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Zusammenfassung

Szankowski, Iris

Entwicklung und Analyse transgener Apfelpflanzen mit dem vst1-Gen aus Vitis vinifera
L. und dem PGIP-Gen aus Actinidia deliciosa

Der Apfel ist in den gemiBigten Breiten das bedeutendste Fruchtobst. Zentrales Zuchtziel ist
die Erhohung der Krankheitsresistenz, vornehmlich gegeniiber fungalen Pathogenen. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein gentechnischer Ansatz zur Resistenzerhhung verfolgt.

Als Voraussetzung fiir die Durchfiihrung von Transformationsexperimenten wurden fiir die
vier wirtschaftlich bedeutenden Apfelsorten Elstar, Holsteiner Cox, Gloster und Boskoop
Regenerationssysteme aus Blattmaterial tiber Organogenese etabliert. Mit der Zielsetzung, die
Resistenz gegen pilzliche Pathogene zu erhéhen, wurden die Sorten Elstar und Holsteiner
Cox unter Anwendung des Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfers
transformiert. Eingesetzt wurden zwei unterschiedliche, breit wirkende antifungale Prinzipien
wie die Erweiterung des Phytoalexinspektrums durch den Transfer des Gens fiir die
Stilbensynthase (verantwortlich fiir die Synthese des Phytoalexins Resveratrol) sowie die
Expression eines Polygalacturonase-inhibierenden Proteins aus Kiwi. Zur Selektion
transgener Sprosse wurde das Herbizidresistenz-Gen bar aus Streptomyces hygroscopicus
eingesetzt. Von der Sorte FElstar wurde eine transgene Linie etabliert, die das
Stilbensynthasegen aus Vitis vinifera L. stabil integriert hat. Von der Sorte Holsteiner Cox
wurden neun transgene Linien mit dem vst1-Genkonstrukt, sowie drei transgene Linien mit
dem Gen fiir ein Polygalacturonase-inhibierendes Protein aus Kiwi (Actinidia deliciosa)
regeneriert und erfolgreich ins Gewéchshaus iiberfiihrt. Die transgenen Linien wurden
eingehend hinsichtlich der Integration der Transgene ins Apfelgenom mit PCR sowie
Southern Blot Analysen charakterisiert. Unter dem Aspekt der gentechnischen Sicherheit
wurden die Pflanzen ebenfalls auf die Integration von ,,backbone’ Sequenzen der eingesetzten
Vektoren hin untersucht. Diese wurden in einigen Linien nachgewiesen.

Die Transkription der Transgene wurde mittels RT-PCR iiberpriift und mit einer Ausnahme
fiir alle transgenen Linien nachgewiesen. Die Aktivitdt der Stilbensynthase wurde durch den
Nachweis des Syntheseproduktes Resveratrol in den transgenen Pflanzen mittels HPLC
iiberpriift. Die Untersuchungen ergaben, dass ein Resveratrolderivat, wohl eine glykosilierte
Form, in den Pflanzen vorliegt. In den nicht-transgenen Kontrollpflanzen wurde weder
Resveratrol noch ein Resveratrol-Derivat nachgewiesen. Begleitend wurden Untersuchungen
iiber die Wirkung von Resveratrol auf die Keimung von Sporen des Apfelpathogens Venturia
inaequalis durchgefiihrt. Eine Keimungshemmung wurde in vitro nachgewiesen.

Mit dieser Arbeit wurde die Grundlage geschaffen, das antifungale Potenzial des Phytoalexins
Resveratrol sowie des Polygalacturonase-inhibierenden Proteins aus Kiwi gegeniiber
Apfelpathogenen wie Venturia inaequalis in transgenen Apfelpflanzen bewerten zu kdnnen.

Schlagworter: Apfel (Malus x domestica Borkh.), Transformation, Stilbensynthase, PGIP



II

Abstract

Szankowski, Iris

Development and analysis of transgenic apple plants carrying the vsfl-gene from Vitis

vinifera L. and the PGIP-gene from Actinidia deliciosa

Apple is one of the most important fruit crops in the temperate zones. Resistance to fungal
diseases is one of the main objectives of apple breeding. The aim of the present study was to
improve disease resistance through genetic engineering.

Suitable protocols for the regeneration from leaf explants via organogenesis were developed
for the economic important apple cultivars Elstar, Holsteiner Cox, Gloster and Boskoop. With
the objective to increase the resistance against pathogenic fungi, the varieties Elstar and
Holsteiner Cox were transformed via Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation.
Gene constructs with a broad antifungal effect, namely the stilbenesynthase gene from Vitis
vinifera L. (vstl), responsible for the synthesis of the phytoalexin resveratrol, and the gene
encoding a polygalacturonase-inhibiting protein (PGIP) from Kiwi (Actinidia deliciosa) were
used in transformation experiments. As a selectable marker, the bar gene from Streptomyces
hygroscopicus, which effects resistance against the herbicide phosphinotricin (PPT), was
additionally introduced. One transgenic Elstar clone carrying the vstl-gene as well as nine
transgenic Holsteiner Cox lines carrying the stilbensynthase gene and three transgenic HC
lines with the PGIP-gene from Kiwi were regenerated and successfully transferred to the
greenhouse. Integration of the transgenes was confirmed by PCR and Southern blot analysis.
With regards to biosafety aspects, the transfer of backbone sequences from the vectors to the

plants genomes was also checked. In several lines backbone sequences could be detected.

The transcription of the introduced transgenes was examined via RT-PCR analysis. With one

exception, the specific mRNAs were detected in all transgenic lines.

HPLC analysis revealed the accumulation of a resveratrol-derivate, likely a glucoside, in
transgenic vst1-plants. Neither resveratrol nor this compound were present in non-transgenic

control plants.

Accompanying examinations were carried out to determine the effect of resveratrol against
Venturia inaequalis, the causal agent of apple scab. Agar-plate bioassays indicated that

resveratrol severely inhibits the germination of Venturia inaequalis spores.

The present study enables further evaluation of the effect of the introduced genes and their

products in transgenic apple plants against apple pathogenic fungi like Venturia inaequalis.

Keywords: apple (Malus x domestica Borkh.), transformation, stilbensynthase, PGIP
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Der Apfel

Der Apfel gehort mit einer Jahresproduktion von iiber 62 Millionen Tonnen im Jahre 2001
(apps.1.fao.org [08.01.02]) hinter den Citrusfriichten und Bananen zu den wichtigsten
Obstarten weltweit (http://freeweb.dnet.it/laimer/allgemeines.html[07.01.02]). Er ist

wahrscheinlich die am weitesten verbreitete Frucht der Welt; so wird der Apfel auf allen
Kontinenten in den geméBigten Breiten der siidlichen und noérdlichen Hemisphére
kultiviert (KORBAN & CHEN 1992). Allein in Deutschland wurden im Jahre 2001 nahezu
1,5 Millionen Tonnen produziert. Der Grofteil wird an der Niederelbe im Alten Land
angebaut. Dieses Gebiet stellt mit seinen 1600 Hektar Anbaufliche das grofite
zusammenhdngende Obstanbaugebiet Nordeuropas dar. Auf den Apfelanbau entfallen
allein 660 ha, wobei die Lokalsorte Holsteiner Cox mit 35% Flachenanteil dominiert,
gefolgt von den Hauptkulturen Elstar mit 20% und Boskoop mit 13%. Der Anteil der Sorte
Gloster liegt zwischen 5 und 10% (www.obstbau.org/regional/holstein.htm [09.01.02]).

Tab. 1.1: Weltweite Apfelproduktion (Werte gerundet nach appsl.fao.org [FAO: Food and Agriculture

Organization)).

Kontinent  Produktion (Mill. Tonnen)

Asien 34
Europa 16
Amerika 10
Afrika 1,5

Ozeanien 0,8




Einleitung 2

1.1.1 Taxonomie und Ursprung

Der Apfel gehort innerhalb der Familie der Rosengewidchse (Rosaceae) zur Unterfamilie
der Maloideae. Zu der Gattung Malus werden ca. 25-30 Spezies (JANICK et al. 1996) und
einige Subspezies gezéhlt, wobei die Literaturangaben diesbeziiglich stark variieren. Der
Kulturapfel ist eine hochgradig heterozygote, oft polyploide interspezifische Hybride, fiir
den heute die allgemein wissenschaftlich anerkannte Bezeichnung Malus x domestica gilt
(KORBAN & SKIRVIN 1984). Die weltweit kommerziell bedeutenden Apfelsorten werden

der Spezies Malus x domestica Borkh. zugeordnet (WAY et al. 1990).

Als Ahnen unserer heutigen Kultursorten werden die Arten Malus orientalis und Malus

sieversii angesehen (http://www.wzw.tu-muenchen.de/ob/deutsch/forschung/kap9 2.htm

[14.02.02], JANICK et al. 1996). Aufgrund der besonderen Verdichtung im Formenreichtum
in den Regionen vom Kaukasus bis zum Altai-Gebirge in Mittelasien wird dieses Gebiet
als urspriingliches Verbreitungsgebiet vermutet. Eine entscheidende Rolle bei der
Evolution und Verbreitung des Apfels fillt der alten Handelsroute entlang der
Seidenstrasse zu, die vom Schwarzen Meer iiber Taschkent, Samarkand und Alma Ata zum

Westen Chinas fiihrt.

1.1.2 Krankheiten

Im Obstanbau gehen Ernteausfille iiberwiegend auf die Infektion phytopathogener Pilze
zuriick. Die groften Schiden beim Apfelanbau werden weltweit durch den
Apfelschorferreger Venturia inaequalis verursacht. Er beféllt nahezu alle oberirdischen
Pflanzenteile wie Blitter und Friichte, seltener die Zweige (PAUL 1981). Die durch ihn
hervorgerufene Qualitits- und Ertragsminderung erfordert einen hohen Bekdmpfung-
saufwand (SCHNABEL & PARISI 1997); im integrierten Anbau konnen bis zur Ernte tiber 20
Spritzungen erforderlich sein (KOLLAR 1997). Kaum geringere Ertragsverluste werden
durch den Apfelmehltauerreger Podosphaera leucotricha verzeichnet, der besonders in
humiden Klimaten ein Problem darstellt (BOMEKE 1978). Bei einem starken Befall muss

mit Ertragsausfillen von 30-40% gerechnet werden (FRIEDRICH 1996).
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1.1.3 Zuchtziele

In den letzten Jahrhunderten war die Ziichtung der Apfel hauptsichlich auf hohe
Produktivitdt, Fruchtqualitit, Geschmack, Erscheinungsbild und lange Lagerungsfahigkeit
ausgerichtet (JANICK et al. 1996, FISCHER 1999). Merkmale wie Krankheitsresistenz, die
noch in vielen Wildformen vorhanden sind, gingen im Laufe des Zuchtprozesses mehr und
mehr verloren. Hohe Ertragsverluste durch Krankheiten und die Forderung aus
wirtschaftlichen, o©kologischen und toxikologischen Griinden den Einsatz von
Agrochemikalien auf ein Minimum zu reduzieren, haben dazu gefiihrt, dass die
Resistenzziichtung eine starke Aufwertung erfahren hat (KELLERHALS & FURRER 1994).
Intensiv konzentriert man sich heutzutage darauf, spezifische Resistenzgene aus
Wildformen wieder einzukreuzen (SCHMIDT et al. 1999, FISCHER & FISCHER 1999,
ZIMMER 1999, MANTINGER 1999, FISCHER 1999), um die Resistenzeigenschaften anfilliger
Sorten, vornehmlich gegen den Apfelschorferreger Venturia inaequalis, den
Mehltauerreger (Podosphaera leucotricha [Ell. et Ev.] Salm) oder den bakteriell
verursachten Feuerbrand (Erwinia amylovora), zu verbessern. Verschiedene Apfel-
Wildarten aus den Serien Malus, Baccatae und Sieboldianae werden als Resistenzquellen
gegen Schorf und Mehltau genutzt (BUTTNER et al. 1999). Mehrere Resistenzgene,
hauptsichlich gegen den Pilz Venturia inaequalis, wurden bereits in verschiedenen Malus
Spezies identifiziert (Tab. 1.2) und in Ziichtungsprogramme integriert (FISCHER &

FISCHER, 1999, FISCHER 1999, SCHMIDT et al. 1999).

Tab. 1.2: Spezifische Apfelschorf-Resistenzgene und deren Ursprung (Ubersicht: KORBAN & CHEN
1992).

Gen  Ursprung
Vf M. floribunda # 821
Ve Cathay crab

Vm M. micromalus

Vb Hansen's baccata # 2
Vbj M. baccata jackii

Vr M. pumila R12740-7A
Vi Jonsib Crab

Va Antonovka P1 172612
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1.2 Anwendungspotenzial der Gentechnik in der
Pflanzenziichtung

Die Leistungsverbesserung durch konventionelle Ziichtung ist gerade beim Kulturapfel auf
Grund der langen juvenilen Phase von 6 bis 8 Jahren (KORBAN & CHEN 1992), kombiniert
mit einem hohem Grad an Selbstinkompatibilitdt und einem stark heterozygotem Charakter
des Genoms, sehr langsam und langwierig. Der Prozess kann sich iiber mehrere
Generationszyklen erstrecken, da nach dem Einkreuzen von Wildformen mit
Resistenzgenen z.T. wiederholte Riickkreuzungen notwendig sind, um unerwiinschte
Eigenschaften der Wildformen wieder zu eliminieren. Jahrzehnte kénnen vergehen, bis
resistente Sorten zur Verfligung stehen, die dann auch noch den Anspriichen der

Konsumenten gentigen und sich auf dem Markt behaupten miissen.

Um diese limitierenden Faktoren zu umgehen, richtet sich auch in der Obstziichtung das
Hauptaugenmerk auf die Entwicklung und Anwendung biotechnologischer Methoden

einschlieBlich des molekularen Gentransfers.

Der Einsatz gentechnologischer Methoden ermdglicht den gezielten Transfer von Genen
direkt in Elite-Genotypen. Trotz der Modifikation bestimmter Schliisseleigenschaften
bleibt so die Identitit der Sorte gewahrt. Der Zuchtprozess wird dadurch immens
beschleunigt, da langwierige Riickkreuzungen zur Rekonstitution des Ausgangsgenoms
entfallen. Dariiber hinaus erdffnet sich durch die Anwendung des molekularen
Gentransfers der Weg, das verfiigbare Genspektrum {iber die in der klassischen Ziichtung
vorgegebenen Art- und Gattungsgrenzen hinaus zu erweitern, da die sexuelle Barriere nicht

mehr der limitierende Faktor ist.

1.3 Nutzgene und ihr Anwedungspotenzial zur
Resistenzvermittlung

Eine zentrale Stellung innerhalb der Zuchtziele beim Apfel nimmt die Resistenzziichtung
ein. Voraussetzung fiir einen Einsatz der Gentechnik zur Resistenzverbesserung von
Pflanzen gegeniiber Pathogenen ist die Aufkliarung der molekularen Grundlagen von
Resistenzreaktionen. Die Identifizierung, Isolierung und Charakterisierung entsprechender
Nutzgene bilden die Grundlage fiir eine sinnvolle Integration der Gentechnik in den

Ziichtungsprozess.
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Die spezifischen Resistenzgene, die bei der Apfelziichtung von besonderer Bedeutung
sind, wie z.B. die Schorfresistenzgene V' usw., werden durch Marker (KOLLER et al. 1994,
GIANFRANCESCHI et al. 1996) kartiert, sie wurden bisher aber noch nicht kloniert. Der
Einsatz von Resistenzgenen mit einer solch hohen Spezifitdt birgt aber auch die Gefahr,
dass die Resistenzen durch neu entstehende Rassen des Erregers durchbrochen werden.
Dies ist bereits fiir die auf dem FVf-Gen basierende Resistenz eingetreten (PARISI et al.

1993, BENAOUF & PARISI 2000).

Allgemeine Prinzipien der pflanzlichen Pathogenabwehr stellen aufgrund ihres breiten
Wirkungsspektrums eine gute Alternative zu den spezifischen Resistenzgenen zur
Resistenzverbesserung dar. Zwei Strategien der pflanzlichen Abwehr sollen im folgenden
vorgestellt und ihre Relevanz zur Erhohung der Krankheitsresistenz in transgenen Pflanzen

erortert werden.

1.3.1 Pflanzliche Abwehrmechanismen

Die pflanzlichen Abwehrmechanismen gegeniiber Phytopathogenen sind breit gefichert;
sie lassen sich jedoch grob in passive in aktive Abwehr unterteilen. So kann z.B das
Eindringen eines Pathogens durch passiv praformierte Strukturen wie die Zellwand oder
die Kutikula oder durch chemische Abwehrstoffe verhindert werden. Gleichzeitig wird
eine erfolgreiche Penetration eines Pathogens durch eine Vielzahl von Abwehrreaktionen
aktiv beantwortet. Bereits praformierte, meist in der Vakuole vorliegende Substanzen,
konnen nach einem Angriff des Schaderregers in das Cytoplasma entlassen werden
(ELSTNER et al. 1996), oder aber es werden postinfektionell Abwehrmafnahmen
eingeleitet, die in vielen Féllen {iber eine spezifische Genaktivierung zur Neusynthese und
Akkumulation bestimmter Substanzen fiihren (HRAZDINA et al. 1997, TIEMANN et al. 1993,
Ubersicht: DIXON 2001).

Zu den Abwehrstoffen, die erst als Antwort auf eine Infektion induziert werden, gehdren
die Phytoalexine. Der Begriff geht auf die Arbeiten von MULLER & BORGER (1940) iiber
die Phytophtora-Resistenz der Kartoffel zuriick. Heute versteht man unter diesem Begriff
niedermolekulare, antimikrobiell wirkende Verbindungen, die von der Wirtspflanze
synthetisiert werden und innerhalb bestimmter Wirtszellen akkumulieren, nach dem der
Wirt mit Mikroorganismen in Kontakt gekommen ist (PAXTON 1981). In verschiedenen

Pflanzenspezies wurden bereits Phytoalexine gefunden, darunter das Pisatin aus Erbse
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(PERRIN & BOTTOMLEY 1961) und das Resveratrol aus der Weinrebe (LANGCAKE & PRYCE

1976), um nur einige zu nennen.

Ihre Rolle als Resistenzfaktoren wurde durch Charakterisierung verschiedener Pathogen-
Pflanzen Interaktionen bewiesen, die zeigten, dass eine Korrelation zwischen der
Phytoalexinproduktion bzw. deren Fehlen und einer Resistenz bzw. einer erhohten
Anfilligkeit gegeniiber Pathogenen besteht (DERCKS & CREASY 1989, THOMMA et al.
1999).

Die Akkumulation der Phytoalexine vollzieht sich lokal nach der Pathogeninfektion
(LISWIDOWATI et al. 1991, JEANDET et al. 1995) bzw. korreliert positiv mit der Stirke der
Infektion. Sie ldsst sich aber auch durch andere Stressfaktoren wie UV-Licht oder
Verwundung induzieren (LANGCAKE & PRYCE 1976, ROMERO-PEREZ et al. 2001, JEANDET

et al 1993, JEANDET et al. 1995, SCHOPPNER & KINDL 1979).

Phytoalexine umfassen eine groBe Anzahl sehr unterschiedlicher Stoffklassen, die eine
antibiotische Wirkung gegen ein breites Spektrum pathogener Pilze und Bakterien

besitzen. Dazu gehoren vor allem Isoprenoide, Flavonoide und Stilbene (HELDT 1996).

1.3.1.1 Phytoalexine vom Stilbentyp

Das wohl am hiufigsten vorkommende Stilben ist das Resveratrol, das in einigen, nicht
miteinander verwandten Pflanzenspezies wie der Weinrebe (Vitis vinifera L.), der Erdnuss
(Arachnis hypogaea), im Klee (Trifolium L.) und im Knoterich (Polygonum cuspidatum)
synthetisiert wird (LANGCAKE & PRYCE 1976; INGHAM 1976, ARACHI et al. 1982). Das fiir
die Resveratrolsynthese verantwortliche Schliisselenzym ist die Stilbensynthase. Sie
katalysiert schrittweise die Kondensation eines Molekiils p-Cumaroyl-CoA mit drei

Molekiilen Malonyl-CoA unter Decarboxylierung und Abspaltung von CoA (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1 : Vergleich der Enzymreaktionen, die durch die Chalcon- und Stilbensynthase katalysiert
werden (nach HELDT 1996). Die Ausgangssubstrate zur Synthese des Chalcons und des Stilbens
sind p-Cumaroyl-CoA und drei Einheiten Malonyl-CoA.

Die beiden Ausgangssubstrate werden auch von der Chalconsynthase, die im
Phenylpropanstoffwechsel an der Flavonoid-Biosynthese beteiligt ist, als Substrate genutzt,
wodurch sie ubiquitdr im Pflanzenreich vertreten sind. Durch diese Tatsache stellen die
Stilbensynthasegene einen erfolgversprechenden Ansatz fiir die molekulare
Pflanzenziichtung dar. Allein der Transfer eines Stilbensynthase-Gens ist flir die
Biosynthese des neuen Phytoalexins Resveratrol in einem heterologen System ausreichend.
HAIN et al. (1990) bewiesen dies erstmals, als sie nach dem Transfer eines
Stilbensynthasegens aus Erdnuss (Arachis hypogaea) in Tabak die Resveratrol-Produktion
nachwiesen. Dass durch die heterologe Expression von Resveratrol eine erhohte
Pilzresistenz erreicht werden kann, konnte ebenfalls erstmals durch HAIN et al. (1993)
gezeigt werden. Transgene Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum), in die das
Stilbensynthasegen aus der Weinrebe (Vitis vinifera L.) tibertragen wurde, zeigten durch

die Resveratrolsynthese eine erhdhte Resistenz gegen Botrytis cinerea.
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Seitdem riickte die Stilbensynthase mehr und mehr ins Blickfeld der molekularen
Pflanzenziichtung. Bereits mehrfach wurde unter Anwendung gentechnologischer
Methoden die Stilbensynthase in heterologe Systeme transferiert, um die Abwehr zu
intensivieren und das Resistenzniveau der transgenen Pflanzen gegeniiber

phytopathogenen Pilzen zu erhdhen.

STARK-LORENZEN et al. (1997) transferierten die Stilbensynthase in Reis (Oryza sativa L.)
und konnten zeigen, dass der Stilbensynthase-Promotor auch in Monokotylen aktiv ist.
Erste Ergebnisse wiesen auf eine erhohte Resistenz der des transgenen Reises gegeniiber
Pyricularia oryzae hin. LECKBAND & LORzZ (1998) exprimierten die Stilbensynthase in
Gerste und Weizen, um eine gesteigerte Resistenz gegen fungale Krankheitserreger zu
erzielen. LIANG et al. (2000) transferierten die Stilbensynthase ebenfalls in Weizen und

konnten so teilweise die Resistenz der Pflanzen gegeniiber Mehltau erhdhen.

In transgenen Luzerne Pflanzen (Medicago sativa), die konstitutiv das Gen fiir die
Resveratrolsynthase aus der Erdnuss (Arachis hypogaea) exprimierten, fiihrte das
nachgewiesene Resveratrol-Glycosid zu einer erhdhten Resistenz gegeniiber dem Pilz
Phoma medicaginis (HIPSKIND & PAIVA 2000). Die Uberexpression eines chimiren
Stilbensynthase-Gens in transgenem Wein reduzierte die Symptomausprigung nach einer

Botrytis cinerea Infektion (COUTOS-THEVENOT et al. 2001).

In diesem Zusammenhang darf ein wichtiger Aspekt nicht unerwéhnt bleiben. Neben der
antifungalen Wirkung in Pflanzen tritt mehr und mehr auch die positive Wirkung von
Resveratrol auf die menschliche Gesundheit ins Blickfeld des Interesses. Vermehrt
erschienen Berichte iiber die kardioprotektive Wirkung von Resveratrol. Dieses auch als
,Franzosisches Paradoxon“ bekannte Phidnomen fiihrt das z.T. verhdltnisméaBig seltene
Auftreten von Herzerkrankungen bei bestimmten Bevolkerungen auf den hohen
Rotweinkonsum der jeweiligen Gruppen zuriick. Hierbei werden hemmende Effekte auf
die Thrombozytenaggregation (BERTELLI et al. 1995) und die Peroxidation des Low
Density Lipoproteins postuliert. Eine krebsvorbeugende Wirkung von Resveratrol wird
ebenfalls angenommen (NAKAGAWA et al. 2001). So inhibiert Resveratrol u.a die
Expression von Genen und die Aktivitit von Proteinen, denen eine Rolle bei der

Tumorgenese zugeschrieben wird (SUBBARAMAIAH et al. 1998, MANNA et al. 2000).

Diese gesundheitsfordernde Wirkung von Resveratrol veranlasste CANTOS et al. (2001) die
Induktion der endogen Stilbensynthase in Weintrauben durch UV-Bestrahlung zu

optimieren, um einen mdglichst hohen Resveratrolgehalt in diesem Nahrungsmittel
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verfiighar zu machen. In diesem Kontext gewinnt die Ubertragung von
Stilbensynthasegenen in Pflanzen neben dem Aspekt der Resistenzverbesserung eine ganz

neue Bedeutung in Hinblick auf die Erndhrung und die menschliche Gesundheit.

1.3.1.2 Polygalacturonase-inhibierende Proteine (PGIP)

Entscheidend bei der Pathogen-Pflanze-Interaktion ist die Invasion des pflanzlichen
Gewebes durch das Pathogen. Pilzliche Pathogene wie z.B. Botrytis cinerea degradieren
bei der Penetration pflanzlichen Gewebes Zellwdnde und Mittellamellen u.a. durch Endo-
oder Exopolygalacturonasen (JOHNSTON & WILLIAMSON 1992) und mazerieren so das

Gewebe.

Im Pflanzenreich weit verbreitet, wenn nicht sogar ubiquitdr, ist die Bildung
zellwandassoziierter (JOHNSTON et al. 1994; YAO et al. 1995a, POWELL et al. 2000)
Polygalacturonase-inhibierender Proteine (PGIP). IThnen wird auf Grund ihrer Fahigkeit zur
Interaktion mit pilzlichen Polygalacturonasen (PG) eine bedeutende Rolle in der

Pflanzenabwehr gegen phytopathogene Pilze zugeschrieben.

Die limitierende Wirkung der PGIPs auf die pilzliche Kolonisierung basiert zu einem auf
threr Aktivitdt als Inhibitoren und Regulatoren der PGs, zum anderen auf ihrer Fahigkeit,
die Akkumulation elicitor-aktiver Oligogalacturonide, die von den PGs aus der Zellwand
freigesetzt werden, zu beglinstigen und so weitere Abwehrreaktionen in der Pflanze zu
induzieren (DE LORENZO et al. 2001). Die PGIPs weisen in ihrer Struktur starke
Ahnlichkeiten zu bisher charakterisierten Produkten von Resistenzgenen auf. So findet sich
z.B. das Strukturmotiv leucin-reicher Wiederholungen. Dieses fiir die Protein-Protein-
Interaktion verantwortliche Strukturmotiv spielt durch seine Fahigkeit der spezifischen
Erkennung eine relevante Rolle sowohl in der Entwicklung als auch in der Abwehr der

Pflanzen.

Ein inhibierender Effekt verschiedener PGIPs auf fungale Polygalacturonasen wurde
bereits durch in vitro Tests festgestellt (YAO et al. 1995a, MULLER & GESSLER 1993,

JAMES & DUBERY 2001) und korrelierte auch mit Ergebnissen aus in vivo Systemen.

Nuss et al. 1996 stellten eine deutliche Korrelation zwischen der Resistenz von Phaseolus
vulgaris gegeniiber Colletotrichum lindemuthianum und einer erhohten Produktion von
PGIP im Vergleich zu einer anfilligen Sorte fest. Eine 20-fach erhohte Akkumulation von
PGIP korrelierte mit dem Auftreten einer hypersensitiven Reaktion bei der inkompatiplen

Interaktion, wéhrend eine verzogerte und lediglich 8-fach ansteigende PGIP-Synthese zur
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Ausprigung von Léasionen in der kompatiblen Interaktion fiihrte. Die erhohte Resistenz
unreifer Friichte der Himbeere (Rubus idaeus L.) gegeniiber Botrytis cinerea ging einher

mit einer verstarkten PGIP-Expression.

Polygalacturonase-inhibierende Proteine verschiedener Spezies wie z.B Apfel (YAO et al.
1995a und YAO et al. 1999), Tomate (STOTZ et al. 1994), Himbeere (WILLIAMSON et al.
1993, RAMANATHAN et al. 1997), Bohne (BERGMANN et al. 1994, DEVOTO et al. 1997,
DEVOTO et al. 1998, DESIDERIO et al. 1997, TOUBART et al. 1992, CERVONE et al. 1990),
Soya (FAVARON et al. 1994), Kiwi (SIMPSON et al. 1995) und Birne (STOTZ et al. 1993)
wurden bisher charakterisiert und z.T. kloniert. Sie teilen auf molekularer Ebene mehrere
Charakteristika, wie ein Signalpeptid zur Translokation in das Endoplasmatische
Reticulum. Das reife Polypeptid hat eine Grofe zwischen 300-315 Aminosduren mit
mehreren Glykosilierungssequenzen (DE LORENZO et al. 2001) und ist charakterisiert durch
ein sich wiederholendes Sequenz-Motiv aus Modifikationen eines 24-Aminosduren
groBBen, leucinreichem Peptids. Die meisten der bisher untersuchten PGIP-Gene sind Teil
einer Genfamilie innerhalb der Spezies und sind, bis auf wenige Ausnahmen wie z.B. ein

PGIP-Gen aus Himbeere, nicht durch ein Intron unterbrochen.

Die PGIP-Expression kann tempordr, gewebe- und entwicklungsspezifisch erfolgen. In
Birne (ABU-GOUKH & LABAVITCH 1983), Apfel (YAO et al. 1999) und Himbeere
(JOHNSTON et al. 1993) ist der PGIP-Gehalt in unreifen Friichten im Vergleich zu reifen

Friichten erhoht.

Die PGIP Expression wird oftmals auch durch Stress-Stimuli induziert. Die Behandlung
einer P. vulgaris Zellsuspension mit Elicitoren pflanzlichen oder pilzlichen Ursprungs
fiihrten zur Akkumulation von PGIP (BERGMANN et al. 1994), ebenso eine Verwundung
sowie eine Behandlung mit Salicylsdure. Die Akkumulation vollzieht sich vornehmlich
angrenzend von Verwundungsstellen bzw. Inokulumstellen (BERGMANN et al. 1994); so
wurden auch beim Apfel hohe PGIP-Transkriptionslevels angrenzend an Verletzungen und
Inokulationsstellen von Penicillium expansum und Botrytis cinerea detektiert (YAO et al.

1999).

PGIPs unterschiedlicher Pflanzen-Spezies und ebenso verschiedene PGIPs einer
Pflanzenspezies weisen unterschiedliche Sperzifititen auf. Sie differieren in ihrer
inhibierenden Aktivitdt gegeniiber PGs verschiedener Pilze (DESIDERIO et al. 1997; LECKIE
et al. 1999), aber auch gegeniiber unterschiedlicher PGs eines Pilzes (YAO et al. 1995a). So
konnten YAO et al. (1995) zeigen, dass ein Frucht-spezifisches PGIP aus Apfel vier
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verschiedene PGs von Botrytis cinerea unterschiedlich stark inhibierte. Ein aus Phaseolus
vulgaris isoliertes PGIP war nicht in der Lage mit einem PG aus Fusarium moniliforme zu
interagieren, jedoch mit PGs aus Aspergillus niger (DESIDERIO et al. 1997; LECKIE et al.
1999), wéhrend ein andereres, ebenfalls aus Phaseolus vulgaris stammendes PGIP, mit
beiden interagierte. PGIPs einer Pflanzenspezies inhibieren auch PGs von Pilzen, denen sie
in der Evolution nicht ausgesetzt waren (BERGER et al. 2000). Das Erkennungsvermdgen
der PGIPs ist jedoch sehr spezifisch gegen PGs fungaler Herkunft gerichtet, sie sind
ineffektiv gegeniiber bakteriellen oder pflanzlichen pektolytischen Enzymen (CERVONE et
al. 1990).

Die Spezifitit der PGIPs ist in leichten Variationen der Aminosdure-Sequenz (ASS)
begriindet (LECKIE et al. 1999, STOTZ et al. 2000). So differierten zwei Bohnen PGIPs in
threr Fahigkeit zur Interaktion mit PG aus Fusarium moniliforme und Aspergillus niger,
weil sich die ASS in 8 Aminosduren in der [-strand/f3-turn Region der leucin-rich repeats
(LRR) unterschied. Beim gegenseitigen Austausch der ASS wurde eine Umkehr der
Spezifitit erreicht (LECKI et al. 2000).

Die Bedeutung der Polygalacturonase-inhibierenden Proteine fiir die angewandte
Gentechnik liegt in ihrem Potenzial zur Resistenzverbesserung der Pflanzen gegeniiber
fungalen Schaderregern. Auf Grund der unterschiedlichen Spezifitdten verschiedener
PGIPs lisst sich durch Uberexpression eventuell das Resistenzniveau verbessern. POWELL
et al. (2000) konnten bereits durch die heterologe Expression eines Birnen PGIP in der
Tomate die Anfilligkeit gegeniiber Botrytis cinerea verringern. Die Ausprigung der
Léasionen und die damit verbundene Mazerierung des Gewebes wurde durch die PGIP-

Expression um 25% reduziert.

1.4 Konzeption der vorliegenden Arbeit

Die Erhohung der Resistenz ist eines der Hauptziele in der klassischen Apfelziichtung. In
der Anwendung gentechnischer Methoden liegt das Potenzial, durch den Transfer
monogen kontrollierter Faktoren das Repertoire der Abwehrmechanismen des Rezipienten
gezielt zu erweitern. Die Erweiterung des Phytoalexinspektrums durch die Expression der
Stilbensynthase und der damit verbundenen Synthese von Resveratrol oder die
Uberexpression eines heterologen PGIPs in Apfel stellen aufgrund des allgemeinen

Wirkungsprinzips eine gute Alternative zu den spezifischen Resistenzgenen dar.



Einleitung 12

Der zugénglichen internationalen Literatur und den Datenbanken konnte nichts iiber die
Existenz einer Stilbensynthase in Malus entnommen werden. Die Expression einer
Stilbensynthase in Apfel (Malus x domestica) und die damit verbundene Synthese eines
neuen Phytoalexins wird durch die Tatsache interessant, dass viele Pathogene ihre Virulenz
speziellen Phytoalexin-detoxifizierenden Mechanismen verdanken (GOETZ et al. 1999).
Die Konfrontation eines Pathogens mit einem neuen, unbekannten Phytoalexin konnte
somit in der Resistenz einer Wirtspflanze resultieren. Polyphenole, zu denen auch das
Resveratrol zéhlt, spielen im Allgemeinen bei der Resistenz von Apfel gegeniiber Venturia

inaequalis eine entscheidende Rolle (MAYR et al. 1997, PICINELLI et al. 1995).

Gene fiir PGIPs finden sich zwar auch im Apfelgenom, dennoch erscheint die heterologe
Expression eines neuartigen PGIP-Gens auf Grund der unterschiedlichen Spezifititen als

interessant, um die Pathogenabwehr positiv zu beeinflussen.

Das Ziel der Arbeit bestand daher darin, die Grundlagen zu schaffen, um das Potenzial
solch breit wirkender antifungaler Prinzipien zur Verbesserung der Pilzresistenz von Apfel
evaluieren zu konnen. Dazu sollten transgene Prototypen agronomisch bedeutender
Apfelsorten entwickelt werden, die die Stilbensynthase aus Vitis vinifera L. sowie das
PGIP-Gen aus Kiwi (Actinidia deliciosa) exprimieren. Als Objekte flir die vorliegende
Arbeit wurden die Apfelsorten Elstar, Gloster, Holsteiner Cox und Boskoop ausgewdhlt,

die besonders fiir Norddeutschland von grof3er wirtschaftlicher Bedeutung sind.

Es sollten zundchst sterile in vitro Kulturen etabliert werden, um genetisch identisches
Ausgangsmaterial in uneingeschidnktem Mafle zur Verfiigung zu haben. Voraussetzung fiir
die Anwendung des Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfers war zunichst
die Anpassung der sehr genotypspezifischen Regenerationssysteme (HANKE & FISCHER
1994) an die verwendeten Sorten. Im Anschluss sollten von mindestens einer der Sorten
jeweils eine Linie mit dem Stilbensynthasegen und eine Linie dem PGIP Gen aus Kiwi
entwickelt werden. Diese sollten eingehend beziiglich der Integration und Expression der

Gene molekular charakterisiert werden.

Auf Grund des interdisziplindren Charakters der Aufgabenstellung war die Arbeit eine
enge Kooperation zwischen dem Lehrgebiet Molekulargenetik und dem Institut fiir Obst-

und Gemisebau der Universitdt Hannover.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Autoklav Tuttnauer, Systec 5075 ELV

Brutschrénke Memmert, Modell 400; Sanyo, Incubator
MIR-153

Digitalkameras Zeiss, AxioCam und Canon PowerShot Pro70

Fluorometer BioRad

Gelapparatur BioRad

Geldokumentation Intas

Hybridisierungsofen H. Saur Laborbedarf

Kamera Pentax

Makroskop Wild M420

Mikroskop Zeiss, Axioplan und Axioplan 2

Photometer Pharmacia Biotech, Ultraspec 3000

Schiittler B. Braun, Certomat M

Sterilwerkbank Kojair

Thermocycler Biometra, T3

Transilluminator Vilber Lourmat

Waagen Sartorius, Handy und 3705

Zentrifugen Eppendorf 5415C; Kendro Megafuge 1.0R;
Sigma 302

2.1.2 Materialien

Filter Millipore

Plankton Zdhlkammer Hydro-Bios, Kiel

Perligran G Deutsche Perlite GmbH, Dortmund
Cellophanfolie Cellophan 325P; Piitz GmbH+Co Folien KG
Rontgenfilme Kodak

Nylonmembran Boehringer Mannheim

Plastikverbrauchsmaterial Roth, Greiner, Kitzel
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2.1.3 Reagenzien

2iP Duchefa
6-Benzylaminopurin Duchefa
Acetosyringon Roth
Agar Sigma
Benzimidazol Fluka
Bitek Agar Difco
Chloroform Roth
Combactam Pfizer
CTAB Roth
D(+)-Saccharose Roth
DIG Easy Hyb Roche
DIG Mix Roche
EDTA Roth
Ethanol (98%) CG-Chemikalien und Roth
GA; Duchefa
Gelrite Roth
Glucose Duchefa
Glufosinat-ammonium PESTANAL® Riedel-de Haén
Gluthation Duchefa
Glycerin Duchefa
Hefeextrakt Roth
8-Hydroxyquinoline Duchefa
IBA Duchefa
Isolamylalkohol Roth
Kanamycinsulfat Duchefa
Maleinsdure Sigma
Methanol Roth
Methylenblau Sigma
Murashige & Skoog Medium Duchefa

(Makro- und Mikrosalze incl. Vitamine)
(mod. van der Salm)

Myo-inositol Duchefa
Na3;VOyq4 Sigma
NAA Sigma
NaF Sigma
NaOAc Roth
NaOCl Roth
NaOH Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumhydroxid Roth

Pepton aus Casein Roth
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Pepton aus Casein, tryptisch verdaut Roth
Plant Agar Duchefa
Potato Dextrose Agar Difco
PVP 40 Sigma
Resveratrol Sigma
RNAse Quiagen
Saccharose Roth
SDS Roth
Sorbitol Duchefa
Thidiazuron Duchefa
Ticarcillin Duchefa
Tris-HCl Roth
Tween 20 Sigma

Spezielle Chemikalien, Enzyme, kits:

Anti-Digoxygenin-AP Fab fragments Roche

BamH1 MBI Fermentas

EcoR1 Fermentas

Sacl MBI Fermentas

Red Taq Sigma

Taq Polymerase Genecraft

CDPstar Roche

MMLV-RT Promega

RNAsin Promega

Extract-N-Amp '™ Plant PCR Sigma

Rneasy” Plant Mini Kit Quiagen

Fluorescent DNA Quantitation Kit BioRad

Anti DIG-AP-Konjugat Roche

Sonstiges:

Pflanzen-Substrat: TKS I und TKS II Floragard, Vertriebs GmbH f. Gartenbau
Wuxal® Aglukon, Spezialdiiber GmbH
2.14 Pflanzenmaterial

In der vorliegenden Arbeit wurden Reiser, sterile in vitro Kulturen sowie ex vitro Kulturen
der Apfelsorten Elstar, Holsteiner Cox (Typ Esselborn), Gloster und Boskoop (Typ
Schmitz Hiibsch und Typ Herr) verwendet. In vitro Kulturen der Sorte Elstar wurden
freundlicherweise =~ von  Frau Dipl.-Ing. A. Urbanietz, Bundesanstalt fiir
Zichtungsforschung, Ahrensburg, zur Verfiigung gestellt, die der anderen Sorten wurden

aus Freilandmaterial wie unter 2.2.2 beschrieben, etabliert.
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2.1.5 Bakterienstimme

2.1.5.1 Escherichia coli

NM522: supE44 thi-1 A (lac-proAB) A (mcrB-hsdSM) 5 (tKmK") F'[proAB lacl®
ZAM15].

Dieser Stamm wurde zur Vermehrung des Plasmides pHKvs? verwendet.

2.1.5.2 Agrobacterium tumefaciens

Fiir den Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Transfer des Stilbensynthasegens und des
PGIP-Gens wurde der Stamm EHA105 (HOOD ET AL. 1993) verwendet. EHA105 ist ein
entwaffnetes Derivat des super-virulenten Agrobacterium tumefaciens-Stamms A281 und
enthilt das Helferplasmid pEHA105 (abgeleitet vom Wildtyp Ti-Plasmid pTiBo542) in

einem C58 chromosomalen Hintergrund.

2.1.6 Pflanzenpathogene

2.1.6.1 Mehltau (Podosphaera leucotricha [EIl. et Ev.] Salm)

Die Einsporisolate B11 und FGDT6 von Podesphaera leucotricha wurden von Frau Dipl.
Ing. A. Urbanietz, BAZ Ahrensburg zur Verfligung gestellt. Der Pilz gehdrt zu den
Schlauchpilzen (Ascomyzeten) und ist ein obligater Parasit, der ausschlieBlich auf

lebendes Gewebe angewiesen ist.

2.1.6.2 Apfelschorf (Venturia inaequalis)

Versuche mit dem Apfelschorferreger Venturia inaequalis wurden mit dem Isolat 15
durchgefiihrt. Das Isolat wurde von Frau Dipl. Ing. K. Schulze (Institut fiir Gemiise- und
Obstbau, Abteilung Obstbau der Universitit Hannover) aus Lisionen von Elstar isoliert

(ScHULZE 2000) und zur Verfiigung gestellt. Der Pilz gehort zu den Ascomyzeten.
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2.1.7 Nukleinsduren

2.1.7.1 Oligonukleotide

Als Primer fiir die PCR-Analysen wurden Oligonukleotide der Firma Roth verwendet.
Folgende Primersequenzen wurden fiir den Nachweis verschiedener Gensequenzen

verwendet:

Tab. 2.1: Sequenzen der Primerpaare zum Nachweis verschiedener Gensequenzen.

Zielgen Name Primersequenz Produkt-
Grofle
Stilbensynthasegen RTvst sense 5'-TCTACCAGTCTGATTATGCTGA-3" 611 bp (DNA)
aus Vitis vinifera L. RTvst antisense | 5'-TCTTTAAGAGCCTTCAATGC-3" 255 bp (mRNA)
PGIP-Gen aus PGIP 31 5"-GAGTACTACTGCCATTTCCC-3"
Actinidia deliciosa 655 bp
PGIP 686 5'-GCGAGACATCAATCACTGTG-3"
Agrobakteriengenom PicAl 5"-ATGCGCATGAGGCTCGTCTTCGAG-3"
550 bp
PicA2 5'-GACGCAACGCATCCTCGATCAGCT-3"
bar-Gen aus bar sense 5'-GCAGGAACCGCAGGAGTGGA-3"
Streptomyces bar antisense | 5'-AGCCCGATGACAGCGACCAC-3' 264 bp
hygroscopicus
Kanamycinresistenzgen | Kan/bin 999 5-AAGATTATACCGAGGTATG-3"
267 bp

aphlll Kan/bin 1266 | 5"-CATTAGTCCATGCAAGTTT-3"

2.1.7.2 Zur Transformation eingesetzte Gene

Vst1-Gen aus Vitis vinifera L.: Das Genkonstrukt wurde freundlicherweise von Prof. Dr. R.

Hain, Bayer AG, zur Verfligung gestellt. Das vst1-Gen aus der Weinrebe (Vitis vinifera L.)
codiert fiir die Stilbensynthase. Das Enzym ist verantwortlich fiir die Synthese von
Resveratrol aus den Substraten p-Cumaroyl-CoA und Malonyl-CoA. Das zur
Transformation eingesetzte Gen steht unter der Kontrolle des eigenen wund-, UV- und
elicitorinduzierbaren vst/-Promotors. Der kodierende Bereich des Gens ist durch ein Intron

(1797-2153 bp) unterbrochen (Abb. 2.1).
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Primer RTvst1sense, Primer RTvst1 antisense,
1710 bp 2321 bp
: . /
Inron (1797-2153) | L 4 vst1-Gen
| |
[ | DNA
611 bn
I I mRNA
255 bp

Abb. 2.1: Genarchitektur des vst1-Gens mit Primerbindestellen.

PGIP-Gen aus Kiwi: Das PGIP-Gen aus Kiwi (Actinidia deliciosa) codiert fiir ein

Polygalacturonase-inhibierendes Protein (SIMPSON et al. 1995). Das Genkonstrukt wurde

freundlicherweise vom Scottish Crop Research Institute (SCRI) zur Verfiigung gestellt.

bar-Gen aus Streptomyces hygroscopicus: Das bar-Gen (THOMPSON et al. 1987) wurde als

selektives Markergen eingesetzt. Das Selektionssystem basiert auf der Wirkung von
Phosphinotricin (auch bekannt als ,,Glufosinat), dem aktiven Agens des Totalherbizids
Liberty®. Das Herbizid ist ein Strukturanalogon der Aminosdure Glutaminsdure und wird
zundchst kompetetiv und dann irreversibel am Substratbindeort der Glutaminsynthetase
gebunden (Hock et al. 1995, S. 170). Bei dem Ausfall des Enzyms héuft sich giftiges
Ammoniak in der Pflanzenzelle an und fiihrt zum Absterben der Zelle. Das bar-Gen
codiert fiir die Phosphinotricinacetyltransferase. Dieses Enzym fiihrt durch Acetylierung
zur chemischen Inaktivierung von PPT, welches dann nicht mehr die Glutaminsdure von

der Glutaminsynthetase verdringen kann.

2.1.7.3 Binire Vektoren

pHKvst (Abb. 2.2): Das Plasmid wurde von Dr. H. Kiesecker hergestellt (KIESECKER
1999). Es basiert auf dem Vektor pGPTV (BECKER ET AL. 1992), ein Derivat des pBIN19.

pHKvst enthédlt zwischen der linken und rechten Bordersequenz der T-DNA das
Stilbensynthasegenl (vstl) aus Vitis vinifera L. unter der Kontrolle des eigenen vstl-
Promotors sowie das bar Gen aus Streptomyces hygroscopicus, reguliert durch den nos-

Promotor.
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Ausserhalb der T-DNA ist das aphAIll (=nptlll) Gen lokalisiert. Es stammt aus
Enterococcus faecalis und codiert fiir eine Amino-glycosid-3"-Phosphotransferase des
Typs III, die eine Resistenz gegen Kanamycin, Neomycin, Amikacin und weiteren

Substanzen dieser Klasse verleiht.

Die GroBe des Plasmids betrdgt 15 353 bp.

Tg7pA S. hygroscopicis Vitis vinifera L.
K 18 re

Abb. 2.2: Fiir die Apfeltransformation verwendete Plasmide: T-DNA von pHKvst.

pSCP2 (Abb. 2.3): pSCP2 wurde freundlicherweise vom Scottish Crop Research Institute
(SCRI) zur Verfiigung gestellt. Das Plasmid basiert ebenfalls auf dem Vektor pGPTV
(s.0.). Die T-DNA (Abb. 2.3) enthélt das PGIP-Gen (Polygalacturonase-inhibierende

Proteine) aus Kiwi (Actinidia deliciosa) unter der Kontrolle des konstitutiven doppelten
35S Promotors, und das selektierbare Markergen bar, ebenfalls reguliert durch einen

konstitutiven Promotor (nos). Das Plasmid hat eine GréBe von 12 747 bp.

p SCP2 LB — Tg7pA S.h ygg):;:opicis Actfndef’aG <|1sliciosa p35S p35S RB

Abb. 2.3: T-DNA des Vektors pSCP2.

2.1.74 DNA-Lingenstandard

Im molekularbiologischen Teil der vorliegenden Arbeit wurden folgende DNA-

Langenstandards eingesetzt:

- 100bp+ Leiter von Fa. MBI Fermentas mit DNA-Fragmenten der GroB3e:

3000 bp/2000 bp/1500 bp/1200 bp/1031 bp/900 bp/ 800 bp/700 bp/600 bp/500 bp/400 bp/ 300 bp/

200 bp/100 bp.

- DNA Molecular Weight Marker 11, DIG Labeled der Fa. Roche mit DNA-
Fragmenten der Grofe:
23 130 bp/9416 bp/6557 bp/4361 bp/2322 bp/2027 bp/564 bp und 125 bp.

Vor der Verwendung wurden 6 ul des Markers mit 14 ul H,O verdiinnt und mit 5
ul 6 x Probenpuffer (2.2.9.4) versetzt.



Material und Methoden 20

2.1.8 Medien

2.1.8.1 Bakterienmedien
YEP-Medium wurde fiir die Anzucht von Agrobacterium tumefaciens bei 28°C eingesetzt:

Hefeextrakt 1,0% (w/v)
Pepton oder Trypton 1,0% (w/v)
NacCl 0,5% (W/v)

Zur Selektion erfolgte eine Zugabe von 50 mg/l Kanamycin.

LB-Medium wurde fur die Anzucht von E.coli-Bakterien bei 37°C verwendet:

Hefeextrakt 0,5% (w/v)
Pepton oder Trypton 1,0% (w/v)
NaCl 1,0% (w/v)

2.1.8.2 Basismedium fiir die Pflanzenkultur

Als Basismedium fiir die pflanzliche in vitro Gewebekultur wurde, wenn nicht anders
angegeben, das Medium nach MURASHIGE & SKOOG (1962) verwendet, auch wenn dies
nicht den Originalmedien einiger Publikationen entsprach. Es wurde als Fertigmischung

von der Firma Duchefa bezogen.

In der ,,Van der Salm Modifikation* des Murashige & Skoog Mediums (Duchefa) wurde
FeNaEDTA durch FeEDDHA (96 mg/l) als Eisenquelle ersetzt.

Die spezielle Zusammensetzung der Medien fiir die verschiedenen Anwendungen ist den

entsprechenden Kapiteln der Methoden zu entnehmen.

2.1.9 Selektives Agens

Zur Selektion transgener Zellen wurde das Totalherbizid Glufosinat-Ammonium
(Liberty™) der Fa. Riedel-de Haén eingesetzt. Der herbizide Wirkstoff ist das L-Isomer
Phosphinotricin (PPT) (Hock et al. 1995, S.170). In der vorliegenden Arbeit werden beide
Begriffe synonym verwendet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Sterilisation

Sédmtliche Arbeiten an in vitro Kulturen wurden unter sterilen Bedingungen an einer
Werkbank (Laminar Air Flow) durchgefiihrt. Alle Arbeitsmaterialien, Kulturmedien und
Reagenzien wurden je nach Beschaffenheit vor ihrer Verwendung autoklaviert,
sterilfiltriert oder abgeflammt. Thermolabile Substanzen wie Antibiotika und einige
Hormone (Herstellerangaben) wurden sterilfiltriert (Millipore-Filter; Porengrofe 0,22 pm)

und nach dem Autoklavieren den handwarmen Medien zugefiigt.

2.2.2 Etablierung steriler Sprosskulturen

Als Ausgangsmaterial fiir die Etablierung steriler in vitro Kulturen wurden Reiser der
Apfelsorten Holsteiner Cox Typ Esselborn, Boskoop Typ Schmitz Hiibsch bzw. Typ Herr
und Gloster verwendet, die vom Pflanzenschutzamt in Hannover und vom Institut fiir
Gemiise- und Obstbau der Universitit Hannover aus dem Versuchsgebiet in Ruthe zur
Verfiigung gestellt wurden. In Abhéngigkeit von der Jahreszeit wurden entweder noch
geschlossene  Winterknospen oder junge Friihjahrsaustriebe als Ausgangsmaterial

verwendet.

Die Winterreiser wurden zundchst in Nodalsegmente zerteilt und der unten genannten
Sterilisation unterzogen. Die noch geschlossenen Winterknospen hatten eine Gréf3e von 1-
2 mm und bestanden aus einem Meristem, das von einigen Blattprimordien umhiillt war.
Diese wurden weitestgehend entfernt und das freigelegte Meristem wurde auf das Medium

aufgelegt.

Bei den Friihjahrsreisern wurden nur die jungen, unverholzten Austriebe verwendet. Nach

Entfernung der Blétter wurden auch diese zerkleinert, pro Stiick eine Achselknospe.

Die Sterilisation erfolgte wie folgt: ca. 1 h unter flieBendem Wasser, 1 min in 70%
Ethanol, 15 min in 3% bzw. 10% NaOC]I. Das Ethanol sowie das NaOCI enthielten einige
Tropfen Tween 20 um eine vollstdndige Oberflichenbenetzung zu erreichen. Das NaOCl

wurde durch 3-maliges Waschen mit sterilem H,Ogqe entfernt.

Bei den Achselknospen der Friihjahrsaustriebe wurden die durch das NaOCI geschéddigten

Schnittkanten nochmals entfernt. Die Reisersticke wurden wie ein Y in das Medium
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gesteckt. Die Kultur erfolgte in den ersten Tagen in 24-Well-Platten, die eine separate
Kultur ermdglichen. Kontaminationen und Verbrdunungen blieben so auf die jeweils
betroffenen Explantate beschrankt. Die spitere Kultur erfolgte wie unter 2.2.3 beschrieben,;
zur Inkulturnahme wurde entweder das Medium mod. nach PERALES ET AL. (1993), dessen
Bestandteile aus Tab. 2.3 hervorgehen, oder das Préparationsmedium nach

SRISKANDARAJAH et al. (1990), Tab. 2.2, verwendet.

Tab. 2.2: Medium fiir die Inkulturnahme der Apfelpflanzen.

Medienbestandteile Priparationsmedium mod.

nach Sriskandarajah et al.
(1990)

MS Salze incl. Vitamine [g/1] 4,4

Sorbitol [%] 3

Myoinositol [g/1] 0,1

BAP [uM] 44

2iP [uM] 14,7

NAA [uM] 0,5

Bitek Agar [%] 0,8

pH 5,6-5,8

Methoden zur Verminderung der Verbraunung:

Zur Verminderung der durch Oxidation von Polyphenolen verursachten Verbrdunung

wurden verschiedene Methoden angewendet:

- Uberschichtung der Explantate mit 8-Hydroxy-quinolinol-sulfate (LAIMER DA CAMARO

MACHADO et al. 1991)
- Dippen der Explantate in Gluthation (NOMURA et al. 1998)
- Zusatz von 2% PVP zum Kulturmedium (CHRISTIANSEN & FONNESBECH 1975)

- Haufiges Umsetzen der Explantate auf frisches Medium bei beginnender Verbraunung

(miindliche Mitteilung von A. Urbanietz).

2.2.3 Kulturfithrung und Mikropropagation

Die Kultur der etablierten Sprosse erfolgte bei einer Temperatur von 25£1°C und einem

Licht/Dunkel-Rhythmus von 16/8h. Samtliche Sprosskulturen wurden im 4-Wochen-
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Rhythmus subkultiviert, indem die Sprosse vereinzelt und auf frisches Medium tiberfiihrt

wurden. Die verwendeten Medien zur Mikropropagation sind Tabelle 2.3 zu entnehmen.

Tab. 2.3: Vermehrungsmedien fiir die in vitro Kulturen.

C1 Perales- Puite & Shaart
Vermehrungsmedium  Vermehrungsmedium

(1996)
MS Salze incl. Vitamine [g/1] 4,4 4,4 -
MS Salze incl. Vitamine [g/1] - - 4.4
Mod. Van der Salm
Saccharose [%] 3 3 3
Myoinositol [g/1] 0,1 0,1 0,1
BAP [uM] 4.4 3,1 3,1
IBA [uM] 0,5 - -
NAA [uM] - 0,5 -
GA; [uM] - 2,8 -
Plant Agar [%] 0,8 0,8 0,8
pH 5,6-5,8 5,6-5,8 5,6-5,8
Elstar X X
Holsteiner Cox X
Gloster X
Boskoop X
2.24 Regeneration aus Blattmaterial

2241 Versuchsaufbau und -auswertung

Zur Entwicklung, Etablierung und Optimierung der Regeneration aus Blattmaterial der
Sorten FElstar, Holsteiner Cox, Gloster und Boskoop wurden verschiedene Medien
hinsichtlich ihrer Effektivitdt zur Sprossinduktion getestet. Die Explantate wurden von den
vier jlingsten, vollig entfalteten Bldttern 4-Wochen alter unbewurzelter in vitro Sprosse
gewonnen. Die Petiole und der Apex der Blitter wurden entfernt, sodass ein Blattstiick mit
zwei Schnittkanten iibrig blieb. Die Blétter wurden mit der Oberseite auf das Medium
aufgelegt und zunichst zwei Wochen in volliger Dunkelheit bei 25°C, im Anschluss bei
der gleichen Temperatur im Licht-Dunkel-Rhythmus von 16/8h kultiviert. Nach einer 6-
wochigen Phase auf Induktionsmedium (Tab. 2.4) wurden die Explantate fiir weitere 2-3
Wochen auf Elongationsmedium (Tab. 2.5) tiberfiihrt. Im Laufe des gesamten Versuches

wurde das Medium im 2-Wochen-Rhythmus gewechselt, um eine optimale Versorgung des
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Gewebes zu gewdhrleisten. Die Auswertung erfolgte zwischen der achten und neunten

Woche

nach Kulturbeginn.

Folgende

Regenerationseffektivitit herangezogen:

Kriterien wurden

zur

Beurteilung  der

- Regenerationsrate, d.h. die Anzahl der Explantate, die Sprossregeneration zeigten. Die

Angaben erfolgten in Prozent.

- Anzahl der Sprosse pro Explantat. Es wurde die durchschnittliche Anzahl ermittelt,

wobei in der Berechnung nur die Explantate beriicksichtigt wurden,
Sprossregeneration zeigten. Es wurden also keine Nullwerte einbezogen.
2.24.2 Medien
Tab. 2.4: Regenerationsmedien zur Sprossinduktion an Blattexplantaten.
Medien- TDZ- TDZ- Grafe & Grafe & Puite & DeBondt et
bestandteile Reihe Reihe mit Wricke (1998)  Wricke (1998) Shaart al. (1994)
mit NAA mod. mod. (1996)
IBA Mit NaOrth. mit NaF
MS Salze incl. 4,4 ¢/1 4,4 g/l 4,4 g/l 4,4 g/1 4,4 g/l 4.4 ¢/1
Vitamine
Sorbitol 3% (Wiv) 3% (wW/v) - - 3% (W/v) -
Saccharose - - 3% (W/v) 3% (W/v) - 2% (W/v)
Myoinositol 0,1 g/l 0,1 g/1 - - - 0,1 g/1
TDZ 3,5,7,10, 1,3,5,7, 0,9 uM 0,9 uM 24,9uM 22,7 uM
15,20 und 10, 15,20
25 uM und 25

uM
2iP - - - - - 9,8 UM
NAA 0,5 uM - - - 0,5 uM -
IBA - 1 uM 0,5 uM 0,5 uM - 1,2 uM
GA; - - - - - 0,28 uM
Natriumfluorid - - - 100 pM - -
Natriumortho- - - 75 uM - - -
vanadate
Plant Agar - - 1,1% (w/v) 1,1% (w/v) - -
Gelrite 0,3% (W/v) 0,3% - - - 0,25%

(W/v) (W/v)
pH-Wert 5,6-5,8 5,6-5,8 5,6-5,8 5,6-5,8 5,6-5,8 5,6-5,8
Elstar X X X X X
Holsteiner Cox X
Gloster X
Boskoop X

die
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Tab. 2.5: Zusammensetzung des Elongationsmediums.

Medienbestandteile Elongationsmedium mod. nach
Puite & Shaart (1996)
MS Salze incl. Vitamine [g/1] 4,4
Saccharose [%] 3
BAP [uM] 4,4
GA; [uM] 0,28
Plant Agar [%] 0,8
pH 5,6-5,8
225 Bewurzelung

Zur Ermittlung eines optimalen Bewurzelungsmediums wurden verschiedene Medien mit
unterschiedlichen Auxinen (NAA und IBA) und Auxinkonzentrationen getestet (Tab. 2.6
und 2.7). Vier-Wochen alte in vitro Sprosse wurden vereinzelt, auf die
Bewurzelungsmedien iiberfiihrt und nach vierwdchiger Kultur auf dem jeweiligen Medium
bonitiert. Die Effektivitit der Medien zur Wurzelinduktion wurde unter Beriicksichtigung
folgender Kriterien beurteilt: Anzahl der Wurzeln und durchschnittliche Lénge der
gebildeten Wurzeln. Diese Parameter wurden als Boniturklassen zusammen gefasst, in die

jeder Spross eingeordnet wurde.

Die Zusammensetzungen der verschiedenen Bewurzelungsmedien sind den Tabellen 2.6

und 2.7 zu entnehmen.

Tab. 2.6: Basismedium fiir die Bewurzelung.

Medienbestandteile Basismedium fiir die Bewurzelung
MS Salze incl. Vitamine [g/1] 4,4

Myoinositol [g/1] 0,1

Saccharose [%] 3

Plant Agar [%] 0,7

pH-Wert 5,8

Tab. 2.7: Verwendete Auxine und deren Konzentrationen zur Wurzelinduktion.

Auxin BO Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 BS B9 BI0 BIl BI2
NAA[LM] | - 075 15 3 6 9 12 - - - - ; -
IBA [uM] - - - - - . . 07515 3 6 9 12
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In die Bewurzelungsversuche der Sorte Elstar wurde ein nach PUITE & SHAART (1996)
modifiziertes Medium zusitzlich in die Untersuchungen einbezogen. Es enthielt MS-Salze

incl. Vitamine, 3% Saccharose, 7,3 uM IBA und 0,6% Plant Agar.

2.2.6 AKklimatisierung/ Kultur im Gew:ichshaus

Die Akklimatisierung der Pflanzen an ex vitro Bedingungen erfolgte nach der
Bewurzelungsphase. Die Sprosse wurden nach Sduberung der Wurzeln mit Wasser in
TKSI-Substrat iiberfiihrt. Das Substrat wurde ca. 3:1 mit Perligran G® gemischt, einem
Hilfsstoff aus Perlit, der durch das Luftporenverhiltnis den Luft- und Wasserhaushalt des
Substrates reguliert. Durch eine vorldufige Abdeckung der Pflanzen mit einer Plastiktiite
oder Plastikabdeckungen wurde zunéchst eine hohe Luftfeuchtigkeit gewihrleistet, die
nach und nach durch Steigerung der Luftzufuhr reduziert wurde, bis die Pflanzen
vollkommen akklimatisiert waren. Im spéteren Verlauf der Gewéchshauskultur wurden die
Pflanzen in TKSII-Substrat (3:1 gemischt mit Perligran G®) iberfiihrt. Die Kultur der
akklimatisierten ~Pflanzen erfolgte im Gewédchshaus bei einem 16/8h Licht-
Dunkelrhythmus. Eine ausreichende Nihrstoffversorgung der Pflanzen wurde durch

regelmiBiges Diingen mit 2%o Wuxal®” gewihrleistet.
2.2.7 Pflanzentransformation

2.2.71 Kultur, Anzucht und Aufreinigung der Agrobakterien fiir die
Pflanzentransformation

Eine langfristige Lagerung der Agrobakterien erfolgte in Form von Glycerinstocks (850 pl
Bakterien + 150 pl Glycerin) bei —80°C. Fiir die Transformationen wurden UNK
verwendet. 25 ml YEP-Medium wurden mit 250 pl Bakterien inokuliert. Die Bakterien des
Stammes EHA105 tragen eine Resistenz gegen das Antibiotikum Kanamycin auf den
bindren Plasmiden, sodass dieses Antibiotikum in einer Konzentration von 50 mg/l zur
Selektion bei der Anzucht verwendet wurde. Die Inkubation erfolgte unter Schiitteln (240
rpm), bei einer Temperatur von 28°C {iber Nacht. Zur Aufreinigung der Bakterien wurde
eine Zentrifugation (12 min, 3600 x g) durchgefiihrt. Das Pellet wurde anschlieend in
MS-Medium resuspendiert und auf eine ODgyy von 0,8 eingestellt. Diese Suspension wurde
fir die Transformation eingesetzt. Zur Aktivierung der vir-Region der Agrobakterien

wurde 100 pM Acetosyringon eingesetzt.
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2.2.7.2 Transformationsmethode

Die Transformation der Apfelpflanzen erfolgte nach der ,,Blattstreifen Methode* durch
Kokultivierung mit Agrobacterium tumefaciens. Es wurden jeweils die 4 jiingsten, vollig
entfalteten Blétter vier-Wochen alter in vitro Sprosse verwendet. Die Blétter wurden in
Streifen geschnitten; Apex und Petiole wurden verworfen. Die Explantate wurden zunéchst
in MS-Medium gesammelt, anschlieBend wurde dieses durch die Agrobakterien-
Suspension ersetzt (2.2.7.1). Die Explantate wurden unter leichtem Schiitteln fiir 10 min in

der Bakteriensuspension inkubiert.

Nach kurzem Abtrocknen auf sterilem Filterpapier wurden die Explantate mit der
adaxialen Seite auf das Regenerationsmedium aufgelegt und fiir 3 Tage im Dunkeln bei
25°C mit den Agrobakterien cokultiviert. Zur Eliminierung der Agrobakterien nach der
Cokultur wurden die Explantate zunichst 2 x 15 min in sterilem H,Ogc, anschlieBend fiir
weitere 15 min in hormonfreiem fliissigen MS-Medium mit 150 mg/l Ticarcillin unter

Schiitteln gewaschen.

2.2.8 Selektion und Regeneration transgener Pflanzen

Die Regeneration der transformierten Explantate erfolgte wie unter 2.2.4. angegeben. Ein
erneutes Auswachsen der Agrobakterien wiahrend der Kulturphase wurde durch den Zusatz
von Antibiotika verhindert. Zu Beginn der Arbeit wurde 300 mg/l Cefotaxim eingesetzt, im
spateren Verlauf wurden Ticarcillin (direkt nach Cokultur 150 mg/l, im Laufe der weiteren
Kultur Erniedrigung auf 100 mg/l) und Combactam (50 mg/l) verwendet. Diese
Kombination wurde gewdhlt, da es sich bei dem Antibiotikum Tircacillin um ein 8-
Lactam-Antibiotikum handelt, dessen Wirkungsweise durch Inhibierung der bakteriellen
Zellwandsynthese gekennzeichnet ist. Um eine Inaktivierung des Antibiotikums durch B-
Lactamasen zu vermeiden, wurde zusitzlich der B-Lactamase-Inhibitor Combactam,

dessen aktive Substanz die Clavulanséure ist, eingesetzt.

Desweiteren wurde zur Unterdriickung des Agrobakterienwachstums eine Kombination

aus 50 mg/1 Ticarcillin und 0,2% PPM™ (Plant Preservative Mixture) getestet.

Bei einigen transgenen Kulturen wurden im spdteren Verlauf der in vitro Kultur komplett

auf den Einsatz von Antibiotika verzichtet.

Bei der Selektion der transgenen Zellen nach der Transformation wurden zwei

unterschiedliche Strategien der Selektion verfolgt: Zum Einen wurde das selektive Agens
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direkt nach der Cokultur appliziert, wobei die Konzentration von PPT kontinuierlich auf
eine Konzentration von 10 mg/l gesteigert wurde; andererseits wurden zundchst Sprosse
ohne Selektionsdruck regeneriert und im Anschluss der Selektion unterworfen. Auch hier
wurden steigenden Konzentrationen bis zu einer Hochstmenge von 10 mg/l PPT, oder aber
direkt 10 mg/l verwendet. Die Mikropropagation und Bewurzelung der transgenen

Pflanzen erfolgte unter kontinuierlichem Selektionsdruck mit 10 mg/1 PPT.

2.2.9 Molekularbiologische Methoden

2.2.9.1 Isolation von Nukleinsiduren

2.2.9.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Plasmide als Positiv-Kontrolle fiir die PCR und die Southern Blot Analysen wurden mit

der Minipriparationsmethode aus E.coli isoliert.

2 ml einer Bakterien UNK (37°C, 200 rpm) wurden durch fiinfminiitige Zentrifugation bei
8050 x g pelletiert und in 200 ul Losung A resuspendiert. Nach einer 15-miniitigen
Inkubationszeit wurde der Ansatz mit 400 ul Losung B und 300 ul Losung C gemischt und
15 min auf Eis inkubiert. Durch zweimaliges Zentrifugieren (10 min, 8050 x g) wurden
Zellreste sedimentiert. 800 pl des Uberstandes wurden zur Prizipitation der DNA mit 600
ul Isopropanol versetzt. Die DNA wurde durch einen weiteren Zentrifugationsschritt
pelletiert und in 200 pl Losung D resuspendiert. Die durch Zugabe von 400 pl EtOH,ps,
erneut gefillte DNA wurde durch 10-miniitige Zentrifugation (8050 x g) sedimentiert,
anschlieend getrocknet und in 50 pl TE-Puffer (+1 mg/ml RNAse) oder 50 ul H,O

aufgenommen.

Losung A Losung B
Tris HCl pH 8,0 15 mM NaOH 0,2M
EDTA 10 mM SDS 1%
Glucose 50 mM

Losung C Losung D
NaOAc 4,8 IiM NaOAc pH 7 0,1 M

TrisHCIpH 8,0 0,05M
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2.2.9.1.2 Isolierung von Gesamt-DNA aus Pflanzen

Zur Isolation der Gesamt-DNA aus Pflanzen wurde das DNA-Isolationsverfahren nach
DOYLE & DOYLE (1990) angewendet. Ungefdhr 1 g Pflanzenmaterial wurde unter
fliissigem Stickstoff gemorsert. Das so entstandene Pulver wurde in 10 ml CTAB-Puffer,
welcher zuvor im Wasserbad auf ca. 65°C erwdarmt wurde, aufgenommen und
anschlieend fiir 30 min bei 65°C inkubiert. Zur Extraktion wurde gleiches Volumen an
CI-Mix hinzugefiigt, kurz kréftig geschiittelt und anschlieend fiir 10 min bei (3500 x g)
zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde in ein neues Falcon Tube tiberfiihrt und ggf. erneut
mit CI-Mix aufgereinigt. Die DNA-Prizipitation erfolgte durch Zugabe von 2/3
Volumenanteil eiskaltem Isopropanol. Nach einer 10-miniitigen Zentrifugation bei 3500 x
g wurde das Pellet mit Waschpuffer gewaschen. Zur Entfernung verbliebener RNA wurde
das Pellet in 3 ml TE-Puffer mit 50 pg/ml RNAse und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Nach
Zugabe von 1 ml 7,5 M NH4Ac erfolgte die zweite Fillung durch Zugabe von 7,5 ml
EtOH. Nach Pelletierung der DNA wurde sie getrocknet und in TE oder Tris Puffer
aufgenommen und kurzfristig bei —20°C bzw. langfristig bei —80°C gelagert.

Losungen und Puffer fiir die DNA-Isolation:

CTAB-Puffer Wasch-Puffer
CTAB 3% EtOH-abs. 76% (v/v)
NaCl 1,4 M Ammoniumacetat 10 mM
3-MercaptoEtOH 0,2%
EDTA 20 mM
Tris-HCI pH 8,0 100 mM TE-Puffer (+RNAse)
PVP (soluble) 0,5% Tris-HCIL, pH 8,0 10 mM

EDTA 1 mM

CTAB und Mercaptoethanol wurden (RNAse 50pg/ml)

nach dem Autoklavieren hinzugefiigt

24:1 CI-Mix
Chloroform 23 ml
Iso-amylalkohol 1 ml

2.2.9.1.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen

Die Isolation von Gesamt-RNA aus den Apfelpflanzen erfolgte mit dem RNeasy® Plant-
Mini Kit der Firma Quiagen laut Angaben des Herstellers.
2.2.9.2 cDNA-Synthese

Um die RNA mit Hilfe der PCR untersuchen zu koénnen, wurden aus den mRNAs der
Probe der Gesamt-RNA cDNAs generiert. Dazu wurden 5 pg der isolierten RNA mit 100
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pmol Oligo dT-Primern versetzt und mit DEPC-H,O auf ein Gesamtvolumen von 13 pl
gebracht. Nach einer 10-miniitigen Erwérmung bei 70°C wurden die Proben mit jeweils 4
ul des 5-fachen RT-Puffers (Promega), 1 pul RNAsin ([Promega] zur Inhibierung von
RNAsen) und 10 mM dNTPs versetzt und fiir 1 min bei 37°C erwarmt. Die reverse
Transkription erfolgte durch Zugabe von 1 pl der RNA-abhéngigen DNA Polymerase
MMLV-RT (Promega) innerhalb 1 h bei 37°C.

2293 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

2.2.9.3.1 Fluorimetrische Bestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte mit dem Fluorescent DNA Quantitation
Kit der Firma BioRad. Die Methode beruht auf der spezifischen Bindung des Farbstoffes
Hoechst 33258 (Bisbenzimide) an AT-reiche Regionen und einer damit verbundenen

Veranderung der Fluoreszenz.
Die Messung der DNA-Konzentration wurde wie folgt durchgefiihrt:
- 1000 ng Kalbsthymus-DNA wurden zur Kalibrierung des Fluorometers verwendet.

- Eine Messkiivette wurde mit 2 ml der Farbstofflosung und 1 oder 2 ul der zu
analysierenden DNA gefiillt. Die Losungen wurden gemischt und am Fluorometer

gemessen.

2.2.9.3.2 Photometrische Messung

Die Quantifizierung der Gesamt-RNA erfolgte spektralphotometrisch durch Messung der
Extinktion bei A = 260 nm. Es besteht folgende Korrelation zwischen optischer Dichte
(OD) und RNA-Konzentration:

RNA-Konzentration = (ODy¢ - V£ - 40) ng/ml

Zur Bestimmung der Reinheit der RNA-L6sung wurde gleichzeitig die OD bei A = 280 nm
gemessen. Fiir reine RNA gilt: ODy60/OD5go = 1,9-2,0.



Material und Methoden 31

2.294 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte durch eine Horizontal-Elektrophorese in einem 1-
2%igen Agarosegel (w/v in 1 x TAE-Puffer). Die Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer durch
Aufkochen in einem Mikrowellengerét gelost, nach dem Abkiihlen auf ca. 50°C mit 0,5
pg/ml Ethidiumbromid versetzt und in einen Geltréger ausgegossen. In die noch fliissige
Agarose wurde ein Probentaschenkamm eingesteckt. Die DNA wurde vor dem Auftragen
mit 1/6 6xProbenpuffer versetzt, anschliefend unter TAE-Puffer in die Taschen des Gels
geladen. Die Elektrophorese wurde bei 4,5-6 V pro cm Elektrodenabstand durchgefiihrt.

Zur Ermittlung der FragmentgroBen wurden 4-6 pl des 100bp+ DNA-Léngenmarkers
verwendet. Die DNA wurde durch UV-Anregung und der dadurch entstehenden
Fluoreszenz des in die DNA interkalierten EtBr sichtbar gemacht und mit Hilfe eines

Videoprinters dokumentiert.

TAE-Puffer (50x):

40 mM Tris-Ac pH 7,5
20 mM Eisessig
1 mM EDTA

6x Probenpuffer

25% (w/v) Ficoll 40

50 mM EDTA

0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylen-Cyanol FF

2.2.9.5 Methoden der PCR

2.2.9.5.1 PCR mit isolierter DNA

Jeweils 1 ul isolierte DNA wurden in einem 25 pul PCR-Ansatz verwendet. Die Menge der
eingesetzten Substanzen sowie die Amplifikationsbedingungen fiir die verschiedenen

Targetsequenzen sind den folgenden Tabellen zu entnehmen.
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Tab. 2.8: Eingesetzte Substanzen fiir die PCR.

Volumen pro Ansatz [pl]

Konzentration Taq Red Taq
HyOreingt 17,37 17,5
Puffer 10x 2,5 2,5
25 mM MgCl, 1 -

5 mM dNTP 1 1
15 pM Primer A 1 1
15 pM Primer B 1 1
Taq 0,13 1

Tab. 2.9: Bedingungen fiir die Amplifikation spezifischer Fragmente des vstI-Gens, des bar-Gens und

des aphlIIl-Gens.

Temperatur [°C] Zeit[s] Zyklen
Denaturierung vor dem ersten Zyklus 94 60
Denaturierung 94 45
Annealing 60 45 30x
Elongation 72 45
Elongation nach dem letzten Zyklus 72 300
Endtemperatur 4 -

Tab. 2.10: Amplifikationsbedingungen der PGIP-PCR.

Temperatur [°C]  Zeit [s] Zyklen
Denaturierung vor dem ersten Zyklus 94 300
Denaturierung 94 90
Annealing 56 90 30 x
Elongation 72 90
Elongation nach dem letzten Zyklus 72 300
Endtemperatur 4 -
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2.29.5.2 PCR mit denaturierten Agrobakterien

Als Positiv-Kontrolle zum Nachweis Agrobakterien-spezifischer DNA wurde 1 ml des
Glycerinstocks oder einer UNK von Agrobacterium tumefaciens fiir 5 min auf 95°C
erhitzt. Davon wurde 1ul als Template in der PCR eingesetzt. Die Amplifikation eines
spezifischen Fragments der Agrobakterien-DNA mit Hilfe der Primer picAl und picA2
wurde unter den in Tab. 2.11 angegebenen Bedingungen durchgefiihrt.

Tab 2.11: PCR-Bedingungen zur Amplifikation eines spezifischen Fragments der Agrobakterien DNA.

Temperatur [°C] Zeit[s] Zyklen

Denaturierung vor dem ersten Zyklus 94 120
Denaturierung 94 90
Annealing 63 90 30x
Elongation 72 90
Elongation nach dem letzten Zyklus 72 300
Endtemperatur 4 -

2.2.9.5.3 PCR mit Pflanzengewebe

Bei der in Anlehnung an BERTHOMIEU & MEYER (1991) durchgefiihrten Methode wurde
als DNA-Template fiir die PCR ein Gewebestiick der zu untersuchenden Pflanze
eingesetzt. Mit einer gelben Pipettenspitze wurde ein Blattstiick herausgestanzt und direkt
dem PCR-Ansatz zugefiigt. Die Konzentrationen der eingesetzten Substanzen entsprachen

den Angaben in Tabelle 2.8. Die Reaktionsbedingungen sind Tabelle 2.12 zu entnehmen.

Tab. 2.12: Reaktionsbedingungen der ,,Leaf disc“ PCR.

Temperatur [°C] Zeit[s] Zyklen

Denaturierung vor dem ersten Zyklus 94 30
Denaturierung 94 90
Annealing 60 90 40x
Elongation 72 90
Elongation nach dem letzten Zyklus 72 300

Endtemperatur 4 -
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2.2.9.5.4 PCR mit Extract-N-Amp"™ Plant PCR Kit von Firma Sigma

Die Probenentnahme und -aufbereitung erfolgte laut Angaben des Herstellers. Zum

Nachweis spezifischer Genfragmente wurden die jeweiligen Programme (s.0.) angewendet.

2.2.9.5.5 Reverse Transkriptase (RT)-PCR

Die Transkription der Transgene wurde mit Hilfe der RT-PCR untersucht. Hierzu wurde
zundchst Gesamt-RNA isoliert (2.2.9.1.3). Die mRNAs wurden anschlieend einer cDNA-
Synthese unterzogen (2.2.9.2). 1 ul der generierten cDNA wurde als Template in der PCR

mit den entsprechenden Primern fiir den Nachweis der mRNA der Transgene eingesetzt.
Die PCR mit der cDNA erfolgte analog zur PCR isolierter DNA (2.2.9.5.1) unter den in
Tab. 2.9 und 2.10 angegebenen Reaktionsbedingungen.

2.2.9.6 Southern Blot-Analysen

Zum Nachweis der Integration der Transgene in das Pflanzengenom, deren Kopienzahl und
zur Differenzierung unterschiedlicher transgener Linien wurde der Southern Blot

angewendet.

Enzymatischer Verdau und Fillung der Pflanzen-DNA

20 pg Gesamt-DNA wurden mit 20 units eines Enzyms, welches im zu untersuchenden
Gen eine Schnittstelle besitzt, iiber Nacht bei 37°C verdaut. Zur Vervollstindigung des
Verdaus wurden am ndchsten Morgen erneut 20 units hinzugefiigt. Nach einer
Gesamtinkubationszeit von ca. 20 h bei 37°C wurden die Proben zunédchst mit 100 ul 7,5M
NHy-acetat versetzt; anschlieBend wurde die DNA durch Zugabe von 750 pl EtOH
ausgefillt und durch einen 10-miniitigen Zentrifugationsschritt bei 13600 x g pelletiert.
Das Pellet wurde getrocknet und in TE-Puffer iiber Nacht gelost.

Southern Transfer

Nach der Auftrennung der DNA im Agarosegel (2.2.9.4) wurde das Gel fiir 10 min in
0,25M HCI1 geschwenkt, anschlieBend jeweils 2 x 15 min in Denaturierungs- und
Neutralisierungs-puffer auf einem Taumelwipptisch inkubiert. Der Transfer der DNA auf

eine Nitrocellulosemembran erfolgte wie nachfolgend beschrieben:

- lber eine mit 20 x SSC gefiillte Schale wird eine Glasscheibe und ein umgedrehter
groBBer Geltrager (oder dhnliches) gelegt. Eine Filterpapierbriicke wird iiber den Tréager

gespannt; beide Enden liegen im Puffer
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- 2 Lagen Whatman-Papier, zuvor in 20 x SSC getriankt

- Agarosegel

- Nitrocellulosemembran, zuvor in HyOeingt und 20 x SSC equilibriert
- 2 Lagen Whatman-Papier in 20 x SSC equilibriert

- Unzéhlige Lagen Papierhandtiicher

- Gewicht zum Beschweren.

0,25M HCI Denaturierungspuffer
HCI (1M) 250 ml NaOH 0,5M
H,0 einst 750 ml NaCl 1,5M
Neutralisierungspuffer 20 x SSC (pH 7.5)
Tris-HCI 0,5M NaCl 3M
NaCl 3M Na-citrat 0,3M

Fixierung der DNA auf der Membran

Die DNA wurde durch 20-miniitiges Backen bei 120°C auf der Membran fixiert.

Anschliefend wurde die Membran zur Hybridisierung und Detektion verwendet.

Hybridisierung

Die Membran wurde zundchst mit DIG-Easy-Hyb der Firma Roche fiir 2h bei 42°C
prahybridisiert. Die Sondenlosung (2.2.9.6.1) wurde bei ca. 65°C denaturiert und zur
Hybridisierung zur Membran hinzugefiigt und UN bei 42°C inkubiert. Die Membran

wurde wie folgt gewaschen:
- 2 x5 minmit 2 x SSC bei 42°C
- 1 x 15 min mit 0,5 x SSC bei 68°C

- 1 x 15 min mit 0,1 x SSC bei 68°C

2 x SSC, 0,5 x SSC und 0,1 x SSC wurden durch entsprechende Verdiinnungen aus 20 x SSC hergestellt und
mit 10% SDS versetzt.
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Detektion
Die DNA auf der Membran wurde wie folgt detektiert:
- kurze Inkubation der Membran in Maleinsdurepuffer

- 30-miniitige bis einstiindige Inkubation in Blocking-Reagenz auf einem

Taumelwipptisch

- Inkubation der Membran in Antikorper-Konjugat-Losung (1:20000 Verdiinnung des
Anti-DIG-AP-Konjugates in Blocking-Reagenz) unter Schiitteln

- Spiilung der Membran mit Waschpuffer, anschlieBend 2 x 15 min waschen mit

Waschpuffer zur Entfernung iiberschiissigen Antikdrpers
- Kurzzeitige Inkubation der Membran in Detektionspuffer
- 5 ul CDPstar in 500 ul DEA 16sen

- Austropfen der CDPstar-Losung auf Plastikfolie; Uberfiihrung der Membran auf die
Tropfen

- Verteilung der Fliissigkeit auf der Membran, anschlieBend Entfernung iiberschiissiger

Losung

- Exposition der in der Plastikfolie befindlichen Membran auf einen Film fiir 10-30 min.

Maleinsédurepuffer Blocking-Losung
Maleinséure 0,1l M 1% Blocking-Losung der Firma Roche
NaCl 0,15M (verdiinnt mit Maleinsdurepuffer)
Waschpuffer Detektionspuffer
Maleinséaurepuffer Tris-base 0,1M
Tween 20 3 ml/l NaCl 0,1 M
DEA
DEA 0,1 M
MgCL, 1 mM

Stripping der Membran

Wenn die Membran erneut zur Hybridisierung verwendet werden sollte, wurde die Sonde

durch folgende Waschschritte entfernt:



Material und Methoden 37

- 3 x waschen mit sterilem HyOrejnst
- 2 x 10 min waschen mit Stripping Puffer bei 37°C
- 1 x spiilen mit HyOxejnst

- Aufbewahrung in 2 x SSC (s.0.) ohne SDS bei 4°C bis zur nidchsten Hybridisierung.

Stripping Puffer
NaOH 0,2M

SDS 0,1%
2.2.9.6.1 Herstellung DIG-markierter Sonden
Die Herstellung der DIG-markierten vs¢1- und PGIP-Sonde erfolgte mit den in Tab. 2.13

aufgelisteten Substanzen unter Einsatz der Primerpaare, die auch fiir die PCR-Analysen

eingesetzt wurden (Tab. 2.1).

Tab. 2.13: Reaktionsgemisch zur Herstellung einer DIG-markierten Sonde.

Sonde Kontrolle
H,0 38,24 pul 17,37 ul
10x Puffer Klentherm Sul 2,5 ul
MgCl, 2 ul 1l
dNTPs 5 mM 0,25 pl 1l
Primer A 2 ul 1 ul
Primer B 2 ul 1 ul
Plasmid pHKvst? 1l 1 ul
DIG-Mix 1,25 ul -
Taq (Klentherm) 0,26 pul 0,13 pul

Die Markierung erfolgte mit Hilfe einer PCR bei folgenden Reaktionsbedingungen:

Tab. 2.14: PCR-Bedingungen fiir die Herstellung einer DIG-markierten Sonde.

Temperatur [°C] Zeit[s] Zyklen

Denaturierung vor dem ersten Zyklus 94 120
Denaturierung 94 60
Annealing 58 60 30x
Elongation 72 60
Elongation nach dem letzten Zyklus 72 300

Endtemperatur 4 -
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Um den Erfolg der Markierung zu testen, wurden jeweils 5 pl der Reaktionsansitze nach
Zugabe von 2 pl Loadingbuffer auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Die Sonde ist im
Vergleich zur Kontrolle durch die DIG-Markierung gréfer und 148t sich daher im Gel von
der Kontrolle differenzieren. Der restliche Ansatz wurde in ca. 35 ml DIG Easy Hyb
gelost.

2.2.10 Nachweis von Resveratrol in Pflanzen mit der Hochleistungs-

Fliissigkeitschromatographie (HPLC)

2.2.10.1 Extraktion des Resveratrols aus in vitro Sprossmaterial

Die Induktion des vstl-Promotors erfolgte durch 5 miniitige UV-Bestrahlung der zu
untersuchenden Pflanzen. Kulturgefdle mit den Sprossen wurden dazu gedffnet kopfiiber
auf einem UV-Tisch plaziert. Nach ca. 24 h wurde das Pflanzenmaterial durch Mdrsern
unter fliissigem Stickstoff aufgeschlossen. Nach Zugabe von MeOH/H,0O (80:20) wurden
die Homogenate fiir 2 h unter leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die
festen Teile zundchst durch einen Zentrifugationsschritt (20 min bei 6200 x g)
sedimentiert. Der Uberstand wurden zur restlosen Entfernung von Festteilen filtriert (0,22
um). Sadmtliche Schritte wurden unter hochst moglichem Lichtschutz durchgefiihrt, da

trans-Resveratrol bei Belichtung in seine cis-Form iibergeht.

Die Proben wurden wie oben dargelegt in Hannover aufbereitet und anschlieend auf

Trockeneis zur weiteren Analyse zu Priv. Doz. Dr. K. Briviba nach Karlsruhe gesandt.

2.2.10.2 Chromatographische Trennung des Resveratrols

Die HPLC-Analysen wurden freundlicherweise von Priv.-Doz. Dr. K. Briviba, Institut fiir
Erndhrungsphysiologie der Bundesforschungsanstalt fiir Erndhrung in Karlsruhe wie folgt

durchgefiihrt:

Die polyphenolischen Verbindungen wurden an einer Nova-Pak-C18 Séule (4 um, 4,6 x
250 mm; Waters) getrennt. Die Analyse erfolgte mit einem Photodioden-Detektor
(Shimadzu) bei 320 nm und einem bindren Gradienten. Dazu wurden die Proben 1:1 mit
der mobilen Phase der HPLC (Losung A [4/4/92 CH;OH/CH;CN/1% H;PO4 in H,O
(v/v/v)]) verdiinnt und fiir 10 min bei 14000 x g zentrifugiert. Zur HPLC Analyse wurden
100 pl eingespritzt. Der Gradienten Zyklus bestand aus einer 15-miniitigen isokratischen

Anfangsphase (100% Losung A), gefolgt von einem kontinuierlichen Gradienten der
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Losung B (100% CH3CN) auf 11% nach 25 min und 14% nach 32 min. Zwischen 32 min
und 40 min wurden die Konzentrationen bei 86% Losung A und 14% Losung B gehalten.
AnschlieBend wurde Losung B progressiv auf 20% erhoht bis 50 min und schlieflich
wieder auf 0% reduziert. Die Identifizierung erfolgte durch Vergleiche der

Retentionszeiten sowie der UV-Spektren mit den Standardldsungen.

2.2.10.3  Saure Hydrolyse

Zur Durchfiihrung einer sauren Hydrolyse wurden 100 pl der bereits aufgearbeiteten
Proben mit 800 pul H,O und 100 pul HCI (32%) gemischt. Nach 2h Inkubation bei 70°C
wurden 100 pl entnommen und mit 400 pl FlieBmittel versetzt. Zur HPLC Analyse wurden
100 pl eingespritzt.

Die entstandenen Chromatogramme wurden von Priv. Doz. Dr. K. Briviba

freundlicherweise fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

2.2.11  Apfelpathogene

2.2.11.1  Mehltau (Podosphaera leucotricha [Ell. et Ev.] Salm)

Um das Resistenzniveau der transgenen Apfelpflanzen gegeniiber Apfelpathogenen im
Vergleich zu nicht transformierten Kontrollpflanzen zu iiberpriifen, wurden gezielte
Infektionen mit Mehltau durchgefiihrt. Die Infektionen mit Podosphaera leucotricha
wurden in Kooperation mit der BAZ in Ahrensburg durchgefiihrt. Fiir die Inokulation der
transgenen Holsteiner Cox und Elstar Pflanzen sowie der Kontrollpflanzen wurden die
Einsporisolate B11 und FGDT7 verwendet. Der den Apfelmehltau verursachende Pilz ist
als obligater Parasit ausschlieBlich auf lebendes Gewebe angewiesen. Die Konidien
wurden daher durch Druckluft von infizierten in vitro Pflanzen auf die zu infizierenden
Blitter libertragen. Die Blitter befanden sich dabei auf einem fungizidhaltigem Agar in
offenen Petrischalen. Diese wurden mit einer Inokulationshaube bedeckt, sodass die
Konidien, die mit Druckluft durch eine ausgesparte Offnung in dem Hohlraum des

Behilters verteilt wurden, in dem begrenzten Raum auf die Blétter niedersinken konnten

(Abb. 2.4).
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< Mit Druckluft werden Sporen
von infizierten in vitro Pflanzen
v in den Hohlraum befordert und
konnen auf die Blétter

absinken.

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Mehltauinfektion.

Zur Auszéhlung der Sporendichte wurde aullerdem ein Objektrdger neben die Petrischalen
gelegt. Die Ermittlung der Sporendichte erfolgte durch Auszéhlung unter dem Mikroskop.
Bei jeder Infektion wurden von drei Objektragern jeweils zwolf Gesichtsfelder ausgezahlt.
Der hochste und der niedrigste Wert wurden bei der Errechnung des Mittelwertes nicht
beriicksichtigt. Durch das Verhiltnis der Grofe des Gesichtsfeldes und der Vergrof3erung

konnte auf die Konidiendichte pro mm? geschlossen werden.

Die Kultur erfolgte bei 20°C im 16/8 Hell/Dunkel-Rhythmus. Der Befallsgrad wurde durch

die Untersuchung zweier Parameter bonitiert:
- Anzahl der Konidien pro Konidientrdger fiinf Tage nach der Infektion

- Prozentualer Anteil des Befalls pro Blatt nach neun Tagen anhand des folgenden

Boniturschemas:

0 = keine Infektion

I = bis zu 1 % der Blattoberfldche mit sporulierendem Mycel bedeckt
I = biszu 10% der Blattoberflache mit sporulierendem Mycel bedeckt
IIT = bis zu 30% der Blattoberfldche mit sporulierendem Mycel bedeckt

IV = 30-50% der Blattoberfldche mit sporulierendem Mycel bedeckt
V = iiber 50% der Blattoberfliche mit sporulierendem Mycel bedeckt

Fungizid-Agar fiir Mehltauinfektion:
Sorbitol 3%

Benzimidazol 35 mg/l

Agar 0,8%
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2.2.11.2  Apfelschorf (Venturia inaequalis)

2.2.11.2.1 Kaultur des Apfelschorfes

Die Kultur des Pilzes erfolgte als Mycelkultur entsprechend der Angaben von PARKER et
al. (1995) auf PDA (Potato-dextrose Agar) bei einer Temperatur von 18°C im Dunkeln.
Zur Erhaltung einer kontinuierlichen Kultur wurden in regelmifBigen Abstdnden Stiicke des
mit Mycel iiberwachsenen Agars auf frisches Medium {tberfiihrt. Bei dieser Kulturform

erfolgte lediglich Mycelwachstum.

PDA (Potato-Dextrose) Agar
PDA 39¢g
H20dest 1000 ml

2.2.11.2.2 Produktion von Konidien

Die Produktion der Konidien wurde gemél3 der Methode von PARKER et al. (1995) durch
Uberfithren eines Inokulums auf eine mit einer Cellophanfolie beschichtete PDA-
Petrischale durchgefiihrt. Das Inokulum bestand aus Mycel von Venturia inaequalis (s.0.),
das zerkleinert und in einem Volumen von 0,75 ml durch leichtes Schwenken der
Petrischale gleichméBig auf der Cellophanfolie verteilt wurde. Konidienwachstum wurde
durch Inkubation bei 18°C im Dunkeln gewéhrleistet. Zur Gewinnung einer
Sporensuspension wurde die nach ca. 1-3 Wochen dicht bewachsene Cellophanfolie
abgezogen, in HyOgey Uiberfiihrt und die Sporen durch kriftiges Schiitteln von der Folie
geldst. Durch eine Filtration iiber dreilagiges miracloth® wurden die restlichen Cellophan-

und Agarbestandteile sowie Mycelreste entfernt.

Ermittlung des Sporentiters

Fiir die Ermittlung des Sporentiters wurde eine Planktonzdhlkammer verwendet. Die dafiir
vorgesehene Vertiefung der Kammer wurde mit 500 pl der Sporensuspension gefiillt und
mit einem Deckglas mit integriertem Zihlgitter bedeckt. Nach 10 min waren die Sporen
abgesunken und konnten unter dem Mikroskop ausgezdhlt werden. Die Konzentration
wurde nach einer Formel von A. Keller berechnet, wonach der Mittelwert pro Zéhlfeld

multipliziert mit 769,2 die Anzahl der Sporen/ml ergibt.
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2.2.11.2.3 Effekt von Resveratrol auf die Keimung von Apfelschorf-Sporen

Zur Untersuchung des Effektes des Phytoalexins Resveratrol auf die Keimung von
Apfelschorfsporen wurden diese auf resveratrolhaltigem Wasseragar flir einen Tag
kultiviert und zur Auskeimung gebracht. Die Bewertung des Effektes von Resveratrol

erfolgte durch Evaluierung der Keimrate (Anzahl der gekeimten Sporen).

Das Resveratrol wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml in Ethanol geldst. Aus dieser
Stammldsung wurden Verdiinnungen in einem EtOH/H,O Gemisch (50:50) hergestellt, so
dass zur Erlangung der gewiinschten finalen Konzentration die jeweiligen
Resveratrolstammldsungen 1:10 in handwarmen, zuvor aufgekochten Wasseragar verdiinnt
werden konnten. Dem Kontrollmedium wurde die entsprechende Menge H,O bzw. die
entsprechende Menge des Losungsmittels zugesetzt, um den Einfluss des Losungsmittels
fiir Resveratrol (EtOH 50:50) in die Beurteilung der Wirkung des Resveratrols auf die
Keimung miteinbeziehen zu konnen. Der Wasseragar hatte eine finale Konzentration von
2% und wurde im noch fliissigen Zustand in einem Volumen von 750 pl auf einen
Objekttrager geschichtet. Um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu gewéhrleisten, wurde der
Objekttrager und ein ca. 2 cm? grofles wassergetrianktes Filterpapier in eine Petrischale
iberfiihrt. Die Venturia inaequalis-Sporensuspension wurde mit 5% Methylenblau
versetzt, in 5 ul Tropfen auf den Agar getropft und im Dunkeln bei einer Temperatur von
20°C fiir einen Tag inkubiert. Zur Ermittlung der Keimrate wurden mit Hilfe des
Mikroskops jeweils drei Tropfen ausgezdhlt und die gekeimten Sporen zu den nicht-
gekeimten prozentual in Beziehung gesetzt.

Wasseragar

Agar (Sigma) 20g
H,0 g 1000 ml

2.2.12  Statistische Auswertung

Statische Untersuchungen wurden mit Hilfe einer 1-faktoriellen- bzw. 2-faktoriellen-
Varianzanalyse unter Berlicksichtigung der Normalverteilung mit einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit von P<0,05 durchgefiihrt. Zur Analyse der Mittelwertsunterschiede wurde

der Tuckey-Test verwendet.

Bei nicht-signifikanten Unterschieden erfolgte die graphische Darstellung unter Angabe
der Absolutwerte sowie der Standardabweichung. Bei Vorliegen einer Signifikanz wurden

die Absolutwerte mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung steriler Sprosskulturen

Fir die Durchfiihrung der Regenerations- und Transformationsexperimente war
homogenes, genetisch identisches und steriles Ausgangsmaterial erforderlich, um
reproduzierbare und vergleichbare Versuchsbedingungen zu schaffen. Zu Beginn der
vorliegenden Arbeit wurden daher zunichst in vitro Sprosse aus Achselknospen von

Freilandmaterial etabliert und klonal propagiert.

Die Etablierungsversuche von in vitro Sprossen wurden zu jahreszeitlich unterschiedlichen
Terminen durchgefiihrt. In der ersten Etablierungsphase standen Winterreiser der Sorten
Holsteiner Cox, Gloster, Elstar und Boskoop zur Verfiigung, bei denen zu diesem
Zeitpunkt noch kein Knospenausbruch stattgefunden hatte. Die Verwendung dieses
Materials zur Etablierung von in vitro Sprossen blieb weitestgehend erfolglos. So war es
lediglich moglich, die Sorte Holsteiner Cox als in vitro Kultur zu etablieren und zu
mikropropagieren. Die Uberlebensrate, d.h. der prozentuale Anteil der eingesetzten
Explantate aus denen Sprosse hervorgingen, betrug 4,3%. Die préiparierten Knospen der
Sorte FElstar und Gloster fielen aufgrund starker Verbrdunung, mikrobieller
Kontaminationen oder mangelnden Wachstums aus. Von der Sorte Boskoop Typ Herr
iiberlebte lediglich ein Spross (0,6%), der allerdings nicht weiter zur Mikropropagation

eingesetzt wurde.

Deutlich erfolgreicher gestaltete sich die Inkulturnahme von Nodalsegmenten junger,
unverholzter Friihjahrsaustriebe. Zwar wurden auch hier hohe Ausfille durch Verbrdunung
und mikrobielle Kontaminationen verzeichnet, dennoch wurden deutlich hoéhere
Uberlebensraten bei der Verwendung dieses Ausgangsmaterials erreicht. Von der Sorte
Boskoop Typ Schmitz Hiibsch™ zeigten 39,5% der eingesetzte Nodalsegmente

Sprossentwicklung, von der Sorte Gloster 27%.

* Die Ergebnisse der Etablierung der Sorte Boskoop représentieren die Ergebnisse der Sorte Schmitz Hiibsch.
Da diese im Verlauf der Arbeit aufgrund anderer Umstinde vernichtet wurden, sind die folgenden

Experimente (Regeneration) mit der danach etablierten Sorte Boskoop Typ Herr durchgefiihrt worden.
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Der Einfluss der zwei verwendeten Medien zur Inkulturnahme sowie die Mafinahmen zur
Verminderung der Verbriunung wie Uberschichtung mit Chinolin, Dippen in Gluthation,
Zusatz von PVP zum Medium und stidndiges Umsetzen der Explantate lassen sich nicht
abschliefend beurteilen. Aufgrund hoher Ausfallraten durch Kontaminationen war der

Stichprobenumfang zu gering, um diesbeziiglich eine verldssliche Aussage zu treffen.

Holsteiner Cox Elstar Boskoop Gloster

Abb. 3.1: Etablierte und mikropropagierte in vitro Sprosse der Apfelsorten Holsteiner Cox, Elstar,

Boskoop und Gloster.

3.2 Regeneration aus Blattmaterial

Voraussetzung fiir Etablierung eines Transformationssystemes ist ein stabiles, effektives
und reproduzierbares Regenerationssystem. Dieses wiederum erfordert homogenes
Ausgangsmaterial, ein effektives Medium zur Sprossinduktion und optimale
Kulturbedingungen, um eine moglichst hohe Regenerationsrate in einem angemessenen
Zeitraum zu erzielen. Unter Beriicksichtigung dieser Aspekte wurden verschiedene Medien
hinsichtlich ihrer Eignung zur Sprossinduktion an somatischem Gewebe untersucht.
Aufgrund des hohen morphogenetischen Potenzials wurden Blattexplantate der vier

jlingsten Blitter vier-Wochen alter in vitro Sprosse als Ausgangsmaterial eingesetzt.
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Der EinfluB von TDZ auf die Organogenese aus Blattmaterial der vier verwendeten
Apfelsorten wurde durch eine Reihe mit steigenden TDZ-Konzentrationen quantifiziert;
bei der Sorte Elstar im Vergleich zu bereits fiir diese Sorte publizierten Medien (GRAFE &
WRICKE 1998, DE BONDT et al. 1994 und PUITE & SHAART 1996). Fiir die Sorte Elstar
wurde als Basismedium der TDZ-Reihe das Medium nach PUITE & SHAART (1996)
verwendet. Das Basismedium fiir die TDZ-Induktionsreihe der Sorten Holsteiner Cox,
Gloster und Boskoop unterschied sich lediglich im Auxin und dessen Konzentration (Tab.

2.4).

Als Bewertungskriterien fiir die Effektivitdt eines Mediums wurden die Regenerationsrate
sowie die Anzahl der Sprosse pro Explantat zugrunde gelegt. Auch die Qualitit der
regenerierten Sprosse wurde in die Bewertung mit einbezogen, jedoch in der vorliegenden

Arbeit nicht quantifiziert dargestellt.

Der vollige Verzicht von TDZ fiihrte lediglich zur Wurzelbildung (Abb. 3.2), vornehmlich

an der basalen Schnittkante. TDZ-freies Medium wurde daher nicht in die Optimierung der

Sprossinduktion aus Blattmaterial einbezogen.

Abb. 3.2: Wurzelbildung an einem Holsteiner
Cox Blattsegement nach Kultur auf einem

TDZ-freiem Medium.

Bei der Anwendung von TDZ zur Sprossinduktion war der Regenerationsprozess wie folgt
charakterisiert: Nach zweiwochiger Kultur in vélliger Dunkelheit war vornehmlich an der
basalen Schnittkante Entwicklung von Kallus zu beobachten (Abb. 3.3 a), aus dem im
Verlauf der weiteren Kultur nach 4-6 Wochen bereits Knospen bzw. Sprosse regenerierten
(Abb. 3.3 b-c). Die Kultur auf Elongationsmedium fiihrte zum Streckungswachstum der
Sprosse (Abb. 3.3 d) sowie zur Multiplikation. Diese Prozedur ermoglicht die

Regeneration von Sprossen aus Blattexplantaten innerhalb von 8-9 Wochen.
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Die Abb. 3.3 a-d veranschaulichen die morphogenetischen Prozesse, die durch

Supplementation von TDZ induziert wurden.

b)

d)

Erste regenerative Prozesse in Form von
Kallusentwicklung an einem Holsteiner
Cox Blattsegment nach zweiwochiger
Kultur im Dunkeln auf TDZ-haltigem
Medium. Ab diesem Zeitpunkt erfolgte die
Kultur bei einem Licht/Dunkel-Rhythmus
von 16/8h.

Knospen- und Sprossentwicklung nach
vierwochiger Induktionsphase auf TDZ-

haltigem Medium.

Ausgepriagte Knospen- und Sprossbildung
an dem Explantat nach sechswochiger
Kultur auf dem Induktionsmedium. Ab
diesem Zeitpunkt erfolgte die weitere Kultur

auf Elongationsmedium (Tab. 2.5).

Elongierte Sprosse nach sechswochiger
Kultur auf  Induktionsmedium mit
anschlieBender zwei- bis dreiwdchiger

Kultur auf Elongationsmedium.

Abb. 3.3: Organogenetische Regenerationsprozesse an einem kultiviertem Holsteiner Cox

Blattsegment. Die Kultur erfolgte auf einem Medium folgender Zusammensetzung: MS-Salze incl.

Vit., 3% Sorbitol, 1 uM IBA, 3 uM TDZ und 0,3% Gelrite.
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Grundsatzlich fiihrten alle eingesetzten Medien zur Sprossinduktion an Blattexplantaten.
Der Einfluss der unterschiedlichen Medien auf die Regenerationsrate sowie auf die Anzahl

der regenerierten Sprosse pro Explantat ist detailliert in den Graphiken 3.4 - 3.7 dargestellt.

Holsteiner Cox
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TDZ-Konzentrationen

Sprosse/Explantat - Regenerationsrate

Abb. 3.4: Effekt steigender TDZ-Konzentrationen auf die Regenerationsrate und Anzahl der Sprosse
pro Explantat der Sorte Holsteiner Cox. Die Werte resultieren aus drei unabhéngigen Versuchen
mit jeweils 40-50 Explantaten. Die Ergebnisse wurden mittels 2-faktorieller Varianzanalyse
untersucht. Mittelwerte wurden zunichst pro Petrischale ermittelt und anschlieBend mittels des
Tuckey-Tests miteinander vergleichen. Dargestellt sind die Mittelwerte erginzt durch die

Standardabweichung.
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Gloster
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Sprosse/Explantat 1 Regenerationsrate

Abb. 3.5: Effekt steigender TDZ-Konzentrationen auf die Regenerationsrate und Anzahl der Sprosse
pro Explantat der Sorte Gloster. Die Werte resultieren aus drei unabhéingigen Versuchen mit
jeweils 40 Explantaten. Die Ergebnisse wurden mittels 2-faktorieller Varianzanalyse untersucht.
Mittelwerte wurden zundchst pro Petrischale ermittelt und anschlieBend mittels des Tuckey-Tests

miteinander vergleichen. Dargestellt sind die Mittelwerte ergénzt durch die Standardabweichung.

Boskoop
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Abb. 3.6: Effekt steigender TDZ-Konzentrationen auf die Regenerationsrate und Anzahl der Sprosse
pro Explantat der Sorte Boskoop. Die Werte resultieren aus drei unabhédngigen Versuchen mit
jeweils 40 Explantaten. Die Ergebnisse wurden mittels 2-faktorieller Varianzanalyse untersucht. Die
Mittelwerte wurden zundchst pro Petrischale ermittelt und anschlieBend mittels des Tuckey-Tests

miteinander vergleichen. Dargestellt sind die Mittelwerte ergénzt durch die Standardabweichung.
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Elstar
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Abb. 3.7: Effekt verschiedener Medien auf die Regenerationsrate und die Anzahl der Sprosse pro
Explantat der Sorte Elstar. Die angegegebenen Werte stellen die Mittelwerte eines Versuches mit
40 Explantaten pro Medium erginzt durch die Standardabweichung dar. Die Ergebnisse wurden
durch eine 1-faktorielle Varianzanalyse statistisch untersucht. Die Mittelwerte wurden zunéchst pro

Petrischale ermittelt und anschlieend mittels des Tuckey-Tests miteinander vergleichen.

Innerhalb der einzelnen Sorten waren bei Verwendung der unterschiedlichen Medien
weder in der Regenerationsrate noch in der Sprossanzahl pro Blattexplantat signifikante
Unterschiede statistisch abzusichern. Die durchschnittlich hochste Anzahl an Sprossen pro
Explantat wurden jedoch unabhingig von der Sorte bei einer TDZ-Konzentration von 3
uM erzielt; bei der Sorte Boskoop auch bei 5 uM. Die Effektivitdt, ausgedriickt in der
Anzahl der Sprosse pro Explantat, variierte stark zwischen den einzelnen Sorten. Bei der
Konzentration von 3 uM TDZ betrug die durchschnittlich hochste Sprossanzahl bei Elstar
9,3, bei Gloster durchschnittlich 12,8. Boskoop bildete durchschnittlich lediglich 5,18
Sprosse pro Explantat, wihrend Holsteiner Cox mit durchschnittlich 20,88 die hochste
Anzahl an Regeneratpflanzen pro Explantat hervorbrachte. Die Regenerationsraten, d.h.
die Gesamtheit der Explantate, die bei der TDZ Konzentration von 3uM
Sprossregeneration aufwiesen, lagen bei den Sorten Gloster und Boskoop um 84%,
wéhrend die von Elstar und Holsteiner Cox mit 92,5% und 99,17% deutlich dariiber lagen.
Da steigende TDZ-Konzentrationen mit einer deutlichen Abnahme der Sprossgrofle einher
ingen, eignete sich auch aus diesem Grund die relativ geringe Konzentration von 3 puM

besonders gut zur Sprossinduktion fiir die vier getesteten Sorten.
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3.3 Bewurzelung

Die Uberfiihrung von in vitro Material an ex vitro Bedingungen erforderte eine vorherige
in Bewurzelung in vitro. Die in Kapitel 2.2.5 beschriecbenen Medien mit den
unterschiedlichen Konzentrationen der Auxine IBA und NAA wurden auf ihre Eignung zur
Induktion von Wurzelwachstum bei den verschiedenen Apfelsorten getestet. Ein Medium
wurde dann als geeignet angesehen, wenn der prozentuale Anteil wurzelbildender Sprosse
(Bewurzelungsrate) hoch war und eine hohe Anzahl von Wurzeln pro Sprof3 generiert
wurden, die weder kallds verdickt noch verkiimmert erschienen. Anhand der Anzahl der
gebildeten Wurzeln erfolgte eine Zuordnung der Sprosse zu Boniturklassen, die in Abb.
3.7 exemplarisch dargestellt und in der Bildunterschrift erldutert sind. Ein weiteres
Kriterium, das wenn notig auch bei der Ermittlung eines geeigneten
Bewurzelungsmediums beriicksichtigt wurde, war die Linge der gebildeten Wurzeln. Die
Langenangabe wird nicht gesondert in den Tabellen angegeben. Die Kategorien waren wie

folgt definiert: A =1-3 cm; B=4-6 cm und C =>6 cm.

W \Y \% | \Ul

Abb. 3.8: Boniturklassen zur Bewertung der Wurzelentwicklung. 0 = keine Wurzelentwicklung; 1 =
Wurzelansétze; 11 = 1-3 Wurzeln pro Spross; 11 = 4-6 Wurzeln pro Spross; IV = 7-9 Wurzeln pro
Spross; V = 10-12 Wurzeln pro Spross; VI = 12-15 Wurzeln pro Spross; VII = > 15 Wurzeln pro

Spross.

Die Tabellen 3.1-3.4 geben einen Uberblick iiber die errechneten Bewurzelungsraten der

vier Apfelsorten bei Anwendung der verschiedenen Bewurzelungsmedien. Desweiteren
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konnen den Tabellen die detaillierten Zuordnungen der unbewurzelten als auch der

bewurzelten Sprosse zu Bonitierungsklassen entnommen werden.

Die Angabe der Bewurzelungsrate représentiert den prozentualen Anteil der bewurzelten
Sprosse von der Gesamtheit der eingesetzten Sprosse. Erfolgte lediglich Kallusbildung,

wurde dies nicht als Bewurzelung gewertet.

3.3.1 Holsteiner Cox

Tab. 3.1: Zuordnung der Holsteiner Cox-Sprosse zu den jeweiligen Boniturklassen nach 4-wochiger

Kulturphase auf den Bewurzelungsmedien.

Unbewurzelte | Bewurzelte Sprosse/
Sprosse | Einteilung in die Boniturklassen [%]

Med | Hormonkonz. | Bew. | Kallus 0 1 11 11l v v VI Vil

Rate | Bdg.

(%] [%]
B0 |Hfr 5893 | - 41,07]- 28,57 1607 7,14 536 1,79
B1 |0,75uMIBA | 88,88 | - 11,11 18,52 2222 3148 926 741
B2 |I,5uMIBA | 96,67 | - 333 |5 11,67 31,67 3167 15 1,67
B3 |3 uMIBA 100 - - 16,56 1639 2295 3443 1148 492 3,28
B4 |6uMIBA 100 - - [508 6,78 10,17 18,64 20,34 2542 13,56
B5 |9uMIBA 100 - - 328 492 13,11 19,67 2459 9,84 2459
B6 |12pMIBA | 9831 | 1,69 - |1695 508 339 1525 2881 11,86 16,95
B7 |0,75uMNAA | 9831 | - 1,69 |847 11,86 20,34 2034 13,56 847 1525
B8 |1,5uMNAA | 100 - - 167 5 10 20 20 13,33 30
B9 |3pMNAA | 91,53 | 847 - |1,69 847 1864 2203 18,64 6,78 1525
B10 |6 y]MNAA | 91,66 | 833 - |45 333 1333 11,67 11,67 167 5
B1l| 9uMNAA | 91,67 | 6,67 1,67 |35 1333 15 1333 1,67 11,67 167
B12 | I2uMNAA | 95 5 - 156,67 5 6,67 10 11,67 5

StichprobengroBen: BO0: 56; B1: 54; B2: 60; B3: 61; B4: 59; B5: 61; B6: 59; B759; B8: 60; B9: 59; B10: 60;
B11: 60; B12: 60.

Mit Ausnahme des hormonfreien und des sehr niedrig dosierten IBA Mediums (0,75uM)
wurde mit allen IBA— und NAA-Konzentrationen eine nahezu 100%tige Bewurzelungsrate
der Sorte Holsteiner Cox erzielt. Dennoch konnten sowohl bei den unterschiedlichen
Auxinen als auch deren verschiedenen Konzentrationen erhebliche Qualitdtsunterschiede
der Wurzeln festgestellt werden. Wéhrend bei dem Medium B2 (1,5uM) und B3 (3uM)
eine hohe Anzahl an morphologisch normal ausgebildeten Wurzeln induziert wurden,

fiihrte bereits eine Konzentration von 6uM IBA zu teilweise kallos verdickten Wurzeln,
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die iberwiegend nur in die Léngenkategorie A eingeordnet werden konnten. Dieser Effekt
verstirkte sich bei den Konzentrationen 9 und 12uM IBA und wurde auch bei der
Anwendung von NAA beobachtet. Steigende NAA Konzentrationen fiihrten zu vermehrter
Kallusbildung bzw. zu kallos verdickten Wurzeln, die teilweise lediglich als Wurzelansétze
charakterisiert wurden. AbschlieBend 148t sich feststellen, dass die Medien B2 und B3
besonders zur Wurzelinduktion an Holsteiner Cox in vitro Sprossen geeignet waren. Zur
routinemédfigen Bewurzelung wurde allerdings das Medium B2 eingesetzt, da bei diesem
eine deutlich hohere Anzahl in die Kategorie C eingeordnet wurde, d.h. die Wurzeln

durchschnittlich langer waren als bei dem Medium B3.

3.3.2 Elstar

Fiir die Sorte Elstar wurde zusdtzlich zur Medienreihe mit den unterschiedlichen NAA-
und IBA-Konzentrationen ein bereits fiir Elstar publiziertes Bewurzelungsmedium (PUITE
& SHAART 1996) in die Untersuchungen einbezogen.

Tab. 3.2: Zuordnung der Elstar-Sprosse zu den jeweiligen Boniturklassen nach 4-wdchiger

Kulturphase auf den Bewurzelungsmedien.

Unbewurzelte Bewurzelte Sprosse/
Sprosse Einteilung in die Boniturklassen [%]
Med | Hormonkonz. Bew. | Kallus 0 1 11 i 4 Vv Vi Vil
Rate Bdg.
[%] [%]
B0 |Hfr 29,31 1,72 6897 | 1,72 13,8 5,17 6,9 1,72
B1 |0,75uM IBA | 55,74 3,28 41 21,31 26,23 3,28 4,92

B2 |1,5uMIBA 65 333 31,67 26,67 21,67 11,66 333 1,67

B3 |3uMIBA 64,91 526 29,82 17,54 15,79 15,79 10,53 3,51 1,75

B4 |6 uMIBA 88,34 | 11,66 25 31,67 15 5 5 5 1,67
BS5 |9uMIBA 78,69 18,03 3,28 | 32,78 19,67 9,84 9,84 3,28 3,28

B6 |12uMIBA 80 18,33 1,67 35 23,33 11,67 8,33 1,67

B7 |0,75uM NAA | 65,52 | 20,69 13,79 13,79 17,25 24,14 5,17 3,45 1,72

B8 |1,5uMNAA | 62,72 15,25 22,03 | 4747 5,08 6,79 1,69 1,69

B9 |3 uMNAA 68,33 31,67 55 6,67 5 1,66

B 10 | 6 uM NAA 26,67 | 13,33 60 | 2333 1,67 1,67
B 11| 9 uM NAA 26,67 3,33 70 | 26,67
B 12 |12 uM NAA 20 333 76,67 20

Puite&Shaart Bew. Med. | 92,16 392 392 | 13,73 17,65 21,57 21,57 9.8 7,84

StichprobengroBen: BO: 58; B1: 61; B2: 60: B3: 56; B4: 60; B5: 61: B6: 60; B7: 58; B8: 59; B9: 60; B10: 60;
B11: 60; B12: 60; Puite&Shaart Bew. Medium: 51.
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Steigende IBA-Konzentrationen fiihrten bei der Sorte Elstar zu steigenden
Bewurzelungsraten; die Wurzeln waren jedoch groftenteils lediglich als Wurzelansitze
ausgebildet. Parallel dazu stieg auch der Anteil an Sprossen, die lediglich Kallusbildung
aufwiesen. Der Zusatz von NAA zum Bewurzelungsmedium korrelierte bei steigenden
Konzentrationen mit einer Verminderung der Bewurzelungsrate. Zwar wurde bei der
Konzentration von 0,75uM NAA noch eine Bewurzelungsrate von 65,52% erreicht,
steigende Konzentrationen fiihrten jedoch entweder zu einer vermehrten Entwicklung von
Wurzelansétzen, oder aber zu keinerlei Wurzelbildung. Die hochste Bewurzelungsrate von
92,16% wurde bei der Verwendung des Bewurzelungsmediums nach PUITE & SHAART
(1996) erzielt. Der Anteil an Sprossen, die lediglich Wurzelansatze ausgebildet hatten, war
mit 13,73% vergleichsweise gering und die Anzahl der gebildeten Wurzeln entsprechend

der Einordnung in die jeweiligen Boniturklassen zufriedenstellend hoch.

3.3.3 Gloster

Tab. 3.3: Zuordnung der Gloster-Sprosse zu den jeweiligen Boniturklassen nach 4-wdchiger

Kulturphase auf den Bewurzelungsmedien.

Unbewurzelte Sprosse Bewurzelte Sprosse/
Einteilung in die Boniturklassen
Medium Bew. Rate Kallus 0 1 11 m w v vl v
P pag o)
B0 |Hfr 0 - 100 - - - - - - -
B1 |0,75uM IBA 0 100 - - - - - - - -
B2 1,5uM IBA 60 30 10 - 30 30 - - - -
B3 |3uMIBA 55 45 - 30 20 - 5 - - -
B4 |6uMIBA 0 100 - - - - - - - -
B5 |9uMIBA 60 - 40 55 5 - - - - -
B6 12uM IBA 50 5 45 50 - - - - - R
B7 |0,75uM NAA 10 5 85 15 - - - - - -
B8 |1,5uMNAA 15 - 85 15 - - - - - -
B9 |3uMNAA 15 - 85 15 - - - - - -
B 10 | 6uM NAA 5 - 95 5 - - - - - -
B 11 | 9uM NAA 0 - 100 - - - - - - -
B 12 |12uM NAA 0 - 100 - - - - - - -

Stichprobengrofen: je 20 Pflanzen.

Durch Kultur der Gloster-Sprosse auf den Medien B2 und BS konnten mit 60% die

hochsten Bewurzelungsraten erzielt werden. Die Anzahl der Wurzeln pro Sprof3 war bei
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Applikation von 1,5uM IBA (B2) jedoch deutlich hoher als bei der Konzentration von
9uM. So konnten jeweils 30% der Boniturklasse II und III zugeordnet werden, wéhrend
bei Kultur auf dem Medium B5 55% nur in die Boniturklasse I eingeordnet wurde. NAA
eignete sich nicht zur Wurzelinduktion. Steigende Konzentrationen korrelierten mit
sinkenden Bewurzelungsraten. Mit den Konzentrationen 9 und 12uM NAA konnte keine
Wuzelbildung induziert werden. Von allen getesteten Medien erwies sich die
Konzentration von 1,5uM als geeignet zur Wurzelinduktion an in vitro Sprossen der Sorte

Gloster.

3.34 Boskoop

Tab. 3.4: Zuordnung der Boskoop-Sprosse zu den jeweiligen Boniturklassen nach 4-wodchiger

Kulturphase auf den Bewurzelungsmedien.

Unbewurzelte Bewurzelte Sprosse/
Sprosse Einteilung in die Boniturklassen [%]
Med | Hormonkonz. Bew. Kallus 0 1 11 i 4 14 Vi Vil
Rate Bdg.
(%] | [%]
BO |Hfr 0 100
B1 |0,75 uM IBA 10 90 10
B2 |1,5uMIBA 15 85 15
B3 |3 uMIBA 70 30 15 40 15
B4 |6 uMIBA 95 5 5 25 40 15 5 5
B5 |9uMIBA 80 20 10 20 30 15 5
B6 |12 uMIBA 95 5 15 25 15 25 15
B7 |0,75 uM AA 20 80 5 15
B8 |1,5uMNAA 55 45 20 10 15 10
B9 |3 uMNAA 70 30 30 15 20 5
B 10 | 6 upM NAA 65 35 65
B 11 | 9 uM NAA 55 45 45 5 5
B 12 | 12 uM NAA 30 70 30

Stichprobengrofen: je 20 Pflanzen.

Die Sorte Boskoop zeigte die hochsten Bewurzelungsraten von 95% auf den Medien B4
und B6. Bevorzugt bei der routineméfBigen Bewurzelung wurde allerdings das Medium B4,
da auf diesem Medium der Prozentsatz von Sprossen, die lediglich Wurzelansitze

ausgebildet hatten, deutlich geringer war.
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3.4 Transformation

34.1 Ermittlung geeigneter Selektionsbedingungen

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Selektion transgener Zellen das Markergen bar aus
Streptomyces hygroscopicus, dessen Produkt die Resistenz gegen das Herbizid Glufosinat-
Ammonium (PPT) bewirkt, eingesetzt. Um eine effektive Selektion transgener Zellen bei
einer gleichzeitigen konsequenten Eliminierung nicht-transgener Zellen zu gewéhrleisten,
wurden zundchst die kritischen Konzentrationen des selektiven Agens PPT ermittelt, die
zur effektiven Abtotung nicht transgener Zellen notwendig sind. Die Abbildung 3.9
demonstriert den Effekt ansteigender PPT-Konzentrationen bis zu 10 mg/l auf nicht-

transformierte Explantate.

Abb. 3.9: Effekt steigender Glufosinat-Ammonium (PPT) Konzentrationen auf die Regenerations-
fiahigkeit nicht-transformierter Blattsegmente. Es handelte sich um Explantate der Sorte Elstar
auf dem Puite & Shaart-Regenerationsmedium nach einer Kulturdauer von 3 Wochen bei einem

Licht/Dunkel-Verhéltnis von 16/8h.
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Ansteigende PPT-Konzentrationen korrelierten deutlich mit einer zunehmenden Nekrositit
des Gewebes. Wihrend bei Konzentrationen bis zu 3 mg/l noch Zellen im Gewebe
iiberlebten, wirkten die steigenden Konzentrationen zunehmend schiddigend auf das
pflanzliche Gewebe. Die Dosis von 10 mg/l war letal fiir nicht transgene Zellen. Die
Féhigkeit eines regenerierten Sprosses auf einem Medium mit diesem Glufosinat-Gehalt zu

wachsen, wurde daher als erster Hinweis auf Transgenitét gewertet.

3.4.2 Transformationsmethode

Der indirekte Gentransfer mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens wurde an

Blattexplantaten der Apfelsorten Holsteiner Cox und Elstar durchgefiihrt.

343 Transformationseffizienz

Einen Uberblick iiber die durchgefiihrten Transformationsexperimente, deren
Versuchsbedingungen und Ergebnisse gibt die Tab. 3.5. Die Transformationseffizienz (TE)
ergab sich aus der Formel (GAMBORG & PHILLIPS [Eds.] 1995, S. 192):

TE = Anzahl bestitigter transgener Sprosse x 100/Anzahl der eingesetzten Explantate

Transformationsexperimente, die unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurden, in
denen jedoch keine transgenen Pflanzen regeneriert werden konnten, sind in der Tabelle
3.5 zusammengefasst worden. Aus der Versuchsnummer kann entnommen werden, ob es
sich um ein oder mehrere Experimente handelte. Die Transformationen, aus denen
transgene Pflanzen hervorgingen, sind gesondert aufgefiihrt und die Transformations-
effizienzen bezogen sich auf das jeweilige Experiment. Eine Beeinflussung der
Transformationsraten durch Parameter, die nicht versuchsbedingt waren, deren
Identifizierung jedoch im Rahmen der Arbeit nicht moglich war, sollten so vermieden

werden.
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Tab. 3.5: Ergebnisse der durchgefiihrten Transformationsexperimente.

Transf. Transf. Gen Anzahl eingesetzter Explantate, Behandlung Regener.  Transf.
Sorte Nr. transgene Effizienz
Linien
T/E 99.7 vstl 150 Expl. Mit verzogerter Selektion, 144 mit - -
Elstar sofortigem, kontinuierlich ansteigendem
Selektionsdruck auf Puite & Shaart Med.
T/E 99.8 vstl 156 Expl. mit sofortigem, kontinuierlich - -
Elstar ansteigendem Selektionsdruck auf 3uM TDZ und
0,5uM NAA
T/E 00.1 vstl 335 Expl. /verzogerte Selektion mit kontinuierlich 1 0,29
Elstar ansteigendem PPT-Gehalt auf 3uM TDZ und
0,5uM NAA
T/E 00.2 vstl 242 Expl. /verzogerte Selektion mit kontinuierlich - -
Elstar ansteigendem PPT-Gehalt auf 3uM TDZ und
0,5uM NAA
T/E 00.7und K-PGIP 330 Expl. /sofortige Selektion mit ansteigenden - -
Elstar 00.8 PPT-Konzentrationen (max. 10mg/1) auf 3uM
TDZ und 0,5uM NAA
T/HC 00.1 vstl 315 Expl. /verzdgerte Selektion mit kontinuierlich - -
ansteigendem PPT-Gehalt (max. 10mg/l) auf Puite
& Shaart (1996)
T/HC 00.2 vstl 371 Expl. /verzdgerte Selektion mit kontinuierlich - -
ansteigendem PPT-Gehalt (max. 10 mg/l) auf 3uM
und TDZ und 0,5uM NAA
00.3 90 Expl. /sofortige Selektion mit 10mg/l PPT
auf 3uM TDZ und 0,5uM NAA
HC C vstl 178 Expl. / sofortige Selektion mit ansteigenden 8 4,49

Konzentrationen (max. 10mg/l PPT) auf 3uM
TDZ und 1uM IBA

HC Cl vstl 158/ sofortige Selektion mit ansteigenden 1 0,6
Konzentrationen (max 10 mg/l PPT) auf 3uM
TDZ und 1uM IBA

HC 00.5 vstl 300 Expl. /verzogerte Selektion mit ansteigenden - -
Konzentrationen (max. 10mg/l PPT) auf 3uM
TDZ und 1uM IBA

HC 00.6 K-PGIP 135 Expl. / sofortige Selektion mit ansteigenden - -
Konzentrationen (max. 10 mg/l PPT) auf 3 uM
TDZund 1 uM IBA

HC 01.1 K-PGIP 425 Expl. / sofortige Selektion mit ansteigenden 3 0,7
Konzentrationen (max. 10mg/l PPT) auf 3uM
TDZ und 1uM IBA

HC 01.2 K-PGIP 278 Expl. / verzogerte Selektion mit ansteigenden - -
Konzentrationen (max. 10mg/l PPT) auf 3uM
TDZ und 1uM IBA

Aus mehreren Transformationen, die mit der Sorte Elstar unter Verwendung des vs¢1-Gens
durchgefiihrt wurden, ging lediglich aus dem Transformationsexperiment T/E 00.1 eine
transgene Linie hervor. Bei dieser Transformation wurde die Vorgehensweise der
verzogerten Selektion verfolgt. Auf dem fiir Elstar optimierten Sprossinduktionsmedium

wurden zunidchst Sprosse regeneriert, die anschlieBend einer Selektion mit ansteigender



Ergebnisse 58

Konzentration bis zu 10 mg/l PPT unterworfen wurden. Problematisch bei der
Transformation von Elstar erwies sich die Anwendung Agrobakterien-eliminierender
Antibiotika, die unter 3.4.5 ndher erlautert wird. Alle transformierten Explantate neigten zu
sehr starken Vitrifizierungen, so dass trotz zunichst fehlender Selektion nahezu keine
morphologisch normalen Sprosse regeneriert wurden. Die geringe
Transformationseffizienz von 0,26 bei diesem Experiment und die erfolglos
durchgefiihrten anderen Elstar-Transformationen mogen z.T. darin begriindet sein, dass
viele, eventuell transgene Sprosse aufgrund der abnormalen Entwicklung verworfen

werden mussten.

Bei der Transformation der Sorte Holsteiner Cox traten die oben genannten Probleme bei
der Regeneration nicht auf. Alle sich an transformierten Blattexplantaten entwickelnden
Sprosse zeigten trotz der Anwendung der Antibiotika einen normalen Habitus und wurden
bei fehlender Selektion auch in vergleichbarer Anzahl induziert. Auch wihrend der
Mikropropagation der transgenen Sprosse wurde kein negativer Effekt der Antibiotika

festgestellt.

Aus der Transformation T/HC C gingen 8 bisher bestétigte Linien mit vs¢1-Gen hervor.
Die Transformationseffizienz fiir dieses Transformationsexperiment lag damit bei 4,49.
Einige weitere auf PPT wachsende Linien konnten in Rahmen der Arbeit nicht mehr
abschliefend molekular charakterisiert werden, so dass die TE eventuell héher liegen
konnte. Die Regeneration erfolgte auf dem fiir Holsteiner Cox optimierten Medium (3 uM
TDZ und 1 pM IBA) mit sofortiger, nach der Cokultur beginnender Selektion mit einer
Konzentration von 3 mg/l PPT, die im Laufe der weiteren Kultur auf 10 mg/l gesteigert
wurde. Unter gleichen Bedingungen wurde im Rahmen des Transformationsexperiments
T/HCC1 eine weitere transgene vstl-Linie generiert; dies entsprach einer
Transformationseffizienz von 0,6. Aus der Transformation T/HC 01.1 gingen ebenfalls
unter den gleichen Versuchsbedingungen bei Verwendung des PGIP-Gens drei transgene
Holsteiner Cox Linien hervor. Die TE der Transformation T/HC 01.1 lag damit bei 0,7.
Die fiir die Sorte Holsteiner Cox angewendete Transformationsmethode erwies sich als

reproduzierbar und ist somit zur Erzeugung transgener Apfelsorten geeignet.

344 Selektion

Der hochste applizierte Selektionsdruck von 10 mg/l PPT erwies sich als sehr effektiv zur

Differenzierung transgener Zellen bzw. Sprosse. Wihrend die Kontrollpflanzen komplett
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abgetotet wurden, konnte keine inhibierende Wirkung des Herbizids auf das Wachstum der
transgenen Pflanzen festgestellt werden (Abb. 3.10 a-b). Die Mikropropagation der

herbizidresistenten Pflanzen verlief uneingeschriankt.

Die vierwdchige Kultur auf Bewurzelungsmedium, ebenfalls angereichert mit 10 mg/L
PPT, bestitigte die selektive Wirkung dieser Konzentration. Nicht-transgene Pflanzen
gingen ein, wihrend transgene Sprosse uneingeschrinkte Wurzelbildung aufwiesen (Abb.
3.10 ¢). Die auf dem Medium wachsenden Sprosse wurden als potenziell transgen
eingestuft. Die Transgenitit wurden in allen Fillen durch die molekularen Analysen

bestdtigt. Es wurden keine ,,Ausreisser* detektiert.

Abb. 3.10: Wachstum und Bewurzelung
transgener Holsteiner Cox Pflanzen
auf Selektionsmedium supplementiert
mit 10 mg/l PPT im Vergleich zu
Kontrollpflanzen.

a) Mikropropagierte trangene HC Pflanzen
auf 10 mg/l PPT

b) Kontrollpflanzen

¢) Transgene HC Pflanze (links) und
Kontrollpflanze (rechts) nach 4 wochiger
Kultur auf Bewurzelungsmedium
supplementiert mit 10 mg/l PPT
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3.4.5 Eliminierung der Agrobakterien nach der Transformation

Die Applikation Agrobakterien-eliminierender Antibiotika nach der Transformation zur
Abtdtung und Verhinderung eines erneuten Auswachsens der Bakterien verursachte bei der
Sorte Elstar starke Vitrifizierungen wahrend der Regenerationsphase. Dieses Phidnomen
konnte eindeutig auf den Einsatz der Antibiotika und nicht auf die
Transformationsprozedur zuriickgefiihrt werden, da die starken Vitrifizierungen und die
damit verbundene abnormale Sprossentwicklung auch bei nicht-transformierten, auf
antibiotikahaltigem Medium kultivierten Elstar-Kontrollexplantaten beobachtet wurde. Die
Vitrifizierungen traten unabhdngig vom eingesetzten Antibiotikum auf, so wurden sie
sowohl bei Anwendung von Cefotaxim, als auch durch den Einsatz der Kombination von

Ticarcillin und Combactam verursacht.

Um den Effekt der Antibiotika auf ein Minimum zu reduzieren, wurde versucht, die
eingesetzten Konzentrationen zu verringern. Eine gleichbleibende Eliminierung sollte
durch den Zusatz von PPM™ (Plant Preservative Mixture) gewihrleistet werden. Bei
PPM™ handelt es sich um ein breitwirkendes Biozid, das mikrobielle Kontaminationen in
der Gewebekultur reduzieren bzw. beseitigen soll und auch zur Eliminierung von

Agrobakterien geeignet ist (www.ppm4plant-tc.com).

Durch die Reduktion des Antibiotikagehalts auf 50 mg/l Ticarcillin bei gleichzeitiger
Anwendung von 0,2% PPM™ konnte der vitrifizierende Effekt nahezu behoben werden.
Dennoch muf} angemerkt werden, dass eine langfristige Anwendung dieser Kombination
nicht geeignet war, um die Agrobakterien vollstindig zu eliminieren. Im Verlauf der

weiteren Kultur kam es zu einem erneuten Auswachsen der Agrobakterien.

Die letztendlich aus Transformation T/E 001.1 hervorgegangene transgene Elstar Linie
regenerierte mit normalen Habitus trotz der Anwendung von Ticarcillin und Combactam in
Kombination. Auch wihrend der folgenden Mikropropagationsphase traten keinerlei
Vitrifizierungen mehr auf. Der normale Habitus blieb trotz gleichbleibender Konzentration

der Antibiotika stabil.

Die Sorte Holsteiner Cox war von einem derartigen Effekt der Antibiotika auf Konstitution

der regenerierten Sprosse nicht betroffen.
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3.4.6 Uberfiihrung der regenerierten Pflanzen ins Gewichshaus

Die in vitro bewurzelten transgenen sowie Kontroll-Regeneratpflanzen konnten erfolgreich
ins Gewéchshaus {iiberfithrt werden und entwickelten sich zu morphologisch normalen
Pflanzen. Wie die Abb. 3.11 veranschaulicht, konnten im Vergleich zu den nicht-
transgenen Kontrollpflanzen bei den transgenen Regeneraten keine phénotypischen
Unterschiede festgestellt werden. GroB3e, Morphologie und Habitus der transgenen Elstar

und Holsteiner Cox Pflanzen entsprachen den jeweiligen Kontrollpflanzen.

Abb. 3.11: Phiinotypischer Vergleich transgener vsf1-Pflanzen und Kontrollpflanzen.
A: Holsteiner Cox Kontrollpflanze (rechts) und vs¢1-transgene Linie T/HC C1.1 (links).

B: Elstar Kontrollpflanze (rechts) und vs¢1-transgene Elstar-Linie (links).
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3.5 Molekulare Analysen

3.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Integration der Transgene ins Apfelgenom wurde zundchst durch PCR-Analysen
tiberpriift. Als Template fiir die Amplifikation der Genfragmente wurde, wenn nicht anders
angegeben, entweder isolierte genomische DNA oder ein mit einer Pipettenspitze
ausgestanztes Blattstiick der zu untersuchenden Pflanze eingesetzt. Diese von BERTHOMIEU
& MEYER (1991) abgeleitete Methode ermoglichte eine sehr zeitsparende Analyse ohne
vorherige DNA-Isolation und lieferte bei Verwendung von in vitro Pflanzenmaterial
vergleichbare Ergebnisse. Sie eignete sich nicht zur Untersuchung von Gewichspflanzen,
da es aufgrund der Beschaffenheit des Blattmaterials bei der Probenentnahme eher zu
Briichen des Blattgewebes kam und so die Zellbeschddigungen nicht effizient genug

waren, um DNA in ausreichender Menge als Targetsequenz freizusetzen.

3.5.1.1 PCR zum Nachweis des Stilbensynthasegens

Zum Nachweis der Integration des Stilbensynthasegens dienten die vom kodierenden
Bereich des vst1-Gens abgeleiteten Primer RTvs#-sense und RTvst-antisense. Sie binden an
Position 1710 bp und 2321 bp des vst1-Gens und fithren zur Amplifikation eines
Fragments der Grof3e 611 bp.

3000 bp Holsteiner Cox Elstar

b ed
- . - - -! < 611bp —

ME 1283 4 SEebeed 28 SO0 111 27 V]

M 13 14 15 16 M

Abb. 3.12: PCR-Amplifikation des vsf1-Genfragments aus DNA-Proben potenziell transgener
Apfelpflanzen. In der PCR wurde isolierte DNA als Template eingesetzt. Die Probenzuordnung ist

der Tab. 3.6 zu entnehmen.



Ergebnisse 63

Tab. 3.6: Probenzuordnung zur vsf1-PCR transgener Holsteiner Cox und Elstar Linien.

Bahn Probe Vst1-PCR
M 100bp+ Leiter -
1 HC nicht transf. -
2 T/HC C1.1 +
3 T/HC 2 +
4 T/HC 12 +
5 T/HC 17 +
6 T/HC 21 +
7 T/HC 27.3 +
8 T/HC 30.2 +
9 T/HC 45.3 +
10  T/HC 50 +
11  H,O -
12 Plasmid pHKvst +
13 Elstar nicht transf. -
14  T/E 00.1 +
15 H,0 -
16  Plasmid pHKvst +

Mittels der PCR wurde in allen untersuchten Proben potenziell transgener Elstar und
Holsteiner Cox Pflanzen das erwartete vst1-Fragment der Grofle von 611 bp amplifiziert.
Bei Verwendung der isolierten DNA nicht-transformierter Kontrollpflanzen als Template
wurde keine Bande detektiert (Abb. 3.12, Bahn 1 und 13). In der H,O-Kontrolle wurde auf
Grund fehlender Ausgangs-DNA keine Bande detektiert.

3.5.1.2 PCR zum Nachweis des K-PGIP-Gens

Das PGIP-Gen aus Kiwi (Actinidia deliciosa) und das PGIP-Gen aus Apfel (Malus
domestica) weisen auf DNA-Ebene eine Sequenz-Homologie von 71% auf (YAO et al.
1999). Da die Primer zum Nachweis des Kiwi-PGIP-Transgens aber mit dem PGIP-Gen
aus Malus jeweils nur zu 55% und 60% komplementér sind, waren sie zur Differenzierung
zwischen dem Malus- und dem heterologen Kiwi-PGIP geeignet. Die Verwendung der
Primer fiihrte zu keinem Amplifikationsprodukt bei der Untersuchung der nicht-transgenen

Kontrollpflanzen.

Aus der Transformation T/HC 01.1 gingen vier potenziell transgene Linien hervor. An
Explantat Nr. 1 regenerierten zwei Sprosse (1.1 und 1.2), deren Ursprung nicht eindeutig
lokalisiert werden konnte. Beide Sprosse wurden daher auf Integration des PGIP-Gens mit

der PCR getestet.
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Abb. 3.13: PCR-Amplifikation eines spezifischen Fragments des Kiwi-PGIP-Gens aus Proben
transgener Holsteiner Cox Pflanzen.
Gel A: M: 100bp+ Léngenstandard; Bahn 1: HC negativ: Bahn 2: Klon 1.1; Bahn 3: Klon 1.2; Bahn
4: Klon 2.1; Bahn 5: H,O-Negativkontrolle; Bahn 6: Plasmid pSCP2. Die PCR wurde mit dem
Extract-N-Amp ™ Plant PCR Kit der Firma Sigma durchgefiihrt.
Gel B: M: 100bp+ Léngenstandard;, Bahn 1: HC negativ: Bahn 2: Klon 3; Bahn 3: H,0-
Negativkontrolle; Bahn 4: Plasmid pSCP2. In dieser PCR wurde ein Gewebestiick als Template

eingesetzt.

Die Primer binden an Position 31 bp und 686 bp des PGIP-Gens aus Kiwi und liefern
somit ein Amplifikat von 655 bp. Dieses konnte in allen untersuchten DNA-Proben

potenziell transgener Pflanzen nachgewiesen werden.

Bei der untransformierten Holsteiner Cox-Kontrollpflanze (Abb. 3.13; A und B jeweils
Bahn 1) wurde mit den verwendeten Primern kein Amplifikationsprodukt erzeugt. In der
H,0O-Negativkontrolle wurde erwartungsgemdl aufgrund fehlender Ausgangs-DNA keine
Bande detektiert.

3.5.2 Southern Blot Analysen zum Nachweis der Integration der

Transgene ins Apfelgenom

Die transgenen Pflanzenlinien wurden hinsichtlich der Integration der Transgene ins
Pflanzengenom, ihrer Unabhéngigkeit sowie der Anzahl integrierter Genkopien mit Hilfe
des Southern Blots untersucht. Die Restriktionsenzyme zum Verdau der genomischen

Pflanzen-DNA wurden so gewdhlt, dass sie nur eine Erkennungssequenz im Plasmid
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besitzen. Mdgliche freie Plasmid-DNA im Pflanzengenom sollte so in Form nur eines
Hybridisierungssignals auf Hohe der jeweiligen Plasmidgrofle zu erkennen sein. In das
Pflanzengenom integrierte Plasmid-DNA liefert Hybridfragmente variabler GroéBle von
Plasmid- und pflanzlicher DNA, da die nédchste Schnittstelle des Enzyms ausserhalb der
Plasmid-DNA zufillig verteilt im Apfelgenom liegt. Jede im Southern Blot sichtbare
Bande (Hybridfragment) reprdsentiert somit eine Integrationsstelle des Transgens im

Apfelgenom.

3.5.2.1 Stilbensynthase-transgene Pflanzen

Das Stilbensynthasegen besitzt im Promotorbereich eine singuldre EcoR1-Schnittstelle
(KIESECKER 1999); das Enzym wurde daher zur Restriktionsspaltung der DNA-Proben der

vstl-transgenen sowie Kontrollpflanzen verwendet.

Holsteiner Cox Elstar

23 130 bp
9416 bp

6557 bp

vV oV VY

4361 bp

2322 bp
2027 bp

22

M HC T/HC T/HC M T/HC T/HC T/HC T/HC M E TIE
neg 50 12 453 3022 273 21 17 Cl neg. 00.1

Abb. 3.14: Nachweis der Integration des vsf1-Gens in die genomische DNA der vsfl-transgenen

Holsteiner Cox Pflanzen sowie der vstl-transgenen Elstar Linie mittels Southern Blot Analyse.

In der Probe der genomischen DNA nicht-transgener Holsteiner Cox- und Elstar-

Kontrollpflanzen trat nach der Hybridisierung mit der vs¢1-Sonde kein Signal auf.

Bei den untersuchten transgenen Holsteiner Cox Linien variierte die Anzahl integrierter

vst1-Genkopien stark. In die Linien T/HC 50 und T/HC 30.2 wurde das Stilbensynthasegen
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jeweils einmal integriert. Die Linien T/HC 12, 2, 17, 27.3 und 21 wiesen je zwei vstl-
Kopien auf und die Linie 1 aus der Transformation T/HC C1 drei bis vier Kopien. Bei der
Linie 45.3 traten sechs Hybridisierungssignale auf. Die Regeneratpflanzen der Elstar

Transformation T/E 00.1 wiesen die Integration von drei vst1-Genkopien auf.

3.5.2.2 K-PGIP transgene Pflanzen

BamH1 bzw. Sacl besitzen eine singuldre Erkennungssequenz im PGIP-Gen bzw. der T-
DNA des binédren Plasmides pSCP2. Der Nachweis des Gens in den Apfelpflanzen erfolgte

daher nach vorheriger Restriktionsspaltung der pflanzlichen DNA mit den genannten

Enzymen.
23 130 bp
23 130 bp
9416 bp
9416 bp 6557 bp
6557 bp
4361 bp
4361 bp
2322bp P>
2322 bp 2027bp —P> 3
2027 bp
M HCneg 1.1 1.2 2 M 3 P

Abb. 3.15: Nachweis der Integration des PGIP-Gens aus Kiwi in die genomische DNA verschiedener
Holsteiner Cox Linien mittels Southern Blot Analyse nach Restriktion mit Sacl bzw. BamH1.
Untersucht wurden die Linien 1.1, 1.2, 2 und 3, die aus der Transformation T/HC O01.1
hervorgegangen sind. Bahn M: Dig-markierter DNA-Molekulargewichtsmarkerll, P: linearisiertes
Plasmid pSCP2.

Die Negativ-Kontrolle in Form einer nicht transgenen Holsteiner Cox Pflanze zeigte nach
der Hybridisierung mit der Dig-markierten K-PGIP-Sonde kein Signal. Die beiden an
Explantat Nr. 1 regenerierten Sprosse (T/HC 01.1.1.1 und T/HC 01.1.1.2) wiesen ein
identisches Integrationsmuster zweier PGIP-Kopien auf und wurden daher einer Linie

(T/HC 01.1.1) zugeordnet. Ebenfalls zwei Integrationen des K-PGIP-Gens wies die Linie 2
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auf. Die Anzahl der Kopienanzahl bei Klon 3 konnte aufgrund der vielen

Hybridisierungssignale nur abgeschétzt werden. Die Mindestkopienzahl lag bei 10.

3.5.3 Expressionsanalysen

Die Expression der Transgene auf Transkriptionsebene wurde iiber eine Amplifikation

spezifischer m-RNA bzw. cDNA-Fragmente mittels RT-PCR untersucht.

Bei der Isolation der Gesamt-RNA konnen trotz eines Abbaus der DNA mit DNAsel
DNA-Kontaminationen im Isolationsansatz verbleiben. Bei dem Umschreiben der mRNA
in cDNA verbleiben so eventuell DNA-Kontaminationen in der Probe und konnen in der
PCR als Template fiir die Primer fungieren und zu einem falsch positiven Ergebnis fiihren.
Um dies zu vermeiden, konnen die Primer z.B. so gewihlt werden, daf} sie ein Intron
flankieren. Das Amplifikationsprodukt der von der gespleifiten mRNA abgeleiteten cDNA
ist dann entsprechend der GroBe des Introns kleiner und kann von amplifizierten

Fragmenten von DNA-Kontaminationen differenziert werden.
Diese Strategie wurde bei der Detektion der mRNA der Stilbensynthase angewendet.

Eine andere Moglichkeit, DNA-Kontaminationen zu detektieren ist, parallel zum Einsatz
der cDNA als Template, ebenfalls die RNA aus dem Isolationsansatz in einem gesonderten
Ansatz einzusetzen. Eventuelle DNA-Kontaminationen innerhalb der isolierten RNA
konnen so nachgewiesen werden und bei der Bewertung der Ergebnisse der RT-PCR mit

beriicksichtigt werden.

Diese Methode wurde bei der Untersuchung der Expression des PGIPs-Gens durchgefiihrt.

3.5.3.1 Stilbensynthase-transgene Pflanzen

3.5.3.1.1 Nachweis der Expression des vst1-Gens

Das vst1-Gen aus Vitis vinifera L. wird durch den eigenen wund,- elicitor- und UV-
induzierbaren Promotor reguliert. Bei der Uberpriifung der heterologen Expression des
vstl-Gens in transgenen Apfelpflanzen erfolgte die Induktion des Gens durch
mechanisches Verwunden der Blétter mit einer Pinzette. Die Isolation der Gesamt-RNA
wurde eine Stunde nach der Induktion durchgefiihrt. Von neun zuvor durch PCR und
Southern Blot charakterisierten transgenen Holsteiner Cox Linien und der transgenen
Elstar Linie sowie deren Kontrollpflanzen wurde sowohl im nicht-induzierten (n.i.) als

auch im induzierten (i.) Zustand RNA isoliert.
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Die verwendeten Primer zum Nachweis des vst1-Gens binden an Position 1710 bp und
2321 bp und flankieren damit ein Intron. Auf Ebene der DNA wird somit ein Fragment der
GroBe 611 bp amplifiziert. Nach der Prozessierung ist das amplifizierte Fragment um die

GroBe des Introns reduziert und betragt auf mRNA- bzw. cDNA-Level nur noch 255 bp.

Die Abbildung 3.16 zeigt die Ergebnisse der RT-PCRs der vstl-transgenen Elstar und

Holsteiner Cox Linien.

3000 bp
2000 bp
1500 bp
1200 bp
1031 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

611 bp

255 bp

T/HC 12 T/HC 17
n.i.| i i i i n.i.| i

—

< 611bp

255 bp

HC |T/HC21 |H,0|P T/HC 302 |T/HCCL| M M g | T/HC 27.3| T/HC 45.3| H,0| P
Neg. n.i.|i. ni. | i. ni| i ni | i |nili

Abb. 3.16: Expressionsanalyse der vsfl-transgenen Pflanzen durch Nachweis der vsf1-mRNA mit RT-
PCR. Die RNA wurde jeweils im nicht-induzierten (n.i.) Zustand sowie nach einer Induktion (i.) des

vst1-Promotors (durch Verletzung des Blattmaterials) isoliert.

Wie die Abbildungen verdeutlichen, wurde fiir die transgene Elstar Linie sowie fiir acht

der neun transgenen Holsteiner Cox Linien das erwartete Fragment der GréBe 255 bp
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amplifiziert. In keiner der eingesetzten Proben wurde ein aus DNA-Kontaminationen

resultierendes Fragment der GroBe 611 bp amplifiziert.

Fiir die transgene Linie T/HC 45.3, die sechs vst1-Kopien besitzt (Abb. 3.14), wurde trotz
dreimaliger Wiederholung der RNA-Isolation, cDNA-Synthese und RT-PCR kein vst1-

Transkript nachgewiesen.

Die Plasmidkontrolle zeigte erwartungsgemifl das von der DNA amplifizierte Fragment

der Grofie 611 bp.

Die Ergebnisse bestitigen die Wundinduzierbarkeit des Promotors, da nach mechanischer
Beschiadigung des Blattmaterials die Transkription des vst1-Gens initiiert wurde. Bei allen
getesteten Holsteiner Cox Linien bestand eine deutliche Korrelation der Stirke der
Expression und der Induktion. Bei den Klonen T/HC 50 und T/HC cl1/1 war ohne
Induktion eine schwache Bande erkennbar, bei den iibrigen wurde kein Fragment des Gens
amplifiziert. Im Gegensatz dazu wurde bei allen induzierten Proben das erwartete
Fragment amplifiziert. Bei der transgenen Elstar Linie konnte auch ohne vorherige
Induktion die vst1-mRNA nachgewiesen werden. Dieses war versuchsbezogen, bei einer
wiederholten RT-PCR der transgenen Elstar Linie war bei der nicht induzierten Probe
keine vst1-cDNA nachweisbar. Die Ergebnisse demonstrieren ebenfalls, dass die RNA

erwartungsgemaf} gespleifit wurde.

3.5.3.1.2 Nachweis der Expression des bar-Gens

Das bar-Gen kodiert fiir die Phosphinotricinacetyltransferase und wurde in der
vorliegenden Arbeit als selektives Markergen eingesetzt. Es steht unter der Kontrolle des
nos-Promotors und wird somit konstitutiv exprimiert. Fiir den Nachweis der Expression
des bar-Gens in den vst1-transgenen Pflanzen wurden die selben cDNA-Proben verwendet,
die auch in der Stilbensynthase-RT-PCR eingesetzt worden sind. Die Proben waren durch
die vst1-RT-PCR als DNA-frei identifiziert worden (Abb. 3.16); das amplifizierte bar-

Fragment kann daher nur aus der mRNA bzw. cDNA resultieren.

Die Ergebnisse der RT-PCR des bar-Gens sind in Abbildung 3.17 dargestellt.



Ergebnisse 70

3000 bp

500 bp

ORISR 10812118

Abb. 3.17: Nachweis der bar-mRNA mit RT-PCR in vstl-transgenen Pflanzen. M: 100bp-
Groflenmarker; Bahn 1: HC-Kontrolle; Bahn 2: T/Elstar 00.1; Bahn 3: T/HC C1/1; Bahn 4: T/HC 2;
Bahn 5: T/HC 12; Bahn 6: T/HC 17; Bahn 7: T/HC 21; Bahn 8: T/HC 27.3; Bahn 9: T/HC 30.2;
Bahn 10: T/HC 45.3; Bahn 11: T/HC 50: Bahn 12: H,0O-Kontrolle; Bahn 13: Plasmid pHKwvst.

Die Herbizidresistenz der transgenen Pflanzen wurde durch die Expressionsanalyse des
bar-Gens bestitigt. In allen untersuchten cDNA-Proben der transgenen Pflanzen wurde das
Fragment mit der erwarteten Grole von 264 bp amplifiziert und entsprach damit der

Plasmidkontrolle.

3.5.3.2 PGIP-transgene Pflanzen

3.5.3.2.1 Nachweis der Expression des PGIP-Gens und des bar-Gens

Die transgenen Linien der Sorte Holsteiner Cox wurden hinsichtlich der Expression des
PGIP-Gens sowie des bar-Gens untersucht. Da die Expressionsanalysen vor dem Southern
Blot zum Nachweis der Integration durchgefiihrt wurden, wurde zu diesem Zeitpunkt noch

von vier transgenen Linien ausgegangen.

Zur Uberpriifung eventueller DNA-Kontaminationen wurde neben der generierten cDNA
auch Gesamt-RNA der entsprechenden Proben eingesetzt. Die Abb. 3.18 zeigt die
Ergebnisse der Gelelektrophorese der amplifizierten Genfragmente. Die Kennzeichnung

der Proben ist Tab. 3.7 zu entnehmen.

655 bp

TS RGN S ERO RS ORI DRM SHEO RSO BI81 10

Abb. 3.18: Nachweis der PGIP- und bar-mRNA in transgenen Holsteiner Cox Pflanzen.
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Tab. 3.7: Nachweis von PGIP-mRNA in transgenen Pflanzen mit RT-PCR.

Bahn  Probe Gel A (PGIP) Gel B (bar)

M Léngenmarker 100 bp+
HC nicht transf.; RNA als Template - -
T/HC 01.1 Klon 1.1; RNA als Template - -
T/HC 01.1 Klon 1.2; RNA als Template - -
T/HC 01.1 Klon 2.1; RNA als Template -/+ -/+
T/HC 01.1 Klon 3; RNA als Template - -
HC nicht transf.; RNA als Template - -
T/HC 01.1 Klon 1.1; cDNA als Template + +
T/HC 01.1 Klon 1.2; cDNA als Template + +
T/HC 01.1 Klon 2.1; cDNA als Template + +
+ +
+ +

O 0 9 N N kAW =

—_
(e}

T/HC 01.1 Klon 3; cDNA als Template
PSCP2-Plasmid
H,0 - -

—_
N =

In allen Ansétzen, in denen die cDNA als Template eingesetzt wurde, wurde das erwartete
Fragment der Grofle von 655 bp amplifiziert und entsprach damit dem
Amplifikationsprodukt der Kontroll-Plasmid-DNA. Lediglich in einer der RNA-
Kontrollproben wurde eine sehr schwache Bande detektiert, die auf DNA-
Verunreinigungen schlieBen 14t. Dennoch kann ein falsch positives Signal der cDNA
Probe des Klons 2.1 aufgrund der Kontamination als unwahrscheinlich eingestuft werden,
da die Intensitdt des Amplifikationsproduktes der cDNA deutlich stirker war als das der
RNA-Probe.

3.54 Transfer von Plasmidsequenzen ausserhalb der T-DNA

Bei dem Agrobacterium-vermittelten Gentransfer wird der Bereich zwischen der linken
und rechten Bordersequenz, die T-DNA, des Vektor-Plasmides in die Pflanzenzellen
iibertragen. Literaturangaben (KONONOV et al. 1997 MARTINEAU et al. 1994,
RAMANATHAN & VELUTHAMBI 1995, CLUSTER et al. 1996, VAN DER GRAAFF et al. 1996,
WENCK et al. 1997, WOLTERS et al. 1998, DE Buck et al. 2000) weisen jedoch darauf hin,
dass auch Vektorsequenzen ausserhalb der T-DNA, vom sog. Riickgrat, in die
Pflanzenzellen iibertragen werden kénnen. Da sowohl das Stilbensynthaseplasmid pHKvst

als auch das PGIP-Konstrukt pSCP2 auf dem Vektor pGPTV (BECKER et al. 1992)
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basieren und damit Derivate des pBIN19 sind, tragen beide auf dem Riickgrat ein
Kanamycin-Resistenzgen. Anhand des Nachweises dieses Gens in DNA-Proben transgener
Pflanzen mit Hilfe der PCR wurde auf Anwesenheit von Riickgratsequenzen des Vektors
getestet. Um ein positives Signal aufgrund evt. persistierender Agrobakterien
auszuschliessen, wurden die Proben parallel einer PCR mit Agrobakterien-spezifischen
Primern unterzogen. Zusitzlich wurde erneut auf Anwesenheit des Transgens gepriift.

Getestet wurden alle Linien der PGIP- und vst¢1-transgenen Pflanzen.

Die Abb. 3.19 zeigt die Ergebnisse der Gelelektrophorese der amplifizierten Fragmente der

PGIP transgenen Pflanzen. Die Probenzuordnung kann der Tab. 3.8 entnommen werden.

Abb. 3.19: Uberpriifung des Transfers von Riickgratsequenzen des eingesetzten Vektors anhand des
ausserhalb der T-DNA befindlichen Kanamycin-Resistenzgens in das Pflanzengenom PGIP-
transgener Pflanzen. Gel A: Amplifizierte Fragmente des K-PGIP-Gens. Gel B: Amplifizierte
Fragmente des aphlll-Gens. Gel C: PCR-Amplifikation eines  Agrobakterien-spezifischen

Genfragmentes.

Tab. 3.8: Probenzuordnung der PCR-Analysen zum Nachweis von Riickgratsequenzen im Genom

transgener PGIP-Holsteiner Cox Pflanzen.

Bahn Probe Gel A Gel B Gel C
PGIP-PCR  aphIllI-PCR  Agrobakterien-spezifische
(655 bp) (267 bp) PCR (550 bp)

M 100bp+ Grofenmarker — — —
1 HC nicht transf. - - -

2 T/HCO01.1/1.1 + - -
3 T/HCOL.1/1.2 + - -
4  T/HCO01.1/2.1 + - -
5 T/HCO01.1/3 + + -
6 Plasmid pSCP2 + + -
7  EHA105/pSCP2 + + +
8

H,O - - -
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Die verwendeten Primer Kan/bin 999 und Kan/bin 1266 binden an den Positionen 999 bp
und 1266 bp des aphlll-Gens und fithren somit zur Amplifikation eines Fragments der
GroBe 267 bp. Bei der Uberpriifung der PGIP-transgenen Holsteiner Cox Pflanzen
hinsichtlich des Transfers von Riickgratsequenzen wurde bei der Probe T/HCO01.1.3 ein
Fragment der erwarteten GroBe amplifiziert (Gel B, Bahn 5). In der pSCP2-Plasmid
Kontrolle und ebenso in der Agrobakterienkontrolle wurde eine Bande der gleichen Grof3e
detektiert. Ein positives Signal aufgrund persistierender Agrobakterien kann
ausgeschlossen werden, da diese in den Proben der transgenen Pflanzen mit Hilfe der PCR
nicht nachgewiesen werden konnten (Gel C). Lediglich die Positiv-Kontrolle in Form

denaturierter Agrobakterien (EHA105/pSCP2) gab ein positives Signal (Gel C, Bahn 7).

Des weiteren wurden bei der Uberpriifung der vstl-transgenen Pflanzen vier Linien
identifiziert, die ebenfalls die Integration des aphlll Gens bzw. Sequenzabschnitten des
Gens aufwiesen (Abb.3.20). Betroffen waren die transgenen Holsteiner Cox Linien T/HC

12,17, 30.2 und 45.3.

611 bp

267 bp

550 bp

Abb. 3.20: Uberpriifung des Transfers von Riickgratsequenzen des eingesetzten Vektors anhand des

Kanamycin-Resistenzgens in das Pflanzengenom vs#1-transgener Pflanzen.

Gel A: Amplifizierte Fragmente des vst1-Gens. Gel B: Amplifikation des aphlll-Fragments. Gel C:
PCR-Amplifikation eines Agrobakterien-spezifischen Genfragments. Die Proben-zuordnung ist der

Tab. 3.9 zu entnehmen.
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Tab. 3.9: Probenzuordnung der PCR-Analysen zum Nachweis von Riickgratsequenzen im Genom

transgener vst1-Pflanzen.

Bahn Probe Gel A Gel B Gel C
vst1-PCR  aphllI-PCR Agrobakterien-
spezifische PCR
(611 bp) (264 bp) (550 bp)
M  100bp+ GroBenmarker - -—-- -—

—

HC nicht transf. - - -

2 Elstar nicht transf. - - -
3 T/E00.1 + - -
4 T/HCCI.1 + - -
5 T/HC2 + - -
6 T/HCI12 + + -
7 T/HC17 + + -
8§ T/HC21 + - -
9 T/HC273 + - -
10 T/HC30.2 + -+ -
11 T/HC453 + + -
12 T/HC50 + - -
13 Plasmid pHKvst + + -
14 EHA105/pHKvst + + +
15 HO - - -

Ob das Kanamycin-Resistenzgen vollstindig oder lediglich Fragmente des Gens in das
pflanzliche Genom integriert wurden, konnte bis zum Ende der vorliegenden Arbeit nicht
abschlieend gekliart werden. Ebenso konnen keine Aussagen dariiber gemacht werden, ob

der gesamte Vektor in die Pflanzengenome integriert wurde.
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3.6 Nachweis von Resveratrol mit HPLC

Die Aktivitit der Stilbensynthase in den vstl-transgenen Pflanzen wurde {iber den
Nachweis des Syntheseproduktes Resveratrol iiberpriift. Pflanzenextrakte vst1-transgener

und Kontrollpflanzen wurden dazu einer HPLC-Analyse unterzogen.

3.6.1 Induktion des vs¢1-Promotors

Der Nachweis des Resveratrols in den transgenen Pflanzen bedingte die vorherige

Expression der Stilbensynthase und damit die Induktion des Stilbensynthase-Promotors.

Um eine gleichmiBige und fiir das Pflanzengewebe schonende Induktion des Promotors zu
erreichen, wurde die UV-Bestrahlung gewihlt (LANGCAKE & PRYCE 1977, SCHOPPNER &
KINDL 1979, HAIN et al. 1990). Die Induzierbarkeit des vsz1-Promotors durch 5-miniitige
UV-Bestrahlung wurde anhand des Nachweises des vst1-Transkripts mittels RT-PCR
iiberpriift und zweifelsfrei nachgewiesen (Abb. 3.21).

Abb. 3.21: Induktion des vs¢1-Promotors durch 5-miniitige UV-Bestrahlung. M = 100bp+ Leiter; Bahn
1: HC-Kontrollpflanze; Bahn 2: transgene HC Pflanze (T/HC 12) nicht induziert; Bahn 3: transgene
HC Pflanze (T/HC 12) nach 5 min. UV-Bestrahlung; Bahn 4: transgene Elstar Pflanze nicht
induziert, Bahn 5: transgene Elstar Pflanze nach 5 min. UV-Bestrahlung, Bahn 6: H,O; Bahn 7:
Plasmid pHKwvst.

Bei den induzierten transgenen Pflanzen wurde das erwartete Fragment der GroBe 255bp
von der gespleiten mRNA (cDNA) amplifiziert. Das vom Plasmid amplifizierte Fragment

zeigte die erwartete Grofle von 611bp.
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3.6.2 HPLC-Analysen

Die HPLC-Analysen zum Nachweis von Resveratrol wurden mit Pflanzenextrakten der
vstl-transgenen Holsteiner Cox Linien T/HC 30.2, T/HC 50, T/HC 12 und T/HC 2 sowie
einer nicht-transformierten Holsteiner Cox Pflanze durchgefiihrt. Die Aufreinigung der

Proben erfolgte 24h nach UV-Induktion des vs¢1-Promotors.

In allen Proben der untersuchten transgenen Holsteiner Cox Linien trat bei der
Retentionszeit von 31,5 min ein unbekannter Peak auf (Abb. 3.23 — 3.26), der nicht in der
Kontrollprobe detektiert wurde (Abb. 3.22). Zwar lag die erwartete Retentionszeit von
freiem Resveratrol bei 38,5 min, da jedoch die UV-Spektren des unbekannten Peaks (31,5
min) und des Resveratrol-Peaks (38,5 min) iibereinstimmten (Abb. 3.27), lag die
Vermutung nahe, dass ein Resveratrolderivat vorlag. Die Absorptionsmaxima lagen
entsprechend der Literaturangaben (LANGCAKE & PRYCE 1976, JEANDET et al. 1997, PEZET
et al. 1994, HIPSKINDS & PAIVA 2000) um 307 nm und 320 nm. Die Bestdtigung, dass es
sich tatsichlich um ein Resveratrol-Derivat handelte, erbrachte ecine anschlieSend
durchgefiihrte saure Hydrolyse, die zur Detektion von freiem Resveratrol (Abb. 3.29)
fiihrte.

Aufgrund dieser Ergebnisse sowie der reduzierten Retentionszeit kann davon ausgegangen
werden, dass das Resveratrol durch die Addition einer hydrophilen Gruppe modifiziert
wurde und moglicherweise glykosidisch gebunden vorliegt (JEANDET et al. 1997). Die
Absorptionsspektren werden durch eine glykosidische Bindung kaum beeinfluf(t
(miindliche Mitteilung K. Briviba, ROMERO-PEREZ et al. 2001, DOMINGUEZ et al. 2001,

JEANDET et al. 1997).
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Abb. 3.22: HPLC-Analyse einer nicht-transgenen Holsteiner Cox Kontrollpflanze. Im Gegensatz zu den

Proben der transgenen Pflanzen trat hier kein Signal bei einer Retentionszeit von 31,5 min auf.
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Abb. 3.23: Chromatogramm der HPLC-Analyse der Probe T/HC 30.2. Diese transgene Holsteiner Cox
Linie hat eine Kopie des vst1-Gens integriert. Bei einer Retentionszeit von 31,5 min trat ein Peak

auf, der nicht in der Kontrollprobe detektiert wurde (Pfeil).
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Abb. 3.24: Chromatogramm der HPLC-Analyse der Probe T/HC 12. Laut Southern Blot wurden zwei
vst1-Genkopien integriert. Bei einer Retentionszeit von 31,5 min trat ein Peak auf, der nicht in der

Kontrollprobe detektiert wurde (Pfeil).
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Abb. 3.25: Chromatogramm der HPLC-Analyse der Probe T/HC 50. Diese transgene Holsteiner Cox
Linie hat eine Kopie des vst1-Gens integriert. Bei einer Retentionszeit von 31,5 min trat ein Peak

auf, der nicht in der Kontrollprobe detektiert wurde (Pfeil).
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Abb. 3.26: Chromatogramm der HPLC-Analyse der Probe T/HC 2. Diese transgene Linie enthilt laut
Southern Blot Analysen zwei vst1-Integrationen. Bei einer Retentionszeit von 31,5 min trat ein Peak

auf, der nicht in der Kontrollprobe detektiert wurde (Pfeil).
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Abb. 3.27: Vergleich der Absorptionsspektren von Resveratrol und dem Peak aus den Proben der

transgenen Holsteiner Cox Pflanzen.
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Die saure Hydrolyse wurde mit der Probe T/HC 2 durchgefiihrt. Sie fiihrte zur Freisetzung
von Resveratrol (Abb. 3.29).
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Abb. 2.28: Chromatogramm der Probe der transgenen Linie T/HC 2 vor der sauren Hydrolyse. Der

Pfeil markiert den Peak des Resveratrol-Derivates.
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Abb. 3.29: Nachweis des durch Hydrolyse freigesetzten Resveratrols in der transgenen Holsteiner Cox
Linie T/HC 2.
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3.7 Einfluss von Resveratrol auf die Sporenkeimung von

Venturia inaequalis

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit von Resveratrol gegeniiber dem Apfelschorferreger
Venturia inaequalis, wurden in vitro Keimungstests auf Wasseragar, supplementiert mit
steigenden Resveratrolkonzentrationen, durchgefiihrt. Um den Einfluss des Losungsmittels
(EtOH/H,0 50:50) der Reinsubstanz Resveratrol in der Auswertung zu berlicksichtigen,
wurde jeweils neben einer Kontrolle, die anstatt des Resveratrols Wasser enthielt, eine

Kontrolle, die nur das Losungsmittel enthielt, in die Untersuchung mit einbezogen.

Die Keimung der Sporen auf Wasseragar vollzieht sich in Form einer Entwicklung von
Keimschlduchen. Die Auswertung erfolgte durch Auszdhlung der gekeimten und
ungekeimten Konidien mit Hilfe eines Mikroskops. Die Keimungsrate gibt den

prozentualen Anteil der gekeimten Sporen an und ist in der Abbildung 3.30 graphisch

dargestellt.
EinfluB von Resveratrol auf die Keimungrate von Venturia
inaequalis Sporen
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Abb. 3.30: Einflufl steigender Resveratrolkonzentrationen auf die Keimungsrate von Venturia
inaequalis-Sporen. Die Werte reprisentieren den Mittelwert + Standardabweichung aus drei
unabhéngigen Versuchen. Werte, die mit dem gleichem Buchstaben gekennzeichnet sind, sind nach

dem Tuckey Test mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0.05 nicht signifikant unterschiedlich.
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Das Losungsmittel allein fiihrte zwar zu einer deutlichen Verkiirzung der Lénge der
Keimschlduche (Abb. 3.31b), nicht aber zu einer signifikanten Beeintrdchtigung der
Keimungsrate im Vergleich zur Wasserkontrolle (Abb. 3.30). Die Keimungsrate auf
Wasseragar ohne Resveratrolzusatz betrug durchschnittlich 85,4%, die Keimung auf
ethanolhaltigem Agar durchschnittlich 79,4%. Der Einfluss des Losungsmittels
(EtOH/H,0 50:50) auf die Keimrate konnte daher vernachlissigt werden.

Bis zu einer Konzentration von 10 pg/l Resveratrol wurde kein keimungsinhibierender
Effekt verzeichnet. Die Supplementierung des Mediums mit 100 pg/l Resveratrol fiihrte

jedoch zu einer signifikanten Hemmung der Sporenkeimung, sowohl im Vergleich zur

Wasserkontrolle als auch im Vergleich zur EtOH-Kontrolle. Bei dieser Konzentration

keimten durchschnittlich lediglich 10,17% der Sporen (Abb. 3.30).

Abb. 3.31: Effekt von Resveratrol auf die Sporenkeimung und die Linge der Keimschliuche von
Venturia inaequalis.
a) Kontrolle: Keimung der Sporen nach 24h Kultur auf Wasseragar (100-fache VergroBerung).
b) EtOH-Kontrolle: Keimung der Sporen nach 24h auf Wasseragar suplementiert mit dem
Losungsmittel [EtOH/H,O 50:50] (100-fache Vergroferung). Die Keimschlduche sind deutlich
verkiirzt im Vergleich zur Wasserkontrolle.
¢) und d) Ungekeimte Sporen (Pfeile) nach 24h Kultur auf Agar supplementiert mit 100ug/1
Resveratrol (c: 100-fache VergroBerung, d: 400-fache VergroBerung).
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3.8 Infektion mit Apfelpathogenen

3.8.1 Mehltau (Podosphaera leucotricha [EllL et Ev.] Salm)

Zur Begutachtung des Resistenzverhaltens der vstl-transgenen Pflanzen gegeniiber dem
Mehltau verursachenden Pilz Podosphaera leucotricha wurde zum einen die Entwicklung
der Konidien sowie das Ausmall der Ausbreitung des Pilzes auf der Blattoberfliche
transgener Pflanzen im Vergleich zu Kontrollpflanzen nach gezielten Inokulationen

untersucht.

Die Infektion der Blitter erfolgte durch Ubertragung von Podosphaera leucotricha
Konidien, die die Nebenfruchtform des Pilzes darstellen. Mit einer sog. Penetrationshyphe
dringt der Pilz in die Epidermis ein und erweitert sich zum Haustorium. Bereits nach
einigen Tagen iiberzieht ein reichverzweigtes somatisches Hyphengeflecht als Mycel die
Blattoberfliche und bildet Konidientrdger, die dann wiederum Konidien entwickeln. Das
sich ausbreitende Mycel manifestiert sich als sichtbares Symptom und kann ebenso wie die
Anzahl der gebildeten Konidien pro Konidientrager (KRIEGHOFF 1995) zur Bewertung des
Resistenzverhalten der transgenen Pflanzen im Vergleich zu nicht-transgenen

Kontrollpflanzen herangezogen werden.

3.8.1.1 vst1-Promotor Induktion durch Pathogenbefall

Voraussetzung fiir die antifungale Wirkung des Produktes des Transgens gegen Pathogene
ist dessen Verfligbarkeit bei Pathogenbefall. Die Elicitorinduzierbarkeit des
Stilbensynthasepromotors durch spezifische Apfelpathogene muss daher gewéhrleistet
sein. Um dies zu tiberpriifen, wurden an der BAZ in Ahrensburg transgene Pflanzen sowie
Kontrollpflanzen mit Mehltau infiziert. Von der transgenen Holsteiner Cox Linie 21 wurde
von einem stark mit der Einsporlinie FGDT6 infizierten Blatt RNA isoliert und eine cDNA
generiert. Diese wurde einer RT-PCR mit vst1-Primern unterzogen. Als Kontrollen dienten
eine ebenfalls infizierte aber nicht transgene Holsteiner Cox Pflanze sowie eine nicht-
infizierte Gewdchshauspflanze der transgenen Holsteiner Cox Linie 21. Die Abb. 3.32
zeigt das Ergebnis der RT-PCR.
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Abb. 3.32.: vst1-Promotorinduktion durch Mehltaubefall.
Bahn M: 100bp+ Léngenstandard, Bahn 1: Nicht-transgene Holsteiner Cox-Pflanze mit Mehltau-
Einsporlinie FGDT®6 infiziert, Bahn 2: transgener HC Klon Nr. 21 nicht infiziert, Bahn 3: transgener
HC Klon Nr. 21 mit Mehltau-Einsporlinie FGDT6 infiziert, Bahn 4: H,O-Kontrolle, Bahn 5:
Plasmid pHKwvst.

Wie aus Abbildung 3.32 deutlich hervorgeht, war es moglich, durch die Mehltau-Infektion
die Expression des Stilbensynthasegens zu induzieren. Das amplifizierte cDNA-Fragment
zeigte die erwartete Grof3e von 255 bp. Bei der nicht-transgenen Kontrollpflanze war trotz
Infektion kein Amplifikat erkennbar. Auch die nicht-infizierte, transgene Pflanze zeigte
keine Stilbensynthaseexpression, was die Induzierbarkeit des Promotors durch

Pathogenbefall, in diesem Fall durch die Infektion mit Apfelmehltau, bestitigt.

3.8.1.2 Gezielte Mehltauinokulationen

Die Infektion junger Blitter transgener und nicht-transgener Holsteiner Cox und Elstar
Pflanzen wurde mit den Einsporisolaten B11 und FGDT7 durchgefiihrt. Die Sporendichten

wurden bei den Infektionen variiert; sie sind der Tabelle 3.10 zu entnehmen.

Tab. 3.10: Versuchsbedingungen der gezielten Mehltau-Infektionen.

Experiment A B C D
Isolat Bl11 Bl11 FGDT7 FGDT7
Konidiendichte (Konidien/mm?) ~6,7 2,1 6,36 1,5

Zur Charakterisierung der Mehltauanfilligkeit der untersuchten Pflanzen wurden die

folgenden Parameter bewertet:
- Anzahl der Konidien pro Konidientréger fiinf Tage nach der Infektion

- Prozentualer Anteil des Befalls pro Blatt nach neun Tagen.
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3.8.1.2.1 Konidien pro Konidientriger
Nach KRIEGHOFF (1995) 14Bt sich die Mehltauanfalligkeit durch die gebildeten Konidien

pro Konidientrdger quantifizieren. Die Auszéhlung muss innerhalb weniger Tage nach der
Sporulation durchgefiihrt werden, da sich bei lingeren Inkubationszeiten bzw. ab einer
Kettenldnge von 10 Konidien pro Konidientrdger, die Konidien vom Konidientrager zu

l6sen beginnen (KRIEGHOFF 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Evaluierung fiinf Tage nach der Inokulation
durchgefiihrt. Getestet wurden drei vst1-transgene Linien der Sorte Holsteiner Cox (T/HC
50, T/HC 2 und T/HC 12), fiir die die Aktivitit des vsz1-Gens bereits durch RT-PCR und
HPLC-Analysen bestdtigt worden war. Desweiteren wurde die transgene Elstar Linie in die

Untersuchungen einbezogen.

Aufgrund der besonders hohen Sporendichte in Experiment A (Tab. 3.10) wurde zur
Evaluierung der Anzahl der Konidien pro Konidientrager lediglich dieses Experiment
herangezogen. Von mindestens vier Blittern pro Linie wurde jeweils die Anzahl der
Konidien von 20 Konidientrégern pro Blatt nach 5 Tagen unter dem Mikroskop ausgezéhlt.

Der Graphik 3.33 ist der Mittelwert sowie die Standardabweichung der Berechnungen zu

entnehmen.
Anzahl der Konidien pro Konidientrager nach 5 Tagen nach der
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Abb. 3.33: Anzahl der Konidien pro Konidientriger bei Mehltau infizierten vsfl-transgenen- und

Kontrollpflanzen.
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Die Konidienanzahl pro Konidientrager verhielt sich sehr indifferent. Wie aus der Graphik
3.33 hervorgeht, lag die durchschnittliche Konidienanzahl der Kontrollpflanze bei 6,17.
Die Linie T/HC 50 lieferte mit durchschnittlich 6,10 Konidien pro Konidientrdager ein
vergleichbares Ergebnis. Die Durchschnittswerte der Linien T/HC 2 und T/HC 12 lagen
mit 4,86 und 5,66 zwar etwas unterhalb des Wertes der Kontrollpflanze, signifikante
Unterschiede lieBen sich aber nicht statistisch absichern. Ebenso war die etwas erhohte
Anzahl der Konidien/Konidientrdger der transgenen Elstar Linie im Vergleich zur

Kontrollpflanzen nicht signifikant.

Ein Einfluss der Stilbensynthase bzw. ihres Syntheseproduktes auf die Konidienanzahl pro
Konidientrdger des Pilzes Podosphaera leucotricha konnte in diesem Experiment nicht

festgestellt werden.

3.8.1.2.2 Prozentualer Befall pro Blatt

Nach G0szCzyNsKI & CIMANOWSKI (1985) 148t sich die Anfilligkeit fiir Mehltau auch

durch Einteilung in die folgenden Boniturklassen quantifizieren:

0 = keine Infektion

I = bis zu 1 % der Blattoberflache mit sporulierendem Mycel bedeckt
II = bis zu 10% der Blattoberfliche mit sporulierendem Mycel bedeckt
III = bis zu 30% der Blattoberflache mit sporulierendem Mycel bedeckt
v = 30-50% der Blattoberfliche mit sporulierendem Mycel bedeckt

\% = iiber 50% der Blattoberfliche mit sporulierendem Mycel bedeckt

Zur Ermittlung des prozentualen Anteils der befallenen Blattoberfliche wurden die
infizierten Blatter der Experimente A und C herangezogen und in das Bonitierschema

eingeordnet. Im Anschlu wurde fiir jede getestete Linie nach der Formel
W= Summe der Bonitierungswerte/Anzahl der bonitierten Blétter

ein Wert flir die Anfélligkeit berechnet.

Eine signifikante Reduktion des Anteils befallener Blattflaiche konnte bei den Bléttern
transgener Pflanzen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen nicht beobachtet werden (Abb.

3.34).
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Befallsgrad mehltau-infizierter Blatter
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Abb. 3.34: Befallsgrad von Apfelblittern transgener und Kontrollpflanzen nach gezielter
Mehltauinfektion.
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4 Diskussion

Die klassische Pflanzenziichtung, basierend auf der gezielten Kreuzung ausgewdihlter
Individuen, wird mehr und mehr durch das Instrumentarium des molekularen Gentransfers
erweitert. Auch in der Apfelziichtung fanden bereits mehrfach gentechnische Methoden
Anwendung. Die Transformation von Apfel (Malus domestica) wurde erstmals von JAMES
et al. (1989) beschrieben. Sie basierte wie alle folgenden erfolgreich durchgefiihrten
Transformationen auf dem Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfer

(Ubersicht: STEINBIB 1995 und HOOYKAAS & SCHILPEROORT 1992).

Neben der Etablierung und Optimierung von Transformationsbedingungen unter Einsatz
von visuell detektierbaren Produkten von Reportergenen (YAO et al. 1995b, PUITE &
SHAART 1996, BOLAR et al. 1999, MAXIMOVA et al. 1998) hatten die Transformationen
Merkmalsverbesserungen (HOLEFORS et al. 1998 und 2000, SEDIRA et al. 2001) oder die

Untersuchung des Vererbungsmusters (JAMES et al. 1995 und 1996) zum Ziel.

Unter dem Aspekt der Erhohung der Krankheitsresistenz fanden allgemein wirkende

Prinzipien zur Resistenzverbesserung gegeniiber wichtigen Apfelpathogenen Anwendung.

JAMES et al. (1993b) transferierten ein fiir einen Trypsin-Inhibitor codierendes Gen (CpTI)
aus Vigna unguiculata L. Walp. sowie ein Gen fiir ein intrakristallines Protein aus Bacillus
thuringensis (CrylA[c]) in die Apfelsorte Greensleeves, um die Abwehr gegen Insekten zu
erhdhen. Zur Verbesserung der Resistenz gegen bakterielle Erreger wie den Feuerbrand
(Erwinia amylovora), transformierten NORELLI et al. (1994) die Apfelunterlage M26 mit
einem fiir das lytische Protein Attacin E kodierende Gen. Die Pflanzen wiesen eine erhdhte
Resistenz gegen Feuerbrand auf; ebenso transgene Royal Gala Pflanzen mit dem Cecropin

MB39 (LU et al. 2001).

Zur Steigerung der Abwehr der Sorten Royal Gala und Mclntosh gegeniiber fungalen
Pathogenen wurde das Gen fiir die Endochitinase aus Trichoderma harzianum eingesetzt
(WONG et al. 1999 und BOLAR et al. 2000). Durch die Fihigkeit des Enzyms zur
Degradierung pilzlicher Zellwidnde wurde eine gesteigerte Resistenz gegen Apfelschorf

erreicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Strategie verfolgt, das antifungale Potenzial
der Produkte des vst1-Gens aus Vitis vinifera L. und des PGIP-Gens aus Kiwi (Actinidia
deliciosa) in Apfelpflanzen verfiigbar zu machen. Damit wurde die Grundlage geschaffen,

die Beeinflussung des Resistenzniveaus von Apfel gegeniiber Pathogenen durch die
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Erweiterung des Phytoalexinspektrums und durch die Produktion des heterologen

Polygalacturonase-inhibierenden Proteins aus Kiwi zu ermessen.

Die Arbeit gliederte sich in mehrere Schritte: von der Initiation steriler Stockkulturen, iiber
die Etablierung von Regenerations- und Transformationssystemen bis hin zur eingehenden
molekularen Charakterisierung der entwickelten transgenen Pflanzen. Teilweise flossen

bereits erste Untersuchungen zur Interaktion von Pflanze-Pathogen in die Arbeit ein.

4.1 Regeneration

Die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Transformation ist das Vorhandensein eines
stabilen und effektiven Regenerationssystems, um eine moglichst grole Schnittmenge
regenerations- und transformationskompetenter Zellen zu erzielen. Der Anspruch, der
daher an die zu etablierenden Regenerationssysteme formuliert wurde, war eine moglichst
hohe Effizienz in Gestalt hoher Regenerationsraten und hoher Anzahl regenerierter
phénotypisch normaler Sprosse pro Explantat. Die Systeme sollten die Mdglichkeit bieten,
in einem moglichst kurzen Zeitraum de novo Sprosse zu regenerieren, zu bewurzeln und an

ex vitro Bedingungen anzupassen.

Verschiedene Wege wurden bereits bei der de novo-Regeneration von Apfel beschritten:
die Regeneration aus Protoplasten (PERALES & SCHIEDER 1993, PATAT-OCHATT & POWER
1990, PATAT-OCHATT et al. 1993, SAITO & SUZUKI 1999, OCHATT & PATAT-OCHATT
1995, AI-PING et al. 1995), weit hdufiger jedoch die Regeneration aus Geweben wie
Internodalsegmenten (BELAIZI et al. 1991, Liu et al. 1998), Kotyledonen und
Embryoachsen (KEULEMANS & WITTE 1994), aus Kallus, induziert an Sprossapices
(CABONI et al. 2000) vor allem aber aus Blattexplantaten (BARBIERT & MORINI 1987,
JAMES et al. 1988, THEILER-HEDTRICH & THEILER-HEDTRICH 1990, DUFOUR 1990,
SRISKANDARAJAH et al. 1990, HANKE et al. 1991, FAMIANI et al. 1994, YEPES &
ALDWINCKLE 1994a, PAWLICKI & WELANDER 1994, SARWAR & SKIRVIN 1997, GRAFE &

WRICKE 1998, SRISKANDARAJAH & GOODWIN 1998, CABONI & TONELLI 1999).

Bedeutung im Hinblick auf die Etablierung von Transformationssystemen erlangte
lediglich die Organogenese, induziert an hoch morphogenem Gewebe wie Blattmaterial.

Dieser Ansatz wurde daher auch in der vorliegenden Arbeit favorisiert.
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Die Regeneration von Apfel aus somatischem Blattgewebe zeichnet sich durch eine starke
Genotypenabhéngigkeit aus (SRISKANDARAJAH et al. 1990, MALAVASI & PREDIERI 1990,
HANKE et al. 1991, YEPES & ALDWINCKLE 1994b). Mit Ausnahme der Sorte Elstar wurden
weder fiir Holsteiner Cox, Gloster noch fir Boskoop Protokolle fiir die Regeneration iiber
Organogenese aus Blattexplantaten in der zugénglichen Literatur gefunden. Die Systeme
sollten daher zundchst an die Sorten angepasst werden. In den Etablierungsprozess wurden
gezielt Faktoren involviert, deren Relevanz fiir die Regeneration von Apfel (Malus x

domestica) beschrieben wurde.

4.1.1 Physiologie des Ausgangsmaterials

Der physiologische Zustand des Ausgangsmaterials ist ausschlaggebend fiir die Eignung
zur Regeneration. So kénnen sowohl die Spendersprosse und deren Kulturbedingungen
Einfluss auf die Regenerationsféhigkeit des entnommenen Materials haben (HANKE et al.
1991, PAWLICKI & WELANDER 1994, FERRADINI et al. 1996, SRISKANDARAJAH &
GOODWIN 1998), als auch der physiologische Zustand des Blattes selbst, von dem das
Explantat entnommen wurde. JAMES et al. 1990, DE BONDT et al. (1994) sowie DE BONDT
et al. (1996) fanden heraus, dass das Alter und der Entwicklungszustand der Blétter fiir die
Regenerationsfahigkeit von Malus x domestica und die Suszeptibilitit gegeniiber
Agrobacterium tumefaciens sehr entscheidend ist. Sie verweisen wie auch YEPES &
ALDWINCKLE (1994a) und PAWLICKI & WELANDER (1994) auf die bessere Eignung junger
Blatter zur Adventivsprossregeneration. Zur Standardisierung dieses Faktors wurden in der
vorliegenden Arbeit in allen Regenerations- und Transformationsexperimenten die vier
jiingsten vollentfalteten Blatter vier-Wochen alter mikropropagierter in vitro Sprosse
verwendet. Wihrend JAMES et al. (1988), NORELLI et al. (1993) und BOLAR et al. (1999)
die Explantate von bewurzelten Sprossen gewonnen haben, wurden in der vorliegenden
Arbeit Blatter unbewurzelter Sprosse als Ausgangsmaterial verwendet. Die erzielten
Regenerationsraten lagen deutlich iiber denen von JAMES et al. (1988), so dass dieser

Faktor vernachldssigt werden konnte.

Die regenerativen Prozesse, zundchst in Form der Bildung kleiner Kalli, aus denen im
spateren Verlauf die Sprosse regenerierten, nahmen ihren Anfang an den Schnittstellen,
hier besonders an den Bereichen der Explantate, die ehemals zum Stiel hin gerichtet waren.
Dies entspricht den Beobachtungen von HANKE et al. (1991). In diesem Zusammenhang

verweisen SARWAR & SKIRVIN (1997) und YEPES & ALDWINCKLE (1994a) auf den Einfluss
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der Position des Explantates innerhalb des Blattes. Sie konnten zeigen, dass die Explantate,
die von der Néhe der Petiole entnommen wurden, bessere Regenerationsraten zeigten, als
Explantate aus den apexnahen Bereichen. Ein Gradient von Wachstumsregulatoren und
Néhrstoffen innerhalb des Blattes ist vermutlich fiir die unterschiedlichen

organogenetischen Reaktionen verantwortlich zu machen.

Die Verletzung ist ein entscheidender Prozess zur Induktion des Regenerationsprozesses
(YEPES & ALDWINCKLE 1994a, SARWAR & SKIRVIN 1997). In Anlehnung daran wurden
wie auch bei YEPES & ALWINCKLE (1994a) Blattstreifen als Explantate eingesetzt, die zwei

Schnittkanten aufwiesen und aus der Néhe der Petiole stammten (s.0.).

4.1.2 Medienzusammensetzung

Entscheidend fiir den Regenerationsprozess von Apfelsprossen ist neben dem
Basismedium (SRISKANDARAJAH et al. 1990, HANKE et al. 1991, PAWLICKI & WELANDER
1994, YEPES & ALDWINCKLE 1994a) das Zusammenspiel von Cytokininen und Auxinen.
In der vorliegenden Arbeit wurde das synthetische Cytokininanalogon TDZ (N-phenyl-N’-
1,2,3-thidiazol-5-ylurea) zur Adventivsprossinduktion an Blattexplantaten von Apfel
eingesetzt. TDZ ist eine substituierte Phenyl-Harnstoff-Verbindung, die sehr effizient als
Bioregulator zur Morphogenese in der pflanzlichen Gewebekultur eingesetzt wird. Es
imitiert in seiner Wirksamkeit sowohl Cytokinine als auch Auxine (Ubersicht: MURTHY et
al. 1998). Entsprechend werden durch die Applikation von TDZ diverse morphogene
Entwicklungen an kultiviertem Pflanzengewebe induziert: von Kallusentwicklung (RUGINI
& MuGANO 1998, LIN et al. 1989) iiber Organogenese (s.u.) und somatische
Embryogenese (DAIGNY et al. 1996, Li et al. 1998) bis hin zur Induktion des
Knospenausbruchs (WANG et al. 1986, WANG & FAUST 1988). Trotz der imitierenden
Wirkung unterscheidet es sich strukturell von Cytokininen und Auxinen. Entscheidend fiir
die Wirksamkeit des Molekiils sind zwei komplementir agierende funktionelle
Ringstrukturen, eine Phenyl- und eine Thidiazolgruppe (MOK et al. 1982, MURTHY et al.
1998). Die Art und Weise, wie TDZ in die verschiedenen morphogenen Entwicklungen
eingreift, ist nicht vollstindig geklart. Die Beobachtung, dass es neben den
Entwicklungsgédngen, die fiir die Anwendung von Cytokininen typisch sind, auch die
somatische Embryogenese induziert, die normalerweise mit der Applikation von Auxinen
assoziiert ist, ldBt auf eine entscheidende Rolle beim Metabolismus endogener

Wachstumsregulatoren schlieBen. Diese erstreckt sich auf die Modulation des Cytokinin-,
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des Auxin-Metabolismus (MURTHY et al. 1995) und der Ethylenproduktion (HUTCHINSON
et al. 1997), bzw. auf die Modifikation des Verhiltnisses der endogenen Hormone

zueinander (DAIGNY et al. 1996).

Uber die Wirksamkeit von TDZ beziiglich der Adventivsprossregeneration bei Apfel
wurde zahlreich berichtet (SRISKANDARAJAH et al. 1990, HANKE et al. 1991, DE BONDT et
al. 1996, NORELLI et al. 1996, HAMMERSCHLAG et al. 1997, SRISKANDARAJAH & GOODWIN
1998). Es kann alternativ zu anderen Cytokininen, wie BAP, eingesetzt werden. BAP zeigt
meist erst in sehr hohen Konzentrationen Wirksamkeit (JAMES et al. 1988, THEILER-
HEDTRICH & THEILER-HEDTRICH 1990, DUFOUR 1990, FAMINANI et al. 1994, YEPES &
ALDWINCKLE 1994a, FERRADINI et al. 1996), wihrend TDZ bereits in niedrigen Dosen
eingesetzt sehr effektiv Adventivsprossbildung induziert (THEILER-HEDTRICH & THEILER-
HEDTRICH 1990, SARWAR & SKIRVIN 1997, PAWLICKI & WELANDER 1994) oder diese erst

ermoglicht (HANKE et al. 1991).

Auch fiir die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sorten erwies sich TDZ als
ausschlaggebend fiir die Sprossinduktion. Die durchgefiihrten Regenerationsversuche mit
Medien, die mit steigenden TDZ-Konzentrationen supplementiert waren, ergaben, dass
unabhingig von der Sorte die hochste Anzahl an Sprossen pro Explantat mit einer TDZ-
Konzentration von 3 uM erzielt wurde. Dies entspricht auch Ergebnissen von SARWAR &
SKIRVIN (1997). Die Regenerationsraten und die Anzahl der Sprosse pro Explantat
unterschieden sich innerhalb der TDZ-Reihe nicht signifikant, dennoch wurde die TDZ-
Konzentration als optimal angesehen, die durchschnittlich die hdchste Anzahl an Sprossen
pro Explantat bei gleichzeitig hohen Regenerationsraten (Anteil sprossbildender
Explantate) hervorbrachte. Desweiteren sollte die TDZ-Konzentration so gering wie
moglich sein. Ein negativer Einfluss auf die Apikaldominanz, der sich bei steigenden TDZ-
Konzentrationen deutlich in Form reduzierter Elongationsfdhigkeit manifestierte, sowie
eine eventuell verringerte Bewurzelungsfahigkeit (MURTHY et al. 1998) sollten so
weitestgehend vermieden werden. Aus diesem Grund wurde TDZ auch lediglich zur
sechswochigen Induktion der Sprosse verwendet und nicht mehr fiir die folgende

Elongations- und Multiplikationsphase eingesetzt.

Die vielfach beobachtete Genotypenabhingigkeit hinsichtlich der Regeneration bezog sich
hier weniger auf die Anspriiche der Sorten an das Medium (die optimalen Medien
unterschieden sich kaum zwischen den verschiedenen Sorten), sondern viel mehr auf die

Effektivitét, mit der die Sorten auf die unterschiedlichen TDZ-Konzentrationen reagierten.
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Wihrend bei der Sorte Holsteiner Cox Regenerationsraten von nahezu 100% mit iiber 20
Sprossen pro Explantat erzielt wurden, fielen diese Werte bei den anderen Sorten deutlich
geringer aus. Boskoop zeigte zwar dhnlich hohe Regenerationsraten, bildete

durchschnittlich aber nur 5,5 Sprosse pro Explantat bei der Konzentration von 3 uM TDZ.

Ein anderer, bei der Medienzusammensetzung entscheidender Faktor fiir die
Regenerationsfahigkeit kultivierter Blattsegmente, kann die Kohlenstoffquelle sein. Die
Induktionsmedien enthielten als Kohlenstoffquelle Sorbitol, mit Ausnahme der Medien
nach DE BONDT et al. (1994) und GRAFE & WRICKE (1998), die mit Saccharose
supplementiert wurden. Der EinfluBl von Zuckern wurde bei SEINGRE et al. (1991) ndher
untersucht. Sie stellten einen positiven Effekt von Sorbitol als Kohlenstoffquelle bei der
Mikropropagation des Malus Klons EM IX im Vergleich zu Saccharose und anderen
Zuckern fest. SEINGRE et al. (1991) verweisen in diesem Zusammenhang darauf, dass bei
den Rosaceaen im allgemeinen und bei den Pomoidae im speziellen, Sorbitol nicht nur das
Wachstum in vitro kultivierter Zellen begiinstigt, sondern auch das Hauptprodukt der
Photosynthese in der Malus Gruppe ist. Es stellt somit die natiirliche Transportform von
Kohlenhydraten in der Pflanze dar. PAWLICKI & WELANDER (1994) konnten die positive
Wirkung  von  Sorbitol  gegeniiber anderen  Kohlenstoffquellen auf die
Adventivsprossbildung an  Blattexplantaten und KARHU (1997) auf die

Sprossmultiplikation von Apfel bestétigen.

Auch das Verfestigungsmittel des Regenerationsmediums kann mal3geblichen Einfluss auf
die Morphologie der regenerierten Sprosse nehmen. Mit Ausnahme des Mediums nach
GRAFE & WRICKE (1998) wurden alle zur Sprossinduktion verwendeten Medien mit
Gelrite® verfestigt. Das Heteropolysaccharid aus zum Teil acetylierten Glucuronséure-,
Glucose- und Rhamnoseeinheiten wird oft bevorzugt bei der Induktion von
Adventivsprossen an Apfelexplantaten (BOLAR et al. 1999, DE BONDT et al. 1996,
PAWLICKI et al. 1994, PUITE & SHAART 1996). Eine fiir die Zellkultur wichtige Eigenschaft
ist, dass die Medienbestandteile in mit Gelrite® verfestigten Nihrbdden besser verfligbar
sind als in Agarnihrboden (HUANG et al. 1995). Die Verwendung von Gelrite® kann aber
auch von einer erhdhten Neigung zur Vitrifizierung begleitet sein (PAWLICKI & WELANDER
1994, ZIMMERMANN et al. 1995). Das Phidnomen der Vitrifizierung wurde zwar teilweise,
jedoch in sehr geringem Malle, bei den vier verwendeten Apfelsorten wihrend der
Regenerationsphase beobachtet. Es war dann jedoch eher auf den physiologischen Zustand

der Explantate bzw. der Pflanze, von dem das Explantat entnommen worden war, als auf
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die Verwendung von Gelrite” zuriickzufiihren. Meist waren nur Explantate betroffen, die

einen identischen Ursprung hatten, sprich, von ein und derselben Pflanze stammten.

Nach der sechswochigen Induktionsphase auf TDZ-haltigem Medium wurden die
regenerierten  Sprosse von dem  Ursprungsexplantat getrennt und auf ein
Elongationsmedium tiiberfiihrt. Das Medium glich in seiner Hormonzusammensetzung dem
von PUITE & SHAART (1996) vorgeschlagenen Elongationsmedium und enthielt BAP und
GA; und wurde, wie auch die Multiplikationsmedien, mit Agar verfestigt. Es erwies sich
bei allen vier untersuchten Sorten als zur Spross-Streckung geeignet. Die elongierende
Wirkung hingt malgeblich mit der Applikation von GAj; zusammen (YEPES &
ALDWINCKLE 1994b).

Die etablierten Regenerationssysteme ermoglichten die de novo Sprossregeneration

innerhalb von acht bis neun Wochen.

4.1.3 Kulturbedingungen

Bei der Organogenese an Blattexplantaten von Apfel wird oftmals zu Beginn der
Regenerationsphase eine Dunkelperiode eingeschoben, die je nach Arbeitsgruppe in ihrer
Dauer variiert (DUFOUR 1990, MALAVASI & PREDIERI 1990, SRISKANDARAJAH et al. 1990,
FAMIANI et al. 1994, PAWLICKI & WELANDER 1994, GERCHEVA et al. 1994, FERRADINI et
al. 1996, THEILER-HEDTRICH & THEILER HEDTRICH 1990, YAO et al. 1995b, PUITE &
SHAART 1996, SARWAR & SKIRVIN 1997, HOLEFORS et al. 1998, BOLAR et al. 1999, LIU et
al. 2001). Dieser Aspekt wurde auch bei der Regeneration der Apfelsorten Elstar,
Holsteiner Cox, Gloster und Boskoop aufgegriffen. Die Blatt-Explantate wurden zunéchst
fiir zwei Wochen in volliger Dunkelheit kultiviert, bevor sie in einen Licht-Dunkel
Rhythmus von 16h/8h ausgesetzt wurden. Anhaltspunkte iiber die Art und Weise, in der
sich eine Dunkelphase auswirkt, geben FERRADINI et al. (1996). Sie berufen sich auf
Publikationen, in denen festgestellt wurde, dass Licht die endogenen
Hormonkonzentrationen modifiziert. So kann es zu einer durch Licht induzierten
Reduktion des freien endogenen Auxins sowie zu einer Stimulation der Gibberelin-

Biosynthese kommen.
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4.2 Bewurzelung

Die Induktion der Rhizogenese an Malus in vitro Sprossen erfolgt grundsitzlich durch die
Gabe von Auxinen. Die Auxine und die Art der Applikation koénnen variieren. Grob
unterscheiden lassen sich zwei Strategien der Wurzelinduktion: die Pulsgabe durch kurze
Applikation (Stunden bis Tage) relativ hoher Auxindosen (SRISKANDARAJAH et al. 1982,
SEIFERT et al. 1994, DE KLERK et al. 1995, WELANDER et al. 1998, MAXIMOVA et al. 1998,
BOLAR et al. 1998, SEDIRA et al. 2001) oder die dauerhafte Gabe von Auxinen wéhrend der
gesamten Bewurzelungsphase (PUITE & SHAART 1996, DE KLERK et al. 1997, MA et al.
1998, L1U et al. 2001). In der vorliegenden Arbeit wurde die zweite Variante angewendet,
d.h. die Sprosse wurden wihrend der gesamten vierwOchigen Bewurzelungsphase auf den
auxinhaltigen Medien kultiviert. Im Gegensatz zu MAXIMOVA et al. (1998), PUITE &
SHAART (1996), WELANDER et al. (1998), DE KLERK et al. (1997), BOLAR et al. (1998),
SEDIRA et al. (2001) und LiuU et al. (2001), die zu Beginn der Bewurzelungsphase eine
Dunkelperiode vorschlagen, wurden die Sprosse der Apfelsorten Holsteiner Cox, Elstar,
Gloster und Boskoop wiéhrend der gesamten Phase einem Licht/Dunkelrhythmus von

16h/8h ausgesetzt.

Das am hiufigsten flir die Wurzelinduktion bei Malus x domestica angewendete Auxin
IBA (LU et al. 2001, SEDIRA et al. 2001, SRISKANDARAJAH et al. 1994, SEIFERT et al.
1994, BOLAR et al. 1998 u.a.) lieferte auch bei den vier untersuchten Apfelsorten deutlich
bessere Ergebnisse als NAA. Im Vergleich zu den Sorten Elstar und Gloster wurden bei
den Sorten Holsteiner Cox und Boskoop zwar auch bei der Anwendung von NAA
verhéltnismaBig hohe Bewurzelungsraten erreicht, die Wurzeln waren bei der Sorte
Boskoop aber eher als Wurzelansidtze ausgeprigt. Bei Holsteiner Cox war die
Kallusbildung durch die Applikation von NAA deutlich erh6ht und auch die gebildeten
Wurzeln waren teilweise kallds verdickt. Uber #hnliche Beobachtungen berichten DE
KLERK et al. (1997) und YEPES & ALDWINCKLE (1994b), bei denen die NAA-Applikation
zur Bildung von Kalli flihrte, die bei YEPES & ALDWINCKLE keine Verbindung zum
Vaskularsystem aufwiesen. Dies wirkte sich auf die Uberlebensrate der in Erde iiberfiihrten
Sprosse aus, die <10% betrug, wihrend die auf IBA-Medium bewurzelten Sprosse zu iiber

95% erfolgreich in Erde tiberfiihrt werden konnten.
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Die unterschiedliche Effektivitit verschiedener Auxine kann neben moglicherweise
unterschiedlichen Affinitdten von Auxin-Rezeptoren, auch in Differenzen in der

Aufnahme, im Transport und im Metabolismus begriindet sein (DE KLEERK et al. 1997).

Die fiir eine optimale Bewurzelung bendtigte IBA-Konzentration war genotypabhingig.
Wihrend Gloster und Holsteiner Cox gute Bewurzelungsraten auf dem Medium mit 1,5
uM IBA zeigten, war fiir die Sorten Boskoop eine hohere Dosis (6 uM IBA) notwendig.
Die Eignung des von PUITE & SHAART (1996) fiir Elstar vorgeschlagenen Mediums wurde

bestétigt.

Die Bewertungskriterien, die zur Ermittlung eines optimalen Bewurzelungsmediums
herangezogen wurden (Anzahl und Qualitit der gebildeten Wurzeln pro Spross und Lénge
der Wurzeln) erwiesen sich als angemessen. Die mit den optimierten Medien routineméafig
bewurzelten Kontroll- sowie transgenen Pflanzen konnten problemlos an ex vitro

Bedingungen akklimatisiert werden und entwickelten sich zu phénotypisch unauffilligen

Pflanzen.
4.3 Transformation
4.3.1 Transformationsmethode

Der indirekte Gentransfer mittels Agrobacterium tumefaciens oder Agrobacterium
rhizogenes stellt die gingigste Methode der Apfeltransformation dar (LAMBERT & TEPFER,
1992, JAMES et al. 1989; MOONEY & GOODWIN 1989, MAHESWARAN et al. 1992,
SRISKANDARAJAH et al. 1994, DE BONDT et al. 1994, NORELLI et al. 1994, YAO et al.
1995b, PUITE & SHAART 1996, DE BONDT et al. 1996, WELANDER et al. 1998, MAXIMOVA
et al. 1998, HOLEFORS et al. 1998, BOLAR et al. 1999, WONG et al. 1999, HOLEFORS et al.
2000, Liu et al. 2001, SEDIRA et al. 2001). Der direkte Gentransfer in Apfelprotoplasten
fihrte zwar bei HYUNG et al. (1995) zur transienten Expression eines visuellen
Markergens, erlangte aber bisher keinerlei weitere Bedeutung fiir die Produktion

transgener Apfelpflanzen.

Auch die Sorten Holsteiner Cox und Elstar wurden erfolgreich unter Anwendung des
Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfers transformiert. Die Transformations-

effizienzen lagen fiir Holsteiner Cox zwischen 0,7 und 4,49. Da keinerlei Veroffent-
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lichungen tiiber die Transformation der Sorte Holsteiner Cox vorliegen, hinkt ein Vergleich
mit Transformationseffizienzen anderer Sorten. Denn wie auch bei der
Regenerationskompetenz, héngt die Effizienz der Transformation malgeblich vom
Genotyp ab (DE BONDT et al. 1994 und 1996). Fiir die Sorte Elstar wurden bereits
Transformationsprotokolle publiziert. Die Transformationseffizienz von 0,29 fiel geringer
aus als die Werte, die von DE BONDT et al. (1996) und PUITE & SHAART (1996) fiir Elstar
ermittelt wurden (4 und 0,4-0,8). Riickschliisse auf die Qualitit des Systems konnen
dennoch nicht gezogen werden, da bei der Sorte Elstar andere Faktoren, die nicht auf die
Transformationsmethode zuriickzufiihren sind, die Effizienz maB3geblich beeinflufit haben
konnten. Ausschlaggebend waren hier moglicherweise die starken Vitrifizierungen, die bei
Elstar aufgrund der Antibiotikaapplikation zur Eliminierung der Agrobakterien verursacht
wurden (siehe auch 4.3.4). Da nur phénotypisch normale Pflanzen zur weiteren
Mikropropagation eingesetzt wurden, konnten moglicherweise einige transgene Sprosse
aufgrund des anormalen Habitus verworfen worden sein. Bei entsprechender Optimierung
des Regenerationsverlaufs nach der Transformation koénnen moglicherweise mit der

angewendeten Transformationsmethode auch fiir Elstar hohere Effizienzen erzielt werden.

Es muss jedoch noch einmal betont werden, das sich die oben angegebenen Effizienzen
immer auf einen Versuchsansatz bezogen, um wirklich nur Explantate miteinander zu
vergleichen, die unter identischen Bedingungen transformiert wurden. Da nicht alle
Transformationen erfolgreich verliefen, spielen eventuell Faktoren eine Rolle, die nicht auf
die Prozedur allein zuriickzufithren sind. Jahreszeitliche Abhéngigkeiten, Alter der
Bakterienstockkulturen oder auch physiologische Unterschiede des Ausgangsmaterials, die
zwar durch standardisierte Bedingungen weitestgehend vermieden werden sollten, konnen
ausschlaggebend fiir den Erfolg einer Transformation sein. Sie lassen sich aber nur

schwerlich retrospektiv erfassen.

Mehr noch als die erreichten Transformationsraten reflektiert die Reproduzierbarkeit einer
Methode deren Eignung zur Erzeugung transgener Pflanzen. Die in der vorliegenden
Arbeit angewendete Methode erwies sich trotz einiger erfolgloser Versuche mehrfach als
reproduzierbar fiir die Sorte Holsteiner Cox und ist damit sehr gut zur Erzeugung

transgener Apfelpflanzen geeignet.

Bei der Etablierung der Methode wurden mehrere Faktoren beriicksichtigt, die maB3geblich

den Erfolg einer Transformationsmethode beeinflussen kdnnen.
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Einer der Faktoren ist zweifelsohne der Agrobacterium tumefaciens-Stamm (DE BONDT et
al. 1994). Zur Transformation von Elstar und Holsteiner Cox wurde ausschlieBlich der
supervirulente, entwaffnete Agrobakterienstamm EHA105 eingesetzt (HOOD et al. 1993).
Er leitet sich vom supervirulenten Wildstamm A281 ab, dessen Derivate sich bereits
mehrmals als effektiver bei der Transformation gezeigt haben, als weniger virulente
Stamme wie z.B. LBA4404 (DE BONDT et al. 1994, CAO et al. 1998, HUMARA et al. 1999),
ein Derivat des schwach virulenten Stammes AchS (HOEKEMA et al. 1983), oder C58
(GHORBEL et al. 2001).

Die Verwundung und die damit verbundene Freisetzung phenolischer Substanzen ist
entscheidend fiir die Induktion der Virulenzgene von Agrobacterium tumefaciens. Die
phenolischen Substanzen werden von dem membranstindigen, konstitutiv exprimierten
virA Proteinen als Signal erfasst und 16sen iiber eine zweite Komponente, dem virG
Protein, eine Reaktionskaskade aus, die zur Aktivierung der Virulenzregion fiihrt
(Ubersicht: STEINBIB 1995 und HOOYKAAS & SCHILPEROORT 1992). Die Virulenz eines
Stammes hingt mafgeblich von der Quantitit und Qualitit des virG-Proteins ab. GHORBEL
et al. (2001) bewiesen, dass durch die Addition zusétzlicher virG Genkopien die Virulenz
eines fiir Citrus schwach virulenten Stammes C58 auf anndhernd das Mal} gesteigert
werden konnte, das fiir EHA105 erzielt wurde. Sie verweisen auf die Rolle von virG als
Aktivator der Transkription der anderen vir-Gene und postulieren, dass die erhdhte
Verfligbarkeit von virG in einer verstirkten Expression der vir-Gene resultiert.
Gleichzeitig leiten sie daraus ab, dass die Quantitdt und Qualitit des virG-Proteins

entscheidend fiir die Hypervirulenz von EHA105 ist.

Unabhédngig vom  genetischen  Hintergrund der  Agrobakterien kann die
Transformationseffizienz durch die Unterstiitzung der Induktion der vir-Region positiv
beeinfluft werden. Durch die exogene Applikation phenolischer Substanzen, wie
Acetosyringon (STACHEL et al. 1985), kann die Interaktion mit dem mebranstindigen virA-

Protein und die folgende Aktivierung effizienter gestaltet werden.

DANDEKAR et al. (1990), JAMES et al. (1993a und b), NORELLI et al. (1994 und 1996)
schlagen eine Konzentration von 100 uM Acetosyringone als Zusatz zum
Inokulationsmedium vor. Diese wurde darauthin auch in der vorliegenden Arbeit

eingesetzt.



Diskussion 99

4.3.2 Cokultur

Die in der Literatur berichteten Zeiten der Cokultur variieren zwischen zwei (DANDEKAR
et al. 1990, NORELLI et al. 1994, PUITE & SHAART 1996) und vier Tagen
(SRISKANDARAIJAH et al. 1994 und 1998, DE BONDT et al. 1996). DE BONDT et al. (1994)
verweisen darauf, dass mit vier Tagen Cokultur das Limit erreicht ist, da ansonsten eine
vollstdndige Eliminierung der Bakterien nicht mehr moéglich ist. In der vorliegenden Arbeit
wurde daher, wie auch bei JAMES et al. (1989), HOLEFORS et al. (1998), WELANDER et al.

(1998), SEDIRA et al. (2001) und LU et al. (2001), eine dreitdgige Cokulturphase gewéhlt.

4.3.3 Selektion

Im Laufe des Transformationsprozesses wird nur in wenige Zellen fremde DNA integriert,
wiahrend der Grofteil der Zellen untransformiert bleibt. Die Identifikation transgener
Zellen erfolgt durch den Transfer von Markergenen, tliblicherweise Antibiotika- oder
Herbizidresistenzen. Der FEinsatz von Markergenen ist umstritten. Im Fokus der
offentlichen Diskussion steht das Risiko eines horizontalen Gentransfers von Pflanzen auf
Bakterien der Umwelt oder Intestinalmikroorganismen. Ein solcher Transfer wird zwar als
unwahrscheinlich eingestuft und wurde bisher nicht nachgewiesen (SMALLA et al. 2000),
dennoch ist er prinzipiell moglich. Im Visier stehen vor allem Markergene (SCHIEMANN et
al. 2000) wie Antibiotikaresistenz-Gene. Vor dem Hintergrund der Richtlinie 2001/18/EG
des Europdischen Parlaments und des Rates, die eine schrittweise Einstellung der
Verwendung von Antibiotikaresistenzmarkern in gentechnisch verdanderten Organismen
(GVO) vorsieht (http://europa.eu.int/eur-lex/de/lif/dat/2001/de 301L.0018.html

19.03.2002]), wurde in der vorliegenden Arbeit die Herbizidresistenz gegeniiber der

Antibiotikaresistenz bevorzugt.

Als Herbizidresistenz-Gen wurde das Phosphinotricin-acetyltransferase-Gen bar aus
Streptomyces hygroscopicus (THOMPSON et al. 1987) eingesetzt, das transgene Pflanzen zur
Inaktivierung des Herbizids Phosphinotricin (PPT, aktives Agens des Herbizids Liberty®)
befahigt (DE BLOCK et al. 1987).

Der Einsatz von Herbizidresistenzen als selektive Marker fand bei der Entwicklung
transgener Apfelsorten bisher wenig Beachtung. In den zahlreichen Publikationen zur
Apfeltransformation, die bereits unter 4.3.1 Erwdhnung gefunden haben, wurde fast

ausschlieflich iiber den Einsatz von Antibiotikareistenzgenen berichtet. Lediglich DE
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BONDT et al. (1996) setzten alternativ zu einem Antibiotikaresistenz-Gen ebenfalls das
Herbizidresistenz-Gen bar als selektierbaren Marker ein (s.u.). Die Anwendung blieb

allerdings erfolglos; sie konnten keine PPT- resistenten Sprosse regenerieren.

Eine effiziente Regeneration transgener Pflanzen bedingt die konsequente Eliminierung
nicht transgener Zellen. Die Kenntnis der hierfiir bendtigten Konzentrationen ist zwingend.
Durch eine Testung des Einflusses steigender Konzentrationen des selektiven Agens auf
die Regenerationsfahigkeit nicht transformierter Blattexplantate wurde eine letale Dosis
von 10 mg/L PPT ermittelt. Zwar waren auch bei deutlich geringeren Konzentrationen
keine oder wenig regenerative Prozesse sichtbar, dennoch wurde die Dosis gewdhlt, bei der
definitiv keine der Zellen des nicht-transgenen Gewebes liberlebten. Die Fahigkeit, auf
diesem Medium regenerative Prozesse wie Sprossinduktion, -entwicklung und —
multiplikation und Rhizogenese zu durchlaufen, wurde als erster Hinweis auf Transgenitét
gewertet. Diese Annahme erwies sich als angemessen, da die Transgenitit in allen Féllen
durch molekulare Analysen verifiziert werden konnte. Es wurden keine ,,Ausreisser
detektiert. Die eingesetzte Dosis wirkte sich nicht negativ auf die Wachstumsfahigkeit
transgener Pflanzen aus. Die Multiplikationsrate war im Vergleich zu den

mikropropagierten nicht-transgenen Stockkulturen uneingeschrénkt.

Die letale Dosis von 10 mg/L. PPT wurde auch DE BONDT et al. (1996) zur Selektion
transformierter Apfelexplantate eingesetzt. Sie applizierten diese jedoch sofort nach der
Cokultur. Im Gegensatz dazu wurden in der vorliegenden Arbeit bei der Selektion
transgener Zellen im Prinzip zwei davon abweichende Strategien verfolgt. Die sofortige
Applikation des selektiven Agens, mit jedoch zunéchst niedriger Konzentration, die im
Verlauf der Kulturphase kontinuierlich bis zur letalen Dosis von 10 mg/L gesteigert wurde,
und die verzogerte Selektion, bei der erst nach bereits erfolgter Knospen- bzw.
Sprossregeneration ein steigender Selektionsdruck ausgeiibt wurde. Die erste Variante
erwies sich bei den Holsteiner Cox Transformationen als angemessen, wahrend die
erfolgreich durchgefiihrte Elstar Transformation nach dem zweiten Schema durchgefiihrt
wurde. Im Falle der Sorte Elstar sind keine vergleichenden Analysen moglich, da lediglich
aus einer Transformation eine transgene Linie hervorging. Das flir Holsteiner Cox

angewendete Selektionsschema erwies sich als reproduzierbar.

Ob dieses zu DE BONDT et al. (1996) differierende Selektionsschema mit PPT letztendlich
ausschlaggebend fiir den Erfolg der Holsteiner Cox und Elstar Transformationen war, der

von DE BONDT et al. (1996) nicht erzielt wurde, ist schwierig zu beurteilen.
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Moglicherweise hat jedoch die Art und Weise der Applikation einen EinfluBl auf die
Regeneration transgener Pflanzen. Vorstellbar ist, dass durch die sofortige Applikation
sehr hoher Dosen des selektiven Agens die nicht-transgenen Zellen zwar schnell und
effektiv abgetotet werden, gleichzeitig aber auch die erfahrungsgemill sehr wenigen
transgenen Zellen durch das UbermaR der sterbenden Zellen mit abgetdtet werden. Eine
Exkretion toxischer Substanzen oder auch eine Néhrstoffunterversorgung aufgrund des
massiven Absterbens nicht transgener umliegender Zellen, sind als Ursachen denkbar. Ein
zu Beginn niedriger Selektionsdruck bietet die Chance, zunidchst die Integritdt des
Gewebes zu wahren und erst nach der Etablierung der Teilungsaktivitdt nicht-transgene

Zellen durch langsam ansteigende Konzentrationen effektiv abzutoten.

4.3.4 Effekt von Antibiotika auf die Regenerationsfihigkeit

kultivierter Blattexplantate

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Eliminierung der Agrobakterein zunédchst Cefotaxim
eingesetzt, spdter die Kombination Ticarcillin und Combactam (B-Lactamase-Inhibitor).
Cefotaxim und Ticarcillin gehdren zur Gruppe der B-Lactam-Antibiotika, deren
Wirkungsweise auf der Inhibierung der Zellwandsynthese sich teilender Bakterien und

einer damit verbunden Lyse der Bakterien beruht.

Grundsatzlich erwies sich die Anwendung der Kombination Ticarcillin und Combactam als
wirkungsvoller zur Eliminierung der Agrobakterien im Vergleich zu Cefotaxim. Dies deckt
sich mit Beobachtungen von DE BONDT et al. (1996), die bei der Anwendung von
Cefotaxim mit dem Problem des erneuten Auswachsens {iberlebender Agrobakterien
konfrontiert wurden. Durch Zusatz der Clavulansdure (Combactam) wurde eine hohere
Photostabilitét erzielt und einer Inaktivierung durch B-Lactamase vorgebeugt (LING et al.
1998), so dass wihrend der gesamten Kulturphase kein erneutes Auswachsen von
Agrobakterien auftrat. Wéahrend bei der Sorte Holsteiner Cox kein negativer Effekt auf die
Regenerationsfahigkeit der transformierten Explantate auftrat, war die Applikation sowohl
von Cefotaxim als auch der Kombination Ticarcillin/Combactam bei der Sorte Elstar mit
starken  Vitrifizierungen und  abnormaler = Sprossentwicklung  wéhrend  der

Regenerationsphase verbunden.

Bei der Vitrifikation handelt es sich um eine physiologische Stérung, gekennzeichnet

durch glasiges und wasserreiches Gewebe. Auf Zellebene wurden vergroBBerte
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Interzellularrdume und eine reduzierte Chloroplastendichte festgestellt (WILLIAMS & TAJI
1991).

Ein solcher vitrifizierender Effekt scheint nicht typisch fiir die verwendeten Antibiotika zu
sein. Gerade fiir das Antibiotikum Cefotaxim wird eine fordernde Wirkung auf die
Sprossproliferation von Apfel (YEPES & ALDWINCKLE 1994a) und die Morphogenese von
Apfel-Blattexplantaten (MAHESWARAN et al. 1992, YEPES & ALDWINCKLE 1994b)
beschrieben. LING et al. (1998) stellten einen positiven Effekt von Ticarcillin sowohl auf
das Kalluswachstum als auch auf die Sprossregeneration fest. Sie verweisen darauf, dass
Ticarcillin innerhalb der (-Lactam-Antibiotika zur Gruppe der Penicilline gehort und
vermuten, dass der wachstumsverstirkende Effekt auf der Freisetzung auxindhnlicher
Sbstanzen beruhen konnte. Dieses Phinomen wurde bereits fiir Carbenicillin und Penicillin

Q. beschrieben.

Der vitrifizierende Effekt der Antibiotika steht moglicherweise mit einer verstirkten
Zellproliferation in Verbindung. Vitrifizierungen treten hdufig bei verstirkten
Cytokiningaben auf (WILLIAMS & TAJI 1991), werden aber auch, wenn auch im geringeren
Malle, nach der Supplementation von Auxinen beobachtet (KATAEVA et al. 1991). PHAN
(1991) vermutet in diesem Zusammenhang, dass die Cytokinine im Ndhrmedium eine
vermehrte Zellteilung anregen, die neugebildeten Zellen aber wegen mangelhafter

Ligninsynthese nicht geniigend gefestigt werden kdnnen.

Diese wachstumsstimulierende Wirkung der Antibiotika, dhnlich dem Effekt einer
Hormonapplikation, ist als wahrscheinlichste Ursache der Vitrifizierung der Elstar-
Explantate in Betracht zu ziehen. Andere Faktoren, die einen mafigeblichen Einfluss auf
die Vitrifikation kultivierter Explantate haben, wie z.B. Wahl des Kulturgefdafles oder der
Einsatz von TDZ und/oder Gelrite (PAWLICKI & WELANDER 1994, ZIMMERMANN et al.
1995) mogen diesen genotypspezifischen Effekt begiinstigt haben. Die Reduktion des
Ticarcillingehaltes bei gleichzeitiger Addition des Biozids PPM schaffte zwar Abhilfe,

stellte jedoch aufgrund mangelnder bakterizider Wirkung keine wirkliche Alternative dar.

4.4 Molekulare Analysen

Die Integrationsanalysen mittels des Southern Blots offenbarten, dass bei dem
iberwiegenden Teil der transgenen Pflanzen Mehrfach-Insertionen der Transgene

stattgefunden haben. In den vstl-transgenen Pflanzen wurden zwei bis sechs Genkopien,
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bei den PGIP-transgenen Pflanzen zwei bis ~zehn Genkopien detektiert. Lediglich zwei
der vstl-transgenen Pflanzen wiesen die Integration lediglich einer Kopie auf. Inwieweit
die multiplen Insertionen die Aktivitit der Gene beeinflussen, wurde zunéchst durch

Expressionsanalysen auf Transkriptionsebene mit Hilfe der RT-PCR untersucht.

Aufgrund der eingesetzten Promotoren wurde erwartet, dass das bar-Gen und das PGIP
Gen aus Kiwi in den transgenen Holsteiner Linien konstitutiv exprimiert werden. Die
spezifische mRNA des vst1-Gens sollte erst nach vorheriger Induktion in den vstl-
transgenen Pflanzen nachweisbar sein, da das vs¢f1-Gen durch den eigenen induzierbaren
vst1-Promotor reguliert wird. Diese Annahmen wurden durch die RT-PCR Analysen
bestdtigt. Zu den Signalen, die zur Induktion des wvszl-Promotors und damit zur
Transkription des Gens fithren, zdhlen verschiedene Faktoren, wie die Freisetzung von
Elicitoren nach fungaler Infektion (LANGCAKE & PRYCE 1976, LISWIDOWATI et al. 1991,
STARK-LORENZEN et al. 1997), Bestrahlung mit UV-Licht (LANGCAKE & PRYCE 1976) und
die Verwundungsreaktion (LECKBAND & LORz 1998). Die drei Induktionswege wurden
auch im ,,System Apfel“ bestdtigt. Somit sind die Signalkaskaden, die durch die
unterschiedlichen Induktoren ausgelost werden und zur vs¢1-mRNA-Akkumulation fiihren,

in verschiedenen Pflanzenspezies konserviert.

Wihrend LECKBAND & LORz (1998) die Verwundung bei transgenen Weizen- und
Gerstenpflanzen durch Abreiben der Blétter mit Seesand hervorriefen, wurden zur
routinemiBigen Uberpriifung der Expression des vst1-Gens in den transgenen Holsteiner
Cox und Elstar Pflanzen Verwundungen mit Hilfe einer Pinzette gesetzt. Diese Methode
hatte sich bereits bei der Induktion des vs¢1-Gens in transgenen Chrysanthemen bewdéhrt
(J.-P. Himstedt, personliche Mitteilung) und fiihrte auch bei Apfel zur Transkription der
vst1-mRNA, die bereits eine Stunde nach der Induktion detektiert werden konnte. Mit einer
Ausnahme wurden bei allen untersuchten vstl-transgenen Linien sowie den PGIP-

transgenen Linien die spezifischen Transkripte nachgewiesen.

4.4.1 Geninaktivierung

Bei der Analyse der Expression des Stilbensynthase-Gens in den verschiedenen Linien
mittels der RT-PCR wurde bei der transgenen Holsteiner Cox Linie 45.3, die laut Southern
Blot-Analysen sechs Kopien des vst1-Gens integriert hat, trotz dreimaliger Wiederholung
der RNA-Isolation, cDNA-Synthese und RT-PCR kein vs¢1-Transkript nachgewiesen. Da

in denselben Proben die mRNA des konstitutiv exprimierten bar Gens nachgewiesen
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werden konnte, konnte ein Fehler im Rahmen der Prozedur ausgeschlossen werden. Das
Phénomen, dass das vst1-Gen trotz der Integration in das Genom des Rezipienten inaktiv
war, kann als Folge eines gene-silencing angesehen werden (Ubersicht: DE WILDE et al.

2000, VAUCHERET et al. 1998 und STAM et al. 1997b).

Da die Inaktivitit bereits auf ein Fehlen der mRNA zuriickzufithren war, muss von einem
transkriptionellen Silencing (CHAREONPORNWATTANA et al. 1999), beruhend auf der
Inaktivierung des Promotors, ausgegangen werden. Damit unterscheidet es sich vom Post-
transkriptionellen Silencing (STAM et al. 1997a, DE WILDE et al. 2001), bei dem die
Qualitit oder Quantitdt der RNA dariiber entscheidet, ob die Expression des Transgens auf

der Ebene nach der Transkription blockiert oder reduziert ist.

Die Ursachen der Inaktivierung der vs¢1-Gene in der Linie 45.3 koénnen vielféltiger Natur
sein. In den meisten Fillen ist das Silencing mit einer Methylierung von CG/CNG
Sequenzen in der inaktivierten Region verbunden (HOBBS et al. 1993, PARK et al. 1996,
KoHLI et al. 1999, DE WILDE et al. 2001). DIEGEZ et al. 1998 sehen in der Methylierung
allerdings nicht die Ursache der Inaktivierung, sondern machen sie verantwortlich fiir die
Erhaltung der Inaktivitit bzw. deren Etablierung (WATERHOUSE et al. 2001). Fiir die
Methylierung ist nicht allein die genetische Konstitution eines Gens entscheidend. So
stellten DE NEVE et al. (1999) fest, dass selbst bei genetisch identischen Pflanzen einer
Linie unterschiedliche Methylierungsmuster auftraten. Sie charakterisierten die

Auferlegung der Methylierung daher als einen hochgradig dynamischen Prozess.

Ein Positionseffekt aufgrund der Integration in der Nidhe hypermethylierter
Genomsequenzen ist im Falle der Linie 45.3 unwahrscheinlich. Geht man davon aus, dass
die T-DNA als Einheit integriert wurde, miisste das bar-Gen ebenso einer Inaktivierung
auf Grund der umliegenden Sequenzen unterworfen sein. Die Untersuchungen zeigten

aber, dass das bar-Gen normal transkribiert wurde.

Auftillig bei der Linie 45.3 ist die hohe Anzahl integrierter Kopien, die mit sechs deutlich
iber den der anderen untersuchten Linien liegt. Einzig die PGIP-Linie Nr. 3 {ibersteigt mit
geschitzten zehn Kopien die Anzahl der Kopien in Linie 45.3. Eine homologie-anhéngige
Geninaktivierung, eventuell verbunden mit einer Konkurrenz um einen limitierten

Transkriptionsfaktor, ist daher als eine Ursache in Betracht zu ziehen.

Transkriptionelles Silencing erfordert lediglich eine Homologie in der Promotorregion
(MATZKE ET AL. 1989, PARK ET AL. 1996) und ist charakterisiert durch einen starken

Methylierungsgrad der inaktivierten Promotorregion (DIEGUEZ et al. 1998, PARK et al.
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1996). In der Promotorhomologie der integrierten vst1-Genkopien kann demnach die

fehlende Aktivitét der vs¢z1-Gene in der transgenen Linie 45.3 begriindet sein.

Steigende Kopienzahlen wirken sich jedoch nicht zwangslaufig negativ auf die Expression
des jeweiligen Gens aus (CHAREONPORNWATTANA et al. 1999, KOHLI et al. 1999). Auch
die Art und Weise, wie die Kopien integriert sind, kann ausschlaggebend fiir den Prozess
der Inaktivierung sein. Die Anordnung in ,,inverted repeats‘ begiinstigt den Silencing
Prozess (HOBBS et al. 1993, STAM et al. 1997a). Dass lediglich die Linie 45.3 von dem
transkriptionellen Silencing betroffen ist, obwohl auch die anderen vs¢l1-Linien oftmals
mehr als eine Kopie des Gens besitzen, und auch die PGIP Linie 3 eine besonders hohe
Anzahl an Integrationen aufwies, konnte in einem solchen Integrationsmuster begriindet
sein. Dem widerspricht allerdings die uneingeschrinkte Expression der bar-Gene, die

wahrscheinlich in unmittelbarer Nachbarschaft zu den vs¢1-Integrationen lokalisiert sind.

Sie weist eher auf ein differentes Methylierungsmuster hin. KOHLI et al. (1999) liefern mit
thren Untersuchungen eine mogliche Erklarung. Sie stellten fest, dass lediglich eines von
zweil in unmittelbarer Nédhe integrierten Transgene von der Methylierung betroffen war und

nur dieses dem Silencing Prozess unterworfen war.

Der sich hinter all den Beobachtungen verbergende Mechanismus ist noch nicht
vollstindig verstanden, dennoch bieten einige Modelle Erkldrungsansétze, die
WATERHOUSE et al. (2001) in einem Uberblick zusammengefasst haben. Demnach ist das
Vorhandensein einer doppelstrangigen RNA ausschlaggebend fiir nachfolgenden Prozesse,
die gezielt zur Degradierung homologer RNA-Sequenzen fithren. Multiple Integrationen
und gerade die Anordnung als inverted repeats fordern durch komplementire Bindungen
die Entstehung doppelstringiger RNA (dsRNA) oder die Bildung von sog. Haarnadel-
RNA-Strukturen (hpRNA). Dadurch wird eine Kaskade von Prozessen induziert, die
letztendlich in der Inaktivierung von Genen resultiert. WATERHOUSE et al. (2001)
postulieren fiir die transkriptionelle und fiir die post-transkriptionelle Geninaktivierung
einen &dhnlichen Mechanismus mit unterschiedlicher Konsequenz. Enthalten die
dsRNA/hpRNA Promotorsequenzen, so kommt es zur Methylierung bzw. einem
verdnderten Zustand der Promotor-DNA und somit zum transkriptionellem Silencing. Die
Anwesenheit von kodierenden Sequenzen in der hpRNA/dsRNA fiihrt zur Degradierung

homologer mRNA und verursacht damit das posttranskriptionelle Silencing.
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Unter dem evolutiondren Aspekt betrachtet, werden die Griinde der Inaktivierung von
Fremdgenen in einer Pflanze hauptséchlich in einer adaptiven Abwehr von Viren vermutet

(Ubersicht: WATERHOUSE et al. 2001).

Ein Faktor, der ebenfalls entscheidend in den Prozess der Inaktivierung involviert sein
kann, ist die zusitzliche Integration prokaryontischer Sequenzen des backbones des
Plasmides, die bei der Linie 45.3 festgestellt wurde (siehe auch 4.4.2). DE WILDE et al.
2000 verweisen auf einen negativen Effekt der prokaryontischen Vektorsequenzen auf die
Aktivitdt von Transgenen. Sie formulieren die These, dass die Sequenzen aufgrund des
abweichenden GC-Gehaltes oder aufgrund der repetetiven Sequenzen, wie bakterielle
Replikationsstartpunkte, von der pflanzlichen Enzym-Maschinerie erkannt werden und so

zur Inaktivierung der Transgene beitragen konnen.

4.4.2 Transfer von Vektorsequenzen ausserhalb der T-DNA ins

pflanzliche Genom

Der Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Gentransfer ist sowohl im natiirlichen
biologischen System wihrend des Prozesses der Wurzelhalsgallen-Tumorgenese, als auch
in dem fiir die gentechnische Anwendung modifizierten Mechanismus durch den Transfer
der T-DNA in das Pflanzengenom gekennzeichnet. Die Bordersequenzen, bestehend aus
fast identischen Wiederholungen von Basensequenzen, definieren das linke und rechte
Ende der T-DNA und bestimmen damit auch den Bereich, der bei der Transformation
physikalisch separat vom Ti-Plasmid (natiirliches System) bzw. vom bindren Vektor in die
Pflanzenzellen {ibertragen wird. In den letzten Jahren erschienen vermehrt Berichte
dariiber, dass auch Sequenzen vom Riickgrat der Plasmide bei der Transformation in die
Pflanzen {ibertragen werden konnen (MARTINEAU et al. 1994, RAMANATHAN &
VELUTHAMBI 1995, CLUSTER et al. 1996, VAN DER GRAAFF et al. 1996, KONONOV et al.
1997, WENCK et al. 1997, WOLTERS et al. 1998, DE Buck et al. 2000). Ausserhalb der T-
DNA liegen oftmals Antibiotikaresistenzgene unter der Kontrolle bakterieller Promotoren,

die zur Selektion der plasmidtragenden Agrobakterien genutzt werden.

Vor diesem Hintergrund wurden die entwickelten transgenen Linien hinsichtlich der
Anwesenheit von Vektorsequenzen ausserhalb der T-DNA {iberpriift. Als Zielsequenz
wurde das auf dem Riickgrat lokalisierte Kanamycinresistenz-Gen gewdahlt. Von den neun
untersuchten vst¢1-transgenen Holsteiner Cox Linien wiesen vier Linien ein positives Signal

auf; von den drei PGIP-transgenen Holsteiner Cox Linien nur eine. Da in der vorliegenden
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Arbeit lediglich Primer, die an spezifische Sequenzen des Kanamycinresistenzgens binden,
eingesetzt wurden, kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob wie bei VAN DER
GRAAFF et al. (1996), WENCK et al. (1997) und DE BUcK et al. (2000) der gesamte Vektor
oder lediglich Teile in die Pflanzengenome integriert wurden. Aufgrund der unten

dargelegten Theorien ist dies aber als wahrscheinlich anzusehen.

Unterschiedliche Faktoren konnen fiir den Transfer von Riickgratsequenzen verantwortlich
gemacht werden. Da der Transfer unabhingig von der Pflanzenspezies, der
Transformationsmethode oder des angewendeten Selektionsschemas erfolgt (DE BUCK et
al. 2000), ist er als Konsequenz von Vorgingen anzusehen, die sich bereits in der
Agrobacterium-Zelle vollziehen. Das fiigt sich in die Vorstellung, dass der Transfer auf
einem ,,Durchlesen® der linken Bordersequenz beruht und demnach maBgeblich von
Bedingungen innerhalb der Zelle beeinfluf3t wird. Da der Transfer jedoch auch unabhingig
vom eingesetzten Agrobacterium tumefaciens-Stamm ist (KONONOV et al. 1997), richteten
DE Buck et al. (2000) das Hauptaugenmerk auf die Architektur der Bordersequenzen. Sie
verglichen die Vektortransfer-Raten in transgenen Pflanzen, die entweder mit Vektoren
transformiert wurden, in denen die T-DNA von Bordersequenzen aus dem natiirlichen
Oktopin-Kontext flankiert wurde oder in denen die innere Region der Bordersequenzen
fehlte. Die Pflanzen, die aus einer Transformation hervorgingen, in denen die
Bordersequenzen im natiirlichen Oktopin-Kontext vorlagen, wiesen deutlich weniger
Vektorintegrationen auf. DE Buck et al. (2000) postulieren daher, dass moglicherweise
durch die Deletion der inneren Bereiche der Bordersequenzen, die Teile der T-DNA des
Original-Plasmides darstellen, von dem der Vektor abgeleitet wurde, die T-DNA nicht
mehr effizient an der linken Border geschnitten wird. DE BUCK et al. (2000) entwickelten
das Modell, dass der Transfer an der rechten Border beginnt, die linke Border iiberlesen
wird und so der gesamte Vektor integriert wird. Falls auch die néchst folgende rechte
Bordersequenz lberlesen wird, konnen sogar zwei T-DNAs, die Vektorsequenz
flankierend, transferiert werden. Diese Vorstellung widerspricht der Hypothese von VAN
DER GRAAFF et al. (1996). Diese besagt, dass der Transfer an der linken Border beginnt,
gefolgt von der Vektorsequenz und iiber die im zirkuldren Plasmid folgende rechte
Bordersequenz hinausgeht und an der linken wieder endet. Das Resultat ist der Transfer
einer kompletten Einheit bestehend aus einer T-DNA und der gesamten Vektorsequenz, an

der linken Border linearisiert.
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Nicht unerwéhnt bleiben sollte ein Aspekt, der von WENCK et al. (1997) aufgegriffen
wurde. Sie weisen darauf hin, dass die ineffiziente Freisetzung der T-DNA aus dem Vektor
auch das Resultat einer suboptimalen Genexpression der Virulenz Gene, die fiir die
Freisetzung der T-DNA und fiir den Transfer ins Pflanzengenom verantwortlich sind, sein

kann.

Der zusitzliche Transfer von Vektorsequenzen ausserhalb der T-DNA in das pflanzliche
Genom muss als ein hiufig vorkommender Prozess angesehen werden; zumindest bei der
Verwendung des bindren Vektorplasmids pBIN19 und seinen Derivaten (WOLTERS et al.
1998). Zu ihnen gehoéren auch die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Konstrukte

pHKvst und PSCP2.

Die Konsequenzen, die sich aus dem Transfer von Riickgratsequenzen der Vektoren

ergeben, sind vielschichtig.

Auf den mdglichen Einfluss der Riickgratsequenzen prokaryontischer Herkunft auf die

Genaktiviit der relevanten Gene wurde bereits unter 4.4.1 hingewiesen.

Der Transfer von Riickgratsequenzen muss aber auch im Kontext sicherheitsrelevanter
Aspekte im Rahmen der pflanzlichen Gentechnik verstanden werden. Die Befiirchtung
eines horizontalen Gentransfers beschrinkt sich nicht nur auf die Markergene.
Prokaryontische Sequenzen des eingesetzten Vektors erlangen dann besondere Bedeutung
im Hinblick auf die Gefahr eines horizontalen Gentransfers, wenn sich auf den Vektoren
ausserhalb der T-DNA Antibiotikaresistenzgene befinden. Diese werden durch
prokaryontische Promotoren reguliert und konnen daher auch in Bodenbakterien oder

Bakterien des Intestinaltraktes abgelesen werden.

4.4.3 Proteinexpression

Aussagen iiber die Expression der Transgene iiber die Transkriptionsebene hinaus sind nur
begrenzt mdglich. In der limitierten Anzahl an vst1-transgenen Pflanzen, die einer HPLC-
Analyse zum Nachweis des Resveratrols unterzogen werden, konnte in allen untersuchten
Pflanzen ein Peak detektiert werden, der mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit eine
glykosilierte Form des Resveratrols représentiert (sieche auch 4.5.2). Ein derartiger Peak
trat bei der Analyse der Kontrollpflanzen nicht auf. Damit gelang der indirekte Nachweis
der Aktivitdt der Stilbensynthase. Post-transkriptionelle Silencing-Mechanismen kamen

hier demnach nicht zum Tragen.
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Die Expression des Kiwi-PGIP in den transgenen Holsteiner Cox kann derzeit noch nicht
abschlieBend beurteilt werden. Zwar wurde die Transkription des Gens in allen PGIP-
transgenen Pflanzen nachgewiesen, der Proteinnachweis steht allerdings noch aus. Ob
moglicherweise gerade bei der Linie T/HC 01.1.3, die mit einer geschétzten Kopienanzahl
von zehn eine sehr hohe Anzahl an Integrationen und zudem noch prokaryontische
Vektorsequenzen aufweist, Inaktivierungsmechanismen auf post-transkriptioneller Ebene

greifen, gilt es zukiinftig zu untersuchen.

4.5 Nutzeffekte der Aktivitat der Transgene

Die Nutzung eines gentechnischen Ansatzes zur Resistenzverbesserung von Pflanzen setzt
die Wirksamkeit der transferierten Gene bzw. derer Produkte gegeniiber den
Zielpathogenen voraus. Die Stilbensynthase als Produkt des vs¢1-Gens synthetisiert das
Phytoalexin Resveratrol, dessen antibiotisches Potenzial bereits gegen ein breites Spektrum
pathogener Pilze nachgewiesen wurde. Die Wirksamkeit gegen Botrytis cinerea wurde
frithzeitig u.a. von LANGCAKE & PRYCE (1976) erkannt und seitdem durch umfangreiche

Untersuchungen homologer und heterologer Systeme bestatigt.

Das antifungale Potenzial der PGIPs wurden ebenfalls mehrfach dokumentiert (NUSS et al.
1996), wobei hierbei unterschiedliche Spezifititen, auf die bereits in der Einleitung
hingewiesen wurde, ausschlaggebend fiir die Wirksamkeit gegeniiber den entsprechenden
Pathogenen sein konnen. Im Gegensatz zu einigen anderen PGIPs ist iiber das PGIP aus
Kiwi bisher wenig bekannt. Den Effekt auf relevante Krankheitserreger des Apfels sowohl
in vitro als auch in planta gilt es daher zukiinftig durch phytopathologische Tests zu
ermitteln. Aufgrund der unterschiedlichen Spezifititen sollten unbedingt verschiedene

Pathogene in die Untersuchungen einbezogen werden.

4.5.1 Resveratrol in vitro

Aufschliisse liber den Effekt des Phytoalexins Resveratrol gegeniiber dem Erreger des
Apfelschorfes sollte eine Analyse des Keimungsverhaltens von Venturia inaequalis-
Konidien auf einem resveratrolhaltigen Medium erbringen. Der in vitro Test ergab, dass
bis zu einer Konzentration von 10 pg/ml Resveratrol keine, bei der ndchst hoheren
Konzentration von 100 pg/ml jedoch eine signifikante Hemmung der Sporenkeimung von

Venturia inaequalis erzielt wurde. In zwei von drei unabhidngigen Versuchen wurde bei
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dieser Konzentration sogar keine bzw. lediglich eine 0,9%ige Sporenkeimung festgestellt.
Moglicherweise sind daher bereits geringere Konzentrationen zwischen 10 und 100 pg/ml
zur signifikanten Reduktion der Keimung ausreichend. Dies konnte aber im Rahmen der
Arbeit nicht mehr abschlieend beurteilt werden. Der fungitoxische Effekt von Resveratrol
erstreckt sich somit auch auf den Erreger des Apfelschorfes. Die Biosynthese von
Resveratrol in transgenen Apfelpflanzen konnte zu einer potenziellen Inhibition der

Entwicklung dieses Erregers beitragen.

Das Erreichen von wirksamen Resveratrol-Konzentrationen der ermittelten
GroBenordnung in planta ist nicht unrealistisch. Ein Vergleich zu Literaturangaben
gestaltet sich jedoch schwierig, da sich die dort angegebenen Mengen auf Gramm
eingesetztes Frischgewicht beziehen. Setzt man ein Volumen von 1 ml jedoch
ndherungsweise gleich mit einem Gewicht von 1 g, sind solche Mengen durchaus zu
erwarten. KOBAYASHI et al. (2000) wiesen in jungen Bléttern transgener Kiwi Pflanzen 182
ng/g Frischgewicht Resveratrol nach, das nach seiner Synthese allerdings glykosidisch
gebunden wurde. HAIN et al. (1993) detektierten in transgenen Tabakpflanzen sogar bis zu

400 pg Resveratrol pro g Frischgewicht.

4.5.2 Resveratrol in planta

Der Nachweis von Resveratrol ist mittels chromatographischer Methoden wie HPLC
(HAIN et al. 1990, PEZET et al. 1994, JEANDET et al. 1995, JEANDET et al. 1997, HIPSKIND
& PAIVA 2000, ROMERO-PEREZ et al. 2001, DOMINGUEZ et al. 2001, MALOVANA et al.

2001) oder Gaschromatographie-Massenspektroskopie (LUAN et al. 2000) moglich.

Die HPLC-Analysen von Extrakten der transgenen vst1-Pflanzen T/HC 2, T/HC 12, T/HC
50 und T/HC 30.2 ergaben, dass nicht freies, sondern wohl eine Glykosid-Form von
Resveratrol in den Holsteiner Cox Pflanzen vorliegt. Die reduzierte Retentionszeit des in
den transgenen Proben detektierten Peaks, das nahezu identische Absorptionsspektrum im
Vergleich zu dem des freien Resveratrols und die Freisetzung von Resveratrol nach saurer
Hydrolyse lassen diese Vermutung zu. Eine genauere Charakterisierung des Resveratrol-
Glykosids wurde im Rahmen der Arbeit nicht vorgenommen. Das Vorkommen solcher
Resveratrolderivate ist nicht uniiblich. Nach der Synthese von Resveratrol kann es zur
Konjugation mit Zuckern oder anderen Derivationen wie Methylierung, Prenylierung oder
Kondensationsreaktionen mit der Folge der Bildung speziesspezifischer Dimere, Trimere

oder Tetramere kommen (SOTHEESWARAN & PASUPATHY 1993). Sowohl in Vitis Spezies
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(LANGCAKE & PRYCE 1976, WATERHOUSE & LAMUELA-RAVENTOS 1994, ROMERO-PEREZ
et al. 2001) treten glykosidierte Formen auf, als auch bei transgenen Pflanzen nach dem

Transfer einer Stilbensynthase (KOBAYASHI et al. 2000, HIPSKIND & PAIVA 2000).

Uber die Wirksamkeit von Resveratrolglykosiden auf fungale Krankheitserreger liegen
kontrdre Ergebnisse vor. HIPSKIND & PAIVA (2000) erzielten durch die konstitutive
Akkumulation des Resveratrolglykosids Trans-Resveratrol-3-O-B-D-glycopyranosid
(Piceid) in transgenen Alfalfa eine erhohte Resistenz gegen das Pathogen Phoma
medicaginis. Eine Konzentration um 20 pg/g FW war hier ausreichend, um die
Symptomauspragung um nahezu 50% zu reduzieren. Die inhibierende Wirkung des
Resveratrolglykosids wurde parallel durch einen in vitro Test bestétigt. Im Gegensatz dazu
konnten KOBAYASHI et al. (2000) trotz der Detektion von 182 ug Piceid pro g
Frischgewicht keine erhohte Resistenz transgener Kiwi-Pflanzen gegentiber Botrytis

cinerea beobachten.

Ein interessanter Aspekt ergibt sich aus der Tatsache, dass Venturia inaequalis Sporen
wéhrend ihrer Keimung hydrolytische Enzyme, darunter auch Glykosidasen (WAGNER et
al. 1988) produzieren. Hypothetisch betrachtet konnten bei einer Infektion der transgenen
Apfel-Pflanzen mit dem Apfelschorferreger diese Glykosidasen zur Freisetzung des

wirksamen Aglykons fiihren.

Erste phytopathologische Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit mit dem
Apfelmehltauerreger Podosphaera leucotricha (Ell. et Ev.) Salm. durchgefiihrt wurden,
hatten die Evaluierung des Resistenzniveaus der vstl-transgenen Pflanzen gegeniiber
diesem Pathogen zum Ziel. In vitro Hemmtests mit Resveratrol und diesem Pathogen
lieBen sich nicht durchfiihren, da Podosphaera leucotricha streng biotroph lebt und daher

ausschlieBlich auf lebendes Gewebe angewiesen ist.

Als Bewertungskriterien der biologischen Tests mit dem Mehltauerreger wurden die
Anzahl der Konidien pro Konidientrager (KRIEGHOFF 1995) sowie der prozentuale Befall
der Blétter (GOSZYZYNSKI & CIMANOWSKI 1985) zu Grunde gelegt. Auf den betrachteten
Ebenen konnten allerdings keine Unterschiede im Vergleich zu nicht-transgenen
Kontrollpflanzen ausgemacht werden. Die Griinde hierfiir konnen vielschichtig sein.
Bisher fehlende detaillierte Ergebnisse tiber die tatsdchliche Form des Resveratrols und die
Konzentration, in der es in den Pflanzen vorliegt, gestalten die Ursachenforschung
schwierig. Eine fehlende Induktion des vstl-Promotors durch den Mehltaubefall als

Ursache der fehlenden Resistenzerhohung ist unwahrscheinlich, da die
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Elicitorinduzierbarkeit durch Mehltauinfektion nachgewiesen wurde. Moglicherweise
erfolgte die mRNA Akkumulation jedoch verzogert oder zu spdt. HAIN et al. (1993)
zeigten, dass eine transgene Tabaklinie aufgrund einer schnelleren Akkumulation der
Stilbensynthase-mRNA resistenter gegeniiber Borytis cinerea war, als eine andere

transgene Tabaklinie, deren mRNA deutlich verzogert akkumulierte.

Die in den Pflanzen eventuell stattfindende Glykosidierung des Resveratrols und eine
damit moglicherweise einher gehende Abnahme der antifungalen Wirkung (KOBAYASHI et
al. 2000) muss als eine Ursache in Betracht gezogen werden. Da aber auch eine
Glykosidierung nicht zwangslidufig die Wirksamkeit einschrinkt (HIPSKIND & PAIVA
2000), ist auch eine unzureichende Konzentration bzw. Akkumulation des Resveratrols
bzw. dessen Glykosiden als limitierender Faktor denkbar. In vitro Tests belegen, dass je
nach Erreger unterschiedliche Konzentrationen von Resveratrol bendtigt werden, um eine
Hemmung der Sporenkeimung hervorzurufen. Wahrend in der vorliegenden Arbeit gezeigt
wurde, dass eine Konzentration von 100 pg/ml die Sporenkeimung von Venturia
inaequalis signifikant hemmt, reichten bei LANGCAKE & PRYCE (1976) noch nicht einmal
200 pg aus, um die Keimung von Botrytis cinerea zu inhibieren. In einer Resveratrol-
Fliissigkultur fithrten 160 pg/ml Resveratrol zu einer vollstindigen Inhibierung der
Keimung von Botrytis cinerea (ADRIAN et al. 1997). Diese Ergebnisse lassen weitere
biologische Tests, vor allem mit dem Erreger des Apfelschorfes Venturia inaequalis,
sinnvoll erscheinen, gerade vor dem Hintergrund, dass eine inhibierende Wirkung von
Resveratrol in vitro bewiesen wurde und hier moglicherweise auch geringere

Konzentrationen eine hohere Wirkung erzielen.

Ein anderer Aspekt bei der Nutzanwendung von resveratrolproduzierenden Pflanzen,
unabhingig von der antifungalen Wirkung, ist der positive Effekt auf die menschliche
Gesundheit. Eingeschlossen darin auch das Resveratrol-Glucosid Piceid. WATERHOUSE &
LAMUELA-RAVENTOS (1994) verweisen auf Untersuchungen an Polygonum cuspidatum
Wurzeln, die einen sehr hohen Piceidgehalt besitzen und in Asien zur Behandlung diverser
Krankheiten eingesetzt werden. In diesem Zusammenhang berufen sich auch KOBAYASHI
et al. (2000) auf Publikationen, in denen auch ein positiver Effekt von glykosidiertem

Resveratrol demonstriert wurde.

Der Apfel stellt als roh zu verzehrende Frucht, die in hohen Mengen konsumiert werden
kann, eine interessante alternative Resveratrol-Quelle dar. Stellt man diese Wirkung jedoch

in den Mittelpunkt des Interesses, ist eine konstitutive Expression der Stilbensynthase
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sinnvoller als eine induzierte, vorausgesetzt, dass daraus keine fiir die Pflanzen negativen

physiologischen Effekte resultieren.

4.6 Ausblick

Im Rahmen der Arbeit wurde das Phytoalexinspektrum der Apfelsorten Holsteiner Cox
und Elstar durch die Biosynthese von Resveratrol bzw. eines Derivates gezielt erweitert.
Die transgenen Pflanzen stellen somit interessante Modelle fiir phytopathologische
Untersuchungen zur Resistenztestung dar. Aufgrund der in vitro festgestellten
keimungsinhibierenden Wirkung von Resveratrol auf Sporen des Apfelschorferregers
Venturia inaequalis, sollte dieser Pilz vornehmlich in die Untersuchungen einbezogen

werden.

Die Virulenz von Venturia inaequalis Isolaten gegeniiber Apfelsorten kann variieren
(KocH et al. 2000). Mit dem Isolat 15, das von Frau Dipl.-Ing. K. Schulze (Institut fiir
Gemiise- und Obstbau, Abteilung Obstbau der Universitit Hannover) isoliert und
bereitgestellt wurde und welches auch in den in vitro Tests verwendet wurde, steht bereits
eine Venturia inaequalis Kultur zur Verfiigung, die fiir die Resistenztestung herangezogen
werden kann. Die Virulenz dieses aus Lisionen von Elstar isolierten (Schulze, personliche
Mitteilung) Venturia inaequalis Isolates wurde auch gegeniiber Holsteiner Cox bestétigt.
Nach einer Infektion von Holsteiner Cox Pflanzen mit diesem Isolat traten die typischen
Krankheitssymptome in Form chlorotischer und/oder nekrotischer Flecken und/oder
sporulierender Lidsionen auf (Abb. 4.1). Diese Symptome stellen die Grundlage

verschiedener Bewertungsschemata dar (KOCH ET AL. 2000, CHEVALIER et al. 1991).
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Abb. 4.1: Symptomausprigung nach einer
Infektion von Holsteiner Cox Pflanzen

mit dem Venturia inaequalis Isolat 15.
a) Chlorotische Aufhellungen.
b) Chlorotische und nekrotische Flecken.

¢) Sporulierende Lasionen.

Resistenzmechanismen konnen auf verschiedenen Ebenen des Infektionsprozesses zum
Tragen kommen. Detaillierte Untersuchungen der Pathogenese verschiedener fungaler
Krankheitserreger auf Ebene der Stromaentwicklung, Vermehrungsrate der Konidien und
Symptomauspriagung sind zukiinftig von Noten, um das antifungale Potenzial der
iibertragenen Gene in den transgenen Apfelpflanzen zu ermessen. Bevor auch die PGIP-
transgenen Pflanzen in die Untersuchungen einbezogen werden, sollte die
Proteinexpression zweifelsfrei nachgewiesen werden. Hier bieten sich Nachweise iiber
spezifische Antikorper gegen die PGIPs aus Kiwi an. Allerdings muss eine hohe Spezifitit
des Antikorpers gewéhrleistet sein, um Kreuzreaktionen mit dem endogenen Malus PGIP

zu vermeiden.

Parallel sollten Langzeituntersuchungen zur Stabilitdt der Transgene durchgefiihrt werden.
Dazu wurden die transgenen Pflanzen auf die Unterlage M7 gepfropft, um moglichst

schnell die adulte Phase zu erreichen. Die Stabilitit der Expression der Transgene, die
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Bliitenbildung, der Fruchtansatz und die Fruchtqualitit sollten eingehend untersucht

werden, um mogliche negative Effekte zu detektieren und zu beurteilen.

Desweiteren  eroffnet die  Etablierung der  stabilen  Regenerations-  und
Transformationssysteme fiir die wichtigsten Apfelsorten des Alten Landes die Mdglichkeit,
weitere, agronomisch bedeutende Gene in die Sorten einzubringen. Aufgrund der in
einigen transgenen Linien nachgewiesenen Riickgratsequenzen der
Transformationsvektoren sollte jedoch zukiinftig auf Vektoren fokussiert werden, die unter
Berticksichtigung sicherheitsrelevanter Aspekte optimiert wurden. Die Gruppe um
HELLENS et al. (2000) stellt zum Beispiel Vektoren aus der pGreen-Serie (HELLENS &
MULLINEAUX 2000) vor. Die GroBe dieser Vektoren ist auf ein Minimum reduziert und
ohne ein Helferplasmid ist die Replikation und die Mobilisierung zwischen Bakterien nicht
moglich. In der limitierten Anzahl Pflanzen, die nach der Transformation mit pGreen
Vektoren untersucht wurden, sind keine Vektorsequenzen, die ausserhalb der T-DNA

lagen, nachgewiesen worden.
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