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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation behandelt die Entwicklung von Methoden zur
Herstellung cisgener Apfelpflanzen. Da die klassische Apfelziichtung ein
langwieriger Prozess ist, bietet das kirzlich vorgestellte cisgenetische Konzept
eine vielversprechende Mdoglichkeit, um resistente Apfelsorten in relativ kurzer
Zeit zu produzieren. Die Hauptziele der vorliegenden Arbeit sind: (1) die
Entwicklung eines cisgenetischen Ansatzes unter Verwendung eines Clean
Vector Technologie Verfahrens auf Basis eines hitzeinduzierbaren Flp/FRT
Rekombinasesystems; (2) die Identifizierung des Rvil5 Schorfresistenzgens von
GMAL 2473, um ein weiteres apfeleigenes Resistenzgen fur Transformationen
verfugbar zu machen wund (3) die Anwendung des apfeleigenen
Transkriptionsfaktor-kodierenden Gens MYB10 als potentiellen morphologischen

Marker.

Im den ersten beiden Teilen der Arbeit wurden die Apfelsorten 'Brookfield
Baigent', 'Mitchgla’, 'Novajo' und 'Pinova’ durch einen cisgenetischen Ansatz
gentechnisch verandert. Dabei wurde das apfeleigene Schorfresistenzgens Rvi6
aus der Wildapfelakzession Malus floribunda No. 821 in diese Sorten Ubertragen.
Durch die Anwendung eines Monitoringvektors konnten im Vorfeld drei neue
Methoden zur Aktivierung des hitzeinduzierbaren Flp/FRT Rekombinasesystems
etabliert und das System durch Expressionsanalysen molekular genauer
charakterisiert werden. Bei den neuen Methoden erfolgte die Hitzebehandlung
von Blattern bzw. Blattexplantaten bei 42 °C fur 4 h bei 100 % Luftfeuchte
(Methode ,Feuchtekammer”), auf festem Néahrmedium (Methode ,Mediumplatte®)
bzw. in Flussigkeitkeit (Methode ,,ddH20"/,MSQO").

Zwei cisgene Apfellinien, iM879-68 und iM946-193, wurden erzeugt. Die cisgene
Linie iM879-68 der Sorte 'Pinova’ wurde mit Methode ,Feuchtekammer” und die
cisgene Linie iM946-193 der Sorte 'Brookfield Baigent' mit der Methode ,MSO*
generiert. Beide cisgene Linien zeigten einen einzelnen T-DNA-Integrationsort.
Das prazise Ausschneiden der Rekombinasekassette aus der im Apfelgenom
integrierten T-DNA wurde per Sequenzierung belegt. Beide cisgene Linien
besallen eine verbesserte Schorfresistenz gegentber dem Venturia inaequalis

Isolat 104 (Rasse 1) im Gewéachshaus und zeigten ein vergleichbares Rvi6

11



Zusammenfassung

MRNA-Expressionlevel zu traditionell geziichteten Rvi6é tragenden Sorten. Die
vorliegende Arbeit belegt die erstmalige Produktion cisgener Apfelpflanzen tber
Anwendung des FIp/FRT Rekombinasesystems.

Im  dritten  Teil der Arbeit wurde die Prasenz  der drei
Schorfresistenzkandidatengene Vr2-A, Vr2-B und Vr2-C des Rvil5 Locus in
gewahlten  schorfresistenten und schorfanfalligen Nachkommen einer
Kartierungspopulation GMAL 2473 x M. xdomestica 'Golden Delicious' durch
einem PCR-basierten Ansatz untersucht. Funf analysierte Samlinge der
Kartierungspopulation zeigten eine Rekombination innerhalb des Rvil5 Locus. Da
in allen begutachteten schorfresistenten und schorfanfalligen Nachkommen die
drei Schorfresistenzkandidatengene anwesend bzw. abwesend waren, konnte
keines der drei Kandidatengene als Schorfresistenz vermittelndes Gen identifiziert

werden.

Der vierte Teil der Arbeit fokussierte das apfeleigene MYB10 Gen, von dem ein
naturliches Allel (MYB10 (R6)) eine sichtbare Anthocyananreicherung in allen
Geweben des Apfels verursacht. Das MYB10 (R6) Allel weist eine Insertion im
Promotor des MYB10 Gens auf, ursdchlich fur die Autoinduktion der MYB10
Genexpression. Das Vorkommen des MYB10 (R6) Allels wurde in genetischen
Ressourcen des Apfels artibergreifend untersucht. Diese molekularen Daten
wurden mit phé&notypischen Daten zur Fruchtfleischfarbe und roter Pigmentierung
abgeglichen. Fur eine Vielzahl von Akzessionen und Sorten wurde ein definierter
Abschnitt des MYB10 Promotors sequenziert und offenbarte drei verschiedene
MYB10 Promotorhaupttypen: das am h&aufigsten vorkommende MYB10 (R1) Allel,
das MYB10 (R6) Allel und das bisher unbekannte ~1 kb MYB10 Allel. Alle
rotfleischigen Akzessionen der Malus Sammlung der Obstgenbank Dresden
besallen das MYB10 (R6) Promotorallel und sind Apfelarten zugeordnet, die
ursprunglich in Asien beheimatet waren. Ein Regenerationsversuch mit
MYB10 (R6) transgenen Apfellinien zeigte eine eingeschrankte Verwendbarkeit

des MYB10 (R6) Allels als morphologischen Marker fiir die Sorte 'Pinova'.
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Abstract

This thesis studies the development of methods to generate cisgenic apple plants.
As classical apple breeding is a time consuming process, the concept of
cisgenesis, recently presented, is a promising opportunity to develop resistant
apple cultivars in a relatively short time frame. The major objectives of this study
are (1) to develop a cisgenic approach via the Clean Vector Technology exploiting
a heat inducible FIp/FRT recombinase system, (2) to identify a further apple
specific scab resistant gene Rvil5 of GMAL 2473 to be used in transformations,
and (3) to utilize the apple specific transcription factor coding gene MYB10 as a

potential morphological marker.

In the first two parts, the apple cultivars '‘Brookfield Baigent', ‘Mitchgla’, 'Novajo’
and 'Pinova' were genetically engineered in a cisgenic approach using the apple
own scab resistance gene Rvi6 of the wild apple accession Malus floribunda No.
821. In Advance, three new methods to activate the heat inducible Flp/FRT
recombinase system were tested by means of a monitoring vector, and a
molecular characterisation of the system followed by analysing the expression of
transferred genes. During the new methods, heat induction treatment of
leaves/leaf explants was conducted at 42 °C for 4 h at 100 % humidity (method
“wet chamber”), on solid media (method “plate surface”) and in liquid media
(method “ddH20"/"MSO").

Two cisgenic apple lines were generated, namely iM879-68 and iM946-193.
Cisgenic line iM879-68 of the cultivar 'Pinova’ was produced using the method
“wet chamber” and cisgenic line iM946-193 of the cultivar 'Brookfield Baigent' was
produced using the method “MSQO”. Both cisgenic lines showed one T-DNA
integration site. The correct excision of the recombinase cassette out of the
T-DNA located in the apple genome was confirmed by sequencing. Both cisgenic
lines were proofed to be resistant against Venturia inaequalis isolate 104 (race 1)
in greenhouse tests and showed Rvi6 expression levels comparable to traditional
bred Rvi6 harbouring cultivars. This study reports for the first time about

generation of cisgenic apple plants based on a FIp/FRT recombinase system.

In the third part, the candidate genes Vr2-A, Vr2-B and Vr2-C at the Rvil5 locus

were investigated by PCR in selected scab resistant, respectively scab
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susceptible descendants of a mapping population GMAL 2473 x M. xdomestica
'‘Golden Delicious'. Five investigated seedlings of the mapping population showed
a recombination event within the Rvil5 locus. Due to the presence of the three
candidate genes in all investigated resistant descendants and the absence of the
three candidate genes in all investigated susceptible descendants, none of the

candidate genes was identified as the resistance mediating gene.

In the fourth part, the MYB10 gene of apple, exhibiting a natural allele
(MYB10 (R6)) that causes a visible anthocyanin accumulation in all tissues of
apple, was used. The MYB10 (R6) allele has an insertion in the promoter region
of the MYB10 gene, responsible for autoinduction of the MYB10 gene expression.
The incidence of the MYB10 (R6) allele was studied in genetic resources of the
genus Malus. These molecular data were compared to phenotypic data for fruit
flesh colour and red pigmentation. A defined promoter region of MYB10 was
sequenced for numerous apple accessions and cultivars and revealed three main
types of the MYB10 promoter: the most frequent MYB10 (R1) allele, the
MYB10 (R6) allele and the previously unknown ~1 kb MYB10 allele. All red
fleshed accessions of the Malus genebank collection carried the MYB10 (R6)
allele and belong to Malus species native to Asia. A regeneration experiment with
MYB10 (R6) transgenic apple lines showed a restricted usability of the
MYB10 (R6) allele as a morphological marker for the cultivar 'Pinova'.
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GM genetisch veréndert (genetically modified)
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HCI Salzsdure

Hervf Gene des Rvi6 Schorfresistenzlocus (homologs to C. fulvum resistance
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ZR Zeitreihe
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Apfel

1.1.1 Systematik und Taxonomie

Die Gattung Apfel (Malus) gehdrt zu der Familie der Rosengewachse (Rosaceae),
welche innerhalb der Ordnung Rosenartige (Rosales) den zweikeimblattrigen
Bedecktsamern zugeordnet wird (Marz, 2011). Innerhalb der Rosengewéchse
wird der Apfel in die Subfamilie Spiraeoideae eingeordnet und dort, Gber den
Supertribus Pyrodae und den Tribus Pyreae, in den Untertribus Pyrinae
eingegliedert (Potter et al, 2007). Dem Untertribus Pyrinae sind neben dem Apfel
29 andere Gattungen zugeordnet, unter anderen Pyrus (Birnen), Sorbus
(Mehlbeeren), Mespilus (Mispeln) und Aronia (Apfelbeeren) (Potter et al, 2007).
Eine klare Artabgrenzung innerhalb der Gattung Malus ist schwierig und noch
nicht endgultig geklart. Neben den Primararten, die in Sektionen eingeteilt
werden, beinhaltet die Gattung Malus Arthybriden. Diese Arthybriden kdnnen auf
nattrlichem Wege oder kinstlich entstanden sein (Luby, 2013). In der
vorliegenden Arbeit folgt die botanische Nomenklatur der Apfelarten einem
Klassifizierungssystem nach Rehder (1949), Langenfeld (1991) und Forsline et al
(2003).

1.1.2 Herkunft und Bedeutung als Kultursorte

Der kultivierte Apfel, Malus xdomestica Borkh., ist aus interspezifischen
Hybridisierungen hervorgegangen, wobei Malus sieversii schon seit langerem als
ein Hauptvorfahr gilt (Janick et al, 1996). Neueste Erkenntnisse zeigen, dass die
Evolution des Kulturapfels lber einen langen Zeitraum verlief und dabei
mindestens zwei Wildarten involvierte (Cornille et al, 2012). Die Wildapfelart
M. sieversii wurde auch bei diesen Arbeiten als initialer Stammvater identifiziert.
Nachfolgend trug — zumindest in Westeuropa — der europaische Wildapfel

Malus sylvestris zum Genpool des domestizierten Apfels bei (Cornille et al, 2012).

Der Ursprung des kultivierten Apfels liegt in den Waldern des Tian Shan Gebirges
in Zentralasien, im Speziellen an der Grenze zwischen Westchina und der
ehemaligen Sowjetunion bis hin zum Rand des Kaspischen Meeres (Janick et al,

1996). Diese Region, insbhesondere das Gebiet um das heutige Almaty, ist das

19



Einleitung

Genzentrum der Wildapfelart M. sieversii (Janick et al, 1996). Die Selektion und
Vermehrung von Wildapfeln erfolgten durch die einheimische Bevélkerung bereits
6 500 v. Chr. (Pereira-Lorenzo et al, 2009). Die Apfelkultivierung wurde ebenfalls
durch die Griechen und ROmer praktiziert, welche den kultivierten Apfel unter
anderem nach Europa verbreiteten, wo er seit der Antike angebaut wird (Janick et
al, 1996). Heutzutage wird Apfelanbau in der gesamten gemafigten Klimazone
betrieben (FAO, 2015).

Im Jahr 2012 betrug die weltweite Apfelproduktion 76,4 Mio. t. Davon wurden
48 % in China (Hauptproduzent) und 20 % in Europa produziert (FAO, 2015). Der
Apfel ist somit die am zweitstarksten produzierte Fruchtart nach der Banane
(FAO, 2015). Gegenwartig wird die globale Apfelproduktion von nur wenigen
Sorten dominiert: 'Delicious’, 'Golden Delicious', 'Mclntosh', 'Jonagold’, 'Braeburn’,
‘Gala’, '‘Granny Smith' und 'Fuji' (Luby, 2013).

1.2 Der Apfelschorf (Venturia inaequalis)

1.2.1 Probleme im Apfelanbau

Die Produktivitat des kommerziellen Apfelanbaus wird durch eine Vielzahl von
Faktoren beeinflusst. Fur die Erzielung eines guten Ertrages sind zahlreiche
MalRnahmen erforderlich. Pilzliche Schaderreger sind fur den Apfelanbau ein
groBes Problem, wobei der Apfelschorf die bedeutendste pilzliche
Apfelerkrankung weltweit ist (Bus et al, 2011). Die meisten kommerziell
angebauten Apfelsorten sind gegentber Apfelschorf anféallig (Gessler et al, 2006;
Gessler und Patocchi, 2007).

Der Apfelschorf wird durch den Ascomyceten Venturia inaequalis (Cke.) Wint.
verursacht (MacHardy, 1996). Die Krankheit ist in allen Apfelanbaugebieten der
Welt prasent (MacHardy, 1996; Gladieux et al, 2008). Der geografische Ursprung
des Pathogens liegt in Zentralasien und ist somit mit dem geografischen Ursprung
seines Wirtes identisch (Gladieux et al, 2008).

Aus oOkonomischer Sicht ist der Apfelschorf fur die grof3ten Verluste im
Apfelanbau verantwortlich (Bus et al, 2011). Eine Apfelschorfinfektion kann die
Apfelproduktion um bis zu 70 % vermindern (Jha et al, 2009). Um eine Infektion

mit Apfelschorf zu verhindern, werden in Deutschland im konventionellen Anbau
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16 bis 19 Fungizidapplikationen im Jahr durchgefiihrt (RoRberg, 2009; RoRRberg,
2013).

1.2.2 Systematik und Taxonomie

Die Meiosporen bildende Hauptfruchtform des Erregers des Apfelschorfes ist
V. inaequalis. Im Reich der Pilze wird V. inaequalis dem Phylum Ascomycota
zugeordnet. Von dort aus erfolgt die Einordnung in das Subphylum
Euascomycota, in die Klasse Dothideomycetes, in die Familie Venturiaceae und
dann in die Gattung Venturia (Bowen et al, 2011). Die Spezies der Gattung
Venturia infizieren verschiedene Obstbaumgattungen, wie beispielsweise V. pirina
die Europaische Birne (Pyrus), V. nashicola die Asiatische Birne (Pyrus),
V. carpophila den Pfirsich (Prunus), V.cerasi die Kirsche (Prunus) und
V. inaequalis den Apfel (Malus) (Bowen et al, 2011). Zwischen einer pathogenen
Venturia Spezies und seinem Wirt (Obstbaumgattung) findet eine enge
Co-Evolution statt (Bowen et al, 2011). Die verschiedenen Venturia Spezies
grenzen sich klar voneinander ab, wahrscheinlich als eine Konsequenz aus der
jahrlichen sexuellen Reproduktion, wodurch bei dieser heterothallischen Spezies
zwingend eine Auskreuzung erfolgt (Bowen et al, 2011). Die Erkrankung
Apfelschorf ist strikt auf die Gattung Malus beschrankt (MacHardy, 1996). Die
Mitosporen bildende Nebenfruchtform von V. inaequalis ist Fusicladium pomi (Fr.)
Lind. bzw. Spilocaea pomi (Fr.) (alte Bezeichnung) (Bowen et al, 2011).

1.2.3 Lebenszyklus

V. inaequalis Uberwintert — vorwiegend in Form von Pseudothecien — im
abgefallenen Laub. Dort findet, nach einer kurzen Phase saprophitischer Aktivitat
mit vegetativem Wachstum, der sexuelle Entwicklungsabschnitt des Pilzes statt
(MacHardy, 1996). Im Frahjahr erfolgt die Primarinfektion der jungen Blatter und
der Kelchblatter durch Ascosporen, welche durch die Pseudothecien bei
Niederschlag abgegeben werden (MacHardy, 1996). Die Keimschlauche der
Ascosporen penetrieren die Kutikula und dringen in den subkutikularen Raum ein,
wo der Pilz sich etabliert und seine Nahrstoffe vom Wirt bezieht (Bowen et al,
2011). Der etablierte Pilz bildet Konidien und verursacht die typischen Blatt- und
Fruchtlasionen, welche fur die Krankheit namensgebend sind: Schorf bzw. black
spot (Bowen et al, 2011). Im Zuge der Saison erfolgt die Sekundarinfektion von

Blattern, Frichten und Sprossen uber Konidien, die durch Wind und Regen aus
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den Blatt- bzw. Fruchtlasionen gelést werden (Bowen et al, 2011). In einer Saison

kommt es zu mehreren Schorfinfektionszyklen (Vaillancourt und Hartman, 2000).

1.2.4 Symptome

Die Symptome einer Apfelschorfinfektion treten bei anfalligen Genotypen an
Blattspreite und -stiel, Frichten, Kelchblattern, Bliten, jungen Sprossen und
Knospenschuppen auf (MacHardy, 1996). Die Ausbildung von L&sionen ist ein
typisches Krankheitssymptom am Laub (MacHardy, 1996). Die Lasionen kdnnen
auf allen Teilen des Blattes einzeln oder auch in groRer Anzahl auftreten. Die
Farbe der Blattlasionen ist anfanglich grin (etwas heller als die normale
Blattfarbe) und spater von dunklen Linien durchzogen (sich entwickelndes Myzel).
Die VergroBerung einer Blattlasion erfolgt zirkuldr. Aufgrund der sich
entwickelnden Konidiophoren und Konidien wirken die L&sionen spéater samtig
und werden olivfarben bis hin zu schwarz. Im Verlauf der Infektion wird das
Zentrum der Blattlasionen braun oder grau. Der Pilz ist dort bereits abgestorben
und das Blattgewebe zerstort (MacHardy, 1996). Im Herbst entstehende
Blattlasionen haben ein abweichendes Erscheinungsbild (MacHardy, 1996). Bei
einer Schorfinfektion der Frichte sind junge Frichte am anfalligsten (MacHardy,
1996). Die Fruchtlasionen sind anfanglich sehr klein und befinden sich
vorwiegend am Kelchende der Frucht. Im Vergleich zu Blattlasionen wachsen
Fruchtlasionen langsamer, sind dunkler gefarbt und scharfer umgrenzt. Altere
Fruchtlasionen brechen auf, werden braun und verkorken im Zentrum. Der Rand
einer Fruchtlasion ist immer schwarz. Das Ausmal? einer Fruchtldsion kann die
Halfte der Frucht umfassen (MacHardy, 1996).

1.3 Natirliche Apfelschorfresistenzen von Malus

1.3.1 Uberblick

In der Gattung Malus sind natlrlich vorkommende Resistenzen gegeniber
V. inaequalis vorhanden, wobei zwischen quantitativen und qualitativen

Schorfresistenzen unterschieden wird (Gessler et al, 2006).

Eine quantitative Schorfresistenz eines Genotyps bewirkt eine verminderte
Sporulation des Pathogens im Vergleich zu einem anfélligen Referenzgenotyp.
Die quantitative Resistenz ist wahrscheinlich polygen bedingt und wird durch die

Kombination vieler Faktoren moduliert (Gessler et al, 2006). Die
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Zusammensetzung der lokalen Pathogenpopulation hat ebenfalls Einfluss auf die
guantitative Resistenz, wobei es sich stets um ein Rassengemisch mit

variierenden Virulenzeigenschaften handelt (Gessler et al, 2006).

Eine qualitative Schorfresistenz zeichnet sich durch die Abwesenheit von
Sporulation nach Pathogeninfektion aus. Nach der Infektion sind entweder keine
Symptome sichtbar oder Resistenzreaktionen, wie pinpoint pits, chlorotische
Lasionen bzw. Chlorosen und Nekrosen, zu sehen. Diese qualitative Resistenz
kann oft auf einen oder wenige Genloci zurickgefuhrt werden und wird,
entsprechend den Mendelschen Regeln, an die Nachkommen vererbt (Gessler et
al, 2006). Im Jahr 2011 waren fur den Apfel 17 verschiedene qualitative,
monogene Schorfresistenzen bekannt, die entsprechend einer Uberarbeiteten
Nomenklatur als Rvi (resistance to V. inaequalis) Gene 1 bis 17 bezeichnet
werden (Bus et al, 2011). Die 17 monogenen Apfelschorfresistenzen stammen
aus 'Golden Delicious' (Rvil), Russian apple R12740-7A (Rvi2, Rvi4), 'Geneva'
(Rvi3), Malus xmicromalus 245-38 (Rvi5), M. floribunda No. 821 (Rvi6, Rvi7),
M. sieversii Akzession GMAL3631-W193B (Rvi8), 'Dolgo’ (Rvi9), Antonovka
Akzession Pl 172623 (Rvil0), Malus baccata jackii (Rvill), Hansen’s baccata #2
(Rvil2), 'Durello di Forli' (Rvil3), 'Dulmener Rosenapfel' (Rvil4), GMAL 2473
(Rvilh), Selektion MIS op 93.051 G07-098 (Rvil6) und Antonovka APF22 (Rvil7)
(Bus et al, 2011). Fur die vorliegende Arbeit sind die qualitativen
Schorfresistenzloci Rvié sowie Rvil5 relevant und werden anschliel3end genauer

vorgestellt.

1.3.2 Der Schorfresistenzlocus Rvi6

Von den bekannten Schorfresistenzloci ist Rvi6 (alte Bezeichnung: Vf) am besten
charakterisiert. Die Rvi6 Schorfresistenz stammt aus der Akzession M. floribunda
No. 821, die bereits vor 100 Jahren fir initiale Kreuzungen mit Apfelsorten genutzt
wurde (Gessler und Pertot, 2012). Erst 1966 erhielt der Resistenzlocus seinen
fruiheren Namen Vf (Venturia floribunda), nachdem das Potenzial zweier
schorfresistenter Nachkommen dieser Kreuzungen als Donor fiir Schorfresistenz
erkannt wurde (Gessler und Pertot, 2012). Die Infektion von Rvi6 tragenden
Genotypen mit einer avirulenten V. inaequalis Rasse kann zu verschiedenen
Resistenzreaktionen fiihren, welche entsprechend Chevalier et al (1991) den
Klassen O (keine Symptome), 2 (chlorotische Lasionen) und 3a (Chlorosen und

Nekrosen ohne Sporulation) zugeordnet werden kdnnen (Gessler und Pertot
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2012). Im Jahr 1999 wurde die Rvi6 Resistenzregion erstmals auf einen
Genombereich von 870 kb beschrankt (Patocchi et al, 1999a). Im gleichen Jahr
konnte die Rvi6 Region weiterhin auf 350 kb minimiert werden, die durch 5 BAC
Klone einer BAC Bibliothek von der Rvi6 tragenden Sorte 'Florina’ (Vinatzer et al.
1998) abgedeckt wurde (Patocchi et al, 1999b). Vinatzer und Mitarbeiter (2001)
identifizierten in dieser Region ein Cluster von vier Resistenzkandidatengenen,
die homolog zu den Cladosporium fulvum (Cf) Resistenzgenen der Tomate sind,
und bezeichneten diese als HcrVf (homologs to C. fulvum resistance genes of the
Vf region) Gene 1 bis 4. Die Kandidatengene HcrVfl, Hcrvf2 und HcrVE3 wurden
komplett sequenziert. Die Analyse der abgeleiteten Aminosauresequenzen
offenbarte 7 konservierte Domanen (Domanen A-G), die ebenfalls in den
homologen Resistenzgenen aus der Tomate vorhanden sind (Vinatzer et al,
2001). Die Doméane F ist hydrophob und wird als Transmenbrandomane
eingestuft. Domane C ist eine leucine-rich repeat (LRR) Domane, die extrazellular
lokalisiert ist und vermutlich bei der Pathogenerkennung eine Rolle spielt. Die
Kandidatengene HcrVfl, HerVf2 und HerVi4 werden in den Rvi6 tragenden Sorten
'Prima’ und 'Florina’ exprimiert, bei HcrVf3 hingegen scheint es sich um ein
Pseudogen zu handeln (Vinatzer et al, 2001). Aufgrund dieser Ergebnisse
schlossen Vinatzer und Mitarbeiter (2001) HerV{3 als Kandidatengene fir die Rvi6
Resistenz aus. In einem vergleichbaren Ansatz konstruierten Xu und Korban
(2002a) einen 290 kb groRen BAC Contig, der den Rvi6 Resistenzlocus
Uberspannt. Die Grundlage bildete eine BAC Bibliothek von M. floribunda No. 821
(Xu et al. 2001). Insgesamt konnten drei exprimierte Resistenzkandidatengene
identifiziert werden (Vfa-1, Vfa-2 und Vfa-4), wovon Vfa-1 und Vfa-2 identisch zu
HcrVil bzw. HefVf2 sind (Xu und Korban 2002b). Der Rvi6 Resistenzlocus ist auf
Kopplungsgruppe (LG, linkage group) 1 lokalisiert (Gessler et al, 2006). Die
Transformation des Kandidatengens HcrVi2 unter Kontrolle des CaMV 35S
Promotors in die schorfanfallige Sorte 'Gala’ fuhrte zu schorfresistenten
transgenen Linien und belegte somit HcrVf2 als ausreichend, um Schorfresistenz
zu vermitteln (Barbieri et al. 2003, Belfanti et al, 2004). Die essentiellen
regulatorischen Promotorsequenzen der drei Resistenzkandidatengene HcrVfl,
HcrVi2 und HcerVi4 wurden identifiziert (Silfverberg-Dilworth et al, 2005). Fur eine
genauere Charakterisierung des endogenen HcrVf2 Promotors transformierten
Szankowski und Mitarbeiter (2009) die schorfanfalligen Sorten 'Gala’ und 'Elstar’

mit  HcrVf2 unter Kontrolle unterschiedlich langer nativer HcrVif2
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Promotorsequenzen, gekoppelt an einen nos Terminator. Die Ubertragung des
HcrVi2 Gens mit 288 bp seiner nativen Promotorsequenz ist ausreichend, um
vollstandig schorfresistente Linien zu erzeugen (Szankowski et al, 2009). Kurze
Zeit spater wurden die Gene HcrVfl sowie HcrVf2 mit verschiedenen definierten
endogenen Promotorlangen und einer definierten Lange des endogenen
Terminators in die schorfanfillige Sorte 'Gala’ transformiert und die
Schorfresistenz der transgenen Linien untersucht (Joshi et al, 2011). Die
erzeugten HcrVf2 tragenden 'Gala'-Pflanzen zeigten eine Schorfresistenz, die mit
der Resistenz der traditionell geziichteten Rvi6 tragenden Sorte 'Santana’
vergleichbar war (Joshi et al, 2011). Im Gegensatz dazu konnte Kkein
Ubertragendes HcrVfl Konstrukt eine Schorfresistenz in 'Gala’ vermitteln (Joshi et
al, 2011). Diese Untersuchungen belegten HcrVf2 eindeutig als das Rvi6
Schorfresistenz vermittelnde Gen, welches im Weiteren als Rvi6 bezeichnet wird.

1.3.3 Der Schorfresistenzlocus Rvil5

Im Jahr 2004 wurde erstmals der Schorfresistenzlocus Rvil5 (alte Bezeichnung:
Vr2) der Malus Akzession GMAL 2473 beschrieben, welcher auf dem oberen
Ende von LG 2 kartiert werden konnte (Patocchi et al, 2004). Die Sequenzierung
eines Rvil5 Locus lUberspannenden BAC Klons beschrankte den Rvil5 Locus auf
eine genomische Region von 48,6 kb. Die Rvil5 Region wird durch die zwei
Marker ARGH17 und 77G20RP begrenzt und beinhaltet drei putative
Resistenzkandidatengene (Vr2-A, Vr2-B und Vr2-C), die alle drei in jungen
Blattern transkribiert werden (Galli et al, 2010a). Alle drei Kandidatengene zeigen
eine N-terminale Homologie zur interzellularen Domé&ne des Drosophila Toll and
mammalian interleukin-1 receptor (TIR) Proteins, eine zentrale nucleotide binding
site (NBS) und eine LRR Doméane am C-Terminus (Galli et al, 2010a); allesamt
typische Domanen pflanzlicher Krankheitsresistenzgene der TIR-NBS-LRR (TNL)
Klasse (Dangl und Jones, 2001; Meyers et al, 2005). Die ermittelte 1:1
Segregation von Rvil5 in einer Kartierungspopulation von 'Golden Delicious' x
GMAL 2473 (989 ausgewertete Nachkommen), sprach fur eine dominante
monogene Resistenz oder nah beieinanderliegende Resistenzgene (Galli et al,
2010b). Der Rvil5 Schorfresistenzlocus vermittelt eine langsame hypersensitive
Reaktion, die sich in Form von pinpoint pits (Klasse 1) (Chevalier et al, 1991)

nach Schorfinokulation manifestiert (Galli et al, 2010b).
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1.4 Das Pathosystem V. inaequalis-Malus

1.41 Gen-fur-Gen Beziehung

Seit langem wird fir das Pathosystem V.inaequalis-Malus die
Pathogen-Pflanzen-Interaktion studiert und belegt eine klare Gen-fur-Gen (GfG)
Beziehung zwischen dem Apfel (Wirt) und seinem Pathogen V. inaequalis (Bowen
et al, 2011). In einer GfG Wechselwirkung erkennt der Wirt durch das Produkt
eines vorhandenen Resistenzgens (R Gen) das Produkt des dazu passenden
Avirulenzgens (Avr Gen) des Pathogens, was Avirulenz zur Folge hat (Boone,
1971; Dangl und Jones, 2001; Flor, 1971). Fir das V.inaequalis-Malus
Pathosystem waren zu Beginn der Arbeiten (2011) 17 verschiedene GfG
Beziehungen beschrieben (Bus et al, 2011). Entsprechend einer Uberarbeiteten
Nomenklatur werden die zu den Apfelschorfresistenzgenen (Rvi Gene)
zugehorigen V. inaequalis Avirulenzgene als AvrRvi Gene bezeichnet (Bus et al,
2011).

1.4.2 V.inaequalis Rassen

Die genetische Hypervariabilitdtt von V. inaequalis bedingt die Bildung
physiologischer Rassen, die sich in ihrer Pathogenitdt gegentber bestimmten
Apfelsorten bzw. Apfelspezies unterscheiden (Jha et al, 2009; MacHardy, 1996).
Als Rasse wird ein Einzelspor-Isolat des Pathogens bezeichnet, wenn das Isolat
die Resistenz eines Wirtes komplett Uberwinden kann. Der Rassenstatus ist an
die Voraussetzung geknupft, dass die Mutation eines AvrRvi Gens (avrRvi) im
Pathogen zu einer Nichterkennung durch den Wirt und somit zur Anfalligkeit fuhrt.
Das Rassenspektrum ergibt sich aus méglichen Kombinationen von R Genen, die
Uberwunden werden konnen (Bus et al, 2011). Ein Beispiel fur die
Hypervariabilitat von V. inaequalis ist der Zusammenbruch der Rvi6
Schorfresistenz durch die neu entdeckten physiologischen V. inaequalis Rassen 6
und 7 (Parisi et al, 1993; Roberts und Crute, 1994; Bénaouf und Parisi, 1997;
Bénaouf und Parisi, 2000).

1.4.3 Zusammenbruch der Rvi6 Schorfresistenz

Erste Hinweise auf die Uberwindung der Rvi6 Schorfresistenz kamen aus
Ahrensburg, wo Schorfbefall an Rvi6 tragenden Sorten in den Jahren 1984 und

1988 beobachtet werden konnte (Gessler und Pertot, 2012). Versuche mit dem
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Inokulum aus Ahrensburg offenbarten die neue physiologische V. inaequalis
Rasse 6, welche Rvi6 tragende Sorten, jedoch nicht M. floribunda No. 821
befallen kann (Parisi et al, 1993). Kurze Zeit spater wurde die physiologische
V. inaequalis Rasse 7 beschrieben, die Rvi6 tragende Sorten und M. floribunda
No. 821 infizieren kann (Roberts und Crute, 1994; Bénaouf und Parisi, 1997;
Bénaouf und Parisi, 2000). In M. floribunda No. 821 ist neben Rvi6é noch ein
weiteres dominantes Resistenzgen (Rvi7, frihere Bezeichnung Vfh) vorhanden
(Bénaouf und Parisi, 2000), das durch V. inaequalis Rasse 7 gebrochen wird. Im
Gegensatz zu den meisten anderen physiologischen V. inaequalis Rassen kann
Rasse 7 die Rvil Schorfresistenz aus 'Golden Delicious' (alte Bezeichnung: VQg)

nicht tberwinden (Bénaouf und Parisi, 1997; Bénaouf und Parisi, 2000).

1.5 Die Apfelziichtung

1.5.1 Uberblick

Die kontrollierte Apfelziichtung wurde 1800 durch Thomas Andrews begrindet,
der als erster geplante Kreuzungen zwischen gewahlten Eltern durchfihrte (Pell
et al, 2011). Bis Mitte des 20. Jahrhundert waren die meisten Apfelsorten
selektierte Zufallssamlinge (Janick et al, 1996). Um 1900 wurden die ersten
Zuchtungsprogramme initiiert, aus denen in der zweiten Halfte des
20. Jahrhunderts eine Reihe von neuen Sorten hervorging (Peil et al, 2011). Die
Ziele der Zichtungsprogramme bestanden meist darin, den Ertrag und die
Fruchtqualitat zu steigern sowie die Fruchterscheinung und die Lagerfahigkeit zu
verbessern (Peil et al, 2011; Galli et al, 2010b). Fur viele Kreuzungen wurden
Abkémmlinge der Sorten 'Cox Orange Pippin', 'Golden Delicious', 'Delicious’,
‘Jonathan’ und 'McIntosh’ verwendet, wodurch die genetische Diversitat
vorhandener Sorten gering ist (Brown und Maloney, 2003). In vielen aktuellen
Zuchtungsprogrammen werden die Hauptanbausorten 'Braeburn’, 'Delicious’,
'Fuji', 'Gala’, 'Golden Delicious’, 'Granny Smith', 'Jonagold' und 'MciIntosh' genutzt
(Luby, 2013).

Die Apfelziichtung ist ein langwieriger und kostspieliger Prozess. Der Apfel ist
eine mehrjahrige Kulturpflanze, die sich durch eine lange juvenile Phase sowie
Selbstinkompatibilitdt auszeichnet. Zuséatzlich wird durch den Frischmarkt eine
hohe Fruchtqualitat verlangt (Galli et al, 2010a). Die Erzeugung einer neuen Sorte
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— von der anfanglichen Kreuzung bis hin zur Markteinfihrung — dauert bestenfalls
30 bis 40 Jahre (Peil et al, 2011).

1.5.2 Die Zuchtung schorfresistenter Sorten

Die meisten im Hauptanbau verwendeten Apfelsorten sind gegeniber Apfelschorf
anfallig (Gessler et al, 2006; Gessler und Patocchi, 2007). Der massive
Fungizideinsatz, wie er gegenwartig im konventionellen Apfelanbau angewendet
wird, ist kostenintensiv und belastet die Umwelt stark. Eine mogliche Lésung liegt
im Anbau von resistenten Sorten. Eine Quelle fir qualitative Schorfresistenzen
sind Wildapfelarten (Gessler und Patocchi, 2007; Galli et al, 2010a; Peil et al,
2011). Die Zuchtung von schorfresistenten Apfelsorten wurde durch Crandall vor
90 Jahren initiilert (Crandall, 1926), indem er die Sorte 'Rome Beauty' mit der
kleinfrichtigen Wildapfelakzession M. floribunda No. 821 kreuzte. Die meisten
Zuchtungsprogramme fur die Erstellung schorfresistenter Sorten beruhen nach
wie vor auf der Rvi6 Schorfresistenz (frihere Bezeichnung: Vf) von M. floribunda
No. 821 (Gessler und Pertot, 2012). Die Einbringung einer Resistenz aus einem
Wildapfel verlangert den Zichtungsprozess enorm. Um ungewollte Eigenschaften
des Wildapfels aus dem Endprodukt zu verdrangen und eine ausreichende
Fruchtqualitat zu erhalten, sind mehrere Pseudo-Rickkreuzungen notwendig
(Gessler und Patocchi, 2007; Gessler und Pertot, 2012). Gegenwartig sind ca. 80
schorfresistente Sorten verfluigbar, deren Resistenz auf Rvi6 basiert (Gessler und
Pertot, 2012), die jedoch in Qualitdt und Geschmack meist nicht mit den im Anbau
befindlichen Sorten vergleichbar sind (Gessler et al, 2006). Obwohl in den letzten
Jahren einige resistente Sorten mit guter Fruchtqualitat auf den Markt gebracht
wurden, ist ihre Bedeutung in Europa im konventionellen Apfelanbau sehr gering
(ca. 0,5 % der Apfelproduktion in 2007). Im 6kologischen Anbau hingegen ist der
Anteil an angebauten schorfresistenten Sorten deutlich héher (Gessler und Pertot,
2012). FUr die Zuchtung schorfresistenter Apfelsorten werden neben Rvi6 die
Schorfresistenzgene Rvi2, Rvi4, Rvi5, Rvil3 verwendet (Patocchi et al, 2009;
Baumgartner et al, 2015).

1.5.3 Gegenwartige Ziele

Ein gegenwartiges Hauptziel der Apfelziichtung ist die Kombination von einer
hohen Fruchtqualitdt mit der Resistenz gegeniber Krankheiten und Schadlingen
(Peil et al, 2011). Fur den Erhalt von Sorten mit einer langlebigen Resistenz wird

die Pyramidisierung von zwei oder mehreren Resistenzgenen in einem Genotyp
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fokussiert (Peil et al, 2011). So wurden bereits in verschiedenen Zuchtklonen bis
zu drei unterschiedliche Schorfresistenzgene im homozygoten Zustand vereinigt
(Baumgartner et al, 2015). Um eine effiziente Apfelziichtung zu betreiben, wird
standig nach Mdglichkeiten gesucht, den Zichtungsprozess zu beschleunigen
und die Selektion zu optimieren (Peil et al, 2011). Hier werden insbesondere die
markergestltzte Selektion fur die Pyramidisierung von Resistenzgenen
angewendet sowie verschiedene Methoden umgesetzt, um die juvenile Phase
eines Apfelsamlings zu reduzieren (Flachowsky et al, 2009; Peil et al, 2011; Van
Nocker und Gardiner, 2014).

1.5.4 Gentechnik in der Apfelziichtung

Das Aufkommen gentechnischer Verfahren eréffnete auch in der Apfelziichtung
neue Moglichkeiten. Im Jahr 1989 wurde die erste genetisch verdnderte (GM,
genetically modified) Apfelpflanze durch James et al (1989) publiziert. Dabei
werden dem Apfelgenom durch rekombinante DNA-Technologien ein oder
mehrere Gene hinzugefugt (Gessler und Patocchi, 2007). Seitdem erfolgte eine
Vielzahl von Experimenten zur Herstellung von GM Apfelpflanzen (Gessler und
Patocchi, 2007; Hanke und Flachowsky, 2010). Die Methode der Wahl ist die
Agrobacterium tumefaciens vermittelte Transformation von Blattexplantaten oder
Kallusgewebe. Beim Apfel wird fur die Selektion von GM Zellen/Geweben am
haufigsten das Neomycinphosphotransferase Il (nptll) Gen verwendet (Gessler
und Patocchi, 2007; Hanke und Flachowsky, 2010), dessen Genprodukt unter

anderem Kanamycin-Resistenz vermittelt.

1.6 Das Konzept der Cisgenetik

1.6.1 Einleitung

Um das Problem der verminderten Fruchtqualitat bei traditionell geziichteten
schorfresistenten Apfelsorten zu umgehen, ist eine Mdglichkeit ein einzelnes
Schorfresistenzgens (aus einer Wildapfelart) in eine kommerziell erfolgreiche
Sorte, unter Anwendung von rekombinanten DNA-Technologien, zu Ubertragen.
Dieser Ansatz kann eine am Markt etablierte Sorte verbessern, ohne ihren
Grundcharakter zu verandern (Borejsza-Wysocka et al, 2010; Gessler und Pertot,
2012; Jansch et al, 2014). Ein erfolgreicher Gentransfer beinhaltet die Klonierung

des Zielgens und setzt die Identifizierung des gewiinschten Gens voraus. Zu
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Beginn der experimentellen Arbeiten (2011) war fir den Apfel nur das Rvi6
Schorfresistenz vermittelnde Gen identifiziert (Barbieri et al. 2003; Belfanti et al,
2004; Vinatzer et al. 2001) und stand somit fiir einen gentechnischen Ansatz, fur

die Verbesserung der Schorfresistenz einer Sorte, zur Verfigung.

Im Zuge der Rvi6 Resistenzgenidentifizierung und -charakterisierung wurden
verschiedene GM Apfelpflanzen mit einer verbesserten Schorfresistenz — auf
Basis von Rvi6 — erzeugt (Barbieri et al, 2003; Belfanti et al, 2004; Szankowski et
al, 2009; Joshi et al, 2011). Diese Pflanzen enthalten noch artfremde
DNA-Sequenzen, wie  beispielsweise Promotor-,  Terminator-  oder
Markergensequenzen, die nicht aus dem natlrlichen Genpool des Apfels
stammen. Eine Einfihrung solcher GM Apfelpflanzen in den europaischen Markt
wurde bisher nicht fokussiert, da von einer fehlenden Verbraucherakzeptanz
ausgegangen wird (Bonny, 2003; Gessler und Patocchi, 2007; Gaskell et al,
2010).

Um die Verbraucherakzeptanz gegentuber GM Pflanzen zu erhdhen, wurde das
cisgenetische Konzept (Schouten et al, 2006a; Schouten et al, 2006b) entwickelt.
Bei dieser Strategie werden rekombinante DNA-Technologien fir die
Verbesserung von Sorten genutzt, wobei jedoch ein Endprodukt ohne artfremde
Gensequenzen angestrebt wird. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die

Methodenentwicklung zur Herstellung cisgener Apfelpflanzen.

1.6.2 Definition und Umsetzung beim Apfel

Im Jahr 2006 wurde das cisgenetische Konzept erstmals durch Schouten et al
(2006a; 2006b) vorgestellt. Dabei wird ein Zielgen (GOI, gene of interest) in
seinem natirlichen Zustand (mit Introns) inklusive seiner endogenen
regulatorischen Sequenzen (Promotor- und Terminatorsequenz) ausschlief3lich
zwischen sexuell kompatiblen Spezies transferiert. Der Gentransfer erfolgt unter
Anwendung von rekombinanten DNA-Technologien. Solche Gene, die aus dem
naturlichen Genpool der zu transformierenden Spezies stammen, werden als
,Cisgene” bezeichnet. Ein Beispiel ist der Transfer eines Resistenzgens aus einer
Wildapfelart in eine am Markt etablierte Apfelsorte. Laut Definition enthalt eine
cisgene Pflanze keine artfremden Gene und ist somit einer traditionell

gezichteten Pflanze sehr &hnlich (Jacobson und Schouten, 2007).
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Um das cisgenetische Konzept flir den vegetativ vermehrten Apfel umzusetzen,
gibt es drei Mdglichkeiten: (A) Die Verwendung von Transformationsvektoren, die
entsprechend der Clean Vektor Technologie konzipiert sind, und eine induzierte
Entfernung von artfremden Genen aus dem Pflanzengenom nach einer
erfolgreichen Selektion von GM Pflanzen ermdglichen (Schaart et al, 2004). (B)
Der Einsatz von arteigenen Markern fir die Selektion von cisgenen GM Pflanzen
(Kortstee et al, 2011). (C) Die Durchfihrung von Transformationen fir die
Erstellung von cisgenen GM Pflanzen ohne die Verwendung von
Selektionsmarkern (De Vetten et al, 2003; Malnoy et al, 2010).

1.6.3 Clean Vector Technologie-Vektoren in der Apfelziichtung

Far den Erhalt  von cisgenen Apfelpflanzen  werden binare
Transformationsvektoren verwendet, die entsprechend der Clean Vector

Technologie konzipiert sind.

Die Basis fur die Clean Vector Technologie bilden natiurlich vorkommende,
zielgerichtete Rekombinasesysteme. Die zielgerichtete Rekombination erfolgt
dabei ortsspezifisch zwischen Erkennungssequenzen, die fur jede Rekombinase
charakteristisch sind (Wang et al, 2011). Ein Rekombinationsereignis umfasst das
Schneiden und die anschliel3ende Ligation von DNA, was die Integration, Deletion
bzw. Inversion eines DNA-Stranges bewirken kann. Durch die Orientierung der
Erkennungssequenzen wird priméar bestimmt, welcher Aktionsmodus eintritt
(Wang et al, 2011). Die bidirektionalen Tyrosin-Rekombinasen sind am besten
charakterisiert, zu ihnen gehoren die Rekombinasen Cre, Flp und R mit ihren
zugehdrigen Erkennungssequenzen loxP, FRT bzw. RS (Wang et al, 2011). Die
Rekombinasesysteme R/RS, Cre/loxP und Flp/FRT stammen urspringlich aus
Zygosaccharomyces rouxii, dem Bakteriophagen P1 bzw. der Backerhefe
Saccharomyces cerevisiae. Entsprechend der Clean Vector Technologie ist fur
das gesteuerte Ausschneiden einer DNA-Sequenz die Konstruktion von
induzierbaren bzw. aktivierbaren Rekombinasesystemen notwendig. Die Funktion
verschiedener induzierbarer Konstrukte konnte in Pflanzen belegt werden, wobei
die Induktion beispielweise chemisch durch Ethanol, Glucocorticoid oder
Tetracylin (Aoyama und Chua, 1997; Caddick et al, 1998; Salter et al, 1998;
Padidam, 2003; Park und Morschhauser, 2005) oder durch Hitze (Hoff et al, 2001)

erfolgte. Die korrekte Funktion aller drei Rekombinasesysteme als induzierbare
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Varianten konnte fir Gehdlze, anhand von Pappeln, belegt werden (Matsunaga et
al, 2002; Fladung et al, 2005).

Fur die Produktion cisgener GM Apfelpflanzen werden Vektoren verwendet, deren
T-DNA das GOI — in diesem Fall das Cisgen — und eine Rekombinasekassette
enthalt. Das Cisgen liegt in seiner natirlichen Konstitution vor (mit Introns an der
korrekten Position und in sense Orientierung) und wird durch seine endogene
Promotor- und Terminatorsequenz gesteuert. Die Rekombinasekassette wird
durch zwei gleich orientierte Rekombinase spezifische Erkennungssequenzen
begrenzt. Die Rekombinasekassette beinhaltet das Rekombinase kodierende Gen
sowie alle fur eine Selektion notwendigen Markergene (Transgene). Die T-DNA
des Vektors wird in das Genom des Empfangers (Apfelsorte) durch
Transformation eingebracht. Nach der Etablierung von GM Pflanzen wird die
Rekombinasekassette zu einem gewahlten Zeitpunkt durch Induktion des
Rekombinasesystems deletiert und somit die unerwinschten DNA-Sequenzen
(Rekombinasegen und Markergene inklusive Promotoren und Terminatoren) aus
dem pflanzlichen Genom entfernt. Das Endprodukt ist frei von artfremden Genen,
enthdlt jedoch immer noch das arteigene Cisgen. Die Abwesenheit von
artfremden Genen im Endprodukt sollte die Verbraucherakzeptanz fir diese neue
Generation von GM Apfelpflanzen erhohen (Vanblaere et al, 2011). Vom
wissenschaftlichen Standpunkt aus gesehen, sind cisgene Apfelpflanzen genauso
sicher wie traditionell geziichtete Apfelpflanzen (Jacobson und Schouten, 2007;
Schouten et al, 2006a; Schouten et al, 2006b). Fur den Apfel sind zweli

verschiedene induzierbare Rekombinasesysteme etabliert.

1.6.3.1 Das Dexamethason induzierbare R/Rs Rekombinasesystem

Ein Dexamethason induzierbares R/Rs Rekombinasesystem (Schaart et al, 2004)
wurde kdrzlich far die Herstellung der ersten cisgenen GM Apfelpflanze
angewendet (Vanblaere et al, 2011). Dabei wurde die Sorte 'Gala’ in einem
cisgenen Ansatz mit dem Schorfresistenzgen Rvi6, unter Verwendung des
Grundvektors pMF1 (Schaart et al, 2004), ausgestattet.

Der pMF1 Vektor gehort zu den pMF Vektoren, die durch Plant Reserche
International (Wageningen) unter dem Thema Marker-free Technology entworfen
und patentiert wurden (Plant Research International, 2015). Die T-DNA des pMF1

Vektors beinhaltet eine Rekombinasekassette und eine multiple cloning site
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(MSC), wodurch das Einbringen eines beliebigen GOI in die T-DNA des Vektors
ermdglicht wird. Die Rekombinasekassette des pMF1 Vektors umfasst ein
konstitutiv exprimiertes codA-nptll Fusionsgen sowie die konstitutiv exprimierte
Rekombinase R, gekoppelt mit der Ligandenbindedomane des Glucocorticoid
Rezeptors (rec-LBD). Eine positive Selektion transformierter Zellen erfolgt durch
das nptll Gen, beispielweise auf Basis von Kanamycin. Die Rekombinasekassette
kann durch die Aktivierung der R Rekombinase zu einem beliebigen spateren
Zeitpunkt aus dem pflanzlichen Genom entfernt werden. Die Aktivierung der
Rekombinase erfolgt durch eine Dexamethasonbehandlung. Die Selektion von
Zellen ohne Rekombinasekassette wird durch eine negative Selektion auf Basis
von nicht-toxischem 5-Fluorocystein erreicht. Ein vorhandenes codA Genprodukt
wandelt 5-Fluorocystein in cytotoxisches 5-Fluorouracil um und flhrt zum
Absterben von Zellen mit Rekombinasekassette (Plant Research International,
2015).

1.6.3.2 Das hitzeinduzierbare FIp/FRT Rekombinasesystem

Fur die Herstellung Markergen-freier GM Apfelpflanzen wurde am Julius
Kihn-Institut (JKI) Dresden-Pillnitz ein weiteres Vektorsystem entwickelt, welches
auf der Verwendung eines hitzeinduzierbaren FIp/FRT Rekombinasesystems
basiert (Herzog, 2012; Herzog et al, 2012).

Die Etablierung des Systems erfolgte anhand des Monitoringvektors
pB-Npt-Hsp-FIp-Gus (Abbildung 1 B, Abschnitt 2.1.4.1). Die T-DNA des Vektors
umfasst einen CaMV 35S Promotor und ein promotorloses gusA Gen, welche
durch die Rekombinasekassette getrennt sind. Die Induktion des
Rekombinasesystems durch Hitze fuhrt zum Ausschneiden der Kassette, wodurch
der CaMV 35S Promotor und das gusA Gen in raumliche Nahe gelangen (Herzog
et al, 2012). Die Aktivitat des komplettierten gusA Gens hat
3-Glucoronidasebildung zur Folge, nachweisbar durch einen GUS-Assay (Herzog
et al, 2012). Um Markergen-freie GM Apfelpflanzen zu produzieren, ist eine
Hitzebehandlung von 42 °C uber 4 h ausreichend (Herzog et al, 2012).

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurde der binare Transformationsvektor
p9-Daol-FLPi-HcrVi2 (Abbildung 1 C, siehe Abschnitt 2.1.4.2) fir die Herstellung
cisgener Apfelpflanzen am JKI Dresden-Pillnitz entwickelt. Im Zuge der

vorliegenden Arbeit sollen cisgene Apfelpflanzen unter Verwendung des Vektors
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p9-Daol-FLPi-HcrVf2 erzeugt werden. Die T-DNA des Vektors umfasst das
Schorfresistenzgen Rvi6 als GOl und eine Rekombinasekassette. Die
Rekombinasekassette beinhaltet die konstitutiv exprimierten Markergene nptll und
daol sowie das hitzeinduzierbare Flp Rekombinase kodierende Gen flp. Das flp
Gen steht unter Kontrolle des GmHsp 17.5-E Promotors aus Glycine max
(Czarnecka et al, 1985), welcher nachweislich die Expression des flp
Rekombinasegens bei Hitzebehandlung induziert, wodurch das Flp/FRT
Rekombinasesystems aktiviert wird (Herzog et al, 2012). Die Transformation von
Apfelsorten mit der T-DNA soll unter positiver Selektion durch das Markergen
nptll erfolgen. Nach der Aktivierung des FIp/FRT Rekombinasesystems ist eine
negative Selektion auf Grundlage des daol Gens geplant. Das daol Gen stammt
aus der Hefe Rhodotorula gracilis und kodiert fir eine D-Aminosaureoxidase
(DAAO), die in Pflanzen auf Basis von D-Aminoséuren sowohl fur eine positive als
auch fur eine negative Selektion eingesetzt werden kann (Erikson et al, 2004). Die
nicht-phytotoxischen Aminosaure D-Isoleucin (D-lle) wird durch DAAO in ein
phytotoxisches Produkt umgewandelt. Im Gegensatz dazu konvertiert DAAO die
phytotoxische Aminosaure D-Serin (D-Ser) in ein nicht-phytotoxisches Produkt
(Erikson et al, 2004). Im Apfel wurde die Funktion des DAAO-Systems im Jahr
2009 evaluiert (Hattasch et al, 2009). Die Untersuchungen zeigten, dass 20 mM
D-Ser bzw. 13 mM D-lle ausreichend sind, um daol transgene Apfelsprosse bzw.
Apfelsprosse ohne daol in vitro zu selektieren. Nach Induktion des
Rekombinasesystems soll der Einsatz von D-lle die Selektion von Zellen ohne

daol und somit ohne Rekombinasekassette erméglichen.

1.7 MYB10 (R6) als Alternative zum Rekombinase-

system fir den cisgenetischen Ansatz beim Apfel

1.7.1 Einleitung

Fur die Anwendung der Cisgen-Technologie in der Apfelziichtung wirde der
Einsatz eines apfeleigenen Selektionsmarkers einen enormen Vorteil bedeuten.
Ein apfeleigener Selektionsmarker kdnnte als Cisgen kloniert werden, wodurch
die Verwendung eines Rekombinasesystems nicht mehr notwendig wére. Die
T-DNA solcher Vektoren wirde lediglich aus zwei aneinander gekoppelten
Cisgenen bestehen: dem apfeleigenen Selektionsmarker und dem apfeleigenen
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GOl (beispielsweise einem Resistenzgen aus einer Wildapfelart). Die
Verbesserung einer etablierten Apfelsorte durch einen cisgenetischen Ansatz
ware mit solchen Vektoren bereits nach der erfolgreichen Selektion von GM
Apfelpflanzen — auf Basis des apfeleigenen Selektionsmarkers — abgeschlossen.
Der gesamte Prozess fur die Herstellung einer cisgenen GM Apfelpflanze wirde
zeitlich deutlich beschleunigt werden. Wie bei einer klassischen Transformation
kénnten cisgene GM Apfelpflanzen bereits nach sechs Monaten etabliert sein.

Diese Strategie setzt das Vorhandensein eines geeigneten apfeleigenen Gens
voraus, welches im cisgenen Zustand als Selektionsmarker fungieren kdnnte. Ein
guter Kandidat ist das MYB10 Gen aus dem Apfel. Das Gen kodiert fur einen
MYB Transkriptionsfaktor (TF), der die Anthocyanbiosynthese in allen Geweben
des Apfels reguliert (Espley et al, 2007). Ein natirlich vorkommendes Allel dieses
Gens, MYB10 (R6), bewirkt eine starke MYB10 Expression (Espley et al, 2009).
Eine starke MYB10 Expression ist beim Apfel phanotypisch in Form von
Anthocyananreicherung ersichtlich, was sich in rot pigmentierten Geweben aul3ert
(Espley et al, 2007; Espley et al, 2009). Eine optische Selektion von rot
pigmentierten Geweben auf Grundlage von MYB10 (R6) ware denkbar, weshalb
dieses naturliche Allel von MYB10 als apfeleigener Selektionsmarker getestet
werden sollte. Ein vergleichbarer Ansatz wurde zu Beginn der experimentellen
Arbeiten publiziert (Kortstee et al, 2011). Diese Untersuchungen ergaben, dass
das apfeleigene MYB (R6) Allel als optischer Selektionsmarker fur eine
erfolgreiche Transformation im Apfel funktioniert, allerdings keine konsistenten
Ergebnisse liefert. Nach der Transformation konnte MYB10 (R6) uber
PCR-Analysen in allen rot pigmentierten Sprossen, jedoch auch in einigen griinen
Sprossen nachgewiesen werden (Kortstee et al, 2011).

1.7.2 MYB Transkriptionsfaktoren in Pflanzen

In Pflanzen sind MYB TFs an der Regulierung unterschiedlichster Prozesse
beteiligt, wie beispielweise der Entwicklung, der Signaltransduktion und des
Sekundarmetabolismus, wozu die Anthocyanbiosynthese gehort (Allan et al,
2008). MYB TFs haben eine charakteristische, strukturell konservierte
DNA-Bindedomane, die aus einem bis mehreren imperfekten Wiederholungen
besteht (Allan et al, 2008). In Abhangigkeit von der Anzahl dieser Wiederholungen
werden die MYB TFs in die Gruppen R3 MYB (eine Wiederholung), R2R3 MYB
(zwei Wiederholungen) und R1R2R3 MYB (drei Wiederholungen) eingeteilt
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(Lin-Wang et al, 2010). Die MYB TFs haben in Pflanzen eine herausragende
Bedeutung; so konnten beispielsweise in Arabidopsis 126 R2R3 MYB TFs
identifiziert werden, wohingegen das menschliche Genom nur drei TFs der MYB
Klasse aufweist (Lin-Wang et al, 2010). Anthocyanbiosynthese-regulierende
MYBs wurden aus vielen pflanzlichen Spezies isoliert und gehdren zur Klasse der
R2R3 MYBs (Lin-Wang et al, 2010). Durch phylogenetische Untersuchungen
konnte eine konservierte Domane und einige konservierte Aminosauren flr

Anthocyan regulierende MYB TFs identifiziert werden (Lin-Wang et al, 2010).

1.7.3 Anthocyane in Pflanzen

Die Farbe einer Pflanze wird in erster Linie durch die Anthocyankonzentration
bestimmt. Fur die Ausbildung fast aller Fruchtfarben sind Anthocyane in
Kombination mit Carotinoiden und Chlorophyllen verantwortlich (Allan et al, 2008).
Anthocyane sind wasserlosliche Pigmente, die zur Flavonoidfamilie gehdren und
eine orange bis blaue Farbung von Bliten, Frichten, Laub, Samen und Wurzeln
bewirken (Tanaka et al, 2008). Die Funktionen von Anthocyanen sind vielfaltig,
wie zum Beispiel Schutz gegen Lichtstress und Pathogenbefall sowie die
Anlockung von tierischen Interaktionspartnern fir die Bestdubung und die

Samenverbreitung (Tanaka et al, 2008, Lin-Wang et al, 2010).

1.7.4 Regulation der Anthocyanbiosynthese in Pflanzen

In Pflanzen erfolgt die Steuerung der Anthocyanbiosynthese auf transkriptioneller
Ebene, indem die Expression der betreffenden Strukturgene koordiniert reguliert
wird (Allan et al, 2008; Lin-Wang et al, 2010). In allen bisher untersuchten
Pflanzenspezies erfolgt diese Regulierung Uber einen terndren Komplex
(MYB-bHLH-WD40), der die Transkription von Strukturgenen fir die
Anthocyanbiosynthese direkt aktivieren kann (Koes et al, 2005; Hichri et al, 2011).
Der ternare Komplex setzt sich aus einem TF mit MYB Domane, einem TF mit
basic helix-loop-helix (bHLH) Domé&ane und einem WD40 Protein zusammen
(Baudry et al, 2004; Koes et al, 2005).

1.7.4.1 Transkriptionelle Steuerung der Anthocyanbiosynthese im Apfel

Im letzten Jahrzehnt wurden einige Studien zur transkriptionellen Regulation der
Anthocyanbiosynthese beim Apfel durchgefihrt (Espley et al, 2009). Fast
zeitgleich konnten drei MYB TFs identifiziert werden, die eine Rolle in der

Regulierung der Anthocyanbiosynthese im Apfel spielen (Takos et al, 2006; Ban
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et al, 2007; Espley et al, 2007). Zwei dieser TFs, MYB1 (Takos et al, 2006) und
MYBA (Ban et al, 2007), sind an der Steuerung der Anthocyanbildung in der
Fruchtschale involviert. Der dritte TF, MYB10 (Espley et al, 2007), ist an der
Regulation der Anthocyanbiosynthese im Fruchtfleisch und im Laub beteiligt. Die
Nukleotidsequenzen der entsprechenden Gene, MYB1, MYBA und MYB10, sind
zu mindestens 98 % identisch (Espley et al, 2009). Die abgeleiteten
Aminosauresequenzen von MYB1 und MYBA sind identisch und unterscheiden
sich in drei Aminosauren zur Sequenz von MYB10 (Ban et al, 2007; Espley et al,
2009). Die Gene MYB1 und MYB10 wurden an fast gleicher Position distal auf
LG 9 kartiert (Chagné et al, 2007; Lin-Wang et al, 2010) und auch MYBA wurde
an ahnlicher Stelle auf LG 9 lokalisiert (Ban et al, 2007). Erst 2010 konnte gezeigt
werden, dass die drei isolierten Gene (MYB10, MYB1, MYBA) allelisch
zueinander sind und es sich nicht um eng beieinander liegende Genduplikationen
handelt (Lin-Wang et al, 2010). Im Weiteren wird der Begriff MYB10 fir dieses

Gen verwendet.

1.7.5 Anthocyananreicherung beim Apfel

Verschiedene naturlich vorkommende Apfelgenotypen, wie M. pumila var.
Niedzwetzkyana und M. xdomestica 'Red Field', zeigen eine starke, optisch gut
erkennbare Anthocyananreicherung (Espley et al, 2007; Espley et al, 2009). Um
diese exzessive Bildung von Anthocyanen als morphologischen Marker zu
nutzen, ist sowohl eine phanotypische Beschreibung solcher Genotypen als auch
die Aufklarung des zugrunde liegenden genetischen Mechanismus notwendig.

1.7.5.1 Typ 1fir Rotfleischigkeit beim Apfel

Fur die Genotypen M. pumila var. Niedzwetzkyana und M. xdomestica 'Red Field'
ist eine Rotfarbung aller vegetativen (Blatt, Sprossachse und Wurzel) und floralen
Gewebe sowie der gesamten Frucht charakteristisch, wobei die Rotfleischigkeit
ein sehr markantes Merkmal ist. Die betreffenden Genotypen werden dem Typ 1
fur Rotfleischigkeit beim Apfel zugeordnet (Volz et al, 2006; Volz et al, 2009).
Untersuchungen an der rotfleischigen Apfelsorte M. xdomestica 'Red Field' und
der weil3fleischigen Apfelsorte M. xdomestica 'Pacific Rose' zeigten, dass die
gesteigerte Anthocyananreicherung von M. xdomestica 'Red Field' mit einer
enorm erhohten MYB10 Expression korreliert (Espley et al, 2007). Beide Sorten
bilden identische MYB10 Proteine, wodurch die erhéhte MYB10 Expression in

M. xdomestica 'Red Field" als Ursache fir die Anthocyananreicherung
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angenommen wurde (Espley et al, 2007). Die starke MYB10 Expression in der
rotfleischigen Apfelsorte M. xdomestica 'Red Field' konnte auf einen strukturellen
Unterschied im MYB10 Promotor zuriickgefuhrt werden (Espley et al, 2009).
Diese allelische Neuanordnung im Promotor des MYB10 Gens flihrte zur Bildung
eines autoregulatorischen Locus. Die Neuanordnung besteht aus einem funffach
wiederholten, 23 bp groBen MYB10 Promotorsegment, wodurch eine
Minisatelliten-ahnliche Struktur entstanden ist (Espley et al, 2009) und wird
folgend als MYB10 (R6) Allel bezeichnet. Die positive Autoregulation des
MYB10 (R6) Allels fiihrt zu einem Anstieg des MYB10 Transkriptlevels, was durch
die starke Akkumulation von Anthocyanen in allen Teilen der Pflanze sichtbar wird
(Espley et al, 2009). Das MYB10 (R6) Allel konnte in weiteren rotfleischigen
Genotypen nachgewiesen werden (Espley et al, 2009). Untersuchte Sorten mit
weil3er Fruchtfleischfarbe zeigten keine Minisatelliten-&hnliche Struktur im MYB10
Promotor, im Folgendem als MYB10 (R1) Allel bezeichnet (Espley et al, 2009).

1.7.5.2 Typ 2 fur Rotfleischigkeit beim Apfel

Der Typ 2 rotfleischiger Apfel wurde fiur aus Nordamerika stammendes
Zuchtmaterial, erstellt durch Albert Etter in der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts,
beschrieben (Wirdig et al, 2014). Im Gegensatz zum Typ 1 zeigt der Typ 2
rotfleischiger Apfel lediglich rot pigmentiertes Fruchtfleisch im Fruchtkortex.
Sowohl die Kernzone des Fruchtfleisches, die Fruchtschale als auch die
vegetativen Gewebe zeigen kaum oder keine rote Pigmentierung (Volz et al,
2009). Das Material entspringt einem Zuchtprogramm, das auf der Sorte 'Surprise’
basiert. Der genaue Ursprung von 'Surprise’ ist unbekannt. Die Sorte besitzt pink
pigmentiertes Fruchtfleisch, zeigt jedoch keine weiteren rot pigmentierten
Gewebe. Etter selektierte mindestens 30 rotfleischige Zuchtklone, wovon die
meisten frei-abgeblihte Sadmlinge von 'Surprise’ sind. Nur einer dieser Zuchtklone
erlangte unter dem Sortennamen 'Pink Pearl' grofRere Bedeutung (Wurdig et al,
2014). Obwohl 'Pink Pearl' rot pigmentiertes Fruchtfleisch aufweist, konnte das
MYB10 (R6) Allel fir diese Sorte nicht nachgewiesen werden (Sekido et al, 2010).
Somit wurde auf einem weiteren genetischen Mechanismus als Ursache fir den

Typ 2 fur Rotfleischigkeit beim Apfel geschlossen.
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1.8 Zielstellung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation soll an der Methodenentwicklung zur

Herstellung cisgener Apfelpflanzen gearbeitet werden.

Ein Schwerpunkt der Arbeit wird die Verwendung von Clean Vector
Technologie-Vektoren fokussieren, die auf einem hitzeinduzierbaren Flp/FRT
Rekombinasesystem basieren. Anhand eines Monitoringvektors soll die
Effektivitat der Induktion des hitzeinduzierbaren FIp/FRT Rekombinasesystems
verbessert werden, indem drei neue Methoden fir die Hitzetbertragung auf
Blatter- bzw. Blattexplantate getestet und bewertet werden. Um das System
molekular genauer zu charakterisieren, soll zusatzlich die Expression der T-DNA
lokalisierten Gene des Monitoringvektors im Zuge von zwei verschiedenen

Hitzebehandlungen untersucht werden.

In einem weiteren Ansatz soll die Schorfresistenz von verschiedenen kommerziell
relevanten Apfelsorten unter Nutzung eines neu konzipierten Clean Vector
Technologie-Vektors, auf Basis des hitzeinduzierbaren FIp/FRT
Rekombinasesystems, durch das apfeleigene Schorfresistenzgen Rvi6 verbessert
werden. Ziel ist die Herstellung von cisgenen Apfelpflanzen, die eine erhdhte
Schorfresistenz aufweisen. Bei diesem Prozess werden erst transgene Linien
hergestellt, die im Detail beschrieben werden sollen (Zustand der T-DNA(S);
Expression der T-DNA transferieren Gene; Evaluierung der Schorfresistenz). Eine
Auswahl erzeugter transgener Linien soll fur die Herstellung cisgener
Apfelpflanzen verwendet werden. Die Strategie fur die Induktion des
Rekombinasesystems soll auf Grundlage der Ergebnisse des ersten Abschnitts
angepasst werden. Entstandene cisgene Apfelpflanzen sollen — analog zu den

transgenen Linien — im Detail charakterisiert werden.

Um weitere apfeleigenen Gene fur den cisgenetischen Ansatz verfligbar zu
machen, wird sich ein Teilabschnitt der Arbeit mit der Identifizierung des
apfeleigenen Rvil5 Schorfresistenz vermittelnden Gens befassen. Durch einen
PCR-basierten Ansatz soll die Prasenz von drei Kandidatengenen in gewahlten
Nachkommen einer Kartierungspopulation untersucht werden. Die Nachkommen
umfassen funf rekombinante Pflanzen fir den Rvil5 Locus, die sich zuséatzlich in

ihrer Schorfresistenz unterscheiden.
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Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit wird die mogliche Nutzung
eines apfeleigenen morphologischen Selektionsmarkers fur die Erzeugung
cisgener Apfelpflanzen als Alternative zum Rekombinasesystem thematisieren. Im
Zentrum der Untersuchungen steht das apfeleigene MYB10 Gen. Im Zuge der
Arbeit soll das MYB10 Gen im Apfel artibergreifend naher charakterisiert und im
Zusammenhang mit der Fruchtfleischfarbe betrachtet werden. Ein deutlicher
Fokus wird dabei auf einem natirlichen Allel des MYB10 Gens, MdMYB10 (R6),
liegen, dessen Prdsens mit einer starken  optisch  sichtbaren
Anthocyananreicherung assoziiert ist. Die Eignung des MYB10 (R6) Allels als
morphologischer Marker soll fir das in Dresden-Pillnitz etablierte

Transformationsprotokoll abgeschatzt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
Angaben zu den Bezugsfirmen (Tabelle A 1), verwendeten Chemikalien (Tabelle

A 2), technischen Geréten (Tabelle A 3) und Verbrauchsmaterialen (Tabelle A 4)

befinden sich im Anhang.

2.1.1 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Ldsungen wurden, wenn nicht anders vermerkt, in ddH,O
angesetzt.

Blockierungslésung

0,5% Blockierungsreagenz (Roche Diagnostics) (w/v)
In Maleinsaurepuffer l6sen.

Denaturierungspuffer

0,5M NaOH

15M NaCl
Detektionspuffer; pH-Wert: 9,5

0,1M Tris

0,1M NaCl
DNA-Extraktionspuffer; pH-Wert: 7,5

0,35 M Sorbitol

0,21 M Tris

5 mM EDTA

20X Farbpuffer

6 mM Tartrazin
3,5mM Kresolrot
30 % Saccharose (w/v)

GUS-Puffer (frisch ansetzen)

5ml 1 M Natriumphosphat-Puffer (pH-Wert: 7,0)
200 pl 500 mM EDTA
50 mg SDS
33,3 mg N-Lauroylsarcosin
2ml 50 mM Kaliumferricyanid
200 pl Triton X-100
50 mg X-Gluc
ad 100 ml
Hybridisierungspuffer
2% Blockierungsreagenz (Roche Diagnostics) (w/v)
0,1 % N-Lauroylsarkosin (w/v)
0,2% SDS (w/v)

In 5X SSC 1 h bei 60 °C Iosen.
Zugabe von 1 Vol Formamid (deionisiert).

41



Material und Methoden

Neutralisationspuffer; pH-Wert: 7,5

05M Tris-HCL
15M NacCl
Maleinsaurepuffer; pH-Wert: 7,5
0,1M Maleinsaure
0,15M NacCl

Maleinsdurewaschpuffer
Maleinsaurepuffer + 0,3 % Tween 20 (v/v)

Microprep-Puffer (frisch ansetzten)
0,417 Teile  DNA-Extraktionspuffer
0,417 Teile  Nuklei-Lysis-Puffer
0,166 Teile 5 % N-Lauroylsarkosin (v/v)
Zugabe von 1,58 g/l Natriumbisulfit.

Nuclei-Lysis-Puffer

0,2M Tris

0,05 M EDTA

2M NaCl

2% CTAB (w/v)
20X SSC; pH-Wert: 7,0

3M NacCl

0,3M Tri-Natriumcitrat
5X SSC

20X SSC:ddH,0 (viv) (1:4)

2X SSC
20X SSC:ddH,0 (v/v) (1:10)

50X TAE-Puffer; pH-Wert: 8,0

242 g Tris

57,1 ml Essigsaure 99 % (Eisessig)
100 ml 0,5 M EDTA-Na,

ad 11

1X TAE-Puffer
50X TAE-Puffer:ddH,O (v/v) (1:50)

1X TE-Puffer; pH-Wert: 8,0
10 mM Tris
1mM EDTA

0,1X TE-Puffer
1X TE-Puffer:ddH,O (1:10) (v/v)

2.1.2 Medien

Alle Medien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in ddH,O angesetzt.

Co-Kultivierungsmedium (fest)
LSG-Medium + 1 mM Betain-Hydrochlorid + 100 uM Acetosyringon
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LB-Medium (flissig und fest); pH-Wert: 7,2; autoklavieren

10,0 g/l Trypton/Pepton aus Casein (Carl Roth)
5,049/ Bacto-Hefeextrakt; ArtNr.: 212750 (OTTO NORDWALD)
10,0 g/l NaCl

fest: Zugabe von 20,0 g/l DifcoTM Agar; Artikelnummer: 214510 (OTTO NORDWALD).

LSG-Medium (Regenerations-Medium, fest); pH-Wert: 5,8; autoklavieren

4,4 g/l Linsmaier & Skoog Medium L0230 (DUCHEFA)

30,0 g/l Saccharose

2,0 mg/l TDZ

0,3 mg/l IBA

3,49/l GELRITE® (Carl Roth)
M8-Medium (Sprossproliferations-Medium, fest); pH-Wert: 5,8; autoklavieren

4,4 g/l Murashige & Skoog Medium M0222 (DUCHEFA)

30,0 g/l Sorbitol

1,0 mg/l BAP

1,0 mg/l IBA

9,04l DifcoTM Agar; Artikelnummer: 214510 (OTTO NORDWALD)
Malzextraktagar (fest)

1,509/ Malzextrakt (Merck)

12,0 g/l DifcoTM Agar; Artikelnummer: 214510 (OTTO NORDWALD)

MSO-Medium (flissiqg); pH-Wert: 5,8; autoklavieren
2,15 g/l Murashige & Skoog Medium M0221 (DUCHEFA)

SIM-Medium; pH-Wert: 5,2; autoklavieren

5,88 g/l Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

20,00 g/l Saccharose
Vor Gebrauch, Zugabe von 100 yM Betain-Hydrochlorid (sterilfiltriert) + 1 mM
Acetosyringon (sterilfiltriert).

Vermehrungssubstrat
4 Vol Tonerde 3 (Brill)
1 Vol Sand

2.1.3 Verwendete Programme

Es wurden die Programme Office 2007 (Microsoft), BioEdit (Ibis Biosciences),
SAS 9.4 (SAS), gbase® (Biogazelle), GenomeLab™ GeXP (Beckman Coulter),
Image Lab™ (Bio-Rad), Adobe Photoshop (Adobe Systems) und MEGA 6.06

(Tamura et al, 2013) verwendet.

2.1.4 Verwendete binare Vektoren

Die Erstellung der binaren Vektoren erfolgte durch den DNA Cloning Service. Alle
Vektoren wurden nach der Clean Vector Technologie konzipiert und basieren auf
dem FIp/FRT Rekombinasesystem aus der Backerhefe S. cerevisiae (Abbildung
1). Die T-DNA der Vektoren besteht aus dem zu Ubertragenden GOI und einer

43



Material und Methoden

Rekombinasekassette (Abbildung 1 A). Die Rekombinasekassette wird durch zwei
gleich orientierte Flp-Erkennungssequenzen (FRT, Flp_recognition target site)
begrenzt. Sie beinhaltet das Flippase (Flp) Rekombinase kodierende Gen flp
sowie Markergene. Die Expression des flp Gens steht unter Kontrolle des
hitzeinduzierbaren Promotors GmHsp 17.5-E (HSP) aus Glycine max. Um eine
ungewollte Expression im Bakterium zu unterbinden, wurde das flp Gen durch das
zweite Intron des ST-LS1 Gens aus der Kartoffel in zwei kinstliche Exons
untergliedert. Im folgenden Abschnitt werden die T-DNAs der verwendeten

Vektoren genauer beschrieben.

2.1.4.1 pB-Npt-Hsp-Flp-Gus

Fur die Evaluierung des FIp/FRT Rekombinasesystems im Apfel wurde der
Monitoringvektor pB-Npt-Hsp-FIp-Gus konzipiert (Abbildung 1B). Um eine
Selektion bei der Pflanzentransformation zu ermdglichen, enthalt die
Rekombinasekassette neben dem Rekombinasegen (flp) den Selektionsmarker
nptll. Die Expression von nptll wird durch einen CaMV 35S Promotor gesteuert,
der stromaufwérts der Rekombinasekassette lokalisiert ist. Stromabwarts der
Rekombinasekassette, jedoch innerhalb der T-DNA, befindet sich ein gusA Gen
ohne Promotor. Die Entfernung der Rekombinasekassette bringt das gusA Gen in
raumliche Nahe zum CaMV 35S Promotor und sollte dann die Expression des
gusA Gens ermoglichen. Die Expression von gusA fihrt zur Bildung von

3-Glucuronidase, was durch ein GUS-Assay nachgewiesen werden kann.
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I_Rekombinaaekaaaeﬂe R—

Hitze Rekombinasegen

FRT
D{ o fr
B 35Sk ERT Rekombinasekassette =T &SR
D2 ot Tss gHSP , fip Int fip Tocs (P RE| B-Glchonidase
l_f_l'

95SF lHlize GUSR Rekombinasegen
@ > gusa RB[ B-Glucuronidase

'c Rekombinasekassette

| BamHI BspTl VBamHl (3x)

P (R6)-MsMyb10-T

lHiize |
Rekombinasegen
FRT

EH>F merwaere fee

Abbildung 1 Schematische Darstellung der T-DNA verwendeter binarer
Transformationsvektoren vor und nach Induktion der Flp Rekombinase durch Hitze. A
Allgemeiner Aufbau und Funktionsweise der verwendeten Vektoren. B Vektor
pB-Npt-Hsp-Flp-Gus. Die Bindeposition der Primer 35SF und GUSR sind verzeichnet. C
Vektor p9-Daol-FLPi-HcrVf2. Die Bindeposition der nptll spezifischen Sonde (grauer
Balken) und Schnittstellen der Restriktionsenzyme BamHI und BspTI sind verzeichnet. D
Vektor p9-Daol-FLPi-MsMYB10. daol — D-Aminosaureoxidase (DAAO) kodierendes
Gen, in zwei kinstliche Exons unterteilt; HSP — Hitzeschock induzierbarer Promotor
GmHsp 17.5-E aus Glycine max; flp — Flippase (Rekombinase) kodierendes Gen, in zwei
kunstliche Exons unterteilt; FRT — Flp-Erkennungssequenz (graue Dreiecke); GOl — gene
of interest; gusA — 3-Glucuronidase kodierendes Gen; Int — zweites Intron des ST-LS1
Gens aus der Kartoffel, LB — left border Region; nptll — Neomycinphosphotransferase I
kodierendes Gen; P (R6)-MsMYB10-T — MYB10 Transkriptionsfaktor kodierendes Gen
aus TNR 31-35 mit endogener Promotorsequenz (R6-Allel) und endogener
Terminatorsequenz; P-Rvi6-T — Schorfresistenzgen Rvi6 von M. floribunda No. 821 mit
endogener Promotor- und Terminatorsequenz; Pzss — CaMV 35S Promotor; RB: right
border Region; Tass — CaMV 35S Terminator; Tgg — Terminator des RubisCO Gens EO9;
Tnos — Terminator des Nophalinsynthase Gens; Tocs — Terminator des Octopinsynthase
Gens.
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2.1.4.2 p9-Daol-FLPi-HcrVvf2

Fur die Produktion cisgener schorfresistenter Sorten wurde der bindare Vektor
p9-Daol-FLPi-HcrVf2 konstruiert (Abbildung 1 C; fur eine detaillierte Vektorkarte
siehe Abbildung A 1; GenBank: KM232746). Das GOl des Vektor
p9-Daol-FLPi-HcrVi2 ist das Schorfresistenzgen Rvi6 (friher HcrVf2), welches
ursprunglich aus der Wildapfelakzession M. floribunda No. 821 stammt. Das
Schorfresistenzgen Rvi6é wurde vom BAC Klon M18-5 der Sorte 'Florina’ (Vinatzer
et al, 2001), inklusive 1315 bp und 536 bp seiner nativen Promotor- bzw.
Terminatorsequenz, kloniert. Die Rekombinasekassette enthédlt neben dem
Rekombinasegen die beiden CaMV 35S Promotor gesteuerten Selektionsmarker
nptll und daol. Um eine ungewollte Expression im Bakterium zu unterbinden,
wurde das daol Gen - analog zum flp Gen — in zwei kunstliche Exons
untergliedert. Die positive Selektion von Zellen mit eingebauter T-DNA inklusive
Rekombinasekassette soll durch nptll erfolgen. Der zweite Selektionsmarker daol
soll primar fur eine negative Selektion von Zellen ohne daol, auf Basis der
Aminosaure D-lle, eingesetzt werden. Eine positive Selektion von Zellen mit daol

sollte Uber die phytotoxische Aminoséure D-Ser mdglich sein.

2.1.4.3 p9-Daol-FLPi-MsMYB10

Fur die Produktion cisgener rotfleischiger Apfelsorten wurde der binare Vektor
p9-Daol-FLPi-MsMYB10 konstruiert. Mit Ausnahme des GOls ist der Vektor
identisch zum Vektor p9-Daol-FLPi-HcrVf2 aufgebaut (Abbildung 1 D). Das GOI
im Vektor p9-Daol-FLPi-MsMYB10 ist das apfeleigene MYB10 Gen im
R6-Allelzustand. Das MYB10 Gen kodiert fiur einen TF, der die
Anthocyanbiosynthese im Apfel als Schlisselregulator beeinflusst. Das Gen
wurde von genomischer DNA (gDNA) der rotlaubigen und rotfleischigen
Malus-Hybride TNR 31-35 (siehe Abbildung 31), inklusive 1796 bp und 1078 bp

seiner nativen Promotor- bzw. Terminatorsequenz, kloniert.
2.1.5 Pflanzenmaterial

2.1.5.1 Flp-Gus Linien

Fur die Evaluierung des Flp/FRT Rekombinasesystems wurden in vitro Kulturen
von neun transgenen Apfellinien durch das JKI Dresden-Pillnitz bereitgestellt. Die
Linien stammen aus Transformation eines Samlings der Sorte 'Pinova’ (‘PinS’) mit
dem Vektors pB-Npt-Hsp-Flp-Gus (Abbildung 1°B). Acht Linien (T781, T782,
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T789, T790, T791, T792, T793 und T794) tragen eine einzelne Kopie der T-DNA.
Im Gegensatz dazu tragt die Linie T670 vier Kopien der T-DNA. Eine detaillierte
Beschreibung der Linien liegt vor (Herzog et al, 2012; Herzog, 2012).

2.1.5.2 Linie 35S::gusA

Als Kontrolle fir die FIp-Gus Linien wurde die transgene Apfellinie 35S::gusA als
in vitro Kultur durch das JKI Dresden-Pillnitz bereitgestellt. Die Linie exprimiert
das gusA Gen unter dem CaMV 35S Promotor konstitutiv; eine detaillierte
Linienbeschreibung befindet sich in Flachowsky et al (2008) unter der

Linienbezeichnung T355.

2.1.5.3 Apfelsorten fur die stabile Transformation

Fur die geplanten Transformationen wurden in vitro Kulturen der Apfelsorten
'‘Brookfield Baigent' ('Royal Gala' Mutante), 'Kanzi’, 'Mariri Red' (‘Braeburn’
Mutante), 'Mitchgla' (‘'Gala' Mutante), 'Novajo' ('Jonagold’ Mutante), 'Pinova’ und
'Red Jonaprince' (‘Jonagold’ Mutante) durch das JKI Dresden-Pillnitz
bereitgestellt. Die Sorten 'Novajo' und 'Red Jonaprince' sind Farbmutanten der
Sorte 'Jonagold’. Bei 'Brookfield Baigent' und ‘Mitchgla’ handelt es sich um

Farbmutanten, die urspringlich auf die Sorte 'Gala’ zuriickzuftihren sind.

2.1.5.4 Malus Sammlung der Obstgenbank Dresden

Um den Promotor des MYB10 Gens fir den Apfel artibergreifend zu
untersuchen, wurden 357 Akzessionen der Malus Sammlung der Obstgenbank
Dresden zur Verfigung gestellt. Die Baume sind 10 bis 15 Jahre alt und auf
'‘Bittenfelder Samling' veredelt. Die Sammlung befindet sich am Standort
Dresden-Pillnitz des JKI (51°00'07" N, 13°52'59"0). Die botanische
Nomenklatur folgt dem Klassifizierungssystem von Rehder (1949), Langenfeld
(1991) und Forsline et al (2003), wobei nach Primararten und Arthybriden
unterschieden wird. Von den 357 Akzessionen reprasentieren 153 Akzessionen
26 verschiedenen Primararten und 169 Akzessionen 20 verschiedenen
Arthybriden. Die restlichen 35 Akzessionen sind synthetische Hybriden mit
bekannten Eltern (27 Akzessionen) und unbestimmte Genotypen, welche unter

Malus sp. gefuhrt werden (8 Akzessionen).
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2.1.6 DNA-Material

2.1.6.1 Malus Sammlung der Obstgenbank Dresden

Fir PCR-Analysen wurden von 357 Akzessionen der Malus Sammlung
gDNA-Proben mit einer Konzentration von je 20 ng/ul durch das JKI
Dresden-Pillnitz bereitgestellt.

2.1.6.2 Kartierungspopulation 'Golden Delicious' x GMAL 2473

Fur PCR-Analysen wurden von dreizehn Nachkommen der Kartierungspopulation
'‘Golden Delicious' x GMAL 2473 (Galli et al, 2010b) gDNA-Proben mit einer
Konzentration von je 20 ng/ul durch Andrea Patocchi zur Verfiigung gestellit.

2.1.7 Weitere vorliegende Daten

2.1.7.1 Malus Sammlung der Obstgenbank Dresden

Von insgesamt 357 Akzessionen der Malus Sammlung liegen Boniturdaten von
70 verschiedenen phéanotypischen Merkmalen vor (Ali, 2011). Im Rahmen der
Arbeit wurden die Boniturdaten fur die Fruchteigenschaft ,Farbe des
Fruchtfleisches* gemald dem Deskriptor Nr. 53 (UPOV, 2005) verwendet.

2.1.7.2 Kartierungspopulation 'Golden Delicious' x GMAL 2473

Fur dreizehn Nachkommen der Kartierungspopulation ‘Golden Delicious'
(schorfanfallig) x GMAL 2473 (schorfresistent) (Galli et al, 2010b) wurden
Boniturdaten zur Resistenz gegentber einem V. inaequalis Rassengemisch
(gewonnen in Wéadenswil, Schweiz) sowie molekulare Markerdaten fir LG 2 durch

Andrea Patocchi zur Verfiigung gestellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Pflanzenanzucht

2.2.1.1 Invitro Kultur

Apfelpflanzen wurden in vitro als Sprossspitzenkultur auf M8-Medium in
Weck-Glasern unter Langtagbedingungen (16 h Licht (0,65 kix) bei 23 °C/8 h
Dunkelheit bei 17 °C) erhalten. Eine Erneuerung der Kulturen fand alle vier
Wochen statt. Dazu wurden je Glas 10 Sprossspitzen auf frisches Medium

aufgesetzt.
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2.2.1.2 Mikroveredlung

Fur die Mikroveredlung von Apfelpflanzen wurden ca. sechs Wochen alte, im
Gewéchshaus angezogene 'Golden Delicious'-Samlinge als Unterlage verwendet.
Als Reiser dienten lange Sprosse von ca. vier Wochen alten in vitro Kulturen. Far
die Mikroveredelung wurde ein V-Schnitt angewendet. Dafir wurde die
Sprossspitze der Unterlage unterhalb eines Internodiums gekappt und der Spross
mittig ca. 1 cm tief eingeschnitten. Das Reis wurde bis auf die apikalen Blatter
entlaubt und basal V-6rmig angespitzt. Das praparierte Reis wurde anschliel3end
auf die vorbereitete Unterlage aufgesetzt und die Verbindungsstelle mit
luftdurchldssiger BR SEALTEX Latex-Bandage (Reitsport Springer) fixiert. Um
eine hohe Luftfeuchte sicherzustellen, wurden die mikroveredelten Pflanzen mit
Wasser bespriht und mit einer feuchten Tite Uberzogen. Die Akklimatisierung der
veredelten Pflanzen an das Gewachshausklima erfolgte sukzessive tber einen
Zeitraum von 15 Tagen. Um das Wachstum des Edelreises zu fordern, wurden
anschlieRend alle Seitentriebe der Unterlage entfernt.

2.2.1.3 Pflanzenanzucht und -kultivierung im Gewachshaus

Fur die Apfelsdmlingsanzucht wurden Samen in autoklaviertem Sand bei 6 °C fir
90 d stratifiziert und anschlielend 1 cm tief in Vermehrungssubstrat eingebracht.
Die Anzucht der Apfelsdmlinge und die Kultivierung mikroveredelter Apfelpflanzen
erfolgte im Gewachshaus unter Langtagbedingungen (16 h Licht bei 23 °C/8 h
Dunkelheit bei 17 °C).

2.2.2 Bakterienanzucht

2.2.2.1 Bakterienanzucht fur die stabile Transformation von Apfelpflanzen

Fur die stabile Transformation von Apfel lag der bindre Vektor
p9-Dao-FLPi-HcrVf2 in den A. tumefaciens Stammen GV3101 und EHA105 vor.
Der binare Vektor p9-Dao-FLPi-MsMYB10 lag ausschlie3lich im Stamm EHA105
vor. Die A. tumefaciens Stamme besitzen eine Rifampicin-Resistenz im Genom.
In beiden bindren Vektoren liegt eine Spectinomycin/Streptomycin-Resistenz im
Vektorrickgrat und eine Kanamycin-Resistenz in der T-DNA vor. Die
A. tumefaciens Anzucht fir die Transformation erfolgte steril, ausgehend von
einer Einzelkolonie tber Nacht (UN) bei 28 °C in 2 ml flussigem LB-Medium
versetzt mit 100 mg/I Rifampicin (Rif) und 50 mg/l Spectinomycin-Dihydrochlorid-
Pentahydrat (Sp). Je 30 pl der UN-Kultur wurden in insgesamt funf LB-Platten,
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versetzt mit 100 mg/l Rif und 50 mg/l Sp, eingearbeitet und fir 3 d bei 28 °C im
Brutschrank inkubiert.

2.2.2.2 Kultivierung von Bakterien

Bakterienkulturen (Escherichia coli und A. tumefaciens) wurden auf LB-Platten,
versetzt mit selektiven Antibiotika, bei optimalen Wachstumsbedingungen fur 24 h
angezogen und dann bei 6 °C erhalten. Das Medium wurde alle vier Wochen

erneuert.

2.2.3 Stabile Transformation von Apfelpflanzen

Die stabile Transformation von Apfelpflanzen erfolgte A. tumefaciens vermittelt.
Alle Schritte wurden steril durchgefihrt. Fur die Herstellung des Inokulums
wurden die gewachsenen Bakterien der funf LB-Platten (Punkt 2.2.2.1) in
insgesamt 25 ml SIM-Medium geerntet und anschlieBend schittelnd im
Wasserbad fir 4 bis 5 h bei 28 °C inkubiert. Fur die Inokulation wurden junge
Blatter von vier Wochen alten in vitro Kulturen geerntet, verletzt und mit der
Blattoberseite nach oben fur 7 min im Inokulum schwenkend inkubiert.
Anschlielend wurden die Blatter zur Trocknung auf Filterpapier Uberfihrt und
dann mit der Blattoberseite nach oben auf Co-Kultivierungsmedium aufgelegt. Die
Blatter wurden fur 3 d bei 25 °C im Dunkeln inkubiert. Es folgte die Behandlung
der Blatter mit drei Waschschritten (10' in MSO-Medium mit 500 mg/l Timentin
(Ti); 5' in ddH20O; 10' in MSO-Medium mit 500 mg/l Ti). AnschlieBend wurde die
restliche Flissigkeit von den Blattern auf Filterpapier abgezogen und die Blatter
dann mit der Blattoberflaiche nach unten in Feuchtekammern Gberfuhrt. Jedes
Blatt wurde in drei Explantate geschnitten und mit der Blattoberflache nach unten
auf LSG-Medium (Regenerations-Medium) mit 500 mg/l Ti und 100 mg/l
Kanamycin-Monophosphat (Km) aufgelegt. Km diente der Selektion von Zellen
mit stabil eingebauter T-DNA, Ti war fur die Abtdtung verbliebener A. tumefaciens
Zellen notwendig. Wahrend des gesamten Regenerationsprozesses bis hin zur
Linienetablierung wurden beide Antibiotika allen verwendeten Medien zugesetzt.
Die Explantate wurden erst fir drei Wochen bei 25 °C im Dunkeln und dann unter
Langtagbedingungen (16 h Licht (1,3 kix) bei 23 °C/8 h Dunkelheit bei 17 °C)
kultiviert, wobei innerhalb der ersten zwei Wochen eine sukzessive
Akklimatierung an die volle Lichtintensitat stattfand. Acht Wochen nach der
Inokulation wurden abgestorbene Explantate entsorgt, lebende Explantate auf

neues LSG-Medium aufgesetzt und regenerierte Pflanzen (Regenerate) auf
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M8-Medium Uberfuhrt, wobei eine eindeutige Nummer vergeben wurde. Dieser

Prozess wurde anschlief3end alle vier Wochen wiederholt.

2.2.4 Gewebeaufschluss mit der Schwingmihle

Zum Gewebeaufschluss mit der Schwingmihle MM 300 (RETSCH) wurde
Blattmaterial in ein 2,0 ml Reaktionsgefald uberfuhrt, ein bis zwei sterilisierte
Stahlkugeln (Durchmesser: 5 mm) hinzugegeben und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Der Gewebeaufschluss erfolgte in vorgekihlten Einséatzen
(flussiger Stickstoff) bei 20 Hz fur 2 min. Die aufgeschlossenen Proben wurden
bis zur weiteren Bearbeitung in flussigem Stickstoff gelagert.

2.2.5 DNA-Isolation

2.25.1 Isolation genomischer DNA aus Pflanzen (DNeasy Plant Mini Kit)
Fur PCR-Analysen bzw. Genome Walking wurde gDNA aus 50 mg bzw. 100 mg
jungem in vitro Blattmaterial, je Frischgewicht (FG), mit dem DNeasy Plant Mini
Kit (QIAGEN) nach Herstellerangaben isoliert. Der Gewebeaufschluss erfolgte mit
der Schwingmuhle. Isolierte gDNA-Proben wurde bis zur Verwendung bei —20 °C
oder —80 °C gelagert.

2.2.5.2 Isolation genomischer DNA aus Pflanzen (CTAB-Methode)

Fur Southern Blot Analysen bzw. Genome Walking wurde 150 mg junges in vitro
Blattmaterial (FG) geerntet und mit der Schwingmihle aufgeschlossen. Die
Isolation der gDNA erfolgte mit einer modifizierten CTAB-Methode
(Sanghai-Maroof et al, 1984). Dafur wurde das pulverisierte Blattmaterial in 1 ml
Microprep-Puffer homogenisiert und anschlieBend fir 1 h bei 65 °C inkubiert. Es
folgte die Zugabe von 800 ul Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) (v/v), die Proben
wurden fur 30 s gemixt und nachfolgend zentrifugiert (Raumtemperatur (RT),
10'000 rpm, 5 min). Die obere wassrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefal dberfuhrt, mit 3 ul RNAse A (10 mg/ml; Carl Roth) versetzt und
fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch einen Hitzeschritt (70 °C,
10 min) gestoppt und die gDNA durch Zugabe von 600 pl eiskaltem 2-Propanol
gefallt. Die Proben wurden zentrifugiert (RT, 10’000 rpm, 5 min), der Uberstand
verworfen und das DNA-Pellet zweimal mit 70 % Ethanol (EtOH) (v/v)
gewaschen. Das luftgetrocknete DNA-Pellet wurde in 150 pl 0,1X TE-Puffer gel6st
und die gDNA bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C oder —80 °C gelagert.
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2.2.5.3 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit (Fermentas) oder mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)
jeweils nach Herstellerangaben. Dafir wurde steril, ausgehend von einer
Einzelkolonie, eine UN-Kultur in LB-Medium (2—4 ml) versetzt mit entsprechenden

Antibiotika angezogen.

2.2.6 RNA-Isolation

Fur die Isolation von Gesamt-RNA wurde 50 mg junges in vitro Blattmaterial (FG)
geerntet und mit der Schwingmihle aufgeschlossen. Die Isolation der RNA
erfolgte mit dem InviTrap® Spin Plant RNA Mini Kit (Stratec) durch Einsatz der
Lysis Solution RP  nach Herstellerangaben. Die RNA wurde in 50 pl
Elution Buffer R eluiert und im direkten Anschluss einer DNase-Behandlung
unterzogen, wobei das DNA-free™ DNA Removal Kit (Thermo Fisher Scientific)
nach Herstellerangaben verwendet wurde. Isolierte RNA wurden bis zur weiteren

Verwendung bei —80 °C gelagert.

2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden Nukleinsaurefragmente entsprechend
ihrer GroRe in einem elektrischen Feld im Agarosegel aufgetrennt. Dafir wurde
die Agarose, 0,8 bis 2,0 % (w/v) (Biodeal), in 1X TAE-Puffer geldst. Jedes Gel
enthielt 5 Tropfen Ethidiumbromid (250 pg/ml) je 50 ml Gel. Als Laufmittel wurde
1X TAE-Puffer verwendet. Alle Nukleinsaure-Proben, aufl3er PCR-Proben nach
Verwendung der DreamTaq DNA-Polymerase (DNA-Pol), wurden vor der
Elektrophorese mit 6X DNA Loading Dye (Fermentas) versetzt. Nach
Durchfuhrung der Gelelektrophorese wurden die im Gel aufgetrennten

Nukleinsauren mit dem ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad) dokumentiert.
2.2.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

2.2.8.1 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde spektrophotometrisch mit dem
NanoDrop2000c (Thermo Fisher Scientific) gemessen. Vor jeder Messserie wurde
das Gerat mit 2 yl Probenlésungsmittel kalibriert. Die Konzentrationsmessung
erfolgte an 2 pl Probenvolumen.
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2.2.8.2 Gelelektrophoretische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde gelelektrophoretisch unter
Verwendung eines 1% Agarosegels bestimmt. Dafur wurden 2 pl der
Nukleinsauren-Probe mit 2 ul 6X DNA Loading Dye (Fermentas) sowie 5 pl
autoklaviertem ddH,O versetzt und elektrophoretisch ins Gel transferiert. Bei jeder
Bestimmung wurde eine Standardreihe aus A-DNA (10, 20, 30, 40 und 50 ng)
mitgefiihrt. Die ins Gel transferierten Nukleinsauren wurden mit dem ChemiDoc™
XRS+ System (Bio-Rad) dokumentiert und die Konzentration der Proben mit der

Software Image Lab™ (Bio-Rad) ermittelt.

2.2.9 cDNA-Synthese

Fur die Herstellung von copy-DNA (cDNA) wurde das RevertAid™ First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific), ausgehend von 1 g
Gesamt-RNA, unter Anwendung des Oligo(dT):s Primers nach Herstellerangaben

verwendet.

2.2.10 Polymerasekettenreaktion (PCR)-Methoden

Jede durchgefuhrte PCR-Reaktion wurde uUber das verwendete Primerpaar und
die angewendete PCR-Methode definiert (Tabelle A 5). Die verwendete DNA-Pol
und die Angaben zu den PCR-Bedingungen sind ebenfalls Tabelle A 5 zu

entnehmen. Informationen zu den genutzten Primern befinden sich in Tabelle A 6.

Im folgenden Abschnitt sind die angewendeten PCR-Methoden beschrieben:
(2.2.10.1) PCR, Standard-PCR unterschieden nach der verwendeten DNA-Pol;
(2.2.10.2) FragmentgroR3enanalyse; (2.2.10.3) Genome Walking; (2.2.10.4)
Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR) und (2.2.10.5) quantitative Reverse
Transkriptase PCR (QRT-PCR).

2.2.10.1 PCR

DreamTag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)

Ansatz (25 pl) Programm (°siehe Tabelle A 5)
10X DreamTaq Buffer 2,5ul 94 °C 5'

dNTPs (2 mM) 2,5u 94 °C 30"

20X Farbpuffer 1,0 ul Atemp? 1 X Zyklen?
Primer 1 (10 pM) 1,25 ul 72 °C Ezeit®

Primer 2 (10 uM) 1,25 ul 72 °C 7'

DreamTaq DNA-Pol 0,1 pl 10 °C 0

Template (DNA)/(cDNA) 20 ng (DNA)/1 ul (cDNA)
ddH,O ad 25 ul
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Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)

Ansatz (25 pl) Programm (®siehe Tabelle A 5)
5X Phusion HF Buffer 5,0 ul 98 °C 2'

dNTPs (2 mM) 2,5ul 98 °C 10'

Primer 1 (10 pM) 1,25 pl Atemp? 20’ x 35
Primer 2 (10 uM) 1,25 pl 72 °C Ezeit®

Phusion DNA-Pol 0,125 pl 72 °C 7'

Template (DNA) 70 ng 10 °C o0

ddH,O ad 25 ul

Long PCR Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific)

Ansatz (25 pl) Programm (°siehe Tabelle A 5)
10X Long PCR Buffer 2,5 ul 94 °C 3
dNTPs (2 mM) 2,5u 94 °C 20"
Primer 1 (10 uM) 1,25 ul Atemp? 30" x 10
Primer 2 (10 pM) 1,25 ul 68 °C Ezeit®
Long PCR Enzyme Mix 0,25 pl 94 °C 20"
Template (DNA) 100 ng Atemp* 30" X 25
ddH,O ad 25 ul 68 °C Ezeit® + 5"/Zyklus
68 °C 10'
10 °C o0

PCR DIG Probe Synthesis Kit (Sondenherstellung) (Roche Diagnostics)

Ansatz (50 pl) Programm (®siehe Tabelle A 5)
10X PCR Buffer 5,0ul 94 °C 5

10X PCR DIG Probe Synthesis Mix 5,0ul 94 °C 30"

Primer 1 (10 uM) 2,5ul Atemp?® 1 x Zyklen?
Primer 2 (10 pM) 2,5 ul 72 °C Ezeit®

Enzyme Mix 1,5l 72 °C 7

Template (Plasmid-DNA) 100 ng 10°C 0

ddH,0O ad 50 pl

2.2.10.2 FragmentgrofRenanalyse

Die exakte GroRe amplifizierter PCR-Produkte wurde mit dem
Kapillarsequenziergerat GenomelLab™ GeXP (Beckman Coulter) nach
Herstellerangaben bestimmt. Im Vorfeld wurde eine PCR-Reaktion unter
Verwendung des Type-it® Microsatellite PCR Kit (QIAGEN) durchgefuhrt, wobei

ein Primer mit dem Fluoreszenzfarbstoff BMN-5 markiert war.

Ansatz (10 pl) Programm (®siehe Tabelle A 5)
2X Type-it Multiplex PCR Master Mix 5,0 ul 95 °C 5'

Primer 1 (2 uM) 1,0 pl 95 °C 1

Primer 1 (2 uM) 1,0 ul Atemp?® 1'30" |x28

5X Q-Solution 1,0 pl 72 °C 30"

Template (DNA) 40 ng 60 °C 30

ddH,O ad 10 ul 10 °C 0
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Fur die GroRenbestimmung mit dem Sequenziergerat wurde das PCR-Produkt

wie folgt vorbereitet:

Probenvorbereitung fur die GréRenbestimmung

PCR-Produkt (1:20 mit ddH,O (v/v) verdunnt) 1,0 pl

GenomeLab™ Sample Loading Solution 249 ul
GenomelLab™ DNA Size Standard-400 0,1 ul
Mineraldl 1 Tropfen

2.2.10.3 Genome Walking

Fur die T-DNA-Insertionsortbestimmung von transgenen Linien wurde das
GenomeWalker™ Universal Kits (Clontech) verwendet. Fir die Erstellung einer
DNA libary wurden 2,5 ug gDNA mit einem blunt end Restriktionsenzym in einem
100 pl Ansatz UN verdaut (EcoRV, Stul, Pvull bzw. Bst1107I, je 80 U (Thermo
Fisher Scientific)), anschlieRend mit 1 Vol Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) (v/v)
gereinigt und durch Zugabe von 2 Vol 98 % eiskaltem EtOH, 0,1 Vol 3 M NaAc
(pH 4,5) und 20 pg Glykogen (Thermo Fisher Scientific) fur 1 h bei —20 °C gefallt.
Das DNA-Pellet wurde mit 80 % EtOH (v/v) gewaschen, luftgetrocknet und dann
in 20 ul 0,1X TE-Puffer resuspendiert. Die Ligation des GenomeWalker Adapters
erfolgte bei 16 °C UN nach folgendem Ansatz:

Ligation des GenomeWalker Adapter, Ansatz (8 pl)

verdaute DNA 4,0 ul
GenomeWalker Adapter 1,9l
10X Ligationspuffer 1,6 pl
T4 Ligase (6 U/pl) 0,5 pl

Die Ligation wurde durch 5 min Inkubation bei 70 °C gestoppt und die Probe im
Anschluss mit 72 pl 1X TE-Puffer versetzt. Die 1. PCR und 2. PCR (nested PCR)
wurden unter Verwendung des Advantage® 2 PCR Kit (Clontech) durchgefuhrt.
Fur die 1. PCR diente eine DNA libary als Template. Fir die 2. PCR wurde ein
1:50 verdunntes PCR-Produkt aus der 1. PCR (Produkt:ddH,0) (v/v) als Template
verwendet. Genutzte Primerkombinationen und Informationen zu den Primern
sind Tabelle A 7 und Tabelle A 6 zu entnehmen. Die verwendeten

PCR-Bedingungen waren wie folgt:

1. PCR, Ansatz (25 pl) 1. PCR, Programm

10X Advantage 2 PCR Buffer 2,5ul 94 °C 25" 7
dNTPs (2 mM) 2,5ul 72 °C 3'

Primer 1 (AP1) (10 pM) 0,5 pl 94 °C 25"

Primer 2 (Tabelle A 7) (10 pM) 0,5 ul 67 °C 3 X 32
50X Advantage 2 Polymerase Mix 0,5 ul 67 °C 7'
Template (DNA libary) 1,0 10°C 0

ddH,0 ad 25
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2. PCR (nested PCR), Ansatz (25 pl) 2. PCR (nested PCR), Programm
10X Advantage 2 PCR Buffer 2,5ul 94 °C 25" <5
dNTPs (2 mM) 2,5 ul 72 °C 3

Primer 1 (AP2) (10 uM) 0,5 pl 94 °C 25" % 20
Primer 2 (Tabelle A 7) (10 uM) 0,5 ul 67 °C 3

50X Advantage 2 Polymerase Mix 0,5 ul 67 °C 7'

Template (Produkt 1. PCR, verdinnt) 1,0 pl 10 °C o0

ddH,O ad 25 ul

Je 5pul PCR-Produkt der 1. und 2. PCR wurden in einem 0,8 % Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und dokumentiert. Ausgewahlte PCR-Produkte

wurden anschlie3end gereinigt und sequenziert.

2.2.10.4 RT-PCR

Um die qualitative Expression einer spezifischen mRNA zu untersuchen, wurde
die RT-PCR genutzt. Daftr wurde eine PCR (Kap. 2.2.10.1) mit 1 pl cDNA als
Template unter Verwendung der DreamTaq DNA-Pol durchgefihrt. Die genutzten
Primerpaare, Primersequenzen und PCR-Bedingungen sind Tabelle A 5 und
Tabelle A 6 zu entnehmen.

2.2.10.5 qRT-PCR

Um die quantitative Expression einer spezifischen mRNA zu untersuchen, wurde
die gRT-PCR an einem iCycler iQ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
genutzt. Es wurde der Maxima SYBR Green/Fluorescein gPCR Master Mix (2X)
(Thermo Fisher Scientific) verwendet, wobei der Einzelansatz auf ein Volumen
von 20 pl angepasst war. Als Template diente 2yl 1:50 verdinnte cDNA
(cDNA:ddH,0) (v/v). Die genutzten Primerpaare, Primersequenzen und

PCR-Bedingungen sind Tabelle A 5 und Tabelle A 6 zu entnehmen.

Programm (®siehe Tabelle A 5) mit

Ansatz (20 pl) anschliel3ender Schmelzpunktanalyse
2X Mix 10 pl 94 °C 3
Primer 1 (10 uM) 1,0 pl 94 °C 1
Primer 2 (10 pM) 1,0 ul Atemp? 1' X 40
Template (cDNA, 1:50 verdinnt) 2,0 ul 72 °C 1
ddH,O ad 20 ul 94 °C 1
55 °C 1'
I55°C +0,5°C/Zyklus 10" [x 80
10 °C o0
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Die Auswertung der gRT-PCR erfolgte mit der Software gbase” (Biogazelle). Die
Spezifitdt jedes (RT-PCR-Produktes wurde mit einer Schmelzpunktanalyse
Uberprift und die Effizienz von jedem PCR-Lauf durch die Verwendung einer
Verdinnungsreihe bestimmt. Die Expressionsstabilitat der Referenzgene
MdActin, RNA Polymerase Il und RuBisCO wurde an 11 biologischen Replikaten
Uberprift, gemessen mit je drei technischen Wiederholungen. Die Expression von
RNA Polymerase Il, mit einem M-Wert von 0,655, erwies sich im Vergleich zur
Expression von MdActin (M-Wert: 0,695) und RubisCO (M-Wert: 0,805) als am

stabilsten.

Fur jeden Genotyp wurden drei biologische Replikate mit je drei technischen
Wiederholungen untersucht. Die Expression der RNA Polymerase Il wurde bei der
Berechnung fur die Normalisierung verwendet. Die Expression des Zielgens
wurde relativ  zur Sorte 'Santana’ berechnet. Die Ergebnisse der
gRT-PCR-Analysen wurden statistisch auf Signifikanz Gberpruft, wofir der
Kehrwert der CNRQ (Calibrated Normalized Relative Quantities) Werte verwendet
wurde. Fir die statistischen Berechnungen wurde ein p-Wert von 0,05 verwendet.
Die Normalverteilung der Werte wurde mit dem Shapiro-Wilk Test bestatigt und
die Daten dann einer ANOVA mit anschlieendem Tukey’s Studentized Range

(HSD) Test unterzogen.
2.2.11 Reinigung von PCR-Produkten

2.2.11.1 Reinigung von PCR-Produkten nach gelelektrophoretischer
Auftrennung

Um das zu reinigende Zielfragment von unerwinschten PCR-Produkten zu

trennen, erfolgte eine gelelektrophoretische Auftrennung amplifizierter

PCR-Produkte (Kap. 2.2.7). Im Anschluss an die gelelektrophoretische

Auftrennung wurde das gewinschte PCR-Produkt mit dem QIAquick Gel

Extraction Kit (QIAGEN) nach Herstellerangaben gereinigt.

2.2.11.2 Direkte Reinigung von PCR-Produkten
Eine direkte Reinigung von PCR-Produkten nach durchgefiihrter PCR erfolgte mit
dem MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN) nach Herstellerangaben.
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2.2.12 Sequenzierung von PCR-Produkten

Fur die Sequenzierung von PCR-Produkten wurden ausschlie3lich gereinigte
PCR-Fragmente verwendet. Die Sequenzierung erfolgte entweder direkt oder
nach Klonierung des zu sequenzierenden Fragments in einen geeigneten Vektor.
Die Sequenzierung wurde durch die Firma Eurofins Genomics (Single Read
Sequenzierservice Value Read; Sanger-Methode) durchgeftihrt, woftir die Proben

im Vorfeld nach Dienstleisterangaben vorbereitet wurden.

2.2.12.1 Direkte Sequenzierung eines PCR-Produktes

Diese Methode der Sequenzierung war nur anwendbar, wenn von einem
einzelnen PCR-Produkt ausgegangen werden konnte. Die direkte Sequenzierung
eines PCR-Produktes erfolgte mit je zwei Ansatzen. In der Regel wurde einmal
der verwendete forward und einmal der verwendete revers Primer der
PCR-Reaktion fur die Sequenzierreaktion genutzt. Kam ein anderer PCR-Produkt
spezifischer Primer fur die Sequenzierreaktion zum Einsatz, ist dies im Text

angegeben.

2.2.12.2 Sequenzierung eines PCR-Produktes nach Klonierung

Ein PCR-Produkt wurde im Vorfeld einer Sequenzierung kloniert, wenn von
mehreren PCR-Produkten gleicher/ahnlicher Gr63e ausgegangen werden konnte,
wie es beim stark heterozygoten Apfel meist der Fall ist. Daflr wurde gereinigtes
PCR-Produkt unter Verwendung des TOPO® TA Cloning® Kit (Thermo Fisher
Scientific) nach Herstellerangaben in pCR™2.1-TOPO® kloniert und in chemisch
kompetente One Shot® TOP10 E. coli Zellen transformiert. Die Plasmid-DNA von
Einzelkolonien wurde isoliert (QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), nach
Herstellerangaben) und das Insert einmal mit dem Primer M13 uni (-21) und

einmal mit dem Primer M13 rev (—29) sequenziert.

2.2.13 Seguenzanalyse

Die erhaltenden DNA-Sequenzen wurden mit den Programmen Nucleotide
BLAST von der Plattform NCBI (National Center for Biotechnology Information)
und NCBI BLAST von der Plattform GDR (Genome Database for Rosaceae)
ausgewertet. Der Vergleich mehrerer DNA-Sequenzen (Alignments) wurde mit
dem Programm MUSCLE von der Plattform EMBL-EBI (European Molecular
Biology Laboratory-European Bioinformatics Institute) erstellt. Die Detektion

repetitiver Elemente in Sequenzen erfolgte mit dem Programm RepeatMasker
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unter Verwendung von M. xdomestica spezifischen Einstellungen (Smit et al,
1996-2010) von der Repbase Datenbank (Jurka et al, 2005).

2.2.14 Southern Blot Hybridisierung

Fur die Bestimmung der Anzahl an T-DNA-Integrationsorten in den transgenen
Apfellinien und zur Uberpriifung der Abwesenheit der Rekombinasekassette in
den cisgenen Apfellinien wurde die Southern Blot Hybridisierung genutzt. Die
verwendete Sonde war DIG-markiert und wurde mit nptll spezifischen Primern
erstellt (Kap. 2.2.10.1, Sondenherstellung). Pro Linie wurden stets zwei
unabhéngige Blots durchgefuhrt, wofir je 7,5ug gDNA (isoliert mit der
CTAB-Methode) einmal mit BamHI und einmal mit BspTl UN nach
Herstellerangaben verdaut wurden (je 50 U, Thermo Fisher Scientific). Die
Schnittstellen beider Restriktionsenzyme innerhalb der T-DNA des Vektors und
die Bindestelle der nptll spezifischen Sonde in der T-DNA sind Abbildung 1 C zu
entnehmen. Die verdaute DNA wurde durch Zugabe von 0,1 Vol 3 M NaAc und
2,5 Vol 98 % EtOH und anschlieRender Inkubation bei —20 °C fir 2 h gefallt und
nachfolgend zentrifugiert (4 °C, 13’000 rpm, 45 min). Das DNA-Pellet wurde
zweimal mit eiskaltem 70 % EtOH gewaschen (4 °C, 13’000 rpm, 15 min),
luftgetrocknet und in 35 ul 0,1X TE-Puffer geldst. Das gesamte Probenvolumen
wurde mit 5 pl 6X DNA Loading Dye (Fermentas) versetzt und in einem 1 %
Agarosegel fir 4 h bei 90 V gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als Grof3enstandard
wurde der DIG-markierte Grof3enstandard VII (Roche Diagnostics) mitgefthrt.
Das Gel wurde mit dem ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad) dokumentiert und
danach auf eine geeignete Gro3e zurechtgeschnitten. Dann wurde das Gel 2x fur
15 min in Denaturierungspuffer aquilibriert, mit ddH,O gespdult, anschlielRend 2x
fur 15 min in Neutralisationspuffer aquilibriert, wieder mit ddH,O gespult und
danach fiur 5 min in 2X SSC gelegt. Im nachsten Schritt wurde die DNA auf eine
positiv geladene Nylonmembran (Roche Diagnostics) mittels Kapillarblot UN
transferiert. Daflir diente als Pufferreservoir 20X SSC. Der Blot hatte folgenden
Aufbau von unten nach oben (in Klammern ist angegeben, in welchem Puffer die
einzelnen Komponenten getrankt waren): 1x Chromatographiepapier (20X SSC)
verbunden mit dem Pufferreservoir, 2x Chromatographiepapier (20X SSC), Gel
(2X SSC), Membran (2X SSC), 2x Chromatographiepapier (2X SSC), 2x
Chromatographiepapier  (trocken), Zellstoffstapel (trocken), beschwerte

Glasplatte. Um den Transfer der DNA zu bestéatigen, wurde das Gel nach
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erfolgtem Kapillarblot erneut dokumentiert. Die Membran wurde in 2X SSC
gewaschen und anschlieBend fur 1 h bei 80 °C gebacken. Es folgte die
Préahybridisierung der Membran in Hybridisierungspuffer fur 4 h bei 42 °C. Fur die
Hybridisierung wurden 375 ng Sonde fur 10 min bei 96 °C denaturiert, auf Eis
abgekihlt, mit 5ml Hybridisierungspuffer versetzt und auf die Membran
transferiert. Die Hybridisierung der Membran mit der Sonde erfolgte bei 42 °C UN.
Die hybridisierte Membrane wurden anschlieRend gewaschen (2x fir 15 min in 2X
SSC + 0,1 % SDS (w/v) bei RT; 2x fur 15 min in 0,1X SSC + 0,1 % SDS (w/v) bei
68 °C; 5 min in Maleinsaurepuffer bei RT), blockiert (45 min in Blockierungslésung
bei RT) und in Maleinsaurepuffer gespult. FUr die Detektion der hybridisierten
DIG-markierten Sonde wurde die Membran mit 0,5 pl Anti-DIG-AP (Roche
Diagnostics) in 20 ml Blockierungslosung fir 30 min bei RT gespult, kurz mit
Maleinsdurepuffer gewaschen, anschlieBend 2x fir je 20min in
Maleinsaurewaschpuffer aquilibriert und danach fur 5 min in Detektionspuffer bei

F™ Substrate

RT gewaschen. Es folgte die Inkubation der Membran mit 2 ml EC
(Amersham Bioscience) fur 30 min bei RT. Die Membran wurde anschliel3end in
Folie eingeschweil3t und im Zeitraum 1 bis 24 h nach Inkubation mehrfach mit
dem ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad) entsprechend den Herstellerangaben

gescannt.

2.2.15 Methoden zur Hitzetbertragung an Blattern/Blatt-

explantaten mit nachfolgender Sprossregeneration
Fur die Induktion des Rekombinasesystems wurden drei Methoden zur
Hitzetbertragung (HU) an Blattern/Blattexplantaten entwickelt (Abbildung 2). Um
genetisch einheitliche Sprosse zu gewinnen, war an alle drei Methoden eine
Sprossregeneration angeschlossen. Die Hitzebehandlung fand stets bei 42 °C fur
4 h statt. Die Methoden unterschieden sich in der Art des hitzelbertragenden
Mediums. Alle Schritte wurden unter sterilen Bedingungen ausgefiuhrt. Als Erstes
wurden junge Blatter von 28 d alten in vitro Kulturen in Feuchtekammern
(Petrischale mit nassem Filterpapier) geerntet. Die drei Methoden sind
nachfolgend erlautert. HU ,ddH20“/,MSO* Die Blatter wurden von der
Feuchtekammer in ddH,O bzw. MSO Uberfuhrt. Die Hitzebehandlung fand unter
Schitteln in einem Wasserbad statt (hitzelbertragendes Medium = Flissigkeit).
HU ,Feuchtekammer*: Die Feuchtekammer mit den geernteten Blattern wurde in

einen Inkubator Uberfuhrt, wo die Hitzebehandlung stattfand (hitzetbertragendes
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Medium = 100 % Luftfeuchte). HU ,Mediumplatte*: Jedes Blatt wurde in drei
Explantate geteilt und mit der Blattoberflache nach unten auf LSG-Medium
aufgelegt (10 Explantate je Platte). Die Platten mit den Blattexplantaten wurden in
einen Inkubator tberfuhrt, wo die Hitzebehandlung stattfand (hitzetbertragendes
Medium = festes Nahrmedium). Nach der Hitzebehandlung wurden die Blatter der
HU ,ddH20%,MSO“ und ,Feuchtekammer® ebenfalls in je drei Explantate
geschnitten (abgestorbenes Gewebe wurde ggf. entfernt) und mit der
Blattoberflache nach unten auf LSG-Medium aufgelegt. Die Blattexplantate
wurden fur 21 d bei 22 °C in Dunkelheit inkubiert und dann ins Licht tberfihrt
(16 h Licht bei 23 °C/8 h Dunkelheit bei 17 °C), wo eine schrittweise Adaption an
die volle Lichtintensitat (0,65 kiIx) Uber einen Zeitraum von 14 d stattfand. Die
Blattexplantate mit Regeneration wurden 8 Wochen nach der Hitzebehandlung
auf neues LSG-Medium udberfihrt und fir weitere vier Wochen angezogen.
Entstandene Regenerate wurden dann auf M8-Medium uberfuhrt, welches alle
vier Wochen erneuert wurde. Verlangerte Sprosse waren in der Regel nach acht

Wochen auf M8-Medium vorhanden.

2.2.16 Bewertung der Blattvitalitdt und der Regeneration am

Blattexplantat nach Hitzebehandlung
Um die entwickelten HU (Kap. 2.2.15) zu bewerten, wurde die Blattvitalitat und die
Regenerationsfahigkeit der Blattexplantate nach Hitzebehandlung geprift. Dazu
wurden je 10 Blatter bzw. 30 Blattexplantate den HU ,ddH20¢, ,Feuchtekammer®
bzw. ,Mediumplatte (Kap. 2.2.15) unterzogen und die Vitalitdit der
hitzebehandelten Blatter/Blattexplantate direkt nach Ende der Hitzegabe visuell
wie folgt bewertet: vital — Blatt/Blattexplantat zeigte weniger als 25 % nekrotisches
Gewebe; semivital — Blatt/Blattexplantat zeigte zwischen 25% und 75 %
nekrotisches Gewebe; tot — Blatt/Blattexplantat zeigte mehr als 75 % nekrotisches
Gewebe. Die Blatter/Blattexplantate wurden wie beschrieben (Kap. 2.2.15)
weiterbehandelt, wobei abgestorbenes Gewebes beim Zerschneiden in
Explantate nicht entfernt wurde. Die Regenerationsfahigkeit der Blattexplantate
wurde anhand der Kallusbildung an den Blattexplantaten nach der dreiwdchigen
Dunkelphase bewertet: positiv — Kallusgewebe war am Explantat vorhanden;
negativ — das Blattexplantat zeigte kein Kallusgewebe. Je HU wurde die

Regenerationsfahigkeit von 30 Blattexplantaten bewertet und dann die
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Regenerationsrate in Prozent ((Explantate mit Kallusbildung/Gesamtanzahl der

begutachteten Explantate) x 100) errechnet.

2.2.17 Hitzebehandlung von Blattern flr Expressionsanalysen

Um die Expression der T-DNA lokalisierten Gene im Verlauf der HU zu
analysieren, wurden zwei Zeitreihen (ZR) erstellt. Daftur wurden junge Blatter von
28 d alten in vitro Kulturen der HU ,Feuchtekammer* (Kap. 2.2.15) fir 1 h (ZR I)
bzw. fir 4 h (ZR 1l) unterzogen. Vor, wahrend und nach der Hitzebehandlung
wurden Proben zu verschiedenen Zeitpunkten genommen (je drei Blatter) und in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Proben erfolgte bis zur
weiteren Verwendung bei —80 °C. In Abbildung 6 sind beide ZR schematisch
dargestellt und die Probennahmezeitpunkte (ZP) vermerkt. Der ZP 0 h markiert
den Start der Hitzebehandlung. Bei ZR | wurden die Blatter nach der Hitzegabe in

der Feuchtekammer verbleibend ins Licht bei 23 °C Uberfuhrt.

2.2.18 Produktion cisgener Pflanzen
Fur die Produktion cisgener Apfelpflanzen wurden junge Bléatter von 28 d alten in
vitro Kulturen transgener Apfellinien den HU ,MSO* bzw. ,Feuchtekammer®
unterzogen (Kap. 2.2.15). Ausgehend von individuell regenerierten
Einzelsprossen wurden Analysen durchgefuhrt.

2.2.19 Zugabe von selektiven Agenzien wahrend der

Pflanzenregeneration und Sprossproliferation
Um auf Basis des DAAO-Systems (Hattasch et al, 2009) die Selektion von
Zellen/Pflanzchen/Sprossen ohne daol zu erreichen, wurden dem LSG-Medium
bzw. dem M8-Medium 5 mM oder 10 mM D-lle zugegeben. Um auf Basis des
DAAO-Systems (Hattasch et al, 2009) Sprosse mit daol zu selektieren, wurden
dem M8-Medium 20 mM D-Ser zugesetzt. Die Selektion von Sprossen mit nptll
erfolgte durch die Zugabe von 100 mg/l Km zum M8-Medium. Die Auswertung
fand nach 28 d auf selektivem Medium statt. Jegliche Versuche dieser Art

erfolgten unter sterilen Bedingungen.

2.2.20 Schorfresistenztestung

Die Schorfresistenztestung von Linien/Sorten wurde im Gewéachshaus durch
kunstliche Schorfinokulation an mikroveredelten, aktiv wachsenden Apfelpflanzen

durchgefuhrt. Fur die Inokulation kamen die Einsporisolate 104 (Rasse 1) bzw.
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D42a (Rasse 6) von V. inaequalis zum Einsatz, von denen im Vorfeld mit
Leitungswasser Konidiensuspensionen mit einer Dichte von ca. 3x10° Konidien/ml
hergestellt wurden. Die Konidien wurden entweder durch Abwaschen von auf
Malzextraktagar angezogenen Isolaten (18 °C, Dunkelheit) oder durch
Abwaschen von eingefrorenen Bléattern aus vorherigen Schorfresistenztestungen
gewonnen. Die Keimungsrate der hergestellten Konidiensuspensionen wurde
nach 24 h Inkubation bei RT ausgezéahlt. Die Inokulation der randomisierten
Pflanzen erfolgte durch vollstandiges Besprihen der Triebspitze, inklusive der
drei jungsten vollstdndig entfalteten Blatter (Ober- und Unterseite), mit der
Konidiensuspension. Um 100 % Luftfeuchte sicherzustellen, wurden die
inokulierten Blatter sofort mit einer von innen befeuchteten lichtdurchlassigen Tite
abgedeckt. Die Tuten wurden 3 d nach der Inokulation (dpi, days past inoculation)
abgenommen. Wahrend des gesamten Schorfresistenztestes herrschte eine
relative Luftfeuchte > 80 %, die Temperaturen waren < 23 °C und das Licht wurde
auf ein Mindestmald reduziert sowie direktes Sonnenlicht vermieden. Der
Schorfbefall der Blatter wurde entsprechend Chevalier et al (1991) nach den
Boniturklassen 0 — keine Symptome; 1 — pinpoint pits; 2 — chlorotische L&sionen;
3a — Chlorosen und Nekrosen ohne Sporulation; 3b — Chlorosen und Nekrosen
mit leichter Sporulation und 4 — starke Sporulation bewertet. Mit den Boniturnoten
0 bis 3a bewertete Pflanzen wurden als schorfresistent und mit den Boniturnoten
3b bis 4 bewertete Pflanzen wurden als schorfanfallig eingestuft. Die Bonitur
erfolgte in den Jahren 2012, 2013 und 2014 zu den Zeitpunkten 30 dpi, 35 dpi
bzw. 28 dpi. Pflanzen, die wéhrend des Versuches ein reduziertes Wachstum
zeigten, wurden vom Experiment ausgeschlossen. Ein Linie/Sorte wurde als
anfallig eingestuft, wenn mindestens eine getestete Pflanze anfallige Symptome

(Boniturklasse 3b oder 4) zeigte.

2.2.21 Evaluierung der Fruchtfleischfarbe

Die Evaluierung der Fruchteigenschaft ,Farbe des Fruchtfleisches” erfolgte
gemal dem Deskriptor Nr. 53 (1 — weil3; 2 — cremefarben; 3 — gelblich; 4 — grtin; 5
— blassrosa; 6 — rotlich) der UPOV Richtlinien fur Apfel (UPOV, 2005) und fand im
Zeitraum der naturlichen Fruchtreife (August bis Oktober) im Jahr 2012 statt.

2.2.22 Histochemischer GUS-Assay

Zum Nachweis des Proteins 3-Glucuronidase in pflanzlichen Geweben wurde ein

GUS-Assay durchgefiihrt. Daftir wurde das Pflanzenmaterial mit GUS-Puffer
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bedeckt und fiir 1 h vakuuminfiltriert. Es folgte die Inkubation bei 37 °C UN.
Anschlie3end wurde der GUS-Puffer abgegossen und das Pflanzenmaterial durch
mehrmaliges Spulen in EtOH:Essigsaure (3:1) (v/v) entfarbt. Das
Pflanzenmaterial wurde nach der Entfarbung in ddH,O gewaschen, worin das

Material im Anschluss gelagert werden konnte.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des hitzeinduzierbaren FIp/FRT

Rekombinasesystems mittels Monitoringvektor

Fur eine genauere Charakterisierung des hitzeinduzierbaren FIp/FRT
Rekombinasesystem wurden transgene Linien genutzt, welche mit der T-DNA des
Monitoringvektors pB-Npt-Hsp-Flp-Gus (Abbildung 1°B, Abschnitt 2.1.4.1)
ausgestattet sind (Abschnitt 2.1.5.1; FIp-Gus Linien). Mit dem Ziel die Effektivitat
der Induktion des Rekombinasesystems zu erhdéhen, wurden neue Methoden zur
HU anhand dieser Linien getestet. Bisher erfolgte die Induktion dieses
Rekombinasesystems beim Apfel durch Hitzebehandlung von Sprossen in in vitro
Kultur (Herzog et al, 2012). Die neuen Methoden der HU zeichneten sich durch
die Hitzebehandlung von Blattern bzw. Blattexplantaten aus. Die Methoden
unterscheiden sich im hitzetbertragenden Medium. Fir eine detaillierte
Charakterisierung des hitzeinduzierbaren FIp/FRT Rekombinasesystems auf
molekularer Ebene, wurden anhand der Flp-Gus Linien Expressionsanalysen der

T-DNA lokalisierten Gene im Verlauf der Hitzegabe durchgefihrt.

3.1.1 Testung neuer Methoden zur Hitzelbertragung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei neuen Methoden zur HU entwickelt
(Abbildung 2; Kap. 2.2.15). Fur die Testung der drei Methoden wurden von jeder
bereitgestellten Flp-Gus Linie (Abschnitt 2.1.5.1) je 10 Blatter den HU ,ddH20,
.Feuchtekammer® bzw. ,Mediumplatte” unterzogen. Als Kontrolle wurden je 10
Blatter der Linie T791 zusatzlich den drei HU bei RT unterzogen (bezeichnet als
T791Y). Die Methoden wurden anhand der Vitalitit der Blatter/Blattexplantate
direkt nach der Hitzegabe und anhand der Regeneration an den Explantaten nach
der Dunkelphase bewertet (Kap. 2.2.16). Um die Effektivitdt der Induktion des
Rekombinasesystems nach Anwendung der Methoden zu begutachten, wurde ein
GUS-Assay an Explantaten mit Regeneration durchgefihrt. Dabei zeigte eine
Blaufarbung das erfolgreiche Ausschneiden der Rekombinasekassette an (siehe
Abbildung 1°B). Die HU ,Feuchtekammer* und ,Mediumplatte* wurden
weiterfuhrend evaluiert, indem regenerierte Einzelsprosse aus beiden Methoden

mit PCR und GUS-Assay charakterisiert wurden.
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Abbildung 2 Schematisch dargestellter Ablauf der drei getesteten Methoden zur
Hitzelbertragung ,,ddH20"/,MSQO", ,Feuchtekammer* und ,Mediumplatte“.

3.1.1.1 Bewertung der Vitalitat und der Regeneration

Die Vitalitat der Blatter/Blattexplantate wurde direkt nach der Hitzegabe im Zuge
der HU bewertet (Abbildung 3, linke Seite). Nach der Hitzegabe zeigten die Blatter
aus der HU ,Feuchtekammer" die beste Vitalitat. Durchschnittlich waren 84 % der
hitzebehandelten Blatter vital (weniger als 25 % nekrotisches Gewebe). Die
restlichen Blatter waren semivital (25 % bis 75 % nekrotisches Gewebe), kein
Blatt wurde als tot (mehr als 75 % nekrotisches Gewebe) bewertet. Die HU
,Mediumplatte* fihrte zu durchschnittlich 67 % vitalen, 27 % semivitalen und 5 %
toten Blattexplantaten nach Hitzegabe. Die schlechteste Blattvitalitat war bei der
HU ,ddH20* zu verzeichnen. Nur durchschnittlich 26 % der hitzebehandelten
Blatter waren vital, 57 % der Blatter waren semivital und 18 % der Blatter wurden
als tot bewertet. Fiir keine HU konnte ein Unterschied in der Vitalitat der Blatter im
Vergleich zwischen den Linien festgestellt werden. Fur alle drei Methoden waren
die bei RT behandelten Blatter/Blattexplantate der transgenen Linie T971 (T791('),
Kontrolle) zu 100 % vital.
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Abbildung 3 \Vitalitdit  hitzebehandelter  Blatter/Blattexplantate  und  ihre
Regenerationsfahigkeit  fur die  Methoden der Hitzetbertragung ,ddH20%,
.Feuchtekammer* und ,Mediumplatte®. Die Vitalitat wurde visuell direkt nach der
Hitzegabe bewertet (links), wobei in die Kategorien vital (schwarz), semivital (grau) und
tot (weil) klassifiziert wurde. Die Regeneration wurde nach der Dunkelphase anhand von
vorhandener Kallusbildung an den Blattexplantaten bewertet und daraus die
Regenerationsrate [%] ((Explantate mit Kallusbildung/Gesamtanzahl der begutachteten
Explantate) x 100) berechnet (rechts). T670, T781, T782, T789, T790, T791, T792, T793,
T794 — transgene Linien ausgestattet mit dem Monitoringvektor pB-Npt-Hsp-Flp-Gus; (+)
— Hitzebehandlung bei 42 °C; (-) — Hitzebehandlung bei RT (Kontrolle), ind. L. —
induzierte Linien. Modifiziert nach Wiirdig et al (2013). Die Originalquelle der Verffentlichung ist
bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11240-013-0376-1 verfiighar. The original source of publication
is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11240-013-0376-1.
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Alle hitzeinduzierten Blatter/Blattexplantate wurden entsprechend der Methode
der HU weiterbehandelt (Kap. 2.2.15; nekrotisches Gewebe wurde nicht entfernt)
und die Regenerationsrate nach der Dunkelphase bestimmt (Abbildung 3, rechte
Seite). Die beste Regenerationsrate zeigten die Explantate aus der HU
.Feuchtekammer®; durchschnittlich 96 % der Blattexplantate wiesen Kallusbildung
auf. Fir die HU ,Mediumplatte* und ,ddH20“ wurde eine geringere
Regenerationsrate verzeichnet; hier zeigten durchschnittlich 86 % bzw. 24 % der
Blattexplantate Kallusbildung. Die Explantate der Kontrollbehandlung (T791%)
zeigten fur alle drei Methoden eine Regenerationsrate von 100 %. Fur die
einzelnen HU konnte kein Unterschied fiir die Regenerationsrate im Vergleich
zwischen den Linien festgestellt werden. Auffallig war, dass ein geringerer Anteil
an vitalen Blattern/Blattexplantaten eine geringe Regenerationsrate zur Folge
hatte (siehe HU ,ddH20* in Abbildung 3).

3.1.1.2 GUS-Assay an Explantaten mit Regeneration

Um die Wirksamkeit der Induktion des Rekombinasesystems durch die Methoden
,ddH20", | Feuchtekammer® und ,Mediumplatte® zu beurteilen, wurde ein
GUS-Assay an Explantaten aus den drei HU (70 d nach der Hitzeinduktion)
durchgefuhrt. Das Assay erfolgte an maoglichst drei bis vier Explantaten mit
Regeneration pro Linie und Methode (Abbildung 4). Fur die Explantate aus der
HU ,ddH20* war die flachendeckendste Blaufarbung dokumentierbar (Abbildung
4 A). Von den Linien T670, T793 und T794 konnte kein oder nur ein Explantat mit
Regeneration aus den urspringlich 30 Blattexplantaten gewonnen und somit
getestet werden. Diese Linien zeigten bei der HU ,ddH20" bereits nach der
Dunkelphase eine geringe Regenerationsrate (Abschnitt 3.1.1.1 und Abbildung 3,
rechte Seite). Fir die Explantate aus den HU ,Feuchtekammer‘ und
.Mediumplatte war eine vergleichbare Blaufarbung nach dem GUS-Assay
dokumentierbar, die jedoch geringer ausfiel als fir die HU ,ddH20*. Fiir diese
beiden Methoden waren die Explantate der Linie T670 am kraftigsten gefarbt, was
durch das Vorhandensein von vier T-DNA-Kopien erklarbar war (Abschnitt
2.1.5.1). Bereits sichtbare regenerierte Sprossen waren nach dem Assay
entweder einheitlich wei? oder blau gefarbt, wie in Abbildung 4 B deutlich
erkennbar ist. Dieses Ergebnis wies auf eine Sprossregeneration aus einzelnen
Zellen hin. Die Erzeugung von rekombinanten, genetisch einheitlichen Sprossen

sollte durch die Anwendung der drei getesteten Methoden zur HU méglich sein.
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3.1.1.3 Charakterisierung regenerierter Sprossen nach Hitzebehandlung
Fur eine weiterfihrende Beurteilung der HU ,Feuchtekammer® und
.Mediumplatte wurden regenerierte Einzelsprosse aus diesen zwei Methoden per
PCR genauer charakterisiert. Dafur wurden ausschlie3lich die transgenen
Flp-Gus Linien T782 und T791 verwendet, die je eine Kopie der T-DNA aufwiesen
(Abschnitt 2.1.5.1). Als Kontrolle wurden zusatzlich Blatter der Linie T791 den
beiden HU bei RT unterzogen (bezeichnet als T791%) und ebenfalls Sprosse aus
ihnen regeneriert. Dieses Experiment wurde dreimal unabhangig wiederholt
(wdh). Pro HU, Linie/Kontrolle und Wdh wurden jeweils 10 unabhangig
regenerierte Einzelsprosse ausgewahlt, separiert und eindeutig bezeichnet
(Tabelle 1). Fur die Untersuchungen wurden die Einzelsprosse vegetativ
vermehrt. Insgesamt wurden 180 regenerierte Einzelsprosse charakterisiert,
wovon 120 von Blattern nach Hitzebehandlung bei 42 °C und 60 von Blattern
nach Hitzebehandlung bei RT (Kontrolle) stammten (Tabelle 1).

Tabelle 1 Ubersicht zu den charakterisierten Einzelsprossen aus den
Hitzeilibertragungen (HU) ,Feuchtekammer” und ,Mediumplatte*.

Einzelsprosse

HU ,Feuchtekammer* HU ,Mediumplatte®

T782%) T791" 77919 T782% T791% 77919
Wdh 1 1 bis 10 1 bis 10 1 bis 10 1 bis 10 1 bis 10 1 bis 10
Wdh 2 11 bis20 11 bis20 11 bis 20 11 bis20 11 bis20 11 bis 20
Wdh 3 21 bis30 21bis30 21 bis 30 21bis30 21bis30 21 bis 30
Sprosse [n] 30 30 30 30 30 30

Aus der HU, Linienbezeichnung (Linie/Kontrolle) und Sprossnummer ergibt sich eine
eindeutige Bezeichnung der regenerierten Einzelsprosse. Wdh — Wiederholung; (+) —
Hitzebehandlung bei 42 °C; (-) — Hitzebehandlung bei RT (Kontrolle).

Von allen 180 Einzelsprossen wurde DNA mit dem DNeasy Plant Mini Kit isoliert
und ihre Gite Uber den positiven PCR-Nachweis des Haushaltgens EF1-a belegt
(Daten nicht gezeigt). Um den Zustand der Rekombinasekassette in den
Sprossen zu charakterisieren, wurden anschliel3end alle Sprosse per PCR auf die
Prasenz des nptll Gens hin getestet (Daten nicht gezeigt), welches innerhalb der
Rekombinasekassette lokalisiert ist (Vergleich Abbildung 1°B). Alle 60
untersuchten Einzelsprosse aus den Kontrollbehandlungen (T791%), alle 60
untersuchten Einzelsprosse die aus der HU ,Mediumplatte* (T782" und T791%)
und 59 von 60 untersuchten Einzelsprossen aus der HU ,Feuchtekammer*
(T782" und T791%) wurden positiv auf nptll getestet. Fir einen von 60

untersuchten Einzelsprossen aus der HU ,Feuchtekammer® konnte nptll nicht
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nachgewiesen werden  (Sprossbezeichnung: T791%-5 (FK); FK =
,Feuchtekammer“). Die Abwesenheit von nptll im Einzelspross T791"-5 (FK),
welcher aus der ersten Wdh stammte, war ein Hinweis auf ein erfolgreiches Flp
vermitteltes Rekombinationsereignis fur diesen Spross; er galt somit als putativ
Markergen-frei. Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde der Spross T791*-5
(FK), zusammen mit anderen Einzelsprossen aus Wdh 1, erneut per PCR auf das
Vorhandensein der Transgene nptll und flp hin untersucht (beide innerhalb der
Rekombinasekassette lokalisiert, Vergleich Abbildung 1°B). Die Ergebnisse sind
in Abbildung 5°A dargestellt. Mit Ausnahme des putativ Markergen-freien
Einzelsprosses T791)-5 (FK) und des untransformierten Samlings 'PinS' konnten
die Transgene nptll und flp fur alle ausgewéhlten regenerierten Einzelsprosse aus
den HU ,Feuchtekammer* und ,Mediumplatte* nachgewiesen werden (Abbildung
5A). Fur den Spross T791M-5 (FK) wurde eine erfolgreiche Rekombination
angenommen, wodurch der CaMV 35S Promotor in rdumliche Nahe zum gusA
Gen gelangte (vgl. Abbildung 1°B). Um zu prifen, ob [-Glucuronidase durch
diesen Spross gebildet wird, wurden die ausgewahlten Einzelsprosse einem
GUS-Assay unterzogen (Abbildung 5°B). Fiir den Einzelspross T791%)-5 (FK) und
fur einen Spross der Kontrolllinie 35S::gusA konnte R-Glucuronidase in allen
Geweben anhand der Blaufarbung nachgewiesen werden. Alle anderen
untersuchten Sprosse zeigten keine Blaufarbung. Dieses Resultat belegte die
erfolgreiche Entfernung der Rekombinasekassette aus dem Genom des Sprosses
T791%-5 (FK) und bestatigte ihn als Markergen-frei. Die HU ,Feuchtekammer ist
somit nachweislich geeignet, um (ber das hitzeinduzierbare FIp/FRT
Rekombinasesystem genetisch einheitliche, Markergen-freie Sprosse zu

produzieren.
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A HU ,Mediumplatte”  HU ,Feuchtekammer”
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35S::gusA T782M.6 T791(M.6  T7910)6 T782(Y).6 T791(*).6 T7910)6

Abbildung 5 Charakterisierung ausgewahlter regenerierter Einzelsprosse aus den
Experimenten zur Hitzeubertragung (HU) ,Mediumplatte* und ,Feuchtekammer®. A
PCR-basierter Nachweis der Gene flp, nptll und EF1-a unter Verwendung der
Primerkombinationen FIpF/ FIpR, NptlIF1/ NptlIR1 bzw. EFl1aF/ EF1aR. B GUS-Assay.
Std — GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific); Plasmid —
Positivkontrolle, Plasmid-DNA des Transformationsvektors pB-Npt-Hsp-Flp-Gus; blank —
Negativkontrolle, ddH,0O; 'PinS' — untransformierter Samling der Sorte 'Pinova’; 35S::gusA
— transgene Linie, die gusA konstitutiv exprimiert; (+) — Hitzebehandlung bei 42 °C; (-) —
Hitzebehandlung bei Raumtemperatur (Kontrolle). Maodifiziert nach Wirdig et al (2013).
Die Originalquelle der Veroffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11240-013-0376-1
verflighar. The original source of publication is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11240-013-
0376-1.

3.1.2 Expressionsanalysen bei Hitzegabe
FUr eine genauere molekulare Charakterisierung des hitzeinduzierbaren FlIp/FRT
Rekombinasesystems im Verlauf einer Hitzebehandlung wurden zwei ZR mit ZP

fur Expressionsanalysen entworfen (Abbildung 6).
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Abbildung 6 Schematische Darstellung der Zeitreihen | und Il. Die
Probennahmezeitpunkte [h] sind angegeben. Der Zeitpunkt O h stellt den Beginn der
Hitzebehandlung dar. Fir beide Zeitreihen erfolgte die Hitzebehandlung an in vitro

Blattern in  Feuchtekammern, analog zur Methode der Hitzelbertragung
.Feuchtekammer”. rot — Hitzegabe (42 °C); blau — 23 °C.

Beide ZR wurden an in vitro Blattern der transgenen Flp-Gus Apfellinien T670,
T782 und T791 (vgl. Abschnitt 2.1.5.1) sowie an in vitro Blattern des
untransformierten  Samlings 'PinS' durchgefuhrt, wobei die Hitzegabe
entsprechend der HU ,Feuchtekammer” stattfand (Kap. 2.2.17). Als Kontrolle
wurden in vitro Blatter der Linie T791 zusatzlich bei RT (23 °C) behandelt, im
Weiteren als nicht induziert (ni) bezeichnet. Fir alle ZP wurde die
MRNA-Expression der T-DNA lokalisierten Gene (flp, nptll und gusA) mittel
RT-PCR untersucht (Abbildung 7). Die einwandfreie Qualitat aller cDNA-Proben
wurde Uber die Amplifikation des EF1-a spezifischen cDNA-Produktes von 700 bp
belegt (Abbildung 7). Fur den untransformierten Sadmling 'PinS' wurde in beiden
ZR erwartungsgemal keine Expression der T-DNA lokalisierten Gene flp, nptll
und gusA detektiert (Abbildung 7).

In beiden ZR wurde fur fast alle ZP der Kontrollbehandlung (T791, ni) und fir
nahezu alle 0 h ZP keine flp Expression nachgewiesen. Ausnahmen bildeten die
ZP 16 h und 32 h der Kontrollbehandlung der ZR | und der ZP O h fir die Linie
T670 der ZR I, fur welche eine leichte flp Expression detektierbar war (Abbildung
7). In ZR | (Hitzegabe fir 1 h) zeigten die hitzebehandelten Linien zum ZP 1 h die
starkste flp Expression (Abbildung 7 A). Fur die nachfolgenden ZP der ZR | (2, 4,
8, 16 und 32 h) erfolgte die Probennahme nach der Hitzegabe. Fur all diese ZP
konnte eine chronologisch abnehmende flp Expression nachgewiesen werden.
Fur Linie T791 war zum ZP 32 h keine flp Expression detektierbar. In ZR II
(kontinuierliche Hitzegabe uber 4 h) konnte eine flp Expression fur alle Linien
nach 30 min Hitzebehandlung nachgewiesen werden (Abbildung 7 B). Die flp

Expression erwies sich fur alle nachfolgenden ZP als recht stark.
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DNA T872
DNA 'PinS"

-RT Negativkontrolle, ddH,O statt
Reverser Transkriptase fiir
reverse Transkription

1000 bp -RNA Negativkontrolle, ddH20 statt
RNA fir reverse Transkription
500bp

=500 bp DNA T782 DNA derLinie T782

—— e Plasmid Positivkontrolle, Plasmid-DNA
=500 bp des Transformationsvektors
pB-Npt-Hsp-Flp-Gus

. DNA 'PinS' DNA des untransformierten
== 1000bp Samlings der Sorte 'Pinova’

~500bp blank Negativkontrolle, ddH,O

DNA T872

Abbildung 7 RT-PCR-Expressionsanalysen der T-DNA lokalisierten Gene flp, nptll und gusA von ausgewahlten Flp-Gus Linien und des
untransformierten Samlings 'PinS' unter Verwendung der Primerkombinationen FlpF/ FIpR, NptlIF1/ NptlIR1 bzw. GUSRTF/ GUSRTR. Zusétzlich
wurde das Transkript des Haushaltgens EF1-a durch Verwendung der Primerkombination EF1aF/ EF1aR amplifiziert. A Zeitreihe |, Hitzegabe fiir 1 h
bei 42 °C. B Zeitreihe Il, Hitzegabe fir 4 h bei 42 °C. Die Zeitpunkte [h] sind angegeben. ni — nicht induziert; Std — GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific); a — reife flpo mMRNA; b — flp pr&-mRNA; ¢ — unspezifisches Produkt. Modifiziert nach Wirdig et al (2013). Die
Originalquelle der Veroffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11240-013-0376-1 verflgbar. The original source of publication is available at Springer via
http://dx.doi.org/10.1007/s11240-013-0376-1.
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Bei ZR Il war fur die Linien T782 und T791 die Tendenz zu einem Maximum in der
flp Expression zum ZP 2 h erkennbar, gefolgt von einer leichten Abnahme der flp
Expression zum ZP 4 h. In der flp spezifischen RT-PCR wurden neben dem flp
cDNA charakteristischen PCR-Produkt von 575 bp (Abbildung 7, markiert mit a)
zwei grolBere PCR-Fragmente (Abbildung 7, markiert mit b und c) fur die
transgenen Linien amplifiziert. Dies war meist nach Hitzebehandlung und
insbesondere fur die Linie T670 der Fall. Eines dieser Fragmente (Abbildung 7,
markiert mit b) zeigte eine vergleichbare GroRe zum Produkt der Kontrollproben
DNA T782 und Plasmid, welche ein PCR-Produkt von 774 bp amplifizierten. Das
zweite zusatzliche PCR-Fragment zeigte eine Grdl3e von ca. 950 bp (Abbildung 7,
markiert mit c). Alle Versuche diese beiden zusatzlichen Fragmente fur eine

Sequenzierung zu klonieren schlugen fehl (Daten nicht gezeigt).

Die Expression von nptll wurde fir alle transgenen Linien (Hitzebehandlung und

Kontrollbehandlung) in beiden ZR zu allen ZP nachgewiesen (Abbildung 7).

Eine gusA Expression wurde, anders als erwartet, sowohl fur die
hitzebehandelten Linien als auch fur die Kontrollbehandlung (T791, ni) in beiden
ZR zu fast allen ZP nachweisen (Abbildung 7). Innerhalb einer Linie und ZR war
kein klarer Trend beziiglich der gusA Expressionsstarke erkennbar. Um eine
maogliche DNA-Verunreinigung der RNA-Proben (trotz DNase-Behandlung) als
Ursache fur dieses Ergebnis auszuschlie3en, wurde fiir alle 0 h ZP nochmals eine
gusA spezifische PCR an den DNase-behandelten RNA-Proben und an den
dazugehdrigen cDNA-Proben durchgefuhrt (Abbildung 8).

P Zeitreihel;0 h P Zeitreihell; 0 h 2 32 =
— cDNA RNA cDNA . RNA . . Imﬂl]bp
I : —— 3 A — 5000
— —— —

— — el

'PinS'l
T670
T782
T791
PinS
T670
T782
T791
PinS
T670
T782
T791
mmsl
Hankl

T791, ni |
T791, ni
T791, ni
T791, ni
Plasmid
DNAT782

Abbildung 8 GusA spezifische PCR (Primerkombination GUSRTF/ GUSRTR) fur den
Zeitpunkt 0 h. Die DNase-behandelten RNA-Proben (RNA) und die dazugehdrigen
cDNA-Proben (cDNA) beider Zeitreihen wurden als Template verwendet. Std -
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific); ni — nicht induziert; 'PinS'
— untransformierter Samling der Sorte 'Pinova’; blank — Negativkontrolle, ddH,O; Plasmid
— Positivkontrolle, Plasmid-DNA des Transformationsvektors p9-Npt-Hsp-FIp-Gus.
Modifiziert nach Wirdig et al (2013). Die Originalquelle der Veréffentlichung ist bei Springer unter
http://dx.doi.org/10.1007/s11240-013-0376-1 verfiigbar. The original source of publication is available at
Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11240-013-0376-1.
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Die gusA Expressionsergebnisse der ZR | und Il (Abbildung 7) wurden bestatigt.
Zum ZP Oh war eine gusA Expression fur alle transgenen Linien
(Hitzebehandlung und Kontrollbehandlung) nachweisbar. Eine
DNA-Kontamination der RNA-Proben konnte als Ursache fur das amplifizierte

Fragment ausgeschlossen werden.

3.1.2.1 Untersuchung der Ausgangslinien auf Chimeritat

Um eine Chimeritdt der Ausgangslinien T670, T782 und T791 als mogliche
Ursache fur die Ergebnisse der Expressionsanalysen (Kap. 3.1.2) zu uberprifen,
wurden verschiedene PCR-Experimente und ein GUS-Assay an diesen Linien
durchgefiihrt (Abbildung 9). Als Kontrollen dienten der Markergen-freien Spross
T791™-5 (FK) und der untransformierte Samling 'PinS'.

Als Erstes wurde die Prasenz und die Expression der T-DNA lokalisierten Gene
nptll, flp und gusA mittels PCR bzw. RT-PCR untersucht (Abbildung 9 A). Fur die
Ausgangslinien T670, T782 und T791 konnte das Vorhandensein der T-DNA
lokalisierten Gene nptll, flp und gusA belegt werden. Fir den Spross T791"-5
(FK) war nur das gusA Gen nachweisbar und fir 'PinS' konnte kein T-DNA
lokalisiertes Gen nachgewiesen werden. Fur alle Ausgangslinien war nptll und
gusA mMRNA-Expression nachweisbar. Im Gegensatz dazu war fir keine
Ausgangslinie flp mMRNA-Expression nachweisbar. Fur den Spross T791%-5 (FK)
war nur gusA mRNA-Expression belegbar. Fur 'PinS' konnte keine Expression
von T-DNA lokalisierten Genen nachgewiesen werden.

Des Weiteren wurde eine Rekombinasekassette Uberspannende PCR unter
Verwendung der Primerkombination 35SF/ GUSR durchgefihrt (Abbildung 9 B,
vgl. Abbildung 1°B). Fur die Linien T670, T782 und T791 wurde einzig ein ca.
4,5 kb groRes PCR-Produkt amplifiziert, welches dem erwarteten PCR-Produkt
von 4410 bp bei vorhandener Rekombinasekassette entsprach. Fir den
Markergen-freien Spross T791M-5(FK) wurde nur ein einzelnes, deutlich
kleineres PCR-Fragment (ca. 1,2 kb) amplifiziert, welches dem errechneten

PCR-Produkt von 1176 bp nach Ausschnitt der Rekombinasekassette entsprach.
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Abbildung 9 Untersuchungen an ausgewahlten Flp-Gus Linien. Als Kontrollen dienten
der untransformierte Samling 'PinS' und der Markergen-freie Spross T791%-5 (FK). A
Untersuchung der Prasenz (PCR) und Expression (RT-PCR) der T-DNA lokalisierten
Gene flp, nptll und gusA und des Haushaltgens EF1-a unter Verwendung der
Primerkombinationen  FlpF/ FIpR, NptlIF1/ NptlIR1,  GUSRTF/ GUSRTR  bzw.
EFlaF/ EF1aR. B Rekombinasekassette Uberspannende PCR unter Verwendung der
Primerkombination 35SF/ GUSR. C GUS-Assay an Sprossen. Std 1/Std 2 — GeneRuler
100 bp Plus/1 kp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific); -RT — Negativkontrolle, ddH,O
wurde statt Reverser Transkriptase fir reverse Transkription verwendet; Plasmid —
Positivkontrolle,  Plasmid-DNA  des  Vektors  pB-Npt-Hsp-Flp-Gus;  blank -
Negativkontrolle, ddH,O; 'PinS' — untransformierter Samling der Sorte 'Pinova’; T670,
T782, T791 — transgene Flp-Gus Ausgangslinien; T791%-5 (FK) — Markergen-freier
Spross aus der Methode zur Hitzelibertragung ,Feuchtekammer” (Abschnitt 3.1.1.3).
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Um zu verifizieren, ob das detektierte gusA Transkript auch in funktioneller
3-Glucuronidase resultierte, wurde ein GUS-Assay an Sprossen der
Ausgangslinien durchgefiihrt (Abbildung 9 C). Fur keine der drei untersuchten
Linien konnte eine Blaufarbung der Sprosse nachgewiesen werden. Eine leichte
Blaufarbung der Sprosskalli war nach dem GUS-Assay sichtbar, welche allerdings
auch fir den Sprosskalli des untransformierten Samlings 'PinS' zu sehen war.

Folglich war 3-Glucuronidase in den Ausgangslinien nicht vorhanden.

3.1.3 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das hitzeinduzierbare FIp/FRT
Rekombinasesystem anhand transgener Apfellinien (Flp-Gus Linien), welche mit
dem Monitoringvektor pB-Npt-Hsp-FIp-Gus (Abbildung 1 B) ausgestattet sind,
fortflhrend etabliert und molekular genauer charakterisiert. Mit dem Ziel die
Effektivitat der Induktion des Rekombinasesystems zu steigern, wurden drei neue
Methoden zur Hitzetibertragung (HU) getestet (Abbildung 2). Dabei erfolgte die
Hitzebehandlung an abgetrennten Blattern aus in vitro Kultur, wobei die
hitzetibertragenden Medien Fliissigkeit (HU ,ddH20*/,MSO"), 100 % Luftfeuchte
(HU ,Feuchtekammer®) und festes Nahrmedium (HU ,Mediumplatte*) waren. Die
Induktion des Rekombinasesystems war fir alle drei HU erfolgreich. Die beste
Induktion des Rekombinasesystems wurde durch die HU ,ddH20“ erreicht
(Abbildung 4). Die Methode HU ,ddH20* fiihrte allerdings auch zu einer massiven
Schadigung des Blattgewebes. Die besten Uberlebensraten zeigten die
hitzebehandelten Blatter nach den HU ,Feuchtekammer® und ,Mediumplatte*
(Abbildung 3). Die Erzeugung eines Markergen-freien Sprosses gelang mit der
HU ,Feuchtekammer” (Abbildung 5). Das hitzeinduzierbare Rekombinasesystem
wurde im Verlauf der Hitzegabe molekular genauer charakterisiert, indem die
Expression der T-DNA lokalisierten Gene untersucht wurde (Abbildung 7). Eine
Hitzegabe von 42 °C fuar 30 min war ausreichend, um die Transkription des
Rekombinasegens flp zu aktivieren. Auch 31 h nach der Hitzebehandlung war
noch flp mMRNA nachweisbar. Bei einer durchgehenden Hitzegabe Uber 4 h blieb
das flp mRNA Transkriptlevel relativ hoch. Mehrere Ergebnisse lie3en auf eine
Induktion des Rekombinasesystems durch weitere Faktoren (neben Hitze)
schlieBen. Ob dies eine Rekombination zur Folge hatte, konnte nicht eindeutig
belegt werden (Abschnitt 3.1.2.1).
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3.2 Erzeugung cisgener schorfresistenter Apfelsorten
mit einem hitzeinduzierbaren FIp/FRT

Rekombinasesystem

Im Rahmen dieser Arbeit sollten durch einen cisgenetischen Ansatz verschiedene
Apfelsorten mit dem Schorfresistenzgen Rvi6 ausgestattet werden. Dafir wurde
der Transformationsvektor p9-Daol-FLPi-HcrVfi2 verwendet (Abbildung 1 C).
Dieser Vektor ist nach dem Prinzip der Clean Vector Technologie aufgebaut und
basiert auf einem hitzeinduzierbaren FIp/FRT Rekombinasesystem.

3.2.1 Herstellung und Charakterisierung transgener Linien

3.2.1.1 Pflanzentransformation und Etablierung transgener Linien

Fur jede Apfelsorte wurden drei bis sechs Transformationsexperimente mit dem
Vektor p9-Daol-FLPi-HcrVf2  (Abbildung 1 C) unter Verwendung von
A. tumefaciens durchgefihrt (Tabelle 2). Von jedem erzeugten aktiv wachsenden
Regenerat wurde jeweils ein Einzelspross per PCR auf die T-DNA lokalisierten
Gene des Vektors p9-Daol-FLPi-HcrVf2 getestet (Abbildung 10). Die positive
EF1-a spezifische PCR belegte die erfolgreiche Isolation intakter gDNA. Fur alle
getesteten Einzelsprosse konnten alle T-DNA lokalisierten Gene (nptll, daol, flp
und Rvi6) nachgewiesen werden, wodurch auf einen erfolgreichen Transfer der
T-DNA in das pflanzliche Genom dieser Sprosse geschlossen wurde. Fir keine
untransformierte Sorte waren die T-DNA lokalisierten Gene detektierbar. Die Rvi6
spezifische PCR (Primer: RT1for/ RT2rev) amplifizierte neben dem
genspezifischen Produkt von 856 bp meist ein weiteres unspezifisches Produkt
von ca. 1050 bp. Dieses Produkt wurde bereits durch Vanblaere et al (2011)
beschrieben. Die positiv getesteten Einzelsprosse wurden zu transgenen
Apfellinien etabliert und erhielten eine eindeutige Liniennummer. Insgesamt
wurden 22 Linien gewonnen (Tabelle 2). Fur vier ('‘Brookfield Baigent', ‘Mitchgla’,
'‘Novajo' und 'Pinova’) der sieben transformierten Apfelsorten konnten Linien
erzeugt werden, wobei es sich bei 'Brookfield Baigent' um eine Mutante der Sorte
'Royal Gala' ('Gala' Mutante) und bei 'Mitchgla' um eine Mutante der Sorte 'Gala’
handelt. Die Transformationseffizienz fir die einzelnen Sorten lag zwischen 0,0
und 0,4 %.
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Tabelle 2 Ubersicht den den durchgefiihrten Transformationsexperimente mit dem Vektor p9-Daol-FLPi-HcrVf2 und den daraus resultierten
transgenen Apfellinien. Modifiziert nach Wirdig et al (2015). Die Originalquelle der Vertffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8
verflighar. The original source of publication is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8.

Transgene Linien

Apfelsorte Transformationen  Infizierte Transformations-
(Genetischer Ursprung) [n] Blattexplantate [n] Regenerate [n] [n] Bezeichnung effizienz* [%]
'‘Brookfield Baigent' 3 1980 103 8 M899; M902; M903; M942; 0,40

('Royal Gala' Mutante) M944; M946; M947; M948

'‘Kanzi' 4 2640 2 keine - 0

(‘'Gala' x 'Braeburn’)

‘Mariri Red' 6 3960 1 keine - 0

(‘Braeburn' Mutante)

‘Mitchgla' 4 2640 261 4 M853; M854; M877; M897 0,15

(‘'Gala' Mutante)

'‘Novajo' 6 3960 37 6 M852; M900; M901; M941; 0,15
(‘Jonagold' Mutante) M943; M945

'Pinova’ 3 1980 67 4 M878; M879; M896; M898 0,20
('Golden Delicious' x 'Clivia')

'Red Jonaprince' 6 3960 15 keine - 0

(‘Jonagold' Mutante)

*Transformationseffizienz [%] = (Anzahl der erzeugten Linien/Anzahl der infizierten Blattexplantate) x 100
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Abbildung 10 Nachweis T-DNA lokalisierter Gene in Einzelsprossen aktiv wachsender
Regenerate aus den Transformationsexperimenten mit dem Vektor p9-Dao-FLPi-HcrVf2.
Die Detektion der Gene nptll, daol, flp, Rvié und des Haushaltgens EF1-a erfolgte unter
Verwendung der Primerkombinationen NptlIF1/ NptlIR1, daolF1/ daolR1, FlpF/ FIpR,
RT1for/ RT2rev bzw. EF1aF/ EF1aR. 'Novajo’, 'Mitchgla’, 'Pinova', 'Brookf B' —
Negativkontrollen, untransformierte Apfelsorten. Modifiziert nach Wirdig et al (2015). Die
Originalquelle der Veréffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8
verflgbar. The original source of publication is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-
0291-8.

3.2.1.2 Anzahl der T-DNA-Integrationsorte

Um die Anzahl der T-DNA-Integrationsorte fiir die transgenen Apfellinien sicher zu
bestimmen, wurden fiir jede Linie zwei unabhangige Southern Blot Experimente
durchgefuhrt. Die Schnittstellen der verwendeten Restriktionsenzyme (BamHI und
BspTl) sowie der Hybridisierungsort der verwendeten nptll spezifischen Sonde
innerhalb der T-DNA ist in Abbildung 1 C dargestellt. Fir die einzelnen Linien
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konnten ein bis vier T-DNA-Integrationsorte detektiert werden (Abbildung 11;
Tabelle 3). Fur die Linie M946 von der Sorte 'Brookfield Baigent' sowie fur die
Linien M852 und M941 von der Sorte 'Novajo' als auch fur die Linien M879, M896
und M898 von der Sorte 'Pinova' wurde nur ein einzelner T-DNA-Integrationsort
detektiert.
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Abbildung 11 Detektion der Anzahl der T-DNA-Insertionsorte in den transgenen
Apfellinien durch Southern Blot Analysen. Pro Linie wurden zwei unabhangige Southern
Blots durchgefiihrt, wobei die gDNA einmal mit BamHI und einmal mit BspTI verdaut
wurde. Beide Blots wurden mit einer nptll spezifischen Sonde hybridisiert. Die Anzahl der
detektierten T-DNA-Integrationsorte fir die Linien ist angegeben. T-DNA-IntOrt —
T-DNA-Integrationsort; 'Brookf B' — 'Brookfield Baigent'; Std — Standard, DNA Molecular
Weight Marker VII, Digoxigenin-markiert (Roche Diagnostics); x — falsch geladene Probe;
'‘Novajo', 'Mitchgla', 'Pinova’, '‘Brookf B' — Negativkontrollen, untransformierte Apfelsorten;
Plasmid — Positivkontrolle, verdaute Plasmid-DNA des Vektors p9-Dao-FLPi-HcrVf2.
Modifiziert nach Wirdig et al (2015). Die Originalquelle der Veroffentlichung ist bei Springer unter
http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8 verfugbar. The original source of publication is available at
Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8.
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3.2.1.3 Genexpressionsanalysen (RT-PCR)
Die qualitative Expression der T-DNA transferierten Gene nptll, daol, flp und Rvi6
sowie vom Haushaltsgen EF1-a wurde fir alle transgenen Apfellinien an vier

Wochen altem in vitro Blattmaterial mittels RT-PCR untersucht (Abbildung 12).

Die erfolgreiche reverse Transkription der RNA in cDNA und die Abwesenheit von
gDNA in den Proben wurde durch ein einzelnes 700 bp groRes RT-PCR-Produkt
unter Verwendung der EF1l-a spezifischen Primer EF1aF/ EF1aR belegt. Die
MRNA-Expression der T-DNA transferierten Gene nptll, daol und Rvi6 konnte fir
alle transgenen Linien gezeigt werden. Fur die Untersuchung der Rvi6
MRNA-Expression wurden die genspezifischen Primer Vfa2-F/ Vfa2-R genutzt.
Die Intensitat des amplifizierten Rvi6 spezifischen Produktes schien zwischen den
Linien zu variieren. Im verwendeten Vektor wird die Expression des
Schorfresistenzgens Rvi6 durch einen definierten Abschnitt seiner endogenen
Promotorsequenz reguliert. Die Expressionsstarke der Gene nptll und daol war
fur alle Linien vergleichbar, beide Transgene werden im Vektor durch einzelne
CaMV 35S Promotoren gesteuert. Fir keine transgene Linie konnte flp
MRNA-Expression detektiert werden. Fir die transgenen Linien wurde folglich der
flo Gen regulierende, Hitzeschock induzierbare Promotor (HSP) als inaktiv
eingestuft. Kleinere Mengen flp Transkript konnten mit der verwendeten Methode
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Sowohl die flp als auch die daol
genkodierende Sequenzen sind im Vektor durch ein 189 bp grofRRes Intron
kunstlich in zwei Exons untergliedert. Fur die Gene flp und daol waren die von
cDNA amplifizierten PCR-Produkte demzufolge 189 bp kleiner als die von gDNA
amplifizierten PCR-Produkte.
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Abbildung 12 Transkriptionsanalysen (RT-PCR) der T-DNA transferierten Gene nptll, daol, flp und Rvi6 sowie des Haushaltgens EF1l-a in den transgenen Linien. Die
Primerkombinationen NptlIF1/ NptlIR1, daolF1/ daolR1, FIpF/ FIpR, Vfa2-F/ Vfa2-R bzw. EF1aF/ EF1aR wurden verwendet. Std — Std, GréRenstandard, GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific); Plasmid — Positivkontrolle, Plasmid-DNA des Vector p9-Dao-FLPi-HcrVf2; blank — Negativkontrolle, ddH20; -RT — Negativkontrolle, ddH20 statt

Reverser Transkriptase; RNA — Negativkontrolle, Template war DNase-behandelte RNA der Linie M854; 'Novajo’, 'Mitchgla', 'Pinova’', 'Brookfield Baigent' ('Brookf B') —
Negativkontrollen, untransformierte Apfelsorten; PK — Positivkontrolle — Template war cDNA der Linie M879 nach Hitzeinduktion. Modifiziert nach Wirdig et al (2015). Die Originalquelle
der Verdffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8 verfiigbar. The original source of publication is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8.
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3.2.1.4 Evaluierung der Schorfresistenz

Die Schorfresistenz der transgenen Apfellinien wurde an mikroveredelten
Pflanzen durch kunstliche Apfelschorfinokulation im Gewachshaus untersucht.
Um die Funktionalitat des transferierten Schorfresistenzgens Rvi6 in den Linien zu
prufen, wurde die Schorfresistenz gegeniber den V. inaequalis Einsporisolaten
104 (bricht nicht Rvi6) und EU-D42a (bricht Rvi6; im JKI Dresden-Pillnitz unter
D42a gefuhrt und im Weiteren als D42a bezeichnet) evaluiert. Als Kontrollen
wurden in den Schorfresistenztestungen zusatzlich sowohl die untransformierten
Apfelsorten als auch gewahlte Referenzsorten mit und ohne Rvi6 Resistenzgen
mitgefuhrt. Die Resistenztestungen der transgenen Linien fanden in den Jahren
2012 und 2013 statt, wobei nach Mdglichkeit pro Linie und Isolat 10 Pflanzen
inokuliert wurden. Die verwendete Sporendichte und die Keimungsrate der Isolate
fur die einzelnen Jahre sind Tabelle A 8 zu entnehmen. Die Ergebnisse der
Schorfresistenztestungen sind in Tabelle 3 aufgefuhrt. In Abbildung 13 werden
beispielhaft  inokulierte Blatter  transgener Linien mit  einzelnen

T-DNA-Integrationsorten und von Kontrollsorten gezeigt.

Die Inokulation mit Isolat D42a verursachte bei den meisten Pflanzen anfallige
Symptome; die Blatter zeigten Sporulation auf der Blattoberflache (auf Blattober-
und/oder Blattunterseite) zum Boniturtermin (Tabelle 3, Abbildung 13). Einzelne
Pflanzen zeigten keine anfalligen Symptome gegeniber dem Isolat D42a, obwohl
fur diese Pflanzen kein vermindertes Wachstum offensichtlich war. Alle getesteten
Sorten und Linien waren gegeniiber dem Isolat D42a anfallig, mindestens eine
der getesteten Pflanzen wurde mit den Boniturnoten 3b oder 4 bewertet.

Die Inokulation mit dem Isolat 104 fuhrte bei den meisten transgenen Linien und
bei allen getesteten Kontrollsorten mit Rvi6 zu keinen Symptomen oder
Reaktionen der Widerstandsfahigkeit. Alle getesteten Kontrollsorten ohne Rvi6
(untransformierte Sorten und ‘Golden Delicious') waren gegeniber dem Isolat 104
anfallig (Tabelle 3, Abbildung 13). Auch nach Inokulation mit dem Isolat 104
zeigten einzelne Pflanzen von Sorten ohne Rvi6 keine anfalligen Symptome. 16
der 22 transgenen Linien und die Rvi6 tragenden Sorten 'Prima’, 'Rebella’ und
'Retina’ wurden gegenuber dem Isolat 104 als resistent eingestuft (Tabelle 3). Die
meisten getesteten Pflanzen der resistenten Linien/Sorten wurden der
Boniturklasse 0 (keine Symptome) zugeordnet. Einige getestete Pflanzen von
resistenten transgenen Linien zeigten pinpoint pits (Boniturklasse 1) oder
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chlorotische Lasionen (Boniturklasse 2). Nekrotische Lasionen (Boniturklasse 3a)
waren fast ausschlie3lich bei Pflanzen von traditionell gezlchteten Rvi6
tragenden Sorten sichtbar. Sechs der 22 transgenen Linien wurden gegenuber
dem Isolat 104 als anféllig eingestuft (Tabelle 3). In diesen sechs transgenen
Linien (M942 von 'Brookfield Baigent' und M852, M900, M941, M943, M945 von
'‘Novajo’) scheint das transferierte Schorfresistenzgen Rvi6 nicht voll
funktionsfahig zu sein. Fur jede erfolgreich transformierte Sorte wurde mindestens

eine schorfresistente transgene Linie gegenuber Isolat 104 erzeugt.
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M852 ('Novajo')
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M879 ('Pinova')

M896 ('Pinova')

M898 ('Pinova')
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Isolat 104
'‘Brookfield Baigent'

Isolat D42a

'‘Novajo'

'Golden D'

P W

'Retina’

o &

'Prima’

Abbildung 13 Blatter transgener Apfellinien mit einzelnen T-DNA-Integrationsorten (linke
Seite) und von Kontrollsorten (rechte Seite), inokuliert mit V. inaequalis Einsporisolat 104

bzw. D42a. Die Blatter wurden 30 bzw.

35 Tage nach der Inokulation fotografiert,

abhangig von Evaluierungsjahr. Kontrollsorten waren die untransformierten Apfelsorten

(‘Brookfield Baigent';

‘Novajo' und 'Pinova’) sowie die Apfelsorten 'Golden Delicious'

(ohne Rvi6), 'Prima’ und 'Retina’ (jeweils mit Rvi6). Modifiziert nach Wrdig et al (2015).
Die Originalquelle der Veroffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8
verfugbar. The original source of publication is available at Springer via http:/dx.doi.org/10.1007/s11032-015-

0291-8.
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3.2.1.5 Genexpressionsanalyse (QRT-PCR)

Die Rvi6 Genexpression wurde quantitativ an in vitro Blattmaterial mittels
gRT-PCR untersucht. Die Studie umfasste 14 transgene Apfellinien (zwei davon
waren gegenuber dem V. inaequalis Isolat 104 anfallig) und zehn Kontrollsorten
(die vier untransformierten Apfelsorten, die Sorte '‘Golden Delicious' ohne Rvi6
und funf Rvi6 tragende Sorten). Die Rvi6 Genexpression wurde relativ zur Rvi6

tragenden Sorte 'Santana’ berechnet (Tabelle 3, Abbildung 14).
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Abbildung 14 Rvi6é Genexpression von transgenen Apfellinien und von traditionell
gezichteten Apfelsorten relativ zu 'Santana’, untersucht mittels gRT-PCR. Der
geometrische Mittelwert der drei analysierten biologischen Replikate ist dargestellt und
der Standardfehler (+ SE) als Fehlerbalken angegeben. Das Ergebnis des Tukey’s (HSD)
Tests (p < 0,05), zur Detektion von signifikanten Unterschieden, ist durch
Kleinbuchstaben oberhalb der Balken gezeigt, wobei verschiedene Buchstaben einen
signifikanten Unterschied zwischen Linien/Sorten bedeuteten. Die Anzahl der
T-DNA-Integrationsorte der transgenen Linien ist angegeben. 'Brookf B' — 'Brookfield
Baigent'; 'Golden D' — 'Golden Delicious'. Modifiziert nach Wurdig et al (2015). Die
Originalquelle der Veréffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8
verflighar. The original source of publication is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-
0291-8.
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Die Rvi6 Expression der getesteten transgenen Linien lag zwischen 0,2- und
3,0-fach und die Rvi6 Expression der Rvi6 tragenden Sorten zwischen 0,2- und
1,0-fach relativ zu 'Santana'. Fur die untransformierten Sorten 'Brookfield Baigent',
‘Mitchgla’, 'Novajo' und 'Pinova’ sowie fur die Kontrollsorte '‘Golden Delicious' war
keine Rvi6 mRNA-Expression messbar, wie fur Sorten ohne Rvi6 zu erwarten
war. Fur die schorfanfalligen Linien M852 und M900 wurden vergleichbare Rvi6
MRNA-Expressionslevel wie flur schorfresistente Linien gefunden (gegeniber
Isolat 104). Das Ergebnis des Tukey's (HSD) Tests der ANOVA belegte keinen
signifikanten Unterschied in der Rvi6 mRNA-Expression zwischen den getesteten
transgenen Linien und den Rvi6 tragenden Sorten 'Rebella’, 'Retina’ 'Florina’,
'Prima’ und 'Santana’. Fir die getesteten transgenen Linien konnte keine
Korrelation zwischen der Anzahl der T-DNA-Integrationsorte und der Rvi6

MRNA-Expressionsstarke nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

3.2.1.6 Auswahl transgener Linien flr eine weitere Charakterisierung

Fur weitere Analysen wurden transgene Apfellinien ausgewahlt, die aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse fir die angestrebte Produktion von cisgenen
Apfelpflanzen am besten geeignet waren. Diese Linien sollten: (I) nur einen
T-DNA-Integrationsort aufweisen, (lI) schorfresistent gegentiber dem Isolat 104
sein und (lll) das transferierte Schorfresistenzgen Rvi6 in gleicher Starke wie
traditionell geztichtete Rvi6 tragende Apfelsorten exprimieren.

Die Bedingungen (1), (II) und (lll) trafen auf die transgenen Linien M879, M896
sowie M898 der Apfelsorte 'Pinova’ und die Bedingungen (1) und (ll) auf die
transgene Linie M946 der Sorte '‘Brookfield Baigent' zu. Bedingung (I1l) war fur die
Linie M946 zum Auswabhlzeitpunkt nicht untersucht (Tabelle 3). Diese vier Linien
wurden beziglich ihrer integrierten T-DNA in weiteren Experimenten genauer

charakterisiert.
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3.2.2 Weitere Charakterisierung gewahlter transgener Linien

3.2.2.1 Untersuchungen zur Genauigkeit der T-DNA-Insertion und auf

mogliche Vektorruckgrat-Integration
Die Untersuchungen zur Genauigkeit der T-DNA-Insertion wund auf
Vektorriickgrat-Integration wurde fur die ausgewahlten Linien mittels PCR
realisiert (Abbildung 15). Daflr wurden Primer entwickelt, die an der
Plasmidsequenz des Vektors p9-Daol-FLPi-HcrVf2 nahe der border site
Sequenzen (RB und LB) hybridisierten (Abbildung 15 A) und die PCR flr
verschiedene Primerkombinationen an p9-Daol-FLPi-HcrVf2 Plasmid-DNA
etabliert (Daten nicht gezeigt). Im Anschluss wurden PCR-Experimente mit
etablierten Primerkombinationen an gDNA-Proben der ausgewéhlten Linien
durchgefuhrt, wodurch ein Rickschluss Uber die Genauigkeit der
T-DNA-Integration und auf Vektorrickgrat-Integration mdoglich war (Abbildung
15 B).

A 2

1, 7, 2, P} 4, 5B, 8 6
| backbone | LB | T-DNA | | TDNA |RB| backbone |
FRT Piss RvVi6 Tgus
T e Te
B PCR-Ergebnisse der getesteten Primerkombinationen
1/3 7/3 2/3 4/ 5A 5B/ 8 5B/ 6
M879 negativ negativ positiv positiv positiv negativ
M896 negativ negativ positiv positiv negativ negativ
M898 negativ positiv positiv positiv negativ negativ
M946 negativ positiv positiv positiv positiv negativ

Abbildung 15 PCR-basierte Untersuchungen zur Genauigkeit der T-DNA-Insertion und
zur  Vektorriickgrat-Integration in  ausgewahlten  transgenen  Apfellinien. A
Primerbindepositionen (Pfeile) am Vektor p9-Daol-FLPi-HcrVi2 (in Abschnitten,
schematisch). B PCR-Ergebnisse verschiedener Primerkombinationen. Positive
Ergebnisse wurden grau hinterlegt. FRT — Flp-Erkennungssequenz; LB — left border
Region; P35S - CaMV 35S Promotor; RB - right border Region; Rvi6 -—
Schorfresistenzgen Rvi6é von M. floribunda No. 821; Tr.s — endogener Terminator des
Schorfresistenzgens Rvi6é von M. floribunda No. 821. Modifiziert nach Wirdig et al
(2015). Die Originalquelle der Verdffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-
0291-8 verfugbar. The original source of publication is available at Springer via
http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8.

92



Ergebnisse

Fur keine der vier ausgewahlten Linien konnten Vektorrickgrat-Sequenzen unter
Verwendung der Primerkombinationen 1/3 und 5B/ 6 amplifiziert werden
(Abbildung 15 B). Fur alle vier Linien wurde somit keine Integration von
Vektor-Ruckgrat angenommen. Die Linie M946 wurde positiv fur alle anderen
Primerkombinationen (7/ 3, 2/ 3, 4/ 5A und 5B/ 8) getestet (Abbildung 15 B). Fir
diese Linie wurde die Integration einer intakten T-DNA an den border site
Sequenzen (RB und LB) in das Apfelgenom angenommen. Die Linie M896 wurde
negativ fur die Primerkombinationen 7/3 und 5B/ 8, jedoch positiv fur die
Primerkombinationen 2/ 3 und 4/ 5A getestet (Abbildung 15 B). Bei dieser Linie
gingen offensichtlich Teile der T-DNA bei der Integration ins Apfelgenom verloren,
was die beiden border site Sequenzen RB und LB beinhaltete. Die PCR-Analysen
zeigten, dass weder die FRT-Sequenz noch Teile des Rvi6 Gens davon betroffen
waren. Fiur Linie M896 wurde die Integration einer verkirzten, jedoch intakten
T-DNA angenommen. Die Linie M898 wurde positiv fur die Primerkombinationen
7/ 3, 2/ 3 und 4/ 5A, allerdings negativ flr die Primerkombination 5B/ 8 getestet
(Abbildung 15 B). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fur Linie M898 die
Integration einer verkirzten, jedoch intakten T-DNA angenommen, welcher ein
Sequenzabschnitt nahe der RB inklusive der RB Region selbst fehlt. Die Linie
M879 wurde positiv fur die Primerkombinationen 2/ 3, 4/5A und 5B/ 8, aber
negativ fir die Primerkombination 7/ 3 getestet (Abbildung 15 B). Fur Linie M879
wurde auf die Integration einer verkirzten, jedoch intakten T-DNA
rickgeschlossen, welcher ein Sequenzabschnitt nahe der LB inklusive der LB
Region selbst fehlt.

Um fir den verwendeten Transformationsvektor eine Aussage beziglich
maoglicher Vektorriuckgrat-Integration treffen zu kénnen, wurden die verbliebenen
transgenen Apfellinien (17 Linien) ebenfalls mit den Primerkombinationen 1/ 3 und
5B/ 6 getestet. Fur funf dieser Linien konnte die Integration von
Vektorriickgrat-Sequenzen belegt werden. Die restlichen 13 Linien wiesen keine
Vektorriickgrat-Integration auf (Tabelle 3, Daten nicht gezeigt).

3.2.2.2 Bestimmung des T-DNA-Integrationsortes

Die Bestimmung des T-DNA-Integrationsortes wurde fir die ausgewahlten
transgenen Apfellinien mit Genome Walking durchgefihrt (Tabelle 4) und der
putative Integrationsort in den Linien mittels PCR verifiziert (Daten nicht gezeigt).
Fur die Linien M879 (GenBank: KM880090; KM880091) und M896 (GenBank:
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KM880092) wurde die T-DNA-Integration auf LG 14 determiniert. Fur die Linien
M898 (GenBank: KM880093) und M946 (GenBank: KM880094; KM880095)
wurde die T-DNA-Integration auf LG 3 bzw. LG 9 bestimmt. In vier von sechs
analysierten Fallen war neben dem Verlust der entsprechenden border site (RB
bzw. LB) auch der Verlust von T-DNA Uber die border Sequenz hinaus belegbar.
In den verbleibenden zwei Fallen lag nur ein anteiliger Verlust der
entsprechenden border site Sequenz vor. In keinem der analysierten Falle wurden
Vektorriickgrat-Sequenzen am Integrationsort nachgewiesen (Tabelle 4). In Linie
M946 wurde die T-DNA in das zweite Intron einer putativ genkodierenden
Sequenz fur ein Protein aus der UDP-Glucuronosyl/UDP-Glucosyltransferase
Familie integriert (MDP0000315574). Um die vorhergesagte genkodierende
Sequenz MDPO0000315574 genauer zu charakterisieren, wurden bisher noch
keine Untersuchungen durchgefuhrt. Fur die T-DNA-Integrationsorte der Linien
M879, M896 und M898 wurden bislang keine genkodierenden Sequenzen

prognostiziert.

Fur die Linien M879 und M946 wurde der T-DNA-Integrationsort erfolgreich von
beiden border site Regionen ausgehend bestimmt. Nach einem Abgleich mit der
'‘Golden Delicious' Genomsequenz konnte flir beide Linien ein Rickschluss Uber
eine mogliche genomische Neuordnung am T-DNA-Integrationsort im Zuge der
T-DNA-Integration gezogen werden. In der Linie M879 fehlten 72 bp
Apfelgenomsequenz am T-DNA-Integrationsort. Diese gingen vermutlich durch
den Integrationsprozess verloren oder waren schon im Ausgangsmaterial (Sorte
'Pinova') nicht vorhanden. Fir die Linie M946 waren am T-DNA-Integrationsort
ein zusatzlicher DNA-Abschnitt von 80 bp vorhanden und das Fehlen von 19 bp
Apfelgenomsequenz zu verzeichnen. 46 bp des zuséatzlichen DNA-Abschnittes
konnten in antiparalleler Orientierung in direkter Nachbarschaft zum
T-DNA-Integrationsort in der Linie M946 wiedergefunden werden und wurden
auch im 'Golden Delicious’ Genom bestétigt. Der Ursprung fir die anderen Teile
des zusatzlichen DNA-Abschnittes war nicht bestimmbar. Vermutlich war die
T-DNA-Integration durch A. tumefaciens ursachlich far diese
Genomumstrukturierungen am T-DNA-Insertionsort der Linie M946. Auch hier
bestand die Moglichkeit, dass im Ausgangsmaterial (Sorte 'Brookfield Baigent')

eine von 'Golden Delicious' abweichende Genomsequenz vorlag.
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3.2.3 Herstellung cisgener Apfelpflanzen

Fur die Herstellung cisgener Apfelpflanzen wurden die vier transgenen Apfellinien
M879, M896, M898 und M946 von den Sorten 'Pinova' und 'Brookfield Baigent'
verwendet. Fur diese Linien wurde nur ein T-DNA-Integrationsort detektiert
(Abschnitt 3.2.1.2), der erfolgreich bestimmt werden konnte (Abschnitt 3.2.2). Die
Funktionalitat des transferierten Schorfresistenzgens Rvi6 wurde fur alle vier
Linien durch ihre Resistenz gegeniber dem V. inaequalis Isolat 104 bestatigt
(Kap. 3.2.1.4).

3.2.3.1 Hitzebehandlung fir die Induktion des Rekombinasesystems

Fur die Erzeugung cisgener Apfelpflanzen wurden die ausgewahlten transgenen
Apfellinien den HU ,MSO* und ,Feuchtekammer* unterzogen, um das Flp/FRT
Rekombinasesystem zu induzieren. Daraus regenerierte Sprosse wurden

vereinzelt und eindeutig bezeichnet (Tabelle 5).

Mit dem Ziel, die Selektion von Zellen ohne daol zu fokussieren, wurden mehrere
Versuche im Zuge der Sprossregeneration im Rahmen der HU ,Feuchtekammer*
durchgefuhrt. Um daol als selektives Markergen zu nutzen, wurde die
D-Aminosaure D-lle eingesetzt. Vorversuche zeigten, dass eine Konzentration
von 5mM bzw. 10 mM D-lle ausreichend war, um die Entwicklung von daol
transgenen Apfellinien zu hemmen (Daten nicht gezeigt). Die negativen Effekte
von D-lle auf die pflanzliche Entwicklung verhinderten jedoch eine effektive
Selektion putativ cisgener Sprosse. Behandelte Regenerate zeigten stets extrem
verkirzte Internodien und bildeten keine verlangerten Sprosse, wodurch keine
Einzelsprosse gewonnen werden konnten. Aus diesem Grund wurden die mit
D-lle behandelten Regenerate wieder auf Nahrmedium ohne D-lle transferiert, wo

eine normale Pflanzenentwicklung einsetzte.

3.2.3.2 Identifikation cisgener Sprosse und Linienetablierung

Ausgehend von den vier gewahlten transgenen Ursprungslinien wurden nach
Durchfiihrung der HU ,MSO* und ,Feuchtekammer® insgesamt 978 putativ
cisgene Einzelsprosse gewonnen (Tabelle 5). Fiur die Identifizierung cisgener
Sprosse wurden PCR-Analysen zum Nachweis des Gens flp (innerhalb der
Rekombinasekassette lokalisiert, siehe Abbildung 1 C) und des Haushaltgens
EF1-a (Kontrolle) durchgefuhrt. Fir zwei von 978 getesteten Sprossen konnte
kein flp spezifisches PCR-Produkt amplifiziert werden, obwohl ein EFl-a
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spezifisches Produkt problemlos amplifizierbar war (Daten nicht gezeigt). Diese
beiden Einzelsprosse (iM879-68 und iM946-193) wurden folglich als cisgen
eingestuft. FUr alle anderen getesteten Einzelsprosse (976 Stick) war flp
nachweisbar (Daten nicht gezeigt) und somit die Rekombinasekassette in diesen
Sprossen vorhanden. Demzufolge waren diese 976 Sprosse immer noch

transgen.

Tabelle 5 Ubersicht zur Produktion cisgener Apfellinien. Modifiziert nach Wiirdig et al
(2015). Die Originalquelle der Veréffentlichung ist bei Springer unter http:/dx.doi.org/10.1007/s11032-015-
0291-8 verfugbar. The original source of publication is available at Springer via
http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8.

Mittels PCR getestete

Transgene Einzelsprosse [n] Cisgene Apfellinien

Ursprungs-  Apfel- HU HU

linie sorte ,MSO"  Feuchtekammer* [n] Bezeichnung (HU)

M879 'Pinova’ O 119 1 iM879-68 (HU
~Feuchtekammer®)

M896 'Pinova’ O 110 keine

M898 'Pinova’ O 411 keine

M946 '‘Brookf B' 46 292 1 iM946-193 (HU ,MSO")

Die Bezeichnung der Einzelsprosse setzte sich wie folgt zusammen: Liniennummer der
transgenen Ursprungslinie, versehen mit dem Préfix ,i* fur ,induziert®, gefolgt von einer
fortlaufenden Nummer fir jeden untersuchten Einzelspross. Die etablierten cisgenen
Apfellinien erhielten dieselbe Bezeichnung wie der cisgene Ausgangsspross. 'Brookf B' —
'Brookfield Baigent'; HU — Hitzeiibertragung.

Ein Tell der getesteten Einzelsprosse stammte von Regeneraten, die bis zu funf
Monate auf Medium mit D-lle erhalten wurden. Keiner dieser Sprosse wurde
durch die PCR-Analysen als cisgen identifiziert. Das D-Aminosdure/DAAO
Selektionssystem, unter Verwendung der D-Aminosaure D-lle, wurde somit als

ineffektiv fur die Selektion von Sprossen ohne daol belegt.

Um den Zustand der T-DNA in den cisgenen Einzelsprossen iM879-68 und
iIM946-193 besser zu charakterisieren, wurden spezifische PCR-Reaktionen zum
Nachweis aller T-DNA lokalisierten Gene (nptll, daol, flp und Rvi6) durchgefiihrt
(Abbildung 16). Der Nachweis des Schorfresistenzgens Rvi6 erfolgte dabei mit
zwei  verschiedenen  Primerkombinationen, wovon die  Kombination

Vfa2-F/ Vfa2-Rev hoch genspezifisch war.

97



Ergebnisse

T-DNA lokalisiert,
innerhalb der—
Rekombinasekassette

fp= —

© Rvibe=
T-DNA lokalisiert, | @TiiorrT2re g..-'.?

aullerhalb der—
Rekombinasekassette

Rvi6 = &2 1000 bp
(Vfa2-F/V/fa2-Rev) -:—-_:- — — —— —

- =500bp
EF'fO"'—-fii;EEE §1000bp

— == 500 bp

Abbildung 16 PCR-Analysen der cisgenen Einzelsprosse iM879-68 und iM946-193.
Nachweis der T-DNA lokalisierten Gene nptll, daol, flp, Rvi6 (zwei verschiedene
Primerkombinationen) und des Haushaltgens EF1-a unter Verwendung der
Primerkombinationen NptlIF1/ NptlIR1, daolFl/daolR1, FIpF/ FIpR, RT1for/ RT2rev
bzw. Vfa2-F/ Vfa2-rev und EF1aF/ EF1aR. Der Pfeil markiert das Rvi6 spezifische
Produkt bei der PCR unter Verwendung der Primerkombination Vfa2-F/ Vfa2-rev. Std —
GroRenstandard, GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific); M879,
M946 — transgene Ursprungslinien; iM879-68, iM946-193 — cisgene Einzelsprosse,
regeneriert aus hitzebehandelten Blattern der transgenen Apfellinien M879 bzw. M946;
'Pinova’, 'Brookfield Baigent' (‘Brookf B') — Negativkontrollen, untransformierte Sorten;
Plasmid — Positivkontrolle, Plasmid-DNA des Transformationsvektors p9-Dao-PLPi-
HcrVf2; blank — Negativkontrolle, ddH,O. Modifiziert nach Wirdig et al (2015). Die
Originalquelle der Veréffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8

verflighar. The original source of publication is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-
0291-8.

Fur die untransformierten Sorten 'Pinova’ und 'Brookfield Baigent' waren keine
T-DNA lokalisierten Gene detektierbar. Fir die transgenen Ursprungslinien M879
und M946 waren alle T-DNA lokalisierten Gene nachweisbar, was den
erfolgreichen Transfer der T-DNA erneut belegte. Fir die Sprosse iM879-68 und
IM946-193 war kein T-DNA lokalisiertes Transgen (nptll, daol und flp)
amplifizierbar. Im Vektor p9-Daol-FLPi-HcrVf2 sind alle Transgene (nptll, daol
und flp) innerhalb der Rekombinasekassette lokalisiert (vgl. Abbildung 1 C). Fur
dieselben Sprosse war das T-DNA lokalisierte apfeleigene Schorfresistenzgen
Rvi6 durch  zwel Primerkombinationen nachweisbar. Im  Vektor
p9-Daol-FLPi-Hcrvf2 ist das Schorfresistenzgen Rvi6 aul3erhalb der
Rekombinasekassette lokalisiert (vgl. Abbildung 1 C).
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Die beiden Einzelsprosse iM879-68 und iM946-193 konnten aufgrund der
PCR-Analysen als cisgen bestatigt werden. Die cisgenen Einzelsprosse wurden
zu Linien vermehrt. Die etablierten cisgenen Apfellinien wurden, wie die
urspringlichen Einzelsprosse, als iM879-68 bzw. iM946-193 bezeichnet. Die
cisgene Linie iM879-68 wurde mit der HU ,Feuchtekammer* und die cisgene Linie
iM946-193 mit der HU ,MSO* erzeugt (Tabelle 5).

3.2.4 Evaluierung cisgener Linien

3.2.4.1 Southern Blot Analysen

Um die Abwesenheit der Rekombinasekassette in den cisgenen Apfellinien
iM879-68 und iM946-193 mit weiteren Experimenten genauer zu untersuchen,
wurden Southern Blot Analysen, in gleicher Weise wie fir die transgenen
Apfellinien, durchgefihrt (vgl. Kap. 3.2.1.2). Fur die beiden cisgenen Linien war
kein nptll Hybridisierungssignal detektierbar, wodurch die Abwesenheit des

Transgens nptll belegt werden konnte (Abbildung 17).

BspTl

)

(o))

—
]

o

(o))

—
]

Plasmid
Plasmid

iM879-68
'Brookf B'
iM879-68
'Brookf B'

O O
3 3
= =
Abbildung 17 Southern Blot Analysen der cisgenen Apfellinien zur Detektion der Anzahl
der T-DNA-Insertionsorte mit nptll Gen. Zwei unabhéngige Southern Blots wurden
durchgefuhrt, woftur genomische DNA einmal mit BamHI und einmal mit BspTI verdaut
wurde. Beide Blots wurden mit einer nptll spezifischen Sonde hybridisiert.; Std —
Standard, DNA Molecular Weight Marker VII, Digoxigenin-markiert (Roche Diagnostics);
'Pinova’, 'Brookfield Baigent' (‘Brookf B') — Negativkontrollen, untransformierte Sorten;
M879, M946 — transgene Ursprungslinien; iM879-68, iM946-193 — cisgene Linien,
erzeugt aus den transgenen Linien M879 bzw. M946; Plasmid — Positivkontrolle,
verdaute Plasmid-DNA des Vektors p9-Dao-FLPi-HcrVf2. Modifiziert nach Wurdig et al
(2015). Die Originalquelle der Veroffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-
0291-8 verfugbar. The original source of publication is available at Springer via
http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8.
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Dieses Resultat bestatigte die Ergebnisse der vorangegangenen PCR-Analysen
(Abbildung 16, Kap. 3.2.3.2), wodurch auf die Abwesenheit der
Rekombinasekassette in den cisgenen Linien iM879-68 und iM946-193
geschlussfolgert wurde. Fir die untransformierten Sorten war erwartungsgemal
kein nptll Hybridisierungssignal nachweisbar. Die transgenen Ursprungslinien
M879 und M946 =zeigten in beiden Southern Blots je ein nptll
Hybridisierungssignal, wodurch vorherige Ergebnisse bestatigt werden konnten
(vgl. Kap. 3.2.1.2).

3.2.4.2 Charakterisierung cisgener Linien durch selektive Agenzien

Die Abwesenheit/Anwesenheit der Transgene nptll und daol in den cisgenen
Apfellinien wurde mit einem weiteren Experiment, unter Verwendung der
selektiven Agenzien Kanamycin (Km), D-Serin (D-Ser) und D-lle, untersucht.
Dafiir wurden je drei in vitro gewachsene Sprossspitzen einer cisgenen Linie, der
entsprechenden  transgenen  Ursprungslinie und der  dazugehdrigen
untransformierten Sorte zusammen in ein Glasgefal? auf M8-Medium mit je einem
selektiven Agens aufgesetzt. Die Entwicklung der Sprossspitzen wurde vier
Wochen spater bewertet. Abbildung 18 zeigt diese Untersuchungen fir die
cisgene Linie iM946-193.

Die Sprossspitzen aller Genotypen (untransformierte Sorte, transgene
Ursprungslinie und cisgene Linie) zeigten ein normales Wachstum auf Medium
ohne selektives Agens (Kontrolle). Das im Medium befindliche Sprossende bildete
Kallusgewebe aus (@ ca. 0,5 cm). Die Sprosse bildeten neue sattgriine Blatter
und das Sprossldngenwachstum setzte ein. Nach vier Wochen betrug die

Sprosslange ca. 3 cm (Abbildung 18).

Die Zugabe von Km inhibierte das Sprosswachstum der untransformierten Sorte
und der cisgenen Linie vollstandig. Die Sprossspitzen entwickelten kein neues
Kallus-, Blatt- oder Sprossgewebe; vorhandene Blatter wurden weil3. Im
Gegensatz dazu entwickelten sich die Sprossspitzen der transgenen Linie auf
Medium mit Km normal (Abbildung 18).

Die Zugabe von D-Ser inhibierte das Sprosswachstum der untransformierten
Sorte und der cisgenen Linie komplett. Die Sprossspitzen bildeten keine neuen
Blatter oder Kallusgewebe und die im Medium befindlichen Sprossenden wurden

braun. Vorhandene Blatter wurden chlorotisch und zeigten braune Blattspitzen.

100



Ergebnisse

Demgegenliber entwickelten sich die Sprossspitzen der transgenen
Ursprungslinie auf Medium mit D-Ser weitestgehend normal, die neu gebildeten
Blatter waren leicht chlorotisch (Abbildung 18).

'‘Brookf Baigent' M946 IM946-193
3 Sprosse 3 Sprosse 3 Sprosse
(Kontrolle) H
Km
(100 mgfl)
D-Ser

(20mM) ~J : i
A‘t % i\ *\ ‘ﬁ sﬂ"’#ﬁ f\

D-lle

o 0 g ¥ mﬁ*ﬂ

Abbildung 18 Charakterisierung der cisgenen Apfellinie iM946-193 unter Verwendung
von selektiven Agenzien. Die angewendete Konzentration des selektiven Agens ist in
Klammern angegeben. Die in vitro gewachsenen Sprosse wurden vier Wochen nach der
Uberfilhrung auf M8-Medium mit selektivem Agens fotografiert. Der MaRstab entspricht
einer Lange von 5 cm. iM946-193 — cisgene Linie, erzeugt aus der transgenen Apfellinie
M946; M946 — transgene Ursprungslinie; 'Brookfield Baigent' — untransformierte Sorte;
Km — Kanamycin; D-Ser — D-Serin; D-lle — D-Isoleucin. Maodifiziert nach Wirdig et al
(2015). Die Originalquelle der Verdffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-
0291-8 verfiugbar. The original source of publication is available at Springer via
http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8.

Die Zugabe von D-lle beeinflusste die Sprossentwicklung aller drei getesteten
Genotypen negativ, wobei der Einfluss auf die transgene Ursprungslinie am
starksten war. Die Sprosse aller getesteten Genotypen bildeten Kallusgewebe am
im Medium befindlichen Ende aus. Das Kallusgewebe der transgenen
Ursprungslinie zeigte strukturelle Abweichungen: Die Kallusoberflache wirkte
scharf umrissen und kompakt und der Durchmesser betrug nur ca. 0,2 cm. Die
Sprosse aller getesteten Genotypen konnten neue Blatter produzieren, allerdings

waren diese chlorotisch sowie manchmal rétlich und zeigten eine veranderte
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Form. Sie waren klein, dinn und entlang der Langsachse eingerollt. Die Anzahl
der neu gebildeten Blatter der transgenen Ursprungslinie war im Vergleich zur
cisgenen Linie und zur untransformierten Sorte vermindert. Keiner der
untersuchten Genotypen zeigte Sprosslangenwachstum auf Medium mit D-lle
(Abbildung 18).

Gleiche Ergebnisse lieferte dieses Experiment flr die cisgene Linie iM879-68, die
zusammen mit ihrer transgenen Ursprungslinie M879 und der untransformierten

Sorte 'Pinova’ evaluiert wurde (Daten nicht gezeigt).

3.2.4.3 Sequenzierung des Rekombinationsortes und Rickschluss auf die

GroRRe der T-DNA in den cisgenen Linien
Fur die cisgenen Apfellinien iM879-68 und iM946-193 wurden Rekombinationsort
Uberspannende PCRs durchgefiihrt. Von den verwendeten Primern hybridisierte
einer innerhalb der T-DNA am Promotor bzw. an der genkodierenden Sequenz
des Apfelschorfresistenzgens Rvi6. Der andere Primer hybridisierte im
Apfelgenom nahe dem bestimmten T-DNA-Integrationsort fur die transgene
Ursprungslinie, LB seitig (Tabelle 4). Die amplifzierten PCR-Produkte wurden
sequenziert und bioinformatisch ausgewertet. Die Sequenzierergebnisse
bestdtigten die  fur die  transgenen  Ursprungslinien  bestimmten
T-DNA-Insertionsorte. In beiden cisgenen Linien fand das
Rekombinationsereignis exakt an den FRT-Sequenzen statt und hinterliel3 je eine
FRT-Sequenz (34 bp) im Genom der cisgenen Linie. Diese Ergebnisse
zusammen mit den Ergebnissen aus der T-DNA-Integrationsort Bestimmung fir
die transgenen  Ursprungslinien (Kap. 3.2.2.2), ermoglichten eine
Grol3enkalkulation der T-DNA fur die cisgenen Linien. Des Weiteren konnte der
Anteil an Fremd-DNA im Endprodukt berechnet werden (Abbildung 19). Fur die
cisgene Linie iM879-68 ergaben diese Berechnungen eine 5050 bp grofRe T-DNA.
Die T-DNA setzte sich aus dem Schorfresistenzgen mit seinen endogenen
regulatorischen Sequenzen (4793 bp) und insgesamt 257 bp Fremd-DNA
zusammen. Die Fremd-DNA war in zwei Abschnitte unterteilt, welche
stromaufwarts bzw. stromabwarts vom apfeleigenen Resistenzgen lokalisiert
waren. Der stromaufwarts liegende Abschnitt betrug 200 bp und beinhaltete die
FRT-Sequenz.
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A vor Hitzeinduktion:

, T-DNA: 10969 bp ,
| |

Rekombinasekassette (vereinfacht) Resistenzgen
| 23 | 290| 34 | 5646 l 34 l 67 l 4793 | 58 | 24 |

lHitze = Flp Rekombinase vermittelte Entfernung

nach Hitzeinduktion:
B : T-DNA: 5289 bp :
|

! Resistenzgen
(23,290,34 67) 4793 58,24,
Ibplbplbplbpl bp Ibplbpl

B nach Hitzeinduktion:

iM879-68 | T-DNA: 5050 bp |

Resistenzgen
99,3467, 4793 (57
bp 'bp'bp!  bp  Tbp

FRT

C nach Hitzeinduktion:
iM946-193 T-DNA:5250 bp |

Resistenzgen
22,290, 34,67 4793 (44
bp' bp'bp'bp! bp  Thp

Abbildung 19 GroéfReninformation zu den einzelnen T-DNA Abschnitten des
Transformationsvektor p9-Dao-FLPi-HcrVf2 vor und nach Hitzeinduktion (vereinfacht
dargestellt, ausfuhrliche in Abbildung 1 C) (A) sowie schematische Darstellung der
T-DNA Struktur fur die cisgenen Apfellinien iM879-68 (B) und iM946-193 (C). iM879-68,
iIM946-193 — cisgene Linien, erzeugt aus den transgenen Linien M879 bzw. M946. bp —
Basenpaare; LB — left border Region; FRT — Flp-Erkennungssequenz (graue Dreiecke);
Psss — CaMV 35S Promotor; nptll — Neomycinphosphotransferase Il kodierendes Gen; T
— Terminatorsequenz; daol — D-Aminosaureoxidase (DAAO) kodierendes Gen; HSP —
Hitzeschock induzierbarer Promotor aus der Sojabohne; flp — Flippase kodierendes Gen;
P-Rvi6-T — Schorfresistenzgen Rvié von M. floribunda No. 821 mit endogener Promotor-
und Terminatorsequenz; RB — right border Region. Modifiziert nach Wirdig et al (2015).
Die Originalquelle der Verdffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8
verflighar. The original source of publication is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-
0291-8.
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Fur die cisgene Linie iM946-193 ergaben diese Berechnungen eine 5250 bp
gro3e T-DNA, die sich ebenfalls aus dem Resistenzgen mit seinen endogenen
regulatorischen Sequenzen (4793 bp) und zwei Abschnitten Fremd-DNA mit einer
GesamtgroRe von 457 bp zusammensetzte. Der stromaufwarts vom
Resistenzgen lokalisierte Abschnitt Fremd-DNA betrug 413 bp und enthielt die
FRT-Sequenz. Der stromabwarts vom Resistenzgen liegende Abschnitt
Fremd-DNA war 44 bp grof3.

3.24.4 Rvi6 Genexpression (QRT-PCR)

Die Rvi6 Genexpression der cisgenen Apfellinien iM879-68 und iM946-193 wurde
mittels gRT-PCR untersucht. Die Vorgehensweise entsprach den
gRT-PCR-Analysen der transgenen Apfellinien (vgl. Kap. 3.2.1.5). Als Kontrollen
und fur Vergleichszwecke wurden die untransformierten Apfelsorten 'Pinova' und
'‘Brookfield Baigent', die transgenen Ursprungslinien M879 und M946 sowie einige
Rvi6 tragende Apfelsorten (‘Prima’, 'Rebella’, 'Santana’) ebenfalls untersucht. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 20 dargestellt und in Tabelle 6 zusammengefasst.

3,50 Abbildung 20 gRT-PCR-Analyse der
Rvi6 Genexpression in den cisgenen

a a a a b a a Apfellinien iM879-68 und iM946-193

3,00 - relativ - zur Sorte 'Santana’.
Dazugehdrige untransformierte

Apfelsorten ('Pinova’, 'Brookfield

2,50 Baigent' (‘Brookf B') und transgene
Ursprungslinien (M879, M946) sowie
2,00 einige Rvi6 tragende Apfelsorten
(‘Prima’, 'Rebella’, 'Santana’) wurden
ebenfalls untersucht. Der
1,50 geometrische Mittelwert der drei
analysierten biologischen Replikate
1,00 . ist dargestellt und der Standardfehler

(x SE) als Fehlerbalken angegeben.
Das Ergebnis des Tukey's (HSD)
Tests (p < 0,05), zur Detektion von
signifikanten  Unterschieden, ist
durch Kleinbuchstaben oberhalb der
Balken gezeigt, wobei verschiedene
Buchstaben einen  signifikanten
Unterschied zwischen Linien/Sorten
bedeuteten. Modifiziert nach Wirdig
et al (2015).
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Die Originalquelle der Veréffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8
verflighar. The original source of publication is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/
$11032-015-0291-8.
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Fur die untransformierten Sorten 'Pinova’ und 'Brookfield Baigent' war keine Rvi6
MRNA-Expression detektierbar. Die Rvi6 mRNA-Expression der transgenen
Ursprungslinien M879 und M946 betrug 0,5-fach bzw. 1,0-fach relativ zur
Expression von 'Santana’. Die bestimmte Rvi6 mRNA-Expression der Linie M879
entsprach dem Ergebnis aus der Evaluierung der transgenen Linien (siehe Kap.
3.2.1.5). Die Rvi6 Expression der transgenen Linie M946 wurde erstmals
bestimmt. 'Prima’ und 'Rebella’ zeigten eine 0,1-fache bzw. 0,6-fache Expression
relativ zu 'Santana’, was ebenfalls vorherigen Ergebnissen entsprach (vgl. Kap.
3.2.1.5). In der cisgenen Linie iM879-68 war das Rvi6 Gen 2,9-fach relativ zu
'Santana' exprimiert. Die cisgene Linie zeigte somit eine mindestens 5-fach
hohere Resistenzgenexpression als ihre transgene Ursprungslinie (M879). Im
Falle der cisgenen Linie iM946-193 war das Rvi6 mRNA-Expressionslevel, mit
0,6-fach relativ zu 'Santana’, weniger stark vom Rvi6 Expressionslevel ihrer
transgenen Ursprungslinie (M946) abweichend. Zwischen den cisgenen Linien,
transgenen Linien sowie den Rvi6 tragenden Sorten 'Rebella’ und 'Santana’ lag
kein signifikanter Unterschied in der Rvi6 mRNA-Expression vor, angezeigt durch
das Ergebnis des Tukey's (HSD) Tests der ANOVA (Abbildung 20). Eine
Ausnahme stellte die Rvi6 tragende Sorte 'Prima’ dar, die signifikant geringere
Mengen Rvi6é mRNA als die anderen getesteten Rvi6 tragende Linien und Sorten

exprimierte.

3.2.45 Schorfresistenz

Die Schorfresistenz der cisgenen Apfellinien (iM879-68, iM946-193) wurde im
Frihjahr 2014 durch eine kinstliche Schorfinokulation mit dem V. inaequalis
Einsporisolat 104 (Rasse 1) untersucht. Der Schorfresistenztest wurde wie fir die
transgenen Apfellinien durchgefuihrt (vgl. Kap. 3.2.1.4). Die Bonitur erfolgte 28 dpi
(Abbildung 21, Tabelle 6). Als Kontrollen dienten die untransformierten
Apfelsorten 'Pinova’ und 'Brookfield Baigent', die transgenen Ursprungslinien
M879 und M946 sowie die Sorten 'Prima’ (mit Rvi6) und 'Golden Delicious' (ohne
Rvi6).
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'Pinova' iM879-68

'Brookfield Baigent' M946 iIM946-193

'Golden Delicious' 'Prima’ 'Prima’ (Oberseite)

Abbildung 21 Blatter cisgener Apfellinien (iM879-68, iM946-193) und von dazugehérigen
transgenen Ursprungslinien (M879, M946) sowie untransformierten Apfelsorten ('Pinova’,
'‘Brookfield Baigent') inokuliert mit V. inaequalis Isolat 104, 28 Tage nach der Inokulation.
Die Blatter der Kontrollsorten 'Prima’ (mit Rvi6) und 'Golden Delicious' (ohne Rvi6) sind
ebenfalls gezeigt. Modifiziert nach Wiirdig et al (2015). Die Originalquelle der Veréffentlichung ist
bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8 verfiighar. The original source of publication
is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8.

Die beiden cisgenen Linien iM879-68 und iM946-193, die transgenen
Ursprungslinien M879 und M946 sowie die Rvi6 tragende Sorte 'Prima’ waren
resistent gegentber dem V. inaequalis Isolat 104. Die untransformierten Sorten
'Pinova’ und 'Brookfield Baigent' sowie die Kontrollsorte 'Golden Delicious' (ohne
Rvi6) waren anfallig gegenuber dem V. inaequalis Isolat 104. Fir die cisgenen
Linien  iM879-68 und iM946-193 hatte das Ausschneiden  der
Rekombinasekassette aus der im Apfelgenom integrierten T-DNA keinen Einfluss

auf die Funktionalitat des T-DNA transferierten Schorfresistenzgens Rvi6.
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Tabelle 6 Charakterisierung der cisgenen Apfellinien bezuglich ihrer Rvi6
MRNA-Expression und ihrer Schorfresistenz. Maodifiziert nach Wurdig et al (2015). Die
Originalquelle der Veréffentlichung ist bei Springer unter http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8
verflgbar. The original source of publication is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-
0291-8.

Apfelsorte/  Rvi6 Rvi6 Expression Evaluierung der Schorfresistenz
Apfellinie  Prasenz relativ zu Jahr Isolat 104 (Rasse 1), Schorf-
‘Santana’ (+ SE) Pflanzen pro Klasse [n]  resistenz
0O 1 2 3a 3b 4 (Rasse 1)
'Pinova’ - nm 2004 0 0 1 0 O 9 nein
M879 + 0,54 (+/-0,0003) 2014 6 0O 6 O O O ja
iM879-68 + 2,88 (+/-0,0003) 2014 11 0 1 O O O ja
'‘Brookf B' - nm 2014 0 0 O O O 12  nein
M946 + 1,02 (+/-0,0009) 2014 6 O 4 1 0 O ja
iM946-193  + 0,63 (+/-0,0003) 2014 10 0 2 O O O ja
‘Golden D" - nu 20014 0 0O O O O 12  nein
'Prima’ + 0,13 (+/-0,0002) 2014 0 0 3 9 0 O ja
'Rebella’ + 0,55 (+/- 0,0015) nu
'Santana’ + 1,00 (+/- 0,0013) nu

Die Rvi6 mRNA-Expression wurde mittels gRT-PCR bestimmt und relativ zu der Sorte
'Santana’ (mit Rvi6) berechnet. Geometrischer Mittelwert und Standardfehler von drei
untersuchten biologischen Replikaten sind angegeben. Die Schorfresistenz wurde
gegeniuber dem Einsporisolat 104 (bricht nicht Rvi6) durch kinstliche Schorfinokulation
im Gewachshaus evaluiert. Die Pflanzen wurden 28 dpi den Symptomklassen nach
Chevalier et al (1991) zugeordnet: 0 — keine Symptome (resistent), 1 — pinpoint pits
(resistent), 2 — chlorotische L&asionen (resistent), 3a — Chlorosen und Nekrosen ohne
Sporulation (resistent), 3b — Chlorosen und Nekrosen mit leichter Sporulation (anféllig)
oder 4 — starke Sporulation (anfallig). iM879-68, iIM946-193 — cisgene Linien, erzeugt aus
den transgenen Apfellinien M879 bzw. M946; M879, M946 — transgene Ursprungslinien;
'Pinova’, 'Brookfield Baigent' ('Brookf B) — untransformierte Sorten; '‘Golden Delicious'
('Golden D') — Sorte ohne Rvi6; 'Prima’, 'Rebella’, 'Santana' — Rvi6 tragende Sorten; nu —
nicht untersucht; nm — nicht messbar, SE — Standardfehler; + — vorhanden; - — nicht
vorhanden.

3.2.5 Zusammenfassung

Die Transformation von sieben Apfelsorten mit dem Vektor p9-Daol-FLPi-HcrV{2
(Abbildung 1 C), welcher fur die Herstellung von cisgenen schorfresistenten
Apfelpflanzen konzipiert wurde, resultierte in insgesamt 22 transgenen Apfellinien
fur die Sorten 'Brookfield Baigent', ‘Mitchgla’, 'Novajo' und 'Pinova' (Tabelle 2). Die
T-DNA transferierten Gene konnten in alle Linien mittels PCR nachgewiesen
werden (Abbildung 10). Southern Blot Analysen belegten ein bis vier
T-DNA-Integrationsorte in den Linien (Abbildung 11; Tabelle 3). Die Expression
der Gene nptll, daol und Rvi6 wurde mit RT-PCR fur alle Linien gezeigt. Das flp

Gen wurde in keiner Linie transkribiert (Abbildung 12). Eine quantitative Analyse
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der Rvi6e mRNA-Expression mittels gRT-PCR zeigte eine vergleichbare
Expression des Schorfresistenzgens Rvi6 zwischen den getesteten Linien und
Rvi6 tragenden Sorten (Tabelle 3, Abbildung 14). Die Funktionalitat des
transferierten Schorfresistenzgens Rvi6 konnte mit Schorfresistenztestungen fur
16 Linien belegt werden. In den restlichen sechs Linien war Rvi6 nicht funktionell
(Tabelle 3).

Weitere Analysen wurden auf vier transgene Linien beschrankt, die besonders fir
die Produktion von cisgenen Apfelpflanzen geeignet waren (Kap. 3.2.1.6). Fur
diese Linien wurden die Genauigkeit und der Ort T-DNA-Integration bestimmt
(Abbildung 15; Tabelle 4).

Fur die Herstellung cisgener Linien wurden die gewdahlten transgenen Linien den
HU ,MSO* und ,Feuchtekammer* unterzogen, um das Rekombinasesystems zu
induzieren (Kap. 3.2.3). Aus diesem Ansatz konnte eine cisgene Linie fir die
Sorte 'Pinova’ (iM879-68) und eine cisgene Linie fur die Sorte 'Brookfield Baigent'
(IM946-193) erfolgreich etabliert werden (Tabelle 5). Die cisgenen Linien wurden
mittels PCR, Southern Blot Analysen und selektiven Agenzien eingehend
evaluiert (Kap. 3.2.4). Alle Ergebnisse bestétigten die Linien als cisgen und
belegten ein prazises Ausschneiden der Rekombinasekassette aus der im
pflanzlichen Genom integrierten T-DNA. Die cisgenen Linien zeigten eine
vergleichbare Rvi6 mRNA-Expression wie ihre transgenen Ursprungslinien (M879
und M946) sowie traditionell geziichtete Rvi6 tragende Sorten (Abbildung 20,
Tabelle 6) und erwiesen sich als schorfresistent gegeniber Isolat 104 (Abbildung
21, Tabelle 6). Das Ziel, cisgene schorfresistente Apfelpflanzen mit dem neu

entwickelten Vektor p9-Daol-FLPi-HcrVf2 zu erzeugen, wurde erreicht.
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3.3 Untersuchungen zum Rvil5 Schorfresistenzlocus

3.3.1 Ausgangslage

Der Schorfresistenzlocus Rvil5 (alte Bezeichnung: Vr2) auf LG 2 der Malus
Akzession GMAL 2473 wurde erstmals im Jahr 2004 beschrieben (Patocchi et al,
2004). Der Locus umfasst eine Region von 48,6 kb, welche durch die Marker
ARGH17 und 77G20RP begrenzt ist und die drei Schorfresistenzkandidatengene
Vr2-A, Vr2-B und Vr2-C beinhaltet (Abbildung 22).

3
A e B 5 BO Epyigsk :E £ o
5z § ose@ 2N s § o P o3
~ - < 918(r) ~ (vr2) - 860 (a) ~ 0~ © -
) | WSS — I_I_I_I_l
1 1 I_I_I_I_I
B 10kb / / \ \
| |
| EZEE
ARGH17 43M10RP 41A24T7 77G20RP
Ciw / o l o \.
- - - - -
w HZD— D
ARGH17 43M10RP

Abbildung 22 Schematische Darstellung des Rvil5 (alte Bezeichnung: Vr2)
Resistenzlocus mit den Schorfresistenzkandidatengenen Vr2-A, Vr2-B und Vr2-C. A
Genetische Karte des Rvil5 Resistenzlocus. Die Lage verschiedener Marker (grau) ist
angegeben. Der Rekombinationsbereich fur die rekombinanten Pflanzen 33, 84, 595, 860
und 918 aus einer Kartierungspopulation ‘Golden Delicious' x GMAL 2473 ist verzeichnet
sowie ihre Schorfresistenz (r — resistent; a — anféllig) aufgefiihrt. B Physikalische Lage
der Kandidatengene und einiger Marker am Schorfresistenzlocus Rvil5. C Schematische
Darstellung der Hybridisierungsorte der verwendeten Primer (Pfeile) zum Nachweis der
Kandidatengene Vr2-A, Vr2-B und Vr2-C. Modifiziert nach Galli et al (2010a) und Saf3
(2013).

In einer Kartierungspopulation von 'Golden Delicious' x GMAL 2473 (Galli et al,
2010b) konnten fir den Rvil5 Locus funf Pflanzen identifiziert werden, welche
eine Rekombination zwischen den Markern ARGH17 und 21K14T7 aufzeigten
(Abbildung 22). Von ausgewahlten Nachkommen dieser Kartierungspopulation,
einschlie3lich der rekombinanten Pflanzen (33, 84, 595, 860 und 918), wurden
dem JKI Dresden-Pillnitz gDNA-Proben, molekulare Markerdaten sowie Angaben
zu ihrer Schorfresistenz zur Verfugung gestellt (personliche Kommunikation,
Tabelle 7).
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Tabelle 7 Molekulare Markerdaten und Schorfresistenzangaben ausgewahlter
Nachkommen der Kartierungspopulation 'Golden Delicious' x GMAL 2473 (Galli et al,
2010a; Galli et al, 2010b und personliche Mitteilung).

Marker
<
|_
<
N
<
o 3
R} o
T §& o~
N 9 L w d ~ 3 E:' —
o o x @9 g3 o & g 2
Nachkomme Schorfanfélligkeit N g g N 5 e

33 resistent aa aa aa

84 resistent

595 anfallig

860 anfallig

918 fesistent ~aa aa aa

169 anfallig

419 resistent

551 resistent

638 anfallig kA aa aa aa kA kA kA kA
803 anfallig aa aa aa aa kA aa aa aa
825 anfallig aa aa aa aa kA aa aa aa
855 resistent @b ab ab  ab kA ab ab ab
934 anfallig aa aa aa aa kA aa aa aa

Die gezeigten molekularen Marker befinden sich auf LG 2 und séttigen die Region des
Rvil5 Resistenzlocus. In der Kartierungspopulation wurden die Marker 43M10RP und
41A24T7 gekoppelt mit der Rvil5 Resistenz vererbt. Der Marker 77G20RP amplifizierte
fur beide Eltern das gleiche Allel, wodurch keine Zuordnung zu einem Genotyp moglich
war. Die Angaben zu den rekombinanten Pflanzen fir die Rvil5 Region sind fett
dargestellt. aa (hellgrau) — Allel fir den Genotyp 'Golden Delicious' (anféllig); ab
(dunkelgrau) — Allel fur den Genotyp GMAL 2473 (resistent); k A — keine Aussage
moglich.

3.3.2 Aufgabenstellung

Auf Grundlage des zur Verfigung gestellten Materials konnten die
Kandidatengene Vr2-A, Vr2-B und Vr2-C durch einen PCR-basierten Ansatz
gegebenenfalls als Schorfresistenz vermittelnde Gene ausgeschlossen werden.
Dafur musste die Prasenz der Kandidatengene aus GMAL 2473 in den

rekombinanten Pflanzen Uberprift werden. Diese Arbeiten wurden im Rahmen

der vorliegenden Dissertation realisiert.
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3.3.3 Primerentwicklung

Um spezifische Primer zum Nachweis der Kandidatengen zu entwickeln, wurden
im ersten Schritt bereitgestellte Nukleotidsequenzen aller drei Kandidatengene
(personliche Kommunikation) mit der Genomsequenz von 'Golden Delicious'
abgeglichen (NCBI BLAST in der GDR Datenbank, Daten nicht gezeigt). Die
proteinkodierende DNA-Sequenz des Kandidatengens Vr2-A aus GMAL 2473
konnte in fast identischer Form im schorfanfélligen Elter 'Golden Delicious'
wiedergefunden werden. Die entsprechenden DNA-Abschnitte der Genotypen
'‘Golden Delicious’ und GMAL 2473 unterschieden sich nur in wenigen
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP, single nucleotide polymorphism), wodurch
die Entwicklung genspezifischer Vr2-A Primer stark eingeschrankt war. Der
ARGH17 Marker ist im Vr2-A Kandidatengen lokalisiert (Abbildung 22). Der
physikalische Abstand zwischen dem Vr2-A Stoppcodon und dem Marker
43M10RP betrug weniger als 1400 bp (Abbildung 22; Galli et al, 2010a). Um zu
prufen, ob die Rekombination zwischen dem Vr2-A Stoppcodon und dem Marker
43M10RP stattgefunden hat, wurde dieser Bereich genauer untersucht. Dafur
wurden GMAL 2473 spezifische SNPs fir den betreffenden Abschnitt identifiziert
und anschlieRend SNP spezifische Primer fur den Genotyp GMAL 2473
entwickelt sowie erfolgreich verschiedene Primerkombinationen etabliert
(Abbildung 22). Die genkodierende Region fir das Kandidatengen Vr2-B aus
GMAL 2473 konnte nicht in zusammenhdngender Form im Elter 'Golden
Delicious' wiedergefunden werden. Unabhangig davon misslang die Etablierung
einer Primerkombination, welche Vr2-B aus GMAL 2473 in voller Lange
amplifizierte. Auf Grundlage einiger GMAL 2473 spezifischer SNPs nahe dem
Vr2-B Stoppcoden (TAG) konnte eine Primerkombination zum spezifischen
Nachweis des Vr2-B Kandidatengens aus dem Genotyp GMAL 2473 etabliert
werden (Abbildung 22). Die genkodierende Region fur das Kandidatengen Vr2-C
aus GMAL 2473 konnte in &hnlicher Form im Elter 'Golden Delicious'
wiedergefunden  werden. Trotzdem gelang die Etablierung einer
Primerkombination, welche das Vr2-C Kandidatengen in voller Lange spezifisch
fur den Genotyp GMAL 2473 amplifizierte. Die Etablierung aller
Primerkombinationen (Daten nicht gezeigt) erfolgte an je zwei schorfanfalligen
(169, 825) und zwei schorfresistenten (551, 855) Nachkommen, die keine

Rekombination im Rvil5 Resistenzlocus aufwiesen (Tabelle 7).
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3.3.4 PCR-Screening innerhalb der Kartierungspopulation

PCR-Reaktionen mit allen etablierten Primerkombinationen wurden an dreizehn
ausgewahlten Nachkommen der Kartierungspopulation 'Golden Delicious' x
GMAL 2473 (Tabelle 7) durchgefuhrt (Abbildung 23). Die Intaktheit der
verwendeten gDNA-Proben wurde durch den PCR-basierten Nachweis des

Haushaltgens EF1-a belegt (Abbildung 23 D).

- T B2 883 8838 * IS
Std] @ @ — = 10 » © © m© © 0 ¢ o w Std1
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250 bp == &= \i2A GMAL_TAG -111_fw/
s T B s == 2 GVPL_TAG +30 e
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T vy v - - -
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Abbildung 23 PCR-basierter Nachweis GMAL 2473 spezifischer SNPs stromabwaérts
von Vr2-A Kandidatengen (A) und PCR-basierter Nachweis der Kandidatengene Vr2-B
(B) und Vr2-C (C) aus GMAL 2473 in ausgewdhlten Nachkommen der
Kartierungspopulation ‘Golden Delicious' x GMAL 2473 (Galli et al, 2010b). Die Qualitat
der verwendeten gDNA wurde durch den PCR-basierten Nachweis des Haushaltgens
EF1-a dberpruft (D). Die verwendeten Primerkombinationen sind in der Abbildung
angegeben. Die Schorfresistenz der Nachkommen ist vermerkt (a — anféllig und r —
resistent) und die rekombinanten Pflanzen sind fett hervorgehoben. blank -
Negativkontrolle, ddH,O; 'Golden D' - 'Golden Delicious', ein Elter der
Kartierungspopulation; bp — Basenpaare; kbp — Kilobasenpaare; Std 1/Std 2/Std 3 —
GroRenstandards, GeneRuler 50 bp/100 bp Plus/lkb DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific). Modifiziert nach Saf3 (2013).

Der Abschnitt 387 bp bis 1382 bp stromabwarts vom Vr2-A Stoppcodon konnte
mit drei etablierten GMAL 2473 spezifischen Primerkombinationen untersucht
werden (Abbildung 22, Abbildung 23 A). Der SCAR Marker 43M10RP (Galli et al,
2010a) amplifizierte die Region 1332 bp bis 1869 bp stromabwarts vom Vr2-A
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Stoppcodon (Daten nicht gezeigt). Die Primerkombinationen
VI2A_GMAL_TAG -361_fw/ +30_rev; Vr2A_GMAL_TAG -111_fw/ +30_rev und
VI2A_GMAL_TAG -19 fw/ +809_rev amplifizieren die Abschnitte 387 bp bis
771 bp; 635 bp bis 771 bp bzw. 727 bp bis 1382 bp stromabwarts vom Vr2-A
Stoppcodon. Fir alle Uberpriften schorfresistenten Nachkommen konnte der
Genotyp GMAL 2473 stromabwarts vom Vr2-A Stoppcodon durch die
Amplifikation eines PCR-Produktes mit allen drei etablierten Primerkombinationen
nachgewiesen werden (Abbildung 23 A). Fur die Uberpruften schorfanfélligen
Nachkommen konnte mit den gleichen PCR-Reaktionen kein Produkt amplifiziert
werden (Abbildung 23 A). Der PCR-basierte Nachweis des Vr2-B Kandidatengens
aus GMAL 2473 war fir alle getesteten schorfresistenten Nachkommen positiv,
indem er ein PCR-Produkt ergab. Fur die Uberpriften schorfanfalligen
Nachkommen konnte kein Vr2-B PCR-Produkt amplifiziert werden (Abbildung
23 B). Der Nachweis des Vr2-C Kandidatengens aus GMAL 2473 (Nachweis des
Gens in voller Lange) ergab fur die Uberpruften schorfresistenten Nachkommen
ein ca. 5,5 kbp grof3es PCR-Produkt, welches dem erwarteten Vr2-C spezifischen
PCR-Produkt aus GMAL 2473 mit einer GréRe von 5598 bp entsprach, und war
somit positiv. Fur alle getesteten schorfanfalligen Nachkommen ergab diese PCR
ein unspezifisches Produkt mit einer Grof3e von ca. 4,2 kbp (Abbildung 23 C).

3.3.5 Zusammenfassung

Um den Rvil5 Schorfresistenzlocus in Nachkommen der Kartierungspopulation
'‘Golden Delicious' x GMAL 2473 genauer zu charakterisieren, wurden
PCR-Reaktionen zum spezifischen Nachweis der Kandidatengene Vr2-B und
Vr2-C aus dem Genotyp GMAL 2473 bzw. zum Nachweis GMAL 2473
charakteristischer SNPs stromabwarts des Vr2-A Kandidatengens entwickelt. Mit
Ausnahme der Primerkombination fur Vr2-C, basierte die Primerspezifitat auf
GMAL 2473 typischen SNPs. Der Nachweis des Kandidatengens Vr2-C erfolgte

durch die Amplifikation des Kandidatengens in voller Lange.

Fur alle getesteten schorfresistenten Nachkommen der Kartierungspopulation
‘Golden Delicious’ x GMAL 2473, inklusive der rekombinanten Pflanzen 33, 84
und 918, ergaben die durchgefihrten PCR-Reaktionen ein positives Ergebnis
bzw. ein Produkt der erwarteten GroRRe. Fur alle getesteten anfélligen
Nachkommen der Kartierungspopulation ‘Golden Delicious’ x GMAL 2473,

inklusive der rekombinanten Pflanzen 595 und 860, ergaben dieselben
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PCR-Reaktionen kein Produkt bzw. ein unspezifisches Produkt. Durch den
umgesetzten PCR-basierten Ansatz konnte kein Kandidatengen des Rvil5
Resistenzlocus aus GMAL 2473 als Schorfresistenz vermittelndes Gen

identifiziert oder eindeutig ausgeschlossen werden.
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3.4 MYB10 (R6) als Alternative zum Rekombinase-

system fir den cisgenetischen Ansatz beim Apfel

Fur eine zuverldssige Nutzung des MYB10 (R6) Allels als apfeleigenen
morphologischen Marker, ist die genaue Charakterisierung des MYB10 Gens,
insbesondere des Promotors, notwendig. Um dies zu erreichen, wurde der
MYB10 Promotor die fur Akzessionen der Malus Sammlung der Obstgenbank
Dresden beschrieben (Abschnitt 3.4.1). Diese Ergebnisse wurden in
Zusammenhang mit der Fruchtfleischfarbe der Akzessionen und den
geografischen Ursprung der Apfelart gesetzt. So konnte der Zusammenhang
zwischen dem Vorkommen des MYB10 (R6) Allels und der Fruchtfleischfarbe fur
den Apfel artiibergreifend evaluiert werden (Abschnitt 3.4.1). In einem kleineren
Komplex wurde die Eignung von MYB10 (R6) als Selektionsmarker fir die

Apfelsorte 'Pinova’ getestet (Abschnitt 3.4.2).

3.4.1 Untersuchung von MYB10 in der Malus Sammlung der
Obstgenbank Dresden

3.4.1.1 PCR-Screening des MYB10 Promotors

Die Lange einer definierten MYB10 Promotorregion wurde fiur 357 gewahlte
Akzessionen der Malus Sammlung per PCR untersucht. Dafir wurde die
Primerkombination RE162 F/ MYB10 R rev verwendet, welche die Mini- und
Mikrosatellitenregion des MYB10 Promotors tberspannen (Abbildung 24). Far
Akzessionen mit dem MYB10 (R6) Allel wurde ein 232 bp groRes PCR-Produkt
erwartet. Diese Grol3e konnte auf Grundlage einer publizierten Nukleotidsequenz
von der rotfleischigen Apfelsorte ‘Niedzwetzkyana' (GenBank: EU518250)
kalkuliert werden. Fir Akzessionen ohne MYB10 (R6) Allel wurde ein
PCR-Produkt mit einer Gr6Re von 131 bp erwartet. Fur die GrolRenkalkulation
wurden publizierte Nukleotidsequenzen von den Sorten M. xdomestica 'Golden
Delicious’ (GDR: MDCO013323.19) und M. xdomestica 'Royal Gala' (GenBank:
EU518249) verwendet. Dieses Allel von MYB10 wurde als MYB10 (R1)
bezeichnet (Abbildung 24).
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Abbildung 24 Schematische Darstellung der Hybridisierungsorte der Primer RE162_F
und MYB10_R rev (schwarze Pfeile) am MYB10 Promotor des MYB10 (R1) und
MYB10 (R6) Allels. Die Primerbindepositionen wurden relativ zum Startcodon ATG des
MYB10 Gens berechnet. 'Royal Gala', 'Golden Delicious' — M. xdomestica Sorten mit
gelblicher Fruchtfleischfarbe. 'Niedzwetzkyana' — rotfleischige Apfelsorte. Darstellung
nach Wirdig et al (2014), in Anlehnung an Espley et al (2009). Die Originalquelle der
Verdéffentlichung ist bei Elsevier unter http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045 verflgbar. The original
source of publication is available at Elsevier via http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045.

Die Auftrennung der amplifizierten PCR-Fragmente erfolgte im Agarosegel (Daten
nicht gezeigt). Fur die untersuchten Akzessionen wurden verschieden grol3e
PCR-Produkte, zwischen 100 bp und 1 kbp, detektiert. Von 16 ausgewahlten
Akzessionen sind die amplifizierten MYB10 Allele in Abbildung 25 zu sehen. Von
den 357 untersuchten Akzessionen der Malus Sammlung zeigten flunf
Akzessionen ein ca. 1kbp groRBes PCR-Fragment, was weder fir das
MYB10 (R6) Allel noch fir das MYB10 (R1) Allel erwartet wurde (MAL0944 und
MALO945 in Abbildung 25). Dieses Fragment wurde nur fur M. xdomestica bzw.
M. sieversii Akzessionen amplifiziert, wobei flr die M. sieversii Akzessionen
MALO0945 ausschlie3lich das ca. 1 kbp grofe PCR-Fragment detektiert werden
konnte (Abbildung 25). Die anderen vier Akzessionen zeigten neben dem 1 kbp
groBen Fragment noch ein weiteres Kkleineres PCR-Fragment zwischen
100-150 bp. Das MYB10 (R6) Allel konnte fir 40 der 357 untersuchten
Akzessionen detektiert werden (MAL0970, MALO0594, MAL0732, MALO0979,
MALO728 und MALO125 in Abbildung 25). Drei dieser 40 Akzessionen zeigten
ausschlie8lich das MYB10 (R6) Allel (MAL0970, MALO0594, MALO0979 in
Abbildung 25). Die anderen 37 Akzessionen wiesen neben dem MYB10 (R6) Allel
noch ein weiteres kleineres PCR-Produkt zwischen 100-150 bp auf. Die
verbliebenen 312 Akzessionen zeigten nur PCR-Fragmente, die eine

vergleichbare Grol3e zum MYB10 (R1) Allel aufwiesen, allerdings in ihrer Grofie
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zwischen 100 bis 150 bp variierten (MAL0O516, MAL0267, MALO774, MAL0341,
MALOQ741, MAL0224, MAL544 und M0322 in Abbildung 25).

'MALO944
MALO0945
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Abbildung 25 Amplifizierte MYB10 Allele fir 16 Akzessionen der Malus Sammlung
(Prafix MAL) unter Verwendung der Primer RE162 F und MYB10 R rev. Std -
GroRRenstandard, GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific); blank —
Negativkontrolle, ddH,O; TNR 31-35 — Malus Genotyp, in dem das MYB10 (R6) Allel
homozygot vorliegt (Lespinasse und Godicheau, 1980); 'Pinova’ — M. xdomestica Sorte
mit MYB10 (R1) Allel; bp — Basenpaare; kbp — Kilobasenpaare. Modifiziert nach Wirdig
et al (2014). Die Originalquelle der  Verdffentlichung ist bei  Elsevier unter
http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045 verfligbar. The original source of publication is available at
Elsevier via http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045.

Um die exakte GroRe der amplifizierten MYB10 Allel PCR-Produkte zu
bestimmen, wurden eine Fragmentgrol3enanalyse (Kap. 2.2.10.2) unter
Verwendung der Primer RE162_F (BMN-5 markiert) und MYB10_R rev
durchgefuhrt. Fir 351 von 357 analysierten Akzessionen konnten die exakten
GroRen der amplifizierten PCR-Produkte bestimmt werden. Insgesamt wurden

656 PCR-Fragmente detektiert (Abbildung 26).

Die Analysen ergaben 31 verschiedene FragmentgroRen zwischen 122 und
427 bp. Das ~1 kbp groBe PCR-Fragment konnte mit dieser Methode nicht
erkannt werden, da die Grof3e sich aulRerhalb des Detektionsbereiches befand.
Insgesamt 62 % der detektierten PCR-Produkte hatten eine Grof3e von 127 bp,
129 bp, 134 bp bzw. 133 bp, diese Produkte kamen am haufigsten vor. Ein
236 bp grolRe PCR-Fragment wurde fir 40 Akzessionen detektiert. Diese
FragmentgroRe reprasentierte das 232 bp groRe MYB10 (R6) Allel, was durch
Sequenzierungen belegt werden konnte (Kap. 3.4.1.2). Mit der

FragmentgroRenanalyse wurden PCR-Produkte detektiert, welche im Agarosegel
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nicht sichtbar waren, im Speziellen PCR-Produkte > 150 bp (Daten nicht gezeigt).
Pro Akzession konnten ein bis vier verschieden grof3e PCR-Fragmente detektiert

werden (Daten nicht gezeigt).
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Anzahl detektierter Anteilunterden detektierten
PCR-FragmentgroRe [bp] PCR-Fragmente [n] PCR-Fragmentgrofien [%]

144;153;167;193; 206; 209; 1 <1
222;226;260;275;282; 427

124;139; 266 2 <1
140 3 <1
121 4 <1
135 9 1
128;136;138 16 2
131 19 3
125 22 3
132 23 4
130 28 4
137 38 6
236 40 (]
133 63 10
134 106 16
129 115 18
127 120 18
Summe 656 100

Abbildung 26 Exakte FragmentgroRenbestimmung der amplifizierten MYB10 Allele fir
351 Akzessionen der Malus Sammlung. A Anzahl der detektierten PCR-Fragmente
aufgetragen in Abhéangigkeit von der PCR-Produktgrée. B Zusammenfassung der
FragmentgroRenanalyse der MYB10 Allele. Die das MYB10 (R6) Allel reprasentierende
FragmentgrofZe ist mit einem grauen Pfeil markiert bzw. grau hinterlegt und betrug bei
dieser Methode 236 bp. Modifiziert nach Wirdig et al (2014). Die Originalquelle der
Verdffentlichung ist bei Elsevier unter http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045 verflgbar. The original
source of publication is available at Elsevier via http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045.
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3.4.1.2 Sequenzanalyse verschiedener MYB10 Allele

Fur eine genauere Beschreibung der verschiedenen detektierten MYB10 Allele,
wurden insgesamt 21 amplifizierte MYB10 Allele (Primerkombination
RE162_F/ MYB10_R rev, siehe Abbildung 24) sequenziert (Tabelle 8). Von den
21 Sequenzen stammten 20 Sequenzen von 19 verschiedenen Akzessionen der
Malus Sammlung (fur die Akzession MAL0O055 wurden zwei verschiedene MYB10
Allele sequenziert) und eine Sequenz von M. xdomestica 'Pinova’. Von den 21
sequenzierten Allelen entsprachen zwei Fragmente dem ~1kbp grofem MYB10
Allel, vier Fragmente dem MYB10 (R6) Allel und finfzehn Fragmente dem
MYB10 (R1) Allel. Als Referenzen sind entsprechende MYB10 Allelsequenzen
publizierter Sequenzen von M. xdomestica 'Golden Delicious', M. xdomestica
'Royal Gala' und der Apfelsorte 'Niedzwetzkyana' mit aufgefiihrt. Fiur fast alle
sequenzierten Fragmente konnte mittels FragmentgroRenanalyse (siehe
Abschnitt 3.4.1.1) ein entsprechendes, bis zu 6 bp groReres, PCR-Fragment
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Der GroRRenunterschied war auf die
verwendete Einstellungen bei der Peakdetektion mit dem Kapillarsequenziergerat

zuriuckzufiuhren.

Ein Vergleich aller sequenzierter MYB10 Allele offenbarte eine konservierte
Region stromabwarts des Mikrosatelliten (GT),, welche den Repeatl des
Minisatellitenmotives enthielt (Abbildung 27, Tabelle 8).

variable konservierte
Region Region

1 |
] 1

RE162 F MYB10 R rev
=5 -

1 MYBTU>
I'u'lilzru- T -1 :I'? T

satellit Repeat1| [ATG
(GT), (+1)

Abbildung 27 Generelle Struktur des MYB10 Promotors auf Basis der 21 sequenzierten
MYB10 Allele. Maodifiziert nach Wiirdig et al (2014). Die Originalquelle der Veréffentlichung ist bei
Elsevier unter http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045 verfugbar. The original source of publication is
available at Elsevier via http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045.
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Die amplifizierten MYB10 Allelsequenzen unterschieden sich stromabwarts vom
Mikrosatelliten (GT), nur in den Positionen 39 bp, 45 bp bzw. 47 bp, was den
Positionen —212, —206 bzw. —204 relativ zum Startcodon ATG entsprach. Fir die
beiden erstgenannten Positionen lag ein SNP vor. Die Position 47 bp
stromabwarts vom Mikrosatelliten (GT), war in drei analysierten Sequenzen
deletiert. Eine Ausnahme stellte das MYB10 (R1) Allel der Akzession MAL0236
dar, hier lag zusatzlich eine 6 bp grof3e Insertion direkt stromabwarts vom
Mikrosatelliten (GT), vor.

Fur alle amplifizierten MYB10 Allelsequenzen wurde ein weiterer SNP an der
17. Position des 23 bp langen Minisatellitenmotives detektiert, wo entweder ein
Adenin oder ein Thymin vorlag (Tabelle 8). Alle sequenzierten MYB10 (R1) Allele
zeigten die Base Adenin an dieser Position des Minisatellitenmotives (Repeat 1).
Im Gegensatz dazu war fur alle Repeats der sequenzierten MYB10 (R6) Allele
und flr das Repeat 1 der zwei sequenzierten ~1kbp groRen MYB10 Allele die

Base Thymin an dieser Position nachweisbar.

Weitere Unterschiede zwischen den sequenzierten MYB10 Promotorallelen
wurden hauptsachlich innerhalb und direkt stromaufwarts des Mikrosatelliten
(GT)n gefunden. Die Region stromaufwarts vom Mikrosatelliten wurde als variabel
eingeschatzt, wo SNPs, Insertionen und Deletionen auftreten konnten (Abbildung
27, Tabelle 8).

3.4.1.2.1 Sequenzanalyse der MYB10 (R1) Allele

Die funfzehn sequenzierten MYB10 (R1) Allele konnten durch ihre Sequenz als
solche bestatigt werden und waren zu grof3en Teilen untereinander identisch. Die
GroRRe der sequenzierten Fragmente lag zwischen 119 bp und 147 bp (Tabelle 8).
Diese Grol3envariabilitat ergab sich hauptsachlich aus der unterschiedlichen
Anzahl an Wiederholungen der Mikrosatellitensequenz (GT), und Kleinerer
Unterschiede (Insertionen bzw. Deletionen), die sich direkt stromaufwérts von

Mikrosatelliten befanden.

3.4.1.2.2 Sequenzanalyse der MYB10 (R6) Allele

Alle sequenzierten MYB10 (R6) Allele wiesen das repetierte Minisatellitenmotiv
stromaufwarts vom Mikrosatelliten (GT), auf und waren somit als MYB10 (R6)
Allele identifizierbar, die sich klar von den sequenzierten MYB10 (R1) Allelen
unterschieden (Tabelle 8). Fast alle sequenzierten MYB10 (R6) Allele waren zur

publizierten MYB10 (R6) Allelsequenz von ‘'Niedzwetzkyana' (GenBank:
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EU518250) identisch. Die MYB10 (R6) Sequenzen von MAL0346 und MALO738
unterschieden sich zur Sequenz von 'Niedzwetzkyana' in einem Basenaustausch

im Repeat 4 bzw. 3a des Minisatelliten (in Tabelle 8 nicht angegeben).

3.4.1.2.3 Sequenzanalyse der ~1 kbp Allele

Die zwei sequenzierten ~1 kbp Allele enthielten eine 857 bp (MAL0214) bzw.
852 bp (MALQ0945) grof3e Insertion, direkt stromaufwarts vom Mikrosatelliten
(GT), (Tabelle 8). Die inserierten Sequenzen von MAL0214 und MALQ0945 waren
untereinander nahezu identisch, sie unterschieden sich in nur zwei
Basenaustauschen und insgesamt fiunf deletierten Nukleotiden im Allel von
MALO0945. NCBI Nucleotide BLAST Analysen ergaben Sequenzahnlichkeiten
zwischen Teilen des Inserts und Genen fur F-Box Proteine und S-Ribonukleasen
von Pyrus pyrifolia. Weitere Sequenzhomologien lagen zum zweiten Intron des
LFY Gens von Pyrus fauriei vor. Fur den mittleren Teil des Inserts konnten keine
homologen Sequenzen identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Eine NCBI
BLAST Analyse in der GDR Datenbank zeigte eine Vielzahl homologer
Sequenzen auf mehreren LGs von 'Golden Delicious'. Fur zwei Teile des Inserts
(55 bp und 75bp gro3) konnten keine homologen Sequenzen im 'Golden
Delicious’ Genom gefunden werden (Daten nicht gezeigt). Die inserierte Sequenz
wurde auf das Vorhandensein von repetitiven Elementen (z. B. Retrotransposons)
hin mit dem Programm RepeatMasker unter Verwendung der M. xdomestica
spezifischen Einstellungen von der Repbase Datenbank untersucht. Das Insert
wurde als ein putatives nicht-autonomes DNA-Transposon der Harbinger Familie
vom Apfel, mit dem Namen DNA3-8_Mad, identifiziert (Bao und Jurka, 2010). Die
das Insert flankierenden Sequenzen konnten das ~1 kbp grol3e Allel als ein
MYB10 spezifisches Allel bestatigen.

3.4.1.2.4 Phylogenetische Stammbaumanalyse

Eine phylogenetische Stammbaumanalyse der 24 analysierten
Nukleotidsequenzen (Tabelle 8) ergab einen Baum mit funf deutlichen Gruppen
(Abbildung 28). Die MYB10 (R6) Sequenzen bildeten die Gruppe V, welche die
grofdte genetische Distanz zu den anderen Gruppen aufwies. Die zwei ~1 kbp
groRen MYB10 Allele clusterten mit sieben anderen MYB10 (R1) Allelsequenzen
in Gruppe |. Die Gruppen Il bis IV setzten sich ausschliel3lich aus MYB10 (R1)
Allelen zusammen. Die genetische Stammbaumanalyse belegte eine engere
Verwandtschaft zwischen den MYB10 (R1) Allelen und dem ~1 kbp grof3en
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MYB10 Allelen als zu den MYB10 (R6) Allelen. Es konnte kein Zusammenhang
zwischen dem Auftreten bestimmter MYB10 Allele und einer Malus Spezies oder
zum geografischen Ursprung der Malus Spezies festgestellt werden.

MAL0945_981 bp_M. xmoeriandsii
'Royal Gala'_131 bp_M. xdomestica
MALO714_131 bp_M. xasiatica
MAL0421_131 bp_M. baccata

— MALO373_131 bp_M. baccata =1
MAL0214_986 bp_M. xdomestica
MAL0200_129 bp_M. fusca
MAL0055_131 bp_M. baccata

44
| 'Golden Delicious’_131 bp_M. xdomestica |
MALOOS5_125 bp_M. baccata Il_a
MAL0236_123 bp_M. hupehensis Ill_b
MALO0267_131 bp_M. prattii Il_a
53 23| MAL02774_119 bp_M. honanensis 1l_a Ly
MALO341_134 bp_M. hupehensis Il_c
4{ MALO516_134 bp_M. xarnoldiana Il_c
64
MALO703_132 bp_M. sieboldii x M. spectabilis 1|_c
'Pinova'_131 bp_M. xdomestica BeLl
| MALO174_135 bp_M. prunifolia by
83l MALO768_147 bp_M. fusca
MALO346_232 bp_M. coronaria
MALO587_232 bp_M. xmoerandsii
MALO738_232 bp_M. sargentii x M. sieversii f. niedzwetzkyana — v
MALO793_232 bp_M. =adstringens
'Niedzwetzkyana' 232 bp
0.005

Abbildung 28 Phylogenetischer Stammbaum auf Basis von 24 MYB10 Allelsequenzen.
21 Sequenzen wurden mit der Primerkombination RE162_F/ MYB10_R_rev amplifiziert.
Drei weitere Sequenzen wurden den Datenbanken NCBI bzw. GDR entnommen. Die
Stammbaumanalyse erfolgte mit MEGA 6.06 unter Verwendung der Neighbor-joining
Methode (1000 bootstrap Wiederholungen). Die Darstellung des Stammbaums ist bei
40 % kondensiert. Ein rooting wurde nicht durchgefiihrt. Die Malus Spezies der
Akzessionen und die GroRRe des verrechneten PCR-Fragmentes sind vermerkt. Die
einzelnen Gruppen sind mit romischen Zahlen markiert.
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3.4.1.3 Evaluierung der Fruchtfleischfarbe
Fur die untersuchten Akzessionen der Malus Sammlung wurde die Farbe des
Fruchtfleisches bereits in einer vorhergehenden Dissertation evaluiert (Ali, 2011).

Die Einteilung erfolgte dabei in sechs verschiedene Kategorien (Abbildung 29).

1-weilR 2 - cremefarben 3 = gelblich 4 -griinlich 5 = blassrosa 6-rotlich

NVac)g

Abbildung 29 Boniturklassen fur Deskriptor Nr. 53 ,Farbe des Fruchtfleisches" gemaf
den UPQV Richtlinien fur Apfel (UPOV, 2005).

Akzessionen, die ein blassrosa oder rotlich gefarbtes Fruchtfleisch aufwiesen,
wurden 2012 erneut evaluiert. Die vorliegenden Daten konnten verifiziert werden.
Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist Tabelle 9 zu entnehmen. Fur 353 der
357 untersuchten Akzessionen war die Fruchtfleischfarbe determinierbar. Am
haufigsten kam die Fruchtfleischfarbe gelblich vor, sie wurde fir 32 % der
Akzessionen bonitiert. Des Weiteren wurden die Fruchtfleischfarben grinlich,
weil3 und cremefarben bei 27 %, 17 % bzw. 13 % der evaluierten Akzessionen
bonitiert. Fur 10 % der untersuchten Akzessionen konnte rot pigmentiertes
Fruchtfleisch bonitiert werden, wobei in die Farbabstufungen blassrosa (7 %) und

rétlich (3 %) unterschieden wurde.

Tabelle 9 Fruchtfleischfarbe der 357 untersuchten Akzessionen der Malus Sammlung.
Modifiziert nach Wurdig et al (2014). Die Originalquelle der Vertffentlichung ist bei Elsevier unter
http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045 verfiigbar. The original source of publication is available at
Elsevier via http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045.

Deskriptor Nr. 53 (UPOV, 2005)

Boniturnote  Farbe des Fruchtfleisches

Akzessionen [n]

1 weil3 60
2 cremefarben 45
3 gelblich 114
4 granlich 97
5 blassrosa 26
6 rétlich 11
nicht bestimmbar 4
Summe 357

Die Fruchtfleischfarbe von vier Akzessionen war aufgrund fehlender Friichte nicht

bestimmbar.
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3.4.1.4 Zusammenhang zwischen dem MYB10 (R6) Allel, rot pigmentierter
Fruchtfleischfarbe und dem geografischen Ursprung der
betreffenden Malus Spezies
Das MYB10 (R6) Allel war fur 40 der 357 analysierten Akzessionen der Malus
Sammlung nachweisbar (Abschnitt 3.4.1.1 und Tabelle 10). Zu diesen 40
Akzessionen gehorten die 37 Akzessionen, fur welche rot pigmentiertes
Fruchtfleisch bonitiert wurde (Tabelle 9). Fir diese 37 Akzessionen konnte somit
das MYB10 (R6) Allel als Ursache fur die rote Fruchtfleischfarbe belegt werden.
Unter allen analysierten Akzessionen konnte keine rotfleischige Akzession ohne
MYB10 (R6) Allel identifiziert werden.

Fur drei Akzessionen (MAL0346; MALO738 und MAL0O793) mit MYB10 (R6) wurde
kein rot pigmentiertes Fruchtfleisch bonitiert (Tabelle 10, Abbildung 30). Eine
Sequenzierung der amplifizierten MYB10 (R6) Allele dieser drei Akzessionen
ergab Sequenzen, die identisch bzw. nahezu identisch zum publizierten
MYB10 (R6) Allel von 'Niedzwetzkyana' (GenBank: EU518250) waren (siehe
Abschnitt 3.4.1.2 und Tabelle 8).

MALQ346 (weild) MALQ738 (gelblich)  MALO793 (gelblich)

Abbildung 30 Halbierte Frichte ausgewahlter Akzessionen der Malus Sammlung. Die
bonitierte Fruchtfleischfarbe ist in Klammern angegeben. Fur alle finf gezeigten
Akzessionen war das MYB10 (R6) Allel nachweisbar (siehe Abbildung 25 bzw. Abschnitt
3.4.1.2). Die Frichte sind nicht im gleichen Mal3stab dargestellt. Modifiziert nach Wrdig
et al (2014). Die Originalquelle der  Verdffentlichung ist bei  Elsevier  unter
http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045 verfiigbar. The original source of publication is available at
Elsevier via http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045.
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Fur eine phéanotypische Beschreibung dieser drei Akzessionen wurden Bonituren
im Freiland durchgefuhrt (Daten nicht gezeigt). Alle drei Akzessionen entwickelten
rot pigmentierte junge Blatter. Gleiches konnte auch fir die anderen 37
Akzessionen mit MYB10 (R6) Allel beobachtet werden (Daten nicht gezeigt;
Abbildung 30). Die Petalen von MAL0346 und MALOQO738 waren leicht pink im
Ballonstadium und leicht pink bzw. weil3 in der Vollblute. Die Akzession MALO793
zeigte dunkelrote Petalen im Ballonstadium bzw. pinkfarbene Petalen in der
Vollblute. Im Vergleich dazu waren die Petalen der 37 Akzessionen, die rot
pigmentiertes Fruchtfleisch auspragten, in allen Blutenstadien intensiv rot, lila
oder pink gefarbt (Daten nicht gezeigt). Die Akzessionen MAL0346 und MALO793
zeigten, wie die anderen 37 Akzessionen mit MYB10 (R6) Allel, eine rot

pigmentierte Testa (Daten nicht gezeigt; Abbildung 30).

Das MYB10 (R6) Allel konnte fir drei Primararten (Malus hupehensis, M. sieversii
f. niedzwetzkyana und Malus coronaria), sechs Arthybriden (Malus xadstringens,
M. xdomestica, Malus xmoerlandsii, Malus xpurpurea, Malus xsoulardii und
Malus xzumi) und sieben synthetische Hybriden der Malus Sammlung
nachgewiesen werden (Tabelle 10). Zwei der drei betreffenden Primararten und
alle sechs betreffenden Arthybriden waren urspringlich in Asien beheimatet. Eine
Akzession mit MYB10 (R6) Allel (MALO346) war der Primarart M. coronaria
zugeordnet, die urspriinglich aus Nordamerika stammte. Die sieben synthetischen
Hybriden mit MYB10 (R6) Allel wiesen mindestens ein Elter von einer Primarart
oder Arthybride auf, fir die das Vorhandensein des MYB10 (R6) Allels gezeigt

werden konnte (Tabelle 10).
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Tabelle 10 Malus Spezies bzw. Malus Spezies der Eltern (bei synthetischen Hybriden) aller Akzessionen mit MYB10 (R6) Allel von den 357
untersuchten Akzessionen der Malus Sammlung. Modifiziert nach Wirdig et al (2014). Die Originalquelle der Veréffentlichung ist bei Elsevier unter
http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045 verfiighar. The original source of publication is available at Elsevier via http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.04.045.

Akz. MYB10 blassrosa/
Primérart/Arthybride/Synthetische Hybride [n] (R6) rotlich Geografischer Ursprung der Primarart/Arthybride
Primérart [ggf. Akzessionennummer]
M. hupehensis 1 + + China, Taiwan?!
M. sieversii f. niedzwetzkyana 3 + + Asient
M. coronaria [MALO0346] 1 + - (weil) Nordamerikal
Arthybride (Genetischer Ursprung) [ggf. Akzessionennummer]
M. xadstringens (M. baccata x M. pumila?) 6 + + Asien! (M. baccata); Osteuropa? (M. pumila)
M. xadstringens (M. baccata x M. pumila2) [MALO793] 1 + - (gelblich) ~ Asien! (M. baccata); Osteuropa? (M. pumila)
M. xdomestica (M. sieversii x ?1) 8 + + Zentralasien!
M. xmoerlandsii (M. xpurpurea 'Lemoinei” x M. sieboldii?) 3 + + Asient (M. sieboldii); Osteuropa, Asien (siehe M. xpurpurea)
M. xpurpurea (M. pumila ‘Niedzwetzkyana' x M. xatrosanguinea?) 8 + + Osteuropa? (M. pumila 'Niedzwetzkyana'); M. xatrosanguinea = M. baccata x
M. pumila, Asien! (M. baccata); Osteuropa2 (M. pumila)
M. xsoulardii (M. ioensis x M. xdomestical) 1 + + Nordamerika! (M. ioensis); Zentralasien! (M. xdomestica)
M. xzumi (M. mandshurica x M. sieboldiit) 1 + + Zentral- und Nordostchina, fernéstliches Russland, Japan2 (M. mandshurica),
Asient (M. sieboldii)
Synthetische Hybride, gekennzeichnet durch Akzessionsnummer (Elter)
MALO759 ((M. sieboldii x M. spectabilis) x M. xpurpurea 'Aldenhamensis’) 1 + + Asient (M. sieboldii); Ostchinaz (M. spectabilis); Osteuropa, Asien (siehe M.
xpurpurea)
MALO761 (M. xpurpurea 'Aldenhamensis' x M. floribunda) 1 + + Osteuropa, Asien (siehe M. xpurpurea); unbekannt? (M. floribunda)
MALO806 (M. sargenti x M. xdomestica 'Baskatong’) 1 + + unbekannt? (M. sargenti)
MALO165 (M. floribunda 'Exzellenz Thiel' x M. sieversii f. niedzwetzkyana) 1 + + unbekannt? (M. floribunda); Asien (siehe M. sieversii)
MALO736 (M. xpurpurea 'Eleyi' x M. sieboldii) 1 + + Osteuropa, Asien (siehe M. x purpurea); Asient (M. sieboldii)
MALO738 (M. sargenti x M. sieversii f. niedzwetzkyana) 1 + - (gelblich)  unbekannt? (M. sargenti); Asien (siehe M. sieversii)
MALO0978 (M. florentina x M. xdomestica 'Baskatong’) 1 + + Europa! (M. florentina)
Summe 40 40 37

Der geografische Ursprung der Malus Spezies und das Vorhandensein von rot pigmentiertem Fruchtfleisch (blassrosa/rétlich) nach Deskriptor Nr. 53
(UPQV, 2005) ist angegeben. grau — Akzession mit MYB10 R6 Allel, die kein rot pigmentiertes Fruchtfleisch ausprégten. Die botanische Nomenklatur
der Malus Spezies folgte dem Klassifizierungssystem von Rehder (1949), Langenfeld (1991) und Forsline et al (2003).1 — Pereira-Lorenzo et al,
2009; 2 — Luby, 2013; Akz. — Akzession; + — vorhanden; - — nicht vorhanden.
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3.4.2 MYB10 (R6) als morphologischer Selektionsmarker

Um das Potenzial des MYB10 (R6) Allels als apfeleigenen morphologischen
Selektionsmarker fur die Transformation von Apfel zu evaluieren, wurden zwei
verschiedene Arten transgener MYB10 Linien von der Apfelsorte 'Pinova’ einem
Regenerationsversuch unterzogen. Die transgenen Apfellinien sollten dabei das

positive Transformationsereignis simulieren.

3.4.2.1 Transgene MYB10 Linien

Fur die Testung von MYB10 (R6) als méglichen morphologischen Marker wurden
transgene Linien der Sorte 'Pinova’, generiert mit dem Vektor p9-Daol-FLPi-
MsMYB10 (Abbildung 1 D), genutzt (Daten nicht gezeigt; Linienbezeichnung:
EndogMYB10 (R6); Abbildung 31). Dieser Vektor wurde urspringlich fir die
Erstellung cisgener rotfleischiger Apfelsorten unter Anwendung des FIp/FRT
Rekombinasesystems konzipiert. In der vorliegenden Arbeit wurden die
transgenen EndogMYB10 (R6) Linien ausschlie3lich fir die Evaluierung von
MYB10 (R6) als morphologischen Marker verwendet. Zum Vergleich dienten
transgene Linien der Sorte 'Pinova’, in die MYB10 cDNA unter Kontrolle des
CaMV 35S Promotor eingebracht wurde (Daten nicht gezeigt, Linienbezeichnung:
35S::MYB10_(cDNA); Abbildung 31).

Unter normalen Anzuchtbedingungen bildete die Sorte 'Pinova’' in in vitro Kultur
keine rote Pigmentierung aus (Abbildung 31). Der Gentransfer vom endogenen
MYB10 (R6) als auch von MYB10 cDNA unter Kontrolle des CaMV 35S
Promotors fuhrte zu einem veranderten Phanotyp von 'Pinova’ (Abbildung 31). Die
transgenen 35S::MYB10_(cDNA) Linien pragten stark rot pigmentierte
Sprossachsen und Laubblatter aus. Die transgenen EndogMYB10 (R6) Linien
zeigten ebenfalls rot pigmentiertes Gewebe, was sich allerdings auf die
Sprossachse und die Leitgewebe der Laubblatter beschrankte (Abbildung 31).
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Abbildung 31 Phanotyp der transgenen MYB10 Linien 35S::MYB10 (cDNA) und
EndogMYB10 (R6) in in vitro Kultur unter normalen Anzuchtbedingungen (16 h Licht
(0,65 KkIx) bei 23 °C/8 h Dunkelheit bei 17 °C). 35S::MYB10_(cDNA) — transgene Linie der
Apfelsorte 'Pinova’, beinhaltet MYB10 cDNA unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors
und ocs Terminators. EndogMYB10 (R6) — transgene Linie der Apfelsorte 'Pinova’,
beinhaltet das endogene MYB10 Gen im R6 Allelzustand aus dem Malus Genotyp
TNR 31-35 unter Kontrolle seiner nativen Promotor- und Terminatorsequenz. TNR 31-35
— Malus Genotyp, in dem das MYB10 (R6) Allel homozygot vorliegt (Lespinasse und
Godicheau, 1980); 'Pinova' — M. xdomestica Sorte mit MYB10 (R1) Allel.

3.4.2.2 Regenerationsversuch mit transgenen MYB10 Linien

Um das Potenzial des apfeleigenen MYB10 Gens in der R6 Allelvariante als
optische Selektionsmarker zu bewerten, wurde die Aktivitat von MYB10 (R6) im
Zuge des Regenerationsprozesses, wie er nach der Transformation durchgefuhrt
wurde, anhand der Pigmentauspragung genauer charakterisiert werden. Daflr
wurden Blatter der transgenen MYB10 Linien EndogMYB10 (R6) und
35S::MYB10_(cDNA) (Vergleichslinien) einem Regenerationsprozess unterzogen.
Im Anschluss an die Dunkelphase wurde die Regeneration an den Explantaten in
regelmaRigen Abstanden dokumentiert. In Abbildung 32 ist diese Dokumentaion
fur je eine EndogMYB10 (R6) Linie und eine 35S::MYB10_(cDNA) Linie zu

sehen.

Direkt nach der Dunkelphase war Regeneration in Form von Kallusbildung an den

Explantaten beider Linienarten sichtbar. Die Explantate der Linie
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EndogMYB10_(R6) waren leicht grin und der gebildete Kallus war gelblich
gefarbt; es war keine rote Pigmentierung sichtbar. Die Explantate der Linie
35S::MYB10_(cDNA) und der daran gebildete Kallus waren rosa bis stark rot
pigmentiert. Nach 24 h unter Langtagbedingungen (16 h Licht (0,65 kiIx) bei
23 °C/8 h Dunkelheit bei 17 °C) veranderte sich die Farbung der Explantate von
der Linie EndogMYB10_(R6). Sowohl die Leitbahnen der Explantate als auch der
Kallus zeigten eine rote Pigmentierung. Nach sieben Tagen im Langtag waren die
Explantate beider Linienarten grin pigmentiert. Die vorher rot pigmentierten

Gewebe zeigten nun eine braunliche Farbe.

Nach 30 Tagen im Langtag setze an den Explantaten beider Linienarten die
Regeneration von Pflanzchen ein. Zu diesem Zeitpunkt waren die Explantate der
Linie EndogMYB10_(R6) tberwiegend griin pigmentiert und zeigten nur vereinzelt
rot pigmentierte Bereiche. Im Vergleich dazu waren die Explantate der Linie
35S::MYB10_(cDNA) ebenfalls griin pigmentiert, zeigten jedoch grofRe Bereiche

stark roter Pigmentierung, die bereits violett wirkte.

Nach 87 Tagen im Langtag - der Transfer auf MB8-Medium
(Sprossproliferations-Medium) fand bereits statt — hatten die Explantate beider
Linienarten sich zu Regeneraten entwickelt, die Sprosse mit Laubblattern
aufwiesen. Die Regenerate der Linie EndogMYB10_(R6) zeigten grin
pigmentierte Laubblatter. Im Gegensatz dazu zeigten die Regenerate der Linie
35S::MYB10_(cDNA) rot pigmentierte Laubblatter.

Nach 170 Tagen im Langtag hatten die Sprossspitzen der Regenerate bereits
zweimal einen in vitro Erhaltungszyklus von 4 Wochen durchlaufen. Im Gegensatz
zur Linie 35S:MYB10_(cDNA) zeigten die Regenerate der Linie
EndogMYB10_(R6) erst nach dem Einsetzten des Sprosslangenwachstums rot
pigmentiertes Gewebe, welches sich auf die Sprossachsen und die Leitgewebe
der Laubblatter beschréankte. Im in vitro Erhaltungszyklus pragten beide transgene
MYB10 Linienarten ihren typischen Phénotyp aus (vgl. Abschnitt 3.4.2.1). Im Zuge
der Regeneration war eine eindeutige rote Pigmentierung von Gewebe aufgrund
des MYB10 (R6) Allels erst nach dem Einsetzen des Sprosslangenwachstums
sichtbar, ca. funf Monate nach Beginn des Regenerationsversuches. Der
Regenerationsversuch ergab auch fur weitere EndogMYB10_(R6) Linien und
35S::MYB10_(cDNA) Linien das gleiche Ergebnis.
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Abbildung 32 Regenerationsversuch mit zwei verschiedenen transgenen MYB10
Linienarten. 35S::MYB10_(cDNA) — transgene Linie der Apfelsorte 'Pinova’, beinhaltet
MYB10 cDNA unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors und ocs Terminators.
EndogMYB10_(R6) — transgene Linie der Apfelsorte 'Pinova’, beinhaltet das endogene
MYB10 Gen im R6 Allelzustand aus dem Malus Genotyp TNR 31-35 unter Kontrolle
seiner nativen Promotor- und Terminatorsequenz. Die Regeneration an den
Blattexplantaten erfolgte unter gleichen Bedingungen wie nach einer Transformation. LD
— Langtagbedingungen (16 h Licht (0,65 kix) bei 23 °C/8 h Dunkelheit bei 17 °C).

3.4.3 Zusammenfassung

Auf Grundlage von 357 Akzessionen der Deutschen Malus Sammlung wurde der
Promotor des apfeleigenen MYB10 Gens fir die Gattung Malus genauer
charakterisiert. Bei diesen Untersuchungen wurde eine Vielzahl verschiedener
MYB10 Promotorallele gefunden. Durch Sequenzanalysen von gewdahlten Allelen
konnten drei Hauptformen fir den MYB10 Promotors identifiziert werden: das
MYB10 (R1) Allel, das MYB10 (R6) Allel und das ~1 kb MYB10 Allel. Fur die
Akzessionen der Malus Sammlung waren Daten zur Fruchtfleischpigmentierung

vorhanden. Auf Basis dieser und der erhobenen Daten konnte der
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Zusammenhang zwischen der Prasenz des MYB10 (R6) Allels und der
Auspragung von rot pigmentiertem Fruchtfleisch fir den Apfel arttibergreifend
beschrieben werden. Fir 40 der 357 charakterisierten Akzessionen wurde das
MYB10 (R6) Allel nachgewiesen; 38 dieser Akzessionen zeigten eine rot
pigmentierte Fruchtfleischfarbe. Es wurden keine weiteren Akzessionen mit rot
pigmentiertem Fruchtfleisch gefunden. Fast alle Akzessionen mit MYB10 (R6)
Allel und rot pigmentiertem Fruchtfleisch gehorten zu Malus Spezies, deren

Ursprung in Asien lag.

Um die Eignung der R6 Allelvariante des MYB10 Gens als morphologischen
Marker abzuschéatzen, kamen transgene Linie der Apfelsorte 'Pinova’ zum
Einsatz, in die das MYB10 (R6) Allel aus dem rot pigmentierten Genotyp
TNR 31-35 mit seinen endogenen regulatorischen Sequenzen ubertragen wurde.
In einem Regenerationsversuch konnte gezeigt werden, dass das MYB10 (R6)
Allel als morphologischer Marker fir den Genotyp 'Pinova’ nur eingeschrankt

verwendet werden kann.
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung des hitzeinduzierbaren FIp/FRT

Rekombinasesystems mittels Monitoringvektor

Die Umsetzung des cisgenetischen Konzeptes wird beim Apfel primar durch den
Einsatz von Clean Vector Technologie-Vektoren fokussiert (Herzog et al, 2012;
Vanblaere et al, 2011). Diese Vektoren beinhalten ein induzierbares bzw.
aktivierbares  Rekombinasesystem, wodurch die gezielte Entfernung
unerwunschter DNA-Sequenzen, wie Markergene, zu einem gewdahlten Zeitpunkt
moglich ist. Am JKI Dresden-Pillnitz wurde ein hitzeinduzierbares FIp/FRT
Rekombinasesystem fur die gesteuerte Markergenentfernung aus dem Genom
des Apfels erfolgreich etabliert (Herzog et al, 2012; Herzog, 2012; Abbildung 1 A).
Nach einer Hitzebehandlung wird Flp Rekombinase gebildet, welche die
Rekombination der Rekombinasekassette vermittelt. Die Flp Rekombinase
schneidet jede DNA-Sequenz zwischen zwei gleich orientierten FRT-Sequenzen,
inklusive einer der beiden FRT-Sequenzen, aus einem DNA-Strang heraus. Im
Endprodukt verbleibt von der Rekombinasekassette lediglich eine einzelne
FRT-Sequenz (34 bp).

Mit dem Ziel, die Effektivitdt der Induktion des Systems zu erhéhen, wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit drei neue Methoden zur HU konzipiert und
getestet (Abbildung 2, Kap. 3.1.1). Wie in den vorhergehenden Arbeiten (Herzog
et al, 2012; Herzog, 2012) wurden daftr transgene Linien verwendet, die mit dem
Monitoringvektor pB-Npt-Hsp-Flp-Gus (Abbildung 1°B) ausgestattet sind. Im
Gegensatz zu der ursprunglichen Induktionsstrategie (Herzog et al, 2012) wurde
bei den neuen Methoden beim hitzelbertragenden Medium variiert (Flissigkeit,
Luft mit hoher Luftfeuchte bzw. festes Medium) und die Hitzebehandlung an
einzelnen Blattern bzw. Blattexplantaten durchgefiihrt. Analog zur urspringlichen
Induktionsstrategie erfolgte die Hitzebehandlung bei 42 °C tber 4 h (Herzog et al,
2012). Um genetisch einheitiche Sprosse zu erzeugen, ist ein
Regenerationsschritt notwendig (Herzog et al, 2012; Herzog, 2012). Vermutlich
erfolgt die Sprossregeneration ausgehend von einzelnen bzw. von wenigen

Zellen, wodurch hauptsachlich genetisch einheitlich Sprosse entstehen (Herzog,
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2012). Deswegen wurde bei den drei neuen Methoden der HU ein

Regenerationsschritt direkt an die Hitzebehandlung angeschlossen (Abbildung 2).

Die meisten Blatter bzw. Blattexplantate waren nach den HU ,Feuchtekammer*
und ,Mediumplatte* vital. Im Gegensatz dazu waren durchschnittliche nur 26 %
der Blatter nach der HU ,ddH20* vital (Abbildung 3). Der Unterschied in der
Blattvitalitat zwischen den HU spiegelt sich in der nachfolgend bestimmten
Regenerationsrate wieder (Abbildung 3). Nur vitale und ein Teil der semivitalen
Blatter behalten das Potenzial, um anschlielend Kallusgewebe zu bilden. Die
Kategorie semivital ist mit einem Anteil an nekrotischem Gewebe zwischen 25 %
und 75 % vielleicht zu grof3ziigig gewahlt und sollte bei zukinftigen Arbeiten in
zwei Kategorien unterteilt werden. Eine Ursache fiir die schlechte Uberlebensrate
der Blatter nach der HU ,ddH20“ kann die deutlich hohere thermische
Leitfahigkeit von Wasser (A = 0,6322 W/(m x K), bei 42 °C (Ramires et al, 1995))
im Vergleich zur die thermische Leitfahigkeit von Luft (A = ca. 0,027 W/(m x K) bei
42 °C (McQuillan et al, 1984)) sein. Die thermische Leitfahigkeit beeinflusst die
tatsachliche Menge an Hitze, die das Gewebe innerhalb von 4 h Hitzebehandlung
erreicht. Fur die HU ,ddH20* ist eine Temperatur von 42 °C offensichtlich zu
hoch, da das Gewebe der hitzebehandelten Blatter kollabiert. Dies resultierte in
einer schlechten Vitalitit und einer geringen Regenerationsrate fir die HU
,ddH20“ (Abbildung 3). Obwohl vergleichbare Systeme flr die zielgerichtete
Eliminierung von Markergenen in andere Pflanzenspezies verwendet wurden
(Hoff et al, 2001; Zhang et al, 2003; Fladung et al, 2005; Khattri et al, 2011), sind
nur wenige Studien bekannt, bei denen die Hitzebehandlung an Blattern bzw.
Blattexplantaten stattfand (Khattri et al, 2011). In den meisten Studien wurden
ganze Pflanzen oder Kalluskulturen hitzebehandelt. Fur die Induktion des
Rekombinasesystems bei der Kartoffel, resultierte die Hitzebehandlung von
Sprossen bei 42 °C dber 3 h in halbflissigem Medium in 30 % Regeneration
(Cuellar et al, 2006). Wiederholte Hitzebehandlungen bei 37 °C bzw. 38 °C
fuhrten zu keinen héheren Regenerationsraten bei Kartoffel (Cuellar et al, 2006).
Um die Vitalitat der Zellen im Zuge der HU zu erhalten, sollten in weiteren
Experimenten geringere Temperaturen fir die HU ,ddH20“ getestet werden.
Unter den getesteten Methoden gelang die Hitzebehandlung von
Blattern/Blattexplantaten bei 42 °C fiir 4 h mit den HU ,Feuchtekammer* und
.Mediumplatte* am besten. Anhand eines GUS-Assays an Explantaten mit

Regeneration aus den drei HU konnte gezeigt werden, dass die Induktion des
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Rekombinasesystems bei allen drei Methoden erfolgte (Abbildung 4, Kap.
3.1.1.2). Daruiber hinaus wurde deutlich, dass die HU ,ddH20* das effektivste von
den drei getesteten Verfahren war. Im Vergleich zu Explantaten aus den HU
,Feuchtekammer" und ,Mediumplatte* zeigten die Explantate aus der HU ,ddH20*
wesentlich groRere blaugefarbte Areale mit einer deutlich starkeren Farbintensitat.
Nach dem GUS-Assay konnte ein komplett blau gefarbtes Pflanzchen fir die Linie
T670 aus der HU ,Feuchtekammer* entdeckt werden (Abbildung 4). Dieser Fund
belegte, dass die Produktion von Markergen-freien Sprossen mit der HU

.Feuchtekammer® moglich ist.

Im Anschluss fand eine weitergehende Charakterisierung der HU
.Feuchtekammer* und ,Mediumplatte* statt, indem der Zustand der
Rekombinasekassette in regenerierten Einzelsprossen aus den zwei HU per PCR
charakterisiert wurde (Abschnitt 3.1.1.3, Abbildung 5). Von insgesamt 120
untersuchten Einzelsprossen aus den HU ,Feuchtekammer® und ,Mediumplatte*
(je 60 Sprosse), konnte fir nur einen Spross eine Flp vermittelte Rekombination
detektiert werden. Dieser Spross, T791%)-5 (FK), stammte aus der HU
.Feuchtekammer” und erwies sich als einheitlich Markergen-frei, was durch einen
GUS-Assay belegt werden konnte (Abbildung 5). Fur die Produktion von
einheitlich Markergen-freien Sprossen durch die HU ,Feuchtekammer® bzw.
~-Mediumplatte®, ergab sich daraus eine Erfolgsrate von 1,6 % bzw. 0 %. Fur
insgesamt 60 untersuchte Einzelsprosse aus den Kontrollbehandlungen (T791%)
war keine Rekombination nachweisbar (Abschnitt 3.1.1.3). Die fehlende Aktivitat
der Rekombinase wies auf die erwinschte Inaktivitait des Gmhspl7.5-E
Promotors bei RT hin (Herzog et al, 2012). In der Kartoffel fihrte die Anwendung
eines vergleichbaren Rekombinasesystems mit &hnlicher Induktionsstrategie zu
einer vollstdndigen Rekombination bei 3,6 % der untersuchten Sprosse (Cuellar et
al, 2006). Dieses Ergebnis ist mit den vorliegenden Ergebnissen vergleichbar. Um
jedoch zumindest einige Markergen-freie Sprosse pro HU zu erhalten, sollte die
Anzahl der untersuchten Sprosse in zukunftigen Experimenten erhdht werden. In
der Vergangenheit erfolgte die Induktion des verwendeten Rekombinasesystems
beim Apfel durch die Hitzebehandlung von Sprossen in geschlossenen
Glasgefal’en bei 42 °C Uber 2 bis 8 h, gefolgt von einer Sprossregeneration
(Herzog et al, 2012). Diese Induktionsstrategie fuhrte zu durchschnittlich 19,9 %
Markergen-freien Sprossen (Herzog et al, 2012). Die getesteten HU
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.Feuchtekammer* und ,Mediumplatte® ergaben somit keine hdheren

Rekombinationsraten als die ursprungliche Induktionsstrategie.

Fur eine  genauere molekulare  Charakterisierung des FIp/FRT
Rekombinasesystems im Apfel, wurde die Expression der T-DNA lokalisierten
Gene flp, nptll und gusA im Zuge von zwei unterschiedlichen
Hitzebehandlungsregimen (ZR | und ZR Il) analysiert (Abschnitt 3.1.2, Abbildung
6). Die Hitzebehandlung der Blatter erfolgte dabei entsprechend der HU

,Feuchtekammer®.

Bei permanenter Hitzebehandlung von 42 °C Uber 4h (ZRIl) war das flp
Transkript bereits nach 30 min Hitzebehandlung nachweisbar (Abbildung 7 B). Die
erfolgreiche Induktion des Gmhsp17.5-E Promotors nach 30 min Hitzebehandlung
bei 42 °C wurde bereits durch Herzog et al (2012) gezeigt. Im weiteren Verlauf
der permanenten Hitzebehandlung stieg die Menge an flp Transkript deutlich an.
In den Linien T782 und T791 erreichte die flp Transkriptmenge nach 2 h
Hitzebehandlung ein leichtes Maximum, gefolgt von einer leichten Abnahme nach
4 h permanenter Hitzebehandlung (Abbildung 7 B). Die Stabilitéat einer mRNA wird
durch die Syntheserate, in Abhéngigkeit von der Promotorsequenz, und durch die
Transkript spezifische Abbaurate bedingt. Bei Sojabohne fiihrt eine kontinuierliche
Hitzebehandlung bei 40 °C zu einer starken Akkumulation von Hitzeschockgen
Transkripten innerhalb von 1-3 h (Kimpel et al, 1990). Bei weiterer Hitzegabe
kommt es zur allmdhlichen Abnahme der Hitzeschockgen Transkriptmenge
(Kimpel et al, 1990). Fur die Apfellinien T782 und T791 wurde ein vergleichbarer
Expressionsverlauf des flp Gens unter Kontrolle des Hitzeschockgen Promotors
Gmhspl7.5-E aus der Sojabohne bei permanenter Hitzegabe beobachtet
(Abbildung 7 B). Eine weitere Erklarung fur die Abnahme des flp Transkriptlevel
nach 2h Hitzebehandlung, trotz kontinuierlicher Hitzegabe, konnte die
zunehmende Anzahl an Zellen mit Rekombinationsereignis sein, wodurch das flp
Gen aus dem Genom der Zelle entfernt wird. Die Anzahl der rekombinierten
Zellen erhoht sich mit der Dauer der Hitzebehandlung (Herzog et al, 2012). Die
leicht abweichende flp Expression der Linie T670 in ZR Il konnte durch die

Prasenz von vier Kopien der T-DNA in dieser Linie erklart werden (Kap. 2.1.5.1).

Die einmalige Hitzebehandlung bei 42 °C Uber eine Stunde (ZR I) fuhrte beim
Apfel zur flp Transkriptakkumulation innerhalb dieses Zeitraums (Abbildung 7 A).

Nach der Hitzebehandlung nahm die flp Expression in den Blattern sukzessive ab
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(ZP 2 h bis 32 h). Dieser Verlauf der flp Expression war fir alle drei untersuchten
Linien identisch. Die Linie T670 zeigte insgesamt eine starkere flp Expression als
die Linien T782 und T791, was durch das Vorhandensein mehrere T-DNA-Kopien
in Linie T670 erklarbar war (Herzog et al, 2012). Die Halbwertszeit des flp
Transkriptes im Apfel schien nur wenige Stunden zu betragen. Fir die Linie T791
war zum ZP 32 h (31 h nach Beendigung der Hitzegabe) kein flp Transkript mehr
detektierbar (Abbildung 7 A).

Die flp spezifische PCR ergab neben dem erwarteten Produkt von 575 bp fir die
flo cDNA (Abbildung 7, markiert mit a), zwei weitere PCR-Produkte mit den
GréfRen 800 bp und 950 bp (Abbildung 7, markiert mit b bzw. c). Alle flp
PCR-Produkte schienen ihren Ursprung auf der T-DNA zu haben, sie waren nur in
den transgenen Linien und hauptséchlich nach Hitzebehandlung detektierbar. Das
800 bp groRe flp PCR-Produkt konnte von unprozessierter flp pra-mRNA
stammen, da es eine vergleichbare Gréf3e zum amplifizierten Produkt von DNA
zeigte (Abbildung 7). Um eine Aktivitat der Flp Rekombinase im Zuge der
Klonierung und der Transformation zu vermeiden, wurde kinstlich das zweite
Intron des ST-LS1 Gens aus der Kartoffel in das flp Rekombinasegen integriert
(vgl. Abbildung 1 B). Eine Ursache fur das 800 bp PCR-Produkt kénnte ein
unzureichendes Splei3en der kinstlich erzeugten, chiméren flp pr&-mRNA sein.
Dieser Faktor kénnte ebenfalls eine Ursache fiur die geringe Anzahl erzeugter
Markergen-freier Sprosse sein. Fur das zweite unerwartete flp PCR-Produkt
(950 bp) konnte keine Erklarung gefunden werden. Alle Versuche, die beiden
zusatzlichen PCR-Produkte zu klonieren, schlugen fehl (Daten nicht gezeigt).
Deswegen konnte in beiden Fallen die Mdoglichkeit eines PCR-Artefaktes nicht

ausgeschlossen werden.

Fur zwei ZP der nicht induzierten Kontrollbehandlung (T791, ni) und fur den O h
ZP (vor Hitzebehandlung) der Linie T670 war flp Expression nachweisbar
(Abbildung 7). Offensichtlich wurde der Gmhspl17.5-E Promotor durch andere
Einflisse — neben Hitze — zu einem gewissen Grad aktiviert. Diese Annahme
wurde durch Befunde fur andere Pflanzenspezies gesttitzt. In der Sojabohne wird
beispielweise die Expression der Gene fur Hitzeschockproteine mit geringem
Molekulargewicht  durch  Arsenit, Cadmium und das Prolin-Analog
Azetidin-2-Carbonsaure induziert (Czarnecka et al, 1985; Lee et al, 1996). Bei der

Verwendung von Hitzeschockgen Promotorsequenzen als induzierbare
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Promotoren fir das Rekombinasegen in einem Rekombinasesystem, wurde das
Phanomen des ,undichten” (leaky) induzierbaren Rekombinasesystems bereits
beobachtet (Hoff et al, 2001). Bei den untersuchten transgenen Apfellinien kénnte
eine unerwiunschte Induktion des flp Gens zu einem Rekombinationsereignis vor
Hitzeinduktion fuhren und sollte als gusA Expression in nicht induzierten

Geweben sichtbar sein.

Im Rahmen der Expressionsuntersuchungen konnte eine gusA Expression in den
transgenen Linien (induziert und nicht induziert) zu fast allen ZP (vor, wahrend
und nach Hitzeinduktion) nachgewiesen werden (Abbildung 7). Dieses Ergebnis
stutzte die vorherige Annahme, dass der Gmhspl17.5-E Promotor nicht nur durch
Hitze induziert werden kann. Diese Beobachtungen standen im Kontrast zu den
Untersuchungen durch Herzog et al (2012), wo keine gusA Expression fir
dieselben, nicht induzierten transgenen Linien nachweisbar war. Zwischen den
Untersuchungen durch Herzog et al (2012) und der vorliegenden Arbeit lag ein
Zeitraum von mehreren Jahren. In dieser Zeit erfolgte die Erhaltung der
transgenen Linien als in vitro Kultur (vgl. Abschnitt 2.2.1.1). Aufgrund der gusA
Expressionsergebnisse in der vorliegenden Arbeit, konnte kein Rickschluss tber
die Dauer des Prozesses zwischen Beginn der Hitzeinduktion und der
Rekombination fir das untersuchte Flp/FRT Rekombinasesystem im Apfel
gezogen werden. Durch die zeitgleiche Expression von nptll und gusA in der
Kontrollbehandlung (T791, ni) und vor Hitzeinduktion (ZP 0 h) in den transgenen
Linien, wurde von einer Chimeritat der verwendeten transgenen Linien

ausgegangen.

Die Evaluierung der nptll Expression ergab ein positives Ergebnis fur die
untersuchten transgenen Linien zu allen ZP (Abbildung 7). Wahrscheinlich war die
alleinige Hitzebehandlung von Blattmaterial nicht ausreichend, um eine
Rekombination in allen hitzebehandelten Zellen zu erreichen. Vorherige Studien
am Apfel unterstitzten diese Annahme. Die Hitzebehandlung bei 42 °C lber 4 h
fuhrte zur Bildung von chimarem Gewebe bezlglich des molekularen Zustandes
der Rekombinasekassette (Herzog et al, 2012). Um den molekularen Zustand der
Rekombinasekassette in den Zellen mit Sicherheit zu bestimmen, wéare ein

PCR-basierter Nachweis der Gene flp und nptll bei analogen ZR denkbar.

Um den molekularen Zustand der Rekombinasekassette im verwendeten

Ausgangsmaterial zu klaren, wurden die transgenen Linien T670, T782 und T791
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mit PCR, RT-PCR und GUS-Assay analysiert (Abschnitt 3.1.2.1, Abbildung 9). Fur
die Ausgangslinien konnte die zeitgleiche Prasenz als auch Expression der
T-DNA lokalisierten Gene nptll und gusA belegt werden. Das flp Rekombinasegen
war ebenfalls in allen drei Ausganglinien vorhanden, jedoch expressionsinaktiv
(Abbildung 9 A). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde von einer mdglichen
Chimeritat der Ausgangslinien ausgegangen. Eine gusA mRNA-Expression sollte
erst nach Entfernung der Rekombinasekassette moglich sein (Abbildung 1 B).
Trotzdem besal’ ein Teil der Zellen noch eine vollstandige Rekombinasekassette,
was durch die npttll und flp spezifischen PCR bezeigt werden konnte. Das
Vorhandensein eines unerwinschten ,Megatranskriptes”, ausgehend vom CaMV
35S Promotor uber die gesamte Rekombinasekassette hinweg (inklusive zweier
Terminatoren) bis hin zum gusA Gen mit NOS Terminator, konnte
ausgeschlossen werden, da sonst ebenfalls eine konstante flp Expression
detektierbar sein misste. Die Ergebnisse zweier weiterer Untersuchungen, eine
Rekombinasekassette berspannende PCR und ein GUS-Assay, sprachen gegen
eine  Chimeritdt der Ausgangslinien (Abbildung 9B wund C). Die
Rekombinasekassette Uberspannende PCR lieferte fir keine der drei
Ausgangslinien ein 1,2kb groBes PCR-Produkt, welches nach einem
Rekombinationsereignis amplifizierbar sein sollte. Das GUS-Assay ergab keine
Blaufarbung der in vitro Sprosse, wodurch auf die Abwesenheit von
3-Glucuronidase in den Ausgangslinien geschlossen wurde. Die Ergebnisse aller
drei Untersuchungen standen im Wiederspruch zueinander. Wenn das detektierte
Signal in der gusA RT-PCR einem gusA Transkript entsprechen sollte, so schien
die Anzahl der Zellen mit Rekombinationsereignis so gering zu sein, dass weder
die Rekombinasekassette uUberspannende PCR noch das GUS-Assay das
Rekombinationsereignis bestatigen konnte. Eine genaue Analyse des
vermeintlichen gusA Transkriptes sollte durchgefuhrt werden, um seine ldentitat
als gusA spezifische mRNA sicher zu belegen. Fir die drei getesteten
Ausgangslinien konnte kein Rekombinationsereignis auf DNA-Ebene und auf

Proteinebene belegt werden.

Das hitzeinduzierbare Flp/FRT Rekombinasesystem im Apfel konnte erfolgreich
durch die drei neuen Methoden der HU aktiviert werden. Die effektivste Induktion
erfolgte durch die HU ,ddH20*; allerdings fiihrte diese Art der HU zu einer starken
Verminderung der Gewebsvitalitit und resultierte in  einer geringen

Regenerationsrate. Regenerierte Sprosse aus den HU ,Feuchtekammer® und
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.Mediumplatte wurden eingehender analysiert, wobei fir diese Methoden
Rekombinationsraten von 1,6 % bzw. 0 % ermittelt wurden. Die molekularen
Untersuchungen des hitzeinduzierbaren FIp/FRT Rekombinasesystems im Apfel
offenbarten die mdogliche Anwesenheit von ungespleildter flp pra-mRNA. Durch die
Untersuchungen konnte eine Aussage Uber die Stabilitat der flp mRNA nach
Hitzegabe getroffen werden, wodurch eine Feinjustierung fur die Lange der
Hitzegabe erfolgen kann. Die Expressionsanalysen ergaben dariber hinaus eine
eventuelle molekulare Chimeritdt der Ausgangslinien, die allerdings nicht

eindeutig belegt werden konnte.
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4.2 Erzeugung cisgener schorfresistenter Apfelsorten
mit einem hitzeinduzierbaren FIp/FRT

Rekombinasesystem

Fur die Erzeugung schorfresistenter cisgener Apfelsorten wurde ein neuer Vektor
(p9-Daol-FLPi-HcrVi2; Abbildung 1 C) am JKI Dresden-Pillnitz entwickelt. Die
Konzeption des Vektors erfolgte entsprechend der Clean Vector Technologie,
wobei die Basis des Vektors ein hitzeinduzierbares Flp/FRT Rekombinasesystem
bildet, das bereit beim Apfel fir die Markergenentfernung etabliert wurde (Herzog
et al, 2012; Herzog, 2012; Abschnitt 3.1). Die Erh6hung der Schorfresistenz sollte
durch die Ubertragung des apfeleigenen Schorfresistenzgens Rvi6 erreicht
werden, welches das GOI des Vektors p9-Daol-FLPi-HcrVf2 (Abbildung 1 C) ist.
Im Rahmen der Arbeit konnte die Schorfresistenz von zwei Apfelsorten in einem
cisgenetischen Ansatz durch die Anwendung des Vektors p9-Daol-FLPi-HcrVi{2
erfolgreich verbessert werden.

Im ersten Schritt mussten transgene Apfellinien durch die Transformation des
Vektors p9-Daol-FLPi-HcrVf2 (Abbildung 1 C) in Apfelsorten erzeugt werden
(Abschnitt 3.2.1.1). Die T-DNA des Vektors p9-Daol-FLPi-HcrVf2 konnte
erfolgreich in die vier Apfelsorten 'Brookfield Baigent' ('Royal Gala' Mutante),
'‘Mitchgla' (‘Gala' Mutante), 'Novajo' (‘Jonagold' Mutante) und 'Pinova’ Ubertragen
werden (Tabelle 2), wobei insgesamt 22 transgene Linien entstanden sind. Fur
alle transgenen Linien konnte die Integration der T-DNA lokalisierten Gene
gezeigt werden (Abbildung 10). Die hdchste Transformationseffizienz wurde fir
die Sorte 'Brookfield Baigent' mit 0,4 % erreicht. Fur die Sorten 'Mitchgla' (0,2 %),
'Pinova’ (0,2%), und 'Novajo’ (0,15%) Ilagen etwas geringere
Transformationseffizienzen vor. Obwohl die in vitro Kultivierung und die
Transformation identisch durchgefiihrt wurde, konnten fir die Sorten 'Kanzi',
'‘Mariri Red' ('Braeburn' Mutante) und 'Red Jonaprince' (‘'Jonagold' Mutante) keine
transgenen Linien mit dem Vektor p9-Daol-FLPi-HcrVi2 erzeugt werden (Tabelle
2). Beim Apfel schien die Transformationseffizienz abhangig vom verwendeten
Genotyp zu sein, was bereits durch De Bondt und Mitarbeiter (1996) vermerkt
wurde. Auch wenn bei einer Apfelsorte und ihren Mutanten von einer
vergleichbaren Transformationseffizienz ausgegangen wird (De Bondt et al,
1996), war dies nicht der Fall fuir 'Novajo' und 'Red Jonaprince', beides

Farbmutanten der Sorte ‘'Jonagold’ (Tabelle 2). Die erzielten
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Transformationseffizienzen fir die auf 'Gala’ zurickgehenden Mutanten
'‘Brookfield Baigent' und 'Mitchgla' sowie fir die 'Jonagold’ Mutante 'Novajo' waren
im Vergleich zu anderen Studien geringer, wo Effizienzen von 1-2 % und 2-3 %
fur 'Jonagold’' bzw. 'Gala’ erreicht wurden (De Bondt et al, 1996; Maximova et al,
1998; Puite und Schaart, 1996). Andere Versuche, die Sorten 'Braeburn' und
'Pinova’ mit einem A. tumefaciens vermittelten Ansatz zu transformieren,
resultierten in Transformationseffizienzen von 0,0 bzw. 0,8 % (De Bondt et al,
1996; Wenzel et al, 2013). Mit der Sorte 'Kanzi' wurden bisher noch keine
Transformationsexperimente durchgefihrt. Fir die Sorten 'Kanzi', ‘Mariri Red' und
'Red Jonaprince' sollten zukunftig alternative Transformationsstrategien getestet
werden. Bei der A.tumefaciens vermittelten Ubertragung einer T-DNA mit
ahnlicher Gro3e (10,6 kb) in 'Gala’, erzielten Vanblaere und Mitarbeiter (2011) mit
0,6 % eine vergleichbare Transformationseffizienz wie in der vorliegenden Arbeit.
Erst kirzlich wurde der am JKI Dresden-Pillnitz entwickelte Vektor fir die
Erstellung der ersten cisgenen feuerbrandresistenten Apfelpflanze verwendet,
wobei sich das Feuerbrandresistenzgen FB_Mr5 aus Malus xrobusta 5 anstelle
des Rvi6 Gens im Vektor befand (Vektorbezeichnung: p9-Dao-FLPi-FB_MRS5)
(Kost et al, 2015). Bei diesen Arbeiten wurde mit einer durchschnittlichen
Transformationseffizienz von 3,4 % fir die Sorte 'Gala Galaxy' (‘Gala' Mutante)

eine deutlich hohere Transformationsrate erzielt.

Durch Southern Blot Analysen konnte eine T-DNA-Integration an einem
einzelnen, zweien bzw. vier Orten im Genom fur 27 %, 68 % bzw. 5% der
transgene Linien festgestellt werden (Abbildung 11; Tabelle 3). Im Vergleich dazu
lag nach der Transformation von 'Gala’ mit einem pMF1 Vektor (Schaart et al,
2004) eine T-DNA-Integration an einem einzelnen bzw. zwei Orten im Genom in
65 % bzw. 27 % der transgenen Linien vor (Joshi et al, 2011). Fur 23 % der hier
erzeugten transgenen Linien konnte die Integration von Vektorrickgrat festgestellt
werden (Tabelle 3, Daten nicht gezeigt). Die Haufigkeit von
Vektorruckgrat-Integration war nach Verwendung des pMF1 Vektors grol3er
(Vanblaere et al, 2011) bzw. vergleichbar (Joshi et al, 2011).

Im Anschluss wurde die Expression der T-DNA lokalisierten Gene in den
erstellten transgenen Linien unter Standard in vitro Kulturbedingungen mittels
RT-PCR uUberpriaft (Abbildung 12). Fir alle transgenen Linien konnte die

Expression der Selektionsmarker nptll und daol sowie des Schorfresistenzgens
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Rvi6 belegt werden. Offensichtlich wurde die daol pra-mRNA stérungsfrei
gespleildt und das kinstlich eingebaute Intron problemlos entfernt. Fur keine Linie
konnte flp Expression nachgewiesen werden. Daraus wurde geschlossen, dass
der HSP Gmhspl7.5-E zum Zeitpunkt der Untersuchung inaktiv war. Aufgrund der
Ergebnisse des ersten Abschnittes (Abschnitt 3.1.2), konnte jedoch eine Aktivitat
des HSP unter Standard in vitro Kulturbedingungen nicht ausgeschlossen

werden.

Um zu prufen, ob die Ubertragung des Schorfresistenzgens Rvi6 in die
schorfanfalligen Apfelsorten zu einer Verbesserung der Resistenz gegenuber
Apfelschorf fihrte, wurde ein Schorfresistenztest an den transgenen Linien mit
zwei verschiedenen Isolaten durchgefihrt (Abschnitt 3.2.1.4). Das Isolat 104
wurde urspringlich von 'Golden Delicious’ gewonnen und kann das
Apfelschorfresistenzgen Rvil brechen (Caffier et al, 2014), jedoch nicht die Rvi6
Schorfresistenz Uberwinden. Das lIsolat D42a wurde urspringlich von 'Prima’
gewonnen und kann die Apfelschorfresistenzgene Rvil, Rvi6 und Rvil0 brechen
(Caffier et al, 2014). Pflanzen mit einem funktionellem Rvi6 Gen sollten
gegenuber dem Isolat 104 resistent und gegentiber dem Isolat D42a anfallig sein.
Somit konnte das Isolat 104 fir die Identifizierung von transgenen Linien mit einer
verbesserten Schorfresistenz genutzt werden. Das Isolat D42a diente zur
Identitatsbestatigung des transferierten Rvi6 Gens. Alle erzeugten transgenen
Linien waren anfallig gegeniber dem Isolat D42a (Tabelle 3), wie es fir Pflanzen
mit Rvi6 Gen erwartet wird (Parisi et al, 1993). Sechszehn der 22 transgenen
Linien waren gegeniiber dem Isolat 104 resistent (Tabelle 3), wodurch eine
verbesserte Schorfresistenz  fuir diese Linien Dbelegt werden konnte.
Schorfanfallige transgene Linien gegentiber dem Isolat 104 wurden fir die Sorten
'‘Brookfield Baigent' (eine von 8 Linien) und 'Novajo' (5 von 6 Linien) identifiziert
(Tabelle 3), obwohl fur alle transgenen Linien sowohl die Prasenz (Abbildung 10)
als auch die Expression (Abbildung 12) des Rvi6 Gens gezeigt werden konnte.
Die qRT-PCR-Analyse zweier anfélliger transgener Linien gegenuber Isolat 104
ergab eine vergleichbare Rvi6 Expression, wie in resistenten transgenen Linien
und resistenten Rvi6 tragenden Sorten (Tabelle 3, Abbildung 14). Somit konnte
eine verminderte Rvi6 Expression als Ursache fir die Schorfanfalligkeit einiger
transgener Linien gegenuber dem Isolat 104 ausgeschlossen werden. Ein
ahnlicher Fall konnte bereits durch Joshi und Mitarbeiter (2011) beobachtet

werden. Eine mogliche Ursache fur die beobachtete Anfélligkeit gegeniber Isolat
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104 kann eine Mutation in der Rvi6 kodierenden Region sein, wodurch ein

nicht-funktionales Genprodukt entstehen konnte.

Abgesehen davon konnte fir alle vier erfolgreich transformierten Apfelsorten
mindestens eine schorfresistente transgene Linie erzeugt werden. Um die
Schorfresistenz der Sorten 'Brookfield Baigent', 'Mitchgla’, 'Pinova’ und 'Novajo' zu
verbessern, war die alleinige Ubertragung des Rvi6 Schorfresistenzgens
ausreichend. Bei friheren Studien wurde das Rvi6 Schorfresistenzgen bereits in
die Sorte 'Gala' (Belfanti et al, 2004; Joshi et al, 2011; Szankowski et al, 2009;
Vanblaere et al, 2011) sowie in die Sorte 'Elstar’ (Szankowski et al, 2009)
Ubertragen. In den meisten Fallen war das Resistenzlevel der transformierten
Pflanzen erhoht. In wenigen Fallen wurde trotzdem ein vermindertes
Resistenzlevel im Vergleich zur Rvi6 tragenden Sorte ‘'Florina' beobachtet
(Vanblaere et al, 2014). Alle bisher durchgefuhrten Transformationsexperimente
mit Rvi6 deuten auf eine stark konservierte nachfolgende Resistenzkaskade hin,
die in allen Apfelsorten vorhanden ist. Die  Aktivierung des
Resistenzmechanismus bendétigt lediglich die Prasenz eines passenden
Resistenzgens wie Rvi6, wodurch ein Rezeptor-ahnliches Protein (RLP, receptor
like protein) gebildet wird. Das gebildete RLP vermittelt die Erkennung eines
bisher unbekannten extrazellularen Effektors, der durch V. inaequalis in den

Apolplasten der Apfelpflanze sekretiert wird (Stotz et al, 2014).

Um dem durch Schouten und Mitarbeiter (2006a; 2006b) vorgeschlagenen
cisgenetischen Konzept zu entsprechen, wurde das Rvié Gen vom BAC Klon 18-5
der Rvi6 tragenden Sorte 'Florina' (Vinatzer et al, 2001), inklusive 1315 bp bzw.
536 bp seiner endogenen 5’- bzw. 3’-regulatorischen Sequenzen, kloniert. Die
genaue Untersuchung der Rvi6 Expression von vierzehn ausgewéhlten
transgenen Linien und funf Rvi6é tragenden Sorten mittels gRT-PCR ergaben ein
vergleichbares Rvi6 mRNA-Expressionslevel zwischen den erzeugten transgenen
Linien und traditionell geziichteten Rvi6 tragenden Sorten (Tabelle 3, Abbildung
14). In Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten (Joshi et al, 2011), konnte keine
Korrelation zwischen der Starke der Rvi6 mRNA-Expression und der Anzahl der
T-DNA-Integrationsorten festgestellt werden (Abbildung 14). Die erhobenen Rvi6
MRNA-Expressionsdaten der transgenen Linien (0,2- bis 3,0-fach relativ zu
‘Santana'’) waren vergleichbar mit Daten von Joshi et al (2011). In diesen Arbeiten

wurde eine 288 bp bzw. 2000 bp lange native Rvi6 Promotorsequenz, jeweils in

145



Diskussion

Kombination mit 437 bp der nativen 3'-Terminatorsequenz, verwendet und eine
durchschnittiche Rvi6 mRNA-Expression von 0,6- bzw. 3,3-fach relativ zu
‘Santana’ gemessen. Deutlich hohere Rvi6 mRNA-Expressionslevel wurden durch
Szankowski und Mitarbeiter (2009) festgestellt, die verschiedene L&ngen der
nativen  Promotorsequenz getestet haben. Ob das hohere Rvi6
MRNA-Expressionsniveau durch den verwendeten NOS Terminator oder durch
andere Faktoren, wie den T-DNA-Integrationsort, bedingt wurde, ist unklar. Sehr
geringe Rvi6  mRNA-Expressionslevel wurden bei den durch Vanblaere und
Mitarbeiter (2011) entwickelten Rvi6 tragenden 'Gala'-Pflanzen gemessen, in
denen Rvi6 durch 242bp und 220bp seiner nativen Promotor- bzw.
Terminatorsequenz reguliert wird (Vanblaere et al, 2014). Obwohl| die gemessene
Rvi6 mRNA-Expression bei den verschiedenen Studien variierte, konnte immer
eine gesteigerte Schorfresistenz erzielt werden. Die gewahlte endogene Rvi6
Promotorlange von 1315 bp der vorliegenden Arbeit scheint flr einen cisgenen
Ansatz optimal zu sein, da alle entwickelten transgene Linien ein vergleichbares
Rvi6 Expressionslevel zu traditionell gezichteten Rvié tragenden Sorten

aufwiesen.

Um unerwlinschte Gensequenzen (nptll, daol und flp) aus dem Genom
transgener Apfelpflanzen zu entfernen, wurde das hitzeinduzierbare Flp/FRT
Rekombinasesystem (Herzog et al, 2012; Kap. 3.1), wie in Abbildung 1C
illustriert, verwendet. Daflr wurden nur transgene Linien gewahlt, die einen
einzelnen  T-DNA-Integrationsort aufwiesen, resistent gegeniber dem
V. inaequalis Isolat 104 waren und moglichst eine vergleichbare Rvi6
MRNA-Expression zu traditionell gezichteten Rvi6 tragenden Sorten zeigten.
Dies traf auf die Linien M879, M896, M898 und M946 von den Sorten 'Pinova' und
'‘Brookfield Baigent' zu (Kap. 3.2.3). Fur keine der vier gewdahlten transgenen
Linien konnte die Integration vom Vektorriickgrat festgestellt werden (Abschnitt
3.2.2.1). Nachdem die Genauigkeit der T-DNA-Integration untersucht wurde
(Abschnitt 3.2.2.1), konnte problemlos der T-DNA-Integrationsort fur alle vier
transgenen Linien bestimmt werden (Abschnitt 3.2.2.2, Tabelle 4). Fur zwei Linien
(M879, M946) war die T-DNA-Integrationsortbestimmung von beiden T-DNA
border Sequenzen ausgehend erfolgreich. Fir die beiden anderen Linien (M896,
M898) konnte der T-DNA-Integrationsort nur von einer border Sequenz
ausgehend bestimmt werden. Der Einbau der T-DNA fihrte bei diesen Linien

stets zu einem Verlust von T-DNA Sequenz. Manchmal waren davon lediglich
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Teile der border Sequenz betroffen (LB, Linie M898 und M946), doch meist
fehlten Uber die border Sequenz hinaus Teile der T-DNA. Fir die Linien M879 und
M946 wurde der Verlust von Apfelgenomsequenz am T-DNA-Integrationsort
festgestellt, wobei fir die Linie M946 eine zusatzliche Integration von 80 bp
gefunden wurde (Tabelle 4). Die A. tumefaciens vermittelte T-DNA-Integration in
das Apfelgenom fuhrt oft zu Verlust der T-DNA Grenzsequenzen, kann aber auch
die Integration unerwtinschter Vektorrtickgratsequenz zur Folge haben (Yao et al,
2013; Weigl et al, 2015; Vanblaere et al, 2014; Kost et al, 2015). Beim Apfel
konnte der Verlust von genomischer DNA am T-DNA-Integrationsort ebenfalls in
anderen Arbeiten beobachtet werden (Yao et al, 2013; Flachowsky et al, 2011,
Weigl et al, 2015; Kost et al, 2015). Erst die Kenntnis tber den konkreten
T-DNA-Integrationsort ermdglichte eine genaue Analyse spater produzierter

cisgenener Pflanzen.

Unter Ausnutzung des hitzeinduzierbaren Flp/FRT Rekombinasesystems in der
T-DNA, konnten durch Ausfiihrung der HU ,MSO* und ,Feuchtekammer* an
ausgewahlten transgenen Linien (Abbildung 2, Abschnitt 3.2.3.1) zwei cisgene
Apfellinien, je eine fir die Sorten 'Pinova’ und 'Brookfield Baigent', hergestellt
werden  (Abschnitt 3.2.3.2, Tabelle 5). Das T-DNA integrierte
D-Aminosaure/DAAO Selektionssystem, welches durch Hattasch und Mitarbeiter
(2009) fur die Selektion von Sprossen ohne daol und somit ohne
Rekombinasekassette auf Basis vom D-lle vorgeschlagen wurde, ermdglichte
keine Selektion von cisgenen Apfelsprossen. Unter dem Einfluss von D-lle setzte
bei den regenerierten Apfelpflanzchen kein Sprosslangenwachstum ein. Eine
Vermehrung von Einzelsprossen war infolgedessen nicht durchfuhrbar. Zuséatzlich
Uberlebten transgene Zellen fir mehrere Monate auf Medium mit D-lle (Abschnitt
3.2.3.2). Diese beiden Befunde konnten aus vorhergehenden Arbeiten nicht
abgeleitet werden (Hattasch et al, 2009), schlieBen jedoch das
D-Aminosaure/DAAO Selektionssystem als negatives Selektionssystem flr den
Apfel aus. Bei zuklnftigen Clean Vector Technologie-Vektoren sollte das daol
Gen durch das codA Gen ersetzt werden, um die gleiche negative
Selektionsstrategie wie fur die pMF1 Vektoren (Schaart et al, 2004) zu nutzten.
Dennoch war die Produktion cisgener Apfelpflanzen durch Verwendung des
Vektors p9-Daol-FLPi-HcrVf2 (Abbildung 1 C) mdoglich, obwohl der negative
Selektionsschritt nach Induktion des Systems entfiel. Die Identifikation cisgener

Sprosse erfolgte PCR-basiert, wobei insgesamt 978 putativ cisgene Sprosse auf
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ein Flp vermitteltes Rekombinationsereignis hin untersucht wurden (Abschnitt
3.2.3.2, Tabelle 5). Fur nur zwei Einzelsprosse konnte die Abwesenheit der
Rekombinasekassette lokalisierten Transgene belegt werden (Abbildung 16).
Daraus ergab sich eine erfolgreiche Rekombination nach Anwendung der HU
.MSO" und ,Feuchtekammer* fur 2,2% bzw. 0,1% der analysierten
Einzelsprosse (Tabelle 5). Die Erfolgsrate der Rekombination nach der HU
.Feuchtekammer” war fir den Vektor p9-Daol-FLPi-HcrVf2 im Vergleich zum
Vektor pB-Npt-Hsp-FIp-Gus (Abschnitt 3.1.1.3) deutlich geringer. Bei der
Erstellung der ersten cisgenen feuerbrandresistenten Pflanze mit dem Vektor
p9-Dao-FLPi-FB_MRS5 wurde ebenfalls eine PCR-basierte Selektion von cisgenen
Sprossen durchgefiihrt (Kost et al, 2015). Die dort verwendete Methode der
Induktion des Rekombinasesystems Uber Hitze dhnelt der hier entwickelten HU
.Feuchtekammer* (vgl. Abbildung 2) sehr stark und fuhrte bei 0,9 % der
analysierten Sprosse (4 von 447) zu einer Rekombination (Kost et al, 2015). Bei
der Verwendung des pMF1 Vektors fir die Erzeugung cisgener 'Gala’-Pflanzen
war die Erfolgsrate der Rekombination nach  Aktivierung des
Rekombinasesystems deutlich groR3er, allerdings konnte bei diesen Arbeiten eine
negative Selektion durch 5-Fluorocystein auf Basis des codA Gens nach
Aktivierung des Rekombinasesystems angewendet werden (Vanblaere et al,
2011). In jungsten Experimenten war die erfolgreiche Rekombination fur die
Erzeugung cisgener 'Gala'-Pflanzen auf Basis des pMF1 Vektors, trotz negativer
Selektion, sehr gering (Krens et al, 2015). Fur die zwei hier erzeugten cisgenen
Linien wurde die Abwesenheit der Rekombinasekassette lokalisierten Transgene
durch Southern Blot Analyse und durch Kultivierung auf selektiven Agenzien
bestétigt (Abbildung 17 und Abbildung 18). Auf Grundlage des bekannten
T-DNA-Integrationsortes der jeweiligen transgenen Ursprungslinie (Tabelle 4),
konnten Rekombinationsort Uberspannende PCR-Produkte fir die cisgenen
Linien iM879-68 und iM946-193 erzeugt und sequenziert werden (Abschnitt
3.2.4.3). Die Ergebnisse bestatigten fur die cisgenen Linien den fir die
transgenen Ursprungslinien bestimmten T-DNA-Integrationsort und belegten eine
fehlerfreie Exzision der Rekombinasekassette zwischen den FRT-Sequenzen
(Abbildung 19). Die fehlerfreie Funktion des FIp/FRT Rekombinasesystems im
Apfel wurde bereits durch vorhergehende Arbeiten gezeigt (Herzog et al, 2012).

Das Ausschneiden der Rekombinasekassette aus der im pflanzlichen Genom

integrierten T-DNA hatte keinen Einfluss auf die Schorfresistenz der erzeugten
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cisgenen Linien im Vergleich zu ihren transgenen Ursprungslinien (Kap. 3.2.4.5,
Abbildung 21). Ungeachtet dessen, wurde fur die cisgene Linie iM879-68 eine
Anderung im Rvi6 mRNA-Expressionslevel im Vergleich zu ihrer transgenen
Ursprungslinie M879 festgestellt (Kap. 3.2.4.4, Abbildung 20, Tabelle 6). Eine
Verdnderung des Rvi6 mRNA-Expressionslevels nach dem Ausschneiden der
Rekombinasekassette konnte auch fur die durch Vanblaere und Mitarbeiter (2011)
entwickelten cisgenen Apfellinien beobachtet werden (Vanblaere et al, 2014).
Inwiefern und mit welchem Ausmal} die Expression des GOls solcher Vektoren
durch die Rekombinasekassette beeinflusst wird ist unbekannt und muss durch

weitere Experimente geklart werden.

Der am JKI Dresden-Pillnitz entwickelte Vektor p9-Daol-FLPi-HcrVf2 bietet eine
Alternative zum pMF1 Vektorsystem (Schaart et al, 2004), auch wenn
Verbesserungen im  Vektordesign notwendig sind. Mit dem Vektor
p9-Daol-FLPi-HcrVf2 wurden in der vorliegenden Arbeit zwei neue cisgene
Apfellinien fur zwei verschiedene Apfelsorten produziert, die dem durch Schouten
und Mitarbeiter (2006a; 2006b) definierten Konzept der Cisgenetik entsprachen.
Beide Linien besal3en ein funktionelles Rvi6 Gen, wodurch nachweislich eine
vollstdndige Resistenz gegentber V. inaequalis Isolat 104 erzeugt wurde. Die
Markteinfihrung solcher Linien wirde sowohl fur den Anbauer als auch den
Verbraucher sowie fur die Umwelt einen grof3en Vorteil bringen. Seit Jahren
werden traditionell gezichtete Rvi6 tragende Sorten, in Regionen wo
V. inaequalis Rasse 6 vorhanden ist, im kommerziellen Anbau verwendet. Studien
belegen einen ca. 80 % verminderten Verbrauch von Fungiziden in der Saison
beim Anbau von Rvi6 tragenden Sorten im Vergleich zum Anbau von
schorfanfalligen Sorten (Fischer, 2004; Fischer und Fischer, 2008; Sansavini et al,
2004). Der Anbau von Rvi6 tragenden cisgenen Linien wirde die Produktion von
marktrelevanten Apfelsorten bei einem drastisch gesenktem Fungizideinsatz

ermdglichen.

Die Einstufung cisgener Pflanzen vor dem européischen Gesetz ist bisher noch
nicht erfolgt. Somit ist ungeklart, ob in Europa die Regularien fir gentechnisch
veranderte Organismen (GVO) fur cisgene Pflanzen gelten. Im Jahr 2011
prasentierte die durch die Europaische Kommission gegrindete New Techniques
Working Group (NTWG) einen Bericht, demzufolge im Falle eines pflanzlichen

Genoms ein DNA-Abschnitt mindestens 20 Nukleotide betragen muss, damit er
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als einzigartig betrachtet werden kann (Lusser et al, 2011; Lusser et al, 2012).
Des Weiteren kann die vorsatzliche Anwendung einer genetischen
Modifizierungstechnik ebenfalls erst fir DNA-Abschnitte ab dieser GroR3e
nachgewiesen werden (Lusser et al, 2011; Lusser et al, 2012). Auf nationaler
Ebene stimmte die Zentrale Kommission fur die Biologische Sicherheit (ZKBS)
der Stellungnahme durch die NTWG zu (BVL, 2012).

Die beiden erzeugten cisgenen Linien besal3en neben der verbliebenden
einzelnen  FRT-Sequenz (34 bp) zusatzlich einige  nicht-kodierende
DNA-Abschnitte von der T-DNA in ihrem Genom (Abschnitt 3.2.4.3, Abbildung
19). Diese Abschnitte waren gréRer als 20bp wund sind beim
Vektorkonstruktionsprozess entstanden. Insgesamt umfassten diese
DNA-Abschnitte eine GesamtgroRe von 223 bp fir die cisgene Linie iM879-68
und 423 bp fir die cisgene Linie iM946-193 (Abbildung 19). Auf Basis des
Endberichtes der NTWG und der Stellungnahme durch die ZKBS werden die
produzierten cisgenen Linien wahrscheinlich als GVOs eingestuft. Die
Europaische Behdrde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA, European Food Safety
Authority) hat eine wissenschaftliche Stellungnahme zur Sicherheit von cisgenen
Pflanzen veroffentlicht (EFSA, 2012). Darin steht, dass von einem vergleichbaren
Risiko bei cisgenen Pflanzen wie bei traditionell gezichteten Pflanzen
ausgegangen werden kann. FUr entwickelte cisgene Pflanzen empfiehlt diese
Stellungnahme eine Einzelfallbegutachtung, basierend auf den existierenden
Richtlinien ,Guidance for risk assessment of food and feed from genetically
modified plants® (EFSA, 2011) und ,Guidance on the environmental risk
assessment for genetically modified plants® (EFSA, 2010). Ob diese
Vorgehensweise zu einem anderen Schluss beziglich des GVO Status fur die
neu entwickelten cisgenen Apfellinien fihren wirde, ist unklar. Das Europaische
Parlament hat bis heute noch keine Entscheidung getroffen, wie cisgene Pflanzen
eingestuft werden. Die politische Situation um die neue Zichtungsmethode der

Cisgenetik ist nach wie vor ungeklart.

Ungeachtet der zuvor beschriebenen offenen politischen Situation stellt der
cisgenetische Ansatz eine neue Zichtungsstrategie dar, die ein grof3es
Nutzenpotenzial sowohl fir den Anbauer und als auch fiir den Verbraucher
besitzt. Aus diesem Grund sollte die Cisgen-Technologie weiterentwickelt werden.

Eine Verbesserung waren neue Transformationsvektoren, die im Endprodukt
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moglichst wenig, im besten Falle weniger als 20 bp zusammenhéngende
Fremd-DNA zuriicklassen. Solch ein Ansatz wiurde die Chance erhdhen, dass
cisgene Pflanzen nicht als GVOs eingestuft werden. Ein hypothetischer
Transformationsvektor, reduziert um die oben erwahnten nicht-kodierenden
Fremd-DNA Abschnitte, wirde lediglich eine einzelne FRT-Sequenz (34 bp) im
Endprodukt zuricklassen. Eine BLAST Analyse der FRT-Sequenz gegen das
Apfelgenom ergab identische Sequenzen zum mittleren und zum hinteren Teil der
FRT-Sequenz (Tabelle 11).

Tabelle 11 Untersuchung zur Prdsenz der FRT-Sequenz im Apfelgenom. Modifiziert
nach Wirdig et al (2015). Die Originalquelle der Verdffentlichung ist bei Springer unter
http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8 verfiighar. The original source of publication is available at
Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s11032-015-0291-8.

Suchanfrage  Sequenz Treffer (Strang)
FRT-Sequenz gaagttcctattctctagaaagtataggaacttc
cctattctctagaaagt LG9:1320451..1320435 (+/-)
aaagtataggaacttc LG1:3870208..3870223 (+/+)

aaagtataggaacttc [G1:3893221..3893236 (+/+)
cctattctctagaaagt LG12:21344336..21344351 (+/+)
aaagtataggaacttc LG1:3905214..3905229 (+/+)
Die Nukleotidsequenz der FRT-Sequenz wurde, unter Verwendung der NCBI BLAST
Funktion der Genome Database for Rosaceae (GDR) Malus xdomestica v1.0, im
Apfelgenom (Apple Genome V1.0 contigs) gesucht.

Aufgrund dieser Erkenntnis ist es fraglich, ob eine einzelne FRT-Sequenz, im
Sinne der Stellungnahmen durch die NTWG und der ZKBS, als einzigartig

eingestuft werden kann.

Um die ,20 bp Regel* zu umgehen, waren alternative Transformationsvektoren
denkbar. Eine Mdoglichkeit ist die Verwendung von Transformationsvektoren ohne
Selektionsmarker, was allerdings eine aufwendige PCR-basierte
Selektionsstrategie erfordert (De Vetten et al, 2003; Malnoy et al, 2010). Die
Anwendung von  Transformationsvektoren mit einem  apfeleigenen
Selektionsmarker (Kortstee et al, 2011) stellt auch eine Option dar. In beiden

Fallen ware die Anwendung eines Rekombinasesystems nicht mehr notwendig.
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4.3 Untersuchungen zum Rvil5 Schorfresistenzlocus
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde der Rvil5 Locus aus
GMAL 2473  (Abbildung 22) in  ausgewahlten  Nachkommen der
Kartierungspopulation 'Golden Delicious' x GMAL 2473 (Galli et al, 2010b)
genauer charakterisiert. Der Locus umfasst die drei
Schorfresistenzkandidatengene Vr2-A, Vr2-B und Vr2-C (Galli et al, 2010a).
Dreizehn ausgewdahlte Nachkommen der Kartierungspopulation wurden genauer
untersucht, sie beinhalteten funf rekombinante Pflanzen (33, 84, 595, 860 und
918) fur den Rvil5 Locus. Fur alle dreizehn Nachkommen standen dem JKI
Dresden-Pillnitz Markerdaten sowie Daten zur Schorfresistenz zur Verfigung
(Abbildung 22, Tabelle 7). Durch einen PCR-basierten Ansatz sollte die Prasenz
der drei Kandidatengene in den rekombinanten Pflanzen untersucht werden.
Nach einem Abgleich der jeweiligen Kandidatengensequenzen mit der
Genomsequenz von 'Golden Delicious' wurden GMAL 2473 spezifische
Primerkombinationen zum Nachweis der Kandidatengene Vr2-B und Vr2-C sowie
Primer fur den Nachweis GMAL 2473 charakteristischer SNPs stromabwarts vom
Kandidatengen Vr2-A entwickelt (Abschnitt 3.3.3).

In den Pflanzen 33, 595 und 918 lag die Rekombination zwischen dem Markern
ARGH17 und 43M10RP vor (Abbildung 22), die lediglich einen Abstand von
4224 bp aufweisen (Galli et al, 2010a). Der Marker ARGH17 befindet sich im
2. Exon der proteinkodierenden Region des Kandidatengens Vr2-A (Abbildung 22;
Galli et al, 2010a). Der Marker 43M10RP ist zwischen den Kandidatengenen
Vr2-A und Vr2-B lokalisiert (Abbildung 22; Galli et al, 2010a). Obwohl sich das
Kandidatengen Vr2-A am Rand des Rvil5 Locus befindet, wurde es als
potentielles Schorfresistenzgen nicht ausgeschlossen (Galli et al, 2010a). In den
drei rekombinanten Pflanzen 33, 595 und 918 hat die Rekombination
moglicherweise innerhalb des Vr2-A Gens stattgefunden, wodurch sich sowohl
ein Funktionsverlust als auch eine Funktionssteigerung des
Schorfresistenzkandidatengens ergeben kann (Galli et al, 2010a). Die
rekombinanten Pflanzen 33 und 918 wurden als schorfresistent bonitiert, beide
Pflanzen zeigten fur den Marker ARGH17 das 'Golden Delicious' Allel,
wohingegen der Marker 43M10RP das GMAL 2473 Allel aufwies (Tabelle 7). Fur
beide Pflanzen konnten GMAL 2473 charakteristische SNPs 387 bp bis 1382 bp

stromabwarts des Vr2-A Gens nachgewiesen werden (Abbildung 23 A). Die
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Position 1382 bp stromabwarts von Vr2-A liegt innerhalb der Region, die der
SCAR Marker 43M10RP amplifizierte (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde der Rekombinationsort fir die Pflanzen 33 und 918 auf die
Region zwischen dem ARGH17 Marker und 387 bp stromabwaérts des Vr2-A
Gens eingeschrankt. Da der physikalische Abstand zwischen diesen zwei
Positionen weniger als 3,5 kbp betragt und davon ca. 3,1 kbp zum Vr2-A Gen
gehoren, ist die Wahrscheinlichkeit grol3, dass die Rekombination innerhalb des
Kandidatengens stattgefunden hat. Zusatzlich konnte fur beide Pflanzen die
Prasenz der Kandidatengene Vr2-B und Vr2-C gezeigt werden (Abbildung 23 B
und C). Die rekombinante Pflanze 595 wurde als schorfanfallig eingestuft. In
dieser Pflanze lag der Marker ARGH17 im GMAL 2473 Zustand und der Marker
43M10RP im 'Golden Delicious' Zustand vor (Tabelle 7). Fur diese Pflanze
konnten keine GMAL 2473 charakteristischen SNPs 387 bp bis 1382 bp
stromabwaérts des Vr2-A Gens nachgewiesen werden (Abbildung 23 A). Auch hier
ist der Rekombinationsort wahrscheinlich im Vr2-A Gen zu finden. Dartber hinaus
war in der rekombinanten Pflanze 595 weder das Vr2-B noch das Vr2-C
Kandidatengen nachweisbar (Abbildung 23 B und C). Durch die rekombinanten
Pflanzen 33, 595 und 918 konnte keines der drei Kandidatengene als
Schorfresistenz vermittelndes Gen ausgeschlossen oder identifiziert werden.
Trotzdem ist das Vr2-A Gen vermutlich nicht das gesuchte Schorfresistenzgen.
Obwohl eine grofe Homologie fiir die Vr2-A proteinkodierende Region zwischen
GMAL 2473 und 'Golden Delicious' besteht, ist es unwahrscheinlich, dass Vr2-A
in den rekombinanten Pflanzen 33 und 918 noch voll funktionsfahig ist, nachdem
die Rekombination mutmalflich innerhalb des Vr2-A Gens stattgefunden hat. Die
Untersuchung der Expression von Vr2-A in den rekombinanten Pflanzen 33, 595

und 918 kdnnte weitere Erkenntnisse liefern.

Fur die rekombinanten Pflanzen 84 und 860 wurde das Rekombinationsereignis
zwischen den Markern 41A24T7 und 21K14T7 detektiert. Der Marker 41A24T7 ist
zwischen den Kandidatengenen Vr2-B und Vr2-C lokalisiert. Der Marker 21K14T7
liegt stromabwarts vom Kandidatengen Vr2-C (Abbildung 22; Galli et al, 2010a).
Die rekombinante Pflanze 84 wurde als schorfresistent evaluiert, fur diese Pflanze
zeigte der Marker 41A24T7 das GMAL 2473 Allel und der Marker 21K14T7 wies
das 'Golden Delicious' Allel auf (Tabelle 7). Fur diese Pflanze wurde die
Anwesenheit der Kandidatengene Vr2-B und Vr2-C sowie die Prasenz
GMAL 2473 charakteristischer SNPs stromabwarts vom Kandidatengen Vr2-A
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gezeigt (Abbildung 23 A, B und C). Fur die Pflanzen 84 konnte somit der
Rekombinationsort auf den Bereich stromabwarts von Vr2-C beschrankt werden,
wodurch jedoch kein Kandidatengen als Schorfresistenz vermittelndes Gen
ausschliel3bar oder identifizierbar war. Die rekombinante Pflanze 860 wurde als
schorfanfallig bewertet, hier lag der Marker 41A24T7 im 'Golden Delicious' und
der Marker 21K14T7 im GMAL 2473 Zustand vor (Tabelle 7). Fur die Pflanze 860
konnten weder die Kandidatengene Vr2-B und Vr2-C, noch die Anwesenheit
GMAL 2473 spezifischer SNPs stromabwarts vom Kandidatengen Vr2-A gezeigt
werden. Wie fir die Pflanze 84 konnte der Rekombinationsort fur die Pflanze 860
auf den Bereich stromabwarts von Vr2-C beschrankt werden. Durch die
erhaltenen Ergebnisse fur die Pflanze 84 war gleichermaf3en kein Kandidatengen

als Schorfresistenz vermittelndes Gen ausschlieRbar oder identifizierbar.

Neben den rekombinanten Pflanzen dienten acht weitere Nachkommen der
Kartierungspopulation als Referenzen (169, 419, 551, 638, 803, 825, 855 und
934). Von diesen Pflanzen waren drei schorfresistent und finf schorfanféllig;
keine dieser Pflanzen zeigte eine Rekombination im Rvil5 Schorfresistenzlocus
Tabelle 7). Wie erwartet, konnten fur die schorfresistenten Referenzpflanzen die
Kandidatengene Vr2-B, Vr2-C und die GMAL2473 charakteristischen SNPs
stromabwaérts von Vr2-A nachgewiesen werden. Fur die schorfanfalligen
Referenzpflanzen konnten weder die GMAL2473 spezifischen SNPs noch die
Kandidatengene Vr2-B und Vr2-C nachgewiesen werden (Abbildung 23 A, B und
C).

Erst kirzlich wurde Vr2-C als Schorfresistenz vermittelndes Gen des Rvil5
Resistenzlocus identifiziert (Schouten et al, 2014). Dafur wurden die
Kandidatengene Vr2-A, Vr2-B und Vr2-C jeweils als Cisgene in den pMF1 Vektor
(Schaart et al, 2004) kloniert und in die schorfanféllige Sorte 'Gala’ transformiert.
Die erzeugten transgenen Vr2-A, Vr2-B und Vr2-C 'Gala’ Linien wurden einem
Schorfresistenztest unterzogen, wobei nur die Vr2-C transgenen '‘Gala’ Linien sich

als schorfresistent erwiesen (Schouten et al, 2014).
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4.4 MYB10 (R6) als Alternative zum Rekombinase-

system fir den cisgenetischen Ansatz beim Apfel

Bei MYB10 (R6) handelt es sich um ein Allel des MYB10 Gens aus dem Apfel
(Espley et al, 2009). Das MYB10 Gen kodiert fur einen TF, der die
Anthocyanbiosynthese im Apfel als Schlusselregulator positiv beeinflusst (Espley
et al, 2007). Im MYB10 (R6) Allelzustand des Gens liegt eine Mutation im
Promotor vor, wodurch eine Autoinduktion der MYB10 Genexpression bedingt
wird (Espley et al, 2009). Eine starke MYB10 Expression &auf3ert sich in
abundanten Anthocyanmengen, die deutlich sichtbar sind (Espley et al, 2007;
Espley et al, 2009). Das MYB10 (R6) Allel fihrt beim Apfel zur phanotypischen
Auspragung rot pigmentierter Gewebe, insbesondere der Sprossachse, der
Laubblatter und des Fruchtfleisches (Espley et al, 2009). Strukturell weist der
MYB10 Promotor des MYB10 (R6) Allels eine fiinffache Wiederholung eines
23bp langen MYB10 Promotorsegmentes auf, wodurch sich eine
Minisatelliten-&hnliche Struktur ergibt (Espley et al, 2009). Auf Grundlage dieser
Fakten besitzt MYB10 (R6) nachweislich das Potenzial, um als apfeleigener
morphologischer Marker zu fungieren (Kortstee et al, 2011). Fur eine zuverlassige
Verwendung von MYB10 (R6) als Marker ist jedoch eine umfangreiche
Charakterisierung von MYB10, mit Fokus auf das MYB10 (R6) Allel, notwendig.

Im ersten Teil des Abschnittes 3.4.1 wurde die Lange einer definierten MYB10
Promotorregion fur den Apfel artubergreifend evaluiert (Kap. 3.4.1.1). Die
Untersuchung erfolgte PCR-basiert, durch die Verwendung von MYB10 Promotor
Mini- und Mikrosatellit flankierende Primern. In diesem Ansatz wurde der
Fragmentlangenpolymorphismus dieser Region zwischen Pflanzen mit
MYB10 (R6) und MYB10 (R1) Allel ausgenutzt (Abschnitt 3.4.1.1, Abbildung 24).
Ein besonderes Interesse galt dem moglichen Vorhandensein von Allelen mit
GroRRen zwischen dem MYB10 (R1) Allel (ca. 130 bp) und dem MYB10 (R6) Allel
(ca. 230 bp). Die hypothetische Annahme, dass die Insertion des Minisatelliten
nicht auf ein einzelnes Integrationsereignis zuriickgeht, sondern das Ergebnis
mehrerer aufeinanderfolgender Integrationen ist, lasst auf die Anwesenheit von
Zwischenallelen schlieen. Diese Zwischenallele (R2 bis R5) sollten
Mikrosatelliten mit einem bis vier Wiederholungen des 23 bp langen
Mikrosatellitenmotives GTTAGACTGGTAGCTATTAACAA (Espley et al, 2009)

aufweisen. Bisher wurden solche Zwischenallele fiir den MYB10 Promotor noch
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nicht gefunden. Um GroRenunterschiede von = 23 bp detektieren zu kénnen,
wurde der klassische PCR-Ansatz fur die Detektion der MYB10 (R1) und
MYB10 (R6) Allele (Espley et al, 2009; Van Nocker et al, 2011) mit einer
FragmentgroRenanalyse kombiniert. Mit dieser Strategie wurden fir die 357
untersuchten Akzessionen der Malus Sammlung eine unerwartete Diversitat an
MYB10 Promotorallelen detektiert (Abbildung 25, Abbildung 26). Insgesamt
konnten 32 verschiedene Allellangen nachgewiesen werden, die Grof3en von
121 bp bis hin zu ~1 kbp aufwiesen. Je Akzession konnten ein bis vier
unterschiedliche MYB10 Promotorallellangen detektiert werden (Daten nicht
gezeigt). Die Anwesenheit von mehreren MYB10 Allelen in einer Akzession
konnte durch das erhéhte Ploidielevel in einigen Malus Arten bzw. Akzessionen
erklart werden. Hoéfer und Meister (2010) haben den Ploidiegrad aller
Akzessionen der Malus Sammlung der Obstgenbank Dresden untersucht. Die
meisten Akzessionen waren diploid, eine Vielzahl der Akzessionen wurde als tri-
bzw. tetraploid identifiziert und einzelne Akzessionen von Malus sikkimensis und
Malus sargenttii besal3en einen penta- bzw. hexaploiden Chromosomensatz. Alle
Akzessionen die drei oder vier verschiedene MYB10 Promotorallele aufwiesen
gehorten zu Malus Arten, die als tri-, tetra- oder pentaploid beschrieben wurden
(Hofer und Meister, 2010)

Am haufigsten kamen MYB10 Promotorallele mit einer Gré3e von 125 bis 138 bp
sowie von 236 bp vor (Abbildung 26). Das letztgenannte Allel entsprach dem
MYB10 (R6) Allel. Allele mit anderen Groél3en (139 bis 427 bp, 121 bp und 124 bp)
wurden nur vereinzelt detektiert (Abbildung 26). PCR-Produkte > 140 bp wurden
nur mit der Fragmentgrof3enanalyse erfasst und waren nicht im Agarosegel
sichtbar (Daten nicht gezeigt). Die Magnitude der Peaks dieser Produkte war
wesentlich kleiner, als die Magnitude von Peaks die haufig vorkommenden Allele
reprasentierten (Daten nicht gezeigt). Mit Ausnahme des 147 bp grol3en
Produktes von der Malus fusca Akzession MALO768 (Tabelle 8), gelang die
Klonierung dieser Produkte nicht (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund war
der Ursprung der grol3eren PCR-Produkte unklar, moglicherweise handelte es
sich um PCR-Artefakte. Ein Sonderfall stellte das 1 kbp groRe PCR-Produkt dar,
das nicht in der Fragmentgrof3enanalyse nachgewiesen werden konnte
(auRRerhalb des Detektionsbereiches), allerdings im Agarosegel deutlich sichtbar
war (Abbildung 25, Abbildung 26).
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Die Sequenzanalyse von 21 amplifizierten MYB10 Allelen und der Vergleich mit
bereits publizierten MYB10 Promotorsequenzen (Abschnitt 3.4.1.2; Tabelle 8)
fuhrte fur den untersuchten MYB10 Promotorabschnitt zu der Identifizierung einer
konservierten Region stromabwarts vom Mikrosatelliten (GT), und einer variablen
Region stromaufwérts vom Mikrosatelliten (Abbildung 27). Die sequenzierten
MYB10 (R1) Allele konnten als solche bestétigt werden. Zwischenformen des
MYB10 Promotors, wie beispielsweise ein MYB10 (R2) Allel, konnten nicht
identifiziert werden. Der Gré3enunterschied unter den sequenzierten MYB10 (R1)
Allelen (119 bp bis 147 bp) ergab sich primar durch die variable Lange des
Mikrosatelliten (GT), und durch die Insertion von bis zu 11 bp direkt
stromaufwérts des Mikrosatelliten (Tabelle 8). Die Anzahl detektierter
Wiederholungen des Mikrosatellitenmotives GT variierten zwischen drei bis
siebzehn (Tabelle 8). Bisher wurden sechs bis neun Wiederholungen des
Mikrosatellitenmotives (GT) fur den MYB10 Promotor beschrieben (Espley et al,
2009). Aufgrund der variablen Lange des Mikrosatelliten und des Auftretens des
Minisatelliten direkt stromaufwarts davon, schatzen Espley und Mitarbeiter (2009)
den Mikrosatelliten im MYB10 Promotor als Ort der Instabilitat ein. Die hier
erhaltenen Ergebnisse unterstiitzen diese Hypothese. Fur die vier sequenzierten
MYB10 (R6) Allele wurde der Minisatellit ebenfalls direkt stromaufwarts vom
Mikrosatelliten lokalisiert. Die vier untersuchten MYB10 (R6) Allele wiesen eine
fast identische Sequenz zur publizierten MYB10 Promotorsequenz aus
'‘Niedzwetzkyana' (GenBank: EU518250) auf. Dartber hinaus wurde neben den
bekannten MYB10 (R1) und MYB10 (R6) Allelen eine bisher unbekannte MYB10
Promotorallelform entdeckt (~1 kbp Allel), welche eine ~850 bp grof3e Insertion
direkt stromaufwarts vom Mikrosatelliten aufwies (Tabelle 8). Der Mikrosatellit und
die Region stromabwaérts des Mikrosatelliten identifizierten das ~1 kbp Allel
eindeutig als MYB10 Promotorallel. Das ~1 kbp MYB10 Allel wurde fur insgesamt
funf verschiedene Akzessionen gefunden (Abschnitt 3.4.1.1). Diese funf
Akzessionen waren von den Apfelarten M. sieversii und M. xdomestica und
bildeten weil3es, cremefarbenes oder griines Fruchtfleisch aus (Daten nicht
gezeigt). Die ca. 850 bp grol3e Insertion der sequenzierten 1 kbp Allele von
MALO214 und MALO0945 war fast identisch und wurde als ein putatives
nicht-autonomes  DNA-Transposon der Harbinger Familie, namentlich
DNA3-8 Mad (Bao und Jurka, 2010), identifiziert. Die Insertion des putativen
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Transposons in den MYB10 Promotor erfolgte an exakt der gleichen Stelle, wie
die Insertion des Minisatelliten im MYB10 (R6) Allel.

Eine weitere interessante Entdeckung war ein A/T SNP an der 17. Position des
Minisatellitenmotives (Tabelle 8). Alle publizierten und sequenzierten MYB10 (R1)
Allelsequenzen besal3en die Base Adenin an dieser Position. Im Gegensatz dazu
wiesen alle publizierten und sequenzierten MYB10 (R6) Allelsequenzen und die
beiden sequenzierten ~1 kbp MYB10 Allele ein Thymin an der 17. Position des
Minisatellitenmotives auf. Im Falle der MYB10 (R6) Allelsequenzen war Thymin
fur alle Repeats des Minisatelliten nachweisbar. Espley und Mitarbeiter (2009)
beschrieben den Mechanismus der Autoregulation fiir die MYB10 Genexpression
beim Apfel. Sie identifizierten die MYB10 Binderegion im MYB10 Promotor,
zwischen dem 6. und dem 18. Nukleotid des Minisatellitenmotives
(ACTGGTAGCTATT). Der beschriebene SNP kénnte die MYB10 Autoregulation
durch eine veranderte Interaktion zwischen dem MYB10 Protein und dem MYB10
Promotor (Espley et al, 2009) beeinflussen. Aufgrund des Adenins an der
17. Position des Minisatellitenmotives in MYB10 (R1) Promotorallelen, ware eine
verminderte Interaktion zwischen dieser Art MYB10 Promotorallel und MYB10
denkbar. Die Prasenz der Base Thymin an der 17.Position des
Minisatellitenmotives der ~1 kbp MYB10 Promotorallele lie3 eine engere
Verwandtschaft zwischen diesem MYB10 Allel und dem MYB10 (R6) Allel
vermuten. Diese beiden MYB10 Allele kdnnten aus einem Ursprungsallel
entstanden oder durch einen Austausch der inserierten Region auseinander
hervorgegangen sein. Im Gegensatz dazu deutete eine Stammbaumanalyse der
sequenzierten MYB10 Promotorsequenzen auf eine engere Verwandtschaft
zwischen den MYB10 (R1) Allelen und den ~1 kbp MYB10 Allelen hin (Abbildung
28).

Um das Vorkommen des MYB10 (R6) Allels in Bezug zur Fruchtfleischfarbe zu
setzen, wurden Daten zur Fruchtfleischfarbe von den Akzessionen der Malus
Sammlung verwendet (Abschnitt 3.4.1.3). Ein Fokus lag dabei auf Akzessionen
mit rot pigmentiertem Fruchtfleisch. Von 357 analysierten Akzessionen der Malus
Sammlung der Obstgenbank Dresden, die 26 verschiedenen Primé&rarten und 20
unterschiedliche Arthybriden der Gattung Malus reprasentieren, zeigten 10 %
(37 Akzessionen) rot pigmentiertes Fruchtfleisch (Abschnitt 3.4.1.3, Tabelle 9).
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Die Zusammenfuhrung der Daten aus dem PCR-Screening des MYB10
Promotors (Kap. 3.4.1.1) und zur Fruchtfleischfarbe (Kap. 3.4.1.3) ergaben eine
deutliche Korrelation zwischen dem Vorkommen von rot pigmentiertem
Fruchtfleisch und dem MYB10 (R6) Promotorallel (Abschnitt 3.4.1.4, Tabelle 10).
Die gleiche Erkenntnis ging aus analogen Prifungen von 100 Akzessionen aus
zwei Kollektionen (Espley et al, 2009) und von einer Vielzahl von Akzessionen
aus vier Sammlungen (Van Nocker et al, 2011) hervor. Innerhalb der Malus
Sammlung der Obstgenbank Dresden konnte das MYB10 (R6) Allel fur insgesamt
40 Akzessionen detektiert werden. Unter diesen 40 Akzessionen befanden sich
alle 37 Akzessionen, die rot pigmentiertes Fruchtfleisch aufwiesen (Tabelle 10).
Fur diese 37 Akzessionen konnte somit das MYB10 (R6) Allel als Ursache fir die
rot pigmentierte Fruchtfleischfarbe belegt werden (Espley et al, 2009). Diese
Genotypen sind demzufolge dem genetischen Typ 1 fur Rotfleischigkeit beim
Apfel zuzuordnen (Volz et al, 2006; Volz et al, 2009). Da in der Malus Sammlung
alle rotfleischigen Akzessionen stets das MYB10 (R6) Allel aufwiesen, konnte
unter den 357 analysierten Akzessionen kein genetischer Typ 2 fir
Rotfleischigkeit beim Apfel gefunden werden (Volz et al, 2006; Volz et al, 2009).
Des Weiteren wurde ebenfalls kein neuer Typ von Rotfleischigkeit beim Apfel in
der Malus Sammlung entdeckt. Wie bereits durch anderen Studien belegt,
bestétigen die Ergebnisse eine starkere Verbreitung des Typ 1 im Vergleich zum
Typ 2 fur Rotfleischigkeit beim Apfel (Espley et al, 2009; Van Nocker et al, 2011).
Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass der Typ 2 fur Rotfleischigkeit beim Apfel
durch das Gen MdMYB110a gesteuert wird, welches auf LG 17 lokalisiert ist und
ein Paralog von MYB10 darstellt (Chagné et al, 2013, Umemura et al, 2013).

Unter den analysierten Akzessionen der Malus Sammlung wurden drei
Akzessionen identifiziert (MAL0346; MALO0738 und MALO793), die das
MYB10 (R6) Allel besal3en aber kein rot pigmentiertes Fruchtfleisch ausbildeten
(Tabelle 10, Abbildung 30). Die Sequenzierung der amplifizierten MYB10 (R6)
Allele dieser Akzessionen ergab keinen Unterschied bzw. einen Basenaustausch
im Vergleich zur publizierten Sequenz von 'Niedzwetzkyana' (Abschnitt 3.4.1.4).
Eine Mutation im autoregulatorischen Abschnitt des MYB10 Promotors konnte
somit als mdgliche Erklarung fir den beobachteten Phanotyp ausgeschlossen
werden. Des Weiteren konnte bei diesen Akzessionen eine Mutation im
genkodierenden Bereich des MYB10 Gens vorliegen oder Gene der

nachfolgenden Anthocyanbiosynthese durch eine Mutation inaktiviert sein. Die
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Akzession MALO793 zeigte eine gewebsspezifische Anthocyanbildung (Abbildung
30), wodurch die Mutation eines nachgeschalteten Gens der
Anthocyanbiosynthese wahrscheinlich ist. Die Akzession MAL0O793 wies eine
starke rote Pigmentierung der Laubblatter, der Fruchtschale und der Testa auf,
allesamt typische Merkmale von Genotypen mit MYB10 (R6) Allel (Volz et al,
2006; Volz et al, 2009). Die anderen Fruchtgewebe der Akzession MALOQ793
zeigten jedoch keine rote Pigmentierung (Abbildung 30). Die Akzessionen
MALO0346 und MALO738 besalien ebenfalls rot pigmentierte junge Blatter (Daten
nicht gezeigt) und die Akzession MALO0346 zeigte zusatzlich eine rotgefarbte
Testa (Abbildung 30). Im Gegensatz zur Akzession MALO793 entsprach die
Pigmentierung der Blite von den Akzessionen MAL0346 und MALO738 eher nicht
dem Phanotyp von Akzessionen mit MYB10 (R6) Allel (Abschnitt 3.4.1.4).
Vergleichbare Untersuchungen fanden ebenfalls sechs Akzessionen mit
MYB10 (R6) Allel, die kein rot pigmentiertes Fruchtfleisch ausbildeten (Van
Nocker et al, 2011). Van Nocker und Mitarbeiter (2011) vermuteten, dass die
Aktivitat des MYB10 (R6) Allels stark durch den Genotyp beeinflusst wird. Sie
schlossen allerdings Mutationen im MYB10 Gen selbst oder auch von
vorgeschalteten bzw. nachgeschalteten Faktoren oder Genen als Ausloser fur
diese Phanotypen nicht aus. Um die Ursache fur solche Phanotypen zu

identifizieren, sind weiterfihrende Untersuchungen notwendig.

In friheren Arbeiten wurde die Entstehung des MYB10 (R6) Allels als sehr alt
eingeschatzt (Espley et al. 2009). Diese Annahme beruhte auf der Tatsache, dass
das MYB10 (R6) Allel in Genotypen verschiedenster Apfelspezies detektiert
werden konnte (Espley et al, 2009). Van Nocker und Mitarbeiter (2011) haben
sich dieser Hypothese angeschlossen und vermuteten 'Niedzwetzkyana' als den
Ursprung des MYB10 (R6) Allels. 'Niedzwetzkyana' ist der Primarart M. sieversii
zugeordnet, die urspriinglich in Zentralasien beheimatet war (Van Nocker et al,
2011).

In der vorliegenden Arbeit wurde der geografische Ursprung der Apfelarten
betrachtet, die das MYB10 (R6) Allel zeigten (Tabelle 10). Das MYB10 (R6) Allel
konnte fur die Primararten M. hupehensis, M. sieversii f. niedzwetzkyana und
M. coronaria sowie fur die Arthybriden M. xadstringens, M. xdomestica,
M xmoerlandsii, M. xpurpurea, M. xsoulardii und M. xzumi nachgewiesen

werden. Die Bestatigung des MYB10 (R6) Allels in drei Primararten und sechs
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Arthybriden steht mit der Hypothese durch Espley et al (2009) im Einklang, die
das MYB10 (R6) Allel als sehr alt einschéatzten. Die Primararten M. hupehensis
und M. sieversii f. niedzwetzkyana stammten aus Asien (Tabelle 10).
Uberaschenderweise konnte das MYB10 (R6) Allel fur eine der neun
untersuchten Akzessionen von M. coronaria nachgewiesen werden, einer
Primarart, die urspringlich aus Nordamerika stammte (Tabelle 10). Bisher konnte
das MYB10 (R6) Allel noch nie fur amerikanische Apfelarten belegt werden
(Espley et al, 2009; Van Nocker et al, 2011). Bei der betreffenden M. coronaria
Akzession (MAL0346) handelte es sich um eine der drei Akzessionen, die das
MYB10 (R6) Allel aufwiesen aber kein rot pigmentiertes Fruchtfleisch
entwickelten. Um eine Fehlklassifizierung dieser Akzession auszuschliel3en,
wurde ein phylogenetischer Baum betrachtet. Dieser Baum wurde auf Basis von
elf SSR Markern konstruiert und beinhaltete die 357 untersuchten Akzessionen
der Malus Sammlung (Ali, 2011). Die Akzession MALO346 clusterte mit allen
anderen M. coronaria Akzessionen eng beieinander, welche die acht M. coronaria
Akzessionen aus dieser Arbeit umfassten (Daten nicht gezeigt). Eine
Hauptkomponentenanalyse fir die Malus Sammlung auf Basis von
morphologischen Daten sprach ebenfalls fir eine enge Verwandtschaft zwischen
MALO346 und anderen M. coronaria Akzessionen (Hofer et al, 2014).
Aufzeichnungen zeigten, dass die Akzession MAL0346 mit dem Vermerk 'Red
Tip' in die Malus Sammlung der Obstgenbank Dresden eingegangen war. In der
Literatur wird 'Red Tip' als Selektion aus einer Kreuzung zwischen M. coronaria
cv. 'Elk River' x M. pumila var. niedzwetzkyana beschrieben, die durch Niels E.
Hansen ausgefuhrt wurde (Jefferson, 1970). Aus diesem Grund wurde
'‘Niedzwetzkyana' als Donor fur das MYB10 (R6) Allel in der M. coronaria
Akzession MAL0346 vermutet.

Das Vorkommen des MYB10 (R6) Allels in den Arthybriden M. xadstringens,
M. xdomestica, M xmoerlandsii und M. xpurpurea (Tabelle 10) wurde bereits
durch Espley und Mitarbeiter (2009) sowie Van Nocker und Mitarbeiter (2011)
beschrieben und bestéatigte die vorliegenden Ergebnisse. Eine einzelne
MYB10 (R6) beinhaltende Akzession von der Arthybride M. xsoulardii (Tabelle
10) wird in der Malus Sammlung mit dem Vermerk 'Red Flesh' gefiihrt (Daten
nicht gezeigt). Laut Jefferson (1970) ist 'Red Flesh' eine Selektion aus einer
Kreuzung zwischen M. coronaria cv. 'Elk River' x M. pumila var. niedzwetzkyana,

die 1928 durchgefuhrt wurde. Auch hier wurde 'Niedzwetzkyana' als Donor des
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MYB10 (R6) Allels vermutet. Zu der MYB10 (R6) beinhaltenden Akzession von
der Arthybride M. xzumi (Tabelle 10), die in der Malus Sammlung mit dem
Vermerk var. calocarpa 'Wild Red' gefihrt wird (Daten nicht gezeigt), konnten
keine zusatzlichen Informationen gefunden werden. Unabh&ngig davon wiesen
alle sechs Arthybriden, fir die das MYB10 (R6) Allel belegt werden konnte,
mindestens ein Elter mit einem asiatischen Ursprung auf (Tabelle 10).
Entsprechend dieser Befunde und in Ubereinstimmung mit friiheren Ergebnissen
(Espley et al, 2009; Van Nocker et al, 2011) wurde die Entstehung des
MYB10 (R6) Allels als ein einzelnes Ereignis eingestuft, was in Bezug zur Historie

des Apfels vor langer Zeit in den Wildapfelwaldern von Asien stattgefunden hat.

Das cisgenetische Konzept setzt die Abwesenheit von artfremden Sequenzen im
Endprodukt voraus (Schouten et al, 2006a; Schouten et al, 2006b). Beim klonal
vermehrten Apfel wurde dieses Ziel bisher tber die Anwendung von induzierbaren
Rekombinasesystemen realisiert (Vanblaere et al, 2011; Krens et al, 2015; Kost et
al, 2015; Kap. 3.2). Dadurch kénnen nach der Ubertragung des GOI alle
artfremden Selektionsmarker entfernt werden. Eine mdgliche Alternative ware die
Verwendung eines arteigenen Selektionsmarkers (Kap. 1.6.2). Ein potentieller
morphologischer Marker ist das apfeleigene MYB10 Gen in der R6 Allelvariante.
Das MYB10 (R6) Allel bewirkt eine erhdohte Anthocyanbildung in verschiedenen
Geweben des Apfels, was sich phanotypisch in der roten Pigmentierung dieser
Gewebe auliert (Espley et al, 2009). Bei der Anwendung von MYB10 (R6) als
Selektionsmarker sollte eine erfolgreiche Transformation durch rote
Pigmentierung des betreffenden Regenerats sichtbar werden (Kortstee et al,
2011).

Im zweiten Teil des Kap. 3.4 wurde das Potenzial von MYB10 (R6) als
apfeleigener morphologischer Selektionsmarker fur die Transformation getestet.
Dafur wurden zwei veschiedene transgene MYB10 Linienarten der Apfelsorte
'Pinova’ einem Regenerationsversuch unterzogen (Abschnitt 3.4.2). Der
Regenerationsversuch entsprach dem standardméafigen Regenerationsprozess,
wie er bei der Transformation von Apfel am JKI Dresden-Pillnitz vorgenommen
wird. Die eine transgene Linienart war mit MYB10 als Cisgen in der MYB10 (R6)
Allelvariante ausgestattet (Linienbezeichnung: EndogMYB10_(R6), Abbildung 31).
Zum Vergleich wurde der Regenerationsversuch ebenfalls mit einer anderen

transgenen Linienart der Sorte 'Pinova’' durchgefihrt, in der MYB10 cDNA unter
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Kontrolle des CaMV 35S Promotors vorlag (Linienbezeichnung:
35S::MYB10_(cDNA), Abbildung 31). Die Verwendung der transgenen Linien im
Regenerationsversuch sollte das positive Transformationsereignis widerspiegeln
und ermdglichte die Abschatzung von MYB10 (R6) als morphologischen
Selektionsmarker. Beide Linienarten bewirkten eine erhdhte Anthocyanbildung
der Sorte 'Pinova’ in in vitro Kultur unter Standardanzuchtbedingungen (Abbildung
31, Abschnitt 3.4.2.1). Im Vergleich zu den 35S::MYB10_(cDNA) Linien, die eine
deutliche rote Pigmentierung aller Gewebe zeigten, war bei den
EndogMYB10_(R6) Linien die erhdhte Anthocyanbildung auf die Sprossachse
und die Leitgewebe der Blatter beschrankt (Abbildung 31). Der beobachtete
Phanotyp der EndogMYB10_(R6) Linien der Sorte 'Pinova’ stand im Widerspruch
zu den Arbeiten von Espley et al (2009), Kortstee et al (2011) und Krens et al
(2015). Bei diesen Arbeiten wurde zum einen MYB10 unter Kontrolle des
MYB10 (R6) Promotors in die Apfelsorte 'Royal Gala' transformiert (Espley et al,
2009) bzw. das MYB10 Gen als Cisgen in der MYB10 (R6) Allelvariante, mit
vergleichbaren Promotor- und &hnlichen Terminatorlangen wie im Vektor
p9-Daol-FLPi-MsMYB10 (Abbildung 1 D), fur die Transformation der Apfelsorten
'‘Gala’, 'Mitchgla' ('Gala' Mutante), 'Junami' und 'Wellant' verwendet (Kortstee et al,
2011; Krens et al, 2015). Fur alle finf Sorten bewirkte der Gentransfer meist eine
rote  Pigmentierung samtlicher Gewebe. Auch der Phanotyp der
35S::MYB10_(cDNA) 'Pinova' Linien (Abbildung 31) zeigte eine schwachere
Rotpigmentierung im Vergleich zu 'Royal Gala'-Pflanzen, die ebenfalls mit MYB10
cDNA unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors ausgestattet wurden (Espley et
al, 2007; Espley et al, 2009; Espley et al, 2013).

Im Zuge des Regenerationsprozesses war eine deutliche rote Pigmentierung der
EndogMYB10_(R6) Linien erst im Stadium des erneuten Sprosslangenwachstum
sichtbar (Abschnitt 3.4.2.2; Abbildung 32). Eine Ausnahme stellte der Zeitpunkt
1d nach dem Transfer der Explantate vom Dunkeln in den Langtag dar; zu
diesem Zeitpunkt war das Kallusgewebe an den Explantaten der
EndogMYB10_(R6) Linien kurzzeitig leicht rot pigmentiert. Im Vergleich dazu
zeigten die 35S::MYB10_(cDNA) Linien im Prozess der Regeneration stets rot
pigmentierte Areale. Unter den Regenerationsbedingungen, wie sie nach einer
Transformation am JKI Dresden-Pillnitz standardmalilig angewendet werden, war
das apfeleigene MYB10 Gen als Cisgen in der MYB10 (R6) Allelvariante als

morphologischer Selektionsmarker fur die Sorte ‘'Pinova’ nur beschrankt

163



Diskussion

verwendbar. Bei anderen Apfelsorten scheint das MYB10 Gen in der MYB10 (R6)
Allelvariante als Cisgen eine deutlich starkere Rotpigmentierung zu bewirken
(Kortstee et al, 2011; Krens et al, 2015). Mdglicherweise liegt in der Sorte 'Pinova’
eine eingeschrankte Anthocyanbildung vor, die weder durch das MYB10 (R6) Allel
noch durch MYB10 cDNA unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors vollstandig
behoben werden kann. Aus diesem Grund sollten &hnliche Experimente fir
weitere Apfelsorten durchgefuhrt und verschiedene Lichtbedingungen im Zuge

des Regenerationsprozesses getestet werden.
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Anhang

Tabelle A 1 Angaben zu den Bezugsfirmen.

Anhang

Firma (Kurzform)

Firmenname

Firmensitz, Land

Adobe Systems
AIR LIQUIDE
Amersham Bioscience

Analytik Jena
Bartscher
Beckman Coulter
Biodeal

Biogazelle
Biometra
Bio-Rad
Biosan
Biozym
Brill

Carl Roth
Carl Zeiss
Clontech
Corning
DNA Cloning Service
DROL

DUCHEFA

E-C Apparatus
Eppendorf

Ecolab

Eurofins Genomics
Fermentas

FLUKA

GFL

Grant Instruments
Greiner Bio One
Hanna Instruments
Hettich

Ibis Biosciences
Iris Biotech

Adobe Systems Inc.
AIR LiIQUIDE Deutschland GmbH

Amersham Bioscience, Teil von GE

Healtcare Europe GmbH
Analytik Jena AG
Bartscher GmbH
Beckman Coulter Inc.

Biodeal Handelsvertretung Edelmann

e.K.

Biogazelle NV

Biometra GmbH

Bio-Rad Laboratories Inc.
Biosan

Biozym Scientific GmbH

Gebr. Brill Substrate GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Zeiss Microskopy GmbH
Clontech Laboratories Inc.
Corning Incorporated

DNA Cloning Service e.K.

DROL Laborgerate & Zubehor Dr.
Otto Lorey

DUCHEFA BIOCHEMIE B. V.
E-C Apparatus Corporation
Eppendorf AG

Ecolab Deutschland GmbH
Eurofins Genomics

Fermentas GmbH (2010 durch
Thermo Fisher Scientific
Ubernommen)

FLUKA (1989 durch Sigma-Aldrich
Ubernommen)

Gesellschaft fur Labortechnik mbH

Grant Instruments (Cambridge) Ltd
Greiner Bio One International GmbH

Hanna Instruments GmbH
Andreas Hettich GmbH & Co. KG
Ibis Biosciences

Iris Biotech GmbH

San José, CA, US
Dusseldorf, DE
Freiburg, DE

Jena, DE
Salzkotten, DE
Brea, CA, US
Markkleeberg, DE

Zwijnaarde, BE
Géttingen, DE
Hercules, CA, US
Riga, LV

Hessisch Oldendorf, DE
Georgsdorf, DE
Karlsruhe, DE

Jena, DE

Mountain View, CA, US
Corning, NY, US
Hamburg, DE
Reichertshausen, DE

Haarlem, NL

St. Petersburg, FL, US
Hamburg, DE

Monheim am Rhein, DE
Ebersberg, DE

St. Leon-Roth, DE

Buchs, CH

Burgwedel, DE
Shepreth, GB
Kremsminster, AT
Vohringen, DE
Tuttlingen, DE
Carlsbad, CA, US
Marktredwitz, DE

177



Anhang

Firma (Kurzform)

Firmenname

Firmensitz, Land

Kendro

Kisker

Liebherr
MACHEREY-NAGEL

Merck
Microsoft
NEB
neolLab

OTTO NORDWALD
Panasonic

Percival Scientific
QIAGEN

Reitsport Springer
RETSCH
Riebesam

Roche Diagnostics
SNAIGE

Sartorius

SAS

Scientific Industries
Serva

SG

Siemens
Sigma-Aldrich

Sigma Laborzentrifugen

Stratec
Systec

Thermo Fisher Scientific

Tuttnauer
VEB MLW
VWR
Whatman

Kendro Laboratory Products GmbH

Kisker Biotech GmbH & Co. KG
Liebherr-International AG

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.

KG

Merck KGaA

Microsoft Corporation

New England BioLabs GmbH

neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs

GmbH

OTTO NORDWALD GmbH
Panasonic Corporation
Percival Scientific Inc.
QIAGEN GmbH

Reitsport Springer
RETSCH GmbH

Riebesam GmbH & Co. KG

Roche Diagnostics International AG

SNAIGE

Sartorius AG

SAS Institute Inc.

Scientific Industries Inc.
Serva Electrophoresis GmbH

SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation GmbH

Siemens AG

Sigma-Aldrich

Sigma Laborzentrifugen GmbH
Stratec Molecular GmbH
Systec GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.
Tuttnauer Europe B. V.

VEB MLW

VWR International

Whatman Int. Ltd.

Hanau, DE
Steinfurt, DE
Bulle, CH
Duren, DE

Darmstadt, DE
Redmond, WA, US
Frankfurt am Main, DE
Heidelberg DE

Hamburg, DE
Kadoma, JP
Perry, US
Hilden, DE
Lemgo, DE
Haan, DE
Genthin, DE
Rotkreuz, CH
Alytus, LT
Gottingen, DE
Cary, NC, US
Bohemia NY, US
Heidelberg, DE
Barsbuittel, DE

Minchen, DE

St. Louis, MO, US
Osterode am Harz, DE
Berlin, DE

Linden, DE

Waltham, MA, US
Breda, NL

Leipzig, DE

Radnor, PA, US
Maidstone, GB
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Tabelle A 2 Verwendete Chemikalien.

Anhang

Chemikalie

Bezugsfirma

Acetosyringon (3,5 Dimethoxy-4-hydroxyacetophenon)
6-Benzylaminopurin (BAP)

Betain-Hydrochlorid

Cetyltrimethylammonium-bromid (CTAB)

Chloroform (=Trichlormethan)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

D-Isoleucin (D-lle)

D-Serin (D-Ser)

Essigsaure, 99 % (Eisessig)

Ethanol (EtOH), 99,8 %

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylendiamintetraessigséure-Dinatriumsalz (EDTA-Na,)

Ethidiumbromid

Formamid (deionisiert)
Indol-3-Buttersaure (IBA)
Isoamylalkohol (=Isopentylalkohol)
Kaliumferricyanid
Kanamycin-Monosulfat (Km)

Kresolrot
Maleinsaure

N-Lauroylsarkosin (C;sH29NO3)
Natriumacetat (NaAc)

Natriumbisulfit

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4H,0)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid (NaOH)

2-Propanol (=Isopropanol)

Rifampicin (Rif)

Stickstoff (flissig)

Saccharose

Salzsaure (HCI), 37 %

Sorbitol

Spectinomycin-Dihydrochlorid-Pentahydrat (Sp)

Tartrazin

Thidiazuron (TDZ)

Timentin (Ticarcillin 2NA:Clavulanate K (15:1) (v:v))
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Hydrochlorid (Tris-HCI)

Triton X-100

Sigma-Aldrich
Serva
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Merck

Iris Biotech
Sigma-Aldrich
Carl Roth
VWR

Merck
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Serva

Carl Roth
Sigma-Aldrich
DUCHEFA
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Merck
FLUKA
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
AIR LIQUIDE
Sigma-Aldrich
Carl Roth
DUCHEFA
DUCHEFA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
DUCHEFA
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
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Anhang

Chemikalie

Bezugsfirma

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Tween 20
X-Gluc

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Fermentas
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Tabelle A 3 Verwendete technische Gerate.

Anhang

Geratetyp Geratename Hersteller
Autoklav Systec VX-150 Systec
Systec 3870 ELV Tuttnauer
Binokular Stemi 1000 Carl Zeiss
Brutschrank/Inkubator INCU-line IL-10 VWR
Kelvitron® t Kendro
Heraues® HERAcool Kendro
Heraues® B15 Thermo Fisher Scientific
Feinwaage BP 110 S Sartorius
Geldokumentationssystem ChemiDoc™ XRS+ System Bio-Rad
Gelelektrophoresekammer Typ Midi neolLab
Typ Maxi neolLab
Heissluftsterilidator Heraeus® Heissluftsterilidator Kendro
Kamera Lumix DMC-TZ10 Panasonic

Kapillarsequenziergerat
Klimaschrank
Kihlschrank (6 °C)

Kihlzentrifugen

Laborwaage
Magnetrihrer
Mikrowelle
pH-Meter
Pipetten

Plattenzentrifuge

Real-Time PCR
Detektionssystem

Reinigungsautomat
Reinstwasseranlage
Schwingmdhle
Shaker
Spannungsquellen

Spektrophotometer
Sterilwerkbank

Thermomixer

GenomeLab™ GeXP
CuU-36L4

glass line
comfort
SC-50

Microcentrifuge 5415R
Sigma 3-18K

LC 620 P
RH3

HF 12M240
pH 211

Reference®
Research® plus

Universal 32R
iCycler iQ™

26-03
LaboStar
Retsch® MM 300
DOS-20S

Powerpac 200
EC105

NanoDrop2000c

Heraues® HERAguard
Heraues® HERAsafe

TS-100
Thermomixer compact

Beckman Coulter
Percival Scientific

Liebherr
Liebherr
Bartscher

Eppendorf
Sigma Laborzentrifugen

Sartorius

VEB MLW
Siemens

Hanna Instruments

Eppendorf
Eppendorf

Hettich
Bio-Rad

Riebesam

SG

RETSCH

neolLab

Bio-Rad

E-C Apparatus

Thermo Fisher Scientific

Kendro
Kendro

Biosan
Eppendorf
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Anhang

Geratetyp Geratename Hersteller

Thermocycler iCycler Bio-Rad
FlecCycler Analytik Jena
MyCycler Bio-Rad
T100 Thermal Cycler Bio-Rad

Tiefkiihlschrank (=20 °C)
Tiefkuihlschrank (-80 °C)

Tischzentrifugen

Tischzentrifugen (mini)
Verdampfer

Vortexer

Warmeschrank/
Trockenschrank

Wasserbad

Arktik Thermal Cycler

Active Soft

Heraues®HERAfreeze HFU 686
Top

Heraues®HERAfreeze HFU Basic
Heraeus® Biofuge pico

Mikro 120

Rotilabo®

GeneVac SF50

Grant-bio
Vortex Genie 2°

Heraeus UT 6420

GLS400
GFL 1083

Thermo Fisher Scientific

SNAIGE
Thermo Fisher Scientific

Kendro

Kendro
Hettich
Carl Roth

Biometra

Grant Instruments
Scientific Industries

Kendro

Grant Instruments
GFL
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Tabelle A 4 Verbrauchsmaterialien.

Anhang

Produkt Hersteller
Aluminiumfolie Carl Roth
Chromatographiepapier (P81) Whatman

dNTPs Thermo Fisher Scientific
EinmalkUvetten (2,5 ml) Carl Roth
Einweghandschuhe aus Nitril/Latex VWR

DB Falcon ™ Réhrchen 14 ml (REF 352059) VWR

Fermacidal D2 (Flachendesinfektion) DROL

Filterpapier, @ 90 mm MACHEREY-NAGEL
PCR 8-Softstrips, farblos (0,2 ml) Biozym
PCR-Reaktionsgefal3e, einzeln (0,2 ml) Kisker

Pipettenspitzen Carl Roth
Reaktionsgefalie (1,5 ml/2 ml) Carl Roth
Reaktionsgefal3e safe-lock (1,5 ml/2 ml) Eppendorf

RNAseZap® Thermo Fisher Scientific
Rotilabo®-Spritzenfilter (Sterilfilter) Carl Roth

Rotilabo® Zentrifugenréhrschen 15 ml Carl Roth

Skinman® clear (Handdesinfektion) Ecolab

Zellkulturschalen @ 94 x 16 mm
Zentrifugenréhrschen 50 ml

Greiner Bio One
Corning
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Anhang

Tabelle A 7 Fir das Genome Walking verwendete Primerpaare.

T-DNA Border

Primerpaar 1. PCR

Primerpaar 2. PCR

Verwendung

LB
LB
LB
RB
RB

Vf2_LB_GSP1_R/AP1
Vi2_LB_GSP2_R/AP1
Vf2_LB_GSP3_R/AP1
Vi2_RB_GSP1_F/ AP1
Vf2_RB_GSP2_F/ AP1

Vf2_LB_GSP2_R/ AP2
Vf2_LB_GSP3_R/ AP2
Vf2_LB_Taill rev/ AP2
Vf2_RB_GSP2_F/ AP2
Vf2_RB_GSP3_F/ AP2

T-DNA-Integrationsortbestimmung
T-DNA-Integrationsortbestimmung
T-DNA-Integrationsortbestimmung
T-DNA-Integrationsortbestimmung
T-DNA-Integrationsortbestimmung

LB — left border Region; RB — right border Region.
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Pvull 720

Xmadl 1592

35S

Sse2321 16131 FRT
LB
Nptll E9
SmiSp p P35S
daoN
_ Sall 3269
int Aflll 3360
dao1 Miul 3585
Tnos
oVS1 _ HSP
p9-Dao-FLPi-Herv2 ;
18170 bps int
Flp
Tocs
\ bom FRT
Sbfl 5731
ColE1 Xmal 5787
Pro

Her\f2
er ‘ /

Abbildung A 1 Detaillierte Karte des Vektors p9-Dao-FLPi-HcrVf2. Zirkuldre DNA,
18170 bp.

Apal 10587

Start Ende Name / Beschreibung vermerkt als
46 13 FRT Region
47 462 P35S /35S Promotor Region
479 1282 Nptll / Kanamycin-Resistenz Gen
1297 1587 TE9 / Terminator Rbcs-E9 Region
1598 2015 P35S / 35S Promotor Region
2027 2711 daol / D-Aminoséaureoxidase Exonl Gen
2712 2900 int/ StLS1 Gen
2901 3322 daol / D-Aminoséaureoxidase Exon2 Gen
3339 3584 Tnos / NOS Terminator Region
3591 4021 HSP / Promotor Region
4029 4711 Flp Gen
4712 4900 int / Stis1 Gen
4901 5487 Flp Gen
5496 5691 Tocs / Terminator Region
5725 5692 FRT Region
5793 7107 Pro Region
7108 10050  Hecrvf2 Gen
10051 10586  Ter Region
10645 10668 RB / right border Region
11203 11900 ColEl/ ColE1l ORI Region
11937 12196 bom Region
12449 16154 pVS1 / origin Region
16338 17348 Sm/Sp / Strep/Spec-Resistenz Gen

17869 17892 LB / left border Region
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tcgaagttcc

P35S

tattctctag aaagtatagg

........ FRT . ... ..

tgacgtaagg
3

aacttcacat

ggacctcgag
>>

ccggecgett

ggtggageac
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_____________________________ P35S . >
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_____________________________ P35S . >
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1SS 2 >

tggccaccat

Nptll >>
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_____________________________ NPERE - o o e
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_____________________________ NPERE o o e e
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2461
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2581

2641
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aatggaaatg

-.TE9. . ...
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...... P35S
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>>_ ..
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cttttgttca
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............................. P35S . il
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3541

3601

3661

3721

3781

3841
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3961

tccccgacca ggtaagtttce
>_..daol..>>

ggcgcgggag tcgaagttgt
> ... daol........

atcctgttgce

tgcttctacc tttgatatat atataataat

........ daol. ...

........ daol. ...

........ daol. ...

________ daol. ...

agagtccgta gatcgttcaa
>>
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cggtcttgcg atgattatca

........ TNOS . - o e e e e e e o

________ TNOS . s e e e e e e e i e e e iemeeas

........ TNOS . - o e e e e e i e e o

ggtgtcatct atgttactag
TNOS s s e e e e e e e e e e e i eeeeas >>

tataatttgc gtaaaacatt

_________ S

_________ S

......... HSP . . o

......... ]

......... HSP . .

......... HSP . e

......... HSP . e

daol. ... i e

daol... ...

tatcattaat

agtcagcctt
>>_HSP...>

caaatttata
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aggatgagac

gccatggcgg

atctaacttt

taatccaatt
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FRT. ..o

ccgcactagt

ttcactctaa

gaggagtggc agcatataga
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______________________________ 1

tgcaagctga

ttcacttccc
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.............................. Pro. . e

.............................. Pro. . e
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