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1. Einleitung
Im Rahmen dieses Verbundprojekts sollte die Expression von fremden Genen unter

vergleichenden Stressbedingungen (Temperatur, UV-Licht) in kontrollierten
Klimakammerversuchen bei vier verschiedenen Geholzarten (Zitterpappel, Rose,
Rhododendron und Larche) getestet werden. Zur Vereinheitlichung des
Pflanzenmaterials wurden transgene Pflanzen ausgewahlt, die das Markergen uidA
(GUS-Expression) unter Kontrolle von zwei verschiedenen Promotoren enthalten: der
konstitutiv exprimierende 35S-Promotor und der lichtinduzierte rbcS-Promotor. Die
Expression des uidA-Gens sollte in quantitativen Messungen bestimmt werden. Hierfur
sollte auf bereits fur krautige Pflanzen etablierte Messsysteme zurlckgegriffen
werden. Darlber hinaus sollten GUS-Vergleichsmessungen an transgenen Pappeln
durchgefuihrt werden, die zwar andere Gene tragen, aber ebenfalls durch die
Promotoren 35S und rbcS gesteuert werden (35S-iaal und rbcS-rolC).

In diesem Projekt soll die Expression und Stabilitat der 35S-uidA und rbcS-uidA sowie
der beiden oben genannten Konstrukte in gentechnisch veranderten Zitterpappeln
(Aspen) unter Stressbedingungen getestet werden. Wahrend 35S-uidA transgene
Zitterpappeln bereits im Gewachshaus kultiviert wurden und fur die geplanten
Versuche in die Gewebekultur zurickgefuhrt werden mussten, waren die rbcS-uidA

transgenen Zitterpappeln noch herzustellen.

2. Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial und Transformation

Ursprunglich standen folgende Pappellinien fir die Untersuchungen zur Verfligung:

Tabelle 1: Ubersicht tber die transgenen Pappellinien, die urspriinglich fir die
Klimakammerversuche verwendet werden sollten

Anz. unabhangiger
Transgener Zitterpappelklion transgener Linien
Esch5:35S-uidA 11
Esch5:35S-iaal 3
Eschb:rbcS-rolC 8
Esch5:rbcS-uidA Zu erstellen
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Nach Beginn des Projekts hat sich die Anzahl der zur Verfigung stehenden Linien aus
folgenden Grunden reduziert:
(@) Wahrend der Kultur im Gewachshaus (Winter 2000/2001) sind einige
vorgesehene Linien eingegangen
(b) Einige Linien haben sich als nicht transgen herausgestellt
(c) Die Ruckfuhrung der transgenen Linien aus dem Gewachshaus in die In-vitro-

Kultur war schwieriger als geplant.

Schliel3lich konnten aus den o.a. Grunden die spater in der Tabelle 2 aufgefuhrten

transgenen Pappellinien fur die geplanten Klimakammerversuche verwendet werden.

Nach Transformation mit dem rbcS-uidA Genkonstrukt wurden insgesamt sieben
putative transgene Linien erhalten, von denen vier Linien nach Southern-Blot
Experimenten als positiv transformiert getestet wurden. Von diesen konnten drei
Linien im Laufe des Projekts in der In-vitro Kultur so weit vermehrt werden, dass fur
Klimakammerversuche eine ausreichende Anzahl von Pflanzen zur Verfigung
standen.

Schliellich haben die Arbeiten zur Etablierung der quantitativen GUS-Messung einen
unerwartet grélleren Umfang angenommen als urspringlich geplant. Da dartber
hinaus fur die rbcS-rol/C- und die 35S-iaal-Linien in den Klimakammerversuchen nur
Wachstumsanalysen getatigt werden konnen wund keine GUS-Messungen
durchfihrbar sind, kénnen an diesen Linien auch keine Aussagen zur Instabilitat
gemacht werden. Der urspringliche Grund fur die Berucksichtigung dieser Klone war,
neben nicht-transgenen Kontrollen auch transgene Kontrollen zur Verfligung zu
haben. Diese Bedingung war durch die Testung von je einer rbcS-ro/C und 35S-iaal-

Linie erfullt.

2.2. Quantitative GUS-Messung
Fur die Durchfuhrung der quantitativen GUS-Messung war vorgesehen, das

Standardprotokoll von Jefferson et al. (1987) zu verwenden. Die Messwerte sollten auf
den Proteingehalt bezogen werden, der mit dem Analyse-Kit von Biorad, das auf dem
Protokoll von Bradford (1976) beruht, bestimmt werden sollte. Die Arbeiten hierzu

haben weit mehr Zeit gekostet als ursprunglich veranschlagt, was auf Schwierigkeiten
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bei der Proteinisolierung aus Pappeln sowie auf der Optimierung der quantitativen
GUS-Messung zuruckzufuhren war. Das Standardprotokoll von Bradford (1976), auf
dem das von uns verwendete beruht, wurde nach Debener in verschiedenen
Arbeitsschritten modifiziert, z. B. durch Einsatz anderer Extraktionspuffer. Die meisten
der gepruften Variationen brachten jedoch keine oder nur eine geringflugige
Verbesserung der Gute der Messungen. Diese wurde anhand ihrer Zuverlassigkeit
bestimmt, d.h. es wurde gepruft, ob wiederholte Messungen des Proteingehaltes von
dem gleichen Pflanzenmaterial zu annahernd denselben Werten flhrten. Die
Uberlegung, die im Fluorometer gemessenen MU-Werte auf den DNA-Gehalt anstatt
auf den Proteingehalt zu beziehen, wurden nach Debener wieder verworfen, da eine
zuverlassige Messung der DNA-Gehalte im fir die MU-Messungen bendétigten
Extraktionspuffer nicht moglich war. Umgekehrt konnte die GUS-Expression nicht in
dem Puffer gemessen werden, der fur die DNA-Konzentrationsbestimmung geeignet

ware.

2.3. Molekulare Untersuchungen zum Transgen-Insertionsort

Die Untersuchungen zum Transgen-Insertionsort sollten wie in Kumar und Fladung
(2000a) durchgefuhrt werden. Dazu wurde genomische DNA mit Hindlll geschnitten
und die erhaltenen Fragmente in einem darauf folgenden Schritt selbst ligiert. Mit Hilfe

geeigneter Primer wurde eine sogenannte Inverse-PCR oder TAIL-PCR durchgefihrt.

Bei Bedarf wurden die erhaltenen Fragmente mit Hilfe des Big-Dye®-Terminator-
Systems sequenziert (ABI-Prism 310 Sequenzer).

Aussagen uber die Methylierung des Promotors konnten nach Restriktion der DNA mit
methylierungssensitiven Enzymen und anschlieRender PCR-Reaktion gemacht
werden (Kumar und Fladung 2000). Diese Enzyme schneiden nicht, wenn die
vorgesehene Restriktionsschnittstelle methyliert ist, was bei entsprechender Wahl der
verwendeten Primer eine Amplifikation Uber die Restriktionsschnittstelle hinweg
ermoglicht. So deutet nach der PCR-Reaktion eine erfolgte Amplifikation auf eine

Methylierung hin.

2.4. Durchfiihrung der Klimakammerversuche

Fir die geplanten Versuche standen zwei bis vier Klimakammern zur Verfugung. In

diesen Kammern konnen die Parameter Licht, Temperatur und Feuchte reguliert
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werden. Je nach Umfang der Versuche wurden 6 bis 24 Pflanzen pro Linie getestet,
die zuvor aus der Gewebekultur in Erde Uberfihrt wurden. Als Stressoren wurden die

Parameter Temperatur und UV-Licht bei 254 nm gewahlt.

Temperatur:
Die Temperatur dient als Kontroll- und Vergleichstemperatur. Die Versuchsdauer
der Experimente betragt jeweils bis zu 6 Wochen. Folgende Stressbedingungen
wurden gewahlt.

- 24 Stunden 24 °C (Kontrolle) / 24 Stunden 30 °C/

- 24 Stunden 24 °C (Kontrolle) / 24 Stunden 35 °C

UV-Licht:
Die Behandlung mit UV-Licht wurde wie folgt durchgefuhrt:
.Hartes“-UV (254 nm), Kurzzeit-Applikation 5 Minuten. Mit dieser Behandlung
sollten Schaden auf Blatt-Ebene gesetzt werden.
- 24 Stunden 24 °C, ohne UV (Kontrolle) / 24 Stunden 24 °C, mit UV
- 24 Stunden 30 °C, ohne UV (Kontrolle) / 24 Stunden 30 °C, mit UV
- 24 Stunden 35 °C, ohne UV (Kontrolle) / 24 Stunden 35 °C, mit UV

Aus Kapazitatsgrinden konnte fir die Mehrzahl der UV-Stressexperimente nur die
Versuchsbedingung
- 24 Stunden 24 °C, ohne UV (Kontrolle) / 24 Stunden 24 °C, mit UV

berucksichtigt werden.

2.5. Merkmalserhebung bei Beendigung der Klimakammerversuche

Nach Beendigung der Klimakammerversuche wurden die folgenden Parameter
erhoben:

Quantitative GUS-Expression:

Die GUS-Expression wurde quantitativ in spektrofotometrischen Tests bestimmt.

Phanotypische Merkmale:
Die Pflanzenhdhe sowie die Anzahl der vorhandenen Blatter wurden zu Beginn und

bei Beendigung der Versuche von allen Pflanzen erhoben.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Rickfihrung transgener Linien aus dem Gewachshaus in Sterilkultur und

Vermehrung der Pflanzen

Insgesamt war es moglich, bei sieben unabhangigen 35S-uidA transgenen
Pappellinien (Esch5:35S-uidA = E51) sowie bei zwei 35S-iaal transgenen Linien
(Esch5:35S-iaal = E10) aus im Gewachshaus kultivierten Pflanzen Sterilkulturen zu
etablieren (Abb. 1). Eine Zusammenfassung der Ergebnisse zur Ruckflihrung der
Esch5:35S-uidA transgenen Linien aus dem Gewachshaus in die in vitro- (Sterilkultur)
ist in Tabelle 2 zu finden. Von den genannten sieben Esch5:35S-uidA Linien sind von
allen Linien eine ausreichend grol3e Zahl gleich alter Pflanzen in der in vitro-Kultur
erhalten worden. Diese konnten in Erde Uberfihrt werden, so dass von allen sieben
Linien Klimakammerversuche durchgefuhrt werden konnten. Ebenfalls ist es bei
Esch5:35S-iaal Linie #6 sowie rbcS-rolC Linie 18 gelungen, eine ausreichende Anzahl
von Pflanzen wieder in Erde zu Uberfuhren, so dass auch mit diesen Linien

Klimakammerversuche durchgefiihrt werden konnten (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht Uber die Versuche zur Riickfiihrung der Esch5:35S-uidA,
Esch5:35S-iaal und Esch5:rbcS-rolC transgenen Linien aus dem
Gewachshaus in Sterilkultur

Transgener Aspenklon Nummer der Linie Stand Riickfuhrung
Esch5:35S-uidA 2 ++, Versuche durchgefiihrt
3 ++, Versuche durchgefiihrt
5 ++, Versuche durchgefiihrt
6 ++, Versuche durchgefiihrt
7 ++, Versuche durchgefiihrt
8 -, Versuche bisher erfolglos
9 ++, Versuche durchgefiihrt
10 ++, Versuche durchgefiihrt
1 -, Versuche bisher erfolglos
Eschb5:35S-iaal 6 ++, Versuche durchgefiihrt
Esch5:rbcS-rolC 18 ++, Versuche durchgefiihrt
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Abbildung 1: Pflanzen der Linie Esch5:35S-uidA#6 (E51-6) in der in vitro Vermehrung
zur Erzeugung einer ausreichenden Anzahl von Pflanzen fur einen
Klimakammerversuch
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3.2. Transformation mit dem rbcS-uidA Konstrukt

Das rbcS-uidA Konstrukt in Agrobacterium wurde erst im September 2002 zur
Verfligung gestellt, so dass erst danach mit der Erzeugung transgener Linien
begonnen werden konnte. Insgesamt wurden drei Transformationsversuche
durchgefihrt. Aus diesen Arbeiten sind insgesamt sieben putativ transgene Linien
(Abb. 2) hervorgegangen. Die molekulare Analyse der Linien wurde anhand PCR
Experimente und Southern-Blot Tests durchgefuhrt. Bei vier Linien konnte eindeutig
die Integration des rbcS-uidA Konstrukts nachgewiesen werden. In der Projektlaufzeit
konnten drei Linien soweit in vitro vermehrt werden, dass Klimakammerversuche

durchgefuhrt wurden.

Abbildung 2: RbcS-uidA transgene Pflanzen in der in vitro Kultur (a) kurz nach der
Regeneration (b) in der Vermehrungsphase
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Von den insgesamt erhaltenen sieben transgenen Linien wurden funf in Southern-Blot
Analysen untersucht (Abb. 3). Dabei stellte sich heraus, dass alle funf untersuchten
Linien das rbcS-uidA Genkonstrukt tragen. Die Anzahl der Kopien ist eine (E83/4,
E83/5), zwei (E83/1, E83/2) und drei (E83/3). Die DNA in Spur #3-1 war nicht
vollstandig mit den verwendeten Restriktionsenzym verdaut. Allerdings konnte bei der
Linie E83/3 in Klimakammerversuchen eine nur sehr geringe GUS-Expression

gemessen werden, wie sie bei den nicht-transgenen Kontrollen gefunden wurden.

Abbildung 3: Southern-Blot Analyse von funf putativ rbcS-uidA transgenen
Pappellinien. Die Kopienanzahl kann aus dem oberen Teil des Blots
abgelesen werden (s.a. Kasten)

M 11 #1-2 #2-1 #3-1 #3-2 #4-1 #5-1 #5-2 Esch5 #1-3

3.3. Optimierung der quantitativen GUS-Messung

Die quantitative GUS-Messung bei der Zitterpappel hat sich im Vergleich zu Tabak
und Arabidopsis als unerwartet schwierig und teilweise nicht reproduzierbar
herausgestellt. Damit die GUS-Messungen auch Werte liefern, die wissenschaftlich
verwertet werden kdnnen, war es notwendig, die quantitative GUS-Messung zu
optimieren. Hierbei haben unsere Arbeiten sehr stark von den Erfahrungen und
Ergebnissen der Arbeitsgruppen Debener und Merkt (Inst. fur Zierpflanzenziichtung,
Ahrensburg) profitiert.

Eine zundchst vorgenommene Uberpriifung der Inkubationszeit von 10

Pappelblattextrakt mit dem MUG-Substrat hat gezeigt, dass eine lineare Abhangigkeit
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besteht (Abbildung 4). Daher ist es ausreichend, zwischen 30 Minuten und einer

Stunde zu inkubieren (senkrechte rote Linien in Abbildung 3).

Abbildung 4: Abhangigkeit der Einwirkzeit des MUG-Substrats auf die Enzymkinetik

4500
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In der Arbeitsgruppe von Dr. Debener wurde flr die Rosen gefunden, dass mit
steigender Blattextraktmenge ein Abfall der GUS-Aktivitat zu verzeichnen war. Das
bedeutet, das im Rosenblattextrakt Substanzen enthalten sind, die sich inhibierend auf
die GUS-Aktivitat auswirken. Damit ware eine Reproduzierbarkeit der GUS-
Messungen nicht gegeben. Fir Rosen wurde nach Zugabe von 4% PVP zum
Extraktionspuffer bei der Aufarbeitung der Proben eine zunehmend lineare Beziehung
zwischen der Menge des eingesetzten Substrats und der GUS-Aktivitat gefunden.

Far die Zitterpappel wurde ohne Zugabe von 4% PVP zum Blattextrakt eine niedrigere
GUS-AKktivitat als mit Zugabe von PVP gefunden (Abbildung 5). Jedoch im Gegensatz
zu Rosen ist eine lineare Abhangigkeit zwischen Blattextraktmenge und GUS-Aktivitat
festgestellt worden. Nach Zugabe von PVP fallt die GUS-Aktivitat bei hoheren
Blattextraktmengen wieder ab. Der Vergleich der Position des geernteten Explantats
im Blatt zeigt, dass ohne Zugabe von PVP grol3e Unterschiede in der gemessenen
GUS-AKktivitat zwischen Blattspitze und Blattbasis gefunden werden. Nach Zugabe von
PVP aber sind die Unterschiede in der GUS-Aktivitat zwischen den verschiedenen
Blattpositionen nur gering. Die rote Linie in Abbildung 4 zeigt die Menge Blattextrakt an

(10 pl), die zukunftig fur die GUS-Messungen eingesetzt werden.
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Abbildung 5: Abhangigkeit der GUS-Aktivitat von der Menge des eingesetzten
Substrats. Senkrechte rote Linie bei 10 pl Blattextrakt.
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Die quantitativen GUS-Messungen wurden somit wie folgt durchgefuhrt: (a) Zugabe
von 4% PVP zum Extraktionspuffer (ab Klimakammerversuch Il), (b) Menge des
Blattextrakts 10ul, (c) Inkubationszeit 30 Minuten.

3.4. Klimakammerversuche

Eine Ubersicht Uber die bisher durchgefiihrten Klimakammerversuche gibt Tabelle 3.
Mit jeweils bis zu 24 Pflanzen der transgenen Linien sowie der nicht-transgenen

Kontrolle wurden die Temperaturstress- und UV-Lichtstressversuche durchgefuhrt.
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Tabelle 3: Ubersicht iber die im Laufe des Projekts durchgefiihrten Klimakammerversuche

Bedingungen (Anzahl Pflanzenl/je

Versuchsnr. Verwendete Linien Stress Linie) Versuchsaufbau Anz. Proben
3 Blattetagen, pro Blatt 2 Proben Messtechnische
I E51/2 + Esch5 Temperatur  24°C (6/6), 30°C (8/8), 35°C (8/8) 3 Ernten Probleme
3 Blattetagen, pro Blatt 2 Proben
I ES51/2 + Esch5 Temperatur  24°C (6/6), 30°C (8/8), 35°C (8/8) 3 Ernten 792
Pfl. aus Versuch I, 2 Blattetagen, pro
Il E51/2 + Esch5 Temp. + UV  24°C (6/6), 30°C (8/8), 35°C (8/8), Blatt 2 Proben 3 Ernten 352
.+ jeweils 5 Minuten UV
24°C (12/21), 30°C (12/21), 35°C jeweils jungstes Blatt mit 4 Proben,
v ES51/2 + Esch5 Temperatur  (12/21) Verletzungseffekt 2 Ernten 792
24°C (12/24), 30°C (12/24), 35°C jeweils jungstes Blatt mit 2 Proben,
\Y, E51/6 + Esch5 Temperatur  (12/24) Verletzungseffekt 3 Ernten 648
24°C (12/24), 30°C (12/24), 35°C Pfl. aus Versuch V, jeweils jingstes
VI ES51/6 + Eschb Temp. + UV(2x) (12/24) Blatt mit 2 Proben 2 Ernten 216
.+ jeweils 5 Minuten UV (je 16
Pflanzen)
24°C (20/6/6), 30°C (20/6/6), 35°C jeweils jungstes Blatt mit 2 Proben
VIl E51/3 + E10/6 + Esch5 Temperatur  (20/6/6), 3 Ernten 576
jeweils jungstes Blatt mit 2 Proben
VI E51/3 + E10/6 + Esch5 nur UV 24°C (25/4/12), 5 Minuten UV (254 nm) 3 Ernten 164
24°C (18/10), 30°C (18/10), 35°C jeweils jungstes Blatt mit 2 Proben
IX E83/1 + Esch5 Temperatur  (18/10), 3 Ernten 504
Pfl. aus Versuch IX, jeweils jingstes
X E83/1 + Eschb nur UV 24°C (18/10), 5 Minuten UV (254 nm) Blatt mit 2 Proben 2 Ernten 112
24°C (20/12), 30°C (20/12), 35°C jeweils jungstes Blatt mit 2 Proben
Xl E51/9 + Esch5 Temperatur  (20/12), 3 Ernten 576
Xl E51/9 + Esch5 nurUV  24°C (40/20), 5 Minuten UV (254 nm)  1SWells jungstes Blatt mit 2 Proben 240

12

3 Ernten
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XMI

XV

XV

XVI

XVl

XVII

XIX

XX

01.07.2001 bis 31.12.2003

E51/5 + Esch5

E51/5 + Esch5

E51/10 + E83/4 + Eschb

E51/10 + E83/4 + Esch5

E83/3 + Eschb

E83/3 + Eschb

E51/7 + E14/18

E51/7 + E14/18

Temperatur

nur UV

Temperatur

nur UV

Temperatur

nur UV

Temperatur

nur UV

24°C (20/12), 30°C (20/12), 35°C
(20/12),

24°C (20/12), 5 Minuten UV (254 nm)
24°C (12/12/6), 30°C (12/12/6), 35°C
(12/12/6),

24°C (12/12/6), 5 Minuten UV (254 nm)
24°C (20/6), 30°C (20/6), 35°C (20/6),
24°C (20/6), 5 Minuten UV (254 nm)

24°C (10/8), 30°C (10/8), 35°C (10/8),

24°C (10/7), 5 Minuten UV (254 nm)
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jeweils jingstes Blatt mit 2 Proben

3 Ernten 576

Pfl. Aus Versuch XIlII, jeweils jingstes

Blatt mit 2 Proben 3 Ernten 128

jeweils jingstes Blatt mit 2 Proben

3 Ernten 540

jeweils jingstes Blatt mit 2 Proben

3 Ernten 120

jeweils jingstes Blatt mit 2 Proben

3 Ernten 468

jeweils jingstes Blatt mit 2 Proben

3 Ernten 156

jeweils jingstes Blatt mit 2 Proben

3 Ernten 324

Pfl. Aus Versuch XIX, jeweils jingstes

Blatt mit 2 Proben 2 Ernten 68
7352




Die Tabelle 4 gibt beispielsartig einen Auszug aus dem Protokoll zum 1.
Klimakammerversuch wieder, in dem die Bedingungen des Versuchs festgehalten
werden. Ebenso wurden alle besonderen Vorkommnisse, die wahrend der Dauer

eines Versuchs festgestellt wurden, protokolliert.

Tabelle 4: Versuchsbedingungen zu Beginn des 1. Klimakammerversuchs

Versuch 1 GUS -Test

Temperaturversuch iiber einen Zeitraum von 4 Wochen

Weisskammer 6 24 Std. 24°C (Kontrolle) EschS 6 Pflanzen

E51/2 6 Pflanzen
Weisskammer 1 24 Std. 30°C Esch5 8 Pflanzen

E51/2 8 Pflanzen
Weisskammer 2 24 Std. 35°C Esch5 8 Pflanzen

E51/2 8 Pflanzen
Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Vorkultur: Aus Gewebekultur in Erde (TKS 1+ Sand ungediingt) . Einmal mit Alkrisal 3%ig gediingt. Nach ca. 2 Wochen
in 8x8 Topfe getopft (TKS 2 + Sand gediingt). Wieder nach 2 Wochen umgetopft in 1 Liter Topfe.

Bevor die Pflanzen in die Weisskammern kommen erfolgt eine erste Bonitur auf Gesamthdhe und Blattanzahl, sowie eine
erste Beerntung.

Eine wichtige Voraussetzung zur Durchfuhrung der Klimakammerversuche war es,
eine moglichst hohe Anzahl einheitlicher Versuchspflanzen zu erhalten, damit
statistisch basierte Auswertungen vorgenommen werden konnten. Die Abbildung 6
zeigt die Homogenitat der Pflanzen zum Beispiel nach zwei Wochen Dauer des
Versuchs |. Die Strategie der Beerntung von Blattern bei den ersten drei
Klimakammerversuche fur die quantitative GUS-Messung zeigt Abb. 7. Pro Blatt
wurden zwei Proben entnommen und hieraus ein Mittelwert gebildet. Ab dem dritten
Klimakammerversuch wurden nur von jeweils dem jungsten Blatt zwei Proben
entnommen, da die GUS-Expression in allen Blattetagen ahnlich war. Nur im 1.
Klimakammerexperiment wurde eine Abhangigkeit der GUS-Expression vom Blattalter
gefunden, was aber nach Zugabe von 4% PVP zum Extraktionspuffer nicht mehr
festzustellen war. Das dritte und vierte Klimakammerexperiment sollte zusatzlich den
Einfluss einer gesetzten Verletzung untersuchen. Da fur jede Messreihe pro Linie und
Behandlung bis zu 24 Pflanzen zur Verfugung standen, basieren die nachfolgend

dargelegten Ergebnisse zur GUS-Expression und zur Pflanzenhdhe auf statistisch
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Fladung, M.: Abschlussbericht zum Forschungsvorhaben: Untersuchungen zur Expression und Stabilitdt von Transgenen in
angiospermen Geholzen am Beispiel der Zitterpappel (Aspe) fur 01.07.2001 bis 31.12.2003

absicherbaren Mittelwerten. Auf die Darstellung der Blattanzahl wurde verzichtet, da
die Ergebnisse mit der Pflanzenhdhe korrelieren und keine daruber hinaus gehenden

Informationen beherbergen.

Abbildung 6: Homogenitat der Pflanzen nach zwei Wochen Versuchsdauer

Tpe - — " e iy
3 it 324t kbl T4 it

Abbildung 7: Beprobungsstrategie beim 1. Klimakammerversuch. Zahlen stellen
Blattnummern dar (vgl. Abb. 8)

Beginn 2 Wochen 4 \Wochen

Fur jeden durchgefuhrten Versuch werden nachfolgend die erhalten GUS-
Expressionswerte sowie HoOhenmessungen dargestellt. Die Beschreibung der
Versuchsbedingungen der einzelnen Versuche ist zur Orientierung kurz in der

Kopfleiste dargestellt.
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Fladung, M.: Abschlussbericht zum Forschungsvorhaben: Untersuchungen zur Expression und Stabilitdt von Transgenen in
angiospermen Geholzen am Beispiel der Zitterpappel (Aspe) fir 01.07.2001 bis 31.12.2003

Als Beispiel fur die schadigende Wirkung des UV-Lichts auf die Blattepidermis ist in
Abb. 8 ein Blatt nach funf Minuten UV Bestrahlung im Vergleich zu einem
unbestrahlten Blatt dargestellt. Deutlich ist die hellgrine Blttfarbung des bestrahlten

Blattes zu erkennen.

Abbildung 8: Ein fur funf Minuten UV-bestrahles Blatt (rechts) im Vergleich zu einem
unbestrahlten Blatt (links)

Zusammenfassung der Ergebnisse der Klimakammerversuche:
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angiospermen Geholzen am Beispiel der Zitterpappel (Aspe) fur 01.07.2001 bis 31.12.2003

Klimakammerversuch I:

Temperaturversuch uber einen Zeitraum von 4 Wochen

Weisskammer 6 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5 6 Pflanzen
E51/2 6 Pflanzen
Weisskammer 1 24 Std. 30°C Esch5 8 Pflanzen
E51/2 8 Pflanzen
Weisskammer 2 24 Std. 35°C Esch5 8 Pflanzen
E51/2 8 Pflanzen
Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 9: Messungen zu Versuchsbeginn sowie nach 2 und 4 Wochen
Versuchsdauer (A) Hohe (B) Blattzahl

Hohe Blattzahl

60 30,0

50 25,0 B
Hb 40 . Bl 20,0 - M -
he @Beginn att @Beginn
Si) 30 B2 Wochen za 15,0 § m2 Wochen

20 o4wochen|| | ™ 10,0 04 Wochen

10 1 5,0

0 0,0
24° 30° 35° 35° 24° 24° 30° 30° 35° 35°
Esch5 | E51#2 | Esch5 | E51#2 | Esch5 | E51#2 Esch5 | E51#2 | Esch5 | E51#2 | Esch5 | E51#2
Temperatur/Linie Temperatur/Linie

Abbildung 10: Quantitative GUS-Messungen (ohne PVP)

1. Klimakammerversuch -ohne PVP-
3000
o 2500 | DOBlatt 0
% 2000 | @ Blatt 1
2 1500 | OBlatt 2
2 1000 | OBlatt 3
3 5004 W Blatt 4
E & ‘ DBlatt 5
-500 24.°C. | 35.°C 24.°C. | 35.°C.
Esch5 E51-2
1. Beerntung (Versuchsbeginn)

Ergebnisse: Es wurde bei Esch5 und bei E51/2 eine signifikante Wuchsrepression bei
35 °C festgestellt. Sehr hohe GUS-Expressionswerte im jungsten Blatt,
sinkende Werte in alteren Blattern. Nach Zugabe von 4% PVP zum
Extraktionspuffer finden sich in jungen und reifen Glattgeweben ahnliche
GUS-Expressionswerte. GUS-Messungen bei allen folgenden
Klimakammerversuchen werden nach Zugabe von 4% PVP durchgefuhrt.
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Klimakammerversuch ll:
Temperaturversuch liber einen Zeitraum von 4 Wochen

Weisskammer 6 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5 6 Pflanzen
E51/2 6 Pflanzen

Weisskammer 1 24 Std. 30°C Esch5 8 Pflanzen
E51/2 8 Pflanzen

Weisskammer 2 24 Std. 35°C Esch5 8 Pflanzen
E51/2 8 Pflanzen

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 11: Messungen der Pflanzenhdhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 4 Wochen

30,00
25,00
20,00 |

€ 15,00 |
10,00

5,00 -
0,00

24° 24° 30° 30° 35° 35°

Eschb5 E51#2 Esch5 E51#2 Esch5 E51#2

Abbildung 12: Quantitative GUS-Messungen

GUS-II

80000
70000 -
60000 -
50000 - OBeginn

40000 - B2 Wochen
30000 -

20000 -
10000
|

GUS Aktivitit (nmMU/h/ugFG)

24°C

Esch5 E51/2 Esch5 E51/2 Esch5 E51/2

24°C 30°C 30°C 35°C 35°C

Ergebnisse: Es wurde eine signifikante Wuchsrepression bei 35 °C festgestellt, GUS-
Aktivitaten bei 51/2 unter allen Temperaturregimen nicht signifikant
verschieden. Versuch wird wiederholt (siehe GUS-IV), da GUS Messungen
nach 4 Wochen aus technischen Grinden nicht durchgefihrt werden
konnten.
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Klimakammerversuch lll:

Temperaturversuch mit zusatzlichem UV-Stress

Weisskammer 6 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5 6 Pflanzen
davon 4 Pfl. UV gestresst
E51/2 6 Pflanzen
davon 4 Pfl. UV gestresst

24 Std. 30°C Esch5 8 Pflanzen

davon 4 Pfl. UV gestresst

E51/2 8 Pflanzen

davon 6 Pfl. UV gestresst

Weisskammer 1

24 Std. 35°C Esch5 8 Pflanzen
davon 4 Pfl. UV gestresst
E51/2 8 Pflanzen

davon 6 Pfl. UV gestresst

Weisskammer 2

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%
Abbildung 13: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:

Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 4 Wochen

45,00
40,00
35,00 A
30,00 -
25,00 A
20,00 A
15,00 -
10,00 -

5,00

0,00

cm

35° 35°

Esch5 | Esch5,
uv

-

E51#2

:

E51#2,
uv

Esch5 | Esch5, | E51#2 E51#2

uv

E51#2,
uv

Esch5 | Esch5,

uv

E51#2,
uv

Abbildung 14: Quantitative GUS-Messungen

- GUSs-lI
e
L, 25000
=
< 20000 -
=
15000 -
‘E OBeginn
:3'3‘ 10000 - B2 Wochen
S
£ 5000 04 Wochen
<
%)
2 01— T T T T T 7] uv
(O] nein| ja |nein| ja |nein| ja |nein| ja |nein| ja |nein| ja
24°C 24°C 30°C 30°C 35°C 35°C
Esch5 E51/2 Esch5 E51/2 Esch5 E51/2

Ergebnisse: Signifikante Wuchsrepression bei 35 °C bestatigt. Nach 4 Wochen unter
35 °C ist eine signifikante Reduzierung der GUS-Aktivitat festzustellen,
wobei UV-Stress diesen Effekt verstarkt.
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Klimakammerversuch IV:

Temperaturversuch uber einen Zeitraum von 6 Wochen

Weisskammer 6 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5 12 Pflanzen
E51/2 21 Pflanzen

Weisskammer 1 24 Std. 30°C Esch5 12 Pflanzen
E51/2 21 Pflanzen

Weisskammer 2 24 Std. 35°C Esch5 12 Pflanzen
E51/2 21 Pflanzen

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 15: Messungen der Pflanzenhdhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 6 Wochen
30,00
25,00 - - __
20,00 1 ]
§ 15,00
10,00 -
0 =
0,00 L — —
24° 24° 30° 30° 35° 35°
Esch5 | E51#2 | Esch5 | E51#2 | Esch5 | E51#2
Abbildung 16: Quantitative GUS-Messungen
GUS-IV
@
o 18000
s 16000 -
S 14000 - _
% 12000 1 OBeginn
< 10000 1 @6 Wochen
_:g 8000 -
:‘g 6000 -
€ 4000 -
< 2000 -
g 0 . Verlet:
(O] nein| ja |nein| ja |nein| ja |nein| ja |nein| ja |nein| ja ~erezung
24°C 24°C 30°C 30°C 35°C 35°C
Eschb E51/2 Eschb E51/2 Eschb E51/2

Ergebnisse: Signifikante Wuchsrepression bei 35 °C fur E51/2 bestatigt. Auch fur die
GUS-AKktivitat ist eine deutliche Reduzierung nach 6 Wochen unter 35 °C
festzustellen. Eine vorhergehende Verletzung der Blatter hat jedoch keinen
Einfluss auf die GUS-AKktivitat.

20



Fladung, M.: Abschlussbericht zum Forschungsvorhaben: Untersuchungen zur Expression und Stabilitdt von Transgenen in
angiospermen Geholzen am Beispiel der Zitterpappel (Aspe) fur 01.07.2001 bis 31.12.2003

Klimakammerversuch V:

Temperaturversuch uber einen Zeitraum von 2 Wochen

Weisskammer 4 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5 12 Pflanzen
E51/6 24 Pflanzen

Weisskammer 2 24 Std. 30°C Esch5 12 Pflanzen
E51/6 24 Pflanzen

Weisskammer 3 24 Std. 35°C Esch5 12 Pflanzen
E51/6 24 Pflanzen

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 17: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen
12,00
10,00 -
8,00 - [ ] —
E 6,00
4,00 -
2,00 - | \ | |
0,00 +—1 — — —
24° 24° 30° 30° 35° 35°
Esch5 E51#6 Esch5 E51#6 Esch5 E51#6
Abbildung 18: Quantitative GUS-Messungen
- GUS-V
2
) 40000
3 35000 -
> 30000 - -
E 25000 - OBeginn
5 20000 - W 24 Stunden
® 15000 1 02 Wochen
2 10000 -
< 5000 -
g 0 . . . . . . . . . . . . i Verletzung
(G} nein| ja |nein| ja |nein| ja |[nein| ja |nein| ja |nein| ja
24°C 24°C 30°C 30°C 35°C 35°C
Esch5 E51/6 Esch5 E51/6 Esch5 E51/6

Ergebnisse: Auch fur E51/6 wurde eine signifikante Wuchsrepression bei 35 °C
festgestellt. GUS-AKktivitaten unter allen Temperaturregimen nicht signifikant
verschieden. Der Einfluss einer gesetzten Verletzung auf die GUS-Aktivitat
ist nicht einheitlich: bei 24 °C und 30 °C ist eine Reduzierung festzustellen,
bei 35 °C jedoch nicht.
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Klimakammerversuch VI:

Temperaturversuch und UV — Stress (5min) uber 21 Tage

Weisskammer 4 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5 12 Pflanzen
davon 8 Pflanzen UV-Stress

E51/6 24 Pflanzen
davon 16 Pflanzen UV-Stress

Weisskammer 2 24 Std. 30°C Esch5 12 Pflanzen
davon 8 Pflanzen UV-Stress

E51/6 24 Pflanzen
davon 16 Pflanzen UV-Stress

Weisskammer 3 24 Std. 35°C Esch5 12 Pflanzen
davon 8 Pflanzen UV-Stress
E51/6 24 Pflanzen
davon 16 Pflanzen UV-Stress

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 19: Messungen der Pflanzenhdhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:

Zuwachs Hoéhe (cm), 3 Wochen

18,00
16,00 {
14,00 +
12,00 -
£10,00 -

© 8,00
6,00 -
4,00 - |_| |—|
2,00
0’00 L L L L L || D D || { |
24° 24°

24° 24° 30° 30° 30° 30° 35° 35° 35° 35°

Esch5 | Esch5, | E51#6 | E51#6, | Esch5 | Esch5, | E51#6 | E51#6, | Esch5 | Esch5, | E51#6 | E51#6,
uv uv uv uv uv uv

Abbildung 20: Quantitative GUS-Messungen

GUS-VI
35000

30000 -
25000
20000 OBeginn
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5000

GUS Aktivitit (hnmMU/h/pgFG)

nein
24°C
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24°C
nein
30°C
nein 1
30°C
nein
35°C
nein
35°C

Ergebnisse: Die signifikante Wuchsrepression fur E51/6 bei 35 °C wurde bestatigt.
UV-Behandlung bei E51/6 verstarkt die Wuchsrepression bei 35 °C.
Allerdings haben weder Temperatur noch UV einen signifikanten Effekt auf
die GUS-AKktivitat.
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Klimakammerversuch VII:

Temperaturversuch uber einen Zeitraum von 2 Wochen

Weisskammer 4 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5 6 Pflanzen
E10/6 6 Pflanzen
E51/3 20 Pflanzen

Weisskammer 2 24 Std. 30°C Esch5 6 Pflanzen
E10/6 6 Pflanzen
E51/3 20 Pflanzen

Weisskammer 3 24 Std. 35°C Esch5 6 Pflanzen
E51/6 6 Pflanzen
E51/3 20 Pflanzen

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 21: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen

8,00
7,00 —
6,00
5,00
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00
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30°
E10/6

30°
E51#3

24°
E51#3

24°
E10/6

24° 30° 35° 35° 35°

Esch5 Esch5 | E51#3 | E10/6 | Esch5

Abbildung 22: Quantitative GUS-Messungen

GUSs-ViIl
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GUS Aktivitit (hnmMU/h/pgFG)

Esch5|E10-6| E51/3 |[Esch5|E10-6| E51/3 |Esch5|E10-6|E51/3

Ergebnisse: Fur E51/3, E10-6 und Esch5 wurden signifikante Wuchsrepressionen bei
35 °C festgestellt. GUS-Aktivitaten unter allen Temperaturregimen nicht
signifikant verschieden. E10-6 verhalt sich wie eine nicht-transgene
Kontrolle.
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Klimakammerversuch VIlI:

UV - Stress (5min) uber 14 Tage

Weisskammer 4 24 Std. 24°C Esch5 12 Pflanzen
davon 6 Pflanzen UV-Stress
E10/6 4 Pflanzen
davon 2 Pflanzen UV-Stress
E51/3 25 Pflanzen
Davon 13 Pflanzen UV-Stress

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 23: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen
8,00
7,00 +—
6,00 -
5,00 -
§ 4,00 +— -
3,00 -
2,00 -
1,00 A
0,00
24° 24° 24°
E10/6 |E10/6, UV | E51#3 |E51#3,UV| Esch5 |Esch5, UV
Abbildung 24: Quantitative GUS-Messungen
Hohe
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Temperatur/Linie

Ergebnisse: UV-Behandlung hat mit Ausnahme bei Esch5 einen signifikant
hemmenden Einfluss auf das Wachstum. Dagegen ist die GUS-Aktivitat
nach zwei Wochen Versuchsdauer nicht signifikant verandert.
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Klimakammerversuch IX:

Temperaturversuch uber einen Zeitraum von 2 Wochen

Weisskammer 4 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5 10 Pflanzen
E83/1 18 Pflanzen

Weisskammer 2 24 Std. 30°C Esch5 10 Pflanzen
E83/1 18 Pflanzen

Weisskammer 3 24 Std. 35°C Esch5 10 Pflanzen
E83/1 18 Pflanzen

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 25: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen
10,00
9,00 -
8,00 +—
7,00 -
£ 6,00 -
5,00 -
° 400
3,00 -
2,00 -
1,00 +— =
0,00
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Abbildung 26: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: Auch fur E81-1 wurden signifikante Wuchsrepressionen bei 35 °C
festgestellt. GUS-Aktivitaten bei 24 und 30 °C sind nicht signifikant
verschieden, dagegen bei 35 °C nach zwei Wochen Versuchsdauer
signifikant hoher.
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Klimakammerversuch X:

UV - Stress (5min) uber 14 Tage

Weisskammer 4 24 Std. 24°C Esch5 10 Pflanzen
davon 5 Pflanzen UV-Stress

E83/1 18 Pflanzen
davon 12 Pflanzen UV-Stress

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 27: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hoéhe (cm), 2 Wochen

12,00
10,00
8,00
6,00
4,00 -
2,00
0,00
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24° 24°
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Abbildung 28: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: UV-Behandlung hat bei Esch5 und E83/1 einen signifikant hemmenden
Einfluss auf das Wachstum. Bei der GUS-Aktivitat ist nach zwei Wochen
Versuchsdauer jedoch nur eine nicht signifikante Reduzierung festzustellen.
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Klimakammerversuch Xl:

Temperaturversuch uber einen Zeitraum von 2 Wochen

Weisskammer 4 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5 12 Pflanzen
E51/9 20 Pflanzen

Weisskammer 2 24 Std. 30°C Esch5 12 Pflanzen
E51/9 20 Pflanzen

Weisskammer 3 24 Std. 35°C Esch5 12 Pflanzen
E51/9 20 Pflanzen

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 29: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen
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Abbildung 30: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: Auch flr E51/9 wurde eine signifikante Wuchsrepression bei 35 °C
festgestellt. Verglichen mit anderen uidA-transgenen Linien sind nur
aulerst geringe GUS-Aktivitaten messbar (etwa nur 0,5-1%; s.a.
Skalierung!). Allerdings sind die GUS-Aktivitaten bei E51/9 signifikant hdher
als bei Eschb.
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Klimakammerversuch XIl:

UV - Stress (5min) uber 14 Tage

Weisskammer 4 24 Std. 24°C Esch5 12 Pflanzen
davon 6 Pflanzen UV-Stress

E51/9 40 Pflanzen
davon 20 Pflanzen UV-Stress

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 31: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen
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Abbildung 32: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: UV-Behandlung hat bei Esch5 und E51/9 keinen signifikant hemmenden
Einfluss auf das Wachstum. Verglichen mit anderen uidA-transgenen Linien
sind nur aul3erst geringe GUS-Aktivitaten messbar (etwa nur 0,5-1%; s.a.
Skalierung!). Allerdings sind die GUS-Aktivitaten bei E51/9 signifikant héher
als bei Eschb.
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Klimakammerversuch Xlll:

Temperaturversuch uber einen Zeitraum von 2 Wochen

Weisskammer 4 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5 12 Pflanzen
E51/5 20 Pflanzen

Weisskammer 2 24 Std. 30°C Esch5 12 Pflanzen
E51/5 20 Pflanzen

Weisskammer 3 24 Std. 35°C Esch5 12 Pflanzen
E51/5 20 Pflanzen

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 33: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen
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Abbildung 34: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: Auch flr E51/5 wurde eine signifikante Wuchsrepression bei 35 °C
festgestellt, diese Linie zeigt auch bei 30 °C einen signifikanten Ruckgang
des Wachstums. Allerdings ist kein Einfluss der Temperatur auf die GUS-
Aktivitat zu bemerken.
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Klimakammerversuch XIV:

UV - Stress (5min) uber 14 Tage

Weisskammer 4 24 Std. 24°C Esch5 6 Pflanzen
davon 6 Pflanzen UV-Stress
E51/5 10 Pflanzen
davon 10 Pflanzen UV-Stress

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 35: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen
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Abbildung 36: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: UV-Behandlung hat bei Esch5 keinen signifikanten, bei E51/5 einen
signifikanten hemmenden Einfluss auf das Wachstum. Dieser negative
Einfluss auf die GUS-AKktivitat ist nach zwei Wochen Versuchsdauer jedoch
nicht mehr festzustellen.
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Klimakammerversuch XV:

Temperaturversuch uber einen Zeitraum von 2 Wochen

Weisskammer 4 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5 6 Pflanzen
E51/10 12 Pflanzen
E83/4 12 Pflanzen
Weisskammer 2 24 Std. 30°C Esch5 6 Pflanzen
E51/10 12 Pflanzen
E83/4 12 Pflanzen
Weisskammer 3 24 Std. 35°C Esch5 6 Pflanzen
E51/10 12 Pflanzen
E83/4 12 Pflanzen
Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 37: Messungen der Pflanzenhdhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen
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Abbildung 38: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: Bei allen Linien wurde eine signifikante Wuchsrepression bei 35 °C
festgestellt. Die GUS-Aktivitaten sind unter allen Temperaturregimen mit
der Ausnahme E83/4 bei 35 °C nicht signifikant verschieden. E83/4 reagiert
bei hoher Temperatur mit einer signifikanten GUS-Aktivitatssteigerung.
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Klimakammerversuch XVI:

UV - Stress (5min) uber 14 Tage

Weisskammer 4 24 Std. 24°C Esch5 6 Pflanzen
davon 3 Pflanzen UV-Stress
E51/10 12 Pflanzen
davon 6 Pflanzen UV-Stress
E83/4 12 Pflanzen
davon 6 Pflanzen UV-Stress

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 39: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen
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Abbildung 40: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: UV-Behandlung hat bei E83/4 und Esch5 einen signifikant hemmenden
Einfluss auf das Wachstum, jedoch nicht bei E51/10. Dagegen ist nach zwei
Wochen Versuchsdauer kein signifikanter Einfluss eines UV-Stresses auf
die GUS-AKktivitat festzustellen.
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Klimakammerversuch XVII:

Temperaturversuch uber einen Zeitraum von 2 Wochen

Weisskammer 4 24 Std. 24°C (Kontrolle) Esch5

E83/3
Weisskammer 2 24 Std. 30°C Esch5

E83/3
Weisskammer 3 24 Std. 35°C Esch5

E83/3
Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

6 Pflanzen
20 Pflanzen

6 Pflanzen
20 Pflanzen

6 Pflanzen
20 Pflanzen

Abbildung 41: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:

Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen
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Abbildung 42: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: Es wurde eine signifikante Wuchsrepression bei 35 °C festgestellt. E83/3

hat wie Esch5 keine GUS-Aktivitat.
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Klimakammerversuch XVIII:

UV - Stress (5min) uber 14 Tage

Weisskammer 4 24 Std. 24°C Esch5 6 Pflanzen
davon 3 Pflanzen UV-Stress
E83/3 20 Pflanzen
davon 10 Pflanzen UV-Stress

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 43: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hoéhe (cm), 2 Wochen

10,00

cm
o
o)
S
L

24° 24°

Esch5 Esch5, UV E83/3 E83-3, UV

Abbildung 44: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: UV-Behandlung hat nur bei Esch5 einen signifikant hemmenden Einfluss
auf das Wachstum. E83/3 hat wie Esch5 keine GUS-Aktivitat.
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Klimakammerversuch XIX:

Temperaturversuch uber einen Zeitraum von 10 Tagen

Weisskammer 4 24 Std. 24°C (Kontrolle) E14/18 8 Pflanzen
E51/7 10 Pflanzen

Weisskammer 2 24 Std. 30°C E14/18 8 Pflanzen
E51/7 10 Pflanzen

Weisskammer 3 24 Std. 35°C E14/18 7 Pflanzen
E51/7 10 Pflanzen

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 45: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hohe (cm), 2 Wochen
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Abbildung 46: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: Es wurde bei beiden Linien eine signifikante Wuchsrepression bei 35 °C
festgestellt. Die GUS-Aktivitat war fur E51/7 bei 24 und 30 °C nicht
signifikant verschieden, bei 35 °C war ein signifikanter Anstieg zu
verzeichnen.
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Klimakammerversuch XX:

UV - Stress (5min) uber 10 Tage

Weisskammer 4 24 Std. 24°C E14/18 7 Pflanzen
davon 4 Pflanzen UV-Stress
E51/7 10 Pflanzen
davon 5 Pflanzen UV-Stress

Tag 16 Std. Nacht 8 Std. Luftfeuchtigkeit ca. 70%

Abbildung 47: Messungen der Pflanzenhéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende:
Zuwachs in cm

Zuwachs Hoéhe (cm), 2 Wochen
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Abbildung 48: Quantitative GUS-Messungen
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Ergebnisse: UV-Behandlung hat nur bei E14/18 einen signifikant hemmenden Einfluss
auf das Wachstum. Die GUS-Aktivitat zeigt nach zwei Wochen
Versuchsdauer sowohl bei der UV-behandelten als bei der unbehandelten
Variante eine signifikante Abnahme.
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3.5. Molekulare Untersuchungen zum Transgen-Insertionsort

Untersuchungen Uber das Vorliegen eines vollstandigen Repeats am T-DNA-
Integrationsort wurden bei den Esch5:35S-uidA, Esch5:35S-iaal. und Esch5:rbcS-rolC
transgenen Linien durchgefuhrt (Tab. 5).

Tabelle 5: Ergebnisse der Transgen-Wiederholung und der C-Methylierung
aufgeschlisselt nach den Linien der verschiedenen Aspenklone

I\r:::gf.r;?,r Nummer der Linie | Transgen-Repeat | C-Methylierung
Esch5:35S-uidA 1 Nicht transgen Nicht transgen
2 - -
3 - -
4 Nicht transgen Nicht transgen
5 + +
6 - -
7 - -
8 - -
9 + +
10 + +
1 + +
Eschb5:35S-iaal 4 - -
6 + +
8 - -
Eschb5:rbcS-rolC 4 - -
18 - -

Es stellte sich zunachst heraus, dass von den ursprunglich elf unabhangigen
Esch5:35S-uidA Linien neun Linien das uidA Gen beinhalten. Von diesen zeigten flnf
Linien eine Kopie des Gens, und vier Linien wiesen zwei Kopien auf, die aber jeweils
als direkte Wiederholung (,direct repeat®) am Integrationsort vorliegen.

Bei den urspringlich neun vorhandenen unabhangigen Esch5:35S-iaal waren nur
noch sieben im Gewachshaus verfugbar, von denen aber nur drei erfolgreich in die
Gewebekultur ruckuberfihrbar waren. Diese sehr niedrige Ruckuberfihrungsrate
konnte auf die Wirkung des iaal-Gens zuruckgefuhrt werden, da das iaalL-Protein in

den Hormonhaushalt eingreift. Dieser Umstand kdnnte auch erklaren, warum die
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Bewurzelung der drei erfolgreich in die Gewebekultur ruckuberfuhrten Linien so
aullerordentlich schwierig ist. Von diesen drei Linien zeigte nur eine Linie das
Vorliegen eines direkten Repeats. Bei beiden Esch5:rbcS-ro/lC transgenen Linien
zeigten beide Linien jeweils nur eine Kopie.

Eine Analyse der C-Methylierung wurde ebenfalls bei den genannten Linien
vorgenommen. In der Literatur wird davon berichtet, dass in transgenen Pflanzen mit
der Ausbildung von Repeats auch eine C-Methylierung von Promotor und/oder
Transgen in den Ubertragenen Konstrukten einhergeht. Mit der von uns entwickelten
Methode, vor der PCR Reaktion die DNA mit methylierungssensitiven
Restriktionsenzymen zu verdauen, lassen sich wenig zeitaufwendig und kostengunstig
qualitativ Aussagen uber die Methylierung von Sequenzen machen. Alle hier
untersuchten Pappellinien, die Uber einen Repeat verfluigen, zeigen auch methylierte
C-Nukleotide (Tab. 5).

3.6. Details zur Struktur des Transgen-Insertionsorts

Bei einigen Linien, die einen vollstandigen Repeat aufweisen, konnte die Sequenz
zwischen beiden T-DNAs (,Repeat junction®) bestimmt werden. Es wurden zwei
Klassen von Repeat junctions gefunden. Bei den sogenannten ,prazisen
Verbindungen® sind die beiden T-DNAs ohne Fiullsequenzen direkt miteinander
verbunden (Abb. 9a), wahrend bei den ,unprazisen Verbindungen® Flllsequenzen
zwischen beiden T-DNAs von wenigen Nukleotiden bis zu mehreren Hundert
Nukleotiden vorkommen (Abb. 9b). Die Herkunft dieser Flllsequenzen ist nicht immer
eindeutig zuzuordnen: haufig stellen die Fulllsequenzen kopierte Sequenzen des
verwendeten Plasmids dar, manchmal ist es auch mdglich, einen genomischen
Ursprung anzunehmen.

Far die beiden transgenen Linien Esch5:35S-uidA#5 und -#9 wurde jeweils eine
prazise Verbindung zwischen den T-DNAs im Repeat gefunden. Die aktuelle
Verbindungssequenz zwischen beiden T-DNAs kann sowohl mit der rechten Border
der ersten T-DNA als auch mit der linken Border der 2. T-DNA (-6 Basenpaare)
aligned werden. Damit sind beide Repeat junctions gleich. Fur die Linie Esch5:35S-
uidA#10 wurde auch eine prazise Verbindung zwischen den T-DNAs im Repeat
bestimmt, wobei aber etwa 2,9 kb der linken Border deletiert sind. Fur Esch5:35S-

iaalL#2 wurde eine unprazise Verbindung detektiert, wobei sich zwischen beiden T-
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DNA Molekulen 265 Baasenpaare befinden, die genomischer DNA zugeordnet werden

konnte.

Abbildung 49: Zwei Moglichkeiten beim Vorliegen eines vollstandigen Repeats. (a) mit
.praziser Verbindung, (b) mit ,unpraziser Verbindung*

T-DNA -1- T-DNA -2-
4 6 1 4 6 1
S > > > > >
(@) > = E— — —
<« <« < =« <« <«
2 5 32 5 3
4 6 ] 4 6 1
> > > > > >
(b) > — | = I
<« <« <« U e <« <«
2 5 3 2 5 3
Fiillsequenz
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammengefasst wurden im Rahmen des Projekts Uberdurchschnittlich viele und
verwertbare Ergebnisse erbracht. Nach anfanglichen Schwierigkeiten wurde die
Mehrzahl der Linien erfolgreich in die in vitro Kultur gebracht. Mit allen Uberfuhrten
Linien sind Klimakammerversuche mit den Stressfaktoren Temperatur und UV-Licht
durchgefuihrt worden. Auch hinsichtlich der Erzeugung der Esch5:rbcS-uidA
transgenen Linien gab es zwar zu Beginn des Projekts bedingt durch die Nicht-
Verfugbarkeit des Konstrukts Verzogerungen, die aber in der restlichen Projektlaufzeit

kompensiert werden konnten. So wurden auch mit drei Esch5:rbcS-uidA transgenen
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Linien Klimakammerversuche mit den Stressfaktoren Temperatur und UV-Licht
durchgefuhrt.

Die Vergleichbarkeit und Vereinheitlichung der quantitativen GUS-Messmethode hat
sich als weitere Herausforderung gezeigt. Umfangreiche Untersuchungen wurden
vorgenommen, um auch fur Pappeln eine reproduzierbare GUS-Messung zu
etablieren. Dieses ist wichtig, um die Messungen, die innerhalb eines
Klimakammerversuchs an verschiedenen Tagen durchgefuhrt werden, untereinander

vergleichbar zu machen. Dieses ist letztlich gelungen.

Tabelle 6: Zusammenfassung der Klimakammerversuche mit den Temperaturen 24°C,
30°C und 35°C. Ergebnisse zum Wachstum und zur GUS-Aktivitat sind wie

folgt aufgefuhrt:
- reduziert; -- fast keine
+ gut bzw. hoch; ++ erhoht
Temperatur 24°C 30°C 35°C 24°C 30°C 35°C
Linie Wachstum GUS-Aktivitat
Kontrolle
Esch5 + + - keine keine keine
rbcS-rolC
E14/18 + + - keine keine keine
35S-iaal
E10/6 + + - keine keine keine
35S-uidA
ES51/2 + + - + + +
E51/3 + + - + + +
E51/5 + + - + + +
E51/6 + + - + + +
ES1/7 + + - + + ++
E51/9 + + - -- -- --
E51/10 + + - + + +
rbcS-uidA
E83-1 + - + + ++
E83-3 + + - - - -
E83-4 + + - + + ++
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In den Tabellen 6 und 7 sind die Ergebnisse aus den 20 durchgefuhrten
Klimakammerversuchen aufgeschlisselt nach Temperatur und UV-Behandlung in

Abhangigkeit zur verwendeten Linie schlaglichtartig zusammengefasst.

Tabelle 7: Zusammenfassung der Klimakammerversuche mit UV-Behandlung.
Ergebnisse zum Wachstum und zur GUS-Aktivitat sind wie folgt aufgefuhrt:

- reduziert; -- fast keine
+ gut bzw. hoch; ++ erhoht
uv nein ja nein ja
Linie Wachstum GUS-Aktivitat
Kontrolle
Esch5 + Meist + keine keine
rbcS-rolC
E14/18 + - keine keine
35S-iaal
E10/6 + - keine keine
35S-uidA
E51/2 + + + +
E51/3 + - + +
E51/5 + - + +
E51/6 + + + +
E51/7 + + + +
E51/9 + + - -
E51/10 + + + +
rbcS-uidA
E83-1 + - + +
E83-3 + + - -
E83-4 + - + +

Zunachst muss festgestellt werden, dass keine Hinweise auf prinzipielle Instabilitaten
der GUS-Expression gefunden werden konnten, die durch die eingesetzten
Stressfaktoren Temperatur und UV-Licht ausgelést wurden. Dennoch sind linien- und
Konstruktspezifische Variationen gefunden worden, die noch mal kurz

zusammengefasst werden sollen:
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Bei allen Linien zeigte sich sowohl bei 24 °C als auch bei 30 °C ein gutes Wachstum,
das in allen Fallen nicht signifikant verschieden war. Dagegen war eine Temperatur
von 35 °C als Stress anzusehen, da im Vergleich zu unter 24 und 30 °C kultivierten
Pflanzen eine signifikante Wachstumsrepression zu verzeichnen war, wobei die
GroRenzunahme der Pflanzen wahrend der Laufzeit der Klimakammerversuche um
bis zu 50% verringert war.

Bei der Mehrzahl der 35S-uidA transgenen Linien war kein Einfluss gemaRigter (30
°C) sowie hoher Temperatur (35 °C) auf die GUS-Aktivitat festzustellen. Fur E51/2
konnte eine Abnahme der GUS-Aktivitat sowie fur E51/7 eine Zunahme der GUS-
Aktivitat gemessen werden. Dagegen reagierten die beiden rbcS-uidA transgenen
Linien E83/1 und E83/4 unter 35 °C signifikant mit einer Zunahme der GUS-Aktivitat.
Aus friheren Untersuchungen ist bekannt, dass der rbcS-Promotor lichtaktivierbar ist
und in Blattern eine hohe, mit dem 35S-Promotor vergleichbare Transgen-Aktivitat, im
Spross oder in der Wurzel dagegen nur eine sehr geringe Transgen-Aktivitat induziert.
Der rbcS-Promotor kann somit als blattspezifisch bezeichnet werden. Moéglicherweise
sind die gefundenen Unterschiede auf die speziellen Eigenschaften des rbcS-
Promotors zurtckzufuhren.

Eine UV-Behandlung fur funf Minuten erwies sich als schadigend fur die
Versuchspflanzen, was sich kurz nach der Behandlung in der Ausbleichung der
bestrahlten Blatter zeigte. Nach Beendigung der Klimakammerversuche war bei der
Kontrolllinie Esch5 in der uberwiegenden Anzahl der Versuche keine signifikante
Reduktion des Grofienzuwachses festzustellen. Bei den transgenen Linien E14/18 und
E10/6, die hinsichtlich der GUS-Expression auch als Kontrolllinien aufzufassen sind,
zeigte sich jedoch ein hemmender Einfluss der UV-Bestrahlung auf die
GroRenzunahme. Die 35S-uidA transgenen Linien zeigten mit Ausnahme von E51/3
und E51/5 keine Beeinflussung ihres Wachstums nach UV-Behandlung, was auch in
allen Linien mit nicht signifikant verschiedenen GUS-Aktivitatswerten einherging.
Dagegen reagierten beide rbcS-uidA transgenen Linien E83/1 und E83/4 nach UV-
Behandlung mit einer signifikanten Verringerung der Gro3enzunahme, allerdings ohne
signifikante Beeinflussung der GUS-Aktivitat. Wieder zeigte die Linie E83/3 Uberhaupt
keine Transgen-Aktivitat.

Ebenfalls konnte kein Einfluss einer vorher gesetzten Verletzung auf die GUS-Aktivitat

festgestellt werden.
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Bei einer 35S-uidA transgenen Linie E51/9 konnte eine nur sehr geringe GUS-
Expression gemessen und somit eindeutig jeweils eine Geninaktivierung des uidA-
Gens festgestellt werden. In friheren Untersuchungen mit dieser Linie wurde nach
qualitativer GUS-Farbung von Blattern eine partielle Inaktivierung gefunden. Es wird
vermutet, dass zwischenzeitlich eine fast vollstandige Geninaktivierung eingetreten ist,
da die gemessenen GUS-Aktivitaten immer signifikant hoher als die von nicht-
transgenen Kontrollen waren. Dagegen zeigte die Linie E83/3 Uberhaupt keine GUS-
Aktivitat. Im Southern-Blot konnten drei Kopien festgestellt werden, was flur eine
Transgen-Wiederholung spricht. Da somit nach molekularen Untersuchungen diese
Linie das ubertragene Gen besitzt und somit als gentechnisch verandert eingestuft
werden muss, wird angenommen, dass bereits kurz nach der Transformation eine
Geninaktivierung stattgefunden hat.

Die in den Linien E51/9 und E83/3 gefundenen Geninaktivierungen waren bereits vor
Beginn der Klimakammerexperimente eingetreten und sind somit unabhangig von den
Stressbedingungen der Klimakammerversuche zu sehen. Die Inaktivierung des uidA-
Gens ist in beiden Linien jeweils wahrscheinlich auf die spezielle Situation am
Transgen-Integrationsort, namlich das Vorliegen einer Transgen-Wiederholung,
zuruckzufuhren. Dieses Ergebnis bestatigt entsprechende frihere Ergebnisse, die an
35S-rolC transgenen Pappeln beobachtet wurden. Allerdings muss auch bemerkt
werden, dass bei zwei weiteren, 35S-uidA transgenen Linien, die ebenfalls eine
Transgen-Wiederholung am Insertionsort aufweisen, keine Hinweise auf Inaktivierung
des uidA-Gens selbst unter Stressbedingungen gefunden werden konnte.
Zusammengefasst konnten nach der Analyse von insgesamt etwa 1.000 transgenen
Pappelpflanzen, die in insgesamt 20 Klimakammerversuchen Temperatur- und UV-
Stress unterworfen wurden, keine Hinweise auf eine instabile Expression des uidA-
Gens, die unter Kontrolle von zwei verschiedenen Promotoren stehen, gefunden
werden. Bei zwei Linien wurde eine Transgen-Inaktivierung beobachtet, die allerdings
unabhangig von den Stressexperimenten bereits zu Beginn der Untersuchungen
vorlag. Auch wurde gefunden, dass die Expression fremder Gene in transgenen
Pappeln nach Applikation von Stress zwischen den verschiedenen untersuchten Linien
mit nur einer T-DNA Kopie variiert. Grinde flr die beobachteten linienabhangigen
GUS-Expressionsmuster kénnen der unterschiedliche Promotor (rbcS versus 35S)

sowie jeweils verschiedene genomische T-DNA-Integrationsorte sein (Kumar und
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Fladung 2001, Fladung und Kumar 2002). Das Vorliegen einer Transgen-
Wiederholung am Insertionsort (zwei T-DNA Kopien) kann, muss aber nicht zwingend

zu einer Inaktivierung des Transgens fuhren (Kumar und Fladung 2001).

6. Erfolgskontrollbericht

In diesem Projekt sollte die Expression und Stabilitat von 35S-uidA und rbcS-uidA
sowie von zwei weiteren Konstrukten in gentechnisch veranderten Zitterpappeln
(Aspen) unter Stressbedingungen getestet werden. Wahrend 35S-uidA transgene
sowie die mit den beiden anderen Genkonstrukten transformierten Zitterpappeln
bereits im Gewachshaus kultiviert wurden und fiur die geplanten Versuche in die
Gewebekultur zurickgefuhrt werden mussten, waren die rbcS-uidA transgenen

Zitterpappeln noch herzustellen.

Forderungspolitischer Bezug

Im Rahmen dieses Verbundprojekts sollte die Expression von fremden Genen unter
vergleichenden  Stressbedingungen (Temperatur, UV-Licht) in kontrollierten
Klimakammerversuchen bei vier verschiedenen Geholzarten (Zitterpappel, Rose,
Rhododendron und Larche) getestet werden. Zur Vereinheitlichung des
Pflanzenmaterials wurden transgene Pflanzen ausgewahlt, die das Markergen uidA
(GUS-Expression) unter Kontrolle von zwei verschiedenen Promotoren enthalten: der
konstitutiv exprimierende 35S-Promotor und der lichtinduzierte rbcS-Promotor. Die
Expression des uidA-Gens sollte in quantitativen Messungen bestimmt werden. Mit
dem Gesamtprojekt sollten somit Antworten auf Fragen zur Stabilitat fremder Gene in
ausgewahlten Gehdlzarten gefunden werden. Damit ist der forderungspolitische Bezug
zur Forschung im Bereich ‘Biologische Sicherheit und Risikoabschatzung von

Transgenen’ sofort erkennbar.

Wissenschaftlich-technische Ergebnisse

Die im Rahmen aus 20 durchgefihrten Klimakammerversuchen gefundenen
Ergebnisse aufgeschlisselt nach Temperatur und UV-Behandlung haben gezeigt,
dass keine Hinweise auf prinzipielle Instabilitaten der GUS-Expression gefunden

werden konnten, die durch die eingesetzten Stressfaktoren Temperatur und UV-Licht
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ausgelost wurden. Dennoch sind linien- und konstruktspezifische Variationen
gefunden worden.

Bei zwei Linien wurde eine Transgen-Inaktivierung beobachtet, die allerdings
unabhangig von den Stressexperimenten bereits zu Beginn der Untersuchungen
vorlag. Auch wurde gefunden, dass die Expression fremder Gene in transgenen
Pappeln nach Applikation von Stress zwischen den verschiedenen untersuchten Linien
mit nur einer T-DNA Kopie variiert. Grinde flr die beobachteten linienabhangigen
GUS-Expressionsmuster kénnen der unterschiedliche Promotor (rbcS versus 35S)
sowie jeweils verschiedene genomische T-DNA-Integrationsorte sein. Das Vorliegen
einer Transgen-Wiederholung am Insertionsort (zwei T-DNA Kopien) kann, muss aber

nicht zwingend zu einer Inaktivierung des Transgens fuhren.

Verwertungsplan

Die vorhandenen Daten lassen Ruckschliusse auf die Stabilitat von fremden Genen in
der Zitterpappel zu. Da keine Hinweise auf prinzipielle Instabilitdten der GUS-
Expression gefunden werden konnten, die durch die eingesetzten Stressfaktoren
Temperatur und UV-Licht ausgelost wurden, ist grundsatzlich auch in Baumen von
einer stabilen Expression fremder Gene auszugehen. Dennoch mussen
linienspezifische Besonderheiten wie das Vorliegen einer Transgen-Wiederholung am
Insertionsort sowie der so genannte Positionseffekt auf die Transgen-Expression

berucksichtigt werden.
Einhaltung der Finanz- und Zeitplanung
Insgesamt ist unter Berucksichtigung kleinerer Verzogerungen die im Antrag

dargelegte Finanz- sowie Zeitplanung eingehalten worden.

7. Kurzfassung des Schlussberichts

Die im Rahmen aus 20 durchgefihrten Klimakammerversuchen nach der Analyse von
insgesamt etwa 1.000 transgenen Pappelpflanzen gefundenen Ergebnisse haben
gezeigt, dass nach Applikation der Stressoren Temperatur und UV-Licht keine
Hinweise auf eine instabile Expression des uidA-Gens, das unter Kontrolle von zwei
verschiedenen Promotoren stand, gefunden werden konnten. Dennoch sind folgende

linien- und konstruktspezifische Variationen gefunden worden.
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Bei allen Linien zeigte sich sowohl bei 24 °C als auch bei 30 °C ein gutes
Wachstum, das in allen Fallen nicht signifikant verschieden war. Dagegen war
eine Temperatur von 35 °C als Stress anzusehen, da im Vergleich zu unter 24
und 30 °C kultivierten Pflanzen eine signifikante Wachstumsrepression zu
verzeichnen war, wobei die GroRenzunahme der Pflanzen wahrend der Laufzeit
der Klimakammerversuche um bis zu 50% verringert war.

Bei der Mehrzahl der 35S-uidA transgenen Linien war kein Einfluss gemaligter
(30 °C) sowie hoher Temperatur (35 °C) auf die GUS-Aktivitat festzustellen. Fur
E51/2 konnte eine Abnahme der GUS-Aktivitat sowie fur E51/7 eine Zunahme
der GUS-Aktivitat gemessen werden. Dagegen reagierten die beiden rbcS-uidA
transgenen Linien E83/1 und E83/4 unter 35 °C signifikant mit einer Zunahme
der GUS-AKktivitat.

Eine UV-Behandlung fur funf Minuten erwies sich als schadigend fur die
Versuchspflanzen, was sich kurz nach der Behandlung in der Ausbleichung der
bestrahlten Blatter zeigte. Nach Beendigung der Klimakammerversuche war bei
der Kontrolllinie EschS in der Uberwiegenden Anzahl der Versuche keine
signifikante Reduktion des Grolenzuwachses festzustellen. Bei den transgenen
Linien E14/18 und E10/6, die hinsichtlich der GUS-Expression auch als
Kontrolllinien aufzufassen sind, zeigte sich jedoch ein hemmender Einfluss der
UV-Bestrahlung auf die GroRenzunahme. Die 35S-uidA transgenen Linien
zeigten mit Ausnahme von ES51/3 und E51/5 keine Beeinflussung ihres
Wachstums nach UV-Behandlung, was auch in allen Linien mit nicht signifikant
verschiedenen GUS-Aktivitdtswerten einherging. Dagegen reagierten beide
rbcS-uidA transgenen Linien E83/1 und E83/4 nach UV-Behandlung mit einer
signifikanten Verringerung der GroRenzunahme, allerdings ohne signifikante
Beeinflussung der GUS-Aktivitat. Wieder zeigte die Linie E83/3 Uberhaupt keine
Transgen-Aktivitat.

Ebenfalls konnte kein Einfluss einer vorher gesetzten Verletzung auf die GUS-
Aktivitat festgestellt werden.

Bei einer 35S-uidA transgenen Linie E51/9 konnte eine nur sehr geringe GUS-
Expression gemessen und somit eindeutig jeweils eine Geninaktivierung des
uidA-Gens festgestellt werden. In friheren Untersuchungen mit dieser Linie

wurde nach qualitativer GUS-Farbung von Blattern eine partielle Inaktivierung
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gefunden. Es wird vermutet, dass zwischenzeitlich eine fast vollstandige
Geninaktivierung eingetreten ist, da die gemessenen GUS-Aktivitaten immer
signifikant héher als die von nicht-transgenen Kontrollen waren.

e Dagegen zeigte die Linie E83/3 Uberhaupt keine GUS-Aktivitat. Im Southern-
Blot konnten drei Kopien festgestellt werden, was flr eine Transgen-
Wiederholung spricht. Da somit nach molekularen Untersuchungen diese Linie
das Ubertragene Gen besitzt und somit als gentechnisch verandert eingestuft
werden muss, wird angenommen, dass bereits kurz nach der Transformation
eine Geninaktivierung eingetreten ist.

e Die in den Linien E51/9 und E83/3 gefundenen Geninaktivierungen waren
bereits vor Beginn der Klimakammerexperimente eingetreten und sind somit
unabhangig von den Stressbedingungen der Klimakammerversuche zu sehen.
Die Inaktivierung des uidA-Gens ist in beiden Linien jeweils wahrscheinlich auf
die spezielle Situation am Transgen-Integrationsort, namlich das Vorliegen
einer Transgen-Wiederholung, zurlckzufuhren. Dieses Ergebnis bestatigt
entsprechende frihere Ergebnisse, die an 35S-rolC transgenen Pappeln
beobachtet wurden. Allerdings muss auch bemerkt werden, dass bei zwei
weiteren, 35S-uidA transgenen Linien, die ebenfalls eine Transgen-
Wiederholung am Insertionsort aufweisen, keine Hinweise auf Inaktivierung des

uidA-Gens selbst unter Stressbedingungen gefunden werden konnte.

Zusammengefasst wird festgestellt, dass die Expression fremder Gene in transgenen
Pappeln nach Applikation von Stress zwischen den verschiedenen untersuchten Linien
mit nur einer T-DNA Kopie variiert. Grinde fur die beobachteten linienabhangigen
GUS-Expressionsmuster kdnnen der unterschiedliche Promotor (rbcS versus 35S)
sowie jeweils verschiedene genomische T-DNA-Integrationsorte sein. Das Vorliegen
einer Transgen-Wiederholung am Insertionsort (zwei T-DNA Kopien) kann, muss aber

nicht zwingend zu einer Inaktivierung des Transgens fuhren.
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