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1 Einleitung
1.1 Einfiihrung und Aufgabenstellung

In den letzten Jahren haben gentechnologische Methoden fiir die praktische Obstziichtung
mehr und mehr an Bedeutung gewonnen. Die grofite Schwierigkeit bei der Erzeugung
gentechnisch modifizierter Pflanzen besteht in einer effizienten Selektion transgener Zellen.
Diese erfolgt beim Apfel (Malus x domestica BORKH.) in der Regel im Anschluss an einen
Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfer mit Antibiotikaresistenzgenen, wie dem
Neomycinphosphotransferase-1I-Gen (nptll). Der Einsatz von Antibiotikaresistenzgenen wird
jedoch in der Offentlichkeit kritisch diskutiert. Das Europiische Parlament hat deshalb im
Oktober 2002 eine EU-Freisetzungsrichtlinie (2001/18/EG) erlassen. Diese Richtlinie
empfiehlt, dass die Freisetzung gentechnisch modifizierter Pflanzen, die solche
Antibiotikaresistenzgene tragen, nach und nach eingestellt werden sollte. Aus diesem Grund
ist die Etablierung alternativer Selektionsstrategien zwingend notwendig. Aktuell ist jedoch
noch kein vergleichbares Selektionsystem zur Ablosung des npt/l-/Kanamycin-Systems beim
Apfel verfiigbar. Deshalb wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Funktionsfahigkeit
und Anwendbarkeit des Flp/FRT-Rekombinationssystems zur nachtréglichen Entfernung des
nptlI-Gens an Apfel untersucht. Hierfiir wurde ein Monitoringvektor erstellt. Auf der
funktionellen T-DNA wurde das Selektionsmarkergen nptll und das fIp-Rekombinase-Gen
zwischen zwei spezifische flp-Erkennungssequenzen (FRT) platziert und bilden ein FRT-
flankiertes Fragment. Fiir die Detektion von Rekombinationsereignissen wurde dieses
Fragment zwischen einen CaMV 35S-Promotor und ein gusA-Reportergen platziert. Dadurch
war eine Expression des Reportergens unmoglich. Erst durch eine Flp-vermittelte
Rekombination an den beiden FRT-Erkennungssequenzen konnte das gesamte FRT-flankierte
Fragment aus dem Apfelgenom heraus geschnitten und das npt/I-Gen entfernt werden. Es
sollten transgene Apfellinien hergestellt und anschliefend die Moglichkeit einer Hitzestress-
induzierbaren Rekombination des npt/I-Markergens untersucht werden. Ziel dabei war die

Selektion transgener Apfelsprosse, die kein npt/I-Gen mehr enthalten.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte mit der Entwicklung einer innovativen
Resistenzstrategie am Apfel begonnen werden. Ziel dabei war es, eine auf RNA-Interferenz
basierende Abwehrstrategie gegeniiber den pilzlichen Schaderregern des Apfelmehltaus,
Podosphaera leucotricha, und des Apfelschorfes, Venturia inaequalis, zu entwickeln und zu
testen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Aufnahme von 19 nt kurzen siRNAs aus

pflanzlichen Zellen in pilzliche Infektionsstrukturen analysiert werden. Als mogliches Zielgen
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wurde das Chitinsynthase Klasse V-Gen ausgewihlt. Die Expression des ChsV-Gens ist
essentiell wihrend der phytopathogenen Entwicklung des Schaderregers (WERNER et al.
2007). Die Stilllegung eines solchen Genes konnte moglicherweise —die
Krankheitsentwicklung verlangsamen oder sogar hemmen. Deshalb wurde mit der Isolierung

von diesem Gen aus den pilzlichen Schaderregern begonnen.

1.2 Herkunft und Bedeutung des Apfels

Die Gattung Malus (Apfel) ordnet sich in die Familie der Rosaceae ein und umfasst circa 55
Arten. Zu dieser zihlt neben einer Reihe von wildtypischen Arten auch der agrarwirtschaftlich
bedeutende Kulturapfel Malus x domestica BORKH. (PHIPPS et al. 1990). Diese Arten sind
alle sehr nah verwandt und konnen miteinander gekreuzt werden (GESSLER UND PATOCCHI
2007). Erste Formen der Gattung Malus entstanden bereits am Ende der Kreidezeit. Aus
diesen Formen entwickelten sich dann vor etwa zwei Millionen Jahren die heutigen
Apfelwildarten, welche unter anderem in China (Malus baccata (L.) MOENCH; Malus
sieboldii SIEB.), in Westasien (Malus sieversii (LEDEB.) ROEM) oder Nordamerika (Malus
fusca (RAF.) SCHNEID.) beheimatet sind (SCHERMAUL 2005; JUNIPER et al. 1996). In Europa
gibt es nur wenige Wildarten, wie Malus sylvestris MILL. oder Malus floribunda SIEB. ex
VAN HOUTTE (STACE 1991). Die Wildapfelart Malus sylvestris MILL. soll nach der letzten
Eiszeit in Siidrussland entstanden sein und und besiedelt heute die geméfigte Zone Europas
bis Westasien (SCHERMAUL 2005). Der Kulturapfel (Malus x domestica BORKH.) stammt
jedoch nicht von Malus sylvestris MILL. ab, vielmehr wird Malus sieversii (LEDEB.) ROEM als
Vorfahre vermutet (SCHERMAUL 2005). Der Kaukasus, Zentral- und Westasien zéihlen zu den
wichtigsten Ursprungszentren des Kulturapfels (JUNIPER et al. 1996). Dort ist eine sehr hohe
genetische Diversitit innerhalb der Gattung Malus zu finden (JIANG 1986; L1 1989; ZHOU
1999). Diese groBe Variation an Malus-Arten und eine Vielzahl wertvoller Eigenschaften
waren fiir die Entstehung des Kulturapfels bedeutsam (VAvVILOV 1930; SCHERMAUL 2005)
Welche Wildart an der Entstehung des Kulturapfels hauptsichlich beteiligt war, ist bislang
noch nicht eindeutig geklart (HARRIS et al. 2002).

Der Kulturapfel (Malus x domestica BORKH.) zdhlt neben den Bananen (Ertrag von 95
Millionen Tonnen auf 4,8 Millionen Hektar), den Zitrusfriichten (Ertrag von 78 Millionen
Tonnen auf 1,1 Millionen Hektar) und dem Wein (Ertrag von 74 Millionen Tonnen auf 67
Millionen Hektar) zu den wichtigsten Obstarten im Erwerbsanbau (http://faostat.fao.org). So

wurden im Jahr 2009 weltweit rund 72 Millionen Tonnen Apfel produziert, welche auf circa



EINLEITUNG 16

finf Millionen Hektar erzeugt wurden (http://faostat.fao.org). Dabei hat sich die
Apfelproduktion in den letzten 20 Jahren fast verdoppelt. In Deutschland ist der Apfel die
wichtigste Art im Erwerbsobstanbau. Weltweit sind heute tiber 20.000 Apfelsorten bekannt,
von denen rund 1.600 Sorten in Europa vertreten sind. Dennoch favorisieren die Verbraucher
und der Markt nur wenige (circa 10) Apfelsorten. Diese Sorten erfiillen die hohen
Anforderungen an die Qualitit und Lagerfdhigkeit. Der intensive Anbau weniger Sorten hat
jedoch zur Folge, dass die Resistenz gegen bedeutende pilzliche Schaderreger bei einem
Grofteil der am Markt etablierten Apfelsorten (z.B. 'Golden Delicious' oder 'Gala') von den

Pathogenen durchbrochen wurde (PARISI e al. 1993; CAFFIER UND LAURENS 2005).

1.3 Grundlagen der Apfelziichtung

Im Mitteleuropdischen Raum wurde der Wildapfel bereits in der Jungsteinzeit durch die
gezielte Auslese besonders wertvoller Friichte gefordert, was allmidhlich zu einer
Hoherentwicklung fithrte (SCHERMAUL 2005). Die Anfange der Apfelziichtung reichen bis
ins erste Jahrhundert n.Chr. zuriick. Zu dieser Zeit iibernahmen die Romer den Obstbau von
den Griechen und entwickelten ihn zu einer Hochkultur. So hatten die Romer durch die
Selektion und Vermehrung von Apfelgenotypen mit besonderen Eigenschaften bereits 23
Apfelsorten geziichtet (SCHERMAUL 2005). Mit der Ausbreitung des Christentums wurde der
Obstanbau besonders durch die Kloster gefordert. Durch Kreuzziige und Pilgerfahrten wurde
die genetische Vielfalt erweitert und die Sortenentwicklung gefordert wurde (SCHERMAUL
2005). Im 16. Jahrhundert wurden der Anbau und die Pflege umfangreicher Obstpflanzungen
dann auch gesetzlich geschiitzt. DIEL etablierte 1796 in Deutschland Kreuzungstechniken,
wie die Bliitenkastration, die Sammlung von Pollen und den Transfer jener Pollen auf die
Narbe (WILLIAMS UND KucC 1969). Durch die Verbreitung erster Schriften iiber obstbauliche
MaBnahmen durch CHRIST und DIEL erlebte der Obstbau in Europa gegen Ende des 18.
Jahrhunderts einen starken Aufschwung (FRIEDRICH 1993). Seit 1880 wurden gezielte
Kreuzungen an staatlichen Institutionen Deutschlands durchgefiihrt (WILLIAMS UND KuUcC
1969). Eine systematische Ziichtung existiert jedoch erst seit Beginn des 20. Jahrhunderts. Im
Fokus der Ziichtung standen nun nicht mehr nur der Geschmack und die Grofe der Friichte,
sondern auch die Verbesserung von Wachstumseigenschaften des Baumes sowie die
Erhohung von Krankheitsresistenzen (SILBEREISEN ef al. 1996). Bis heute hat sich das
Spektrum angestrebter Eigenschaften stark erweitert und beinhaltet eine Kombination aus

Fruchtqualitdt (u. a. Geschmack, Saftigkeit, Lagerfdhigkeit), Ertrags- und Wuchsmerkmalen
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(u. a. Widerstandsfihigkeit des Baumes gegen abiotische Stressfaktoren) sowie die Resistenz
gegeniiber einer Vielzahl biotischer Schaderreger (FISCHER UND FISCHER 2002; PEIL UND
HANKE 2005). Die Resistenzziichtung zielt vor allem auf eine Erhohung der
Widerstandsfihigkeit des Apfels gegen pilzliche, bakterielle und tierische Schaderreger. Eine
weltweit bedeutende bakterielle Krankheit ist der Feuerbrand (Erwinia amylovora). Der
Apfelmehltau (Podosphaera leucotricha) und der Apfelschort (Venturia inaequlis) zihlen zu
den wirtschaftlich bedeutenden pilzlichen Schaderregern im Erwerbsapfelanbau. In deutschen
Apfelanlagen sind allein bis zu 22 Fungizid-Behandlungen im Jahr notwendig, um die
genannten pilzlichen Krankheiten zu kontrollieren (ROBBERG 2007). Der Apfel hat somit —
mit Abstand zu anderen Kulturpflanzen und Pflanzenschutzmitteln — einen wesentlich
hoheren Bedarf an Fungizid-Behandlungen (ROSBERG 2007). Eine Alternative zum Einsatz
solcher chemischen Pflanzenschutzmittel ist der Anbau resistenter Apfelsorten. Der Einsatz
von chemischen Pflanzenschutzmitteln konnte so auf ein Minimum herabgesetzt, der Arbeits-
und Kostenaufwand erheblich reduziert und somit die Apfelproduktion fiir Verbraucher und
Umwelt deutlich verbessert werden (FISCHER UND FISCHER 2002). Bereits am Markt
etablierte Apfelsorten konnen jedoch nicht mit Hilfe klassischer Apfelziichtungsverfahren
verbessert werden. Dies wird durch die bestehende Selbstinkompatibilitit, das hohe Maf} an
Heterozygotie und die enormen Qualititsunterschiede zwischen dem Kulturapfel und den
Wildapfelarten der Gattung Malus verhindert (GESSLER UND PATOCCHI 2007). In der
klassischen Apfelziichtung wird die sogenannte Kombinationsziichtung angewendet. Die
Auswahl der Elternsorten ist hier abhingig von den gewiinschten Zuchtzielen. Fiir die
Einkreuzung von Resistenzgenen kommen iiberwiegend Wildarten und —hybride, wie die
mehltauresistente Wildapfelhybride Malus x robusta in Frage (FISCHER UND FISCHER 1999).
Bei einer solchen Kreuzung werden neben dem Resistenzgen jedoch auch eine Reihe
unerwiinschter Eigenschaften der Wildart an die Nachkommen vererbt. Diese miissen in den
kommenden Jahren durch mehrere Riickkreuzungen nach und nach wieder verdringt werden.
Durch die hohe Heterozygotie und die lange Generationszeit des Apfels ist die Ziichtung einer
neuen Apfelsorte sehr zeitaufwendig (PUITE UND SCHAART 1996). Sie dauert wenigstens 20
Jahre und kostet circa 400.000 € (FENNING UND GERSHENZON 2002). Zusitzlich ist auch die
Etablierung einer neuen Sorte auf dem Verbrauchermarkt sehr zeitaufwendig. So hat die
Ziichtung und Etablierung der Pillnitzer Sorte 'Pinova' mehr als 40 Jahre gedauert (PEIL UND
HANKE 2005).
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1.4 Herausforderungen bei der Ziichtung resistenter Sorten

Bei phytopathogenen Schaderregern dominieren oft einzelne aggressive Rassen (BRASIER
1991). Die Entstehung solcher Rassen ist auf Mutationen zuriickzufithren (LESEMANN et al.
2006) und wird beispielsweise durch klimatische Verdnderungen begiinstigt (MILUS et al.
2009). Reduzierte Pflanzenschutzmafinahmen konnen nur durch den Anbau von
ertragsreichen, resistenten Apfelsorten umgesetzt werden. Bereits vor 1910 wurde festgestellt,
dass beispielsweise kleinfriichtige Malus-Wildarten schorfresistent sind (CRANDALL 1926;
MACHARDY 1996). Deshalb wurde fiir die Ziichtung schorfresistenter Apfelsorten in
klassischen Ziichtungsprogrammen vor allem das Rvi6 (alte Nomenklatur Vf)-Gen aus dem
Samling 821 von Malus floribunda SIEB. ex VAN HOUTTE verwendet (PARISI ef al. 1993;
FISCHER UND FISCHER 1999). Zwischen 1970 und 1989 entstanden durch die Einkreuzung
von Malus floribunda bereits iiber 30 monogen, schorfresistente Apfelsorten. Diese Sorten
wurden zu diesem Zeitpunkt jedoch nie groBflichig kultiviert (PARISI e al. 1993). Schon
wenige Jahre spiter wurde eine neue Rasse (Rasse 6) des Apfelschorf-Erregers beschrieben,
welcher die monogene Rvi6 Resistenz dieser Pflanzen bereits durchbrochen hatte (PARISI et
al. 1993). Und auch gegeniiber dem Apfelmehltau existieren verschiedene Resistenzquellen,
welche fiir die Ziichtung mehltauresistenter Apfelsorten genutzt werden (LESEMANN UND
DUNEMANN 2006). Diese Resistenzen stammen beispielsweise aus Malus x robusta
(Resistenz PlI) bzw. Malus x zumi (Resistenz PI2) und wurden von KNIGHT UND ALSTON
(1968) beschrieben. Aber auch die Resistenz von Apfelsorten, die das P/2-Gen monogen
tragen, wurde ebenfalls bereits durchbrochen (CAFFIER UND LAURENS 2005). Deshalb ist eine
Pyramidisierung von Resistenzgenen fiir eine langfristige Verbesserung der Resistenz
unumginglich (CAFFIER UND PARISI 2007; KELLERHALS et al. 2009). Um in der klassischen
Apfelziichtung Eigenschaften des Apfels zu optimieren und eine Pyramidisierung von
Resistenzgenen zu realisieren, ist ein sehr hoher Kosten- und Zeitaufwand notwendig.
Deshalb spielen vor allem gentechnologische Methoden eine wichtige Rolle, wenn es um eine
gezielte Integration einzelner Gene in eine etablierte Sorte geht (SCORzA 1991).
Entscheidender Vorteil gentechnologischer Losungen ist der Erhalt sortentypischer
Merkmale. Fiir die Verbesserung der Resistenzen transgener Apfelsorten gegeniiber
verschiedenen Schaderregern wurden in der Vergangenheit verschiedene Strategien
untersucht. Dafiir wurden Gene aus Bakteriophagen (HANKE ef al. 1998), Bakterien (JAMES et
al. 1992), Pilzen (BOLAR et al. 2000) oder Pflanzen (SZANKOWSKI et al. 2003) fiir die
Erzeugung resistenter Apfelsorten eingesetzt. Da in den letzten Jahren auch einzelne

apfeleigene Resistenzgene identifiziert und sequenziert werden konnten, wurden diese fiir die
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Transformation anfilliger Apfelsorten eingesetzt. So wurde beispielsweise die schorfanfillige
Apfelsorte 'Gala' mit einem Konstrukt transformiert, welches das sehr gut untersuchte
Resistenzgen HcrVf2 aus Malus floribunda enthielt (BELFANTI et al. 2004; JOSHI et al. 2008;
PARIS et al. 2009; SZANKOWSKI et al. 2009). In sich anschlieBenden Infektionstests waren die
HcrVf2-transgenen Linien schorfresistent. Apfeleigene Resistenzmechanismen werden jedoch
héufig durch ein Gencluster codiert. Diese Gencluster bestehen aus einer Vielzahl von Genen,
deren kodierende Sequenzen oder Funktionen bis jetzt jedoch noch weitgehend unbekannt ist
(BELFANTI et al. 2004). Aus diesem Grund ist die Transformation apfeleigener Resistenzgene

bisher kaum moglich.

1.5 Gentechnologische Strategien

Die Transformation von Apfel wird in der Regel mittels eines Agrobacterium tumefaciens-
vermittelten Gentransfers realisiert. Dabei erfolgt die Selektion transgener Gewebe unter der
Verwendung von Antibiotikaresistenzgenen, wie dem Neomycinphosphotransferase-II-Gen

(nptll).

1.5.1 Der Gentransfer

Die erste Transformation von Apfel wurde von JAMES et al. 1989 publiziert. Seither wurde
eine Vielzahl an Transformations- und Regenerationsprotokollen fiir unterschiedliche
Apfelsorten, Apfelunterlagensorten sowie drei Wildarten beschrieben und stetig verbessert
(DOLGOV UND HANKE 2006; SZANKOWSKI et al. 2009). Fiir den Transfer der T-DNA wurden
dabei drei Transformationsstrategien untersucht: (1) Der Partikelbeschuss (GERCHEVA et al.
1994), (2) der Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Gentransfer mit einem bindren Ti-
Plasmid (JAMES et al. 1989) und (3) der Agrobacterium rhizogenes-vermittelte Gentransfer
(LAMBERT UND TEPFER 1991, 1992). Anfingliche Studien beschiftigten sich mit dem
Einfluss verschiedener Antibiotika auf die Regeneration und Vermehrung transgener Zellen
und Gewebe (NORELLI UND ALDWINCKLE 1993; YEPES UND ALDWINCKLE 1994). Andere
untersuchten den Einfluss des Ausgangsmaterials auf eine optimale Regenerationsfihigkeit
(L1u et al. 1998; CABONI et al. 2000). So haben beispielsweise BOLAR et al. (1999)
ausschlieBlich bewurzelte in-vitro-Apfelsprosse fiir die Transformation verwendet. Neben all
diesen Strategien und Faktoren ist der Transformationserfolg auch ganz stark vom Genotyp

des Apfels abhingig (DE BONDT et al. 1994; PUITE UND SCHAART 1996).
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Wihrend bei den Modellpflanzen Arabidopsis thaliana oder Nicotiana tabacum eine
Protoplastentransformation mittels Elektroporation oder Polyethylen-Glycol (PEG) sehr
effizient eingesetzt wird (AN 1985; DOELLING UND PIKAARD 1993, KOVTUN et al. 2000), ist
diese Transformationsstrategie beim Apfel weitgehend ineffizient (MADDUMAGE et al. 2002).
Im Verlauf der letzten Jahre hat sich deshalb die Agrobacterium tumefaciens-vermittelte
Transformation von verwundeten in-vitro-Apfelblittern durchgesetzt (NORELLI et al. 1996).
Als Transformationsvektoren werden dafiir binidre Vektorsysteme verwendet (HOEKEMA et al.
1983; HELLENS et al. 2000; LEE UND GELVIN 2008). Bei dem A. tumefaciens-vermittelten
Gentransfer wird die T-DNA des bindren Vektors in das Zielgenom integriert. Auf dieser T-
DNA liegen alle genetischen Elemente (Promotoren, Gene, Terminatoren), welche in das
Pflanzengenom eingebaut werden sollen. Natiirlicherweise ist diese T-DNA Bestandteil des
Ti-Plasmids und enthilt fiir die Ubertragung essentielle Onkogene, die sogenannten vir-Gene
(VAN LAREBEKE et al. 1974; WATSON et al. 1975; CHILTON et al. 1982). Bei der
Verwundung der Pflanze werden Acetosyringon und andere Zellwandphenole produziert
(MUBMANN et al. 2006), welche von dem chemotaktisch aktiven Agrobacterium erkannt
werden und die Expression der vir-Gene (virG) induzieren (STACHEL et al. 1986; STACHEL
UND ZAMBRYSKI 1986; LOAKE ET AL. 1989). Diese vir-Gene erfiillen ganz wesentliche
Funktionen bei der Ubertragung und der Integration der T-DNA. Dazu gehort beispielsweise
eine Endonuklease-Aktivitit des Vir-Proteins zur Aufspaltung der T-DNA an den
Bordersequenzen (WANG et al. 1987), sowie die Bildung einer Pore in der bakteriellen
Membran fiir den Transport einzelstringiger T-DNA und von Vir-Proteinen aus der
Bakterien- in die Pflanzenzelle und den pflanzlichen Zellkern (WARD UND BARNES 1988;
HOWARD et al. 1992; CHRISTIE et al. 2005; LEE UND GELVIN 2008). Die Vir-Proteine sind
zudem an Zellvorgingen in der Wirtszelle beteiligt. Dazu gehoren der Transport der T-DNA
im Zytoplasma und die Integration ins Wirtsgenom (LEE UND GELVIN 2008). Bereits 1983
wurde erkannt, dass die vir-Gene und die T-DNA des Ti-Plasmids auf zwei unabhingige
Replikons aufgeteilt werden konnen (HOEKEMA et al. 1983; FRAMOND et al. 1983). Die Gene
konnen innerhalb der Agrobakteriumzelle interagieren. Wihrend der Transformation eines
solchen bindren Vektors wird die T-DNA mittels vir-Helfer ins pflanzliche Genom

iibertragen, wobei die vir-Gene selbst nicht in das pflanzliche Genom integriert werden.
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1.5.2 Selektionsstrategien

Fiir die Transformation von Apfelpflanzen wurden schon zahlreiche Selektionsmarkergene
und Selektionsstrategien evaluiert. Das Neomycinphosphotransferase I1I-Gen (nptll-Gen) ist
das einzige Selektionssystem, welches sich weltweit seit Mitte der 1990er Jahre sehr gut beim
Apfel etabliert hat (JAMES et al. 1989; HANKE et al. 1999; NORELLI et al. 1999,
FLACHOWSKY et al. 2007, 2008) und bisher auch kaum durch alternative Selektionsstrategien
ersetzt werden konnte (DEGENHARDT et al. 2006; CHEVREAU et al. 2007; HATTASCH et al.
2009). In den letzten Jahren hat jedoch die Suche nach solchen alternativen Strategien
erheblich zugenommen. Ursachen hierfiir sind beispielsweise die weltweiten, kritischen
Diskussionen, welche sich insbesondere gegen den Einsatz von Antibiotikaresistenzgenen
richtet. Vor allem bei landwirtschaftlich genutzten Pflanzen und Obstgehdlzen, wie den
Apfel, und bei Tieren werden unvorhersehbare Gefahren fiir die menschliche Gesundheit und
Umwelt befiirchtet (FLAVELL et al. 1992, KAEPPLER 2000; KUIPER et al. 2001, PUCHTA
2003; DEGENHARDT et al. 2006). Fiir den vorsorglichen Schutz von Gesundheit und Umwelt
wurde die Erzeugung von gentechnisch modifizierten Pflanzen ohne den Selektionsmarker
nptll zu einem der wichtigsten Ziele im Bereich der Gentechnologie, insbesondere beim Apfel
(GESSLER  UND PATOCcct 2007). Der einfachste Weg schien zunichst, eine
Apfeltransformation ohne den Einsatz von Selektionsmarkern durchzufiihren (MALNOY et al.
2007, 2010). Bei dieser Methode regenerieren neben transgenen jedoch auch nicht-transgene
und chimire Sprosse. Der Aufwand, transgene Regenerate zu detektieren, wire dabei enorm
arbeits- und kostenintensiv (SCHEID 2004). Deshalb wurde nach Strategien gesucht, mit
denen ausschlieBlich transgene Apfelzellen selektiert werden konnen. Verschiedene
Arbeitsgruppen haben hierfiir unterschiedliche Methoden untersucht. So wurde die
Funktionsfihigkeit ~des  Phosphinothricinacetyltransferase-Resistenz ~ (bar)-Gens  aus
Streptomyces hygroscopicus (DE BONDT et al. 1996; DOLGOV AND SKRYABIN 2004;
SZANKOWSKI et al. 2003; LEBEDEV UND DoLGOv 2007), des Mannose-6-Phosphat-
Isomerase (manA)-Gens aus Escherichia coli (DEGENHARDT et al. 2006, 2007;
FLACHOWSKY et al. 2003; ZHU et al. 2005), des Eutypin-Detoxifying (Vr-ERE)-Gens aus
Vigna radiate (LEGRAND et al. 2003; CHEVREAU et al. 2007) oder des D-Aminosaure-
Oxidase 1 (daol)-Gens aus Rhodotorula gracilis (HATTASCH et al. 2009) analysiert. Die
Anwendung all dieser Technologien hat jedoch gezeigt, dass damit (noch) keine effektive
Erzeugung markergenfreier Apfelpflanzen moglich ist. Eine Alternative zu den npt/I-freien
Technologien erdffnet die nachtriagliche Entfernung des npt/I-Gens. Die Entfernung erfolgt

dabei im Anschluss an die Selektion gentechnisch modifizierter Zellen. Dies hat den
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entscheidenden Vorteil, dass die sehr gut etablierten Transformationsprotokolle des Apfels
fortlaufend genutzt werden konnten. Zurzeit existieren zwei unterschiedliche Wege fiir die
Eliminierung des selektiven Markergens aus transgenen Pflanzen (PUCHTA 2003). Die erste
Moglichkeit ist die Co-Transformation von Selektionsmarker und Zielgen. Die Integration
beider erfolgt dabei an unterschiedlichen Loci des pflanzlichen Genoms, wobei das
Selektionsmarkergen im Nachhinein segregiert werden kann. Diese Methode wurde vor allem
bei krautigen Kulturpflanzen wie Brassica napus oder Nicotiana tabacum sehr gut etabliert
(DEPICKER et al. 1985; BLOCK UND DEBROUWER 1991; DALEY et al. 1998). Eine zweite
Moglichkeit ist die Entfernung von Selektionsmarkern durch eine intrachromosomale und
sequenzspezifische Rekombination. Das System der sequenzspezifischen Rekombination ist
fiir den Apfel besser geeignet, da dieser vegetativ vermehrt werden kann. Vor allem aber ist
der Apfel selbstinkompatibel und hat eine sehr lange juvenile Phase und ist deshalb fiir die
Co-Transformation ungeeignet. Die Verwendung eines Rekombinationssystems bewirkt die
vollstindige Eliminierung des npt/I-Selektionsmarkergens, wobei dieses innerhalb von zwei
spezifischen Rekombinationssequenzen platziert werden muss. An diese beiden
Erkennungssequenzen findet eine gezielte Rekombination statt, die eine Entfernung des nptlI-
Gens ermoglicht. Das erste effektive System zur Markergen-Entfernung wurde durch das
Cre/lox System aus der P1 Bakteriophage ins Leben gerufen. Dabei katalysiert das Cre-
Protein die Rekombination zwischen den beiden lox-Erkennungssequenzen (DALE UND OW
1991). Eine bedeutende Verbesserung von diesem frithen System erfolgte durch SCHAART et
al. 2004. Dabei wurde ein chemisch-induzierbares Rekombinationssystem R/Rs aus
Zygosaccharomyces rouxii (ONOUCHI et al. 1991) genutzt und die markergenfreien
Erdbeerpflanzen mit einem bifunktionalen Selektionsmarker selektiert. Diese beiden Systeme
arbeiten sehr effektiv und zuverléssig, sind jedoch nicht frei verfiigbar. Mit dem Flp/FRT-
Rekombinationssystem aus der Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae existiert jedoch noch

ein weiteres, nicht-patentiertes System (SORRELL AND KOLB 2005).

1.6 Flp/FRT-Rekombinationssystem zur nptl/I-Entfernung

Das Flp/FRT-Rekombinationssystem ist ein vielfach eingesetztes System zur Markergen-
Entfernung (VETTER et al. 1983; LYZNIK et al. 1993; LLOYD UND DAVIS 1994; LYZNIK et al.
1995; KILBY et al. 1995; KERBACH et al. 2005; SHAN et al. 2006; LYZNIK et al. 2007; W00
et al. 2009; FLADUNG et al. 2010). Das Flp/FRT-Rekombinationssystem stammt urspriinglich

aus dem 2 pm Plasmid der Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae (VETTER et al. 1983;
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FUTCHER 1988). Das System ist im Gegensatz zum bereits beschriebenen Cre/lox-System
patentfrei zugénglich und arbeitet genauso spezifisch und effektiv (LYZNIK er al. 2007).
Beide Technologien sind einfach und uneingeschrinkt einsetzbar. Es werden keine
zusitzlichen Ko-Faktoren bendétigt, um ein Rekombinationsereignis zu katalysieren. Die
Rekombination erfolgt gezielt an spezifischen FRT-Erkennungssequenzen, welche paarweise
als Wiederholungssequenzen (ATGC-ATGC) in der iibertragbaren T-DNA vorliegen.
Innerhalb dieser beiden FRT-Sequenzen miissen all jene Gene und Promotoren liegen, welche
mit der Rekombination aus dem pflanzlichen Genom wieder entfernt werden sollen. Die
Reaktion ist reversible, da eine FRT-Sequenz im Genom verbleibt. An dieser Stelle kann ein

FRT-flankierendes Fragment auch wieder ins Genom integrieren.

1.7 Regulierung der Rekombination

Um die Flp-vermittelte Rekombination des nptll-Gens gezielt auszulésen, wurde ein
induzierbarer Promotor ausgewdhlt. Es existiert eine Vielzahl chemisch-induzierbarer
Promotoren, die entweder aus Prokaryoten (tetC) oder Pilzen (alcA) stammen (WARD et al.
1993) und fiir die kontrollierte Genexpression eingesetzt werden (BAILEY UND ARST 1975;
ADAMS et al. 1988; WARING et al. 1989; WILDE et al. 1992; RODER et al. 1994; KUMAR et
al. 1996; KENNEDY UND TURNER 1996; MASGRAU et al. 1997, THOMPSON UND MYATT
1997; CADDICK et al. 1998; GATZ UND LENK 1998; SWEETMAN et al. 2002; CHEN et al.
2003; DEVEAUX et al. 2003; JUNKER et al. 2003; NAYAK et al. 2006). Ein wesentlicher
Aspekt bei der gentechnologischen Verdnderung agrarwirtschaftlich bedeutender Kulturarten,
wie dem Apfel, ist, dass der Einsatz nicht-pflanzlicher Gene bzw. Genelementen moglichst
eingeschrinkt werden soll. Auch die Ubertragung von Fremdgenen sollte auf ein Minimum
reduziert werden. In der hier vorliegenden Arbeit erfolgte die Regulierung des flp-
Rekombinase-Gens mit dem Hitzestress-induzierbaren Gmhspl7.5E-Promotor aus der
Sojabohne Glycine max (CZARNECKA et al. 1989). Der Gmhspl7.5E-Promotor ist sehr gut
untersucht und erfiillt verschiedene Kriterien fiir eine gezielte Induktion (GATZ UND LENK
1998). Dazu gehort unter anderem eine Hitzestress-abhidngige Promotoraktivitit, die einfache
Handhabung ohne die Notwendigkeit zusitzlicher Substanzen, und die Effektivitit (PELHAM
1982; SPENA et al. 1985; ROCHESTER et al. 1986; SCHMULLING et al. 1989; TAKAHASHI
UND KOMEDA 1989; GOLIC UND LINDQUIST 1995; YOSHIDA et al. 1995; NAVARRE et al.
2010). Deshalb werden Hitzestress-induzierbare Promotoren auch sehr weitldufig eingesetzt

(CUELLAR et al. 2006).
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1.8 Biologie der pilzlichen Schaderreger

1.8.1 Der Apfelmehltau Podosphaera leucotricha

Der Apfelmehltau wird durch den Pilz Podosphaera leucotricha (ELLIS und EVERH.) E. S.
SALMON verursacht. P. leucotricha gehort zu den Ascomyceten innerhalb der Ordnung der
Erysiphales. Der Apfelmehltau-Erreger ist ein obligat biotropher Pilz und wurde 1888

erstmalig als Schaderreger am Apfel beschrieben (BRAUN 1995).

P. leucotricha tiberlebt die kalten Wintermonate als Myzel in den infizierten Blattknospen der
Apfelbdume. Sobald im Friihjahr die ersten Triebe auskeimen, beginnt der Priméarbefall der
noch sehr jungen Bldtter. Dabei dringt eine 2 um diinne Penetrationshyphe in die
Epidermalzellen von jungen Blittern ein (ZEYEN et al. 2002) und bildet dort ein Haustorium
(Abbildung 1.1a). Bei der Bildung des Haustoriums wird die Plasmamembran der Wirtszelle
eingestiilpt, aber nicht durchbrochen. Dieses Haustorium ist fiir die Assimilation von Wasser
und Nihrstoffen aus der Wirtszelle notwendig. Bereits nach sehr kurzer Zeit werden die
Sporentriger (Konidiophoren) ausgebildet. Die fiir den Mehltau charakteristische Bepuderung
der Blitter (siche Abbildung 1.1b) wird bereits nach wenigen Tagen sichtbar. Die pilzlichen
Konidiophoren mit den Konidien sowie das Myzel iiberwachsen dabei einen GrofBteil der
Blattfldche (siehe Abbildung 1.1c). Die Konidien dienen der asexuellen Vermehrung des
Schaderregers und werden durch Wind auf angrenzende Bédume iibertragen (XU 1999). Mit
der Infektion und Erkrankung weiterer Baume beginnt die Sekundirinfektion (XU 1999). Die
stiarkste Sporenentwicklung erfolgt meist im Juni und kann bis in den September andauern
(BURCHILL 1965). Wihrend der gesamten Entwicklung verbleibt P. leucotricha auf der
Oberfliche des Wirtes und in den besiedelten Epidermiszellen. Dabei dringt er nie in die
tiefergelegenen Zellschichten (z.B. das Mesophyll) vor. Der Apfelmehltau-Erreger befillt
ausschlieBlich alle oberirdischen, vegetativen Pflanzenteile. Die Infektion neu angelegter
Blattknospen erfolgt noch bevor die schiitzenden Knospenschuppen ausgebildet werden
konnen. Diese Knospen sind dann oftmals weniger kompakt und wesentlich
frostempfindlicher (SPOTTS er al. 1981). Charakteristisch fiir einen starken Befall sind eine
herabgesetzte Photosyntheseleistung und eine verringerte Transpiration, die vor allem in den
jungen Blittern auftritt (ELLIS ef al. 1981). Dabei werden 90 Prozent der Blattoberfliche mit
pilzlichem Myzel bedeckt, wodurch die Assimilation von Kohlenstoff um 85 Prozent
reduziert wird. Dies hat zur Folge, dass das Wachstum der Pflanze gestoppt und die
Produktion neuer Blitter eingestellt wird (ELLIS et al. 1981). Der daraus resultierende

Vitalitdtsverlust und Schiddigungen in Folge einer Primirinfektion von Bliitenknospen konnen
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zu hohen Ertragseinbuflen fithren (SCHANDER 1958). Sobald ein starker Befall auftritt und die
Umweltbedingungen giinstig sind, konnen Kleistothecien beobachtet werden. Kleistothecien
stellen die Hauptfruchtform dar und dienen der sexuellen Vermehrung des Pilzes. Die Rolle
der dabei gebildeten Ascosporen bei Entwicklung und Verbreitung des Erregers ist jedoch
unklar (LESEMANN UND DUNEMANN 2006). Jedoch nehmen GESSLER et al. (2000) an, dass

die sexuelle Phase des Apfelmehltaus wichtiger ist als bisher vermutet wurde.

Abbildung 1.1 Charakteristische Merkmale einer Infektion mit dem Apfelmehltau-
Erreger P. leucotricha. (a) Nach wenigen Stunden keimen die Konidiosporen von P. leucotricha
aus. Mit einem Appressorium dringt die Keimhyphe in die Epidermiszelle des Apfelblattes ein und
entwickelt dort ein Haustorium (Pfeil). Alexa Fluor WGA 488-Firbung der Haustorien und
mikroskopische Aufnahme. (b) Die Bepuderung der jungen Apfelblitter ist ein typisches Symptom fiir
eine Infektion mit Apfelmehltau. (c) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines erkrankten
Blattes. Erkennbar sind Hyphen und die sich entwickelnden Konidiophoren mit den asexuellen

Konidien.

1.8.2 Der Apfelschorf Venturia inaequalis

Der Apfelschorf wird durch den Pilz Venturia inaequalis (COOKE) WINTER verursacht und
gehort zu den Ascomyceten innerhalb der Ordnung der Pleosporales. Der Apfelschorf-
Erreger tiberwintert als saprophytischer Pilz im infizierten, abgefallenen Laub und besiedelt
wihrend der Wachstumsperiode als fakultativ biotropher Pilz lebende Blitter und Friichte

(MACHARDY 1996).

Direkt nach dem Austrieb im Friihjahr erfolgt die Primérinfektion durch Ascosporen, welche
bei hoher Luftfeuchtigkeit mit dem Wind auf junge Apfelblitter transportiert werden. Fiir eine

Infektion sind feuchte Blitter essentiell. Neben der Feuchtigkeit der Blitter korreliert auch die
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Umgebungstemperatur mit der Infektionsrate von V. inaequalis (MILLS 1944; MACHARDY
UND GADOURY 1989; AYLOR 1998). Auf den Blittern keimen die Ascosporen aus, wobei
sich erst eine kurze Keimhyphe entwickelt und anschliefend ein Appressorium fiir die
mechanische Penetration ausgebildet wird (WILLIAMS UND Kuc 1969). Im Gegensatz zu
vielen obligat biotrophen Pilzen wichst V. inaequalis subkutikular. Er entwickelt dort aber
kein Haustorium, welches in die Pflanzenzelle eindringt. Bei einem Befall des passenden
Wirts entwickelt sich das Myzel weiter und bildet ein Stroma, welches zwischen der Kutikula
und der Epidermiszelle liegt (WILLIAMS UND KUC 1969). Dort werden nach circa 14 Tagen
asexuelle Konidien entwickelt (Abbildung 1.2a), wodurch die Kutikula aufbricht. Zu diesem
Zeitpunkt werden die Symptome makroskopisch erkennbar und die kleinen, olivenartigen
Areale vergrofern sich sehr schnell. Diese asexuellen Konidien dienen dem Schaderreger vor
allem im Sommer der Sekundirinfektion. Die Verbreitung dieser Sporen erfolgt dabei
vorwiegend durch den Regen. Innerhalb von zwei bis drei Wochen stirbt das befallene
Blattgewebe ab. Typische Krankheitssymptome sind die braunen Flecken auf Blittern
(Abbildung 1.2b) und Friichten. Dennoch konnen die Apfelbdume auch bei einem starken
Befall mit V. inaequalis Friichte produzieren. Der Apfelschorf verursacht dann jedoch

deutlich sichtbare Lisionen an den Friichten, welche erheblich an Marktwert verlieren.
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Abbildung 1.2 Charakteristische Merkmale einer Infektion mit dem Apfelschorf-
Erreger V. inaequalis. (a) Asexuelle Konidien, welche eine Sekundirinfektion auf demselben oder
an benachbarten Baumen verursachen. (b) Die braunen Flecken auf den Apfelblittern sind ein typisches

Symptom fiir eine Infektion mit Apfelschorf.
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1.9 RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAi)-vermittelte Stilllegung von Genen wurde bereits bei Pflanzen
(WATERHOUSE et al. 1998) und Pilzen (ROMANO UND MACINO 1992) sowie bei
Caenorhabditis elegans (FIRE et al. 1998), Insekten (MISQUITTA UND PATERSON 1999),
Tieren (MCCAFFREY et al. 2002) und Menschen (GITLIN et al. 2002) untersucht. Dieses
weitverbreitete Vorkommen und die verschiedenen Mechanismen zur Genstilllegung weisen
auf die groBe Bedeutung der RNA-Interferenz hin (FARGARD et al. 2000; BRODERSEN UND
VOINNET 2006). Die RNAi-vermittelte Stilllegung von Genen spielt bespielsweise eine Rolle
bei der Genregulation und bei der Abwehr von Viren (VOINNET 2001; TIUSTERMAN et al.
2002; BAULCOMBE 2004). In der Forschung wird die RNAi-vermittelte Stilllegung von
Genen fiir Funktionsanalysen in einer Vielzahl von Organismen eingesetzt. Auf diese Weise
wurden zahlreiche Gene in den Organismen Caenorhabditis elegans (KAMATH et al. 2003),
Drosophila melanogaster (ELBASHIR et al. 2001), aber auch bei Pflanzen (WESLEY et al.
2001; MATTHEW 2004; MIKI UND SHIMAMOTO 2004, MCGINNIS et al. 2007) und
Sdugetieren (SUI et al. 2002; JACKSON et al. 2003) analysiert. Vor allem bei pilzlichen
Organismen erlangt die RNAi-vermittelte Genstillung zunehmend an Bedeutung. Bis vor
wenigen Jahren war fiir genetische Analysen pilzlicher Organismen die Erzeugung von
Knock-Out-Stimmen  erforderlich. Dies erfolgte durch eine sequenzspezifische
Rekombination. Die Erzeugung solcher Knock-Out-Stimmen ist sehr schwierig, da die
Rekombinationsrate nur bei circa einem Prozent liegt (NAKAYASHIKI 2005; NAKAYASHIKI
UND NGUYEN 2008). Seit der Entdeckung der RNA-Interferenz erfolgt die Funktionsanalyse
von Genen auch in Pilzen mit Hilfe der Transformation genspezifischer Haarnadel-Konstrukte
(NAKAYASHIKI et al. 2005; NOWARA et al. 2010; SALAME et al. 2011; YIN et al. 2011). Die
dabei entstehenden Knock-Down-Transformanten tragen dann noch ein funktionsfihiges
Zielgen, das Transkriptionslevel kann in manchen Fillen aber bis auf null herabgesetzt
werden (KUCK UND HOFF 2010). Der allgemeine Mechanismus der RNA-Interferenz ist in
Abbildung 1.3 schematisch dargestellt (Bezugsquellen: ZAMORE et al. 2000; MEISTER UND
TuUSCHL 2004; JARONCZYK ET AL. 2005; BRODERSEN UND VOINNET 2006). Lebende Zellen
sind darauf programmiert, doppelstringige RNA (dsRNA) abzubauen. Dabei werden dsRNA-
Molekiile von einem RNase III-dhnlichen DICER Protein erkannt (BERNSTEIN et al. 2001).
Die komplementiren mRNA-Stringe eines Haarnadel-Konstrukts lagern sich zu einer solchen
dsRNA zusammen. Die Helikase-Aktivitit des DICER Proteins katalysiert die Spaltung des
RNA Doppelstranges in 21 nt kurze RNA-Molekiile — die small interfering RNA (siRNA —
Abbildung 1.3, (4)). Die siRNA-Molekiile werden von einem RNA-induzierten
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Stilllegungskomplex (RISC) erkannt und gebunden. Mit Hilfe der gebundenen siRNA erfolgt
schlieBlich die Bindung an komplementire Einzelstrang-mRNA (Abbildung 1.3, (6)). Die
Einzelstrang-mRNA wird daraufhin zu weiteren 21 nt kleinen siRNA-Molekiilen abgebaut

(Abbildung 1.3, (7)).

‘Promotorl Zielgen || Intron ||
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Abbildung 1.3 Erzeugung von siRNA-Molekiilen aus einem Haarnadel-Konstrukt.
Ein Haarnadel-Konstrukt enthélt eine Haarnadel- Sequenz des Zielgens. Eine solche Haarnadel-Sequenz
besteht aus etwa 400 bp kurzen Sequenzabschnitt des Zielgenes. Der codierende Sequenzabschnitt wird
in 5'-3'-und in 3'-5'-Orientierung eingebaut. Die beiden komplementiren Sequenzabschnitte werden von
einem Intron (grau) getrennt. (1) Nach der Transkription entsteht eine mRNA mit den zwei
komplementiren Sequenzabschnitten. (2) Diese beiden komplementidren mRNA-Stringe schliefen sich
zu einem Doppelstrang zusammen und bilden eine Haarnadel-RNA. Das Intron bildet eine Schlaufe am
3'-Ende. (3) Das Intron wird durch Splicing entfernt (SMITH et al. 2000) und ein DICER-Enzym bindet
an die entstandene doppelstringige RNA (dsRNA). (4) Das DICER-Enzym ist ein Ribonuklease
(RNase) IIT Enzym und spaltet die dsRNA in kurze, doppelstringige siRNA (TIJSTERMAN UND
PLASTERK 2004). (5) Diese kleinen siRNA-Molekiille werden von einem RNAi-Induzierenden-
Stilllegungs-Komplex (RISC) erkannt, gebunden und in einzelstringige siRNA zerlegt (PREALL UND
SONTHEIMER 2005; FILiPOWICZ 2005). (6) Das komplementire Gen wird von dem RISC-Enzym
detektiert und ebenfalls in kurze, siRNAs abgebaut (7).
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1.10 Induzierte RNA-Interferenz als innovative Strategie zur

Resistenzerhohung in transgenen Apfelpflanzen

Die Induktion einer RNA-Interferenz kann durch das Einbringen von dsRNA in einen
Organismus erfolgen. Dies erfolgt, beispielsweise bei Insekten, durch die Injektion
synthetisierter dsSRNA (MEYERING-VOS et al. 2006) oder bei Séugetierzellen durch eine
direkte siRNA-Transfektion (HOSHIKA et al. 2005). In monokotylen Pflanzen, wie Gerste,
Mais oder Weizen, wurden dsRNA, aber auch Haarnadel-Konstrukte, durch den Beschuss von
Epidermalzellen mit Mikroprojektilen iibertragen (WATERHOUSE UND HELLIWELL 2003).
Dariiber hinaus kann die Induktion auch durch die Expression eines Haarnadel-Konstrukts
erfolgen. Obligat biotrophe Pilze, wie P. leucotricha, konnen jedoch nicht nach iiblichen
Transformationsprotokollen transformiert werden, denn die wirtabhidngige Lebensweise
verhindert die gezielte Selektion transgener Zellen. Es existiert jedoch noch eine weitere
Strategie, die wirtinduzierte Genstilllegung (HIGS). Dies ermoglicht erst eine
Funktionsanalyse von Genen in obligat biotrophen Pilzen. In verschiedenen Studien wurde
die wirtinduzierte Genstilllegung bereits erfolgreich fiir die Funktionsanalyse von Genen des
obligat biotrophen Gerstenmehltau-Erregers Blumeria graminis bzw. dem Streifenrost-
Erreger Puccinia striiformis f. sp. tritici eingesetzt (NOWARA et al. 2010; YIN et al. 2011).
Die Wirtspflanzen wurden mit einem pilzspezifischen Haarnadel-Konstrukt transformiert.
Nachdem die transgenen Pflanzen mit dem Schaderreger inokuliert wurden, konnte eine
drastische Abnahme der Krankheitsentwicklung im Vergleich zu nicht-transformierten
Kontrollpflanzen beobachtet werden (NOWARA et al. 2010; YIN et al. 2011). Deshalb wird
angenommen, dass es wihrend der Infektion zu einer Stilllegung des komplementéiren Gens
im Pathogen kommt. Ein solches Haarnadel-Konstrukt sollte ein etwa 300 bis 800 bp-
Nukleotidfragment des Zielgenes enthalten (WATERHOUSE UND HELLIWELL 2003; NOWARA
et al. 2010). Durch die Expression des Haarnadel-Konstrukts werden in den transgenen
Wirtszellen siRNA produziert. Diese sind als RNAi-Signale wirksam (NOWARA et al. 2010).
Dass die Transformation von Apfelblittern mit einem Haarnadel-Konstrukt zur Produktion
von siRNA-Molekiile fiihrt, welche iiber die Leitbahnen systemisch transportiert werden,
wurde von HATTASCH et al. (2008) gezeigt. Der Einsatz eines solchen RNAi-induzierenden
Haarnadel-Konstrukts in Kulturpflanzen konnte die Resistenz gegeniiber einem spezifischen
Schaderreger erhohen. Hierfiir muss zunéchst ein essentielles Pilzgen ausgewihlt werden,
dessen Deletion bzw. Stilllegung den Pilz abtotet bzw. dessen phytopathogene Lebensweise

unmoglich macht. Eine Ubersicht iiber eine Auswahl an pilzlichen Zielgenen, deren Funktion
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bereits mittels RNA-Interferenz analysiert worden ist, wurde von SALAME et al. (2011)

zusammengestellt.

Wie bereits beschrieben, ist die klassische Resistenzziichtung sehr zeit- und kostenintensiv.
Dabei ist es unmoglich am Markt etablierte Sorten zu verbessern. Aus diesem Grund wurden
in der hier vorliegenden Arbeit Untersuchungen durchgefiihrt, welche sich vorbereitend mit
der wirtinduzierten Stilllegung eines Pilzgenes beschiftigen. Fiir eine praxisorientierte
Verbesserung der Resistenz transgener Apfelpflanzen gegeniiber P. leucotricha und V.
inaequalis wurde die Stabilitit der pilzlichen Zellwand als Angriffsziel ausgewihlt. Bereits
1895 zeigte M1yYosHI die Fahigkeit von Pilzhyphen, pflanzliche Membranen zu durchbohren.
Dabei ist das Wachstum der Hyphen, insbesondere an den Hyphenspitzen, fiir das Eindringen
in lebendes oder totes organisches Material essentiell (WESSELS 1993). Pilzliche Zellen sind
in der Lage, sich auch bei sehr ungiinstigen Umweltbedingungen zu entwickeln. Die
Widerstandsfahigkeit liegt vor allem an der pilzlichen Zellwand, deren Hauptbestandteil
Chitin ist. Chitin ist ein B-1,4-verkniipftes Polysaccharid aus N-Acetylglucosamin
(BARTNICKI-GARCIA 1968). Der Chitinmetabolismus schliefit die Synthese, den Abbau und
die Verkniipfung des Polymers mit anderen Zellwandkomponenten ein. Es ist ein essentieller
Prozess fiir das pilzliche Wachstum, die Bildung der Hyphen und die Entwicklung
widerstandsfahiger Konidien (AMNUAYKANJANASIN ef al. 2003; MADRID et al. 2003). Da die
Hemmung der Chitinsynthese das Uberleben des Pilzes deutlich vermindert (RUIZ-HERRERA
et al. 2002; RUIZ-HERRERA UND SAN-BLAS 2003; RONCERO 2002; MARTIN-UDIROZ et al.
2004; WALLY et al. 2008), zielen beispielsweise antimykotische Substanzen aus Aspergillus
giganteus zur Behandlung von Patienten auf die pilzliche Chitinsynthese (HAGEN et al.
2007). Die Produktion von Chitinasen ist zudem ein effektiver pflanzlicher
Abwehrmechanismus gegen pilzliche Pathogene. Diese Enzyme hydrolysieren das Chitin in
der pilzlichen Zellwand und hemmen auf diese Weise das Wachstum des Pilzes (FERREIRA et
al. 2007). Um die Wirkung von Chitinasen bei einer krankheitsanfilligen Apfelsorte zu
untersuchen, wurde diese mit einem Endochitinase-Gen aus Trichoderma herzianum
transformiert. Die Endochitinase hydrolysiert die B-1,4-glycosidische Bindung des N-
Acetylglucosamin-Polymers in der pilzlichen Zellwand, wodurch die Resistenz der
transgenen Pflanzen gegeniiber dem Schaderreger V. inaequalis deutlich verbessert wurde
(BOLAR et al. 2000). Bei der pilzlichen Chitinsynthese sind eine Vielzahl von Genen
involviert (RONCERO 2002; CHIGIRA et al. 2002; TAKESHITA et al. 2006). Dazu gehoren
auch die sogenannten Chitinsynthasen. Basierend auf ihrer Aminoséduresequenz konnen die

Chitinsynthasen inzwischen in acht Klassen eingeteilt werden. Dabei haben die
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Aminosduresequenzen aller Klassen konservierte Chs-Doménen, aber nur die Klassen V und
VI eine Myosin-dhnliche Motordomidne (MUNRO UND GOW 2001; WERNER et al. 2007).
Studien mit unterschiedlichen pilzlichen Organismen haben gezeigt, dass die Deletion der
Chitinsynthase, insbesondere der Klasse V, die Zellwandstabilitdt signifikant herabsetzt.
Dabei wurden Knock-Out-Mutanten erzeugt, welche nicht mehr fihig waren, eine normale
Morphologie von Hyphen bzw. Konidien zu entwickeln (MULLER et al. 2002; WERNER et al.
2002; AMNUAYKANJANASIN et al. 2003; MADRID et al. 2003; WEBER et al. 2006;
TAKESHITA et al. 2006; WERNER et al. 2007). WERNER et al. (2007) haben das ChsV-Gen in
Glomerella graminicola deletiert. Anfillige Maisblitter wurden mit Knock-Out-Stimmen
inokuliert. Dabei wurde festgestellt, dass die verwendeten Stimme nicht mehr fihig waren,

die Maisblitter zu infizieren.

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollen grundlegende Untersuchungen erfolgen,
welche das Ziel haben, die Aufnahme bzw. den Transport synthetischer siRNAs aus
Apfelzellen in den Apfelmehltau-Erreger Podosphaera leucotricha zu untersuchen. Zudem
sollte die Wirkung des Chitinsynthasehemmers Nikkomyzin Z auf die Hyphenmorphologie
von Apfelschorf und Apfelmehltau analysiert werden und die Genisolierung der

Chitinsynthase-Gens der Klasse V von beiden Schaderregern begonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Biologische Materialien

2.1.1 In-vitro-Pflanzenmaterial

Fiir die Transformation von Apfel (Malus x domestica BORKH.) und die Kulturerhaltung des
Apfelmehltau-Erregers Podosphaera leucotricha (ELLIS und EVERH.) SALM. wurde eine in-
vitro-Sprossspitzenkultur eines Sdmlings der Apfelsorte 'Pinova' verwendet. Die Sprosse
wurden auf M8-Vermehrungsmedium kultiviert und bei einer Temperatur von 22°C und 16 h
Licht (3.000-4.000 Lux) angezogen. Zur Erhaltung und Vermehrung der Kultur wurden die
Apfelsprosse alle vier Wochen vom Kallus entfernt und auf frisches MS-

Vermehrungsmedium tiberfiihrt.

2.1.2 Aufbau, Vermehrung und Erhaltung von Pilzkulturen

Die Kultivierung und Erhaltung des Apfelmehltau-Erregers P. leucotricha (ELLIS und
EVERH.) E.S.SALMON erfolgte auf Sprossen einer in-vitro-Apfelkultur und wurde, wie bei
URBANIETZ UND DUNEMANN (2005) beschrieben, durchgefiihrt. Fiir den Aufbau einer
Sterilkultur von P. leucotricha wurden Konidien von infizierten Apfelblittern aus dem
Freiland mit einer Impfnadel abgenommen und auf einzelne in-vitro-Blitter eines anfilligen
Samlings der Sorte 'Pinova' iibertragen. Diese Blitter wurden anschliefend auf einem
Sorbitolmedium bei 22°C und 16 h Licht (3.000-4.000 lux Auflicht) fiir sieben bis 14 Tage
kultiviert. Zur Erhaltung der Kultur wurden in-vitro-Apfelsprosse des 'Pinova'-Sdmlings auf
M8-Vermehrungsmedium ohne Hormone iibertragen. Sichtbare Konidien wurden von

infizierten in-vitro-Blittern abgenommen und auf junge Sprosse iibertragen.

Die Kultivierung und Erhaltung von Venturia inaequalis (COOKE) WINTER erfolgte auf
Malzextraktagar bei 18°C im Dunkeln. Fiir die DNA- bzw. RNA-Isolierung wurde der Pilz
auf Cellophane325P-32,5 g m’2-Papier (Hintze & Kunick GmbH, Berlin) kultiviert. Dieses

wurde direkt nach dem Autoklavieren auf das Ndahrmedium gelegt.

2.2 Agrobakteriumstimme und Vektoren

Fiir die Transformation von Apfelblittern wurde ein Monitoringvektor erstellt (vollstindige
Vektorkarte in Abbildung A.1). Dieser Vektor basiert auf dem bindren Plasmid pB-Npt-Hsp-
Flp-Gus (DNA Cloning Service, Hamburg). Der Monitoringvektor wurde in den
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Agrobacterium tumefaciens-Stamm GV3101-pMP90RK tiibertragen. Innerhalb der T-DNA
(Abbildung 2.1) tragt der Vektor das nptlI-Gen als Selektionsmarker, das gusA-Gen als
Reporter und das fIp-Rekombinase-Gen fiir die gezielte Rekombination des FRT-flankierten
Fragments (schwarze Markierung in Abbildung 2.1).

nptlIR BamHI  flpR gusAR
< < <
(1o ] (osse | o IR IR I M I =) us | oo ] e
—_ (RS — -
35SF nptllF flpF gusAF
L | L |
Npt Gus
Abbildung 2.1 T-DNA des transformierten binidren Monitoringvektors. Die iibertragene

T-DNA enthilt einen CaMV 35S-Promotor (35SP), das FRT-flankierte Fragment sowie das gusA-
Reportergen. Auf dem FRT-flankierten Fragment befindet sich das nptll-Gen als Selektionsmarker
sowie das flp-Rekombinase-Gen. Die Expression des flp-Gens wird mittels Hitzestress-induzierbaren
Promotor (HSP) reguliert. Dieses FRT-flankierte Fragment trennt das Reportergen raumlich vom CaMV
35S-Promoter. Erst die vollstandige Rekombination fithrt zur Expression des Reportergens. Zusétzlich
sind die fiir die PCR-Reaktionen eingesetzten Primer (Pfeile) markiert sowie die Positionen der
Southern Blot-Sonden und die Restriktionsschnittstelle. LB — linke Bordersequenz der T-DNA; 35SP —
CaMV 35S Promotor; nptll — Neomycinphosphotransferase II; HSP - Hitzestress-Promotor
Gmhspl7.5E; flp — Rekombinase; gusA — B-Glucuronidase; T35S/Tocs/Tnos — Terminatoren; F —

Vorwirtsprimer; R - Riickwirtsprimer; RB — rechte Bordersequenz der T-DNA.

2.3 Chemikalien und Gerite

Die Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Carl Roth GmbH
(Karlsruhe) und Merck KGaA (Darmstadt) bezogen. Auf alle weiteren Bezugsquellen fiir
Enzyme, Kits oder spezielle Reagenzien wird an den entsprechenden Stellen im Text
verwiesen. Eine Zusammenstellung aller verwendeten Puffer, Losungen und Reagenzien
findet sich im Anhang (Punkt 9.2). Synthetische Oligonukleotide (Primer) wurden von der
Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg) bezogen. Die Sequenzen aller in dieser Arbeit
verwendeten Primer und die dazugehorigen Schmelztemperaturen (Tm) finden sich in Tabelle

A.l.im Anhang (Punkt 9.3).
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Sofern nicht anders angegeben, wurde mit der Mikrozentrifuge 5415 R und dem Rotor GE-
019 F45-24-11 26451 (Eppendorf AG, Hamburg) zentrifugiert. Auf alle weiteren Geritetypen

und Hersteller wird an den entsprechenden Stellen im Text verwiesen.

24 Transformation von Apfel

Fur die Erzeugung transgener Apfelpflanzen wurden junge Blitter von in-vitro-
Sprossspitzenkulturen verwendet und diese mit dem A. fumefaciens-Stamm GV3101-
pMP90RK-pB-Npt-Hsp-Flp-Gus inokuliert. Die Herstellung des Inokulums und die
Inokulation junger Apfelblitter erfolgten wie bei NORELLI et al. (1996) beschrieben. Die Co-
Kultivierung wurde fiir drei Tage durchgefiihrt. Die Regeneration erfolgte auf selektivem
LSG-Regenerationsmedium mit 500 pg ml' Timentin, 500 pg ml' Cefotaxim und
100 pg ml" Kanamycin. Putativ transgene Regenerate wurden nach 12 bis 15 Wochen
abgenommen und zu transgenen Linien vermehrt. Dazu wurden die regenerierten Sprosse
zuniichst auf MS8-Vermehrungsmedium mit 500 pg ml”' Timentin und 100 pg ml’
Paromomycin und spiter auf MS8-Vermehrungsmedium mit 500 pg ml" Timentin und

100 pug ml”" Kanamycin vermehrt.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Herstellung von Bakterienkulturen

Fiir die Herstellung von Bakterienkulturen wurden 3 ml LB-Medium mit einem selektiven
Antibiotika versetzt und tiber Nacht im Schiittler (GFL® 1083, Gesellschaft fiir Labortechnik
GmbH, Burgwedel) bei 28°C (A. tumefaciens) bzw. 37°C (pCR®—2.1—TOPO®—transformierte
E. coli) mit einer Schiittelfrequenz von 300 Schligen pro Minute kultiviert. Der transgene
A. tumefaciens-Stamm GV3101-pMP90RK-pB-Npt-Hsp-Flp-Gus wurde in Medium mit
100 pg ml" Streptomycin und 500 ug ml” Rifampicin angezogen. Rekombinante E. coli-
Zellen wurden entweder mit 50 pg ml”’ Ampicillin (pCR®-2.1-TOPO®) bzw. 50 pg ml’
Kanamycin (pCR®—XL—TOPO®) angezogen.
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2.5.2 DNA Extraktion

2.5.2.1 Extraktion genomischer DNA aus Pflanzenmaterial

Die Isolierung von genomischer DNA aus Blattmaterial erfolgte entweder mit dem DNeasy®
Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) oder mittels Microprep und anschlieBender

Ethanol/Natriumacetat-Féllung (Southern Blot).

Bei der Verwendung des DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) wurden 50 mg
frisches Blattmaterial entnommen und unter fliissigem Stickstoff mit 5 mm Stahlkiigelchen
und einer Schwingmiihle (Retsch® MM300, Retsch GmbH, Haan) mit einer Frequenz von
30 Hz (1400 Schlidgen min’l) fiir 2,5 min zerkleinert. Die sich anschlieBende DNA-Extraktion
erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Die genomische DNA wurde in 100 ul ddH,O gelost.

Fiir die DNA-Extraktion mittels Microprep-Methode wurden 100 mg frisches Blattmaterial
von den transgenen Pflanzen abgenommen und unter fliissigem Stickstoff mit einer
Schwingmiihle (Retsch® MM300, Retsch GmbH, Haan) mit einer Frequenz von 30 Hz (1400
Schligen min™) fiir 2,5 min zerkleinert. Im Anschluss wurden 700 pl Microprep-Puffer
dazugegeben und fiir 60 min bei 600 rpm und 65°C im Comfort Thermomixer (Aufsatz
5350005023 fiir 1,5 ml Eppendorfgefiie, Eppendorf AG, Hamburg) inkubiert. Die Losung
wurde anschlieBend mit 1x Vol. Isoamyl:Chloroform (1:24) versetzt, fiir 0,5 min gemischt
und anschliefend fiir 5 min bei 10.000 rpm mit der Mikrozentrifuge 5415 R (Rotor GE-019
F45-24-11 26451, Eppendorf AG, Hamburg) zentrifugiert. Die obere wissrige Phase ist
farblos und enthdlt die DNA. Diese Phase wurde abgenommen und die DNA mit 500 pl
Isopropanol fiir 5 min im Uberkopfschiittler (Reax 2, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach) gefillt und bei 10.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde
mit 700 pl eiskaltem Ethanol (70 % v/v) gewaschen und fiir 2 min bei 10.000 rpm
zentrifugiert. Der Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Das Pellet wurde fiir
10 min mit einer Vakuumzentrifuge (GeneVac SF 50, Biometra®, Gottingen) getrocknet und
in 100 pl ddH,O gelost. Zur Féllung der DNA aus der wissrigen Losung wurde 1x Vol. der
gelosten DNA mit 1/10x Vol. 3 M NaAc, pH 4,5 und 2,5x Vol. eiskaltem Ethanol (98 % v/v)
versetzt und die DNA fiir 2 h bei — 20°C gefillt. Nach einer 45-miniitigen Zentrifugation bei
13.000 rpm und 4°C wurde das Pellet mit 500 pl eiskaltem Ethanol (70 % v/v) gewaschen.
Nach dem Aussalzen wurde erneut fiir 15 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde ein zweites Mal wiederholt. Das DNA-Pellet wurde fiir 20 min mit einer
Vakuum Pumpe (GeneVac SF 50, Biometra®, Géttingen) getrocknet und anschlieBend in

35 ul TE-Puffer gelost.
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2.5.2.2 Extraktion genomischer DNA aus Pilzmaterial

Da zu Beginn der Arbeiten der Apfelmehltau, jahreszeitlich bedingt, nicht in Kultur
genommen werden konnte, wurde zunichst bereits vorhandene genomische DNA von
P. leucotricha verwendet. Diese wurde von S. Lesemann und F. Dunemann (Julius Kiihn
Institut, Institut fiir Ziichtungsforschung an gartenbaulichen Kulturen und Obst) zur
Verfiigung gestellt. Die genomische DNA wurde als erstes mit dem Illustra GenomiPhi V2
DNA Amplification Kit (GE Healthcare, Miinchen) amplifiziert. Dazu wurden 10 ng der
genomischen P. leucotricha-DNA eingesetzt. Die Durchfithrung der Amplifikation erfolgte

nach den Angaben des Herstellers.

Spdter erfolgte die Isolierung genomischer DNA von P. leucotricha aus erkrankten
Apfelblittern mit dem DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden). Dazu wurden im
Vorfeld 50 mg des Apfelmehltau-Erregers von der Oberflidche infizierter ex-vitro-Apfelblitter
mit Hilfe einer Vakuum-Blot-Pumpe (Vacu-Aid Plot-Processing-Pump, Hybaid, Ashford,
UK) abgesaugt und unter Stickstoff mit dem Precells-glass Kit 0,5 mm (Peqlab
Biotechnologie GmbH, Erlangen) und einer Retsch-Schwingmiihle (Retsch® MM300, Retsch
GmbH, Haan) mit einer Frequenz von 30 Hz (1400 Schldgen min™") fiir 3 min pulverisiert. Die
DNA-Extraktion erfolgte anschlieBend nach Angaben des Herstellers. Die extrahierte DNA
wurde mit Apfelmehltau-spezifischen ITS-Primern PIITSF und PITSR iiberpriift. Diese
Primer wurden von der ITS-Sequenz (NCBI: EU148597) des Apfelmehltaus abgeleitet.

Fiir die DNA-Extraktion aus V. inaequalis wurde der Pilz vom Zellophanpapier abgenommen
und ebenfalls mit einer Retch-Schwingmiihle (wie beschrieben) pulverisiert. Die DNA-
Isolierung erfolgte anschliefend mit dem DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden).
Gelost wurde die DNA in 50 pl ddH,O.

2.5.2.3 Extraktion von Plasmid-DNA

Fiir die Extraktion von Plasmid-DNA wurde eine 3 ml E. coli-Ubernachtkultur angezogen.
Am nichsten Tag wurde diese mit der Mikrozentrifuge 5415 R (Rotor GE-019 F45-24-11
26451, Eppendorf AG, Hamburg) fiir 2 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
anschliefend verworfen. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem Gene JET™
Plasmid Miniprep Kit (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) nach Anweisung des Herstellers. Die
Plasmid-DNA wurde in 50 pl Eluierungspuffer gelost.
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2.5.2.4 Quantifizierung von DNA

Die Bestimmung der Konzentration extrahierter DNA erfolgte photometrisch bei einer
Wellenldnge von 260 nm mit dem Photometer GeneQuant II (Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ, USA). Die Quantifizierung von Plasmid-DNA erfolgte mittels Agarosegel-
Elektrophorese. Hierfiir wurde 1 pl der extrahierten Plasmid-DNA zusammen mit 2 pl
Ladepuffer (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) und 7 ul ddH,O gegen unterschiedlich
konzentrierte A-DNA-Mengenstandards (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) auf ein Agarosegel
(1 % (w/v) Agarose, 1x TAE) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte fiir 20 min bei 90 V. Die
Konzentrationen wurden im Anschluss mit der Geldokumentationseinheit Flouroimager

(BioRad Laboratories GmbH, Miinchen) ermittelt.

2.5.3 RNA Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA von Pflanzen und Pilzen erfolgte mit dem Invisorb® Spin
Plant RNA Mini Kit (Invitek, Berlin). Hierfiir wurden 50 mg Pilzmaterial mit den Precells-
glass Kit 0,5 mm (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) oder 100 mg Pflanzenmaterial
mit 5 mm Stahlkiigelchen unter fliissigen Stickstoff und einer Retsch-Schwingmiihle (Retsch®
MM300, Retsch GmbH, Haan) mit einer Frequenz von 30 Hz (1400 Schldgen min") fiir
2,5 min pulverisiert. Die RNA-Isolierung erfolgte anschlieBend nach den Angaben des
Herstellers. Fiir die Zelllyse wurde der Lysis Solution RP-Puffer verwendet. Die Gesamt-
RNA wurde in 50 pl Eluierungspuffer gelost. Fiir die Entfernung von DNA-Kontaminationen
erfolgte im Anschluss an die RNA-Isolierung ein DNAse I-Verdau. Dieser wurde mit dem
DNA-free™ Kit (Applied Biosystems™, Carsbad, CA) nach Anleitung des Herstellers
durchfiihrt. Im Anschluss folgte die cDNA-Synthese.

Zur Herstellung von cDNA aus isolierter Gesamt-RNA wurde das RevertAid™ First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet. Die cDNA-Synthese
erfolgte mit 1 pg Gesamt-RNA, 1 ul Oligo(dT);s-Primer, 5x Reaktions-Puffer und 1 pl der
RevertAid™M-MULV RT (Transkriptase) nach Anleitung des Herstellers. Im Anschluss
wurde die cDNA-Synthese auf DNA-Kontaminationen hin iiberpriift. Dies erfolgte mit einer
Standard-PCR und den EFla-spezifischen Primern (EFIaF und EFlaR). Amplifiziert wurde
ein Teil des Apfel-housekeeping Gens EFla (NCBI: DQ341381). In diesem Bereich enthilt
das Gen ein Intron, wodurch PCR-Fragmente mit unterschiedlichen Groflen bei DNA bzw.

cDNA vervielfiltigt werden (FLACHOWSKY et al. 2005, 2007).
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2.54 Southern Blot Analyse

Fiir die Herstellung der Hybridisierungssonden wurden ca. 400 bp grole Sequenzabschnitte
aus den kodierenden Bereichen des nptll- bzw. gusA-Gens ausgewihlt. Fiir diese wurden
spezifische Primer abgeleitet (npt/IF1/R1 bzw. gusAF/R) und fiir die Synthese genspezifischer
Sonden eingesetzt. Diese wurde mit dem PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.
Der Southern Blot wurde wie bei FLACHOWSKY et al. (2008) beschrieben durchgefiihrt. 10 ug
genomische DNA wurden mit je 100 Units Restriktionsenzym (Fermentas GmbH, St. Leon-
Rot) bei 37°C iiber Nacht verdaut. Die verdaute DNA wurde am Folgetag mittels
Ethanol/Natriumacetat-Fillung gefillt und in 35 pl ddH,O gelost. Anschliefend wurde die
restringierte DNA auf einem Agarose-TAE-Gel (1 % (w/v) Agarose, 1x TAE) bei 90 V
aufgetrennt und mittels Southern Blot (SOUTHERN 1975) auf eine positiv geladene
Nylonmembran (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) iibertragen. Nach der
Prihybridisierung wurden 250 ng der genspezifischen DIG-markierten Sonde fiir die
Hybridisierungsreaktion fiir 10 min bei 96°C denaturiert, in 5 ml Hybridisierungspuffer gelost
und der Membran zugesetzt. Die Hybridisierung erfolgte anschlieBend iiber Nacht bei 42°C
im Wirmeschrank (Hero cool, Heraeus Holding GmbH, Hanau). Am Folgetag wurde die
Membran jeweils zweimal mit 2x SSC + 0,1 % (w/v) SDS bei Raumtemperatur sowie mit
0,1 % (w/v) SSC + 0,1 % (w/v) SDS bei 68°C gewaschen, mit Maleinsdurepuffer gespiilt und
fiir 45 min in Blockierungspuffer equilibriert. Zur Bindung des Anti-DIG-Konjugates an die
Membran wurde das Konjugat in einem Verhiltnis von 1:20.000 in Blockierungspuffer
verdiinnt und die Membran fiir 30 min inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran zweimal
fiir 20 min in Waschpuffer gewaschen und fiir 10 min in Blockierungspuffer equilibriert. Die
Detektion der hybridisierten DIG-markierten Sonden erfolgte mittels ECF-Losung (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim). Fiir die Auswertung wurde die Membran nun stiindlich mit

dem Molecular—lmager®—FX Pro Plus (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen) gescannt.

2.5.5 PCR basierende Methoden
2.5.5.1 Standard-PCR
Die Standard-PCR erfolgte in 25 ul-Ansétzen, bestehend aus 50 ng genomischer DNA sowie

1x DreamTaqTM Reaktionspuffer, 0,2 mM dNTPs, jeweils 0,5 uM Primer F/R und 0,5 Units
DreamTaq™ DNA Polymerase (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot). Die PCR-Reaktion startete
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mit einer fiinfminiitigen Denaturierung bei 94°C, gefolgt von 29 (npt/IF/R), 30 (EFIaF/R,
virGF/R) oder 35 (fIpF/R, gusAF/R) Zyklen von je 0,5 min Denaturierung bei 94°C, 0,5 min
Annealing bei 58°C (nptll, EFla, flp bzw. virG) bzw. 65°C (gusA) und 0,5 bis 1 min
Elongation bei 72°C. Am Ende fand noch fiir 5 min eine abschliefende Elongation bei 72°C

statt.

Die Ausgangs- bzw. Startfragmente putativer ChsV-Gene aus V. inaequalis und P. leucotricha
wurden, wie bei WERNER et al. (2002) beschrieben, mit den degenerierten Primern

prcHsIV-V.1 und prcHSIV-V.2 in einer Standard-PCR amplifiziert.

2.5.5.2 Long-Range-PCR

Die Long-Range-PCR wurde in einem 50 pl PCR-Ansatz durchgefiihrt. Dieser enthielt 1 pg
genomische DNA, 1x Long PCR Puffer, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM von jedem
Primer sowie 1,25 Units Long PCR Enzym Mix (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot). Die Long-
Range-PCR begann mit einer Denaturierung bei 94°C fiir 2 min, gefolgt von 10 Zyklen mit je
0,5 min Denaturierung bei 94°C, 0,5 min Annealing bei 65°C (35SF-gusAR) bzw. 60°C
(ViChsVFR) und 5 min Elongation bei 68°C. Die nichsten 25 Zyklen erfolgten mit 0,5 min
Denaturierung bei 94°C, 0,5 min Annealing bei 65°C (35SF-gusAR) bzw. 60°C (ViChsVF/R)
und 5 min + 2 s/Zyklus Elongation bei 68°C. Abschliefend erfolgte eine zehn-miniitige

Elongation.

2.5.5.3 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Die Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) erfolgte in 25 pl-Ansitzen. PCR-Ansatz und PCR-
Bedingungen wurden wie bei einer Standard-PCR durchgefiihrt. Anstatt genomischer DNA
wurden 50 ng Einzelstrang-cDNA (cDNA) eingesetzt.

2.5.5.4 TAIL-PCR

Fiir die Isolierung des ChsV-Gens aus Venturia inaequalis wurde die Thermal Asymmetric
Interlaced (TAIL)-PCR verwendet. Diese von LIU UND WHITTIER (1995) beschriebene
Methode basiert auf der Kombination von degenerierten AD-Primern genspezifischen Nested-
Primern. In der vorliegenden Arbeit wurden die spezifischen Primer (S10T(1-4)-1-3F oder

S10T(1-2)-1-3R) in drei aufeinanderfolgenden PCR-Schritten mit den AD-Primern ADI,
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AD2.1-2.5 (Tabelle A.1 im Anhang, Punkt 9.3) kombiniert. Die Zusammensetzung des PCR-
Ansatzes sowie die PCR-Konditionen wurden wie bei L1u UND HUANG (1998) durchgefiihrt.
Die Annealing-Temperatur lag 2°C unter der angegebenen Schmelztemperatur der

genspezifischen Primer (Primeriibersicht in Tabelle A.1 im Anhang, Punkt 9.3).

2.5.5.5 Rapid Amplification of cDNA ends-PCR (RACE-PCR)

Die Rapid Amplification of cDNA ends (RACE)-PCR wurde benutzt, um unbekannte 5'- und
3'-Enden der ChsV-mRNA von V. inaequalis zu amplifizieren und zu klonieren. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde das FirstChoice® RLM-RACE PCR Kit (Applied Biosystems — Ambion,
Darmstadt) nach Anleitung des Herstellers verwendet. Nach der Adapter-Ligation wurde eine
Standard-PCR mit Adapter- und den sequenzspezifischen Primern durchgefiihrt. Die erste
Standard-PCR erfolgte mit den auBenliegenden Primern Adapter-Primer 1 und ViRACEIF
(fiir das 3'-Ende) bzw. ViRACEIR (fiir das 5'-Ende). Die PCR-Produkte wurden dann in einer
zweiten PCR als Template eingesetzt. Die PCR erfolgte mit den weiter innen liegenden
Primern Adapter-Primer 2 und ViRACE2F bzw. ViRACE2R. Die erhaltenen PCR-Produkte
wurden mittels Gelelektrophorese analysiert. Alle PCR-Produkte wurden in den Vektor pCR
2.1 TOPO® (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) kloniert und anschlieend sequenziert.

2.5.6 Klonierung von PCR-Produkten

Die Klonierung von PCR-Produkten bis zu einer Grofle von 3,5 kbp erfolgte nach
Herstellerangaben mit dem TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) in den
Vektor pCR®2.1-TOPO®. Dieser wurde anschlieBend in die One Shot® TOP10 kompetenten
E. coli Zellen (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) transformiert. Longe-Range-PCR-Produkte bis
zu einer GroBe von 3,5 kbp wurden ebenfalls mit dem TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen
GmbH, Karlsruhe) kloniert. Fiir die Klonierung wurden die Enden der Long-Range-PCR-
Produkte durch die Erzeugung von A-Uberhingen modifiziert. Dies erfolgte durch eine

zehnminiitige Behandlung mit 0,5 Units Tag-Polymerase und 2 mM dNTPs bei 72°C.

Long-Range-PCR-Produkte, die groBer als 3,5 kbp waren, wurden mit dem TOPO® XL
Cloning Kit (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) nach Anleitung des Herstellers in One Shot®
TOP10 kompetente E. coli Zellen (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) transformiert. Dazu wurden
40 pl des PCR-Ansatzes auf ein Agarosegel (0,8 % (w/v) Agarose, 1x TAE) aufgetragen und

unter Verwendung der S.N.A.P.™ Siulen und den Gel-Purification-Reagenzien des
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TOPO® XL-Cloning Kits (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) nach Herstellerangaben extrahiert.

Die sich anschlieBende Klonierung erfolgte nach der vom Hersteller beschriebenen Anleitung.

2.5.7 DNA Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von PCR-Produkten erfolgte als Auftragsarbeit bei der Firma MWG
Operon. Hierfiir wurden die PCR-Produkte zunzichst mit dem TOPO TA Cloning® Kit bzw.
TOPO® XL Cloning Kit (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) in E. coli transformiert. Nach der
Isolierung der Plasmid-DNA ausgewdhlter Einzelkolonien wurde je 1 ug der Plasmid-DNA
zur Sequenzierung geschickt. Die Qualitdt der Sequenz wurde anhand der Sequenz-Traces

iiberpriift (Abbildung A.2 im Anhang, Punkt 9.4.1).

2.6 GUS-Test

Der histologische GUS-Test wurde wie bei JEFFERSON et al. (1987) mit einem modifizierten
GUS-Firbepuffer durchgefiihrt. Die in-vitro-Blitter bzw. -Sprosse wurden in einer 12-
Multiwell™ Platte (Sigma-Aldrich Co.LLC, Miinchen) mit 3 ml GUS-Firbepuffer platziert
und fiir 30 min Vakuum infiltriert. Im Anschluss wurden die Platten iiber Nacht bei 37°C im
Wirmeschrank (Hero cool, Heraeus Holding GmbH, Hanau) inkubiert. Die Blitter wurden
am Folgetag mit Ethanol:Eisessig (3:1) entfirbt und anschlieBend analysiert. Als
Positivkontrolle diente die gusA transgene Apfellinie T355 (FLACHOWSKY et al. 2008). Als

Negativkontrolle wurde der nicht-transformierte 'Pinova'-Sdmling mitgefiihrt.

2.6.1 Ermittlung der GUS-gefirbten Blattflichen

Fur die prozentuale Ermittlung GUS-gefirbter (GUS-positiver) Blattflichen wurde das
Bildverarbeitungsprogramm Corel® PHOTO-PAINT® X3 Version 13.0.0.739 (Corel
Corporation Deutschland, Unterschleifheim) verwendet. Hierfiir wurden zwei verschiedene
Farbbereiche betrachtet. Als erstes wurden die weillen Farbpixel als Hintergrund und
anschliefend die blauen Farbpixel als GUS-positiv definiert. Die erste Farbmaske wurde
erstellt, um den Hintergrund zu markieren. Die Anzahl an ,,Hintergrund*“-Pixeln konnte dann
iiber die Schaltfliche [Histogramm] angezeigt werden und wurde von der Gesamtanzahl der
Pixel des Bildes subtrahiert. Die Differenz dieser beiden Flachen ergab die Gesamt-Fliche des

Apfelsprosses. Eine zweite Farbmaske wurde erstellt, um alle blauen Pixel im Bild zu
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markieren. Nun konnte wieder iiber die Schaltfliche [Histogramm] die Anzahl an blauen
Pixeln ermittelt werden. Die blauen Pixel wurden abschlieend ins Verhiltnis zu der Gesamt-
Flache des Apfelsprosses gesetzt und daraus der prozentuale Anteil der GUS-gefirbten
Blattfldchen berechnet.

2.6.2 Statistische Evaluierung

Die statistische Uberpriifung von Ergebnissen erfolgte stets unter Verwendung des Statistik-
Programmes Statistical Analysis System SAS-Enterprise-guide-4.2 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). Als erstes wurden die quantitativen Daten auf eine Normalverteilung gepriift.
Waren die Daten normal verteilt, folgte eine Varianzanalyse (one-way-ANOVA). Dabei
wurde der Einfluss einer unabhingigen Variablen beriicksichtigt. Der DUNCAN-Multiple-
Range-Test diente dem Vergleich der Daten untereinander (DUNCAN 1955). Dabei wurden
stets drei Wahrscheinlichkeitswerte betrachtet: 95 %, 99% und 99,99 %.

2.7 Der Aufbau einer Chitinsynthase-Datenbank zur Identifizierung

von isolierten Genfragmenten

Es wurde eine Chitinsynthase-Datenbank zusammengestellt. Diese Chitinsynthase-Datenbank
enthielt die kodierenden Sequenzen bzw. Proteinsequenzen von Chitinsynthasegenen
unterschiedlicher Klassen von verschiedenen Ascomyceten und vereinzelt auch
Basidiomyceten. Die Sequenzen wurden der NCBI-Genbank entnommen (Tabelle A.2 im

Anhang, Punkt 9.4.2).

2.8 Alignment und phylogenetische Berechnungen

Fur die Erstellung eines Proteinalignments wurden die isolierten Gensequenzen mit der
BlastX-Funktion (Basic Local Alignment Search Tool X der NCBI-Genbank) in
Proteinsequenzen umgeschrieben. Diese wurden mit den Sequenzen aus der Chitinsynthase-
Datenbank mit der Molecular Evolutionary Genetics Analysis MEGA 4.1 Software (KUMAR
et al. 2008) verglichen. Das Alignment wurde mit einem optimierten Clustal-Algorithmus von

GONNET durchgefiihrt (ATYAR 1999).

Die Erstellung eines phylogenetischen Stammbaumes der Chitinsynthasegene erfolgte

ebenfalls mit der MEGA 4.1 Software. Verwendet wurde die Neighbor-Joining-Methode
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(SAITOU UND NEI 1987) und ein Poisson-Correction-Algorithmus (NEI et al. 2001) mit 1.000

Bootstrap-Wiederholungen.

2.9 Inhibitorversuche mit Nikkomyzin Z

Fiir die Versuche mit dem Chitinsynthase-Hemmer Nikkomyzin Z (GAUGHRAM et al. 1994)
wurden in-vitro-Blitter eines 'Pinova'-Sdmlings mit P. leucotricha inokuliert. Einen Tag nach
der Inokulation wurde der Pilz mit einer 500 uM Nikkomyzin Z-Losung (Sigma-Aldrich
Co.LLC, Miinchen) in 0,01 % (v/v) Tween 20 fiir 24 h behandelt. Am néchsten Tag wurden
die Bldtter mikroskopisch untersucht. Zusitzlich wurden in-vitro-Apfelsprosse mit
P. leucotricha inokuliert. Die Sprosse wurden entweder mit ddH,O oder mit einer 500 uM
Nikkomyzin Z-Losung behandelt. Drei Wochen nach der Inokulation wurde der Befall

untersucht.

Fiir die Inhibitorversuche mit Nikkomyzin Z bei V. inaequalis wurde eine Sporensuspension
(durchschnittlich 300 Konidien pro pl) auf Malzextraktagar mit Cellophane325P-32,5 g m™>-
Papier (Hintze & Kunick GmbH, Berlin) iibertragen. Die Platten wurden bei 18°C im
Dunkeln fiir zwei Tage inkubiert und anschlieBend mit ddH>O oder einer 10 uM bzw.
500 uM Nikkomyzin Z-Losung behandelt. Hierfiir wurden zwei bis drei Tropfen der
Nikkomyzin Z-Losung bzw. ddH,O auf die Kolonie pipettiert und die Kultur am nichsten

Tag mit dem Mikroskop analysiert.

2.10 Mikroskopische Untersuchungen und Firbetechniken

Fiir die Farbung pilzlicher Infektionsstrukturen auf und in Blattgeweben wurden zunichst
infizierte in-vitro-Apfelblitter in Ethanol:Essigsdure (3:1) tiber Nacht vollstindig entfarbt.
Die Firbung der Pilzstrukturen erfolgte modifiziert nach PHILLIPS UND HAYMAN (1970) mit
0,1 % (v/v) Anilinblau-Lactophenol. Gefirbt wurde fiir 15 min bei Raumtemperatur. Im
Anschluss wurden die Blitter fiir 5 min in Lactophenol und fiir 5 min in Leitungswasser
gewaschen. Die anschlieBende mikroskopische Analyse erfolgte mit einem Durchlicht-
Mikroskop (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena). Die Pilz- und Blattstrukturen wurden mit

einer Universal-Mikroskopkamera (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg) aufgenommen.
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2.11 In-vitro-Versuche mit Fluoreszein-markierten siRNAs

Verwendet wurden unspezifische, 19 nt kleine und mit Fluoreszein-markierte siRNAs
(MWG-Biotech AG, Ebersberg). Es wurde eine 50 uM siRNA-Losung hergestellt. Es wurden
mit P. leucotricha-inokulierte Blétter von jungen in-vitro-Apfelsprossen eines Samlings der
Sorte 'Pinova' drei Tage nach der Inokulation unter Wasser abgeschnitten und direkt im
Anschluss in der siRNA-Losung bzw. handelsiiblicher Tinte platziert. Am nichsten Tag
erfolgte die Evaluierung der (inokulierten) Bldtter mit einem Durchlicht- (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Jena) bzw. Konfokalen Mikroskop (Nikon Instruments Europe B.V.,
Kingston, U.K.) unter UV-Licht-Anregung und dem Filtersatz 09 (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Jena) bzw. UV-2a (Nikon Instruments Europe B.V., Kingston, U.K.).
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3 Ergebnisse
3.1 Flp/ FRT-Rekombinationsystem

3.1.1 Transformation und Selektion von putativ transgenen Pflanzen

Fiir die Etablierung einer sequenzspezifischen Entfernung des nptll-Markergens wurden
insgesamt 17 Transformationsexperimente mit dem A. fumefaciens Stamm GV3101-
pMPIO0RK-Npt-Hsp-Flp-Gus an einem Sdmling der Apfelsorte 'Pinova' ('Pinova'-Sdamling)
durchgefiihrt. Im Ergebnis dieser Experimente konnten von den 4.080 inokulierten in-vitro-
Blittern 36 putativ transgene Regenerate selektiert werden. Diese Regenerate wurden auf M8-
Vermehrungsmedium mit 500 ug ml™' Timetin und 100 pg mI”' Kanamycin bzw. 100 pg ml
Paramomycin vermehrt, bis geniigend Blattmaterial fiir eine molekulare Charakterisierung der
Regenerate abgenommen werden konnte. Aus dem Blattmaterial von neun vitalen
Regeneraten wurde die genomische DNA isoliert und mittels PCR auf die Anwesenheit der
iibertragenen Gene nptll, flp und gusA getestet. Dabei war es fiir alle neun Regenerate
moglich, Fragmente der erwarteten Grofe fiir alle drei Gene zu amplifizieren (Abbildung 3.1).
Das nptll-PCR-Fragment hatte eine Grofle von 800 bp, das flp-PCR-Fragment war 350 bp,
und das gusA-PCR-Fragment war 450 bp grof3. Basierend auf den Ergebnissen der PCR-

Analyse wurden diese neun Regenerate ausgewihlt und weiter auf M8-Vermehrungsmedium

mit 500 ug ml" Timetin und 100 g mI” Kanamycin vermehrt, um daraus Linien aufzubauen.
Diese putativ transgenen Linien wurden als T670, T781, T782, T789, T790, T791, T792,
T793 und T794 bezeichnet.
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Abbildung 3.1 PCR-Ergebnisse fiir die Gene nptIl-, flp- und gusA-Gen in den

selektierten T-Linien. Die genomische DNA der T-Linien wurde isoliert und mit Hilfe einer
Standard-PCR auf die Integration der Fremdgene iiberpriift. In den T-Linien wurden Fragmente der
erwarteten Grofe fiir alle drei Gene amplifiziert. H,O - Wasser, Ko — Positivkontrolle: genomische

DNA T781, Pin — Negativkontrolle 'PinS'-DNA.
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3.1.2 Nachweis der T-DNA Integration mittels Southern Blot-Analyse und

molekulare Charakterisierung der transgenen Linien
3.1.2.1 Bestimmung der T-DNA-Integrationen mittels Southern Blot Analyse

Im Anschluss an die PCR-Analyse wurden alle neun Linien mittels Southern Blot auf
Integration der T-DNA getestet. Auf diese Weise wurde die Anzahl der T-DNA Integrationen
bestimmt. Die genomische DNA der transgenen Linien wurde hierfiir mit dem
Restriktionsenzym BamHI verdaut. Die restringierte DNA wurde im Agarose-TAE-Gel
aufgetrennt und wie beschrieben auf eine Nylon Membran geblottet. AnschlieSend wurde die
Membran mit einer nptll- bzw. gusA-spezifischen Sonde hybridisiert (Abbildung 3.2). In acht
von neun transgenen Linien konnte jeweils nur eine T-DNA-Kopie detektiert werden. Die

einzige Ausnahme bildet die Apfellinie T670, welche vier T-DNA-Integrationen aufwies.
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Abbildung 3.2 Southern Blot der Flp-Gus-transgenen Linien mit gusA-Sonde vor

der Rekombination. Die genomische DNA der selektierten T-Linien wurde isoliert und mit BamH1
vollstindig verdaut. Hybridisiert wurden die dargestellten Proben mit einer gusA-Sonde. Die Linie T670
zeigte, als einzige transgene Linie, insgesamt vier T-DNA-Integrationen. In allen anderen Linien wurde

nur eine einzige T-DNA-Intergration nachgewiesen. SM — Standardmarker; Pin — Negativkontrolle

'Pinova'-Siamling DNA; Ko — Positivkontrolle: Plasmid-DNA pB-Npt-Hsp-Flp-Gus.

3.1.2.2 PCR zum Nachweis von Agrobacterium-Kontaminationen

Um Kontaminationen mit rekombinanten Agrobakterien auszuschlieBen, wurde die
genomische DNA junger in-vitro-Blitter der transgenen Linien isoliert und mittels Standard-
PCR mit den virG-spezifischen Primern auf die Anwesenheit des bakteriellen Virulenzgens

virG getestet (Abbildung 3.3). Eine spezifische Bande fiir virG mit einer Gréfle von 700 bp



ERGEBNISSE — FLP/FRT-VERMITTELTE ENTFERNUNG DES NPTII-GENS 47

wurde nur bei der Positivkontrolle (Agrobacterium-Kolonie) nachgewiesen. Die transgenen

Linien waren nicht mit Agrobacterium tumefaciens kontaminiert.
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Abbildung 3.3 PCR zur Analyse der transgenen Linien auf die Anwesenheit

verbleibender Agrobacterium-Zellen. Nur in der Kontroll-DNA (Ko) wurde eine VirG-Bande
detektiert. In den Sprossen der transgenen Linien wurde kein virG-Gen amplifiziert. SM — 100 bp
Standardmarker, H,O - Wasser, Ko — Positivkontrolle: Agrobacterium-Kolonie GV3101pMP90RK-
Npt-Hsp-Flp-Gus; Pin — Negativkontrolle: 'Pinova'-Sdmling DNA.

3.1.2.3 Long-Range-PCR zur Amplifikation des FRT-flankierten Bereichs

zwischen 35S-Promotor und Reportergen

Im Anschluss an die PCR mit virG-spezifischen Primern wurden die transgenen Linien
mittels Long-Range-PCR getestet, um den Bereich zwischen 355-Promotor und gusA-Gen zu
amplifizieren. Dabei sollte gepriift werden, ob die T-DNA-Integration vollstindig vorliegt.
Als Positivkontrolle diente die Plasmid-DNA, welche zuvor aus dem A. fumefaciens Stamm
GV3101-pMP90RK-pB-Npt-Hsp-Flp-Gus isoliert worden war. Parallel dazu wurde die
genomische DNA des nicht-transformierten 'Pinova'-Sdmlings als Negativkontrolle
eingesetzt. In allen T-Linien wurde ein 4,5 kbp grofes PCR-Fragment amplifiziert. Dieses
wurde ebenfalls in der Positivkontrolle detektiert (Abbildung 3.4). Jede transgene Linie

enthélt somit wenigstens eine vollstindige Kopie der T-DNA.
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Abbildung 3.4 Amplifikation der T-DNA zwischen 35S Promotor und gusA-Gen vor

der Rekombination. Die genomische DNA der T-Linien wurde isoliert und mit einer Long-Range-
PCR der Bereich zwischen 35S-Promotor und gusA-Gen amplifiziert. In der Positivkontrolle wurde ein
4,5 kbp PCR-Fragment vervielfiltigt. Dieses wurde ebenfalls in allen selektierten Linien nachgewiesen.
Die T-DNA liegt somit vollstindig vor. SM — 1 kbp Standardmarker; H,O — Wasser; Ko —
Positivkontrolle: Plasmid-DNA pB-Npt-Hsp-Flp-Gus; Pin — Negativkontrolle 'Pinova'-Simling DNA.

3.1.2.4 Expressionsanalyse der Transgene in den T-Apfellinien

Um die Expression der iibertragenen Gene in den T-Linien zu priifen, wurde die mRNA aus
jungen Blittern jeder T-Linie isoliert und in Einzelstrang cDNA umgeschrieben. Fiir die
Expressionsanalyse wurde eine RT-PCR mit spezifischen Primern fiir das EF/a-Gen und die
drei Transgene nptll-, flp- bzw. gusA durchgefiihrt. In jeder T-Linie wurde die Expression des

EFla- sowie des nptll-Gens nachgewiesen. Weder das fIp- noch das gusA-Transgen wurden

in den unbehandelten T-Linien exprimiert (Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5 Expression von EFla-, nptll-, flp- und gusA-Gen in den T-Linien vor

der Rekombination. Die RT-PCR mit den EF/a-Primern zeigte, dass in allen Proben eine
vergleichbare cDNA-Konzentration vorlag. In den T-Linien wurden die mRNA-Transkripte des nptlI-
Gens nachgewiesen. RT-PCR-Produkte des flp- bzw. gusA-Gens wurden nicht detektiert. H,O - Wasser,
Ko — Positivkontrolle DNA T781, Pin — Negativkontrolle 'Pinova'-Sdamling DNA (EFIa:cDNA).
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3.1.3 Etablierung eines Verfahrens zur induzierten Entfernung des nptII-

Gens

Bei dem zur Transformation verwendeten Genkonstrukt wird die Expression des flp-
Rekombinase-Gens durch den Hitzestress-induzierbaren Promotor Gmhspl7.5E aus der
Sojabohne Glycine max (CZARNECKA et al. 1989) reguliert. Da in der Literatur nur sehr
wenig iiber Induktion des Promoters in ganzen Pflanzen beschrieben wird, wurden als erstes
Untersuchungen zur induzierten Rekombination des npt/I-Gens mit der T-Linie T670
durchgefiihrt. Diese Linie war die erste Apfellinie, von der geniigend Sprosse fiir solche

Untersuchungen zur Verfiigung standen.

3.1.3.1 Bestimmung der optimalen Temperatur zur Induktion des Gmhsp-

Promotors

Fiir eine gezielte Induktion des Gmhspl7.5E-Promotors wurden Sprosse einer drei Wochen
alten in-vitro-Sprossspitzenkultur der T-Linie T670 verwendet. Die Sprosse dieser Linie
wurden nun benutzt, um die Auswirkung unterschiedlicher Temperatur- und Zeitregime auf
die Expression der Rekombinase wund die Hiufigkeit des Auftretens von

Rekombinationsereignissen zu untersuchen.

Als erstes wurde gepriift, in welchem Entwicklungsstadium eine Hitzestress-Behandlung
besonders effektiv ist. Hierfiir wurden die Sprosse der Linie T670 mit bzw. ohne Kallus
verwendet. Erfolgte eine Hitzestress-Behandlung an Sprossen ohne Kallus, so wurde dieser
zwei Tage vor der Behandlung abgeschnitten und die Sprosse auf frisches MS8-
Vermehrungsmedium iibertragen. Die Hitzestress-Behandlung erfolgte bei drei verschiedenen
Temperaturen (37°C, 40°C und 42°C) fiir jeweils acht Stunden. Dafiir wurden jeweils zwei
diinnwandige 300 ml Weck®-Gliser mit je fiinf Sprossen besetzt. Nach der Inkubation
wurden die Gliser fiir 24 h in den Kulturenraum gestellt und die Sprosse am darauffolgenden
Tag mittels GUS-Test iiberpriift. Als Negativkontrollen wurden Blitter von nicht-behandelten
Sprossen der Linie T670 bzw. des nicht-transformierten 'Pinova'-Sdmlings mitgefiihrt. Bei
diesen beiden Kontrollen war zu keinem Zeitpunkt eine GUS-Fiarbung nachweisbar.
Auflerdem wurde festgestellt, dass auch die Apfelsprosse mit Kallus keine GUS-Firbung
zeigten. Somit konnte unter den gegebenen Bedingungen keine Induktion des Gmhspl7.5E-
Promotors erzielt werden. Andere Ergebnisse wurden erhalten, wenn die in-vitro-

Apfelsprosse zwei Tage vor der Behandlung vom Kallus abgeschnitten wurden. Dabei waren
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die kallusfreien Sprosse, die fiir acht Stunden bei 37°C behandelt wurden, im anschlieenden
GUS-Test ebenfalls negativ (Abbildung 3.6a). An den bei 40°C behandelten Apfelsprossen
konnten erstmalig einzelne hellblaue Areale beobachtet werden. Diese befanden sich héufig
an den Blattrandern (Abbildung 3.6b, Pfeile). Intensiv blau gefirbte Blattgewebe wurden nach
Hitzestress-Behandlungen bei 42°C beobachtet (Abbildung 3.6¢). Eine GUS-Firbung wurde
bei einer Vielzahl von Zellen, Gewebeteilen und zum Teil auch bei vollstindigen Sprossen

detektiert. Vollstindig GUS-positive Sprosse wurden jedoch nur vereinzelt beobachtet.

Abbildung 3.6 GUS-Firbung Hitzestress-behandelter Sprosse der Linie T670. (a)
Nach einer Hitzestress-Behandlung fiir 8 h bei 37°C wurde keine GUS-Firbung detektiert (b) Die
Hitzestress-Behandlung bei 40°C bewirkt vor allem in den Blattspitzen der transgenen Blitter eine
schwache GUS-Aktivitit. (¢) Eine deutlich blaue GUS-Firbung war in den Blittern von Sprossen zu
beobachten, die fiir 8 h bei 42°C behandelt wurden. Gleichzeitig wurden jedoch immer wieder weifle,

Blattbereiche detektiert.

Basierend auf den Ergebnissen der GUS-Tests wurde anschlieBend die Expression des
Reportergens und des Selektionsmarkers mittels RT-PCR untersucht. Hierfiir wurden erneut
in-vitro-Sprosse der Linie T670 fiir acht Stunden bei 37°C bzw. 42°C behandelt und am
néchsten Tag Blattproben fiir die RNA-Extraktion abgenommen. Die cDNA der extrahierten
RNA wurde anschliefend in zwei RT-PCR-Ansdtzen mit gusA- bzw. nptll-spezifischen
Primern eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde cDNA nicht-behandelter Blitter der Linie
T670 und als Negativkontrolle ¢cDNA von Blittern des nicht-transformierten 'Pinova'-
Samlings mitgefiithrt. Transkripte des gusA-Gens wurden weder in der Positiv- noch
Negativkontrolle amplifiziert (Abbildung 3.7). Auch in den Blattproben der Sprosse, die bei
37°C behandelt wurden, konnte keine gusA-Expression nachgewiesen werden. Die

Expression des Reportergens wurde nur in jenen Sprossen detektiert, die zuvor bei 42°C
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behandelt wurden (Abbildung 3.7). Unabhingig davon waren Transkripte des npt/I-Gens in

allen untersuchten, transgenen Blattproben nachweisbar.

Ko 37°C 42°C
gusA
nptll
Abbildung 3.7 RT-PCR von Hitzestress-behandelten Blattproben der Linie T670. Die

Apfelsprosse wurden fiir 8 Stunden bei 37°C bzw. 42°C mit Hitzestress behandelt und anschliefend die
RNA isoliert. Ohne Hitzestress-Behandlung zeigten die Sprosse keine gusA-Expression (Ko). Auch
nach einer Behandlung bei 37°C wurden keine gusA-Transkripte detektiert. Erst bei einer Temperatur
von 42°C konnte eine schwache gusA-Expression nachgeweisen werden. Die Expression des nptll-

Markergens wurde in allen drei Proben detektiert.

3.1.3.2 Bestimmung der optimalen Dauer der Hitzestress-Behandlung

Zwei 300 ml Weck®-Gliser mit je fiinf Sprossen der Linie T670 wurden unterschiedlich lange
(0,5h, 1 h,2h,3h,4h,6h,8hoder 12 h) bei 42°C inkubiert. Die 12-stiindige Hitzestress-
Behandlung fiihrte jedoch zum Absterben der Apfelsprosse. Deshalb wurden diese Sprosse
verworfen. Die restlichen Gldser wurden im Kulturenraum fiir 24 h aufbewahrt und am
Folgetag mittels GUS-Test tiberpriift. Nach dem GUS-Test wurden die Sprosse entfirbt und
fotografiert (Abbildung 3.8a). Es wurden Farbmasken erstellt, um die Anzahl an blauen
Pixeln zu ermitteln (Abbildung 3.8b). Anhand der ermittelten Pixel wurde der prozentuale
Anteil der GUS-gefirbten Blattflichen berechnet. Auf diese Weise wurden zwischen fiinf und
14 behandelte Sprosse pro Hitzestress-Experiment ausgewertet. Der mittlere Wert der
relativen GUS-positiven Flichen pro Zeitregime mit dazugehdriger Standardabweichung ist in

Abbildung 3.8c grafisch dargestellt.
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Abbildung 3.8 Auswertung der Effektivitit einer Hitzestress-Behandlung anhand

der mittleren relativen GUS-positiven Blattfliche in Abhéngigkeit zur Dauer der
Hitzestress-Behandlung bei 42°C. (a) Original-Foto nach dem GUS-Test. (b) Das Original-Foto
wurde mittels Bildverarbeitung zur Berechnung der relativen GUS-positiven Blattfliche verwendet.
Dunkelblau = GUS-positive Fliche; Hellblau = Ubergangszonen; Weil = Hintergrund. (¢) Prozentualer
Anteil der GUS-gefarbten Blattflachen in Abhingigkeit zur Dauer der Hitzestress-Behandlung bei
42°C. Untersucht wurden verschiedene Zeitregime, bei denen die in-vitro-Apfelsprosse der Linie T670
bei 42°C Hitzestress-behandelt worden sind. Angegeben sind die Standardabweichungen und
signifikante Unterschiede in der GUS-Farbung zu den nicht-behandelten Sprossen. *#*-p<0,01 (DMR-
Test).

Der prozentuale Anteil der GUS-positiven Blattflichen zeigte, dass die Hitzestress-
Behandlung erst ab einer Dauer von wenigstens zwei Stunden vereinzelt zu
Rekombinationsereignissen gefiihrt hat. Nach einer dreistiindigen Hitzestress-Behandlung

waren ebenfalls nur durchschnittlich acht Prozent der analysierten Blattflichen GUS-gefirbt.
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Einen signifikanten Anstieg (p<0,01) der GUS-positiven Blattflichen auf durchschnittlich
57 bzw. 59 Prozent wurden nach einer vier- bzw. sechsstiindigen Hitzestress-Behandlung
detektiert. Nach acht Stunden bei 42°C waren dann sogar durchschnittlich 82 Prozent der
Blattfldchen GUS-positiv. Es konnte gezeigt werden, dass eine lingere Dauer der Hitzestress-

Behandlung auch zu einer hoheren Anzahl an GUS-positiven Zellen fiihrt.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde von 12 unbehandelten Sprossen der Linie T670 die
genomische DNA extrahiert (drei Sprosse je DNA-Probe). Diese zwolf Sprosse wurden eine
Woche spiter mit Hitzestress behandelt: drei Sprosse fiir acht Stunden bei 37°C bzw. jeweils
drei Sprosse fiir zwei, vier oder acht Stunden bei 42°C. Im Anschluss an die Hitzestress-
Behandlung wurde erneut genomische DNA aus den Blittern isoliert und eine Long-Range-
PCR mit den sieben DNA-Proben durchgefiihrt. Dabei sollte erneut der Bereich zwischen
35S8-Promotor und gusA-Gen analysiert werden (Abbildung 3.9). Dabei wurde festgestellt,
dass in den unbehandelten Sprossen sowie in den Sprossen, die bei 37°C behandelt wurden,
immer noch das 4,5 kbp PCR-Fragment vorlag. In den Sprossen, die fiir zwei Stunden bei
42°C behandelt wurden, wurde neben dem 4,5 kbp zusitzlich ein 1,2 kbp kleines PCR-
Fragment amplifiziert. Nach vier- bzw. achtstiindiger Behandlung bei 42°C konnte in den

untersuchten Sprossen nur noch das 1,2 kbp PCR-Fragment nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.9 Amplifikation der T-DNA zwischen 35S Promotor und gusA-Gen nach

der Hitzestress-Behandlung. Die genomische DNA wurde aus unbehandelten Sprossen der T-
Linie T670 sowie nach der Hitzestress-Behandlung isoliert und eine Long-Range-PCR durchgefiihrt.
Dabei wurde der Bereich zwischen 35S-Promotor und gusA-Gen amplifiziert. Die Positivkontrolle
zeigte das 4,5 kbp Fragment — die vollstandige T-DNA. Auch in den Proben der bei 37°C inkubierten
Sprosse wurde dieses Fragment amplifiziert. Im Gegensatz hierzu konnte in allen Proben, deren Sprosse
bei 42°C behandelt wurden, zusitzlich noch ein 1,2 kbp Fragment beobachtet werden. SM — 1 kbp
Standardmarker, Ko — Positivkontrolle: Plasmid-DNA pB-Npt-Hsp-Flp-Gus; vHS — Sprosse der Linie
T670 vor der Hitzestress-Behandlung.
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Das 1,2 kbp sowie das 4,5 kbp PCR-Produkt wurden nun in den pCR®2.l—TOPO®—Vektor
kloniert, dieser in E. coli transformiert und sequenziert. Anschliefend wurden beide
Nukleotidsequenzen miteinander verglichen (Abbildung 3.10). Dabei wurde festgestellt, dass
das 1,2 kbp Fragment nur noch aus dem 35S-Promotor, einer der beiden FRT-
Erkennungssequenzen sowie dem gusA-Reportergen besteht. Das gesamte FRT-flankierte
Fragment mit npt/l-Gen und flp-Rekombinase wurde durch den Hitzestress bei 42°C

eliminiert.

FRT'
—_—

. - —
1 GAGAGGACGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCCNeleINs] NPTI/ HSP FLP
PAMCACAGGACGAAGTTCCTATACTTTC TAGAGAATAGGAACTTC

FRT? gusA

s RN R R R — —r s
1 GAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGjserNeyv elierNeyisleionyyVielyyNeleyioloiieyyNerV.v:
2 TCGACTAGTCAGTCCCTTATGTTACGTCCTGTAGAAA

Abbildung 3.10 Sequenzvergleich vor und nach der Flp-vermittelten Rekombination.

Die beiden PCR-Fragmente (1 und 2) wurden bei der Isolierung des Bereichs zwischen 35S-Promotor
und gusA-Gen vor bzw. nach der Hitzestress-Behandlung der Linie T670 erhalten. Dargestellt ist nur
das FRT-flankierte Fragment. (1) Die Sequenz des 4,5 kbp PCR-Fragmentes enthélt das vollstdndige
FRT-flankierte Fragment. Das nptII-Gen, der HS-Promotor und die flp-Rekombinase werden von zwei
FRT-Erkennungssequenzen flankiert. (2) Die Sequenz des 1,2 kbp PCR-Fragmentes aus der Long-
Range-PCR zeigte, dass in den Hitzestress-behandelten Sprossen das gesamte FRT-flankierte Fragment

fehlt. Zuriickgeblieben war nur noch eine FRT-Erkennungssequenz (FRT").

AnschlieBfend wurden drei weitere vitale, unbehandelte Sprosse der Linie T670 ausgewihlt
und die Gesamt-RNA isoliert. Diese Sprosse wurden fiir acht Stunden bei 42°C behandelt und
erneut die Gesamt-RNA isoliert. Nachdem die cDNA synthetisiert war, wurde eine RT-PCR
mit nptll- bzw. gusA-spezifischen Primern ausgefithrt (Abbildung 3.11). Dabei wurde
festgestellt, dass die Transkripte des gusA-Gens ausschlieBlich in den cDNA-Proben der
Pflanzen nachgewiesen werden konnten, welche fiir acht Stunden bei 42°C behandelt wurden.
Dennoch wurde das nptlI-Gen sowohl vor als auch nach der Hitzestress-Behandlung weiter

exprimiert.
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Abbildung 3.11 Ergebnisse der RT-PCR mit nptII- bzw. gusA-spezifischen Primern.

Isoliert wurden die RNA-Proben vor und nach der Hitzestress-Behandlung von Sprossen der Linie
T670. Die Transkripte des nptlI-Gens wurden auch noch nach der Hitzestress-Behandlung
nachgewiesen. Die Expression des gusA-Gens hingegen wurde ausschlieflich in den behandelten
Sprossen detektiert. H;O — Wasser; Ko — Positivkontrolle: Plasmid-DNA pB-Npt-Hsp-Flp-Gus, Pin —

Negativkontrolle 'Pinova'-Samling DNA; vHS — vor der Hitzestress-Behandlung.

3.1.3.3 Expression der flp-Rekombinase in Abhdngigkeit zur Dauer der
Hitzestress-Behandlung

Um die Dauer der Hitzestress-Behandlung zur Induktion des Gmhspl7.5-E-Promotors zu
bestimmen, wurde die Linie T782 ausgewihlt, da diese nur eine einzige T-DNA-Integration
enthilt. Untersucht wurde die Promotoraktivitit indirekt mit Hilfe einer Expressionsanalyse
des flp-Gens. Hierfiir wurden die Sprosse dieser Linie vom Kallus abgeschnitten und fiir
30 bis 360 min bei 42°C Hitzestress-behandelt. Direkt im Anschluss an die Behandlung
wurden die Blitter der Sprosse geerntet und aus diesen die Gesamt-RNA isoliert. Die RNA
wurde in cDNA umgeschrieben und mittels RT-PCR mit fIp-spezifischen Primern auf das
Vorkommen von flp-Transkripten getestet. Dabei wurde festgestellt, dass bereits nach einer
30-miniitigen Hitzestress-Behandlung die flp-Rekombinase exprimiert wird (Abbildung 3.12).
Flp-Transkripte wurden auch in allen anderen induzierten Blattproben nachgewiesen. In den
Kontrollproben bzw. den behandelten Sprossen des 'Pinova'-Sdmlings wurde zu keinem
Zeitpunkt eine Expression der Rekombinase detektiert. Die Ergebnisse der
Agarosegelelektrophorese lassen vermuten, dass die Expression der fIp-Rekombinase bei

einer langeren Hitzestress-Induktion starker wird.
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Abbildung 3.12 RT-PCR Ergebnis zur Expression des flp-Rekombinasegens in

Abhiingigkeit unterschiedlich langer Hitzestress-Behandlungen bei 42°C. Nach einer
30-miniitiger Hitzestress-Behandlung konnten Transkripte der fIp-Rekombinase in den Blittern der T-
Linie nachgewiesen werden. In den Kontrollsprossen des 'Pinova'-Sdmlings wurde zu keinem Zeitpunkt
eine Expression der Rekombinase detektiert. SM — 100 bp Standardmarker; H,O — Wasser, Ko —
Positivkontrolle: Plasmid-DNA pB-Npt-Hsp-Flp-Gus, Pin — Negativkontrolle 'Pinova'-Samling DNA.

3.1.4 Regeneration von nptll-freien transgenen Apfelsprossen

Fiir die Regeneration nptll freier, transgener Apfelsprosse wurden jeweils zehn Sprosse der
Linie T670 fiir acht Stunden bei 40°C bzw. fiir zwei, drei, vier oder acht Stunden bei 42°C mit
Hitzestress behandelt. Die Glaser wurden anschlielend fiir drei Wochen in den Kulturenraum
gestellt. Danach wurden alle Blitter dieser Sprosse geerntet und in fiinf mm diinne Streifen
geschnitten. Die Regeneration der Explantate erfolgte fiir 16 Wochen auf LSG-
Regenerationsmedium ohne selektierendes Kanamycin. Die Abwesenheit eines
Selektionsmittels ermoglichte die gleichzeitige Regeneration von Zellen mit bzw. ohne nptlI-
Gen. Die Regeneration neuer Apfelsprosse wurde in drei Entwicklungsstufen eingeteilt: Die
Entwicklung des Kallus (Abbildung 3.13a), die Differenzierung des Kallus in pflanzliche
Gewebe, z. B. Blattgewebe (Abbildung 3.13b), und die Entwicklung eines Regenerats mit
ausdifferenzierten Spross- und Blattgeweben (Abbildung 3.13c).
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Abbildung 3.13 Regenerationsprozess putativ  nptll-freier = Apfelsprosse. Die
Regeneration putativ nptll-freier Sprosse wurde in drei Entwicklungsstufen differenziert: (a) die
Entwicklung eines Kallus; (b) die Differenzierung der Zellen in unterschiedliche pflanzliche Gewebe

und (c¢) das Wachstum zu voll entwickelten Apfelsprossen mit differenzierten Geweben.

Nach 16 Wochen wurden von der Ausgangslinie T670 insgesamt 138 Sprossregenerate aus
den unterschiedlichen Hitzestress-Experimenten gewonnen und auf M8-Vermehrungsmedium
iibertragen. Anschliefend wurden zwei bis drei Blitter eines jeden Sprossregenerats mittels
GUS-Test iberpriift (Tabelle 3.1). Dabei wurde festgestellt, dass die Sprossregenerate

entweder vollstindig GUS-positiv oder vollstindig GUS-negativ waren.

Tabelle 3.1 Gegeniiberstellung von Dauer der Hitzestress-Behandlungen und dem Anteil
an putativ nptll-freien Sprossregeneraten der Linie T670. Gegeniibergestellt sind die jeweilige
Dauer und Temperatur der Hitzestress-Behandlung; die Anzahl der Apfelsprosse, die mit Hitzestress behandelt
wurden; die Anzahl der getesteten Sprossregenerate sowie die Anzahl und der prozentuale Anteil der GUS-

positiven Regenerate.

.. Zeit & Getestete vollstiindig GUS Regenerats-
T-Linie a o %
Temperatur  Sprossregenerate’ positive Sprosse nummer
T670 8h40°C 10 0 0,0 T670/R7A
T670 2h42°C 47 7 149 T670/R11A-F
T670 3h42°C 24 8 33.3 T670/R13A-G
T670 4h42°C 38 0 0.0 T670/RI5A
T670 8h42°C 19 3 15.8  T670/R8A

* Es wurden ausschlieBlich vitale Sprosse untersucht, die voll entwickelte Blitter hatten.
Sprosse mit einem anormalen Habitus wurden nicht untersucht.
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Wie der Tabelle 3.1 zu entnehmen ist, wurden von den Explantaten aus den fiinf Hitzestress-
Experimenten nach 16 Wochen zwischen zehn und 47 Sprossregenerate getestet. Die Anzahl
an Testmaterial war dabei vorrangig von der Anzahl an gebildeten Regeneraten und deren
Entwicklungszustand abhédngig. Der GUS-Test zeigte, dass zwischen 0 und 33,3 Prozent von
diesen Regeneraten vollstindig GUS-positiv war. Der hochste Anteil (33,3 Prozent) an GUS-
positiv getesteten Sprossregeneraten wurde bei Explantaten detektiert, deren Ausgangssprosse
fir drei Stunden bei 42°C behandelt worden waren (T670/R13). Durch den
Regenerationsprozesses im Anschluss an eine zweistiindige Hitzestress-Behandlung bei 42°C
wurden 14,9 Prozent vollstandig GUS-positiver Sprossregenerate erzeugt (T670/R11). Der
Anteil an vollstindig GUS-positiv getesteten Regeneraten, deren Ausgangssprosse fiir acht
Stunden bei 42°C behandelt wurden, lag jedoch nur bei 15,8 Prozent (T670/R8). Eine
schwache GUS-Firbung der Mittelachse wurde bei den Regeneraten T670/R7 detektiert.
Deren Ausgangssprosse wurden fiir acht Stunden bei 40°C behandelt. Entgegen den
Erwartungen wurden iiberhaupt keine GUS-positiven Sprossregenerate bei jenen Explantaten

detektiert, deren Ausgangssprosse fiir vier Stunden bei 42°C behandelt wurden (T670/R15).

Zusitzlich wurden einige dieser GUS-getesteten Blitter mikroskopisch untersucht. Dabei
wurde festgestellt, dass die Blidtter der GUS-positiven Sprossregenerate alle einheitlich GUS-
positiv waren (Abbildung 3.14a). Partiell GUS-gefirbte Blattareale, wie sie nach der
Hitzestress-Behandlung zu beobachten waren (Abbildung 3.14b), wurden nur noch bei den

Regeneraten detektiert, deren Ausgangssprosse bei 40°C inkubiert wurden.

Abbildung 3.14 Histologische GUS-Firbung nach der Regeneration von Hitzestress-

behandelten Sprossen bzw. nach der Hitzestress-Behandlung. (a) Lichtmikroskopische
Aufnahme eines vollstindig GUS-positiv gefirbten Blattareals nach der Regeneration eines Hitzestress-
induzierten Sprosses von T670. Dieses besteht ausschlieflich aus GUS-positiven Zellen. (b)
Lichtmikroskopische Aufnahme eines chimiren Blattareals der Linie T670 nach der Hitzestress-

Behandlung.
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Die Regenerate T670/R11A-F, T670/R13A-G und T670/R8A waren im GUS-Test vollstindig
blau und wurden deshalb auf M8-Vermehrungsmedium mit 500 ug ul”' Timetin iibertragen
und vermehrt. Das Sprossregenerat T670/R15A wurde im GUS-Test negativ getestet und

wurde ebenfalls auf M8-Vermehrungsmedium mit 500 ug ul” Timetin vermehrt.

Von insgesamt sechs Sprossregeneraten (T670/R11A, -R11B, -R13A, -R13B, -R15A und -
R8A) wurden die jungen Blitter geerntet und aus diesen die Gesamt-RNA isoliert. Nachdem
die RT-PCR mit den EF]a-spezifischen Primern fiir alle cDNA-Proben positiv war, wurde
eine RT-PCR mit gusA- bzw. nptll-spezifischen Primern durchgefiihrt. Die Expression des
gusA-Gens konnte wie erwartet nur in den GUS-positiv getesteten Regeneraten sowie nach
der Hitzestress-Behandlung gezeigt werden (Abbildung 3.15). Weder in den unbehandelten
Sprossen der Linie T670 noch in dem GUS-negativen Regenerat T670/R15A wurden
Transkripte des gusA-Gens nachgewiesen. Trotz des Regenerationsprozesses wurde auch in

allen regenerierten, GUS-positiv getesteten Regeneraten das npt/I-Gen weiterhin exprimiert.
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Abbildung 3.15 RT-PCR zur Untersuchung der gusA- bzw. nptII-Expression nach der

Regeneration von GUS-positiven Sprossregeneraten. Die Ergebnisse der RT-PCR zeigten,
dass das gusA-Gen auch nur in den GUS-positiv getesteten Sprossen nach der Hitzestress-Behandlung
bzw. der Sprossregeneration exprimiert wurde. Das nptlI-Gen wurde nach dem Hitzestress sowie nach
der Regeneration von GUS-positiven Regeneraten weiter exprimiert. H,O — Wasser; Ko —
Positivkontrolle Plasmid-DNA: pB-Npt-Hsp-Flp-Gus; Pin — Negativkontrolle 'Pinova'-Sdmling DNA;

VHS - vor der Hitzestress-Behandlung; R — Regenerat.

Zusitzlich zu den PCR- und RT-PCR-Untersuchungen wurde ein Southern Blot durchgefiihrt.
Dazu wurde die genomische DNA der Sprossregenerate T670/R11A, -R13A, -R13B und -
RI5A mit dem Restriktionsenzym BamHI verdaut. Die Restriktionsschnittstelle fiir BamHI
befindet sich innerhalb des FRT-flankierenden Fragments zwischen 355-Promotor und gusA-

Gen. Die Hybridisierung des Southern Blots erfolgte mit einer npt/l- bzw. einer gusA-
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spezifischen Sonde (Abbildung 3.16). Dabei konnte festgestellt werden, dass bei den GUS-
positiv getesteten Regeneraten R11A, R13A und R13B nur noch drei der vier gusA-
Hybridisierungsignale nachweisbar waren (Abbildung 3.16). Somit konnte mit Hilfe der
Hitzestress-Behandlung und der sich anschlieBenden Regeneration ein vollstindiges FRT-
flankiertes Fragment eliminiert werden. Die drei anderen T-DNA-Integrationen liegen

unverédndert vor, weshalb das nptII-Gen auch parallel zum gusA-Gen weiter exprimiert wird.
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Abbildung 3.16 Southern Blot mit gusA-Sonde nach der Regeneration. Die genomische

DNA von den GUS-positiven Regeneraten R11A, R13A, R13B sowie dem GUS-negativen Regenerat
RI5A der Linie T670 wurde isoliert und mit BamH]I verdaut. Hybridisiert wurden die Proben mit einer
gusA-spezifischen-Sonde. Die T-Linie T670 zeigte vor dem Hitzestress (VHS) insgesamt 4 T-DNA-
Integrationen. Die GUS-positiv getesteten Regenerate zeigten nur noch drei der vier gusA-Signale. Nur
bei T670/15A wurden noch alle vier Integrationen detektiert. SM — Standardmarker; Pin —
Negativkontrolle 'Pinova'-Samling DNA; Ko — Positivkontrolle Plasmid-DNA: pB-Npt-Hsp-Flp-Gus;

VHS - vor der Hitzestress-Behandlung.

3.1.5 Untersuchungen zur Auswirkung einer wiederholten Hitzestress-
Behandlung auf die Erhohung der Regenerationsrate von nptll

freien Apfelsprossen

Die Ergebnisse zu der multi-copy-Linie T670 haben gezeigt, dass mit einer einmaligen
Hitzestress-Behandlung bei 42°C und einer sich anschlieBenden Regeneration partiell nptll-
freie Apfelsprosse erzeugt werden konnten. Diese Ergebnisse sollten nun an acht single-copy
Linien getestet und optimiert werden. Deshalb erfolgte an jeweils durchschnittlich
25 Sprossen der gm-Linien T781 und T782 eine Hitzestress-Behandlung fiir drei Stunden bei
42°C. Im darauf folgenden GUS-Assay wurde jedoch festgestellt, dass die einmalige
Behandlung der Sprosse nicht ausreichend war, um Rekombinationen auszulosen — die Blétter

waren alle GUS-negativ. Deshalb wurde die Hitzestress-Behandlung bei den Linien T781 und
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T782 nach einer siebentigigen Pause wiederholt. Erst nach dieser zweiten Behandlung
konnten im GUS-Test zahlreiche kleinere GUS-positive Blattareale detektiert werden. Jeweils
funf Sprosse der Linien T789, T790, T791, T792, T793 und T794 wurden nun insgesamt
dreimal fiir drei Stunden bei einer Temperatur von 42°C behandelt. Zwischen den einzelnen
Hitzestress-Behandlungen wurde ebenfalls eine siebentdgige Pause eingelegt. Nach der
letzten Hitzestress-Behandlung wurden zwei bis drei Bldtter je Spross geerntet und die
Rekombination mittels GUS-Test visuell analysiert. Dabei wurde festgestellt, dass eine
Vielzahl der untersuchten Blitter intensiv blau gefirbt war. Es wurden gleichzeitig auch
Blitter beobachtet, die keine GUS-Férbung zeigten oder nur partiell GUS-positiv waren. Die
Anzahl der behandelten Sprosse einer jeden Linie und der Anteil von diesen Sprossen, die

eine partielle oder vollstindige GUS-Farbung zeigten, sind in Tabelle 3.2 gegeniibergestellt.

Tabelle 3.2 Rekombinationshiufigkeiten in Abhiingigkeit von den Hitzestress-
Behandlungen. bei den Linien T781, T782 und T789 bis T793. Gegeniibergestellt sind die jeweilige
Wiederholung, Dauer und Temperatur der Hitzestress-Behandlung; die Anzahl der Apfelsprosse, die
mit Hitzestress behandelt wurden; die Anzahl bzw. der prozentuale Anteil der GUS-positiv getesteten

Sprosse. Temp. — Temperatur; WH — Wiederholung.

Hitzestress-Behandlung GUS-positive Sprosse”
T-Linie Zeit[h] Temp.[°C] WH Sprossanzahl® Anzahl %
T781 3 42 1 21 1 4,7
T782 3 42 1 31 6 19,4
T789 3 42 2 5 5 100,0
T790 3 42 2 5 2 40,0
T791 3 42 2 5 2 40,0
T792 3 42 2 5 3 60,0
T793 3 42 2 5 3 60,0
T794 3 42 2 5 5 100,0

* Die Anzahl der behandelten Sprosse variierte in Abhingigkeit zur Verfiigbarkeit an
Sprossmaterial. b Zeigten die analysierten Blitter eine GUS-Firbung, wurden diese als GUS-

positiv eingestuft und im anschlieBenden Regenerationsprozess eingesetzt.

Die Daten in Tabelle 3.2 zeigen, dass nach der wiederholten Hitzestress-Behandlung der
Linien T781 und T782 nur 4,7 bis 19,4 Prozent der induzierten Sprosse eine GUS-Firbung
zeigten. Nach der dreimaligen Hitzestress-Behandlung der Linien T789 bis T794 wurde
dagegen bei 40 bis 100 Prozent der Sprosse eine GUS-Firbung detektiert. Der Anteil an GUS-
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gefirbten Blattarealen konnte somit durch die dritte Hitzestress-Behandlung noch weiter

erhoht werden.

Anschliefend wurden fiir die Regeneration nur jene Sprosse ausgewihlt, deren Testblidtter im
GUS-Assay GUS-positiv waren. Die restlichen Blitter von diesen Sprossen wurden geerntet,
in Streifen geschnitten und die Blattexplantate auf LSG-Regenerationsmedium ohne
Selektionsmittel fiir 16 Wochen regeneriert. Von den Linien T781, T782 und T793 wurden
alle vitalen Regenerate mit voll entwickelten Bldttern (Abbildung 3.17a) auf frisches M8-
Vermehrungsmedium {iibertragen und mittels GUS-Test auf den Rekombinationserfolg hin
iiberpriift. Dabei wurden drei Typen von Regeneraten identifiziert: Regenerate, die keine
GUS-Firbung zeigten (Abbildung 3.17b); Chiméidre Regenerate, die aus GUS-positiven und
GUS-negativen Geweben bestanden (Abbildung 3.17c) und vollstindig GUS-gefirbte
Regenerate (Abbildung 3.17d).

Abbildung 3.17 Histologische GUS-Firbung von Sprossregeneraten der Linie T782.
(a) Regenerierter Apfelspross nach 16 Wochen auf Regenerationsmedium ohne Kanamycin. (b) GUS-
negatives Regenerat. (¢) Chimires Regenerat (Pfeil), welches aus einem Gemisch von GUS-positiven

und GUS-negativen Geweben besteht. (d) GUS-positives Regenerat (Pfeil).
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Von 34 bis 87 der vermehrten Sprossregenerate wurden jeweils zwei bis drei Blitter mittels
GUS-Test iiberpriift (Tabelle 3.3). Von den 34 getesteten Regeneraten der Linie T781 zeigte
nur ein einziges Regenerat (2,9 Prozent) eine vollstindige GUS-Firbung (T781/R19-6). Alle
anderen getesteten Regenerate dieser Linie waren GUS-negativ. Andere Ergebnisse wurden
bei den Regeneraten der Linien T782 und T793 detektiert. Von den 87 getesteten
Sprossregeneraten der Linie T782 waren 31 Regenerate (35,6 Prozent) und von den 73
getesteten Sprossregeneraten der Linie T793 waren 27 Regenerate (37 Prozent) GUS-positiv

gefarbt. Vereinzelt wurden chimire Regenerate bei diesen beiden Linien detektiert.

Tabelle 3.3 Ergebnisse des GUS-Tests nach der Regeneration von Hitzestress-
behandelten Sprossen der single-copy Linien T781, T782 und T793. Angegeben sind die
Ausgangslinie sowie die dazugehorige Anzahl der GUS-getesteten Sprossregenerate. Zusitzlich wurde
die Anzahl bzw. der prozentuale Anteil der GUS-positiven Regenerate aufgefiihrt und die Bezeichnung

dieser GUS-positiven Sprossregenerate angegeben.

GUS-Test GUS-positive Sprosse” Regenerats
T-Linie  Anzahl Sprossregenerate® Anzahl %0 nummer
T781 34 1 4,7 T781/R19-6
T782 87 31 35,6 T782/R22/R29
T793 73 27 37,0 -

* Es wurden ausschlieBlich vitale Sprosse untersucht, die voll entwickelte Blitter hatten. Sprosse mit einem
anormalen Habitus wurden nicht untersucht. ® Zeigten die analysierten Blitter eine GUS-Firbung, wurden diese

als GUS-positiv eingestuft und im anschlieBenden Regenerationsprozess eingesetzt.

3.1.6 Molekulare Charakterisierung putativ nptlIl-freier transgener

Apfelsprosse

Fiir die anschlieBenden molekularen Untersuchungen wurden als erstes die im GUS-Test
identifizierten, vollstindig GUS-positiven Regenerate der Linie T781 (T781/R19-6), der Linie
T782 (T782/R22-2A, T782/R22-3A, T782/R22-3B, T782/R22-3E und T782/R22-4A) sowie
ein partiell GUS-positives Regenerat der Linie T782 (T782/R29-8D) und ein GUS-negatives
Regenerat von T782 (T782/R29-8A) ausgewihlt. Die Sprossregenerate wurden auf MS-
Vermehrungsmedium vermehrt und von diesen Blattproben entnommen. Die Blattproben
wurden anschlieend fiir die Extraktion genomischer DNA bzw. fiir die Isolierung der

Gesamt-RNA verwendet.
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Um den Bereich zwischen 35S Promotor und gusA-Reportergen zu amplifizieren und den
Erfolg der Rekombination nachzuweisen, wurde eine Long-Range-PCR an der genomischen
DNA der Regenerate T782/R22-2A bzw. T781/R19-6 durchgefiihrt. Die genomische DNA
eines unbehandelten Sprosses der Linie T781 wurde als Negativkontrolle mitgefiihrt. Als
Positivkontrolle wurde die genomische DNA eines Regenerats der Linie T670 (T670/R13A)
eingesetzt. An der DNA eines unbehandelten Sprosses der Linie T781 wurde, wie erwartet,
das 4,5 kbp Fragment amplifiziert. Im Gegensatz dazu wurde in allen GUS-positiven
Sprossregeneraten der drei Linien nur noch das 1,2 kbp kurze Fragment nachgewiesen
(Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18 Amplifikation der T-DNA zwischen 35S-Promotor und gusA-Gen. Die

genomische DNA von den GUS-positiven Regeneraten der T-Linien T781 und T782 wurde isoliert und
mit Hilfe einer Long-Range-PCR der Bereich zwischen 35S-Promotor und gusA-Gen amplifiziert. Die
Kontroll-DNA (unbehandelte T781) zeigte das 4,5 kbp PCR-Fragment, die vollstindige tibertragene T-
DNA (+ nptll). Im Gegensatz hierzu wurde in den GUS-positiven Regeneraten nur noch das 1,2 kbp
Fragment (- nptll) beobachtet. Die vollstindige Eliminierung des FRT-flankierten Fragments zwischen
35S8-Promotor und gusA-Gen wurde gezeigt. SM — 1 kbp Standardmarker; H,O — Wasser; Ko —

Positivkontrolle: unbehandelter Spross von T781; Pin — Negativkontrolle 'Pinova'-Samling DNA.

Anschliefend wurde die DNA auf das Vorhandensein von nptll- bzw. gusA-Gen-Sequenzen
mittels Standard-PCR mit den Primern nptIIF/nptlIR bzw. gusAF/gusAR getestet. Dabei
konnte in allen untersuchten Proben das gusA-Gen nachgewiesen werden (Abbildung 3.19).
Das nptll-Gen hingegen konnte nur noch in den GUS-negativen Sprossregeneraten von T781

(Daten nicht gezeigt) und T782 sowie in dem chimédren Sprossregenerat der Linie T782
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(T782/R29-8D) nachgewiesen werden (Abbildung 3.19). In keinem der GUS-positiven

Sprossregenerate der Linien T781 bzw. T782 wurde das npt/I-Gen amplifiziert.
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Abbildung 3.19 PCR-Ergebnis zur Integration von gusA- und nptII-Gen in
regenerierten Sprossen. Die PCR mit gusA-spezifischen Primern zeigte die Integration des gusA-
Reportergens in allen untersuchten gm-Sprossen. Bei der PCR mit npt/l-spezifischen Primern wurde
festgestellt, dass das nptlI-Gen — mit Ausnahme von T670/R13A — in keinem der GUS-positiven
Regenerate nachgewiesen werden konnte. Lediglich in dem GUS-negativen Regenerat T782/R29-8A
sowie in dem chimiren Regenerat T782/R29-8D wurde das npt/I-Gen weiterhin nachgewiesen. H,O —
Wasser; Ko — Positivkontrolle: Plasmid-DNA pB-Npt-Hsp-Flp-Gus; Pin — Negativkontrolle 'Pinova'-
Samling DNA.

Um das Ergebnis abzusichern, wurde anschlieBend eine RT-PCR an cDNA dieser Sprosse
durchgefiihrt. Die Qualitit der cDNA wurde zuerst mit den EF/a-spezifischen Primern
tiberpriift. Dabei konnten fiir alle Proben Banden #hnlicher Stirke amplifiziert werden
(Abbildung 3.20). Die cDNA-Proben hatten somit eine vergleichbare Konzentration.
Transkripte des gusA-Gens wurden wie erwartet ausschlieBlich in den GUS-positiven
Sprossen nachgewiesen (Abbildung 3.20). Die Expression des npt/I-Gens wurde nur in den
GUS-negativen Regeneraten der T-Linien T781 und T782 nachgewiesen (Abbildung 3.20).
Auch in der cDNA des chimiren Regenerates T782/R29-8D war der Nachweis von nptll-
Transkripten moglich. Die GUS-positiven Sprosse der Linie T670 zeigten neben einer nptll-

Bande zusitzlich auch noch eine Bande fiir das gusA-Gen.
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Abbildung 3.20 RT-PCR nach der Regeneration. Die RT-PCR mit den apfelspezifischen
EFla-Primern zeigte, dass in allen Proben eine vergleichbare cDNA-Konzentration vorlag. Die RT-
PCR mit gusA-spezifischen Primern wies Transkripte des gusA-Gens ausschlieBlich in den GUS-positiv
getesteten Regeneraten nach. Die RT-PCR mit nptll-spezifischen Primern zeigte eine starke Expression
des nptll-Gens in dem GUS-positiven Regenerat T670/R13A sowie dem GUS-negativen Regenerat der
Linie T782 (T782/R29-8A). Das chimire Regenerat T782/29-8D zeigte noch eine schwache nptlI-
Expression. H,O — Wasser-Kontrolle; Ko — Positivkontrolle: (EF/a) 'Pinova'-Samling DNA, (gusA /
nptll) Plasmid-DNA pB-Npt-Hsp-Flp-Gus; Pin — Negativkontrolle 'Pinova'-Sdmling DNA.

AbschlieBend wurde die Eliminierung des npt/I-Gens mit einem Southern Blot tiberpriift. Die
genomische DNA der T-Linien vor der Hitzestress-Behandlung sowie von vier GUS-
positiven Regeneraten (T781/R19-6, T782/R22-2A, T782/R22-3A und T782/R22-3E) und
von einem chiméren Regenerat (T782/R29-8D) wurde isoliert und mit BamHI verdaut. Die
Hybridisierung erfolgte mit einer nptl/l- bzw. einer gusA-spezifischen Sonde (Abbildung
3.21). Dabei konnte festgestellt werden, dass bei den GUS-positiv getesteten
Sprossregeneraten keine npt/I-Hybridisierungssignale mehr detektiert wurden (Abbildung
3.21). Eine Kopie des nptll-Gens wurde lediglich in dem chimdren Regenerat T782/29-8D
und in den unbehandelten Sprossen der Linien T781 und T782 detektiert.
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Abbildung 3.21 Southern Blot mit nptII-Sonde nach der Regeneration Hitzestress-

behandelter Sprosse. Die genomische DNA von den GUS-positiven Regeneraten T781/R19-6,
T782/R22-2A, T782/R22-3A bzw. -3E bzw. von dem chimiren Regenerat T782/R29-8D wurde isoliert
und mit BamHI verdaut. Hybridisiert wurden die DNA-Proben mit einer npt/l-Sonde. In den GUS-
positiven Regeneraten wurde keine Kopie des nptll-Gens detektiert. Sowohl in den unbehandelten
Sprossen als auch in dem chimiren Regenerat wurde das nptlI-Gen weiterhin nachgewiesen. T781,
T782 — transgene Linien vor dem Hitzestress; T781/R19-6, T782/R: 22-2A; 22-3A, 22-3E — GUS-
positive Regenerate; T782/R29-8D — chimires Regenerat bestehend aus GUS-positiven und GUS-
negativen Zellen. SM — Standardmarker; Pin — Negativkontrolle 'Pinova'-Sdmling DNA; Ko —
Positivkontrolle: Plasmid-DNA pB-Npt-Hsp-Flp-Gus.

3.1.7 Biologischer Nachweis der nptlII-Entfernung

Die restlose Eliminierung des nptlI-Gens wurde mittels molekularen Verfahren in den
Sprossen des Regenerates 782/R22-2A (- nptll) nachgewiesen. Nachdem das Regenerat auf
MS8-Vermehrungsmedium vermehrt worden war, wurden jeweils drei der dreiwdchigen
Sprosse auf M8-Medium ohne Selektionsmittel bzw. auf M8-Medium mit 100 pg ml”
Paromomycin iiberfiihrt. Als Kontrolle wurden jeweils drei Sprosse der unbehandelten Linie
T782 (+ nptll) sowie des nicht-transformierten 'Pinova'-Sdmlings mitgefiihrt. Nach einer
Wachstumsphase von vier Wochen wurden die Sprosse visuell iiberpriift. Wie erwartet, war
der Zustand aller Sprosse auf MS8-Vermehrungsmedium ohne Paromomycin nach vier
Wochen sehr gut (Abbildung 3.22a). Die Sprosse waren vital und intensiv griin. Auf M8-
Medium mit Paromomycin (Abbildung 3.22b) hingegen waren nur noch die unbehandelten
Sprosse der Linie T782 vital. Die nptll-freien Sprossregenerate und auch die Sprosse des
nicht-transformierten 'Pinova'-Sdmlings waren tot. Die Sprosse hatten weder einen Kallus

ausgebildet, noch zeigten sie ein Wachstum. Die Gewebe waren rot-braunlich gefirbt.
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AbschlieBend wurde noch einmal ein GUS-Test mit allen noch lebenden Sprossen
durchgefiihrt. Dabei wurde ausschlieflich in dem Sprossregenerat T782/22-2A eine GUS-
Féarbung detektiert (Abbildung 3.22¢). Die nicht-behandelten, transgenen Sprosse der Linie
T782 und natiirlich auch die Sprosse des nicht-transformierten 'Pinova'-Sdmlings zeigten

keine GUS-Firbung — die Gewebe waren vollstindig weil3.

T782 T782/R22-2A PinS

(a) Rz

Abbildung 3.22 In-vitro-Kultivierung auf M8-Medium mit und ohne toxisches
Paromomycin. Untersucht wurden unbehandelte Sprosse der Linie T782 (+ nptll); das nptll-freie
Regenerat T782/R22-2A (- nptll). Als Kontrolle (Ko) wurden Sprosse des nicht-transformierten
'Pinova'-Sdamling (PinS) mitgefiihrt. (a) Die Sprosse wurden auf M8-Medium ohne Paromomycin
kultiviert. (b) Die Apfelsprosse wurden auf M8-Medium mit 100 pg ml”! Paromomycin kultiviert. (¢)

Histologischer GUS-Test von Sprossen, die auf M8-Medium ohne Paramomycin gewachsen waren.
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3.2 Untersuchungen zur RNAi-induzierten Resistenzerhohung in

transgenen Apfelpflanzen

Im zweiten Teil der Arbeit sollten grundlegende Untersuchungen zur Etablierung eines RNAi-
basierten Verfahrens zur Erhchung der Resistenz von Apfelpflanzen gegeniiber pilzlichen
Schaderregern durchgefiihrt werden. Dazu sollte zunichst untersucht werden, ob eine
Aufnahme und ein Transport von siRNAs aus pflanzlichen Zellen in den Apfelmehltau-
Erreger Podosphaera leucotricha stattfindet. AnschlieBend wurde die Bedeutung der
Chitinsynthasen auf die Entwicklung des Apfelschorf- bzw. Apfelmehltau-Erregers mit Hilfe
eines Nikkomyzin-Tests untersucht. Danach wurde zielgerichtet mit der Isolierung von

Chitinsynthase Klasse V-Genen aus beiden Schaderregern begonnen.

3.2.1 Die Aufnahme von Fluoreszein-markierten siRNA aus pflanzlichen

Geweben in pilzliche Strukturen

In einem ersten Versuchsansatz sollte geklidrt werden, ob es einen Transport von siRNAs aus

pflanzlichen Zellen in den lebenden Apfelmehltau-Erreger P. leucotricha gibt.

Dazu wurde in einem ersten Experiment getestet, ob in-vitro-Apfelsprosse Tinte iiber die
Leitgefile aufnehmen konnen. Hierfiir wurden in-vitro-Apfelsprosse unter Wasser vom
Kallus abgeschnitten und in verdiinnter, handelsiiblicher Tinte platziert. Die Tinte wurde
zundchst in den Leitgefilen und bereits nach wenigen Minuten in den umliegenden
Gewebeteilen des Blattes beobachtet. Um zu testen, ob der Apfelmehltau-Erreger
P. leucotricha die Tinte aus pflanzlichen Zellen aufnehmen kann, wurden junge in-vitro-
Apfelsprosse mit Konidien von P. leucotricha inokuliert. Drei Tage nach der Inokulation
wurden die Blitter geerntet und in die Tinte gestellt. Nach wenigen Minuten konnte eine
Aufnahme der Tinte in die pflanzlichen Gewebe beobachtet werden (Abbildung 3.23a). Am
nidchsten Tag wurden die Blatter mikroskopisch untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die
Tinte in den pflanzlichen Leitbahnen transportiert (Abbildung 3.23b) und in die pilzlichen
Infektionsstrukturen aufgenommen wurde. Die Haustorien waren blau (Abbildung 3.23c,
Pfeile). Als Negativkontrolle wurden inokulierte Blitter drei Tage nach der Inokulation in
Leitungswasser gestellt und am néchsten Tag mikroskopisch untersucht. Die pilzlichen

Haustorien in den Epidermiszellen jener Blitter waren farblos.
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Abbildung 3.23 Aufnahme und Transport von Tinte in pflanzliche Zellen und die
Aufnahme dieser Tinte in pilzliche Strukturen. (a) Die Aufnahme der Tinte in einen in-
vitro-Apfelspross war bereits nach wenigen Minuten erkennbar. (b) Ein in-vitro-Apfelspross nimmt die
Tinte auf und transportiert diese iiber die LeitgefiBe in die Blattgewebe. (¢) Apfelmehltau-inokulierte
Apfelblitter wurden in Tinte gestellt. Am néchsten Tag wurden blau gefirbte Haustorien (Pfeile) in den

Epidermiszellen beobachtet.

In einem zweiten Versuch wurden junge in-vitro-Sprosse mit dem Apfelmehltau-Erreger
inokuliert. Die Blitter dieser Sprosse wurden drei Tage nach der Inokulation geerntet. Zwei
der geernteten Blitter wurden als Negativkontrolle in Leitungswasser gestellt. Die restlichen
Blatter wurden in eine 50 uM Losung mit unspezifischen, Fluoreszein-markierten siRNAs
platziert. Am nichsten Tag wurden alle Blitter mit einem Durchlicht-Mikroskop im Hellfeld
und UV-Licht mikroskopiert. Dabei wurde festgestellt, dass bei den Blittern der
Negativkontrolle eine rote Autofluoreszenz des Chlorophylls zu beobachten war. Die
pilzlichen Hyphen bzw. Konidiophoren auf diesen Blittern waren durch eine blaue
Autofluoreszenz gekennzeichnet (Abbildung 3.24a). Die mikroskopische Untersuchung der
mit siRNA-behandelten Blitter zeigte, dass die fluoreszierenden siRNAs vor allem in den
Zellen nahe den LeitgefdBen lokalisiert werden konnten (Abbildung 3.24b). In den pilzlichen
Hyphen bzw. Konidiophoren auf diesen Blittern, wurden diese Fluoreszenz-Signale ebenfalls

detektiert (Abbildung 3.24c).
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Abbildung 3.24 Aufnahme von siRNAs aus pflanzlichen Zellen in pilzliche
Strukturen. (a) Wurden inokulierte in-vitro-Apfelblitter in Wasser gestellt, war nur eine blaue
Autofluoreszenz der entwickelten Konidiophoren erkennbar. (b) Die unspezifischen, Fluoreszein-
markierten siRNAs wurden in den Leitbahnen und deren umliegenden Gewebeteilen detektiert. (c)
Wurden die Apfelmehltau-inokulierten in-vitro-Blitter in eine siRNA-Losung gestellt, so konnten die

Fluoreszenz-Signale auch innerhalb pilzlicher Strukturen (bsp. Konidiophoren) lokalisiert werden.

Basierend auf den Ergebnissen dieser Vorversuche wurde untersucht, ob die siRNA-
Aufnahme des Pilzes ein passiver oder ATP-abhéngiger Prozess ist. Hierfiir wurden junge in-
vitro-Apfelsprosse mit dem Apfelmehltau-Erreger inokuliert. Als Negativkontrolle wurden
drei dieser Blitter in Leitungswasser gestellt. Die restlichen Blitter wurden in die 50 uM
konzentrierte siRNA-Losung gestellt, wobei fiinf dieser Blitter mit dem Fungizid Flint®
behandelt und der Pilz abgetotet wurde. Die pilzlichen Strukturen auf den Blittern wurden am
ndachsten Tag mit einem Konfokalen Mikroskop evaluiert. Lokalisiert wurden pilzliche
Strukturen im Hellfeld. Die Detektion fluroreszierender siRNAs erfolgte anschlieBend unter
UV-Anregung. Dabei wurde festgestellt, dass in den Blittern der Negativkontrolle weder in
den pflanzlichen Zellen noch in den pilzlichen Strukturen Fluoreszenz-Signale detektiert
wurden (Abbildung 3.25a). In den Leitbahnen und umliegenden Blattgeweben der siRNA-
inkubierten Blitter wurden Fluoreszein-Signale detektiert. Die pilzlichen Strukturen auf
Blittern, die zuvor mit dem Fungizid behandelt wurden, zeigten keine Fluoreszenz
(Abbildung 3.25b). Auf den nicht-Fungizid-behandelten Bléttern wurden zahlreiche
Fluoreszein-Signale in den pilzlichen Hyphen (Abbildung 3.25¢) und vereinzelte Signale auch
in den Konidienketten bzw. Konidiophoren detektiert (Abbildung 3.25d, Pfeil).
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Hellfeld Fluoreszenz

Abbildung 3.25 Aufnahme von Fluoreszein-markierten, unspezifischen siRNAs aus
Apfelzellen in den Pilz. Gegeniiberstellung mikroskopischer Aufnahmen im Hellfeld und UV-
Anregung (Fluoreszenz) (a) Negativkontrolle Wasser. Nach der Inkubation von inokulierten in-vitro-
Apfelblittern mit Leitungswasser wurden keine Fluoreszenz-Signale detektiert. (b) Vor der Inkubation
von inokulierten in-vitro-Apfelblittern mit Fluoreszein-markierten siRNAs wurde der Pilz mit dem
Fungizid Flint® abgetotet. Es waren keine Fluoreszenz-Signale in den pilzlichen Strukturen sichtbar.
(¢) Deutliche Fluoreszenz-Signale wurden in den Pilzhyphen des lebenden Apfelmehltaus detektiert.
(d) Punktuelle Fluoreszein-Signale waren in den sich entwickelnden Konidienketten zu beobachten

(Pfeil). Der weile Balken entspricht 10 um.

3.2.2 Inhibitionsversuche von Chitinsynthasen mittels Nikkomyzin Z

Fir die Versuche mit dem Chitinsynthase-Blocker Nikkomyzin Z wurden in-vitro-

Apfelblitter des 'Pinova'-Sdamlings mit dem obligat biotrophen Pilz Podosphaera leucotricha
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inokuliert. Am néchsten Tag wurden die inokulierten Blitter mit Nikkomyzin Z behandelt.
Als Negativkontrolle wurden inokulierte Blitter mit Wasser eingespriiht. Die mit Wasser
behandelten Pilze zeigten weiterhin eine normale Hyphenmorphologie (Abbildung 3.26a).
Nach der Behandlung mit einer 500 uM Nikkomyzin Z-Losung wurde héufig das
Anschwellen von Keimhyphen beobachtet (Abbildung 3.26b). Der fakultativ biotrophe
Apfelschorf-Erreger V. inaequalis wurde auf Malzextraktagar kultiviert. Heranwachsende
Kulturen wurden mit einigen Tropfen der 500 uM Nikkomyzin Z-Lésung behandelt. Schon
am néchsten Tag zeigten fast alle Hyphen eine verénderte Morphologie. Die Hyphen bildeten

groftenteils bis zu 30 um grofe Blasen (Abbildung 3.26c, Pfeil).

P. leucotricha V. inaequalis

Abbildung 3.26 Effekt des Chitinsynthase-Inhibitors Nikkomyzin Z auf das
Hyphenwachstum von P. leucotricha und V. inaequalis. (a) Ohne die Zugabe von
Nikkomyzin zeigte sowohl der Apfelmehltau- als auch der Apfelschorf-Erreger (nicht dargestellt) eine
normale Morphologie der Keimhyphen. (b) Die Zugabe einer 500 uM Nikkomyzin Z-Losung fiihrte
beim Apfelmehltau-Erreger zu einem Anschwellen der Keimhyphe (Pfeilspitze). (¢) Nachdem eine
heranwachsende Kultur des Apfelschorf-Erregers V. inaequalis mit der 500 uM Nikkomyzin Z-Losung
behandelt, bildeten fast alle Hyphen bis zu 30 um grofe blasige Strukturen (Pfeil). Diese Hyphen waren

deformiert. Der schwarze Balken entspricht 10 um.

In einem weiteren Versuch sollte untersucht werden, ob die Behandlung von in-vitro-
Apfelsprossen mit Nikkomyzin Z die Infektion mit P. leucotricha hemmt bzw. reduziert.
Hierfir wurden junge in-vitro-Apfelsprosse mit dem Apfelmehltau-Erreger inokuliert.
AnschlieBend wurde eine Hilfte dieser inokulierten Sprosse mit autoklavierten
Leitungswasser bespriiht. Die restlichen Sprosse wurden mit einer 500 pM Nikkomyzin Z-
Losung behandelt. 21 Tage nach der Inokulation wurden die Blitter bei zweifacher

VergroBerung untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die mit Wasser-behandelten Blitter
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typische Symptome einer Mehltau-Infektion zeigten (Abbildung 3.27a). Auf den Blittern der
Nikkomyzin Z-behandelten Apfelsprosse wurden keine Symptome beobachtet (Abbildung
3.27b).

3

Wasser 500 pM Nikkomycin

Abbildung 3.27 Wirkung von Nikkomyzin Z auf die Entwicklung des Apfelmehltau-
Erregers P. leucotricha. (a) 36 Tage nach der Inokulation zeigten die Wasser-behandelten in-vitro-
Apfelsprosse ein dichtes Pilzmyzel auf der Blattoberfliche. (b) 21 Tage nach der Inokulation zeigten
die mit einer 500 uM Nikkomyzin Z-Losung behandelten in-vitro-Apfelsprosse keine Symptome einer

Mehltau-Infektion.

3.2.3 Isolierung von Chitinsynthase Klasse V-Genen aus den pilzlichen

Schaderregern P. leucotricha und V. inaequalis

Zu Beginn der Arbeit wurde eine Chitinsynthase-Datenbank erstellt. In dieser Datenbank
wurden codierende Sequenzen unterschiedlicher Chitinsynthase Klassen von verschiedenen
Ascomyceten bzw. Basidiomyceten aus der NCBI-Datenbank eingetragen (Tabelle A.2 im
Anhang, Punkt 9.4.2). AnschlieBend wurde mit der Isolierung des Genes aus den beiden

Schaderregern V. inaequalis und P. leucotricha begonnen.

3.2.3.1 Isolierung von Chitinsynthase Klasse V-Genfragmenten mit

degenerierten Primern

Fiir die Amplifikation eines ersten Fragmentes des Chitinsynthase Klasse V (ChsV)-Gens
wurde die genomische DNA von Apfelschorf und Apfelmehltau extrahiert und eine Standard-

PCR mit den degenerierten Primern prCHSIV-V.1 und prCHSIV-V.2 (WERNER et al. 2002)
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durchgefiihrt. Dabei wurde ein einzelnes PCR-Produkt an genomischer DNA von Apfelschorf
amplifiziert. Dieses PCR-Produkt (S10) hatte eine Grofie von 660 bp. An genomischer DNA
des Apfelmehltau-Erregers wurden insgesamt drei PCR-Produkte amplifiziert (Mil7 mit einer
GroBe von 732 bp, Mil23 mit einer Grofie von 723 bp und Mil30 mit einer Grofie von
376 bp). Alle vier PCR-Produkte wurden in den Vektor pCR®2.1-TOPO® kloniert und
sequenziert. Die erhaltenen Nukleotidsequenzen wurden mit der BlastX-Funktion der NCBI-
Datenbank in putative Proteinsequenzen umgeschrieben. Die putativen ChsV-
Proteinsequenzen wurden mit Hilfe der Software MEGA4 in einem Alignment mit allen
Proteinsequenzen der Chitinsynthase-Datenbank verglichen. AnschlieBend wurden die
phylogenetischen Distanzen zwischen den einzelnen Sequenzen im Neighbor-Joining-

Verfahren berechnet (Abbildung 3.28).

Mil7
Klasse IV

— B. fuckeliana
W‘— M. oryzae

C. immitis
B. graminis

M. oryzae Klasse V

F. oxysporum

C. graminicola

Klasse Vi

U. maydis

0.2

Abbildung 3.28 Phylogenetische Distanzen der amplifizierten PCR-Fragmente
putativer Chitinsynthasegene aus V. inaequalis und P. leucotricha. Verrechnet wurden
partielle Proteinsequenzen der isolierten Genfragmente aus V. inaequalis und P. leucotricha mit
14 Sequenzen von Chs-Genen unterschiedlicher Klassen anderer Ascomyceten und 2 Sequenzen von
Chs-Genen der Basidiomyceten. Der Baum basiert auf einem Minimum Evolution-Algorithmus und
1000 Bootstrap-Wiederholungen. Dargestellt sind nur die Klassen IV, V und VIII. Die vier isolierten
Genfragmente lassen sich drei unterschiedlichen Chs-Klassen zuordnen. S10 und Mil30 clustern

innerhalb der ChsV-Klasse.
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Der phylogenetische Baum in Abbildung 3.28 zeigt, dass die PCR-Produkte S10 aus
V. inaequalis und Mil30 aus P. leucotricha innerhalb der Chitinsynthase Klasse V-Gene
clusterten. Mil7 wurde der Chitinsynthase Klasse IV und Mil23 in der Chitinsynthase-Klasse
VIII eingeordnet. Fiir die Isolierung des Chitinsynthase Klasse V Gens aus V. inaequlis bzw.
P. leucotricha wurden die Fragmente S10 bzw. Mil30 als Startfragmente ausgewdhlt. Die
Startfragmente wurden fiir die Ableitung von je drei hintereinander liegenden,

sequenzspezifischen Primern in 5'-3'- bzw. 3'-5'-Richtung verwendet.

3.2.3.2 Isolierung des vollstindigen Chitinsynthase Klasse V-Gens aus V.

inaequalis

Die Isolierung des ChsV-Gens aus dem Apfelschorf-Erreger V. inaequalis erfolgte an
genomischer DNA. Hierfiir wurde die genomische DNA des Apfelschorf-Erregers isoliert. An
dieser DNA wurden insgesamt 2 TAIL-PCR-Reaktionen in 5'-3'-Richtung und 4 TAIL-PCR-
Reaktionen in 3'-5'-Richtung durchgefiihrt (Abbildung 3.29). Die amplifizierten TAIL-PCR-
Produkte waren zwischen 800 bp und 1.200 bp grofl und wurden sequenziert. Jeder neue
Sequenzabschnitt hatte eine Uberlappung mit der bereits bekannten Gensequenz von 50 bis
100 bp. Auf diese Weise wurden die einzelnen Sequenzen zu einer vollstindigen Gensequenz

zusammengefiigt (im Anhang, Punkt 9.4.4).

5'— ChsV-Gen von V. inaequalis -3
Start
>
1 TIF TR 1R
2 W = 2R
3 _— =
T3F
4 T4F 1kbp
Abbildung 3.29 Isolierung des ChsV-Gens aus genomischer DNA von V. inaequalis.

Das ChsV-Gen wurde mittels TAIL-PCR in sieben Einzelschritten isoliert. Als erstes wurde das
Startfragment (Start) mit einer Standard-PCR und degenerierten Primern aus der genomischen
Apfelschorf-DNA gewonnen. Die drei hintereinander liegenden Pfleile markieren die Lage der
eingestetzten TAIL-Primer (Tabelle A.1). ChsV- Chitinsynthase Klasse V; TIF — S10T1-1-3F; T2F —
S10T2-1-3F; T3F — S10T3-1-3F; T4F — S10T4-1-3F; TIR — S10T1-1-3R; T2R — S10T2-1-3R.
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Die genomische Sequenz des Chitinsynthase Klasse V-Gens von V. inaequalis war insgesamt
6.285 bp lang (Anhang 8.4.4). Fiir die anschlieBende Isolierung der kompletten mRNA des
Gens wurden als erstes die sequenzspezifischen Primer ViChsVF/ViChsVR abgeleitet. Mit
diesen Primern wurde eine Long-Range-PCR an cDNA von V. inaequalis durchgefiihrt. Dabei
wurde ein 4.550 bp groles PCR-Produkt amplifiziert und sequenziert. Fiir die Amplifikation
vollstindiger cDNA-Enden wurde abschlieBend eine RACE-PCR durchgefiihrt. Hierfiir
wurden am 5'- bzw.-3"-Ende der kodierenden Sequenz jeweils zwei hintereinander liegende,
nach auflen gerichtete Primer abgeleitet. Fir die Amplifikation spezifischer RACE-PCR-
Produkte wurden Adaptoren an die Enden der Apfelschorf-mRNA ligiert. In zwei aufeinander
folgenden 5'- bzw. 3'-RACE-PCR-Reaktionen mit sequenz- und adapterspezifichen Primern
wurden die vollstindigen cDNA-Enden des ChsV-Gens amplifiziert. Dabei wurde in 5'-
Richtung ein 1.100 bp groes RACE-PCR-Produkt und in 3'-Richtung ein 1.000 bp grofles
RACE-PCR-Produkt amplifiziert. Beide PCR-Produkte wurden sequenziert und zur
kodierenden ChsV-Gensequenz zusammengefiigt. Die kodierende Sequenz ist insgesamt
5.235 bp grof3. Das Gen beinhaltet ein Intron mit einer GroBe von 47 bp (Base 2.949 bis Base
2.996). Die kodierende Sequenz wurde mit Hilfe der BlastX-Funktion der NCBI-Datenbank
in eine Proteinsequenz umgeschrieben. Mit dieser wurde ein Alignment mit allen
Proteinsequenzen der Chitinsynthase-Datenbank durchgefithrt und anschlieBend ein

phylogenetischer Baum mit dem Neighbor-Joining-Verfahren berechnet (Abbildung 3.30).
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Abbildung 3.30 Phylogenetische Einordnung des vollstindig isolierten
Chitinsynthasegens aus V. inaequalis. Verrechnet wurde die ChsV-Proteinsequenz mit
14 Sequenzen von Chs-Genen anderer Ascomyceten und 2 Sequenzen von Chs-Genen der
Basidiomyceten. Der Baum basiert auf einem Minimum-Evolution-Algorithmus und 1000 Bootstrap-
Wiederholungen. Die putative Proteinsequenz des isolierten Genes aus V. inaequalis konnte der ChsV-

Klasse zugeordnet werden.

Der phylogenetische Baum in Abbildung 3.30 zeigt, dass auch das ChsV-Gen aus
V. inaequalis innerhalb der ChsV-Gene clustert. Parallel dazu wurde ein Blast der kodierenden
Sequenz des Gens mit der BlastX-Funktion der NCBI-Datenbank durchgefiihrt. Dabei wurde
festgestellt, dass die ChsV-Aminosiduresequenz von V. inaequalis eine Homologie von
72,2 Prozent zu der Proteinsequenz von Glomerella graminicola (NCBI: AAL23719 bzw.
AY052547) zeigte. Durch den Vergleich der beiden Sequenzen konnte die Lage von ChsV-
typischen, konservierten Dominen lokalisiert werden (Abbildung 3.31). Innerhalb der
Proteinsequenz des ChsV-Gens von Apfelschorf wurden vier konservierte Regionen
detektiert. (1) Die Myosin-Motor-Doméne liegt zwischen Aminosdure 4 bis 650, (2) die
Cytochrom b5-dhnliche Bindungsdomine zwischen Aminosdure 840 bis 896, (3) der
Chitinsynthase Domine zwischen Aminosédure 1203 bis 1423 und (4) die Terminale Dek C-
Doméne zwischen Aminoséure 1653 bis 1709 (Abbildung 3.31).
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4 650 840 1203 1423 1653
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Abbildung 3.31 Konservierte Domiinen des ChsV-Proteins von V. inaequalis. Das Enzym
weist eine Myosin-Motor-Doméne (schwarzer Balken) auf. Zusitzlich besitzt das ChsV-Protein eine
Cytochrom b5-dhnliche Doméne (hellgrauer Balken) und eine Chitinsynthase Domine (dunkelgrauer
Balken). Am Ende der Aminosiduresequenz befindet sich die Dek C-terminale-Domine (weiler

Balken).

3.2.3.3 Untersuchungen zur Isolierung eines Chitinsynthase Klasse V-Gens

aus P. leucotricha

Die Isolierung des ChsV-Gens aus dem Apfelmehltau-Erreger P. leucotricha erfolgte an
genomischer DNA. Da bei Beginn der Arbeit nur gering-konzentrierte genomische DNA
vorlag, wurde diese mit Hilfe des Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kits (GE
Healthcare, Miinchen) amplifiziert. An dieser DNA wurde eine erste TAIL-PCR in 5'-
Richtung durchgefiihrt. Dabei wurden zwei unterschiedliche TAIL-PCR-Fragmente mit einer
GroBe von 700 bp bzw. 400 bp amplifiziert. Diese beiden PCR-Produkte wurden sequenziert
und mit der Mil30-Sequenz zusammengefiigt. Beide Sequenzen wurden mit der BlastX-
Funktion der NCBI-Datenbank geblastet. Beide Sequenzen zeigten jedoch die hochste
Ahnlichkeit von weniger als 90 Prozent zu Chitinsynthase Klasse V Genen von Aspergillus
nidulans bzw. Penicillium chrysogenum. Um die amplifizierten PCR-Produkte zu priifen,
wurde P. leucotricha von infizierten Gewéchshauspflanzen abgesaugt und die genomische
DNA extrahiert. Mit dieser DNA wurde die oben beschriebene TAIL-PCR wiederholt. Dabei
wurde kein PCR-Produkt amplifiziert.



DiSKUSSION — FLP/FRT-VERMITTELTE ENTFERNUNG DES NPTII-GENS 80

4 Diskussion

4.1 Flp/FRT-vermittelte Entfernung des nptII-Gens

Das Flp/FRT-Rekombinationssystem ist ein System, welches bereits hiufig bei verschiedenen
Pflanzenarten zur Entfernung von Markergenen eingesetzt wurde (VETTER et al. 1983;
LYZNIK et al. 1993; LLOYD UND DAVIS 1994; LYZNIK et al. 1995; KILBY et al. 1995;
KERBACH et al. 2005; SHAN et al. 2006; LYZNIK et al. 2007; GIDONI et al. 2008, WOO et al.
2009; FLADUNG et al. 2010). Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, zu testen, ob das
Flp/FRT-Rekombinationssystem fiir eine induzierte und zielgerichtete Entfernung des nptli-

Markergens aus transgenen Apfelzellen geeignet ist.

4.1.1 Voruntersuchungen transgener Apfellinien

Fiir die Flp/FRT-vermittelte Entfernung des nptll-Gens wurde der Monitoringvektor pB-Npt-
Hsp-Flp-Gus erstellt. Die T-DNA des Vektors enthdlt einen 35S-Promotor, ein FRT-
flankiertes Fragment sowie ein gusA-Reportergen. Da das Reportergen durch das FRT-
flankierte Fragment rdumlich vom 35S-Promotor getrennt wird, fiihrt erst die vollstindige
Entfernung dieser Box zur Expression des Reportergens. Die Verwendung des gusA-Gens
ermoglicht so eine schnelle und einfache Detektion von Rekombinationsereignissen unter

Verwendung des histologischen GUS-Tests.

Fiir die Apfeltransformation wurde der Monitoringvektor in den A. tumefaciens-Stamm
GV3101-pMP90RK (HOLSTERS et al. 1980; KONzC UND SCHELL 1986) iibertragen. In
17 Transformationsexperimenten wurden insgesamt 4.080 junge in-vitro-Apfelblitter eines
Sdmlings der Sorte 'Pinova’ mit dem A. tumefaciens-Stamm (GV3101-pMP90RK-pB-Npt-
Hsp-Flp-Gus) inokuliert und die Blitter anschlieBend fiir drei Tage Co-kultiviert. Fiir den
Regenerationsprozess wurden Blattstreifen als Explantate verwendet, welche zwei
Schnittkanten aufwiesen. Von den 4.080 inokulierten Bléttern konnten insgesamt 36 putativ
transgene Regenerate abgenommen und auf M8-Vermehrungsmedium mit 500 pg ml”
Timentin und 100 ug ml"' Paramomycin iibertragen werden. Von diesen 36 Regeneraten
wurden schlieflich neun putativ transgene Regenerate selektiert, was einer
Transformationsrate von 0,2 Prozent entspricht. Vergleichbare Transformationsraten wurden
auch in anderen Studien erzielt (JAMES et al. 1989; DE BONDT et al. 1994; DE BONDT et al.
1996; PUITE UND SCHAART 1996; HANKE et al. 1999; SZANKOWSKI et al. 2003

FLACHOWSKY et al. 2008). Die neun putativ transgenen Regenerate wurden auf MS-
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Vermehrungsmedium mit 500 pg ml" Timentin und 100 ug ml”! Kanamycin vermehrt und
daraus neun transgene Linien aufgebaut. An DNA bzw. RNA der selektierten transgenen
Apfellinien konnte dann gezeigt werden, dass die T-DNA vollstindig integriert und
funktionsfihig war. So wurden mittels PCR alle iibertragenen Gene (nptll, flp, gusA) einzeln
nachgewiesen und in einer Long-Range-PCR der T-DNA-Bereich zwischen 35S-Promotor
und gusA-Gen amplifiziert. Dabei wurde an den DNA-Proben aller transgenen Linien wie
erwartet ein 4,5 kbp groBes PCR-Fragment detektiert. Die Sequenz des PCR-Fragments
wurde mit der T-DNA-Sequenz des Monitoringvektors verglichen und festgestellt, dass beide
Sequenzen identisch sind. Somit besitzen alle transgenen Linien mindestens eine vollstindige
T-DNA-Kopie, was anschlieBend in einer Southern Blot Analyse bestitigt wurde. Die
Ergebnisse der RT-PCR zeigten, dass an der RNA aller Linien Transkripte des npt/I-Gens
nachgewiesen wurden, aber keine mRNA-Transkripte des flp- oder gusA-Gens detektiert
werden konnten. Aus diesem Grund konnte davon ausgegangen werden, dass alle transgenen

Apfellinien ein vollstindiges und funktionsfihiges T-DNA-Konstrukt enthalten.

4.1.2 Untersuchungen zum Hitzestress-induzierbaren Gmhspl7.5-E-

Promotor

Um eine kontrollierte Rekombination des FRT-flankierten Fragments zu erzielen, wurde die
Expression des fIp-Rekombinase-Gens von einem Hitzestress-induzierbaren Promotor
reguliert. Eine kontrollierte Genexpression der Rekombinase ist sehr wichtig, damit
beispielsweise der Regenerationsprozess transgener Zellen nicht beeinflusst wird. Findet eine
Entfernung des nptll-Gens wihrend der Regeneration auf selektivem Medium statt, sterben
diese Zellen ab. Es konnten keine transgenen Sprossregenerate gewonnen werden. Verwendet
wurde der Hitzestress-induzierbare Gmhsp17.5-E-Promotor aus der Sojabohne Glycine max
(CZARNECKA et al. 1989; BARROS et al. 1992; LYZNIK et al. 1995). Die Induktion des
Gmhsp17.5-E-Promotors erfolgt ausschlieBlich durch erhohte Temperaturen. Dies konnte
mittels RT-PCR bzw. GUS-Assay an den transgenen Apfelsprossen gezeigt werden. Ohne
eine Hitzestress-Behandlung kam es zu keinen Rekombinationsereignissen. Das bedeutet,
dass der Promotor bei der in Kulturenrdaumen durchschnittlich vorherrschenden Temperatur
von 24°C nicht induziert wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in anderen Studien
beschrieben (CRONE et al. 2001; FLADUNG et al. 2010). Um als erstes die Induzierbarkeit des
Gmhspl17.5-E-Promotors ~ zu  untersuchen, wurden unterschiedliche  Zeit- und

Temperaturregime an den transgenen Apfelsprossen getestet. Die gewihlten Regime richteten
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sich dabei nach den Zeit- und Temperaturangaben anderer Studien (SEVERIN UND SCHOFFL
1990; LYZNIK et al. 1995; CUELLAR et al. 2006). Hierfir wurde die Apfellinie T670
verwendet. T670 war die erste transgene Linie, die selektiert und ausreichend vermehrt
werden konnte. Um die Experimente standardisiert durchzufiihren, wurden fiir die einzelnen
Hitzestress-Behandlungen jeweils frische, drei Wochen alte in-vitro-Sprosse verwendet. Nach
allen Hitzestress-Experimenten wurden die behandelten Sprosse fiir 24 Stunden in den
Kulturenraum gestellt, da der Gmhspl7.5-E-Promotor noch mehrere Stunden nach einer
Hitzestress-Behandlung aktiv ist (LYZNIK et al. 1995). Von den behandelten Sprossen wurden
24 Stunden spiter jeweils zwei bis drei Blitter abgenommen und mittels GUS-Test analysiert.
Eine GUS-Firbung ist ein Nachweis fiir GUS-Proteine in Zellen in Folge einer gusA-
Expression. Es muss also vorher eine erfolgreichen Rekombination des FRT-flankierten
Fragments stattgefunden haben. Die Intensitit der GUS-Firbung scheint abhédngig von der
Anzahl rekombinierter Zellen zu sein. Deshalb konnten anhand der Ergebnisse des GUS-
Assays, Riickschliisse auf die Gmhspl7.5-E-Promotoraktivitdt, die Expression der flp-

Rekombinase und die Rekombinationshéufigkeit gezogen werden.

Als erstes wurde getestet, welche Temperatur fiir die Promotorinduktion notwendig ist.
Hierfiir wurden Sprosse mit Kallus fiir acht Stunden bei Temperaturen zwischen 37°C und
42°C behandelt. Diese Sprosse zeigten nach den Hitzestress-Behandlungen keine GUS-
Féarbung. Da nach drei bis vier Wochen das Wachstum der in-vitro-Sprossspitzen weitgehend
abgeschlossen ist, konnte dies moglicherweise eine Ursache fiir eine fehlende Induktion des
Gmhspl7.5-E-Promotors sein. So wurden bereits in anderen Studien Untersuchungen zur
altersabhiingigen Expression von Hitzestress-Genen durchgefiihrt (LIU ef al. 1989). Dabei
wurde festgestellt, dass die Induktion von Hitzestress-Promotoren mit zunehmenden Zellalter
abnimmt. Aus diesem Grund wurde zwei Tage bei nachfolgenem Hitzestress der Kallus von
den dreiwochigen Apfelsprossen abgeschnitten. Danach wurden die kallusfreien Sprosse fiir
acht Stunden bei 37°C, 40°C bzw. 42°C behandelt und am néchsten Tag die Blitter mittels
GUS-Test analysiert. Nach der Hitzestress-Behandlung bei 37°C wurde noch keine GUS-
Féarbung beobachtet. Nach der Behandlung bei 40°C wurden erstmalig hellblaue Blattareale
detektiert. Diese hellblauen Bereiche sind ein Beweis fiir die Aktivierung des Gmhsp17.5-E-
Promotors. Parallel dazu wurden die Blitter der Sprosse geerntet, welche zuvor bei 42°C
behandelt wurden. Im GUS-Test wurde festgestellt, dass eine Vielzahl der Zellen eine
dunkelblaue GUS-Firbung zeigte. Die zunehmende Anzahl intensiv GUS-geférbter Zellen
konnte auf eine erhohte Promotoraktivitit zuriickgefithrt werden. LYZNIK ef al. (1995)

konnten in ihren Experimenten zeigen, dass eine Hitzestress-Behandlung transgener
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Maisprotoplasten bei 42°C eine erhohte Gmhspl7.5-E-Promotoraktivitiat bewirkt. Um die
Expression von gusA- und nptlI-Gen zu untersuchen, wurden 24 Stunden nach dem
Hitzestress Blattproben entnommen. Dabei wurde festgestellt, dass die Behandlung bei 37°C
keine gusA-Expression bewirkt. Zudem wurden Transkripte des Reportergens ausschlieflich
in Blattproben jener Sprosse nachgewiesen, die zuvor bei 42°C behandelt wurden. Somit
konnte mit der Hitzestress-Behandlung bei 42°C die Expression der fIp-Rekombinase und die
sich anschlieBende Flp-vermittelte Rekombination des FRT-flankierten Fragments erfolgreich
induziert werden. Da jedoch gleichzeitig in allen untersuchten, transgenen Blattproben auch
Transkripte des npt/I-Gens nachgewiesen wurden, war die Rekombination offensichtlich nur
partiell in den Blattgeweben erfolgt. Deshalb wurde untersucht werden, ob der Anteil
rekombinierter Zellen abhingig von der Dauer der Hitzestress-Behandlung ist. Dabei wurde
zunichst festgestellt, dass eine Behandlung von weniger als zwei Stunden zu keiner GUS-
Féarbung in den Geweben fiihrte. Erst eine zweistiindige Behandlung bewirkte erste GUS-
Aktivitdten. Dabei wurde festgestellt, dass nach einer ldngeren Hitzestress-Behandlung der
Anteil blaugeférbter Zellen hoher war. Bereits nach einer vierstiindigen Behandlung mit 42°C
bewirkte einen signifikanten Anstieg der GUS-gefdrbten Blattfldche auf circa 60 Prozent.
Nach der achtstiindigen Behandlung waren schlieflich iiber 80 Prozent der Blattfliche GUS-
gefarbt. Die Wiederholung der Hitzestress-Behandlung fiihrte ebenfalls zu einem erhohten
Anteil GUS-positiver Blattflichen. Dennoch wurden nach fast allen Hitzestress-

Behandlungen immer wieder farblose Blattstiele bzw. Sprossachsen detektiert.

Auf molekularer Ebene wurde gepriift, ob mit Hilfe der Hitzestress-Behandlung vollstindig
nptll-freie Apfelsprosse erzeugt werden konnten. Hierfiir wurden Sprosse der Linie T670
unterschiedlich lange bei 42°C behandelt. Die genomische DNA wurde am Folgetag isoliert
und an dieser eine Long-Range-PCR zur Isolierung des T-DNA-Bereichs zwischen 35S5-
Promotor und gusA-Gen durchgefiihrt. Dabei wurde an den DNA-Proben nicht-behandelter
Blitter und auch an der DNA von Blittern, die bei 37°C inkubiert wurden, das 4,5 kbp PCR-
Fragment amplifiziert. Nach der zweistiindigen Behandlung wurden an den Blattproben zwei
PCR-Fragmente detektiert. Amplifiziert wurden das 4,5 kbp- und ein zweites, 1,2 kbp PCR-
Fragment. Nach vier- bzw. achtstiindiger Behandlung wurde an den DNA-Proben nur noch
das 1,2 kbp Fragment detektiert. Dieses kurze PCR-Fragment wurde sequenziert und die
Sequenz mit T-DNA-Sequenz des transformierten Monitoringvektors verglichen. Dabei
wurde festgestellt, dass das gesamte FRT-flankierte Fragment fehlt und nur noch eine der
beiden FRT-Erkennungssequenzen zwischen dem 35S-Promotor und dem gusA-Gen liegt.

Dass eine der beiden FRT-Erkennungssequenzen im Genom zuriick bleibt, ist aus der
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Literatur bekannt (LLOYED UND DAVIS 1994; LYZNIK et al. 1995; LYZNIK et al. 2007; WANG
et al. 2010). Da diese FRT-Sequenz nur 34 bp lang ist, beeinflusst sie die Expression des
Reportergens nicht. Und auch wenn in der Long-Range-PCR kein 4,5 kbp Fragment mehr
detektiert werden konnte, wurden in einer sich anschlieBenden RT-PCR an cDNA der
Hitzestress-behandelten Blitter immer noch mRNA-Transkripte des nptlI-Gens amplifiziert.
Eine zuverldssige und vor allem vollstindige Entfernung des Selektionsmarkers in allen
Zellen transgener Apfelsprosse konnte mit keiner Hitzestress-Behandlung realisiert werden.
Das Fehlen der Rekombination in einigen Zellen und die Expression des nptll-Gens konnten
auf die Verwendung vollstindiger Apfelsprosse fiir die Hitzestress-Behandlungen
zuriickzufiihren sein. Bei dieser Art der Hitzestressinduktion ist es sehr unwahrscheinlich,
dass sich die Zelltemperatur wihrend der Behandlung in allen Gewebeschichten gleichmifig
auf 42°C erhoht. Auch in anderen Studien wurde diese heterogene Ausbreitung von Hitze in
unterschiedlichen Gewebeschichten beschrieben (CUELLAR et al. 2006; THOMSEN et al.
2009; FLADUNG et al. 2010). Die Verwendung differenzierter Gewebe hat zur Folge, dass
erst die dufleren Zellschichten erwdrmt werden und danach erst die darauffolgenden Bereiche
(FLADUNG et al. 2010). Dass jedoch die Dauer der Hitzestress-Behandlung ein wesentliches
Kriterium fiir den Rekombinationserfolg in vielen Zellen ist, hat die RT-PCR mit flp-
spezifischen Primern gezeigt. Hierfiir wurden Sprosse der Linie T782 fiir 30 bis 360 Minuten
bei 42°C behandelt und direkt im Anschluss die RNA extrahiert. Die cDNA der isolierten
RNA wurde in eine RT-PCR eingesetzt und festgestellt, dass bereits nach einer 30-miniitigen
Hitzestress-Behandlung mRNA-Transkripte der flp-Rekombinase nachgewiesen werden
konnten. Da mit einer lingeren Behandlun eine Zunahme der Bandenstirke beobachtet
wurde, kann angenommen werden, dass die Anzahl an Zellen zunimmt, in denen eine
Expression des fIp-Gens stattfindet. Vergleichbare Ergebnisse wurden von LYZNIK et al.
(1995) beschrieben, welche die Gmhspl7.5-E-Promotoraktivitit anhand der Konzentration
von GUS-Molekiilen in einer Protoplastenkultur untersuchten. Dabei stellten sie fest, dass die
Konzentration der GUS-Proteine wihrend einer vierstiindigen Hitzestress-Behandlung nahezu
linear anstieg, was auf die zunehmende Anzahl exprimierender Protoplasten und eine

gesteigerte Promotoraktivitit hinweist (LYZNIK et al. 1995).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigen, dass der Gmhspl7.5-E-Promotor sehr
effektiv fiir die Kontrolle der Flp-vermittelten Rekombination eingesetzt werden kann. Auch
das Flp/FRT-System ist fiir die vollstindige Eliminierung des FRT-flankierten Bereiches und
somit fiir die Entfernung aller iiberschiissigen Gensequenzen in einer Zelle geeignet. Die

Hitzestress-Behandlung fiihrte jedoch nur zu partiell nptil-freien Geweben. Ein langfristiges
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Ziel fir die gentechnologische Modifikation von Apfelsorten ist aber die vollstindige
Elimierung des nptll-Gens aus allen Zellen. Aus diesem Grund wurde nach einer Strategie
gesucht, welche es ermdoglicht, vollstindig nptll-freie Apfelsprosse zu erzeugen. Hierfiir
schienen zunichst Apfelprotoplasten erfolgversprechend, da auch in einer vorangegangenen
Studie zur Flp-vermittelten Rekombination Protoplastenkulturen erfolgreich verwendet
wurden (LYZNIK et al. 1995). Die Herstellung von Apfelprotoplasten ist methodisch jedoch
wesentlich aufwendiger und der Regenerationserfolg um ein Vielfaches geringer (HURWITZ
UND AGRIOS 1984; KOUIDER et al. 1984; PATAT-OCHATT et al. 1988; WALLIN UND
JOHANSSON 1989; HUANCARUNA-PERALES UND SCHIEDER 1993; PATAT-OCHATT et al.
1993; DING et al. 1995; OCHATT UND PATAT-OCHATT 1995; DIEKMANN ef al. 1998). Im
Gegensatz hierzu liegt die Regenerationsrate von Apfelblattexplantaten bei bis zu 100 Prozent
(YEPES UND ALDWINCKLE 1994). Zusitzlich existieren am Institut fiir Ziichtungsforschung
an gartenbaulichen Kulturen und Obst in Dresden-Pillnitz sehr gut etablierte
Regenerationsprotokolle fiir die verwendete Apfelsorte 'Pinova'-Sdmling. Deshalb schien ein
zusitzlicher Regenerationszyklus Hitzestress-behandelter in-vitro-Apfelblitter das effektivste

Verfahren zu sein, um vollstindig npt/I-freie Apfelsprosse zu erzeugen.

4.1.3 Die Regeneration vollstindig nptII-freier Sprossregenerate

Mit der ein- bzw. mehrmaligen Hitzestress-Behandlung ganzer in-vitro-Apfelsprosse
transgener Linien konnten zwar Rekombinationsereignisse ausgelost werden, aber vollstindig
nptll-freie Sprosse wurden dabei nicht erzeugt. Da nach einer lingeren bzw. wiederholten
Hitzestress-Behandlung bei 42°C auch der prozentuale Anteil GUS-gefdrbter Blattflidchen
zunahm, wurde angenommen, dass durch die hohere Anzahl rekombinierter Zellen auch eine
hohere Anzahl nptli-freier Sprossregenerate im Regenerationsprozess zu erwarten sind. Fiir
die Regeneration wurden die in-vitro-Blitter nach den Hitzestress-Experimenten in 5 mm
schmale Streifen geschnitten und die Blattexplantate auf LSG-Regenerationsmedium ohne
Zugabe eines Selektionsmittels gelegt. Insgesamt wurden die Blétter aus fiinf Hitzestress-
Experimenten der Linie T670 und aus jeweils einem Hitzestress-Experiment der Linien T781,
T782 und T793 zur Regeneration aufgelegt. Im Regenerationsprozess entstehen neue Pflanzen
aus einer einzelnen Zelle oder kleineren Zellkomplexen. Ist die Ausgangszelle durch eine Flp-
vermittelte Rekombination nptll-frei, so entwickelt sich theoretisch auch nur ein uniform
nptll-freies Sprossregenerat. Nach 16 Wochen konnte eine Vielzahl an Sprossregeneraten aus

jedem Hitzestress-Experiment abgenommen und vermehrt werden. Nachdem die
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Sprossregenerate ausreichend Blattmaterial gebildet hatten, wurden zwei bis drei Blitter
abgenommen und mittels GUS-Screening analysiert. Zwischen 0 und 38 Prozent der
Sprossregenerate waren vollstindig GUS-positiv gefirbt. Chimdre Regenerate wurden nur
noch vereinzelt detektiert. Auffallend war, dass der Anteil putativ nptll-freier
Sprossregenerate aus dem dreistiindigen Hitzestress-Experiment der Linie T670 mit
33 Prozent am hochsten war. Nachdem in Folge der wiederholten Hitzestress-Behandlung der
Linie T793 ein sehr hoher Anteil GUS-positiv gefirbter Blattareale detektiert werden konnte,
wurde erwartet, dass die Regenerationsrate putativ nptl/l-freier Sprosseregenerate ebenfalls
um ein Vielfaches erhoht werden konne. Diese lag jedoch auch bei 38 Prozent. Mit Hilfe einer
wiederholten Hitzestress-Behandlung konnte somit der Anteil putativ nptll-freier
Sprosseregenerate nicht signifikant erhoht werden. Eine lingere Temperaturerhohung von bis
zu acht Stunden an der Linie T670 bewirkte einen hoheren Anteil GUS-positiver Blattareale,
der Anteil putativ nptll-freier Sprossregenerate lag jedoch nur bei circa 16 Prozent.
Verantwortlich dafiir konnten Zellschiden sein, die wahrscheinlich wihrend der Hitzestress-
Behandlung verursacht wurden. Der Nachteil bei der Verwendung eines Hitzestress-
induzierbaren Promotors liegt darin, dass der Hitzestress zu den natiirlich vorkommenden
abiotischen Stressfaktoren zihlt, die Synthese ,,normaler” Proteine herabgesetzt und die
Produktion von Hitzestress-Proteinen bewirkt wird (LIN et al. 1984; VIERLING 1991;
SORENSEN et al. 2003; WANG et al. 2004). An Malvastrum rotundifolium wurde
beispielsweise gezeigt, dass mit steigender Blatttemperatur auch die Photosyntheserate stetig
absinkt (SEEMANN et al. 1984). Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit haben gezeigt,
dass eine Behandlung transgener Apfelsprosse iiber mehrere Stunden bei 42°C zum
Absterben einzelner Gewebeteile oder des gesamten Apfelsprosses fiihrte bzw. die
Regenerationsrate rekombinierter Zellen herabsetzte. Der verwendete Promotor stammt aus
der Sojabohne Glycine max, welche wiederum eine sehr hohe Thermotoleranz besitzt und
Temperaturen von 45°C toleriert (LIN ef al. 1984). Der Promotor hat den Vorteil, dass er erst
bei 40°C aktiviert werden kann, die Thermotoleranz des Apfels ist jedoch deutlich geringer
(WOOLF UND FERGUSON 2000; BOWEN et al. 2002). In einer Studie von BOWEN et al. (2002)
wurde die Wirkung von Hitzestress auf die Lebensfiahigkeit von Apfelzellen untersucht.
Dabei wurde festgestellt, dass die Lebensfihigkeit von Apfelzellen nach einer Hitzestress-
Behandlung bei 38°C nur noch bei 86,4 Prozent, nach einer Behandlung bei 40°C bei
81,7 Prozent und nach einer Stunde bei 42°C nur noch bei 11 Prozent lag (BOWEN et al.
2002). Da eine Thermotoleranz gegeniiber sonst todlichen abiotischen Stressfaktoren, zu

denen auch Hitze gehort, in fast allen Pflanzen erzeugt werden kann (GONG er al. 1998;
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PRANDL et al. 1998; SORENSEN et al. 2003), wurde dies auch an den Apfelzellen von BOWEN
et al. (2002) getestet. Nachdem Zellkulturen eine Stunde mit einer Temperatur von 38°C
vorbehandelt wurden, iiberlebten schlielich 66 Prozent der Zellen eine einstiindige
Temperaturerhhung auf 42°C. Wenn vor der eigentlichen Hitzestress-Behandlung die
transgenen in-vitro-Apfelsprosse mit 38°C vorbehandelt werden, konnte so eine
Thermotoleranz aufgebaut werden. Dadurch konnte der physiologische Zustand des
Blattmaterials verbessert und auf diese Weise die Regenerationsfihigkeit nptll-freier Zellen

moglicherweise verbessert werden.

Alle Sprossregenerate, deren Blitter im GUS-Test vollstiandig blau gefdrbt waren, wurden als
putativ nptll-frei eingestuft. Sprossregenerate, die im GUS-Test sowohl farblose als auch blau
gefiarbte Blattgewebe zeigten, wurden als chimire Sprossregenerate klassifiziert. Waren die
Blitter vollstindig farblos, wurden diese Sprossregenrate als nicht-rekombiniert eingeordnet.
Fiir die sich anschlieBenden molekularen Untersuchungen wurden zunéchst alle putativ npt/I-
freien Sprossregenerate T781/R19-6, T782/R22-2A, T782/R22-3A, T782/R22-3B, T782/R22-
3E und T782/R22-4A, sowie ein partiell GUS-positives Regenerat T782/R29-8D und ein
GUS-negatives Regenerat T782/R29-8A auf nicht-selektivem MS8-Vermehrungsmedium
vermehrt. Aus den Blittern dieser Sprossregenerate wurde die genomische DNA bzw. die
Gesamt-RNA extrahiert. Als erstes wurde an der DNA der putativ nptll-freien Regenerate
T670/R13A, T781/R19-6 und T782/R22-2A eine Long-Range-PCR zur Isolierung des
T-DNA-Bereichs zwischen 35S-Promotor und gusA-Gen durchgefiihrt. Dabei wurde in allen
drei untersuchten DNA-Proben das 1,2 kbp PCR-Fragment amplifiziert. Anschliefend wurde
die DNA aller oben genannten Regenerate mit einer PCR auf die Integration der einzelnen
Transgene gepriift und in allen untersuchten Proben das gusA-Gen nachgewiesen. Das nptlI-
Gen wurde dabei noch an der DNA aller putativ npt/I-freien Sprossregenerate der Linie T670,
dem nicht-rekombinierten Sprossregenerat T782/R29-8A und auch an der DNA des chiméren
Regenerats T782/R29-8D amplifiziert. An der genomischen DNA der vollstindig GUS-
gefarbten Regenerate T781/R19-6, T782/R22-2A, T782/R22-3A, T782/R22-3B, T782/R22-
3E und T782/R22-4A wurde das nptll-Gen nicht nachgewiesen. Bestitigt wurden diese
Ergebnisse durch eine RT-PCR mit npt/l- und gusA-spezifischen Primern. Dabei wurde
festgestellt, dass Transkripte des nptlI-Gens ausschlieflich an cDNA-Proben von Regeneraten
amplifiziert worden waren, an deren DNA bereits die Integration des nptll-Gens
nachgewiesen wurde. Auffallend war, dass in allen vollstindig GUS-positiven Regeneraten
der Linie T670 die Expression beider Transgene detektiert wurde. Ein Southern Blot zeigte

schlieBlich, dass von den vier T-DNA-Integrationen der Ausgangslinie T670 nur eine in den
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GUS-positiven Regeneraten rekombiniert war. Die vollstindige Rekombination des FRT-
flankierten Fragments war bei den Linien T781 und T782 einfacher, das diese nur eine
T-DNA-Integration enthalten. An der DNA aller putativ nptll-freien Sprossregenerate der
Linien T781 bzw. T782 wurde das npt/I-Gen nicht mehr amplifiziert und auch an cDNA
waren keine mRNA-Transkripte des nptlI-Gens mehr nachweisbar. Somit kann bei diesen
beiden Linie angenommen werden, dass eine uniforme GUS-Farbung regenerierter Zellen mit
einer vollstindigen Elimierung des FRT-flankierten Fragments zusammenhingt.
Abschliefend wurden Sprosse des Regenerats T782/R22-2A ausgewihlt, um exemplarisch
die vollstandige Entfernung des Selektionsmarkers zu demonstrieren. Sprosse wurden hierfiir
auf selektives M8-Medium mit Paromomycin iibertragen. Die Sprosse waren binnen weniger

Wochen tot, was zeigte, dass das nptII-Gen nicht mehr exprimiert wurde.

4.14 Flp/FRT-Rekombinationssystem fiir die effiziente Entfernung des
nptlII-Gens und die Mdoglichkeit zur gezielten Integration neuer

Zielgene

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass die Flp-vermittelte
Rekombination zu einer vollstindigen Eliminierung des gesamten FRT-flankierenden
Bereichs in transgenen Apfelsprossen fiihrt. Mittels PCR und RT-PCR konnten weder das
nptlI-Gen, noch mRNA-Transkripte von diesem, an der DNA bzw. cDNA vollstindig GUS-
positiv gefirbter Sprossregenerate der Linien T781 und T782 nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse sprechen dafiir, dass es auch zu keiner Re-Integration an der verbleibenden FRT-
Erkennungssequenz gekommen ist. Die Autoren anderer Studien schitzen das Risiko einer
Re-Integration in Folge der Rekombination ebenfalls als gering ein (KERBACH et al. 2005:
THOMSON et al. 2009). Mit der Eliminierung des FRT-flankierten Fragments und des nptlI-
Markergens wurden somit alle tiberfliissigen Gensequenzen aus der genomischen DNA dieser
T-Linien entfernt. Eine erneute Transformation transgener Pflanzen ist schwierig, solange der
Selektionsmarker noch im transgenen Genom integriert ist (KRENS et al. 2004). Die
nachtrigliche Entfernung des Markergens hitte den Vorteil, dass eine zweite
Transformationrunde mit den bereits gentechnologisch modifizierten Pflanzen moglich ist
(ALDWINCKLE et al. 2008). Auf diese Weise konnten nptll-freie transgene Sorten genutzt
werden, um beispielsweise apfeleigene Resistenzgene gentechnologisch zu pyramidisieren. In
neusten Studien wurde gezeigt, dass eine Integration in eine bereits vorhandene FRT-Sequenz

in pflanzlichen Genomen méglich ist (FLADUNG et al. 2010; NANDY UND SRIVASTAVA 2010;
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SRIVASTAVA UND GIDONI 2010). Die Ubertragung weiterer Zielgene an der verbleibenden
FRT-Erkennungsstelle hitte somit den Vorteil, dass die Transgen-Integration gezielt an einer
bereits identifizierten Stelle im Genom erfolgen wiirde und der Transformationserfolg
ebenfalls mittels GUS-Assay iiberpriift werden kann. Untersuchungen von FLADUNG et al.
(2010) haben jedoch gezeigt, dass hierfiir die Transformation von zwei Vektoren notwendig
war. Ein Konstrukt enthielt ein bar-Gen, welches transgenen Pflanzen eine Resistenz
gegeniiber dem Herbizid Hygromycin vermittelt (THOMPSON et al. 1987). Der andere Vektor
enthielt das Flp/FRT-Rekombinationssystem fiir die Integration des bar-Gens an einer bereits
vorhandenen FRT-Sequenz im pflanzlichen Genom. Hierfiir wurde fIp-Rekombinase ebenfalls
von einem Hitzestress-induzierbaren Promotor reguliert, war jedoch dauerhaft im
Espengenom integriert (FLADUNG et al. 2010). Das Ziel fiir einen praxisorientierten Einsatz
des Rekombinationssystems beim Apfel ist die Eliminierung aller {berfliissigen
Gensequenzen, was bei einer dauerhaften Integration des Flp/FRT-Systems im Apfelgenom
nicht moglich wire. Fiir die Pyramidisierung apfeleigener Resistenzgene ist deshalb die
Transformation von nptll-freien, transgenen Apfelsprossen mit weiteren Vektorkonstrukten
methodisch einfacher. Effektive Konstrukte sollten dabei das FRT-flankierte Fragment, ein

zusitzliches Selektionssystem und anstelle des gusA-Gens ein Zielgen enthalten.

4.1.5 Praxisorientierte Verbesserung des Flp/FRT-Rekombinationssystems

Ein langfristiges Ziel ist der Einsatz der Flp/FRT-Rekombination zur effizienten Erzeugung
von nptll-freien, gentechnologisch modifizierten Apfelpflanzen. In der vorliegenden Arbeit
wurden alle Rekombinationsereignisse mit Hilfe des Reportergens gusA und dem
histologischen GUS-Test evaluiert. Auf diese Weise war die Identifizierung vollstindig bzw.
partiell  nptll-freier ~ Sprossregenerate  methodisch  sehr  einfach. In  einem
anwendungsorientierten Einsatz sollte schlieBlich das Reportergen mit einem gewiinschten
Zielgen ausgetauscht werden. Hierfiir ist eine zusitzliche Selektion nptll-freier Regenerate
notwendig. Deshalb wurde ein neues Konstrukt erstellt (Abbildung 4.1). Dieses Konstrukt
enthilt in der FRT-flankierten Region einen zusitzlichen Selektionsmarker und wurde bereits
fir neue Transformationsexperimente eingesetzt. Als Selektionsmarker wurde das D-

Aminosiure-Oxidase 1-Gen (daol) genutzt.
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Abbildung 4.1T-DNA des Monitoringvektors mit einem zweiten Selektionsystem. Das nptll-
Gen dient der Selektion putativ transgener Apfelzellen nach der Vektortransformation. Zusitzlich
wurde der daol-Selektionsmarker im FRT-flankierten Fragment (schwarz) eingefiigt. Nach der
Hitzestress-Behandlung werden die Blattexplantate auf nicht-selektives Regenerationsmedium gelegt.
Nach diesem Regenerationsprozess kénnen mit Hilfe einer Positiv- oder Negativselektion vollstindig
nptll-freie Sprossregenerate von daol-transgenen, nicht-rekombinierten Apfelzellen unterschieden
werden. LB - linke Bordersequenz der T-DNA; 35SP — CaMV 35S Promotor; nptll —
Neomycinphosphotransferase II; daol - D-Aminoséure-Oxidase 1 Gen; HSP — Hitzestress-Promotor; fIp

— Rekombinase; gusA — B-Glucuronidase; T — Terminatoren; RB — rechte Bordersequenz der T-DNA.

Das D-Aminosdure-Oxidase 1-Gen (daol) stammt aus der Hefe Rhodotorula gracilis und
kodiert das FAD-abhingige Enzym D-Aminosidure-Oxidase (POLLEGIONI et al. 1993;
ALONSO et al. 1998; GHOLIZADEH UND KOHNEHROUZ 2009). Katalysiert wird die oxidative
Desaminierung der D-Aminosduren (CURTI et al. 1992), welche einer der am meisten
untersuchten Stoffwechselwege im D-Aminosdure-Metabolismus ist und in einer Vielzahl von
eukaryotischen Organismen, wie Hefen, Pilzen, Insekten, Amphibien, Reptilien, Vogel und
Sdugetieren bekannt ist (PILONE 2000). Eine Aktivitdt des DAAO-Enzyms in Pflanzen wurde
bisher nicht beschrieben. Deshalb ist dieses fiir den Einsatz als Selektionsmarker bestens
geeignet (ERIKSON et al. 2004; LAl et al. 2007; TRIFONOVA et al. 2009a, b). Im Gegensatz zu
vergleichbaren Selektionssystemen aus E. coli (ERIKSON et al. 2005; LAI et al. 2007) konnen
daol-transgene Apfelsprosse in Abhingigkeit des verwendeten Substrats positiv bzw. negativ
selektiert werden (HATTASCH et al. 2009). Dabei zeigte HATTASCH et al. (2009), dass die
Zugabe von 20 mM D-Serin das Wachstum nicht-transgener Apfelsprosse hemmt. Im
Gegensatz dazu wird das Wachstum daol-transgener Apfelsprosse durch die Zugabe von D-
Isoleucin gehemmt. Diese Eigenschaft des DAAO-Selektionssystems konnte effizient fiir die
Identifikation von rekombinierten, nptll-freien Sprossregeneraten genutzt werden. Fiir die
Identifikation nptll-freier Apfelsprosse wurde das daol-Gen innerhalb des FRT-flankierten
Fragments zwischen nptll-Gen und flp-Gen integriert. Eine Rekombination bewirkt die
Entfernung dieser Box und die Eliminierung des daol-Gens aus dem pflanzlichen Genom.
Nach der Hitzestress-Behandlung konnen die Blattexplantate auf nicht-selektives LSG-
Regenerationsmedium bzw. Regenerationsmedium mit D-Isoleucin iibertragen werden. Die
Untersuchungen von HATTASCH et al. (2009) lassen jedoch annehmen, dass eine selektive

Regeneration vollstidndig nptll-freier Apfelsprossen kaum erfolgversprechend ist. Wihrend



DiSKUSSION — FLP/FRT-VERMITTELTE ENTFERNUNG DES NPTII-GENS 91

des Regenerationsprozesses auf nicht-selektivem Medium konnen mehrere hundert
Apfelsprosse in wenigen Wochen heranwachsen. Diese konnen entweder nptll-frei oder
chimédr sein. Alle diese Regenerate mittels PCR zu testen, wire enorm zeit- und
kostenaufwendig. Mit Hilfe des M8-Vermehrungsmediums und der Zugabe von D-Isoleucin
konnten im Anschluss an die Regeneration hunderte Sprossregenerate einfach und schnell
gescreent werden. Durch die Rekombination des FRT-flankierten Fragments ist zu erwarten,
dann nur die nptll-freien Regenerate auf selektivem M8-Vermehrungsmedium wachsen. Es ist

anzunehmen, dass alle vitalen Sprosse dann auch vollstindig npt/I-frei sein konnten.

Um auch in transgenen Linien mit mehreren T-DNA-Integrationen die Rekombinationsrate zu
erhohen, konnte der GC-Gehalt des fIp-Gens erhoht werden. Das flp-Rekombinase-Gen des
verwendeten Monitoringvektors ist identisch mit dem natiirlich vorkommenden Gen aus der
Bickerhefe (NCBI EU334847). Dieses hat einen GC-Gehalt von 37 Prozent. In mehreren
Studien wurde jedoch bereits festgestellt, dass der GC-Gehalt fiir die heterologe
Genexpression von Bedeutung ist (WOHLLEBEN et al. 1988; GUSTAFSSON et al. 2004; SONG
UND NIEDERWEIS 2007; FEDORYSHYN et al. 2008; FLADUNG et al. 2010). In Untersuchungen
von FLADUNG et al. (2010) wurde der GC-Gehalt des fIp-Gens durch das Einfiigen des
Introns Stls] aus Kartoffel auf 45 Prozent erhoht und im Vergleich zur Kontrolle eine erhohte
heterologe Expression des Gens in transgener Espe erzielte (FLADUNG et al. 2010). Basierend
auf den Ergebnissen dieser Studie konnte angenommen werden, dass auch in transgenen
Apfelzellen eine erhohte Genexpression auch zu einer erhohten Rekombinationsrate innerhalb

einer Zelle fiihrt.
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4.2 HIGS- eine neue Strategie zur RNAi-basierten Verbesserung der

Resistenz in transgenen Kulturpflanzen

Die Methode der wirtinduzierten Genstilllegung (HIGS) wurde kiirzlich entwickelt, um
Knock-Down-Stimme von obligat biotrophen Pilzen, wie Blumeria graminis oder Puccinia
striiformis f. sp. tritici, zu erzeugen (NOWARA et al. 2010; YIN et al. 2011). Diese HIGS-
Strategie konnte aber auch bei transgenen Kulturpflanzen eingesetzt werden, um die Resistenz
gegeniiber verschiedenen Pathogenen zu verbessern. Deshalb wurden in der vorliegenden
Arbeit erste initiale Experimente durchgefiihrt, welche sich mit einer solchen

Resistenzstrategie beim Apfel beschiftigten.

4.2.1 Die Aufnahme pflanzlicher siRNA in die pilzlichen Hyphen

Voraussetzung fiir den Erfolg einer HIGS-Strategie beim Apfel ist die Aufnahme pflanzlicher
siRNAs in den pilzlichen Schaderreger P. leucotricha. So wurde bereits bei der Gerste
festgestellt, dass die in Pflanzenzellen produzierten siRNAs wihrend der Infektion in
Blumeria graminis aufgenommen werden und zur Stilllegung eines spezifischen Gens fiihren
(NOWARA et al. 2010). Deshalb wurden in der hier vorliegenden Arbeit als erstes
Untersuchungen zur Aufnahme und zum Transport von siRNA-Molekiilen von pflanzlichen
Zellen in pilzliche Hyphen durchgefiihrt. Hierfiir wurden in-vitro-Apfelsprosse mit dem
Apfelmehltau-Erreger P. leucotricha inokuliert und drei Tage spiter in eine Losung mit
siRNA-Molekiilen gestellt. Die dafiir verwendeten, 19nt kurzen siRNA-Molekiile waren
unspezifisch und mit Fluoreszein markiert. Die mikroskopische Analyse zeigte, dass siRNA-
Molekiile aus der Losung tiber die Leitbahnen in die Blitter aufgenommen wurden. Ein Teil
der pflanzlichen Zellen fluoreszierte. Die fluoreszierenden siRNAs wurden auch in den
pilzlichen Hyphen und asexuellen Konidien beobachtet. Dies war ein erstes Indiz fiir die
Aufnahme von siRNA-Molekiilen aus den pflanzlichen Zellen in P. leucotricha. Somit ist
auch anzunehmen, dass die von transgenen Pflanzen produzierten RNAi-Signale wahrend
einer Infektion von dem Schaderreger absorbiert werden konnen. Ob die Aufnahme der
unspezifischen siRNAs passiv erfolgt oder an einen ATP-abhéngigen Transportmechanismus
gekoppelt ist, sollte in einem zweiten Versuchsansatz untersucht werden. Deshalb wurden
weitere in-vitro-Apfelsprosse mit P. leucotricha inokuliert. Drei Tage nach der Inokulation
wurde ein Teil der Sprosse mit dem Fungizid Flint® behandelt. Flint® enthilt das Strobilurin
Trifloxystrobin (SCHRAMM et al. 1978; REUVENI 2000; BARTELETT et al. 2002). Strobilurine

wirken als Atmungsblocker und greifen im Zentrum des Cytochrom bc 1-Komplexes in die



DiSKUSSION — RNAI-INDUZIERTE RESISTENZERHOHUNG 93

pilzliche Atmungskette ein (SIEROTZKI et al. 2000). Die Fungizid-behandelten Blitter wurden
ebenfalls in eine siRNA-Losung gestellt und zwei Tage spiter mikroskopisch analysiert.
Dabei wurde festgestellt, dass fluoreszierende siRNA-Molekiile in den pflanzlichen
Blattgeweben zu finden waren. Die siRNAs wurden somit erfolgreich von den pflanzlichen
Leitgeweben aufgenommen und in Blattzellen transportiert. In den Pilzhyphen oder anderen
pilzlichen Strukturen wurden jedoch keine Fluoreszenz-Signale identifiziert. Der Strobilurin-
behandelte Pilz war nicht mehr in der Lage, die siRNA-Molekiile aktiv aus den pflanzlichen
Epidermiszellen aufzunehmen. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass die siRNA-Aufnahme
entweder selbst ein aktiver, ATP-gebundener Prozess ist oder an einen anderen ATP-
gebundenen Prozess gekoppelt ist. Aktive Transportprozesse finden zwischen biotrophen
Pilzen und einer pflanzlichen Wirtszelle statt. Dies wurde auch von HAHN UND MENDGEN
(2001) beschrieben, welche vermuten, dass die strukturellen und funktionellen Eigenschaften
solcher Interaktionen zwischen biotrophen Pilzen und deren Wirtspflanze denen einer
Mykorrhiza-Symbiose sehr stark dhneln (HAHN UND MENDGEN 2001). Bei einer Mykorrhiza-
Symbiose ist der Transport verschiedener Nahrstoffe, von Kohlenhydraten oder Aminosiuren
zwischen Pflanzenzellen und Mykorrhiza-Pilzen iiberwiegend an ATPase-gebundene
Prozesse in den pflanzlichen und pilzlichen Zellmembranen gekoppelt (Ubersicht SMITH et al.
1994). HAHN UND MENDGEN (2001) beschreiben, dass die Entwicklung eines biotroph
lebenden Pilzes an pflanzliche Stoffwechselwege gebunden ist, wobei Proteine oder
chemische Signale iibertragen werden. KEMEN et al. (2005) konnten beispielsweise pilzliche
Proteine in den befallenen Wirtszellen isolieren, die von den Haustorien des obligat
biotrophen Rostpilzes Uromyces fabae tibertragen wurden. In der vorliegenden Arbeit wurde
gezeigt, dass die Aufnahme synthetischer siRNA aus pflanzlichen Epidermiszellen ATP-
gebunden ist. Unklar ist jedoch weiterhin, ob die pilzlichen Haustorien ausschlieflich
einzelstriangige bzw. doppelstriangige pflanzliche siRNA aufnehmen. Sicher scheint, dass
siRNA-Molekiile am HIGS-Prozess beteiligt sind und in die pilzlichen Strukturen
aufgenommen werden (NOWARA et al. 2010). So wurde der Transport von RNAi-Signalen,
insbesondere der einzelstringigen und kurzen siRNA-Molekiile, zwischen parasitischen
Pflanzen wie Triphysaria versicolor (FRISCH und MEY) und ihrem Wirt beschrieben
(WESTWOOD et al. 2009). Auch in diesen Wirt-Parasit-Systemen wurden spezifische
Genstilllegungen mit Hilfe der siRNAs erzeugt (TOMILOV et al. 2008). Innerhalb einer
Pflanze findet zudem eine systemische Ausbreitung der RNA-Interferenz nach dem 'source to

sink'-Prinzip statt (KEHR UND BUHTZ 2008). Dabei werden siRNA-Molekiile iiber das Phloem
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in junge Blitter transportiert (YOO et al. 2004; KEHR UND BUHTZ 2008) und konnen dort

auch von biotrophen Schaderregern aufgenommen werden.

4.2.2 Chitinsynthase Klasse V-Gene als potentielle Targets zur RNAI-

basierten Erhohung der Resistenz in transgenen Apfelpflanzen

Die Expression von Chitinsynthase der Klasse V-Genen (ChsV) ist fiir die Zellwandstabilitét
und die pathogene Lebensweise pilzlicher Schaderreger essentiell (AMNUAYKANJANASIN et
al. 2003; MADRID et al. 2003; RUIZ-HERRERA et al. 2002; RUIZ-HERRERA UND SAN-BLAS
2003; RONCERO 2002; MARTIN-UDIROZ et al. 2004; WERNER et al. 2007; WALLY et al.
2008). Aus diesem Grund scheint das ChsV-Gen auch als Zielgen fiir eine wirtinduzierte
Genstilllegung sehr geeignet. Da von dem obligat biotrophen Pilz P. leucotricha keine Knock-
Out-Stamme hergestellt werden konnen, sollte die Bedeutung der Chitinsynthasen wihrend
der pilzlichen Entwicklung mit dem Chitinsynthese-Hemmer Nikkomyzin Z analysiert
werden. Nikkomyzin Z hemmt die Vernetzung der N-Acetylglucosamine in der pilzlichen
Zellwand und fithrt dabei zu einer instabilen Zellwand. Das Resultat sind deutliche
Deformationen der Hyphenstrukturen. Fiir die Versuche wurden die beiden Schaderreger mit
einer 500 uM Nikkomyzin Z-Losung behandelt und am nédchsten Tag mikroskopisch
untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass einzelne Keimhyphen von P. leucotricha
geschwollen waren. Im Gegensatz dazu wurde nach der Behandlung von V. inaequalis mit
dem Chitinsynthase-Hemmer fast nur noch eine anormale Hyphenmorphologie detektiert. Bis
zu 30 pm groBe, blasige Strukturen wurden dabei vor allem an den Hyphenspitzen von
V. inaequalis beobachtet. Vergleichbare Beobachtungen wurden auch bei dem
Gerstenmehltau-Erreger Blumeria graminis bzw. Glomerella graminicola gemacht (ZHANG et
al. 2000; WERNER et al. 2007). In einem weiteren Versuch wurde die Bedeutung der
Chitinsynthasen fiir die Entwicklung von P. leucotricha auf Apfelblittern untersucht. Hierfiir
wurden in-vitro-Apfelsprosse mit P. leucotricha inokuliert. Anschliefend wurden die Sprosse
entweder mit Wasser oder mit einer 500 uM Nikkomyzin Z-Losung behandelt. Drei Wochen
nach der Inokulation wurde festgestellt, dass die wasserbehandelten Blitter eine Mehltau-
Infektion zeigten. Die charakteristische Bepuderung der Blitter war durch die Behandlung mit
Wasser reduziert. Dies kann jedoch darauf zuriick gefiihrt werden, dass die Konidien teilweise
abgespiilt wurden. Auf den Nikkomyzin Z-behandelten Blittern hingegen konnte gar keine
Mehltauinfektion mehr beobachtet werden. Der Pilz war nicht zu einer Infektion von in-vitro-

Apfelblittern fiahig. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die Chitinsynthase als Target fiir
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die wirtinduzierte Resistenzerhohung geeignet scheint. Eine Stilllegung des ChsV-Gens wiirde
bei einer Infektion trangener Wirtszellen mit P. leucotricha mit hoher Wahrscheinlichkeit die

Zellwandsynthese beeinflussen und die Krankheitsentwicklung hemmen.

4.2.3 Isolierung des Chitinsynthase Klasse V Gens aus P. leucotricha und

V. inaequlis

Fiir die Nutzung der wirtinduzierten Resistenzstrategie wurde in der hier vorliegenden Arbeit
versucht, die ChsV-Gene aus den pilzlichen Schaderregern V. inaequalis und P. leucotricha
zu isolieren. Zu Beginn dieser Arbeit stand fiir die Extraktion genomischer DNA von
P. leucotricha kein Pilzmaterial zur Verfiigung. Deshalb wurde zu diesem Zeitpunkt isolierte
DNA von Einzelsporisolaten verwendet, die dankenswerterweise von S. Lesemann und F.
Dunemann (Julius Kiihn Institut, Institut fiir Ziichtungsforschung an gartenbaulichen Kulturen
und Obst) zur Verfiigung gestellt wurde. Fiir die Erhchung der DNA-Konzentration wurde die
DNA mit dem Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplifikation Kit (GE Healtcare) vervielfiltigt.
Spdter wurden fiir die Extraktion genomischer DNA die Hyphen und Konidien von
P. leucotricha von der Oberfliche infizierter ~Gewichshauspflanzen mit einer
Vakuumblotpumpe abgesaugt. Das Pilzmaterial wurde mit 0,5 mm kleinen Precells-
Glaskiigelchen zerkleinert. Auf diese Weise war eine mechanische Zerkleinerung der
Zellwdnde auch bei den sehr kleinen Konidien moglich. Nachdem das Pilzmaterial
mechanisch zerkleinert worden war, erfolgte die DNA- bzw. RNA-Extraktion. Héufig werden
dafiir Priaperationsmethoden, wie die CTAB (Cetryltrimethylammoniumbromid)-Methode,
eingesetzt (CHOMCZYNSKI UND SACCHI 1987; SALOHEIMO et al. 1991; DOBBELING et al.
1997; CUBERO et al. 1999; URBANIETZ UND DUNEMANN 2005; WERNER ef al. 2007). Solche
Priperationsmethoden setzen jedoch eine hohe Ausgangsmenge pilzlichen Materials voraus.
Da solche Mengen an Pilzmaterial nicht verfiigbar waren, wurde die DNA-Extraktion mit
dem DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) und die RNA-Extraktion mit dem
Invisorb® Spin Plant RNA Mini Kit (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) durchgefiihrt. Die dabei
gewonnenen Konzentrationen extrahierter Nukleinsduren waren im Vergleich mit anderen
Priperationsmethoden gering, aber dafiir sehr sauber und fiir Einsatz in den PCR-Reaktionen
sehr gut geeignet. Mit der Amplifikation der ChsV-Gene aus P. leucotricha bzw. V. inaequalis
wurde mittels einer PCR und degenerierten Primern an genomischer DNA begonnen. Die
degenerierten Primer wurden bereits erfolgreich fiir die Isolierung des ChsV-Gens aus

Glomerella graminicola eingesetzt (WERNER et al. 2007). Fir P. leucotricha wurden
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insgesamt drei unterschiedliche PCR-Fragmente amplifiziert und sequenziert. Die genomische
Sequenz wurde mit der BlastX-Funktion der NCBI-Datenbank in eine Proteinsequenz
umgeschrieben und mit anderen Chitinsynthase-Genen vergleichen. Dabei wurde festgestellt,
dass nur das Mil30-PCR-Fragment Ahnlichkeiten mit anderen ChsV-Genen zeigte. Die
hochste Ubereinstimmung zeigte die isolierte Sequenz zu dem ChsV-Gen von Aspergillus
teraeus (NCBI: EAU38076). Auffallend war, dass die drei amplifizierten Sequenzen
Ahnlichkeiten zu drei unterschiedlichen Pilzgattungen und Mil23 sogar Ahnlichkeiten zu
Basidiomyceten zeigten. Deshalb wurde die PCR mit den degenerierten Primern zusitzlich
mit frischer genomischer DNA wiederholt, die von Christian Kroling mit einer modifizierten
Methode nach STEINER ef al. (1995) extrahiert wurde. An dieser DNA wurde ein 661 bp
grofes PCR-Fragment (CkChsV) amplifiziert und die Sequenz mit der BlastN- und BlastX-
Funktion mit Sequenzen in der NCBI-Datenbank verglichen. Dabei wurde festgestellt, dass
die Nukleinsduresequenz dem ChsV-Gen des Gerstenmehltau-Erregers Blumeria graminis zu
79 Prozent @hnlich ist. P. leucotricha und B. graminis gehoren beide zu der Gattung
Erysiphales. B. graminis ist die nidchstverwandte Art zu P. leucotricha, von welcher die
Sequenz des ChsV-Gens bekannt ist. Die Nukleotidsequenz des CkChsV-Fragments wurde
mit der Sequenz des Mil30-PCR-Fragments verglichen. Dabei wurde eine Ahnlichkeit von
lediglich 74,6 Prozent festgestellt. AnschlieSend wurden auch die putativen Proteinsequenzen
beider Fragmente miteinander verglichen, wobei diese eine Ahnlichkeit von 97 Prozent
zeigten. Somit kann angenommen werden, dass das Mil30-Fragment ein ChsV-Gen ist. Es ist
jedoch sehr wahrscheinlich, dass dieses nicht aus P. leucotricha, sondern aus einem anderen
Pilz stammt. Dies wiederum konnte auf verunreinigte DNA zuriick gefiihrt werden. Durch
den Einsatz des Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kits (GE Healthcare, Miinchen)
zur Amplifikation dieser DNA konnte die Kontamination noch zusitzlich verstirkt worden
sein. Besser scheint deshalb die Vermehrung von P. leucotricha auf in-vitro-Apfelsprossen,

welcher dann von infizierten Blattern abgesaugt werden kann.

Die Isolierung des ChsV-Gens aus V. inaequalis erfolgte als erstes an genomischer DNA.
Begonnen wurde die Genisolierung mit einer PCR mit den degenerierten Primern (siehe
oben). Dabei wurde ein PCR-Fragment amplifiziert, dessen Sequenz den ChsV-Genen anderer
Pilze sehr dhnlich war. AnschlieBend wurden jeweils drei hintereinander liegende, nach auflen
gerichtete Primer am 5'- bzw. 3'-Ende der amplifizierten Sequenz abgeleitet. Die
Genisolierung erfolgte nun mit Hilfe der Thermal asymmetric interlaced (TAIL) PCR (L1u
UND WHITTIER 1995; L1U UND HUANG 1998). Diese PCR wurde haufig fiir die Isolierung von

unbekannten genomischen Regionen eingesetzt (LIU ef al. 1995, TERAUCHI UND KAHL
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2000). Dabei werden oftmals PCR-Fragmente mit einer Groe von weniger als 1.000 bp
amplifiziert. Der Vorteil dieser Methode ist jedoch, dass nur geringe DNA-Konzentrationen
fiir die einzelnen PCR-Reaktionen bendtigt werden. Die Durchfithrung der TAIL-PCR ist
zudem kostengiinstig, da keine zusitzlichen Reagenzien oder Kitsysteme erforderlich sind.
Um die kodierende Sequenz des ChsV-Gens aus V. inaequalis zu isolieren, wurde als erstes
eine Long-Range-PCR mit genspezifischen Primern und cDNA durchgefiihrt. Die erhaltene
Sequenz wurde anschliefend fiir die Ableitung von Primern genutzt, die fiir die Amplifikation
der cDNA-Enden in einer RACE-PCR eingesetzt wurden. Die RACE-PCR ist eine PCR-
Methode, um unbekannte 5°- und 3’-Enden von mRNA-Transkripten eines Genes zu
vervielfiltigen (FROHMAN et al. 1988; JAIN ef al. 1992). In einem abschlieBenden Alignment
wurde die isolierte genomische bzw. kodierende Gensequenz mit Chs-Genen anderer Pilze
verglichen und ein phylogenetischer Stammbaum berechnet. Dabei wurde festgestellt, dass

das isolierte Gen aus V. inaequalis ein ChsV-Gen ist.

4.24 Verbesserung der Resistenz gegeniiber Apfelschorf V. inaequalis

In der vorliegenden Arbeit wurde die Sequenz des ChsV-Gens von V. inaequalis aus
genomischer DNA und mRNA isoliert und sequenziert. Obwohl V. inaequalis subkutikuldr
lebt, ist eine Fihigkeit zur Aufnahme von RNAi-Signalen nicht ausgeschlossen. Wiahrend der
pflanzlichen Entwicklung und zur Adaption an Umweltverdnderungen ist eine interzellulare
Kommunikation essentiell (KEHR UND BUHTzZ 2008). Hierfiir existieren sogenannte
Plasmodesmata, welche Signalstoffe und auch RNAi-Signale auf kurzen Distanzen von Zelle
zu Zelle selektiv transportieren (KEHR UND BUHTZ 2008). Parallel dazu ist V. inaequalis in
der Lage, pflanzliche Bestandteile zu l6sen bzw. Nihrstoffe tiber Diffusion zu absorbieren
(WILLIAMS UND Kuc 1969). Es wurde auch die Existenz von zytoplasmatischen
Verbindungen, sogenannte Ektodesmata, beschrieben. Diese stellen eine Verbindung des
Schaderregers zu dem pflanzlichen Zytoplasma dar (WILLIAMS UND Kuc 1969). Ob der
Apfelschorf-Erreger iiber diese Ektodesmata pflanzliche siRNA-Molekiile aus dem
Interzellularraum aufnehmen kann, konnte mit den unspezifischen, Fluoreszein-markierten
siRNA-Molekiilen tiberpriift werden. Untersuchungen zur siRNA-Aufnahme wurden jedoch
noch nicht realisiert, da zunichst erst noch ein zuverlédssiger in-vitro-Infektionstest etabliert

werden muss.
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5 Zusammenfassung

Eines der wichtigsten Ziele gentechnologischer Arbeiten ist die Erzeugung transgener
Kulturpflanzen ohne die Verwendung von Selektionsmarkergenen. Die Selektion transgener
Zellen erfolgt beim Apfel (Malus x domestica BORKH.) in der Regel im Anschluss an einen
Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfer mit dem npt/I[/Kanamycin-System. Im
Oktober 2002 wurde eine neue EU-Freisetzungsrichtlinie (2001/18/EG) rechtskriftig. Im
Rahmen dieser Richtlinie ist vorgesehen, dass die Verwendung von Markergenen,
insbesondere von Antibiotikaresistenzgenen, eingeschrinkt werden soll. Das bedeutet, dass
die Freisetzung gentechnisch modifizierter Organismen, welche beispielsweise das npt/I-Gen
als Selektionsmarker enthalten, unzulédssig ist. Aus diesem Grund ist die Etablierung
alternativer Selektionsstrategien zwingend notwendig. Aktuell ist jedoch noch kein
vergleichbares Selektionsystem zur Ablosung des mptll/Kanamycin-Systems beim Apfel
verfiigbar. Deshalb wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Funktionsfihigkeit und
Anwendbarkeit des Flp/FRT-Rekombinationssystems zur nachtriglichen Entfernung des
nptll-Gens an Apfel untersucht. Ziel dabei war die Erzeugung gentechnisch modifizierter
Apfelsprosse, die keinen Selektionsmarker mehr enthalten. Fiir die Untersuchungen wurde ein
Monitoringvektor erstellt und in den Agrobakteriumstamm GV3101-pMP90RK iibertragen.
Mit diesem Stamm wurden in 17 Transformationsexperimenten insgesamt 4.080 in-vitro-
Apfelblitter inokuliert und neun transgene Linien aufgebaut. Der transformierte Vektor
enthélt auf der funktionellen T-DNA einen CaMV 35S-Promotor und ein gusA-Reportergen.
Dazwischen liegt ein sogenanntes FR7-flankiertes Fragment, welches das gusA-Gen rdaumlich
vom CaMV 35S-Promotor trennt. Dieses FRT-flankierte Fragment besteht aus dem nptil-
Markergen und dem fIp-Rekombinase-Gen, welches von dem Hitzestress-induzierbaren
Promotor Gmhspl7.5E aus der Sojabohne Glycine max reguliert wurde. Eine Expression von
gusA wurde somit erst nach der Entfernung des FRT-flankierten Fragments erwartet. Dies
ermoglichte eine schnelle Detektion von Rekombinationsereignissen mittels histologischen
GUS-Tests. Die Linie T670 war die erste transgene Apfellinie, die selektiert und vermehrt
werden konnte. Mit den Sprossspitzenkulturen dieser Linie wurden verschiedene Zeit- und
Temperaturregime zur Induktion des Gmhspl7.5E-Promtors durchgefiihrt. Dabei wurde
festgestellt, dass eine Behandlung transgener Apfelsprosse bei 42°C Flp-vermittelte
Rekombinationen bewirkte. Die Hitzestress-induzierte Rekombination erfolgte jedoch nicht in
allen Zellen gleichzeitig, denn es wurden iiberwiegend Sprosse mit Mischgeweben detektiert.

Um vollstindig nptli-freie, transgene Apfelsprosse zu erzeugen, wurden die Blitter der Linien
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T670, T781, T782 und T793 nach einer Hitzestress-Behandlung geerntet und die Blattstreifen
fir 16 Wochen auf Regenerationsmedium ohne selektierendes Kanamycin aufgelegt. Fiir die
Detektion putativ nptll-freier Sprosse wurden im Anschluss an die Regeneration
stichprobenartig jeweils bis zu 40 Sprossregenerate ausgewdihlt und mittels GUS-Test
analysiert. Auf diese Weise konnten bis zu 38 Prozent GUS-positive, putativ nptll-freie
Sprossregenerate identifiziert werden. Die molekularen Untersuchungen an genomischer
DNA und mRNA verschiedener Sprossregenerate der Linien T781 und T782 haben gezeigt,
dass die Regeneration Hitzestress-behandelter Blitter vollstindig nptll-freie Apfelsprosse
erzeugte. Um das Flp/FRT-Rekombinationssystem praxisorientiert zu verbessern, wurde ein
weiterer Monitoringvektor konstruiert, welcher ein zusitzliches Selektionssystem enthilt. Mit
diesem zweiten Selektionssystem konnten nptll-freie Sprossregenerate gezielt selektiert und
der Vektor spiter zur Ubertragung gewiinschter Zielgene eingesetzt werden. Auf diese Weise
ist es zukiinftig moglich, gentechnologisch modifizierte Apfelpflanzen zu erzeugen, die

langfristig keine Antibiotikaresistenzgene mehr tragen.

Ein weiteres grundlegendes Ziel gentechnologischer Arbeiten in der Apfelziichtung besteht in
der Erhohung der Resistenz gegeniiber biotischen Schaderregern. Im Mittelpunkt des
Interesses steht besonders die Verbesserung der Resistenz gegeniiber phytopathogenen Pilzen,
wie dem Apfelmehltau Podosphaera leucotricha und dem Apfelschorf Venturia inaequalis.
Fiir verschiedene apfeleigene Resistenzquellen existieren zwar molekulare Marker, die
Sequenzen beteiligter Resistenzgene sind bisher jedoch kaum identifiziert. Aus diesem Grund
ist die Verwendung arteigener Resistenzgene fiir gentechnologische Ansitze bislang kaum
moglich. Eine Erfolg versprechende Methode stellte deshalb die RNAi-basierte Stilllegung
von Genen des Krankheitserregers dar. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden
deshalb Experimente mit Apfel durchgefiihrt, die eine wirtinduzierte Abwehrstrategie
gegeniiber den pilzlichen Schaderregern untersuchten. Als erstes wurde der Transport
synthetischer, Fluoreszein-markierter siRNA-Molekiile aus pflanzlichen Blittern in die
Hyphen von P. leucotricha gezeigt. Die Behandlung des Pilzes mit einem Atmungsblocker
hat zusitzlich verdeutlicht, dass die Aufnahme pflanzlicher siRNAs in pilzliche
Infektionsstrukturen wahrscheinlich ein ATP-abhingiger Prozess ist. Der effiziente Einsatz
eines RNAi-induzierten Resistenzmechanismus an Apfelpflanzen setzt die Stilllegung eines
essentiellen Pilzgens voraus. Hierfiir wurde das Chitinsynthase Klasse V-Gen als potentielles
Target ausgewihlt und mit der Isolierung des Gens aus P. leucotricha und V. inaequalis
begonnen. Die Expression dieses Gens ist fiir die Zellwandstabilitdit und die pilzliche

Entwicklung essentiell (WERNER et al. 2007), weshalb die Stilllegung eines solchen Genes
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die Krankheitsentwicklung des Apfelmehltaus bzw. Apfelschorfs an transgenen Apfelblittern

verlangsamen oder sogar hemmen konnte.

6 Summary

One of the most important goals in genetic engineering is the generation of marker-free
transgenic crops. Subsequent to an Agrobacterium tumefaciens-mediated gene transfer, the
nptll/kanamycin system is usually applied for the selection of transgenic apple cells (Malus x
domestica BORKH.). In October 2002 the European government enacted a Council Directive
(2001/18/EG) which prohibits the release of genetically modified (gm) organisms carrying
selective markers such as the nptll gene. The establishment of alternative selection strategies
is therefor compulsory. Still, until now no comparable system is available to replace the
nptll/kanamycin selection system for apple transformation experiments. In the present study,
the operability and applicability of the Flp/FRT recombination system in order to remove the
nptll gene after the selection of transgenic apple cells was analyzed. The overall aim was the
generation of gm apple plants which do not carry the selective marker. A monitoring vector
was constructed and transfered into the Agrobacterium strain GV3101pMP90RK. The
transgenic strain was then used to inoculate 4,080 in-vitro apple leaves in 17 different apple
transformation experiments and nine gm apple lines were finally selected. The functional
T-DNA of the vector contains the CaMV 35S promoter and a gusA reporter gene which were
spatial separated by a FRT-flanked box. This FRT-flanked box contained the nptIl gene and
the flp recombinase gene which was regulated by the heat-shock-inducible promoter
Gmhsp17.5E from the soybean Glycine max. Consequently, expression of gusA was only
expected after elimination of the FRT-flanked box. Each recombination event could be
detected by using histochemical GUS Assays. The first obtained transgenic apple line, T670,
was used to investigate different time and temperature regimes for the Gmhsp17.5E promoter
induction. An effective promoter induction and Flp-mediated recombination was observed
after treatment of apple shoots at 42°C. However, the heat-shock-induced recombination did
not occur concurrently in all cells, because shoots with chimeric tissues were often detected.
To generate fully nptll-free gm apple plants, the leaves of the lines T670, T781, T782 and
T793 were sampled after heat-shock-treatment and the explants placed on regeneration
medium without the selective agent kanamycin for 16 weeks. Up to forty shoot regenerates
were randomly chosen and analyzed using the GUS Assay after regeneration process in order

to detect putative nptll-free apple shoots up. Using this method, up to 38 percent of the
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studied regenerates were identified as GUS positive and putatively nptil-free. In addition, the
molecular analysis on genomic DNA and mRNA of selected shoot regenerates of the lines
T781 and T782 showed that the regeneration of heat-shock-treated leaves generate fully npt/I-
free gm apple shoots. To increase the efficiency of Flp/FRT recombination system another
monitoring vector was created which contained a second selection system. Using this second
selection system, nptll-free apple plants could potentially be identified without the use of
gusA. For the long therm the transfer of target genes and the generation of gm apple plants

which do not carry antibiotic resistance genes will be possible.

Another important aim in genetic engineering of apple breeding programs is the increase of
resistance against biotic pathogens. Especially an improved resistance against pathogenic
fungi like the apple powdery mildew Podosphaera leucotricha and apple scab Venturia
inaequalis is highly requested. Althougt molecular markers exist for different apple resistant
loci, nucleotide sequences of involved genes are yet unknown. Hence the use of apple
resistance genes is not possible in genetic modification experiments of apple plants.
A promising method is the RNAi-mediated gene silencing in pathogenic fungi. In the second
part of the present study, experiments were thus conducted, performed in which a host-
induced defense mechanism against fungal pathogens was analyzed. First, we showed the
transport of synthetic, Fluorescein-labeled siRNA molecules from plant leaves into the
hyphae of P. leucotricha. The treatment of the fungus with a respiration blocker additionally
illustrated that absorption of herbal siRNAs into fungal infection structures is probably an
ATP-depended process. For an efficient application of RNAi-induced resistance mechanisms
in gm apple plants, the silencing of an essential fungal gene is required. We chose the
chitinsynthase class V gene as a potential target and started with the gene isolation from
P. leucotricha and V. inaequalis. The expression of ChsV genes is essential for cell wall
stability and fungal development (AMNUAYKANJANASIN ef al. 2003; MADRID et al. 2003,
WERNER et al. 2007). Due to these facts the silencing of ChsV may trigger a reduced or

inhibited disease development of the apple powdery mildew disease or apple scab.
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9 Anhang
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9.1 Der transformierte Monitoringvektor zur Erzeugung von nptII-

freien Apfelsprossen

Sm/Sp

5 “ pB-Npt-HSP-FLP-GUS

| 13569 bps
| | pvstORI

Pasl

Lox Nos
RB
Sa
Al

sfi-B

Bglll

Apal
Anfang Ende Bezeichnung Beschreibung
58 91 lox LoxP511
107 527 358 Promotor—-Region
528 561 FRT Erkennungssequenz
573 1376 NptII Kanamycin-Resistenz
1389 1590 T35S Terminator 35S
1610 2075 HSP Hitzestress-induzierbarer Promoter
2097 2779 Flp Rekombinase
27717 2777 mut Label
2780 2968 Stlsl Intron
2969 3556 Flp Rekombinase
3564 3759 ocs Terminator
3762 3795 FRT Erkennungssequenz
3815 5626 GUS Reportergen
5697 5950 Nos Terminator
5957 5990 Lox LoxP511
6075 6098 RB Rechte Border
6633 7330 ColEl ColEl ORI
7367 7626 BOM Bom site
7879 11584 pvSl ORI pVS1l ORI
11768 12778  Sm/Sp Strep/Spec Resistenz
13299 13322 LB Linke Border
Abbildung A.1 Vektorkarte des Monitoringvektors. Diese Kassette wurde zur Etablierung

des Flp-Rekombinationsystems an Apfel erstellt. Jedes Rekombinationsereigniss kann mit Hilfe des

gusA-Reportergens und einem histologischen Gus-Test nachgewiesen werden.
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9.2 Verwendete Puffer, Medien und Chemikalien

Anilinblau

12 % (v/v) Phenol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

30 % (w/v) Glyzerin (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
30 % (v/v) Milchsdure (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
ddH,0

BAP-Stamml6sung

0,2 g I'' BAP (Serva Feinbiochemica, Heidelberg) in 1 N Natriumhydroxid

Bewurzelungsmedium nach Murashige & Skoog

2,3 g 1" MS- Fertigniihrboden M0222 (Duchefa Biochemica, Hamburg)
20 g I'" Saccharose

15 ml 1" IBA-Stamml6sung'

8,0 g I'" Agar (Difco, Heidelberg)

pHS5.8

'Zugabe zur Induktion der Wurzelbildung

Co-Medium

LSG-Medium
1 M Betainhydrochlorid (Duchefa Biochemica, Hamburg)
100 mM Acetosyringon (Duchefa Biochemica, Hamburg)

DNA-Ladepuffer 6X

mM Tris-HCI (pH 7,6)

0,03 % (w/v) Bromphenolblau (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
0,03 % (w/v) Xylene Cyanol FF (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
60 % (v/v) Glycerol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

60 mM EDTA (Sigma)
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Ethidiumbromid
e 10 pg mI" Ethidiumbromid (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Farbpuffer 20X

e 6,0 mM Tatrazingelb (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
e 3.5 mM Kresolrot (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
e 30 % (w/v) Saccarose (Merck KGaA, Darmstadt)

Gus-Puffer

e 5,0 ml 1 M Natriumphosphat-Puffer (pH 7,0)

e 200 ul 0,5M EDTA (Sigma)

e 200 pl Triton X 100 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

e 250 ul 20 % (w/v) SDS (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

e 666 ul 5 % (w/v) N-Lauroyl-Sarcosine (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
e 200 ul 0,5M Kaliumferricyanid (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

* 944 ml ddH,O

¢ 1,0 ml X-Gluc-Stammlsung*
*immer frisch herstellen
IBA-Stammldsung
e 02¢g I IBA (Serva Feinbiochemica, Heidelberg) in 1 N NaOH

LB Medium

10,0 g I'! Natriumchlorid (Merck KGaA, Darmstadt)
10,0 g 1" Bacto™-Trypton (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
50¢g I"! Bacto™-Hefe-Extrakt (BD)

20,0 g I'" Agar (Difco, Heidelberg)

e pH7.2

LSG-Medium

e 44 g1 LS-Fertignihrboden L0230 (Duchefa Biochemica, Hamburg)
e 300¢g "' Saccharose
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e 1,5ml1" IBA-Stammlosung

e 2,0mlI" TDZ-Stamml6sung

e 30¢g 1" Gelrite (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
e pHS5.8

Maleinséurepuffer

e (0,1 M Maleinsdure (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
e (0,15 M Natriumchlorid
e pH7,5

MSO-Medium

e 2,15 g I'' MS- Fertigniihrboden M0221 (Duchefa Biochemica, Hamburg)
e pHS5S8

NaP-Puffer (1 M)

.

1 M Na,HPO, (Merck KGaA, Darmstadt)
e | M NaH,PO4 (Merck KGaA, Darmstadt)
e pH7,0

Neutralisationspuffer

e 1 M TRIS-HCI
e 1,5M Natriumchlorid
e pH7S5

Selektionsmedium

e LSG-Medium
e 100 mg I"' Kanamycin (Duchefa Biochemica, Hamburg)
e 500 mg I"" Cefotaxim (Duchefa Biochemica, Hamburg)

e 500 mg I"" Timitim (Duchefa Biochemica, Hamburg)
SIM-Medium

e 588¢g I"! Natriumcitrat (Merck KGaA, Darmstadt)
e 20 g 1" Saccharose
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e | M Betainhydrochlorid (Serva Feinbiochemica, Heidelberg)
e 100 mM Acetosyringon (Serva Feinbiochemica, Heidelberg)

50X TAE-Puffer

e 40 mM Tris Acetat (Sigma)
e 0,5M EDTA (Sigma)
e pH3SB,0

TDZ-Stammlosung

e TE-Puffer
e | M Tris (Sigma)
e 0,5MEDTA (Sigma)

Vermehrungsmedium M8 nach Murashige & Skoog

* 4.4 gI'" MS- Fertignihrboden M0222 (Duchefa Biochemica, Hamburg)
e 30 g1" Sorbitol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

e 5,0mlI" BAP-Stamml6sung

e 50ml 1! IBA-Stammlosung

e 8,0gI" Agar (Difco, Heidelberg)

e pHS5.8

X-Gluc-Stammlosung

e 50 ug ul’ X-Gluc (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
e in DMSO (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 16sen
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9.3 Verwendete Primer

Tabelle A.1 Verwendete Primer. Die im Folgenden aufgefiihrten Primer wurden fiir die Durchfiihrung von
PCR-Reaktionen, zur Genisolierung oder Herstellung von Hybridisierungssonden eingesetzt.
Dargestellt sind die Primerbezeichnung- und Richtung, Primer-Sequenz sowie die Schmelztemperatur

T (Ermittelt mit http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html).

Primer  Richtung  Sequence 5'—>3' T [°C]*
358 F CCCACTATCCTTCGCAAGACCC 63,8
AD1 - (AGCT)TCGA(GO)T(AT)T(GC)G(AT)GTT 41,5
AD2.1 - (AGCT)GACGA(GC)(AT)GA(AGCT)A(AT)GAA 46,2
AD2.2 - (AGCT)GACGA(GC)(AT)GA(AGCT)A(AT)GTT 46,2
AD2.3 - (AGCT)GACGA(GC)(AT)GA(AGCT)A(AT)GAC 48,6
AD24 - (AGCT)GACGA(GC)(AT)GA(AGCT)A(AT)CAA 46,2
AD2.5 - (AGCT)GACGA(GC)(AT)GA(AGCT)A(AT)GTT 46,2
EFla F ATTGTGGTCATTGGYCAYGT 55.3
R CCAATCTTGTAVACATCCTG 54.6
flp 1F CTTGTTCGTCAGTTTGTGGAAA 56.5
IR TCTTCCGATGATTCGAACTGTA 56.5
gusA F GTTCTGCGACGCTCACACCGATACC 68,7
R TCACCGAAGTTCATGCCAGTCCAG 64,9
nptl1 F ACAAGATGGATTGCACGCAGG 59,2
Fl AGAGGCTATTCGGCTATG 51,8
R AACTCGTCAAGAAGGCGATAG 57,5
R1 AAGGTGAGATGACAGGAG 51,8
PIITS F ATCATTACTGAGCGTGAGGCCA 60,1
R AGAGGATGTTCTGACGCTCGAA 60,1
S10T1 IF AATGTTGCGAATTTGGTGGTGC 58,1
1R CCACTCTCAATTCAAGACG 53,0
2F TGCATTTCGAGTTCCATGGGAG 60,1
2R TACATCTTCAGAGCACACGC 56,4
3F TTGCTAGGTTGTAGTGTACGCG 60,1
3R CGCACCCGATACCATGAAGATT 60,1
S10T2 1F CTGCATCAAGGGTCAAACTG 56,4
IR CTTGGCAATCTATCCCTCTG 56,4
2F TAGATCGGAACCGGAAAGAG 56,4
2R GAGGTGTTGATATTCCCATCCTG 60,9
3F AAACAGGTTCACGACCGAGT 56,4
3R ATTCTCAGGAACAGCCCTTCTG 60,1
S10T3 1F GGATCAACGGCGTAGGAATGTA 60,1
2F AGGTCAGTAGCCAGATGAAG 56,4
3F AACGTTTGCGACTGCCTGAGA 59,2
S10T4 1F GTCAAACGGGCCATTCTATCGT 60,1
2F ATACTGGGCATTCGCATAGGCT 60,1
3F GTAAAACAGCAGTGGGCTCT 56,4
ViChsV F TACTACCTCATGGCTGGCACAA 60,1
R GAAATCGTCCGTGTACCAGAAG 60,1
VIiRACE IF ATCTACGGTCTCCAAGCCATCA 60,1
IR TGGATTGCCTAGATACCGCCAT 60,1
2F TCGGTGAAACCCGCTTTATCGT 60,1
2R TCGGTGAAACCCGCTTTATCGT 60,1
virG F GCCGGGGCGAGACCATAGG 64,1

R CGCACGCGCAAGGCAACC 60,9
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9.4 Sonstige Daten

94.1 Sequenztraces (Exemplarisch).

B02WLI0  Sequence TE2LF Mt

Abbildung A.2

Sequenztrace zur Uberpriifung der Sequenzqualitit. Ein solches

Sequenztrace wurde bei jeder Sequenzierung mitgeschickt. Damit konnte die Qualitdt der erhaltenen

Sequenz tiberpriift und Ungenauigkeiten ggf. korrigiert werden.

9.4.2 Chitinsynthase-Datenbank

Tabelle A.2 Zusammenstellung der Referenzsequenzen in der Chitinsynthase-Datenbank.

Diese Sequenzen wurden fiir die Verrechnung eigener Sequenzdaten im Alignment verwendet.

NCBI Nummer Organismus Chs-Klasse
AAF05595 Blumeria graminis N/A
AAM14606 Botryotinia fuckeliana 3
AAB71411 Magnoporthe oryzae 4
AAF19527 Botryotinia fuckeliana 4
AAR88368 Coccidioides immitis 5
AAF04279 Blumeria graminis N/A
BAA74449 Magnoporthe oryzae Csml
AA049384 Fusarium oxysporum 5
AAL23719 Colletrichum graminicola ChsC
Q4P9K9 Ustilago maydis 8
AAB84285 Ustilago maydis 5
AALS55424 Glomerella graminicola 5
AAQ10290 Coccidioides immitis 5
BAE78841 Emericella nidulans N/A
AAB60781 Aspergillus fumigatus 6
ACHS58563 Magnoporthae oryzae 7
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9.4.3 Sequenzanalyse der isolierten Chs-Genfragmente

Die Standard-PCR mit den degenerierten Primern (WERNER et al. 2007) und genomischer
DNA aus dem Apfelschorf-Erreger Venturia inaequalis offenbarte ein PCR-Fragment. Die
Sequenzanalyse ergab, dass das Fragment S10 eine sehr hohe Ahnlichkeit zu Chitinsynthase
Klasse V-Genen anderer Ascomyceten zeigte. Exemplarisch ist hier nun der Sequenzvergleich
der putativen Proteinsequenz (S10) mit einer in der NCBI-GenBank hinterlegten ChsV-
Sequenz aus Neotyphodium lolii (NCBI: ABF20219) dargestellt. Auch aus der
hochamplifizierten genomischen DNA des Apfelmehltau-Erregers Podosphaera leucotricha
wurden bei der Standard-PCR mit degenerierten Primern Fragmente amplifiziert. Insgesamt
wurden drei putative ChsV-Genfragmente isoliert: Mil7, Mil23 und Mil30. Die Genfragmente
wurden alle drei sequenziert und mit der BlastX-Funktion innerhalb der NCBI-Datenbank auf
homologe Proteinsequenzen hin iiberpriift. Aufgefiihrt ist die hochste Ubereinstimmung einer

jeden Sequenz.

9.4.3.1 BlastX von PCR-Produkt S10

Hochste Ubereinstimmung mit Chitinsynthase NCBI: ABF20219

+PGNRGKRDSQMILMRFLNRVHYNLAM+P+ELEM+HQIRNIIGVNPTFYEF FQIDADTV
S10 660 KPGNRGKRDSQMILMRFLNRVHYNLAMTPMELEMHHQIRNIIGVNPTFYEFCFQIDADTV 481
ABF20219 1348 RPGNRGKRDSQMILMRFLNRVHYNLAMSPLELEMYHQIRNIIGVNPTFYEFMFQIDADTV 1407

VAPDSATRMVSAF+DDTRLI VCGETALTNAK+S +TM+QVYEYYISHNL KAFESLFGS
S10 480 VAPDSATRMVSAFVDDTRLIGVCGETALTNAKASMVTMMQVYEYYISHNLTKAFESLEFGS 301
ABF20219 1408 VAPDSATRMVSAFIDDTRLIAVCGETALTNAKSSFITMIQVYEYYISHNLAKAFESLEGS 1467

VICLPGCFSMYRIRAAETGKPLFVS+EVV+AYS TRVDTLHMKNLLHLGEDRYLTTLLLK
S10 300 VTCLPGCFSMYRIRAAETGKPLFVSKEVVEAYSEIRVDTLHMKNLLHLGEDRYLTTLLLK 121
ABF20219 1468 VTCLPGCFSMYRIRAAETGKPLFVSREVVDAYSTIRVDTLHMKNLLHLGEDRYLTTLLLK 1527

+HS++KTKY+F AHAWTIAPD+ K+FLSQRRRWINSTVHN
s10 120 FHSQFKTKYIFRAHAWTIAPDTMKIFLSQRRRWINSTVHN 1
ABF20219 1528 YHSKYKTKYLFNAHAWTIAPDSWKVFLSQRRRWINSTVHN 1567

9.4.3.2 BlastX von PCR-Produkt Mil7

Hochste Ubereinstimmung mit Chitinsynthase NCBI: 012394

KPGNRGKRDSQV+LMAFMQKVMEDERMTAFE++FFNS+WRVIGVSPDNYEIVL VDADTK
Mil7 732 KPGNRGKRDSQVMLMAFMQKVMFDERMTAFEFDFFNSLWRVTGVSPDNYEIVLMVDADTK 553
013394 803 KPGNRGKRDSQVLLMAFMQKVMFDERMTAFEYEFFNSIWRVTGVSPDNYEIVLCVDADTK 862

VFPDSLSRMV+CMVED EIMGLCGETKIANK+ETWVTMIQ
Mil7 552 VFPDSLSRMVSCMVEDTEIMGLCGETKIANKTETWVTMIQGESHCICVRIEQYI*HLFSA 373
013394 863 VFPDSLSRMVACMVEDPEIMGLCGETKIANKSETWVTMIQ-——————————————————— 902
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VFEYYISHH TKAFEACFGGVTCLPGCFSAYRIKAPKG +GYWVPILANPDIVEHYSENV
Mil7 372 VFEYYISHHSTKAFEACFGGVTCLPGCFSAYRIKAPKGGNGYWVPILANPDIVEHYSENV 193
013394 903 VFEYYISHHQTKAFEACFGGVTCLPGCFSAYRIKAPKGPHGYWVPILANPDIVEHYSENV 962

VDTLHKKNLLLLGEDRYLTTLMLKTFPKRKMMEFVPQAVCKTIVPDTFR+LLSQRRRWINS
Mil7 192 VDTLHKKNLLLLGEDRYLTTLMLKTFPKRKMMFVPQAVCKTIVPDTFRVLLSQRRRWINS 13
013394 963 VDTLHKKNLLLLGEDRYLTTLMLKTFPKRKMMFVPQAVCKTIVPDTFRILLSQRRRWINS 1022

TVHN
Mil7 12 TVEN 1
013394 1023 TVHN 1026

9.4.3.3 BlastX von PCR-Produkt Mil23

Hochste Ubereinstimmung mit Chitinsynthase NCBI: EAK84434

+PGNRGKRDSQL+LMRFLNKVHFGLPMNP+ELE+YHQIKNVIGVNPSFYEY+LQVDADT
Mil23 723 KPGNRGKRDSQLILMRFLNKVHFGLPMNPLELEMYHQIKNVIGVNPSFYEYVLQVDADTT 544
EAK84434 1381 RPGNRGKRDSQLVLMRFLNKVHFGLPMNPMELEIYHQIKNVIGVNPSFYEYILQVDADTE 1440

V+A SLNRF+SAF DKK+IG+CGET+LSNAK SIITMLQVYEYYISHYLAKAFESLEGS
Mil23 543 VDAFSLNRFVSAFTNDKKIIGMCGETSLSNAKKSIITMLQVYEYYISHYLAKAFESLFGS 364
EAK84434 1441 VEAMSLNRFISAFIRDKKVIGLCGETALSNAKASIITMLQVYEYYISHYLAKAFESLFGS 1500

VTCLPGCFSMFR+R TPDTHRPLFIA+ +V++Y+ENRVDT
Mil23 363 VTCLPGCFSMFRVR*VSI*PCVR*CLSADLVCSNSTPDTHRPLFIATSVVDEYSENRVDT 184
EAK84434 1501 VTCLPGCFSMFRIR ~TPDTHRPLFIASQIVEDYAENRVDT 1539

LHTKNLLHLGEDRYLTTLVLKHFG YKT+FVRD KA T AP+DW VLLSQRRRWINSTVH
Mil23 183 LHTKNLLHLGEDRYLTTLVLKHFGNYKTVFVRDAKAQTTAPEDWGVLLSQRRRWINSTVH 4
EAK84434 1540 LHTKNLLHLGEDRYLTTLVLKHFGKYKTIFVRDCKAWTVAPDDWKVLLSQRRRWINSTVH 1599

N

Mil23 3 N 1
EAK84434 1600 N 1600

9.4.3.4 BlastX von PCR-Produkt Mil30

Hochste Ubereinstimmung mit Chitinsynthase NCBI: EAU38076

+PGNRGKRDSQM+LMRFLNRIHYNLPMSPMELEMHHQIRNIIGVNPTFYE+ILQVDADT+
Mil30 1 KPGNRGKRDSQMILMRFLNRIHYNLPMSPMELEMHHQIRNIIGVNPTFYEYILQVDADTM 180
EAU38076 1325 RPGNRGKRDSQMVLMRFLNRIHYNLPMSPMELEMHHQIRNIIGVNPTFYEFILQVDADTV 1384

VAPD+ATR VS+FLSDTRLIGVCGETAL+NAKTS VIMIQVYEYYISHNL KAFESLEF S
Mil30 181 VAPDSATRFVSAFLSDTRLIGVCGETALSNAKTSMVTIMIQVYEYYISHNLIKAFESLFAS 360
EAU38076 1385 VAPDAATRMVSSFLSDTRLIGVCGETALTNAKTSAVIMIQVYEYYISHNLTKAFESLFGS 1444
+

Mil30 361 L 363
EAU38076 1445 V 1445

944 Genomische Sequenz des putativen ChsV-Gens aus V. inaequalis

Promotortegion Nukleotid 354 bis 405

Intron Nukleotid 4230 bis 4262
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ViChsV.0001...AGACGAGTGATATCAATCCCATTTCCCCGGCGTGGACAGCGACCCCTTCTCCTACTTGCG
ViChsV.0061. ..CAGGAGCGCCAAACAATGTCTTCAACTGCACAAGATGACCTCTCTGCGCTGCCAGAGCAT
ViChsV.0121...CTACAGTCAGACACAGGACTCGGAACACATTTAGCTGCGAGATTTCATGCCCATCTACCA
ViChsV.0181...ACTGCTCGTTTAAGCTCGCACGCCACAATAGCAATAAACAATTATGCATCTTCAGCGAGA
ViChsV.0241...GGTCCCAATGGCGACGAGACGGGAAGTGCAATGGCTTCTATGAAGGATGT TGCATCGAGA
ViChsV.0301...TTGTGGGCAAGACTTGGCTACAGAAATGAGAACCAGGCCGTGATATTCCTGTGAGTARTG
ViChsV.0361. .. AAGATATGGGACAACGCCAGGTGCAGAATGAACACTAACCACTGCGARATACAGAGGAGA
ViChsV.0421...GTCCGGTGCTGGTAAGACGACACTCAGATCACATTTACTCTCGAACTTGATGGACTTGAC
ViChsV.0481...GGGCACACCACTTTCCAACAGACTCTCGAACGCAGCCTTCATTTTCGATTCCTTCACAAC
ViChsV.0541. . .CACAAAGACGGCTACGACACATACAGCCTCGAGAGCGGGCTTGTTCTACGAGCTTCAGTA
ViChsV.0601...TGAACATTCGTCCTCGACGAATCCCACTTTGATTGGTGGCAAACTGCTAGATCACCGTCT
ViChsV.0661...CGAGCGGCAGAGAATATCAACTGTCCCCATCGGCGAACGCAACTTCCACGTTTTATACTA
ViChsV.0721...CCTCATGGCTGGCACAAGTGAGARAGAGAAGGCTCATCTTGGTCTGGATAACCCAGGATT
ViChsV.0781...TCTCTCAGATCACAAGCGATCTTCAGGGGGCAAGAGATGGCGGTATCTAGGCAATCCAAA
ViChsV.0841...GATGCTCAACATTGGCATCGACGATARAGCGGGTTTCACCGATTTCAGGAAAGCTTTGCA
ViChsV.0901...GAAGGTCCAGTTCTCCAACCACGAGATCGGCGAGATTTGCCAGGTCTTGGCCGCTGTTCT
ViChsV.0961...CCATATGGGCCAATTCGAGTTTCATACCACCCTTGGGACCACGCCAGCTGCTGATGATAG
ViChsV.1021...TGGCGGATATTCTCATGAAGGAGGCGAGAACATAACCAGAGTCAGCAATCGGGATACACT
ViChsV.1081...CGGAGTAATCGCTGCCTTCTTGGGCGTGTCCGCAAATGATTTGGAACAGTGCCTGGGCTA
ViChsV.1141...CAAGACGAAGAAACTGCACAATGAGCGTGTGACTGTCATGCTTGACCCTGAAGGAGCTCG
ViChsV.1201...ACAGAATGCAGATGAAATGGCCCGGACCTTGTACTCTTTACTCGTGGCCTGGGTCGTGGA
ViChsV.1261...GTCCATGAATTCTCGAATCAGTGTGCCCGAAGAAACTATTGGTAACACAATCTCCATTGT
ViChsV.1321...AGACTTCCCCGGATTTGCTGTTCAGCCATCCTCCGATGATGTTCTGGATCAACTTCTGAA
ViChsV.1381...CAACGCTGCTACCGAGGCGCTGTATCATGTCTGCCTGCAAAACTTCTTCGAGCGACAAGT
ViChsV.1441...GGACATGCTTGACACCGAAGAGGTGGTCATTCCTGCTACGAGCTATTTCGACAATTCGGA
ViChsV.1501...TGCGGTCAAGAGGCTGCTCAAGTCTGGAAATGGTGTGCTGGCAATCCTGGACGGCGAGAC
ViChsV.1561...CAGAAAAGGAAAGACGGATCATCAGTTCCTAGAGACGCTCAAGAGGCGATTTGAAAACAA
ViChsV.1621...ARATCCTTCAATCGTGGTTGGCAGCACCACTACAGTCATGCCAGGAAGCAATTTTGCTAC
ViChsV.1681...TCGTAACGCCTCGGCCTCGTTCTCTATCAAGCACTTTGCTGGAGAGGTCGATTACCCTAT
ViChsV.1741...TGAAGGTTTACTGGAAGCCAACGCTGAGGTCATTTCTGGAGATGTGATGAACATGATGGG
ViChsV.1801...CTCAACTCAARACGATTTCATGCGAGAACTTTTCGGTCAAGAAGCTCTAAGCARAGTCCA
ViChsV.1861...CCACCCCAAAGAGCCCACTGCTGTTTTACAGGCAGCTGTGGCCTCARAGCCTATGCGAAT
ViChsV.1921...GCCCAGTATGGCTAAGAAAAAGTACGATAGAATGGCCCGTTTGACGGCAGAGAGACCAGC
ViChsV.1981...TCGCGATGCCGGCACGATGAGTGACGATGGCAAGAGTAGCATTTTCGGAGGACGTACCGG
ViChsV.2041...TAAAGATGTAGGAGCTCAAGCAGGAATTGCCTCGCAATTCTTATCGGCCTTGCAAAATGT
ViChsV.2101...GACCAAAGCCCTTGCGGCGCCGAACACAAACTCGCACTACATCTTTTGTCTCAAATCCAA
ViChsV.2161...CGACCGACGAATTGCGAATTCCTTCGACAGCARATGTATTCGACAACAGATTCAAACATT
ViChsV.2221...TGGCATAGTCGAGATCAGCCAACGCCTCCGCAATGCCGACTTCAGCGTCTTCATGCCCTT
ViChsV.2281...TGACGATTTCAACACGTCAGCTGAAGGAGATGCTATTTTCATTGGCAGCCCCAAGGAGAA
ViChsV.2341...GGCCGAGAATATTTTGGACGAGCGAGGGTGGCGAGGCAACGAAGCTCAGGCCGGTGCAAC
ViChsV.2401...TGGCGTGTTCCTTAGTGAGCGATGTTGGTTGGACATTGCGAGCGTGCGAACTCGCGCTGT
ViChsV.2461...TCCTGCTGGAGGCAAACGTTTCCTGAGAACGGAGAACGACAGTGGCGACCACTTGACGCC
ViChsV.2521...CGGCACGCCTGGCTTCAGTGATTCCCGTGTACGTCTGCTGAACTCTCAGACACCTTCCCC
ViChsV.2581...TGGCGGATTCTACAGCGATGACAAAACCGGTAGTTATTTTGGCGGTCGTGATGTTGATGC
ViChsV.2641...CAAGTCCGATGCGGGTGTATCTGCTATTAATGGAGGAGACATGTTCCGCAATTTCGAGAC
ViChsV.2701...TCGGGAGCACATGGCCGAGARAGGCAACGAGGCCAAATTGGAGACTGTTGAAGAGCACCC
ViChsV.2761...AGTCTCAGGCAGTCGCAAACGTTGGATGTTCTTCATCTGGCTACTGACCTTTTACATTCC
ViChsV.2821...TACGCCGTTGATCCGTGTTGGCGGAGGCTGGARAGGAGGACGGAAGGATGTGARGACGGC
ViChsV.2881...GTGGCGAGAAAAGCTTGCCATCAATATTCTCATCTGGCTTAGTTGCGCTTTCGTCATCTT
ViChsV.2941...CTTCATGAGTAGGTACCAATTCTCCGAAAATACAGAGCAGCACTAACAAGTATCAGTTGG
ViChsV.3001...TTTCCCAGAGTTGATTTGCCCTAAACAGGATGTATTTTCGCCCGCAGAATTGACGTCGTA
ViChsV.3061...TAATAACAAAGGCAAAAGCGGTGCCTACGTGTCTATCCGTGGTGTGGTTTACGACCTGAA
ViChsV.3121...AGCCTTTTCCGGCCGTCACTACCCGAACATCATTCCTGCCAAGTCTCTTCTCAAGTACTC
ViChsV.3181...CGGTCTTGATGCTACTACTCTGTTCCCTGTCCAAGTCTCGGCGCTATGTGCAGGAAAGGA
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ViChsV.3241...CGGCTCTATTGACCCCGCGGTTCAACTGGACTATTCCAGCACGAATTACACTGGAACCAC
ViChsV.3301...CACCTCCACATCTACCCTAGATGTGAACGCCAGATACCATGACTTCCGTTGGTTCACAAA
ViChsV.3361...CGATTCACGACCAGACTGGTGGTTTGAGCAGCAGTATATGCTGAAGCACAAACTACCTGA
ViChsV.3421...AAAGGTCGCGTCGGTTACACCCCTACATATGTGCATACACTCGGTACAACCAAGCAGARA
ViChsV.3481...TCCATTGGAATAATACACAGCAAGATTTACGACATGACATCATACATCGTTGGGGGACGA
ViChsV.3541...ACCCCCCAGTATCCCGCTGGAAGCAACAGATCTGACCAAGCACAACCTGATTCCAACTTC
ViChsV.3601...ATGGATGACTCGGTCGTGAACCTGTTTCAAACTCTTTCCGGTTCCGATCTATCCAAGTTA
ViChsV.3661...TGGGACAGTTTGACCCTTGATGCAGGAATGAAAGACCGGATGCTAACCTGCCTCAACAAT
ViChsV.3721...TIGTTCTATGTTGGAGATGTGGATACGCGGAACTCAACCCAATGTCTATTCGCCAAGTAT
ViChsV.3781...CTCCTGTTGTCCATCACGATTCTGTTGGTCAGTGTCATTGGATTCAAGTTTCTAGCCGCG
ViChsV.3841...CTGCAATTCGGCAAAAAAACTGTCCCCGAGAACCTCGACAAATTTGTCATGTGTGTITATT
ViChsV.3901...CCTGCATATACCGAGGACGAAGATTCTCTGCGACGTGCGATGGACTCTATTGCCCGCATG
ViChsV.3961...CGTTACGATGATAAAAGAAAACTGATGGTCGTCATCTGTGACGGAATGATCGTAGGACAG
ViChsV.4021...GGCAATGACCGTCCAACACCTCGCATCGTIGCTTGACATCTTGGGAGTTCCAGAATCGATG
ViChsV.4081...AACTCAGAAGCTCTCAGCTTTGAGAGTTTGGGCGAAGGCATGAAGCAACACAATATGGCC
ViChsV.4141...AAGGTCTACTCCGGTTTGTATGAGGTCCAAGGTCACATCGTACCTTTTATGGTGATAGTC
ViChsV.4201...AARAGTCGGCAAGCCTTCCGAGGTTCAGAAGTAAGTGGTCCGATGCTCCCTATAATACACA
ViChsV.4261...AGAAATGCTAATTCAACATAGACCCGGCAATCGTGGCAAGCGTGACTCCCAGATGATCTT
ViChsV.4321...GATGCGTTTCTTGAACCGCGTACACTACAACCTAGCAATGACTCCCATGGAACTCGAAAT
ViChsV.4381...GCACCACCAAATTCGCAACATTATCGGCGTAAACCCTACGTTTTACGAATTTTGCTTTICA
ViChsV.4441...GATTGATGCCGATACCGTCGTTGCACCCGATTCTGCCACTCGCATGGTCTCCGCTTTCGT
ViChsV.4501...CGACGACACCCGCCTTATCGGTGTATGTGGTGAGACTGCCCTCACAAACGCCAAGGCTTC
ViChsV.4561...CATGGTCACTATGATGCAAGTGTACGAATACTACATCTCACACAATCTCACAAAAGCCTT
ViChsV.4621...CGAGAGTITTGTTCGGCTCTGTCACCTGTCTTCCCGGTTGTTTTTCAATGTACCGTATCCG
ViChsV.4681...TGCAGCTGAGACCGGCAAGCCACTCTTCGTAAGCAAGGAAGTCGTGGAAGCCTATTCGGA
ViChsV.4741...AATCCGTGTCGATACTCTACACATGAAGAATTTGCTCCACCTTGGTGAGGACAGATACCT
ViChsV.4801...CACAACGCTGTTGCTCAAGTTCCACTCTCAATTCAAGACGAAATACATCTTCAGAGCACA
ViChsV.4861...CGCCTGGACCATCGCACCCGATACCATGAAGATTITTCTTIGTCACAACGTCGTCGATGGAT
ViChsV.4921...TAACTCCACGGTACACAATCTCATCGAGTTGATCCCACTCCAACAGCTTTGCGGATTCTG
ViChsV.4981...TTGICTCAGTATGCGATTCATCGTCTITTGTCGACTTGCTCTCCACAATCGTGCAACCCGT
ViChsV.5041...CATTGTCGGCTATCTCGCCTACCTCGTCTACATTATGCTCAAGACACCCGGCGTCATTCC
ViChsV.5101...TACCACCACCTTCATTCTTCTCGGTGCCATCTACGGTCTCCAAGCCATCATCTTTATCCT
ViChsV.5161...ACGTCGCAAATGGGAAATGATCGGCTGGATGGTGATCTACATCCTCGCAACACCTATGTT
ViChsV.5221...CGCCTGCGCCCTACCTCTCTACTCCTTCTGGTACACGGACGATTTCTCCTGGGGAAATAC
ViChsV.5281...CCGTGTCGTGACCGGAGAAAAGGGTCAAAAAGTCATCATTTCCGACGAAGGAAAATTCGA
ViChsV.5341...TCCTGCCTCCATCCCCAAGAAGAAGTGGGAAGAATACCAAGAAGAACTTTGGGATGCCCA
ViChsV.5401...AACCGAACACGGCGAAAACAGATCAATGGTCTCGGGCATCTCCTACGCAACGAAATCATG
ViChsV.5461...GCATATGACTGGATCTGGTCCACAATCGGAATATAACATGCAACCCAGCCAACCCATGTC
ViChsV.5521...GCATCTTGACGCGCCACCAAGGTATGGGAGTAGGATGTCTATGGCGCCTAGTCAACATAT
ViChsV.5581...GAGTGAAATGGAGATGAGCGAGTTGCCGATGGCTGCGCAGGGTGAAGGACCTGGACAAGA
ViChsV.5641...TGTTCTGCTGGCTGAGATTCGGGATATCCTGAGTAAAGCTGATTTGATGACGATCACTAA
ViChsV.5701...GAAGGGTGTCARACAGGAGCTCGAGAGGAGATTTIGGTGTCAACCTTTGGGCGCAGAGGGC
ViChsV.5761...GTATATTGGGAGTGCAACGGAGTCGATTCTAAACGGGACGTTGTAGGCGCGTTTGTTCTT
ViChsV.5821...TTTTGCCGTCTTITTTCCTAATCTCGATTGCATTGCATTGGGAATACTGGAAAATCTGTTT
ViChsV.5881...CTTTGCGCATGGGATGTGGGTATTTAATGTGTTGTTGGGGCCTCTGCATCGACTGACACA
ViChsV.5941...CTCCTTIGTGCGTATCTGGATTGGGGGGTATGGGAAGGTGTTTGGTGGTGTTTIGGGTTTG
ViChsV.6001...TATATTTGGTTAGGACGTCATGTTAGGTAGGGCATGGAACAATATGTGTACTATTGTAAT
ViChsV.6061...AAAATCTTGGCAATCTATCCCTCTGTATTTIGTTTCTGTCTCAATGAGAAAAATTATGCG
ViChsV.6121...ATCTTGAGGTGTTGATATTCCCATCCTGAGTATCATTAATGATTCTCAGGAACAGCCCTT
ViChsV.6181...CTGGTGCCACCATCTTTCCTCCTCTTTACCTCTTIGGACTTAGTCCGTATTCTCTTCTTTT
ViChsV.6241...CCTCTCCCATCTTCGCTCTCATCTCTGGTAAACACGATAGTCGAC
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9.4.5 Protein-Alignment ViChsV und GgChsV

Mit Hilfe des Online-Tools GeneBee
(http://www.genebee.msu.su/services/malign_reduced.html) wurde die Proteinsequenz des
Chitinsynthase Klasse V Gens aus Glomerella graminicola (WERNER ET AL. 2007; NCBI-
Genbank-Nummer: AAL23719) — GgChsV mit der putativen Proteinsequenz des
Chitinsynthase Klasse V Gens aus V. inaequalis (ViChsV) verglichen. Dabei zeigte sich eine
Homologie von 72,2 Prozent. Konservierte Regionen wurden ebenfalls lokalisiert. Myosin-
Motor-Domaine (hellgraue Markierung); Cytochrom-b5-like Heme/Steroid-Bindungs-
Domine (dunkelgraue Markierung); Glycosyltransferase / Chitinsynthase C- Domine
(scharze Markierung) und die Terminale DekC-Doméne (schwarze Umrahmung).

K o e ettt et ettt e ettt e e e e e e
ViChsV ( 1) MDLim e e e e e e e
GgChsV ( 1) MAMNLPPIGGNSGGAHTQPSLPSLPAHSQSDTQLTAHLASRFHVSLPTARLSSHALISLN

ViChsV ( 4) -
GgChsV ( 61) TYTSSAKGPDGGKDGSAMGGAEDIADRAWIRLGHRSENQAVVFLGESGSGKSTIRSHLLT
..... R R Rk | KAk ok kg KKk kK kKK ok k kg kA KKK kKKK KKK Rk ok ok
ViChsV ( 4) ————- TGTPLSNRLSNAAFIFDSFTTTKTATTHTASRAGLFYELQYEHSSSTNPTLIGGK
GgChsV ( 121) AFLGKSSTPLSTKVSLAAYVEDTLTTTKTATTPTASKAGLFYELQYDTATTTNPVLIGAK
B T e e i LK kKy
ViChsV ( 59) LLDHRLERQRISTVPIGERNFHVLYYLMAGTSEKEKAHLGLDNPGFLSDHKRSSGGKRWR
GgChsV ( 181) LLDHRLERSRITDIPTGERNFHILYYLMAGTSAAEKSHLGFETPAGV-—————— AQKRWK
KAK YK Kk ok ok ok Rk KKK Ak kR KRR AR L KKK kK LRk Rk LK
ViChsV ( 119) YLGNPKMLNIGIDDKAGFTDFRKALQKVQFSNHEIGEICQVLAAVLHMGQFEFHTTLGTT
GgChsV ( 234) YLGHPTQLKVGINDAEGFQVFKNALKKLEFPRSEIAEICQILASILHIGQLEFETTSDTQ
bR Rk ok ok ok kA Kk ok kK Kk kKR ok ok kKKK kK p KK kg KRk ok k ok ok ok kK
ViChsV ( 179) PAADDSGGYSHEGGENITRVSNRDTLGVIAAFLGVSANDLEQCLGYKTKKLHNERVTVML
GgChsV ( 294) ATGDDSGGFSHEGGQTVTAVKNKDVLGIVAAFLGVGTQDLQTTLSYKTKMIHKERVTIML
Hok | hok K g ok kK K ko k ok K K K ok k ok Kk ok kg Kk R Lk kK ok Rk ok k kAR Rk kg g
ViChsV ( 239) DPEGARQNADEMARTLYSLLVAWVVESMNSRISVPEETIGNTISIVDFPGFAVQPSSDDV
GgChsV ( 354) DPVGARSHANELARTLYSLLVAYIVESINQRICAPEENVANTISIIDFPGFAQQAATHSA
ok kK K Kk Lk kK Kk kKK K p ok p ARk p Rk k| Kk kA kR Rk ok kR Rk kK
ViChsV ( 299) LDQLLNNAATEALYHVCLONFFERQVDMLDTEEVVIPATSYFDNSDAVKRLLKSGNGVLA
GgChsV ( 414) LDQLLNNAACEALYNLTLONFFDRKADMLENEEVSVAATSYFDNSDAVRGLLKPGNGLLS
B T T T T
ViChsV ( 359) ILDGETRKGKTDHQFLETLKRRFENKNPSIVVGSTTTVMPGSNFATRNASASFSIKHFAG
GgChsV ( 474) ILDDQTRRNRSDLQFLESLRKRFEGKNPAITPGSANTRLPGSNFYTENTAASFTVKHFAG
B B T I . I 2 = S
ViChsV ( 419) EVDYPIEGLLEANAEVISGDVMNMMGSTQNDFMRELFGQEALSKVHHPKEPTAVLQAAVA
GgChsV ( 534) EVDYPVKGIIEENGEVISGDLLNMINSTKSEFVARLFGQEALKTVTHPKERSTVMQATIS
PRk kK ok kSR B LR L h T h = i
ViChsV ( 479) SKPMRMPSMAKKKYDRMA-—————— RLTAERPARDAGTMSDDGKSSIFGGRTGKDVGAQA
GgChsV ( 594) SKPTRAPSVMSRKTTRTARNQRRIQQYHQQQDEASQDELDRVSEGNSQSGSVSKLQASEQ
H KKK p R kKKK p k| K gk ok ok ok K K R Rk ok A K kR ok ok kK K kR k k| Kk Rk kK K K R kK
ViChsV ( 532) GIASQFLSALQNVTKALAAPNTNSHYIFCLKSNDRRIANSFDSKCIRQQIQTFGIVEISQ
GgChsV ( 654) GASGQFLASLDNVTKSVADPSTNSYFVFCLKPNDRRIANQFDSKCVRTQVQTFGIAEISQ
B B T O  H I T e i Lt
ViChsV ( 592) RLRNADFSVFMPFDDFNTSAEGDAIFIGSPKEKAENILDERGWRGNEAQAGATGVFLSER

GgChsV (714

RLRSADFSLFLPFGEFLGLADSDTILVGTERERVELVVEDKHWPSNEVRIGSTGVFLSER
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B R S o R it et e T o A R SR B o S 4.

ViChsV ( 652) CWLDIASVRTRAVPAGGKRFLRTENDSGDHLTPGTPGFSDSRVRLLNSQTPSPGGFYSDD
GgChsV ( 774) CWMEIAQLSDSASATGRYNLPSDAGDGLTPQDTPFAASKERLLSAGNTPLMYGEKGKNG—
kR | kk kg kkkk kg ok kkk kKA k kR ko k| p kK kkk gy K kkkR
ViChsV ( 712) KTGSYFGGRDVDAKSDAGVSAINGGDMFRNFETREHMAEKGNEAKLETVEEHPVSGSRKR
GgChsV ( 833) —----YFGPDGSDARSEAGVSAFGGGDMFKNLDTREQMAERGNEKSLEEVEEFKDSPSRKR
Kk kg ok kkkk g kkk | k44 kkkkpgkkkkkkkkkppkkk Kk Kkpk Ak

ViChsV ( 772) WMFFIWLLTFYIPTPLIRVGGGWKGGRKDVKTAWREKLAINILIWLSCAFVIFFMIGFPE
GgChsV ( 889) WVFMVYVMTWFVPDILIRKMGRMP--RKDIRVAWREKLAINMMIWLFCLFAAFFIVIFPK
Ak k Kk kk g kkpk g pkkpy kkkpkkkkkpkk gk kkkk  pkyikyk gkik x
ViChsV ( 832) LICPKQDVFSPAELTSYNNKGKSGAYVSIRGVVYDLKAFSGRHYPNIIPAKSLLKYSGLD
GgChsV ( 947) LICPTQHVYSAEELSSNDGKGSDPAYVAIRGVVIDLGSFAPRHYPPYVTVKQLKNYAGKD
DI + 5 5 5% x k% kxkkhkkh 5 KRk g Rk phkyL | pppRpk  p Rk R AR KRR ARE
ViChsV ( 892) ATTLEPVQVSALCAGKDGSIDPAVQLDYSSTNYTGTTTSTSTLDVNARYHDFRWFTNDSR
GgChsV ( 1007) ESALEPIQVSALCQGKDGSVDPHVTLDYRNTNLTGSAQL-ASIDLNFKYHDFRYFTNDSR
Rl T I o

ViChsV ( 952) PDWWFEQHKIYDMTSYIVGGRTPQYPAGSNRSDQA-————————————————————————
GgChsV ( 1066) PDWYFEQMTMLKNLYLKGAVGYSPQYVKTLANKQONILILGGRVYDMTQYLAGGNKMQAK

T T LT

ViChsV ( 987) ———————— QPDSNEFMDDSVVNLFQTLSGSDLSKLWDSLTLDAGMKDRMLTCLNNLEYVGD

GgChsV ( 1126) AGESVPDDQSLSRFMDSSVEALFQGKAGTDITELWDNLAMDPALKQRMKVCLDNLFYVGD
B T L N I
ViChsV ( 1039) VDTRNSTQCLFAKYLLLSITILLVSVIGFKFLAALQFGKKTVPENLDKFVMCVIPAYTED
GgChsV ( 1186) VDTRNSARCQFAEYLVLVVSIILCSILGFKFLAALQFGGKNMPENLDKFVMCQIPAYTED
Kk kK Kk Kk Kk K ok ok ok ok Kk ko ko ko Kk kR ok kR kK ok ok k kK Rk Rk kK kg bk Rk
ViChsV ( 1099) EDSLRRAMDSIARMRYDDKRKLMVVICDGMIVGQGNDRPTPRIVLDILGVPESMNSEALS
GgChsV ( 1246) EESLRRAIDSAARMHYDDKRKLLVVICDGMIIGQGNDKPTPRIVLDILGVSDTVDPEPLS
ok kK ok kK ok ok K ok kK ok K ok ok kR K ok K ok ok Rk Lk ok K ok ok ok ok ok ok [
ViChsV (  1159) FESLGEGMKQHNMAKVYSGLYEVQGHIVPFMVIVKVGKPSEVOQKI
GgChsV ( 1306) FESLGEGQKQHNMGKVYSGLYEVQGHIVPFLVVVKIGKPSEVS

ViChsV ( 1219) N /N TPMELEMHHQIRNIT
GgChsV ( 1366) /N LELEIYHQIRNIT

ViChsV ( 1279)
GgChsV ( 1426)
ViChsV ( 1339)
GgChsV ( 1486)

ViChsV ( 1399)
GgChsV ( 1546)

K KKK LK AR KRR LR KRR K R KRR KK K K KR KKK K R KRR KK Kk Kk gk

ViChsV ( 1459) YLAYLVYIMLKTPGVIPTTTFILLGAIYGLQAIIFILRRKWEMIGWMVIYILATPMFACA
GgChsV ( 1606) YIIYLIVMVVONPTVVPVAAFVMLGAIYGLQAIIFILRRKWEMIGWMILYIVAIPVEFSFA

R T L N e L R R L L
ViChsV ( 1519) LPLYSFWYTDDFSWGNTRVVTGEKGQKVIISDEGKFDPASIPKKKWEEYQEELWDAQTEH
GgChsV ( 1666) LPLYSFWHMDDEFNWGNTRVIAGEAGKKIVISDEGKFDPSVIPKKKWEEYQAELWDAQTNK

B R R R Tk R S R I S ok ST S S
ViChsV ( 1579) GENRSMVSGISYATKSWHMTGSGPQSEYNMQPSQPMSHLDAPPRYGSRMSMAPSQHMSEM

GgChsV ( 1726) EDARSEASGYSYATKGQVPMSEYGYHSRPGSIAGGYAPPRAPGMGYDQRNMSRMSLAASE
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et Ko L T R R R
ViChsV ( 1639) EMSELPMAAQGEG-——-—————— PIGQDVLLAETIRDILSKADLMTITKKGVKQELERRFG
GgChsV ( 1786) MGGNRNSQFGGSQFFSPEDMVGLP|SDDALLAEIREILRTADLMIVTKKGIKQELERRFG

KRR KA RRAK LR x %
ViChsV ( 1689) LWAQRAYIGSATESILNGTL
GgChsV ( 1846) [PLDAKRQHINSATEALLSGQL

9.4.6 Vergleich der Sequenzen Mil30 und CKChsV

9.4.6.1 Vergleich der Nukleotidsequenzen

B i o R O T R e e R

Mil30 ( 1) AAACCGGGGAATCGGGGGAAACGTGACTCTCAGATGATTCTCATGCGTTTCCTCAACCGC
CKChsV ( 1) AAGCCGGGGAATAGGGGGAAACGGGACTCACAGATGGTTCTGATGCGTTTCTTAAACAGG

O ke ko PR st b U b R R L b S b o R ST b S o Rk o S e
Mil30 ( 61) ATTCACTACAATCTGCCCATGAGCCCTATGGAGCTGGAGATGCACCATCAAATTCGCAAT
CKChsV ( 61) GTCCATTACAATGCTCCCATGAGTCCACTTGAGCTCGAAATGTATCACCAAATAAGAAAT

B R o o R R e e et o o R S e

Mil30 ( 121) ATTATCGGTGTCAACCCAACTTTCTACGAATACATTCTACAGGTCGATGCCGATACAATG
CKChsV ( 121) ATCATAGGCGTTAACCCTACCTTTTACGAATACATGCTACAAATTGACGCAGATACAGTT

R P T P R R R et S
Mil30 ( 181) GTTGCACCGGATTCCGCCACTCGGTTCGTTTCGGCATTCCTCTCTGATACACGCCTCATC
CKChsV ( 181) GTTGGTGCCGATTCAGCTTCTCGTATGGTGTCAGCCTTCTTAGATGATACACGACTTATC

B e i i o o P T L R R AT A et A
Mil30 ( 241) GGTGTTTGTGGAGAGACTGCCCTATCCAACGCGAAAACATCCATGGTCACGATGATCCAG
CKChsV ( 241) GGAGTTTGTGGGGAAACTGCTTTATCAAATGCCAAATCTTCGTITTGTCACTATGATTCAA

B T P S T T et SV 2 N
Mil30 ( 301) GTTTACGAGTACTATATTTCCCACAACTTGATCAAGGCATTCGAGAGTCTATTCGCTTCC
CKChsV ( 301) GTTTACGAATATTATATATCCCACAATCTTTCAAAAGCCTTCGAGAGTTTIGTTCGGAAGT

B PP SN Y
Mil30 ( 361) CTCGATTCCCCGGTT-—-——--— - - e
CKChsV ( 361) GTCACGTGTTTACCTGGCTGCTTCACCATGTACCGAATTCGAGCAGTAAATTCAGGTARA

9.4.6.2 Vergleich der putativen Proteinsequenzen

Kk ok K K K ok K kK R kK Kk K kK Kk K ok ok ok ok K kK ok ok K K ok K ok K ok ok K kK ok ok kK ok kK ok

Mi130 ( 1) KPGNRGKRDSQMILMRFLNRIHYNLPMSPMELEMHHQIRNIIGVNPTFYEYILQVDADTM
CKChsV ( 1) KPGNRGKRDSQMVLMRFLNRVHYNAPMSPLELEMYHQIRNIIGVNPTFYEYMLQIDADTV

BT R Y
Mil30 ( 61) VAPDSATRFVSAFLSDTRLIGVCGETALSNAKTSMVTIMIQVYEYYISHNLIKAFESLFAS
CKChsV ( 61) VGADSASRMVSAFLDDTRLIGVCGETALSNAKSSFVTMIQVYEYYISHNLSKAFESLEFGS

+
Mil30 ( 121) L
CKChsV ( 121) v
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