-8 15 81 83 19 0,16 nein 

N 374-9 10 104 109 15 0,10 nein 

N 374-11 8 109 126 28 0,17 nein 

N 374-12 10 102 100 20 0,24 nein 

18 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 8 271 278 18 
  

N 374-3 8 259 268 23 0,82 nein 

N 374-5 8 259 268 23 0,82 nein 

N 374-7 7 196 191 46 0,02 ja, signifikant kleiner 

N 374-8 8 217 230 52 0,09 nein 

N 374-9 8 263 266 13 0,43 nein 

N 374-11 8 255 276 54 0,92 nein 

N 374-12 8 255 261 30 0,90 nein 

 

 

Abb. 3.76: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 374 

Die Messdaten wurden nach einer bzw. nach zwei Vegetationsperioden erhoben. Eine signifikante Mittelwertabweichung (p ≤ 0,05) 

wurde nach der zweiten Vegetationsperiode in der Sublinie N 374-7 festgestellt (p = 0,02, markiert mit *). Die Fehlerindikatoren 

geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an.  
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3.2.4 Überexpression von Potri.005G123800 

Bei dem durch Potri.005G123800 (ehemals POPTR_0005s12520), auch als GRAS16 bezeichnet, kodierten 

Protein handelte es sich um einen Transkriptionsfaktor mit GRAS-Domäne 

(https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 30.01.2016). Sie bezeichnet zwei Leucin-reiche Bereiche, die 

ein Motiv aus fünf bestimmten Aminosäuren (Valin-Histidin-Isoleucin-Isoleucin-Asparaginsäure, 

entspricht dem Kurzcode VHIID) umschließen (Bolle 2004). Ein Sequenzabgleich mit Arabidopsis thaliana 

offenbarte Ähnlichkeiten zum Scarecrow-like transcription factor 7 (SCL7). Den GRAS-

Transkriptionsfaktoren, zu deren Genfamilie auch Scarecrow (SCR) und Scarecrow-like transcription 

factors (SCL) gehören, kommen ausschließlich in Pflanzen vor. Ihnen wird eine Rolle in der Wurzel- und 

Sprossentwicklung sowie der Blühinduktion zugeschrieben (Pysh et al. 1999, Bolle 2004). Das Gen war 

auf dem Minus-Strang von Chromosom 5 im Bereich 9.639.841-9.642.923 lokalisiert. Drei mögliche 

Transkripte waren annotiert (Abb. 3.77). Die Daten aus dem eFP-Brower zeigten eine starke Expression 

des Gens im sich entwickelnden Xylem und den Wurzeln (Abb. 3.78, http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-

bin/efpWeb.cgi, Zugriff am 10.02.2016). 

 

 

Abb. 3.77: Transkript-Modelle von Potri.005G123800 

Die drei Transkriptmodelle unterschieden sich nicht in der kodierenden Region, allerdings in den untranslatierten Regionen (Quelle: 

Phytozome 11, https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 30.01.2016). 

 

 

Abb. 3.78: Expressionsdaten aller drei Transkripte von Potri.005G123800 in verschiedenen Pappelgeweben 

Für alle drei Transkripte wurden die gleichen Expressionsdaten ausgegeben (http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi, 

Zugriff am 10.02.2016). Sie werden vor allem im sich entwickelnden Xylem und den Wurzeln exprimiert. 

 

Nachfolgend sind die Ergebnisse der Überexpression des Gens Potri.005G123800, das als GRAS-

Transkriptionsfaktor charakterisiert wurde, aufgeführt. Die genetischen Veränderungen führten nur in 

einem Fall zu signifikanten Änderungen der Pflanzenhöhe. Die überprüften Individuen enthielten 

allerdings signifikant mehr Cellulose als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen.  

https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
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Zwei Transformationen wurden zur Überexpression des Zielgens durchgeführt: am 16.11.2012 die 

Transformation N 329 und am 15.01.2013 die Transformation N 340. Für beide Transformationen wurde 

der Vektor A204 eingesetzt, der neben dem Zielgen die Hygromycinresistenz HPT zur Selektion 

beinhaltete. Empfängerorganismus war für beide Transformationen der P. × canescens-Klon P1. 

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Die molekulargenetischen Untersuchungen zum Nachweis des Transformationserfolgs sind im Folgenden 

exemplarisch für N 340 dargestellt: Per PCR und anschließender Gelelektrophorese wurden der 

Selektionsmarker HPT (Abb. 3.79) und das Zielgen (Abb. 3.80) nachgewiesen. Von den zwei 

Transformationen wurden insgesamt elf putativ transgene Regenerate erhalten, von denen sich neun als 

transgen herausstellten. 
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Abb. 3.79: Gelelektrophoretischer Nachweis des 

Selektionsmarkers HPT 

Die PCR wurde mit den Primern #337 und #338 bei einer 

Annealing-Temperatur von 58 °C und mit 

40 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-

Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel 

aufgetrennt. Alle fünf überprüften Sublinien enthielten das 

Resistenzgen. 

 Abb. 3.80: Gelelektrophoretischer Nachweis des 

Zielgens 

Die PCR wurde mit den Primern #1193 und #1361 bei 

einer Annealing-Temperatur von 52 °C und mit 

40 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-

Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel 

aufgetrennt. In vier der Linien, N 340-1, -2, -4 und -5, 

wurde die Zielgensequenz nachgewiesen. 

 

Zur Quantifizierung der Kopienanzahl, mit der die T-DNA von Transformationsvektor A204 in den 

Sublinien vorlag, wurden Southern Blots durchgeführt, wie exemplarisch für N 340 gezeigt wird (Abb. 

3.81). Es wurden sechs Sublinien mit einer Kopie, drei Sublinien mit zwei Kopien und eine Sublinie mit 

drei Kopien identifiziert (Tab. 3.49).  
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Abb. 3.81: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 340 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit SacI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde bindet im Markergen HPT und wurde 

mit den Primern #337 und #338 synthetisiert. Die Sonde ist 980 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker II (Fa. 

Roche, Mannheim) verwendet. 
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Tab. 3.49: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 340 und N 329 

Per Southern Blot-Analyse wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A204 im Pappelgenom quantifiziert. 

Kopienzahlen der T-DNA Transgene Linien 

1 
N 340-1, -2, -3, -4 

N 329-3, -6 

2 
N 340-5 

N 329-2, -4 

3 N 329-1 

 

Zur Ermittlung der T-DNA-Integrationsorte und zur Prüfung von möglichen Positionseffekten wurden für 

N 340-2 und -3 TAIL-PCRs mit 128-fach bzw. 256-fach degenerierten Primern sowie den spezifischen 

Primern #544 für TAIL-PCR I, #545 für TAIL-PCR II und #546 für TAIL-PCR III durchgeführt. Die Primer 

amplifizierten die DNA über die Right Border hinaus. Die genomischen Bereiche außerhalb der T-DNA 

wurden mit einer BLAST-Analyse in P. trichocarpa und P. × canescens (https://phytozome.jgi.doe.gov, 

http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast, Zugriff am 22.02.2016) detektiert. Die identifizierten Bereiche 

sind in Tab. 3.50 zusammengefasst: In N 340-2 wurde die T-DNA in Chromosom 10 integriert, in N 340-3 

in Chromosom 1. Betroffen waren in beiden Fällen Sequenzbereiche ohne funktionelle Annotierung.  Ein 

Positionseffekt war daher unwahrscheinlich. 

 

Tab. 3.50: Integrationsorte der transgenen Linie N 340 

Die Integrationsorte wurden durch eine BLAST-Analyse in den Datenbanksequenzen von P. trichocarpa (Pt, Version 3.0) und 

P. × canescens (Pc, Version 1.1) ermittelt. Die Angaben zu den funktionellen Annotierungen der Loci basieren auf P. trichocarpa. 

Farblich hinterlegt sind die Linien mit signifikant abweichender Gesamthöhe. 

Sublinie Integrationsort Art 
Score  

Pt (Pc) 

E-Wert  

Pt (Pc) 

Funktionelle Annotierung des 

Integrationslocus 

N 340-2 Chromosom 10 Pt, Pc 407,0 (449) 8,2E-112 (1E-124) Ohne funktionelle Annotierung 

N 340-3 Chromosom 1 Pt, Pc 158,2 (169) 8,2E-38 (4E-41) Ohne funktionelle Annotierung 

 

Phänotypisierung 

Von den beiden Überexpressionslinien N 340 und N 329 wurden zahlreiche Pflanzen von ausgewählten 

Sublinien zusammen mit nicht-transgenen Kontrollpflanzen ins Gewächshaus überführt und hier 

kultiviert, um sie unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur zu analysieren.  

Die Pappeln der Linie N 340 wurden nach acht und 19 Monaten bezüglich ihrer Gesamthöhe vermessen. 

In beiden Erhebungen wurden die Pflanzen der Linie N 340-2 im Vergleich zu den nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen als signifikant kleiner ermittelt (p = 0,00). Die anderen Sublinien erreichten das 

Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 nicht (Tab. 3.51, Abb. 3.82). 

  

https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast
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Tab. 3.51: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 340 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach acht- bzw. 19-monatiger Kultivierung erhoben. In beiden Höhenmessungen wurden die 

Pflanzen der Linie N 340-2 als signifikant kleiner ermittelt (p = 0,00). Die übrigen Sublinien von N 340 zeigten keine signifikanten 

Veränderungen. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

8 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 10 144 140 14 
  

N 340-1 6 155 154 17 0,28 nein 

N 340-2 8 101 99 18 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 340-3 8 156 157 14 0,12 nein 

N 340-4 8 119 125 33 0,10 nein 

N 340-5 8 133 129 12 0,10 nein 

19 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 10 303 327 41 
  

N 340-1 4 327 324 21 0,31 nein 

N 340-2 4 237 236 14 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 340-3 5 329 333 14 0,13 nein 

N 340-4 7 260 278 59 0,15 nein 

N 340-5 8 300 303 27 0,85 nein 

 

 

Abb. 3.82: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 340 

Die Messdaten wurden nach einer und nach zwei Vegetationsperioden erhoben. Die signifikant abweichende Linie (p ≤ 0,05) N 340-2 

ist mit * markiert (p = 0,00). Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 

 

Die Pappeln der Sublinie N 340-2 waren signifikant kleiner als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen 

(Abb. 3.83). Die mediane transgene Pflanze war nach 19 Monaten Kultur am Ende der zweiten 

Vegetationsperiode 91 cm kleiner als die mediane Kontrollpflanze. Sogar die größte Pflanze der Linie 

N 340-2 erreichte mit 257 cm Gesamthöhe nicht die 327 cm hohe mediane Kontrollpflanze. 
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Abb. 3.83: Signifikant abweichender Phänotyp der Linie N 340-2 

Abgebildet sind die kleinste, die mediane und die größte Pappel der Linie N 340-2, zudem 

die mediane, nicht-transgene Kontrollpflanze (von links nach rechts). Die transgenen 

Pflanzen waren signifikant kleiner als die Kontrollpflanzen (p = 0,00). Aufgrund der 

großen Höhe der Pappeln konnte im oberen Bereich kein schwarzer Hintergrund 

installiert werden. 

 

Nach einer Vegetationsperiode wurde die Gesamthöhe der Pappeln von N 329 gemessen. Lediglich die 

Sublinie N 329-6 war signifikant kleiner als die nicht-transgenen Kontrollen (p = 0,04). Nach einer 

weiteren Vegetationsperiode konnte die Signifikanz dieser Sublinie nicht bestätigt werden (p = 0,38, Tab. 

3.52). Die nach der ersten Vegetationsperiode nicht signifikanten Linien wurden nicht weiter kultiviert. 

 

Tab. 3.52: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 329 im Gewächshaus 

Eine signifikante Mittelwertabweichung wurde nach einer Vegetationsperiode nur von der Sublinie N 329-6 erreicht. Diese Pflanzen 

waren signifikant kleiner (p = 0,04) und wurden deswegen zur Verifizierung für eine weitere Vegetationsperiode weiterkultiviert. 

Nach der zweiten Vegetationsperiode konnte die Signifikanz nicht bestätigt werden (p = 0,38).  

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

11 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 7 235 239 27   

N 329-1 9 218 227 39 0,37 nein 

N 329-2 10 220 221 26 0,31 nein 

N 329-3 4 221 219 10 0,28 nein 

N 329-4 10 241 239 12 0,61 nein 

N 329-6 10 199 202 33 0,04 ja, signifikant kleiner 

23 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 7 342 364 55 
  

N 329-6 5 303 305 71 0,38 nein 

 

 N 340-2 WT 
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Holzchemische Analysen 

Sechs ausgewählte Pappeln von N 329, die über zwölf Monate im Gewächshaus angezogen wurden, 

wurden zur biochemischen Untersuchung der Biomasse an das Fraunhofer-Institut für Angewandte 

Polymerforschung (Potsdam, K. Hettrich) übergeben: 17959, 17962 und 17960 (N 329-4), 17974, 17969 

und 17967 (N 329-6) sowie 17775, 17776 und 17777 (nicht-transgene Kontrollpflanzen). Die 

Holzuntersuchung ergab, dass die Pappeln der transgenen Linie N 329-4 und N 329-6 durchschnittlich 

jeweils 3,2% bzw. 2,2% mehr Cellulose als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen enthielten (p = 0,03). In 

N 329-6 wurde zudem ein signifikant kleinerer Anteil an Ethanol-Extraktstoffen ermittelt (p = 0,04). Alle 

anderen Bestandteile zeigten keine signifikanten Abweichungen auf (p > 0,05, Tab. 3.53). 

 

Tab. 3.53: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes der Linien N 329-4 und N 329-6 

Die Mittelwerte M der einzelnen Bestandteile wurden aus drei Individuen berechnet. Sie entsprachen etwa den Mittelwerten der 

nicht-transgenen Kontrollpflanzen. Signifikante Abweichungen (p ≤ 0,05) lagen beim Cellulosegehalt beider transgener Linien vor 

(mit * markiert). Der Wert lag mit 35,5% bzw. 34,5% um 3,2% bzw. 2,2% höher als bei den nicht-transgenen Kontrollen. In N 329-6 

wurde zudem ein signifikant kleinerer Anteil an Ethanol-Extraktstoffen ermittelt. Die Analysen wurden am Fraunhofer IAP 

durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: M - Mittelwert, s - Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für signifikante 

Abweichung.  

 
Transgene Pflanzen der Linie N 329 Nicht-transgene 

Kontrollen 
 

N 329-4 N 329-6 

Bestandteile M s p M s p M s 

Asche 2,6 0,1 0,66 2,8 0,2 0,71 2,7 0,1 

Protein 3,1 0,3 0,16 4,4 1,3 0,15 2,4 0,5 

Ethanol-
Extraktstoffe 

16,6 1,2 0,06 15,8 0,5 0,04 * 20,3 1,5 

Cellulose 35,5 1,0 0,03 * 34,5 0,6 0,03 * 32,3 0,7 

Hemicellulose 20,4 0,2 0,33 20,8 0,3 0,70 20,7 0,3 

Lignin 16,7 0,1 0,45 17,0 0,3 0,92 16,9 0,4 
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3.2.5 Genetische Modifikation von Potri.002G223100 

Für das Gen Potri.002G223100 (ehemals POPTR_0002s22040) waren keine funktionellen Annotationen 

im Genom von P. trichocarpa hinterlegt (Phytozome 11, https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 

30.01.2016). Es war auf dem Minus-Strang von Chromosom 2 im Bereich 21.016.834-21.018.237 kodiert. 

Basierend auf den Daten des eFP-Browsers wird das Transkript Potri.002G223100.1 stark im Xylem 

exprimiert (Abb. 3.84, http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi, Zugriff am 10.02.2016).  

 

 

Abb. 3.84: Expressionsdaten des Transkripts Potri.002G223100.1 in verschiedenen Pappelgeweben 

Die stärkste Expression wurde im Xylem festgestellt. In allen anderen Geweben wird das Gen nur schwach exprimiert (Quelle: 

http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi, Zugriff am 10.02.2016). 

 

Zur genetischen Modifikation des Kandidatengens Potri.002G223100 wurden insgesamt vier 

Transformationsansätze, davon jeweils zwei Überexpressions- und Knockdown-Ansätze, durchgeführt.  

Die Überexpression von Potri.002G223100 führte nur in geringem Umfang zu verwertbaren Daten. 

Lediglich eine transgene Linie wurde herangezogen, die den Selektionsmarker enthielt. Keine der 

herangezogenen Linien enthielt das Zielgen. Eine weitere, nicht näher beschriebene Transformation 

(N 321 vom 30.10.2012) wurde ebenfalls mit dem Überexpressionsvektor A200 durchgeführt. Wie auch in 

N 391 enthielt auch hier keine der herangezogenen Linien das Zielgen. Dies kann ein Hinweis darauf sein, 

dass eine Überexpression von Potri.002G223100 zu nicht-überlebensfähigen Pflanzen führt.  

Die Herunterregulation von Potri.002G223100 führte in mehreren Fällen zu Pflanzen mit signifikant 

abweichender Wuchshöhe. Die Biomassezusammensetzung war in den untersuchten Proben zu einem 

erhöhten Proteinanteil verändert. Die drei Hauptbestandteile des Holzes waren unverändert.  

 

3.2.5.1 Überexpression  

Zwei Transformationen wurden zur Überexpression von Potri.002G223100 mit dem Vektor A200 

durchgeführt. Neben dem Zielgen kodierte der Vektor für die Kanamycinresistenz NPTII zur Selektion. 

Empfängerorganismus für beide Transformationen war der P. × canescens-Klon P1.  

Die erste Transformation N 321 mit A200 wurde am 30.10.2012 durchgeführt. Fünf putativ transgene 

Sublinien wurden aus der Transformation herangezogen, deren transgener Status in den nachfolgenden 

Analysen aber nicht nachgewiesen werden konnte. Im Januar 2015 starben alle Sublinien von N 321 ab. 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
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Eine weitere Überexpressionslinie war N 391, deren Transformation am 31.10.2013 durchgeführt wurde 

und die im Folgenden im Detail beschrieben wird. 

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Aus der Transformation wurden sieben putativ transgene Sublinien herangezogen. Vor Beginn der 

Untersuchungen reduzierte sich die Anzahl auf sechs Linien, N 391-3 starb in der Gewebekultur ab. Per 

PCR und anschließender Gelelektrophorese wurde die Anwesenheit des Selektionsmarkers NPTII (Abb. 

3.85) und des Zielgens (Abb. 3.86) überprüft. Das Resistenzgen konnte lediglich in der Sublinie N 391-1 

nachgewiesen werden, allerdings wurde in keiner Sublinie die Zielgensequenz amplifiziert. 
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Abb. 3.85: Gelelektrophoretischer Nachweis des 

Selektionsmarkers NPTII 

Die PCR wurde mit dem Primerpaar #343 und #344 bei 

einer Annealing-Temperatur von 62 °C und mit 

40 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-

Produkte wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel 

aufgetrennt. Das Resistenzgen konnte nur in N 391-1 

nachgewiesen werden. Die Sublinie N 391-6 enthielt das 

Resistenzgen ebenfalls nicht (ohne Abbildung). 

 Abb. 3.86: Gelelektrophoretischer Nachweis des 

Zielgens 

Die PCR wurde mit dem Primerpaar #1360 und #1361 bei 

einer Annealing-Temperatur von 52 °C und mit 38 

Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte 

wurden auf einem 1,0% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. In 

allen getesteten Sublinien von N 391 wurde das Zielgen 

nicht nachgewiesen. Die Sublinie N 391-6 enthielt das 

Zielgen ebenfalls nicht (ohne Abbildung). 

 

Per Southern Blot wurde das PCR-Ergebnis verifiziert und die Kopienanzahl in N 391 quantifiziert. In 

N 391-1 konnte eine Kopie der Kanamycinresistenz NPTII nachgewiesen werden (Abb. 3.87). Alle übrigen 

untersuchten Sublinien waren, in Übereinstimmung mit den PCR-Ergebnissen, nicht transgen. Die Pappeln 

dieser Linie wurden daher in dieser Studie nicht weiter berücksichtigt. 
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Abb. 3.87: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 391 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit EcoRI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde bindet im Markergen NPTII und 

wurde mit den Primern #317 und #318 synthetisiert. Die Sonde ist 780 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker 

II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. Eine Kopie der T-DNA wurde in N 391-1 nachgewiesen. In den übrigen Sublinien war die T-

DNA nicht nachweisbar. 
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3.2.5.2 Herunterregulation  

Zur Herunterregulation von Potri.002G223100 wurden zwei Transformationsvektoren verwendet: A221 

(N 361) und A232 (N 375). Das eigentliche Vektorkonstrukt ist in A221 und A232 identisch, allerdings 

lagen die Vektoren in zwei unterschiedlichen Agrobacterium-Stämmen vor. Bei A221 handelte es sich um 

Agrobakterien des Stamms EHA105, bei A232 um GV3101-pMP90RK. Da die Transformationsrate der 

Transformationen mit EHA105-Agrobakterien gering war, wurde eine zweite Transformation mit dem 

effektiveren Stamm GV3101-pMP90RK durchgeführt. Die Vektoren kodierten für eine amiRNA zum 

Knockdown von Potri.002G223100 und die Kanamycinresistenz NPTII zur Selektion. Alle 

Transformationen wurden mit dem P. × canescens-Klon P1 durchgeführt.  

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Der Transformationserfolg wurde auf molekulargenetischer Ebene untersucht indem der 

Selektionsmarker NPTII (Abb. 3.88) und das Zielgen (Abb. 3.89) nachgewiesen wurden, wie im Folgenden 

exemplarisch für N 361 gezeigt. Von insgesamt 20 putativ transgenen Regeneraten aus beiden 

durchgeführten Transformationen enthielten 18 Sublinien das Kanamycin-Resistenzgen und 16 Sublinien 

das Zielgen. 
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Abb. 3.88: Gelelektrophoretischer Nachweis des 

Selektionsmarkers NPTII 

Die PCR wurde mit den Primern #343 und #344 bei einer 

Annealing-Temperatur von 60 °C und mit 

40 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-

Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel 

aufgetrennt. Das Resistenzgen wurde in den drei Sublinien 

N 361-1, -2 sowie -3 nachgewiesen. Die Sublinien N 361-4 

und -5 enthielten den Selektionsmarker nicht. 

 Abb. 3.89: Gelelektrophoretischer Nachweis des 

Zielgens 

Die PCR wurde mit den Primern #1416 und #1417 bei einer 

Annealing-Temperatur von 58 °C und mit 

35 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-

Produkte wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel 

aufgetrennt. Die Zielgen-Sequenz wurde in den drei 

Sublinien N 361-1, -2 sowie -3 nachgewiesen. Die Sublinien 

N 361-4 und -5 enthielten das Zielgen nicht.  

 

Zur Quantifizierung der Kopienzahlen, mit der die T-DNA der Transformationsvektoren in den Sublinien 

vorlagen, wurden Southern Blots (Abb. 3.90) durchgeführt. Hierbei wurden vornehmlich Sublinien mit ein 

und zwei Kopien der T-DNA identifiziert, allerdings auch jeweils eine Sublinie mit fünf und sieben Kopien 

(Tab. 3.54). 

  



ERGEBNISSE 

 

160 

 

A 

D
IG

 M
 I

I 

A
2

1
1

 

P
1

-W
T

 

N
 3

6
1

-1
 

N
 3

6
1

-2
 

N
 3

6
1

-3
 

 B 

M
ar

k
er

 

A
2

3
2

 

P
1

-W
T

 

N
 3

7
5

-1
 

N
 3

7
5

-2
 

N
 3

7
5

-3
 

N
 3

7
5

-4
 

N
 3

7
5

-5
 

N
 3

7
5

-6
 

N
 3

7
5

-8
 

N
 3

7
5

-9
 

N
 3

7
5

-1
0

 

N
 3

7
5

-1
1

 

N
 3

7
5

-1
2

 

N
 3

7
5

-1
3

 

N
 3

7
5

-1
4

 

M
ar

k
er

 

 

Abb. 3.90: Southern Blots zur Quantifizierung der Kopienzahl in N 361 (A) und in N 375 (B) 

Die DNA für diese Southern Blots wurde mit SspI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde bindet im Markergen NPTII und 

wurde mit den Primern #317 und #318 synthetisiert. Die Sonde ist 780 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker 

II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. 

 

Tab. 3.54: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 375 und N 361 

Per Southern Blot-Analyse wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A221 (N 361) bzw. A232 (N 375) im Pappelgenom quantifiziert. 

Kopienzahlen der T-DNA Transgene Linien 

1 
N 361-3 

N 375-1, -2, -4, -5, -6, -8, -9, -10, -13, -14 

2 N 375-3, -11, -12 

5 N 361-1 

7 N 361-2 

 

Zur Ermittlung der T-DNA-Integrationsorte und zur Prüfung von möglichen Positionseffekten wurden 

TAIL-PCRs mit 128-fach bzw. 256-fach degenerierten Primern sowie den spezifischen Primern #1923 für 

TAIL-PCR I, #1922 für TAIL-PCR II und #1921 für TAIL-PCR III durchgeführt. Die Primer amplifizierten 

die DNA über die Left Border hinaus. Die genomischen Bereiche außerhalb der T-DNA wurden mit einer 

BLAST-Analyse in P. trichocarpa und P. × canescens (https://phytozome.jgi.doe.gov, 

http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast, Zugriff am 22.02.2016) detektiert. Die identifizierten Bereiche 

sind in Tab. 3.55 zusammengefasst: Für die Linie N 361-1 wurden fünf Sequenzen erhalten, die insgesamt 

neun Loci zugeordnet werden konnten. Für die Linie N 361-2 wurde lediglich Chromosom 2 als 

Integrationsort ermittelt. Trotz mehrfacher Versuche konnten keine weiteren Integrationsorte 

identifiziert werden. Für alle identifizierten Bereiche lagen keine funktionellen Annotierungen vor. Für die 

Linie N 375-3 wurde Chromosom 2 als Integrationsort ermittelt, für die Linie N 361-4 Chromosom 16. Für 

beide Bereiche lagen keine funktionellen Annotierungen vor. Auch nach mehrfachen Wiederholungen 

konnten die Integrationsorte in den Linien N 361-1, -2, -9 und -14 nicht ermittelt werden. 

  

https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast
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Tab. 3.55: Integrationsorte der transgenen Linie N 361 

Die Integrationsorte wurden durch eine BLAST-Analyse in den Datenbanksequenzen von P. trichocarpa (Pt, Version 3.0) und 

P. × canescens (Pc, Version 1.1) ermittelt. Die Angaben zu den funktionellen Annotierungen der Loci basieren auf P. trichocarpa. 

Farblich hinterlegt sind die Linien mit signifikant abweichender Gesamthöhe. 

Sublinie Integrationsort 
Datenbank-

Art 

Score 

Pt (Pc) 

E-Wert 

Pt (Pc) 

Funktionelle Annotierung des 

Integrationslocus 

N 361-1 Chromosom 2 Pt, Pc 697,4 (601) 0,0 (4E-170) ohne funktionelle Annotierung 

Chromosom 19/10 Pt/Pt 104,1 1,3E-21 alle ohne funktionelle Annotierung 

Chromosom 15/13/4 alle Pt, Pc 
alle 944,4 

(alle 996) 
0,0 (0,0) alle ohne funktionelle Annotierung 

Chromosom 13 Pt, Pc 472,0 (473) 9,4E-132 (3E-132) ohne funktionelle Annotierung 

Scaffold 36 Pt, Pc 196,1 (185) 5,9E-49 (7E-46) ohne funktionelle Annotierung 

N 361-2 Chromosom 2 Pt, Pc 118,5 (95,3) 3,2E-25 (3E-18) ohne funktionelle Annotierung 

N 375-3 Chromosom 2 Pt, Pc 118,5 (95,3) 2,3E-25 (2E-18) ohne funktionelle Annotierung 

N 375-4 Chromosom 16 Pt, Pc 217,7 (231) 3,5E-55 (2E-59) ohne funktionelle Annotierung 

 

Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden von den 

Sublinien N 361-1 und N 361-2 sowie elf Sublinien von N 375 einzelne Pappeln zusammen mit nicht-

transgenen Kontrollpflanzen ins Gewächshaus überführt und hier kultiviert.  

Nach acht und 18 Monaten wurde die Gesamthöhe gemessen. Die transgenen Sublinien N 361-1 und 

N 361-2 waren in beiden Messungen signifikant kleiner als ihre Kontrollpflanzen (p ≤ 0,02, Tab. 3.56, Abb. 

3.91 und 3.92). 

 

Tab. 3.56: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 361 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhe der Pappeln wurde nach acht- bzw. 18-monatiger Kultivierung erhoben. Eine signifikante Mittelwertabweichung (p 

≤ 0,05) wurde von den transgenen Pflanzen beider Sublinien erreicht (p ≤ 0,02). 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard- 

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

8 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 9 104 103 7 
  

N 361-1 5 51 47 15 0,00 ja, signifikant kleiner 

N 361-2 8 83 85 18 0,02 ja, signifikant kleiner 

18 Monate Kultur, zwei Vegetationsperioden 

Kontrollen 9 241 244 13   

N 361-1 4 149 150 39 0,02 ja, signifikant kleiner 

N 361-2 7 188 198 28 0,00 ja, signifikant kleiner 
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Abb. 3.91: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 361 

Im Vergleich zu den nicht-transgenen Kontrollpflanzen waren beide Sublinien nach einer sowie nach zwei Vegetationsperioden 

signifikant kleiner (markiert mit *, p ≤ 0,02). Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 

 

  

Abb. 3.92: Höhenunterschiede der transgenen Linie N 361 

Die transgenen Linien N 361-1 (A) und N 361-2 (B) waren signifikant kleiner als ihre Kontrollen. Von beiden Linien sind jeweils die 

kleinste, die mediane und die größte Pflanze mit der medianen Kontrollpflanze am Ende der zweiten Vegetationsperiode abgebildet.  

 

Nach sechsmonatiger Kultivierung wurde die Gesamthöhe der Pappeln von N 375 gemessen. Dabei 

wurden N 375-1 als signifikant größer (p = 0,01) sowie N 375-14 als signifikant kleiner (p = 0,03) 

ermittelt (Tab. 3.57, Abb. 3.93). 
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Tab. 3.57: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 375 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach sechsmonatiger Kultivierung erhoben. Eine signifikante Mittelwertabweichung wurde 

bei p ≤ 0,05 angenommen. Dieser Wert wurde von den Linien N 375-1 (p = 0,01) und N 375-14 (p = 0,03) unterschritten.  

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

Kontrollen 10 92 89 16 
  

N 375-1 13 114 115 18 0,01 ja, signifikant größer 

N 375-2 10 105 115 20 0,13 nein 

N 375-4 10 94 101 29 0,83 nein 

N 375-5 7 90 98 22 0,92 nein 

N 375-6 9 95 101 34 0,78 nein 

N 375-8 9 93 88 18 0,89 nein 

N 375-9 8 96 91 25 0,72 nein 

N 375-10 9 95 97 15 0,64 nein 

N 375-11 10 110 121 31 0,14 nein 

N 375-13 9 96 110 25 0,67 nein 

N 375-14 7 59 64 29 0,03 ja, signifikant kleiner 

 

 

Abb. 3.93: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 375 

Die Sublinie N 375-1 war signifikant größer (p = 0,01), N 375-14 signifikant kleiner (p = 0,03, beide mit * markiert). Die anderen 

Linien zeigten kein signifikant abweichendes Wachstum. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte 

an. 

 

Holzchemische Analysen 

Von der Linie N 361 wurden die Pflanzen 19081 und 19084 (beide N 361-1) sowie 19088 und 19091 

(beide N 361-2) zusammen mit den nicht-transgenen Kontrollpflanzen 19072 und 19073 vom 

Fraunhofer-Institut für Angewandte Polymerforschung (Potsdam, K. Hettrich) auf ihre 

Biomassezusammensetzung untersucht. Die transgenen Pflanzen wiesen einen signifikant höheren 

Proteinanteil auf als die Kontrollpflanzen (Tab. 3.58). Eine Veränderung in den drei Hauptbestandteilen 

Lignin, Cellulose und Hemicellulose wurde nicht festgestellt.  
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Tab. 3.58: Prozentuale chemische Zusammensetzung des Sprossgewebes der Linien N 361-1 und N 361-2 

Die Mittelwerte M der einzelnen Bestandteile wurden aus zwei Individuen berechnet. Sie entsprachen etwa den Mittelwerten der 

nicht-transgenen Kontrollpflanzen. Signifikante Abweichungen (p ≤ 0,05) lagen lediglich beim Proteingehalt der beiden transgenen 

Linien vor (mit * markiert). Die Wert lagen durchschnittlich mit 2,4% bzw. 2,0% um 0,9% bzw. 0,5% höher als bei den nicht-

transgenen Kontrollen. Die Analysen wurden am Fraunhofer IAP durchgeführt (K. Hettrich). Abkürzungen: M - Mittelwert, s - 

Standardabweichung, p - Irrtumswahrscheinlichkeit für signifikante Abweichung.  

 
Transgene Pflanzen der Linie N 361 Nicht-transgene 

Kontrollen 
 

N 361-1 N 361-2 

Bestandteile M s p M s p M s 

Asche 2,3 0,0 0,11 2,3 0,2 0,31 2,0 0,1 

Protein 2,4 0,1 0,01 * 2,0 0,0 0,02 * 1,5 0,0 

Ethanol-
Extraktstoffe 

15,3 0,6 0,69 15,8 0,1 0,33 15,6 0,1 

Cellulose 31,5 0,3 0,22 32,6 0,5 0,66 33,0 0,6 

Hemicellulose 21,9 0,3 0,47 21,9 0,4 0,56 22,3 0,2 

Lignin 20,2 0,4 0,58 19,2 0,5 0,44 19,8 0,0 
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3.3 Doppeltransformationen zur parallelen Überexpression von 

zwei Kandidatengenen 

Um Hinweise auf mögliche Kombinationseffekte zu gewinnen, wurden fünf Doppeltransformationen zur 

Überexpression verschiedener Kandidatengene durchgeführt. Entweder wurden die zwei 

Transformationen zeitlich parallel angesetzt oder nacheinander, indem eine transgene Pappellinie als 

Empfängerorganismus für eine weitere Transformation genutzt wurde. Die folgenden drei Kombinationen 

wurden durchgeführt: 

Überexpression von Potri.002G034400 und Potri.007G008600, 

Überexpression von Potri.002G034400 und Potri.002G223100 sowie 

Überexpression von Potri.019G084600 und Potri.007G008600. 

 

Die Doppeltransformationen führten zu keinen konsistenten Phänotypänderungen. Ein einzelner, 

besonders auffälliger Phänotyp entstand mit der Sublinie N 406-7, für den wahrscheinlich transiente 

Agrobakterien verantwortlich waren. 

 

3.3.1 Potri.002G034400 und Potri.007G008600  

Zur parallelen Überexpression von Potri.002G034400 und Potri.007G008600 wurden die 

Doppeltransformationen N 405 und N 412 durchgeführt. Für N 405 wurden die beiden 

Transformationsvektoren A185 und A194 verwendet. Sie kodierten für die Überexpression von 

Potri.002G034400 bzw. Potri.007G008600 und die Resistenzgene HPT bzw. NPTII zur Selektion.  

Empfängerorganismus dieser Transformation war der nicht-transgene P. × canescens-Klon P1. Als 

Empfängerorganismus der Transformation N 412 wurde der transgene Klon N 311-11 verwendet, der 

zuvor mit dem Vektor A194 transformiert wurde. Diese einfach transgene Linie wurde nun zusätzlich mit 

dem Vektor A185 transformiert. 

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Aus den beiden Transformationen wurden 14 putativ transgene Sublinien herangezogen. Der 

Transformationserfolg wurde bei allen Linien auf molekulargenetischer Ebene überprüft, wie im 

Folgenden exemplarisch für N 405 gezeigt wird. Per PCR und anschließender Gelelektrophorese wurde 

die Anwesenheit der beiden Selektionsmarkers NPTII und HPT überprüft. Die Kanamycinresistenz NPTII 

wurde in den Linien N 405-1 bis -9 sowie N 405-12 nachgewiesen, N 405-10 und -11 enthielten sie nicht. 

Die Hygromycinresistenz HPT wurde in den Linien N 405-3 bis -9 sowie N 405-11 und -12 nachgewiesen, 

allerdings nicht in N 405-1, -2 und -10 (Abb. 3.94). Beide Resistenzgene wurden zudem in den Sublinien 

N 412-2 und -3 nachgewiesen. 
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Abb. 3.94: Gelelektrophoretischer Nachweis der Selektionsmarker HPT und NPTII 

Die PCRs wurden mit den Primern #337 und #338 zum Nachweis von HPT sowie #343 und #344 zum Nachweis von NPTII 

durchgeführt. Die Annealing-Temperaturen in den PCRs lagen bei 58 °C (HPT, A) und 62 °C (HPT, B) bzw. 60 °C (NPTII, A) und 

58 °C (NPTII, B). Es wurden 37 Amplifikationszyklen absolviert. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel 

aufgetrennt. 

 

Alle Sublinien wurden anschließend auf die Anwesenheit der Zielgene überprüft. Hierfür wurden PCRs 

mit den Primerpaaren #1191 und #1361 zum Nachweis von Potri.002G034400 bzw. #1448 und #1361 

zum Nachweis von Potri.007G008600 durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch 

aufgetrennt. Potri.002G034400 wurde in allen getesteten Linien nachgewiesen (Abb. 3.95). 

Potri.007G008600 wurde mit Ausnahme von N 405-11 ebenfalls in allen Linien nachgewiesen (Abb. 3.96). 

Auch in den Linien N 412-2 und -3 wurden die Zielsequenzen beider Gene nachgewiesen. 
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Abb. 3.95: Gelelektrophoretischer Nachweis des Zielgens Potri.002G034400 

Die PCRs wurden mit dem Primerpaar #1191 und #1361 bei einer Annealing-Temperatur von 54 °C und mit 37 

Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Das Zielgen 

Potri.002G034400 wurde in allen zwölf Sublinien nachgewiesen. 
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Abb. 3.96: Gelelektrophoretischer Nachweis des Zielgens Potri.007G008600 

Die PCR wurde mit dem Primerpaar #1448 und #1361 bei einer Annealing-Temperatur von 53 °C und mit 37 Amplifikationszyklen 

durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Das Zielgen Potri.007G008600 wurde 

außer in N 405-11 in den übrigen elf Sublinien nachgewiesen. 
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Zur Quantifizierung der Kopienanzahl in den ausgewählten transgenen Linien, mit der die T-DNA von 

A185 bzw. A194 vorlag, wurde jeweils ein Southern Blot mit der Sonde für HPT und NPTII durchgeführt 

(Abb. 3.97). Die ermittelten Kopienzahlen sind in Tab. 3.59 zusammengefasst. 
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Abb. 3.97: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 405 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit SacI restringiert. Die Membran wurde zunächst mit der Digoxigenin-markierte Sonde 

für NPTII hybridisiert, anschließend einem Stripping unterzogen und mit der Sonde für HPT hybridisiert. Die Sonden wurden mit den 

Primern #317 und #318 (NPTII) bzw. #337 und #338 (HPT) synthetisiert. Die Sonden waren 780 bp bzw. 988 bp lang. Als 

Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet.  

 

Tab. 3.59: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 405 und N 412 

Per Southern Blot-Analysen wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A185 und A194 im Pappelgenom quantifiziert. 

Sublinien T-DNA von A185 T-DNA von A194 

N 405-1 1 1 

N 405-2 1 1 

N 405-3 1 1 

N 405-4 1 1 

N 405-5 1 1 

N 405-6 1 4 

N 405-7 1 2 

N 405-9 2 1 

N 405-10 1 1 

N 405-11 1 1 

N 405-12 1 1 

N 412-2 1 1 

N 412-3 1 1 

 

Nach Überprüfung der Resistenzmarker wurden die Linien N 405-1, -2, -10 und -11 verworfen, die nicht 

oder nur einfach transgen waren. Die doppeltransgenen Sublinien N 405-3, -4, -5, -6, -8 und -9 sowie 

N 412-2 und -3 wurden weiter bearbeitet.  
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Zur Ermittlung der T-DNA-Integrationsorte und zur Prüfung von möglichen Positionseffekten wurden für 

mehrere Sublinien von N 405 TAIL-PCRs mit 128-fach bzw. 256-fach degenerierten Primern durchgeführt. 

Als spezifische Primer wurden für Potri.002G034400 #1755 (TAIL-PCR I), #1754 (TAIL-PCR II) und 

#1753 (TAIL-PCR III) verwendet, für Potri.007G008600 die Primer #2015 (TAIL-PCR I), #2016 (TAIL-PCR 

II) und #2017 (TAIL-PCR III). Die Primer amplifizierten die DNA über die Right Border hinaus. Die 

genomischen Bereiche außerhalb der T-DNA wurden mit einer BLAST-Analyse in P. trichocarpa und 

P. × canescens detektiert (https://phytozome.jgi.doe.gov, http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast, Zugriff 

am 09.05.2016). Die identifizierten Bereiche sind in Tab. 3.60 zusammengefasst. Trotz mehrfacher 

Versuche konnten die Integrationsorte von N 405-2, -6 und -7 nicht geklärt werden. 

 

Tab. 3.60: Integrationsorte der transgenen Linie N 405 

Die Integrationsorte wurden durch eine BLAST-Analyse in den Datenbanksequenzen von P. trichocarpa (Pt, Version 3.0) und 

P. × canescens (Pc, Version 1.1) ermittelt. Die Angaben zu den funktionellen Annotierungen der Loci basieren auf P. trichocarpa. 

Farblich hinterlegt sind die Linien mit signifikant abweichender Gesamthöhe. A beschreibt den Integrationsort der T-DNA zur 

Überexpression von Potri.002G034400, B von Potri.007G008600. 

Sublinie Integrationsort 
Datenbank-

Art 

Score 

Pt (Pc) 

E-Wert 

Pt (Pc) 

Funktionelle Annotierung des 

Integrationslocus 

N 405-1 
A Chromosom 2 Pt, Pc 273,6 (315) 3,1E-72 (1E-84) Potri.002G034200 (3‘ UTR) 

B nicht ermittelt     

N 405-4 
A nicht ermittelt     

B Chromosom 7 Pt, Pc 394,4 (457) 2E-127 (1,8E-108) Potri.007G008700 (Exon) 

N 405-9 
A Chromosom 9 Pt, Pc 51,8 (73,1) 1,6E-5 (6E-12) Potri.009G098000 (3‘ UTR) 

B nicht ermittelt     

 

Das Gen Potri.002G034200 war auch als Pt-RER1.5 annotiert (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 

09.05.2016) und ist damit ein Mitglied der RER1-Familie. Diese Genfamilie wurde in A. thaliana eingehend 

bearbeitet. RER1-Proteine sind in der Membran des Golgi-Apparats lokalisiert und für die Rückgewinnung 

von ER-Proteinen verantwortlich, die vom Endoplasmatischen Retikulum an den Golgi-Apparat 

abgegeben und dann anschließend zurückgeführt werden (Sato et al. 1999). 

Das Gen Potri.007G008700 war nicht annotiert (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 09.05.2016).  

Bei Potri.009G098000 handelte es sich um eine Protein-Serin/Threonin-Phosphatase 

(https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 09.05.2016). 

 

Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden zahlreiche 

Pflanzen von ausgewählten Sublinien von N 405 und N 412 zusammen mit nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen ins Gewächshaus überführt und hier kultiviert. Nach elf Monaten wurde die Gesamthöhe 

der Pappeln gemessen und N 405-1 als signifikant kleiner (p = 0,05, Abb. 3.99) ermittelt. Alle anderen 

Sublinien zeigten keine signifikante Höhenabweichung (Tab. 3.61, Abb. 3.98). 

  

https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://aspendb.uga.edu/spta717/Blast
https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
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Tab. 3.61: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 405 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurde nach elfmonatiger Kultivierung erhoben. Bei Linie N 405-1 wurde eine signifikante 

Mittelwertabweichung beobachtet; Die Pflanzen waren signifikant kleiner (p = 0,05). Weitere signifikante Abweichungen wurden 

nicht beobachtet. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

Kontrolle 5 253 255 21 
  

N 405-1 9 216 203 35 0,05 ja, signifikant kleiner 

N 405-2 9 241 254 25 0,43 nein 

N 405-4 9 231 232 27 0,17 nein 

N 405-6 8 228 239 22 0,10 nein 

N 405-7 8 229 222 34 0,19 nein 

N 405-9 4 233 233 40 0,48 nein 

 

 

Abb. 3.98: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 405 

Die Sublinie N 405-1 war signifikant kleiner als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen (p = 0,05, mit * markiert). Die 

Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an.  

 

   

Abb. 3.99: Exemplarische Sublinien der Linie N 405 im Vergleich zum nicht-transgenen Wildtyp 

Von den Linien N 405-1, N 405-2 und N 405-6 sind jeweils die kleinste, die mediane und die größte Pflanze zusammen mit der 

medianen Kontrollpflanze abgebildet. Die Pappeln der Linie N 405-1 waren signifikant kleiner als die Wildtypen (markiert mit *).  
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Die Pappeln der Linie N 412-2 und -3 wurden für acht Monate kultiviert. Eine signifikante 

Mittelwertabweichung (p ≤ 0,05) der Linien wurde nicht beobachtet (Tab. 3.62). 

 

Tab. 3.62: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 412 im Gewächshaus 

Die Pappeln wurden für acht Monaten kultiviert, anschließend wurden ihre Gesamthöhen gemessen. Eine signifikante 

Mittelwertabweichung (p ≤ 0,05) wurde nicht beobachtet. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

Kontrollen 7 210 205 28 
  

N 412-2 7 207 215 36 0,90 nein 

N 412-3 5 208 210 20 0,94 nein 

 

 

3.3.2 Potri.002G034400 und Potri.002G223100  

Zur parallelen Überexpression von Potri.002G034400 und Potri.002G223100 wurden die 

Doppeltransformationen N 406 und N 411 durchgeführt. Für N 406 wurden die beiden 

Transformationsvektoren A185 und A200 verwendet. Sie kodierten für die Überexpression von 

Potri.002G034400 bzw. Potri.002G223100 und die Resistenzen HPT bzw. NPTII zur Selektion. 

Empfängerorganismus dieser Transformation war der nicht-transgene P. × canescens-Klon P1. Als 

Empfängerorganismus der Transformation N 411 wurde der transgene Klon N 282-7 verwendet, der 

zuvor mit dem Vektor A185 transformiert wurde. Diese einfach transgene Linie wurde nun zusätzlich mit 

dem Vektor A200 transformiert.  

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Aus den beiden Transformationen wurden 15 putativ transgene Sublinien herangezogen. Per PCR und 

anschließender Gelelektrophorese wurde die Anwesenheit der beiden Selektionsmarkers NPTII und HPT 

in N 406 überprüft (Abb. 3.100). Sowohl die Kanamycinresistenz NPTII als auch die Hygromycinresistenz 

HPT wurden in den Linien N 406-1, -2, -3, -6 und -7 nachgewiesen. Auch die zunächst langsam 

wachsenden und daher später analysierten Linien N 406-4 und -5 wiesen beide Resistenzmarker auf 

(ohne Abbildung). 
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Abb. 3.100: Gelelektrophoretischer Nachweis der Selektionsmarker 

HPT und NPTII  

Die PCRs wurden mit den Primern #337 und #338 (HPT) bzw. #343 und 

#344 (NPTII) bei einer Annealing-Temperatur von 58 bzw. 62 °C und mit 

37 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf 

einem 1,5% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. Der Nachweis beider 

Resistenzmarker in den Linien N 406-4 und -5 wurde in einer weiteren 

PCR erbracht (ohne Abbildung). Die Resistenzgene wurden somit in allen 

getesteten Linien nachgewiesen. 

 

In N 411 wurde nur die Anwesenheit des Selektionsmarkers NPTII überprüft. Die Anwesenheit der 

Hygromycinresistenz wurde hier nicht getestet, sondern vorausgesetzt, da das Empfängermaterial 

N 282-7 positiv auf diese Resistenz getestet wurde. Zudem wurde im Folgenden das mit dieser Resistenz 

gemeinsam transformierte Zielgen per PCR überprüft. Die Kanamycinresistenz wurde in den Linien 

N 411-1, -2, -5, -7, -8 und -10 nachgewiesen. Das Ergebnis der Linien N 411-4, -6 und -9 war negativ 

(Abb. 3.101).  
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Abb. 3.101: Gelelektrophoretischer Nachweis des Selektionsmarkers NPTII  

Die PCR wurde mit den Primern #343 und #344 bei einer Annealing-Temperatur von 60 °C (A) bzw. 62 °C (B) und mit 37 (A) 

bzw. 40 (B) Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. 

Der Selektionsmarker wurde in N 411-1 und -2 (A) sowie N 411-5, -7, -8 und -10 (B) nachgewiesen. N 411-4 enthielt das 

Kanamycin-Resistenzgen nicht (ohne Abbildung). 

 

Alle Sublinien wurden anschließend auf die Anwesenheit der beiden Zielgene überprüft, wie im Folgenden 

für N 406 gezeigt wird. Hierfür wurde jeweils eine PCR mit den Primerpaaren #1191 und #1361 für 

Potri.002G034400 bzw. #1197 und #1361 für Potri.002G223100 durchgeführt und die PCR-Produkte 

gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 3.102). In allen sieben getesteten Sublinien von N 406 konnten 
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beide Zielgene amplifiziert werden. Da Sublinie N 406-3 im weiteren Verlauf abstarb, wurde sie nicht 

weiter analysiert. In N 411-1, -2, -5, -7, -8, -9 und -10 wurde das Zielgen Potri.002G223100 amplifiziert, in 

N 411-9 allerdings nur schwach. In N 411-4 und -6 wurde das Gen nicht nachgewiesen. Das zweite Zielgen 

Potri.002G034400 wurde in allen getesteten Sublinien nachgewiesen. Die Linie N 411-1 starb im weiteren 

Bearbeitungsverlauf ab, sodass diese Linie in den folgenden Analysen nicht mehr berücksichtigt wurde. 
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A: Potri.002G034400 

 

 

B: Potri.002G223100 

Abb. 3.102: Gelelektrophoretischer Nachweis der Zielgene  

Die PCRs wurden mit den Primern #1191 und #1361 (A) bzw. #1197 und #1361 (B) bei einer Annealing-Temperatur von 53 °C und 

mit 37 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,3% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. 

 

Zur Quantifizierung der Kopienanzahl, mit der die T-DNA von A185 und A200 ins Pappelgenom der 

transgenen Linien integriert wurde, ist jeweils ein Southern Blot mit der Sonde für HPT und NPTII 

durchgeführt worden, das exemplarisch für N 406 abgebildet ist (Abb. 3.103). Die einzelnen Kopienzahlen 

sind in Tab. 3.63 zusammengefasst. Während in N 406-7 eindeutige PCR-Ergebnisse erhalten wurden, 

waren die Banden in den Southern Blots von dieser Sublinie nur sehr schwach erkennbar. Sie lagen über 

den Banden der übrigen Sublinien auf Höhe der Positivkontrollen. 
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Abb. 3.103: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 406 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit SacI restringiert. Die Membran wurde zunächst mit der Digoxigenin-markierte Sonde 

für NPTII hybridisiert, anschließend einem Stripping unterzogen und mit der Sonde für HPT hybridisiert. Die Sonden wurden mit den 

Primern #337 und #338 (HPT) bzw. #317 und #318 (NPTII) synthetisiert. Die Sonden waren 988 bp bzw. 780 bp lang. Als 

Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. Die Banden von N 406-7 lagen auf der Höhe der 

Positivkontrollen A200 bzw. A185 und waren nur schwach erkennbar. 

 

Tab. 3.63: Ermittelte Kopienzahlen in unabhängigen transgenen Linien von N 406 und N 411 

Per Southern Blot-Analyse wurden die Kopienzahlen der T-DNA von A185 und A200 im Pappelgenom quantifiziert. In N 406-7 (mit * 

markiert) wurden nur schwache Banden erhalten, die auf der Höhe der Positivkontrollen lagen. 

Sublinien T-DNA von A185 T-DNA von A200 

N 406-1 1 2-3 

N 406-2 2 3 

N 406-4 2 2 

N 406-5 1 1 

N 406-6 1 1 

N 406-7 1* 1* 

N 411-2 1 1 

N 411-5 1 1 

N 411-7 1 1 

N 411-8 1 1 

N 411-10 1 1 

 

Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden zahlreiche 

Pflanzen von ausgewählten Sublinien von N 406 und N 411 zusammen mit nicht-transgenen 

Kontrollpflanzen ins Gewächshaus überführt und hier kultiviert. Nach neun bzw. sechs Monaten wurde 

die Gesamthöhe der Pappeln von N 406 gemessen. Signifikante Abweichungen (p ≤ 0,05) der Mittelwerte 

wurden dabei nicht festgestellt (Tab. 3.64). 
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Tab. 3.64: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 406 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhe der Pappeln wurden nach neun- bzw. sechsmonatiger Kultivierung erhoben. Eine signifikante 

Mittelwertabweichung (p ≤ 0,05) wurde nicht festgestellt.  

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

9 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 10 239 250 27 
  

N 406-1 7 229 241 27 0,52 nein 

N 406-2 2 256 256 14 0,41 nein 

N 406-4 4 229 239 41 0,71 nein 

N 406-5 8 222 216 25 0,22 nein 

6 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 4 111 116 21 
  

N 406-6 6 115 113 15 0,78 nein 

 

Einen phänotypischen Sonderfall stellte die Linie N 406-7 dar, dessen Pflanzen in der in vitro-Kultur ein 

stark abweichendes Wachstum zeigten. Sie produzierten Kallusgewebe, jedoch keine Wurzeln oder 

Sprosse (Abb. 3.104). Auch auf Thidiazuron-haltigem Medium wurde keine multiple Sprossung 

beobachtet. Klone dieser Sublinie konnten daher nicht ins Gewächshaus überführt werden. Zur 

Überprüfung eines möglichen Positionseffektes wurden mehrfach TAIL-PCRs durchgeführt, die allerdings 

nicht zur Klärung des Integrationsortes führten.  

Per PCR wurden sowohl beide Resistenzgene (Abb. 3.100) als auch beide Zielgene (Abb. 3.102) 

nachgewiesen, allerdings waren die Banden von N 406-7 in den Southern Blots nur sehr schwach 

erkennbar (Abb. 3.103). Die Banden lagen in beiden Southern Blots jeweils auf der Höhe der verwendeten 

Positivkontrollen. Der Phänotyp und die zuvor beschriebenen molekulargenetischen 

Untersuchungsergebnisse resultierten wahrscheinlich aus transienten Agrobakterien, deren DNA 

zusammen mit der Pappel-DNA extrahiert wurde. Die transienten Bakterien vermittelten einen gewissen 

Grad der Resistenz, sodass die Pflanzenzellen auf dem Selektionsmedium nicht abstarben, allerdings 

waren die Pflanzenzellen nicht so vital, dass sie vollständig in unterschiedliche Gewebe differenzierten.  

 

 

Abb. 3.104: Sublinie N 406-7 in der Gewebekultur 

Regenerate der Sublinie N 406-7 zeigten in vitro auf Selektionsmedium mit 

Kanamycin und Hygromycin einen auffälligen Phänotyp. Der Klon 

vermehrte sich als Kallusgewebe. Trotz Thidiazuron-haltigem Medium kam 

es zu keiner multiplen Sprossung. Vermutlich wurde der Phänotyp von 

transienten Agrobakterien ausgelöst. 
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Nach sechs- bzw. achtmonatiger Kultur, am Ende der Vegetationsperiode, wurden die Gesamthöhen der 

Pappeln von N 411 gemessen (Tab. 3.65). Hierbei wurden keine signifikanten Mittelwertabweichungen 

ermittelt. 

 

Tab. 3.65: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 411 im Gewächshaus 

Die Gesamthöhen der Pappeln wurden nach acht- bzw. sechsmonatiger Kultur gemessen. Signifikante Mittelwertabweichungen 

(p ≤ 0,05) wurden nicht beobachtet. 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

8 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 6 190 181 19 
  

N 411-2 6 179 179 33 0,56 nein 

6 Monate Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 7 131 129 25 
  

N 411-5 8 144 146 23 0,35 nein 

N 411-7 9 145 144 20 0,28 nein 

N 411-8 4 131 125 13 1,00 nein 

N 411-10 8 134 138 14 0,79 nein 

 

 

3.3.3 Potri.019G084600 und Potri.007G008600 

Zur parallen Überexpression von Potri.019G084600 und Potri.007G008600 wurde die 

Doppeltransformation N 410 durchgeführt. Als Empfängerorganismus wurde der transgene Klon N 327-4 

verwendet, der zuvor mit dem Vektor A201 transformiert wurde und für die Überexpression von 

Potri.019G084600 und die Hygromycinresistenz HPT zur Selektion kodierte. Diese einfach transgene Linie 

wurde nun zusätzlich mit dem Vektor A194 transformiert, der für die Überexpression von 

Potri.007G008600 und die Kanamycinresistenz NPTII zur Selektion kodierte.  

 

Molekulargenetische Untersuchungen 

Aus der Transformation wurden 14 putativ transgene Sublinien herangezogen. Per PCR und 

anschließender Gelelektrophorese wurde die Anwesenheit der beiden Selektionsmarkers NPTII und HPT 

überprüft. Die Kanamycinresistenz wurde in den Linien N 410-1, -4, -7, -9, -11 und -14 nachgewiesen. Alle 

übrigen acht Linien waren negativ. Die Hygromycinresistenz HPT wurde aufgrund des transgenen 

Empfängermaterials erwartungsgemäß in allen Linien nachgewiesen (Abb. 3.105). 

  



ERGEBNISSE 

 

176 

 

M
ar

k
er

 

N
 4

1
0

-1
 

N
 4

1
0

-2
 

N
 4

1
0

-3
 

N
 4

1
0

-4
 

N
 4

1
0

-5
 

N
 4

1
0

-7
 

N
 4

1
0

-8
 

N
 4

1
0

-9
 

N
 4

1
0

-1
0

 

N
 4

1
0

-1
1

 

N
 4

1
0

-1
2

 

N
 4

1
0

-1
3

 

N
 4

1
0

-1
4

 

N
 4

1
0

-1
5

 

A
1

9
4

 

N
 3

2
7

-4
 

P
1

-W
T

 

H
2
O

 

M
ar

k
er

 







NPTII 



HPT 

Abb. 3.105: Gelelektrophoretischer Nachweis der Selektionsmarker NPTII und HPT 

Die PCRs wurden mit den Primern #343 und #344 zum Nachweis von NPTII sowie #337 und #338 zum Nachweis von HPT 

durchgeführt. Die Annealing-Temperatur in den PCRs lag bei 62 °C (NPTII) bzw. 58 °C (HPT). Es wurden 37 Amplifikationszyklen 

absolviert. Die Elektrophorese wurde mit einem 1,3% Agarose-TBE-Gel durchgeführt. In sechs der Sublinien wurde das Kanamycin-

Resistenzgen nachgewiesen. Da das Empfängermaterial über das Hygromycin-Resistenzgen verfühte, wurde es in allen getesteten 

Sublinien detektiert. 

 

Alle Sublinien wurden anschließend auf die Anwesenheit des Zielgens Potri.007G008600 überprüft. 

Hierfür wurde eine PCR mit dem Primerpaar #1448 und #1361 durchgeführt und die PCR-Produkte 

gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 3.106). In N 410-1, -4, -7, -9, -11 und -14 konnte das Zielgen 

amplifiziert werden, was dem Testergebnis für den Resistenzmarker NPTII entspricht. In allen weiteren 

Sublinien wurde das Zielgen nicht nachgewiesen. Da die Hygromycinresistenz zuvor in allen getesteten 

Linien detektiert wurde, wurde davon ausgegangen, dass das Empfängermaterial auch das zweite Zielgen 

Potri.019G084600 enthielt. 
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Abb. 3.106: Gelelektrophoretischer Nachweis des Zielgens Potri.007G008600 

Die PCR wurde mit den Primern #1448 und #1361 bei einer Annealing-Temperatur von 53 °C, mit einer Elongationszeit von 1:40 

min und mit 37 Amplifikationszyklen durchgeführt. 5 µL der PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agarose-TBE-Gel aufgetrennt. 

Sechs Sublinien enthielten das Zielgen und waren somit doppeltransgen. 

 

Durch die Verwendung des Klons N 327-4 als Ausgangsmaterial für die Transformation enthielten alle 

Sublinien von N 410 eine Kopie der T-DNA von A201. Per Southern Blot mit der Kanamycinresistenz-

Sonde wurden die Kopienzahlen quantifiziert, mit der die T-DNA von A194 in den einzelnen Sublinien von 
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N 410 vorlag (Abb. 3.107): Die Sublinien N 410-1, -4, -7, -9, -11 und -14 enthielten jeweils eine Kopie der 

T-DNA. N 410-15 war entsprechend den PCR-Ergebnissen nicht doppeltransgen. 
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Abb. 3.107: Southern Blot zur Quantifizierung der Kopienanzahl in N 410 

Die DNA für dieses Southern Blot wurde mit EcoRI restringiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde band im Markergen NPTII und 

wurde mit den Primern #317 und #318 synthetisiert. Die Sonde ist 780 bp lang. Als Fragmentlängenmarker wurde der DIG-Marker 

II (Fa. Roche, Mannheim) verwendet. In sechs Sublinien wurde jeweils eine Kopie der T-DNA von A194 nachgewiesen. 

 

Phänotypisierung 

Zur Analyse der Pflanzen unter naturnahen Bedingungen außerhalb der Gewebekultur wurden zahlreiche 

Pflanzen von ausgewählten Sublinien in zwei Chargen zusammen mit nicht-transgenen Kontrollpflanzen 

ins Gewächshaus überführt und hier kultiviert. Da die Überführung im Winterhalbjahr vorgenommen 

wurde, erfuhren die Pappeln keine Unterbrechung ihrer Vegetationsperiode. Nach 46- bzw. 37-wöchiger 

Kultivierung wurde die Gesamthöhe der Pappeln gemessen. Der Mittelwertvergleich ergab, dass N 410-1 

nach 37 Wochen signifikant größer war (p = 0,03), allerdings nicht in der Messreihe der für 46 Wochen 

kultivierten Pappeln. Alle weiteren Sublinien von N 410 hatten keine signifikanten 

Mittelwertabweichungen (Tab. 3.66, Abb. 3.108). 

 

Tab. 3.66: Zusammenfassung der Höhenmessungen von transgenen Pflanzen der Linie N 410 im Gewächshaus 

Transgene Pappeln der Linie N 410 wurden in zwei Chargen ins Gewächshaus überführt. Ihre Gesamthöhen wurden nach 46 bzw. 37 

Wochen Kultivierung erhoben. Signifikant größer waren die Pflanzen der Linie N 410-1 nach 37 Wochen Kultivierung (p = 0,03). 

Linie Anzahl 
Mittelwert 

[cm] 

Median 

[cm] 

Standard-

abweichung [cm] 
p Signifikanz 

46 Wochen Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 10 227 231 28 
  

N 410-1 7 250 264 23 0,10 nein 

N 410-4 6 203 213 40 0,27 nein 

N 410-7 8 232 234 11 0,65 nein 

N 410-9 7 223 231 23 0,76 nein 

N 410-11 8 222 225 21 0,65 nein 

37 Wochen Kultur, eine Vegetationsperiode 

Kontrollen 7 188 225 50 
  

N 410-1 4 246 252 13 0,03 ja, signifikant größer 

N 410-4 4 226 237 23 0,15 nein 

N 410-7 9 208 216 29 0,40 nein 

N 410-9 7 199 199 23 0,64 nein 

N 410-12 5 169 167 17 0,43 nein 
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Abb. 3.108: Mittelwertvergleich der Gesamthöhenmessungen von N 410 

Die signifikante Mittelwertabweichung von N 410-1 nach 37-wöchiger Kultivierung ist mit * markiert (p = 0,03). Die 

Fehlerindikatoren geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an. 

 

0

50

100

150

200

250

300
G

e
sa

m
th

ö
h

e
 [

cm
] 

Sublinien 

* 

46 Wochen Kultur 37 Wochen Kultur 



DISKUSSION 

 

179 

 

 

4 Diskussion 

 

4.1 Zielsetzung 

Als schnellwachsende Baumarten sind Pappeln von besonderem Interesse für die Produktion von 

nachwachsenden Rohstoffen. Das Potential der Pappelklone, die derzeit zur kommerziellen Kultivierung 

auf Kurzumtriebsplantagen eingesetzt werden, ist in Bezug auf ihre Biomassebildung noch nicht 

ausgeschöpft. Insbesondere auf Grenzertragsstandorten haben Pappelklone mit optimierter 

Biomasseproduktion Vorteile. 

Zur Optimierung wurden sieben Kandidatengene ausgewählt, von denen die zwei Transkriptionsfaktoren 

SOC1 und FUL bereits von Melzer et al. (2008) in A. thaliana modifiziert wurden. Durch den parallelen 

Knockout der beiden Gene, die in der Blühzeitpunktregulation die Transition von vegetativer zu 

reproduktiver Meristemidentität induzieren (Demura & Ye 2010), ließ sich in A. thaliana das sekundäre 

Dickenwachstum inklusive Holzbildung initiieren. Fünf weitere Kandidatengene wurden bei 

Transkriptomanalysen des sich entwickelnden Xylems zweier Pappelklone identifiziert. Per 

Agrobacterium-vermittelter Transformation wurden die Kandidatengene in den Pappelklonen P1 

(P. × canescens) bzw. Esch5 (P. tremula × P. tremuloides) überexprimiert und/oder herabreguliert.  

Die erzeugten, transgenen Pappeln wurden daraufhin untersucht, ob die Hemmung von SOC1 und FUL in 

Übereinstimmung zu Melzer et al. (2008) zu verstärkter Biomassebildung führte und ob bei 

Überexpression von SOC1 und FUL eine reduzierte Biomassebildung zu beobachten war. In Bezug auf die 

fünf weiteren, nur teilweise charakterisierten, Kandidatengene wurde ihr grundsätzlicher Einfluss auf die 

Biomassebildung in der Pappel untersucht.  

 

4.2 Phänotypenänderungen durch genetische Transformationen 

von Xylem-exprimierten Kandidatengenen 

Aus Transkriptomanalysen, die mit Kambiumgewebe des P. tremula × P. tremuloides-Klons Esch5 und 

eines P. trichocarpa-Klons durchgeführt wurden (Kersten et al., Thünen-Institut für Forstgenetik, 

unpubliziert; Leplé et al., INRA Orléans, unpubliziert), wurden fünf Kandidatengene ausgewählt. Unter den 

Kandidatengenen befanden sich auch drei Transkriptionsfaktoren, die ausgewählt wurden, weil 

zahlreiche Transkriptionsfaktoren bei der Regulation der Biomasseproduktion beteiligt sind, vor allem die 
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NAC- und MYB-Transkriptionsfaktoren (Zhong et al. 2008, Zhong et al. 2011). Darüber hinaus bestand bei 

der direkten genetischen Veränderungen von Genen der Biomasse-Synthesewege das Risiko von starken 

pleiotropen Effekten, sodass auf regulative Gene zurückgegriffen wurde. 

Die fünf Kandidatengene wurden per Agrobacterium-vermittelten Transformationen im P. × canescens-

Klon P1 modifiziert. Mit diesen Ansätzen sollte die Hypothese überprüft werden, dass die Überexpression 

oder die Herunterregulierung von Genen, die jeweils in der Blüte und dem sich entwicklendem Xylem 

oder in den Wurzeln und dem sich entwickelndem Xylem parallel exprimiert wurden, zu Veränderungen 

in der Biomasse der Pappel führen. Die aus den Transformationen herangezogenen Pappeln hatten ein 

heterogenes Erscheinungsbild; mehrere Phänotypen mit signifikanten Änderungen wurden identifiziert. 

Die Modifikationen der fünf Zielgene werden nachfolgend im Einzelnen diskutiert. 

 

4.2.1 Potri.007G008600 

Für Potri.007G008600 lagen keine funktionellen Annotierungen in der Datenbank-Sequenz von 

P. trichocarpa vor (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 30.01.2016). Das Gen wurde allerdings stark 

in den weiblichen und männlichen Kätzchen, sowie dem Xylem exprimiert 

(http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi, Zugriff am 10.02.2016). Durch die BLAST-Analyse der 

genomischen Sequenz von Potri.007G008600 auf http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Zugriff am 

28.06.2016) wurden ein Transkriptionsfaktor-ähnliches Protein in Theobroma cacao L. mit 79% 

Sequenzidentität sowie ein MYB-Transkriptionsfaktor-ähnliches Protein in P. euphratica mit 74% 

Sequenzidentität ermittelt. Diese beiden Funde legten nahe, dass es sich bei Potri.007G008600 um einen 

Transkriptionsfaktor handeln könnte, möglicherweise sogar einen der MYB-Transkriptionsfaktoren, von 

denen einige an der Regulation der Biomassebildung beteiligt sind (Zhong et al. 2008, Zhong et al. 2011). 

Die genetischen Modifikationen führten nur in wenigen Einzelfällen zu signifikanten 

Phänotypänderungen, die allerdings nicht einheitlich waren, da größere und kleinere Individuen 

identifiziert wurden. Dies wurde vor allem nach der zweiten Vegetationsperiode beobachtet, sodass hier 

wahrscheinlich Kultureffekte maßgebend waren und nicht die genetischen Veränderungen. Die genetische 

Veränderung von Potri.007G008600 scheint daher nicht für eine angestrebte Biomassesteigerung sinnvoll 

zu sein. 

 

4.2.2 Potri.002G034400 

Während die Überexpression von Potri.002G034400 keine besonderen Phänotypen auslöste, führte die 

Herunterregulierung dieses Zielgens in mehreren Linien zu veränderten Phänotypen: Hierbei wurden 

sowohl signifikant größere, als auch signifikant kleinere Pappeln ermittelt. Das Gen Potri.002G034400 

wurde zunächst aufgrund der identifizierten DNA-Bindedomäne als Transkriptionsregulator vermutet, 

allerdings wurde es später in der Datenbanksequenz von P. trichocarpa als PCBER1 annotiert 

(https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 30.01.2016). Dabei handelte es sich um die 

Phenylcumaranbenzylether-Reduktase (PCBER), ein wichtiges Enzym des pflanzlichen 

Sekundärmetabolismus, das in der Biosynthese von 8-5‘-verknüpften Neolignan beteiligt ist (Nuoendagula 

et al. 2016). Lignane sind Phenylpropanoid-abgeleitete Sekundärmetabolite, die in Gefäßpflanzen weit 

verbreitet (Umezawa 2003) und wahrscheinlich in der Abwehr von biotischen Pathogenen sowie bei der 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://phytozome.jgi.doe.gov/
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Wachstumsregulation beteiligt sind (Saguez et al. 2013, Nuoendagula et al. 2016). PCBER wird nach 

Vander Mijnsbrugge et al. (2000 a) vor allem im Xylem und den Wurzeln exprimiert, während die Analyse 

des Gens im eFP-Browser eine Expression in den Kätzchen und dem Xylem, allerdings nicht in den 

Wurzeln, darlegte (http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi, Zugriff am 10.02.2016). Das 

Protein ist in allen Zellen des sich entwickelnden Xylems vorhanden, dementsprechend in den Regionen 

der Lignifizierung (Vander Mijnsbrugge et al. 2000 a). Nach Gang et al. (1999) ist PCBER sogar das 

häufigste Protein im sekundären Xylem der Pappelart P. trichocarpa.  

Bei PCBER handelt es sich um eine komplexe Enzymgruppe. Durch ihre Vernetzung in verschiedenen 

Stoffwechselwegen, verschiedene Substrate (Gang et al. 1999) und vielfältige Funktionen der Lignane als 

Reaktionsprodukte sind wahrscheinlich viele regulative Faktoren beteiligt. Allein in A. thaliana existieren 

schon sechs Gene, die in anderen Pflanzenarten beschriebenen PCBER-Genen ähneln, wenn auch lediglich 

eins davon als AtPCBER1 annotiert wurde. Im Datenbankgenom von P. trichocarpa wurden inklusive dem 

verwendeten Zielgen zehn Homologe gefunden: PCBER1 (Potri.002G034400), PCBER2 

(Potri.009G118300), PCBERp2 (Potri.007G123700), PCBER3 (Potri.009G118100), PCBERp4 

(Potri.001G133300), PCBER5 (Potri.007G036500), PCBERp5 (Potri.001G133200), PCBERp6 

(Potri.009G118000), PCBER7 (Potri.005G228700), PCBERp8 (Potri.003G100200) (Stichwortsuche 

„PCBER“, https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!results?search=0&crown=1&star=1&method= 

3252&searchText=PCBER&offset=0, Zugriff am 24.05.2016). Nach der in Tuskan et al. (2006) 

dargestellten Genomstruktur weisen die beteiligten Chromosomen 1, 2, 3, 5, 7 und 9 untereinander 

homologe Sequenzbereiche auf, sodass davon ausgegangen werden kann, dass zum einen die große 

Anzahl der PCBER-Paraloge auf die Genomduplikationen zurückgeht und die Gene von gemeinsamen 

Vorfahren abstammen. Die genaue Funktion von PCBER ist trotz des hohen Vorkommens im Xylem jedoch 

bislang unklar (Vander Mijnsbrugge et al. 2000 b). Während Niculaes et al. (2014) annehmen, dass PCBER 

die Pflanze durch die Produktion von Antioxidantien gegen oxidative Schäden schützt, wird auch ein 

Bezug von PCBER zur Holzbildung vermutet (Vander Mijnsbrugge et al. 2000 a, Nuoendagula et al. 2016).  

Die beiden pflanzlichen Stoffgruppen Lignan und Lignin haben keine funktionelle Gemeinsamkeit. Ein 

Zusammenhang besteht dennoch darin, dass ihr Ausgangsedukt Phenylpropanoid-Monomere sind. 

Denkbar ist, dass die unterschiedlichen Stoffwechselwege, die von Phenylpropanoiden abgeleitet sind, 

untereinander im regulativen Gleichgewicht stehen. Durch genetische Transformationen zur 

Überexpression und zum Knockdown könnte dies beeinflusst werden, sodass die Systeme in Konkurrenz 

zueinander geraten könnten. 

Die Überexpression des Zielgens Potri.002G034400 könnte demnach zu reduzierter Ligninsynthese 

führen, da das überexprimierte PCBER überproportional Ausgangsedukte verbraucht und sie somit den 

Enzymen der Ligninsynthese vorenthalten werden könnten. Nach Boerjan et al. (2003) führte allerdings 

der Knockdown von PCBER zu reduziertem Ligningehalt, wobei die Rolle von PCBER in der Holzbildung 

bislang nicht geklärt ist. Obwohl in der Überexpressionslinie N 282-3 der Ligningehalt durchschnittlich 

um 0,1% höher war, wurde in dieser untersuchten Linie keine signifikante Abweichung erreicht. 

Tatsächlich waren die transgenen Linien von N 282, in denen Potri.002G034400 überexprimiert wurde, 

etwas kleiner, bei N 282-6 nach einer Vegetationsperiode auch signifikant. 

http://bar.utoronto.ca/efppop/cgi-bin/efpWeb.cgi
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!results?search=0&crown=1&star=1&method=3252&searchText=PCBER&offset=0
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!results?search=0&crown=1&star=1&method=3252&searchText=PCBER&offset=0
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Die Transformationslinie N 369 zum Knockdown von Potri.002G034400 brachte viele größere Sublinien 

hervor. Der Knockdown von PCBER könnte bewirken, dass diese Enzymgruppe weniger Phenylpropanoid-

Monomere verbrauchen, wodurch mehr Ausgangssubstrat für die Enzyme des Ligninsynthese-Pathways 

zur Verfügung steht. Die erzeugte Biomasse wies im Durchschnitt 0,1% weniger (N 369-1) bzw. 0,7% 

mehr (N 369-4) Lignin als in den Wildtyp-Kontrollen auf, wobei ein signifikantes Niveau nicht erreicht 

wurde. Zweiteres entspricht den oben geschilderten Beobachtungen von Boerjan et al. (2003). Insgesamt 

sind die Abweichungen in der Wuchshöhe nicht konsistent signifikant. Dennoch könnte PCBER als 

interessantes Kandidatengen für die Beeinflussung der Biomassebildung in der Pappel dienen.  

Die Sublinie N 369-10 war deutlich kleiner im Vergleich zu den übrigen Sublinien der Linie N 369, die 

allesamt größer, größtenteils auch signifikant größer, als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen waren. 

Hier könnte ein Positionseffekt ursächlich gewesen sein. Positionseffekte treten in gentechnisch 

veränderten Pappeln selten auf, weil einzelne Allelveränderungen in dem diploiden Organismus häufig 

vom zweiten Allel abgedeckt werden können (Busov et al. 2010). Per TAIL-PCR wurde Chromosom 2 als 

Integrationsort in N 369-10 ermittelt. Hier lag die T-DNA im 5’ UTR-Bereich von Potri.002G056500. Es 

kodierte für ein nicht annotiertes Protein, dessen Funktion aufgrund der identifizierten Domänen 

wahrscheinlich in der Zellabwehr anzusiedeln ist. Auch homologe Gene in der Pappel oder anderen Arten 

wie Salix purpurea L. oder Malus × domestica BORKH. waren nicht annotiert 

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!gene?search=1&detail=1&method=3252&searchText=tr

anscriptid:27024584, Zugriff am 26.05.2016). Potri.002G056500 beinhaltete eine funktionelle 

NPR1/NIM1-Domäne, die für die systematische Pflanzenabwehr von Relevanz ist. Die Überexpression von 

einem NPR1-Homolog, das diese Domäne trägt, führte in A. thaliana zu kleinwüchsigen Pflanzen (Chern et 

al. 2005). Hier wurde dieser Effekt auf eine erhöhte Lichtsensitivität zurückgeführt. Im betroffenen 5’ UTR 

können regulative Elemente liegen, die die Expression des Gens beeinflussen (Graw 2005), z. B. 

Repressoren. Die Störung dieses Bereichs durch die Integration der T-DNA könnte eine Überexpression 

von Potri.002G056500 bewirkt haben, woraufhin das Pflanzenwachstum signifikant reduziert war. 

 

4.2.3 Potri.019G084600 

Mit Überexpressions- und Knockdown-Ansätzen wurde Potri.019G084600 im P. × canescens-Klon P1 

genetisch modifiziert. Die aus den Transformationen herangezogenen Pappeln waren insgesamt nicht 

signifikant abweichend von den nicht-transgenen Pflanzen. Das Gen Potri.019G084600 war mit einer 

funktionellen NIPA-Domäne von Magnesiumtransportern annotiert (https://phytozome.jgi.doe.gov, 

Zugriff am 30.01.2016). Magnesium ist als Zentralion des Chlorophylls essentiell für die Struktur und 

Funktion des Light Harvesting Complex II in der Photosynthese (Taiz & Zeiger 2000). Auch in der Ribulose-

1,5-bisphosphatcarboxylase/-oxygenase (RubisCO) ist Magnesium Teil des aktiven Zentrums. Zudem 

dient Magnesium als Co-Substrat vieler ATP-verbrauchender Prozesse (Taiz & Zeiger 2000). Eine 

Veränderung aller Gene für den Magnesiumtransport würde wahrscheinlich einen massiven Eingriff in 

den pflanzlichen Stoffwechsel darstellen. Es ist davon auszugehen, dass die Beeinflussung nur eines 

Magnesiumtransporters nicht zu einem auffälligen Phänotyp mit möglicherweise hellen Blattbereichen 

führte, wie dies bei Magnesiummangel auftritt (Taiz & Zeiger 2000), da andere Transportsysteme 

weiterhin aktiv blieben. Zehn Proteine, denen vier unterschiedliche Gene zugrunde liegen, wurden in der 

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!gene?search=1&detail=1&method=3252&searchText=transcriptid:27024584
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!gene?search=1&detail=1&method=3252&searchText=transcriptid:27024584
https://phytozome.jgi.doe.gov/
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Datenbanksequenz von P. trichocarpa identifiziert, die mehr als 60% Sequenzähnlichkeit zu 

Potri.019G084600 aufwiesen (Abb. 4.1). In allen zehn Genen, die alle auf den Chromosomen 1, 3, 13 oder 

19 lokalisiert waren, lag eine annotierte Magnesiumtransporterdomäne vor. Dies ist in sofern interessant, 

dass die Chromosomen 1 und 3 sowie 13 und 19 nach Tuskan et al. (2006) homologe Bereiche aufweisen. 

Durch die Genomduplikationen der Pappel vermehrte sich daher auch die Zahl dieser 

Magnesiumtransporter. Die Modifikation dieses Gens scheint nach den erhaltenen Erkenntnissen nicht für 

die Biomasse-Steigerung in der Pappel sinnvoll einsetzbar zu sein. 

 

 

Abb. 4.1: Homologe Proteine von Potri.019G084600 

Insgesamt zehn Proteine wurden identifiziert, die der Proteinsequenz von Potri.019G084600 in mehr als 60% übereinstimmten 

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!gene?search=1&detail=1&crown&method=0&searchText=transcriptid:27025654, 

Zugriff am 25.05.2016). Alle diese Gene beinhalteten eine funktionelle NIPA-Domäne, die für Magnesiumtransporter charakteristisch 

ist. Von links nach rechts sind aufgeführt: Genbezeichnung, Score, prozentuale Sequenzidentität und die Verteilung der identischen 

Bereiche. 

 

4.2.4 Potri.005G123800 

Bei Potri.005G123800 handelte es sich um einen GRAS-Transkriptionsfaktor, der als SCL7 in der 

Datenbanksequenz von P. trichocarpa annotiert wurde (https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 

30.01.2016). Die in dieser Studie durchgeführten genetischen Veränderungen zur Überexpression von 

Potri.005G123800 führten nur in einer Linie zu signifikanten Änderungen der Pflanzenhöhe. Sechs 

überprüfte Pappeln, die im Höhenwachstum nicht signifikant abweichend waren, enthielten allerdings 

durchschnittlich signifikant mehr Cellulose als die nicht-transgenen Kontrollpflanzen. Andere 

phänotypische Abweichungen wurden nicht beobachtet. Ein Zusammenhang der Abweichungen zum 

transformierten Zielgen konnte nicht ausgemacht werden.  

Bei Bildung der sekundären Zellwand sind zahlreiche Transkriptionsfaktoren regulativ beteiligt, vor allem 

NAC- und MYB-Transkriptionsfaktoren (Zhong et al. 2008). Während die Synthese der sekundären 

Zellwand bereits detailliert beschrieben wurde, ist wenig über die transkriptionellen 

Regulationsmechanismen bekannt (Zhong et al. 2008). In Ma et al. (2010) wurde beschrieben, wie SCL7 

aus P. euphratica (PeSCL7) in A. thaliana transformiert wurde. SCL7 wurde darin die Vermittlung von Salz- 

und Trockenstresstoleranz zugeschrieben, die dann in A. thaliana ausgeprägt wurden. PeSCL7 wurde 

deswegen als ein mögliches Kandidatengen für Trockenheits- oder Salz-tolerante Bäume vorgeschlagen. 

Interessant wäre es, die produzierten überexprimierenden Linien von N 329 und N 340 auf Trockenheits- 

und Salztoleranz zu testen, um den Einfluss der Überexpression von Potri.005G123800 zu prüfen. 

 

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!gene?search=1&detail=1&crown&method=0&searchText=transcriptid:27025654
https://phytozome.jgi.doe.gov/
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4.2.5 Potri.002G223100  

Das Gen Potri.002G223100 war in der Datenbank-Sequenz von P. trichocarpa völlig unbeschrieben 

(https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 30.01.2016). Es konnten keine homologen Proteine ermittelt 

werden (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!gene?search=1&detail=1&method=3252& 

searchText=transcriptid:27020605, Zugriff am 25.05.16). Ähnlichkeiten von Potri.002G223100 wurden 

zum Pappelgen Potri.014G162800 und zu den Weidengenen SapurV1A.0014s0790 und 

SapurV1A.0054s0070 festgestellt (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!showCluster?search= 

1&detail=0&method=5037&searchText=clusterid:65281398, Zugriff am 25.05.16). Nach Tuskan et al. 

(2006) liegen auf den Chromosomen 2 und 14 durch die salicoide Genomduplikation homologe 

Sequenzbereiche vor. Bei den beiden genannten Pappelgenen handelte es sich daher wahrscheinlich um 

paraloge Gene. Allerdings lagen auch für das Paralog Potri.014G162800 keine funktionellen Annotationen 

in der Datenbanksequenz vor, ebenfalls nicht für die beiden Orthologe aus der Weide Salix purpurea 

(https://phytozome.jgi.doe.gov, Zugriff am 25.05.16). Mit einem BLAST der genomischen Sequenzen von 

Potri.002G223100 auf http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi wurden darüber hinaus keine 

pappelfremden Sequenzen gefunden. Allerdings wurden drei Pappel-ESTs mit einer Sequenzähnlichkeit 

zwischen 80 und 98% ermittelt, die aus opposite wood von durch Trockenheit stark gestressten Pappeln 

stammen (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Zugriff am 28.06.2016).  

Bei zwei Überexpressionsansätzen im P. × canescens-Klon P1 mit diesem Zielgen wurden keine transgenen 

Pflanzen erhalten. Möglicherweise waren die Pflanzenregenerate bei Überexpression von 

Potri.002G223100 nicht überlebensfähig. Die mit Potri.002G223100 durchgeführten 

Doppeltransformationen brachten allerdings transgene Sublinien hervor (siehe Abschnitt 4.2.6 

Doppeltransformationen). 

Die Ansätze zur Herunterregulierung von Potri.002G223100 spiegelten kein eindeutiges Bild wider. In 

zwei unabhängigen Sublinien einer Transformation wurden signifikant kleinere Pappeln beobachtet, die 

zudem einen signifikant erhöhten Proteinanteil hatten. Als Integrationsorte wurden ausschließlich Loci 

ohne funktionelle Annotierungen ermittelt, sodass ein Positionseffekt unwahrscheinlich war. Aus einer 

weiteren Transformation entstanden elf Sublinien, von denen jeweils eine signifikant größer und 

signifikant kleiner war. Die übrigen neun Sublinien waren allerdings unverändert. Durch die fehlende 

funktionelle Charakterisierung des Zielgens war es schwierig, die Ergebnisse auf die Transformation von 

Potri.002G223100 zurückzuführen. Möglicherweise handelte es sich eher um Kultureffekte, die in den 

Knockdown-Ansätzen zu einem unterschiedlichen Höhenwachstum der Sublinien führten. Durch das 

inhomogene Erscheinungsbild ließ sich zudem keine funktionelle Charakterisierung des Gens vornehmen.  

Die dargestellten Als Kandidatengen für die Pappelzüchtung zur Biomassesteigerung ist das Gen 

Potri.002G223100 nicht empfehlenswert. 

 

4.2.6 Doppeltransformationen 

Die fünf Doppeltransformationen wurden durchgeführt, um Hinweise auf mögliche Kombinationseffekte 

zu erhalten, wobei aus Kapazitätsgründen nicht alle möglichen Kombinationen getestet werden konnten. 

Für die Transformationen wurden unterschiedliche Selektionsmarker benötigt, was die Auswahl auf drei 

Kombinationen eingrenzte. Zusätzlich war die Durchführung zeitlich limitiert, da neben Ansätzen mit zwei 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!gene?search=1&detail=1&method=3252& searchText=transcriptid:27020605
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!gene?search=1&detail=1&method=3252& searchText=transcriptid:27020605
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!showCluster?search=1&detail=0&method=5037&searchText=clusterid:65281398
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!showCluster?search=1&detail=0&method=5037&searchText=clusterid:65281398
https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Transformationsvektoren auch Transformationen mit transgenem Spendermaterial durchgeführt werden 

sollten. Auch musste das Empfängermaterial bereits auf seinen transgenen Status untersucht worden sein.  

Bis auf eine Linie, die nach der Regeneration nicht in Sprosse, Blätter und Wurzeln differenzierte, sondern 

als Kallus weiterwuchs, was wahrscheinlich auf transiente Agrobakterien zurückzuführen war, wurden 

nur zwei Sublinien mit signifikant abweichender Pflanzenhöhe (p ≤ 0,05) beobachtet. Die Abweichungen 

traten allerdings nicht innerhalb einer gesamten transgenen Transformationslinie auf, sodass sie 

möglicherweise auch auf Kultivierungseffekte zurückzuführen sein könnten. 

Die Überexpression von Potri.002G034400 und Potri.007G008600 führte zu einer Sublinie mit signifikant 

kleinerer Pflanzenhöhe (p = 0,05), zudem waren die Pappeln eine weitere Sublinie tendenziell kleiner 

(p = 0,10) als die nicht-transgenen Kontrollen. Die übrigen sechs Sublinien entwickelten sich während der 

Kultivierung im Gewächshaus nicht abweichend von den Kontrollpflanzen. Auch bei den 

Einzeltransformationen von Potri.002G034400 wurden signifikant kleinere Sublinien beobachtet, 

während die Einzeltransformanten von Potri.007G008600 bezüglich der Pflanzenhöhe nach 

Gewächshauskultivierung und der Biomassezusammensetzung keine Abweichungen von den nicht-

transgenen Kontrollen zeigten. 

Während aus den Einzeltransformationen zur Überexpression von Potri.002G223100 keine transgenen 

Regenerate herangezogen werden konnten, wurden in der Kombination mit Potri.002G034400 vitale 

transgene Sublinien erhalten. Die Pappeln zeigten allerdings während der Kultivierung im Gewächshaus 

keine signifikanten Abweichungen in der Pflanzenhöhe (p ≥ 0,22).  

Die Kombination zur Überexpression von Potri.019G084600 und Potri.007G008600 führte in einer 

Sublinie zu signifikant größeren Pappeln (p = 0,03). Konsistente Phänotypänderungen über alle Sublinien 

dieser Transformation hinweg wurden allerdings nicht festgestellt, was den Beobachtungen aus den 

einzeltransgenen Ansätzen entspricht. In den beiden einzelnen Transformationsansätzen wurden keine 

konsistenten Veränderungen beobachtet. 

Insgesamt konnten durch die Doppeltransformationen keine Effekte auf den Phänotyp und das 

Wuchsverhalten der Pappeln im Gewächshaus festgestellt werden, die die einzeltransgenen Linien nicht 

zeigten. Keine der durchgeführten Kombinationen eignen sich als Ansätze für die züchterische 

Optimierung der Pappeln. 

 

4.2.7 Fazit und Einordnung 

Die einfache Transformation von Genen, die im Transkriptom von sich entwickelndem Xylem identifiziert 

wurden, führt nicht zwangsläufig zu Änderungen im Phänotyp oder zu einer Biomassesteigerung. Die 

Auswahl von Genen, deren Einfluss auf die Biomassebildung naheliegt, beispielsweise bei PCBER, ist 

jedoch vielversprechend. Schwierig gestaltet sich dann allerdings die Konstruktion der 

Transformationsvektoren zur Herunterregulierung der Zielgene in der Pappel, da in dieser 

Pflanzengattung, wie zuvor beschrieben, viele Gene in multiplen Kopien vorliegen. 

Die Verwendung von Transkriptionsfaktoren scheint dennoch großes Potential zu bergen. Bei der 

Modifikation von Transkriptionsfaktoren anstelle von katalytischen Genen in den Biomasse-

Synthesewegen ist von Vorteil, dass regulative Elemente verändert werden, anstatt diese 

nachgeschalteten Gene direkt zu modifizieren. Die Modifikation von katalytischen Genen könnte viele 
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pleiotrope Effekte auslösen. Unter den Kandidatengenen befanden sich drei Transkriptionsfaktoren, die 

ausgewählt wurden, weil zahlreiche Transkriptionsfaktoren bei der Regulation der Biomasseproduktion 

beteiligt sind, vor allem die NAC- und MYB-Transkriptionsfaktoren (Zhong et al. 2008, Zhong et al. 2011). 

Besonders intensiv wurden die beiden Gengruppen im Modellorganismus A. thaliana erforscht. Als 

entscheidende Regulatoren bei der Bildung der sekundären Zellwand wurden die beiden NAC SECONDARY 

WALL THICKENING PROMOTING FACTOR-Gene NST1 und NST2 identifiziert. Ihr Knockout führte zum 

Verlust der sekundären Zellwandverdickung, während ihre Überexpression die sekundäre 

Zellwandbildung in normalerweise nicht verholzenden Parenchymzellen auslöste und die Expression der 

in der Biosynthese beteiligten Gene heraufregulierte (Mitsuda et al. 2005, Zhong & Ye 2007). Der in 

P. trichocarpa exprimierte NAC-Transkriptionsfaktor PtrWND2B wurde von Zhong et al. (2011) 

reprimiert, was zur Reduktion der sekundären Zellwandverdickung führte. Entsprechend den 

Ergebnissen aus A. thaliana löste die Überexpression dieses Pappelgens ebenfalls sekundäre 

Zellwandbildung in den Parenchymzellen der Blätter aus. Zudem wurden in den transgenen Pappeln die 

Gene für die Synthese der Holzbestandteile induziert.  

Den NAC-Transkriptionsfaktoren sind eine Reihe weiterer regulativer Gene nachgeschaltet, zu denen viele 

MYB-Transkriptionsfaktoren gehören (McCarthy et al. 2010). So werden z. B. die Expression von PtrMYB3 

und PtrMYB20 in P. trichocarpa vom vorgenannten Faktor PtrWND2 reguliert. Ihre Überexpression 

aktivierte in Zellen der Blattepidermis von A. thaliana die Synthesewege für Cellulose, Xylan und Lignin 

(McCarthy et al. 2010), sodass sie als Transkriptionsaktivatoren anzusehen sind (Zhao & Dixon 2011). In 

der Pappel selbst wurden Effekte von Legay et al. (2010) nachgewiesen: Hier wurde der 

Transkriptionsfaktor EgMYB1 aus Eucalyptus grandis W.HILL in Pappeln überexprimiert, was u. a. zu 

reduzierten Verdickung der sekundären Zellwand führte. EgMYB1 wurde daher als Repressor der 

sekundären Zellwandbildung identifiziert.  

Auch bei den anderen Schritten der Holzbildung, nämlich Zellteilung, Zellvergrößerung und 

programmiertem Zelltod, sind weitere regulative Mechanismen und Transkriptionsfaktoren beteiligt. Die 

Aktivität des Sprossapikalmeristems und des vaskulären Kambiums wird beispielsweise von KNOX 

Homöobox-Genen reguliert (Du & Groover 2010), wobei die Aktivität des vaskulären Kambiums auch 

durch Phytohormone wie Cytokinine (Demura & Ye 2010) und Auxine reguliert wird (Groover et al. 

2010). Der Einfluss von Gibberellin wurde in Pappeln nachgewiesen, die die GA20-Oxidase 

überexprimieren: Durch den erhöhten Gibberellin-Spiegel wurde die Zellvergrößerung gesteigert 

(Mauriat & Moritz 2009). Der programmierte Zelltod wird wiederum maßgeblich von 

Transkriptionsfaktoren, darunter Vertreter der bereits erwähnten NAC-Gruppe, ausgelöst (Zhang et al. 

2011). 

Genetisch modifizierte Transkriptionsfaktoren werden auch in transgenen Hybridpappeln (P. tremula × 

P. tremuloides, Klon T89) genutzt, die derzeit in einem Freisetzungsversuch in Schweden erprobt werden. 

Die Zielsetzung dieses Freisetzungsversuchs eines kommerziellen Unternehmens ist die 

Biomassesteigerung unter Verwendung von acht genetisch modifizierten Transkriptionsfaktoren, die 

allerdings nicht öffentlich publiziert wurden (http://gmoinfo.jrc.ec.europa.eu/gmp_report.aspx? 

CurNot=B/SE/15/11847, Zugriff am 29.06.2016).  

http://gmoinfo.jrc.ec.europa.eu/gmp_report.aspx?CurNot=B/SE/15/11847
http://gmoinfo.jrc.ec.europa.eu/gmp_report.aspx?CurNot=B/SE/15/11847
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Bei einem weiteren Feldversuch in Polen mit genetisch veränderten Pappeln (P. tremula × P. tremuloides, 

P. trichocarpa) und dem Ziel der Veränderung der Biomasseproduktion wurden die verwendeten Gene 

ebenfalls öffentlich nicht näher definiert (https://gmoinfo.jrc.ec.europa.eu/gmp_report.aspx? 

CurNot=B/PL/14/02-13, Zugriff am 29.06.2016). 

 

4.3 Genetische Veränderungen von SOC1 und FUL 

Die beiden MADS Box-Gene SOC1 und FUL haben nach Melzer et al. (2008) einen Einfluss auf die 

Biomassebildung. Defiziente soc1/ful-Mutanten von A. thaliana zeigten Eigenschaften perennierender 

Pflanzen, darunter sekundäres Dickenwachstum mit Holzbildung und Florale Reversion, also die 

Rückumwandlung reproduktiver Pflanzenteile in vegetatives Gewebe. Für diese Dissertation wurden 

pappelfremde Orthologe von SOC1 und FUL als Kandidatengene für Agrobacterium-vermittelte 

Transformationen im P. × canescens-Klon P1 und dem P. tremula × P. tremuloides-Hybrid Esch5 

verwendet, um Überexpressionsversuche durchzuführen, sowie pappeleigene Paraloge von SOC1 und FUL 

für die Knockdown-Ansätze. 

Durch diese Ansätze sollten die Hypothesen überprüft werden, ob die Überexpression von SOC1 und FUL 

in Pappeln zu reduzierter Biomassebildung und ob die Herunterregulierung von SOC1 und FUL in Pappeln 

zu verstärkter Biomassebildung führten. 

 

4.3.1 Herunterregulation 

Zur Adaption des Knockout-Ansatzes von Melzer et al. (2008), bei denen in Doppelmutanten von 

A. thaliana mit defizienten FUL und SOC1 Holzbildung und weitere perennierende Pflanzeneigenschaften 

beobachtet wurden, wurden Knockdown-Versuche in der Pappel durchgeführt. Die einzelnen Knockdowns 

durch RNA-Interferenz führten zunächst nicht zu auffälligen Phänotypen. Veränderungen der 

Biomasseproduktion und der Wachstumsparameter wurden nicht beobachtet. Aufgrund der langen 

Kultivierungdauer der Pappeln im Gewächshaus wurde nach drei Jahren die Ausprägung von Blüten an 

einigen transgenen Pappeln gefunden, in denen SOC1 herabreguliert war. Da Pappeln in der Regel 

erstmals nach vier bis 15 Jahren blühen (DiFazio et al. 2011), muss dies als frühe Blüte eingestuft werden 

(siehe unten). 

Die Transformationen zum parallelen Knockdown von FUL und SOC1 führten zu signifikant kleineren 

Pflanzen. Eine wie in Melzer et al. (2008) beschriebene Steigerung der Biomassebildung konnte auf das 

perennierende Modellsystem der Pappel nicht übertragen werden. Verändert war allerdings die 

Zusammensetzung der hölzernen Biomasse. Von den drei Hauptbestandteilen war in drei der vier 

Sublinien der Cellulose-Anteil signifikant erhöht um bis zu 4,3%. 

Die Zielgene in den Transformationsvektoren wurden auf Grundlage der Sequenzen aus A. thaliana und 

Sinapis alba (Senf) erstellt. Die Sequenzen stimmten daher nicht vollständig mit den Pappelsequenzen 

überein. Da die RNA-Interferenz methodisch allerdings so flexibel ist, dass auch Sequenzen mit kleineren 

Abweichungen erkannt werden sollten, müsste der Knockdown funktionieren. 

Fraglich ist also, warum die Knockdowns, insbesondere der parallele Knockdown beider Kandidatengene, 

keine auffälligen Phänotypen mit gesteigertem Wachstum hervorriefen. Der Knockdown war 

möglicherweise nicht stark genug, um eine Wachstumsabweichung zu produzieren, da einzelne defiziente 

https://gmoinfo.jrc.ec.europa.eu/gmp_report.aspx?CurNot=B/PL/14/02-13
https://gmoinfo.jrc.ec.europa.eu/gmp_report.aspx?CurNot=B/PL/14/02-13
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Gene einer Multicopy-Genfamilie von anderen Angehörigen mit redundanten Funktionen abgepuffert 

werden können, wie exemplarisch gezeigt von Kempin et al. (1995). Gerade MADS Box-Gene, zu denen 

FUL und SOC1 gehören, sind für ihre vielen Kopien bekannt (Leseberg et al. 2006). 

 

In einzelnen Pflanzen in der Gewächshauskultur, bei denen die MADS Box-Gene SOC1 oder FUL per RNA-

Interferenz herabreguliert wurden, wurde das Auftreten einer „Frühen Blüte“ beobachtet, also die 

Ausbildung weiblicher Kätzchen nach bereits drei Jahren.  

FUL und SOC1 wirken induzierend auf die Transition von vegetativem Meristem zu reproduktivem 

Meristem (Demura & Ye 2010). Das FUL-Homolog BpMADS4 aus Betula pendula wurde von Flachowsky et 

al. (2007) in Apfelbäume (Malus × domestica) transformiert. Anschließend wurde hier in mehreren 

Pflanzen von zwei unabhängigen Transformationslinien eine Blütenbildung drei bis vier Monate nach 

Überführung ins Gewächshaus beobachtet. Die Überexpression von BpMADS4 und BpMADS5, einem 

weiteren FUL-Homolog aus B. pendula, führte auch in Nicotiana tabacum zu einer extrem frühen Blüte (Elo 

et al. 2001). 

Ebenso wurde der positive Einfluss von SOC1 auf die florale Transition auch in den Versuchen von Melzer 

et al. (2008) bestätigt: Die soc1-Mutanten von A. thaliana blühten signifikant später; die ful-Mutanten 

leicht verzögert. Die soc1/ful-Doppelmutanten zeigten ebenfalls eine, teilweise noch stärker als bei den 

soc1-Mutanten, verzögerte Blütenbildung. Ferner wurde in Mutanten von A. thaliana mit defizientem SOC1 

die Suppression von Frühblüh-Phänotypen beobachtet (Araki 2001). 

Im Widerspruch dazu stehen die in dieser Dissertation beschriebenen Beobachtungen, dass in einigen 

Pappeln, in denen SOC1 und FUL durch RNAi-Transformationen beeinflusst wurden, eine frühe Blüte 

auftrat. Ein ähnlicher Effekt wurde allerdings in transgenen Wald-Erdbeeren (Fragaria vesca L.) 

beobachtet, bei denen durch Herunterregulierung des arteigenen SOC1-Orthologs (FvSOC1) das 

kontinuierliche Blühen unter Kurz- und Langtagbedingungen induziert wurde, wobei es unter 

Langtagbedingungen normalerweise nicht zur Blühinduktion kommt (Mouhu et al. 2013). Zudem wurde 

von Mouhu et al. (2013) festgestellt, dass die Blütenbildung in den perennierenden Wald-Erdbeeren trotz 

induzierenden Kurztagbedingungen unterdrückt war, wenn FvSOC1 überexprimiert wurde. Die Autoren 

erklären diesen Effekt durch die induzierende Wirkung von FvSOC1 auf TERMINAL FLOWER1 aus F. vesca 

(FvTFL1), einem Transkriptionsfaktor, der wiederum die Expression von AP1 sowie LFY hemmt und 

dadurch die Blütenbildung unterdrückt (Abb. 4.2). Dieser Wirkmechanismus von SOC1 wurde in der 

annuellen Pflanze A. thaliana bisher nicht beschrieben und stellt möglicherweise einen Unterschied 

zwischen annuellen und perennierenden Pflanzen dar. Spekulativ könnte angenommen werden, dass die 

Herunterregulation eines SOC1-Paralogs diesen Effekt auch in der Pappel auslöst, was allerdings bisher 

nicht näher untersucht wurde. Bezüglich FUL liegen derartige Erkenntnisse nicht vor. 
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Abb. 4.2: Einfluss von SOC1 auf TERMINAL FLOWER1 (TFL1) in Fragaria vesca 

Während in A. thaliana eine induzierende Wirkung von SOC1 auf LFY bekannt ist und somit die Blütenbildung unterstützt (Srikanth 

& Schmid 2011), wurde in F. vesca beobachtet, dass SOC1 induzierend auf TFL1 wirkt (Mouhu et al. 2013). Somit hat SOC1 in F. vesca 

über TFL1 und AP1 eine die Blütenbildung unterdrückende Funktion. 

  

Möglicherweise kam bei den beobachteten frühblühenden Pappeln noch ein Kultureffekt hinzu: Unter 

schlechten Standortbedingungen, wie den beengten Pflanztöpfen im Gewächshaus, können Pappeln eine 

„Notblüte“ initiieren. Eventuell unterstützt dies noch die genetisch bedingte, zuvor beschriebene 

Blühinduktion. Die Analysen dieser Pflanzen wurde nach Entdeckung der Frühen Blüte auf RNA-Ebene 

fortgesetzt, sodass die Blütenbildung nach aktuellem Stand nicht abschließend geklärt werden konnte. 

Darüber hinaus wurden die Blüten bestäubt und von den gebildeten Samen einige Exemplare erfolgreich 

zur Keimung gebracht (Abb. 4.3). Die Keimlinge wurden in Erde überführt und in einer Klimakammer 

kultiviert. Die Nachkommen stehen somit ebenfalls für genetische Analysen und Untersuchungen zum 

Blühzeitpunkt zur Verfügung. 

 

 

Abb. 4.3: Exemplarische Darstellung von 50 teilweise keimenden Pappelsamen der Kreuzung 12807 × Clone7 (V. Briones, 

Thünen-Institut für Forstgenetik) 

Die Pappel 12807 gehörte zur transgenen Linie N 267-7, die auf Basis des P. tremula × P. tremuloides-Hybrids Esch5 hergestellt 

wurde. Clone7 war ein männlicher Klon der Art P. tremuloides und stammte urspünglich aus Michigan, USA. Insgesamt wurden 100 

Samen ausgelegt, von denen 46 keimten und sich 26 Pappeln nach zwei Wochen in Erde etablierten.  
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4.3.2 Überexpression 

In den Pappeln wurden Transformationen zur konstitutiven Überexpression von FUL aus S. alba und SOC1 

aus A. thaliana durchgeführt. Nach Anziehen und Kultivierung der transgenen Pappeln im Gewächshaus 

wurden insgesamt keine oder nur leichte Phänotypabweichungen im Vergleich zu den Wildtypen 

festgestellt.  

Zahlreiche Pappeln, die SaFUL überexprimierten, wurden im Gewächshaus herangezogen. Obwohl nach 

der ersten Vegetationsperiode signifikante Höhenunterschiede beobachtet wurden – fünf transgene 

Linien waren größer –, konnten die nicht-transgenen Wildtypen im Laufe der zweiten Vegetationsperiode 

den Vorsprung der transgenen Pappeln aufholen. Dadurch wurden nach der zweiten Vegetationsperiode 

keine signifikanten Höhenabweichungen mehr beobachtet. Unabhängig vom Transgen wurden in keiner 

Überexpressionslinie frühblühende Pflanzen beobachtet.  

Die Überexpression von AtSOC1 wurde mit den Linien N 352-1, -4, -5 und -6 sowie N 407-1 umgesetzt. 

Während der Kultivierung im Gewächshaus entwickelten sich die transgenen Pflanzen vergleichbar mit 

den nicht-transgenen Kontrollen; signifikante Abweichungen der durchschnittlichen Gesamthöhe lagen 

nicht vor.  

 

4.3.3 Auffällige, doppeltransgene Phänotypen 

Die parallele Überexpression von SOC1 und FUL in den Pappelhybriden zeigte stark auffällige Phänotypen: 

Die Biomassebildung und der Höhenzuwachs waren signifikant reduziert, zudem waren die Blätter 

morphologisch verändert und die Wurzelbildung vermindert. In Melzer et al. (2008) wurden mit einem 

Knockout der beiden Gene in A. thaliana die sekundäre Zellwand- und Holzbildung erzielt. Abgeleitet 

daraus wurde angenommen, dass die parallele Überexpression von SOC1 und FUL den gegenteiligen 

Effekt, nämlich eine Reduktion der Biomasse, erzielen würde. Diese Hypothese wurde bestätigt. Die T-

DNA-Integrationsorte wurden per TAIL-PCR in den auffälligen Phänotypen überprüft. Dass 

Positionseffekte für das Erscheinungsbild verantwortlich waren, ist demnach unwahrscheinlich. Warum 

und auf welchen molekularen Wegen die Holzbildung von den Transkriptionsfaktoren SOC1 und FUL 

beeinflusst wird, ist allerdings bislang unklar. Auch in der genannten Veröffentlichung von Melzer et al. 

(2008) wird hierzu keine Hypothese aufgestellt. 

 

4.3.4 Einordnung in den aktuellen Stand der Forschung zu SOC1 und FUL 

Nachdem die Arbeitsgruppe um S. Melzer anhand von Arabidopsis-Doppelmutanten den Einfluss von SOC1 

und FUL auf die Biomassebildung und die Lebensform aufgezeigt hatte, wurde dies auch in einen 

evolutionären Kontext gestellt: Anscheinend haben Entwicklungsregulatoren einen evolutionären Einfluss 

auf die ausdauernden Pflanzen (Melzer et al. 2008). Theissen et al. (2000) legten dar, dass die Duplikation 

von Genen der Entwicklungskontrolle, zu denen auch die MADS Box-Gene gehören, sehr wahrscheinlich 

zur Evolution der Pflanzenformen beigetragen haben. Ein möglicher evolutionärer Zusammenhang 

zwischen der Holzbildung und den MADS Box-Transkriptionsfaktoren SOC1 und FUL fällt in das Gebiet der 

„Evodevotics“, der Wortschöpfung aus Evolution, Development und Genetics (Theissen et al. 2000). Diese 

Beziehung zwischen MADS Box-Genen und der Biomassebildung wird über ihre Funktion bei der 

Determinierung der Meristemidentitäten hergestellt (Demura & Ye 2010). In einer Transkriptomanalyse 
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von P. tremula wurden zahlreiche Gene gefunden, die wahrscheinlich die Kambiumaktivität regulieren. 

Mehrere davon wiesen Ähnlichkeiten zu Identitätsgenen des Apikalmeristems von A. thaliana auf, sodass 

es sich hierbei möglicherweise um paraloge Gene handelt. Daraus abgeleitet wurde vermutet, dass der 

Aktivitätsregulierung von apikalem und vaskulärem Meristem ähnliche Programme zu Grunde liegen 

(Schrader et al. 2004, Demura & Ye 2010). Die an der Regulation beteiligten Gene sind daher bezüglich der 

Biomassesteigerung interessant, da eine verlängerte oder gesteigerte Aktivität vegetativer Meristeme zu 

mehr Biomasse führt. Dies wurde am Beispiel Tabak und dem MADS Box-Gen FLOWERING LOCUS C (FLC) 

gezeigt (Salehi et al. 2005).  

 

SOC1 gehört in die Gruppe der TM3-like MADS Box-Gene (Becker & Theißen 2003). Die Rolle von SOC1 in 

der Blühzeitpunktregulation ist gut beschrieben: SOC1 gilt als Blühpromoter und bündelt als 

Signalintegrator die Induktionen aus gleich vier Signalwegen. Zum einen wird SOC1 durch CONSTANS (CO) 

induziert, das aus dem Tageslänge-abhängigen Signalweg herrührt. SOC1 ist zum anderen reprimiert 

durch FLC, einem Transkriptionsfaktor aus dem Vernalisationssignalweg. Neben diesen 

Regulationsmechanismen, die auf Umweltbedingungen reagieren, gelangen auch die Signale des 

autonomen (ebenfalls über FLC) und des Gibberellin-abhängigen Signalwegs an SOC1 (Henderson & Dean 

2004, Srikanth & Schmid 2011).  

Hong et al. (2013) überexprimierten das SOC1-Homolog BrAGL20 in Brassica napus L. BrAGL20 stimmte in 

der Aminosäuresequenz zu 85% mit der Sequenz von SOC1 aus A. thaliana überein. Die Überexpression 

von BrAGL20 führte zu einer frühen Blüte. Zuvor wurde bereits von Kim et al. (2003) ein Phänotyp mit 

extrem früher Blüte in Brassica campestris L. durch die Überexpression von AGL20 hervorgerufen. 

Neben dem „Blütengen“ SOC1 sind der TM3-like Gruppe der MADS Box-Gene allerdings auch AGL14 und 

AGL19 zugeordnet, die beide ausschließlich in den Wurzeln der Pflanzen exprimiert werden (Becker & 

Theißen 2003). Insgesamt werden alle TM3-like Gene hauptsächlich in vegetativen Geweben exprimiert, 

sogar wenn sie in der Blühregulation beteiligt sind. Vermutlich liegt ihre ursprüngliche Funktion daher in 

der vegetativen Entwicklung (Becker & Theißen 2003).  

 

FUL entstammt der kleinen Gruppe der SQUA-like Gene (für SQUAMOSA). Ehemals wurde FUL als AGL8 

bezeichnet, allerdings umbenannt, nachdem der Einfluss dieses Gens auf die Schotenbildung in A. thaliana 

gezeigt wurde (Gu et al. 1998). Die FUL-Knockout-Mutanten von Arabidopsis hatten allerdings keinen 

besonderen Blüten-spezifischen Phänotyp (Gu et al. 1998). Becker & Theißen (2003) vermuten, dass die 

ursprüngliche Funktion der SQUA-like Gene in der Meristemidentität liege. Die Funktion in der 

Fruchtentwicklung habe sich nachrangig entwickelt (Becker & Theißen 2003), was zeigt, dass MADS Box-

Gene in der Lage waren, im Laufe der Evolution neue oder weitere Funktionen zu gewinnen.  

 

Ebenfalls zu dieser Genfamilie gehören APETALA1 (AP1) und CAULIFLOWER (CAL), die FUL 

phylogenetisch sehr nahe stehen. Es wird vermutet, dass FUL und der gemeinsame Vorgänger von AP1 

und CAL durch eine Genduplikation entstanden und so voneinander abstammen (Becker & Theißen 2003, 

Abb. 4.4). AP1 und CAL sind relativ junge Paraloge und haben redundante Funktionen (Becker & Theißen 

2003). Einzelmutanten, in denen CAL defizient war, zeigten keinen auffälligen Phänotyp. In 
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Doppelmutanten, in denen neben CAL auch AP1 defizient war, wurde der auffällige „Cauliflower-

Phänotyp“ beobachtet, bei dem die Meristeme extensiv proliferieren (Kempin et al. 1995). Dies bestätigt 

in Hinblick auf den durchgeführten Ansatz, dass paraloge Gene dazu in der Lage sind, den Effekt einer 

einzelnen Knockout-Mutation oder einer einzelnen Knockdown-Transformation zu kompensieren, sodass 

es nicht zu einem auffälligen Phänotyp kommt. Damit ist auch zu 

begründen, warum in den Knockdown-Ansätzen für SOC1 und FUL in 

der Pappel keine besonderen Phänotypen zu beobachten waren: 

Paraloge Gene von SOC1 und FUL können die Knockdowns kompensiert 

haben. In Petunien (Petunia hybrida E.VILM.) wurden ebenfalls 

Knockouts von MADS Box-Genen der SQUA-Gruppe untersucht. Es 

wurde beobachtet, dass bei diesen Pflanzen die Bildung von Blüten 

blockiert ist und die Pflanzen im vegetativen Wachstum verharren 

(Immink et al. 1999).  

 

Weitere MADS Box-Gene anderer Subfamilien haben aber auch nachweislich Funktionen in vegetativen 

Pflanzenteilen. Prakash & Kumar (2002) zeigten in transgenen Bäumen der Art Paulownia kawakamii 

T.ITÔ, dass das MADS Box-Gen PkMADS1 in der Regulation der Sprossmorphogenese eingebunden ist. 

Dieses Gen wird in die Gruppe der STMADS11-like Gene eingeordnet und steht nicht in näherer 

Abstammungslinie zu den Kandidatengenen SOC1 oder FUL (Becker & Theißen 2003). 

 

4.3.5 Hypothetische Erklärungsmodelle 

Aus der Beobachtung der signifikant abweichenden Doppeltransformanten ergab sich eine interessante 

Frage: Warum kam es zu keiner Biomassesteigerung beim Knockdown von SOC1 und FUL, obwohl die 

Überexpression darlegt, dass SOC1 und FUL auch in der Pappel bei der Biomassebildung beteiligt sind?  

Zwei Erklärungshypothesen sind denkbar, die im Folgenden dargestellt werden: 

 

Hypothese 1: 

Die beiden MADS Box-Gene SOC1 und FUL sind qualitative Regulatoren für die Holzbildung. Sie 

entscheiden grundsätzlich über das sekundäre Dickenwachstum, vermitteln also „Holzbildung“ (wenn 

nicht aktiv) oder „keine Holzbildung“ (wenn aktiv/überexprimiert). Sie sind keine quantitativen 

Regulatoren, die vorgeben, wie viel Holz tatsächlich gebildet wird. Da die Pappel bereits von sich aus Holz 

produziert und die Holzbildung bereits induziert ist, haben die beiden Gene bei einem Knockdown keinen 

merkbaren Einfluss. 

 

Hypothese 2: 

Durch zwei Genomduplikationen in der Evolution der Gattung Populus (Tuskan et al. 2006) liegen 

zahlreiche Gene als paraloge Gene vor, d. h. für diese Gene gibt es phylogenetisch verwandte Gene, die 

teilweise eine ähnliche DNA-Sequenz und eine davon abgeleitete Funktion aufweisen. Bei einem 

spezifischen Knockdown von einzelnen Genen könnten paraloge Gene, die dieselbe Funktion wie das 

ursprüngliche Zielgen haben, den Knockdown-Effekt auffangen. Für SOC1 liegen in der Pappelart 

 

Abb. 4.4: Phylogenetische Beziehung 

von FUL und den eng verwandten 

paralogen Genen CAL und AP1 

(nach Becker & Theißen 2003) 
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P. trichocarpa drei Paraloge vor, für FUL zwei Paraloge. Sie könnten den Knockdown-Effekt abfangen, 

sodass es nicht zu einer Veränderung der Biomasse kommt.  

 

In der Pappel kam es vor 65 Millionen Jahren zur salicoiden Genomduplikation, die 92% des Genoms 

betraf. Weite Teile der Chromosomen liegen daher als homologe Regionen vor (Tuskan et al. 2006). 

Bereits zuvor kam es zu einer partiellen Genomduplikation, von der rund 59% des Pappelgenoms 

beeinflusst sind (Tuskan et al. 2006). Einzelne Loss-of-function-

Mutationen führen daher oftmals nicht zu phänotypischen 

Änderungen (Busov et al. 2010). Tatsächlich wurden in der 

Pappel drei Paraloge für SOC1 (Potri.012G133000/PtSOC1, 

Potri.001G112400 und Potri.003G119700) und zwei Paraloge 

für FUL (Potri.008G098500/PtAGL8.1 und Potri.010G154100/ 

PtAGL8.2) identifiziert (Abb. 4.5). 

Für Erklärungsmodell 2 sprechen die zuvor bereits 

geschilderten Erkenntnisse zur Funktion und Evolution der 

MADS Box-Gene. Beispielhaft sollen hier noch einmal die beiden 

MADS Box-Gene AP1 und CAL erwähnt werden, die nah 

verwandte Paraloge sind und die aufgrund von redundanter 

Funktion einen Knockdown des jeweils anderen Gens abfangen 

konnten (Kempin et al. 1995). Anhand dieses hypothetischen 

Modells ergeben sich Ansätze zur Weiterentwicklung dieser 

Studie, die nachfolgend erläutert werden. 

 

4.4 Perspektive 

4.4.1 Weiterentwicklung und Nutzung der Erkenntnisse 

Der Bedarf an Pappelklonen, die eine hohe Biomasse-Produktivität aufweisen, besteht unverändert. 

Zudem ist bei Kurzumtriebsplantagen mit Bäumen eine langfristige Strategie gefragt, da nicht jedes Jahr 

Einnahmen generiert werden und die Bäume für eine ökonomisch sinnvolle Nutzung länger als einen 

Umtriebszeitraum kultiviert werden sollten. Beide Punkte unterscheiden sich von der konventionellen 

Landwirtschaft, sodass die Skepsis gegenüber Kurzumtriebsplantagen weiterhin besteht und die 

Gesamtfläche an Kurzumtriebsplantagen in den letzten Jahren nicht erhöht wurde (BMELV 2012). Die 

Vorteile von hölzerner Biomasse als regenerative Energiequelle, die auf Grenzertragsstandorten 

produziert und sogar gelagert werden kann, bleiben davon dennoch unberührt (Hofmann 1998, 

Stockmann et al. 2010). Durch Bereitstellung geeigneter Kandidatengene könnte der Pappelzüchtung 

Vorschub geleistet werden.  

Vielversprechende Ergebnisse wurden durch die Transformation des PCBER-Gens gewonnen. Mehrere der 

zehn PCBER-Paraloge könnten in einem weiterentwickelten Transformationsansatz aufgegriffen werden. 

Da die Zahl der nutzbaren Selektionsmarker begrenzt ist, sollten dann konservierte Sequenzbereiche 

ermittelt und als Zielsequenzen für einen Knockdown-Ansatz, beispielsweise mit neuen Genome Editing-

Techniken wie CRISPR/Cas, verwendet werden.  

 

Abb. 4.5: Für FUL wurden zwei, für SOC1 drei 

paraloge Gene in P. trichocarpa identifiziert 

Die paralogen Gene von FUL sind auch als 

PtAGL8.1 (Potri.008G098500) und PtAGL8.2 

(Potri.010G154100) annotiert. Als SOC1 ist in 

P. trichocarpa das Gen Potri.012G133000 

annotiert, paralog hierzu sind die Gene 

Potri.001G112400 und Potri.003G119700. 
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Zur genetischen Modifikation von SOC1 und FUL musste zu Beginn dieser Studie noch auf zwei annotierte 

Gene aus S. alba und A. thaliana zurückgegriffen werden. Mittlerweile sind SOC1 und FUL auch in der 

Datenbanksequenz von P. trichocarpa annotiert. Dadurch kann mit den genauen Sequenzen der Zielgene 

gearbeitet und zudem können die paralogen Gene identifiziert werden.  

Dies eröffnet die Möglichkeit zur Fortentwicklung des durchgeführten Versuchansatzes zur Modifikation 

der beiden MADS Box-Gene. In Hinblick auf das zweite Erklärungsmodell ist es erstrebenswert, die 

Zielgene inklusive ihrer identifizierten Paraloge herabzuregulieren. Für SOC1 liegen in der Pappel drei 

Paraloge vor, zwei Paraloge für FUL. Der Knockdown der gesamten Paraloge durch CRISPR/Cas müsste 

daher einen Effekt zeigen; nach den Erkenntnissen von Melzer et al. (2008) hat dies einen positiven 

Einfluss auf die Holzbildung. Warum und auf welchen Wegen die beiden Transkriptionsfaktoren SOC1 und 

FUL die Biomassebildung in Pflanzen beeinflussen, konnte bisher nicht geklärt werden. Als 

Transkriptionsfaktoren haben sie ein Zielgen, dessen Expression sie regulieren. Die Klärung dieses 

Zusammenhangs ist von Interesse für das Verständnis des Einflusses von MADS Box-Genen auf die 

Biomassebildung. Bewahrheiten sich die Erwartungen an eine positive Auswirkung auf die 

Biomassebildung bei parallelem Knockdown, wären SOC1 und FUL geeignete Kandidatengene für die 

Züchtung. Der Einfluss dieser Kombination auf die Blütenbildung wäre dann allerdings ebenfalls zu 

prüfen. 

Die klassische Kreuzungszüchtung mit Baumarten ist allerdings ein langwieriges Unterfangen. Daher kann 

insbesondere bei langlebigen Bäumen der Einsatz von gentechnischen Methoden und die Produktion 

transgener Bäume sinnvoll sein (Fladung 2011), wobei sich eine Mehrheit der deutschen Bevölkerung für 

ein Verbot der Grünen Gentechnik in der Landwirtschaft aussprach (BMUB 2016). Klassische, transgene 

Pflanzen sind derzeit nur für eine ausländische Nutzung, beispielsweise in Nord- und Südamerika, 

denkbar. Gentechnisch veränderte Pappeln werden derzeit auch in China angebaut (Fladung 2011). An 

der mangelnden gesellschaftlichen Akzeptanz von transgenen Pflanzen setzen die Entwicklungen im 

Bereich der neuen Genome Editing-Techniken an. Nach derzeitigem Stand (Mai 2016) sind lediglich drei 

Veröffentlichungen erschienen, bei denen CRISPR/Cas in Pappeln angewendet wurde (Fan et al. 2015, 

Tsai & Xue 2015, Zhou et al. 2015). Das gesamte Potential dieser Technik in Bäumen kann daher bislang 

noch nicht abgeschätzt werden. Sollte es zu einer Deregulierung der neuartigen Genome Editing-Verfahren 

kommen, könnten sie genutzt werden, um die zuvor erwähnten Kandidatengene in der Pappel zu nutzen, 

die langfristig ohne Selektionsmarker auskommen und nicht mehr als im herkömmlichen Sinne 

gentechnisch verändert erkennbar sind.  

 

4.4.2 Aus den Ergebnissen abgeleitete evolutionäre Fragestellungen 

Die Evolution von perennierenden Pflanzen aus annuellen Vorgängern trat vielfach unabhängig 

voneinander auf (Carlquist 1974). Der molekulare Unterschied zwischen perennierenden und annuellen 

Pflanzen scheint daher eher klein zu sein (Melzer et al. 2008). Offensichtlich benötigt es für den Wechsel 

zwischen den Lebensstrategien keine größeren evolutionären Entwicklungen (Thomas et al. 2000). 

Vielmehr scheint der Wechsel in quantitativen Unterschieden in der Genexpression für Zellteilung, 

Wachstum, Reifung, Seneszenz und Zelltod zu liegen (Thomas et al. 2000). Anscheinend ist auch in 

krautigen, einjährigen Pflanzen wie Arabidopsis ein Wachstumsprogramm vorhanden, das 
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perennierenden Pflanzen ähnelt, also Gene für das sekundäre Dickenwachstum und die Holzbildung. Es 

scheint so, als seien diese genetischen Programme nicht aktiviert, könnten aber durch vergleichsweise 

einfache Entwicklungsregulatoren „freigeschaltet“ werden.  

Die Ergebnisse dieser Promotionsstudie weisen darauf hin, dass die MADS Box-Gene SOC1 und FUL in der 

Pappel an der Regulation der Biomassebildung und die damit verbundene Phänotypenausprägung wie 

Blattmorphologie, Stammdurchmesser und Höhenwachstum beteiligt zu sein scheinen. Eine interessante 

Fragestellung im evolutionären Kontext wäre, ob SOC1 und FUL urspünglich „Blütengene“ oder 

„Biomassegene“, also an der Biomassebildung beteiligte Gene, waren. Dafür müsste geklärt werden, 

welche der putativen Funktionen sie sekundär erworben haben. Daher wäre auch die Modifikation von 

MADS Box-Genen in nacktsamigen Pflanzen interessant, die keine Blüten wie bedecktsamige Pflanzen 

ausbilden. Da MADS Box-Gene hoch konserviert in allen höheren Organismen seit ca. 1 Mrd. Jahren 

vorkommen, existieren auch in nacktsamigen Pflanzen zahlreiche MADS Box-Gene, die sich für 

phylogenetische Untersuchungen eignen (Theissen et al. 2000, Becker & Theißen 2001). Speziell von der 

TM3-like Unterfamilie, zu der auch das Kandidatengen SOC1 gehört, sind Vertreter in nacktsamigen 

Pflanzen vorhanden. Dadurch ist diese Subfamilie der MADS Box-Gene älter als die Trennung von nackt- 

und bedecktsamigen Pflanzen vor etwa 300 Mio. Jahren (Becker & Theißen 2003). In den nacktsamigen 

Pflanzen sind diese Gene ebenfalls vor allem in vegetativen Pflanzenteilen exprimiert (Becker & Theißen 

2003). Würde durch transgene Ansätze die Funktion dieser TM3-like Gene in „blütenlosen“ Pflanzen 

geklärt und eine mögliche Verbindung zur Biomassebildung aufgezeigt werden, würde dies 

möglicherweise auch das Verständnis für diese Gene in Blütenpflanzen vervollständigen. 
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A Anhang 

 

A.1 Kandidatengene 

Die kodierenden Sequenzen der fünf Kandidatengene, die aus den Transkriptomanalysen ausgewählt 

wurden, sind nachfolgend im FASTA-Format aufgeführt: 

 

>POTRI.007G008600.1 CDS 

ATGTCCCGGT TATCACCTCG TAGGAACCAG AGATCAAAAG GTTTTAAGGT CAAGCATGCT CTGCAAATAT GTCTTCTGAT CGGTGTTTGT GGCTGGCTAC 

TTTACCAAGT CAAGCACTCT CATGATAAGA AAGCAGCATA TGAGAAAAGT GTGAAAACAG AGAATGATGT TGTAAAATTA GGGAGAAAGG ACCTCCAGCC 

TGAAGTTAAA GAAAATTTCA TTGGAGATGA GAGGCACAAG GAGGAGGAAG AGGAAGAGAG CAAGAGCGAA GAAGAAAGCA AACCTGATGA TAACACAGGA 

ACAGAGGGTG GCGATGATGA GATTCATGAT CATTTTCATG ATAAGACAGA AGAAGGAGCT GAGCGTAGAG AAGATTCTAT AGATGGGGAG AAGGAAGCAG 

AGGATAAGAC TGAAGAGGGA GTTGAGCATA GAGAGGATTC TGTAGATGGA GAGAAGGAAA GGGAAGTGAG AAATGAGAAC GTCAGTGAAG GGATGGAGAG 

GGAGGGTACA AGGGATAATG TTAATGATGA CAGAGAGAAG GGAGAGATCA GGGAGAATTA TAGTGAGGAT AAGGAGACTG AAGAGAGCAA AAGGAGTGAT 

GGTGAGGATA AGGAGAATGT AGAGGGAAAA GAGATTGAAA TTGAAGAGAG CAAAGAAAGT GAAAGCATAA ACAGAGAGAC TGAAGAAAGC AAGGAGAATG 

AAGAGGGCAA AGAAGGTGAA AGCGAGCACA GAGAGAGAGA GAGGAAGGAG AGTGAAGAGA GCAAAGAAAG TGAAAGCGAA CACAGAGGGA GTGAAGACAG 

CAAGGAGAAT GAAGAGAGCA AAGAAAGTGA AAGCGAGCAC AGAGAAAGTG AAGAGAGGAA GGTGAATGAA GAGAGCAAAG AAAGTGAAAG CGAACACAGA 

GAGAGTGAAG ACAGCAAGGA GAATGAAGAG AGAAAAGAAA GTGAAAGTGA GCACAGAGAG ACTGAAGACA GCAAGGAGCA CGAAATGAGC GAAGAGACTG 

CAAATGAGAA TAAAGAAAAT GCAAGTGAAG AAAAGGAAAG GGTGGAAGAG AGTCAGCAGA AGGAAAATAA AGAGGTTGTG GAACAAAGCA ATGAGGAAGA 

AAATAAAGAA AAAGAGTTAG AGAGTAAAGT TACAATGGAG GATCAAGTTA ATGATGGAAA TAATGCACAT AGTGAGGAGG CAAGAGAGGA ACATTACAAG 

GGGGATGATG CATCCAGTGC AGTAGTCCAT CAAATTCAGA ATGATACGCC TGAAGAGGAG CACGGTGATT TGAAGAAATC TGGTGAGGGA GAGCCAGTGG 

AAAACAAAGA GAAGAATCAG TTAGAGTTTG AAAATAGAAC AAATAACACT GAAGTGGTTG ACTTCAATCA AAATGAAGTT CCAAAGGTGA AAGAATCTGA 

CTCGGGAGAA AATGATGATT CCACAAATGC AAAAACAAGT GAAGAGGGTA CTAATGAAAA TAATAAGCAA GACTCGGAGG AAGGTTCCCA TGATACTTCC 

ACAGTAGCAA CAGTGAATGA ACAGCAGCAT GAAGATTCTA ACTCCATTCC AGTTACTGCA GATAACGTAG TATCAAAAGA AGAGGAGTCA ACCATGAATA 

ATGTTGTGCT AGAGCAAACT GAGAAACCTG AATCAGTTGC TAGCAACCAG CAATCAGATT CAAACTCAAC ACATTCTAGT ACAACCAATA ATGGAGATTC 

AACAAATGTA GAATCAATGG GCTCTAGCAA TTCTGAATCT GTTGCGTCAA ATGGACAGAC CAACTCCATT ACACCTTTGT TGACAAGCCA AAATGGTGAT 

GCAGCTCAGA TTGACAAGTC CAACAGTAGT TCTAGTGTTG AAGGGAGTAC GGAAATTGTT CTACCATCAA GCACAAATGA AAGTGCTGAT GCTGGGCAAA 

CCGGACATGG TGATTCTCTG CACTCTGAAC AGAAAGACAC ATCCTCAAAC ACAAATAACG ATGCTAATAC TGGCCAAGAG CAACAAGGTA ACAATTGGAG 

CTCTCAAGAG AAAGATAAGT TATCAATCAG TAGTAACAAT GATGGTGCTG ACCAGAGTTC TGCTACCAGC AATGCAAACA ACAACAACAA TGAAAATGTC 

TACACTGATG CAAGCCAAAA AGAACAGGTT GATCCTAACA ATGGCAATGC TGACCAGAAC AGCCACTCAA ACTACAATGG CAATGCCAAT GAAAACACAG 

ATGCAAACCA AAACGAGCAA GTTGAATCTT CTGATTCTTC AAAGTCTCGA GAAGAGGGAG ATGTATCCAC AAACACTAGT AGCAGCATCG ATGTGAAGCA 

GAATGGTTCT GTTGATTCTT CCATTTCTCA AGAAGAAAAG GAGGCTCGAA CGGACTTGGG AACTTTGCCT GGTTCTGGAA CCAAAGGAGC CAGTGGTGGA 

GATGCAGCTA CGGAGTGA 

 

>POTRI.002G034400.1 CDS 

ATGGCTGATA AAAGCAAGAT CTTGATCATT GGAGGTACTG GTTACATAGG AAAATTCATC GTGGAGGCAA GCGCCAAGGC CGGTCACCCC ACTTTCGCCT 

TGGTTAGAGA GAGTACAGTC TCTGATCCTG TCAAACGAGA ACTTGTCGAG AAATTCAAGA ACTTAGGCGT CACTTTGATC CATGGAGATG TCGACGGCCA 

TGACAATTTG GTGAAGGCAA TCAAGCAGGT GGATGTGGTG ATATCAGCGA TTGGGAGCAT GCAAATAGCA GATCAAACCA AGATCATTGC CGCCATTAAA 

GAAGCTGGCA ATGTCAAGAG ATTCTTCCCT TCAGAATTTG GAATGGATGT GGATCATGTC AATGCTGTTG AGCCTGCAAA AACTGCATTT GCAATGAAGG 

CTCAGATTCG ACGTGCCATC GAGGCTGCAG GGATTCCCTA CACTTATGTG CCTTCCAACT TCTTTGCTGC ATATTATCTC CCCACATTGG CACAGTTTGG 

ACTTACTGCT CCTCCGAGAG ACAAGATCAC CATCCTCGGA GATGGCAATG CCAAGTTGGT TTTCAATAAG GAAGATGACA TTGGAACCTA CACCATCAAA 

GCTGTGGATG ATGCAAGAAC CTTGAACAAG ACTGTCCTAA TCAAGCCTCC TAAAAACACC TACTCATTCA ATGAGCTTAT TGATCTATGG GAGAAAAAGA 

TTGGCAAAAC CCTCGAAAAA ACCTTTGTTC CTGAAGAGAA ACTTCTGAAG GACATCCAAG AGTCTCCGAT TCCGATTAAT ATTGTTCTGT CAATCAACCA 

CTCAGCCCTC GTTAATGGTG ACATGACCAA CTTTGAGATT GACCCATCAT GGGGCCTTGA GGCCTCTGAG CTATATCCAG ATGTCAAATA TACCACCGTG 

GAAGAGTACC TTGATCAGTT TGTCTGA 

 

>POTRI.005G123800.1 CDS 

ATGGCATATA TGTGTGCAGA TAGTGGAAAT CTAATGGCAA TAGCCCAACA AGTTATTAAG CAAAAACAAC AACAAGAACA ACAGCAACAA CAAAGCCACC 

ACCCCCAGCA ACAATTTCTT GGCCTAAACC CTTTTTCTTT AAATCCTTGG CCGAGTACTA CAATGTCTGC TAACCCAAAC TTGGGTTATG GGCTCTCGGG 

CCCGGCTGCC TTCTCTGACC CGTTTCAGAG TGGACCAGAT ACAGGTGACC CACCCGGGTT TAGTTTCTCG AATATGGAGC ACCACCACTC GAGTGGGTTT 

CGCTTTCCTG ATTTTACTGG AGCTGGCGGT GAGTTTGACT CTGATGAGTG GATGGATAGT TTAATGAACG GTGGAGATTC GACGGATAGT TCTAATCTTC 

CTTCTGGTTG TGACGCGTGG CAAAACAATG CTGATTTCGG CATTTACCGG TCTGATCCGT TTAACACTAG CCCCAGTCGA CTCACTGTCG GCTGCTCTCC 

ACCGTCCGAT CTTAACCGGG TTATCTCTAA CTCGCTCTGG GCTGACCCAT CTCCTCCTCA AGAAATCAAG CCCAAAACAT CGCCTCCACA ACAGCCTCCG 

CCAACAGTAA AAAACGAAGT CGTCGTTGGG TCTAAAGAAA TAGTAGAGTT ATCTTCGTCG CCGGTTTTGA AAGCACTTGT TGAGTGTGCT CAACTTGTCG 

AGTCCAAAGC TGATCAAGCT GTGAAATCAT TGATTAGGTT CAAGGAATCG GTGAGTGAGA ACGGTGATCC AGGTGAGCGC GTTGGTTTCT ACTTCGTTAA 

AGGATTATGC AGAAGAGTTG CTGTAGGAGA GCTTGATGAC TTGAAAAACT TTCATCAGAC AACAAGTGAA GAGTTCACTT TGTGTTATAA AGCTTTGAAT 

GATGCTTGTC CTTATTCAAA GTTTGCTCAT TTGACAGCAA ATCAAGCAAT TCTTGAAGCG ACCGAGAAAG CAAGCAAGAT TCACATAGTT GATTTTGGTA 

TCGTTCAAGG AATTCAATGG GCTGCTCTTT TACAAGCTTT AGCTACGCGT TCAGCTGGAA AACCTGTTAG AATCCGAATC TCAGGTATAC CTGCTCCAGT 

TCTTGGTAAG AACCCAGCTG CTTCTCTTTT AGCTACTGGT AATAGGCTTC TTGATTTTGC AAAGCTTCTT GATTTGAATT TTGAGTTTGA GCCTATTCTG 

ACTCCAATTC AGGAGTTAAA TGAATCTTGT TTTCGGGTTG AGCCGGATGA GGTTTTGGCT GTCAATTTCA TGCTTCAGTT GTATAATTTG TTGGGTGAGA 

CTCCAGGAGC CGTGGAAACC GCTTTAAAGA TGGCTAAATC GTTGAACCCG AGAATTGTTA CTCTTGGTGA ATATGAAGTT AGTTTGAACC GGGTCGGGTA 

CTTGACCCGG TTTAAGAACG CTTTGAGATA CTACACTGCT GTTTTTGAGT CTCTTGATCC TAACATGAGT AGAGACTCAC AAGAGAGGCT TCAGGTTGAG 

AGATTGTTAT TGGGTCGTAG AATTTCTGGT GTTGTAGGGC CAGATGGAAT TAGAAGGGAG AGGATGGAGG ATAAAGAGCA ATGGAGGGTT TTAATGGAAA 

GCTCGGGTTT CGAATCGGTT TCGCTTAGCC ATTATGCAAT GAGTCAGGCT AAAATACTTT TATGGAATTA CAATTCCAGT ACTATGTATT CTCTTGATGA 

TTCTCAACCT GGGTTCTTAA CTTTAGCCTG GAATGAGGTG CCACTACTCA CAGTTTCGTC ATGGCGATAA 
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>POTRI.019G084600.1 CDS 

ATGGCGGAAA CAGAGATAGG AATGTCAACA GATAACATAA AGGGATTGGT GTTGGCATTG TCTTCGAGTT TATTTATAGG AGCCAGTTTT ATTGTTAAGA 

AAAAAGGGTT GAAGAAAGCT GGTGCTTCTG GTATTAGGGC AGGTGCTGGG GGTTATACTT ACCTGTTTGA ACCACTTTGG TGGATTGGCA TGATAACAAT 

GATTGCTGGG GAAATTGCTA ATTTTGCAGC CTATGCATTT GCACCAGCTA TTCTAGTCAC TCCTCTTGGT GCACTCAGTA TCATTATCAG GCAAGAGAAA 

ATTTACTTAT GTCTTTCATA TATCAGATTA TTTTATGATG CTAACTTCCA TTTGTCTTGC AGTGCTGCTC TTGCACATGC TATTTTACAG GAAAAGTTGC 

ACACTTTTGG GATTCTTGGT TGTGCTCTTT GTGTTGTGGG TTCAACGACA ATTGTTTTGC ATGCACCTCA AGAACGTGAG ATTGAGTCCG TGAAGGAAGT 

GTGGGACCTT GCAACAGAGC CAGCTTTTCT CTTGTATGCT GCTATTGTCA TAACAGCTGC TGTTGTGATT ATCATCCGTG TTATACCCCA TTATGGGCAG 

ACTCATGTTA TGGTCTATAT TTCAATTTGT TCGCTCATGG GCTCACTATC GGTTATGAGT GTCAAAGCAC TTGGAATCGC TTTGAAGCTG ACTTTCTCGG 

GAATGAATCA GTTACTACAC CCCCAAACAT GGGCTTTTAC CTTGATTGTA CTTGCCTGTG TAATCACTCA AATCAATTAC TTAAACAAGG CTCTTGATAC 

ATTCAATGCA GCTGTTGTAT CTCCCATATA CTATGTGATG TTTACTTCAT TAACAATTTT GGCTAGCGTA ATCATGTTTA AGGATTGGGA TGGAAAGAAC 

GCATCTCAAA TTGTCACTGA AATATGTGGA TTTGTGACGA TCCTTTCTGG GACTTTTCTT CTTCATGAAA CGAAGGACAT GGTTGAAGGG TCATCACAAT 

CTTCATCATT GCGCCTTCCT AAGCATGAAG AAGAAGATGA AGGACTTGAC CCCGAAGGAA TCCCTCTACG ACAAGTAGAC ACTCTGAGAC CAAAATAG 
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ATGGCCACTG TTGAGGTTGT GTCAGCGCAG AATGCACTTG TAGAGGAAAA AAATGAACAA CCAATCAAGG TTGAGACCAC CACAGAAGAA GCGGTCACTG 

CAGCACCAGA GGCAGTAACT CATGAAGAGC CAAAAGAAGC AGAGAAAGTT GCAGCATCTG AGGAGCCCGT GGCACCAGAG CCCGAGGCCC CAGCTGAAGC 

TGAAACTAAA GAGGTGCTCG AAGAGAACAA GATCGCTGCA GAAGAGCCAA CAGTACTAGA GAAAACTGAG GAGGAGACAC CTAAGGAAAC ACCAGAGCCG 

GTTGTTGAGG AGACAAAAGA GGAGCCGGAA GTACCCGTAG AGCCTGTTGT CGAGGAGGCT AAAGAGACTA CAGAGCCTGG TGAGGCACCG GCAGAAGAAA 

CGGAGGTTGC AGTCGAAGCC CCAAAGGAAG AAGAAGTAAA GGAAGAACAG AAGCCTGTTG AAACAGAGGA GAAGGTTGAA ACAGAAACCC CAGTAGAAAA 

GACTGAGTAA 

 

 

A.2 Sequenzen der Transformationsvektoren A122 und A137 

A.2.1 Transformationsvektor A122 

A.2.1.1 Plasmidsequenz A122 

GGAAGGGAAG AAAGCGAAAG GAGCGGGCGC CATTCAGGCT GCGCAAACTG TTGGGAAGGG CGATCGGTGC GGGCCTCTTC GCTATTACGC CAGCTGGCGA 

AAGGGGGATG TGCTGCAAGG CGATTAAGTT GGGTAACGCC AGGGTTTTCC CAGTCACGAC GTTGTAAAAC GACGGCCAGT GAATTCGAGC TCGGTACCCG 

GGGATCCTCT ASAGTCGACC TGCAGGCATG CAAGCTTGCA TGCCTGCAGG TCACTGGATT TTGGTTTTAG GAATTAGAAA TTTTATTGAT AGAAGTATTT 

TACAAATACA AATACATACT AAGGGTTTCT TATATGCTCA ACACATGAGC GAAACCCTAT AAGAACCCTA ATTCCCTTAT CTGGGAACTA CTCACACATT 

ATTCTGGAGA AAAATAGAGA GAGATAGATT TGTAGAGAGA GACTGGTGAT TTTTGCGGAC TCTAGAGGAT CCTCACTTTC TTGAAGAACA AGGTAACCCA 

ATGAACAATT GCGTCTCTAC TTCAGAACTT GGGCTACTCT CTTCATCACC TCTTCCAGTA CTTTCTTGAT TCTTATTTGA CCAAACTTCG CTTTCATGAG 

ATCCCCACTT TTCAGAGAGC TTCTCGTTTT CTGCAGCTAG AGCTTTCTCC TTTTGCTTGA GCTGCTCAAT TTGCTCCTTA AACACTTGAG TCTTTCTTGC 

TCGAATACAT TTGACACTTT TCTCAAGCTG TTGCTCAATC TGTTGCAGCT CCTCGATTGA GCATGTTCCT ATGCCTTCTC CCAAGATTTA CGTTTAGAAG 

CTTCGAGTTG TTCAATTTTC TTCATCATGT TTGCTGCTTC ATATTTCAAA TGCTGCATAT TTTCTTCAGA AACCGGTTTG GTGCTGACTC GATCCTTAGT 

ATGCCTCAGA TAACGATCTA TGGTATCTTG CATATTGGAG CTGGCGAATT CATAAAGTTT GCCTTTAGGA GAGAAGATGA TAAGAGAAAC TTCAGCATCA 

CAAAGCACTG AGAGCTCAAA GGCTTTCTTC AACAAACCAT TCCTTCTTTT GGAGAAAGTC ACTTGTCTGC TTGTTGCATT CTCTATTCTC TTCATCTGAG 

TTTTGCCCCT CACCATGGTG TAATTGTAAA TAGTAATTGT AATGTTGTTT GTTGTTTGTT GTTGTTGGTA ATTGTTGAAG GATCTCAAGA AGCCTGTCCT 

CTCCAAATGA AATGAACTTC CTTATATAGA GGAAGGGTCT TGCGAAGGAT AGTGGGATTG TGCGTCATCC CTTACGTCAG TGGAGATATC ACATCAATCC 

ACTTGCTTTG AAGACGTGGT TGGAACGTCT TCTTTTTCCA CGATGTTCCT CGTGGGTGGG GGTCCATCTT TGGGACCACT GTCGGTAGAG GCATCTTGAA 

CGATAGCCTT TCCTTTATCG CAATGATGGC ATTTGTAGGA GCCACCTTCC TTTTCTACTG TCCTTTCGAT GAAGTGACAG ATAGCTGGGC AATGGAATCC 

GAGGAGGTTT CCCGATATTA CCCTTTGTTG AAAAGTCTCA ATAGCCCTCT GGTCTTCTGA GGGGGGATCG ACCTGCAGGC ATGCAAGCtT GGCGTAATCA 

TGGTCATAGC TGTTTCCTGT GTGAAATTGT TATCCGCTCA CAATTCCACA CAACATACGA GCCGGAAGCA TAAAGTGTAA AGCCTGGGGT GCCTAATGAG 

TGAGCTAACT CACATTAATT GCGTTGCGCT CACTGCCCGC TTTCCAGTCG GGAAACCTGT CGTGCCAGCT GCATTAATGA ATCGGCCAAC GCGCGGGGAG 

AGGCGGTTTG CGTATTGGGC CAAAGACAAA AGGGCGACAT TCAACCGATT GAGGGAGGGA AGGTAAATAT TGACGGAAAT TATTCATTAA AGGTGAATTA 

TCACCGTCAC CGACTTGAGC CATTTGGGAA TTAGAGCCAG CAAAATCACC AGTAGCACCA TTACCATTAG CAAGGCCGGA AACGTCACCA ATGAAACCAT 

CGATAGCAGC ACCGTAATCA GTAGCGACAG AATCAAGTTT GCCTTTAGCG TCAGACTGTA GCGCGTTTTC ATCGGCATTT TCGGTCATAG CCCCCTTATT 

AGCGTTTGCC ATCTTTTCAT AATCAAAATC ACCGGAACCA GAGCCACCAC CGGAACCGCC TCCCTCAGAG CCGCCACCCT CAGAACCGCC ACCCTCAGAG 

CCACCACCCT CAGAGCCGCC ACCAGAACCA CCACCAGAGC CGCCGCCAGC ATTGACAGGA GGCCCGATCT AGTAACATAG ATGACACCGC GCGCGATAAT 

TTATCCTAGT TTGCGCGCTA TATTTTGTTT TCTATCGCGT ATTAAATGTA TAATTGCGGG ACTCTAATCA TAAAAACCCA TCTCATAAAT AACGTCATGC 

ATTACATGTT AATTATTACA TGCTTAACGT AATTCAACAG AAATTATATG ATAATCATCG CAAGACCGGC AACAGGATTC AATCTTAAGA AACTTTATTG 

CCAAATGTTT GAACGATCGG GGATCATCCG GGTCTGTGGC GGGAACTCCA CGAAAATATC CGAACGCAGC AAGATATCGC GGTGCATCTC GGTCTTGCCT 

GGGCAGTCGC CGCCGACGCC GTTGATGTGG ACGCCGGGCC CGATCATATT GTCGCTCAGG ATCGTGGCGT TGTGCTTGTC GGCCGTTGCT GTCGTAATGA 

TATCGGCACC TTCGACCGCC TGTTCCGCAG AGATCCCGTG GGCGAAGAAC TCCAGCATGA GATCCCCGCG CTGGAGGATC ATCCAGCCGG CGTCCCGGAA 

AACGATTCCG AAGCCCAACC TTTCATAGAA GGCGGCGGTG GAATCGAAAT CTCGTGATGG CAGGTTGGGC GTCGCTTGGT CGGTCATTTC GAACCCCAGA 

GTCCCGCTCA GAAGAACTCG TCAAGAAGGC GATAGAAGGC GATGCGCTGC GAATCGGGAG CGGCGATACC GTAAAGCACG AGGAAGCGGT CAGCCCATTC 

GCCGCCAAGC TCTTCAGCAA TATCACGGGT AGCCAACGCT ATGTCCTGAT AGCGGTCCGC CACACCCAGC CGGCCACAGT CGATGAATCC AGAAAAGCGG 

CCATTTTCCA CCATGATATT CGGCAAGCAG GCATCGCCAT GGGTCACGAC GAGATCCTCG CCGTCGGGCA TGCGCGCCTT GAGCCTGGCG AACAGTTCGG 

CTGGCGCGAG CCCCTGATGC TCTTCGTCCA GATCATCCTG ATCGACAAGA CCGGCTTCCA TCCGAGTACG TGCTCGCTCG ATGCGATGTT TCGCTTGGTG 

GTCGAATGGG CAGGTAGCCG GATCAAGCGT ATGCAGCCGC CGCATTGCAT CAGCCATGAT GGATACTTTC TCGGCAGGAG CAAGGTGAGA TGACAGGAGA 

TCCTGCCCCG GCACTTCGCC CAATAGCAGC CAGTCCCTTC CCGCTTCAGT GACAACGTCG AGCACAGCTG CGCAAGGAAC GCCCGTCGTG GCCAGCCACG 

ATAGCCGCGC TGCCTCGTCC TGCAGTTCAT TCAGGGCACC GGACAGGTCG GTCTTGACAA AAAGAACCGG GCGCCCCTGC GCTGACAGCC GGAACACGGC 

GGCATCAGAG CAGCCGATTG TCTGTTGTGC CCAGTCATAG CCGAATAGCC TCTCCACCCA AGCGGCCGGA GAACCTGCGT GCAATCCATC TTGTTCAATC 

ATGCGAAACG ATCCAGATCC GGTGCAGATT ATTTGGATTG AGAGTGAATA TGAGACTCTA ATTGGATACC GAGGGGAATT TATGGAACGT CAGTGGAGCA 

TTTTTGACAA GAAATATTTG CTAGCTGATA GTGACCTTAG GCGACTTTTG AACGCGCAAT AATGGTTTCT GACGTATGTG CTTAGCTCAT TAAACTCCAG 

AAACCCGCGG CTGAGTGGCT CCTTCAACGT TGCGGTTCTG TCAGTTCCAA ACGTAAAACG GCTTGTCCCG CGTCATCGGC GGGGGTCATA ACGTGACTCC 

CTTAATTCTC CGCTCATGAT CAGATTGTCG TTTCCCGCCT TCAGTTTAAA CTATCAGTGT TTGACAGGAT ATATTGGCGG GTAAACCTAA GAGAAAAGAG 

CGTTTATTAG AATAATCGGA TATTTAAAAG GGCGTGAAAA GGTTTATCCG TTCGTCCATT TGTATGTGCA TGCCAACCAC AGGGTTCCCC AGATCTGGCG 

CCGGCCAGCG AGACGAGCAA GATTGGCCGC CGCCCGAAAC GATCCGACAG CGCGCCCAGC ACAGGTGCGC AGGCAAATTG CACCAACGCA TACAGCGCCA 

GCAGAATGCC ATAGTGGGCG GTGACGTCGT TCGAGTGAAC CAGATCGCGC AGGAGGCCCG GCAGCACCGG CATAATCAGG CCGATGCCGA CAGCGTCGAG 
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CGCGACAGTG CTCAGAATTA CGATCAGGGG TATGTTGGGT TTCACGTCTG GCCTCCGGAC CAGCCTCCGC TGGTCCGATT GAACGCGCGG ATTCTTTATC 

ACTGATAAGT TGGTGGACAT ATTATGTTTA TCAGTGATAA AGTGTCAAGC ATGACAAAKT TGCAGCCGAA TACAGTGATC CGTGCCGCCC TGGACCTGTT 

GAACGAGGTC GGCGTAKACG GTCTGACGAC ACGCAAACTG GCGGAACGGT TGGGGGTTCA GCAGCCGGCG CTTTACTGGC ACTTCAGGAA CAAGCGGGCG 

CTGCTCGACG CACTGGCCGA AGCCAtGCTG GCGGAGAATC ATACGCATTC GGTGCCGAGA GCCGACGACG ACTGGCGCTC ATTTCTGATC GGGaATGCCC 

GCAGCTTCAG GCAGGCGCTG CTCGCCTACC GCGATGGCGC GCGCATCCAT GCCGGCACGC GACCGGGCGC ACCGCAGATG GAAACGGCCG ACGCGCAGCT 

TCGCTTCCTC TGCGAGGCGG GTTTTTCGGC CGGGGACGCC GTCAATGCGC TGATGACAAT CAGCTACTTC ACTGTTGGGG CCGTGCTTGA GGAGCAGGCC 

GGCGACAGCG ATGCCGGCGA GCGCGGCGGC ACCGTTGAAC AGGCTCCGCT CTCGCCGCTG TTGCGGGCCG CGATAGACGC CTTCGACGAA GCCGGTCCGG 

ACGCAGCGTT CGAGCAGGGA CTCGCGGTGA TTGTCGATGG ATTGGCGAAA AGGAGGCTCG TTGTCAGGAA CGTTGAAGGA CCGAGAAAGG GTGACGATTG 

ATCAGGACCG CTgCCGGAGC GCAACCCACT CACTACAGCA GAGCCATGTA GACAACATCC CCTCCCCCTT TCCACCGCGT CAGACGCCCG TAGCAGCCCG 

CTACGGGCTT TTTCATGCCC TGCCCTAGCG TCCAAGCCTC ACGGCCGCGC TCGGCCTCTC TGGCGGCCTT CTGGCGCTCT TCCGCTTCCT CGCTCACTGA 

CTCGCTGCGC TCGGTCGTTC GGCTGCGGCG AGCGGTATCA GCTCACTCAA AGGCGGTAAT ACGGTTATCC ACAGAATCAG GGGATAACGC AGGAAAGAAC 

ATGTGAGCAA AAGGCCAGCA AAAGGCCAGG AACCGTAAAA AGGCCGCGTT GCTGGCGTTT TTCCATAGGC TCCGCCCCCC TGACGAGCAT CACAAAAATC 

GACGCTCAAG TCAGAGGTGG CGAAACCCGA CAGGACTATA AAGATACCAG GCGTTTCCCC CTGGAAGCTC CCTCGTGCGC TCTCCTGTTC CGACCCTGCC 

GCTTACCGGA TACCTGTCCG CCTTTCTCCC TTCGGGAAGC GTGGCGCTTT TCCGCTGCAT AACCCTGCTT CGGGGTCATT ATAGCGATTT TTTCGGTATA 

TCCATCCTTT TTCGCACGAT ATACAGGATT TTGCCAAAGG GTTCGTGTAG ACTTTCCTTG GTGTATCCAA CGGCGTCAGC CGGGCAGGAT AGGTGAAGTA 

GGCCCACCCG CGAGCGGGTG TTCCTTCTTC ACTGTCCCTT ATTCGCACCT GGCGGTGCTC AACGGGAATC CTGCTCTGCG AGGCTGGCCG GCTACCGCCG 

GCGTAACAGA TGAGGGCAAG CGGATGGCTG ATGAAACCAA GCCAACCAGG AAGGGCAGCC CACCTATCAA GGTGTACTGC CTTCCAgACG AACGAAGAGC 

GATTGAGGAA AAGGCGGCGG CGGCCGGCAT GAGCCTGTCG GCCTACCTGC TGGCCGTCGG CCAGGGCTAC AAAATCACGG GCGTCGTGGA CTATGAGCAC 

GTCCGCGAGC TGGCCCGCAT CAATGGCGAC CTGGGCCGCC TGGGCGGCCT GCTGAAACTC TGGCTCACCG ACGACCCGCG CACGGCGCGG TTCGGTGATG 

CCACGATCCT CGCCCTGCTG GCGAAGATCG AAGAGAAGCA GGACGAGCTT GGCAAGGTCA TGATGGGCGT GGTCCGCCCG AGGGCAGAGC CATGACTTTT 

TTAGCCGCTA AAACGGCCGG GGGGTGCGCG TGATTGCCAA GCACGTCCCC ATGCGCTCCA TCAAGAAGAG CGACTTCGCG GAGCTGGTGA AGTACATCAC 

CGACRAGCAA GGCAAGACCG AGCGCCTTTC CGACGCTCAC CGGGCTGGTT GCCCTCGCCG CTGGGCTGGC GGCCGTCTAT GGCCCTGCAA ACGCGCCAGA 

AACGCCGTCG AAGCCGTGTG CGAGACACCG CGGCCGCCGG CGTTGTGGAT ACCTCGCGGA AAaCTTGGCC CTCACTGACA GATGAGGGGC GGACGTTGAC 

ACTTGAGGGG CCGACTCACC CGGCGCGGCG TTGACAGATG AGGGGCAGGC TCGATTTCGG CCGGCGACGT GGAGCTGGCC AGCCTCGCAA ATCGGCGAAA 

ACGCCTGATT TTACGCGAGT TTCCCACAGA TGATGTGGAC AAGCCTGGGG ATAAGTGCCc TGCGGTATTG ACACTTGAGG GGCGCGACTA CTGACAGATG 

AGGGGCGCGA TCCTTGACAC TTGAGGGGCA GAGTGCTGAC AGATGAGGGG CGCACCTATT GACATTtGAG GGGCTGTCCA CAGGCAGAAA ATCCAGCATT 

TGCAAGGGTT TCCGCCCGTT TTTCGGCCAC CGCTAACCTG TCTTTTAACC TGCTTTTAAA CCAATATTTA TAAACCTTGT TTTTAACCAG GGCTGCGCCC 

TGTGCGCGTG ACCGCGCACG CCGAAGGGGG GTGCCCCCCC TTCTCGAACC CTCCCGGCCC GCTAACGCGG GCCTCCCATC CCCCCAGGGG CTGCGCCCTC 

GGCCGCGAAC GGCCTCACCC CAAAAATGGC AGCGCTGGCA GTCCTTGCCA TTGCCGGGAT CGGGGCAGTA ACGGGATGGG CGATCAGCCC GAGCGCGACG 

CCCGGAAGCA TTGACGTGCC GCAGGTGCTG GCATCGACAT TCAGCGACCA GGTGCCGGGC AGTGAGGGCG GCGGCCTGGG TGGCGGCCTG CCCTTCACTT 

CGGCCGTCGG GGCATTCACG GACTTCATGG CGGGGCCGGC AATTTTTACC TTGGGCATTC TTGGCATAGT GGTCGCGGGT GCCGTGCTCG TGTTCGGGGG 

TGCGATAAAC CCAGCGAACC ATTTGAGGTG ATAGGTAAGA TTATACCGAG GTATGAAAAC GAGAATTGGA CCTTTACAGA ATTACTCTAT GAAGCGCCAT 

ATTTAAAAAG CTACCAAGAC GAAGAGGATG AAGAGGATGA GGAGGCAGAT TGCCTTGAAT ATATTGACAA TACTGATAAG ATAATATATC TTTTATATAG 

AAGATATCGC CGTATGTAAG GATTTCAGGG GGCAAGGCAT AGGCAGCGCG CTTATCAATA TATCTATAGA ATGGGCAAAG CATAAAAACT TGCATGGACT 

AATGCTTGAA ACCCAGGACA ATAACCTTAT AGCTTGTAAA TTCTATCATA ATTGGGTAAT GACTCCAACT TATTGATAGT GTTTTATGTT CAGATAATGC 

CCGATGACTT TGTCATGCAG CTCCACCGAT TTTGAGAACG ACAGCGACTT CCGTCCCAGC CGTGCCAGGT GCTGCCTCAG ATTCAGGTTA TGCCGCTCAA 

TTCGCTGCGT ATATCGCTTG CTGATTACGT GCAGCTTTCC CTTCAGGCGG GATTCATACA GCGGCCAGCC ATCCGTCATC CATATCACCA CGTCAAAGGG 

TGACAGCAGG CTCATAAGAC GCCCCAGCGT CGCCATAGTG CGTTCACCGA ATACGTGCGC AACAACCGTC TTCCGGAGAC TGTCATACGC GTAAAACAGC 

CAGCGCTGGC GCGATTTAGC CCCGACATAG CCCCACTGTT CGTCCATTTC CGCGCAGACG ATGACGTCAC TGCCCGGCTG TATGCGCGAG GTTACCGACT 

GCGGCCTGAG TTTTTTAAGT GACGTAAAAT CGTGTTGAGG CCAACGCCCA TAATGCGGGC TGTTGCCCGG CATCCAACGC CATTCATGGC CATATCAATG 

ATTTTCTGGT GCGTACCGGG TTGAGAAGCG GTGTAAGTGA ACTGCAGTTG CCATGTTTTA CGGCAGTGAG AGCAGAGATA GCGCTGATGT CCGGCGGTGC 

TTTTGCCGTT ACGCACCACC CCGTCAGTAG CTGAACAGGA GGGACAGCTG ATAGAAACAG AAGCCACTGG AGCACCTCAA AAACACCATC ATACACTAAA 

TCAGTAAGTT GGCAGCATCA CCCATAATTG TGGTTTCAAA ATCGGCTCCG TCGATACTAT GTTATACGCC AACTTTGAAA ACAACTTTGA AAAAGCTGTT 

TTCTGGTATT TAAGGTTTTA GAATGCAAGG AACAGTGAAT TGGAGTTCGT CTTGTTATAA TTAGCTTCTT GGGGTATCTT TAAATACTGT AGAAAAGAGG 

AAGGAAATAA TAAATGGCTA AAATGAGAAT ATCACCGGAA TTGAAAAAAC TGATCGAAAA ATACCGCTGC GTAAAAGATA CGGAAGGAAT GTCTCCTGCT 

AAGGTATATA AGCTGGTGGG AGAAAATGAA AACCTATATT TAAAAATGAC GGACAGCCGG TATAAAGGGA CCACCTATGA TGTGGAACGG GAAAAGGACA 

TGATGCTATG GCTGGAAGGA AAGCTGCCTG TTCCAAAGGT CCTGCACTTT GAACGGCATG ATGGCTGGAG CAATCTGCTC ATGAGTGAGG CCGATGGCGT 

CCTTtGCTCG GAAGAGTATG AAGATGAACA AAGCCCTGAA AAGATTATCG AGCTGTATGC GGAGTGCATC AGGCTCTTTC ACTCCATCGA CATATCGGAT 

TGTCCCTATA CGAATAGCTT AGACAGCCGC TTAGCCGAAT TGGATTACTT ACTGAATAAC GATCTGGCCG ATGTGGATTG CGAAAACTGG GAAGAAGACA 

CTCCATTTAA AGATCCGCGC GAGCTGTATG ATTTTTTAAA GACGGAAAAG CCCGAAGAGG AACTTGTCTT TTCCCACGGC GACCTGGGAG ACAGCAACAT 

CTTTGTGAAA GATGGCAAAG TAAGTGGCTT TATTGATCTT GGGAGAAGCG GCAGGGCGGA CAAGTGGTAT GACATTGCCT TCTGCGTCCG GTCGATCAGG 

GAGGATATCG GGGAAGAACA GTATGTCGAG CTATTTTTTG ACTTACTGGG GATCAAGCCT GATTGGGAGA AAATAAAATA TTATATTTTA CTGGATGAAT 

TGTTTTAGTA CCTAGATGTG GCGCAACGAT GCCGGCGACA AGCAGGAGCG CACCGACTTC TTCCGCATCA AGTGTTTTGG CTCTCAGGCC GAGGCCCACG 

GCAAGTATTT GGGCAAGGGG TCGCTGGTAT TCGTGCAGGG CAAGATTCGG AATACCAAGT ACGAGAAGGA CGGCCAGACG GTCTACGGGA CCGACTTCAT 

TGCCGATAAG GTGGATTATC TGGACACCAA GGCACCAGGC GGGTCAAATC AGGAATAAGG GCACATTGCC CCGGCGTGAG TCGGGGCAAT CCCGCAAGGA 

GGGTGAATGA ATCGGACGTT TGACCGGAAG GCATACAGGC AAGAACTGAT CGACGCGGGG TTTTCCGCCG AGGATGCCGA AACCATCGCA AGCCGCACCG 

TCATGCGTGC GCCCCGCGAA ACCTTCCAGT CCGTCGGCTC GATGGTCCAG CAAGCTACGG CCAAGATCGA GCGCGACAGC GTGCAACTGG CTCCCCCTGC 

CCTGCCCGCG CCATCGGCCG CCGTGGAGCG TTCGCGTCGT CTCGAACAGG AGGCGGCAGG TTTGGCGAAG TCGATGACCA TCGACACGCG AGGAAcTATG 

ACGACCAAGA AGCGAAAAAC CGCCGGCGAG GACCTGGCAA AACAGGTCAG CGAGGCCAAG CAGGCCGCGT TGCTGAAACA CACGAAGCAG CAGATCAAGG 

AAATGCAGCT TTCCTTGTTC GATATTGCGC CGTGGCCGGA CACGATGCGA GCGATGCCAA ACGACACGGC CCGCTCTGCC CTGTTCACCA CGCGCAACAA 

GAAAATCCCG CGCGAGGCGC TGCAAAACAA GGTCATTTTC CACGTCAACA AGGACGTGAA GATCACCTAC ACCGGCGTCG AGCTGCGGGC CGACGATGAC 

GAACTGGTGT GGCAGCAGGT GTTGGAGTAC GCGAAGCGCA CCCCTATCGG CGAGCCGATC ACCTTCACGT TCTACGAGCT TTGCCAGGAC CTGGGCTGGT 

CGATCAATGG CCGGTATTAC ACGAAGGCCG AGGAATGCCT GTCGCGCCTA CAGGTGACGG MGATGGGCTT CAMGTCYGAA CGCGTTGGGC ACCTGGAATC 

GGTGTSGSTG MTGCACCGCT TCCGMGTCMT GGACCGTGGC AAGAAAACGT CCCGTTGCCA GGTCCTGATS GACGARGAAA TCGTCGTGCT GTWWGCTGGC 

GACCACTACA CGAAATTCAT ATGGGAGAAG TACCGCAAGC TGTCGCHGAC GGCCCGACGG ATGTTGGACT ATTTCAGCTC GCACCGGGAG CCGTACCCGM 

TCAAGCTGGA AACCTTCCGC CTCATGTGCG GATCGGATTC CACCCGMGTG AAGAAGTGGc GCGAGCAGGT CGGCGAAGcC TGCGAAGAGT TGCGAGGCAG 

CGGCCTGGTG GAACACGCCT GGGTCAATGA TGACCTGGTG CATTGCAAAC GCTAGGGCCT TGtGGGGTCA GTTCCGGCTG GGGGTTCAGC AGCCAGCGCT 

TtACTGGCAT TTCAGGAACA AGCGGGCACT GCTCGACGCA CTTGCTTCGC TCAGTATCGC TCGGGACGCA CGGCGCGCTC TACGAACTGC CGATAAACAG 

AGGATTAAAA TtGACAATTG TGATTAAGGC TCAGATTCGA CGGCTTGGAG CGGCCGACGT GCAGGATTTC CGCGAGATCC GATTGTCGGC CCTGAAGAAA 

GCTCCAGAGA TGTTCGGGTC CGTTTACGAG CACGAGGAGA AAAAGCCCAT GGAGGCGTTC GCTGAACGGT TGCGAGATGC CGTGGCATTC GGCGCCTACA 

TCGACGGCGA GATCATTGGG CTGTCGGTCT TCAAACAGGA GGACGGCCCC AAGGACGCTC ACAAGGCGCA TCTGTCCGGC GTTTTCGTGG AGCCCGAACA 

GCGAGGCCGA GGGGTCGCCG GTATGCTGCT GCGGGCGTTG CCGGCGGGTT TATTGCTCGT GATGATCGTC CGACAGATTC CAACGGGAAT TGGTGGATGC 

GCATCTTCAT CCTCGGCGCA CTTAATATTT CGCTATTCTG GAGCTTGTTG TTTATTTCGg TCTACCGCCT GCCGGGCGGG GTCGCGGCGa CGGTAGGCGC 

TGTGCAGCCG CTGATGGTCG TGTTCATATC TGCCGcTCTG CTAGGTAGCC CGATACGATT GATGGCGGTC CTGGGGGCTA TTTGCGGAAC TGCGGGCGTG 

GCGCTGTTGG TGTTGACACC AAACGCAGCG CTAGATCCTG TCGGCGCGCA GCGGGCCTGG CGGGGGCGGT TTCCATGGCG TTCGGAACCG TGCTGACCCG 
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CAAGTGGCAA CCTCCCgTGC TTCTGcTCAC CTTTACCGCC TGGCAACTGG CGGCCGGAGG ACTTCTGCTC GTTCCAGTAG CTTTAGTGTT TGATCCGCCA 

ATCCCGAAGC CAACAGGAAC CAATGTTCTC GGCCtGGCGT GGCTCGGaCC TGATCGGAGC GGGTTTAACV TACTTCCtTT GGTTCCGGGG GATCTCGCGA 

CTCGAACCTA CAGTTGTTTC CTTACTGGGC TTTCTCAGCC CCAGATCTGG GGTCGATCAG CCGGGGATGC ATCAGGCCGA CAGTCGGAAC TTCGGGTCCC 

CGACCTGTAC CATTCGGTGA GCAATGGATA GGGGAGTTGA TATCGTCAAC GTTCACTTBT AAAGAAATAG CGCCACTCAG CTTCCTCAGC GGCTTTATCC 

AGCGATTTCC TATTATGTCG GCATAGTTCT CAAGATCGAC AGCCTGTCAC GGTTAAGCGA GAAATGAATA AGAAGGCTGA TAATTCGGAT CTCTGCGAGG 

GAGATGATAT TTGATCACAG GCAGCAACGC TCTGTCATCG TTACAATCAA CATGCTACCC TCCGCGAGAT CATCCGTGTT TCAAACCCGG CAGCTTAGTT 

GCCGTTCTTC CGAATAGCAT CGGTAACATG AGCAAAGTCT GCCGCCTTAC AACGGCTCTC CCGCTGACGC CGTCCCGGAC TGATGGGCTG CCTGTATCGA 

GTGGTGATTT TGTGCCGAGC TGCCGGTCGG GGAGCTGTTG GCTGGCTGGT GGCAGGATAT ATTGTGGTGT AAACAAATTG ACGCTTAGAC AACTTAATAA 

CACATTGCGG ACGTTTTTAA TGTACTGGGG TGGTTTTTCT TTTCACCAGT GAGACGGGCA ACAGCTGATT GCCCTTCACC GCCTGGCCCT GAGAGAGTTG 

CAGCAAGCGG TCCACGCTGG TTTGCCCCAG CAGGCGAAAA TCCTGTTTGA TGGTGGTTCC GAAATCGGCA AAATCCCTTA TAAATCAAAA GAATAGCCCG 

AGATAGGGTT GAGTGTTGTT CCAGTTTGGA ACAAGAGTCC ACTATTAAAG AACGTGGACT CCAACGTCAA AGGGCGAAAA ACCGTCTATC AGGGCGATGG 

CCCACTACGT GAACCATCAC CCAAATCAAG TTTTTTGGGG TCGAGGTGCC GTAAAGCACT AAATCGGAAC CCTAAAGGGA GCCCCCGATT TAGAGCTTGA 

CGGGGAAAGC CGGCGAACGT GGCGAGAAAG GAAGGGAAGA AAGCGAAAGG AGCGGGCGCC ATTCAGGCTG CGCAACTGTT GGGAAGGGCG ATCGGTGCGG 

GCCTCTTCGC TATTACGCCA GCTGGCGAAA GGGGGATGTG CTGCAAGGCG ATTAAGTTGG GTAACGCCAG GGTTTTCCCA ATCACGACGT TGTAAAACGA 

CGGCCAGTGA ATTCGAGCTC GGTACCCGGG GATCCTCTAG AGTCGACCTG CAGGCATGCA AGCTTGCATG CCTGCAGGTC ACTGGATTTT GGTTAAAAGG 

GAATTAGAAA TTTTATTGAT AGAAGTATTT TACAAATAGA GAATACAATA ACTAGAAGGG GTTC 

 

A.2.1.2 Primersequenzen 

Tab. A1: Primer für die Sequenzierung des Überexpressionsvektors A122 

#16 ATG GAT TGC ACG CAG GTT CTC #1817 GCC GGC CAG CGA GAC GAG 

#34 TGG CTA CCC GTG ATA TTG CTG #1854 CAC TCA ACC CTA TCT CGG 

#35 GAG AAC CTG CGT GCA ATC CAT #1856 CAG CCG GCG CTT TAC TGG 

#309 ACG CTA TGT CCT GAT AGC GGT #1859 CAA GCG GAT GGC TGA TG 

#318 AAG AAG GCG ATA GAA GGC GA #1873 TTG GCA AGG TCA TGA TGG 

#439 GCT GAC TCG ATC CTT AGT ATG C #1885 TGC AAA CGC GCC AGA AAC 

#491 ATC CGA GGA GGT TTC CCG #1887 GTG CGT CCC GAG CGA TAC TG 

#495 AAT TAG GGT TCT TAT AGG GTT TCG CTC #1894 GCT TTA TCC AGC GAT TTC C 

#608 TTA CCC GCC AAT ATA TCC TGT #1895 GGA AAT CGC TGG ATA AAG C 

#1236 AGA ATG CAA CAA GCA GAC AAG #1898 GCT GGC GGA GAA TCA TAC 

#1237 CCA ATG AAC AAT TGC GTC TCT #1900 TAT TAA GTG CGC CGA GGA 

#1571 GAT TTG TAG GAG AGA GAC TGG #1902 CAG CTG GCG TAA TAG CGA A 

#1572 GGA TAT ATT GGC GGG TAA AC #1904 ATT CCA GGT GCC CAA CG 

#1613 TAA GGG AGT CAC GTT ATG ACC #1912 CTA CTG TCC TTT CGA TGA AG 

#1614 GGA TTG AGA GTG AAT ATG AGA C #1913 TCT CAA TAG CCC TCT GGT C 

#1641 GAA TGC AAC AAG CAG ACA AGT G #1914 GAT CGT TCA AAC ATT TGG C 

#1642 TGC CTT CTC CCA AGA GTT TAC G #1915 CGA TAT CTT GCT GCG TTC GG 

#1643 CTG CAA CAG ATT GAG CAA CAG C #1918 TAG ACG CCT TCG ACG AAG 

#1644 GCG TCT CTA CTT CAG AAC TTG G #1919 GTG ATT GTC GAT GGA TTG G 

#1695 CCC TTC CTT TCT CGC CAC GTT CG #1931 AGA GCC TGA TGC ACT CC 

#1696 CTT GAT TTG GGT GAT GGT TC #1932 GAC ATG ATG CTA TGG CTG 

#1697 TGC TGC AAG GCG ATT AAG TTG G #1933 ACG CGT ATG ACA GTC TCC 

#1698 AAC AAC ACT CAA CCC TAT CTC G #1934 CAT GTG CTG CCT CAG ATT C 

#1699 CGA ACG TGG CGA GAA AGG AAG G #1935 GAC TTC GCC AAA CCT GCC 

#1700 CGC TTG GTC GGT CAT TTC G #1936 GCC ACC GCT AAC CTG TC 

#1701 GCC CAA CCT TTC ATA GAA GG #1943 GGG TGT GAA GTT GCC TCG 

#1702 CGT TGG CTA CCC GTG ATA TT #2011 TAG GCC GAC AGG CTC ATG C 

#1703 CTG CTT GCC GAA TAT CAT GG #2012 GAT AGA CGC CTT CGA CGA AG 

#1802 CGA ATA GCA TCG GTA ACA TG #2013 TCT TCA TCC TCT TCG TCT TG 

#1803 CAT GTT ACC GAT GCT ATT CG #2014 AGT TTC CCA CAG ATG ATG TG 

#1804 ACG CGA AGT TCC GAC TGT C #2024 GTC TGA CGC GGT GGA AAG 

#1805 GTC ACT TGT CTG CTT GTT GC #2025 CTC ATC TGT CAG CAC TCT GC 

#1808 GTG CTC AGA ATT ACG ATC AG #2026 ACC AGG CGG GTC AAA TCA GG 

#1814 TGG AAG TAA AGG GAC CCG AAC ATC #2027 CAT CGC TCG CAT CGT GTC 
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A.2.2 Transformationsvektor A137 

A.2.2.1 Plasmidsequenz A137 

CCCTCCCGGC CCGCTAACGC GGGCCTCCCA TCCCCCCAGG GGCTGCGCCC CTCGGCCGCG AACGGCCTCA CCCCAAAAAT GGCAGCGCTG GCAGTCCTTG 

CCATTGCCGG GATCGGGGCA GTAACGGGAT GGGCGATCAG CCCGAGCGCG ACGCCCGGAA GCATTGACGT GCCGCAGGTG CTGGCATCGA CATTCAGCGA 

CCAGGTGCCG GGCAGTGAGG GCGGCGGCCT GGGTGGCGGC CTGCCCTTCA CTTCGGCCGT CGGGGCATTC ACGGACTTCA TGGCGGGGCC GGCAATTTTT 

ACCTTGGGCA TTCTTGGCAT AGTGGTCGCG GGTGCCGTGC TCGTGTTCGG GGGTGCGATA AACCCAGCGA ACCATTTGAG GTGATAGGTA AGATTATACC 

GAGGTATGAA AACGAGAATT GGACCTTACA GAATACTCTA TGAAGCcGCC AcTATTTAAA AAGCTACCAA GACGAAGAGG ATGAAGAGGA TGAGGAGGCA 

GATTGCCTTG AATATATTGA CAATACTGAT AAGATAATAT ATCTTTTATA TAGAAGATAT CGCCGTATGT AAGGATTTCA GGGGGCAAGG CATAGGCAGC 

GCGCTTATCA ATATATCTAT AGAATGGGCA AAGCATAAAA ACTTGCATGG ACTAATGCTT GAAACCCAGG ACAATAACCT TATAGCTTGT AAATTCTATC 

ATAATTGGGT AATGACTCCA ACTTATTGAT AGTGTTTTAT GTTCAGATAA TGCCCGATGA CTTTGTCATG CAGCTCCACC GATTTTGAGA ACGACAGCGA 

CTTCCGTCCC AGCCGTGCCA GGTGCTGCCT CAGATTCAGG TTATGCCGCT CAATTCGCTG CGTATATCGC TTGCTGATTA CGTGCAGCTT TCCCTTCAGG 

CGGGATTCAT ACAGCGGCCA GCCATCCGTC ATCCATATCA CCACGTCAAA GGGTGACAGC AGGCTCATAA GACGCCCCAG CGTCGCCATA GTGCGTTCAC 

CGAATACGTG CGCAACAACC GTCTTCCGGA GACTGTCATA CGCGTAAAAC AGCCAGCGCT GGCGCGATTT AGCCCCGACA TAGCCCCACT GTTCGTCCAT 

TTCCGCGCAG ACGATGACGT CACTGCCCGG CTGTATGCGC GAGGTTACCG ACTGCGGCCT GAGTTTTTTA AGTGACGTAA AATCGTGTTG AGGCCAACGC 

CCATAATGCG GGCTGTTGCC CGGCATCCAA CGCCATTCAT GGCCATATCA ATGATTTTCT GGTGCGTACC GGGTTGAGAA GCGGTGTAAG TGAACTGCAG 

TTGCCATGTT TTACGGCAGT GAGAGCAGAG ATAGCGCTGA TGTCCGGCGG TGCTTTTGCC GTTACGCACC ACCCCGTCAG TAGCTGAACA GGAGGGACAG 

CTGATAGAAA CAGAAGCCAC TGGAGCACCT CAAAAACACC ATCATACACT AAATCAGTAA GTTGGCAGCA TCACCCATAA TTGTGGTTTC AAAATCGGCT 

CCGTCGATAC TATGTTATAC GCCAACTTTG AAAACAACTT TGAAAAAGCT GTTTTCTGGT ATTTAAGGTT TTAGAATGCA AGGAACAGTG AATTGGAGTT 

CGTCTTGTTA TAATTAGCTT CTTGGGGTAT CTTTAAATAC TGTAGAAAAG AGGAAGGAAA TAATAAATGG CTAAAATGAG AATATCACCG GAATTGAAAA 

AACTGATCGA AAAATACCGC TGCGTAAAAG ATACGGAAGG AATGTCTCCT GCTAAGGTAT ATAAGCTGGT GGGAGAAAAT GAAAACCTAT ATTTAAAAAT 

GACGGACAGC CGGTATAAAG GGACCACCTA TGATGTGGAA CGGGAAAAGG ACATGATGCT ATGGCTGGAA GGAAAGCTGC CTGTTCCAAA GGTCCTGCAC 

TTTGAACGGC ATGATGGCTG GAGCAATCTG CTCATGAGTG AGGCCGATGG CGTCCTTTGC TCGGAAGAGT ATGAAGATGA ACAAAGCCCT GAAAAGATTA 

TCGAGCTGTA TGCGGAGTGC ATCAGGCTCT TTCACTCCAT CGACATATCG GATTGTCCCT ATACGAATAG CTTAGACAGC CGCTTAGCCG AATTGGATTA 

CTTACTGAAT AACGATCTGG CCGATGTGGA TTGCGAAAAC TGGGAAGAAG ACACTCCATT TAAAGATCCG CGCGAGCTGT ATGATTTTTT AAAGACGGAA 

AAGCCCGAAG AGGAACTTGT CTTTTCCCAC GGCGACCTGG GAGACAGCAA CATCTTTGTG AAAGATGGCA AAGTAAGTGG CTTTATTGAT CTTGGGAGAA 

GCGGCAGGGC GGACAAGTGG TATGACATTG CCTTCTGCGT CCGGTCGATC AGGGAGGATA TCGGGGAAGA ACAGTATGTC GAGCTATTTT TTGACTTACT 

GGGGATCAAG CCTGATTGGG AGAAAATAAA ATATTATATT TTACTGGATG AATTGTTTTA GTACCTAGAT GTGGCGCAAC GATGCCGGCG ACAAGCAGGA 

GCGCACCGAC TTCTTCCGCA TCAAGTGTTT TGGCTCTCAG GCCGAGGCCC ACGGCAAGTA TTTGGGCAAG GGGTCGCTGG TATTCGTGCA GGGCAAGATT 

CGGAATACCA AGTACGAGAA GGACGGCCAG ACGGTCTACG GGACCGACTT CATGCCGATA AGGTGGATTA TCTGGACACC AAGGCACCAG GCGGGTCAAA 

TCAGGAATAA GGGCACATTG CCCGGCGTGA GTCGGGGCAA TCCCGCAAGG AGGGTGAATG AATCGGACGT TTGACCGGAA GGCATACAGG CAAGAACTGA 

TCGACGCGGG GTTTTCCGCC GAGGATGCCG AAACCATCGC AAGCCGCACC GTCATGCGTG CGCCCCGCGA AACCTTCCAG TCCGTCGGCT CGATGGTCCA 

GCAAGCTACG GCCAAGATCG AGCGCGACAG CGTGCAACTG GCTCCCCCTG CCCTGCCCGC GCCATCGGCC GCCGTGGAGC GTTCGCGTCG TCTCGAACAG 

GAGGCGGCAG GTTTGGCGAA GTCGATGACC ATCGACACGC GAGGAACTAT GACGACCAAG AAGCGAAAAA CCGCCGGCGA GGACCTGGCA AAACAGGTCA 

GCGAGGCCAA GCAGGCCGCG TTGCTGAAAC ACACGAAGCA GCAGATCAAG GAAATGCAGC TTTCCTTGTT CGATATTGCG CCGTGGCCGG ACACGATGCG 

AGCGATGCCA AACGACACGG CCCGCTCTGC CCTGTTCACC ACGCGCAACA AGAAAATCCC GCGCGAGGCG CTGCAAAACA AGGTCATTTT CCACGTCAAC 

AAGGACGTGA AGATCACCTA CACCGGGGTC GAGCTGCGGG CCGACGATGA CGAACTGGTG TGGCAGCAGG TGTTGGAGTA CGCGAAGCGC ACCCCTATCG 

GCGGACCGAT CACCTTCACG TTCTACGAGC TTTGCCAGGA CCTGGGCTGG TCGATCAATG GCCGGTATTA CACGAAGGCC GAGGAATGCC TGTCGCGCCT 

ACAGGCGACG GCGATGGGCT TCACGTCCGA CCGCGTTGGG CACCTGGAAT CGGTGTCGCT GCTGCACCGC TTCCGCGTCC TGGACCGTGG CAAGAAAACG 

TCCCGTTGCC AGGTCCTGAT CGACGAGGAA ATMGTCGTGC TGTTTGCTGG CGACCACTAC ACGAAATTCA TATGGGAGAA GTACCGCAAG CTGTCGCCGA 

CGGCCCGACG GATGTTCGAC TATTTCAGCT CGCACCGGGA GCCGTACCCG CTCAAGCTGG AAACCTTCCG CCTCATGTGC GGATCGGATT CCACCCGCGT 

GAAGAAGTGG CGCGAGCAGG TCGGCGAAGC CTGCGAAGAG TTGCGAGGCA GCGGCCTGGT GGAACACGCC TGGGTCAATG ATGACMTGGT GCATTGCAAA 

CGCTAGGGCC TTGTGGGGTC AGTTCCGGCT GGGGGTTCAG CAGCCAGCGC TTTACTGGCA TTtCAGGAAC AAGCGGgCAC TGCTCGACGC ACTTGCTTCG 

CTCAGTATCG CTCGGGACGC ACGGCGCGCT CTACGAACTG CCGATAAACA GAGGATTAAA ATTGACAATT GTGATTAAGG CTCAGATTCG ACGGCTTGGA 

GCGGCCGACG TGCAGGATTT CCGCGAGATC CGATTGTCGG CCCTGAAGAA AGCTCCAGAG ATGTTCGGGT CCGTTTACGA GCACGAGGAG AAAAAGCCCA 

TGGAGGCGTT CGCTGAACGG TTGCGAGATG CCGTGGCATT CGGCGCCTAC ATCGACGGCG AGATCATTGG GCTGTCGGTC TTCAAACAGG AGGACGGCCC 

CAAGGACGCT CACAAGGCGC ATCTGTCCGG CGTTTTCGTG GAGCCCGAAC AGCGAGGCCG AGGGGTCGCC GGTATGCTGC TGCGGGCGTT GCCGGCGGGT 

TTATTGCTCG TGATGATCGT CCGACAGATT CCAACGGGAA TCTGGTGGAT GCGCATCTTC ATCCTCGGCG CACTTAATAT TTCGCTATTC TGGAGCTTGT 

TGTTTATTTC GGTCTACCGC CTGCCGGGCG GGGTaCGCGG ACGACGGTAG GCGCTGTGCA GCCGCTGATG GTCGTGTTCA TCTCTGCCGC TCTGCTAGGT 

AGCCCGATAC GATTGATGGC GGTCCTGGGG GCTATTTGCG GAACTGCGGG CGTGGCGCTG TTGGTGTTGA CACCAAACGC AGCGCTAGAT CCTGTCGGCG 

TCGCAGCGGG CCTGGCGGGG GCGGTTTCCA TGGCGTTCGG AACCGTGCTG ACCCGCAAGT GGCAACCTCC CGTGSTTCTG CTCACCTTCA CCGCCTGGCA 

ACTGGCGGCC GGAGGASTTC TGCTCGTTCC AGTAGCTTTA GTGTTTGATC CGCCAATCCC GATGCCTACA GGAACCAATG TTCTCGGCCT GGCGTGGCTC 

GGCCTGATCG GAGCGGGTTT AACCTACTTC CTTTGGTTCC GGGGGATCTC GCGACTCGAA CCTACAGTTG TTTCCTTACT GGGCTTTCTC AGCCCCAGAT 

CTGGGGTCGA TCAGCCGGGG ATGCATCAGG CCGACAGTCG GAACTTCGGG TCCCCGACCT GTACCATTCG GTGAGCAATG GATAGGGGAG TTGATATCGT 

CAACGTTCAC TTCTAAAGAA ATAGCGCCAC TCAGCTTCCT CAGCGGCTTT ATCCAGCGAT TTCCTATTAT GTCGGCATAG TTCTCAAGAT CGACAGCCTG 

TCACGGTTAA GCGAGAAAtG AATAAGAAGG CTGATAATTc GGATcTTGCG AGGGAGATGA TATttGATCa CAGGCAGCAA CGTmTGTCAT CGTTACAATC 

AACATgCTAC CcTMMGcGAG ATCATCCGTG TTTCAAACCC GGCAGCTTAG TTGCCGTTCT TCCGAATAGC ATCGGTAACA TGAGCAAAGT CTGCCGCCTt 

ACAACGGCTC TCCCGCTGAC GCCGTCCCGG ACTGATGGGC TGCCTGTATC GAGTGGTGAT TTTGTgCCGA GCTGCCGGTC GGGGAGCTGT TGGCTGGCTG 

GTGGCAGGAT ATATTGTGGT GTAAACAAAT TGACGCTTAG ACAACTTAAT AACACATTGC GGACGTTTTT AATGTACTGG GGTGGTTTTT CTTTTCACCA 

GTGAGACGGG CAACAGCTGA TTGCCCTTCA CCGCCTGGCC CTGAGAGAGT TGCAGCAAGC GGTCCACGCT GGTTTGCCCC AGCAGGCGAA AATCCTGTTT 

GATGGTGGTT CCGAAATCGG CAAAATCCCT TATAAATCAA AAGAATAGCC CGAGATAGGG TTGAGTGTTG TTCCAGTTTG GAACAAGAGT CCACTATTAA 

AGAACGTGGA CTCCAACGTC AAAGGGCGAA AAACCGTCTA TCAGGGCGAT GGCCCACTAC GTGAACCATC ACCCAAATCA AGTTTTTTGG GGTCGAGGTG 

CCGTAAAGCA CTAAATCGGA ACCCTAAAGG GAGCCCCCGA TTTAGAGCTT GACGGGGAAA GCCGGCGAAC GTGGCGAGAA AGGAAGGGAA GAAAGCGAAA 

GGAGCGGGCG CCATTCAGGC TGCGCAACTG TTGGGAAGGG CGATCGGTGC GGGCCTCTTC GMTATTACGC CAGCTGGCGA AAGGGGGATG TGCTGCAAGG 

CGATTAAGTT GGGTAACGCC AGGGTTTTCC CAGTCACGAC GMTTGTAAAA CGaCGGCCAG TGAATTCGAG CTCGGTACCC GGGGATCCTC TAGAGTCGAC 

CTGCAGGCAT GCAAGCTTGC aTGCCTGCAG GTCACTGGAT TTTGGTTTTA GGAATTAGAA ATTTTATTGA TAGAAGTATT TTACAAATAC AAATACATAC 

TAAGGGTTTC TTATATGCTC AACACATGAG CGAAACCCTA TAAGAACCCT AATTCCCTTA TCTGGGAACT ACTCACACAT TATTCTGGAG AAAAATAGAG 

AGAGATAGAT TTGTAGAGAG AGACTGGTGA TTTTTGCGGA CTCTAGAGGA TCCTTCGTTC GTTGTAGGGC GTAACATCCA AGCTGGAAGG AGAGAGTTTG 

GTTCCGCCAA CGACGATGCA CCTTCGTTCT CTCCCTCAAC TCTaCCCACA AAGCCATCTC TGGAGGAGGT TAAGCAGTaT TGGgGCTGGA gAATTGaaGA 

ATTGTTGGAG CATTGGATTA GTTGTACTTC TTGATGAACC GTGTTCTTCT CCCTCTCCTT AATCTTTTTG AGAAGCGCAT TGTtGTGATC TTGCaagACC 

TTATCCTTCT TCTGGAGCGA TGATATGGAT TCGAACATAG CTTGGTTCtT TCTTGACCTA ATGCTCTTGA TAGCAGCATG GAGCTGGTGC TCCAAGCTTT 

GGAgCTCCTT TAAGCTCAAC GAATCaAGAT CTTCCCCCAT AAAATTCCTT TTGTTCTTCT CgAGTACCTC AACTCTTGcC TTGAGCTTAG CATGTTCTAG 

AACCCAATTT TCACTCTGTG AAATGTCTCg GCCTACAAGT TGTTTGTCTG AATACAAATA GCGATCATAG CGTTCAAGTA TCTTTTCCAT GCAAGAGTCG 

GTGGAATATT CGAAGAGTTT GCCTTTGGAA GAGAAGATGA CGAGAGCAAC CTCAGCATCG CAGAGAACAG AGATCTCATG AGCTTTCTTG AGCAAACCAG 
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ACCTTCTCTT TGAGAAAGTA ACTTGCCTAT TGATCTTGTT TTCTATCCTC TTCAGCTGAA CCCTACCCCT TCCCATGGTG GCCACTCGAG GTCCTCTCCA 

AATGAAATGA ACTTCCTTAT ATAGAGGAAG GGTCTTGCGA AGGATAGTGG GATTGTGCGT CATCCCTTAC GTCAGTGGAG ATATCACATC AATCCACTTG 

CTTTGAAGAC GTGGTTGcGA ACGTCTTCTT TTTCCACGAT GTTCCTCGTG GGTGGGGGTC CATCTTTGGG ACCACTGTCG GTAGAGGCAT CTTGAACGAT 

AGCCTTTCCT TTATCGCAAT GATGGCATTT GTAGAAGCCA TCTTCCTTTT CTACTGTCCT TTCGATGAAG TGACAGATAG CTGGGCAATG GAATCCGAGG 

AGGTTTCCCG ATATTACCCT TTGTTGAAAA GTCTCAATAG CCCTCTGGTC TTCTGAGACT GTATCTTTGA TATTCTTGGA GTAGACGAGA GTGTCGTGCT 

CCACCATGTT GACCTGCAGG CATGCAAGCT TGGCGTAATC ATGGTCATAG CTGTTTCCTG TGTGAAATTG TTATCCGCTC ACAATTCCAC ACAACATACG 

AKCCGGAAGC ATAAAGTGTA AAGCCTGGGG TGCCTAATGA GTGAGCTAAC TCACATTAAT TGCGTTGCGC TCACTGCCCG CTTTCCAGTC GGGAAACCTG 

TCGTGCCAGC TGCATTAATG AATCGGCCAA CGCGCGGGGA GAGGCGGTTT GCGTATTGGG CCCAAGACAA AAGGGCGACA TTCAACCGAT TGAGGGAGGG 

AAGGTAAATA TTGACGGAAA TTATTCATTA AAGGTGAATT ATCACCGTCA CCGACTTGAG CCATTTGGGA ATTATAGCCA CCAAAATCAC CAGTAGCACC 

ATTACCATTA GCAAGGCCGG AAACGTCCCA ATGAAACCAT CGATAGCAGC ACCGTAATCA GTAGCGACAG AATCAAGTTT GCCTTTAGCG TCAGACTGTA 

GCGCGTTTTC ATCGGCATTT TCGGTCATAG CCCCCTTATT AGCGTTTGCC ATCTTTTCAT AATCAAAATC ACCGGAACCA GAGCCACCAC CGGAACCGCC 

TcCCTCAGAG CCGCCACCCT CAGAACCGCC ACCCTCAGAG CCACCACCCT CAGAGCCGCC ACCAGAACCA CCACCAGAGC CGCCGCCAGC ATTGACAGGA 

GGCCCGATCT AGTAACATAG ATGACACCGC GCGCGATAAT TTATCCTAGT TTGCGCGCTA TATTTTGTTT TCTATCGCGT ATTAAATGTA TAATTGCGGG 

ACTCTAATCA TAAAAACCCA TCTCATAAAT AACGTCATGC ATTACATGTT AATTATTACA TGCTTAACGT AATTCAACAG AAATTATATG ATAATCATCG 

CAAGACCGGC AACAGGATTC AATCTTAAGA AACTTTATTG CCAAATGTTT GAACGATCGG GGATCATCCG GGTCTGTGGC GGGAACTCCA CGAAAATATC 

CGAACGCAGC AAGATATCGC GGTGCATCTC GGTCTTGCCT GGGCAGTCGC CGCCGACGCC GTTGATGTGG ACGCCGGGCC CGATCATATT GTCGCTCAGG 

ATCGTGGCGT TGTGCTTGTC GGCCGTTGCT GTCGTAATGA TATCGGCACC TTCGACCGCC TGTTCCGCAG AGATCCCGTG GGCGAAGAAC TCCAGCATGA 

GATCCCCGCG CTGGAGGATC ATCCAGCCGG CGTCCCGGAA AACGATTCCG AAGCCCAACC TTTCATAGAA GGCGGCGGTG GAATCGAAAT CTCGTGATGG 

CAGGTTGGGC GTCGCTTgGT CGGTCATTTC GAACCCCAGA GTCCCGCTCA GTARGAACTC GTCAAGAAGG CGATAGAAgK GCGATGCGMT GCGAATCGGG 

AGCGGCGATA CCGTAAAGCA CGAGGAAGCG GTCAGCCCAT TCGCCGCCAA GGTCTTCAGC AATATCACGG GTAGCCAACG CTATGTCVTG ATAGCGGTCC 

GCCACACCCA GCYRGCCACA GTCGATGAAT CCAGAAAAGC GGCCATTTTC CACCATGATA TTCGGCAAGC AGGCATCGCC ATGGGTCACG ACGAGATCCT 

CGCCGTCGGG CATGCGCGCC TTGAGCCTGG CGAACAGTTC GGCTGGCGCG AGCCCTGATG CTCTTCGTCC AGATCATCcT GATCGACAAG ACCGGCTTCC 

ATCCGAGTAC GTGCTCGCTC GATGCGATGT TTCGCTTGGT GGTCGAATGG GCAGGTAGCC GGATCAAGCG TATGCAGCCG CCGCATTGCA TCAGCCATGA 

TGGATACTTT CTCGGCAGGA GCAAGGTGAG ATGACAGGAG ATCCTGCCCC GGCACTTCGC CCAATAGCAG CCAGTCCCTT CCCGCTTCAG TGACAACGTC 

GAGCACAGCT GCGCAAGGAA CGCCCGTCGT GGCCAGCCAC GATAGCCGCG CTGCCTCGTC CTGCAGTTCA TTCAGGGCAC CGGACAGGTC GGTCTTGACA 

AAAAGAACCG GGCGCCCCTG CGCTGACAGC CGGAACACGG CGGCATCAGA GCAGCCGATT GTCTGTTGTG CCCAGTCATA GCCGAATAGC CTCTCCACCC 

AAGCGGCCGG AGAACCTGCG TGCAATCCAT CTTGTTCAAT CATGCGAAAC GATCCAGATC CGGTGCAGAT TATTTGGATT GAGAGTGAAT ATGAGACTCT 

AATTGGATAC CGAGGGGAAT TTATGGAACG TCAGTGGAGC ATTTTTGACA AGAAATATTT GCTAGCTGAT AGTGACCTTA GGCGACTTTT GAACGCGCAA 

TAATGGTTTC TGACGTATGT GCTTAGCTCA TTAAACTCCA GAAACCCGCG GCTGAGTGGC TCCTTCAACG TTGCGGTTCT GTCAGTTCCA AACGTAAAAC 

GGCTTGTCCC GCGTCATCGG CGGGGGTCAT AACGTGACTC CCTTAATTcT CCGCTCATGA TCAGATTGTC GTTTCCCGCC TTCaGTTTAA ACTATCAGTG 

TTTGACAGGA TATATTGGCG GGTAAACCTA AGAGAAAAGA GCGTTTATTA GAATAATCGG ATATTTAAAA GGGCGTGAAA AGGTTTATCC GTTCGTCCAT 

TTGTATGTGC ATGCCAACCA CAGGGTTCCC CAGATCTGGC GCCGGCCAGC GAGACGAGCA AGATTGGCCG CCGCCCGAAA CGATCCGACA GCGCGCCCAG 

CACAGGTGCG CAGGCAAATT GCACCAACGC ATACAGCGCC AGCAGAATGC CATAGTGGGC GGTGACGTCG TTCGAGTGAA CCAGATCGCG CAGGAGGCCC 

GGCAGCACCG GCATAATCAG GCCGATGCCG ACAGCGTCGA GCGCGACAGT GCTCAGAATT ACGATCAGGG GTATGTTGGG TTTCACGTCT GGCCTCCGGA 

CCAGCCTCCG CTGGTCCGAT TGAACGCGCG GATTCTTTAT CACTGATAAG TTGGTGGACA TATTATGTTT ATCAGTGATA AAGTGTCAAG CATGACAAAG 

TTGCAGCCGA ATACAGTGAT CCGTGCCGCC CTGGACCTGT TGAACGAGGT CGGCGTAGAC GGTCTGACGA CACGCAAACT GGCGGAACGG TTGGGGGTTC 

AGCAGCCGGC GCTTTACTGG CACTTCAGGA ACAAGCGGGC GCTGCTCGAC GCACTGGCCG AAGCCATGCT GGCGGAGAAT CATACGCATT CGGTGCCGAG 

AGCCGACGAC GACTGGCGCT CATTTCTGAT CGGGAATGCC CGCAGCTTCA GGCAGGCGCT GCTCGCCTAC CGCGATGGCG CGCGCATCCA TGCCGGCACG 

CGAcCGGGCG CACCGCAGAT GGAAACGGCC GACGCGCAGC TTCGCTTCCT CTGCGAGGCG GGTTTTTCGG CCGGGGACGC CGTCAATGCG CTGATGACAA 

TCAGCTACTT CACTGTTGGG GCCGTGCTTG AGGAGCAGGC CGGCGACAGC GATGCCGGCG AGCGCGGCGG CACCGTTGAA CAGGCTCCGC TCTCGCCGCT 

GTTGCGGGCC GCGATAGACG CCTTCGACGA AGCCGGTCCG GACGCAGCGT TCGAGCAGGG ACTCGCGGTG ATTGTCGATG GATTGGCGAA AAGGAGGCTC 

GTTGTCAGGA ACGTTGAAGG ACCGAGAAAG GGTGACGATT GATCAGGACC GCTGCCGGAG CGCAACCCAC TCACTACAGC AGAGCCATGT AGACAACATC 

CCCTCCCCCT TTCCACCGCG TCAGACGCCC GTAGCAGCCC GCTACGGGCT TTTTCATGCC CTGCCCTAGC GTCCAAGCCT CACGGCCGCG CTCGGCCTCT 

CTGGCGGCCT TCTGGCGCTC TTCCGCTTCC TCGCTCACTG ACTCGCTGCG CTCGGTCGTT CGGCTGCGGC GAGCGGTATC AGCTCACTCA AAGGCGGTAA 

TACGGTTATC CACAGAATCA GGGGATAACG CAGGAAAGAA CATGTGAGCA AAAGGCCAGC AAAAGGCCAG GAACCGTAAA AAGGCCGCGT TGCTGGCGTT 

TTTCCATAGG CTCCGCCCCC CTGACGAGCA TCACAAAAAT CGACGCTCAA GTCAGAGGTG GCGAAACCCG ACAGGACTAT AAAGATACCA GGCGTTTCCC 

CCTGGAAGCT CCCTCGTGCG CTCTCCTGTT CCGACCCTGC CGCTTACCGG ATACCTGTCC GCCTTTCTCC CTTCGGGAAG CGTGGCGCTT TTCCGCTGCA 

TAACCCTGCT TCGGGGTCAT TATAGCGATT TTTTCGGTAT ATCCATCCTT TTTCGCACGA TATACAGGAT TTTGCCAAAG GGTTCGTGTA GACTTTCCTT 

GGTGTATCCA ACGGCGTCAG CCGGGCAGGA TAGGTGAAGT AGGCCCACCC GCGAGCGGGT GTTCCTTCTT CACTGTCCCT TATTCGCACC TGGCGGTGCT 

CAACGGGAAT CCTGCTCTGC GAGGCTGGCC GGCTACCGCC GGCGTAACAG ATGAGGGGCA AGCGGATGGC TGATGAAACC AAGCCAACCA GGAAAGGGCA 

GCCACCTATC AAGGTGTACT GCCTTCTCAG ACGAACGAAG AGCGATTTGA AGAAAAGGCG GCGGCGGcCG GCATGAGCCT GTCGGCCTAC CTGCTGGCCG 

TCGGCCAGGG CTACAAAATC ACGGGCGTCG TGGACTATGA GCACGTCCGC GAGCTGGCCC GCATCAATGG CGACCTGGGC CGCCTGGGCG GCCTGCTGAA 

ACTCTGGCTC ACCGACGACC CGCGCACGGC GCGGTTCGGT GATGCCACGA TCCTCGCCCT GCTGGCGAAG ATCGAAGAGA AGCAGGACGA GCTTGGCAAG 

GTCATGATGG GCGTGGTCCG CCCGAGGGCA GAGCCATGAC TTTTTTAGCC GCTAAAACGG CCGGGGGGTG CGCGTGATTG CCAAGCACGT CCCCATGCGC 

TCCATCAAGA AGAGCGACTT CGCGGAGCTG GTGAAGTACA TCACCGACGA GCAAGGCAAG ACCGASCGCC TTTCCGACGC TCACCGGGCT GGTTGCCCTC 

GCCGCTGGGC TGGCGGCCGT CTATGGCCCT GCAAACGCGC CAGAAACGCC GTCGAAGCCG TGTGCGAGAC ACCGCGGCCG CCGGCGTTGT GGATACCTCG 

CGGAAAACTT GGCCCTCACT GACAGATGAK GGGCGGACGT TGACACTTGA GGGGYCGACT CACCCGGCGC GGCGTTGACA GATGAGGGGC AGGCTCGATT 

TCGGCCGGCG ACGTGGAGCT GGCCAGCCTC GCAAATCRGC GAAAACGCCW GATTTTACGC GAGTTTCCCA CAGATGATGT GGACAAGCCT GGGGATAAGT 

GCCCTGCGGY ATTGACACTT GAGGGGCGCG ACTACTGACA GATGAgGGGC GCGATCCTTG ACACTTGAGG GGCAGAGTGC TGACAGATGA GGGGCGCACC 

TATTGACATT TGAGGGGCTG TCCACAGGCA GAAAATCCAG CATTTGCAAG GGTTTCCGCC CGTTTTTCGG CCACCGCTAA CCTGTCTTTT AACCTGCTTT 

TAAACCAATA TTTATAAACC TTGTTTTTAA CCAGGGCTGC GCCCTGTGCG CGTGACCGCG CACGCCGAAG GGGGGTGCCC CCCCTTCTCG AA 

 

A.2.2.2 Primersequenzen 

Tab. A2: Primer für die Sequenzierung des Überexpressionsvektors A137 

#16 ATG GAT TGC ACG CAG GTT CTC #1811 AGG ACC GCC ATC AAT CGT ATC G 

#31b ATC GTT CAA GAT GCC TCT AC      #1812 CCG AGA AAG GGT GAC GAT TGA T 

#31c GTA GAG GCA TCT TGA ACG AT #1813 CTC CGC TCT CGC CGC TGT T  

#34 TGG CTA CCC GTG ATA TTG CTG #1858 CTC AGA CGA ACG AAG AGC 

#35 GAG AAC CTG CGT GCA ATC CAT #1859 CAA GCG GAT GGC TGA TG 

#309 ACG CTA TGT CCT GAT AGC GGT #1860 GAA ATA GTC GAA CAT CCG 
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Tab. A2: Primer für die Sequenzierung des Überexpressionsvektors A137 (Fortsetzung) 

#318 AAG AAG GCG ATA GAA GGC GA #1872 AAG ACC GAC CGC CTT TC 

#437 GGA AGT TCA TTT CAT TTG GAG AG #1873 TTG GCA AGG TCA TGA TGG 

#438 AAA TAG CGA TCA TAG CGT TCA AGT #1878 CCT AAT GCT CTT GAT AGC 

#608 TTA CCC GCC AAT ATA TCC TGT #1880 TGC GCG ATC TGG TTC ACT 

#1340 AAA CTC TCT CCT TCC AGC TTG #1885 TGC AAA CGC GCC AGA AAC 

#1341 AAG GTG AAT TAT CAC CGT CAC #1887 GTG CGT CCC GAG CGA TAC TG 

#1569 GGT TCC GAT TTA GTG CTT TAC G #1888 GTT GCC ACT TGC GGG TCA G 

#1570 CCT TTG ACG TTG GAG TCC ACG #1889 GAC ACT CTC GTC TAC TCC 

#1571 GAT TTG TAG GAG AGA GAC TGG #1890 TCA TGG TCA TAG CTG TTT CCT GTG 

#1572 GGA TAT ATT GGC GGG TAA AC #1891 CCT TAT TAG CGT TTG CCA TC 

#1574 TAT CAG CGC TCC AGA AGA AGG #1904 ATT CCA GGT GCC CAA CG 

#1575 CGC AGG CAA ATT GCA CCA ACG #1917 TCC TCT GTT TAT CGG CAG 

#1791 CCA ACT TAA TCG CCT TGC AGC #1919 GTG ATT GTC GAT GGA TTG G 

#1792 GCT GCA AGG CGA TTA AGT TGG #1931 AGA GCC TGA TGC ACT CC 

#1793 CAC CAC TCG ATA CAG GCA GC #1932 GAC ATG ATG CTA TGG CTG 

#1794 GCT GCC TGT ATC GAG TGG TG #1933 ACG CGT ATG ACA GTC TCC 

#1795 GCA TGT TGA TTG TAA CGA TGA C #1934 CAT GTG CTG CCT CAG ATT C 

#1797 GCT TCA GGC AGG CGC TGC TC #1935 GAC TTC GCC AAA CCT GCC 

#1798 CCG TCT ACG CCG ACC TCG TTC #2013 TCT TCA TCC TCT TCG TCT TG 

#1799 GAA CGA GGT CGG CGT AGA CGG #2024 GTC TGA CGC GGT GGA AAG 

#1800 GTC GCC TAA GGT CAC TAT CAG #2025 CTC ATC TGT CAG CAC TCT GC 

#1801 CTG ATA GTG ACC TTA GGC GAC #2026 ACC AGG CGG GTC AAA TCA GG 

#1810 CTA GCA GAG CGG CAG AGA TGA ACA #2027 CAT CGC TCG CAT CGT GTC 
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A.3 Transformationsvektoren 

In den folgenden Tabellen A3 bis A20 sind die Ti-Plasmide der in dieser Arbeit verwendeten 

Transformationsvektoren aufgeführt. Die Ti-Plasmide von A122 und A137 wurden im Rahmen dieser 

Arbeit sequenziert. 

 

Tab. A3: Ti-Plasmid von A122 Tab. A4: Ti-Plasmid von A137 

Zielgen:  Zielgen: 

SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1  FRUITFULL 

Anwendung: Resistenzgen:  Anwendung: Resistenzgen: 

RNA-Interferenz NPTII für Kanamycinresistenz  RNA-Interferenz NPTII für Kanamycinresistenz 

Durchgeführte Transformationen:  Durchgeführte Transformationen: 

N 94  N 94, N 352, N 407 

Southern Blot-Restriktionsenzym:  Southern Blot-Restriktionsenzym: 

AflII  AflII 
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Tab. A5: Ti-Plasmid von A141 Tab. A6: Ti-Plasmid von A179 

Zielgen:  Zielgen: 

SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1  SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 

Anwendung: Resistenzgen:  Anwendung: Resistenzgen: 

RNA-Interferenz HPT für Hygromycinresistenz  RNA-Interferenz NPTII für Kanamycinresistenz 

Durchgeführte Transformationen:  Durchgeführte Transformationen: 

N 352, N 407  N 266, N 271 

Southern Blot-Restriktionsenzym:  Southern Blot-Restriktionsenzyme: 

AflII  BspEI oder EcoRI 

 

 

 

 

 

Tab. A7: Ti-Plasmid von A180 Tab. A8: Ti-Plasmid von A185 

Zielgen:  Zielgen: 

FRUITFULL  Potri.002G034400 

Anwendung: Resistenzgen:  Anwendung: Resistenzgen: 

RNA-Interferenz NPTII für Kanamycinresistenz  Überexpression HPT für Hygromycinresistenz 

Durchgeführte Transformationen:  Durchgeführte Transformationen: 

N 267, N 272, N 316  N 282, N 405, N 406 

Southern Blot-Restriktionsenzyme:  Southern Blot-Restriktionsenzym: 

BspEI oder EcoRI  SacI  
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Tab. A9: Ti-Plasmid von A194  Tab. A10: Ti-Plasmid von A198 und A225 

Zielgen:  Zielgen: 

Potri.007G008600, codonoptimiert  Potri.007G008600 

Anwendung: Resistenzgen:  Anwendung: Resistenzgen: 

Überexpression NPTII für Kanamycinresistenz  amiRNA NPTII für Kanamycinresistenz 

Durchgeführte Transformationen:  Durchgeführte Transformation: 

N 311, N 405 (Doppeltransformation mit A185), N 408 

(Doppeltransformation mit A201) 

 N 368 

Southern Blot-Restriktionsenzym:  Southern Blot-Restriktionsenzym: 

EcoRI  SspI 

 

 

 

 

 

Tab. A11: Ti-Plasmid von A199 und A226  Tab. A12: Ti-Plasmid von A200 

Zielgen:  Zielgen: 

Potri.002G034400  Potri.002G223100 

Anwendung: Resistenzgen:  Anwendung: Resistenzgen: 

amiRNA NPTII für Kanamycinresistenz  Überexpression NPTII für Kanamycinresistenz 

Durchgeführte Transformation:  Durchgeführte Transformationen: 

N 369  N 321, N 391, N 406 (Doppeltransformation mit A185) 

Southern Blot-Restriktionsenzym:  Southern Blot-Restriktionsenzyme: 

AseI   EcoRI oder SacI 
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Tab. A13: Ti-Plasmid von A201  Tab. A14: Ti-Plasmid von A204 

Zielgen:  Zielgen: 

Potri.019G084600  Potri.005G123800 

Anwendung: Resistenzgen:  Anwendung: Resistenzgen: 

Überexpression HPT für Hygromycinresistenz  Überexpression HPT für Hygromycinresistenz 

Durchgeführte Transformationen:  Durchgeführte Transformationen: 

N 322, N 327  N 329, N 340 

Southern Blot-Restriktionsenzym:  Southern Blot-Restriktionsenzym: 

SacI  SacI  

 

 

 

 

 

Tab. A15: Ti-Plasmid von A210 und A227  Tab. A16: Ti-Plasmid von A211 und A228 

Zielgen:  Zielgen: 

Potri.002G034400  Potri.007G008600 

Anwendung: Resistenzgen:  Anwendung: Resistenzgen: 

amiRNA NPTII für Kanamycinresistenz  amiRNA NPTII für Kanamycinresistenz 

Durchgeführte Transformationen:  Durchgeführte Transformationen: 

N 357, N 393, N 399  N 356, N 371 

Southern Blot-Restriktionsenzyme:  Southern Blot-Restriktionsenzym: 

SspI oder EcoRI  SspI 
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Tab. A17: Ti-Plasmid von A220 und A231 Tab. A18: Ti-Plasmid von A221 und A232 

Zielgen  Zielgen: 

Potri.019G084600  Potri.002G223100 

Anwendung: Resistenzgen:  Anwendung: Resistenzgen: 

amiRNA NPTII für Kanamycinresistenz  amiRNA NPTII für Kanamycinresistenz 

Durchgeführte Transformationen:  Durchgeführte Transformationen: 

N 359, N 374  N 361, N 375 

Southern Blot-Restriktionsenzym:  Southern Blot-Restriktionsenzym: 

EcoRI  SspI 

 

 

 

 

 

Tab. A19: Ti-Plasmid von A229  Tab. A20: Ti-Plasmid von A230 

Zielgen:  Zielgen: 

Potri.002G034400  Potri.007G008600 

Anwendung: Resistenzgen:  Anwendung: Resistenzgen: 

amiRNA NPTII für Kanamycinresistenz  amiRNA NPTII für Kanamycinresistenz 

Durchgeführte Transformation:  Durchgeführte Transformation: 

N 372  N 373 

Southern Blot-Restriktionsenzym:  Southern Blot-Restriktionsenzym: 

EcoRI  SspI 

 

 

 

 


