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Ei nl ei tung

Raps ist die produktivste Olsaat, die in den gemaRigten
Klimazonen angebaut wird. Die Triacylglycerine herkémmlichen
Rapsols bestehen zu 60-70% aus einfach ungesattigter Olsaure
und zu 30-40% aus Linol-, Linolen- und Palmitinsdure. Ein Sa-
mendl in Form reiner Trioleate sowie ein Speisedl ohne Reste
von Linolenséure sind Produkte, deren Verarbeitung von Chemie
und Nahrungsmittelindustrie seit langem gewunscht wird. Wenn es
gelange, die Fettsdaurezusammensetzung im Samendl entsprechend
zu modifizieren, wirden Anbau und Absatz dieses Hoch-Olsaure
Rapses erheblich ausgeweitet werden kdnnen.

Ziel des High-Oleic Projektes ist ein gentechnologischer
Eingriff in die Fettsduredesaturierung bei der Akkumulation von
Triacylglycerinen in Rapssamen. Unsere priméaren Ziele sind
daher die Isolierung von cDNAs fir plastidare und mikrosomale
Oleatdesaturasen. Aufgrund der subzellularen Komplementation
bei Desaturasedefekten ist damit zu rechnen, daf3 nur durch Aus-
schaltung aller Isoenzyme in Plastiden und ER der maximale Ol-
sauregehalt erreicht werden kann. Die rapseigenen Gene sollen



al s antisense-Konstrukte in geeigneten Vektoren zur Rapstrans-
formati on eingesetzt werden. Durch die Expression der
spezifischen antisense-mRNAs wird die Desaturierung von Olsaure

blockiert, wodurch ein Rapsprototyp erhalten wird, der sich

durch einen hohen Olsaure- und niedrigen Linolensauregehalt

auszeichnet.

Wie unsere biochemischen und enzymatischen Studien zeig-
ten, stellen die Fettsauregruppen intakter Lipide ohne
transienten Austausch die eigentlichen Substrate plastidarer
(Schmidt & Heinz 1992, 1993) und mikrosomaler Oleatdesaturasen
(Sperling et al. 1992, Sperling & Heinz 1993, Sperling et al.

1993) dar. Die plastidare Oleatdesaturase aus Spinat wurde
gereinigt und N-terminal sequenziert (Schmidt & Heinz 1992).
Korrespondierende Oligonukleotide sollen tber die PCR-Technik
zur Isolierung einer cDNA aus mRNA fuhren. Die homologen
Isoenzyme der Linoleatdesaturase aus Plastiden und Mikrosomen,
die als erste pflanzliche Desaturasen sequenziert wurden
(Arondel et al. 1992), zeigen eine unerwartet grofe
Sequenzibereinstimmung. Aufgrund zu erwartender Homologien
zwischen plastidarer und mikrosomaler Oleatdesaturase soll ein
PCR-Screening zur Isolierung der homologen Rapssequenzen fiih-
ren.

Isolierung von cDNA-Klonen fur plastiddre und mikrosomale

Oleatdesaturasen

Zur Isolierung der fur unser Vorhaben erforderlichen cDNA
der plastidaren Oleatdesaturase aus Spinat wurde das gereinigte
Protein geblottet und N-terminal sequenziert. Von der resultie-
renden Aminosauresequenz wurden degenerierte Oligonucleotid-
primer fir PCR-Experimente abgeleitet. Mit verschiedenen
Primern wurde mittels 3'- und 5-RACE ein vollstandiger cDNA-
Klon aus Spinatblatt-mRNA isoliert und sequenziert. Dieser
cDNA-Klon besitzt eine Lange von 1717 bp sowie eine polyA-
Sequenz und ein offenes Leseraster von 448 Aminosauren. Diese



Sequenz kodiert fur ein plastidares Leaderpeptid von 65
Aminosauren und die eigentliche Desaturase von 382 Aminosauren

und einer Masse von 43 kDa (Schmidt et al. 1994). Das
abgeleitete Protein zeigte deutliche Sequenzidentitaten von 52%

zu der Oleatdesaturase (desA) aus Synechocysti s (Wada et al.
1990) und von 25% zu Linoleatdesaturasen (fad3, fad7) aus

Ar abi dopsi s (Arondel et al. 1992, Iba et al. 1993, Yadav et al.

1993).

Ein Vergleich mit den seinerzeit bekannten Desaturasen
(Ntambi et al. 1988, Stukey et al. 1990, Wada et al. 1990,
Arondel et al. 1992) fuhrte zur Identifizierung von drei hoch
konservierten Regionen mit der generellen Aminosauresequenz
HXXXH. Diese Histidin-Boxen und auch ihr gegenseitiger Abstand
sind in allen membrangebundenen Desaturasen hoch konserviert
(Schmidt, Sperling & Heinz 1993, Schmidt et al. 1994). Die
konservierten Aminosauresequenzen der ersten und dritten
Histidin-Box wurden benutzt, um diverse Oligonucleotidprimer
verschiedener Degeneration und Lange zu konstruieren. Diese
Primer wurden in PCR-Experimenten mit cDNAs eingesetzt, die von
polyA-mRNA verschiedener Organismen transkribiert wurde. Die
resultiertenden DNA-Fragmente von 550-700 bp wurden kloniert
und sequenziert. Mit den abgeleiteten Aminoséduresequenzen
dieser partiellen Klone und bekannter Desaturasesequenzen wurde
ein  Dendrogramm erstellt (Abb.1), wodurch sich die neuen
Sequenzen aufgrund ihrer Homologie einer entsprechenden
Regioselektivitdtsgruppe zuordnen lassen. Auf diese Weise
konnte u.a. ein cDNA-Klon aus Raps isoliert und eindeutig als
plastidare Oleatdesaturase identifiziert werden (Schmidt,
Sperling & Heinz 1995).
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Abb.1. Ahnlichkeiten von membrangebundenen Desaturasen

hinsichtlich der Aminosauresequenzen zwischen erster und

dritter Histidin-Box. Das Dendrogramm wurde mt dem Programm
CLUSTAL mit einer ‘gap weight' von drei erstellt. Vertreter,

die in unserem Labor sequenziert wurden, sind mit einem Stern

bezeichnet. Nummer 1,2 (Ntambi et al. 1988); 3 (Thiede et al.

1986); 4 (Stukey et al. 1990); 9 (Sperling et al. 1995); 10,12

(Sakamoto et al. 1994); 11 (Wada et al. 1990); 14 (Schmidt et

al. 1994); 15 (Okuley et al. 1994); 17,18,19,21,25 (Yadav et

al. 1993); 22 (Yamamoto et al. 1992); 24 (Arondel et al. 1992).

Mit der o.g. PCR-Technik konnte auch ein vollig neuer
Desaturasetyp noch unbekannter Funktion aus cDNA von Sonnen-
blumen und Borretsch isoliert und sequenziert werden. Der
vollstandige Klon aus reifenden Sonnenblumenembryonen mit einer
Lange von 1377 bp zeigte ein offenes Leseraster von 458
Aminosauren, korrespondierend zu einer Proteinmasse von 52 kDa.
Auch diese Sequenz weist die fir membrangebundene Desaturasen



charakteristischen drei konservierten Histidin-Boxen auf,
obwohl die htchste Aminoséaureidentitat zur delta-6-Desaturase

aus Synechocysti s (Reddy et al. 1993) nur 18% betragt und der

N-Terminus um 100 Aminosduren langer ist. Die N-terminale

Sequenz zeigte hohe Ahnlichkeit mit Cytochrome b 5, SO dafd die
die komplette Sequenz fur ein Fusionsprotein aus Cytochrom b 5
und einem desaturaseahnlichen Enzym zu kodieren scheint. Die N-

terminale DNA-Region, die fur die hydrophile Cytochrom b 5-
Domaéne kodiert, konnte in E. col i funktional exprimiert werden.

Das rekombinante Protein zeigte ein Redoxabsorptionsspektrum,

das charakteristisch fur mikrosomales Cytochrom b 5 aus Pflanzen
ist. Expressionsstudien werden zeigen, ob dieses Fusionsprotein

in die Desaturierung von Phospholipiden, Sphingolipiden oder

deren Hydroxylierung involviert ist (Sperling et al. 1995).

Zwischenzeitlich wurde die erste Sequenz fir eine mikroso-
male Oleatdesaturase aus Ar abi dopsi s veroffentlicht (Okuley et
al. 1994). Unter Bericksichtigung dieser Sequenz wurden neue
degenierte PCR-Primer abgeleitet und erfolgreich zur Isolierung
der mikrosomalen Oleatdesaturase aus Raps eingesetzt. Damit
standen die rapseigenen Gene der plasidaren und mikrosomalen
Oleatdesaturase fur die gezielte Veranderung des Fettsdure-
musters bei der Akkumulation von Triacylglycerinen im Rapssamen
zur Verfugung.

Rapst ransf or mati on

Fur eine erste gentechnologische Blockade der Olsaure-
desaturierung im Raps wurden Antisensekonstrukte von den iso-
lierten cDNAs der plastidaren (P1) und mikrosomalen Oleatdesa-
turase (E1) erstellt. Um die Wirksamkeit der verschiedenen
Konstrukte maglichst schnell Gberprtfen zu kénnen, wurden diese
Konstrukte in den Pflanzenexpressionsvektor pBI121 (Fa.
CLONTECH, Heidelberg) hinter den konstitutiven 35S-Promotor aus

Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) anstelle des B-Glucoronidase



(QUS)-CGens und vor den Nopalinsynthase(nos)-Term nator Kkl o-
niert. Der bindre Vektor pBI121 enthdlt das Neomycin-
phosphotransferase-Gen (NPT 1) unter der Kontrolle des
Nopalinsynthase(nos)-Promotors, nos-Terminators und ermdglicht

eine Selektion auf Kanamycinresistenz (Abb.2a).

Die Antisense-tragenden und in ihrer Sequenz Uberpriften
Konstrukte pBI-P1-Bn und pBI-E1-Bn wurden dem Verbundpartner in
Einbeck (PLANTA) fur die Rapstransformation zur Verfigung
gestellt. Die Transformation von Kotyledonen aus Sommerraps der

Sorte Dr akkar erfolgte mittels Agrobacterium tunmefaciens
(GV3101) und Ti-Plasmid(pMP90)-vermitteltem DNA-Transfer. Nach
Kanamycinselektion, Regeneration und i n vitro-Aufzucht wurden

die Pflanzen schlief3lich auf Erde uberfihrt und mit Hilfe des
NPTII-ELISA-Tests auf ihre Neomycinphosphotransferase(NPT)-
Aktivitat Uberpraft. In Blattextrakten von 18 der regenerierten

Pflanzen waren signifikante NPT-Gehalte nachweisbar.

Die extrem niedrigen Raten der Kotyledonen-Transformation von
0-1% zeigten, dal3 sich der Vektor pBI121 fur die Transforma-

tion von Raps nicht besonders eignet. Daher wurde das chimare
Genkonstrukt aus 35S-Promotor, antisense-DNA der plastidaren
(P1) bzw. mikrosomalen (E1) Oleatdesaturase und nos-Terminator
in den binadren Vektor pRE1 umkloniert (Abb.2b). Bei dem Vektor
pRE1 handelt es sich um ein von Filsak und Tdpfer entwickeltes
Derivat des Vektors pGSC1706a (de Block, unveroffentlicht), der

das Neomycinphosphotransferase-Gen (NPT II) unter der Kontrolle
des 35S-Promotors als Selektionsmarker enthélt. Die resultie-
renden Konstrukte pRE1-P1 und pRE1-E1 wurden erneut zur Raps-
transformation an PLANTA Ubergeben. Durch die Agrobacterium
vermittelte Kotyledonen-Transformation mit den pRE1-Konstrukten
wurden wesentlich héhere Raten von 2-6% erreicht. Aus diesen
Transformationen sind 48 (pRE1-E1) und 41 (pRE1-P1) unabhangige
NPT-positive Pflanzen hervorgegangen.
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Abb. 2. Vekt or konstruktionen zur Antisense-Expression der d eat-
desaturasen in Raps in pBI121 (a) und pRE1 (b). Erlauterungen
siehe Text.

Die in Einbeck entwickelten, transgenen Pflanzen wurden
von uns Ubernommen und bis zur Fruchtreife weiterkultiviert.
Die Analyse genomischer DNA (Southern Blots) zeigte, daf3 11 von
18 NPT-positiven Pflanzen (pBIl-Konstrukte) das ‘gene of in-
terest’ enthielten. Die HPLC-Analysen dieser 11 transgenen
Pflanzen zeigten keine signifikanten Veranderungen im Fett-
sauremuster vegetativer Gewebe. Die Blatter der 89 NPT-positi-
ven Pflanzen mit pRE1-Konstrukten wurden von uns bei dem Ver-
bundprojektpartner Norddeutsche Pflanzenzucht (NPZ), Hohenlieth
gaschromatographisch (GC) analysiert. Aufgrund der starken Ex-
pression der Oleatdesaturasen in Blattern ergaben auch die GC-
Analysen der pRE1-Pflanzen keine signifikante Erhéhung des Ol-
sauregehaltes in vegetativen Geweben. Ob die Antisense-Expres-
sion der Oleatdesaturasen unter Kontrolle des verwendeten, kon-
stitutiven Promotors im Samen wirksam ist, werden zukunftige
Halbkorn-Analysen in Hohenlieth zeigen.

Somit ist es im vorliegenden Forschungsvorhaben gelungen,
die fur einen transgenen Hocholsaureraps erforderlichen Gene zu
klonieren und auf Raps zu Ubertragen. Durch die enge Zusammen-
arbeit mit den Verbundpartnern in Einbeck und Hohenliedt ist es
gelungen, die Gene fur die plastidare und mikrosomale Oleat-



desaturase auf die Sommerrapssorte Drakkar zu ubertragen und
100 unabhéngige transgene Pflanzen zu entwickeln. Eine Wirksam-

keit der Antisense-Konstrukte unter konstitutivem Promotor

konnte bislang nicht nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zei-

gen, dalR die Antisense-Expression unter der Kontrolle samen-

spezifischer Promotoren optimiert werden muf3, um den Zichtern

die fur weitere Zichtung erforderlichen Prototypen zur Verfi-

gung stellen zu kdnnen.
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