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I. Einleitung

I Einleitung

I.1 Stiirke

Das Leben beginnt dort, wo es am feindlichsten ist: auf der Sonne. Die Sonne stellt die
Energiequelle da, von deren Existenz das gesamte Leben des Planeten Erde abhédngt. Durch die Fusion
von Wasserstoffatomen zu Helium im Zentrum der Sonne entsteht unter anderem die Lichtenergie,
welche Pflanzen in die Lage versetzt, mittels Photosynthese Kohlendioxid in chemisch gebundene
Energie zu tiberfiihren. Pflanzen nutzen die gebundene Energie anschliefend zum Aufbau organischer
Molekiile, wie Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten, von deren Existenz wiederum das Leben der

heterotrophen Organismen, also auch des Menschen, abhéngt.

In vielen hoheren Pflanzen dient Stirke als die wichtigste Speicherform von Kohlenhydraten.
Sie kann bis zu 80 % des Trockengewichtes in Speichergeweben erreichen. Starke wird in Form von
semikristallinen Partikeln, den Stidrkekornern, die erstmals 1716 von van Leeuwenhoek beschrieben
wurden, abgelagert. Sie dient nicht nur der menschlichen Erndhrung als Rohstoff, sondern stellt auch
ein wichtiges Ausgangsprodukt fiir industrielle Anwendungen da. Stirke wird zum Beispiel in der
Papierindustrie, der Textilindustrie und in der Produktion von Klebstoffen, Chemikalien und
Pharmazeutika eingesetzt. Die gewonnene Menge an Stirke aus Weizen, Reis, Mais und Kartoffel
betriigt ungefihr 10° Tonnen pro Jahr, von denen ungefiihr 2x10” Tonnen pro Jahr der Industrie

zugefiihrt werden.

In Pflanzen unterscheidet man u.a. zwei Arten von Stéirke, die transitorische Stirke und die
Speicherstirke oder Reservestirke. Die transitorische Stidrke wird in den Chloroplasten der Blitter,
sowie in geringerem MalBe auch in anderen griinen Geweben (z.B. Stidngel), synthetisiert. Neben
Saccharose stellt die Stirke das Hauptzwischenprodukt der Photosynthese da, da im Licht bis zu 30 %
des fixierten CO, in Stdrke inkorporiert werden. Die transitorische Stirke wird in der folgenden
Dunkelperiode mobilisiert und kann in Saccharose fiir den Export umgewandelt werden. Die
Reservestirke wird in den Amyloplasten von sich entwickelnden Samen oder vegetativen
Speicherorganen synthetisiert und dort fiir lingere Zeitrdume deponiert. Die Reservestirke wird dann
mit Beginn der Keimung des Uberdauerungsorgans mobilisiert und versorgt den Keimling mit der

ndtigen Energie.
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I.1.1 Starkestruktur

Vor iiber einhundert Jahren machte Mayer (1895) die Beobachtung, dass Stirke aus zwei
unterschiedlichen Makromolekiilen besteht, die er damals als a- und B-Amylose bezeichnete.
Marquenne und Roux (1903) prigten dann die heute geldufigen Begriffe Amylose und Amylopektin.
Beide Polymere bestehen aus a-D-Glucose Untereinheiten, welche hauptsichlich a-1,4-glycosidisch
miteinander verbunden sind. Amylose wird klassischerweise als ein lineares Polymer beschrieben,
welches nur o-1,4-glycosidische Bindungen enthdlt. Neuere Untersuchungen zeigen aber, dass
Amylose zu einem geringen Anteil (weniger als 0.1 %) o-1,6-glycosidische Verzweigungen enthilt
(Ball et al., 1998; Hizukuri und Takagi, 1984; Takeda et al., 1984; 1986). Im Gegensatz zur Amylose
besitzt Amylopektin einen héheren Verzweigungsgrad. Dieses Polymer besitzt ca. 4-6 % a-1,6-
glycosidische Verzweigungen, welche zu einer sehr komplexen Struktur des Glucosepolymers fiihren
(Preiss 1991). Der Polymerisationsgrad von Amylose wird mit 10° bis 10° Glucosemolekiilen
angegeben, der von Amylopektin mit 10° bis 10*. Das Verhiltnis von Amylose zu Amylopektin zeigt
art- und organspezifische Schwankungen und liegt bei 15-35 % Amylose und 65-85 % Amylopektin
(Ball et al., 1998).

Starkekorner unterscheiden sich in ihrer Grofe, in ihrem Aussehen und in ihren Eigenschaften
je nach Pflanzenspezies, dem Gewebe und dem jeweiligen Entwicklungszustand der Pflanze. Die
GroBe der Stiarkekorner reicht von 1 ym (Pollenstirkekorner), bis zu 100 um (Stirkekorner der
Kartoffelknollen). Stdrkekorner aus Blittern sind in der Regel deutlich kleiner als solche aus

Speicherorganen, wie z.B. Knollen (Martin und Smith, 1995).

1.2 Stirkemetabolismus

L.2.1 Stiarkesynthese

ADP-Glucose stellt das Substrat der Synthese von Amylose und Amylopektin da. ADP-
Glucose entsteht aus Glucose-1-Phosphat und ATP durch das Enzym ADP-Glucose-
Pyrophosphorylase (AGPase) (Kossmann und Lloyd, 2000). Da die Reaktion frei reversibel ist, wird
das Gleichgewicht der Reaktion wahrscheinlich durch die Aktivitat einer plastididren Pyrophosphatase
(Weiner et al., 1987; Schulze et al., 2004), welche das entstehende Pyrophosphat in anorganisches
Phosphat spaltet, in Richtung der ADP-Glucose-Synthese verschoben (Gross und ap Rees 1986). Die
AGPase-Aktivitdt unterliegt der allosterischen Regulation, wobei 3-PGA als Effektor und
anorganisches Phosphat als Inhibitor wirken (Preiss, 1991). Die Reaktion der AGPase auf 3-PGA und
anorganisches Phosphat stellt einen wichtigen Faktor der Regulation der Stéirkesynthese in

Chloroplasten dar (Preiss, 1991).
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Die AGPase ist ein tetrameres Enzym, wobei die pflanzliche Form, abweichend von der
bakteriellen, aus jeweils zwei groflen und kleinen Untereinheiten besteht. Alle Untereinheiten werden
zur vollen Funktionalitéit bendtigt, wobei die beiden kleineren offenbar fiir die katalytische Aktivitt
verantwortlich sind (Ballicora et al., 1995) und die groBen fiir die Modulation der Sensitivitit
gegeniiber Effektoren (Smith et al., 1997). Die herausragende Bedeutung der AGPase in Bezug auf die
Starkesynthese konnte anhand transgener Pflanzen und Mutanten gezeigt werden. Die antisense
Inhibierung der kleinen Untereinheit der AGPase fiihrt zu einer dramatischen Reduktion des
Stiarkegehaltes in Kartoffelknollen (Miiller-Réber et al., 1992). Lin et al. (1988) konnten eine
stirkefreie Arabidopsis Mutante isolieren (adgl), die keine nachweisbare AGPase-Aktivitdt mehr

aufwies.

Ausgehend von ADP-Glucose erfolgt die Ubertragung des Glycosylrestes auf das nicht-
reduzierende Ende einer bereits existierenden Polysaccharidkette durch die Stidrkesynthasen. Aus
Kartoffelpflanzen konnten bis heute drei Isoformen isoliert werden, die Stirkesynthasen (SS) I, II und
III (Edwards et al., 1995; Abel et al., 1996; Kossmann et al., 1999). Zur Gesamtaktivitit der
Starkesynthasen in Kartoffelknollen trdgt SS I ca. 5-10 %, SS II ca. 15 % und SS 1III ca. 80 % bei
(Kossmann und Lloyd, 2000). Resultate mit Pflanzen, in denen die Isoformen SS II und SS III mittels
antisense Technik inhibiert wurden, deuten auf eine Interaktion der beiden Isoformen bei der
Amylopektinsynthese hin (Edwards et al., 1999; Lloyd et al., 1999). Neuere Untersuchungen lassen
auf die Regulation von SS III durch eine plastididre 14-3-3 Isoform in Arabidopsis schliefen, da die
antisense Inhibierung dieses Proteins zu einem 2-4 fachen Anstieg der Stdrkemenge und zu einer
Erhchung des Amylopektingehaltes fiihrt (Sehnke et al., 2001). Die Bedeutung der SS I Isoform in
Bezug auf die Stirkesynthese ist nicht klar, da die Inhibierung von SS I in Kartoffel zu keiner

Anderung in der Stirkemenge und —qualitiit gegeniiber der Kontrolle fiihrte (Kossmann et al., 1999).

Die Synthese von Amylose geht von der granulagebundenen Stirkesynthase I aus (GBSS ).
GBSS I Mutanten verschiedener Pflanzenspezies synthetisieren amylosefreie Stirke. Das gleiche
Ergebnis konnte auch fiir Pflanzen gezeigt werden, in denen die GBSSI-Aktivitdt mittels antisense
Technik inhibiert wurde (Kossmann und Lloyd, 2000). Obwohl GBSSI essentiell fiir die Synthese von
Amylose ist, scheint sie auch an der Synthese von Amylopektin beteiligt zu sein (Baba et al., 1987;
Denyer et al., 1996). Van de Wal et al. (1998) zeigten, dass Amylopektin in vitro als Primer der
Amylosesynthese durch GBSS dient.

Das Verzweigungsenzym (englisch: starch branching enzyme SBE) filigt die a-1,6-
Verzweigungen in die Amylopektinfraktion der Stdrke ein. In allen bis heute untersuchten
Pflanzenspezies konnten mehrere Isoformen identifiziert werden, die sich in die Klassen SBEA und

SBEB unterteilen lassen (Burton et al., 1995). Die Mutation von SBEA fiihrt zu einer Akkumulation
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groBer Mengen Amylose gegeniiber dem Wildtyp, sowie zu einer Abnahme der Stirkemenge
(Kossmann und Lloyd, 2000). Die antisense Inhibierung von SBEB in Kartoffeln fiihrt zu keiner
Anderung des Amylosegehaltes oder der Stirkemenge gegeniiber der untransformierten Kontrolle.
Weitere Untersuchungen zeigten aber, dass die strukturellen Eigenschaften dieser Stdrken verdndert
waren. Das Amylopektin aus diesen Pflanzen enthielt einen gr6Beren Anteil an ldngeren, wie auch
kiirzeren Glucoseketten, des weiteren war die Phosphorylierung der Stirke um 80 % erhoht

(Kossmann und Lloyd, 2000).

Neben den hier beschriebenen Enzymen des Stirkeaufbaus sind auch Enzyme, welche
urspriinglich dem Stéirkeabbau zugeordnet wurden, fiir die Festlegung der Feinstruktur der Stirke

verantwortlich (siehe 1.2.2.1.2 und 1.2.2.1.5).

1.2.2 Stirkeabbau

Die eigentliche Rolle der Stirke im Pflanzenmetabolismus ist die Pufferung der Versorgung
der Pflanze mit Energie. Um diesem Zweck zu dienen, muss die Stirke umgesetzt werden. Bei dem
Abbau der Starke werden Polysaccharide in Produkte mit einem niedrigeren Polymerisationsgrad
umgewandelt. Im Gegensatz zur Stirkesynthese sind die dem Stirkeabbau zu Grunde liegenden
Mechanismen weniger verstanden. Dies betrifft sowohl die beteiligten Enzyme als auch die
Regulation des Abbaus, auch wenn in den letzten Jahren wesentliche Erkenntnisse dazu gewonnen
wurden (Ubersichten in Zeeman et al., 2004; Lloyd et al., 2005; Smith et al., 2005). Eine Ausnahme in

diesem Zusammenhang stellt der Abbau der Speicherstirke in Getreidesamen dar.

Im folgenden sollen bekannte stiarkeabbauende Enzyme beschrieben werden und niher auf den
Abbau der transitorischen Stirke sowie der Speicherstirke eingegangen werden. Auch mégliche
Regulationsmechanismen des Stirkeabbaus werden beschrieben. In diesem Kontext sollen auch die
bis heute offenen Fragen zum Abbau der Stirke, mit besonderem Augenmerk auf die transitorische

Starke, dargelegt werden.

1.2.2.1 Enzyme, welche dem Stirkeabbau zugeordnet werden

1.2.2.1.1 Amylasen

Amylasen hydrolysieren ein a-1,4-glucosidisch verkniipftes Oligo- oder Polyglucan durch die
Ubertragung eines Glucosylrestes auf H,O. Amylasen werden aufgrund ihres Angriffspunkts, sowie

der Stereochemie ihres Reaktionsproduktes, in verschiedene Klassen eingeteilt.
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a-Amylase

o-Amylasen (Endoamylasen) spalten interne o-1,4-Bindungen linearer oder verzweigter
Glucane und werden deshalb als Endoamylasen bezeichnet. Bei den entstehenden Reaktionsprodukten
befindet sich anschlieend die neu entstandene reduzierende Gruppe in a-Position. a-Amylasen sind
im Pflanzenreich weit verbreitet und spielen beim Abbau der Speicherstirke im Getreideendosperm

eine Schliisselrolle (Beck und Ziegler, 1989).

a-Amylasen werden haufig, neben a-Glucosidasen, als die einzigen Enzyme beschrieben,
welche in der Lage sind, den Stdrkeabbau an nativen Stirkekérnern zu initiieren (Steup et al., 1983,
Steup, 1988; Witt et al., 1995; Witt und Sauter, 1996). Die Beteiligung einer a-Amylase am Abbau
der transitorischen Stirke wurde durch Zeeman et al. (1998b) vermutet. Das Fehlen einer plastidir
lokalisierten a-Amylase wurde in der Arabidopsis sex4 Mutante mit einem Hochstérke-Phénotyp der
Blitter korreliert. Diese Pflanzen werden als sogenannte Hochstidrkemutanten (engl. starch excess; sex)
bezeichnet, da sie einen hoheren Stdrkegehalt in Blattern gegeniiber dem Wildtyp aufweisen. In
weiteren Arbeiten, in denen sdmtliche a-Amylasen durch Insertionsmutagenese ausgeschaltet wurden,
konnte jedoch gezeigt werden, dass a-Amylasen fiir den Abbau transitorischer Stirke in Arabidopsis
nicht benétigt werden (Yu et al., 2005), und dass es sich bei dem in der sex4 Mutante beeinflussten
Genprodukt um eine Protein Phosphatase handelt, die wahrscheinlich eine Reihe von Enzymen des

Starkestoffwechsels reguliert (Niittyld et al., 2006).

Aus Kartoffelknollen konnte eine a-Amylase isoliert werden, welche in der Lage ist, native
Kartoffelstirke in vitro abzubauen. Da das Enzym in frisch isolierter Knollenstirke an die
Starkekorner gebunden vorlag, kann davon ausgegangen werden, dass es zumindest teilweise plastidér
lokalisiert vorliegt. Dieses Ergebnis deutet auf die mogliche Beteiligung von o-Amylasen am

Stiarkeabbau in Knollen hin (Witt und Sauter, 1996).

Die meisten der bis heute beschriebenen a-Amylasen sind extraplastidér lokalisiert (Beck und
Ziegler, 1989) und die physiologische Bedeutung dieser a-Amylasen ist unbekannt. Die antisense
Inhibierung zweier a-Amylase Isoformen aus Kartoffel (Amy21 und Amy23; Gausing und Kreiberg,
1989) fiihrte, im Vergleich zur untransformierten Kontrolle, zu keiner Reduktion des Stidrkeabbaus in
Knolle oder Blatt (Frohberg, pers. Mitteilung). Hierbei bleibt anzumerken, dass, wie fiir viele bis heute
untersuchten o-Amylasesequenzen, nach computergestiitzter Voraussage beide Isoformen kein
plastiddres Transitpeptid besitzen. Nach neueren Untersuchungen in Arabidopsis, Reis und Tabak
muss dies nicht notwendigerweise ausschliefen, dass ein Protein in Plastiden lokalisiert ist. Anhand
der karbonischen Anhydrase aus Arabidopsis wurde ein neuer Importmechanismus fiir Glykoproteine
in Chloroplasten beschrieben (Villarejo et al., 2005; Faye und Daniell, 2006), der iiber einen

unbekannten Mechanismus das zelluldre sekretorische System mit einbezieht. Diese Ergebnisse
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erkldren auch, warum zwei verschiedene o-Amylasen in Reis, o-Amylase I-1 (Asatsuma et al., 2005)

und a-Amy3 (Chen et al., 2004), gleichzeitig in Plastiden und in der Zellwand gefunden wurden.

B-Amylase
B-Amylasen (Exoamylasen) katalysieren die Freisetzung von Maltose vom nichtreduzierenden
Ende eines o-1,4-Glucans. Bei der entstehenden Maltose befindet sich die neu entstandene

reduzierende Gruppe anschlielend in -Position.

Im Gegensatz zu a-Amylasen kommen f-Amylasen nur in Pflanzen und Mikroorganismen
vor (Steup, 1988). Neben der Hydrolyse eines a-1,4-Glucans durch (-Amylasen konnte fiir das
Enzym aus Siikartoffel eine nicht hydrolytische Aktivitit gezeigt werden, welche zum Aufbau neuer
a-1,4-Bindungen fiihrte (Hehre et al., 1969; 1979). Beim Abbau von Stidrke oder Amylopektin durch
B-Amylasen entsteht neben Maltose ein so genanntes -Grenzdextrin, da das Enzym nicht in der Lage

ist, tiber die a-1,6-Verzweigungen hinaus den Abbau zu katalysieren (Baba and Kainuma, 1987).

B-Amylase-Aktivitdt konnte in photosynthetisch aktiven Organen, wie z.B. Blittern, als auch
in Speicherorganen, wie z.B. Knollen, nachgewiesen werden. Die physiologische Rolle der f-Amylase
in Pflanzen ist bis heute unklar. Die Mehrzahl der in vitro Studien zeigen, dass das Enzym scheinbar
nicht in der Lage ist, native Starkekorner anzugreifen (Beck and Ziegler, 1989). Im Gegensatz dazu
konnten Baba und Kainuma (1987) zeigen, dass B-Amylasen aus Stilkartoffel in der Lage sind, rohe
StiBkartoffelstarke anzugreifen. Dieses Resultat konnte von Sarikaya et al. (2000) bestitigt werden.
Zusitzlich zeigten die Autoren dieser Studie, dass f-Amylasen aus Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus cereus und Sojabohne in der Lage sind, rohe Stirke aus Kartoffel, StiBkartoffel, Weizen, Reis

und Mais anzugreifen, wenn auch nur in geringem Mafle.

B-Amylase Mutanten in Roggen (Daussant et al., 1981), Sojabohne (Hildebrand und
Hymowitz, 1981) und Reis (Yamaguchi et al., 1999), welche keine oder nur geringe B-Amylase-
Aktivitdt aufwiesen, zeigten eine normale Entwicklung und unveridndertes Wachstum. Ebenso zeigten
Arabidopsis Mutanten mit verringerter oder erhohter -Amylase-Aktivitdt keinen Effekt auf den

Stdrkeabbau, die Entwicklung oder das Wachstum (Mita et al., 1997 a; b; Laby et al., 2001).

Studien beziiglich der Lokalisation der 3-Amylase-Aktivitit in der Pflanzenzelle zeigten in
Gerste, Weizen, Sojabohne, Gartenbohne und Erbse, dass der grofite Teil der B-Amylase-Aktivitét
aulerhalb der Chloroplasten vorliegt (Ziegler und Beck, 1986; Nakamura et al., 1991). Fiir
Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass ca. 80 % der Aktivitit extraplastidér lokalisiert ist (Lin et al.,
1988) und eine Isoform mit dem Phloem assoziiert vorliegt (Wang et al., 1995). Zusitzlich zu diesen

Daten scheinen die meisten der bis heute isolierten cDNAs und genomischen Sequenzen nicht fiir 3-

6
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Amylasen mit einem plastiddren Transitpeptid zu kodieren. Es existieren zwei Studien (Kakefuda et
al., 1986; Lao et al., 1999), welche auf die Existenz einer plastidér lokalisierten 3-Amylase hindeuten.
Keine der beiden Studien weist jedoch der plastidér lokalisierten f-Amylase eine physiologische Rolle

in Pflanzen zu.

In Kartoffelknollen konnte die Induktion der -Amylase-Aktivitdt durch Lagerung bei 4°C
nachgewiesen werden (Hill et al., 1996; Nielsen et al., 1997). Dieses Resultat fiihrte zur Vermutung,
dass diese P-Amylase-Aktivitdt am kélteinduziertem Stilwerden (engl. cold-sweetening) der Knollen
beteiligt ist, da Enzymexpression und Stdrkeabbau zeitlich miteinander korrelieren. Untersuchungen
an transgenen Kartoffelpflanzen, die eine Reduktion dieser B-Amylase-Aktivitit aufwiesen, konnten

diese Hypothese jedoch nicht bestétigen (Scheidig, 1997).

Eine weitere (-Amylase wurde von Viksg-Nielsen et al. (1997) in Kartoffelblittern
beschrieben. Dieses Protein liegt als Homodimer vor, wobei das Monomer eine Grofle von 56 kD
aufweist. Die physiologische Bedeutung dieser -Amylaseform im Stirkemetabolismus ist nicht

bekannt.

1.2.2.1.2 Entzweigungsenzym (engl. debranching enzyme; DBE)

Zwei unterschiedliche DBE-Aktivitdten konnten in Pflanzen nachgewiesen werden. Aufgrund
ihrer Ahnlichkeit in der Proteinsequenz, sowie ihrer Substratspezifitit zu bakteriellen Proteinen,
werden sie als Isoamylase oder Pullulanase bezeichnet. Der Pullulanasetyp zeigt eine héhere Affinitat
zu Pullulan, einem Polysaccharid aus Pilzen, bestehend aus 1,6-verbundenen o-Maltotrioseeinheiten
(Nakamura et al., 1996), wihrend der Isoamylasetyp eine hohere Affinitit zu Glycogen, einem
wasserloslichen, hoch 1,6-verzweigetem Polyglucan aus Bakterien und Saugern, aufweist (Doehlert

und Knutson, 1991).

Trotz des Nachweises der DBE-Aktivitit in Bléittern, Samen und Knollen war die Beteiligung
des Enzyms am Stirkeabbau lange unklar (Kossmann und Lloyd, 2000). Fiir zwei unabhingige
Arabidopsis Isoamylase Mutanten (Atisal und Atisa2) konnte gezeigt werden, dass neben
Amylopektin als verzweigtes Polyglucan ein hdher verzweigtes, wasserlosliches Polyglucan
akkumuliert, dass so genannte Phytoglycogen. Die Menge an synthetisierter Stirke war gegeniiber
dem Wildtypen stark reduziert, was wahrscheinlich bedeutet, dass diese Isoamylasen eher dem
Stiarkeaufbau zugeordnet werden miissen (Zeeman et al., 1998a, Bustos et al., 2004, Delatte et al.,
2005). Erst kiirzlich wurde ein drittes Isozym der Isoamylasen in Arabidopsis beschrieben (ISA3), das
primdr am Stdrkeabbau beteiligt ist. Eine entsprechende Mutante (Atisa3) zeigt einen abgeschwichten

Hochstirke-Phinotyp (Delatte et al., 2006). In derselben Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
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auch die Pullulanase am Stidrkeabbau in Arabidopsis beteiligt sein kann. Eine entsprechende Mutante
(Atlda) zeigte keinen Unterschied zum Wildtypen, in Kombination mit der Mutante Atisa3 wurde

jedoch der Hochstérke-Phénotyp von Atisa3 noch deutlicher.

1.2.2.1.3 Disproportionierungsenzym (DPE)

Das Disproportionierungsenzym (DPE) ist eine 1,4-a-D-Glucan:1,4-a-D-Glucan, 4-o-D-
Glucantransferase. Die Aktivitdt wurde erstmals 1956 in Kartoffelextrakten beschrieben (Peat et al.,
1956). Bis heute konnte das Enzym in verschiedenen stdrkehaltigen Organen von Pflanzen
nachgewiesen werden (Kakefuda et al., 1986; Lin et al., 1988; Takaha et al., 1993). Das DPE
rearrangiert o-1,4-Bindungen von stidrkedhnlichen Oligo- und Polymeren und disproportioniert sie
damit. Zwei verschiedene DPEs, DPE1 und DPE2, die sich nach ihrer Substratspezifitit, d.h ihrer
bevorzugten Donor- und Akzeptormolekiile, unterscheiden, sind bisher in Arabidopsis und Kartoffel

beschrieben worden (Lloyd et al., 2005).

Das bevorzugte Substrat von DPEl in vitro sind Maltooligosaccharide, wobei eine
Maltosyleinheit eines 1,4-a-D-Glucans auf ein anderes iibertragen wird. Als kleinste Donoreinheit
kann Maltotriose fungieren, wihrend als kleinste Akzeptoreinheit auch Glucose dienen kann (Takaha
und Smith, 1999). Da die Disproportionierungsreaktion zu keiner Anderung der absoluten Menge an
a-1,4-Bindungen fiihrt, ist dieses Enzym nicht quantitativ am Abbau von Glucanpolymeren beteiligt.
Da das Enzym aber in der Lage ist, die Gr6e von Maltooligosacchariden zu veridndern, kénnte es
dazu beitragen, geeignete Substrate fiir andere stirkeabbauende Enzyme, z.B. a-Amylasen, f3-
Amylasen oder Glucan-Phosphorylasen bereitzustellen. Aus diesem Grund wurde das Enzym primdir

dem Stérkeabbau zugeordnet (Kakefuda und Duke, 1989; Lin und Preiss, 1988).

Die Inhibierung der DPE1-Aktivitat in Kartoffel um 98 % fiihrte zu keinem Unterschied in der
Menge und der Struktur der synthetisierten Stidrke in Knollen, jedoch zu einer, gegeniiber der
untransformierten Kontrolle, verspiteten Keimung der Knollen und geringerem Wachstum der neu
entstehenden Pflanze (Takaha et al., 1998). Diese Ergebnisse deuten auf eine ineffiziente
Mobilisierung der Stérke hin und somit auf eine Beteiligung von DPE1 am Stdrkeabbau (Takaha et al.,
1998). Die Isolation einer Arabidopsis DPE1 Mutante (dpel-1) durch Critchley et al. (2001) besttigt
diese Annahme. Diese Mutante zeigt einen schwachen Hochstérke-Phédnotyp in Blattern und wahrend
des Stirkeabbaus ist ein Anstieg des Gehalts an Maltooligosacchariden, und zwar hauptséchlich von

Maltotriosen, zu beobachten (Critchley et al. 2001).

DPEl1 kann keine Maltose als Glucosyldonor verwerten, wihrend Maltose eines der

Hauptprodukte des transitorischen Stirkeabbaus in Bléttern ist. Dies ergab sich aus Studien mit
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isolierten stdrkehaltigen Spinat-Chloroplasten, die iiberwiegend Maltose in das Medium freisetzen
(Weise et al., 2004), sowie der Charakterisierung der Hochstérke- Arabidopsismutante mex/. MexI, die
eine Mutation in einem Gen besitzt, welches fiir ein Maltose-Transport-Protein aus der

Plastidenmembran kodiert, und neben Stédrke auch Maltose akkumuliert (Niittyld et al., 2004).

Bis vor kurzem wurde angenommen, dass Maltose durch o-Glucosidasen (Maltasen) in
Pflanzen hydrolysiert wird, jedoch gibt es keine funktionellen Studien, die dieses belegen (siehe
1.2.2.1.4). In drei unabhingigen Arbeiten wurde ein neues Enzym beschrieben, das Maltose abbauen
kann und wichtig fiir den Stdrkeabbau in Blittern ist. Die Proteinsequenz &hnelt der von DPEIL,
weshalb das neue Protein DPE2 benannt wurde. Zwei der Studien beschreiben Arabidopsis-
Insertionsmutanten im DPE2 Gen (Chia et al., 2004; Lu und Sharkey, 2004), wihrend sich die dritte
Arbeit mit transgenen Kartoffelpflanzen, in denen die Expression des DPE2 Proteins mit Hilfe von
RNA Interferenz reprimiert wurde (Lloyd et al., 2004), befasst. In allen drei Studien wurde gezeigt,
dass die Inhibierung von DPE2 zu einem Hochstirke-Phénotyp fiihrt und dass diese Pflanzen Maltose
in ihren Blittern akkumulieren. DPE2 ist wie DPE1 eine Transglucosidase, die jedoch Maltose als
Glucosyldonor verwendet, um ein Glucosemolekiil auf ein Polysaccharid zu iibertragen und das

andere Glucosemolekiil freizusetzen.

Ein wesentlicher Unterschied hinsichtlich der subzelluldren Lokalisation von DPE2 wurde
jedoch zwischen Kartoffel und Arabidopsis nachgewiesen. Mit DPE2 spezifischen Antikorpern wurde
das Protein in Chloroplastenpriparationen von Kartoffelblattern gefunden (Lloyd et al., 2004),
wihrend es in Arabidopsis im Zytosol nachgewiesen wurde (Chia et al., 2004). Fiir Arabidopsis muss
daher ein zytosolisch lokalisiertes Polysaccharid angenommen werden, das als Glucosylakzeptor
dienen kann. Ein solches Polysaccharid, bestehend aus Arabinose, Galactose und Glucose, ist unter
anderem auch in Arabidopsis beschrieben worden (Fettke et al., 2005a), und es konnte gezeigt werden,
dass es als Glucosylakzeptor fiir DPE2 dient (Fettke et al., 2006). Es wird angenommen, dass die
Glucose aus dem Heteroglycan anschlieBend durch die Aktivitit der zytosolischen Glucan-
Phosphorylase als Glucose-1-Phosphat freigesetzt und der Saccharosesynthese zugefiihrt wird (siehe

auch 1.2.2.1.6; Fettke et al., 2005b).

1.2.2.14 o-Glucosidase

Pflanzliche o-Glucosidasen umfassen eine Gruppe von Enzymen, welche die sukzessive
Hydrolyse von terminalen o-D-Glucoseresten vom nicht reduzierenden Ende eines o-verkniipften
Glucans katalysieren (Chiba, 1988; Frandsen und Svensson, 1998). Die Substrate fiir a-Glucosidasen
umfassen Di-, Oligo- und Polysaccharide, wie auch Glycoproteine. a-Glucosidasen zeichnen sich
ebenfalls durch die Hydrolyse eines weiten Spektrums an verschiedenen glucosidischen Bindungen

aus, darunter o-1,1-, a-1,2-, a-1,3-, a-1,4- und o-1,6-Bindungen (Sun und Henson, 1990). Es wird
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angenommen, dass o-Glucosidasen eine wichtige Rolle im Stirkeabbau spielen, obwohl dies bis heute
nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte. Konishi et al. (1994) zeigten eine Verminderung der
Starkeabbaurate in Weizensamen, welche mit einem o-Glucosidase-Inhibitor behandelt wurden. Sun
und Henson (1990, 1991) wiesen nach, dass native Stidrke in vitro von a-Glucosidasen angegriffen
wird, und zwar mit derselben Effizienz wie durch a-Amylasen, wobei die gleichzeitige Einwirkung
beider Enzyme zu einer synergistischen Verstirkung der Hydrolyse fiihrte. Fiir Erbsen konnte die
spezifische Lokalisation einer a-Glucosidase in Chloroplasten nachgewiesen werden. Das

entsprechende Gen wurde jedoch noch nicht identifiziert (Sun et al., 1995).

Sequenzdaten fiir o-Glucosidasen wurden fiir verschiedene Pflanzenarten publiziert (Matsui et
al., 1997; Monroe et al., 1997; Sugimoto et al., 1997), darunter auch zwei a-Glucosidase Sequenzen
aus Kartoffel ( MAL1 und MAL2; Taylor et al., 1998; Taylor et al., 2001). a-Glucosidase-Aktivitét
konnte in Pflanzen im Apoplasten (Monroe et al., 1999) und auch im endoplasmatischen Retikulum
(ER) nachgewiesen werden (Kaushal et al., 1993). Die Funktion der apoplastischen Form ist
unbekannt, die im ER lokalisierte a-Glucosidase scheint eine Rolle in der Glycoproteinsynthese zu
spielen. Die Reduktion dieser a-Glucosidase-Aktivitdt (MAL1) in Kartoffel mittels antisense Technik
hatte keinen Einfluss auf den Stidrkemetabolismus, die Pflanzen zeigten jedoch ein abnormales
Wachstum gegeniiber den untransformierten Kontrollpflanzen. Das Gen, kodierend fiir diese o-
Glucosidase, zeigte eine hohere Ahnlichkeit zu den Glycoprotein prozessierenden o-Glucosidasen aus
Sédugern und Hefe, als zu anderen a-Glucosidase Genen aus Pflanzen (Taylor et al., 2000). Die Rolle
von MAL2, der zweiten o-Glucosidase in Kartoffel, ist nicht geklédrt. Die Inhibierung mittels der
antisense Technik fiihrte zwar zu einer Reduktion der entsprechenden mRNA, es konnte jedoch keine
Verminderung der Enzymaktivitidt nachgewiesen werden, aulerdem wurde auch kein Einfluss auf den
Starkestoffwechsel festgestellt (Taylor et al., 2001). Dass a-Glucosidasen eine Rolle im Stirkeabbau

spielen, ist bisher nicht eindeutig nachgewiesen worden.

1.2.2.1.5 a-1,4-Glucan-Lyasen

a-1,4-Glucan-Lyasen stellen eine neue Klasse stirkeabbauender Enzyme dar (Yu et al., 1993).
Diese Exolyasen spalten a-1,4-Glucane, wie Maltose, Maltooligosaccharide, Stirke und Glycogen.
Auch native Stirke stellt fiir das Enzym ein Substrat dar. Als Produkt des Abbaus entsteht 1,5-
Anhydrofructose. Das Enzym konnte erstmals in Rotalgen beschrieben werden, in welchen es im
Stroma der Chloroplasten lokalisiert wurde (Yu et al., 1993; Yu und Pedersen, 1993), obwohl die
Starkekorner in Rotalgen, im Gegensatz zu hoheren Pflanzen, im Zytoplasma lokalisiert sind
(Pueschel, 1990). a-1,4-Glucan-Lyase-Aktivitit konnte bis heute ebenfalls in Pilzen (Yu et al., 1997)

und der Rattenleber (Kametani et al., 1996) nachgewiesen werden.

10
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Die genomische a-1,4-Glucan-Lyase Sequenz fiir zwei verschiedenen Morchella Arten sowie
unterschiedliche genomische oder c¢cDNA Sequenzen des Enzyms der Rotalge Gracilariopsis
lemaneiformis wurden veréffentlicht (Bojsen et al., 1999 a, b). Die abgeleiteten Aminosduresequenzen
der o-1,4-Glucan-Lyasen aus Gracilariopsis lemaneiformis besitzen nach computergestiitzter
Voraussage plastiddre Transitpeptide. In hoheren Pflanzen konnte bis heute keine o-1,4-Glucan-
Lyase-Aktivitidt nachgewiesen werden, jedoch zeigen die charakterisierten Lyasen Homologien zu
pflanzlichen o-Glucosidasen (Kossmann und Lloyd, 2000). In keimenden Amaranthsamen und
reifenden Bananenfriichten, beides Gewebe, in denen Stéirkeabbau stattfindet, wurden geringe Mengen
an 1,5-Anhydroglucitol nachgewiesen, ebenso wie das Enzym 1,5-Anhydrofructose-Reductase,
das 1,5-Anhydrofructose in 1,5-Anhydroglucitol tiberfiihrt (Konishi et al., 2000). Es besteht also
weiterhin die Mdoglichkeit, dass geringe Mengen an Stirke durch die o-1,4-Glucan-Lyase in

pflanzlichen Geweben abgebaut werden.

1.2.2.1.6 a-1,4-Glucan-Phosphorylase

Im Gegensatz zu Amylasen, welche den Glucosylrest auf H,O iibertragen, spalten o-1,4-
Glucan-Phosphorylasen a-1,4-glucosidische Bindungen durch die Ubertragung eines Glucosylrestes
auf anorganisches Phosphat, wobei Glucose-1-Phosphat entsteht. Wie fiir f-Amylasen beschrieben,

erfolgt auch hier der Angriff vom nichtreduzierenden Ende her.

a-1,4-Glucan-Phosphorylasen konnten in allen Organismen, welche Kohlenhydratpolymere in
Form von Starke oder Glykogen speichern, nachgewiesen werden. Da die Reaktion frei reversibel ist,
in Abhéngigkeit der Konzentration von anorganischem Phosphat und Glucose-1-Phosphat, kénnten
a-1,4-Glucan-Phosphorylasen am Abbau von Glucanen, wie auch an deren Aufbau, beteiligt sein. In
Plastiden ist nur eine geringe Menge an Glucose-1-Phosphat vorhanden, daher wurde angenommen,
dass Stirke-Phosphorylasen eher am Stirkeabbau beteiligt sind (Steup, 1988). In Pflanzen konnten
plastiddre, wie auch zytosolische Formen des Enzyms beschrieben werden. In Kartoffeln wurden zwei
plastididre Formen (Phola und Pholb) und eine zytosolische Form (Pho2) nachgewiesen (Nakano und

Fukui et al., 1986; Mori et al., 1991; Sonnewald et al., 1995).

Die Reduktion der Aktivitit beider plastididrer Phosphorylaseformen in Kartoffeln fiihrte zu
keiner Veridnderung in der Stidrkesynthese oder des Stidrkeabbaus in Knollen, jedoch zu einer
modifizierten Stdrke, in welcher das Amylopektin aus kiirzeren Glucanketten besteht (Duwenig,
1996). Dieses Ergebnis deutet eher auf die Beteiligung der Stirkephosphorylasen an der Festlegung
der Starkestruktur hin, als auf eine Beteiligung am Stdrkeabbau. Weitere Hinweise lieferte die
Beobachtung des Anstiegs der Transkript-mengen fiir plastiddre Phosphorylasen durch das Angebot

exogener Zucker, eine Induktion, wie sie fiir Enzyme der Stirkebiosynthese typisch ist (Duwenig et
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al., 1997). AuBerdem lieB sich ein nahezu paralleler Verlauf der Phosphorylase-Aktivitdt und der
Starkeakkumulation in Kartoffelblittern wihrend des Tagesgangs beobachten (Albrecht, 1998). Auch
im Zusammenhang mit dem Abbau der transitorischen Stirke in Blittern tiber Nacht scheint der
phosphorylytische Weg des Stirkeabbaus nicht der dominierende. Schleucher et al. (1998) zeigten,
dass 75 % des Kohlenstoffs die Chloroplasten wihrend der Nacht als Hexosen verlassen und nicht als
Triosephosphat, was neben anderen diskutierten Beobachtungen auf die Hydrolyse und nicht auf die
Phosphorylyse als den dominierenden Weg des Stdrkeabbaus hindeutet. Unterstiitzend dazu sind auch
neuere Ergebnisse, die anhand von Arabidopsis Insertionsmutanten im Gen fiir die plastidire
Phosphorylase gewonnen wurden. Diese zeigten keine Verdnderungen im transitorischen Stdrkeabbau,

sondern waren lediglich empfindlicher fiir abiotischen Stress (Zeeman et al., 2004).

Wie bereits unter 1.2.2.1.3 im Zusammenhang der Funktion der verschiedenen
Disproportionierungsenzyme beschrieben, spielt unter Umstinden das zytosolische Isozym der
Phosphorylase in einigen Pflanzen eine besondere Rolle. Dessen subzelluldre Lokalisation schien
lange ritselhaft, da es im Zytosol kein geeignetes Glucan, das als Substrat oder Produkt fiir/von der
Phosphorylase angesehen werden konnte, vorliegt. Ein potentielles Substrat, ein Heteroglucan, das
sich aus Arabinose, Galactose und Glucose zusammensetzt, wurde erstmalig in Erbsenblittern
beschrieben (Yang und Steup, 1990) und ebenfalls in Arabidopsis- und Kartoffelblattern gefunden
(Fettke et al., 2005 a, b). Dieses Heteroglucan scheint in Arabidopsis als Glucosylakzeptor fiir die
zytosolisch lokalisierte Transglucosidase DPE2 aus der Maltosehydrolyse zu dienen (Fettke et al.,
2006) und ldsst vermuten, dass die Glucose durch die zytosolische Phosphorylase als Glucose-1-
Phosphat wieder freigesetzt wird. Inwieweit dieser Mechanismus in allen Pflanzenarten vorherrscht,
ist fraglich. Zumindest in Kartoffelbldttern scheint das Heteroglucan als Intermediat des
transitorischen Stirkeabbaus keine iibergeordnete Rolle zu spielen. Kartoffelblitter, in denen die
Expression der zytosolischen Phosphorylase weitgehend unterdriickt wurde, zeigen zwar eine
Verdnderung in der Zusammensetzung des Heteroglucans (Fettke et al., 2005b), sind jedoch
unvermindert in der Lage, ihre im Tagesgang akkumulierte Stdrke zu mobilisieren (Duwenig et al.,
1997). AuBlerdem ist auch die subzelluldre Lokalisation von DPE2 in Kartoffel anders als in
Arabidopsis. In Kartoffelblattern ist das Enzym im Chloroplasten lokalisiert (Lloyd et al., 2004).
Weiterhin ist auch unklar, ob das Maltose-Transport-Protein eine &hnlich wichtige Rolle in der

Starkemobilisierung in Kartoffelblittern spielt, wie in Arabidopsis.

1.2.2.2 Der Abbau der transitorischen Stiirke

Ein charakteristisches Merkmal des transitorischen Stirkemetabolismus ist der Wechsel
zwischen Netto-Synthese am Tag und dem Stidrkeabbau in der Nacht (Beck und Ziegler, 1989).

Einerseits dient die transitorische Stirke als Kohlenstoffreservoir fiir den Saccharose-Metabolismus,

12
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andererseits stellt sie eine Art Puffer dar, um einer Inhibierung der Photosynthese durch
Phosphatlimitierung vorzubeugen (Stitt, 1984). Im Gegensatz zum Abbau der Speicherstirke im
Endosperm, muss beim Abbau der transitorischen Stirke die zelluldre Integritit der Membranen
gewihrleistet bleiben. Dies bedeutet zwangsldufig, dass viele am Abbau der transitorischen Starke
beteiligte Enzyme in den Chloroplasten vorliegen miissen, was bis heute fiir die wenigsten

nachgewiesen werden konnte und zeigt wie wenig der Abbau der transitorischen Stirke verstanden ist.

Bis vor wenigen Jahren wurde davon ausgegangen, dass Phosphorylasen eine entscheidende
Rolle im Abbau der transitorischen Stirke spielen und die entstehenden Kohlenhydrate die
Chloroplasten mittels des Triose-Phosphat-Translokators verlassen (Stitt, 1990). Neuere Ergebnisse
legen jedoch die Vermutung nahe, dass der Abbau der transitorischen Stirke hauptsichlich
hydrolytisch erfolgt. Darauf deuten die Ergebnisse von Duwenig (1996), Schleucher et al. (1998),
Zeeman et al. (1998b), Lao et al. (1999) und Weise et al. (2004) hin. Sollte Maltose, wie in
Arabidopsis beschrieben, das Produkt des Stirkeabbaus im Plastiden sein, wird es durch das Maltose-
Transport-Protein iiber die Chloroplastenmembran in das Zytosol exportiert (Niittyld et al., 2004). Ist
Glucose das Abbauprodukt, wie es wahrscheinlich in Kartoffelblattern der Fall ist, so wird
wahrscheinlich die Glucose exportiert und anschliefend durch Hexokinase phosphoryliert (Wiese et
al., 1999). Weber et al. (2000) konnten die Existenz eines plastiddren Glucosetransporters in
Arabidopsis nachweisen, die Beschreibung der physiologischen Bedeutung dieses Transporters steht
jedoch noch aus, genauso wie die Isolierung und funktionale Analyse eines entsprechenden

Transporters aus Kartoffel.

Bis heute konnten mehrere mutagenisierte Arabidopsis Pflanzen isoliert werden, welche eine
reduzierte Abbaurate der transitorischen Stdrke aufweisen und einen Hochstérke-Phénotyp zeigen. Der
erhohte Stirkegehalt in Bléttern ldsst sich durch die Netto-Akkumulation der Stirke von Tag zu Tag,
aufgrund der reduzierten Mobilisierungsrate iiber Nacht, erkldren. Der Hochstérke-Phénotyp der sex/
Mutante wurde urspriinglich auf das Fehlen des plastiddren Glucosetransporters zurtickgefiihrt (Caspar
et al.,, 1991; Trethewey und ap Rees, 1994 a, b). Kiirzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Mutation der sex!/ Mutante das RI Gen betrifft. Diese Gen kodiert fiir ein Protein, welches an der
Phosphorylierung von Stérke beteiligt ist (Yu et al., 2001). Das R/ Gen wurde urspriinglich aus
Kartoffel isoliert. Kartoffelpflanzen, die durch antisense Inhibierung in der R/ Expression reprimiert
sind, zeigen ebenfalls einen Hochstéirke-Phinotyp der Blitter (Lorberth et al., 1998), jedoch bleibt der
Zusammenhang zwischen der verminderten Phosphorylierung der Stirke und dem beobachteten
Phinotypen bis heute unklar. Die sex4 Mutante (Zeeman et al., 1998 b) wurde im Zusammenhang mit
verminderter a-Amylase-Aktivitit beschrieben, ist aber in einem regulatorischen Protein mutiert, das
wahrscheinlich mehrere Enzyme des Stidrkeabbaus beeinflusst (siehe 1.2.2.1.1). Die Mutanten sex2

und sex3 sind bis heute nicht nédher charakterisiert worden (Caspar et al., 1991). Wie beschrieben,
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fiihrte das Fehlen von DPE1 und DPE2 in entsprechenden Arabidopsis Mutanten ebenfalls zu einer
Reduktion der Stirkeabbaurate in Bléttern (Critchley et al. 2001; Chia et al., 2004), genauso wie

Mutationen in einem Gen fiir eine der Isoamylase Isozyme (Delatte et al., 2005).

Bis auf die Beteiligung des DPE1 und der Isoamylase ISA3 am Abbau der transitorischen
Starke in Arabidopsisplastiden ist der Vorgang der transitorischen Stédrkehydrolyse bis heute
unverstanden. Da alle beschriebenen Hochstirke-Mutanten im Tagesgang einen signifikanten Teil
ihrer Stirke umsetzen, muss davon ausgegangen werden, dass weitere bis heute unbekannte Enzyme

zum Abbau der Stérke beitragen.

1.2.2.3 Stirkeabbau in Speicherorganen

Der Abbau der Speicherstirke unterscheidet sich in mehreren Punkten deutlich vom Abbau
der transitorischen Stidrke in Bléttern. In Getreidekdrnern wird die Resevestirke im Endosperm
gespeichert. Wéihrend der Reife der Getreidesamen kommt es zur Desintegration des
Endospermgewebes, wodurch die Stdrke wahrend der Keimung fiir stirkeabbauende Enzyme, die
eigentlich extraplastidir lokalisiert sind, zugénglich wird (Steup, 1988). Der Abbau der Speicherstiarke
im nicht lebenden Endosperm erfolgt hydrolytisch durch o-Amylasen, welche im Aleuron und
Scutellum synthetisiert und in das Endosperm sezerniert werden (Halmer und Bewley, 1982).
Leguminosen speichern die Reservestdrke in den Kotyledonen. Im Gegensatz zum Endosperm der
Getreidesamen handelt es sich bei Kotyledonen um lebendes Gewebe. Wiahrend der Reifung der
Samen kommt es zur Auflésung der Amyloplastenmembran, wodurch extraplastidére stirkeabbauende
Enzyme Zugang zur Stirke erlangen (Halmer und Bewley, 1982). In Kartoffeln wird die
Reservestirke in den Enden der stidrkespeichernden Rhizomauslidufer, den Knollen, synthetisiert. Die
Knollen dienen der Pflanze zur vegetativen Vermehrung. Wihrend des Keimungsvorgangs der
Knollen kommt es zur fortschreitenden Desintegration der Amyloplasten-membran (Isherwood, 1976;
Kumar und Knowles, 1993), wodurch extraplastidare stirkeabbauende Enzyme Zugang zur Stirke

haben und an deren Abbau beteiligt sein konnten (Ohad et al., 1971).

Fiir Speichergewebe gilt generell, dass der Stirkeabbau irreversibel ist und so lange ablauft,
bis die gespeicherte Stirke verstoffwechselt ist. Eine Ausnahme stellt das kélteinduzierte StiBwerden
(engl. cold-sweetening) von Kartoffelknollen dar. Wihrend der Kaltlagerung von Knollen kommt es
zum reversiblen Abbau der Stirke und zu einer Akkumulation von reduzierenden Zuckern (Miiller-
Thurgau, 1882). Wihrend dieses Vorgangs findet keine Auflésung der Amyloplastenmembran statt, so
dass Enzyme, welche am Abbau der Starke beteiligt sind, im Amyloplasten vorliegen miissen. Bis
heute ist der Stdrkeabbau, sowohl wihrend der Keimung als auch wihrend des kilteinduzierten

SiBwerdens, in Knollen vollkommen unverstanden.
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1.2.2.4 Regulation des Stirkeabbaus

Mit Ausnahme der hormonellen Kontrolle des Stiarkeabbaus in Getreidesamen (Akazawa und
Hara-Nishimura, 1985) ist die Regulation des Stirkeabbaus nicht verstanden. Dies gilt sowohl fiir die

Speicherstérke, als auch die transitorische Stirke.

Wihrend der Netto-Synthese der transitorischen Stirke iliber Tag wird ebenfalls Stirke
mobilisiert, was darauf hindeutet, dass Licht keine unmittelbare Kontrolle ausiibt (Stitt und Held
1981). Jedoch scheinen einige stirkeabbauende Enzyme einer diurnalen Regulation zu unterliegen.
Kakefuda und Preiss (1997) konnten in Arabidopsis eine a-Amylase-Aktivitit, die zu Beginn der
Dunkelphase exprimiert wird, nachweisen. Dieses Enzym ist jedoch nicht wéhrend der gesamten
Dunkelperiode hinweg aktiv und scheint strikt reguliert. Die Kontrollmechanismen sind jedoch
unbekannt. Moglicherweise spielt diese a-Amylase die Rolle des Initiators des Stirkeabbaus, indem es
das Stidrkekorn fiir andere stirkeabbauende Enzyme zuginglich macht. Eine vorauszusetzende
plastiddre Lokalisation dieses Enzyms wurde jedoch nicht nachgewiesen. Einem circadianen
Rhythmus unterliegt die Expression einer plastidér lokalisierten f-Amylase in Arabidopsis (Harmer et
al., 2000). Inwieweit diese durch den Tagesgang regulierten Enzyme am Abbau der transitorischen

Starke beteiligt sind, ist unklar.

Wihrend der Licht- und Dunkelperiode treten in Chloroplasten unterschiedliche pH-Werte
und Phosphatkonzentrationen auf, welche einen regulatorischen Einfluss auf den Stdrkeabbau haben
konnten (Stitt, 1984). Denkbar wire ebenfalls die Regulation des Stirkeabbaus durch die Verdnderung
der Stirkestruktur zu Beginn der Dunkelperiode, wodurch abbauende Enzyme in die Lage versetzt
werden, das Stirkekorn effizient anzugreifen. In diesem Zusammenhang sollte das R1 Protein erwihnt
werden, welches in verdunkelten Blattern verstdrkt mit den Starkekdrnern assoziiert vorliegt (Ritte et
al., 2000). Einen ersten experimentellen Ansatz zum molekularen Verstindnis der Regulation des
Starkeabbaus in Blittern konnte die kiirzlich identifizierte Protein Phosphatase liefern, die in der
Arabidopsis sex4-Mutante nach Ausschaltung zum Hochstérke-Phénotyp fiihrt. Es wird spekuliert, das
dieses Protein mehrere Enzyme des Stérkestoffwechsels durch Dephosphorylierung aktiviert oder

inhibiert und somit den Netto-Stirkeabbau mit initiiert (Niittyld et al., 2006).

Wihrend der Keimung von Kartoffelknollen kommt es zum Abbau der Speicherstirke. Fiir
Kartoffeln wird angenommen, dass der Zeitpunkt der Keimung und die Lange der Ruhephase, und
somit der Abbau der Speicherstirke, der hormonellen Kontrolle unterliegt (Hemberg, 1985; Suttle,
1995). Inwieweit dies auch fiir den Abbau der Speicherstérke in kaltgelagerten Knollen gilt, ist unklar.

Chen et al. (1983) zeigten einen Anstieg der ABA-Konzentration in Kartoffeln wihrend der
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Kilteadaption. Wie in anderen Pflanzenspezies unterliegen auch in Kartoffeln einzelne kilteinduzierte

Gene der Kontrolle durch ABA (Kirch et al., 1997; Schneider et al., 1997).
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L3 Zielsetzung der Arbeit

Trotz weit reichender Untersuchungen ist der Abbau der transitorischen Stdrke bis heute
weitgehend unverstanden (siehe 1.2.2.2). Neueste Ergebnisse deuten auf die Beteiligung einer
plastiddren Isoamylase (Delatte et al., 2005) und des D-Enzyms (Critchley et al. 2001) am Abbau der
transitorischen Stdrke hin. Ebenfalls unverstanden ist der Abbau der Speicherstirke in
Kartoffelknollen wihrend der Keimung, sowie bei niedrigen Temperaturen, dem sog. kilteinduzierten
StiBwerden (siehe 1.2.2.3). Dieser reversible Prozess fiihrt zum Anstieg an reduzierenden Zuckern,

welche sich bei der Verarbeitung der Knollen negativ auf die Qualitét der Produkte auswirken kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten unbekannte cDNAs isoliert werden, welche fiir
stirkeabbauende Enzyme in Kartoffel kodieren. Die Isolation der cDNAs sollte durch funktionelle
Durchmusterung von cDNA-Bibliotheken erfolgen. Entsprechende cDNA-Bibliotheken wurden im
Rahmen dieser Arbeit hergestellt. Zum einen wurde eine blattspezifische cDNA-Bibliothek aus
mRNA von Blittern withrend des Ubergangs von der Licht- zur Dunkelperiode hergestellt, zum
anderen eine knollenspezifische cDNA-Bibliothek aus mRNA von Knollen, welche fiir 10 Tage bei

4°C gelagert wurden.

Die funktionelle Durchmusterung sollte in Zellen des E. coli Stamms KV832, der sich dadurch
auszeichnet grofe Mengen an linearen Glucanen zu akkumulieren, erfolgen. Die Glucane lieBen sich
durch Jod Bedampfung der Kolonien nachweisen. Durch die Expression von cDNAs, kodierend fiir
stirkeabbauende Enzyme, sollten die akkumulierten Glucane abgebaut werden, was zu einem

veridndertem Firbeverhalten fiihrte.

Anschliefend sollten die rekombinanten Enzyme in Bezug auf ihre Aktivitit und ihre
Substratspezifitit, sowie auf ihre Lokalisation innerhalb der Zelle hin charakterisiert werden. Mittels
transgener Pflanzen, welche in ihrer endogenen Aktivitit fiir diese Proteine erniedrigt oder erhéht
waren, sollte die physiologische Bedeutung dieser Proteine in Bezug auf den Stirkeabbau untersucht

werden.
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II Material

II.1  Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterial

Bio-Rad, Richmond, CA, USA: Acrylamid, N.N‘-Methylen-bis-Acrylamid, Tetramethylenamid
(TEMED), SDS, Bradford-Reagenz, »Gene Pulser«, Mini Protean II Gelkammern

Braun, Miinchen: Entsafter »Multipress Automatic MP80«

Clontech, Palo Alto, CA, USA: Arabidopsis thaliana L. Ecotyp Columbia; blattspezifische cDNA-
Bibliothek

Eppendorf, Hamburg: Reaktionsgefilie

Fluka, Buchs, Schweiz: Formamid, 3-Mercaptoethanol

FMC, Rockland, USA: SeaKem LE Agarose

Gibco Lifetech, Karlsruhe: Tag-Polymerase, Superscriptll Reverse Transkriptase

Greiner, Niirtingen: Zentrifugengefifie (15 ml und 50 ml), Petrischalen

Kodak Eastman, Rochester, USA: X-OMAT-AR Filme

Marchary und Nagel, Diiren: Nylonmembran Porablot NY amp, Rundfilter

Megazyme, Warriewood, Sydney, Australien: PNPG5, PNPG7, Red-Pullulan

Milipore, Bedford MA, USA: 0.45 um Filter

Novagen, Darmstadt : pET System.

Pharmacia, Freiburg: Percoll

Promega, Madison, USA: Riboprobe® in vitro Transcription System, TNT Reticulocyte Lysate
System

Qiagen, Hilden: Oligotex-dT mRNA Kit, Plasmid Maxi Kit, QIAquick PCR Purification Kit,
QIAquick Gel Extraction Kit, DNeasy Plant Maxi Kit

Roche, Mannheim: Alkalische Phosphatase, ATP, X-Gal, DNA-Polymerasel, DNasel Heringssperma-
DNA, IPTG, A-DNA, NAD, NADH, NADP, NADPH, Glucose-6-P-DH, PGM,
Restriktionsendonukleasen, Hexokinase, Invertase, RNaseA, Stirkebestimmungskit, »High Prime
Kit«, DTT, PMSF, EDTA, EGTA, Imidazol, Kanamycin

Roth, Karlsruhe: Polyethylenglykol, Phenol/Chloroform, Isoamylalkohol (25:24:1)

Serva, Heidelberg: Triton X-100, SDS, HEPES, Bromphenolblau

Schleicher und Schuell, Dassel: Blottingpapier, Faltenfilter

Stratagene, La Jolla, CA, USA: PfuTurbo® DNA Polymerase, A-ZAPII-cDNA Synthese-Kit,
ProSTAR™ HF Single-Tube RT-PCR System (High Fidelity), Ligation Kit, Gigapack® III Gold
Verpackungsextrakt

TIB MolBiol, Berlin: Oligonukleotidprimer

Whatman, Maidstone, England: 3MM-Papier

Alle weiteren Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt) und Sigma Chem. Co. (St.

Louis, MO, USA) bezogen.
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II.2 Bakterienstimme, Plasmide, Phagen und Vektoren

Bakterienstimme:

Escherichia coli

DHS5a (Bethesda Research Laboratories)
XL1-Blue, MRF~ (Bullock et al., 1987)

SOLR™ (Hay und Short 1992)

KV_&32 (Kiel et al., 1987)
BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
PGM - (Lu, M., and N. Kleckner, 1994)
AZAPII (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
Helfer-Phage Ex Assist (Stratagene, La Jolla, CA, USA)

Agrobacterium tumefaciens
Stamm C58C1 mit Plasmid GV2260 (Deblaere et al., 1985)

Vektoren und Plasmide

pBin19 (Bevan 1984)
pBinAR (Hofgen und Willmitzer, 1990)
pBinL.700 (Stockhaus et al., 1987)
pBluescript SK (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
pET28a (Novagen, Darmstadt)
AUni-Zap® XR Vektor (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
smGFP (Davies und Vierstra, 1996)

I1.3 cDNA-Bibliotheken

Arabidopsis thaliana L. Okotyp Columbia; blattspezifische cDNA-Bibliothek (Clontech)

Arabidopsis thaliana L. Okotyp Columbia; keimlingspezifische cDNA-Bibliothek (von Ursula Uwer

zur Verfligung gestellt)

II.4  Synthetische Oligonukleotideprimer

T3 5’-AATTAACCCTCACTAAAggg-3’

T7 5’-gTAATACgACTCACTATAgggC-3’
OCS-Terminator Primer 5’-ACCggCggTAAggATCTgAg-3’

35S-Promotor Primer 5’-CCCgTAAAgACTggCgAACAET-3’

5¢ ASGE 5’-CgCggATCCATggCATCAgCTACTAETTC -3’

3 ASGE 5’-gTgCTCCTCgAgTTAgAgAAgCTTgCTTgTCC -3°
5° ASGE Genom 5’-CCCggTACCggTgAgTgAgAAgeg AAgAggA-3’

3¢ ASGE Genom 5’-ATACCgTCgACCCAATgAAATgAAATgCAA-3’
3* SGE-GFP100 5’-TCCTTggATCCCAATTAAATCAgACTTgTCgg-3’
5° His-DSD10 5’-gTCCgCggATCCCTAAgATCTAATgAgCTTAA-3’
5°RT-PCR SGE 5’-CTCTTCAAgAgAgATgTTgCAC-3’

3 RT-PCR SGE 5’-gATCgTCAAgATCTgCAATCAA-3’

5°RT-PCR f-Tubulin 5-TCggTTCCAAATTCTgggAAgT-3’
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3¢ RT-PCR B-Tubulin 5-TTCAACAgCCAATTTCCTCAggT-3’
5‘smGFP 5°-gTCCgCggATCCTAAATgAgTAAAggAgAAgAACT-3’
3‘GFP/5‘SGEIAS763-790  5’-ACCCgTTCCACCACCTCATCTTTgTATAgTTCATCCATgC-3’
5‘SGEIAS763-790/3‘GFP  5’-ACCCgTTCCACCACCTCATCTTTgTATAgTTCATCCATgC-3’

3‘ PCT-BMYI-GFP100 5’-TCCTTggATCCCCACCAATCCCCACCAAgCAT-3’
5°CT-BMY 5’-CgggATCCCgTATggAATTgACACTgAATT-3’

3 CT-BMY 5’-gggeTACCCCTTACACTAAAgCAgCCTC-3’

5¢ His-PCT-BMY1 5’-gTCCgCgg ATCCATgACTTTAACACTTCAATC-3’
I1.5 Medien

Bakterienmedien:

E. coli Zellen wurden in YT nach Sambrook et al. (1989) angezogen. Zur Anzucht des E. coli
Stamms KV832 enthielt das Medium 1 % (w/v) Glucose, zur Anzucht des Stamms PGM ™~ 1 % (w/v)
Maltose. Agrobacterium tumefaciens Zellen wurden in YEB-Medium (Vervliet et al., 1975)

angezogen.

Pflanzenmedien:

Fiir die sterile Anzucht von Pflanzen in Gewebekultur wurde 2MS Medium (Murashige und
Skoog, 1962; modifiziert nach Dietze et al., 1995) mit 2 % Saccharose und 0.7 % BiTek-Agar (w/v)
verwendet. Zum Abtoten von A. tumefaciens Zellen nach der Transformation wurde das Antibiotikum

B-Bactyl in einer Konzentration von 125 mg/ml zugefiigt.

I1.6 Pflanzen

Fiir die gentechnischen Arbeiten an Pflanzen und die anschlieBende Analyse wurde Solanum

tuberosum L. c.v. Désirée (tetraploid), Saatzucht Fritz Lang KG, Bad Schwartau, verwendet.
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III Methoden
1.1 Molekularbiologische Arbeiten mit Nukleinsiduren
I.1.1 Klonierung und Sequenzierung

Plasmidpriparationen, Restriktionsspaltungen, Gelelektrophoresen, Klonierungen, Hybridi-
sierungen von Nukleinsduren und Proteinen auf Membranfilter wurden als Standardmethoden nach
Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. Die Sequenzierung von DNA wurde von der Firma AGOWA
GmbH in Berlin durchgefiihrt.

I11.1.2 PCR-Amplifikation

Die Vervielfdltigung von DNA-Fragmenten, sowie die Einfilhrung von neuen
Restriktionsschnittstellen, wurde mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt. Zur
Isolation von positiven Klonen nach der Transformation (Kolonie-PCR) oder zur Bestimmung der
durchschnittlichen Insertgréofe der hergestellten cDNA Bibliotheken (Plaque-PCR) wurde Taq-
Polymerase (Gibco Lifetech, Karlsruhe) verwendet. Als Template dienten Bakterienkolonien oder aus
dem Agar ausgestochene Phagenplaques. Die PCR wurde nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt, die Temperaturen und die Dauer der einzelnen Schritte (Denaturierung, Hybridisierung,
Synthese) variierten zwischen verschiedenen PCR-Reaktionen. Die Amplifikation von DNA-
Fragmenten mittels PCR, welche in spiteren Experimenten funktionell exprimiert werden sollten,
erfolgte durch Pfu-Polymerase, welche iiber einen Fehlerkorrekturmechanismus verfiigt (PfuTurbo®

DNA Polymerase, Stratagene, La Jolla, CA, USA).
II1.1.3 Radioaktive Markierung von DNA

Die radioaktive Markierung von Nukleinsiuren erfolgte mit a-""P-CTP, nach der Methode
von Feinberg und Vogelstein (1983), durch das »High Prime Kit« der Firma Roche. Nicht eingebaute
Nukleotide wurden iiber eine Sephadex G-50 Saule abgetrennt (Sambrook et al., 1989).
111.1.4 Radioaktive Markierung von RNA

Die Synthese und radioaktive Markierung von RNA-Proben wurde mit 1 pg linearisierter

Vektor-DNA und 50 uCi a-*P-UTP durch das Riboprobe® in vitro Transkription System (Promega,

Madison) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Nicht eingebaute Nukleotide wurden iiber eine

Sephadex G-50 Sidule abgetrennt (Sambrook et al., 1989).
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II1.1.5 Konstruktion pflanzlicher cDNA-Bibliotheken

Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem Stratagene A-ZAPII-cDNA Synthese-Kit (Stratagene,
La Jolla, CA, USA) nach Angaben des Herstellers. Zur Konstruktion der gerichteten EcoRIl/Xhol
cDNA-Bibliotheken wurden 5 ug mRNA eingesetzt. Die entstandenen cDNAs wurde in A-ZAPII-
Arme (EcoRI/Xhol) kloniert. Die Verpackung der DNA in A-Phagenhiillen wurde mittels Gigapack®
IIT Gold Verpackungsextrakt (Stratagene, La Jolla, CA, USA) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die
Primérbibliothek nach Angaben des Herstellers amplifiziert, die Phagensuspension unter Zusatz von
7 % DMSO aliquotiert und anschlieBend bei —80°C gelagert. Die mittlere Insertgr6f3e der hergestellten
cDNA-Bibliotheken wurde mittels PCR bestimmt. Hierzu wurde die Insertion von 48 zufillig
ausgewihlten Phagen mittels der T3 und T7 Primer amplifiziert und anschlieend elektrophoretisch

aufgetrennt.

II1.1.6 Funktionelles Durchmustern von cDNA-Bibliotheken

Zur funktionellen Durchmusterung von cDNA-Bibliotheken wurden die Phagen-Bibliotheken
mittels »Massen in vivo Excision«, nach Angaben des Herstellers (Stratagene, La Jolla, CA, USA), in

Plasmid-Bibliotheken iiberfiihrt.

Die funktionelle Durchmusterung der Plasmid-Bibliotheken erfolgte im E. coli Stamm
KV832, welcher durch eine Mutation des g/gB Gens keine Verzweigungsenzym-Aktivitdt mehr
besitzt. Dieser Stamm wurde mit dem Plasmid pACYC184 (New England Biolabs) transformiert,
welcher das E.coli Gen glgC16 beinhaltete. Dieses Gen kodiert fiir eine unregulierte Form der AGPase
(Creuzat-Sigal et al., 1972). Das Plasmid besitzt die Bezeichnung pACAG und wurde in Kossmann et
al. (1999) beschrieben. Wird glgC16 nun in KV832 exprimiert, so akkumulieren die Zellen, welche
auf YT-Medium mit 1 % Glucose wachsen, grole Mengen an linearen Glucanen. Die Kolonien
konnen nun mit Jod bedampft werden und zeigen anschlieBend eine dunkelblaue Firbung. Wird in den
Zellen zusitzlich eine cDNA exprimiert, welche fiir ein stirkeabbauendes Enzyme kodiert, so sollte
keine oder eine geringere Akkumulation linearer Glucane stattfinden. Dies fiihrt zu einer verdnderten

Farbung der Kolonien.

E. coli KV832 Zellen wurden mit den hergestellten Plasmid-Bibliotheken transformiert und
auf YT-Medium, welches 1 % (w/v) Glucose, 1 mM IPTG und die entsprechenden Antibiotika
enthielt, bei 37°C tiber Nacht kultiviert. 35000 cfu wurden nach 24 h mit Jod bedampft und solche
Kolonien isoliert, welche ein von der Mehrzahl der Kolonien abweichendes Verhalten in der Firbung
zeigten. Aus diesen Kolonien wurde anschlieBend Plasmid-DNA isoliert und in E. coli KV832 Zellen

retransformiert, um den beobachteten Phadnotypen der Kolonien zu bestitigen. Die auf diese Art
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gewonnenen Plasmide wurden mittels Restriktionsverdau in verschiedene Klassen -eingeteilt.

AnschlieBend wurde der E. coli Stamm PGM ™ mit den Plasmiden jeder Klasse transformiert.

PGM ™ besitzt eine Mutation in der Phosphoglucomutase und kann deshalb kein Glucose-6-
phosphat in Glucose-1-phosphat umwandeln. Wichst dieser Stamm auf einem Medium mit 1 %
Maltose, so wird die Maltose iiber die Amylomaltase, kodiert durch das malQ Gen, in lineare Glucane
tiberfiihrt. Der Abbau der linearen Glucane erfolgt iiber eine Phosphorylase, kodiert durch das malP
Gen, zu Glucose-1-Phosphat. Da durch die Mutation der PGM das entstehende Glucose-1-Phosphat
nicht in Glucose-6-phosphat tiberfiihrt werden kann, kommt es zur Akkumulation der linearen
Glucane und die Kolonien lassen sich, wie fiir E. coli KV832 beschrieben, mit Joddampf anférben.
Die Transformationen in PGM ™ stellten eine weitere Kontrolle dar, da die beiden verwendeten
Stamme unterschiedliche Synthesewege zur Bildung der Glucane verwenden. Fillt das Resultat in
beiden Stdmmen positiv aus, so deutet dies darauf hin, dass nicht die Synthese der Glucane durch die
Expression einer cDNA inhibiert wird. Fiel das Resultat fiir beide Stimme positiv aus, so wurde je ein

Plasmid pro Klasse ansequenziert.

I1.1.7 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Expression von pSK-Derivaten

In dem E. coli Stamm DHS5o wurden Insertionen in pSK-Plamide zur Expression gebracht.
YT-Amp Medium (37°C) wurde mit einem Zwanzigstel einer i.N. Kultur angeimpft. Nach 45 min
Wachstum bei 37°C (OD 0.4-0.6) wurden die Zellen mit IPTG induziert (Endkonzentration 1 mM).
AnschlieBend wurden die Zellen fiir weiter 4-5 h bei 37°C inkubiert.

Expression von pET-Derivaten

In dem E. coli Stamm BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL (Stratagene, La Jolla, CA, USA), in

dieser Arbeit mit BL21 (DE3) bezeichnet, wurden Insertionen in pET-Plamiden zur Expression
gebracht. YT-Kan/Cm Medium (37°C) wurde mit einem Zwanzigstel einer ii.N. Kultur angeimpft.

Weitere Schritte wurde, wie fiir pSK-Derivate beschrieben, durchgefiihrt.

I11.1.8 Isolation rekombinanter Proteine aus E. coli

E. coli Zellen einer 100 ml Zellkultur wurden bei 4°C fiir 15 min bei 5000 g pelletiert. Das
Pellet wurde in 30 ml H,O dest. zum Waschen resuspendiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei
4°C fiir 15 min und 5000 g. AnschlieBend wurde das Pellet in 500 pl Puffer (50 mM MOPS-KOH, pH
7.5, 20 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 1 mM EDTA, 0.1 % (v/v) pB-Mercaptoethanol und 0.1 % (v/v)
Nonidet-20) resuspendiert. Ungefdhr 500 pL Glaskugeln (0.25-0.5 mm Durchmesser) wurden
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zugefiigt. Es folgten vier Vortex-Schritte fiir je 30 sec. Zwischen jedem Schritt wurden die Zellen auf
Eis gekiihlt. Es folgte ein Zentrifugation bei 4°C fiir 15 min und 20000 g. Der Uberstand wurde in

frische Reaktionsgefife iiberfiihrt und auf Eis bis zur Verwendung verwahrt.

111.1.9 Durchmustern einer cDNA-Bibliothek mittels homologer Sonden

Ungefihr 5x10° rekombinante A-Phagen wurden zur Durchmusterung mit einer **P-markierten
Sonde ausplattiert. Die Phagen-DNA wurde nach einem Standardprotokoll (Sambrook et al.,1989) auf
Filter (Marchary und Nagel, Diiren) iibertragen, fixiert und ii.N. bei 60°C, nach einem zweistlindigem
Prihybridisierungsschritt, mit der markierten Sonde in Natrium-Phosphat Puffer (0.25 M Na-Phosphat
pH 7.2,7 % SDS, 1 mM EDTA, 1 % BSA) hybridisiert. Die Filter wurden sukzessive in 2xSSC mit
0.1 % SDS (w/v), 1xSSC mit 0.1 % SDS (w/v), 0.5xSSC mit 0.1 % SDS (w/v) und 0.1xSSC mit 0.1
% SDS (w/v) bei 60°C gewaschen. Das Auffinden der Hybridisierungssignale erfolgte durch
Autoradiographie ii.N. bei -70°C. Das Vereinzeln der Phagenplaques erfolgte in zwei weiteren
Durchgédngen. Nach der Vereinzelung der hybridisierenden Plaques wurden diese nach Angaben des
Herstellers (Statagene, La Jolla, CA, USA) durch »in vivo Excision« in pBluescript Derivate
tiberfiihrt. Die Plasmid-DNA der rekombinanten E. coli Klone wurde isoliert und die cDNA-

Insertionen mittels Restriktion- und Sequenzanalysen charakterisiert.
I11.1.10 Isolation von RNA

Die Isolation von Gesamt-RNA erfolgte nach der REB-Methode (Wadsworth et al., 1988).
mRNA wurde mit Hilfe des Oligotex-dT mRNA Kits nach Angaben des Herstellers isoliert (Qiagen,
Hilden).
IIL.1.11 RNA-Analysen

II1.1.11.1 Northern-Blot

20-40 pug Gesamt-RNA wurde unter denaturierenden Bedingungen in 1.5 %igen Agarosegelen
mit Formaldehyd elektrophoretisch aufgetrennt (Lehrach et al., 1977). Die aufgetrennte RNA wurde
anschlieBend durch Kapillartransfer in 10xSSC (1.5 M NaCl, 0.15 M Na-Citrat) auf Nylonmembranen
(Macherey und Nagel, Diiren) ii.N. iibertragen. Die Fixierung der RNA auf der Membran erfolgte
durch UV-Bestrahlung.
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Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Sonden

Die Prihybridisierung der Membranen erfolgte fiir mindestens 2 h bei 65°C in Natrium-
Phosphat Puffer (250 mM NaPO,, pH 7.2, 7 % SDS (w/v), 1 % BSA (w/v), 1 mM EDTA). Die
Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Fragmenten erfolgte tiber Nacht in Natrium-Phosphat
Puffer bei 65°C. Zur Entfernung unspezifisch gebundener radioaktiver DNA-Sonden von der
Membran wurde einmal ca. 20 min mit 2xSSC mit 0.1 % SDS (w/v) und einmal ca. 10 min mit

0.2xSSC mit 0.1 % SDS (w/v) bei 65°C gewaschen.

Hybridisierung mit radioaktiv markierten RNA-Sonden
Die Membran wurde fiir mindestens 2 h bei 55°C in Hybridisierungspuffer (250 mM NaPO,,

pH 7.2, 7 % SDS (w/v), 250 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 % Formamid (v/v)) prahybridisiert, bevor
die Hybridisierung mit radioaktiv markierten RNA-Sonden tiber Nacht erfolgte. AnschlieBend wurde

die Membran in folgenden Puffern gewaschen:

1 x 5 min bei RT in 2xSSC

2 x 30 min bei 65°C in PSE (250 mM NaPO,, pH 7.2, 2 % SDS (w/v), 1 mM EDTA)
2 x 30 min bei 65°C in PES (40 mM NaPO,, pH 7.2, 1 % SDS (w/v), 1l mM EDTA)
3 x 5 min bei RT in 2xSSC

1 x 15 min bei RT in 2xSSC mit RNaseA (1 pg/ml)

1 x 30 min bei 55°C in 0.1xSSC mit 0.1 % SDS (w/v)

Die Detektion der Hybridisierungssignale erfolgte mittels Autoradiographie bei —80°C

I1.1.11.2 Bestimmung von mRNA-Transkriptmengen mittels RT-PCR

Semiquantitative RT-PCR wurde mittels des ProSTAR™ HF Single-Tube RT-PCR Systems
(Stratgene, La Jolla, USA) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Gesamt RNA wurde wie unter
II1.1.10 beschrieben isoliert. Um eine Kontamination der RNA mit genomischer DNA auszuschlieflen,
folgte die Inkubation der RNA-Préaparationen mit DNasel. Nach der Fillung der RNA wurden 100 ng
RNA pro Reaktion eingesetzt. Tab. 1 zeigt das Pipettierschema der einzelnen RT-PCR Reaktionen,

Tab. 2 das verwendete PCR-Programm.

Tab. 1 Pippettierschema der einzelnen RT-PCR Reaktionen

Komponenten Volumen

H,0 RNase frei 39.5 ul

10xHF RT-PCR Puffer 5.0pl

5¢ Primer (100 ng) 1.0 ul

3¢ Primer (100 ng) 1.0 ul

dNTP Mix (40 mM) 1.0 pl

gesamt RNA 1.0 ul (100 ng)
MMLV-RT 1.0 ul (0.8 U)
Taq Polymerase 0.5 pl (2.5U)
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Tab.2 Verwendetes RT-PCR Programm

PCR-Zyklen Temperatur Dauer
1 37°C 15 min
1 95°C 1 min
50 95°C 30 sec
60°C 30 sec
68°C 2 min
1 68°C 10 min

Zur Quantifizierung der PCR-Produkte wurden nach 30, 40 und 50 Zyklen je 10 ul PCR-Ansatz

entnommen und die entstandenen Produkte in einem 1.5 %igen Agarosegel aufgetrennt. Als Kontrolle

wurden die RT-PCR Reaktionen ohne Reverse-Transkriptase durchgefiihrt.

II1.1.12 Transformation

II1.1.12.1 Transformation von Bakterien

Die Transformation kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach der Hitzeschock-Methode

(Hanahan, 1983) oder durch Elektroporation mittels eines Pulsgenerators (GenePulser, Bio-Rad,

Richmond, CA, USA). Kompetente Zellen von Agrobacterium tumefaciens wurden mittels

Elektroporation transformiert.

I11.1.12.2 Transformation von Solanum tuberosum L.

Fiir die Transformation von Solanum tuberosum L. cv. Désirée wurde eine Variation der

Methode von Rocha-Sosa et al. (1989) angewandt (Dietze et al., 1995). Regenerierte Pflanzen wurden

mittels Northern-Blot oder semiquantitativer RT-PCR iberpriift. Positive Pflanzen aus der

Gewebekultur wurden durch Stecklingsvermehrung amplifiziert und im Gewichshaus kultiviert.

II1.2 Kultivierung von Pflanzen

Pflanzen wurden in steriler Gewebekultur, im Phytotron und im Gewéchshaus kultiviert.

Gewebekultur:

Haltung: Klimakammern, 2MS-Medium, steril
Luftfeuchtigkeit: 50 %

Temperatur: 22°C

Lichtintensitéit: 23 ymol * s * m?
Licht/Dunkelrhythmus: 16h/8h
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Phytotron:

Haltung:
Luftfeuchtigkeit:
Temperatur:
Lichtintensitit:
Licht/Dunkelrhythmus:

Hochlichtphytotron:

Haltung:
Luftfeuchtigkeit:
Temperatur:
Lichtintensitit und Dauer
der Beleuchtung:

Topferde mit Sand (3:1)
60 % 16 h,75 % 8 h
22°C 16 h,16°C 8 h

ca. 100 ymol * s * m™
16h/8h

Topferde mit Sand (3:1)
60 % 24 h
22°C 16 h,16°C 8 h

100 % 13 bis 15 Uhr ca. 1000 gmol * s™" * m™
75 % 10 bis 13 Uhr und 15 bis 18 Uhr
50 % 9 bis 10 Uhr und 18 bis 20 Uhr
25 % 6bis 9 Uhr
0 % 20 bis 6 Uhr

Gewichshaus:

Haltung: Topferde mit Sand (3:1)

Luftfeuchtigkeit: 60 %

Temperatur: 22°C 16 h, 15°C 8 h

Lichtintensitit: Abhingig von der Kammer und Jahreszeit
Licht/Dunkelrhythmus: 16h/8h aber auch abhéngig von der Jahreszeit
Foliengewéchshaus:

Haltung: Topferde mit Sand (3:1)

Luftfeuchtigkeit: Abhingig von der Witterung

Temperatur: Abhingig von der Witterung

Lichtintensitit: Abhingig von der Witterung
Licht/Dunkelrhythmus: Abhingig von der Tageslidnge

IIL.3 Pflanzenphysiologische und biochemische Methoden
II1.3.1 Bestimmung des Gehaltes von Stiirke und den léslichen Zuckern Glucose,

Fructose und Saccharose

Fiir die Bestimmung des Gehaltes an Stdrke und den 16slichen Zuckern Glucose, Fructose und

Saccharose wurden Gewebestiicke (Blitter 0.48 cm®, Knollen 20-40 mg FG) einmal fiir 60 min in 1 ml

80 % Ethanol bei 80°C extrahiert. Dieser Uberstand wurde fiir die Bestimmung von Glucose, Fructose

und Saccharose verwendet. Es erfolgte eine zweite Extraktion fiir 30 min in 1 ml 80 % Ethanol bei

80°C. Der Uberstand wurde verworfen. AnschlieBend wurden die Gewebeproben einmal mit 1 ml

80 % Ethanol gewaschen.
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Die Bestimmung der Zuckermenge erfolgte enzymatisch (Stitt et al., 1989). Dazu befanden
sich im Messansatz 265 ul Puffer (100 mM Imidazol, pH 6.9, 5 mM MgCl,, 1 mM ATP, 2 mM
NADP, 0.3 U Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (aus Hefe) und 20 pul des zuckerhaltigen
Ethanolextraktes. Die Bestimmung erfolgte als eine enzymatisch-gekoppelte spektralphotometrisch
messbare Reaktion in einem Endvolumen von ungefdhr 300 pl in Mikrotiterplatten. Die Bestimmung
der Menge von Glucose, Fructose und Saccharose erfolgte durch die sequentielle Zugabe von 0.5 U
Hexokinase (aus Kaninchenmuskel), 3 U Phosphoglucoisomerase (aus Hefe) und ca. 20 U Invertase

(aus Hefe) tiber die Reduktion von NADP zu NADPH bei 340 nm.

Zur Bestimmung der Stirkemenge wurden die Gewebestlicke nach der Ethanolextraktion in
400 ul 0.2 M KOH homogenisiert und anschliefend fiir 1 h bei 95°C inkubiert. Durch Zugabe von
70 ul 1 M Essigsdure wurden die Proben neutralisiert und anschlieBend zentrifugiert. Aliquots wurden
verwandt, um den Stirkegehalt mit Hilfe des »Starch Determination Kist« (Roche, Mannheim) zu
bestimmen. Nach einem Amyloglucosidase-Verdau der Stirke wurde die freigesetzte Glucose in
einem an die Reduktion von NADP zu NADPH gekoppelten Assay mit Hilfe der Hexokinase (aus
Hefe) und der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (aus Hefe) spektralphotometrisch bei 340 nm

gemessen.

I11.3.2 Bestimmung der 3-Amylase-, a-Amylase- und a-Glucosidase-Aktivit:it

Die Bestimmung der (-Amylase-, a-Amylase- und a-Glucosidase-Aktivitit erfolgte wie bei
Nielsen et al. (1997) beschrieben. Blattmaterial oder Knollenmaterial wurden in gefrorenem Zustand
homogenisiert und mit 300 ul Extraktionspuffer (50 mM MOPS-KOH, pH 6.2, 20 mM MgCl,, 2 mM
CaCl,, 1 mM EDTA, 0.1 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 30 g L' PEG-8000 und 20 g L'
Polyvinylpolypyrrolidone) versetzt. Die Proben wurden fiir 10 min bei 3000 g und 4°C zentrifugiert
und der Uberstand zur Messung der Enzymaktivititen verwendet. f-Amylase- und a-Amylase-
Aktivitdten wurden durch den Abbau von Maltooligosacchariden, welche mit einer p-Nitrophenyl-
Gruppe am reduzierenden Ende verbunden sind, mittels eines Kits der Firme Megazyme (Sydney,
Australien), bestimmt. Als o-Amylase Substrat wurde p-Nitrophenyl-Maltoheptaose verwendet,
welches am nichtreduzierenden Ende chemisch blockiert ist (PNPG7), um den Abbau durch
Exoamylasen zu verhindern. Als B-Amylase Substrat wurde nicht blockiertes p-Nitrophenyl-
Maltopentaose verwendet (PNPGS5), welches zu kurz fiir einen signifikanten Abbau durch

Endoamylasen ist.

47,5 mg PNPGS5 und 100 U a-Glucosidase wurden in 10 ml H,O dest. gel6st. 50 ul des
Enzymextraktes wurden mit 225 ul Puffer (100 mM Mes-KOH, pH 6.2, 1 mM EDTA und 0.1 % (v/v)
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B-Mercaptoethanol) versetzt. Die Messung wurde durch die Zugabe von 25 pul des Substrates (finale
Konzentration von 0.4 mM PNPGS5 und 2.5 U a-Glucosidase) gestartet.

54.5 mg PNPG7, 100 U Glucoamylase und 100 U a-Glucosidase wurden in 10 ml H,O dest.
geldst. 50 ul des Enzymextraktes wurden mit 225 ul Puffer versetzt. Die Messung wurde durch die
Zugabe von 25 ul des Substrates (finale Konzentration von 0.4 mM PNPG7, 2.5 U a-Glucosidase und

2.5 U Glucoamylase) gestartet.

Die Ansitze wurden fiir 10 min bei 40°C inkubiert und anschieBend mit 750 ul 10 g L' Trizma-Base
gestoppt. Die Aktivitdt wurde spectrophotometrisch durch das Entstehen von p-Nitrophenol bei 405
nm bestimmt. Ein Unit $-Amylase- und a-Amylase-Aktivitit ist definiert als die Menge an Enzym,

welche benotigt wird, um 1 gmol p-Nitrophenyl min™ freizusetzen.

a-Glucosidase-Aktivitit wurde auf dem gleichen Weg, durch die Zugabe von p-

Nitrophenylglucosid (5 mM) als Substrat, bestimmit.

111.3.3 Bestimmung der Stirkephosphorylase-Aktivitéit

Pflanzenmaterial wurde in einem Extraktionspuffer bestehend aus 5 mM MgCl,, 50 mM
HEPES KOH (pH 7.4), 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 5 mM DTT, 2 mM Benzamidine, 2 mM
e-Aminocapronsatire, 0.5 mM PMSF, 0.1 % Triton X-100 und 10 % Glycerol aufgeschlossen
(Geigenberger und Stitt, 1993). Der Reaktionspuffer zur Bestimmung der Stirkephosphorylase-
Aktivitdt bestand aus 20 mM MOPS (pH 7.0), 20 mM Na,HPO,/KH,PO,, 10 mM MgCl,, 3.4 mM
NAD, 1 U Phosphoglucomutase (aus Kaninchenmuskel), 1 U Glucose-6-Phoshat-Dehydrogenase (aus
Leuconostoc mesenteroides), 4 uM Glucose-1.6-Phosphat und 2.5 mg/ml Amylopektin. Die

Bestimmung der Stidrkephosphorylase-Aktivitét erfolgte nach Steup (1990).

111.3.4 Bestimmung der D-Enzym-Aktivitéit

Pflanzenmaterial wurde in einem Extraktionspuffer nach Geigenberger und Stitt (1993)
aufgeschlossen. Der Reaktionspuffer bestand aus 50 mM MOPS (pH 6,8) und 60 mM Maltotriose
(Takaha et al., 1993). 50 pul Proteinextrakt wurden mit 450 ul Puffer versetzt und fiir 20 min bei RT
belassen. AnschlieBend wurden die Reaktionsansitze fiir 5 min bei 95°C inkubiert. Die D-Enzym-

Aktivitdt wurde liber die Menge an freigesetzter Glucose bestimmt.
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II1.3.5 Bestimmung der Pullulanase-AKktivitat

Pflanzenmaterial wurde in einem Extraktionspuffer nach Geigenberger und Stitt (1993)
aufgeschlossen. Die Bestimmung der Pullulanase-Aktivitdt erfolgte durch native PAGE. Das
Sammelgel bestand aus 3.75 % (w/v) Acrylamide und 63 mM Tris, pH 6.8, wihrend das Sammelgel
aus 8.0 % (w/v) Acrylamid, 1 % (w/v) rotem Pullulan (Megazyme) und 375 mM Tris, pH 8.8 bestand.
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Gele wurden diese zweimal in 50 ml Puffer fiir 15 min
gewaschen (100 mM Tris (pH 7.0), 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1 mM DTT), dann ii.N. in diesem
Puffer bei RT inkubiert. Pullulanase-Aktivitdt war durch den Verlust der roten Fiarbung des Gels

gekennzeichnet.

I11.3.6 Bestimmung von Proteinmengen

Proteine wurden in den jeweils angegebenen Puffern extrahiert und die Proteinkonzentration
der Extrakte wurden nach Bradford (1976) bestimmt, wobei BSA als Proteinstandard verwendet

wurde.

I11.3.7 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (native PAGE)

Die hydrolytische Aktivitit von Proteinen kann in nativen Polyacrylamidgelen, welche
Amylopektin oder 16sliche Stérke als Substrat enthalten, durch Negativfirbung mit Lugol scher Lsg.
nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurden Proteine in einem 7.5 %igem (w/v) nativen
Polyacrylamidgel nach Hill et al. (1996), aufgetrennt. Die Gele bestanden aus (7.5 % (w/v) Acrylamid,
(30:0.8 Acrylamid:Bisacrylamid), 375 mM Tris-HCI (pH 8.8), 0.1 % Amylopektin). Das Sammelgel
enthielt 3 % (w/v) Acrylamid und 63 mM Tris-HCL (pH 6.8). Die elektrophoretische Auftrennung der
Proteine fand fiir 2 h bei 4°C statt. AnschlieBend wurden die Gele zweimal in 50 ml Puffer fiir 15 min
gewaschen (100 mM Tris (pH 7.0), 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1 mM DTT) und dann ii.N. in diesem
Puffer bei RT inkubiert. Die Farbung der Gele erfolgte am néchsten Tag durch Lugol“scher Lsg.

I11.3.8 Bestimmung hydrolytischer Abbauprodukte mittels Diinnschicht-

chromatographie

50 ul der 16slichen Proteinfraktion aus E. coli BL21 (DE3) Zellen wurden mit 50 ul 16slicher
oder roher Stiirke (finale Konzentration von 10 g L™ in 100 mM Mes-KOH, pH 6.2, 1 mM EDTA und
0.1 % (v/v) P-Mercaptoethanol) versetzt. Der Ansatz wurde iiber Nacht bei RT auf einem
Schwenkschiittler inkubiert. Die Abbauprodukte wurden {iber Diinnschicht-Chromatographie

(Silicagel F60, Merck) aufgetrennt. Das verwendete Laufmittel bestand aus
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Isopropanol:Butanol:Wasser (12:3:4). AnschlieBend wurden die Platten nach der Methode von
Bernfeld (1955) mit 10 %iger H,SO, in Ethanol bespriiht und bei 120°C entwickelt.

111.3.9 Priaparation von Chloroplasten aus Erbsenkeimlingen

Zur Isolation intakter Chloroplasten wurden 8—10 Tage alte Erbsenkeimlinge verwendet. Alle
Schritte der Chloroplastenpréiparation wurden mit vorgekiihlten Lésungen und Gerdten (4°C) und

unter stidndiger Kiithlung durch Eis durchgefiihrt.

Etwa 10 g Blattmaterial wurden in 100 ml Saccharose-Isolationspuffer (SIM: 350 mM
Saccharose, 25 mM HEPES-KOH, pH 7.6, 2 mM EDTA) mit einem UltraTurrax homogenisiert. Das
Homogenat wurde durch zwei Lagen Miracloth-Gaze filtriert und fiir 2 min bei 4000 rpm zentrifugiert
(Beckman, Rotor JA-10 oder JA-14). Das Pellet wurde vorsichtig mit einem Pinsel in 4 ml
1 x Sorbitol-Reisolationspuffer (5 x SRM: 1.65 M Sorbitol, 250 mM HEPES-KOH, pH 8.0)
resuspendiert und auf ein 35 %iges Percoll-Kissen geladen. Wihrend der Zentrifugation bei 4000 rpm
fiir 7.5 min (Beckman, Rotor JA-20) sedimentierten zum iiberwiegenden Teil intakte Chloroplasten.
Das Pellet wurde in 4 ml 1 x SRM Puffer mit dem Pinsel resuspendiert und erneut bei 4000 rpm fiir 2
min zentrifugiert (Beckman, Rotor JA-20). Dieser Waschschritt wurde nochmals wiederholt, um das
Percoll vollstdndig zu entfernen. Die pelletierten Chloroplasten wurden zum Schluss in 1 ml 1 x SRM
Puffer resuspendiert und waren fiir mehrere Stunden auf Eis haltbar. Die relative Menge an
Chloroplasten wurde photometrisch iiber den Chlorophyllgehalt der Suspension bestimmt. Dazu
wurde die Extinktion einer 1:100 Verdiinnung der Chloroplastensuspension in 80 %igem Ethanol bei
645 nm und 663 nm gemessen. Der Chloroplyllgehalt berechnet sich nach folgender Formel
(Arnon, 1949).

Chlorophyllkonzentration (xg/ml) = (20.2 x ODgys + 8.02 x ODg43) x 100

I11.3.10 In vitro Transkription und Translation
In vitro Transkription und Translation wurde nach Angaben des Herstellers (Promega,

Madison) mit Hilfe des TNT-gekoppelten Reticulocyten Lysates durchgefiihrt. Zur radioaktiven

Markierung der Proteine wurde *°S-Methionin (Amerssham, Braunschweig) verwendet.

31



III. Methoden

I1.3.11 Import von **S-markierten in vitro transkribierten und translatierten Proteinen

in isolierte Erbsenchloroplasten

Fir die Import-Experimente wurden jeweils 20 pug Chloroplasten und 9 ul in vitro
Translationsprodukt des 50 ul TNT-Ansatzes eingesetzt. Die Reaktion wurde im Wesentlichen wie bei

Waegemann und Soll (1995) beschrieben durchgefiihrt.

Es wurden insgesamt drei Importansitze in Gegenwart von 2 mM ATP durchgefiihrt. Ein
Ansatz wurde nach dem Import mit Thermolysin behandelt. Die Behandlung mit der Calcium-
abhiingigen Protease Thermolysin wurde durchgefiihrt, um nicht importiertes Protein, welches an der
Plastidenmembran haftete, zu verdauen. Das importierte Protein wurde durch die Plastidenmembran
vor dem Abbau geschiitzt. Als Kontrolle wurde ein zweiter Ansatz nicht mit Thermolysin behandelt.
Der dritte Ansatz enthielt zusétzlich zu der Protease Thermolysin 1 % Triton X-100. Triton X-100
zerstort die Plastidenmembran und macht das importierte Protein fiir den proteolytischen Abbau durch
Thermolysin zugénglich. Nach der Importreaktion und dem Waschen der Chloroplasten wurden diese
in 40 ul 2 x Laemmli-Probenpuffer (125 mM Tris-HCI (pH 6.8), 4 % SDS (w/v), 20 % Glycerin
(v/v), 5 % p-Mercaptoethanol (v/v), 0.01 % Bromphenolblau (w/v) resuspendiert und fiir 5 min bei
95°C denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte elelektrophoretisch in einem 8 %igen SDS-
Polyacrylamidgel. Als Kontrolle wurde 1/10 des fiir die jeweilige Import-Reaktion eingesetzten in
vitro Translationsproduktes auf das Gel aufgetragen. Die Detektion der radioaktiv markierten Proteine

erfolgte mittels Autoradiographie.

I11.3.12 Stiarkeisolierung aus Kartoffelknollen

Kartoffelknollen wurden mit Hilfe einer Saftpresse zerkleinert. Durch Zentrifugation wurde
die Starke vom Saft der Knollen getrennt. Die Stdrke wurde mehrmals mit Wasser gewaschen und

anschlieBend getrocknet.

I11.3.13 Starkeisolierung aus Kartoffelbliittern

Blattmaterial (40 g) wurde in Fliissigstickstoff gefroren und mit Hilfe eines Waring-Blenders
homogenisiert. Das Homogenisat wurde anschlieBend durch mehrere Lagen Miracloth filtriert. Nach
mehrmaligem Waschen mit Wasser wurde die Stdrke einmal mit Aceton gewaschen und dann
getrocknet. Zwischen den einzelnen Waschschritten wurden die Stdrkekdrner durch Zentrifugation

sedimentiert.
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I11.3.14 Bestimmung der Dichte von Kartoffelknollen

Von mindestens 0.5 kg gewaschenen Kartoffelknollen wurde das Gewicht sowohl iiber
Wasser (W ;) als auch unter Wasser (W y,..) bestimmt. Mit Hilfe folgender Formel wurde die
spezifische Dichte berechnet: p = W |5/ (W Lug - W wasser)-

Die Stirke- und Trockensubstanzgehalte (TG) von Kartoffelknollen stehen in folgenden Relationen

zur spezifischen Dichte (von Schéele et al., 1937):

% TG =(p-1.0988) x 211.04 + 24.182)
% Stirke =(p - 1.0988) x 199.07 + 17.546)
II1.3.15 Analyse der StirkekorngroBe

Die Stirkekorngrofle wurde mit Hilfe eines Sedimentations-Analysegerites (Lumosed,

Retsch) ermittelt.
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v Ergebnisse

Iv.1.1 Herstellung von ¢cDNA-Bibliotheken zur Isolation von cDNAs, die fiir

stirkeabbauende Enzyme kodieren.

In Rahmen dieser Arbeit sollten cDNAs isoliert und charakterisiert werden, welche fiir
stirkeabbauende Enzyme kodieren. Als Modellorganismus wurde Kartoffel (Solanum tuberosum)
gewihlt, da in dieser Pflanze nicht nur die transitorische Blattstirke dem Abbau unterliegt, sondern
auch die Speicherstirke in den Knollen. In Knollengewebe sollte wiederum der Abbau der
Speicherstirke unter den Bedingungen der Kaltlagerung, dem sog. »cold-sweetening«, untersucht
werden. Zur Isolation unbekannter cDNAs, kodierend fiir stirkeabbauende Enzyme, wurden zwei
cDNA-Bibliotheken hergestellt. Eine Bibliothek aus Blattmaterial wihrend des Ubergangs der Licht-
zur Dunkelperiode (Probennahme alle 30 min, zwei Stunden vor dem Ende der Lichtperiode bis zwei
Stunden nach dem Ende der Lichtperiode), die zweite Bibliothek aus Knollenmaterial, welches fiir
zehn Tage bei 4°C gelagert wurde. Da diese Bibliotheken zur funktionellen Expression in E. coli
gebracht werden sollten, wurden die urspriinglichen Phagen-Bibliotheken mittels »in vivo mass
Excision« in Plasmid-Bibliotheken {tiberfiihrt. Die wichtigsten Daten zu den beschriebenen

Bibliotheken sind in Tab. 3 aufgefiihrt.

Tab. 3 Daten zu den hergestellten cDNA-Bibliotheken

Titer Durchschnittliche Prozent an Titer der

vor ¢,/ nach Insertgrofle rekombinanten Plasmid-

Amplifikation Phagen Bibliothek
Blatt-Bibliothek 2.1 *10° pfu

1.5 * 10° pfu (o) 1.3 kb 97 % 5.0 * 10° cfu
Knollen-Bibliothek 2.8 * 10° pfu

6.5 * 10° pfu ) 1.0 kb 99 % 3.8 *10° cfu
Iv.1.2 Isolation von cDNAs, welche fiir unbekannte stirkeabbauende Enzyme kodieren

Zur Isolation von DNA-Sequenzen, welche fiir stirkeabbauende Enzyme kodieren, wurde ein
funktionelles Durchmusterungssystem verwendet. Details zu diesem Durchmusterungsverfahren
finden sich im Methodenteil dieser Arbeit. Es wurden zwei E. coli Stimme verwendet, welche lineare
Glucane akkumulieren und sich deshalb nach der Bedampfung mit Jod blau firbten. Bei den E. coli

Stammen handelte es sich zum einen um den Stamm KV832, mit dem die primédre Durchmusterung

34



IV. Ergebnisse

der cDNA-Bibliotheken durchgefiihrt wurde, sowie den Stamm PGM ™, welcher zur Verifizierung der

Resultate, gewonnen aus der priméren Durchmusterung, verwendet wurde (Details im Methodenteil).

Nach der Expression der Blatt und Knollen Plasmid-Bibliotheken in E. coli KV832 wurden
nach Bedampfen mit Jod solche Kolonien isoliert, welche sich nicht mehr oder anders férbten, als der
tiberwiegende Teil der Kolonien. Zur Verifizierung der Resultate erfolgte die Retransformation in
E. coli KV832. AnschlieBend wurde der E. coli Stamm PGM™ mit den isolierten Plasmiden
transformiert. Dies war notig, um auszuschlieBen, dass die exprimierten cDNAs in E. coli KV832
nicht die Synthese der linearen Glucane inhibieren und sich aus diesem Grund die Kolonien nicht
mehr oder anders fidrbten (Details im Methodenteil). Es wurden nur solche cDNA-Insertionen
eingehender untersucht, welche nach ihrer Expression in beiden E. coli Stimme zum gleichen
Ergebnis fiihrten. Die isolierten Plasmide wurden anschlieBend durch Restriktionsverdau miteinander
verglichen und nach ihrem Restriktionsmuster gruppiert. In Tab. 4 sind die isolierten Plasmide
aufgelistet. DSD steht fiir ,,diurnal starch degradation* und bezeichnet Plasmide, welche aus der Blatt-
Bibliothek isoliert wurden. CSD steht fiir ,,cold starch degradation” und bezeichnet Plasmide die aus
der Knollen-Bibliothek isoliert wurden. Die Insertionen der in Tab. 4 angegebenen Plasmide wurden
vom 5 und 3’ Ende ansequenziert. Die Sequenzen der isolierten cDNAs wurden mittels des BLASTX
Algorithmus zum Auffinden verwandter Gene mit den Eintrdgen in der NCBI-Datenbank (National
Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA) verglichen. In Tab. 4 sind ebenfalls die

Ergebnisse der Sequenzvergleiche aufgelistet.

Wie in Tab. 4 zu erkennen, konnten durch die funktionelle Durchmusterung von cDNA-
Bibliotheken in E. coli KV832 Insertionen isoliert werden, welche fiir -Amylasen kodieren (dsd/ und
dsd7). Damit konnte gezeigt werden, dass das gewihlte System einen erfolgsversprechenden Weg zur
Isolierung von cDNAs, kodierend fiir stirkeabbauende Enzyme, darstellt. Neben den fiir 3-Amylasen
kodierende cDNAs wurden auch cDNAs isoliert, welche mdglicherweise fiir unbekannte
stirkeabbauende Enzyme kodieren. Dabei handelte es sich um Klone, die nur Homologien zu bisher

funktionell nicht charakterisierten Genen aufwiesen.

Tab. 4 Klone, die durch die funktionelle Durchmusterung der hergestellten cDNA-Bibliotheken isoliert
wurden.

Aufgelistet ist das Verhalten der E. coli Stimme nach Expression der betreffenden cDNAs und Bedampfen der
Kolonien mit Jod. Die Insertgrée wurde durch Restriktionsverdau bestimmt. Homologie zu bekannten Genen
wurden durch den BLASTX Algorithmus ermittelt.

Klonname E. coli KV832 E. coli PGM ~ Insertgrofie Homologie
dsd1 weil3 weill ca. 2 kb B-Amylase
dsd2 rot n. U. ca. 3.3 kb Branching Enzyme
dsd7 weil3 weill ca. 2.2 kb B-Amylase
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Tab. 4 (Fortsetzung)

Klonname E. coli KV832 E. coli PGM ~ Insertgrofle
dsd6 weild rotlich ca. 1.3 kb
dsd9 hellblau hellblau ca. 800 bp
dsdl10 weil weild ca. 1.3 kb
dsdl3 weil blau ca. 1.3 kb
dsd6 weil rotlich ca. 1.3 kb
csd21 weild weild ca. 1.2 kb
csd23 weild weild ca. 1.2 kb

Iv.2 Weiterfiihrende Untersuchungen zu den isolierten cDNAs

Homologie
Unbekanntes Protein
aus Arabidopsis
Unbekanntes Protein
aus Arabidopsis
Unbekanntes Protein
aus Arabidopsis
MtN3
aus Medicago
truncatula
Unbekanntes Protein
aus Arabidopsis
Keine Homologie
Unbekanntes Protein

aus Arabidopsis

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die isolierten cDNAs dsd7 und dsdl0 detailliert

charakterisiert. Die Auswahl dieser beiden Klone erfolgte einerseits aufgrund der Homologie zu

bekannten Genen, wie bei dsd7, andererseits aufgrund des Verhaltens der E. coli Stimme KV832 und

PGM ™ nach Anfarbung durch Jod, wie bei dsd/0. Die Klone dsdl sowie dsd2 wurden nicht weiter

verfolgt, da fiir diese cDNAs schon Ergebnisse vorlagen (Scheidig, 1997; Frohberg und Kossmann,

pers. Mitteilung). Zur Veranschaulichung der Selektionsmethode ist in Abb. 1 der E. coli Stamm

KV832, welcher die cDNA dsd7 exprimierte, nach Bedampfen mit Jod gezeigt. Als Kontrolle dienten

Zellen, die den leeren Vektor pSK enthielten. Wie zu erkennen, fiihrte die Expression der dsd7 cDNA

dazu, dass sich die Zellen nach der Bedampfung mit Jod, im Gegensatz zur Kontrolle, nicht blau

fiarben.
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Abb.1 Expression der dsd7 cDNA in E. coli KV832.

E. coli KV832 wurde mit der dsd7 cDNA transformiert und
auf YT-Medium mit 1 % Glucose, ] mM IPTG und dem
entsprechenden Antibiotika ausgestrichen (links). Als
Kontrolle dienten E. coli KV832 Zellen, welche mit dem
leeren Vektor pSK transformiert wurden (rechts). Nach dem
Wachstum der Zellen bei 37°C ii.N. wurden diese mit Jod
bedampft.

Iv.2.1 Charakterisierung von dsd7

Iv.2.1.1 Sequenzanalyse der dsd7 cDNA aus Kartoffel

Die cDNA-Insertion des Klons dsd7 wurde durchgehend sequenziert. Die erhaltene cDNA-
Sequenz, sowie die davon abgeleitete Aminoséduresequenz, sind in Abb. 2 dargestellt. Die dsd7 cDNA-
Insertion hatte eine Linge von 2089 bp. Zwischen den Positionen 58 und 1693 konnte ein offenes
Leseraster von 1635 bp identifiziert werden. Das entsprechende Protein hatte eine molekulare Masse
von ca. 61 kDa. Es ist davon auszugehen, dass es sich bei der isolierten cDNA um den Vollldngenklon
handelte, da unmittelbar vor dem putativen Startcodon das offene Leseraster durch ein Stopcodon
(griin) im 5° untranslatierten Bereich unterbrochen war. Im 3° untranslatierten Bereich befand sich ein

fiir Pflanzengene typisches Polyadenylierungssignal (Joshi, 1987; O’Neil et al., 1990).

1 CAA AAA AAT ACA CAT TCT GTT TAT ATA TTT TCT ATT ATC AAA AAA CAG AAA TAA GAA ATG
M
4 ACT TTA ACA CTT CAA TCA TCA GCT TCT TTT ATC AAT TTC AAA GAA ACC AAA GGT GTT AAA

64 GCA CCT GAT GAG TTC TTA GGA ATG GTT TCT TTT GCA CAA GCC AAG CCA TCA TGC CGG CTA

124 GTC GCG AAA AGT TCG ATG CAA GAA GCT CAA CTC TCC CAT GAG AGA ATC ATG GAA GTG AAG

184 AAA ATT GAG AAA AGA GAG AAG CTA CAT GAG TTA CCA GCT AAT CAC AGC AAT AGA AGT ACA

244 AGG GTA CCT GTT TTT GTG ATG CTT CCA CTT GAC ACC ATG ACT ATG GGA GGG AAC TTG AAC

304 AGG CCA CGA GCG ATG AAT GCG AGT TTG ATG GCG TTG AAA AGT TCT GGA GCT GAA GGG GTG
R P R A M N A S L M A L K S S G A E G v

Abb. 2
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Abb. 2 (Fortsetzung)
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Abb. 2 Nukleotidsequenz und die davon abgeleitete Aminosiuresequenz des dsd7 Vollliingenklons.

Die Nummerierung bezieht sich auf die Nukleotidsequenz des offenen Leserahmens. Der rot markierte Bereiche,

zeigt das fiir Pflanzen typische Polyadenylierungssignal.
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Iv.2.1.2 Sequenzvergleich der dsd7 cDNA aus Kartoffel mit Genen aus anderen

Organismen

Die dsd7 cDNA aus Kartoffel weist in weiten Bereichen eine hohe Homologie zu anderen
pflanzlichen B-Amylasen auf. Wie in Tab. 5 zu erkennen, zeigt die dsd7 cDNA aus Kartoffel die
hochste Homologie zu einer plastidér lokalisierten f-Amylase (CT-BMY) aus Arabidopsis (Lao et al.,
1999) und einer f-Amylase aus Reis (PCT-BMY). Gegeniiber den meisten -Amylasen besitzen
DSD7, CT-BMY, PCT-BMYI aus Reis und eine weitere P-Amylase (CF-BMY) aus Kartoffel
(Scheidig, 1997) eine N-terminale Extension. Fiir ct-bmy konnte gezeigt werden, dass diese
N-terminale Extension fiir ein plastiddres Transitpeptid kodiert (Lao et al., 1999). Wie in Tab. 5 zu
erkennen, weisen die B-Amylasen, welche eine N-terminale Extension besitzen, untereinander eine
hohere Homologie auf, als solche ohne Extension. Wegen der hohen Homologie von DSD7 zu
CT-BMY und des Vorhandenseins einer N-terminale Extension wird DSD7 im folgenden als PCT-
BMYI (fiir potato-chloroplast-targeted-Beta-Amylasel) bezeichnet (Genbank-Zugangsnummer
AF393849).

Wie alle B-Amylasen besitzt auch PCT-BMYI zwei konservierte Sequenzmotive, welche
mittels des Programms PROSITE bestimmt wurden. Fiir die Sequenzmotive konnte gezeigt werden,
dass sie jeweils eine essentielle Aminosaure fiir die katalytische Aktivitdt beinhalten (Totsuka et al.,

1994).

Tab.5 Ahnlichkeiten der abgeleiteten Aminosiuresequenzen verschiedener pflanzlicher p-Amylasen.
Ahnlichkeit von PCT-BMYI (AF393849, diese Arbeit), CT-BMY (CAB58423 plastidir lokalisierte f-Amylase
aus Arabidopsis), CF-BETA (B-Amylase aus Kartoffel), PCT-BMY f$-Amylase aus Reis (AAG60205), BMYI
(BAAQ07842 B-Amylase Isoform aus Arabidopsis), f-Amylase aus Mais (AAD15902), B-Amylase aus Soja
(AAA33941)

PCT-BMYI CT-BMY CF-BETA PCT-BMYI BMYI B-Amylase p-Amylase

Kartoffel Arabidopsis Kartoffel REIS Arabidopsis Mais Soya
PCT-BMYI 100 % 81 % 71 % 77 % 66 % 66 % 65 %
CT-BMY 81 % 100 % 71 % 75 % 68 % 66 % 67 %
CF-BETA 71 % 71 % 100 % 71 % 68 % 65 % 66 %
PCT-BMYI 77 % 75 % 71 % 100 % 68 % 65 % 66 %
BMYI 66 % 68 % 68 % 68 % 100 % 78 % 82 %
B-Amylase
Mais 66 % 66 % 65 % 65 % 78 % 100 % 81 %
B-Amylase
Soya 65 % 67 % 66 % 66 % 82 % 81 % 100 %
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Iv.2.1.3 Analyse der hydrolytischen Aktivitit des rekombinanten PCT-BMYI Proteins

Zum Nachweis, dass es sich bei PCT-BMYI um eine aktive f-Amylase handelte, wurde die
dsd7 cDNA in den Expressions-Vektor pET28a kloniert. Dadurch erhielt die pct-bmyl cDNA
zusitzlich am 5°-Ende die Sequenz fiir einen Histidin-Tag (pHIS-BMYI). Dies wurde im Hinblick auf
eine eventuelle Aufreinigung des Proteins iiber Ni**-Affinititsséulen, sowie der Mdglichkeit, groBe

Mengen des Proteins in E. coli BL21(DE3) Zellen herzustellen, durchgefiihrt.

Nach Induktion der Expression von HIS-BMYI in E. coli BL21(DE3) Zellen folgte die
Isolation der 16slichen Proteinfraktion. Als Kontrolle wurde die 16sliche Proteinfraktion von E. coli
BL21(DE3) Zellen verwendet, welche mit dem leeren Vektor pET28a transformiert worden waren.
B-Amylase- Aktivitdt wurde iliber den Abbau eines Maltooligosaccharids bestimmt, welches mit einer
p-Nitrophenylgruppe iiber eine glycosidische Bindung am reduzierenden Ende gekoppelt war. Dieses
fiir B-Amylasen spezifische Substrat ist eine nicht blockierte p-Nitrophenyl-Maltopentaose (PNPGS)

und wurde urspriinglich zur Bestimmung der $-Amylase-Aktivitdt in Cerealien entwickelt.

Proteinextrakte aus Zellen, welche das HIS-BMYI Protein exprimierten, wiesen -Amylase-
Aktivitdt auf, wohingegen die Proteinextrakte aus Zellen, welche den leeren Vektor enthielten, kein
p-Nitrophenol mit PNPGS5 als Substrat freisetzten (Abb. 3). Zur weiteren Charakterisierung der
Spezifitat von HIS-BMYI wurde PNPG7 sowie p-Nitrophenyl-a-Glucosid verwendet. PNPG7 ist eine
p-Nitrophenyl-Maltoheptaose, welche chemisch am nicht reduzierenden Ende blockiert ist. Dieses
Substrat wird zur Bestimmung der o-Amylase-Aktivitit verwendet. Das Substrat p-Nitrophenyl-
Glucosid wird hingegen zur Bestimmung der o-Glucosidase-Aktivitdt benutzt. Wie in Abb. 3 zu
erkennen, konnte kein Unterschied in der Freisetzung von p-Nitrophenol aus PNPG7 oder
p-Nitrophenyl-Glucosid durch die verschiedenen Proteinfraktionen beobachtet werden. Diese
Ergebnisse zeigten, dass das rekombinante HIS-BMY]I Protein keine a-Amylase- oder a-Glucosidase-
Aktivitdt aufwies und deuteten darauf hin, dass es sich bei PCT-BMYI um eine $-Amylase handelte.
Die hydrolytische Aktivitit des rekombinanten HIS-BMYI Proteins konnte auch in nativen
Polyacrylamidgelen nachgewiesen werden, welche Amylopektin als Substrat enthielten. Die
hydrolytische Aktivitdt des rekombinanten Proteins war nach Anfidrbung des Gels mit Lugol scher

Losung durch den Abbau des Amylopektins zu erkennen (Abb. 4).
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Abb. 3 Nachweis der rekombinanten 8 -Amylase-Aktivitiit in E. coli BL21(DE3) Zellen.

Hydrolytische Aktivitdt der loslichen Proteinfraktion aus E. coli BL21(DE3) Zellen, welche das HIS-BMYI
Protein exprimierten (geschlossene Balken). Als Kontrolle diente die l6sliche Proteinfraktion aus E. coli
BL21(DE3) Zellen, welche mit dem leeren Vektor pET28a transformiert wurden (offene Balken).

Abb. 4 Nachweis der hydrolytischen Aktivitit des rekombinanten HIS-BMYI Proteins durch native
PAGE.

Proteinextrakte aus E. coli BL21 (DE3) Zellen, welche das HIS-BMYI Protein exprimierten, wurden
elektrophoretisch in einem nativen, Amylopektin enthaltenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach Inkubation
U.N. wurde das Gel mit Lugol’scher Lsg. angefirbt. Die hydrolytische Aktivitdt des HIS-BMYI Proteins war
durch die negative Firbung zu erkennen und ist mit einem Pfeil markiert. Als Negativkontrolle diente die
16sliche Proteinfraktion aus E. coli BL21 (DE3) Zellen, transformiert mit dem leeren Vektor pET28a (mit Minus
gekennzeichnet).
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Iv.2.14 Das rekombinante HIS-BMYI Protein greift native Kartoffelstiirkegranula an

Die dargestellten Ergebnisse zeigten, dass das rekombinante HIS-BMYI Protein 3-Amylase-
Aktivitdt aufwies und Amylopektin in nativen Gelen hydrolysieren konnte. Im Folgenden sollte
untersucht werden, ob das rekombinante Protein in der Lage war, neben geldster Stirke auch native
Kartoffelstirkegranula anzugreifen. Zu diesem Zweck wurde die 16sliche Proteinfraktion HIS-BMYI
exprimierender E. coli BL21 (DE3) Zellen, welche das HIS-BMYI Protein exprimierten, mit geloster
Starke oder nativen Kartoffelstirkegranula aus Knollen (Sigma, Deisenhofen) fiir 24 h inkubiert.
Anschliefend wurden die entstehenden Produkte mittels Diinnschicht-Chromatographie aufgetrennt
und durch H,SO, sichtbar angefarbt. Als Negativkontrolle diente die 16sliche Proteinfraktion aus
E. coli BL21 (DE3) Zellen, transformiert mit dem leeren Vektor pET28a.

Wie in Abb. 5 zu erkennen, war das rekombinante HIS-BMYT Protein in der Lage, neben
geloster Kartoffelstirke auch native Kartoffelstirkegranula anzugreifen. Als Hauptprodukt der
hydrolytischen Aktivitit entstand Maltose. Geringe Mengen an Maltotriose und Maltotetraose waren

ebenfalls nachweisbar. Fiir die Negativkontrollen konnten keine Abbauprodukte detektiert werden.
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Abb.5 Nachweis der f-Amylase-Aktivitit mittels Diinnschichtchromatographie.

Proteinextrakt aus HIS-BMYTI Protein exprimierenden E. coli BL21 (DE3) Zellen wurde mit l6slicher oder roher
Kartoffelstairke aus Knollen fiir 24 h inkubiert. Die durch die HIS-BMYI-Aktivitidt entstandenen Produkte
wurden mittels Diinnschichtchromatographie aufgetrennt. Als Negativkontrolle diente die 16sliche
Proteinfraktion aus E. coli BL21 (DE3) Zellen, transformiert mit dem leeren Vektor pET28a. Bahn 1:
Negativkontrolle plus rohe Starke, Bahn 2: Negativkontrolle plus 16sliche Stirke; Bahn 3: HIS-BMYT plus rohe
Stiarke; Bahn 4: HIS-BMYT plus 16sliche Stirke; Std = Standard; G1 = Glucose; G2 = Maltose; G3 — G7 =
Maltooligosaccharide

42



IV. Ergebnisse

Dieses Ergebnis zeigte, dass das rekombinante HIS-BMYI Protein in vitro in der Lage war, native
Kartoffelstirkegranula aus Knollen anzugreifen. Um auszuschlieBen, dass dieses Experiment durch
die Vorbehandlung der kommerziell erhaltenen Stédrke beeinflusst wurde, wurden die Untersuchungen
mit Stdrke aus Bléttern und Knollen wiederholt. Die entsprechenden Pflanzen waren im Gewéchshaus
herangezogen worden. Auch hier konnte gezeigt werden, dass das rekombinante HIS-BM Y1 Protein in

vitro in der Lage war, native Kartoffelstirkegranula anzugreifen (Daten nicht gezeigt).

Iv.2.1.5 Untersuchungen zur subzelluliren Lokalisation von PCT-BMYI

Zur weiteren Charakterisierung von PCT-BMYI sollte untersucht werden, ob das Protein, wie
das homologe Protein CT-BMY aus Arabidopsis, eine plastiddre Lokalisierung aufweist. Hierzu
wurden die ersten 150 Aminosduren von PCT-BMYI mittels des ,,chloroplast-transit-prediction®
Algorithmus ChloroP v1.1 untersucht (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/; Emanuelsson et al.,
1999). Dieser Algorithmus wurde auf der Basis bekannter Transitpeptide plastidédr lokalisierter
Proteine von Arabidopsis entwickelt, um plastiddre Transitpeptide und die mdgliche Spaltstelle
zwischen dem Transitpeptid und dem importierten, reifen Protein in silico zu bestimmen. Die
Voraussage fiir PCT-BMYI in Bezug auf das Vorhandensein eines plastiddren Transitpeptids war
negativ. Der angegebene Wert fiir PCT-BMYI lag bei 0.48. Ab einem Wert von 0.5 wird die
Voraussage fiir ein Transitpeptid positiv bewertet. Im Gegensatz zur negativen Bewertung fiir
PCT-BMYI war die Voraussage fiir CT-BMY mit einem Wert von 0.52 positiv. Das vorausgesagte

Transitpeptid umfasst die ersten 49 N-terminalen Aminosé&uren.

Trotz der negativen Voraussage durch ChloroP v1.1 zur Lokalisation von PCT-BMYI in
Chloroplasten wurden in vitro Importexperimente mit isolierten Chloroplasten aus Erbsen
durchgefiihrt. Hierfiir wurde die pct-bmyl cDNA mittels eines gekoppelten Reticulocyten-Systems,
unter Verwendung von >S-Methionin, in vitro transkribiert und translatiert. Das unprozessierte,
markierte Protein wurde mit isolierten Chloroplasten inkubiert, um den Import und die Prozessierung
nachzuweisen. Das °S markierte PCT-BMYI Protein zeigte nach der Auftrennung durch SDS-PAGE
die vorhergesagte Masse von 61 kDa (Abb. 6 A, Reihe 1). Nach der Inkubation des Proteins mit
isolierten, intakten Chloroplasten aus Erbse zeigte sich, dass fast das gesamte Protein in die
Chloroplasten importiert und effizient in ein Protein von ungefdhr 55 kDa prozessiert wurde
(Abb. 6 A, Reihe 2). Die Zugabe der Protease Thermolysin zur Importreaktion fiihrte zum Abbau der
Proteine, welche nicht in die Chloroplasten importiert wurden, wohingegen die
Chloroplastenmembran die importierten Proteine vor dem Abbau durch Thermolysin schiitzte
(Abb. 6 A, Reihe 3). Nach Zugabe eines Detergenz, welches die Chloroplastenmembran zerstorte und
somit das importierte Protein fiir die Protease zugidnglich machte, wurde das gesamte importierte

Protein abgebaut (Abb. 6 A, Reihe 4). Zur weiteren Untersuchung des Imports von PCT-BMYTI in
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isolierte Chloroplasten wurde ein chimires Protein verwendet, bestehend aus den 100 N-terminalen
Aminosiuren von PCT-BMYI und dem »green fluorescent protein« (PCT-BMYI/GFP). Ahnlich wie
fiir PCT-BMYI gezeigt, nur nicht mit gleicher Effizienz, was Prozessierung und Import betrifft, wurde

auch das chimire PCT-BMY1/GFP Protein in isolierte Chloroplasten importiert (Abb. 6 B).

Diese Daten zeigten, dass es sich bei PCT-BMYI um ein Préprotein handelt, welches ein
Transitpeptid fiir den Import in Chloroplasten enthilt. Die ersten 100 N-terminalen Aminosduren von
PCT-BMYTI reichten fiir diesen Import aus. Neben CT-BMYI, der ersten beschriebenen plastidir
lokalisierten f-Amylase (Lao et al., 1999), konnte somit auch fiir PCT-BMYI eine plastidire

Lokalisation nachgewiesen werden.

46 kD —

66 kD =/ e Pri et — 3 Pri

i — Mat
46 kD —

Abb. 6 PCT-BMYI wird in vitro in isolierte Erbsenchloroplasten importiert.

A. Isolierte Chloroplasten aus Erbsenbldttern wurden mit dem S-markiertem PCT-BMY]I Protein inkubiert.
Spur 1 zeigt das in vitro translatierte PCT-BMYI Protein, welches fiir das Importexperiment eingesetzt
wurde. Spur 2 zeigt das in die Chloroplasten importierte Protein. Spur 3 zeigt das in die Chloroplasten
importierte Protein nach der Behandlung der Chloroplasten mit Thermolysin. Spur 4 zeigt Chloroplasten,
welche nach dem Import mit Thermolysin und Triton X-100 behandelt wurden.

B. Isolierte Chloroplasten aus Erbsenbléttern wurden mit dem S-markiertem chimiren Protein, bestehend aus
den 100 N-terminalen AS des PCT-BMY]1 Proteins und dem GFP Protein, inkubiert. Spur 1 zeigt das in vitro
translatierte chimére Protein, welches fiir das Importexperiment verwendet wurde. Spuren 2 bis 4 wie bei A.
(Prd = Préprotein, Mat = Mature protein (reifes Protein)).

1V.2.1.6 Untersuchungen zur pct-bmyl Transkriptmenge in Kartoffelgeweben

Um Hinweise zu erlangen, in welchen Geweben und unter welchen Bedingungen das pct-bmyl
Transkript nachzuweisen war, wurden Northern-Blot-Experimente durchgefiihrt. Dies geschah auch
im Hinblick darauf, ob etwaige Schliisse auf die Beteiligung von PCT-BMYI am Stéirkeabbau gezogen
werden konnen. Die grofite Menge an pct-bmyl Transkript konnte in Bliiten, »source« Bléttern, welche
fiir einen Tag bei 4°C gehalten wurden, und »source« Blittern am Ende der Lichtperiode
nachgewiesen werden. Kein pct-bmyl Transkript konnte in »source« Blittern, welche sechs Stunden
nach Beginn der Lichtperiode geerntet wurden, und in »sink« Blittern am Ende der Lichtperiode

nachgewiesen werden (Abb. 7).
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Abb.7 Northern-Blot Analyse der pct-bmyl Transkriptmenge in Bldttern und Bliiten der Kartoffel.

Je Spur wurden 20 ug Gesamt-RNA aufgetrennt. Zur Hybridisierung wurde die »random P** markierte« pct-bmyl
cDNA verwendet. Spur 1: »source« Blétter nach sechs Stunden Belichtung; Spur 2: »source« Blitter am Ende
der Lichtperiode; Spur 3: »source« Blitter welche fiir 24 h bei 4°C gehalten wurden; Spur 4: »sink« Blétter am
Ende der Lichtperiode; Spur 5: Bliiten von Pflanzen, die sechs Stunden belichtet wurden.

Da in »source« Blittern am Ende der Lichtperiode, im Gegensatz zu Blattern nach sechs
Stunden Belichtung, das pct-bmyl Transkript nachgewiesen werden konnte, wurde untersucht, ob ein
Anstieg der Transkriptmenge wihrend des Tag/Nacht Ubergangs zu beobachten war. Ein starker
Anstieg der pct-bmyl mRNA Menge konnte vor dem Ende der Lichtperiode gezeigt werden. Eine
Stunde nach Beginn der Dunkelperiode folgte dann ein Riickgang der pct-bmyl Transkriptmenge
(Abb. 8).

17°° 18%°  19°%° 20° 21%° 2130 220 223 23%° 24°°

100 200 300 400 500 700 900 1000

Abb. 8 Northern-Blot Analyse der pct-bmyl Transkriptmenge in »source« Blittern im Tagesverlauf.
Beginn der Dunkelperiode 22°°, Beginn der Lichtperiode 6°°. Je Spur wurden 20 ug Gesamt-RNA aufgetrennt.
Zur Hybridisierung wurde die »random P** markierte« pct-bmyl cDNA verwendet.

Wie gezeigt, fiihrten Temperaturen von 4°C zu einem Anstieg der pct-bmyl mRNA Menge in
»source« Blittern. In einem weiteren Northern-Blot-Experiment sollte untersucht werden, ob dieser
kilteinduzierte Anstieg auch in Knollen zu beobachten war. Dies geschah auch im Hinblick auf das

kélteinduzierte SiiBwerden von Kartoffelknollen. Wie fiir »source« Blitter, konnte auch fiir Knollen
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gezeigt werden, dass Temperaturen von 4°C zu einem Anstieg der pct-bmyl Transkriptmenge fiihrten

(Abb. 9). Kein pct-bmyl Transkript konnte hingegen in keimenden Knollen nachgewiesen werden.

Abb. 9 Northern-Blot Analyse der pct-bmyl Transkriptmenge in Kartoffelknollen.

Je Spur wurden 40 pg Gesamt-RNA aufgetrennt. Zur Hybridisierung wurde »random P** markierte« pct-bmyl
cDNA verwendet. Spur 1: 14 Tage bei RT gelagerte Knollen; Spur 2: neun Tage bei 4°C gelagerte Knollen; Spur
3: 14 Tage bei 4°C gelagerte Knollen; Spur 4: keimende Knollen

Die beschriebenen Daten zur Aktivitit von PCT-BMYI, die Lokalisation des Proteins in
Plastiden, der Abbau von nativen Kartoffelstirkegranula durch das rekombinante Protein, sowie der
Anstieg der Transkriptmenge zu Beginn der Dunkelperiode und bei niedrigen Temperaturen deuteten
sowohl auf eine mégliche Beteiligung von PCT-BMYI am Abbau der transitorischen Blattstérke, als

auch auf eine Beteiligung am kilteinduzierten StiBwerden der Knollen hin.

Iv.2.1.7 Funktionelle Analyse der plastidir lokalisierten B-Amylase PCT-BMYI aus

Kartoffel in transgenen Pflanzen

Um die physiologische Funktion der plastidir lokalisierten p-Amylase in vivo zu untersuchen,
sollten transgene Kartoffelpflanzen mit Hilfe der antisense-Technik hergestellt werden, in denen die
endogenen PCT-BMYI-Aktivitit reduziert war. Es sollten auch solche Pflanzen untersucht werden,
die gegeniiber dem Wildtyp in ihrer PCT-BMYI-Aktivitdt erhéht waren. Diese Pflanzen
tiberexprimierten das PCT-BMYI Homolog aus Arabidopsis, CT-BMY (Lao et al., 1999). Fiir diese
Pflanzen liegen erste Ergebnisse vor, welche im Rahmen dieser Arbeit kurz beschrieben werden. Des
weiteren wurden transgene Pflanzen hergestellt, welche in der Aktivitdt von PCT-BMYI, sowie in
einer zweiten -Amylase Isoform (CF-BETA) aus Kartoffel (Scheidig, 1997), reduziert waren. Auf

diese Linien wird in dieser Arbeit nicht tiefer eingegangen.
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Iv.2.1.7.1 Erzeugung und Selektion von transgenen a-pct-bmyl Pflanzen mit reduzierter

PCT-BMYI-Aktivitit

Die »antisense«-Inhibierung des pct-bmyl Gens in Kartoffelpflanzen erfolgte unter der
Kontrolle des Blumenkohl-Mosaik-Virus-Promotors (CaMV 35S-Promotor, Franck et al., 1980), der
die konstitutive Expression der nachfolgenden Nukleinsduresequenz vermittelt. Zur Herstellung des
»antisense-Konstruktes« wurde ein BamH1/Xhol Fragment, welches die gesamte pct-bmyl cDNA
umfasste, isoliert und anschlieBend die 5‘-Uberhiinge mit Hilfe der T4-DNA Polymerase aufgefiillt.
Dieses Fragment wurde in reverser Orientierung (in Bezug auf den Promotor) in die Smal-Schnittstelle
des bindren Vektors pBinAR (Hofgen und Willmitzer, 1990) kloniert (siche Abb. 10). Die
Orientierung der pct-bmyl cDNA konnte durch Restriktionsverdau und PCR-Analyse verifiziert
werden. Das erhaltene Konstrukt a-pct-bmyl wurde iliber Agrobakterium vermittelte Transformation

stabil in das Genom von Kartoffelpflanzen integriert.

—— CaMV35S pct-bmyl OCS

Abb. 10 Beschreibung des 35S pct-bmyl antisense Konstrukts a-pct-bmyl.

Der Weg der Klonierung ist im Text beschrieben. Der Pfeil gibt die reverse Orientierung der 2.1 kb groBen pct-
bmyl cDNA in Bezug auf den Promotor an. OCS bezeichnet die Terminationssequenz des Agrobacterium
tumefaciens Octopinsynthasegens (Gielen et al., 1984).

Nach Regeneration der transformierten Kartoffelpflanzen wurden 70 Pflanzen im
Gewichshaus herangezogen. Die Pflanzen wurden auf eine Reduktion der pct-bmyl spezifischen
mRNA mittels eines Northern-Blot-Experimentes untersucht. Da das pct-bmyl Transkript in 4°C
gehaltenen »source« Bléttern deutlich nachzuweisen war (siehe Abb. 7), wurden Blitter jeder Pflanze
fiir 24 h bei dieser Temperatur verwahrt und anschliefend RNA isoliert. Wie Abb. 11 zeigt, konnten
drei Linien (#8, #10, #11) identifiziert werden, die eine deutliche Reduktion in der Menge an pct-bmyl
Transkript, im Vergleich zur untransformierten Kontrolle, aufwiesen. Die hier exemplarisch gezeigten
Linien #27 und #28 verhielten sich wie die untransformierte Kontrolle. Die Linien #8, #10, #11 und

#28 wurden fiir weitere Untersuchungen ausgewdhlt.
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WT  #28 #27  #11 #10 #8

Abb. 11 Northern-Blot Analyse der a-pct-bmyl Linien.
Je Spur wurden 20 pg Gesamt-RNA aus »source« Blittern, welche fiir 24 h bei 4°C gehalten wurden,
aufgetrennt. Zur Hybridisierung wurde die P** markierte pct-bmyl cDNA verwendet.

Nach der Auswahl der a-pct-bmyl Linien sollte untersucht werden, ob die »antisense«
Inhibierung des pct-bmyl Gens zu einer Reduktion der f-Amylase-Aktivitdt in »source« Blittern
fiihrte. Da nicht auszuschliefen war, dass eine mégliche Reduktion der 3-Amylase-Aktivitdt einen
Einfluss auf andere hydrolytische Aktivititen ausiibte, wurden ebenfalls die a-Amylase-,

a-Glucosidase-, Stirkephosphorylase-, D-Enzym- und Pullulanase-Aktivitét ermittelt.

Die hydrolytischen Aktivititen wurden in »source« Blittern bestimmt, welche zwei Stunden
nach Beginn der Dunkelperiode geerntet wurden. Die Ergebnisse zeigten, dass die (3-Amylase-
Aktivitit der Linie #8 um ca. 13 %, die der Linie #10 um ca. 25 % und die der Linie #11 um ca. 20 %,
gegeniiber der untransformierten Kontrolle reduziert war (Tab. 6). Linie #28 zeigte hingegen keinen
signifikanten Unterschied in der f-Amylase-Aktivitdt zur Kontrolle. Wie in Tab. 8 auflerdem zu
erkennen, hatte die Reduktion der P-Amylase-Aktivitit keinen Einfluss auf die a-Amylase- und
a-Glucosidase-Aktivitit. Es konnte zwar fiir die Linien #8 und #11 ein signifikanter Anstieg in der
a-Amylase-Aktivititen festgestellt werden, dies trifft aber auch auf die Linie #28 zu, welche sich
weder in der pct-bmyl Transkriptmenge, noch in der B-Amylase-Aktivitit von der untransformierten

Kontrolle unterschied.

Im Gegensatz zu den Resultaten von Viksg-Nielsen et al. (1997) konnte fiir die hier
verwendete Kartoffelvarietit Désirée o-Amylase-Aktivitdt in Blattern nachgewiesen werden. Diese
Aktivitét ist ca. um den Faktor 10 niedriger, als die gemessene 3-Amylase-Aktivitit. Es konnte keine
a-Glucosidase-Aktivitdt detektiert werden, was die Ergebnisse von Viksg-Nielsen et al. (1997)
bestitigte. Ebenfalls unbeeinflusst zeigten sich die Stirkephosphorylase- und D-Enzym-Aktivitét in
den selektierten Linien. Zwar konnte fiir Linie #10 eine signifikante FErhShung der
Stiarkephosphorylase- Aktivitdt gemessen werden, dies konnte aber nicht fiir die Linien #8 und #11,
welche ebenfalls in ihrer B-Amylase-Aktivitit reduziert waren, bestitigt werden. Pullulanase-Aktivitét
konnte in Blattern mittels nativer PAGE nachgewiesen werden. Fiir alle untersuchten Linien konnten
zwel Aktivitdtsbanden detektiert werden, die sich in ihrer Intensitdt nicht zwischen den transgenen

Linien und der untransformierten Kontrolle unterschieden (Daten nicht gezeigt).
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Tab. 6 Bestimmung von Enzymaktivititen in a-pct-bmyl Linien.

A. Messung der $-Amylase-, a-Amylase- und a-Glucosidase-Aktivitit in »source« Blittern sechs Wochen alter
a-pct-bmyl Pflanzen aus dem Gewéchshaus. Die Bestimmung der 3-Amylase-Aktivitit erfolgte mit PNPGS, der
a-Amylase-Aktivitidt mit PNPG7 und der a-Glucosidase-Aktivitit mit p-Nitrophenyl-Glucosid.

B. Messung der Stirkephosphorylase- und D-Enzym-Aktivitit in »source« Blittern sechs Wochen alter
a-pct-bmyl Pflanzen aus dem Gewéchshaus. Pro Linie wurden fiinf Bestimmungen durchgefiihrt. * bezeichnet
signifikante Unterschiede der transgenen Linien (#8, #10, #11 und #28) von der untransformierten Kontrolle
(Students t-test).

A.
B-Amylase % a-Amylase % a-Glucosidase
[mU min"' gFG™'] [mU min"' gFG™'] [mU min"' gFG™']
WT 487.2+ 8.6 100 53.1+£29 100 n.d.
#8 420.0 + 3.8* 86.7+3.3 92.4£4.72% 177.5+15.1 n.d.
#10 366.4 + 18.8* 75.5+3.5 101.1 +7.8% 194.2 +£20.3 n.d.
#11 392.4 +12.9*% 80.2+2.4 69.1+£72 129.1+9.1 n.d.
#28 5123 £15.6 1054+4.4 98.4 £10.7* 189.4 £ 23.7 n.d.
B.
Stiirke- % D-Enzym %
phosphorylase
[ nmol min™' gFG™ ] [ nmol min™' gFG™ ]
WT 129+ 13 100 1711 £ 157 100
#8 158+4 122 1820+ 92 106
#10 165+ 5* 127 1602 £ 201 93
#11 125+4 96 1500 + 150 87
#28 107+5 82 1347 + 285 78
1vV.2.1.7.2 Die Reduktion der PCT-BMYI-Aktivitit in Kartoffel fiihrte zu einem

Hochstirke-Phinotyp und zu einem Anstieg der Trockenmasse in den Blittern

Es sollte untersucht werden, ob die Reduktion der PCT-BMYI-Aktivitdt in Bléttern der
selektierten o-pct-bmyl Linien #8, #10 und #11 zu einem Hochstidrke-Phanotyp fiihrt. »Source«
Blitter 15 Wochen alter Pflanzen der Linien #8, #10 und #11, sowie der Linie #28 und der
untransformierten Kontrolle, wurden mit Aluminiumfolie verdunkelt und zu verschiedenen
Zeitpunkten mit Ethanol entfdrbt. Der anschlieBende Nachweis der Stirke erfolgte mit Lugol‘scher
Losung. In »source« Blittern der untransformierten Kontrolle und der Linie #28 war nach einer
Dunkelperiode von 36 h keine Stirke mehr nachzuweisen, wohingegen Blitter der Linien #8, #10 und

#11 Stirke enthielten. Auch nach einer Dunkelperiode von 72 h war in den Linien #8, #10, #11

transitorische Stdrke nachzuweisen (Abb. 12). Dieses Ergebnis korrelierte mit dem Trocken-
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substanzgehalt der Blitter. Fiir die am stidrksten inhibierten Linien #10 und #11 lie sich ein
signifikant erhohtes Trockengewicht gegeniiber der untransformierten Kontrolle ermitteln (Abb. 13).
Die transgenen Linien zeigten jedoch in Bezug auf Wuchs und Entwicklung der Pflanzen keinen
Unterschied gegeniiber der untransformierten Kontrolle. Diese Resultate zeigten, dass die plastidir

lokalisierte B-Amylase ein wichtiger Bestandteil des Stirkeabbaus in Kartoffelblittern ist.

Abb. 12 Die Inhibierung des pct-bmyl Gens fiihrte zu einem Hochstiirke-Phénotyp.

»Source« Blitter 15 Wochen alter a-pct-bmyl Pflanzen der Linien #8, #10, #11 und #28, sowie der
untransformierten Kontrolle, wurden am Ende der Lichtperiode fiir 72 h verdunkelt. Anschliefend wurden die
Blitter mit Ethanol entfirbt, der Nachweis der Stérke erfolgte mit Lugol“scher Losung.

25

20

b 4 X
15 4
10
5
0 ! ! ‘
WT #8 #10 #11 #28

% TG vom FG

Abb. 13 Bestimmung der Trockenmasse in »source« Blittern zwolf Wochen alter a-pct-bmyl Linien.

Die Angaben beziehen sich auf den prozentualen Anteil des Trockengewichts vom Frischgewicht. Pro Linie
wurden vier Bestimmungen durchgefiihrt. * bezeichnet signifikante Unterschiede der transgenen Linien (#8,
#10, #11 und #28) von der untransformierten Kontrolle (Students t-test).
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Um néhere Informationen zu dem beobachteten Hochstérke-Phénotyp der Linien #8, #10 und
#11 zu erlangen, besonders im Hinblick darauf, ob einen Reduktion der Stirkeabbaurate im Vergleich
zur untransformierten Kontrolle zu beobachten war, wurde der Stirkegehalt in Blattern enzymatisch
bestimmt. Zusétzlich sollte untersucht werden, ob der Stirkegehalt in »source« Blattern mit dem Alter
der Pflanzen zunahm, der beobachtete Phinotyp der Linien #8, #10 und #11 somit einen kumulativen
Effekt darstellte. Diesen kumulativen Effekt konnten Zeeman et al. (1998b) fiir die sex4 Mutante in
Arabidopsis zeigen. Der Stidrkegehalt in »source« Blittern wurde deshalb am Ende der Lichtperiode

und am Ende der Dunkelperiode in 9 und 15 Wochen alten Pflanzen bestimmt.

Der Stidrkegehalt in »source« Blittern neun Wochen alter Pflanzen der Linien #10 und #11
war gegeniiber der untransformierten Kontrolle und der Linie #28 signifikant erhcht. Dies galt sowohl
fiir die Messung am Ende der Lichtperiode, als auch fiir die Messung am Ende der Dunkelperiode. Fiir
die Linie #8 war ein signifikanter Unterschied in der Stirkemenge nur am Ende der Dunkelperiode
nachweisbar (Abb. 14A). Am Ende der Dunkelperiode lag der Stirkegehalt in Blattern der Linie #8
um ca. 68 %, in Blittern der Linie #10 um ca. 180 % und in Bléttern der Linie #11 um ca. 191% iiber
der Stirkemenge in Blittern von untransformierten Kontrollpflanzen. Ein dhnliches Bild zeigte sich
auch fiir 15 Wochen alte Pflanzen. Der Stirkegehalt in »source« Blittern war in allen drei Linien am
Ende der Licht- und der Dunkelperiode gegeniiber der untransformierten Kontrolle und der Linie #28
signifikant erh6ht (Abb. 14 B). Am Ende der Dunkelperiode lag der Starkegehalt in »source« Blittern
der Linie #8 um ca. 177 %, der Linie #10 um ca. 241 % und der Linie #11 um ca. 243
% tiber der Stirkemenge der untransformierten Kontrolle. Diese Resultate konnten auch mit Pflanzen
bestitigt werden, welche im Foliengewédchshaus angezogen wurden. Hier lag der Stirkegehalt in
»source« Blittern 15 Wochen alter Pflanzen am Ende der Dunkelperiode fiir Linie #8 um ca. 578 %,
fir Linie #10 um ca. 533 % und fiir Linie #11 um ca. 756 % iiber der Stirkemenge der

untransformierten Kontrollpflanzen (Tab. 7).

Verglich man den Stidrkegehalt in »source« Blittern am Ende der Lichtperiode zwischen 9 und
15 Wochen alten Pflanzen, so zeigte sich, dass die untransformierte Kontrolle 2 mal, die Linie #8 4.4
mal, die Linie #10 3.6 mal und die Linie #11 3.7 mal mehr Stirke in ihren »source« Blittern enthielt.
Dieses Ergebnis zeigte, dass zwar auch in der untransformierten Kontrolle eine Akkumulation der
Starkemenge zwischen den beiden Zeitpunkten zu beobachten war, dass diese Akkumulation aber um
mindestens den Faktor 1.6 unter der Akkumulation der Linien #8, #10 und #11 lag (Abb. 14 A und
B).

Ein signifikanter Unterschied in der Stirkeabbaurate zwischen der untransformierten
Kontrolle und den Linien #8, #10 und #11 lief sich in 9 Wochen alten Pflanzen nachweisen. Wie in

Abb. 14 E zu erkennen, bauten Pflanzen dieser Linien wihrend der Dunkelperiode signifikant weniger
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Starke ab, als die untransformierten Kontrollpflanzen. Dieser Unterschied lieB sich jedoch nicht fiir
Linie #28 nachweisen. Die Blitter von 15 Wochen alten Pflanzen zeigten hingegen keinen
signifikanten Unterschied in der Menge der abgebauten Stirke wihrend der Dunkelperiode (Abb. 14
F).

Einen deutlichen Unterschied zeigten die Linien #8, #10 und #11 gegeniiber der
untransformierten Kontrolle und der Linie #28, wenn man die Menge an Stidrke, welche iiber die
Dunkelperiode in »source« Blittern abgebaut wurde, mit der Gesamtmenge der Stdrke in diesen
Blittern verglich. Wihrend »source« Blitter 9 Wochen alter Pflanzen der untransformierten Kontrolle
und der Linie #28 zwischen 41 % und 58 % der transitorischen Stidrke mobilisierten, bauten Pflanzen
der Linie #8 ca. 13 %, der Linie #10 ca. 10 % und der Linie #11 ca. 15 % der transitorischen Stirke ab
(Abb. 14 C). Diese Beobachtung konnte auch fiir Blatter 15 Wochen alter Pflanzen gezeigt werden
(Abb. 14 D).
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Abb. 14 Bestimmung des Stirkegehaltes in Blittern der a-pct-bmyl Linien.

Messung des Stiarkegehaltes in »source« Blittern von neun (A, C und E) und fiinfzehn (B, D und F) Wochen
alten Pflanzen. A und B zeigen den Stirkegehalt am Ende der Lichtperiode (offene Balken) und am Ende der
Dunkelperiode (schwarze Balken). C und D zeigen die Stirkemenge, welche tliber die Dunkelperiode von der
Gesamtmenge an Stirke abgebaut wurde (in Prozent), wihrend E und F die Menge an Stirke darstellen, welche
tiber den gleichen Zeitraum abgebaut wurde. Pro Linie wurden mindestens 10 Bestimmungen durchgefiihrt.
* bezeichnet signifikante Unterschiede der transgenen Linien (#8, #10, #11 und #28) von der untransformierten
Kontrolle (Students t-test).
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Tab. 7 Bestimmung des Stirkegehaltes in Bléittern der a-pct-bmyl Linien.

Der Stirkegehalt in »source« Blittern 15 Wochen alter Kartoffelpflanzen am Ende der Lichtperiode (A) und am
Ende der Dunkelperiode (B) ist aufgelistet. Stirkemenge in Prozent gegeniiber der Kontrolle (die Stirkemenge
in »source« Blitter der Kontrolle ist gleich 100 %). Die Pflanzen wurden im Foliengewéchshaus kultiviert. *
bezeichnet signifikante Unterschiede der transgenen Linien (#8, #10, #11 und #28) von der untransformierten
Kontrolle (Students t-test).

A. Stirke Stiarke in % B. Stirke Stiarke in %

[mmol Hexose/m’] [mmol Hexose/m’]

Kontrolle 11.6+0.5 100 45+0.6 100
#8 31.7+£4.9*% 277 + 52% 25.0+2.5% 678 + 124*
#10 35.7+3.7*% 289 + 25%* 269+ 1.4* 633 + 66*
#11 39.0 £ 1.6* 321 +£19* 341+£2.1% 856 + 124*
#28 127+£1.6 122 +£20 6.1+04 123+ 17

Wie gezeigt, fiihrte die »antisense« Inhibierung des pct-bmyl Gens zu einem Hochstarke-
Phinotyp der Blatter. Des weiteren sollte untersucht werden, ob sich die Akkumulation der Starke auf
den Gehalt der Zucker Glucose, Fructose und Saccharose in »source« Blittern auswirkte. Diese Frage
schien besonders interessant, da der Hochstirke-Phidnotyp der R1 »antisense« Linien zu keinem
Unterschied in der Menge der genannten Zucker zwischen den antisense Linien und der

untransformierten Kontrolle fiihrte (Lorberth et al., 1996).

Die Probennahme zur Bestimmung des Gehaltes an Glucose, Fructose und Saccharose erfolgte
am Ende der Licht- bzw. Dunkelperiode an neun Wochen alten Pflanzen in »source« Blittern. Wie in
Abb. 15 zu erkennen ist, konnte kein Unterschied in der Menge der 16slichen Kohlenhydrate zwischen
den Linien #8, #10, #11, #28 und der untransformierten Kontrolle festgestellt werden. Dies traf
sowohl auf die Werte am Ende der Lichtperiode, als auch auf die Werte am Ende der Dunkelperiode
zu. Auch fiir 15 Wochen alte Pflanzen konnte kein signifikanter Unterschied in der Menge der

gemessenen loslichen Kohlenhydrate festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Abb. 15 (folgende Seite) Messung des Gehaltes an Glucose, Fructose und Saccharose in »source« Blittern
neun Wochen alter a-pct-bmyl Linien.

A zeigt den Gehalt an Glucose, B den Gehalt an Fructose und C den Gehalt an Saccharose am Ende der
Lichtperiode (offene Balken) und am Ende der Dunkelperiode (schwarze Balken). Pro Linie wurden mindestens
10 Bestimmungen durchgefiihrt.
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Abb. 15 (Beschreibung vorherige Seite)

Iv.2.1.7.3 Die Reduktion der PCT-BMYI-AKktivitit hat keinen Einfluss auf den Stirke-

stoffwechsel in Kartoffelknollen

Da fiir »source« Blitter der selektierten a-pct-bmyl Linien #8, #10 und #11 eine Reduktion
der -Amylase-Aktivitit festgestellt wurde, sollte nun untersucht werden, ob diese Reduktion auch in
Knollen nachweisbar war. Zur Bestimmung der (3-Amylase-Aktivitdit wurden Knollen verwendet,
welche fiir zwei Wochen bei RT oder 4°C gelagert wurden. Die Untersuchung in kaltgelagerten
Knollen geschah aus zwei Griinden. Erstens war in vorangegangenen Experimenten ein Anstieg der
pct-bmyl Transkriptmenge in kaltgelagerten Knollen zu beobachten (sieche Abb. 9) und zweitens
bestand die Mdoglichkeit, dass das PCT-BMYI Protein am kélteinduzierten Abbau der Knollenstirke
beteiligt sein konnte. Es wurden dieselben Substrate wie fiir die Bestimmung der hydrolytischen
Aktivitdten in »source« Bléttern verwendet (sieche Tab. 8). Wie in Abb. 16 zu erkennen, zeigte sich
kein signifikanter Unterschied in den gemessenen hydrolytischen Aktivititen zwischen den
a-pct-bmyl Linien und der untransformierten Kontrolle. Dieses traf auf Probenséitze, genommen bei
4°C und RT, zu. Wie bei Nielsen et al. (1997) beschrieben, lie} sich ein Anstieg der f-Amylase-
Aktivitit in kaltgelagerten Knollen nachweisen, diese B-Amylase-Aktivitit war aber auf eine zweite
Isoform (CF-BMY) zurtickzufiihren (Scheidig, 1997). Zur exakten Bestimmung der kilteinduzierten
B-Amylase-Aktivitit in Knollen wurde die o-Amylase-Aktivitit von der fB-Amylase-Aktivitit
subtrahiert (Nielsen et al. 1997).
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Abb. 16 Messungen der -Amylase-, a-Amylase- und a-Glucosidase-Aktivitit in Knollen der a-pct-bmyl
Linien.

Knollen von zwei Wochen bei RT (A) oder 4°C (B) gelagerten a-pct-bmyl Linien. Die Werte fiir beta — alpha
stellen die durch Kaélte induzierbare 3-Amylase-Aktivitit dar. Die Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von
mindestens fiinf unabhingigen Enzymextrakten.

Mit diesen Ergebnissen lief} sich bereits ausschlielen, dass in diesen transgenen Pflanzen eine
starke Verdnderung des Starkestoffwechsels in Knollen zu erwarten war. Der Einfluss der Reduktion
der PCT-BMYI-Aktivitdt im Blatt auf den Knollenertrag wurde in 15 Wochen alten Pflanzen
untersucht. Analysiert wurden die Parameter Frisch- und Trockengewicht von Knollen, Knollenzahl
und der Stirkegehalt der Knollen (Abb. 17). Zur Analyse wurden jeweils vier bis sechs Pflanzen pro
Linie herangezogen. Wie aus Abb. 17 zu entnehmen, hatte die Reduktion der PCT-BMYI-Aktivitit im
Blatt, und der damit verbundene Hochstirke-Phénotyp, keinen signifikanten Einfluss auf die hier
erhobenen Ernteparameter. Genauso wurden Stirke-, Glucose-, Fructose- und Saccharosegehalte in
frisch geernteten und fiir sechs Wochen bei 4 Grad Celsius gelagerten Kartoffelknollen gemessen.
Auch hier wurden keine signifikanten Auswirkungen durch die Reduktion von PCT-BMYT festgestellt
(Abb. 18). Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass PCT-BMYI keine bedeutende Rolle beim

kélteinduzierten SiiBwerden der Kartoffelknollen spielt.
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Abb. 17 Analyse von Ernteparametern der a-pct-bmyl Linien.
Analyse des geernteten Knollenfrischgewichtes pro Pflanze (A), der Knollenzahl pro Pflanze (B), des
Starkegehaltes (C) und der Trockensubstanz (D) 15 Wochen alter a-pct-bmyl Linien und der untransformierten

Kontrolle. Die Pflanzen wurden im Gewéchshaus kultiviert. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler von
Messungen mit fiinf Pflanzen pro Linie.

Abb. 18 (folgende Seite) Messung des Gehaltes an Stiirke, Glucose, Fructose und Saccharose in Knollen
der a-pct-bmyl Linien.

Messung des Gehaltes an Stirke, Glucose, Fructose und Saccharose in Knollen der untransformierten Kontrolle
und der a-pct-bmyl Linien. A zeigt den Gehalt an Stdrke, B den Gehalt an Glucose, C den Gehalt an Fructose
und D den Gehalt an Saccharose. Die schwarzen Balken zeigen die Werte in frischen Knollen, die offenen
Balken die Werte nach sechs Wochen Lagerung bei 4°C. Pro Linie wurden mindestens sechs Bestimmungen
durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler.
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Abb. 18 (Beschreibung vorherige Seite)

Iv.2.1.74 Erzeugung und Analyse von Kartoffelpflanzen mit erhohter CT-BMY-AKktivitéit

Die ct-bmy cDNA wurde mittels PCR aus einer Arabidopsis-Keimling cDNA-Bibliothek
amplifiziert (von Ursula Uwer freundlicherweise zur Verfiigung gestellt). Die erhaltene cDNA wurde
anschlieBend in E. coli KV832 exprimiert, um zu gewihrleisten, dass es sich bei der amplifizierten
cDNA um das funktionelle Gen handelte (nicht gezeigt). AnschlieBend wurde die funktionelle cDNA
in sense Orientierung, in Bezug auf den Promotor, iiber Asp718/BamHI in den bindren Vektor pBinAR
kloniert (sieche Abb. 19). Das erhaltene Konstrukt sense-ct-bmy wurde iiber Agrobakterium vermittelte

Transformation stabil in das Genom von Kartoffelpflanzen integriert.

——1 CaMV35S ct-bmy OCS

Abb.19 Beschreibung des 35S sense-ct-bmy Konstruktes.

Die Klonierungsstrategie ist im Text beschrieben. Der Pfeil gibt die Orientierung der 2.1 kb groBen ct-bmy
cDNA in Bezug auf den Promotor an. OCS bezeichnet die Terminationssequenz des Agrobacterium tumefaciens
Octopinsynthasegens (Gielen et al., 1984).
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Wie gezeigt, fiihrte die antisense Inhibierung des pct-bmyl Gens in Kartoffeln zu einem
Hochstérke-Phénotyp der »source« Blitter. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die konstitutive
Expression des Arabidopsis-Homologs in Kartoffeln zu einer Reduktion des Stidrkegehaltes in
»source« Bldttern im Vergleich zu untransformierten Kontrollpflanzen fiihrte. Von 70
Primértransformanten konnten mittels Northern-Blot Experimenten drei Linien selektiert werden,
welche das pct-bmyl Homolog aus Arabidopsis exprimierten (Daten nicht gezeigt). Um zu
untersuchen, ob die konstitutive Expression des ct-bmy Gens auch zu einer Reduktion des
Starkegehaltes in Blittern fiihrte, wurden am Ende der Lichtperiode Blitter geerntet, mit Lugol‘scher
Losung angefirbt und anschlieBend mit Wasser entfirbt. »Source« Blitter der Linien #16, #20 und
#25 entfdrbten sich deutlich schneller als Blitter der untransformierten Kontrollpflanzen (nicht
gezeigt). Die enzymatische Bestimmung des Stdrkegehaltes bestdtigte diese Beobachtung. Wie in
Abb. 20 zu erkennen, enthielten die selektierten Linien bis zu 40% weniger Stidrke in ihren »source«
Blittern, als entsprechende Blitter der untransformierten Kontrollpflanzen. Es bleibt anzumerken, dass
es sich hierbei um erste Ergebnisse handelte, die einer weiteren Untersuchung bediirfen. Diese ersten
Resultate deuteten jedoch darauf hin, dass sich das ct-bmy Gen in Kartoffelpflanzen funktional

exprimieren lief und dass diese Expression zu einer Reduktion des Starkegehaltes in Bléttern fiihrte.

12
“E
~ 10 A
2
g 8
2 *
* *
27 l
0,
WT #16 #20 #25

Abb. 20 Messung des Stirkegehaltes in Blittern der 35S sense-ct-bmy Linien.

Messung des Stirkegehaltes am Ende der Lichtperiode in »source« Bléttern 12 Wochen alter Pflanzen. Pro Linie
wurden mindestens 10 Bestimmungen durchgefiihrt. * bezeichnet signifikante Unterschiede der transgenen
Linien (#16, #20 und #25) von der untransformierten Kontrolle (Students t-test).
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Iv.2.2 Charakterisierung von dsd10

Iv.2.21 Sequenzanalyse der dsd10 cDNA aus Kartoffel

Die cDNA-Insertion des Plasmids dsd/0 wurde vollstindig sequenziert (AGOWA, Berlin).
Die erhaltene cDNA-Sequenz, sowie die davon abgeleitete Aminosduresequenz, ist in Abb. 21 in blau
dargestellt. Die dsd/0 cDNA hat eine Linge von 1230 bp und enthélt ein offenes Leseraster von
747 bp. Da das offene Leseraster der cDNA ohne ein Stopcodon vor dem ersten N-terminalen
Methionin (in Abb. 21 rot unterstrichen) in die MCS des Vektors pSK iiberging, war es fraglich, ob
die isolierte cDNA die gesamte kodierende Sequenz des Gens reprisentierte. Zur Isolation der
Volllingen-cDNA wurde die vorliegende dsd/0 Sequenz als Sonde zur Durchmusterung der in
Abschnitt IV.1.1 beschriebenen Blatt cDNA-Bibliothek verwendet. Bei der Durchmusterung von ca.
5*%10° Phagen war es mdglich, vier Klone zu isolieren, welche mit der dsd10 Sequenz hybridisierten.
Nach in vivo Excision und folgender Ansequenzierung der Insertionen zeigte sich, dass zwei dieser
Klone im 3’ Bereich homolog zur cDNA des Klons dsd/0 waren, sich im 5’ Sequenzbereich aber von
der vorliegenden Sequenz unterschieden. Es konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei den
isolierten cDNAs um die vollstindige kodierende Sequenz des Gens handelte, da sich unmittelbar vor
dem moglichen Startcodon (schwarz hervorgehoben in Abb. 21 dargestellt) zwei Stopcodons (kursiv
in Abb. 21 dargestellt) im 5° untranslatierten Bereich befanden. Zur Unterscheidung der Vollldngen-
cDNA von der des Klons dsdI0 wird diese im Folgenden als sgel bezeichnet (vorldufige
Arbeitsbezeichnung fiir starch granule erosion I). Die sgel Insertion in pSK hat eine Linge von
2912 bp, davon entfallen auf das offene Leseraster 2370 bp. Die davon abgeleitet Aminosaiiresequenz
ergibt ein Protein mit einer molekularen Masse von 86.6 kDa. Bei einem Sequenzvergleich zwischen
sgel und dsdl10 fiel auf, dass sich beide Sequenzen in einem Bereich von 7 bp unterschieden (griin
dargestellt). Dieser Unterschied fiel nicht in den Bereich der MCS des Vektors pSK und k&nnte
moglicherweise auf verschieden gespleifite Formen des sgel Gens hinweisen. Aufschluss hieriiber
wird der Vergleich beider cDNAs mit der genomischen Sequenz liefern. Im 3’ untranslatierten
Bereich befindet sich (blau und hervorgehoben in Abb. 21) ein fiir Pflanzengene typisches
Polyadenylierungssignal (Joshi, 1987; O’Neil et al., 1990).

C GGC ACG AGA TTT TTA GGG TTT TTG GAT GAG GAT TTA AGA GGA AAG ATT TGA TTT TTT TGA GGA

1 TTT TGG ATG GCG TCA GCT CAG GTA CTA AAA AAG CAA GAG CAT TTG CAA GCT GGG AAA AAG AAG CTA
M A S A Q \Y% L K K Q E H L Q A G K K K L

61 GAG GAA TTT CGT AAG AAG AGA GCA GCA GAG AAG GCT AAA AAG ACA ACT TCA AAT AGT CAA CAG CTT
E E F R K K R A A E K A K K T T S N S Q Q L

127 GCC TCT GAT GGA GGC GTT GAT AAT CAA CAT TCA GGA AAT GAA CAC ACT AGA ACT AAG GAC TCC AGT
A S D G G \Y% D N Q H S G N E H T R T K D S S
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1909 ACT AAT ATG GTT GGT ATT GAT GGC CCC ACC ACC TCT TCC CTA CCC GAT TTT GGG CAG TTT AGT CTC

1975 GGA AGT TTG TCA CCG GCC ATT CCT CCA GAT CAG ATT AGG ATG ATC CAA AAC ATT AAT ACA TTA ATT

2041 TCT GAG TTA GCC TTG GAG AAA GAC GAA TTA ACA AAA GCC CTG TCA GTT GAA TCA TCT CAG CGC TCT

2107 ACA TTG AAG GAG TTA AAC AGC GAC TTA ACT CGG AAG CTT GAA GTT CAA ACA CAA AGA TTG GAG CTT

2173 TTA ACT GCT CAA AGC ATG GCA AAT GAA AAC AGC CAA GCA AGA CAA CCA GAT GCA GTG TCT GTA CAT

2239 GAC AAT ATG CCA TAT GCT GAT GAC AAT ATG CAA TAT GCT GAT GAA GGA GAT GAG GTG GTG GAA CGG

2305 GTA TTG GGA TGG ATC ATG AAA CTA TTT CCT GGA GGG CCA TCA AGA CGA CGA ACC AGC AAG CTT CTT

2371 TAA TCT CCA TGG CAA GAG TAC AAT GAT GAG TTA TTT CTG CGA AAA GCT GGT CTT TTT CTC CTC TCC

AGC CCT GCA TTT TTG GTA GCC AAA CGG AGT CCG GAT TTT GTA TAT TAT CCA TGG TTT ATA CAC ACA
CAT TGC ATT CTT TTC CCC CAG AAG AAG CAA ATT GTA TCT AAG AGG CAT TTT GGA AGA TGG AAT TAG
CTG TTC TCG ACA GTT TTG GCA ATA AAA CAT GAC CGT GTT GTT TAC AAG AGA ATC CAT TTA TCA AAC
GTT GTA ATG AAG ATC AGA TGT GTT TAG TTG TCA ATC ATG AGA GAA AAA AAA CTT CAA ATG TTT CTT
ACT TTT CAT GTG GAA ATG ATG TTT AGA TCT TTT GAC ATT GTA TTC GTT ATG TTG TAT TTG TTG AAA
GCT GGG GCT TAA GAA AAG CCC AAT ATA TCA AAA AGA TGA TTT TGG CCG TCC TTT GTA AAA AAA AAA
AAA AAA AAA A

Abb. 21 Nukleotidsequenz und die davon abgeleitete Aminosiduresequenz der sgel vollliingen cDNA.
Die Nummerierung bezieht sich auf den offenen Leserrahmen. Farbige Markierungen und Hervorhebungen,
siehe Text.

1v.2.2.2 Sequenzvergleich der sgel cDNA aus Kartoffel mit Genen aus anderen

Organismen

Im Zuge der Sequenzierung des Arabidopsis-Genoms wurde Ende 2000 die Sequenz eines
unbekannten Proteins verdffentlicht (BAB03016), welches Ahnlichkeit zur Aminosiuresequenz von
SGEI zeigte. Ein Sequenzvergleich auf Proteinebene zwischen SGEI und dem unbekannten Protein
aus Arabidopsis wies 63 % &dhnliche und 47 % identische Aminosduren auf (Tab. 10). Das unbekannte
Protein aus Arabidopsis wurde im Folgenden als ASGEI bezeichnet. Die gr6te Homologie wiesen die
beiden Proteine in der C-terminalen Hélfte auf (SGEI ab Aminosidure 363, ASGEI ab Aminoséure
437). In diesem Bereich betriigt die Anzahl der dhnlichen Aminosduren 78 %, die der identischen
Aminosduren 64 %. Zusétzlich zu dem beschriebenen unbekannten Protein aus Arabidopsis konnten
verschiedene ESTs aus einer Reihe unterschiedlicher Spezies und Gattungen hoherer Pflanzen
identifiziert werden, deren abgeleitete Aminosiuresequenz Ahnlichkeit zu SGEI zeigten (Tab. 8).
Besonders auffillig war die Ahnlichkeit auf Proteinebene zwischen SGEI und ASGEI, sowie den
Sequenzen aus Espe und Mais, im Bereich der 32 C-terminalen Aminosduren. Hier zeigte sich eine

Identitét in der Aminosdurenabfolge von 99 %.
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SGEI zeigte keine Ahnlichkeit zu bekannten stirkeabbauenden Enzymen. Um einen Hinweis
auf die Funktion des SGEI Proteins zu erlangen, wurde die Proteinsequenz auf Sequenzmotive mit
Hilfe des Programms PROSCAN (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa
_prosite.html) untersucht. Die Sequenz zwischen Aminosdure 761 und 771 wies dabei eine 50 %ige
Ahnlichkeit zu dem katalytischen Bereichen von Glucoamylasen auf (Abb. 21; hervorgehoben und
kursiv). Dieses Motiv ist zwischen SGEI und ASGEI, sowie den Sequenzen aus Espe und Mais,
identisch. Glucoamylasen katalysieren den Abbau von Stérke oder anderer Oligo- oder Polysaccharide
vom nichtreduzierenden Ende her. Das Produkt des Abbaus ist D-Glucose. Glucoamylasen kommen in
Pilzen, Hefen und Bakterien vor (Sierks et al., 1990; Ohnishi et al., 1992). Durch PFSCAN
(http://www.isrec.isb-sib.ch/software/PFSCAN_form.html) konnte im N-terminalen Bereich aulerdem
eine signifikante Ahnlichkeit zu einem Kernlokalisierungssignal gezeigt werden (Abb. 21; AS 18-35;
rot gekennzeichnet). Ebenfalls durch PROSCAN zeigte sich eine signifikante Ahnlichkeit zu zwei
Leuzinzipper-Motiven zwischen den AS 528-549 und AS 570-591 (Abb. 21; orange dargestellt). Da
diese Sequenzmotive recht hiufig bei computergestiitzten Analysen von Proteinsequenzen auftreten,
konnten keine Riickschliisse auf die Relevanz im SGEI Protein gezogen werden. Die beschriebenen

Motive konnten auch in ASGEI lokalisiert werden.

Tab. 8 Sequenzvergleich zwischen SGEI, ASGEI und von ESTs abgeleiteten Proteinsequenzen mit
unbekannter Funktion.

Ahnlichkeiten der abgeleiteten Aminosiuresequenzen in Prozent. 1 bis 6: Abgeleitete Proteinsequenz
pflanzlicher ESTs. 1, Tomate (AW093761); 2, Tomate (AW928571); 3, Baumwolle (AW727818); 4, Mais
(AW566133); 5, Soja (AI988543); 6, Espe (Al164445)

SGEI ASGEI 1 2 3 4 5 6
790AS 715AS 178AS 181AS 256 AS 167 AS 164 AS 83AS
SGEI 100% 63% 98% 93% 57% 71% 71% 85%
ASGEI 63% 100% 74% 52% 58% 66% 69% 81%
1 98% 74% 100% 37% 43% 42% 66% 31%
2 93% 52% 37% 100% 47% 32% 41% 38%
3 57% 58% 43% 47% 100% 39% 42% 39%
4 71% 66% 42% 32% 39% 100% 62% 82%
5 71% 69% 66% 41% 42% 62% 100% 85%
6 85% 81% 31% 38% 39% 82% 85% 100%
Iv.2.2.3 Analyse der hydrolytischen Aktivitiit des rekombinanten SGEI Proteins

Aufgrund der nicht vorhandenen Homologie zu bekannten stdrkeabbauenden Proteinen
konnten keine Riickschliisse auf die Aktivitit von SGEI gezogen werden. Sie wurde deshalb im

Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht. Zu diesem Zweck wurden verschiedene sgel Konstrukte
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hergestellt und in E. coli zur Expression gebracht. Zum einen wurden sgel und dsd10 in pSK getestet,
zum anderen wurden sgel und dsdl0 in den Expressions-Vektor pET28a kloniert. Dadurch erhielten
die cDNAs zusitzlich am 5°-Ende im Leseraster einen Histidin-Tag (pHIS-SGE und pHIS-DSD10).
Zusitzlich zu diesen Klonen wurde ebenfalls das Arabidopsis Homolog asgel in E. coli zur Expression
gebracht. Die asgel cDNA wurde mittels PCR aus einer blattspezifischen Arabidopsis thaliana cDNA-
Bibliothek (Clontech) amplifiziert und in den Vektor pSK ligiert.

Der 16sliche Proteinextrakt aus E. coli DH5a Zellen, welche das DSD10 Protein exprimierten,
wurde elektrophoretisch in einem nativen Polyacrylamidgel mit Amylopektin als Substrat aufgetrennt
(Abb. 22). Nach Inkubation 1i.N. wurde das Gel mit Lugol“scher Losung angefirbt. Die hydrolytische
Aktivitdt des rekombinanten DSD10 Proteins ist durch die negative Firbung zu erkennen und mit
einem Pfeil markiert (oberer Pfeil). Als Positivkontrolle diente die 16sliche Proteinfraktion aus E. coli
DH5a Zellen, welche das CF-BETA Protein (Scheidig, 1997) exprimierten. Die hydrolytische
Aktivitdt des rekombinanten CF-BETA Proteins ist durch den unteren Pfeil markiert. Als
Negativkontrolle diente die I6sliche Proteinfraktion aus Zellen, welche mit dem leeren Vektor pSK

transformiert worden waren (mit Minus gekennzeichnet).

- = - DSD10 CF-BETA

Abb. 22 Nachweis der hydrolytischen Aktivitit des rekombinanten DSD10 Proteins mittels nativer
PAGE.

Das losliche Proteinextrakt aus DSD10 exprimierenden E. coli DH5a Zellen wurde elektrophoretisch in einem
nativen, Amylopektin enthaltenden, Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach Inkubation @i.N. wurde das Gel mit
Lugol’scher Losung angeférbt. Die hydrolytische Aktivitdt des rekombinanten DSD10 Proteins war durch die
negative Farbung zu erkennen und ist mit einem Pfeil markiert (oberer Pfeil). Als Positivkontrolle diente die
l16sliche Proteinfraktion aus CF-BETA exprimierenden E. coli DH5a Zellen. Die hydrolytische Aktivitit des
rekombinanten CF-BETA Proteins ist durch den unteren Pfeil markiert. Als Negativkontrolle diente die 16sliche
Proteinfraktion aus Zellen, welche mit dem leeren Vektor pSK transformiert worden waren (mit Minus
gekennzeichnet).

Zur ndheren Bestimmung der hydrolytischen Aktivitit wurde vorgegangen, wie unter IV.2.1.3
beschrieben. Es wurden die 16slichen Proteinextrakte induzierter E. coli DH5a. Zellen verwendet,
welche die Proteine SGEI, DSD10 oder ASGEI exprimierten. Auch hier diente die l6sliche

Proteinfraktion von induzierten E. coli DH50 Zellen, transformiert mit dem leeren Vektor pSK, als
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Negativkontrolle. Wie in Abb. 23 zu erkennen, hydrolysierten die Proteinextrakte von E. coli Zellen,
welche SGEI, DSD10 oder ASGEI exprimierten, das a-Amylase Substrat PNPG7, wohingegen das
Proteinextrakt der Negativkontrolle eine deutlich geringere o-Amylase-Aktivitit aufwies. Kein
Aktivitdtsunterschied konnte zwischen den verschiedenen Extrakten fiir das (3-Amylase Substrat
PNPGS und das a-Glucosidase Substrat p-Nitrophenyl-Glucosid beobachtet werden. Dieses Resultat
zeigte, dass SGEI, sowie die verkiirzte Variante DSD10 und das Arabidopsis Homolog ASGEI,

o-Amylase- Aktivitét besitzt.

0,25

0,2 -

0,1 4

Aktivitit [pmol / min]

. .
pSK SGE DSDI10 ASGEI

mbeta-amylase alpha-amylase [Jalpha-glucosidase ‘

Abb. 23 Messung der hydrolytischen Aktivitit von SGEI, DSD10 und ASGEI.

Hydrolytische Aktivitit der l6slichen Proteinfraktion aus E. coli DH5a Zellen, welche SGEI, DSD10 oder
ASGEI exprimierten. Als Kontrolle diente die 16sliche Proteinfraktion aus E. coli DH5o Zellen, welche den
leeren Vektor pSK enthielten.

Dass es sich bei der SGEI-Aktivitdt um o-Amylase-Aktivitidt handelte, konnte auch bei der
Analyse der Abbauprodukte nach Inkubation des Proteins mit 16slicher Stirke gezeigt werden. Hierzu
wurde die losliche Proteinfraktion aus HIS-DSD10 exprimierenden E. coli BL21 (DE3) Zellen
verwendet. Als Negativkontrolle diente die 16sliche Proteinfraktion von E. coli BL21 (DE3) Zellen,
welche den leeren Vektor pET28a enthielten. Als Positivkontrolle wurde die 16sliche Proteinfraktion
von HIS-CF-BETA exprimierenden E. coli BL21 (DE3) Zellen genutzt. Die Proteinfraktionen wurden
mit 16slicher Stdrke inkubiert, anschliefend erfolgte die Auftrennung der entstandenen Produkte
mittels Diinnschicht-Chromatographie. Wie in Abb. 24 zu erkennen, entstanden nach Inkubation von
Extrakten aus HIS-DSDI10 exprimierender E. coli Zellen mit 16slicher Stirke verschieden lange
Maltooligosaccharide. Diese Abbauprodukte sind charakteristisch fiir a-Amylase-Aktivitdt. Wahrend
die Positivkontrolle Maltose produzierte (f-Amylase-Aktivitdt), konnten keine Produkte des

hydrolytischen Abbaus fiir die Negativkontrolle nachgewiesen werden.
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<« G1
<« G2
<« G3
<« G4

<« G6
<« G7

Std 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 St

Abb. 24 Rekombinantes DSD10 Protein zeigte a.-Amylase-Aktivitiit.

Proteinextrakt aus HIS-DSD10 exprimierenden E. coli BL21 Zellen wurde mit 16slicher Kartoffelstiirke aus
Knollen inkubiert. Nach zwei, vier und acht Stunden wurden Aliquots entnommen und die durch die DSD10-
Aktivitdt entstandenen Produkte mittels Diinschichtchromotographie aufgetrennt (Spur 2, 5 und 8). Als
Positivkontrolle dienten Extrakte aus E. coli BL21 Zellen, welche das HIS-CF-BETA Protein exprimierten (Spur
3, 6 und 9). Als Negativkontrolle diente die 16sliche Proteinfraktion aus E. coli BL21 Zellen, transformiert mit
dem leeren Vektor pET28a (Spur 1, 4 und 7).

Std = Standard (Maltooligosaccharidmischung), G1 = Glucose, G2 = Maltose, G3 — G7 = Maltooligosaccharide

Die dargestellten Resultate sprachen dafiir, dass es sich bei SGEI um eine a-Amylase und
nicht um eine Glucoamylase, wie durch das in SGEI enthaltene Sequenzmotiv (AS 763 — 790)
angedeutet, handelte. Durch die Aktivitit von Glucoamylasen entsteht D-Glucose, welches kein
Abbauprodukt von 16slicher Stirke durch SGEI exprimierende E. coli BL21 (DE3) Zellen ist (siehe
Abb. 24). Um zu untersuchen, ob das Glucoamylasemotiv an der katalytischen Aktivitdt von SGEI
beteiligt war, wurde mittels PCR ein Konstrukt hergestellt, welchem die Sequenzinformation fiir
dieses Motiv fehlte. Das Protein wurde als SGEI-GAS bezeichnet und umfasste die AS 1 bis 760.
SGEI-GAS wurde in E. coli DH5a Zellen exprimiert und entsprechende Proteinextrakte zur
Bestimmung der oa-Amylase-, P-Amylase- und o-Glucosidase-Aktivitit verwendet. Als
Negativkontrolle dienten wiederum Extrakte aus E. coli DH5a Zellen, welche den leeren Vektor pSK
enthielten. Wie in Abb. 25 zu erkennen, fiihrte die Deletion des Glucoamylasemotivs zum Verlust der

o-Amylase- Aktivitit.
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Aktivitiit [umol / min]

pSK SGE SGELFGAS

mbeta-amylase alpha-amylase [Qalpha-glucosidase

Abb. 25 Bestimmung der rekombinanten SGEI Enzymaktivitiiten in E. coli DHSo Zellen.

Hydrolytische Aktivitit von Proteinextrakten aus E. coli DH5a Zellen, welche das SGEI Protein oder das
SGEI-GAS Protein exprimierten. Als Negativkontrolle diente die 16sliche Proteinfraktion aus E. coli DH5a
Zellen, welche den leeren Vektor pSK enthielten.

1v.2.24 Untersuchungen zur subzelluliren Lokalisation von SGEI

Das rekombinante SGEI Protein zeigte a-Amylase-Aktivitit. Sollte SGEI in vivo am Abbau
der Stirke beteiligt sein, wire eine plastiddre Lokalisation vorauszusetzen. Aus diesem Grund folgten
Untersuchungen zur Lokalisation des Proteins in der Zelle. Die ersten 150 Aminosduren von SGEI
wurden mit Hilfe des chloroplast-transit-prediction Programms ChloroP v1.1 auf das Vorhandensein
eines Transitpeptids untersucht (siehe IV.2.1.5). Die Voraussage fiir SGEI in Bezug auf das
Vorhandensein eines plastiddren Transitpeptids war negativ. Der errechnete Wert fiir SGEI lag mit
0.45 unter dem erforderlichen Schwellenwert von 0.5. Die aminoterminalen 100 AS des SGEI
Proteins zeigen jedoch typische Charakteristika eines Transitpeptids. Diese haben einen hohen Gehalt
an Serin (11% in SGEI) und Threonin (6% in SGEI), eine positive Nettoladung (pI von 9.7 fiir SGEI)
und oft folgt auf das Startmethionin ein Alanin (von Heijne et al., 1989; Gavel und von Heijne et al.,

1990).

Trotz der negativen Voraussage durch ChloroP v1.1 wurden, wie fiir PCT-BMYI beschrieben,
in vitro Importexperimente durchgefiihrt, um die plastiddre Lokalisation von SGEI nachzuweisen. Da
sich das gesamte SGEI Protein, wahrscheinlich wegen seiner Grofe, nicht in vitro transkribieren und
translatieren lies, und somit fiir Importexperimente nicht zur Verfiigung stand, wurde ein anderer Weg
gewihlt. Hierzu wurde ein Konstrukt hergestellt, das fiir ein chiméres Protein kodierte, welches aus
den ersten 100 N-terminalen Aminosauren von SGEI und dem GFP-Protein (Davis und Vistera, 1996)

bestand.
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Die in vitro Transkription und Translation diese chimiren Gens fiihrte zu einem *>S markierten
Protein von ca. 40 kDa (Abb. 26, Spur 1). Nach der Inkubation des *°S markierten Fusionsproteins mit
isolierten, intakten Chloroplasten aus Erbsen, unter Anwesenheit von ATP und den geeigneten
Importbedingungen, zeigte sich, dass das chiméire Protein wahrscheinlich importiert wurde (Abb. 26,
Spur 2). Im Gegensatz zum Import des PCT-BMYI Préproteins in Chloroplasten (siehe 1V.2.1.5),
konnte fiir das chimire Protein keine Prozessierung gezeigt werden, da zwischen dem
Translationsprodukt und der importierten Form kein Grofenunterschied beobachtet werden konnte.
Dies liegt moglicherweise an der Struktur des chiméren Proteins, bestehend aus SGEI und GFP. Da
nach der Zugabe der Protease Thermolysin das *°S markierte Protein weiterhin zu detektieren war,
konnte davon ausgegangen werden, dass das Protein durch die Chloroplastenmembran vor dem
protolytischen Abbau geschiitzt wurde (Abb. 26, Spur 3). Die relativ geringe Menge an importiertem
chimédren Protein deutete auf eine niedrige Effizienz der Importreaktion hin, was ebenfalls mit der
artifiziellen Natur des chimidren Proteins im Zusammenhang stehen kann. Nach Zugabe eines
Detergenz, welches die Chloroplastenmembran zerstorte und somit das importierte Protein fiir die

Protease zuginglich machte, wurde das gesamte importierte Protein abgebaut (Abb. 26, Spur 4).

46 kDa —»

Translationsprodukt ——» .'—

Abb. 26 In vitro Import des chimiren SGEI/GFP-Proteins in isolierte Erbsenchloroplasten.

Isolierte Chloroplasten aus Erbsenblitter wurden mit dem *°S-markiertem chimiren Protein, bestehend aus den
ersten 100 N-terminalen AS des SGEI-Proteins und dem GFP-Protein, inkubiert. Spur 1 zeigt das in vitro
translatierte chimére Protein, welches fiir das Importexperiment verwendet wurde. Spur 2 zeigt das in die
Chloroplasten importierte Protein. Spur 3 zeigt das in die Chloroplasten importierte Protein nach der Behandlung
der Chloroplasten mit Thermolysin. Spur 4 zeigt Chloroplasten, welche nach dem Import mit Thermolysin und
Triton X-100 behandelt wurden.
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Iv.2.2.5 Untersuchungen zur sgel Transkriptmenge in verschiedenen Geweben der

Kartoffel

Um Hinweise zu erlangen, in welchen Geweben und unter welchen Bedingungen das sgel
Transkript nachzuweisen war, wurden verschiedene Northern-Blot Experimente durchgefiihrt. Die
Hybridisierung der Membranen erfolgte hierbei mit **P markierter dsd/0 »antisense« RNA, zur
Detektion des sgel »sense« Transkriptes. Dies war nétig, da es mittels der konventionellen »random
prime« Methode nicht méglich war, das sgel Transkript zu detektieren. Durch Verwendung von *’P
markierter RNA, sowie der anschlieBenden Behandlung der Membranen mit RNase A, lief sich die
Sensitivitit deutlich steigern. Dass das sgel Transkript nicht durch konventionelle Hybridisierung mit
zufillig P markierter sgel cDNA nachzuweisen war und dass die sgel cDNA in der hergestellten
Blattbiliothek nur gering reprisentiert war (siehe 1V.2.2.1), deutete auf eine niedrige Expressionsrate

des sgel Gens hin.

Nach Hybridisierung der Membran mit **P markierter dsd10 »antisense« RNA konnten drei
Transkripte unterschiedlicher Grofle detektiert werden. Ein Transkript mit der Grée von ca. 1.6 kb
konnte in allen untersuchten Geweben nachgewiesen werden, wobei die Transkriptmenge in
Blattgewebe deutlich hoher war, als in Bliiten (Abb. 27). Zwischen den verschiedenen Blattproben
konnte kein deutlicher Unterschied in Bezug auf die Transkriptmenge des 1.6 kb groB3en Transkripts
festgestellt werden. Zwei zusitzliche Transkripte mit einer Grofle von ca. 3.1 kb und ca. 3.5 kb lielen
sich in »source« Blatter nach sechs Stunden Belichtung, »source« Blattern welche fiir 24 h bei 4°C
gehalten wurden und »sink« Blétter am Ende der Lichtperiode nachweisen. Diese beiden Transkripte
waren in »source« Blitter nach sechs Stunden Belichtung nur sehr schwach zu detektieren,
wohingegen fiir »source« Blatter welche fiir 24 h bei 4°C gehalten wurden, das 3.1 kb grofe
Transkript deutlich stirker vertreten war als das 3.5 kb groBe. Eine unspezifische Bindung der *’P
markierter dsd/0 »antisense« RNA war unwahrscheinlich, da die Membran nach der Hybridisierung

mit RNaseA behandelt wurde.

3.5kb —»
3.1kb —» e

oo |-

Abb. 27 (Beschreibung nichste Seite)
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Abb. 27 (vorherige Seite) Northern-Blot Analyse der sgel Transkriptmenge in Blittern und Bliiten der
Kartoffel.

Je Spur wurden 40 pg Gesamt-RNA aufgetrennt. Zur Hybridisierung wurde die P** markierte dsd0 »antisense«
RNA verwendet.

1. »Source« Blitter nach sechs Stunden Belichtung.

2. »Source« Blétter am Ende der Lichtperiode.

3. »Source« Blitter, welche fiir 24 h bei 4°C gehalten wurden.

4. »Sink« Blatter am Ende der Lichtperiode.

5. Bliiten

In einem zweiten Northern-Blot Experiment wurde Gesamt-RNA aus frisch geernteten
Knollen, Knollen, welche fiir zwolf Tage bei 4°C gelagert wurden und RNA aus Tomatenkeimlingen
mit *°P markierter dsdl10 »antisense« RNA hybridisiert (Abb. 28). RNA aus Tomatenkeimlingen
wurde deshalb verwendet, da beide Arten eng miteinander verwandt sind und die RNA aus
Tomatenkeimlingen leichter zu erhalten war, als RNA aus Kartoffelkeimlingen. In
Tomatenkeimlingen konnten die ca. 1.6 kb und 3.5 kb grofen Transkripte nachgewiesen werden,
wohingegen sich in kaltgelagerten Knollen nur das 1.6 kb grofe Transkript sehr schwach detektieren

lieB. In frisch geernteten Knollen konnte kein sgel Transkript nachgewiesen werden.

35kb —»

lLokb —> =

Abb. 28 Northern-Blot Analyse der sgel Transkriptmenge in Tomaten-Keimlingen und Kartoffelknollen.
Je Spur wurden 40 pg Gesamt-RNA aufgetrennt. Zur Hybridisierung wurde die P** markierte dsd0 »antisense«
RNA verwendet.

1. Fiinf Tage alte Tomatenkeimlinge.

2. Frisch geerntete Knollen.

3. Zwolf Tage bei 4°C gelagerte Knollen.

1V.2.2.6 Funktionelle Analyse von SGEI aus Kartoffel mit Hilfe transgener Pflanzen

Die bereits erhaltenen Daten zur o-Amylase-Aktivitdt und der moglichen Lokalisation des
SGEI Proteins in Chloroplasten deuteten auf eine Beteiligung von SGEI am Abbau der transitorischen
Blattstdrke hin. Um die physiologische Funktion von SGEI in vivo zu untersuchen, wurden transgene
Kartoffelpflanzen, welche in ihrer endogenen SGEI-Aktivitit reduziert werden sollten, mit Hilfe der

»antisense«-Technik hergestellt. Die »antisense«-Inhibierung des sgel Gens erfolgte unter der
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Kontrolle des Blumenkohl-Mosaik-Virus-Promotors (CaMV 35S-Promotor, Franck et al., 1980),

welcher die konstitutive Expression der nachfolgenden Nukleinsiduresequenz in der Pflanze bewirkte.

1v.2.2.6.1 Erzeugung und Selektion von transgenen a-sgel Pflanzen

Zur Herstellung des »antisense«-Konstruktes wurde ein Fragment verwendet, welches die
Basenpaare 1694 bis 2816 (dsdl0 Sequenz) des sgel Gens umfasste. Diese Sequenz wurde als
BamH1/Xhol Fragment aus dem Vektor pSK isoliert, anschlieBend erfolgte das Auffiillen der
5¢-Uberhiinge mit Hilfe der T4-DNA Polymerase. Darauf folgte die Klonierung des Fragments (in
reverser Orientierung in Bezug auf den Promotor) in die Smal-Schnittstelle des bindren Vektors
pBinAR (Hoéfgen und Willmitzer, 1990); (Abb. 29). Die reverse Orientierung des sgel Fragments,
wurde durch Restriktionsanalyse verifiziert. Das erhaltene Konstrukt o-sgel wurde iiber

Agrobakterium-vermittelte Transformation stabil in das Genom von Kartoffelpflanzen integriert.

—— CaMV35S < oCS ——

sgel

Abb. 29 Darstellung des 35S sgel »antisense« Konstruktes a-sgel.

Der Weg der Klonierung ist im Text beschrieben. Der Pfeil gibt die reverse Orientierung des 1,1 kb groen sgel
cDNA-Fragments in Bezug auf den Promotor an. OCS bezeichnet die Terminationssequenz des Agrobacterium
tumefaciens Octopinsynthasegens (Gielen et al., 1984).

Sollte, wie vermutet, das SGEI Protein am Abbau der transitorischen Stirke in Blattern
beteiligt sein, so konnten transgene Pflanzen, welche in ihrer SGEI Expression inhibiert sind, einen
Hochstédrke-Phinotyp zeigen. Um dies zu untersuchen, wurden Blitter von 70 a-sgel
Primirtransformanten, wie fiir die a-pct-bmyl Pflanzen beschrieben, am Ende der Lichtperiode mit
Aluminiumfolie abgedunkelt und zu verschiedenen Zeitpunkten mit Ethanol entfirbt. Der
anschlieBende Nachweis der Stidrke erfolgte mit Lugol’scher Lésung. Mit dieser Methode lielen sich
drei Linien identifizieren (#51, #56 und #58), welche im Vergleich zu untransformierten
Kontrollpflanzen nachweisbar Stirke in ihren Blittern enthielten. Abb. 30 zeigt mit Jod gefirbte
»source« Bladtter 12 Wochen alter Pflanzen der Linien #51, #56 und #58, sowie von untransformierten

Kontrollpflanzen und der Linie #46 als weiterer Kontrolle, nach einer 64-stiindigen Dunkelperiode.
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Abb. 30 Die Inhibierung des sgel Gens fiihrte zu einem Hochstéirke-Phinotyp in »source« Bléittern.
»Source« Blitter zwolf Wochen alter Pflanzen der SGEI »antisense« Linien #46, #51, #56 und #58, sowie der
untransformierte Kontrolle, wurden am Ende der Lichtperiode fiir 64 h verdunkelt. Anschlieend wurden die
Blitter mit Ethanol entfirbt, der Nachweis der Stérke erfolgte mit Lugol“scher Losung.

Mittels verschiedener Northern-Blot Verfahren, wie z.B. PolyA®™ RNA Northern oder
Hybridisierung der Membranen mit radioaktiv markierter sgel »antisense« RNA, war es nicht
moglich, eine eindeutige Reduktion des sgel Transkriptes in den selektierten Linien, im Vergleich zu
untransformierten Kontrollpflanzen, zu zeigen. Dies konnte mit der geringen Transkriptmenge von
sgel im Wildtyp im Zusammenhang stehen. Um zu untersuchen, ob die selektierten Linien in ihrer
sgel Transkriptmenge gegeniiber der untransformierten Kontrolle und der Linie #46 reduziert waren,

wurden semiquantitative RT-PCR Experimente durchgefiihrt.

Die semiquantitative RT-PCR Methode wurde mittels des ProSTAR™ HF Single-Tube RT-
PCR Systems (High Fidelity, Stratgene, La Jolla, USA) durchgefiihrt. Gesamt RNA aus Blittern acht
Wochen alter Pflanzen, geerntet zu Beginn der Dunkelperiode, wurde mit DNasel verdaut, um
auszuschliefen, dass die Anwesenheit genomischer DNA zu einer unspezifischen Amplifikation
fiihrte. Die RT-PCR Reaktion wurde einmal ohne Reverse-Transkriptase durchgefiihrt, um
sicherzustellen, dass keine genomische DNA in den RNA Préparationen vorhanden war (nicht
gezeigt). Pro Reaktion wurden 100 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Die Oligonukleotidprimer fiir sgel
lagen auferhalb des zur Herstellung transgener Pflanzen verwendeten sgel Fragments, um die
Amplifikation der »antisense« RNA auszuschlieBen. Zur Kontrolle wurde die RT-PCR auch mit
Oligonukleotidprimern, die spezifisch fiir S-tubulin waren, durchgefiihrt (Taylor et al., 1998). Wie in
Abb. 31 zu erkennen, fiihrte die RT-PCR zu den erwarteten Produkten von 1.1 kb fiir sge/ und 0.7 kb
fiir B-tubulin. Die Menge an sgel PCR-Produkt nach 50 Zyklen war in den Linien #51 und #58
deutlich geringer als in der untransformierten Kontrolle und der Linie #46, wohingegen kein
Unterschied in der Menge an S-tubulin PCR-Produkt nach 40 Zyklen zwischen den einzelnen Linien
zu beobachten war. Das f-tubulin PCR-Produkt konnte auch nach 30 Zyklen detektiert werden, wobei

ebenfalls kein Unterschied zwischen den Linien nachweisbar war (nicht gezeigt).
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Abb. 31 RT-PCR Analyse der selektierten a-sgel Linien.

RT-PCR wurde mit Hilfe des ProSTAR™ HF Single-Tube RT-PCR Systems (High Fidelity, Stratgene, La Jolla,
USA) durchgefiihrt. Pro Reaktion wurden 100 ng DNasel behandelte Gesamt-RNA aus »source« Blittern der
entsprechenden Linien eingesetzt. A zeigt die Mengen an entstandenem spezifischem sgel/ PCR-Produkt der
jeweiligen Linien nach 50 PCR-Zyklen. Das PCR-Produkt hatte eine Grofle von 1.1 kb. B zeigt die Mengen an
entstandenem spezifischem f-tfubulin PCR-Produkt der jeweiligen Linien nach 40 PCR-Zyklen. Das PCR-
Produkt hatte eine Gré8e von 0.7 kb.

Die durchgefiihrte semiquantitative RT-PCR deutete darauf hin, dass die antisense Inhibierung

von sgel in den Linien #51 und #58 zu einer deutlichen Reduktion in der sgel Transkriptmenge fiihrte.

1V.2.2.6.2 Untersuchung von Enzymaktivititen in transgenen a-sgel Pflanzen

Wie unter 1V.2.2.3 beschrieben, zeigte das SGEI Protein o-Amylase-Aktivitit. Es sollte nun
untersucht werden, ob eine Reduktion in der Menge an sgel Transkript zu einer Anderung der

a-Amylase oder anderer stirkeabbauender Aktivititen fiihrte.

Wie fiir die a-pct-bmyl Linien beschrieben, wurde die p-Amylase-, o-Amylase-,
a-Glucosidase-, Stiarkephosphorylase- und D-Enzym-Aktivitdt in »source« Blittern zu Beginn der
Dunkelperiode bestimmt. Die Pflanzen waren zum Zeitpunkt der Probennahme ca. 6 Wochen alt. Wie
in Tab. 9 A angegeben, konnte fiir die Linie #58 eine signifikante Reduktion der a-Amylase-Aktivitat
beobachtet werden. Nicht signifikant, aber ebenfalls in dieser Aktivitét reduziert, waren die Linien #51
und #56. Bei den Messungen zur 3-Amylase-Aktivitit zeigte sich fiir die Linien #51 und #58 ebenfalls
eine signifikante Reduktion. Besonders dramatisch war die Reduktion der -Amylase-Aktivitdt in
»wsource« Bléttern der Linie #58, die nur noch drei Prozent der Aktivitit von untransformierten
Kontrollpflanzen aufwies. Eine nicht signifikante Reduktion war fiir die Linie #56 zu beobachten. Wie
schon fir andere in dieser Arbeit beschriebenen Pflanzen, konnte auch hier keine a-Glucosidase-
Aktivitdt in »source« Bléttern detektiert werde. Fiir die Stirkephosphorylase-Aktivitét zeigte sich ein
uneinheitliches Bild (Tab. 9 B). Die Aktivitdt in der Linie #51 war signifikant erhoht, wohingegen die
Aktivitdt in der Linie #56 signifikant erniedrigt war. Die Aktivitdten in den Linien #46 und #58

unterschieden sich nicht signifikant von den untransformierten Kontrollen. Die D-Enzym-Aktivitét
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war in allen untersuchten Linien gegeniiber der untransformierten Kontrolle erhdht, in den Linien #51,

#56 und #58 signifikant.

Tab. 9 Enzymaktivititen in selektierten a-sgel Linien.

A. Messung der B-Amylase-, a-Amylase- und a-Glucosidase-Aktivitdt in »source« Blittern sechs Wochen alter
Pflanzen aus dem Gewichshaus. Die Bestimmung der (-Amylase-Aktivitdt erfolgte mit PNPGS5, der
a-Amylase-Aktivitdt mit PNPG7 und der a-Glucosidase-Aktivitit mit p-Nitrophenyl-Glucosid.

B. Messung der Stirkephosphorylase- und D-Enzym-Aktivitit in »source« Bléittern sechs Wochen alter Pflanzen
aus dem Gewichshaus. Pro Linie wurden drei Bestimmungen durchgefiihrt. * bezeichnet signifikante
Unterschiede der transgenen Linien (#46, #51, #56 und #58) von der untransformierten Kontrolle (Students
t-test).

A.
B-Amylase % a-Amylase % a-Glucosidase
[mU min"' gFG™'] [mU min"' gFG™'] [mU min"' gFG™']
WT 4473+ 179 100 66.4+2.8 100 n.d.
#46 4653 +21.7 104 87.7+13.2 132 n.d.
#51 319.7 + 26.3* 71* 59.3+19.7 89 n.d.
#56 398.5+ 14.1 89 54.7+10.8 82 n.d.
#58 16.75 + 4.6* 3* 342 £5.2% 51* n.d.
B.
Stiirke- % D-Enzym %
phosphorylase
[nmol min™ gFG™] [nmol min™ gFG™]
WT 399+ 69 100 160+ 21 100
#46 346 + 34 86 262+ 72 163
#51 1115+37* 279% 611+ 121% 381*
#56 173 £ 16%* 43* 327 + 54*% 204*
#58 459+ 16 115 347 £ 50* 216*

Aufgrund der beobachteten Reduktion der P-Amylase-Aktivitdt in »source« Blittern der
a-sgel Linien #51, #56 und #58 sollte untersucht werden, ob in diesen Linien ebenfalls eine Reduktion
der cf-beta und pct-bmyl Transkriptmenge nachgewiesen werden konnte. Hierzu wurden Northern-
Blot Experimente mit Gesamt-RNA aus »source« Blattern von Pflanzen, welche fiir einen Tag bei 4°C
gehalten wurden, durchgefiihrt. In Abb. 32 sind die entsprechenden Ergebnisse dargestellt. Eine
deutliche Reduktion der cf-beta Transkriptmenge konnte nur fiir die Linie #58 nachgewiesen werden
(Abb. 32 A). Im Gegensatz dazu konnte eine deutliche Reduktion fiir das pct-bmyl Transkript in den

Linien #51 und #58 gezeigt werden, die Linie #56 zeigte hingegen nur eine leicht Reduktion der
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pct-bmyl Transkriptmenge. Die beobachtete Reduktion der $-Amylase-Aktivitit in »source« Blattern
der o-sgel Linien war somit wahrscheinlich auf die Reduktion der cf-beta und pct-bmyl

Transkriptmengen zuriickzufiihren.

WT  #46 #51  #56  #58

SCT B
B A od

Abb. 32 Northern-Blot Analyse der a-sgel Pflanzen zur Expression von pct-bmyl und cf-beta.

Je Spur wurden 20 pg Gesamt-RNA aus »source« Blittern, welche fiir 24h bei 4°C gehalten wurden,
aufgetrennt.

A.) Zur Hybridisierung wurde die random P** markierte pct-bmyl cDNA verwendet.

B.) Zur Hybridisierung wurde die random P** markierte cf-befa cDNA verwendet.

1V.2.2.6.3 Die Reduktion von SGEI in Kartoffeln fiihrt zu einem Hochstéirke-Phéinotyp und

zu einem Anstieg der Trockenmasse in den Blittern

Wie fiir die a-pct-bmyl Linien beschrieben, sollte auch bei den a-sgel Linien der beobachtete
Hochstédrke-Phinotyp weitergehend charakterisiert werden. Hierfiir wurde der Stidrkegehalt in
»source« Blittern 6 und 11 Wochen alter Pflanzen am Ende der Licht- bzw. der Dunkelperiode
gemessen. Zusitzlich zu den selektierten o-sgel Linien wurde der Stdrkegehalt in »source« Blittern

der Linie #11 der R1 »antisense« Pflanzen (Lorberth et al., 1998) bestimmt.

Wie in Abb. 33 A und B zu erkennen ist, lag der Stirkegehalt in »source« Blittern von 6 und
11 Wochen alten Pflanzen der selektierten a-sgel Linien am Ende der Licht- und Dunkelperiode
signifikant tiber dem Stirkegehalt von Blittern der untransformierten Kontrollpflanzen, sowie der
Linie #46, die keinen Hochstirke-Phinotypen ausprigte. Eine signifikante ErhShung des
Starkegehaltes der Linie R1#11 im Vergleich zu untransformierten Kontrollpflanzen war jeweils nur
am Ende der Dunkelperiode zu beobachten. Wie in Tab. 10 und 11 zu erkennen, lag der Stdrkegehalt
der a-sgel Linien am Ende der Dunkelperiode in 6 Wochen alten Pflanzen zwischen 79 % und 841 %,
und in 11 Wochen alten Pflanzen zwischen 517 % und 2352 % iiber dem Stirkegehalt der
untransformierten Kontrollpflanzen. Der Stirkegehalt der Linie R1#11 war um 53 % bzw. 424 %

gegentiber den untransformierten Kontrollpflanzen erhoht.
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Einen signifikanten Unterschied in der Menge an Stirke, welche iiber die Dunkelperiode
mobilisiert wurde, konnte fiir die Linie #58 in 6 und 11 Wochen alten Pflanzen gezeigt werden. Fiir
die Linie #51 war dies nur fiir 11 Wochen alte Pflanzen md&glich. Wie fiir Pflanzen der Linie R1 #11
beschrieben (Lorberth et al., 1998), konnte fiir diesen Parameter kein signifikanter Unterschied zu

untransformierten Kontrollpflanzen beobachtet werden (Abb. 33 C und D).

Die untransformierten Kontrollpflanzen und die Linie #46 mobilisierten wéhrend der
Dunkelperiode mehr als 80 % der wahrend der Lichtperiode aufgebauten Stdrke (Abb. 33 E und F).
Fiir 6 Wochen alte Pflanzen zeigte sich, dass Pflanzen der Linien #56, #58 und der Linie R1#11
signifikant weniger Stdrke von der Gesamtmenge an Stérke abbauten (Abb. 33 E). Fiir 11 Wochen alte

Pflanzen konnte dies auch zusétzlich fiir die Linie #51 nachgewiesen werden (Abb. 33 F).
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Abb. 33 Messung des Stirkegehaltes in »source« Blittern der selektierten c-sgel Linien.

Messung des Stiarkegehaltes in »source« Blittern von sechs (A, C und E) und elf (B, D und F) Wochen alten
Pflanzen. A und B zeigt den Stirkegehalt am Ende der Lichtperiode (offene Balken) und am Ende der
Dunkelperiode (schwarze Balken). C und D zeigt die absolute Stirkemenge, die iiber die Dunkelperiode
mobilisiert wurde, wihrend E und F die relative Menge an Stirke darstellt, welche tliber die Dunkelperiode
mobilisiert wurde. Pro Linie wurden mindestens 10 Bestimmungen durchgefiihrt. * bezeichnet signifikante
Unterschiede der transgenen Linien von der untransformierten Kontrolle (Students t-test). #46, #51, #56 und #58
sind a-sgel Linien, #11 ist eine R1 »antisense« Linie.

Vergleicht man den Stirkegehalt in »source« Bldttern am Ende der Lichtperiode zwischen 6
und 11 Wochen alten Pflanzen, so zeigte sich, dass die untransformierten Kontrollpflanzen 1.4 mal,

die Linie #51 2.1 mal, die Linie #56 2.5 mal und die Linie #58 4.0 mal mehr Stirke in den Bléttern 11
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Wochen alter Pflanzen enthielten (Tab. 10 und 11). Der Faktor fiir die Linie R1 #11 lag bei 2.3 und
der fiir die Linie #46 bei 1.2, vergleichbar mit dem der untransformierten Kontrollpflanzen. Deutlicher
wird diese entwicklungsabhingige Akkumulation der Stdrke durch Abb. 34. In diesem Experiment
wurden die Stidrkegehalte in »source« Blittern am Ende der Dunkelperiode in 5, 6, 8, 9 und 11
Wochen alten Pflanzen bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass es auch in »source« Bléttern der
a-sgel Linien, wie fiir die a-pct-bmyl Linien und die sex4 Mutante (Zeeman et al., 1998b)

beschrieben, zu einer Akkumulation der Starke kommt.

Der erhohte Stdrkegehalt in »source« Blittern der Linien #51, #56 und #58 gegeniiber den
untransformierten Kontrollpflanzen und der Linie #46 lieB sich auch unter verschiedenen
Kulturbedingungen zeigen (Tab. 12). Am Ende der Lichtperiode war der Stidrkegehalt in »source«
Blittern der Linien #51, #56 und #58 von 12 Wochen alten Pflanzen, welche unter
Hochlichtbedingungen angezogen wurden, zwischen 384 % und 2481 % gegeniiber dem Stédrkegehalt
der untransformierten Kontrolle angestiegen. Dies lieB sich auch fiir 12 Wochen alte Pflanzen zeigen,
welche im Foliengewichhaus kultiviert wurden. Hier lagen die Werte zwischen 91 % und 1062 %

tiber denen der untransformierten Kontrollpflanzen.
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Abb. 34 Messung des Stirkegehaltes in »source« Blittern unterschiedlich alter a-sgel Linien und der R1
»antisense« Linie #11.

Messung des Stiarkegehaltes in »source« Blittern von fiinf, sechs, acht, neun und elf Wochen alten Pflanzen am
Ende der Dunkelperiode. Pro Linie wurden mindestens 10 Bestimmungen durchgefiihrt.
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Tab. 10 Der Stirkegehalt in »source« Blittern 6 Wochen alter a-sgel Linien am Ende der Licht- (A) und
Dunkelperiode (B).

Stirkemenge in Prozent gegeniiber der Kontrolle. Die Stirkemengen in »source« Blittern der Kontrolle ist
gleich 100 %. Pro Linie wurden mindestens 8 Bestimmungen durchgefiihrt. * bezeichnet signifikante
Unterschiede der transgenen Linien (#46, #51, #56, #58 und R1 #11) von der untransformierten Kontrolle
(Students t-test).

A. Stirke Stiarke in % B. Stirke Stiarke in %

[mmol Hexose/m’] [mmol Hexose/m’]

Kontrolle 4.6 £0.87 100 0.58 £0.05 100
#46 4.2+0.31 93£15 0.65+0.02 106 + 21
#51 6.6 + 0.34* 13115 0.98 +£0.05* 179 £ 21%*
#56 6.5 + 0.49* 125+ 14 2.12+0.3*% 387 + 29*
#58 648 +£0.51* 126 +17 5.1+0.75% 941 + 68*

R1 #11 4.6+0.15 95+ 15 0.86 + 0.05* 153+ 19%*

Tab. 11 Der Stirkegehalt in »source« Blittern 11 Wochen alter a-sgel Linien am Ende der Licht- (A) und
Dunkelperiode (B).

Starkemenge in Prozent gegentiber der Kontrolle. Die Stirkemenge in »source« Blittern der Kontrolle ist gleich
100 %. Unter Akkumulation ist der Unterschied in der Stirkemenge von »source« Blittern 6 und 11 Wochen
alter Kartoffelpflanzen am Ende der Lichtperiode zu verstehen. Pro Linie wurden mindestens 8§ Bestimmungen
durchgefiihrt. * bezeichnet signifikante Unterschiede der transgenen Linien (#46, #51, #56, #58 und R1 #11) von
der untransformierten Kontrolle (Students t-test).

A. Stirke Stirke in B. Stirke Stirke in Akkumulation

[mmol Hexose/m®] % [mmol Hexose/m®] % (6 — 11 Wochen)
Kontrolle 6.5+0.6 100 1.05 +£0.07 100 1.4+0.12
#46 55+04 111+16 0.83 +£0.04 82+6 1.24+0.05
#51 10.7+£0.9* 198 £29 10.21 £2.25* 1101 +211* 2.1+0.26
#56 11.9+1.2% 222 + 33 6.44 £2.93% 617 £279* 2.5+0.27
#58 25.0£2.8*% 507+ 70 24,72 £ 4.3% 2452 £421* 4+0.56
R1 #11 8.1£0.8 171 £25 4.87 £0.62% 524 + 116* 2.3+0.25
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Tab. 12 Stirkegehalt in »source« Blittern unterschiedlich kultivierter a-sgel Linien.

(A) Stirkegehalt in »source« Blittern 11 Wochen alter Kartoffelpflanzen am Ende der Dunkelperiode, welche
im Gewichshaus kultiviert wurden. (B) Stirkegehalt in »source« Blittern 12 Wochen alter Kartoffelpflanzen am
Ende der Dunkelperiode, welche im Hochlichtphytotron kultiviert wurden. (C) Stirkegehalt in »source« Blittern
12 Wochen alter Kartoffelpflanzen am Ende der Dunkelperiode, welche im Foliengewéchshaus kultiviert
wurden. Stirkemenge in Prozent gegeniiber der Kontrolle. Die Stirkemenge in »source« Blittern der Kontrolle
ist gleich 100 %. Pro Linie wurden mindestens 8 Bestimmungen durchgefiihrt. * bezeichnet signifikante
Unterschiede der transgenen Linien (#46, #51, #56, #58 und R1 #11) von der untransformierten Kontrolle
(Students t-test).

A. Stirke Stiarke in B. Stirke Stiarke in C. Stirke Stiarke in

[mmol % [mmol % [mmol %
Hexose / m’] Hexose / m’] Hexose / m’]

Kontrolle 1.05+0.07 100 6.8+1.2 100 21.1+£1.0 100
#46 0.83 £0.04 82+6 8.1£0.8 120 + 38 26.1+2.1 125+ 11
#51 10.21 £2.25*% 1101 +£211 223+2.1* 484 £ 115 57.5+7.7*% 279 + 45
#56 6.44 £293* 617+279 26.6+5.5*% 550 £ 158 394 £5.1% 191 +29

#58 2472 £432*% 2452+421 135.7+16.6* 2581+538 239.7+£9.4* 1162+46
R1 #11 4.87+0.62% 542+ 116 -- -- - -

Weiterhin wurde untersucht, ob der Hochstirke-Phinotyp zu einer Verdnderung der
Konzentrationen von 16slichen Kohlenhydraten in Blittern fiihrte. Die Bestimmung der Mengen von
Glucose, Fructose und Saccharose erfolgte am Ende der Licht- und der Dunkelperiode in zehn
Wochen alten Pflanzen. Wie in Abb. 35 dargestellt, wies die Linie #51 eine signifikante Erhéhung in
der Menge aller drei gemessenen Zucker, zu jeweils beiden Messzeitpunkten, gegeniiber der
untransformierten Kontrolle auf. Die Linie #58 zeigte hingegen nur eine signifikante Erhdhung in der

Menge an Saccharose.
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Abb. 35 Messung des Glucose, Fructose und Saccharose Gehaltes in »source« Bliittern zehn Wochen alter
a-sgel Linien.

A zeigt den Gehalt an Glucose, B den Gehalt an Fructose und C den Gehalt an Saccharose am Ende der
Lichtperiode (offene Balken) und am Ende der Dunkelperiode (schwarze Balken). Pro Linie wurden mindestens
10 Bestimmungen durchgefiihrt. * bezeichnet signifikante Unterschiede der transgenen Linien (#46, #51, #56,
#58) von der untransformierten Kontrolle (Students t-test).
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Wie schon fiir die a-pct-bmyl Linien zu beobachten, fiihrte auch in den selektierten a-sgel
Linien der erhdhte Stirkegehalt der Linien #51, #56 und #58 zu einem signifikanten Anstieg der
Trockenmasse in Bléttern (Abb. 36). Besonders deutlich war der Anstieg des Trockengewichtes in der
Linie #58. Das Trockengewicht der Linie #58 betrug hier ca. 190 %, das der Linien #51 und #56
ca. 133 % im Vergleich zu den Kontrollpflanzen. In Bezug auf die Entwicklung und das Wachstum
der Pflanzen zeigte nur die Linie #51 einen Unterschied zu den untransformierten Kontrollpflanzen.
Die Pflanzen dieser Linie waren wesentlich kleiner als die Kontrollpflanzen. Zusétzlich starben die
Blitter dieser Linie frither ab. Da dies nur fiir die Linie #51 zu beobachten war, scheint kein
ursdchlicher Zusammenhang mit der Reduktion der sgel Transkriptmenge gegeben zu sein. Dieser

beobachtete Phéanotyp der Linie #51 ist mdglicherweise auf somaklonale Variation zuriickzufiihren.
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Abb. 36 Drei a-sgel Linien zeigten ein erhohtes Trockengewicht gegeniiber der untransformierten
Kontrolle.

Bestimmung des Trockensubstanzgehaltes von »source« Blittern 12 Wochen alter Pflanzen, welche im
Gewichshaus kultiviert wurden. Die Angaben beziehen sich auf den Anteil des Trockengewichtes vom
Frischgewicht in Prozent. Pro Linie wurden vier Bestimmungen durchgefiihrt. * bezeichnet signifikante
Unterschiede der transgenen Linien (#46, #51, #56, #58) von der untransformierten Kontrolle (Students t-test).

Aufgrund der stark erhohten Stdrkemenge in den »source« Blattern der selektierten o-sgel
Linien sollte untersucht werden, ob sich die Stidrkekorner aus Bléttern dieser Linien in ihrer Grof3e von
denen der Kontrollpflanzen unterschieden. Die Probennahme erfolgte am Ende der Lichtperiode in
zwOlf Wochen alten Pflanzen. Die Bestimmung der StdrkekorngroBe erfolgte durch eine
Sedimentationsmethode. Wie in Abb. 37 dargestellt, konnte ein Unterschied in der Gréfe der
Starkekorner im Vergleich zu untransformierten Kontrollpflanzen nur fiir die Linie #58 beobachtet
werden. Die Menge an Stirkekornern mit einer Gréfe zwischen 0 — 5 ym war gegentiber den
untransformierten Kontrollpflanzen erniedrigt, wohingegen die Menge an Stidrkekérnern iiber 5 ym

deutlich gegeniiber der untransformierten Kontrolle erh6ht war. Der durchschnittliche Durchmesser
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der Stdrkekorner aus untransformierten Kontrollpflanzen betrug 2.88 pm, der der Linie #58 lag bei

5.44 pm.
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Abb. 37 StirkekorngriéBenverteilung in Blittern der o-sgel Linie #58 und der untransformierten
Kontrolle
Die StirkekorngréBenverteilung von Stdrkekérnern aus »source« Blittern von untransformierten
Kontrollpflanzen (geschlossener Balken) und der a-sgel Linie #58 (offener Balken) wurde mit der
Sedimentationsmethode bestimmt. Die Probennahme erfolgte am Ende der Lichtperiode in zwolf Wochen alten
Pflanzen.

Wihrend der Durchfiihrung der Abdunklungsversuche zum Abbau der transitorischen Stirke
in den o-sgel Pflanzen konnte man beobachten, dass die transgenen Pflanzen eine erhohte Vitalitét
aufwiesen. Dabei zeigte sich, dass »source« Blitter der untransformierten Kontrolle nach 14 Tagen
Dunkelheit abgestorben waren, wohingegen Blatter der a-sgel Linien #51, #56 und #58 noch griin
waren und weitgehend vital schienen (Abb. 38). Besonders drastisch war der Unterschied zwischen
Blittern von Kontrollpflanzen und der Linie #58. Wiahrend das Blatt von Kontrollpflanzen nach
14 Tagen Dunkelheit abgestorben war, schien das Blatt der Linie #58 von der Dunkelperiode
unberiihrt. Diese an Einzelblattern gemachte Beobachtung liel sich auch auf die gesamte Pflanze

tibertragen, wenn diese fiir lingere Zeit abgedunkelt wurde. (Daten nicht gezeigt).
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WT #51 #56 #58

Abb. 38 Abgedunkelte »source« Blitter von a-sgel Linien zeigten eine erhohte Vitalitit.

»Source« Blitter flinfzehn Wochen alter Pflanzen der SGEI »antisense« Linien #51, #56 und #58, sowie der
untransformierten Kontrolle, wurden am Ende der Lichtperiode fiir vierzehn Tage mit Aluminiumfolie
abgedunkelt. Der Zustand der Blitter nach der Dunkelperiode wurde anschlieBend fotografisch dokumentiert.

1v.2.2.64 Die Reduktion von SGEI hat keinen Einfluss auf den Stirkestoffwechsel in
Kartoffelknollen

Um zu analysieren, ob SGEI auch eine wichtige Rolle im Stérkestoffwechsel der
Kartoffelknolle spielt, wurden die a-sgel Pflanzen daraufthin untersucht, ob die Reduktion von SGEI
zu einer Verdnderung des Stidrkestoffwechsels fiihrte. Dies wurde sowohl unter Bedingungen der
Starkenettoakkumulation, als auch unter Bedingungen, die den Stirkeabbau beglinstigten, getestet. Es
wurden sowohl frisch geerntete Knollen, als auch fiir zehn Tage bei 4°C gelagerte Knollen zur

Analyse herangezogen.

Der Einfluss der Reduktion der SGEI-Aktivitit auf verschiedene Parameter des
Knollenertrages und des Kohlenhydratstoffwechsels wurde an 12 Wochen im Gewichshaus
herangezogenen Pflanzen untersucht. Analysiert wurden die Parameter Knollenfrischgewicht,
Knollenzahl, Trockengewicht der Knollen, sowie der Stirkegehalt der Knollen (Abb. 39). Wie in Abb.
39 A zu erkennen ist, zeigte sich, dass die Linie #51 eine signifikante Reduktion des Gesamt-
Knollenfrischgewichtes aufwies, was einher ging mit einer Reduktion des Stirkegehaltes. Diese
korrelierte mit dem beobachteten Wuchsphénotyp dieser Linie. Auch hier konnte das Ergebnis auf
eine somaklonale Variation in dieser Linie zuriickgefiihrt werden. Die Linien #56 und #58
unterschieden sich in diesen Parametern nicht signifikant von der untransformierten Kontrolle. Die
Linie #56 zeigte eine signifikante Erh6hung in Bezug auf den Parameter Knollenzahl. Dieses Ergebnis
konnte bei mehreren Ernten beobachtet werden. Da diese Anderungen jedoch nicht konsistent in allen
Linien mit signifikanter Reduktion von SGEI auftraten, ist davon auszugehen, dass SGEI keine

signifikante Rolle wihrend der Stirkeakkumulation in der Kartoffelknolle spielt.
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Abb. 39 Analyse von Ernteparametern der a-sgel Linien.

Analyse des Knollenfrischgewichtes (A), der Knollenzahl (B), des Stirkegehaltes (C) und der Trockensubstanz
(D) 12 Wochen alter a-sgel Linien und der untransformierten Kontrolle. Die Pflanzen wurden im Gewéchshaus
kultiviert. Es sind Mittelwerte und Standardfehler aus vier unhabhiingigen Messungen je Linie dargestellt.
* bezeichnet signifikante Unterschiede im Vergleich zu untransformierten Kontrollpflanzen (Students t-test).

Der Gehalt an Stiarke und den Zuckern Glucose, Fructose und Saccharose wurde in frisch
geernteten Knollen ebenfalls enzymatisch bestimmt (Tab. 13). Die Menge an Stdrke in Knollen der
Linie #51 war gegeniiber der untransformierten Kontrolle signifikant erniedrigt, die in der Linie #58
hingegen signifikant erh6ht. Die gemessenen Mengen der untersuchten Zucker unterschieden sich in
keiner der Linien signifikant von der Kontrolle. Deshalb war auch anhand dieser Messungen davon
auszugehen, dass SGEI keine entscheidende Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel wachsender

Kartoffelknollen spielt.
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Tab. 13 Enzymatische Bestimmung der Menge an Stirke, Glucose, Fructose und Saccharose in Knollen
der a-sgel Linien.

Enzymatische Bestimmung der Menge an Stirke, Glucose, Fructose und Saccharose in frisch geernteten Knollen
der Linien #46, #51 #56 und #58 und von Kontrollpflanzen. Die Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von
mindestens 10 unabhingigen Messungen. * bezeichnet signifikante Unterschiede im Vergleich zu

untransformierten Kontrollpflanzen (Students t-test).

Stirke Glucose Fructose Saccharose
[pmol/gFG] [pmol/gFG] [pmol/gFG] [pmol/gFG]

WT 246 £ 19.8 0.56 £0.1 0.53 £0.09 10.0+£0.7
#46 211+36.5 0.34 £0.02 0.39+0.03 8.64+0.47
#51 122 +£3.7% 0.29 £0.02 0.59£0.05 9.68 £ 0.78
#56 214 +£10.6 0.44 £0.04 0.75+0.08 8.96+0.43
#58 317 £ 16.9* 0.76 £0.1 0.85+0.07 8.44+0.44

Wie schon fiir die in dieser Arbeit beschriebenen transgenen Linien mit reduzierter PCT-
BMYI-Aktivitit, sollte auch fiir die selektierten a-sgel Pflanzen untersucht werden, ob die Reduktion
der sgel Transkriptmenge, und der damit verbundenen Hochstérke-Phénotyp, zu einer Verdnderung im
kélteinduziertem SiiBwerden der Knollen fiihrte. Knollen der a-sgel Linien und der untransformierten
Kontrolle wurden fiir zehn Tage bei 4°C oder RT gelagert und anschlieBend die Menge an Glucose,
Fructose und Saccharose bestimmt. Wie in Abb. 40 zu erkennen, fiihrte auch die antisense Inhibierung
von SGEI zu keiner Anderung des kilteinduziertem SiiBwerdens. Damit kann weitgehend

ausgeschlossen werden, dass SGEI am Stédrkeabbau in Kartoffelknollen wihrend der Kaltlagerung

beteiligt ist.
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Abb. 40 Messung des Glucose-, Fructose- und Saccharose-Gehaltes in kaltgelagerten Knollen der ca-sgel
Linien.

Glucose-, Fructose- und Saccharose-Gehalt in kalt- und bei Raumtemperatur gelagerten Knollen von Kontroll-
und a-sgel Pflanzen. A zeigt den Gehalt an Glucose, B den Gehalt an Fructose und C den Gehalt an Saccharose.
Die schwarzen Balken zeigen die Gehalte in Knollen, die zehn Tage bei RT gelagert wurden, die offenen Balken
die Werte nach zehn Tagen Lagerung bei 4°C. Pro Linie wurden mindestens 16 Bestimmungen durchgefiihr
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V. Diskussion

Das Ziel der Arbeit bestand darin, zu einem besseren Verstindnis des Abbaus der
transitorischen Stirke in Bléttern und des Abbaus der Speicherstirke in Knollen, speziell bei niedrigen
Temperaturen, beizutragen. Zunichst sollten neue cDNAs, kodierend fiir stirkeabbauende Enzyme,
durch die funktionelle Durchmusterung von cDNA-Bibliotheken isoliert werden, um dann ihre

Bedeutung fiir den Stirkeumsatz unter Verwendung reverser genetischer Methoden zu analysieren.

Vi Das funktionelle Durchmustern von cDNA-Bibliotheken fiihrte zur Isolation von
neuen, bisher nicht charakterisierten cDNAs, die fiir stirkeabbauende Enzyme

kodieren.

Mit Hilfe eines Systems zum funktionellen Durchmustern von cDNA-Bibliotheken war es
moglich, bis dahin unbekannte cDNAs, kodierend fiir stirkeabbauende Enzyme aus Kartoffel, zu
isolieren (sieche I11.1.6, IV.1.1 und 1V.1.2). Dieses System basiert auf den E. coli Stimmen KV832 und
PGM ™, welche lineare Glucane akkumulieren. Kolonien dieser Stimme lassen sich mit Joddampf blau
bis schwarz anfirben. Wird in diesen Mutanten ein Protein exprimiert, das den Abbau dieser Glucane

katalysiert, so lassen sich entsprechende Kolonien leicht durch Jodbedampfung identifizieren.

Um die Mdoglichkeit der Isolation falsch positiver Klone zu reduzieren, wurden die in dem
Stamm KV832 identifizierten cDNAs in der E. coli PGM ™~ Mutante iiberpriift. Beide E. coli Stimme
verwenden unterschiedliche Stoffwechselwege zur Synthese der linearen Glucane. Der Stamm KV832
trigt eine Mutation im Gen fiir das Verzweigungsenzym (g/gB) und akkumuliert lineare Glucane iiber
den klassischen Glycogenbiosyntheseweg, wihrend der Stamm PGM~™ eine Mutation in der
Phosphoglucomutase trdgt. Dies bewirkt, dass er bei Wachstum auf maltosehaltigem Vollmedium
lineare o-1,4-Glucane iiber das Enzym Amylomaltase synthetisiert, diese aber nicht weiter verwerten

kann, da das fehlende Enzym Phosphoglucomutase dafiir essentiell ist.

Falsch positive Resultate konnen z.B. dann auftreten, wenn die exprimierte cDNA die
Synthese der linearen Glucane inhibiert, etwa dadurch, dass sie mit der Expression der dafiir
notwendigen Enzyme interferiert. Ein Beispiel fiir die Expression einer cDNA, welche zu
unterschiedlichen Ergebnissen in den beiden verwendeten Stimmen fiihrte, war die Expression der

cDNA dsdl3. Diese cDNA kodiert fiir ein Gen mit Homologie zu MtN3 aus Medicago truncatula.

Das hier benutze System stellt eine hervorragende Methode zur Isolation von cDNAs, welche

fiir stirkeabbauende Enzyme kodieren, dar. Ein weiterer Vorteil besteht in der vielseitigen
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Anwendbarkeit der Methode, da sie auf alle Pflanzen und deren verschiedenen Organe angewendet

werden kann.

cDNAs, kodierend fiir stirkeabbauende Enzyme, welche mdoglicherweise in ihrer Aktivitit
abhingig von der komplexen Struktur des Stidrkekorns sind, als Heterodimere vorliegen miissen oder
durch andere Enzyme aktiviert werden, kénnen mit dieser Methode allerdings nicht erfasst werden.
Genauso wenig wie plastiddr lokalisierte Enzyme, die in ihrer Aktivitit davon abhéngig sind, dass das
Transitpeptid entfernt wurde, also nur als reife Proteine Aktivitdt zeigen. Dies konnte kiirzlich fiir eine

plastidér lokalisierte B-Amylase aus Arabidopsis (BMY7) gezeigt werden (Sparla et al., 2006).

V.2 PCT-BMYI, eine neue -Amylase aus Kartoffel

Mit Hilfe der hier beschriebenen Methode konnte eine bisher unbekannte cDNA, kodierend
fiir eine P-Amylase aus Kartoffel, isoliert werden. Zum Zeitpunkt der Isolation unterschied sich diese
B-Amylase cDNA von den meisten anderen pflanzlichen $-Amylase cDNAs oder Genen durch das
Vorhandensein einer Sequenz, welche fiir eine N-terminale Extension kodiert. Aus Kartoffel konnte
eine weitere P-Amylase isoliert werden, CF-BETA, welche ebenfalls solch eine Extension besitzt
(Scheidig, 1997). Im Laufe dieser Arbeit wurde von Lao et al. (1999) die Sequenz des Arabidopsis-
Homologs zu der hier beschriebenen 3-Amylase aus Kartoffel publiziert, CT-BMY.

Aufgrund der hohen Homologie zu CT-BMY (80.7% auf Aminosédureebene) erhielt die (3-
Amylase aus Kartoffel die Bezeichnung PCT-BMYI (potato-chloroplast-targeted-Beta- Amylasel).
2001 wurde die Sequenz fiir eine B-Amylase aus Reis bekannt (PCT-BMYI), welche ebenfalls iiber
eine N-terminale Extension verfiigt (AAG60205), seit 2006 ist auch eine 3-Amylase Sequenz aus Soja
bekannt (CAI39244). Diese beiden [3-Amylase stellen Homologe zu PCT-BMY]I dar.

Das rekombinante PCT-BMYI Protein reagierte mit dem P-Amylase spezifischen Substrat
PNPGS und hydrolysierte Amylopektin in nativen Gelen. Mittels Diinnschichtchromatographie konnte
gezeigt werden, dass das rekombinante PCT-BMYI Protein nicht nur l6sliche Stérke, sondern auch
native Stdrkegranula angriff und Maltose aus diesen Substraten freisetzte. Durch dieses Verhalten
unterschied sich PCT-BMYI von den meisten pflanzlichen p-Amylasen, welche nicht in der Lage
sind, native Stirke anzugreifen (Beck und Ziegler, 1989). Untersuchungen fiir die entsprechenden

Enzyme aus Arabidopsis, Reis und Soja wurden bisher nicht durchgefiihrt.

Baba und Kainuma (1987) zeigten, dass eine (3-Amylase aus Siilkartoffel in der Lage ist,
native Stirke anzugreifen. Sarikaya et al. (2000) bestdtigten dieses Ergebnis. Die Hydrolyse der

nativen Stirke zu Maltose findet aber nur in geringem MaBe statt. Moglicherweise reicht aber diese
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geringe Hydrolyse aus, um das Starkekorn fiir andere stdrkeabbauende Enzyme angreifbar zu machen.
Neben Maltose als Abbauprodukt der PCT-BMYI-Aktivitit konnten ebenfalls geringe Mengen an
Maltotriose und Maltotetraose detektiert werden. Hehre et al. (1969, 1986) konnten ebenfalls die
Produktion von kurzkettigen Maltooligosacchariden aus Maltose durch eine (-Amylase-Aktivitit

nachweisen.

Es bleibt anzumerken, dass das hier hergestellte rekombinante PCT-BM Y1 Protein mit seinem
Transitpeptid exprimiert wurde, da die Spaltstelle nicht bekannt war. Das rekombinante Préprotein
zeigte P-Amylase-Aktivitit, obwohl das Transitpeptid nicht abgespalten wurde. Méglicherweise zeigt
das reife Protein deutlich mehr (-Amylase-Aktivitdt als das Prdprotein und zeichnet sich durch
veridnderte Eigenschaften aus, wie z.B. hohere Aktivitit gegeniiber nativer Stidrke. Die Abhangigkeit
der Aktivitdt vom Entfernen des Transitpeptids wurde fiir BMY7 aus Arabidopsis gezeigt (Sparla et
al., 2006).

V.21 PCT-BMYI ist in Chloroplasten lokalisiert

Eine plastiddare Lokalisation ist Voraussetzung fiir Proteine, welche am Abbau der
transitorischen Stédrke in Blittern oder dem Abbau von Speicherstirke in vegetativen Organen, wie

z.B. der Kartoffelknolle bei niedrigen Temperaturen, beteiligt sind.

Fiir Arabidopsis sind 9 B-Amylasen, BMY1 bis BMY9, beschrieben. Fiir zwei dieser f-
Amylasen, BMY7 und BMY8, wurde die plastididre Lokalisation experimentell nachgewiesen. BMY8
ist das beschriebene CT-BMY Protein, dessen N-terminale Extension fiir ein Transitpeptid kodiert
(Lao et al., 1999). Die Lokalisation von BMY7 in Plastiden konnte von Sparla et al. (2006)
nachgewiesen werden. BMY6 und BMY9 besitzen nach computergestiitzter Vorhersage ebenfalls
Transitpeptide, die plastiddre Lokalisation wurde aber experimentell nicht bewiesen. Vorldufige
Resultate deuten ebenfalls auf die Lokalisation von BMY6 im Chloroplasten hin, da Arabidopsis
knockout-Mutanten die transitorische Stidrke nicht in gleichen Raten abbauen wie der Wildtyp (Smith

et al., 2004).

Die Analyse der N-terminalen Extension des PCT-BMYI Proteins durch das Programm
ChloroP v1.1 (Emanuelsson et al., 1999) fiihrte zu einer negativen Vorhersage in Bezug auf das
Vorhandensein eines plastiddren Transitpeptides. Mit Hilfe von Importexperimenten konnte jedoch
gezeigt werden, dass PCT-BM Y1 in isolierte, intakte Chloroplasten aus Erbse importiert wird und dass
die ersten 100 N-terminalen Aminosduren ausreichend sind, um den Transport zu gewéhrleisten. Die

negative Vorhersage durch ChloroP v1.1 ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass das
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Programm mit Hilfe bekannter plastiddrer Transitpeptide aus Arabidopsis erstellt wurde und sich

Transitpeptide anderer Pflanzenspezies von diesen hinreichend genug unterscheiden konnen.

Der GroBenunterschied zwischen dem PCT-BMYI Préprotein und der reifen, importierten
Form betrdgt ca. 6 kDa. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Spaltstelle zwischen dem
Transitpeptid und dem reifen Protein im Bereich der 55 N-terminalen AS liegt. Fir CT-BMY
berechnete ChloroP v1.1 die Spaltstelle zwischen den AS 49 und AS 50. Viksg-Nielsen et al. (1997)
isolierten eine B-Amylase aus Kartoffelblittern und zeigten, dass diese P-Amylase als Homodimer,
mit einer molekularen Masse von 56 kDa fiir das Monomer, vorliegt. Die molekulare Masse dieser f3-
Amylase dhnelt der vorausgesagten molekularen Masse fiir das reife PCT-BMYI Protein von ca. 55
kDa. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die pct-bmyl cDNA moéglicherweise fiir die 3-Amylase

kodiert, welche Viksg-Nielsen et al. (1997) isolierten.

V.2.2 Die pct-bmyl Expression variiert im Tagesgang und wird durch Kilte induziert

Mittels Northern-Blot Experimenten konnte gezeigt werden, dass die pct-bmyl
Transkriptmenge wihrend des Tag/Nacht Ubergangs in Blittern stark zunahm und nach Beginn der
Lichtperiode nicht mehr zu detektieren war. Diese Beobachtung konnte auch fiir das Arabidopsis
Homolog ct-bmy gemacht werden. Harmer et al. (2000) untersuchten mit Hilfe von Arabidopsis
cDNA-Microarrays, welche Gene durch den circadianen Rhythmus reguliert werden. Diese
Untersuchungen zeigten, dass der Anstieg der ct-bmy Transkriptmenge kurz vor Beginn der
Dunkelperiode zu beobachten war, dhnlich dem Anstieg der pct-bmyl Transkriptmenge in Blattern
(siehe 1V.2.1.6). Diese Beobachtung deutet auf eine mdogliche Regulation der PCT-BMYI-Aktivitit
auf transkriptioneller Ebene hin. Smith et al. (2004) konnten hingen bei Ihren Untersuchungen keine
Abhingigkeit der Transkription vom Tagesgang fiir ct-bmy und die weiteren drei $-Amylasen, welche

moglicherweise plastidir lokalisiert sind, feststellen.

Der Anstieg der pct-bmyl Transkriptmenge unterliegt in Blattern nicht nur dem Tagesgang,
sondern wird auch durch niedrige Temperaturen induziert. Diese Beobachtung konnte auch fiir das
B-Amylase Homolog ct-bmy aus Arabidopsis gezeigt werden (Seki et al., 2001, Kaplan und Guy,
2004). Ein Anstieg der Transkriptmenge durch niedrige Temperatur in Blittern konnte ebenfalls fiir
cf-beta nachgewiesen werden (Scheidig, 1997). Die Induktion von CT-BMY durch Kilte und die
damit einhergehenden Akkumulation von Maltose konnte im Zusammenhang mit dem Schutz von
Proteinen, Membranen und Membran-assoziierten Prozessen, wie der Elektronentransportkette, stehen
(Kaplan und Guy, 2004). Kaplan et al. (2005) konnten fiir Arabidopsis ct-bmy RNAi Pflanzen zeigen,

dass diese bei Kiltestress weniger Maltose und andere Zucker akkumulieren als der Wildtyp. Damit
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einhergeht die erhohte Sensitivitdt der Elektronentransportkette des PSII gegeniiber Kiltestress

(Kaplan und Guy, 2005; 2006).

Nielsen et al. (1997) zeigten fiir Kartoffelknollen die Induktion einer kélteinduzierbaren
B-Amylase-Aktivitit durch Temperaturen von 4°C. Diese Aktivitdt ist auf das CF-BETA Protein
zurlickzufiihren, welches durch Kilte induziert wird. Die antisense Inhibierung des cf-beta Gens fiihrt
zu einer drastischen Reduktion der $-Amylase-Aktivitit in kalt gelagerten Kartoffelknollen (Scheidig,
1997). Wie fiir cf-beta gezeigt, fiihrten Temperaturen von 4°C auch zum Anstieg der pct-bmyl
Transkriptmenge in Kartoffelknollen. Der Anstieg der pct-bmyl Transkriptmenge konnte mit dem
kilteinduzierten SiiBwerden der Knollen, durch den Abbau der Speicherstirke, im Zusammenhang
stehen. Die Akkumulation von osmotisch aktiven Zuckern, wie Maltose, Glucose, Fructose und
Saccharose, dient moglicherweise als eine Art »Frostschutz«, in dem diese als Osmotikum wirken, um
den Gefrierpunkt des Zytosols zu erniedrigen (Guy, 1990; Crow et al., 1993). Wie schon diskutiert,

konnte Maltose auch hier zum Schutz von Proteinen und Membranen beitragen.

Kein pct-bmyl Transkript konnte in keimenden Knollen nachgewiesen werden, was
dahingehend interpretiert werden kann, dass PCT-BMYI nicht am Abbau der Speicherstirke wéhrend
der Keimung beteiligt ist. Dies wurde auch durch Knollen von Pflanzen, welche in ihrer PCT-BMYI-
Aktivitit reduziert waren, bestdtigt. Knollen dieser Pflanzen zeigten gegentiber der untransformierten

Kontrolle keinen Unterschied im Keimverhalten.

V.23 Die antisense Inhibierung des pct-bmyl Gens fiihrt zu einem Hochstérke-

Phinotyp in Bliittern und zum Anstieg des Trockengewichtes

Die vorliegenden Ergebnisse zur plastiddren Lokalisation des PCT-BMYI Proteins, der in
vitro Aktivitit, sowie der Anstieg der Transkriptmenge wahrend des Tag/Nacht Wechsels, deuten auf
eine Beteiligung der plastiddren 3-Amylase am Abbau der transitorischen Stirke hin. Die Ergebnisse
von Lao et al. (1999) und Harmer et al. (2000) legten diese Vermutung ebenfalls fiir das Arabidopsis-
Homologs CT-BM YT nahe.

Transgene Kartoffelpflanzen, die eine Reduktion der PCT-BMYI-Aktivitéit aufwiesen, zeigten
einen Hochstirke-Phidnotyp in Blittern. In diesen Pflanzen gelang es zum ersten Mal, iiber die
»antisense« Inhibierung eines am Stirkeabbau beteiligten Gens einen solchen Phinotyp zu bewirken.
Die Inhibierung des R1 Gens fiihrt zwar ebenfalls zu einem Hochstérke-Phinotyp, jedoch ist das R1
Protein kein primaér stdrkeabbauendes Enzym, sondern an der Phosphorylierung der Stérke beteiligt, so
dass wahrscheinlich die Verdnderung der Stadrkestruktur diesen Phénotyp bedingt (Lorberth et al.,
1998).
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Die Bedeutung der 3-Amylase fiir den Abbau der transitorischen Stédrke konnte kiirzlich auch
fiir Arabidopsis nachgewiesen werden. Kaplan und Guy (2005) inhibierten mittels RNAi Technik die
Aktivitdt des Arabidopsis Homologs zu pct-bmyl, ct-bmy (bmy8). Diese Pflanzen zeigten wie die
a-pct-bmyl Pflanzen einen Hochstidrke-Phidnotyp der Blitter. Eine weitere (3-Amylase Isoform in
Arabidopsis soll ebenfalls fiir den Abbau der transitorischen Stirke nétig sein. So konnte durch
Arabidopsis bmy6 knockout-Mutanten gezeigt werden, dass diese die Stirke nicht im gleichen Mafie
mobilisieren, wie der Wildtyp (Smith et al., 2004). Nach computergestiitzter Voraussage besitzt das
BMY6 Protein zwar ein Transitpeptid fiir den Transfer in Plastiden, dies wurde experimentell jedoch
noch nicht bewiesen. Es bleibt auch anzufiihren, dass die Ergebnisse von Smith et al. (2004) noch

nicht als eigenstdndige Publikation verdffentlicht wurden.

Die »antisense« Inhibierung des pct-bmyl Gens fiihrte in den entsprechenden Pflanzen zu
einer Reduktion der $-Amylase-Aktivitit zwischen 13 % und 25 %. Dieses Resultat korreliert mit den
Ergebnissen von Lin et al. (1988), welche zeigten, dass ca. 20 % der gesamten B-Amylase-Aktivitit in
Blittern von Arabidopsis plastididr lokalisiert ist. Ein weiterer Hinweis, dass die beobachtete
Reduktion der B-Amylase-Aktivitit auf die Reduktion der PCT-BMYI-Aktivitét zurtickzufiihren war,
konnte durch die Inhibierung des cf-beta Gens in Kartoffelpflanzen erbracht werden. Diese Pflanzen
wiesen eine bis zu 75 %ige Reduktion der P-Amylase-Aktivitit auf, zeigten jedoch keinen
Hochstédrke-Phédnotypen (Scheidig; noch nicht publiziert). Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe,
dass CF-BETA extraplastidér lokalisiert ist oder nicht primidr am Abbau der transitorischen Stérke
beteiligt ist. Eine eindeutige Lokalisation dieses f-Amylase Isozyms aus Kartoffel konnte jedoch noch
nicht gezeigt werden. Das Arabidopsis Homolog zu CF-BETA, BMY7, zeigt eine plastidire
Lokalisation (Sparla et al., 2006). Knockout-Mutanten ohne BMY7-Aktivitit zeigen jedoch keinen
Hochstérke-Phénotyp (Kaplan und Guy, 2005).

Andere stirkeabbauende Aktivitdten sind von der Reduktion der PCT-BMYI-Aktivitdt nicht
betroffen. Zwar konnte fiir zwei Linien ein signifikanter Anstieg der a-Amylase-Aktivitit gegeniiber
den untransformierten Kontrollpflanzen nachgewiesen werden, dies trifft aber auch auf die
Kontrolllinie #28, die keine Reduktion in der (-Amylase-Aktivitdt aufweist, zu. Ein signifikanter
Anstieg der Stirkephosphorylase-Aktivitdt war nur fiir eine Linie zu beobachten und steht daher in

keinem eindeutigen Zusammenhang mit der Reduktion der f-Amylase-Aktivitit.

Die Reduktion der PCT-BMYI-Aktivitit fiihrte, wie beschrieben, in »source« Blittern zu
einem Hochstédrke-Phinotyp und damit zu einer deutlichen ErhShung der Stdarkemenge. In »source«
Blitter von a-pct-bmyl Pflanzen, welche im Foliengewichshaus kultiviert wurden, konnte die
achtfache Menge an Stirke, verglichen mit untransformierten Kontrollpflanzen, nachgewiesen

werden. Mit der ErhShung des Stidrkegehaltes in den beschriebenen o-pct-bmyl Linien ging die

&9



V. Diskussion

Erhchung des Trockengewichtes einher. Dies konnte fiir Blitter 12 Wochen alter Pflanzen der

entsprechenden Linien gezeigt werden.

Untersuchungen an unterschiedlich alten o-pct-bmyl Pflanzen zeigten, dass der beobachtete
Hochstédrke-Phénotyp der Blitter auf eine Akkumulation der Stirke wiahrend der Vegetationsperiode
zurlickzufiihren war. Ein solch kumulativer Effekt konnte auch fiir die sex4 Mutante beobachtet
werden (Zeeman et al., 1998b). Eine verringerte Stirkemobilisierung wihrend der Dunkelperiode in
»source« Blittern konnte fiir neun Wochen alte PCT-BMYI »antisense« Pflanzen gezeigt werden. Fiir
flinfzehn Wochen alte Pflanzen zeigte sich dieser Unterschied nicht. Mdglicherweise wird die
fehlende PCT-BMYI-Aktivitdt in &lteren Pflanzen durch andere stirkeabbauende Aktivitdten
kompensiert oder der Unterschied in der mobilisierten Stirkemenge zwischen den einzelnen Linien
wird so klein, dass signifikante Unterschiede in der Menge an mobilisierter Stirke nicht mehr
nachzuweisen sind. Fiir Pflanzen, die in ihrer R1-Aktivitidt reduziert waren und auch einen
Hochstédrke-Phinotypen der Blitter zeigten, konnte ebenfalls kein Unterschied in der Menge an

Starke, welche tiber die Dunkelperiode mobilisiert wird, festgestellt werden (Lorberth et al., 1998).

Vergleicht man jedoch den Anteil an Stirke, welcher wihrend der Dunkelperiode von der
Gesamtmenge der Blattstirke abgebaut wird, so mobilisieren die PCT-BMYI »antisense« Pflanzen
deutlich weniger Stdrke in ihren Blittern, als die entsprechenden Kontrollpflanzen. Diese

Beobachtung wurde auch fiir R1 »antisense« Pflanzen gemacht (Lorberth et al., 1998).

Erste Ergebnisse mit transgenen Kartoffelpflanzen, welche das Arabidopsis Homolog ct-bmy
unter der Kontrolle des 35S-Promotors exprimierten, wiesen ebenfalls auf die Bedeutung der plastidér
lokalisierten -Amylase fiir den Abbau der transitorischen Stdrke hin. Die zusétzlich konstitutiv
exprimierte f3-Amylase-Aktivitit fiihrte zu einem geringeren Stirkegehalt der »source« Blitter, im
Vergleich zur untransformierten Kontrolle. Dieses Ergebnis zeigte, dass das Arabidopsis Homolog in
der Lage war, Stirke in Kartoffelblittern abzubauen und dass das Transitpeptid von CT-BMY,
welches fiir den Import in Arabidopsis Chloroplasten kodiert, diese Funktion ebenfalls in Kartoffel

erfillt.

Mit den hier vorgestellten Ergebnissen konnte erstmals die physiologische Bedeutung einer
B-Amylase am Abbau transitorischer Stirke nachgewiesen werden. Weiterhin stehen diese Ergebnisse
im Einklang mit erst kiirzlich in Arabidopsisblittern gemachten Beobachtungen, dass Maltose das
primédre und iliberwiegende Abbauprodukt von transitorisch akkumulierter Stirke ist (Lloyd et al.,
2005; siehe 1.2.2.1.3 und 1.2.2.1.6) und dass der Verlust des Maltose-Transport-Proteins in
Arabidopsis Chloroplasten ebenfalls zu einem Hochstérke-Phédnotyp der Blatter fiihrt (Niittyld et al.,
2004).
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V.24 Die Reduktion der PCT-BMYI-AKktivitit hat keinen Einfluss auf das

kilteinduzierte SiiBwerden von Kartoffelknollen

Im Gegensatz zur Reduktion des Stidrkeabbaus in »source« Blittern durch die Inhibierung des
pct-bmyl Gens konnte fiir Knollen der entsprechenden Pflanzen kein Unterschied im Abbau der
Reservestirke wihrend der Kaltlagerung beobachtet werden. Auch zeigten die Knollen der
entsprechenden Linien gegeniiber der untransformierten Kontrolle keinen Unterschied in der Keimung
oder der Entwicklung der neuen Pflanze. Dies spricht dafiir, dass die Stirke in ausreichendem Mafle

abgebaut wurde.

In Knollen, die entweder bei RT oder bei 4°C gelagert worden waren, konnte keine
signifikante Reduktion der f-Amylase-Aktivitit der a-pct-bmyl Linien beobachtet werden. Dies war
nicht verwunderlich, da der grofite Anteil an der p-Amylase-Aktivitit auf CF-BETA zurtickgeht
(Scheidig, 1997) und die Reduktion der PCT-BMYI-Aktivitit mdglicherweise von der CF-BETA-
Aktivitét iiberdeckt wird. Vielleicht reichte auch der Grad der »antisense« Inhibierung von PCT-
BMYI in den vorliegenden a-pct-bmyl Linien nicht aus, um einen Effekt auf den Abbau der

Speicherstéirke zu beobachten.

Natiirlich muss grundsétzlich auch in Betracht gezogen werden, dass andere, unbekannte
Enzyme fiir den Abbau der Speicherstirke in Kartoffelknollen verantwortlich sind. Ob wihrend des
Starkeabbaus unter den Bedingungen der Keimung und dem kilteinduzierten SiiBwerden die gleichen
Enzyme benutzt werden, oder ob der Vorgang von nur einem Enzym Kkatalysiert wird, muss in

zukiinftigen Experimenten untersucht werden.

Grundsitzlich muss bedacht werden, dass man zwei unterschiedliche Systeme betrachtet,
wenn man den Abbau der transitorischen Stirke und den der Speicherstidrke vergleicht. Der Auf- und
Abbau der transitorischen Stérke erfolgt periodisch. Am Tage erfolgt die Nettoakkumulation, in der
Nacht der Nettoabbau. Der beobachtet Hochstidrke-Phénotyp ist auf die Akkumulation der Stirke in
Blittern, durch die Reduktion in der Mobilisierung der Stidrke, gegeniiber der untransformierten
Kontrolle, zurtickzufiihren. Diese Reduktion kann so klein sein, dass ein signifikanter Unterschied
nicht messbar ist. In Knollen findet ein solch periodischer Wechsel nicht statt, zum Abbau kommt es
erst unter den Bedingungen der Kaltlagerung oder wihrend der Keimung. Wiirde man in Bléattern
dlterer Pflanzen nur die Menge an Stérke betrachten, welche iiber die Dunkelperiode abgebaut wird, so
wiirde man wahrscheinlich keinen signifikanten Unterschied zwischen den PCT-BMYI »antisense«
Pflanzen und der Kontrolle beobachten, da, wie beschrieben, die Unterschiede zu gering sind. Genau
diese Bedingung liegt aber z.B. in kaltgelagerten Knollen vor, wo nur die Menge an Stérke betrachtet

wird, welche wihrend des Abbaus mobilisiert wird. Sollten die Unterschiede in der Menge an
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mobilisierter Starke gering ausfallen, so ist der Einfluss des PCT-BMYI Proteins auf den Abbau der
Speicherstirke in Knollen nicht zu erkennen. Kaltgelagerte Knollen von transgenen Pflanzen, welche
eine 70 %ige Reduktion der B-Amylase-Aktivitdt durch die Inhibierung des cf-beta Gens aufwiesen,
zeigten, verglichen mit den Kontrollen, ebenfalls keinen Unterschied in der Mobilisierung der

Speicherstirke (Scheidig, 1997).

V.3 SGEI, eine neue a-Amylase aus Kartoffel?

Die funktionelle Durchmusterung der Kartoffelblatt-Bibliothek fiihrte zur Isolation einer bis
dahin unbekannten cDNA, die méglicherweise fiir eine neue Klasse von a-Amylasen kodiert. Die
Expression dieser cDNA in den E. coli Stimmen KV832 und PGM~ fiihrte dazu, dass sich die
Kolonien nach Bedampfung mit Jod nicht mehr fdrbten. Da fiir beide E. coli Stimme das gleiche
Ergebnis erzielt werden konnte, wurde davon ausgegangen, dass die Isolation nicht aufgrund der
Inhibierung der Synthese der linearen Glukane zustande kam, sondern auf den Abbau derselben

zuriickzufiihren war.

Die isolierte cDNA erhielt die Bezeichnung dsdl0. Es zeigte sich aber, dass diese Sequenz
nicht fiir die vollstdndige Sequenz des Gens kodierte. Mit Hilfe der dsd/0 cDNA wurde eine cDNA
isoliert, welche den gesamten kodierenden Bereich umfasste. Diese cDNA wurde mit sgel bezeichnet,
stehend fiir starch granule erosion I. Das abgeleitete SGEI Protein zeigte Homologie zu verschiedenen
abgeleiteten Aminosduresequenzen pflanzlichen ESTs, zu einem unbekannten Protein aus Arabidopsis
(BAB03016), welches 2000 beschriecben wurde und zu einem unbekannten Protein aus Reis
(NP_914782), welches 2004 annotiert wurde. SGEI weist keine Homologie zu bekannten
stirkeabbauenden Enzymen auf. Aufgrund der Homologie des unbekannten Enzyms aus Arabidopsis

zu SGEI wurde dieses Protein ASGEI genannt.

Die computergestiitzte Analyse des SGEI Proteins deutete auf das mogliche Vorhandensein
einer Kernlokalisierungs-Sequenz und zweier Leucin-Zipper-Motiven hin. Ein anderer Bereich des
Proteins zeigt eine 50 %ige Ahnlichkeit zu den katalytischen Bereichen von Glucoamylasen. Das
Arabidopsis-Homolog ASGEI weist diese Bereiche ebenfalls auf. Auffillig ist auch die hohe
Homologie zwischen den Proteinen aus Kartoffel, Arabidopsis und Reis im C-terminalen Bereich,
welche ebenfalls die abgeleiteten Aminosduresequenzen von ESTs aus Espe und Mais aufweisen. In
diesem Bereich von 32 Aminosduren besteht zwischen den verschiedenen Sequenzen eine Identitét
von 99%. Diese hohe Konservierung der Aminosdureabfolge zwischen den Proteinen der monocotylen
und dicotylen Pflanzen ist moglicherweise ein Hinweis auf die Bedeutung dieses Bereiches fiir die
katalytische Aktivitdt der Proteine. In diesem Sequenzbereich befindet sich auch das konservierte

Glucoamylase-Motiv.
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Das in E. coli exprimierte DSD10 Protein, wie auch das rekombinante SGEI Protein, zeigt
o-Amylase- Aktivitét, ohne dabei erkennbare Homologien zu bekannten a-Amylasen zu besitzen. Die
a-Amylase- Aktivitdt der Proteine konnte durch ein spezifisches a-Amylase-Substrat und die Analyse
der Abbauprodukte, nach Inkubation des rekombinanten DSD10 Proteins mit 16slicher Stérke,

nachgewiesen werden.

Um zu untersuchen, ob das Glucoamylase-Motiv méglicherweise an der o-Amylase-Aktivitat
beteiligt ist, wurde dieses Motiv aus dem SGEI Proteins entfernt. Die Entfernung des Glucoamylase-
Motivs fiihrte zum Verlust der a-Amylase-Aktivitdt des SGEI Proteins. Dieses Ergebnis kann dahin
gehend gewertet werden, dass dieses Motiv fiir die katalytische Aktivitit des Proteins wichtig ist oder
dass durch das Entfernen dieses Bereiches die Konformation des Proteins so verdndert wurde, dass es

seine katalytische Aktivitit verlor.

Als Produkt einer Glucoamylase-Aktivitit entsteht Glucose. Fiir das rekombinante DSD10
Protein konnte jedoch gezeigt werden, dass als Produkt des Abbaus von l6slicher Stdrke verschieden
lange Maltooligosaccharide entstehen. Wenn man annimmt, dass das Glucoamylase-Motiv fiir die
hydrolytische Aktivitdt des Proteins notwendig ist, so bewirkt es in DSD10 die Freisetzung von
Maltooligosacchariden aus 16slicher Stirke und nicht von Glucose, wie fiir Glucoamylasen

beschrieben.

V.3.1 Importexperimente deuten auf die plastidire Lokalisation des SGEI Proteins hin

Fiir die Beteiligung des SGEI Proteins am Abbau der Stirke in Zellen, die subzellulédre
Integritéit aufweisen, ist eine plastiddre Lokalisation notwendig. SGEI besitzt nach computergestitzter
Voraussage kein plastididres Transitpeptid. Zur Feststellung der subzelluldren Lokalisation von SGEI
wurden in vitro Importexperimente mit isolierten Erbsenchloroplasten durchgefiihrt. Fiir diese
Experimente wurde ein radioaktiv markiertes chimires Protein, bestehend aus den 100 N-terminalen
Aminosduren des SGEI Proteins und dem GFP Protein, verwendet. Dies war notwendig, da die
erzielte Menge an radioaktiv markiertem in vitro transkribiertem und translatiertem SGEI Protein zu
gering ausfiel, um Importexperimente durchfithren zu koénnen. Die geringe Ausbeute an in vitro

hergestelltem Protein ist wahrscheinlich auf die Gr63e des Proteins von ca. 87 kDa zuriickzufiihren.

Die mit dem chiméren Protein durchgefiihrten Importexperimente wiesen auf eine mogliche
plastiddre Lokalsation hin, da nach Thermolysin Behandlung der Plastiden weiterhin das radioaktiv
markierte Produkt zu detektieren war und erst nach Zerstérung der Plastiden das chimére Protein
abgebaut wurde. Es konnte kein GroéBenunterschied zwischen dem Translationsprodukt und der

importierten Form beobachtet werden. Dies konnte darauf hindeuten, dass die 100 N-terminalen
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Aminosduren des SGEI Proteins zwar fiir ein Transitpeptid kodieren, die Schnittstelle zwischen
Transitpeptid und dem reifen Protein jedoch nicht in diesem Bereich enthalten ist. Es kdnnte auch der
Fall sein, dass das chimére Protein eine Konformation einnimmt, in der der Schnitt nicht erfolgen

kann.

Fiir plastiddr lokalisierte Proteine konnte gezeigt werden, dass, relativ zur Schnittstelle
zwischen Transitpeptid und dem reifen Protein, in Position —3 héufig ein Isoleucin oder Valin
anzutreffen ist, und in Position —6 bis —10 gewdhnlich ein Arginin zu finden ist (von Heijne et al.,
1989; Gavel und von Heijne, 1990). Eine weitere Analyse der SGEI Proteinsequenz ergab, dass die
Schnittstelle zwischen Transitpeptid und der reifen Form des SGEI Proteins mdglicherweise zwischen
den Aminosduren 145 und 155 lokalisiert sein konnte. An Position —3 zur méglichen Schnittstelle
befindet sich ein Valin, an Position —10 ein Arginin. Zusétzliche Importexperimente sollen mit den
200 N-terminalen Aminosduren des SGEI Proteins erfolgen. Zusitzlich soll die Lokalisation in vivo
durch chimire GFP Proteine gezeigt werden, die aus dem SGEI Protein und dem GFP Protein
bestehen. Wie unter 1.2.2.1.1 angefiihrt, ist ein neuer Importmechanismus fiir Glykoproteine in
Chloroplasten beschrieben worden (Villarejo et al., 2005; Faye und Daniell, 2006). Moglicherweise
wird SGEI iiber diesen Weg in Chloroplasten transportiert. Weitere Experimente hierzu sollten

dartiber Aufschluss geben.

V.3.2 Northern-Blot Experimente weisen auf die Existenz unterschiedlich groBer SGEI

Transkripte hin

Aufgrund der geringen Mengen an sgel Transkript gestalteten sich Northern-Blot Experimente
zur Bestimmung der sgel Transkriptmenge in verschiedenen Organen der Kartoffelpflanze als sehr
schwierig. Nur mittels radioaktiv markierter sgel »antisense« RNA, dem Entfernen unspezifisch
gebundener RNA mittels RNase und langen Expositionszeiten konnten diese Experimente
durchgefiihrt werden. Als Ergebnis zeigte sich, dass nicht nur ein sgel Transkript detektiert werden
konnte, sondern, abhingig vom untersuchten Gewebe und den &dufleren FEinfliissen, bis zu drei
unterschiedlich grofle Transkripte. Die detektierten Transkripte wiesen Groflen von ca. 3.5 kb, 3.1 kb
und 1.6 kb auf. Da unter sehr stringenten Bedingungen gearbeitet wurde, schlieBen sich unspezifische

Bindungen der radioaktiv markierten sgel »antisense« RNA aus.

Dieses Resultat deutet auf die Mdglichkeit hin, dass das sgel Gen fiir drei unterschiedlich
lange Transkripte kodiert. Der Vergleich der sgel und dsd10 cDNA zeigte, dass sich die dsd/0 cDNA
im 5° Bereich von der sgel cDNA in sieben Basenpaaren unterschied. Moglicherweise entsteht das
1.6 kb grofle Transkript durch differentielles Spleilen. Differentiell gespleiite mRNAs besitzen immer
dieselben 5°-Enden. Die dsd/0 und sgel cDNA’s unterscheiden sich jedoch in ihrem 5°-Ende
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voneinander. Méglicherweise umfasst die dsd/0 cDNA nicht die Volllingen-Sequenz der moglichen
Spleilvariante. Durch differenzielles Spleilen kdnnte auch das 3.1 kb grofe Transkript entstanden
sein. Weitere, noch durchzufilhrende Experimente sollten hiertiber Aufschluss geben. FEine
interessante Fragestellung ist auch, welche physiologische Bedeutung dieser Vorgang haben konnte.
Aufgrund der nahezu identischen Sequenz der dsd/0 und sgel cDNAs ist es unwahrscheinlich, dass

verschiedene Gene fiir diese cDNAs kodieren.

V.33 Die antisense Inhibierung des sgel Gens fiihrt zu einem Hochstirke-Phinotyp

in Bléittern und damit zu einem Anstieg des Trockengewichts.

Zur funktionellen Analyse des SGEI Proteins wurden Pflanzen erzeugt, die eine verminderte
Expression des SGEI Proteins aufweisen sollten. Die generierten SGEI »antisense« Pflanzen wurden
zundchst auf das Vorhandensein eines Hochstidrke-Phdnotyps hin durchmustert, da sich wie unter
V.3.2 beschrieben, die Northern-Blot Analyse aufgrund der niedrigen Transkriptmenge von sgel

schwierig gestaltete.

Nach der Durchmusterung der a-sgel Primértransformanten konnten drei Linien isoliert
werden, welche einen Hochstidrke-Phianotyp zeigten. Die »antisense« Inhibierung des sgel Gens
erfolgte in diesen Pflanzen unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors. Zur antisense Inhibierung
wurden die Basenpaare 1694 bis 2792 der sgel cDNA verwendet, welche der dsdl/0 cDNA
entsprechen. Auch Tabakpflanzen, welche mit demselben Konstrukt transformiert wurden, wie fiir
Kartoffel verwand, zeigten einen Hochstdrke-Phinotyp (Daten nicht gezeigt). Ebenso
Kartoffelpflanzen, welche mit einem sgel »antisense« Konstrukt transformiert wurden, welches unter

der Kontrolle des blattspezifischen L700 Promotors stand (Daten nicht gezeigt).

Die auf Grund ihres Hochstirke-Phidnotyps selektierten Linien wurden mittels
semiquantitativer RT-PCR auf die Reduktion der sgel Transkriptmenge untersucht. Jene Linien,
welche einen Hochstdrke-Phénotypen aufwiesen, zeigten ebenfalls eine Reduktion der sgel
Transkriptmenge. Die Isolation von transgenen Pflanzen aufgrund eines Hochstirke-Phénotyps wurde
auch in transgenen Tomatenpflanzen durchgefiihrt, die in ihrer R1-Aktivitét inhibiert sein sollten. Die
Pflanzen, welche einen Hochstidrke-Phdnotyp aufwiesen, zeigten ebenfalls eine Reduktion der R1

Transkript- und Proteinmenge (James R. Lloyd, personliche Mitteilung).

Wie fiir die a-pct-bmyl Linien gezeigt, fiihrte auch der Hochstirke-Phénotyp der a-sgel Linien zu
einer Erhéhung des Trockengewichts der Blitter. Dies konnte fiir Blatter 12 Wochen alter Pflanzen
gezeigt werden. Die Erhohung des Trockengewichts fiel in diesen Linien noch deutlicher aus, als in

den entsprechenden o-pct-bmyl Linien, was mit dem deutlich héheren Gehalt an Stirke in diesen
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Linien korrelierte. Allerdings muss angefiigt werden, dass beide Linien nicht gleichzeitig unter
identischen Kulturbedingungen wuchsen, was einen Einfluss auf die Menge der gebildeten Stirke

austiben konnte.

V.34 Die »antisense« Inhibierung des sgel Gens beeinflusst die a- und auch die -

Amylase-Aktivitit in Bléittern

Die »antisense« Inhibierung des sgel Gens fiihrte zu einer Reduktion sowohl der a-Amylase-,
wie auch der $-Amylase-Aktivitdt. Eine signifikante Reduktion der a-Amylase-Aktivitdt konnte nur
fiir die a-sgel Linie #58 beobachtet werden, die anderen beiden Linien #51 und #56 zeigen eine nicht
signifikante Reduktion dieser Aktivitit. Dieses Ergebnis wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass
die Linie #58 auch in der semiquantitativen RT-PCR Analyse die stirkste Reduktion in der sgel
Transkriptmenge zeigte. Die verbleibende a-Amylase-Aktivitit in den a-sgel Linien deutet auf das
Vorhandensein weitere Gene hin, welche fiir a.-Amylasen kodieren. Dabei konnte es sich um die von

Gausing und Kreiberg (1989) beschriebenen a-Amylasen handeln.

Unerwarteter Weise fiihrte die Inhibierung des sgel Gens ebenfalls zu einer Reduktion der
B-Amylase- Aktivitit. Fiir zwei a-sgel Linien, #51 und #58, konnte eine signifikante Reduktion dieser
Aktivitdt nachgewiesen werden. Besonders drastisch stellte sich die Reduktion der P-Amylase-
Aktivitét fiir die Linie #58 dar, welche gegeniiber der Kontrolle nur noch eine f-Amylase-Aktivitit
von 3% aufwies. Northern-Blot Experimente bestdtigten diese Ergebnisse und zeigten fiir die Linie
#58 das Fehlen der pct-bmyl und cf-beta Transkripte, wohingegen fiir die Linie #51 nur eine
Reduktion der pct-bmyl Transkriptmenge zu beobachten war. Eine Linie, in denen beide f-Amylase-
Aktivitdten mittels »antisense« Technik reprimiert wurde, zeigte eine $-Amylase-Aktivitit von ca. 8%
und wies einen Hochstidrke-Phénotyp auf (Daten nicht gezeigt). Die Reduktion der CF-BETA-
Aktivitét fiihrte nicht zu einem Hochstédrke-Phinotyp, so dass davon ausgegangen werden kann, dass
der beobachtete Hochstirke-Phdnotyp allein auf die Reduktion der PCT-BMYI-Aktivitit

zuriickzufiihren war (Daten nicht gezeigt).

Da die Inhibierung des PCT-BMYI Proteins schon allein zu einem Hochstérke-Phénotyp
fiihrt, konnte die Reduktion der PCT-BMYI-Aktivitit zu dem beobachteten Phinotyp der Pflanzen
fiihren. Aufgrund dieser Beobachtungen bleibt die Interpretation der Rolle von SGEI in der

Mobilisierung der transitorischen Stérke in Blattern schwierig.

Vergleicht man die Ergebnisse, die mit den o-pct-bmyl Linien und den a-sgel Linien
gewonnen wurden, so zeigt sich, dass die Pflanzen der a-sgel Linien einen stirker ausgeprigten

Hochstérke-Phédnotyp aufwiesen, als Pflanzen, in denen nur alleine die $-Amylase-Aktivitit reduziert
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war. Zu den Ergebnissen zdhlt die Menge an akkumulierter Stirke, die Beobachtung der vergroferten
Stiarkekorner der a-sgel Linie #58, die nur in dieser beobachtet werden konnte, und ein héheres
Trockengewicht der a-sgel Linien gegentiber den a-pct-bmyl Linien. Die Reduktion der PCT-BMYI-
Aktivitét trdgt sicher zu dem beobachteten Hochstidrke-Phénotyp der a-sgel Linien bei, ldsst sich aber

nicht nur alleine durch die Reduktion der PCT-BMYI-Aktivitit erklaren.

Arabidopsis Mutanten, welche einen Hochstidrke-Phéinotypen zeigen, weisen eine erhdhte
p-Amylase-Aktivitdt auf (Caspar et al., 1989; Zeeman et al., 1998b; Critchley et al., 2001) um
moglicherweise das Fehlen stidrkeabbauender Aktivititen zu kompensieren. Umgekehrt zeigen
transgene Kartoffelpflanzen, die eine Reduktion der f-Amylase-Aktivitit aufweisen, keine
Verdnderung in der a-Amylase-Aktivitdt. Unklar bleibt, wie die Inhibierung der SGEI-Aktivitit zu
einer Reduktion der -Amylase-Aktivitdt fiihrte. Moglicherweise besitzt das SGEI Protein neben
seiner a-Amylase-Aktivitdt auch noch regulatorische Eigenschaften, welche die Expression von
Genen, kodierend fiir stirkeabbauende Enzyme, beeinflussen. Ausgeschlossen werden kann eine
»antisense« Reprimierung der - Amylase-Aktivitidt aufgrund einer Homologie der verwendeten dsd/0

cDNA zu -Amylase Sequenzen.

Von einem Positionseffekt durch die in das Genom eingefiihrte dsd/0 »antisense« DNA ist
ebenfalls nicht auszugehen, da die Reduktion der $-Amylase-Aktivitit in zwei verschiedenen Linien
beobachtet werden konnte und die Reduktion in beiden Linien fiir beide -Amylase Isoformen
unterschiedlich ausfiel. Letztlich bleibt anzumerken, dass auch die a-sgel Linie #56 einen Hochstirke-
Phinotyp zeigte, jedoch nicht signifikant in ihrer f-Amylase- Aktivitét inhibiert war. Dieses Ergebnis
deutet ebenfalls daraufthin, dass nicht nur die Reduktion der -Amylase-Aktivitit zu dem beobachteten

Hochstérke-Phénotyp fiihrte.

Fiir die SGEI »antisense« Linien, welche einen Hochstirke-Phédnotyp zeigten, konnte eine
signifikante Erhchung der D-Enzym-Aktivitdt gemessen werden. Diese Beobachtung deckt sich mit
den Ergebnissen zur sex4 Mutante. Auch diese Pflanzen zeigten einen Hochstédrke-Phinotyp und
wiesen eine signifikante Erh6hung der D-Enzym-Aktivitit auf (Zeeman et al., 1998b). Dies kann
dahingehend interpretiert werden, dass durch die Erhdhung der D-Enzym-Aktivitit der Reduktion

anderer stirkeabbauender Aktivititen entgegengewirkt werden soll.
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V.3.5 Der Hochstirke-Phinotyp der Bléitter ist auf die Akkumulation der Stirke iiber

die Vegetationsperiode hinweg zuriickzufiihren

Wie fiir transgenen Kartoffelpflanzen beschrieben, die eine Reduktion der PCT-BMYI-
Aktivitdt aufwiesen, fiihrte auch die Inhibierung des sgel/ Gens in Kartoffelpflanzen zu einer
Akkumulation der transitorischen Stérke tliber die Vegetationsperiode und somit zu einem Hochstérke-

Phénotyp.

Fiir die a-sgel Linien #51 und #58 konnte nachgewiesen werden, dass sie wihrend der
Dunkelperiode weniger Stirke mobilisieren als die untransformierte Kontrolle. Fiir die Linie #51 war
dies nur in Blittern 11 Wochen alter Pflanzen zu beobachten, fiir die Linie #58 konnte dies auch fiir
Blitter 6 Wochen alter Pflanzen gezeigt werden. Fiir die o-sgel Linie #56, welche auch einen
Hochstédrke-Phénotyp zeigte, konnte genauso wie fiir die Linie #11 der R1 »antisense« Pflanzen kein
signifikanter Unterschied in der Menge an mobilisierter Stirke nachgewiesen werden. Das Resultat zu
den R1 »antisense« Pflanzen bestitigt das Ergebnis von Lorberth et al. (1996) und macht noch einmal
deutlich, dass der beobachtete Hochstirke-Phinotyp auch durch nur geringe, nicht signifikante

Unterschiede in der Menge an mobilisierter Stérke liber die Dunkelperiode zustande kommen kann.

Die Inhibierung des sgel Gens in transgenen Kartoffelpflanzen fiihrte zu einer bis zu
24-fachen Erhohung des Stirkegehaltes in »source« Blidttern gegeniiber der untransformierten
Kontrolle. Die drastische Erh6hung der Stirkemenge konnte unter verschiedenen Kulturbedingungen
nachgewiesen werden. Obwohl a-sgel und a-pct-bmyl Linien nie nebeneinander unter denselben
Bedingungen kultiviert wurden, zeigen die Ergebnisse, dass die 24fache Menge an transitorischer
Starke in Blatter der SGEI »antisense« Linien, gegentiber der untransformierten Kontrolle, wohl nicht
nur auf die Reduktion der B-Amylase-Aktivitit zuriickzufiihren war. Die Inhibierung des r/ Gens
fiihrte zu einer fiinffachen Erhchung des Stirkegehaltes in »source« Blittern. Damit konnten die

Ergebnisse von Lorberth (1996) bestitigt werden.

Vergleicht man auch hier den Anteil an Stirke, welcher wihrend der Dunkelperiode von der
Gesamtmenge der Blattstirke abgebaut wird, so mobilisieren o-sgel Linien deutlich weniger Stérke in
ihren Blattern, als die entsprechenden Kontrollpflanzen. Dies wurde besonders deutlich in 11 Wochen
alten a-sgel Linien. Blitter der a-sgel Linie #58 mobilisierten nur ca. 4 % ihrer transitorischen Stérke.
Diese Beobachtung konnte auch fiir R1-»antisense« Pflanzen gemacht werden, welche nur 20 — 40 %

ihrer Stiarke umsetzten (Lorberth, 1996).

Fiir die a-sgel Linie #58 konnte auch gezeigt werden, dass die durchschnittliche Korngrofie

der Stirkekorner doppelt so gro3 war, wie bei der untransformierten Kontrolle. Anscheinend fiihrte
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der ausgepragte Hochstédrke-Phénotyp dieser Linie zu einer VergréBerung der Stidrkekorner, weil nur
noch ein geringer Teil mobilisiert wurde. Dieser geringe Teil an mobilisierter Stidrke reichte aber
immer noch aus, um eine normale Entwicklung der Pflanze zu gewihrleisten. Die beobachtete
VergroBerung der Stirkekorner in Bléttern konnte auch fiir R1 »antisense« Linien (Lorberth, 1996)

und fiir die sex4 Mutante aus Arabidopsis (Zeeman et al., 2002) gezeigt werden.

Neben der beobachteten Akkumulation von Stdrke in Blittern der a-sgel Linien konnte
gezeigt werden, dass fiir 14 Tage abgedunkelte Blitter dieser Pflanzen, im Gegensatz zur
untransformierten Kontrolle, vital blieben. Dieses Phidnomen konnte auch fiir ganze Pflanzen
beobachtet werden. Die beobachtete erhohte Vitalitidt der untersuchten SGEI »antisense« Linien
beruhte wahrscheinlich auf der erh6hten Verfiigbarkeit von Stirke. Da diese Linien weiterhin in der
Lage waren, die akkumulierte transitorische Stdrke zu mobilisieren, stand ihnen genug Energie zur
Verfligung, um ihren Stoffwechsel aufrecht zu erhalten. Interessanterweise fiihrten die 14 Tage
Dunkelheit nicht zum Abbau des Chlorophylls und damit wohl auch nicht zum Abbau des
Photosyntheseapparates. Dies zeigt, dass der Abbau des Chlorophylls nicht lichtabhingig erfolgt,

sondern abhéngig vom Energiestatus der Zelle ist.

V.3.6 Die Reduktion der SGEI-AKktivitiit hat scheinbar keinen Einfluss auf den

Stiarkeumsatz in kaltgelagerten oder keimenden Kartoffelknollen

Die »antisense« Inhibierung von PCT-BMYI hatte keinen Einfluss auf das kélteinduzierte
StiBwerden von Kartoffelknollen. Das gleiche Ergebnis zeigte sich fiir die untersuchten a-sgel Linien.
Knollen der a-sgel Linien zeigten auch kein verdndertes Keimverhalten gegeniiber den Knollen der
untransformierten Kontrolle. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Speicherstdrke der Knollen
fiir das kilteinduzierte SiiBwerden oder die Keimung in ausreichendem Mafle mobilisiert werden kann.
Moglicherweise sind weder die beiden beschriebenen B-Amylasen und o-Amylasen (Gausing und
Kreiberg, 1989), noch SGEI am Abbau der Speicherstirke beteiligt oder die Verminderung in diesen
Aktivititen wird durch andere Enzyme kompensiert. Vorstellbar ist auch, dass der erreichte
Inhibierungsgrad nicht ausreichend war, um einen Effekt beobachten zu kénnen. Ansonsten treffen

auch hier die Argumente zu, die schon fiir das PCT-BMY]I Protein diskutiert wurden (sieche V.2.4).

Unter Betrachtung dieser Ergebnisse bleibt der Abbau von Stirke in Kartoffelknollen
weiterhin unverstanden. Dies gilt sowohl fiir den Abbau der Stirke wihrend der Kaltlagerung, als
auch wihrend der Keimung. Als Kandidaten fiir den Stdrkeabbau wihrend der Kaltlagerung
verbleiben die Enzyme, die von den cDNAs kodiert werden, die im Rahmen dieser Arbeit zwar

isoliert, aber nicht nidher charakterisiert worden sind (CSD 12, 21 und 23; siche Tab.4).
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vV.3.7 AbschlieBende Betrachtung

In den letzten Jahren konnten deutliche Fortschritte im Verstindnis des Abbaus der
transitorischen Blattstirke gemacht werden. Zum Verstdndnis trugen revers-genetische Ansétze, wie
in dieser Arbeit beschrieben, oder Arabidopsis-Mutanten bei, welche einen Hochstirke-Phénotyp
zeigen. Nach dem momentanen Stand der Forschung wird diskutiert, das sowohl 3-Amylasen (diese
Arbeit), als auch Isoamylasen (Delatte et al., 2005) die Stirkekorner direkt angreifen konnen. Als
priméres Produkt des Stidrkeabbaus entsteht Maltose (Lloyd et al., 2005). Wenn Maltose nicht iiber die
Chloroplastenmembran transportiert werden kann, fiihrt auch dies zu einem Hochstérke-Phénotyp in
Arabidopsis (Niittyld et al., 2004). Fiir Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass der dreifache knock-
out der a-Amylase Gene AtAMY 1, AtAMY2 und AtAMY3 zu keiner Anderung in der Abbaurate von

transitorischer Stirke fiihrte (Yu et al., 2005).

Die durch den Abbau der Stirke, vermittelt durch die plastiddr lokalisierte [3-Amylase,
entstehende Maltose wird in Arabidopsis nach dem Transport iiber die Chloroplastenmembran im
Zytosol weiterverarbeitet. Dabei spielt DPE2 eine entscheidende Rolle, wie die Untersuchungen von
Chia et al. (2004) und Lu und Sharkey (2004) zeigten. Maltose dient DPE2 als Glucosyldonor. DPE2
tibertrdgt dabei ein Glucosemolekiil auf wasserlosliche Heteroglucane, welche im Zytosol vorliegen,
das andere Molekiil Glucose wird freigesetzt (Fettke et al., 2005a, 2006). Arabidopsis DPE2 Mutanten
akkumulieren dementsprechend Maltose in lhren Blattern und zeigen einen Hochstirke-Phénotyp. Fiir
Kartoffel wurde gezeigt, dass DPE2 in Chloroplasten vorliegt. Auch hier fiihrte die Reprimierung der
Aktivitit zu einem Hochstédrke-Phéanotyp und zur Akkumulation von Stédrke in den Blattern (Lloyd et
al., 2004). Diese Beobachtung fiihrt zur Frage der Relevanz des Maltosetransporters in Kartoffel.
AuBerdem wire zu kldren welches Substrat in Chloroplasten als Akzeptor des Glucosemolekiils dient.
Denkbar wiren z.B. Stirke und deren Abbauprodukte. Das freigesetzte zweite Glucosemolekiil kénnte
tiber den Glucosetransporter in das Zytosol transportiert werden (Lloyd et al., 2005). Momentan sieht
es so aus, als wiirden in Arabidopsis und Kartoffeln zwei verschiedene Abbauwege vorliegen, wobei

die plastidir lokalisierte 3-Amylase in beiden Systemen eine bedeutende Stellung einnimmt.

Welche Rolle SGEI in diesem Zusammenhang spielt, muss die weitere Forschung zeigen.
Moglicherweise ist SGEI am Angriff auf die Stirkekorner direkt beteiligt und macht diese fiir andere
beteiligte Enzyme besser zugénglich. Vielleicht besitzt SGEI auch noch regulatorische Eigenschaften
und beeinflusst damit den Stirkeabbau. AbschlieBend bleibt anzumerken, dass trotz der Fortschritte

der letzten Jahre noch viele Fragen beziiglich des Abbaus von Stédrke zu beantworten sind.
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VI Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden cDNAs, kodierend fiir bisher unbekannte stirkeabbauende
Enzyme, aus Kartoffel isoliert und funktionell analysiert. Die Isolation der cDNAs erfolgte mit Hilfe
eines Systems, welches sich der funktionellen Expression von cDNA-Bibliotheken in E. coli bediente.
Die mit diesem System zur Expression gebrachten cDNA-Bibliotheken wurden im Rahmen dieser
Arbeit hergestellt. Zum einen handelte es sich um eine blattspezifische Phagen-cDNA-Bibliothek
(Proben wurden wihrend des Tag/Nacht Ubergangs genommen), zum anderen um eine
knollenspezifische cDNA-Bibliothek aus kaltgelagerten Knollen. Nach der Uberfiihrung der Phagen-
Bibliotheken in Plasmid-Bibliotheken wurden diese funktionell in dem E. coli Stamm KV832
exprimiert. Der Stamm KV832 wurde aufgrund seiner Fihigkeit, lineare Glucane zu akkumulieren,
ausgewihlt. Werden Glucan akkumulierende KV832 Kolonien mit Jod bedampft, so zeigen diese eine
typische Blaufdarbung. Nach der Expression der Plasmid-Bibliotheken in KV832 wurden solche
Kolonien weiter untersucht, welche in ihrer Farbung von den blauen Kolonien abwichen. Mittels eines
zweiten E. coli Stamms, PGM ™, welcher ebenfalls in der Lage ist, lineare Glucane zu akkumulieren,

wurden die Ergebnisse fiir KV832 bestiitigt.

Die funktionelle Expression der Bibliotheken fiihrte zur Isolation einer Reihe von
unbekannten cDNAs. Zwei dieser cDNAs wurden im Rahmen dieser Arbeit weiterfiihrend untersucht.
Zum einen handelte es sich um eine cDNA, die fiir eine bis dahin unbekannte B-Amylase aus Kartoffel
kodierte und deren Homolog aus Arabidopsis (CT-BMY) im Laufe dieser Arbeit von Lao et al. (1999)
ver6ffentlicht wurde, zum anderen um eine cDNA, die fiir ein unbekanntes Enzym kodierte (DSD10).
Das Arabidopsis Homolog zu DSD10 wurde im Zuge der Arabidopsis Genominitiative Ende 2000

publiziert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die isolierte B-Amylase cDNA fiir eine
funktionelle $-Amylase kodiert und dieses Enzym in der Lage ist, neben l6slicher auch rohe Stérke
anzugreifen. Lokalisationsexperimente zeigten, dass das Enzym in isolierte Erbsenchloroplasten
importiert wurde und dass die 100 N-terminalen Aminosduren fiir den Import in die Plastiden
ausreichten. Die B-Amylase wurde als PCT-BMYI bezeichnet. Die »antisense«-Inhibierung von PCT-
BMYTI fiihrte zu einem Hochstédrke-Phénotyp der Blitter, sowie zu einem Anstieg der Trockenmasse.
Der Hochstirke-Phéinotyp ist auf eine Reduktion der Stdrkemobilisierung und die daraus folgende
Akkumulation der Starke wihrend der Vegetationsperiode zuriickzufiihren. Damit konnte erstmals die
physiologische Bedeutung einer 3-Amylase fiir den Abbau der transitorischen Stirke gezeigt werden.
Kein Einfluss zeigte die »antisense« Inhibierung von PCT-BMYT auf den kélteinduzierten Abbau der
Speicherstirke in Knollen. Es konnte auch kein Unterschied im Keimverhalten oder der Entwicklung

der neuen Pflanze beobachtet werden.
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Ein Teil der Ergebnisse zu PCT-BM Y1 wurde bereits publiziert (Scheidig et al., 2002).

Die isolierten cDNAs dsdi0, sgel (die Volllingen cDNA zu dsdl0) und das Arabidopsis
Homolog asgel kodieren fiir Enzyme, welche a-Amylase- Aktivitit besitzen, aber keine Homologie zu
bekannten o-Amylasen aufweisen. Ein mégliches Glucoamylase Motiv erwies sich fiir die Aktivitit
des Proteins als essentiell. Lokalisationsexperimente deuteten auf den Import des SGEI Proteins in
isolierte Erbsenchloroplasten hin. Die »antisense«-Inhibierung von sgel fiihrte in den entsprechenden
Linien zu einem Hochstirke-Phénotyp in Blittern, einem Anstieg der Trockenmasse in Blittern, sowie
zu grofleren Stirkekornern in einer der untersuchten Linien. Ein nicht erwarteter Effekt zeigte sich in
Blittern der entsprechenden Linien, welche fiir langere Zeit dunkel gehalten wurden. Die Blitter der
untransformierten Kontrolle waren abgestorben, wohingegen die Blitter der SGEI »antisense« Linien
griin und vital erschienen. Die a- und P-Amylase-Aktivitdt war in Blattern der SGEI »antisense«
Linien reduziert, weshalb eine genaue Zuordnung der Funktion von SGEI nicht méglich war. Die
vorliegenden Ergebnisse zu den SGEI »antisense« Linien deuten aber darauf hin, dass der beobachtete
Hochstérke-Phénotyp nicht alleine auf die Reduktion der $-Amylase-Aktivitit zurlickzufiihren ist. Ein
Einfluss von SGEI auf den kélteinduzierten Abbau der Speicherstirke konnte nicht beobachtet
werden. Es konnte auch hier kein Unterschied im Keimverhalten oder der Entwicklung der neuen

Pflanze beobachtet werden.
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VI Summary

In the presented work, previously unidentified starch metabolic genes from potato were
isolated and functionally characterized. Gene isolation proceeded using a cDNA library system that
allows the functional expression of potato genes in E. coli. The generated libraries included 1) a phage
vector-based, leaf-specific cDNA library generated from mRNA isolated during the day/night
transition and 2) a phage vector-based, tuber-specific cDNA library generated from mRNA isolated
from potato tubers after cold storage. After in vivo mass Excision of the phage library, the resulting
plasmid libraries were functionally expressed in E. coli strain, KV832. This strain was selected for its
ability to accumulate linear glucans. Reaction with iodine vapour in glucan-producing KV832 colonies
results in a characteristic blue hue. The expression library was thus screened for colonies in which the
blue hue was diminished, a potential indicator of the expression of starch degrading enzymes. Library
clones from the selected colonies were reconfirmed in PGM~, an alternative E. coli that also

accumulates linear glucans.

The above expression and screening program allowed isolation of a series of previously
uncharacterized cDNA clones. Two such clones were investigated in depth in the remainder of the
presented work. The first of these cDNA clones comprised a gene for a hitherto unidentified p-
amylase function. The second encoded a functional truncation of a previously unknown enzyme, and
was designated DSDI10. The full length version of this gene was isolated and designated sgel.
Homologs of both full-length genes have since been identified in Arabidopsis: the former was
published as CT-BMY by Lao et al. (1999), while the latter was published in the course of the
Arabidopsis Genome Initiative at the end of 2000.

Demonstrated in the course of this work is that the first of these isolated amylase cDNAs
encodes a functional -amylase enzyme that hydrolyses raw as well as soluble starch. Enzyme
localization experiments showed that the 100 N-terminal amino acids are sufficient to effect import
into isolated pea chloroplasts, which is supportive of plastid-targeted localization in potato. This novel
B-amylase was designated as PCT-BMYI. Whole-plant antisense inhibition of PCT-BMYT in the
potato plant resulted in a high-starch phenotype in the leaf, as well as to an increase in leaf dry weight.
The high-starch phenotype was caused by a reduction in starch mobilization and the resulting
accumulation of starch during the vegetative phase. This represents the first demonstration of the
physiological role of a 3-amylase in the metabolism of transitory starch deposits. In contrast to its role
in the leaf, antisense inhibition of PCT-BMY1 resulted in no observable alteration in cold-induced
metabolism of storage starch in the potato tuber. Additionally, inhibition of PCT-BMY1 resulted in no

observable alteration in tuber sprouting, nor in the development of the potato plants.
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A portion of the results regarding PCT-BM Y1 have been published (Scheidig et al., 2002).

The second isolated gene, sgel, and its Arabidopsis homolog, asgel, encode enzymes with a-
amylase activity, but neither show homology to known oa-amylases. A putative glucoamylase motif,
however, was found to be essential for activity of the sgel gene product, SGEI. As was the case for
PCT-BMY1, localization experiments demonstrated import of SGEI into isolated pea chloroplasts,
again suggesting plastid localization in potato. Antisense inhibition of sgel in potato lead to a high-
starch phenotype in the leaf and an increase in the leaf dry weight, but also to an increase in starch
granule size in one of the studied potato lines. Longer term storage of such lines in the absence of light
resulted in an unexpected phenomenon. While the wild type control leaves withered and died within
days, the sgel antisense lines appeared green and healthy for over two weeks. The reason for this may
be the metabolism of the stored, hyper-accumulated starch, both due to and despite the initial antisense
suppression of sgel. The exact roll of SGEI in these experiments was complicated by the observed
simultaneous suppression of both o- und f-amylase activity in the sgel antisense lines. The clear
quantitative differences in the observed high-starch phenotypes of the sgel and PCT-BMY1 lines,
however, suggest that these phenotypic differences were not due to suppression of (3-amylase activity
alone. SGEI suppression resulted in no observed differences in sprouting, development of potato

plants, or in the metabolism of storage starch in the potato tuber.
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