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I. Einleitung

l. Einleitung

1. Die Samenentwicklung bBisum sativum

Die Samenentwicklung ist eine wichtige Phase in Eetwicklung von hdheren Pflanzen.
Nach der Bestaubung entsteht durch VerschmelzumgEdeelle mit einem der beiden
Spermakerne die diploide Zygote, aus der sich aebrifo entwickelt. Durch Querteilungen
der Zygote bildet sich zunachst ein Zellfaden, Beoembryo. Aus dem einen Ende des
Proembryos entwickelt sich der eigentliche Embiie. restlichen Zellen haben die Funktion
eines Embryotragers. Der Embryo differenziert ia Hieimblatter, das Sprofimeristem und
die Wurzelanlage.

Der wachsende Leguminosensame besteht aus der nalater Samenschale und den
Befruchtungsprodukten Endosperm und Embryo. Dieviektung der Samenschale beginnt
bereits vor der Befruchtung. Die Embryogenese dguiminosen ist unterteilt in drei Phasen
mit hohen Wachstumsraten, die jeweils durch zwesBh mit niedrigen Wachstumsraten
unterbrochen werden (Hedley and Ambrose, 1980)Xdn ersten Phase erfolgt die aktive
Zellteilung des Endosperms, wahrend in der zweiintwicklungsphase die Embryogenese
stattfindet. Die dritte Entwicklungsphase ist clkéeasiert durch Zellstreckung, welche die
Reifung des Samens einleitet.

Wahrend der Samenentwicklung der Leguminosen welRkservestoffe in die Kotyledonen
eingelagert. Die Entwicklung der Leguminosensamannkauch unterteilt werden in die
Vorspeicherphase, Speicherphase (Reifung) und distrécknungsphase (Webet al.,
2005). Die Vorspeicherphase ist charakterisiertldw@ine hohe Zellteilungsaktivitat (Smith,
D. L., 1973). In diesem frihen Entwicklungsstadikamtrolliert die Samenschale den Fluss
der Metabolite. Hierbei spielen zellwandgebundeneeitasen eine entscheidende Rolle.
(Weberet al., 1995). Diese spalten Saccharose in Hexosen, desssport in den Embryo
durch Transportproteine vermittelt wird (Webstral., 1997). Junge Embryonen erzeugen
ATP Uber Respiration, welches durch den ATP/ADPnsiakator in die Plastiden importiert
wird (Rawsthorne S., 2002). Im Ubergang von der sgeicherphase zur Speicherphase
beginnen die inneren (adaxialen) Kotyledonenzetéder Einlagerung von Speicherstoffen,
wahrend die dulReren (abaxialen) Zellen noch mdotaktiv sind (Webeet al., 2005). Dies
erzeugt einen Entwicklungsgradienten im reifendamé&h. Wéahrend der Umwandlung von

meristematischen Zustanden in hochspezialisiepegcBergewebe initiiert ein Netzwerk von
1



I. Einleitung

Regulatoren wie Saccharose (Koch, 2004; Smeek808) 2ABA (Radchulet al., 2006), GA
(Swain et al.,, 1995) und Kinasen wie z. B. SnRK1 (Radchek al., 2006) auf
transkriptioneller und post-transkriptioneller Ebedie Speicherung von Reservestoffen.
Saccharose ist nicht nur die Transportform des &uwdibffs, sondern auch ein Signalmolekdil.
Sie aktiviert auf transkriptioneller Ebene die EmeySaccharosesynthase und ADP-Glucose-
Pyrophosphorylase (Heimt al., 1993; Webeet al., 1998). Die Genexpression der Enzyme
Saccharosephosphat-Synthase (SPS) und PhosphaenalpyCarboxylase (PEPC) wird
ebenfalls durch Saccharose beeinflusst (Webeal. 1996a; Golombelet al., 1999). Durch
die erhohte Aufnahme von Saccharose in die Embryamied die Zellstreckung und die
Endopolyploidisierung induziert (Webegt al., 1996b). Wahrend der Ubergangsphase
differenzieren die embryonalen Zellen zu photosgtisich aktiven Geweben, die Energie in
Form von ATP durch Photosynthese erzeugen. Deh&h®TP-Gehalt erlaubt die Synthese
von Starke und Proteinen. Dabei werden vor allemta®&hin und/oder Asparagin Uber das
Phloem importiert (Miflin, B.J. and Lea P.J., 1977pie mRNA-Expression der
Aminosauretransporter korreliert mit dem Beginn &eoteinspeicherung (Mirandet al.,
2001). Die C-Geruste der Aminosaurebiosynthese everdurch die Reaktion der PEPC
erzeugt (Turpinet al., 1990). Zusatzlich zu den Aminoséauretransportererden die
Peptidtransporter wahrend der Samenentwicklung k stexpremiert. Diese werden
wahrscheinlich durch andere Metabolite und/odereSeenzsignale reguliert (Mirandgal.,
2003).

2. Kohlenstoff- und Stickstoff-Metabolismus sindyen
miteinander verknupft

Fur die Embryoentwicklung werden Assimilate in Fomon Aminoséuren und Saccharose
bendtigt. Wahrend der SpeicherphaseMsim sativum werden die Assimilate in Starke und
Proteine umgewandelt und im Samen eingelagert.Allenzen als autotrophe Organismen
erzeugen die Kohlenhydrate durch Assimilation varhkéndioxid in der Photosynthese. Bis
zu 55% des photosynthetisch fixierten Kohlenstofigsd bei der Stickstoffassimilation
bendétigt (Huppe & Turpin, 1994). Dies zeigt die endgerknupfung des Kohlenstoff- und
Stickstoffmetabolismus. Verschiedene Arbeiten abakaflanzen haben gezeigt, dass eine
reduzierte Kohlenstofffixierung nicht nur zu einéerminderung der Kohlenhydrate und der
organischen Sauren fuhrt, sondern auch zu einednigggem Aminosauregehalt (Madt al .,
1998, 2002; Kleiret al., 2000; Stitt & Krapp, 1999, Geiget al., 1998). Umgekehrt fihrt die

2



I. Einleitung

Reduktion der Nitratassimilation zu einer Vermindeg aller Aminoséauren, Kohlenhydrate
und Carbonsauren (Scheildeal., 1997b; Mattet al., 2001 a, b). Durch samenspezifische
Uberexpression der Aminosaurepermease VfAAP1Pisum sativum konnte ein enger
regulatorischer Zusammenhang zwischen C, N und AAtgestellt werden. Die
Mitochondrien haben bei der Kontrolle der Balanagszhen Kohlenstoff und Stickstoff eine
entscheidene Bedeutung (Weiggtlal., 2008).

3. Ammonium wird auf verschiedenen Wegen syntrestisi

Bei der Entwicklung der Pflanzen und Samen istkStaff ein limitierender Faktor. Etwa
99% des organischen Stickstoffes in der Biosphié@mmmt aus der Nitratassimilation (Huppe
& Turpin, 1994). Pflanzen nehmen mit Hilfe dreieufAahmesysteme Nitrat Gber die Wurzel
auf. Diese unterscheiden sich in den jeweiligen nabiekinetiken. Es existieren ein
niedrigaffines System (LATS) (Tsagt al., 1993; Huanget al., 1996; Lauteret al., 1996;
Touraineet al., 1997), ein konstitutiv exprimiertes hochaffings®m (CHATS) (Truemasat

al., 1996; Poat al., 1998) und eine induzierbares hochaffines SystelATS) (Aslamet al.,
1992). Das Nitrat wird in den Symplasten der Wuwrelén aufgenommen. Dort gibt es vier
Mdglichkeiten der Nutzung: (I) Reduktion zu Nitdurch die Nitratreduktase; (II) Efflux in
den Apoplasten der Wurzelzelle; (lll) Transport ubagerung in der Vakuole und (IV)
Transport in das Xylem fir die Translokation in arel Pflanzenorgane. Die Orte der
Nitratassimilation in der Pflanze variieren zwisglden Spezies (Andrews, 1986). Es werden
drei Gruppen unterschieden: (I) Pflanzen, die Misawohl in den Wurzeln als auch im
Spross assimilieren (einjahrige Nicht-Leguminosem@ligter Klimazonen); (Il) Pflanzen,
die Nitrat vorwiegend in den Blattern assimilief@mopische und subtropische Leguminosen
und Nicht-Leguminosen); (lll) Pflanzen, die Nitrabrwiegend in der Wurzel assimilieren
(mehrjahrige und einjahrige Leguminosen) (Margetest., 2005).

Die Reduktion des Nitrats erfolgt durch die Nitemluktase (NR) im Cytosol (Solomon and
Barber, 1990). Die Nitratreduktase wird streng fiegu Hierbei wirken Nitrat,
Kohlenhydrate und Licht induzierend auf die Genegpion. Um eine Akkumulation von
Nitrit im Dunkeln zu verhindern, erfolgt eine resdnle Phosphorylierung des Serinrestes 68.
Dadurch kdnnen Magnesiumionen und ein Inhibitogarot(NIP) an das Enzym binden,
wodurch das Enzym inaktiviert wird (Bachmarmh al., 1996). Glutamin und andere

Aminosauren haben eine repremierende Wirkung auEdzymaktivitat.
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Das entstehende Nitrit wird in den Plastiden dut@hNitritreduktase (NiR) zu Ammonium
reduziert (Leaet al., 1990a; Templet al., 1998). Die Leguminosen bilden eine Symbiose mit
Rhizobien, die in der Lage sind, atmospharischank&bff direkt zum Ammonium zu
reduzieren (Heichedt al., 1981; Schonbeckt al., 2000). Die Stickstofffixierung erfolgt in
den Wurzelknoéllchen der Leguminosen durch die A#dtvdes Nitrogenase-Komplexes
(Triplett et al., 2000; Gordoret al., 2001). Innerhalb des pflanzlichen Stoffwechselsteht
Ammonium in signifikanten Mengen vor allem bei ddrotorespiration (Keyst al., 1978),
bei der Phenylpropanoid Biosynthese und dem Amimes@tabolismus (Laret al., 1996).
Das aus verschiedenen Quellen anfallende Ammoniumssneffizient weiterverarbeitet

werden, da es eine toxische Wirkung auf die Pflameken hat.

NO;~  NO;”  NH,* N,
$ $ $ l Transport
NO,” NO,”  NH,* N,
NO," ]
l Reduktion
NH,*
ATP
Glu Glu
Assimilation
GIn 2-0G

Abb. 1 Nitrataufnahme, -reduktion und -assimilation in Pflanzen.
NR - Nitratreduktase, NiR — Nitritreduktase, GS ut&min-Synthetase, GOGAT — Glutamin-
Oxoglutarat-Aminotransferase

4, Die Ammoniumassimilation erfolgt durch zwei pidére
Enzyme im GS/GOGAT-Zyklus

Die Glutamat-Synthase (Glutamin-Oxoglutarat-Amiaasferase, GOGAT) und die
Glutamin-Synthetase (GS) sind Schlisselenzyme éeiAdsimilation von Ammonium im
pflanzlichen Stoffwechsel (Lea and Miflin, 1974;d e al., 1990a; Sechlegt al., 1992). Die
Glutamin-Synthetase katalysiert die ATP-abhangigmimderung von Glutamat, wobei
Glutamin entsteht. Der reduktive Transfer der Amighpe vom Glutamin auf das

Kohlenstoffgeriist 2-Oxoglutarat (2-OG) wird durche dGlutamat-Synthase katalysiert
4



I. Einleitung

(Boland and Benny, 1977). Hierbei entstehen zweilekide Glutamat. Das gebildete
Glutamat fullt den Glutamageol fur die Glutamin-Synthetase-Reaktion wieder aud ust
Ausgangsprodukt fur die Synthese weiterer Aminasdigowie anderer Stickstoff-enthaltener
Molekile. Beide Reaktionen werden auch als GS/GOQ@#HIus bezeichnet (Leat al.,
1990b). Im Phloemsaft wurden hohe Gehalte der beideninosauren Glutamin und
Asparagin gefunden, die als Transportform des Stidtes innerhalb der Pflanze fungieren
(Urquhartet al., 1982; Sieciechowicet al., 1988).

In héheren Pflanzen ist die Glutamin-Synthetase §E3C1.2) ein octamerisches Enzym von
320 — 380 kDa. Basierend auf ihrer subzellularekalisation konnten zwei Typen von
Isoenzymen nachgewiesen werden (McNally and Hit883). Die cytosolische Isoform
(GS1) wird von einer kleinen Genfamilie codierte glastidare Isoform (GS2) hingegen von
nur einem Gen (Tingest al., 1988; Standforet al., 1993). Die beiden Isoformen haben auch
eine unterschiedliche metabolische Funktion. Diasflare Glutamin-Synthetase ist
hauptséachlich fur die Reassimilation des Ammoniuaus der Photorespiration in den
Blattern zustandig. Ihre Gene werden durch Liclyuliert (Peterman and Goodman, 1991;
Elmlinger and Mohr, 1992). Die GS1 ist fur die Syede des Glutamins zustandig, welches in
die anderen Pflanzenorgane transportiert wird (Edswet al., 1990; Kamachet al., 1992).
Die Glutamin-Synthetase wurde charakterisiert igurainosen (Cockt al., 1991; Cullimore

et al., 1992), Arabidopsis (Peterman and Goodman, 1984is (Sakakibarat al., 1992) und
Tabak (Tingeyet al., 1987).

Von der GOGAT sind in hoheren Pflanzen zwei Isofenmbekannt. Eine Ferredoxin-
abhéangige, die Fd-GOGAT (EC 1.4.7.1) und eine NA&Btangige, die N-GOGAT (EC
1.4.1.14) (Gregersomt al., 1993; Lancienet al., 2000). Zuséatzlich zu ihrer Coenzym-
Abhangigkeit unterscheiden sich beide Isoenzymesittitlich ihrer Molekularmasse,
Enzymkinetik, Antigenizitdt und metabolischen Fuokt(Suzuki and Gadal, 1984; Avik
al., 1987; Sakakibaret al., 1991). Sie werden durch unterschiedliche Geneekipdverden
unterschiedlich reguliert und haben mdglicherweisterschiedliche evolutionére Urspriinge
(Valentinet al., 1993).

Die Fd-GOGAT st die Hauptform der GOGAT in grin&ewebe (Vancet al., 1995) und
konnte inArabidopsis thaliana (Suzuki and Rothstein, 1997ea mays (Sakakibareet al.,
1991),Pisum sativum undVicia faba (Wallsgroveet al., 1977) nachgewiesen werden. Die N-
GOGAT ist im Gegensatz zur Fd-GOGAT vor allem innd@lastiden von nicht
photosynthetischen Geweben wie Wurzeln und Leitblindon Bedeutung, bzw in den sich

entwickelnden Blattern und Samen. Vollstandige cD8Equenzen sind aedicago sativa
5
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(Gregersoret al., 1993),Arabidopsis thaliana (Lam et al., 1996) undOryza sativa (Goto et
al., 1998) bekannt. In den Wurzelkndllchen von Leguwsen ist N-GOGAT zusammen mit
der cytosolischen Form der Glutamin-Synthetase axreréen des Ammoniums beteiligt,
welches durch die Rhizobien exportiert wird (Temglal., 1998). In den Wurzelkndllchen
von Phaseolus vulgaris konnten zwei Isoformen der N-GOGAT nachgewieserder (Chen
and Cullimore, 1989).

5. Die Biosynthese der Aminosauren und deren koxaeple
Regulation in Pflanzen

Die Endprodukte der Nitratassimilation sind die Apsauren. Die Aminosauren sind die
Bausteine der Proteine sowie Vorstufen zahlreigifanzlicher Sekundéarstoffe. Ebenfalls
sind sie an der Nukleotid-Biosynthese beteiligt.nMmterscheidet die ,Hauptaminosauren”
und die ,kleinen Aminosauren®. Zu den mengenmalahr shéufig vorkommenden
Aminosauren (Hauptaminosauren) zahlen Glutaminta@at, Asparagin, Aspartat, Alanin,
Glycin und Serin.

Die zentralen Aminosauren fir die Biosynthese ehest durch verschiedene Trans-
Aminierungsreaktionen. Hierbei erfolgt eine redu&tiUbertragung der Amidgruppe von
Glutamat auf eine Dicarbonsaure. Die Bildung deanils erfolgt durch Transaminierung
von Pyruvat durch die Alanin-Aminotransferase (ALAHC 2.6.1.2). Bei der Reaktion der
Aspartat-Aminotransferase (ASAT; EC 2.6.1.1.) wiutiter Bildung von Aspartat die
Amidgruppe auf Oxalacetat Ubertragen. Aus Aspagtastehen Uber Zwischenstufen die
Aminosauren Threonin, Isoleucin, Methionin und loysAus der im GS/GOGAT-Zyklus
gebildeten Aminosaure Glutamat werden die Aminas@wrrolin und Arginin synthetisiert,
Uber die Zwischenstufe Glutamin entsteht Histiddie Enzyme Asparaginsynthetase bzw.
Glutamin-Synthetase katalysieren unter ATP-Verbnade Aminierung von Aspartat zu
Asparagin bzw. Glutamat zu Glutamin. Die Synthese Valin und Leucin erfolgt aus zwei
Molektlen Pyruvat. Die Aminosauren Glycin und Senarden hauptsachlich wahrend der
Photorespiration gebildet. Uber den Shikimatweg dear aus Erythrose-4-Phosphat und
Phosphoenolpyruvat die aromatischen Aminosauremy®dlanin, Tyrosin und Tryptophan
gebildet.

Die pflanzliche Aminosaurebiosynthese ist vor alldarch Feedback-Regulationsmechnis-
men reguliert. Beispiele hierfir sind von den Ansaoren bekannt, die vom Aspartat

abstammen. Die Aspartatkinase wird sowohl von Lydgauch von Threonin inhibiert. Von
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diesem Enzym gibt es zwei Isoformen, wobei eineisigrfir Lysin, die andere fir Threonin
ist (Azevedoet al., 1990). Die Aktivitdt des Enzyms Cystathioni®ynthase wird durch die
Menge an akkumuliertem Methionin beeinflusst (Kindd_eustek, 2000; Hesseal., 2001).
Das Schlisselenzym Dihydrodipicolinat-Synthase (%) wird durch die Aminosaure
Lysin inhibiert (Galili, 1995; Azevedat al., 1997). Das Isoleucin inhibiert die Threonin-
Desaminase (TD), welche den Initziierungsschrittr zisoleucinsynthese katalysiert
(Giovanelli et al., 1988; Szamosit al., 1994). Die Aminosauren Leucin und Valin wirken
inhibierend auf das Enzym Acetolactat-Synthase (Aldas aus zwei Pyruvatmolekilen
Acetolactat synthetisiert (Singh and Shaner, 1995).

Das bakterielle PlI-Protein, das regulatorischanfléss auf C- und N-Level in Bakterien hat,
wurde inArabidopsis thaliana (Smithet al., 2002) undOryza sativa (Sugiyameaet al., 2004)
identifiziert. Das PII-Protein aus Arabidopsis weiraufgereinigt und charakterisiert (Hseth
al., 1998). Das Protein bindet an 2-Oxoglutarat sowid¢® und bildet mit der N-acetyl-
Glutamat-Kinase (NAGK) einen Proteinkomplex (Sugigeet al., 2004; Cheret al., 2006).
Das Enzym spielt in der Argininsynthese eine wghti Rolle. Unter
Stickstoffmangelbedingungen zeigten PII-Mutanteneri erhohten Kohlenhydrat- sowie

einen reduzierten Ammonium- und Aminosauregehaltréfio-Méryet al., 2005).
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Abb. 2 Ubersicht tiber die Biosynthese von Aminoséaean in Pflanzen.
(aus ,Biochemistry & Molecular Biology of PlantdBuchanan — Gruissem — Jones, 2000)
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6. Viele verschiedene plastidare Transportprotsing fur
den Metabolitaustausch mit dem Cytosol notwendig

Plastiden sind pflanzliche Zellorganellen, welctmn WProplastiden abstammen. Diese nicht
ausdifferenzierten Plastiden sind im Meristem voor¥él und Spross zu finden. Sie sind
maternalen Ursprungs. Nach der Zelldifferenzierentstehen Chloroplasten, Leukoplasten
und Chromoplasten. Die Chloroplasten als Ort deotéddynthese enthalten im Stroma
assimilatorische Starke. Diese tagsuber gebild&iek& dient als Reserve fir die folgende
Nacht. Ebenfalls findet man haufig Plastoglobulie cus Lipiden und Plastochinonen
bestehen. Diese spielen unter Seneszenzbeding@ngerentscheidende Rolle. Nichtgrine
Gewebe wie z. B. Wurzeln oder Knollen enthalten Aoplasten, eine Sonderform von
Leukoplasten. Die Amyloplasten haben die Funktioon vStarkespeichern. Bei sich
entwickelnden Samen wird die assimilatorische $tarik den Chloroplasten und
Amyloplasten gespeichert. Die Chromoplasten singldeine Einlagerung von Carotinoiden
gekennzeichnet.

In den Chloroplasten sind verschiedene biochemiBgaktionswege lokalisiert, wie z. B. die
Photosynthese, Stickstoff- sowie Schwefelassinoitgti Fettsaurebiosynthese und
Aminosaurebiosynthese. In hoheren Pflanzen sindGhikoroplasten von einer doppelten
Membran umgeben. Durch integrierte, spezifische n3partproteine in der inneren
Plastidenmembran erfolgt die Selektion der Molekihdle bis jetzt charakterisierten
Translokatoren sind kerncodierte, hydrophobischéglikale Membranproteine. Im Genom
von Arabidopsis konnten ungefahr 140 putative mlas¢é Transporter identifiziert werden
(Schwackeet al., 2003). Diese Proteine werden als Vorlauferpretein cytosolischen Ribo-
somen synthetisiert, in die Chloroplasten importierd dort in die fertige Form prozessiert.
Fur den Chloroplastenimport ist eine N-terminalgn@isequenz notwendig.

Der Austausch von phosphorylierten Kohlenhydraté@namorganischen Phosphat (Pi) erfolgt
durch Phosphattranslokatoren (PTs). Es kdonnen Ki@ssen definiert werden: der Triose-
Phosphat/Phosphat-Translokator (TPT), der Phosphmanvat/Phosphat-Translokator
(PPT), der Xylose-5-Phosphat/Phosphat-Transloka(XiPT) sowie der Glucose-6-
Phosphat/Phosphat-Translokator (GPT). Im Arabide@@nom konnten sechs Gene
identifiziert werden, die fir Phosphattranslokatocedieren. Jeweils ein Gen codiert flr den
TPT und XPT, jeweils zwei Gene fur den PPT und GRTeiner EST-Bank vorPisum
sativum konnten homologe Gene fur die jeweiligen Vertredas Arabidopsis identifiziert

werden.
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Die Hauptaufgabe des TPT ist der Export von fieertTriosephosphat aus dem reduktiven
Pentosephosphatweg in das Cytosol. Der Phosphogoegi/Phosphat-Translokator
importiert Phosphoenolpyruvat (PEP) in die PlastideEP ist Vorlaufer flr die Synthese
aromatischer Aminosauren, von Fettsduren und Lipisewie von sekundaren Pflanzen-
stoffen (Fischeret al., 1997). Der XPT vorsorgt den oxidativen Pentossphat-Pathway
(OPPP) mit C-Gerusten in Form von Xylose-5-Phospekset al., 2002). Der Import von
Glucose-6-phosphat in die Plastiden fur Starkesgsghund OPPP erfolgt Uber den GPT.
Dieser wird vorwiegend in nicht-photosynthetischinadn Plastiden benétigt (Fischer and
Weber, 2002).

Ein weiteres Substrat fir die Starkesynthese ist PARlcose. Dieses wird bel
Monokotyledonen tber den ADP-Glucose/Adenylat-Tiaetor in die Plastiden importiert.
Bei Dikotyledonen erfolgt die Synthese von ADP-Glse in den Chloroplasten. Die aus dem
Starkeabbau frei werdende Glucose wird mittels sif@ucose-Translokators in das
Cytoplasma exportiert. Der Import von 2-Oxoglutarals C-Gerust fur die
Aminosaurebiosynthese erfolgt Uber den 2-Oxogliffdidat-Translokator (OMT). Die im

Cytosol (~ Plastid )
ATP Glu Glu > Aminosauren
>e< - >é<
Q
ADP 8 Mal Mal
Xyl5P 7 >é<
V]

Pi N N
QO 2-0G 2-0G

TrioseP ) N *
G6P % G6P TrioseP | TrioseP ——» Saccharose

Pi

ADP-Glc 76? Stérke Pi
i Pi

AMP

Glucose Glucose >§§<
Shikimatweg <&—— PEP PEP

J

Abb. 3 Transportproteine der inneren Plastidenmemban (modifiziert nach Fligge U.l., 1998)

AAT — ADP/ATP-Translokator; XPT — Xylose-5-phospitiosphat-Translokator; GPT — Glucose-6-
phosphat/Phosphat-Translokator; ADP-GIcT — ADP-@G8gtAdenylat-Translokator; GIcT — Glucose-
Translokator; DCT — Glutamat/Malat-Translokator; OM 2-Oxoglutarat/Malat-Translokator; TPT —
Triosephosphat/Phosphat-Translokator; PPT — PEB#Plad-Translokator.

ADP-Glc — ADP-Glucose; 2-OG — 2-Oxoglutarat; G6M5lucose-6-phosphat; Glu — Glutamat; GS —
Glutamin-Synthetase; GOGAT - Glutamatsynthase; Mal Malat; OPPP - oxidativer
Pentosephosphatweg; Pi — inorganisches PhospliasePr— Triosephosphat.
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GS/GOGAT-Zyklus synthetisierte Aminosaure Glutamétd dber den Glutamat/Malat-
Translokator (DCT) in das Cytosol exportiert. Dieo®/nthesewege in Plastiden sind sehr
energieabhangig. Uber den ATP/ADP-Translokator (AA®wie die Photosynthese werden
sie mit Energie in Form von ATP versorgt (Neuhetus ., 1997).

7. Isocitrat-Dehydrogenase und Aspartat-Aminotrarase
generieren 2-Oxoglutarat fir den GS/GOGAT-Zyklus

Die Isocitratdehydrogenase decarboxyliert Isocitat 2-Oxoglutarat (2-OG) unter
Verwendung eines Reduktionsaquivalentes. Es erastiewei Typen der Isocitratdehydro-
genase. Die IDH verwendet NAD als Cofaktor, die KBingegen NADP. (Lanciest al.,
2000; Hogdes, 2002). Die IDH ist ein Enzym des dnionsaurezyklus und kommt nur im
Mitochondrium vor. Verschiedene Isoenzyme der ICBtden im Cytosol, Mitochondrium,
Plastiden und Peroxisomen gefunden. Die genaueigdbgsche Funktion der ICDH ist
unbekannt (Gélveet al., 1999).

Fur die Produktion des 2-Oxoglutarats mit Hilfe dsocitratdehydrogenase gibt es zwei
Hypothesen. Das im TCA-Zyklus produzierte 2-OG asst die Mitochondrien Uber einen
Transporter und wird in die Plastiden importierts Andirekter Nachweis fur diese Theorie
kbnnte angesehen werden, dass nach Nitratzugabeurgef Nitratmangel gehaltenen
Tabakpflanzen eine koordinierte Expression der IDiH Genen des TCA-Zykluses, der
Nitratreduktion sowie der Ammoniumassimilation égto(Lancienet al., 1999). Das Citrat
des Tricarbonsaurezyklus wird in das Cytosol exedrtwo es durch die cytosolische
Aconitase in Isocitrat umgewandelt wird. Diesesrkan 2-OG durch die ICDH umgesetzt
und in die Plastiden importiert werden. In Tabakpflen mit einer Nitratreduktase (NR)-
Defizienz konnte eine signifikante Erhéhung von KGDBGS2, Fd-GOGAT, PEPC und PK-
Transkriptmengen beobachtet werden (Scheélal., 1997). Dies kann als funktionelle
Coordination der cytosolischen ICDH, GS2 und Fd-@OGinterpretiert werden. Nach
induzierter Seneszenz in Kartoffelblattern konntee eerhéhte ICDH-Aktivitdt gemessen
werden, obwohl alle Proteine abgebaut wurden (Fietual.,, 1995). Die ICDH kdnnte somit
eine Rolle bei der Remobilizierung der Proteine isosem Export der Aminosauren spielen.
Diese Argumente sprechen fir eine Beteiligung @®H an der 2-OG-Produktion fur die
Ammoniumassimilation. In Kartoffeln mit signifikanteduzierter ICDH-Aktivitat konnte

keine Veréanderung im Phanotyp, des C- oder N-Mdishas sowie der Aminosaure-
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Niveaus festgestellt werden (Kruse al., 1998). Das widerspricht einer Beteiligung der
ICDH am GS/GOGAT-Zyklus.

Die Aspartat-Aminotransferase (ASAT) generiert 2;0f@dem die Amidgruppe vom
Glutamin auf Oxalacetat Ubertragen wird. Die ASA@t keine Bedeutung sowohl im
Transport von Redoxaquivalenten als auch im Stdketnsfer auf das Transportmolekdl
Aspartat. Die Isoenzyme der ASAT sind in Plastidem,Cytosol, in Mitochondrien und in
Peroxisomen lokalisiert (Ireland and Lea, 1999),b&iodie cytosolische und plastidare
Isoform dominant in Pflanzen ist. Studien an desbAdopsis-Mutantasp2 zeigten, dass die
cytosolische Isoform verantwortlich fur die Aufbaines Aspartapools im Licht ist. Dieser
wird im Dunkeln zu Asparagin umgewandelt, welchis den Stickstofftransport innerhalb
der Pflanze verwendet wird (Schultet al., 1998). Wahrend der Entwicklung der
Wurzelkndllchen der Leguminosen konnte eine Erhghutes ASAT-Transkriptlevel
nachgewiesen werden. Dieser Anstieg liel3 sich aufEatpression der plastidaren Isoform
AAT2 zurickfihren (Vancet al., 1994). Dies weist auf eine erhdhte 2-OG-Produkaos

Oxalacetat hin sowie auf einen erhdéhten TransfarRedoxaquivalenten.
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ATP—. | Fil rrd —_ I,-f ¥ v |
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Abb. 4 Ammoniumassimilation im GS/GOGAT-Zyklus in Pflanzen.
(aus “Enzyme Redundancy and the Importance of 2gtarate in Higher Plant Ammonium
Assimilation”, Lancien et al., Plant Phys., 2C

11



I. Einleitung

8. Der plastidare Import von 2-Oxoglutarat durch de
2-Oxoglutarat/Malat-Translokator ist entscheidéinddie
Ammoniumassimilation

Die Dicarbonséure 2-Oxoglutarat wird in verschieztenZellkompartimenten wie im
Mitochondrium und/oder im Cytosol synthetisiert. rs&iedene mitochondriale 2-OG-
Translokatoren ausPanicum miliaceum fur den 2-OG-Export wurden isoliert und
charakterisiert (Tanigushi and Sugiyama, 1996).dbr inneren Chloroplastenmembran
wurden zwei Translokatoren identifiziert, die filendDicarbonsauretransport zustandig sind
(Woo et al., 1987a; Flugget al., 1988). Der 2-Oxoglutarat/Malat-Translokator (OMJIT1)
akzeptiert vor allem Dicarbonsauren (2-Oxoglutakéd)at, Succinat, Fumarat), wogegen der
Glutamat/Malat-Translokator (DCT, DiT2) noch zudigtr die Aminosauren Glutamat und
Aspartat transportiert. Es wurde ein 2-Translokdodell fir den Transport des 2-OGs und
des Glutamats postuliert (Weber and Fligge, 20@gr OMT transportiert das
Kohlenstoffgerist 2-OG in die Plastiden im Austdugegen Malat. Durch den GS/GOGAT-
Zyklus erfolgt die Aminierung des 2-OG zu Glutamaurch den DCT wird das Glutamat in
das Cytosol exportiert, wogegen Malat aus dem @yiagportiert wird Es erfolgt somit kein
Netto-Malat-Transport. Auf der Grundlage kinetisclgtudien fur verschiedene Substrate
wurde ein push-und-pull-Mechnismus fur den Dicad#ametransport vorgeschlagen (Yu and
Woo, 19923, b).

Durch eine Saulenchromatographie von Membranpretesowie Transportmessung mittels
Liposomen konnte 1993 durch Menzlaff und Fligge plastidare 2-Oxoglutarat/Malat-
Translokator (OMT) aus Spinat identifiziert werd&ie vollstandige cDNA des OMT codiert
fur ein hoch hydrophobes Protein mit 569 Aminoséuwiad einer molekularen Masse von
60,3 kDa (Webeet al., 1995). Es hat einen kalkulierten isoelektriscRemkt von 9,6 sowie
ein N-terminales Plastidenlokalisierungssignal. Mg T-Protein ist ein Dimer mit zwei
identischen Untereinheiten zu je sedhddelices. Zu den Dicarbonséauretransportern der
Mitochondrien konnte keine signifikante Ahnlichkdistgestellt werden (Taniguchi and
Sugiyama, 1996). Der 2-Oxoglutarat/Malat-Translokatonnte in weiteren Pflanzen wie
Arabidopsis thaliana (Taniguchiet al., 2002),Zea mays (Taniguchiet al., 2004),0ryza sativa
(Ohyanagget al., 2006) undSorghum bicolor (Renneet al., 2003) identifiziert werden.

Um die beiden Dicarbonsauretransporter im vegeatativ Gewebe funktionell zu
charakterisieren, wurden verschiedene MutantenugtzeDie Arabidopsis-Mutantelct,

welche nur unter hohen G®edingunen wuchs und einen verminderten Dicarbon-
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sauretransport hatte, wies einen Defekt im plastid&Glutamat/Malat-Translokator auf
(Somerville and Somerville, 1985). Eine ahnliche tMue wurde in Gerste beschrieben
(Wallsgroveet al., 1986). Die antisense-Repression des OMT in TdBttkbn hatte einen
verminderten 2-Oxoglutarattransport (Schneideszedl., 2006) zur Folge. Es kam zu einer
massiven Akkumulation von Glutamin, der Gehalt afut&nat und der restlichen
Aminosauren war reduziert. Der respiratorische Bhgn charakterisiert durch
Akkumulation von Ammonium sowie Ausbleichen der B8 wurde ebenfalls beschrieben.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der pasteln Funktion des OMTs in Blattern.

9. Zielsetzung der Arbeit

Leguminosen wie z. B. die Ackerbohnéda faba) und die ErbseRisum sativum) spielen in
der Landwirtschaft sowie in der Tierhaltung einehtige Rolle. Aufgrund der Symbiose mit
Bakterien der GattungRhizobium sind sie in der Lage, mit Hilfe dieser Bakterien
Luftstickstoff zu fixieren und der Pflanze als Ammiam zur Aminosaurebiosynthese zur
Verfigung zu stellen. Als einer der Hauptspeiclufstwerden in den Leguminosensamen
Proteine eingelagert. Die Verteilung der Metaboiite Samen wird vom Metabolismus
innerhalb der Speicherparenchymzellen reguliert.beDaspielen die Plastiden eine
entscheidene Rolle. Plastidare Biosynthesewege aim@ngig vom Import der Vorstufen
sowie der Interaktion zwischen den BiosyntheseweBsrsind eine Vielzahl von plastidaren
Translokatoren bekannt, die molekular sowie biodeeimcharakterisiert waren.

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss vaglastidaren Translokatoren auf
Transportprozesse der Metabolite wéhrend der Sameio&lung vonPisum sativum naher
untersucht werden. Hierfur sollte der 2-Oxoglutdfdalat-Translokator in Erbsensamen
funktionell charakterisiert werden. Hierflr sollttmansgene Linien erzeugt werden, in denen
der OMT eine verringerte sowie eine erhdhte Mei#tbahsportrate aufweist. Die veranderten
Metabolitflisse und Metabolitverteilungen geben ludt Uber den Einfluss auf den C/N-
Haushalt im Samen. Ein weiterer plastidarer Tradtar, der Phosphoenolpyruvat/Phosphat-
Translokator (PPT), sollte in Erbsensamen lberemige werden mit dem Ziel,

Metabolitflisse und Metabolitverteilungen zu verémd
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. Material und Methoden

1. Material

1.1. Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien wargen den Firmen Biozym Diagnostik
(Hess. Oldendorf), Difco (Detroit MI, USA), Duchefidiederlande), Fluka (Schweiz), Gibco-
BRL (heute Invitrogen, Paisley, Grof3britannien), rbke (Darmstadt), Roth (Karlsruhe),
Roche Diagnostics (Mannheim), Serva (Heidelbergdl @igma (Deisenhofen) bezogen.
Restriktionsenzyme wurden von MBI Fermentas (San-Rot) und Boehringer (Mannheim)
gekauft. Es wurde Tag-DNA-Polymerase von Roche magcs (Mannheim) eingesetzt. Die
verwendete Chromatographie-Matrix stammte von demd& Waters (Eschborn). Zur
Plasmid-Isolation sowie Gelelution wurden Kits d@mma Qiagen (Hilden) und Macherey-
Nagel (Duren) verwendet. Die verwendeten Nylonmemén, Labeling Kits fir die
Markierung der DNA-Sonden sowie die Radioaktivetgmmten von den Firmen Amersham
(Braunschweig), Hartmann Analytic (Braunschweigd @e Healthcare (Grol3britannien).

1.2. Gerate

Es wurden folgende Gerate von folgenden Firmen eedst:

7900HT Fast Real Time PCR System Applied Biosystem
Lichtmikroskop Axioskop Zeiss
Biofuge fresco, Biofuge 15, Multifuge 3 S-R Heraeu
BioPhotometer eppendorf
CelloShaker Variospeed Chemetron
Centrifuge 5415 C /R eppendorf
Cleanbench LaminAir HB 2448 Heraeus
Eagle-Eye® Il Still Video System Stratagene
Elektronenmikroskop 902 Zeiss
Elementaranalyseanlage Vario El IlI elementar
Analysesysteme
GmbH
Eraser raytest
Feinwaage LA120S, LC 2200 P Sartorius
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Gefriertrocknung Alpha 1-4 mit LDC-1M Martin Chris
Gefriertrocknung GmbH

Gene Amp PCR System 9700 Applied Biosystems

HBQ-Kammer (055770), Klimaschrank HPS 1500/S HesAébtsch

hp color LaserJet 3700 dn, hp scanjet 5590 Hewlatkard

HPLC-Anlage (AS-50 Thermal Compartment, AS-50 @xoifldstein)

Autosampler, EG40 Eluent Generator, ED50
Electrochemical Detector, GS50 Gradient Pump
Software Comeleon)

HPLC-Anlage (Gradientenpumpe, Entgasungsmodul, ewdbmbH
Gekuhlte Microtiterplatte mit Autosampler,
Fluorescencedetector 2475, Software EmPower)

Hybridisierungsofen OV5 Biometra

LS 6500 Multi-Purpose Scintillation Counter Beck@oulter GmbH

Mastercycler epgradient eppendorf

NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer pegLab

OKI Microline 320 Tube, 9 Pin Printer OKI

Perfect BlueTM Gelsystem Mini S pegLab

Perfect BlueTM Breitfromat Gelsystem Mini ExM peatl

Perfect BlueTM Gelsystem Maxi S & M pegLab

Phosphoimager FLA-5100 Fujifilm

Powersupply BIO 105 LVD Ce Biometra

Pflanzenzell-Kulturschrank RUMED® 1602 Rubarth Apgte GmbH

Refrigerated Vapo Trap RVT 100 Savat

Ruhrer IKAMAG® RH IKA

Schattler 3033 GFL

Schittler IKA-VIBRAX Typ VX 2E IKA

Series 900 mini-monitor Wellhéfer Dosimetrie

SLAB Gel Dreyer Appligene

Spectrophotometer UVIKON 900 Goebel Instrumentelle
Analytik

Tissue Lyser Quiagen/Retsch

Thermomixer 5436 / 5437 / compact / comfort eppehd

Univapo 100H Speedvac Uniquip

UV Stratalinker® 2400 Stratagene

Vortex Genie 2" Scientific Industries, Inc.

Wasserbadschttler 1083 GFL
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1.3. Organismen/Stamme

Escherichia coli

Stamm Genotyp Verwendung Referenz

DH5a F _, supE44 dlacU169, @80 lacZ Klonierung Clontech,
AM15), hsdR17, endAl, gyrA96, thi-1 Transformation Hanahan, 1983
relAl, recA56 Amplifikation

One Shot® F mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC®80  Klonierung Invitrogen

TOP10 lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD Transformation
139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL Amplifikation
(StR) endAl nupG

XL-1 Blue A4(mcrA)1834(mcrCB-hsdSMR-mrr)173In vivo Excision Stratagene,
MRF’ endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl La Jolla, USA
lac [F’ proAB lacl"z4M15 Tn10 (Té€)]

XLOLR A(mcrA)1834(mcrCB-hsdSMR-mrr)173In vivo Excision  Stratagene,
endAl thi-1 recAl lac [F’ proAB latZ La Jolla, USA
4AM15 Tn10 (T€e)] Su (nonsuppressing)

A" (lambda resistant)

Agrobacterium tumefaciens
Stamm Genotyp Verwendung Referenz

EHA101  Agropin/Succinamopin-Typ, L, Transformation Hooeét al, 1993
L-Succinamopin vir-Region, disarmed,
hypervirulent, kah

EHA105 Agropin/Succinamopin-Typ, L, Transformation Hooét al, 1993
L-Succinamopin vir-Region
(pTiBo5421T, A281), disarmed, hyper-
virulent, kari

AGL1 AGLO recA::bla pTiBo542T Mop’ CB® Transformation Lazet al, 1991

Arabidopsisthaliana
Bezeichnung Verwendung

Arabidopsis thaliand.. cv Columbia Transformation
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Nicotiana tabacum

Bezeichnung Verwendung
Nicotiana tabacunk. cv Samsun Transformation
Nicotiana tabacunt. cv Havana Transformation

Pisum sativum

Bezeichnung Verwendung
Pisum sativunti. cv Eiffel Transformation
Pisum sativunt. cv Erbi Transformation

Vicia narbonensis

Bezeichnung Verwendung
Vicia narbonensis.. Transformation
1.4. Anzucht von Pflanzen und Probennahme

Die Anzucht vonArabidopsis thaliand.. cv Columbia erfolgte im Klimaraum bei 20 °C, &6
Licht (8.000 lux) (Lichtphase) und 60-65 % relativeuchtfeuchte, und 18 °C, 8 h
(Dunkelphase). Fur die Transformation wurden P#gnzum Zeitpunkt der Blute verwendet
(vor dem Samenansatz) (Llogd al, 1986). Diese wurden nach der Agrobacterium-Indekt
fur 1 d liegend inkubiert, danach wieder aufrechstgllit. Die Samen der F1-Generation
wuchsen nach Stratifikation (2 d, 4 °C im Dunkeimyitro auf selektivem MS-Medium unter
Standard-Gewachshausbedingungen (16 h Licht [1mBdei 22 °C; 8 h Dunkelheit, keine
Veranderung der Temperatur).

Die Anzucht der Tabakpflanzen erfolgte unter glerciBedingungen wie die vdkrabidopsis
thaliana (siehe oben). Die Blatter von 4 Wochen-alten R#gn wurden fur die
Transformation mitAgrobacterium tumefaciengerwendet. Die transformierten Explantate
sowie Jungpflanzen wurden auf selektivem Mediumikelt. Nach dem Umsetzen in Erde
erfolgte das weitere Wachstum im Gewachshaus (1i6ht bei 21 °C, 8 h Dunkelheit bei 19
°C).
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Die Erbsenpflanzen fur die Transformation wuchserder Klimakammer bei einem 16 h
Licht (19 °C, 25.000 lux)/ 8 h Dunkelheit (16 °Cydus auf, bis die Samen das Stadium mit
dem maximalen Gewicht erreicht hatten. Die Embriaxtesse dieser Samen wurde dann fur
die Transformation mittel®\grobacterium tumefaciengerwendet (Saalbachkt al, 2001,
Schroedeet al, 1993). Die Explantate wurden im Klimaschrank (ilbicht bei 22 °C, 2.000
lux, 16 °C in der Dunkelphase) auf MS-Medium mibBphinotricin unter Sterilbedingungen
weiter kultiviert. Aus den Explantaten sich entwatide Jungpflanzen wurden auf Wurzeln
alterer Erbsenpflanzen gepfropft. Diese wuchsem d@anler Klimakammer bei 16 h Licht (18
°C, 25.000 lux), 8 h Dunkelheit (16 °C) weiter.

Zur Untersuchung der transgenen Erbsenpflanzenendisd F1-Generation unter veranderten
Bedingungen (16 Licht bei 22 °C, 25.000 lux, 8 mkeiheit bei 20 °C) vorkultiviert. Nach 2
Wochen Wachstum erfolgte die Probennahme von Biéttas Umtopfen sowie das weitere
Wachstum unter Standardbedingungen (16 Licht b&éC125.000 lux; 8 h Dunkelheit bei 16
°C). Die antisense-Pflanzen wurden ab dem Tag déteBbei erhdhter Temperatur
weiterkultiviert (16 h bei 23 °C, 18.000 lux, 8 ruiikelheit 16 °C; 70 % Luftfeuchte). Die
Bliten der selbstbestaubenden Pflanzen wurden istadd voller Blite etikettiert. Ab dem
12. day after flowering (DAF) wurden Samen zur esdh Analyse geerntet. Von jeder Hulse
wurden die mittleren Samen entnommen, die Samelesemdfernt, das Gewicht bestimmt

und sofort im flissigen Stickstoff eingefroren. imben wurden bei — 80 °C gelagert.

1.5. Plasmide und Primer

Plasmid Verwendung Quelle

pBluescript Il KS+ Klonierung Stratagene, La JoUWSA
pBK-CMV Klonierung (cDNA-Bank) Stratagene, La JoIlaSA
pPpCR®2.1-TOPO® Klonierung invitrogen, Paisley, UK
PCR®4-TOPO® Klonierung invitrogen, Paisley, UK
pBar Klonierung, Expression Dr. Isolde Saalbach

Die Primer wurde von der Firma metabion internaloAG (Martinsried) bezogen. Die

Sequenzierungen wurden von der Firma AGOWA GmbHiiiBedurchgefuhrt.
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Primer Basenfolge 5’ - 3

Verwendung

PCR®2.1-TOPQCR®4-TOPO

T3 AATTAACCCTCACTAAAGSG

T7 (prom) GTAATACGACTCACTATAGEG
M13-24F CGCCAGGGT TTTCCCAGTCACGAC
M13-24R AGCGGATAACAATTTCACACAGA

Genome Walking mit BD GenomeWalk¥rUniversal Kit

GSP1 GACAAATCAGCCATGGAATTGGATCGCC
GSP2 GCCGCGAGAAT GCAGCAACGAAGGGTAG

Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung

Sequenzierung

Genome Walking

Genome Walking

Antisense-Konstrukt des Oxoglutarat/Malat-Transloaudisum sativum

OMTforBamH1  AAGGATCCGGTATTTTGGTTCTCCTATACTT
BanHI

OMTrevBamH1  AAGGATCCTTACCACAAGCCAATGECTT
BanHl

Klonierung in pBar
PCR-Nachweis

Klonierung in pBar
PCR-Nachweis

Sense-Konstrukt des Oxoglutarat/Malat-TranslocaaasArabidopsis thaliana

AtOMTBamH1for AATGGATCCCGCCGACGACGCTACAAC
BanHlI

AtOMTBamH1rev CGAGGATCCAAGATTGGTGTATGGTGGICC
BanHl

AtOMT367-393 CCCGACGATGGT GECGAGGAAGATCGC

Sense-Konstrukt des PEP/P-TranslocatordBaassica oleracea

BoPPTBamH1for CTAGAATCCCAGATCTCCCACGATGCAG
BanHI

BoPPTBamH1rev CGCGGAT CCAGTAGCAGATAGI TTGCTTAG
BanHl|

Klonierung in pBar
PCR-Nachweis

Klonierung in pBar
PCR-Nachweis

Sequenzierung
PCR-Nachweis

Klonierung in pBar
PCR-Nachweis

Klonierung in pBar
PCR-Nachweis

Sense- und antisense-Konstrukt der Cytokininoxidasfisum sativum

PsCKXBamH1for CCAGGATCCGAAATCAAGAAACAATGCEC
BanHl

PsCKXBamH1rev CTAGGATCCATTTTGI TTGCTGCTGCATTACAT
BanHl

Legumin B4-Promotor augicia faba
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LegB4prom+ ACAGTGATTTGCAAAGAGTAGATG

LegB4rev TATATTCTTTTGICTTTCATCT

Promotor des USP(unkown seed protein)-Genvigcis faba

USPSmalfor ATACCCGGGCTGCAGCAAATTTACACATT
Smil

USPBamH1lrev  CGCGGATCCCTGGECTATGAAGAAATTATAA
BanHI

Octopine synthase (ocs) Terminator

OCSfor ACACCGAGCGGCGAACTAATAACG
OCS_240b CGTAACTTTCGGTAGAGC

Real time guantitative PCR

gRT-1272for AACCTTATGGGECGECCTTACT
gRT-1322rev AAAACACT GGAGCTGACCCAA

PsActin774-794forATGCCCTGAAGT TCTGT TCCA

PsActin830-810revI GGATACCCGGAGATTCCATG

Klonierung in
PCR-Nachweis

Klonierung in
PCR-Nachweis

Klonierung in
PCR-Nachweis

Klonierung in
PCR-Nachweis

PCR-Nachweis
PCR-Nachweis

gRT-PCR-Nachweis
gRT-PCR-Nachweis
gRT-PCR-Nachweis
(Quantifizierung)

gRT-PCR-Nachweis
(Quantifizierung)
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2. Methoden
2.1. Molekularbiologische Methoden
2.1.1. Isolierung von genomischer DNA

Die Methode zur Isolierung genomischer DNA wurdengckelt von P. M. Rogowsket al,
1991 und entsprechend den Ausgangsmaterialen wad@) mg Pflanzenmaterial wurde in
flissigem Stickstoff mittels Stahlkugel und Schwinighle zerkleinert und anschlieRend in
gleichen Teilen Extraktionspuffer und Phenol/Chform/Isoamylalkohol (25:24:1, viviv)
resuspendiert. Diese Suspension wurde 2 Minuteer sténdigem Schitteln inkubiert. Nach
anschlieRender Zentrifugation bei 5.000 rpm fir iBen wurde der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefald tberfihrt und mit 1/10 Vol. 3 M Natracetat (pH 5,2) und 1 Vol.
Isopropanol versetzt. Es folgte ein weiterer Zémggationsschritt (10 min, 15.000 rpm, 4 °C),
zur Pelletierung der DNA. Das DNA-Pellet wurde md %igem Ethanol gewaschen und
danach in sterilem Wasser aufgenommen. Zur Entfigyruon RNA aus der genomischen
DNA folgte eine RNAse-Behandlung (40 pg/ml RNAsél'l, pH 8,0) fir 30 Minuten bei 37
°C. Die genomische DNA wurde weiterverwendet od@20 °C gelagert.

Eine weitere in dieser Arbeit verwendete Methode Igolation genomischer DNA ist die
Methode von Edwardst al. 1991. Hierbei werden die Zellen mittels SDS authésssen,
und die DNA durch Zugabe von 5 M Kaliumacetat usdpropanol wird ausgefallt. Es
erfolgt keine Abtrennung von Proteinen mittels Ri#&@hloroform. Nach dem Waschen mit
Ethanol wird das DNA-Pellet in Wasser aufgenomnfarigrund der Verunreinigungen kann
die DNA fur Southernblot-Analysen nicht verwendedrden und ist nur fir Analysen mittels
PCR verwendbar.

Um hochreine genomische DNA zu erhalten, wurdeMighode von Saghai-Maro#t al,
1984 verwendet. Nach Zellaufschluss und AbtrenndergProteine wird die obere wassrige
Phase mit kaltem 96 %igem Ethanol versetzt undsidér bildende DNA-Strang wird mittels
eines Glasstabes aufgenommen. Es folgt eine nogenBhenol/Chloroform-Behandlung
sowie die Fallung durch 7,5 M Ammoniumacetat urmptepanol. Nach dem Waschen mit
Ethanol und Aufnahme des Pellets in Wasser wirdbiN& mit RNAse behandelt.
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2.1.2. Isolierung von Gesamt-RNA und mRNA

Zur Transkriptanalyse muss zunachst RNA prapanertien. Von grundlegender Bedeutung
ist dabei der Ausschluss von RNasen (Tragen voat3icandschuhen, Verwendung RNAse-
freier Materialen und Lésungen).

Die Methode zur RNA-Isolation wurde beschrieberHgm et al, 1993 und entsprechend
des Materials variiert. 200 mg in flissigem Stioksschockgefrorenes Gewebe wurden im
Morser zerkleinert und mit jeweils 700 ul Extraktspuffer und Phenol/Chloroform/Isoamyl-
alkohol (25:24:1, viviv) versetzt. Nach anschlieflEn2minitiger Zentrifugation bei 13.000
rpm sowie nochmaliger Phenol/Chloroform-Extraktwarde die obere wassrige Phase mit
1/10 Vol. 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol. 96%igenOEt versetzt. Die RNA fallt man far
eine halbe Stunde bei -80 °C. Durch 5minltige Zfergation bei 13.000 rpm wurde das
Préazipitat pelletiert. Das Losen des Pellets in ¥aserforderte 2-3 Stunden. Nach
nochmaliger Zentrifugation wurden dem Uberstand 004 M LiCl zugegeben. Dieser
Fallungsschritt erfolgt Uber Nacht auf Eis. Dasld®elvurde nach der Zentrifugation bei
13.000 rpm fur 15 Minuten mit 2 M LiCl sowie mit Z)gem Ethanol gewaschen und in
RNAase freiem Wasser aufgenommen.

Die gewonnene Gesamt-RNA kann flir verschiedene Ksveerwendet werden. Fur die
Herstellung einer Phagen-cDNA-Bank muss aus deaeRNA mRNA gewonnen werden.
Hierfur wurde der Dynabeads® mRNA Purification Kérwendet. Die Durchfiihrung ist dem
Kit-Handbuch der Firma Dynal Biotech zu entnehmnfechltiisselkomponenten sind die oligo
(dT)sPrimer, die an superparamagnetische Polystyrolkugebunden sind. Der Poly-A-
Schwanz der mRNA bindet kovalent an die Poly-T-&etund kann dadurch vom Rest
separiert werden. Nach Abtrennung der mRNA von Hely-T-Ketten kann diese fur die
cDNA-Synthese verwendet werden.

2.1.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaureigsn

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren wulse Messung der optischen Dichte
(OD) verwendet. Die Nukleinsauren besitzen ein akiaristisches Absorptionsmaximum bei
260 nm, welches auf der Absorption der aromatisdRieige der Basen beruht (Bioanalytik,
2006). Mit Hilfe der Beziehung Olgynm = 1 = 50 pg/ml fiur doppelstrdngige DNA sowie

OD2sonm= 1= 40 pg/ml fir RNA ist es moglich, die Konzentratimn berechnen.
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c Hy _ ODge0 LEOLVF bzw umol/ | _ _ODaeo [BOLVF
ul 1000 : ul | 1000CM,(DNA)

Zur Bestimmung der Reinheit kann man das Verhaltars ODygonm und ODRgonm (OD2sonm

OD2gonmy berechnen. Ein Verhéltnis von 1,8 — 2 weist auheeiproteinfreie

Nukleinséurelésung hin. Jedoch ist dieses Vertgkon pH-Wert und Salzgehalt abhangig
und kann deshalb sehr variieren (Wilfinget al, 1997). Fur die photometrische
Konzentrationsbestimmung benotigt man relativ BIA bzw. RNA (> 0,25 pg/ml).

Um geringe Mengen an DNA abschatzen zu konnen, evueth Agarosegel mit

Ethidiumbromid verwendet (Nachweisgrenze bei ca. r2§). Zur Abschétzung der

Konzentration kann eine Verdinnungsreihe von DNAabater Konzentration eingesetzt

werden.
2.1.4. Hybridisierungsexperimente
2.1.4.1. Southern-Analyse

Bei der Southern-Hybridisierung werden DNA-Fragneentdie vorher mittels
Restriktionsenzymen erzeugt wurden, mittels Getebgkorese entsprechend ihrer Lange
aufgetrennt und auf eine Membran fixiert. Durch Higisierung mit markierten Sonden
werden einzelne Fragmente spezifisch nachgewiéseieser Arbeit wurde die von Southern
(1975) entwickelte Methode in modifizierter Form rwendet. Dafir wurden 15 pg
genomischer DNA mit 10 pl Restriktionsenzym (10 lJ/mersetzt und inkubiert. Die
Fragmente wurden in einem 1%igen Agarosegels aefget Zur Vorbereitung der
Ubertragung auf eine Membran erfolgte eine Behanglldes Geles mit 0,25 M HCI zur
Depurinierung sowie weiterer Fragmentierung der DIgéfolgt von einem Denaturierung-
und Neutralisierungsschritt (Meinko#t al, 1984). Die DNA wurde durckemi-dryblotting
mit 20x SSC-Puffer auf eine Nylonmembran Hybond (&E Healthcare) transferiert. Nach
UV-Fixierung der DNA erfolgte die Prahybrisierungti@hurch-Puffer (Churclet al, 1984).
Die DNA-Sonde wurde mit radioaktivena{?P ]-dCTP (Amersham & Hartmann Analytic)
und dem Rediprime Il Random Prime Labelling Sys{@®& Healthcare) markiert (Feinberg
et al, 1983; Feinberget al, 1984). Die Hybridisierung wurde bei 65 °C UbercNa
durchgefuhrt (Sambrooét al, 2001). Am nachsten Tag wurde die Membran drefiira20
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min mit vorgewarmter Spullosung gewaschen. Die Aartung erfolgte autoradiographisch
mittels des Phosphoimagers (FLA-5100, Fujifilm).

2.1.4.2. RNA-Gelblot-Analyse

Bei der Northern-Hybridisierung wird denaturiert®R auf eine Membran fixiert, und mit
markierten Sonden werden spezifische Transkripthgewiesen. Hierfir wurde pro Spur 10
Hg RNA in einem denaturierenden 1%igen Agaroselgétrephoretisch aufgetrennt (Davis
et al, 1986) und auf eine Nylonmembran Hybond N+ (GE Itheare) mittels desemi-dry
Methode geblottet (Sambroadt al, 2001). Die folgende Immobilisierung der RNA durch
UV-Licht auf die Membran (Khandjianet al, 1987) sowie Prahybridisierung und
Hybridisierung mit der radioaktivof**P ]-dCTP (Amersham & Hartmann Analytic)
markierten Sonde erfolgte wie bei der Southern-gs@beschrieben. Die Auswertung wurde
ebenfalls Gber den Phosphoimager durchgefuhrt.wantifizierung des Northern-Signales
(siehe Rolletscheket al, 2007) wurde 25S-RNA verwendet. Die Auswertung des
Autoradiogramms erfolgte mittels der Software ,Aittaage Analyzer v.4.06" der Firma

raytest IsotopenmeRgerate GmbH.

2.1.5. Erzeugung, Klonierung und SequenzierungdiA-Fragmenten

Die zu klonierenden DNA-Fragmente wurden entwedarchl Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) oder durch Restriktion von entsprechendesniitien gewonnen. Die PCR wurde nach
Sambrook et al., 2001 durchgefiihrt. Als thermos&abBiNA-Polymerase wurde die Tag-
Polymerase verwendet. Das PCR-Produkt wurde mittis Kits ,QIAquick PCR
Purification Kit* (Qiagen, http://www1.qgiagen.congereinigt oder durch Auftrennung in
einem Agarosegel mit anschlie3ender GelelutionHitie der Kits ,,QlIAquick Gel Extraction
Kit“ (Qiagen) oder ,QIAEX Il Gel Extraction Kit* (@gen).

Die sequenzspezifische Spaltung doppelstrangigeA DNt Restriktionsenzymen wurde
unter Beachtung der vom jeweiligen Hersteller erhjgioen Pufferbedingungen und
optimalen Inkubationstemperaturen durchgefiihrtjezti pg DNA wurde 1 bis 5 U Restrik-
tionsenzym zugesetzt und bei 37 °C fur mehrere Mmu(Fast Digest, Fermentas,

http://fermentas.selfip.net/fermentas-shoder mehrere Stunden inkubiert. Die Isolation und

Reinigung gespaltener DNA erfolgte nach gelelekioyptischer Auftrennung durch Elution
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der Fragmente. Zur Entfernung von Restriktionsereyrsowie Nukleotiden wurde der Kit
»QIAquick Nucleotide Removal Kit* (Quiagen) verwegid

Die bei der PCR eingesetzte Tag-Polymerase hangt 3&ilberhangendes Adenosin-
Nucleotid an das PCR-Produkt an. Das ermdglicht ldgation der Fragmente in die
PpCR®2.1-TOPO®- oder pCR®4-TOPO®-Vektoren uber dieopdisomerasefunktion
entsprechend den Angaben des Herstellers (Invitrob#p://www.invitrogen.com Der

Ligationsansatz wurde durch Hitzeschock-Behandimn®ne Shot® TOP1(E. coliZellen
transformiert (Hanahan D., 1983). Mit Hilfe derRerpaare M13-24F/M13-24R und T3/T7
(prom) erfolgte die Sequenzierung des amplifizier®oduktes durch die Firma AGOWA
GmbH, Berlin.

Weitere DNA-Fragmente wurden mittels T4-Ligase misprechend linearisierte Vektoren
kloniert. Hierfir wurden der ,Rapid DNA Ligation Ki(Fermentas & Roche) verwendet. Fir
den Ligationsansatz wurde das Fragment mit derordBNA in einem molaren Verhaltnis
von mindestens 3:1 gemischt. Die Ligation erfolgtieé 5 U T4-Ligase tber Nacht bei 4 °C.
Um die Effizienz der Ligation zu erhdhen, wurde dieearisierte Vektor mit ,Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP)" (Fermentas) fur 30 Menwei 37 °C dephosphoryliert.
Anzucht und Umgang mE. coli erfolgte wie in Sambrookt al, 2001 beschrieben. Fur die
Transformation der Bakterien wurde die Hitzeschoettrade angewendet (Hanahan D.,
1983). Fur die Plasmidextraktion und -reinigung &us coliZellen wurden die Kits
,QIAprep® Spin Miniprep Kit* (Quiagen) und ,Nucle@i® Extract 11" (Macherey-Nagel)
verwendet. Eine weitere Methode zur schnellen Rs@paration von Birnhoiret al, 1979
wurde ebenfalls angewendet.

2.1.6. Generierung einer cDNA-Phagen Bank

Aus sich entwickelnden Samen vBisum sativunwurde Gesamt-RNA isoliert. Mittels des
.Dynalbeads® mRNA Purification Kit* der Firma Dynaturde mRNA fir die cDNA-
Synthese gewonnen. Fur die cDNA-Synthese sowidligirGenerierung der Phagen-Bank
wurden der ,ZAP Express® cDNA Synthesis Kit and ZBRpress® cDNA Gigapack® llI
Gold Cloning Kit* sowie ,Gigapack® Il Gold Packagy Extract, Gigapack® Il Plus
Packaging Extract, and Gigapack® Ill XL Packagingtr&ct® der Firma Stratagene
(http://www.stratagene.converwendet. Aus 5 pg poly(ARNA wurden cDNA-Fragmente

generiert. Die Fragmente wurden rhltunt endsversehen, miEcoRI-Adaptoren ligiert und

phosphoryliert. Zur gerichteten Klonierung in de®\RZ Express® Vector mussten die
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Fragmente miXhd gespalten werden. Um die Qualitat der Bank wedteerhdhen, wurden
die cDNA-Fragmente Uber eine Gelfiltrationsdule miSepharcry®  S-500

(http://www.invitrogen.cop der Gr6Re nach aufgetrennt. Aliquots aus den tieran

wurden auf einem denatuierenden RNA-Gel elektrogtisoh aufgetrennt, um zu entscheiden
mit welchen Fraktionen weiter gearbeitet werdertesoEs folgte eine Phenol/Chloroform-
Aufreinigung der ausgewahlten Fraktionen zur Entieg von Proteinen. Die gereinigte
cDNA wurde mittels T4-Ligase in den ZAP Express®ciée kloniert, und die cDNA-Bank
in die XL1-Blue MRF’-Zellen transformiert. Der Titeder Bank wurde mittels einer
Konzentrationsreihe bestimmt.

Um spezifische cDNA-Fragmente in der Bank zu findemrden auf Agar-Platten mit
Kanamycin (50 mg/l) jeweils ca. 50.000 Klone autt@et. Mit Hilfe des EST-Klones
PSC35H04 wurden Doppelfilter hybridisiert und dur8bgleich dieser die Positivklone
bestimmt. Der Titer der ausgestochenen Positivklangde nochmals mit Hilfe einer
Konzentrationreihe ermittelt. Diese Klone wurdenesrt ausplattiert und mit dem Fragment
hybridisiert. Mit eindeutig positiven Klonen wurdke in vivo Exzision durchgefuhrt, wobei
durch Zugabe eines Helferphagens aus dem ZAP E®nrésctor der pBK-CMV Phagemid-
Vector gebildet wurde, um eine MassenvermehrungelaiBakterien erreichen zu konnen.
Die Fragmente im pBK-CMV-Vector wurden mit den Tiad T7-Primer durch die Firma
AGOWA GmbH, Berlin vollstandig sequenziert. Die &iten zur Generierung der cDNA-

Phagen Bank wurden durch die Technische Assist&idm Fessel unterstitzt.

2.1.7. Genome Walking

Zur Vervollstandigung einer DNA-Sequenz kann dietiee des ,Genome Walking®
angewendet werden. Als Ausgangsmaterial wurde tqtiglihochwertige genomische DNA
genutzt (Saghai-Marofét al, 1984). Es wurde der ,BD Genome WalkétUniversal Kit"

der Firma BD Bioscience Clontechhtip://www.bdbiosciences.comverwendet. Die

Qualitatskontrolle der DNA erfolgte durch einen ¥au der extrahierten genomischen DNA
sowie einer Kontroll-DNA (menschliche genomische A)Nmittels des Restriktionsenzyms
Dral. Durch vierblunt-endschneidene Restriktionsenzymiargl, EcoRV, Pvul und Stul)
erfolgte die Generierung von 4 genomischen Bankain3@ °C Uber Nacht. Parallel dazu
wurde die Kontroll-DNA ebenfalls tiber Nacht ni#vul verdaut. Nach Uberpriifung des
Verdaues wurden die Enzyme mittels einer ChlorofBtmenol-Extraktion entfernt. Eine

erneute Kontrolle erfolgte auf einem 1%igem Agagete An die gereinigten DNA-
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Fragmente wurden die BD GenomeWalker AdaptorenHiife der T4-Ligase ligiert. An
diese Adaptoren binden die mitgelieferten Primed Aiad AP2. Sequenzspezifische Primer
wurden mit Hilfe des Programmes ,DNASTAR LasergelRegmerSelect V 7.0" abgeleitet.
Der Bereich zwischen der bekannten Sequenz und Aftaptoren wird mittels PCR
amplifiziert. Nachdem das Ergebnis auf einem Agege$ Uberprift wurde, wurde die
Prozedur in Form einemestedPCR wiederholt. Das Fragment der vorhergegange@ P
wurde als Ausgangs-DNA fir die 2. PCR verwendet RaPrimerpaar lag hierbei zwischen
dem ersten. Die amplifizierten Banden wurden aus d&cigen Agarosegel ausgeschnitten,
in den TOPO-Vector kloniert und bei der Firma AGOWafbH, Berlin sequenziert.

2.1.8. Quantitative Real time PCR

Die verwendete RNA wurde, wie in Heigt al, 1993 beschrieben, isoliert. Nach erfolgter
DNAse-Behandlung mit 4 U TURBO DNase (Ambion) sowdenzentrationsbestimmung
mittels des NanoDrop-Spektrophotometers wurde RN@ fur die cDNA-Synthese einge-
setzt. Hierfur wurde der Kit ,SuperScrifit Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR*
der Firma Invitrogen eingesetzt. Hierbei erfolgt HiMinuten bei 65 °C die Anlagerung der
oligo(dT)-Primern. Die eigentliche cDNA-Syntheseravhach Zugabe der SuperSchiptll
RT (200 U/ul) bei 50 °C fir 50 Minuten durchgefudach Termination der Reaktion bei 85
°C fur 5 Minuten erfolgt die Behandlung mit RNAad 20 Minuten bei 37 °C.

Fur die Herstellung der Primer wurde das Progranimimer Express 2.0“ von Applied
Biosystems verwendet. Folgende Einstellungen wufdedie Primergenerierung verwendet:
Tm — Min: 57 °C, Max: 63 °C; Opt: 60 °C; GC-GehaMlin: 45 %, Max: 55 %; Pimerlange —
Min: 18 bp, Max: 22 bp, Opt: 20 bp; Amplicon zwigch50 — 200 bp. Fur die Real time PCR
wurde das Gerat 7900HT Fast Real Time PCR SystemFolma Applied Biosystems
verwendet. Im PCR-Ansatz hatten die generierteméltrieine Konzentration von 0,5 puM.
Neben den Primern wurde 1 ul der cDNA sowie Pplver SYBR®Green PCR Master Mix
(2X) (Applied Biosystems) eingesetzt. Fiur die Queamerung des spezifischen PCR-
Produktes wurden Primer fur Aktin at&dsum sativum(Acc. Nr. U81047.1) verwendet.
Folgendes PCR-Programm wurde 45mal durchlaufenin2st °C, 10 min 95 °C, 15 sec 95
°C, 1 min 60 °C, 15 sec 95 °C, 15 sec 60 °C, 15%e€C. Die Ermittlung der Ct-Werte
erfolgte mit dem Programm ,Sequence Detection %fysteVersion 2.2.1°. Mit dem
Programm ,LinRegPCR*“ wurde die Basis e fiir die Bareing von €' ermittelt. Dieser

Wert musste zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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2.1.9. Mikroarray: Hybridisierung und Datenauswegu

Die Isolation der Samen-RNA erfolgte nach der Mdthamach Heimet al, 1993. Nach
DNAse-Behandlung mit 4 U TURBO DNase (Ambion) sovigfreinigung durch Microcon
YM-30 30kDa attp://www.millipore.con) erfolgte die Einstellung der RNA-Konzentration

auf 1 pg/ul. Die Hybridisierung der Mikroarrays waran der Universitat Bielefeld am

Institut fir Genomforschung in der Arbeitsgruppeer®mics von Leguminosenpflanzen®
(Leiter PD Dr. Helge Kuster) durchgefuhrt. 20 pg RMWurde zur Synthese der Cy3- und
Cy5-markierten cDNA-Sonden verwendet (Kusteral, 2004). Fur die Hybridisierung der

Mikroarray-Chips wurden drei unabhéngige biologes&eplikate von vier unterschiedlichen
Entwicklungsstadien der Erbse verwendet. Die Arealyasr Expressionsdaten erfolgte wie bei
Hohnjecet al, 2005 beschrieben. Die Auswertung der Daten edalgter Verwendung der

EMMA 2.0 Software [ittps://www.cebitec.uni-bielefeld.de/groups/brfteaire/emma/cqi-

bin/login.cg) (Dondrupet al, 2003). Unter Anwendung déswessNormalisierung fir jede
Hybridisierung und des Student’'s t-Test wurden differenziell exprimierten Gene
identifiziert (P < 0,05) (Weigekt al, 2008).

2.1.10. Agrobacterium tumefaciengrmittelte Transformation

Mit der auf Hofgen und Willmitzer (1988) zurlckgelden Methode zur Herstellung von
kompetenten Agrobakterien und zur Ubertragung es@i DNA wurden Transformanten
erzeugt. Die verwendeten, nicht-onkogenen L,L-Swamiopin/Agropin-Stamme sind als
hochvirulent fir Pflanzenzellen, insbesondere faguminosenarten beschrieben (Grant
al., 1995; Bearet al, 1997; Granet al, 2003; Pniewsket al, 2005). Der verwendete binare
Vector enthielt als Selektionsmarker fir rekombieaBakterien das Spectinomycin-Gen
aullerhalb des T-DNA-Bereiches. Auf der T-DNA befanch zur Selektion transformierter
Pflanzen ein dominant vererbtes PhosphinotricinTjF&en. Dessen Expression wird durch
den Promotor des Nopalin-Synthase Genes (p-nosupst Die Transkriptionstermination
fur das PPT-Gen stammt ebenfalls aus dem Nopalmh&ge Gen (nos A).

Aus Agrobakterien, welche sich in Anwesenheit vpe@inomycin vermehrten, wurde DNA
isoliert (Sambroolet al, 2001). Diese wurde mittels PCR (Sadial, 1988) auf das Insert
getestet. Die Transformationsarbeiten wurden utitiets von Petra Hoffmeister (AG
Pflanzliche Repoduktionsbiologie und Elke LiemaAG(Genregulation).
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2.1.10.1. Transformation vafrabidopsis thaliana

Die Pflanzen wurden zur Transformation fir etwa 6cdhen unter Langtagbedingungen bis
zur Blute angezogen. Die Agrobakterien-vermitt@litansformation erfolgte nach der Bliten-
tauchmethodeflpral dip) (Clough und Brent, 1998). Hierfur wurden die Blisprosse
mehrfach in die Agrobacterium-Suspension (enthiéite$ L-77) getaucht und danach liegend
fur 24 h inkubiert. Das weitere Wachstum bis zum8areife erfolgte im Klimaraum unter
Langtagbedingungen. Die reifen Samen wurden siiatif und sterilisiert. Zur Selektion
transgener Pflanzen erfolgte zuerst die Kultivigranf MS-Medium mit Phosphinotricin (10
mg/l), danach das Umsetzen resistenter Keimlinge Eade sowie die Kultivierung im
Klimaraum. Der Test auf das inserierte Fragmentdeumittels BASTA-Test, PCR und

Southern-Analyse durchgefihrt

2.1.10.2. Transformation vaxicotiana tabacum

Die Transformation von Tabak wurde nach léeff diseMethode durchgefuhrt (Horsat al,
1985, Rosahkt al, 1987). Hierfir wurden aus jungen Blattern ca.m?® groRe Stiicke
herausgeschnitten und auf MS-Medium mit 2-Benzyapurine (BA) und 1-
Naphthylessigsaure  (NAA) kultiviert (Medienzusammetzung siehe  Anhang:
Transformation von Pisum sativumm Nach 3 Tagen erfolgte die Inkubation mit
transformierten Agrobakterien fir 30 Minuten. Damaeurden die infizierten Blattstliickchen
auf das Medium zurtickgelegt und weiterkultiviertadd weiteren 3 Tagen erfolgte das
Umlegen des Blattmaterials auf Medium mit Phosptnicia (10 mg/l). Anschliel3end wurden
die Blattstiickchen mit unterschiedlichen Konzemndregn von BA und NAA weiterkultiviert

bis sich bewurzelte Sprosse gebildet hatten. Diesden in Erde Gberflhrt.

2.1.10.3. Transformation vdPisum sativum

Die Erbsentransformationsmethode wurde entwickelh \&chroederet al, 1993 und
modifiziert wie in Saalbaclet al, 2001 beschrieben. Unreife Samen mit dem hdchsten
Frischgewicht wurden fur die Transformation gedrniidese wurden mit 70%igem Ethanol
sowie 5%igem Hypochlorid fir jeweils 10 Minuten rdteiert und mit sterilem Wasser

gewaschen. Nach 3 Tagen Inkubation bei 4 °C insifjgsn B5-Medium wurden die
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Erbsenschalen entfernt, der Embryo préapariert ums$ed mittels einer Rasierklinge in
Langsrichtung in dinne Schnitte zerteilt. Diese demr 30 Minuten in die Agrobakterium-
Suspension inkubiert, danach auf B5-Medium UbetfiNach dreitagiger Inkubation im
Pflanzenkulturraum wurden die Explantate finfmat fiiissigem B5-Medium gewaschen
und auf P1-Medium mit Phosphinotricin (10 mg/l) ifart. Zur Sprol3bildung erfolgte nach
ca. 1 Woche der Transfer auf MS4BA-Medium (mit radttem Ammoniumnitrat). Alle 2
bis 3 Wochen wurden die Explantate auf frisches iMadumgesetzt sowie abgestorbene
Zellen entfernt. Nach ca. 2 Monaten wurde die Kotration des Phosphinotricin von 10
mg/l auf 5 mg/l herabgesetzt. Sprosse, welche aidhden Explantaten entwickelt hatten,
wurden auf 5-7 Tage alte Wurzelstécke von Wildtypden gepfropft. Der gepfropfte
Keimling wuchs auf ¥2 MS-Medium fir ca. 14 Tage weitDanach erfolgte das Umsetzen

auf Erde und die weitere Kultivierung in der Klinsskmer.

2.1.11. Histologische Analyse von Samen

Eine lichtmikroskopische Untersuchung der Sames#Zaktur sowie —inhaltsstoffe ist durch
Anfarbung mit spezifischen Losungen moglich. Disdin geernteten Samen wurden in FAA
(50% Ethanol, 5% Eisessig, 4% Formaldehyd) tbehNbaei 5 °C eingebettet. Nach zweimal
30minutigen Waschschritten erfolgte die Dehydratatimittels einer aufsteigenden
Ethanolreihe (60% bis 100%) fiur jeweils 1 h. Diggémde Infiltration wurde mit einer Roti-
Histolreihe (Roth) durchgefiihrt (30% bis 100%). Bamen wurden durch tropfenweise
Zugabe von Paraplast (Sigma) eingebettet. NachJberfiihrung in die Einbettungsformen
konnten die erstarrten, eingebetteten Samen mie ldihes Rotationsmikrotoms (RM2165,
Leica) geschnitten werden.

Die Anfarbung der Samenzellstruktur erfolgte mit%iger Toluidinblau-Lésung. Dadurch
wurden die Zellwande blaulich angefarbt und konntamer dem Hellfeldmikroskop
(Axioplan, Zeiss) ausgewertet werden.

Die LUGOLsche L6sung (Roth) enthalt ein Gemisch #@atiumiodid und lod im Verhaltnis
von 2:1 (v/v) und fuhrt zu einer blau-schwarzen d&bting der Starke in den Pflanzenzellen.
Hierfir wurde der Objekttrager mit den Schnittendé. 5 min in der LUGOLschen Lésung

inkubiert, kurz mit Wasser gewaschen und unter i¥eknoskop ausgewertet.
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Die Anfarbung der Proteinkdrper im Samen wurde lkdwine Inkubation der Schnitte fur 30
min in Coomassie-Losung erreicht. AnschlieRend wuddr Objekttrager kurz in 7 %

Essigsaure gespult und mit Hilfe des Axioplan-Mg&ops (Leica) ausgewertet.

2.1.12. Ultrastrukturanalyse von Samen

Eine genauere Analyse der Zellstruktur vom Embryaee ist mit dem Transmissons-
elektronenmikroskop (TEM) moglich. Die Methode zwehemischen Fixierung und

Einbettung wurde beschrieben in Borisjak al, 2005. Nachdem dem Schneiden der
eingebetteten Proben erfolgte die Kontrastierung4mi Uranylacetat und Bleicitrat. Die

bildliche Auswertung wurden am Zeiss 902 Elektrangmoskop bei 80 kV durchgefihrt.

Das Einbetten und die Kontrastierung der Probendemrvon Monika Wiesner aus der
Arbeitsgruppe Strukturelle Zellbiologie am IPK dogefluhrt.

2.1.13. Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Aussagekraft von Messergebnissen wird mit Hatatistischer Analysen Uberpruft.
Aufgrund der Tatsache, dass haufig eine geringealAinzon Messwerten je Messpunkt
vorlagen, wurde als Anpassungstest auf Normalvengi der Kolmogorov-Smirnov-Test
herangezogen. Mit Hilfe des F-Testes wurde entdemie ob sich zwei Stichproben aus
unterschiedlichen Populationen hinsichtlich ihrerardnz wesentlich unterschieden.
Ungewohnliche Messwerte wurden durch den Ausrellgst- nach Grubbs eliminiert. Die
Signifikanz zweier normal verteilter Grundgesantiei konnte durch Anwendung des
Student t-Test Uberpruft werden. Zur graphischerrstelung wurde die dreistufige
Sternsymbolik verwendet:
[*]0,05>P > 0,01 [**]0,01> P > 0,001 [***]0,001< P
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2.2. Biochemische Methoden

2.2.1. Elementaranalyse

Um eine quantitative Aussage Uber den Gehalt anldfstoff und Stickstoff im Samen
treffen zu konnen, werden Proben mittels Elementdyge untersucht. Es wurde das Gerat
,vario EL lll“ verwendet. Dabei wird nach dem Prinzip der katathen Rohrverbrennung
unter Sauerstoffzufuhr und hohen Temperaturen géatbDie gefriergetrockneten Proben
wurden zu Pulver zermalen, mittels einer Feinwaaggewogen und in Zinnfolie verpackt.
Uber einen Probenteller erfolgte die Beschickung \derbrennungsrohres. Die vollstandige
Verbrennung in einer hochsauerstoffhaltigen Atméselrerfolgt explosionsartig, wobei die
Oxidationsprodukte C§& H,O, NOx sowie flichtige Halogenverbindungen entstehen. Als
Spul- und Tragergas dient Helium. Dem Verbrennurtgsrist das Reduktionsrohr mit
Kupferspanen nachgeschaltet, in dem die Stickoguantitativ zu N reduziert sowie der
Uberschiussige Sauerstoff gebunden wird. Die flgehtiHalogenverbindungen werden am
Ausgang des Reduktionsrohres mit Silberwolle auwm dgasstrom entfernt. Nachdem der
Gasstrom ein wasserabsorbierendes U-Rohr (Indikaibmsphorpentoxid) durchlaufen hat,
enthalt dieser nur noch die Komponenten,@@d N.. Das modifizierte Trennsystem mit dem
Warmeleitfahigkeitsdetektor (WLD) kann nicht spesgh zwischen den verschiedenen
Komponenten unterscheiden. Somit missen die jeyvgdwinschten Reaktionsprodukte
einzeln und nacheinander in die Messzelle gespétden. Hierzu wird C® an eine
Absorbtionssaule gebunden, sodass der Messstromaalr Stickstoff und Helium enthalt.
Nach der MN-Messung, erfolgt die thermische Desorbierung d€s. ©er Detektor besteht
aus zwei Messzellen (Referenz- sowie Messzellelcheeliber eine elektrische Messbriicke
miteinander verbunden sind. Die Zellausgangsspapnuind in Abhangigkeit der Zeit

aufgezeichnet, digitalisiert, integriert und altebralzahl dargestellt.

2.2.2. Photometrische Bestimmung des Gehaltes ech&ase und
Starke

Die Gehaltsbestimmung der Saccharose erfolgte ImiEthanolextraktion, gefolgt von der
basischen Extraktion der Starke (Bergmeyer H. 8831 Radchulet al, 2006; Rolletschekt
al., 2007). Hierfir wurde 20 mg getrocknetes Samergsuivit 1 ml 80 % Ethanol bei 60 °C
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eine halbe Stunde extrahiert. Der Uberstand nach Aentrifugationsschritt wurde in ein
neues Eppendorfgefald Gdberfuhrt und im Vakuum eiagegdt. Die Extraktion wurde zweimal
mit 0,5 ml 80 % Ethanol wiederholt, der Uberstandrare ebenfalls eingedampft. Die
getrockneten Proben wurden in 0,5 ml ddWasser aofgenen. Zur Entfernung von freien
Glucose- und Fructosemolekilen wurden im MessandigzEnzyme Glucose-6-phosphat
Dehydrogenase (G6DH; EC 1.1.1.49) und Hexokinask; (HC 2.7.1.1) vorgelegt und
10mindtig inkubiert. Die freien Glucose- und Frisgmolekille werden mit Hilfe der
Hexokinase in ihre Phosphatform umgewandelt, weldbech die Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase unter Bildung von NADH in ihre ergspende Gluconatform Uberfihrt
wird. Der Messansatz wurde bei 340 nm photometrigelmessen. Durch Zugabe der
Fructosidase (EC 3.2.1.26) spaltete man das Disadc8accharose. Nach 30 Minuten wurde
der Ansatz erneute photometrisch vermessen. Au®itierenz der optischen Dichten und
mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes wurdé&decharosegehalt ermittelt.

Zur Starkeextraktion wurde das Pellet in 0,5 M K@kt 1 h bei 95 °C erhitzt. Zur
Neutralisation verwendet man 5 N HCI. 5 pl der ®uson werden in eine
Amyloglucosidase/Citrat-Losung gegeben und 30 Minutoei 60 °C inkubiert. Der
Bestimmungspuffer enthielt ATP, NAD, MgCund Imidazol. Nach Zugabe von G6DH
erfolgte die 10minttige Inkubation. Danach wurde Messansatz mit HK versetzt und fur 25
Minuten inkubiert. Aus dem ermittelten Messwert sowem Blindwertes vor der Zugabe
von HK wurde die Differenz gebildet und durch Anwleng des Gesetzes nach Lambert und

Beer der Gehalt an Starke errechnet.

2.2.3. Photometrische Bestimmung des Gehaltes aicl®wproteinen

Zur Bestimmung des Albumin-/Globulingehaltes wurdgh mg getrocknetes Samenpulver
eingewogen und nacheinander mit jeweils 1 ml Shayéan-Puffer sowie Phosphatpuffer
extrahiert (Rolletscheket al, 2007). Hauptbestandteil des Sluytermann-Puffsts der
Acetatpuffer, in dem sich bevorzugt die Albuminedi. Unterstitzt wird dies durch DMSO
und n-Butanol. Die Globuline l6sen sich wahrend &asraktionsprozesses bevorzugt in
Phosphatpuffer mit einer hohen Salzkonzentratioa.BExtraktion erfolgte fir 15 Minuten bei
4 °C, gefolgt von einem Zentrifugationsschritt. Déberstand wurde in ein neues Gefal
Uberfuhrt. Die Extraktion wurde zweimal mit je Gy8 Puffer wiederholt. Insgesamt wurden
jeweils 2 ml Uberstand bei der Albumin- sowie Gltiextraktion erhalten. Die Bestimmung

des Proteingehaltes erfolgte photometrisch unterw®edung von Bradford-Reagenz
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(Biorad). Es wurde ein Zweistrahlphotometer (UVIKOD00, Goebel Elektro GmbH)
verwendet, womit zwei Wellenlangen gemessen werdemnten. Die spezifische
Wellenlange fur Bradford-Bestimmungen ist 595 nm; Horrekturwert wurde bei 700 nm
ermittelt. Zur Quantifizierung der Gehalte wurdeesEichreihe mit BSA im Bereich von 0,05

png/ul bis 1 pg/ul erstelit.

2.2.4. Photometrische Bestimmung des Ammoniumgehalt

Die einfachste Methode der Ammoniumbestimmung ist ehzymatische Reaktion der
Glutamat Dehydrogenase (GIDH; EC 1.4.1.2), bei Aermonium unter Oxidation von

NADH mit 2-Oxoglutarat reagiert, wobei L-Glutamattgteht (Bergmeyer, H. U., 1983). Die
Extraktion der Proben erfolgte mit dem Universaiaktionspuffer. Die Oxidation von

NADH kann photometrisch bei 340 nm verfolgt werd€a die Menge des umgesetzten
NADH stochiometrisch mit der Ammoniummenge Uber@mt, kann diese somit berechnet
werden. Zusétzlich zu den Reaktanten wurde eineggeiMenge ADP zur Aktivierung der

Glutamat Dehydrogenase hinzugesetzt. Als Reaktiariss wurden 5 U des Enzyms
verwendet, welches nach einer Prainkubationszeit2vmin hinzugegeben wurde. Nach einer
Reaktionszeit von 20 min wurde die Differenz gediildius dem Messwert sowie dem
Blindwert vor Reaktionsstart. Aus dieser Differanarde der Gehalt an Ammonium unter

Verwendung einer Eichreihe (Bereich von 20 bisyytol) berechnet

2.2.5. Bestimmung des Gehaltes freier Aminosauriéelsn
reverse phaselPLC

Eine weitere Aussage Uber den SpeichermetabolistensSamen kann man durch die
Ermittlung des Gehaltes an freien Aminosauren &hal Hierfur erfolgte die
Probenextraktion mit Ethanol. Um eine HPLC-Analysser Aminosauren durchfiihren zu
konnen, mussen diese erst mit dem Fluoreszenz-Reagd®C (6-Aminoquinolyl-N-
hydroxysuccinimidylcarbamat) derivatisiert werdefdc¢Q-Fluor™ Reagent Kit, Waters,

http://www.waters.com 3 mg AQC wurde in 1 ml Acetonitril gelést und fl0 Minuten bei

55 °C inkubiert. Danach ist es fur 6 Wochen belCAhaltbar. Fur die Derivatisierung jeder
Probe (0,08 ml 0,2 M Borat-Puffer, pH 8,8 und 02 Extrakt) wurde 0,02 ml des
Fluoreszenz-Reagenz verwendet (Rolletsatel, 2002; Tognettet al, 2007).

Fur die Analyse der Proben wurde egverse phasédPLC System verwendet (Alliance
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2795, Waters GmbH). Der Fluoreszenzdetektor war gestellt auf eine
Anregungswellenlange von 300 nm und eine Aufnahrilemlénge von 400 nm. Die
Chromatogramme wurde mit Hilfe der Software ,Empdwaifgenommen und ausgewertet.
Der Gradient wurde erzeugt mittels dreier Puffer TAO mM Natriumacetat (Merck), 7 mM
Triethanolamin (Sigma); B: Acetonitril, Roth; C: iRstwasser, Millipore). Zur Separierung
der Aminosauren wurde eineverse phasesaule (XBridge, 150 nm, 5 um) verwendet,
welche eine Silicatmatrix mit modifizierten apolar€18-Gruppen enthalt. Die Saule wurde
aqulibriert mit Puffer A bei einer Flussrate von60ml pro min. Folgender
Konzentrationsgradient fur Puffer B wurde wahremat Messung verwendet: 1 % bei 0,5
min, 5 % bei 27 min, 9 % bei 28,5 min, 18 % beix4din, 60 % bei 47,5 min und 0 % bei
50,5 min (Tognettet al, 2007). Die Saule wurde die gesamte Messzeit béC3temperiert.

Die Regenerierung erfolgte fr 10 min mit Puffer A.

2.2.6. Bestimmung des Gehaltes an Lipiden mittels
Gaschromatographie

Eine etablierte Methode zur Bestimmung von Fettsduist die Methode der sauren
Methylierung (Miquel & Browse, 1992). Hierbei wurd@0 mg Samenpulver fir 60 min bei
80 °C in einer Schwefelsdure/Dimethoxipropan/Methdrdsung inkubiert. Zur
Verhinderung der Oxidation von ungeséttigten Fatesé erfolgte die Uberschichtung mit
Argongas. Nach Zugabe von 0,2 ml gesattigter Nai&ikihg und 2 ml n-Hexan wurden die
Fettsauren durch Mischen in die organische Phasahéert. Nach der Phasentrennung durch
10minutige Zentrifugation bei 1.500 rpm Uberfuhndie obere Phase in ein neues Gefald
und extrahiert erneut mit 2 ml n-Hexan. Die orgenén Phasen wurden nach Vereinigung
unter einem Stickstoffstrom eingedampft. Der Riamhkdtwurde in einer Mischung aus 2 ml
n-Hexan und 2 ml Reinstwasser aufgenommen. Nach Darchlauf von Natriumsulfat-
Saulen zur Entfernung des Wassers wurde der Dusshiin Stickstoffstrom eingedampft.
Der Rickstand wurde in Acetonitril gelést und kéoen-20 °C gelagert werden.

Die Trennung der Fettsauren erfolgte durch Gascatognaphie mit einer 15 m x 0,25 mm

J&W Scientific GC-Saule (Agilentwww.agilent.de) und wurde im Flammenionierungs-

detektor analysiert. Der Gaschromatograph (GC-20Bhimadzu) war auf eine
Initialierungstemperatur von 150 °C fur 1 min pragmiert, gefolgt von einer Erhéhung um
8 °C/min bis 200 °C. Danach erhéhte man die Tenmpeguf 250 °C mit 25 °C/min. Diese

Temperatur wurde fur 6 min gehalten.
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2.2.7. Bestimmung des Gehaltes an organischen isénitiels
lonenchromatographie

Fir die Extraktion der Carbonsauren aus den Erbsems wurden zwei verschiedene
Extraktionsmethoden ausgetestet. Zuerst wurde 1 dvthiforsdure als Extraktionsmittel
verwendet, nachdem man die Samenproben unter tfickzerkleinert hatte. Nach der
Zentrifugation erfolgte die Neutralisierung des tit@endes mittels 5 M Kaliumcarbonat
gefolgt von einer Filtrierung durch eine Microtiitterplatte (Microcon, 10 kD, Millipore)
(Hausler et al, 2000). Das Extraktionsmittel der zweiten Methodewar
Chloroform/Methanol/Wasser im Verhaltnis 1:3:1 (vjv Nach 20minutiger Inkubation und
Zentrifugation wurde der Uberstand im Vakuum eiragedft. Das Pellet wurde in 0,4 ml
Reinstwasser resuspendiert und die Proben vor delyge filtriert (Microcon, 10 kD,
Millipore) (Gullberget al, 2004).

Fur die Messung der Anionen von organischen Sawtgde ein Dionex System verwendet,
welches aus einer Gradientenpumpe, einem Entgaswaigs, dem Autosampler sowie dem
Konduktionsdetektor bestand. Die Trennung der asatven Komponenten erfolgte durch
Verwendung einer lonenaustausch-Saule mit hoheaXtit (AS11-HC, 250 x 2 mm) mit
vorgeschalteter Vorsaule des gleichen Materials (AGHC, 10 x 2 mm). Zwischen dem
Eluenten und der Trennsaule wurde eine ATC-1 Sgeketzt, um die Anionen aus der
Lésung zu entfernen. Der Gradient bestand aus PAftReinstwasser, Millipore) und Puffer
B (100 mM Natriumhydroxid, Baker). Die Saule wugtguilibriert mit einem Mix von Puffer
A (96 %) und Puffer B (4 %) bei einer Flussrate @& ml pro min. Der Gradient wurde
durch Konzentrationsanderungen von Puffer B pragtizd-8 min bei 4 %, 8-28 min bei 30
%, 28-38 min bei 60 %, 38-51 min bei 100 %, 51-54 trei 4 % und 54-64 min bei 4 %
(Chenet al, 2005). Die Saule hatte wahrend der gesamten Mgssine Temperatur von 30
°C. Die erzeugten Chromatogramme wurden mit Hide mitgelieferten Software bearbeitet

und ausgewertet.

2.2.8. Bestimmung des Gehaltes an AbscisinsautelsitC-ESI-MS

Die Bestimmung des Gehaltes an Abscisinsdure wuddechgefiihrt nach einem
modifizierten Protokoll von Chiwochet al, 2003. Die Messung wurde durchgefthrt an der
Trent University, Peterborough, Canada im Departn@nBiology bei Ph.D. R. J. Neil

Emery. 25 mg gefriergetrocknete Samen wurde zweim@b0 ul Ethanol extrahiert und in
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der Speed Vac eingedampft. Das Pellet wurde inI80£6 Acetonitril aufgenommen. Als

quantitativer interner Standard wurden 20 ng (2tiéns, trans-ABA hinzugegeben. Die
Analyse erfolgte durch ein Dionex HPLC System m@-(:)ESI-MS/MS. 10 ul der Probe

wurde auf eine Phenomenex-Saule (Luna 3-um C1&@A1150 x 2-mm) aufgeladen. Die
Trennung erfolgte bei Raumtemperatur in einem etdechen Modus mit 65 % B (A: HPLC-
geeignetes Wasser mit 0,04 % Essigsaure (v/v); &taxitril) und einer Flussrate von 0,15
ml pro min. Das MS/MS hatte folgende Einstellung2®3 > 152,7 (269 > 158,7) ([M-H]-);

Kollisionsgas, 2 mTorr/10 V; API Trockengas, 3002C psi; APl Vernebelungsgas, 50 psi;
Scanzeit 1 s; SIM width 0,7 amu; Nadel, -4500 Wil -600 V, Capillare, -40 V; Detektor,

1575 V.

2.2.9. Metabolitanalyse mittels GC-MS

Die Metabolitanalyse wurde am Max-Planck-Institit Molekulare Pflanzenphysiologie in
der Arbeitsgruppe ,Zentraler Metabolismus” von Blisdair Fernie durchgefihrt. Es wurde
mit einem fur Arabidopsis optimierten GC-TOF Praiblgearbeitet (Liseet al, 2006). Die
relativen Metabolitkonzentrationen wurden berechm@e in Roessneret al, 2001
beschrieben. Fiur die Peak-ldentifikation wurde Té@ér verwendet (Luedemaret al,
2008). Zur Auswertung der Massenspektren wurdeGhén Metabolome Database GMD
verwendet (Kopkat al, 2005) {ttp://csbdb.mpimp-golm.mpg.de/gmd.hjml

2.2.10. Enzymassays

2.2.10.1. Bestimmung der Enzymaktivitat der ADP-¢blse-
Pyrophosphorylase (AGP; EC 2.7.7.27)

Der entscheidende Schritt in der Starkesynthesdiasfktivierung des Glucose-1-phosphats
durch die Reaktion mit ATP zu ADP-Glucose unterisgzung von Pyrophosphat. Diese
reversible Reaktion wird durch das in den Plastidigkalisierte Enzym ADP-Glucose-
Pyrophophorylase (AGPase) katalysiert.

In diesem Enzymassay wird durch Umwandlung von &ael-phosphat durch eine
nachgeschaltete Phosphoglucomutase unter Bildungy@hosphogluconat der Starkeabbau

initiiert (Bergmeyer H. U., 1983). Nach der Probdnaktion mittels eines Phosphatpuffers
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erfolgte die Vermessung in einem HEPES-Puffer. Naialer 2mindtigen Vorinkubationszeit
nach Probenzugabe sowie einer 5Sminiitigen Aquilibrigszeit erfolgte die Zugabe des
Pyrophosphats als Reaktionsstarters. In 5 Minutest#den wurden die Werte der Q8m

ermittelt, die Steigung mit dem Blindwert abgegéohund daraus die Enzymaktivitat

errechnet.

2.2.10.2. Bestimmung der Enzymaktivitat der Asgaftainotransferase
(ASAT, friher GOT; EC 2.6.1.1)

Eine von drei wichtigen Transaminierungsreaktionan Pflanzenmetabolismus ist die
Umwandlung von Oxalacetat durch Glutamat zu Oxegaitund Aspartat, aus welchen eine
Reihe weiterer Aminosduren gebildet wird. Diese Klea wird durch die Aspartat-
Aminotransferase, friiher Glutamat-Oxalacetat-Antaiegferase (GOT) katalysiert.

Die Probenextraktion erfolgte mittels des Univepaffiers (siehe Anhang). Der
Bestimmungspuffer enthielt als Ausgangssubstrat arfegpnsdure, als Aktivator
Pyridoxalphosphat sowie die Enzyme Malat-DehydragenMDH; EC 1.1.1.37) und Lactat-
Dehydrogenase (L-LDH; EC 1.1.1.27). Diese entfersues dem Reaktionsgemisch Malat und
Lactat, welche auf die Enzymaktivitat storendenflags haben. Als Reaktionsstarter wurde
12 mM 2-Oxoglutarat verwendet. Fir jede Proben wureine Doppelbestimmung
durchgefuhrt. Alle 20 sec erfolgte die automatisEnmittlung der optischen Dichte bei 340
nm. Aus der Steigung der Messwerte LD berechnete man die Aktivitat der Aspartat-

Aminotransferase.

2.2.10.3. Bestimmung der Enzymaktivitat der Glutai@ynthetase
(GS; EC6.3.1.2)

Zur Messung der Aktivitat der Glutamin-Synthetaserde ein mit der Pyruvatkinase (PK)
und Lacatatdehydrogenase (LDH) gekoppelter Assayeraet. Die Reaktion der Glutamin-
Synthetase erfolgt unter Bildung von ADP. Diesesdviiei der Reaktion der PK verwendet,
um aus Phosphoenolpyruvat Pyruvat zu bilden, wsldme LDH unter Oxidation von NADH
Lactat bildet kann. Die Extraktion und der Assayr@an durchgefihrt wie bei Scheildeal,
1997 sowie Lea&t al, 1990 beschrieben. Die Zusammensetzung des Ewinakiediums ist
dem Anhang zu entnehmen. Aufgrund der gekoppeltédu®y von NAD konnte die
Reaktion bei 340 nm verfolgt werden. Als Reaktidadser wurden 1 mM NECI und 15 mM
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Glutamat verwendet. Aus der Steigung der Messpunmigtde die GS-Aktivitat der jeweiligen
Proben errechnet. Der Nachweis fur eine spezifisgBeAkivitat erfolgte durch 15mintige
Prainkubation von Extrakten mit und ohne 10 mM Ntimsulfoximin (MSO).

2.2.10.4. Bestimmung der Enzymaktivitat der Phospbépyruvat-
Carboxylase (PEPC; EC 4.1.1.31)

Durch das Enzym Phosphoenolpyruvat-Carboxylaseegdghosphoenolpyruvat mit HGO
zu Oxalacetat. Der entstehende Enolester ist sabrgiereich, wodurch die Reaktion
irreversibel ist.

Die Proben wurden mit einem HEPES-Puffer (sieheahg extrahiert. Als Bestimmungs-
puffer verwendete man einen Tris/HCI-Puffer (pH @&y KHCQ, NADH sowie MgC} als
Aktivator enthielt (Ashtoret al, 1990). Vor dem Reaktionsstart wurde Malat-Dehgdrase
hinzugesetzt. Dieses Enzym wandelt Oxalacetat uDigdation von NADH zu Malat um.
Nach 3mindtiger Vorinkubation erfolgte die Zugabeonv Phosphoenolpyruvat als
Reaktionsstarter. Die Proben wurden als Doppelinestingen bei 340 nm gemessen. Aus der
Steigung der Messpunkte sowie des Extinktionskoefiten fir den NADH-Abbau konnte
die PEPC-AKktivitat errechnet werden.

2.2.10.5. Bestimmung der Enzymaktivitat der Sacudesynthase
(SUSI; EC 2.4.1.13)

Das Enzym Saccharosesynthase ist das entscheifeagien beim Abbau der Starke und ist
an der Verteilung von Saccharose in den verschexd&moffwechselwegen beteiligt.

Zur Aktivitditsmessung dieses Enzyms mussten didodPran einem MOPS-Puffer (siehe
Anhang) extrahiert werden. Der Bestimmungspuffewdr ein HEPES/KOH-Puffer mit
MgCl, als Aktivator und Saccharose als Substrat. Dun&tubation bei 95 °C erfolgte die
Spaltung der Saccharose in Fructose und UDP-Gludasdh die Saccharosesynthase in den
Probenextrakten. Nach Zugabe von 0,75 ml Bestimspunier 11 wurde 3 pul UDP-Glucose-
Dehydrogenase (UDP-G-DH) hinzusetzt. In diesemd?uifar NAD enthalten, welches durch
dieses Enzym unter Bildung von Glucose zu NADH péelt wurde. Somit konnte diese
Reaktion bei 340 nm verfolgt werden und aus derdgierten Steigung die Enzymaktivitat

ermittelt werden.

40



[I. Material und Methoden

2.2.11. Bestimmung der Transportaktivitat des 2-guxtarat/Malat-
Translokators (OMT)

Die Transportaktivitdt kann durch Einbau von Menmmprateinen in kinstliche Liposomen
direkt gemessen werden. Diese Methode beruht dogifen von Fligge und Weber (1994)
und wurde flir Samen vowicia narbonensiserfolgreich angewendet (Rolletschek al,
2007). Die Transportmessungen wurden am Botanisbisitut der Universitat Koln in der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. U. |. Fligge dugefuhrt und erfolgte unter Anleitung von
Dr. Rainer E. Hausler.

Als Ausgangmaterial wurden Erbsensamen (18 — 22)uisker Stickstoff zermahlen und mit
Extraktionsmedium (Verhaltnis 1g /5 ml) versetzacN einem kurzen Zentrifugationsschritt
wurde der Uberstand mit Triton X-100 (Endkonzemtrat4 % v/v) gemischt. Von diesem
Extrakt wurden 0,6 ml mit 0,5 ml vorbeladenen Lipoen versetzt und in flissigem Stick-
stoff eingefroren. Die Liposomen wurden aus gegtém Phospholipiden (20 %
Endkonzentration, Typ IV-S) hergestellt und mit demeiligem Substrat Oxoglutarat, Malat
und als Kontrolle Na-Gluconat vorbeladen (30 mM [Emtentration), welche im
Liposomenpraparationspuffer gelost waren. Die Lgmoesnbildung erfolgte durch 10
minutige Ultraschallbehandlung (Branson sonified@)25

Die Mischung aus eingefrorenen Extrakt und vorbemash Liposomen wurde langsam auf
Eis aufgetaut, wobei die Bildung der Proteoliposomerfolgte. Nach einer zweiten
Ultraschallbehandlung wurden die Proteoliposomettetsi einer Gelfiltration durch eine
PD10-Saulen von externem Substrat befreit. Die é8wlurden vor und nach der Filtration
mit PD10-Puffer &quilibriert. Fur die Transportmasgen mischte man 850 ul der gereinigten
Proteoliposomen mit 50 pl *GMalat/C®Malat (0,3 mM Endkonzentration), um eine
spezifische Aktivitat von 6.000 cpm nrifoku erhalten. Um Zeitkinetiken bestimmen zu
kénnen, wurden die Transportreaktionen nach 15,430und 60 sec beendet, indem man
Aliquots von 200 ul auf Dowex Anionenaustauschsayl@Gl x 8, mesh size 100-200,
Biorad) gab. Diese waren vorher mit 0,2 M Natriuetat aquilibiert worden. Die
aufgenommene Radioaktivitdt der Proteoliposomendwuguantifiziert im Scintilation
Counter (LS 6500 Multi-Purpose Scintilation Count®&eckman Coulter GmbH) nach
Zugabe von Rotizint. Substrat spezifischer Trartswarde korregiert mit Transportraten von

vorbeladenen Proteoliposomen mit Na-Gluconat.
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1. Ergebnisse

1. Charakterisierung des plastidaren 2-Oxoglutslictt-
Translokators (OMT) in sich entwickelnden Samen vo
Pisum sativum

1.1. Isolation der cDNA und Sequenzanalyse

Aus der EST-Kollektion vorPisum sativum (http://pgrc.ipk-gatersleben.de/cr-est/index.php
Klnneet al., 2005) wurde ein EST-Klon (Klon-ID PSC35H04) miher Lange von 326 bp
identifiziert, der dem 3’-terminalen Ende des 2-@ltarat/Malat Translokators zugeordnet

werden konnte. Um die Gesamt-cDNA zu isolieren, deueineAZAP Express-Phagen-
cDNA-Bank hergestellt (siehe Material und MethodeA)s Sonde zum Screening der
ausplattierten Phagen wurde der EST-Klon PSC35H0Weaendet. Aufgrund der Signale von
Doppelfiltern konnten 15 positive Klone identifidi@verden. Die cDNA-Inserts dieser Klone
zeigten in der Southern Blot-Analyse eine Langeseten 650 und 2600 bp. Nach der
Sequenzierung konnten neun Klone mit Teilsequers=n OMTs identifiziert werden. Im
Sequenzvergleich (BLASTX, Altschat al., 1997) mit der kompletten cDNA-Sequenz des
OMTs von Spinacea oleracea (SODIT1, Weberet al., 1995) sowieArabidopsis thaliana
(ATDIT1, Taniguchiet al., 2002) konnte die Erbsen-OMT-Sequenz auf eine ¢amg 1444
bp erweitert werden (Acc. Nr. FN297817). Alle ethakn Teilsequenzen konnten dieser
Sequenz zugeordnet werden.

Die cDNA-Sequenz vor§inacea oleracea hat eine Gesamtlange von 1710 bp, die von
Arabidopsis thaliana von 1674 bp. Zur vollstandigen cDNA-Sequenz &isum sativum
fehlen zwischen 260 und 230 bp. Die ermittelte Mattisequenz kodiert fur ein Protein von
481 aa mit einer kalkulierten molaren Masse von3%lkDa und einem pl von 9,0
(http://www.expasy.org/cqgi-bin/protparanGasteigeret al., 2005). Im Sequenzvergleich
fehlen dem Protein 5’-seitig zwischen 87 und 77 Aoséuren (Abb. 5).

Das Protein zeigt eine Sequenzahnlichkeit von 84,3um OMT ausArabidopsis thaliana
(Taniguchiet al., 2002), 83,3 % z@pinacia oleracea (Weberet al., 1995), 80,6 % zZea
mays (Taniguchiet al., 2004), 46,9 % z@ryza sativa (Ohyanagiet al., 2006) sowie 44,8 %
zu Sorghum bicolor (Renneet al., 2003).
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MAS-LALA---------SXSAALPLPSRSL Konsensus Sequenz
------------------ Y e s
10 20 30
------------------ R e R
1 MAS-LALS--------GSCSLAFPLKSRSL Arabidopsis thaliana
1 MER-LRVAI S-------HHRAALPLPTHHN Oyza sativa
1 MESSI RLADT-------LRPSSLPRPRAPAS- A Sorghum bicol or
1 MAS- MALS--------LTSSPTYSLSFRSL Spinacia oleracea
1 MAS- STAASPLTCHHLGSVGARPRLPSLSI| Zea mays
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - Pisumsativum
SLRRRHSSSQ-LT-SSXSLSSXFSLSPSPX Konsensus Sequenz
------------------ R e
40 50 60
------------------ N .
22 SLPRPPSSSLNLTKPLRSLDSRESLLKSRPRL Arabidopsis thaliana
23 HFRRRHLQLQPFP-SSLSLSLPI SP----Q Oyza sativa
23 HLRRRHLYLHRLPRTSSSSSLFESPSHHHR Sorghum bicol or
22 PSLKPLSKSQ-PSI SLPSLRSNASKSPSL S Spinacia ol eracea
30 SLRRRSSSSSKPTSLSHSLPSKHSLAPPPA Zea mays
1 - --------=---=-- - - - - - - - - - - - - - - - - Pisumsativum
LSPXPRRXSLLVPASASAAAASAP- PAPPP Konsensus Sequenz
------------------ N .
70 80 90
------------------ R e I
52 PYVSLRRRSSTLVKASSTVASASSS-PTPRL Arabidopsis thaliana
48 LSPAPPRRHLLPPLLASASAAQAAGPAPRAR Oyza sativa
53 LCPTRP- RHDLLQPLAAAASGAAKLVPASRPA Sorghum bicol or
5 HKHFLSPPSLLLPHKLKPI SASSP- TNPPP Spinacia ol eracea
60 ASASSRRGLTPVPASASAAAAPAPDPVPVP Zea mays
1 ---------=-----=-------------PAP Pisumsativum
APAPVP-P-P----- - - WQGAAI KPLLA Konsensus Sequenz
------------------ Y e s
100 110 120
------------------ R e I
81 VPAPVP- - - - - --=------WQGAAI KPLL A Arabidopsis thaliana
7% AAGGGG--------=------GGAKPVPLLYV Oyza sativa
82 PADSSPEPKP----------SGAKLVPLVI Sorghumbicolor
80 PPAPVPSPAPVSAPAQVQPWQGASI|I KPLL A Spinacia ol eracea
90 APAPAPAPAPAAPPKK-PALQGAAI KPLL A Zea mays
4 VPA-VP-------------WQGAAI KPLLA Pisumsativum
SIATGVI I WELPP-PAGVSRNAWQLLAI FL Konsensus Sequenz
------------------ e
130 140 150
------------------ Y e s
98 S| ATGLI LWFEVPV-PEGVTRNAWQLLAI FL Arabidopsis thaliana
94 SLAVGLAVRFLAPRPAEVTPQAWQLLSI|I FL Oyza sativa
102 SLAVGLAVRFLAPRPAEVMSPRAWQLLSI|I FL Sorghum bicolor
110 SIILTGVI | WEI PT- PEGVSRNAWQLLAI FL Spinacia oleracea
119 SI ATGVLI WLI PP-PAGVPRNAWQLLAI FL Zea mys
20 SI ATGVI | WELPT-PEGVSRNAWQLLAI FEL Pisumsativum

Abb. 5 Vergleich der Aminosauresequenzexson OMT-Proteinen verschiedener Pflanzen-Spezies.

Die OMT-Sequenz vorPisum sativum (Acc. Nr. FN297817) wurde mit anderen OMT-Sequenze
verglichen (ClustalW Methode, Thompsoet al., 1994): Arabidopsis thaliana (Acc. Nr.
NM_001125744.1)Qryza sativa (Acc. Nr. NM_001073417.180rghum bicolor (Acc. Nr. AY123844.1),
Spinacia oleracea (Acc. Nr. U13238.1) undea mays (Acc. Nr. AB112936.1). Die Aminosauren, die mit
der Konsensus-Sequenz Ubereinstimmen, sind graerlegt Die fehlende N-terminale Sequenz aus
Erbse wurde durch waagerechte, rote Stiche ersetzt.
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Die vergleichende Analyse der Aminosauresequenzenwverschiedenen Pflanzen-Spezies
zeigt, dass die OMT-Sequenz aeisum sativum hohe Ahnlichkeit zu der voArabidopsis
thaliana und Spinacia oleracea aufweist (Abb. 6). Die Sequenz vdfea mays konnte
ebenfalls diesem Cluster zugeordnet werden. Egenstandige Gengruppe bilden die OMT-
Sequenzen voBryza sativa und Sorghum bicolor.

In den kompletten cDNAs aus Arabidopsis und Spida@nn ein N-terminales
Lokalisierungssignal identifiziert werden. Bei denalyse der OMT-Teilsequenz der Erbse

wurde kein Chloroplasten-Lokalisierungssignal gefem (ttp://www.cbs.dtu.dk/services/

ChloroP, Emanuelssomrt al., 1999), moglicherweise aufgrund des fehlendenrislds. Der
Vergleich der Vorhersage von Transmembranhelicégp:(/www.cbs.dtu.dk/services/
TMHMM-2.0, Kroghet al., 2001) im OMT-Protein von Arabidopsis, Spinat Ufdbse zeigt

eine vergleichbare Verteilung der Domanen (AbbMgn sieht in den Abbildungen, dass bei

allen drei Sequenzen 13 Transmembran-Domanen \gab@gt werden, die sich zu zwei
Komplexen von je 6 und 7 Domanen anordnen.

Unter Verwendung der Programme ,CDART: ConservednBia Architecture Retrieval
Tool* (Geeret al., 2002) sowie ,Conserved Domain Search” (Marchlau& et al., 2007)
kbnnen ebenfalls Uber die gesamt Aminosauresequédz Transmembrandomanen
identifiziert werden. Diese Domanen zeigen starkembllogien zum Citrattransporter CitT
aus Escherichia coli (Poset al., 1998) sowie zu dem 2-Oxoglutarat/Malat-Transposaies
Spinacia oleracea (Weberet al., 1995).

Arabidopsis thaliana
Spinacia oleracea
_____________ Pisum sativum
Zea mays
| Oryza sativa
Sorghum bicolor

45 40 35 30 25 20 15 10 5 0
Number of amino acid substitutions

Abb. 6 Phylogenetische Baum der OMT-Sequenzen vetsedener Pflanzenarten.

Die OMT-Aminosauresequenzen verschiedener Pflam@ma wurden miteinander verglichen
(verwendete Methode: ClustalW, Thompsen al., 1994). Die 2-Oxoglutarat/Malat-Translokatoren
kénnen in zwei Gruppen untergliedert werden. Dieifasiure-Sequenz der Erbse zeigt hohe Ahnlichkeit
zu der von Arabidopsis, Spinat und Mais.
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TMHMM posterior probabilities for Sequence
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Abb. 7 Vorhersage von Transmembranhelices im PsOMT-Proteirmit dem TMHMM-Programm
nach Kroghet al., 2001 (aktuelle Version TMHMM 2.0c — 2007).

Durch das Programm TMHMMZ2.0c wurden Transmembraoéel in den Aminosduresequenzen
vorhergesagt. Das Programm beruht auf einem hiddenkov-Modell und hat eine Vorhersage-
Wabhrscheinlichkeit von 97-98%. Als Vergleichsseqmemzu der ermittelten cDNA-OMT-Sequenz aus
Erbse wurden die cDNAs aus Arabidopsis und Spiaedrigezogen.

Bei der Analyse der Phosphorylierungsstellen d&NPE-Sequenz wurden vier Serine, vier

Threonine und ein Tyrosin vorhergesapttg://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhd3lom et

al., 1999). Hierbei liegt das Ser — 148 auf der vagesagten Transmembran-Domane V, das
Thr — 32 auf der Transmembrandomé&ne | sowie das-T18 der Transmembrandomaéane IX.
Auf der Transmembrandomane X kénnen Thr — 331 ymd-B44 phoshoryliert werden.

Ein weiteres Screening der Phagen cDNA-Bank mieremveiten OMT-Sonde ergab positive
Klone mit Fragmenten einer Lange von 1,7 und 2,1 de Sequenzen dieser Fragmente
konnten der bereits bekannten PsOMT-Sequenz zugetonderden. Keines der Inserts
enthielt jedoch den fehlenden 5’-Bereich des 2-Quagat/Malat-Translokators.
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Zur Vervollstandigung der OMT-Sequenz wurde, basidrauf der Sequenz vémabidopsis
thaliana, eine heterologe Sonde erstellt. Diese Sonde utefaesn fehlenden 5’-Bereich der
OMT-Sequenz und hatte eine Lange von 420 bp. Di&NAcBank wurde mit dieser
heterologen AtOMT-Sonde erneut gescreent. Die ipesitKlone enthielten Inserts von 1,1
bis 2,5 kb Lange. Die Sequenzierung ergab schoarim& Teilsequenzen des PSOMT bzw.
nicht OMT-spezifische Sequenzen.

Eine weitere Methode zur Generierung von Sequerngemas ,Genome Walking“. Als
Grundlage musste ein spezifischer Typ einer gerdrars Bank hergestellt werden (siehe
Material und Methoden). Hierzu wurde hoch quakdibchwertige genomische DNA aus
sich entwickelnden Erbsensamen (12 — 18 DAF) net WRestriktions-Enzymen verdaut.
Nach Aufreinigung und Ligation von Adaptoren konnteittels zweier spezifischer
Primerpaare Fragmente generiert werden. Innéged PCR wurden DNA-Banden mit einer
GroRRe 0,9, 1,5 sowie 1,7 kb amplifiziert. Die Sewierung ergab schon bekannte Sequenzen
des OMTs sowie nicht OMT-spezifische Sequenzen.nBieen OMT-Sequenzen konnten der
bekannten Sequenz des Translokators zugeordneemvefdich ein weiterer Versuch unter
Verwendung einer neuen genomischen Bank sowie euem OMT-spezifischen Primern

fuhrte zu keiner weiteren Verlangerung der Sequenz.
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1.2. Generierung von transgenen Pflanzen

Der Einfluss von plastidaren Translokatoren auf S8@nenentwicklung von Leguminosen
wurde bisher wenig untersucht. Als Modellpflanzerfiir wurde die Leguminosisum
sativum ausgewahlt. Es wurden verschiedene Konstrukte rgeneDie Bedeutung von
Stickstoff als ein limitierender Faktor sowie Bestteil der Aminosauren und Proteine sollte
durch die Inhibition und Uberexpression des 2-Ouwtaght/Malat-Translokators naher
untersucht werden. Der Anteil der aromatischen Asd@uren im Samen sollte durch die

Uberexpression des Phosphoenolpyruvat/Phosphasi®kators verandert werden.

1.2.1. Antisense-Konstrukt des 2-Oxoglutarat/Mdletnslokators

Fur das 2-Oxoglutarat/Malat-Translokator (OMT)-aatise-Konstrukt wurde der EST-Klon
PSC35H04 (3'-terminales Ende der cDNA) verwendetiesBr enthielt einen
Sequenzabschnitt von 326 bp. Dieses Fragment wairtd@odifizierten Primern amplifiziert,
so dass an beiden Enden eBamHI-Schnittstelle entstand. Fir die Sequenzieruriglgie
die Klonierung in den pCR®2.1-TOPO-Vector. Unter Kilfenahme der Primer M13-24F
und M13-24R wurde das Insert vollstandig sequetzmirch Verdau miBamHI wurde das
Fragment herausgeschnitten und in einen pUC18-Yedtmiert, der den LeguminB4-
Promotor vonVicia faba (X03677.1; Baumleiret al., 1992) sowie den OCS-Terminator des
Klonierungsvector pHellsgate 8 augyrobacterium tumefaciens (AF489904.1; Helliwell,
C.A. and Waterhaus P.M.) enthielt. Vor der Ligatenfiolgte eine Dephosphorylierung des
Vectors mit alkalischer Phosphatase. Positive Klanneden mitBamHI sowie Hpal/Smal
gespalten, um die Orientierung zu Uberprufen (A)b.

Die erzeugte Expressionskassette mit dem PsOMTrakgRagin antisense-Orientierung wurde
mit Hindlll/ Smal herausgeschnitten und in den binéren pBar-Veldiehe Anhang) kloniert.
Dieser Vektor enthdalt als bakteriellen Selektiondteaein Spectinomycin-Resistenzgen und
vermittelt zur Selektion der transgenen Pflanzee &hosphinotricin-Resistenz. Das gesamte
Konstrukt wurde vor der Transformation Agrobacterium tumefaciens nochmals vollstandig
sequenziert.

Anschlieend wurde das Konstrukt mittels Hitzeskhan A. tumefaciens EHA105

transferiert. Die transformierten Agro-Bakterien rden fir die Transformation von
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Nicotiana tabacum L. cv. Samsun undPisum sativum L. cv. Eiffel verwendet.

Smal BamHI Hpal (264) BamHI  Hindlll
2766 antlsense
LeguminB4-Promotor ocs -Terminator
) 2968 §ense
kb S s a s a a s a s
3,5—.... - 4—'"--'- “H_L-_...— i
30—“ S ). .‘ﬁ ' & ._ulu_-un

Abb. 8 Konstrukt fur die antisense-Inhibition des PSOMT (den) und Bestimmung der Orientie-
rung des OMT-Fragmentes.

Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau deprEssionskassette mit dem PsOMT-Konstrukt in
sense- und antisense-Orientierung. Als Promotordevuder LeguminB4-Promotor augicia faba
verwendet. Der ocs-Terminator entstamrAt tumefaciens. Die zur Klonierung verwendeten
Restriktionsschnittstellen sind gekennzeichnet. Bastimmung der Orientierung des OMT-Fragmentes
erfolgte ein Verdau mitSmal und Hpal und eine Auftrennung der Fragmente auf einem &¥%ig
Agarosegel. Die sense-Orientierung ist durch ,9& dntisense-Orientierung ist durch ,a“ gekenn-
zeichnet.

1.2.2. Transformation des 2-Oxoglutarat/Malat-Tlaketor-antisense-
Konstruktes in Erbsenpflanzen

Die transformierten Agrobakterien wurden zwei Tage der Transformation angeimpft, so
dass sie sich zum Transformationszeitpunkt im e&pbtellen Stadium der Zellteilung
befanden. Um eine hohe Effizienz bei der Transftionazu gewéahrleisten, wurden die
behandelten Explantate auf P1-Medium mit hoher ptnostricin-Konzentration (10 mg/l)
kultiviert. Die Spross-Bildung erfolgte bei eineénd3phinotricin-Konzentration von 5 mg/l.

Es wurden funf Transformationsansatze durchgefidobei je Ansatz ca. 400 Explantate mit
den transgenen Agrobakterien behandelt wurden.deasExplantaten entwickelten sich 48
Sprosse, die auf eine Wildtyp-Unterlage gepfropfrden. Daraus resultierten 43 transgene

Pflanzen, die in der Klimakammer unter Standardimpgiigen kultiviert wurden. Mittels
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PCR-Analyse wurden 34 Pflanzen positiv auf das PE&¥agment getestet. Diese Pflanzen
entstammten 21 unabhangigen Kalli. Hieraus wurdertrdnsgenen asOMT-Linien 2, 3, 5, 6,
8 und 9 entwickelt (Abb. 9).

Als Kontrolle fur die Erbsentransformation wurde bék transformiert. Aus drei
Transformationsansatzen Micotiana tabacum konnten 16 Tabakpflanzen generiert werden.
Davon konnten 14 Tabakpflanzen positiv auf das P§@¥agment getestet werden. Mit den
transformierten Tabakpflanzen wurden keine weitévensuche durchgefiihrt. In ebenfalls
drei Anséatzen wurde versucMicia narbonensis zu transformieren. Es konnten jedoch keine

transgenen Pflanzen generiert werden.

12 3 4 5 6 7 8 9 Wr

%%“mﬂﬁwmﬁwﬂm Linie 3 L3 L6 L9
Linie 6 - m
-
Linie 9 L]
Hindlll - Verdau Xhol - Verdau

Abb. 9 Southern-Analyse der transgenen Erbsen-asPsOMT-Lien 3, 6 und 9.

In der Abbildung ist eine Southern-Analyse fir fftaRzen der T3-Generation der asOMT-Linie 3, 6 Gnd

zu sehen. 15 pg genomische DNA wurden mit dem R#éstrsenzymHindlll gespalten. Durch semi-dry
Blot erfolgte der Transfer auf eine Nylonmembrans ASonde wurde das Fragment des EST-Klons
PSC35H04 (siehe Text) verwendet. In jeder transgé&flanze jeder Linie sind zwei Banden sichtbae Di
untere Bande entspricht dem endogenen Gen, wi&/egleich mit dem Wildtyp zeigt. Zur Uberprifung
der drei asOMT-Linien wurden Einzelpflanzen nfitol verdaut. Die mit einem Pfeil gekennzeichnete
Bande ist endogenen Ursprungs. In der Linie 3 rider endogenen Bande noch eine zweite Bande
etkennbar, die vermutlich durch unvollstandigne Verdar genomischen DNA zustande gekomme

1.2.3. Uberexpressionskonstrukt des 2-OxoglutamiTranslokators

Fur die Uberexpression des OMTs wurde ein Konstarkeugt, welches die Sequenz des
Translokators vonArabidopsis thaliana (AtDiT1, Taniguchi et al., 2002) in sense-
Orientierung enthielt. Fir die PCR wurden die Primmé jeweils einerBamHI-Schnittstelle

versehen. Das verwendete Plasmid wurde freundiikise von Herrn Taniguchi
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“Laboratory of plant resoures and environment”, diag University Japan, zur Verfigung
gestellt.

Als Promotor wurde ein 683 bp langes Fragment d&P-Bromotor ausVicia faba
(X56240.1, Baumleiret al., 1993) verwendet. Zur PCR-Amplifikation dieses dgfments
wurde ein pUC18-Vector benutzt, welcher den gesar8P-Promotor (3539 bp) enthielt.
Der forward-Primer enthielt eine&Smal-Schnittstelle, der reverse-Primer eirgamHI-
Schnittstelle. Beide Fragmente wurden in den pCR®®RO-Vektor kloniert und mit den
Primern M13-24F und M13-24R vollstandig sequenziert

Aus dem pUC18/LeB4-Vektor wurde der LeguminB4-Prtonomit den Restriktions-
enzymenBamHI und Smal ausgeschnitten und mit Hilfe derselben Schnitestedurch den
USP-Promotor ersetzt. Zur Erzeugung der Expressamsette wurde Uber diBamHI-
Schnittstelle die gesamte OMT-Sequenz Aubaliana eingefiigt. Mit Hilfe des Restriktions-
enzymsHindlll wurde die Orientierung des AtOMT-Fragmentestbamt (Abb. 10).

Ein pBar-Vektor mit ocs-Terminator wurde durch and@derfolgenden Verdau n#mal und
Xbal linearisiert. Beide Schnittstellen sind eng bdrmat. Die Behandlung mit beiden
Restriktionsenzymen fuhrt zum Verlust eines 10 bgpgkentes. Die USP/sAtOMT-

Smal BamHI Hindlll (1024) BamHI Xbal Hindlll

(1369 b;N / .
E— ——

USP-Promotor | ocs-Terminator

LeB4-Promotor antisense

&
<

N
>

1781 bp
kb S S S a X S s s a s

RN W
U100 O
111

L

Y — —
e — — — — — —

ARRY |

Abb. 10 Konstrukt fiir die Uberexpression des AtOMT (oben) und Bestimmung der Orientierung
des OMT-Fragmentes (unten).

Als Promotor wurde der USP-Promotor avigia faba verwendet. Der ocs-Terminator entstamint
tumefaciens. Die Orientierung der OMT-cDNA wurde durch Verdauit Hindlll bestimmt. Die sense-
Orientierung ist durch ,s“, die antisense-Orientigg ist durch ,a“ gekennzeichnet. Die mit x“
gekennzeichnete Stelle gibt einen Klon mit Dopsaition an, der ein Fragment sowohl in sense als au
in antisense-Orientierung enthalt.
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Expressionskassette (Smal/Xbal-Fragment, siehe AB@pbwurde nach Dephosphorylierung
mittels der T4-Ligase in den pBar-Vektor klonid?bsitive Klone wurden tber ein&amHI-
und Smal/Xbal-Verdau ermittelt. Anschlielend wurden die USPGKIT-Konstrukte
vollstandig sequenziert. Eines der Konstrukte nehldrfreier Sequenz wurde i@,
tumefaciens EHA105 transferiert. Die transgenen Agrobaktemarrden zur Transformation
von Arabidopsis thaliana L. cv Columbia,Nicotiana tabacum L. cv Samsun undPisum
sativum L. cv Erbi verwendet.

AulRer dem USP/sAtOMT-Konstrukt wurde noch ein LedOMT-Konstrukt generiert.
Hierzu wurde aus dem LeB4/asPsOMT-Konstrukt (sisble. 8) das Insert ausgetauscht. Die
Orientierung der sense-cDNA wurde durch eing@mal/Hindlll Verdau sowie durch
Sequenzierung Uberprift. Dieses Konstrukt wurdeosibw A. tumefaciens EHA101 als auch
AGL1 transformiert. Es wurden transgene PflanzemAmabidopsis thaliana L. cv Columbia,
Nicotiana tabacum L. cv Havana unéisum sativum L. cv Erbi generiert.

1.2.4. Transformation der 2-Oxoglutarat/Malat-Ttakator-sense-
Konstrukte in Erbsenpflanzen

Es wurden insgesamt 13 Transformationsansatze rain dJSP/sAtOMT-Konstrukt
durchgefuhrt. Aus den ersten 5 Ansatzen konntemekéiflanzen generiert werden. 53
Pflanzen wurden gepfropft, 43 Pflanzen konntenaisitPCR getestet werden. Davon konnten
18 Pflanzen positiv auf die AtOMT-cDNA getestet dem. Diese Pflanzen entstammten von
9 verschiedenen Kalli. Hieraus wurden die transged&P/sAtOMT-Linien 7, 5 und 14
herangezogen. Mit dem LeB4/sAtOMT-Konstrukt wurdeAnsatze durchgefuhrt, aus denen
41 Pflanzen gepfropft wurden. Von 25 getestetermrR&n waren 9 positiv. Von diesen
Pflanzen konnten die Linien 2, 4, 6 und 20 genewerden.

Parallel zur Erbsentransformation wurden Tabak Arabidopsis als Kontrolle transformiert.
Beim USP/sAtOMT-Konstrukt konnten von 15 Tabakpfian 7 positiv getestet werden,
hingegen bei Arabidopsis wurden von 24 Pflanzenpa8itiv getestet. Von 15 mit dem
LeB4/sAtOMT-Konstrukt transformierten Tabakpflanzewaren 8 positiv, von 36
Arabidopsis-Pflanzen hatten 17 die AtOMT-cDNA. Migén transformierten Tabakpflanzen
und Arabidopsispflanzen wurden keine weiteren Vigsudurchgefuhrt. Es wurde ebenfalls
versucht in drei Ansatzeviicia narbonensis zu transformieren. Es konnten keine transgenen

Pflanzen generiert werden.
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1 23 45 6 7 8 9 WT

USP/sAtOMT
B e s AT Linic 14
B s Linie 6
' LeB4/sAtOMT
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Abb. 11 Southern-Analyse der transgenen sAtOMT-Linén und des Wildtyps.

In der Abbildung ist eine Southern-Analyse fir @&aRfen der T3-Generation der USP/sOMT-Linie 7 und
14 sowie der LeB4/sAtOMT-Linie 6 und 20 zu sehes.viurden 15 pg genomische DNA durch einen
Verdau mit dem Restriktionsenzyidindlll gespalten. Durch semi-dry Blot erfolgte deamsfer auf eine
Nylonmembran. Als Sonde wurde die gesamt cDNA de ©ausArabidopsis thaliana verwendet. Die
Linien 6 und 7 enthalten je eine Kopie des InselitsLinien 14 und 20 je zwei Kopien des Inserts.

1.2.5. Uberexpressionskonstrukt des Phosphoenafairanslokators

Fur das PPT-sense-Konstrukt wurde die cDNA des pHumnolpyruvat-Translokators (PPT)
von Brassica oleracea (U13632, Weberet al., 1994) verwendet. Fur die Amplifikation
wurden Primer mit jeweils eindBamHI-Schnittstelle verwendet. Das Amplifikat wurde in
den pCR®4-TOPO-Vector kloniert und mit den Primér(prom.) und T3 vollstandig
sequenziert. Aus dem bereits erstellten binarenoredes USP/sAtOMT-Konstruktes wurde
das AtOMT-Insert durclBamHI-Verdau herausgeschnitten, so dass die BoPPTeaequur
noch eingefigt werden musste. Durch einen Doppadéwemit Bglll und Xhol konnte die
Orientierung der BoPPT-Sequenz bestimmt werdenrbidielag die Bglll-Schnittstelle
asymmetrisch in der BoPPT-Sequenz (473), Xhel-Schnittstelle lag hingegen im Vector
(Abb. 12).

Die Sequenz der gesamten Expressionskassette wuntker Verwendung der
Klonierungsprimer bestimmt und die Orientierung desertes bestétigt. Ein fehlerfreies
USP/sBoPPT-Konstrukt wurde mittels HitzeschockAgrobacterium tumefaciens EHA105
transformiert. Mit Hilfe dieser Bakterien wurdemrabidopsis thaliana L. cv Columbia,

53



lll. Ergebnisse

Smal BamHI Bglll (473) BamHI  HindIll

USP-Promotor  Phosphoenolpyruvat-Translokator (PPT) 0¢S-Terminator

(683 bp) ausBrassica oleracea (1209 bp) (778 bp)

Abb. 12 Konstrukt fiir die Uberexpression des PPT.

Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau deprEssionskassette des USP/sBoPPT-Konstrukts.
Als Promotor wurde der USP-Promotor adlisia faba (X56240.1, Baumleirt al., 1993) verwendet. Die
verwendet gesamte cDNA stammte a@ra@ssica oleracea (U13632, Weberet al., 1994). Der ocs-
Terminator entstammte ads tumefaciens (AF489904.1; Helliwell, C.A. and Waterhaus, P.MDje zur
Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellémd sgekennzeichnet. Die Orientierung der BoPPT-
cDNA wurde durch Verdau miglll und Xhol sowie Sequenzierung bestimmt.

Nicotiana tabacum L. cv Samsun un&isum sativum L. cv Erbi transformiert.

Durch Austausch der Fragmente des LeB4/asPsOMTKites mit dem BoPPT-Fragment
Uber dieBamHI-Schnittstellen wurde ein weiteres Konstrukt eigte das anstatt dem USP-
Promotor den LeguminB4-Promotor besaf. Mit dagnobacterium tumefaciens EHA105
sowie AGL1 wurdenNicotiana tabacum L. cv Samsun undPisum sativum L. cv Erbi

transformiert.

1.2.6. Transformation der Phosphoenolpyruvat-T ckabr-
sense-Konstrukte in Erbsenpflanzen

Fur das USP/sBoPPT-Konstrukt wurden 8 Transforma#iasétze durchgefihrt. 34 Pflanzen
wurden gepfropft, 21 Pflanzen wurden mittels PCERegfet. Davon waren 12 positiv fur die
BoPPT-Sequenz. Die transgenen Linien 3, 4 und @leugeneriert. Fur das LeB4/sBoPPT-
Konstrukt wurden zwei Tranformationsansatze durfilfge Es wurden 4 Pflanzen gepfropft
sowie durch PCR getestet. 3 Pflanzen wurden poggigstet, aus denen eine transgene Linie
gezogen werden konnte.

Als Kontrolle zur Erbsentransformation wurde Tabphrallel transformiert. Bei den
Tabakpflanzen, mit dem USP/sBoPPT-Konstrukt wam@m awolf 8 positiv auf das Fragment
getestet wurden. Von den 13 generierten LeB4/sBeaPiRihzen wurden 8 positiv getestet.
Mit den transformierten Tabakpflanzen wurden keweteren Versuche durchgefiihrt. Es
wurde ebenfalls versucht in drei Ansétaénia narbonensis zu transformieren, wobei keine

Pflanzen generiert werden konnten.
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Linie 3

Linie 4 USP/sBoPPT

Linie 6

Abb. 13 Southern-Analyse der transgenen sBoPPT-Lian und dem Wildtyp.

In der Abbildung ist eine Southern-Analyse fur f@&aRzen der T3-Generation der USP/sBoPPT-Linie 3,
4 und 6 sowie der LeB4/sBoPPT-Linie 136 zu sehenwhlrden 15 pg genomische DNA durch einen
Verdau mit dem Restriktionsenzyindlll gespalten. Durch semi-dry Blot erfolgte demaifisfer auf eine
Nylonmembran. Als Sonde wurde di¢l length cDNA des BoPPT auBrassica oleracea verwendet. Die
USP/sBoPPT-Linien enthalten je eine Kopie des Tganss, die LeB4/sBoPPT-Linie 136 zwei Kopien
des Insert:

1.2.7. Ubersicht der Konstrukte und erzeugten hygazn
Erbsenlinien

In dieser Arbeit wurden eine Vielzahl von Konstrokgastidaren Translokatoren generiert.
Eine Ubersicht sind in Tabelle 1 zu sehen. Alleeagten Erbsenlinien waren ab der T4-
Generation homozygot. Es wurde entschieden, weifaralysen mit den homozygoten
LeB4/asPsOMT-Linien durchzufiihren. Diese zeigtemeei eindeutig identifizierbaren
Phanotyp. Aufgrund der begrenzten Zeit fur diesdoelr konnten keine Analysen der
homozygoten Linien der anderen Konstrukte mehr tiyefilhrt werden. Die anderen
generierten Erbsenlinien werden in zuklnftigen Adwe der Arbeitsgruppe naher
charakterisiert und analysiert. Die transformierfeabak- und Arabidopsispflanzen wurden

als Transformationskontrollen verwendet und nichiter charakterisiert.
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Tabelle 1.
Zusammenfassung der Konstrukte und der erzeugten hmozygoten transgenen Erbsenlinien

Konstrukt transformierte positiv getestet generierte
Pflanze Pflanzen homozygote Linie
Nr.
LeB4/asPsOMT Pisum sativum cv. Eiffel 43 2,3,5,6,8,9
USP/SAtOMT Pisum sativum cv. Erbi 18 7,5, 14
LeB4/sAtOMT Pisum sativum cv. Erbi 9 2,4,6, 20
USP/sBoPPT  Pisumsativumcv. Erbi 12 3,4,6
LeB4/sBoPPT Pisumsativumcv. Erbi 3 136
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1.3. Phanotyp der transgenen asOMT-Erbsenpflanzen

Aus den transgenen asOMT-Linien vBrsum sativum (2, 3, 5, 6, 8 und 9; sechs Linien)
wurden 3 Linien ausgewabhlt, die phanotypische Vide@mngen aufwiesen (Linie 3, 6, 9). Die
Pflanzen zeigen einen verédnderten Habitus. Im eriglzum Wildtyp ist die Wuchshdhe
verandert; die Pflanzen sind grol3er. Bei der LBist dieser Effekt am starksten ausgepragt
(Abb. 16A). Dieser Effekt lasst sich verstarkennwalie Pflanzen bei erhohter Temperatur
(Lichtphase 16 h bei 23 °C) wachsen (Abb. 17A). Digen 6 und 9 zeigen eine weniger
starke Auspragung dieses Effektes.

Die transgenen Erbsensamen zeigen keine sichtbavemdnderungen. In den
Wachstumskurven (Abb. 16B) ist der graphische \érider Zunahme des Gewichtes der
sich entwickelnden Samen fir die drei transgenarehiim Vergleich zur Gewichtszunahme
der Wildtypsamen dargestellt. Ab dem 14. Tag naeh Blite weisen die Samen aller
transgenen Linien ein geringeres Gewicht auf alsWedtyp. Linie 3 zeigt die starkste
Reduktion des Frischgewichtes. Es sind nur diedivitrte ohne Standardabweichung von
durchschnittlich acht Samengewichten dargesteht. 2ui Gberprifen, ob dieser Effekt auch

unter Gewachshausbedingungen wiederholbar ist,emutlte gleichen Linien im Jahr 2008 in

Wachstumskurve Wildtyp Eiffel - asOMT 3, 6, 9
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Abb. 16 Vergleich des Phénotyps der transgenen Lieh mit dem des Wildtyps unter

Normalbedingungen.

(A) Vergleich von Wildtyppflanzen und Pflanzen dénie asOMT3, die unter Normalbedingungen
in der Klimakammer (16 h Tag, 19 °C) gewachserewar

(B) Graphische Darstellung der Samengewichte alsha&tamskurve wahrend der Entwicklung vom
12 DAF bis 22 DAF. Dargestellt sind nur die Mittelrte von mehreren Samengewichten (N>8).
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Durchschnittsgewicht reifer Samen (Gewachshaus 2008)
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B *k%k *k*k *
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0,14

asOMT3 00 - A :

Abb. 17 Vergleich des Phanotyps der transgenen asORM Linien mit dem des Wildtyps bei

erhéhter Temperatur (A) und Durchschnittsgewicht rafer Samen (B).

(A) Vergleich von Wildtyppflanzen und Pflanzen dénie asOMT3, die bei einer erhdhten
Temperatur im Klimaschrank (16 h Tag, 23 °C) gewan waren.

(B) Graphische Darstellung der Durchschnittsgeteichifer Samen (N>20). Das Wachstum erfolgte
in kleinen Gewé&chshausern im Jahr 2008. Die Gadatbn wurden mittels einer statistischen
Analyse ausgewertet (siehe Material und Methoden).

einem Kkleinen Gewachshaus unter Feldbedingungenantyerogen. Die reifen,
abgetrockneten Samen der asOMT-Linien zeigen ainggres Samengewicht im Vergleich
zu den Wildtypsamen (Abb. 17B). Hierbei wird detltlidass die Linien 3 und 6 die starkste
Gewichtsreduktion aufweisen.

1.4. Histologische Analysen von asOMT-Erbsen

Die histologische Untersuchung von Erbsen der as@Mien 3, 6 und 9 wurden licht-

mikroskopisch sowie mit Hilfe des Transmissionsgmkenmikroskops durchgefuhrt. Im
Lichtmikroskop wurden je transgener Linie drei Saprdwicklungsstadien (13, 19, 24 DAF)
mit den entsprechenden Entwicklungsstadien des tygsdmens verglichen. Die

Strukturanalyse der Zellen (Zellgro3e, Zellgeomegtrergab keine Verdnderung in den
transgenen Samen im Vergleich zum Wildtypsamenntalie wurden keine Unterschiede
der Starke- und Proteinkorper im Lichtmikroskop ip@iximaler Vergré3erung sichtbar.

Die Ultrastrukturanalyse wurde mit nur einem Enkhingsstadium (15 DAF) je asOMT-

Linie durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte im adden, im abaxialen sowie im

Mittelbereich des Kotelydonen. Sehr gut zu erkenmaren vor allem die Proplastiden sowie

die Proteinkdrper. Die vergleichende Analyse derfnAbmen der kontrastierten
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Ultradinnschnitte zwischen den transgenen Saméndem Wildtypsamen ergab keine
strukturellen Veréanderungen und keine Veranderurggrden eingelagerten Proteinkdrpern

(Bilder nicht gezeigt).

1.5 Transkriptanalyse von sich entwickelnden as@iidsen

Um zu Uberprifen, ob die OMT-spezifischen Trangkripeduziert sind, wurde eine
Transkriptanalyse durchgefihrt. Bei der RNA-GelAoalyse wurden Transkripte aus sich
entwickelnden Erbsensamen analysiert (11 DAF bi®2&). Als Sonde wurde das 326 bp-
lange OMT-Fragment verwendet. Die Quantifizierurey &RNA erfolgte mittels der 25S-
RNA. Nach Abgleich der Banden zwischen der tranegeasOMT-Linie 3 und des Wildtypes
ergab keine signifikante Reduktion. In den transgeRroben konnte eine endogene OMT-
Bande sowie eine antisense-OMT-Bande identifizierden.

Aufgrund der hoheren Sensitivitat der gRT-PCR fjiezfische Transkripte wurden vom
Entwicklungsstadium 15 DAF von jeder der asOMT-kirsiowie vom Wildtyp drei Samen
geerntet und mit Hilfe von OMT-spezifischen Primauf Expression des Transgens getestet.
Als interner Standard wurde Aktin aus Erbse (Acc.BB1047.1) verwendet. DiCt-Werte

fur alle drei asOMT-Linien sind im Vergleich zum Mtyp signifikant verringert. (Linie 3 -
1,9fach weniger, Linie 6 - 2,2fach, Linie 9 - 1 @faveniger). Fur die Normalisierung mit der
internen Kontrolle wurde der®&-Wert berechnet. Mit Hilfe des Programms LineRegPCR
wurden die PCR-Effizienz-Werte ,e“ ermittelt. Inrdébbildung 18 sind die ermittelterf*g-

Korrigierte ¢2““Werte

0,5

0,4 4
*%*

0,3 **k* [
*k%k

0,2

0,14

0,0 - T
WT Eiffel asOMT 3 asOMT 6 asOMT 9

Abb. 18 Vergleich der korrigierten e2“-Werte der asOMT-Linien 3, 6 und 9 mit dem des Wildtyps.

Je Linie wurden am 15 DAF drei biologische Wiedéuhgen sowie drei technische Wiederholungen
durchgefiihrt. Hieraus errechnete man die Mitteleveimd die Standardabweichung. Die Signifikanz der
Messwerte wurde durch eine statistische Analysepiibf (siehe Material und Methoden).
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Werte des Wildtypes sowie aller drei asOMT-Linieargestellt. Diese Werte sind bei allen
drei transgenen Linien niedriger als im Wildtyp.rBlu Errechnen des"#“Wertes kann das
Verhaltnis der Transkriptmenge in den transgenabéhr zu den Wildtypproben bestimmt
werden (2°““Wert fiir die Linie 3 — 0,52; Linie 6 — 0,43; Lini@ — 0,66). Hieraus ist
ersichtlich, dass die Transkriptmenge auf 43 %i@.8), 52% (Linie 3) bzw. 66 % (Linie 9)
der Transkriptmenge des Wildtyps reduziert ist.

1.6. Microarray-Analyse von asOMT-Erbsen

Unter Verwendung von Microarrays wurde das Tramps&m der Samen der asOMT-Linie 3
und des Wildtypes analysiert (zur Methode, siehegéfeet al., 2008). Es wurden drei
Entwicklungsstadien (15, 17, 22 DAF) analysiertn&elie eine Veranderung gegeniuber dem
Wildtyp um den Faktor 1,5 aufwiesen, wurden al$edénziell exprimiert betrachtet. Fur die
Darstellung von herrunterreguliert&enen gegentber dem Wildtyp, wurde vor dem Faktor
ein Minus-Zeichen eingefligt. In der nachfolgendesbdllen (Seite 62 — 64) sind die
unterschiedlich exprimierten Gene dargestellt.

In der Auswertung wurden 162, 343 und 346 Geneé4343,5%, 6,6% von 5246) am 15., 17.
und 22. DAF annotiert. Davon sind 80, 48, und 18M&(1,5%, 0,9%, 3,62% von 5246) am
15., 17. und 22. DAF in der transgenen Linie geingxprimiert. Die Funktion von 23, 11
und 70 Genen mit geringerer Expression in den g@amsn Samen (23%, 11 % und 70% der
herunterregulierten Gene) ist unbekannt. Am 15.uhd 22. DAF sind 82, 295 und 156 Gene
(1,6%, 5,6% und 3% von 5246) hoher exprimiert. \dem hochregulierten Genen zeigen 23,
40 und 21 Gene keine Homologie zu annotierten Semre (28%, 14% und 14% der
hochregulierten Gene). Es ist erkennbar, dass dizal® exprimierter Gene wéhrend der
Samenentwicklung zunimmt. Am 17. DAF sind fast dappsoviel unterschiedlich
exprimierte Gene annotiert wie am 15. DAF. Die Anzder hochregulierten Gene am 17.
DAF ist mehr als funfmal so hoch wie die der hetrearegulierten Gene. Am 22. DAF sind
mehr annotierte Gene herrunterreguliert als hochieg Vielfach sind Gene vertreten, die
fur ribosomale Proteine und Histone codieren, waé @ne erhohte Genaktivitat und
Proteinbiosynthese hinweist. In mehreren analysie&Entwicklungsstadien konnten sechs
Gene der Albuminbiosynthese zugeordnet werdenalikewahrend der Samenentwicklung

herrunterreguliert sind. Sechs Gene der Leguminbpgdroteine zeigen sowohl eine hoch-
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als auch Herrunterregulation. Albumine und Legunge@dren zu den Hauptspeicherprote-
inen der Leguminosen.

In den asOMT3-Samen sind 44 Gene, die flir Speicbiipe codieren, differenziell
exprimiert (Tabelle 2). Zu den 14 Genen, die hogtliert sind, gehéren das Vicillin (4
Gene), das Legumin (7 Gene) und das Vicillin-almdidJSP (unknown seed protein) (3
Gene). 34 Sequenzen von Speicherproteinen sindurtterreguliert. Dazu gehdren die
Albumine (6 Gene), die Legumine (6 Gene), das Goltini (3 Gene), das Vicillin (6 Gene),
das Vicillin-ahnliche USP (9 Gene), das Sacchaioseinde Protein (2 Gene) sowie die
Oleosine (2 Gene) und jeweils eine Sequenz furGlgsinin und das Conglutinin. Es ist
erkennbar, dass am 15. DAF eine grol3e MehrzahQaemen (27 Gene) herrunterreguliert ist.
Hingegen am 17. DAF sind es 7 Gene, am 22. DAF ssd4 Gene. Die hochregulierten
Gene verteilen sich wie folgt: 0 Gene am 15. DAGéhe am 17. DAF und 11 Gene am 22.
DAF.

In den transgenen Samen sind 13 Gene der Amindsasyathese differenziell exprimiert
(Tabelle 3). Hiervon sind funf Gene geringer undhitaGene starker exprimiert. Zu den
herunterregulierten Genen gehodren die L-Asparage;ng2 Gene, 17 und 22 DAF), die
Homoserin Kinase, die Serin/Glycin Hydroxymethyiséerase und die 3-lsopropylmalat
Dehydratase. Die Asparaginase spielt beim AbbauAdesragins eine entscheidende Rolle.
Die hochregulierten Genen sind folgende: Methior8gnthase (3 Gene), Ketol-acid
Reductoisomerase (2 Gene, plastidar), die Acetalxydacid Synthase, die 3-Isopropylmalat
Dehydratase und Glycin decarboxylase. Die Gene Alemoséauresynthese sind in den
friheren Stadien hochreguliert, am 22. DAF allegdiherrunterreguliert.

Eine Vielzahl von Genen (58 Gene), die Proteine ptastidarer Funktion codieren, sind in
den asOMT3-Samen differenziell exprimiert (Tabel)e Uber 75% dieser Gene (45 Gene)
sind hochreguliert, nur 13 Gene sind herrunteriegulZu den differenziell hochregulierten
Genen zahlen 2 Gene der Chlorophyllbiosynthese p{ftilinogen deaminase, Mg-
protoporphyrin IX monomethyl-Estercyclase), 5 Geamelieren fur die Rubisco (Rubisco-
Aktivase, Rubisco subunit binding-protfdnRubisco small chain), 6 Gene gehdren zum PSI-
Protein, 3 Gene zum PSII-Protein. Fir ein weiteféylakoidprotein, das Plastocyanin,
codiert 1 Gen, fiur das Chlorophyll-binding Protewmdieren 13 Gene sowie jeweils ein Gen
fur das Ferredoxin, die GAPDH A, die GAPDH B, deredursor des CP12-Proteins, den
Triosephosphat/3-Phosphoglycerat-Translokator Adi€-Synthase yUntereinheit) und das
MinD-Protein. Desweiteren sind die plastidaren @erein Porin (VDACL1.1), das Acyl-
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Tabelle 2.
Differenziell exprimierte Gene der Proteinspeicherag

Von drei Entwicklungsstadien (15, 17, 22 DAF) sindie differenziell exprimierten Gene des
Proteinspeichermetabolismus (P < 0,05) dargesBaitGenen, die im Vergleich zum Wildtyp herrunéguliert
sind, wurde ein Minus-Zeichen vor dem Faktor gdsetz

DAF Seq. ID Annotation Faktor Funktion
17, 22 P04635 Vicilin, 47K 2,6;4,0 Speicherprotein
17, 22 P04615, P04616, Vicilin (3) 1,7;1,8;2,2 Speicherprotein
P04038
17,22 P04997, P04998, Legumin B (4) 1,7;2,2; 2,3 Speicherprotein
PS02001, P01284
17,22 PCPS13, P04996 Legumin J (2) 24,35 Speicherprotein
17, 22 P04995 Legumin K 1,7; 2,3 Speicherprotein
17,22 P01331, P01275, USP (3) 1,5;1,6 Speicherprotein
NCPS06
15 P04531 Albumin -3,1 Speicherprotein
15, 17 P04536, P04536 Albumin-1 B (2) -4,1;-17,8; -2,0 Speicherprotein
17 P02079, PCPS14 Albumin 1 (2) -3,6;-2,0 Speicherprotein
17, 22 P04441 Albumin-2 -8,4;-2,6 Speicherprotein
15 P04448 Legumin A -3,0 Speicherprotein
15 P02001, P01284, Legumin B (4) -2,2;-1,8;-2,0;-1,6 Speicherprotein
P04998, P04997
15 P04995 Legumin K -1,7 Speicherprotein
15, 22 P00637, P03879, Convicilin (3) -2,6;-25;-1,9;-15 Speicherprotein
P01001
15, 22 P04032, PO0636 62K sucrose-binding pro®in (  -2,2;-1,7; -2,7 Speicherprotein
15 P04533, P04038 Vicilin A (2) -1,8;-2,3 Speicherprotein
15 PCPS22, P02195 Vicilin (2) -1,7;-1,7 Speicherprotein
15 P04635, P00633 Vicilin, 47K (2) -1,5;-15 Speicherprotein
15, 22 P01331, P00635, USP (9) -2,0;-1,8;-2,6; -2,1, Speicherprotein
PCPS20, P01292,
P02121, P04579, . . .
NCPS06, P04364, 1615 -1.5:-16
P0O1146
17, 22 P04214 Oleosin, 15.8 kDa -2,5;-1,8 Speicherprotein
17, 22 P04150 Oleosin -3,3;-1,7 Speicherprotein
17 P04532 Glycinin subunit G7 -4,0 Speicherprotein
22 P03963 Conglutin gamma -1,7 Speicherprotein
Tabelle 3.

Differenziell exprimierte Gene des Aminosauremetadsmus

Von drei Entwicklungsstadien (15, 17, 22 DAF) sitid differenziell exprimierten Gene des Aminoséustan
bolismus (P < 0,05) dargestellt. Bei Genen, dieMengleich zum Wildtyp herrunterreguliert sind, waréin
Minus-Zeichen vor dem Faktor gesetzt.

DAF Seq. ID Annotation Faktor Funktion

15, 17 P00936, P04228\ethionine synthase (3) 2,1;19;1,6 Aminosaure-
P01003 metabolismus

17 P02505, P01422 Ketol-acid reductoisomerase, 2,0;1,6 Aminosaure-
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plastidial (2) metabolismus
17 P01320 Acetohydroxy- acid synthase smalll,6 Aminoséure-
subunit metabolismus
17 P02844 3-isopropylmalate dehydratase, 1,7 Aminoséure-
small su. metabolismus
Aminosaure-
15 P03823 Gly decarboxylase P, mitochondrid,4 metabolismus
17, 22 P03654, P03495 L-asparaginase (2) -2,4;-3,4; -3,0 Aminosaure-
metabolismus
22 P04004 Homoserine kinase, plastidial -1,7 Aminosaure-
metabolismus
22 P04128 Serine hydroxymethyltransferase, -4,4 Aminoséure-
mitoch. metabolismus
22 P00330 3-isopropylmalate dehydratase larg@,4 Aminoséure-
su, metabolismus
Tabelle 4.

Differenziell exprimierte Gene mit plastidarer Funktion

Von drei Entwicklungsstadien (15, 17, 22 DAF) sidie differenziell exprimierten Gene mit plastidarer
Funktion (P < 0,05) dargestellt. Bei Genen, dieMergleich zum Wildtyp herrunterreguliert sind, waréin
Minus-Zeichen vor dem Faktor gesetzt.

DAF Seq. ID Annotation Faktor Funktion
17,22 P01185 Porphobilinogen deaminase 1,6;1,8 Chlorophyll-
bioynthese

15 P04067 Mg-protoporphyrin IX monomethyl2,0 Chlorophyll-

ester cyclise bioynthese
15 P04802 Rubisco activase 1,8 Calvin-Zyklus
15, 17 P04885 Rubisco subunit binding-protein b&2; 2,6 Calvin-Zyklus
17, 22 P04369, P05083, Rubisco, small chain (3) 7,0;2,7,1,9 Calvin-Zyklus

P04368

15,17,22 P02684, P03722, PS | protein (6)
P04710, P04200,
P01410, PO0436

2,0;2,4;,27;1,6;2,2; Thylakoidprotein
3,1;2,6;2,4;2,6; 2,4

15,17,22 P01039, P01038, PSII I-protein (3) 2,9:1,5;1,6;22 Thylakoidprotein
P05119
22 P04283 Plastocyanin, chloroplast 1,7 Thylakoidprotein

15,17,22 P00519, P05170, Chlorophyll a/b binding protein (13)4,2; 4,3; 1,9; 2,8; 3,4;  Chlorophyll a/b
P04327, PO5007, 4,0;1,8;1,9;2,0;4,2; binbing Protein
P05005, P01663, 7,1
P00854, P05010,
P00875, P04271,
P04272, P03175,

P05008

17, 22 P01497 Ferredoxin-1 1,6;2,7 Ferredoxin

17,22 P00460 GAPDH A, NADP 2,0;1,8 Calvin-Zyklus

15 P00908 GAPDH B, NADP 2,6 Calvin-Zyklus

17 P03482 CP12 protein precursor, chloroplag,3 Proteininteraktion

17 P04339 Triose-P/3-phosphoglycerate/P 1,9 Transport
translocator

15 P04415 ATP synthase gamma chain, 1,7 ATP-Synthese
chloroplast

17 P02124 Septum site-determining protein 1,7 Plastidenteilung
MinD
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17 P04405 Outer plastidial membrane protein1,8 Transport
porin, VDAC1.1
15 P04591 Acyl carrier protein 1, chloroplast 1,7 Fettséurebio-
synthese
22 P00356 Chaperone protein dnaJ 8, 2,8 Chaperone
chloroplast
15 P01245, P00342 Ferritin 3 2,2:15 Metall-Homeostase
15 P04298 Adenosine 5'-phosphosulfate redut8 Schwefelmetabolis
plastid mus
17 P04607 Sugar epimerase, plastid 1,6 Zucker-
metabolismus
22 P04628 AGP large subunit -3,7 Starkebiosynthese
22 P02052 4-alpha-glucanotransferase (D- -1,7 Stérkebiosynthese
enzyme)
22 P03815 Granule-bound starch synthase 1 -1,6 Stérkebiosynthese
15 P04525 Stearoyl-ACP desaturase (SSI2) -1,6 Fettséurebio-
synthese
15,17,22 P01543 Hexose transporter -1,7;-2,1;-1,7 Transport
22 PCPS12 GPT -1,6 Transport
17,22 P00852, P03956 OEP16.1 (2) -8,1;-6,8; -2,9 Transport
15,17,22 P01176 OEP16.2 -7,2;-2,9;-2,5 Transport
22 P02762 Zinc transporter 4, chloroplast -2,2 Transport
17 P04369 Rubisco, small chain -2,3 Calvin-Zyklus
17 P02333 Chloroplast chaperonin 10 -2,0 Chaperonin
22 P00801 Thioredoxin -1,7 Thioredoxin
Tabelle 5.

Differenziell exprimierte Gene des Kohlenhydratmetéolismus und -transportes

Von drei Entwicklungsstadien (15, 17, 22 DAF) sindie differenziell exprimierten Gene des
Kohlenhydratmetabolismus und -transportes (P <)0d@sgestellt. Bei Genen, die im Vergleich zum Wjfdl
herrunterreguliert sind, wurde ein Minus-Zeichen dem Faktor gesetzt.

DAF Seq. ID Annotation Faktor Funktion
15 P00560 SUT1 1,7 Saccharosetransport
15,17,22 P04390, P03580, Sucrose synthase 1 (4) 1,6;1,6;5,1;5,4; 5,7, 11 Saccharosespaltung
P01278, PCPS16,
17 P05147 Fructokinase 1,6 Glykolyse
15,17,22 PCPS23,P01920, GAPDH, cytosolic (4) 1,6;1,6;1,6;3,8;2,9; Glykolyse
P02459, P02459 54,57
17 P03813 PPi-dependent phosphofructokinagel Glykolyse
(PFP)
17 P01309 Phosphoglucomutase, cytoplasmid.,7 Glykolyse
22 P04847 Phosphoglycerate kinase, cytosolit,6 Glykolyse
22 P04539 Pyruvate kinase, cytosolic 1,7 Glykolyse
22 P00560 SUT1 -2,8 Saccharosetransport
22 P02303 Sucrose-phosphate synthase -2,4 Saccharosesynthese
22 P03795 Phosphoglyceromutase, cytosolic -2,0 Glykolyse
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Carrierprotein, das Chaperonprotein dnaj8, das itFerr(2 Gene), die Adenosin
5'phosphosulfate Reductase sowie die SaccharosedEgse hochreguliert. Es ist erkennbar,
das eine grol3e Mehrheit von Genen hochreguliertl, siie eine Funktion in der
Photosynthese ausiben.

Zu den herunterregulierten Genen gehdren vor alltene, die in der Starkebiosynthese
involviert sind sowie Gene, die fur plastidare Bportproteine codieren (Tabelle 5). Hierzu
gehoren der Hexosentransporter, der Glucose-6-phatSihosphat-Transporter (GPT), der
OEP16.1 (2 Gene), der OEP16.2 sowie der Zinktratspod. Folgende Gene der
Starkebiosynthese sind  herrunterreguliert: ACP (§gro Untereinheit), 4-Alpha-
Glucanotransferase, Starkesynthase |. Ebenfalls diem Gene der Stearyl-ACP Desaturase
(SS12), der Rubisco (kleine Untereinheit), des @napin 10 und des Thioredoxins
herunterreguliert.

In den asOMT3-Samen sind 16 Gene differenziell iexprt, die im
Kohlenhydratmetabolismus sowie dem Kohlenhydrasipant involviert sind. Hiervon sind
14 Gene hochreguliert. Das Gen des SaccharosebtréaspSUTL ist am 15. DAF hochregu-
liert, am 22. DAF herrunterreguliert. DesweiterendsGene der Saccharosesynthase 1 (4
Gene), der Fructokinase, der GAPDH (4 Gene, cyisdol, der PPi-abhéangigen Phospho-
fructokinase (PFP), der Phosphoglucomutase, desdPloglycerat-Kinase sowie der Pyruvat-
Kinase hochreguliert. Das Gen der Saccharosephbsp8snthase und der
Phosphoglyceromutase sind am 22. DAF herrunteriesgul Am 15. und 17. DAF ist der
Kohlenhydrattransport und der Kohlenhydratmetabalis stimuliert.

1.7. Transportaktivitat des 2-Oxoglutarat/Malatisi@kators (OMT)

Die Transportaktivitat des Oxoglutarat/Malat-Trarksltors wurde durch Aufnahme von C14-
markierten Malat in kinstliche Proteoliposomen ipesit. Hierzu wurden Samen der
transgenen Linien 3 und 6 verwendet, deren OMT-gpartaktivitat im Vergleich zur OMT-
Transportaktivitat von Wildtypsamen gemessen wur@és Ausgangsmaterial wurden
Erbsensamen im spaten Stadium der Entwicklung vedete (18 — 22 DAF). Die
Proteoliposomen wurden mit verschiedenen Substr@téadat, 2-Oxoglutarat, Gluconat)
vorbeladen. Durch Import vafC-Malat konnte eine Zeitkinetik erstellt werden,rews die
spezifischen Transportraten ermittelt werden kamni@ie Effizienz der Inkorporation der

Membranproteine in die Proteoliposomen liegt niblei 100 %, so dass die absoluten
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Transportraten unter deim vivo-Raten liegen und somit nur ein Vergleich untenete
sinnvoll ist.

Als Richtwert wurde die Transportrate fur Malat Miildtyp auf 100 % gesetzt. Der
Vergleich der relativen Malat-Transportraten zwethden transgenen Linien und dem
Wildtyp zeigt eine Reduktion auf 54 % fiir die LirBeund auf 28 % fur die Linie 6 (Abb. 19).
Die relative Transportrate des 2-Oxoglutaratsristien transgenen Linien im Vergleich zum
Wildtyp auf 50 % (Linie 3) und 21 % (Linie 6) inhdst. Es ist erkennbar, dass die
Dicarbonsaure 2-Oxoglutarat im Wildtyp mit einer uhe Halfte geringeren Transportrate
transportiert wird als das Malat (54 % in der LiBie46 % in der Linie 6). Die Transportrate
des 2-Oxoglutarats der transgenen Linien ist imgkech zum Malat auf 50 % (Linie 3)
sowie 34 % (Linie 6) reduziert. Zur Kontrolle demu&itat der Proteoliposomen wurden
Transportmessungen mit Natrium-Gluconat durchgéfibiese Substanz wird vom 2-
Oxoglutarat/Malat-Translokator nicht transportiemd wird somit zur Bestimmung des
Blindwertes verwendet. Der Transport des Glucorsitém Durchschnitt mit 17 % an dem
Transport des Malates beteiligt, bei 2-Oxoglutasatd es im Durchschnitt 30 %. Der
Gluconattransport ist beim 2-Oxoglutarat fast ddfpge grof3 wie beim Malat. Aufgrund der
hoheren strukturellen Ahnlichkeit des Gluconats As@xoglutarats als zum Malat ist dieser
Effekt erklarbar. Die gemessenen TransportratenMélat und 2-Oxoglutarat wurden mit
dem jeweiligen Blindwert korrigiert.

Vergleich der relativen Transportraten Wildtyp — asOMT 3 und 6
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Abb. 19 Relative Transportraten fur Malat und 2-Oxoglutarat in den Erbsen-asOMT-Linien 3 (A)

und 6 (B).

Die Malattransportrate des Wildtyps ist gleich 280 Dargestellt ist der Mittelwert aus sieben (LiBie
bzw. funf (Linie 6) ermittelten Transportraten sevdie Standardabweichung. Die Raten sind gegen die
Transportrate des Gluconats als Blindwert korrigierrden. Die Signifikanz der Messwerte wurde durch
eine statistische Analyse Uberprift (siehe Maten Methoden).
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1.8. Stickstoff- und Kohlenstoffgehalt von sichwiackelnden
asOMT-Erbsen

Aus den Samen wurde das Wasser durch Gefriertrocknentzogen und die

gefriergetrockneten Samen zu Pulver zermahlen. @ayamt-Stickstoff- und —Kohlenstoff-

Gehalt der gefriergetrockneten Samen wurde mitEElsmentaranalyse bestimmt. Die
Gehaltsangaben sind bezogen auf das Trockengewicht

Wahrend der Samenentwicklung zeigt die asOMT-L@iem 15. DAF einen geringeren
Stickstoffgehalt als der Wildtyp (Abb. 20A). DieReduktion ist ebenfalls fur die Linien 3
und 6 zum gleichen Zeitpunkt hoch signifikant naelslvar. Fur die Linien 3 und 6 ist diese
Veranderung noch am 17. DAF nachweisbar, allerdmgjst mehr am 19. DAF. Linie 9 zeigt
bereits ab dem 17. DAF keine Veranderung im Vecgledum Wildtyp. Im Gewdachshaus
zeigen die reifen Samen der Linien 3 und 6 eineuRioh des Stickstoffgehaltes (Abb. 20
B), welche fur die Linie 9 nicht nachweisbar ist.

Der Kohlenstoffgehalt der transgenen Samen zeidtrevill der Samenentwicklung keine
signifikanten Veranderungen im Vergleich zum Kokleffgehalt der Wildtypsamen (Abb.

21A). Ebenfalls ist keine Veranderung im Kohlenfgehalt der Samen aller drei asOMT-
Linien im Vergleich zu den Wildtypsamen erkennbdie unter Freilandbedingungen
aufwuchsen (Abb. 21B).

Stickstoffgehalt Stickstoffgehalt
in sich entwickelnden Samen (Klimakammer) reifer Samen (Gewichshaus
35
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asOMT 9 ) *
T R _. 25
= 51 = 9
S =
% B S 20
5 O 5 &
£ 4 ! k1 S 15
] =
2] 1,0 1
34 b3
* .\\ 0,54
ke e~ !
2 0,0 -

T T T T T T T
12 13 14 15 16 17 18 19 20
DAF

WT Eiffel asOMT 3 asOMT 6 asOMT 9

Abb. 20 Gehalt an Stickstoff wahrend der Samenentwklung (A) und im reifen Samen (B)in den
asOMT-Linien 3, 6 und 9 im Vergleich zum Wildtyp.

(A) Von vier verschiedenen Zeitpunkten wéhrend S@menentwicklung zwischen 13 — 19 DAF wurden
aus 10 Wiederholungen die Mittelwerte sowie dien8sadabweichung bestimmt. (B) Der Mittelwert
sowie die Standardabweichung wurde aus 22 Wiedambeh bestimmt. Die Signifikanz der Messwerte
wurde durch eine statistische Analyse Uberprifth@iMaterial und Methoden). Die Signifikanzen der
Messwerte der drei asOMT-Linien sind als kleine ikhingen neben der Hauptabbildung dargestellt.
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Kohlenstoffgehalt Kohlenstoffgehalt
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Abb. 21 Gehalt an Kohlenstoff wahrend der Samenentieklung (A) und im reifen Samen (B)in den
asOMT-Linien 3, 6 und 9 im Vergleich zum Wildtyp.

(A) Von vier verschiedenen Zeitpunkten wahrend $@menentwicklung zwischen 13 — 19 DAF wurden
aus 10 Wiederholungen die Mittelwerte sowie dien8tadabweichung bestimmt. (B) Der Mittelwert
sowie die Standardabweichung wurde aus 22 Wiedangeh bestimmt. Die Signifikanz der Messwerte
wurde durch eine statistische Analyse UberpriéhgiMaterial und Methoden). Die Signifikanzen der
Messwerte der drei asOMT-Linien sind als kleine ikhingen neben der Hauptabbildung dargestellt.

1.9. Saccharose- und Starkegehalt von sich entimd&r
asOMT-Erbsen

Wahrend der Samenentwicklung ist fir den 12. DAB 6. DAF aller drei asOMT-Linien
ein erhohter Saccharosegehalt gegentber dem Witdtgpweisbar (Abb. 22A). Die Samen
der asOMT-Linie 9 haben im spateren Entwicklunghsta (18 DAF und 21 DAF) keinen
erhéhten Gehalt an Saccharose mehr. Fir die Saendrirgen 3 und 6 ist am 18. DAF noch
ein erhdhter Saccharosegehalt nachweisbar, algggdamn 21. DAF ist keine Verédnderung
mehr belegbar. Die reifen Samen des Freilandveesublaben in allen drei asOMT-Linien
einen erhdhten Saccharosegehalt im Vergleich zWd&ttypsamen (Abb. 22B).

Der Starkegehalt ist wahrend der Samenentwicklangein transgenen asOMT-Linien 3, 6
und 9 kaum veréndert (Abb. 23A). Am 18. DAF ist &lle drei Linien eine Reduktion der
Starke im Samen nachweisbar. Diese Veranderung Kangen 21. DAF nur noch fur die
Samen der asOMT-Linie 9 gezeigt werden. Im frihatwieklungsstadium ist nur fur die
Linie 6 ein erhdhter Samenstérkegehalt belegbaD@B). Die beiden Linien 3 und 9 zeigen
am 12. und 15. DAF keine Veranderungen im Starkalgeler Samen. In den reifen Samen
aller drei transgener asOMT-Linien des Freilandvengs ist keine Veranderung des
Starkegehaltes im Vergleich zum Starkegehalt dedtyfisamen nachweisbar (Abb. 23B).
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Abb. 22 Gehalt an Saccharose wahrend der Samenentkiung (A) und im reifen Samen (B)in den
asOMT-Linien 3, 6 und 9 im Vergleich zum Wildtyp.

(A) Von vier verschiedenen Zeitpunkten wahrend S@menentwicklung zwischen 12 — 21 DAF wurden
aus 10 Wiederholungen die Mittelwerte sowie dien8tadabweichung bestimmt. (B) Der Mittelwert
sowie die Standardabweichung wurde aus 22 Wiedangeh bestimmt. Die Signifikanz der Messwerte
wurde durch eine statistische Analyse UberpriéhgiMaterial und Methoden). Die Signifikanzen der
Messwerte der drei asOMT-Linien sind als kleine ikhingen neben der Hauptabbildung dargestellt.
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Abb. 23 Gehalt an Stérke wahrend der Samenentwickhg (A) und im reifen Samen (B)in den
asOMT-Linien 3, 6 und 9 im Vergleich zum Wildtyp.

(A) Von vier verschiedenen Zeitpunkten wahrend $@menentwicklung zwischen 12 — 21 DAF wurden
aus 10 Wiederholungen die Mittelwerte sowie dien8sadabweichung bestimmt. (B) Der Mittelwert
sowie die Standardabweichung wurde aus 22 Wiedambeh bestimmt. Die Signifikanz der Messwerte
wurde durch eine statistische Analyse Uberprifth@iMaterial und Methoden). Die Signifikanzen der
Messwerte der drei asOMT-Linien sind als kleine ihingen neben der Hauptabbildung dargestellt.

1.10. Albumin- und Globulingehalt von sich entwikiicen
asOMT-Erbsen

In der spaten Samenentwicklung zeigen die Erbsemsaemnen verringerten Gehalt an

Albuminen. Ab dem 15. DAF ist diese Verringerung 8ébumine signifikant in den Samen
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Abb. 24 Gehalt an Albuminen wéhrend der Samenentwldung (A) und im reifen Samen (B)in den
asOMT-Linien 3, 6 und 9 im Vergleich zum Wildtyp.

(A) Von vier verschiedenen Zeitpunkten wahrend $@menentwicklung zwischen 13 — 19 DAF wurden
aus 10 Wiederholungen die Mittelwerte sowie dien8tadabweichung bestimmt. (B) Der Mittelwert
sowie die Standardabweichung wurde aus 22 Wiedamgeh bestimmt. Die Signifikanz der Messwerte
wurde durch eine statistische Analyse Uberprifth@iMaterial und Methoden). Die Signifikanzen der
Messwerte der drei asOMT-Linien sind als kleine ikhingen neben der Hauptabbildung dargestellt.
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Abb. 25 Gehalt an Globulinen wahrend der Samenentwklung (A) und im reifen Samen (B)in den
asOMT-Linien 3, 6 und 9 im Vergleich zum Wildtyp.

(A) Von vier verschiedenen Zeitpunkten wahrend $@menentwicklung zwischen 13 — 19 DAF wurden
aus 10 Wiederholungen die Mittelwerte sowie dien8tadabweichung bestimmt. (B) Der Mittelwert
sowie die Standardabweichung wurde aus 22 Wiedambeh bestimmt. Die Signifikanz der Messwerte
wurde durch eine statistische Analyse Uberprifth@iMaterial und Methoden). Die Signifikanzen der
Messwerte der drei asOMT-Linien sind als kleine ikhingen neben der Hauptabbildung dargestellt.

der asOMT-Linie 3 nachweisbar (Abb. 24A). Die SardenLinien 6 und 9 zeigen zu diesem
Zeitpunkt keine Veranderung. Diese Reduktion zsigh erst ab dem 17. DAF fur die Linie 9
und ab dem 19. DAF fur die Linie 6. Besonders apsigt ist die Verringerung bei der Linie
3 im spaten Entwicklungsstadium der Samen. In déreih Samenentwicklung (13 DAF) ist
fur die Linie 3 und 6 ein erhdhter Albumingehaltr d@&amen gegeniber den Samen des
Wildtypes nachweisbar. Aufgrund des geringen Samwiaptes kann es schon bei einem

geringen Verlust an Ausgangsmaterial zu erheblicAbweichungen im Albumingehalt
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kommen. Die reifen ausgetrockneten Samen allera®MT-Linien des Freilandversuches
enthielten einen signifikant verringerten Albumihgé im Vergleich zu dem Albumingehalt
der Wildtypsamen (Abb. 24B). Dabei ist bei den adGhhien 6 und 9 eine hoch
signifikante Reduktion nachweisbar. Die Samen dereL3 zeigen eine Verringerung des
Albumingehaltes gegentiber dem Wildtyp, allerdingstwie bei den anderen beiden Linien.
Der Globulingehalt ist wahrend der Samenentwicklimgen asOMT-Linien 3 und 6 ab dem
13. DAF bis 17. DAF im Vergleich zum Wildtyp sigik&nt reduziert (Abb. 25A). Am 19.
DAF zeigen die beiden Linien keine VeranderungenGhobulingehalt zum Globulingehalt
des Wildtypes. Die Samen der asOMT-Linie 9 zeigsdisignifikante Reduktion erst ab dem
15. DAF. Der Globulingehalt ist in dieser Linie auem 19. DAF nachweisbar verringert. In
den reifen abgetrockneten Samen des Freilandversush eine signifikante Reduktion der
Globuline in den Linien 3 und 6 nachweisbar (AbbBR

1.11. Ammoniumgehalt von sich entwickelnden asOMIbsEn

Wahrend der Samenentwicklung nimmt der Gehalt aamAmum ab dem 12. DAF bis 21.
DAF in den Wildtyppflanzen langsam ab (Abb. 26).rD&mmoniumgehalt der drei

transgenen asOMT-Linien ist am 12. DAF kaum unteexich zum Ammoniumgehalt des
Wildtypes. Am 15. DAF ist in den Samen der LinienuBd 6 ein signifikant hoherer
Ammoniumgehalt nachweisbar. Dieser bleibt in dem&a der beiden Linien bis zum 21.
DAF auf erhbhtem Niveau. In der Linie 9 ist diest@&hung erst ab dem 15. DAF und 21.
DAF nachweisbar.

Ammoniumgehalt

—e— wildtyp Eiffel

H Kk
—@— asOMT 3 //I**f——i\‘i
] —v— asOMT 6 [
140 asOMT 9 . N
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60
10 12 14 16 18 20 22
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Abb. 26 Konzentration an Ammonium wahrend der Sameantwicklung in den asOMT-Linien 3, 6
und 9 im Vergleich zum Wildtyp.

Von vier verschiedenen Zeitpunkten wahrend der ®amigvicklung zwischen 12 — 21 DAF wurden aus
10 Wiederholungen die Mittelwerte sowie die Staddameichung bestimmt. Die Signifikanz der
Messwerte wurde durch eine statistische Analyserpibf (siehe Material und Methoden). Die
Signifikanzen der Messwerte der drei asOMT-Linieinds als kleine Abbildungen neben der
Hauptabbilduna daraeste
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1.12. Aminoséauregehalt von sich entwickelnden as€lvidsen

Durch Transaminierung der Carbonséure Oxalacetat Ghitamat entsteht Aspartat als
Vorstufe fir funf weitere Aminoséuren. Die Reaktianrd vermittelt durch das Enzym
Aspartat Aminotransferase. Wahrend der Sameneniwgk (14 — 21 DAF) steigt der
Aspartatgehalt im Wildtyp bis zum 18. DAF rapide(&b. 27A). Dieser Anstieg ist fur die
asOMT-Linien 3 und 9 nicht nachweisbar. Die Linieh&t einen erhéhten Aspartatgehalt
gegenuber dem Wildtyp am 16. DAF, fallt danach &denstark ab. Durch Amidierung von
Aspartat wird Asparagin bildet. In allen drei asOMihien ist am 14. DAF ein geringerer
Gehalt nachweisbar (Abb. 27B). Dieses Niveau staigh 18. DAF gegenuber dem Wildtyp
stark an. In der Samen der asOMT-Linie 9 ist dagsafaginniveau am starksten ausgepragt.
Im spaten Entwicklungsstadium der Samen (21 DAE&ipbldas Niveau fir die Linien 3 und 6
gegeniber dem Wildtyp sehr hoch. Aus Aspartat werdeitere Aminosauren gebildet, wie
z. B. Isoleucin und Lysin. Das Isoleucin-Niveauirstien Samen aller drei asOMT-Linien am
18. DAF gegeniuber dem Wildtyp stark reduziert (ABBC). Diese Reduktion ist schon bei
den Linie 3 und 6 in der frihen Entwicklungsphasss &amen zu beobachten. Der
Lysingehalt ist in den Linien 3 und 6 wahrend desagmten Entwicklung signifikant reduziert
(Abb. 27D). Diese Reduktion ist fur die Linie 9 néiir den 15. DAF und 18. DAF
nachweisbar.

In einer zweiten Transaminierungsreaktion wird 2«3xoglutarat Glutamat gebildet. In allen
drei asOMT-Linien ist ein reduzierter Glutamatgéhiir den 16. DAF und 18. DAF
nachweisbar (Abb. 27E). Fur die Linien 3 und 9 kamre Reduktion auch fir den 21. DAF
gezeigt werden. Diese Linien haben in der friheme&entwicklung (14 DAF) einen
erhohten Glutamatgehalt, die asOMT-Linie 6 hingegi@en reduzierten Glutamatgehalt. Aus
Glutamat wird tber Ornithin und Citrullin die Amiséure Arginin gebildet. Diese ist im
Erbsensamen in einer sehr hohen Konzentrationetert(Abb. 27F) und dient in Legumino-
sen als Stickstoffspeicher (Rolletschetk al., 2005). Im Wildtyp ist am 18. DAF eine sehr
hohe Konzentration gemessen worden. In den Samemas{@MT-Linien ist das Arginin-
Niveau zu diesem Zeitpunkt signifikant um 1/3 reduz Am 16. DAF kann fur die Samen
der Linien 6 und 9 ein erhdhtes Niveau gegenuberAdginingehalt der Wildtypsamen nach-
gewiesen werden. Bei den Samen der Linie 9 kansed&teigerung schon am 14. DAF

gezeigt werden.
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Abb. 27 Gehalt ausgewahlter Aminosauren in sich éwickelnden Samen der asOMT-Linien 3, 6

und 9 im Vergleich zum Wildtyp.

Von vier verschiedenen Zeitpunkten wahrend der ®amigvicklung zwischen 14 — 21 DAF wurden aus
4 Wiederholungen die Mittelwerte sowie die Standamdeichung bestimmt. Die Signifikanz der

Messwerte wurde durch eine statistische Analyserpibf (siehe Material und Methoden). Die

Signifikanzen der Messwerte der drei asOMT-Linieimds als kleine Abbildungen neben der

Hauptabbildung dargestellt.
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Abb. 27 Gehalt von Phenylalanin, Leucin, des Gesamaninosaurehaushaltes sowie des

Asparagin/Aspartat-Verhaltnisses in sich entwickelden Samen der asOMT-Linien 3, 6 und 9 im

Vergleich zum Wildtyp.

Von vier verschiedenen Zeitpunkten wahrend der ®amigvicklung zwischen 14 — 21 DAF wurden aus

4 Wiederholungen die Mittelwerte sowie die Standamgdeichung bestimmt. Die Signifikanz der

Messwerte wurde durch eine statistische Analyserpibft (siehe Material und Methoden). Die

Signifikanzen der Messwerte der drei asOMT-Linieimds als kleine Abbildungen neben der

Hauptabbildung dargestellit.
Wahrend der Photorespiration werden die Aminosaurgarin  und Glycin als
Zwischenprodukte gebildet. Fir die Samen der LirBeand 6 kann vom 14. DAF bis 18.
DAF eine Reduktion des Seringehaltes gegenuberSEmgehalt der Wildtypsamen gezeigt
werden (Abb. 27G). Fur die Samen der asOMT-Linist3ieses erst fur den 18. DAF und
21. DAF mdglich. Der Glycingehalt verhéalt sich daahl(Abb. 27H). In den Samen der Linie
3 und 6 ist eine Reduktion im friihen Entwicklungsgatm nachweisbar (14 und 16 DAF).
Fur die asOMT-Linie 9 ist ein reduzierter Glycingérab dem 16. DAF zu erkennen.
Die aromatischen Aminosauren werden aus Erythrgsee4phat und Phosphoenolpyruvat
gebildet. Das Phenylalanin ist ein Vertreter die&erinosauren. Wéahrend der Entwicklung
der Samen nimmt der Gehalt an Phenylalanin bis $¥8nDAF im Wildtyp stark zu (Abb.
271). Das Niveau von Phenylalanin ist in den SamenLinien 3 und 6 fur 18. DAF auf die
Halfte reduziert, fur die Linie 9 sogar auf ein Me&. Diese Reduktion ist in den asOMT-

Linien 3 und 9 kann schon friiher nachgewiesen weftié DAF).
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Ein Vertreter der hydrophoben Aminosauren ist dascin, das uUber Zwischenstufen aus
zwei Molektlen Pyruvat gebildet wird. In den asOMifien 3 und 6 kann ab dem 14. DAF

und bis 18. DAF ein geringerer Gehalt nachgewiegerden (Abb. 27J). Fir die Linie 9 ist

dies erst ab dem 16. DAF mdglich.

Der Gesamtgehalt aller freien Aminosauren ist in 8amen der Linien 3 und 6 ab 14. DAF
bis 18. DAF signifikant reduziert (Abb. 27K). FliedSamen der Linie 9 ist diese Reduktion
nur fir 18. DAF nachweisbar. Das Verhéltnis von #&sgin zu Aspartat weicht in den

asOMT-Linien 3 und 6 sehr stark vom Verlauf im Wyid ab (Abb. 27L). In der Samen der

Linie 9 sind die Verhéltnisse sehr ahnlich zum \tyad

1.13. Gehalt von Fettsauren in reifen Samen deMds@rbsen

Mit Hilfe der Methode der sauren Methylierung undsehlieBender Gaschromatoraphie
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Abb. 28 Gehalt von gesattigten und ungesattigtendisauren im reifen Samen in den asOMT-
Linien 3, 6 und 9 im Vergleich zum Wildtyp.

Die Mittelwerte sowie die Standardabweichung wurdag 10 Wiederholungen berechnet und dargestellt.
Die Signifikanz der Messwerte wurde durch eineigiathe Analyse tberprdft.
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konnte ein Spektrum von Fettsauren in reifen Erkaseren identifiziert werden. Die kirzeste
gemessene gesattigte Fettsaure ist die Palmitim¢#6r0). In reifen Samen aller drei asOMT-
Linien konnte ein signifikant reduzierter Gehaltchgewiesen werden (Abb. 28A). Diese
Reduktion lasst sich fur die Linien 6 und 9 auchdie Stearinsaure (18:0) und Arachinsaure
(20:0) nachweisen (Abb. 28B, C). Bei den ungedéttid-ettsduren zeigt sich ebenfalls eine
Reduktion. Hierbei kann fir die Gehalte von Linokd Linolens&ure eine Reduktion in den
reifen Samen der Linien 6 und 9 festgestellt wer@rb. 28E, F). Die Samen der asOMT-
Linie 3 zeigen bei den ungesattigen Fettsdurenekegranderungen (Abb. 28D, E, F). Der
Gesamtlipid-Gehalt der Samen ist signifikant in denen 6 und 9 reduziert (Abb. 28G).

1.14. Veranderter Gehalt an organischen Saurechrestwickelnden
Samen von asOMT-Erbsen

Bei der Messung der organischen S&uren mittelsndhrematographie wurde von vier
Entwicklungsstadien (14, 16, 18 und 21 DAF) der &kkon vier Carbonséure-Anionen
(Citrat, 2-Oxoglutarat, Malat, Lactat) bestimmt.

Wahrend der Samenentwicklung nimmt der CitratgeinaliVildtyp ab dem 18. DAF stetig
ab (Abb. 29A). Ein &hnliches Verhalten zeigt di®@®E-Linie 6. In der Linie 9 ist der Gehalt
an Citrat fur alle vier Messpunkte signifikant enhdlm frihen (14 DAF) und spaten
Entwicklungsstadium (21 DAF) zeigen die Samen darelL 3 ebenfalls einen erhéhten
Citratgehalt. Im mittleren Stadium (18 DAF) weisese asOMT-Linie einen reduzierten
Gehalt an Citrat auf.

Der Gehalt an 2-Oxoglutarat nimmt wahrend der Samevicklung im Wildtyp zu (Abb.
29B). In der asOMT-Linie 3 ist der 2-Oxoglutaratgklsignifikant erhdht. Die Samen der
Linien 6 und 9 zeigen eine Tendenz zu erhéhten @rhaAllerdings sind diese Messwerte
von denen des Wildtyps nicht signifikant verschiede

Der Malatgehalt ist in Samen aller asOMT-Linien inittleren Stadium (16 und 18 DAF)
signifikant hoher als im Samen des Wildtyps (Ab®C2 Bei der Linie 3 ist die Erh6hung am
starksten ausgepragt und zeigt sich bereits infrdben Entwicklungsphase. Am 21. DAF
entspricht der Malatgehalt der Samen der asOMTeL3dem des Wildtyps. Die Linien 6 und
9 zeigen in diesem Stadium einen geringeren Galsatter Wildtyp.

Lactat ist nicht Bestandteil des Tricarbonséuraxyksondern ein Fermentationsprodukt des
Pyruvats. Die Samen der asOMT-Linien zeigen wahrded Entwicklung eine stetige

Zunahme an Lactat (Abb. 29D). Diese Zunahme iskeim Linien 3 und 9 im spéaten Stadium
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Abb. 29 Gehalte an vier organischen Sauren in sichntwickelnden Samen der asOMT-Linien 3, 6
und 9 und des Wildtyps.
Von vier verschiedenen Zeitpunkten (14, 16, 18 ahdDAF) sind die errechneten Mittelwerte aus vier
Wiederholungen sowie der Standardabweichung daslifeRie Signifikanz der Messwerte wurde durch
eine statistische Analyse Uberprift (siehe Mataerial Methoden). Die Signifikanzen der Messwerte der
drei asOMT-Linien sind als kleine Abbildungen nelgem Hauptabbildung dargestellt.
am starksten gegeniber dem Wildtyp ausgepragt. &ddhder Entwicklung der Samen
wurde am 16. DAF eine hoch signifikante Reduzierdeg Malatgehaltes in den asOMT-
Samen gegeniber den Wildtypsamen beobachtet. Digsgsreisser konnte auf einen

methodischen Fehler beruhen.

1.15. Gehalte an Abscisinsaure von asOMT-Erbsehider 3

Um zu Uberprifen, ob der reduzierte Proteingehatt Aminosauregehalt sich auch auf
regulatorischer Ebene auswirkt, wurde der Gehalsctisinsaure bestimmt. Die Gehalte an
Abscisinsaure wurden in drei Stadien der frihen &wmtwicklung (11, 13 und 15 DAF)
bestimmt. Allerdings konnten je Stadium nur einevbzwei biologische Wiederholungen
durchgefuhrt werden. Um eine statisch relevantesAgs treffen zu kdnnen, wurden alle
Messwerte der drei Entwicklungsstadien des Wilddypend der asOMT-Linie 3

zusammengefasst und ausgewertet.
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lll. Ergebnisse

In der Abbildung 30 ist erkennbar, dass in sichwakelnden Samen der Erbse vom 11 bis
zum 15 DAF ein signifikant reduzierter Gehalt ans@iginsaure im Vergleich zum Wildtyp

vorhanden ist. Dieser ist im Durchschnitt um 3géfinger als bei Wildtyppflanzen.

Abscisinsauregehalt

20 A

B widyp
B asomts

15 4

10 4

Abscisinsauregehalt [nmol/g FM]

11 - 15 DAF

Abb. 30 Gehalte an Abscisinsaure in der friihen Emticklung der asOMT-Samen der Linie 3 und
des Wildtyps.

Von drei verschiedenen Zeitpunkten (11, 13, 15 DAWrde die Konzentration an Abscisinsaure
bestimmt. Aus diesen Messwerten wurde der Mittelvgewie die Standardabweichung errechnet und
dargestellt. Die Signifikanz wurde durch eine st&che Analyse Uberpriift.

1.16. Metabolitanalyse von asOMT-Erbsen der Linie 3

Die Analyse der Metabolite durch Gaschromatographassenspektroskopie wurde am MPI
fur Molekulare Pflanzenphysiologie in Golm durchgat. Hierfir wurden vier
Entwicklungsstadien (12, 14, 16 und 18 DAF) misgechs Wiederholungen verwendet. Bei
den Messungen erfolgte keine Quantifizierung derngide des jeweiligen Metaboliten,
sondern es wurde der Gehalt bezogen auf das Gewepfittelt und zwischen transgener
asOMT-Erbse und Wildtyp-Erbse verglichen. In derswartung wurde der Signalwert des
Wildtyps gleich eins gesetzt und der Wert der tgengn Probe damit verglichen.

Von der Metabolitanalyse erhalt man Aussagen ubmr Gehalt an Aminoséuren und
organischen Sauren sowie Fettsauren. Diese Metaholirde bereits quantitativ mit Hilfe
anderer Methoden am IPK bestimmt. Die Ergebnisse der GC-MS-Messung flur die
Aminosauren, organische Sauren und Fettsauren isindnhang dargestellt. Zusatzliche

Metabolite werden hier noch gezeigt und besprochen.
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Abb. 31 Relative Veranderungen von ausgewahlten Maboliten in asOMT3-Erbsen im Vergleich
zum Wildtyp.

Vier Entwicklungsstadien mit je sechs Wiederholungter asOMT3-Linie wurden mittels GC-MS
analysiert. Die Mittelwerte und Standardabweichumggusgewahlter Metabolite sind als relative
Veranderungen im Vergleich zum Wildtyp dargestélls Signifikanztest wurde der Student-Test durch-
gefuhrt. Ein signifikant erhdhter Gehalt ist mitlgeau unterlegt, ein signifikant reduzierter Gehsat mit
dunkelgrau unterlegt (P < 0,05).



lll. Ergebnisse

Durch Kondensation der sekundare Aminosaure Omithit einem aktiviertem Kohlenséure-
amid entsteht Gber die Zwischenstufe Citrullin drandre Aminoséure Arginin. Am 12, 14
und 16 DAF ist keine Veranderung im Ornithingehddtr asOMT-Erbsen gegeniber dem
Wildtyp erkennbar (Abb. 31A). Erst am 18. DAF igrdsehalt an Ornithin signifikant erhdht.
Fur die Threoninsynthese muss ein Aspartat-Senhigtleu Homoserin reduziert werden.
Am 12. und 14. DAF ist ein geringerer Gehalt an ldeerin in den asOMT-Erbsen
vorhanden (Abb. 31B). Fir den 14. DAF ist diesasri/gignifikant verringert, am 12. DAF
ist eine Tendenz erkennbar. Der Homoseringehaljtsienach an. Am 18. DAF st dieser
deutlich erhoht. Die Aminosdure Beta-Alanin ist Beslteil der Pantothensaure (Vitamin
B5), welche am Aufbau des Coenzym A beteiligtAsh 12. und 14. DAF ist Beta-Alanin in
den asOMT-Erbsen signifikant gegentber dem Wildeguziert (Abb. 31C). In der spateren
Entwicklungsphase steigt der Gehalt an.

Die ersten Schritte der Glykolyse sind die Phoslpenyng von Glucose und die Umwandlung
zu Fructose-6-Phosphat. Die Kohlenhydrate D-Gluaos® D-Fructose sind an den 12. und
14. DAF in den asOMT-Erbsen gegenuber dem Wildigpifikant reduziert (Abb. 31D, F).
Diese Reduktion ist bei den phosphorylierten Forradmcose-6-phosphat und Fructose-6-
phosphat nur fir 14. DAF nachweisbar (Abb. 31E, @n 18. DAF st nur fur die D-
Fructose ein erhohter Gehalt im Samen feststellDas. Trisaccharid Raffinose besteht aus
Glucose, Fructose und Galactose und wird in demnR# auch als Speicherkohlenhydrat
verwendet. In der frihen (12 DAF) und in der spéaiariwicklungsphase (18 DAF) der
Samen ist der Raffinosegehalt signifikant im tramsn Ansatz im Vergleich zum Wildtyp
reduziert (Abb. 31H). Am 14. DAF ist jedoch ein @&nker Level nachweisbar. Fir das
Disaccharid D-Trehalose kann man in der spaterdwiBkiung (14 — 18 DAF) der asOMT-
Erbsen einen erhdhten Gehalt nachweisen (Abb. Bids ist fir 14. und 18. DAF signifikant
erhoht.

Durch Transfer eines Galactosylrestes von Galdctinb Saccharose entsteht Raffinose und
myo-Inosit. Am 14. DAF ist ein extrem erhohter Gailaolgehalt nachweisbar (Abb. 31J).
Dieser nimmt rapide ab, bis der Galacinolgehalt 18n DAF signifikant reduziert ist. Das
myo-Inositol ist die strukturelle Basis fur versetdéne sekundéare Messenger und ist nur am
14. DAF signifikant reduziert (Abb. 31K). Im frihetadium (14 DAF) der asOMT-Erbsen
ist ein signifikant erhéhter Glycerolgehalt im Viigh zum Glycerolgehalt des Wildtypes
vorhanden. Dieser sinkt rapide in der weiteren koklung ab (Abb. 31L). Am 16. DAF ist
schon ein reduzierter Gehalt nachweisbar. Manemt$teht durch Hydrierung von Fructose.
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lll. Ergebnisse

In den asOMT-Samen ist am 14. DAF ein erhohter Getachweisbar (Abb. 31M). Der
Mannitolgehalt ist in den anderen Stadien unverdnden Katabolismus entsteht durch
Decarboxylierung von Ornithin das Putrescin, eiogenes Amin. Am 12. und 14. DAF ist

ein signifikant reduzierter Putrescingehalt naclsiar (Abb. 31N).

1.17. Aktivitaten ausgewahlter Enzyme in sich eoke@lnden asOMT-
Samen

Das wichtigste regulatorische Enzym des GS/GOGAKhSy ist die Glutamin-Synthetase
(GS). Wahrend der Entwicklung von Wildtyp-Samen Bdrsse nimmt die Aktivitat langsam
und stetig zu. In allen drei asOMT-Linien konnte friihesten Entwicklungsstadium eine
erhohte Aktivitat gemessen werden (Abb. 32A). Diakavitatserhohung ist ebenfalls in den
Linien 3 und 6 fur 15. und 18. DAF nachzuweisenSaAmen der Linie 9 entspricht die GS-
Aktivitdt ab dem 15. DAF der der Wildtyp-Samen. $paten Stadium (21 DAF) ist in den
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Abb. 32 Enzymaktivitaten in sich entwickelnden Saren der asOMT-Linien 3, 6 und 9 und des
Wildtyps.

Von vier verschiedenen Zeitpunkten 12,15,19 undDZF sind die errechneten Mittelwerte aus vier

Wiederholungen sowie die Standardabweichung dasifeddie Signifikanz der Messwerte wurde durch

eine statistische Analyse Uberprift (siehe Mataral Methoden). Die Signifikanzen der Messwerte der
drei asOMT-Linien sind als kleine Abbildungen nelgiem Hauptabbildung dargestellt.
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Samen der asOMT-Linien keine Veranderung der GSvaAdt im Vergleich zum Wildtyp
nachweisbar.

Die Aspartat-Aminotransferase (ASAT) ist eines widmnei Transaminierungsenzymen. Die
Samen aller drei asOMT-Linien zeigen am 15. DAFeeathohte ASAT-Aktivitat (Abb.
32B). Diese Erhohung ist fur 18. und 21. DAF in démen 3 und 6 weiter nachweisbar, aber
wesentlich geringer ausgepragt. Im frihen Entwicgistadium zeigen alle drei Linien keine
Unterschiede zum Wildtyp.

Ein Schlusselenzym im C/N-Metabolismus ist die Phognolpyruvat-Carboxylase (PEPC).
Dieses Enzym bildet Oxalacetat durch Carboxylieruag Phosphoenolpyruvat. Oxalacetat
stellt das Grundgerust fur die aus Aspartat geteldéAminosauren zur Verfigung. In den
sich entwickelnden Samen der asOMT-Linien konnte \iergleich zum Wildtyp keine
veranderte Aktivitat der PEPC festgestellt werden.

Die Saccharosesynthase und die ADP-Glucose-Pyrppbodase (AGP, EC 2.7.7.27) sind
wichtige Enzyme in der Starkebiosynthese. Die SadeerasOMT-Linien 3 und 6 zeigen eine
signifikant geringere Aktivitat der Saccharoseswsth wahrend der gesamten Entwicklung
(Abb. 32C) im Vergleich zu den Wildtypsamen. Fue dlinie 9 ist diese Reduktion nur fur
den 15. DAF nachweisbar.

Die Aktivitat der ADP-Glucose-Pyrophosphorylaseirsder friihen Entwicklungsphase (12.
und 15. DAF) der asOMT-Samen nicht signifikant gegeer dem Wildtyp verandert (Abb.
32D). Ab dem 18. DAF ist eine AktivitatssteigerungWildtyp nachweisbar, jedoch in allen
drei Linien nur in geringem Mal3e. Fur den 21. DAkdkeine Veranderungen der AGPase-
Aktivitat der Linien 6 und 9 im Vergleich zum Wilgh nachweisbar. In der Linie 3 ist die

Aktivitdt reduziert.
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V. Diskussion

Die plastidaren Translokatoren spielen im zelluldketabolismus eine entscheidende Rolle.
Diese Transmembranproteine vermitteln die Verbigdder cytosolischen Biosynthesewege
mit den plastidaren Stoffwechselwegen, wie z.B.Alminosdurebiosynthese. Im vegetativen
Gewebe wurden schon eine Vielzahl von Translokatarad deren Bedeutung fir die
Pflanzenzelle ndher untersucht.

Das Anliegen dieser Arbeit war es, die Bedeutung ydastidaren Translokatoren in
generativem Gewebe zu charakterisieren. Aufgrund @ed3e der Samen wurde als
ModellpflanzePisum sativum ausgewahlt. Fir den in verschiedenen anderenzeftepezies
gut untersuchten 2-Oxoglutarat/Malat-Translokatarden transgene Modelle generiert, in
denen dieser reprimiert bzw. Uberexprimiert werdelite. Der begrenzte Zeitrahmen dieser
Arbeit erlaubte es nur, ein transgenes Modell mdleksowie biochemisch zu untersuchen.
Die generierten homozygoten Linien fir die Rep@ssles OMTs zeigten einen markanten
Phanotyp, wobei die asOMT-Linien 3, 6 und 9 furters Analysen ausgewahlt wurden. Fir
das Uberexpressionskonstrukt des OMTs wurden zveenesspezifische Promotoren
verwendet. Aus den transformierten Erbsenpflanzemten drei homozygote Linien mit dem
USP-Promotor sowie vier homozygote Linie mit demguw&inB4-Promotor generiert
werden. Diese Linien stehen fir weitere ArbeitenAlbeitsgruppe zur Verfiigung.
Ausgehend von einer EST-Kollektion vdfisum sativum wurde mit Hilfe einerAZAP
Express-Phagen-cDNA-Bank die OMT-Sequenz in 5-Rioh weiter verlangert. Die
cDNA-Sequenz ist nicht komplett. Es fehlen wahrgdiah flr die gesamte cDNA zwischen
230 bp und 260 bp. Unter Verwendung eines Vorherfaggrammes konnten
Transmembranhelices identifiziert werden, derentafleing starke Ahnlichkeit mit den
OMTs von Arabidopsis und Spinat haben. Das fehlgaidstidare Lokalisierungssignal kann
maoglicherweise auf die fehlende 5’-Sequenz zuriitkmen sein.

Von einem weiterer plastidaren Translokator, dem osphoenolpyruvat/Phosphat-
Translokator (PPT), wurden mit Hilfe eines Uber@gsionskonstruktes homozygote Erbsen-
linien generiert, die nicht weiter molekular un@éd¢hemisch untersucht werden konnten. Fur
die Uberexpressionskonstrukte kamen ebenfalls at@esspezifische USP und LeguminB4-

Promtor zum Einsatz. Diese Linien konnen flr weit&rbeiten verwendete werden.
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1. Alle drei asOMT-Linien zeigen eine samenspedies
Repression des 2-Oxoglutarat/Malat-Translokators

Die mit dem LeB4/asPsOMT-Konstrukt transformierkgbsenpflanzen wurden mittels PCR-
und Southernblot-Analyse auf das VorhandenseirEdpressionskassette getestet. Durch die
Southern-Analyse wurde festgestellt, dass in d@MAsLinien 3, 6 und 9 je eine Kopie der
LeB4/asPsOMT-Expressionskassette in das Genonrietegurde. Durch Verwendung der
RestriktionsenzyméHindlll und Xhol zur Spaltung der genomischen DNA konnte gezeigt
werden, dass die drei asOMT-Linien auf unabhéngifensformationsereignisse
zurtckzufihren sind.

Transkriptanalysen des 2-Oxoglutarat/Malat-Trarsioks in verschiedeneank- undsource-
Geweben von nicht transformierten (Wildtyp) Erbdéamzen zeigten, dass der Transporter
vorwiegend in Wurzel, Blute sowie in sich entwigkd¢n Erbsenembryonen exprimiert wird
(Promotionsarbeit Ha Thuy Nguyen, 2008). Hingegemnke in der Samenschale kaum
Expression nachgewiesen werdensiink- und source-Blattern sowie in Stangel und Hilse
wurde ebenfalls OMT-mRNA durch RNA-Gelblot-Analysenachgewiesen. Der
Glutamat/Malat-Translokator (DiT2), der zweite piddre Dicarboxylatransporter, wird sehr
stark in der Blute exprimiert, hingegen nur setiwgach in sich entwickelnden Erbsensamen
oder anderen Geweben. Der 2-Oxoglutarat/Malat-Te&ator ist fur die Samenentwicklung
der Erbse von entscheidender Bedeutung. In Maistkogine sehr hohe OMT-Expression in
den Kolben umgebenen Blattern nachgewiesen werdemiguchi et al., 2004). In
Arabidopsis war eine starke Expression in der Scinaichweisbar (Taniguchkt al., 2002).
Dies weist darauf hin, dass in Pflanzenorganen,dieSamen unmittelbar mit Metabolite
versorgen, der OMT sehr benétigt wird.

Sich entwickelnde Samen aller drei asOMT-Linien aeur am 15. DAF mittels quantitativer
real-time PCR auf die OMT-Transkriptmenge getestet. Die psmlergab, dass die OMT-
Transkriptmenge auf 43 % (Linie 6), 52 % (LinieB)d 66 % (Linie 9) im Vergleich zum
Wildtyp verringert ist. Dieses Ergebnis beweist &eduktion der OMT-mRNA-Menge in
den antisense-Samen und damit die Aktivitat desemde-Konstruktes. Somit ist es mdglich
mit nur einem kurzen Fragment des 3’-Endes der QIANA einen antisense-Effekt
samenspezifisch zu erzeugen. In Tabakpflanzen wdrdse antisense-Inhibierung unter
Verwendung der gesamt&tOMT-cDNA sowie des 35S-Promotors generiert (Schereid

et al., 2006).

84



V. Diskussion

Fur die asOMT-Linien 3 und 6 wurde die Transportatét des OMTs unter Verwendung
kinstlicher Proteoliposomen bestimmt. Bei der Megswler Transportraten wurde im
Wildtyp ein Verhaltnis der Transportrate von Matat 2-Oxoglutarat von 2:1 ermittelt. Das
entspricht dem Transportratenverhaltnis der Diceylat-Translokatoren, das an
Blattchloroplasten auSpinacea oleracea gemessen wurde (Fliggeal., 1994). Somit sind
die Transportraten der Blattchloroplasten und dastRlen der Erbsensamen vergleichbar. In
den Samen der beiden asOMT-Linien zeigt die redafivansportrate fir Malat eine
Reduktion auf 54 % (Linie 3) bzw. 28 % (Linie 6) Mergleich zum Wildtyp. Ebenfalls ist
der 2-Oxoglutarat-Transport in den beiden transgesOMT-Linien verringert (50 % in
Linie 3, 21 % in Linie 6). Diese Ergebnisse komsdn mit den reduzierten OMT-
Transkriptmengen. Die asOMT-Linie 6 zeigt die ssé&kReduktion der Transkriptmenge und
auch die starkste Reduktion der Transportaktivitét. die Transportraten der Linie 9 konnten
keine auswertbaren Ergebnisse erzielt werden, egeliis, das mit der geringen as-
Reduktion der Transkriptmenge und der schwachempragsing des Phanotyps (siehe unten)

korreliert.

2. Die samenspezifische OMT-Inhibierung hat Eirdlasf
die Samenentwicklung und das Pflanzenwachstum

Bei der parallelen Anzucht von asOMT-und Wildtyp&enpflanzen in Klimakammern und
unter Glas in natirlichem Boden zeigten die transgePflanzen einen vom Wildtyp
abweichenden Phanotyp. Bis zur Blute der Pflanzarew die transgenen Erbsen genauso
grol3 wie die Wildtyp-Pflanzen. Mit Beginn der Sametwicklung pragten sich
GroRRenunterschiede aus (asOMT-Erbsenpflanzen gré8er der Wildtyp). Die
Hohendifferenz verstéarkte sich wahrend der weiténmetwicklung und betrug im Stadium der
Samenreife bis zu 10 cm. Dieses Phanomen wurde fadlserbei transgenenvicia
narbonensis-Pflanzen beobachtet, in denen durch antisenséigrthing das GeNnGPT1 im
Samen reprimiert wurde (Rolletschek al., 2007). In beiden Féllen hat die antisense-
Inhibierung eines plastidaren Transportproteinsrdichtlich ahnliche Auswirkungen auf das
Pflanzenwachstum.

Die Veranderung der Wuchshohe korreliert mit eirgaringeren Samengewicht der asOMT-
Erbsen, die ab dem 13. (Linie 3) bzw. 14. DAF (ki) signifikant nachweisbar ist (Abb.
16B). Durch quantitativeeal-time PCR konnte gezeigt werden, dass ab dem 15. DA ein
Reduktion der OMT-Transkriptmenge nachweisbarD&ir Beginn der Promotoraktivitat in
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Vicia faba-Samen (10. — 12. DAF, Baumlegb al., 1992) sowie die beginnende Reduktion
der OMT-Transkriptmenge stehen im Einklang mit dd8eginn der Reduktion der
Samengewichte. Die starkste Reduktion von OMT-Tkapsnenge und Transportaktivitat
waren fur die asOMT-Linie 6 nachweisbar. Die sti@gkSewichtsreduktion der Samen ware
somit bei der Linie 6 zu erwarten, was allerdings bedingt zutrifft. Die reifen, trockenen
Samen von Linie 3 und 6 zeigten im Gewachshausgergnliche Samengewichte. Wahrend
der Entwicklung haben die Samen der Linie 3 die3géGewichtsreduktion im Vergleich
zum Wildtyp. Die asOMT-Linie 9, welche sich pharmisch am wenigsten vom Wildtyp
unterschied, zeigte sowohl in der Klimakammer alshaunter Glas wie erwartet die geringste
Gewichtsreduktion. Offensichtlich hat ab einem imestten Schwellenwert die weitere
Reduktion der OMT-Transkriptmengen wenig oder keifgnfluss auf das Samengewicht.
Ob und welche OMT-Transkriptmengen zum Uberlebes 8amens notwendig sind, ist
unbekannt.

Die GroR3e der asOMT-Pflanzen und ihr geringerese®gewicht deuten darauf hin, dass die
verringertesink-Starke moglicherweise zu einer besseren Versorgi@asgSprossmeristems
mit Assimilaten fihren kdnnte, Grund fur hohereltédungsraten und positive Einflisse auf
das Pflanzenwachstum. Eine Messung von Metaba#éiinnerhalb der Pflanze und deren
Veranderung in den asOMT-Pflanzen wurden nicht ldygélihrt, um diese Vermutung zu
bestéatigen. Ein Wachstum in der Klimakammer bedktér Temperatur (23 °C) wéahrend der
Tagphase verstarkt sowohl den Einfluss auf die Whighe als auch auf die Reduktion des
Samengewichts. Diese Beobachtung lasst sich wadindich dadurch erklaren, dass der
Effekt der Repression des OMTs sich bei erhohtenperatur starker auf die Metabolitflisse
auswirkt als bei normaler Wachstumstemperatur. Bein indirekter Nachweis fur die

Veranderung der Metabolitflisse.

3. Die OMT-Inhibierung bewirkt eine Veranderung der
Samen-Inhaltsstoffe

Die Samen von Leguminosen bestehen zu 40 bis 50u%b Speicherproteinen. Die
Hauptspeicherproteinklasse in Hilsenfrichten simel @lobuline (75 % der gesamten
Speicherproteine der Ackerbohne sind Globuline)bevalas Legumin ein Vertreter dieser
Reserveproteinklasse ist. Die reduzierten Samermtpsviassen vermuten, dass der Gehalt an
Speicherproteinen vermindert ist. Die Gehalte avbGlinen sowie an Albuminen zeigen eine

nachweisbare Reduktion und bestatigen somit diendamg. Die Repression des OMT-
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Genes beeinflusst demzufolge den Stickstoff-Meiabuls und in Verbindung damit die
Menge der stickstoffhaltigen Metabolite, eine Vetumg, die durch die Verringerung des
Gesamtstickstoffgehalt von sich entwickelnden Sail#dsb. 20A) und reifen Samen (Abb.
20B) unterstitzt wird.

Auch auf transkriptioneller Ebene sind die Resemvegine verandert. Die Transkriptmenge
der Albumine ist vermindert, hingegen ist die ddolfaline deutlich erhdht. Aufgrund der
verringerten Aminosaurebiosynthese kénnen die éemdfiranskriptmengen der Globuline
nicht translatiert werden, was einen verringertéob@Glingehalt zur Folge hat. Diese Daten
deuten auf eine unterschiedliche Regulation deruwiibe und Globuline hin. Durch
Generierung von Mutanten der prozessierenden Enzgmate in Samen voArabidopsis
thaliana eine Regulation der 12 S Globuline auf translaienEbene nachgewiesen werden
(Shimadeet al., 2003).

Der Starkegehalt zeigt wahrend der Samenentwicklumggeringe Unterschiede zwischen
transgenen Linien und Wildtyp (nur am 18. DAF)réifen Samen ist keine Veranderung des
Starkegehalts nachweisbar. Der Gehalt an Sacch@bsewohl in sich entwickelnden als
auch in reifen Samen erhoht. Offensichtlich koemtli der verringerte plastidare 2-
Oxoglutarat-Import vermutlich mit einem reduziert®accharose-Abbau durch die Gykolyse,
was eine Akkumulation von Saccharose zur FolgeAfatliche Effekte zeigen Erbsensamen,
bei denen die ADP-Glucose Pyrophosphorylase duidAiRnhibiert wurde (Weigelit al.,
2009). Die ADP-Glucose Pyrophosphorylase ist dddiSselenzym in der Starkebiosynthese
und fur den Kohlenstoffmetabolismus von entschalderBedeutung (Tetlowt al., 2004).
Mutanten mit Defekten in der Starkebiosynthese akiieren oft Saccharose und zeigen
Veranderungen im Gehalt der Speicherproteine (Cetsay 1998).

Die Analyse der asOMT3-Samen auf histologischemEbeeigte sowohl im Lichtmikroskop
als auch im Transmissionselektronenmikroskop ke#eranderungen der Anzahl oder
Morphologie der Proteinkdrper. Der Farbstoff Coosmagst ein Triphenylmethanfarbstoff,
der sich an die basischen Seitenketten der Amimesdanlagert und Proteine unspezifisch
anfarbt (Kang et al., 2002). Daher ist es schwierig bei einer Verandgrudes
Globulingehaltes um ca. 20% eine sichtbare Reduoktioachzuweisen. Bei der
Transmissionselektronenmikroskopie bilden sichdfungsartefakte, die auf die Starke der
Kontrastierung Einfluss nehmen (personliche Mitteg Dr. Rutten, AG Strukturelle
Zellbiologie). Eine Dekondensierung der Proteinkdrjpn Folge der Proteinreduktion ist
aufgrund der verwendeten Kontrastierungsmittel tnicachweisbar, da alle Proteinkorper

gleich angefarbt werden. Um Unterschiede nachwemerkonnen, missten die Zahl der
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Proteinkorper statistisch ausgewertet werden, indean die Anzahl und die Grdol3e fur die
gleichen Gewebeareale bestimmt. Eine weitere Mikdit ware die Anwendung von

Immunoassays.

4, Der 2-Oxoglutarat/Malat-Translokator kontroltidre
Biosynthese der Aminosauren

Die Biosynthese von Aminosauren erfolgt in pflaozén Zellen hauptsachlich in
Chloroplasten (Slocum, 2005; Azevedb al., 2006). Im plastidaren GS/GOGAT-Zyklus
(Hirel and Lea, 2001) erfolgt die Aminierung deshkanstoffgeriistes 2-Oxoglutarat durch
Ammonium unter Bildung der Aminosaure Glutamat. Alisser Aminosaure gehen alle
weiteren Aminosauren hervor, indem die Aminogrudpech Aminotransferasen auf andere
Aminosauren und/oder Dicarbonsauren transferierrdere Die direkt aus Glutamat
hervorgehenden Aminosauren Arginin, Prolin, Histidndy-Aminobutterséure zeigen in der
HPLC-Analyse sowie der Metabolitanalyse mittels @G-reduzierte Gehalte im Vergleich
zum Wildtyp. Die Aminosaure Glutamat ist in allemeid asOMT-Linien nachweisbar
reduziert, was sich durch einen geringeren Impont 2-Oxoglutarat in die Plastiden erklaren
lasst (Abb. 27E). Die Akkumulation von 2-Oxoglutarafolge des verminderten 2-
Oxoglutaratimports in die Plastiden konnte nachgeem werden (Abb. 29B). Ebenfalls
zeigen die aus Pyruvat gebildeten Aminosauren lpei¢alin und Alanin in den Analysen
reduzierte Gehalte. Die Uber den Shikimat-Biosys#le=g gebildeten aromatischen
Aminosauren (Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan) deer ebenfalls beeinflusst. Die
aromatischen sowie die aus Pyruvat gebildeten Asdinen entstehen aus Metaboliten der
Glykolyse. Dies ist ein Hinweis darauf, dass diesatrale Stoffwechselweg ebenfalls inhi-
biert ist. Durch die Metabolitanalyse kann diesermM&ung bestétigt werden (Abb. 31D - G).
Durch die Aktivitdt der Aspartat-AminotransferaséSAT; EC 2.6.1.1.) wird die
Aminogruppe des Aspartats auf 2-Oxoglutarat untéstuBg von Glutamat und Oxalacetat
Ubertragen. Fiur dieses Enzym konnte eine erhohtevigsk in allen drei asOMT-Linien
nachgewiesen werden (Abb. 32B). Durch die erhOoh®ATREnzymaktivtat kann der
verminderte Asparatgehalt erklart werden. Aus Aspaverden weitere Aminosauren wie
Threonin, Methionin und Lysin gebildet. Diese ze@igen der HPLC-Analyse sowie
Metabolitanalyse reduzierte Gehalte im Vergleicmzwildtyp. Im Gegensatz dazu ist ein

deutlich erhéhter Aminosauregehalt flir Asparagichmaeisbar (Abb. 27B).

88



V. Diskussion

In Leguminosen wie z. BPisum sativum erfolgt die direkte Nitratreduktion in den
Wurzelkndllchen durch den Nitrogenase-Komplex. &n dVurzelzellen werden durch die
cytosolischen Glutamin-Synthetase die Aminosaurérta@in und Asparagin synthetisiert,
welche als Transportform des Stickstoffes in Pfianbeschrieben sind (Urquhaett al.,
1982). Diese Aminosauren werden Uber das PhloemlernuSamen transportiert. Durch die
Aktivitat von Aminosaure- und Peptidtransporternirgidaet al., 2001, 2003) werden diese
Metabolite in die Kotyledonenzellen aufgenommene Bminoséure Asparagin wird durch
das Enzym Asparaginase zu Aspartat deaminiert. iDalel Stickstoff in Form von
Ammonium freigesetzt. Da Ammonium sehr reaktiv godit schadlich fur die Pflanzenzelle
ist, muss dieser sehr effizient im plastidaren G3BAT-Zyklus reassimiliert werden
(Sieciechowiczt al., 1988).

Der nachgewiesene erhdhte Asparagingehalt spisggit auch in veranderten Verhéltnis
Asparagin/Aspartat wieder (Abb. 27L). Die gleichiggd Anreicherung von Asparagin sowie
Abbau von Aspartat lasst das Asparagin/Aspartatidénis stark ansteigen. Die
Transkriptmenge der Asparaginase ist nachweisliotdan Faktor zwei bis drei im mittleren
und spaten Entwicklungsstadium verringert. Der ingerte Asparaginabbau sowie die
verminderte Reassimilierung im GS/GOGAT-Zyklus fiau einem Anstieg des Ammo-
niumgehaltes in den asOMT-Samen (Abb. 26). Eineekten Nachweis, dass Ammonium
die Transkription und/oder die Translation der Asgiase beeinflusst gibt es nicht.

In den Chloroplasten vom Blattgewebe wird Ammoniunauptsachlich durch die
Decarboxylierung von Glycin wahrend der Photoregmn (Tairaet al., 2004) freigesetzt.
Durch eine antisense-Inhibierung des 2-Oxoglutist@tit-Translokators in Tabakpflanzen
erfolgte eine Anreicherung von Ammonium in Blattewas ein Hinweis fur eine limitierte 2-
Oxoglutarat-Aufnahme ist (Schneiderait al., 2006). Durch die toxische Wirkung des
angereicherten Ammoniums kam es zur VerfarbungBlatter. Die plastidare Glutamin-
Synthetase der Blatter zeigte eine erhohte Enzymiidtt (Hausleret al., 1994). Diese
erhohte GS-Aktivitdt sowie eine Akkumulation von Amnium konnte ebenfalls wéhrend
der Samenentwicklung der Erbse beobachtet werdeb. (26, 32A). Dies sind Anzeichen,
das es zu einer Substratlimitierung bei der AmmmrReassimilation gekommen ist. Der
Gehalt von Glyoxylaten wurde nicht bestimmt. Die ofnespiration und somit die
Transaminierung von Glyoxylaten, als Lieferant vlanmonium, spielt in sich entwickelnden

Leguminosensamen eine untergeordnete Rolle.
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5. Die OMT-Inhibierung verandert den Saccharosebmeta
lismus, die Glykolyse und den Fettsduremetabolssmu

Das in den Mesophylizellen der Blatter gebildeteotBassimilat Saccharose wird in sich
entwickelnden Samen unter anderem fur die Synthdse Kohlenstoffgeriiste der
Aminosauren bendtigt. In den asOMT3-Samen ist declgarosegehalt sowie die mRNA von
Saccharose-abbauenden Enzymen (Saccharose Sydphasaie glykolytischen Enzymen
(Tabelle 5) deutlich erhéht. Die mehrfache Messdag Aktivitat der Saccharose-Synthase
zeigte Uberraschenderweise in allen drei transgkeimeen eine deutlich verringerte Aktivitat.
In Blattern der Erbsenpflanze konnten drei Isoereyheses Enzymes nachgewiesen werden
(Barrattet al., 2001). Die kinetischen Daten der rekombinant iexigrten Isoenzyme hatten
hohe Km-Werte fur Saccharose, was auf die bevoezBigtlung von Saccharose hindeutet. In
Mais konnte gezeigt werden, dass die Regulationdiad_okalisierung des Enzyms durch
Proteinphosphorylierung gesteuert wird (Winter thuber, 2000). Die Saccharosesynthase in
Wurzelkndllchen von Leguminosen wird auf transkdpeller und post-translationeller
Ebene durch den zellularen Redoxstatus beeinfl(dsirino et al., 2008). Durch diese
Modifikationen kénnte die reduzierte Enzymaktiviedklart werden.

Hexosen sowie deren phosphorylierte Formen sindlideureduziert. Der gleiche Effekt
beobachtete man in Tabakblattern, bei denen der @dh antisense-Inhibierung reprimiert
wurde (Schneidereigt al., 2006). Erhéhte Gehalte von organischen Saurenesertdhte
Enzymaktivitaten wiesen auf eine Hochregulation desarbonsaure-Zyklus hin. In den
asOMT-Linien konnten ebenfalls erh6hte Gehalte @oarbonsauren gemessen werden
(Abb. 29B, C). Der erhdhte Gehalt an 2-Oxoglutdeahn durch den inhibierten Import
mittels des OMTs und die dadurch reduzierte Amincsiosynthese erklart werden.

Die Reduktion der Glykolyseintermediate ist ebdafan Aminosauren nachweisbar, die
direkt von glykolytischen Metaboliten abstammen ytie, Valin, Alanin gebildet von
Pyruvat; Serin, Glycin gebildet von Glycerinsaurptsphat; siehe Abb. 33). Aus dem
Acetyl-CoA werden in den Chloroplasten die Fetteéugebildet (Ohlrogge and Browse,
1995). Die Messung des Gehaltes von gesattigten umggsattigten Fettsduren in reifen
Samen der AsOMT-Linien zeigt eine Reduktion im Veigh zum Wildtyp. In Samen der
Arabidopsis-Mutantetagl wurde ebenfalls ein reduzierter Fettsduregehaltiesoeine
Akkumulation von Saccharose nachgewiesen (Katadical.,, 1995). Eine reduzierte

Glykolyse wurde in Samen der Arabidopsis-Mutamteinkledl auf Transkript- und
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Metabolitebene festgestellt, deren Samen eine 89%igduktion von Lipiden aufwiesen
(Focks and Benning, 1998).
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Abb. 33 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisson Transkript- und Metabolitanalyse der
asOMT3-Samen im Vergleich zum Wildtyp.

Die Transkriptanalyse wurde von drei Entwicklungdgn (15, 17, 21 DAF) unter Verwendung der
Microarray-Technik durchgefuhrt. Die veranderterafiskripte der Enzyme wurden in der jeweiligen
Farbcodierung neben den Metabolitdaten gesetzt. Nd@abolitdaten wurde wie folgt gemessen:
Aminosauren mittels HPLC, organische Sauren miti@e&nchromatographie sowie weitere Metabolite
mittels GC-MS. (rot: niedrigere Transkript- bzw. tdbolit-Konzentration , griin: héhere Transkriptwbz
Metabolit-Konzentration )
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6. Durch OMT-Repression entwickeln die Plastiden
Chloroplasten-ahnliche Merkmale

Das Phytohormon Abscisinsaure (ABA) reguliert agmoisch wichtige Aspekte der
Pflanzenentwicklung wie die Synthese und Einlaggruan Reserveproteinen und Lipiden
(Finkelsteinet al., 2002). In Erbsenembryonen, in denen die SnRKJasa@ndurch antisense-
Inhibierung reprimiert wurde, konnte eine Verandgruvon ABA-sensitiven Genen
beobachtet werden (Radchekal., 2006). Dies hatte Defekte in der Samenreifungiesow
einen erhdhten Saccharosegehalt zur Folge, waseiaef verminderte Einlagerung von
Reservestoffen hinwies. Ein verringertes Samenddvgiowie ein verminderter Proteingehalt
konnte ebenfalls in Erbsensamen nachgewiesen web@eenen rekombinante Antikdrper
gegen ABA exprimiert wurden (Saalbaehal., 2001). In der asOMT-Linie 3 konnte ein
verminderter ABA-Level, ein erhdhter Saccharosdles@vie ein verminderter Gehalt an
Reserveproteine nachgewiesen werden. Dies bestiigEinfluss des Phytohormons ABA
auf die Synthese und Einlagerung von ReservestoffenLeguminosensamen. Der
Mechanismus der ABA-Regulation ist noch unbekannt.

Einen erhdhten Saccharoselevel und einen reduA8&#eGehalt konnte ebenfalls in Erbsen-
samen nachgewiesen werden, in denen die AGPadeearihwurde (Weigelet al., 2009). In
diesen Samen wurde ebenfalls eine veranderte Estpnegon plastidaren Genen beobachtet.
Das ABA ein entscheidender Regulator fur die sgamenentwicklung ist und die plastidare
Differenzierung kontrolliert, konnte in Arabidopstamen nachgewiesen werden (Rokte
al., 2000). In Embryonen mit reduzierter SnRK1 Kinadeivitadt und reduziertem ABA-
Level wurden Gene der Metabolitspeicherung ebenbakinflusst (Radchudt al., 2006).

In Erbsenembryonen werden wahrend der Samenentwmigkbus den photosynthetisch
aktiven Chloroplasten Reservestoffspeichernde iB&st(Smithet al., 1990). Somit erfolgt
ein Wechsel vom photoautotrophen zum heterotrofetabolismus (Neuhaus and Emes,
1997). In den asOMT3-Embryonen wurden Gene hemageliert, die in der
Starkebiosynthese (AGP large subunit, 4-alpha-gloitansferase, granule-bound starch
synthasel) und der Lipidbiosynthese (Stearyl-ACPsatigase) involviert sind. Ein
verminderter Starkegehalt sowie eine ReduktionFagtsauren konnte in den asOMT-Linien
beobachtet werden. Des weiteren sind Gene heragtérert, die am Metabolittransport
involviert sind (Hexosentransporter, GPT, OEPlépk#ansporter). Der GPT importiert
Glucose-6-phosphat fur die Starkesynthese und worsviegend in nicht-photosynthetisch
aktiven Plastiden exprimiert (Fischer and WebeQ20Die Aktivitat des GPT kann durch
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Zugabe von Glucose erhoht werden (Quetlal., 1995). Hingegen wurde die Aktivitat des
TPT in Weizenchloroplasten (Sehal., 2006) sowie durch Saccharose in Tabakchloroplaste
inhibiert (Knightet al., 1994). Dies weist auf eine Metaboliten-kontratkeRegulation der
plastidaren Translokatoren hin. OEP (outer envelgpetein of 16 dDa) ist ein
Transporterprotein in der &auferen Chloroplastenm@&mlund hoch selektiv flir den
Aminosauretransport (Pohlmeyeet al., 1997). Die Aktivitdt der ADP-Glucose
Pyrophosphorylase ist in den asOMT3-Samen redug@daib. 32D). Erbsenembryonen mit
verminderter AGP-Aktivitat hatten einen erhdhtenc@eroselevel, einen reduzierten
Starkegehalt sowie reduzierte mMRNA des OEP16 (Vitezgal., 2009).

44 Gene mit Funktionen in Chloroplasten sind in de@MT3-Samen hochreguliert. Diese
sind an der Chlorophyllbiosynthese, dem Calvin-zgkidem Photosystem | und I, der ATP-
Synthese sowie am Transport von Triosen und deor@pihyll-Bindung beteiligt. Dies weist
darauf hin, dass in den asOMT3-Samen die Plastideh vorwiegend Merkmale von griinen
Plastiden haben und es somit zu einer VerschieldangEntwicklung zum Plastiden mit
Speicherfunktion gekommen ist. Die Entwicklungsebhisbung konnte nur auf
Transkriptebene gezeigt werden. Eine Messung vatoBiintheseraten in asOMT-Samen im
Vergleich zum Wildtyp wirde dies bestéatigen. Micia narbonensissSamen mit GPT-
Inhibition konnte ebenfalls eine verschobene Rlasientwicklung beobachtet werden
(Rolletscheket al., 2007). Dies kénnte darauf hindeuten, dass distiBendifferenzierung
durch die Verfugbarkeit von Kohlenstoff kontrollievird. Der direkte Nachweis daftr fehlt
allerdings. In Erbsenembryonen konnte durch ZugaloenGlutamin und 2-Oxoglutarat eine
Stimulierung des Glucose-6-phosphat Metabolismebgewiesen werden (Foster and Smith,
1993). Die Aminosaurebiosynthese sowie die Starkesge sind abhangig vom
Vorhandensein von reduziertem Ferredoxin, welchmsokidativen Pentosephosphatweg
(OPPP) synthetisiert wird. Die reduzierte Expression Genen der Starkebiosynthese sowie
des GPT konnten diese Verbindung zwischen der Anummessimilation und der
Starkesynthese bestétigen.

7. Der 2-Oxoglutarat/Malat-Translokator beeinflussh
Export von Reduktionsaquivalenten

Die im Plastiden synthetisierten Reduktionsaquivi@everden tGber dem Oxalacetat/Malat-
Translokator und Triosephosphat/phosphat-Transbok@iPT) in das Cytosol transportiert
(Heinekeet al., 1991; Scheibe, 2004). Es konnte bei rekonstiemne©OMT in vitro gezeigt
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werden, dass das Oxalacetat auch im Austausch al#tMansportiert wird (Tanigucht al.,
2002). Es wurde vermutet, das der OMN vivo ebenfalls die Funktion eines
Oxalacetat/Malat-Transporters hat (Remh@l., 2003). Der Oxalacetat-Transport durch den
Oxalacetat/Malat-Translokator wird competitiv inigitt durch Malat und 2-Oxoglutarat
(Hatchet al., 1984). Der in den asOMT-Samen nachgewiesene &t xoglutarat- und
Malatgehalt inhibiert somit den Export von Oxalateind somit von Reduktionséquivalenten
aus den Plastiden. Sowohl der 2-Oxoglutarat/MatatiSlokator als auch der
Oxalacetat/Malat-Translokator ist in asOMT-Sameshhin der Lage Reduktionsaquivalente
Zu exportieren. Eine erhdhte Expression des Trioagghat/phosphat-Translokators (TPT)
(Tabelle 4) lasst vermuten, dass die Reduktionsatgnte durch Umwandlung in
Triosephosphate mit anschlieendem Export ins Gtesnsportiert werden und dort wieder
zurickgewandelt werden. Diese Reduktionsaquivalemtelen sowohl in der Glykolyse als
auch in der mitochrondrialen Respirationskette bghd=ur die reversible Umwandlung von
Malat in Oxalacetat ist die Malatdehydrognase (MDidjwendig. Diese konnte sowohl im
Cytosol, Chloroplast und Mitochrondrium nachgewreseerden (Drincovichet al., 2001).
Die cytosolische und mitochrondriale Isoform der MNIDst in den asOMT3-Samen
hochreguliert, was auf eine vermutlich verstarkteviandlung in Oxalacetat schliel3en lasst.
Der Gehalt an Oxalacetat in den asOMT-Samen wuuai bestimmt.

Alle Ergebnisse der Transkript- und Metabolitanalysurden in einer zusammenfassenden
Darstellung abgebildet (Abb. 33). Hieraus wurdeeeaweite Abbildung abgeleitet, die
vereinfacht die entscheidenden Veranderungen imddstoff- und Stickstoffmetabolismus
von asOMT-Samen zeigt (Abb. 34). In dieser verainfen Abbildung wurde die zellulare
Lokalisierung der einzelnen Biosynthesewege beacbigrch die Repression des OMTs in
sich entwickelnden Erbsensamen erfolgt eine Akkatmuh der Dicarbonsaure 2-
Oxoglutarat. Dadurch wird der plastidare GS/GOGkidy weniger mit Kohlenstoffgeriisten
versorgt, was eine verringerte Synthese von Glutarua Folge hat. Alle nachfolgenden
Aminosauren sowie Speicherproteine zeigen eine lideeit Gehaltsreduktion. Diese
Beobachtungen stimmt mit denen in Blattern der sense-Tabakpflanzen Uberein
(Schneidereiet al., 2006). Die auf Transkript- und Transportaktisgitene nachgewiesene
Repression des OMTs zeigt die erwarteten Verdnderunm Samen. Die Substratlimi-
tierung der Ammonium-Assimilation im GS/GOGAT-Zyklwird auch durch einen erhdhten

Gehalt von Ammonium sowie eine erhohte Aktivitat Gdutamin-Synthetase bestatigt. Die
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Abb. 34 Vereinfachte Darstellung der wichtigsten ¥randerungen auf Metabolit- sowie auf

Transkriptebene in bezug auf die zellulare Lokalisgrung..

(rot: niedrigere Transkript- bzw. Metabolitleveledrigere Enzymaktivitat, griin: héhere Transkritw.

Metabolitlevel, hbhere Enzymaktivitat)
Analyse der Aminosauren ergab, das Asparagin algigg Aminosaure erhoht ist. Die
Aminosauren Asparagin und Glutamin sind als Trartdpon fur Stickstoff innerhalb der
Pflanze beschrieben (Urquhart et al., 1982), wamwuten lasst, dass diese den Stickstoff in
die Samen transportieren. Dort erfolgt die Deannumg in Aspartat durch die Asparaginase,
wobei Ammonium freigesetzt wird. Dies unterschegleh zur Situation in den Blattern. Dort
wird Ammonium durch die primére oder durch die sekre Nitratassimilaton generiert. Im
Samen spielt die Nitratassimilation vermutlich eimtergeordnete Rolle.
In den asOMT-Samen war ein erhohter Gehalt an $agsb zu messen, was auf einen
verminderten Abbau durch die Glykolyse zu erklanem. Der gemessene Gehalt an Glucose
und Fructose sowie deren phosphorylierte Formenenaedrigt und bestatigt den vermin-
derten Saccharoseabbau. Die Saccharosesynthasealaalsentscheidende Saccharose-
abbauende Enzym hatte eine verringerte AktivitatidE zu vermuten, dass dieses Enzym fur
den erhdhten Saccharosegehalt verantwortlich istyobl erhdhte Transkriptmengen der
Saccharosesynthase gefunden wurden. Eine vermendastkolyse hat auch Folgen auf
andere Stoffwechselwege. Die Synthese von Fetts@luneh dig3-Oxidation war vermutlich

verringert, da ein verminderter Fettsauregehaltiteglhwerden konnte. In den Blattern der
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antisense-Tabakpflanzen wurde ein verminderter IGeha Hexosen, phosphorylierte
Hexosen und Saccharose gemessen (Schneidgrait, 2006). Erhdhte Enzymaktivitaten
sowie Gehalte von Metaboliten der Synthesewege Denund Tricarbonsauren wurde
gemessen, was auf eine Hochregulation dieser Sselege im Blatt hindeutete. In den
asOMT-Samen konnte die Hochregulation nicht bedieaeterden.

Um die ermittelten Daten bestéatigen zu kénnen, vedme komplette Analyse der mit dem
Uberexpressionkonstrukt transformierten Erbsentirsienr sinnvoll. Vermutlich kamen noch
erganzende und detaliertere Informationen Uber Fliektion des 2-Oxoglutarat/Malat-

Translokators bei der Samenentwicklung noch hinzu.
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V. Zusammenfassung

Die Erbsen als Vertreter der Leguminosen spielare wiichtige Rolle in der Landwirtschatft.
Diese Pflanzen sind in der Lage, aufgrund der Sgs®imit Bakterien der Gattung
Rhizobium Luftstickstoff direkt zu fixieren und in Ammoniunumzuwandeln. In der
Pflanzenzelle wird Ammonium durch den plastidares/@OGAT-Zyklus flr diede novo-
Aminosaurebiosynthese verwendet. Die Hauptspeitdfé#svon Leguminosensamen sind
Speicherproteine wie z. B. die Globuline und Alboei Die Speicherparenchymzellen
regulieren die Verteilung und die Speicherung detdWolite. Plastidare Biosynthesewege
spielen hierbei eine entscheidende Rolle. Diesg& alohdngig vom Austausch der Metabolite
mit dem umgebenden Zytoplasma. In der inneren igiasth Membran eingebettete
Transportproteine  regulieren  diesen  Metabolitasstau Eine  Vielzahl  von
Transportproteinen wurde molekularbiologisch undochemisch in verschiedenen
Pflanzenspezies analysiert.

Der 2-Oxoglutarat/Malat-Translokator (OMT) ist fden Import des Kohlenstoffgeriistes 2-
Oxoglutarat in die Plastiden zustandig. Dieses wucch die Glutamin-Synthetase (GS) und
die Glutamat-Synthase unter Bildung von Glutamatingrt. Der zweite Dicarboxylat-
Translokator, der Glutamat/Malat-Translokator, expa die gebildete Aminosaure
Glutamat, die Ausgangsprodukt aller weiteren Am@wwen ist. Die funktionelle
Charakterisierung des OMTs st aufgrund der hoherpréssion wahrend der
Samenentwicklung sowie der hohen Transportspeziftié entscheidener Bedeutung. Hierzu
wurden transgene Erbsenmodelle generiert, die nligdastidaren Translokator durch
antisense-Inhibierung reprimierten oder durch Ukemession vermehrt exprimieren.
Aufgrund des begrenzten Zeitrahmens der vorliegendideit konnten nur die antisense-
Linien analysiert werden. Mittels Southern-Analy®ante gezeigt werden, dass das Genom
der asOMT-Linien 3, 6 und 9 jeweils nur eine traregy Kopie der Expressionkassette
enthielt. Die Integration des Transgens in die taatd@edlichen Linien ist auf unabhangige
Transformationsereignisse zuriickzufiihren. Die Asalyler OMT-Transkripte ergab eine
Reduktion auf 66 % bis 43 % der im Wildtyp vorhamele Menge. Mit Hilfe von kiinstlichen
Proteoliposomen konnte fur die asOMT-Linien 3 undi®e Reduktion des 2-Oxoglutarat-
Transportes auf 50 % (Linie 3) und 21 % (Linie @ptfestellt werden. Somit war die
Inhibierung des OMTs auf sowohl auf Transkript-@leh auf Aktiviatsebene nachgewiesen.

Die Pflanzen aller drei asOMT-Linien hatten ab diiite eine héhere Wuchshdhe im
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Vergleich zum Wildtyp. Eine Reduktion des Samengétés konnte ab dem 13. DAF (Linie
3) bzw. 14. DAF (Linie 6) signifikant nachgewiesewerden. Ein reduzierter
Gesamtstickstoffgehalt sowie ein verminderter Gehal Speicherproteinen bestatigen den
direkten Einfluss des OMTs auf die Stickstoffmetamus. Die asOMT-Erbsen zeigen ein
hoheres Asparagin/Aspartat-Verhaltnis sowie einéhelen Gehalt an organischen Sauren
und Ammonium. Dies sind deutliche Anzeichen, dassl@ch die Substratlimitierung des
plastidaren GS/GOGAT-Zyklus zu einer Akkumulatioer dKohlenstoffgertiste und des
Stickstoff kommt, die als Grundlage fur die Biodyese der Aminosauren dienen. Ein
reduzierter Gehalt aller anderen Aminosduren hgstden verminderten Import von 2-
Oxoglutarat. Erhdhte Enzymaktivitaten fur die Ghata-Synthetase sowie Aspartat-Amino-
transferase in den asOMT-Embryonen deuten eberdalisvVeranderungen im Stickstoff-
metabolismus hin.

Ein verminderter Gehalt an Kohlenhydraten sowieedgrhosphorylierten Formen und eine
reduzierte Expression von Genen der Starkebiosgathestatigen die enge Verkntpfung von
Stickstoff- und Kohlenstoffmetabolismus. Einen diebt erhéhter Saccharosegehalt sowie
reduzierte ABA-Gehalte weisen auf eine Verandelnargder Samenreifung und Reservestoff-
einlagerung hin. Beide Verbindungen sind als Reagua der Samenentwicklung bekannt.
Durch eine vermehrte Expression von Genen mit Fon&h im Chloroplasten ist eine
verschobene Plastidenentwicklung in asOMT-Erbseohwaisbar. Weiterhin deutet die
Reduktion der Fettsauren auf eine Veranderung impidmetabolismus hin. Die OMT-
Inhibierung hat auch einen Einfluss auf den Expam Reduktionsdquivalenten aus den
Plastiden. Der 2-Oxoglutarat/Malat-Translokatoreipim Metabolismus von Erbsensamen
eine zentrale Rolle und hat nicht nur Einfluss der Stickstoffmetabolismus, sondern auch

auf andere Biosynthesewege.
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VIII. Anhang

1. Verwendete Medien, Puffer und Lésungen

Die Chemikalien, welche in dieser Arbeit verwendetrden, kamen von den Firmen Biozym
Diagnostik (Hess. Oldendorf), Difco (Detroit MI, By Duchefa (Niederlande), Fluka
(Schweiz), Gibco-BRL (heute Invitrogen, KarlsruheMerck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe),
Roche Diagnostics (Mannheim), Serva (Heidelbergdd uBigma (Deisenhofen). Die
verwendeten Restriktionsenzyme wurden geliefert MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und
Boehringer (Mannheim).

1.1 Ldsungen fur Molekularbiologische Methoden
1.1.1. Isolation pflanzlicher genomischer DNA
1.1.1.1. Isolationsmethode nach Rogowsikgl., 1991
Extraktionspuffer 1 % N-Lauryl-Sarcosin 4°C
100 mM Tris/HCI pH 8,0
100 mM NacCl
10 mM EDTA pH 8,0
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 4°C
Natriumacetat 3M 4°C
Isopropanol 4°C
Ethanol 70 % (v/Iv) -20°C
RNAse 40 pg/ml -20°C
1.1.1.2. Isolationsmethode nach Edwasidal., 1991
Extraktionspuffer 200 mM Tris/HCI pH 8,0 4°C
250 mM NacCl
25 mM EDTA

0,5 % SDS (v/v)
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Kaliumacetat 5M 4°C
Isopropanol 4°C
Ethanol 80 % (v/v) -20°C
1.1.1.3. Isolationsmethode nach Saghai-Maebél., 1984
Extraktionspuffer 50 mM Tris/HCI pH 8,0 4°C
0,2 M NacCl
10 MM DTT
10 mM EDTA
0,2 % SDS (v/v)
Phenol/TE 4°C
Chloroform RT
Ethanol 96 % (V/v) -20°C
TE-Puffer 10 mM Tris pH 8,0 RT
1 mM EDTA pH 8,0
NHs-Acetat 75M 4°C
Ethanol 70 % (vIv) -20°C
1.1.2. Agarosegel fir DNA
50 x TAE 400 mM Tris RT
30 mM Na-Acetat
10 mM EDTA
- zur Verwendung als Laufpuffer auf 1 x TAE verdimne
(200 mlin 51)
GeneRule! DNA Ladder Mix 100ul Konzentrat (0,5 mg DNA/ml) 4 °C

+ 100ul 6 x Ladepuffer
+ 400 ddWasser

6 x Ladepuffer 0,25 % Bromphenolblau (w/v) 4°C
0,25 % Xylencyanol (w/v)
30 % Glycerin (v/v)
10 mM EDTA

Spermidin 40 mM -20°C

1 % Agarose 1 g Agarose RT
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+
+

1.1.3. Southern-Blot

20 x SSC

Depurinierung

Denaturierung

Neutralisierung

Spullésung

1.1.4. RNA-Praparation

Extraktionspuffer

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Natriumacetat

Ethanol

Lithiumchlorid

Lithiumchlorid

100 ml 1 x TAE
1 p Ethidiumbromid

3 M NacCl
0,3 M Na-Citrat

0,25 M HCI

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

0,5 M Tris/HCI pH 8,0
3 M NacCl

40 mM Phosphatpuffer pH 7,0

1% SDS
2mM EDTA

1 M Tris pH 9,0

1% SDS

10 mM EDTA
25:24:1
3M

96 % (V/v)

4 M

2M

Ethanol 70 % (V/Iv)
1.1.5. Denaturierendes RNA-Agarose-Gel
Probenpuffer 500 pl Formamid
+ 100 pl 10 x MOPS
+ 160 pl 37 % Formaldehyd
1 % Agarosegel 100 mi 1 g Agarose

+

10 ml 10 x MOPS

RT

RT

RT

RT

RT

4°C

4°C

4°C

-20°C

RT

RT
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+ 73 ml HO (DEPC)
- aufkochen, auf 50 °C abkihlen lassen
+ 17 u 37 % Formaldehyd

10 x MOPS 0,2 M MOPS
0,05 M Na-Acetat pH 7,0
0,01 M EDTA

- zur Verwendung als Laufpuffer auf 1 x MOPS verdgmn

1.1.6. Northern-Blot

20 x SSPE 3,6 M NaCl
20 mM EDTA
0,2 M NaHPO, - 2 H,0
0,02 M NahPO; (- 2 H,0)

- zur Verwendung als Spullésung auf 2 x SSPE vereiinn

1.1.7. Hybridisierung

Na-Phosphatpuffer 0,5 M NaRO,
0,5 M NaHPO,
— 2 NaHPO, mit NaH,PO, auf pH 7,0 einstellen

Churchpuffer 0,5 M Na-Phosphatpuffer pH 7,0
2 mM EDTA
1 % BSA (w/v)
7 % SDS (viv)

Sonicated Salmon Sperm DNA 10 mg/ml
Spullésung 40 mM Na-Phosphatpuffer pH 7,0
2 mM EDTA

1 % SDS (viv)
Losung | zum Strippen 0,1 x SSC (v/v)

0,1 % SDS (v/v)

0,2 M Tris/HCI pH 7,5
Losung Il zum Strippen 0,4 M NaOH

Losung Il zum Strippen 0,1 x SSC
0,1 % SDS (v/v)

RT

RT

RT

-20°C

RT

RT

RT

RT
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1.1.8. Kulturmedia fuEscherchia coli

LB-Medium 11 5 g Trypton RT
+ 5 g Hefeextrakt
+ 10 g Natriumchlorid

pH 7,4 (NaOH), autoklavieren
fur Festmedium + 159 Agar

1.1.9. Isolation von Plasmid-DNA atscherchia coli
(nach Sambrook et al., 2001)

Losung | 1ml 250 mM Tris/HCI pH 8,0 RT
10 mM EDTA
1 % Glucose (w/v)

- +4 mg Lysozym, mit ddWasser auffillen

LOsung Il 200 mM NaOH RT

1 % SDS (w/v)
LOsung 5 M Kaliumacetat RT
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 4°C
Chloroform RT
Ethanol 96 % (v/v) -20°C
TE 10 mM Tris pH 8,0 RT

1 mM EDTA pH 8,0

1.1.10. Kulturmedia fUAgrobacterium tumefaciens

YEB-Medium 11 0,59 MgS® 7 H,0 RT
5 g Fleischextrakt

2 g Hefeextrakt

5 g Pepton

5 g Saccharose

pH 5,8 (NaOH), autoklavieren
fur Festmedium + 15g Agar

+ + + +

1.1.11. Isolation von genomische DNA &gy obacterium tumefaciens

TE 10 mM Tris pH 8,0 RT



1.1.12.

1.1.13.

Vi
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Sarkosyl

Proteinase K
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Chloroform

Natriumacetat

Ethanol

Tris

EDTA

Pisum sativum

TEN-Puffer

MgSQ

SM-Puffer

Spullésung |

Spullésung 1l

Vitaminlésung 100 ml

+ + + +

1 mM EDTA pH 8,0
5 % gel6st in TE
2,5 mg/ml TE

25:24:1

5M
96 % (V/v)
1 M Tris/HCI pH 8,0

0,5MEDTA pH 8,0

Generierung einer Phagen c-DNA-Bank aussgamn

10 mM Tris/HCI pH 7,5
0,1 mM EDTA
25 mM NaCl

10 mM

50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM NacCl

1 mM MgSQ

10 mg Gelantine je 100 ml

0,5 M NaOH
1,5 M NaCl

0,5 M Tris/HCI pH 8,0
1,5 M NacCl

Transformation vofrabidopsis thaliana

10 mg Thiamin-HCI
5 mg Pyridoxin-HCI
5 mg Nicitinséaure

5 g Morpholinoethansulphonsaure

1 g Inosit

- in Aliquots zu 10 ml einfrieren

RT

RT

4°C

RT

4°C

-20°C

4°C

RT

RT

RT

RT

RT

-20°C
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Infektionsmedium 11 2,652 g MS Mikro- und Makrtma 4 °C
(Duchefa M0222)
+ 50 g Saccharose (5 %)
+ 10 ml Vitaminlésung

- auf 1 | auffillen, pH 6,0 einstellen
+ 400 pl Silwet L-77
Wachstumsmedium 11 4,6 g MS + Mikro- und Makrasal 4 °C
(Duchefa M0222)

+ 10 g Saccharose
+ 10 ml Vitaminlésung

- auf pH 5,9 einstellen, zu 5 x 200 ml abflllenXjé g Agar)

Ethanol 70 % (v/v) RT
Sterilisierung 5 % NaOCI (v/v) RT
0,02 % Triton X-100 (v/v)
1.1.14. Transformation vaddisum sativum
Ethanol 70 % (v/Iv) RT
Sterilisierung 5 % NaOCI (v/v) RT
B5-Medium 11 2070 mg KN©® 4°C

1029 mg CaGl- 6 H,O
500 mg MgSQ@- 7 H,0O
134 mg (NH)2SO,
150 mg NaHPO, - H,O
30 g Saccharose

10 mg Glutathion
800 mg Glutamin
1 mg Adenin

100 mg Serin
1mg24D

0,2 mg Kinetin

2 g Mikroelemente (Duchefa M0301)
112 g Vitamine B5

+ + ++++++ +++ 4+

-  pH 5,8 einstellen, autoklavieren
fir Festmedium zusatzlich

+ 5 g/l Gelrite (Duchefa G 1101)
+ 200 mg 3,5 — Dimethoxy-4-hydroxy-acetohenone
+ 1 mg Cystein

Vitamin B5 11 100 mg myo-Inositol 4°C

Vil



VIIl. Anhang

+ 1 mg Nikotinsaure
+ 1 mg Pyridoxin
+ 10 mg Thiamin

P1-Medium 11 4,3 g MS-Medium including 4°C
B5 Vitamine (Duchefa M0231)

30 g Saccharose

2 mg 2-Benzylaminopurine

2 mg 1-Naphthylessigsaure

5 g Gelrite

+ + + +

-  pH 5,8 einstellen, autoklavieren;

+ 400 mg Ticarcillin
+ 10 mg Phosphinotricin

MS4BA-Medium 11 4,4 g MS-Medium Mod. Nr. 4 4°C
(Duchefa M0238)

0,004 g 2-Benzylaminopurine

2 g 2-(N-morpholino)ethanesulfonsaure

30 g Saccharose

5 g Gelrite

+ + + +

- pH 5,7 einstellen, autoklavieren;

+ 0,0001 g 3-Indolylbuttersaure (IBS)
+ 400 mg Ticarcillin
+ 10 mg /5 mg Phosphinotricin

1.1.15. Histologische Analysen von Samen

FAA 50 % Ethanol (v/v) RT
5 % Eisessig (v/v)
4 % Formaldehyd (v/v)

Ethanol 50 %, 60 %, 70 %, 90 %, 95 %, 100 % RT

Roti-Histol 30 %, 60 %, 100 % (V/v) RT

Paraplast RT

Toluidinblau 0,1 % in Ethanol RT

Lugolsche Losung Kalimiodid : lod (2 : 1) RT

Coomassie-LOsung 0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant TR
Blue R-250

10 % (v/v) Essigsaure
40 % (v/iv) Methanol

viii
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1.2. Ldsungen fur Biochemische Methoden

1.2.1. Bestimmung des Gehaltes von SaccharoseténeS
Extraktionspuffer 80 % Ethanol (v/v) 4°C
Glucose-6-phosphat Dehydrogenase 2 U/ml 4°C
(G6DH)
Hexokinase (HK) 7,5 U/ml & 3,8 U/ml 4°C
Phosphoglucoseisomerase (PGI) 5 U/ml 4°C
Citratpuffer 0,32 M pH 4,6 4°C
Fructosidase 1812 U/mi Citratpuffer 4°C
Losung 1 100 mM Imidazol pH 6,9 4°C

5 mM MgCk - 6 H,O

LGsung 2 2 mM NAD 4°C
LOsung 3 1 mM ATP 4°C
Bestimmungspuffer Losung 1, 2, 3 im Verhéltnis 80 5 mischen
Citratpuffer 0,32 M pH 4,6 4°C
Amyloglucosidase 4°C

1.2.2. Bestimmung des Gehaltes von Speicherprateine
Sluytermann-Puffer 100 ml 10 ml DMSO 4°C

+ 0,5 ml N-Butanol
+ 50 ml 0,05 M Acetatpuffer pH 4,5
+ 0,74 g KCI

Acetatpuffer 0,1 M Essigsaure RT
0,1 M Natriumacetat
- Essigsaure mit Natriumacetat auf pH 4,5 einstellen
Phosphat-Puffer 250 ml 3,4 g KPO, 4°C

+ 4,459 NaHPO, - 2 H,0
+ 9,25 g KCl

- auf pH 7,0 einstellen
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1.2.3. Bestimmung des Ammoniumgehaltes
Extraktionspuffer 5 x Universalextraktionspuffer °a
Bestimmungspuffer 100 mM Tris/HCI pH 7,8 4°C
0,4 mM NADH
0,01 mM ADP

0,1 mM Oxoglutarat
-  Starter: 5U Glutamindehydrogenase (GIDH)

1.2.4. Bestimmung des Gehaltes freier Aminosauriételsn
reverse phase HPLC

Puffer A 7 mM Triethanolamin Hydrochlorid RT
140 mM Natiumacetat

- pH 5,8 mit Essigsaure einstellen

Puffer B Acetonitril RT
Puffer C Millipore-Wasser RT
1.2.5. Bestimmung des Gehaltes von Lipiden mittels

Gaschromatorphie

FAME-Losung 2,5 % bBO, (VIv) 4°C
2 % Dimethoxipropan (v/v)
gel6st in Methanol

Glyceryl-Triheptadecanat 10 mg/ml Toluol

NaCl-Lésung gesattigt RT

n-Hexan RT

Acetonitril RT
1.2.6. Bestimmung des Gehaltes von organischereBauittels

lonenchromatographie

Perchlorsaure 1M RT

KoCGOs 5 M RT
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Chloroform/Methanol/Wasser 1:3:1(VIVIV) RT
Puffer A Millipore-Wasser RT
Puffer B 100 mM Natriumhydroyd RT
1.2.7. Enzymassays
Universalextraktionspuffer 100 mM MOPS pH 7,4 4°C
10 mM MgCb
1 mMEDTA
1 mM EGTA
2mMDTT
1 mM PMSF
1.2.7.1. ADP-Glucose-Pyrophosphorylase-Aktivitéssgs
Extraktionspuffer 50 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7,0 4 °C
5 mM EDTA
5mMDTT
Bestimmungspuffer 100 mM HEPES pH 7,8 4°C
5 mM MgClh
2 mM ADP-Glucose
0,5 mM NAD

-  Starter: 2 mM Natrium-Pyrophosphat

Phosphoglucomutase 2U 4°C
Glucose-6-Phosphodehydrogenase 5U 4°C
1.2.7.2. Aspartat-Aminotransferase-Aktivitatsassays
Extraktionspuffer 5 x Universalextraktionspuffer °a
Bestimmungspuffer 200 mM L-Asparaginsaure 4°C
100 mM Tris/HCI pH 7,8
0,4 mM NADH

0,11 mM Pyridoxalphosphat
1 U/ml Malat Dehydrogenase (MDH)
0,5 U/ml L-Lactat Dehydrogenase (LDH)

-  Starter: 12 mM Oxoglutarat

Xi
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1.2.7.3. Phosphoenolpyruvat-Carboxylase-Aktivitsésgs

Extraktionspuffer 50 mM HEPES 4°C
5 mM MgCh
1 mM EDTA
5mM DTT
10 % Glycerin (w/v)
1 mM EGTA

Bestimmungspuffer 25 mM Tris/HCI pH 8,0 4°C
5 mM MgClh
2mMDTT
1 mM KHCG;
0,2 mM NADH
5 mM Glucose-6-phosphat
4 U/ml Malat Dehydrogenase (MDH)
50 mM Phosphoenolpyruvat

1.2.7.4. Glutaminsynthetase-Aktivitatsassays

Extraktionsspuffer 100 mM Tris/HCI pH 7,8 4°C
1 mM EDTA
1 mMDTT
10 mM MgSQ
100 mM KCI
0,1 % 2-Mercaptoethanol (v/v)
0,5 % Triton X-100
20 % Glycerin (v/v)

Bestimmungspuffer 100 mM Tris/HCI pH 7,8 4°C
10 mM MgCb
1 mM EDTA
10 % Glycerin
0,2 mM NADH
1 mM PEP
5 mM ATP
5,5 U L-Lactat Dehydrogenase (LDH)
5 U Pyruvatkinase (PK)

- Starter: 1 mM NHCI + 15 mM Glutamat

Inhibitor 10 mM Methioninsulfoximin 4°C
1.2.7.5. Saccharosesynthase-Aktivitdtsassays
Extraktionspuffer 100 mM MOPS 4°C

10 mM MgCh (- 6 H,0)

Xii
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1 mM EDTA
2mMDTT
1 mM PMSF

Bestimmungspuffer Lésung | 75 mM HEPES/KOH pH 7,5
7 mM MgCk (- 6 H0)
4 mM Uridin-5’-diphosphat
200 mM Saccharose

Bestimmungspuffer Lésung |l 200 mM Glycin
5 mM MgCh (- 6 H,0)
1 mM NAD

- auf pH 8,8 einstellen

UDP-Glucose-Dehydrogenase 2Uin1ml1mM DTT ks
1.2.8. Transportmessungen
Liposomenpraparation 440 mM Tricine/KOH pH 7,8
220 mM K-Gluconat
Austauschsubstrat 132 mM NgO,/NaOH pH 7,8
132 mM Malat

132 mM Oxoglutarat
132 mM Na-Gluconat

Extraktionsmedium 0,2 M Tricine/KOH pH 8,0
10 mM EDTA
6 mM Ascorbat/KOH pH 8,0
4 mM DTT
0,1 % BSA (w/v)
0,1 % Polycar AT

PD-10-Puffer 100 mM Na-Gluconat
50 mM K-Gluconat
10 mM Tricine/KOH pH 7,6

Triton X-100 20 % (v/v)
Natriumacetat 0,2M
Rotizint

HCI iM
Natriumazid 0,1 % (v/v)

4°C

4°C

4°C

RT

4°C

RT

RT

RT

Xiii
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2. cDNA-Sequenz des 2-Oxoglutarat/Malat-Transloksato
ausPisum sativum

Die Sequenz wurde ermittelt durch Screening ein&NA-Phagen-Bank aus sich
entwicklenden Samen der Erbse. Diese Phagen-Bardewerfir generiert.

Die OMT-Sequenz vorPisum sativum (Acc. Nr. FN297817) wurde mit anderen OMT-
Sequenzen durch die ClustalW-Methode (Thompetoal., 1994) verglichenArabidopsis
thaliana (Acc. Nr. NM_001125744.1Qryza sativa (Acc. Nr. NM_001073417.1)50orghum
bicolor (Acc. Nr. AY123844.1)Spinacia oleracea (Acc. Nr. U13238.1) undea mays (Acc.

Nr. AB112936.1). Die Aminosauren, die mit der Caorges-Sequenz Ubereinstimmen sind
grau unterlegt. Die fehlende N-terminale Sequers Enbse wurde durch waagerechte, rote
Stiche gekennzeichnet. Die orange unterlegten &meeigeben die vorhergesagten

Transmembran-Doméanen des Proteins wieder.

MAS-LALA------- - - SXSAALPLPSRSL Mijority

------------------ B i

10 20 30

------------------ R e I T
1 MAS-LALS- - ----- - GSCSLAFPLKSRSL AQOM.pro
1 MER-LRVAI S------ - HHRAALPLPTHHN OsOM.pro
1 MESSI RLADT - - - - - - - LRPSSLPAPAS- A SbOV. pro
1 MAS- MALS- - - - - - - - LTSSPTYSLSFRSL SoOM.pro
1 MAS- STAASPLTCHHLGSVGARPRLPSLSI!| ZnOM.pro
T I T I R I R PsOM. pro
SLRRRHSSSQ-LT-SSXSLSSXFSLSPSPX Mijority

------------------ R e R

40 50 60

------------------ B i
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3. Verwendeter pBar-Vector zur Klonierung und Trans
formation

Der binére pBar-Vector wurde verwendet, um die Kahse zu erstellen sowie fur die
Transformation desAgrobacterium tumefaciens. Dieser Vector enthalt die right border-
Sequenz (RB) sowie left border-Sequenz (LB) zuedrdtion in das Genom des Bakteriums.
Des weiteren ist der Promotor des Nopalin-Syntl@ees (p-nos), gefolgt vom Bar-Gen und
dem Transkriptionsterminationssignal nos-pA endmaltvVor dem Promotor ist die multiple
Cloningsite eingefluigt. Ebenfalls auf dem Vectodsamn Stabilisierungselement (staA) sowie
der Start der Replikation (pbr322ori) enthaltenedair Vector wurde zur Verfigung gestellt
von Dr. Isolde Saalbach, Abteilung Molekulare Zellbgie, Arbeitsgruppe Pflanzliche

Repoduktionsbiologie.
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4. Absolute Aminosauregehalte wahrend der Samen-
entwicklung von asOMT-Erbsen

Die hier abgebildeten absoluten Aminosauregehalieden im Ergebnissteil Kapitel 1.12
nicht dargestellt. Alle in dieser Arbeit dargedtsll Aminosaurewerte gehdren zu einer

Messreihe. Die Signifikanzen jeder asOMT-Linie irergleich zum Wildtyp sind als kleine

Abbildung neben der Hauptabbildung dargestellt.
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y-Aminobuttersauregehalt 1-Aminocyclopropan -1-carbonsduregehalt
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5. Nicht dargestellte Daten der Metabolitanalyse vo
asOMT-Erbsen im Vergleich zum Wildtyp

Die hier abgebildeten Diagramme gehotren zu der btditanalyse der asOMT-Erbsen im
Vergleich zum Wildtyp. Dargestellt sind die gemesse Aminosauren, organischen Sauren
und Fettsaduren. (P < 0,05; erhdhter Gehalt istgreall, verminderter Gehalt dunkelgrau

unterlegt)
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