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Zusammenfassung

RNasen sind an der Regulation verschiedener zelluldrer Differenzierungs- und Entwicklungs-
prozesse beteiligt. So sind z. B. RNaseLE und RNaseLX, zwei S-l/ike RNasen aus
Solanum lycopersicum wihrend Wundheilungsprozessen bzw. unter Phosphat (Pi)-Mangel-
bedingungen induziert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine weitere S-/ike RNase, RNaseLER, aus
S. lycopersicum isoliert und charakterisiert. Die genomische Sequenz von RNaseLER umfasst
5591 bp einschlieBlich des 908 bp langen Promotorbereiches. Ein Alignment der kodierenden
und der gesamten genomischen Sequenz ergab, dass RNaseLER 6 Exons und 5 Introns
aufweist, wobei sich die Introns an denselben Positionen wie in den Exon/Intron-Strukturen
anderer bekannter T2-Typ-RNasen befinden. Anhand der Exon/Intron-Struktur und einer
Homologie von bis zu 83 % auf Proteinebene liel sich RNaseLER in die Klasse 2 der T2-
Typ-RNasen einordnen. Southern-Analysen zeigten, dass RNaseLER im Tomatengenom als

single copy-Gen vorliegt.

RNaseLER kodiert fiir ein Protein mit 260 Aminosduren (AS). Im N-Terminus konnte ein
Signalpeptid von 23 AS Lénge identifiziert werden, das einen kotranslationalen Import des
Proteins in das endoplasmatische Retikulum (ER) vermitteln sollte. Ein ER-Retentionssignal
(KDEL bzw. HDEL) ist in RNaseLER nicht vorhanden. Jedoch zeigte eine transiente
Expression von RNaseLER als YFP-Fusion (RNaseLER::YFP) in N. benthamiana, dass diese
RNase im ER lokalisiert ist.

Des Weiteren zeigten Promotor-GUS-Studien eine Aktivitit des Promotors in Schliezellen
und Trichomen transgener N. benthamiana-Linien. In Ubereinstimmung damit konnten
potentielle cis-Elemente fiir eine SchlieBzellen-spezifische Expression ((T/A)AAAG-
Element) im Promotor von RNaseLER identifiziert werden. Diese Aktivitdt ist bisher fiir eine
T2-Typ-RNase einzigartig.

Eine Funktion von RNaseLER in der Entwicklung sowie Differenzierung von Stomata und
Trichome ist somit denkbar. Allerdings konnte auch eine GUS-Aktivitit im
Parenchymgewebe der Stingel, in Antheren sowie in seltenen Féllen auch in der Reifungs-
und Streckungszone der Wurzeln nachgewiesen werden.

Im Promotor von RNaseLER konnten zudem konservierte Boxen ermittelt werden, die unter
anderem abscisinsdure- (ABA), trockenstress- und seneszenzabhidngige sowie eine circadiane

Genregulation vermitteln konnen. Dariiber hinaus enthdlt der Promotorbereich W-Boxen, die



in Pathogen- und Elicitorresponsivitit von Genen involviert sind. Real-time RT-PCR-
Analysen zeigten jedoch, dass ABA, osmotischer Stress oder Trockenheit keinen Effekt auf
das Expressionsmuster von RNaseLER hat. Hingegen waren nach Behandlung der Blitter mit
dem Ethylen-Analogon Ethephon und/oder der Ethylen-Vorstufe 1-Aminocyclopropane-1-
Carboxylsdure Unterschiede im Expressionsverhalten zu beobachten. Die Behandlung fiihrte
hier, anders als bei anderen T2-Typ-RNasen, die wihrend der Seneszenz induziert werden, zu
einer Verringerung der Transkriptmenge.

Ein leichter der Anstieg der Transkriptmenge konnte indes unter Phosphatmangel und nach
Phytophthora infestans-Infektion beobachtet werden. Ein tatsdchlicher Effekt dieser Faktoren

bleibt genauer zu untersuchen.



Summary

RNases are involved in the regulation of several cellular differentiation and development
processes. For example, two S-like RNases from S. lycopersicum, RNaseLE and RNaseLX,
are induced during wound healing processes or under phosphate (Pi)-deficient conditions.
Within this thesis, a further S-like RNase from S. /ycopersicum, RNaseLER, was isolated and
characterized. Its genomic sequence comprises 5591 bp including the 908 bp promoter region.
An alignment of the coding and the entire genomic sequence revealed that RNaseLER
contains 6 exons and 5 introns. The introns are similarly located as it has been shown for
exon/intron structures of other known T2-type RNases. Based on this exon/intron structure as
well as a homology of up to 83 %, RNaseLER could be assigned to the class 2 of T2-type-
RNases. Southern blot analysis characterized RNaseLER as a single copy gene in the tomato

genome.

RNaseLER encodes for a protein consisting of 260 amino acids (AA). A signal peptide of 23
AA in length that should convey a co-translational import of the protein into the endoplasmic
reticulum (ER) was identified at the N-terminus. An ER-retention signal corresponding
peptide, such as KDEL or HDEL does not exist in the RNaseLER AA sequence. However,
transient expression of RNaseLER as YFP-fusion (RNaseLER::YFP) in N. benthamiana

confirmed its localization in the ER.

Furthermore, promoter-GUS studies revealed activity of the promoter in guard cells and
trichomes of transgenic N. benthamiana lines. In accordance with this observation, potential
cis-elements for guard cell-specific expression ((T/A)AAAG-element) could be identified in
the promoter of RNaseLER. This activity is so far unique for T2-type RNases. A function of
the RNaseLER in the development and differentiation of stomata and trichomes is thus
conceivable. However, GUS activity was also detected in the parenchymal tissue of stems,
anthers, and in rare cases in the maturation and elongation zone of roots. In the promoter of
RNaseLER conserved boxes could also be determined, which can facilitate among others by
abscisic acid- (ABA), drought stress-, and senescence-dependent and circadian gene
regulation processes. Also W boxes, which are found in pathogen responsive genes, are
present in the promoter. Real-time RT-PCR analysis showed that ABA, osmotic stress or
drought has no effect on the expression pattern of RNaseLER. On the other hand, differences
are observed in the expression pattern of leaves after treatment with the ethylene analogue

ethephon and / or the ethylene precursor 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid. Unlike for

II



other T2-type RNases that are induced during senescence the treatment here led to a reduction
of the transcript level. A slight increase of transcripts was observed under phosphate
deficiency and after infection with Phytophthora infestans. Effects of these factors remain to

be further analyzed.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Geschichte der Aufkldrung von Funktion, Faltung und Aktivitdt von Proteinen, ebenso
wie die Entwicklung molekularbiologischer Methoden zur Manipulation und Produktion von
Enzymen sind eng verkniipft mit der Untersuchung von Ribonukleasen (RNasen). RNasen,
zur Gruppe der Hydrolasen gehdrende Enzyme mit relativ kleiner Molekiilmasse und grof3er
Hitzestabilitét, spalten Ribonukleinsdure (RNA) hydrolytisch. Die erste Ribonuklease wurde
bereits 1920 von Jones beschrieben, der zeigte, dass im Rinderpankreas ein relativ
hitzestabiles Enzym vorkommt, welches Hefe-Nukleinsdure hydrolysieren konnte (Jones,
1920). Dubos und Thormpson gelang etwa 18 Jahre spéter eine partielle Reinigung der erste
Ribonuklease aus Rinderpankreas, der RNase A (Dubos und Thompson, 1938). In den
nichsten dreiBig Jahren wurde die RNase A durch Kunitz kristallisiert, in dem Labor von
Moore und Stein vollstindig sequenziert und letztendlich im Labor von Merrifield

synthetisiert (Kunitz, 1940; Smyth ef al., 1963; Gutte und Merrifield, 1969).

Seither wurde eine Reihe von Ribonukleasen charakterisiert. Obwohl die meisten RNasen
Proteine sind, gibt es auch RNasen, wie z.B. RNaseP und MRP deren katalytische Einheit
RNA-Molekiile sind (Aravind und Koonin, 2001; Piccinelli et al., 2005).

Ribonukleolytische Enzyme sind ubiquitdre Komponenten aller lebender Zellen und spielen
eine Schliisselrolle bei vielen zelluldiren Funktionen. Sie sind am generellen RNA-Abbau zur
Riickgewinnung von Kohlenstoff, Phosphat und Stickstoff, aber auch an der DNA-
Replikation, Transkription, dem spezifischem RNA-Abbau individueller RNA-Spezies, wie,
tRNA's, snRNA's und rRNA's, dem Splicing, dem RNA-Editing sowie an der
Translationskontrolle beteiligt. Es wurde jedoch auch die Beteiligung von RNasen an der
Pathogenabwehr und der Unterdriickung der Metastasierung von Tumorzellen nachgewiesen
(Galiana et al., 1997; Riordan, 1997; Hugot et al., 2002; Hayashi et al., 2003; Monti et al.,
2008; Kim und Lee, 2009).

Allgemein teilt man RNasen in Exo- und Endoribonukleasen ein: Exoribonukleasen
prozessieren das RNA-Substrat ausgehend von den Termini des Molekiils. Je nach Beginn der
Prozessierung werden 3'- 5" bzw. 5'- 3" Exoribonukleasen unterschieden. Exoribonukleasen
spalten zumeist Mononukleotide vom RNA-Molekiil ab. Endoribonukleasen hingegen greifen
das Substrat an internen Phosphodiesterbindungen an. Eine weitere Unterteilung erfolgt
anhand des Substrates: je nachdem, ob das Substrat einzelstringig oder doppelstringig ist,
wird zwischen einzelstrangspezifischen bzw. doppelstrangspezifischen Ribonukleasen
unterschieden. Bisher sind eine Vielzahl von Endonukleasen und Exonukleasen bekannt, von

1
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denen die meisten anhand gemeinsamer Charakteristika, wie Sequenz, Struktur und Funktion
in Familien eingeteilt werden konnen. Héufig sind die Familien nach ihrem Prototyp, z.B.
RNaseA-, RNase T1- und RNase T2-Familie, benannt (D'Alessio und Riordan, 1997; Raines,
1998; Yoshida, 2001; Deshpande und Shankar, 2002).

RNasen erkennen RNA-Molekiile anhand der Primérstruktur, also der Nukleinsduresequenz,
wobei eine mehr oder weniger ausgepriagte Sequenzspezifitit bestehen kann. Mitglieder der
RNase A-Familie sind pyrimidinspezifische Enzyme, die in Vertebraten gefunden werden,
wihrend Enzyme der RNase TI-Familie mikrobieller Herkunft und vorrangig
guanosinspezifisch sind. Eine relativ heterogene Gruppe bildet die ubiquitir verbreitete
RNase T2-Familie, deren Mitglieder meist basenunspezifisch sind.

Im Allgemeinen katalysieren diese Ribonukleasen die hydrolytische Spaltung von RNA zu
Mono- oder Oligonukleotiden mit einem 3 -Phosphat tiber ein 2°,3"-zyklisches Intermediat.
Jedoch konnen, anhand des Spaltmechanismus, die Endo- und Exoribonukleasen auch in
Phosphodiesterasen und Phosphotransferasen eingeteilt werden. Beispielsweise konnen
RNasen der T2-Familie als Phosphotransferasen bezeichnet werden, da die Phosphatgruppe
der gespaltenen Phosphodiesterbindung auf das 3'-Ende des 5°-Spaltproduktes iibertragen

wird.

1.1 Familie der T2-Typ-RNasen

Die Familie der T2-Typ RNasen umfasst RNasen von Pilzen, wie z. B. die namensgebende
RNase T2 von Aspergillus oryzae (Kawata et al., 1990), die RNase Rh von Rhizopus niveus
(Kurihara et al., 1996) und Saccharomyces cerevisiae (RNY 1, Maclntosh et al., 2001).
Diverse Mitglieder konnten auch im Tierreich z. B. in Austern (Watanabe et al., 1993) und
Hiihnern (Hayano et al., 1993) sowie in Sdugetieren (Trubia et al., 1997) gefunden werden.
Das Vorkommen von RNasen der T2-Familie in Viren (RNase E®™°, Schneider e al., 1993),
Protozoen wie in Physarum polycephalum (Inokuchi et al., 1993) und Bakterien wie z. B.
RNase 1 in Escherichia coli (Meador III und Kennell, 1990) unterstreicht die ubiquitére
Verbreitung.

Die weitaus grofite Vielfalt an T2-Typ-RNasen wurde bisher in verschiedenen Pflanzen
gefunden. Anhand der Primérstruktur und der Funktion wurden die T2-Typ RNasen in zwei
Subklassen, den S-RNasen und den S-/ike RNasen unterteilt (Taylor et al., 1993; Green,
1994). Zu den S-RNasen zéhlen die Genprodukte der S-Locus-Allele (S-Glykoproteine), die

ebenfalls als RNasen identifiziert werden konnten (McClure ef al., 1989). Dieser S-Genlocus
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ist verantwortlich fiir die Kontrolle der gametophytischen Selbst-Inkompatibilitidt. Diese im
Pollenschlauch erfolgende Strategie tritt ausschlieBlich in Pflanzen auf, die zu den Familien
der Solanaceae, Scrophulariaceae und Rosaceae gehoren. Zu diesen Selbst-Inkompatibilitits-
RNasen (S-RNasen) gehoren die RNasen S2 und S6 von Nicotiana alata (McClure et al.,
1989; Matton et al., 1994), S2, S3 und S5 von Antirrhinum hispanicum (Xue et al., 1996; Lai
et al.,2002) und S2 aus Solanum tuberosum (Kaufmann et al., 1991).

Weitere Mitglieder der T2-Typ-RNasen sind die S-/ike RNasen. Sie sind multifunktionell und
an vielen Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen, jedoch nicht an der Unterdriickung
der Selbstbefruchtung beteiligt. Beispiele fiir S-/ike RNasen sind: die RNaseLE und LX aus
Solanum lycopersicum (Jost et al., 1991; Loffler et al., 1993), RNS 1, 2 und 3 aus Arabidopsis
thaliana (Taylor und Green, 1991; Taylor et al., 1993; Bariola et al.,1994) und NGR 1, 2 und
3 aus Nicotiana glutinosa (Kariu et al., 1998; Kurata et al., 2002).

Igic und Kohn (2001) nahmen aufgrund von Sequenzhomologien in den kodierenden
Bereichen und der Exon/Intron-Struktur der RNase-Gene eine weitere Unterteilung in drei
Klassen vor. Die Klasse 1 zeichnet sich durch das Auftreten von zwei bis drei Introns mit
hochkonservierten Positionen und die Klasse 2 durch mehr als drei mit konservierten
Intronpositionen aus. Die S-RNasen bilden die dritte Klasse und besitzen nur ein in Bezug auf

die Position stark konserviertes Intron.

Mitglieder der T2-Typ RNasen sind relativ unspezifische Endoribonukleasen mit einem
Molekulargewicht von 22-26 kDa und einem pH Optimum im sauren Bereich (Irie, 1997 und
2001). Allen T2-Typ-RNasen, vom Virus bis zum Tier sind zwei konservierte
Sequenzbereiche, CAS 1 und CAS II (conserved active-site segments; Abbildung 1), von acht
bzw. zwolf Aminosduren einschlieBlich der katalytisch aktiven Aminosduren, gemein

(Deshpande und Shankar, 2001).
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CAS 1 CAS 11
RNase T2 ~ WTTHGLWP FWEHEWNKHGTC
Pilz | RNaseRh  FTLHGLWP FWSHEWSKHGTC
RNY 1 FTTHGLWP LWIHEFNKHGTC
RNaseLE ~ FGIHGLWP FWSHEWEKHGTC
RNaseLX  FTTHGLWP FWSHEWLKHGTC
RNS 1 FGTHGLWP FWEHEWEKHGTC
RNS 2 FTTHGLWP FWGHEWEKHGTC
Pllanze | NS 3 FGTHGLWP FWTHEWEKHGTC
NGR 1 FGTHGLWP FWSHEWEKHGTC
NGR 2 FTTHGLWT FWAHEWEKHGTC
NGR 3 FSTHGLWP FWSHEWLKHGTC
Mensch RNASET2  WTTHGLWP FWKHEWEKHGTC
Bakterien RNasc | LTVHGLWP LERYEYAKHGAC
Virus  ERNS RSLHGTWP LORHEWNKHGHC

Abbildung 1: Sequenzhomologie ausgewiihlter T2-Typ-RNasen.

Sequenzhomologien sind insbesondere in zwei Sequenzbereichen, CAS I und CAS II, vorhanden. Die fett
dargestellten Aminosduren sind durchgehend konserviert. RNase T2 aus Aspergillus oryzae; RNase Rh aus
Rhizopus niveus; RNY 1 RNase aus Saccharomyces cerevisiae; RNaseLE und RNaseLX aus S. lycopersicum,
RNS 1, RNS 2 und RNS 3 RNase aus 4. thaliana; NGR 1, NGR 2 und NGR 3 RNase aus N. glutinosa;
RNASET2 RNase aus Homo sapiens; RNase 1 aus E. coli; EX™S von Schweinepestvirus KSPV isoliert.

Die dreidimensionale Struktur der RNase Rh von Rhizopus niveus wurde im Jahr 1996
veroffentlicht, welche die erste dreidimensionale Struktur in der RNase T2-Familie war
(Kurihara et al., 1996). Es folgten die Kristallstrukturen weiterer Vertretern der T2-Typ-
RNase Familie, wie RNaseLE von S. lycopersicum (Tanaka et al., 2000), RNase MC1 von
Momordica charantia (Suzuki et al., 2000), RNase S3 von Pyrus pyrifolia (Matsuura et al.,
2001), die Sri1-RNase von Nicotiana alata (Ida et al., 2002), NGR 1 (frither NW) von N.
glutinosa (Kawano et al., 2002) und das Trichomaglin von Trichosanthes lepiniate (Gan et
al., 2004).

Aufgrund der bekannten Tertidrstrukturen von RNaseLE und RNase Rh bzw. der Anzahl der
Disulfidbriicken wird eine Einteilung in zwei Subgruppen vorgeschlagen, den pilzlichen und
den tierischen/pflanzlichen T2-RNasen. Wiahrend RNasen, die aus Pilzen isoliert worden sind,
fiinf Disulfidbriicken aufweisen, besitzen alle tierischen/pflanzlichen T2-Typ RNasen eine
unterschiedliche Anzahl an Disulfidbriicken (/rie, 2001). Jedoch sind zwei Halb-Cysteinpaare
allen T2-Typ-RNasen gemein, deren Position innerhalb der T2-Typ-RNasen konserviert sind
2000).

und die zum Erhalt der aktiven Konformation beitragen (Tanaka et al.,

4
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Disulfidbindungen sind typisch fiir sekretorische Proteine, da sie sich im Zytosol nicht
ausbilden konnen. Dementsprechend sind auch alle bisher untersuchten T2-Typ-RNasen

sekretorische Proteine.

Beide Kristallstrukturen, die des pilzlichen und die des tierisch/pflanzlichen Typs, gehdren zu
den ,,a+P type structures “, da eine verschieden hohe Anzahl von a-Helices und B-Faltbléttern
vorhanden ist. Innerhalb beider Strukturen sind das zentral gelegene antiparallele S-Faltblatt,
die lange a-Helix, welche die N-terminale Hélfte mit der C-terminalen Hélfte verbindet, und

die Lage der katalytisch aktiven Aminosiuren konserviert (Abbildung 2).

Abbildung 2: Schematische Darstellung der dreidimensionalen Struktur von RNase Rh.

Die Abbildung wurde mit der PyMOL-Software Version 1.2.8 (http://www.pymol.org) und den Daten aus der
Lwprotein data bank™ mit der Bezeichnung ,,1BOL erstellt. Farbkodierung: griin: a-Helix; gelb: antiparalleles j-
Faltblatt; an der RNA-Hydrolyse beteiligte AS rot: Histidine (His46, His109 und His104); blau: Glutaminséure
(Glul105) und pink: Lysin (Lys108), N,H: N-Terminus; COOH: C-Terminus.

Die Kiristallstruktur, Daten aus Mutations- und Kinetikanalysen und chemische
Modifikationen der RNase Rh (Ohgi ef al., 1992, 1993 und 1995) fithrten zu der Aufklarung
des Katalysemechanismus (Abbildung 3). Da der Aufbau des aktiven Zentrums bei den bisher

ermittelten Strukturen nahezu identisch ist, postulierte Tanaka, dass der Mechanismus zur
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Hydrolyse der Nukleotidbindung auch fiir alle anderen Vertreter der T2-Typ-RNasen zutrifft
(Tanaka et al., 2000).

Irie postulierte, dass die enzymatische Reaktion und Basenspezifitit durch die B;- und B,-
Stelle festgelegt werden. Die B;-Stelle befindet sich am 5°-Ende der zu spaltenden
Phosphodiesterbindung und die B,-Stelle am 3"-Ende (Irie, 1997).

Die Aminosduren der B-Stellen bilden wahrscheinlich hydrophobe Taschen, in denen die
abzubauende RNA gebunden wird. Eine sich am Boden der Tasche befindende hydrophile
Aminosdure interagiert iiber polare Wechselwirkungen, wahrscheinlich Wasserstoftbriicken,
mit der Base des Nukleotids vor der Spaltstelle. In RNase Rh handelt es sich dabei um die
hydrophobe B;-Stelle, die aus den AS Trp49, Asp51 und Tyr57 besteht. Wobei AspS1 die
hydrophile Aminosdure am Boden der B;-Stelle ist. Das fiihrt zu der Basen-Préiferenz
(A>G>C, U). Die B2-Stelle wird aus den Aminosduren GIn32, Pro92, Ser93, Asn9%4, GIn95
und Phel01 gebildet (Ohgi ef al., 1993; 1996; Irie, 1997; 2001).

Nach Ohgi fiihren die Aminosduren His46 und His109 der RNase Rh die Grundreaktion der
RNA-Spaltung durch (Abbildung 3; Ohgi et al., 1993, 1996). His109 nimmt ein Proton der 2’
OH-Ribosegruppe des Nukleotids der ersten Base (Abbildung3A) auf. Durch den
nukleophilen Angriff des entstandenen negativ geladenen Sauerstoffions an der
Phosphatgruppe (Abbildung 3B) entsteht ein Zwischenprodukt (pentakoordiniertes
Intermediat), welches durch Glul05 und Lys108 stabilisiert wird (Abbildung 3C). His104
bindet an der Phosphatgruppe, so dass die Hydrolyse der RNA erfolgen kann. Im letzten
Schritt fungiert His 46 als Protonendonor, wobei das 5’-Sauerstoffatom der Ribose des
Nukleotids der zweiten Base ein Wasserstoffion aufnimmt (Abbildung 3D). Als
Zwischenprodukt wird ein 2°3’-zyklisches Nukleotid-Monophosphat gebildet, bevor als
Endprodukt ein Mononukleotid mit einem 3’-Phosphat entsteht (Ohgi et al., 1992, Irie, 1999).
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Abbildung 3: Mechanismus der RNA-Spaltung bei T2-Typ RNasen am Beispiel von RNase Rh.

Abgeleitet von Irie, 1999; ndhere Angaben befinden sich im Text;
A) Aufnahme eines Protons durch His109, B) nukleophiler Angriff des negativ geladenen Sauerstoffions an der

Phosphatgruppe, C) Stabilisierung des pentakoordinierten Intermediats durch Glul05 und Lys108, ) Hydrolyse
der RNA durch Bindung von His104 wobei His 46 als Protonendonor dient.
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1.2 Biologische Funktion der T2-RNasen in Pflanzen

Die Funktion der S-RNasen, einer Klasse der pflanzlichen T2-Typ-RNasen, wurde bereits
eingehend beschrieben (McCubbin und Kao, 2000). Sie haben eine essentielle Rolle in der
Selbst-Inkompatibilitit der Familien der Solanaceae, Scrophulariaceae und Rosaceae. S-
RNasen (S-Gene) sind die Genprodukte des polymorphen S-Locus und die Determinanten der
gametophytischen Selbst-Inkompatibilitit des Solanaceen-Typs (Anderson et al., 1986,
McCubbin und Kao, 2000). Aus den verschiedenen S-Locus-Allelen entstehen Proteine mit
meist kleinen, aber wichtigen Unterschieden, die zur (Selbst-) Erkennung der Pollen
notwendig sind. Diese S-RNasen, die ausschlieBlich im Griffel exprimiert werden, verhindern
nach einer Bestdubung die Befruchtung durch eigenen Pollen (Autogamie) oder genetisch
dhnlichen Pollen. Die Bestdubung durch den eigenen Pollen fiihrt zur Unterdriickung des
Pollenschlauchauswachsens, indem die vom Griffel exprimierten extrazelluldiren S-RNasen in
den Pollenschlauch einwandern und Pollenschlauch-eigene rRNA degradieren (McClure et
al., 1990, Parry et al., 1997).

S-like RNasen sind ribonukleolytische Enzyme, die den S-RNasen molekular sehr verwandt
sind, sich jedoch, hinsichtlich ihrer Struktur, Expression und biochemischen Eigenschaften
unterscheiden. Sie sind nicht in der Selbst-Inkompatibilitdt involviert, haben jedoch wichtige
Funktionen in allen Pflanzen. Im Gegensatz zu den S-RNase Genen, deren Expression in der
Regel auf den Griffel beschrinkt ist, zeigen die S-like RNase Gene auch in anderen Organen
unter bestimmten Umweltbedingungen eine Expression. Eine Beteiligung an Entwicklungs-
und Differenzierungsprozessen von Pflanzen wie der Fruchtreifung, Samenkeimung,
Samenreifung, Wurzelwachstum, Seneszenz sowie der Xylogenese, konnte bereits flir einige
S-like RNasen nachgewiesen werden (Green, 1994). So deuten in Pflanzen durchgefiihrte
Genexpressionsanalysen an, dass S-like RNasen am Phosphat-Recycling wihrend der
Seneszenz beteiligt sind und bei anorganischem Phosphat (Pi)-Mangel hochreguliert werden.
RNasen wie beispielsweise RNS1 und RNS2 aus 4. thaliana (Taylor et al., 1993; Bariola et
al., 1994) und RNaseLLX aus S. lycopersicum (Lers et al., 1998) sind wéhrend der Seneszenz
induziert. Die Expression der RNaseLE aus S. /ycopersicum und RNaseLX wird in Tomaten-
Suspensionskulturen und/oder in Keimlingen induziert, wenn diese in Pi-defizienten Medien
angezogen wurden (Kock et al., 1998). Weiterhin wird fiir die beiden RNase-Gene von
Arabidopsis, RNS1 und RNS2, RNaseNE aus Nicotiana alata, AhSL28 aus Antirrhinum und
VRNI aus Volvox carteri eine gesteigerte Expressionsrate infolge von Pi-Mangel postuliert
(Taylor et al., 1993; Bariola et al., 1994; Kock et al., 1995; Dodds et al., 1996, Shimizu et al.,
2001, Liang et al., 2002). Fiir die RNaseLX sowie der ZRNasel aus Zinnia elegans konnte

8
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eine Beteiligung an der Xylem-Differenzierung nachgewiesen werden, ein Hinweis darauf,
dass die entsprechenden Proteine an der Pi-Riickgewinnung wihrend der Prozesse, die
wihrend des Zelltodes ablaufen, beteiligt sein konnten (Ye und Droste 1996; Lehmann et al.,
2001). RNaseLX antisense-Expressionen fiihrten in Tomate zu einer verzogerten Seneszenz
und Blattabscission, somit konnte RNaseLLX nicht nur wihrend der Seneszenz und Abscission
an der Pi-Riickgewinnung beteiligt sein, sondern auch an der Steuerung dieser Prozesse (Lers
et al., 2006).

Eine Pathogeninfektion filihrte bei einigen S-/ike RNasen zu einer gesteigerten RNase-
Aktivitat. So zeigten die RNasenNE aus N. alata und Nkl aus N. tabacum nach Infektion mit
Viren und Phytophthora parasitica eine gesteigerte Expression (Galiana et al., 1997; Hugot et
al., 2002; Ohon und Ehara, 2005). Hugot und Kollegen (2002) zeigten, dass die gereinigte
RNase NE das Hyphenwachstum des Erregers hemmt. Fiir die RNase NGR3 aus N. glutinosa
wurde eine Induktion durch eine TMV-Infektion beschrieben (Kurata ef al., 2002; Hayashi et
al., 2003).

Mechanische Verwundung induziert die Expression verschiedener S-/ike RNasen,
einschlieBlich der RNS1, NGR1 (friiher NW) aus N. glutinosa, RNaseLE aus S. lycopersicum
und ZRNasell aus Z. elegans (Kariu et al., 1998; Lers et al., 1998; Ye und Droste 1996;
LeBrasseur et al., 2002; Gross et al., 2004). Die Rolle der S-/ike RNasen wéhrend der
Verwundung ist nicht geklart, jedoch wird vermutet, dass sie als antimikrobielle Enzyme
fungieren oder an der Phosphat-Remobilisierung wéhrend des Heilungsprozesses beteiligt
sind (LeBrasseur et al., 2002; Ohno und Ehara 2005).

Uber die physiologische Funktion nicht-pflanzlicher T2-Typ-RNasen ist wenig bekannt.
Ihnen wird, wie beispielsweise bei den sekretierten Enzymen aus Pilzen und der
periplasmatischen RNase I aus Escherichia coli eine Metabolisierung externer RNA-Quellen
zugeschrieben (Nicholson, 1997; Deshpande und Shankar, 2002).

Fiir die sekretierte RNY1, die einzige bekannte T2-Typ RNase aus S. cerevisiae, wird eine
Beteiligung an der Regulation der Membranpermeabilitdt oder -stabilitit vermutet (MacIntosh
et al., 2001, Thompson und Parker, 2009).

Die humane RNASET?2, ist ein sekretiertes Glykoprotein mit T2-Typ-RNase-Aktivitdt und
Tumor- und Metastasen-unterdriickender Wirkung (Acquati et al., 2005, Monti ef al., 2008).
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1.3 Zielstellung der Arbeit

Die Funktion der beiden T2-Typ Ribonukleasen RNaseLE und RNaseLX wurde bereits
biochemisch und physiologisch eingehend untersucht (Kock et al., 1995; Lehmann et al.,
2001; Kock et al., 2004; Kock et al., 2006; Lers et al., 2006). Neben diesen beiden RNase-
Sequenzen konnte in S. lycopersicum ein weiterer EST-Datenbankeintrag (expressed
sequence tags, NCBI-GenBank Est281775) identifiziert werden, der eine Sequenzhomologie
zu bekannten T2-Typ-RNase zeigt.

Mittelpunkt dieser Arbeit ist die molekulare und physiologische Analyse dieser dritten
putativen Ribonuklease RNaseLER. Zur molekularen Charakterisierung zidhlen sowohl die
Entschliisselung der Gensequenz und Struktur, die gewebespezifische Analyse und die
subzelluldre Lokalisierung der RNase.

Des Weiteren soll in dieser Arbeit die Regulation der RNaseLER untersucht werden.
Insbesondere sollte dabei gepriift werden, ob die Expression und die Aktivitdt dieser RNase
durch abiotische und biotische Stressbedingungen, wie osmotischem Stress, Phosphatmangel,
Pathogenbefall, Phytohormonapplikation und Verwundung induzierbar oder hemmbar ist.
Nach entsprechenden Stimulationen soll hierzu die RNaseL ER-Expression und die Expression
bestimmter Induktionskontrollgene auf mRNA-Ebene mittels quantitativer real-time RT-PCR
(qQRT-PCR) analysiert und die RNaseLER-Aktivitdt mittels eines RNase-Aktivititstests
bestimmt werden. Von den Ergebnissen zur Expression sind erste Hinweise auf eine mogliche

Funktion der RNaseLER zu erwarten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

MATERIAL UND METHODEN

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und sonstige Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien wurden, sofern nicht

weiter spezifiziert, in analytischer Qualitdt von den folgenden Firmen bezogen:

Chemikalien:

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
DifcoLaboratories GmbH, Augsburg
Duchefa (Haarlem, Niederlande)
Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Labortechnik GmbH, Solingen
Merck KGaA, Darmstadt

Serva Feinchemika & Co., Heidelberg
Sigma-Aldrich-Fluka, Steinheim
Whatman (Maidstone, England)

Reaktionskits:

Firma:

TA-Cloning Kit

GeneJetTM Plasmid Miniprep Kit

First-strand cDNA Synthesis Kit

random primed DecaLabelMDNA Labeling Kit
High Pure PCR Product Purification Kit

iQ™ SYBR" Green Supermix

Probe-Quant™ G-50 Micro Columns
DYEnamic™ ET Terminator Cycle SequencingKit
RNeasy® Plant Mini Kit

RNase-Free DNase Set

SMART™ RACE cDNA Amplification Kit

Promega Corporation, Madison(U.S.A.)
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
Amersham Biosciences GmbH, Freiburg
Amersham Biosciences GmbH, Freiburg
QiagenGmbH, Hilden

QiagenGmbH, Hilden

Clontech, Palo Alto, USA

Geriite:

Tischautoklav: Certoclav
Zentrifugen: 5415 R, 5403

GS-15R

Tischzentrifuge: Micro-Centrifuge I1
Spektrophotometer: ~ Ultraspec 3300  pro
Novaspec 11

Image Master VDS

iCycler iQ Real Time PCR Detektions System
Thermomixer 5436

Electrophoresis Power Supply EPS 301

UV StratalinkerTM 1800
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Certoclav Sterilizer GmbH, Traun
Eppendorf AG, Hamburg

Beckmann, Miinchen

The Griffin Group, Inc.

Amersham Biosciences GmbH, Freiburg

Amersham Biosciences GmbH, Freiburg
BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
Eppendorf AG, Hamburg

Amersham Biosciences GmbH, Freiburg
Stratagene GmbH (Heidelberg)



MATERIAL UND METHODEN

Gerite (Fortsetzung):

Easyject Plus

BIO-IMAGING ANALYZER BAS1500
Hybridizer HB-1000

Microm Rotationsmikrotom

»Axioplan® Lichtmikroskop

CCD3 Video Kamera

Peqglab Biotechnologia GmbH, Erlangen
Raytest

Peqglab Biotechnologia GmbH, Erlangen
Micram Laborgerdte GmbH

Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen

2.1.2 Medien und Puffer

Zur Herstellung der Medien und Puffer wurde deionisiertes Wasser (dH,O) verwendet. Die

verwendeten Medien bzw. ihre Bestandteile und Puffer wurden im Autoklaven sterilisiert (30

min, 121°C, 1,3 bar). Losungen und Medienzusétze, die nicht autoklaviert werden konnten,

wurden durch einen Filter mit 0,2 pum Porengréfle (Sartorius, Gottingen) steril filtriert. Alle

verwendeten Medien bzw. Puffer sind mit ihren Bestandteilen, Konzentrationen und

Verwendungszwecken in Tabelle 1 bzw. Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 1: Verwendete Medien und deren Zusammensetzung.

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendungszweck
LB (Luria broth)- 1% (w/v) Bactotrypton Anzucht von E. coli
Medium 1% (W/v) NaCl

(Miller, 1972) 0,5 % (W/v) Hefe-Extrakt

pH 7,0

Zur Herstellung von LB-Platten wurden dem Medium15g/l Agaragar zugesetzt.

YEB-Medium 0,5 %(w/v
0,1 % (W/v)
0,5 % (W/v)
0,5 % (w/v)
0,2% (v/v)
pH 7,2

Bacto-beef-Extrakt
Hefe-Extrakt
Bacto-Pepton
Saccharose

IM MgSO4

Anzucht von Agro-
bacterium tumefaciens

Zur Herstellung von YEB-Platten wurden dem Medium15 g/l Agaragar zugesetzt

Murashige&SKOOG 0,44 %(w/v) MS-OH S. lycopersicum
mit Vitaminen pH 6,0 ohne CoCl,, CuSO,4  Zellkultur-Medium
(Duchefa) 3,0 % (W/v) Saccharose
100 mg/1 Myo-Inosit
0,5 mg/l Thiamin
0,5 mg/l Pyridoxin
1,0 mg/1 Nicotinsdureamid
0,1 mg/l 2,4-D
0,02 mg/1 6-Furfurylaminopurin
MST-Medium 0.44 %(w/v) MS-OH stabile Agrobacterium-
3,0 %(w/v) Saccharose vermittelte Transforma-
pH 6,1 tion von N. benthamiana
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Tabelle 1 F ortsetzung: Verwendete Medien und deren Zusammensetzung.

MATERIAL UND METHODEN

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendungszweck
MSZ-Medium 0,44 % (w/v) MS-OH Zwischenmedium
3,0 % (W/v) Saccharose transgener
1,15 pug/ml BAP N. benthamiana
0,1 pg/ml NAA
pH 6,1
MSS-Medium 0,44 % (W/v) MS-OH Selektionsmedium
3,0 % (W/v) Saccharose transgener
1,15 pg/ml BAP N. benthamiana
0,1 pg/ml NAA
160 pg/ml Betabactyl
100 png/ml Kanamycin
pH 6,1
MSW-Medium 0,44 % (w/v) MS-OH Wurzelinduktions-
3,0 % (wW/v) Saccharose medium transgener
160 pg/ml Betabactyl N. benthamiana
100 pg/ml Kanamycin
pH 6,1
Zur Herstellung von MS-Platten wurden dem Medium 8 g/l Plant-Agar zugesetzt.
I-Medium 1,05 %(w/v) K,HPO,4 Induktionsmedium
0,45 %(w/v) KH,PO4 Agrobacterium-
0,1 %(w/v) (NH4),SO4 vermittelte transiente
0,05 %(w/v) Na-Citrat 2H,0 Transformation von
0,1 % (W/v) Glukose N. benthamiana
0,1 % (W/v) Fruktose
0,4 % Glycerol
1 mM MgSO4
10 mM MES
pH 5,6
50 pg/ml Acetosyringon
Zugabe nach dem
Autoklavieren
Al-Medium 5mM MES Inokulationsmedium
10 mM MgCl, Agrobacterium-
0,15 mM Acetosyringon vermittelte transiente
pH 5,3 Transformation

N. benthamiana
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Tabelle 2: Verwendete Puffer und deren Zusammensetzung.

MATERIAL UND METHODEN

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendungszweck
TE-Puffer 10 mM Tris/HC1 Losen von DNA,
1 mM Na,-EDTA in situ-Hybridisierung
pH 7,5
1 x TAE 40 mM Tris
40 mM Eisessig
1 mM Na,-EDTA
pH 8.0
DNA-Ladepuffer 50 % (v/v) Glycerin

(6x) 0,25 % (v/v) Bromphenolblau
0,25 % (v/v) Xylencyanol
10 mM Tris/HCI
pH 8,0
Alkalische Lyse- 200 mM NaOH Zelllyse
Losung 1% SDS
DNA- 100 mM Tris-HCl Isolation
Extraktionspuffer 50 mM Na,-EDTA hochmolekularer
500 mM NaCl genomischer Pflanzen-
1,5 % SDS DNA
pH 8,0
10 mM 3-Mercaptoethanol
(frisch zusetzen)
DNA- 200 mM Tris-HCI Isolation genomischer
Extraktionspuffer 25 mM Na,-EDTA Pflanzen-DNA aus
250 mM NaCl geringen Blattmengen
0,5 % SDS
pH 7,5
GTE-Puffer 50 mM Glucose Isolation Plasmid-DNA
25 mM Tris-HCl mit geringer Kopienzahl
10 mM Na,-EDTA
4 mg/ml Lysozym
pH 8,0
10 pul/ml RNase A
(10 mg/ml)
SSC 150 mM NaCl Southern-Blot,
pH 7,0 Na-Citrat in situ-Hybridisierung
50x Denhardts 1 % Ficoll Ficoll Southern-Blot
1 % PVP PVP
1 % BSA BSA
Hybridisierungs- 5x SSC Southern-Blot
16sung 5x Denhardts
0,5 % SDS
100 pg/ml Heringssperma-
DNA
Extraktionspuffer 50 mM Na,HPO, Proteinextraktion aus
300 mM NaCl Blattmaterial
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Tabelle 2 Fortsetzung: Verwendete Puffer und deren Zusammensetzung.

MATERIAL UND METHODEN

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendungszweck
Aquilibrierungspuffer 50 mM Na,HPOy4 Proteinreinigung,
300 mM NaCl Cobaltsdule
10 mM Imidazol
pH 7,4
Elutionspuffer 50 mM Na,HPO,4 Proteinreinigung,
300 mM NaCl Cobaltsdule
150 mM Imidazol
pH 7.4
Protein-Probenpuffer 400 mM Tris-HCI
4% SDS
40 % Glycin
0,01 % Bromphenolblau
pH 6,8
10 mM J3-Mercaptoethanol
(frisch zusetzen)
Protein-Elektro- 25 mM Tris-HCI, pH 8,3 Acrylamidgel
phoresepuffer 192 mM Glycin
Transferpuffer 50 mM Tris Western-Blot
40 mM Glycin
0,04 % SDS
20 % Methanol
T,0BS 20 mM Tris/HC1 Western-Blot
150 mM NaCl
pH 7,5
T,oBS-T 20 mM Tris/HC1 Western-Blot
150 mM NaCl
0,1% Tween 20
pH 7,5
Blocking-Puffer 20 mM Tris/HCl1 Western-Blot
150 mM Na NaCl
0,1% Tween 20
3% fettfreie Trocken-
pH 7,5 milch
PonceauS-Losung 0,2 % (w/v) PonceauS
3 % (W/v) TCA
3 % (w/v) Sulfosalicylsdure
T100BS 100 mM Tris/HCI
150 mM NaCl
pH 7,5
GUS-Fixierer 0,3 % Formaldehyd histochemischer
50 mM Na-Phosphatpuftfer GUS-Assay
1 mM Na,-EDTA
pH 7,0
GUS-Waschlosung 50 mM Na-Phosphatpuffer ~ histochemischer
1 mM Na,-EDTA GUS-Assay
pH 7,0
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Tabelle 2 Fortsetzung: Verwendete Puffer und deren Zusammensetzung.

MATERIAL UND METHODEN

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendungszweck
Stangelfarbelosung 0, 5 mM X-Gluc histochemischer
100 mM Na-Phosphatpuffer GUS-Assay
1 mM Na,-EDTA
0,5 mM K;[Fe(CN)s]
0,5 mM K4[Fe(CN)s]
pH 7,0
Blattfarbelosung 0,5 mM X-Gluc histochemischer
100 mM Na-Phosphatpuffer GUS-Assay
1 mM Na,-EDTA
0,5 % Triton X-100
0,2 % Sarcosyl
0,5 mM K3[F€(CN)6]
0,5 mM K4[Fe(CN)s]
pH 7,0
Keimling/Bliite/ 0,5 mM X-Gluc histochemischer
Wurzel-Farbelosung 100 Na-Phosphatpuffer GUS-Assay
1 mM Na,-EDTA
50 mM NaCl
0,5 % Triton X-100
0,1 mM K3[FG(CN)6]
0,1 mM K4[Fe(CN)s]
pH 7,0 pH 7,0
GUS-Extraktions- 50 mM Na,HPO,4 x 2H,0 fluorimetrischer
puffer 10 mM Na,-EDTA GUS-Aktivitatstest
10 mM J3-Mercaptoethanol

0,1 % (v/v)
0,1 % (v/v)

Na-laurylsarcosyl
TritonX-100

pH 7,5
Fixativ 8 mM Na,HPO4 in situ-Hybridisierung /
1,5 mM KH,PO4 Einbettung in Paraplast
135 mM NaCl
3mM KCl1
3% Paraformaldehyd
0,01 % Triton X-100
pH7,2
Hybridisierungs- 50 % Formamid in situ-Hybridisierung
puffer 4 x SSC
150 pg (7ml)  tRNA (Merck)
0,5% Blocking reagent
40 U/ ml RNase Inhibitor
Detektionspuffer 100 mM Tris/HCI in situ-Hybridisierung
100 mM NaCl
pH9,5
Pronase-Puffer 50 mM Tris/HCI in situ-Hybridisierung
5 mM EDTA
pH7,5
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MATERIAL UND METHODEN

2.1.3 Antibiotika und Phytohormone

Den Medien fiir Fliissigkulturen oder Agarplatten wurden Antibiotika in den entsprechenden
Endkonzentrationen zugegeben (Tabelle 3), um ausschlieBlich eine Vermehrung derjenigen
Bakterien zu erreichen, die das betreffende Antibiotika-Resistenzgen exprimierten.
Phytohormone wurden den Agarplatten, die fiir die stabile Transformation von Pflanzen

verwendet wurden, in den entsprechenden Endkonzentrationen zugegeben (Tabelle 3).

Tabelle 3: Verwendete Antibiotika und Phytohormone.

Antibiotika/Phytohormone  Stammlosung Endkonzentration
Ampicillin 50 mg/ml (in H,O) 100 png/ml
Chloramphenicol 100 mg/ml (in EtOH) 7 ng/ml
Gentamycin 50 mg/ml (in H,O) 50 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml (in H,O) 50 pg/ml
Rifampicin (Rif) 100 mg/ml (in DMF) 100 pg/ml
Acetosyringon 0,15 mM/ml (in H,O) 50 pg/ml
Betabactyl 160 mg/ml (in H,O) 160 pg/ml
6-Benzylaminopurin (BAP) 1,15 mg/ml (in H,O) 1,15 pg/ml
Naphthylessigsdure (NAA) 0,93 mg/ml (in H,0) 0,1 pg/ml

2.1.4 Oligonukleotide

Oligonukleotide (Primer), die fiir die reverse Transkription, die verschiedenen Polymerase-
Kettenreaktionen (PCR) und fiir die Sequenzierungen verwendet wurden, wurden {iber die
Firma Metabion international AG (Martinsried) bezogen. Die fiir die Klonierung verwendeten
Oligonukleotide wurden so konstruiert, dass sie an ihrem 5'-Ende jeweils eine

Restriktionsschnittstelle (RE) fiir die Klonierung in die verschiedenen Vektoren aufweisen.

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide.
Fettgedruckte Buchstaben in den Sequenzen deuten die Restriktionsschnittstellen (RE) an.

Bezeichnung Oligonukleotidsequenz (5'-3") RE
Promotorkonstrukte:

1 Pstl P1 AACTGCAGAAATAACTTTTCACTGAATGATAAC Pstl
2 Pstl P2 AACTGCAGCACCTTTGCTAATTTTCTCAAGTTG Pstl
3 Pstl P3 AACTGCAGCGACGGCTCGGGCTGATGACAAATC  Pstl
4 P1-2 Sall GTCGACGGTGGCTTTTCTCTTCAAATTTTCA Sall
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Tabelle 4 F ortsetzung: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Oligonukleotidsequenz (5'-3") RE
5 M13f ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG -
6 M13r CAGGAAACAGCTATGACCATGATTA -
8 GUSII CTGCCTGGCACAGCAATTGCCCGGCTTTC -
9 LER Prom CCAGCTCTTAATTAATCCATCGTC -
10 SUTR f CATTTCTGGTCTAACACAATTACAG -
11 S5'UTR r GAGTAGAGGCATAAAATGCAACTTG -
12 LER-F1 GCTTTTCTCTTCAAATTTTCATTC -
13 LER Elr GATACCGGCTGCAACAAGCGTTGG -
Sequenzierung, Kolonie- und analytische PCR

14 LER E2r AATACAGATGGCGAGTTTGAG -
15 LER E3f AACTTGGCCTTCCTGTTGTTCTGG -
16 LER E3f2 GGATAGTAGTGGCGTCAGCCGTCAG -
17 LER E3r CAGAACAACAGGAAGGCCAAGTTCC -
18 LER E4f TAAGTTGTAGTTCCCCCAGATCTTG -
19 LER-E4f2 CATCACAAAAAAGGACCATTCTGGG -
20 LER Fd4r GGGGGAACTACAACTTAAGGAAGG -
21 LER FE4r2 ATCTCACATCCTAGTCTATGTTGCC -
22 LER ES5f GGGACATGTGCTTATCCAGTTGTCC -
23 LER ES5f2 AGTTGCATCTTGAATAATTATATGC -
24 LER ES5r GAACAACTGGATAAGCACATGTCCC -
25 LER Eér ATGGATGAAATGCCTCTTAATGG -
26 LER E6r2 GGCATAAAATCGTGAGGTGATTAGT -
27 LER RI GCCAAGGTCATTCGGCACCTTTGTC

28 Int3 f AGAACTATCTGCATTGCTACTC -
29 Int3 f2 TCATTGAGAAGCTTAGATTTCC -
30 Int4 f AATGTTGGCTTCTGTAATAATATTG -
31 Intd r GGGATTAATGCTCCTGATAACCCC -
32 Int4 r2 TATGTTGGCACATTATTGTCATACC -
33 Notl LER GCGGCCGCATGTCTTCTCCTGCAATTGTGAATC Notl
34 LER TAT Xhol CTCGAGATAAGAAGCTGCTGTTGTATTGC Xhol
35 BamHI LER GGATCCATGTCTTCTCCTGCAATTGTG BamHI
36 His TAG Sacl GAGCTCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG Sacl
37  Xhol eYFP ATATCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC  Xhol
38 eYFP Sacl TATAGAGCTCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC Sacl
39  HindllICaMV AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCCCCAG Hindlll
40 CaMVXbal TCTAGAGTCCCCCGTGTTCTCTCC Xbal

RT-PCR und real time-RT-PCR:

41 rt-LER _ES5f GGGACATGTGCTTATCCAGTTGTCC -
42  rt-LER _Eé6r ATGGATGAAATGATGCCTCCTAATGG -
43  rt-E6 CCTCAGTACGTCAGCTTGCCAGCCC -
44 rt 3’UTR r CCTGTAGATTTGCACGTGAGAAAGG -
45 ACO-f GAAGTGATGCAGTAATATATCCAGC -
46 ACO-r GCACTTGCAATTGGATCACTTTCC -
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Tabelle 4 F ortsetzung: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Oligonukleotidsequenz (5'-3") RE
RT-PCR und real time-RT-PCR:

47 PR-1-f AGGCCAGACTATAACTACGCTACC -
48 PR-1-r AAGGACGTTCTCCAACCCAGTTGCC -
49  PIN2-f GGATGTACCACGTGTTGCAG -
50 PIN2-r ACAGGGTACATATTTGCCTTGG -
51 R-Ubil-f GGTTAAGCTCGCTGTGTTGCAG -
52 R-Ubil-r AAACGTAGGTGAGCCCACAC -
54 RNLX-f ATGGCACTTGTTCAGCTCTTAACC -
55 RNLX-r TGCACTCTATAAATGGTGTGTGTCC -
genome walker-PCR:

56 GWAKklein PO,-ACCAGCCC-NH, -
57  GWAgross g;l"}/(%}zé;széggé(g{%é%TATAGGGCACGCGTGGTCGA )
58 API1 GTAATACGACTCACTATAGGGC -
59  AP2 nested ACTATAGGGCACGCGTGGT -
60 GSP1 TGTCTCTGTTTCCTCCTCTTCTAAG -
61  GSP2 nested TCCTCTTCTAAGTATCCAACTTC -
62 GSP3 AAGAGGGTCATGTCCTCAGTACGTC -
63  GSP4 nested CCTCAGTACGTCAGCTTGCCAGCCC -

5'- und 3'-RACE-PCR:

64 BD SMARTII™ A AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG -

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30VN

65 3-CDS (N=A,C, G, oderT; V=A, G oder C) )

66 5'-CDS (MsVN(N=A,C,G,oder T; V=A, G, oder C) -

67 NPU AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT -

68 UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAT }
CAACGCAGAGT
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2.1.5 Mikroorganismen und Vektoren

Fiir allgemeine Klonierungsverfahren und Pflanzentransformation wurden die in Tabelle 5
aufgefiihrten Bakterienstimme eingesetzt.
Escherichia coli-Stimme wurden in LB-Medium bei 37°C und Agrobacterium-Stamme in

YEB-Medium bei 28°C inkubiert.

Tabelle 5: Verwendete Mikroorganismen.

Mikroorganismen Beschreibung Quelle
Escherichia coli
DHI10b F mcrA A(mrr-hrdRMS-mcsBc) @ 80d Bethesda Research
lacZAM15 AlacX74 deoR recAl endAl Laboratories
araD139 A(ara, leu)7697 galU galK (MD, U.S.A)
rpsL nupG
DH5a supE44, lac, U169 A (®80lacZAM15), Bethesda Research
hsdR17, recAl, endA1,gyrA96, thi-1, Laboratories
relAl (MD, U.S.A)
BI21(DE3) F, ompT, hsdS (rg mg ), gal, dem\M(DE3) Stratagene Corporation
(La Jolla, California,
U.S.A)
Agrobacterium tumefaciens
GV3101 C58; Ti-Plasmid: pMP90 VanLarebeke et al.,
(pTiC58AT-DNA) 1974

Die in dieser Arbeit erstellten Vektoren und Vektoren, die fiir allgemeine
Klonierungsverfahren und Pflanzentransformation eingesetzt wurden sind in Tabelle 6
aufgefiihrt.

Tabelle 6: Verwendete Vektoren.

Bezeichnung Verwendung / Resistenz Quelle
pCR 2.1 Vektor zum direkten Klonieren von Invitrogen
PCR-Produkten iiber A/T-Uberhénge;
Amp" ; Kan®
pGEM-Teasy Vektor zum direkten Klonieren von, Promega
PCR-Produkten iiber A/T-Uberhénge;
AmpR
pBI101 bindrer Vektor zur stabilen Pflanzen- Clontech

transformation durch Agrobacterium-
vermittelten  Gentransfer;  enthilt
promotorloses uidA-Gen und Nos-
Polyadenylierungssignal; Kan®
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Tabelle 6 F ortsetzung: Verwendete Vektoren.

Bezeichnung

Verwendung / Resistenz

Quelle

pRT100mod-MCS-eYFP

enthilt eYFP-Gen unter Kontrolle des
CaMV-355-Promotors und CaMV-
Polyadenylierungssignals; Amp"

AG Klosken

pSPT18

Transkrlptronsvektor pUC-Derivat;
Amp

Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim

pBI121

bindrer Vektor zur stabilen Pflanzen-
transformation durch Agrobacterium-
vermittelten Gentransfer;

enthdlt uid4-Gen unter Kontrolle des
CaMV-355-Promotors  und _ Nos-
Polyadenylierungssignals; Kan"

Clontech

pCP60

bindrer Vektor zur stabilen Pflanzen-
transformation durch Agrobacterium-
vermittelten Gentransfer;

enthdlt CaMV-35S-Promotor und Nos-
Polyadenylierungssignal; Kan®

Corronado, C/
Raket, P. (1992,
unveroffentlicht)

pBIP134-1

pBI101, enthdlt 750 bp Promotor-
fragment (Pstl / Sall) des RNaseLER;
Kan®

diese Arbeit

pBIP221-2

pBI101, enthdlt 250 bp Promotor-
fragment der RNaseLER; (Pstl/ Sall)
Kan®

diese Arbeit

pBIP367-3

pBI101, enthdlt 900 bp Promotor-
fragment des RNaseLER (Pstl / Sall)
Kan®

diese Arbeit

pCPLER-His

pCP60, enthélt kodierendes
RNaseLER-cDNA-Fragment m1t C-
terminalem 6-fach His-fag, Kan®

diese Arbeit

pCPeYFP

pCP60, enthdlt kodierendes eYFP-
cDNA-Fragment aus pRTlOOmod—
MCS-eYFP (Xhol / Sacl), Kan®

diese Arbeit

pCPLER-eYFP

pCP60, enthélt kodierendes
RNaseL ER-cDNA-Fragment mit C-
termmaler eYFP-Fusion (Notl/ Sacl),
Kan®

diese Arbeit

pETNotLERTATXho

pET22b, enthilt kodierende
RNaseLER-cDNA ohne Stoppkodon
(Notl / Xhol); Amp"

diese Arbeit

pPS23

pBluescript II SK, enthilt die

vollstindige cDNA des Ubiquitin-Gens
Ubil (EcoR1/ Xhol) aus

S. lycopersicum, Amp"®

Kock et al., 1995

pSPTLER

pSPT18; enthélt kodierende
RNaseLER cDNA (Xbal / BamHI);
Amp®

diese Arbeit

pSPTUbil

pSPT18; enthélt die vollstandige
cDNA des szcﬁuztm -Gens (Ubil)
(Pstl / Kpnl); Amp

diese Arbeit
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2.1.6 Pflanzenmaterialien, Anzuchtbedingungen und Behandlungen

Nicotiana- und Solanum-Pflanzen wurden im Gewéchshaus bei einem Tag/Nacht-Rhythmus
von 12 Stunden bei 23°C, einer relativen Luftfeuchte von 65 % und einer 16-stiindigen
Lichtperiode angezogen. Fiir Versuche mit Keimlingen und stabilen Pflanzentransformationen
wurden die Samen von Nicotiana benthamiana sowie die Samen von S. [ycopersicum in 4 %
Natriumhypochloridlésung (10 min in Natriumhypochloridlésung unter leichtem Schiitteln,
gefolgt von 5 x 10 min in sterilem dH,O und anschlieBendem Trocknen auf sterilem
Filterpapier) sterilisiert. Die Samen wurden auf MSS-Medium (Tabelle 1) ausgesét und die
Keimlinge fiir weitere Analysen 4 Wochen bei 22°C, 16/8 h Licht/Dunkelheit kultiviert.

2.1.6.1 Verwendetes Pflanzenmaterial fiir die Expressionsstudien

Fiir die Studien des Expressionsmusters mittels semiquantitativer RT-PCR (reverse Trans-
kriptase-PCR) wurde aus den in Abbildung 4 dargestellten Pflanzenorganen Gesamt-RNA,

wie unter Kapitel 2.2.2.3 beschrieben, isoliert.

reife halbreife junges seneszentes  geschlossene offene seneszente
Frucht Frucht Blatt Blatt Bliite Bliite Bliite

e I

Keimling

A

ca. 4 Monate ca. 3 Monate ca. 5 Wochen 10 Wochen ca. 8 Wochen 8-9 Wochen c¢a. 9 Wochen ca. 1 Woche
alte Pflanze  alte Pflanze  alte Pflanze alte Pflanze alte Pflanze alte Pflanze  alte Pflanze  Ernte:

Ernte: Ernte: 2. Blattetage Kotyledon
Samen Samen Hypokotyl
Perikap Perikap Wurzel

Abbildung 4: Verwendetes Pflanzenmaterial fiir die Expressionsstudien.
Dargestellt ist die Beschaffenheit der in den RNA-Analysen verwendeten Pflanzenmaterialien mit den
Zeitangaben iiber das Alter der Pflanzen nach der Aussaat.
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2.1.6.2 In planta-Transformation von N. benthamiana

Stabile Pflanzentransformation

Die stabile Transformation von N. benthamiana wurde abgewandelt nach Horsch et al., 1985
durchgefiihrt. Zur Durchfithrung einer in planta-Transformation von N. benthamiana wurden
25 ml selektiven YEB-Mediums mit dem gewiinschten Agrobakterienstamm angeimpft und
fir 48h bei 28°C und 200 U/min in einem Inkubationsschiittler inkubiert. Nach
Sedimentation (10 min, 3000 U/min, RT) wurde das Zellpellet in 5ml MS-
Transformationsmedium (Tabelle 1) resuspendiert und anschlieBend in 50 ml MST-Medium
eine ODgoonm 0,7 eingestellt. Diese Agrobakteriensuspension konnte anschlieBend fiir die
Transformation eingesetzt werden.

Zur Blattscheibentransformation wurden Blétter steril angezogener Tabakpflanzen
N. benthamiana mit einem Skalpell abgetrennt und in 5 x 5 mm Quadrate geschnitten, wobei
die Blattrippen entfernt wurden. Die Blattstiicken wurden dann fiir 15 bis 20 min in der
Agrobacterium-Suspension geschwenkt. Die gut abgetropften Blattstiicken wurden
anschliefend mit der Blattoberseite nach unten fiir drei Tage auf Agarplatten mit MS-
Zwischenmedium (Tabelle 1) aufgelegt. Nach dieser Regenerationszeit wurden die
Blattstiicke auf MS-Selektionsplatten (Tabelle 1) zur Kallusbildung iiberfiihrt. Nach 21 Tagen
wurden die Blattstiicken bzw. Kalli auf frisches MSS-Medium umgesetzt. Sich an den Kalli
bildende Sprosse wurden mit einem sterilen Skalpell abgetrennt und zur Wurzelbildung auf
Agarplatten mit MS-Wurzelinduktionsmedium (Tabelle 1) umgesetzt. Die einzelnen
Kultivierungsschritte erfolgten bei 23°C mit 16 h Licht(50 pE*m™*s")/8 h Dunkelheits-
Rhythmus.

Vollstindig ausgebildete Tabakpflanzen wurden zur Samengewinnung in Erdkultur ins

Gewiéchshaus uberfiihrt.

Transiente Agrobacterium-vermittelte Pflanzentransformation

Zur Uberexpression der RNaseLER, der Promotor:GUS-Fusionen oder zur Expression der
RNaseLER::eYFP und RNaseLER::His Fusionsproteine wurden junge, vollstindig
entwickelte N. benthamiana Blitter mit den entsprechenden Agrobacterium-Stammen
transformiert. Die Bakterien wurden 2 Tage in selektiven YEB-Medium angezogen (28°C;
200 U/min). Zur Vorbereitung auf die Infiltration wurden die Bakterien durch Zentrifugation
(5 min, 3000 U/min, RT) pelletiert und in 0,5 ml Induktionsmedium (Tabelle 1) mit den

entsprechenden Antibiotika resuspendiert. Nach Zugabe von weiteren 4 ml Induktionsmedium
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wurden die Bakterienzellen 3 bis 4 h bei RT inkubiert (Induktionsschritt). Anschliefend
wurden die Zellen erneut abzentrifugiert (3000 U/min, 5 min) und in Infiltrationsmedium (Al-
Medium, Tabelle 1) aufgenommen.

Hierbei wurde eine ODgonm von 0,4 (entspricht in etwa 4 x 108 Zellen/ml) eingestellt. Diese
wurden dann tliber das stumpfe Ende einer Einwegspritze in die Interzellularriume junger
vollausgebildeter Blatter injiziert. Die Infiltrationen erfolgten stets von der Blattunterseite her.
Die Pflanzen verblieben auch nach der Infiltration im Gewéchshaus (26-28°C, 60-70 %
relative Luftfeuchte, Lichtperiode 16 h).

2.1.6.3 Anzucht und Infiltration von Pseudomonas syringae

Es wurden Versuche mit Pseudomonas syringae pv. tomato (Pto DC3000), fiir den
S. lycopersicum cv. Moneymaker anfillig ist (Petnicki-Ocwieja et al., 2005) und
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pto TLR 1), einer nicht-pathogenen hrcC-Mutante, die
kein intaktes Proteinsekretionssystem besitzt und nicht in der Lage ist, Krankheitssymptome
auf Wirtspflanzen bzw. eine HR auf Nicht-Wirtspflanzen auszul6sen (Boch et al., 2002),
durchgefiihrt. Die Charakteristika der verwendeten Bakterien sind in Tabelle 7
zusammengefasst. Die Pseudomonas-Stamme, die freundlicherweise von Herrn Dr. habil. J.
Boch (Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg, Institut fiir Genetik) zur Verfiigung
gestellt wurden, wurden auf einer selektiven King‘s B-Platte (Tabelle 1) fiir 2 Tage bei 28°C
kultiviert. Von dieser Platte wurde eine Einzelkolonie zur Anzucht einer Ubernachtkultur in
King‘s B-Medium verwendet, die nach 20 h durch Zentrifugation bei 3000 Upm geerntet
wurde. Die Bakterienpellets wurden in 10 ml 10 mM MgCl,-Losung gewaschen und in einer
10 mM MgCl,-Losung so resuspendiert, dass sich eine ODgoonm von etwa 0,1 ergab. Das
entspricht einer Bakteriendichte von 1 x 107 Zellen pro ml. Die Infiltration erfolgte iiber das
stumpfe Ende einer Einwegspritze in die Interzellularrdume junger, vollausgebildeter Blétter
von S. lycopersicum cv. Moneymaker. Die Infiltrationen erfolgten stets von der
Blattunterseite her. Kontrollpflanzen wurden mit einer 10 mM MgCl,-Losung infiltriert
(mock-Behandlung). Die Pflanzen verblieben auch nach der Infiltration in Klimaschrénken
(Klimaschrank AR-22L; 22°C, 60-70% relative Luftfeuchte, Lichtperiode 16 h;
Lichtintensitit von 80 pE*m™>*s™). Uber einen Zeitraum von 0 bis 24 Stunden wurden zu
bestimmten Zeitpunkten die Pseudomonas-infiltrierten und mock-infiltrierten Blétter geerntet,

in fliissigem Stickstoft tiefgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei —80°C gelagert.
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Tabelle 7: Eigenschaften der verwendeten Pseudomonas syringae-Stimme.

Stamm Eigenschaften Referenz

P. syringae pv. tomato (DC3000)  Wildtyp-Stamm, virulent auf Cuppels, D. A. 1986.
Tomate und  Arabidopsis,
verursacht bakterielle Flecken-
krankheit

P. syrinae pv. tomato (TLR1) nicht pathogen auf Tomate Boch efal., 2002
hreC::QSpec” Kan®

2.1.6.4 Inokulation von Tomatenpflanzen mit Sporen von Phytophthora infestans

Die Kultivierung und Ernte der Sporen des Oomyzeten Phytophthora infestans wurde durch
von Frau Dr. S. Rosahl (Leibnitz-Institut fiir Pflanzenbiochemie Halle, Abteilung Stress- und
Entwicklungsbiologie, Arbeitsgruppe Induzierte Pathogenabwehr) realisiert.

Zur Inokulation wurden die Blétter von Tomatenpflanzen S. lycopersicum cv. Moneymaker
mit einer Rasierklinge am Blattgrund abgetrennt und auf Gazestreifen, die sich in
Glaspetrischalen mit sterilem Wasser befanden mit der Blattunterseite nach oben aufgelegt.
Etwa zwanzig 10 pl-Tropfen einer Sporensuspension mit einer Dichte von 5 x 10°/ml in
Wasser wurden auf die Blattunterseite aufgetropft. Die Petrischalen wurden verschlossen, um
die fiir die Infektion durch Pilzsporen nétige hohe Luftfeuchtigkeit zu erreichen und in einem
Klimaschrank bei 18°C inkubiert. Auf Blitter von Kontrollpflanzen wurde Wasser auf
getropft.

Innerhalb von 5 Tagen wurden tiglich Blitter geerntet, in fliissigem Stickstoff tiefgefroren

und bis zur Weiterverarbeitung bei —80°C gelagert.

2.1.6.5 Verwundung von Tomatenpflanzen

Zur Untersuchung der Verwundungsinduzierbarkeit der RNaseLER-Genexpression wurden
Fiederbliatter 5 Wochen alter Tomatenpflanzen S. lycopersicum cv. Lukullus mit einer
Rasierklinge am Blattgrund abgetrennt. Die Verwundung erfolgte durch mehrfaches
perforieren der Blattspreiten und -rippen mit einem Markierrddchen. Die verwundeten Blétter
wurden in Petrischalen auf 30 ml sterilisiertem Wasser aufschwimmend inkubiert. Zur
Kontrolle (mock-Behandlung) wurden unbehandelte Blitter auf Wasser aufschwimmend
inkubiert. Die Versuche wurden unter Dauerlicht von 50 pnE*m™*s™ bei 22°C durchgefiihrt.
Zu verschiedenen Zeitpunkten zwischen 0 und 24 Stunden wurden die Blitter geerntet, in

fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur weiteren Bearbeitung bei -80°C gelagert.
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2.1.6.6 Applikation von Phytohormonen und Stress auslosenden Substanzen

Fiir die Applikationsversuche mit Abscisinsdure (ABA; 100 uM), 1-Aminocyclopropan-1-
Carboxylsdure (ACC; 50 uM) und Sorbit (300 mM) wurden Fiederblitter 5 Wochen alter
Tomatenpflanzen S. lycopersicum cv. Lukullus mit einer Rasierklinge am Blattgrund
abgetrennt und in Glaspetrischalen auf den entsprechenden Losungen schwimmend inkubiert.
Kontrollbldtter wurden auf Leitungswasser inkubiert (mock-Behandlung). Die Versuche
wurden unter Dauerlicht 50 uE*m™*s™” bei 22°C durchgefiihrt. Uber einen Zeitraum von 0 bis
24 Stunden wurden zu bestimmten Zeitpunkten die behandelten und mock-behandelten Blatter
geerntet, in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei —80°C

gelagert.

Ethephon (Chlorethylphosphonsdure, Ethylen-Analogon) wurde durch Sprithen einer 20 mM
wissrigen Losung auf 5 Wochen alten Gewichshauspflanzen im Abstand von 30 cm
appliziert, bis sie gleichmiflig von feinen Tropfen bedeckt waren. Kontrollpflanzen wurden
mit Wasser bespriiht (mock-Behandlung). Die behandelten Pflanzen verblieben bis zum Ende
der Probennahme im Gewichshaus. Uber einen Zeitraum von 0 bis 24 Stunden wurden zu
bestimmten Zeitpunkten die behandelten und mock-behandelten Blitter geerntet, in fliissigem

Stickstoff tiefgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei —80°C gelagert.

2.1.6.7 Zellsuspensionskultur

In der vorliegenden Arbeit wurden heterotroph wachsende Zellsuspensionskulturen der
Tomate (S. lycopersicum cv. Lukullus) fiir die Untersuchung des Expressionsmusters von
RNaseLER wihrend eines Phosphatmangels verwendet. Die Kultivierung der Zellkultur
erfolgte nach TEWES et al. (1984) bei 28 °C im Dunkeln in modifiziertem
Murashige&Skoog-Néhrmedium (MS-Medium ohne Vitamine) im Rotationsschiittler (160
U/min). Durch den Transfer von ca. 2 x 107 Zellen einer 3 Tage alten Zellkultur in Pi-haltiges
Néahrmedium wurde das Kulturwachstum initiiert. Das Wachstum der Zellkultur erfolgte dann
unter sukzessivem Verbrauch des in der Nihrlosung vorhandenen Phosphates (Normalkultur).
Ausgehend von dieser Normalkultur wurden die fiir die Untersuchung verwendeten +Pi- und
Pi-Kulturen weitergefiihrt. In der +Pi-Kultur wurde die Pi-Ausgangskonzentration (2,5 mM)
nahezu konstant gehalten, indem das von den Zellen aufgenommene Phosphat taglich durch
steril filtriertes KH,PO4, pH 6,0 ersetzt wurde. Die Kultivierung unter Pi-Mangelbedingungen

( Pi-Kultur) erfolgte in Abwesenheit von jeglichen organischen oder anorganischen Pi-
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Quellen. Dazu wurden die Zellen einer 3 d alten Normalkultur abzentrifugiert (3 min; 1000
U/min; 25 °C), zweimal mit Pi-freiem Nidhrmedium gewaschen und dann in 100 ml Pi-freier
Nihrlosung resuspendiert. In einem Zeitintervall von 0; 12 und 24 Stunden wurden die +Pi'-
und Pi-Kulturen durch absaugen des Kulturmediums mit einer Wasserstrahlpumpe geerntet,

in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Aligemeine Grundtechniken der Nukleinsidureanalytik

2.2.1.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Bei einem Restriktionsendonuklease-Verdauung wurde DNA mit der entsprechenden
Enzymmenge (pro pg DNA 1 Unit Restriktionsenzym) in dem daflir geeigneten
Reaktionspuffer inkubiert. Meist erfolgte die Hydrolyse wihrend 3-4 h bei 37°C. Fiir einige
Enzyme wurden die Inkubationszeit und -temperatur entsprechend kommerziell erhiltlicher
Tabellen variiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1/6 Volumenanteil 6 x DNA-
Probenpuffer beendet. Alle Restriktionsenzyme wurden von der Firma MBI Fermentas GmbH

(St. Leon-Rot) bezogen.

2.2.1.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von Vektor-DNA und PCR- bzw. Restriktionsfragmenten erfolgte in einem
Volumen von 10 pl. Das Verhiltnis von Vektor zu Insert wurde so eingestellt, dass das Insert
mindestens im dreifachen Uberschuss vorlag. Die Ligationsreaktion erfolgte fiir 16 h mit 1 pl
T4-DNA-Ligase (1 U) bei 4°C wenn es sich um ,,sticky end“- und 12°C wenn es sich um

,, blunt end “-Fragmente handelte.

2.2.1.3 Transformation von Bakterien

Die verwendeten E.coli bzw. A. tumefaciens Stimme wurden mittels Elektroporation
transformiert (Taketo, 1988). Diese Methode beruht auf kurzen Hochspannungspulsen, die
,Locher in der Zellhiille verursachen, durch welche exogene DNA in die Zelle
aufgenommen werden kann. Die zu transformierende DNA muss sich zur Vermeidung eines

elektrischen Durchschlags in einer weitgehend Ionen-befreiten Losung befinden.
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Praparation elektrokompetenter Zellen

250 ml Medium wurden mit einer Bakterienvorkultur angeimpft (1:250) und wuchsen in
einem Inkubationsschiittler (37°C, 200 U/min) bis zu einer ODgyponm von 0,4-0,6. Die
Zellsuspension wurde dann durch 15 miniitiges Schwenken in Eiswasser abgekiihlt und durch
Zentrifugation (ST-H750, 20 min, 4000 U/min, 4°C) sedimentiert. Im Anschluss wurde das
Zellpellet mit 1/4 des Ausgangsvolumens eiskaltem, sterilem Wasser und sukzessive mit 1/8
und 1/10 des Ausgangsvolumen 10 %igem Glycerin gewaschen, wobei zwischen den
einzelnen Waschschritten zentrifugiert wurde (10 min, 4000 U/min, 4°C), um einen Wechsel
der Waschlosungen vornehmen zu kénnen.

Im Anschluss wurde das Pellet in 2,5 ml 10 %igem Glycerin resuspendiert und in Aliquots zu

50 pl und in Flissigstickstoff eingefroren. Eine Lagerung erfolgte bei -80°C statt.

Elektroporation kompetenter Zellen

Ein Aliquot der eingefrorenen elektrokompetenten Zellen wurde im Eis aufgetaut und mit
DNA-Losung versetzt. Bei nativen Plasmiden wurden in Abhédngigkeit von der Grofle
zwischen 1 und 10 ng gereinigte DNA eingesetzt. Ligationsansitze wurden ungereinigt
eingesetzt (maximal 2 pl). Der Ansatz wurde dann in eine auf Eiswasser gekiihlten Kiivette
iiberfiihrt und die Elektroporation in einem Elektroporator der Firma BIORAD GmbH nach
Vorschrift (Elektroporationsparameter: 2,5 kV, 200 Q, 25 uF, 5 msec) durchgefiihrt.

Mit 0,5 ml LB-Medium wurden die Zellen anschlieBend aus der Kiivette gespiilt und zur
Ausbildung der spezifischen Antibiotika-Resistenz 1 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend
wurden 100 pl des Transformationsansatzes auf einer selektiven Agar-Platte ausgestrichen

und tiber Nacht (ca. 12 h bis 16 h) bei 37°C inkubiert.

2.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels horizontaler Agarose-Gelelektro-
phorese. In der Regel wurden Gele mit einer Agarose-Konzentration von 1 %-2 % genutzt.
Als Laufpuffer wurde 1 x TAE verwandt. Zur Sichtbarmachung von DNA-Fragmenten
wurden den Gelen (100 ml) 4 pl einer wissrigen Ethidiumbromidlosung (10 mg/ml)
zugesetzt. Zur GroBenbestimmung von PCR-Produkten und Restriktionsfragmenten wurden
als Léngenstandard der 100 bp- oder 1 kb-Marker der Firma MBI Fermentas GmbH (St.

Leon-Rot) eingesetzt.
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2.2.2 Isolation von Nukleinsiduren

2.2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolation von Plasmid-DNA wurden in Abhéingigkeit der verwendeten Organismen und

weiteren Verwendung verschiedene Methoden verwendet:

Isolierung von Plasmiden hoher Kopienzahl

Die Extraktion von Plasmid-DNA mit hoher Kopienzahl erfolgte nach dem Protokoll der
Alkalischen Lyse (Sambrook et al., 1989).

Die Bakterien wurden zunichst in selektiven 5 ml-Ubernachtkulturen angezogen. Je 2 ml
Kultur wurden bei 13000 U/min (Eppendorf Zentrifuge 5415D) fiir 2 min abzentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Die Priparation von Plasmid-DNA mittels Alkalischer Lyse wurde
immer dann verwendet, wenn die Plasmid-DNA durch PCR oder Restriktionsspaltung zu
analysieren war bzw. fiir Klonierungen verwendet werden sollte und nur geringe Anspriiche
an die DNA-Qualitdt bestanden. Fiir Sequenzierreaktionen wurden allerdings Plasmid-DNA-
Priparationen mittels GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-
Rot) nach Herstellerprotokoll bevorzugt.

Isolation von Plasmiden mit geringer Kopienzahl oder aus Agrobacterium tumefaciens

Fir die Extraktion von Plasmiden mit geringer Kopienzahl oder aus Agrobacterium
tumefaciens wurde der relative Anteil an Plasmid-DNA in den Bakterienzellen erhdht.

Die Bakterien wurden in einer selektiven 5 ml Ubernachtkultur angezogen. Wihrend der
exponentiellen Wachstumsphase wurde der Ubernachtkultur Chloramphenicol (8,5 ul einer
100 mg/ml Chloramphenicollosung), das ausschlieBlich die Zellteilung jedoch nicht die
Plasmidvermehrung hemmt, zugesetzt. Nach weiteren 3-6 h Inkubation bei 37°C (E. coli)
bzw. 28°C (4. tumefaciens) wurden die Zellen mittels Zentrifugation (2 min, 13000 U/min)
geerntet. Die Extraktion erfolgte nach der Alkalischen Lyse-Methode von Doyle und Doyle
(1979). Nach Resuspendierung der Zellen in GTE-Puffer (Tabelle 2) wurden zum Zellauf-
schluss 0,2 ml Lyse-Puffer zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Die Proteine und
Zellbruchstiicke wurden durch Zugabe von 300 ul 3 M Natriumacetatlosung, (pH 5,0,
Inkubation 20 min auf Eis) ausgefallt und anschliefend abzentrifugiert (3 min; 13000 U/min).
Der Uberstand wurde mit 1 Vol. PCIA gereinigt, die enthaltende DNA durch Zugabe von 0,7
Vol. Isopropanol gefillt und abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 30-40 pl dH,O gelost.
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2.2.2.2 Isolation genomischer DNA aus Pflanzen

Die Isolierung genomischer Pflanzen-DNA erfolgte aus Blattmaterial der zu untersuchenden
Pflanzen. In Abhingigkeit von der weiteren Verwendung wurden hierzu verschiedene

Methoden verwendet.
Isolierung hochmolekularer genomischer Pflanzen-DNA

Unter Fliissigstickstoff im Morser geriebenes Pflanzenmaterial (4 g Frischmasse) wurde in ein
50 ml Rohrchen tiberfiihrt, mit 10 ml auf 65°C vorgewéarmten Extraktionspuffer (Tabelle 2)
versetzt und kriftig durchmischt. Nach dreiBigminiitiger Inkubation bei 65°C in einem
Wasserbad und regelméfBigem Invertieren wurde die Suspension auf RT abgekiihlt. Nach
Zugabe von 3 ml 5 M Kalziumacetat erfolgte eine dreifigminiitige Inkubation in einem
Eisbad. Die ausfallenden Polysaccharide und Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation (20
min bei 10000 U/min, 4°C) abgetrennt. Der Uberstand wurde in ein neues Geféf iiberfiihrt.
Die Reinigung der sich in Losung befindenden DNA erfolgte durch Zugabe von 10 ml PCIA
(Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol  (v/v/v) 25:24:1), vorsichtigem Mischen und
Zentrifugation (15 min bei 5000 U/min). Der wissrige Uberstand noch dreimal mit PCIA
extrahiert. Zur DNA-Fillung wurde der wissrige Uberstand mit 0,7 Vol. Isopropanol versetzt.
Die als triibe, fadige Masse ausgefallene, hochmolekulare DNA wurde mit einem Glashaken
aus der Losung gefischt und in einem 15 ml Réhrchen mit 70 % Ethanol gewaschen. Die
DNA wurde abzentrifugiert, der Uberstand sorgfiltig abgenommen, die DNA 15 min bei RT
getrocknet und in 1 ml TE-Puffer geldst.

Nach Zugabe von DNase-freier RNase (10 pg/ml), einstlindiger Inkubation bei 37°C wurde
mit dH,0 ein Gesamtvolumen von 5 ml eingestellt. Es folgte eine PCIA-Extraktion und die
sich in Losung befindende DNA wurde mit 2,5 Vol. Ethanol gefillt, mit 70 % Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 100- 300 pl dH,O geldst. Die Quantifizierung der DNA
erfolgte photometrisch durch Messung der Absorption bei 260 nm (1 ODjepnm =50 pg
DNA / ml). Die DNA wurde bei -20°C gelagert.

Isolierung genomischer Pflanzen-DNA aus geringen Blattmengen

Die Extraktion von genomischer DNA aus den transgenen Tabakpflanzen erfolgte {iber einen
wissrigen Puffer, der Detergenzien zum Zellaufschluss enthélt. Ein 2 ml-Safe-lock Gefal3
(Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) wurde mit einer geringen Menge Blattmaterial
befiihlt und in Fliissigstickstoff Schock gefroren, mit einem Pistill gemorsert, mit 1 ml auf

65°C vorgewiarmten DNA-Extraktionspuffer versetzt und bis zur Homogenitdt gemischt.
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Nach 30 min Inkubation bei 65°C und regelmifligem Invertieren wurde der Suspension
500 pl Chloroform (bei -20°C vorgekiihlt) zugegeben. Anschliefend wurde die Suspension
bis zur milchigen Konsistenz gemischt und zur Phasentrennung 5 min bei 13000 U/min
zentrifugiert. Zur DNA-Fillung wurde der wissrige Uberstand in ein neues GeféB iiberfiihrt
und 1 ml Isopropanol zugegeben. Danach wurde das Reaktionsgefdll mehrfach invertiert. Die
gefillte DNA wurde durch Zentrifugation (5 min, 13000 U/min) pelletiert, das DNA-Pellet
mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und anschliefend getrocknet. Die DNA wurde in 100 pl
dH,O geldst und bei -20°C gelagert.

2.2.2.3 Isolation von Gesamt-RNA aus Pflanzen

Zur Priparation von Gesamt-RNA wurde das in fliissigem Stickstoff eingefrorene bzw. bei
-80°C gelagerte pflanzliche Material unter fliissigem Stickstoff gemdrsert und 100 mg des
Pulvers zur Gesamt-RNA Isolation eingesetzt. Gesamt-RNA der einzelnen Pflanzengeweben
von S. lycopersicum wurde mit Hilfe des RNeasy Plant Mini-Kits der Firma Qiagen
gewonnen, wobei den Herstellerangaben gefolgt wurde.

Die isolierte Gesamt-RNA wurde zwecks Qualitdts- und Quantititspriifung jeweils
gelelektrophoretisch in einem 2 %igen Agarosegel aufgetrennt und im Photometer

(Wellenldnge 260/280nm) gemessen (Sambrook ef al., 1989).

2.2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdureldsungen

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurelosungen erfolgte spektrophotometrisch am
Ultraspec 3300 (Pharmacia) iiber die Messung der Absorption von UV-Licht durch die
Nukleinsdurelosungen bei einer Wellenldnge von 260 nm bzw. 280 nm. Dabei entspricht ein
Extinktionswert von 1 bei 260 nm einer DNA-Konzentration (doppelstrangige DNA) von 50
pg/ml und einer Konzentration von 40 pg/ml bei RNA oder einzelstringiger DNA. Jeweils 1-
2 ul Nukleinsdurelosung wurde fiir die Messungen 100-fach verdiinnt verwendet. Die

Konzentrationen der Nukleinsdurelosungen wurden in ng/pul ausgegeben.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; Saiki et al., 1988) ist ein
Verfahren zur selektiven Vervielfiltigung von Nukleinsdurebereichen. Ausgehend von
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chemisch hergestellten Oligonukleotiden synthetisiert eine hitzestabile DNA-Polymerase
einen neuen DNA-Doppelstrang an einer einzelstringigen Nukleinsdure-Matrize. Die
wesentlichen Schritte der PCR sind: Denaturierung des DNA-Doppelstrangs, Anlagerung der
Oligonukleotide an die einzelstringige Matrize (4nnealing) und Synthese des neuen DNA-
Doppelstrangs (Elongation). Im Allgemeinen wurde die 7ag-DNA-Polymerase aus dem
Bakterium Thermus aquaticus verwendet. Hatte bei der Amplifikation durch PCR die
Vermeidung von Mutationen Prioritdt, so wurde die Reaktion mit der Pfu-Polymerase
durchgefiihrt, da diese Polymerase eine proof reading-Funktion besitzt. Die PCR-Reaktionen
wurden in Temperaturzyklus-Steuergerdten mit beheizbarem Deckel (iCycler iQ RealTime

Detection System, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) durchgefiihrt.

Standardbedingungen der PCR

Standardansatz (20 ul):
DNA-Matrize 100-250 ng  genomische DNA;

5-10 ng Plasmid-DNA
10x PCR-Puffer 1:10

dNTPs 100 nM
Oligonukleotide je 3 mM
Taqg-Polymerase 3U

ad 20 pl dH,0

Standard-PCR-Programm:

Denaturierung der DNA 94°C 2-5 min

Denaturierung der DNA 94°C 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 50 - 70°C 30 sec 25-40x
DNA-Synthese (Elongation) 72°C 30 sec-3 min

DNA-Synthese (End-Elongation) 72°C 10 min

Die Annealingtemperaturen wurden iiber die Schmelztemperaturen der Oligonukleotide und
die Elongationszeiten iiber die Lidnge der zu amplifizierenden Fragmente (1 min flir ein

Fragment mit 1 kb Linge) bestimmt. Die Schmelztemperatur (Ty) eines Oligonukleotides
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berechnete sich nach einer empirischen Formel, die sowohl den relativen molaren
Guanin/Cytosin-Gehalt (% GC), als auch die Lange der Oligonukleotide (n=Anzahl der
Nukleotide) beriicksichtigt (Bolton und McCarthy, 1962): Ty (°C)=69,3+0,41 (% GC)-
(650/n).

Erst-Strang-cDNA-Synthese

Zur weiteren Analyse wurde die aus den unterschiedlichen Pflanzengeweben isolierte RNA in
die komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben. Zur Erst-Strang-cDNA-Synthese wurde
das ,,First Strand cDNA Synthesis Kit“ (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot). In einem
12 pl umfassenden Versuchsansatz wurden 1 ug Gesamt-RNA mit 10 mM Oligo-(dT);s fiir
5 min bei 70°C inkubiert. Nach anschlieBender Zugabe von Reaktionspuffer, Ribonuklease-
Inhibitor (20 Units) und 10 mM dNTP Gemisch (I mM), 2 ul der M-MuLV Reverse
Transkriptase (20 U/ul) auf Eis, erfolgte eine Inkubation bei 37°C fiir 1 h. Die Reaktion
wurde durch Erhitzen auf 70°C fiir 10 min gestoppt, anschliefend auf Eis abgekiihlt und die
cDNA bei -20°C gelagert.

Die aus der reversen Transkription gewonnene cDNA wurde mittels PCR-Analyse mit zwei
genspezifischen Oligonukleotiden (Tabelle4, 41/42) getestet. Es wurden Intron-
iiberspannende Oligonukleotide eingesetzt, um cDNA von genomischer DNA unterscheiden

zu konnen.

real-time RT-PCR (qRT-PCR)

Die Kombination von reverser Transkription und Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
ermOglicht es, die Genexpression auf mRNA-Ebene zu untersuchen (Newton und Graham,
1994). Dabei konnen auch mRNA-Molekiile nachgewiesen werden, die nur in geringer
Konzentration in der Zelle vorkommen. Die aus der reversen Transkription gewonnene cDNA
wurde in einer PCR-Analyse mit zwei genspezifischen Oligonukleotiden (Tabelle 4, 43/44)
aus dem 3’-Ende amplifiziert. Zur Ermittlung eines internen Standards wurden
Oligonukleotide verwendet, die ein spezifisches, 160 bp groBes Fragment des Ubiquitin 1
(Ubil)-Gens von S. lycopersicum amplifizieren, welches in den Zellen konstitutive
Expression zeigt. Die entsprechenden Oligonukleotidsequenzen sind in Tabelle 4 angegeben.

Fir den real-time RT-PCR-Ansatz wurde der iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen), verwendet. Abweichend vom Herstellerprotokoll wurde wie
bei der Standard-PCR der 50 ul Ansatz auf 20 pul Gesamtvolumen reduziert. Die einzelnen

Proben wurden in Duplikaten analysiert. Alle Reaktionskomponenten wurden in einem
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Mastermix zusammengefiihrt und je 19 pl Aliquots in die PCR-Gefidfle gegeben, bevor mit
1 ul cDNA auf 20 pl ergidnzt worden war. Um die Reinheit des sterilen Wassers und der
Primer zu iiberpriifen, wurde zusétzlich eine Negativ-Kontrolle (NTC-No Template Control)
ohne Matrize untersucht.

Fiir die qRT-PCR wurde ein optimiertes Programm verwendet. Die Fluoreszenzdatennahme
erfolgte bei 72°C wihrend der Elongation, da in dieser Phase die Taqg-Polymerase
doppelstrangige DNA synthetisiert und proportional dazu die Fluoreszenz durch gebundenen

SYBR® Green I-Farbstoff ansteigt.
real-time RT-PCR-Bedingungen

real-time RT-PCR-Ansatzes (20 pl)
2 x iQ™ SYBR® Green Supermix 10 pl

Oligonukleotid je 100 nM
ddH,O ad 19 pl
+1 pl cDNA

real-time RT-PCR-Programm

Hot Start Aktivierung/Denaturierung der cDNA  95°C 7 min

Denaturierung der cDNA 95°C 15 sec
Anlagerung der Oligonukleotide 60°C 15 sec 40x
DNA-Synthese (Elongation) 72°C 20 sec
Berechnung

Mit der quantitativen real-time RT-PCR (qRT-PCR) ist es mdglich, liber die Fluoreszenz-
intensitdt eines in doppelstrangiger DNA interkalierenden Farbstoffes kontinuierlich die
Menge an Produkt, wéhrend der PCR in vielen PCR-Ansitzen gleichzeitig zu messen. Die
Messung erfolgt am Ende jedes PCR-Zyklus bei einer Temperatur unterhalb der
Schmelztemperatur der Amplifikate. Dadurch erreicht man, dass nur das Produkt
doppelstrangig vorliegt und ein Fluoreszenzsignal aussendet. Je mehr Matrizen-DNA am
Anfang der Reaktion vorhanden ist, desto weniger PCR-Zyklen sind notwendig, um den

Punkt zu erreichen, an dem das Fluoreszenzsignal signifikant hoher ist als der
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Fluoreszenzhintergrund. Dieser Punkt wird als Cr-Wert (,, threshold cycle “=Schwellenwert-
Zyklus) definiert und befindet sich immer in der exponentiellen Phase der Amplifikation. Da
die PCR einer bestimmten Kinetik folgt, ist es durch Berechnung mdglich, aus der
entstandenen DNA-Menge auf die eingesetzte DNA-Menge zurilickzuschlieBen. Die in dieser
Arbeit gewidhlte Detektionsmethode beruht auf der Tatsache, dass der Anstieg der
Fluoreszenz proportional zum Anstieg der Konzentration des Amplifikationsproduktes ist
(Livak und Schmittgen, 2001). Aufgrund einer Proportionalitit der Fluoreszenz und der
entstehenden Amplifikate ist zudem eine Quantifizierung der Ausgangs-DNA moglich. In der
relativen Quantifizierung wird anhand der Cr-Werte die Genexpression eines Zielgens (Z) auf
ein weiteres nicht reguliertes housekeeping-Gen bezogen. In dieser Arbeit wurde als interne
Kontrolle oder Referenzgen (Ref) das Gen-Transkript des Ubiquitin 1 (Ubil) verwendet. Das
heif}t, die relative Expression des RNaseLER-Gens (Z) wurde auf die relative Expression des
Referenzgens der entsprechenden Probe bezogen. Die Berechnung des Expressions-
unterschiedes (Ratio) wurde nach Pfaffl (2001) ermittelt. Dabei wird im ersten Schritt fiir jede
untersuchte Probe der Cr-Wert des Referenzgens vom Cr-Wert des zu untersuchenden
Zielgens subtrahiert (ACt=Crzicigen-CrReferenzgen). Nach dieser Normierung wurde der ACrt-
Wert des Zielgens vom ACr-Wert eines Kalibrators abgezogen; man kommt zum so
genannten ,, delta-delta CT* Berechnungsmodell (AACT=Crzicigen-Crkatibrator). Als Kalibrator
wurde der ACr-Wert gewihlt, der in der unbehandelten (mock-) Probe ermittelt wurde. Der
relative Expressionsunterschied (R) einer Probe zwischen dem Zielgen und dem Kalibrator,

AACT .
‘T Dieses

normalisiert zum Referenzgen, ergibt sich aus der arithmetischen Formel E
Berechnungsschema setzt eine Verdoppelung der DNA Menge in jedem Zyklus voraus, wobei
die PCR-Effizienz (E) hier gleich 2 gesetzt werden kann. Genauer ist es jedoch fiir jede
verwendete Oligonukleotidkombination den Faktor der PCR-Effizienz anhand einer

Standardkurve zu ermitteln.

Cr(mock-Behandlung - Behandlun
. (E)ACTC 4 2)

- (ERe dé] Cr(mock-Behandlung - Behandlung)

Die verwendeten Oligonukleotidkombinationen und ihre PCR-Effizienz sind in Tabelle 8

zusammengefasst.
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Tabelle 8: PCR-Effizienz der Oligonukleotide, die in RT-PCR-Analysen eingesetzt wurden.

Die Echtzeit-PCR-Oligonukleotide in dieser Arbeit wurden in einer Lange von 130 bis 160 bp synthetisiert, um
eine groftmogliche Spezifitit zu gewidhrleisten. Die Schmelztemperatur aller Oligonukleotide liegt bei ca. 62 °C
+2 °C. Dadurch konnten alle Gene auch parallel in einem Ansatz untersucht werden. Die Spezifitit der
Oligonukleotidpaare wurde iiber konventionelle PCR und anschlieBende Agarose-Gelelektrophorese getestet.

Oligonukleotidkombination PCR-Effizienz (E)
R-Ubil-f/R-Ubil-r 1,75
rt-LERE61/1t-3"UTR-r 1,90
PR-1-f/PR-1-r 1,99
ACO-f/ACO-r 1,96
PIN2-f/PIN2-r 1,72
LX/LX 1,80

5'-RACE- und 3'-RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends)

Die unbekannten 5'- und 3'- cDNA-Sequenzabschnitte der RNaseLER-cDNA wurden in einer
5'- RACE- bzw. 3-RACE-PCR unter Verwendung des ,SMART™ RACE c¢DNA
Amplification Kit“(Clontech, Palo Alto, USA) isoliert. Es wurden spezifische Oligonukleotide
des Zielgens (Tabelle 4), die Oligonukleotide des ,,SMART™ RACE cDNA Amplification
Kit“, sowie Gesamt-RNA aus dem Blattgewebe von S. lycopersicum verwendet. Die
Durchfiihrung erfolgte dabei nach dem Protokoll des Herstellers. Mit Hilfe des ,, High Fidelity
PCR Enzym Mix*“ (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) und einer fouch down-PCR wurden

die genspezifischen Sequenzen nach dem folgenden Programm amplifiziert.

touch-down-PCR-Bedingungen

Denaturierung der DNA 96°C 3 min

Denaturierung der DNA 94°C 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 62°C 30 sec 15x; -0,5°C pro
DNA-Synthese (Elongation) 68°C 2 min Zyklus
Denaturierung der DNA 94°C 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 57°C 30 sec 35x
DNA-Synthese (Elongation) 68°C 2 min

DNA-Synthese (End-Elongation) 72°C 10 min

Die erhaltenen 5' und 3' PCR-Fragmente wurden mit Hilfe des ,,pGEM®-TEasy Vector
System* (Promega, Mannheim) nach Herstellerangaben in den Vektor pGEM-TEasy kloniert
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und die erhaltenen Plasmide sequenziert.

Genome Walking

Zur Vervollstindigung von Gensequenzen auf chromosomaler Ebene wurde die Genome
Walking-Technik eingesetzt. Mit dieser Methode ist es mdglich ausgehend von einem
bekannten Teil einer DNA-Sequenz in unbekannte Bereiche vorzudringen und so die
vollstindige DNA-Sequenz zu ermitteln (Siebert et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit
wurde auf diesem Weg die 5°-stromaufwirts Sequenz des RNaseLER-Gens identifiziert und
isoliert.

Ein Mikrogramm genomischer Tomaten-DNA wurde durch jeweils eines der
Restriktionsenzyme Dral, EcoRV, Hincll, Pvull oder Stul verdaut. In die so generierten fiinf
genomischen Restriktionsbibliotheken wurde ein Adapter ligiert. Zur Adapterligation
wurdenl0 pM Oligonukleotid GWAklein (56, Tabelle4) und 10 uM Oligonukleotid
GWAgross (57, Tabelle 4) 2 min bei 95°C denaturiert und zur Aneinanderlagerung langsam
auf RT abgekiihlt.

Der Ligationsansatz lautet wie folgt
10 pl genomische DNA-Bibliothek

2 pul 10x T4-Ligase-Puffer

0,4 ul ATP (10 mM)

2 ul 10x BSA

5 ul Adapter (10 uM)

1 ul T4-Ligase (30 weiss unit)

Der Ligationsansatz wurde tiber Nacht bei 16°C inkubiert. Im darauf folgenden Schritt wurde
die DNA-Bibliothek 1:9 verdiinnt und je 1 pl in einer 1. Genome Walker PCR eingesetzt. Als
genspezifische Oligonukleotide wurden die antisense Oligonukleotide GSP1/GSP2 und
LERE2r (Tabelle 4; 60/61 und 14) von der Exon 1- bzw. Exon 2-Sequenz abgeleitet. Die erste
PCR wird mit dem Adapteroligonukleotid AP1 (58, Tabelle 4) und einem genspezifischen
Oligonukleotid durchgefiihrt. Die dabei entstandenen Fragmente werden in einer zweiten
PCR, bei der ein zweites nested Adapteroligonukleotid AP2 und ein nested genspezifisches
Oligonukleotid eingesetzt werden, noch einmal amplifiziert.

Es wurden Zweischritt-PCRs durchgefiihrt, bestehend aus 15 Zyklen mit dreiminiitiger
Anlagerung/Elongation bei 72°C und 40 Zyklen mit dreiminiitiger Anlagerung/Elongation bei
67°C. Zwischen den Einzelschritten fand jeweils eine Denaturierung fiir 2 s bei 94°C statt.
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Die anschlieBende zweite PCR mit eingebetteten Oligonukleotiden bestand aus 10 Zyklen bei
72°C und 30 Zyklen bei 68°C Elongation.
Die amplifizierten Fragmente wurden nach Reinigung in den A-Uberhangsvektor, pCR®2.1,

subkloniert (Tabelle 6, pC5'UTR-H) und wie im Folgenden beschrieben, sequenziert.
Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurde eine Sequenzierungs-PCR nach der Didesoxymethode nach Sanger
wie folgt angesetzt.

Sequenzieransatz (10 ul)

DNA-Matrize 100 ng
DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing Kits 3ul
Oligonukleotid 3 mM

Sequenzier-PCR-Bedingung:

Denaturierung der DNA 95°C 20 sec.
Denaturierung der DNA 94°C 10 sec.

Anlagerung des Oligonukleotids 50°C 20 sec. x 35
DNA-Synthese (Elongation) 60°C 4 min

Um das PCR-Produkt anschlieBend zu féllen, wurden dem Sequenzierreaktionsansatz,
1/10 Vol. 3 M Na-Acetat und 2,5 Vol 100 % Ethanol hinzugegeben, die Proben gut gemischt
und 30 min. bei 13.000 U/min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Proben
nochmals eine Minute bei 13.000 U/min zentrifugiert. Nach erneutem Verwerfen des
Uberstandes wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, gemischt und 15 min bei 13.000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet nochmals eine Minute bei
13.000 U/min zentrifugiert, der Uberstand wiederum verworfen und das Pellet dann 10 min
bei RT getrocknet. Die Sequenzauswertung erfolgte freundlicherweise durch die AG von
Prof. Bonas (MLU Halle-Wittenberg Institut fiir Genetik) mit einem ABI Prism 310 DNA
Sequencer (PE Applied Biosystems, Weiterstadt).
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2.2.4 Markierung von Nukleinsidure-Fragmenten

Zur Detektion von DNA in Hybridisierungsexperimenten PCR-Fragmente unter Verwendung
des random primed DecaLabel ™DNA Labeling Kit (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
mit 50 pCi o-[’P]-dCTP nach Herstellerangaben radioaktiv markiert. Durch eine
anschliefende Gelfiltrationschromatographie mit ProbeQuantTM G-50 Micro Columns

(Amersham Biosciences GmbH, Freiburg) wurden nicht eingebaute Nukleotide entfernt.

2.2.5 DNA-Hybridisierungsexperimente (Southern-Blot)

Die Isolierung genomischer DNA wurde wie unter Kapitel 2.2.2.2 beschrieben, durchgefiihrt.
Fiir die Isolation wurden junge, vollausgebildete Blitter 5 Wochen alter Tomatenpflanzen
verwendet.

Die Restriktion von 20 pug genomische DNA erfolgte mit den Restriktionsenzymen HindlIIl
bzw. EcoRV unter Verwendung von 2 U pro ug DNA in 200 uL. Gesamtvolumen fiir 20 h bei
37°C. Die DNA wurde mit 0,7 V Isopropanol gefillt und in dH,O aufgenommen.
AnschlieBend wurde die restringierte DNA in einem 0,8 %igem 1 x TAE-Agarosegel bei 5V
fiir 20 h elektrophoretisch aufgetrennt.

Zur Mobilisierung groler DNA-Fragmente wurde das Agarosegel 20 min in 0,4 M NaOH;
1,5 M NaCl (Denaturierung) inkubiert und anschlieend fiir 20 min in 0,5 M Tris/HCI (pH
7,0), 1,5 M NaCl neutralisiert. In einem alkalischen, aufwérts gerichteten Kapillartransfer
wurde die DNA mit 0,4 M NaOH mindestens 10 Stunden auf eine ,,Biodyne B/Plus‘-
Membran (Pall Gelman Laboratory GmbH, Dreieich) iibertragen. Nach dem DNA-Transfer
wurde die Membran 2 min in 2 x SSC geschwenkt und im Stratalinker (Stratagene, La Jolla,
California, U.S.A) durch UV-Bestrahlung kovalent an die Membran gekoppelt.

Nach einer 3 stiindigen Prihybridisierung der Membranen mit Hybridisierungslosung
(Tabelle 2) im Rotationsinkubator bei 65°C erfolgte die Hybridisierung mit geeigneten a-
[**P]-dCTP markierten DNA-Sonden (Kapitel 2.2.4) iiber Nacht bei 65°C. Der Hybridisierung
schlossen sich mehrere Waschschritte (Waschschritt 1: 2x 10 min, 65°C mit 2x SSC, 0,1 %
SDS, Waschschritt 2: 20 min 60°C mit 1x SSC, 0,1 % SDS) an. Die Membran wurde in
Saran"™-Folie (Dow Deutschland, Inc., Schwalbach) verpackt und die Transkript-spezifischen
Signale durch Exposition gegen einen Rontgenfilm (Kodak, Stuttgart) oder mit Hilfe eines
Phosphoimagers (BIO-IMAGING ANALYZER BAS1500, Fuji Photo Film Co Ltd, Japan)
detektiert.
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2.2.6 Klonierung der RNaseLER-Fusionskonstrukte

2.2.6.1 RNaseLER Promotor-GUS-Konstrukte

Zur Herstellung der RNaseLER Promotor: GUS-Konstrukte wurde ein 908 bp- grof3er Bereich
vor dem Startkodon des RNaseL ER-Gens ausgewéhlt, der anschlieBend auf ein 755 bp- und
207 bp- grofBen Bereich gekiirzt wurde. Diese drei Bereiche der putativen Promotorsequenz
des untersuchten RNaseLER-Gens wurden mit dem Reportergen N-terminal fusioniert. Die
ausgewdéhlten Promotorbereiche wurden mit den in Tabelle 9 aufgefiihrten Oligonukleotiden
unter Einbau der Restriktionsschnittstellen Psfl und Sal/l aus dem Vektor pC5'-UTR-H
(Kapitel 3.1.6) amplifiziert. Die gereinigten und geschnittenen Fragmente [P364 (908 bp),
P134 (755 bp); P221 (207 bp)] wurden anschlieBend in den, durch die gleichen Enzyme
geschnittenen, bindren Pflanzentransformationsvektor pBI101 vor das Reportergen integriert.
Nach Uberpriifung der richtigen Orientierung durch Restriktionsanalysen und Sequenzierung
wurden die erhaltenen Plasmide, pBI1P364, pBI1P134; pBI1P221 (Tabelle 6) in den
Agrobacterium-Stamm GV3101 iibertragen. Die erhaltenen Transformanten wurden
anschliefend erneut mittels Restriktionsanalysen und Promotor:GUS spezifischer PCR auf

das Vorhandensein der entsprechenden Promotor-GUS-Konstrukte tiberpriift.

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide zur Klonierung von Promotor-GUS-Fusion.
Die Positionsangaben beziehen sich auf den Transkriptionsstart. Ndhere Angaben zu den Oligonukleotiden
befinden sich in der Tabelle 4.

Konstrukt Oligonukleotidkombination amplifizierter Bereich Vektor
sense/antisense
P364 Pstl P3/P1-2 Sall (1/4) -852 bis +56 pBI1P364
P134 Pstl P1/P1-2_Sall (2/4) -699 bis +56 pBI1P134
P221 Pstl P2/P1-2_Sall (3/4) -151 bis +56 pBI1P221

2.2.6.2 RNaseLER::eYFP

Zur Herstellung der RNaseLER::eYFP-Fusionskonstrukte wurde, ausgehend von Plasmid
pCLER2.10 (Tabelle 6) die kodierende Sequenz (CDS, coding sequence) der RNaseLER
(RNaseLER-CDS) mittels PCR amplifiziert. Entsprechend der Klonierungsstrategie wurden
dazu Oligonukleotide verwendet, die am 5'- und 3’-Ende zusdtzliche Sequenzen fiir
Schnittstellen der Restriktionsenzymen Notl und Xhol enthielten. Wahrend der Amplifikation
des Fragmentes mit dem sense Oligonukleotid 33 (Notl LER; Tabelle 4) und dem antisense

40



MATERIAL UND METHODEN

Oligonukleotid 34 (LER_TAT Xhol, Tabelle 4) wurde das Stoppkodon am 3'-Ende des Gens
durch eine Punktmutation zerstort, um die zu untersuchende RNaseLER mit dem gelb
fluoreszierenden Protein (eYFP) zu koppeln. Die Integration der kodierenden Sequenz des
eYFP (eYFP-CDS) erfolgte ebenfalls unter der Verwendung des sense Oligonukleotids 37
(Xhol eYFP, Tabelle4) und des antisense Oligonukleotids 38 (eYFP Sacl, Tabelle 4),
mittels PCR unter Einbau der Restriktionsschnittstellen X#ol und Sacl aus dem Vektor
pRT100-MCS-eYFP (Tabelle 6). Der Vektor wurde von der Arbeitsgruppe Klosgen, Institut
fiir Pflanzenphysiologie der Martin Luther Universitit Halle-Wittenberg zur Verfligung
gestellt). Beide Amplikons wurden in den A-Uberhangsvektor pGEM-Teasy subkloniert.
Nach erfolgtem Restriktionsverdau der Zwischenvektoren wurden nacheinander die
RNaseLER-CDS C-terminal vor die eYFP-CDS in den bindren Pflanzentransformationsvektor
pCP60 eingebracht und aufgrund des fehlenden Stoppkodons miteinander translational
fusioniert. Die richtige Orientierung wurde durch Restriktionsanalysen und Sequenzierung
iiberpriift. Fiir die Auswertung der Sequenzdaten wurde das Programm DNAStar (DNAstar
Inc. Madison, USA) genutzt.

2.2.6.3 RNaseLER::His

Zur Herstellung des RNaseLER::His-Konstrukts wurde, ausgehend vom Plasmid pCLER2.10
(Tabelle 6) die Sequenz der RNaseL ER-CDS mittels PCR amplifiziert. Die Klonierung der
RNaseLER-CDS entspricht der unter Kapitel 2.2.6.2 beschriebenen Strategie. Das Amplifikat
wurde einem Restriktionsverdau mit den Enzymen Nofl und Xhol unterzogen und in den
bakteriellen Expressionsvektor pET22b subkloniert, um das zu untersuchende Gen RNaseLER
mit dem His-tag C-terminal zu koppeln (pETLERHis, Tabelle 6). AnschlieBend wurde mittels
PCR das RNaseLER::His-Konstrukt, unter der Verwendung des sense Oligonukleotids 35
(BamHI_LER, Tabelle 4) und des antisense Oligonukleotids 35 (His. TAG_Sacl, Tabelle 4),
unter Einbau eines Stoppkodons TAG hinter der 6 x His-Sequenz und der
Restriktionsschnittstelle Sacl aus dem Vektor pETLERHis (Tabelle 6) amplifiziert. Das
Amplikon wurde in den A-Uberhangsvektor pPGEM-Teasy subkloniert und sequenziert. Nach
erfolgtem Restriktionsverdau des pGEM-Teasy Zwischenvektors wurde das RNaseLER::His-
Fusionskonstrukt in den bindren Pflanzentransformationsvektor pBI121 zwischen CaMV-35S
Promotor und Anos-Terminator, ligiert. Die richtige Orientierung wurde durch
Restriktionsanalysen und Sequenzierung iiberpriift. Fiir die Auswertung der Sequenzdaten

wurde das Programm DNAStar genutzt. Das erhaltene Plasmid, pBILERHis (Tabelle 6),
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wurde mittels Elektroporation in den Agrobacterium-Stamm GV3101 {ibertragen
(Kapitel 2.2.1.3). Die erhaltenen Transformanten (GV3101pBILERHis) wurden anschlieBend
mittels Restriktionsanalysen und RNaseLER::His spezifischer PCR auf das Vorhandensein
des LER::His-Konstrukts iiberpriift.

2.2.7 Computergestiitzte Sequenzdatenverarbeitung

Computergestiitzte Analysen von DNA- und Proteinsequenzen wurden unter Verwendung des

DNAstar-Progammpaketes (DNAstar Inc. Madison, USA), MEGA4

(http://www.megasoftware.net/) und mit dem Vector NTI-Programm (Invitrogen)
durchgefiihrt.
Datenbankrecherchen erfolgten am Medline- und BLASTN-Server das NCBI (National

Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov), ClustalW (www.ebi.ac.uk),

sol genomic network (www.sgn.cornell.edu), Place (www.dna.affrc.go.jp), SignalP

(www.cbs.dtu.dk), PlantCare (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/),

PlantPAN (http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw).

2.3 Proteinanalytik

2.3.1 Proteinextraktion aus N. benthamiana

Frisch geerntetes Blattmaterial transformierter N. benthamiana Pflanzen wurden mit
Extraktionspuffer A (Hon et al., 1994; Tabelle 2) versetzt und im Vakuumexsikator 30 min
inkubiert. AnschlieBend wurde das Blattmaterial gut abgetropft und in eine kolbenlose 5 ml
Einwegspritze iiberfithrt. Die gefiillte Einwegspritze wurde in ein Zentrifugenréhrchen
gestellt und 30 min mit 800 U/min bei 4°C zentrifugiert. Die so aus dem Apoplasten isolierte
Proteinlosung wurde einer TCA-Féllung unterzogen. Das Pellet wurde in 20 ul Extraktions-
puffer pro 1g Frischgewicht aufgenommen und bei -20°C gelagert. Das verbliebende
Blattmaterial wurde in Fliissigstickstoff gefroren, gemdrsert und mit 1 ml Extraktionspuffer
(Tabelle 2) versetzt, bis zur Homogenitit gevortext und 30 min mit 5000 U/min bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und direkt fiir Western-Blot-Experimente

oder RNase-Aktivitdtsanalysen verwendet oder bei -20°C gelagert.
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2.3.2 Reinigung von Fusionsproteinen

Das in dieser Arbeit verwendeten Fusionsprotein RNaseLER::His besitzt einen N-terminalen
Fusionspartner mit 6 aufeinanderfolgenden Histidinresten (6xHis-fag). Die hohe Affinitdt der
Imidazol-Seitenkette von Histidin zu Metallionen wie Ni*" oder Co®" erméglicht die
Reinigung der Fusionsproteine iiber an einer Sepharose-Matrix immobilisierte Co* Tonen
(Thermo Scientific Inc. Pierce Protein Research Products, Rockford, U.S.A). Durch die lokal
hohe Konzentration der Histidinreste werden die Proteine an das Sdulenmaterial gebunden.
Zelluldre Proteine werden nicht oder nur schwach gebunden und koénnen mit niedrigen
Konzentrationen des Kompetitors Imidazol von der Cobaltsidule verdringt werden. Die
Aufreinigung der Fusionsproteine erfolgte nach Herstellerangaben. Da enzymatisch aktive
Proteine isoliert und gereinigt werden sollten, wurden Puffer fiir native Priparations-

bedingungen verwendet.
Es wurden folgende Puffer verwendet:

Agquilibrierungs-/Waschpuffer: 50 mM Natriumphosphat, 300 mM Natriumchlorid, 10 mM
Imidazole; pH 7.4

Elutionpuffer: 50 mM Natriumphosphat, 300 mM Natriumchlorid, 150 mM Imidazole;
pH 7.4

MES-Puffer (Siulenregenerationspuffer): 20 mM 2-Morpholinoethansulfonsdure, 0.1 M
Natriumchlorid; pH 5.0

2.3.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Pflanzliche Proteinextrakte wurden unter denaturierenden Bedingungen in einer
diskontinuierlichen SDS-PAGE mit PAGE-Puffer nach der Methode von Laemmli (1970) in
15 %igen SDS-Polyacrylamid-(PAA)-Gelen aufgetrennt. Die Proben wurden zuvor mit SDS-
Probenpuffer (10 % (v/v) Glycerol, 10 % (v/v) p-Mercaptoethanol, 5 % (w/v) SDS, 0,3 %
(w/v) Bromphenolblau, 60 mM Tris-HCl pH 6,8) versetzt, bei 95°C 5 min im Heizblock
denaturiert. AnschlieBend wurden die unldslichen Abstandteile abzentrifugiert und mit dem
Uberstand das Polyacrylamidgel beladen. Als Lingenstandard diente der "Prestained Protein
Ladder" 10-180 kDa (Fermentas).

Das Sammeln der Proben erfolgte bei 15 mA, der Probenlauf ab Erreichen des Trenngels bei

20 mA.
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Trenngel 15 %

4 ml 30 % PAA-Losung (37,5:1), 2,5 ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris, 8 mM EDTA, 0,4 %
SDS, pH 8,8), 3,4 ml dH,O, 10 ul TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin), 100 ul 10 %
Ammoniumpersulfat (APS).

Sammelgel 5 %
0,75 ml 30 % PAA-Losung (37,5:1), 0,5 ml Sammelgelpuffer (0,625 M Tris, 20 mM EDTA,
1 % SDS, pH 6,8), 3,75 ml ddH,0O, 5 ul TEMED, 50 ul 10 % APS.

An die SDS-PAGE schloss sich entweder eine Coomassie-Féarbung oder der Transfer der nach

Molekulargewicht getrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Western-Blot) an.

Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (native PAGE)

Eine native-PAGE wurde zum visuellen Nachweis der RNaseLER-Aktivitit angewandt.
Dieser In-Gel-Assay beruht auf die Toluidinfirbung von RNA und wurde nach Abel und
Kock (2001) durchgefiihrt. Die PAA-Gel-Zusammensetzung entspricht der Zusammensetzung
einer denaturierenden SDS-PAGE jedoch wird auf denaturierende Agenzien wie SDS
verzichtet. Nachdem die Proteinproben wie unter Kapitel 2.3.2 (SDS-PAGE) beschrieben,
getrennt wurden, wurde das Gel fiir 15 min in Natriumacetat-Puffer pH 5,6 dquilibriert.
AnschlieBend wurde dem Gel das RNA-Substrat (0,4 % Hefe-RNA, 2,5 mM EDTA, 150 mM
Natriumacetat, pH 5,6) durch Inkubation fiir 30 min bei 37 °C zugefiigt. Es folgte ein 20
miniitiges Waschen in Aquilibrierungspuffer, dem sich eine 10 miniitige Toluidin-
Substratfarbung (0,2 % (w/v) Toluidinblau in 0,5 % (v/v) Essigsdure) anschloss. Zum
Nachweis der transparenten RNase-Aktivititsbanden (negative Substratfarbung) wurde das
Gel mit 0,5 % (v/v) Essigsdure entfarbt. Als Marker fiir die elektrophoretische Mobilitit
wurde ein Zellextrakt einer S. [ycopersicum-Zellenkultur (Kapitel 2.1.6.7) verwendet. Dieser
enthdlt die Aktivititen der RNasen RNaseLE und RNaseLX von denen sich die RNaseLER

hinsichtlich ihres Molekulargewichts unterscheidet.
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2.3.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen / Proteinabgleich

Zur quantitativen Proteinbestimmung von Zelllysaten erfolgte nach Bradford (1976) wurden
die Losungen des Roti®-Quant Kit (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Die Extinktion wurde bei 595 nm mit einem Spektralphotometer
(Amersham Biosciences GmbH, Freiburg) gemessen. Anhand einer Standardkurve mit
verschiedenen BSA-Konzentrationen wurden aus den gemessenen Extinktionen die

Proteinkonzentrationen berechnet.

2.3.5 Proteinfirbung

Firbung von Proteinen im SDS-Polyacrylamidgel

Sofern SDS-PAA-Gele nicht fiir Western-Blot-Analysen eingesetzt werden sollten, erfolgt ein
Nachweis der aufgetrennten Proteine tiber Coomassie-Blau Fiarbung.

Die SDS-PAA-Gele wurden 1h unter leichten Schiitteln in Firbelosung inkubiert (0,25 %
(w/v) Coomassie” Brillantblau R-250. 45,5 % (v/v) Methanol, 9,2 % (v/v) Essigséure).
AnschlieBend wurden die SDS-PAA-Gele bis zur gewiinschten Bandenintensitét leicht in
Entfarberlosung geschiittelt (30 % Ethanol, 10 % Essigsdure). Zum Stoppen der Entfarbung
wurden die Gele mehrfach in H,O gewaschen. Zur Dokumentation der Ergebnisse wurden die

Gele entweder fotografiert oder eingescannt.

Ponceau-Fiarbung

Vor der Western-Analyse kann die Transfereffizienz, mittels der Ponceau-Farbemethode
tiberpriift werden. Dazu wurde die Membran kurz in der Férbeldsung inkubiert und
anschlieBend mit Wasser gewaschen. Die Proteinbanden werden dadurch reversibel rot
angefarbt. Die Membran wurde durch spiilen in Wasser und einmal waschen in 1x T,0BS-T

vollstindig entfarbt und in Western-Blotanalysen eingesetzt.

2.3.6 Western-Blot

Nach SDS-PAGE wurden Proteine durch “Semi-Dry“-Transfer mit einer Apparatur von
BioTech Fischer (Reiskirchen) auf Nitrocellulosemembranen (Bio Trace "™ NT, Pall Gelman
Laboratory GmbH, Dreieich) iibertragen. Der Transfer erfolgte unter Verwendung von

Transferpuffer (Tabelle 2) bei einer Stromstirke von 0,8 mA/cm? Membran iiber 2 h. Um

45



MATERIAL UND METHODEN

unspezifische Bindungsstellen zu blockieren wurde die Membran 2 h bei RT in 50 ml
Blocking-Puffer (Tabelle 2) geschiittelt. Die Inkubation mit dem 1. Antikorper (Anti-His
Antibody; Rockland) in einer Verdiinnung von 1:2000 in Blocking-Puffer erfolgte liber Nacht
unter leichtem Schiitteln bei 4°C. Daraufthin wurde die Membran 5 x 5 min in 25 ml T,¢BS-T
(Tabelle 2) gewaschen und 2 h mit Peroxidase-gekoppelten sekundéiren Antikérpern
(Boehringer, Mannheim) (8000-fach verdiinnt in Blocking-Puffer) inkubiert. Nach dem
waschen der Membran (3 x 10 min mit 1 x T;0BS-T und einmal mit 1 x T(BS erfolgte die
Detektion des Peroxidase-Antikdrpers durch Chemilumineszenz mit dem ECL'-System
(Amersham Biosciences GmbH, Freiburg) entsprechend den Herstellerangaben, wobei die
Expositionszeit auf Filmen in Abhingigkeit von den Signalstirken zwischen 20 min und 2 h

lagen.

2.4 Histochemie und Mikroskopie

2.4.1 Histochemischer Nachweis der -Glucuronidase-Aktivitit

Der histochemischen Nachweis der f-Glucuronidase-Aktivitit (GUS) erfolgte nach Blume
und Grierson (1997) anhand einer Farbreaktion, bei der das Substrat X-Gluc
(Cyclohexylammoniumsalz der 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-4-D-glucuronsiure) zu dem schwer
l6slichen Indigo-Farbstoff 5,5-Dibrom-4,4-dichlor-indigo umgesetzt wurde. Die zu
untersuchenden Pflanzenteile bzw. Keimlinge wurden in passenden Reaktionsgefden mit
GUS-Fixierer (Tabelle 2) inkubiert. Dazu wurden die Reaktionsgefdfle in einem Exsikator 5
min unter Vakuum gesetzt. Nach der Fixierung wurden die Proben dreimal mit GUS-
Waschlosung (Tabelle 2) gewaschen, mit GUS-Féarbelosung (Tabelle 2) versetzt und
wiederum 5Smin Vakuum infiltriert. Die GefdBle wurden verschlossen und fiir 20 h bei 37°C
und Dunkelheit inkubiert. In Abhdngigkeit der zu untersuchenden Pflanzenorgane wurden die
in Tabelle 2 angegebenen GUS-Firbeldsungen eingesetzt.

Das Pflanzenmaterial wurde anschlieBend in 70 % Ethanol entféarbt. Bis zur mikroskopischen
Analyse wurden die Pflanzenteile in 70 % Ethanol bei 4°C gelagert.

Die Priparate wurden unter einem Stereomikroskop Stemi 2000-C (Carl Zeiss Microlmaging

GmbH, Gottingen) analysiert und mit Hilfe einer FUJIFILM Digital Kamera dokumentiert.
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2.4.2 Fixierung und Einbettung in Paraffin

Die detaillierte Analyse der histochemischen [-Glucuronidase-Aktivitdit in den
unterschiedlichen Geweben erfolgte mikroskopisch mittels Gewebediinnschnitten von
Blittern, Stingeln und Wurzeln 3 Wochen alter N. benthamiana-Pflanzen. Fiir die
Gewebediinnschnitte wurde das Pflanzenmaterial in Paraffin eingebettet. Fiir die
Paraffineinbettung wurde das frische Pflanzenmaterial in Fixativ (Tabelle 2) in 0,5 cm
Stiicken geschnitten, anschlieBend in frisches Fixativ iiberfiihrt, 10 min Vakuum-infiltriert
und 3 h bei RT inkubiert. Nach dem Waschen (2 x 15 min) in 1x PBS-Puffer erfolgte die
Dehydratisierung des Gewebes mit einer in Tabelle 10 angegebenen aufsteigenden

Ethanolreihe.

Tabelle 10: Ethanolreihe zur Dehydratisierung der Pflanzengewebe.

Ethanolkonzentration (v/v) Inkubationsdauer
10 % 30 min
30 % 30 min
50 % 30 min
70 % 16 h
90 % 30 min
100 % 30 min

Danach wurde das Gewebe 3x 45 min in Ethanol:Roti-Histol im Verhéltnis (v/v) 3:1, 1:1 und
1:3 gewaschen und anschlieBend 2x 45 min in reinem Roti-Histol inkubiert. AnschlieBend
wurde 2 ml reines Roti-Histol in jedes Probenrohrchen gegeben und durch sukzessives
zutropfen von N+1 Tropfen Paraplast in einem 15 miniitigen Rhythmus bei 62 °C die Losung
verdoppelt. Diese Prozedur wurde durch halbieren der Losung und erneutem zu tropfen
(halbiert letzte Tropfenzahl + 1) dreimal wiederholt. Danach wurde das Pflanzengewebe
2x 8 h in reinem Paraffin inkubiert. Die Pflanzengewebe wurden mit Paraffin in geeignete
Formen ausgegossen. Die Paraffinblocke hirteten iiber Nacht bei RT aus, bevor mit einem
Rotationsmikrotom (Micram Laborgerite GmbH, Walldorf) die Diinnschnitte (10 pm)
angefertigt wurden. Die Schnittbdnder wurden auf Poly-L-Lysin-beschichteten Objekttragern,
die zuvor mit Wasser (DEPC-dH,0) abgedeckt wurden, aufgelegt und durch Inkubation bei
45°C fir 16 h fixiert. AnschlieBend erfolgte die schrittweise Deparaffinisierung der
Diinnschnitte gefolgt von einer Hydratisierung des Gewebes mittels absteigender Ethanolreihe

(Tabelle 11).
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Tabelle 11: Deparaffinieren und Hydratisierung der Diinnschnitte bei RT.

Inkubationsdauer
Roticlear 5 min
Roticlear 5 min
Roticlear : Propanol 1 : 1 5 min
Propanol 5 min
Propanol : Ethanol 1 : 1 5 min
96 % Ethanol 5 min
70 % Ethanol 5 min
50 % Ethanol 5 min
30 % Ethanol 5 min
H,O 5 min (2x)

2.43 GUS-Aktivititsbestimmung

Bei der Bestimmung der f-Glucuronidase (GUS)-Aktivitit nach Jefferson et al. (1987) wird
Methylumbelliferylglucuronid (MUG) als Substrat eingesetzt, welches in die Produkte
Methylumbelliferon (MU, 7-hydroxy-4-methylcoumarin) und Glucuronsédure gespalten wird.
Unter alkalischen Bedingungen und bei Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge 365 nm
emittiert MU Fluoreszenzstrahlung der Wellenldnge 455 nm, deren Intensitit in einem
Fluorometer bestimmt werden kann.

Zweil Wochen alten Keimlinge wurden durch aufspriihen einer Kanamycin-haltigen Losung
vorselektiert. Pflanzen, die eine Kanamycinresistenz aufwiesen, indem sie nicht durch
vergilben der Blitter auf die Behandlung mit Kanamycin reagierten, wurden vereinzelt und
weitere 3 Wochen im Gewdchshaus kultiviert. AnschlieBend wurden 100 mg Blattmaterial in
einem 1,5 ml Reaktionsgefd3 gemorsert, mit 1 ml GUS-Extraktionspuffer (Tabelle 2) versetzt
und fiir 10 min bei 13.000 U/min und 4°C in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Zur Proteinkonzentrations-
bestimmung wurden 20 ul davon herangezogen (Kapitel 2.3.4) und 30 pl des Uberstandes
wurden zu 1,47 ml eines auf 37°C vorgewarmten GUS-Reaktionspuffers (GUS-Extraktions-
puffer+2 mM Methylumbelliferyl-D-Glucuronid) gegeben und bei 37°C fiir 1 h inkubiert. In
einem Zeitintervall von 15 min wurden 200 pl entnommen, in 800 ul GUS-Stoppldsung (0,2
M Na,CO3) gegeben und die Produktmenge [pmol] im Messansatz fluorimetrisch in einer
1 cm Quarzglaskiivette mit dem Lumineszenz-Spektrophotometer (LS 50, Perkin Elmer,
Rodgau) (Einstrahlung bei 365 nm, Messung bei 455 nm) ermittelt.

Als Nullwert dienten 200 pl eines Reaktionsansatzes der 0 min bei 37°C inkubiert wurde und
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mit 800 pl GUS-Stopplosung inaktiviert wurde. Die Mu-Konzentration wurde iiber eine
Eichgerade definierter Mu-Konzentrationen ermittelt. Folgende Formel wurde zur Ermittlung

der Enzym (GUS)-Aktivitdt (A) verwendet:

moly, *1,5mlp, *1ml ml
A (pro mg Protein ):mp M Xa *

in*ml*0,2ml P *0,03ml Re Mg protein

Dabei ist My, die vom Gerit ermittelte fluoreszierende Produktmenge 4-Methyl-Umbeliferon,
Ra der Reaktionsansatz, Re der im Reaktionsansatz eingesetzte Rohextrakt und P die

eingesetzte Probenmenge im Messansatz.

2.4.4 In situ-Hybridisierung mit Digoxigenin markierten cRNA-Einzelstrangsonden

Das Prinzip der in situ-Hybridisierung ist die Inkubation von Gewebediinnschnitten mit einer
Digoxigenin-markierten RNA-antisense-Sonde, um RNA im Gewebe nachzuweisen.

In dieser Arbeite sollte die RNaseLER mRNA ,in situ‘, also direkt im formalinfixierten,
paraffineingebetteten Gewebe nachgewiesen werden. Fiir die Paraffineinbettung der Probe
wurde das frische Pflanzenmaterial wie unter Kapitel 2.4.2 beschrieben behandelt.

Die in situ-Hybridisierung wurde nach Leitch et al. (1999) modifiziert durch Weglassen des
Dextransulfates im Hybridisierungspuffer und durch Anderungen der Stringenz beim
Waschen durchgefiihrt. Zur Inaktivierung der in den in Gewebeschnitten vorhandenen
Nukleasen, wurde eine ProteinaseK-Behandlung (0,12 U/ml ProteinaseK; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) tiber 30 min bei 37 °C durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Schnitte
5 min in DEPC-dH,O gewaschen, dann 10 min in 10 mM Tris-Puffer gefolgt von 30 min in
Tris-Puffer mit 1 % (w/v) Rinderserumalbumin (BSA, Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe),
um unspezifische Bindestelle fiir den Anti-Digoxigenin Antikdrper zu besetzen und eine
mogliche Hintergrundfiarbung zu verhindern, inkubiert und wiederum 2x 5 min in DEPC-
dH,O gewaschen.

Zur Reduzierung des unspezifischen Hintergrundes der Hybridisierung wurden die freien
Aminogruppen durch Pra-Inkubation der Schnitte fiir 3 min in 0,1 M Triethanolamin (pH 8,0)
und 10 min in Triethanolamin (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe) mit 0,25 % (v/v)
Essigsdureanhydrid (Merck KGaA, Darmstadt) acetyliert. Die Schnitte wurden danach 5 min
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in DEPC-dH,0 gewaschen und mit aufsteigender Ethanolreihe (Tabelle 10) dehydratisiert.
AnschlieBend wurden die luftgetrockneten Schnitte in Hybridisierungspuffer fiir 1 h bei 45°C
prahybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte mit 5, 10 und 20 ng denaturierter RNaseLER-
antisense-RNA-Einzelstrangsonde im Hybridisierungspuffer 16 h bei 45 °C in einer
Feuchtkammer. Die gewidhlte Sondenkonzentration erwies sich als optimal fiir eine
spezifische Signalgebung (Abbildung 5). Die Kontrollhybridisierung wurde mit der
RNaseLER-sense-RNA-Einzelstrangsonde durchgefiihrt. AnschlieBend wurde 3x 10 min bei
45 °C mit abnehmender Stringenz gewaschen (Waschschritt 1: 50 % (v/v) Formamid in 4x
SSC, Waschschritt 2 4x SSC und 0,1x SSC). Der Anteil der ungebundenen Sonden wurde
durch einen einzelstrangspezifischen RNaseA-Verdau (20 pg/ml; Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) bei 37 °C fiir 30 min in NTE-Puffer. Die RNA-Detektion erfolgte mittels ,,DIG
Nucleic Acid Detection Kit“ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) in einem Alkalische
Phosphatase-gekoppelten Immunoassay nach Herstellerangaben. Die Schnitte wurden 5 min
in 1x TBS inkubiert. Zur Absittigung unspezifischer Bindestellen wurden die Schnitte 1 h in
Blockierungslosung (0,5 % Blocking reagent in 1x TBS) inkubiert. Anschlieend wurden die
Schnitte 90 min mit dem Anti-DIG-Konjugat (1: 2500 (v/v); Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) behandelt. Danach wurden die Schnitte 3x 5 min in 1x T;o0BS gewaschen. Nach
Zugabe der Farbsubstratlosung (NBT/BCIP, Nitroblautetrazoliumchlorid/5-Bromo-4-Chloro-
3-Indolyl-Phosphat) in Detektionspuffer setzt die Alkalische-Phosphatase das Substrat in ein
violett gefarbtes Produkt um. Die Reaktion erfolgte bei 37°C fiir 4 h und wurde durch Zugabe
von TE-Puffer gestoppt. Die Schnitte wurden anschlieBend in Glycerol/PBS (1:4) konserviert
und mit einem ,,Axioplan* Lichtmikroskop (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen),

welches mit einer CCD3 Video Kamera gekoppelt wurde, ausgewertet.

2.4.4.1 Digoxigenin Markierung der cRNA

Die Herstellung der RNaseLER-cRNA-Einzelstrangsonden erfolgte mittels in vitro
Transkription mit Hilfe der SP6 RNA-Polymerase (Amplifikation der sense-Sonde,
Negativkontrolle) bzw. der T7 RNA-Polymerase (Amplifikation der antisense-Sonde).

Das Plasmid pSPTLER (Tabelle 6) welches die RNaseLER-cDNA enthilt, wurde mit den
Restriktionsenzymen (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) BamHI (sense) und Xbal
(antisense) linearisiert. Die linearisierte DNA wurde mit ,,High Pure PCR Product
Purification Kit*“ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) aufgereinigt und mit Hilfe des DIG
RNA Labeling Kits SP6/T7 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) nach Vorschrift mit
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Digoxigenin (DIG) markiert.

Pro Reaktionsansatz befand sich neben 1 pg aufgereinigtem template, 1 x Labeling Mix (ohne
Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung), 1x Transkriptionspuffer (ohne
Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung), RNase-Inhibitor (20 U) und 40 U Sp6-
bzw. T7-RNA-Polymerase. Die Reaktion inkubierte 2 h bei 37°C. Anschlieend wurde durch
Zugabe von 20 U RNase-freier DNasel die DNA innerhalb von 15 min bei 37°C fragmentiert.
Durch Zugabe von 0,8 ul 0,5 M EDTA pH 8 wurde die DNasel Reaktion abgestoppt.

Alkalische Hydrolyse

Durch alkalische Hydrolyse wurden die cRNA-Sonden auf eine GrdéBe von 200 bp

fragmentiert, um eine optimale Gewebepenetration fiir die Fragmente zu erreichen.

Die Berechnung der Hydrolysezeit erfolgte nach folgender Formel:

LAnfang'LEna'e

LAnfang *LEnde *k

Lanfang=Anfangslénge der Sonde in kb
Lgnge=gewlinschte Endlidnge der Sonde in kb

k=Hydrolysekonstante (k= 0,11 kb/min)

Die Hydrolyse der Sonde erfolgte durch Zugabe von 50 pl Hydrolyse-Puffer [30 pl 2M
NaHCOs3, 20 pl 0,2 M NayCOs, 1 pl tRNA (10pg/pl)] und Inkubation bei 60°C fiir die
errechnete Hydrolysezeit (RNaseLER cRNA-Sonde: 30 min, Ubil ¢cRNA-Sonde: 25 min).
Durch Zugabe von 3ul 3 M Natriumacetat (pH 6,0) und 5 pl 10 %iger Essigsdure wurde die
Hydrolyse beendet. Abschlielend folgten eine Prézipitation der cRNA mit 2,5 Vol 100 %
Ethanol und 1/10 Vol 3 M Natriumacetat und eine Resuspension der cRNA-Sonden in 50 pl
50 % Formamid.

Die Proben wurden beziiglich ihrer Markierungseffiziens mittels Dot-Blot iiberpriift und bei

80°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.
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Dot-Blot zur Quantifizierung von DIG-markierten cRNA-Sonden

Die Uberpriifung der Effizienz der cRNA-Markierung und die semiquantitative Beurteilung
der Konzentration der eingesetzten Sonden erfolgten fiir jede Sonde durch getrennte Dot-
Blots wie in den Herstellerangaben (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) beschrieben.
Hierfiir wurden die Reaktionsprodukte der in vitro-Transkriptionen und einer DIG-markierten
Kontroll-RNA (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) zum Vergleich nebeneinander auf eine
positiv geladene Nylonmembran aufgetropft. Die RNA wurde durch 3x 30 Sekunden
Inkubation unter UV-Licht und anschlieBender einstiindiger Inkubation bei 80°C an der
Membran fixiert und die freien Bindungsstellen mit Blockierungslosung geblockt. Der
Nachweis der markierten RNA erfolgte iiber die Behandlung mit einem an eine Alkalische
Phosphatase-gekoppelten DIG-Antikorper und der nachfolgenden Farbreaktion mit
NBT/BCIP. Die semiquantitative Auswertung der Farbreaktion erfolgte anhand eines
Standards; hierfiir wurde eine Verdiinnungsreihe des DIG-RNA-Standards (100 ng/ul) aus
dem DIG-RNA-Labeling Mix in den Konzentrationen 10ng; 1ng, 100pg; 10pg; 3,3pg und Ipg
pro ul hergestellt. Parallel wurden die DIG-markierten cRNA-Sonden mit der gleichen
Verdiinnungsreihe in 50 % Formamidlosung verdiinnt. Die Farbreaktion wurde nach
dreistiindiger Inkubation bei 37°C durch die Behandlung mit TE-Puffer beendet. Die
Farbintensitdt der Punkte wurde mit der Farbintensitit der Kontroll-RNA-Punkte verglichen
und somit auf die Konzentration der RNA-Sonde geschlossen (Abbildung 5). Fiir die weiteren

Versuche wurde eine DIG-cRNA-Konzentration zwischen 5 bis 20 ng/ul verwendet.

RNA labeling Kontrolle
sense LER-Sond

antisense LER-Sond

sense Ubil-Sonde

antisense Ubil-Sonde

Abbildung 5: Dot-Blot zur Uberpriifung der Effizienz der DIG-Markierung.

Mit einem Alkalische Phosphatase-gekoppelten Antikorper gegen Dioxigenin und dem NBT/BCIP-Substrat
wurde die DIG-Markierung der RNA nachgewiesen werden. Auf die Nitrozellulose wurden die DIG-markierten
sense- (sense LER-Sonde) und antisense-RNAs (antisense LER-Sonde) der RNaseLER-cDNA, der Ubil-cDNA
und einer gebrauchsfertigen Kontrolle (DIG-markierte antisense Neo-RNA) aufgetragen. Die Menge der RNA
betrug jeweils 10ng, Ing, 100pg, 10pg, 3,3pg und 1pg. Mit dem Anti-Digoxigenin-AP Antikorper (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) erfolgte die Nachweisreaktion.
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2.4.5 Fluoreszenzmikroskopie

Fiir Lokalisationsstudien (Kapitel 3.1.3) wurde transient transformiertes Blattmaterial am
Confocal Laser Scanning-Mikroskop (CLSM 510, Carl Zeiss, Jena) untersucht. Die
Signaldetektion erfolgte mit Hilfe von geeigneten Filtersdtzen in den aufgefiihrten

Wellenldngenbereichen (Tabelle 12).

Tabelle 12: Filtersitze mit Wellenléingenbereichen zur Anregung und Detektion von CFP und YFP.
Anregungs- bzw. Emissionsmaxima der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe (http://www.zeiss.de/).

Anregung Emission Filter
CFP 434 nm 474 nm BP 475-525
eYFP 514 nm 526nm BP 530-600
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3 Ergebnisse

Die Charakterisierung der Ribonuklease LER (RNaseLER) aus S. lycopersicum war das
Hauptziel der vorliegenden Arbeit. Es sollte die genomische Sequenz inklusive der
Promotorsequenz, der Exon/Intron-Struktur und die Kopienzahl des RNaseLER-Gens
bestimmt werden. Weiterhin sollte eine Analyse der Expression auf RNA-und Proteinebene

erfolgen.

3.1 Charakterisierung des RNaseLER-Gens von S. lycopersicum

3.1.1 Ermittlung des RNaseLER-Primartranskripts mittels 5'- und 3'-RACE

Zur Identifizierung homologer RNasen wurden mit den bereits charakterisierten RNasen
RNaseLE und RNaseLX (Kock et al., 1995) aus Tomate EST-Datenbankrecherchen
(expressed sequence tags) durchgefiihrt. Dabei wurde eine EST-Sequenz (NCBI-GenBank,
Est281775) ermittelt. Mit Hilfe dieser konnten in einer weiteren Datenbank (,,solanaceae
genomics network®) ein Contig aus EST-Sequenzen identifiziert werden, von dem eine
Nukleotidsequenz (SGN-U46343; RNaseLER) abgeleitet wurde.

Fir die Charakterisierung der RNaseLER aus S. lycopersicum cv. Lukullus wurden
Oligonukleotide (12/27, Tabelle 4) von SGN-U46343 abgeleitet und die entsprechende
Sequenz aus cDNA von S. lycopersicum cv. Lukullus amplifiziert. Das 849 bp grofle cDNA-
Fragment wurde kloniert (pCLER2.10, Tabelle 6) und sequenziert. Die Sequenzanalyse mit
der pCLER2.10-Sequenz ergab, dass es pCLER2.10 die putative kodierende Sequenz der
RNaseLER enthilt. Jedoch fiihrte die Analyse auch zu der Annahme, dass es sich nicht um die
vollstdndige Primértranskriptsequenz der RNaseLER handelt, da in dieser Sequenz keine 5°-
bzw. 3 -untranslatierte Region nachgewiesen werden konnte.

Fir die Ermittlung des Transkriptionsstarts sowie der untranslatierten Bereiche wurden
RACE-Analysen (Kapitel 2.2.3) durchgefiihrt. Hierflir wurden ausgehend von der 849 bp
langen cDNA-Sequenz des Klons pCLER2.10 spezifische Oligonukleotide (Tabelle 4)
abgeleitet. Eine schematische Darstellung der Lage der Oligonukleotide zur RNaseLER-
cDNA ist in Abbildung 6 gezeigt.

54



ERGEBNISSE

ATG
LER E4f GSP4
—» —>
<! <!
GSP2 LER E2r
1 100 200 300 400 500 600 700 800 900

—— 50bp

Abbildung 6: Relative Position der 5°- und 3'-RACE Oligonukleotide auf dem RNaseLER homologen
c¢DNA-Klon pCLER2.10.

Dargestellt sind die Anlagerungspositionen der verwendeten 5°- und 3°-RACE Oligonukleotide (Tabelle 4)
innerhalb der LER2.10-cDNA. Pfeile geben die Syntheserichtung der Oligonukleotide an.

Mit Hilfe der genspezifischen Oligonukleotide des 5'-Bereiches (GSP2 und LER E2r)
wurden Fragmente mit einer Linge von 161 bp und 286 bp bzw. in den 3'-RACE-Analysen
Fragmente von 404 bp und 763 bp Lange amplifiziert (Abbildung 7).

(A) (B)

Abbildung 7: Gelelektrophoretische Auftrennung der RACE-Produkte.
Zur Amplifikation der 5'- und 3’-Bereiche von RNaseL ER wurden die Oligonukleotidkombinationen
(A) 5'-RACE:  Al: PCR-Produkt NPU/GSP2
A2: PCR-Produkt NPU/LER_E2r bzw.
(B) 3-RACE:  B3: PCR-Produkt GSP4/NPU
B4: PCR-Produkt LER E4{/NPU verwendet. Die RACE-PCR-Produkte (je 20 pl) wurden in
einem 1 %igem Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angeférbt.
M: 1 kb Gene Ruler DNA Ladder (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot), K: H,0-Kontrolle.

Die amplifizierten Fragmente wurden sequenziert. Ein Alignment der Sequenzen mit der
bereits vorhandenen EST-Sequenz (EST281775) zeigte eine 100 %ige Ubereinstimmung mit
dem kodierenden Bereich der RNaseLER. Eine schematische Darstellung des Alignments ist

in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Identifizierung der vollstindigen, kodierenden Sequenz der RNaseLER.

Das Alignment der RACE-Produkte mit der RNaseLER-cDNA fiihrte zur Identifizierung der 5°- und 3'-UTR
(blass griine Boxen), des Transkriptionsstartpunktes (+1) 56 bp stromaufwérts des Startkodons (ATG) sowie das
Polyadenylierungssignals (pA-Signal) 280 bp stromabwirts des Stoppkodons (TAG). 161 bp-Fragment: 5°-
RACE-Produkt NPU/GSP2, 283 bp-Fragment: 5'-RACE-Produkt NPU/LER E2r, 734 bp-Fragment: 3'-
RACE-Produkt LER_E4{/NPU, 404 bp-Fragment: 3'-RACE-Produkt GSP4/NPU

Das RNaseLER-Primirtranskript wurde so auf 1145 bp um weitere 50 bp in 5'-Richtung und
246 bp in 3'-Richtung erweitert. Sequenzanalysen der 5'-Amplifikate ergaben einen putativen
Transkriptionsstart 56 bp stromaufwirts der Translationsinitiationsstelle ATG. Die Analysen
der 3'-Amplifikate ergaben eine Polyadenylierungssequenz 280 bp nach dem Stoppkodon
TAG. Ein Uberblick der Primir- und der abgeleiteten Aminosiuresequenz befindet sich im

Anhang A.

3.1.2 RNaseLER aus 8. lycopersicum ist ein Mitglied der T2-Typ-RNase Familie.

Die kodierende Sequenz der RNaseLER umfasst 783 bp, kodiert fiir ein Protein mit 260 AS
und einer theoretischen Molekiilmasse von 29,4 kDa. Analysen der abgeleiteten
Aminosduresequenz der RNaseLER mit dem BLASTP-Algorithmus (Altschul ef al., 1997) in
der nonredundant (nr)-Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information)
ergaben Homologie (34 % bis 83 %) zu Mitglieder der T2-Typ-RNase Familie, wie es zu
erwarten war, da die paralogen RNasen RNaseLE und RNaseLLX ebenfalls in diese Familie

gehoren. Eine Gruppierung ausgewidhlter homologer RNasen ist in Abbildung 9 dargestellt.
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———————— MSSPAIVNLWMLLV----CCILIAVKGGWDEEVGLLRRG--~----GKQRQFD
————— MTFLPVHA IVNLRMLFLLIGACCILVGVNGGWDGEVGLLRRGRGGAGGGYQREFD
———————————— MASRLCLLLL---VACIAGAFAG----DVIELNRS---—-—-—-——-QREFD
MATLTARPLNPAA TQCACFVILWIGLLCVNVGING--SGDLG-EKLG--———~ ANQRDFD
----MASSLPALQTILPLLLLLG--—TCSANLIRG-—————————~ G-——————— HKEFD
—————————————————————————————————————————————————————— DEREFD
————— MASNSAFSLFLILLIIT----QCLSVLNAA----=-=--————————————KDFD
————— MASDSATSLFLTLFLIT----QCLSVLTAA----=====————————————ODFD
----MKILIASLCLISLLVILP----SVFSASSSS-———————————————————— EDFD
——————— MMKSQKKLLIKIIVV---—-QCLLVLCVTS---=======——————————QDFD
——————— MMKPQK SLLVKIFVV---—-QCLLVLCVA-==========——————————ODFD
———————————— MKFFIFILAL-~~-QQLYVQSFA-r o~ -=~~==~-~~=-~=--QDFD

YFKLALQWPGTYCRKTRHC%%SNACCSRSNSPSVFTIHGLWTEYNDGTWPSCCS—GRPFD
YFKLSLOWPGTYCRRTRRCCSSNACCSRSNSPPVETIHGLWTEYNDGTWPACCS—-GKAFD
YFALSLOWPGTYCRGTRHCCSKNACCRGSDAPTQFTIHGLWPDYNDGSWPSCCY-RSDEFK
YFOQLALOWPGTFCRRTRHCCPNNGCCRGSNAPAEFTIHGLWPDYNDGSWPSCCT-GKTEFE
YFTLALTWSGTECLSVKDSCPTNACSR- SEVETGFTIKGLWPDYDDGTWPSCCE-GAKYD
YFILALOWAGTSCRSGGACCPYNGCCK-ADSPTQFTIHGLRPEYSGGERPSCCT-GGSED
FEYFVOQWPGSYCDTKOSCCYPTTGKP--—--AADFGIHGLWPNNNDGTYPSNCDPNSPYD
FEYFVQQWPGSYCDTKQSCCYPKTGKP----ASDFGIHGLWPNNNDGSYPSNCDSNSPYD
FEYFVOQWPGSYCDTQKKCCYPNSGKP----AADFGIHGLWPNYKDGTYPSNCDASKPED
FEYFVOQWPASYCDTRRSCCYPTTGKP----DEDFSIHGLWPNYKDGKWPQNCDRESSLD
FEYFVOOQWPASYCDTRRSCCYPTTGKP—-—-—-DEDFSIHGLWPNYENGKWPONCDRESSLD
FFYFVLOQWPGAYCDSRHSCCYPQTGKP—-—---AADFGIHGLWPNYKTGGWPONCNPDSRED

—_CAS IT X
QKEISTLLEPMRKYWPSLSCSSPRSCHHKKGPFWGHEWEKHGTCAYPVVLDEYEFFLTTL
EREISTLLEPLRKYWPSLSCGSPRSCHHRKGPFWAHEWEKHGTCAYPVVHDEYEFFLTTL
EKEISTLMDGLEKYWPSLSCGSPSSCNGGKGSFWGHEWEKHGTCSSPVFHDEYNYFLTTL
EKEISTLLGDLNKYWPSLSCGSPSNCHGGKGLEWEHEWEKHGTCSSSVTIGAEYNYFVTAL
ENEISILSNDLSKYWPSYSCMSSSACGSFDASDLAYEWAKHGTCSSPVLGNQYEYFSTAL
PDEIMPFFGKLVEYWPTYRCALEQSCNNRKEILWGQOYEKHGTCASPVIKGEWNYEFKKTL
QSQISDLISSMQONWPTLACPSGSGS——-—- TFWSHEWEKHGTCAESVLTNQHAYFKKAL
QSQVSDLISRMQONWPTLACPSGTGS——--- AFWSHEWEKHGTCAENVFD-QHGYFKKAL
SSTISDLLTSMKKSWPTLACPSGSGE———---— AFWEHEWEKHGTCSESVID-QHEYFQTAL

ESEFSDLISTMEKNWPSLACPSSDGL———-—— KEWSHEWLKHGTCSA--LN-QHAYFQTAT
ESEISDLISTMEKNWPSLACPSSDGV--—--— RFWSHEWLKHGTCSA--LG-ERAYFQAAT

DLRVSDLMSDLOREWPTLSCPSNDGM-——-—~— KFWTHEWEKHGTCAEEELD—QHDYFEAGL

NVYFKYNVIEVLFEAGYVPSDSEKYPLGGIISSIQNAFHTTPELVCSGD———--— ALEELR
NIYFKYNVIEVLFEAGYVPSDSEKYPLGGIISSIENAFHATPELTCSGD————-— ATLEELR
NLYLKHNVTDVLYQAGYVASNSEKYPLGGIVTAIQNAFHITPEVVCKRD————— AIDEIR
KVYFKYNVTEVLREAGYVASNSEKYPLGGIVTAIQNAFHATPELKCSGD-——-— AVEELY
MLYFKYNISEILSESGYLPSNTAEYKLEGIMSAIQSALRVTPVVKCKSD———--— AVEQVOQ
KLFMKYNVDKALE DAGIVASNSKMYDLKDIVVAVESAVGARPKLRCDEEG----LVQKLS
DLKNQIDLLSILQGADIHP-DGESYDLVNIRNAIKSAIGYTPWIQCNVDQSGNSQLYQVY
DLKNQINLLEILQGAGINP-DGGFYSLNSIKNAIRSAIGYAPGIECNVDESGNSQLYQIY
NLKQKTNLLGALTKAGINP-DGKSYSLESIRDSIKESIGFTPWVECNRDGSGNSQLYQVY
DFKTKSNLLONLNNAGIKPRNGDYYGVE SIKKAIEKGVGHTPFIECNVDSQGNHQLYQVY
DFRKKSNLLENLKNAEITPRNGEHYTLE SIKKAIEEGVGHSPYIECNVDTQGNHQIYQVY
KLKOKANLLHALTNAGIKP-DDKFYEMKDIENTIKQVVGFAPGIECNKDSSHNSQLYQIY

ICFYKNFE-PRDCAHD TS--SRGSCPQYVSLPAHGSWGFR--SNTTAAS
ICFYKNFE-PRDCARD TSALSRGSCPQYVSLPAHGSWDEIRISNTTAAS
ICFYKDFK-PRDCVGS QDLTSRKSCPKYVSLPEYTPLDGEAMVLKMPTEREAL
LCFYKNFE-PRDCATK SN---KKSCPRYVSLPEYSSLKMANDGNEVSESALDSDI
ICFDKTLO-LQECPST AS———--— TCPSLVSLPIKN TIKPLETNNLSFRGMRA
LCFDKDFK-PRDCVQV G———-—— SCPRYVSLPEIPD

ICVDGSGSSLIECPIF PGG--—--KCGTSIEFPTF

ICVDGSGSNLIECPIF PRG--—--KCGSSIEFPTF

LCVDRSGSGLIECPVF PHG----KCGAEIEFPSF

LCVDSSASKFIDCPIF PHGG---KCGSKIEFPSFSTNDDHDEF
LCVDKTATDFIDCPIF PHGR---GCGSKIEFPPFSSESDHDEF
LCVDTSASKFINCPVM PHG----RCDSRVQFPKF

Abbildung 9: Alignment der T2-Typ-RNase Aminosiuresequenzen verschiedener Spezies.
Der Aminosduresequenzvergleich wurde mit dem Computerprogramm CLUSTAL X (Thompson et al., 1997)
durchgefiihrt. Die innerhalb der T2-Typ-RNasen konservierten Doménen (CAS I und CAS II) sind grau
unterlegt. Fett gedruckt sind die an der RNA-Hyrolyse beteiligten essentiellen AS, - : eingefiigte Liicken (Gaps),
um die Sequenzéhnlichkeiten zu maximieren. Sternchen kennzeichnen die konservierten Cysteinpaare.
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Die Homologievergleiche der RNaseLER mit bekannten Vertretern der T2-Typ-RNase-
Familie verschiedener Spezies zeigten, dass RNaseLER ein Mitglied dieser Familie ist. Es
wurden die konservierten Bereiche, CAS I und CAS II (conserved active-site segment), die
das aktive Zentrum bilden sowie die fiir T2-Typ-RNasen typischen Halb-Cysteinpaare
identifiziert (Abbildung 9). Die beiden Halb-Cysteinrestpaare befinden sich in der RNaseLER
an den Positionen Cys95 und Cys145 bzw. Cys207 und Cys238.

Obwohl die hier untersuchte RNaseLER ein Paralog der RNaseLE (Acc.-Nr. CAA55896.1)
und RNaseLX (Acc.-Nr. CAA55895.1) ist, zeigte sie nur eine geringe Homologie von 36 %
bzw. 35 %. Die groBte strukturelle Ahnlichkeit (83% Homologie) zeigte sie zu der orthologen
RNaseNGR2 aus N. glutinosa (Acc.-Nr. BAA84468.1). Die RNasen RNS2 aus A. thaliana
(Acc.-Nr. NP 001118478.1) und AhSL28 aus Antirrhinum hispanicum (Acc.-Nr. CAD33235)
wiesen mit 64 % die zweithochste Homologie auf. Geringere Homologien wurden auch zu
den RNasen CalsepRRP aus Calystegia sepium (47 %, Acc.-Nr. 1JY5_A), Trichomaglin aus
Trichosanthes lepiniata (46 %, Acc.-Nr. 1SGL_A), RNS1 (42 %, Acc.-Nr. AAM63798.1)
und RNS3 (36 %, Acc.-Nr. AAM67130.1) beide aus A. thaliana, NGR1 (37 %, Acc.-Nr.
BAC77613.1) und NGR3 (36 %, Acc.-Nr. BAA84469.1) beide aus N. glutinosa gefunden.

Mit Hilfe der Computerprogramme TargetP (Emanuelsson et al., 2000; 2007) und SignalP
(Nielsen et al., 1997) wurde in der abgeleiteten RNaseLER-Aminosduresequenz ein
spaltbares N-terminales Signalpeptid (23 AS lang) mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,952
vorhergesagt, welches das Enzym vermutlich in den sekretorischen Weg einschleust. Die

abgeleitete Aminosduresequenz ist in Abbildung 10 dargestellt.

GWDEEVG LLRRGGKQRQ FDYFKLALQW PGTYCRKTRH 6C
CCSSNACCSI'Q SNSPSV_YNDGT WPSCCSGRPF DQKEVISTLLE PMRKYWPSLS 12C
CSSPRSCHHK KGP-_AYPW LDEYEFFLTT LNVYFKYNVT vEVLFEZ-\GYVP 18C

SDSEKYPLGG IISSIQNAFH TTPELVCSGD ALEELRICFY KNFEPRDCAH DTSSRGSCPQ 24C
YVSLPAHGSW GFRSNTTAAS 26C

Abbildung 10: Aminosiuresequenz der Ribonuklease RNaseLER.

Die Signalsequenz des endoplasmatischen Retikulums (ER) ist blau, die konservierten Aminosduren (AS) im
Bereich der CAS I und CAS II Doméne (grau hinterlegt) sind fett gedruckt. Aminosduren, die an der Hydrolyse
beteiligt sind, sind farblich dargestellt. Schwarze Dreiecke symbolisieren die Intronpositionen im RNaseLER-
Gen, deren Ermittlung unter Kapitel 3.1.4.1 beschrieben ist.
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3.1.3 Untersuchungen zur subzelluliren Lokalisierung

Zur Klérung, ob die in silico identifizierte N-terminale Extension eine funktionelle
Targetingsequenz fiir das endoplasmatische Retikulum (ER) ist, wurde ein Fusionskonstrukt
der kodierenden Sequenz der RNaseLER (RNaseLER-CDS, coding sequence) mit der CDS

des gelb fluoreszierenden Proteins (eYFP, enhanced yellow fluorescence protein) erstellt.

3.1.3.1 Klonierung des eYFP-markierten RNaseLER-Fusionsproteins

Fir die Erstellung des RNaseLER::eYFP-Fusionskonstruktes (Kapitel 2.2.6) erfolgte die
Amplifikation der RNaseLER-CDS ohne Stoppkodon mit zusitzlichen Sequenzen fiir die
Restriktionsschnittstellen No#l und XAol am 5°- bzw. 3’-Ende. Die CDS von eYFP wurde
flankiert von den Xhol/Sacl-Restriktionsschnittstellen aus dem Vektor pRT100-MCS-eYFP
(Tabelle 6) amplifiziert. Nach Zwischenklonierung und Sequenzierung der Produkte erfolgte
die Klonierung der RNaseLER-CDS und eYFP-CDS in den Bindrvektor pCP60
(Kapitel 2.2.6; Tabelle 6). Das erhaltene Plasmid, pCPLEReYFP, wurden anschlieBend
mittels Restriktionsanalysen und PCR auf das Vorhandensein des LER::eYFP-Konstrukts
iberpriift und abschlieBend in den Agrobacterium-Stamm GV3101 transformiert. Eine
schematische Darstellung des Fusionskonstruktes mit vorgelagertem CaMV35S-Promotor ist

in Abbildung 11 abgebildet.

Nofl ol Sacl
| Start-ATG _,ATG

-’— RNaseLER (783 bp) ¢YFP (120 bp)

Abbildung 11: Schematische Darstellung des RNaseLER::eYFP-Fusionskonstrukts.

Das RNaseLER::eYFP-Konstrukt wurde in den Vektor pCP60 eingebracht (pCPLEReYFP). CaMV-35S:
Promotor des Cauliflower-Mosaikvirus; RNaseLER: kodierte Sequenz der RNaseLER ohne Stoppkodon; eYFP:
eYFP-Strukturgen; pAnos: Nopalin-Synthase-Polyadenylierungssignal, tiirkise Box: spaltbares, N-terminales
ER-Signalpeptid von RNaseLER.

Stopp

59



ERGEBNISSE

3.1.3.2 Lokalisation von RNaseLER::eYFP

Zur subzelluliren Lokalisation der RNaseLER wurde das eYFP-Fusionsprotein
Agrobacterium-vermittelt (Kapitel 2.1.6.2) unter der Kontrolle des CaMV-35S-Promotors in
N. benthamiana-Bléttern transient exprimiert. Zur Visualisierung der Strukturen des
endoplasmatischen Retikulums wurde das Konstrukt ER-ck CD3-953 eingesetzt (Nelson et
al., 2007). Bei dem freundlicherweise von Frau Dr. Hause (Institut fiir Pflanzenbiochemie)
zur Verfiigung gestelltem ER-Konstrukt handelt es sich um eine Fusion einer N-terminalen
ER-Signalsequenz der Wand-assoziierten Kinase 2 (AtWAK?2, wall-associated kinase 2 aus
A. thaliana) und dem C-terminalen ER-Retentionssignal HDEL mit dem blau

fluoreszierenden Protein (CFP; cyan fluorescence protein). Die Lokalisationskontrolle ER-
ckCD3-953 wurde zusammen mit pCPLEReYFP kotransformiert (Kapitel 2.1.6.2). In einem
Zeitraum von 20-72 h nach Inokulation der Agrobakterien in N. benthamiana wurden
Blattproben am konfokalen CLSM analysiert. Abbildung 12 zeigt eine Auswahl der CLSM-

Aufnahmen. Weiter Aufnahmen befinden sich im Anhang B.

Abbildung 12: Analyse der RNaseLER::eYFP transformierten Epidermiszellen von N. benthamiana am
CLSM.

Derivate des Agrobacterium-Stamms GV3101 mit pCPLEReYFP, ER-ckCD3-953 und pCPeYFP wurden in
N. benthamiana-Blatter (je 1x10° cfu/ml) inokuliert. (A) pCPeYFP zytoplasmatische eYFP-Fluoreszenz
(Kontrolle); (B) CFP-Fluoreszenz des ER-ckCD3-953 (ER-Kontrolle); (C) eYFP-Fluoreszenz des
RNaseLER::eYFP; (D) bis (F) Fluoreszenzaufnahme 2 Tag nach Koinfiltration von GV3101pCPLEReYFP und
GV3101ER-ckCD3-953; (D) eYFP-Fluoreszenz des RNaseLER::eYFP; (E) CFP-Fluoreszenz des ER-ckCD3-
953 (F) kombiniertes Bild; rot=Autofluoreszenz der Chloroplasten. Dargestellt ist eine CLSM-Aufnahme aus
vier unabhédngigen Lokalisationsexperimenten. Weiter Aufnahmen befinden sich im Anhang B.
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Die Analyse der CLSM-Aufnahmen zeigten, dass RNaseLER::eYFP und ER ckCD3-953 im
ER lokalisieren (Abbildung 12D bis F). Die Akkumulation der RNaseLER::eYFP-Proteine in
den transformierten Tabakepidermiszellen weisen eine netzformige Struktur auf
(Abbildung 12 C, D und F), die eindeutige Ahnlichkeiten mit der blaufluoreszierenden,
netzformigen Struktur der ER-Marker-Kontrolle ER-ckCD3-953 aufweisen (Abbildung 12B,
E und F). Die iiberlagerten gelben und blauen Fluoreszenzen der Fusionsproteine
(Abbildung 12F) weisen deutlich auf einen kotranslationalen Transport der RNaseLER in das
ER hin.

3.1.4 Genomische Analyse der RNaseLER

Zur Charakterisierung der Ribonuklease RNaseLER wurde neben der Analyse der
kodierenden Sequenz auch die genomische Organisation aufgekldrt. Neben der Bestimmung
der Kopienzahl der RNaseLER im Genom von S. lycopersicum durch einen genomischen

Southern-Blot, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Exon/Intron-Struktur untersucht.

3.1.4.1 Genomische Sequenzierung von RNaseLER und Analyse der Exon/Intron-Struktur

Zur Aufkliarung der genomischen Struktur der RNaseLER wurden Oligonukleotide (Tabelle 4)
abgeleitet, die den gesamten kodierenden Sequenzbereich abdecken. Mit den verschiedensten
Oligonukleotidkombinationen wurden PCR-Reaktionen durchgefiihrt, um die korrespon-
dierenden genomischen Fragmente von RNaseLER zu amplifizieren, klonieren und
sequenzieren zu konnen. Als Matrize diente genomische DNA (gDNA) von cv. Lukullus. In

Tabelle 13 sind die Oligonukleotidkombinationen und deren Produkte zusammengefasst.

Tabelle 13: Oligonukleotidkombination und deren Produkte auf gDNA und cDNA.

Oligonukleotidkombination Fragmentgrofle Fragmentgrole Groflenunter-
(Oligonukleotidnummer Tabelle 4) auf gDNA auf cDNA schied

LER F1/LER E3r (12/17) 588 bp 318 bp 270 bp
LER F1/LER E4r (12/20) 1493 bp 400 bp 1093 bp
LER E3f/LER E4r (15/20) 930 bp 106 bp 824 bp
LER-E4f/LER ES5r (18/24) 1637 bp 96 bp 1531 bp
LER-E4f/LER E6r (18/25) 2730 bp 229 bp 2501 bp
LER E5f/LER Eér (22/25) 1125 bp 158 bp 967 bp
LER F1/LER Eér (12/25) 4206 bp 612 bp 3887 bp
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Ein Alignment der ¢cDNA- und genomischen Sequenzen zum Contig ermdglichte die
Bestimmung der Exon/Intron-Struktur von RNaseLER (Abbildung 13A). Der so erstellte
Contig umfasste eine Sequenz mit einer Lange von 4739 bp. Das RNaseLER-Gen weist sechs
Exons und fiinf Introns auf (Abbildung 13B). Die gesamte genomische Sequenz wurde in der
EMBL (European Molecular Biology Laboratory)-Datenbank veroffentlicht (Accession
Nummer #AM408589, siche auch Anhang C).

(A)
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Abbildung 13: Exon/Intron-Struktur des RNaseL ER-Gens.

A) Schematische Darstellung des Alignments der amplifizierten genomischen Fragmente von RNaseLER. Die
Zahlen entsprechen den in Tabelle 4 angegebenen Oligonukleotidnummern.

B) Schematische Darstellung der RNaseLER Exon/Intron-Struktur. Die putativ kodierenden Regionen sind als
gefiillte Rechtecke, die 5°- und 3" -untranslatierte Region sind als weile Rechtecke und die Intronregionen als
Zirkumflexe hellgrau dargestellt. Exons (E) sind iiber und Introns (I) sind unter den Zeichnungen nummeriert
und das putative Startkodon (ATG) und Stoppkodon (TAG) sind abgebildet. Dunkelgraue Rechtecke deuten die
Positionen der CAS-Domémen in den Exons 2, 3, 4 und 5 an. Die Exon- und Intron-Groen sind der Tabelle 14
zu entnehmen.

Das aus 265 Nukleotiden bestehende Exon 1 beinhaltet die 5 -untranslatierte Region (5"UTR)
und die fiir die ersten 70 Aminosduren kodierenden Region inklusive der putativen
Signalpeptidsequenz fiir die endoplasmatische Lokalisation des Enzyms. Ein Teil des 29 bp
langen Exon 2 und des 74 bp langen Exon 3 kodieren die CAS I-Domine. Die CAS II-
Domine wird von Exons 4 und 5 kodiert, die 104 bp bzw. 93 bp lang sind. Das
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Translationsstoppkodon TAG liegt im Exon 6, mit einer Lange von 579 bp, welches auch die
3 -untranslatierte Region (3"UTR) enthilt. Die Introns variieren von 96 bp bis 1534 bp Linge.

In Tabelle 14 sind die Exon/Introniiberginge und Grofen zusammengefasst.

Tabelle 14: Exon/Intron Struktur des RNaseL ER-Gens.

Exon GroBle  Donor-Spleifistelle Intron GroBle Akzeptor-Spleif3stelle
[bp] 5-3 [bp] 5-3

1 265 GTATCTA 1 175 GTATTTTTCCAG

2 29 GTAAGTC 2 96 CTTGTCTTCTAG

3 74 GTAAGTT 3 823 TTTTTTTGTCAG

4 105 TTTCACT 4 1534 TATTGATTGCAG

5 93 GTAAGTG 5 967 ACACAATGCCAG

6 579

Konsensus GTRAGT YYYYYYYYNYAG

Die Uberginge zwischen einzelnen Exon - und Intronbereichen innerhalb eines einzigen Gens
und auch zwischen verschiedenen eukaryotischen Genen sind stark konserviert (Sharp, 1987).
Introns beginnen immer mit GT und enden mit AG (GT-AG Regel). Bei hoheren Eukaryoten
ist innerhalb dieser Sequenz die bevorzugte Verwendung von Purinen (Pu) oder Pyrimidinen
(Py) konserviert, der Konsensus lautet hier PyNPyPyPuAPy. Eine entsprechende Sequenz
befindet sich in allen Introns von RNaseLER an der erwarteten Position. Die Sequenzen der
5'-Spleif3- und der pyrimidinreichen 3'-Spleif3stellen des RNaseL ER-Gens entsprechen mit der
Ausnahme der 5'-Spleifistelle des Intron 4 den Konsensussequenzen. Es wurden jedoch keine
abweichenden Spleilprodukte beobachtet. In wenigen Fillen wurde gezeigt, dass zum
korrekten Spleilen pflanzlicher Pra-mRNA von der GT-AG-Regel abweichende Sequenzen
verwendet werden (GC-AG oder AT-AC, Lal et al., 1999).

3.1.5 Bestimmung der Kopienzahl der RNaseL ER im Tomatengenom

Durch Southern-Analysen sollte {berpriift werden, wie viele RNaseLER-Gene im
Tomatengenom vorhanden sind. Dafiir wurde hochmolekulare, genomische DNA aus
Tomatenblittern des cv. Lukullus isoliert, mit den Restriktionsenzymen HindIll und EcoRV
hydrolytisch gespalten (Kapitel 2.2.1.1) und nach elektrophoretischer Auftrennung der
Spaltprodukte (Kapitel 2.2.1.4) auf eine Nylonmembran {ibertragen (Kapitel 2.2.5). Fiir die
Hybridisierung wurden radioaktiv markierte RNaseLER-Sonden verwendet (Abbildung 14).
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Die erste Sonde hybridisiert zu dem Bereich von Exon 1 bis Exon 3 (E1/E3-Sonde), die

zweite Sonde (ES/E6) zum Bereich von Exon 5 bis Exon 6.

A & & ®) &
o 00%— GroBe @*‘6 e
[kb] —

Grofle
[kb]

10,0
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5,0
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3,5
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Abbildung 14: Southern-Blot-Analyse zur Bestimmung der Kopienzahl von RNaseLER im Tomaten-
genom.

Genomische Tomaten-DNA (10 ug) wurde mit den Restriktionsenzymen HindIll und EcoRV gespalten und in
einem 0,8 %igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Ubertragung der Restriktionsfragmente
auf eine Nylonmembran erfolgte die Hybridisierung mit den Sonden: A) E1/E3-Sonde und B) ES5/E6-Sonde
unter stringenten Bedingungen. DNA-Gro6fBenstandards sind links angegeben. Die Southern-Blot-Analyse wurde
drei Mal mit dem gleichen Ergebnis durchgefiihrt.

Wie die Abbildung 14 zeigt, trat je eine Hybridisierungsbande auf der gDNA, die mit Hindlll
geschnitten wurde, auf (Abbildung 14, Hindlll-Spuren). Das HindlIll-Restriktionsenzym
schneidet nicht im E1/E3- bzw. E5/E6-Sondenbereich. Die EcoRV-Restriktion, hybridisiert
mit der E1/E3-Sonde, ergab ebenfalls nur eine Hybridisierungsbande (Abbildung 14A). Durch
die Hybridisierung mit der E5/E6-Sonde wurden drei Banden detektiert (Abbildung 14B,
EcoRV-Spur). Auf der Basis der ermittelten Sequenz lisst sich dieses Spaltmuster erkldren.
Es befinden sich drei aufeinanderfolgende EcoRV-Schnittstellen innerhalb des
hybridisierenden Bereichs der ES/E6-Sonde im Intron 5 des RNaseLER-Gens, die die zwei
zusitzlichen Banden auf dem Southern-Blot mit der E5/E6-Sonde und diesem Enzym
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erkldaren. Theoretisch sollten nach der Restriktion der DNA im Southern-Blot vier Banden
auftreten, jedoch sind zwei Fragmente (ca. 250 bp) in ihrer GroB3e beinahe identisch, sodass
sie im Gel, aufgrund der beinahe gleichen Position, visuell nicht voneinander zu
unterscheiden sind. Zusammenfassend weisen die Analysen darauf hin, dass das RNaseLER-

Gen als Einzelkopie im Tomatengenom vorliegt.

3.1.6 Charakterisierung der stromaufwiirts liegenden Region von RNaseLER

Um die Promotorregion des RNaseLER-Gens zu bestimmen, wurde der genomischen 5'-
Bereich des RNaseLER-Gens mit Hilfe der Genome Walking-Methode (Kapitel 2.2.3)
analysiert. Als DNA-Matrize dienten fiinf unterschiedliche genomische Restriktionsbanken
von S. lycopersicum cv. Lukullus (Kapitel 2.2.3). Aus der gDNA-Restriktionsbibliothek
Hincll konnte mit den Oligonukleotiden AP2/GSP2 ein 1032 bp groBBes PCR-Produkt
amplifiziert werden. Das Fragment wurde subkloniert (Tabelle 6, pC5'UTR-H) und
anschlieBend sequenziert. Die Sequenzierung ergab eine Verlidngerung der RNaseLER-
Sequenz um 908 bp stromaufwirts vom ATG. Aus den erhaltenen Sequenzdaten des putativen
Promotor-Amplifikationsproduktes und des genomischen Contigs (Abbildung 13) konnte eine
5,591 kb umfassende Sequenz des RNaseL ER-Gens zusammengestellt werden. Die komplette

Sequenz wurde in der EMBL-Gendatenbank veroffentlicht (#AM408589, siehe Anhang C).

3.1.6.1 In silico-Analyse der genomischen 5'-Region

Mit Hilfe der Datenbanken PLACE-Datenbank (Higo et al., 1999), PlantCare (Lescot et al.,
2002) und PlantPAN (Chang et al., 2008) wurden in silico-Analysen des genomischen 5'-
Bereiches durchgefiihrt, um potentielle regulatorische cis-Elemente zu identifizieren. Da es
sich bei diesen Elementen um kurze, konservierte Sequenzen von etwa 5-20 Nukleotiden
handelt, kann ihr Auftreten zufillig innerhalb von einigen hundert Basenpaaren statistisch
erwartet werden. Die iiber einen Basenvergleich ermittelten Bindungsstellen miissen daher
nicht zwingend korrekt sein. Zundchst wurde die 5'-Sequenz des RNaseLER auf das
Vorhandensein der TATA-Box, einer der wichtigsten Kernpromotorelemente fiir regulierte
Gene, hin untersucht. Diese liegt bei Eukaryoten zumeist 25-30 bp vom Transkriptionsstart
entfernt und besitzt eine Konsensussequenz von TATA(A/T)AA(G/A) (Smale und Kadonaga,
2003). Eine der Konsensussequenz ,,TTATTT* dhnliche TATA-Box liegt 33 Nukleotide
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stromaufwérts des Transkriptionsstartpunktes und konnte somit als potentielles TATA-
Element fungieren. Als zweites regulatorisches Promotorelement wurden neun potentielle
CAAT-Boxen vorhergesagt. Die dem Transkriptionsstart am néchsten gelegene CAAT-Box
befindet sich an Position -16 relativ zum Transkriptionsstartpunkt. Bucher und Trifonov
(1986) geben eine fiir Eukaryoten iibliche Distanz von -129 bis -50 bp relativ zum
Transkriptionsstart an. Auch die anderen vorhergesagten CAAT-Boxen liegen auBerhalb
dieser Region. Neben diesen Standardelementen wurden im Promotorbereich von RNaseLER
weitere, in Pflanzen beschriebene konservierte Boxen sowie Enhancer- und Suppressor-
elemente gefunden, die die Expressionsstirke eines Gens kontrollieren konnen. Alle
Ergebnisse der computergestiitzten Sequenzanalysen sind in Tabelle 15 zusammengefasst.
Die Positionen der identifizierten Elemente sind in Abbildung 15 relativ zu der Sequenz des
putativen Promotorbereiches dargestellt. Dabei wurden mit wenigen Ausnahmen nur
Bindungsstellen mit ausgewiesener Funktion beriicksichtigt. Es sollen nur einige interessante

oder héufig auftretende Elemente genannt werden.

1T Frw te or tV s

4
TATA ATG

-900 -800 =700 -600 -500 -400 -300 -200 -100 +1

rGATA—Box YW—Box E-Box

ircadi
aTCBox | gircadion’ grE

fGT-l MYB TTAAAG-BOX
— 50bp

Abbildung 15: Regulatorische Elemente im 5'-Bereich des Gens RNaseLER.

Mit Hilfe der Datenbanken PLACE, PlantCare und PlantPAN wurde der 5'-untranslatierte Bereich des Gens
RNaseLER auf mogliche regulatorische Promotorelemente untersucht. Dargestellt sind die wichtigsten Elemente,
die im Bereich von -908 bp bis zum Startkodon ATG gefunden wurden. Eine Beschreibung der Elemente
befindet sich in Tabelle 15.
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Tabelle 15: Potentielle Bindungsmotive fiir Transkriptionsfaktoren.

Auflistung potentiell regulatorischer cis-aktiver Elemente in der 908 bp Region vor dem ATG des RNaseLER-
Gens (Akz. #AM408589). Die Positionsangaben beziehen sich jeweils auf den Transkriptionsstart (+1). Grau
geschriebene Positionen markieren komplementdre Sequenzen. Angegeben sind die Signalsequenzen
(N=A/C/G/T; R=A/G; W=A/T; Y=C/T), die Position der Elemente auf dem (+)- bzw. (-)-Strang sowie die
Funktion und die allgemeine Klassifizierung, die den jeweiligen Elementen zugeordnet werden konnen. Daten
wurden der PLACE-, PlantCare- bzw. PlantPAN-Datenbank entnommen.

cis-aktives- Konsensus/Sequenz Position . cpegse
Element RNasele?i I;I"omotor (+/-Strang) Name/Funktion/Spezifitit
TATA-Box TTATTT -33,-99, -159, Kernpromotorelement,
TAATA -81-169, -649, -30 Transkriptionsstart
-784
CAAT-Box -16, -476, -781,  cis-aktives Element in Promo-
-2,-7,-519, tor- und Enhancerregion
-552,-584, -814  (Kehoe et al. 1994)
TAAAG- TAAAG -518, -568 SchlieBzellen-spezifische
Box TAAAG Expression, Bindestelle fiir
Dof-Transkriptionsfaktoren
(Plesch et al., 2001)
GATA-Box GATA -609, -613, Licht-regulierte und Gewebe-
-668,-680, spezifische Expression (Gidoni
TATC -739, -773 et al., 1989; Gilmartin et al.,
1990; Lam und Chua, 1989)
GT-1 GRWAAW +33, -263, Licht- und Salizylsdure (SA)-
GAAAAT,GGAAAA, -379,- 380, regulierte Expression,
GATAAT, GAAAAA -526, 609, TATA-Komplexstabilisierung,
CCTTTA, CTTTTA, -89,-102, (Lam und Chua, 1990)
CTTTTT. CCAATT -134, -324,
- 624, -658
ERE AWTTCAAA -512 Ethylen-induzierte und Senes-
ATTTCAAA zenz-regulierte Expression
(Montgomery et al., 1993,
Itzhaki et al., 1994)
E-Box CANNTG -416, -789 Abscisinsdure (ABA)-
CATTTG, CATATG, ,-801, -810, regulierte Expression, Wasser-
CAGATG, stress (Stalberg et al., 1996)
CAAATG, CATATG, -411,-784,
CATCTG -796,-805
MYB- CNGTTR ABA- und Trockenstress-
Kernelement CTGTTG, CTGTTA  -293,-707, regulierte Expression
=787 (Urao et al., 1993)
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Tabelle 15 Fortsetzung: Potentielle Bindungsmotive fiir Transkriptionsfaktoren.

cis-aktives- Konsensus/Sequenz Position . cpen
Element ?N_t)n;e\LER Promotor (+/-Strang) Name/Funktion/Spezifitit
W-Box TTGAC, TGACY -20, -155, Pathogen- und pathogene
TTGAC, TGACC =785, Elicitor-induzierte Expression,
TTGAC -175 WRKY -Transkriptionsfaktoren
(Eulgem et al., 2000;
Rushton et al., 1996)
TC-rich RTTYTCTNMM -139, -97 Stress- und Pathogen-
repeats ATTTTCTCAA, induzierte Expression
ATTTTTTTCA (Diaz-De-Leon ef al., 1993)
circadian CAANNNNATC circadiane Rhythmik
core CAAAGGTGTC -153 (Piechulla et al., 1998)

3.1.7 Analyse der Promotoraktivitit

Die Analyse der gewebe- und entwicklungsspezifischen Expression eines Gens kann einen
wichtigen Hinweis auf die physiologische Rolle des korrespondierenden Proteins in der
Pflanze liefern. In diesem Zusammenhang sollte {iberpriifen werden, ob der mittels Genome
Walking isolierte putative Promotor (Kapitel 3.1.6) des RNaseLER-Gens eine spezifische
Aktivitét zeigt und der fiir die Expression von RNaseLER ndtigte Minimalpromotor bestimmt
werden. Dafiir wurden verschiedene Reportergenkonstrukte erstellt. 908 bp, 755 bp und
207 bp der RNaseLER 5 -stromaufwirts Region (P367; P134 und P221, Konstrukte sieche
Abbildung 16) wurden amplifiziert und transkriptionell an das wid4A-Gen fusioniert
(Kapitel 2.2.6.1). Das wuidA-Gen aus E. coli kodiert fiir die /S-Glucuronidase (GUS,
EC 3.2.1.31), die die hydrolytische Spaltung eines grofen Spektrums von f-Glucuroniden
katalysiert. Die enzymatische Aktivitdt ldsst sich im Gewebe der Pflanze histochemisch
mittels einer Farbreaktion (Blaufirbung) bzw. fluorimetrisch nachweisen. Die
Promotorfragmente wurden in Binédrvektor pBI101 kloniert (Kapitel 2.2.6.1; Tabelle 6) und
anschlieBend  Agrobacterium-vermittelt  stabil in  N. benthamiana  transformiert
(Kapitel 2.1.6.2). Die Lokalisation und die Promotoraktivitit der RNaseLER bzw. der
Promotor:GUS-Fusionskonstrukte werden in den nachfolgenden Abschnitten mittels

histochemischer und fluorimetrischer Bestimmung der GUS-Aktivitit untersucht.
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Abbildung 16: GUS-Reportergenkonstrukte zur Analyse der Promotoraktivitit der RNaseLER.

A): Schematische Darstellung der erstellten Konstrukte. Je ein 908 bp (P367)-, ein 755 bp (P134)- und ein
207 bp (P221)-Fragment aus dem Promotor des RNaseLER wurde vor das uidA-Gen (/3-Glucuronidase (GUS)-
Reportergen) in den Bindrvektor pBI101 kloniert.

nosA: Nopalin-Synthase-Terminator

B): Histochemische Analyse der GUS-Fusionen in N. benthamiana

+: GUS-Aktivitit

- : keine GUS-AKktivitdt

3.1.7.1 Lokalisation der Promotoraktivitit in transgenen N. benthamiana

Uber die Agrobacterium-vermittelte stabile Transformation wurden die Promotor:GUS-
Fusionen P367:uidA, Pl134:uidA und P221:uidA in Wildtyp N. benthamiana-Pflanzen
eingebracht (Kapitel 2.1.6.2, Stabile Pflanzentransformation). Die T-DNA enthielt zur
Selektion transformierter Kalli/Pflanzen das Gen der Neomycin-Phosphotransferase (NPT1I-
Gen). Fiir jedes Promotor:GUS-Konstrukt wurden 100 bis 150 sich aus den Kalli bildende
Sprosse (Ty) abgeschnitten und auf Wurzelinduktionsmedium (Kapitel 2.1.2, Tabelle 1)
tiberfiihrt. Pro Konstrukt bildeten etwa 50 der umgesetzten Sprosse innerhalb von zwei bis
vier Wochen Wurzeln. Die bewurzelten Ty-Pflanzen wurden im Gewéchshaus weiter
kultiviert. Mittels PCR-Analysen wurde getestet, ob die selektierten Pflanzen tatséchlich das
jeweilige Reportergenkonstrukt enthielten. Die PCR-Reaktionen wurden mit RNasel ER-
promotorspezifischen Oligonukleotiden (Kapitel 2.2.6.1, Tabelle 4) jeweils in Kombination
mit einem wuidA-Gen-spezifischen Oligonukleotid (GUSII; Kapitel 2.1.4, Tabelle 4)
durchgefiihrt. Insgesamt konnten fiir P367:GUS 41 transgene N. benthamiana-Linien, fiir
P134:GUS 30 und fiir P221:GUS 23 Linien regeneriert werden (Daten nicht gezeigt). Je zehn

Linien wurden geselbstet und 15 Tage alte ganze Pflanzen der néchsten Generation (T)
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zundchst histochemisch auf GUS-Aktivitét untersucht.

Dabei konnte fiir keine der zehn analysierten P221:uidA-Linien eine GUS-Aktivitét
nachgewiesen werden (Abbildung 16). Anhand der in silico-Analysen (Kapitel 3.1.6.1)
konnte eine TATA-Box, die sich in diesem Promotorfragment befindet, ermittelt werden, die
jedoch nicht fiir die Expression des P22/:uidA-Konstruktes ausreichend ist. Die je zehn
P367:uidA- bzw. P134:uidA-Linien hingegen zeigten eine deutliche GUS-Firbung mit
identischem Expressionsmuster. Die Abbildung 17 zeigt, reprisentativ fiir alle getestete
Linien, die Ergebnisse der histochemischen GUS-Farbung in den verschiedenen Tabak-
geweben. Alle Linien zeigten eine GUS-Aktivitdt in den Stomata, Trichomen und Sténgeln
(Abbildung 17). Durch Lingsschnitte der Stingel konnte die GUS-Aktivitit auf das Paren-
chymgewebe eingegrenzt werden (Abbildung 17H).

In den Epidermiszellen und Mesophyllzellen der Blitter ist keine Aktivitit nachweisbar,
jedoch treten stark markierte Stomata in den Bléttern hervor (Abbildung 17D, F).

Aktivitdt in den Wurzeln war nur in 20 % der untersuchten Pflanzen detektierbar. In diesen
Féllen war die Blaufarbung auf den Bereich der Reifungs- und Streckungszone direkt hinter
der Wurzelspitzen begrenzt (Abbildung 17E). In den verschiedenen Bliitenteilen konnte eine
Aktivitdit in den Sepalen, wobei sich die Aktivitit auch hier auf die Stomata und die
Blattnerven beschrinkte, sowie in den Antheren nachgewiesen werden (Abbildung 17A). In

den Petalen und dem Pistill konnte keine GUS-Aktivitat detektiert werden.
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(H)
50 pm

Abbildung 17: Histochemischer Nachweis der GUS-Expression unter Kontrolle des RNaseL ER-Promotors
(P367) und des Derivats P134.

15 Tage alte Promotor: GUS-Pflanzen wurden histochemisch analysiert.

Die Proben wurden iiber Nacht in GUS-Farbelosungen inkubiert und anschlieBend mit Ethanol gebleicht.

(A) Bliite (Linie P367-57), (B) Trichom eines Stiangels, (C) 15 Tage alte Pflanze (Linie P134-9), (D) Primérblatt
mit gefarbten SchlieBzellen, (E) Wurzel (Linie P134-9), (F) Detailaufnahme von (D) untere Blattepidermis mit
gefarbten SchlieBzellen, (G) Stingel, (H) Detailaufnahme von (G) Stingellangsschnitt nach Paraffineinbettung;
Aufnahmen A, C, E, G Stereomikroskop Stemi 2000 (Carl Zeiss Jena GmbH; Jena), B, F, H an Mikroskop
Axiovert 135 (Carl Zeiss Jena GmbH; Jena).
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3.1.7.2 Fluorimetrische Bestimmung der S-Glucuronidase-Aktivitat

Da es moglich ist, dass der histochemische Nachweis der f3-Glucuronidase-Aktivitdt nicht
sensitiv genug ist, um schwache Expressionen nachzuweisen, wurde zur weiteren
Charakterisierung der transgenen Tabakpflanzen die quantitative Bestimmung der GUS-
Aktivitét in den Bléttern transgener T,-Linien eingesetzt. Die quantitative Bestimmung beruht
auf der Umsetzung von 4-Methyl-umbelliferyl-D-Glucuronid (MUG) zu Methylumbelliferon
(MU) durch die f-Glucuronidase. Das Produkt MU kann durch Fluoreszensmessung
quantifiziert werden (Kapitel 2.4.3; Jefferson et al., 1987).

Mit Hilfe der fluorimetrischen Analyse sollte im Folgenden untersucht werden, ob die
verwendeten Promotorfragmente hinsichtlich ihrer Aktivitit Unterschiede aufweisen.

Um auszuschliefen, dass die Kopienzahl der Promotor: GUS-Insertionen eine Auswirkung auf
die Intensitét der Expression und damit auf die GUS-Aktivitdt hat, wurden alle Pflanzen der
verwendeten T,-Linien mittels Southern-Blot analysiert. Fiir die Analyse wurden T,-
Nachkommen der Linien P367:uidA-5, P134:uidA-11, deren histochemische Analyse eine
positive GUS-Farbung zeigte und T,-Nachkommen der P221:uidA-2 Linie verwendet und in
Erde ausgesdt. Drei Wochen alte Pflanzen wurden mit Kanamycin vorselektiert, vereinzelt
und weitere 3 Wochen im Gewéchshaus kultiviert. Fiir die Southern-Analysen wurde gDNA
der transgenen Linien mit dem Restriktionsenzym Hindlll gespalten, auf eine Nylonmembran
transferiert und mit einer 500 bp groBen uidA-spezifischen, radioaktiv markierten Sonde (**P-
GUS) hybridisiert. Das Audioradiogramm ist in Abbildung 18 dargestellt. Linien, in denen
eine Hybridisierungsbande detektiert wurde, wurden als Linien mit einer Kopie des
Promotor:GUS-Konstrukts klassifiziert, wohingegen Linien mit zwei und mehr
Hybridisierungsbanden als Linien mit mehreren Promotor:GUS-Insertionen eingestuft
wurden. In Abbildung 18 A ist das Audioradiogramm der zehn getesteten T,-Generationen
der P221:uidA-2 Linie dargestellt, Abbildung 18B und Abbildung 18C stellen die
Audioradiogramme der zehn T,-Generationen der PI34:uidA-11 bzw. P367:uidA-5 Linien

wieder. Die Ergebnisse der Southern-Blot-Analysen sind in Tabelle 16 zusammengefasst.

72



ERGEBNISSE

P221:uidA-9 P134.:uidA-11 P367:uidA-5
kb M2 4567891011 12MM1 3456 3I1011121314I5MM23 78 912131415171828

o=

oo
1]
L

vy v

o
=
!

| P T P T WD

i
th o
1 |
=

=]
~da_
o
| |
T

0.5+ (A) (B) (©)

Abbildung 18: Analyse der Integrationsanzahl der Promotor-GUS-Fusionen im Genom von N. bentha-
miana.

Aus Tabakblittern isolierte genomische DNA wurde mit Hindlll-Restriktionsenzymen geschnitten. Die
Fragmente wurden in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit der
32p_GUS-Sonde unter stringenten Bedingungen hybridisiert. (A): P221:uidA-9 T, -Linien 2, 4, 5,6, 7 .8, 9, 10,
11, 12; (B): P134:uidA-11 T,-Linien 1, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15; (C): P367:uidA-5 T,-Linien 2, 3, 7,
8,9, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 28; M: 1kb Gene Ruler (Fermentas). Die Radioaktivitit wurde mittels des
Phosphoimagers (BIO-IMAGING ANALYZER BAS1500) detektiert. Dargestellt ist eines von drei konsistenten
Experimenten. Links der Abbildung sind die Laufhéhen des GroBenmarkers (1kb Ladder Fermentas) in kb
angegeben. Pro Spur wurden ca. 20 ug DNA aufgetragen.

Fiir die fluorimetrische Analyse wurden aus den analysierten T,-Pflanzen Proteinextrakte
gewonnen und die Aktivitit der f-Glucuronidase fluorimetrisch durch Zugabe von MUG
ermittelt (Kapitel 2.4.3). Als (i) positiv bzw. (ii) negativ Kontrolle wurden transgene T,-
Tabaklinien, die (i) ein 35S:uidA-Konstrukt (GUS-Gen unter Kontrolle des CaM[V-35S-
Promotors) bzw. ein promotorloses A435S:uidA-Konstrukt (GUS-Gen ohne Promotor)
enthielten (Konstrukte siche Tabelle 6), mitgefiihrt.

Die ermittelte f-Glucuronidase Aktivitdt der getesteten Linien sind zusammen mit ihrer
ermittelten Integrationsanzahl in Tabelle 16 zusammengefasst. Blétter mit dem 35S:GUS-
Konstrukt zeigten, wie anzunehmen, da 35S ein starker konstitutiver Promotor ist (Odell et
al.; 1985), hohe Aktivititen von 13035 bis 29270 pmol«min™'+mg™” 15sliches Gesamtprotein
(Tabelle 16). Doch auch die beiden Promotorkonstrukte P7/34:uidA und P367:uidA zeigten
deutliche GUS-Aktivitdt. Bei der Bestimmung der GUS-Aktivitit der P134:uidA-Linien
zeigte sich, dass zehn der zwdlf getesteten Linien ein breites Aktivitatsspektrum von 279 bis
2626 pmolsmin'smg"' aufwiesen (Tabelle 16). Zwei Linien, PI134:uid4-11/11 und
P134:uidA-11/15, wiesen keine Expression der f-Glucuronidase auf. Das Fehlen der GUS-
Aktivitdt in den Linien PI34:uidA-11/11 und P134:uidA-11/15 bestitigt die Southern-
Analysen, da in diesen Linien keine dem uid4-Gen entsprechende Bande detektiert werden
konnte. Pflanzen, die in den Southern-Blot-Analysen negativ waren und keine GUS-Aktivitdt

aufwiesen wurden als nicht transgen eingestuft und verworfen. Die GUS-Aktivitit der
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P367:uidA-Linien betrug 80 bis 611 pmolsmin«mg” 15sliches Gesamtprotein (Tabelle 16).
Auch hier zeigten zwei der zwolf getesteten Linien, P367:uidA-5/9 und P367:uidA-5/18,
Werte von 7,68 pmol=min™smg'und 1,84 pmolsmin™smg™' (Tabelle 16). Im Vergleich zu den
Transgenen mit dem promotorlosen Konstrukt weisen diese beiden Pflanzen keine GUS-
Aktivitit auf. Es konnten fiir diese beiden Linien in den Southern-Analysen keine der **P-
GUS-Sonde homologe Bande nachgewiesen werden, womit diese Pflanzen nicht transgen
waren. Im Gegensatz dazu zeigte die Negativkontrolle A35S:GUS Werte von 2,86 bis 22, 48
pmolsmin”«mg” (Tabelle 16), die als Hintergrundwerte eingestuft wurden. Bei den 10
untersuchten P221:uidA-2 Linien reichten die GUS-Aktivititen in den Blattern von 3,57 bis
12,37 pmol « min™' « mg™', womit diese im Bereich des Hintergrundsignals lagen (Tabelle 16).
Die Ergebnisse des histochemischen GUS-Nachweises konnten so bestitigt werden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass filir die Promotorfragmente P134 und P367 in den
histochemischen und fluorimetrischen Analysen eine Promotoraktivitit in den transgenen N.
benthamiana-Pflanzen aufweisen. Das kleinste Fragment, P221, zeigt keine Promotor-

aktivitét.
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Tabelle 16: Anzahl der Promotor-GUS-Fusionsintegration in T,-N. benthamiana Linien.

Zusammengefasst dargestellt sind die Kopienzahl der Promotor-GUS-Insertionen mit der nach Jefferson er al. (1987) ermittelten GUS-Aktivitit der transgenen T,-Linien:

P221:uidA-2-2,4,5,6,7.8,9,10, 11, 12; P134:uid4-11-1, 3,4, 5, 6,8, 10, 11, 12, 13, 14, 15; P367:uid4-5-2, 3,7, 8,9, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 28.

Grau hinterlegt sind die Linien, die im Vergleich der GUS-Aktivititen (Abbildung 19) einbezogen wurden. n. b.: nicht bestimmt.
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P221:uidA-2

T,-Linic 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Kopienzahl 1 3 2 2 3 2 3 3 0 3
GU