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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Raps (Brassica napus) nimmt unter den zehn wichtigsten Olsaaten der Welt hinter der
Sojabohne den zweiten Platz ein und stellt somit einen bedeutenden Rohstoff fiir den
Erndhrungssektor, die Futtermittelindustrie sowie fiir die Biodiesel-Produktion und Oleo-
chemie dar (FAO!, 2005). Durch Ziichtung erucasiuerefreier und glucosinolatarmer Sorten
(sog. 00-Qualitét) hat Raps weltweit eine grofe Anbaubedeutung erlangt. Dies beruht ne-
ben den ziichterischen Qualitdtsverbesserungen auch auf der Tatsache, dass verschiedene
Sorten von Sommer- und Winterraps an unterschiedlichen Standorten der Welt gedeihen.
In Deutschland dominiert der Winterrapsanbau, bedingt durch das hohe Ertragsverméogen,
das insbesondere den Winterraps unter nord- und mitteleuropéischen Klimaverh&ltnissen

auszeichnet.

Im Gegensatz zur Sojabohne wird Raps in erster Linie als Ollieferant angebaut. Der grofite
Teil des angebauten Rapses wird dabei zu erndhrungsphysiologisch empfohlenen, hochwer-
tigen Speisedlen verarbeitet. Durch die ziichterische Reduktion des Glucosinolatgehaltes
wurde jedoch auch die Verwertung des proteinreichen Riickstandes der Olextraktion, des
sogenannten Rapsschrots bzw. Rapsmehls, in der Futtermittelindustrie ermoglicht (Downey
und Bell, 1990). Das Rapsprotein ist reich an essentiellen Aminoséuren und daher quan-
titativ und qualitativ vergleichbar mit dem Sojaprotein (Ohlson, 1978). Die Verwendung
als Futtermittelzusatz ist jedoch limitiert durch antinutritive Stoffe wie Tannine (Polyphe-
nole), Phytate und phenolische Ester (Bell, 1993; Griffiths et al., 1998). Den Hauptanteil
der phenolischen Ester liefert das Sinapoylcholin (Sinapin), das wiahrend der Samenent-
wicklung in grofsen Mengen akkumuliert und dessen Gehalt im Rapsmehl durchschnittlich
bei 1-2 % liegt (Bell, 1993). Neben der durch Komplexbildung hervorgerufenen Minde-
rung der Proteinverdaulichkeit sind die phenolischen Ester fiir den bitteren Geschmack
und die adstringierenden Eigenschaften sowie die dunkle Farbe von Rapsschrotprodukten
verantwortlich (Blair und Reichert, 1984; Bouchereau et al., 1991; Naczk et al., 1998).
Ein spezifisches Problem ergibt sich bei der Fiitterung von Gefliigel mit Rapsschrot. Be-
stimmte Legehennen-Rassen sind aufgrund eines genetischen Defekts nicht in der Lage
Trimethylamin, ein Abbauprodukt des Sinapins zu metabolisieren (Pearson et al., 1980).
Diese Verbindung gelangt in die Eier und wirkt stark antinutritiv in dem sie Fischgeruch
verursacht (Bell, 1993). Um Raps als Proteinpflanze in vollem Umfang nutzbar zu ma-

chen, ist demnach eine Reduktion des Sinapingehaltes notwendig. Die Untersuchung von

'http://www.fao.org/es/esc/en,/20953/21017 /highlight 27527en.html
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549 genotypisch divergenten Winterraps-Samenproben ergab eine natiirliche Variation des
Sinapingehaltes zwischen 3,5 und 13 mg/g Samen, die jedoch nicht stabil vererbt wurde
(Zum Felde et al., 2003). Da der Metabolismus der Sinapatester bekannt ist, kénnte auf

biotechnologischem Wege eine stabile Reduktion des Sinapingehaltes erreicht werden.

1.1. Metabolismus der Sinapatester

Die Biosynthese der meisten pflanzlichen Phenole geht von der Aminoséure L-Phenylala-
nin aus, die durch den Shikimisdure-Soffwechselweg gebildet wird (Herrmann und Weaver,
1999). Im Verlaufe des sogenannten generellen Phenylpropanstoffwechsels wird diese Ami-
nosaure in Zimtsaure bzw. 4-Cumarsiure umgewandelt. Ausgehend von der 4-Cumarsiure
wird {iber ein komplexes metabolisches Netzwerk Sinapinsdure gebildet (Ruegger und
Chapple, 2001; Schoch et al., 2001; Franke et al., 2002b; Nair et al., 2004). Die verschie-
denen Hydroxyzimtséuren sind zentrale Zwischenprodukte des phenolischen Stoffwechsels
und dienen in verschiedenen Stoffwechselwegen als Ausgangsprodukt fiir die Synthese wei-
terer phenolischer Verbindungen. In vielen Pflanzen akkumulieren sie jedoch auch in Form
verschiedener Konjugate als Endprodukte (Strack und Mock, 1993). Fiir die Familie der
Brassicaceae (Kreuzbliitler) ist das Auftreten loslicher Sinapatester typisch. In den meis-
ten Brassicaceen akkumulieren drei Hauptprodukte des Phenylpropanstoffwechsels, Sina-
pin, Sinapoyl-L-malat (Sinapoylmalat) und deren gemeinsamer Vorldufer 1-O-Sinapoyl-3-
D-glucose (Sinapoylglucose). Die Biosynthese der Sinapatester wurde in der Vergangenheit
durch Analysen in Modellorganismen wie Raphanus sativus, Arabidopsis thaliana, Brassi-

ca rapa und Brassica napus aufgeklart.

Sinapoylglucose, Sinapoylmalat und Sinapin sind Bestandteile eines gemeinsamen Stoff-
wechselweges (Abbildung 1.1), in den vier Enzyme involviert sind, eine Glucosyltransfera-
se |[UDP-Glucose:Sinapinsédure Glucosyltransferase (SGT)|, zwei Acyltransferasen [1-O-
Sinapoyl-3-D-glucose:Cholin-Sinapoyltransferase (SCT) und 1-O-Sinapoyl-(3-D-glucose:L-
Malat-Sinapoyltransferase (SMT)| sowie eine Sinapinesterase (SCE). Ausgangsprodukt des
Stoffwechselsweges ist die Sinapinsdure. Diese wird durch die SGT unter Verbrauch von
UDP-Glucose zu Sinapoylglucose verestert (Strack, 1980; Nurmann und Strack, 1981; Wang
und Ellis, 1998; Milkowski et al., 2000a). Das hohe Gruppeniibertragungspotential ener-
giereicher -Acetalesters fiir den Sinapolyrest (-35,7 kJ/Mol) wird durch spezifische Acyl-
transferasen in nachfolgenden Umesterungsreaktionen genutzt (Mock und Strack, 1993).
Waéhrend der Samenentwicklung katalysiert die SCT die Transacylierung von Sinapoylglu-
cose zu Sinapin (Strack et al., 1983; Regenbrecht und Strack, 1985; Shirley et al., 2001).
Sinapin akkumuliert in den Embryos und wird wéhrend der Keimung durch die Sinapi-
nesterase gespalten (Nurmann und Strack, 1979; Strack, 1980). Wihrend das dabei ent-
stehende Cholin zu etwa 50 % in die Synthese von Phosphatidycholin eingeht (Strack,

1981), wird die freigesetzte Sinapinsadure iiber Sinapoylglucose (Strack, 1980; Nurmann
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und Strack, 1981) durch die SMT zu Sinapoylmalat konjugiert (Tkotz und Strack, 1980;
Strack, 1982; Chapple et al., 1992; Mock et al., 1992; Lehfeldt et al., 2000). Sinapoylmalat
akkumuliert in den Vakuolen der Mesophyll- und Epidermiszellen der Blétter (Strack et al.,
1985; Hause et al., 2002) und spielt wahrscheinlich eine Rolle beim Schutz vor schiadigen-
der UV-Strahlung (Li et al., 1993; Landry et al., 1995; Sheahan, 1996; Booij-James et al.,
2000).

Samenentwicklung
OCH; OCH;
e oy UDP-Glc UDP o OH
4 HOH,C /4
o
o OCH, HOH&/O OCH,
SGT OH
Sinapinsaure Sinapoylglucose
Cholin
q SCT
Keimung
Glucose
OCH.
: Cholin Ochs
HO OH o) OH
)_//_@ & Nt @
o OCH; SCE CH, o OCHj;
" H3C—’!l+—/_
Sinapinsaure CH,
UDP-Gle Sinapoylcholin
SGT (Sinapin)
UDP

OCH;3 OCH,
o oH L-Malat Glucose

o OH

HOH,C /4 o- 4

HO ©
HO o) OCH; o OCHj
OH SMT )
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Abbildung 1.1.: Biosynthese der Sinapatester in Brassicaceen (Milkowski et al., 2004; modifi-
ziert). SGT: UDP-Glucose:Sinapinsiure Glucosyltransferase (EC 2.4.1.120), SCT: 1-O-Sinapoyl-
B-D-glucose:Cholin-Sinapoyltransferase, (EC 2.3.1.91), SMT: 1-O-Sinapoyl-3-D-glucose:L-Malat-
Sinapoyltransferase (EC 2.3.1.92), SCE: Sinapinesterase (EC 3.1.1.49).
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1.2. Akkumulation der Sinapatester und Enzymaktivititen

Die Samenentwicklung in hoheren Pflanzen ist in drei Hauptphasen unterteilt (Goldberg
et al., 1989; Thomas, 1993; vgl. Abbildung 1.2). Wahrend der frithen Embryogenese durch-
lauft der Embryo eine Reihe von Zellteilungen, und alle Grundstrukturen des Embryos
werden angelegt (Mayer et al., 1991). Nach einer Wachstumsphase stoppt die Zellteilung
(Goldberg et al., 1994) und der Samen tritt in die Reifephase ein. Wahrend der Reifephase
kommt es zur Akkumulation von Reservestoffen wie Speicherproteinen, Kohlenhydraten

und Fetten. Zuletzt wird der Samen dormant und tolerant gegeniiber Austrocknung.

FrGhe Embryogenese Samenreife Austrocknung

N i
oW PP @p@ © & o ©
A B C D E F G

Abbildung 1.2.: Stadien der Samenentwicklung iiber zwei Monate: A, globulédres und Torpedosta-
dium; B, frithes Kotyledonenstadium bis zum ,,walking stick“; C, mittleres Kotyledonenstadium; D,
voll ausgebildetes Kotyledonenstadium, weiche Samenschale; E, voll ausgebildeter Embryo, Beginn
der Austrocknung, harte Samenschale; F, Samen mit brauner Schale, Embryo gelb; G, trocknete
Samen, Samenschale schwarz

Die Akkumulation der Sinapatester sowie die Aktivitéat der involvierten Biosynthese-Enzy-
me wurde wihrend der Samen- und Keimlingsentwicklung in B. napus von Milkowski et al.
(2004) untersucht (Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.3.: Akkumulation der Sinapatester und Enzymaktivititen in B. napus (Milkow-
ski et al., 2004). SGT: UDP-Glucose:Sinapinsiure-Glucosyltransferase (EC 2.4.1.120), SCT: 1-
O-Sinapoyl-g-D-glucose: Cholin-Sinapoyltransferase, (EC 2.3.1.91), SMT: 1-O-Sinapoyl-3-D-gluco-
se:L-Malat-Sinapoyltransferase (EC 2.3.1.92), SCE: Sinapinesterase (EC 3.1.1.49).
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In den frithen Stadien der Embryogenese (Stadium A) wurde ausschlieklich Sinapoylglucose
in Spuren nachgewiesen. Die Sinapinsynthese beginnt hingegen erst im frithen Kotyledo-
nenstadium (Stadium B). Wéhrend der Differenzierung der Keimblétter (Stadium B und
C) steigt der Gehalt an Sinapoylglucose und Sinapin an, einhergehend mit einer raschen
Grofenzunahme der Keimblatter. Im voll entwickelten Embryo (Stadium D) beginnt Sina-
pin zu akkumulieren. Diese Akkumulation geht in den folgenden Samenstadien mit einem
Anstieg an Sinapoylglucose einher (Stadium E bis G). Sinapoylmalat konnte wiahrend der
gesamten Samenentwicklung nicht gefunden werden. Die frithe Keimlingsentwicklung ist
durch eine schnelle Sinapinabnahme charakterisiert, worauf eine Akkumulation von Sina-
poylmalat folgt. Die durch die Sinapinesterase (SCE) aus Sinapin im Keimling freigesetzte
Sinapinsdure wird unmittelbar durch die SGT mit Glucose zu Sinapoylglucose umgesetzt
und fliefst in die SMT-katalysierte Bildung von Sinapoylmalat ein. Im sechs Tage alten

Keimling ist kein Sinapin mehr nachweisbar.

Alle Enzymaktivitiaten, die in diese Biosynthese involviert sind, korrelieren mit dem Akku-
mulationsmuster der Sinapatester. Die héchste Enzymaktivitdt der SGT und SCT wurde
in voll entwickelten griinen Embryos zu Beginn der Austrocknung gefunden (Stadium E).
Waéhrend der Samenentwicklung wurde nur eine sehr geringe Sinapinesterase-Aktivitat
detektiert. Diese steigt jedoch wiahrend der Keimung schnell an und erreicht ihren Hoéhe-
punkt zwei Tage nach der Aussaat. Danach sinkt sie wieder auf ein niedriges Niveau. Die
Aktivitdt der SMT, welche fiir die Bildung von Sinapoylmalat verantwortlich ist, wurde
erstmals in zwei Tage alten Keimlingen nachgewiesen, wenn die SGT ihr zweites Aktivi-
tdtsmaximum erreicht hat. Danach sinkt die SGT-Aktivitat, wiahrend die Aktivitat der
SMT kontinuierlich bis zum zehnten Tag steigt und sich dann auf ein relativ konstantes

Niveau einstellt.

1.3. Die Gene der Sinapatesterbiosynthese

Im Gegensatz zu dem vielfaltigen Wissen iiber die biochemischen Aspekte des Soffwech-
sels der Sinapatester war {iber die involvierten Gene und ihre Regulation lange Zeit nichts
bekannt. In den letzten Jahren konnten jedoch einige Gene identifiziert werden. So wur-
den durch Methoden der reversen Genetik cDNAs isoliert, die fiir die SGT aus B. napus
(Milkowski et al., 2000a) und A. thaliana (Milkowski et al., 2000b; Lim et al., 2001) co-
dieren. Da keine N-terminalen Signalsequenzen identifizieren werden konnten, geht man
davon aus, dass das Enzym in Analogie zu anderen Glucosyltransferasen im Cytoplasma
lokalisiert ist (Wang und Ellis, 1998)

Fiir die Isolierung der Gene, die die Acyltransferasen SMT und SCT codieren, hatte die
Analyse von Mutanten grofe Bedeutung. Durch Screening von chemisch mutagenisierten

A. thaliana-Mutanten wurden anhand einer veranderten Fluoreszenz der methanolischen
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Blattextrakte zwei Linien identifiziert, die in ihren Bléttern Sinapoylglucose anstelle von
Sinapoylmalat akkumulieren (Lorenzen et al., 1996). Das fiir diese Mutation verantwort-
liche Gen wurde Sinapoylglucose Accumulator 1 (SNG1) genannt. Die Klonierung des
Gens gelang durch inverse PCR ausgehend von einer T-DNA-Insertionsmutante, die den
oben beschriebenen Phénotyp aufweist (Lehfeldt et al., 2000). Sequenzanalysen zeigten
sechs mogliche N-Glykosilierungsstellen entsprechend der Consensussequenz N-X-S/T, so-
wie eine N-terminale Signalsequenz, welche eine subzelluldre Lokalisation der SMT in der
Vakuole vermuten lafst. Diese Annahme wurde spéter durch Immunlokalisierung bestétigt
(Hause et al., 2002). Durch die hohe Sequenzidentitét zu Serincarboxypeptidasen wurde
die SMT in die Klasse der SCPL-Proteine (serine carboxypeptidase like proteins) einge-
ordnet (Abschnitt 1.4).

Erste Sequenzinformationen iiber die SCT lieferte die Reinigung des Enzyms aus dun-
kelgriinen voll entwickelten Samen von B. napus (Vogt et al., 1993). Ein 28-kDa Peptid
wurde als eine Untereinheit des SCT-Proteins identifiziert, welches, so die Annahme, in
der Pflanze als Dimer vorliegt. Ausgehend von dieser Untereinheit wurden vier Peptidse-
quenzen erhalten (IDGES; NILYLEDPAG; IVPGAAQQILLGNRK und GYVLGNPAV).
Das erste vollstandige fiir die SCT codierende Gen wurde aus A. thaliana isoliert (Shirley
et al., 2001). Hierbei kam ein &hnliches Verfahren, wie bei der Identifizierung des SMT-
Gens zur Anwendung. Durch die Analyse von methanolischen Samenextrakten chemisch
mutagenisierter A. thaliana Mutanten konnte eine Linie identifiziert werden, welche im
Samen Sinapoylglucose anstelle von Sinapin akkumuliert. Das verantwortliche Gen wurde
Sinapoylglucose Accumulator 2 (SNG2) genannt. Da die SMT und die SCT &hnliche Tran-
sacylierungen katalysieren, ging man davon aus, dass es sich bei der SCT ebenfalls um ein
SCPL-Protein handeln kénnte. Durch eine Kombination aus Karten-gestiitzter Klonierung
(map-based cloning) und Kandidaten-Gen Analyse gelang es, das SNG2-Gen zu identifi-
zieren. Sequenzanalysen zeigten auch fiir die SCT putative Glykosilierungsstellen und eine
N-terminale sekretorische Signalsequenz fiir die post-translationale Prozessierung im FEn-
doplasmatischen Retikulum. Dies 1aft, wie bei der SMT, eine subzelluldre Lokalisation in
der Vakuole vermuten. Weiterhin wurde bestétigt, dass es sich bei der SCT um ein SCPL-
Protein handelt. Shirley und Chapple (2003) beschreiben, dass das Enzym in der Pflanze

als Heterodimer, bestehend aus einer 30 kDa und einer 17 kDa Untereinheit, vorliegt.

Uber das letzte fehlende Glied in der Kette des Stoffwechsels der Sinapatester, die Sinapi-
nesterase (SCE), liegen derzeit keine Sequenzinformationen oder Hinweise auf deren Loka-
lisierung vor. Die Sinapinesterase aus Raphanus sativus wurde in einigen frithen Arbeiten
in Protein-Rohextrakten charakterisiert (Nurmann und Strack, 1979; Strack, 1980).
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1.4. Serin-Carboxypeptidase-dhnliche Acyltransferasen

Im pflanzlichen Phenylpropanstoffwechsel katalysieren Acyltransferasen die Bildung eines
breiten Spektrums von Hydroxyzimtsdurekonjugaten (Ester und Amide), die in hoheren
Pflanzen akkumulieren und fiir eine Vielzahl 6kologisch relevanter Funktionen wie z. B.
UV-Schutz oder Pathogenabwehr essentiell sind (Hahlbrock und Sheel, 1989; Strack und
Mock, 1993). Es wurden Acyltransferasen nachgewiesen, die anstelle von Coenzym A-
aktivierten Substraten das hohe Gruppeniibertragungspotential von 1-O-Glucoseestern
der Hydroxyzimtséuren (-35,7 kJ/Mol) fiir den Acyltransfer nutzen (Mock und Strack,
1993). Molekulare Daten zeigen hohe Sequenzdhnlichkeiten derartiger Transferasen zu
Serin-Carboxypeptidasen (SCP). Zu diesen hydrolytischen Enzymen des Primérstoffwech-
sels zdhlen z.B. die Carboxypeptidasen I und IT aus Gerste (Sorensen et al., 1986, 1987), die
Serin-Carboxypeptidase II aus Weizen (Liao und Remington, 1990) und die Carboxypep-
tidase Y aus Hefe, (Hayashi und Stein, 1973). Aufgrund ihrer Sequenzéhnlichkeit wurden

diese Acyltransferasen als SCPL-Proteine bezeichnet.

Serin-Carboxypeptidasen sind Exopeptidasen, die einzelne Aminoséurereste vom C-Termi-
nus eines Proteins hydrolytisch abspalten. Sie gehéren zur hoch divergenten Familie der
a/B-Hydrolasen (Ollis et al., 1992). Durch Inhibitor- und Mutagenese-Studien (Hayashi
und Stein, 1973; Hayashi et al., 1975; Bech und Breddam, 1989) und durch Kristallisati-
onsanalysen (Liao und Remington, 1990; Liao et al., 1992) konnte die fiir die Enzymakti-
vitdt essentielle katalytische Triade, bestehend aus den Aminosduren Histidin, Serin und
Aspartat, identifiziert werden. Der Reaktionsmechanismus der katalytischen Triade ist zu-
sammenfassend von Dodson und Wlodawer (1998) beschrieben worden (Abbildung 1.4).

Durch die Interaktion mit dem Imidazol-Stickstoff des Histidins wird das Sauerstoffatom
(O,) des Serylrestes stark nucleophil und attackiert den Carbonyl-Kohlenstoff des Peptid-
Substrates. Dadurch wird die Peptidbindung gespalten und die Aminokomponente freige-
setzt. Das dadurch gebildete kovalente Acyl-Enzym-Intermediat wird durch den nucleophi-
len Angriff von Wasser gespalten, wobei die Peptidkomponente freigesetzt und der reaktive
Serylrest des Enzyms regeneriert wird. Dem Aspartylrest der katalytischen Triade wird auf-

grund seiner negativen Ladung eine stabilisierende Wirkung zugeschrieben.

Obwohl die SCPL-Acyltransferasen fiir den Acyltransfer moglicherweise dieselbe katalyti-
sche Triade (Ser, His, Asp) wie die Serin-Carboxypeptidasen nutzen (Li und Steffens, 2000;
Lehfeldt et al., 2000), zeigen sie keinerlei hydrolytische Aktivitét. Derzeit werden zwei
alternative Modellvorstellungen zum Reaktionsmechanismus der SCPL-Acyltransferasen
diskutiert (Shirley et al., 2001). Zum einen konnte in Analogie zur Hydrolase-Reaktion
der Carboxypeptidasen der nucleophile Angriff des aktiven Serylrestes auf den Carbonyl-
Kohlenstoff der Esterbindung erfolgen und zur Ausbildung eines Acyl-Enzym-Intermediates
fiihren. Im Gegensatz zu den Hydrolasen mufs in diesem Fall von den Transacylasen der

nucleophile Angriff des Wassers auf das Intermediat verhindert werden. Dies kénnte durch
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den Ausschluss von Wassermolekiilen {iber eine hydrophobe Abschirmung des katalytischen
Zentrums erfolgen. Dafiir binden diese Enzyme einen zweiten Reaktionspartner, z.B. Ma-
lat (SMT) oder Cholin (SCT), der den Intermediat-Komplex angreift. Andererseits werden
Mechanismen diskutiert, die der Hydroxylgruppe des zweiten Reaktionspartners einen stér-
ker nucleophilen Charakter als Wasser verleihen, so dass dieser direkt die Esterbindung des
Glucoseesters angreifen kann. Ein derartiger Reaktionsmechanismus wurde kiirzlich fiir ei-
ne C-C-Hydrolase aus E. coli beschrieben, die ebenfalls eine katalytische Triade nutzt
(Fleming et al., 2000).

Katalytische Substrat — B
Triade R1 R
—c—o, §=0 —C-0-C-0"
H 1 Nm ": N
Tk ]
N N+ R2
T
N = N
I I
H H
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— 1 .
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1. H C cyl-Enzym-
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N ~
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Abbildung 1.4.: Nukleophiler Angriff auf eine Peptidbindung durch die katalytische Triade (Dod-
son und Wlodawer, 1998; modifiziert). Rot: Serylrest (Nukleophiles Atom: O, ), Orange: Histidin,
Griin: Carboxylgruppe des Aspartats, Blau: Wassermolekiil

Erste Sequenzinformationen zu (-Acetalester-abhéngigen Acyltransferasen wurden durch
die Reinigung und molekulare Charakterisierung einer Isobutyroyltransferase aus der Wild-
tomate (Lycopersicon penellii) zuginglich, welche als SCPL-Protein beschrieben wurde
(Li et al.,, 1999; Li und Steffens, 2000). Mit der Klonierung der SMT und SCT aus
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A. thaliana wurden zwei weitere Glucoseester-abhéngige Acyltransferasen isoliert und als
SCPL-Proteine eingeordnet (Lehfeldt et al., 2000; Shirley et al., 2001; Shirley und Chapple,
2003). Kiirzlich wurden mit Hilfe computergestiitzter Methoden anhand von Sequenzho-
mologien 49 weitere SCPLs aus A. thaliana (Milkowski und Strack, 2004; Fraser et al.,
2005) und 71 SCPLs aus O.sativa (Feng und Xue, 2006) identifiziert.

1.5. Das Genom von Brassica napus

Raps (Brassica napus) ist eine amphidiploide Art, die durch spontane Hybridisierung von
Riibsen |Brassica rapa (syn. campestris)| und Kohl (Brassica oleracea) entstanden ist (U,
1935; vgl. Abbildung 1.5).

Brassica nigra
(Schwarzer Senf)
BB
2n=16
Brassica juncea Brassica carinata
(Brauner Senf) (Abessinischer Senf)
AABB BBCC
2n=36 2n=34
Brassica rapa Brassica napus Brassica oleracea
(Riibsen) (Raps) (Kohl)
AA AACC CcC
2n=20 2n=38 2n=18

Abbildung 1.5.: Zusammensetzung der Genome von Brassica-Arten (U, 1935; modifiziert).

Amphidiploidie (Allotetraploidie) beschreibt eine spezielle Form der Polyploidie, bei der
zwei diploide Elterngenome ein neues Genom bilden. Es wird davon ausgegangen, dass die
spontane Bastardierung zwischen Riibsen und Kohl und die nachfolgende Diploidisierung
nur wenige Jahrhunderte zuriickliegt. Die &ltesten archéologischen Funde und urkundlichen
Belege fiir Raps als Olpflanze datieren in das 16. Jahrhundert zuriick (Kroll, 1994). Die Nut-
zung der diploiden Ausgangsformen B. rapa und B. oleracea ist durch schriftliche Quellen
und prihistorische Funde seit vorchristlicher Zeit belegt (Ubersicht bei Kérber-Grohne,
1995). Es ist sehr wahrscheinlich, dass B. napus seinen Ursprung im Mittelmeerraum,
dem gemeinsamen Verbreitungsgebiet der beiden diploiden Ursprungsarten B. rapa und

B. oleracea, hat. Eine weitere Vermutung ist, dass Rapsformen auch in Nordwesteuropa
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entstanden sind, denn beide Elternarten kamen frither wild an den Kiisten des Atlantiks
und der Nordsee vor (Kérber-Grohne, 1995). Schliefslich weisen verschiedene neuere Be-
funde darauf hin, dass amphidiploide Rapsformen aus der Kreuzung von B. rapa und B.
oleracea nicht nur einmal, sondern mehrfach an verschiedenen Standorten und mit ver-

schiedenen Formen der diploiden Eltern entstanden sind (Song und Osborn, 1992).

Das amphidiploide Genom von B. napus (2n =38, AACC) enthilt den kompletten diploi-
den Chromosomensatz von B. rapa (2n =20, AA) und von B. oleracea (2n =18, CC). Die
genetisch diploiden Brassica-Genome haben sich durch mehrere Polyploidisierungen ent-
wickelt (Lagercrantz und Lydiate, 1996; O’Neill und Bancroft, 2000). Polyploidisierung ist
von entscheidender Bedeutung fiir die Evolution pflanzlicher Genome. 50-70 % der Pflan-
zengenome sind durch frithere Polyploidisierungen gekennzeichnet, d. h. sie weisen dupli-
zierte oder vervielfachte chromosomale Segmente auf (Wendel, 2000; Adams und Wendel,
2005a,b). Die Analyse der Divergenz duplizierter Genom-Segmente in A. thaliana zeigte,
dass sowohl die Veréanderung der Makrostruktur durch Duplikation und Neuanordnung von
Chromosomen, als auch die Verdnderung der Mikrostruktur durch Translokation, Duplika-
tion oder Verlust von einzelnen Genen oder kleinen Gruppen von Genen, kennzeichnend

fiir die Evolution pflanzlicher Genome ist (Bancroft, 2000).

Das haploide Brassica-Genom ist nahezu vollstandig aus verdreifachten Segmenten (tri-
plicated loci) zusammengesetzt, was auf einen hexaploiden gemeinsamen Vorfahren aller
Brassica-Arten schlieffen lafst (Lagercrantz und Lydiate, 1996; Lagercrantz et al., 1996).
Vergleichende Untersuchungen mit A. thaliana zeigten, dass die Arabidopsis-Segmente
drei- bis fiinfach im Brassica-Genom vorhanden sind (O’Neill und Bancroft, 2000). Die
chromosomalen Segmente im Brassica-Genom weisen im allgemeinen Kolinearitdt mit den
homologen Segmenten aus Arabidopsis auf. Sie sind jedoch in ihrer Mikrostruktur durch
Genverlust, Translokation und Inversion stark verdndert (O’Neill und Bancroft, 2000). Die
vergleichende Strukturanalyse der Genome von B. napus, B. rapa und B. oleracea zeigte,
dass durch die Hybridisierung im B. napus-Genom keine genomische Umstrukturierung
erfolgt ist, so dass in B. napus die Struktur der Genome von B. rapa und B. oleracea
im wesentlichen konserviert ist (Rana et al., 2004). Die Ergebnisse vergleichender Fein-
kartierungen weisen andererseits darauf hin, dass in B. napus Rekombinationsereignisse
zwischen A- und C-Genom in begrenztem Umfang vorkommen und zu einer Verédnderung
der Mikrostruktur der Genome fiithren konnen (Udall et al., 2004).
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1.6. Zielstellung der Arbeit

Die Reduktion des Sinapingehaltes in der Rapssaat ist eine Vorraussetztung fiir die wirt-
schaftliche Verwertbarkeit von Rapsschrotprodukten im Lebensmittelbereich. Dies kann
durch die Suppression von Genen, die an der Sinapinsynthese beteiligt sind, erreicht wer-
den. Die vorliegende Arbeit befasste sich mit dem letzten Schritt dieser Biosynthese, der

durch das Enzym Sinapoylglucose:Cholin-Sinapoyltransferase (SCT) katalysiert wird.

Das primére Ziel war die Klonierung und molekulare Charakterisierung einer BnSCT aus
Samen von B. napus. Auf dieser Grundlage sollten Strategien zur Hemmung der Sinapin-
synthese durch RNAi-vermittelte samenspezifische Suppression der BnSCT-Genexpression
erarbeitet und deren Auswirkung auf die Akkumulation von Sinapatestern untersucht wer-
den. Da die BnSCT streng samenspezifisch exprimiert wird, sollte der Promotor des codie-
renden Gens isoliert und auf Induzierbarkeit im Samen untersucht werden. Samenspezifi-
sche Promotoren sind wichtige Elemente fiir die gentechnische Verdnderung der Samenin-

haltsstoffe durch molekulare Ziichtungsansétze.

Glucoseester-abhéngige Acyltransferasen des pflanzlichen Sekundérstoffwechsels sind zu
den hydrolytischen Serin-Carboxypeptidasen homolog (Abschnitt 1.4). Fiir das Verstand-
nis der molekularen Mechanismen, die den Funktionswechsel dieser Enzyme von Hydrolyse
zum Acyltransfer bewirken, ist die Kenntnis der Proteinstruktur einer SCPL-Acyltrans-
ferase unerlésslich. In diesem Zusammenhang sollten pro- und eukaryotische Expressions-
systeme fiir die BnSCT getestet werden, um Voraussetzungen fiir eine spétere Kristallisie-

rung dieses Enzyms zu schaffen.

Uber den Ort der Sinapatesterbiosynthese ist bisher wenig bekannt. Abgesehen von der
SMT, die als reifes Protein in Vakuolen gefunden wurde (Hause et al., 2002), konnte bisher
keines der beteiligten Enzyme einem Zellkompartiment zugeordnet werden. Die Lokalisie-
rung der BnSCT im Samen von B. napus konnte neue Aspekte fiir das Versténdnis des

komplexen Sinapatester-Metabolismus in der Pflanze liefern.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Pflanzen
Arabidopsis

Als pflanzlicher Modellorganismus diente Arabidopsis thaliana L., Okotyp Columbia. Fiir
die Komplementationsanalysen wurde die im Okotyp Columbia durch T-DNA Insertion
erzeugte Mutante SALK 002255 verwendet. Diese Mutante trégt eine Insertion im SNG2-
Gens (AT5G09640), welches fiir das Enzym Sinapoylglucose:Cholin Sinapoyltransferase
(SCT) codiert. Durch das Fehlen einer funktionellen SCT ist die Mutante nicht in der
Lage Sinapin zu bilden und akkumuliert stattdessen Sinapoylglucose, die neben Cholin als
Substrat der SCT fungiert. Diese Eigenschaft ist verantwortlich fiir die Bezeichnung des
Gens [SNG2: Sinapoylglucose Akkumulator 2; Shirley et al. (2001)].

Brassica

Die Suppression der BnSCT durch RNAi wurde mit der Sommerrapssorte B. napus L.
cv. Lisora durchgefiihrt. Das Saatgut wurde freundlicherweise von der Deutschen Saat-
veredelung AG (DSV, Lippstadt) zur Verfiigung gestellt. Fiir alle molekularbiologischen,
biochemischen und immunocytologischen Analysen wurde die Sommerrapssorte B. napus
L. var. napus cv. Drakkar verwendet. Weiterhin kamen fiir molekularbiologische Analysen
die Kohlsorte B. oleracea L. var. medullosa cv. Markola und die Riibsensorte B. rapa L.
var. silvestris cv. Rex zum Einsatz. Das Saatgut wurde freundlicherweise von der Norddeut-
schen Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke KG (NPZ Lembke, Hohenlieth) zur Verfiigung
gestellt.

Nicotiana

Die Untersuchungen zur heterologen Expression der BnSCT in Pflanzen und die Immunlo-
kalisierung des heterologen Enzyms wurden in der Tabak Sorte Nicotiana tabacum L. cv.

Samsun durchgefiihrt.
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2.1.2. Mikroorganismen

Allgemeine Klonierungsarbeiten (Escherichia coli)

XL1 Blue (Stratagene) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac[F’proABlaclqZAM15 Tn10 (Tetr")]
TOP10 (Invitrogen) recAl endAl FmerA  A(mrr-hsdRMS-merBO)

®80lacZAM15AlacX74 araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (Str")nupG

Heterologe Expression (Escherichia coli)

M15p[Rep4] (Qiagen) Nal® Str® RifS Thi- Lacc Ara® Gal®™ Mtl" F- RecA*
Uvr™ Lon™

BL21-CodonPlus(D3)-RIL FampT hsdS(rgmp”) dem™ Tet" gal A(D3) endA Hte

(Stratagene) |argU proL leuW Cam’|

Screening der cDNA-Bank (Escherichia coli)

XL1 Blue MRF’ (Stratagene) A(mcrA)I183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 endAl su-
pE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ proAB
lacliZAM15 Tnl10 (Tet")]

SOLR (Stratagene) eld (McrA™) A(merCB-hsdSMR-mrr)171 sbeC recB
recJ uvrC umuC::Tnb (Kan") lac gyrA96 relAl thi-1
endAl A} [F’ proAB lac[iZAM15] Su™ (nonsuppres-

sing)

Heterologe Expression (Saccharomyces cerevisiae)

INVScl (Invitrogen) MATa his3A1 leu2 trpl-289 ura3-52/MATahis3A1
leu2 trp1-289 ura3-52

Transformation von Pflanzen (Agrobacterium tumefaciens)

EHA105 (Hood et al., 1993)  pEHA105 (pTiBo542AT-DNA) in C58C1; Riff

C58C1/pMP90 (Koncz und pMPI0 (pTiBo542AT-DNA) in C58C1; Rif", Gent"
Schell, 1986)

GV2260 (McBride und Sum- pGV2260 (pTiB6S3AT-DNA)) in C58C1; Rif*, Carb®
merfelt, 1990)

GV3101/pMP90, pSOUP pMP90 (pTiBo542AT-DNA) und pSOUP in C58C1;
(Koncz und Schell, 1986; Rif", Gent", Tet"
Hellens et al., 2000)
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2.1.3. Oligonucleotide

Alle benétigte Oligonukleotide wurden von MWG Biotech (Ebersberg) bezogen. Nachfol-

gend sind die Nukleotidsequenzen der verwendeten Oligonukleotide aufgefiihrt.

Bezeichnung:

Nukleotidsequenz von 5’ nach 3’:

5’'SCTBn ATGAGAAATCTTTACTTTCTAGTC

3’SCTBn TCAGAGAGATTCACCATCAATCC

5’Sma-Kompl TATCCCGGGCGGAGAAAATGAGAA
3’Bam-Kompl TATGGATCCTCAGAGAGATTCACCATCAA
5’GeneRacer CGACTGGAGCACGAGGACACTGA

3’GSP1 CCCTTCTTCACGCCTAAAGCTCTGC
5’NestGeneRacer GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA
3’'NestGSP1 GCAGCTTGGAGGAGGTAACGATGATG
5'Nco-RNAi(as) GTACCATGGATGAGAAATCTTTACTTTCTAGTC
3’Sma-RNAi(as) GTACCCGGGAGCTCTAAAGGAGGC
5'Nhe-RNAi(s) GTAGCTAGCATGAGAAATCTTTACTTTCTAGTC
3’Bam-RNAi(s) GTAGGATCCAGCTCTAAAGGAGGCAGTGTC
5'Bar ATGGGCCCAGAACGACGCCC

3’Bar GCGTGATCTCAGATCTCGGT

AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGC

3’'Genwalk GAGGACCTTCAAGACCAGGAAGATACT
5’Genwalk ATAATCCAGACCAATGCTCACTTATG

AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT

3’NestGenwalk
5’ NestGenwalk

TCAACCAAAATCAAGATGCTCAACGGAAA
GTTCAAAAGATGGATTGATGGTGAATCTC

5'Nco-Expr TATTATCCATGCGCTTCTTTGCATGTGAAGTATCTTCC
3’Sma-Expr TATTATCCCGGGGACGAGATTCACCATCAATCCATC
5'Hind-pYES TATAAGCTTAAAATGGGAAATCTTTACTTTCTAGTC
3’Bam-pYES TATGGATCCTCATCAATCATGATGATGATGATGGAGAG
ATTCACCATCAATCC
5'Nco-pImp AGTCCATGGCTAGAAATCTTTACTTTCTAGTCTTATTTCCG
3'Not-pImp ACTTGCCGCCGCGAGAGATTCACCATCAATCCATCTTTTG
5'Xho-pSCT CTCGAGTAGATCATGTCGAAGGTGTTG

3'Bam-pSCTBn
3’'Bam-pSCTBr

GGATCCTTTCTCCGCTTCTTGG
GGATCCTTTCTCTGCTTCTTGGTGTC

5’PromWalk GGCGTTGCACGCTCAGAAAG

3'UTR1 TATAAAAGGGCATTGTTATTATTAATTTTTTTAC
3’'UTR2 AATAAAAGGTTATTATTATTTTTAATTTTTGAC

5 Term ATGGATTGATGGTGAATCTC

3’Term AGACTACAAGATCCCAGATG

5’BAC GATCTAGTGGGCATTCCACC

3’BAC ACAATGTACAGGGGTTGGTC
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2.1.4. Plasmide

pGEM®-T Easy (Promega, Madison WI, USA): Ein 3 kb grofer Klonierungsvektor wel-

cher als linearisiertes Plasmid mit 3'T-Uberhéingen vorliegt und somit zur T /A-Klonierung

von PCR-Produkten genutzt werden kann. Das Plasmid trégt eine Ampicillin-Resistenz

und erlaubt Blau-/Weift-Selektion.

pCR®4 Blunt-TOPO® und pCR®-BluntII-TOPO® (Invitrogen, Karlsruhe): Klo-
nierungsplasmide (3,9 und 3,5 kb) die fiir die ,Blunt end“-Klonierung von PCR-Produkten

verwendet wurden. Diese Vektoren werden linearisiert und mit einer kovalent an seine 3 -

Enden gebundenen Topoisomerase I aus dem Vaccinia Virus geliefert. Diese Topoisome-
rase | besitzt eine zusédtzliche Ligaseaktivitat, die es ermoglicht, PCR-Produkte innerhalb
von 5 min bei Raumtemperatur in den Vektor zu ligieren. Beide Vektoren tragen eine
Kanamycin-Resistenz und erlauben zuséatzlich die direkte Selektion rekombinanter Klone
durch die Ligation in das fiir E. coli letale ccdB-Gen. Zellen, die den nichtrekombinanten

Vektor enthalten, sterben somit ab.

pBlueScript®S /K (+) (Stratagene, LaJolla CA, USA): Ein ca. 2,9 kb grokes Klo-

nierungsphagemid, das bei der ,in vivo excision der A-ZAP-Phagen einer cDNA-Bank

entsteht. Das Plasmid vermittelt Ampicillin-Resistenz und erméglicht die Blau-/Weif-
Selektion.

pQE-60 (Qiagen, Hilden): Ca. 3,4 kb groftes Expressionsplasmid fiir die heterologe rekom-
binante Proteinexpression in E. coli. Die multiple Klonierungsstelle wird flankiert von einer

C-terminalen 6xHistidinsequenz. Das Plasmid vermittelt Ampicillin-Resistenz.

pET-28a(+) (Novagen, Darmstadt): Ein ca. 5,3 kb grofes Plasmid fiir die heterologe re-
kombinante Proteinexpression in E. coli. Die multiple Klonierungsstelle wird flankiert von
einer C-und einer N-terminalen 6xHistidinsequenz. Das Plasmid tragt eine Kanamycin-

Resistenz.

pYES2 (Invitrogen, Karlsruhe): Ein 5,9 kb groftes Expressionsplasmid fiir die heterologe
rekombinante Proteinexpression in S. cerevisiae. Das Expressionskonstrukt enthélt den in-
duzierbaren GALI1-Promotor fiir eine hohe Proteinexpression in Hefe durch Galaktose und
Repression durch Glukose. Die Selektion in E. coli erfolgt durch Ampicillin-Resistenz und

in Hefe durch die Komplementation des ura3-Genotyps auf Uracil-Mangelmedium.

pIlmpactl.1, pImpactl.1-tag (Plant Research International, Wageningen, NL): Ca. 4,6

kb grofe Plasmide fiir die Subklonierung von Expressionskonstrukten fiir die heterologe
Proteinexpression in Pflanzengeweben mit oder ohne c-terminalem cmyc- bzw. 6xHis-tag.
Die Variante 1.1 ist fiir die cytoplasmatische Expression bzw. fiir die Expression unter dem
eigenen Signalpeptid vorgesehen. Die Expressionskassette enthélt den lichtregulierten Pro-
moter der kleinen Rubisco Untereinheit (RbcS1) und deren Terminator von Asteraceous

chrysanthemum. Die Multiple Klonierungsstelle erlaubt die in-frame-Klonierung iiber ei-
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ne Ncol- und eine Notl-Schnittstelle. Das Plasmid vermittelt Ampicillin-Resistenz. Die
gesamte Kassette kann iiber Ascl und Pacl in den bindren Vektor pBINPLUS kloniert

werden.

pBINPLUS (Plant Research International, Wageningen, NL): Ein ca. 12,4 kb grofer
bindrer Vektor fiir die Pflanzentransformation, basierend auf dem Vektor pBIN19 (van En-
gelen et al., 1995). Die Integration der Expressionskasette erfolgt iiber die beiden Schnitt-
stellen Ascl und Pacl. Die Selektion erfolgt mit Hilfe der Plasmid-vermittelten Kanamycin-

Resistenz.

pBNN (AG Prof. E. Heinz, Uni Hamburg): Ein ca. 3,8 kb grofes Plasmid fiir die Subklo-
nierung von Expressionskonstrukten basierend auf dem Vektor pBlueScript (Stratagene,
LaJolla CA, USA). Zwischen dem samenspezifischen napin590-Promotor (B. napus) und
dem nos-Terminator (A. tumefaciens) liegt die multiple Klonierungsstelle mit den Schnitt-
stellen Smal, Ncol, BamHI und Xbal. Die gesamte Kassette kann iiber Spel und HindIII
ausgeschnitten und in den bindren Vektor pLH7000 {ibertragen werden. Das Plasmid ver-

mittelt Ampicillin-Resistenz.

pBNNGUS (Dr. C.Milkowski, IPB Halle): Ein ca. 4,8 kb grofes Plasmid fiir die Subklo-
nierung von RNAi-Konstrukten basierend auf dem Vector pBlueScript (Stratagene, LaJolla
CA, USA). Zwischen dem samenspezifischen napin590-Promotor (B. napus) und dem nos-
Terminator (A. tumefaciens) befindet sich ein Subfragment des bakteriellen gusA-Gens
als spacer-Element. Dieses spacer-Element wird upstream von den Schnittstellen fiir Smal
und Ncol und downstream von Nhel und BamHI flankiert. Dies erlaubt die Klonierung
eines Ncol/Smal-Subfragmentes in antisense- und eines Nhel/BamHI-Subfragmentes in
sense-Richtung. Die gesamte Kassette kann iiber Spel und HindIII in den bin&ren Vektor
pLH7000 iibertragen werden. Das Plasmid vermittelt Ampicillin-Resistenz.

pLH7000 (Hausmann und Tépfer, 1999): Ein ca. 9 kb grofer bindrer Vektor fiir die Trans-
formation in Pflanzen. Das Plasmid trigt eine Spectinomycin-Resistenz fiir die bakterielle
Selektion und das bar-Gen fiir die Selektion transgener Pflanzen mit Basta®. Die Integra-
tion der RNAi- bzw. Expressionskassette erfolgt tiber die Schnittstellen Spel und HindIII.

35SGUSpGREEN|(Dr. Irene Stenzel, IPB Halle): Ein binédrer Vektor fiir die Pflanzen-
transformation, welcher auf den Vektor pGREEN zuriickgeht (Hellens et al., 2000). Die

Replikation des pGREEN-Vektors in A. tumefaciens ist von der Anwesenheit eines weiteren

Plasmids abhéngig. Dieses Helferplasmid (pSOUP) codiert die zur Replikation erforderliche
ReplikaseA. Das modifizierte Plasmid 35SGUSpGREEN enthélt das bakterielle GUS-Gen
zwischen dem 35S-Promotor und dem nos-Terminator. Es wurde verwendet, um die Pro-
motoraktivitdt der upstream-Bereiche der SCT zu testen. Dazu wurde der 35S-Promotor
nach Xhol/BamHI-Restriktion deletiert und durch die SCT-Promotoren ersetzt. Das Plas-

mid vermittelt Kanamycin-Resistenz.
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NapinLucpCambia (AG Prof. E. Heinz, Uni Hamburg): Ein ca. 11,3 kB grofser binérer

Vektor, der fiir die Promotorstudie in B. napus eingesetzt wurde. Das Plasmid enthélt

das LUC2-Gen, welches fiir die Luciferase in Leuchtkéifern codiert. Diese Sequenz wird
flankiert vom napin590-Promotor aus Raps und vom bakteriellen nos-Terminator. Mittels
Kpnl/Smal-Restriktion wurde der napin590-Promotor gegen die SCT-Promotorkonstrukte

ausgetauscht. Das Plasmid tragt Kanamycin-Resistenz.

2.1.5. Chemikalien und Enzyme

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien von den Firmen Roth
(Karlsruhe), Sigma (Miinchen) und Merck (Darmstadt) bezogen. Fiir molekularbiologische
Arbeiten wurden, wenn nicht anders angegeben, Enzyme von Roche (Mannheim), New
England Biolabs (Frankfurt), Invitrogen (Karlsruhe), Promega (Mannheim), Qiagen (Hil-
den) und Stratagene (LaJolla CA, USA) verwendet. Alle Losungen und Medien wurden mit
doppelt entsalztem Wasser aus einer Milli-Q-Anlage (Millipore, Schwalbach) angesetzt.

2.1.6. Antikorper

Fiir Western Blot-Analysen wurden als primére Antikérper zum einen ein monoklonaler
Anti-6xHis-tag Antikorper aus Maus (Novagen, Darmstadt) und zum anderen ein Pepti-
dantikorper gegen die SCT aus B. napus verwendet. Der Peptidantikorper (Kaninchen
Anti-BnSCT IgG) wurde durch Koinjektion von zwei Peptiden der SCT [Pepl: H2N-
CAKTRRAAETSDTK-CONH2, Pep2: H2N-DELHESLERNCGGK-CONH?2]|, die an das
Glykoprotein KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) gekoppelt wurden, in Kaninchen durch
die Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) hergestellt. Die verwendeten Sekundéarantikorper
waren flir die enzymatisch-colorimetrische Detektion mit alkalischer Phosphatase (AP)
konjugiert. Die FAB-spezifischen Anti-Maus-IgG bzw. Anti-Kaninchen-IgG AP-Konjugate

wurden von der Firma Sigma (Miinchen) bezogen.

In den immuncytologischen Untersuchungen kam neben dem Anti-BnSCT Peptidantikor-
per ein Antikorper gegen Oleosin, dem Hauptprotein der LipidkOrpermembran, zum Ein-
satz. Dieser Antikorper (Huhn Anti-Oleosin IgY) wurde gegen das 20 kDa-Protein aus
B. napus hergestellt und wurde freundlicherweise von Prof. Anthony Huang (Universitit
Kalifornien) zur Verfiigung gestellt (Tzen et al., 1990). Als sekundére Antikérper wur-
den die Fluoreszenz-konjugierten Antikérper Ziege Anti-Kaninchen-IgG -Alexa Fluor 488
und Alexa Fluor 546 sowie Ziege Anti-Huhn-IgG-Alexa Fluor 488 der Firma Molecular
Probes (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Alexa 488 fluoresziert bei Blauanregung griin
(Absorbtion 495 nm, Emmission 541 nm), Alexa 546 zeigt nach Griinanregung eine rote

Fluoreszenz (Absorbtion 556 nm, Emmission 573 nm).
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2.1.7. Gerate

Zentrifugen: 5417R-Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)
Sorvall Super T21 (DuPont, Bad Homburg)
5810R-Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)
Thermocycler: Eppendorf MasterCycler Gradient (Eppendorf, Hamburg)
Thermomixer: Eppendorf comfort (Eppendorf, Hamburg)
Geldokumentation:  BioDocAnalyze (Whatmann Biometra, Gottingen)

Phosphor Imager:

Storm 860 (Molecular Dynamics, Sunnyvale CA, USA)

Elektrophoresen: Mini-PROTEAN II (BioRAD, Miinchen)
XCell SureLock® Mini-Cell (Invitrogen, Karlsruhe)
Spektrophotometer: Beckman DU 640
Mikrotom: HM335E (Microm, Walldorf)
Mikroskope: Zeiss Axioskop II (Carl Zeiss, Jena)

Bead Beater:

Zeiss Axioplan (Carl Zeiss, Jena)

Zeiss Semi 2000-C (Carl Zeiss, Jena)
Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Jena)
Biospec. Products, Bartelsville, OK, USA

HPLC: WatersT™ Millipore System (Waters, Eschborn)

pH-Meter: inoLab pH Level 1 (WTW)

Spannungsgerit: Power Supply EPS 301 (GE Healthcare Life Sciences, Miinchen)
Ultraschall: UW 2070 (Bandelin, Berlin)

Ultraturrax: IKA Werke GmbH & Co. KG

Elektroporator: Micropulser™ (BioRad, Miinchen)

2.2. Kultivierung, Transformation und Selektion von

Pflanzen

2.2.1. A. thaliana

Die Anzucht von A. thaliana erfolgte bei 23°C und 16 h Licht bei einer Lichtstiarke von
ca. 250 pmol/m?s in Klimaschrinken der Firma CLF Plant Climatics. Das Kultursubstrat

bestand aus einem Gemisch aus Erde und Vermiculite (2-3 mm Koérnung).

Die Transformation von A. thaliana erfolgte durch den A. tumefaciens-Stamm EHA105
(Hood et al., 1993) nach der Bliitentauchmethode (floral dip; Clough und Bent, 1998). Da-
fiir wurden zunéchst 400 ml LB-Medium (Luria-Bertani-Medium; Sambrook et al., 1989)
mit den entsprechenden Antibiotika versetzt und mit einer Ubernachtkultur auf eine ODggg
von 0,1 angeimpft. Die Zellen wurden bei 28°C bis zum Erreichen einer ODggg von ung-

fahr 0,8 kultiviert. Anschliefend wurden die Agrobakterien abzentrifugiert (10 min, 4000
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x g) und das Bakterienpellet in 200 ml 5 % (w/v) Saccharose-Lésung mit 0,05 % (w/v)
Silwet L-77 aufgenommen. In dieser Suspension wurden Bliitenstdnde mit gut entwickelten
Knospen 2 min inkubiert. Die behandelten Pflanzen wurden anschlieffend fiir 3 Tage mit
geschlossener Gewéchshaushaube und danach offen unter Langtagbedingungen bis zum

Reifen der Samen im Klimaschrank kultiviert.

Fiir die Selektion transgener Pflanzen mit dem bar-Gen als Resistenzmarker wurden die Sa-
men auf Erde ausgesét und die Pflanzen im Keimblattstadium mit einer 1:5000-Verdiinnung
des Herbizids Basta® (Hoechst Schering AgrEvo GmbH) bespriiht. Diese Behandlung wur-
de im Abstand von 5-10 Tagen wiederholt, bis eine ausreichende Selektion der transgenen

Pflanzen erkennbar war.

Die Selektion transgener Pflanzen mit dem NptII-Gen, welches Kanamycin-Resistenz ver-
mittelt, erfolgte durch Aussaat auf modifiziertem MS-Medium |1 Liter: 0,5 g MES (pH 5,7),
4,4 g MS (Duchefa, Harlem, NL), 10 g Saccharose, 8 g Agar| mit 500 ug/ml Carbenicil-
lin (zum Abtéten der Agrobakterien) und 25 pug/ml Kanamycin. Vor der Aussaat mufiten
die Samen sterilisiert werden. Dazu wurden sie 2 min in 70 % (v/v) Ethanol und 10 min
in Bleichlosung [12 % Natriumhypochloridlésung, 0,15 % (v/v) Tween®20] inkubiert und
anschlieffend 8 mal mit sterilem Wasser gewaschen. Die Samen wurden anschlieffend zum
Quellen iiber Nacht in Wasser bei 4°C inkubiert und anschliefsend auf dem oben beschrie-
benen Medium ausgelegt. Nach ca. zwei Wochen konnten die transgenen Pflanzen in Erde

iuberfiithrt werden.

2.2.2. B. napus

Zur Anzucht der Pflanzen wurden Samen von B. napus auf Erde ausgelegt und bei 20°C
fiir 5 Tage im Dauerlicht inkubiert. Die Pflanzen wuchsen im Gewéchshaus bei 12-18°C
und 16 h Licht.

Die Agrobacterium-vermittelte Transformation, Selektion und Pflanzenregeneration von
B. napus var. napus cv. Lisora wurde durch das Saatenunion-Resistenzlabor in Leopolds-
hohe nach einem modifizierten Protokoll von De Block et al. (1989) durchgefiihrt. Fiir
die Transformation wurde der A. tumefaciens-Stamm C58C1/pMP90 (Koncz und Schell,
1986) verwendet.

2.2.3. N. tabacum

N. tabacum wurde im Gewéchshaus in Erde bei 23°C und 16 h Licht kultiviert. Die Agro-
bacterium-vermittelte transiente Transformation erfolgte durch Infiltration etwa 10 Wo-

chen alter Blitter nach einem modifizierten Protokoll von Kapila et al. (1997) mit dem
Stamm GV2260 (McBride und Summerfelt, 1990). Dafiir wurden 5 ml YEB-Medium [0,1
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% (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) Fleischextrakt, 0,5 % (w/v) Pepton, 0,5 % (w/v) Sac-
charose, 2 mM MgSO4; (pH 7,0)| mit den entprechenden Antibiotika versetzt und mit einer
Agrobacterium Glycerolkultur angeimpft und tiber Nacht bei 28°C und 180 rpm inkubiert.
Am zweiten Tag erfolgte die Zugabe von 20 uM Acetosyringon, 10 mM Glucose und 10
mM MES (pH 5,6). Nach weiterer Inkubation bei den oben angegeben Bedingungen sollten
die Bakterien am dritten Tag etwa eine ODggg von ungefdhr 3 haben. Die Kultur wurde
dann durch die Zugabe von 2 x Infiltrationsmedium [10 % Saccharose, 20 mM Glucose,
8,6g/1 MS; pH 5,6] und Wasser auf eine ODggp von 1 eingestellt. Nach der Zugabe von 200
pm Acetosyringon erfolgte die Infiltration der Bléatter mit Hilfe einer 1 ml-Spritze durch
die Spaltféffnungen auf der Unterseite der Blétter. Die infiltrierten Pflanzen wurden fiir
einige Stunden dunkel gestellt und anschliefsend fiir mindestens drei Tage bei 23°C und
16 h Licht inkubiert. Die infizierten Bereiche der Blatter konnten optisch von den nicht-

infizierten Bereichen unterschieden werden und wurden fiir weitere Analysen verwendet.

2.3. Kultivierung, Transformation und Selektion von

Mikroorganismen

2.3.1. E. coli

Die Anzucht der Bakterien erfolgte entweder auf Agarplatten oder als Suspensionsschiit-
telkultur (180-200 rpm) in LB-Medium bei 37 °C. Die Selektion auf resistenzvermittelnde
Plasmide erfolgte durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums mit folgenden Endkon-
zentrationen, sofern nicht anders angegeben: Carbenicillin (50 bzw. 100 ug/ml), Chloram-
phenicol (50 pg/ml), Kanamycin (50 pug/ml), Spectinomycin (100 pg/ml) und Tetracyclin
(12,5 pg/ml). Die Transformation mit Plasmiden erfolgte durch Elektoporation elektro-

kompetenter Zellen.

Fiir die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden 200 ml LB-Medium mit ei-
ner Ubernacht-Vorkultur auf eine ODgoo von 0,1 angeimpft. Nach Erreichen einer ODggg
von 0,6 wurden die Zellen 15 min abgekiihlt und anschliefsend bei 3000 x g fiir 10 min bei
4°C sedimentiert. Es folgten mehrere Resuspensions- und Zentrifugationssschritte (40 ml
eiskaltes HoO, 20 ml eiskaltes HoO, 10 ml eiskaltes 10 % (v/v) Glycerin, 1 ml 10 % (v/v)
Glycerin). Die Zellen wurden in 50 pl Aliquots in fliisssigem Stickstoff eingefroren und bis

zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

Fiir die Transformation wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und nach Zugabe
von 1 bis 2 pul Plasmid-DNA bzw. Ligationsansatz in eine vorgekiihlte Elektroporationskii-
vette iiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte mit dem Micropulser™ (BioRad, Miinchen)

nach den Herstellerangaben. Nach der Zugabe von 1 ml LB-Medium wurde der Ansatz
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1 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Die Selektion erfolgte auf LB-Platten mit dem
entsprechenden Antibiotikum iiber Nacht bei 37°C.

2.3.2. S. cerevisiae

Die Anzucht der Hefen erfolgte entweder auf Agarplatten oder als Suspensionsschiittelkul-
tur (180-200 rpm) in Vollmedium [YEP: 2 % (w/v) Pepton (Difco), 1 % (w/v) Hefeextrakt
(Gibco), 2 % (w/v) Glucose, 2 % (w/v) Agar fiir Platten (pH 5,7)] bei 30 °C, sofern nicht

anders angegeben.

Kompetente Hefe-Zellen wurden mit Hilfe des EasyComp™ Transformation Kits der Fir-
ma Invitrogen geméaft Anleitung hergestellt und transformiert. Die Selektion der transfor-
mierten Hefen erfolgte auf Minimalmedium nach den Herstellerangaben des ,Yeast Synthe-
tic Drop-out Media Supplement without Uracil* der Firma SIGMA (Miinchen) bei 30°C

fiir zwei bis drei Tage.

2.3.3. A. tumefaciens

Die Anzucht der Bakterien erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in LB-Medium bei 28°C.
Die Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens-Zellen und die Transformation wurde
nach dem E. coli-Protokoll durchgefiithrt. Nach der Elektroporation wurden die Zellen
fiir mindestens 2 h bei 28°C inkubiert. Fiir die Selektion wurden 20 bzw. 50 ul auf LB-
Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und fiir 2 bis 3 Tage bei 28°C

inkubiert.

2.4. Isolierung und Auftrennung von Nukleinsauren

2.4.1. Isolierung von RNA
Pflanzen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenteilen oder Zellsuspensionskulturen erfolgte
mit dem RNeasy Plant Mini-Kit der Firma Qiagen (Hilden). Dazu wurden 100 mg Pflanzen-
material bzw. Zellen der Suspensionskultur, die durch Vakuumfiltration vom Nahrmedium
getrennt wurden, in einen vorgekiihlten Glashomogenisator (VWR International, Wien)
iberfiihrt. Nach Zugabe von 500 ul Extraktionspuffer RLT wurde das Gewebe homogeni-
siert. Anschliefend wurden 450 pl der aufgeschlossenen Zellen in ein Eppendorfgefafs {iber-
fithrt und nach Herstellerangaben weiter bearbeitet. Wahrend der Aufarbeitung wurde ein
DNA-Verdau mit der RNase-freien DNase I (Qiagen, Hilden) nach den Herstellerangaben
durchgefiihrt. Die isolierte RNA wurde bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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Hefen

Die Isolierung von RNA aus Hefen erfolgte mit dem RNeasy Plant Mini-Kit der Firma Qia-
gen. Dazu wurden ca. 2 x 107 Hefezellen mechanisch mit Glasbeads (Roth) aufgeschlossen.
Die Zellen wurden in 600 ul Puffer RLT resuspendiert und nach Zugabe von ca. 600 ug
Glasbeads [0,25 mm - 0,5 mm (Roth, Karlsruhe) 4 mal fiir je 1 min stark geschiittelt und
zwischendurch auf Eis abgekiihlt. Nach einer zweiminiitigen Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit wurden die Zellen nach dem Protokoll fiir die Isolation von RNA aus Hefe
weiterverarbeitet. Um eventuelle Kontaminationen mit Plasmid-DNA zu entfernen, wurde
anschliefend ein DNA-Verdau mit der RNase-freien DNase I (Qiagen, Hilden) durchge-
fiihrt. Die isolierte RNA wurde bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.4.2. Isolierung von genomischer DNA
Pflanzen

Die Isolierung von genomischer DNA aus Pflanzenteilen oder Zellsuspensionskulturen er-
folgte mit dem DNeasy Plant Mini- bzw. Maxi-Kit der Firma Qiagen (Hilden). Dazu wur-
den 100 mg bzw. 1 g Pflanzenmaterial mit flissigem Stickstoff eingefroren, anschliefsend
gemorsert und nach den Herstellerangaben weiterverarbeit. Die isolierte DNA wurde bis

zur weiteren Verwendung bei 4°C aufbewahrt.

2.4.3. Isolierung von Plasmid-DNA
E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus einer 5 ml E. coli Ubernachtkultur erfolgte mit dem
QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen (Hilden). Die Plasmide wurden aus 2 ml der
Kultur nach der Vorschrift des Herstellers isoliert. Die isolierte Plasmid-DNA wurde bis

zur weiteren Verwendung bei 4°C bzw. fiir langere Aufbewahrung bei -20°C gelagert.

S. cerevisiae

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus einer 3 ml S. cerevisiae Ubernachtkultur erfolgte
mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen (Hilden). Die Hefezellen wurden
sedimentiert und anschliefsend in 300 pl Puffer P1 resuspendiert. Nach Zugabe von ca. 100
ul Glasbeads (0,25 mm - 0,5 mm, Roth) wurden die Zellen zum Aufschluff 5 min stark
geschiittelt. Nachdem die Glasbeads sich am Boden abgesetzt hatten, wurden 250 ul vom

Uberstand abgenommen und nach den Herstellerangaben weiterverarbeitet.
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A. tumefaciens

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus A. tumefaciens wurden die Zellen aus einer 4
ml Ubernachtkultur sedimentiert und anschlieRend mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, Hilden) aufgearbeit. Da die DNA-Ausbeute aus A. tumefaciens sehr gering ist,
wurden 16 pul DNA in einem 20 pl Restriktionsansatz bzw. 5 ul DNA in einer PCR-Reaktion

eingesetzt.

2.4.4. Isolierung von BAC-DNA

Die Isolierung von BAC-DNA erfolgte mit dem BACMAX DNA Purification Kit [Epicentre
(Madison, WI, USA)| nach den Herstellerangaben ausgehend von einer 1,5 bzw. 40 ml
Ubernachtkultur.

2.4.5. Trennung von DNA und RNA iiber Agarose-Gele

Die Auftrennung von DNA und RNA erfolgte zu analytischen Zwecken, sofern nicht anders
angegeben, in 1 % (w/v) Agarosegelen in 1 x TBE-Puffer [0,45 M TrisHCI, (pH 8,0), 0,45
M Borsdure, 10 mM EDTA]. Der aufgeschmolzenen Gellosung wurde vor dem Giefen 0,1
pg/ml Ethidiumbromid zur Visualisierung der DNA zugesetzt. Die Proben wurden vor
dem Beladen des Gels mit 10 x DNA-Ladepuffer [20 % (v/v) Glycerin, 0,1 M EDTA, 1
% (w/v) SDS, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau, 0,2 % (w/v) Xylencyanol FF| versetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte je nach Gelgrofe bei 80-120 Volt. Es wurden auch
Fertiggele (E-Gel single comb; Invitrogen, Karlsruhe) verwendet, wobei die Auftrennung
mittels E-Gel PowerBase v.4 (Invitrogen) innerhalb von 15 bzw. 30 min erfolgte. Nach
der Elektrophorese wurden die Gele mit dem Geldokumentationssystem BiodocAnalyze
(Whatmann Biometra, Gottingen) unter UV-Anregung fotografiert. Als Grofenstandard
wurde ein definiertes Fragmentgemisch (Smart Ladder) der Firma Eurogentec (Seraing,

Belgien) verwendet.

2.4.6. Trennung von RNA iiber Formaldehydgele

Zur Auftrennung von RNA kamen denaturierende Agarosegele zum Einsatz: [1 % (w/v)
Agarose in 20 mM MOPS (pH 7,0), 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, 0,74 % (v/v)
Formaldehyd|. Die RNA-Proben wurden vor der Beladung in 5 x RNA-Ladepuffer [80 mM
MOPS (pH 7,0), 20 mM Natriumacetat, 8 mM EDTA, 2,6 % (v/v) Formaldehyd, 30 %
(v/v) Formamid, 20 % (v/v) Glycerin, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau| tiberfiihrt, mit 0,1
pg/ml Ethidiumbromid versetzt und 5 min bei 65 °C denaturiert.
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2.4.7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Elektrophoretisch aufgetrennte DNA wurde auf dem UV-Leuchttisch des Geldokumenta-
tionssystem BiodocAnalyze (Whatmann Biometra, Gottingen) bei einer Anregungswellen-
lange von 360 nm detektiert. Die gewiinschten DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell
aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe des MinElute Gel Extraction Kit (Fragmente
bis 4 kb) bzw. des QIAquick GelExtraction Kit (Fragmente iiber 4 kb) der Firma Qiagen

(Hilden) nach Herstellerangeben aus der Gelmatrix eluiert.

2.4.8. Reinigung von DNA

Die Reinigung von DNA nach Restriktionsspaltungen, Polymerase-Kettenreaktionen oder
Dephosphorylierung erfolgte einerseits mit dem Quick-Clean-Kit der Firma Bioline (Lu-
ckenwalde) nach den Herstellerangaben. Andererseits kam auch die Ethanol-Natriumacetat-
Fallung zum Einsatz. Dabei wurde die zu fallende DNA mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat
und 2,5 Volumen absolutem Ethanol versetzt und 1 h bei -20°C inkubiert. Nach einer Zen-
trifugation fiir 30 min bei maximaler Geschwindigkeit wurde das Pellet mit 70 % Ethanol

gewaschen und nach Trocknung in Wasser aufgenommen.

2.5. Enzymatische Modifikation von Nukleinsduren

2.5.1. Restriktionsanalyse

Fiir Restriktionsanalysen zur Kontrolle von Insertgréfsen nach einer Klonierung wurde 1 pl
(ca. 0,2 bis 0,5 pug) Plasmid-DNA mit 5 U des jeweiligen Restriktionsenzyms in einem
Endvolumen von 10 ul eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 60 min bei optimaler Arbeits-
temperatur des entsprechenden Enzyms. Bei préparativen Restriktionsansidtzen wurden
entsprechend grofere Mengen DNA (2-5 pg) eingesetzt. Restriktion genomischer DNA
wurde {iber Nacht mit 10 ug DNA und 50 U des jeweiligen Enzyms bei optimaler Arbeits-

temperatur des Enzyms durchgefiihrt.

2.5.2. Ligation

Mit dem Platinum PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen, Karlsruhe) amplifizierte
PCR-Fragmente (Abschnitt 2.5.4) wurden unter Verwendung des pGEM®T-Easy-Kit (Pro-
mega, Mannheim) in den Vektor pGEM®-T Easy ligiert. Ein typischer Ligationsansatz in
einem Endvolumen von 10 ul mit 3 U T4-DNA-Ligase wurde iiber Nacht bei 14 °C in-

kubiert und enthielt die dreifache molare Menge des zu klonierenden DNA-Fragmentes
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gegeniiber dem eingesetzten Vektor. 1 ul des Ligationsansatzes wurde in elektrokompe-
tente E. coli XL1 Blue Zellen transformiert. Transformierte Zellen wurden auf LB-Agar

mit Carbenecillin selektiert.

Die T4 Ligase aus dem pGEM®-T Easy-Kit wurde auch bei einfachen Subklonierungen
nach Angaben des Herstellers verwendet. Bei Klonierungen mit einer Vektorgrofse iiber 6
kb und bei der Subklonierung der BAC-Fragmente kam eine modifizierte Ligationsmethode

zum Einsatz:

Restriktion des Vektors: Restriktion zur Gewinnung des Inserts:
3 pl Plasmid 20 pl rekombinantes Plasmid
1 ul 10 x Restriktasepuffer 5 pl 10 x Restriktasepuffer

0,5 pl Restriktase 1 (10 U/ pl) 3 ul Restriktase 1 (10 U/ pl)

0,5 ul Restriktase 2 (10 U/ ul 3 ul Restriktase 2 (10 U/ pl)
5 pl dd HoO 19 pl dd HpO

Die Restriktionsansétze wurde 2 h bei der optimalen Arbeitstemperatur der Enzyme in-
kubiert. Anschliefend folgte die Hitzeinaktivierung der Restriktionsenzyme durch 15 mi-
niitige Inkubation bei 65°C. Nach der Dephosphorylierung des Vektors in einem 30 ul
Ansatz wurden beide Anséitze vereinigt. Nach der Reinigung der DNA (Abschnitt 2.4.8),
wurde das DNA-Pellet in einem 20 ul Ligationsansatz aufgenommen und iiber Nacht bei
14°C inkubiert. 1 pl des Ligationsansatzes wurde in elektrokompetente E. coli XL1 Blue
Zellen transformiert. Die Selektion der gewiinschten Vektor-Fragment-Kombination erfolg-
te mit Hilfe der Antibiotikaresistenz des neuen Vektors und wurde anschlieffend nach der

Plasmidisolation durch Restriktionsanalyse tiberpriift.

2.5.3. Dephosphorylierung

Um die Selbstligation von Vektoren zu verringern wurde eine Dephosphorylierung mit der
SAP (Shrimp alkaline phosphatase) der Firma Roche (Mannheim) durchgefiihrt. Zu einem
20 pl Restriktionsansatz wurden 3 ul 10 x SAP-Puffer, 3 pul SAP (1 U/ pl) und 4 pl dd
H5O gegeben. Die Dephosphorylierung erfolgte in 15 min bei 37°C. Anschliefend wurde

das Enzym durch 15 miniitiges Inkubieren bei 65°C inaktiviert.

2.5.4. Polymerasekettenreaktion (PCR)
Standard-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren zur Amplifikation von DNA-Abschnitten
aus einem DNA-Strang (template) (Mullis et al., 1986). Der Prozess besteht aus der zy-

klischen Abfolge von Strangtrennung, Primeranlagerung und Elongation und wird 25 bis
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35 mal durchlaufen. Fiir analytische Zwecke wurde die GoTaq DNA Polymerase mit 5 X
Green GoTaq Reaction Buffer der Firma Promega (Mannheim) verwendet. Fiir praparative
PCR-Reaktionen wurde, wegen der hoheren Exaktheit und der hervorragenden Ausbeute
ohne vorherige Protokolloptimierung, der Platinum PCR SuperMix High Fidelity der Fir-

ma Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Nachfolgend ist ein generelles Schema fiir eine PCR

aufgefiihrt.
Schritt: Prozess: Zeit: Temperatur:
1 Denaturierung 2 min 94°C
2-30 Denaturierung 30 sek 94°C
Primeranlagerung 30 sek Tm -5°C
Elongation 1 min/kb 68/72°C*
31 Elongation 10 min 68/72°C*

Tabelle 2.2.: Generelles Schema fiir Polymerasekettenreaktionen (PCR). * Platinum PCR Super-
Mix High Fidelity: 68°C, GoTaq DNA Polymerase: 72°C.

Semiquantitative RT-PCR

Fiir die cDNA-Synthese mit Oligo-dT-Primern wurden 2 g RNA und der Omniscript®RT
Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Es wurde strikt nach Herstellerangaben verfahren. Zur
Amplifizierung cDNA-Fragmente wurden als 2 pl des RT-Ansatzes in eine Standard-PCR

eingesetzt.

2.5.5. Radioaktive DN A-Markierung

Die radioaktive Markierung von DNA-Molekiilen, die als Sonden in Hybridisierungsexperi-
menten eingesetzt wurden, erfolgte mit dem MegaPrime-DNA Labeling System der Firma
GE Healthcare Life Sciences (Miinchen) unter Verwendung von 25 ng des Fragment-DNA
und radioaktiv markiertem a-3?P-dATP bzw. a-33P-dATP [3000 Ci/mmol (ICN Biomedi-
cals, Eschwege)|. Die Markierung erfolgte nach Anlagerung von Hexanukleotiden als Zu-
fallsprimer an die denaturierte Fragment-DNA durch Kettenverlangerung mit dem Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase I unter Einbau von a-3?P-dATP bzw. a-33P-dATP. Nicht
eingebaute Nukleotide wurden durch eine anschliefende Gelfiltrationschromatographie mit
ProbeQuant G-50 Micro Columns (GE Healthcare Life Sciences, Miinchen) abgetrennt. Die
radioaktive Sonde wurde vor Zugabe zum Hybridisierungsansatz fiir 5 min bei 95°C dena-

turiert.
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2.5.6. Nicht-radioaktive DNA-Markierung

Die nichtradioaktive DNA-Markierung erfolgte mit dem PCR DIG Probe Synthesis Kit
(Roche, Mannheim). Dazu wurden 30 ng DNA-Fragment nach Herstellerangaben in einer
PCR durch Einbau von Digoxigenin-dUTP markiert. Diese DIG-markierte DNA konnte
anschlieffend als Sonde in der nicht-radioaktiven DNA-Hybridisierung eingesetzt werden
(Abschnitt 2.6.3). Die Sonde wurde vor Zugabe zum Hybridisierungsansatz durch Inkuba-

tion fur 5 min bei 95°C denaturiert.

2.5.7. Sequenzierung und Analyse der DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte als externe Auftragsarbeit durch die Firmen MWG
Biotech (Ebersberg). Die erhaltenen Sequenzen wurden mit dem Programm Clone Mana-
ger Suite (Sci Ed Software, Durham, USA) analysiert. Datenbankabfragen erfolgten iiber
die Internetseite der GenBank! mit den Standardeinstellungen des BLAST Programms.
Die Vorhersage moglicher Transitpeptide und putativer N-Glycosilierungsstellen erfolgte
mit den Programmen SignalP 3.0 und NetN Glyc 1.0 des CBS Prediction Severs?. Die
Datenbank PLACE? erlaubt die Suche nach bekannten cis-Elementen innerhalb eines Pro-

motors.

2.6. Immobilisierung und Hybridisierung von

Nukleinsauren

2.6.1. Blotaufbau

Der Transfer von aufgetrennter DNA oder RNA aus einem Agarosegel auf eine Nylon-
membran erfolgte durch Kapillarblottechnik. Hierzu wurden in einer Wanne mit 2 x SSC
[30 mM Natriumcitrat (pH 7,0), 0,3 M NaCl| drei Lagen Whatman 3MM-Papier auf einer
Glasplatte so angeordnet, daf die Enden der Papierlagen in den SSC-Puffer getaucht wa-
ren. Darauf wurde das Gel gelegt, auf das Gel luftblasenfrei die Nylonmembran und auf
diese wiederum drei Lagen Whatman 3MM-Papier in den Abmessungen des Gels. Diese
Anordnung wurde mit einem Stapel Zellstoff iiberschichtet und einem Gewicht beschwert.
Durch die Kapillarkriafte wurde die Fliissigkeit durch das Gel gesaugt, wodurch die Nu-
kleinsdren unter Erhalt des Elektrophorese-Musters auf die Membran iibertragen wurden.

Der Transfer erfolgte iiber Nacht bei Raumtemperatur. Nach Beendigung des Transfers

"http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
2http://www.cbs.dtu.dk/services,/
3http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/
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wurden die Nukleinsduren durch UV-vermittelte kovalente Vernetzung mit Hilfe des UV
Stratalinker 1800 (Stratagene, LaJolla CA, USA) auf der Membran fixiert.

2.6.2. Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde

Fiir die Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde wurden die Nukleinsduren wie in Ab-
schnitt 2.6.1 beschrieben auf Hybond-N" Nylonmembranen (GE Healthcare Life Sciences,
Miinchen) geblottet. Die Herstellung der Sonde ist in Abschnitt 2.5.5 beschrieben. Die
Membran mit dem fixierten Nukleinsdure-Muster wurde in eine Hybridisierungsréhre iiber-
fithrt und fiir mindestens 2 h bei 60 °C in Hybridisierungspuffer [250 mM NaPi (pH 7,0),
7 % (w/v) SDS, 250 mM NaCl, 1 mM EDTA] vorhybridisiert. Die radioaktiv markierte
Sonde wurde nach der Denaturierung durch Inkubation fiir 5 min bei 95°C zugegeben.
Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 60 °C. Unspezifisch gebundene Radioaktivitit
wurde durch Waschen der Membran (2 x 30 min) mit 2 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS bei 60°C
entfernt. Die Membran wurde in Frischhaltefolie luftblasenfrei verpackt und zur Detektion
der radioaktiven Signale mit Rontgenfilm (GE Healthcare Life Sciences, Miinchen) bei -80

°C in einer lichtdichten Kassette mit Verstarkerfolie exponiert.

2.6.3. Hybridisierung mit einer nicht-radioaktiven Sonde

Fiir die Hybridisierung mit einer nicht-radioaktiven Sonde wurden die Nukleinsduren auf
nicht geladene Hybond-N Nylonmembranen (GE Healthcare Life Sciences, Miinchen) iiber-
tragen (Abschnitt 2.6.1). Die Herstellung einer Digoxigenin-markierten Sonde ist in Ab-
schnitt 2.5.6 beschrieben. Die Membran wurde in eine Hybridisierungsrohre tiberfiithrt und
fiir 2 h bei 42 °C im Hybridisierungspuffer DIG Easy Hyb der Firma Roche (Mannheim)
vorhybridisiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde wurde nach Denaturierung durch Inku-
bation fiir 5 min bei 95°C zum Hybridisierungsansatz zugegeben. Die Hybridisierung der
Membran erfolgte iiber Nacht bei 42°C. Danach folgten verschiedene Waschschritte zur
Entfernung unspezifisch gebundener Nukleotide | 2 x 5 min in 2 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS
bei RT; 2 x 15 min in 0,5 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS bei 68°C| und die Aquilibrierung der
Membran fiir 1 min [0,1 M Maleinséure, 0,15 M NaCl, 0,3 % (v/v) Tween®20]. Die De-
tektion der markierten Nukleinsduren erfolgte mit dem DIG Luminescent Detection Kit
(Roche, Mannheim)) nach den Herstellerangaben. Die Membran wurde in Frischhaltefo-
lie luftblasenfrei verpackt und zur Detektion mit einem Rontgenfilm (GE Healthcare Life

Sciences, Miinchen) fiir 1 h bei 37 °C in einer lichtdichten Kassette exponiert.
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2.6.4. Southern-Analyse

Fiir Southern-Analysen wurde genomische DNA aus 5 Tage alten Keimlingen mit dem
DNeasy Plant Maxi-Kit (Qiagen, Hilden)isoliert. 5 pg genomische DNA wurden mit 50
Units der entsprechenden Restriktionsendonukleasen iiber Nacht verdaut und anschliefsend
in einem 0,8 % Agarosegel bei 25 Volt elektrophoretisch getrennt. Das Gel wurde vor dem
Blotten fiir 15 min mit 0,25 N HCI behandelt und anschlieftend 30 min denaturiert [0,5 M
NaOH, 1,5 M NaCl], 30 min neutralisiert [1 M Tris (pH 7,5), 2 M NaCl| und abschliefsend
zweimal kurz in 2 x SSC gespiilt. Der Transfer der DNA auf eine Nylonmembran und die
Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde (a-32P-dATP) sind in den Abschnitten 2.6.1
und 2.6.2 beschrieben.

2.6.5. Northern-Analyse

Fiir Northern-Analysen wurde RNA aus verschiedenen Samen- und Keimlingsstadien mit
Hilfe des RNeasy Plant Mini-Kit der Firma Qiagen isoliert (Abschnitt 2.4.1). 10 ug Gesamt-
RNA wurden in einem denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch getrennt (Abschnitt
2.4.6). Der Transfer der RNA auf eine Hybond-N" Nylonmembranen (GE Healthcare Life
Sciences, Miinchen) und die Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde (a-32P-dATP
markierte BnSCT1-cDNA) sind in den Abschnitten 2.6.1 und 2.6.2 beschrieben. Fiir die
Beladungskontrolle wurde die spezifische Sonde durch kurzes Aufkochen in 0,1 x SSC und
0,1 % (w/v) SDS entfernt und anschliefend mit einer 364 bp Sonde gegen die 18S rR-
NA hybridisiert. Die Quantifizierung der Signalstérke erfolgte durch Exposition im Phos-
phorImager. Die relative Signalstéirke ist als Quotient der spezifischen Intensitdt und der

Beladungskontrolle angegeben.

2.6.6. Isolation von BAC-Klonen durch Screening von Macroarrays

Die Préhybridisierung der Filter erfolgte fiir 5 h bei 65°C in 100 ml Hybridisierungspuf-
fer [500 mM NaPi (pH 7,2), 7 % (w/v) SDS, 10 mM EDTA]. Die Hybridisierung wurde
mit 50 ng radioaktiv markierter DNA iiber Nacht in 15 ml Hybridisierungspuffer bei 65°C
durchgefiihrt. Anschliefend wurde unspezifisch gebundene Radioaktivitit durch zweimali-
ges Waschen in Waschpuffer [40 mM NaPi (pH 7,2), 1 % (w/v) SDS]| bei 65°C entfernt.
Die Membran wurde kurz zwischen Whatman-Papier getrocknet, in Frischhaltefolie ver-
packt und zur Detektion der radioaktiven Signale mit Rontgenfilm (GE Healthcare Life
Sciences, Miinchen) bei -80 °C in einer lichtdichten Kassette mit Verstérkerfolie zwei Tage
exponiert. Die Auswertung der Signale (Spot-Duplikate) und die Zuordung zu den entspre-
chenden BAC-Klonen erfolgte nach den Angaben des Deutschen Ressourcenzentrums fiir
Genomforschung (www.rzpd.de/info/protocols/). Die Sonden wurden nachfolgend von der

Membran entfernt, um die Wiederverwendbarkeit der Membranen zu gewéhrleisten. Dazu
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wurden die hybridisierten Membranen in kochenden Ablésepuffer [0,1 x SSC, 0,1 % (w/v)
SDS]| tiberfiihrt und unter Schiitteln auf Raumtemperatur abgekiihlt.

2.6.7. Koloniehybridisierung

Um eine grofe Anzahl von Kolonien auf das richtige Insert zu iiberpriifen (z.B. bei der
Subklonierung der BnSCT-BAC-Fragmente) kam die Methode der Kolonie-Hybridisierung
zum Einsatz. 500 pl eines Transformationsansatzes wurden auf einen Hybond-N* Nylon-
rundfilter [Durchmesser 100 mm (GE Healthcare Life Sciences, Miinchen)| ausplattiert, der
sich auf einer Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum befand. Nach Inkubation
iiber Nacht bei 37°C wurde der Filter von der Platte entfernt und mit den Kolonien nach
oben auf Filterpapier gelegt. Durch zweiminiitiges Andriicken eines zweiten Filters und
zweistlindige Inkubation bei -20°C wurde ein Replika-Filter erstellt. Nach kurzem Antauen
und Markierung der Filter wurden beide ziigig von einander getrennt und zur Regenera-
tion der Kolonien fiir ca. 6 h auf einer Agarplatte bei 37°C inkubiert. Einer der beiden
Filter wurde anschliefend mit einer DIG-markierten BnSCT1-cDNA als Sonde hybridisiert
(Abschnitt 2.6.3). Nach Entwicklung des Films konnten mit Hilfe des Replika-Filters die
positiven Signale den entsprechenden Kolonien zugeordent werden. Diese wurden direkt
vom Filter in eine Fliissigkultur tiberimpft und nach Plasmidisolation durch PCR und

Restriktionsanalyse tiberpriift.

2.7. Biochemische Methoden und Analytik

2.7.1. Proteinextraktion
E. coli

Um l6sliche Proteinextrakte zu gewinnen, wurden frisch geerntete bzw. pelletierte und
bei -80°C gelagerte Bakterienkulturen in Extraktionspuffer [100 mM NaPi (pH 7,0), 300
mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerin| resuspendiert. Dabei wurde ein Volumenverhéltnis von
1:100 (bezogen auf das Originalkulturvolumen der Bakterienkultur) eingehalten. Die re-
suspendierten Zellen wurden mit 100 pg/ml Lysozym (Roth, Karlsruhe) fiir 30 min auf Eis
inkubiert und anschliefend durch Ultraschallaufschluss (3 x 45 sec 60 % Duty 65 % Power)
auf Eis lysiert. Der durch Zentrifugation (23.000 x g bei 4 °C) gewonnene Uberstand wurde
als 10slicher Protein-Rohextrakt verwendet.

Zur Isolierung unloslicher Proteine aus E. coli-Zellen wurde das Zellpellet (fiir Gesamt-
Proteinextraktion) bzw. der Riickstand nach der 16slichen Proteinextraktion (fiir denaturie-
rende Proteinextraktion)in einem denaturierenden Extraktionspuffer [100 mM NaHsPOy,
10 mM Tris, 8 M Harnstoff (pH 8,0)] resuspendiert. Nach Ultraschallbehandlung (3 x 45
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sec, 60 % Duty, 65 % Power) wurde die Suspension zentrifugiert (20 min 20.000 x g bei

RT) und der Uberstand als unlésliche Proteinfraktion verwendet.

S. cerevisiae

Die geernteten und pelletierten Hefezellen wurde in Extraktionspuffer [100 mM NaPi (pH
7,0), 150 mM (NH4)2SOy4, 1 mM Cholin, 0,1 % (v/v) Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT| resuspendiert (1/100 des Kulturvolumens). Die Zellen wurden nach Zugabe von
Glasperlen [0,25 mm - 0,5 mm (Roth, Karlsruhe)| sechsmal fiir 1 min stark geschiittelt und
zwischendurch auf Eis abgekiihlt. Nach der Zentrifugation (5 min, 3000 x g, 4°C) wurde

Uberstand als 16slicher Proteinextrakt verwendet.

Pflanzen

Die Proteinextraktion aus Pflanzengeweben erfolgte durch Aufschluf des Gewebes in 100
mM NaPi (pH 7,0) mit Hilfe eines Glashomogenisators (VWR International, Wien), bzw.
durch Zellaufschluff im Ultra-Turrax bei groferen Mengen. Der Uberstand der nachfol-
genden Zentrifugation (5 min, 3000 x g, 4°C) wurde entweder direkt fiir weiterfolgende
Analysen verwendet oder nach einer Protaminsulfat- und einer Ammoniumsulfatfiallung,
wie nachfolgend beschrieben, iiber eine PD-10 Saule (GE Healthcare Life Sciences, Miin-

chen) nach den Herstellerangaben entsalzt.

Protaminsulfatfillung

Zur Entfernung von Nukleinsauren aus dem Proteinrohextrakt wurde dieser mit einer 4 %
(w/v) Protaminsulfatlosung auf eine Endkonzentration von 0,05 % (w/v) Protaminsulfat
eingestellt, 5 min im Eisbad geriihrt und zentrifugiert. Durch diesen Fallungsschritt wurde

die Viskositdat des Proteinextraktes herabgesetzt.

Ammoniumsulfatfillung

Der Uberstand der Protaminsulfatfillung wurde mit festem Ammoniumsulfat bis zu einer
Sattigungskonzentration von 80 % versetzt, 30 min im Eisbad geriihrt und anschliefend 25
min bei 20.000 x g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 100 mM NaPi aufgenommen
und tiber eine PD-10 Sdule (GE Healthcare Life Sciences, Miinchen) nach Herstelleranga-

ben entsalzt.
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2.7.2. Aufkonzentrierung von Proteinen

Verdiinnte Proteinlésungen wurden durch Ultrafiltration mit Amicon Ultra-4-Filtrations-
einheiten (Ausschlufigrofe 10.000 Da; Millipore, Schwalbach) aufkonzentriert.

2.7.3. Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

2-20 pl Proteinlosung wurden nach der Methode von Bradford (1976) mit 1 ml Bradford
Reagenz [0,065 % (w/v) Coomassie G-250 in 5 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Phoshorséure]
versetzt und 5 min bei RT inkubiert. Die Extinktion wurde bei 595 nm gegen einen ent-
sprechenden Leerwert im Spektralphotometer gemessen. Die Proteinkonzentration wurde
durch Vergleich mit einer BSA-Eichkurve ermittelt.

2.7.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese(SDS-PAGE)

Durch SDS-PAGE wird eine Auftrennung von Proteinen in denaturierter Form nach ih-
rem Molekulargewicht erreicht (Laemmli, 1970). Entsprechend des Molekulargewichts der
zu analysierenden Proteine wurden Trenngele mit 11- oder 14 % Acrylamid verwendet.
Die Tabelle 2.3 zeigt die Zusammensetzung der Gele. Die Proteinproben wurden vor dem
Beladen mit Proteinprobenpuffer [0,125 M Tris/HCI (pH 6,8), 5 mM EDTA, 15 % (v/v)
Glycerin, 2 % (w/v) SDS, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol]
im Verhéltnis 1:1 gemischt. Fiir die nicht-reduzierende SDS-PAGE wurde Probenpuffer
ohne 2-Mercaptoethanol verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstirke von
25 mA fiir 50-60 min durchgefiihrt. Dariiber hinaus kamen NuPAGE®Novex 10 % bzw.
12 % Bis-Tris-Fertiggele (Invitrogen, Karlsruhe) zum Einsatz, wobei die Auftrennung bei
200 V und 100 mA pro Gel erfolgte.

2.7.5. Farbung von Proteinen

Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder zur Immobilisierung der Proteinbanden
fiir nachfolgende Westernanalysen verwendet (Abschnitt 2.7.6) oder mit Coomassie-Losung
[0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 10 % (v/v) Essigsdure, 40 % (v/v) Metha-
nol| durch Kochen fiir 2-3 min in der Mikrowelle zur Visualisierung der Banden geférbt.
Nach Entfarbung des Hintergrundes durch mehrmaliges Aufkochen in 7 % (v/v) Essigsdu-
re wurden die Gele im Geldokumentationssystem BioDocAnalyze (Whatmann Biometra,
Gottingen) unter Weihlicht fotografiert oder mit einem Scanner (HP ScanJet 3970) einge-

lesen.
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Loésung Sammelgel Trenngel (11 %) Trenngel (14 %)

Acrylamid-Lsg. 0,7 ml 3,7 ml 4,7 ml

0,5 M Tris HCL

(pH 6,8) 1,25 ml - -
1,5 M Tris HCL
(pH 8,8) - 2,5 ml 2,5 ml
Wasser 3 ml 3,8 ml 2,8 ml
10 % APS 25 ul 50 pul 50 pl
TEMED 5 pl 5 pl 5 pl

Tabelle 2.3.: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Gele (Angaben fiir 2 Gele)

2.7.6. Western Blot-Analyse

Elektrophoretisch getrennte Proteine wurden nach einem Nass-Blotverfahren auf Nitrocel-
lulosemembran mit Hilfe des XCell II Blot-Moduls (Invitrogen) nach Herstellerangaben
ibertragen. Der Proteintransfer erfolgte fiir ca. 1 h bei konstant 30 V. Nach Ende des
Transfers wurde die Membran kurz in TBS [100 mM Tris/HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl|
gespiilt und anschliefend fiir 1 h bei RT in Blockierungslosung [5 % (w/v) Trockenmilch-
pulver (BioRad) in TBS| inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Die
Inkubation mit dem priméren Antikérper, der 1:1000 in Blockierungslésung verdiinnt wur-
de, erfolgte iiber Nacht bei 4 °C unter leichtem Schiitteln. Unspezifisch gebundene An-
tikdrper wurden anschliefend durch dreimaliges Waschen (je 5 min) in TTBS [TBS (pH
7,5) mit 0,05 % (v/v) Tween-20| entfernt. Nach Waschen der Membran in TBS (3 x 5
min) wurde mit dem Sekundérantikorper, der ebenfalls 1:1000 in Blockierungslésung ver-
diinnt vorlag, fiir 2 h bei RT inkubiert. Bei den Sekundérantikérpern handelte es sich
um Anti-IgG1-Konjugate mit alkalischer Phosphatase (AP) zur enzymatischen colorime-
trischen Detektion. Nach erneutem Waschen mit TTBS (3 x 5 min) wurde die Membran 5
min in TBS (pH 9,5) inkubiert und anschliefend mit AP-Substratpuffer [TBS (pH 9,5), 50
mM MgCly| dquilibriert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 0,16 mg/ml 5-Brom-
4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) und 0,32 mg/ml p-Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
gestartet. Nach ausreichender Farbentwicklung wurde die Reaktion durch Waschen der
Membran in TE-Puffer [10 mM Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA] gestoppt. Das Signal-
muster wurde zur Dokumentation mit einem Scanner (HP ScanJet 3970) eingelesen. Die

verwendeten Antikorper sind in Abschnitt 2.1.6 aufgelistet.
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2.7.7. SCT-Aktivitatstest

Um die Enzymaktivitdt der pflanzlichen bzw. rekombinanten SCT zu bestimmen, wurden
2 mM Sinapoylglucose und 10 mM Cholin in 100 mM NaPi (pH 7,0) mit dem Protein in
einem Assay mit einem Endvolumen von 100 gl fiir 1 h bei 30°C unter leichtem Schiitteln
(300 rpm) inkubiert. Als Stammlosung dienten 20 mM Sinapoylglucose (MW: 386 g/mol)
in 40 % (v/v) DMSO und 100 mM Cholinchlorid (MW: 139,6 g/mol) in 100 mM NaPi (pH
7,0). Die Isolation von Sinapoylglucose erfolgte aus den Blattern der A. thaliana Mutante
sngl nach Lorenzen et al. (1996). Das Praparat wurde freundlicherweise von Dr. A. Bau-
mert und F. Stehle (IPB, Halle) zur Verfiigung gestellt. Nach der Inkubation wurde die
Enzymreaktion durch die Zugabe von 10 ul Trifluoressigsdure abgestoppt. Die ausgefillten
Proteine wurden durch Zentrifugation pelletiert und der Uberstand mittels HPLC auf die
enzymatische Bildung von Sinapoylcholin analysiert (Abschnitt 2.7.9).

2.7.8. Extraktion der Sinapatester

Die Sinapatester Sinapoylglucose und Sinapoylcholin kénnen im Samen mittels analytischer
HPLC nachgewiesen werden. Die Proben wurden in 80 % Methanol (v/v) mit Hilfe von
Zirkonia beads [I mm, (Biospec Products; Bartlesville OK, USA )| fiir 2 min am Bead
beater (Biospec Products, Bartlesville, USA) homogenisiert. Nach der Zentrifugation wurde
ein Aliquot des Uberstandes fiir die Analyse und Quantifizierung in der HPLC eingesetzt
(Abschnitt 2.7.9).

2.7.9. Analytische HPLC

Zur HPLC-Analyse wurde ein System der Firma Waters Millipore Waters (Eschborn) ver-
wendet. Die Chromatographie erfolgte an einer 5 pum Nucleosil C18-Séaule (250 mm x 4
mm) der Firma Macherey-Nagel (Diiren). Dabei wurde ein 20-mintitiger linearer Gradient
eingesetzt, bei einer FluRrate von 1 ml/ min™* von 10 bis 50 % Lésung B (Acetonitril) in Lo-
sung A (1,5 % (v/v) Phosphorsdure in Wasser). Die Komponenten wurden photometrisch

bei 330 nm detektiert und mit Hilfe externer Standards quantifiziert.

2.8. Screening einer cDNA-Bank

Fiir die Isolierung einer ,full-length“ cDNA fiir die SCT stand eine A-ZAP ¢cDNA-Bank von
griinen Rapssamen zur Verfiigung die mit dem ZAP-cDNA Synthesis Kit der Firma Stra-
tagene (LaJolla CA, USA) hergestellt wurde. Fiir den Primérscreen wurden ca. 180.000
Klone dieser Bank nach Herstellerangaben ausplattiert und auf Hybond-Nylonrundfilter
[Durchmesser 100 mm, GE Healthcare Life Sciences (Miinchen)| ibertragen. Die Filter
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wurden 2 x 2 min in Denaturierungslosung (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH) und anschliefend
2 x 2 min in Neutralisierungslosung [0,5 M Tris HC1 (pH 8,0), 1,5 M NaCl| inkubiert.
Dazu wurden die Filter mit der Phagenseite nach oben auf je 2 ml der Losungen gelegt, 2
min inkubiert und zwischen den einzelnen Schritten auf Whatman-Papier getrocknet. Die
DNA wurde anschlieftend durch UV-vermittelte kovalente Vernetzung mit Hilfe des UV
Stratalinker 1800 (Stratagene, LaJolla CA, USA) fixiert. Die Hybridisierung der Filter mit
einer homologen radioaktiv markierten Sonde ist im Abschnitt 2.6.2 beschrieben. Nach der
Filmentwicklung konnten die Phagen mit positivem Signal (Primérklone) identifiziert und
isoliert werden. Die Phagenkolonien wurden aus den Platten isoliert, in 1 ml SM-Puffer [50
mM Tris/HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 10 mM MgSO4, 0,01 % (w/v) Gelatine| gelost und
erneut ausplattiert. Der zweite Isolierungsschritt verlief analog zum ersten, jedoch wurden
hier kleine Petrischalen (82 mm) und die entsprechend kleineren Nylonfilter verwendet.
Die isolierten Sekundérklone wurden geméf der Stratagene-Anleitung durch in vivo Ex-
cision in pBlueScript®-Phagemide iiberfithrt. Durch Restriktionsanalysen mit EcoRI und
Xhol wurden rekombinante Phagemide anhand der Insertgroffen fiir die Sequenzierung

ausgesucht.

2.9. 5’RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Das SCT-homologe Produkt des cDNA-Bank Screenings wurde mit Hilfe der RACE-PCR
am 5 Ende vervollstdndigt. Die Durchfithrung erfolgte nach Angaben des Herstellers mit
Hilfe des Gene Racer Kits von Invitrogen.

Die 5’RACE-PCR ist eine Methode zur Amplifizierung von DNA-Sequenzen ausgehend
von einem full length mRNA-templates mit Hilfe eines Primers gegen eine interne bekannte
Gensequenz und eines Primers gegen eine am 5’Ende der mRNA durch Ligation angefiigte
Adaptersequenz. 5 ug Gesamt-RNA von griinen B. napus-Samen (Stadium E, siehe Abbil-
dung 1.2) wurden zunéchst dephosphoryliert um abgebaute RNA bzw. ,nicht-mRNA’s* von
den nachfolgenden Ligationen auszuschliefsen. Intakte mRNA ist wihrend dieses Schrittes
durch die 5’Kappe vor der Dephosphorylierung geschiitzt. Anschliefsen wird die dephospho-
rylierte RNA einer TAP- (tobacco acid pyrophosphatase) Behandlung unterzogen um die
5’Kappe der mRNA zu entfernen. Nach der Ligation des Gene Racer Oligonukleotids und
der Umschreibung der mRNA in ¢cDNA wurde eine PCR mit einem genspezifischen Primer
(3’GSP1) und dem 5’GeneRacer Primer durchgefiihrt. Um die Spezifitat der entstandenen
PCR-Produkte zu erhéhen, wurde anschliefend eine PCR mit Primern (3'NestGSP1 und
5'NestGeneRacer), die innerhalb des ersten PCR-Produkts binden durchgefiihrt (nested
PCR). Als Polymerase wurde die Platinum Pfx Polymerase von Invitrogen (Karlsruhe)
verwendet. Das erhaltene Fragment wurde anschliefend mit Hilfe des Zero Blunt TOPO®
PCR Cloning Kit fiir Sequenzierung (Invitrogen, Karlsruhe) in den pCR®4Blunt-TOPO®

Vektor kloniert und sequenziert.
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2.10. Genome walking

Um die Gene upstream und downstream der BnSCT inklusive der Promotorsequenz zu
identifizieren, wurde ein ,Genome walking” mit dem GenomeWalker Kit der Firma Clon-
tech nach den Herstellerangaben durchgefiihrt. Diese Technik ermoglicht die Isolierung
unbekannter genomischer Sequenzen ausgehend von einer bekannten Nukleotidsequenz. Zu
Beginn steht die Herstellung einer GenomeWalker-Bank. 25 ug genomische DNA wurden
iiber Nact bei 37°C mit Restriktasen, die glatte Fragmentenden generieren (Dral, EcoRV,
Pvull und Sspl), inkubiert . Nach der Reinigung der DNA und der Ligation des GenomWal-
ker Adapters an das 5’ und 3’ Ende der genomischen DNA-Fragmente, kann eine PCR mit
einem genspezifischen Primer (3’GenWalk fiir 5’Genome walking und 5’GenWalk fiir 3’Ge-
nome walking) und einem Primer gegen den GenomeWalker Adapter (AP1) durchgefiihrt
werden. Um die Spezifitat zu erhohen wurde eine nested PCR durchgefiihrt (Primer: 3’Nes-
tedGenWalk und AP2 bzw. 5'NestedGenWalk und AP2). Fiir die PCR wurde der Platinum
PCR SuperMix High Fidelity der Firma Invitrogen verwendet. Die grofiten der erhaltenen
Fragmente wurden aus dem Gel eluiert (Abschnitt 2.4.7), in den Vektor pGEM®T Easy
kloniert (Abschnitt 2.5.2) und iiber Sequenzanalyse verifiziert.

2.11. Screening einer genomischen Bank von B. napus

Das Screening der genomischen Bank erfolgte in Kooperation mit Dr. Rod Snowdon vom
Institut fiir Planzenbau und Pflanzenziichtung der Justus-Liebig-Universitit Giefsen.
drei Macroarrays, die insgesamt mehr als 80.000 BAC-Klone enthielten wurden wie in
Abschnitt 2.6.6 mit einer radioaktiv markierten Sonde (a- 33P-dATP markierte BnSCT-
c¢DNA) hybridisiert. Die erhaltenen Signale wurden anhand ihre Koordinaten den entspre-
chenden BAC-Klonen zugeordnet. Aus diesen Klonen wurde wie in Abschnitt 2.4.4 be-
schrieben ist, die BAC-DNA isoliert. Zur ndheren Charakterisierung wurden verschiedene
PCRs durchgefiihrt, die in Abschnitt 3.4.2 néher erldutert werden. Interessante DNA-
Fragmente wurden fiir die Sequenzierung subkloniert. Dazu wurde die BAC-DNA mit
EcoRI-verdaut und die erhaltenen Fragmente mit Hilfe der modifizierten Ligationsme-
thode, die in Abschnitt 2.5.2 beschrieben ist, in den ebenfalls EcoRI-gespaltenen Vektor
pYES2 der Firma Invitrogen ligiert. Die Klone mit dem gewiinschten Insert wurden durch
Koloniehybridisierung mit einer Digoxigenin-markierten BnSCT-cDNA als Sonde identi-
fiziert (Abschnitt 2.6.7). Dies wurde nach Plasmidisolation durch eine PCR mit Primern
gegen die BnSCT (5’SCTBn und 3’SCTBn) und der anschliefilenden Sequenzierung iiber-
prift.
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2.12. Analyse von Promotoraktivitiaten in Pflanzen

Um die putativen Promotorregionen auf transkriptionale Funktion zu testen, wurden Fu-
sionskonstrukte mit dem promotorlosen GUS-Gen (uidA) aus E. coli, das fiir eine (-
Glucuronidase codiert, hergestellt. 729 bp upstream von BnSCT1 aus B. napus (pBnSCT1)
und 722 bp upstream von BrSCT1 aus B.rapa (pBrSCT1) wurden mittels PCR (Primer
5 Xho-pSCT und 3’Bam-pSCTBn bzw. 3'Bam-pSCTBr) unter Insertion der Schnittstellen
Xhol und BamHI amplifiziert und durch die modifizierte Ligationsmethode (Abschnitt
2.5.2) anstelle des 35S-Promotors in den Vektor 35SGUSpGREEN iiberfiihrt. Durch Agro-
bacterium-vermitteln Gentransfer wurden die Fusionskonstrukte in A. thaliana transfor-

miert.

Die enzymatische Aktivitéit der -Glucuronidase ldsst sich im Gewebe der Pflanze histoche-
misch mittels einer Farbreaktion nachweisen, wobei das Substrat 5-Brom-4-chlorindolyl-3-
D-Glucoronid (X-Gluc) zu dem schwer 16slichen Indigo-Farbstoff 5,5 “-Dibrom-4,4 "-dichlor-
Indigo umgesetzt wird, der an den Orten der Enzymaktivitiat ausfallt (Jefferson et al.,
1987). Fiir die Analysen wurden die Schale von reifen Samen der transgenen A. thaliana-
Linien mit einer Rasierklinge gedffnet. Nach Vakuuminfiltration der perforierten Samen
erfolgte eine Inkubation in der GUS-Féarbelosung [100 mM NaPi (pH 7,0), 0,5 mM X-Gluc,
1 mM EDTA, 0,05 % (v/v) Triton X-100, 0,1 mM Kj3[Fe(CN)g], 0,1 mM K,y|Fe(CN)g|| fiir
2 Tage bei 37°C. Anschliefend wurden die Proben in 70 % (v/v) Ethanol {iberfiihrt, am

Stereomikroskop ausgewertet und fotografiert.

Fiir die zelluldren Analysen war eine Fixierung der perforierten Samen notwendig (30 min,
0,3 % (w/v) Formaldehyd in 50 mM NaPi (pH 7,0), 1 mM EDTA). Nachdem die Pro-
ben kurz in Natriumphosphatpuffer gewaschen wurden, folgte die Inkubation in der GUS-
Farbelosung fiir 2 Tage bei 37°C. Die GUS-gefarbten Proben wurden in einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert und in PEG eingebettet (Abschnitt 2.14.1). Die Auswertung der
4 pm dicken Schnitte erfolgte anschlielfend am Lichtmikroskop.

2.13. Heterologe Proteinexpression

2.13.1. Expression in E. coli

Fiir die bakterielle Expression von BnSCT1 kamen das pQE60-Vektorsystem (Qiagen)
und das pET28a(-+)-Vektorsystem (Novagen, Darmstadt) zum Einsatz. Dazu wurde die
Sequenz der BnSCT1-cDNA ohne das putative Signalpeptid durch PCR mit der Primer-
kombination 5’Nco-Expr/3’Sma-Expr amplifiziert, in den Klonierungsvektor pGEM®-T
Easy (Promega, Madison WI, USA) subkloniert und sequenziert. Der korrekte Leserahmen
wurde iiber Ncol und Smal in den Vektor pIVEX 2.3d (Roche, Mannheim) subkloniert, wo-

durch die Sequenz mit einer C-terminalen 6 x Histidinsequenz (His-tag) fusioniert wurde.
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Uber die Schnittstellen Ncol und BamHI wurde die BnSCT1-cDNA inklusive des His-tags
ausgeschnitten und in den Vektor pQE60, der mit den gleichen Enzymen geschnitten wur-

de, ligiert und in den Expressionsstamm M15[pRep4| (Qiagen, Hilden) transformiert.

Weiterhin wurde eine Expression mit dem Vektor in pET28a(+) (Novagen, Darmstadt)

durchgefiihrt. Die Klonierung erfolgte wie beim pQE-Vektorsystem. Nach der Subklonie-

rung in den Vektor pIVEX 2.3d (Roche, Mannheim), wodurch wiederum ein C-terminaler

6 x His-tag eingefiigt wurde, erfolgte die Klonierung in den pET28a(+)-Vektor iiber die Re-

striktionsschnittstellen Ncol und BamHI und die Transformation in E. coli BL21-CodonPlus
(DE3)-RIL Zellen (Stratagene, LaJolla CA, USA).

Fiir die Proteinexpression wurden 5 ml LB-Medium mit dem entprechenden Antibiotikum
versetzt, mit einer Ubernachtkultur beimpft und bei 37°C unter Schiitteln (180 rpm) inku-
biert. Nach Erreichen einer ODggg von 0,6 wurde die Expression durch Zugabe von IPTG,
einem nicht metabolisierbaren Analogon zu Galactose, das den lac-Repressor bindet und
somit die lac-Operatorsequenzen auf dem Expressionsplasmid freigibt, induziert. Die Zel-
len wurden bei 37°C fiir weitere 4 h inkubiert und nachfolgend durch Zentrifugation (10
min, 4°C, 5000 x g) vom Medium getrennt. Die Proteinextraktion erfolgte wie in Abschnitt
2.7.1 beschrieben ist.

2.13.2. Expression in S. cerevisiae

Die heterologe Expression von BnSCTI1 in S. cerevisiae erfolgte mit Hilfe des Vektor-
systems pYES2/INVScl (Invitrogen, Karlsruhe). Der vollstandige codierende Bereich der
BnSCT1-cDNA wurde mit Hilfe der Primer 5’Hind-pYES und 3’Bam-pYES unter Inser-
tion der Restriktionsschnittstellen HindIII und BamHI, der Kozak-Sequenz |[ANNATGG,
(Kozak, 1987, 1990, 1991, 1997)| und eines C-terminalen 6 x His-tag durch PCR amplifi-
ziert und in den Vektor pGEM®-T Easy (Promega, Madison WI, USA) subkloniert. Nach
Sequenzierung erfolgte die Klonierung in den Vektor pYES2 und die Transformation in die
S. cerevisiae-Zellen INVScl (Abschnitt 2.3.2). Weiterhin wurde nach dem selben Schema
ein Expressionskonstrukt ohne His-tag mit Hilfe des 3’Primers 3’Bam-Kompl hergestellt.
Die erfolgreiche Transformation wurde durch eine Plasmidisolation und Restriktionsverdau

iiberpriift.

Fiir die heterologe Expression wurden 50 ml SC-Uracil-Medium mit 2 % (w/v) Raffinose
mit dem jeweiligen rekombinanten Hefestamm beeimpft und {iber Nacht bei 30°C unter
Schiitteln (200 rpm) inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1500 x g fiir 5
min pelletiert, in 50 ml Induktionsmedium [SC-Uracil, 2 % (w/v) Galactose| resuspendiert
und bei 30 °C geschiittelt. Fiir die Analyse der Expression wurden Proben 2, 4, 8, 12 und 24
h nach der Induktion entnommen. Dazu wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 1500 x

g fiir 5 min sedimentiert und mit sterilem Wasser gewaschen. Bis zur weiteren Verwendung
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erfolgte eine Lagerung bei -80 °C. Die Proteinextraktion erfolgte wie in Abschnitt 2.7.1

beschrieben ist.

2.13.3. Expression in N. tabacum

Die heterologe Expression von BnSCT1 in Tabak erfolgte unter der Kontrolle des lichtre-
gulierten Promotors der kleinen Rubisco Untereinheit (RbcS1) aus Asteraceous chrysan-
themum in Vektoren der pImpact-Serie (Plant Research International, Wageningen, NL).
Es wurde ein Konstrukt mit einem C-teminalen His-tag sowie ein alternatives ohne His-tag
hergestellt. Fiir das Expressionskonstrukt mit His-tag wurde der Leserahmen und 8 Nu-
kleotide der 5’UTR unter Insertion der Restriktionsschnittstellen Ncol und Notl iiber PCR
amplifiziert [Primer: 5’Nco-pImp, 3'Not-pImp], in den Vektor pGEM®T Easy subkloniert
und sequenziert. Die korrekte Sequenz wurde iiber Ncol und Notl in plmpactl.1-tag sub-
kloniert. Die gesamte Expressionskassette wurde nach Restriktionsverdau mit Ascl und
Pacl in den Vektor pBINPLUS iiberfithrt und in A. tumefaciens GV2260 transformiert.
Fiir das Expressionskonstrukt ohne His-tag wurde das Fragment, welches fiir die Komple-
mentation in pGEM-TEasy subkloniert wurde (Abschnitt 3.2), verwendet. Der Leserah-
men von BnSCT1 wurde aus diesem Konstrukt durch Notl-Restriktion isoliert und in den
durch Notl linearisierten Vektor pImpactl.1 subkloniert. Aus diesem wurde wiederum die
gesamte Expressionskasette nach Restriktion mit Ascl und Pacl in den bindren Vektor
pBINPLUS (Plant Research International, Wageningen, NL) iiberfiihrt. Das rekombinante

Plasmid wurde in den A. tumefaciens GV2260 transformiert.

Agrobakterien mit einem der beiden Expressionsplasmide bzw. dem Vektor pBINPLUS
wurden in die Blatter von etwa 10 Wochen alten N. tabacum-Pflanzen transformiert (Ab-
schnitt 2.2.3). Nach 3 bzw. 5 Tagen wurden die Blétter geerntet und entweder sofort wei-
terverarbeitet oder bei -80°C gelagert. Die Proteinextraktion erfolgte durch Aufschluss des
Blattmaterials in 1 ml 0,1 M NaPi (pH 7,0) je 100 mg Frischgewicht mit Hilfe des Glas-
homogenisators (VWR, International, Wien), gefolgt von einer 5 miniitigen Zentrifugation
bei 10.000 x g (4°C).

2.14. Cytologische Methoden

2.14.1. Lichtmikroskopische Methoden
Fixierung und Einbettung in Polyethylenglycol (PEG)

Die Schalen der verschiedenen Samenstadien von B. napus wurden vor der Fixierung mit
einer Nadel perforiert um eine bessere Infiltration zu gewéhrleisten. Die Samen wurden im
Fixativ [4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS, 0,1 % (v/v) Triton X-100] fiir mindestens
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15 min unter Vakuum infiltriert und anschlieftend fiir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen in PBS [1,5 mM KHyPOy4, 8 mM NagHPOy,, 135 mM NaCl, 3
mM KCI (pH 7,0)] wurden die Proben in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert und
anschlieffend schrittweise mit PEG infiltriert. Es wurde ein PEG-Gemisch von PEG1500
und PEG4000 im Verhéltnis 2:1 (w/w) verwendet. Ein detailliertes Ablaufschema ist in
Tabelle 2.4 angegeben. Die infiltrierten Proben wurden in Einbettungsformen {iberfiihrt,

in PEG eingebettet und langsam abgekiihlt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei 4°C.

Loésung Inkubationszeit Temperatur
Fixativ 3h RT
PBS 2 x 15 min RT
10 % (v/v) Ethanol 30 min RT
30 % (v/v) Ethanol 60 min RT
50 % (v/v) Ethanol 60 min RT
70 % (v/v) Ethanol iber Nacht 4°C
90 % (v/v) Ethanol 30 min RT
100 % Ethanol 30 min RT
100 % Ethanol 60 min 55°C
Ethanol:PEG [3:1 (v/v)] 2h 55°C
Ethanol:PEG [1:1 (v/v)] 2h 55°C
Ethanol:PEG [1:3 (v/v)] iiber Nacht 55°C
PEG 4 h 55°C
PEG (offene Gefife) 4 h 55°C

Tabelle 2.4.: Fixierung und Einbettung verschiedener Samenstadien von B. napus in PEG.

Poly-L-Lysin Beschichtung von Objekttriagern

Die Objekttrager wurden mit einem Glasstift nummeriert und die Oberseite eindeutig
markiert. Danach wurden sie zur Reinigung 30 min in 70 % (v/v) Ethanol gespiilt und
anschliefsend getrocknet. 60 pl Poly-L-Lysinlosung (Sigma, Miinchen) werden auf einen
Objekttrager pipettiert und ein zweiter umgekehrt so auf dem ersten platziert, dass sich
die Poly-L-Lysinlosung blasenfrei zwischen den beiden verteilt. Nach einer Inkubation von
30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer wurden die Objektrager in einer
Petrischale mit destilliertem Wasser vorsichtig voneinander getrennt. Sie wurden mit destil-
liertem Wasser gespiilt und {iber Nacht getrocknet. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte
die Lagerung bei -20°C.

Immunmarkierung

Mit einem Rotationsmikrotom wurden Schnitte von 4 pm Dicke angefertigt und mit Hilfe
eines Tropfen 40 % (w/v) PEG 6000 in PBS auf einen mit Poly-L-Lysin beschichteten Ob-
jekttrager (Abschnitt 2.14.1) aufgetragen. Das Einbettungsmedium (PEG) wurde durch
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zweimaliges Waschen der Schnitte mit PBS entfernt. Freie Aldehydgruppen wurden durch
Behandlung mit 0,1 M NH4CI in PBS blockiert (5 min). Anschliefend erfolgte die Blockie-
rung freier unspezifischer Bindungsstellen durch 30-miniitige Inkubation in Blockierungs-
16sung (5 % (w/v) BSA in PBS). Die Schnitte wurden iiber Nacht bei 4 °C mit 250 pl des
priméren Antikorpers (1:1000 in Blockierungslosung) in einer feuchten Kammer inkubiert.
Nach viermaligem Waschen mit 0,1 % (w/v) BSA in PBS erfolgte die Inkubation mit dem
Sekundérantikorper (1:1000 in Blockierungslosung) fiir 60 min bei 37 °C in einer feuchten
Kammer. Dieser und alle folgenden Schritte wurden unter Lichtabschluss durchgefiihrt,
um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden. Nach dreimaligem Waschen in
PBS wurden die Schnitte entweder direkt in Citifluor/Glycerol (Plano, Wetzlar) eingede-

ckelt und mit Nagellack versiegelt oder fiir Gegenfarbungen weiterverwendet.

Cytologische Farbetechniken

DNA-Farbung mit DAPI

DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid, Molecular Probes) ist ein Fluoreszenz-
farbstoff, der an DNA bindet und eignet sich daher zum Nachweis von Zellkernen. Ebenso
wird die DNA in Plastiden und Mitochondrien sichtbar gemacht. Die Objekttrager mit den
Schnitten wurden fiir 15 min in einer dunklen Kiivette in einer DAPI-Losung (1 pg/ml in
PBS) inkubiert und anschliefend 2 x 10 min in PBS gewaschen, in Citifluor/PBS (Plano,
Wetzlar) eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte
durch Anregung mit UV-Licht (350 nm).

Starkefarbung mit LUGOLscher Lésung
LUGOLsLosung (Roth) enthélt ein Gemisch von Kaliumiodid und Tod im Verhétnis 2:1

(v/v) und fithrt zu einer blau-schwarzen Anférbung der Stérke in Pflanzenzellen. Die Ob-
jekttrager mit den Schnitten wurden fiir 5 min mit LUGOLsL6sung inkubiert, anschliefsend
kurz in Wasser gespiilt und in PBS bzw. Citifluor/PBS (Plano, Wetzlar) eingedeckelt und

mit Nagellack versiegelt.

Proteinfarbung mit Coomassie-Losung

Die Anfarbung der Proteinkorper im Samen erfolgte durch eine Inkubation der Schnitte
fiir 30 min in Coomassie-Losung [0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 10 % (v/v)
Essigsaure, 40 % (v/v) Methanol|. Anschliefend wurde kurz in 7 % Essigsdure gespiilt, in
Glycerol/PBS eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt.

Mikroskopische Analyse und Bildverarbeitung

Die immunmarkierten und gefiarbten Schnitte wurden an einem Hellfeldmikroskop (Zeiss

Axioplan), einem Fluoreszensmikroskop (Zeiss Axioskop II) und an einem Konfokalmikro-
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skop (Zeiss LSM 510 Meta) ausgewertet. Die Detektion der Fluoreszenz am Axioskop II
erfolgte durch Blauanregung (Alexa 488, griine Fluoreszenz bei 495 nm), Griinanregung
(Alexa 546, rote Fluoreszenz bei 556 nm) und UV-Anregung (DAPI, blaue Fluoreszenz bei
350 nm). Das Konfokalmikroskop wurde im Multitrack-Modus mit den in Tabelle 2.5 dar-
gestellten Kanaleinstellungen betrieben. Die Verarbeitung der optischen Schnitte erfolgte
mit der Zeiss LSM 510 Meta-Software sowie dem LSMIX-Programm (Zeiss). Eine weitere
Bildbearbeitung wurde mit dem Programm Adobe Photoshop 6.0 durchgefiihrt.

Kanal Anregungswellenlange Emissionsfilter Farbstoff
1 (rot) 543 nm LP 560 Alexab46
2 (griin) 488 nm BP 505-530 Alexad88
3 (blau) 351 nm BP 385-470 DAPI
4 (weif) 543 nm - DIC

Tabelle 2.5.: Kanaleinstellungen am LSM 510 Meta bei der Auswertung der immunmarkierten
und gefirbten Samenschnitte. LP: Langpassfilter; BP: Bandpassfilter; DAPI: 4’,6-Diamidino-2-
phenylindoldihydrochlorid; DIC: Differentieller Interferenzkontrast (nicht konfokal).

2.14.2. Elektronenmikroskopische Methoden
Fixierung und Einbettung in LRWhite

Die Keimblatter (Samenstadium E) von B. napus wurden aus der Samenschale prapariert
und in kleine Stiicke geteilt. Die Proben wurden im Fixativ [3 % (w/v) Paraformaldehyd
und 0,25 % (v/v) Glutaraldehyd in PBS (pH 7,0)] fiir mindestens 15 min unter Vakuum
infiltriert und anschliefend fiir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem Wa-
schen wurden die Proben in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert und anschliefsend
durch langsames Zutropfen iiber einen Zeitraum von 24 h mit LRWhite infiltriert. Zuletzt
wurde noch 3 x in reinem LRWhite inkubiert. Ein detailliertes Ablaufschema ist in Tabelle
2.6 angegeben. Die infiltrierten Proben wurden in Gelatinekapseln iiberfiihrt, in LRWhi-
te eingebettet und 24 h bei 60°C auspolymerisiert. Die Lagerung der Proben erfolgte bei
4°C.

Immunmarkierung

Mit einem Ultramikrotom wurden Ultradiinnschnitte von 90 nm Dicke angefertigt und auf
Formvar-beschichtete Nickelnetzobjekttréger (Grids) aufgebracht. Die Blockierung unspe-
zifischer Bindungsstellen erfolgte durch 30-miniitige Inkubation in Blockierungslosung [1
% (w/v) actetylisiertes BSA, 0,2 % (v/v) Tween®20 in PBS (pH 7,0)]. Die Schnitte wur-
den iiber Nacht bei 4 °C mit dem priméren Antikorper [Kaninchen-Anti-BnSCT; 1:100 in
Blockierungslésung] inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit der Blockierungslosung er-

folgte die Inkubation mit dem Sekundarantikorper [Ziege-Anti-Kaninchen-6nm Gold, 1:50
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Losung Inkubationszeit Temperatur
Fixativ 3h RT
PBS 2 x 15 min RT
10 % (v/v) Ethanol 60 min RT
30 % (v/v) Ethanol 60 min RT
50 % (v/v) Ethanol 60 min RT
70 % (v/v) Ethanol tiber Nacht 4°C
90 % (v/v) Ethanol 60 min RT
100 % Ethanol 60 min RT
FEthanol—-LRWhite 24 h RT
LRWhite 3h RT
LRWhite 12 h RT
LRWhite 24 h RT

Tabelle 2.6.: Fixierung und Einbettung von Kotyledonen aus B. napus in LRWhite.

in Blockierungslosung] fiir 90 min. Nach viermaligem Waschen in Wasser erfolgte die Nach-

kontrastierung mit 1 % (w/v) Uranylacetat und Bleicitrat fiir jeweils 10 min.

2.15. Statistische Auswertungen

Ob beobachtete Unterschiede zweier Mefsreihen signifikant sind, wurde anhand des ,,Zwei-
stichproben-t-Tests: Gleicher Varianzen* mit Hilfe des Programms Microsoft Excel {iber-
priift. Als hypothetische Differenz der Mittelwerte wurde 0 angenommen. Die Irrtumswahr-
scheinlichkeit betrug 5 %, (Signifikanzniveau a=0,05). Ist der errechnete p-Wert der Ana-
lyse kleiner als das festgelegte Signifikanzniveau von 0,05, so liegt statistische Signifikanz
vor. Ob es eine Beziehung zwischen zwei Eigenschaften gibt, wurde durch Berechnung des
Korrelationskoeffizienten mit Hilfe des Programms Microsoft Excel festgestellt. Der Kor-
relationskoeffizient hat einen Wert zwischen -1 und 1. Ist der errechnete Wert Null stehen

die gemessenen Eigenschaften nicht in Beziehung zueinander.
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierung einer BnSCT-cDNA und Sequenzanalysen

Ausgangsmaterial fiir die Klonierungsarbeiten war ein 240 bp groffes DNA-Fragment, das
durch PCR an einer A-ZAP cDNA-Bank aus griinen Samen von B. napus mit einem de-
generierten Primer gegen ein konserviertes Aminoséuresequenz-Motiv von Acyltransfera-
sen (GDHDM) und einem T7-Standardprimer amplifiziert wurde (Milkowski et al., 2004).
Dieses Fragment wurde als homologe Sonde fiir das Screening der cDNA-Bank mittels
Plaque-Hybridisierung eingesetzt (Abschnitt 2.8). Nach dreifachem Screening der Bank
(ca. 500.000 Klone) konnten drei Klone mit einer Insert-Grofe von 905 bp (SCP1), 920 bp
(SCP2) und 874 bp (SCP3) isoliert werden, die nach Datenbankanalysen (NCBI!, BlastX)
hohe Sequenzidentitdten zu pflanzlichen Serin-Carboxypeptidasen zeigten. Die isolierten
Fragmente enthielten den 3’-Bereich einer codierenden Sequenz sowie die 3’-untranslatierte
Region (3’UTR) einschlieklich der Poly-A-Region. Sequenzvergleiche zeigten, dass die Frag-
mente SCP2 und SCP3 auf Nukleotidebene zu 100 % identisch sind und sich lediglich in der
Lénge der 3’UTR unterscheiden (Abbildung 3.1). Die Poly-A-Region von SCP2 beginnt 47
Nukleotide spéter als bei SCP3. Beide Fragmente zeigten 97 % Sequenzidentitit zu SCP1.
Auffallig ist hierbei, dass sich der Hauptteil der nicht tibereinstimmenden Nukleotide in

der 3’UTR befindet.

Das in Vertebraten universelle AAUAAA-Motiv fiir die Polyadenylierung wurde in keiner
der drei Nukleotidsequenzen gefunden. Rothnie et al. (1994) zeigten durch Mutagenese-
Analysen, dass Varianten dieses Motivs, die einen Nukleotidaustausch tragen, fiir die
3’Prozessierung in Pflanzen ausreichen. Diese Varianten einbeziehend, konnten fiir alle
drei cDNA-Klone mehrere putative Polyadenylierungssignale gefunden werden. Diese sind

in Abbildung A.1 im Anhang zusammengefafst.

"http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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SCP1 GTTCTTGGAAACCCTGCAGTACGTACAAACTTAGAACCAAATCATAGAGTTTCATTTGCGCATCGGATGGGACTTATTTCAGATGAGCTCCATGAGTCACTTGAAAGAAA
SCP2
SCP3

SCP1
SCP2
SCP3

SCP1
SCP2
SCP3

SCP1
SCP2
SCP3

SCP1
SCP2
SCP3

SCP1
SCP2
SCP3

SCP1
SCP2
SCP3

SCP1 TGGTGAATCTCTCTGAAGTTCCTCACTCACTTCTCTCTCTCTCTGTCAAAAGTTTCATGAGTTGCTTTTG-TTTTCGTTTATGGTTATT-AAGT-CAAAAATTAAAAATA
SCP2 TA.T A . .GTuiiinnnnnn. Tevunn Toveniinnnns T.evun C.oo . .BAAL .ot T....
SCP3 R

SCP1
SCP2
SCP3

Abbildung 3.1.: Sequenzvergleich der 5’-unvollstandigen putativen BnSCT-cDNAs. Nicht iiber-
einstimmende Sequenzen sind rot dargestellt. Das putative Stopcodon ist unterstrichen.

Um eine full length-cDNA zu isolieren wurde eine 5’ RACE-PCR durchgefiihrt (Abschnitt
2.9). Es konnte ein 945 bp grofes Fragment amplifiziert werden (RACEL), das den fehlenden
5-Bereich des Leserahmens der unvollstindigen cDNA-Klone enthielt (Abbildung 3.2).

1 ATGCAAGGCTAGTGACACCAAGAAGCGGAGAAAATGAGAAATCTTTACTTTCTAGTCTTATTTCCGTTGAGCATCTTGATTTTGGTTGATGCTTCTTTGC
101 ATGTGAAGTATCTTCCTIGGTCTTGAAGGTCCTCTTCCTTTTGAGCTCGAGACTGGGTATGTGAGTGTTGGTGAATCTGGAGATGTTGAGCTCTTTTACTA
201 CTTTGTGAAATCAGAGAGCAATCCAGATAAAGATCCTCTCATGATTTGGCTAACGGGTGGGCCTGGATGCAGCTCAATTTGTGGTTTACTCTTTGCAAAT
301 GGTCCTTTGGCTTTTAAAGGGGATGAGTATAATGGGACACTGCCTCCTTTAGAGCTAACATCTTTTTCTTGGACAAAGGTGGCTAACATTTTATATTTGG
401 AATCTCCTGCTGGTTCTGGATATTCTTATGCCAAAACTCGGCGTGCTGCTGAGACGAGCGACACCAAACAAATTCACCAAATCGACCAGTTCCTTAGGAG
501 TTGGTTTGTGGACCACCCTGAGTTTATATCCAATTCATTTTACGTTGGTGGAGATTCATATTCCGGGAAGATTGTTCCAGGAGTTGTGCAACAGATTTCA
601 CTTGGAAATGAAAAAGGTCTCACACCACTCATAAATATTAAGGGATATGTTCTTGGAAACCCTGCAGTACGTACAAACTTAGAACCAAATCATAGAGTTT
701 CATTTGCGCATCGGATGGGACTTATTTCAGATGAGCTCCATGAGTCACTTGAAAGAAACTGTGGAGGCAAATTCTTTAACGTAGATCCAAGTAATGCAAA
801 ATGTTCAAATGGGCTTCTAGCTTATCATCAGTGTATCTCAGAGATATACATAGAGCAGATTTTGTTACCAAACTGCAAAGTAGATTATGTCTTAGCAGAC
901 ATATCACAAACCTTACCAAATATCAGAACCAGTCGAAGAAGAGAC

Abbildung 3.2.: Nukleotidsequenz des 5’Race-Fragments (RACE1). Das Startcodon ist unter-
strichen. Die neu dazugewonnene 5’Sequenz ist rot dargestellt.

Anhand der durch Screening und 5’Race gewonnenen Sequenzinformation wurden zwei Pri-
mer fiir die Amplifizierung des kompletten Leserahmens abgeleitet (5’SCTBn, 3’'SCTBn).
Mit diesen Primern konnten durch RT-PCR an ¢cDNA von griinen B. napus Samen vier
cDNAs isoliert werden (BnSCT1, BnSCT2, BnSCT3 und BnSCT4), die jeweils eine codie-
rende Sequenz von 1401 bp umfassten. Die cDNAs zeigten eine Sequenzidentitat von 99 %
(Abbildung A.2). Die daraus abgeleiteten Proteine umfassen 466 Aminosduren und sind
zu 98 % identisch. Datenbankanalysen zeigten eine Sequenzidentitiat von 84 % zu SNG2
(AY033947) aus A. thaliana. Die hohen Identititen zu diesem Gen, das fiir das SCT-Protein
codiert (Shirley et al., 2001) lieferten die ersten Beweise, dass es sich bei den klonierten
Leserahmen um cDNAs handelt, die in B. napus fiir eine SCT codieren (Abbildung 3.3).
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Die abgeleiteten Proteine haben ein Molekulargewicht von 52,5 kDa und zeigen die typi-
schen Merkmale der SCPL-Proteine. Sie enthalten in konservierter Position die Aminoséu-
ren Serin, Histidin und Aspartat, die in den Serincarboxypeptidasen (SCPs) die katalyti-
sche Triade bilden (Bech und Breddam, 1989; Hayashi und Stein, 1973; Hayashi et al., 1975;
Liao und Remington, 1990; Liao et al., 1992). Laut der Peptidase-Datenbank MEROPS?
konnen die Proteine als Nicht-Peptidase Homologe der Peptidasefamilie S10 klassifiziert
werden. Innerhalb der abgeleiteten Proteinsequenzen wurden die von Vogt et al. (1993)
nach der Reinigung des SCT-Proteins aus B. napus erhaltenen vier Peptidfragmente wie-
dergefunden (IDGES; NILYLEDPAG; IVPGAAQQILLGNRK und GYVLGNPAV). Com-
putergestiitzte Analysen der N-terminalen Sequenzen sagten eine putative Signalsequenz
voraus, die wahrscheinlich post-translational nach der Aminosidure A20 abgespalten wird
(SignalP 3.0%).

BnSCT1 MRNLYFLVLFPLSILI***LVDASLHVKYLPGLEGPLPFELETGYVSVGESGDVELFYYFVKSESNPDKDPLMIWLTGGPGCSSICGLLFANGPLAFKGD
BnSCT2  |.eiiiinnnnnnn.. e T Reviieiiiiiiiiniienaaas F.S.........N
BnSCT3  |..iiiiininnnnn.. e Geveirnnnnnnnonnns PPN
BnsCT4 ............G.A.———. T P PN
AtSCT ....S5.1. .TLFFIHH. TS D T O Iitieieenionnnnns R.eEN .. ittt ittt ieientnenannne

++++++D+++ ++++++H++H 4R
BnSCT1 EYNGTLPPLELTSFSWTKVANILYLESPAGSGYSYAKTRRAAETSDTKQIHQIDQFLRSWFVDHPEFISNSFYVGGDEYSGKIVPGVVQQISLGNEKGLT

BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4
AtSCT

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnsSCT4
AtSCT P € PN VIDK.I.T.Y..P...G........F..... S.......c. .. .R..N.Q..DH.M....S.H...R.. et eiens it PN

BnSCT1 RTSRRRELKEFSRNDSSSLPPPSCFTYRYFLSAFWANDENVRRALGVKKGFGKWSRCNTONIPYTYDIHNAIPYHVNNSRKGFRALIYSGDHEMMIPFSS
BnSCT2 . .
BnSCT3
BnSCT4 .. .. ..
AtSCT D e VM Ve e e e e s -V...N...S...... FE.F..V.euun.. LieeeSevene.eSuVa.L.

BnSCT1 TEAWIKSLNYSIVDDWRPWMMNSNQVAGYTRTYANKMTFATIKGGGITAEYNPDQCSLMFKRWIDGESL*
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4
AtSCT

Abbildung 3.3.: Sequenzvergleich der abgeleiteten BnSCT-Proteine mit der SCT aus A. thalia-
na. Unterschiedliche AS sind rot und &dhnliche griin dargestellt. Die N-teminale Signalsequenz ist
eingerahmt. Die katalytische Triade der SCPs ist blau hinterlegt. Putative N-Glykosilierungsstellen
sind unterstrichen. Peptidfragmente nach Vogt et al. (1993) sind markiert (+).

Shirley und Chapple (2003) beschreiben fiir die SCT aus A.thaliana anhand von Sequenz-
analysen und Expressionsexperimenten in S. cerevisiae eine heterodimere Struktur des
Proteins, die durch das Herausspalten eines Endopeptids entsteht. Durch Kristallisations-
analysen wurde die dimere Struktur der Serin-Carboxypeptidase IT (CPDWII) aus Weizen
aufgeklart (Liao und Remington, 1990; Liao et al., 1992). Die in der Datenbank anno-
tierte 5’-unvollstindige cDNA der CPDWII (P08819) zeigt 21 AS, die post-translational
herausgeschnitten werden, um das reife Protein zu bilden. Fiir die SMT aus A. thaliana
(AF275313) wurde dagegen eine monomere Struktur beschrieben (Hause et al., 2002). Der

2http:merops.sanger.ac.uk
Shttp://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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Sequenzvergleich der abgeleiteten Proteine der klonierten BnSCT-cDNAs mit der CPDWII
aus Weizen und der SMT bzw. SCT aus A. thaliana lafst vermuten, dass die BnSCT endo-
proteolytisch gespalten wird (Abbildung 3.4). Das bedeutet, dass das Protein wahrschein-
lich als ein Heterodimer vorliegt, dessen Untereinheiten ein Molekulargewicht von 29 und
18 kDa haben koénnten. Dies korreliert mit der Grofe der fiir die SCT aus A. thaliana be-
schriebenen Untereinheiten (Shirley und Chapple, 2003). Weiterhin konnten vier putative
N-Glykosilierungsstellen vorhergesagt werden (NetNGlyc 1.0%).

BnSCT1 MRNLYFLVLFPLSILI---LVDASLH----VKYLPGLEGPLPFELETGYVSVGESGDVELFYYFVKSESNPDKDPLMIWLTGGPGCSSICGLLFANGPLAFKGDEYNGT--LPP----LELTSFSWTKVA
AtSCT MRNLSFIVLFLLTLFFIHHLVDASLL----VKSLPGFEGPLPFELETGYVSIGESGDVELFYYFVKSERNPENDPLMIWLTGGPGCSSICGLLFANGPLAFKGDEYNGT --VPP----LELTSFSWTKVA
AtSMT -MSLKIKFLLLLVLYH---HVDSASI----VKFLPGFEGPLPFELETGYIGIGEDENVQOFFYYFIKSENNPKEDPLLIWLNGGPGCSCLGGI IFENGPVGLKFEVFNGS--APS—----LFSTTYSWTKMA
CPDWII ~ ———————————————————-] VEPSGHAADRIARLPG-QPAVDEFDMYSGY ITVDEGAGRSLEYLLQEAPEDAQPAPLVLWLNGGPGCSSV-————————— AYGASEELGAFRVKPRGAGLVLNEYRWNKVA

BnSCT1 NILYLESPAGSGYSYAKTRRAAETS-DTKQIHQIDQFLRSWFVDHPEFISNSFYVGGDSYSGKIVPGVVQQISLGNEKGLTPLINIKGYVLGNPAVRTNLEPNHRVSFAHRMGLISDELHESLERNCGGK
AtSCT NILYLEAPAGSGYSYAKTRRAFESS-DTKQMHQIDQFLRSWEVKHPEFISNPFYVGGDSYSGKIVPGAVOQISLGNEKGLTPLINIQGYVLGNPVTDKNIETNYRVPFAHGMGLISDELFESLERSCGGK
AtSMT NIIFLDQPVGSGFSYSKTP-IDKTG-DISEVKRTHEFLOKWLSRHPQYFSNPLYVVGDSYSGMIVPALVQEISQGNYICCEPPINLQGYMLGNPVTYMDFEQNFRIPYAYGMGLISDEI YEPMKRICNGN
CPDWII NVLFLDSPAGVGFSYTNTSSDIYTSGDNRTAHDSYAFLAKWFERFPHYKYRDFYIAGESYAGHYVPELSQLV----HRSKNPVINLKGFMVGNGLIDDYHDYVGTFEFWWNHGIVSDDTYRRLKEACLHD

A \
BnSCT1 FENVDPSNA-KCSNGLLAYHQCISEIYIEQILLPNCKVDYVLADISQTLPNIRTSRRRELKEFSRNDSSSLPPPSCFTYRYFLSAFWANDENVRRALGVKKGF-GK---WSRCNTONIPYTYDI-HNATP

AtSCT FFNVDPSNA-RCSNNLQAYDHCMSEIYSEHILLRNCKVDYVLAD----TPNIRTDRRRVMKEFSVNDSSSLPPPSCFTYRYFLSAFWANDENVRRALGVKK-V-GK---WNRCNSQNIPYTFEI-FNAVP
AtSMT YYNVDPSNT-QCLKLTEEYHKCTAKINIHHILTPDC DVTNVTSPDCYYYPYHLIECWANDESVREALHIEKGSKGK---WARCN-RTIPYNHDI-VSSIP
CPDWIT SEF-THPSPACDAATDVATAEQGNIDMY--SLYTPVCNITSSSSSSSSSLSQORRSRGRY PWLTGSYD-~~---P-C-TERY--STAYYNRRDVQOMALHANVTG-AMNY TWATCSDT INTHWHDAPRSMLP

BnSCT1 YHVNNSRKGFRALIYSGDHDMMIPFSSTEAWIKSLNYSIVDDWRPWMMNSNQVAGY TRTYANKMTFATIKGGGHTAE-YNPDQCSLMFKRWIDGESL* ~
AtSCT YHVNNSLKGFRSLIYSGDHDSMVPFSSTQAWIRALNYSIVDDWRPWMMS SNQVAGY TRTYANKMTFATIKGGGHTAE-YTPDQCSLMFRRWIDGEPL* -
AtSMT YHMNNSISGYRSLIYSGDHDIAVPFLATQAWIRSLNYSPTHNWRPWMIN-NQTAGYTRAYSNKMTFATTIKGGGHTAE-YRPNETFIMFQRWISGQPL* —
CPDWII IYRELIAAGLRIWVESGDTDAVVPLTATRYSIGALGLPTTTSWYPWY-DDQEVGGWSQVYKG-LTLVSVRGAGHEVPLHRPRQALVLFQYFLQOGKPMPGQTKNAT

Abbildung 3.4.: Sequenzvergleich des abgeleitetn BnSCT1-Proteins aus B. napus mit der SCT
(AtSCT) und SMT (AtSMT) aus A. thaliana, sowie der Serin-Carboxypetidase II (CPDWII) aus
T. aestivum. Identische AS sind griin hinterlegt. Das Endopeptid der CPDWII ist unterstrichen.
Das putative Endopeptid der BnSCT1 ist durch Pfeilspitzen eingegrenzt.

3.2. Komplementation einer SCT-defizienten Mutante

Um die Funktionalitéit der klonierten cDNAs zu testen, wurde eine A. thaliana-Mutante
(SALK 002255), die eine T-DNA-Insertion im SNG2-Gen trigt, komplementiert. Im Ge-
gensatz zum Wildtyp, in dem Sinapin als Hauptkomponente im Samen akkumuliert, ist
die Mutante aufgrund des Fehlens einer funktionellen SCT nicht in der Lage Sinapin zu
bilden. Stattdessen akkumuliert Sinapoylglucose, ein Substrat der SCT. Nach Transfor-
mation der Mutante mit einer der klonierten cDNAs sollte diese wieder Sinapin bilden
konnen. Aufgrund der hohen Sequenzidentitdten wurde die Komplementation nur mit der
BnSCT1-cDNA durchgefiihrt. Als Basis fiir die Konstruktion des Komplementationskon-
struktes diente der bindre Vektor pLH7000 (Hausmann und Tépfer, 1999; Abbildung 3.5).

Der codierende Bereich der BnSCT1-cDNA, einschlieflich der acht Nukleotide upstream
des Startcodons, wurde mit Hilfe spezifischer Primer (5’Sma-Kompl und 3’Bam-Kompl)
unter Insertion der Restriktionsschnittstellen Smal und BamHI amplifiziert. Nach Subklo-
nierung in den Vektor pGEM®-TEasy wurde das Fragment iiber die Smal und BamHI
Schnittstellen in den Vektor pBNN zwischen den napin590-Promotor und den nos-Termi-
nator ligiert. Die Insertion der Expressionskassette in den bindren Vektor pLH7000 erfolgte
iiber die Schnittstellen Spel und HindIIl. Das Expressionskonstrukt pLHBnSCT1 und der
Vektor pLH7000 wurden in die A. thaliana-Mutante SALK 002255 und in den A. thaliana

“http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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Wildtyp Columbia transformiert. Nach der Selektion der T1-Generation im Keimlingssta-
dium auf Herbizidresistenz gegen Basta® wurden jeweils 20 positive T1-Pflanzen weiter-
gefiihrt. Die Uberpriifung der Integration der Expressionskasette in das Pflanzengenom
erfolgte durch PCR an genomischer DNA aus Blédttern mit Primern gegen das bar-Gen
(5'Bar und 3’Bar). Die PCR~ Ergebnisse bestatigten die erfolgreiche Integration des Trans-
gens in alle selektierten Pflanzen. Die T2-Samen wurden geerntet und nach methanolischer
Extraktion auf den Sinapingehalt untersucht (Abschnitt 2.7.8).

Spel Smal BamHI Hindlll
BL BR

Abbildung 3.5.: Konstrukt fiir die Komplementation der A. thaliana-Mutante SALK 002255.
BL und BR: Linke und rechte Bordersequenz, p35S und t35S: 35S-Promotor bzw. -Terminator
aus dem Blumenkohlmosaikvirus, bar: Phosphinotricin-Acetyltransferase (J02798) aus Streptomy-
ces hygroscopicus, vermittelt Basta®—Resistenz), pNap: samenspezifischer Promoter des napA-
Gens aus B. napus (J02798), BnSCT1: Sinapoylglucose:Cholin-Sinapoyltransferase aus B. napus
(AY383718), tNos: Terminator der Nopalinsynthase (JO1541) aus A. tumefaciens. Ferner sind die
zur Klonierung genutzten Schnittstellen angegeben.

Die Analyse der methanolischen Samenextrakte zeigte, dass durch die Integration der
BnSCT1-cDNA in das A. thaliana-Genom der Phéanotyp von SALK 002255 komplemen-
tiert wird (Abbildung 3.6). Aus der Tatsache, dass die Mutante nach der Transformati-
on wieder in der Lage ist Sinapin zu bilden, kann geschlossen werden, dass die klonierte
BnSCT1-cDNA fiir eine funktionelle SCT codiert. Fiir das Konstrukt pLHBnSCT1 konnten
in den SALK 002255-Pflanzen Sinapingehalte zwischen 3,5 und 13,0 mg/g Samen gemes-
sen werden. Dem gegeniiber stehen Sinapingehalte zwischen 8,5 und 11,7 mg/g Samen von
Wildtyp-Pflanzen die mit dem Vektor pLH7000 transformiert wurden. Der Sinapoylglu-
cosegehalt in den komplementierten Mutanten zeigte ebenfalls eine hohe Variabilitéit (2,6
bis 10,3 mg/g Samen), lag aber in allen Fillen iiber dem der pLH7000/Wildtyp-Pflanzen
(0,3 bis 1,8 mg/g Samen). Durch Uberexpression von BnSCT1 im A. thaliana Wildtyp
konnte eine leichte Erh6hung des Sinapingehaltes gemessen werden, die bei einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit von 5 % signifikant war (p=0,02).
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Abbildung 3.6.: Komplementation der SCT-defizienten A. thaliana-Mutante SALK 002255 mit
der BnSCT1-cDNA. Dargestellt sind reprasentative HPLC-Diagramme methanolischer Samenex-
trakte der Mutante (A und B) und des Widtyps (D und E), die mit dem Vektor pLH7000 (A und
D) bzw. mit pLHBnSCT1 (B und E) transformiert wurden. In Abbildung C und F ist der mittlere
Gehalt an Sinapoylglucose (SG) und Sinapin (SC) der transgenen Pflanzen angegeben (n = 20).

3.3. Heterologe Expression von BnSCT1

3.3.1. Heterologe Expression in E. coli

Die funktionelle Expression von BnSCT1 sollte zunéchst in E. coli erfolgen. Um eine spéte-
re Reinigung des heterolog exprimierten Proteins mittels Metallaffinitdtschromatographie
zu ermoglichen, wurde die codierende Sequenz der BnSCT1-cDNA ohne das putative Sig-
nalpeptid unter Hinzufiigen eines c-terminalen 6 x His-tag in den Expressionsvektor pQE60
(Quiagen, Hilden) kloniert und in den Expressionsstamm M15[pREP4| transformiert (Ab-
schnitt 2.13.1).
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Die Expression rekombinanter Proteine ist in dem System M15[pREP4]|/pQE mit Hilfe
von IPTG induzierbar. IPTG ist ein nichtmetabolisierbares Analogon zu Galaktose, das
den lac-Repressor bindet und somit die lac-Operator-Sequenzen auf dem Expressionsplas-
mid freigibt. Das heifst, theoretisch sollte nur bei Anwesenheit einer bestimmten Menge
an Galaktose bzw. IPTG die Expression des heterologen Proteins erfolgen. Die Expression
des rekombinanten Proteins ist auch von dufseren Faktoren, insbesondere Kulturtemperatur
und Dauer der Expression, abhéngig. Diese Faktoren miissen von Fall zu Fall immer wieder
neu empirisch bestimmt werden. Zur Ermittlung der optimalen Parameter fiir die hetero-
loge Expression der BnSCT'1 wurden zunéchst zwei Temperaturen (30°C und 37°C), sowie
verschiedene IPTG-Konzentrationen (0, 0,2, 0,5 und 1 mM IPTG) bei einer Induktions-
dauer von vier Stunden getestet. Dazu wurden 5 ml-Kulturen angesetzt, aus denen nach
der Induktionsphase die l6slichen und nicht-16slichen Proteine extrahiert wurden. Nach
Auftrennung der Proteinextrakte auf einem SDS-PAGE-Gel und der Immobilisierung der
aufgetrennten Proteine auf einer Nitrocellulose-Membran wurde das rekombinante Prote-
in durch einen monoklonalen Anti-His-tag-Antikorper nachgewiesen. Es konnte lediglich
im nicht-16slichen Proteinextrakt rekombinantes Protein nachgewiesen werden (Abbildung
3.7). Unter keiner der getesteten Bedingungen war im SDS-Gel nach Coomassie-Farbung
eine Proteinbande der SCT erkennbar. Eine Enzymaktivitdt der BnSCT1 konnte nicht

nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.7.: Heterologe Expression von BnSCTI im E. coli-System pQE60/M15[pRep4].
Dargestellt ist eine SDS-PAGE (A) und eine Western Blot-Analyse mit einem Anti-His-tag Anti-
kérper (B) von nicht-16slichen Proteinextrakten aus E. coli nach 4 h Inkubation bei verschiedenen
Induktionsbedingungen. Je Spur sind 20 ug Protein aufgetragen.

Als Alternative zum pQE-Expressionssystem wurde die Klonierung in den pET28a(+)-
Vektor (Novagen, Darmstadt) gewéhlt (Abschnitt 2.13.1). Das BnSCT1-pET28a-Konstrukt
wurde in E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL Zellen (Stratagene, LaJolla CA, USA) trans-
formiert. Dieser Stamm enthélt zusétzliche Genkopien fiir die in E. coli seltenen tRNAs
argU (AGA, AGG), ileY (AUA), leuW (CUA), die héufig den Translationsprozess rekom-
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binanter Proteine in E. coli limitieren. Die Untersuchung unterschiedlicher Expressionsbe-
dingungen zeigte, dass auch in diesem Expressionsystem kein SCT-Protein in der 16slichen
Fraktion produziert wird. Die Abbildung 3.8 zeigt exemplarisch die Expression der BnSCT
bei einer Induktion mit 1 mM IPTG und einer Induktionsdauer von 2 h bei 37°C. Aufgrund
der zusétzlichen Genkopien fiir die seltenen tRNAs des Expressionsstammes konnte jedoch
verglichen mit dem pQE/M15|pRep4]-Expressionssystem eine wesentlich hohere Menge an
SCT-Protein in der unléslichen Fraktion nachgewiesen werden. Sowohl im SDS-Gel als
auch im Western Blot konnte eine SCT-Proteinbande mit einer Gréfse von ca. 50 KDa

detektiert werden. Eine Enzymaktivitdt der BnSCT1 war nicht nachweisbar.
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Abbildung 3.8.: Heterologe Expression von BnSCT1 im E. coli-System pET28a/BL21-CodonPlus
(DE3)-RIL. Dargestellt ist eine SDS-PAGE (A) und eine Western Blot-Analyse mit einem Anti-
His-tag Antikorper (B) von Proteinextrakten aus E. coli mit dem Expressionskonstrukt BnSCT1-
pET28a (SCT) bzw. dem Vektor pET28a (Ko) nach zweistiindiger Induktion bei 37°C mit 1 mM
IPTG. Je Spur sind 20 pg Protein des Gesamt-, des nicht-16slichen und des 16slichen Extraktes
aufgetragen.

Fiir die Herstellung eines polyklonalen Antikérpers gegen die BnSCT wurde die unldsliche
Fraktion unter denaturierenden Bedingungen solubilisiert und mittels Metallaffinitdtschro-
matographie angereinigt. Die durch die Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) hergestell-
ten Antikorper gegen das unltsliche SCT-Protein erwiesen sich jedoch in der Western
Blot-Analyse, bei Einsatz der 16slichen Proteinfraktion aus B. napus-Samen, sowie in der
Immunlokalisierung als immunologisch nicht aktiv. Mit der Herstellung eines Peptidanti-

korpers gegen die BuSCT wurde eine alternative Strategie gewéhlt (Abschnitt 3.6.1).
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3.3.2. Heterologe Expression in S. cerevisiae

Wie im vorangegangenem Abschnitt bereits erldutert, konnte BnSCT1 in E. coli nicht
funktionell exprimiert werden. Die Hefe Saccharomyces cerevisiae ist ein genetisch gut
charakterisierter, eukaryotischer Organismus, der vielfach fiir die Expression eukaryoti-
scher Proteine genutzt wird. Im Gegensatz zu E. coli ist S. cerevisiae in der Lage post-
translationale Modifikationen und Prozessierungen von Proteinen &dhnlich wie in anderen
eukaryotischen Organismen auszufithren. Der Hefeexpressionsvektor pYES2 (Invitrogen,
Karlsruhe) erlaubt die heterologe Expression von Proteinen unter der Kontrolle des star-

ken Galaktose-induzierbaren GALI1-Promotors.

Dazu wurde der vollstéindige codierenden Bereich der BnSCT1-cDNA unter Insertion ei-
ner Kozak-Sequenz [ANNATGG, (Kozak, 1987, 1990, 1991, 1997)] und eines C-terminalen
6 x His-tag in den Expressionsvektor pYES2 kloniert und in S. cerevisiae INVScl trans-
formiert (Abschnitt 2.13.2). Die Einfiihrung der Kozak-Sequenz machte es erforderlich,
die erste Aminosdure des Proteins zu verdndern. Das in BnSCT1 vorhandene Codon fiir
Arginin (AGA) wurde durch das Triplet fiir Glycin (GGA) ersetzt. Weiterhin wurde ein
zweites Konstrukt ohne einen 6 x His-tag hergestellt. Zur Untersuchung der Proteinex-
pression wurden 50 ml Induktionsmedium mit Ubernachtkulturen beider Konstrukte und
des Vektors pYES2 angesetzt, aus denen nach der Induktionsphase die 16slichen Prote-
ine extrahiert wurden. Zur Ermittlung der optimalen Parameter fiir die heterologe Ex-
pression wurden verschiedene Indunktionszeiten getestet (2, 4, 6, 8 und 12 h). Fiir das
Konstrukt BnSCT1(tag)-pYES konnte unter keiner der getesteten Bedingungen eine En-
zymaktivitdt nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu, konnte fiir das Konstrukt ohne
His-tag (BnSCT1-pYES) eine, wenn auch geringe, SCT-Aktivitdt nachgewiesen werden
(Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9.: Heterologe Expression von BnSCT1 im S. cerevisiae-System pYES2/INVScl.
Dargestellt sind reprisentative Ausschnitte der HPLC-Chromatogramme fiir die Umsetzung von
Sinapoylglucose (SG) zu Sinapin (SC) mit Protein-Rohextrakten aus mit pYES2 (A) und BnSCT1-
pYES (B) nach vierstiindiger Induktion. Es wurden 150 ug Protein eingesetzt.
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Die Bildung von Sinapin wurde dabei ausschlieflich nach vierstiindiger Induktion mit Ga-
lactose beobachtet. Die spezifische Aktivitét betrug 1 pkat/mg Protein. Zu fritheren oder
spateren Zeitpunkten der Induktion konnte durch den Enzymassay keine SCT-Aktivitat
nachgewiesen werden. In Western Blot-Analysen mit dem Anti-BnSCT-Antikorper (Ab-
schnitt 3.6.1) wurden keine spezifische Signale detektiert.

Eine mogliche Ursache fiir den niedrigen bzw. fehlenden Gehalt an BnSCT1-Protein kénnte
eine ineffiziente Transkription sein. Um dies zu iiberpriifen, wurde aus den Expressions-
kulturen nach vierstiindiger Induktion RNA isoliert und in einer RT-PCR mit den fiir die
Klonierung verwendeten Primern eingesetzt (Abschnitt 2.5.4). Die Auswertung der Ergeb-
nisse zeigte, dass die niedrige BnSCT1-Proteinexpression nicht auf fehlende Transkription
zuriickzufiihren ist, da sowohl fiir BnSCT1-pYES, als auch fiir BnSCT1(tag)-pYES Tran-

skripte nachgewiesen werden konnten.

(kb) M 1 2 3 Abbildung 3.10: RT-PCR zum
20 Nachweis des BnSCT1-Transkripts.
’ 1: BuSCT1-pYES, 2: BuSCT1(tag)-
15 pYES, 3: pYES2, M: Smart Ladder
’ (Eurogentec; Searing, Belgien).

3.3.3. Heterologe Expression in N. tabacum

Da die heterologe Expression von BnSCT1 in bakteriellen Systemen nicht erfolgreich und
in S. cerevisiae nur sehr gering war, wurde mit N. tabacum ein pflanzliches FExpressions-
system gewéhlt. Dies erh6ht die Wahrscheinlichkeit, dass das pflanzliche BnSCT-Enzym in
korrekter Weise post-translational modifiziert wird. Die transiente Expression in den Bléat-
tern von N. tabacum durch Agrobacterium-vermittelten Gentransfer liefert hierbei eine
einfache und schnell durchzufiihrende Methode, um zu priifen, ob eine funktionale Expres-
sion eines Gens in diesem System moglich ist. Die heterologe Expression von BnSCT1 in
Tabak erfolgte unter der Kontrolle des lichtregulierten Promotors der kleinen Rubisco Un-
tereinheit (RbcS1) aus Asteraceous chrysanthemum, da fiir dieses System eine sehr hohe

Expressionsrate in Pflanzen beschrieben ist (Outchkourov et al., 2003).

In zwei verschiedenen Ansétzen sollte getestet werden, ob BnSCT1 in den Bléttern von
N. tabacum funktionell exprimiert wird und ob ein C-terminaler 6 x His-tag einen Einflufs
auf die Expressionsrate bzw. auf die Funktionalitdt des heterolog exprimierten Enzyms
hat. Zu diesem Zweck wurden zwei Expressionskonstrukte basierend auf dem bindren Vek-
tor pBINPLUS hergestellt (Abschnitt 2.2.3). Die Infiltration der Tabakblatter erfolgte mit
dem A. tumefaciens-Stamm GV2260 nach einem modifizierten Protokoll von Kapila et al.
(1997). Nach drei- bis fiinftagiger Kultivierung der Pflanzen im Gewéchshaus wurden Pro-

teinextrakte aus den infizierten Blattbereichen hergestellt.
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Durch den Einsatz von Proteinrohextrakten im Enzymassay konnte gezeigt werden, dass
eine funktionelle Expression von BnSCT1 in Bléttern von N. tabacum méglich ist (Ab-
bildung 3.11) Die spezifische katalytische Aktivitdt des BnSCT-Proteins ohne His-tag
(pBIN-BnSCT1) betrug drei Tage nach Infiltration im Durchschnitt 13,0 pkat/mg Pro-
tein und nach fiinf Tagen 20,6 pkat/mg Protein. Die Expression von BnSCT1 als His-
tag-Fusionsprotein [pBIN-BnSCT(tag)| ergab dagegen mit durchschnittlich 0,4 pkat/mg
Protein nach drei Tagen bzw. 1,4 pkat/mg Protein nach fiinf Tagen eine Reduktion der
spezifischen Aktivitat um ca. 95 %. In einer Western Blot-Analyse der Proteinextrakte mit
dem Anti-BnSCT-Antikérper konnten fiir beide Expressionskonstrukte keine spezifischen

Signale detektiert werden.
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Abbildung 3.11.: Heterologe Expression von BnSCT1 in N. tabacum. Infiltrierte Pflanzen wurden
nach drei bzw. fiinf Tagen geerntet und im Enzymassay getestet. A: Infiltrierte Bereiche (Pfeile)
eines Tabakblattes nach fiinftdgiger Inkubation bei 23°C und 16 h Licht. B: Vergleich der spezifi-
schen katalytischen Aktivitét des heterolog exprimierten BnSCT1-Gens mit [pBIN-BnSCT1(tag)]
und ohne 6 x His-tag (pBIN-BnSCT1) nach drei bzw. fiinf Tagen. Aufgetragen sind die Mittel-
werte von je fiinf Messungen. C-D: Repriisentative Ausschnitte der HPLC-Chromatogramme nach
Umsetzung von Sinapoylglucose (SG) zu Sinapin (SC) mit pflanzlichen Rohextrakten von BnSCT1
(D) und BnSCT1(tag) (E). Es wurden 150 ug Protein eingesetzt.
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3.4. Molekulare Charakterisierung der BnSCT-Gene

3.4.1. Transkriptakkumulation im Verlauf der Samenentwicklung

Durch Northern-Analyse sollte die BnSCT-Transkriptakkumulation in B. napus untersucht
werden. Es sollte die Frage beantwortet werden, in welchem Samenstadium das Transkript
hauptséchlich akkumuliert. Zu diesem Zweck wurde Gesamt-RNA aus den verschiedenen
Samenstadien isoliert, auf einer Nylonmembran immobilisiert und mit einer radioaktiv
markierten BnSCT1-cDNA hybridisiert. Die Auswertung der Northern Blots zeigte, dass
in allen Samenstadien Transkripte nachgewiesen werden konnen (Abbildung 3.12). Obwohl
im Samenstadium A augenscheinlich kein Signal zu erkennen war, konnte durch Quanti-
fizierung mit Hilfe des Phosporlmagers eine sehr geringe Transkriptabundanz nachgewie-
sen werden. Im Verlauf der Samenentwicklung kommt es zu einem Anstieg des BnSCT-
Transkripts, das sein Maximum im Samenstadium E erreicht, wenn die Entwicklung des
Embryos abgeschlossen ist. Wahrend der Austrocknung des Samens nimmt die Transkript-
menge rapide ab, sodass in den Stadien F und G nur noch 20 % des Transkripts im
Vergleich zum vorhergehenden Stadium E nachweisbar sind. Die Akkumulation der Tran-
skripte korreliert mit der nachgewiesenen BnSCT-Enzymaktivitdt (vgl. Abbildung 1.3). In
Keimlingen, Blattern, Knospen und Bliiten konnten keine BnSCT-Transkripte nachgewie-

sen werden (Daten nicht gezeigt).
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3.4.2. Genomische Struktur der BnSCT-Gene
Genomische DN A-Blot-Analyse

Durch Southern-Analysen sollte iiberpriift werden, wie viele homologe Isoformen der SCT
im Genom von B. napus vorhanden sind. Aufgrund der Amphidiploidie von B. napus ist
das BnSCT-Gen in zwei dhnlichen genomischen Varianten zu erwarten, wobei jeweils eine
Variante von einem der beiden Vorfahren B. oleracea (Kohl) und B. rapa (Riibsen) stam-
men sollte (Abschnitt 1.5).

Die Restriktion der genomischen DNA erfolgte mit der Restriktase Xhol. Diese schneidet
die BnSCT-cDNA genau einmal, in der Néhe des 5-Endes (112 bp nach dem Startcodon).
Die Hybridisierung erfolgte mit einer radioaktiv markierten BnSCTI1-cDNA als Sonde.
Nach Auswertung der Southern Blots wurden, wie erwartet, zwei Isoformen des BnSCT-
Gens in B. napus detektiert (Abbildung 3.13). Die grokere Bande von etwa 10 kb korre-
spondiert mit dem Signal, welches in B. oleracea gefunden wurde. In B. rapa wurde wie in
B. oleracea ebenfalls nur ein Signal detektiert. Dieses war allerdings mit einer Gréfe von
etwa 7 kb grofer als das entsprechende Fragment aus B. napus, das ein Molekulargewicht
von etwa 5,9 kb hatte.

(kb) Bn Bo Br
10,0 — s
8,0 — \
60 — o 5
50 —
4,0 —
Abbildung 3.13: Genomische Southern-Analyse in B. napus
30 — (Bn), B. oleracea (Bo) und B. rapa (Br).
5 pg genomische DNA aus Keimlingen wurde mit dem Restrik-
25 — tionsenzym Xhol {iber Nacht bei 37°C inkubiert, elektropho-
retisch getrennt und auf einer Nylon-Membran immobilisiert.
20 — Die Hybridisierung wurde unter stringenten Bedingungen mit
’ der kompletten radioaktiv-markierten BnSCT1-cDNA durch-
gefiihrt. Die Exposition erfolgte fiir drei Tage bei -80°C.

Die Ergebnisse der Southern-Analyse deuten darauf hin, dass die in B. napus gefundenen
zwei BnSCT-Isoformen sehr wahrscheinlich von den Vorgidngern B. oleracea und B. rapa
abstammen. Die unterschiedlich grofsen Signale zwischen B. napus und B. rapa lassen eine
Umgestaltung im Genom einer der beiden Spezies vermuten. Eine Aussage dariiber, ob und
wie viele paraloge Formen der SCT in in B. napus bzw. in jedem der beiden Elterngenome

vorhanden sind, 14t sich durch diese Southern-Analyse nicht treffen.
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Amplifizierung genomischer Fragmente

Mit Hilfe der Primer, die bereits bei der Klonierung der full length cDNAs zum Einsatz
kamen (5’SCTBn und 3’SCTBn), konnten genomische Fragmente aus B. napus, B. oleracea
und B. rapa durch PCR amplifiziert werden. Alle vier Fragmente hatten eine Grofe von ca.
2900 bp und enthielten 13 Introns (Abbildung A.3 bis A.6). Die aus B. napus klonierten
Fragmente BnSCT1 und BnSCT2 waren auf Nukleotidebene 97 % identisch. Sequenzver-
gleiche ergaben weiterhin 99 % Identitat von BnSCT1 zu BoSCT aus B. oleracea und
ebenfalls 99 % Identitat von BnSCT2 zu BrSCT aus B. rapa. Dies deutet darauf hin, dass
BnSCT1 wahrscheinlich dem C-Genom von B. oleracea und BnSCT2 dem A-Genom von

B. rapa entstammt.

Alle klonierten genomischen Brassica-Fragmente zeigten das gleiche Exon-Intron Muster.
Dieses ist in Anordnung und Grofe dem des genomischen Bereichs des SCT-Gens (SNG2)
aus A. thaliana sehr dhnlich (Abbildung 3.14). Der auffilligste Unterschied wurde im zwei-
ten Intron beobachtet. Dieses war in allen vier Brassica-Genen mehr als doppelt so grofs

im Vergleich zum Arabidopsis-Gen.

122 146 77 123 103 38 102 87 168 72 119 91 46 81
e e T T CEEE EE = EE K
101 367 98 82 92 85 95 93 83 79 117 137 89

BnSCT1 (B. napus) - 2875 bp: 14 Exons umfassen 1401 bp

139 146 77 123 103 38 102 87 156 72 116 17 46 81

R E EEE E s EE B EE K

93 153 92 98 83 89 87 85 86 67 87 83 88

SNG2 (A. thaliana) - 2594 bp: 14 Exons umfassen 1395 bp

Abbildung 3.14.: Exon-Intron-Struktur von BnSCT1 aus B. napus und SNG2 aus A. thaliana.
Die Anordnung und Groéfe (in bp) der Exons (rot) und Introns (gelb) der Brassica-Gene (exempla-
risch BnSCT1, oben im Bild) sind vergleichend zu A. thaliana (SNG2, unten im Bild) dargestellt.

Amplifizierung 5’ und 3’ genomischer Bereiche durch Genome Walking

Beim Genome Walking wird genomische DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen, die
glatte Enden generieren, geschnitten. An die 5’- bzw. 3’-Enden der Restriktionsfragmente
wird ein DNA-Adaptor mit bekannter Sequenz ligiert. Der Bereich zwischen diesem Adap-
tor und einer bereits bekannten Sequenz des Zielgens kann dann durch PCR amplifiziert
werden (Abschnitt 2.10).

Fiir die Klonierung des 5’-gelegenen Bereiches von BnSCT'1 und BnSCT?2 wurde eine PCR
mit den Primern AP1 und 3’Genwalk, gefolgt von einer Nested-PCR mit den Primern AP2
und 3’NestGenwalk durchgefithrt. Ausgehend von EcoRV geschnittener DNA konnte eine
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Sequenz von 1980 bp aus der genomischen Region eines BnSCT-Gens in 5’-Richtung des
Startcodons amplifiziert werden (Abbildung A.7). Datenbankanalysen dieses Fragmentes
ergaben Regionen mit hoher Sequenzidentitit zu zwei Genen, die sich in A. thaliana in
upstream-Richtung von SNG2 auf dem Chromosom 5 befinden. Die Nukleotide 1 bis 380
der B. napus-Sequenz (5’BnSCT1) zeigten 85 % Identitat zum 3’-Bereich des fiir ein Hit-
zeschockprotein codierenden Gens mtHSC70-2 (NM120996; Sung et al., 2001). Dariiber
hinaus wurde zwei kurze Regionen mit einer Identitét von 89 % (Nukleotide 843 bis 954)
bzw. 86 % (Nukleotide 1029 bis 1081) zum SDH3-Gen gefunden (NM120997). SDH3 codiert
fiir eine Succinatdehydrogenase Cytochrom B Untereinheit, die Teil des mitochondrialen

Atmungskettenkomplexes II ist (Figueroa et al., 2002).

Um eine Zuordung von 5’BnSCT1 zum A- bzw C-Genom zu ermdglichen, sollten die ent-
sprechenden Regionen aus B. rapa und B. oleracea kloniert werden. Mit Hilfe eines ab-
geleiteten 5’Primers (5’PromWalk) und des 3'NestGenwalk Primers konnten durch PCR
an genomischer DNA von B. oleracea zwei Fragmente amplifiziert werden (5’BoSCT'1 und
5'BoSCT2, Abbildung A.9 und A.10), die untereinander eine Identitat von 97 % auf Nu-
kleotidebene aufwiesen. In beiden Sequenzen wurden wiederum hohe Sequenzidentitidten
zu mtHSC70-2 und SDH3 gefunden. Ausgehend von genomischer DNA aus B. rapa wurde
eine Sequenz isoliert (5’BrSCT), die etwa 500 Nukleotide weniger enthielt, als die bisher
bereits analysierten Regionen (Abbildung A.8). Sequenzvergleiche zeigten das die Verkiir-
zung von 5’ BrSCT auf eine Deletion des 3’-Bereiches von mtHSC70-2 zurtickzufiihren ist
(Abbildung 3.15 und A.11).

mt-HSC70-2 SDH3 SCT
/ AN

A D —

mt-HSC70-2 /SDH3

B E m—

»
SCT
D

Abbildung 3.15.: Schematische Darstellung der dem C-Genom entsprechende 5’Region von 5’Bn-
SCT1, 5’BoSCT1 und 5’BoSCT2 (A) im Vergleich zu 5’BrSCT des A-Genoms (B). Dargestellt sind
der 3’-Bereich eines Gens mit hoher Sequenzidentitit zu mtHSC70-2, zwei Regionen mit Identitét
zu SDH3 sowie der Beginn des SCT-Gens. Die gestrichelte Linie (B) zeigt den fehlenden Sequenz-
bereich von 5’'BrSCT.

Durch die Klonierung der 5’-Regionen beider Elterngenome von B. napus und deren Se-
quenzanalyse konnte gezeigt werden, dass 5’BnSCT1 die hochste Identitat zu 5’ BoSCT1
aufweist und somit auf das C-Genom von B. oleracea zuriickzufiihren ist. Durch diverse
PCR- und Walking-Ansétze wurde versucht, eine dem A-Genom entsprechende Sequenz
aus B. napus zu erhalten. Es gelang jedoch in keinem dieser Ansétze, die 5’Region des
BnSCT2-Gens zu klonieren.
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Durch Genome Walking kann neben der 5’-Region einer bekannten Sequenz auch der Be-
reich in 3’-Richtung dieser Sequenz amplifiziert werden. Ausgehend von Dral und Stul
geschnittener DNA aus B. napus wurden durch PCR mit Hilfe genspezifischer Primer
(5’Genwalk und 5'NestGenwalk) und der Primer AP1 bzw. AP2 zwei Fragmente mit einer
Grofe von 906 (3°’BnSCT1) bzw. 544 bp (3'BnSCT2) isoliert (Abbildung A.12 und A.13).
Die Sequenzidentitat der ersten 500 bp beider Fragmente betragt 78 %. Datenbankanalysen
lassen vermuten, dass das Gen in 3’-Richtung von BnSCT1 und BnSCT?2 fiir eine anorga-
nische Pyrophosphatase codiert, da die entsprechende Region sehr hohe Sequenzidentitat
zu PPa (AY551439; Schulze et al., 2004) aus A. thaliana aufweist.

Fiir die Zuordnung der beiden amplifizierten Sequenzen zum A- bzw. C-Genom wurde eine
PCR mit den abgeleiteten Primern 5’ Term und 3’Term an genomischer DNA von B. rapa
und B. oleracea durchgefiihrt. Aus B. oleracea konnten zwei Fragmente mit einer Lange
von 555 (3’BoSCT1) und 539 bp (3’BoSCT2) und aus B. rapa ein Fragment mit einer
Lénge von 510 bp (3’BrSCT') amplifiziert werden (Abbildung A.14 bis A.16). Durch Se-
quenzvergleiche zeigte sich, dass 3’BnSCT1 dem C-Genom von B. oleracea und 3’BnSCT2

dem A-Genom von B. rapa zuzuordnen ist.

Screening einer genomischen Bank aus B. napus

Dank einer Kooperation mit Dr. Rod Snowdon vom Institut fiir Planzenbau und Pflanzen-
ziichtung der Justus-Liebig-Universitiat Giefsen stand eine genomische Bank von B. napus
zur Verfiigung. Mit Hilfe dieser Bank sollte der genomische 5’-Bereich des BnSCT2-Gens

kloniert werden.

Durch die Hybridisierung von drei Macroarrays mit einer radioaktiv markierten BnSCT'1-
c¢DNA konnten 47 Signale identifiziert werden (Abschnitt 2.6.6). Die aus den entsprechen-
den Klonen isolierte BAC-DNA wurde in einer PCR mit Primern gegen das BunSCT-Gen
(5’SCTBn und 3’'SCTBn) eingesetzt. Die dadurch identifizierten neun Klone, die ein ca. 3
kb grofies genomisches BnSCT-Fragment enthielten, wurden anschliefsend in drei weiteren
PCRs eingesetzt (Abbildung 3.16).

Die erste PCR wurde mit Primern gegen die 5-Region der SCT durchgefiihrt (5’PromWalk
und 3’NestGenWalk). Aus fiinf Klonen (Nummer 1, 5, 7, 8 und 9) konnte ein PCR-Produkt
mit einer Grofse von ca. 2 kb amplifiziert werden. Diese Grofte korreliert mit 5°’BnSCT'1. Bei
einem Klon hingegen (Nummer 4) wurde ein schwaches Signal mit einer Grofe von ca. 1,5
kb sichtbar. Dies entspricht der Grofe des klonierten 5’-Bereiches aus B. rapa (5’BrSCT).
Ob dieser Klon den entsprechenden genomischen Bereich des A-Genoms tragt, wurde durch
zwei weitere PCRs mit Primern gegen die 3’-Region der SCT untersucht. Dazu wurden zwei
Primer aus den 5’-unvollstandigen cDNAs SCP1 und SCP2 abgeleitet (Abschnitt 3.1), da
Sequenzvergleiche zeigten, dass SCP1 wahrscheinlich dem C- und SCP2 dem A-Genom ent-
stammt. Die Primer (3’'UTR1 und 3’UTR2) wurden dabei so gewéhlt, dass sie spezifisch
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nur eines der beiden BnSCT-Gene erkennen. In Kombination mit dem 5’NestGenwalk Pri-
mer zeigte sich, dass die Klone 1, 2, 5, 7, 8 und 9 den 3’-Bereich von BnSCT1 (C-Genom)
und die Klone 3 und 4 den 3’-Bereich von BnSCT2 (A-Genom) enthielten. Fiir weitere
Untersuchungen wurde, reprasentativ fiir das C-Genom, Klon 5 ausgewéhlt. Da nur bei
Klon 4 ein Signal fiir die 5’-Region detektiert werden konnte, wurden die nachfolgenden
Analysen hinsichtlich des A-Genoms mit diesem BAC durchgefiihrt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 3.16: PCR-Analyse
der BAC-Klone aus B. napus mit
Primern gegen die 5~ (A) und 3’-
Region (B und C) von BnSCT.

A: 5’PromWalk, 3’NestGenWalk
B: 5’'NestGenWalk, 3'UTR1
C: 5’NestGenWalk, 3’'UTR2

Die interessanten Sequenzen beider Klone sollten fiir die Sequenzierung subkloniert werden.
Dazu wurden zunéchst EcoRI-Restriktionsfragmente hergestellt und in den Vektor pYES2
der Firma Invitrogen (Karlsruhe) subkloniert (Abschnitt 2.11). Die Identifizierung der Klo-
ne mit dem gewiinschten Insert erfolgte durch Koloniehybridisierung mit einer Digoxigenin-
markierten BnSCT1-cDNA als Sonde. Dies wurde nach Plasmidisolierung mittels PCR mit
Primern gegen das BnSCT-Gen (5’SCTBn und 3’SCTBn) tberpriift.

Durch die Subklonierung eines EcoRI-BAC-Fragmentes aus Klon 5 konnte eine 6969 bp um-
fassende Sequenz des BnSCT1-Gens gewonnen werden, die sich aus 2876 bp von BnSCT'1
sowie 2134 bp upstream und 1959 bp downstream des Gens zusammensetzt (Abbildung
A.17). Es wurden wiederum die bekannten Sequenzidentitdten zu mtHSC70-2, SDH3 und
PPA aus A. thaliana gefunden. Hinzu kommt eine hohe Sequenzidentitit (98 %) der letzten
100 bp des 3’-Endes zum Mdh-Gen aus B. napus (AJ242712), das fiir eine Malatdehydro-
genase codiert. Die Abbildung 3.17 zeigt zusammenfassend die Struktur des klonierten
BAC 5-Subfragmentes und stellt diese der genomischen Struktur im Bereich des SNG2
Locus auf Chromosom 5 in A. thaliana gegeniiber. Es wird deutlich, dass die in B. napus
gefunden Gene in A. thaliana in dhnlichen Regionen zu finden sind. Im Gegensatz zu B.
napus ist im Arabidopsis-Genom die vollstdndige Sequenz des SDH3-Gens vorhanden. Die
drei noch nicht charakterisierten Gene aus A. thaliana, die zwischen SDH3 und SNG2

liegen, wurden in B. napus in dieser Region nicht gefunden.
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Abbildung 3.17.: Schematische Darstellung des BAC-Subfragmentes aus Klon 5 (oben) im Ver-
gleich zur genomischen Region des SNG2-Locus auf Chromosom 5 von A. thaliana (unten). Darge-
stellt sind die putativen Gene upstream und downstream von BnSCT1. Die Gene des SNG2-Locus
wurden vom BAC-Klon F17114 (AL353994) iibernommen. Grau dargestellt sind noch nicht néher
charakterisierte Gene. Die Abbildung ist nicht mafsstabgerecht.

Trotz mehrfacher Versuche gelang die Subklonierung eines BnSCT2-Fragments aus Klon
4 auf diesem Wege nicht. Um dennoch an entsprechende Sequenzinformationen zu gelan-
gen, wurden mehrere PCR-Ansétze durchgefithrt. Dazu wurden zunéchst zwei Primer aus
dem Subfragment von Klon 5 abgeleitet, die die gesamte Sequenz einschliefen (5’BAC und
3'BAC). Mit diesen Primern konnte jedoch kein Fragment amplifiziert werden. In zwei
sich anschlieffenden PCRs wurden zwei neue Primerkombinationen getestet. Dabei wurde
der 5’BAC-Primer mit 3’'SCTBn und der 3’BAC-Primer mit 5’SCTBn eingesetzt. Durch
diese Kombinationen sollten ein 5’- und ein 3’-Fragment amplifiziert werden, die beide die

genomische Sequenz von BnSCT?2 einschliefen.

Mit Hilfe der Primer 5’SCTBn und 3’BAC konnte ein Fragment mit einer Groéfse von 4910
bp amplifiziert werden (3'BAC4, Abbildung 3.18 B und A.18). Dieses enthilt den gesamten
codierenden Bereich von BnSCT2 (2865 bp) und die sich anschliefende 3’-Region mit dem
putativen PPA- und MDH-Gen. Diese Anordnung entspricht der in Klon 5 gefundenen ge-
nomischen Struktur der 3’-Region (Abbildung 3.17). Durch PCR mit den Primern 5’'BAC
und 3’BnSCT wurde ein 5638 bp groftes Fragment isoliert (5’BAC4, Abbildung 3.18 A und
A.19). Die erhaltene Nukleotidsequenz triagt die 5-Region des putativen mtHSC70-Gens
sowie die beiden Regionen mit hoher Sequenzidentitiat zu SDH3, die auch in Klon 5 ge-
funden wurden (Abbildung A.19). Weiterhin waren drei Bereiche mit 84 - 93 % Identitét
zu BnSCT2 vorhanden. Innerhalb dieser BnSCT2-Sequenzen befanden sich jedoch zwei
Regionen, die nach Datenbankanalysen hohe Identitdt zu Sequenzabschnitten des geno-
mischen BAC-Klons KBrH070110 aus B. rapa L. ssp. pekinensis (AC172879) aufwiesen.
Der Vergleich von 5’'BAC4 mit der genomischen BnSCT2-Sequenz zeigte, dass die puta-
tive BnSCT-Sequenz nicht fiir eine funktionale SCT codiert. Die Sequenz ist durch zwei
Insertionen mit Identitdt zu KBrHO70I10 unterbrochen. Wiahrend sich die erste Insertion
innerhalb des zweiten Introns befindet und somit keine Auswirkung auf die codierende Se-

quenz hat, liegt die zweite Insertion im vierten Exon und verursacht mehrere Stopcodons.
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Abbildung 3.18.: Schematische Darstellung der BAC-Subfragmente aus Klon 4. Dargestellt sind
die identifizierten Bereiche von 5’ BAC4 (A) und 3’'BAC4 (B). Weiterhin sind die fiir die Klonierung
verwendeten Primer angegebnen. Die Abbildung ist nicht mafsstabgerecht.

3.4.3. Analyse der Promotoraktivitit

Promotoren sind genomische Sequenzbereiche, an denen die Transkription eines Gens initi-
iert wird. Oftmals enthalten sie regulatorische Sequenzmotive, die sogenannten cis-aktiven
Elemente. Durch komplexe molekulare Wechselwirkungen mit trans-aktiven Faktoren wird
bestimmt, wann und wie haufig die nachfolgende Nukleotidsequenz abgelesen wird. Durch
Fusion mit Reportergenen, deren Expression leicht zu quantifizieren ist, kann die Promo-
toraktivitdt eines bestimmten Gens in der intakten Pflanze untersucht werden. Als Repor-
tergen wurde das, in Pflanzen nicht enthaltene, fiir die 5-Glucoronidase (GUS) codierende
uidA-Gen aus E. coli verwendet. Die -Glucuronidase katalysiert die hydrolytische Spal-
tung eines groften Spektrums von G-Glucuroniden und -Galakturoniden. Die enzymatische
Aktivitat lasst sich im Gewebe der Pflanze, histochemisch mittels einer Farbreaktion nach-

weisen (Blaufarbung).

Die Identifizierung der Promotorsequenz des streng samenspezifisch exprimierten BnSCT-
Gens ist fiir die biotechnologische Modifizierung der Rapssaat von groffem Interesse. Des-
halb wurden Promotor-GUS-Fusionskonstrukte basierend auf dem Vektor pGREEN her-
gestellt (Abschnitt 2.12). Da zu Beginn der Analysen keine Sequenzinformation iiber die
putative Promotorregion des BnSCT2-Gens vorlag, wurde neben dem genomischen 5'Be-
reich von BuSCT1 (pBnSCT1), die durch PCR amplifizierte upstream-Region aus B. rapa
(pBrSCT) verwendet. Durch Agrobacterium-vermittelte Transformation wurden die Ex-

pressionskassetten (Abbildung 3.19) in das Genom von A. thaliana integriert.

Kpnl Smal

Abbildung 3.19.: Promotor:GUS-Fusionskonstrukt. BL. und BR: Linke und rechte Borderse-
quenz, p35S und t35S: 35S-Promotor bzw. -Terminator, NptIl: Neomycin-Phosphotransferase
(Kanamycin-Resistenz), pSCT: putative Promotorsequenzen der SCT aus B. napus (pBnSCT1:
729 bp) bzw. B. rapa (pBrSCT: 722 bp), (uidA): S-Glucuronidase (GUS), tNos: Terminator der
Nopalinsynthethase. Ferner sind die zur Klonierung genutzten Schnittstellen angegeben.
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Fiir die Analyse der Promotoraktivitdt wurden je Konstrukt sechs unabhéngige transge-
ne T2-Promotor:GUS-Linien in A. thaliana erzeugt und auf die Enzymaktivitdt der (-
Glucoronidase getestet (Abschnitt 2.12). Wie die Abbildung 3.20 zeigt, konnte fiir beide
Promoter-GUS-Fusionskonstrukte durch die Blaufarbung, die die GUS-Aktivitdt anzeigt,
eine Promotoraktivitit nachgewiesen werden. Das bedeutet, dass die getesteten upstream-
Regionen von B. napus und B. rapa die notwendigen cis-Elemente fiir eine Transkription

im Samen enthalten. Fiir beide Sequenzen wurde eine Blaufarbung im Embryo und in der

Samenschale beobachtet. Unterschiede in der Farbintensitéit zwischen beiden getesteten
Promotor-GUS-Konstrukten waren nicht erkennbar (Abbildung 3.20 B und C).

Abbildung 3.20.: Analyse der Promotoraktivitdt durch Nachweis der GUS-Aktivitat der Kon-
strukte pGREEN (A) BnSCT1GUSpGREEN (B) und BrSCTGUSpGREEN (C) in geéffneten T2-
Samen von A. thaliana. Die Isolierung des Embryos (D) aus der Schale (E) zeigte eine Blaufarbung
in beiden Geweben.

Um die zelluldre Verteilung der SCT-Transkripte zu untersuchen, wurden T2-Samen von
A. thaliana fixiert und nach Inkubation in der GUS-Férbelosung in PEG eingebettet (Ab-
schnitt 2.12). Die lichtmikroskopische Auswertung 4 pm dicker Semidiinnschnitte zeigte
fiir beide Konstrukte eine gleichméfige Farbverteilung in den Zellen der Kotyledonen und
des Hypokotyls (Abbildung 3.21). Die in der Samenschale beobachtete Blaufarbung ist
auf eine GUS-Aktivitéat in der Aleuronschicht zuriickzufithren. Die Aleuronschicht ist kein
Bestandteil der Samenschale sondern gehort zum Endosperms und ist somit embryonalen

und nicht maternalen Ursprungs (Groot und Van Caeseele, 1993).

Fir die Quantifizierung der Promotoraktivitit bietet sich die Luciferase (EC 1.13.12.7)
aus Photinus pyralis (,Firefly”) als Reportergen an. Die Luciferase katalysiert die ATP-
und Mg?T-abhiingige oxidative Decarboxylierung von Luciferin unter gleichzeitiger Licht-
emmission bei einer Wellenldnge von 562 nm. Diese Lichtemission kann gemessen werden
und dient als Mafs fiir die Stdrke eines Promotors. Fiir die im Rahmen des Forschungs-
projektes ,NAPUS 2000 durchgefiihrte Promotorstudie in B. napus wurden die beiden
Sequenzen pBnSCT1 und pBrSCT durch Restriktionsverdau (Kpnl, Smal) aus den GUS-
Fusionsvektoren isoliert und in den bindren Vektor NapinLucpCambia gegen den napin590-
Promotor ausgetauscht. Die Agrobacterium-vermittelte Transformation der Konstrukte
wurde durch das Saatenunion-Resistenzlabor in Leopoldshche durchgefiihrt. Fiir beide
Konstrukte konnten transgene Pflanzen regeneriert werden, die derzeit im Rahmen der

Promotorstudie von Kooperationspartnern analysiert werden.
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pGREEN pBnSCT1GUSpGREEN pBrSCT1GUSpGREEN

Abbildung 3.21.: Zelluldre Verteilung der GUS-Aktivitédt in T2-Samen von A. thaliana. Fiir die
Konstrukte pBnSCT1GUSpGREEN und pBrSCTGUSpGREEN konnte eine Blaufirbung in der
Aleuronschicht (A), im Hypokotyl (B) und in den Kotyledonen (C) nachgewiesen werden. Balken
entspricht 20 pm.

3.5. Reduktion des Sinapingehaltes durch PTGS

Ein Ziel der vorliegenden Dissertation war zu priifen, ob eine Reduktion des Sinapin-
gehaltes in der Rapssaat durch die Suppression des BnSCT-Gens erreicht werden kann.
Zu diesem Zweck wurde die fiir Pflanzen beschriebene Methode des Post Transcriptional
Gene Silencing (PTGS) angewendet. Dieser Mechanismus, der durch sequenzspezifische,
doppelstrangige RNA (dsRNA) induziert wird, ist auch in anderen Eukaryoten vorhan-
den und wird in Tieren als RNA interference (RNAIi; Fire et al., 1998) und in Pilzen als
quelling bezeichnet (Cogoni und G, 2000). Das Modell zum zentralen Mechanismus des
RNA-Silencings wurde in Drosophila melanogaster beschrieben und basiert darauf, dass
in die Zelle eingebrachte dsRNA als fremd erkannt und die dazu homologe mRNA des
Zielgens in einem sequenzspezifischen Mechanismus abgebaut wird. Dabei wird die dsRNA
von einem Proteinkomplex (Dicer), der u.a. ein RNasellI-Homolog fusioniert mit einer
Helikasedoméne enthélt, in small interfering (si)RNAs zerteilt (21-26 Nukleotide), die in
den RNA Induced Silencing Complex (RISC) eingelagert werden (Bernstein et al., 2001;
Hammond et al., 2000). Dieser Komplex vermittelt die Bindung von siRNA und mRNA
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des Zielgens, wodurch letztere fiir den Abbau markiert wird. In der Pflanzenforschung wird
PTGS als Methode verwendet, um einzelne Gene oder Gruppen von einander &hnlichen
Genen gezielt abzuschalten (u.a. Smith et al., 2000; Wesley et al., 2001). Die biologische
Funktion des PTGS liegt wahrscheinlich in der Abwehr von viralen Infektionen und der

Inaktivierung von Retrotransposons (Ubersicht u.a. in Baulcombe, 2004).

Zur Erzeugung eines RNAi-Konstruktes wurde ein 332 bp Fragment der BnSCT1-cDNA,
beginnend mit dem Startcodon, durch PCR mit Schnittstellen fiir die Restriktionsenzy-
me Ncol und Smal |Primer: 5’Nco-RNAi(as), 3’Sma-RNAi(as)| bzw. Nhel und BamHI
[Primer: 5’'Nhe-RNAi(s), 3’'Bam-RNAi(s)| versehen. Die Subklonierung erfolgte iiber die
eingefiigten Schnittstellen in den Vektor pBNNGUS. Dieser enthélt zwischen dem samen-
spezifischen napin590-Promotor aus B. napus und dem nos-Terminator aus A. tumefaciens
ein Subfragment des bakteriellen uidA-Gens, welches als Spacer dient. Die gesamte Expres-
sionskassette wurde tiber HindIII- und Spel-Restriktion in den binédren Vektor pLH7000
transferiert (Abbildung 3.22) und durch Agrobacterium-vermittelten Gentransfer in A.

thaliana und B. napus L. cv. Lisora transformiert.

Spel Smal Ncol Nhel BamHI| Hindlll
BL <« s BR

Abbildung 3.22.: RNAi-Konstrukt fiir die Suppression der SCT (pLH-SCT-GUS). BL und BR: Linke
und rechte Bordersequenz, p35S und t35S: 35S-Promotor bzw. -Terminator aus dem Blumenkohlmosaik-
virus, Bar: Phosphinotricin-Acetyltransferase (Basta®-Resistenz), pNap: samenspezifischer Promoter des
napA-Gens aus B. napus, asSCT: antisense-BnSCT1 (332 bp), s-SCT: sense-BnSCT1 (332 bp), ’uidA:
GUS-Spacer (1023 bp) tNos: Terminator der Nopalinsynthethase. Ferner sind die zur Klonierung genutz-
ten Schnittstellen angegeben.

Ein RNAi-Ansatz in A. thaliana wurde gewéhlt, da die Modellpflanze der pflanzlichen Mo-
lekularbiologie, im Gegensatz zu B. napus, nur einen etwa sechswochigen Lebenszyklus von
der Aussaat bis zur Samenreife hat und sehr einfach und effizient mit A. tumefaciens durch
floral dip zu transformieren ist (Clough und Bent, 1998). Die hohe Identitét des gewéhlten
RNAi-Fragmentes von 84 % zum SNG2-Gen aus A. thaliana machten einen Erfolg dieses
Ansatzes wahrscheinlich (Abbildung 3.23).

ATGAGAAATCTTTACTTTCTAGTCTTATTTCCGTTGAG-———————————— CATCTTGATTTTGGTTGATGCTTCTTTGCATGTGAAGTATCTTCCTGGT
........ C...AG...CA.C..........TA. .. .CCCTCTTCTTCATT . .. em == =ttt terennnnnanaeTA ... .Cluiil,

CTTGAAGGTCCTCTTCCTTTTGAGCT AGAGACTGGGTATGTGAGTGTTGGTGAATCTGGAGATGTTGAGCTCTTTTACTACTTTGTGAAATCAGAGAG CA
Tttt ittt it i e Covvvnnnn Ao, At it it it et et e it et e e e e G.

ATCCAGATAAAGATCCTCTCATGATTTGGCTAACTGGTGGGCCTGGATGCAGCTCAATTTGTGGTTTACTCTTTGCAAATGGTCCTTTGGCTTTTAAAGG
....... €

GGATGAGTATAATGGGACACTGCCTCCTTTAGAGCT
................... G.A......C.....T.

Abbildung 3.23.: Nukleotidsequenz des BnSCT-RNAi-Fragments und Sequenzidentitit zu SNG2
aus A. thaliana. Nukleotidsubstitutionen in SNG2 sind in rot dargestellt.
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In den Transformationsexperimenten zur samenspezifischen Sinapatesterreduktion unter
Verwendung des pLH-SCT-GUS Konstruktes in A. tumefaciens EHA 105 wurden 50 Pflan-
zen selektiert. Die Uberpriifung der Integration der Suppressionskassette erfolgte durch
PCR an genomischer DNA mit Primern gegen das Bar-Gen (5'Bar und 3’Bar). Als Kontrol-
le dienten 50 Pflanzen, die mit dem Vektor pLH7000 transformiert wurden. Nach Analyse
der T2-Samen mittels HPLC auf den Sinapin- und Sinapoylglucosegehalt konnten zwi-
schen den RNAi-Pflanzen und den Kontrollpflanzen hinsichtlich dieser beiden Inhaltsstoffe
grofe Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 3.24). In den T2-Samen der Pflanzen,
die das Suppressionskonstrukt enthielten wurden Sinapingehalte zwischen 4,43 mg/g und
10,17 mg/g Samen gemessen. In den Kontrollen dagegen lagen die Gehalte zwischen 8,52
und 14,93 mg/g Samen. Der gemessene Sinapoylglucosegehalt lag in den RNAi-Pflanzen
zwischen 0,17 mg/g und 6,89 mg Samen und war somit deutlich erh6ht im Vergleich zu
den Kontrollpflanzen, die Werte zwischen 0,51 mg/g und 2,89 mg/g Samen zeigten. Der
Sinapingehalt war hoch negativ korreliert mit dem Gehalt an Sinapoylglucose (r= -0,78).
In den Kontrollpflanzen wurde ebenfalls eine, wenn auch geringere, negative Korrelation
beider Inhaltsstoffe beobachtet (r= -0,37).

Es konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion des Sinapingehaltes um 48 %, verglichen
mit der niedrigsten Kontrollpflanze, durch die Suppression des SNG2-Gens moglich ist.
Die Blockierung der SCT erzeugt den gleichen Phénotyp, d.h. die Akkumulation von Si-
napoylglucose anstelle von Sinapin, wie die SCT-defiziente Mutante SALK 002255 (Ab-
schnitt 3.2). Die Effizienz dieses Ansatzes, angegeben als der prozentuale Anteil der Pflan-
zen, die einen geringeren Sinapingehalt als die niedrigste Kontrollpflanze zeigen, liegt bei
88 % (44 von 50 Pflanzen). Um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse den RNAi-Ansatzes
aus A. thaliana auf B. napus zu iiberpriifen, wurde das gleiche pLH-SCT-GUS-Konstrukt
mit Hilfe des A. tumefaciens Stammes C58C1/pMP90 durch Infektion von Hypokotylseg-
menten in die Sommerrapssorte Lisora transformiert. Die Transformation erfolgte durch
das Saatenunion-Resistenzlabor in Leopoldshéhe nach einem modifizierten Protokoll von
De Block et al. (1989). Leider konnten im Rahmen der vorliegenden Dissertation nur zwei
transgene Rapspflanzen regeneriert werden. Nach Einzelkornanalyse von jeweils 20 T2-
Samen mittels HPLC zeigte sich, dass keine der beiden Pflanzen im Sinapingehalt reduziert
war. Die gemessenen Werte variierten zwischen 4,62 mg/g und 9,91 mg/g Samen und lagen
somit im Bereich der Kontrollpflanzen (n=5), fiir die ein Gehalt zwischen 4,86 und 13,0

mg/g Samen ermittelt wurde.
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Abbildung 3.24.: Reduktion des Sinapingehaltes in A. thaliana durch Suppression des SNG2-Gens.
Dargestellt sind représentative HPLC-Diagramme methanolischer Samenextrakte der T2 einer A. thalia-
na-Pflanze, die mit dem Suppressionskonstrukt pLH-SCT-GUS (A) bzw. dem Vektor pLH7000 (B) trans-
formiert wurde. Weiterhin ist die Verteilung des Sinapin- (C) bzw. Sinapoylglucosegehaltes (D) innerhalb
der Suppressions- und Kontrollpflanzen (n=50) angegeben. Der Gehalt an Sinapin (SC) und Sinapoylglu-
cose (SG) zeigte fiir pLH-SCT-GUS (E) und pLH7000 (F) eine negative Korrelation (siehe Text).

3.6. Immunlokalisierung der BnSCT

3.6.1. Herstellung eines Peptidantikorpers

Fiir die Immunlokalisierung der BnSCT in den Samen von B. napus wurde ein Peptidan-
tikorper in Kaninchen durch die Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) hergestellt. Fiir die
Immunisierung wurden zwei hydrophile Peptidsequenzen von 12 und 14 Aminosduren Lén-
ge gewéahlt, die eine geeignete Antigenizitat versprachen (Abbildung 3.25). Beide Peptide
wurden an das Glykoprotein KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) gekoppelt und koinji-

ziert.



3. Ergebnisse 68

Wie bereits in Abschnitt 3.1 beschrieben wurde, besteht aufgrund von Sequenzvergleichen
die Annahme, dass die BnSCT verschiedene posttranslationale Modifizierungen erféhrt.
Dazu zdhlen das Abspalten einer Signalsequenz und das Herausschneiden eines Endopep-
tides. Daraus resultiert heterodimeres Protein mit einem theoretisch berechnete Moleku-
largewicht von ca. 47 kDa, dessen Untereinheiten eine Grofle von ca. 29 kDa und 18 kDa
haben und durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Weiterhin wurden vier pu-
tative N-Glykosilierungsstellen vorrausgesagt, von denen eine in der 29 kDa- und zwei in
der 18 kDa-Untereinheit liegen. Die vierte befindet sich innerhalb des Endopeptids. Die
Peptidsequenzen, gegen die der Antikorper gerichtet ist, befinden sich beide in der 29 kDa-
Untereinheit (Abbildung 3.25), sodass im Western Blot Signale in dieser Grofe zu erwarten
sind.

1 MRNLYELVLEFPLSILILVDASTHVKYLPGLEGPLPFELETGYVSVGESGDVELFYYFVKSESNPDKDPLMIWLTGGPGCS
81 SICGLLFANGPLAFKGDEYNGTOLPPLELTSFSWTKVANTILYLESPAGSGYSYAKTRRAAETSDTKQTHOTDQFLRSWEVD
161 HPEFISNSFYVGGDSYSGKIVPGVVQQISLGNEKGLTPLINTKGYVLGNPAVRTNLEPNHRVSFAHRMGLISDELHESLE
241 RNCGGKFFNVDPSNAKCSNGLLAYHQCTSETYTEQTLLPNCKVDYVLADISOTLPNTRTSRRRELKEFSHNDISSTPPPS

321 CFTYRYFLSAFWANDENVRRALGVKKGFGKWSRCNTQONIPYTYDIHNATPYHVNNIRKGFRALIYSGDHDMMIPFSSTEA
401 WIKSINYJTVDDWRPWMMNSNQVAGYTRTYANKMTFATIKGGGHTAEYNPDQCSLMFKRWIDGESL

Abbildung 3.25.: Abgeleitete Proteinsequenz von BnSCT1 aus B. napus. Die Signalsequenz und das
Endopeptid sind grau hinterlegt. Putative N-Glykosilierungsstellen sind eingerahmt. Die fiir die Antikor-
perproduktion verwendeten Peptidsequenzen sind rot unterstrichen.

Der Peptidantikorper gegen die BnSCT wurde an Proteinextrakten aus unterschiedlichen
Samenstadien getestet. Dazu wurde das 16sliche Gesamtprotein aus ca. 100 mg Samen ex-
trahiert und zunéchst auf SCT-Aktivitat mittels Enzymassay untesucht (Abbildung 3.26).
Eine geringe Enzym-Aktivitdt konnte erstmals im Stadium B nachgewiesen werden. Vom
Stadium C an war ein starker Anstieg zu beobachten der sein Maximum im Stadium E

erreicht. Danach féllt die SCT-Aktivitdt wieder auf ein niedriges Niveau ab.
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Fiir die Western Blot-Analysen wurden 20 ug Protein der Stadien B bis G sowohl unter re-
duzierenden als auch unter nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE aufgetrennt
(Abschitt 2.7.4) und auf Nitrocellulose immobilisiert. In der anschliefend durchgefithrten
Western-Analyse wurde der SCT-Antikoérper (Kaninchen Anti-BnSCT-IgG) auf Spezifitét
getestet (Abbildung 3.27).
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Nach reduzierender SDS-PAGE erkennt der Antikorper in den drei aktivsten Proteinfrak-
tionen (Stadium C, D und E) zwei Fragmente mit einem Molekulargewicht von 24 bzw.
29 kDa. Die Intensitét beider Signale nimmt mit steigender SCT-Aktivitat zu. Nach nicht-
reduzierender SDS-PAGE wird in diesen drei Fraktionen eine diffuse Bande bei etwa 50
kDa sichtbar. Diese korreliert mit dem errechneten Molekulargewicht von 47 kDa fiir das
gesamte Protein. Die 24 kDa-Bande ist in diesen Fraktionen weiterhin sichtbar und so-
mit wahrscheinlich das Ergebnis einer unspezifischen Reaktion des Antikorpers. Die diffuse
Bande bei 50 kDa kénnte auf eine unterschiedliche Glykosilierung zuriickzufiihren sein. Da-
fiir spricht auch das geringere Molekulargewicht des unldslichen SCT-Proteins, das in E.
coli exprimiert wurde. Als Prokaryot ist E. coli nicht in der Lage Proteine zu glykosilieren.
In den beiden spéten Samenstadien werden mehrere Banden mit einem Molekulargewicht
zwischen 24 und 32 kDa erkannt. Da die Aktivitdt in diesen beiden Fraktionen allerdings
nur noch gering ist und auch die Immunlokalisierung in diesen Stadien keine Signale erga-
ben (Abbildung 3.29), sind diese Signale ebenfalls als unspezifische Reaktion des Antikor-
pers anzusehen. Das Praimmunserum zeigte keine Reaktivitat gegeniiber Proteinen aus B.

napus bzw. der unloslichen SCT aus E. coli.

(kDa) B C D E F G IB (kDa) B C D E F G B
150 — 150 —
75— 75—
50 — ; 50— . _ ul
37— 37 —
25— 25—
A20- C20-
(kDa) B C D E F G IB (kDa) B C D E F G IB
150 — 150 —
75— 75 —
50— 50 —
37— 37 —
25— 25
B20- D20

Abbildung 3.27.: Test des Peptidantikorpers im Western Blot. 20 ug 16sliches Protein der Samen-
stadien B bis G und 200 ng rekombinanter SCT aus der nicht-l6slichen Inclusion Body-Fraktion
(IB) nach Expression in E. coli wurden unter reduzierenden (A und B) und nicht-reduzierenden
Bedingungen (C und D) durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose immobilisiert. Die
Immunreaktion erfolgte mit Kaninchen-Anti-BnSCT-IgG (A und C) bzw. mit dem Préimmunse-
rum (B und D) in einer Verdiinnung von 1:1000.
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3.6.2. Lokalisierung der BnSCT mittels Lichtmikroskopie
Lokalisierung der BnSCT

Sequenzanalysen wiesen darauf hin, dass die SCT als Vorlauferprotein synthetisiert und
iiber eine N-terminale Signalsequenz in das ER und von dort iiber den sekretorischen Weg
in die Vakuole transportiert wird. Um diese Hypothese zu iiperpriifen, wurde eine Immun-
markierung mit einem gegen die BnSCT gerichteten Peptidantikérper durchgefiihrt. Dazu
wurden Semidiinnschnitte von fixierten und in PEG eingebetteten Samen (Stadium E) von
B. napus angefertigt und mit dem Antiserum gegen die BnSCT inkubiert, um deren Lo-

kalisation innerhalb des Gewebes bzw. innerhalb einzelner Zellen untersuchen zu konnen.

Die Abbildung 3.28 zeigt die gewebespezifische Lokalisation der SCT in der Aleuronschicht
und in den parenchymatischen Zellen der Kotyledonen und des Hypokotyls. Die griine, ring-

féormige Fluoreszenz innerhalb der Zellen weist auf das SCT-Protein hin. Diese Fluoreszenz

fehlt in den Proben, die mit dem Praimmunserum inkubiert wurden.

Abbildung 3.28.: Immunlokalisierung der BnSCT in Querschnitten von Samen von B. napus
(Stadium E). 4 pm dicke Schnitte wurden mit dem Anti-BnSCT-Antikérper (A bis C) bzw. mit
dem Praimmunserum (D bis F), gefolgt von einem Fluoreszenz-konjugierten sekundéren Antikérper
(Alexa Fluor 488) inkubiert. Die griine Fluoreszenz (Pfeile) weist auf SCT-Protein hin. Signale
konnten in der Aleuronschicht (A), den Kotyledonen (B) und dem Hypokotyl (C) detektiert werden.
PL: Palisadenschicht, P: Pigmentschicht, AL: Aleuronschicht. Die Balken entsprechen 20 pm.

Um die Sperzifitdt des Antikorpers zu iiberpriifen, wurde die gleiche Immunmarkierung mit
reifen Samen durchgefiihrt. Obwohl in diesem Samenstadium nur noch Spuren von SCT-
Aktivitat nachweisbar waren (Abbildung 3.26), wurden im Western Blot mehrere Banden
durch den Antikorper detektiert (Abbildung 3.27). In der Immunlokalisierung in reifen
Samen waren jedoch keine Signale des Antikérpers nachweisbar (Abbildung 3.29).
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Dies zeigt, dass der Antikorper im Western Blot, bei dem die Proteine in denaturierter,
entfalteter Form vorliegen, unspezifisch andere Proteine neben der SCT erkennt, diese

jedoch in der Immunlokalisierung nicht mit dem Antikorper reagieren.

Abbildung 3.29: Test des
Anti-BnSCT-Antikorpers

in Querschnitten von reifen
Samen aus B. napus.

A: Kotyledonen, B: Hypoko-
tyl. Die Balken entsprechen
10 pm.

Identifizierung der Zellorganellen

Wiéhrend der Samenentwicklung werden in Pflanzen Reservestoffe fiir den keimenden Em-
bryo angelegt. Im Gegensatz zu Monokotyledonen, die ihre Speicher meist in einem Endo-
sperm anlegen, sind bei vielen Dikotyledonen die Keimbléatter als Nahrstoffspeicher ausge-
bildet. Die drei hauptsichlichen Speicherstoffe werden entweder als hochmolekulare Poly-
mere (Proteine und Stérke) oder als lipophile Aggregate (Fette) gespeichert. Allen gemein-
sam ist, dass sie in Zellorganellen auftreten: die Stérke in den Plastiden, die Proteine in den

Proteinkérpern (Proteinspeichervakuolen) und die Fette in den Lipidkorpern (Oleosomen).

Die ringférmige Struktur und die Anordnung der Fluoreszenz-Signale der Immunlokalisie-
rung (Abbildung 3.28) weisen darauf hin, dass die SCT nicht im Cytoplasma sondern in
Organellen lokalisiert ist. Um einen Uberblick iiber die rdumliche und quantitative Vertei-
lung der Zellorganellen im Rapssamen und deren Gréfe zu erhalten, wurden verschiedene
Lokalisierungsexperimente durchgefiithrt. Dazu wurden Semidiinnschnitte von fixierten und
in PEG eingebetteten griinen Samen (Stadium E) mit fiir das jeweilige Organell spezifi-
schen Farbstoffen gefarbt (Abbildung 3.30).

Fiir die Visualisierung der Proteinkorper (Proteinspeichervakuolen) wurde eine Farbung
mit Coomassie Brilliant Blue R-250 gewihlt. Dieser Farbstoff detektiert unspezifisch Prote-
ine, indem er sich an basische und aromatische Seitenketten der Aminosduren anlagert. Die
Coomassie-Farbemethode wird {iblicherweise zur Visualisierung von Proteinen nach einer
Polyacrylamidgelelektrophorese verwendet. Im fixierten Gewebeschnitt werden durch diese
Methode die Proteinkorper angefarbt (Abbildung 3.30 A). Sie sind als blaue 2 bis 8 pm
grofte Organellen sichtbar, die im Inneren der Zellen der Kotyledonen und des Hypokotyls
angeordnet sind. In der Samenschale und in der Aleuronschicht wurden keine Proteinkor-

per detektiert.

Die ca. 0,5 bis 2 pum grofen Lipidkorper konnten durch eine Antikérperreaktion sicht-
bar gemacht werden. Der verwendete Antikorper war gegen Oleosin, das Hauptprotein

der Lipidkérpermembran gerichtet und wurde freundlicherweise von Prof. Anthony Huang
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(Universitat Kalifornien) zur Verfiigung gestellt (Tzen et al., 1990). Die Immunmarkierung
mit einem Fluoreszenz-markierten sekunddren Antikorper (Alexa Fluor 488) zeigte, dass
diese Organellen iiber den gesamten cytoplasmatischen Raum verteilt sind (Abbildung 3.30
B). Dies betrifft die Zellen der Kotyledonen, des Hypokotyls und der Aleuronschicht.

Die Identifizierung der Plastiden erfolgte mit Hilfe einer Jodreaktion, mit der die in Plas-
tiden enthaltene Stérke angeférbt wird. Nach Inkubation in Lugolscher Lésung erscheinen
diese Organellen im Schnitt blau-schwarz. Mit dieser Methode wurden die Plastiden in
den duferen Bereichen der Zellen der Aleuronschicht, der Kotyledonen und des Hypokotyls
detektiert (Abbildung 3.30 C). Mit einem Durchmesser von 1 bis 4 pm liegen die Plastiden

der Grofse nach zwischen den Lipidkérpern und den Proteinspeichervakuolen.

Abbildung 3.30.: Identifizierung der Zellorganellen im Samen von B. napus. Al bis A3:
Coomassie-Féarbung zur Darstellung der Proteinkérper; B1 bis B3: Identifizierung der Lipidkdor-
per durch Immunmarkierung von Oleosin; C1 bis C3: Starkefarbung der Plastiden mit Lugolscher
Losung. Dargestellt sind Zellen der Samenschale und der Aleuronschicht (Al bis C1), der Koty-
ledonen (A2 bis C2) und des Hypokotyls (A3 bis C3). Die Pfeile zeigen die jeweiligen markierten
Organellen. AL: Aleuronschicht, P: Pigmentschicht, PL: Palisadenschicht. Die Balken entsprechen
20 pm.
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Durch Vergleich der BnSCT-Immunlokalisierung (Abbildung 3.28) mit der Coomassie-
Farbung der Proteinspeichervakuolen (Abbildung 3.30 A) konnte die vermutete vakuolére
Lokalisation der BnSCT ausgeschlossen werden. Beide markierte Organellen unterscheiden
sich deutlich in Gréfe und Anordnung. Wahrend die meist iiber 2 pm grofsen Proteinkdrper
im Wesentlichen im Inneren der Zellen zu finden sind, ordnen sich die im Durchschnitt 2
pm grofsen fluoreszenzmarkierten Organellen in den dufferen Bereichen um die Proteinkor-
per herum an. Um festzustellen, ob die SCT mit den Lipidkérpern assoziiert, oder in den

Plastiden lokalisiert ist, wurden Kolokalisierungexperimente durchgefiihrt.

Kolokalisierungsexperimente

Fir die Kolokalisierung der BnSCT mit den Lipidkérpern wurde der Alexa Fluor 488-
konjugierten Antikérper in Kopplung an den Anti-Oleosin-Antikérper gewahlt. Als sekun-
dérer Antikorper fiir die BnSCT-Markierung bot sich ein Alexa Fluor 546-konjugierter An-
tikorper an, dessen Fluoreszenzcharakteristika deutlich verschieden von denen des Alexa488-
Farbstoffes sind. Durch eine nach der Antikérpermarkierung durchgefiihrte Gegenféarbung
mit DAPI wurde die DNA sichtbar gemacht. Die Auswertung der Markierung erfolgte mit
Hilfe des Konfokalmikroskops (Abbildung 3.31).

Der Vergleich der BnSCT/Alexa546-Markierung (rot) mit den Oleosin/Alexa488-Signalen
(griin) zeigt deutliche Unterschiede in Anordnung und Grofe. Die SCT zeigte klar von ein-
ander abgegrenzte, ringférmige Signale mit einer Grofe von etwa 2 pm. Die Lipidkorper,
durch die Oleosinmarkierung reprasentiert, erscheinen hingegen im direkten Vergleich we-
sentlich kleiner und zahlenmafig haufiger. Im Gegensatz dazu konnte eine Kolokalisierung
der SCT mit DNA-Signalen der DAPI-Farbung beobachtet werden. Dies wird besonders
deutlich in der Uberlagerung aller Markierungen. Wihrend sich SCT- und Oleosin-Signale
einander ausschlieffen, werden die roten SCT-Signale von den blauen DAPI-Signalen {iber-

lagert und erscheinen pink bis lila. Dies legt die Vermutung nahe, dass die SCT in Plastiden

lokalisiert ist.

Abbildung 3.31.: Lokalisierung der BnSCT und Oleosin in den Kotyledonen von B. napus Sa-
men (Stadium E). 4 pm dicke Schnitte wurden simultan mit Anti-BnSCT/Alexa546 und Anti-
Oleosin/Alexa488 inkubiert und anschlieffend mit DAPT geférbt. A: BnSCT/Alexab46, B: Oleo-
sin/Alexa488, C: DAPI, D: Uberlagerung. Balken entsprichen 10 pym
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Um die Hypothese der Plastidenlokalisation zu bestétigen, sollte die Immunmarkierung
der SCT mit einer weiteren Markierung der Plastiden kombiniert werden. Da sich die Jod-
farbung mit Lugolscher Losung als eine geeignete Methode zur spezifischen Anfarbung der
abgelagerten Starke in den Plastiden erwiesen hat, wurde diese in einer Kolokalisierung ein-
gesetzt. Dazu wurden einige Tropfen Lugolsche Losung auf die mit Anti-BnSCT /Alexa546
immunmarkierten Schnitte gegeben und unmittelbar am Konfokalmikroskop ausgewertet.
Eine Konservierung der so behandelten Schnitte war nicht moglich, da die Fluoreszenz des
sekundéren Antikorpers durch die Farbelésung innerhalb weniger Minuten verschwand.
Eine DAPI-Fluoreszenz war unmittelbar nach dem Aufbringen der Jodlésung nicht mehr
sichtbar. Wie die Abbildung 3.32 zeigt, konnte ein weiterer Hinweis geliefert werden, dass
die SCT in Plastiden lokalisiert ist. Die rote Fluoreszenz des BnSCT/Alexa546-Signals
zeigt wiederum ringférmige Strukturen, die um die durch die Jodlosung angefirbte Stérke

der Plastiden angeordnet sind. Der endgiiltige Beweis fiir die Lokalisation der SCT sollte

durch die Lokalisierung mittels Elektronenmikroskopie erbracht werden.

Abbildung 3.32.: Kolokalisierung der BnSCT und Plastiden-Stérke in Querschnitten von B. na-
pus Samen (Stadium E). 4 pm dicke Schnitte wurden mit Kaninchen-Anti-BnSCT IgG, gefolgt von
dem Fluoreszenz-markierten sek. Antikérpern Ziege-Anti-Kaninchen-Alexab46, inkubiert. Unmit-
telbar nach dem Aufbringen einiger Tropfen Lugolscher Losung wurden die Schnitte am Konfokal-
mikroskop ausgewertet. A: Hellfeld, Plastiden-Stérke ist schwarz angefarbt . B: BuSCT/Alexab46-
Signal. C: Uberlagerung. Der Balken entspricht 20 pm.
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3.6.3. Lokalisierung der BnSCT mittels Elektronenmikroskopie

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigten, dass die BnSCT in den Zellen der Aleu-
ronschicht, der Kotyledonen und des Hypokotyls mit plastiddrer DNA und mit Plastiden-
Starke kolokalisiert. Fiir die Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation der SCT wurden
Keimblétter von voll entwickelten Embryonen von B. napus (Stadium E), wie in Abschnitt
2.14.2 beschrieben, in einem Gemisch aus Paraformaldehyd und Glutaraldehyd fixiert und
in LRWhite eingebettet. Um die Antigenizitdt zu erhalten, wurde auf die Zugabe von
Osmiumtetroxid, welches in der Transmissionselektronenmikroskopie als Kontrastmittel
eingesetzt wird, verzichtet. Die Schnitte so behandelter Proben wirken somit wesentlich
weniger kontrastreich, als solche, die fiir reine Strukturuntersuchungen angefertigt werden.
Die Auswertung der Ultradiinnschnitte zeigte voll ausdifferenzierte Zellen, die ganz auf die
Einlagerung von Speicherstoffen spezialisiert sind (Abbildung 3.33). Die Proteinspeicher-
vakuolen sind als grofte runde Gebilde mit globuldren Einschliissen sichtbar. Sie sind um
den zentral liegenden Zellkern herum angeordnet. Die Plastiden, gut zu erkennen durch die
geringe Elektronendichte der enthaltenen Stéarke, sind in den &ufieren Regionen der Zelle

zu finden. Fast der komplette iibrige zelluldre Raum ist von den Lipidkdérpern ausgefiillt.

Abbildung 3.33.: Ultradiinnschnitt durch ein voll entwickeltes Keimblatt (Samenstadium E) von B.

napus. Dargestellt ist die Ubersicht einer ausdifferenzierten Zelle, die auf die Einlagerung von Reservestoffen
spezialisiert ist. P: Plastid, PSV: Proteinspeichervakuole, N: Nukleus, L: Lipidkérper
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Mit Hilfe der Immunogoldmarkierung gelang es, die intrazelluldre Lokalisation der SCT in
den Plastiden zu bestéitigen. Die Abbildung 3.34 zeigt eindeutige spezifische Markierungen
im Stroma der Plastiden nach Inkubation mit dem Anti-BnSCT-Antikérper. Proben, die
mit dem Prdimmunserum inkubiert wurden, enthielten keine Signale in den Plastiden. Die
Hintergrundmarkierung der Proben war sehr gering. Lediglich in den Proteinspeicherva-
kuolen wurden vermehrt Signale gefunden. Da diese Signale auch bei der Markierung mit
dem Praimmunserum und bei Kontrollexperimenten ohne den ersten Antikorper auftraten,

sind sie auf eine unspezifische Reaktion des zweiten Antikorpers zuriickzufiihren.

L e

Abbildung 3.34.: Elektronenmikroskopische Lokalisierung der BnSCT. 90 nm dicke Schnitte wurden
mit dem Pradimmunserum (A und B) bzw. Kaninchen-Anti-BnSCT IgG (C und D), gefolgt von dem Gold-
markierten sek. Antikérpern Ziege-Anti-Kaninchen-6nm Gold, inkubiert. Spezifische Signale im Stroma
der Plastiden sind durch beispielhaft durch Pfeile markiert.
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4. Diskussion

4.1. Gene und Sequenzanalysen

Das primére Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung einer SCT-cDNA aus Sa-
men von B. napus. Durch Screening einer samenspezifischen cDNA-Bank mit einem cDNA-
Fragment, das Sequenzihnlichkeit zu Acyltransferase-Genen aufwies, gelang die Isolierung
von drei ¢cDNA-Klonen mit hoher Ahnlichkeit zu pflanzlichen Serin-Carboxypeptidasen
(Abschnitt 3.1). Leider enthielten alle drei Klone nur 5’-unvollstandige Sequenzen. Dies ist
moglicherweise auf eine unvollsténdige reverse Transkription bei der Erstellung der cDNA-
Bank zuriickzuftihren. Wellenreuther et al. (2004) beschreiben den hohen Prozentsatz an
5’-verkiirzten Klonen in einer cDNA-Bank durch den zu frithen Stop der reversen Tran-
skriptase. Dies tritt besonders bei grofsen mRNAs auf und solchen die dazu tendieren,
Sekundarstrukturen zu bilden. Die Qualitdt der isolierten mRNA héngt dariiber hinaus
auch vom extrahierten Gewebe ab. Die Isolierung von mRNA aus Samen erfordert einen
groferen Aufwand als beispielsweise aus Blédttern. Dies kann ebenfalls zu einem Abbau
der RNA fithren. Sequenzvergleiche zeigten, dass die grofiten Sequenzunterschiede im 3’-
untranslatierten Bereich zu finden sind (Abbildung 3.1). Interessanterweise zeigten zwei
Klone (SCP2 und SCP3) eine Sequenzidentitat von 100 %, abgesehen von ihrer Polyade-
nylierungsstelle [Poly(A)-Stelle].

Uber die mRNA 3’-Prozessierung in Pflanzen ist im Vergleich zu anderen Eukaryoten
wenig bekannt. Eine Ubersicht gibt Rothnie (1996). Demnach ist die molekulare Archi-
tektur pflanzlicher Poly(A)-Signale durch drei Motive gekennzeichnet, ein Near upstream
element (NUE), ein Far upstream element (FUE) und die Spaltsstelle selbst. Das in Ver-
tebraten universelle AAUAAA-Motiv fiir die Polyadenylierung (Proudfoot und Brownlee,
1976), das von U- bzw. GU-reichen downstream-Elementen flankiert wird, tritt in vie-
len pflanzlichen 3’UTRs nicht auf. Im Gegensatz zu Vertebraten, die normalerweise eine
einzelne Poly(A)-Stelle besitzen, konnen in pflanzlichen Transkripten mehrere Spaltorte
auftreten, was zur Produktion verschiedener mRNAs unterschiedlicher Lénge fithren kann.
So wurden beispielsweise fiir ein kerncodiertes Chloroplasten RNA-Bindeprotein aus Nico-
tiana plumbaginifolia 14 verschiedene 3’-Prozessierungsstellen identifiziert (Klahre et al.,
1995). Pflanzliche Poly(A)-Signal NUEs stellen oft eine Variante des AAUAAA-Motivs
dar. Durch Mutagenese-Analysen dieses Motivs im Blumenkohlmosaikvirus (CaMV) wur-

de gezeigt, dass der Austausch eines einzelnen Nukleotids innerhalb dieser Sequenz die
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Prozessierungseffizienz in Pflanzen nur um maximal 40 % senkt (Rothnie et al., 1994). In
allen drei isolierten cDNA-Klonen wurden mehrere Poly(A)-Signal NUEs gefunden, die in
einer unterschiedlichen Polyadenylierung resultieren (Abbildung A.1). Bisher wurden keine
konservierten Sequenzmotive in pflanzlichen FUEs entdeckt (Rothnie, 1996). Ein gemein-
sames Merkmal ist jedoch das Vorkommen von U- bzw. UG-reichen Sequenzen. Dies konnte
auch in den klonierten cDNAs beobachtet werden. Varianten des FUE-Motivs UUUGUA,
das in CaMV eine wichtige Rolle bei der Polyadenylierung spielt (Sanfacon et al., 1991;
Rothnie et al., 1994), wurden hingegen nicht gefunden. Das konservierte YA-Motiv der

Spaltstelle ist in allen drei Sequenzen vorhanden.

Nachdem mittels 5’Race-Technik die fehlende 5’-Region der putativen SCT-Sequenzen am-
plifiziert wurde, konnten mit Hilfe abgeleiteter Primer vier BnSCT-Gene identifiziert wer-
den. Obwohl alle vier Sequenzen eine Identitdt von 99 % aufwiesen (Abbildung A.2), ist
aufgrund der Anzahl der nichtiibereinstimmenden Nukleotide nicht davon auszugehen, dass
diese die Folge eines PCR- bzw. Sequenzierfehlers sind. Da es sich bei B. napus um eine
amphidiploide Art handelt, die sich aus den beiden Chromosomensétzen von B. rapa und
B. oleracea zusammensetzt (Abbildung 1.5) sind fiir jedes Gen mehrere Kopien zu erwar-
ten. Durch die Analyse der Sequenzen konnte festgestellt werden, dass in B. napus fiir die
SCT codierende Gene sowohl aus dem A-Genom als auch aus dem C-Genom transkibiert
werden (Tabelle 4.1). Die Funktionalitét der isolierten BnSCT1-cDNA wurde durch die
Komplementation der A. thaliana SCT-Mutante SALK 002255 gezeigt. Die Fahigkeit der
komplementierten Mutante, Sinapoylglucose zu Sinapoylcholin zu verestern, statt sie zu
akkumulieren liefert den eindeutigen Beweis dafiir, dass die klonierten cDNAs die SCT
codieren. Die Expressionsstarke des Transgens wird sowohl vom Integrationsort als auch
von der Anzahl der Insertionen im Genom der Pflanzen beeinfluftt. Dies liefert eine mog-
liche Erklarung fiir den schwankenden Gehalt an Sinapin bzw. Sinapoylglucose. Aufgrund
der hohen Sequenzidentitdten der klonierten c-DNAs ist anzunehmen, dass auch BnSCT2,
BnSCT3 und BnSCT4 fiir ein funktionales SCT-Protein codieren. Dies kann jedoch nur

durch experimentelle Analysen bestéitigt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden durch PCR-gestiitzte Klonierungstech-
niken, neben mehreren BnSCT-cDNAs, eine Viezahl von genomischen SCT-Fragmenten
aus B. napus isoliert. Die Zuordnung der einzelnen Regionen zum A- bzw. C-Genom er-
folgte durch Sequenzvergleiche mit Fragmenten aus den beiden Ursprungsarten B. rapa
(A-Genom) und B. oleracea (C-Genom), die mit Hilfe abgeleiteter Primer amplifiziert
wurden. Fiir das Genom von B. napus konnten insgesamt sechs verschiedene Isoformen des
BnSCT-Gens identifiziert werden (Tabbelle 4.1). Drei davon sind dem A-Genom und die
iibrigen drei dem C-Genom zugehérig. Diese Ergebnisse korrelieren mit Untersuchungen,
die zeigen konnten, das sich das haploide Brassica-Genom fast vollstdndig aus verdreifach-

ten Segmenten zusammensetzt (Lagercrantz und Lydiate, 1996; Lagercrantz et al., 1996).
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Die isolierten 5’- und 3’-Regionen aus B. oleracea zeigen, dass auch hier mindestens zwei
Genorte vorhanden sind. Durch folgende PCR-Analysen kénnten weitere Sequenzbereiche
aus dem Genom von B. oleracea amplifiziert werden, aber auch aus B. rapa, aus dessen

Genom bisher nur ein Genort der SCT isoliert wurde.

B. napus B. rapa B. oleracea
A-Genom C-Genom A-Genom C-Genom
cDNA-Fragmente SCP2(3) SCP1
RACE]1
full length cDNAs BnSCT?2 BnSCT1
Genom. BnSCT-Seq. BnSCT2 BnSCT1 BrSCT BoSCT
Genom. 5’-Regionen 5'BnSCT1 5 BrSCT 5'BoSCT1
5’BoSCT2
Genom. 3’-Regionen 3’BnSCT2  3'BnSCTI 3’'BrSCT 3’BoSCT1
3’BoSCT2
BAC-Subfragmente 5’BAC4
3’'BACA4

Tabelle 4.1.: Ubersicht der isolierten Nukleotidsequenzen und deren Zuordnung zum A- bzw.
C-Genom. Sequenzbereiche eines Locus sind in B. napus in derselben Farbe markiert.

Durch vergleichende Analyse der drei Brassica-Genome wurde gezeigt, dass durch die Poly-
ploidisierung keine genomische Umstrukturierung erfolgt ist und dass in Raps die Genome
von Kohl und Riibsen im wesentlichen konserviert sind (Rana et al., 2004). Die vorliegende
Arbeit liefert Hinweise, dass im BnSCT-Locus eine Neuanordnung stattgefunden hat. So
wurden durch Southern-Analyse (Abbildung 3.13) Unterschiede im genomischen Bereich
der SCT zwischen B. napus und B. rapa festgestellt. Weiterhin bedurfte es erheblichen
Aufwands, um eine 5’-Region aus dem A-Genom von B. napus zu klonieren. Durch den
Einsatz PCR-~gestiitzter Klonierungstechniken konnte mit Hilfe einer genomischen Bank der
5’-Bereich eines BnSCT-Gens, dass dem A-Genom angehort, isoliert werden (Abbildung
3.18). Es stellte sich jedoch heraus, dass das enthaltene BnSCT-Gen durch Insertionen, die
zu mehreren Stop-Codons fithren, unterbrochen wird. Uberraschenderweise wurde am sel-
ben BAC durch PCR die genomische Sequenz einer zweiten, funktionalen BnSCT-Sequenz
amplifiziert. Ob im B. rapa Genom eine dhnliche Struktur vorhanden ist, kann zu die-
sem Zeitpunkt nicht beantwortet werden. Eine Sequenzierung des BAC-Klon 4 und eine
weitere Analyse der BAC-Klone, die im Rahmen dieser Arbeit isoliert, jedoch nicht wei-

ter untersucht wurden, konnte Sequenzinformationen fiir die Aufklarung der Unterschiede
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im SCT-Locus von B. napus und B. rapa liefern. Bei gegeniiberstellenden Analysen von
B. napus und den rezenten Sorten der diploiden Ausgangsarten sollte auch stets in Betracht
gezogen werden, dass die rezenten Sorten in ihrer Genomstruktur nicht mehr vollstéindig
mit den urspriinglichen Vorfahren von B. napus iibereinstimmen, da auch sie im Verlauf

der genomischen Evolution Verdnderungen erfahren haben.

Durch vergleichende Untersuchungen mit A. thaliana wurde gezeigt, dass die chromo-
somalen Segmente im Brassica-Genom im allgemeinen mit den homologen Arabidopsis-
Segmenten korrelieren, jedoch in ihrer Mikrostruktur durch Genverlust, Translokation und
Inversion stark verdndert sind (O’Neill und Bancroft, 2000). Der Vergleich des BnSCT1-
Locus mit dem chromosomalen Bereich von SNG2 in A. thaliana spiegelt dies wider (Ab-
bildung 3.17). Wahrend die Gene downstream von BnSCT1 in der gleichen Reihenfolge
wie in A. thaliana angeordnet sind, konnten im upstream-Bereich Unterschiede festgestellt
werden. So sind in A. thaliana vier Gene vorhanden, die in B. napus nicht vorkommen. Von
einem dieser Gene (SDH3) konnten im BnSCT'1-Locus noch Bruchstiicke gefunden werden.
Da Genverlust nach Verdopplung das wahrscheinlichste Ereignis im Laufe der Evolution
ist (Ubersicht in Adams und Wendel, 2005b), besteht die Annahme, dass der 5-Bereich

von BnSCT1 durch Deletionen einer Neustrukturierung unterlag.

4.2. Heterologe Expression von BnSCT1

Da die Strukturaufklarung pflanzlicher SCPL-Acyltransferasen von grofsem Interesse ist
(Abschnitt 1.4) wurden im Rahmen dieser Arbeit Versuche zur heterologen Expression der
BnSCT aus B. napus unternommen. Dafiir standen sowohl prokaryotische als auch euka-

ryotische Systeme zur Verfligung.

Aufgrund vieler Vorteile ist E. coli eines der meist eingesetzten FExpressionssysteme fiir
die Uberexpression rekombinanter Proteine. E. coli ist einfach genetisch zu manipulieren
und kann schnell und kostengiinstig zu hohen Zelldichten wachsen, wobei durch variable
Wachstums- und Induktionsbedingungen eine verbesserte Expression erzielt werden kann.
Aus diesem Grund wurde E. coli als erstes FExpressionssystem gewéahlt. Nach heterolo-
ger Expression von BnSCTI1 ohne die putativen Signalsequenz im pQE60/M15[pRep4]-
Expressionssystem wurden im Western Blot durch Markierung der C-terminalen 6 x His-
Sequenz schwache Signale in der unldslichen Proteinfraktion detektiert. Fiir die schwa-
che Expression in E. coli sind mehrere Ursachen denkbar. Eine mogliche Erklarung lie-
fert die Analyse der Codon-Verteilung von BnSCTI. In jedem Organismus werden die
61 Aminosdure-Codons mit unterschiedlicher Haufigkeit verwendet. Die Codonhéufigkeit
korreliert mit der Anzahl der entsprechenden tRNAs, d.h. fiir seltene Codons liegen nur
wenige tRNAs vor (Dong et al., 1996). Dies beeinflusst entscheidend die Translationseffi-

zienz (Kane, 1995). In E. coli wird Arginin beispielsweise nur selten durch die die Codons
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AGA und AGG verschliisselt. Dieses Problem kann durch die Coexpression der seltenen
tRNAs mit dem Zielprotein gelost werden (Rosenberg et al., 1993). In dieser Arbeit konnte
mit Hilfe des E. coli-Stamms BL21-CodonPlus (DE3)-RIL die heterologe Expression von
BnSCT1 um ein Vielfaches erhoht werden (Abbildung 3.8). Es konnte jedoch auch mit die-
sem Stamm unter keiner der getesteten Bedingungen funktionelles His-tag-Fusionsprotein
von BnSCT1 hergestellt werden. In der Literatur finden sich diesbeziiglich &hnliche Anga-
ben. So beschreiben Shirley et al. (2001) fiir die heterologe Expression von SNG2, das fiir
die SCT in A. thaliana codiert, die Akkumulation des Proteins in Einschlufkérpern. Ob-
wohl Lehfeldt et al. (2000) von der funktionellen heterologen Expression des fiir die SMT
aus A. thaliana codierenden SNGI1-Gens berichten, erscheinen diese Angaben bei ndherer
Betrachtung zweifelhaft, da der Enzymassay zum Nachweis der SMT-Aktivitat iiber 14 h
durchgefiihrt wurde. Die fehlende funktionelle Expression von BnSCT1 ist moglicherweise
darauf zuriickzufiihren, dass Bakterien nicht in der Lage sind, bestimmte posttranslatio-
nale Modifikationen, wie z. B. Phosphorylierungen, Glycosilierungen oder proteolytische
Spaltungen, durchzufiihren. Diese sind jedoch oft erforderlich, um ein aktives eukaryoti-
sches Protein zu erhalten. Fiir die verwendete BnSCTI1-Sequenz wurden mehrere post-
translationale Modifizierungen vorhergesagt (Abschnitt 3.1). Die putative Signalsequenz
von BnSCT1 war bei den Expressionkonstrukten nicht vorhanden, sodass ein negativer
Einfluss dieser Region ausgeschlossen werden kann. Anhand von Sequenzvorhersagen und
Literaturangaben scheint es jedoch wahrscheinlich, dass es sich bei der BnSCT um ein
glykosiliertes Protein handelt, das zudem noch endoproteolytisch gespalten wird und in
seiner aktiven Form als Heterodimer vorliegt, dessen Untereinheiten durch Disulfidbriicken
verbunden sind (Shirley und Chapple, 2003). Ein weiteres Problem der Proteinexpressi-
on in Bakterien ist die korrekte Faltung des zu exprimierenden Proteins, da hierzu oft
sogenannte Chaperone bendtigt werden, die in pro- und eukaryotischen Systemen unter-
schiedlich sind (Hartl, 1996). Da es nicht moglich war, BnSCT'1 in Bakterien funktionell
zu exprimieren, wurden mit der Hefe S. cerevisiae und mit N. tabacum zwei eukaryotische

Expressionssysteme getestet.

Die Expression in Hefen kombiniert die Vorteile der schnellen und kostengiinstigen Kul-
tivierung der Zellen mit der Fahigkeit post-translationale Modifikationen durchzufiihren.
Hefen verfiigen aufgrund eines entsprechenden sekretorischen Stoffwechselweges iiber die
Moglichkeit der korrekten Modifikation und Sekretion heterologer Proteine. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte, das BnSCT1-Gen in S. cerevisiae rekombinant exprimiert werden. Die
nachgewiesene Enzymaktivitét liegt mit 1 pkat/mg Protein allerdings deutlich niedriger als
bei der transienten Expression im pflanzlichen System N. tabacum. Die Tatsache, dass eine
SCT-Aktivitét bei einer Induktionsdauer von mehr als vier Stunden nicht mehr festgestellt
werden konnte, 14t vermuten, dass das rekombinante Protein in den Hefen sehr instabil
ist, bzw. von Proteasen abgebaut wird. Die sehr geringe Aktivitdt kann auf mehrere Ursa-
chen zuriickzufiihren sein. So zeigt beispielsweise die Analyse der Codonpréferenz, dass das

in der BnSCT1-cDNA insgesamt neunmal vorkommende Codon CTC fiir Leucin von der
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Hefe nur in 6 % aller Fille verwendet wird!. Weiterhin trigt das SCT-Vorlduferprotein eine
N-terminale Signalsequenz, welche den Transport ins Endoplamatische Retikulum vermit-
telt und dabei abgespalten wird. Dieses pflanzliche Signalpeptid ist moglicherweise nicht

optimal fiir die Prozessierung in Hefe.

Die Expression pflanzlicher Proteine in S. cerevisiae ist in der Literatur mehrfach erwahnt.
So wurde beispielsweise die Expression einer SCPL-Acyltransferase aus L. pennellii (Li
und Steffens, 2000) und des fiir die SCT aus A. thaliana codierenden SNG2-Gens (Shir-
ley und Chapple, 2003) in S. cerevisiae beschrieben. Die hetrologe Expression von SNG2
erfolgte in einem sekretorischen Hefestamm [S. cerevisiae W2579, (MAT«a Aprel vpll-1
leu2-3 leu2-112 ura3-52)|. Dieser Stamm ist im vakuoldren Transport gestort und sekre-
tiert Proteine, die normalerweise in die Vakuole transportiert wiirden, ins Medium. Dies
wurde sowohl fiir die CPY als auch fiir die SCT aus A. thaliana beschrieben (Nielsen
et al., 1990; Shirley und Chapple, 2003). Fiir die CPY wurde zudem ein Vektor mit einem
Leu2d-Marker verwendet. Dieser Marker besteht aus dem Leu2-Gen unter der Kontrol-
le des deletierten Leu2-Promotors (Erhart und Hollenberg, 1983). Wird dieser Marker in
einem Leucin-defizienten Hefestamm wie W2579 eingestetzt, so kann die Kopienzahl des

Expressionsplasmids bei Kultivierung in Leucin-Mangelmedium stark erhoht werden.

Fiir die Steigerung der heterologen Expression in S. cerevisiae wire neben der Codon-
Optimierung, der Verwendung eines sekretorischen Hefestamms und der Optimierung des
Expressionsplasmides, der Austausch des nativen BnSCT1-Signalpeptids durch Signalse-
quenzen vakuolarer Hefeproteine erfolgversprechend. Dazu zéhlen beispielsweise die va-
kuolére Zielsequenz der CPY (Nielsen et al., 1990; Jung et al., 1999) und die der Protein-
ase A, die durch das Pep4-Gen codiert wird (Ammerer et al., 1986; van den Hazel et al.,
1993).

Als pflanzliches Expressionssystem wurde die Agrobacterium-vermittelte transiente Ex-
pression in N. tabaccum gewihlt. Diese transiente Transformationsmethode hat den Vor-
teil, dass die Expression des rekombinanten Proteins schnell nachvollzogen werden kann.
Die Pflanzen miissen nicht regeneriert werden, und das rekombinante Protein kann be-
reits nach wenigen Tagen aus den Bléattern isoliert werden. Die heterologe Expression von
BnSCT1 in Tabak erfolgte unter der Kontrolle des lichtregulierten RbcS1-Promotors un-
ter Verwendung des bindren Vektors pBINPLUS. Fiir dieses System wurde in Pflanzen
eine achtfach hohere Expressionsrate als bei Verwendung des 35S-Promotors beschrieben
(Outchkourov et al., 2003). Mit Hilfe dieses Systems gelang es BnSCT1 funktionell zu
exprimieren (Abbildung 3.11). Im Proteinrohextrakt der infiltrierten Blattbereiche konnte
eine SCT-Aktivitdt von durchschnittlich 20,6 pkat/mg Protein nachgewiesen werden. Dies
erscheint gering, im Vergleich zur hochsten spezifischen Aktivitat, die im Rohextrakt von
Rapssamen gemessen wurde (ca. 190 pkat/mg Protein, vgl. Abbildung 3.26). Dies mag ein

Grund dafiir sein, dass in Western Blot-Analysen bei Einsatz gleicher Proteinmengen kein

"http:/ /www.kazusa.or.jp,/codon/
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rekombinantes Protein nachgewiesen werden konnte.

Eine Erhohung der Expressionsrate konnte durch den Einsatz des viralen Silencing-In-
hibitors p19 in Kombination mit der transienten Transformation in N. benthamiana er-
reicht werden (Voinnet et al., 2003). Eine andere Alternative wére die stabile Tabak-
Transformation, da dann im Gegensatz zur transienten Expression jede Zelle das Expres-
sionskonstrukt triagt. Fiir die Expression von uidA unter transkriptioneller Kontrolle des
lichtregulierten RbcS1-Promotors in N. tabacum konnte beispielsweise das rekombinante
Protein mit knapp 3 % des loslichen Gesamtproteins nachgewiesen werden. (Outchkourov
et al., 2003). Ob eine Akkumulation des BnSCT-Proteins in transgenen Tabakpflanzen in

ghnlicher Weise erfolgt, miifite tiberpriift werden.

Die Ergebnisse der Expression in Tabak und in Hefe zeigen sehr deutlich, dass ein ange-
fiigter 6 x His-tag an den C-Terminus der BnSCT1-Sequenz zu einem dramatischen Ver-
lust der Aktivitéat fiihrt. So wurde fir das BnSCT1-His-tag-Fusionsprotein in N. tabacum
nur eine Enzymaktivitdt von 1,4 pkat/mg Protein gemessen, was einem Aktivitatsverlust
von 95 % entspricht. In S. cerevisiae konnte fiir das Fusionsprotein keine Aktivitiat nach-
gewiesen werden. Es scheint daher, dass der angefiigte Poly-Histidin-tag, moglicherweise
aufgrund seiner positiven Ladung oder durch eine Verénderung der Proteinfaltung, einen
negativen Einfluss auf die SCT-Enzymaktivitdt hat. Dies bedeutet, dass eine Reinigung
des rekombinanten Proteins iiber Metallaffinitdtschromatographie entfallt. Da allerdings
ein Peptidantikorper gegen die BnSCT vorliegt, besteht die Moglichkeit, das rekombinante
Protein durch Affinitdtschromatographie mit Hilfe einer Antikorper-gekoppelten Matrix

anzureichern.

4.3. Reduktion des Sinapingehaltes

Mit B. napus steht eine wertvolle Eiweifsquelle zur Verfiigung, die aufgrund unerwiinschter
phenolischer Inhaltsstoffe bislang nicht in vollem Umfang fiir die Erndhrung genutzt wer-
den kann. Ein Ziel des BMBF- Forschungsprojektes ,NAPUS 2000%, in dessen Rahmen die
vorliegende Arbeit angefertigt wurde, war es diese Eiweifiressource zu erschliefsen und nutz-
bar zu machen. Den grofsten Anteil an den phenolischen Komponenten nimmt das Sinapin
ein (Kozlowska et al., 1983; Shahidi und Naczk, 1992), so dass eine Reduktion des Sinapin-
gehaltes eine substantielle Vorraussetzung fiir die Etablierung von Raps als Proteinpflanze
ist. Durch klassische Ziichtungsprogramme gelang es nicht, Rapspflanzen mit einem stabil
niedrigen Sinapingehalt zu gewinnen (Zum Felde et al., 2003). Da der Metabolismus der
Sinapatester bekannt ist, lag es nahe, einen molekularen Ziichtungsansatz zu verfolgen. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob eine Verminderung der SCT-Aktivitat

zu einer Sinapinreduktion fiithrt.
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Eine Moglichkeit zur Herstellung von Pflanzen mit verringerter oder abgeschalteter SCT-
Aktivitdt ist die Nutzung von RNAi. Dieser Mechanismus basiert darauf, dass in die
Pflanzenzelle eingebrachte doppelstrangige RNA als fremd erkannt und die dazu homologe
mRNA abgebaut wird. Das Silencing von BnSCT wird dabei durch stabile Transformation
eines RNAi-Konstruktes erzielt, das die Expression doppelstringiger RNA-Fragmente in
Form selbst-komplementéarer hairpin RNA vermittelt. Diese wirken als dufterst effiziente In-
duktoren des PTGS und fiihren damit in transgenen Pflanzen zu einer wesentlich héheren
Suppressionsstiarke und -h&ufigkeit als konventionelle Co-Suppressions- und Antisensekon-
strukte (Chuang und Meyerowitz, 2000; Levin et al., 2000; Smith et al., 2000; Wesley et al.,
2001; Stoutjesdijk et al., 2002).

Hiisken et al. (2005) konnten zeigen, dass eine Reduktion des Sinapingehaltes in B. napus
um 72 % im Vergleich zum Wildtyp durch Suppression der UDP-Glucose:Sinapinsiaure-
Glucosyltransferase (SGT) mittels RNAi moglich ist. Leider gelang es im Rahmen dieser
Arbeit nicht, transgene Rapspflanzen mit einem verminderten Sinapingehalt zu erzeugen
(Abschnitt 3.5). Ein wesentlicher Grund dafiir war die niedrige Regenerationsrate der trans-
genen Pflanzen. Es konnten nur zwei transgene Pflanzen regeneriert werden, die beide
hinsichtlich ihres Sinapingehaltes mit dem Wildtyp vergleichbar waren. Fiir den RNAi-
SGT-Ansatz ist eine Suppressionseffizienz von unter 50 % beschrieben. So zeigten lediglich
13 von 30 transgenen Pflanzen mit integrierter Suppressionskassette einen verminderten
Sinapingehalt. Die Wahrscheinlichkeit bei nur zwei transgenen Linien eine supprimierte

Pflanze zu erzeugen ist demnach dufsert gering.

Obwohl der RNAi-Ansatz in B. napus nicht zum Erfolg fithrte, konnte eindeutig belegt wer-
den, daft mit Hilfe eines transgenen Ansatzes unter Verwendung eines RNAi-Konstruktes
eine signifikante Abnahme des Sinapingehaltes im Samen moglich ist. Durch Transforma-
tion von A. thaliana mit dem pLH-SCT-GUS-Konstrukt konnte in der T2-Generation eine
Reduktion des Sinapingehaltes um 48 % verglichen mit dem niedrigsten, im Wildtyp ge-
messenen Wert, erreicht werden. In 44 von 50 transgenen Pflanzen wurde ein geringerer
Sinapingehalt als im Wildtyp gemessen. Dies entspricht einer Suppressionseffizienz von
88 %. Singh et al. (2000) beschreiben eine PTGS-Effizienz von 100 % in A. thaliana durch
den Einsatz eines FAD2-RNAi-Konstruktes, das als Spacer ein Intron besitzt. Dieses In-
tron scheint fiir die hohe Effizienz verantwortlich zu sein, da durch das Herausspleifen
eine stabilere Doppelstrang-Struktur entsteht. Das weder die in der Literatur angegebene
Suppressionsstarke, noch die PTGS-Effizienz erreicht werden konnte, liegt moglicherweise
aber auch in der Tatsache begriindet, dass die eingesetzte Sequenz zum Arabidopsis-Gen
nur 84 % Identitat aufweist.
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In diesem Zusammenhang mufs ebenfalls erwdhnt werden, dass aus ziichterischer Sicht,
die Reduktion des Sinapingehaltes durch die alleinige Suppression der SCT nicht sinn-
voll ist, da die dadurch akkumulierende Sinapoylglucose dafiir sorgt, dass der Gesamt-
Sinapatestergehalt und somit der Gehalt an unerwiinschten phenolischen Inhaltsstoffen
weiterhin auf einem hohen Niveau ist. Die Identifizierung der BnSCT-Sequenz und der
Beweis, dass eine Suppression dieses Gens zu einem verminderten Sinapingehalt fithrt, lie-
fert jedoch die Vorraussetzung fiir neue RNAi-Ansétze. So wére durch eine gemeinsame
Suppression von SGT und BnSCT eine weitere Reduktion des Sinapingehaltes in B. napus

zu erwarten.

4.4. Immunlokalisierung der BnSCT in B. napus

Die Komplexitit des pflanzlichen Phenylpropanoid-Stoffwechsels war in den letzten Jahren
Thema vieler Untersuchungen. Durch die Isolierung und Charakterisierung von Arabidopsis-
Mutanten mit verandertem Gehalt an Sinapatestern (Ruegger und Chapple, 2001) mufiten
einige grundlegende Vorstellungen iiber den Phenylpropanoid-Stoffwechsel in A. thaliana
revidiert werden (Abbildung 4.1). So werden Ferulasdure und Sinapinséure nicht quantita-
tiv iiber die schrittweise Hydroxylierung und O-Methylierung am aromatischen Ring der
freien S&uren synthetisiert, sondern vorwiegend durch Oxidation der entsprechenden Al-
dehyde (Nair et al., 2004). Das urspriinglich als Ferulasaure-5-hydroxylase (F5H) beschrie-
bene Enzym setzt bevorzugt Coniferaldehyd und Coniferylalkohol zu den entsprechenden
5-Hydroxyderivaten um (Humphreys et al., 1999). Die Hydroxylierung von 4-Cumarséure
zu Caffeesdure findet vorwiegend auf der Stufe der Shikimisdure- oder Chinaséureester
statt (Schoch et al., 2001; Franke et al., 2002b,a). Dies zeigt, dass der Phenylpropanoid-
Stoffwechsel ein komplexes metabolisches Netzwerk ist, in dem die Metaboliten iiber viele,
oft noch nicht untersuchte, Synthesewege miteinander in Verbindung stehen. Um dieses
metabolische Netzwerk zu verstehen und fiir ziichterische Zwecke beeinflussen zu konnen,
ist ein detailliertes Wissen iiber die gewebespezifische und intrazelluldre Lokalisierung von
Enzymaktivitdten und Metaboliten eine wichtige Voraussetzung, da hieraus Aussagen zur
Kompartimentierung von Stoffwechselprozessen und Transportvorgéngen abgeleitet werden
konnen. Die Lokalisierung der Enzyme des Sinapin-Metabolismus wird wichtige Hinweise
fir die Aufklarung des metabolischen Sinapatester-Netzwerkes liefern, sodass dieses ein

Schwerpunkt im Rahmen der vorliegenden Dissertation war.
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Abbildung 4.1.: Schematische Darstellung des Phenylpropanoid-Stoffwechsels in A. thalia-
na. Die rot gekennzeichneten Enzymaktivitdten wurden in A. thaliana nachgewiesen: PAL,
Phenylalanin-Ammoniak-Lyase; C4H, Zimtsdure-4-hydroxylase; 4CL, 4-Hydroxyzimtsdure-
CoA-Ligase; CQT, Hydroxycin-namoyl-CoA:Chinasdure-Hydroxycinnamoyltransferase; CST,
Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimisdure-Hydroxycinnamoyltransferase; C3H, 4-Coumarsiure-3-
Hydroxylase; CCoAOMT, Caffeoyl-CoA-O-Methyltransferase; CCR, Cinnamoyl-CoA-Reductase;
CAD, Cinnamylalkohol-Dehydrogenase; F5H, Feru-lasdure-5-Hydroxylase; COMT, Caffeeséure-/5-
Hydroxyferulasdure-O-Methyltransferase; SAD, Sinapylalkohol-Dehydrogenase; SALDH/CALDH,
Sinapaldehyd- /Coniferylaldehyd-Dehydrogenase. Die in grau gehaltenen Stoffwechselschritte sind
bisher in A. thaliana nicht nachgewiesen (nach Humphreys und Chapple, 2002; Nair et al., 2004;
modifiziert).

Anhand von Sequenzvergleichen (Abbildung 3.4) bestand die Vermutung, dass die BnSCT
als ein Vorlauferprotein synthetisiert und posttranslational modifiziert wird. Zu diesen Mo-
difizierungen zéhlen neben der N-Glykosilierung das Abspalten einer Signalsequenz und das
Herausspalten eines Endopeptids. Das Entfernen dieses Endopeptids resultiert in einer he-
trodimeren Struktur, bestehend aus zwei Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von
29 bzw. 18 kDa, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Gegen die 29 kDa-

Untereinheit wurden Peptidantikérper hergestellt und zuerst in Western Blot-Analysen
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hinsichtlich ihrer Spezifitdt getestet. In den Samenstadien C, D und E, in denen die hochs-
ten SCT-Aktivitdten gemessen wurden, konnten nach reduzierender SDS-PAGE zwei Si-
gnale mit einer Grofe von etwa 29 kDa und 24 kDa detektiert werden. Die Intensitdt beider
Signale nimmt im Verlaufe dieser Entwicklungsstadien zu (Abbildung 3.27) und korreliert
mit der gemessenen SCT-Aktivitat (Abbildung 3.26). Die 29 kDa-Bande entspricht der er-
warteten grofien Untereinheit des BnSCT-Proteins gegen die der Antikorper gerichtet war.
Diese Bande ist nach nichtreduzierender SDS-PAGE nicht mehr vorhanden und wird durch
ein diffuses Fragment mit einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa ersetzt. Das unscharfe
Muster des Proteins und die Tatsache, das das detektierte Protein etwa 3 bis 5 kDa gro-
fser war als theoretisch berechnet, sind Hinweise fiir eine N-Glykosylierung der SCT. Die
24 kDa-Bande wurde auch nach nichtreduzierender SDS-PAGE erkannt. Dies deutet auf
eine unspezifische Reaktion des Antikorpers hin. Interessanterweise beschreiben Vogt et al.
(1993) in der gereinigten SCT-Fraktion aus dunkelgriimen Rapssamen die Kontamination
mit einem Protein von genau dieser Grofse in den gereinigten Fraktionen. Es scheint also
ein Protein mit dhnlichen strukturellen Eigenschaften im Samen vorhanden zu sein, das
sich bei der Aufreinigung dhnlich wie die BnSCT verhélt und das auch durch den Anti-
BnSCT-Antikorper erkannt wird.

Die Immunlokalisierung der BnSCT in Samen von B. napus lieferte ein iiberraschendes
Ergebnis. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewisen werden, das die SCT nicht wie
vermutet in den Vakuolen, sondern in Plastiden lokalisiert ist. Nach der, von den meis-
ten Wissenschaftlern anerkannten Endosymbionten-Hypothese sind Plastiden Abkémmlin-
ge ehemals freilebender Einzeller, die auf einer frithen Evolutionsstufe nach Aufnahme in
einen Zellkérper in diesem zunéchst symbiontisch lebten und sich nach und nach zu Or-
ganellen entwickelt haben (Margulis, 1970). Als phylogenetische Vorldufer der Plastiden
gelten Cyanobakterien. Plastiden besitzen eine eigene DNA (plastiddre DNA, ptDNA) de-
ren Codierungskapazitiit jedoch fiir ein eigenstindiges Uberleben nicht ausreicht. Durch
Genom- und Proteomanalysen konnte gezeigt werden, dass die meisten der endosymbionti-
schen Gene wahrend der Evolution von den Vorlauferorganellen zum Wirtskern transferriert
wurden (Abdallah et al., 2000; Leister, 2003). Demnach wird nur ein geringer Anteil der
in den Plastiden lokalisierten Proteine innerhalb der Organellen synthetisiert. Die meisten
plastiddren Proteine sind kerncodiert, werden als Vorstufenproteine an den cytosolischen
Ribosomen synthetisiert und post-translational in die Organellen importiert (Keegstra und
Cline, 1999; Soll, 2002; Soll und Schleiff, 2004). Die Translokation der Vorstufenproteine
in den Plastiden wird durch zwei Multiproteinkomplexe ermoglicht. Entsprechend ihrer
Lokalisierung werden diese als Toc- (translocon at the outer envelope of chloroplasts) bzw.
Tic-Komplex (translocon at the inner envelope of chloroplasts) bezeichnet (Ubersicht in
Gutensohn et al., 2005). Ahnlich wie Proteine, die in Mitochondrien oder in das Endo-
plasmatische Retikulum transportiert werden, tragen fast alle chloroplastiddren Vorstufen-
proteine eine N-terminale, abspaltbare Extension (Transitpeptid) zur organellspezifischen

Zielsteuerung (Soll, 2002; Jarvis und Soll, 2002). Dieses Transitpeptid ist verantwortlich
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sowohl fiir den Transport der Proteine zu den Plastiden als auch fiir deren Transport
durch die dufere und innere Hillmembran und wird nach Erreichen des Stromas durch
eine Peptidase abgespalten (Richter und Lamppa, 1998). Die meisten Proteine der dufse-
ren plastiddren Hiillmembran besitzen kein abspaltbares Transitpeptid und werden meist
direkt von der cytosolischen Seite in die Membran inseriert (Soll und Tien, 1998). Proteine
die innerhalb der Plastiden lokalisiert sind, miissen {iber beide Hiillmembranen hinweg in
das Stroma und zum Teil danach in und {iber die Thylakoidmembran transportiert werden.
Es bestand lange Zeit die Annahme, dass fiir den Plastidenimport das Vorhandensein einer
Transitsequenz unabdingbar ist (Soll, 2002; Jarvis und Soll, 2002). Neuere Untersuchungen
des Chloroplasten Proteoms von A. thaliana belegen jedoch den Plastidenimport von Pro-
teinen, die kein Transitpeptid besitzen (Kleffmann et al., 2004; Friso et al., 2004). So zeigen
Untersuchungen eines Proteins (ceQORH, chloroplast envelope Quinone OxidoReductase
Homologue) der inneren Hiillmembran von Chloroplasten aus Spinacia oleracea, dass dieses
trotz Fehlens einer Transitsequrenz importiert wird (Miras et al., 2002). Die gleichen Er-
gebnisse lieferten Untersuchungen eines ebenfalls in der inneren plastiddren Hiilllmembran
lokalisierten Proteins (IEP32, inner envelope protein 32) aus Pisum sativum (Nada und
Soll, 2004). Diese Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Zielsteuerung der Proteine
zu den Plastiden und der anschliefende Import ein komplexer Prozess ist, der noch nicht

in allen Einzelheiten verstanden ist.

Die Plastidenlokalisation eines Proteins, das wie die SCT eine sekretorische Signalsequenz
am N-Terminus tragt, wirkt zunéchst widerspriichlich. In der jiingsten Literatur findet
sich jedoch eine ausfiihrliche Untersuchung zu diesem Phénomen (Villarejo et al., 2005).
Fiir eine a-Carboanhydrase (CAH1) aus A. thaliana, die eine sekretorische N-terminale
Signalsequenz tragt und die N-glykosiliert wird, wurde durch Immunlokalisierung und Im-
portversuche mit GFP-Fusionsproteinen die ausschliefliche Lokalisierung in Chloroplasten
nachgewiesen. Durch in vitro Importstudien des full length CAH1-Proteins und des um das
Signalpeptid verkiirzten Proteins mit isolierten Mikrosomen konnte gezeigt werden, dass
die N-terminale Signalsequenz notwendig ist fiir die Aufnahme ins ER und den Transport
in den Golgi-Apparat, wo die Prozessierung des Proteins, einschliefllich des Abspaltens der
Signalsequenz und einer N-Glykosilierung, stattfindet. Intakte Chloroplasten waren hinge-
gen nicht in der Lage CAH1 aufzunehmen und zu prozessieren. Dies bedeutet, dass CAH1
nicht tiber den Toc/Tic Proteinkomplex in die Chloroplasten aufgenommen wird, obwohl
das glykosilierte Protein im Stroma der Chloroplasten nachgewiesen wurde. Diese Unter-
suchungen wurden unterstiitzt durch Blockierungsexperimente des vesikuldren Transports
durch das Fungizid Brefeldin A (Nebenfuhr et al., 2002), das den Toc/Tic Mechanismus
nicht beeinflufst. Nach Behandlung mit dem Fungizid wurde die Akkumulation von CAH1
im ER und in den Golgi-Strukturen beobachtet. Interessanterweise wurden im Chloroplas-
tenproteom von A. thaliana 49 Proteine identifiziert, die laut Sequenzanalysen (TargetP)
ein sekretorisches Signalpeptid tragen (Kleffmann et al., 2004). Diese Analysen und die

Untersuchungen von Villarejo et al. (2005) liefern Hinweise fiir einen neuen sekretorischen
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Protein-Transportweg zu den Chloroplasten der Pflanzen. Wie dieser neue Transportweg
ablauft, ist bisher vollig ungeklart. Im Gegensatz dazu, wurde eine a-Amylase («Amy3)
aus Oryza sativa, die ebenfalls ein sekretorisches Signalpeptid tragt, in der Zellwand und
in Plastiden lokalisiert (Chen et al., 2004). Durch Importstudien wurde der Transport in
das ER, aber auch der direkte Transport in Plastiden und das Abspalten der Signalsequenz
innerhalb der Organellen nachgewiesen. Mit der BnSCT liegt nun ein Protein mit einer
sekretorischen Signalsequenz aus B. napus vor, fiir das eine ausschliefliche Plastidenlo-
kalisation nachgewiesen wurde. Ob die BnSCT, wie CAH1 gezeigt iiber das ER und den
Golgi-Apparat oder aber auf direktem Weg wie aAmy3 in die Plastiden transportiert wird,
muss durch Importversuche mit Protoplasten bzw. isolierten Mikrosomen und Chloroplas-

ten untersucht werden.

Nachdem fiir die SCT eine Plastidenlokalisation gezeigt werden konnte, stellt sich die Fra-
ge nach der Bedeutung dieser Kompartimentierung fiir den Sinapin-Metabolismus. Es mufs
postuliert werden, dass Sinapoylglucose und Cholin, die Substrate der SCT, in den Plas-
tiden vorhanden sind bzw. ein Transport in diese Organellen stattfindet. Zumindest fiir
Cholin sind in der Literatur Hinweise dafiir zu finden. Durch einen transgenen Ansatz zur
Erhohung der Salz und Kaltetoleranz in A. thaliana, bei dem eine bakterielle Cholinoxida-
se (codA) in Cloroplasten exprimiert wurde, konnte einen Akkumulation von Glycinbetain
in den Plastiden erreicht werden (Hayashi et al., 1997; Sakamoto et al., 2000). Die Um-
wandlung von Cholin zu Glycinbetain durch die Cholinoxidase in den Cloroplasten setzt
also die Anwesenheit des Cholins in diesem Kompartiment voraus. Fiir Sinapoylglucose
sind hingegen keine Daten {iber die subzelluldre Verteilung bekannt. Die SGT, die die Um-
wandlung von Sinapinsédure zu Sinapoylglucose katalysiert, wird aufgrund des Fehlens einer
Signalsequenz im Cytoplasma vermutet (Wang und Ellis, 1998). Da jedoch in jiingster Zeit
Proteine identifiziert wurden, die auch ohne eine Targetsequenz in Plastiden transportiert
werden (Miras et al., 2002; Nada und Soll, 2004), kann auch fiir dieses Enzym eine plasti-

dére Lokalisation nicht ausgeschlossen werden.

Uber die biologische Funktion des Sinapins und den Ort der Akkumulation ist bislang rela-
tiv wenig bekannt. Man weifs, dass Sianpin wahrend der Keimung durch die Sinapinesterase
zu Sinapinsdure und freiem Cholin hydrolysiert (Nurmann und Strack, 1979; Strack, 1980).
Daher wurde vermutet, dass Sinapin in den Samen als Sinapinsédure- und Cholinspeicher fiir
die, nach der Keimung einsetzende Sinapoylmalat- bzw. Membranlipidbiosynthese fungiert
(Strack, 1981). Bei A. thaliana wurden dagegen Mutanten identifiziert (fahl und sng2), die
durch eine Stérung der Sinapinbiosynthese kein Sinapin, sondern freies Cholin akkumulie-
ren (Chapple et al., 1992; Shirley et al., 2001; Shirley und Chapple, 2003). Die Charakteri-
sierung dieser Mutanten fiihrten jedoch nicht zu einer méglichen biologischen Funktion des
Sinapins, da eine Beeintrachtigung der Vitalitit dieser Mutanten nicht beobachtet wurde.
Auf Grund der bitteren und adstringierenden Eigenschaften der Phenolsduren und ihrer

Ester kann eine frakhemmende Wirkung oder eine antifungale Wirkung nicht ausgeschlos-
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sen werden. Uber den Ort der Sinapinakkumulation kann nur spekuliert werden, da keine
Untersuchungen diesbeziiglich vorliegen. Anzunehmen ist, dass das Sinapin aufgrund der
proteinfillenden Wirkung phenolischer Substanzen gegen den cytoplasmatischen Raum ab-
gegrenzt wird. Ob eine Akkumulation an den Orten der Synthese stattfindet, das heifst in
den Plastiden, oder ob ein Transport in die Subkompartimente der Proteinspeichervakuo-
len erfolgt, in denen beispielweise die Phytate anzutreffen sind, kann zu diesem Zeitpunkt
nicht beantwortet werden. Die Lokalisierung der neben der SCT am Sinapinmetabolismus
beteiligten Enzyme SGT und SCE und der Metabolite Sinapoylglucose und Sinapin kann

dabei zur Aufkldrung des Metabolitenflusses beitragen.

4.5. Weiterfithrende Arbeiten

Einige Ansétze fiir weiterfiihrende Experimente sind in den vorangegangenen Abschnitten
bereits angedeutet worden. Im Mittelpunkt sollten dabei Untersuchungen zur Regulation,

Expression und Lokalisation stehen.

Die gezielte Deletion von Promotorbereichen ist als eine effektive experimentelle Strategie
zur Kartierung von regulatorischen cis-Elementen etabliert und kénnte bei der Aufklarung
der Regulationsmechanismen der samenspezifischen Expression der BnSCT helfen. Die Un-
tersuchung der Promotoraktivitiat mittels Reportergenfusionen in A. thaliana-Mutanten
mit Defizienz fiir samenspezifische Transkriptionsfaktoren (z.B. fus3, abi3, lecl) konnte

Hinweise auf trans-aktive Faktoren liefern.

Fiir Srukturanalysen der BnSCT ist die Erhéhung der Ausbeute an enzymatisch aktivem
Protein im hetrologen Expressionssystem anzustreben. Zur Optimierung der Expression
in S. cerevisiae sollte die Nukleotidsequenz der BnSCT1-cDNA an die Erfordernisse des

Translationsapparates der Wirtszelle angepaft werden (Codon-Priferenz, Signalpeptid).

Durch Lokalisierungsexperimente wurde die BnSCT in Plastiden nachgewiesen. Hinweise
fiir die molekularen Mechanismen des Plastidenimports kénnten durch in vitro Importstu-
dien gewonnen werden. Fiir die Aufklirung der Kompartimentierung der Sinapinbiosyn-
these und deren Metabolitenfluss, sollten Kolokalisierungsexperimente mit den involvierten

Enzymen und Metaboliten durchgefiihrt werden.

Nicht zuletzt bieten die im Rahmen dieser Arbeit isolierten Nukleotidsequenzen neue
Moglichkeiten fiir molekulare Ziichtungsansétze zur samenspezifischen Modifizierung in
B. napus. So kénnte ein RNAi-Konstrukt hergestellt werden, dessen Suppressionskassette
durch Verwendung der 5’- und 3’-Region sowie eines Introns von BnSCT1 als Spacer aus-

schliefslich aus homologen Sequenzen besteht.
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5. Zusammenfassung

Sinapatester akkumulieren in Samen von Brassicaceen mit Sinapin als Hauptkomponente.
Durch ihren phenolischen Charakter sind sie in einigen Nutzpflanzen, wie z.B. Raps als
antinutritive Substanzen unerwiinscht. Eine Verringerung dieser phenolischen Samenkom-
ponenten durch Ziichtung ist in Raps wenig aussichtsreich, da innerhalb der verfiigharen
Genotypen keine stabil vererbte ausreichende Varianz dieses Merkmals gefunden wurde.
Eine vielversprechende Moglichkeit, Rapslinien mit verringertem Sinapatester-Gehalt zu
erzeugen, besteht dagegen in der samenspezifischen Suppression der Sinapinbiosynthese.
Fiir eine gezielte Veranderung des komplexen metabolischen Netzwerkes sind neben der
Kenntnis der Gene, Informationen zu Regulation, Metabolitenfluss und Kompartimentie-
rung notwendig. Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen die Klonierung, Charak-
terisierung und Lokalisierung einer Sinapoylglucose:Cholin-Sinapoyltransferase (SCT) aus

B. napus.

e Ausgehend von einem cDNA-Fragment, das Sequenzéhnlichkeit zu Acyltransferase-
Genen aufwies, konnten aus B. napus vier BnSCT-cDNAs mit einem durchgéngi-
gem Leserahmen von 1401 bp und einem abgeleiteten Protein von 466 Aminoséuren
isoliert werden. Die isolierten Sequenzen zeigen die typischen Merkmale von SCPL-
Proteinen. Computergestiitzte Analysen sagten eine N-terminale Signalsequenz und
mehrere N-Glycosilierungsstellen voraus. Aufgrund der hohen Sequenzidentitidten
konzentrierten sich alle weiterfithrenden Arbeiten hauptséchlich auf BnSCT1. Durch
Sequenzvergleiche wurde BnSCT1 dem von B. oleracea stammenden C-Genom zu-

geordnet.

e Die Funktionalitit von BnSCT1 wurde durch die Komplementation einer SCT-defi-
zienten A. thaliana-Mutante mit der BnSCT1-cDNA und durch die heterologe Ex-
pression in S. cerevisiae und N. tabacum gezeigt. Dabei stellte sich heraus, dass
die Fusion des Proteins mit einer C-teminalen Histidinsequenz bei der Expressi-
on in N. tabacum zu einem Aktivitdtsverlust von 95 % fiihrt. Nach Expression in

S. cerevisiae war das His-tag-Fusionsprortein enzymatisch inaktiv.
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e Expressionsanalysen zeigten ein Zunahme der BnSCT-Transkriptakkumulation im
Verlauf der Samenentwicklung, die ihr Maximum im voll entwickelten Kotyledonen-
stadium (Stadium E) erreicht und danach wieder auf ein niedriges Niveau abfillt.
Die Transkriptabundanzen korrelieren mit den gemessenen Werten fiir die BnSCT-

Enzymaktivitat.

e Southern Blot-Analysen und PCR-gestiitzte Klonierungstechniken lassen in B. napus
einen Umstrukturierung im Bereich des BnSCT-Locus des A-Genoms vermuten. In
B. napus sind fiir das A- und das C-Genom mindestens je drei BnSCT-Loci vorhan-

den.

e Mit Hilfe einer genomischen Bank von B. napus gelang die Isolierung eines ca. 7 kB
umfassenden Subfragmentes des BnSCT1-Locus. Vergleichende Analysen mit dem
SNG2-Locus von A. thaliana zeigen, dass die Grundstruktur beider Genorte dhnlich
ist. Dennoch wurden Unterschiede in der Mikrostruktur beider Loci festgestellt, die

moglicherweise auf eine Deletion im Genom von B. napus zuriickzufiihren sind.

e Die genomische 5-Region des BnSCT1-Gens wurde durch PCR-gestiitzte Klonie-
rungstechniken isoliert. Durch Analyse von Promotor-Reportergenfusionen konnte
erfolgreich die samenspezifische Promotoraktivitat dieser Region nachgewiesen wer-

den.

e Durch stabile Transformation von A. thaliana mit einem BnSCT1-RNAi-Konstrukt
konnte eine Reduktion des Sinapingehaltes um 48 % erreicht werden, die mit ei-

ner Akkumulation von Sinapoylglucose einhergeht. Die Suppressionseffizienz lag bei
88 %.

e Die immunologische Analyse der BnSCT mittels Western Blot weist darauf hin, dass
das native Enzym als heterodimeres, N-glykosiliertes Protein vorliegt. Im Samen
konnte die BnSCT in der Aleuronschicht und im embryonalen Gewebe nachgewie-
sen werden. Auf subzelluldrer Ebene wurde das Enzym im Stroma der Plastiden

lokalisiert.

Durch die umfassende Charakterisierung der BnSCT liefert die vorliegende Arbeit wesent-
liche Beitrdge zum Verstédndnis der Sinapinbiosynthese in der Pflanze. Die weiterhin offene
Frage nach der physiologischen Rolle des Sinapins sollte durch detaillierte Analyse Sinapin-
defizienter Mutanten sowie durch Kolokalisierung der an der Sinapinbiosynthese beteiligten

Enzymen und Metabolite weiter untersucht werden.
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A.

Anhang

Abbildung A.1.: Nukleotidsequenzen der cDNA-Klone SCP1, SCP2 und SCP3 (von oben nach
unten). Das putative Stopcodon ist grau hinterlegt. Die moglichen Poly(A)-Signale nach Rothnie
et al. (1994) sind wie folgt angegeben: SCP1 - AATTAA (1), ATTAAA (2), AATAAT (3) und
AATAAC (4), SCP2 - AGTAAA (1), AAAAAA (2, 3, 7 und 8), AATAAT (4), AATAAC (5),
ACTAAA (6) und AATAGA (9) und SCP3 - AGTAAA (1), AAAAAA (2 und 3), AATAAT (4)
und AATAAC (5). Die Prozessierungsstelle ist eingerahmt.

101
201
301
401
501
601
701
801
901

101
201
301
401
501
601
701
801

901

101
201
301
401
501
601
701
801

GTTCTTGGAAACCCTGCAGTACGTACAAACTTAGAACCAAATCATAGAGTTTCATTTGCGCATCGGATGGGACTTATTTCAGATGAGCTCCATGAGTCAC
TTGAAAGAAACTGTGGAGGCAAATTCTTTAACGTAGATCCAAGTAATGCAAAATGTTCAAATGGGCTTCTAGCTTATCATCAGTGTATCTCAGAGATATA
CATAGAGCAGATTTTGTTACCAAACTGCAAAGTAGATTATGTCTTAGCAGACATATCACAAACCTTACCAAATATCAGAACCAGTCGAAGAAGAGAACTC
AAGGAGTTTTCAAGAAATGATTCATCATCGTTGCCTCCTCCAAGCTGCTTTACTTATAGGTATTTTCTGTCTGCCTTTTGGGCAAATGATGAAAATGTAC
GCAGAGCTTTAGGCGTGAAGAAGGGCTTCGGAAAATGGAGTCGATGCAACACTCAAAACATACCATATACATATGATATTCACAATGCCATTCCATATCA
CGTTAATAATAGCCGTAAAGGCTTCCGCGCTCTCATCTACAGTGGTGATCATGATATGATGATACCTTTCTCTTCAACTGAAGCATGGATCAAATCTCTC
AACTATTCCATTGTTGATGACTGGAGACCTTGGATGATGAATAGCAATCAAGTTGCTGGATATACAAGGACCTATGCAAATAAGATGACATTTGCAACCA
TCAAGGGAGGAGGACACACCGCTGAGTATAATCCAGACCAATGCTCACTTATGTTCAAAAGATGGATTGATGGTGAATCTCTCTGAAGTTCCTCACTCAC

TTCTCTCTCTCTCTGTCAAAAGTTTCATGAGTTGCTTTTGTTTTCGTTTATGGTTATTAAGTCAAARATTAAARATAATAATAACCTTTTATITAAAAARA
AAAAA PICEMSNC) ®

AGTTTCATTTGCGCATCGGATGGGACTTATTTCAGATGAGCTCCATGAGTCACTTGAA AGAAACTGTGGAGGCAAATTCTTTAACGTAGATCCAAGTAAT
GCAAAATGTTCAAATGGGCTTCTAGCTTATCATCAGTGTATCTCAGAGATATACATAGAGCAGATTTTGTTACCAAACTGCAAAGTAGATTATGTCTTAG
CAGACATATCACAAACCTTACCAAATATCAGAACCAGTCGAAGAAGAGAACTCAAGGAGTTTTCAAGAAATGATTCATCATCGTTGCCTCCTCCAAGCTG
CTTTACTTATAGGTATTTTCTGTCTGCCTTTTGGGCAAATGATGAAAATGTACGCAGAGCTTTAGGCGTGAAGAAGGGCTTCGGAAAATGGAGTCGATGC
AACACTCAAAACATACCATATACATATGATATTCACAATGCCATTCCATATCACGTCAATAATAGCCGTAAAGGCTTCCGCGCTCTCATCTACAGTGGTG
ATCATGATATGATGATACCTTTCTCTTCAACTGAAGCATGGATCAAATCTCTCAACTATTCCATTGTTGATGACTGGAGACCTTGGATGATGACTAGCAA
TCAAGTCGCTGGATATACAAGGACCTATGCAAATAAGATGACATTTGCAACCATCAAGGGAGGAGGACACACCGCTGAGTATAATCCAGACCAATGCTCA
CTTATGTTCAAAAGATGGATTGATGGTGAATCTCTC TGAATATTCTCACTCACTTCTCTCTCTCTCAAAAGTTTTCATGAGTTGTTTTTGTTTTTCGTTT

ATGTTTATTCAAGTAAAAAAATTAATAATAACAATGCCCTTTTATAT TGTGTTCAAAAAGACTAAAAARATAGAAAATTTGAGTCTGATAATTAAAAAAR
@, @, 6] ®
@ ® @)

AAAAAAAAAAAAAAAAARAAA

AAATCATAGAGTTTCATTTGCGCATCGGATGGGACTTATTTCAGATGAGCTCCATGAGTCACTTGAAAGAAACTGTGGAGGCAAATTCTTTAACGTAGAT
CCAAGTAATGCAAAATGTTCAAATGGGCTTCTAGCTTATCATCAGTGTATCTCAGAGATATACATAGAGCAGATTTTGTTACCAAACTGCAAAGTAGATT
ATGTCTTAGCAGACATATCACAAACCTTACCAAATATCAGAACCAGTCGAAGAAGAGAACTCAAGGAGTTTTCAAGAAATGATTCATCATCGTTGCCTCC
TCCAAGCTGCTTTACTTATAGGTATTTTCTGTCTGCCTTTTGGGCAAATGATGAAAATGTACGCAGAGCTTTAGGCGTGAAGAAGGGCTTCGGAAAATGG
AGTCGATGCAACACTCAAAACATACCATATACATATGATATTCACAATGCCATTCCATATCACGTCAATAATAGCCGTAAAGGCTTCCGCGCTCTCATCT
ACAGTGGTGATCATGATATGATGATACCTTTCTCTTCAACTGAAGCATGGATCAAATCTCTCAACTATTCCATTGTTGATGACTGGAGACCTTGGATGAT
GACTAGCAATCAAGTCGCTGGATATACAAGGACCTATGCAAATAAGATGACATTTGCAACCATCAAGGGAGGAGGACACACCGCTGAGTATAATCCAGAC
CAATGCTCACTTATGTTCAAAAGATGGATTGATGGTGAATCTCTCTGAATATTCTCACTCACTTCTCTCTCTCTCAAAAGTTTTCATGAGTTGTTTTTGT
TTTTCGTTTATGTTTATTCAAGTAAAAAAATTAAE?ATAACAATGCCCTTTTAEEPAAAAAAAAAAAAAAAAAA
@,

‘T’
—
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Abbildung A.2.: Sequenzvergleich der full length BnSCT-cDNAs. Unterschiede in der Nukleo-
tidsequenz sind rot dargestellt.

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnsSCT4

BnSCT1
BnSCT2
BnSCT3
BnSCT4

ATGAGAAATCTTTACTTTCTAGTCTTATTTCCGTTGAGCATCTTGATTTTGGTTGATGCTTCTTTGCATGTGAAGTATCTTCCTGGTCTTGAAGGTCCTCTTCCTTTTGA

GCTCGAGACTGGGTATGTGAGTGTTGGTGAATCTGGAGATGTTGAGCTCTTTTACTACTTTGTGAAATCAGAGAGCAATCCAGATAARAGATCCTCTCATGATTTGGCTAA

....................................................... 2

CTGGTGGGCCTGGATGCAGCTCAATTTGTGGTTTACTCTTTGCARATGGTCCTTTGGCTTTTAAAGGGGATGAGTATAATGGGACACTGCCTCCTTTAGAGCTAACATCT
C. .. .T..G.C.. A . ..

TTTTCTTGGACAAAGGTGGCTAACATTTTATATTTGGAATCTCCTGCTGGTTCTGGATATTCTTATGCCAAAACTCGGCGTGCTGCTGAGACGAGCGACACCAAACARAAT
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Abbildung A.3.: Genomische Sequenz von BnSCT1 aus B. napus (AY383719). Die Sequenz
(2875 bp) enthidlt 14 Exons (rot hinterlegt). Diese umfassen eine codierende Sequenz von 1401

bp (1-122;
2036-2134;

1 ATGAGAAATC
101 TTCCTTTTGA
201 TGCATGTGGT
301 ATCCTCTCAT
401 TATTTAATGA
501 CAGTATTAAA
601 GTTGCATGTG
701 TGTGATTTGT
801 TTCTTGGACA
901 ATTTTTTTCA

1001 ACAAATTCAC
1101 ATGTTGTTGC
1201 GTGCAACAGA
1301 TATCAAAACA
1401 ATGAGATTTA
1501 CATCGGATGG
1601 ACAATCTTGT
1701 CTTCTAGCTT
1801 TGAGTCCTCA
1901 TATCAGAACC
2001 CATTTTTGGT
2101 TGAAAATGTA
2201 AAATATTATG
2301 AGCCGTAAAG
2401 TGTGCATCTT
2501 AAATCTCTCA
2601 CTCCAATCTA
2701 TCAAGGCAAG

2801

GGACACACCG

TTTACTTTCT

GCTCGAGACT

TTTATATAAC

GATTTGGCTA

GTCCTAACTA

TAGTTTAATT

TTGTGTGATT

TTATTAATTT

AAGGCGAGAG

GGTGGCTAAC

CAAATCGACC

TTGTAGTGGT

TTTCACTTGG

GGAAATGARAA

ATATAATTTA

GACTTATTTC

TTACATCACT

ATCATCAGGT

GTGTATCTCA

AGTCGAAGAA

TATATTGTAT

CGCAGAGCTT

TAGGGCTTCG

GCTTCCGCGC

GATCAAGTCA

ACTATTCCAT

TCAACGTTCT

AAGTTCTAAG

CTGAGTATAA

AGTCTTATTT

GGGTAAAACA

AAGGTATGTG

ACTGGTGGGC

ACTAGTTTTA

GCATGTATGG

TTTATAATGT

TAAATGTTTT

ATTAGTTACC

ATTTTATATT

AGTTCCTTAG

TTGTGGACCA

TATTTTTAAC

AAGGTCTCAC

TATAAACTGA

AGATGAGCTC

ACTATATGCA

AAGGGATTAT

GAGATATACA

GAGAACTCAA

ATTCATAGCT

TAGGCGTGAA

GAAAATGGAG

TCTCATCTAC

CAAGTTAAAT

TGTTGATGAC

AAATGATCTT

CCCTTTCCTT

TCCAGACCAA

CCGTTGAGCA

AAGTCCATCT

AGTGTTGGTG

CTGGATGCAG

CTTAGGGATC

TGTGATTCTC

TTGGAGGGTG

TGTCAGGTCC

AATTTTATAA

TGGAATCTCC

GAGTGTTGAG

CCCTGAGTTT

TTACCACTCA

ACCACTCATA

GCAGGGATAT

CATGAGGTAT

GTCACTTGAA

AACTAAAAAA

TAGAGCAGAT

GGAGTTTTCA

TTGTGATTTT

GAAGGTACCT

TCGATGCAAC

AGGCAAGATT

ATTTGCAAAT

TGGAGACCTT

TAAACACACC

CTTTCTTCTC

TGCTCACTTA

TCTTGATTTT

CTTCGCTCCA

AATCTGGAGA

CTCAATTTGT

CCATCTTGAA

TTATGTTGTA

AAGACAAGTC

TTTGGCTTTT

TGCTTTCCTC

TGCTGGTTCT

TGTTCTCTCT

ATATCCAATT

CTTATGCCTC

AATATTAAGG

GTTCTTGGAA

ATATTTTTTT

AGAAACTGTG

AAAAAACACC

TTTGTTACCA

AGRAATGATT

TTAACACTTA

ATGTGAACTT

ACTCAAAACA

ATACTTTATT

TTTGGGAACA

GGATGATGAA

CAAATTGTAT

TAGAGTTTCT

TGTTCAAAAG

GGTTGATGCT

ATTTGTTATA

TGTTGAGCTC

GGTTTACTCT

AATTATATTT

AGGGTTAAGA

TAATTAATGC

ARAGGGGATG

TGTAATACCA

GGATATTCTT

TTCTTATACC

CATTTTACGT

TATGGTAGTT

TAGCAAAACT

ACCCTGCAGT

TCTTCATCAT

GAGGCAAATT

ACATGGGTAT

AACTGCAAAG

CATCATCGTT

CTGTATTCTC

TGTTTCTTGT

TACCATATAC

CTTTTCTTTT

GTGGTGATCA

TAGCAATCAA

GTTTTGTAGA

ACTGGCAGAA

ATGGATTGAT

TCTTTGCATG

AAAAAATCCT

TTTTACTACT

TTGCAAATGG

TAAGGCTTAA

CAAGTGTATT

ATGTGTTCTG

AGTATAATGG

ACATCTTGCT

ATGCCAAAAC

TTTCTTGATG

TGGTGGAGAT

TCTTATATTT

TTAATCTCTC

ACGTACAAAC

CACCATCATC

CTTTAACGTA

CTGCATGCAT

TAGATTATGT

GCCTCCTCCA

AGACTTATAG

TCTAAATAAA

ATATGATATT

TTTTGTTTTG

TGATATGATG

GTTGCTGGGT

TATACAAGGA

TTAAAAATGA

GGTGAATCTC

TGAAGTATCT

TAATCTAAGA

TTGTGAAATC

TAAACAAATC

TTAAACACAT

TGATGCATGT

TGCTAAATAA

GACACTGCCT

TCTAAAGAGA

TCGGCGTGCT

ATTTTGGTTT

TCATATTCCG

TATATCAAAT

CTTTTTTGGC

TTAGAACCAA

ATTATAATGA

GATCCAAGTA

TTTCACAAAC

CTTAGCAGAC

AGCTGCTTTG

GTATTTTCTG

AACTTAACAC

CACAATGCCA

ACTCGCAAAT

ATACCTTTCT

ARAAGCCARAG

CCTATGCAAA

TATAGAGGAG

TCTGA

TCCTGGTCTT

CATGTCTCTT

AGAGAGCAAT

TTTTTTTTTT

CTAATTGATA

GTTCTGTAAA

TTTAGTTTAT

CCTTTAGAGC

ATGTGTAATA

GCTGAGACGA

ACTTTCTAAA

GGAAGATTGT

ATTTTAATCA

TGAATACCAA

ATCATAGAGT

AATTCTTGAG

ATGCAAAATG

TAACTTGTCT

ATATCACAAA

TATTAATTCT

TCTGCCTTTT

AACGTTACCA

TTCCATATCA

ATTAGTTAAA

CTTCAACTGA

CCAAAAACAT

TAAGATGACA

TTTGATTTGT

224-369; 737-813; 912-1034; 1117-1219; 1312-1349; 1435-1536; 1632-1718; 1812-1979;
2214-2332; 2452-2568; 2660-2705; 2795-2875).

GAAGGTCCTC

TCTTCTTTGC

CCAGATAAAG

GAATTTATGT

TGCATGTCTT

AAATAGTTTA

GCATGTGTTG

TAACATCTTT

TGTATACTCA

GCGACACCAA

ACTTTTCACT

TCCAGGAGTT

CATTACACAA

TATATTTTGG

TTCATTTGCG

ACATTTGGTT

TTCAAATGGG

CTTTGTTTTT

CCTTACCAAA

CTTTTCTTTT

GGGCAAATGA

ATTAAATGTT

CGTTAATAAT

TGTTATTCTT

AGCATGGATC

CTGTTTCTAA

TTTGCAACCA

GTAGGGAGGA
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Abbildung A.4.: Genomische Sequenz von BnSCT?2 aus B. napus. Die Sequenz (2864 bp) enthiilt
14 Exons (rot hinterlegt). Diese umfassen eine codierende Sequenz von 1401 bp (1-122; 224-369;
737-813; 914-1036; 1119-1221; 1314-1351; 1438-1539; 1634-1720; 1810-1977; 2061-2132; 2212-2330;

2442-2558; 2656-2701; 2784-2864).

101

201

301

401

501

601

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

2501

2601

2701

2801

ATGAGARATC

TTCCTTTTGA

TGCATGTGGT

ATCCTCTCAT

TATTTACCGA

CAGTATTAAA

GTTGCATATG

TGTGATTTTT

TTCTTGGACA

ATTTTTTTTT

AAACAAATTC

CTATGTTGTT

TTGTGCAACA

AATATCAARA

TGGATGAGAT

GCGCATCGGA

TTACAATCTT

GGCTTCTAGC

AGTCCTCAGT

TCAGRACCAG

TTTTTGGTTA

AAAATGTACG

ATGTTATGTA

CCGTAAAGGC

GATCAAGTCA

ACTATTCCAT

ATCAACTTTC

GGCAACAAAT

TGAGTATAAT

TTTACTTTCT

GCTCGAGACT

TTTATATAAC

GATTTGGCTA

GTCCTAACTA

TAGTTTAATT

TTGTGTGATT

TAATTAATTT

AAGGCGAGAG

CAGGTGGCTA

ACCAAATCGA

GCTTGTAGTG

GATTTCACTT

CAGGAARATGA

TTAATATAAT

TGGGACTTAT

GTTTACATCA

TTATCATCAG

GTATCTCAGA

TCGAAGAAGA

TATTGTATAT

CAGAGCTTTA

GGGCTTCGGA

TTCCGCGCTC

CAAGATAAAT

TGTTGATGAC

TAAATGATCT

TCTAAACCCT

CCAGACCAAT

AGTCTTATTT

GGGTAAAACA

AAGGTATGTG

ACTGGTGGGC

ACTAGTTTTA

GCATGTATGG

TTTATAATGT

TAAATGTTTT

ATTAGTTACT

ACATTTTATA

CCAGTTCCTT

GTTTGTGGAC

GGTATTTTTA

AAAAGGTCTC

TTATATAAAC

TTCAGATGAG

CTACTATATG

GTAAGGGATT

GATATACATA

GAACTCAAGG

TCATAGGTTT

GGCGTGAAGA

AAATGGAGTC

TCATCTACAG

ATTTGCAAAT

TGGAGACCTT

TTAAACACAC

TTCTGTCTTC

GCTCACTTAT

CCGTTGAGCA

AAGTCCATCT

AGTGTTGGTG

CTGGATGCAG

CTTAGGGATC

TGTGATTCTC

TTGGAGGGTT

TGTCAGGTCC

AATTTTATAA

TTTGGAATCT

AGGAGTGTTG

CACCCTGAGT

ACTTACCACT

ACACCACTCA

TGAGCAGGGA

CTCCATGAGG

CAGTCACTTG

ATAACTAAAA

GAGCAGATTT

AGTTTTCAAG

GTGATTTTTT

AGGTACCTAT

GATGCAACAC

GCAAGATAAT

TTTGGGAACA

GGATGATGAC

TTAAATTGTA

TCTAGAGTTT

GTTCAAAAGA

TCTTGATTTT

CTTCACTCCA

AATCTGGAGA

CTCCATTTGT

CCATCTTGAA

TTATGTTGTA

AAGACAAGTC

TTTGGCTTTT

TGCTTTCCTC

CCTGCTGGTT

AGTGTTCTCT

TTATATCCAA

CACTTATGCC

TAAATATTCA

TATGTTCTTG

TATATACTTT

AAAGAAACTG

AAAACACCAC

TGTTACCAAA

AAATGATTCA

AACACTTACT

GTGAACTTTG

TCAAAACATA

ACTTCATTCT

GTGGTGATCA

TAGCAATCAA

TCCCTTGTTT

CTGCTGGCAG

TGGATTGATG

GGTTGATGCT

ATTTGTTATA

TGTTGAGCTC

GGTTTTCTGT

AATTATATTT

AGGGTTAAGA

TAATTAATGC

ARAGGGAATG

TGTAATACCA

CTGGATATTC

CTTTCTTATA

TTCATTTTAC

TCTATGGTAG

GGTAACAAAA

GAAACCCTGC

TTTCTTCATC

TGGAGGCAAA

ATGGGTATCT

CTGCAAAGTA

TCATCGTTGC

GTATTCTCAG

TTTCTTGTTC

CCATATACAT

TTTTTTTTTG

TGATATGATG

GTCGCTGGGT

TGTAGATATA

AATTAAAAAT

GTGAATCTCT

TCTTTGCATG

AAAAAATCCT

TTTTACTACT

TTGCAAATGG

TAAGGCTTAA

CAAGTGTAAT

ATGTGTTCTG

AGTATAATGG

ACATCTTGCT

TTATGCCAAA

CCTTTCTTGA

GTTGGTGGAG

TTTCTTATAT

CTTTAATCTC

AGTACGTACA

ATCACCATCA

TTCTTTAACG

ACATGCATTT

GATTATGTCT

CTCCTCCAAG

ACTTATAGGT

TAAATAAAAA

ATGATATTCA

AGTCACAAAT

ATACCTTTCT

ARAGCCAAAG

CAAGGACCTA

GATATAGTGT

CTGA

TGAAGTATCT

TAATCTAAGA

TTGTGAAATC

TAACAAATCC

TTAAACAAAT

TAATGCATGT

TGCTAAATAA

GACACTGCCT

TCTAAAGAGA

ACTCGGCGTG

TGATTTTGGT

ATTCATATTC

TTTATATCAA

TCCCTTTTTG

AACTTAGAAC

TCATTATAAT

TAGATCCAAG

TCACAAACTA

TAGCAGACAT

CTGCTTTGTA

ATTTTCTGTC

CTTAACACAA

CAATGCCATT

ATTAGTTAAA

CTTCAACTGA

CCAAAAACAT

TGCAAATAAG

TTGATATGTG

TCCTGGTCTT

CATGTCTCTT

AGAGAGAAAT

TTTTTTTTTG

CTAATTGATA

GTTCTGTAAA

TTTAGTTTAT

CCTTTAGAGC

ATGTGTAATA

CTGCTGAGAC

TTATTTTCTA

CGGGAAGATT

ATGTTTTAAT

GCTTAATACC

CAAATCATAG

GAAATTCTTG

TAATGCAAAA

ACTTGTCTCT

ATCACAAACC

TTAATTCTCT

TGCCTTTTGG

CGTTACCAAT

CCATATCACG

TGTTATTCTT

AGCATGGATC

CTGTTTCTAA

ATGACATTTG

TAGGGAGGAG

GAAGGTCCTC

TCTTCTTTGC

CCAGATAAAG

GGATTTATTG

TGCATGTCTT

AAATAGTTTA

GCATGTGTTG

TAACATCTTT

TGTATACTCA

GAGCGACACC

AAACTTTTCA

GTTCCAGGAG

CACATTACAC

AATATATTTT

AGTTTCATTT

AGACATTTGG

TGTTCAAATG

TTGTTTTTTG

TTACCAAATA

TTTCTTTTCA

GCAAATGATG

TAAATGTTAA

TCAATAATAG

TCTGCATCTT

AAATCTCTCA

CTCCAATCTC

CAACCATCAA

GACACACCGC
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Abbildung A.5.: Genomische Sequenz von BoSCT aus B. oleracea. Die Sequenz (2861 bp)
enthélt 14 Exons (rot hinterlegt). Diese umfassen eine codierende Sequenz von 1401 bp (1-122;
224-369; 737-813; 912-1034; 1117-1219; 1312-1349;
2214-2332; 2452-2568; 2660-2705; 2795-2875).

101

201

301

401

501

601

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

2501

2601

2701

2801

ATGAGARATC

TTCCTTTTGA

TGCATGTGGT

ATCCTCTCAT

TATTTAATGA

CAGTATTAAA

GTTGCATGTG

TGTGATTTGT

TTCTTGGACA

ATTTTTTTCA

ACAAATTCAC

ATGTTGTTGC

GTGCAACAGA

TATCAARACA

ATGAGATTTA

CATCGGATGG

ACAATCTTGT

CTTCTAGCTT

TGAGTCCTCA

TATCAGARACC

CATTTTTGGT

TGAAAATGTA

AAATATTATG

AGCCGTARAG

TGTGCATCTT

AAATCTCTCA

CTCCAATCTA

TCAAGGCAAG

GGACACACAG

TTTACTTTCT

GCTCGAGACT

TTTATATAAC

GATTTGGCTA

GTCCTAACTA

TAGTTTAATT

TTGTGTGATT

TTATTAATTT

AAGGCGAGAG

GGTGGCTAAC

CAAATCGACC

TTGTAGTGGT

TTTCACTTGG

GGAAATGAAA

ATATAATTTA

GACTTATTTC

TTACATCACT

ATCATCGGGT

GTGTATCTCA

AGTCGAAGAA

TATATTGTAT

CGCAGAGCTT

TAGGGCTTCG

GCTTCCGCGC

GATCAAGTCA

ACTATTCCAT

TCAACGTTCT

AAGTTCTAAG

CTGAGTATAA

AGTCTTATTT

GGGTAAAACA

AAGGTATGTG

ACTGGTGGGC

ACTAGTTTTA

GCATGTATGG

TTTATAATGT

TAAATGTTTT

ATTAGTTACC

ATTTTATATT

AGTTCCTTAG

TTGTGGACCA

TATTTTTAAC

AAGGTCTCGC

TATAAACTGA

AGATGAGCTC

ACTATATGCA

AAGGGATTAT

GAGATATACA

GAGAACTCAA

ATTCATAGCT

TAGGCGTGAA

GAAAATGGAG

TCTCATCTAC

CAAGTTAAAT

TGTTGATGAC

AAATGATCTT

CCCTTTCCTT

TCCAGACCAA

CCGTTGAGCA

AAGTCCATCT

AGTGTTGGTG

CTGGATGCAG

CTTAGGGATC

TGTGATTCTC

TTGGAGGGTG

TGTCAGGTCC

AATTTTATAA

TGGAATCTCC

GAGTGTTGAG

CCCTGAGTTT

TTACCACTCA

ACCACTCATA

GCAGGGATAT

CATGAGGTAT

GTCACTTGAA

AACTAAAAAA

TAGAGCAGAT

GGAGTTTTCA

TTGTGATTTT

GAAGGTACCT

TCGATGCAAC

AGGCAAGATT

ATTTGCAAAT

TGGAGACCTT

TAAACACACC

CTTTCTTCTC

TGCTCACTTA

TCTTGATTTT

CTTCGCTCCA

AATCTGGAGA

CTCCATTTGT

CCATCTTGAA

TTATGTTGTA

AAGACAAGTC

CTTGGCTTTT

TGCTTTCCTC

TGCTGGTTCT

TGTTCTCTCT

ATATCCAATT

CTTATGCCTC

AATATTCAGG

GTTCTTGGAA

ATATTTTTTT

AGAAACTGTG

AAAAAACACC

TTTGTTACCA

AGRAATGATT

TTAACACTTA

ATGTGAACTT

ACTCAAAACA

ATACTTTATT

TTTGGGAACA

GGATGATGAG

CAAATTGTAT

TAGAGTTTCT

TGTTCAAAAG

1435-1536; 1632-1718; 1812-1979; 2036-2134;

GGTTGATGCT

ATTTGTTATA

TGTTGAGCTC

GGTTTACTCT

AATTATATTT

AGGGTTAAGA

TAATTAATGC

ARAGGGGATG

TGTAATACCA

GGATATTCTT

TTCTTATACC

CATTTTACGT

TATGGTAGTT

TAGCAAAACT

ACCCTGCAGT

TCTTCATCAT

GAGGCAAATT

ACATGGGTAT

AACTGCAAAG

CATCATCGTT

CTGTATTCTC

TGTTTCTTGT

TACCATATAC

CTTTTCTTTT

GTGGTGATCA

TAGCAATCAA

GTTTTGTAGA

ACTGGCAGAA

ATGGATTGAT

TCTTTGCATG

AAAAAATCCT

TTTTACTACT

TTGCAAATGG

TAAGGCTTAA

CAAGTGTATT

ATGTGTTCTG

AGTATAATGG

ACATCTTGCT

ATGCCAAAAC

TTTCTTGATG

TGGTGGAGAT

TCTTATATTT

TTAATCTCTC

ACGTACAAAC

CACCATCATC

CTTTAACGTA

CTGCATGCAT

TAGATTATGT

GCCTCCTCCT

AGACTTATAG

TCTAAATAAA

ATATGATATT

TTTTGTTTTG

TGATATGATG

GTCGCTGGGT

TATACAAGGA

TTAAAAATGA

GGTGAATCTC

TGAAGTATCT

TAATCTAAGA

TTGTGAAATC

TAAACAAATC

TTAAACACAT

TGATGCATGT

TGCTAAATAA

GACACTGCCT

TCTAAAGAGA

TCGGCGTGCT

ATTTTGGTTT

TCATATTCCG

TACATCAAAT

CTTTTTTGGC

TTAGAACCAA

ATTATAATGA

GATCCAAGTA

TTTCACAAAC

CTTATCAGAC

AGCTGCTTTG

GTATTTTCTG

AACTTAACAC

CACAATGCCA

ACTCGCAAAT

ATACCTTTCT

ARAGCCARAG

CTTATGCAAA

TATAGAGGAG

TCTGA

TCCTGGTCTT

CATGTCTCTT

AGAGAGAAAT

TTTTTTTTTT

CTAATTGATA

GTTCTGTAAA

TTTAGTTTAT

CCTTTAGAGC

ATGTGTAATA

GCTGAGACGA

ACTTTCTAAA

GGAAGATTGT

ATTTTAATCA

TGAATACCAA

ATCATAGAGT

AATTCTTGAG

ATGCAAAATG

TAACTTGTCT

ATATCACAAA

TATTAATTCT

TCTGCCTTTT

AACGTTACCA

TTCCATATCA

ATTAGTTAAA

CTTCAACTGA

CCAAAAACAT

TAAGATGACA

TTTGATTTGT

GAAGGTCCTC

TCTTCTTTGC

CCAGATAAAG

GAATTTATGT

TGCATGTCTT

AAATAGTTTA

GCATGTGTTG

TAACATCTTT

TGTATACTCA

GCGACACCAA

ACTTTTCACT

TCCAGGAGTT

CATTACACAA

TATATTTTGG

TTCATTTGCG

ACATTTGGTT

TTCAAATGGG

CTTTGTTTTT

CCTTACCAAA

CTTTTCTTTT

GGGCAAATGA

ATTAAATGTT

CGTTAATAAT

TGTTATTCTT

AGCATGGATC

CTGTTTCTAA

TTTGCAACCA

GTAGGGAGGA
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Abbildung A.6.: Genomische Sequenz von BrSCT aus B. rapa. Die Sequenz (2864 bp) enthilt
14 Exons (rot hinterlegt). Diese umfassen eine codierende Sequenz von 1401 bp (1-122; 224-369;
737-813; 914-1036; 1119-1221; 1314-1351; 1438-1539; 1634-1720; 1810-1974; 2058-2129; 2209-2327;

2439-2555; 2653-2698; 2781-2861).

101

201

301

401

501

601

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

2501

2601

2701

2801

ATGAGARATC

TTCCTTTTGA

TGCATGTGGT

ATCCTCTCAT

TATTTACCGA

CAGTATTAAA

GTTGCATATG

TGTGATTTTT

TTCTTGGACA

ATTTTTTTTT

AAACAAATTC

CTATGTTGTT

TTGTGCAACA

AATATCAARA

TGGATGAGAT

GCGCATCGGA

TTACAATCTT

GGCTTCTAGC

AGTCCTTAGT

TCAGRACCAG

TTGGTTATAT

ATGTACGCAG

TTATGTAGGG

TAAAGGCTTC

CAAGTCACAA

ATTCCATTGT

AACTTTCTAA

AACARATTCT

GTATAATCCA

TTTACTTTCT

GCTCGAGACT

TTTATATAAC

GATTTGGCTA

GTCCTAACTA

TAGTTTAATT

TTGTGTGATT

TAATTAATTT

AAGGCGAGAG

CAGGTGGCTA

ACCAAATCGA

GCTTGTAGTG

GATTTCACTT

CAGGAARATGA

TTAATATAAT

TGGGACTTAT

GTTTACATCA

TTATCATCAG

GTATCTCAGA

TCGAAGAAGA

TGTTTATTCA

AGCTTTAGGC

CTTCGGAAAA

CGCGCTCTCA

GATAAATATT

TGATGACTGG

ATGATCTTTA

AAACCCTTTC

GACCAATGCT

AGTCTTATTT

GGGTAAAACA

AAGGTATGTG

ACTGGTGGGC

ACTAGTTTTA

GCATGTATGG

TTTATAATGT

TAAATGTTTT

ATTAGTTACT

ACATTTTATA

CCAGTTCCTT

GTTTGTGGAC

GGTATTTTTA

AAAAGGTCTC

TTATATAAAC

TTCAGATGAG

CTACTATATG

GTAAGGGATT

GATATACATA

GAACTCAAGG

TAGGTTTGTG

GTGAAGAAGG

TGGAGTCGAT

TCTACAGGCA

TGCAAATTTT

AGACCTTGGA

AACACACTTA

TGTCTTCTCT

CACTTATGTT

CCGTTGAGCA

AAGTCCATCT

AGTGTTGGTG

CTGGATGCAG

CTTAGGGATC

TGTGATTCTC

TTGGAGGGTT

TGTCAGGTCC

AATTTTATAA

TTTGGAATCT

AGGAGTGTTG

CACCCTGAGT

ACTTACCACT

ACACCACTCA

TGAGCAGGGA

CTCCATGAGG

CAGTCACTTG

ATAACTAAAA

GAGCAGATTT

AGTCAAGAAA

ATTTTTTAAC

TACCTATGTG

GCAACACTCA

AGATAATACT

GGGAACAGTG

TGATGACTAG

AATTGTATCC

AGAGTTTCTG

CARAAAGATGG

TCTTGATTTT

CTTCACTCCA

AATCTGGAGA

CTCCATTTGT

CCATCTTGAA

TTATGTTGTA

AAGACAAGTC

TTTGGCTTTT

TGCTTTCCTC

CCTGCTGGTT

AGTGTTCTCT

TTATATCCAA

CACTTATGCC

TAAATATTCA

TATGTTCTTG

TATATACTTT

AAAGAAACTG

AAAACACCAC

TGTTACCAAA

TGATTCATCA

ACTTACTGTA

AACTTTGTTT

AAACATACCA

TCATTCTTTT

GTGATCATGA

CAATCAAGTC

CTTGTTTTGT

CTGGTAGAAT

ATTGATGGTG

GGTTGATGCT

ATTTGTTATA

TGTTGAGCTC

GGTTTTCTGT

AATTATATTT

AGGGTTAAGA

TAATTAATGC

ARAGGGAATG

TGTAATACCA

CTGGATATTC

CTTTCTTATA

TTCATTTTAC

TCTATGGTAG

GGTAACAAAA

GAAACCCTGC

TTTCTTCATC

TGGAGGCAAA

ATGGGTATCT

CTGCAAAGTA

TCGTTGCCTC

TTCTCAGACG

CTTGTTCTAA

TATACATATG

TTTTTTGAGT

TATGATGATA

GCTGGGTARA

AGATATACAA

TAAAAATGAT

AATCTCTCTG

TCTTTGCATG

AAAAAATCCT

TTTTACTACT

TTGCAAATGG

TAAGGCTTAA

CAAGTGTAAT

ATGTGTTCTG

AGTATAATGG

ACATCTTGCT

TTATGCCAAA

CCTTTCTTGA

GTTGGTGGAG

TTTCTTATAT

CTTTAATCTC

AGTACGTACA

ATCACCATCA

TTCTTTAACG

ACATGCATTT

GATTATGTCT

CTCCAAGCTG

TATAGGTATT

ATAAAAACTT

ATATTCACAA

CACAAATATT

CCTTTCTCTT

GCCAAAGCCA

GGACCTATGC

TTAGTGTTTG

A

TGAAGTATCT

TAATCTAAGA

TTGTGAAATC

TAACAAATCC

TTAAACAAAT

TAATGCATGT

TGCTAAATAA

GACACTGCCT

TCTAAAGAGA

ACTCGGCGTG

TGATTTTGGT

ATTCATATTC

TTTATATCAA

TCCTTTTTTG

AACTTAGAAC

TCATTATAAT

TAGATCCAAG

TCACAAACTA

TAGCAGACAT

CTTTGTATTA

TTCTGTCTGC

AACACAACGT

TGCCATTCCA

AGTTAAATGT

CAACTGAAGC

AAAACATCTG

ARATAAGATG

ATATGTGTAG

TCCTGGTCTT

CATGTCTCTT

AGAGAGAAAT

TTTTTTTTTG

CTAATTGATA

GTTCTGTAAA

TTTAGTTTAT

CCTTTAGAGC

ATGTGTAATA

CTGCTGAGAC

TTATTTTCTA

CGGGAAGATT

ATGTTTTAAT

GCTTAATACC

CAAATCATAG

GAAATTCTTG

TAATGCAAAA

ACTTGTCTCT

ATCACAAACC

ATTCTCTTTT

CTTTTGGGCA

TACCAGTTAT

TATCACGTCA

TATTCTTTCT

ATGGATCARA

TTTCTAACTC

ACATTTGCAA

GGAGGAGGAC

GAAGGTCCTC

TCTTCTTTGC

CCAGATAAAG

GGATTTATTG

TGCATGTCTT

AAATAGTTTA

GCATGTGTTG

TAACATCTTT

TGTATACTCA

GAGCGACACC

AAACTTTTCG

GTTCCAGGAG

CACATTACAC

AATATATTTT

AGTTTCATTT

AGACATTTGG

TGTTCAAATG

TTGTTTTTTG

TTACCAAATA

CTTTTCATTT

AATGATGAAA

ATGTTAAATG

ATAATAGCCG

GCATCTTGAT

TCTCTCAACT

CAATCTCATC

CCATCAAGGC

ACACCGCTGA
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In den Abbildungen A.7 bis A.10 sind die Nukleotidsequenzen der genomischen 5’-Regionen
aufgefiihrt. Sequenzidentitéten sind farbig markiert. Griin: mtHSC70-2 (NM120996), Gelb:

SDH3 (NM120997), Rot: SCT.

Abbildung A.7.: Nukleotidsequenz von 5’BnSCT1 (2036 bp) aus B. napus. 1-380: mtHSC70-2,

843-95

1

301

401

501

601

701

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

2001

TCAGTTGGGT

GGTTTTTTCT

AAATCATGTA

GAATTTGATG

TAATTATTGA

GTGCTTTTGA

TAGAGAGGCA

GATGTTAGGC

TCAGCTGCTA

ATCTGCAACG

TCTGAGCTGC

AATAAAATGA

AAAAAACGAA

AACAAAACAC

TTCTTTCTTC

AGTCTTATTT

TAAGAAGTTA

TTGTGGTGAA

AATTAACCGT

GAAAAAACGT

ATCTAGGCAT

CTATGTGTAT

AAAGAGTAAT

TTTTGAAGGC

CGTTTAACTC

TGCAATTAGT

TGACAGGGTT

CGGTTATGCT

GAACAGACTA

TGAAGTAGCC

GCTTTTGGGC

CCGTTGAGCA

(

GGTGGTTAGA

CGAAGCTTAA

TGAGGAGGGA

TGGACTGAAG

GGAACGTGTT

CTGTTTCC

AAAAGAGAGG

TATGTTTTTT

TTCTCTTACA

TTGATCAAAC

TGCTTTAATA

CGTGAGAGAA

AACAGGTGTT

GCCAACACGC

TCAAGCTTCG

TCTTGATTTT

4 und 1029-1081: SDH3, 1981-2036 BnSCT1

c

CCATGGTTGG

TGTTCTTGTT

GAAAGAACAT

AAGAGAGCTC

TGCTTTTGTT

AGAAAAGTTT

TTGCTTTCTT

AGTGTGCTTC

AATATTAGAC

GATAAATATT

TCGTCGCTTA

ATACGTTTCA

TTATTACGTA

TTGAGCTACT

GGTTGA

GC TC

TTTCATGTCC

TCTGCTATAA

TTCTAGAAAT

CATTTCACTT

AT

TGTCAAACTC

TTCTTTGTTC

ATGAGATTTA

ATGGGGTAAA

AGTAGAATGA

CGATGAGGAC

CATTGGTTTG

AACGGTAGCC

GTTTCGCATG

TAGAAGCTTT

ACCCTTTTGT

AATCTTAAGA

TTTTTTTTTG

CCTTTC

TCATTGTCTT

TTAGATCATG

TGTAAAATCC

AGGAGAAACA

TTGTGTTTGT

GAATTGTAAT

GTTGTGGAGC

ACGTTTCGAG

CAAGGCTAGT

(AY383719).

TGCCATAAAA

TATAAAAGAG

TTGTTAGCAT

TTTGGGCGCT

TTCCATGGGA

TGAGAAAGTA

TCGAAGGTGT

ATCTTTCACT

GAGTTGCTTA

CTTCTTAATC

TTGATTGTTA

CTTGAAGTTC

CACTGCGTTT

GACACCAAGA

ACAGCGGACA

AGACGTTTCA

TTTTCTTGTT

TAATAAGAAT

TGCAAARACG

AGATCTAACC

TGAAATGTTG

GTAGCAATCT

TGTTGACTTG

ACAGAGTATT

TCAGGTTGTT

CTCTATTCAA

GCTAATTTGT

AGCGGAGAAA

AGAGTGTTTA

GGGGATCTGT

AAATTCCCTC

AATTGAAGAA

CAATCACTAG

TATAGTCACA

CCAACACAA

TTTTTTTTTT

GATGTAATAA

TATCCATTTT

GAGGAAGATC

GTACAAGAGA

AAAAGGTGAG

CCGGTCCAAC

CTTCACTCAA

ATGAGAAATC

TCTGGTGGAG

TTGTTTCTGG

TTCTGGAATA

TCACTGCACC

AGTTGCAGTT

GGTCTTCTTT

CTTTGTAGTT

GCAATGCTCT

TTTTTTTTGG

ATGTTATTAC

CTTCTGATTA

TATCAAACAC

TTAAGGTTTG

ACAAACGAGA

CGGTCCGGTT

ATTCGCAGTC

TTTACTTTCT

Abbildung A.8.: 5-Region von BrSCT (1289 bp) aus B. rapa. 1-42: mtHSC70-2, 101-207 und
288-340: SDH3, 1234-1289: BrSCT).

1

101

201

301

401

501

601

701

801

901

1001

1101

1201

TGT

GTCAAACTCT

TTCTTTGTTC

ATGAGATTTA

GAGAAACAGA

TTGTCTTCTT

CGAATTGTAA

TTGTGGAGCC

CGTTTTGAGC

ATGCAAGGCT

ATCCTTTCTT

CATTGTCTTT

TTAGATCATG

TGTAAAAATC

GTTGCTTATG

ATAATGACAG

TTTGGTTGTT

TTGAAGTTCC

ACTGCATGTG

AGTGACACCA

CCATGGGATG

GAGAAAGTAA

TCGAAGGTGT

CGCAATCTTA

TTGACTTGGA

AGTATTGTAC

ATCAGGTTGT

TCTATTTAAC

CTAATTTGTC

AGAAGCAGAG

CAAAARACGT

GATCTAACTC

TGAAGTGTTG

TCCATTTTCT

GGAAGATTTA

AAGAGATTAA

TGAAAGATGA

CGGTCCAACC

TTCACTGAAA

AAAATGAGAA

AAACTAGGGT

ATAGTCACAC

CCAACACAAG

TTTTTTTTTT

GACGTAATAA

TCTGATTAAT

TCAAACACTC

GGTTTGAACG

GACARACGAG

GGTCCGGTTG

TTCGCAGTCT

ATCTTTACTT

CTTCTTTTAA

TTTGTAGTTG

CAATGCTCTT

TTTTTTGGGA

ATGTTATTAC

CTGCAACGTG

TGAGCTGCTG

TTGTAAAATG

AAAAAAACAA

ACAAAACTCT

TCTTTCTTCG

TCTAGTCTTA

TTATTGAATC

TGCTTTTGAC

AGAGAGAGAA

TGTTAGGCTT

TCAGCTGCTA

CAATTAGTTT

AGAGGGTTTG

ACGGTTATGC

AGAACAGACT

GAAAAAGGCG

CACTTGGGCT

TTTCCGTTGA

TAGGCATGGA

TATGTGTATC

AAGAGTAATA

TTGAAGGCTA

CGTTTAACTC

GATCAAATAA

CTTTAATAAA

TCGTGAGAGA

AAACAGGTGT

CCAACACGCT

TAAGCTTCGT

GCATCTTGAT

ACGTGTTTGT

TGTTTCC

AAAGAGAGGA

TGTTTTTTTT

TTCTCTTACA

TATTAGAGAT

TATAAGTAGA

ATCGTCCCTT

TACGTTTCAC

TGTTACGTAA

GGAACTAATT

TTTGGTTGA

TTTTTGTTAT

GAAAAGTTTT

TTGCTTTCTT

AGTGTGCTTC

GGGGTAAAAG

ATGATTGTGT

GCGATAAGGA

ATTGGTTTGG

ACGGTAGCCA

AATGATTCGC
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Abbildung A.9.: Nukleotidsequenz von 5’ BoSCT1 (1997 bp) aus B. oleracea). 1-340: mtHSC70-2,
803-914 und 989-1041: SDH3, 1942-1997: BoSCT.

101

201

301

401

501

601

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

TTTCATGTCC

TCTGCTATAA

TTCTAGAAAT

CATTTCACTT

AT

TGTCAAACTC

TTTCTTTGTT

CATGAGATTT

CATGGGGTAA

TAGTAGAATG

ACGATAAGGA

ACATTGGTTT

AAACGGTAGC

TGTTTCGCAT

TAGAAGCTTT

ACCCTTTTGT

AATCTTAAGA

TTTTTTTTTG

CCTTTC

TCATTGTCTT

CTTAGATCAT

ATGTAAAATC

AAGGAGARAAC

ATTGTGTTTG

CGAATTGTAA

GGTTGTGGAG

CACGTTTCGA

GCAAGGCTAG

TGCCATAAAA

TATAAAAGAG

TTGTTAGCAT

TTTGGGCGCT

TTCCATGGGA

TGAGAAAGTA

GTCGAAGGTG

CATCTTTCAC

AGAGTTGCTT

TCTTCTTAAT

TTTGATTGTT

CCTTGAAGTT

GCACTGCGTT

TGACACCAAG

A AGAGTGTTTA

ACAGCGGACA

AGACGTTTCA

TTTTCTTGTT

TAATAAGAAT

TGCAAAAACG

AGATCTAACC

TTGAAATGTT

TGTAGCAATC

ATGTTGACTT

CACAGAGTAT

ATCAGGTTGT

CCTCTATTCA

TGCTAATTTG

AAGCGGAGAA

GGGGATCTGT

AAATTCCCTC

AATTGAAGAA

CAATCACTAG

TATAGTCACA

CCAACACAA

TTTTTTTTTT

GGATGTAATA

TTATCCATTT

GGAGGAAGAT

TGTACAAGAG

TAAAAGATGA

ACCGGTCCAA

TCTTCACTCA

AATGAGAAAT

TTGTTTCTGG

TTCTGGAATA

TCACTGCACC

AGTTGCAGTT

GGTCTTCTTT

CTTTGTAGTT

GCAATGCTCT

TTTTTTTTGG

AATGTTATTA

TCTTCTGATT

CTATCAAACA

ATTAAGGTTT

GACAARAACGAG

CCGGTCCGGT

AATTCGCAGT

CTTTACTTTC

TCAGTTGGGT

AGTTTTTTCT

AAATCATGTA

GAATTTGATG

TAATTATTGA

GTGCTTTTGA

TAGAGAGGCA

GATGTTAGGC

CTCAGCTGCT

AATCTGCAAC

CTCTGAGCTG

GAATAARATG

AARAAAACGA

TAACAAAACA

CTTCTTTCTT

TAGTCTTATT

TAAGAAGTTA

TTGTGGTGAA

AATTAACCGT

GAAAAAACGT

ATCTAGGCAT

CTATGTGTAT

AAAGAGTAAT

TTTTGAAGGC

ACGTTTAACT

GTGCAATTAG

CTGACAGGGT

ACGGTTATGC

AGAACAGACT

CTGAAGTAGC

CGCTTTTGGG

TCCGTTGAGC

GGTGGTTAGA

CGAAGCTTAA

TGAGGAGGGA

TGGACTGAAG

GGAACGTGTT

CTGTTTCC

AAAAGAGAGG

TATGTTTTTT

CTTCTCTTAC

TTTGATCAAA

TTGCTTTAAT

TCGTGAGAGA

AAACAGGTGT

CGCCAACACG

CTCAAGCTTC

ATCTTGATTT

TCATGGTTGG

TGTTCTTGTT

GAAAGAACAT

AAGAGAGCTC

TGCTTTTGTT

AGAAAAGTTT

TTTGCTTTCT

AAGTGTGCTT

CAATATTAGA

AGATAAATAT

ATCGTCGCTT

TATACGTTTC

CTTATTACGT

GTTGAGCTAC

TGGTTGA
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Abbildung A.10.: Nukleotidsequenz von 5’BoSCT2 (1992 bp) aus B. oleracea. 1-340: mtHSC70-
2, 807-914 und 988-1040: SDH3. 1937-1992: BoSCT2-Gens (1937-1992) in Rot angegeben.

101

201

301

401

501

601

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

TTTCATGTCC

TTTCTGCTAT

ATTTCCGGAA

TAGCTCCATC

TGTTAT

GTCAAACTAT

TTGTTCTTAG

GATTTATGTA

GGTAAAAGGA

GAATGATTGT

AAGGACGAAT

GGTTTGGTTG

GTAGCCACGT

CGCATGCAAG

TAGAAGCTTT

AAACCCCTTT

ATAATCTTCA

TCACTTTTTT

CCTTTC

CATTGTCTTT

ATCATGTCGA

AAATCCATCG

GAAACAGAGT

GTTTGTCTTC

TGTAATTTGA

TGGAGCCTTG

TTCGAGCACT

GCTAGTGACA

TGCCATAAAA

GTTATACAAG

GATTGTTAGC

TTTGTTTGGG

TTCCATGGGA

GAGAAAGTAA

AGGTGTTGAA

TTCACTGTAT

TGCTTATGTT

TTAATCACAG

TTGTTATCAG

AAGTTCCTCT

GCGTTTGCTA

CCAAGAAGCG

GA AGAGTGTTCA

ACAGCGAGCA

ATAAACGTTT

ATTTTTCTTG

CGCTTAATAA

TGCARAAACG

GATCTAACTT

ATGTTGGATG

CAATCTTATC

GACTTGGAGG

AGTATTGTAC

GTTGTTAAAA

ATTCAACCGG

ATTTGTCTTC

GAGAAAATGA

GTGGATCTGT

CAAAATTCCC

TTAATTGAAG

GAATCAATCA

TATAGTCACA

CCAACACAAG

TTTTTTTGTT

TAATAAATGT

CATTTTCTTC

AAGATCTATC

AAGAGATTAA

GATGAGACAA

TCCAACCGGT

ACTCAAATTC

GAAATCTTTA

TCTGGTG

TTATTTCTGG

TTCTGGAATA

TCTCACTGTA

AAAGTTGCAG

CTAGAGTCTT

CTTTGTAGTT

CAATGCTCTT

TTGGGATGTT

TATTACTCAG

TGATTAATCT

AAACACTCTG

GGTTTGAATA

ACGAGAAAAA

CCGGTTAACA

GCAGTCTTCT

CTTTCTAGTC

TCAGTTGGGT

AGTTTTTTCT

CCAAATCATG

TTGAATTTGA

CTTTTAATTA

GTGCTTTTGA

AGAGAGGCAA

AGGCTTTTGA

CTGCTACGTT

GCAACGTGCA

AGCTGCTGAC

ARATGACGGT

AACGAAGAAC

ARAACACTGAA

TTCTTCGCTT

TTATTTCCGT

TAAGAAGTTA

TTGTGGTGTG

TAAATTAAAT

TGGAAAAAAC

TTGAATCTAG

CTATGTGTAT

AAGAGTAATA

AGGCTATGTT

TAACTCTTCT

ATTAGTTTGA

AGGGTTTGCT

TATGCTCGTG

AGACTAAACA

GTAGCCGCCA

TTGGGCTCAA

TGAGCATCTT

ACTCAG

GGTGGTTAGA

AACGAAGCTT

GTTGAGGAGG

GTTGGACTGA

GCATGGAACG

CTGTTCC

AAAGAGAGGA

TTTTTTTTGC

CTTACAAGTG

TCAAACAATA

TTAATAGATA

AGAGAATCGT

GGTGTTATAC

ACACGCTTAT

GCTTCGTTGA

GATTTTGGTT

TCATGGTTGG

AATGTTCTTG

GAGAAAGRAC

AGAAGAGAGT

TGTTTGTTTT

GAAAAGTTTT

TTTCTTTTCT

TGCTTCATGA

TTAGACATGG

AATATTAGTA

CGCTTACGAT

GTTTCACATT

TACGTAAACG

GCTACTGTTT

GA
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Abbildung A.11.: Sequenzvergleich der genomischen 5'Bereiche aus B. napus (5’BnSCT1), B.
oleracea (5’BoSCT1 und 5’BoSCT2) und B. rapa (5’BrSCT). Sequenzidentitéten sind wie in
Abbildung A.7 markiert. Gestrichelte Linien zeigen fehlende Sequenzbereiche an. Der Transkrip-
tionsstart des SCT-Gens ist grau hinterlegt.

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'"BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'BoSCT2
5'"BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5"BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'"BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'"BoSCT1
5'BoSCT2
5'BrsSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'"BoSCT2
5'BrsCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'"BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1 CACACACTGCTCAAAACTATGCAAGTTTCTTCAAAGCTTTCGGGTATGTTTCCTTTCTTCCATGGGATGCAAAAA-CGTA
5 BOSCTL ittt ittt ettt Gu ittt e ettt ettt e ..
5'"BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5"BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'"BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'"BoSCT1
5'BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'"BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1 TCGCTTACGATGAGGACGAATTGTAATTTGATTGTTATCAGGTTGTTAAAAGGTGAGACAARACGAGAAAAAAACG. AACAGACTAAACAGGTGTTATACGTTTCACAT
5'"BoSCT1
5"BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'BoSCT2
5'BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5"BoSCT2
5'"BrSCT1

5'BnSCT1
5'BoSCT1
5'"BoSCT2
5'BrSCT1
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In den Abbildungen A.12 bis A.16 sind die Nukleotidsequenzen der genomischen 3’-Regionen
aufgefiihrt. Sequenzidentitéten zu sind farbig markiert. Blau: PPa (AY551439), Rot: SCT.

Abbildung A.12.: Nukleotidsequenz von 3'BnSCTI1 (906 bp) aus B. napus. 1-34: BnSCT1I,
906-241: PPa.

1 GTTCAAAAGA TGGATTGATG GTGAATCTCT CTGAAGTTCC TCACTCACTT CCCTCTCTCT CTGTCAAAAG TTTCATGAGT TGCTTTTGTT TTCGTTTATG
101 GTTATTAAGT CAAAAATTAA AAATAATAAT AACCTTTTAT TATTTCTCAG TCATCAATGG TGAAAAACAA AATCTCATTT ACAAGACAGG AAAAAAAACA
201 AGAATGATGA AAGGACTCTA GTCTGATAAT TATTCTGAGC TCATAATTGA GACACTGCAA GATATCATTT TGTAAAAACT GTTCAGAAAA GTGAAAGGTC
301 TCCAGCATCA ACTGATCTCT TCACAAGCTT AGCCCATGAT TCATTTGTTT CATGGATTAT CTTCAATGCA TAGTCCTGTT AAAAAAACAC CAAACAAGAA
401 CCGTTATAGC TTCTTTCAGC TTCATTACCA AACATGAAGC AGTACCCACA AGACCTTACT TTGTTAGCTG GTTTGTCTCC AAGGCCGAAT CTGTTAGCAG
501 GCTTCCCATC TGGGATCTTG TAGTCTTTAT GTTGTACGGA TAGTATCTGA GCTTTCCTTT TTTAGTGTCT TGTTTAATAG GAGTGGAAGC TTCATCAGTA
601 GCAACCTCCA TTTTTGCTTT AGACTCTTTA GGGATTTCAA CTATAAAGTT GTAAACTCCA TCTCCTAAAC TCAACGGTAT ATCATGCCAT GGAGAAACCT
701 ATACACAATA AGCATATTCA ACCTTTTAAC CAAARAAAAA AAACACAAAA CAGAGTAACT AATCAARAGC ATCTTCAAAC GAAAATTCAC TAAAGAAACA
801 ATCTTTCATT TGCATAAACC AAACCTAACA ACAAGAACAT TGATTGCATT GGTCTAATTT TACAATGTGG GAAGATCCCC AGAGCTCAGA GAGTTAAAAA

901 GCTTTA

Abbildung A.13.: Nukleotidsequenz von 3’BnSCT2 (544 bp) aus B. napus. 1-34: BnSCT?2,
544-198: PPa.

1 GTTCAAAAGA TGGATTGATG GTGAATCTCT CTGAATATTC TCACTCACTT CTCTCTCTCT CAAAAGTTTT CATGAGTTGT TTTTGTTTTT CGTTTATGTT
101 TATTCAAGTA AAAAAATTAA TAATAACAAT GCCCTTTTAT ATTGTGTTCA AAAAGACTAA AAAAATAGAA AATTTGAGTC TGATAATTAT TCTGAGCTCA
201 TAATTGGACA CTGCAAGATA TGGTTTTGTT AAAACTGTTC AGAAAAGTGA AAGGTCTCCA GCATCAACTG ATCTCTTCAC AAGCTTAGCC CATGATTCAT
301 TTGTTTCATG GATTATCTTC AAAGCATAAT CCTGTCAGAA ATTAAAAAAA AAAAACACTC TTCAGTACCA AACATGAAGC AGCACCACGA GAGAAATTTG
401 TATAACTGGT TTGTCTCCAA GACCGAATCT GTTAGCAGGC TTCCCATCTG GGATCTTGTA GTCTCTAAAC CAGTCTCTAA TGGCTGTGTA ATGTACCCTG

501 ATATCACCAC ATATAAAGGT CAGTAACACA AAATCCATAT AAGG

Abbildung A.14.: Nukleotidsequenz von 3’BrSCT (510 bp) aus B. rapa. 1-25: BrSCT, 510-252:
PPa.

1 ATGGATTGAT GGTGAATCTC TCTGAAGATT CTCACTCACT TCTCTCTCTC TCAAAAGTTT TATGAGTTTT TATTGTTTTT CGTTTATGGT TATTAAGTAA
101 AAATTTAATA ATAATAATGA CCTTTTATTA TCATCAATGG TGAAAAAACA AAATCTCTTT TAAAAGAACT AAAATCAAGA ATTGACTCGA GTCTGATAAT
201 TATTCTGAGC TCATAATTGG AGACTGCAAG ATATGAATTT GTTAAAACTG TTCAGARAAG TGAAAGGTCT CCAGTCTCGA CTGATCTCTT CACAAGCTTA
301 GCCCATGATT CATTTGTTTC ATGGATGATC TTCAAAGCAT AATCCTATTA GAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AGAACACACT TCTTCTTCAG TACCAAACAT
401 GAAGCAGCAC CACAAGAGAA ATTTGTATAA AAAACAATCT TACTTTGTTA GCTGGTTTTT CTCCAAGACC GAATCTGTTA GCAGGCTTCC CATCTGGGAT

501 CTTGTAGTCT
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Abbildung A.15.: Nukleotidsequenz von 3’BoSCT1 (555 bp) aus B. oleracea. 1-25: BoSCT,

555-312: PPa.
1 ATGGATTGAT

101 AAGTCAAAAT
201 ATCTCATTTA
301 GTTAAAACTG
401 AGTCCTGTTA
501 TTTGTCTCCA

GGTGAATCTC TCTGAAGTTC
TTAAAAATAA ATAATAAGGT
CAAGGCAGGA AAAAAAACAA
TTCAGAAAAG TGAAAGGTCT
AAAAAACACC AAACAAGAAC

AGACCGAATC TGTTAGCAGG

CTCACTCACT

TATTAAGTCA

GAATGATGAA

CCAGCATCAA

TGTTATAGCT

CTTCCCATCT

TCTCTCTCTC

ARAATTTAARA

AGGACTCTAG

CTGATCTCTT

TCTTTCAGTT

GGGATCTTGT

TCTCTCTGTC

ATAATAATAA

TCTGATAATT

CACAAGCTTA

TCATTATCAA

AGTCT

AAAGTTTCAT

CCTTTTATTA

ATTCTGAGCT

GCCCATGATT

ACATGAAGCA

Abbildung A.16.: Nukleotidsequenz von 3’BoSCT2 (539 bp) aus
539-313: PPa.

101

201

301

401

501

ATGGATTGAT

TAAGTCAAAA

AATCTCATTT

TGTTAAAACT

TAATCCTGTC

AATCTGTTAG

GGTGAATCTC TCTGAGGTTC

TTTAAAAATA AATAATAAGG
ACAAGACAGG AAAAAAAACA
GTTCAGAAAA GTGAAAGGTC
AGAAATTAAA AAAAAAAAAA

CAGGCTTCCC ATCTGGGATC

CTCACTCACT

TTATTAAGTC

AGAATGATGA

TCCAGCATCA

CACTCTTCAG

TTGTAGTCT

TCTCTCTCTC

AAAATTTAAA

AAGGACTCTA

ACTGATCTCT

TACCAAACAT

TCTCTCTGTC

AATAATAATA

GTCTGATAAT

TCCCAAGCTT

GAAGCAGCAC

ARAAAGTTTCA

GCCTTTTATT

TATTCTGAGC

AGCCCATGAT

CACGAGAGAA

GAGTTGCTTT

TTTCTCAGTC

CATAATTGAG

CATTTGTTTC

GTACCCACAA

TGTTTTCGTT TATGGTTATT

ATCAATGGTG AAAAAACAAA

ACACCGCAAG ATATCATTTT

ATGGATGATC TTCAAAGCAT

GACCTTACTT TGTTAGCTGG

B. oleracea. 1-25: BoSCT,

TGAGTTGCTT

ATTTCTCAGT

TCATAATTGA

TCATTTGTTT

ATTTGTATAA

TTGTTTTCGT TTATGGTTAT

CATCAATGGT GAAAAAACAA

GACACCGCAA GATATCATTT

CATGGATTAT CTTCAAAGCA

CTGGTTTGTC TCCAAGGCCG
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Abbildung A.17.: Nukleotidsequenz des BAC5-Subfragmentes. Sequenzidentitidten sind farbig
dargestellt. 1-531 (Griin) mtHSC70-2 (NM120996), 994-1105 und 1180-1232 (Gelb) SDH3
(NM120997), 2135-5010 (Rot) BnSCTI1 (AY383719), 6479-5215 (Blau) PPa (AY551439) und
6969-6870 (Braun) mdhl (AJ242712).

CGAAGTAACG TTCGACATC(

5 CATTGTCACT GTTTCCGCCA

101 AGGA! ) _TGG \A GAGC. “ACGATCCG AT GGACTCTCAG AGGATGATAT C GTGAGAGACG CGGAGTTGCA
201 GATC( > AAG G CT GATTTA GCTTGGGTGA

301 GAAGATGCTG AAGGAGCGCT TCGGCTGGAG A TGAGATTAAG GCTAAGATCG
401 TCGRAGATAG GAG. GTCTGGTGGA GGTTCTGCAC CAGGAGGAGG AGC SGAGGGAGTG ATCAAACTCC
501 \AG AAGAGTGTTT ATTGTTTCTG GTCAGTTGGG TTAAGAAGTT AGGTGGTTAG ATCATGGTTG GTTTCATGTC

601 CTAGAAGCTT TTGCCATAAA AACAGCGGAC AGGGGATCTG TTTCTGGAAT AAGTTTTTTC TTTGTGGTGA ACGAAGCTTA ATGTTCTTGT TTCTGCTATA

701 AACCCTTTTG TTATAAAAGA GAGACGTTTC AAAATTCCCT CTCACTGCAC CAAATCATGT AAATTAACCG TTGAGGAGGG AGAAAGAACA TTTCTAGAAA

801 TAATCTTAAG ATTGTTAGCA TTTTTCTTGT TAATTGAAGA AAGTTGCAGT TGAATTTGAT GGAAAAAACG TTGGACTGAA GAAGAGAGCT CCATTTCACT

901 TTTTTTTTTT GTTTGGGCGC TTAATAAGAA TCAATCACTA GGGTCTTCTT TTAATTATTG AATCTAGGCA TGGAACGTGT TTGCTTTTGT TAT

1001
1101 CCTTT CTTCCATGGG ATGCAAAAAC GTATAGTCAC ACTTTGTAGT TGTGCTTTTG ACTATGTGTA TCTGTTTCC
1201 CCAACACA AGCAATGCTC TTAGAGAGGC AAAAGAGTAA TAAAAGAGAG GAGAAAAGTT TTGTCAAACT

1301 CTCATTGTCT TTGAGAAAGT AAGATCTAAC CTTTTTTTTT TTTTTTTTTT GGGATGTTAG GCTTTTGAAG GCTATGTTTT TTTTTTGCTT TCTTTTCTTT

1401 GTTCTTAGAT CATGTCGAAG GTGTTGAAAT GTTGGATGTA ATAAATGTTA TTACTCAGCT GCTACGTTTA ACTCTTCTCT TACAAGTGTG CTTCATGAGA

1501 TTTATGTAAA ATCCATCTTT CACTGTAGCA ATCTTATCCA TTTTCTTCTG ATTAATCTGC AACGTGCAAT TAGTTTGATC AAACAATATT AGACATGGGG

1601 TAARAGGAGA AACAGAGTTG CTTATGTTGA CTTGGAGGAA GATCTATCAA ACACTCTGAG CTGCTGACAG GGTTTGCTTT AATAGATAAA TATTAGTAGA

1701 ATGATTGTGT TTGTCTTCTT AATCACAGAG TATTGTACAA GAGATTAAGG TTTGAATAAA ATGACGGTTA TGCTCGTGAG AGAATCGTCG CTTACGATAA

1801 GGACGAATTG TAATTTGATT GTTATCAGGT TGTTAAAAGA TGAGACAAAC GAGAARAAAA CGAAGAACAG ACTAAACAGG TGTTATACGT TTCACATTGG

1901 TTTGGTTGTG GAGCCTTGAA GTTCCTCTAT TCAACCGGTC CAACCGGTCC GGTTAACAAA ACACTGAAGT AGCCGCCAAC ACGCTTATTA CGTAAACGGT

2001 AGCCACGTTT CGAGCACTGC GTTTGCTAAT TTGTCTTCAC TCAAATTCGC AGTCTTCTTT CTTCGCTTTT GGGCTCAAGC TTCGTTGAGC TACTGTTTCG

2101 CATGCAAGGC TAGTGACACC AAGAAGCGGA GAAAATGAGA AATCTTTACT TTCTAGTCTT ATTTCCGTTG AGCATCTTGA TTTTGGTTGA TGCTTCTTTG

2201 CATGTGAAGT ATCTTCCTGG TCTTGAAGGT CCTCTTCCTT TTGAGCTCGA GACTGGGTAA AACAAAGTCC ATCTCTTCGC TCCAATTTGT TATAAAAAAA

2301 TCCTTAATCT AAGACATGTC TCTTTCTTCT TTGCTGCATG TGGTTTTATA TAACAAGGTA TGTGAGTGTT GGTGAATCTG GAGATGTTGA GCTCTTTTAC

2401 TACTTTGTGA AATCAGAGAG AAATCCAGAT AAAGATCCTC TCATGATTTG GCTAACTGGT GGGCCTGGAT GCAGCTCCAT TTGTGGTTTA CTCTTTGCAA

2501 ATGGTAAACA AATCTTTTTT TTTTGAATTT ATGTTATTTA ATGAGTCCTA ACTAACTAGT TTTACTTAGG GATCCCATCT TGAAAATTAT ATTTTAAGGC

2601 TTAATTAAAC ACATCTAATT GATATGCATG TCTTCAGTAT TAAATAGTTT AATTGCATGT ATGGTGTGAT TCTCTTATGT TGTAAGGGTT AAGACAAGTG

2701 TATTTGATGC ATGTGTTCTG TAAAAAATAG TTTAGTTGCA TGTGTTGTGT GATTTTTATA ATGTTTGGAG GGTGAAGACA AGTCTAATTA ATGCATGTGT

2801 TCTGTGCTAA ATAATTTAGT TTATGCATGT GTTGTGTGAT TTGTTTATTA ATTTTAAATG TTTTTGTCAG GTCCCTTGGC TTTTAAAGGG GATGAGTATA

2901 ATGGGACACT GCCTCCTTTA GAGCTAACAT CTTTTTCTTG GACAAAGGCG AGAGATTAGT TACCAATTTT ATAATGCTTT CCTCTGTAAT ACCAACATCT

3001 TGCTTCTAAA GAGAATGTGT AATATGTATA CTCAATTTTT TTCAGGTGGC TAACATTTTA TATTTGGAAT CTCCTGCTGG TTCTGGATAT TCTTATGCCA

3101 AAACTCGGCG TGCTGCTGAG ACGAGCGACA CCAAACAAAT TCACCAAATC GACCAGTTCC TTAGGAGTGT TGAGTGTTCT CTCTTTCTTA TACCTTTCTT

3201 GATGATTTTG GTTTACTTTC TAAAACTTTT CACTATGTTG TTGCTTGTAG TGGTTTGTGG ACCACCCTGA GTTTATATCC AATTCATTTT ACGTTGGTGG

3301 AGATTCATAT TCCGGGAAGA TTGTTCCAGG AGTTGTGCAA CAGATTTCAC TTGGTATTTT TAACTTACCA CTCACTTATG CCTCTATGGT AGTTTCTTAT

3401 ATTTTATATC AAATATTTTA ATCACATTAC ACAATATCAA AACAGGAAAT GAAAAAGGTC TCGCACCACT CATAAATATT CAGGTAGCAA AACTTTAATC

3501 TCTCCTTTTT TGGCTGAATA CCAATATATT TTGGATGAGA TTTAATATAA TTTATATAAA CTGAGCAGGG ATATGTTCTT GGAAACCCTG CAGTACGTAC

3601 AAACTTAGAA CCAAATCATA GAGTTTCATT TGCGCATCGG ATGGGACTTA TTTCAGATGA GCTCCATGAG GTATATATTT TTTTTCTTCA TCATCACCAT

3701 CATCATTATA ATGAAATTCT TGAGACATTT GGTTACAATC TTGTTTACAT CACTACTATA TGCAGTCACT TGAAAGAAAC TGTGGAGGCA AATTCTTTAA

3801 CGTAGATCCA AGTAATGCAA AATGTTCAAA TGGGCTTCTA GCTTATCATC GGGTAAGGGA TTATAACTAA AARAAAAAAA CACCACATGG GTATCTGCAT

3901 GCATTTTCAC AAACTAACTT GTCTCTTTGT TTTTTGAGTC CTCAGTGTAT CTCAGAGATA TACATAGAGC AGATTTTGTT ACCAAACTGC AAAGTAGATT

4001 ATGTCTTATC AGACATATCA CAAACCTTAC CAAATATCAG AACCAGTCGA AGAAGAGAAC TCAAGGAGTT TTCAAGAAAT GATTCATCAT CGTTGCCTCC
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4101

4201

4301

4401

4501

4601

4701

4801

4901

5001

5101

5201

5301

5401

5501

5601

5701

5801

5901

6001

6101

6201

6301

6401

6501

6601

6701

6801

6901

TCCTAGCTGC

ATAGGTATTT

TAAAAACTTA

TATTCACAAT

TTTTGACTCG

TGATGATACC

TGGGTAAAGC

AAGGACTTAT

AATGATATAG

ATCTCTCTGA

AACAATGCCC

TTTGTTAAAA

CATAATCCTG

CGAATCTGTT

TAACACAAAA

GGGTCATCCA

TCCTTTGAGC

AAAAGAGTAT

ACCCATAGTT

TTTTGGCTTT

AGCATATTCA

TTGCATAACC

TGAACTTTAA

CATTTGCATA

GGCACGTTGT

TTGTGTCCAA

ACCCCACACA

TAGTACACGA

ATGCTTCCAG

TTTGTATTAA

TCTGTCTGCC

ACACAACGTT

GCCATTCCAT

CAAATATTAG

TTTCTCTTCA

CAAAGCCAAA

GCAAATAAGA

AGGAGTTTGA

ATATTCTCAC

TTTTATATTG

CTGTTCAGAA

TCAGAAATTA

AGCAGGCTTC

TCCATATAAG

ATGAGATAGC

TTCACCAATC

CAAAGATTCA

CCAGTTTATG

AGACTCTTTA

ACCTTTTAAC

GAACCTAAAC

CACAGAGACA

AGATCACAGG

TTTATTTACA

TCCTACGTTG

GTGTTGTACA

TCACTATGAT

CTAGTTCTTC

TTCTCTTTTC

TTTTGGGCAA

ACCAATTAAA

ATCACGTTAA

TTAAATGTTA

ACTGAAGCAT

AACATCTGTT

TGACATTTGC

TTTGTGTAGG

TCACTTCTCT

TGTTCAAAAA

AAGTGAAAGG

AAAAAAAARAA

CCATCTGGGA

GCCTATAGAT

AACAATCTTC

TCAACAACAT

TTCACCTGGA

TTGTACGGAT

GGGATCTCAA

AAAAAAAARAA

CACAARAGAAC

CACACACAGA

TCTCCAGTTC

TTTTGATTTA

GTTCATTTTG

GACTGATAAA

TTTAGGAAGC

TTTTGCTTTC

TTTTCATTTT

ATGATGAAAA

TGTTAAATAT

TAATAGCCGT

TTCTTTGTGC

GGATCAAATC

TCTAACTCCA

AACCATCAAG

GAGGAGGACA

CTCTCTCAAA

GACTAAAAAA

TCTCCAGCAT

AACACTCTTC

TCTTGTAGTC

CAAGTCCGGT

CAGTCTAGCT

CAACTACAAA

TCATTATCCC

AGTATCTGAG

CTATAAAGTT

AAAACACARAA

ATTGATTGCA

GCAGAGTAAC

GAACCTGGAC

GAAATTGTAT

AGAAGCTCTT

AGGAATTTTT

GAAGAAGATC

TCCATGACCA

TGGTTATATT

TGTACGCAGA

TATGTAGGGC

AAAGGCTTCC

ATCTTGATCA

TCTCAACTAT

ATCTATCAAC

GCAAGAAGTT

CACAGCTGAG

AGTTTTCATG

ATAGAAAATT

CAACTGATCT

AGTACCAAAC

TCTAAACCAG

TTAGCTCGTA

CTCCTTCATC

TCCAAAACCA

CAAAGGCTCC

CTTTCCTTTT

GAAAACTCCA

ACAGAGTAAC

TTTGGTCTAA

CAATCAAAAG

GAAGCCAATC

ACACATTGCT

GACATATGTA

ACGAAGTTGA

TTATTTTTTC

ACCCCTGTAC

GTATATTCAT

GCTTTAGGCG

TTCGGAAAAT

GCGCTCTCAT

AGTCACAAGT

TCCATTGTTG

GTTCTAAATG

CTAAGCCCTT

TATAATCCAG

AGTTGTTTTT

TGAGTCTGAT

CTTCACAAGC

ATGAAGCAGC

TCTCTAATGG

CCGGGAAATG

AATCATAGCT

AGAACAATGA

TTCAACTTCA

TTTAGTGTCT

TCTCCTAAAG

TAATCAAAAG

TTTTACTATT

CATCTTCAAA

TTTTTTTTTT

TCCTATATAT

ATGTCGAAAC

AGAAGAAGAA

TCTGTGATTA

ATTGTCAAAA

AGCTTTGTGA

TGAAGAAGGT

GGAGTCGATG

CTACAGGCAA

TAAATATTTG

ATGACTGGAG

ATCTTTAAAC

TCCTTCTTTC

ACCAATGCTC

GTTTTTCGTT

AATTATTCTG

TTAGCCCATG

ACCACGAGAG

CTGTGTAATG

CTTCTCAACA

AATGCAGCCA

GCTTAGTACA

GCGTTTGCCT

TGCTTAATAG

TCAACGGTAT

CATCTTCAAA

TGGAAAGATC

CGTAAATTCA

TCACCTTCAC

AATGTTTTTT

TTCACTTCAT

GAAAGCAGGA

TTCTTGATTT

CAAGAATTC

TTTTTTAACA

ACCTATGTGA

CAACACTCAA

GATTATACTT

CAAATTTTGG

ACCTTGGATG

ACACCCARAT

TTCTCTAGAG

ACTTATGTTC

TATGTTTATT

AGCTCATAAT

ATTCATTTGT

AAATTTGTAT

TACCCTGATA

TCATCAACAT

AAGACTTGAC

AATTCAAGTA

GTGATGGATC

GAGTGGAAGC

ATCATGCCAT

CGAAAATTCA

CTCAGAGCTC

CAGTGTATAA

ACTTGTCATT

TATTGATGAT

CAAAACCCTT

CATAGGCATG

CATTTCCTGA

CTTACTGTAT

ACTTTGTTTC

AACATACCAT

TATTCTTTTC

GAACAGTGGT

ATGAGTAGCA

TGTATGTTTT

TTTCTACTGG

AARAAGATGGA

CAAGTAAAAA

TGGACACTGC

TTCATGGATT

AACTGGTTTG

TCACCACATA

CATTGACAAG

TTTTAAAATC

GATAAAAAAA

TTCCCATGTC

TTCATCAGTA

GGAGAAACCT

CTAAAGAAAC

AGAGAGAGAA

GATCTAAAGA

ACAGCGAGGT

GAAAGTCAAA

GGAGAAGTAG

ATGAGTAGTA

TGAAGTCGAC

TCTCAGACTT

TTGTTCTAAA

ATACATATGA

TTTTTTTTTG

GATCATGATA

ATCAAGTCGC

GTAGATATAC

CAGAATTAAA

TTGATGGTGA

AATTAATAAT

AAGATATGGT

ATCTTCAAAG

TCTCCAAGAC

TAAAGGTCAG

ATGAGCTTTT

TCCCCTATCT

AAAAAAAAAA

TGTGGAAGCA

GCAACCTCCA

ATACACAACA

AATCTTTCAT

AACARAGCTT

AACACTCTTT

TTCTTCACAG

TGATGTTGCT

TACGTTTAAG

GTAGTAGTAG

ACCTTTCTGA
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Abbildung A.18.: Nukleotidsequenz des 3’'BAC4-Subfragmentes. Sequenzidentitaten sind farbig
dargestellt. 1-2865 (Rot) BnSCT?2, 4192-3112 (Blau) PPa (AY551439) und 4910-4826 (Braun)
mdhl (AJ242712).

101

201

301

401

501

601

701

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

2501

2601

2701

2801

2901

3001

3101

3201

3301

3401

3501

3601

3701

3801

3901

4001

ATGAGAAATC

TTCCTTTTGA

TGCATGTGGT

ATCCTCTCAT

GTATTTACCG

TCAGTATTAA

AGTTGCATAT

GTGTGATTTT

TTTCTTGGAC

AATTTTTTTT

CAAACAAATT

ACTATGTTGT

GTTGTGCAAC

CAATATCAAA

TTGGATGAGA

TGCGCATCGG

GTTACAATCT

GGGCTTCTAG

GAGTCCTTAG

ATCAGAACCA

ATTTTTGGTT

GAAAATGTAC

AATGTTATGT

GCCGTAAAGG

TGATCAAGTC

AACTATTCCA

CATCAACTTT

AGGCAACAAA

CTGAGTATAA

TTCATGAGTT

ATCTCATTTA

GTAAAAACTG

AGTCCTGTTA

TTTGTCTCCA

GTTTAATAGG

CAACGGTATA

CTTCAAACGA

AGATCCCCAG

ATCTCTCATT

AGCTTTGAAC

TTCTTCTTTA

TTTACTTTCT

GCTCGAGACT

TTTATATAAC

GATTTGGCTA

AGTCCTAACT

ATAGTTTAAT

GTTGTGTGAT

TTAATTAATT

AAAGGCGAGA

TCAGGTGGCT

CACCAAATCG

TGCTTGTAGT

AGATTTCACT

ACAGGAAATG

TTTAATATAA

ATGGGACTTA

TGTTTACATC

CTTATCATCA

TGCATCTCAG

GTCGAAGAAG

ATATTGTATA

GCAGAGCTTT

AGGGCTTCGG

CTTCCGCGCT

ACAAGATARA

TTGTTGATGA

CTAAATGATC

TTCTAAACCC

TCCAGACCAA

GCTTTTGTTT

CAAGACAGGA

TTCAGAAAAG

ARAAAACACC

AGGCCGAATC

AGTGGAAGCT

TCATGCCATG

AAATTCACTA

AGCTCAGAGA

TGCATAAACC

TTTAACAGAG

ACCTTGACCT

AGTCTTATTT

GGGTAAAACA

AAGGTATGTG

ACTGGTGGGC

AACTAGTTTT

TGCATGTATG

TTTTATAATG

TTAAATGTTT

GATTAGTTAC

AACATTTTAT

ACCAGTTCCT

GGTTTGTGGA

TGGTATTTTT

ARAAAGGTCT

TTTATATAAA

TTTCAGATGA

ACTACTATAT

GGTAAGGGAT

AGATATACAT

AGAACTCAAG

TTCATAGGTT

AGGCGTGAAG

AAAATGGAGT

CTCATCTACA

TATTTGCARA

CTGGAGACCT

TTTAAACACA

TTTCTGTCTT

TGCTCACTTA

TCGTTTATGG

AAAAARACAA

TGAAAGGTCT

AAACAAGAAC

TGTTAGCAGG

TCATCAGTAG

GAGAAACCTA

AAGAAACAAT

GTTAAAAAGC

AAACTTAACC

AGAGAGAGAG

GAGGGTTGTA

CCGTTGAGCA

AAGTCCATCT

AGTGTTGGTG

CTGGATGCAG

ACTTAGGGAT

GTGTGATTCT

TTTGGAGGGT

TTGTCAGGTC

TAATTTTATA

ATTTGGAATC

TAGGAGTGTT

CCACCCTGAG

AACTTACCAC

CACACCACTC

CTGAGCAGGG

GCTCCATGAG

GCAGTCACTT

TATAACTAAA

AGAGCAGATT

GAGTTTTCARA

TGTGATTTTT

AAGGTACCTA

CGATGCAACA

GGCAAGATAA

TTTTGGGAAC

TGGATGATGA

CTTAAATTGT

CTCTAGAGTT

TGTTCAAAAG

TTATTAAGTC

GAATGATGGA

CCAGCATCAA

CGTTATAGCT

CTTCCCATCT

CAACCTCCAT

TACACAATAA

CTTTCATTTG

TTTAAACTTT

CACAAGAACA

AGAGARAAGG

TATGGCACTG

TCTTGATTTT

CTTCACTCCA

AATCTGGAGA

CTCCATTTGT

CCCATCTTGA

CTTATGTTGT

TAAGACAAGT

CTTTGGCTTT

ATGCTTTCCT

TCCTGCTGGT

GAGTGTTCTC

TTTATATCCA

TCACTTATGC

ATAAATATTC

ATATGTTCTT

GTATATACTT

GAAAGAAACT

ARAAACACCA

TTGTTACCARAA

GAAATGATTC

TAACACTTAC

TGTGAACTTT

CTCAAAACAT

TACTTCATTC

AGTGGTGATC

CTAGCAATCA

ATCCCTTGTT

TCTGCTGGCA

ATGGATTGAT

AAAAATTAAA

AGGACTCTAG

CTGATCTCTT

TCTTTCAGTT

GGGATCTTGT

TTTTGCTTTA

GCATATTCAA

CATAAACCAA

AACACAGAGA

TTGATTGCAT

TACCTTCTTT

CAAGAGAAGG

GGTTGATGCT

ATTTGTTATA

TGTTGAGCTC

GGTTTTCTGT

AAATTATATT

AAGGGTTAAG

CTAATTAATG

TAAAGGGAAT

CTGTAATACC

TCTGGATATT

TCTTTCTTAT

ATTCATTTTA

CTCTATGGTA

AGGTAACARA

GGAAACCCTG

TTTTCTTCAT

GTGGAGGCARA

CATGGGTATC

ACTGCAAAGT

ATCATCGTTA

TGTATTCTCA

GTTTCTTGTT

ACCATATACA

TTTTTTTTTT

ATGATATGAT

AGTCGCTGGG

TTGTAGATAT

GAATTAAARAA

GGTGAATCTC

AATAATAATA

TCTGATAATT

CACAAGCTTA

TCATTACCAA

AGTCTTTATG

GACTCTTTAG

CCTTTTAACC

ACCTAACAAC

CACAAACACA

TGGTCTAATT

CCAGAGCCAT

GTCGTTTCGA

TCTTTGCATG

AAAARATCCT

TTTTACTACT

TTGCARAATGG

TTAAGGCTTA

ACAAGTGTAA

CATGTGTTCT

GAGTATAATG

AACATCTTGC

CTTATGCCAA

ACCTTTCTTG

CGTTGGTGGA

GTTTCTTATA

ACTTTAATCT

CAGTACGTAC

CATCACCATC

ATTCTTTAAC

TACATGCATT

AGATTATGTC

CCTCCTCCAA

GACTTATAGG

CTAAATAARA

TATGATATTC

GAGTCACARA

GATACCTTTC

TAAAGCCAAA

ACAAGGACCT

TGATATAGTG

TCTGAAGTTC

ACCTTTTATT

ATTCTGAGCT

GCCCATGATT

ACATGAAGCA

TTGTACGGAT

GGATTTCAAC

AAAARAAARA

AAGAACATTG

GAACAGAGTA

TAACAATGTG

CGAGGAAGAA

TTTCAACGCT

TGAAGTATCT

TAATCTAAGA

TTGTGAAATC

TAAACAAATC

ATTAAACAAA

TTAATGCATG

GTGCTAAATA

GGACACTGCC

TTCTARAGAG

AACTCGGCGT

ATGATTTTGG

GATTCATATT

TTTTATATCA

CTCCTTTTTT

AAACTTAGAA

ATCATTATAA

GTAGATCCAA

TTCACAAACT

TTAGCAGACA

GCTGCTTTGT

TATTTTCTGT

ACTTAACACA

ACAATGCCAT

TATTAGTTAA

TCTTCAACTG

GCCAARAAACA

ATGCAAATAA

TTTGATATGT

CTCACTCACT

ATTTCTCAGT

CATAATTGAG

CATTTGTTTC

GTACCCACAA

AGTATCTGAG

TATAAAGTTG

ACACAAAACA

ATTGCATTGG

ACGAATCAAA

GAAGATCCTT

GACACGATAG

AAAGCTCTTC

TCCTGGTCTT

CATGTCTCTT

AGAGAGAAAT

CTTTTTTTTT

TCTAATTGAT

TGTTCTGTAA

ATTTAGTTTA

TCCTTTAGAG

AATGTGTAAT

GCTGCTGAGA

TTTATTTTCT

CCGGGAAGAT

AATGTTTTAA

GGCTTAATAC

CCAAATCATA

TGAAATTCTT

GTAATGCARA

AACTTGTCTC

TATCACARAC

ATTAATTCTC

CTGCCTTTTG

ACGTTACCAA

TCCATATCAC

ATGTTATTCT

AAGCATGGAT

TCTGTTTCTA

GATGACATTT

GTAGGGAGGA

TCTCTCTCTC

CATCAATGGT

ACACTGCAAG

ATGGATTATC

GACCTTACTT

CTTTCCTTTT

TAAACTCCAT

GAGTAACTAA

TCTAATTTTA

AGCATCTTCT

CAGAGCTCAG

TCTAGTGTTT

TGTTGAAGCA

GAAGGTCCTC

TCTTCTTTGC

CCAGATAAAG

GGGATTTATT

ATGCATGTCT

AAAATAGTTT

TGCATGTGTT

CTAACATCTT

ATGTATACTC

CGAGCGACAC

AAAACTTTTC

TGTTCCAGGA

TCACATTACA

CAATATATTT

GAGTTTCATT

GAGACATTTG

ATGTTCAAAT

TTTGTTTTTT

CTTACCARAT

TTTTCTTTTC

GGCARATGAT

TTAAATGTTA

GTCAATAATA

TTCTGCATCT

CAAATCTCTC

ACTCCAATCT

GCAACCATCA

GGACACACTG

TGTCAAAAGT

GAAAAACARA

ATATCATTTT

TTCAATGCAT

TGTTAGCTGG

TTAGTGTCTT

CTCCTAAACT

TCAAARAGCAT

CAATGTGGGA

AAAAGAAACA

AGAGTTAAAA

CGGGTTGACC

GAGAGCGCCG
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4101

4201

4301

4401

4501

4601

4701

4801

4901

TGTGATGTTT

AGAAGCGTTT

GAAGAGTTAA

CTTTTTTTTC

TTGCTTCCTA

GTTTTAAGTA

ACAAAGTTGA

TTTTTCTCTG

TGTACATTGT

TCGCTGGGAG

TCACTTTCTT

CACAAAGGTT

CCTTCTACAC

TAAAGTTTTC

GCTGTTGACA

AGAAGAAGAA

TGATTATTCT

GAGGAAGGCT

CGGACAAGAC

TCGTGGTGTA

AAACTTGCCA

GTTCTTAATT

TATGTAATGT

GAAGAAAGCA

TGATTTCATT

CGTTTGGCGA

GAATCAGTTA

GTTGGTTATC

CTCTGCAACG

ATTAATAARA

CGAAACTTCA

GGACATGGGC

TCCTGATGAA

GGAAACACGA

ACAGATCACG

ACGTCAGTCT

ATGTTTACTA

GTCAAATGAA

CTTCATCAAA

ATGATGAGTA

GTCGACACCT

GGTGGTTTGA

TGGTTTTTAT

AACACACTGA

ACTGTACATG

AATAATATGT

ACCCGTGTTT

AGTAGTAGTG

TTCTGAATAC

GCTGCAGTCA

AATACCAAAT

AGGTCTCCAG

TTGTTTTATG

TTGATCTCTC

AAGACACCAC

GTACATGACC

TTCCAGCTAG

TCATCACTCT

TTAATGAATA

TTCGAACCTG

TACTTTTTTA

AATGTTTTGT

AGTGTTATAC

ATATGATTTT

TTCTTCTTTT

TGTGGCCGCC

GTATAAATAT

GACGAAGCCA

GCTAGAAGTT

GTCCAATCCT

AAACTGATAA

AGGAACGAAG

GCTTTCTCCA

ATTACTGTGG

TAAAATTTTG

ATCATTTTTC

GGAAACACAC

ARAACTGGCCG

AGGAATTTTT

AAGATTTTAT

GACCAACCCC
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Abbildung A.19.: Nukleotidsequenz des 5BAC4-Subfragmentes. Sequenzidentitéiten sind
farbig dargestellt. 1-525 (Griin) mtHSC70-2 (NM120996); 800-852 und 972-1005 (Gelb) SDH3
(NM120997); 1769-2411, 3006-3407 und 3777-5638 (Rot) BnSCT.

\ GGCATCCCTC AGATAGAAGT

101 AGACGACAGG TI? "AA CAGA TC > TGGTGGACTC

201

301

401 5C ATATGTCTGG GAGGT!

501 GCGACTAAAT CTTCATCTGG GTTAAGAAGT TAGATTAGAT CATGGTTGGG TTCGATGCAA CTTGTCATAA

601 AAACAGGGAG CAGTGGATCT GTTCCTGTAA TAAGTTGTTT CTGTGGCGAA CAAAACTTAA TGCTCCTCTC TCTGCTATAA AACCTTTTTG TTATATAAGA

701 GAAACGTTTC AAAATTTCAT TCTCTGTTCC TCTGCTGCCT ATACCAAATC ATGTAGAGGA AGAAGAAAGA AAAGAGCTTT TGACTATGTG TCTTTTTCT

801 CCAACACA AGCAATGCCG TTATAGAGGA GAAAGAGGTA TGATGACATT

901 GCCCACACTT TGATTTTTTT TTTTTCATTT TAAATGTATA AGAGTAGCTT AACTTATGCT TGGTTTAGGC T

1001 ACAAA GAGTAATAAT GGAGAGGAGA ATCGTTTTTT CAAACTCTCA TTGTCTTTGA GAAAGTAAGA TCTAACTTTT TGTTTTGGTG TTAGGCTTTT

1101 TGAAGGCTAT GTTTGTTTGC TTCTTTTTTT CTTTGTTCTT AGATCATATC GAAGGTGTTG AAATTTGGAT GTAATAAATT TTATTCCCTG CTGCCACTTT

1201 TAGTTCTCCT CTTACAAGTG TGCTTCATAA AATTCCATCT TTCACTATAG CAAACAGATC CATTTTCTTC GGATTAATAT GCAACATGCA CTTACTTTAT

1301 CAAACAAAAT AATTAGACAT GGAGTATAAG AAGAAACAGA GTTGCTTATG CTTACGTGGG GGAAGACTTG TCAAGATAAA TATAAAATAG AATGGGTGTG

1401 TTGTCTTCTT CTTCTATGCA GTCACATAGA TTAAGGTTTG AATTGATGAC GGTTATGCTC GTGAGAGARAT TGTTGGTTAC AATAAGACAA ATTGTAATTT

1501 AGTTATTATC AGCTTGTTAA AAGATAAGAC AAACGAGAGA AAAACGAAGA ACAGACAGAC CAAACAAAAC GGTCCAACCG GTCCGGTTAA CAAAACACTG

1601 AAAAAGGCGC CAACACGCTT GTTACGTAAA CGGTAGCCAC GTTTCGAGCA CTGCGTTTGC TAATTTGTCT TCACTGAAAT TCGCAGTGTT CTTTCTTCGC

1701 ATTTCGGTTT ATGTTTCGTT GAGCTACTGA TTTGCATGCA AGGCTAGTGA CACTAAGAAG CGGAGAAAAT GAGAAATATT TACTTTCTAG TCTTATTTCT

1801 GTTGAGCATC TTGATCTCCA TACATGCTTC TTTGCATGTG AAGTATCTTC CTGGTCTTGA AGGTCCTCTT CCTTTTGAGC TCGAGACAGG GTAAAATGAA

1901 GTCCATCTCT TCACTTCAAT TTGTTATAAA AAAATCCTTA ATCTAAGACA TGTCTCTTTC TTCTTTGCTG CATGTGGTTT TATATAATAA GGTATGTGAG

2001 TGTTGGTGAA TCTGGAGATG TTGAGCTCTT CTACTACTTT GTGAAATCAG AGAGAAATCC AGATAAAGAT CCTCTCATGA TTTGGCTCAC TGGTGGGCCT

2101 GGATGCAGCT CCATTTGTGC TTTACTCTTT GGAAATGGTA AACAAATCTT TTTTTTTTAA TTGTATTTAA TGAGTCCTAA CTAACTAGTT TACTTGGTGC

2201 ATGTGTTGTG TGATTTCGTG TTTCTGATTA GGGATCCCAT CTTGAAACTA TATTTTAAGG CCTACTGGCC TAATTAAACA CATCTAATTG ATATGCATGT

2301 CTTCAGTATT AAATAGCTTA ATTGCATGTG TGGTGTGATT CTCTTATGTT TTAAGGGTTA GGACAAGTGT AACTAATGCA TGCGTTCTGT AAAAAATAGT

2401 TTAGTTGCAT GCAGTACCGT GCAAACGTTT TCGGAAGTCC GACGCGAGTT CAAAAATATA TTTTACATGA TATATTTTTA ATAATATATA TATATAACTC

2501 TCAAARAATTT TAAATTATTA CATAAACGTT TTTTAAATTT TTTTCATCAA AATTTTATAA AATAAAATTT TTAAATCATG AACAAAAAGT ATGAATTTGT

2601 AATATAAATA CAAAGATATA AATTTTTGAT TAAAATGTTG ATAGCTGTAA AAAATGTAAA TCTTAACATT TAAATTAACT ATAGTAAAAT ATATATTGAA

2701 AATATTATAT TTTCTTTATC AAATTCTCAT AAATATATAA AATAAATCTA ACTCATAGCA TATAAAAGAA AAGACCAATG TGATCAAATA TTTACAGTTT

2801 TTTAGAAGTC GAATCTTTAT AGTTTTATTT AAAATATAGC AAAAATAATC ACAAACCTAG TTAATTTAAA CAGAAGTCCA ATTTAAATTC AAATAAAAAT

2901 AAAAATCTAA CTAAGAGAAT ATGTTAACTA CCGTGTAAAA GTATTTGTTT TTGTAATTTG GAGCCCTAAA ATTTCTATAA AATTTAGGGC CTCTCTTGTT

3001 GCATGTGTTG TGTGATTTTT ATAATGTTTG GAGGGTTAAG ACGAGTCTAA TTAATGCATG TGTTCTGTGA TATATAATTT AGTTTATGCA TGTGTAATGT

3101 GTTGTGTGAT TTTTATTAAT TTTAAATGTT TTTCTCAGGT CCATTGGCAT TTAGAGGGGA TGTGTATAAT GGGACAGTGC CTCCTTTAGA GCTAACATCT

3201 TATTCTTGGA CAAAGGCGAG AGATTAATTA CCAATTTTAT AATGCTTTCC TCTGTAATAC CAACATCTTG CTTCTAAAGA GAATGTGTAT ATGTATACTC

3301 AATTTTTTTT CAGGTGGCTA ACATTTTATA TTTGGAATCT CCTGCTGGTT CTGGATATTC TTATGCCAAA ACTCGGCGTG CTGCTGAGAC GAGCGACACC

3401 AAACAACTAT TAGAGATAAA TGTCCCACAT CGGATATTGG AAGGGATTCT TAGCAATATA TAAGATGGAT GAGTCACTCC ACTTAGCACC AATTGGTTTT

3501 AGGTTGGAAG CCCATCTAGC TTAACATGGT ATCAGAGCCC GATCCACGCA GTCCAATCCG ATCCATTATC GATCCAGCCC AAAGTTGGCC CATCGATCTT

3601 TGCCCGAACA TTCCGAGATT GACGCTCAAA GAGCCATCAT CTCGAGGAGG CGTATTAGGG ATAAATGTCC CACATCGGAT ATTGGAAGGG ATTCTTAGCA

3701 ATATATAAGA TGGATGAGTC ACTCCACTTA GCACCAATTG GTTTTAGATT GGAAGTCCAT CTAGCTTAAC AACAACTTCA CCAAATCGAC CAGTTCCCTA

3801 GGAGTGTTGA GTGTTCTCTC TTTATTATAG CCTAGCTTTC TTGATGATTT TGGCTTTATT TTCTAAAACT TTTCACTATG TTCTTGCTTG TAGTGGTTTG

3901 TGGATCACCC TGAGTTCATA TCAAATCCAT TTTATGTTGG TGGAGATTCA TACTACGGGA AGATTGTTCC AGGAGTTGTG CAACAGATTT TACTTGGTAT

4001 TTTCAACTTA CCACCCACCT ATGCCTCTCT TGTATTTTCT TATATTTTAT ATCAAATATT TTGATCACAT TTTACAATAT GAAAACAGGA AATGAGAAAG
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4101

4201

4301

4401

4501

4601

4701

4801

4901

5001

5101

5201

5301

5401

5501

5601

GTCTCACACC

CTGAGCAGGG

GCTCCACGAG

CACTTGAAAG

AAAARACACC

CAGATTTTGT

GAAATGATTC

TATTCTCAGA

TTTCTTGTTC

TACCATATAC

GATGCGCCAT

ATGGTACCTT

GGTAAAGTGA

TGTAGATATA

TCTAGTGTTT

TTATGTTCAA

ACTGATAAAT

ATATGTTCTT

GTATATGATT

AAATTGTGGA

ATACGAAGTA

TACCAAACTG

ATCATCATTG

CTTATAGTTA

TAAATTGAAA

ATATGATATT

CTTCTTCTTT

TCTCTTCAAC

AAACAAAGTC

CAAGGAGCTA

CTACTGGTAG

AAGATGGATT

ATTCAGGTAA

GGAAACCCTA

TTTTCTTCTT

GGCAAATTCT

TCTGCATGCA

CAAAGTAGAT

CCTCCTCCTA

TTTTCTGTCT

ACTTAACACA

CACGATGCCA

TTTTTGAGTA

TGAAGCATGG

ATGTTTCACT

TGCAAATAAG

AATTACAAAT

GATGGTGAAT

CAAAACTATA

CGGTAAGTGC

CATCATCATC

TTAACGTAGA

TTTTTCACAA

TATGTCTTAC

GATGCTTCGT

GCCTTTTGGG

ACCTGACCAA

TTCCATATCA

ACAAAAGCAT

ATCAAATCTC

CCTTTATCAT

ATGACATTTG

GATATAGAGA

CTCTCTGA

TTCCCTCTTT

AAACTTTGAA

GATCATGTGA

CCCAAGTAAT

ACTAACTTGT

CAGACATATC

AAGAATCTCC

CAAACGATGA

TTAAATGTTT

CGTTAACAAT

TCATGATTAA

TCAACTATTC

CAACTTTCAT

CAACCATCAA

GTGTTTGATA

TTTTCTTTAA

TCAAATCATA

TTCTTGAGAC

GCAARATGCT

CTCTTTTTTT

ACTACCTAAC

TTTTTTTTTT

AAATGTACGA

AAATATTATG

AGCCGTAAAG

GTCACAAACT

CATTGTTGAT

ATCTCCTTCC

GGCAAGAAGT

TATGTAGGGA

CTGAATATAT

GAGCTTCATT

ATTTGGTTAC

CAAATGGTCT

TTGTTTGAGT

ATCAGAACCA

GGTTATTTTG

AGCGCTTTAG

CAGGGGTTTG

GCTTCCGCTC

AAATATTTGC

GACTGGAGAC

TGAATGATCT

TCTAAACCCT

GGAGGACACA

ATATATTCGG

TGCGCATCGG

AATCTTGTTT

TCAAGCTTAT

TCTTAGTGTA

GTAGAAGAAG

TATATTTATA

GCGTGAAGAA

GAAAATGGAG

TCTCATCTAC

AAAATTTTAA

CTTGGATGAT

TTAAACACAC

TTCTTTCTTT

CTGCTGAGTA

TTGAGATTTA

ATGGGACTGA

ACATCACTAC

GATCAGGTAA

TCTCAGAGAT

AGAACTCAAG

GGTTAATGAT

GGTACCTATG

TAGATGCAAC

AGGCAAGATT

ACAGTGGCGA

GACTAGCAAT

TCAGATTGTT

CTTTCTTTCT

TAATCAAGAC

TTTATATAAA

TTTCAGATGA

TATATGCAGT

GGATTATAGT

ATACATAGAG

GAGTTTTCAG

AACACTTTCG

TGAAACTTTG

ACCCTAAACA

ATTGTTTGTT

TCATGATATG

CAAGTTGCTG

TCCTGTGTTT

TTCTTTCTTC

CAATGTTCAC



Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Dieter Strack und Herrn Dr. Carsten Milkow-
ski vom Leibniz-Institut fiir Pflanzenbiochemie Halle fiir die Uberlassung des Themas, die

fachliche Betreuung und Beratung sowie fiir die Unterstiitzung bei der Fertigstellung der
Arbeit.

Bei Frau Dr. Bettina Hause, Herrn Dr. Thomas Fester und Herrn Dr. Thomas Vogt mé6ch-
te ich mich ganz herzlich fiir die stdndige Diskussionsbereitschaft und die praktischen

Ratschldge bedanken und dafiir, dass sie immer ein offenes Ohr fiir mich hatten.

Herrn Dr. Alfred Baumert danke ich fiir die Hilfe bei technischen und biochemischen Fra-

gen, sowie fiir viele interessante und anregende Diskussionen.

Frau Claudia Horn md&chte ich meinen Dank fiir die tatkraftige Unterstiitzung, die Durch-

fiihrung von vielen Routinearbeiten und fiir die Bereitstellung von ,Motivase” aussprechen.

Bei Herrn Dr. Gerd Hause vom Bio-Zentrum Halle bedanke ich mich fiir die freundliche

Unterstiitzung am Elektronenmikroskop.

Der gesamten Abteilung Sekundérstoffwechsel mochte fiir die herzliche Arbeitsatmosphére
und Zusammenarbeit danken. Fiir die vielfaltigen, nicht nur fachlichen Gespréache und die
aufmunternden Worte danke ich insbesondere Dirk, Felix, Heike und Kathleen. Ich werde

euch vermissen.

Ganz besonders bedanken mdochte ich mich bei meiner Familie, die mich immer unterstiitzt
und mir Kraft gegeben hat sowie bei meinem zukiinftigen Mann Alex (bald ist es soweit...),
dafiir das er nie die Geduld verloren hat und es immer geschafft hat, mir ein Lécheln ins

Gesicht zu zaubern.

Ebenso sei allen denen ein Dankeschon ausgesprochen, die nicht namentlich Erwdhnung

fanden, aber zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.



Publikationen, Poster und Vortrage

Publikationen:

Schmidt D, Strack D, Milkowski C (2006) The final enzyme in sinapin biosynthesis:
genes, regulation and localisation., in progress

Milkowski C, Baumert A, Schmidt D, Nehlin L, Strack D (2004) Molecular re-
gulation of sinapate ester metabolism in Brassica napus: expression of genes, properties of
the encoded proteins and correlation of enzyme activities with metabolite accumulation.
Plant Journal 38(1): 80-92

Fester T, Hause B, Schmidt D, Halfmann K, Schmidt J, Wray V, Hause G,
Strack D (2002) Occurence and localisation of apocarotenoids in arbuscular mycorrhizal
plant roots. Plant Cell Physiol 43(3): 256-265

Fester T, Schmidt D, Lohse S, Walter MH, Giuliano G, Bramley PM, Fraser
PD, Hause B, Strack D (2002) Stimulation of carotenoid metabolism in arbuscular
mycorrhizal plant roots. Planta 216(1): 148-154

Vortrage:

Schmidt, Diana Reduktion des Sinapingehaltes in Brassica napus., Abschlufiveranstal-
tung ,,NAPUS 2000“, 28. Oktober 2005, Hohenlieth

Schmidt, Diana The final enzyme in sinapin biosynthesis: genes, regulation and loca-
lisation, Institutstagung des Leibniz-Institutes fiir Pflanzenbiochemie, 15.-16. September
2005, Wittenberg

Schmidt, Diana Molecular regulation of sinapate ester metabolism in Brassica napus,
ISC — First IPK Student Conference, 23.-25. Juni 2005, Gatersleben

Poster:

Schmidt Diana, Strack Dieter, Milkowski Carsten Reduktion des Sinapingehaltes
in der Rapssaat, Fachtagung ,Wirtschaftskraft Pflanze”, 19. Oktober 2005, Hannover

Schmidt Diana, Stehle Felix, Strack Dieter, Milkowski Carsten From Hydrolases
to acyltransferases: Serine carboxypeptidase-like acyltransferases from plant phenylpropa-

noid metabolism, 5.-10. September 2004, Hannover



Lebenslauf

Personliche Angaben

Name:

Anschrift:

Geburtsdatum:
Geburtsort:

Diana Schmidt

Wielandstr. 26
06114 Halle

26.08.1974
Lutherstadt Eisleben

Schul- und Berufsausbildung

09/1981 - 07,1990
09/1990 - 07/1993

09/1993 - 09/1994

POS ,Robert Biichner”, Lutherstadt Eisleben
,2Martin-Luther-Gymnasium®, Lutherstadt Eisleben
Abschluss: Allgemeine Hochschulreife

Berufsausbildung, Wiirttembergische Versicherung, Leipzig

Studium und Beruflicher Werdegang

10/1994 - 04,/2000
05/2000 - 05/2001

06,/2001 - 09/2001
10/2001 - 04/2006

ab 05,2006

Studium der Biologie, ,Martin-Luther-Universitéat®, Halle

Diplomarbeit, ,Leibniz-Institut fiir Pflanzenbiochemie®, Abt.
Sekundérstoffwechsel, Halle: ,Rolle der Carotinoidbiosynthese
bei der Ausbildung der symbiontischen Interaktion zwischen
Zea mays und Glomus intraradices'

Wissenschaftl. Hilfskraft, ,Leibniz-Institut fiir Pflanzenbio-
chemie* Halle

Promotion, ,,Leibniz-Institut fiir Pflanzenbiochemie®, Abt. Se-
kundéarstoffwechsel, Halle

Wisenschaftliche Angestellte, Institut fiir Pflanzenziichtung
und Kulturpflanzenforschung, Abteilung Molekulare Genetik,
Gatersleben



Eidesstattliche Versicherung

Hiermit erkldre ich, dass ich mich mit der vorliegenden Dissertationsschrift erstmals um
die Erlangung eines Doktorgrades bewerbe. Ich versichere an Eides statt, dass ich die
vorliegende Arbeit selbsténdig und ohne fremde Hilfe angefertigt, andere als die von mir
angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt, und die den benutzten Werken wort-

lich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich gemacht habe.

Halle, 28.04.2006



	Inhaltsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	1. Einleitung
	1.1. Metabolismus der Sinapatester
	1.2. Akkumulation der Sinapatester und Enzymaktivitäten
	1.3. Die Gene der Sinapatesterbiosynthese
	1.4. Serin-Carboxypeptidase-ähnliche Acyltransferasen
	1.5. Das Genom von Brassica napus
	1.6. Zielstellung der Arbeit

	2. Material und Methoden
	2.1. Material
	2.1.1. Pflanzen
	2.1.2. Mikroorganismen
	2.1.3. Oligonucleotide
	2.1.4. Plasmide
	2.1.5. Chemikalien und Enzyme
	2.1.6. Antikörper
	2.1.7. Geräte

	2.2. Kultivierung, Transformation und Selektion von Pflanzen
	2.2.1. A. thaliana
	2.2.2. B. napus
	2.2.3. N. tabacum

	2.3. Kultivierung, Transformation und Selektion von Mikroorganismen
	2.3.1. E. coli
	2.3.2. S. cerevisiae
	2.3.3. A. tumefaciens

	2.4. Isolierung und Auftrennung von Nukleinsäuren
	2.4.1. Isolierung von RNA
	2.4.2. Isolierung von genomischer DNA
	2.4.3. Isolierung von Plasmid-DNA
	2.4.4. Isolierung von BAC-DNA
	2.4.5. Trennung von DNA und RNA über Agarose-Gele
	2.4.6. Trennung von RNA über Formaldehydgele
	2.4.7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
	2.4.8. Reinigung von DNA

	2.5. Enzymatische Modifikation von Nukleinsäuren
	2.5.1. Restriktionsanalyse
	2.5.2. Ligation
	2.5.3. Dephosphorylierung
	2.5.4. Polymerasekettenreaktion (PCR)
	2.5.5. Radioaktive DNA-Markierung
	2.5.6. Nicht-radioaktive DNA-Markierung
	2.5.7. Sequenzierung und Analyse der DNA

	2.6. Immobilisierung und Hybridisierung von Nukleinsäuren
	2.6.1. Blotaufbau
	2.6.2. Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde
	2.6.3. Hybridisierung mit einer nicht-radioaktiven Sonde
	2.6.4. Southern-Analyse
	2.6.5. Northern-Analyse
	2.6.6. Isolation von BAC-Klonen durch Screening von Macroarrays
	2.6.7. Koloniehybridisierung

	2.7. Biochemische Methoden und Analytik
	2.7.1. Proteinextraktion
	2.7.2. Aufkonzentrierung von Proteinen
	2.7.3. Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen
	2.7.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese(SDS-PAGE)
	2.7.5. Färbung von Proteinen
	2.7.6. Western Blot-Analyse
	2.7.7. SCT-Aktivitätstest
	2.7.8. Extraktion der Sinapatester
	2.7.9. Analytische HPLC

	2.8. Screening einer cDNA-Bank
	2.9. 5’RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)
	2.10. Genome walking
	2.11. Screening einer genomischen Bank von B. napus
	2.12. Analyse von Promotoraktivitäten in Pflanzen
	2.13. Heterologe Proteinexpression
	2.13.1. Expression in E. coli
	2.13.2. Expression in S. cerevisiae
	2.13.3. Expression in N. tabacum

	2.14. Cytologische Methoden
	2.14.1. Lichtmikroskopische Methoden
	2.14.2. Elektronenmikroskopische Methoden

	2.15. Statistische Auswertungen

	3. Ergebnisse
	3.1. Klonierung einer BnSCT-cDNA und Sequenzanalysen
	3.2. Komplementation einer SCT-defizienten Mutante
	3.3. Heterologe Expression von BnSCT1
	3.3.1. Heterologe Expression in E. coli
	3.3.2. Heterologe Expression in S. cerevisiae
	3.3.3. Heterologe Expression in N. tabacum

	3.4. Molekulare Charakterisierung der BnSCT-Gene
	3.4.1. Transkriptakkumulation im Verlauf der Samenentwicklung
	3.4.2. Genomische Struktur der BnSCT-Gene
	3.4.3. Analyse der Promotoraktivität

	3.5. Reduktion des Sinapingehaltes durch PTGS
	3.6. Immunlokalisierung der BnSCT
	3.6.1. Herstellung eines Peptidantikörpers
	3.6.2. Lokalisierung der BnSCT mittels Lichtmikroskopie
	3.6.3. Lokalisierung der BnSCT mittels Elektronenmikroskopie


	4. Diskussion
	4.1. Gene und Sequenzanalysen
	4.2. Heterologe Expression von BnSCT1
	4.3. Reduktion des Sinapingehaltes
	4.4. Immunlokalisierung der BnSCT in B. napus
	4.5. Weiterführende Arbeiten

	5. Zusammenfassung
	6. Literaturverzeichnis
	A. Anhang
	Publikationen, Poster und Vorträge

