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Zusammenfassung

Richter, Andrea

Ziichtung mit transgenen Pflanzen: Kombination rekombinanter Pilzresistenzgene mittels
Kreuzung transgener Erbsenlinien (Pisum sativum L.)

Etwa 20 % der weltweiten Leguminosenproduktion entfallen auf die Erbse (Pisum sativum L.). Sie
dient der menschlichen und tierischen Erndhrung und wird hauptsidchlich in geméiBigten Regionen
angebaut. Der sehr begrenzte Genpool der Erbse erschwert die Ziichtung, die insbesondere auf eine
Erhohung der Krankheitsresistenz gegeniiber phytopathogenen Pilzen ausgerichtet ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein gentechnischer Ansatz zur Resistenzverbesserung der Erbse {iber

die Artgrenzen hinweg verfolgt und mit klassischer Ziichtung kombiniert. Hierbei wurden transgene
Erbsenpflanzen, die verschiedene antifungale Gene integriert hatten, charakterisiert und zur Kreuzung
verwendet. Zur Agrobakterium-vermittelten Transformation waren folgende antifungale Gene
verwendet worden: zwei Gene, die fiir Polygalakturonase-inhibierende Proteine aus Kiwi (Actinidia
deliciosa L.) und Himbeere (Rubus idaeus L.) kodieren und das vst/-Gen aus der Weinrebe (Vitis
vinifera L.), welches fiir die Stilbensynthase kodiert. Der erste Arbeitsabschnitt war durch die
Identifizierung unabhéngiger transgener Klone mittels Southern-Blot-Analyse und die Etablierung

homozygoter Linien gekennzeichnet. Bei sieben Klonen wurde eine Linienetablierung durchgefiihrt.
Parallel dazu wurde mittels RNA Analytik und funktionaler Analyse, in Form von HPLC und eines
semiquantitativen Inhibierungstests gegen pilzliche Polygalakturonasen, die Expressionsstabilitit der
antifungalen Gene in den verschiedenen Linien und innerhalb der Linien iiberpriift. Ein abschlieBender
Resistenztest der Elternlinien gegeniiber zwei pathogenen Pilzen (Erisyphe pisi und Uromyces pisi),
fiihrte zur Auswahl einiger Linien zur Durchfiihrung von Kreuzungsexperimenten.

Fiir die Kreuzungen wurde eine Linie verwendet, die das PGIP Gen aus Himbeere integriert hatte (98-
19-1,9). Die Linie zeigte eine 100%ige Inhibierung verschiedener pilzlicher Polygalakturonasen und
Effekte in Resistenztests gegeniiber zwei phytopathogenen Pilzen. Fiir die zweite Linie (98-67-8,1)
konnte mittels HPLC die Synthese von 5ug Resveratrol pro g Pflanzenmaterial nachgewiesen werden,
zudem konnten im Resistenztest leicht hemmende Effekte auf die Pilze verzeichnet werden.

Die resultierenden Hybridpflanzen und deren Nachkommenschaften wurden auf die gleiche Weise
untersucht wie die Elternlinien.

In der vorliegenden Arbeit wurde in Erbsen erstmals die Strategie verfolgt, das antifungale Potenzial
verschiedener Gene zum Einsatz zu bringen, in der Annahme, dass durch additive oder synergistische
Effekte der rekombinanten Gene eine Erweiterung des Resistenzniveaus der Pflanzen gegeniiber
phytopathogenen Pilzen erreicht werden kann.

Schlagworter: Erbse (Pisum sativum L.), Gene stacking, Pilzresistenz, PGIP, vsrl,

Expressionstabilitit.
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Abstract

Richter, Andrea

Breeding with transgenic plants: Gene stacking of recombinant antifungal genes via crossing of
trangenic pea lines (Pisum sativum L.)

With a production of 11 million tons per year, pea is the fourth most important legume crop in the
world. Pea has a worldwide economic importance as source of protein for animal and human nutrition.
It is a cool season crop and is widely grown in the cooler temperate zones of the world.

Yield stability and productivity and the value of peas could be greatly increased by the introduction of
stably inherited traits such as pest and disease resistance, herbicide resistance and improved protein
quality. These traits are not available in natural populations of near relatives of cultivated peas, but
current advances in plant genetic engineering provide a potentially powerful tool for achieving these
goals by an alternative mean.

In the present study we combined genetic engineering with the classical breeding in order to initiate
gene stacking of recombinant antifungal genes for durable resistance of peas against fungal pathogens.
Different transgenic pea clones, harbouring either a vst I gene from grapevine (Vitis vinifera L.) which
is coding for a stilbensynthase to produce resveratrol, or two different pgip (polyglacturonase-
inhibiting-proteins) genes from raspberry (Rubus idaeus L.) and kiwi (Actinidia deliciosa L.), were
characterised at the molecular and functional level. The first step was the identification of independent
clones via Southern-blot-analysis and the establishment of potential parental lines from the intial
transformants. We were able to establish seven different parental lines. In parallel, the pea lines were
examined for their expression of the transgenes at the RNA level via RT-PCR and Northern-blot-
analysis. On the functional level, the plants were analyzed via HPLC for the resveratrol sythesis and
with a semiquantitative polygalacturonase-inhibition assay, which was established in our lab. In the
studies we were interested to analyse the expression stability and level in the different transgenic lines,
but also the expression pattern within the lines in course of the plant development. The final decision
for the selection of the parental lines for the crossing program was based on the results of resistance
assays against two fungal pathogens (Erisiphe pisi, Uromyces pisi).

For the crosses we used mainly a pea line with the raspberry PGIP (98-19-1,9) , which showed 100 %
inhibition of different polygalacturonases in the in-vitro assay and also antifungal effects in the
resistance assay. The second pea line (99-67-8,1) which was used for the crosses harbours the vst/
gene. Via HPLC it was shown that the plants were able to synthesize up to 5 pug resveratrol per g plant
material and also in the resistance assays they showed slight effects on the fungi.

The resulting hybrids and their progenies were characterised in the same way as the parental lines.

It is the first time in pea, that different antifungal genes were combined, with the expectation of
additional or synergistical effects of the antifungal genes, in order to increase the resistance level
against fungal pathogens.

Keywords: transgenic pea, gene stacking, antifungal resistance, PGIP, vstl, expression stability.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Erbse (Pisum sativum L.)

1.1.1 Ursprung

Der Ursprung der heutigen Erbse (Pisum sativum L.) ist noch nicht sicher geklért.
Archéologische Funde weisen auf eine Entstehung als Kulturpflanze im Nordwesten Asiens
vor etwa 10.000 Jahren hin (MAKASHEWA 1983). Bei Ausgrabungen in Europa jedoch wurden
Erbsensamen zusammen mit Weizen, Gerste und Bohnen gefunden, die in die Frith- und
Jungsteinzeit eingeordnet werden konnen (vor etwa 10-20.000 Jahren). Im Alpenvorland
deuten Funde aus der Jungsteinzeit sogar auf einen gezielten Einsatz von Hiilsenfriichten wie
Erbsen, Linsen und Bohnen in Fruchtwechselfolgen hin (SCHICHTHERLE 1989). Es gibt
Hinweise, dass die Vorgéinger der heutigen Futter- und Gartenerbse durch Kreuzung der
urspriinglichen Arten Pisum elatius Bieb. und Pisum fulvum Sibth et Sm. entstanden sind
(MAKASHEVA  1983). Durch Mutationen, intrachromosomale Umordnungen und
Hybridisierungen ist sehr schnell eine hohe Variationsbreite in Morphologie und Biologie
entstanden (MAKASHEVA 1983). Aus diesen Wildformen ist dann zunéchst die Futtererbse
(P.arvense) hervorgegangen und daraus schlielich die Gartenerbse (P.sativum).

Die Verbreitung erfolgte vor etwa 5000 bis 6000 Jahren iiber den Balkan und Siidrussland
nach Europa und vor 2000 Jahren iiber Afghanistan in den indischen Raum. Amerika

erreichten sie schlieBlich erst mit Columbus.

1.1.2 Taxonomie

Die Erbse (Pisum sativum L.) gehort zu der Familie der Leguminosae, die sich mit iiber 18000
Arten -von baumartigen bis krautigen Pflanzen- durch grofle Vielfalt auszeichnet
(www.ildis.org/Leguminosae). Aufgrund ihrer Bliitenform werden die Leguminosen in drei

Unterfamilien eingeteilt: die Papilionoideae, die Caesalpinioideae und die Mimosoideae.
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Die Papilionoideae stellt die groBte der drei Subfamilien dar und enthélt neben der Erbse die
Kichererbse (Cicer arietinum), die Bohne (Phaseolus vulgaris), die Sojabohne (Glycine max),
die Linse (Lens culinaris) und die Erdnuss (Arachis hypogaea).

Alle Arten der Gattung Pisum besitzen eine Chromosomenzahl von 2n = 14. Das Genom ist
mit 3,8-4,8 x 10° bp (ELLIS 1993), was 4,42 pg DNA/IC (S/R=0,333) entspricht, relativ groB.
Die Gattung Pisum ist mit maximal 7 Arten vergleichsweise klein, es werden aber allein in
England 6000 Eintrige in den Samenbanken gefiihrt (AMBROSE UND GREEN 1991). Die
Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick iiber die der Gattung Pisum zugerechneten Arten.
Insbesondere die Tatsache, dass fast keine Kreuzungsbarrieren innerhalb der Gattung
existieren, filhrt dazu, dass die Unabhingigkeit der Arten unter Taxonomen sehr umstritten
ist (GRIGA UND NOVAK 1990).

Landwirtschaftlich von Bedeutung sind: die Felderbse Pisum arvense und die Gartenerbse

Pisum sativum.

Tab. 1.1: Verbreitung und Eigenschaften der verschiedenen Arten der Gattung Pisum (nach MAKASHEVA

1983, verindert von DE KATHEN 1993)

systematischer Name

Vorkommen

Eigenschaften

Pisum formosum in alpinen und subalpinen urspriingliche Form, einzige
Regionen des Kaukasus, Iran, mehrjdhrige Pflanze, 5-15 cm groB,
Kleinasien lange Rhizome

Pisum fulvum auf felsigen Boden Syriens, Israels  keine Kulturform, einjihrig, stark

und Arabiens

verzweigt, hdufig auftretende

Sterilitét bei Kreuzungen

Pisum syriacum

auf felsigen Boden Armeniens, der
Tiirkei, Israels, Syriens und des

Iran

keine Kulturformen, einjéhrige 20-
25 cm hohe Pflanze, wenig
verzweigt, partielle Sterilitit bei

Kreuzungen

Pisum sativum

weltweit in gemaBigten Klimaten

einjahrig, extrem polymorph

Pisum elatius

Zentral-und Siidrussland,
Kaukasus, Mittelmeer, steinige

sandige Boden

einjahrig, wird haufig auch als
mediterrane Subspecies von Pisum

sativum (ssp. elatius) bezeichnet

Pisum abyssinicum

hauptsachlich Jemen

einjahrig, 60-70 cm, einige
Kulturformen, wird héufig als
Subspecies von Pisum sativum

eingeordnet

Pisum arvense

Weltweit

Felderbse, mehrere Kulturformen,
oft als ssp. commune bestehend aus

ssp. sativum und ssp. arvense
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1.1.3 Wirtschaftliche Bedeutung

Die Leguminosen stellen innerhalb der dikotylen Pflanzen die Familie mit der hochsten
wirtschaftlichen Bedeutung dar. Nur die Getreide haben mit 583 Millionen Tonnen
(2001/2002; AEP) einen grofleren Stellenwert bei der Weltproduktion von Nahrungs- und
Futtermitteln. Im Vergleich zu den Getreiden ist der Proteingehalt der Leguminosen doppelt
bis dreimal hdher.

Der Anbau von Erbsen erfolgt weltweit, hauptséchlich in den gemaBigten Regionen Europas,
in China, Indien und Nordamerika. Jahrlich werden etwa 57 Millionen Tonnen Leguminosen
(ohne Sojabohne) weltweit produziert (FAO 2001), davon nimmt die Erbse mit 11 Millionen
Tonnen etwa 20 % der Leguminosenproduktion ein.

Die Erbsenproduktion verdoppelte sich von 1980 bis 1990 auf etwa 16,5 Millionen Tonnen.
In den 90 er Jahren fluktuierten die Produktionszahlen zwischen 15 und 11 Millionen Tonnen
(AEP 2004). Mit dem Zertfall der Sowjetunion gab es zu Beginn der 90er Jahre eine drastische
Reduktion des Erbsenanbaus von 7,7 Millionen Tonnen (1990) auf etwa 2 Millionen Tonnen

(2001) (AEP, 2004), was sich auch auf die Weltproduktion auswirkte.
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Einleitung 4

Die EU produzierte im Jahr 2000 3,1 Millionen Tonnen Erbsen (30 % der Weltproduktion),
davon wurden 63% der Erbsen in Frankreich produziert. In Indien, China, Siid-Amerika und
Nord Afrika werden Erbsen hauptsidchlich zur menschlichen Erndhrung verwendet, wéhrend

sie in der EU zu etwa 90% als Tierfutter verwendet werden.

1.1.4 Biochemische Zusammensetzung der Erbsensamen

Wegen des hohen Anteils an Protein sind die Samen der Erbse neben denen der Sojabohne,
der Ackerbohne und der Linse die Haupteiweilllieferanten der menschlichen und der
tierischen Erndhrung. Besonders als Kraftfutter in der Tiererndhrung ist die Erbse als
Alternative zur importierten Sojabohne zu sehen. Der Proteingehalt von Erbsen liegt zwischen
15,5 % bis 39,7 % des Trockengewichtes (DAVIES et al. 1985; BRESSANI UND ELIAS 1988).
AuBerdem enthalten Erbsen sehr viele Kohlenhydrate (Starke: 20-50 %; Zucker 4-10 %) und
relativ wenig Ballaststoffe. Hinzu kommen essentielle Aminosduren wie Lysin und
Tryptophan, Vitamine und Mineralstoffe, die die Erbse zu einer sehr wertvollen Kulturpflanze
machen (CHRISTOU 1992). Da die Erbse nur geringe Mengen an Trypsin-Inhibitoren enthélt,
kann sie direkt, ohne Aufarbeitung, als Tierfutter verwendet werden. Gerade im Zeitalter von
BSE, bekommen die proteinreichen Samen der Leguminosen eine noch groBere Bedeutung

als Alternative zum Tiermehl.
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1.2 Ziichtung bei der Erbse

1.2.1 Ziichtungsproblematik und Zuchtziele

Die Bliiten der Erbsen sind zygomorph, d.h. zweiseitig symmetrisch. Durch die friihe Reife
von einem Teil der StaubgefdBe herrscht Selbstbefruchtung schon in der geschlossenen
Knospe vor (Kleistogamie). Spontane Fremdbefruchtungen treten daher nach einer
Einschédtzung von GRITTON (1980) mit einer Wahrscheinlickeit von weniger als 1 % auf.
Dies ist ein Faktor, der nicht unwesentlich zu der biotechnologischen Sicherheit der Erbse
beitrdgt. Denn auch wenn ein gewisser Prozentsatz an ,,Gene flow* keinerlei Gefahren fiir
natiirliche Populationen oder benachbarte Biotope birgt, so mindert es doch die 6ffentliche
Akzeptanz gegeniiber transgenen Pflanzen (RAYBOULD 1999). Nach Untersuchungen von
PoLowICK et al. (2002), lag die Auskreuzungsrate von transgenen Erbsen bei 0,07 %. In 9000
untersuchten Nachkommen konnten sie lediglich bei flinf Pflanzen das von ihnen verwendete
Markergen nachweisen. All diese Pflanzen befanden sich in unmittelbarerer Ndhe der
transgenen Pflanzen, es handelte sich also um den sogenannten ,,worst case*.

Die heute kultivierten Sorten gehen, trotz der Variabilitit innerhalb der Art Pisum sativum L.,
auf nur wenige Linien zurlick (DE KATHEN 1993). So stammen alle in Europa angebauten
Varietiten von CEBECO- bzw. MANSHOLT-Material ab. Damit haben alle Varietiten
faktisch nur einen Vorginger: die erste, 1915 durch Kreuzung erhaltene, kommerziell
genutzte Sorte: Mansholt g.e k. (gekreuzt, extra kurz) (BOUWMAN 1991).

Die Ertragsstabilitdt ist bei der Erbse nicht besonders gut ausgeprégt, dies ist sicherlich auch
auf den begrenzten Genpool zuriickzufiihren. Eine Reihe von biotischen und abiotischen
Faktoren konnen die Ertrige des Erbsenanbaus erheblich mindern. Wéhrend Bakterien und
Nematoden im Erbsenanbau nur geringe und meist lokal begrenzte Schiden anrichten, werden
durch Viren und Pilze ganz erhebliche Ertragsverluste ausgelost (HAGEDORN 2001). Die
meisten Erbsenviren werden durch Vektoren, wie Aphiden, libertragen.

Durch Pilzerkrankungen werden im Erbsenanbau jedoch die stdrksten Ertragseinbullen

ausgelost, zudem wird die Qualitdt der Erbsen vermindert. Im ,,Compendium of Pea Diseases
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and Pests* werden mehr als 20 Erbsenkrankheiten beschrieben, die durch Pilze ausgelost
werden konnen. Zudem kann durch Pilzinfektionen der Gehalt von Mykotoxinen in den
Samen dazu fiihren, dass auch die verbleibende Ernte nicht verwendbar ist.

Die Erhohung der Ertragsstabilitdt im Erbsenanbau ist ein sehr komplexes Problem, daher
sind auch die Ansidtze in der konventionellen Ziichtung sehr vielseitig (SNOAD 1985,
JACOBSEN 1992, DE KATHEN und JACOBSEN 1993, PUONTI-KAERLAS 1993). Von der
Verbesserung der Standfestigkeit, liber eine allgemeine Verbesserung der Widerstandskraft
gegeniiber abiotischen und biotischen Stressoren, bis hin zu einer gezielten Einfiihrung von
(bzw. Selektion auf) Resistenzen gegeniiber Pathogenen wie dem echten Mehltau (Erisiphe
pisi) oder der Wurzelfaule (Aphanomyces euteiches ).

Weder die konventionelle Ziichtung noch die Mutationsziichtung konnten die genetische
Basis bisher wesentlich verbreitern und fiihrten nur in wenigen Féllen zur Produktion
kommerziell genutzter Sorten (GOTTSCHALK und WOLF 1983, BLIXT et al. 1991).

Mit Hilfe gentechnischer Methoden konnte der Gen-Pool der Erbse iiber die Artgrenzen
hinweg erweitert und der konventionellen Ziichtung zugefiihrt werden. Insbesondere die
Tatsache, dass héufig erst durch das Zusammenspiel mehrerer Gene ein Effekt erzielt wird,
erdoffnet durch Kombination von Pflanzenbiotechnologie und Pflanzenziichtung durch das
sogenannte ,,Gene stacking® neuartige Moglichkeiten. Zu diesem Thema gibt es bisher nur

wenige Arbeiten (HALPIN et al 2001).
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1.2.2 Biotechnologische Ansitze

Der Schliissel zur erfolgreichen Integration rekombinanter Gene in marktfahige Sorten liegt in
einem effektiven Transformationssystem. Seit den ersten Versuchen zur in-vitro Kultur von
HABERLANDT (1902) =zeigte sich anhand umfangreicher Experimente im Bereich der
pflanzlichen Gewebekultur, dass oft nur bestimmte Gewebetypen oder Zellen bestimmter
Entwicklungsstadien in der Lage sind, durch exogene Stimulatoren induziert vollstindige
Pflanzen zu regenerieren (HALPERIN 1986; POTRYKUS 1991).

Die ersten Ansétze zur Produktion transgener Erbsen stammen aus dem Jahre 1990 (DE
KATHEN und JACOBSEN 1990; PUONTI-KAERLAS et al. 1990). Die entwickelten Methoden
erwiesen sich jedoch als zeitaufwendig, sortenspezifisch und fiihrten zur Produktion steriler
Chiméren. In den frithen 90er Jahren wurde sehr intensiv an der Transformation gro3samiger
Kornerleguminosen und speziell an der Erbsentransformation gearbeitet. Im Jahr 1993
schlieBlich wurde von SCHROEDER et al. ein Transformationsprotokoll via Agrobakterium-
vermitteltem Gentransfer publiziert, das vergleichsweise schnell zur Produktion transgener
Erbsenpflanzen fiihrte. Dabei wurden Embryoachsensegmente unreifer Samen transformiert
und anschlieBend regeneriert. Dieses Protokoll erweist sich auch heute noch als eines der
effizientesten und sortenunabhingigsten Transformationssyteme fiir Erbsen. Da sich jedoch
insbesondere die Auswahl der Reifegrades der Embryonen als sehr schwer reproduzierbar
herausstellte, wurde am LGM in Hannover ein Transformationssystem fiir Erbsen etabliert,
das auf dem Protokoll von SCHROEDER et al. basiert. Es werden an Stelle unreifer Embryonen
jedoch reife Samen zur Pridparation der Embryoachsen und anschlieBenden Transformation
verwendet. Dies hat zwar eine Minderung der Transformationsrate zur Folge (DE KATHEN
1993), das System ist jedoch stabiler und besser reproduzierbar.

Der molekulare Gentransfer ist ein wichtiges Werkzeug fiir die Grundlagenforschung sowie
fiir die angewandte Ziichtung. Das setzt die stabile Integration, Vererbung und Expression der
rekombinanten Gene voraus. Die Integrationsmuster und die Expressionslevel unabhingiger
Transformanden, die das gleiche Transgen tragen, konnen sehr stark variieren (PEACH und
VELTEN 1991; SPENCER et al. 1992; WALTERS et al. 1992). Zudem konnte gezeigt werden,
dass auch eine Gen-Dosis Effekt, bezogen auf die Homozygotie/Hemizygotie des Transgens,

einen Einfluss auf die Expression des Gens haben kann (JAMES et al. 2002). Die Integration
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von Backbone Sequenzen kann zum Gene Silencing der Transgene fiihren (IGLESIAS et al.
1997; MATZKE und MATZKE 1998; JAKOWITSCH et al. 1999) und auch die Integration
multipler Kopien der T-DNA (LINN et al. 1990) oder das genomische Umfeld der T-DNA
(Positionseffekt, PEACH UND VELTEN 1991; MATZKE und MATZKE 1998) kann die Expression
des Transgens erheblich beeinflussen. Um all diesen Phanomenen gerecht zu werden, wurden
die transgenen Pflanzen detailliert autf DNA Ebene charakterisiert und anschlieBend in Bezug
auf die Expression des Markergens bar und der verschiedenen antifungalen Gene analysiert.
Der Agrobakterium tumefaciens vermittelte Gentransfer ist zurzeit wohl das gebrduchlichste
System zur Integration fremder Gene in Pflanzen Genome (GELVIN 1998; GHEYSEN et al.
1998). Zur Transformation der charakterisierten transgenen Erbsen wurde der entwaffnete
Agrobakterium Stamm EHA 105 verwendet. Auf dem Ti-Plasmid des Bakteriums wird die T-
DNA von zwei nicht identischen 25 bp langen Repeats flankiert, die als linke (LB) und rechte
(RB) Bordersequenzen bezeichnet werden. Diese bilden die Erkennungssequenzen fiir die
sogenannten vir-Gene des Bakteriums. Sie sind fiir die Herauslosung des T-DNA
Einzelstranges und deren Integration in das pflanzliche Genom zustindig (TINLAND 1996).
Bei diesem Vorgang ist das VirD2 Protein von groBer Bedeutung (YANOFSKY et al. 1986;
BRAVO-ANGEL et al. 1998). Die transferierte DNA wird zufillig an verschiedenen Positionen
in die genomische Pflanzen DNA integriert. Hierbei kommt es gelegentlich zur Integration
multipler T-DNA Kopien (JORGENSEN et al. 1987; DE NEVE et al. 1997). Diese komplexen T-
DNA Integrationsmuster, insbesondere inverted repeats, korrelieren stark mit einem ,,Gene
Silencing* der auf der T-DNA codierten Gene (HOBBS et al. 1993; DEPICKER und van
MONTAGU 1997; GELVIN 1998; MUSKENS et al. 2000).



Einleitung 9

1.3 Antifungale Substanzen zur Erhohung der Resistenz

Mit dem Beginn der molekularen Pflanzenbiologie in den frithen 80er Jahren begann auch die
Identifizierung, Klonierung und Charakterisierung zahlreicher Gene, die an der
Pathogenabwehr beteiligt sind. Erst durch die Isolierung und Charakterisierung dieser Gene
wurde es moglich, die komplexen Abwehrmechanismen der Pflanzen gegeniiber
Schaderregern zu verstehen und die Bedeutung einzelner Gene in den Signalkaskaden zu
ermessen. Aufgrund dieser neuen Erkenntnisse konnten neue Strategien zur Erhohung der
Resistenz gegeniiber pilzlichen Pathogenen entwickelt werden. Diese neuen Ansitze werden
in einem Review von PUNJA (2001) in fiinf Kategorien gegliedert:

1. Die Synthese von Genprodukten, die toxisch fiir die Pathogene sind oder zumindest
deren Wachstum oder Ausbreitung reduzieren. In diese Kategorie sind die PR
(Pathogenesis related) Proteine einzuordnen, wie z.B. hydrolytische Enzyme,
antifungale Proteine, antimikrobielle Peptide, Ribosomen-inaktivierende Proteine und
Phytoalexine.

2. Die Synthese von Genprodukten, die einzelne Komponenten des Pathogens abbauen
oder neutralisieren kdnnen, wie z.B. Polygalakturonasen, Oxalséuren oder Lipasen.

3. Die Synthese von Genprodukten, die zu einer Erh6hung der strukturellen Resistenz
von Pflanzen flihren, wie die verstirkte Produktion von Peroxidasen oder Ligninen.

4. Die Produktion von Verbindungen der Signaltransduktionswege in Pflanzen. Dies
beinhaltet die Produktion von spezifischen Elicitoren, Hydrogenperoxid (H,0O,),
Salicylsaure (SA) und Ethylen.

5. Die Expression von ,,echten* Resistenzgenen, die in die Hypersensitive Reaktion (HR)
oder in spezifische Interaktionen mit Avirulenzgenen (Avr) involviert sind.

Die verschiedenen Mechanismen lassen sich natiirlich in der Pflanzenzelle nicht voneinander
trennen und so ist zu erwarten, das z.B. durch den Abbau pilzlicher Zellwinde durch
hydrolytische Enzyme, Bruchstiicke dieser Zellwidnde entstehen, die ihrerseits wiederum als

Elicitoren fungieren und die Pathogenabwehr der Pflanze weiter verstirken.
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Um eine moglichst breite Resistenz gegeniiber dem komplexen Arsenal phytopathogener
Pilze zu erreichen, ist es sinnvoll, zwei oder mehr antifungale Gene mit unterschiedlichem
Wirtsspektrum oder Mechanismus in einer Pflanzen zu exprimieren (LAMB et al. 1992;
CORNELISSEN und MELCHERS 1993; STRITTMATTER und WEGNER 1993; JACH et al. 1995;
SHAH 1997; EVANS und GREENLAND 1998; SALMERON und VERNOOIJ 1998; MELCHERS und
STUIVER 2000).

Diese Kombination verschiedener antifungaler Gene mittels Kreuzung transgener Pflanzen

bildet den Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit.

1.3.1 Phytoalexine

Bei den Phytoalexinen handelt es sich um Sekunddrmetabolite mit geringer molekularer
Masse, die von vielen Pflanzenspezies wie z.B. der Weinrebe (Vitis vinifera L.), der Erdnuss
(Arachnis hypogaea), dem Klee (Trifolium L.) und dem Knéterich ( Polygonium cuspidatum)
gebildet werden (LANGCAKE UND PRYCE 1976; INGHAM 1976 und 1978; ARACHI et al. 1982).
Sie gehoren sehr unterschiedlichen Stoffklassen, wie den Isoprenoiden, Flavonoiden oder den
Stilbenen an (HELDT 1996). Es konnte gezeigt werden, dass die durch Pathogene und
Elicitoren induzierbaren Phytoalexine antimikrobiell aktiv sind (HAMMERSCHMIDT 1999;
GRAYER und KOKUBUN 2001). Die Produktion von Phytoalexinen findet iiber komplexe
biochemische Synthesewege statt (DIXON et al. 1996).

Durch die Charakterisierung verschiedener Pathogen-Pflanzen-Interaktionen wurde belegt,
dass eine Korrelation zwischen der Akkumulation von Phytoalexinen, bzw. deren Fehlen und
einer erhohten Resistenz bzw. Suszeptibilitit gegeniiber Pathogenen besteht (DERCKS und
CREASY 1989; THOMMA et al. 1999).

In transgenen Pflanzen konnte gezeigt werden, dass die Produktion verschiedener
rekombinanter Phytoalexine zu einer verzogerten Entwicklung von Schadpilzen und einer

verminderten Symptomauspragung bei den transgenen Pflanzen fiihrten (Tabelle 1.2).
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Tab.1.2: Expression von Phytoalexinen in transgenen Pflanzen (verindert nach PUNJA 2001)

Pflanzen

Gen Produkt

Effekt auf Pathogene

Referenz

Apfel
(M. domestica)

Stilbensynthase aus Wein
(V.vinifera)

Produktion von Resveratrol

nicht untersucht

SZANKOWSKI et al.
(2003)

Gerste Stilbensynthase aus Wein Verminderte Kolonisierung LECKBAND UND
(H. vulgare) (V.vinifera) des Pflanzengewebes durch LORZ (1998)
Produktion von Resveratrol Botrytis cinerea
Luzerne Alfalfa isoflavone O- Reduzierte Grofle der durch HE UND DIXON
(M. sativa) methyltransferase Phoma medicaginis gebildeten  (2000)
Lasionen
Reduzierte Grofe der durch
Peanut resveratrol synthase Phoma medicaginis gebildeten
Léasionen, und verminderte
Sporulation
Luzerne Resveratrolsynthase aus der Erhohte Resistenz gegeniiber HIPSKIND UND
(M. sativa) Erdnuss (Arachis hypogaea) Phoma medicaginis PAIVA (2000)
Pappel Pinosylvinsynthase aus Pinus Teilweise verminderter Abbau  SEPPANEN et al.
(P. tremula) sylvestris durch Phellinus tremulae (2004)

Reis (O. sativa)

Stilbensynthase aus Wein
(V.vinifera)

Produktion von Resveratrol

Reduzierte Grofle der durch
Pyricularia oryzae gebildeten

Lésionen

STARK-LORENZEN et
al. (1997)

Tabak
(N. tabacum)

Fusarium trichodiene Synthase

nicht untersucht

ZOOK et al. (1996)

Tabak
(N. tabacum)

Stilbensynthase aus Wein
(V.vinifera)

Produktion von Resveratrol

Verminderte Kolonisierung

durch Botrytis cinerea

HAaN et al. (1993)

Tomate

(L. esculentum)

Stilbensynthase aus Wein
(V. vinifera)

Produktion von Resveratrol

reduzierte Grof3e der durch
Phytophthora infestans
gebildeten Lasionen; kein
Effekt bei Alternaria solani

und Botrytis cinerea

THOMZIK et al.
(1997)

Wein (V. vinifera)

Chiméres Stilbensynthase-Gen

aus Wein (V. vinifera) mit

induzierbarem Promotor (PR 10)

reduzierte
Symptomauspragung nach

Infektion mit Botrytis cinerea

CoOUTOS-THEVENOT
et al. (2001)

Weizen

(T. aestivum)

Stilbensynthase aus Wein
(V. vinifera)

Produktion von Resveratrol

nicht untersucht

FETTIG UND HESS
(1999)

Weizen

(T. aestivum)

Stilbensynthase aus Wein
(V. vinifera)

Produktion von Resveratrol

teilweise erhohte Resistenz

gegeniiber echtem Mehltau

LIANG et al. (2000)
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1.3.2 Polygalakturonase-inhibierende Proteine

Polygalakturonase-inhibierende Proteine (PGIP) sind zellwandassoziierte Glykoproteine, die
in mono- und dikotylen Pflanzen vorkommen wund die Aktivitit pilzlicher
Endopolygalakturonasen inhibieren konnen (POWELL et al. 1994; DESIDERIO et al. 1997; DE
LORENZO et al. 2001; DE LORENZO und FERRARI 2002). Bei dieser Reaktion handelt es ich um
eine sehr spezifische Interaktion zwischen PGIP und pilzlicher Endopolygalakturonase.
PGIPs zeigen keinen Effekt auf andere pectolytische Enzyme mikrobieller oder pflanzlicher
Herkunft (CERVONE et al. 1990). Die limitierende Wirkung der pflanzlichen PGIPs auf die
pilzliche Kolonisierung besteht zum einen in der Reduktion der hydrolytischen Aktivitit
pilzlicher Polygalakturonasen, zusitzlich werden durch die Interaktion zwischen PGIP und
PG sogenannte Oligogalacturonide (OG) freigesetzt, die als Elicitoren fungieren und zur
Induktion weiterer Abwehrreaktionen in der Pflanze fithren (DE LORENZO et al 2001,
D’OvIDIO et al 2004).

Die Bildung von Polygalakturonasen (PG) konnte bereits fiir sehr viele phytopathogene Pilze
nachgewiesen werden. Die meisten Pilze produzieren multiple Isoenzyme (D’OVIDIO et al.
2004). Sie sind hinsichtlich ihrer Stabilitdt, spezifischen Aktivitdt, des pH Optimums, der
Form von OG Freisetzung und in ihrer Regulation sehr unterschiedlich (DE LORENZO et al.
1997, WALTON 1994; HERRON et al. 2000). Die codierenden Gene sind in Genfamilien
organisiert (ANNIS und GOODWIN 1997; MARKOVIC und JANECEK 2001).

PGIPs sind ebenso vielfdltig wie ihre Gegenspieler und sind ebenfalls in Genfamilien
organisiert. Das erste PGIP Gen wurde 1992 aus Phaseolus vulgaris kloniert (TOUBART et al.
1992). Inzwischen wurden PGIP Gene von sehr vielen verschiedenen Pflanzenspezies
kloniert. Bei DE LORENZO et al. (2001) findet sich eine sehr detaillierte Ubersicht.

Wenn auch die inhibitorische Aktivitdt der PGIPs sehr unterschiedlich ist, so ist ihr Aufbau
doch relativ dhnlich. Typischerweise enthalten die pgip Gene die Sequenz fiir ein
Signalpeptid, welches fiir die Translokation in das Endoplasmatische Reticulum zustindig ist,
das reife Polypeptid besteht aus 300 bis 315 Aminosduren und hat viele

Glycosilierungssignale (DE LORENZO et al. 2001). Charakteristisch fiir das reife PGIP ist ein
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sich 10-fach wiederholendes Sequenz-Motiv, welches aus der Modifikation eines 24
Aminoséure gro3en, leucinreichen Peptids besteht. Diese Leucin reiche Wiederholung (LRR)
tritt auch bei zahlreichen R-Genen auf, die bei der Gen-fiir-Gen Resistenz bedeutend sind (DE
LORENZO et al. 1994; STASKAWICZ et al. 1995). LRRs sind Bestandteile von Proteinen aus
Mikroorganismen, Tieren und Pflanzen, sie sind in jedem Fall fiir eine Protein-Protein
Interaktion zustdndig (BUCHANAN und GAY 1996). Bei Pflanzen ldsst sich die Funktion der
LRR noch weiter eingrenzen in Bereiche der Entwicklung und der Abwehrmechanismen.

Die PGIP-Expression in den Pflanzen kann durch diverse Stress-Stimuli wie Verwundung
oder Pathogeninfektion ausgeldst werden. Auch durch die Behandlung mit Acetylsalicylséure
(BERGMANN et al. 1994) und Methyl-Jasmonat (REYMOND et al. 2000; SCHENK et al. 2000)
konnte bei einigen Pflanzen eine Expression der PGIPs induziert werden. Die bei DE
LORENZO et al. (2001) beschriebenen Untersuchungen zur Induktion der PGIPs und
funktionellen Promotoranalyse in verschiedenen Pflanzen zeigen jedoch ganz deutlich wie
komplex dieses Thema ist, da einige PGIPs zudem noch gewebespezifisch exprimiert werden
oder auch nur in bestimmten Entwicklungsstadien der Pflanze vorkommen (ABU-GOUKH et
al. 1983; JOHNSTON et al. 1993; YAO et al. 1999).

Transgene Pflanzen, die PGIPs iiberexprimieren oder iiber effiziente RNAi Techniken
ausgeschaltet werden, bieten eine gute Mdoglichkeit zur Kldrung der Bedeutung der PGIPs
innerhalb der Pflanzenabwehrmechanismen gegeniiber phytopathogenen Pilzen.

Dariiber hinaus bieten die PGIPs eine weitere Mdglichkeit, mit den Methoden der
angewandten Gentechnik die Pilzresistenzspektren wertvoller Kulturpflanzen zu erweitern.
Aufgrund der hohen Spezifitit der einzelnen PGIPs, bietet sich gerade hier die Kombination

verschiedener rekombinanter PGIPs an, um ein groferes Wirkungsspektrum zu erzielen.

Die Expression von PGIPs in transgenen Pflanzen fiihrte zu sehr unterschiedlichen

Ergebnissen, die in Tabelle 1.3 kurz erldutert werden.
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Tab.1.3: Expression von PGIPs in transgenen Pflanzen

Pflanzen Gen Produkt Effekt auf Pathogene Referenz
Apfel AdPGIP — PGIP aus Kiwi nicht untersucht SZANKOWSKI et al.
(M. domestica) (Actinidia deliciosa L.) (2003)
Arabidopsis thaliana  AtPGIP1- PGIP 1 aus eine Verdoppelung beider FERRARI et al. (2003)
Arabidodpsis thaliana PGIP Gene fiihrte zu einer
AtPGIP2 — PGIP 2 aus Uberexpression und zu
Arabidodpsis thaliana einem signifikant

reduzierten Befall mit

Botryitis cinerea

Tomate PvPGIP1 — PGIP aus Bohne Keine Effekt auf die DESIDERIO et al.
(L. esculentum) (Phaseolus vulgaris L.) Infektion mit Fusarium (1997)
oxysporum, Botrytis

cinerea, Alternaria solani

Tomate PcPGIP] — PGIP aus Birne Reduzierte Entwicklung von POWELL et al. (2000)

(L. esculentum) (Prunus ) Botrytis cinerea

1.3.3 Kombination von antifungalen Substanzen

Die bisher veroffentlichten Ergebnisse iiber die Anwendung von potentiell antifungalen
Genen in transgenen Pflanzen ergeben ein sehr diffuses Bild: In vielen Ansédtzen konnte eine
Erhohung des Resistenzniveaus durch die heterologe Expression antifungaler Gene erreicht
werden (Tab. 1.2 und 1.3; Ubersicht in PUNJA 2001). Jedoch zeigen viele transgene Pflanzen
nur eine sehr geringe Erhdhung der Resistenz und es gibt auch Berichte, in denen keine
Erhohung der Resistenz durch Integration einzelner antifungaler Gene erreicht werden konnte
(NEUHAUS et al. 1991; NIELSEN et al. 1993; PUNJA UND RAHARJO 1996; DESIDERIO et al.
1997; KiM et al. 1999; WANG et al. 1999). Fiir viele PR Proteine, besonders hydrolytische
Enzyme wie Glucanase und Chitinase, konnte bereits eine synergistische Wirkung gezeigt
werden (SELA-BUURLAGE et al. 1993; VAN DEN ELZEN et al. 1993; ZHU et al. 1994;
JONGEDIK et al. 1995; MELCHERS UND STUIVER 2000). Die Wirkung kombinierter
rekombinanter Resistenzgene ist bisher nur in der Kombination von Chitinase mit Glucanase
und Chitinase mit RIP (Ribosome inactivating Proteins) untersucht worden (Ubersicht Tabelle

1.4). Die bisher gewonnenen Ergebnisse zeigen jedoch, dass die Expression zweier oder
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multipler Pilzresistenzgene in einer Pflanze zu einer effektiveren Resistenz mit einem

weiteren Wirkungsspektrum fithren kann als jede monogenetische Resistenz. Im Rahmen

dieser Arbeit wurde diese Strategie verfolgt und durch Kreuzung transgener Erbsenlinien die

verschiedenen Resistenzen miteinander kombiniert.

Tab.1.4: Expression kombinierter Genprodukte zur Erh6hung der Pilzresistenz in transgenen Pflanzen

(verindert nach GROVER und GOWTHAMAN 2003; PUNJA 2001)

Pflanzen Gen Produkte Effekt auf Pathogene Referenz
Karotte Chitinase (Klasse I; N.tabacum)  Erhohte Resistenz gegeniiber MELCHERS und
(D. carota) + Alternaria dauci, Alternaria STUIVER (2000)
3-1,3-Glucanase (Klasse I; radicina, Cercospora carotae,
N.tabacum) Erisiphe heraclei
Tabak Chitinase (Klasse I; O. sativa) Langsamere ZHU et al. (1994)

(N. tabacum)

+

B3-1,3-Glucanase
(Klasse II; M. sativa)

Lasionenentwicklung und
weniger Lasionen durch

Cercospora nicotianae

Tabak
(N. tabacum)

Chitinase (Klasse II; H. vulgare)
+

B3-1,3-Glucanase

(Klasse II; H. vulgare)

Reduzierter Befall durch
Rhizoctonia solani, Alternaria

alternata, Botrytis cinerea

JACH et al. (1995)

Tabak
(N. tabacum)

Chitinase (Klasse II; H. vulgare)
+
RIP (Typ 1; H. vulgare)

(Ribosome inactivating protein)

Reduzierter Befall durch
Rhizoctonia solani, Alternaria

alternata, Botrytis cinerea

JACH et al. (1995)

Tomate

(L. esculentum)

Chitinase (Klasse I N. tabacum)
+

B-1,3-Glucanase

(Klasse I, N. tabacum)

Reduzierter Befall durch
Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici

JONGEDIK et al.
(1995);

VAN DEN ELZEN et
al. (1993)

Es muss natiirlich dabei bedacht werden, dass die Integration multipler rekombinanter Gene

mit konstitutiv exprimierenden Promotoren zu ,,Gene Silencing™ Effekten in der Pflanze

fiihren kann. Zum einen konnen die Transgene einem ,,Silencing® unterliegen, aber auch die

Stillegung enodogener Homologe wére durch die Integration rekombinanter Genen mdglich

(KUNz et al. 1996; CHAREONPORNWATTANA et al. 1999).



Einleitung 16

1.4 Konzeption der vorliegenden Arbeit

Pilzinfektionen sind entscheidende Effektoren fiir die unbefriedigende Ertragsstabilitit bei
Leguminosen. Die Verbesserung des Resistenzniveaus gegeniiber phytopathogenen Pilzen
wie Ascochyta pisi oder Aphanomyces euteiches ist diesbeziiglich eines der vorrangigen Ziele
der Ziichtung in Europa. Die Ubertragung rekombinanter antifungaler Gene in die Erbse stellt
in jedem Falle eine Ergénzung des Resistenzspektrums von Erbsen dar. Eine Dauerhaftigkeit
der Resistenz ist aber nur dann gegeben, wenn diese nicht auf der Wirkung eines einzigen
Resistenzgens beruht, sondern durch multiple Resistenzgene erzeugt wird. Im Rahmen eines
EU Projektes (PRELEG) wurden am Lehrgebiet Molekulargenetik antifungale Gene in drei
Erbsenzuchtlinien {ibertragen: ‘Baroness’, ‘Baccara’ (Europa, Deutschland) und
‘Greenfeast’(Australien). Als antifungale Gene wurden das pgip/ Gen aus der Himbeere
(Rubus idaeus L.) und das pgip Gen aus der Kiwi (Actinidia deliciosa L.) verwendet, sowie
das Stilbensynthase Gen (vst/) aus der Weinrebe (Vitis vinifera L.). Die aus dieser
Projektarbeit erhaltenen Pflanzen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit molekular und
funktional charakterisiert. In der Literatur gibt es viele Hinweise darauf, dass transgene
Pflanzen, die lediglich ein Resistenzgen exprimieren, nur selten absolute Resistenzen
gegeniiber pilzlichen Pathogenen aufweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein sogennantes ‘Gene stacking” antifungaler Konstrukte mit
unterschiedlichen Wirkmechanismen in Zuchtlinien von Erbsen durchgefiihrt. Die
verschiedenen Resistenzgene wurden dazu tiber Kreuzung transgener Elternlinien miteinander
kombiniert. Es schloss sich eine molekulare und funktionale Charakterisierung der Hybriden

an.
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2  Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Autoklav
Binokular
Brutschrinke
Digitalkamera
Fluorometer
Gelapparatur
Geldokumentation
Hybridisierungsofen
Inkubator

Kamera

Mikroskop
Photometer
Reinstwasseranlage
Schiittler
Sterilwerkbank
Thermocycler
Transilluminator
Vortex

Waagen

Zentrifugen

2.1.2 Materialien

Amicon Filter 10kD
Glasflaschen
Substrate

Sterilfilter (0,2 pm)

Tuttnauer, Systec 5075 ELV
Leica

Memmert, Modell 400

Nikon

BioRad

BioRad / Polymehr

Intas

Biometra / H.Saur Laborbedarf
Heidolph Inkubator 1000

Nikon

Zeiss

Pharmacia Biotech, Ultraspec 3000
Millipore

Heidolph Unimax 1010

Karl Bleymehl, Reinraumtechnik
Biometra, T3

Vilber Lourmat

Heidolph REAX top

Sartorius, Handy und 3705
Eppendorf 5415C; Sigma 302

Microcon Millipore; Amicon Millipore
Schott
Biohum, Dransdorf

Sarstedt
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Perligran G

Rontgenfilme

Nylonmembran
Plastikverbrauchsmaterial
Ziahlkammer (Fuchs-Rosenthal)
Objekttrager

Deckglédschen

2.1.3 Reagenzien

2iP

6-Benzylaminopurin
AcetylCoA C'* markiert
Agar-Agar

Agarose HEEO Ultra Qualitét
BASTA"

Chloroform

Combactam

CornMeal Agar

CTAB

D(+)-Saccharose

Dig Easy Hyb

DIG DNA Labelling Mix
HCL 6M

Ethanol

Ethidiumbromid

Eisessig (Essigsdure 99,8 %)

Glufosinat-ammonium PESTANAL®

Isoamylalkohol
Isopropanol
Maleinsdure
B-Mercaptoethanol
Methanol

Deutsche Perlite GmbH, Dortmund

Kodak Biomax; Roche
Roche

Greiner, Kitzel, Sarstedt
Assistent

Roth

Roth

Duchefa
Duchefa
Amersham
Roth

Roth
Bayer
Roth
Pfizer
Sigma
Roth

Roth
Roche
Roche
Riedel-de Haen
Roth

Roth

Roth
Riedel-de Haen
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth
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Methylenblau
Murashige & Skoog Medium

(Makro-und Mikrosalze incl. Vitamine)

MOPS
Myo-inositol
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Phenol

Plant Agar
Polygalacturonsiure
RNAse I

SDS

Ticarcillin
Tris-HCL
Tween20

Spezielle Chemikalien, Enzyme, Kits:

Anti-Digoxygenin-AP Fab fragments
Anti-DIG-AP-Konjugat

BamHI

CDP Star

DIG Marker II

DNA Ladder 100bp plus

DNA Ladder 1 kb

dNTP Mix

EcoRI

Fluorescent DNA Quantification Kit
Loading Dye (6x)

MMLV-RT

RNAse Inhibitor

RNeasy“Plant Mini Kit

Sigma

Duchefa

Biomol
Serva
Roth
Roth
Roth
Roth
Duchefa
Sigma
Quiagen
Roth
Duchefa
Roth
Roth

Roche

Roche

MBI Fermentas
Roche

Roche

MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
BioRad

MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
Qiagen Cat. No. 74903

19
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Nucleo Spin®RNA Plant Macherey-Nagel Cat. No. 740949
Concert™Plant RNA Reagent Invitrogen Cat. No. 12322-012
Sacl MBI Fermentas

Taq Polymerase (Combizyme) Invitrogen

Taq Polymerase (Red Taq) Natutec

Xbal MBI Fermentas

2.1.4 Pflanzenmaterial

In der vorliegenden Arbeit wurde Pflanzenmaterial charakterisiert, welches zuvor am LGM
nach dem modifizierten Protokoll von SCHRODER et al. (1993) erstellt wurde.

Durch Agrobacterium tumefaciens vermittelten Gentransfer wurden im Rahmen eines EU
Projektes (PRELEG) verschiedene antifungale Gene in drei Erbsenzuchtlinien iibertragen:
‘Baroness’, ‘Baccara’ (Europa, Deutschland) und ‘Greenfeast’ (Australien). Fiir die
vorliegende Arbeit wurden transgene Erbsenpflanzen verwendet, die jeweils ein
rekombinantes antifungales Gen beinhalten: zwei unterschiedliche Polygalakturonase-
inhibierende Proteine (PGIP) aus Kiwi (Actinidia deliciosa L.) und Himbeere (Rubus idaeus
L.), und das vstl Gen aus der Weinrebe (Vitis vinifera L.), welches fiir die Stilbensynthase
codiert.

2.1.5 Pilzliche Polygalakturonasen

Zum Test der PGIP Aktivitdt in den transgenen Pflanzen wurde ein Agarose Diffusionstest
(2.2.3.3) durchgefiihrt. Die dafiir notigen pilzlichen Polygalakturonasen wurden
freundlicherweise von Frau Professor Giulia DeLorenzo, Dip. Biologia Vegetale, Universitét

,La Sapienza“ in Rom, Italien zur Verfiigung gestellt.

Botrytis cinerea Stamm B05-10
Dr. Paul Tudzynski, Westfdlische Wilhelms Universitit, Miinster

Stenocarpella maydis (Isolate von Mais) PPRI#6353
Dr. Berger, Universitét Pretoria, Siidafrika (BERGER et al. 2002 )
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Colletotrichum acutatum (Lupin Pathogen) Zuordnung nicht eindeutig geklirt (YANG UND
SWEETINGHAM 1998; NIRENBERG et al. 2002; TALHINHAS et al.
2002) Dr. Berger, Universitét Pretoria, Stidafrika

Eine der verwendeten pilzlichen Polygalakturonasen, wurde am LGM im Rahmen dieser

Arbeit isoliert. Deren Isolierung aus Aphanomyces euteiches wird unter 2.2.3.6 beschrieben.

2.1.6 Pflanzenpathogene

Tab.2.1: Pflanzenpathogene

Pathogen Stamm Herkunft

Aphanomyces Wurzelpathogen | ATCC 201684 | Didnemark

euteiches

Erysiphe pisi Echter Mehltau Cordoba Dr. Diego
Rubiales

Uromyces pisi Rost Einsporisolat Cordoba Dr. Diego
Rubiales

2.1.7 Nukleinsauren

2.1.7.1 Oligonukleotide zur Charakterisierung der transgenen Pflanzen
Fir die PCR-Analysen wurden Oligonukleotide der Firma MWG Biotech verwendet.
Folgende Primersequenzen wurden fiir den Nachweis der verschiedenen Gensequenzen und

zur Herstellung der Sonden fiir die Southern-Blot-Analyse verwendet:

Tab.2.2: Primersequenzen zur Charakterisierung der transgenen Pflanzen

Zielgen Name Sequenz Produkt-
Grofle
Stilbensynthasegen aus RT vstl sense 5’-TCTACCAGTCTGATTATGCTGA-3’ 611 bp (DNA)
Vitis vinifera L. RT vstl antisense 5’-TCTTTAAGAGCCTTCAATGC-3’ 255 bp (mRNA)
Stilbensynthasegen aus Vst Sonde 1 forw 5’-GATGTTTATCAGGCTCATAT-3’
937 bp

Vitis vinifera L. Vst Sonde 1 rev 5’-ATACTTAAGTGATCCACGAA-3’
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Zielgen Name Sequenz Produkt-

Grofe
Stilbensynthasegen aus Vst Sonde 2 forw 5’-TTGTACCATCAAGGTTGCTA-3’

906 bp
Vitis vinifera L. Vst Sonde 2 rev 5’-ACTTGCAGTTTCATCCACTT-3’
PGIP Gen aus kPGIP 31 5’-GAGTACTACTGCCATTTCCC-3’

655 bp
Actinidia deliciosa kPGIP 686 5’-GCGAGACATCAATCACTGTG-5’
PGIP Gen aus kPGIP 691 5’-CATGCTTTCTGGCGATATAT-3’

238 bp
Actinidia deliciosa kPGIP 929 5-TCCAGTCGGAATATGACCAC-3’
PGIP Gen aus kPGIP 708 5’-TATCGTTCATGTTCGGGTCA-3’

442 bp
Actinidia deliciosa kPGIP 1150 5’-CCCAATGGAAATTCCTATGG-3’
PGIP Gen aus pSCP1 108 5’-CAAGACAGCCTTCAACAACCC-3’

625 bp
Rubus idaeus L. pSCP1 733 5’-CCACAATCTGGGTGGTCTTGT-3’
PGIP Gen aus r PGIP 1 5’-ATGATGGACTTCAAGCTCTT-3’

365 bp
Rubus idaeus L. r PGIP 366 5’-CTTGAGATGTTTAAGCTTGG-3’
PGIP Gen aus r PGIP 421 5’-CAGCTCAAGAACCTCACATT-3’

537 bp
Rubus idaeus L. r PGIP 958 5’-GGTTATGGAAATACGACGTG-3’
bar-Gen aus bar sense 5’-GCAGGAACCGCAGGAGTGGA-3’

264 bp
Streptomyces bar antisense 5’-AGCCCGATGACAGCGACCAC-3
Hygroscopicus
High-mobility group HMG int forw 570 5’-ATGGCAACAAGAGAGGTTAA-3’
protein Pisum sativum L. 570 bp (DNA)

Intron flankierende

Primer

HMG int rev 570

5’-TGGTGCATTAGGATCCTTAG-3’

370 bp (c-DNA)
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2.1.7.2 Oligonukleotide zum Nachweis von Backbone Sequenzen

Die in der Tabelle 2.3 aufgefiihrten Primer dienten zum Nachweis von Vektorsequenzen, sie

wurden ebenfalls von der Firma MWG Biotech bezogen.

Tab.2.3: Primersequenzen zum Nachweis von Backbone Sequenzen

Zielgen Name Sequenz Produkt-

grofie
Kanamycinresistenzgen Kan/bin 999 5’-AAGATTATACCGAGGTATG-3’

267 bp
npt 111 Kan/bin 1266 5’-CATTAGTCCATGCAAGTTT-3’
Kanamycinresistenzgen SF Kan forw 5’-ATAAACCCAGCGAACCATTTGAGGT-3’

1150 bp
npt I1I SF Kan rev 5’-TACGCAGCGGTATTTTTCGATCAGT-3’
Linke Border Bin 19 LB forw 5705 5’-ATCGTCAACGTTCACTTCTAAAGAA-3’

793 bp
des pGPTV Bin 19 LB rev 6498 5’-AAAAACTTGATTTGGGTGATGG-3’
Rechte Border Bin 19 RB forw 9055 5’-TTGCTAGCTGATAGTGAC-3’

1161 bp
des pGPTV Bin 19 RB rev 10216 5’-CCAACAGTGAAGTAGCTGA-3’

2.1.7.3 Binire Vektoren

Im Folgenden werden die T-DNAs der zur Transformation verwendeten Plasmide dargestellt.
Ausserhalb der T-DNA ist bei allen dargestellten Plasmiden npt//I-Gen enthalten. 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
Antibiotika dieser Klasse verleiht.

Alle zur Transformation verwendeten Vektoren basieren auf dem Vektor pGPTV (BECKER et
al. 1992), einem Derivat des pBIN19.

2.1.7.3.1 pSCP1

Dieses Plasmid beinhaltet auf der T-DNA das PGIP Gen aus der Himbeere (Rubus idaeus L.),
es codiert fiir ein Polygalakturonase-inhibierendes Protein (WILLIAMSON et al. 1993;
RAMANATHAN et al. 1996). Das Gen steht unter der Kontrolle eines doppelten 35S Promotors.
Das Genkonstrukt wurde im Rahmen des EU Projektes PRELEG vom Scottish Crop Research
Institute (SCRI) zur Verfiigung gestellt.
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Zusitzlich enthdlt das Plasmid das bar-Gen (THOMPSON et al. 1987) aus Streptomyces
hygroscopicus als selektives Markergen. Das bar-Gen steht unter der Kontrolle des
konstitutiven Nopalin-Synthase Promotors aus Agrobakterium tumefaciens. Das bar-Gen
kodiert fiir die Phosphinothricinacetyltransferase, es fiihrt durch Acetylierung zur chemischen
Inaktivierung von Phosphinotricin (auch Glufosinat). PPT bindet als Strukturanalogon des
Glutamats irreversibel an die katalytische Grube der Glutaminsynthetase und fiihrt so zur
Ammoniumakkumulation und Blattschdden im Licht (Hock et al. 1995, S.162). Die
entscheidende phytotoxische Wirkung von PPT scheint jedoch die Verarmung an Glutamin zu
sein, wodurch sowohl der oxidative C2-Kohlenstoffzyklus als auch der Aminosdureaufbau

blockiert wird. PPT ist aktives Agens der Totalherbizide BASTA® und Liberty®.

LB RB

S. hygroscopicus raspberry

bar, pNOS [ pA pglp
! [N Pt

Tg7pA

35 359

BamHI Pw i Hind Il Eco Rl Sac| Sac| Hind Ill EcoRI
Sphl  Smal Hindil EcoRI Sacl
Bam HI Pstl
Sal | Kpnl

Xho |

Abb.2.1: Schematische Darstellung der T-DNA des Plasmids pSCP1

2.1.7.3.2 pSCP2

Dieses Plasmid beinhaltet auf der T-DNA das PGIP Gen aus Kiwi (Actinidia deliciosa), es
kodiert fiir ein Polygalakturonase-inhibierendes Protein (SIMPSON et al. 1995). Das Gen steht
unter der Kontrolle des doppelten 35S-Promotors. Das Genkonstrukt wurde im Rahmen des
EU Projekts PRELEG vom Scottish Crop Research Institute (SCRI) zur Verfligung gestellt.
Zusitzlich enthdlt das Plasmid das bar-Gen (THOMPSON et al. 1987) aus Streptomyces
hygroscopicus als selektierbares Markergen. Das bar-Gen steht unter der Kontrolle des

konstitutiven Nopalin-Synthase Promotors.
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RB
S. hygroscopicus kiwi
Tg7pA b pNOS |{pA . 35% 359
ar pglp
BamHI Pwu i Hind 111 EcoRI Hind 1il EcoRI
Sacl

Abb.2.2: Schematische Darstellung der T-DNA des Plasmids pSCP2

2.1.7.3.3 pHKvst
Das Plasmid beinhaltet auf der T-DNA das vst/-Gen aus der Weinrebe (Vitis vinifera L.), es

codiert fiir die Stilbensynthase. Das Enzym synthetisiert Resveratrol aus den Substraten p-

Cumaroyl-CoA und Malonyl-CoA. Das Gen steht unter der Kontrolle des eigenen UV- und

Elicitorinduzierbaren vst/-Promotors. Der kodierende Bereich des Gens ist durch ein Intron

(1797-2153 bp) unterbrochen.

Das Genkonstrukt wurde freundlicherweise von Prof. Dr. R. Hain, Bayer Crop Science, zur

Verfiigung gestellt.

Zuséatzlich enthélt das Plasmid das bar-Gen (THOMPSON et al. 1987) aus Streptomyces

hygroscopicus als selektives Markergen, welches durch den nos-Promotor reguliert wird.

<O;Tg7pA

RB
S. hygroscopicus grape
bar PNOS = pA vst vst
BamH]I Pvull Bam HI Hind Il Eco RI
Sall
Xba |
Hind 111

Abb.2.3: Schematische Darstellung der T-DNA des Plasmids pHKvst
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2.1.8 Medien

2.1.8.1 Medien zur Anzucht phytopathogener Pilze
CMA Agar wurde zur Anzucht von Aphanomyces euteiches bei 21°C verwendet:
Corn Meal Agar 17 g/L
Mailtose Pepton Broth Fliissigmedium zum Mycelwachstum von Aphanomyces euteiches bei

21°C:

Maltose 3g/L
Pepton 1 g/l
(tryptisch verdaut)

2.1.8.2 Pflanzenmedien

Als Basismedium fiir die pflanzliche Gewebekultur (P 2), wurde die Fertigmischung des
Mediums nach MURASHIGE & SKOOG (1962) von der Firma Duchefa verwendet. Hinzugefligt
wurde die Vitamin Mischung B5 (Duchefa).

Zur Vermehrung der Pflanzen wurden folgende Komponenten hinzugefiigt:

30 g/L Saccharose
20 uM BAP

0,106 uM NAA

2,5 bis 15 mg/1 PPT

100 mg/1 Combactam
100 mg/1 Ticarcillin
pH 5.8

7,5 g/ Plant Agar

Zur Elongation und Bewurzelung der Pflanzen (1/2 MS) wurde das Basismedium in halber

Konzentration verwendet, ausserdem wurden folgende Komponenten hinzugefiigt:

20 g/L Saccharose
10 uM IBA

10 mg/1 PPT

100 mg/1 Combactam
100 mg/1 Ticarcillin
pH 5,8

7,0 g/L Plant Agar

Zur Selektion der transgenen Pflanzen wurde das Totalherbizid Glufosinat-Ammonium der
Firma Riedel-de Haen verwendet, es beinhaltet das L-Isomer Phosphinitricin (PPT) als

herbiziden Wirkstoft.



Material und Methoden 27

2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung und Kultur der transgenen Erbsen

Die in der vorliegenden Arbeit charakterisierten Pflanzen wurden im Rahmen eines EU
Projektes (PRELEG) hergestellt. Die Transformation der Pflanzen wurde in der vorliegenden
Arbeit nicht durchgefiihrt, sie soll jedoch unter 2.2.1.1 kurz erldutert werden.

Zu Beginn dieser Arbeit lagen von einigen potentiell transgenen Pflanzen Samen vor, andere
Klone befanden sich noch in der in-vitro Kulturphase, in der die potentiell Transgenen als TO

bezeichnet werden.

2.2.1.1 Pflanzentransformation

Zur Transformation der Erbsen wurde das Protokoll von SCHRODER et al. (1993) wie folgt
abgedndert: Im Gegensatz zum Originalprotokoll wurden reife Embryonen zur
Transformation verwendet, da diese einfacher zu erhalten sind.

Erbsensamen der Sorten ‘Baroness’, ‘Baccara’ oder ‘Greenfeast’” wurden einer
Oberflachensterilisation unterzogen (5 min 70% Ethanol; 10 min 6 % NaOCI; 3 x 10 min
steriles dest. Wasser) und iiber Nacht in Wasser vorgequollen. Die Samenschale der
vorgequollenen Samen wurde entfernt, der Embryo an den Kotyledonen abgetrennt, die
Radicula entfernt und der Sprossteil des Embryos in mehrere Langsscheiben zerschnitten. Die
Embryoscheiben wurden direkt in einer Agrobakteriensuspension gesammelt.

Nach Abschluss der Préparation wurden alle Explantate auf ein Kokulturmedium {iiberfiihrt
und fiir 4 Tage bei 21°C uns 16/8h (Licht/Dunkel) kultiviert. Nach Ablauf der Kokultur
werden die Explantate in einer Waschlosung aus autoklaviertem Wasser mit Ticarcillin (300
mg/l) gesplilt und auf das unter 2.1.8.2 beschriebene P2 Medium ohne PPT iiberfiihrt. Die
Explantate wurden alle zwei Wochen subkultiviert. Nach etwa acht Wochen wurde mit der
stufenweise (vier Wochen) erhohten Selektion (2,5 mg/L; 5 mg/L; 7,5 mg/L; 10 mg/L; 15
mg/L) mittels PPT begonnen. Die auf 15 mg/L PPT selektierten Sprosse wurden auf 2 MS

bewurzelt und anschliefend im Gewichshaus kultiviert und zur Samenreife gebracht.
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2.2.1.2 Nomenklatur der Pflanzen

Die Benennung der Pflanzen wurde systematisch durchgefiihrt (Andre De Kathen). Die ersten
beiden Nummern bezeichnen das Jahr, in dem die Transformation durchgefiihrt wurde mit
einer fortlaufenden Transformationsversuchsnummer. Die nach der Selektion verbleibenden
Klone unterschiedlicher Explantatherkunft, wurden durchnummeriert und stehen an dritter
Stelle der Pflanzennummer. Diese selektierten Pflanzen wurden vermehrt und im
Gewichshaus zur Samenreife gebracht. Alle samenbildenden Pflanzen eines Klones wurden
ebenfalls durchnummeriert und durch ein Komma von der Klonnummer getrennt aufgefiihrt.

Die TO Pflanzen werden also mit einem Code beschrieben der vier Bestandteile enthélt:

98-19-1,9 TO
N

Transformationsjahr laufende Nummer Klon 9. samenbildener
1998 19. Transformation Nr. 1 Spross des Klones 1

Die Individualpflanzen der Nachkommenschaften wurden ebenfalls durchnummeriert und
erscheinen als Nummer hinter einem Bindestrich. Wenn als beispielsweise die oben
angefilhrte T 0 Pflanzen fiinf Samen gebildet hitte, wiren die daraus resultierenden T 1
Pflanzen als 98-19-1,9-1 bis 98-19-1,9-5 bezeichnet worden. Die T2 Pflanzen wiirden

wiederum mit einem Bindestrich getrennt als Ziffer erscheinen und so weiter:

98-19-1,9-T1-T2-T3-T4-T5

Am Pflanzencode ist also sofort erkennbar, in welcher Generation die Pflanze sich befindet

und welche Herkunft sie hat.
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2.2.1.3 In-vitro-Vermehrung

Da nicht alle selektierten Sprosse sofort angepasst werden konnten und Samen produzierten,
wurden die verbleibenden Klone zunichst in der in-vitro Kultur erhalten. Dazu wurden die
Pflanzen im 10 Wochen Rhythmus auf dem unter 2.1.8.2 beschriecbenen Medium P2
subkultiviert.

2.2.1.4 Akklimatisierung der In-vitro Sprosse

Zur Anpassung im Gewichshaus wurden die in-vitro Sprosse zunichst auf /2 MS Medium mit
IBA (2.1.8.2) kultiviert, um eine Bewurzelung zu erreichen. Die elongierten, teilweise
bewurzelten Pflanzen wurden von Agarresten befreit und in TKS I Substrat pikiert. Durch
eine kurzfristige Abdeckung der Pflanzen mit Plastikhaube wurde eine hohe Luftfeuchtigkeit
zum Anwachsen gewdhrleistet. Da die Kutikula der in-vitro Pflanzen noch wenig ausgebildet
ist, wurden die Pflanzen auf diese Weise vor einer zu starken Transpiration bewahrt. Diese
Massnahme wurde nach ca. einer Woche sukzessive reduziert, um die Pflanzen vollstindig an
Gewichshausbedingungen zu akklimatisieren. Die Temperaturen im Gewichshaus lagen zur
Anpassung der TO Pflanzen bei ca. 18 °C .Der Licht-Dunkel-Rhythmus betrug 16/8h und

wurde je nach Jahreszeit durch Assimilationslicht unterstiitzt.

2.2.1.5 Kulturfiihrung im Gewéchshaus

Die Samen keimen optimal bei Temperaturen um 18 °C und die Sdmlinge werden danach bei
12 °C kultiviert (personliche Mitteilung Dr. Ebmayer, Firma Lochow Pettkus). Dies fiihrt zu
langsamerem Wachstum, kréftigeren Sprossen, lingeren Internodien und damit letztlich zu
einem hoheren Samenertrag. Insbesondere bei Pflanzen, die zur Kreuzung (2.2.1.6) verwendet
werden sollten, wurde auf die Einhaltung der Temperaturen geachtet, da durch eine langsame
Entwicklung der Bliiten die Kreuzungsarbeit wesentlich vereinfacht wurde und so alle Bliiten
einer Pflanze optimal genutzt werden konnten. Die Belichtungsdauer betrug 16 h und wurde
durchgédngig durch Assimilationslicht unterstiitzt. Als Substrat wurde eine Gehdlzerde von
Okohum (Dransfeld) verwendet, die einen relativ hohen Sandanteil und wenig Nihrstoffe
beinhaltet. Eine Diingung der Pflanzen war nicht nétig.

Pflanzenschutzbehandlungen wurden je nach Bedarf mit verschiedenen biologischen und
chemischen Pflanzenschutzmitteln durchgefiihrt.

Bei den beschriebenen Bedingungen dauerte eine Vegetationsperiode von der Keimung bis

zur Samenreife etwa 12 Wochen. Die Samen wurden nach vollstindiger Abreife geerntet und
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trocken bei Raumtemperatur gelagert. Bei hoheren Temperaturen konnte die Samenreife
wesentlich schneller erreicht werden, jedoch ging dies immer zu Lasten des Samenertrages.
Zudem wird durch hohere Gewichshaustemperaturen der Pathogendruck enorm erhdht, so

dass sich diese Vorgehensweise nur in Einzelfillen anbietet.

2.2.1.6 Kreuzung der Erbsen

Die Pflanzen wurden zur Kreuzung wie unter 2.2.1.5 beschrieben kultiviert. Etwa sechs bis
acht Wochen nach Keimung der Erbsen kam es zur Bildung der ersten Infloreszenzen. Sobald
von einem der beiden Kreuzungspartner reifer Pollen zur Verfligung stand, wurde mit der

Kreuzungsarbeit begonnen. Die einzelnen Schritte sind in Abb.2.4 zu erkennen.

Abbildung 2.4: Einzelne Arbeitsschritte der Kreuzung. A: Entfernung der unreifen Pollen; B:
Pollenernte; C: Auftragen der Pollen auf die Narbe; D,E,F: Entwicklung der befruchteten Bliite zur
Hiilse.

Das Bild A zeigt die Offnung einer unreifen Bliite und die Entfernung der Antheren mit den
unreifen Pollen. Auf dem Bild B ist eine Bliite mit reifen Pollen zu erkennen. Die Pollen
wurden mit Hilfe einer Pinzette von dem Donor geerntet und auf die Narbe des Rezipienten

aufgetragen (C). Die bestdubte Bliite erhielt ein Etikett mit der entsprechenden
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Kreuzungsnummer. Auf den Bildern D und E ist die Entwicklung der bestidubten Bliite bis hin
zum Hiilsenansatz (F) zu erkennen.

Nach vollstdndiger Abreife der Samen wurden die Hiilsen einzeln geerntet und trocken bei
Raumtemperatur gelagert. In den nachfolgenden Generationen wurde die Selbstbefruchtung

der autogamen Pflanzen zugelassen.

2.2.2 Charakterisierung der Pflanzen auf Nukleinsiure Basis

In den durchgefiihrten Arbeiten wurden verschiedene grundlegende molekularbiologische
Arbeitsmethoden angewandt. Zum Teil wurden auch Kits verwendet, deren Durchfiihrung
nicht im Detail erlautert wird, sondern auf den Hersteller verwiesen wird. Die spezifischen
Anwendungen und Variationen der Methoden werden im Detail erldutert.

Als Pflanzenmaterial fiir die molekularen Analysen wurden, soweit nicht gesondert
beschrieben, pro Pflanze einige moglichst junge Blétter geerntet und sofort weiterverarbeitet.
Da dies nicht immer moglich war, wurde das Pflanzenmaterial zum Teil auch bei —80 °C

eingelagert.

2.2.2.1 Isolierung von DNA aus Pflanzen

Zur Isolierung von Gesamt-DNA aus Pflanzen wurde das DNA-Isolationsverfahren nach
DOYLE UND DOYLE (1990) angewendet. Das Volumen der eingesetzten Puffer richtete sich
dabei nach der Menge an zu verarbeitendem Pflanzenmaterial. In der vorliegenden Arbeit
wurde zundchst ein kleiner Ansatz (100-200 mg Blattmaterial) zum PCR Screening
verarbeitet und im Anschluss daran ein grofler Ansatz (2 g Blattmaterial) zur detaillierten

molekularen Analyse. Im folgenden Schema werden beide Protokolle kurz erldutert.

1. Das Pflanzenmaterial wurde unter fliissigem Stickstoff gemorsert

2. Das entstandene Pulver wurde in 800 pl (10 ml) CTAB-Puffer (65 °C, vorgewérmt)
aufgenommen, kriftig geschiittelt (Vortex) und fiir 30 min bei 65 °C inkubiert.

3. Zugabe des gleichen Volumens (800 ul bzw. 10 ml) CI-Mix zur Extraktion. Die
Proben wurden nun vorsichtig geschwenkt und fiir 10 min bei 12.000 x g (3500 x g)
zentrifugiert.

4. Die obere wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal iiberfiihrt. Bei

Verunreinigungen durch Pflanzenmaterial wurde Schritt 3 wiederholt. Bei klarem
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10.

11

Uberstand erfolgte durch Zugabe von 2/3 Volumenanteil (550 pl bzw. 6 ml) eiskaltem
Isopropanol eine DNA Féllung.

Kurzes Schwenken der Reaktionsgefd3e, danach Zentrifugation fiir 10 min bei 12.000
rpm (3500 x g).

Verwerfen des Uberstandes und waschen der Pellets in 200 pl bzw. 3 ml Waschpuffer.
Die Pellets wurden kurz getrocknet und danach, zur Entfernung von RNA, in 200 pl
bzw. 3 ml TE Puffer mit RNAse gelost und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.

Nach dem RNA Verdau erfolgte eine erneute Prézipitation der DNA durch die Zugabe
von 100 pl (1 ml) 7,5 M NHsAc und 750 pl (7,5 ml) 99,8 % Ethanol.

Zentrifugation fiir 10 min bei 12.000 rpm (3500 x g), Verwerfen des Uberstandes und
Trocknen der Pellets.

Die pelletierte DNA wurde iiber Nacht bei 4 °C in 100 ul (1ml) TE Puffer oder
Reinstwasser gelost. Vor der weiteren Verarbeitung sollte die DNA fiir 10 min auf 65
°C erwédrmt werden um eventuell verbliebene Losungsmittelriickstdnde zu verdampfen

und die DNA in Losung zu bringen.

. Zur Lagerung der DNA empfiehlt sich die Aufnahme der DNA in TE Puffer und die

Lagerung bei -20 °C oder langfristig bei -80 °C.

Die verwendeten Losungen setzten sich wie folgt zusammen:

CTAB Puffer

CTAB 3%
NaCl 14M
-Mercaptoethanol 0,2 %
EDTA 20 mM
Tris-HCl1 pH 8,0 100 mM
PVP (soluble) 0,5 %

CTAB wurde der Losung nach dem Autoklavieren hinzugefiigt

B-Mercaptoethanol wurde direkt vor der Verwendung hinzugefiigt

Chloroform-Isoamyl-Mix (CI-Mix)

Chloroform 23 ml

Isoamylalkohol 1 ml
Waschpuffer TE-Puffer (+RNAse)
Ethanol absolut 76 % (v/v) Tris-HCI, pH 8,0 10 mM
Ammoniumacetat 10 mM EDTA 1 mM

(RNAse 50 pg/ml)
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In einigen Féllen wurde auch ein Kit zur DNA-Isolierung aus Pflanzenmaterial verwendet,
hierbei handelte es sich um das Invisorb®Spin Plant Kit von Invitek. Das Kit fiihrte zu guten

Ergebnissen, es war im Vergleich zur CTAB Methode jedoch wesentlich teurer.

2.2.2.2 Isolierung von RNA aus Pflanzengewebe

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus den Erbsenpflanzen erfolgte immer aus den
allerjiingsten, noch nicht vollstindig entfalteten Bléttern der Erbse. Es wurden etwa 100 mg
Pflanzenmaterial eingesetzt. Die RNA Isolierung erfolgte mit den unten aufgefiihrten Kits und

Reagenzien verschiedener Firmen.

RNeasy® Plant Mini Kit Qiagen
Nucleo Spin®RNA Plant Macherey-Nagel
Concert ™Plant RNA Reagent Invitrogen

Mit allen Kits war eine erfolgreiche Isolierung von Gesamt RNA moglich. Wahrend mit den
Kits von Macherey-Nagel und Qiagen RNA Konzentrationen von 1pg/ul erreicht wurden,
konnte mit dem RNA Plant Reagent® RNA Mengen im Bereich von 5-10 pg/ul isoliert
werden. Der Kit von Invitrogen war also deutlich effizienter, als die anderen beiden Kits.

Die photometrische Bestimmung der RNA Konzentration erfolgte direkt im Anschluss an die
Isolierung.

Die RNA Qualitit wurde teilweise im denaturierenden RNA-Agarosegel iiberpriift. Die
Reverse Transkription wurde idealerweise ebenfalls direkt im Anschluss an Isolation und
Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt. Die RNA Ldsung wurde in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.2.3 Reverse Transkription
Mit Hilfe von Reverser Transkriptase wurde aus der mRNA eine komplementire DNA
(cDNA) synthetisiert. Da die cDNA spiter fiir eine PCR eingesetzt werden sollte, reichte es in

diesem Fall aus die Gesamt-RNA einzusetzen.
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1. Es wurden 5 pg Gesamt-RNA mit 1l 100 pmol Oligo-dT-Primer (18 Thymidine) versetzt
(eventuell Zugabe von RNAse freiem Wasser, Gesamtvolumen 13 pl) und 10 min auf
70 °C erhitzt um die Sekundérstrukturen der RNA aufzuschmelzen.

2. Dann wurde das Gemisch auf Raumtemperatur gebracht um die Hybridisierung der Primer
zu ermoglichen.

3. Zugabe von 4 ul des Puffers fiir die Reverse Transkriptase (5 x Puffer), 1 ul 10 mM
dNTPs, 1 ul RNAse Inhibitor (MBI Fermentas) und Erwdrmung der Mischung auf 37 °C.

4. Durch die Zugabe von 1 ul MMLV-RT (MBI Fermentas), einer RNA abhéngiger DNA-
Polymerase aus dem Moloney murine leukemia virus wurde die Reverse Transkription
gestartet. Der Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

Die cDNA war relativ stabil und konnte kurzfristig bei 4 °C gelagert werden, fiir langfristige

Lagerung sollte sie jedoch ebenfalls bei -20 °C oder -80 °C gelagert werden.

2.2.2.4 Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte, soweit die DNA nicht unter Verwendung
des Detergens CTAB isoliert wurde, im Spektralphotometer durch Messung der Extinktion
bei A = 260 nm. Es besteht folgende Korrelation zwischen optischer Dichte (OD) und der

DNA-Konzentration bei einer Schichtstirke von 1 cm:

dsDNA-Konzentration = (ODy¢ x VI x 50) pg/ml

Vf = Verdiinnungsfaktor
Die Reinheit der DNA wurde durch Ermittlung des Koeffizienten aus der OD bei 260 nm /
280 nm iiberpriift. Fiir reine DNA liegt dieser Koeffizient bei > 1,7.

2.2.2.5 Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentrationsbestimmung von RNA erfolgte im Spektralphotometer durch die Messung
der Extinktion bei A = 260 nm in TE-Puffer (pH 8,0). Dabei wurde mit folgender Korrelation
zwischen der optischen Dichte (OD) und der RNA-Konzentration bei einer Schichtstirke von

1 cm kalkuliert:

RNA Konzentration = (ODy¢ x Vf x 40) ng/ml
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Die Reinheit der RNA wurde durch Ermittlung des Koeffizienten aus 260 nm / 280 nm
iiberpriift. Fiir reine RNA liegt dieser Koeffizient bei konstantem pH zwischen 1,9 und 2,1.

2.2.2.6 Fluorimetrische Bestimmung

Das fiir die DNA-Isolierung aus Pflanzenmaterial eingesetzte Detergens CTAB (2.2.2.1) hat
sein Absorptionsmaxiumum genau wie DNA bei 260 nm (DOYLE UND DOYLE 1990). Da es
nach der Isolierung von DNA in unterschiedlich starken Spuren in der Probe zuriickbleibt,
wiirde es die im Spektralphotometer gemessenen Werte erheblich verfialschen. Aus diesem
Grund wurde die Konzentration der mittels CTAB Protokoll isolierten DNA im Fluorimeter
bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Flourescent 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
Erhohung der Fluoreszenzintensitit. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach den

Angaben des Herstellers.

2.2.2.7 Abschitzung der DNA Menge im Agarosegel

Speziell zur Vorbereitung von Southern Blot Gelen erwies es sich als sinnvoll, ein bestimmtes
Volumen der isolierten DNA (30 pl) mit einem beliebigen Restriktionsenzym zu
fragmentieren und die verdaute DNA auf ein Agarosegel aufzutragen und elektrophoretisch
aufzutrennen. Diese Methode erwies sich als die zuverldssigste Methode im Hinblick auf
gleichmiBig beladene Southerngele.

Parallel wurde Heringssperma DNA aufgetragen, um eine Abschidtzung der DNA-Menge im

Gel zu ermoglichen.

2.2.2.8 DNA Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte durch eine Horizontal-Elektrophorese
in entsprechenden Anlagen verschiedener Grof3e. Je nach GréBe der aufzutrennenden DNA-
Fragmente wurden Agarosegele von 0,8 % (Southern Gele) bis zu 2 % (PCR Produkte ~ 200
bp) eingesetzt. Als Gel- sowie Laufpuffer wurde 1 x TAE-Puffer verwendet. Die Agarose
wurde durch Aufkochen in 1 x TAE Puffer geldst, nach dem Abkiihlen auf etwa 50 °C mit
Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) versetzt und in einen entsprechenden Geltriger mit
Probentaschenkamm gegossen. Die Elektrophorese erfolgte bei konstantem Strom zwischen 1

und 10 Volt/cm Elektrodenabstand.
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DNA Proben wurden fiir den Gelauftrag mit 6 x Probenpuffer versetzt. PCR Proben, die mit
der BioTherm Red (Natutec) durchgefiihrt wurden, konnten ohne Zusatz des Puffers
aufgetragen werden. Zur Abschitzung der DNA-FragmentgroBBen wurden parallel zu den zu

untersuchenden Proben DNA-Lingenstandards aufgetragen.

Die verwendeten Losungen setzten sich wie folgt zusammen:

TAE-Puffer (50x) 6 x Probenpuffer (MBI Fermentas)
40 mM Tris/HCl 50 mM EDTA

20 mM Eisessig 25 % (w/v) Ficoll 40

1 mM EDTA 0,25 % (w/v) Bromphenolblau

pH 7,5 0,25 % (w/v) Xylene-Cyanol FF

2.2.2.9 RNA Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA-Proben erfolgte durch eine Horizontal-
Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen im 1,2 % igen Agarosegel. Alle Losungen
wurden mit DEPC-Wasser angesetzt und sdmtliche Gerdtschaften wurden vor der
Elektrophorese mit DEPC-Wasser gespiilt. Als Gel- und Laufpuffer wurde 1 x MOPS-Puffer
verwendet. Die Gele sowie der Laufpuffer wurden zu 3 % mit Formaldehyd (37 %) versetzt.
Die Elektrophorese wurde bei konstantem Strom mit 4-6 V/cm Elektrodenabstand
durchgefiihrt. Die RNA-Proben wurden vor dem Auftrag mit jeweils 10 pl des RNA
Probenpuffers versetzt, fiir 5 min bei 65 °C denaturiert und auf Eis gekiihlt.

Die gesamte Elektrophorese wurde bei 4 °C durchgefiihrt, um RNA Abbau zu vermeiden. Um
die Verwendung von Glycerin zu vermeiden, wurde der Laufpuffer nur bis zur Gelkante
aufgegossen, so dass die Taschen des Gels leer blieben. Dadurch war es moglich, die Proben
ohne Glycerin aufzutragen. Die Elektrophorese wurde gestartet und lief bis die Proben in das
Gel gewandert waren. War dies der Fall, wurde die Kammer vollstindig mit Laufpuffer

aufgegossen und die Elektrophorese fortgesetzt.

Die verwendeten Losungen setzten sich wie folgt zusammen:

10 x MOPS-Puffer DEPC-Wasser

200 mM MOPS 0,01 % DEPC in Wasser (schiitteln)
80 mM Na-Acetat bei RT UN inkubieren, dabei rithren
10 mM EDTA dann mehrmals autoklavieren

pH 7,0
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RNA Proben Puffer 150 ul
Formaldehyd (37%) 33 ul

Formamid 99 ul
10 x MOPS 16,5 pl
Ethidiumbromid 1,5 ul

Der Probenpuffer muss immer frisch angesetzt werden !

2.2.2.10 PCR zur Charakterisierung der transgenen Pflanzen

Zum Nachweis der rekombianten antifungalen Gene wurde die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) verwendet. StandardméBig wurde jeweils 1 pl isolierter DNA (entspricht ca. 100 ng) in
25 ul PCR-Ansiétzen verwendet. Je nach Qualitit der DNA-Isolate, wurde teilweise auch
mehr Template eingesetzt. Die Menge der eingesetzten Substanzen ist der Tabelle 2.3 zu
entnehmen.

Die PCR Ansitze zum Nachweis transgener Sequenzen wurden nach einem Standardprotokoll
(Tab.2.4) durchgefiihrt, das sich lediglich in den errechneten Annealingtemperaturen fiir die
verschiedenen Primerpaare unterschied. Die entsprechenden Kombinationen werden in

Tabelle 2.5 aufgefiihrt.

Tab.2.3 Standard PCR Ansatz 25 pl mit Bio Therm Red (Natutec) zum Nachweis transgener Sequenzen

Konzentration der Volumen pro 25 pl Ansatz
Komponenten

H,0 reinst 18,3 ul
Puffer 10 x 2,5 ul
dNTPs 5 mM 1 ul

(pro Nucleotid)

10 pM forward Primer 1 ul

10 pM reverse Primer 1 ul
BioTherm Red (10 U/ul) 0,2 ul
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Tab. 2.4 PCR Standardbedingungen zum Nachweis transgener Sequenzen

PCR Schritte Temperatur (°C) Zeit (s) Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 94 60 1
Denaturierung 94 45
Annealing spezifisch fiir GOI | 45 30 x
Elongation 72 45
Finale Elongation 72 300 1
Kiihlung nach Abschluss der PCR | 4 0
Tab. 2.5 Annealingtemperaturen verwendeter Primerpaare

Primer Annealingtemperatur

RT vstl sense / RT vstl antisense 60 °C

Vst Sonde 1 forw / Vst Sonde 1 rev 58 °C

Vst Sonde 2 forw / Vst Sonde 2 rev 58 °C

kPGIP 31 / kPGIP 686 56 °C

kPGIP 691 / kPGIP 929 58 °C

kPGIP 708 / kPGIP 1150 58 °C

pSCP1 108 / pSCP1 733 53°C

r PGIP 1 /1 PGIP 366 58 °C

r PGIP 421 / r PGIP 958 58 °C

bar sense / bar antisense 60 °C

Kan/bin 999 / Kan/bin 1266 60 °C

SF Kan forw / SF Kan rev 60 °C

Bin 19 LB forw 5705 / Bin 19 LB rev 6498 53°C

Bin 19 RB forw 9055 / Bin 19 RB rev 10216 53°C

HMG int forw 570 / HMG int rev 570 56 °C

2.2.2.11 PCR zum Nachweis von Backbone Sequenzen

38

Wie in der Einleitung bereits erldutert, kann die Integration von Vektorsequenzen in das

Pflanzengenom zu einer Stilllegung des GOls fiihren. Aus diesem Grund wurden alle Klone

auf Backbone Sequenzen iiberpriift. Das geschah mittels PCR unter Verwendung der in Abb.

2.5 gezeigten Primer.
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T-DNA
Bin 19 LB LB Bin 19 RB
forw 5705 forw 9055
Bin 19 LB Bin 19 RB
rev 66498 rev 10216
793 bp 1161 bp
npt 11

SF Kan forw/ SF Kan rev
1150 bp

Kan Bin 999

Kan Bin 1266

267 bp

Abbildung 2.5: PCR Produkte und Primer, die zum Nachweis von Backbone Sequenzen verwendet
wurden. Es wurden vier verschiedene Primerpaare verwendet um zu analysieren ob es sich bei der
Backbone Integration lediglich um eine kurze, an die linke oder rechte Border gekoppelte Sequenz
handelt, oder ob die vollstindige Backbone Sequenz (Backbone junction) integriert wurde, was zur

Integration eines ‘Inverted Repeats’ fithren wiirde.

2.2.2.12 Segregationsanalyse

Das Ziel der Segregationsanalyse war es, in Hinblick auf das GOI homozygote Linien zu
etablieren. Fiir weitere Untersuchungen wie Expressionsanalysen und Resistenztests, aber
auch fiir die Kreuzungen war es von grofiter Wichtigkeit, dass die Nachkommenschaften nicht
mehr segregierten, also in Bezug auf das Transgen homozygot waren.

Die Daten fiir die Segregationsanalyse wurden mittels PCR erhoben. Fiir die Berechnung des
Homozygotiegrades, wurden die Ergebnisse der fiir die jeweiligen GOIs spezifischen PCRs
herangezogen um die Weitergabe der rekombinanten Gene an die Nachkommenschaften zu
verfolgen.

Die Wabhrscheinlichkeit der Homozygotie einer Mutterpflanze wurde an der Anzahl der

transgenen Nachkommen (K) gemessen. Diese Berechnung wurde nur fiir Mutterpflanzen
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durchgefiihrt, in deren Nachkommenschaften keine Segregation mehr beobachtet werden
konnte.
Die Kalkulation erfolgte nach folgender Formel, die der Dissertation von KIESECKER (2000)

entnommen wurde:

1+ 2(3%)"

K = Zahl der transgenen Nachkommen

Irrtumswahrscheinlichkeit 5 %

2.2.2.13 Southern-Blot-Analyse
Zur Ermittlung integrierter T-DNA Kopien und zur Identifizierung unterschiedlicher
transgener Linien aufgrund der Integrationsmuster wurde die Methode des Southern Blot

(SOUTHERN 1975) angewendet.

Restriktionsverdau der genomischen DNA und anschlieBende Fillung der DNA

30 pg der genomischen Pflanzen DNA wurden mit 4 pl eines Restriktionsenzyms (10
Units/pl) und Zugabe des entsprechenden Puffers {iber Nacht bei 37 °C fragmentiert. Zur
Gewaihrleistung eines vollstindigen Restriktionsverdaus wurden am ndchsten Morgen erneut
20 Units des Enzyms hinzugefiigt und weitere vier Stunden bei 37 °C inkubiert.

Nach einer Gesamtinkubationszeit von etwa 20 Stunden bei 37 °C wurde die DNA durch die
Zugabe von 100 pl 7,5 M NHs-acetat und 750 pl Ethanol,pson: gefallt.

Nach der Pelletierung der DNA durch 10 miniitige Zentrifugation bei 10.000 x g werden die
Pellets mit 50 ul TE angeldst und mit 100 pul Ethanolpsen: erneut prizipitiert. Nach einer
erneuten Zentrifugation werden die Pellets getrocknet und liber Nacht bei 4 °C in 40 pul TE
Puffer gelost.

Southern Gel
Nach dem Verdau der genomischen DNA und der Fillung, wurde die DNA durch Erwdrmung
fiir 10 min bei 65 °C zur weiteren Analyse in Losung gebracht. Nach Zugabe von je 8 ul 6 x
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Probenpuffer (2.2.2.8) wurden die Proben auf ein 0,8 %iges Agarosegel (mit
Ethidiumbromid) aufgetragen und elektrophoretisch  aufgetrennt (2.2.2.8). Als
GroBenstandard wurden 10 pl des DIG Markers II von Roche mit Probenpuffer versetzt und
auf das Gel geladen.

Um eine gleichméBige und vollstindige Separation der relativ groBen DNA-Fragmente durch
die Elektrophorese zu erreichen, wurde sie fiir ca. 20 Stunden bei 30 Volt durchgefiihrt.

Nach der Elektrophorese wurde die Separation der DNA-Fragmente im Gel kontrolliert. Zu
diesem Zweck wurde eine Photodokumentation des Gels durchgefiihrt. Das Photo wurde

jeweils zur Interpretation des eigentlichen Southern Ergebnisses herangezogen.

“lr

Abb. 2.6 A bis C: Southerngele; A: GleichméfBliger Verdau und Gellauf, aber sehr unterschiedliche DNA

Mengen; B: UngleichmifBiger Verdau und Gellauf und heterogene DNA Beladung;
C: Gleichmifliger Verdau, Gellauf und Beladung.

Die Abbildung 2.6 A zeigt ein Southerngel, bei dem die einzelnen Proben sehr
unterschiedliche DNA-Gehalte aufweisen. Der DNA-Verdau und der Gellauf sind
gleichmaBig.

Abb. 2.6 B zeigt ein Gel, bei dem die DNA-Proben unvollstindig verdaut wurden, und die
Auftrennung zudem nicht gleichméBig erfolgte. Ein solches Gel wurde nicht weiter
verwendet, da die Interpretation eines Southern Ergebnisses auf Grundlage eines solchen Gels
sehr schwierig ist. Auf dem Bild 2.6 C ist eine sehr gleichméBiges Southerngel zu sehen. Der
DNA Verdau war vollstindig und die elektrophoretische Auftrennung der Fragment verlief
gleichmiBig. In den Bahnen sind gleiche DNA-Mengen enthalten. Die Auftrennung kann hier
besonders gut an der gleichen GroBe einzelner polymorpher Banden erkannt werden, die

durch den Verdau repetitiver Sequenzen zustande kommen.
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Southern Transfer
Zur Vorbereitung der DNA fiir den Transfer wurde das Gel fiir 10 min in 0,25 M HCI
geschwenkt und die DNA damit teilweise depuriniert. Danach wurde die DNA durch 30-

miniitige (2 x 15 min) Inkubation des Gels in Denaturierungspuffer denaturiert, d.h. die

Doppelstrange wurden aufgetrennt. Durch eine abschlieBende Inkubation des Gels in

Neutralisierungspuffer (2 x 15 min) wurde die DNA neutralisiert.

Nun erfolgte der Transfer der DNA auf eine Nitrocellulosemembran per Kapillarblot:

= iiber eine mit 20 x SSC gefiillte Schale wurde eine Glasscheibe in Breite des Gels gelegt

= eine Schicht getrankten Filterpapiers wurde so auf der Glasscheibe platziert, dass die
Enden bis in die mit 20 x SSC gefiillte Wanne reichten und so eine Pufferbriicke bildeten

= darauf folgten 3 Schichten getrinkten Filterpapiers, die luftblasenfrei aufgelegt wurden

= auf das Filterpapier wurde das Southerngel gelegt (luftblasenfrei)

= die auf die GréBe des Gels zugeschnittene Nitrocellulosemembran (positiv geladen) wurde
zuvor in HyOreinst und 20 x SSC equilibriert und absolut luftblasenfrei auf dem
Agarosegel platziert

= auf die Membran wurden erneut 3 Lagen getrinktes Filterpapier gelegt und darauf ein
Stapel Papierhandtiicher

= den Abschluss bildete eine Glasplatte und darauf ein Gewicht von etwa 1 kg

= nach etwa 14 Stunden war der Transfer der DNA abgeschlossen

Die verwendeten Losungen setzten sich wie folgt zusammen:

0,25 M HCI Denaturierungspuffer

HCL (1M) 250 ml NaOH 0,5M
H,0 einst 750 ml NaCl 1,5M
Neutralisierungspuffer 20x SSC (pH 7.5)

Tris HCI 0,5M NaCl 3iM
NaCl 3iM Na-Citrat 0,3 M

Fixierung der DNA auf der Membran
Nach Abbau des Kapillar Blots wurden sowohl das Gel als auch die Membran auf dem UV
Tisch kontrolliert. Das Gel sollte dabei nur noch Spuren von DNA enthalten. Wenn der

Transfer der DNA erfolgreich verlaufen war, wurde die Membran zwischen zwei

Filterpapieren in Alufolie eingewickelt und im Trockenschrank fiir 20 min bei 120 °C



Material und Methoden 43

inkubiert. Damit wurde die DNA auf der Membran fixiert. In dieser Form wurde die

Membran und die darauf befindliche DNA bei Raumtemperatur trocken gelagert.

Hybridisierung

Die Hybridisierung wurde im Wesentlichen durchgefiihrt, wie es im DIG Application Manual
for Filter Hybridisation der Firma Roche beschrieben wurde.

Die Membran wurde fiir 2 h zur Préhybridisierung im Glas-Hybridisierungsréhrchen mit ca.
30 ml DIG-Easy-Hybridisierungslésung bei 42 °C im Hybridisierungsofen mit Rotordrehung
inkubiert. Die Hybridisierungslosung mit der markierten DNA (2.2.2.14) wurde fiir 10 min
bei 95 °C denaturiert, auf Eis schockgekiihlt und danach auf die vorbereitete Membran
gegeben. Die Hybridisierung erfolgte bei 42 °C iiber Nacht im Hybridisierungsofen.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Membran folgendermalB3en gewaschen:

= 2x 5minmit 2x SSC+ 0,1 % SDS bei 42 °C
= 2 x 15 min mit 0,5 x SSC + 0,1 % SDS bei 65 °C
= 2 x 15 min mit 0,1 x SSC + 0,1 % SDS bei 65 °C

Antikorperbindung

Nach Abschluss der Waschschritte wurde die Membran in Maleinsdurepuffer equilibriert und
anschlieBend fiir mindestens eine Stunde in 1 % Blocking Losung bei Raumtemperatur
geschwenkt um in den nachfolgenden Schritten unspezifische Bindungen zu vermeiden. Nach
diesem Schritt wurde die Membran fiir die Antikorperbindung an das DIG Molekiil fiir 30
min mit Anti-DIG-AP-Losung (Roche Diagnostics) in 1 % Blocking Losung inkubiert
(1:20000 Verdiinnung des Anti-DIG-AP-Konjugates in Blocking Reagenz).

Die Membran wurde nach Ablauf der Inkubationszeit mit Waschpuffer gespiilt und 2 x 15

min mit Waschpuffer gewaschen, um unspezifisch angelagerte Antikorper zu entfernen.

Detektion der Chemilumineszenz

Es folgte eine Equilibrierung der Membran in Detektionspuffer fiir 5 min. Es wurde eine
Losung aus 500 pul DEA und 5 pl CDPstar (Roche Diagnostics) hergestellt und auf eine
Plastikfolie aufgetropft. Die Membran wurde nun mit der DNA Seite auf die Tropfen gelegt
und mit einer zweiten Folie bedeckt. Die Losung sollte luftblasenfrei zwischen Folie und
Membran verteilt sein. Nach etwa 2 min wurde die tiberschiissige Losung mit Papiertiichern

seitlich zwischen den Folien herausgedriickt. Es wurde darauf geachtet, dass keine
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Riickstidnde der Losung auf der Folie verblieben, dies hitte zu Flecken auf dem Film gefiihrt.
In der Dunkelkammer wurde nun ein Biomax-Luminescence-Film (Kodak) auf die DNA Seite
der Membran aufgelegt. Die Expositionszeit betrug je nach Stirke der Signale 20 bis 60 min.

Danach wurde der Film entwickelt und fixiert.

Die verwendeten Losungen setzten sich wie folgt zusammen:

Maleinséurepuffer Blocking-L.dsung
Maleinséure 0,1 M 1 % Blocking-Losung (Roche Diagnostics)
NaCl 0,15M angesetzt in Maleinséurepuffer
pH 7,5
Waschpuffer Detektionspuffer
Maleinsédurepuffer Tris-Base 0,1 M
0,3 % (v/v) Tween 20 NaCl 0,1 M
pH 9.5
DEA Loésung Stripping Puffer
DEA 100 mM NaOH 0,2 M
MgCl, 1 mM SDS 0,1%

Entfernung der Sonden von den Membranen

Gerade bei der Charakterisierung der Hybriden war es nétig eine Membran mit mehreren
Sonden zu hybridisieren. Zu diesem Zweck wurden die bereits detektierten Sonden mit
folgenden Waschschritten entfernt, was auch als ‘Stripping’ bezeichnet wird:
= 2 x Waschen der Membran mit sterilem HyO,eingt
= 2 x 10 min Waschen mit Stripping Puffer bei 37 °C
= 1 x Spiilen mit HyOrejnst
= direkt im Anschluss Prehybridisierung mit DIG Easy Hyb und anschliefende
Hybridisierung mit einer Sonde
oder

= Lagerung der Membran in 2 x SSC bei 4°C bis zur weiteren Verwendung

2.2.2.14 Herstellung DIG-markierter Sonden

Die Herstellung DIG-markierter Sonden fiir das vst/-Gen, das AdPGIP-Gen und das RiPGIP-
Gen erfolgte nach den Angaben des Herstellers (Roche Diagnostics) mittels PCR mit dem
PCR DIG Labelling Mix.
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In der Tabelle 2.6 wird der PCR Ansatz zur Herstellung DIG-markierter Sonden aufgelistet.
Parallel zur Sonde wird eine Kontroll PCR durchgefiihrt.

Tab. 2. 6 PCR Ansatz zur Herstellung DIG-markierter Sonden

Konzentration der Sondenherstellung Kontrolle
Komponenten

H,0 reinst 36,6 ul 18,3 ul
Puffer 10 x 5ul 2,5 ul
dNTPs 5 mM (pro 0,25 pl 1l
Nucleotid)

10 pM forward Primer 2 ul 1l
10 pM reverse Primer 2 ul 1l
Plasmid 1 ul 1 ul
PCR DIG labelling Mix 2 ul -
BioTherm Red 0,4 ul 0,2 ul

Folgendes PCR Programm wurde zur Herstellung der DIG-markierten Sonden verwendet

(Tab.2.7):

Tab. 2. 7 PCR-Bedingungen fiir die Herstellung einer DIG-markierten Sonde

PCR Schritte Temperatur (°C) Zeit (s) Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 94 60 1
Denaturierung 94 60

Annealing 58 60 40 x
Elongation 72 60

Finale Elongation 72 300 1
Kiihlung nach Abschluss der PCR | 4 0

Um den Erfolg der PCR zu kontrollieren, wurden jeweils 5 pl der PCR Ansétze fiir die Sonde
und 20 pl der Kontroll PCR auf ein 1,5 % iges Agarosegel aufgetragen. Die Sonden sind im
Vergleich zur Kontrolle durch die DIG-Markierung gréBer und lassen sich daher im Gel von

der Kontrolle differenzieren (Abb.2.7)
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Abb. 2.7 Agarosegel DIG-markierter Sonden.
Mittels PCR Labelling Mix (Roche Diagnostics) wurden PCR Produkte mit einer DIG Markierung
versehen und als Sonden zur Hybridisierung verwendet. Zur Uberpriifung der Markierung und der PCR
wurde ein Teil der Sonde neben dem nicht markierten Kontrollprodukt auf einem Agarosegel

aufgetragen und aufgetrennt. S = Sonde; K = Kontrolle

Die Abbildung 2.7 zeigt ein 1,5 % iges Agarosegel, in dem verschiedene Sonden (S;
Doppelansatz) neben ihrer Kontrolle (K) aufgetragen wurden. Die PCR fiir die ersten vier
verschiedenen Sonden war erfolgreich, wihrend das PCR Produkt der fiinften Sonde sehr
schwach ist.

Nach der Kontrolle der PCR Produkte im Agarosegel wurden die restlichen PCR Ansitze in
etwa 40 ml DIG Easy Hybridisierungslosung (Roche Diagnostics) liberfiihrt und bei -20 °C
aufbewabhrt.

Zur Verstiarkung der Signale wurden bis zu vier verschiedene Sonden fiir ein Gen generiert

und gemeinsam in einer Hybridisierungslosung verwendet.

2.2.2.15 Transkriptionsanalyse mittels RT-PCR

Die Transkription der Transgene wurde unter anderem mit Hilfe der RT-PCR untersucht.
Dazu wurde aus der isolierten Gesamt RNA (2.2.2.2) eine komplememtire DNA synthetisiert
(2.2.2.3) und diese als Template in der PCR mit entsprechenden spezifischen Primern
eingesetzt.

Die PCR mit der cDNA als Template erfolgte analog zur PCR mit isolierter DNA (2.2.2.7).
Einfluss von DNA Kontaminationen auf die RT-PCR

Bei der RT-PCR ergab sich durch das Fehlen von Introns in den GOIs die Problematik der

DNA Konatminationen. Mit Ausnahme des vst/-Gens wird keines der antifungalen Gene

durch ein Intron unterbrochen. Wenn bei der RNA-Isolierung zuviel DNA in der RNA
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Losung verblieb, fithrte das in jedem Fall zur Amplifikation der entsprechenden Gene, auch
wenn keine Transkription stattfinden wiirde. Ob das entstandene Amplifikat auf die DNA
Kontamination oder eine cDNA zuriickgeht, konnte zunéchst nicht unterschieden werden.

Um dieses Problem zu l6sen, wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Ansitze
durchgefiihrt:

1. Bei der finalen RT-PCR wurde sowohl die cDNA als auch die zugrundeliegende RNA
als Template eingesetzt. Wenn es durch Zugabe von RNA als Template zu einer
Amplifikation eines Produktes der entsprechenden GroBe kam, konnte die
entsprechende cDNA Probe nicht verwertet werden.

2. Es wurde ein Primerpaar fiir ein Haushaltsgen der Erbse (High mobility gene)
generiert. Dieses Gen wird durch ein Intron unterbrochen. Die Position der Primer die
generiert wurden, wurde so gewéhlt, dass sie das Intron flankieren. Wenn diese Primer
in der RT PCR eingesetzt wurden, entstanden bei einer DNA-Kontamination zwei
PCR Produkte mit einem GroBenunterschied von 200 bp, der dem Betrag des Introns
entspricht. Dies PCR wurde parallel zur eigentlichen GOI PCR durchgefiihrt um die
Bewertung der RT-PCR Ergebnisse zu ermoglichen (Abb.2.8).

HMG PCR
rPGIP 1/ rPGIP 366
cDNA und DNA als
Template HMG PCR
Amplifikat: 365 bp cDNA als Template
Amplifikat 370 bp

Abb. 2.8 Agarosegel der RT PCR zum Nachweis von DNA Kontaminationen in der RNA. Auf dem linken
Abschnitt des Bildes wurde das Ergebnis der RT-PCR mit Primern fiir das PGIP Gen aufgetragen. Bei den ersten
drei Proben wurde cDNA als Template verwendet, bei der vierten Probe genomische DNA. Die Grofle des PCR
Produktes betragt unabhingig von der Art des Templates 365 bp, es kann anhand der GréBe nicht unterschieden
werden, ob das Amplifikat aufgrund von DNA oder cDNA entstanden ist. Im rechten Abschnitt des Bildes
wurde das Ergebnis der HMG PCR aufgetragen. Als Template wurden dieselben Proben wie bei der PGIP PCR
verwendet. Da die Primer in diesem Fall das Intron flankieren, kann bei dieser PCR aufgrund der GroBe des
Produktes unterschieden werden, ob das Amplifikat durch DNA (570 bp) oder cDNA (370 bp) gebildet wurde.
Wie an den diinnen Banden im Bereich von 570 bp zu erkennen ist, sind zwar minimale DNA Kontaminationen
enthalten, der Grofiteil des PCR Produktes wird aber auf Grundlage der cDNA synthetisiert. Man kann bei den

vorliegenden Proben also von einer Transkription des PGIP Gens ausgehen.
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3. Die beste Losung zur Vermeidung von falsch positiven Transkriptionsergebnissen
aufgrund von DNA Kontaminationen ist die Durchfiihrung eines Northern Blot, der
jedoch nur in Einzelféllen durchgefiihrt wurde. Da die Durchfiihrung, die im nichsten

Kapitel beschrieben wird, sehr aufwendig ist.

2.2.2.16 Northern-Blot-Analyse

Neben der RT-PCR wurde zum Nachweis der Transkription auch die Methode des Northern
Blot durchgefiihrt. Die Methodik ist der beim Southern Blot sehr dhnlich. Alle verwendeten
Losungen wurden jedoch mit 0,1 % DEPC Wasser angesetzt.

Northern Gel

Es wurde zunichst eine denaturierende Agarosegelelektrophorese der RNA durchgefiihrt
(2.2.2.9). Jeweils 15 pg und 30 pg der isolierten Gesamt-RNA wurden auf das Gel
aufgetragen. Das Gel wurde nach Ablauf der Gelelektrophorese photographiert.

Northern Transfer

Da es sich bei dem Agarosegel bereits um ein denaturierendes Gel handelt, braucht es fiir den
Transfer der RNA auf eine Membran nicht weiter behandelt zu werden. Das Gel wird
lediglich in 20 x SSC equilibriert. Dann wird ein Kapillarblot {iber Nacht bei 4°C
durchgefiihrt (Beschreibung unter 2.2.2.10)

Fixierung der RNA auf der Membran und Dokumentation des Transfers

Nach dem Transfer wird die RNA durch 20 miniitige Inkubation bei 120 °C auf der Membran
fixiert. Der vollstindige Transfer der RNA wurde durch ein Photo unter UV Licht

dokumentiert werden. Eine andere Methode zum Nachweis der RNA auf der Membran war
die Farbung mit Methylenblau und der anschlieBenden Entfirbung des Hintergrundes mit
DEPC Wasser. Vor der weiteren Behandlung musste die Membran nach dieser Prozedur

entfarbt werden.

Die verwendeten Losungen setzten sich wie folgt zusammen:

Methylenblau Farbung Entfdarbungs Losung
Methylenblau 0,03 % SSC Ix
in Na-Acetat 3M SDS 1%
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Hybridisierung

Die Hybridisierung wurde im wesentlichen durchgefiihrt, wie es im DIG Application Manual
for Filter Hybridisation der Firma Roche beschrieben wurde.

Die Membran wurde fiir 2 h zur Préhybridisierung im Glas-Hybridisierungsréhrchen mit ca.
30 ml DIG-Easy-Hybridisierungslosung bei 50 °C im Hybridisierungsofen mit Rotordrehung
inkubiert. Die Hybridisierungslosung mit der markierten DNA (2.2.2.14) wurde fiir 10 min
bei 95 °C denaturiert, auf Eis schockgekiihlt und danach auf die vorbereitete Membran
gegeben. Die Hybridisierung erfolgte bei 50 °C iiber Nacht im Hybridisierungsofen.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Membran folgendermallen gewaschen:

= 2 x 1 min mit 2 x SSC + 0,1 % SDS bei Raumtemperatur
= 2 x 15 min mit 0,5 x SSC + 0,1 % SDS bei 68 °C
= 2 x 15 min mit 0,1 x SSC + 0,1 % SDS bei 68 °C

Die restlichen Schritte entsprachen der Durchfiihrung des Southern Blot (2.2.2.13)
Das ‘Stripping’ der Membran wurde jedoch bei 100 °C durchgefiihrt, da die DNA/RNA
Bindung wesentlich starker ist als die DNA/DNA Bindung.

2.2.3 Funktionale Charakterisierung der transgenen Pflanzen

2.2.3.1 Extraktion des Pflanzenmaterials zur Durchfiihrung des PGIP-Assays

Da die verwendeten pgip-Gene durch einen doppelten 35S Promotor gesteuert wurden, war
eine Induktion der transgenen Pflanzen vor der Extraktion nicht notig.

Den Gewéchshauspflanzen wurden 1 bis 2 Blétter (~ 200 mg) entnommen und durch Morsern
unter fliissigem Stickstoff aufgeschlossen. Nach Zugabe von 1000 pl Extraktionspuffer
wurden die Proben kréftig geschiittelt (Vortex) und fiir 2 h bei 4 °C auf einem Schiittler
extrahiert. Durch einen anschlieBenden Zentrifugationschritt (10 min, 10.000 x g) wurden die
groben Pflanzenbestandteile sedimentiert und der Extrakt in neue Reaktionsgeféfe {iberfiihrt.

Der Extrakt wurde bis zur weiteren Analyse bei -20 °C gelagert oder sofort weiter analysiert.

Die verwendeten Losungen setzten sich wie folgt zusammen:

Extraktionspuffer Na-Acetat-Puffer
Na-Acetat 25 mM Na-Acetat 100 mM
NaCl 1M pH 4.6

pH 5,0
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2.2.3.2 Bestimmung des Gesamtproteingehaltes nach Bradford

Der Gesamtproteingehalt der Pflanzenextrakte wurde mittels Bradford-Assay bestimmt
(BRADFORD 1976). Im Mittelpunkt dieser Methode stehen blaue Saurefarbstoffe (Coomassie-
Brilliantblau). In Gegenwart von Proteinen im sauren Milieu verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Coomassie Brilliantblaus G 250 von 465 zu 595 nm. Der Grund
dafiir ist eine Komplexbildung zwischen Farbstoff und Protein. Der Bradford-Assay ist im
Vergleich zum Lowry- oder BCA-Assay wesentlich sensitiver. Der Nachteil des Bradford-
Assays besteht allerdings darin, dass gleiche Mengen an verschiedenen Standardproteinen zu
unterschiedlichen Absorptionskoeffizienten fiihren konnen (LOTTSPEICH UND ZORBAS 1998).
In der vorliegenden Arbeit wurde generell Rinderserumalbumin (BSA, MBI Fermentas) als
Standard verwendet, so dass dieser Faktor fiir die hier vorgestellten Messungen der
Pflanzenextrakte ausgeschlossen werden kann.

Zur Durchfiihrung wurde eine 15 % ige (v/v) Bradford Gebrauchslosung aus der Stockldsung
hergestellt und auf 4,9 ml Aliquots verteilt. Es wurde eine Eichreihe mit aufsteigender
Konzentration (0; 10; 20; 50; 75; 100; 150 pg/ml) BSA angelegt. Jeweils 100 pl der
Standards wurden zu den 4,9 ml Aliquots Bradford Losung addiert und geschiittelt.

Die Pflanzenextrakte wurde mit Na-Acetat-Puffer 1/100 verdiinnt und je 100 pl der
Verdiinnung mit der Bradford Losung vermischt. Nach ca. 10 Minuten Inkubationszeit konnte
die Absorption der Proben bei 595 nm im Spektralphotometer gemessen werden.

Anhand der Eichkurve wurde der Proteingehalt der Proben aufgrund der Absorption ermittelt.

Die verwendeten Losung setzten sich wie folgt zusammen:

Bradford Stock Losung
Ethanol absolut 50 ml
Coomassie Brilliantblau G 250 100 mg

o-Phosphorséure 100 ml

2.2.3.3 Agarose Diffusionstest zum Nachweis der PGIP Aktivitiit

Der Agarose Diffusionstest zur Messung der Polygalakturonase Aktivitdt wurde 1988 von
TAYLOR UND SECOR verdffentlicht. Die Methode wurde an der Universitét ,,La Sapienza“ in
Rom, in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Guilia DeLorenzo etabliert und optimiert. Im
Rahmen dieser Arbeit war es moglich, die Methode im Labor von Frau DelLorenzo zu

erlernen und am LGM Hannover zu etablieren.



Material und Methoden 51

Herstellung der Platten

Fiir den Assay wurde ein Medium hergestellt, welches in 100 mM NaAcetat Puffer mit pH 4,6
(2.2.3.1) gepuffert wurde. Das Medium enthielt 0,8 % Agarose und 0,5 %
Polygalakturonsdure aus Citrus (Sigma P 3850). Es wurde durch Erhitzen in der Mikrowelle
gelost. Nach Abkiihlung wurden je 45 ml in quadratische Petrischalen ausgegossen. Nachdem
das Medium ausgehartet war, wurden mit einem Korkbohrer Locher mit einem Durchmesser
von etwa 4 mm in den Agar gestanzt.

Durchfiihrung des Tests

Die Proben wurden in die Locher pipettiert. Dazu wurden die Pflanzenextrakte mit Na-Acetat
Puffer auf einen bestimmten Gesamtproteingehalt (2000 ng; 1000 ng) eingestellt und jeweils
die gleiche Menge an pilzlichen Polygalakturonasen zugegeben. Als Kontrolle wurde in die
erste Vertiefung einer jeden Platte nur die pilzliche Polygalakturonase pipettiert und
anschlieBend der Pflanzenextrakt einer nicht-transgenen Kontrollpflanze versetzt mit der
pilzlichen Polygalakturonase. AnschlieBend wurden die verschiedenene Proben, ebenso
versetzt mit der pilzlichen PG aufgetragen.

Die Platten wurden nun, abhidngig von der Aktivitit der Polygalakturonase, 12 bis 48 h bei
27°C inkubiert.

2.2.3.4 Auswertung des Agarose Diffusionstests — Bestimmung der inhibitorischen
Aktivitit

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Platten mit 6M HCI iiberschichtet und fiir ca. 2
min inkubiert. Bei erfolgreicher Durchfiihrung wurden in dieser Zeit Hofe rund um die
Vertiefungen sichtbar, die Salzsdure wurde dann wieder abgegossen und die Platten
ausgewertet. Die Hofe rund um die Vertiefungen zeigten die Aktivitit der pilzlichen
Polygalakturonasen. Je grofer der Hof, desto hoher die Aktivitit der PG’s. Wurde die
Aktivitdt der verwendeten PG’s durch die Zugabe der Pflanzenextrakte gehemmt, war dies an
einer reduzierten HofgroBe oder bei vollstdndiger Inhibierung am Ausbleiben des Hofes zu
erkennen. Zur Auswertung wurden die Durchmesser der Hofe mit Hilfe einer Schieblehre
vermessen und, soweit mdglich, statistisch bewertet.

Die Berechnung der Hemmung aufgrund reduzierter Hofgro8e erfolgte immer im Vergleich
zur HofgroBe der nicht-transgenen Kontrolle. Zur Berechnung wurde der Durchmesser des

ausgestanzten Loches (4 mm) von dem Durchmesser des Hofes abgezogen.
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Berechnung der inhibitorischen Aktivitit:

Durchmesser Hof Extrakt Transgene Pflanze in mm
100 - x 100 = Inhibitorische Aktivitit
Durchmesser Hof Extrakt Kontroll Pflanze in mm in %

2.2.3.5 Durchfiihrung des PGIP Assays nach Induktion der Blitter mit UV-Licht

Um die maximale Expression endogener PGIPs in den nicht transgenen Pflanzen zu
induzieren, wurden die Pflanzen mit UV-Licht bestrahlt. Dazu wurden die Blétter moglichst
schonend von Gewéchshauspflanzen geerntet und auf Wasseragar aufgelegt. Zur Induktion
wurden die Blétter 5 min mit UV-Licht bestrahlt und danach fiir unterschiedlich lange Zeit bei
21 °C und 16/8 h Belichtung inkubiert. Die anschlieBende Extraktion der Blitter und die
Durchfiihrung des PGIP-Tests erfolgte wie unter 2.2.3.1 bis 2.2.3.4 beschrieben.

2.2.3.6 Isolierung von Polygalakturonasen aus Aphanomyces euteiches
1. Anzucht des Aphanomyces euteiches Stamm ATCC 201684 (Dénemark) auf Corn
Meal Agar bei 21°C
2. Uberfithrung des Myzels (ca. 10 Stiicke a 1 cm” pro Petrischale) in Fliissigmedium
und Kultivierung fiir ca.zehn Tage bei 21°C.
3. Uberfiihrung des Myzels in Mangelmedium (gefiltertes, autoklaviertes Flusswasser)
4. Inkubation fiir 24 Stunden bei 21 °C. In diesem Zeitraum wurden bewegliche
Zoosporen vom Myzel in das umgebende Medium freigesetzt.
Abgieflen des Mediums mit den darin enthaltenen Sporen in ein Gefal3
Zentrifugation flir 10 Minuten bei 10000 x g
AbgieBen des Uberstandes

© =N W

Die pelletierten Zoosporen wurden durch Zugabe von wenig Quarzsand
aufgeschlossen und nach Zugabe von 100 mM Natriumacetat (pH 5,0) wurde das
Gemisch fiir 2 Stunden bei 4°C extrahiert

9. Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 10000x g

10. Transfer des Uberstandes in neue ReaktionsgefiBe
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11. Aufkonzentration des Uberstandes iiber 10000 Dalton Amicon Filter

Im Anschluss an die Herstellung des Zoosporenextraktes, wurde ein Agarose Diffusionstest
(2.2.3.3) mit den gewonnenen Extrakten durchgefiihrt, um ihre Aktivitdt zu priifen. Abbildung
2.9 zeigt das Ergebnis eines Tests mit aufsteigender Menge des extrahierten
Zoosporenextrakt. Die Vertiefungen enthielten jeweils 0; 0,5; 0,75; 1; 2 und 4 pl des
Zoosporenextraktes. Es wurden je Volumen zwei Wiederholungen durchgefiihrt. Die Platte

wurde fiir 18 h bei 27 °C inkubiert.

Abb. 2.9 Agarose Diffusionstest zum Test der PG Aktivitiit des Zoosporenextraktes aus Aphanomyces
euteiches ATCC 201684. Es wurden aufsteigende Volumina des extrahierten Zoosporenextraktes

aufgetragen: je 2 Proben a 0; 0,5 pl; 0,75 pl; 1 pl; 2 pl und 4 pl.

2.2.3.7 Resveratrolnachweis in Pflanzen mittels Hochleistungs-Fliissigkeits-
chromatographie (HPLC) — Extraktion des Pflanzenmaterials

Die Entwicklung der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography, HPLC) in den 70er Jahren brachte wichtige Fortschritte beziiglich der
Schnelligkeit und des Auflosevermogens. Sie ist mittlerweile die wichtigste
chromatographische Methode (LOTTSPEICH UND ZORBAS 1998).

Da das vst/-Gen durch den eigenen wund- und elicitorinduzierbaren Promotor gesteuert wird,
wurden die untersuchten Pflanzen oder Pflanzenteile mittels UV Bestrahlung induziert. Dazu
wurde Gewidchshauspflanzen moglichst schonend Blattmaterial entnommen. Die Blétter
wurden in Schalen mit Wasseragar platziert und kopfiiber fiir 5 Minuten auf einem UV Tisch
(240 nm) inkubiert. Nach dieser Induktion wurden sie fiir mindestens 24 h bei 21 °C und
Belichtung (16 h) inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Blétter in fliissigem

Stickstoff aufgenommen und mit Hilfe eines Morsers pulverisiert. Die Extraktion des
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Blattmaterial erfolgte durch Zugabe eines Extraktionsmittels (1000 pl Extraktionsmittel auf 1
g Pflanzenmaterial), welches sich aus 80 % Methanol und 20 % Wasser zusammensetzte. Die
Proben wurden bei leichtem Schiitteln fiir 2 h bei RT unter Ausschluss von Licht extrahiert.
Die festen Pflanzenbestandteile @ wurden durch einen sich  anschlieBenden
Zentrifugationsschritt (10 min 10.000 x g) sedimentiert. Der Uberstand wurde zur restlosen
Entfernung aller festen Bestandteile filtriert (Sterilfilter 0,22 pm) und in neue
Reaktionsgefal3e tiberfiihrt.

Die Proben wurden zunédchst bei -80 °C gelagert und anschliefend zur weiteren Analyse in

Trockeneis nach Karlsruhe zu Priv.-Doz. Dr. K. Briviba gesandt.

2.2.3.8 Resveratrolnachweis mittels HPLC — Chromatographiebedingungen

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

Dabei wurden die polyphenolischen Verbindungen mittels Reversed-Phase Chromatographie
bestimmt. Bei der Reversed-Phase-Chromatographie (RPC) findet eine hydrophobe
Wechselwirkung des Analyten mit der unpolaren stationdren Phase im polaren wissrigen
Losungsmittel statt. Die Elution erfolgt mit Hilfe eines unpolaren organischen
Losungsmittels, das mit dem adsorbierten Molekiill um die Bindungstelle konkurriert
(LOTTSPEICH UND ZORBAS 1998). Als stationdre Phase wurde eine Nova-Pak-C18 Séule
(4pm, 4,6 x 250 mm; Waters) verwendet. Die Analyse erfolgte mit einem Photodioden-
Detektor (Shimadzu) bei 320 nm und einem bindren Gradienten. Die Proben wurden 1:1 mit
der mobilen Phase versetzt (Losung A: 2/2/96 CH;0H / CH3CN / 1 % H3POy4 in H,O [v/v/v])
und fir 10 min bei 14.000 x g zentrifugiert. 100 pl dieses Ansatzes wurde zur HPLC
verwendet. Im Gradientenverlauf wurde durch Zumischen eines organischen Losungsmittels
zur wissrigen Phase die Polaritit verringert und somit die Elutionskraft erhoht. Der lineare
Gradient wurde progressiv durch eine Erhohung des Anteils der Losung B (100 % CH;CN)
verdndert. Von 0 % nach 0 min bis auf 5 % nach 5 min. Der Gradient von 5 % der Losung B
wurde bis zur 25 min gehalten, danach wurde der Gradient progressiv auf 20 % der Losung B
nach 40 min erhoht. Dieser Gradient wurde fiir 10 min gehalten und von 20 % nach 50 min
bis auf 100 % der Losung B nach 55 min erhoht. Danach wurde der Anteil der Losung B auf 0
% reduziert. Die Identifizierung der polyphenolischen Bestandteile erfolgte durch Vergleiche

der Retentionszeiten sowie der UV-Spektren mit denen der Standardlosungen.
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2.2.3.9 Resveratrolnachweis mittels HPLC — Saure Hydrolyse

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

Die entstandenen Chromatogramme und deren Interpretation wurden freundlicherweise von

Priv.-Doz. Dr. K. Briviba fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

2.2.3.10 Funktionstest des bar-Gens — Leaf Paint Test

Der qualitative Nachweis des bar-Gens erfolgte durch das Bestreichen der Blétter mit
Phosphinothricin-Losung (600 mg/L), das gegenstindige Blatt wurde markiert. Die
Auswertung erfolgte nach einer Woche. Der Leaf Paint Test wurde als negativ bewertet, wenn
das Blatt welk wurde und das bar-Gen damit keinen Effekt zeigte. Der Leaf Paint galt als
positiv, wenn das Blatt keinerlei oder nur sehr geringe Nekrosen zeigte. Bei einigen Pflanzen,
erwies sich die Auswertung des Leaf-Paints als schwierig, da nur der Blattrand oder Teile des

Blattes welk waren, in diesen Fillen wurde das Ergebnis als indifferent (+/-) vermerkt und

teilweise mittels PAT Test tiberpriift.

L s
®

Abb. 2.10 Leaf Paint Test Ergebnisse. Mogliche Ergebnisse des Leaf Paint Tests. Der LP Test wurde als

positiv gewertet, wenn das Blatt eine Woche nach auftragen der BASTA-L6sung unversehrt war. Wenn das Blatt
vollstindig verwelkt war, wurde der Test als negativ bonitiert. Bei Ausbildung partieller Nekrosen wurde das

Testergebnis als indifferent eingestuft.
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2.2.3.11 Funktionstest des bar-Gens — Phosphinotricin-Acetyltransferase-Test

Die Aktivitédt der Phosphinotricin-Acetyltransferase kann nach einem Protokoll von BROER

(1989) auch enzymatisch nachgewiesen werden.

A S

10.

11.
12.

Homogenisieren von ca. 50 mg Blattmaterial in Extraktionspuffer (1 pl Puffer/ 1mg
Blattmaterial); eventuell Zugabe von Quarz

Zentrifugation 5 min bei 4 °Cund 10 000 x g

Der Uberstand wurde in neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt

Ein Teil des Rohextraktes wurde 1/50 verdiinnt und mittels Bradford Messung wurde
(2.2.3.2) der Gesamtproteingehalt der Proben bestimmt

Reaktionsansatz:

20 pl Rohextrakt
2 pl Glufosinat Ammonium (BASTA 1/10 Verdiinnung)
3 ul “C-Acetyl CoA (spez. Aktivitit 51 mCi/mmol)

Inkubation der Reaktionsansitze fiir 45 min bei 37 °C

Zentrifugation fiir 1 min bei 10 000 x g

3 — 6 pl des Uberstandes wurden auf Kieselgelplatte aufgetragen (in 1 ul Schritten)
Die Diinnschichtchromatographie lief fiir zwei bis drei Stunden in der
Chromatographickammer, danach wurden die Platten aus der Kammer genommen und
getrocknet (eventuell fonen)

Die Diinnschichtplatte wurde in Saranfolie eingewickelt, ein Film (Kodak Biomax
ML) wurde aufgelegt und in der -80 °C Truhe aufbewahrt.

Autoradiographie fiir 12 h bis vier Tage

Nach Ablauf der Expositionszeit wurde der Film entwickelt, die Diinnschichtplatte

wurde im Isotopenlabor bei -20 °C gelagert.

Die verwendeten Losungen setzten sich wie folgt zusammen:

Extraktionspuffer Laufmittel

50 mM TRIS-HCI pH 7,5 1-Propanol 3 Volumenteile
150 mg/L PMSF (Phenyl-methyl-sulfonyl-fluorid) NH,OH Loésung (25%) 2 Volumenteile
3 g/L BSA

2 mM Na-EDTA

300 mg/I Dithiothreitol
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2.2.4 Resistenztestung der transgenen Pflanzen

Die Begutachtung des Resistenzverhaltens der transgenen Pflanzen stellte einen sehr
wichtigen Punkt der Charakterisierung dar. Die Testung konnte aufgrund fehlender
Ausstattung und Erfahrung nicht am LGM Hannover durchgefiihrt werden. Die Tests wurden
freundlicherweise von Dr. Diego Rubiales am Institut fiir Landwirtschaft (CSIC) in Cordoba,
Spanien durchgefiihrt und die Ergebnisse fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

2.2.4.1 Test auf Mehltauresistenz (Erysiphe pisi)

Inokulation

Die Inokulation der transgenen Erbsen mit Erysiphe pisi wurde mit einem ,,Infektions-Turm*
durchgefiihrt. Die Inokulumdichte betrug ca. 5 Konidien pro mm’. Zur Inokulation wurde
jeweils das zweitjliingste Blatt einer Pflanze mit fiinf Bléttern entnommen und auf
fungizidhaltige (Benzimidazol 62,5 mg/l) Agarplatten {berfiihrt. Die Petrischalen wurden bei
20 °C in einem 12 h Licht /12 h Dunkel Rythmus kultiviert. Zur histologischen Analyse
wurden je Linie und Wiederholung ein Blatt zwei Tage nach Inokulation und ein weiteres drei

Tage nach Inokulation fixiert. Die restlichen Bléitter wurden 7 Tage nach Inokulation fixiert.

Histologische Auswertung

Nach Fixierung und Farbung der Blétter wurde flir jedes Blatt die Keimrate der Konidien
bestimmt, indem 100 Konidien auf die Anwesenheit eines Keimschlauches hin untersucht
werden. Im Hinblick auf die Weiterentwicklung des Pilzes wurden die Konidien auf die
Bildung eines Appressoriums, sekundérer Hyphen oder daraus resultierender Kolonien und
Haustorien untersucht.

Als Ergebnis der Resistenztests wird der Anteil sporenbildender Einheiten in % angegeben.
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2.2.4.2 Test auf Rostresistenz (Uromyces pisi)

Inokulation

Zunichst wurde ein Einzelsporisolat von Uromyces pisi (aus Cordoba, Spanien) auf anfélligen
Erbsensorten angezogen. Zur Inokulation der Blitter wurde jeweils 1 mg Uredosporen
(verdiinnt mit Talk) auf die Blatter aufgetragen, was einer Sporendichte von 10 Sporen pro
mm® entsprach (SILLERO und RUBIALES, 2002). Direkt nach der Inokulation wurden die
Explantate fiir 24 h bei 20 °C und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. AnschlieBend wurden die
Blitter bei 20 °C und 14 h Licht / 10 h Dunkel kultiviert.

Histologische Auswertung

Die Fixierung und Firbung der Blattstiicke (SILLERO und RUBIALES, 2002) erfolgte zwei und
fiinf Tage nach Inokulation. Evaluiert wurde die Anzahl der Haustorien pro Kolonie,
Kolonien ohne Haustorienausbildung. Ausserdem wurde der Nekrotisierungsgrad der
Wirtszellen erhoben. Mithilfe eines Mikroskopes mit Phasenkontrast wurde die Koloniegrof3e
(CS) gemessen.

Als Ergebnis der Resistenztests wird der Prozentsatz an sporenbildenden Einheiten

angegeben.

2.2.5 Statistische Auswertung

Mit Ausnahme der Resistenztests lieBen die Anzahl und Struktur der Daten keine schlieBende
Statistik zu, deshalb wurde lediglich deskriptive Statistik eingesetzt. Es wurden Absolutwerte
graphisch dargestellt oder Mittelwerte unter Angabe der Standardabweichung.

Fiir die Resistenztests wurde eine Varianzanalyse durchgefiihrt und Mittelwertvergleiche nach

Dunnett (P<0,05).
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3  Ergebnisse

3.1 Molekulare Analysen der Elternpflanzen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunéchst transgene Erbsenlinien charakterisiert, die jeweils
ein rekombinantes antifungales Gen in ihr Genom integriert hatten. Auf der Basis dieser
Charakterisierung wurden einige der Linien als Kreuzungseltern ausgewihlt.

Im Weiteren werden nun zunidchst die Ergebnisse der molekularen und funktionellen
Charakterisierung der potentiellen Elternlinien dargestellt, da sie die Basis fiir die darauf
folgenden Kreuzungen bildeten.

Es wurden jeweils mehrere Linien mit demselben Konstrukt analysiert. Die Ergebnisse
werden deshalb nach Konstrukten gegliedert dargestellt.

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden alle Pflanzen mittels PCR auf Backbone-Integrationen
untersucht (Material und Methoden 2.2.2.8). Fiir die vorliegende Arbeit wurden
ausschlieflich Pflanzen verwendet, bei denen keine Backbone-Sequenzen nachgewiesen

werden konnten.
3.1.1 Analyse der Ri PGIP-Klone

In den Transformationsexperimenten 98-19 und 98-52 wurde das Konstrukt pSCP1 verwendet
(2.1.7.3.1). Dieses Konstrukt beinhaltet das Markergen bar und das Gen fiir das
Polygalakturonase-inhibierende Protein der Himbeere (Ri PGIP).

Auf DNA Ebene wurden die potentiell transgenen Klone zunéchst mittels PCR untersucht.
Um die PCR-getesteten, transgenen Klone hinsichtlich der Integration der T-DNA ins
Pflanzengenom zu charakterisieren und die Anzahl der integrierten T-DNA Kopien in das
Genom zu ermitteln, wurden Southern-Blot-Analysen durchgefiihrt. Anhand der

Integrationsmuster wurde eine Linienidentifizierung vorgenommen.

3.1.1.1 Southern-Blot-Analyse der Ri PGIP-Klone

Die Abbildung 3.1 zeigt einen Southern Blot mit DNA von Ri PGIP-Pflanzen. Der Verdau der
genomischen DNA wurde mit Xba I durchgefiihrt. Auf der T-DNA des Konstruktes befindet
sich keine Schnittstelle fiir Xbal. In Tabelle 3.1 wird der Probenauftrag des Southern erlautert.
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Abb. 3.1: Southern-Blot-Analyse der Ri PGIP Klone 98-19-1,9 (1,2); 98-52-2,5 (3;4); 98-52-5,4 (5, 6).
Der Restriktionsverdau wurde mit Xbal durchgefiihrt. Nach Hybridisierung mit einer Ri PGIP Sonde

konnten zwei Banden fiir 98-19-1,9, drei Banden fiir 98-52-2,5 und zwei Banden fiir 98-52-5,4

detektiert werden. In Bahn 7 befindet sich die DNA einer nicht transgenen Kontrollpflanze.

Detaillierter Probenauftrag in Tab. 3.1.

Tab. 3.1 Probenauftrag Southern-Blot-Analyse der Ri PGIP Klone 98-19-1,9; 98-52-2,5; 98-52-5,4.

Probennr. | Pflanze Generation Kopien

1 98-19-1,9-5-4 T2 2

2 98-19-1,9-5-1-4-2-6 TS5 2

3 98-52-2,5-1 Tl 3

4 98-52-2,5-1-2-12-1 T4 3

5 98-52-5,4-12-1 T2 2

6 03/284-1 RK 2
(RK 98-52-5,4-1-12-8 x Riickkreuzung
Baroness)

7 Baroness

Es wurden drei unabhingige Klone mit dem pgip-Gen aus der Himbeere identifiziert (Abb.

3.1). Der Klon 98-19-1,9 zeigte zwei Kopien, die auch in der getesteten T 5-Pflanze stabil

integriert waren. Da die beiden Kopien stabil in die Nachkommenschaften vererbt wurden,

kann davon ausgegangen werden, dass sie sehr eng gekoppelt vorliegen.
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Bei der 98-52-2,5 waren mindestens drei Kopien zu erkennen. Auch diese Integrationen
wurden stabil in die Nachkommenschaften vererbt, da die T 1-Pflanze und die Pflanze aus der
T 4 das gleiche Integrationsmuster aufwiesen.

In den Spuren 5 und 6 des Southern Blot sind jeweils zwei Banden zu erkennen, was darauf

hindeutet, das der Klon 98-52-5,4 zwei Kopien der T-DNA stabil integriert hat.

3.1.1.2 Linienetablierung der Ri PGIP-Klone — PCR Daten und Segregationsanalyse
Anhand der PCR-Daten wurde eine Segregationsanalyse der Nachkommenschaften
durchgefiihrt. In den Tabellen 3.2; 3.3 und 3.4 werden die Ergebnisse fiir die Etablierung der
drei RiPGIP- Linien aufgefiihrt.

Tab. 3.2 Segregationsanalyse der Nachkommenschaft des Klones 98-19-1,9.

Pflanze Generation PCR GOI Wabhrscheinlichkeit Samen

der Homozygotie

98-19-1,9 TO + 0% 5
Hemizygot

98-19-1,9-1 Tl -

98-19-1,9-2 T1 + 0% 9
Hemizygot

98-19-1,9-3 TI1 -

98-19-1,9-4 TI1 -

98-19-1,9-5 TI1 + 95,5 % 13

98-19-1,9-5 T2 + 13x 99,92 % 115

98-19-1,9-5 T3 + 27x 99,97 % 209

98-19-1,9-5 T4 + 31x nicht bestimmt

Die T O ist definitionsgemdll hemizygot. In der T 1 wurde eine Aufspaltung von 2:3
(Transgene: nicht Transgene) beobachtet. Wihrend die neun Nachkommen der 98-19-1,9-2
erneut segregierten, zeigten die 13 Nachkommen der 98-19-1,9-5 keine Aufspaltung. Es
handelte sich also zu 95,9 % um eine homozygote T 1 Pflanze. Die Analyse der T 2 und T 3
bestitigte dies. Somit konnte fiir den Klon 98-19-1,9 in der T 3-Generation zu 99,97 % eine
homozygote Linie etabliert werden. Die Nachkommen dieser Linie wurden fiir weitere

Analysen verwendet.



Ergebnisse

Tab. 3.3 Segregationsanalyse der Nachkommenschaft des Klones 98-52-2,5.

* die Anzahl der gebildeten Samen und der analysierten Pflanzen kann sich unterscheiden, da nicht

immer alle Samen gekeimt sind. Die Anzahl der gebildeten Samen ist in Klammern vermerkt.

Pflanze Generation PCR GOI Wahrscheinlichkeit Samen
der Homozygotie

98-52-2,5 TO nicht 2
untersucht

98-52-2,5-1 T1 + 98,9 % 18 (19)*

98-52-2,5-2 T1 + -

98-52-2,5-1 T2 + 18x 99,97 % 224

98-52-2,5-1 T3 + 31x nicht bestimmt 286

Wie man der Tabelle 3.3 entnehmen kann, wurde die T 0-Pflanze des Klons 98-52-2,5 nicht
untersucht. Beide T 1-Pflanzen hatten das GOI integriert, jedoch gelangte eine der Pflanzen
nicht zur Samenreife. Von den 19 T 2 Samen keimten 18. Die Analyse dieser
Nachkommenschaft zeigte, dass alle Pflanzen das GOI integriert hatten. Daraus ergab sich ein
Homozygotiegrad von 98,9 % fiir die T 1-Mutterpflanze. Die Annahme der Homozygotie
wurde durch die Analyse der T 3 bestitigt. Hierbei zeigten alle 31 getesteten Pflanzen die
Integration des Ri pgip-Gens. Der Homozygotiegrad der T 2 Mutter lag somit bei 99,97 %,

womit die Linienetablierung als erfolgreich angesehen wurde.

Tab. 3.4 Segregationsanalyse der Nachkommenschaft des Klones 98-52-5,4.

Pflanze Generation PCR GOI Wahrscheinlichkeit Samen
der Homozygotie

98-52-5,4 TO nicht 2
untersucht

98-52-5,4-1 TI1 + 95,5 % 13

98-52-5,4-2 T1 + -

98-52-5,4-1 T2 + 13x 99,97 % 133

98-52-5,4-1 T3 + 31x nicht bestimmt 237

Analog zu den vorangegangenen Ergebnissen konnte durch die Analyse von 31 T 3- Pflanzen

ein Homozygotiegrad von 99,97 9% berechnet werden. Also konnte auch hier die

Linienetablierung erfolgreich abgeschlossen werden.
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3.1.1.3 Transkriptionsanalyse der Ri PGIP-Linien

RT - PCR

Um erste Hinweise auf die Expression zu erhalten, wurde pflanzliche RNA isoliert, und eine
reverse Transkription durchgefiihrt.

Bei der Linie 98-19-1,9 wurde die Transkription des pgip-Gens in Spross und Wurzel getestet
(Abb. 3.2). In der Bahn 1 und 3 wurde jeweils die RT PCR der cDNA aufgetragen. In Bahn 5
befindet sich die Plasmidkontrolle. In Bahn 2 und 4 wurde das Ergebnis der RT-PCR der
RNA aufgetragen. Es ist zu erkennen, dass die DNA Kontamination in der RNA
unterschiedlich stark war. Wéhrend in der Bahn 2 (RNA Spross) nur ein sehr schwaches
Produkt erkennbar ist, sicht man in der Bahn 4 (RNA Wurzel) deutlich ein Amplifikat. Da das

Produkt in Bahn 3 deutlich stirker ist, kann von einer Transkription in der Wurzel

ausgegangen werden.

Ri PGIP-PCR Ri PGIP-PCR
rPGIP1/rPGIP366 pSCP1 108 / pSCP1 733
366 bp 625 bp

98-19-1,9 98-52-2,5 98-52-5,4

Abb. 3.2 Kontrollgele der RT-PCR der Ri PGIP-Linien: 98-19-1,9; 98-52-2,5; 98-52-54.
Bei der Linie 98-19-1,9 wurde sowohl die Transkription des Sprosses (1) als auch der Wurzel (3)
untersucht. Zum Test auf DNA Kontaminationen wurde eine RT-PCR mit der cDNA (1,3) und der
RNA (2,4) durchgefiihrt. Bei den Linien 98-52-2,5 und 98-52-5,4 wurde die Transkription drei bzw.
vier verschiedener Sprosse untersucht. Als Test auf DNA Kontaminationen wurde die unter 2.2.2.15

HMG PCR durchgefiihrt. Als Marker ist jeweils der 100 bp plus aufgetragen.

Die RNA der Linien 98-52-2,5 und 98-52-5.4 wurde mittels HMG-PCR auf DNA
Kontaminationen getestet (2.2.2.15). Bei der Linie 98-52-2,5 sind keine DNA
Kontaminationen und bei der 98-52-5,4 nur wenige DNA Kontaminationen erkennbar, die mit
roten Pfeilen gekennzeichnet wurden. Wie man auf den Abbildungen erkennen kann, konnte

bei allen drei Linien mittels PCR eine Transkription nachgewiesen werden.
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Northern-Blot-Analyse
Um die Ergebnisse der RT-PCR zu iiberpriifen, wurde mit Proben der Linien 98-19-1,9 und
98-52-5,4 eine Northern-Blot-Analyse durchgefiihrt.

Northern Gel

1: 98-52-5,4-1-8-4 15 pg RNA
2:98-52-5,4-1-8-4 30 ng RNA
3:98-52-5,4-1-12-3 15 ng RNA
4:98-52-5,4-1-12-3 30 ng RNA
5:98-19-1,9-5-1-4-2-14 15 ug RNA
6: 98-19-1,9-5-1-4-2-14 30 pg RNA
7: Kontrolle Baroness 30 ng RNA

Abb. 3.3 Northern-Blot-Analyse: Gel und Blot der Linien 98-19-1,9 (5,6) und 98-52-5,4 (1-4) und einer
nicht transgenen Kontrollpflanze (7). Auf dem oben abgebildeten Gel ist die Auftrennung und Menge
der Gesamt RNA zu sehen. Unten ist der Northern-Blot nach der Hybridisierung mit einer Ri PGIP
Sonde zu erkennen. Nur fiir die Linie 98-19-1,9 konnten Signale detektiert werden. Sie wurden mit

roten Pfeilen gekennzeichnet.

Bei der Linie 98-19-1,9 konnte sowohl mittels RT-PCR als auch durch die Northern-Blot-
Analyse die Transkription des pgip-Gens nachgewiesen werden.

Bei der Linie 98-52-5,4 konnte zwar mittels RT-PCR eine Transkription nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis wurde durch die Northern-Blot-Analyse jedoch nicht bestétigt. Das

konnte auf ein ‘posttranskriptionales Gene Silencing’ (PTGS) hinweisen.

3.1.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der molekularen Analyse: Ri PGIP-Linien

Es konnten drei Linien mit dem PGIP aus Himbeere etabliert werden. Alle Linien enthalten
mehr als eine Kopie des Transgens, da jedoch keine Segregation der Kopien beobachtete
werden konnte, miissen die Integrationen sehr eng gekoppelt vorliegen. Mittels RT-PCR
konnte zunéchst in allen drei Linien eine Transkription nachgewiesen werden. Fiir die Linie
98-19-1,9 konnte dies durch die Northern-Blot-Analyse bestitigt werden. Die Linie 98-52-2,5
wurde nicht im Northern getestet. Die Linie 98-52-5,4 hingegen zeigte kein Transkript in der
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Northern-Blot-Analyse, dies konnte ein Hinweis auf einen sehr raschen Abbau der RNA in
der Pflanzenzelle und somit auf posttranskriptionales Gene Silencing (PTGS) sein.

Zur Kreuzung wiirde eine Linie mit mdglichst wenigen Kopien der T-DNA ausgewdhlt
werden, die eine Transkription des GOI zeigt. Es miissen jedoch auch die weiteren Analysen

einbezogen werden.

Tab. 3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der molekulare Charakterisierung der Ri PGIP-Linien

Linie Sorte Kopienzahl Transkription Homozygotie- Generation
Grad
98-19-1,9 ‘Baroness’ 2 Kopien RT PCR + 99.97 % T3
Northern +
98-52-2.,5 ‘Baroness’ 3 Kopien RT PCR + 99.97 % T2
98-52-5,4 ‘Baroness’ 2 Kopien RT PCR + 99,97 % T2
Northern -

3.1.2 Analyse der Ad PGIP-Klone

In den Transformationsexperimenten 98-29, 99-55 und 99-63 wurde das Konstrukt pSCP2

verwendet (2.1.7.3.2). Dieses Konstrukt beinhaltet das Markergen bar und das pgip-Gen der
Kiwi (4d PGIP).

3.1.2.1 Southern-Blot-Analyse der Ad PGIP-Klone

Bei der Southern-Blot-Analyse der T 1 Pflanzen des Klones 98-29-1,4 (Abb. 3.4) konnte die
Segregation multipler Kopien des Transgens beobachtet werden. Der Restriktionsverdau
genomischer DNA von vier verschiedenen T 1 Pflanzen (98-29-1,4-1 bis -4) wurde mit dem
Restriktionsenzym Sac [ durchgefiihrt. Auf der T-DNA des Plasmids pSCP2 (2.1.7.3.2)

befindet sich eine Schnittstelle fiir das Enzym.



Ergebnisse 66

DIG Marker 11

23 130 bp

9416 bp W

DIG
Marker 98-29-1,4 98-29-14  98-29-1,4 98-29-14
I 1 2 3 4

Abb. 3.4 Southern-Blot-Analyse der Nachkommenschaft des Klones 98-29-1,4. Nach der Hybridisierung der
DNA mit einer Ad PGIP Sonde konnten fiir die vier T 1 Pflanzen unterschiedliche Integrationsmuster

detektiert werden. Der Restriktionsverdau der DNA wurde mit Sac I durchgefiihrt.

Das Ergebnis der Southern-Blot-Analyse der TI1-Pflanzen zeigte eine Segregation der
multiplen T-DNA Insertionen. Das Integrationsmuster des Klones 98-29-1,4-1 lie} auf ein bis
zwei Insertionen schlieBen, die Klone 98-29-1,4-2 und -4 zeigten je zwei T-DNA Kopien die
jedoch unterschiedlich positioniert sind. Der Klon 98-29-1,4-3 zeigte multiple Insertionen.
Dieses Ergebnis konnte auch in Versuchen mit anderen Restriktionsenzymen wie BamH I
bestitigt werden (Daten nicht gezeigt). Der Klon 98-29-1,4-1 wurde fiir die Etablierung einer
homozygoten Linie und zur Durchfiihrung der weiteren Charakterisierung verwendet.

Um die stabile Integration der T-DNA des Klones 98-29-1,4-1 zu priifen, wurden weitere
Southern-Blot-Analysen von T 4 Pflanzen durchgefiihrt (Abb. 3.5). Der Verdau der
genomischen DNA wurde mit BamHI durchgefiihrt.

DIG Marker 11
9416 bp

6 557 bp

4361 bp

DIG 1 2
Marker
11

Abb. 3.5 Southern-Blot-Analyse von zwei Individualpflanzen der T 4 Generation des Klones 98-29-1,4-1 (1
und 2) und von vier Individualpflanzen der T 2 Generation des Klones 99-63-38,1 (3 bis 6).
In der Bahn 7 ist die DNA einer nicht transgenen Kontrollpflanzen aufgetragen. Der Restriktionsverdau

Wurde mit BamH I durchgefiihrt. Probenauftrag im Detail in Tabelle 3.6.
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Tab. 3.6 Probenauftrag Southern Blot Ad PGIP: 98-29-1,4 T 4 Pflanzen; 99-63-38,1 T 2 Pflanzen Abb. 3.8.

Southern Probe Generation Anzahl Banden
Probe 1: 98-29-1,4-1-1-1-1 T4 1
Probe 2: 98-29-1,4-1-1-2-1 T4 1
Probe 3: 99-63-38,1-1-10 T2 1
Probe 4: 99-63-38,1-1-11 T2 1
Probe 5: 99-63-38,1-1-2 T2 1
Probe 6: 99-63-38,1-1-24 T2 1

Probe 7: Baroness nicht transgen

In Abb. 3.4 wurde die Segregation der T 1-Pflanzen des Klones 98-29-1,4 gezeigt. Die
Pflanze 98-29-1,4-1 zeigte die Integration einer Kopie der T-DNA. Aufgrund dieses
Ergebnisses wurden fiir weitere Analysen Nachkommen dieses Klones verwendet. Wie in den
Bahnen 1 und 2 der Abb. 3.5 zu erkennen ist, konnte das Integrationsmuster fiir Pflanzen der
T4-Generation bestétigt werden. Die 98-29-1,4-1 zeigten nach der Segregation in der T 1 die
stabile Integration einer Kopie der T-DNA und wurde somit fiir weitere Untersuchungen
verwendet.

Als zweiter Ad PGIP Klon wurde 99-63-38,1 zur Southern-Blot-Analyse herangezogen. Die
DNA vier verschiedener T 2-Pflanzen wurde mit dem Enzym BamH I fragmentiert und in die
Bahnen 3 bis 6 (Abb. 3.5) aufgetragen. Die T 2-Pflanzen wiesen alle das gleiche
Integrationsmuster auf, sie zeigten die Integration einer Kopie der T-DNA. Das
Restriktionsfragment, welches die T-DNA enthielt hatte eine Gréfle von etwa 4500 bp.

Der Klon 99-55-1,2 stellte den dritten getesteten PGIP-Klon mit Ad PGIP dar. Der
Restriktionsverdau der genomischen DNA einer Individualpflanze der T 1-Generation (99-55-
1,2-3) erfolgte mit BamH I. Die getestete Pflanze zeigte eine Kopie der T-DNA als
Integration. Dieses Integrationsmuster konnte auch fiir Pflanzen der Nachkommenschaft des

Klones 99-55-1,2 bestétigt werden (Daten nicht gezeigt).
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3.1.2.2 Linienetablierung der Ad PGIP-Klone — PCR Daten und Segregationsanalyse

Aufgrund der PCR Daten wurde eine Segregationsanalyse der Nachkommenschaften

durchgefiihrt. In den Tabellen 3.7 ; 3.8 und 3.9 werden die Ergebnisse fiir die drei Ad PGIP

Klone aufgefiihrt.

Tab. 3.7 Segregationsanalyse der Nachkommenschaft des Klones 98-29-1,4-1.

* die Anzahl der gebildeten Samen und der analysierten Pflanzen kann sich unterscheiden, da nicht

immer alle Samen gekeimt sind. Die Anzahl der gebildeten Samen ist in Klammern vermerkt.

Pflanze Generation PCR GOI Wahrscheinlichkeit Samen
der Homozygotie
98-29-1,4 TO + 0% Hemizygot 4
98-29-1,4-1 Tl + 95,46 % 13
98-29-1,4-2 T1 + 0% Hemizygot 14
98-29-1,4-3 Tl + 78,93 % 7(10)*
98-29-1,4-4 Tl + 98,89 % 18(19)*
98-29-1,4-1 T2 + 13 x 99,96 % 160
98-29-1,4-1 T3 + 30 x nicht bestimmt 378

Aufgrund der Southern-Blot-Analyse (Abb. 3.7) wurde der Klon 98-29-1,4-1 zur weiteren
Analyse ausgewihlt. Bei der Analyse der 13 T 2-Pflanzen dieses Klones zeigten alle Pflanzen
die Integration des GOI. Daraus ergab sich fiir die T [-Mutterpflanze mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 95,4 % eine Homozygotie. Auch die T 3 Nachkommenschaft
bestitigte dieses Ergebnis und lieferte einen Homozygotiegrad von 99,96 % fiir die T 2

Mutterpflanze.

Tab. 3.8 Segregationsanalyse der Nachkommenschaft des Klones 98-55-1,2.

* die Anzahl der gebildeten Samen und der analysierten Pflanzen kann sich unterscheiden, da nicht

immer alle Samen gekeimt sind. Die Anzahl der gebildeten Samen ist in Klammern vermerkt.

Pflanze Generation PCR GOI Wabhrscheinlichkeit Samen
der Homozygotie
99-55-1,2 TO + 0 % Hemizygot 4
99-55-1,2-1 T1 - -
99-55-1,2-2 TI1 + 11
99-55-1,2-3 Tl + 99,9 % 27(29)*
99-55-1,2-4 T1 + 8
99-55-1,2-3 T2 + 27x 89,9 % 247
99-55-1,2-3 T3 + 10x 96,6 % 95
99-55-1,2-3 T4 + 14x 99,99 % 149
99-55-1,2-3 TS5 + 45x nicht bestimmt 168
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Von dem Klon 99-55-1,2 konnte bereits die T 0 Pflanze analysiert werden. Sie zeigte
erwartungsgemill die Integration des pgip-Gens, auch bei drei der vier T 1-Nachkommen
konnte das Transgen nachgewiesen werden. In der T 2 konnten aufgrund der sehr guten
Samenproduktion der Pflanze 99-55-1,2-3 bereits 27 Pflanzen untersucht und als positiv
befunden werden. Somit konnte bereits in der T 1 Mutterpflanze zu 99,9 % von einer
Homozygotie ausgegangen werden. Dieses Ergebnis wurde durch weitere Analysen in den

folgenden Generationen bestétigt.

Tab. 3.9 Segregationsanalyse der Nachkommenschaft des Klones 99-63-38,1.

Pflanze Generation PCR Wahrscheinlichkeit der Samen
GOI Homozygotie
99-63-38,1 TO 0% Hemizygot 15
99-63-38,1-1 T1 + 0% Hemizygot 24
99-63-38,1-2 T1 + 23
99-63-38,1-3 Tl + 16
99-63-38,1-4 Tl + -
99-63-38,1-5 Tl - -
99-63-38,1-6 T1 - 19
99-63-38,1-7 Tl + 13
99-63-38,1-8 Tl + 6
99-63-38,1-9 T1 + 7
99-63-38,1-10 T1 - 9
99-63-38,1-11 Tl + 15
99-63-38,1-12 Tl + 9
99-63-38,1-13 Tl + 6
99-63-38,1-14 T1 - 9
99-63-38,1-1 T2 +21x 401
99-63-38,1-1 T2 -2Xx 39

Bei diesem Klon bildete die T 0- Pflanze mit 15 Samen ausserordentlich viele Samen. Davon
konnten 14 T 1-Pflanzen analysiert werden. Das Verhiltnis transgener- zu nicht transgenen
Pflanzen in der T 1-Generation war 10: 4, was einer erwarteteten Aufspaltung von 3:1 nach
Mendel sehr nah kommt. Auch die T 2-Nachkommenschaft der Pflanzen 99-63-38,1-1
spaltete in 21 transgene und zwei nicht transgene Pflanzen auf. Das bedeutet, dass auch die
T1-Mutterpflanze hemizygot war. Fiir den Klon 99-63-38,1 konnte bisher keine homozygote

Linie etabliert werden.
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3.1.2.3 Transkriptionsanalyse der Ad PGIP Linien

Um einen ersten Hinweis auf die mogliche Expression des Ad PGIP Gens zu bekommen,

wurde RNA von den transgenen Pflanzen isoliert und eine RT-PCR durchgefiihrt.

Tab. 3.10 Zusammenfassung der Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der Ad PGIP-Linien.
Es wurde von verschiedenen Individualpflanzen der Ad PGIP Linien eine Reverse Transkription
durchgefiihrt. Die cDNA wurde als Template zur A4d PGIP PCR und zur bar PCR eingesetzt. Die

Ergebnisse sind zusammengefasst in der Tabelle dargestellt.

Linie RT-PCR RT-PCR bar
Ad PGIP

98-29-1,4-1 + +

99-55-1,2 + +

99-63-38,1 - +

Wie die Ergebnisse in Tabelle 3.10 zeigen, konnte fiir alle untersuchten Pflanzen eine
Transkription des bar-Gens nachgewiesen werden, dies war auch bei Pflanzen der Fall, die
herbizidsensitiv waren (3.2.1.1). Fiir die 99-63-38,1 konnte keine Transkription des pgip-Gens
detektiert werden, dieselben Proben jedoch enthielten ein Transkript des bar-Gens. Es konnte
sich in diesem Fall also um ein ‘transkriptionales Gene Silencing’ (TGS) des Adpgip-Gens
handeln. Fiir die Linien 98-29-1,4-1 und 99-55-1,2 konnte sowohl eine Transkription des bar-
Gens als auch des pgip-Gens mittels RT-PCR nachgewiesen werden.

3.1.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der molekularen Analyse: Ad PGIP-Linen

Durch die Southern-Blot-Analysen konnten drei unabhéngige Klone mit jeweils einer Kopie
des Ad pgip-Gens identifiziert werden. Die Linienetablierung gelang jedoch bisher nur bei
zwei der drei Klone. Die Transkriptionsanalyse mittels RT-PCR zeigte, dass das pgip-Gen im
Klon 99-63-38,1 nicht abgelesen wird, wéhrend die Transkription bei den Linien 98-29-1,4-1
und 99-55-1,2 nachgewiesen werden konnte. Damit schied der Klon 99-63-38,1 als Elternlinie

fiir die anstehenden Kreuzungen aus.
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Tab. 3.11 Zusammenfassung der Ergebnisse der molekulare Charakterisierung der Ad PGIP-Linien

Linie Sorte Kopienzahl Transkription Homozygotie- Generation
des GOI Grad

98-29-1,4-1 ‘Baccara’ 1 Kopie RT-PCR + 99,96 % T3

99-55-1,2 ‘Baroness’ 1 Kopie RT-PCR + 99,99 % TS5

99-63-38,1 ‘Baroness’ 1 Kopie RT-PCR - Hemizygot T2

3.1.3 Analyse der Vstl-Klone

Das Plasmid pHKvst wurde fiir zwei Transformationsexperimente 98-48 und 99-67
verwendet (2.1.7.3.3). Es beinhaltet das Markergen bar und das vst/-Gen aus der Weinrebe,

welches fiir die Stilbensynthase codiert.

3.1.3.1 Southern-Blot-Analyse der Vst1-Klone

Es wurde von jedem der zwei Transformationsexperimente zunichst ein Klon zur
molekularen Charakterisierung herangezogen. Zur Southern-Blot-Analyse des Klones 98-48-
8,2 wurde die genomische DNA von acht T 2-Pflanzen (98-48-8,2-3-1 bis -8) mit dem
Restriktionsenzym EcoR I fragmentiert. Auf der T-DNA befindet sich eine singulére
Schnittstelle fiir das Enzym vor dem Vstl-Promotor. Fiir die Southern-Blot-Analyse des
Klones 99-67-8,1 wurde die genomische DNA zweier T 2-Pflanzen (99-67-8,1-7-3 und -8-6)
mit dem BamH I fragmentiert.

Die Abbildungen 3.6 und 3.7 zeigen die Ergebnisse der Southern-Blot-Analysen. In den
Bahnen 1 bis 5 und 7 und 8 zeigten die T 2-Pflanzen des Klons 98-48-8,2 die Integration
zweier Kopien der T-DNA die wiederum eng gekoppelt sind, da keinerlei Segregation der
Kopien beobachtet werden konnte. In der Bahn 6 ist kein Signal erkennbar, die entsprechende
Pflanze (98-48-8,2-3-6) lieferte auch in der PCR negative Ergebnisse und wurde als isogene

Negativkontrolle eingesetzt.
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Abb. 3.6 Southern-Blot-Analyse von acht T 2-Pflanzen des
Klones 98-48-8,2. Restriktionsverdau mit EcoR 1.
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Abb. 3.7 Southern-Blot-Analyse von

zwei T 2-Pflanzen des Klones

99-67-8,1 (BamH I).

Die beiden T 2-Pflanzen der Linie 99-67-8,1 =zeigten in der Southern-Blot-Analyse

Einzelkopien des Transgens. Die Integrationsmuster beider Klone konnten in weiteren

Analysen der Nachkommenschaften reproduziert werden.

3.1.3.2 Linienetablierung der Vstl-Klone - PCR Daten und Segregationsanalyse

Aufgrund der PCR Daten wurde eine Segregationsanalyse der Nachkommenschaften

durchgefiihrt. In den Tabellen 3.12 und 3.13 werden die Ergebnisse fiir die zwei Vstl-Linien

aufgefiihrt.

Tab. 3.12 Segregationsanalyse der Nachkommenschaft des Klones 98-48-8,2

Pflanze Generation PCR Wabhrscheinlichkeit der Samen
GOI Homozygotie
98-48-8,2 TO + 0% Hemizygot 3
98-48-8,2-1 Tl - -
98-48-8,2-2 Tl - -
98-48-8,2-3 T1 + 0% Hemizygot 12
98-48-8,2-3-3 T2 + 9x 99,16 % 203
- 2x
98-48-8,2-3-2 T3 + 14 x 12
98-48-8,2-3-3 T3 + 19x 99,99 % 180
98-48-8,2-3-3 T4 + 39x 100 % 625
98-48-8,2-3-3 TS5 + 78 x nicht bestimmt 394




Ergebnisse 73

Von dem Klon 98-48-8,2 konnte bereits die T 0 Pflanze analysiert werden. Sie zeigte die
Integration des vst-Gens und produzierte drei Samen. Von den drei T 1-Nachkommen konnte
das Transgen nur in einer Pflanze nachgewiesen werden. In der T 2 wurden elf Pflanzen
untersucht und neun davon als positiv befunden. Bei der T 1-Pflanze handelte es sich
demnach um eine hemizygote Pflanze. Die Analyse von 19 T 3-Pflanzen ergab fiir alle
Pflanzen eine Integration der T-DNA wodurch ein Homozygotiegrad von 99,16 % fiir die T 2
Mutterpflanze (98-48-8,2-3-3) berechnet werden konnte. Die Annahme der Homozygotie
wurde durch die Analyse der T 4 und T 5 Nachkommenschaften (39 Pflanzen bzw. 78
Pflanzen) bestitigt, so dass die Etablierung der Linie 98-48-8,2 als erfolgreich angesehen

werden kann.

Tab. 3.13 Segregationsanalyse der Nachkommenschaft des Klones 99-67-8,1.

Pflanze Generation PCR GOI Wabhrscheinlichkeit der ~ Samen
Homozygotie
99-67-8,1 TO nicht 0% Hemizygot 1
untersucht
99-67-8,1-1 T1 + 1x 0% Hemizygot 12
99-67-8,1-1-1 T2 - 7
99-67-8,1-1-2 T2 + 10
99-67-8,1-1-3 T2 + 12
99-67-8,1-1-4 T2 + 9
99-67-8,1-1-5 T2 + 8
99-67-8,1-1-6 T2 - 9
99-67-8,1-1-7 T2 + 83,31% 8
99-67-8,1-1-8 T2 + 14
99-67-8,1-1-9 T2 + 12
99-67-8,1-1-10 T2 + 12
99-67-8,1-1-11 T2 - 12
99-67-8,1-1-12 T2 + 12
99-67-8,1-1-7 T3 +8x 98,89 % 30
99-67-8,1-1-7 T4 + 18x 99,16 % 109

99-67-8,1-1-7 TS5 + 19x nicht bestimmt 13




Ergebnisse 74

Die T 0 Pflanze des Klones 99-67-8,1 wurde nicht untersucht, da sie zu klein war. Sie bildete
einen Samen. In der daraus resultierenden Pflanze konnte das Transgen nachgewiesen
werden. Sie bildete zwdlf Samen, so dass zwolf Pflanzen der T 2-Generation analysiert
werden konnten. Es ergab sich ein Verhéltnis von 9:3 Transgenen zu nicht-transgene
Pflanzen, dies entsprach einer 3:1 Segregation. Bei der T 1-Mutterpflanze handelte es sich
demnach um eine hemizygote Pflanze. Durch die Analyse der T 3, T 4 und T 5
Nachkommenschaften der Pflanze 99-67-8,1-1-7 konnte ein Homozygotiegrad von 99,16 %

festgestellt werden. Es kann also auch hier von einer Linienetablierung ausgangen werden.

3.1.3.3 Transkriptionsanalyse der Vstl-Linien

Da das vst/-Gen ein Intron enthilt, ist die Interpretation der RT-PCR sicherer. Das unter
2.2.2.15 beschriebene Problem der DNA Kontamination stellte sich hier nicht, da bei der RT-
PCR zwischen Produkten, die aufgrund von DNA Kontaminationen amplifiziert wurden und
Abschriften des Transkripts unterschieden werden konnte. Es wurden Primer fiir die RT-PCR
verwendet, die das Intron flankieren, so ergaben sich fiir die Produkte eine unterschiedliche
GroBen (cDNA 255 bp; DNA 611 bp).

Das vstI- Gen wurde durch den eigenen wundinduzierbaren Promotor reguliert. Die Pflanzen,
aus denen die RNA zum Nachweise der Transkription isoliert wurden, mussten zuvor
induziert werden. Dies geschah auf unterschiedliche Weise, z.B. durch Verletzung mit einer
Pinzette oder durch UV-Licht.

Um die Effekte der unterschiedlichen Induktionsmethoden zu testen, wurde der folgende
Versuch durchgefiihrt (Abb.3.8):

Die Probe 1 wurde nicht induziert, die Probe 2 wurde mit einer Pinzette verletzt und danach
eine Stunde inkubiert, die Probe 3 wurde 5 Minuten mit UV-Licht bestrahlt und danach 1
Stunde inkubiert. Die Probe 4 wurde 5 Minuten mit UV- Licht bestrahlt und danach 2
Stunden inkubiert.

Parallel zur Vstl-PCR wurde eine Bar-PCR durchgefiihrt. Das bar-Gen wird von dem

konstitutiven Nopalinsynthase-Promotor reguliert.
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Tab. 3.14 Probenauftrag der RT-PCR 98-48-8,1 zum

Vstl-PCR Einfluss unterschiedlicher Induktionsmethoden
Nr | Probe Leaf | PAT
Paint | Assay
1 98-48-8,2-3-3-17-4 —+ +
2 98-48-8,2-3-3-17-5 —+ +
3 98-48-8,2-3-3-17-6 ++ +
4 | 98-48-8,2-3-3-17-7 —+ +
5 - vst Kontrolle
6 + Kontrolle (Plasmid)
7 - Kontrolle (nicht transgene
Kontrollpflanze)

Bar - PCR
Abb. 3.8 Einfluss unterschiedlicher Induktionsmethoden auf die Transkription des vszI-Gens (oben) und
des bar-Gens (unten). RT-PCR von Pflanzen der Linie 98-48-8,2, die unterschiedlich induziert
wurden: 1 ohne Induktion; 2 Verletzung mit Pinzette, 1 h Inkubation; 3 5 min UV-Licht, 1 h
Inkubation; 4 5 min UV Licht, 2 h Inkubation; 5 Kontrollpflanze ohne vst; 6 vst Plasmid; 7 H,O.

Es wurden jeweils 5 pg RNA zur cDNA Synthese eingesetzt und gleiche cDNA Mengen zur
RT-PCR. Bei der Vstl-PCR (obere Abb. 3.8) nimmt die Menge des Amplifikates von der
Probe 1 bis zur Probe 4 kontinuierlich zu. Die unterschiedlichen Induktionsarten und die
Inkubationszeit hatten also einen Einfluss auf die Transkriptmenge. Bei der Bar-PCR
hingegen sind die Signale sehr homogen (untere Abb. 3.8). Auf Grundlage dieses
Ergebnisses wurde fiir weitere Untersuchungen eine Induktion der Pflanzen mit UV Licht

durchgefiihrt.

3.1.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der molekularen Analyse: Vstl-Linen

Durch die Southern-Blot-Analysen konnten zwei unabhingige Klone identifiziert werden. Die

98-48-8,2 enthielt zwei Kopien der T-DNA, wihrend es sich bei dem Klon 99-67-8,1 um

einen ,,Single-Copy* Klon handelte. Die Linienetablierung wurde fiir beide Klone erfolgreich
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durchgefiihrt. Die Transkriptionsanalyse mittels RT-PCR zeigte, dass das vst/-Gen bei beiden
Linien erfolgreich abgelesen wird. Es wurden also beide Linien fiir Kreuzungen vorgesehen,

wobei 99-67-8,1 als Einzelkopie tragende Linie bevorzugt eingesetzt wurde.

Tab. 3.15 Zusammenfassung der Ergebnisse der molekulare Charakterisierung der Vstl- Linien

Linie Sorte Kopienzahl Transkription Homozygotie- Generation
Grad

98-48-8,2 ‘Baccara’ 2 Kopien RT-PCR + 100 % TS5

99-67-8,1 ‘Baroness’ 1 Kopie RT-PCR + 99,16 % T4

3.2 Funktionale Analyse der Elternlinien

3.2.1 Expressionsanalyse des bar Gens

Wie unter 2.1.7.3 bereits beschrieben, trugen alle zur Transformation verwendeten Konstrukte
das bar-Gen als selektives Markergen. Die mittels Leaf-Paint-Test und PAT-Assay erhobenen
Expressionsdaten des bar-Gens werden im folgenden Kapitel nach Konstrukten gegliedert

dargestellt.

3.2.1.1 Leaf-Paint-Test der Erbsenlinien

Bei der Durchfiihrung des Leaf-Paint-Tests (LP) wurden die Blitter von Pflanzen im
Gewichshaus mit einer verdiinnten BASTA Losung bestrichen und das jeweils gegenstindige
Blatt markiert. Die Evaluierung erfolgte ca. eine Woche nach Durchfithrung des Tests. Bei
Welke der Blitter wurde der LP als negativ gewertet und wenn das Herbizid keine sichtbare
Wirkung auf das Blatt hatte, wurde dies als positiver LP bonitiert. Blédtter mit
Blattrandnekrosen wurden als indifferent (+-) eingeordnet und der LP wurde wiederholt
(2.2.3.9).

Die Pflanzen die zum Leaf-Paint-Test herangezogen wurden, waren mittels PCR getestet und

als transgen eingestutft.
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RiPGIP-Linien

Tab. 3.16 Leaf Paint Ergebnisse der RiPGIP-Linien.

Parallel zu den Segregationsanalysen der verschiedenen Linien wurden LP-Daten der nachweislich

transgenen Pflanzen erhoben. Die Ergebnisse, die in der Tabelle angegeben sind, geben einen

Uberblick iiber Expressionstabilitit des bar-Gens im Laufe der Generationen.

Ergebnisse: ++ positiver LP; +- indifferenter LP, -- negativer LP.

Generation 98-19-1,9 98-52-2,5 98-52-5,4
(2 Kopien) (3 Kopien) (2 Kopien)
TO + nicht untersucht +-
T1 ++ ++ —
T2 ++ 13x ++ 18x ++ 1x
+ 7x
- 5x
T3 ++ 25x ++ 5x ++ 5x
+- 2 X +- 5x +- 12x
- 21x - 14x
T4 ++ 27X
+- 3x
- 1x
TS5 ++ 13 x
+- 9x
- 3x

Wie die Ergebnisse in der Tabelle 3.16 zeigen, war der Anteil herbizidsensitiver Pflanzen bei

den Linien 98-52-2,5 und 98-52-5,4 wesentlich hoher als bei der Linie 98-19-1,9. Besonders

bei der Linie 98-52-5,4 trat die Instabilitidt der Expression des bar-Gens sehr frith, ndmlich
schon in der T 1 auf (in der T O indifferenter LP). Unter den Pflanzen der Linie 98-19-1,9

hingegen war erst in der T 4-Generation eine deutlich herbizidsensitive Pflanze detektierbar.

Dieses Phdnomen nahm in den nachfolgenden Nachkommenschaften jedoch zu. Es schien

sich dabei nicht um einen irreversiblen Mechanismus zu handeln, da unter den Nachkommen

der sensitiven Pflanzen auch wieder BASTA® resistente Pflanzen beobachtet wurden.
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Ad PGIP-Linien

Tab. 3.17 Leaf Paint Ergebnisse der 4d PGIP-Linien.
Parallel zu den Segregationsanalysen der verschiedenen Linien wurden LP-Daten der nachweislich
transgenen Pflanzen erhoben. Die Ergebnisse, die in der Tabelle angegeben sind, geben einen
Uberblick iiber Expressionstabilitit des bar-Gens im Laufe der Generationen.

Ergebnisse: ++ positiver LP; +- indifferenter LP, -- negativer LP.

Generation 98-29-1,4-1 99-55-1,2 99-63-38,1
(1 Kopie) (1 Kopie) (1 Kopie)
TO + + nicht untersucht
T1 ++ ++ ++
T2 ++ 13 x ++22 x ++ 6X
+ 3x + 5x
- 2X - 10x
T3 ++30x ++5x
+ 5x
T4 ++1x
+ 1x
- 12x
TS5 ++2x
+- 24 x
- 19x

Die untersuchten Ad PGIP-Linien unterschieden sich sehr stark in der Aktivitit des bar-Gens.
Es gab Linien, die keinerlei Einschrankungen in der Aktivitdt des har-Gens zeigten (98-29-
1,4-1), aber auch Linien, bei denen mehr als ein Drittel der Pflanzen herbizidsensitiv waren
(99-63-38,1). Bei den Voruntersuchungen zu dieser Arbeit konnten auch Linien detektiert
werden, bei denen das bar Gen zu 100 % inaktiv war (Daten nicht gezeigt), dies war jedoch in
den meisten Féllen mit einem Transfer von Vektorsequenzen und einer Integration multipler
Kopien korreliert. Bei der Linie 99-55-1,2 wurden mit den fortschreitenden
Nachkommenschaften immer hiufiger herbizidsensitive Pflanzen detektiert. Wiahrend in der T
2-Generation noch zwei herbizidsensitive Pflanzen von 27 getesteten Pflanzen beobachtet
wurden, zeigten in der T 5-Generation bereits 19 von 45 Pflanzen eine Stilllegung des bar-
Gens und bei 24 Pflanzen konnte eine instabile Expression des bar-Gens beobachtete werden,

so dass die Leaf- Paint-Ergebnisse indifferent ausfielen.
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Vstl-Linien

Tab. 3.18 Leaf Paint Ergebnisse der Vstl-Linien.

Parallel zu den Segregationsanalysen der verschiedenen Linien wurden LP-Daten der nachweislich

transgenen Pflanzen erhoben. Die Ergebnisse, die in der Tabelle angegeben sind, geben einen

Uberblick iiber Expressionstabilitit des bar-Gens im Laufe der Generationen.

Ergebnisse: ++ positiver LP; +- indifferenter LP, -- negativer LP.

Generation 98-48-8,2 99-67-8,1
(2 Kopien) (1 Kopie)
TO ++ Ix nicht untersucht
T1 ++ 1x + 1x
T2 ++ 9x ++ 3x
+- 4x
- 2x
T3 ++ 30x ++ 0x
+- 3x + 3x
- 5x
T4 ++ 19x ++  0x
+- 16x +- 6Xx
- 4x - 12x
TS5 ++ 61x +  1x
+- 13x +  Tx
-- 4x - 11x

Bei der Linie 98-48-8,2 konnten insegsamt nur wenige herbizidsensitive Pflanzen detektiert

werden. Deren Zahl nahm aber auch hier in den nachfolgenden Generationen weiter zu. Die

Leaf-Paint-Ergebnisse der Linie 99-67-8,1 waren individuell sehr unterschiedlich und zeigten

von der T1-Generation an starke Expressionsinstabilitidten des bar-Gens. Deshalb wurde der

PAT-Assay als zusitzliche Kontrolle der Expression des Markergens herangezogen.
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3.2.1.2 PAT-Assay der Erbsenlinien

Zur Bestitigung des Leaf-Paint-Tests wurde ein Enzymtest zur Bestimmung der PAT-
Aktivitdit mit anschlieBender Diinnschichtchromatographie durchgefiihrt. Durch die
gemeinsame Inkubation des Extraktes einer herbizidresistenten Pflanze, des Herbizides und
von C'" markiertem Acetyl CoA, kam es dabei zu einer Acetylierung des Phosphinothricins
welches mit einer Einlagerung des C'* einherging. Dieses Umsetzungsprodukt (PPT-Ac) ist
nach der Diinnschichtchromatographie als leicht gebogene Bande zu erkennen und
kennzeichnet einen positiven PAT-Assay.

Der Gesamtproteingehalt der Proben, die fiir den PAT-Assay verwendet wurden, wurde
mittels Bradford Assay ermittelt und im Einzelfall zur Interpretation des PAT-Assay
herangezogen.

Auf den folgenden Abbildungen (3.9 - 3.11) werden die Leaf-Paint-Ergebnisse den
Ergebnissen des PAT-Assays gegeniibergestellt.

Ri PGIP-Linien

cH
AcetylCoA
- - - - - -
v - - =
PPT-Ac - i —
—
98-19-1,9-5-1-4-2- 98-52-5,4 | 98-52-5,4 | Baroness Cy4 Acetyl
CoA
3 4 5 6 7 1-8-1 1-12-2
LP + + + + + + - -
PAT | + + + + + + - - -

Abb. 3.9 PAT Assay von Pflanzen der RiPGIP-Linien.
Die obere Abbildung zeigt das Ergebnis der Diinnschichtchromatographie nach dem PAT-Assay. Bei
der Umsetzung des Herbizids PPT zeigt sich im unteren Bereich der Platte das acetylierte PPT (PPT-
Ac) als leicht gebogene Bande (+). Bei Ausbleiben der Bande ist nicht von einer Umsetzung des PPT
auszugehen (-). In der darunter liegenden Tabelle sind die aufgetragenen Proben angegeben und die

Ergebnisse des LP- und des PAT-Assays.
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Der enzymatische Nachweis der PAT-Aktivitdt spiegelte die Ergebnisse des Leaf Paint exakt
wieder und erhirtete so die Annahme einer Stilllegung des bar-Gens bei einigen Pflanzen der
Linie 98-52-5,4. Die Proben der Linie 98-19-1,9 waren durchgéngig positiv im LP-Test, dies
wurde durch die Ergebnisse des PAT-Assay bestitigt.

Ad PGIP-Linien

Die Pflanzen der Ad PGIP-Linien wurden stichprobenartig untersucht, da die Leaf Paint
Ergebnisse relativ eindeutig ausfielen. So wurden Pflanzen der Linie 98-29-1,4-1 nicht
getestet, da die Leaf-Paint-Ergebnisse durchgidngig positiv waren. Die Ergebnisse fiir die
Stichproben einzelner Pflanzen der Linien 99-55-1,2 und 99-63-38,1 entsprachen den Leaf-
Paint-Ergebnissen (Daten nicht gezeigt).

Vstl-Linien

98-48-8,2

C 14
AcetylCoA

- -, 5 B " E s s

£

> - . - - - -
— — - — —
PPT- Ac -
98-48-8,2-3-3-17 Baccara Acetyl
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Kontrolle | CoA
LP ++ +- ++ +- +- ++ +- +- + - -
PAT |+ - + - + + + + + + - -

Abb. 3.10 PAT Assay von Pflanzen der Vstl-Linie 98-48-8,2.
Die obere Abbildung zeigt das Ergebnis der Diinnschichtchromatographie nach dem PAT-Assay. Bei
der Umsetzung des Herbizids PPT zeigte sich im unteren Bereich der Platte das acetylierte PPT (PPT-
Ac) als leicht gebogene Bande (+). Bei Ausbleiben der Bande ist nicht von einer Umsetzung des PPT
auszugehen (-). In der darunter liegenden Tabelle sind die aufgetragenen Proben angegeben und die

Ergebnisse des LP und des PAT Assays.
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Die Ergebnisse fiir die Pflanzen der Linie 98-48-8,2 bestdtigten in den meisten Fillen (neun
von zehn) die Leaf-Paint-Ergebnisse. Wobei die Ergebnisse des PAT-Assay bei indifferentem
Leaf Paint (+-) z.T. positiv, z.T. negativ ausfielen. Hierbei konnte es sich um eine
dosisabhdngige Wirkung der PAT handeln, die von dem jeweiligen physiologischen Zustand
des untersuchten Blattes und der entsprechenden Pflanze abhéngig ist. Damit ist auch das
Ergebnis der Probe Nr. 10 interpretierbar, welche im Leaf-Paint-Assay negativ getestet
wurde, im PAT-Assay jedoch eine schwache Bande PPT-Ac zeigte.

99-67-8,1

Ace

14
CWI%)A- - - e

- - -
PPT Ac
99-67-8,1-1-4- Baccara Acetyl
1 2 4 5 6 7 8 1-7- [ 1-7- | 1-7- | Kontrolle | CoA
2-1 7-1 7-3
LP | +- -- - + + +- + - - _
PAT | + - - + + + + - - - - -

Abb. 3.11 PAT Assay von Pflanzen der Vstl-Linie 99-67-8,1.
Die obere Abbildung zeigt das Ergebnis der Diinnschichtchromatographie nach dem PAT-Assay. Bei
der Umsetzung des Herbizids PPT zeigte sich im unteren Bereich der Platte das acetylierte PPT (PPT-
Ac) als leicht gebogene Bande (+). Bei Ausbleiben der Bande ist nicht von einer Umsetzung des PPT
auszugehen (-). In der darunter liegenden Tabelle sind die aufgetragenen Proben angegeben und die

Ergebnisse des LP und des PAT Assays.

Mit dem PAT-Assay konnten die LP-Ergebnisse bestétigt werden, die Umsetzung des Acetyl
CoA war jedoch wesentlich geringer als bei anderen Linien. Dementsprechend fielen die
Banden fiir das PPT-Ac durchgidngig sehr schwach aus. Bei einigen Pflanzen (99-67-8,1-1-7-
2-1; 1-7-7-1;-1-7-7-3) fand keine Umsetzung statt, dies korrelierte mit negativen LP-
Ergebnissen. Die aufgetragenen Proteinmengen lagen mit 20-25 pg im Rahmen der anderen

PAT Assays, hier ist die Ursache fiir die schwichere Umsetzung also nicht zu suchen.
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3.2.2 Expressionsanalyse des pgip-Gens mittels

Polygalakturonase-Inhibierungstests

Als funktioneller Test zum Nachweis der rekombinanten Polygalakturonase-inhibierenden
Proteine aus Himbeere und Kiwi wurde ein PG Inhibierungstest (TAYLOR UND SECOR, 1988)
durchgefiihrt. Dazu wurden Rohextrakte der transgenen Pflanzen und der entsprechenden
nicht transgenen Kontrollpflanzen hergestellt und ihr Effekt auf verschiedene pilzliche
Polygalakturonasen untersucht (Material und Methoden 2.2.3.1 bis 2.2.3.5)

98-19-1,9 (RiPGIP, zwei Kopien)

Um die PGIP Expression innerhalb einer Linie zu testen, wurden Rohextrakte von Blittern
und Wurzeln 8 verschiedener Individualpflanzen der T 5-Generation extrahiert. Es wurden
jeweils 2000 ng Gesamtprotein zum PG Inhibierungstest eingesetzt. Die Rohextrakte wurden
gegen Polygalakturonasen aus Colletotrichum acutatum und aus Aphanomyces euteiches
getestet. In den mit PG gekennzeichneten Vertiefungen befinden sich jeweils die
Polygalakturonasen ohne Zusatz von pflanzlichen Rohextrakten und in den mit Kon
gekennzeichneten Vertiefungen, befinden sich die Rohextrakte von Kontrollpflanzen (nicht
transgen) mit den entsprechenden Polygalakturonasen. Die zu testenden Extrakte der

transgenen Pflanzen befinden sich in den nicht beschrifteten Vertiefungen.

PG Colletotrichum acutatum PG Aphanomyces euteiches

urzelextrakte

Abb. 3.12 PG Inhibierungstests Abb. 3.13 PG Inhibierungstest
PG Colletotrichum PG Aphanomyces euteiches

Ergebnisse der Agarose-Diffusionstest mit Polygalakturonasen aus Colletotrichum und Aphanomyces.
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In der Abbildung 3.12 ist erkennbar, dass die Rohextrakte der Individualpflanzen einer Linie
unterschiedlich starke Effekte auf die Polygalakturonase von Colletotrichum acutatum hatten.
Dies gilt sowohl fiir die Blattextrakte als auch fiir die Rohextrakte aus den Wurzeln der
Pflanzen. Zudem ist erkennbar, dass die Rohextrakte der Wurzeln generell eine geringere
inhibierende Wirkung auf die Polygalakturonasen zeigten. Wéahrend die Inhibierunksaktivitét
der Blattextrakte auf Colletotrichum acutatum bei durchschnittlich 63,2 % lag, war die
Inhibierungsleistung der Wurzelextrakte mit 10,2 % deutlich geringer.

Dieselben Blatt- und Wurzelextrakte zeigten im Test mit Polygalakturonasen, die aus
Aphanomyces euteiches gewonnen wurden, keinen Effekt im Vergleich zur Kontrollpflanze

(Abb. 3.13).

AnschlieBend wurde der Effekt der Blattextrakte dreier Individualpflanzen (A, B, C) einer
homozygoten Nachkommenschaft (T 5) der Linie 98-19-1,9 auf drei verschiedene pilzliche
Polygalakturonasen getestet.

Die Ergebnisse der Versuche mit den Polygalakturonasen von Botrytis cinerea, Stenocarpella

maydis und Colletotrichum acutatum werden in der Tabelle 3.19 dargestellt.

Tab. 3.19 PG Inhibierungstest der Blattextrakte dreier Individualpflanzen des Klones 98-19-1,9
gegeniiber PG Botrytis; PG Stenocarpella; PG Colletotrichum

PG Botrytis PG Stenocarpella PG Colletotrichum
Proteininng Hemmung | Proteininng Hemmung | Protein in ng Hemmung
der PG in % der PG in % der PG in %
98-19-1,9-A 2000 0% 2000 0% 2000 0%
200 0% 200 0% 200 0%
50 0% 50 0% 50 0%
98-19-1,9-B 2000 100 % | 2000 80 % 2000 43 %
1000 76,7 % | 1000 29 %
98-19-1,9-C 2000 100 % | 2000 100 % | 2000 100 %
1000 100 % | 1000 100 %
500 100 % | 500 100 %

Die Ergebnisse fiir die drei Pflanzen fielen sehr unterschiedlich aus. Wahrend der Extrakt aus
Pflanze A keine Hemmung auf die drei getesteten Polygalakturonasen zeigte, wurden durch
den Extrakt der Pflanze C alle drei PGs zu 100 % in ihrer Aktivitdt gechemmt und das auch

noch bei einer auf 500 ng reduzierten Proteinmenge. Die Ergebnissefiir den Extrakt der
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Pflanze B lagen dazwischen, die PGs von Botrytis wurden bei 2000 ng zu 100 % inhibiert,

wihrend Stenocarpella und Colletotrichum zu 80 % bzw. 43 % gehemmt wurden.

PGIP Assay mit Blattextrakten von 23 Individualpflanzen

Um die zuvor gezeigten Ergebnisse zu erhirten, wurden 23 Individualpflanzen einer
Nachkommenschaft von 98-19-1,9 (T 7) zum PG Inhibierungstest herangezogen und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Aussaat auf ihre Inhibierungsaktivitdt hin untersucht.

Es wurden jeweils 2000 ng des Rohextraktes eingesetzt.

6 Wochen nach Aussaat 10 Wochen nach Aussaat

Abb. 3.14 und 3.15 PG-Inhibierungstest von Individualpflanzen A bis W der Linie 98-19-1,9 gegeniiber
PG Colletotrichum acutatum. Die Entnahme der Bldtter und die Extraktion fand 6 Wochen (Abb. 3.14)
und 8 Wochen (Abb. 3.15) nach Aussaat statt. PG= nur pilzliche PGs; Kon= PG mit Extrakt nicht-
transgener Kontrollpflanzen; A-W= PG mit Blattextrakten der Linie 98-19-1,9.
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Die Abbildungen 3.14 und 3.15 zeigen den Effekt der Blattextrakte auf die Polygalakturonase
von Colletotrichum acutatum. Auch bei diesem PG Inhibierungstest ist die Varianz der
Individualpflanzen einer Linie deutlich an der unterschiedlichen Grofe der Hofe erkennbar.
Zudem zeigen die Blattextrakte mit zunehmendem Alter der Pflanzen eine geringere
Inhibierungsaktivitdit. Da es sich um Individualpflanzen einer Linie handelte wurde
vorausgesetzt, dass die genetische Ausstattung in Bezug auf das Transgen identisch ist. Um
diese Vorraussetzung zu iiberpriifen wurde von zehn (A bis J) der oben gezeigten 23 Pflanzen
eine DNA-Isolierung und eine Southern-Blot-Analyse durchgefiihrt (Abb. 3.16). Die Analyse
wies erwartungsgemal fiir alle 10 getesteten Pflanzen das gleiche Integrationsmuster auf,

welches mit dem Charakterisierungsergebnis der Linie 98-19-1,9 (3.1.1.2) iibereinstimmte.

2400 bp — . T—

Abb. 3.16 Southern-Blot-Analyse der Individualpflanzen A bis J der Linie 98-19-1,9.
Der Restriktionsverdau wurde mit Xba I durchgefiihrt, es wurden zwei Ri PGIP Sonden zur Detektion

verwendet.

Wie unter 2.2.3.4 beschrieben lésst sich anhand der Grofe der Hofe um die Vertiefungen in
den Agaroseplatten, die inhibitorische Wirkung der Pflanzenextrakte auf die
Polygalakturonasen im Vergleich zur Kontrollpflanze prozentual berechnen. Diese
Berechnung wurde fiir die in Abb. 3.14 und 3.15 gezeigten Proben vorgenommen und in den

Abb. 3.17 und 3.18 graphisch dargestellt.
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Inhibitorische Wirkung der Blattextrakte 6 Wochen nach Aussaat

80,00 -

D=62,7%

60,00 -

40,00 -

20,00 -

ABCDEFGHI JKLMNOPQRSTUVW

Abb. 3.17 Inhibierungsaktivitiit der Individualpflanzen 98-19-1,9 A bis W; 6 Wochen nach Aussaat

Wie der Graphik 3.17 zu entnehmen ist, lag die durchschnittliche Inhibierungsaktivitit der
Nachkommenschaft bei 62,7 %. Die Ergebnisse der Einzelpflanzen zeigten jedoch eine sehr
hohe Varianz und lagen in einem Bereich von 5,8 % (Q) bis zu 100 % Inhibierung (A, F, M,
O,P, S, T).

Inhibitorische Wirkung der Blattextrakte 10 Wochen nach Aussaat

100,00

80,00 -

60,00

40,00

D=253%

20,00 +

ABCDEFGHI JKLMNOPQRSTUVW

Abb. 3.18 Inhibierungsaktivitiit der Individualpflanzen 98-19-1,9 A bis W; 10 Wochen nach Aussaat

Vier Wochen nach der ersten Untersuchung wurden Rohextrakte derselben Pflanzen (A bis
W) hergestellt um ihre inhibitorische Wirkung erneut zu testen. Wie schon auf Abb. 3.15

sichtbar, zeigte sich ein deutlich verdndertes Bild. Die durchschnittliche Inhibierungsaktivitat
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in der Nachkommenschaft war mit 25,3 % im Vergleich zum ersten Termin (62,7 %) deutlich
reduziert (Abb. 3.18).

Bei den 23 untersuchten Pflanzen war die Inhibierungsaktivitit von 17 Pflanzen zehn Wochen
nach Aussaat deutlich reduziert im Vergleich zur ersten Untersuchung (sechs Wochen nach
Aussaat). Bei fiinf Pflanzen verschob sich die Inhibierungsaktivitidt nur um etwa 10 %, was
als natiirliche Streuung akzeptiert, da Vorversuche ergaben, dass auch Kontrollpflanzen eine
Inhibierungsaktivitit bis zu 10 % aufwiesen. Lediglich bei einer Pflanze (H) konnte eine
deutliche Zunahme der Aktivitdt von 11,8 % auf 100 % verzeichnet werden.

Es kann also generell von einem Verlust der Inhibierungsaktivitdt mit zunehmender
Entwicklungsdauer der Pflanzen ausgegangen werden.

Parallel zur Ernte der Pflanzen, zwolf Wochen nach Aussaat, wurden Rohextrakte der
Wurzeln hergestellt und auf ihre Inhibierungsaktivitdt hin untersucht. Hierbei lag die
durchschnittliche Inhibierungsaktivitit bei 12,7 % (Standardabw. 8,8). Auch dieses Ergebnis
bestitigte die bereits in Abb.3.12 gezeigten Ergebnisse. Die Wurzeln zeigten im Vergleich zu

den Blittern eine wesentlich geringere Inhibierungsaktivitét.

PG Inhibierungstest — 98-52-2,5 (Ri PGIP, drei Kopien)

Von der Linie 98-52-2,5 wurden acht Individualpflanzen im Hinblick auf ihre Wirkung
gegeniiber der Polygalakturonase aus Colletotrichum acutatum untersucht, keiner der Extrakte

zeigte einen Effekt im Vergleich zur Kontrollpflanze.

PG Inhibierungstest — 98-52-5,4 (Ri PGIP, zwei Kopien)

Es wurden zwei Individualpflanzen der Linie 98-52-5,4 mittels PG Inhibierungstest
untersucht. Getestet wurde der Effekt auf Polygalakturonasen von Botrytis cinerea,
Colletotrichum acutatum und Stenocarpella maydis. Die Extrakte zeigten fiir keine dieser

Polygalakturonasen eine inhibitorische Aktivitit.
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PG Inhibierungstest — Ad PGIP-Linien

Tab. 3.20 PG Inhibierungstest Ad PGIP-Linien PG Botrytis; PG Stenocarpella; PG Colletotrichum
Blattextrakte verschiedener Pflanzen der Ad PGIP Linien wurden mit unterschiedlichen

Gesamtproteinegehalten auf ihre inhibitorische Aktivitit gegeniiber oben genannten Polygalakturonasen

getestet.
Pflanze PG Botrytis PG Stenocarpella | PG Colletotrichum
Proteininng Hemmung | Proteininng Hemmung | Protein in ng Hemmung
der PG in % der PG in % der PG in %
98-29-1,4-1-1-1-1 2000 0% 2000 0% 2000 0%
(eine Kopie) 200 0% 200 0% 200 0%
50 0% 50 0 % 50 0%
98-29-1,4-1-1-2-7 2000 0% 2000 0 % 2000 0%
(eine Kopie) 200 0%
99-55-1,2-3-20-2-4 2000 0% 2000 0% 2000 0%
(eine Kopie) 200 0% 200 0% 1000 0%
50 0% 50 0% 500 0%
99-63-38,1-2 2000 0% 2000 0% 2000 0%
(eine Kopie) 200 0%

Es wurden Extrakte von drei verschiedenen transgenen Linien mit dem Ad PGIP auf Effekte
gegeniiber pilzlichen Polygalakturonasen getestet. Keiner der Blattextrakte zeigte eine

hemmende Wirkung auf die getesteten PGs.

3.2.3 Expressionsanalyse des vst/-Gens mittels HPLC

Zum Nachweis der Expression der Stilbensynthase und der daraus resultierenden Bildung von
Resveratrol wurden einige Pflanzen beider transgener Linien induziert, Extrakte erstellt und
mittels HPLC Analyse auf ihren Resveratrolgehalt hin untersucht.

Die Induktion der Pflanzen fand durch 5-miniitige UV Bestrahlung statt. Um die Entwicklung
der Resveratrolproduktion zu verfolgen, wurde zunéchst eine Kinetik gestartet, bei der die
Pflanzen unterschiedlich lange Zeit nach der fiinfminiitigen UV-Bestrahlung inkubiert

wurden, um die Resveratrolsynthese stattfinden zu lassen. Dazu wurde je Linie eine Pflanze
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eine Pflanze direkt nach der Induktion extrahiert und die iibrigen Pflanzen wurden nach der

Induktion 1 Stunde, 2, 4, 8, 24 und 48 Stunden inkubiert bevor sie extrahiert wurden.

Kinetik der Linie 98-48-8,2

Resveratrolgehalt der Linie 98-48-8,2
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=
£z
g 5 1.5
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Inkubationszeit nach Induktion in Stunden

B unbekanntes Resveratrol O Resveratrol-Glycosid ‘

Abb. 3.19 Ermittelte Resveratrolgehalte fiir Individualpflanzen der Linie 98-48-8,2 nach Durchfiihrung
einer Kinetik. Die einzelnen Proben wurden mit UV Licht induziert, von 0 bis 48

Stunden inkubiert und anschlieend extrahiert.

Kinetik der Linie 99-67-8,1

Resveratrolgehalt der Linie 99-67-8,1

Resveratrolgehalt in pg/g
Frischgewicht

0 1 2 4 8 24 48

Inkubationszeit nach Induktion in Stunden

B unbekanntes Resveratrol OResveratrol-Glycosid

Abb. 3.20 Ermittelte Resveratrolgehalte fiir Individualpflanzen der Linie 99-67-8,1 nach Durchfiihrung
einer Kinetik. Die einzelnen Proben wurden mit UV Licht induziert, anschlieBend von 0 bis 48

Stunden inkubiert und extrahiert.
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Die HPLC Analyse der Extrakte ergab, dass das Resveratrol in den Erbsenpflanzen nicht frei
vorliegt, sondern in den Pflanzen beider Linien als Resveratrol-Glycosid.

Ausserdem setzte sich das Resveratrol aus zwei Fraktionen mit unterschiedlichen
Retentionszeiten zusammen. Eine Fraktion konnte bereits in transgenen Apfeln mit dem Vst1-
Konstrukt nachgewiesen werden (SZANKOWSKI 2003). Diese Fraktion stieg mit zunehmender
Inkubationszeit nach der Induktion an (Abb. 3.19 und 3.20). Zusitzlich konnte in den
transgenen Erbsen eine weiteres Resveratrol Derivat detektiert werden, was bisher nicht ndher
charakterisiert wurde. Wie in den Abbildungen 3.19 und 3.20 erkennbar ist, wird es in den
Pflanzen der Linie 98-48-8,2 schwicher exprimiert (0,13 bis 0,27 pug/g), als in den Pflanzen
der Linie 99-67-8,1 (0,50 bis 0,68 pg/g). In den Abbildungen ist erkennbar, dass die Induktion
und die Dauer der Inkubationszeit keinen FEinfluss auf die Bildung des unbekannten
Resveratrolderivates hatte. Die ermittelten Werte flir die einzelnen Proben sind der Tabelle

3.21 zu entnehmen.

Tab. 3.21 Resveratrolgehalte, die mittels HPLC in Pflanzen der Linien 98-48-8,2 und 99-67-8,1 detektiert
wurden. Die Extraktion der Pflanzen erfolgte direkt nach der Induktion (0 h) und nach 1, 2, 4, 8, 24

und 48 Stunden Inkubationszeit.

Inkubationszeit Oh 1h 2h 4h 8h 24 h 48 h
Resveratrol- - - - - - 0,40 ng/g | 0,83 ng/g
Glycosid

98-48-8,2

Resveratrolderivat | 0,18 ug/g | 0,21 ng/g | 0,20 ug/g | 0,27 ug/g | 0,14 ug/g | 0,13 ug/g | 0,19 ng/g
98-48-8,2

Resveratrol- 0,25 ug/g | 0,40 ug/g | 0,25 pug/g | 0,35 ug/g | 0,54 ng/g | 1,04 ng/g | 1,08 ug/g
Glycosid
99-67-8,1

Resveratrolderivat | 0,58 pug/g | 0,68 ng/g | 0,43 ug/g | 0,56 ng/g | 0,58 ug/g | 0,50 ug/g | 0,52 ng/g
98-67-8,1

98-48-8,2

Fiir die Proben der Linie 98-48-8,2 ergaben sich direkt nach Induktion (0) und 1, 2, 4 und 8
Stunden nach Induktion Werte um 0,20 pg Gesamt-Resveratrol pro g Frischgewicht. Nach
einer 24-stiindigen Inkubationszeit der induzierten Blétter stieg der Gehalt an Resveratrol auf
0,53 pg pro g Frischgewicht an. Durch Verdoppelung der Inkubationszeit auf 48 Stunden
konnte auch eine Verdoppelung des Resveratrolgehaltes auf 1,02 ug pro g Frischgewicht
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erreicht werden. Dieser Anstieg resultierte aus der Bildung des bereits bekannten Resveratrol-
Glycosids, das 24 Stunden nach Induktion erstmals in den Pflanzen nachgewiesen werden
konnte (0,40 pg/g). 48 Stunden nach Induktion war der Gehalt des Resveratrols in den
Pflanzen verdoppelt. Zusitzlich zu den Ergebnissen der Kinetik, wurden einige Ergebnisse
von Einzelproben gewonnen. Die Proben wurden 24 Stunden nach der Induktion extrahiert.
Fiir die Linie 98-48-8,2 ergaben sich 1,42 und 3,32 pug Gesamt-Resveratrol pro g
Frischgewicht.

99-67-8,1

Bei den Pflanzen der Linie 99-67-8,1 ergab sich ein etwas anderes Bild (Abb. 3.20). Bei den
Pflanzen ohne Induktion und bis zu 8 Stunden Inkubationszeit nach Induktion wurden Werte
von 0,68 bis 1,13 pg Resveratrol pro g Frischgewicht gemessen. Vergleichbare Werte wurden
bei der Linie 98-48-8,2 erst nach 48-stiindiger Inkubationszeit erreicht (Abb. 3.19). Der
verstirkende Effekt durch die Inkubation nach Induktion dufB8erte sich bei dieser Linie nicht so
stark. Der Resveratrolwert stieg nach 24-stiindiger Inkubationszeit auf 1,54 ug Resveratrol
pro g Frischgewicht an, was einer Steigerung um 36 % im Vergleich zur 8 h Probe (1,13pg)
entspricht (Tab. 3.21). Die erweiterte Inkubationszeit auf 48 h ergab lediglich eine Erh6hung
des Wertes auf 1,60 ug pro g Frischgewicht.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass die Expressionsrate des vs¢/-Gens in der Linie
99-67-8,1 generell hoher lag als die Expression der Linie 98-48-8,2. Dafiir sprechen auch
einige Ergebnisse, die zusitzlich zu den Ergebnissen der Kinetik, durch einige Einzelproben
gewonnen wurden. Die Proben wurden 24 Stunden nach der Induktion extrahiert. Fiir die
Linie 99-67-8,1 ergaben sich Werte von 2,19; 5,21; 3,56 und 5,09 pg Gesamt-Resveratrol pro
g Frischgewicht. Auch hier war eine hohe Varianz der Einzelwerte zu verzeichnen, die
eventuell einen Hinweis auf eine unterschiedliche Expression in Einzelpflanzen geben kdnnte.

Um dies ndher zu untersuchen, miissten jedoch eingehende Analysen durchgefiihrt werden.
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3.3 Resistenztestung der Elternlinien

Die Resistenztestung der Pflanzen wurde am Institut fiir Landwirtschaft in Cordoba, Spanien
von Herrn Dr. Diego Rubiales durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden freundlicherweise von

Herrn Dr. Rubiales fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

Die Tests wurden mit den Pathogenen Erisyphe graminis und Uromyces pisi durchgefiihrt.

Die Prozentzahlen bezeichnen den Anteil der sporenbildenden Einheiten (SF in %) auf den
Blittern. Es wurde jeweils 20 Pflanzen in 5 Wiederholungen ausgezihlt. Die Ergebnisse
werden in den Tabellen 3.22 bis 3.24 jeweils im Vergleich zur nicht transgenen

Kontrollpflanze dargestellt.

3.3.1 Resistenztestung der Ri PGIP-Linien

Tab. 3.22 Resistenztestung der RiIPGIP Linie 98-19-1,9 mit Erysiphe graminis und Uromyces pisi

Echter Mehltau Rost
(Erysiphe pisi) (Uromyces pisi)
‘Baroness* 75 % 3,5%
nicht transgen
98-19-1,9-5-1-4-3 63,61 % 1,86 %
22 Pflanzen
98-19-1,9-5-1-4-6 68,13 % 2,87 %
29 Pflanzen

Die Ergebnisse der Resistenztests zeigen, dass die transgenen Pflanzen der Linie 98-19-1,9
tendenziell einen geringeren Befallsgrad aufwiesen, als die Kontrollpflanzen. Bei den Tests
mit Uromyces pisi konnte der Befall sogar von 3,5 % auf 1,86 % bzw. 2,87 % reduziert
werden. Dies liel3 sich statistisch jedoch nicht absichern, da der Stichprobenumfang zu gering

und die Varianz der Einzelpflanzen zu hoch waren.
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3.3.2 Resistenztestung der Ad PGIP-Linien

Tab. 3.23 Resistenztestung der Ad PGIP-Linien 98-29-1,4-1 und 99-55-1,2 mit Erysiphe graminis und

Uromyces pisi
Echter Mehltau Rost
(Erysiphe pisi) (Uromyces pisi)

‘Baccara’ 78,35 % 1,95 %

nicht transgen

98-29-1,4-1-1-3 und 6 80 % 11,25 %

19 Pflanzen

‘Baroness’ 75 % 3,5%

nicht transgen

99-55-1,2-3-20-6 und 8 | 72,19 % 7,43 %

22 Pflanzen

Die Resistenztests der AdPGIP-Linien lieferten sehr iiberraschende Ergebnisse. Gegeniiber
Echtem Mehltau zeigten die transgenen Pflanzen keine deutlich anderen Reaktionen als die
Kontrollpflanzen. Die Pflanzen der Linien 98-29-1,4-1 zeigten im Vergleich zur Kontrolle
eine leicht erhohte Anfilligkeit, wahrend die Pflanzen der Linie 99-55-1,2 eine leicht
geringere Anfilligkeit zeigten. Beide Unterschiede lieBen sich statistisch nicht absichern.

Bei den Resistenztests mit Uromyces pisi hingegen zeigten alle transgenen Pflanzen eine
deutlich hohere Anfilligkeit als die nicht transgenen Kontrollpflanzen. Bei der Linie 99-55-
1,2 war die Anfalligkeit etwa doppelt so hoch wie die der Kontrolle. Bei der Linie 98-29-1,4-
1 war der Befall mit Rostpilzen sogar sechs mal hoher als bei den nicht transgenen
Kontrollen, dies konnte statistisch auch abgesichert werden (Test nach Dunnett p < 0,05).

Die hohere Anfilligkeit der Pflanzen durch die rekombinanten PGIPs, kdnnte eventuell auf

die Stilllegung endogener PGIPs zuriickzufiihren sein und wird noch diskutiert.
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3.3.3 Resistenztestung der Vstl-Linien

Tab. 3.24 Resistenztestung der vsz-Linien 98-48-8,2 und 99-67-8,1 mit Erysiphe graminis und

Uromyces pisi
Echter Mehltau Rost
(Erysiphe pisi) (Uromyces pisi)
‘Baccara’ 78,35 % 1,95 %
nicht transgen
98-48-8,2 77,14% 5,17 %
‘Baroness’ 75 % 3.5%
nicht transgen
99-67-8,1 70 % 3,0 %

Die Resistenztestung der Pflanzen der Linie 98-48-8,2 ergab fiir Echten Mehltau einen sehr
geringen Unterschied zwischen den transgenen Pflanzen und den nicht transgenen
Kontrollpflanzen von 77,14 % zu 78,35 %. Dies lag im Bereich der normalen Streuung. Das
vstl-Gen zeigte in dieser Linie also keinen Effekt auf die Reaktion gegeniiber Mehltau. Die
Anfilligkeit fiir Rost wurde durch die Integration des vst/-Gens in der Linie 98-48-8,2 mit
Werten von 1,95 % bei den Kontrollpflanzen auf 5,17 % bei den transgenen Pflanzen mehr als
verdoppelt.

Die Linie 99-67-8,1 zeigte im Vergleich zu den Kontrollpflanzen eine leicht reduzierte

Anfilligkeit gegeniiber Mehltau und Rost.
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3.4 Auswahl der Elternlinien

Aus dem Bestand der zuvor molekular und funktional charakterisierten Linien wurden nun die

Kreuzungseltern ausgewahlt. Sie sollten folgende Kriterien erfiillen:

= keine Integration von Vektorsequenzen iiber die T-DNA hinaus

= Integration moglichst weniger Kopien der T-DNA, im Idealfall einer Kopie
= die Expression des antifungalen Gens sollte nachgewiesen sein

= es sollte sich um eine etablierte homozygote Linie handeln

= 1m Idealfall sollten Resistenzdaten erhoben worden sein

In der Tabelle 3.25 werden alle als Kreuzungseltern verwendeten Linien und die Ergebnisse

der Charakterisierung aufgefiihrt.

Tab. 3.25 Zusammenfassung der Ergebnisse der molekularen und funktionalen Charakterisierung der

potentiellen Kreuzungseltern.

Linie Sorte GOI Kopien- Expression Homozygotie- Resistenzdaten
zahl des GOI Grad
98-19-1,9 Baroness RiPGIP 2 Kopien RNA+ T4/99,97 % leichte Hemmung
PGIP Assay + von Mehltau und
Rost
99-55-1,2 Baroness  AdPGIP 1 Kopie RNA + T5/99,99 % keinen Effekt auf
PGIP Assay - Mehltau, groflere
Anfilligkeit
gegentiber Rost
99-67-8,1 Baroness Vst 1 Kopie RNA + T5/99,16 % leichte Hemmung
HPLC + von Mehltau und
Rost

Unter Beriicksichtigung aller erhobenen Daten konnten lediglich die Linien 98-19-1,9 und 99-
67-8,1 als aussichtsreiche Kreuzungseltern bezeichnet werden. Da die Werte fiir die Linie 99-
55-1,2 jedoch ebenfalls sehr interessant erschienen, wurde ein geringerer Anteil der
Kreuzungen auch mit diesen Linien als Kreuzungseltern durchgefiihrt.

Der Hauptanteil der Kreuzungen lag jedoch bei der Kombination von Pflanzen der Linien 98-

19-1,9 und 99-67-8,1.
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3.5 Molekulare Analyse der Hybriden und deren

Nachkommenschaften

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die zuvor charakterisierten transgenen Erbsen
miteinander gekreuzt, um durch Kombination verschiedener antifungaler Konstrukte eine
erhohte Pilzresistenz gegen ein moglichst breites Spektrum an Pilzen zu erlangen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Analyse der Hybridpflanzen in Form von
Organigrammen dargestellt. Die Kreuzungseltern werden dabei ganz oben in der Abbildung
aufgefiihrt, die linke Pflanze ist jeweils die Empfangerpflanze, die rechte Pflanze ist die
Spender Pflanze und die untersuchten Nachkommenschaften darunter. Die Farben geben
dabei die Integration der jeweiligen antifungalen Gene wieder. Wenn es sich um Pflanzen
handelt die nur eins der beiden Gene integriert hatten, haben sie die Farbe der entsprechenden
Elternlinie. Bei Integration beider GOIls erhalten die entsprechenden Késtchen eine
Mischfarbe aus beiden Eltern. Zusitzlich sind in den Késten die Ergebnisse der Leaf-Paint-
Assays aufgefiihrt. Weille Késtchen stellen nicht transgene Pflanzen dar, also Pflanzen in
denen keines der beiden Transgene nachgewiesen werden konnte. Grau unterlegte Késtchen

stehen fiir nicht gekeimte Pflanzen.
3.5.1 Kombination von Ri PGIP und 4d PGIP

Durch die Kombination zweier pgip-Gene konnte eine Erweiterung des Wirkspektrums auf
Pilze erreicht werden. Zudem konnte die Kombination ein interessantes Objekt fiir die
Analyse von Gene Silencing-Mechanismen sein. Aufgrund der Homologie der pgip-Gene
untereinander, und auch zum endogenen Erbsen pgip-Gen konnten die entsprechenden
Mechanismen forciert werden. Hinzu kommt, dass beide Pflanzen vom 35S Promotor
reguliert werden. Im Hinblick darauf wurden Pflanzen der RiPGIP-Linien mit AdPGIP-
Pflanzen gekreuzt und die resultierenden Hybriden mittels PCR, Leaf-Paint-Assay und PGIP
Assay analysiert.

Es werden die Kreuzungen 02/221, 02/234 und 02/425 dargestellt. Es handelt sich bei allen
Hybridpflanzen um Kreuzungen der Linien 98-19-1,9 und 99-55-1,2.
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Erbgang der Kreuzung 02/221
99-55-1,2-3-20-4-10
kiwi PGIP
1 Kopie Eltern
02/221 LP --
02/221-1 02/221-2 02/221-3 02/2214 F1
LP -+ LP ++ LP +- LP++ |
02/221-4-2 02/221-4-3 02/221-4-6 F2
LP- LP +?/PAT + LP -
4-3-1 4-3-3 4-3-4 4-3-5 4-3-6 4-3-7 4-3-8 4-3-9 4-3-10 4-3-11 F 3
LP-- LP-- LP+2+ P-+2 || LP-2 LP-? P+2- || LP-- LP +2-
4-3-3-1 i 4-3-11-1 4-3-11-2 F 4
LP- LP +? +? LP--

Abb. 3.21 Organigramm der Kreuzung 02/221

Das Organigramm (Abb.3.21) zeigt, dass die Kreuzung 02/221 vier Nachkommen lieferte.
Die F 1 war hemizygot fiir beide pgip-Gene. Bei der weiteren Analyse der F2 zeigte lediglich
eine Pflanze von sechs Nachkommen die Integration beider Gene. Fiir diese Pflanze (02/221-
4-3) wurde die Inhibierungsaktivitit im PGIP-Assay bestimmt (Tab. 3.26). Mittels Leaf-Paint-
Test und PAT-Assay konnte die Aktivitit des bar-Gens fiir die Pflanze 02/221-4-3
nachgewiesen werden. Die Segregation der F 3 zeigt, dass es sich um eine hemizygote
Pflanze handelt. Bei der Pflanze 02/221-4-3-11 konnte es sich eventuell um eine homozygote
Pflanze handeln, da beide Nachkommen die Integration beider Gene zeigen. Dies muss jedoch

durch die Analyse der Nachkommenschaften gepriift werden.

Tab. 3.26 Ergebnisse des PGIP-Assays der Hybridpflanze 02/221-4-3

Pflanze PG Botrytis PG Stenocarpella PG Colletotrichum
Proteininng Hemmung | Proteininng Hemmung | Protein in ng Hemmung
der PG in % der PG in % der PG in %
02/221-4-3 2000 ng 100 % | 2000 80 % 2000 28,6 %
1000 66,7 % 1000 25%
500 42,9 % 500 12,5%

Das Ergebnis des PGIP-Assays zeigt eine 100 % ige Hemmung der Polygalakturonase aus
Botrytis cinerea und eine 80 % ige Hemmung der PG aus Stenocarpella beim Einsatz von
2000 ng Gesamtprotein. Die Hemmung der Polygalakturonase aus Colletotrichum ist mit 28,6

% vergleichsweise gering.
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Erbgang der Kreuzung 02/234
99-55-1,2-3-20-4-3
kiwi PGIP
1 Kopie Eltern
LP-
02/234-1 02/234-2 02/234-3 F1
LP+ | LP+ LP +
02/234-2-3 F2
LP--/PAT +
2-31 2-3-3 2-3-4 2-3-6 || 2-3-7 2-3-9 2-3-10 || 2311 ]| 2342[| 23413 F3
LP-- LP? LP- LP- || LP- LP-+ || LP- LP+ || LP- LP-
2-3-9-2 F 4
LP--

Abb. 3.22 Organigramm der Kreuzung 02/234

99

Die Kreuzung 02/234 lieferte drei Hybridpflanzen, von denen jedoch nur die Pflanze 02/234-2

einen Nachkommen in der F 2 lieferte, der beide pgip-Gene integriert hatte (02/234-2-3). Wie

die Aufspaltung der Nachkommen in der F 3 zeigt, handelte es sich um eine fiir beide pgip-

Gene hemizygote Pflanze. Die Ergebnisse des PGIP-Assays (Tab. 3.27) zeigten eine 100 %

ige Inhibierung der drei gepriiften Polygalakturonasen, beim FEinsatz von 2000 ng

Gesamtprotein. Die Etablierung einer fiir beide pgip-Gene homozygoten Linie konnte bisher

nicht realisiert werden.

Tab. 3.27 Ergebnisse des PGIP-Assays der Hybridpflanze 02/234-2-3

Pflanze PG Botrytis PG Stenocarpella PG Colletotrichum
Proteininng Hemmung | Proteininng Hemmung | Protein in ng Hemmung
der PG in % der PG in % der PG in %
02/234-2-3 2000 ng 100 % | 2000 100 % 2000 100 %
1000 83,3 % 1000 75 %
500 71,4 % 500 25%
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1-3-1
LP-

1-3-1-1
Lp

LP

Erbgang der Kreuzung 02/425
99-55-1,2-3-20-4-4
kiwi PGIP
1 Kopie Eltern
P 02/425
02/425-1 02/425-2
P+ P+ Fl
1-3 1-6 21 || 22
LP- p- || p- F2
1-3-2 1-3-3 1-3-4 1-3-5 1-3-7 1-3-8 1-3-9 1-3-10 1-3-11 1-3-12 1-3-13 1-3-14 1-3-15
P2 || p- || LP- : p- || P~ || Lp- P2 || LP+2 || LP- IES LP- LP- F3
| 1-3-16
1-6-5-1 LP-
i 13474 || 13472 | | 1347
16-5-2 P P LP+ F4

Abb. 3.23 Organigramm der Kreuzung 02/425

Die Kreuzung 02/425 lieferte zwei Hybridpflanzen. Fiir beide Pflanzen konnten in der F 2
Nachkommen mit beiden pgip-Genen detektiert werden (02/452-1-3; 02/452-2-1; 02/425-2-

2). Diese drei F 2 Pflanzen wurden mittels PGIP-Assay untersucht. Sie zeigten durchweg eine

Inhibierungsaktivitit von nahezu 100 % fiir alle drei getesteten Polygalakturonasen (Tab.

3.28). Der Leaf-Paint-Test der drei Pflanzen war negativ. Die Segregationsanalyse der F 3

zeigte, dass es sich bei der 02/425-1-3 um eine hemizygote Pflanze handelte. In der F 4

wurden bisher nur wenige Pflanzen getestet, doch alle zeigten die Integration beider pgip-

Gene. Die Analyse der Nachkommen konnte hier die Etablierung einer homozygoten

Kombinationslinie bestétigen.

Tab. 3.28 Ergebnisse des PGIP Assays der Hybridpflanzen 02/425-1-3, 02/425-2-1 und 02/425-2-2

Pflanze PG Botrytis PG Stenocarpella PG Colletotrichum
Proteininng Hemmung | Proteininng Hemmung | Protein in ng Hemmung
der PG in % der PG in % der PG in %
02/425-1-3 2000 100 % | 2000 ~90% 2000 100 %
2000 +
200 +
02/425-2-1 2000ng | 100 % | 2000 80 % 2000 85,7 %
1000 66,7 % 1000 25%
500 28,6 % 500 12,5 %
02/425-2-2 2000 ng 100 % | 2000 100 % 2000 100 %
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Insgesamt zeigten die Kombinationspflanzen aus den beiden PGIP-Linien sehr gute
Ergebnisse im PGIP-Assay. Dies gibt Anlass zur Annahme, dass die Integration der zwei
rekombinanten pgip-Gene aus Kiwi und Himbeere in einer Pflanze nicht grundsétzlich zum
Verlust der PGIP Aktivitit fiihrt. Die hohe PGIP Aktivitdt der Hybride ist aufgrund der bereits
gezeigten Ergebnisse der Elternpflanzen auf die FEigenschaften der Linie 98-19-1,9

zuriickzufiihren.

3.5.2 Kombination von Ad PGIP mit Vstl

Die Kreuzung von Pflanzen der A4d PGIP-Linie 99-55-1,2 mit der Vstl-Linie 98-48-8,2 kann
als Gegenversuch der Kombination beider PGIP-Linien angesehen werden. Da die Pflanzen
der Vstl-Linien keinerlei Wirkung im PGIP-Assay erzielen (Daten nicht dargestellt), miisste
eine eventuelle Inhibierungsaktivitit einer Hybride aus Ad PGIP und Vstl-Pflanzen
zwangsliufig auf die 4d PGIP-Linie zuriickzufithren sein. Fiir die Pflanzen dieser Linien
konnte bisher jedoch keinerlei Inhibierungsaktivitit gezeigt werden.

Auch hier bestitigen die gewonnenen Ergebnisse fiir die Hybridpflanzen und deren
Nachkommen die der Elternpflanzen. Es konnte keine hemmende Wirkung auf die

verwendeten Polygalakturonasen beobachtet werden.

3.5.3 Kombination von Ri PGIP mit Vstl

Bei der Kombination der Ri PGIP Linie 98-19-1,9 mit der Vstl-Linie 99-67-8,1 handelt es
sich um die aussichtsreichste Kreuzung. Zum einen, weil die Ergebnisse der
Charakterisierung beider Elternlinien durchweg positive Ergebnisse erzielten, und zum
anderen weil es sich hierbei um die Kombination zwei unterschiedlicher Wirkmechanismen
zur Bekdmpfung von phytopathogenen Pilzen in einer Pflanze handelt.

Die Charakterisierung der Pflanzen auf DNA-Ebene wurde analog zu der Analyse der
Elternlinien  durchgefiihrt. Die  Vererbung der rekombinanten Gene in die
Nachkommenschaften wurde mittels PCR analysiert. Zusdtzlich wurden teilweise Southern-
Blot-Analysen angefertigt, um die Stabilitit der Linien auf DNA-Ebene zu priifen. Die
Abbildungen 3.24 A und B zeigen das Southern-Blot Ergebnis einiger Hybridpflanzen (F 3).

Der Restriktionsverdau der genomische DNA wurde mit dem Restriktionsenzym Xba I
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durchgefiihrt. Abb. 3.24 A zeigt die Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde fiir das Ri
PGIP Gen, wihrend Abb. 3.24 B dieselbe Membran nach Hybridisierung mit einer Vstl-

spezifischen Sonde zeigt. Der Probenauftrag kann der Tab. 3.30 entnommen werden.

RiPGIP
Sonde

— P— — —
Ry e — A
1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12
. qm—
-
. — 3
- -— -—a—w -
B

[

Abb. 3.24 Southern-Blot-Analyse der F 3-Nachkommen der Hybridpflanze 02/457-1.

Vstl
Sonde

Der Restriktionsverdau der DNA wurde mit Xba I durchgefiihrt. Die Hybridisierung erfolgte mit einer
spezifischen Ri PGIP Sonde (A) und einer Sonde fiir das vst/-Gen (B).

Tab. 3.29 Probenauftragsprotokoll der Southern-Blot-Analyse der F3 Nachkommen der Kreuzung 2/457.

Probennr.

Pflanze

RiPGIP Vst

1

DIG Marker 11

98-19-1,9 Elternpflanze

02/457-1-4-1

02/457-1-4-4

02/457-1-4-5

02/457-1-9-2

02/457-1-9-3

02/457-1-10-1

O o | | | K| W] N

02/4571-10-2

—_
[«

02/457-1-11-2

| | ] ] ] ] ] ]+

[
—_—

99-67-8,1 Elternpflanze

—_
[\

Positivkontrolle RiPGIP/vst

o e B B S




Ergebnisse 103

Die Abbildung 3.24 zeigt, dass in der Mehrzahl der analysierten Pflanzen (sechs von acht) mit
beiden Sonden Genkopien detektiert werden konnten. Es sind also beide rekombinanten Gene
integriert. Zudem wurde durch die Southern-Blot-Analyse die Stabilitit der transgenen
Elternlinien und deren Integrationsmuster bestdtigt. Mit der Ri PGIP Sonde konnten
erwartungsgemill zwei Banden detektiert werden, wéhrend sich bei Hybridisierung mit der
Vstl-Sonde nur eine Bande zeigte. Zur Kontrolle wurde die DNA je einer Elternlinie an
Stelle 2 und 11 aufgetragen.

Die oben gezeigten Southern-Blot-Ergebnisse sind stellvertretend fiir alle nachfolgend

gezeigten Hybriden. Sie alle resultierten aus Kreuzungen derselben Linien.

Erbgang der Kreuzung 03/75

Eltern
[oarrs ]

Abb. 3.25 Organigramm der Kreuzung 03/75

F1

Die Kreuzung 03/75 fiihrte zu sechs F 1 Pflanzen (Abb. 3.25), die erwartungsgemal} beide
GOIs trugen. Das Ergebnis des Leaf-Paint-Tests war fiir alle F 1-Pflanzen negativ. Die
Ergebnisse des PGIP-Assays der mit allen F 1-Pflanzen durchgefiihrt wurde, kdnnen der
Tabelle 3.30 entnommen werden. Zwei der F 1-Pflanzen (03/75-1 und 03/75-2) wurden
mittels RT-PCR auf die Transkription des Vstl-Gens hin untersucht. Die RT-PCR zeigte fiir
die beiden Pflanzen 03/75-1 und 03/75-2 eine Transkription des vs¢/-Gens (Tab. 3.30).
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Tab. 3.30 Ergebnisse der molekularen und funktionalen Analyse der F1-Hybridpflanzen 03/75-1 bis 6

Pflanze PCR | PCR Leaf | RT-PCR | PG Aphanomyces PG Colletotrichum
vst RiPGIP | Paint | vst

Proteininng Hemmung | Protein in ng Hemmung
der PG in % Der PG in %

03/75-1 + + - + 2000 0% 2000 100 %

1000 22,2 %
03/75-2 + + - + 2000 100 %

1000 77,8 %
03/75-3 + + - n.d. 2000 100 %

1000 66,7 %
03/75-4 + + - n.d. 2000 87,5 %

1000 333 %
03/75-5 + + - n.d. 2000 0% 2000 75 %

1000 22,2 %
03/75-6 + + - n.d. 2000 100 %

1000 100 %

Der PGIP-Assay wurde mit den Polygalakturonasen aus Aphanomyces euteiches und
Colletotrichum acutatum durchgefiihrt. Die Extrakte aus beiden getesteten Pflanzen (03/75-1
und 03/75-5) zeigten keinerlei inhibierende Wirkung auf die Polygalakturonase aus
Aphanomyces euteiches, wihrend die PG aus Colletotrichum von den Rohextrakten nahezu
aller F 1-Pflanzen bei der Verwendung von 2000 ng Gesamtprotein vollstindig inhibiert
wurden. Nur die Pflanzen 03/75-4 und 03/75-5 zeigten mit 87,5 % und 75 % keine
vollstindige Hemmung. Beim Einsatz von 1000 ng des Rohextraktes waren die Ergebnisse
des Tests nicht so homogen. Die Inhibierungsaktivitit reicht von 22,2 % bei den Pflanzen
03/75-1 und 03/75-5 bis hin zu 100 % bei der Pflanze 03/75-6. In diesem Zusammenhang
kann festgestellt werden, dass sich die Hemizygotie der Pflanzen in Bezug auf das Ri pgip-
Gen positiv auswirkte. Durch die Analysen der Nachkommenschaften soll in Zukunft der
Einfluss der Verdoppelung des Transgens, also der angestrebte Zustand der Homozygotie

untersucht werden.
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Erbgang der Kreuzung 02/457
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Abb. 3.26 Organigramm der Kreuzung 02/457

Die Kreuzung 02/457 ergab lediglich eine F 1-Hybridpflanze (02/457-1). Diese Pflanze zeigte

ein negatives Leaf-Paint-Ergebnis. Die Ergebnisse des PGIP- Assays fiir die Pflanze 02/457-1

konnen der Tabelle 3.31 entnommen werden. Der Rohextrakt der hemizygoten Hybridpflanze

zeigte beim FEinsatz von 2000 ng Gesamtprotein eine vollstindige Hemmung aller drei

getesteten Polygalakturonasen. Auch beim Einsatz von 1000 ng und 500 ng Gesamtprotein

konnte bei PG Stenocarpella noch eine Hemmung von ca. 85 % erreicht werden und bei PG

Colletotrichum blieb die 100% ige Hemmung erhalten.

Tab. 3.31 Ergebnisse des PGIP-Assays der F1-Hybridpflanze Pflanze 02/457-1.

Pflanze PG Botrytis PG Stenocarpella PG Colletotrichum
Protein inng Hemmung Proteininng  Hemmung | Protein in ng Hemmung
der PG in % der PG in % der PG in %
02/457-1 2000 100 % | 2000 100 % 2000 100 %
1000 83,3 % 1000 100 %
500 85,7 % 500 100 %

In der F 2 konnten bei sechs von 13 Nachkommen beide rekombinanten Gene detektiert

werden (Tab. 3.32). Die Leaf-Paint-Ergebnisse fiir die F 2-Pflanzen waren in der Mehrzahl



Ergebnisse 106

negativ. Dies galt in noch stirkerem Maf3e fiir die F 3-Pflanzen. Von 22 untersuchten F 3-
Pflanzen konnten bei 14 Pflanzen beide Transgene nachgewiesen werden. Ausserdem wurde
ein PGIP-Assay fiir sdmtliche Pflanzen in der F 3 durchgefiihrt, die Ergebnisse konnen der

Tabelle 3.32 entnommen werden.

Tab. 3.32 Ergebnisse der molekularen und funktionalen Analyse der F 3-Pflanzen der Kreuzung 02/457.

Pflanze Samen | PCR | PCR Leaf PG Aphanomyces PG Colletotrichum
vst RiPGIP Paint
Proteininng Hemmung | Protein in ng Hemmung
der PG in % der PG in %
02/457-1-4-1 12 + + - 2000 0% 2000 100 %
02/457-1-4-2 + + - 2000 100 %
02/457-1-4-3 - + - 2000 222 %
02/457-1-4-4 + + - 2000 0 % 2000 66,6 %
02/457-1-4-5 12 + + - 2000 100 %
02/457-1-6-1 - + - 2000 16,7 %
02/457-1-6-2 + + - 2000 100 %
02/457-1-9-1 - + - 2000 0% 2000 11,1 %
02/457-1-9-2 | 15 + + - 2000 0 % 2000 44,4 %
02/457-1-9-3 16 + + - 2000 0% 2000 100 %
02/457-1-10-1 | 5 + + - 2000 66,7 %
02/457-1-10-2 | 5 + + - 2000 55,6 %
02/457-1-10-3 - + - 2000 100 %
02/457-1-10-4 + + - 2000 77,8 %
02/457-1-11-1 + + - 2000 100 %
02/457-1-11-2 | 12 + + - 2000 100 %
02/457-1-11-3 + + - 2000 16,7 %
02/457-1-11-4 + - - 2000 27,8 %
02/457-1-11-5 + + - 2000 100 %

Die Pflanzen der F 3-Generation zeigten, mit Ausnahme weniger Pflanzen sehr dhnliche
Werte in Bezug auf die Hemmung der PGs. Im Test gegen PG aus Aphanomyces euteiches
konnte keine Hemmung erreicht werden. Im Test gegen PG aus Colletotrichum acutatum
zeigten beim Einsatz von 2000 ng Gesamtprotein acht von 14 getesteten Pflanzen eine
vollstindige Inhibierung der Polygalakturonase. Weitere fiinf Pflanzen inhibierten die
Polygalakturonase im Bereich von 44 % bis 77,8 %. Nur die Inhibierungsaktivitét der Pflanze
02/457-1-11-3 lag mit 16,7 % weit unterhalb der anderen Werte. Inwieweit auch hier
Hemizygotie und Homozygotie einen Effekt auf die Aktivitit des PGIP Gens haben, soll
anhand fortlaufender Segregationsanalysen untersucht werden. Ein Teil der F 4-Pflanzen
befindet sich zurzeit zur Analyse im Gewédchshaus. Sobald eine homozygote Linie mit beiden
GOIs etabliert werden kann, sollen weitere Untersuchungen in Bezug auf die

Expressionsstabilitit des pgip-Gens und des vst/-Gens folgen.
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Abb. 3.27 Organigramm der Kreuzung 02/484; 02/484-1
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Bei der Kreuzung 02/484 handelt es sich um eine reziproke Kreuzung der 02/457. In diesem

Ansatz stellte die Pflanze der Linie 99-67-8,1 die Empfingerpflanze, wihrend die Pflanze der

Linie 98-19-1,9 der Pollendonor war. Es resultierten zwei hemizygote F 1-Pflanzen aus der

Kreuzung, deren Analyse in den Abbildungen 3.27 (02/484-1) und 3.28 (02/484-2) dargestellt

wird. Die Leaf-Paint-Ergebnisse beider F 1 Pflanzen waren indifferent.

Die Pflanze 02/484-1 wurde zum PGIP-Assay mit verschiedenen Polyglakturonasen

herangezogen, die Ergebnisse sind in Tabelle 3.33 aufgefiihrt. Beim Einsatz von 2000 ng

Gesamtprotein wurde gegen alle drei getesteten Polygalakturonasen eine Inhibierung von 100

% erreicht. Auch mit 1000 ng und 500 ng wurde die Polygalakturonase aus Colletotrichum

noch zu 100 % gehemmt. PG Stenocarpella wurde beim Einsatz von 1000 ng Protein

ebenfalls zu 100 % gehemmt und beim Einsatz von 500 ng noch zu 87,5%.

Tab. 3.33 Ergebnisse des PGIP Assays der F 1 Hybridpflanze 02/484-1

1000 100 %

500 85,7 %

Pflanze PG Botrytis PG Stenocarpella PG Colletotrichum
Proteininng Hemmung | Proteininng Hemmung | Protein in ng Hemmung
der PG in % der PG in % der PG in %
02/484-1 2000 100 % | 2000 100% 2000 100 %

1000 100 %

500 100 %
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Mittels PCR Analyse konnten in neun der 15 F2-Nachkommen beide Transgene
nachgewiesen werden. Drei der F 2 Pflanzen enthielten nur das vst/-Gen, wihrend in zwei
Pflanzen nur das pgip-Gen nachgewiesen werden konnte. Eine der untersuchten F 2-Pflanzen
zeigte weder die Integration des einen, noch des anderen rekombinanten Gens. Die Analyse
der F 3-Pflanzen zeigte bei zwolf von 17 untersuchten Pflanzen die Integration beider
antifungaler Gene. Die F 4 befindet sich zurzeit im Gewichshaus, um mdglichst schnell die
Etablierung einer homzygoten Kombinationslinie zu gewihrleisten.

Die F 3-Pflanzen wurden einer detaillierten molekularen und funktionalen Analyse

unterzogen, die resultierenden Daten sind in der Tabelle 3.34 aufgefiihrt.

Erbgang der Kreuzung 02/484

Eltern
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LP- F3

Abb. 3.28 Organigramm der Kreuzung 02/484; 02/484-2

Die Analyse der F 2-Generation der 02/484-2 ergab zwei Pflanzen mit beiden GOls aus sechs
insgesamt getesteten. Die Leaf-Paint Ergebnisse der F 2 Pflanzen waren durchgéingig negativ.
Auch hierbei wurden die F 3-Pflanzen einer detaillierten Analyse unterzogen. Die Ergebnisse
befinden sich in Tabelle 3.34.

Die F 3-Pflanzen der Kreuzung 02/484 zeigen im PGIP-Assay ein dhnliches Bild wie die
bereits prasentierten Daten der Kreuzung 02/457 (Tab. 3.33). Die Ergebnisse in Bezug auf die
PG von Aphanomyces euteiches waren vollstindig negativ und entsprachen damit allen zuvor

erhaltenen Ergebnissen.
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Tab. 3.34 Ergebnisse der molekularen und funktionalen Analyse der F 3-Pflanzen der Kreuzung 02/484.

Pflanze Samen | PCR PCR Leaf PG Aphanomyces PG Colletotrichum
vst RiPGIP | Paint
Proteininng Hemmung | Protein in ng Hemmung
der PG in % der PG in %

02/484-1-3-1 + + - 2000 66,7 %
02/484-1-3-2 + + - 2000 11,1 %
02/484-1-3-3 + - - 2000 22,2 %
02/484-1-3-4 + + - 2000 16,7 %
02/484-1-4-1 - + - 2000 0% 2000 100 %
02/484-1-4-2 - + - 2000 0% 2000 100 %
02/484-1-6-1 + - - 2000 22,2 %
02/484-1-6-2 + + - 2000 100 %
02/484-1-7-1 22 + + - 2000 14,3 %
02/484-1-8-1 + - - 2000 0%
02/484-1-8-2 + + - 2000 100 %
02/484-1-9-1 + + - 2000 0 % 2000 71,4 %
02/484-1-9-2 + + - 2000 0 % 2000 100 %
02/484-1-10-1 + + - 2000 0 % 2000 71,4 %
02/484-1-14-1 - + - 2000 21,4 %
02/484-1-15-1 + + - 2000 0 % 2000 100 %
02/484-1-15-2 + + - 2000 0 % 2000 100 %
02/484-2-1-1 - - - 2000 0%
02/484-2-1-2 + + - 2000 57,1 %
02/484-2-6-1 7 + + - 2000 100 %
02/484-2-6-2 + + + 2000 14,3 %

Bei dieser Kreuzung traten deutlich mehr F 3-Pflanzen auf, die keine oder nur eine sehr
geringe Inhibierung der Polygalakturonase von Colletotrichum acutatum zeigten. So wurden
fiir vier von 14 getesteten Hybridpflanzen eine Inhibierungsaktivitidten von weniger als 20 %
gemessen. Sechs der 14 getesteten Hybridpflanzen zeigten eine vollstdndige Inhibierung der
Polygalakturonase aus Colletotrichum und bei vier weiteren Pflanzen lag die
Inhibierungsaktivitdt zwischen 57,1 und 71,4 %. Mit Ausnahme der Pflanze 02/484-2-6-2
fielen die Leaf-Paint-Ergebnisse flir alle getesteten F3-Pflanzen negativ aus, dabei war
unerheblich ob sie eines oder beide rekombinanten Gene integriert hatten.

Schon durch die Vorraussetzungen der Elternlinien, erschien die Kreuzung der Ri PGIP- Linie
98-19-1,9 mit der Vstl-Linie 99-67-8,1 als aussichtsreiche Kombination. Dies wurde durch
die bisherigen Analysen der Hybridpflanzen und deren Nachkommen bestdtigt. Die
Resveratrolgehalte der Kombinationspflanzen konnten bisher leider noch nicht bestimmt
werden. Die Ergebnisse der PGIP-Assays zeigten jedoch, dass die Expression des
rekombinanten PGIPs in den Hybriden mindestens genauso stark ist wie in den Elternlinien.
Sobald die Etablierung homozygoter Kombinationslinien gelungen ist, soll mit diesen

Pflanzen der Effekt kombinierter antifungaler Gene auf Pilze untersucht werden.
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4  Diskussion

Seit Gregor Mendel ist die Erbse eine wichtige Modellpflanzen fiir physiologische,
biochemische und genetische Studien. Heute werden Lotus japonicus und Medicago
truncatula als fihrende Modell-Leguminosen angesehen (VANDEN BOSCH und STACEY 2003).
Medicago truncatula hat sich vor allem aufgrund des wesentlich kleineren Genoms als
Modellpflanze etabliert. Da Medicago eine hohe Syntenie zu Pisum aufweist, darf davon
ausgegangen werden, dass Ergebnisse aus der Transkriptomik und Proteomik auf Erbsen
iibertragbar sein werden. Aufgrund ihres hohen Proteingehalts und den geringen Anteil
antinutritiver Substanzen, zdhlen Erbsen, neben den Getreiden, zu den wichtigsten
Nahrungspflanzen weltweit. Die Ertragsstabilitdit ist vor allem aufgrund biotischer
Schadfaktoren sehr problematisch beim FErbsenanbau. Hier sind in erster Linie
phytopathogene Pilze und Viren zu nennen, die mitunter zu dramatischen Ertragsausfillen
fiihren konnen.

Der relativ kleine Genpool der Erbse gestaltet die Resistenzziichtung sehr schwierig. Weder
durch konventionelle Ziichtung noch durch Mutationsziichtung konnte eine wesentliche
Verbreiterung des primédren Genpools der Erbse erreicht werden (GOTTSCHALK und WOLF
1983; BLIXT et al. 1991). Das Instrumentarium des molekularen Gentransfers bietet hier
grundsitzlich eine Moglichkeit zur Erweiterung des Resistenzspektrums der Erbse.

Auch 14 Jahre nach der ersten Verdffentlichung iiber stabil transformierte Erbsen (PUONTI-
KAERLAS et al. 1990) ist die Transformation von Leguminosen nicht sehr effizient. Es liegen
jedoch inzwischen eine Reihe von Publikationen mit optimierten und reproduzierbaren
Protokollen zur Agrobakterium-vermittelten Erbsentransformation vor (DAVIES et al. 1993;
SCHROEDER et al. 1993; GRANT et al. 1995; BEAN et al 1997; Zusammenfassung in GRANT
und COOPER 2002).

Ein GrofBteil der Publikationen befasst sich ausschlieBlich mit der Etablierung und
Optimierung von Transformationsbedingungen unter Einsatz visuell detektierbarer
Reportergenen wie GUS (DE KATHEN und JACOBSEN 1990; DAVIES et al. 1993; POLOWICK et
al. 2000; GRANT et al. 2003) oder selektierbarer Markergene wie nptll oder bar (PUONTI-
KAERLAS et al. 1992; SCHROEDER et al. 1993; GRANT et al. 1995; BEAN et al. 1997;

NADOLSKA-ORCZYK und ORCZYK 2000).
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Unter dem Aspekt der Erh6hung der Insektenresistenz wurde von MORTON et al. (2000) durch
die Expression eines o-Amylase-Inhibitors ein Schutz gegen den Erbsen Samenbohrer
(Bruchus pisorum) erreicht. Die Integration viraler Hiillproteingene oder viraler
Replikasegene in das Erbsengenom fiihrte in einigen Féllen zur erhéhten Virusresistenz
transgener Erbsen (CHOWRIRA et al. 1998; JONES et al. 1998; TIMMERMAN-VAUGHAN et al.
2001). Am CSIRO in Australien wird ebenfalls intensiv an der Erhdhung der Pilzresistenz
von Erbsen geforscht, so wurden in den Jahren 1998, 1999 und 2000 Freisetzungsversuche
von transgenen Erbsen durchgefiihrt, die folgende rekombinante Gene integriert hatten:
RsAFP2 aus Rettich (Raphanus sativus) kodiert fiir ein antifungales Protein (PR-96); vstl
Gen aus Wein (Vitis vinifera) kodiert fiir Stilbensynthase (PR-96); ein Gen aus Arabidopsis
thaliana, welches fiir ein Lipid Transfer Protein kodiert (PR-114) und ein Gen aus Tabak,
welches fiir das Protein Osmotin kodiert (PR-134). Die entsprechenden Freisetzungsantrige
sind im Internet einzusehen (Homepage des Australischen Gesundheitsministeriums;
http://www.health.gov.au). Die Ergebnisse der Versuche wurden bisher aber nicht, oder nur
mit zeitlicher Verzogerung verdffentlicht. Moglicherweise unterliegen die Daten dem
Patentrecht, oder sie werden aus Griinden der Firmenpolitik zuriickgehalten.

Ausserdem gibt es einige Anséitze, die Erbse mit ihren proteinreichen Samen zum ,,Molecular
Farming“ einzusetzen. Die Arbeiten von PERRIN et al. (2000) und SAALBACH et al. (2001)
zeigen, dass die Antikorperproduktion in transgenen Erbsen ein neues Produktionssystem

eroffnet.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Strategie verfolgt, das antifungale Potenzial
verschiedener Gene in Erbsenpflanzen zu kombinieren und damit eine Beeinflussung des
Resistenzniveaus der Pflanzen gegeniiber phytopathogenen Pilzen vorzunehmen. Die
Kombination verschiedener rekombinanter Gene mittels Kreuzung stellt einen bisher
einzigartigen Ansatz zur Erweiterung des Resistenzspektrums der Erbse dar.

Unabhéngig von der in dieser Arbeit vorgestellten agrarbiotechnologischen Anwendung
erweitert die Kreuzung transgener Pflanzen auch das Anwendungsspektrum zur Nutzung der
Pflanze als Bioreaktor. Der wesentliche Vorteil liegt auch hier in der unabhingigen
Identifizierung funktional intakter Einzelkomponenten in den jeweiligen transgenen Pflanzen

zur Ausgestaltung komplexer Synthesewegen in den Kombinationslinien.
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Am Lehrgebiet Molekulargenetik wurden im Rahmen eines EU Projektes in den Jahren 1996
bis 1998, unter der Leitung von Dr. Andre de Kathen, nach dem modifizierten Protokoll von
SCHRODER et al. (1993) etwa 130 putativ transgene Erbsenklone mit verschiedenen
antifungalen Genen hergestellt. Um eine mdglichst breite Basis verschiedener Klone fiir die
weiteren Arbeiten zu bekommen, wurden auch Sprosse eines Sprosskallus molekular
charakterisiert. Die Integrationsmuster wichen aber niemals voneinander ab. Dies zeigt, dass
das Selektionsschema und der Selektionsdruck optimal gewéhlt worden waren. Es kam
hingegen vor, dass vermeintlich unterschiedliche Klone aufgrund ihrer identischen
Integrationsmuster nachtrdglich im Rahmen der Charakterisierung zu einem Klon
zusammengefasst werden mussten. Diese Ergebnisse fiihrten dazu, dass nur eindeutig
charakterisierte Klone in die Berechnung der Transformationseffizienz einbezogen wurden.
Die Transformationseffizienz lag moglicherweise aus diesem Grund mit ca. 0,3 % weit unter
den Werten, die in vergleichbaren Arbeiten (2 bis 3 %, GRANT et al. 2003) durchschnittlich
erreicht wurden. Da noch 80 potentiell transgene Klone zur Verfiigung stehen, ist eine
Erhohung der berechneten Transformationseffizienz auf mindestens 0,8 % durchaus
wahrscheinlich. Diese Klone stehen groftenteils als T 1 Samen zur Verfiigung, sie wurden
bisher lediglich mittels PCR charakterisiert und daher nicht in die Berechnung der Effizienz

einbezogen.

4.1 Molekulare Analyse auf DNA Ebene

Der erfolgreiche Einsatz der Gentechnik in der Pflanzenziichtung setzt die stabile Integration,
Vererbung und vor allem die stabile Expression der rekombinanten Gene voraus. Diese
Faktoren waren Gegenstand der Untersuchungen der transgenen Pflanzen, um damit eine

Basis fiir die Auswahl geeigneter Pflanzen fiir die nachfolgenden Kreuzungen zu schaffen.

4.1.1 Problematik multipler T-DNA Integrationen
Da unter anderem die Integration multipler Kopien der T-DNA (LINN et al. 1990) eine
Stillegung der Transgene zur Folge haben kann, ist es inzwischen zur géngigen Praxis

geworden, mittels Southern-Blot-Analyse transgene Linien mit Einzelkopien, sogenannte
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Single-Copy Klone, zu identifizieren und zu selektieren (DE NEVE et al. 1998; THEUNS et al.
2002).

Dieses war auch in der vorliegenden Arbeit das erste Ziel. Die Integrationsanalysen mittels
Southern-Blot offenbarten, dass ein grofer Teil der transgenen Pflanzen mehrere T-DNA
Kopien der Transgene trug. So konnte bei den drei verschiedenen Ri PGIP-Klonen kein
Single-Copy Klon identifiziert werden (Seite 60; Abb. 3.1). In dem Fall wurden alle drei
Klone in die weiteren Analysen einbezogen. Bei den Ad PGIP Pflanzen hingegen, war die
Selektion mehrerer Single-Copy Linien moglich (Seite 66; Abb. 3.5). In den vst/-transgenen
Pflanzen konnten zwei Linien identifiziert werden, von denen eine Linie (98-48-8,2) zwei T-
DNA Kopien trug, wéahrend es sich bei der zweiten um eine Single-Copy Linie handelte (Seite

72; Abb.3.6 und 3.7). Es wurden beide Linien zu weiteren Untersuchungen herangezogen.
Wie man der Tabelle 4.1 entnehmen kann, wurden bisher insgesamt 27 Klone charakterisiert.
Davon trugen zehn Klone Einzelkopien der T-DNA. Der Anteil der Single-Copy Klone lag

also bei 37 %.

Tab. 4.1 Ergebnisse molekulare Charakterisierung-Single Copy Klone

Antifungales  Einzel Zwei/drei Multiple  Unvollstindige Linien mit

Gen Kopie Kopien Kopien Integration Backbone
Sequenzen
RiPGIP - 3 - - -
AdPGIP 5 2 2 - 2
Glucanase 3 3 5 - 3
Vstl 1 1 - - -
Chitinase 1 - - 1 -

Summe 10 9 7 1 5
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4.1.2 Transfer von Backbone-Sequenzen in das Pflanzengenom

Unsere Untersuchungen ergaben ausserdem, dass Mehrfachinsertionen oft mit der Integration
von Backbone Sequenzen einhergingen. Insgesamt trugen von den 27 Klonen drei Klone mit
multiplen Kopien, zwei Klone mit Einzelkopien und ein Klon mit zwei Kopien der T-DNA
auch Backbone- Sequenzen des Vektors. Es wurden also von insgesamt 27 charakterisierten
Klonen fiinf Klone mit integrierten Vektorsequenzen detektiert (Tab. 4.1; orange unterlegt).
Das entspricht 18,5 %.

Viele Jahre glaubte man, dass durch den Agrobakterium-vermittelten Gentransfer nur die T-
DNA zwischen den Bordersequenzen in das Pflanzengenom integriert wiirde. Detaillierte
Analysen transgener Pflanzen zeigten jedoch, dass die Integration von Vektorsequenzen in
das pflanzliche Genom sehr hiufig stattfindet (MARTINEAU et al. 1994; RAMANATHAN et al.
1995; CLUSTER et al. 1996; VAN DER GRAAFF et al. 1996; KONONOV et al. 1997; WENCK et al.
1997; WOLTERS et al. 1998). YIN und WANG (2000) konnten in ihren Arbeiten an Reis zeigen,
dass 33 % der transgenen Linien (insgesamt 226) Backbone Sequenzen des Vektors integriert
hatten. Auch DE BuUcCk et al. (2000A) stellten nach der Agrobakterien-vermittelten
Transformation von Tabak und Arabidopsis fest, dass 20 bis 50 % der transgenen Pflanzen
Vektorsequenzen trugen, die iiber die linke Border der T-DNA hinaus gingen, was den
eigenen Beobachtungen in dieser Arbeit entsprach (Tab. 4.1).

DE Buck et al. (2000A) konnten nachweisen, dass weder die Pflanzenart, noch der
Explantattyp oder die Selektion einen Einfluss auf die Frequenz der Backbone Integrationen
hatte. Auch der Agrobakterien Stamm hatte keinen Einfluss auf die Ubertragungsfrequenzen
von Backbone Sequenzen (KONONOV et al. 1997). In neueren Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass auch neue Vektorsysteme wie pGreen/pSoup, bei denen es sich um sogenannte
Minimalvektoren handelt, in hoher Frequenz (45%) Backbone Sequenzen iibertragen (VAIN et
al. 2003).

Die Ubertragung von Vektorsequenzen ist hdchstwahrscheinlich eine Konsequenz diverser
Vorgénge, die sich bereits in dem Agrobakterium vollziechen. VAN DER GRAAFF et al. (1996)
ziehen als Ursache fiir die Ubertragung der Vektorsequenzen die fehlerhafte Prozessierung
der Vir Proteine in der 5° Region der linken Bordersequenz in Betracht.

DE Buck et al. (2000) hingegen, sehen spezifische Bordersequenzen als Ausloser der

Backboneiibertragung an und postulieren, dass ein Uberlesen der linken Border zur
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Ubertragung  von Backbone Sequenzen fiihrt. FEin spontaner Abbruch  der
Einzelstrangsynthese fiihrt zur Ubertragung von Backbone Fragmenten, wihrend bei einem
kompletten Umlauf mit dem erneuten Erreichen der linken Border terminiert wird. Diese
Integration zweier T-DNAs mit dazwischen liegendem Vektor-Backbone wird Backbone-
Junction genannt. Dieses Phidnomen konnte auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Eine Methylierung der auf der T-DNA befindlichen
Restriktionschnittstellen wiirde in diesem Fall zu einer Einzelbande in der Southern-Blot-
Analyse fiihren, welche tatsdchlich aber zwei T-DNAs reprisentiert.

Ein Transfer von Backbone-Sequenzen im Agrobakterium-vermittelten Gentransfersystem ist
nicht beeinflussbar, es bleibt also nur die Backbone tragenden Linien zu eliminieren. Der
Nachweis von Backbone Sequenzen geschah im Vorfeld der vorliegenden Arbeit mittels PCR

(Material und Methoden 2.2.2.11).

4.1.3 Biologische Sicherheitsaspekte

Die EU Direktive 2001/18/EC sieht vor, unter besonderer Beriicksichtigung der
Antibiotikaresistenzgene, die zu iibertragenden Sequenzen auf das funktional notwendige
Mindestmass zu begrenzen. Zur Stabilisierung der Ti-Plasmide im Agrobakterium sind auf
dem Backbone befindliche Antibiotikaresistenzgene unter der Kontrolle prokaryontischer
Promotoren unentbehrlich. Dies ist eine potentielle aber vermeidbare Gefahr im Hinblick auf
einen horizontalen Gentransfer.

Die durch die EU-Gesetzgebung vorgeschriebene Detektion von Backbone-Sequenzen in den

transgenen Pflanzen ist gleichermaflen fiir die Funktionalitit essentiell.

4.1.4 Segregationsanalyse der Nachkommenschaften

Bei Selbstbefruchtern wie der Erbse, aber auch Reis, Weizen, Gerste werden homozygote
Linien als Ausgangsmaterial fiir Ziichtungsprogramme verwendet (JAMES et al. 2002). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Homozygotie der Pflanzen auf herkémmliche Weise, durch
Nachkommenschaftsanalysen bestimmt. Zundchst sollte sowohl die auf dem bar-Gen
beruhende Herbizidresistenz als auch die molekularbiologische Untersuchung mittels PCR zur
Ermittlung des Homozygotiegrades herangezogen werden. Die Expression dieses Markergens

erwies sich jedoch fiir verldssliche Segregationsanalysen als unbrauchbar. Dies entspricht
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Ergebnissen der Arbeit von JAMES et al. (2002), bei der jedoch andere Markergene verwendet
wurden. Es wurden also lediglich die PCR Daten zur Segregationsanalyse der Erbsen
herangezogen.

In den meisten Féllen, wie bei den Ri PGIP-Linien 98-19-1,9, 98-52-2.,5 und 98-52-5,4 oder
auch der Vstl-Linie 98-48-8,2 war die Insertion multipler T-DNA Stringe so eng, dass
mittels Southern-Blot-Analyse keine Segregation beobachtet werden konnte. Diese
Beobachtung wurde auch bei Weizen, Mais und Reis gemacht (REGISTER et al. 1994; STOGER
et al. 1998; GAHAKWA et al. 2000; BOURDON et al. 2002). Da mittels Southern keine
Neuorientierung der Transgene beobachtet werden konnte, wurden die eng gekoppelten
Kopien in den Berechnungen zur Segregationsanalyse als eine Kopie angesehen.

Die Ausnahme bildete hierbei der Ad PGIP-Klon 98-29-1,9. Bei diesem Klon konnte an vier
T1 Pflanzen mittels Southern die Segregation der multiplen Kopien verfolgt werden (Seite 66;
Abb. 3.4). Zur weiteren Analyse wurde ein daraus resultierender Single-Copy Klon isoliert
(98-29-1,9-1) und fiir weitere Analysen verwendet.

Die Entwicklung zuverldssiger Techniken, wie z.B. einer inversen PCR, wiirden die
Segregationsanalysen wesentlich vereinfachen und verkiirzen. Dazu miisste jedoch zunéchst
die Sequenz der flankierenden genomischen Bereiche der T-DNA bestimmt werden, was sich
in bezug auf die transgenen Erbsen bisher als dullerst schwierig erwies, dies wird auch in der
Literatur bestdtigt (BREYNE et al. 1992; LIU et al. 1995; DE BUCK et al. 2000B). Dieser Ansatz
sollte aber gerade auch im Hinblick auf die Charakterisierung der Hybridpflanzen und deren

Nachkommenschaften weiter verfolgt werden.

4.2 Expressionsanalyse der transgenen Erbsenpflanzen

Der Begriff Epigenetik umschreibt vererbbare Verdnderungen der Genexpression, die nicht
auf Verdnderungen der DNA Sequenz zurlickzufiihren sind. Das kann zur Unterdriickung
oder Aktivierung von Genexpression fiihren (VAUCHERET et al. 2001). In den 90er Jahren
wurde erstmals beobachtet, das rekombinante Gene in Pflanzen stillgelegt werden konnen,
bzw. dazu fiihren konnen, das homologe endogene Gene stillgelegt werden (NAPOLI et al.
1990; SMITH et al. 1990; VAN DER KROL et al. 1990). Da in diesen Fillen sowohl die mRNA
der Transgene als auch die der homologen endogenen Gene abgebaut wurden, wurde das

Phinomen zunichst als Kosuppression bezeichnet. Spéter konnten einige Arbeitsgruppen
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zeigen, dass das Gene Silencing auch Transgene betreffen kann, die keine Homologie zu
endogenen Pflanzengenen hatten (DEHIO und SCHELL 1994; INGELBRECHT et al 1994;
ELMAYAN und VAUCHERET 1996). Damit war klar, dass das Gene Silencing nicht nur einen
Regulationsmechanismus endogener Genexpression darstellt, sondern dass es sich vielmehr
um einen Abwehrmechanismus gegen invasive DNA Sequenzen und Viren handeln konnte
(MATZKE und MATZKE 1998A).

Von dem Phidnomen des Gene Silencing konnen sowohl Einzelkopien oder mehrere nicht
gekoppelte Integrationen betroffen sein (7ranms-Inaktivierung), als auch multiple, eng
gekoppelte Transgene (Cis-Inaktivierung). Die cis-Inaktivierung, die durch Methylierung der
entsprechenden Bereiche zur Stillegung der Expression fiihrt, kann zudem auch die
Expression eventueller weiterer homologer Gene in trans beeinflussen (MATZKE und MATZKE
1998B).

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Selektion von Single-Copy Linien in den meisten
Fillen eine cis-Inaktivierung ausgeschlossen werden.

Nach einer Einteilung von MATZKE und MATZKE (1998B) kann die trans —Inaktivierung, je
nach Mechanismus, in Transkriptionales Gene Silencing (TGS) und Posttranskriptionales
Gene Silencing (PTGS) unterteilt werden. Die Transkriptionale Inaktivierung wird dabei
durch Promotorhomologien ausgelost und ist mit einer verstirkten Methylierung des
Promotors assoziiert. Diese Art der Inaktivierung ist sehr persistent und wird auf die
Nachkommen vererbt. Der Mechanismus der Inaktivierung beruht héchstwahrscheinlich auf
einer DNA-DNA Interaktion, die bereits im Zellkern stattfindet (MATZKE und MATZKE 1998).
Im Gegensatz dazu handelt es sich bei dem Posttranskriptionalen Gene Silencing, auch als
Cosuppression oder Sense Suppression bezeichnet (JORGENSEN 1995), um ein wesentlich
dynamischeres System, dass auf einer Methylierung der Protein-codierenden Region des
Transgens beruhen kann. Dieser Prozess ist durch die Meiose revertierbar. Im Gegensatz zum
TGS ist das PTGS durch eine normale transkriptionale Aktivitit des Promotors
gekennzeichnet, die Expressionsinstabilitdt wird in diesem Fall durch einen RNA Abbau im
Cytoplasma hervorgerufen (MATZKE und MATZKE 1998). Ausgelost wird dieser Prozess
durch eine doppelstringige RNA (dsRNA), wie an Untersuchungen des Modellorganismus
Caenorhabdiditis elegans (FIRE et al. 1998) gezeigt werden konnte. Die Autoren pragten den
Ausdruck RNA Interferenz (RNA1) fiir diese Art der Geninhibition. Die Aufkldrung der RNA1
Maschinerie und moglicher natiirlicher Funktionen stand in den letzten Jahren im Mittelpunkt
vieler Untersuchungen (MARTENS und NELLEN 2002). Sie wurden groBtenteils mit Hilfe von

Zellextrakten der Fruchtfliege Drosophila melanogaster aufgeklirt. So konnten ELBASHIR et
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al. (2001) zeigen, dass kleine (20-23 bp) doppelstringige RNAs, die auch als siRNAs
bezeichnet werden, effektiv RNA-Interferenz in Drosphila auslosen kénnen. BERNSTEIN et al.
(2001) deckten den Ursprung der 21mere auf, als sie in Drosophila den Proteinkomplex Dicer
aufsplirten, der unter anderem eine RNAse und eine Helikasedomine enthilt und so in der
Lage ist, doppelstringige RNA in siRNAs zu zerschneiden. Wihrend in Drosophila
sogenannte RISC Komplexe postuliert wurden (HAMMOND et al. 2000), nimmt beim PTGS in
Pflanzen die Enzymfamilie der ,,cellular RNA-directed RNA polymerases® (cRdARPs) eine
Schliisselrolle ein (SUEN et al. 2001). Die RdRPs konnen von einer RNA Matrize
komplementére Stringe anfertigen, wodurch weitere dSRNAs generiert werden. Dies fiihrt zu
einer Vervielféiltigung des Silencing Signals in Form von siRNAs, was zum einen zu der
systemischen Ausbreitung des Signals in der Pflanze und zum anderen zur RNA-vermittelten
DNA-Methylierung fithren kann (WATERHOUSE et al. 2001). Zum gegenwirtigen Zeitpunkt
sind noch nicht alle Details des Mechanismus vollstindig geklart, doch auch neuere
Untersuchungen an Tabak (FOJTOVA et al. 2003) zeigen, dass anhaltende Zellkultur der
Pflanzen iiber 24 Monate zu einer Umschaltung des PTGS auf das nicht reversible TGS
filhren kann. In den Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass dieser Prozess mit einer
Hypermethylierung des Promotors korreliert war. Wie bereits postuliert, scheinen also beide

Phidnomene eine gemeinsame Basis zu haben.

Im Rahmen der Arbeit wurden die transgenen Pflanzen zundchst mittels RT-PCR und
teilweise mittels Northern Blot analysiert, um erste Hinweise auf die Expression zu
bekommen. Wéhrend sich mittels RT-PCR auch Transkripte im pg Bereich nachweisen
lassen, sind fiir die hier angewendete Nothern-Blot Methodik RNA Mengen im pg Bereich
notwendig um deutbare Signale zu bekommen. Die Ergebnisse lassen also eine Aussage
darliber zu, wieviel Transkript in den Pflanzen gebildet wird und somit eine Einschdtzung
dartiber, um welchen Mechanismus es sich bei einem Gene Silencing handeln konnte. Da bei
dem TGS bereits die Transkription blockiert ist, sollte, wenn dieses Phanomen zugrunde liegt,
auch mittels RT-PCR kein Transkript nachweisbar sein, beim PTGS hingegen findet die
RNA-Degradation erst im Cytoplasma statt (MATZKE und MATZKE 1998), die im Nukleus
vorhandenen Transkripte sollten also mittels RT-PCR nachweisbar sein. Unter diesen
Aspekten sollen im folgenden die RNA Ergebnisse in Zusammenhang mit den Ergebnissen

der funktionalen Assays bewertet werden.
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4.2.1 Expression des bar-Gens in den transgenen Erbsenpflanzen

In der vorliegenden Arbeit wurde das bar-Gen erfolgreich als selektiver Marker in der in-vitro
Kultur transgener Pflanzen eingesetzt. Bei den Nachkommenschaften einiger
Transformanden zeigte sich jedoch zunehmend eine Expressionsinstabilitit des bar-Gens.

Das bar-Gen gehort zu den meistgenutzten selektiven Markergenen (BRASILEIRO und
ARAGAO 2001) in der Pflanzenbiotechnologie. Trotzdem ist es in der Anwendung nicht ganz
unproblematisch. DE BLOCK et al. (1995) konnten zeigen, dass die Selektionswirkung von
PPT in der Gewebekultur sehr stark vom physiologischen Zustand der Explantate abhingt.
Auch in anderen Versuchen konnte gezeigt werden, dass das bar-Gen, in Abhdngigkeit vom
jeweils eingesetzten Promotor, hdufig Expressionsinstabilititen unterliegt. Ein Grund fiir
diese Problematik konnte der relativ hohe GC-Gehalt (68,3 %; Gen Bank accession no.
X17220) des bar-Gens darstellen. MEYER und SAEDLER konnten 1996 zeigen, dass
UnregelmiBigkeiten im GC Gehalt von DNA-Sequenzen ein Signal zur de novo Methylierung
liefern kdnnen. Auch in einem Versuch von ELOMAA et al. (1995) konnte gezeigt werden dass
ein relativ GC-reiches Gen aus Mais, im Vergleich zu einem Gen aus Gerbera, welches einen
geringeren GC Gehalt aufwies, in transgenen Petunien wesentlich hdufiger methyliert und
stillgelegt wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde bei Pflanzen, die negative Ergebnisse im Leaf-Paint-Test
lieferten, stichprobenartig RT-PCRs durchgefiihrt. Es konnte fiir alle Pflanzen eine
Transkription des bar-Gens nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dies bedeutet, dass
es sich in den untersuchten Féllen vermutlich um PTGS handelt. Auch die Dynamik der
Expressionsinstabilitdt, die sich darin zeigt, dass unter den Nachkommen von Erbsenpflanzen
mit blockiertem bar-Gen auch herbizidresistente Pflanzen detektiert werden konnten, spricht
fiir ein PTGS des bar-Gens. Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit durch Pfropfung
einiger herbizidsensitiver Sprosse auf herbizidresistente Unterlagen die Ubertragbarkeit des
Silencing Signals beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Dies entspricht den Ergebnissen
von PALAUQUI et al. (1997), JORGENSEN et al. (1998), WASSENEGGER und PELISSIER (1999),
und FAGARD und VAUCHERET (2000).

Unter den Backbone tragenden Pflanzen mit multiplen Kopien hingegen, konnten Linien
identifiziert werden, die von der Analyse der T 0 bis zur T 4 durchgéngig herbizidsensitiv
waren, also die Stillegung des bar-Gens stabil auf die Nachkommen vererbt haben. Diese

Pflanzen wurden zwar nicht niher untersucht, doch die Irreversibilitit des Gene silencings
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unter Einbeziehung der genetischen Konstitution der Pflanzen, spricht in diesem Fall fiir ein
TGS. Weitere Analysen diesbeziiglich wurden mit den Pflanzen bisher nicht durchgefiihrt, da

sie dem Ziel der Arbeit nicht entsprachen.

Durch die Verwendung des Markergens bar mit dem Nopalinsynthase-Promotor (Material
und Methoden 2.1.7.3) in allen Konstrukten ist davon auszugehen, dass in den
Hybridpflanzen ein verstdrktes Silencing des bar-Gens auftrat. Genau dieser Effekt war bei
den Hybridpflanzen zu beobachten (Kapitel 3.5.1, 3). Es finden sich unter den Hybridpflanzen
und deren Nachkommen nur sehr wenige herbizidresistente Pflanzen, unabhéngig davon ob
die Kreuzungseltern eine Expression des bar-Gens zeigten oder nicht. Erstaunlicherweise trat
dieser Effekt schon in der F1-Generation auf, obwohl in dieser Generation durch die
Hemizygotie der F 1 Pflanzen noch keine Vervielfachung des bar-Gens durchgefiihrt wurde.
Eventuell kommt hier ein Positionseffekt der bar-Gene zum Tragen, der zu einem Gene
Silencing in trans filhrt. Um dieses ndher zu untersuchen miisste eine Bestimmung der
Methylierungsmuster durchgefiihrt werde. Ahnliche Ergebnisse konnten MITTELSTEN-SCHEID
et al. (1998) an Arabidopsis zeigen. Neuere Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe zeigen,
dass durch die Polyploidisierung transgener Arabidopsispflanzen eine irreversible Stillegung
des Hygromycin-Gens moglich war. Aus einer transgenen Linie wurden sechs unabhéngige
autotetraploide Linien hergestellt, von denen eine Linie weiterhin resistent war, zwei Linien
zeigten Expressionsinstabilititen des /pf-Gens und drei Linien waren sensitiv fiir
Hygromycin. Auch durch Riickkreuzung der sensitiven Pflanzen mit Wildtyp Pflanzen und
nachfolgenden Selbstungen konnte die Antibiotikaresistenz nicht wiederhergestellt werden.
Der epigenetische Status der Genexpression, der durch die Polyploidisierung ausgelost wurde,
war also so stabil, dass er selbst durch die Reduktion der Kopien und der Chromosomen nicht
verdandert werden konnte, MITTELSTEN-SCHEID et al. (2003) bezeichnen diesen Vorgang als
Paramutation.

Ob die Stillegung des bar-Gens bei den Hybridpflanzen aus einem dhnlichen Mechanismus
resultiert, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht abschlieBend geklart werden, wird

aber Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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4.2.2 Expression der pgip-Gene in den transgenen Erbsenpflanzen

Auf Basis der RT-PCR konnte fiir fast alle untersuchten PGIP Klone eine Transkription
nachgewiesen werden(Seite 63; Abb. 3.2). Lediglich der Klon 99-63-38,1 zeigte kein
Transkript, deshalb muss bei diesem Klon von einem transkriptionalen Gene Silencing
ausgegangen werden.

Die Ri PGIP-Linien 98-19-1,9 und 98-52-5,4 wurden mittels Northern Blot untersucht. Hier
konnten Unterschiede in der Menge des PGIP-Transkriptes nachgewiesen werden. Wihrend
fiir die Linie 98-19-1,9 Signale detektiert werden konnten (Seite 64, Abb. 3.3) war es nicht
moglich, fiir die Linie 98-52-5,4 bei Einsatz der gleichen RNA Menge (15 pg und 30 ug
RNA) Expression festzustellen. Dieses Ergebnis wird durch die Ergebnisse des PGIP Assays
bestitigt. Wéhrend die Pflanzen der Linien 98-19-1,9 eine deutliche Inhibierung auf
verschiedene pilzliche Polygalakturonasen zeigten (Seite 83 — 85), konnten weder fiir die
Pflanzenextrakte der Linie 98-52-2.5 noch der Linie 98-52-5,4 ein Effekt auf dieselben PGs
verzeichnet werden (Seite 88). Dies spricht fiir ein Gene Silencing der PGIP Gene auf
posttranskriptionaler Ebene.

Zur besseren Ubersicht sind in Tabelle 4.2 alle Ergebnisse der PGIP-Linien zusammengefasst:

Tab. 4.2 Ergebnisse der molekularen und funktionalen Analyse der PGIP Linien

Linie GOI Southern RT PCR | Northern | PGIP Silencing
Ergebnisse | PGIP Assay Phianomen

98-19-1,9 | RiPGIP 2 Kopien + + +

98-52-2,5 | RiPGIP 2 Kopien + n. d. - PTGS

98-52-5,4 RiPGIP 3 Kopien + - - PTGS

98-29-1,4- | AdPGIP 1 Kopie + n. d. -

1

99-55-1,2 | AdPGIP 1 Kopie + n. -

99-63-38,1 | AdPGIP 1 Kopie - n. d. - TGS

Fiir zwei der drei Ad PGIP-Linien konnte auf Basis der RT-PCR eine Transkription der PGIP
Gene nachgewiesen werden. Die Ergebnisse des PGIP Assays jedoch waren durchgingig

negativ. Dies konnte bedeuten, dass auch diese PGIP Gene einem PTGS unterlagen, es konnte
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aber auch sein, dass die verwendeten PGs nicht mit dem gebildeten PGIP kompatibel sind.
DELORENZO et al. (2001) geben in ihrem Review einige Beispiele dafiir, dass es sich bei der
PG/ PGIP Bindung um eine sehr spezifische Interaktion handelt. Zu diesem Zeitpunkt kann
nicht abschlieBend geklért werden, welche Problematik auf die beiden AdPGIP Linien zutrifft.

Bei den in der Arbeit verwendeten pgip-Genen handelte es sich um Gene aus Kiwi und
Himbeere. Hierbei handelt es sich, ebenso wie bei der Erbse, um dikotyle Pflanzen. Auf Basis
des GC-Gehaltes sollte es hier also nicht zu Problemen der Expressionsstabilitdt kommen. Da
jedoch auch die Erbse tiber pgip-Gene verfiigt, konnte die Kosuppression in diesem Fall zum
Tragen kommen. Die Sequenzhomologie zwischen den beiden zur Transformation
verwendeten PGIPs betrdgt nach einer Berechnung von DE LORENZO et al. (2001) 72 %.
Entscheidender wire die Homologie der rekombinanten Gene zum PGIP Gen aus Erbse. Da
die Sequenz des Gens der Erbse jedoch bisher nur teilweise bekannt ist (NAKAMURA et al.
2003), ist ein vollstindiger Sequenzvergleich zurzeit nicht mdglich. Bei den Ausfiihrungen
von DE LORENZO et al. (2001) konnte die Gruppe der bisher sequenzierten Leguminosen-
PGIPs jedoch deutlich von allen anderen dargestellten PGIPs (darunter auch AdPGIP und
RiPGIP) abgegrenzt.

In einigen Veroffentlichungen wird diskutiert, wie hoch die Homologie zweier Gene sein
muss, damit es zu einer Induktion von Silencing Effekten kommt. So konnte eine
Kosuppression von Chitinasegenen in Tabak (KUNZ et al. 1996) durch eine Homologie der
Gene von mehr als 60 % ausgeldst werden. Zur Kosuppresssion von basischen Glucanase
Genen waren sogar mehr als 70 % Homologie notig ( DE CARVALHO NIEBEL et al. 1995). In
einigen Publikationen (SUEN et al. 1996; ENGLISH et al. 1996) konnte gezeigt werden, dass
bei diesem Prozess vor allem das 3’ Ende der transkribierten Region von grofer Bedeutung
ist.Die neueren Erkenntnisse der RNA Interferenz bestdtigen, dass zwar eine 100 % ige
Homologie zur Anwendung des RNAi noétig ist, jedoch nur die eingesetzten siRNAs

betreffend.

Eine weitere Fragestellung ergibt sich aus der groBen Expressions-Variabilitidt einzelner
Pflanzen der Linie 98-19-1,9. Wie unter Kapitel 3.2.2 (Seite 83 bis 85) gezeigt wurde,
unterlag die Expression des RiPGIP Gens der Individualpflanzen einer groflen Variabilitét.
Hinzu kam, dass mit fortschreitender Reifung der Pflanzen eine deutliche Reduktion der
Expression einherging. Die Expressionsvarianz durch den Einfluss externer Faktoren kann in

diesem Zusammenhang nicht ganz ausgeschlossen werden, die Pflanzen wurden jedoch unter
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gleichen Bedingungen kultiviert und es konnten keine Unterschiede in Schadlingsbefall oder
Pflanzenentwicklung beobachtet werden.

Die variable Expression innerhalb einer Population ist schon ldnger ein Thema der
Populationsgenetik (RASMUSON, 1996; KASHI et al. 1997). Auch DE NEVE et al. (1999)
konnten bei ihren Untersuchungen an fiinf unabhingigen Arabidopsislinien zeigen, dass sich
durch epigenetische Effekte sehr unterschiedliche Expressionprofile ergeben konnen. So
unterschied sich die Expressionsstirke der Einzelpflanzen einer homozygoten Linie um den
Faktor 100. Bei zwei anderen untersuchten Linien konnte im Laufe der Pflanzenentwicklung
eine drastische Reduktion des Antikorpergehaltes um den Faktor 50 bis 100 beobachtet
werden. Parallel durchgefiihrte Methylierungsanalysen der Pflanzen lieBen den Schluss zu,
dass durch fortschreitende Methylierung des GOI im Laufe der Pflanzenentwicklung ein
posttranskriptionales Gene Silencing ausgeldst wurde.

STEVENS et al. (2000) beobachteten bei der Antikorperproduktion in Tabak ebenfalls mit
zunehmendem Alter der Pflanzen eine drastische Reduktion intakter Antikdrper. Dies deckt
sich mit Beobachtungen von DE NEVE et al. (1993) und VAN ENGELEN et al. (1994). STEVENS
et al. (2000) fiihrten dies jeoch auf eine proteolytische Degradation in planta zuriick, die im

Rahmen der Seneszenz-assoziierten Vorgénge in der Pflanze ablduft.

Da dhnliche Vorginge auch durch Stress (HUFFACKER et al. 1990) ausgelost werden konnen,
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Zusatzversuch durchgefiihrt. Dazu wurden die Blitter von
transgenen Pflanzen der Linie 98-19-1,9 und Kontrollpflanzen mit UV behandelt und danach
fir bis zu 72 h inkubiert. Nach einer Zeit von 0, 4, 24, 48 und 72 Stunden wurden
Pflanzenextrakte hergestellt und diese im PGIP Assay mit PG Colletotrichum eingesetzt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4.1 graphisch aufgetragen.

Die roten Linien reprisentieren dabei die Ergebnisse fiir die transgenen Pflanzen und die

blauen Linien stellen die Ergebnisse der Kontrollpflanzen dar.
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Abb. 4.1 Inhibierungsaktivitit der Pflanzen gegeniiber PG Colletotrichum nach Induktion mit UV.
Die blauen Punkte und Linien bezeichnen die Ergebnisse der Kontrollpflanzen, die roten Punkte und

Linien bezeichnen die Ergebnisse der transgenen Pflanzen (Linie 98-19-1,9)

In der Graphik ist der unterschiedliche Gehalt der Blattextrakte an PGIPs deutlich erkennbar.
Da das pgip-Gen unter der Kontrolle des 35S Promotors konstitutiv exprimiert wurde, war
ohne Induktion oder vier Stunden nach der Induktion der gréfite Unterschied zwischen
transgenen Pflanzen und nicht transgenen Kontrollpflanzen zu beobachten. Wihrend die
Inhibierungsaktivitét der transgenen Pflanzen ohne Induktion bei 90 % (2000ng) bzw. 60 %
(1000 ng) lag, zeigten die Kontrollpflanzen keine Inhibierung der PGs. Auch 4 Stunden nach
Induktion war der Gehalt an PGIPs und damit die Inhibierungsaktivitdt mit 63 % und 40 %
immer noch deutlich, wihrend die Kontrollpflanzen unter 5 % lagen. 24 Stunden nach
Inkubation fand bei den transgenen Pflanzen eine drastische Reduktion der Inhibierung auf 30
% bzw. 15 % statt, wihrend die Kontrollpflanzen noch immer um 5 % lagen. Bei den
transgenen Pflanzen schien sich die UV-Bestrahlung so auzuwirken, dass die Synthese der
rekombinanten Proteine durch einen Defekt im Synthesesapparat (Crosslinking) unterdriickt
oder die PGIPs durch Proteolyse degradiert wurden. Erst 48 Stunden nach Induktion war eine
Reaktion in den Kontrollpflanzen erkennbar, die Extrakte zeigten beim Einsatz von 2000 ng
Gesamtprotein eine Inhibierung der PGs um 40 %. Sie lag aber immer noch um etwa 20-30 %
unter den Werten der transgenen Pflanzen. Auch 72 Stunden nach der Induktion blieb ein
Vorteil der transgenen Pflanzen von etwa 15 bis 20 % erhalten. Sowohl die Werte fiir die

Transgenen als auch fiir die Kontrollpflanzen lagen jetzt bei nahezu 100 %.
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Mit dem Versuch konnte gezeigt werden, dass die transgenen Pflanzen durch die konstitutive
Expression der rekombinanten Proteine schon zu Beginn eines potentiellen Pathogenbetfalls
gerilistet waren, sofern eine Kompatibilitit zwischen den PGIPs und den pilzlichen
Polygalakturonasen bestand. Auch bei Einfluss externer Stressfaktoren blieb der Vorsprung
der transgenen Pflanzen erhalten und konnte nicht durch endogene Prozesse der

Kontrollpflanzen kompensiert werden.

4.2.2.1 Resistenztestung der transgenen Erbsenpflanzen mit PGIP

Die Ergebnisse der Resistenztests mit Pflanzen der Ad PGIP-Linien 98-29-1,4-1 und 99-55-
1,2-3 zeigten im Bezug auf Erisyphe pisi keinen Effekt. Die Infektion mit Uromyces pisi
jedoch ergab eine deutlich hohere Suszeptibilitit der transgenen Pflanzen als der
Kontrollpflanzen. So wurden die Pflanzen der Linie 98-29-1,4-1 in etwa 6 x stirker befallen
als die Kontrollpflanzen. Bei den transgenen Pflanzen der Linie 99-55-1,2-3 war der
Befallsgrad im Vergleich zur Kontrolle doppelt so hoch. Hier miisste im Detail gepriift
werden ob es durch die Homologie des rekombinanten Gens mit endogenen PGIPs zu einer
Kosuppression beider Gene kommt, wie schon bei anderen Pflanzen gezeigt werden konnte
(KuNz et al. 1996; DE CARVALHO NIEBEL et al. 1995).

In den Resistenztests mit Pflanzen der Linie 98-19-1,9 konnte sowohl bei Erisyphe pisi als
auch bei Uromyces pisi ein leicht reduzierter Befall beobachtet werden. Die Mehltauinfektion
konnte von 75% bei den Kontrollpflanzen auf ca. 65 % bei den Pflanzen der Linie 98-19-1,9
reduziert werden. Die Infektion mit Uromyces pisi konnte von 3,5 % auf ca. 2,3 % reduziert
werden. Diese Werte bestitigen die mittels PGIP Assay detektierten Effekte auf pilzliche
Polygalakturonasen. Im Hinblick auf die zuvor diskutierte Expressionsinstabilitidt der
Individualpflanzen miissten sich jedoch auch hier detaillierte Analysen anschlieBen, um eine

abschlieende Bewertung durchfiihren zu konnen.
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4.2.3 Expression des vst/-Gens in den transgenen Erbsenpflanzen

Das antibiotische Potenzial des Phytoalexins Resveratrol konnte bereits gegen ein breites
Spektrum phytopathogener Pilze nachgewiesen werden (LANGCAKE und PRYCE 1976; HART
1981; ADRIAN et al. 1997; HOOs und BLAICH 1990; PAUL et al. 1998; SARIG et al. 1997). Es
wird durch die Stilbensynthase als Produkt des vs¢/-Gens synthetisiert. Durch umfangreiche
Untersuchungen homologer und heterologer Systeme konnte die Wirksamkeit des
Resveratrols noch bestitigt werden. So konnten HAIN et al. (1993) durch den Transfer des
vstl Gens in Tabak erstmals eine Erhdhung der Resistenz gegen Botrytis cinerea erreichen.
Es folgten Versuche mit Raps (THOMzIK 1993), Reis (STARK-LORENZEN et al. 1997),
Tomaten (THOMZIK et al. 1997), Gerste und Weizen (LECKBAND und LORZ 1998), bei denen
ebenfalls erhohte Resistenzen gegeniiber phytopathogenen Pilzen erreicht werden konnten
(siehe auch Tabelle 1.2 in der Einleitung).

Der Nachweis von Resveratrol ist mittels chromatographischer Techniken wie HPLC (HAIN
et al. 1990; PEZET et al. 1994; JEANDET et al. 1997; HIPSKIND und PAIVA 2000; ROMERO-
PEREZ et al. 2001; DOMINGUEZ et al. 2001; MALANOVA et al. 2001) oder
Gaschromatographie-Massenspektroskopie (LUAN et al. 2000) moglich.

Die HPLC-Analysen von Pflanzenextrakten der Linien 98-48-8,2 und 99-67-8,1 ergaben, dass
in den Erbsen kein freies, sondern zwei verschiedene Gykosid-Formen des Resveratrols
vorlagen. Wihrend eines der Glykoside genau der Form entsprach, die auch in transgenen
Apfelpflanzen nachgewiesen werden konnte (SZANKOWSKI 2003), wurde in den Erbsen ein
zusétzliches Glykosid nachgewiesen, welches aber im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter
charakterisiert wurde.

Wie bereits SOTHEESWARAN und PASUPATHY (1993) zeigen konnten, kommt es in Pflanzen
sehr hédufig zu einer Derivatisierung von Resveratrol, die auch eine Bildung von
speziesspezifischen Dimeren, Trimeren oder Tetrameren zur Folge haben kann. Diese
glykosilierten Formen konnten bereits sowohl in Vitis Spezies (LANGCAKE und PRYCE 1976;
WATERHOUSE und LAMUELA-RAVENTOS 1994; ROMERO-PEREZ et al. 2001) als auch bei
transgenen Pflanzen (KOBAYASHI et al. 2000; HIPSKIND und PAIVA 2000) mit dem vst/-Gen
nachgewiesen werden.

Welchen Effekt die Glykosilierung auf die antifungale Wirkung des Resveratrols hat, konnte
bisher nicht eindeutig ermittelt werden. HIPSKIND und PAIVA (2000) konnten mit ihren
Versuchen an Alfalfa zeigen, dass durch die Akkumulation des Resveratrolglykosids Trans-
Resveratrol-3-O-B-D-glycopyranosid (Piceid) eine erhohte Resistenz gegeniiber Phoma

medicaginis erreicht werden konnte. Bei einem Gehalt von 20 pg Piceid pro g Frischgewicht
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konnte eine Verminderung der Symptomausprigung um 50 % erreicht werden. Die
inhibierende Wirkung des Resveratrolglykosids konnte zudem durch in-vitro Assays bestitigt
werden. KOBAYASHI et al. (2000) hingegen detektierten einen Gehalt von bis zu 182 nug Piceid
pro g Frischgewicht in transgenen Kiwipflanzen (Mittelwert ca. 48 pg) und konnten trotzdem
keinen Effekt auf Botrytis cinerea beobachten.

Aus den Analysen der Erbsenpflanzen ergaben sich fiir die Blattextrakte Resveratrolglykosid-
Gehalte, die im Bereich von 0,2 pg bis zu 5 pg pro g Frischgewicht lagen (Seite 90, Abb.
3.19, 20). Diese Ergebnisse lagen weit unter den Werten von KOBAYASHI et al. (2000) und
HipskIND und PAIVA (2000). Welchen Einfluss das auf die Resistenz hat, kann zurzeit noch
nicht abschlieBend bewertet werden. HAIN et al. (1993) konnten zeigen, dass der
Resveratrolgehalt und die Resistenz miteinander korreliert sind. Um entsprechende Aussagen
tiber die beiden transgenen Erbsenlinien treffen zu konnen, miissten detaillierte Versuche
durchgefiihrt werden, bei denen die Befallsrate und der Resveratrolgehalt einzelner Pflanzen
einer Linie parallel bestimmt werden sollten. Bisher war die Anzahl der untersuchten Proben

sehr limitiert.

4.2.3.1 Resistenztestung der transgenen Erbsenpflanzen mit Vstl

Die bisher durchgefiihrten Resistenztests mit Erisyphe pisi und Uromyces pisi zeigten sehr
unterschiedliche Ergebnisse. Bei der Linie 98-48-8,2, fiir die Resveratrolgehalte bis zu 3,32
ug pro g Frischgewicht detektiert werden konnten, wurde kein Effekt auf Erisyphe pisi
beobachtet. Der Befall mit Uromyces pisi hingegen war bei den transgenen Pflanzen stéirker
ausgepragt als bei den nicht-transgenen Kontrollpflanzen. Bei der Linie 99-67-8,1 die eine
Kopie des Transgens triagt und fiir die Werte von ca. 5 pg Resveratrolglykosid pro g
Frischgewicht detektiert wurden, konnte bei Uromyces pisi kein Effekt beobachtet werden.
Die Infektion mit Erisyphe pisi hingegen war im Vergleich zu den Kontrollpflanzen leicht
reduziert.

Es konnte also gezeigt werden, dass beide Linien, die das vs¢/ Gen tragen, auch Resveratrol
synthetisierten. Uber den Effekt des vstI-Gens in Erbsen koénnen jedoch zum gegenwiirtigen
Zeitpunkt keine eindeutigen Aussagen getroffen werden. Gerade im Hinblick auf die
Expressionsinstabilitit einzelner Pflanzen innerhalb einer Linie, die am Beispiel der RiPGIP
Linie 98-19-1,9 diskutiert wurde, ist eine detaillierte Untersuchung der Pflanzen nétig, um

hier eine abschlieBende Bewertung zuzulassen.
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4.3 Untersuchungen der Hybridpflanzen und deren Nachkommenschaften
Sehr viele wichtige Ziele in der Pflanzenbiotechnologie und Pflanzenziichtung kdnnen nicht
mit der Integration eines Gens erreicht werden. Oft ist die Interaktion einer ganzen Reihe von
Genen ndtig um ein Zuchtziel zu erreichen. Dies trifft vor allem auf Produkte des ,,Molecular
Farming® zu, aber auch auf eine nachhaltige Resistenz gegeniiber Pathogenen. Es wurden
einige Versuche zur Kombination oder Pyramidisierung verschiedener rekombinanter Gene in
Pflanzen unternommen.

Zum Erreichen des Ziels wurden sehr unterschiedliche Methoden wie die Retransformation,
die Cotransformation, die Verwendung gekoppelter Transgene zur Transformation oder, wie
in der vorliegenden Arbeit, die Kreuzung transgener Pflanzen angewendet (HALPIN et al.
2001).

Die Retransformation bietet sich vor allem bei Pflanzen an, bei denen eine Kombination von
Genen mittels Kreuzung nicht moglich oder aufgrund langer Generationszeiten praktisch
nicht moglich ist, wie bei Bidumen. So konnte die Ligninbiosynthese in Pappeln durch die
Unterdriickung zweier Gene erfolgreich ausgeschaltet werden (LAPIERRE et al. 1999). Da sich
nach jedem Transformationsschritt eine ausfiihrliche Charakterisierung der potentiell
transgenen Pflanzen auf DNA und Proteinebene anschlie3t, kann die Methode im Vergleich
zur Kreuzung kaum Vorteile aufweisen. Hinzu kommt, dass lang anhaltende in-vitro Kultur
Phasen eine negativen Effekt auf die Expressionsstabilitit ausiiben konnen (FOITOVA et al.
2003) und bei jeder Transformation ein neues Markergen zur Selektion benétigt wird.

Die Cotransformation konnte bisher in sehr vielen Spezies und mit verschiedenen
Transformationsmethoden angewendet werden. Untersuchungen zur Integration der T-DNA
(ARAGAO et al. 1996; DE Buck et al. 1998; MAQBOL und CHRISTOU 1999) zeigten jedoch,
dass in 40 bis 70 % der transgenen Pflanzen die verschiedenen T-DNAs gemeinsam an einer
Position im Chromosom integriert waren und dass die Integration multipler Kopien eines
Gens bei dieser Transformationsmethode sehr hédufig auftrat (HADI et al. 1996). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass diese Faktoren die Expressionslevel und -stabilitit der
rekombinanten Gene erheblich reduzieren konnen. So konnte bei der Cotransformation von
Arabidopsis mit zwei Genen bei nur 9 % der transgenen Pflanzen eine Expression beider
Gene nachgewiesen werden (POIRIER et al. 2000). Hinzu kommt, dass es durch die
Segregation der verschiedenen Gene in den Nachkommenschaften zum Verlust einzelner
Transgene kommen kann. Die Verwendung gekoppelter Gene soll vor allem die Koordination
der Expression verschiedener Gene gewdhrleisten. Auch wenn dies in einigen Arbeiten

erreicht werden konnte (VAN ENGELEN et al. 1994), zeigen doch sehr viele Ergebnisse, dass



Diskussion 129

die Expressionslevel unterschiedlicher Gene auch bei sehr enger Kopplung unabhingig
voneinander sind (NAGY et al. 1985; AN 1986; JONES et al. 1987). Die Methode gerit
ausserdem durch die limierte GroBe der transferierbaren T-DNA sehr schnell an ihre Grenzen.
Im Vergleich zu den anderen Methoden scheint der klassische Weg der Kreuzung zunéchst
sehr zeit- und arbeitsaufwendig zu sein, da sich an die Transformation der Pflanzen eine
Linienetablierung anschlie3t, die mehrere Generationen bendtigt. Im Hinblick auf die bereits
erlduterte Problematik der Expressionsstabilitit in transgenen Pflanzen ist eine sorgfiltige
Auswabhl der einzelnen Kreuzungseltern jedoch unumgénglich. Die Mdglichkeit der Auswahl
perfekter Elternlinien ist aber nur bei der Kreuzung in jeder Phase des Gene stacking
gegeben.

Aus den oben genannten Griinden wurde in der vorliegenden Arbeit die klassische Methode
der Kreuzung angewendet. Dadurch war es mdglich durch eine detaillierte Charakterisierung
der transgenen Linien, Elitelinien als Eltern auszuwéhlen. Wie man anhand der Ergebnisse
verfolgen kann, ist jedoch eine relativ grole Anzahl unabhdngiger Klone notwendig um
geeignete Elternlinien etablieren zu konnen, die moglichst viele der in Kapitel 3.4 genannten
Kriterien erfiillen sollten. In der vorliegenden Arbeit wurden letztlich nur zwei Elternlinien
aus 14 charakterisierten Linien zur Kreuzung verwendet. Es ist also zu Beginn eines solchen
Ziichtungsprogramms notig eine Vielzahl unterschiedlicher Klone herzustellen und zu
charakterisieren.

Die Ergebnisse fiir die Hybride aus der RiPGIP Linien 98-19-1,9 und der Vstl-Linie 99-67-
8,1 zeigten, dass die Herbizidresistenz, wenn sie in einer solchen Konstellation vorliegt wie in
diesem Fall, durch die Akkumulation gleicher Gene und Promotoren verloren geht. Ahnliche
Ergebnisse konnten auch MITTELSTEN-SCHEID et al. (2003) durch eine Polyploidisierung von
Arabidopsis zeigen. Im Hinblick auf die GOI jedoch, wirkte sich die Kreuzung positiv auf die
Expression der Transgene aus. Die Hybridpflanzen und deren Nachkommen zeigten
durchgéngig hohe Expressionsraten des Ri pgip-Gens und damit hohe Inhibierungsaktivititen
(Seite 101 und folgende) in Bezug auf das verwendete PG von Colletotrichum acutatum.
Inwieweit hierbei die Homozygotie/Hemizygotie in Bezug auf das Transgen zum Tragen
kommt, ist zur Zeit noch nicht abschlielend zu bewerten, da es sich bei den Pflanzen zum
grofiten Teil um hemizygote Pflanzen handelt. In der Literatur gibt es jedoch einige Beispiele
dafiir, das sich dieser Faktor erheblich auf die Expression auswirken kann (Ubersicht bei
JAMES et al. 2002). Die Expression des vstl-Gens konnte bisher nur nidherungsweise durch
eine Transkriptionsanalyse mittels RT-PCR untersucht werden. Die Werte fiir die RT-PCR

waren jedoch durchweg positiv und lassen auf eine Expression des vstl-Gens hoffen. Hier
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werden sich  weitere detaillierter Analysen anschlieBen, sobald homozygote
Kombinationslinien etabliert wurden. Vor allem in Hinblick auf die Resistenztestung ist ein
stabiler genetischer Hintergrund von groBer Bedeutung fiir die Interpretierbarkeit der

Ergebnisse.

4.4 Ausblick

Zunichst sollten aus den bereits erstellten Hybriden, homozygote Kombinationslinien
etabliert werden. Die Untersuchung dieser Pflanzen mittels funktionaler Assays und die
Ermittlung von Resistenzdaten, konnte Aufschluss iiber die Erfolgsaussichten weiterer

Kreuzungen geben.

Durch eine Charakterisierung weiterer transgener Erbsenklone konnte eine Basis fiir neue
Kreuzungen geschaffen werden Es sollten auch andere antifungale Gene einbezogen werden

um das Resistenzspektrum der Erbse durch unterschiedliche Mechanismen zu erweitern.

Die Expressionsstabilitdt innerhalb der Linien sollte detaillierter untersucht und durch
Methylierungsanalysen unterlegt werden. In Verbindung damit wére auch eine bessere

Interpretation der Ergebnisse aus Resistenztests moglich.

In Bezug auf die PGIP Pflanzen wire eine Ausweitung der Kollektion pilzlicher
Polygalakturonasen wiinschenswert. Auch hier wire die Abstimmung der im Resistenztest

eingesetzten Pathogene und der im PGIP Assay eingesetzten PGs sinnvoll.

Zudem wire eine Bestimmung der Expression mittels Antikorper, also die Durchfiihrung von

Western-Blot-Analysen hilfreich zur Interpretation der funktionalen Ergebnisse.

Die Resveratrolbestimmung mittels HPLC oder alternative Methoden miisste am Lehrgebiet
Molekulargenetik etabliert werden um ebenso wie fiir die PGIP Pflanzen eine kontinuierliche

und detaillierte Analyse der vstl Pflanzen zu ermdglichen.

Etablierung einer inversen PCR zur Unterstiitzung der Segregationsanalyse. Methoden wie
das PCR Walking (COTTAGE et a. 2001) oder das T-DNA Fingerprinting (THEUNS et al. 2002)
eroffnen hier neue Ansédtze zur schnellen Identifizierung und Etablierung entsprechender

Single-Copy Linien.
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