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Funktionelle Genomik in Pappeln

gl

Genomanalyse

In 2006 wurde nach Arabidopsis und Reis mit der Pappel als dritte Pflanzenart zum ersten Mal die vollstandi-

corewis  g@ Sequenz des Erbguts eines Baums veroffentlicht'. In-silico Analysen zum Auffinden von maglichen Genen

Systern Pélanze

haben ergeben, dass die Pappel mindestens 45.555 funktionelle Gene besitzt, fast doppelt so viele wie Arabi-

dopsis. Doch die Funktion der meisten dieser Gene ist noch unbekannt.

Matthias Fladung

»Knock-out” Mutagenese in Biumen

Mit dem Vorliegen kompletter Genomsequenzen ist die Voraus-
setzung geschaffen, das Geschehen in der Zelle als Ganzes zu
betrachten. Hierflr ist es jedoch notwendig, die Funktion der
Gene und Proteine sowie deren Regulation auf der Ebene des ge-
samten Genoms zu kennen (Funktionelle Genomik). Eine Mog-
lichkeit, die funktionelle Analyse von Genen zu betreiben, ist die
Analyse bereits existierender Mutanten oder die Erzeugung neu-
er Mutanten in Mutagenese-Experimenten. Allerdings ist im
Unterschied zu Arabidopsis und Reis in Baumen und damit auch
in der Pappel der klassische Weg der funktionellen Genomik
schwierig.

Bisher sind nur wenige natirliche Mutanten von Baumen
bekannt geworden. Die existierenden Mutanten betreffen haupt-
sachlich Chlorophyllgehalt, Blatt- und Stammform in Baumarten
wie Fichte, Buche, Ahorn und vielen anderen mehr. Einige beson-
ders schéne Exemplare wie zum Beispiel der Goldahorn, die Acro-
cona-Fichte (Abb. 1) oder kleinwiichsige bzw. saulenférmige Zy-
pressen wurden vegetativ vermehrt und werden bevorzugt als
Ziergehdlze angepflanzt.

Eine Induktion von zusatzlichen Mutanten via klassischer
(EMS, Réntgenstrahlen) oder molekularer Mutagenese (T-DNA) ist
bei Baumen allerdings schwierig durchfiihrbar. Beide Arten der
Mutagenese werden als ,Knock-out” bezeichnet und erzeugen
vornehmlich rezessive Varianten, die erst nach Selbstung zu
einem Phanotyp fiihren. Badume sind aber langlebige Pflanzen
und verfligen Uber lange vegetative Phasen von 6 bis 20 Jahren.
Und wenn Baume dann einmal bliihen, kénnen sie entweder wie
Pappeln nicht geselbstet werden, da sie dizisch (zweihausig)
sind, oder sie sind wie die Kirsche selbstinkompatibel.

Denkbar ware auch eine,Knock-out” Mutagenese bei haploi-

den Bdaumen. Allerdings ist die Herstellung von haploiden Bau-
men bisher nur bei Pappeln nach Mikrosporenkultur gelungen.
Die Prozedur der Mikrosporenkultur war nicht einfach bei Pap-
peln zu etablieren, zudem war die Wiichsigkeit der haploiden
Pappeln gering. Nach Transformationsexperimenten konnten
zwar transgene haploide Pappeln erhalten werden, jedoch war
der haploide Status der Pappeln nicht {iber langere Zeit stabil.

Aktivierungsmarkierung

Ein Ausweg aus der Problematik ist die so genannte Aktivierungs-
markierung (,Activation Tagging"”). Hierbei wird das zur Markie-
rung genutzte Element an den Enden mit Promotoren und
Enhancern versehen. Integriert nach Transformation das markier-
te Element in der Ndhe von Genen, kann die Aktivitdt des Gens
verstarkt werden, was sich oft in einem speziellen Phdnotyp
aufert. Diese Art der Mutagenese wird daher auch als ,Knock-in"
oder ,Gain-of-Function” Mutagenese bezeichnet. Fir Baume
konnte bereits in 2003 die erfolgreiche Markierung des GA2-Oxi-
dase-Gens Uber eine mit Promotoren ausgestattete T-DNA
gezeigt werden’. Die Verwendung der T-DNA als Element fir eine
Aktivierungsmarkierung setzt allerdings ein sehr effizientes
Transformationssystem voraus, da sehr viele unabhangig trans-
formierte Linien erzeugt werden missen. Fr Arabidopsis ist die
so genannte ,floral-dip”-Methode entwickelt worden, die eine
effiziente T-DNA Aktivierungsmarkierung mdglich macht. Fur
Pappeln existieren effiziente Transformationssysteme allerdings
nur fiir wenige Genotypen.

Bei annuellen Pflanzen ist in der Literatur eine erfolgreiche
Aktivierungsmarkierung auch mit Hilfe sogenannter springende
Gene (Transposons) beschrieben. Die Vorteile eines Transposon-
basierten Systems sind, dass (1) nur sehr wenige transgene Linien

Abb. 1: Acht Jahre alte Acocona-Fichte (Picea abies ,acrocona’)

Abb. 2: Hellgriine Sektoren in Bldittern von 355::Ac-rolC transgenen Pappeln

GENOMXPRESS 4.09




Forschun 15
9
vl 305 of . . s s .
R 2] Abb. 3: Struktur der fiir eine Aktivierungsmarkierung
! Sac) 1185
—— Bl 16365 P Xmal 1475 3
. B i - Seezm s \ B /Bl 8T verwendeten Plasmide. (A) Transposase-Gen unter
o 1788 Smisp FEE Kontrolle des Gmhsp17.5-E (hsp) aus Soja. (B) Aktivie-
Seezii0zms. = B 15346 e
S Smisp _owmiazzzr 5 N rungskonstrukt (AT-Ds)
amg
B33 _| p6-HSP-TP-OCS PRI p7N-DsAT-rolc
olE1
12315 bps Trarsposase 18282 bps |
T ind 5158
VST OR 4 End
Al 3711 %
Tocs CelEd
X
BR Sall 4505 - Tocs Hgmét Hindil B56
CaolE1l Sh-AdT1Z il
A 4715
= b oo
by Fanaill 10450 ; Hindll 8623

bendtigt werden, und (2) dass Transposone schnell wieder re-
mobilisiert werden konnen, um den Phanotyp zu bestatigen.
Daher wurde bereits friihzeitig tiber die Verwendung des Trans-
posons Ac aus Mais fiir eine Aktivierungsmarkierung in Pappeln
spekuliert. Hierzu war es allerdings notwendig, die Funktionalitat
des Transposons Ac aus Mais im heterologen System Pappel zu
untersuchen.

Hierzu wurden bereits existierende Pappeln verwendet, die
das Ac-Element in Kombination mit dem CAMV-355-Promotor
und dem rolC Gen aus Agrobacterium rhizogenes tragen®. In
friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass 355::rolC transge-
ne Pappeln (also ohne das Ac-Element) einen Zwergenphanotyp
aufwiesen sowie hellgriine Blatter bildeten. Dagegen wuchsen
355::Ac-rolC transgene Pappeln wie Wildtyppflanzen ‘'normal’und
waren von diesen nicht zu unterscheiden. Allerdings bildeten vie-
le unabhangig transformierte Linien hellgrin/dunkelgriin varie-
gierte Blatter aus (Abb. 2). Das Auftreten der hellgriinen Sektoren
war ein visueller Hinweis darauf, dass das ro/C Gen als Folge eines
Herausspringen des Ac-Elements aktiv war.

In einem von GABI von 2000 bis 2003 geférderten Projekt
wurden nun die Grundlagen fir ein erfolgreiches Transposon-
basiertes System der Aktivierungsmarkierung in Pappeln gelegt.
An den oben beschriebenen, 355::Ac-rolC transgenen Pappeln,
wurde auf molekularer Ebene zunachst nachgewiesen, dass das
Ac-Element den nach der Transformation eingenommenen Inser-
tionsort verlasst. Danach war mit Southern-Blot-Analyse und TAIL-
PCR zu klaren, ob das Ac-Element in einem unbekannten Genom-

bereich tatsachlich wieder re-integriert. Schlielich wurden die
neuen, Ac-flankierenden Genombereiche sequenziert und in die
GABI-Datenbank eingespeist. BLAST-Untersuchungen ergaben,
dass etwa 30% der Re-Integrationsorte von Ac im Pappelgenom
in kodierenden Regionen liegen®.

Induzierbares Ac/Ds-System

Fir eine erfolgreiche Aktivierungsmarkierung unter Verwendung
des Ac Transposons mussten allerdings noch zwei Hindernisse
tberwunden werden. Das Transposon Ac zahlt zu den so genann-
ten autonomen transposablen Elementen, was bedeutet, dass
eine Kontrolle der Springaktivitat nicht moglich ist. Es war daher
erstens notwendig, das Gen, das flir das Springen des Ac-Transpo-
sons notwendige Enzym (die Transposase) kodiert, von dem Ele-
ment, das die Promotoren und Enhancer trdgt, zu trennen. Ein
sprungunfahiges Ac-Transposon ist bereits lange bekannt und
wird als Ds- (Dissociater) Element bezeichnet. Zum zweiten mus-
ste das Transposase-Gen noch unter Kontrolle eines induzierba-
ren Promotors gesetzt werden, so dass das Enzym unter kontrol-
lierbaren Bedingungen aktiviert werden kann. Als induzierbarer
Promotor wurde der Hitzeschock Promotor (hsp) Gmhsp17.5-E
aus Soja gewdhlt und vor dem Transposase Gen platziert
(Abb. 3A).

Die prinzipielle Funktionalitdt des Transposase-Gens unter
Kontrolle des hsp-Promotors aus Soja sowie des Ds-Elements mit
fir eine Aktivierungsmarkierung notwendigen Promotoren und
Enhancern ist bereits in Tabak getestet worden® und uns freundli-

Abb. 4: (A) Mikrokalli regenerieren nach 8-12 Wochen kleine Pappelpfidnzchen. (B), (C) Isolierte Varianten
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