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Die Cre/lox Rekombinase @ schneidet sich selbst und das Markergen
I heraus. Zuriick bleiben nur kurze Erkennungsequenzen und das
Wunschgen.

Ergebnisse:

« Mit Tabak konnten nach 2 Generationen vollkommen markergen-
freie Pflanzen erzielt werden

» Transgene Zuckerriiben werden zur Zeit ebenfalls auf Markergen-
freiheit untersucht. Erste Ergebnisse bestatigen die Markergen-
eliminierung.

2 Tabaksprosse aus Saatgut unter Auflicht, der obere Spross ist mit dem Markergen-
eliminierungssystem (Samenspezifischer Promotor) transformiert. Wunschgen ist hierbei ein
Gen fiir ein grin fluoreszierendes Protein (GFP), das jedoch nur aktiv sein kann, wenn das
Markergen entfernt wird. Der untere Spross dient als nichttransgene Kontrolle . Das rechte
Bild zeigt die Sprosse unter UV-Licht. Nur der obere Spross leuchtet, da hier durch die erfolgte
Markergeneliminierung das GFP (Green Fluorescens Protein) aktiviert wurde.

Transgene Tabaksprosse aus Saatgut (2.te
Generation) werden auf
Kanamycinhaltigem -und Kanamycin-freiem
Medium angezogen.

Alle Nachkommen sind nicht mehr in der
Lage, auf Medium mit Selektionsmarker zu
wachsen. Dies ist ein eindeutiger Beweis
fur die erfolgte Markergeneliminierung.

Fazit:

Markergeneliminierung bei Zuckerriibe erscheint mit den
getesteten Systemen moglich, erfordert aber mindestens 2
zusatzliche Vegetationsperioden.

Literaturverweise/ weiterfiihrende Information: Kooperationspartner fiir dieses Projekt waren u.a.
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- UNI Rostock, I. Broer

Die Transposase® bewirkt das Springen des Markergens an eine andere Stelle im
Genom. Das Wunschgen wird dadurch vom Markergen —— getrennt. Eine
Kreuzung untereinander ergibt dann Pflanzen, die noch das Wunschgen, aber
nicht mehr das Markergen tragen.

Ergebnisse:
Erstmals wurde Transposition in Zuckerriibe nachgewiesen durch:

* Nachweis der Excision (“Herausspringen”)

« Nachweis der Reintegration an anderer Position

« Folgegenerationen der transgenen Zuckerriiben wurden erzeugt

» Nachweis der Segregation (Trennung Markergen von Wunschgen) an
Nachkommen ist Gegenstand aktueller Arbeiten.

Abb.: Nachweis der Transposition in Zuckerriibe:

Zuckerriiben wurden mit einem Konstrukt in einer Weise transformiert, dass eine Regeneration zu
einem ganzen Spross nur moglich war, nachdem das Markergen gesprungen ist. Erfolgreiche
Regeneration in Selektionsmedium (siehe Bilder) sind der Beweis dafr.

Anwendungsbeispiel: Rizomania

Rizomania, auch Virése Wurzelbartigkeit genannt, ist eine Viruskrankheit der Zuckerriibe, die
durch einen bodenbiirtigen Pilz tbertragen wird. Ziel ist eine hochresistente Zuckerriibe die
auBer dem eingefilhrten Resistenzgen keine zuséatzlichen Fremdsequenzen enthalt.
Markergeneliminierungskonstrukte resultierend aus dem Projekt werden bereits fir
Transformationsarbeiten eingesetzt.

KwWS

Gesunde Zuckerriibe (links) und mit Virus Typisches Bild der Wurzelbartigkeit bei Virusbefall.
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