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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

In Pflanzen kann durch post transcriptional gene silencing (PTGS) eine RNA
vermittelte Virusresistenz etabliert werden, bei der teilweise eine DNA
Methylierung homologer Sequenzen beobachtet wird. Die Korrelation der RNA
vermittelten Resistenz und der DNA Methylierung wurde im Rahmen dieser
Arbeit untersucht. Zur Etablierung der RNA vermittelten Virusresistenz wurden
Nicotiana benthamiana Pflanzen mittels Agrobakterium vermitteltem
Gentransfer mit unterschiedlichen nicht translatierbaren Konstrukten
transformiert. Es wurden Einzelstrangkonstrukte hergestellt, die 109 - 842 bp
lange Hilllproteinsequenzen des Potato virus YN™ (PVY) enthielten. Nach PVY
Inokulation zeigten nur transgene T4 Pflanzen, die 2592 bp der viralen Sequenz
aufwiesen, eine recovery Resistenz oder Immunitat, die in einigen Fallen nach
vier bis sechs Monaten gebrochen wurde. Die Kombination der 109 - 382 bp
langen Hullproteinsequenzen mit Hullproteinsegmenten des Potato leafroll virus
(269 bp) und Potato virus X (290 bp) in Einzelstrangkonstrukten erzielte weder
Resistenz gegen PVY noch gegen PLRV oder PVX. Eine Anordnung der
viralen Sequenzen als inverted repeat vermittelte in transgenen Pflanzen eine
Resistenz ausschlieBlich gegen PVY. Die Korrelation der RNA vermittelten
Resistenz und der DNA Methylierung wurde untersucht, indem synthetische
CG Sequenzen, durch die die DNA Methylierung kiunstlich erhdht werden sollte,
in die 109 - 842 bp langen Hullproteinfragmente der Konstrukte eingefligt
wurde. Dadurch wurde die Resistenz negativ beeinflusst, da nach Addition der
CG Sequenzen an <614 bp lange CP Sequenzen keine PVY - Resistenz in
Pflanzen erreicht wurde. Das Anfligen von CG Sequenzen ans 3' -terminale
Ende des 842 bp langen PVY Hiullproteinfragments resultierte in Resistenz,
wobei die Cytosin - Methylierung der transgenen DNA, die mittels Bisulfit -
Modifikation bestimmt wurde, im homologen Bereich nicht zunahm. Obwohl die
Methylierung der CG Sequenzen nicht ermittelt werden konnte, scheint die
Methylierung keine Voraussetzung fur eine RNA vermittelte PVY Resistenz zu
sein. Aus weiteren Untersuchungen der Methylierung viraler Sequenzen in
transgenen resistenten und anfalligen Pflanzen konnte ebenfalls nicht
abgeleitet werden, dass eine Korrelation zwischen der RNA vermittelten
Resistenz und der DNA Methylierung besteht.

Stichworte: PVY, RNA vermittelte Resistenz, DNA Methylierung



Abstract

ABSTRACT

By posttranscriptional gene silencing RNA mediated virus resistance can be
established in plants and this phenomenon is sometimes accompanied by DNA
methylation of homologous sequences. The correlation of RNA mediated
resistance and DNA methylation was examined in this study. For establishment
of RNA mediated virus resistance, Nicotiana benthamiana plants were
transformed by Agrobacterium mediated gene transfer with different non
translatable constructs. Some single stranded constructs were produced, which
contained 109 - 842 bp long coat protein derived sequences of Potato
virus YN™ (PVY). After PVY inoculation only transgenic Ty plants, which
contained 2592 bp of the coat protein gene sequence, showed recovery
resistance or immunity, which was broken in several cases after four to six
months. The combination of 109 - 382 bp long coat protein gene sequences
with coat protein segments of Potato leafroll virus (269 bp) and Potato virus X
(290 bp) in single stranded constructs revealed no resistance in plants neither
to PVY nor PLRV and PVX. The arrangement of viral derived sequences as
inverted repeat, established a resistance in plants only to PVY. To investigate
the correlation between RNA mediated resistance and DNA methylation
synthetic CG sequences were inserted into 109 - 842 bp PVY CP sequence
containing constructs, to increase DNA methylation artificially. The resistance
was hereby negatively affected, since after adding CG sequences to 109 - 614
bp long PVY coat protein gene sequences resistance was not established. By
addition of CG sequences to 842 bp PVY coat protein sequences a resistance
in plants was mediated, but cytosine methylation of transgene DNA, which was
determined by means of bisulfite modification, was not increase in homologous
sequences. Although methylation of CG sequences could not be determined,
methylation does not seem to be a precondition for establishment of RNA
mediated PVY resistance. In further investigations of methlyation of viral
derived sequences in transgenic resistant and susceptible plants, a correlation
between RNA mediated resistance and DNA methylation could also not be
detected.

Keywords: PVY, RNA mediated resistance, DNA methylation
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Einleitung

1 EINLEITUNG

Viruserkrankungen verursachen bei Kulturpflanzen weltweit Verluste von ca.
2 Milliarden US Dollar, wobei die EinbuBen allein im Kartoffelanbau auf etwa 30
Millionen US Dollar geschatzt werden (SCHUCHERT et al., 1996). Von ca. 180
Viren, die in der Lage sind Kartoffelpflanzen zu infizieren, fihren etwa 35 zu
erheblichen  Ertragsminderungen. Die Mdglichkeiten der klassischen
Zuchtungen zur Erzeugung resistenter Pflanzen sind begrenzt, da sie sich
aufgrund der Autotetraploidie und der Heterozygositat der Kartoffelpflanzen als
sehr schwierig erweisen. Heute stehen deswegen nur sehr wenige resistente
Sorten zur Verfugung, obwohl mehrere, aus nah verwandten Arten identifizierte
Resistenzgene gegen wirtschaftlich wichtige Viren bekannt sind (FOXE, 1992).
Weil weitere herkbmmliche KontrollmaBnahmen, wie z.B. die Bekdmpfung der
Vektoren, begrenzt und teuer sind und infizierte Pflanzen nur durch sehr
aufwandige Verfahren virusfrei gemacht werden kdnnen, wird heute der Einsatz
von zertifiziertem Saatgut oder resistenten Sorten als am 6konomisch und
6kologisch sinnvollsten erachtet (SOLOMON - BLACKBURN UND BARKER, 2001;
SALAZAR, 2003).

1985 schlugen SANFORD UND JOHNSTON vor, Kulturpflanzen mit Pathogen
abgeleiteten Sequenzen gentechnisch zu verandern und auf diesem Weg
Virusresistenzen (pathogen derived resistance; PDR) zu erzeugen. 1986
zeigten POWELL-ABEL et al., dass es durch die Expression des Huillproteins
(coat protein; CP) des Tobacco mosaic virus (TMV) mdglich war, eine
Resistenz gegen TMV in Tabakpflanzen zu etablieren. Da die Viren fir diese
Form der Resistenzauspragung selbst die notwendigen Sequenzinformationen
liefern, besteht theoretisch die Méglichkeit, eine Resistenz gegen jedes Virus in
Pflanzen zu etablieren, fir die geeignete Transformationsprotokolle zur
Verfugung stehen. So wurden seit 1986 durch PDR resistente Pflanzen gegen
Viren aus 13 verschiedenen taxonomischen Gruppen hergestellt (GRUMET,
1995; LOMONOSSOFF, 1995). Wahrend anfanglich postuliert wurde, dass die
Expression des transgen - kodierten Proteins flr die Auspragung der Resistenz
notwendig sei, wurde spéater entdeckt, dass allein das Vorliegen der mRNA des
Transgens ausreicht, um eine Virusresistenz in Pflanzen zu etablieren
(GOLEMBOSKI et al., 1990; BRAUN UND HEMENWAY, 1992; DE HAAN et al., 1992;
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LINDBO UND DOUGHERTY, 1992). Die Grundlagen fir diese sogenannte RNA
vermittelte Resistenz sind seitdem Gegenstand intensiver Forschung. Heute ist
bekannt, dass diese Resistenz sowohl durch sense als auch antisense
Transgene induzierbar ist (FARINELLI UND MALNOE, 1993; SMITH et al, 1994).
Entscheidend ist das Vorkommen doppelstrangiger RNA (dsRNA), die als
Ausléser des Mechanismus gilt und zu Degradation homologer viraler RNA und
mRNA im Zytoplasma fuhrt (WATERHOUSE et al., 2001; VOINNET, 2001;
VAUCHERET et al.,, 2001; MATzZKE et al., 2001) und somit eine Virusresistenz
bewirkt (LINDBO et al., 1993; DOUGHERTY et al., 1994; SMITH et al., 1994;
ENGLISH et al., 1996; SIEN et al., 1996). Die meisten Pflanzenviren weisen
wahrend ihrer Replikation doppelstrangige Zwischenstadien auf und sind damit
zugleich Ausléser und Ziel dieses pflanzlichen Degradationsmechanismus
(MARATHE et al., 2000; LI UND DING, 2001; VOINNET, 2001). Dieser ist durch eine
hohe Transkriptionsrate des Transgens und einen geringen steady state Level
gekennzeichnet und wird deswegen auch als Post transcriptional gene silencing
(PTGS) bezeichnet (BAULCOMBE, 1996; DEPICKER UND MONTAGU, 1996;
WASSENEGGER UND PELISSIER, 1998).

Genetische und biochemische Studien zeigen, dass das PTGS einen adaptiven
Abwehrmechanismus der Pflanzen gegen Viren und parasitische Nukleinsauren
in Form von z.B. Transposons darstellt (BECLIN et al., 1998; MOURRAIN et al.,
2000). Unterstitzt wird diese Aussage dadurch, dass die Pflanze in Folge der
PTGS - Aktivierung ein mobiles Signal produziert (FAGARD UND VAUCHERET,
2000), was sich durch Plasmodesmata und das vaskulare System, und damit
auf demselben Weg wie die Viren, in den Pflanzen ausbreitet. Des Weiteren
sind fir Viren aus nahezu allen Virusfamilien Suppressorproteine identifiziert
worden, mit denen die Viren in der Lage sind, das PTGS aktiv zu unterdriicken.
Reprasentativ fir die jeweiligen Genera sind in Tab. 1.1 Viren mit den

dazugehdrigen Suppressoren aufgelistet.
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Tab. 1.1 Auflistung der ersten identifizierten Suppressor Proteine von Viren
unterschiedlicher Genera

Virus Genus Protein | Referenz

African cassava mosaic virus | Begomovirus | AC2 VOINNET et al., 1999

(ACMV)

Barley stripe mosaic virus Hordeivirus |gb YELINA et al., 2002

(BSMV)

Beet necrotic yellow vein Furovirus P14 DUNOYER et al., 2002

virus (BNYYV)

Beet western yellows virus Polerovirus |PO PFEFFER et al., 2002

(BWYV)

Beet yellows virus (BYV) Closterovirus | P21 REED et al., 2003

Cowpea mosaic virus Comovirus |small VOINNET et al., 1999

(CPMV) CP Liu et al., 2004

Cucumber mosaic virus Cucumovirus | 2b BRIGNETI et al., 1998

(CMV)

Flock house virus (FHV) Nodavirus B2 Li et al., 2002

Peanut clump virus (PCV) Pecluvirus P15 DUNOYER et al., 2002

Potato virus X (PVX) Potexvirus P25 VOINNET et al., 2000

Potato virus Y (PVY) Potyvirus HC-Pro |BRIGNETI et al., 1998

Rice hoja blanca virus Tenuivirus NS3 BUCHER et al., 2003

(RHBV)

Rice dwarf virus Reovirus Pns10 |CAo et al., 2005

Rice yellow mottle virus Sobemovirus | P1 VOINNET et al., 1999

(RYMV)

Tomato bushy stunt virus Tombusvirus | P19 VOINNET et al., 1999

(TBSV)

Sweet potato chlorotic stunt | Crinivirus P22 KREUZE et al., 2005

virus (SPTSV)

Tomato mosaic virus (TOMV) | Tobamovirus | P30 KuBOTA et al., 2003

Tomato spotted wilt virus Tospovirus |NSs BUCHER et al., 2003

(TSWV)

Turnip crinkle virus (TCV) Carmovirus |P38 THOMAS et al., 2003; Qu

et al., 2003
Turnip yellow mosaic virus Tymovirus P69 CHEN et al., 2004

(TYMV)

Es wird davon ausgegangen, dass es den Viren nur durch die Unterdrickung

des pflanzeneigenen Abwehrsystems mit Hilfe dieser Suppressoren mdglich ist,

die jeweiligen Wirtspflanzen erfolgreich zu infizieren.
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Grundlagen des PTGS und derzeitige Erkenntnisse zur RNA vermittelten,

transgenen Virusresistenz

Normale

vV VWA J' Genexpression

WWWAAAAA 4‘)

MW -

Dicer

.-";Nase,? GAQ 1‘
- \
,,,,;m‘x. A "'

RI ol #’

RISC

Cytoplasma

Abb. 1.1 Schematische Darstellung des PTGS in héheren Pflanzen (verandert
nach WASSENEGGER, 2002; Erklarung siehe Text)

Im Normalfall werden die transgenen Sequenzen, genau wie die
pflanzeneigener Gene, im Zellkern transkribiert und nach dem Transport der
messenger RNA (mRNA) im Zytoplasma exprimiert. Das Schwellenwertmodell
(SMITH et al., 1994; DOUGHERTY UND PARKS, 1995) beschreibt, dass erst durch
das Uberschreiten einer bestimmten, aber noch unbekannten Transkript-
konzentration, neben der normalen mRNA auch fehlerhafte, sogenannte
aberrante RNA (abRNA) gebildet wird. Diese abRNA wird wahrscheinlich im
Zellkern und/oder im Zytoplasma von einer zellularen RdRp (cRdRp) erkannt
und amplifiziert. Proteine der Argonaut Familie, die einer Gruppe eng
verwandter und wahrend der Evolution hoch konservierter Proteine angehéren,
erkennen vermutlich die resultierende dsRNA und transportieren sie zu einer
Endo - Ribonuklease (RNase Il der Klasse Il, NICHOLSON, 1999), die als Dicer
bezeichnet wird (ZAMORE et al., 2000; BERNSTEIN et al., 2001; TABARA et al.,
2002). Dieser evolutionar konservierte Dicer weist zwei RNAselll Motive, eine
carboxyterminal gelegene Bindungsstelle fir dsRNA, einen aminoterminalen
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Helikase - Bereich, sowie eine Doméane von 110 Aminosauren, die in Proteinen
wie Piwi, Argonaut und Zwille/Pinhead (PAZ: Piwi/Argonaut/Zwille; PROVOST et
al., 2002; AGRAWAL et al., 2003) vorhanden sind, auf und prozessiert die dsRNA
ATP - abhangig (TuscHL et al, 1999; NYKANEN et al, 2001) in kurze
doppelstrangige short interfering RNAs (siRNAs; HAMILTON UND BAULCOMBE,
1999). Durch eine Veranderung der Dicer Struktur (HALL et al., 2002) kann der
Abstand zwischen den aktiven endonukleolytischen Bereichen modifiziert
werden, so dass in Pflanzen zwei Klassen von siRNAs mit definierten Langen
von 21 und 24/25 Nukleotiden entstehen (HAMMILTON UND BAULCOMBE, 1999;
TANG et al.,, 2003). Diese siRNAs werden in einen Multiprotein - Komplex
eingebunden, der als RNA-induced silencing complex (RISC) bezeichnet wird
(HAMMOND et al., 2000). Er weist eine sequenzspezifische Nukleaseaktivitat
(HAMMOND et al., 2000), zwei RNA Bindungsstellen (CAuDY et al., 2002), sowie
ein Protein der Argonaut Familie auf, das Homologien zu einer Helikase aus
Drosohpila zeigt (ISHIzUKA et al., 2002). Letzteres enthdlt neben einem
Polyglutamin Rest eine PAZ - und eine PIWI - Domane (PPD), durch deren
Interaktion mit der PAZ - Doméane des Dicers wahrscheinlich die Inkorporation
der siRNAs in den RISC katalysiert wird (BAuLcOMBE, 2001; HAMMOND et al.,
2001). In einem ATP - abhangigen Schritt (NYKANEN et al., 2001) wird die
inkorporierte siRNA vermutlich durch die Helikase denaturiert, ein Einzelstrang
der siRNA sowie die Helikase abgetrennt und dadurch der RISC aktiviert
(RISC). Der im RISC* verbleibende siRNA Einzelstrang hybridisiert im
Zytoplasma mit komplementarer RNA, wodurch deren Degradation durch
endonukleolytischen Verdau (ELBASHIR et al., 2001) mittels einer bisher noch
nicht identifizierten RNase (RNase?) eingeleitet wird. Die gebundene
komplementédre RNA wird etwa in der Mitte der siRNA Sequenz geschnitten
(CAPLEN et al, 2001) und anschlieBend durch eine mutmaBliche
Exoribonuklease abgebaut (HAMMOND et al., 2000). Vor der Dissoziation des
RISCx/RNA Komplexes transkribiert eine cRdRp, die nicht mit der, die die
abRNA amplifiziert identisch sein muss, die komplementare RNA, indem sie
den siRNA Einzelstrang als Primer benutzt. Dadurch wird der Pool an langen
dsRNAs und folglich an siRNAs erhéht und die Degradation verstarkt
(WASSENEGGER, 2002).
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In unterschiedlichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das PTGS
mit einer de novo DNA Methylierung der transgenen Sequenz assoziiert ist
(ASSAAD et al., 1993; WASSENEGGER et al., 1994; INGELBRECHT et al., 1994;
SMITH et al., 1994; ENGLISH et al., 1996; SIJEN et al., 1996; VAN HOUDT et al.,
1997; STAM et al., 1998; JONES et al., 1998, 1999; ELMAYAN et al., 1998;
PELLISSIER et al., 1999), die vermutlich aus einer Interaktion der dsRNA oder
siRNA mit homologen DNA Sequenzen im Zellkern resultiert. Dabei werden
nicht nur die Cytosine (C), die in einem symmetrischen Kontext (CG oder CHG;
mit H = A, C, T) stehen und als klassische Ziele der Methylierung gelten
(GRUENBAUM, 1981), sondern nahezu alle C der homologen Sequenz, auch die,
die in dem asymmetrischen Kontext CHH vorliegen, methyliert (PELLISSIER UND
WASSENEGGER, 2000; WANG et al, 2001). Diese Methylierung bewirkt
wahrscheinlich einen vorzeitigen Abbruch der priméren Transkription, wodurch
verkirzte mRNAs entstehen, die von LITIERE et al. (1999), WANG UND
WATERHOUSE (2000) und WANG et al. (2001) gezeigt wurden. Unter der
Voraussetzung, dass die abRNA, deren Konzentration somit ansteigen wirde,
als Template fur die cRDRP dient, kénnte auf diese Weise das einmal initiierte
PTGS aufrecht erhalten und verstarkt werden (WASSENEGGER, 2002).

In anderen Arbeiten wurde der Zusammenhang zwischen der DNA
Methylierung und dem PTGS hingegen nicht beobachtet (SCHEID et al., 1991;
GOODWIN et al., 1996; STAM et al., 1998), so dass bis heute nicht eindeutig
abgeleitet werden konnte, ob die Meythlierung eine aktive Rolle im Auslésen
oder Aufrechterhalten des PTGS spielt, oder als eine indirekte Konsequenz

resultiert.

Kartoffelinfizierende Viren

Die wirtschaftlich bedeutendsten Schaden im Kartoffelanbau verursachen die
Viren Potato virus Y (PVY), Potato leafroll virus (PLRV), Potato virus X (PVX),
Potato virus A (PVA), Potato virus M (PVM) und Potato virus S (PVS), durch
deren Befall es zu Ertragsminderungen von mehr als 90% kommen kann.
Besonders wenn Kombinationen der Viren in einer Pflanze vorkommen, kann
die Auspragung der Symptome und somit der Ertragsverlust durch
synergistische Effekte noch ansteigen (LANDSMANN, 2000).

Die Kartoffel (Solanum tuberosum L.), die zur Familie der Solanaceae gehért

wird global auf ca. 20 Millionen Hektar angebaut. Da sie allen anderen
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Kulturpflanzen in der Produktion von Proteinen pro Zeiteinheit und Flache
Uberlegen ist, steht sie hinter Weizen, Reis und Mais auf der Liste der weltweit
produzierten Nahrungspflanzen auf Platz vier. Die wirtschaftliche Bedeutung in
Deutschland wird dadurch reprasentiert, dass es im Vergleich der 60
kartoffelanbauenden Lander mit einer Erntemenge von 13 Millionen Tonnen
Platz 6 belegt (GRAF, 2001).

Weil Kartoffeln im wesentlichen vegetativ vermehrt werden, stellen die Viren,
die zum GroBteil in den Knollen Gberdauern, eine groBe Gefahr fir den Anbau
dar, zumal  die Priméarinfektionen  aufgrund ihrer  schwachen
Symptomauspragung oder eines latenten Befalls oft nicht erkannt werden,
dadurch aber im Folgejahr meist schwerere Sekundarinfektionen resultieren
(SALAMAN, 1970).

Potato virus Y (PVY)

PVY bildet den Typstamm des Genus Potyvirus, der zur Familie der Potyviridae
gehort (PRINGLE, 1999), die mit 70 definitiven und 140 mdglichen Mitgliedern
(BARNETT, 1992) die gréBte und Okonomisch wichtigste Gruppe der
Pflanzenviren darstellt (SHUKLA et al., 1994). Rund 40% aller durch
Pflanzenviren hervorgerufenen Ertragsminderungen werden heute allein auf
PVY zurtckgefihrt (RIECHMANN et al., 1992). Weltweit betragen die durch PVY
verursachten Ernteausfédlle in den Anbaugebieten, abhangig von der
Kartoffelsorte, dem infizierenden Virus Stamm und dem Infektionszeitpunkt bis
zu 80% (DE BOKX UND HUTTINGA, 1981). In Deutschland wird PVY nach der
Pflanzkartoffelverordnung als schweres Virus eingestuft (BGBI. Teil I, Nr. 61,
2004).

Genomstruktur des PVY

Die Partikel des PVY liegen in Form flexibler filamentdser Faden vor, die eine
Léange von 730 nm und eine Breite von 11 nm aufweisen. Sie sind in der
Epidermis, dem Zytoplasma und den Vakuolen lokalisiert und bilden
charakteristische Einschlusskérper, die als amorphe Kristalle im Kern oder in
Form von "pinwheels" - wie die Partikel selbst - im epidermalen Gewebe und im
Zytoplasma auftreten (CHRISTIE UND EDWARDSON, 1977).

Das einzelstrangige Sinnstrang RNA Genom weist eine GréBe von 9.7 kb auf
und wird von ungeféhr 2000 Untereinheiten einzelner Hillproteine verpackt, die
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in helikaler Struktur angeordnet sind (SHUKLA et al., 1994). Das RNA Genom
kodiert fur ein Polyprotein mit einer Gr6Be von ca. 340 kDa, das durch co- und
posttranslationale proteolytische Spaltung der drei viruskodierten Proteinasen in
neun multifunktionelle Proteine prozessiert wird (RIECHMANN ef al., 1992). In der
N - terminalen Region des Polyproteins sind dabei die Proteine angeordnet, die
fir die Ausbreitung des Virus eine Rolle spielen, wahrend im C - terminalen
Bereich die Proteine lokalisiert sind, die zum Replikationskomplex gehdéren
(UrcuQuI-INCHIMA et al., 2001). Der offene Leserahmen (open reading frame;
ORF) wird sowohl am 5’ als auch am 3’ - Ende von zwei nicht translatierbaren
Bereichen flankiert. Daneben ist am 5' - Ende kovalent ein virales Protein
(genome-linked viral protein, VPg; SIAwW et al., 1985; MURPHY et al., 1991) an
die RNA gebunden und am 3' - Ende ein poly(A) - Schwanz lokalisiert (HARI et
al., 1979; URcuQUI-INCHIMA et al., 2001; s. Abb. 1.2).

5'ntr 3'ntr
| ORF |
VPg Poly(A)
S Y VvV V.V v
| Pt [ He-Po | P3 [ cl & veg|Na [ mnb  [cp |
*
T
vPg
.
€
*
| cl >
< aly-Gly; O Phe-Ser; V Gin-(Ser/Gly);

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Genomstruktur des einzelstrangigen
(+) RNA Genoms des PVY mit Kennzeichnung der Proteinase -
Schnittstellen und Angabe der kodierten Proteine
ntr: nicht translatierbare Regionen; VPg: Virales genomgebundenes Protein; ORF:
offenes Leseraster; P1: P1 Protein, HC-Pro: Helferkomponente Proteinase, P3:
Protein 3, Cl: Zylindrischer Einschlusskdrper, 6K1 und 6K2: 6K Proteine, Nla:
Kerneinschlusskérper a, NIb: Kerneinschlusskérper b, CP: Coat protein;
(RIECHMANN et al., 1992; REVERS et al., 1999; RAJAMAKI UND VALKONEN, 1999)
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Funktion der einzelnen Proteine des PVY

Das Protein P1 am N - terminalen Ende des offenen Leserasters kodiert fur
eine Trypsin ahnliche Serin - Proteinase, die autoproteolytisch am C -
terminalen Ende des P1 das Dipeptid Phe/Ser (VERCHOT et al., 1991; MAVANKAL
UND RHOADS, 1991) schneidet. Es weist eine unspezifische RNA
Bindungsaktivitat auf (BRANTLEY UND HUNT, 1993; SOUMOUNOU UND LALIBERTE,
1994; MERITS et al., 1998) und stimuliert die Genomamplifikation in trans
(VERCHOT UND CARRINGTON, 1995a, b). Des Weiteren verstarkt es die Aktivitat
der Helferkomponente Proteinase (HC-Pro; PRusS et al., 1997).

Das C - terminale Ende der HC-Pro stellt eine cis - aktive Proteinase des
Cystein Typs dar und schneidet autoproteolytisch das Gly/Gly Motiv zwischen
der HC-Pro und dem P3 (CARRINGTON et al., 1989a, b; MAIA et al., 1996).
HC-Pro war der erste identifizierte Suppressor des RNA Silencings
(ANANDALAKSHMI et al., 1998; KASSCHAU AND CARRINGTON, 1998; BRIGNETI et al.,
1998) und ist als dieser in der Lage, sowohl Transgen-, als auch Virus-
induziertes Silencing in Tabak zu revertieren (PRUSS et al., 1997; KASSCHAU UND
CARRINGTON, 1998; Ruiz et al., 1998), was vermutlich darauf zurlickzufihren ist,
dass die Akkumulation der siRNAs durch HC-Pro unterbunden wird (LLAVE et
al., 2000; MALLORY et al., 2002; KASSCHAU et al., 2003).

In Pflanzen werden durch HC-Pro Calmodulin verwandte Proteine (rgs - CaM)
aktiviert, die wiederum einen endogenen Mechanismus der Pflanze anschalten,
der die Silencing Aktivitdt negativ reguliert (SNEDDEN UND FROMM, 1998;
ANANDALAKSHMI et al., 2000). Dies fuhrt in einzelnen Zellen u.U. zu einer
verbesserten systemischen Ausbreitung und einer verstarkten und langer
andauernden Virusreplikation (KLEIN et al., 1994; CRONIN et al., 1995; KASSCHAU
et al., 1997).

Die Ausbildung synergistischer Symptome, die in Mischinfektionen von Poty -
und z.B. Potexviren (VANCE et al., 1995; SHI et al., 1997) vorkommen kann, wird
ebenfalls auf die Suppressor Wirkung von HC-Pro zurlickgeflihrt, da
angenommen wird, dass durch die Unterdrickung des pflanzlichen
Abwehrmechanismus (CARRINGTON UND WHITHAM et al, 1998a), den
heterologen Viren die Ausbreitung erleichtert wird.

Das N - terminale KITC - Motiv (REVERS et al., 1999) und das im C - terminalen
Bereich lokalisierte PTK Motiv der HC-Pro (GRANIER et al., 1993) sind fiir die
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Blattlaustbertragung entscheidend (THORNBURY et al., 1985), da sie fir die
Bindung an bisher nicht identifizierten Rezeptoren im Nahrungskanal von
Blattlausen verantwortlich sind (BLANC et al., 1998; RACCAH et al., 2001).

P3 ist an der Replikation (KLEIN et al., 1994), sowie der Symptomauspragung
(RIECHMANN et al.,, 1992; CHU et al., 1997; SAENZ et al., 2000; JENNER et al.,
2003) beteiligt.

Im C - Terminus des Polyproteins P3/6K1 sind beim Plum pox virus (PPV) die
Pathogenitatsdeterminanten lokalisiert (SAENz et al., 2000). Weil es bei einer
vollstdndigen Unterbindung der Prozessierung des Fusionsproteins nur zu einer
latenten PPV Infektion kommt, wird eine Beteiligung des 6K1 an der
Symptomauspragung angenommen (RIECHMANN et al., 1995).

Cl bildet die fur Potyviren charakteristischen Einschlusskdrper (LESEMANN,
1988) und ist an der Zell - zu - Zell Ausbreitung des RNA - Protein Komplexes
beteiligt (CARRINGTON et al., 1998Db).

6K2 spielt eine Rolle fur den intra- und interzelluldren Transport der Potyviren
(RAJAMAKI UND VALKONEN, 1999; SPETZ UND VALKONEN, 2004), wobei eine
proteolytische Separation eine Vorraussetzung fur die Replikation und
Ausbreitung des PVA ist (MERITS et al., 2002).

Der 3' - gelegene Sequenzbereich des KerneinschluBkdrpers a (Nla) kodiert flr
eine Proteinase (NlaPro; DOUGHERTHY UND PARKS, 1991; GARCIA et al., 1992),
die die Dipeptide GiIn/Ser, GIn/Ala, GIn/Gly und in einigen Fallen GIn/Val sowie
Glu/Ala, das intern zwischen der VPg- und der Proteinase- Doméne liegt, als
Schnittstellen erkennt und fir die restlichen in cis und in trans Prozessierungen
verantwortlich ist (CARRINGTON AND DOUGHERTY 1987a, b ; CARRINGTON et al.,
1988; GARCIA et al.,, 1990; DOUGHERTY UND PARKS, 1991; RIECHMANN et al.,
1992; ADAMS, 2005). Die Dipeptidsequenzen zwischen P3 und 6K1, Cl und 6K2
sowie die internen Nla Schnittstellen werden dabei langsamer prozessiert als
das NIb und CP (MEeRTIS et al, 2002), so dass teilweise Fusionsproteine
vorliegen, die andere Funktion als die Einzelproteine haben kénnen (URcuQul-
INCHIMA et al., 2001).

Das am N - terminalen Bereich des Nla lokalisierte VPg (NlaVPg; SHAHABUDDIN
et al., 1988; MURPHY et al., 1990) des Turnip Mosaic Virus (TuMV) und Lettuce
Mosaic Virus (LMV) interagiert spezifisch mit dem eukaryotischen
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Initiationsfaktor elF(iso)4E (WITTMANN et al., 1997; DUPRAT et al., 2002). Des
Weiteren dient das VPg wahrscheinlich als eine Art Primer fir die RNA
Synthese des antisense Stranges (MURPHY et al., 1990, 1996; RIECHMANN et al.,
1992; SCHAAD et al., 1996; PUUSTINEN UND MAKINEN, 2004). Neben dieser Rolle
bei der Virusreplikation ist NlaVPg am Langstreckentransport des PVA beteiligt
(RAUAMAKI  UND VALKONEN, 1999) und vermutlich durch Interaktion mit
Wirtsfaktoren fir die Wirtsspezifitdt ausschlaggebend (SCHAAD et al., 1997).

Das unter den Potyviren am hdchsten konservierte Protein ist das NIb, dem
eine zentrale Rolle bei der Virusreplikation zukommt. Neben einer
Bindungsstelle fir RNA, weist die Sequenz ein GDD Motiv auf. Dieses ist
charakteristisch fir eine RNA abhangige RNA Polymerase (RdRp), deren
Aktivitat von HONG UND HUNT (1996) fur TVMV gezeigt wurde.

CP ist das einzige Strukturprotein der Potyviren und dient im Wesentlichen der
Enkapsidierung der viralen RNA. Es weist im zentralen Bereich
hochkonservierte Regionen auf, die an der Ausbildung der Viruspartikel beteiligt
sind (DoOLJA et al., 1995; VARRELMANN UND MAISS, 2000). Die relativ variablen N -
und C - terminalen Enden sind an der Oberflache der assemblierten Partikel
lokalisiert. Der N-Terminus, in dem die virusspezifischen Epitope lokalisiert sind,
ist sowohl entscheidend fir eine systemische Ausbreitung des Virus (DOLJA et
al., 1994), als auch fur eine effiziente Blattlaustbertragung durch Interaktion
des konservierten DAG - Motivs mit dem PTK - Motiv der HC-Pro (ATREYA et al.,
1991). Durch Interaktion mit dem GDD Motiv des NIb (TVMV; HONG et al.,
1995) wirkt das CP vermutlich replikationsregulierend (MAHAJAN et al., 1996).

Auch fur die nichttranslatierbaren Regionen am 5’- und 3’- Ende der viralen
RNA konnte fir TEV eine Beteiligung an der Replikation gezeigt werden
(CARRINGTON UND FREED, 1990; LEVIS UND ASTIER-MANIFACIER, 1993;
ORUETXEBARRIA UND VALKONEN, 2001; HALDEMAN-CAHILL et al., 1998).

Wirtskreis, Ubertragung und Bekampfung des PVY

Neben der Kartoffel werden besonders in warmeren Klimaten Pflanzenarten
aus der Familie der Solanaceae, wie Tabak (Nicotiana tabacum L.), Tomate
(Lycopersicum esculentum Mill.) und Paprika (Capsicum spp. L.) infiziert
(EDWARDSON, 1974; DE BOKX UND HUTTINGA, 1981), aber auch einige
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Pflanzenarten der Familien Chenopodiaceae und Leguminosae (THORNBERRY,
1966).

Auf der Basis lokaler und systemischer Symptomauspragungen in
unterschiedlichen Kartoffelsorten und Indikatorpflanzen, wie N. tabacum "W hite
Burley" und N. tabacum "Samsun NN", sowie Physalis floridana und anhand
serologischer und molekularer Merkmale werden im Wesentlichen drei PVY -
Stdmme unterschieden (BEEMSTER UND DE BOKX, 1987):

e PVY° ("ordinary" strain) bezeichnet den "gewdhnlichen" Stamm, der
erstmalig 1931 von SMITH beschrieben wurde und die so genannte
Strichelkrankheit hervorruft. Er ist weltweit in allen Kartoffel -
Anbaugebieten vertreten und verursacht in anfélligen Sorten als
Primarinfektion ein leichtes bis schweres Mosaik, eine schwere
systemische Krauselung der Blatter sowie Blatteinsenkungen. Der Begriff
Strichelkrankheit leitet sich aus den primdren Symptomen auf der
Blattunterseite ab, die in Form von "Tintenspritzern" erscheinen, aus
denen sich im Verlauf Nekrosen entwickeln, so dass letztendlich die
Blatter abfallen. Pflanzen mit Sekundarinfektionen sind meist gestaucht
und zeigen eine schweres Mosaik und starke Krauselung der Blatter,
sowie Blatt- und Stammnekrosen.

In P. floridana werden nach einer PVY® - Infektion systemische
Nekrosen ausgebildet, in Tabak ein systemisches Mosaik.

e PVY® ("stipple streak" strain) ist in Europa, Indien, Neuseeland,
Australien, Nord- und Stdamerika verbreitet. Die Pflanzen der meisten
Kartoffelsorten reagieren mit einer hypersensitiven Reaktion auf eine
Infektion (DE BOKX UND HUTTINGA, 1981; JONES, 1990; VALKONEN et al.,
1996). Anfallige Sorten, P. floridana und Tabak zeigen hingegen ein
ahnliches Mosaik wie Pflanzen, die mit dem PVY® Stamm infiziert sind.

e PVYN ("veinal necrosis" strain) wird seit 1950 in Europa, Nord- und
Stdamerika, Neuseeland sowie Teilen von Afrika detektiert.
Kartoffelpflanzen werden latent befallen oder reagieren auf eine Infektion
mit einem leichten bis schweren Mosaik. Auf P. floridana entwickelt sich
ein schweres systemisches Mosaik und in Tabakpflanzen kommt es zur
Ausbildung schwerer Adernekrosen, die zu einem Absterben der Blatter
fiihren. PVYN wird als Erreger der schweren Epidemien in den 50er und
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70er Jahren angesehen, wodurch seine groBe wirtschaftliche Bedeutung
eindrucksvoll verdeutlicht wird.

In den letzten Jahren sind neue Varianten des PVY"N Stammes aufgetreten.
1984 wurde in Polen PVYMW entdeckt, was als virulenter und aggressiver
beschrieben wird als die &lteren PVY" - Isolate (CHRZANOWSKA, 1991). Durch
serologische Untersuchungen wurde gezeigt, dass PVYNW mit PVY® verwandt
ist (CHRzANOWSKA, 1994), wobei GLAIS et al. (2002) aufgrund der
phylogenetisch engen Verwandtschaft postulieren, dass PVYNW durch
Rekombinationsereignisse der Stimme PVY® und PVY" entstanden sein muss.
Zwei weitere westeuropdische Isolate, PVY? und PVY%E (KERLAN et al., 1999),
werden ebenfalls als Pathotypen der Stamme PVYN und PVY©® beschrieben
(BLANCO-URGOITI et al., 1998; GLAIS et al., 2002).

1984 wurde aus Ungarn zum ersten Mal von BECZNER et al. von einem Isolat
berichtet, das als PVYN™ bezeichnet wird und sich in den letzten zehn Jahren
Uber ganz Europa ausgebreitet hat (Kus, 1995; SINGH et al., 1998; BLANCO-
URGOITI et al., 1998; KERLAN et al., 1999). Da es serologisch nicht von dem N -
Stamm unterschieden werden kann, wurde es als dessen Pathotyp angesehen
(VAN DEN HEUVEL et al., 1994a; BLANCO-URGOITI et al., 1998). GLAIS et al. (2002)
nehmen allerdings fUr dieses europaische NTN - Isolat an, dass es aus einer
Rekombination der Stdmme N und O resultiert. Ein weiteres NTN - Isolat
hingegen, welches sich in Kanada ausbreitet (MCDONALD UND SINGH, 1996;
SINGH et al.,, 1998), soll aus einer Genommutation des PVYN Stammes
resultieren (NIE UND SINGH, 2003).

Heute wird PVYN™ neben PVY®, PVY® und PVYN als vierte Stammgruppe
bezeichnet (LANDSMANN, 2000). W&hrend an Tabak die gleichen Symptome wie
durch eine PVY" Infektion hervorgerufen werden, verursacht PVYN™ im
Gegensatz zu den Stammen N und O in Kartoffelpflanzen starke Nekrosen an
den Knollen (s. Abb. 1.3; LE ROMANCER UND NEDELLEC, 1994).

Abb. 1.3 Symptome des PVY'™ an der
Kartoffelknolle (SCHUCHERT et al., 1996)
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Aufgrund dieser Symptome spricht man von der nekrotischen Ringflecken -
Krankheit der Kartoffelknollen (potato tuber necrotic ringspot disease = PTNRD;
VAN DEN BOVENKAMP, 1992). Die Nekrosen entwickeln sich vor allem wahrend
der Lagerung (LE ROMANCER UND NEDELLEC, 1994) und ein Befall von nur 20%
der Knollen macht diese unverkauflich (SCHUCHERT et al., 1996). Da gegen den
N - Stamm resistente Sorten auf eine Infektion mit dem NTN - Stamm anfallig
reagieren koénnen (COMMITTEE FOR TRADE, INDUSTRY AND ENTERPRISE
DEVELOPMENT, 2004), stellt der NTN - Stamm eine besondere Gefahr fir die

Anbauer dar.

PVY wird nicht persistent von ca. 25 Aphiden - Arten Ubertragen, wobei die
Grane Pfirsichblattlaus (Myzus persicae Sulz.) nach VAN HOOF (1980) den
effektivsten Ubertrager darstellt. Die Viruspartikel haften schon nach kurzen
Saugzeiten (optimal 30 sec bis 5 min; BRADLEY UND RIDEOUT, 1953; EASTON et
al, 1958) in der Blattepidermis (PIRONE UND HARRIS, 1977) an den
Mundwerkzeugen der Aphiden. Da auch die Inokulation bei Saugtétigkeiten
innerhalb von 30 - 60 sec stattfinden kann (BRADLEY UND RIDEOUT, 1958), ist die
Bekampfung der Ubertrager mit systemischen oder Kontakt - Insektiziden sowie
Mineraldl unwirksam, da diese nicht schnell genug wirken (TILIKKALA, 1987;
WEIDEMANN, 1988). Zusatzlich fihren die Aphiden, durch die Spritzungen
angeregt, meist mehrere Probestiche aus, wodurch es zu einer vermehrten
Virusaufnahme und -Inokulation und somit durch die Spritzung eher zu einer
verstarkten Ausbreitung von PVY im Bestand kommt (SCHEPERS et al., 1984).
Darum stehen zur Bekampfung der Vektoren nur vorbeugende MaBnahmen zur
Verfligung, wie z.B. die Bepflanzung des Ackerrandstreifens mit Nicht -
Wirtspflanzen, wie Weizen oder Soja. Durch diese kann die PVY Ubertragung
durch einfliegende Aphiden um bis zu 60% verringert werden, da die Aphiden
auf diesen Pflanzen ihre Mundwerkzeuge von dem nicht persistenten PVY
reinigen konnen. Daneben wird der Anbau von zertifizierten virusfreien
Pflanzkartoffeln bzw. resistenten Sorten empfohlen.

Beispiele, bei denen mit PVY abgeleiteten Sequenzen eine RNA vermittelte
Virusresistenz in Pflanzen etabliert werden konnte, sind in Tab. 1.2

zusammengefasst.
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Tab. 1.2  Ubersicht der RNA vermittelten Resistenzen gegen PVY

PVY - Pflanze |Lange der kodierenden |Referenz
Protein Sequenz
CP Tabak |gesamt VAN DER VLUGT et al., 1992
gesamt HAN et al., 1999
gesamt Guo et al., 2003
605 bp vom 3’ Ende als IR* | MissIou et al., 2004
202-603 bp ZHU et al., 2004
gesamt SMITH et al., 1994
Kartoffel | gesamt HASSAIRI et al., 1998
gesamt SCHUBERT et al., 2004
P1 Kartoffel | gesamt PEHU, 1995
gesamt MAEKI-VALKAMA et al., 2000
Nla Tabak |NlaPro (700 bp als IR*) SMITH et al., 2000
Nla (735 bp als IR*) MITTER et al., 2001

* IR = inverted repeat

Potato leafroll virus (PLRV)

PLRV gehért zur Familie der Luteoviridae (D'ARCY et al., 2000) und stellt den
Typstamm des Genus Polerovirus dar. Es wurde 1916 erstmals von QUANJIER
et al. in Solanum tuberosum ssp. tuberosum beschrieben. Weltweit verursacht
es in den Kartoffelanbaugebieten schwere Schaden (ROBERT UND LUMAIRE,
1999), die zu ErtragseinbuBen bis zu 80 - 90% flhren (LANDSMANN, 2000), die
in Mischinfektionen mit PVX oder PVY zu einem Totalausfall der Kartoffelernte
fuhren kdnnen (MATTHEWS 1982). Nach der Pflanzkartoffelverordnung wird es
ebenso wie PVY als schweres Virus eingestuft (BGBL. Teil I, Nr. 61, 2004).

Genomstruktur des PLRV

Die isometrischen Partikel des PLRV haben einen Durchmesser von 24 nm
(PETERS, 1967; TAKANAMI UND KuBO, 1979) und kommen ausschlieBlich in den
Siebréhren und den Geleitzellen der Pflanzen vor. Im Zytoplasma des
Phloemparenchyms und der Geleitzellen kommt es zur Zusammenlagerung der
Virionen in unstrukturierten Aggregaten, wahrend in den Zellvakuolen kristalline
Zusammenschllsse auftreten (ARAI et al., 1969; KoJIMA et al., 1969).

Das Genom wird von einer einzelstrangigen Sinnstrang RNA gebildet, die 5882
Nukleotide umfasst und an beiden Enden von nicht translatierbaren Bereichen
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flankiert wird. Am 5' Ende ist ein VPg kovalent an die RNA gebunden (MAYO et
al., 1989), wahrend am 3'- Ende ein poly(A) - Schwanz fehlt (MAYO et al., 1982).
Die RNA kodiert vermutlich fir acht offene Leserahmen (s. Abb. 1.4; ASHOUB et
al., 1998), die durch eine kleine intergenische Region in zwei Gruppen geteilt
werden, von denen die im 5' - Bereich gruppierten ORFO - ORF2, im Gegensatz
zu den am 3' - Ende lokalisierten ORF3 - ORF5, eine relativ hohe
Sequenzvariabilitdt in den einzelnen Isolaten der Viren des Genus Polerovirus
aufweisen. Die konserviertesten Bereiche liegen im ORF3 und 4 (GUYADER UND
DuUcRAY, 2002)

Die drei ORFs 0, 1 und 2 werden von der genomischen RNA translatiert. Die
ersten neun Nukleotide der 5' gelegenen nicht translatierbaren Leader Sequenz
dieser genomischen RNA entsprechen denen der polyzistronischen
subgenomischen RNA1 (sgRNAT1; s. Abb. 1.4; TACKE et al., 1990; MILLER et al.,
1995; MAYO UND ZIEGLER-GRAFF, 1996; MAYO UND MILLER, 1999), nach deren
Transkription die ORF3, ORF3/5 und ORF 4 exprimiert werden kénnen (BARKER
et al.,, 1992). Die ORF 6 und 7 werden an der subgenomischen bizistronischen
RNA2 translatiert (ASHOUB et al., 1998).

5'ntr 3'ntr
ORF 0 | OFRF 2 | [orFa | oRF 5 ORF 7]

5 VPg — : 3'0H

| ORF 1 | |4_, onFT_|
i 3'0H
] son

L e
| - | 3'0H
Proteolyse + P3 3'0H
| | |Protease | ,Wl 30H
sgi

VP D | P3 [ P5 |

3'0H

sg2 3'0H
Pe

Abb. 1.4 Schematische Darstellung der Genomstruktur des einzelstréangigen
(+) BNA Genoms des PLRV mit Darstellung der subgenomischen
RNAs und Angabe der einzelnen Proteine
VPg: Virales genomgebundenes Protein; ORF: offenes Leseraster; P:
Bezeichnung fir Protein; sg: subgenomische RNA (nach TALIANSKY et al.,
2003)

16



Einleitung

Funktionen der Proteine des PLRV

PO, das Translationsprodukt des ORFO, welches in Pflanzen aufgrund eines
suboptimalen Kontextes des Translationstartkodons kaum akkumuliert (BWYV),
wirkt als Suppressor des gene silencings (PFEFFER et al., 2002). Es ist an der
Symptomauspragung beteiligt (VAN DER WILK et al., 1997) und fir die
Akkumulation und Replikation des PLRV notwendig (SADOWY et al., 2001a).

Der ORF1 kodiert ein Polyprotein (P1), dessen zwei funktionelle Proteine
Proteinase und VPg (MAYO UND ZIEGLER - GRAFF, 1996), durch proteolytische
Spaltung prozessiert werden (s. Abb. 1.4; VAN DER WILK et al., 1997; PRUFER et
al., 1999; SAbowy et al., 2001b). Des Weiteren kodiert der ORF1 das flr die
Replikation des PLRV essentielle 5 kDa Protein (replication associated protein;
Rap1), dessen Translation durch eine interne ribosomale Bindungsstelle
(internal ribosomal entry site; IRES) reguliert wird. Durch ein sogenanntes leaky
scanning Ubergeht der Translationskomplex das erste AUG Startkodon (AUG)
und beginnt die Synthese erst am Translationsstart dieses Rap1 Proteins
(Kozak, 1989).

Durch einen seltenen, ribosomalen (-1) Leserasterwechsel im 582 Nukleotide
Uberlappenden Bereich von ORF1 and ORF2 erfolgt die Translation des P2
(PRUFER et al., 1992; KUJAWA et al., 1993), das mit dem P1 einen Teil des
Replikationskomplexes darstellt und das fir die RdRp charakteristische GDD
Motiv aufweist (HABILI UND SYMONS, 1989).

Das 23 kDa groBe P3 stellt die Hauptform des CP dar, wobei durch "Uberlesen”
des UAG - Stoppkodons ("read through") das Fusionsprotein P3/P5 mit einer
GréBe von 80 kDa gebildet wird, welches die Nebenform des CP darstellt
(TACKE et al., 1990; BAHNER et al., 1990).

P5 spielt eine entscheidende Rolle bei der Blattlaustbertragung (BRAULT et al.,
1995; WANG et al., 1995; TALIANSKY et al., 2003), da es in vitro mit Symbionin
assoziiert ist, das von dem endosymbiontischen Bakterium (Buchnera sp.) des
Vektors M. persicae produziert wird. Das Symbionin bindet vermutlich an einen
loop, der durch bestimmte Aminosdurereste auf der Oberflache des P5
ausgebildet wird (LEE et al, 2002), wodurch die PLRV Partikel vor einer

Proteolyse in der Hamolymphe der Aphiden geschiitzt werden (VAN DEN HEUVEL
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et al., 1994b, HOGENHOUT et al., 1998). Des Weiteren ist P5 an der systemischen
Ausbreitung in der Pflanze (NURKIYANOVA et al., 2000; LEE et al., 2002) beteiligt.

Innerhalb des ORF3 liegt in einem anderen Leseraster ein Startkodon (AUG)
vor, das den Translationsstart fir das virale Movement Protein P4 darstellt
(TACKE et al., 1990, 1993; SCHMITZ et al., 1997; LEE et al., 2002), das zumindest
beim Barley yellow dwarf virus (BYDV) fir eine wirtsspezifische Ausbreitung
verantwortlich ist (ZIEGLER - GRAFF et al., 1996).

Uber die Funktionen des P6 und des P7 ist bislang wenig bekannt, wobei im P7
eine Nukleinsdure bindende Domé&ne nachgewiesen wurde und eine

Transkriptions - regulierende Funktion angenommen wird (ASHOUB et al., 1998).

Wirtskreis, Ubertragung und Bekdmpfung des PLRV

Neben ca. 20 Pflanzenarten aus der Familie der Solanaceae kénnen auch
einige Arten aus den Familien Amaranthaceae, Nolanaceae (NATTI et al., 1953),
Cruciferae (HELSON UND NORRIS, 1943) und Portulacaceae (TAMADA et al., 1984)
mit PLRV infiziert werden.

Eine Infektion mit PLRV fahrt in Kartoffelpflanzen zu einer Vergiloung der
Interkostalflachen, einem Rollen der Blatter und einem reduzierten Wachstum.
Da der Assimilattransport im Phloem durch Nekrotisierung limitiert wird, kommt
es zur Anreicherung von Starke in den Blattern, die dadurch verharten und
briichig werden (LANDSMANN, 2000). Wie beim PVY werden die schwachen
Symptome der Primérinfektion, in Form von Blasse und Rétung der Blattspitzen
leicht (ibersehen. Durch die Uberdauerung von PLRV in den Knollen resultieren
dann im Folgejahr schwerere Sekundarinfektionen, die in Form starker
Stauchungen und einem Aufwartsrollen der Blatter sichtbar werden.

Das nicht mechanisch Ubertragbare PLRV wird im Bestand von mehr als zehn
Aphiden Arten (KENNEDY et al., 1962) in persistenter, nicht propagativer Weise
(ibertragen. Dabei gilt M. persicae Sulz., wie fir PVY, als effektivster Ubertrager
(HARRISON, 1984). Die Ubertragung gliedert sich in eine ca. einstiindige
Aquisitionszeit, die die Laus benétigt, um die Phloemzellen zu penetrieren und
die dort lokalisierten Viruspartikel aufzunehmen und eine ca. zwdlfstindige
Latenzphase (RocHow, 1963; ELNAGAR UND MURANT, 1978; DUFFUS et al.,
1997). In dieser gelangen die Viruspartikel, durch das Darmepithel in die
Hamolymphe und von dort in die Speicheldrise der Laus (GARRET et al., 1993).

18



Einleitung

Bei erneuter Saugtatigkeit der Laus kdénnen die Viruspartikel dann mit dem
Speichelfluss tbertragen werden (GILDOW et al., 2000). Die gesamte Dauer der
Aquisitions- und Latenzzeit bis zur erneuten Ubertragung betragt zwischen 12
und 24 h (SUGAWARA et al., 1974), in denen effektiv Insektizide zur Bek&mpfung
der Vektoren eingesetzt werden kénnen. Weitere Mdglichkeiten der PLRV
Kontrolle bestehen in der Verwendung von zertifizierten Pflanzkartoffeln oder
resistenten Sorten.

Eine RNA vermittelte PLRV Resistenz wurde in Kartoffelpflanzen sowohl durch
die Verwendung der gesamten kodierenden Sequenz des ORF2 (Replikase)
(EHRENFELD et al., 2004; VAzZQUEZ-ROVERE et al., 2001; THOMAS et al., 2000),
als auch durch den Einsatz Hullprotein abgeleiteter Sequenzen etabliert
(PALUCHA et al., 1998).

Potato virus X (PVX)

PVX gehért zur Familie der Flexiviridae und stellt den Typstamm des Genus
Potexvirus dar. Es wurde erstmals 1931 von SMITH in Solanum tuberosum
beschrieben und verursacht weltweit in den Kartoffelanbaugebieten
Ernteausfélle von 10 - 20 % (BODE UND KLOINKOWSKI, 1968).

Genomstruktur des PVX

PVX - Partikel liegen in Form flexibler filamentéser Faden mit einer Lange von
515 nm und einem Durchmesser von 13 nm vor (BRANDES, 1964). Das Capsid
ist aus ca. 1270 identischen Proteinunterheiten zusammengesetzt und weist
eine helikale Symmetrie auf.

Die Partikel, die vermehrt im Mesophyllgewebe und weniger in der Epidermis
infizierter Pflanzen auftreten, sind meist zu groBen Aggregaten
zusammengelagert. Liegen die flexiblen Faden in einer parallelen Anordnung
vor, erscheinen diese in faserférmiger Struktur (LESEMANN, 1988), wahrend die
Aggregate bandartig erscheinen, wenn die Partikel hintereinander angeordnet
sind (APPIANO UND PENNAZIO, 1972; CHRISTIE UND EDWARDSON, 1977).

Die einzelstrangige Sinnstrang RNA hat eine L&nge von 6435 Nukleotiden und
kodiert fur finf ORF (HUISMAN et al., 1988; SKRYABIN et al., 1988a). Neben nicht
translatierbaren Bereichen an beiden Enden befindet sich am 5' - Ende ein
m7GpppG - cap (SONENBERG et al., 1978) und am 3' - Ende ein poly(A) -
Schwanz (MoRrozov et al., 1981).
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5-ntr ntr-3’
7 GppoG | ORF 1 | | ORF 2 | ORF 5 Poly(A)
ORF 3
. | P165 |
m’GpppG Poly(A)

Synthese subgenomischer mRNA

P 25
sgRNA 1 m’GpppG I:I Poly(A)
P12
CP
sgRNA3 m’GpppG Poly(A)

ni

sgRNA 2 m’GpppG Poly(A)

Abb. 1.5 Schematische Darstellung der Genomstruktur des einzelstréangigen
(+) RNA Genoms des PVX mit Darstellung der subgenomischen RNAs
und Angabe der einzelnen Proteine
sgRNA: subgenomische RNA; m7GpppG: cap - Struktur

Funktion der einzelnen Proteine des PVX

Das nichttranslatierbare 5' - Ende des Genoms beeinflusst die Akkumulation

der genomischen und subgenomischen RNAs (KiM UND HEMENWAY, 1996;

MILLER et al., 1998) durch eine acht Nukleotide umfassende Sequenz, die an

finf Stellen mit der RNA in cis interagieren kann (KiM UND HEMENWAY, 1999).

Der ORF1 wird direkt von genomischer RNA translatiert, zeigt das fiir die RdRp
typische GDD - Motiv, sowie ein GKS - Motiv, das wahrscheinlich fir die
Bindung der RNA und somit den Start der Replikation entscheidend ist
(DAVENPORT UND BAULCOMBE ,1997).

Der ORF2, ORF3 und ORF4 bilden den triple gene block (TGB), dessen
Proteine 25K, 12K und 8K an der Zell-zu-Zell Ausbreitung beteiligt sind (BECK et
al., 1991; ANGELL et al., 1996). Die Expression dieser Proteine erfolgt an zwei
unterschiedlichen sgRNAs (s. Abb. 1.5), die unterschiedlich stark transkribiert
werden (MoORozov et al., 1991; VERCHOT et al., 1998).

Das 25K (ORF2) akkumuliert stark im Innern der Plasmodesmata infizierter
Zellen (DAviEs et al., 1993) und induziert dadurch eine VergréBerung ihrer
Ausschlussgrenze (size exclusion limit; SEL; Angell et al., 1996). Des Weiteren
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verhindert 25K als Suppressor des Silencings die Akkumulation oder den
Transport des systemischen Signals (VOINNET et al., 2000).

Die Transportproteine 12K (ORF3) und 8K (ORF4) (SKRYABIN et al., 1988b),
verankern sich vermutlich Gber ein Transmembran - Segment (MOROZzoV et al.,
1987, 1991; SEPANNEN et al., 1997) und ermdglichen durch eine mutmaBliche
Interaktion mit dem 25K und dem CP den Transport der viralen RNA in
benachbarte Zellen (MOROzOV et al., 1999; YANG et al., 2000).

Das Translationsprodukt des ORF 5, das CP, dient der Enkapsidierung und ist
an der Ausbreitung des Virus (CHAPMAN et al., 1992; OPARKA et al., 1996)
beteiligt. Dabei steuert das CP vermutlich die Bildung des Transportkomplexes
aus RNA, 25K und CP (CRuz et al., 1998; LOUGH et al., 1998, 2000; ATABEKOV
et al., 2000).

Die 3' gelegene nichttranslatierbare Sequenz umfasst ein acht Nukleotid langes
Uracil - reiches Motiv, das an der Replikation beteiligt ist, wobei der Bindung
von Wirtsproteinen scheinbar eine entscheidende Rolle zukommt (SRISKANDA et
al., 1996).

Wirtskreis, Ubertragung und Bekdmpfung des PVX

PVX kann mehr als 240 Arten aus 16 Familien infizieren, wobei hauptsachlich
Arten der Familie der Solanaceae befallen werden (PURCIFULL UND EDWARDSON,
1981).

Die durch PVX Infektionen hervorgerufenen Symptome variieren sehr stark. Am
haufigsten wird in Kartoffelpflanzen ein mildes Mosaik auf den Blattern
beobachtet, allerdings werden einige Kartoffelsorten auch nur latent infiziert,
wahrend anderen Sorten mit der Ausbildung nekrotischer Strichel reagieren.

In Tabak verursacht PVX Scheckungen oder nekrotische Flecken.
Tomatenpflanzen zeigen ein Mosaiksymptom und sind leicht gestaucht. In allen
drei Wirten nimmt die Auspragung der Symptome zu, wenn Mischinfektionen
mit z.B. Potyviren vorliegen (BODE UND KLINKOWSKI, 1968; KLINKOWSKI UND
USCHDRAWEIT, 1968). (GONzALES-JARA et al. (2004) haben durch
Mischinfektionen in N. tabacum und N. benthamiana gezeigt, dass die
Symptome in beiden Pflanzen nach PVX und PVY Koinfektion verstarkt werden.
Wahrend die Akkumulation von PVX in den N. benthamiana genauso hoch war
wie in den ausschlieBlich mit PVX infizierten Kontrollpflanzen, nahm der PVX

21



Einleitung

Gehalt in den N. tabacum Pflanzen drastisch zu, woraus die Autoren schlieBen,
dass der synergistische Effekt bei einer PVX/PVY Mischinfektion abhangig von
der Wirtspflanze ist.

PVX wird hauptsachlich mechanisch Gbertragen, aber auch der Bodenpilz
Synchytrium endobionticum (NIENHAUS UND STILLE, 1965) und die Grashupfer
Melanopus differentialis (WALTERS, 1952) wund Tettigonia viridissima
(SCHMUTTERER, 1960) sind als Vektoren beschrieben worden.

Zur Kontrolle von PVX Infektionen stehen resistente Kartoffelsorten zur
Verfugung, die mit Hilfe von dominanten Resistenzgenen erzeugt werden. Im
Gegensatz zu den Nx und Nb - Genen, die eine hypersensitive Reaktion
auslésen und durch Ausbildung von Nekrosen das infizierende Virus nur in
einem lokal begrenzten Bereich replizieren kann, verleihen die Gene RX,4 und
RX. eine extremere Resistenz, bei der keine Replikation des Virus in der
Pflanze nachweisbar ist. Letztere wirkt gegen alle vier Gruppen, in die die PVX
Isolate aufgrund ihrer Reaktion auf die Resistenzgene eingeordnet werden
(CocKERHAM, 1955, 1970). Die unterschiedlichen Resistenzen in verschiedenen
Kartoffelsorten, werden weltweit effektiv zur Kontrolle von PVX eingesetzt und
konnten bisher nur von einem stidamerikanischen Isolat (PVXHB) gebrochen
werden (MOREIRA et al., 1980).

Da aufgrund der Komplexizitdt des Kartoffelgenoms die Zichtung relativ
langwierig und schwierig ist, wird heute versucht resistente Pflanzen nach dem
Modell der Pathogen abgeleiteten Resistenz (PDR) herzustellen. So
demonstrierten BRAUN UND HEMENWAY (1992), dass Tabakpflanzen, die mit
einem ca. 2100 bp groBen Fragment aus dem 5' gelegenen Bereich des ORF1
transformiert wurden, resistent gegen eine PVX Infektion waren. Auch
LONGSTAFF et al. (1993) und MUELLER et al. (1995) konnten durch Verwendung
der gesamten RdRp kodierenden Sequenz eine RNA vermittelte PVX Resistenz
in Tabakpflanzen etablieren. Durch die Verwendung Hullprotein abgeleiteter
Sequenzen wurde bislang noch keine PVX resistente Pflanze erzeugt.

Charakteristika Virusresistenz vermittelnder Konstrukte

Heute gibt es etliche Beispiele, wie mit verschiedensten Protein - kodierenden
Sequenzen von Viren unterschiedlicher Genera eine RNA vermittelte Resistenz
in Pflanzen etabliert werden konnte. Neben den Beispielen fir die in dieser

Arbeit verwendeten Kartoffelviren, wurden die Ergebnisse der folgenden
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Untersuchungen in die Erstellung fir das Design Resistenz vermittelnder
Konstrukte mit einbezogen.
PANG et al. (1997) zeigten, dass es mit viral abgeleiteten N - Gen kodierenden
Sequenzen des Tomato spotted wilt virus (TSWV) in N. benthamiana méglich
war, eine RNA vermittelte Resistenz zu etablieren, wenn das Fragment langer
als 378 bp war. Kleinere Fragmente (92 bp - 235 bp) flhrten nur zu einer
Resistenz, wenn sie transkriptionell an ein Markergen (green fluorescent
protein; GFP), das als sogenannte silencer DNA agiert, fusioniert worden
waren.
Durch die Einfihrung mehrerer translatierbarer N - Gen kodierender Sequenzen
unterschiedlicher Tospoviren konnten PRINS et al. (1995) eine Immunitat gegen
diese Tospoviren in Pflanzen etablieren.
Aus diesen Untersuchungen wurden folgende Anforderungen fir den Aufbau
Resistenz vermittelnder Konstrukte abgeleitet:
e Mit den gesamten CP kodierenden Sequenzen des PVY und PLRV war
es moglich, eine RNA vermittelte Virusresistenz in Pflanzen zu etablieren
e Mit der Replikase kodierenden Sequenz des PVX konnte eine Resistenz
erreicht werden, wodurch fir dieses Virus gezeigt wurde, dass es
grundsatzlich mdglich ist, eine RNA vermittelte Virusresistenz in Pflanzen
zu etablieren
e Die minimale Lange viral abgeleiteter Sequenzen, die in einzelstrangigen
Sinnstrang Konstrukten zu einer RNA vermittelten Resistenz fuhrt, liegt
bei Tospoviren zwischen 235 und 387 bp
e Durch Fusion an eine silencer DNA kann auch mit kirzeren Protein-
kodierenden Sequenzfragmenten (92 - 235 bp) eine RNA vermittelte
Virusresistenz in Pflanzen etabliert werden
e Durch Expression von N - Gensegmenten unterschiedlicher Tospoviren
kann eine multiple Virusresistenz in Pflanzen etabliert werden.

Wahrend der Anfertigung dieser Arbeit wurden weitere Erkenntnisse uber die
Erstellung effektiver Konstrukte gewonnen, die Einfluss auf die praktische
Umsetzung genommen haben. Z. B. zeigten SMITH et al. (2000), dass durch die
Anordnung von 700 bp langen NlaPro abgeleiteten Sequenzen in Form eines
inverted repeats (IR), der durch ein selbstspleiBendes Intron getrennt war, in
100% der getesteten Pflanzen eine Resistenz etabliert werden konnte.
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ZIELSETZUNG

In Rahmen dieser Arbeit sollten unterschiedliche Aspekie einer RNA
vermittelten Resistenz gegen kartoffelinfizierende Viren in transgenen Pflanzen
untersucht werden.
Das Hauptziel bestand in der Analyse der Korrelation zwischen der DNA
Methylierung einer Virus - abgeleiteten, transgenen Sequenz und der Resistenz
in N. benthamiana Pflanzen. Dazu musste zunachst die Voraussetzung in Form
resistenter N. benthamiana Pflanzen geschaffen werden. Diese sollte durch die
Expression nicht translatierbarer Sequenzen aus der Zentralregion des CP
wirtschaftlich bedeutender Kartoffelviren in Form RNA vermittelter Resistenz
etabliert werden. Da daflrr unterschiedliche Ansatze verfolgt werden sollten, galt
es die Antworten auf folgende Fragen hinsichtlich des Resistenzphdnomens
experimentell zu erarbeiten:
1. Wird durch die Lange integrierter Pathogensequenzen in
einzelstrangigen Sinnstrang Konstrukten die Resistenzauspragung
beeinflusst?

2. Kann durch das Einfigen zehn synthetischer CG Nukleotide an
unterschiedlichen Positionen der transgenen Sequenz der Grad der DNA
Methylierung beeinflusst werden und &andert sich dadurch das

Resistenzverhalten der Pflanzen?

3. Wird durch die Verlangerung von PVY CP Fragmenten mit Hillprotein
abgeleiteten Sequenzen von Viren aus anderen Familien die

Auspragung der pflanzlichen Resistenz veréandert?

4. Kann mit einem Transformationskonstrukt eine multiple Virusresistenz
durch die Integration von Hullproteinsequenzen unterschiedlicher Viren

in N. benthamiana Pflanzen erzeugt werden?

5. Korreliert der Grad der DNA Methylierung der transgenen Sequenz mit

einer RNA vermittelten Virusresistenz?

24



Material

2 MATERIAL

In diesem Abschnitt werden die verwendeten Gerate, Pflanzen, Produkte und
Plasmide, die bei den durchgefihrten Verfahren eingesetzt wurden, aufgefihrt.

2.1 BIOLOGISCHES MATERIAL
2.1.1 Pflanzenmaterial

Nicotiana benthamiana L. 17.27 .1

Alle Arbeiten und Transformationen wurden mit der Linie 17.27.1 durchgefihrt.
Diese Linie hat die Gewebekultur, Pflanzentransformation und Regeneration
durchlaufen, ist aber nicht transgen (TIMPE et al., 1992).

2.1.2 Viren

Tab. 2.1 Auflistung der verwendeten Viren, der Erhaltungswirte, der
verwendeten Abkilirzungen und Angaben zu ihrer Herkunft

Name Erhaltungswirt Abkiirzung | Herkunft
Potato leafroll N. benthamiana PLRV COMMANDEUR UND MARTIN,
virus 1993
Potato virus X N. benthamiana PVX DSMZ:
PV-0014 und PV-0018

Potato virus Y, | N. benthamiana PVY DSMZ:
Stamm NTN N. tabacum cv. Xanthi PV-0403

nc.
213 Viraler Volllangen - Klon

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der A. tumefaciens - Stamm ATHV verwendet,
der mit einem rekombinanten bindren Plasmid (p388 s. Tab. 2.4) transformiert
worden ist. Auf diesem Plasmid steht die gesamte La&nge der PLRV
kodierenden Sequenz (Volle Langen Klon, VLK) unter Kontrolle des
verdoppelten 35S Promotors des Cauliflower mosaic virus (CaMV) und dessen
Polyadenylierungssignals (beschrieben bei COMMANDEUR UND MARTIN, 1993;
schematische Darstellung s. 8.1 im Anhang).
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2.1.4 Antiseren

Tab. 2.2 Auflistung und Beschreibung der verwendeten Antiseren mit Angabe
der Bezugsquellen

Bezeichnung Beschreibung Bezugsquelle
Anti - Digoxigenin AP - Fab Fragment Roche Diagnostics
Konjugat
Anti rabbit IgG AP Konjugat | polyklonale Antiseren ex Sigma
rabbit
MAk5G4 (BLRV) monoklonales Antiserum ex DSMZ (KATUL,1992)
mouse
PLRV fur ELISA polyklonale Antiseren ex rabbit, LOEWE Biochimica
DAS - ELISA Set
PVX-1gG/ polyklonale Antiseren ex rabbit, LOEWE Biochemica
PVX-1gG - AP DAS - ELISA Set
PVY - 1gG/ polyklonale Antiseren ex rabbit, LOEWE Biochemica
PVY - 1gG - AP DAS - ELISA Set
RAM - AP polyklonales Antiserum Rabbit DSMZ
anti - mouse

AP: gekoppelt mit alkalischer Phosphatase
215 Bakterienstamme

Tab. 2.3 Auflistung der verwendeten Bakterienstamme, mit Angaben ihrer
Charakteristika und Bezugsquellen

Art, Bezeichnung Genotyp / Referenz Bezugs -
Gattung quelle
A. LBA 4404 mit Streptomycin und Rifampicin Promega
tumefa- | pAL 4404 (HOEKOMA at al., 1983)

ciens (Helferplasmid)

E.coli JM 110 F’, traD36, lacl? A(lacZ)M15, proAB /e14 ~| Promega

(McrA ") A(lac - proAB) thi gyrA96 (Nal *)
endA1 hsdR17 (rc m?) relA1 supE44

E.coli NM 522 F’ lacl® A(lacZ)M15 proA*B* /supE thi A(lac | Pharmacia
-proAB)A(hsdMS - mcrB)5(rk mg McrBC )

Die Bakterienstdamme lagen als Dauerkulturen vor und wurden bei -20°C
aufbewahrt.
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2.1.6 Vektoren und Expressionsplasmide
Tab. 2.4 Auflistung der verwendeten Plasmide, mit Beschreibung und Angabe
der Referenzen bzw. Bezugsquellen
Plasmid Beschreibung Antibiotika - Referenz/
Resistenz Bezugsquelle
(E. coli)
p245* enthalt PVX VLK Ampicillin Prof. E. MAIB
p388* Binarer  Vektor  mit|Kanamycin COMMANDEUR  UND
PLRV - VLK MARTIN (1993)
pBCIISKM Phagemid Chloramphenicol | Stratagene
pBlueskriptll Phagemid Ampicillin Stratagene
lacZ
pe35Stu_pA* Klonierungsvektor Ampicillin Prof. E. MAIB
PGEM® - T Easy |Klonierungsvektor Ampicillin Promega
lacZ
pLX222* Binarer Vektor, lacZ Tetracyclin LANDSMANN et al.
(1988)
pSL1180 Superlinker Phagemid | Ampicillin Pharmacia Brosius
pSL1180PPVPVY*|enthalt CP Fragmente | Ampicillin Prof. E. MAIB
des PPV und PVY
pTaqg* Expressionsvektor mit [ Ampicillin PLUTHERO et al
Sequenz der Tag DNA (1993)
Polymerase
V53* enthalt das Ampicillin Prof. E. MAIB
selbstspleiBendes
Intron ST-LS1 aus
Kartoffel
* Die schematische Darstellung dieser Plasmide ist mit den jeweils relevanten

Restriktionsschnittstellen unter 8.1 A - G im Anhang dargestellt

2.1.7

Enzyme

In diesem Abschnitt werden die zur Plasmid - Identifizierung, Plasmid -

Modifikation und DNA - Amplifikation verwendeten Enzyme, ihre Bezugsquellen

und die verwendeten Puffer aufgelistet.
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21.71 Restriktionsendonukleasen (RE)

Tab. 2.5 Auflistung der verwendeten RE, mit Angabe der Erkennungssequenz,
der Isoschizomere und Bezugsquellen

Enzym Erkennungssequenz Bezugsquelle
(5'> 3"

Asp718 (Acc65l) GVYGTACC Boehringer (MBI)

Avill TGCVYGCA Boehringer

Avrl (Xmadl) CYCTAGG NEB (MBI)

BamHI GVYGATCC MBI

Bglll AVYGATCT NEB

BssHII (Paul) GVYCGCGC NEB (MBI)

Ech36ll GAGVYCTC MBI

Eco32l (EcoRV) GATVYATC MBI (NEB)

EcoRl GVYAATTC MBI

Hindlll AVYAGCTT MBI

Kpnl GGTACYC MBI

Mfel CYAATTG NEB

Miul AVYCGCGT MBI

Nhel GVYCTAGC MBI

Pmil CACYGTG NEB

Pstl CTGCAYG MBI

Pwull CAGVYCTG NEB

Sacl GAGCTYC NEB

Sacll (Cfr42l) CCGCVYGG NEB (MBI)

Sall GVYTCGAC MBI

Stul AGGYCCT NEB

Xbal TVYCTAGA MBI

Xhol CVYTCGAG MBI

V¥ Spaltungsstelle innerhalb der Sequenz; in Klammern angegeben: Isoschizomere der

jeweiligen RE und entsprechende Bezugsquellen
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2.1.7.2 Nukleinsaure - modifizierende Enzyme
Tab. 2.6 Auflistung der verwendeten Nukleinsaure - modifizierenden Enzyme,
mit Angabe der Konzentrationen, Bezugsquellen und
Pufferzusammensetzungen
Enzym Konzentration | Bezugsquelle |Pufferbezeichnung und
Zusammensetzung
Alkalische 1 U/ul Promega CIAP - Puffer (10 x), pH 9,3
Phosphatase (0,5 M Tris, 10 mM MgCl,,
(CIAP) 1 mM ZnCl,, 10 mM Spermidin)
RNase A 75 U/mg Boehringer TE - Puffer (10/0,1), pH 8,0
(10 mM Tris, 0,1 mM EDTA)
RQ1 - DNase 1 U/l Promega RQ1 - Puffer (10 x), pH 8,0
(400 mM Tris, 100 mM MgSO,,
10 mM CaCly)
T4 DNA - Ligase |1 U/ul MBI Ligationspuffer (10 x), pH 7,8
(400 mM Tris,100 mM MgCl,,
100 mM DTT, 5 mM ATP)
T4 DNA - Ligase |1 U/ul Promega Schnell - Ligationspuffer (2 x),
pH 7,8 (60 mM Tris, 20 mM
MgCl,, 0,1 mM EDTA, 2 mM ATP,
10% PEG 1500)
2.1.7.3 Polymerasen
Tab. 2.7 Auflistung der verwendeten Polymerasen, mit Angabe der
Konzentrationen, Bezugsquellen und Pufferzusammensetzungen
Enzym Konzen- |Bezugsquelle |Pufferbezeichnung und
tration Zusammensetzung
AMV  Reverse |10 U/ul Invitrogen AMYV - Puffer (5 x), pH 8,3
Transkriptase (250 mM Tris, 250 mM KCI, 50 Mm
MgCl,, 2,5 mM Spermidin,
50 mM DTT)
Klenow  DNA|10 U/ul MBI Klenow - Puffer (10 x), pH 7,2
Polymerase | (500 mM Tris, 100 mM MgSOQs,,
1 mM DTT)
SuperScript 111200 U/pl Invitrogen Erststrang - Puffer (5 x), pH 8,3

RNase H - RT

(250 mM Tris, 375 mM KCl,
15 mM MgCl,)
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Enzym Konzen- |Bezugsquelle |Pufferbezeichnung und
tration Zusammensetzung
Tag DNA -|1 U/l MBI, Taq - Puffer (10 x), pH 8,8
Polymerase 5 U/l Sigma, (100 mM Tris, 500 mM NaCl,
5 U/ul Promega, 0,8% Nonidet P40)
5 U/ul Eurogentec
n.e.” Taq ag maiss (s. 3.2.11)

* n.e.: nicht ermittelt

2.1.7.4 Protein - modifizierende Enzyme

Tab. 2.8 Auflistung der verwendeten Protein - modifizierenden und Zellwand -
abbauenden Enzyme, mit Angaben der Konzentrationen,
Bezugsquellen und Pufferzusammensetzungen

Enzym Konzentration | Bezugsquelle | Pufferbezeichnung und

Zusammensetzung
Lysozym 100.000 E/mg | Merck
Proteinase K 20 mg/ml Roth Proteinase K - Puffer (2 x),

pH 7, 0 (0,2 M Tris, 25 mM EDTA,
0,3 M NaCl, 2% SDS)

2.2 CHEMIKALIEN

2.2.1 Chemikalien (fest)

Tab. 2.9 Auflistung der verwendeten Feststoffe, mit Angabe der Bezugsquellen

und verwendeten Abkiirzungen

Bezeichnung Bezugsquelle Abkiirzung
1 - Naphthalene acetic acid (Auxin) Duchefa NAA

3,5 - Dimethoxy - 4 - hydroxyacetophenon Sigma Aldrich Acetosyringon
4 - chloro - 2 - 2 - methylbenzenediazonium | Sigma Fast Red
Salz

5 - Bromo - 4 chloro - 3 - indolyl 3 - MBI X - Gal

D - galactopyranoside

6 - Benzyladenin (Cytokinin) Duchefa BAP

Agar Agar Applichem Agar
Agarose Seakem®

Agarose (Large DNA Low Melt) Biozym LM Agarose
Amberlite MBI

Ammoniumacetat Merck
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Bezeichnung Bezugsquelle Abkiirzung
Ammoniumpersulfat Serva

Ampicillin Serva

ATP Roth

Calciumchlorid Merck CaCl,
Chloramphenicol Merck

Claforan Duchefa

Coomassie Brilliant Blue G250 Serva

D (+) Saccharose Roth

Dextran T70 Roth

Diemthylsulfoxid Sigma DMSO
Diethylpyrocarbonat Sigma DEPC
Dithiotreitol Bio vectra DTT
Ethylendinitrilotetraessigsaure Merck EDTA
Glucose Roth

Glyzin Roth

Hefe Extrakt Roth

Hepes Roth

Hexamin Kobaltchlorid Sigma

Hydroquinone Sigma

Isopropyl - B - D - Thioglactopyranosid Biovectra IPTG
Kaliumacetat Merck KOAc
Kaliumchlorid Merck KCI
Kaliumdihydrogenphosphat Merck KH,PO,
Kanamycin Roth

Lithiumchlorid Roth

Magnesiumchlorid Roth MgCl,
Magnesiumsulfat Merck MgSO,
Manganchlorid Merck MnCl,
MOPS Roth

Murashige und Skoog - Medium Duchefa MS

N,N - Diethyldithiocarbamidsaure Sigma Aldrich NaDIECA
Naphthol AS - MX Phosphate Roth Naphthol
Natriumacetat Roth NaOAc
Natriumchlorid Roth NaCl
Natriumhydrogencarbonat Merck NaHCO;
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Bezeichnung Bezugsquelle Abkirzung
Natriumdihydrogenphosphat Merck NaH,PO,
Natriumdisulfit Merck Na,S,05
Natriumhydrogenphosphat Roth Na,HPO,
Natriumhydroxid Merck NaOH
Nitrophenylphosphat LOEWE

Ovalbumin Sigma
Phenylmethylsulfonylfluoride ICN PMSF
Plant Agar Duchefa

Polyethylenglykol 1500 Merck PEG 1500
Rubidiumchlorid Roth RbCI

SDS ultra pure Roth SDS
Select Peptone 140 Life Technologies | Peptone
Spermidin Sigma

Streptomycin Serva

Tetracyclin Serva

Tris - HCI Roth

Tris - Base Roth Tris

2.2.2 Chemikalien (fliissig)

Tab. 2.10 Auflistung der verwendeten Flussigchemikalien, mit Angabe der
Bezugsquellen und Abkiirzungen

Bezeichnung Bezugsquelle | Abkirzung
2 - Mercaptoethanol Merck

2 - Propanol Roth Isopropanol
Acrylamidlésung Rotiphorese Gel 30 37,5:1 Roth Acrylamid 37,5:1
Diethanolamin 99% Sigma Aldrich
Dimethylformamid Serva DMF
Essigséaure Rotipuran (99,9%) Roth

Ethanol (99,9%) Roth EtOH
Ethidiumbromid 1% Stammlésung Roth EtBR
Glycerin Roth

Isoamylalkohol Merck

Methanol Roth MEtOH
Natriumhypochlorit Lésung (12%) Roth

Nonidet P40 Substitut (Igepal CA - 630) Sigma Nonidet
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Bezeichnung Bezugsquelle | Abkirzung
Roti Phenol Roth Phenol
Salzsaure rauchend (37%) Merck HCI
Trichlormethan Roth Chloroform
Tween 20 Roth

Tween 80 Roth

2.3 SYNTHETISCHE OLIGONUKLEOTIDE

Die verwendeten Oligonukleotide wurden mit dem Programm Vektor NTI oder
PRIMO MSP 4.3 entwickelt und von den Firmen MWG Biotech AG
(Ebersberg) oder Invitrogen / Gibco BRL (Karlsruhe) synthetisiert und als

lyophylisierte Proben geliefert. Aus diesen wurden durch die Zugabe der
entsprechenden Menge TE - Puffer (s. Tab. 2.6) Stammlésungen mit einer
Konzentration von 100 puM hergestellt.

Teil die
Erkennungssequenzen von Resitriktionsendonukleasen angefigt, die in Tab.
2.11 Die
Primerkombinationen und die GroBe der erwarteten Amplifikate ist im

Zum wurden  den  Oligonukleotiden  flr Klonierung

gesondert gekennzeichnet sind. jeweiligen  verwendeten

Ergebnisteil angegeben.

Tab. 2.11 Auflistung der verwendeten Oligonukleotide

Bezeich -
Sequenz

nung
GGAATTCCTTGATGTGATATCTCCACTGAC

35Eco EcoRl

35Hind CAls}Sélil'll'TGCTGGGAACTACTCACACATT

35S GATTGATGTGATATCTCCAC

35Term CTTATATGCTCAACACATGA

amp1 GTTTTAGATTTATTAGTAATAAATTAGTTA

amp2 ATAACACTACAACCAACTTCATTCTAACAA
GAAGATCTGGTACCTAGGCGCGCGCGCGCGCGCGCGGGGGATCCGCTAGCTAC

CG1 Bgll Kpnl  Avil BamHI  Nhel
GTAGCTAGCGGATCCCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCCTAGGTACC AGATCTTC

CcG2 Nhe  Bam Avr_Kpn  Bgll

. GGGGGGCTCTAGAGGTAAGTTTCTGCTTCT

intspl1 Xbal

intspl2 ACATGCATGCCGACGCGTCGGCTAGCGCGAGCTCGCCTGCACATCAACAAATTTTG

Miul Nhel Sacl
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Bezeich -
Sequenz
nung
IR 1 GCTCTAGACTCGAGACTTCTCGAGCTCCTCAATC
Xbal Xhol Xhol Sacl
IR 2 GCTCTAGACGACGCGTCCGCGGGGACCTAGGAGCATTCATTTCAGCTTCAG
Xbal Miul Sacll Avrl
Mf * AGTCGAATATTTATTGAAATTAATCGT
Mr * ACGATTAATTTCAATAAATATTCGAC
M13 rev GGAAACAGCTATGACCATG
M13 uni GTAAAACGACGGCCAGT
Mas * AAAAAAAAAACTAATAATTTTTACGAAC
mod1 ATTTCATTTGGAGAGGGTGG
mod2 AAGAACCCTAATTCCCTTATCT
Ms * GGGTGGTTATTAGTATTTTTCGAC
PLRV JElo | GCTICTAGAGACTCTGAAGGATCC
- Xbal BamHI
GGGGTACCAGATCTAGTATAAGATCAC
PVXa CGGGATCCGCTAGCCAAACAGAAATGATAGATACAG
BamH|l Nhel
PVXb GCTCTAGAGCATTCATTTCAGCTTCAGA
Xbal
PVY 1 AAGGCCTAGATCTGCTAGCCGATTTCTATATACGCTTC
— Bglll Nhel
PVY 1 (2 ACGCGTCGACGGAAATGACACAATCGATGCATGAGGAAGCACT
_1(2) Myl Sall
PVY 2 GCTCTAGAGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGGCTAGCCTATGTAAATACTTATATATCGT
! Xbal Nhel
PVY 3 GCTCTAGAGGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGGCTAGCCACCTCATAAAAGTCAAAAGCAT
_ Xbal Nhel
PVY 4 ACGCGTCGACCGAGCAACTCAATCACAGTT
— Miul  Sall
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG
T7 AATACGACTCACTATAG
Umas * AAAAAAAAAACTAATAATTTTTACAAA
Ums * GGGTGGTTATTAGTATTTTTTGAT

* diese Primer wurden fir die Amplifikation Bisulfit modifizierter DNA eingesetzt; An den fett
markierten Stellen, wurden die Nukleotide C=>T bzw. G=>A im Vergleich zur Originalsequenz
ausgetauscht

34



Material

24 "KiTs"

Tab. 2.12 Auflistung der eingesetzten Kits mit Herstellerangabe

Produkt Hersteller
DNeasy ® Plant Mini Kit Qiagen
Qiaex Il ® Gel Extraction Kit Qiagen
QlAquick ® Spin Qiagen

2.5 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tab. 2.13 Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien, mit Bezeichnung
und Bezugsquellen

Produkt Bezeichnung Bezugsquelle
Anzuchtschalen Pikierkiste PK14 Hermann Meyer
Celite Celite 545 Serva
Dialyseschlauch Visking ®dialysis tubing 20/32 | Serva
(@ 16 mm)
Dianger 22 +4 + 6 mit Fa. Berghoff
Spurennahrstoffen
Einwegspritzen Braun Melsungen
Elisa Platten (hohe Mikrolon 96 K Greiner
Bindungskapazitat)
Handschuhe, Latex Gentle Skin Meditrade
Handschuhe, Nitril Nitril 3000 Meditrade
Leuchtstofflampe L36 W/11, Lumilux Osram
Parafilm PM 996 Roth
Pasteurpipetten Greiner
Petrischalen Greiner

Pflanzenschutzmittel

Pirimor, Benomyl

Syngenta, DuPont

Netzschwefel Neudorff
Euparen, Metasystox Bayer CropScience
pH - Papier Universal Indikatorpapier (pH | Roth

1-11)

Pipettenspitzen

Tipps 200, 1000

Greiner, Sarstedt

Reaktionsgefa fur Bisulfit
Modifikation

Biopur ®2 ml Safe Lock
Tubes

Eppendorf

ReaktionsgefalBe

1,5ml, 2 ml

Greiner, Sarstedt
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Produkt

Bezeichnung

Bezugsquelle

Safe Lock Reaktionsgefaf

1,5ml, 2 ml

Eppendorf, Sarstedt

Topfe

Plantpak (& 8 und 10 cm)

Hermann Meyer

Whatman Papier

3MM Chr

Whatman Biometra

2.6 SONSTIGE MATERIALIEN

Tab. 2.14 Auflistung sonstiger verwendeter Materialien mit Bezugsquellen

Produkt Konzentration Bezugsquelle
Desoxynucleoside je 100 mM dATP, dCTP, |Roth/Sigma
Triphosphat Set dGTP, dTTP

Lambda DNA (dam - dcm) |400 mg/ml MBI

Nitrocelluose Transfer

Protran BA 85 (0,45 pum

Schleicher und Schuell

Membran Poren)
Protein MW Marker SM0431 | 0,1 - 0,2 mg/ml (ea) MBI
Protein MW Marker V523A | 0,5 mg/ml (ea) Promega

2.7 GERATE

Tab. 2.15 Auflistung der verwendeten Gerate, mit Typbezeichnungen und
Bezugsquellen

Gerat Typ Bezugsquelle
Autoklav Typ M - MCS Sanoclav
Bildschirm CTM-12 Hautarex
Destille GFL Bi - dest 2104 GfL
Digitalkamera Coolpix 990 (3,2 Mpi) Nikon

Elektrophoresekammer

Horizontal Midi
Mini 440,000

Harnischmacher
polymer

ELISA Photometer

Microplate Reader 550

Bio - Rad

ELISA Platten washer

Auto strip washer EIx50

Bio - Tek instruments inc.

Feinwaage analytic A200S Sartorius
Gefriertrocknungsanlage |Loc-2m Beta1- 16 Christ
Gewebekulturschrank Rumed Rubarth Apparate GmbH
Gradientencycler T3 und 200 Biometra
Hybridisierungsofen Hybridisierungs Inkubator | Biometra

Gel Jet Imager Typ N20 Intas

Kamera und Stativ Intas MW 312 intas® Géttingen
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Material

Gerat

Typ

Bezugsquelle

Kuhlfalle

Heto CT60e

Heto

Kahlzentrifuge

Sorvall® RC5B (Rotoren:
SLA 1500 und SS 34)
Sigma4 K15 :

(Rotoren 12167, 1147)

Sorvall Dupont

B.Braun Biotech Int

Magnetrihrer MR 2000 Heidolph
RH basic lka® Werke
pH Meter PH523 WTW
Pipetten 2 pl, 20ul, 200ul, 1000l Gilson Pipetman

Polaehne Presse

Typ R30DT71K4 - 2

SEW Enrodrive, Bruchsal

Protein - Transfer -

Kammer

Tank Transphor unit

Amersham Pharmacia
Biotech

Rolltisch

RM 5

Rundschdttler und

Certomat®R, Certomat® MO

B.Braun Biotech Int

Brutschrank Certomat®M, Certomat®HT

Schwenktisch GFL® 3013 GfL

Spannungsquellen 2197 Power Supply LKB Bromma
Electrophoresis Power Consort

Supply E443, Supply E714,

Supply E143
Spektralphotometer 55IS UV/VIS Perkin - Elmer
Spectrophotometer
Sterilbank 5320 Lamin Air® Heraeus
HA2448GS
Sterilisator Tv40u Memmert
Template Tamer QBiogen
Thermoblock Thermostat 5320 Eppendorf
Thermocycler Péltier Thermal Cycler PTC | Mj Research
Thermoschranke H - Inkubator Pt 100 Biometra
Tischzentrifugen fir 1,5 Sigma 113 Sigma
und 2 ml Reaktions - Mini Spin Eppendorf
gefaBe Biofuge 13 Haraeus Sepatech
Trockenschrank WTB Binder
UV - Tisch TVL-312A Spektroline®
Vakuumzentrifuge Hetovac VR - 1 Heto
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Material

Gerat

Typ

Bezugsquelle

Vertikal - Elektrophorese

Mighty Small I, SE 250 /

Hoefer Scientific Instruments

Kammer SE 260
Videoprinter Video Copy Processor Mitsubishi
P91 D
Vortex MS 1 Minishaker IKA®
MS 2 Minishaker IKA®
REAX 2000 Heidolph
Minispin Rotor F45 - 12 - 11 | Eppendorf
Waage MC1 Laboratory LC420 Sartorius
1205 MP Sartorius
Warmehaube Certomat®H B.Braun Biotech Int.
Wasserbad mit Haake D1 & G Haake Fisons
Thermostat Haake F3 & S Haake F!sons
Haake N2 & B Haake Fisons

2.8 SOFTWARE

Tab. 2.16 Auflistung der verwendeten Software, mit Angabe der Version und
dem rechtlichen Urheber

Programm Version Rechte bei

Blast 2.0 National Center for
Biotechnology Information

Chi Quadrat Test 2003 J. Preacher’

Chromas 2.23, 1998 Technelysium Pty Ltd

ClustalX 1,83, 1988 HIGGINS UND SHARP, 1988

ELISA Microplate Manager 5.0 1/52 Bio - Rad

Excel 97,1997 Microsoft

Gel - Dokumentation Intas GDS 2002 Intas

NatGene2 Technical University of
Danemark DTU?

Oligo 4.0, 1991 RYCHLIK UND RHOADS, 1989

Primo MSP 4.3 Chang Bioscience Inc®

Vector NTI, Demoversion 4.0, 1997 InforMarx Inc

Angabe der Internetseiten, auf denen diese Programme kostenlos zur Verfligung gestellt sind:

gletzter Zugriff am 14.11.2005)

: http://www.unc.edu/~preacher/chisg/chisq.htm (University of North Carolina at Chapel Hill)
2. http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/
%. http://www.changbioscience.com/primo/primom.htm

38




Methoden

3 METHODEN

In diesem Teil werden alle Methoden, die im Rahmen dieser Arbeit Anwendung
gefunden haben, beschrieben. Aufgrund der besseren Ubersicht ist der
Abschnitt in biologische und molekularbiologische Methoden unterteilt. Diesem
ist ein Kapitel vorangestellt, in dem Standardmethoden beschrieben werden, die
wiederholt in anderen Verfahren Anwendung gefunden haben.

Grundsatzlich wurde durch Sterilisation sichergestellt, dass die verwendeten
Gerate und KulturgefaBe frei von vermehrungsféahigen Organismen und
infektiosen Partikeln sind. Dazu wurden die Verbrauchsmaterialen aus
Polypropylen im Autoklaven bei 1,0 bar Uberdruck fiir 20 min bei 121°C und
hitzebestédndige Gegenstande aus Glas oder Metall fir 3 h bei 160 °C mit
trockener Hitze sterilisiert.

Alle verwendeten Ldsungen wurden, sofern nicht anders angegeben, mit
A. bidest hergestellt. Zum Einstellen des pH - Wertes wurde, sofern nicht
anders vermerkt, 1 M NaOH oder 1 M HCI verwendet.

Grundsatzlich wurden die Lésungen erst nach der Adjustierung des pH - Wertes
auf das gewtnschte Endvolumen mit A. bidest aufgeflllt und anschlieBend far
20 min bei 120°C sterilisiert. Ldsungen mit hitzesensitiven Stoffen wurden durch
Filtrieren entkeimt, was in den einzelnen Methodenbeschreibungen explizit
angegeben ist.

Alle Zentrifugationsschritte sind in Umdrehungen pro Minute (UpM) angegeben
und wurden in den Tischzentrifugen (s. Tab. 2.15) fur 1,5 und 2 ml
ReaktionsgefaBe durchgefihrt. Wurden andere Zentrifugen verwendet ist dies
unter Angabe des Rotors explizit bei der Beschreibung der Methode
angegeben. Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Zentrifugationsschritte

bei Raumtemperatur (Rt) durchgefihrt.

3.1 BIOLOGISCHE METHODEN
3.1.1 Anzucht von N. benthamiana - Pflanzen

Fir die Anzucht von N. benthamiana - Pflanzen werden Samen in
angefeuchteter Fruhstorfer Einheitserde Typ P im 10er Topf ausgesat und mit
einem Petrischalendeckel gegen Austrocknung geschiitzt. Nach einer Woche
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werden die Keimlinge einzeln in 10er Tépfe oder a 15 Stlck in Anzuchtschalen
pikiert.

3.1.2 Kultivierung von N. benthamiana - Pflanzen

Die Kultur der N. benthamiana - Pflanzen erfolgt bei minimal 20°C/22°C
Heizungstemperatur/Liftungstemperatur  im  Gewachshaus. In  den
Gewachshdusern besteht keine Mdglichkeit zur Kuhlung, wodurch in den
Sommermonaten Temperaturen von iber 40°C erreicht werden kdnnen.
Zwischen 6.00 Uhr und 22.00 Uhr wird eine Bestrahlung von mindestens 5 kLux
durch Assimilationsleuchten gewahrleistet.

Einmal pro Woche werden die Pflanzen mit 0,02%igem Dinger (s. Tab. 2.13)
gegossen.

Der Pflanzenschutz wird bei Bedarf mit Pirimor, Metasystox, Benomyl, Euparen

oder Netzschwefel nach Angaben der Hersteller durchgefuhrt.
3.13 Virusuibertragung auf N. benthamiana - Pflanzen

Die Virusubertragung auf eine gesunde Pflanze wird einerseits dazu genutzt,
die Viren in Erhaltungskultur Gber den gesamten Zeitraum der Arbeit zur
Verfligung zu haben, andererseits um die transgenen Pflanzen auf eine
Virusresistenz hin zu untersuchen. Aufgrund unterschiedlicher
Ubertragungswege der in dieser Arbeit verwendeten Viren wurde sowohl
mechanischen Ubertragung, als auch die Agrobakterien - Infiltration zur

Pflanzeninfektion eingesetzt.

3.1.3.1 Mechanische Virusiibertragung

Da Viren nicht aktiv in Zellen eindringen kénnen, wird die Blattoberflache durch
ein Abrasivum leicht verletzt, so dass die Viren in die Zellen eindringen und sie
infizieren kénnen.
Zusammensetzung der benétigten Losungen
Hepespuffer (pH 7,0) 30 mM Hepes
Phosphat - Puffer (pH 7,0%) 0,5M KH.PO4

0,5M NasHPO4

*der pH - Wert wird eingestellt durch Mischung der beiden Lésungen miteinander

Um die mechanisch Ubertragbaren Viren PVY und PVX von einer Pflanze auf
eine andere im Finfblatt - Stadium zu Gbertragen, wird das Blatt einer infizierten
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Pflanze (frisches oder gefriergetrocknetes Material) im Verhaltnis 1:5 mit
Hepespuffer oder Phosphat - Puffer im Mérser zerrieben und mit dem Daumen
auf die jungsten vollentwickelten Blatter gestrichen. Das Abrasivum Celite 545
wird entweder direkt auf die zu inokulierenden Blatter gestaubt, oder in den
Mérser zum Vireninokulum gegeben.

AnschlieBend werden die Pflanzen kurz mit Wasser abgesptlt und unter den
unter 3.1.2 aufgeflhrten Bedingungen kultiviert.

3.1.3.2 Virenlibertragung mittels Agrobakterien - Infiltration

Das Luteovirus PLRV ist nicht mechanisch Ubertragbar. Darum wird dieses
Virus mittels der Agroinfiltrationsmethode nach GRIMSLEY et al. (1995)
Ubertragen. Innerhalb der Arbeitsgruppe stand dafiir ein rekombinanter
A. tumefaciens - Stamm (ATHV) zur Verfigung, der mit dem binaren Plasmid
p388 transformiert wurde, dessen T - DNA den replikationsfahigen VLK des
PLRV enthalt.

Nach der Infiltration der Bakterien in das Blattgewebe, wird durch das im
Inokulationspuffer enthaltene Acetosyringon, einen niedrigen pH - Wert und
Temperaturen unter 28°C die vir - Gen Kette des Bakteriums aktiviert (ALT -
MORBE et al., 1988,1989; weitere Erlauterungen s. 3.2.9). Da die virale Sequenz
unter Kontrolle des konstitutiven 35S - Promotors des CaMV steht, kann in der
Pflanzenzelle eine effektive Transkription des PLRV - VLKs stattfinden. Zum
einen kann die T - DNA wie unter 3.2.9 beschrieben in das pflanzliche Genom
integriert und das Transgen exprimiert werden, zum anderen besteht die
Méglichkeit der transienten Expression, bei der die Gene voribergehend vom
rekombinanten Ti - Plasmid exprimiert werden (SONTI et al., 1995). Liegen dann
infektidse Partikel des PLRV in den Zellen vor, kann die enthaltene RNA

repliziert und die Pflanze systemisch infiziert werden.

Zusammensetzung der benétigten Losungen

LBKanSO s. Tab. 3.3
Inokulationslésung (pH 5,5) 10 mM MgCl,
10 MM MES

100 uM Acetosyringon

Der rekombinante A. fumefaciens - Stamm ATHV, der den VLK des PLRV in
der T - DNA beinhaltet, wird aus der Dauerkultur auf LBkanso - Medium (s. Tab.
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3.3) fraktioniert ausgestrichen und fir 3 Tage bei 28°C inkubiert. Eine
Einzelkolonie dieser Vorkultur wird mit einem Zahnstocher in 20 ml LBkanso in
einen 100 ml Erlenmeyerkolben tberfahrt und mit 250 UpM 2 - 3 Tage bis zu
einer Dichte von ODggp = 1,0 - 1,5 bei 28°C kultiviert. 1,5 ml dieser Fllssigkultur
werden fir 3 min mit 13.000 UpM in einem 2 ml Eppendorf Reaktionsgefaf
sedimentiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wird das Bakterienpellet in
2 ml Inokulationslésung resuspendiert und fir 4 h bei Rt zur Induktion der vir -
Gen Kette inkubiert. Diese Lésung wird in 1 ml nadellose Spritzen aufgezogen
und nahe der Blattadern in die Unterseite der zu infizierenden Blatter infiltriert,
wobei das Blatt auf der Oberseite leicht mit dem Daumen der anderen Hand
stabilisiert wird. Insgesamt werden in drei Blatter einer N. benthamiana Pflanze
im Siebenblatt - Stadium insgesamt 2 ml der Bakteriensuspension infiltriert.

3.14 Durchfihrung der Resistenztests

Diese Tests dienen der Untersuchung transgener Pflanzen auf eine
Virusresistenz. Dazu werden aus Samen jeweils 15 Pflanzen wie unter 3.1.1
beschrieben bis zum Finf- bzw. Siebenblatt - Stadium angezogen und
anschlieBend wie unter 3.1.3.1 bzw. 3.1.3.2 beschrieben, mit Virus inokuliert.
Zur Kontrolle der Infektion wurden jeweils 15 nicht transgene N. benthamiana -
Pflanzen des gleichen Alters mit dem jeweiligen Virus inokuliert, wodurch
sichergestellt werden konnte, dass die Infektion mit einer Rate von 100%
stattgefunden hatte.

Da im Rahmen dieser Arbeit ausschlieBlich Pflanzen der T1 Generation
untersucht wurden, wurden jeweils zwei der funfzehn Pflanzen eines Testes
mittels Standard PCR (s. 3.2.5.1; verwendete Primer s. Ergebnisteil) auf die
Prasenz des Transgens untersucht. Sobald in mindestens einer dieser zwei
Pflanze die viral - abgeleitete Sequenz nachgewiesen werden konnte, musste
davon ausgegangen werden, dass bei einer angenommenen Aufspaltung von
3:1, also bei der minimalen Insertion von nur einer Kopie des Transgens,
mindestens zehn der 15 getesteten Pflanzen transgen waren.
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3.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

3.2.1 Standardmethoden

3.2.1.1  Phenol - Chloroform Reinigung

Mit Hilfe der Phenolextraktion werden Proteine aus Nukleinsaureldésungen
entfernt. Phenol ist ein guter Wasserstoffbrickenbildner und kann hydrophobe
Wechselwirkungen mit Aminosdure - Seitenketten ausbilden. Auf diese Weise
dissoziiert es den Protein - Nukleinsdure Komplex in freie Komponenten, wobei
sich die denaturierten Proteine in der Phenolphase anreichern. Dabei muss der
pH - Wert des Phenols 7,8 betragen, da sonst auch die DNA in die phenolische
Phase Uber geht. Zur Erleichterung der Phasentrennung, wird ein Chloroform -
Isoamylalkohol Gemisch (24:1) verwendet, bei dem das Chloroform die
Proteine denaturiert.

Um die Nukleins&ure in einer Losung von Proteinen zu reinigen, wird die Probe
mit dem gleichen Volumen Phenol versetzt und 30 sec lang grindlich
vermischt. Nach funfminutiger Zentrifugation mit 13000 UpM wird die wassrige
Phase in ein neues Eppendorf - ReaktionsgefaB Uberflhrt. Durch Zugabe des
gleichen Volumens an Chloroform oder eines Chloroform/Isoamylalkohol -
Gemisches (24:1) und einer 30 sekiindigen Vermischung werden die restlichen
Proteine und Phenolspuren in der Chloroform Phase angereichert. Durch eine
Zentrifugation fur 5 min mit 13000 UpM werden die beiden Phasen des
Gemisches wieder getrennt und die Nukleinsaure kann nach Abnahme der
wassrigen Phase und Uberfilhrung in ein neues ReaktionsgefaB mit einer
Natriumacetat / Ethanol - Fallung (s. 3.2.1.2) prazipitiert werden.

3.2.1.2 Natriumacetat / Ethanol - Fallung von Nukleinsauren

Bei Fallungsreaktionen wird die Nukleinsdure quantitativ aus wassrigen
Lésungen ausgefallt. Die Verteilung zwischen fester und flissiger Phase ist
dabei abhangig vom Ldslichkeitsprodukt der Nukleinsaure. Die Ldslichkeit, die
unter anderem vom Wassergehalt abhangt, kann durch Zugabe von Salzen wie
Natriumacetat vermindert werden. Aus salzhaltigen wassrigen Lésungen, kann
die Nukleinsdure dann mit Alkohol geféllt werden. Sofern im Ergebnisteil nicht
explizit angegeben, wird immer die Methode der Natriumacetat / Ethanol -
Fallung zur Prazipitation der Nukleinsaure eingesetzt.
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Zusammensetzung der benotigten Losungen
Natriumacetat - Lésung (pH 5,5) 3 M NaOAc
TE - Puffer s. Tab.2.6

Um die Nukleinsauren zu préazipitieren wird ein 10tel des Gesamtvolumens der
Probe an Natriumacetat - Lésung und das 2,0 - 2,5 fache Volumen eiskalten
96%igem EtOH (EtOH.,s) zur Probe gegeben. Nach Inkubation bei Rt flr
10 Minuten (bei geringeren Nukleinsaure Konzentrationen in der Lésungen:
30 min bei -20°C) folgt eine Zentrifugation mit 13000 UpM flr 20 min bei 4°C.
AnschlieBend wird das Nukleinsdurepellet mit 1 ml70%igem Ethanol
gewaschen und erneut far 5 min mit 13000 UpM zentrifugiert.

Nach Trocknung des Nukleinsaurepellets im Vakuumkonzentrator wird die
Nukleinsaure in TE - Puffer aufgenommen und kann, weil das EDTA als
Chelatbildner eine saure Hydrolyse und Nuklaseaktivitat unterbindet, bei -20°C
mehrere Monate gelagert werden.

3.2.1.3 Proteinase K - Verdau

Die Eigenschaft der Proteinase K, Peptidverbindungen nahe der
Carboxylgruppe von aliphatischen und aromatischen Aminosauren zu
hydrolysieren, wird genutzt um native Proteine oder Nukleasen aus Lésungen

zu entfernen bzw. zu deaktivieren.

Zusammensetzung der benotigten Losungen
Proteinase K - Puffer s. Tab. 2.8
Proteinase K 20 mg/ml Proteinase Kyq

Um Proteine in einer Lésung zu denaturieren, wird das 0,5 fache Volumen des
Proteinase K - Puffers und Proteinase K (Endkonzentration: 50 - 100 pg/ml) zur
Probe gegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. Um die Proteinase K zu
inaktivieren wird der Ansatz anschlieBend 10 min bei 68 °C inkubiert.

3.2.2 Agarosegel - Elektrophorese nach MCDONELL et al. (1977)

DNA - und RNA - Molekule wandern aufgrund ihrer negativen Ladungen im
elektrischen Feld zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei
abhangig von der Feldstarke, der Nettoladung des Molekils und dem
Reibungskoeffizienten, der durch Struktur und GréBe des Molekils und der
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Viskositat des Mediums bestimmt wird. Als Medium dient die polymere
Verbindung Agarose.

Da kleine Molekule tberproportional schneller durch die Matrix wandern als
groBe, ist es moglich, diese voneinander zu trennen. Dabei steht die relative
Wanderungsstrecke der DNA - Fragmente in linearem Zusammenhang zum
Logarithmus der FragmentgréBe.

Soll die DNA nach der Agarosegel - Elektrophorese praparativ aufgereinigt und
kloniert werden, wird Low Melting Agarose (Fa. Biozym) fur das Agarosegel
(LM - Gel) verwendet, deren Schmelzpunkt durch in die Polysaccharidketten
eingefihrten Hydroxyethylgruppen niedriger ist als der der DNA, wodurch
gewabhrleistet wird, dass die DNA beim Schmelzen des Gels wéahrend der
Aufreinigung nicht denaturiert.

3.2.21 Herstellung eines GroBenstandards flr die Agarosegel -
Elektrophorese

Mit Hilfe eines GrbéBenstandards, der unter gleichen Bedingungen wie die zu
analysierende Nukleinsdure im Agarosegel aufgetrennt wird, ist es mdglich, die
Gr6Be der aufgetrennten DNA - Fragmente zu bestimmen. Als GréBenstandard
fir die Agarosegel - Elektrophorese wird die DNA des A - Phagen mit dem RE
Pstl verdaut, wodurch die 48502 bp umfassende Phagen - DNA in
28 Fragmente definierter GréBe (s. Abb. 3.1) zerlegt wird (SANGER, 1977).

140 pl A - Phagen DNA (0,4 mg/ml) werden in einem Reaktionsvolumen von
300 pl mit 40 u Pstl und 30 pl 10xNEB - Puffer 3 bei 37°C 3 Stunden lang
verdaut. Um die Reaktion zu stoppen, wird der Reaktionsansatz 10 min bei
70°C inkubiert. AnschlieBend werden 100 ul Lade - Puffer (s. 3.2.2) zugegeben
und der GréBenstandard bei - 20 °C gelagert.
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Fragment GréBe

14057*
11501

5077, 4749, 4507

2838

2459, 2443
2140, 1986

1700

1159
1093

805

514, 468, 448

339
216, 211, 200
164, 150, 94, 87, 72, 15

; Enstet_dueh zusammenschiuss der | Ably, 3,1 DNA Fragmente der Pstl verdauten A - Phagen -

kohesiven Enden des 12 Nukleotid cos-

Bereiches (11501 bp und 2556 bp) der A- DNA im 1%igen Agarosegel

DNA

3.2.2.2 Agarosegel - Elektrophorese und Dokumentation

Zusammensetzung der benoétigten Losungen
50 x TAE Puffer(pH 8,4) 24,2 % (w/v) Tris
5,11 % (w/v) Eisessig
10% (v/v) 0,5M EDTA
Lade - Puffer 50% (v/v) Glycerin
0,4 % (w/v) Bromphenolblau
Ethidiumbromid - Lsung 7,5 mg/ ml Etbr 4

FOr ein 1%iges Agarose Gel, welches Fragmentgr6Ben von 200 bp bis ca.
10.000 bp trennen kann, werden je nach Gr6Be des Geltragers 0,4 g - 0,8 g
Agarose in 40 ml - 80 ml 1x TAE Puffer kurz auf 100°C erhitzt. Nach Abkulhlen
auf 60°C werden 3,7 %o (v/v) Ethidiumbromid - Losung zugegeben und in einen
Geltrager (75mm * 100 mm/ 160mm * 100mm) zu einer Geldicke von ca. 5 mm
gegossen. Die Auftragstaschen mit einem Volumen von ca. 20 - 40 ul werden
durch einen Kamm geformt, der vor dem Erstarren in das Gel getaucht wird.
Nach dem Erhéarten des Gels wird es horizontal in eine mit 1x TAE Puffer
geflllte Elektrophoresekammer gelegt, so dass es vollstandig mit Puffer
bedeckt ist.

4ul A / Pstl - GréBenstandard (s. 3.2.2.1) werden neben den Proben in die
Auftragstaschen pipettiert, wodurch spater die GréBen der DNA - Fragmente

der Proben bestimmt werden kénnen.
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Zu Beginn der Elektrophorese wird bei einer Stromstarke von 250 mA eine
Spannung von 80 V angelegt, die nach 5 min auf 120 V erhéht wird. Bei
Verwendung von LM - Gelen wird die anfanglich angelegte Spannung von 60 V
nach 5 min auf 80 V erhoht, da das Gel sonst schmelzen kdnnte.

Die nach GroBe getrennten Nukleinsduren werden anschlieBend mit Hilfe eines
UV - Transilluminators sichtbar gemacht und mit Hilfe einer Videoeinrichtung
mit Rotffilter fotografiert, da doppelstrangige DNA reversibel mit dem
Ethidiumbromid interkaliert und dadurch stark im UV - Licht fluoresziert.

3.2.2.3  Extraktion der DNA aus einem Agarosegel mit dem Qiaex II® Gel
Extraction Kit

Zur Elution der DNA aus dem Agarosegel nach der Auftrennung wird das
QIAEX II® Agarose Gel Extraction Kit der Fa. QIAGEN nach Angaben des
Herstellers verwendet. Dazu wird das DNA - Fragment mittels Skalpell aus dem
Agarosegel ausgeschnitten, das Gelstlck durch Hitzeinkubation gel6st und die
DNA an Silikagel - Partikel gebunden. Im anschlieBenden Waschschritt werden
Verunreinigungen wie Agarose, Proteine, Ethidiumbromid und Salze entfernt.
Die Elution der Nukleinsdure erfolgt mit einem Niedrigsalzpuffer wie TE oder
A. bidest. Das Eluat wird anschlieBend zur Ligation eingesetzt oder bei -20°C
aufbewahrt.

3.23 Polyacrylamidgel - Elektrophorese

Proteine kdnnen aufgrund ihrer GréBe mittels SDS - Polyacrylamidgel -
Elektrophorese (PAGE) nach LAEMMLI (1970) getrennt werden.

Das dreidimensionale Netzwerk des Polyacrylamids entsteht dabei durch die
Polymerisation von monomerem Acrylamid und dem quervernetzenden
bifunktionellen  N,N'-Methylenbisacrylamid nach Zugabe der Radikale
Ammoniumpersulfat und TEMED. Das bifunktionelle TEMED bewirkt dabei
ebenfalls eine Quervernetzung der Acrylamidmolekile.

Die Konzentrationen der Acrylamidmonomere und des TEMEDS bestimmen die
PorengréBe und damit die Auflésefahigkeit des Gels (SAMBROOK et al., 1989).
Das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) bewirkt ein effektive
Uberdeckung der Eigenladungen der Proteine, so dass Anionen mit konstanter
Nettoladung pro Masseneinheit entstehen, die aufgrund ihrer MolekilgréBe und
nicht ihrer Ladung getrennt werden.
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Niedermolekulare reduzierende Thiole wie 2 - Mercaptoethanol oder DTT
bewirken eine Reduzierung der Disulfidbriicken in den Polypeptidketten, so
dass die Proteine in ihrer Faltblatt - oder Helix - Struktur vorliegen.

3.2.3.1 Diskontinuierliche Polyacrylamid - Gelektrophorese nach
LAEMMLI (1970)

Bei der diskontinuierlichen PAGE werden Gele verwendet, die sich aus einem
niederkonzentrierten Sammel - (4%) und einem hochkonzentrierten Trenngel
(10%) zusammensetzen. Die Diskontinuitdt bezieht sich dabei auf die
Parameter Gelstruktur, pH - Wert und lonenstéarke der Puffer, sowie die Art der
lonen im Gel - und Elektrodenpuffer.
Durch Verwendung unterschiedlicher Puffer fur die Gele und die
Elektrophoresekammer werden die Proben im Sammelgel konzentriert bevor
sie im Trenngel differenziert werden, da die Substanzen mit der grdéBten
Mobilitat im Sammelgel dem Leition (Chlorid) folgen. Dabei sind die Mobilitaten
wegen der groBen Poren des Sammelgels rein ladungsabhangig. An der
Grenzschicht zum engporigen Trenngel werden die Proteine aufgestaut und
ihre Zonen gescharft. Das niedermolekulare Folgeion (Glycin) Uberholt dort die
Proteine in Richtung Anode. Da die Diskontinuitdt nur noch an der Front
besteht, werden die Proteine im homogenen Puffersystem im Trenngel nach
ihrer MolekilgréBe separiert.
Zusammensetzung der benétigten Losungen
Acrylamidstammlésung 29,2 g Acrylamid

0,8 g N,N’ - Methylenbisacrylamid

10,0 g Saccharose

ad 100 ml mit A. bidest

(nach dem Ansetzen 1 h mit 1g Amberlite rihren, anschlieBend filtrieren und bei 4°C
lagern)

Trenngelpuffer (pH 8,8) 400 mM Tris
0,1 % SDS
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 125 mM Tris
0,25 % SDS
Ammoniumpersulfat (APS) 10,0 % Ammoniumpersulfat
Elektrophoresepuffer (pH 8,3) 50 mM Tris
380 mM Gilycin
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Laemmli Puffer 20 mM Tris
bei -20°C lagern 2mM EDTA
2,0 % SDS

10,0 % 2 - Mercaptoethanol
0,05 % Bromphenolblau
20,0 % Glycerin

Fir die Herstellung der Trenngele werden in die GieBapparatur fir die Vertikal -
Gel - Elektrophorese je Gel eine Keramik - und eine Glasplatte eingespannt, die
durch T - Spacer 1,5 mm getrennt werden. Weil mit der GieBapparatur far die
Vertikal Elektrophoresekammer Mighty Small Il (s. Tab. 2.15) gearbeitet wird,
die auf dem Prinzip kommunizierender Ro&hren basiert, kann nicht
polymerisiertes Gel auch zwischen die Keramik - und Glasplatten laufen. Um
eine leichtere Trennung zu ermoéglichen wird in diese Zwischenrdume
Wachspapier eingelegt.

Um vier 10% - ige Trenngele herzustellen, werden 14,0 ml Acrylamidlésung,
10,5 ml Trenngelpuffer und 17,0 ml H,O mit 420 ul APS entgast. Nach Zugabe
von 42 pyl TEMED werden die Trenngele sofort gegossen und jeweils mit 1 ml
A. bidest Uberschichtet. Nach vollstéandiger Polymerisation des Polyacrylamids
tber Nacht, werden die Gele bei 4°C gelagert oder mit Sammelgel
Uberschichtet flr die Elektrophorese eingesetzt.

Das Sammelgel wird 30 min vor dem Elekirophoreselauf gegossen. Dazu
werden die Gelplatten in die Vertikal - Elektrophorese - Kammer eingesetzt, die
Bestandteile des 4%igen Sammelgels (425 ul Acrylamidlésung, 815 pl
Sammelgelpuffer, 2 ml A. bidest, 32,5 pyl APS und 3,25 pl TEMED pro
Sammelgel) gemischt und auf die Trenngele gegossen. Sofort wird der
Probenkamm, der die Auftragstaschen formt, eingefiihrt und 30 min im Gel
belassen, bis das Sammelgel auspolymerisiert ist.

Nach Entnahme des Kammes wird unpolymerisiertes Material entfernt, die
Vertikal - Elektrophoresekammer an die Wasserkihlung angeschlossen und der
Elektrophoresepuffer eingefullt.

20 pl der Proteingesamtextraktion (s. 3.2.9.7.1) werden im Verhaltnis 1:1 mit
Laemmli Puffer gemischt und neben 5 pul eines ProteingréBenstandards
(s. 8.2.3.4) aufgetragen.

49



Methoden

Zur Konzentration der Proben im Sammelgel wird eine Spannung von 80V bei
60 mA angelegt. Wandern die Proben in das Trenngel ein, wird die Spannung
auf 120 V und die Stromstérke auf 65 mA erhdht. Nach ca. 4,5 h hat die
sichtbare Bromphenolblaufront des Laemmlipuffers die Unterkante des
Trenngels erreicht und der Lauf wird gestoppt. Das Gel wird aus der
Elektrophoresekammer enthommen und die aufgetrennten Proteine auf eine

Nitrocellulose - Membran (NC) geblottet oder gefarbt.

3.23.2 Gelelektrophorese im Tris - Tricin - Puffersystem nach
SCHAGGER UND VON JAGOW (1987).

Die Gelelektrophorese nach SCHAGGER UND VON JAGOW (1987) ermdglicht die

Auftrennung von Proteinen mit einem kleineren Molekulargewicht. Dazu wird

ein anderes Puffersystem eingesetzt als fir das diskontinuierliche Gelsystem

(s. 3.2.3.1).

Zusammensetzung der benétigten Losungen

Acrylamidstammldsung Acrylamid 37,5:1
Tricin - Gelpuffer(pH 8,45) 3,0 M Tris

0,3% SDS
Ammoniumpersulfat (APS) 10% (w/v) Ammoniumpersulfataq
Kathodenpuffer (pH 8,25) 0,1 M Tris

0,1 M Tricin

0,1 % SDS
Anodenpuffer (pH 8,9) 0,2M Tris

Der Zusammenbau der GieBapparatur erfolgt wie unter 3.2.3.1 beschrieben.
Um vier 10%ige Trenngele herzustellen, werden 20 ml Acrylamidlésung, 20 ml
Tricin - Gelpuffer, 12,77 ml A. bidest und 6,9 ml Glycerol mit 300 ul APS
entgast. Nach Zugabe von 30 ul TEMED werden die Gele sofort gegossen.
Nach ca. 1 h sind die Gele vollstandig auspolymerisiert und kénnen fir die
Elektrophorese verwendet werden.

FOr den Gelelektrophoreselauf werden der Kathoden - und Anoden - Puffer in
die Kammer gefillt. Das Auftragen der Proben und der Elektrophorese Lauf
werden wie unter 3.2.3.1 beschrieben durchgefihrt.
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3.2.3.3 Coomassie - Blau Farbung der Proteine im Polyacrylamidgel

Der Farbstoff Coomassie - Blau bindet sich als tiefblauer Komplex unspezifisch
an nahezu alle Proteine. Der Nachweis der Proteine liegt im Bereich von 0,1 -
0,2 ug Protein pro Bande.

Zusammensetzung der benétigten Losungen

Farbelésung 0,2 % Coomassie Brillant Blue R 250
10,0 % MEtOH
40,0 % Eisessig

(bei 60°C im Wasserbad unter Rihren lésen, anschlieBend die abgeklhlte Lésung
Uber Faltenfilter filtrieren)

Entfarbeldsung 10 % Eisessig

Nach der Methode von WEBER UND OSBORNE (1969) wird das Gel nach der
Elektrophorese eine Stunde in einer mit Farbelésung gefillten Farbeschale bei
Rt inkubiert. AnschlieBend wird es tGber Nacht in Entfarbelésung entfarbt, wobei
selbige mehrmals gewechselt wird.

3.23.4 Bestimmung des Molekulargewichtes

Da sich bei der Trennung im Polyacrylamidgel eine lineare Beziehung zwischen
dem  Logarithmus des  Molekulargewichtes und  der  relativen
Wanderungsstrecke der denaturierten Polypeptide ergibt, kann die molekulare
Masse der Proteine mit Hilfe des Proteinmarkers (s. Tab. 2.14), der Proteine
bekannten Molekulargewichtes und unterschiedlicher Gr6Be enthélt, anhand
der Laufstrecke bestimmt werden.

Die verwendeten Protein Molecular Weight Marker sind in Abb. 3.2 dargestellt.
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A B
kDa " kDa
- 116,0 —— 074
=== 66,2 — 66,2
— 550
o450 42,7
w350 W | 40,0
- 250
— 31,0
- 154 e Abb. 3.2 Darstellung der verwendeten Protein
S—— Marker
; 14,4 ;
' A: Protein MW Marker SM0431;
B: Protein MW Marker V523A;
3.24 Nukleinsaure - Extraktion aus N. benthamiana - Pflanzen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Methoden zur
Extraktion der Nukleinsduren verwendet. Die eine beruht darauf, dass
Nukleinsaure nach einer Salzfallung mit einer organischen Extraktion gereinigt
wird. Bei der anderen Methode wird die Nukleinsdure an eine Silika - Membran
oder an Silikapartikel gebunden, gewaschen und durch eine Ethanol - Fallung
von Verunreinigungen befreit.

3.241 Gesamtnukleinsaure Extraktion nach EDWARDS et al. (1991)

Diese Methode dient einer schnellen Extraktion pflanzlicher Nukleinsaure, die in
ihrer Reinheit fir eine PCR ausreichend ist.

Zusamensetzung der benétigten Losungen
Extraktionspuffer (pH 7,5) 200 mM  Tris
250 mM NacCl
25mM EDTA
0,5% SDS

Mit dem Deckel von einem 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefd3 werden
2 Blattscheiben aus den zu untersuchenden Pflanzen gestanzt. Nach Zugabe
von 400 pl Extraktionspuffer werden die Blattscheiben direkt im Reaktionsgefa3
mit Mikropistillen mazeriert. Die Proben werden 5 sec lang grindlich gemischt
und anschlieBend die Proteine und Blattbestandteile durch Zentrifugation far
1 min mit 13000 UpM sedimentiert. Aus 300 pl des Uberstandes wird die
Nukleinsaure in einem neuen ReaktionsgefaB durch Zugabe von 300 pl
Isopropanol fiir 2 min bei Rt geféllt und in nachfolgender Zentrifugation fir 5 min
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mit 13000 UpM sedimentiert. Nach Trocknung des Nukleinsaurepellets im
Vakuumkonzentrator, wird es in 100 pl TE - Puffer (s. Tab. 2.6) resuspendiert
und bei -20°C gelagert.

3.2.4.2 DNA Extraktion aus N. benthamiana - Pflanzen mittels

DNeasy® - Kit von Qiagen

Die DNA wird aus den N. benthamiana - Pflanzen mit dem DNeasy® - Plant
Mini Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers isoliert. Das Prinzip beruht
auf einer Lyse der mechanisch zerstdrten Zellen, bei gleichzeitigem Verdau der
RNA. Nach der Lyse werden die Proteine und Polysaccharide mit Salz gefallt
und zusammen mit den groben Zellbestandteilen mittels einer Qiashredder TM -
Saule entfernt. Um die DNA weiter zu reinigen, wird sie in einer Sdule an eine
Silikamembran gebunden und mehrfach gewaschen. Mit einem
Niedrigsalzpuffer wird die DNA anschlieBend von der Membran eluiert und kann

mehrere Monate bei -20°C gelagert werden.

3.24.3 RNA - Extraktion nach VERWOERD et al. (1989) mit heiBem Phenol
RNA ist sehr anféllig fir spontane und enzymatisch katalysierte Hydrolyse. Um
die ubiquitar vorkommenden, sehr stabilen RNasen zu eliminieren, wird immer
mit Handschuhen gearbeitet und jedes verwendete Gerat vorher fir 4 h bei
180°C - 200°C sterilisiert.

Zusammensetzung der benétigten Losungen

Extraktionspuffer (pH 8,0) 100 mM LiCl
100 mM Tris
10 mM EDTA
1% SDS
Hepespuffer (pH 7,0) s. 3.1.3.1
Lithiumchlorid Lésung 4 M LiCl
Chloroform/Isoamylalkohol Gemisch Verhaltnis 24:1
RNAse freies Wasser 20% DEPCyq

dber Nacht rihren und anschlieBend
autoklavieren
250 mg Blattmaterial werden in 350 ul Hepes Puffer gemérsert. 300 pl von
diesem Pflanzenpresssaft werden in ein 2 ml Safelock Eppendorf
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ReaktionsgefaBB Uberflhrt, das 600 pl eines 80°C heiBen Gemisches von
Phenol und Extraktionspuffer im Verhéltnis 1:1 enthalt. Nach einer grindlichen,
30 sec langen Vermischung folgt eine Zentrifugation flr 5 min mit 13000 UpM.
Der wassrige Uberstand wird mit demselben Volumen (ca. 300 pl) eines
Chloroform / Isoamylalkohol - Gemisches ausgeschuttelt und erneut flr 5 min
mit 13000 UpM zentrifugiert. Nach Abnahme des wéssrigen Uberstandes wird
die Nukleinsdure durch Zugabe von 1 Volumen Lithiumchlorid Lésung Uber
Nacht bei 4°C gefallt und am nachsten Tag durch Zentrifugation bei 4°C fir
20 min mit 13000 UpM (Zentrifuge: Sigma 4 K 15, Rotor 12167) pelletiert. Der
Uberstand wird verworfen, das Pellet im Vakuumkonzentrator nahezu
vollstandig getrocknet und in 175 pl RNAse freiem Wasser resuspendiert.

Nach Zugabe von 20 ul RQ1 - Puffer (s. Tab. 2.6) wird die DNA mit 5 pl
RQ1DNase 30 min bei 37°C verdaut. Diese wird anschlieBend mittels
Phenol/Chloroform Reinigung (s. 3.2.1.1) aus der Lésung entfernt, die RNA
gefallt (s. 3.2.1.2) und nach Aufnahme in 50 ul TE - Puffer bei -20°C gelagert.

3.25 Amplifikation von Nukleinsaure

3.25.1 Polymerase chain reaction (PCR) nach MuLLis (1986)

Die Polymerase chain reaction (PCR) ist eine Technik der in vitro Amplifikation
von spezifischen DNA Sequenzen durch simultane Synthese von DNA
Strangen, beginnend an Primern, die spezifischen an die DNA angelagert
werden.

An die beiden, durch Hitzeinkubation denaturierten DNA Strange werden zwei
Primer angelagert, die komplementar zu unterschiedlichen Enden der DNA sind
und den zu amplifizierenden Abschnitt der DNA begrenzen, so dass eine
hitzestabile DNA Polymerase (s. 3.2.11) von diesen Startermolekilen aus einen
positiven und einen negativ gegensinnigen Strang synthetisieren kann.
Wiederholt man den Vorgang der Denaturierung, Primeranlagerung und
Synthese mehrmals, ist es moglich, DNA exponentiell (2", wobei n = Anzahl der
Zyklen) zu amplifizieren. Durch eine letzte Inkubation bei einer Temperatur von
68 - 72°C wird die Polymerisation vervollstandigt.

Die PCR wird in einem Thermocycler durchgeflihrt, der einen automatisch
temperierbaren Reaktionsraum hat und ein vorgegebenes Temperaturprogamm
mit mehreren Zyklen durchfihren kann. Dabei kénnen die Zeiten und
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Temperaturen der einzelnen Schritte pro Zyklus verandert werden. Bei einem
Gradientencycler handelt es sich um einen Thermocycler, der die Verwendung
verschiedener Temperaturen in den unterschiedlichen Spalten des
Reaktionsraumes ermdglicht.

Die heute fir die Amplifikation zur Verflgung stehenden hitzestabilen DNA
Polymerasen (s. Tab. 2.7), die fur mehrere Zyklen der PCR verwendet werden
kénnen, haben unterschiedliche Eigenschaften.

Die hitzestabile DNA Polymerase aus Thermus aquaticus (Taq Polymerase),
hat ein Temperaturoptimum von 72°C und eine Halbwertszeit von 5 min bei
97,5°C. Sie hat keine 3’ - 5 Exonuklease Aktivitdt, aber die Funktion einer
terminalen Transferase.

Die Pfu - Polymerase aus Pyrococcus furiosus hat im Gegensatz dazu eine 3’ -
5’ - Exonuklease Aktivitat, die als proof - reading bezeichnet wird. Dadurch ist
sie in der Lage "falsch" eingebaute Nukleotide zu erkennen und zu entfernen,
so dass die Fehlerrate ungefahr um den Faktor zehn sinkt. Die Funktion der
terminalen Transferase fehlt diesem Enzym.

Zusammensetzung der benotigten Losungen
dNTP je 25 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Far einen 50 pl Ansatz einer PCR werden folgende Reagenzien bendtigt:
je 1,0 pl10 pM 3’ und 5’ Primer
0,5 pl 25 mM dNTP
5,0 pl 25 mM MgCly
5,0 pl 10 x Taq - Puffer (s. Tab. 2.7)
1,0 pl Plasmid (1:50 verd.) (s. 3.2.8.1.4)
0,1-1,0 ul Tag Polymerase (0,5 u pro Ansatz, s. Tab. 2.6)
ad 50,0 pl mit A. bidest

(Werden PCR Anséatze mit kleineren Reaktionsvolumina durchgeflihrt, wird die Menge
der einzelnen Komponenten analog zu den hier dargestellten 50 plim Verhaltnis
angepasst)

Zur Kontrolle der PCR wird immer eine Positivkontrolle mit Plasmid - DNA
durchgeflhrt, wodurch Uberprift werden kann, ob die PCR korrekt abgelaufen
ist. Des Weiteren wird eine Negativkontrolle durchgefihrt, in der anstelle von
DNA A. bidest eingesetzt wird, um zu Uberprifen, ob die verwendeten
Lésungen mit DNA verunreinigt sind.
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Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Temperaturprogramme sind
nachfolgend aufgelistet:

D3 Gradient
Temperatur Zeit [min:sec] Temperatur Zeit [min:sec]
1.94°C 4:30 1.94°C 2:00
2.94°C 1:00 2.94°C 0:15
3.53C 0:30 3.46 -60°C 0:30
4.72°C 1:30 4.68°C 1:30
5. Schritt 2 - 4 34 x wiederholen |5. Schritt 2 - 4 10 x wiederholen
6.72°C 10:00 6.94°C 0:15
7.4°C oo 7.46 -60 °C 0:30
8.68°C 3:00+0:05/Zyklus
9. Schritt 6 - 8 25 x wiederholen
10. 68°C 7:00
11.4°C o

Die Amplifikate werden zur Kontrolle elekirophoretisch aufgetrennt, indem 4 -
15 ul eines Ansatzes mit 4 ul Lade - Puffer auf ein 1%iges Agarose Gel
aufgetragen werden (s. 3.2.2).

Wird im Ergebnisteil von einer Standard PCR gesprochen, meint dies, dass
eine PCR mit dem oben aufgefihrten Ansatz und dem Temperaturprogramm
D3 durchgefihrt wurde. Die jeweils verwendeten Primerkombinationen und die
GrbéBe der zu erwartenden Fragmente sind dem Ergebnisteil bzw. Anhang zu

entnehmen.

3.2.5.2 Reverse Transkription (RT) - PCR nach CHELLY et al. (1989)

Bei diesem Verfahren wird RNA nach Anlagerung eines Primers, der am 3'
Ende des Sinnstranges der RNA hybridisiert und damit die freie 3" -
Hydroxylgruppe als Startstelle der Amplifikation flir den negativ gegensinnigen
Strang liefert, durch eine Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und
anschlieBend in einer PCR in doppelstrangige DNA amplifiziert. Die Methode
ermOglicht dadurch z.B. die Amplifikation sinnpositiver einzelstrangiger RNA
des PVY Genoms aus infizierten Pflanzen.

Eine der hier verwendete Reversen Transkriptasen ist die RNA - abhangige
DNA Polymerase des Avian myeloblastosis virus (AMV), deren
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Temperaturoptimum bei 42°C liegt. Sie besitzt eine RNase H - Aktivitat,
wodurch RNA aus DNA - RNA Hybridmolekilen, aber keine reine RNA,
abgebaut wird. Im Gegensatz zur AMV - Reversen Transkriptase besitzt die
Superscriptll, die Polymerase des Moloney murine leukemia virus (MMuLV),
eine sehr viel schwachere RNase H - Aktivitat, wodurch cDNA effektiver
angereichert werden kann. Beide Transkriptasen weisen allerdings mit einer
Fehlinsertion pro 5x10* Basen eine relativ hohe Fehlerrate auf.

Bei der RT - PCR wird zwischen dem Einschritt - und dem Zweischritt -
Verfahren unterschieden. Bei dem schnelleren Einschritt Verfahren finden die
cDNA Synthese durch die AMV - Reverse Transkriptase und die DNA
Amplifikation durch die Taqg Polymerase in einem ReaktionsgefaB im selben
Puffer statt, wodurch die Gefahr von Kontaminationen verringert wird. Im
Zweischritt - Verfahren wird durch die MMuLV Superscriptll - Polymerase der
cDNA Erststrang produziert und die anschlieBende PCR (s. 3.2.5.1) in einem
neuen Reaktionsgefal durchgefihrt. Der entscheidende Vorteil besteht darin,
dass beide Reaktionen (RT und PCR) unter optimalen Pufferbedingungen
durchgefihrt werden kénnen, was zu einer effizienteren und akkurateren
Amplifikation fuhrt, die es ermdglicht auch langere Fragmente (bis 5 kb) zu

amplifizieren.

3.2.5.2.1 Einschritt RT - PCR

Far einen 50 pl Ansatz einer Einschritt RT - PCR werden folgende Reagenzien
bendbtigt:
Je 1,0 ul 10 uM 3’ und 5’ Primer
0,5 ul 25 mM dNTP
5,0 ul 25 mM MgCl,
5,0 Il AMV - Puffer (s. Tab. 2.7)
2,0 ul Gesamt RNA (s. 3.2.4.3)
0,1 ul Tag DNA Polymerase (Sigma, 0,5 U)
0,05 pl AMV Reverse Transkriptase (0,5 U)
ad 50,0 ul mit A. bidest
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Temperaturprogramm: RT - PCR

Temperatur Zeit [min:sec] Bemerkung

1.42 °C 45:00 cDNA Synthese

2.94 C 4:30 Denaturierung

3.94°C 0:30

4.37°C 0:30 suboptimale Annealing - Temperatur
5.72°C 1:30

6. Schritt 3 - 5 5 x wiederholen

7.94°C 0:30

8.53°C 0:30 optimale Annealing - Temperatur
9.72°C 1:30

10. Schritt 7 - 9 32 x wiederholen

11.72°C 10:00

12.4°C oo

3.2.5.2.2 Zweischritt RT - PCR

An dieser Stelle wird ausschlieBlich die cDNA Synthese beschrieben an die sich
eine Standard - PCR (s. 3.2.5.1) anschlie3t.

Zusammensetzung der benétigten Losungen

Erststrang - Puffer s. Tab.2.7

DTT 100 MM DTT

1 ul RNA (s. 3.2.4.3) wird mit 10 ul A. bidest und 1 pl des Gegensinnstrang -
Primers flr 10 min bei 70°C denaturiert. Nach Abkihlung auf 4°C werden 4 pl
des Erststrang - Puffers, 2 ul DTT und 1 pl dNTP (s. 3.2.5.1) dazu gegeben und
vorsichtig gemischt. Nach Erwarmung des Gemisches auf 42°C wird 1 pl
Superscriptll zugegeben und die cDNA 50 min bei 42°C synthetisiert. Durch
Hitzeinaktivierung bei 70°C fir 15 min wird die Synthese gestoppt und die
cDNA bei -20°C gelagert oder 1 pl direkt in einer PCR (s. 3.2.5.1) eingesetzt.

3.25.3 Hybridisierung synthetisch hergestellter einzelstrangiger
Oligonukleotide

Um 2zwei einzelstrdngig gegensinnige synthetisch hergestellte Oligomere
klonieren zu koénnen, missen diese durch Hybridisierung miteinander in

doppelstrangige Form gebracht werden.
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Dazu werden pro Ansatz 20 pl der 100 pmolaren Lésungen der Oligonukleotide
CG1 und CG2 (s. Tab. 2.11) in einem 0,5 pl Eppendorfgefa gemischt und im
Thermocycler zu einem Doppelstrang hybridisiert, in dem die anfangliche
Anlagerungstemperatur von 95°C pro Zyklus in 0,5°C - Schritten auf 4°C
gesenkt wird, wobei die Hybridisierungstemperaturen jeweils fir 60 sec

vorliegen.

Temperaturprogramm: Oligohybridisierung

Temperatur Zeit [min:sec]
1.95°C 10:00

2.95°C - 0,5°C/Zyklus 1:00

3. Schritt 2 149 x wiederholen

4.4°C o

3.2.6 Aufreinigung von PCR - Produkten mit dem QIAquick® PCR

Purification KIT

Mit Hilfe des QIAquick® PCR Purification Kits der Firma Qiagen kénnen aus
einem PCR Ansatz Uberschissige Nukleotide, stérende Salze und die Taqg DNA
Polymerase entfernt werden, die z.B. eine Ligation (s. 3.2.7.4) beeintrachtigen
wirden. Das Kit wird nach den Angaben des Herstellers verwendet, wobei die
DNA - Fragmente in einer Saule an eine Silikamembran gebunden und Primer
sowie Verunreinigungen mittels eines Waschschrittes entfernt werden. Nach
Elution der DNA von der Membran mit einem Niedrigsalzpuffer, wird das PCR -
Produkt direkt zur Ligation verwendet oder mehrere Monate bei -20°C gelagert.

3.2.7 Modifikation von DNA

3.2.7.1 DNA - Verdau mit Restriktionsendonukleasen

RE der Klasse |l erkennen spezifisch gegenlaufig gleichangeordnete
Erkennungssequenzen von 4 - 6 Basenpaaren in doppelstrangiger DNA. Indem
sie die Phosphodiesterbricken der DNA an ihren spezifischen
Erkennungssequenzen aufbrechen und dabei Doppelstrangbriiche produzieren,
verdauen sie die DNA, wobei glatte oder einzelstrangige koh&sive Enden mit 3'-
oder 5" - Uberhangenden Nukleotiden entstehen. RE aus unterschiedlichen

Organismen erkennen verschiedene Erkennungssequenzen.
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Die Konzentration der RE wird in units/ul angegeben, wobei laut Definition
1 unit (u) Enzym in 60 min bei der jeweils optimalen Temperatur 1 ug Substrat -
DNA verdaut. Eine Inaktivierung ist entweder durch Hitze (15 min 65°C) oder
durch Zugabe von EDTA (pH 8,0, Endkonzentration von 10 mM) mdglich.

Um die DNA zu verdauen wird immer der vom Hersteller mitgelieferte Puffer
verwendet. Sofern zwei RE verwendet werden, deren Pufferbedingungen
inkompatibel sind, wird zuerst der Verdau mit einem Enzym im optimalen Puffer
durchgefihrt und nach einer Féllung (s 3.2.1.2) der Verdau mit dem zweiten
Enzym unter ebenfalls optimalen Bedingungen durchgefihrt.

Far einen Kontrollverdau werden 15 pl Ansatze verwendet. Soll die DNA
anschlieBend kloniert werden, wird der Verdau in einem 40 pl Ansatz
durchgeflhrt (s. Tab. 3.1).

Tab. 3.1 Zusammensetzung eines Ansatzes fiir den Verdau mit RE

Kontrollverdau Verdau fir Ligationen
DNA 4,0 pl (s.3.2.8.1.4und 3.2.8.2.5) [3-30pl (s. 3.2.8.1.4)
10 x Puffer 1,5 pl 4 ul
RE je1U je2U
A. bidestad |15,0 ul 40 pl

Diese Ansatze werden flr 60 - 90 min bei 37°C bzw. 56°C (entsprechend den

Herstellerangaben) inkubiert.

3.2.7.2  In vitro DNA Neusynthese mit dem Klenow Frament nach CLARK
et al. (1987)

Bei dem Klenow Fragment handelt es sich um das 68 kDa C - terminale
Polypeptid der DNA Polymerase | aus E. coli, bei dem durch proteolytische
Spaltung die 5" - 3" Exonuklease Aktivitdt zerstért wurde, wahrend die 5°-
3" Polymerase Aktivitat erhalten blieb. Da die 5" Enden nicht abgebaut werden,
kénnen durch letztere 5" lberstehende, einzelstrangige DNA Enden, die z.B.
durch Verdau mit RE entstehen, als Matrize bei einer Neusynthese benutzt
werden, so dass doppelstrangige DNA mit glatten Enden entsteht. Dadurch wird
zum einen die Zerstérung vorhandener Erkennungssequenzen von RE und
aber auch die Erzeugung neuer Erkennungssequenzen ermdglicht. Des
Weiteren kbnnen DNA Fragmente mit glatten Enden fUr eine Klonierung erzeugt
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werden, wenn in Plasmiden keine komplementaren Enden durch den Verdau

mit RE erzeugt werden kdnnen.

Zusammensetzung der benétigten Losungen
Klenow - Puffer (s. Tab.2.7)
dNTP s. 3.25.1

Nach Verdau der DNA mit RE in einem 40 ul Ansatz (s. 3.2.7.1) wird die DNA
mit Natriumacetat / Ethanol gefallt und in 32 pl A. bidest aufgenommen. Nach
Zugabe von 4 pl Klenow - Puffer und 4 pl dNTPs, werden 2 u Klenow Fragment
zugegeben und far 10 min bei 37 °C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wird
der Reaktionsansatz 10 min auf 70°C erhitzt und anschlieBend Eis abgekuhilt.
Nach einer LM - Agarosegel - Elekirophorese (s. 3.2.2) werden die DNA
Fragmente mit dem QIAEX 1I® Agarose Gel Extraction Kit gereinigt (s. 3.2.2.3).

3.2.7.3 DNA Dephosphorylierung in Anlehnung an SAMBROOK et al.
(1989)

Die alkalische Phosphatase (calf intestinal alkaline phosphatase, CIAP) aus
Kélberdarm entfernt die 5 - Phosphatgruppe von Nukleinsduren und verhindert

dadurch das Rezirkularisieren von Plasmiden bei ungerichteten Klonierungen.

Zusammensetzung der benotigten Losungen
CIAP - Puffer (10x) (s. Tab. 2.6)
EDTA - Lésung 500 mM EDTA

Zu einem Restriktions - Ansatz von 40 pul (s. Tab. 3.1) werden 5 pl A. bidest,
5ul CIAP - Puffer und 1,5u CIAP zugegeben. Nach einer 15 minltigen
Inkubation bei 37 °C wird erneut 1 u CIAP zugegeben und der Ansatz fiir 45
min bei 56 °C inkubiert. Durch Zugabe von 0,5 ul EDTA Lésung wird die Aktivitat
der Phosphatase gestoppt.

Um das Enzym aus der Lésung zu entfernen, wird das Volumen auf 95 pl mit
A. bidest aufgefillt und ein Proteinase K - Verdau (s. 3.2.1.3) durchgeflhrt.
Nach anschlieBender Phenol/Chloroform - Reinigung (s.3.2.1.1) und
Natriumacetat / Ethanol - Féllung (s. 3.2.1.2) wird die Nukleinsaure in 40 ul TE -
Puffer aufgenommen, nach Zugabe von 8 pul Ladepuffer in einem LM -
Agarosegel aufgetrennt und anschlieBend mit dem QIAEX II® Agarose Gel

Extraction Kit (s. 3.2.2.3) gereinigt.
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3.2.7.4 Ligation

Die T4 DNA - Ligase Kkatalysiert die Bildung neuer oder gebrochener
Phosphodiesterbindungen. Wurden durch einen Verdau von Nukleinsdure mit
RE (s. 3.2.7.1) kohasive Enden komplementdrer Sequenz erzeugt, ist es
mdglich, diese endstandigen Nukleotide mittels der T4 DNA - Ligase

miteinander zu verbinden.

Zusammensetzung der benotigten Losungen
Ligationspuffer s. Tab.2.6

Flr einen Ligationsansatz werden bei einem Gesamtvolumen von 20 pl
folgende Volumina eingesetzt:
2,0 pl Ligationspuffer
0,7 ul T4 DNA - Ligase [1,5 U/ul]
2,0 ul linearisierter gereinigter Vektor (s. 3.2.7.1)
5-10 pl DNA - Fragment (s. 3.2.7.1 bzw. 3.2.7.2)
ad 20 I mit A. bidest

Nach Inkubation dieses Ansatzes Uber Nacht bei Rt, wird das rekombinante
Plasmid in E.coli Zellen transformiert (s. 3.2.8.1).

3.2.8 Transformation von Bakterien

3.2.8.1 Transformation von E. coli

Um E. coli Zellen zu transformieren stehen zwei Methoden zur Auswahl. Bei der
Methode nach SAMBROCK et al. (1989) wird die Kompetenz der Zellen DNA
aufzunehmen, durch Mg®* - lonen erzeugt, bei der anderen Methode durch
Rubidiumchlorid. Wahrend die Methode nach SAMBROCK et al. (1989) hdhere
Transformationsraten liefert, liegt der Vorteil der zweiten Methode in der

schnellen Durchflhrung.
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3.2.8.1.1 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli
Zellen nach SAMBROOK et al. (1989)

Die Transformation wird nach der durch SAMBROOK et al. (1989) leicht
modifizierten DND - Methode nach HANAHAN (1983) durchgefihrt. Dabei wird
die Kompetenz der Zellen Plasmid - DNA aufzunehmen durch Mg®* - lonen
erzeugt, die die Durchlassigkeit der Zellwand erhéhen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche E. coli - Stamme
(s. Tab. 2.3) verwendet. Der Stamm JM110 besitzt im Gegensatz zum Stamm
NM522 Mutationen in den dam - und dcm - Genen, so dass die von ihnen
kodierten Methylasen nicht gebildet werden und somit keine Methylierung der
beiden Nukleotide Adenin und Cytosin stattfindet. Der Vorteil des E. coli -
Stammes NM522 liegt in einer héheren Ausbeute der Plasmid - DNA, sowie in

einer geringeren Rekombinationsfrequenz.

Zusammensetzung der benétigten Losungen
LB - Medium (pH 7,5) 1,0 %
0,5 %
1,0 %
1,5 %
20,0 g/l

Peptone
Yeast Extract
NaCl

Agar

SOB (pH 6 -7) Peptone

5,0 g/l
10,0 mM
2,5mM
1M

1M
1ml2M
1ml2M
ad 100 ml

Mg?* - Lésung

SOC Medium

Yeast extract
NaCl

KCI

MgCl,* 6 H>O
MgSO, * 7 H0
Glucose

MgCly

SOB

Nachfolgend aufgelistete L6sungen werden durch eine 0,45 pum Membran steril

filtriert:
10 mM
100 mM

Transformationspuffer (TFB)
pH 6,2 einstellen mit 10 M KOH

MES
RbCl

45 mM MnCl, * H.O
10 mM CacCl, * 2 H,O

3 mM Hexamin Kobaltchlorid
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DND Lésung (pH 7,5) 15,3 % (w/v) DTT
90 % (v/v) DMSO
1% (v/iv) 1M KOAc
150 ul Aliquots bei -20°C aufbewahren

Der jeweils verwendete E. coli Wirtsstamm wird am Vortag aus der Dauerkultur
auf LBy - Medium ausgestrichen und tUber Nacht bei 37°C kultiviert. Von dieser
Ubernachtkultur werden einige Kolonien steril mit einer Impfése abgenommen,
in 1 ml SOB - Medium suspendiert, mit 29 ml SOB und 300 pl Mg?* - Lésung in
einen 2 | Erlenmeyerkolben Uberfihrt und auf einem Rundschuttler (250 UpM)
bei 37°C bis zu einer ODss9 von 0,45 - 0,55 kultiviert. Die Zellen befinden sich
zu diesem Zeitpunkt in der logarithmischen Wachstumsphase, in der sie am
besten Plasmid - DNA aufnehmen kénnen (CosLOY UND OIsHI, 1973).

Die Bakteriensuspension wird in sterile Glasréhrchen Uberfihrt und 10 min auf
Eis gekUhlt, um das Zellwachstum zu stoppen. AnschlieBend werden die Zellen
sedimentiert (12 min, +4°C, 1000 UpM; Zentrifuge Sigma 4 K 15; Rotor 1147)
und in 10 ml TFB resuspendiert. Erneut werden die Zellen 10 min auf Eis
gekuhlt, unter gleichen Bedingungen sedimentiert (s.0.) und in 4 ml TFB
aufgenommen. Nach vorsichtigem Vermischen mit zweimal je 140 pul DND,
welches die Durchlassigkeit der Bakterienzellwande erhéht und somit die
Aufnahme der Plasmid - DNA erleichtert, werden die Zellen erneut 15 min auf
Eis gekdhlt. Jeweils 200 pl dieser kompetenten Zellen werden zu jedem
Ligationsansatz und zu 10 ng des Kontrollplasmides pBluescriptll pipettiert und
30 min auf Eis inkubiert. Um die DNA - Aufnahme zu erhéhen, erfolgt eine
Hitzeinduktion bei 42°C fur genau 90 sec. Da die Zellen besonders effizient bei
Temperaturen von 0°C - 5°C (CosLoy UND OisHI, 1973) die Plasmid DNA
aufnehmen, werden sie anschlieBend 2 min auf Eis gekihlt, bevor jeweils
800 ul SOC Medium zu den Proben gegeben und die Ansétze fir eine Stunde
unter Schatteln (250 UpM) bei 37 °C kultiviert (s. 3.2.8.1.2) werden.

3.2.8.1.2 Selektion transformierter E. coli Zellen

Wahrend der einstindigen Inkubation wachsen die Bakterien ohne
Selektionsdruck, so dass die Zellen plasmidlokalisierte Gene, die unter
Kontrolle eines prokaryontischen Promotors stehen, exprimieren kdnnen. Bei

den meisten Vektoren handelt es sich dabei um Proteine, die den Bakterien
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eine Antibiotika - Resistenz verleihen (s. Tab. 2.4), so dass Zellen, die ein
rekombinantes Plasmid aufgenommen haben auf antibiotikahaltigem Medium
wachsen kdnnen.

In Tab. 3.2 sind die einzelnen Resistenzgene, die von ihnen kodierten Proteine
und deren Wirkungsweise, sowie das Antibotikum gegen das sie gerichtet sind,
aufgeflhrt.

Die Konzentrationen der eingesetzten Antibiotika, die zur Selektion
rekombinanter Klone eingesetzt werden, ist Tab. 3.3 zu entnehmen. Diese
werden nach dem Autoklavieren zu dem auf ca. 60°C abgekihlten Medium
gegeben. Sofern hier ein Konzentrationsbereich angegeben ist, ist im
Ergebnisteil die entsprechende Abklrzung mit der verwendeten Konzentration
als Index angegeben.
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Resistenzgen | Kodiertes Herkunft Antibiotikum | Wirkungsweise
Protein
nptll Neomycin - Transposon Tn5 | Kanamycin katalysiert als Aminoglycosid-3'- Phospho-
Phospho - (GARFINKEL et al., Transferase (Typll) ATP - abhangige Phospho-
transferase 1981 ) rylierung der 3'-Hydroxylgruppe des Aminohexose
- Rings bestimmter Aminoglycosid - Antibiotika
und inaktiviert sie damit
AadA Streptomycin - | Plasmid R538 - 1 | Strepto- und | verhindert durch Modifikation der 3" - OH Position
(Strep/Spec”) | Adenyltrans - | von E. coli | Spectino- des Streptomycin - N - methyl - L - glucosamin -
- Gen ferase (DAVIES UND | mycin Rings bzw. der 9 - OH Position des
SMITH, 1978) Spectinomycins die Bindung an die Ribosomen
amp’ bzw. TEM-18- Ampicillin spaltet den B - Lactam Ring des Ampicillins
blarem- 1) Laktamase
cm” Acetyl - Transposon Tn9 | Chlor- katalysiert Acetyl - CoA - abhangige Acetylierung
transferase (PROCTOR UND | amphenicol des Chloramphenicols und hebt damit dessen
RowND,1982) antibakterielle Wirkung auf
tetA Membran - Transposon Tn10 | Tetracyclin bewirkt die Ausschleusung von Tetracyclinen

protein

(BRYAN, 1984).
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Tab. 3.3 Ubersicht tiber die verwendeten Antibiotikakonzentrationen

Antibiotikum Konzentration in Abkurzung
LB - Medium

Ampicillin 150 mg/l LBaAmp

Tetracyclin 6-12 mg/l LBrets - LBTet12

Streptomycin 50 mg/I LBstr

Kanamycin 50 mg/l LBkan

Chloramphenicol 25 mg/l LBcamp

Eine weitere Mdglichkeit der Selektion, stellt das Blue - White - Screening dar.
Dieses ist mit den Vektoren pBlueskriptll und pGEM® - T Easy mdglich, da ihre
Mehrfachklonierungsstelle in der a - Peptid kodierenden Region des lacZ -
Gens liegt. Das o - Peptid umfasst die Aminosauren 1 - 146 des LacZ -Gens
und kann eine Deletion von 30 Aminos&auren nahe des N - Terminus des selben
Gens im E. coli - Stamm NM522 komplementieren. Durch diese o -
Komplementierung generieren beide Genabschnitte zusammen eine
funktionsfahige B - Galaktosidase, die das farblose Substrat X - Gal, bei dem
eine chromophore Gruppe B - 1 - 4 - glykosidisch an Glukose gebunden ist, zu
einem Indoxyl - Derivat spaltet, welches an der Luft zu einem blauen Dibrom -
Dichlor - Derivat oxidiert.

Die Expression beider Genabschnitte erfolgt durch Induktion mit IPTG, das als
Lactose - Analogon an den Lac - Repressor bindet und dessen Dissoziation
vom Operator bewirkt, woraufhin das Lac - Operon aktiviert und die Produktion
der B - Galactosidase induziert wird. In Folge davon farben sich
Bakterienkolonien, sofern beide Genfragmente exprimiert und komplementiert
werden, auf einem Medium, dem IPTG und X - Gal zugesetzt wurden, blau.
Kann die B - Galaktosidase nicht komplementiert werden, weil in den
Mehrfachklonierungsort in der o - Peptid kodierenden Region des Vektors ein
DNA - Fragment eingebaut worden ist, bleiben die Kolonien weif3 geférbt, so
dass rekombinante Klone anhand der weiBen Farbung ihrer Kolonien auf
Indikatormedium leicht identifiziert werden kdnnen.
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Zusammensetzung der benotigten Medien

11 LBamp (. 3.2.8.1.1 und Tab. 3.3)

nach Abklhlung auf ca. 60°C Zugabe
von

40 mg X - Gal geléstin 1 ml DMF

46 mg IPTG geldstin 1 ml A. bidest

Indikatormedium (LBax)

AnschlieBend werden je 100 ul von jedem Ligationsansatz auf je 3 - 5 Platten
mit dem Drigalski - Spatel auf antibiotikahaltigem LB - Medium bzw.
Mit dem
10% und
ausplattiert, wodurch die Transformationsrate in Kolonien/ug Plasmid - DNA

Indikatormedium plattiert und bei 37°C Uber Nacht Kkultiviert.
Kontrollplasmid wird eine Verdiinnungsreihe angelegt (10

bestimmt werden kann.

3.2.8.1.3 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli
Zellen nach TANG ET AL. (1994) (Eiszellen)
Bei dieser Methode wird die Zellwanddurchlassigkeit durch Rubidiumchlorid

erreicht.

Zusammensetzung der benétigten Losungen
Psi Medium (pH 7,6) 5 g Hefe Extrakt

20 g

59

ad 1000 ml
30 mM
100 mM
10 mM
50 mM
15% (Vv/v)
10 mM
10 mM
75 mM
15% (v/v)

TFBI (pH 5,8, Essigsaure)

TFBII (pH 6,5)

Peptone
MgSOq4
A. bidest
KaOAc
RbCl
CaCl
MnCl,
Glycerol
MOPS
RbCl
CaCl
Glycerol

1 ml einer 20 ml E. coli iber Nacht Kultur in LB - Medium wird in 100 ml Psi
Medium in einem 500 ml Erlenmeyerkolben angeimpft und bei 37°C auf dem
Schdttler bis zu einer ODsgg von 0,48 inkubiert. Durch Abkihlen der Zellkultur
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far 15 min auf Eis wird das Zellwachstum gestoppt. In einer anschlieBenden
Zentrifugation fir 5 min mit 2000 UpM (Zentrifuge: Sigma 4 K 15; Rotor 1147)
werden die Zellen sedimentiert, nach Verwerfen des Uberstandes in 40 m| TFBI
resuspendiert und erneut 15 min auf Eis inkubiert. Wie oben beschrieben
werden die Zellen sedimentiert, der Uberstand verworfen und das
Bakterienpellet in 4 ml TFBII geldst. Sofort danach werden 100 pl Aliquots in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur Transformation
aufbewahrt.

Um die gefrorenen Zellen zu transformieren, werden sie langsam auf Eis
aufgetaut und zum Ligationsansatz (s. 3.2.7.4) pipettiert. Nach 20 min
Inkubation auf Eis, wird das Zell - Ligations - Gemisch 90 sec auf 42°C erhitzt
und nach Zugabe von 500 pl Psi - Medium 60 - 90 min bei 37°C und 250 UpM
kultiviert. Die Selektion von 100 pl dieser Kultur erfolgt wie unter 3.2.8.1.2
beschrieben.

3.2.8.1.4 Isolierung rekombinanter Plasmid - DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid - DNA aus E. coli wird nach der durch SAMBROOK et
al. (1989) modifizierten Methode von BIRNBOIM UND DoOLY (1979) durchgeflhrt.
Das Prinzip der Methode beruht auf der selektiv alkalischen Denaturierung von
genomischer DNA. Denn da aufspiralisierte zirkuldre DNA auch im pH - Bereich
von 12,0 - 12,5 im doppelstréangigen Zustand verbleibt, wird bei der folgenden
Neutralisation nur die genomische Bakterien - DNA préazipitiert, wahrend die
Plasmid - DNA in Lésung bleibt.

Zusammensetzung der benétigten Losungen
LBy - Medium (pH 7,5) 1,0 % Peptone
0,5 % Yeast Extract
1,0 % NaCl
Lésung A (pH 8,0) 15 mM Tris
10 MM EDTA
50 mM Glucose
Lésung B 200 mM NaOH
1% (w/v) SDS
Losung C (pH 4,8) 3,0 M NaOAc
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Lésung D (pH 7,0) 100 mM NaOAc (pH 7,0)
50 mM Tris (pH 8,0)
TE/RNase 10 ug RNase/ml TE - Puffer (s. Tab. 2.6)

Mit einer Einzelkolonie der transformierten Zellen, die Uber Nacht auf
Selektivmedium gewachsen ist, werden 3,5 ml des entsprechenden LBy -
Selektivmediums (s. 3.2.8.1.2) im Reagenzglas angeimpft und ca. 6 h bei 37°C
unter Schitteln (250 UpM) kultiviert.

2 ml dieser Bakteriensuspension werden in ein 2 ml Eppendorfgefa3 Gberfahrt
und 3 min mit 13000 UpM sedimentiert. Das Pellet wird in 200 pl Lésung A
resuspendiert und 15 min bei Rt inkubiert. Nach Zugabe von 400 pl Lésung B
wodurch die Bakterienzellwédnde aufgebrochen werden, wird der pH - Wert
durch Zugabe von 300 ul Lésung C abgesenkt. Wahrend der folgenden
30 mindtigen Inkubation auf Eis, werden die Bakterienproteine und
Zellwandbestandteile ausgeféllt und durch zweimal je zehnmintige
Zentrifugation mit 13000 UpM sedimentiert und verworfen. Durch vorsichtiges
Mischen der Uberstande mit 600 pl Isopropanol wird die Plasmid - DNA der
Probe geféllt und wie oben beschrieben pelletiert. Das Pellet wird in 200 pl
Lésung D resuspendiert und mit 400 ul EtOH préazipitiert. Das durch
anschlieBende Sedimentation (10 min, 13000 UpM) gewonnene DNA Pellet
wird durch Vakuumzentrifugation getrocknet und in 100 upl TE/RNase
aufgenommen.

Da die Méglichkeit besteht, dass die T4 DNA - Ligase die beiden Enden des
Vektors miteinander verbindet, ohne dass das zugegebene Fragment eingefligt
wird, wird ein Restriktionsverdau mit den aus der Klonierung gewonnenen
Plasmidpraparationen durchgefihrt (s. 3.2.7.1), um zu Uberprifen, ob das

gewtlnschte Fragment in den Vektor integriert wurde.

3.2.8.2 Transformation von A. tumefaciens

3.2.8.2.1 Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens Zellen

Um A. tumefaciens - Zellen zu transformieren, wird die Methode der
Elektroporation nach POTTER (1988) verwendet. Im Vergleich zu der
Transformation der E. coli - Stdamme wird hier die Aufnahme der Fremd - DNA
durch kompetente Zellen durch einen elektrischen Impuls und nicht durch einen
Hitzeschritt bewirkt.
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Zusammensetzung der benotigten Losungen

LBstr - Snact - Medium (pH 7,5) 10 g Peptone
59 Yeast Extract
5g NaCl
15 g Agar
Hepes - Puffer | (pH 7,0) 1 mM Hepes
Glycerol 10% (v/v) Glycerin

Der Agrobakterien des Stammes LBA4404 werden aus der Dauerkultur
fraktioniert auf LBgsy - Medium (s. Tab. 3.3) ausgestrichen und flr 48 h bei 28°C
inkubiert. Dann wird eine Einzelkolonie mit dem Zahnstocher in 20 ml LBsgy in
einem 100 ml Erlenmeyerkolben Uberfihrt und bei 28°C auf dem Schdittler
(250 UpM) Uber Nacht kultiviert. 10 ml dieser Bakterienkultur werden am
nachsten Tag in 500 ml LBsy - 5 naci - Medium in einem 1 | Erlenmeyerkolben
angeimpft und bei 28°C unter Schitteln (250 UpM) bis zu einer ODggo von 0,5 -
0,8 kultiviert. Die Salzkonzentration wird hier auf 5 g NaCl/l gesenkt, da eine
hohe Salzkonzentration wahrend der Elektroporation zu einer Entladung fihren
kann, die die Tansformationsausbeute negativ beeinflusst.

Um das Wachstum der Bakterien zu stoppen, wird der Erlenmeyerkolben flr
15 - 30 min auf Eis gestellt. Die Bakterienkultur wird dann in zwei vorgekuhlten
Sorvallbechern im Festwinkelrotor mit 6000 UpM (Zentrifuge: Sorvall® RC5B;
Rotor: SLA 1500) bei 4°C fir 15 min sedimentiert. Nach dem Verwerfen des
Uberstandes, werden die Zellen auf Eis gekiihlt und jeweils in 500 ml kaltem
Hepes - Puffer | resuspendiert um die Zellen zu waschen. Nach Sedimentation
der Zellen fir 15 min mit 6000 UpM (s.0.) und Verwerfen des Uberstandes
werden die Zellen erneut in 300 ml kaltem Hepes - Puffer resuspendiert und wie
oben beschrieben sedimentiert. Nach Abnahme des Uberstandes wird das
Bakterienpellet in 20 ml vorgekuhltem Glycerol aufgenommen und in kleinere
Zentrifugenréhrchen UGberfihrt. Nach Zentrifugation bei 4°C mit 6000 UpM
(Zentrifuge: Sorvall® RC5B; Rotor: SS 34) fir 15 min und Verwerfen des
Uberstandes, wird das Bakterienpellet erneut in 2 ml Glycerol aufgenommen
und in 40 pl Aliquots in 1,5 ml Eppendorf - ReaktionsgefaBe tberfuhrt. Dieses
verhindert beim anschlieBenden Schockgefrieren in flissigem Stickstoff und der

Lagerung bei -80°C das Platzen der Bakterienzellen.
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3.2.8.2.2 Elektroporation nach POTTER (1988)

Bei der Elektroporation werden durch den elektrischen Impuls temporare Poren
in der Cytoplasmamembran erzeugt, wodurch kurzzeitig die Permeabilitat der
Agrobakterienzellwand erhdht wird (POTTER et al., 1984). Dadurch wird die
Aufnahme der DNA durch passive Diffusion ermdglicht.

Um die Fremd DNA in die kompetenten Agrobakterien - Zellen zu transferieren,
werden folgende Parameter am Elektroporator (Invitrogen Il) eingestellt:

e armed position e 50puF e 150 Ohm

An dem Gerat wird mittels einer Spannungsquelle eine Spannung von 1500 V
und eine Stromstéarke von 25 mA bei einer Leistung von 25 W angelegt. Um
sicherzustellen, dass die gewlnschten Parameter vollstdndig umgesetzt
werden, wird das Gerat vor der eigentlichen Elektroporation zweimal be- und
entladen und samtliche Parameter an dem Gerat Uberprift.

Um die kompetenten Agrobakterien zu transformieren, werden die Zellen auf
Eis aufgetaut und je 1 - 3 ul der Fremd DNA zugegeben. Mittels vorsichtigem
Aufnehmen und Abgeben der Lésung mit der Eppendorfpipette wird die DNA
mit den Zellen gemischt. AnschlieBend wird das Zell - DNA Gemisch in eine
vorgekihlte 0,1 cm Elektroporationskivette Uberfihrt. Nachdem die
Klvettenkontakte sorgfaltig abgetrocknet wurden, wird die Kivette in den
Elektroporator eingesetzt und durch Betatigen des Pulse Schalters der
elektrische Impuls ausgel6st. Die Kavette wird anschlieBend sofort aus dem
Elektroporator entnommen und 1 ml SOC zum Ansatz gegeben. Nach
grundlicher Durchmischung mit einer vorgekihlten Pasteurpipette wird die
Agrobakterien - Lésung in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefa3 Gberfihrt und 3 -
4 h bei 28°C auf dem Schattler mit 250 UpM kultiviert.

AnschlieBend werden je 100 pl dieser Kultur mit dem Drigalskispatel auf
LBst.1ets - Platten (s. 3.2.8.2.3) ausplattiert und 24 - 72 h bei 28°C kultiviert.

Als Negativ - Kontrolle wird A. bidest zur Elektroporation der Bakterienzellen
verwendet, die anschlieBend sowohl auf LBgy- als auch auf LBsy,tets- Medium
kultiviert werden. Dadurch kann zum einen (berprift werden, ob die
Agrobakterien die Elektroporation unbeschadet Uberstanden haben und ob die
Tetracyclin Konzentration hoch genug war, um das Wachstum nicht
rekombinanter Agrobakterien zu unterbinden.
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3.2.8.2.3 Selektion transformierter A. tumefaciens - Zellen

Die Selektion transformierter Zellen erfolgt wie unter 3.2.8.1.2 beschrieben. Da
der A. tumefaciens - Stamm LBA4404 das Resistenzgen aadA tragt, werden die
Zellen mit LB - Medium selektiert, dem neben 6 mg Tetracyclin/ |, was duch das
tetA - Gen kodierte Protein des bindren Vektors pLX 222 detoxifiziert wird,
noch 25 mg Streptomycin/ | LB (s. Tab. 3.2) zugesetzt.

In der anschlieBenden Flissigkultur wird die Tetracyclinkonzentration auf 12 mg
pro Liter LBy erhéht.

3.2.8.2.4 Isolierung rekombinanter Plasmid - DNA aus A. tumefaciens

Um zu GOberprifen, ob die A. tumefaciens - Zellen das rekombinante Plasmid
aufgenommen haben, wird das unter 3.2.8.1.4 beschriebene Protokoll leicht
modifiziert durchgefihrt.

Zusammensetzung der Losungen

Lysispuffer A 4 mg Lysozym / ml Lésung A
(s. 3.2.8.1.4)

Mit Losung B equilibriertes Phenol 1 ml Lésung B (s. 3.2.8.1.4) mit 2 ml
Phenol vortexen und das Phenol
unterhalb der Trennlinie abnehmen

Lésung C (s.3.2.8.1.4)

Léung D (s.3.2.8.1.4)

Von der Ubernacht - Kultur werden mit einem Zahnstocher 3 ml LBsy,Tet12 im
Reagenzglas angeimpft und mit 250 UpM bei 28°C flur 48 h inkubiert. 2 ml
dieser Vorkultur werden im 2 ml EppendorfreaktionsgefaB far 2 min mit
13000 UpM sedimentiert. Nach Verwerfen des Uberstandes werden die
pelletierten Bakterien in 100 pl eiskaltem Lysispuffer A vorsichtig resuspendiert
und 10 min bei Rt inkubiert, wodurch die Bakterienzellwand der Agrobakterien
effizient abgebaut wird. Nach Zugabe von 200 pl Lésung B und vorsichtigem
Mischen wird erneut 10 min bei Rt inkubiert. AnschlieBend werden 30 pl mit
Lésung B equilibriertes Phenol zugegeben und alles auf dem Vortex vermischt.
Nach Zugabe von 150 ul Lésung C und vorsichtigem Vermischen werden die
Proteine 15 min bei -20°C gefallt und anschlieBend durch eine flinfmindtige
Zentrifugation bei 4°C mit 13000 UpM sedimentiert. Der wéssrige Uberstand
wird in ein neues ReaktionsgefaB Gberfuhrt und mit 1 ml 70% EtOH 15 min bei
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-20°C gefallt. Nach 10 minUtiger Zentrifugation bei 4°C mit 13000 UpM (Sigma
4 K 15; Rotor 12167), wird der Uberstand verworfen und das Pellet vorsichtig in
300 ml Lésung D resuspendiert. Nach Zugabe von 1 ml EtOH,,s zur Féllung der
DNA fir 15 min bei -20°C wird erneut 10 min bei 4°C mit 13000 UpM
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die pelletierte Nukleinsaure mit
70%igem EtOH gewaschen. Nach 5 min Zentrifugation bei 4°C mit 13000 UpM
(s. o0.) wird das Pellet im Vakuumkonzentrator getrocknet. Nach
Resuspendierung in 50 pl TE/RNase wird ein Kontrollverdau (s. 3.2.7.1)
durchgefihrt und die Nukleinséure bei -20°C gelagert.

Ist eine Identifizierung positiver Klone anhand des Kontrollverdaus aufgrund der
schlechten Qualitat der Plasmidpraparation nicht méglich, werden 2 - 4 pl davon
mit A. bidest auf ein Volumen von 20 ul aufgefillt und in E. coli Zellen (NM522)
"zurtck" transformiert, wobei die Selektion mit LBret12 - Medium durchgefihrt

wird.

3.2.8.2.5 Herstellung von A. tumefaciens - Dauerkulturen

Die Agrobakterienkulturen, die die rekombinanten Plasmide tragen, sollen
unbegrenzt lagerbar und vermehrbar sein. Dies wird durch Zugabe von Glycerin
erreicht, welches die zellschadigende Eiskristallbildung beim Tieffrieren
verhindert und somit eine Kultivierung der Zellen nach dem Auftauen

ermd@glicht.

Bendtigte Losung
Steriles Glycerin (87%)

Um eine Dauerkultur herzustellen, werden 850 ul A. tumefaciens - Flussigkultur
mit 150 pl 87%igem Glycerin vermischt.

Die Aufbewahrung der Dauerkulturen erfolgt nach sorgfaltigem Vermischen bei
-20°C.

3.2.9 Transformation von N. benthamiana - Pflanzen nach HORSCH et
al. (1985)

Um fremde DNA stabil ins Genom von N. benthamiana - Pflanzen zu integrieren
wird eine leicht modifizierte Methode der Agrobakterien - vermittelten
Blattscheibentransformation nach HORSCH et al. (1985) durchgefihrt, bei der

die Fahigkeit des Gram - negativen Bodenbakteriums A. tumefaciens,
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plasmidlokalisierte, genetische Information in das Genom von dikotylen
Pflanzenzellen einschleusen zu kénnen, genutzt wird.

Das Agrobakterium besitzt ein tumorinduzierendes Plasmid (Ti - Plasmid) auf
dem u.a. die Virulenzregion und die Transfer - DNA (T - DNA) lokalisiert sind,
die durch eine Reihe bakterieller Ti - Plasmid lokalisierter Virulenzgene (vir-
Gene) gesteuert in das pflanzliche Genom transferiert wird.

Nach der Anlagerung von A. tumefaciens an die Pflanzenzelle durch die
Bildung von bakteriellen Adhé&sinen, werden konstitutiv VirA - und VirG -
Proteine gebildeten, die als Sensor und Regulatorkomponente eine funktionelle
Einheit in der Bakterienmembran darstellen. Das virA - Gen ist ein Rezeptor flr
phenolische Substanzen, wie Acetosyringon, die nach Verwundung durch die
Pflanzenzelle freigesetzt werden und gebunden einer Autophosphorylierung
unterliegt, die zur Transkriptionsaktivierung und Expression aller weiteren virD,
virE und virB - Gene flhrt (KEMPKEN UND KEMPKEN, 2000). Die T - DNA, die bei
der Infektion einer Zelle als Einzelstrang in das Pflanzengenom integriert wird,
wird von zwei kurzen Bordersequenzen (eine Wiederholung von 25 bp)
flankiert, die von den Genprodukten der virD1-und virD2- Gene erkannt werden.
Diese induzieren als Endonukleasen Einzelstrangbriiche in der DNA, die als
Initiations- und Terminationssignale fir die Synthese eines T - DNA
Einzelstranges dienen, an dessen 5' - Ende kovalent das VirD2 - Protein bindet.
Um eine Reassoziierung mit dem Ti - Plasmid zu verhindern und den Transport
durch die Zellwédnde und verschiedenen Membranen zu ermdglichen, binden
auch Proteine des VirE2- Operons an diesen Einzelstrang, entfalten ihn in eine
transportgéangige Konformation und schitzen ihn insbesondere vor Nukleasen.
Die mit der T - DNA assoziierten VirD2- und VirE2- Proteine besitzen des
Weiteren Kernlokalisationssequenzen, die dem Komplex die Aufnahme durch
Kernmembranporen in den Zellkern erlauben.

Die elf Genprodukte des VirB - Operons, die hohe strukturelle und funktionelle
Homologien zu Proteinen aufweisen, die an der bakteriellen Konjugation, der
DNA Aufnahme und dem Proteinexport beteiligt sind, bilden wahrscheinlich den
fur die Aufnahme erforderlichen Membran - assoziierten Exportapparat.

Die Integration in die pflanzliche DNA erfolgt dann zuféllig an vorhandenen
Strangbriichen durch illegitime Rekombination (MAYERHOFER et al, 1991),

wobei transkriptionsaktive Bereiche als Integrationsorte bevorzugt werden.
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Dabei lagert sich das 5 Ende der einzelstrangigen T - DNA (TINLAND et al.,
1994) an einen zufélligen Bruch der Pflanzen - DNA an und das 3' - Ende wird
durch Reparations - und Rekombinationsenzyme der Pflanze in deren DNA
eingebaut. Der durch Torsionskrafte verursachte Bruch im komplementaren
pflanzlichen DNA - Strang bewirkt dann durch eine Aufflllreaktion eine

Neusynthese am T - DNA Template.

Heute werden flUr die Transformation sogenannte entscharfte Plasmide
verwendet, bei denen die Tumorbildung durch Veranderung der Ti - Plasmide
und der T - DNA unterdrickt ist und die Gene fur die Expression der Opin
synthetisierenden Proteine entfernt wurden. Daflr wurden dominant selektive
Markergene unter Kontrolle des in Pflanzen aktiven nos Promotors und nos
Terminators eingefligt, die eine Selektion der transformierten Zellen

ermaoglichen.

3.2.9.1 In vitro Anzucht von N. benthamiana - Pflanzen

Um Blattscheiben von N. benthamiana - Pflanzen zu transformieren, wird
steriles Blattmaterial bendtigt, welches durch in vitro Anzucht der Pflanzen
produziert wird.

Dazu mussen N. benthamiana - Samen oberflachensterilisiert werden, um die
Samenschale von Bakterien und Pilzsporen zu befreien, die sich auf dem
zuckerhaltigen MS - Medium ebenfalls vermehren wirden.

Zusammensetzung der benétigten Losungen
Natriumhypochlorid - Losung 1,3% Natriumhypochloridyq (bezogen
auf aktives Chlor)

Ca. 100 N. benthamiana - Samen werden in ein 1,5 ml Eppendorf -
ReaktionsgefaB gefillt und 10 min mit 1 ml 1,3%iger Natriumhypochlorid -
Lésung geschittelt, wodurch das aktiv abgespaltene Chlor organische
Verbindungen denaturiert. AnschlieBend wird das Natriumhypochlorid mit einer
Pipette abgenommen und die Samen dreimal kurz mit 1 ml 70%igem EtOH
gewaschen. Zum Entfernen von EtOH - Resten, die eine Keimung der Samen
verhindern wirden, werden die Samen dreimal 1 min mit je 1 ml A. bidest
gewaschen.

AnschlieBend werden jeweils 5 - 6 Samen in Magenta Boxen ausgelegt, die mit
ca. 50 ml steriem MS - Medium (s. 3.2.9.2.1) befillt wurden. Nach einer
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mindestens drei monatigen Kultivierung im Gewebekulturschrank bei 26°C mit
16 Stunden Beleuchtung mit photosynthetisch aktivem Licht, werden die
Pflanzen fur die Transformation verwendet.

3.2.9.2 Transformation

Das Prinzip der Pflanzentransformation beruht darauf, dass die Pflanzenzellen
besonders regenerativer Organexplantate wie Blattscheiben mit rekombinanten
Agrobakterien inkubiert werden kénnen, wobei die T - DNA stabil ins pflanzliche
Genom integriert wird. Nach Abtdten der Agrobakterien durch Antibiotika,
kbnnen die transformierten Zellen aufgrund ihrer Totipotenz auf
phytohormonhaltigem Selektivmedium zu ganzen Pflanzen regeneriert und

spater an Gewachshausbedingungen adaptiert werden.

3.2.9.2.1 Anzucht von A. tumefaciens und Blattscheibentransformation

Damit die Blattscheiben Transformation méglichst effektiv verlauft, missen sich
die Agrobakterien in der logarithmischen Wachstumsphase befinden. Die
Anzucht erfolgt bei 26°C, da bei dieser Temperatur die Insertion der T - DNA
besonders effizient stattfindet (s. 3.1.3.2).

Zusammensetzung der benétigten Losungen und Medien

MS - Medium (pH 5,9) 0,750 % Plant Agar
2,000 % Saccharose
0,475 % MS
MS; - Medium (pH 5,9) 2,000 % Saccharose
0,475 % MS
Auxin - Stammiésung 1 mg NAA/200 ul 1 N NaOH
Cytokinin - Stammlésung 1mg BAP /20 ul 1 N NaOH

(Die autoklavierbaren Phytohormon - Stammlésungen kénnen bis zu 2 Monate bei 4 °C
gelagert werden.)

T1 - Medium 1 mg BAP
0,1 mg NAA
500 mg Claforan
50 mg Kanamycin
pro 11 MS - Medium
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T2 - Medium 250 mg Claforan

50 mg Kanamycin

pro 11 MS - Medium
Claforanléosung 500 mg Claforan /I A. bidest

In Tab. 3.4 sind die Antibiotika - Konzentrationen aufgelistet, die zur Selektion

transformierter Blattscheiben verwendet werden.

Tab. 3.4 Konzentration der Antibiotika bei der Pflanzentransformation

Antibiotikum Antibiotikakonzentration | Abklirzung

MS - Medium
Kanamycin 50 - 400 mg/l MSkanso - MSkanaoo
Claforan (Cefotaxim) 250 - 500 mg/I MScefo50 - MScefso0

Die Agrobakterien, die das rekombinante bindre Plasmid tragen, werden aus
der Dauerkultur fraktioniert auf LBgy.1ets - Medium ausgestrichen und 24 - 72 h
bei 26°C kultiviert. AnschlieBend werden 4 ml LBgy,1ets mit einer Einzelkolonie
angeimpft und bis zu einer ODgoo von 0,5 - 0,8 auf dem Schittler mit 250 UpM
bei 26°C angezogen. Von dieser Bakterienkultur werden 200 ul in einer
Petrischale mit 15 ml MS; - Medium gemischt und 10 - 15 frisch geschnittene
Blattstlicke mit der Blattunterseite nach oben auf die Lésung gelegt. Wahrend
der nachfolgenden Inkubation im Dunkeln bei 26°C fliir 48 Stunden, kénnen die
Bakterien die T - DNA in die genomische DNA der verletzten Zellen
einschleusen (s.3.1.3.2). Um die Agrobakterien anschlieBend von den
Blattstiicken zu entfernen, werden die Blattsticke drei bis fanfmal mit
Claforanlésung gewaschen. Dessen Wirkstoff Cefotaxim verhindert die
Vernetzung von Peptidoglykanen durch Bindung und Inaktivierung von
Transpeptidasen und stért dadurch die Zellwandsynthese der Bakterien, so
dass keine weitere Vermehrung der Agrobakterien stattfinden kann.

Nach dem Waschen werden max. 10 Blattstlicke fur zwei Wochen bei 26 °C mit
der Blattunterseite nach oben so auf T1 - Medium kultiviert, dass besonders die
Blattrander Kontakt zum Selektiv - Medium haben, damit sich keine Kalli aus
nicht transformierten Zellen ausbilden. Nach 2 Wochen werden die Blattstlicke
auf neues T1 - Medium umgesetzt, wobei abgestorbene Blattstickchen oder
solche mit auswachsenden Agrobakterienkulturen entfernt werden.
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Um zu vermeiden, dass spater mehrere Klone einer transformierten Zelle
regeneriert und untersucht werden, werden die undifferenziert ergriinenden
Kalli auf T1 - Medium vereinzelt, bevor das Sprosswachstum einsetzt. Nach ca.
3 - 4 Wochen erscheinen die ersten Sprosse aus den undifferenzierten Kalli und
pro Kallus wird ein Spross mit einem scharfen Skalpell abgeschnitten und auf
T2 - Medium in 30 ml Reagenzglasern mit Kunststoffkappe umgesetzt. Dort
entwickeln sich aus den vordifferenzierten Sprossen aufgrund der Totipotenz
der pflanzlichen Zellen Wurzeln.

3.2.9.2.2 Adaption der Sprosse an Gewachshausbedingungen

In den Reagenzglasern herrscht ein optimales Mikroklima mit konstanter
Luftfeuchte, in dem die Pflanzen nur eine dinne Kutikula ausbilden. Deshalb
muss deren Adaption an die Gewachshausbedingungen (s. 3.1.2) schrittweise
erfolgen.

Sind die Pflanzen ca. 4 cm hoch und haben ein Wurzelgeflecht ausgebildet,
werden die Pflanzen aus den Réhrchen entnommen und das T2 - Medium von
den Wurzeln mit Leitungswasser abgewaschen. Bevor sie in angefeuchtete
Fruhstorfer Einheitserde Typ P in 10er Topfe Uberfihrt werden, werden die
Wurzeln in eine Benomyl - Lésung (0,1 %) getaucht um einen Pilzbefall zu
verhindern. Um die Sprosse anfénglich vor einer zu hohen Verdunstung zu
schitzen, wird eine Plastiktlte Gber den Topf gebunden, die nach einer Woche
schrittweise durch Aufschneiden ge6ffnet wird. Nachdem die Tiite oben
vollstandig gedffnet ist und die Pflanze nach ca. 48 h keine Welkeerscheinung

zeigt, wird die Tlte abgenommen und die Pflanze bis zur Samenreife kultiviert.

3.2.9.3 Samenernte

Die zwittrigen N. benthamiana - Pflanzen blihen nach ca. 3 Monaten und
setzen aufgrund der Méglichkeit sich selbst zu bestauben Samenkapseln an.

Diese werden nach dem Abreifen geerntet und flr vier Wochen in Papiertlten
getrocknet, in denen ein stetiger Luftaustausch gesichert ist. Durch Sieben
werden die Samen von den Samenkapseln getrennt und in

EppendorfreaktionsgefaBen luftdicht bei Rt gelagert.
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3.29.4 Bestimmung der Anzahl der Integrationsorte

Die Vererbung des inserierten Fremd - DNA an die Nachkommen, liefert
Aufschluss darlber, an wie vielen Loci das Transgen in das pflanzliche Genom
integriert wurde.

Die transgenen Pflanzen sind, im Gegensatz zu nicht transgenen, durch das
eingebrachte nptll - Gen Kanamycin resistent. Dadurch bleiben die Keimblatter
transgener Pflanzen nach der Samenkeimung auf Kanamycin - haltigem
Selektivmedium griin, wahrend nicht transgene Pflanzen durch die Stérung der
Chlorophyllsynthese chlorotisch erscheinen.

Um eine Aussage Uber die Anzahl der Integrationsorte treffen zu kénnen, wird
eine Spatelspitze voll Samen oberflachensterilisiert (s. 3.2.9.1) und in
Petrischalen auf MSkanao0 - Medium (s. 3.2.9.2.1) ausgelegt. Nach ca. einer
Woche werden die Keimblatter der nicht transgenen Pflanzen chlorotisch und
das Verhaltnis von transgenen zu nicht transgenen Nachkommen wird
bestimmt. Zur Kontrolle werden Samen einer nicht transgenen
N. benthamiana - Linie auf dem Selektiv - Medium ausgelegt, wodurch Uberprift

wird, ob die Kanamycin Konzentration zur Selektion ausreichend hoch ist.

Das Verhaltnis der nichttransgenen zu transgenen Nachkommen wird
anschlieBend im %2 - Test analysiert. Da nur zwei Phanotypen auftreten, also
der Freiheitsgrad gleich 1 ist, wird die Yates Korrektur auf Kontinuitat

durchgefuhrt und die 2 - Werte nach folgender Formel berechnet:

n

_ (B—E,—0,5)
2 ) E,

Dabei gibt B die Anzahl der Beobachtungen an, wahrend mit E die Anzahl der
Erwartungen bezeichnet wird. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 5 % und einem
Freiheitsgrad von 1, kann die getestete Annahme nicht verworfen werden, wenn

der berechnete %2 - Wert kleiner oder gleich 3,84 ist.

3.2.9.5 Serologischer Nachweis viraler Proteine in N. benthamiana -
Pflanzen

Der spezifische Nachweis viraler Proteine in Pflanzen kann mittels Enzym -

linked - immunosorbent Assay (ELISA), Western Blotting und Tissue Print

durchgefuhrt werden. Durch den Einsatz virusspezifischer Antikrper kann mit
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dem ELISA das Vorkommen des Proteins detektiert werden, wahrend das
Western Blotting zusatzlich eine Aussage Uber das Molekulargewicht des
Proteins ermdglicht. Durch den Tissue - Print kann die Lokalisierung des viralen
Proteins im Pflanzengewebe bestimmt werden.

3.29.6 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) nach CLARK UND
ApAMS (1977)

Far den Nachweis viraler Hulllproteine in N. benthamiana - Pflanzen wird der
serologische ELISA nach CLARK UND ADAMS (1977) durchgefiihrt, bei dem die
viralen Proteine aufgrund einer spezifischen Antigen - Antikérper Reaktion
durch einen Farbnachweis identifiziert werden kdnnen.

Bei dem direkten Nachweis mit dem Plate trapped Antigen - ELISA (PTA -
ELISA) werden die viralen Proteine direkt an Polystyrol - Mikrotiterplatten mit
hoher Proteinbindekapazitat gekoppelt und mittels virusspezifischer Antikorper
nachgewiesen. Diese Antikérper sind mit alkalischer Phosphatase konjugiert
(Virus - 1gG - AP), die die Phosphatgruppe von farblosem p -
Nitrophenylphosphat abspaltet, wodurch im alkalischen Milieu gelbes
Nitrophenol entsteht. Die Zunahme der gelben Farbe ist ein MaB far die Menge
an gebundenem Enzym bzw. enzymgekoppeltem Antikérper und kann
spektralphotometrisch bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen werden.
Als Positivkontrolle werden im ELISA nicht transgene Pflanzen verwendet, die
zum selben Zeitpunkt wie die transgenen Testpflanzen mit dem jeweiligen Virus
infiziert wurden. Fir die Negativkontrolle wird Blattmaterial nicht infizierter nicht

transgener Pflanzen eingesetzt.

Zusammensetzung der benétigten Losungen

PBS (pH 7,4) 0,137 M NaCl
1,044 M NaH>PO4 * H,O
2,70 mM KCI
1,44 mM KH2PO4
Beschichtungspuffer (pH 9,6) 15 mM NaxCOs

34 mM NaHCO;
Probenpuffer PBS - NaDIECA (pH9,6) 10 mM NaDIECA
in 1x PBS
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Waschpuffer PBS - T 0,05% Tweengg

in 1x PBS
Antikorperpuffer PBS - TPO 2% PVP

0,2% Ovalbumin

in PBS-T

Substratpuffer (pH 9,8) 1 mg/ml p-Nitrophenyl-
phosphat
in 10% Diethanolamin

Ca. 100 mg des zu untersuchenden Blattmaterials werden mit der Polaehne
Pflanzenpresse zerkleinert, durch Zugabe von 750 pl PBS - NaDIECA von den
Walzen abgesplilt und in einem Eppendorfreaktionsgefa3 aufgefangen. Durch
eine Zentrifugation far 1 min mit 13000 UpM werden die groben
Pflanzenbestandteile sedimentiert. Von dem Uberstand, in dem sich die viralen
Proteine befinden, werden in zwei Vertiefungen der Mikrotiterplatte je 100 ul
pipettiert und die viralen Proteine durch Inkubation bei 4°C Gber Nacht an das
Polystyrol gebunden. Durch flanfmaliges Waschen mit Waschpuffer im
Mikroplate Washer fir je 5 Minuten werden nicht gebundene Proteine entfernt.
In jede Vertiefung werden 100 pl des Virus - IgG - AP - Konjugates (1:200 mit
PBS - TPO verdinnt) pipettiert und fir 4 h bei 37°C an das Antigen gebunden.
Dabei werden freie Anlagerungsstellen durch das im Puffer enthaltene Tween,
Polyvinylpyrrolidon und Ovalbumin abgeséattigt. Nachdem, durch erneutes
Waschen (s.0.), nicht gekoppelte Antikérper entfernt wurden, werden jeweils
100 ul Substratldésung in die Vertiefungen pipettiert. Die Messung der
Extinktion, die Rickschlisse auf den Virustiter im Pflanzenpresssaft zulasst,
wird mit dem Microplate Reader bei 405 nm durchgeflhrt.

Auswertung des PTA - ELISA

Die Analyse der ELISA Daten (s. 3.2.9.6) erfolgte nach der objektiven
Auswertung nach Rek (1987). Dazu werden die aufgenommenen Messwerte
der GrdBe nach geordnet und die Mittelwerte je drei aufeinanderfolgender
Werte gebildet. Die graphische Auswertung erfolgt, indem die Mittelwerte gegen
die Gruppennummer aufgetragen werden. Die resultierende Kurve geht zuerst
nahezu senkrecht nach oben und knickt irgendwann in die Horizontale ab. Der
Mittelwert der Gruppe, die vor dem Umschlagpunkt der Kurve liegt, wird
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ausgewahlt und mit 1,2 multipliziert. Alle Pflanzen, deren Absorption gréBer
oder gleich diesem Produkt ist, gelten als virusinfiziert.

3.2.9.7 Western - Blotting nach TowBIN (1979)

Beim Western - Blotting werden die aus der Pflanze extrahierten Proteine
zuerst mittels PAGE (s. 3.2.3) aufgetrennt und nach Ubertragung auf eine
Nitrocellulose - Membran mittels spezifischer Antikdrper nachgewiesen. Mit
Hilfe des Protein GrdBenstandards auf dem Polyacrylamidgel kénnen im
Gegensatz zum ELISA zusétzliche Informationen Uber die molekulare Masse
der viralen Proteine ermittelt werden.

3.2.9.7.1 Proteinextraktion nach BERGER et al. (1989)

Obwohl die Qualitat der zu blottenden Proteine fiir das Gelingen des Protein -
Blotting Experimentes entscheidend ist, da Proben mit degradierten Proteinen
auf dem Polyacrylamidgelen Banden geringerer Masse liefern kénnen, wird in
dieser Arbeit die schnell durchfihrbare Extraktion der Gesamtproteine nach der
Methode von BERGER et al. (1989) durchgefiihrt, bei der die Proteine nicht vor
einem Abbau geschutzt sind.

Zusammensetzung der benotigten Losungen
Berger - Puffer (pH 8,8) 750 mM Tris

4 % (w/v) SDS

4 % (w/v) 2 - Mercaptoethanol

40 % (w/v) Saccharose

300 mg Blattmaterial von N. benthamiana - Pflanzen werden mit 750 pl heiBem
(95°C) Probenpuffer gemodrsert. Dieser Pflanzenextrakt wird in ein
1,5 ml Eppendorfgeféa3 Gberfihrt und 10 min bei 95 °C denaturiert. Nach
Sedimentation bei 4°C fiir 15 min mit 13000 UpM wird der Uberstand in ein
neues EppendorfgeféB Uberflhrt und die Proteine bei 4°C gelagert, oder durch
Polyacrylamidgel - Elektrophorese (s. 3.2.3) aufgetrennt.

3.2.9.7.2 Gel - Blot im Wet - Verfahren

Bei dem hier durchgeflhrten Tank - Blot Verfahren nach TowBIN et al. (1979)
werden die mittels SDS - PAGE (s. 3.2.3) aufgetrennten Proteine schonend
durch elektrophoretischen Transfer verlustfrei auf eine Nitrocellulose Membran
Ubertragen, durch Adsorption immobilisiert und spezifisch mit Antikérpern

83



Methoden

detektiert. Damit das Muster der getrennten Proteine auf der Membran dem des

Gels entspricht, erfolgt der Transfer senkrecht zur Trennrichtung.

Zusammensetzung der benétigten Losungen
Transferpuffer (pH 8,0) 25 mM Tris
192 mM Gilycin
20 % (v/v) MEtOH
Lagerung bei 4°C

Fir den elektrophoretischen Transfer der Proteine wird eine Vertikal -
Elektroblot - Kammer von Hoefer Scientific Instruments verwendet, die Uber die
Méglichkeit einer Wasserkihlung verfagt. Der luftblasenfreie Zusammenbau,
der vorher in Transferpuffer getrankten Komponenten und einem ungefarbten
PAGE Gel, ist schematisch in Abb. 3.3 dargestellt.

NC - Membran

K

a
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€ I

Filterpapier Abb. 3.3 Aufbau des Elektroblottes

Der Elektroblot wird, nachdem der Tank mit Transferpuffer gefillt wurde, so in
die Kammer eingracht, dass die NC - Membran zur Seite der Anode liegt. Der
Transfer erfolgt UOber Nacht durch eine Spannung von 40 V und einer

Stromstarke von 160 mA.

Nachweisreaktion der transferierten Proteine (“Immunoassay”)

Fiar den Nachweis der viralen Proteine auf der NC - Membran werden PVY
spezifische Antikérper der Firma LOEWE eingesetzt. Der spezifische
polyklonale Primé&rantikérper bindet an das PVY - Antigen. AnschlieBend wird
ein zweiter enzymgekopplter AntikGrper, der gegen die leichten und schweren
Ketten des Primarantikdrpers gerichtet ist, der jetzt das Antigen darstellt,
aufgetragen. Die an den zweiten Antikérper gekoppelte alkalische Phosphatase
hydrolysiert ein Naphtholphosphatester (Naphthol AS - MX Phosphat) zu
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Phenolkomponenten und Phosphaten. Die entstehenden Phenole reagieren
dann mit einem farblosen Diazoniumsalz (Fast Red TR) und bilden so einen
unléslichen  Azofarbstoff. Dieses rote Reaktionsprodukt zeigt die
Substratumsetzung an der Stelle, an der die Antikdrper an die Membran binden

konnten, weil dort virales Protein immobilisiert wurde.

Zusammensetzung der benotigten Losungen

TBS (pH 7,4) 20 mM Tris
0,5M NaCl
TBS-T 2 % Tweenyg
in TBS
TTBS 0,5 % Tweenyg
in TBS
Fast Red Puffer (pH 8,0) 0,2M Tris
2 mM MgClz

Fast Red - Lésung

45 mg Fast Red TR Salz / 7,5 ml Fast Red Puffer
Naphtol - Losung

3 mg Naphthol / 7,5 ml A.dest

Napthol / Fast - Red Farbelésung
Frisch angesetzte Naphtol - und Fast Red - Lésung im Verhaltnis 1:1 mischen.

Um die ungesattigten Proteinbindestellen der Membran zu saturieren, wird
diese anfénglich 2 min in TBS - T geschuttelt. Nach einem 15 minGtigen
Waschschritt mit TTBS wird der Antikérper PVY - IgG (Verdiinnung: 1:400 in
TTBS) zugegeben und unter leichtem Schwenken 1 h bei Rt an die viralen
Proteine gebunden. Nach dreimaligem Waschen mit TTBS flr jeweils 5 min, bei
dem nicht gebundene Antikérper entfernt werden, folgt eine Inkubation mit dem
zweiten Antikérper (Anti rabbit IgG alkaline P Konjugat, Verdiinnung 1:32.000)
far 1 h. Nach erneutem Waschen der Membran (s. 0.), erfolgt durch die an den
zweiten AntikOrper gekoppelten Phosphatase, fur ca. 5 - 10 min unter
schwenken, die Umsetzung des Fast Red von 15 ml der Napthol/Fast - Red

Farbeldésung.
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3.29.8 Tissue - Print - Immuno - Assay (TPIA) nach LIN et al. (1990)
Die Methode des Tissue Print Immuno Assays (TPIA) nach LIN et al. (1990)

ermdglicht die Lokalisation von Viren im Pflanzengewebe. Da der TPIA
sensitiver als der ELISA ist, wird er zum Nachweis von PLRV Hullproteinen

verwendet.

Zusammensetzung der benétigten Losungen
2% BSA (Bovine serum albumin) 200 mg Ovalbumin

in 10 ml PBS (s. 3.2.9.6)
TBS s. 3.29.7.2
Napthol /Fast Red Farbel6sung s. 3.29.7.2

Von den zu testenden N. benthamiana - Pflanzen wird mit einer Rasierklinge
sowohl ein gerader Blatt -, als auch Stengelquerschnitt durchgefthrt. Die
Schnittflaiche wird sofort vorsichtig auf eine NC - Membran mit
Proteinbindungskapazitat gedrickt, wodurch neben den pflanzlichen auch die
PLRV - Proteine adsorbiert werden. Nach Absattigung der nicht blockierten
Bindungsstellen mit 2% BSA bei Rt und leichtem Schitteln wird die Membran
5min mit PBS - T gewaschen. AnschlieBend wird der Antikérper MAK5G4
(KATUL, 1990) in einer 1:200 Verdinnung 1 h unter leichtem Schwenken an die
Antigene gebunden. Zur Entfernung ungebundener Antikdrper, wird der oben
beschriebene Waschschritt wiederholt. Danach wird der Rabbit - anti - mouse -
Antikérper, der mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist (RAM - AP), in einer
1:1000 Verdinnung mit PBS - TPO zugegeben und durch einstiindige
Inkubation an den Antigen - Antikdrper - Komplex gebunden. Erneut wird nicht -
gebundener Antikérper durch zweimaliges Waschen mit TBS entfernt. Durch
Umsatz von Napthol AS - MX Phosphat/Fast - Red (s. 3.2.9.7.2) wird die
Aktivitdt der alkalischen Phosphatase und damit das Vorliegen der viralen
Proteine nachgewiesen. Da beim Aufdricken der Blatt - bzw. Stamm -
Querschnitte die Struktur der Proben erhalten bleibt, ist eine genaue
Lokalisation des Antigens im pflanzlichen Gewebe mdglich.
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3.2.10 Nachweis der DNA Methylierung mittels differentieller
Modifikation mit Bisulfit

Seit der Entdeckung des 5 - Methyl - Cytosins (°™C) durch HOTCHKIsS (1948)
wurden mehrere Methoden zur Untersuchung und Sequenzierung dieser
modifizierten DNA - Base entwickelt.

Die hier verwendete Methode der Bisulfit Konversion nach RAizis et al. (1995)
ermdglicht es, alle Basen mit einer spezifischen Modifikation an jeder Stelle
innerhalb der Nukleotidsequenz zu lokalisieren. Die Basis dieser hoch
sensitiven Methode bildet die katalytische Wirkung des Bisulfits, Cytosin - Reste
in einzelstrangiger DNA effizient in Uracil (U) umzuwandeln, wahrend >™C nur in
Einzelfallen (2 - 3%) konvertiert wird (WANG et al., 1980).

Das Kohlenstoffatom 6 im Einzelstrang eines Cytosins (C) wird bei hoher
Bisulfit Konzentration und leicht sauren Bedingungen (pH 5) sulfoniert. Das
entstehende sulfonierte Zwischenprodukt ist anféllig flr eine Desaminierung, so
dass die Aminogruppe am Kohlenstoffatom 4 spontan hydrolysiert wird, was
wiederum zur Bildung eines sulfonierten Uracils (sU) fuhrt. Im resultierenden
alkalischen Milieu wird das Bisulfit durch Abspaltung der Sulfongruppe
regeneriert und es entsteht Uracil (U; s. Abb. 3.4).

r-n-lE NHa

' 1 ”/5
Hso HN H H OH H ‘
A soa' i /J-\ IL ga_ HEO3 O/J\T

Cytosm Cytosin Uracil Uracil
sulphonat sulphonat

Abb. 3.4 Bisulfitmodifikation von Cytosin zu Uracil
1: Sulphonierung; 2: Hydrolytische Desaminierung; 3: Alkalische Desulfonierung

Vorraussetzung fir eine vollstandige Konversion ist die stringente
Denaturierung der Ziel - DNA, da das Kohlenstoffatom 6 des Pyrimidinringes in
doppelstrangiger DNA sterisch blockiert ist.

Bei einer anschlieBenden spezifischen Amplifikation des Gegensinnstranges

mittels PCR paaren alle U - Molekille mit Adenin (A), wahrend °"C, die
weiterhin als C erkannt werden, mit Guanin (G) paaren.

87



Methoden

Im n&chsten Zyklus der Amplifiaktion, paart A mit Thymin (T), so dass an
Stellen, an denen das Cytosin nicht methyliert vorlag, im Sinnstrang ein
Austausch von C zu T stattfindet (s. Abb. 3.5).

5 —C C mc c— ¥

¢ Denaturierung

5 —C C mc cC— 3

¢ Behandlung mit Bisulfit

5 — U u mG u— 3
v pCR

5 — U u mG u— 3

3 — A A G A— 5

5 — T T c T— 3

5 — A A G A— 3

Sequenzierung des PCR-Produktes oder individueller Klone

Abb. 3.5 Schematische Darstellung einer PCR nach Bisulfitmodifikation von
methylierten und nicht methylierten Cytosinen

Durch eine Klonierung und Sequenzierung der PCR Produkte und der Analyse
einzelner Klone, kann der Methylierungszustand individueller DNA - Stréange
reflektiert und somit genau bestimmt werden, an welchen Stellen der

Originalsequenz ein °™C vorgelegen hat.

3.2.10.1 Modifikation

Festes Metabisulfit (NaxS,0s5) zerféllt in wéassriger Lésung zu 3Na,SO3; und
12NaHSOs3 , welches C zu U konvertiert.

Entscheidend fiir die Konversion von nicht methyliertem C ist, dass die Bisulfit
Lésung nicht oxidiert ist. Darum wird sie vor jeder Modifikation frisch angesetzt
und Hydroquinone zugesetzt. Dieses ist ein a,b - ungesattigtes Di - Keton, das
durch Oxidation in das nahezu energetisch gleichwertige p - Benzochinon
Uberfihrt wird und so als Inhibitor der Bisulfit - Oxidation wirkt.
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Zusammensetzung der benotigten Losungen
NaOH 2M NaOH
Hydroquinone ~ 0,8 M* Hydroquinone

* 88,08 mg Hydroquinone (entspricht 1 M) Iésen sich nicht vollstdndig in 1 ml A. bidest,
deswegen wird eine ungefahre Molaritat angegeben;

Bisulfit - Losung (pH 5,0; 2 M NaOH)
1,9 g Na>S20s5 (Merck, p.A.) in 2,5 ml A. bidest durch Zugabe von 0,7 ml
2 M NaOH und 0,5 ml Hydroquinone (~ 0,8 M) durch starkes Schutteln
|6sen. AnschlieBend pH Wert (pH = 5,0) mit pH - Papier kontrollieren.

Zur Denaturierung wird ein Gemisch aus 1 pug genomischer (s. 3.2.4.2) und
0,8 pg pBlueskriptll - DNA nach Zugabe von 0,7 pul NaOH (2M) 10 min bei Rt in
2 ml Biopur Safe Lock Tubes denaturiert. Nach Ablauf der 10 minGtigen
Denaturierung werden zu jedem Reaktionsansatz 200 ul der frisch praparierten
Bisulfittosung gegeben. Nach sofortiger Vermischung folgt eine Konversion far
15 h bei 50°C, wahrend der die ReaktionsgefaBe mit Parafilm verschlossen

werden.

3.2.10.2 Desulfonierung und Aufreinigung

Die Desulfonierung und Aufreinigung der DNA st von entscheidender
Bedeutung flr die anschlieBende Amplifikation, da sU nicht von der Tag DNA
Polymerase repliziert werden kann. Reste der Bisulfitidsung, die als effektiver
Puffer eine Alkalisierung verhindern, die die Voraussetzung fir die
Desulfonierung des U darstellt, missen vollstandig beseitigt werden.

Zusammensetzung der benétigten Losungen

Natriumacetatiésung (pH 5,5) 3 M NaOAc
Dextran T70 10 mg Dextran T70
in 1 ml A. bidest
NaOH 2 M NaOH
Ammoniumcetatlésung 7,5M NH4OAc

Nach der Modifikation werden die Reaktionsansatze auf Eis abgekihlt und
100 pl NaOAc, 460 pl A. bidest sowie 20 pl Dextran T70 zugegeben. Das
natlrlich vorkommende Polysaccharid Dextran dient dabei als Tragermaterial,
da es sich aufgrund seiner hydrophilen Eigenschaften an die DNA bindet. Nach
Fallung mit 800 ul Isopropanol (-20°C) wird die DNA 10 min mit 13000 UpM
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sedimentiert und nach Verwerfen des Uberstandes in 300 ul A. bidest geldst.
Durch Zugabe von 30 pl Natriumacetatlésung und 660 pl EtOH4ps wird die DNA
erneut ausgefallt und anschlieBend 5 min mit 13000 UpM zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Uberstandes wird die DNA mit 200 pl 0,2 M NaOH 15 min bei Rt
inkubiert, um die Desulfonierung des U zu vervollstandigen. Durch Zugabe von
100 pl Ammoniumacetatlésung und 600 pl EtOH,4es wird die DNA erneut gefallt,
10 min mit 13000 UpM pelletiert, der Uberstand vollstandig mit einer Pipette
abgenommen und das Nukleinsaure - Pellet ca. 45 min im Vakuumkonzentrator

getrocknet.

3.2.10.3 Parameter fiur die Primer zur Amplifikation der DNA nach der
Bisulfit Modifikation

Um die DNA nach der Modifikation amplifizieren zu kénnen, missen von den
Primern andere Parameter erflllt werden, als bei einer "normalen" PCR, weil
die beiden DNA - Strange nach der Modifikation nicht mehr komplementar
zueinander sind. Die Primer missen demnach so entwickelt werden, dass sie
spezifisch an einen Strang der DNA binden. Da im Rahmen dieser Arbeit beide
Primer spezifisch an den Sinnstrang der modifizierten DNA binden sollten,
unterscheidet sich besonders die Entwicklung des antisense Primers. Wahrend
im sense Primer G gegen T ausgetauscht werden, gilt fir den antisense Primer,
der ebenfalls an den Sinnstrang binden soll folgendes: Liegt im Sinnstrang ein
C vor, wirde im antisense Primer ein G stehen. Ist dieses C nicht durch eine
Methylierung vor der Bisulfitkonversion geschitzt, wird es zu U umgewandelt,

so dass im Primer das G gegen ein A ausgetauscht werden muss.

Aus der Dissertation von BRINKMANN (2003) war bekannt, dass modifizierte
pflanzliche DNA nach der Reinigung erst nach einer Reamplifikation mit nested
Primern in ausreichender Menge vorliegt, um im Agarosegel detektiert und
anschlieBend kloniert werden zu kénnen.

Zur Anreicherung der modifizierten DNA sollte darum zuerst eine PCR
durchgefuhrt werden, um die gereinigte DNA zu vermehren. Deswegen sollte
das Primerpaar, welches daflir verwendete werden sollte, an Stellen binden, die
durch die Modifikation kaum verdndert werden, also an Stellen, an denen der

Sinnstrang kaum C enthalt.

90



Methoden

Die nested gelegenen Primer hingegen sollten anschlieBend mit Sequenzen
hybrisieren, die méglichst viele asymmetrischen C (aC) enthalten (von denen
angenommen wurde, dass sie in nicht methyliertem Zustand vorliegen) und
nahe am 3' - Bereich ein CG Paar aufweisen. Da diese CG Paare klassische
Ziele der pflanzlichen DNA - Methyltransferasen sind, musste die Méglichkeit in
Betracht gezogen werden, dass das C in diesem Kontext sowohl methyliert, als
auch nicht methyliert vorliegen kann. Ist das C nicht methyliert, zieht dies nach
der Bilsulfit - Modifikation, eine Konversion zu U und sukzessive zu T nach sich,
wahrend ein methyliertes C vor dieser Umwandlung geschitzt ist. Da aber
gerade die Nukleotidabfolge am 3' - Ende fir die Hybridisierung eines Primers
entscheidend ist, wurden jeweils zwei Primerpaare (M und U) entwickelt, die
nach der Modifikation mit dem CG (M - Primer) oder UG (U - Primer)
hybridisieren kénnen, zumal von HERMAN et al. (1996) gezeigt wurde, dass
durch Verwendung solcher Primer bereits Rickschlisse auf die Methylierung
der zu amplifizierenden Sequenz mdglich sind.

Sowohl die Lage der Primer, als auch deren Sequenzen sind im Ergebnisteil
angegeben, da sie im Rahmen dieser Arbeit fir die spezifischen Konstrukte

entwickelt und adaptiert wurden und somit ein Teil der Ergebnisse darstellen.

3.2.10.4 Kontrolle der Modifikationseffizienz nach FROMMER et al. (1992)

Um die Modifikationseffizienz zu bestimmen wurde die Methode von FROMMER
et al. (1992) durchgefthrt. Die in dieser Arbeit beschriebenen Primern amp1
und amp2 (s. Tab. 3.5) weisen jeweils eine Lange von 30 bp auf, wobei alle 9 C
der Originalsequenz des sense - Stranges gegen T im sense bzw. die 4 G
gegen A im antisense Primer ausgetauscht wurden.

Tab. 3.5 Auflistung der Primer amp1 und amp2

Bezeichnung Sequenz
amp1 GTTTTAGATTTATTAGTAATAAATTAGTTA
amp?2 ATAACACTACAACCAACTTCATTCTAACAA

Mit ihnen kann Sinnstrang - spezifisch ein 319 bp - Fragment des
Ampicillinresistenzsgens (Position 2125-2444, Genbank Sequenz X52328,
SHORT et al., 1988) der modifizierten pBluescriptll DNA amplifiziert werden.
Innerhalb dieses Kontrollfragmentes kann dabei eine Cytosin - Methylierung
ausgeschlossen werden, da das Plasmid in diesem Bereich keine
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Erkennungssequenzen (CCWGG) fir E. coli - DCM - Methyltransferasen besitzt
(MAY UND HATTMANN, 1975). Bei einer vollstandigen Modifikation werden folglich
alle C des Kontrollfragmentes zu U umgewandelt, so dass nach einer
Amplifikation des primaren Sinnstranges, alle C der Sequenz im sekundéren
Sinnstrang gegen T, bzw. alle G im sekundaren Gegensinnstrang durch ein A
ausgetauscht sein mussen. Dadurch, dass nach einer Sequenzierung die
Anzahl der C analysiert werden kann, die nicht konvertiert wurden, ist es
moglich die Effizienz zu bestimmen mit der die Modifikation stattgefunden hat.
Weil die genaue Durchfihrung und Adaption der Methode einen Teil der
praktischen Arbeiten darstellen, sind sie dem Ergebnisteil zu entnehmen.

3.2.10.5 Amplifikation der modifizierten DNA

Nach Resuspendierung der modifizierten, gereinigten DNA (s. 3.2.10.2) in 30 pl
TE - Puffer werden 3,0 pl der gereinigten DNA sofort mit einer Standard - PCR
mit dem Temperaturprogramm D3 amplifiziert. Als Tag DNA Polymerase wird
daftr immer 1 ul einer 1:40 Verdlinnung der Taqg ac maiss Verwendet (s. 3.2.14).
Die jeweils verwendeten Primer, sowie die GrdoBe der resultierenden PCR-

Fragmente sind explizit im Ergebnisteil bzw. im Anhang angegeben.

3.2.10.6 Ligationin den pGEM® - T Easy Vektor

Das pGEM® - T Easy Vektor System der Fa. Promega dient dem Klonieren von
PCR Produkten. Dazu wurde dem Vektor nach einem Verdau mit dem RE
EcoRV je ein T an die entstehenden 5' Enden angehangt. Die PCR - Produkte
von Polymerasen mit terminaler Transferase Aktivitat sequenzunabhangig
weisen hingegen 3' - A - Uberhdnge auf (CLARK, 1988; MARCHUK et al., 1990).
Durch diese Kompatibilitdt von A und T kénnen diese PCR - Fragmente, direkt
in den pGEM® - T Easy Vektor kloniert werden, sofern ein Ligase verwendet
wird, die keine Exonukleaseaktivitdit aufweist, weil diese sonst die
Uberstehenden T - bzw. A - Reste vom Vektor und dem PCR - Produkt
abspalten wirde.

Zusammensetzung der benoétigten Losungen
Schnell - Ligationspuffer s. Tab. 2.6

Nach Reinigung des PCR Produktes mit dem QIAquick® PCR Purification KIT

(s. 3.2.6) wird folgender Ligationsansatz vorbereitet:
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5,0 ul 2x Rapid Ligation Buffer
1,0 Il T4 DNA - Ligase [1,5 U/ul]
1,0 ul pGEM® - T Easy Vektor
1 - 3 ul gereinigtes PCR Produkt, abhangig von dessen
GréBe und Konzentration:

| — Vektor [ng] * GréBe Insert [kb]
nsert [ng] GroBe des Vektors [Kb]

ad 10 I mit A. bidest

Der Ligationsansatz wird Gber Nacht bei 4°C inkubiert und am folgenden Tag in
den E. coli - Stamm NM 522 transformiert (s. 3.2.8.1).

3.2.10.7 Effiziente Durchmusterung von Bakterienkolonien

Mit Hilfe dieser Methode, die eine besondere Form der PCR (s. 3.2.5.1)
darstellt, ist es mdglich, sehr schnell die Klone zu identifizieren, die das
rekombinante Plasmid aufgenommen haben. Daflr werden anstelle von
gereinigter DNA, transformierte E. coli - Zellen einer Flussigkultur in die PCR
eingesetzt. Diese werden durch den ersten Denaturierungsschritt aufgebrochen
und die Plasmid - DNA kann amplifiziert werden.

Als Primer werden M13uni oder M13rev eingesetzt, deren Sequenzen den

Mehrfachklonierungsort des pGEM® - T Easy Vektors flankieren.

Die E. coli - Zellen einer Kolonie der Ubernacht - Kulturen werden mit dem
Zahnstocher in 100 pl LBamp Ubertragen. Nach einer grandlich Durchmischung
wird ein folgender PCR - Ansatz vorbereitet:

je 0,25 ul 10 uM M13 uni, 10 uM M13 rev
0,125 pul 25 mM dNTP
2,5 ul 25 mM MgCl,
1,25 yl 10x Taq - Puffer (s. Tab. 2.7)
1,0 ul Bakteriensuspension
1,0 ul Taq ag maiss (1:40 Verdiinnung, s. 3.2.11)
ad 12,5 pyl A. bidest
Nach Amplifikation mit dem Temperaturprogramm D3 (s. 3.2.5.1) werden 10 pl
von jedem Ansatz in einer Agarosegel - Elektrophorese (s. 3.2.2) kontrolliert
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und positive Klone aufgrund der GréBe des jeweiligen PCR - Fragmentes

identifiziert.

3.2.10.8 Aufreinigung der rekombinanten Plasmide fur die

Sequenzierung

Die Plasmid DNA muss, bevor sie sequenziert wird, von Fremdproteinen,
Salzen und anderen Verunreinigungen, wie Primern und dNTPs gereinigt
werden, damit eine erfolgreiche Sequenzierung stattfinden kann.

Mit 20 pl der LBamp Bakterienlésung dieser Klone, die bis dahin bei 4°C gelagert
werden, wird eine 3,5 ml LBamp - FlUssigkultur angeimpft und diese fur 6 h bei
37°C und 250 UpM inkubiert. AnschlieBend werden 2 ml der Fllssigkultur 2 min
mit 13000 UpM zentrifugiert und die rekombinante DNA mit dem QIAquick ®
Spin Kit, was auf demselben Prinzip beruht, wie unter 3.2.6 beschrieben, nach
Angaben des Herstellers isoliert.

Nach einem Kontrollverdau mit Pwull (s. 3.2.7.1) und Agarosegel -
Elektrophorese (s. 3.2.2) wird ein Aliquot von 1 -3 pul der Préparation
(entsprechend 1 - 2 pug DNA) nach visueller Abschatzung im
Vakuumkonzentrator getrocknet und zum Sequenzieren an die Fa. MWG -
Biotech AG geschickt. Als Sequenzierprimer wird entweder M13uni oder

M13rev eingesetzt.

3.2.11 Expression und Aufreinigung der DNA - abhangigen Taq DNA

Polymerase

Die DNA abhéngige Tag DNA Polymerase ist ein Enzym mit einem
Molekulargewicht von 94 kDa, das in seinem Wirtsorganismus Thermus
aquaticus fur die Reparatur und die Replikation der DNA zustandig ist. Da
Thermus aquaticus heiBe Quellen besiedelt, hat diese Taq Polymerase ein
Temperaturoptimum von 72 °C und selbst bei 97,5°C eine Halbwertszeit von
2 h. Nachdem SAIKI et al. (1988) die Isolierung gelang, ersetzt sie in der PCR
die nicht hitzestabile Polymerase | aus E. coli, da einerseits der Ertrag und die
Sensitivitat erhéht, andererseits das Auftreten unspezifischer Reaktionen durch
den mdglichen Einsatz hdherer Temperaturen vermindert wird.

Ausgehend von einem kurzen doppelstrangigen DNA - Abschnitt synthetisiert
die Tag DNA Polymerase den Doppelstrang komplementér zur Base der

einzelstrangigen Matrize in 5 - 3" Richtung durch Bildung von
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Phosphodiesterbindung mit den freien 3" - OH Gruppen der Nukleotide unter
Abspaltung von Pyrophosphat. Dabei ist die Genauigkeit mit 1 Fehlinsertion pro
1,2 x 10° bp (CLINE et al., 1996) aufgrund der fehlenden 3" - 5" Exonuklease -
Fahigkeit relativ gering.

3.2.11.1 Expression rekombinanter Plasmide nach dem
Expressionssystem nach CROWE (1992)

Das ca. 7 kb groBe Plasmid pTaqg enthdlt die Sequenz des Taq DNA
Polymerase - Gens (2,5 kb), welches unter Kontrolle eines IPTG induzierbaren
tac Promotors steht. Dieser tac Promotor ist ein Hybrid aus dem frp - und lac
Promotor aus E. coli und ermdglicht eine Expression bis zu 10 mg Protein pro

Liter Bakterienkultur.

Zusammensetzung der benotigten Losungen
IPTG 200 mM IPTGgq

Die Bakterien, der E. coli NM522 - Dauerkultur, die das Expressions - Plasmid
enthélt, werden mit einer Impfése fraktioniert auf LBamp ausgestrichen und tiber
Nacht bei 37°C kultiviert. Am nachsten Tag werden einige Kolonien dieser
Ubernachtkultur in 200 ml LBgamp - Medium in einen 2l Erlenmeyerkolben
tberfihrt und bei 37°C mit 180 UpM ca. 6,5 h bis zu einer ODgyo von 0,8
angezogen, bei der sich die Kultur in der exponentiellen Wachstumsphase
befindet. Dann wird die Proteinexpression mit IPTG (Endkonzentration von 1 -
2 mM) induziert und die Bakterien 3 - 12 h unter oben genannten Bedingungen
kultiviert. Die Ernte der Zellen erfolgt durch zehnminltige Zentrifugation bei 4°C
mit 7500 UpM (Sorvall® RC5B ; Rotoren: SLA 1500), die Lagerung bei -20°C.

3.2.11.2 Reinigung der DNA - abhangigen Taq DNA Polymerase nach
PLUTHERO (1993)

Bei der Aufreinigung von bakteriell exprimierter Taq DNA Polymerase nach der
Methode von PLUTHERO (1993) werden nach einem lytischen Verdau der E. coli-
Zellen alle Proteine, mit Ausnahme der hitzestabilen Tag Polymerase, durch
eine Hitzeinkubation denaturiert und durch Sedimentation entfernt. Durch hohe
Ammoniumsulfat - Konzentrationen, bei denen Proteine ihr Solvathille verlieren
und ihre Loslichkeit gesenkt wird, kann anschlieBend die rekombinante Taq

Polymerase gefallt und gereinigt werden.
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Zusammensetzung der benotigten Losungen
Puffer A (pH 7,9) 50 mM Tris
50 mM Dextrose
1mM EDTA
Puffer B (pH 7,9) 10 mM Tris
50 mM KCI
1mM EDTA
1 mM PMSF
0,5% Tween 20
0,5% Igepal CA-630
Lysis - Puffer 4 mg Lysozym /ml Puffer A

Die pelletierten Bakterien (s. 3.2.11.1) werden zur Reinigung in 20 ml Puffer A
aufgenommen und 10 min bei 4°C mit 7500 UpM (Sorvall® RC5B; Rotoren:
SS34) pelletiert. Nach Verwerfen des Uberstandes werden die Bakterien in
10 ml Lysis - Puffer fir 15 min bei Rt lysiert. Nach Zugabe von 10 ml Puffer B
werden die Bakterienproteine durch eine einstindige Hitzeinkubation bei 75°C
denaturiert. Die denaturierten Zellbestandteile werden bei 4°C fur 10 min mit
15.000 UpM (Sorvall® RC5B; Rotoren: SS34) sedimentiert. Zu dem Uberstand
in dem sich die rekombinante Tag DNA Polymerase befindet, werden unter
leichtem Schitteln (180 UpM) bei 4 °C maximal 6 g Ammoniumsulfat
portionsweise Uber 30 min zugegeben. Das prazipitierte Protein wird
anschlieBend 10 min bei 4°C mit 15.000 UpM sedimentiert, in 2 - 4 ml Puffer A
aufgenommen und direkt dialysiert (s. 3.2.11.3).

3.2.11.3 Dialyse

Die Dialyse ist ein Prozess, mit dem geléste Substanzen aufgrund ihrer
unterschiedlichen Molekulargewichte separiert bzw. entsalzen und konzentriert
werden kénnen. Durch Osmose durch eine semipermeable Membran aus
regenerierter Cellulose kann bei der Dialyse gegen den Aufbewahrungspuffer
z.B. Ammoniumsulfat aus der Lésung entfernt werden. Um Verunreinigungen,
wie Proteasen, andere Enzyme oder Spuren von Schwermetallen zu beseitigen,

mussen die Dialyseschlauche vor der Dialyse gereinigt werden.
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Zusammensetzung der benotigten Losungen

1mM

1 mM
50%
0,02%
50 mM
50 mM
0,1 mM

Reinigungslosung 1
Reinigungslésung 2
Aufbewahrungslosung

Aufbewahrungspuffer

Na,COs
EDTA
EtOH
NaN;
Tris

KCI
EDTA

1 mM
1 mM
50 %

DTT
PMSF

Glycerin

Die Dialyseschlauche mit einer Porenweite von 25 A und einem
Ausschlussvolumen von 12000 - 14000 g/mol (Fa. Serva) werden 1h in 1%ger
Essigsaure gequollen, anschlieBend in A. bidest geschwenkt und jeweils 10 min
in Reinigungslésung 1 und 2 auf 96°C erhitzt. Nach erneutem Waschen mit
A. bidest werden die Schlauche in Aufbewahrungslésung bei 4°C gelagert.

2 - 4 ml der Loésung A mit der exprimierten Tag DNA Polymerase (s. 3.2.11.2)
werden in 10 cm lange gereinigte Dialyseschlauch geflllt, die mit Klammern
verschlossen werden. Nach zweimaliger Dialyse Gber Nacht bei 4°C gegen den
Aufbewahrungspuffer im Verhaltnis 1:250 (v/v), wird die gereinigte Tag DNA
Polymerase 1:1 mit Aufbewahrungspuffer verdiinnt und bei - 20 °C gelagert.
Aufgrund der Ubersichtlichkeit wird das Ergebnis der Expression und
Aufreinigung der Tag DNA Polymerase, die im folgenden als Taqg ag maiss

bezeichnet wird, in den folgenden Kapiteln dargestellt.

3.2.12 Bestimmung der Reinheit der isolierten Tag DNA Polymerase

Nach der Expression und Aufreinigung der Taq DNA Polymerase (s. 2.2.13.1,
2.2.13.2 und s. 2.2.13.3) wurde die Reinheit der Taq ag maiss bestimmt, indem
nach der Dialyse unterschiedliche Verdinnungen mit A. bidest hergestellt
wurden und diese auf ein SDS - Polyacrylamidgel (s. 2.2.3.2) aufgetragen
(s. Abb. 3.6) wurden.
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119 | A
79 | W— :_H o —
46 | we o— — Taq— DNA
Polymerase
31
2 | — 1: 1 pl 1:2 Verdinnung;
19 2: 1 ul 1:10 Verdinnung;
- 3: 1 pl 1:40 Verdlnnung,
: 4: 1 pl 1:100 Verdlinnung,
M: Molecular Weight Marker (SM0041);
M 1 2 3 4 der rote Pfeil zeigt die Bande der Taq
DNA-Polymerase

Abb. 3.6 Coomassieblau gefarbtes Tris - Tricin Polyacrylamidgel mit
unterschiedlichen Verdiinnungen der isolierten Tag DNA Polymerase
nach der Dialyse

In den Spuren 1 bis 4 ist deutlich eine Bande in der GréBe zwischen 79 kDa
und 119kDa zu erkennen, deren GroBe anhand des Gels, dessen
Trennscharfe mehr im Bereich kleinerer Proteine liegt, nicht genau festgelegt
werden kann. Es wurde aber davon ausgegangen, dass es sich um die 94 kDa
groBe Bande der Tag DNA Polymerase handelt.

Die weiteren Banden unterschiedlicher GréBe zeigen, dass nicht alle
Bakterienproteine durch die Aufreinigung entfernt werden konnten.

3.2.13 Aktivitatsbestimmung der isolierten Tag DNA Polymerase

Zur Bestimmung der Aktivitat der Tag ag maiss Wurde in 50 pl Ansatzen eine
Standard PCR (s. 2.2.5.1) mit dem Temperaturprogramm D3 und den Primern
35Eco und 35Hind (s. Tab. 2.11) durchgefihrt: Als Template wurde das aus E.
coli isolierte (s. 3.2.8.1.4) Plasmid p PkcgP (s. Abb. 4.8) in einer 1:50
Verdinnung eingesetzt. Jeweils 1 pl von unterschiedlichen Verdinnungen der
aufgereinigten Taqg ag maiss (. Abb. 3.7) wurden pro PCR Ansatz (s. u.)
eingesetzt und die Amplifikate, deren erwartete GréBe 809 bp betrug,
anschlieBend im Agarosegel kontrolliert (s. Abb. 3.7).

GroBeinbp M 1 110 1:40 1:100 1:400 1:750 1:1000 N

1159/1093
805
514/ 468/ 448

M: A-Pst GréBenstandard
N: Negativkontrolle

Abb. 3.7 PCR der Verdiinnungsreihe der isolierten Tag DNA Polymerase

Die zur Amplifikation benétigte Enzymmenge betrdgt etwa 1 unit (NEB,
MUHLHARDT, 2002). Die spezifischen Aktivitat liegt zwischen 22.000 und
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49.000 U/mg (CzusAaYyko, 2000), was einer Masse von etwa 20 - 45 ng
entspricht.

Die 1:100 Verdlnnung stellt die maximale Verdinnung dar, mit der in dieser
Verdinnungsreihe die Plasmid - DNA amplifiziert werden kann. Die
Enzymkonzentration der Stammlésung betragt also mindestens 100 U/ul, was
bei einer spezifischen Aktivitat von 22.000 - 49.000 U/mg ca. 2 - 4,5 ug/ul
entspricht.

3.2.14 Vergleich unterschiedlicher Taq DNA Polymerasen zur
Amplifikation transgener modifizierter DNA

Um die Amplifikation der Taq ac maiss Mit einer anderen Tag DNA Polymerase zu
vergleichen, wurden die unter 4.3.6.4 beschriebene PCR und Reamplifikation
im direkten Vergleich mit der kommerziell erhéltlichen Tag DNA Polymerase der
Firma Promega, an der modifizierten transgenen DNA der Pflanzen PV.14.13
(ProduktgréBe: 668 bp) durchgefiihrt.

Das Ergebnis der Reamplifikation ist in Abb. 3.8 dargestellt.

M1 -1 -

805bp —
514bp —

M: A-Pst GréBenstandard;
1: Reamplifikation modifizierter

- ) genomischer N. benthamiana
Taq- Polymerase  TaQugyass Promega | 2070 (Konstrukt PV)

- Negativkontrolle

Abb. 3.8 Reamplifikation modifizierter N. benthamiana DNA mit
unterschiedlichen Tag DNA Polymerasen

Die Kontrolle der Amplifikate im Agarosegel zeigte, dass es mit der kommerziell
erhaltichen Taqg DNA Polymrase von Promega nicht mdglich war, die
modifizierte transgene DNA zu amplifizieren, so dass fur die Amplifikation der
modifizierten DNA ausschlieBlich die Tag ac maiss Verwendet wurde, obwohl
deren Fehlerrate nicht bestimmt wurde.
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4 ERGEBNISSE

4.1 TRANSFORMATION VON N. BENTHAMIANA - PFLANZEN ZUR
ETABLIERUNG EINER RNA VERMITTELTEN VIRUS RESISTENZ

411 Die Klonierungsstrategien

A. Klonierungsstrategie fiir Konstrukte, die unterschiedlich lange

Hullprotein kodierende Sequenzen des PVY enthalten
Zur Untersuchung, ob die Lange der Pathogen - abgeleiteten Sequenz einen
Einfluss auf eine Resistenzauspragung gegen PVY hat, sollten im direkten
Vergleich 109 bp - 382 bp lange Fragmente der Kernregion des Hullprotein -
kodierenden Bereichs des PVY verwendet werden, um eine RNA vermittelte
PVY - Resistenz in N. benthamiana - Pflanzen zu etablieren. Die gesamte
kodierende Sequenz des PVY Hiullproteins, sowie die Lokalisation der
unterschiedlichen Fragmente, die flr diese Konstrukte verwendet werden
sollten, ist schematisch in Abb. 4.1 dargestellt. Die angegebenen Zahlen
beziehen sich auf die Genbanksequenz AF321554.1 (STANIC-RACMAN et al.,
2000), die der verwendeten Sequenz aus dem Plasmid pSL1180PPVPVY zu
100% entspricht.

Avill
521

-
Kodierende Region PVY NN CP (800 bp)
I |
247 628

382 bp

274 bp

109 bp

*Hk

Abb. 4.1 Schematische Darstellung der unterschiedlich langen Hillprotein
abgeleiteten Fragmente der PVY kodierenden Region

*kk .

: resprasentieren Stellen, an denen zehn synthetische CG - Paare eingefligt
werden kénnen (s. 4.1.1 C)

B. Klonierungsstrategie zur Verlangerung von PVY - Konstrukten,
mit Hullprotein Fragmenten des PLRV und PVX

In einem weiteren Ansatz sollte analysiert werden, ob die Verlangerung der

PVY CP Fragmente mit Hillprotein abgeleiteten Sequenzen des PLRV und des

PVX einen Einfluss auf die PVY - Resistenz hat und ob es durch die

100



Ergebnisse

Kombination von PVY, PLRV und PVX abgeleiteten CP - Sequenzen mdglich
ist, eine multiple Virusresistenz in N. benthamiana - Pflanzen mit einem
Konstrukt zu etablieren. Darum wurde eine Klonierungsstrategie ausgearbeitet,
mit der es mdglich war, ca.300bp lange Fragmente der Huillprotein
kodierenden Sequenzen kassettenférmig zu klonieren. Diese ist unter Angabe
der verwendeten Restriktionsendonukleasen schematisch in  Abb. 4.2

dargestellt.
Sacl Avill Kpnl Xbal
Vektor PVY-CP Fragmentf Vektor
Kpnl BamHl  Xba
PLRV-CP Fragment
BgI” kA
Nhel
PVX-CP Fragment
BamHI Xbal

Abb. 4.2 Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir den
kassettenformigen Aufbau der unterschiedlichen Konstrukte, die aus
H_ijllproteinfragmenten von PVY, PLRV und PVX zusammengesetzt
il*r:"jrespré;\sentieren Stellen, an denen zehn synthetische CG - Paare eingefligt
werden kénnen (s. 4.1.1 C)

C. Entwicklung von zehn synthetischen CG - Paaren, zum Einbau
in die geplanten Konstrukte

Durch das Einflgen von 10 synthetisch hergestellten CG - Paaren ((CG)1o)

innerhalb bzw. an das 3' - Ende der viral - abgeleiteten Sequenzen sollte

untersucht werden, ob diese die Resistenz der transgenen N. benthamiana -

Pflanzen beeinflussen und ob durch das Einfligen der (CG)1 die Methylierung

der transgenen DNA verandert wird.

Zu diesem Zweck wurden zwei komplementare Oligomere (CG1 und CG2;

s. Abb. 4.3) entwickelt, in deren Zentrum (CG)o lokalisiert sind und denen

sowohl am &' -, als auch am 3' - Ende unterschiedliche Erkennungssequenzen

fur Restriktionsendonukleasen angefligt wurden, so dass die (CG)yo an den
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entsprechenden Stellen in die geplanten Konstrukte eingefiigt werden konnten
(s. Abb. 4.1 und Abb. 4.2).

BssHII BssHII
AvrII BssHII BssHII BssHII
BglII Kpnl BssHII BssHII BssHII BamHI Nhel
CG1:5- GAAGATCTGGTACCTAGGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGGGATCCGCTAGCTAC - 3

CG2:3- CTTCTAGACCATGGATCCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCCCTAGGCGATCGATG - 5

— _/
~

10 CG - Paare

Abb. 4.3 Darstellung der synthetischen Oligomere CG1 und CG2 unter Angabe
der Erkennungssequenzen fur Restriktionsenzyme

4.1.2 Klonierung der Konstrukte in E. coli NM 522

Alle Klonierungsschritte wurden nach der Transformation in E. coli NM522
(s. 3.2.8.1) und analytischer Plasmidpraparation (s. 3.2.8.1.4) durch Verdau mit
geeigneten Restriktionsenzymen (s. 3.2.7.1) und anschlieBender Agarosegel -
Elektrophorese (s. 3.2.2) auf den korrekten Einbau der jeweiligen Sequenz
Uberpraft.

4.1.2.1 Hybridisierung und vorbereitende Klonierung der synthetischen
(CG)1o

Die zwei einzelstrangigen Oligonukleotide CG1 und CG2 (s. Tab 2.11) wurden
durch Hybridisierung in doppelstrangige Form gebracht (s. 3.2.5.3) und konnten
anschlieBend fur die weiteren Klonierungen verwendet werden. Um am 3' -
Ende eine Xbal Erkennungsschnittstelle anzufigen, wurde das Bglll - Nhel
Fragment des doppelstrangigen Oligomers in den Vektor pSL1180
(pSL1180_CG) kloniert. Durch eine weitere Klonierung des Pmill - Xbal
Fragmentes aus dem Vektor pSL1180_CG in den Stul - Xbal verdauten Vektor
pe35Stu-pA2 entstand das Plasmid pe35_CG.

Aus den beiden Plasmiden pSL1180_CG und pe35_CG (Nukleotidabfolge der
relevanten Bereiche mit Angabe der verwendeten Restriktionsschnittstellen
s. 8.2), konnten die (CG)1¢ fUr alle weiteren Klonierungsschritte benutzt werden.
Dass sowohl die Hybridisierung, als auch die Klonierung fehlerfrei stattgefunden
hatte, wurde Uberprift, indem das Plasmid pSL1180_CG gereinigt (s. 3.2.1.2)

und mit dem Primer M13rev sequenziert wurde.
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4.1.2.2 Vorbereitung der Vektoren
Aufgrund seiner Erkennungsschnittstellen sollte der Vektor pBCIISKM fir

verschiedene vorbereitende Klonierungsschritte verwendet werden. Dafir war
es notwendig, eine Avill Erkennungsschnittstelle zu entfernen. Die
durchgefihrten MaBnahmen, sind im Anhang unter 8.3 dargestellt.

Der Vektor pe35Stu-pA enthélt die Sequenz des verdoppelten 35S Promotors
und das Polyadenylierungssignal des Cauliflower mosaic virus (CaMV).
Dadurch, dass hinter dem Promotor und vor dem Mehrfachklonierungsort in
jedem Leseraster ein Stoppkodon (TAG) vorliegt, wird eine Expression der dort
eingeflgten Sequenzen verhindert. Um diesen Vektor fir die Klonierungen
verwenden zu kdénnen, wurde eine Kpnl, sowie eine Sacl
Restriktionsschnittstelle entfernt und der vorhandene Mehrfachklonierungsort
mit dem des Vektors pSL1180 ausgetauscht (Detaillierte Auflistung der
Klonierungsschritte s. 8.3). Der resultierende Vektor pe35StuSL-MCS diente als
Grundgerust fur alle weiteren Klonierungen und ist schematisch in Abb. 4.4
dargestellt. Die Nukleotidabfolge zwischen der EcoRl - und Hindilll
Erkennungsschnittstelle ist unter 8.2 im Anhang angegeben.

EcoRlI Hind Il

pe35StuSL-MCS 2x 35S MCS pA CaMV

Xhol, Ech36ll, Sacl, Clal, Pvull, Pstl, Asp718, Kpnl, Xbal

2x 35S Verdoppelter 35S Promotor des CaMV; ~ pA CaMV  Polyadenylierungssignal des CaMV;

MCS Mehrfachklonierungsort des pSL_1180;

Abb. 4.4 Schematische Darstellung des Vektors peStuSL-MCS

103



Ergebnisse

4.1.2.3 Klonierung der Konstrukte mit unterschiedlich langen
Hullprotein abgeleiteten Sequenzen des PVY

Die in Abb. 4.1 angegebene Sequenz der Kernregion des PVY CP stand
innerhalb der Arbeitsgruppe in dem Plasmid pSL1180PPVPVY zur Verfugung.
Abb. 4.5 ist der schematische Ablauf der einzelnen Klonierungsschritte zu
entnehmen, ein detaillierte Auflistung ist Tab. 8.1 zu entnehmen.

Klonierung des 382 bp PVY Fragmentes aus pSL1180PPVPVY (Sacl- Xbal) in pBCIISKM-Avi

Xbal Kpnl Avill Sacl

Klonierung in
PBCPVY1 PVY gorzm pe35StUSLMCS
(Sacl - Xbal)

Amplifikation mit den Primern PVY_| und T3 in einer Standard PCR (Fragment PVY)

PVY_1
Stul- Bgill - Nhel ——» Sacl

PVY (519.045)
+—
T3

Klonierung des PCR Produktes (Stul- Sacl) in pBCPVY1 (Avill- Sacl)

Xbal Kpnl Bglll Nhel Sacl
pBCPVY2 PVY ‘§27;§1g + §‘1g-24§2

Klonierung der synthetischen (CG),, (BamHI Avrl) in pBCPVY2 (Bglll Nhel)
Xbal Kpnl M M Sacl Klonierung in

PBCPcq ‘§27-§1<.: I 51 gj24§) ?g:gls.tl;(%:?;lcs

Klonierung der (CG),, in pBCPVY2 (Bglll - Nhel)
als vorbereitendes Konstrukt flr die Verkiirzung der PVY CP Sequenz auf 274 bp;

Kpnl

Xbal Kpnl  Bgll Nhel Sacl
pBCPVY2+CG ‘ﬁzzjjgl 222‘3291

Verkiirzung der viralen Sequenz auf 274 bp (Kpnl - Religation)
Avil

Xbal  Kpnl Nhel Sacl Klonierung in

pBCPkcg I (519-246) pe35StuSLMCS

(Sacl - Xbal)
Entfernung der CG (Avrll - Nhel, Religation)

Xbal Sacl Klonierung in

pPBCPK (519.246) pe35StuSLMCS

(Sacl - Xbal)

Abb. 4.5 Schematische Darstellung der PVY 'Vor' - Konstrukte
Die in Klammern angegebenen Zahlen entsprechen der Nukleotid Position der
Genbank Sequenz AF321554 des PVY in sense Orientierung.

Um sicherzustellen, dass weder bei der Amplifikation noch bei den
nachfolgenden Klonierungen Fehlinsertionen innerhalb der viral - abgeleiteten
Sequenz auftraten, wurde das Plasmid pBCPVY2+CG nach einer Aufreinigung
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(s. 3.2.1.2) sequenziert (s. 3.2.12.5). Im Alignment wurde ein Austausch von A
durch G innerhalb einer BamHI - Erkennungsschnittstelle festgestellt . Da diese
nicht far weitere Klonierungen verwendet werden musste, wurde diese
Abweichung nicht korrigiert (Daten nicht gezeigt).

Damit die transgene Sequenz in der Pflanze transkribiert und somit eine RNA
vermittelte Resistenz etabliert werden konnte, wurden die unterschiedlichen
Konstrukte jeweils Sacl - Xbal in den Vektor pe35StuSL-MCS (s. Abb 4.4)
kloniert und dadurch unter Kontrolle des verdoppelten 35S Promotors und des
Polyadenylierungssignals des CaMV gebracht. Aufgrund des Aufbaus war es
anschlieBend mdglich, die viralen Sequenzen aller Konstrukte samt Promotor
und Polyadenylierungssignal durch eine EcoRI - Hindlll Klonierung in den
bindren Vektor pLX_222 zu Uberfihren (s. Abb. 4.6).

pe35StuSL-MCS Virale Sequenzen

EcoRI Hind Il

RB LB

I pLX_ 222 pnos nptll nosA I

pLX_222 Sequenz; I RB= rechte / LB= linke Integrationsgrenze;
Doppelter 35S Promotor des CaMV; Polyadenylierungssignal des CaMV;

nptll Neomycinphosphotransferase; pnos nos Promotor; nosA  nos Polyadenylierungssignal;

Abb. 4.6 Schematische Darstellung der Umsetzung der Klonierungskassetten
aus dem Vektor pe35StuSL-MCS in den bindren Vektor pLX_222

Nachdem das Konstrukt pBCPVY1 in den Vektor pe35SLMCS und nachfolgend
in den bindren Vektor pLX_ 222 kloniert worden war, wurde die PVY CP -
Sequenz auf 109 bp verkirzt und an dem 3’ - Ende der viralen Sequenz die
(CG)qo eingeflgt (Detaillierte Auflistung der Klonierungsschritte s. Tab. 8.3).

Von den hergestellten Konstrukten wurden sechs fir die Transformation von
N. benthamiana - Pflanzen verwendet, die zur besseren Ubersicht

zusammengefasst in Abb. 4.7 schematisch dargestellt sind.
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Avill
521

Kodierende Region PVY NTN Cp (800 bp)

247 628
1.pP 382 bp
2.p Peg | 274 bp 8109 bp
3. p Pk 274 bp
4.p Pkgg 274 bp |
5. p Pkk 109bp.
6. p Pkk og @

| ]
pLX_222 Sequenz; PVY Sequenz (Genbank Sequenz AF321554.1) ;
I

I CGy¢ Oligomer; Doppelter 35S Promotor des CaMV; Polyadenylierungssignal des CaMV;

Abb. 4.7 Schematische Darstellung der zur Pflanzentransformation
verwendeten PVY Konstrukte

Die Bezeichnungen der Konstrukte wurden aus der Lange der verwendeten
CP - Sequenz abgeleitet (P: 382 bp; Pk: 274 bp; Pkk: 109 bp). Der Index CG
gibt an, dass an das 3’ - Ende der viral abgeleiteten Sequenz (CG)o angefiigt
wurden, wahrend der Index CG_i gewahlt wurde, um zu verdeutlichen, dass die
(CG)1p innerhalb der viral - abgeleiteten Sequenz lokalisiert sind.

4.1.2.4 Klonierung der Hullproteinabgeleiteten Sequenzen des PLRV
und PVX zur Verlangerung der PVY Konstrukte

Die Abschnitte der Hillproteinsequenzen des PLRV und PVX, die fir die
Verlangerung der PVY Konstrukte verwendet werden sollten, standen innerhalb
der Arbeitsgruppe in Form der Plasmide p388 und p245 zur Verfligung. Um die
fur die Klonierung notwendigen Erkennungsschnittstellen einzufligen, wurde an
dem Plasmid p388 mit einer Standard - PCR unter Verwendung der Primer
PLRV_JEup und PLRV_JElo ein 291 bp groBes Fragment amplifiziert
(s.8.2.5.1), das 269 bp der kodierenden Sequenz des PLRV CP. Diese
entspricht der Position 359 - 627 nt der Genbank Sequenz D13753.1 (KAWCHUK
et al., 1989). Nach Reinigung des PCR - Produktes wurde es 3’ - terminal an
die PVY CP Fragmente unterschiedlicher Konstrukte angehangt (Detaillierte
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Auflistung der Klonierungsschritte s. Tab. 8.2) und die Bezeichnung selbiger um
ein P fur PLRV verlangert. Zur Verdeutlichung sind die hergestellten Konstrukte,
die zur Pflanzentransformation verwendet wurden, schematisch in Abb. 4.8

dargestellt.
PLRV CP (693 bp)
l l
359 627
7.p PP 382 bp 269 bp
8. p PkP 274 bp 269 bp
9. p PkooP 274 bp | 269 bp
10. p PkkegP 109 bEI 269 bp
pLX_222 Sequenz; PVY Sequenz; PLRV Sequenz (Genbank Sequenz D13753.1);
I CGyo) Oligomer; Doppelter 35S Promotor des CaMV; Polyadenylierungssignal des CaMV;

Abb. 4.8 Schematische Darstellung der zur Pflanzentransformation

verwendeten PVY - PLRV Konstrukte

Die Bezeichnung der PVY Konstrukte, die mit der 269 bp PLRV CP - abgeleiteten

Sequenz verlangert wurden, wurde mit P erweitert.
Durch Amplifikation eines 312 bp groBen Fragmentes in einer Standard PCR
mit den Primern PVXa und PVXb am Plasmid p245, wurden die notwendigen
Restriktionssequenzen an die Enden eines 291 bp langen PVX CP Fragmentes
angefligt, mit dem anschlieBend unterschiedliche PVY-PLRV Konstrukte
verlangert wurden (Detaillierte Auflistung der Klonierungsschritte s. Tab. 8.2).
Die Zahlen an der schematisch dargestellten CP-Sequenz in Abb. 4.9 beziehen
sich auf die Genbank Sequenz M95516.1 (Position: 282 nt - 572 nt; KAVANAGH
et al, 1992), deren Nukleotidabfolge der des verwendeten Fragmentes
entspricht. Analog zu den PVY-PLRV (PP) Konstrukten wurde der bestehende
Konstruktname um ein X erweitert, wenn die resultierenden Konstrukte mit PVX
CP Fragmenten verlangert wurden. In Abb. 4.9 sind schematisch diejenigen, die

far die Pflanzentransformation verwendet wurden, dargestellt.
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PUXCP (714 bp)
| l
282 572
11. p PPX 382 bp 269 bp 291 bp
12. p Pk PX 274 bp 269 bp 291 bp
13. p PV YPX 274 bp I 109 bE 269 bp 291 bE
14. p PcoPX 382 bp I 269 bp 291 bp
15. p PPeX 382 bp 269 bp l 291 bE
16. p PkkogPX 109 bé I 269 bp 291 bp
| ]
pLX_222 Sequenz; PVY Sequenz; PLRV Sequenz; PVX Sequenz (Genbank Sequenz
M95516.1);
I CGyyq) Oligomer; Doppelter 35S Promotor des CaMV; Polyadenylierungssignal des CaMV;

Abb. 4.9 Schematische

Darstellung der

zur Pflanzentransformation

verwendeten PVY - PLRV - PVX Konstrukte

413 Elektroporation von A. tumefaciens LBA4404

Die DNA der Plasmidpraparationen aller 16 Konstrukte wurde gereinigt
(s.3.2.1.2), A. bidest
A. tumefaciens Zellen des Stammes LBA 4404 verwendet (s. 3.2.8.2).

in aufgenommen und zur Elektroporation von
Nach Isolation der Plasmide (s. 3.2.8.2.4) wurde mittels Restriktionsverdau
Uberprift, ob die A. tumefaciens Klone mit den binaren, rekombinanten
Plasmiden transformiert worden waren. Dabei zeigte sich, dass die Qualitat der
gereinigten Plasmide, vor allem bei den l&dngeren Konstrukten, aus den
Agrobakterien z.T. so schlecht war, dass es anhand des Kontrollverdaus nicht
eindeutig mdglich war, positive Klone zu identifizieren. In diesen Fallen wurden
die Plasmide erneut in E. coli transformiert (s. 3.2.8.2.4), so dass nach
anschlieBender Plasmidpréaparation und einem Kontrollverdau eindeutig
festgelegt werden konnte, welche A. tumefaciens Klone das rekombinante

Plasmid aufgenommen hatten (s. Abb. 4.10).
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11501 bp —

1700bp — Abb. 4.10 Kontrollverdau der Plasmidpréaparation aus A.
tumefaciens und aus E.coli nach einer "Ruck"
Transformation
M: A-Pst GréBenstandard;
1:  Kontrollverdau (EcoRI, Hindlll) einer Plasmidpraparation
(Konstrukt pPP¢gX) aus A.tumefaciens;
2: Kontrollverdau (EcoRlI, Hindlll) der Plasmidpraparation aus E. coli
nach der "Riick"- Transformation des Plasmids (pPPcgX);

41.4 Transformation von N. benthamiana - Pflanzen

Die Transformation der N. benthamiana - Pflanzen mit den rekombinanten
Agrobakterien erfolgte wie unter 3.2.9 beschrieben. Nach der Umsetzung der
vordifferenzierten Sprosse auf T2 Medium, zeigten einige Pflanzen einen
veranderten Phanotyp und entwickelten nur in wenigen Fallen Wurzeln, die
dann ohne Kontakti zu dem Selektionsmedium in die Luft wuchsen
(s. Abb.4.11).

Von den Pflanzen die einen normalen Phanotyp sowie eine normale
Wurzelentwicklung zeigten, wurden mindestens funf pro Konstrukt an
Gewachshausbedingungen adaptiert (s. 3.2.9.2.2), wahrend die Pflanzen mit

einem untypischen Phanotyp verworfen wurden.
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Abb.4.11 Darstellung
von transformierten
Sprossen auf Tj-
Medium

1-4: Pflanzen mit
normalem Phéanotyp und
normaler Wurzelaus-
bildung;

A-C: Pflanzen mit
abnormalem  Phanotyp
und ,ohne“ Wurzelaus-
bildung;

Zur Uberpriifung, ob die adaptierten Pflanzen das Transgen tatséchlich
aufgenommen hatten, wurde die Gesamtnukleinsaure der T, - Mutterpflanzen
isoliert (s. 3.2.4.1) und die viral - abgeleiteten Sequenzen in einer Standard -
PCR amplifiziert (s. 3.2.5.1). Dazu wurden die Primer 35Eco und 35Hind
(s. Tab. 2.11) entwickelt, welche mit der vektoriellen Sequenz des pe35StuSL-
MCS hybridisieren, die in allen Konstrukten identisch ist (s. Abb. 8.1). Dadurch
war es theoretisch méglich, die transgenen viralen Sequenzen aller Konstrukte
mit diesem einen Primerpaar nachzuweisen, wobei PCR - Produkte
unterschiedlicher GréBe entstehen (s. Tab. 8.7).
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Bei der Kontrolle der PCR - Produkte im Agarosegel wurde allerdings eine
zusatzliche Bande mit einer GrdBe von ca. 340 bp detektiert. Da diese nur nach
Amplifikation der Nukleinsdureextraktion aus transgenen und nicht transgenen
N. benthamiana - Pflanzen, aber nicht in der Positivkontrolle, die jeweils mit der
Plasmidpréparation eines Konstruktes durchgefiihrt wurde, auftauchte, wurde
davon ausgegangen, dass mit dem Primerpaar 35Eco/35Hind auch
genomische N. benthamiana - DNA amplifiziert wurde (s. Abb. 4.12).

GroBe in bp
1159, 1093 An genomischer
805 N. benthamiana
DNA amplifiziertes
514, 468, PCR Produkt
448 <
339

Abb.4.12 PCR zum Nachweis des Transgens in transformierten
N. benthamiana - Pflanzen
M: A-Pst GroBenstandard; -: Wasserkontrolle; +: Plasmid Kontrolle (Konstrukt p
PkcgP); 1 - 3: transformierte N. benthamiana (Konstrukt pPkPX); 4: nicht transgene
N. benthamiana;

Da die GrdBe dieses Fragmentes in etwa der GroBe der Amplifikate der
Konstrukte pPkk und pPkkcg entsprach (vgl. Tab. 8.7), war durch die Kontrolle
der PCR - Produkte im 1%igen Agaraosegel keine eindeutige ldentifizierung
transgener Mutterpflanzen mdoglich. Darum wurden fir den Nachweis der
transgenen Sequenz in den Pflanzen der genannten Konstrukte die Primer 35s
und Term entwickelt (Lage der Primer s. Abb. 8.1), mit denen eine eindeutige
Identifikation transgener N. benthamiana - Pflanzen mdéglich war.

Die To - Pflanzen, in denen das Transgen auf diese Weise eindeutig
nachgewiesen werden konnte, wurden zur Samenreife kultiviert (s. 3.1.2) und
abgeerntet (s. 3.2.9.3). Die Anzahl der regenerierten und transgenen
samentragenden Mutterpflanzen ist nach Konstrukten gegliedert Tab. 4.1 zu
entnehmen. Die Zahl der abgeernteten Pflanzen ist dabei geringer, als die der
regenerierten Sprosse, da einige Pflanzen steril waren und andere durch

Pilzbefall nicht bis zur Samenreife kultiviert werden konnten.
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Tab. 4.1 Auflistung der regenerierten und abgeernteten T, - Mutterpflanzen

Konstrukt - Anzahl regenerierter | Anzahl abgeernteter Ty -
Bezeichnung Sprosse Pflanzen

P 18 16
Pca 14 12
Pk 20 14
Pkcg 14 12
Pkk 15 10
Pkkca 5 5
PP 21 15
PkP 16 11
PkcaP 15 12
PkkcaP 14 13
PPX 16 11
Pca iPX 20 18
Pca PX 14 13
PP cg X 16 11
PkPX 16 16
PVYkkPcg X 19 16
4.2 PVY - RESISTENZTEST

Von mindestens funf T4 - Linien wurden pro Konstrukt 15 Pflanzen auf eine
PVY - Resistenz hin untersucht (s. 3.1.4). Um den Verlauf der Infektion bzw. der
Resistenzauspragung zu dokumentieren, wurden die Pflanzen nach der PVY -
Inokulation einmal wéchentlich Uber einen Zeitraum von mindestens sechs
Wochen visuell bonitiert. Dabei wurde durch mehrere stichprobenartig
durchgefihrte PTA - ELISA (s. 3.2.11.1; Ergebnisse nicht dargestellt)
sichergestellt, dass die beobachteten Symptome auf eine PVY Infektion
zurGckzufUhren waren.

Das Ergebnis der PVY - Resistenztests ist in Tab. 4.2 zusammengefasst.
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Tab. 4.2 Ergebnisse des PVY - Resistenztest

Konstrukt - Anzahl getester T - Anzahl resistenter Pflanzen
Bezeichnung Linien pro getesteter Linie
P 11 0

Pca 10 0

Pk 10 0

Pkoa 10 0

Pkk 5 0
Pkkca 5 0

PP 10 0

PkP 10 0
PkoaP 10 0
PkkcP 10 0

PPX 10 0

PP ca X 11 0
Pca_iPX 10 0

P cq PX 10 0

Tab. 4.2 zeigt, dass es unter Verwendung von 109 - 382 bp langen Sequenzen
der Kernregion des PVY Hilllproteins in Sinnstrangkonstrukten nicht méglich
war, eine RNA vermittelte Resistenz in N. benthamiana - Pflanzen zu
etablieren. Die Anfalligkeit wurde auch in den Pflanzen beobachtet, die neben
der viralen Sequenz zusatzlich die (CG)1o enthielten.

Auch durch die Verlangerung der PVY CP Sequenzen mit PLRV bzw. PLRV
und PVX - CP Fragmenten war es nicht méglich eine RNA vermittelte PVY -
Resistenz in N. benthamiana - Pflanzen zu etablieren. Analog zu den Pflanzen,
die nur die PVY CP Sequenzen enthalten, war auch hier kein Einfluss der
(CG)10 auf die Resistenzauspragung erkennbar.

Da die (CG)ip in diesem Fall also keinen sichtbaren Effekt auf die
Resistenzauspragung hatten, wurde der Grad der DNA - Methylierung der
jeweiligen transgenen Sequenz nicht untersucht.

Obwohl eines der Ziele darin bestand eine multiple Resistenz gegen die Viren
zu etablieren, deren Hullprotein - abgeleiteten Sequenzen im jeweiligen
Konstrukt vorlagen, wurden infolge der nicht vorhandenen PVY - Resistenz, der
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PLRV- bzw. PVX- Resistenztest mit den entsprechenden Pflanzen nicht

durchgefinhrt.

4.3 TRANSFORMATION VON N. BENTHAMIANA - PFLANZEN ZUR
ETABLIERUNG EINER MULTIPLEN RNA VERMITTELTEN
VIRUSRESISTENZ MIT INVERTED REPEAT KONSTRUKTEN

4.3.1 Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fur die
inverted repeat Konstrukte

Wahrend der Durchfihrung dieser Arbeit zeigten SMITH et al. (2000), dass es
mit Konstrukten, die die Nlb - kodierende Sequenz des PVY als inverted repeat
enthalten, in 100% der untersuchten Pflanzen mdéglich ist, eine RNA vermittelte
Resistenz zu etablieren. Sie zeigten des Weiteren, dass eine Virusresistenz in
Pflanzen besonders effektiv etabliert werden kann, wenn die gegenlaufigen
viralen Sequenzen durch ein selbstspleiBendes Intron getrennt werden.

Aus diesem Grund wurde eine Klonierungsstrategie entwickelt, mit der es
moglich war die viralen Sequenzen des Konstrukies pPPX in gegenlaufig
gespiegelte Form zu Gberfihren. Im direkten Vergleich sollten die invertierten
Sequenzen im Rahmen dieses Ansatzes einerseits durch die synthetischen
(CG)1o und andererseits durch ein selbstspleiBendes Intron aus Kartoffel
(ST-LS1) getrennt werden (Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie
s. Abb. 4.13).
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Abb. 4.13 Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir die inverted

repeat Konstrukte
4.3.2 Amplifikation und Klonierung der inverted repeat Konstrukte
Un an den 5 - Enden die far die Klonierung notwendigen

Erkennungsschnittstellen in das Konstrukt pPPX einzufligen, wurden die Primer
IR1 und IR2 (s. Tab 2.11) entwickelt und mit ihnen in einer Standard - PCR am
Plasmid pPPX ein 1020 bp groBes Fragment (PPX-IR) amplifiziert.

Die Sequenz des selbstspleiBenden Introns ST-LS1 aus Kartoffel lag innerhalb
der Arbeitsgruppe im Plasmid V53 vor (s. Tab. 2.4.). Mit den Primern intspl1 (5'-
Xbal) und intspl2 (5'-Xbal-Mlul-Sacll-Avdl; s. Tab. 2.11) konnte an diesem
Plasmid ein 239 bp groBe Fragment "Intron" amplifiziert werden, das an den
Enden, die fur die Klonierung notwendigen Erkennungsschnittstellen enthielt.
Damit die Fehlerrate wahrend der PCR so gering wie méglich gehalten wird und
so eher zu gewahrleisten war, dass sich das Intron spater in den Pflanzen
selbst aus der mRNA herausspleiBen kann, wurde die Amplifikation mit einem
10:1 Gemisch aus einer Tag- und Pfu - Polymerase durchgeftihrt. Aufgrund der
Vielzahl von Klonierungen sind die durchgefiihrten Schritte in Tab. 8.4 im
Anhang aufgelistet.

Die schematische Darstellung der resultierenden Konstrukte pPPX+CG-XPP
und pPPX+Intron-XPP in dem binaren Vektor pLX_ 222 ist Abb. 4.14 zu
entnehmen.
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—
23. p PPX+CG-XPP 382 bE 269 bp 291 bE I aq 16 dq 692 aq 4215

24. p PPX+Intron-XPP 382 bp 269bp 291 bE I Eq 162 dq 692 dq zse

[ ]
pLX_222 Sequenz; PVY Sequenz; I Intron ST-LS1 aus Kartoffel;
—

I CGyy) Oligomer; Doppelter 35S Promotor des CaMV; Polyadenylierungssignal des CaMV;

Abb. 4.14 Schematische Darstellung der inverted repeat Konstrukte

Zur Kontrolle, ob die Klonierungen der (CG)io und des Introns fehlerfrei
stattgefunden hatten, wurde die DNA je einer Plasmidpraparation der
Konstrukte pPPX+CG-XPP und pPPX+Intron-XPP  nach Aufreinigung
(s.8.2.1.2) und Verklrzung (Detaillierte Auflistung der Klonierungsschritte
s. Tab. 8.5) mit dem Primer M13rev sequenziert.

Die Sequenzvergleiche (s. Abb. 8.19 und Abb. 8.20), sowie die Analyse auf
SpleiB - Stellen innerhalb der Sequenzen der beiden Konstrukte pPPX+CG-
XXP und pPPX+Intron-XPP mit dem Programm NatGene2 der Technical
University of Danemark DTU sind im Anhang in Abb. 8.2 und Abb. 8.3
dargestellt.

4.3.3 Transformation von A. tumefaciens LBA4404 und
N. benthamiana - Pflanzen

Mit den Plasmiden der Konstrukte pPPX+CG-XPP und pPPX+Intron-XPP
wurden Zellen des A. tumefaciens Stammes LBA4404 elektroporiert (s. 3.2.8.2)
und anschlieBend N. benthamiana - Pflanzen mit den rekombinanten
Agrobakterien transformiert (s. 3.2.9). Mindestens zehn Pflanzen mit normalem
Phanotyp (vgl. Abb.4.11) wurden regeneriert und an Gewachshausbedingungen
adaptiert. Wie unter 4.1.4 beschriecben wurde auch in diesem Fall das
Vorhandensein des Transgens in den T, - Mutterpflanzen nach DNA Extraktion
(s. 3.2.4.1) mittels Standard - PCR kontrolliert. Dazu wurde das Primerpaar IR2
und 35Hind verwendet.

Die GrdBe der erwarteten PCR - Produkte, sowie eine Ubersicht tber die
Anzahl der regenerierten und abgeernteten T, - Pflanzen ist in Tab. 4.3
angegeben.
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Tab. 4.3 Erwartete ProduktgroBe der Amplifikate flir die einzelnen Konstrukte
und die Ergebnisse der Regeneration

Konstrukt GroBe des PCR- | Anzahl Anzahl
Produktes in bp | regenerierter abgeernteter T, -
Sprosse Pflanzen
PPX+CG-XPP 1106 13 12
PPX+Intron-XPP 982 18 12
4.4 UNTERSUCHUNG EINER MULTIPLEN VIRUSRESISTENZ DURCH

VERWENDUNG VON INVERTED REPEAT KONSTRUKTEN
4.4.1 PVY - Resistenztest

Alle transgenen T, - Mutterpflanzen wurden bis zur Samenreife kultiviert, die
Samen geerntet und anschlieBend pro Konstrukt 15 Pflanzen von zehn Ty -
Linien angezogen und einem PVY - Resistenztest unterzogen (s. 3.1.4), dessen
Ergebnis in Tab. 4.4 zusammengefasst ist.

Tab. 4.4 Ergebnisse des PVY - Resistenztests (Ansatz B)

Konstrukt - Anzahl getesteter T, - Anzahl resistenter
Bezeichnung Linien Linien
PPX+CG-XPP 10

PPX+Intron-XPP 10

In jeweils drei Linien, der mit den inverted repeat Konstrukten transformierten
N. benthamiana - Pflanzen, konnte erfolgreich eine PVY - Resistenz etabliert
werden, unabhangig davon, ob die invertierten viralen Sequenzen durch die
(CG)10 oder das selbstspleiBende Intron getrennt waren. Die einzelnen Pflanzen
dieser sechs Linen reagierten dabei immer mit einer PVY Immunitat. Die Anzahl
der jeweils resistent reagierenden Pflanzen pro Linie variierte allerdings relativ
stark (s. Tab. 4.5).
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Tab. 4.5 Detaillierte Auflistung der PVY - Resistenzauspragung innerhalb der
T, - Linien der inverted repeat Konstrukte

Konstrukt Linien - [Anzahl Pflanzen
Bezeichnung Nummer | anfillig recovery immun
resistent
04 5 - 10
PPX+CG-XPP 06 5 - 10
08 8 - 7
01 13 - 2
PPX+Intron-XPP 03 6 - 9
06 13 - 2

Diese Ergebnis zeigt des weiteren, dass die Trennung der invertierten viralen
Sequenzen mit den (CG)1o zu einer héheren Anzahl an resistenten Pflanzen pro
Linie fOhrt, als die Verwendung des selbstspleiBenden Introns ST-LS1.

4.4.2 PLRYV Resistenztest

Zur Untersuchung, ob mit den Konstrukten PPX+CG-XPP und PPX+Intron-
XPP eine multiple Virusresistenz in N. benthamiana - Pflanzen etabliert werden
konnte, wurden jeweils 15 Pflanzen der PVY resistent reagierenden Linien
(PPX+CG-XPP: 04, 06, 08 und PPX+Intron-XPP: 01, 03 06) auf eine PLRV-
Resistenz hin untersucht. Der Versuchsaufbau entsprach dabei dem des PVY -
Resistenztests (s. 4.2), allerdings erfolgte die PLRV Inokulation mittels
Agroinfiltration (s. 3.1.3.2).

Zuerst wurden die Pflanzen wie beim PVY - Resistenztest einmal wéchentlich
visuell bonitiert. Aufgrund der PLRV Symptome, die in N. benthamiana -
Pflanzen nur sehr schwach ausgebildet werden (s. Abb. 4.15), war eine
eindeutige Bonitur allerdings oft nicht mdglich.
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Abb. 4.15 PLRV Symptome auf N. benthamiana - Pflanzen
A: altes Blatt, B: mittelaltes Blatt, C: junges Blatt (erscheint symptomlos)

Darum wurden unterstiitzend zur visuellen Bonitur alle Pflanzen sechs und
zehn Wochen nach der Agroinfiltration mit TPIAs analysiert (s. 3.2.11.3), deren
Ergebnis exemplarisch in Abb. 4.16 gezeigt ist.
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‘Q”? W) AT W‘ ’ 1 .| TPIA eines Blattader -
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Abb. 4.16 Nachweis von PLRV Partikeln in den Blattadern mittels TPIA

Anhand der Ergebnisse der TPIAs konnten in allen Pflanzen zweifelsfrei PLRV -
Partikel nachgewiesen werden. Die Viruskonzentrationen variierten dabei zwar
in einzelnen Pflanzen (vgl. Abb. 4.16 A und B), waren allerdings fiir keine der
untersuchten Linien in allen Pflanzen konstant niedriger oder héher, so dass die
Angabe der Konzentrationen in den einzelnen Pflanzen nicht detailliert
dargestellt ist.

Die Ergebnisse der PLRV - Resistenztestung sind in Tab. 4.6
zusammengefasst.
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Tab. 4.6 Ergebnisse des PLRV - Resisztenztests

Bezeichnung Anzahl PVY resistenter | Anzahl PLRV resistenter
Linien Pflanzen pro Linien

PPX+CG-XPP 3 0

PPX+Intron-XPP 3 0

In keiner Pflanze der PVY resistent reagierenden N. benthamiana - Linien, die
mit den inverted repeat Konstrukten transformiert worden waren, konnte eine

PLRV - Immunitat etabliert werden.
4.4.3 PVX Resistenztest

Je 15 Pflanzen der unter 4.4.2 angegebenen Linien wurden parallel auf eine
PVX - Resistenz hin untersucht. Der Versuchsaufbau und die Durchfihrung
entsprachen dabei den PVY - Resistenztests (s. 4.2). Ab dem siebten Tag nach
PVX Inokulation wurden die Pflanzen sechs Wochen lang einmal wdchentlich
visuell bonitiert und das Ergebnis stichprobenartig im PTA - ELISA bestétigt.
Das zusammenfassende Ergebnis des PVX Resistenztests ist Tab. 4.7 zu

entnehmen.

Tab. 4.7 Ergebnisse der PVX Resistenztests

Bezeichnung Anzahl PVY resistenter Anzahl PVX resistenter
Linien Linien

PPX+CG-XPP 3 0

PPX+Intron-XPP 3 1*

* Im Verlauf des Versuchs, wurden Temperaturen von mehr als 35°C im Gewachshaus erreicht,
so dass die Symptomauspragung aller Pflanzen wahrend der Testperiode variierte und nicht mit
den ELISA - Werte korrelierte. Selbst nicht - transgene inokulierte Pflanzen (Positivkontrollen)
zeigten zeitweise geringe ELISA - Werte und keine Symptome (s. Tab. 8.8). Neuaustriebe
abgeschnittener Pflanze zeigten, bis auf eine Pflanze der PPX+Intron-XPP Linie, die schon 7
dpi keine Symptome zeigte, alle das typische Mosaik. Da nicht ausgeschlossen werden konnte,
dass diese Pflanze PVX resistent war, wurden Samen dieser Pflanze geerntet, um eine
Wiederholung des Resistenztests durchfiihren zu kénnen.

Da in den Pflanzen der PVY - Resistenz zeigenden Linien weder eine PLRV -,
noch eine PVX - Resistenz etabliert werden konnte, zeigen diese Ergebnisse,
dass es durch die Transformation von N. benthamiana - Pflanzen mit einem
Kombinationskonstrukt, das ca. 300 bp lange Hdullprotein abgeleitete
Sequenzen des PVY, PLRV und PVX als inverted repeat enthalt, unabhangig
von dem verwendeten spacer, nicht méglich war eine multiple Virusresistenz in

N. benthamiana - Pflanzen mit einem Konstrukt zu etablieren.
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4.5 TRANSFORMATION VON NICOTIANA BENTHAMIANA - PFLANZEN ZUR
ETABLIERUNG EINER RNA VERMITTELTEN PVY - RESISTENZ MIT
592 - 842 bp LANGEN PVY CP FRAGMENTEN

4.5.1 Klonierungsstrategie der Konstrukte, die 592 - 842 bp lange
Sequenzen der PVY CP kodierenden Region beinhalten

Da sich mit den Konstrukten, die 109 - 382 bp lange Fragmente des PVY CP
kodierenden Bereiches enthalten, keine PVY - Resistenz in N. benthamiana -
Pflanzen etablieren lieB, wurden in einem neuen Ansatz weitere Konstrukte
unter Verwendung von 592 - 842 bp umfassenden CP - Fragmenten des PVY
hergestellt. Nach Transformation von N. benthamiana - Pflanzen sollte diese
auf eine PVY - Resistenz untersucht werden und eine mégliche Korrelation
zwischen der Resistenz und dem Grad der DNA Methylierung des Transgens
hergestellt werden.

Um den Einfluss der (CG)1o, sowohl auf die Resistenzauspragung, als auch auf
den Grad der Methylierung des Transgens untersuchen zu kénnen, wurden
analoge Konstrukte hergestellt, deren virale Sequenz am 3 Ende zum
Vergleich mit den (CG)1o verlangert wurde. Zu diesem Zweck wurden die Primer
PVY_1, PVY_2, PVY_38 und PVY_4 entwickelt (schematische Darstellung
s. Abb. 4.17), durch deren Kombination es méglich war, drei unterschiedlichen
lange Fragmente der viralen RNA so zu amplifizieren, dass jeweils am 3’ Ende
der Hullproteinsequenz die (CG)io lokalisiert waren. Durch den Einbau von
Restriktionserkennungssequenzen, die nach einem Verdau komplementére
Enden erzeugen, konnten die (CG)1o durch einen einfachen Klonierungsschritt

entfernt werden.

Kodierende Region CP PVY NTN (800 bp) [ ntr (328 bp)
250 61|4
Sal ———p <4—— Nhel - (CG),,— Xbal
PVY_1(2) PVY_3
Sall ———p <4— Nhel — (CG),,— Xbal
PVY_4 PVY_2

Abb. 4.17 Schematische Darstellung der Lage der Primer zur Amplifikation der
langeren PVY CP - Fragmente unter Angabe der verwendeten
Restriktionssequenzen
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45.2 Ampilifikation und Klonierung der viralen PVY CP Sequenzen

Nach Extraktion der Gesamt - RNA einer drei Wochen zuvor mit PVY infizierten
N. benthamiana - Pflanze, wurden die einzelnen Fragmente in einer Einschritt
RT - PCR (s.3.2.5.2.1) mit den Primerkombinationen PVY_1(2)/PVY_2,
PVY_1(2)/PVY_3 und PVY_2/PVY_4 amplifiziert und im Agarosegel kontrolliert.
Dabei zeigte sich, dass nur die ca. 660 bp langen Fragmente PV und VY in der
Einschritt RT - PCR amplifiziert werden konnten (s. Abb. 4.18).

GroBe in bp
805 —

516,467,448 —

Abb. 4.18 Ergebnis der Einschritt RT - PCR zur Amplifikation der PVY - CP

Sequenzen

1: PVY Fragment 2: Primer: PVY_1(2) und PVY_2, erwartete Gr6Be: 890 bp (1 nt -
841 nt, Genbank Sequenz AF321554.1, STANIC-RACMAN et al.(2000);

2: PV Fragment: Primer: PVY_1(2) und PVY_3, erwartete GroBe: 662 bp (1 nt -
614 nt; Genbank Sequenz AF321554.1, STANIC-RACMAN et al.(2000)

3: VY Fragment: Primer: PVY_2 und PVY_4, erwartete GroBe: 641 bp (249 nt -
841 nt; Genbank Sequenz AF321554.1, STANIC-RACMAN et al.(2000);

M: A-Pst GrdBenstandard

FOr die Amplifikation des 890 bp langen PVY CP - Fragmentes wurde
deswegen das Zweischritt Verfahren (s. 3.2.5.2) angewendet, indem mit dem
antisense Primer PVY_2 die virale RNA in cDNA umgeschrieben (s. 3.2.5.2.2)
und diese anschlieBend mit dem Temperaturprogramm "Gradient" (s. 3.2.5.1) in
einer Standard PCR amplifiziert wurde. Das Ergebnis der Gradienten - PCR,
sowie die unterschiedlichen annealing Temperaturen sind Abb. 4.19 zu

entnehmen.

Abb. 4.19 Ergebnis der
Gradienten PCR

M: A-Pst GroBenstandard

PCR - Produkt bei untersch.
Anlagerungstemperaturen

1: 46,6°C; 2: 48,3°C; 3: 49,9°C ;
4:54,3°C ; 5:57,8°C)

GréBe in bp
805—

/
514, 468, 448

Nachdem das 890 bp lange PVY CP - Fragment in der PCR mit einer
Anlagerungstemperatur von 54,3 °C amplifiziert werden konnte, wurden die drei
PCR Fragmente PVY 2, PV und VY aufgereinigt (s. 3.2.6), unter Kontrolle des
doppelten 35S Promotors und des Polyadenylierungsignals des CaMV gebracht
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und die entstandenen Klonierungskassetten in den binaren Vektor pLX_222
kloniert (Detaillierte Auflistung der Klonierungsschritte s. Tab. 8.6).

Zur Verdeutlichung der hergestellten Konstrukie sind diese in Abb. 4.20
schematisch dargestellt.

Kodierende ﬁegion CP PVY N?N ‘800 bgl ntr ‘328 bm

250 614

1.p PVY 842 bp |

2.p PVYqq 842 bp - |
3.p PV 614 bp

4.p PVeg 614 bp |

5.p VY 592 bp

6.p VY oo 592 bp - |

[ ]
pLX_222 Sequenz; PVY Sequenz (Genbank Sequenz AF321554.1) ; ntr: nicht translatierbare Region

I CGyq) Oligomer; Doppelter 35S Promotor des CaMV; Polyadenylierungssignal des CaMV;

Abb. 4.20 Schematische Darstellung der PVY Konstrukte mit 592 bp, 614 bp und
842 bp langen CP Fragmenten

Die Bezeichnungen fur die Konstrukte wurde auch in diesem Fall aus den
verwendeten Sequenzbereichen des PVY CP - abgeleitet. Mit PVY wurden die
Konstrukte bezeichnet, in denen die gesamte Lange der kodierenden Sequenz
vorhanden ist. PV beschreibt die Konstrukte, die die ersten zwei Drittel der
kodierenden Region und VY analog dazu diejenigen Konstrukte, die die zweiten
zwei Drittel der CP Sequenz beinhalten. Der Index CG gibt analog zu den
Konstrukten aus 4.1 an, dass an die viral abgeleiteten Sequenzen die

synthetischen (CG)1o angehangt wurden.

45.3 Transformation von A. tumefaciens LBA4404 und
N. benthamiana - Pflanzen

Mit den Plasmiden der neuen sechs Konstrukte wurden Zellen des
A. tumefaciens Stammes LBA4404 elektroporiert (s. 4.2.8.2), anschlieBend
N. benthamiana - Pflanzen mit den rekombinanten Agrobakterien transformiert
(s.4.2.9). und mindestens zehn TO - Pflanzen mit normalem Phéanotyp
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regeneriert (vgl. Abb.4.11). Nach der Adaption an die Gewéachshaus -
bedingungen wurde in den Ty, - Mutterpflanzen das Transgens mittels
Standard - PCR mit dem Primerpaar 35Eco und 35Hind nachgewiesen.

Die GrdBe der erwarteten PCR - Produkte, sowie eine Ubersicht tber die
Anzahl der regenerierten und abgeernteten T, - Pflanzen ist in Tab. 4.8

angegeben.

Tab. 4.8 Erwartete ProduktgréBe der Amplifikate fiir die einzelnen Konstrukte
und die Ergebnisse der Regeneration

Konstrukt | GroBe des PCR - | Anzahl Anzahl abgeernteter

Produktes in bp regenerierter To - Pflanzen
Sprosse

PVY 1067 19 12

PVYco 1096 13 12

PV 839 23 18

PVca 868 17 15

VY 818 17 14

VYca 847 15 12

4.6 PVY - RESISTENZTEST

Alle transgenen T, - Mutterpflanzen wurden bis zur Samenreife kultiviert, die
Samen geerntet und anschlieBend pro Konstrukt 15 Pflanzen von mindestens
zehn Tq- Linien angezogen und einem PVY - Resistenztest unterzogen (s.
3.1.4), dessen Ergebnis in Tab. 4.9 zusammengefasst ist.

Tab. 4.9 Ergebnisse des PVY - Resistenztests

Konstrukt - Anzahl getester T, - Linien | Anzahl resistenter Linien
Bezeichnung

PVY 10 2

PVYca 10 3

PV 12 2

PVca 11 0

VY 11 6

VYca 10 0

Insgesamt zeigten die Pflanzen dieser Linien drei Reaktionen in Folge einer

PVY - Inokulation, die im Rahmen dieser Arbeit wie folgt definiert werden:
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Immunitat

bezeichnet Pflanzen, die nach Virusinokulation, im Gegensatz zu den
nicht transformierten Kontrollpflanzen, keine visuell bonitierbaren
Symptome zeigen und deren Virustiter unterhalb der Nachweisgrenze
des ELISA liegen.

Recovery Resistenz

bezeichnet Pflanzen, die nach PVY - Inokulation zuerst mit dem
typischen PVY Symptomen reagieren, aber nach ca. 3-4 Wochen
symptomfreie Neuaustriebe produzieren, in denen mittels ELISA keine
viralen Hullproteine mehr nachgewiesen werden kénnen.

Anfalligkeit

bezeichnet Pflanzen, die wie nicht transgene N. benthamiana - Pflanzen,
ca. 1 Woche nach PVY - Inokulation ein PVY typisches Mosaik -
Symptom zeigen und in denen PVY Partikel mit dem ELISA nachweisbar
sind.

Zur Verdeutlichung sind die Symptome dieser drei Reaktionen auf eine PVY -
Inokulation in Abb. 4.21 dargestellt.

Abb. 4.21 Darstellung der PVY Symptome in N. benthamiana - Pflanzen
A: Immunitat; B: Recovery Resistenz mit I: starkem Mosaik, Il: weniger starkem
Mosaik, Ill: gesundem Neusaustrieb; C: Anfalligkeit

Die Pflanzen der in Tab. 4.9 aufgelisteten resistenten Linien, zeigten immer

eine einheitliche Reaktion auf die Virusinfektion hin, wobei unterschiedliche

Linien eines Konstruktes z.T. auch verschiedene Resistenzauspragungen
zeigten (s. Tab. 4.10).
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Tab. 4.10 Detaillierte Auflistung der PVY - Resistenzauspragung der Pflanzen
der T, - Linien

Konstrukt Linien - |Anzahl Pflanzen
Bezeichnung Nummer |anfallig recovery immun
resistent
01 14 - 1
PVY
13 12 3 -
01 13 - 2
PVYca 02 12 - 1
09 6 - 6
14 11 - 4
PV
16 14 - 1
01 4 8 -
02 13 2 -
03 13 2 -
VY
04 1 - 14
05 9 6 -
07 2 13 -

Von einzelnen Pflanzen der grau unterlegten Linien wurde der Methylierungszustand der
transgenen viralen Sequenz bestimmt (s. 4.8)

Unter der Verwendung von CP - abgeleiteten Fragmenten mit einer L&nge von
mindestens 592 bp in  Einzelstrangkonstrukten konnten durch stabile
Transformation PVY resistente N. benthamiana - Pflanzen hergestellt werden.
Dabei spielte der Bereich aus dem das PVY CP kodierende Fragment stammte
eine untergeordnete Rolle, da sowohl mit dem Konstrukt PV, als auch VY eine
Resistenz in den Pflanzen etabliert werden konnten. Allerdings wurden nach
Transformation der Pflanzen mit dem Konstrukt VY, welches das 3’ gelegenen
Fragment der CP kodierenden Sequenz umfasst, dreimal so viele resistente
Linen pro Konstrukt detektiert. Ein GroBteil der Pflanzen dieser Linien reagierte
dabei mit einer recovery Resistenz, die sonst nur in Pflanzen einer Linie des
Konstruktes PVY beobachtet wurde.

Bei Betrachtung der Konstrukte mit den angehangten (CG)io am 3’ Ende der
viralabgeleiteten Sequenz fiel auf, dass nur mit dem Konstrukt PVYcg eine
PVY - Resistenz etabliert werden konnte, wahrend durch die Kombination der
592 bzw. 614 bp langen CP - Sequenz mit den synthetischen (CG)io keine
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Resistenz in N benthamiana ausgepragt wurde, so dass das Anflugen der
(CG)10 einen negativen Effekt auf die Resistenzauspragung zu haben scheint.

4.7 MOLEKULARE UNTERSUCHUNGEN DER PVY RESISTENTEN LINIEN
4.71 Nachweis viraler Proteine im Western - Blot

Um zu zeigen, dass die PVY - Resistenz nicht durch das Vorliegen des
Hullproteins, sondern durch die transgene mRNA vermittelt wurde, wurde
exemplarisch mit den Pflanzen des Konstruktes PVY ein Western Blot
durchgefthrt. Dazu wurden die Gesamtproteine einer PVY infizierten, nicht
transgenen N. benthamiana - Pflanze, einer immun reagierenden Pflanze der
Linie PVY.13 und einer nicht infizierten Pflanze der selben Linie extrahiert (s.
3.2.11.2.1), in einer diskontinuierlichen Polyacrylamidgel - Elektrophorese
aufgetrennt (s. 3.2.3.1), auf eine Nitrocellulose Membran geblottet (s. 3.2.10.4)
und das CP mit PVY spezifischen Antikbrpern nachgewiesen (s. Abb. 4.22).

I:plxgcrylinli_dgel NC - Membran
S W

116.0 v “ - —

kDa

66,2 e s
Unspezifische Reaktion
450 4— des Antiserums
il <— PVYCP30kDa
250
154
144 " W

Abb. 4.22 PAGE und Western Blot
M: Protein MW Marker SM0431; 1: PVY infizierte N. benthamiana; 2: immun
reagierende Pflanze der Linie PVY.13; 3: nicht infizierte Pflanze der Linie PVY.13;
NC: Nitrocellulose

Im Polyacrylamidgel (Spuren 1 - 3, linke Seite in Abb. 4.22) ist das 30 kDa
groBe PVY - Hillprotein unter den Gesamtproteinen der Extraktion nicht zu
erkennen. Durch den immunologischen Nachweis mittels Western Blot (NC -
Membran) wurde aber eindeutig das Vorliegen des Hullproteins in der nicht
transgenen PVY infizierten N. benthamiana - Pflanze gezeigt (Spur 1, rechts in
Abb. 4.22). In den Spuren 2 und 3 des Western Blottes ist durch den Antikérper
kein PVY - CP detektierbar, da die schwache Bande in diesen Spuren ebenfalls
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in Spur 1 zu erkennen ist und scheinbar auf einer Kreuzreaktion des Antiserums
mit pflanzlichen Proteinen beruht.

Weder in einer immun reagierenden Pflanze, noch in einer nicht infizierten
Pflanze der Linie PVY.13 konnte somit das PVY - CP nachgewiesen werden, so
dass, obwohl die gesamte PVY - CP kodierenden Sequenz in dem Konstrukt
PVY enthalten ist, eine Expression des CP in den Pflanzen ausgeschlossen
werden konnte.

Da die viral - abgeleiteten Sequenzen der Konstrukte PV und VY an derselben
Stelle in den Vektor pe35StuSL-MCS kloniert wurden wie das PVY Fragment,
wurde davon ausgegangen, dass auch in diesen Pflanzen eine Expression der
PVY CP Fragmente nicht méglich war. Ein Nachweis mittels Western Blot
wurde nicht durchgefihrt, da bei einem negativen Ergebnis nicht festzustellen
gewesen ware, ob nur das Epitop, das vom Antikérper erkannt wird, nicht
exprimiert wird oder kein Hullproteinfragment vorliegt.

4.7.2 Bestimmung der Anzahl der Integrationsorte des Transgens in
das N. benthamiana - Genom PVY resistenter T1 - Linien

Far alle Linien der Konstrukte PVY, PVYcg, PV und VY, deren T4 - Pflanzen mit
einer Resistenz auf die PVY - Inokulation reagiert haben, wurde die Anzahl der
Integrationsorte des Transgens bestimmt (s. 3.2.9.4). Dazu wurden die Samen
auf kanamyzinhaltigem Medium ausgelegt und das Verhaltnis der transgenen
grinen und nicht transgenen chlorotischen Keimlingen (s. Abb. 4.23) bestimmt.

Abb. 4.23 Abbildung Kanamyzin
resistenter und nicht resistenter
N. benthamiana - Keimlinge

A: Keimlinge nicht transgener N. benthamiana
Pflanzen;

B: Keimlinge transgener N. benthamiana -
Pflanzen;

Eine detaillierte Auflistung der Auszahlung, sowie der x2 - Werte und die sich
daraus ergebende Anzahl der Integrationsorte fir die Pflanzen der PVY -

Resistenz zeigenden Linien ist in Tab. 4.11 dargestellt.
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Tab. 4.11 Auflistung der Anzahl der Integrationsorte des Transgens in das
N. benthamiana - Genom in den Linien, deren Pflanzen eine PVY -
Resistenz zeigen

Bezeich- | Linie | Kan® | Kan®|Kan®/| Getestetes |X*- |Anzahl |PVY -
nung Kan® |Verhiltnis |Wert |der Resistenz
Integra-
tionsorte
PVY 13 1218 |22 55,4 63:1 0,065 3 rk
PVYca 09 | 518 |161 |3,2 3:1 0,240 1 I
PV 14 | 848 |251 |34 3:1 0,010 1 R
vy 04 | 925 |87 10,6 15:1 0,209 2 I
07 | 879 |49 17,9 15:1 0,635 2 rR

* Kan": Kanamyzin resistent; Kan®: Kanamyzin sensitiv; I: Immunitat; rR: recovery Resistenz; R:
Resistenz

Die transgenen Sequenzen wurden an einem bis drei Loci in das Genom der
resistent reagierenden N. benthamiana - Pflanzen integriert. Eine Immunitat der
Pflanzen resultierte bei der Integration an einem oder zwei Loki, wahrend eine
recovery Resistenz in Linien festgestellt werden konnte, bei denen das

Transgen an ein oder drei Loki inseriert worden war.

4.8 UNTERSUCHUNG DER METHYLIERUNG TRANSGENER DNA Aus
N. BENTHAMIANA - PFLANZEN

4.8.1 Wiederholung des PVY - Resistenztests mit ausgewahlten
Linien

Die sechs, in der Tab. 4.10 grau hinterlegten Linien, wurden aufgrund der
jeweiligen Resistenzauspragung und der Anzahl resistent reagierender
Pflanzen ausgewaéhlt, um eine Korrelation zwischen der Methylierung der
transgenen DNA und der PVY - Resistenz in N. benthamiana - Pflanzen zu
untersuchen. Dazu wurde der Resistenztest wiederholt, wobei von den Pflanzen
der unterschiedlichen Linien Blattproben vor und nach der Infektion genommen
wurden, um den Methylierungsstatus der transgenen Sequenz zu beiden
Zeitpunkten bestimmen zu kénnen. Die Testperiode dieses Versuchs wurde
dabei auf 14 Monate ausgedehnt, um zu untersuchen, ob mit den Konstrukten
eine dauerhafte Resistenz etabliert werden kann, die die Pflanzen Uber den
gesamten Lebenszyklus vor einer PVY Infektion schitzt.
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Wie unter 3.1.4 beschrieben, wurden jeweils 15 Pflanzen pro Linie angezogen
und alle Pflanzen auf das Vorliegen der jeweiligen viralen Sequenz mittels
Standard - PCR untersucht (s. 4.1.4). Pflanzen in denen das Transgen nicht
nachgewiesen werden konnte, wurden aus dem Versuch ausgeschlossen,
wodurch es im Folgenden zu einer ungleichen Anzahl getesteter Pflanzen pro
Linie kam (s. Tab. 4.12 bis Tab. 4.16).

Direkt vor der mechanischen PVY - Inokulation (Tag 0) wurden von allen
Pflanzen Blattproben genommen und gefriergetrocknet.

Die visuelle Bonitur wurde ab Tag 12 nach Inokulation (days post inoculation,
dpi), als die nicht transgenen Kontrollpflanzen die ersten Symptome zeigten,
einmal pro Woche durchgefihrt.

42 dpi zeigten die ersten recovery resistent reagierenden Pflanzen
symptomfreie Neuaustriebe, woraufhin ein PTA - ELISA durchgefihrt wurde,
um die visuelle Bonitur zu bestatigen. Das verbleibende Material der getesteten
Blatter wurde 44 dpi (nach Vorliegen des ELISA - Ergebnis) fur die
Untersuchung der Methylierung der transgenen Sequenz gefriergetrocknet. Da
55 dpi auf einigen bis dahin symptomlosen Pflanzen kleine chlorotische Flecken
und zum Teil Blattdeformationen auftraten, wurde an diesem Tag ein weiterer
PTA ELISA mit einzelnen Pflanzen durchgefihrt, um zu analysieren, ob sich
auch diese Symptome auf eine PVY Infektion zurtckfihren lieBen (Auflistung
der ermittelten Daten und Auswertung der PTA ELISA s. 8.7).

77 dpi wurden die Pflanzen zurlckgeschnitten und die neu austreibenden
Seitentriebe Uber einen Zeitraum von elf Monaten einmal monatlich visuell
bonitiert.

In Tab. 4.12 bis Tab. 4.16 sind die ausflhrlichen Boniturlisten der Pflanzen der
untersuchten Linien dargestellt. Die Boniturliste flr die Pflanzen der Linie
PVY.01 fehlt, da in der Wiederholung des Resistenztests alle Pflanzen anfallig
auf die PVY - Inokulation reagierten und folglich diese Linie von weiteren
Untersuchungen ausgeschlossen wurde.

In den Bonitur - Tabellen sind nur die Termine aufgeflhrt, an denen sich bei
mindestens einer Pflanze die Auspragung der Symptome verandert hatte. Die
Felder sind dunkelgrau unterlegt, sofern die Pflanze nach dem ELISA -
Ergebnis (s. Abb. 8.4 und Tab. 8.9) zum jeweiligen Termin als virusinfiziert
angesehen werden musste und hellgrau unterlegt, sofern im ELISA kein Virus

130



Ergebnisse

in den Pflanzen nachgewiesen werden konnte. Keine farbliche Markierung der
Felder zeigt an, dass zu dem jeweiligen Zeitpunkt ausschlieBlich eine visuelle
Bonitur stattgefunden hat.

Tab. 4.12 Boniturergebnis der 15 transgenen Pflanzen der Linie PVY.13

PI\',i$f$3 Tage nach Inokulation I:? Eg:k'
Pranze | 12 | 21 | 30 | 37 | 42 | 47 | 51 | 72 (183 | 230|309 *%8 Bont." | Pian-
: 432 | tur ze
01 + [+ |+ |+ |+ |+ |+ -7 72 rr
02 + | + - - - - - - - - - - 358 rr
03 + |+ |+ [ 2?2 -2 |+ | -|+|-]|+ 432 n.e.
04 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ 432 a
05 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ 432 a
06 + + + + + + + + + + + + 432 a
07 + |+ | ?2 -] = =] =]=1=]-1% 252 rr
08 + | 2?2 1?2?22 -]|-]-|-1|f% 183 rm
09 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + ]|+ 358 a
10 + | 20?2 - - - - - - - - - 432 rr
11 + + + + + + + + + + + + 432 a
12 + |+ |+ | + | + | + |+ |+ |+ | + | + |+ 432 a
13 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ 432 a
14 + |+ |+ | + | + | + |+ |+ |+ | + | + |+ 432 a
15 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |7 230 a

+: Pflanze zeigt eindeutig PVY Symptome; -: Pflanze zeigt keine PVY Symptome; ?: Pflanze
zeigt nicht eindeutige Symptome; a: anféllig; rr: recovery resistent; n.e. nicht einheitliche
Reaktion; t: Pflanze abgestorben

Tab. 4.12 ist zu entnehmen, dass die Pflanzen 02, 07, 08 und 10 mit einer
recovery Resistenz auf eine PVY - Inokulation reagierten, wahrend die Pflanzen
04, 05, 06, 09 und 11 bis 15 anfallig waren. Eine zeitlich verzégerte recovery
Resistenz zeigte die Pflanze 01, bei der erst ab Tag 72 nach Inokulation keine
Symptome mehr auftraten.

Die Pflanze 03 reagierte mit einer nicht einheitliche Reaktion auf die PVY -
Inokulation. Auf ihren Blattern wurden nur zeitweise kleine chlorotische Flecken
bonitiert (s. Abb. 4.24), die aufgrund der ELISA - Werte eindeutig auf eine PVY
Infektion zurlckgefuhrt werden konnten.
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L |

.| Abb. 4.24 PVY - Symptom der Pflanze PVY13.03, die mit einer
. nicht einheitlichen Reaktion auf eine PVY Infektion reagiert

Tab. 4.13 Boniturergebnis der zehn transgenen Pflanzen der Linie PVYs.09

Linie Tag Reak-
PVYce Tage nach Inokulation der tion
.09 Ietzt_en der
zfr'_a"ze 12 30 37 42 47 51 | 72432 | BOMMUr| Pflanze
01 + ? - - - + + 196 irr
02 + + + + + + + 252 a
04 - - - - - - - 309 i
06 - - - - - - - 252 i
07 + + + + + + + 432 a
08 - - - - - + + 152 ir
09 + + + ? + + + 309 a
10 + + + + + + + 432 a
13 + + + + + + + 252 a
15 + + + + + + + 252 a

+: Pflanze zeigt eindeutig PVY Symptome; -: Pflanze zeigt keine PVY Symptome; ?: Pflanze
zeigt nicht eindeutige Symptome; a: anféllig; irr: instabil recovery resistent; i: immun; ir: instabil
resistent

In der Linie PVY¢g.09 reagierten die Pflanzen 04 und 06 mit Immunitat auf die
PVY - Inokulation, wahrend die Pflanzen 02, 07, 09, 10, 13 und 15 anfallig
waren.

Pflanze 08 zeigte zum ersten Mal 51 dpi Symptome in Form von chlorotischen
Flecken und Blattdeformationen, die aufgrund der ELISA - Werte auf eine PVY
Infektion zurGckzufihren waren. Diese neue Reaktion auf die Virusinfektion wird
nachfolgend als ,instabile Resistenz” bezeichnet und wie folgt definiert:

Definition der instabilen Resistenz (iR)

Die Pflanzen zeigen im Gegensatz zu den PVY infizierten Kontrollpflanzen erst
nach frihestens sieben Wochen visuell bonitierbare Symptome in Form von
chlorotischen Flecken und z.T. starken Blattdeformationen (s. Abb. 4.25), wobei
das virale Hullprotein im ELISA nachweisbar ist.
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Abb. 4.25 PVY - Symptom der Pflanze PVY..09.01, die mit einer instabilen
Resistenz auf eine PVY Infektion reagiert

Die Pflanze 01 zeigte bis 30 dpi die typischen PVY Symptome (s. Abb 4.21 C)
und war dann bis Tag 51 Symptom -, und nach dem ELISA - Wert, virusfrei. Ab
diesem Zeitpunkt wurden auf der Pflanze durch PVY verursachte kleine
chlorotische Flecken und Blattdeformationen (s. Abb. 4.24) bonitiert. Analog zur
Definition der instabilen Resistenz wird dieses Phdnomen im Folgenden als
instabile recovery Resistenz (irR) definiert.

Tab. 4.14 Boniturergebnis der sieben transgenen Pflanzen der Linie PV.14

Linie . Tag Reak-
PV.14 Tage nach Inokulation der tion
Pflanze letzten | der
Nr. 12 42 47 117 152 183-432 | Boni- | Pflan-
tur ze
05 + + + + + + 432 a
06 + + + + + + 432 a
11 + + + + + + 432 a
12 - - - - + + 309 ir
13 - - - + + + 196 ir
14 + + + + + + 432 a
15 + + + + + + 432 a

+: Pflanze zeigt eindeutig PVY Symptome; -: Pflanze zeigt keine PVY Symptome; ?: Pflanze
zeigt nicht eindeutige Symptome; a: anfallig; ir: instabil resistent;

Tab. 4.14 ist zu entnehmen, dass im Gegensatz zu den sofort mit Symptomen
reagierenden Pflanzen 05, 06, 11, 14 und 15, die Pflanzen 12 und 13 mit einer
instabilen Resistenz reagierten. Die Resistenzbrechung erfolgte in diesen
Pflanzen noch spéter als bei der Pflanze PVY¢g .09.08, da sie erst nach 117
bzw. 152 dpi, also nach knapp vier bis sechs Monaten, die in Abb. 4.25
dargestellten Symptome zeigten.
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Tab. 4.15 Boniturergebnis der 15 transgenen Pflanzen der Linie VY.04

\L,i\r(‘_i& Tage nach Inokulation Z:? Eg;‘:k'

Pflanze 12 21 30 42 47 51 72 117 | 152- |letzten |der

Nr. 432 |Boni- |Pflan-

tur ze

01 + ? - - + ? - + - 152 n.e.
02 - - - - - - - + 72 i
03 - - - - - - - - - 407 i
04 - - - - - - - - - 432 i
05 + + + + + + + + + 203 a
06 - - - - - - - - - 309 [
07 - - - - - - - - - 252 i
08 - - - - - - - + 72 i
09 - - - - - - - - - 309 i
10 + + + + + + + + + 358 a
11 - - - - - - - - - 407 i
12 - - - - - - - - - 203 [
13 - - - - - - - - - 230 [
14 - - - - - - - - - 152 i
15 - - - - - - - - - 407 i

+: Pflanze zeigt eindeutig PVY Symptome; -: Pflanze zeigt keine PVY Symptome; ?: Pflanze
zeigt nicht eindeutige Symptome; a: anfallig; i: immun; n.e. nicht einheitlich; t: Pflanze
abgestorben

In der Linie VY.04 reagierten die Pflanzen 02 bis 04, 06 bis 09 und 11 bis 15 mit
Immunitat auf die PVY - Inokulation, wahrend die Pflanzen 05 und 10 anfallig
waren.

Bei der Pflanze 01 wurde an Tag 42 ein positiver ELISA - Wert ermittelt,
wahrend bei der visuellen Bonitur noch keine Symptome beobachtet wurden.
Allerdings wurden auf dieser Pflanze drei Tage spater Symptome bonitiert, so
dass davon ausgegangen werden konnte, dass die Replikation des PVY
eingesetzt, aber noch keine Symptomausbildung stattgefunden hatte und somit
das sensitivere ELISA - Ergebnis nicht widerspriichlich zur visuellen Bonitur
war. Das negative ELISA - Ergebnis an Tag 55 hingegen unterstreicht, dass
diese Pflanze mit einer nicht einheitlichen Reaktion auf die PVY Infektion

reagierte.
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Tab. 4.16 Boniturergebnis der 15 transgenen Pflanzen der Linie VY.07

Linie Tag Re-

VY. Tage nach Inokulation der ak-

07 letzten |tion

Pflanze 358 | Boni-

Nr 12 | 21 | 30 | 37 | 42 | 47 | 51 | 72 | 117 | 152 | 183 | 196 | 252 | 309 i | 10T
01 + (2| - -] =122+ |+ |-+ |?2|-|+]| 432 |ne
02 |+ |2 -] -|=|=-|=-|=|=-|=-|=|=]=]=-1%] 3809 [
03 + |+ | == = = = === == == - 432 rre
04 + |+ === |+ |+ |+ |+ ]|+ + + |+ |+ ]| 38 [IR
05 + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +|T 183 a
6 |+ |2|-]|-|=-|=-|-|=-]=-|=|=]-/|=-1]=-]-1] 43 r
07 |+ | 2?2?22 |+ |+ |+ |+ |+ |+|+|+|T 252 | irR
08 + | ?2 - - = |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|+ 309 | iR
09 |+ |2|-|-|-|=-|-|=-]=-|=|=]|=-|=-1]=-]-1] 43 rr
10 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ 152 a
11 + (2 - - = |+ |+ |+|+]|+ + |+ |+ |+ ]| 432 | IR
12 + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ 432 a
13 |+ |2 =|=|=]|=-]|=]|=]|=]|=|=|=/=|=-/|1%] 309 |
14 + |2 - == |+ [ 2?2+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]| 432 [|IR
15 |+ |2 -+ |+ |+ |22 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]| 432 |IR

* +: Pflanze zeigt eindeutig PVY Symptome; -: Pflanze zeigt keine PVY Symptome; ?: Pflanze
zeigt nicht eindeutige Symptome; a: anfallig; rr: recovery resistent; n.e.: nicht einheitlich;
t: Pflanze abgestorben

Tab. 4.16 ist zu entnehmen, dass die Pflanzen 02, 03, 06, 09 und 13 der Linie
VY.07 mit einer recovery Resistenz und die Pflanzen 05, 10 und 12 anfallig auf
die Inokulation mit PVY reagierten.

Bei den Pflanzen 04, 07, 08, 11 und 14 wird aufgrund der ELISA - Werte davon
ausgegangen, dass sie bereits 42 dpi mit PVY infiziert waren, obwohl die
Symptome erst 47 dpi visuell bonitiert wurden. Da bis zum Ende des
Testzeitraumes die chlorotischen Flecken und Blattdeformationen beobachtet
werden konnten, reagierten diese Pflanzen mit einer instabilen recovery
Resistenz.

Die Pflanzen 01 und 15 zeigten, wie schon Pflanzen der Linien PVY.13.03,
PVYcc.09 und VY.04 keine einheitliche Reaktion auf die Virusinfektion, wobei
nur far die Pflanze 15 die visuelle Bonitur durch die ELISA - Werte unterstiitzt
wurde. Im Fall der Pflanze 01 wurden nur an Tag 42 keine Symptome bonitiert,
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wahrend sie nach dem ELISA - Wert als virusinfiziert angesehen werden
musste. Dieses war der einzige Fall, in dem die visuelle Bonitur nicht mit dem
ELISA - Ergebnis korrelierte.

Das Ergebnis des wiederholten PVY - Resistenztests und die Effizienz mit der
die Resistenz durch die einzelnen Konstrukte vermittelt wurde, ist
zusammengefasst in Tab. 4.17 dargestellt.

Tab. 4.17 Zusammenfassung der Ergebnisse des wiederholten PVY -
Resistenztests mit Angaben zur Effizienz der jeweiligen Konstrukte

Kon- |Linien | Anzahl Anzahl Reaktion der Effizienz des
strukt |Nr. getestete |resistente Pflanzen im Resistenz-
Pflanzen |Pflanzen Resistenztest |Testin %
PVY 13 15 4 rR 26,7
PVYcs | 09 10 3 (1iR) I/iR 30 > 20
PV 14 7 2 (2iR) I/iR 286> 0
vy 04 15 11 I 73,3
07 15 13 (6 iR) RR/irR 86,7 > 46,7

*iR: instabile Resistenz; rR: recovery Resistenz; |: Immunitat; irR: instabile recovery Resistenz
=> : Abnahme der Effizienz durch das Phanomen der instabilen (recovery) Resistenz

Nur die Pflanzen der Linie PVY.13 und VY.04 reagierten Uber den gesamten
Testzeitraum von 14 Monaten, mit einer stabilen Resistenzreaktion auf die
PVY - Inokulation. Unabhangig von der Lange oder Lokalisation der
verwendeten CP - Sequenz traten in allen anderen Linien Pflanzen auf, bei
denen die Resistenz nach unterschiedlich langer Zeit gebrochen wurde. Der
Anteil der Pflanzen, die mit einer Instabilen Resistenz reagierten, variierte in
den einzelnen Linien von 33,3 % (PVYcg), 46,1% (VY.07) bis 100 % (PV).

Das Konstrukt, mit dem am effizientesten eine Resistenz etabliert werden
konnte, war das Konstrukt VY. Im Gegensatz zu diesen beiden VY Linien, die
das Transgen an jeweils 2 Integrationsorten inseriert hatten, wiesen die Linien
der anderen untersuchten Konstrukte im Vergleich ein oder drei Integrationsorte
auf (vgl. Tab. 4.11).

Zur Analyse, ob die Auspragung einer PVY - Resistenz mit der C - Methylierung
des Transgens korreliert, wurden von den Pflanzen der T4 - Linien (s. Tab. 4.18)
je eine recovery resistent bzw. immun und eine anféllig - reagierende Pflanze
ausgewahlt, deren DNA sowohl vor der Inokulation mit PVY, als auch nach

Ausbildung der Resistenz bzw. der Symptome, auf die Cytosinmethylierung
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innerhalb der viral - abgeleiteten Sequenz untersucht werden sollte. Zur
besseren Ubersicht sind die ausgewéhlten Pflanzen in Tab. 4.18 aufgelistet.

Tab. 4.18 Auflistung der fiir die Methylierungsanalyse ausgewéahlten Pflanzen

- Reaktion auf
Konstrukt Linie Pflanze PVY - Inokulation
10 recovery resistent
PVY 13
15 anfallig
06 immun
PVY 09
o 15 anfallig
13 instabil resistent
PV 14
14 anfallig
04 immun
04
VY anfallig
06 recovery resistent
07
10 anfallig
4.8.2 Entwicklung der Primer und weitere vorbereitende Arbeiten fir

die Modifikation transgener DNA mit Bisulfit

Um die transgene DNA vor und nach der Modifikation amplifizieren zu kénnen,
wurden die Primer mod1 und mod2 (s. Tab. 4.19) nach den unter 3.2.10.3
beschriebenen Parametern entwickelt, deren Lage so gewahlt wurde, dass sie
mit der Sequenz des Vektors pe35StuSL-MCS hybridisieren, die in allen
Konstrukten gleich ist (s. Abb. 4.26).

Mit dem Programm Primo MSP 3.4 wurden die nested gelegene Primerpaare
Ms/Mas und Ums/Umas entwickelt (s. Tab. 4.19, vgl. 3.2.10.3). Die Lage der
entwickelten Primer ist Abb. 4.26 zu entnehmen.
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Tab. 4.19 Auflistung der Primer zur Amplifikation der modifizierten DNA

Bezeichnung Sequenz
Mod1 ATTTCATTTGGAGAGGGTGG
Mod2 AAGAACCCTAATTCCCTTATCT
Mas AAAAAAAAAACTAATAATTTTTACGAAC
Ms GGGTGGTTATTAGTATTTTTCGAC
Umas AAAAAAAAAACTAATAATTTTTACAAA
Ums GGGTGGTTATTAGTATTTTTTGAT
—
Virale Sequenzen
-«—
Doppelter 35S Promotor des CaMV;  Polyadenylierungssignal des CaMV;
<= Primer mod1 und mod2 Primer; Nested Primer

Abb. 4.26 Schematische Darstellung der Lage der Primer zur Amplifikation der
Bisulfit modifizierten transgenen Nukleinsaure

Zur Untersuchung, ob mit den Primerpaaren modi/mod2, Ms/Mas und

Ums/Umas nicht modifizierte Nukleinsdure amplifiziert werden kann, wurde eine

Standard - PCR mit den Plasmiden (1:50aq) der einzelnen Konstrukte
durchgeflhrt (s. 3.2.12.2). Die jeweils erwartete ProduktgroBe ist Tab. 4.20 zu
entnehmen, Abb. 4.27 zeigt exemplarisch das Ergebnis der PCR an nicht
modifizierter Plasmid DNA fir das Konstrukt VY.

Tab. 4.20 Erwartete PCR - ProduktgroBe fiir die einzelnen Konstrukte

Konstrukt | ProduktgréBe in bp fiir das |ProdukigroBe in bp fir die
Primerpaar mod1/mod2 Primerpaare Ums/Umas und
Ms/Mas
PVY 987 901
PVYca 1016 930
PV 759 673
VY 738 652
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1: Primerkombination Ms/Mas

- 2: Primerkombination Ums/Umas

_ g?g gp 3: Primerkombination mod1/mod2
P -: Negativkontrolle

M: A-Pst GréBenstandard

Abb. 4.27 Ergebnis der Amplifikation an nicht modifizierter Plasmid DNA des
Konstruktes VY mit den Primerpaaren Ms/Mas, Ums/Umas und
modi1/mod2 DNA

Die PCR wurde mit den Plasmiden aller Konstrukte durchgeflihrt und somit
sichergestellt, dass das Primerpaar mod1/mod2 ein Amplifikat der gewlinschten
GroBe lieferte, wahrend mit den Primerpaaren Ms/Mas und Ums/Umas nicht
modifizierte Nukleinsaure nicht amplifiziert werden konnte.

Als nachstes wurde untersucht, ob es mdoglich war mit den Primerpaaren
Ms/Mas und UMs/Umas modifizierte DNA zu amplifizieren. Vorbereitend dazu
wurden die Plasmide pe35PVY, pe35PVYcg, pe35PV und pe35VY in den
methylierungsdefekten E. coli Stamm JM 110 transformiert (s. Tab. 1.3) und
anschlieBend jeweils 1 pg Plasmid - DNA modifiziert (s. 3.2.10) und in einer
Standard - PCR (s. 3.2.12.2) mit den Primerpaaren modi/mod2, Ums/Umas
und Ms/Mas amplifiziert (s. Abb. 4.28).

M 1 2 - M 1 2 - M 1 2 -
- —
Primer: mod1/mod2 Ums/Umas Ms/Mas

Abb. 4.28 Ergebnis der Amplifikation von Plasmid DNA nach der Bisulfit -
Modifikation (exemplarisch fiir das Konstrukt PVYg)
1: modifizierte Plasmid - DNA (Konstrukt PVY¢g); 2: nicht modifizierte Plasmid -
DNA (Konstrukt PVYcg); M: A-Pst GroBenstandard; -: Negativkontrolle

Exemplarisch fur alle Konstrukte ist in Abb. 4.28 gezeigt, dass es mit den
Primern modi/mod2 mdglich war, sowohl modifizierte, als auch nicht
modifizierte DNA zu amplifizieren. Im Gegensatz dazu konnte mit den
Primerpaaren Ums/Umas und Ms/Mas nur Bisulfit - modifizierte Plasmid DNA
amplifiziert werden. Nach der Transformation in den E . coli Stamm JM110
liegen alle C innerhalb der zu amplifizierenden Sequenz in nicht methylierter
Form vor, so das angenommen wurde, dass ein Fragment nur mit dem
Primerpaar Ums/Umas regeneriert werden kann. Da aber mit beiden
Primerpaaren ein PCR - Produkt gebildet wurde, scheint der
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Methylierungsstatus des am 3'- Ende der Primer gelegenen C, nicht fir die

Hybridisierung der Primer entscheidend zu sein.

4.8.2.1 Kontrolle der Bisulfit Modifikation mit Hilfe von pBluescriptll -
DNA

Zur Analyse, ob entweder die Spezifitat der Primer nicht hoch genug war oder
die Modifikation nicht vollstandig stattgefunden hatte, wurde die Effizienz der
Modifikation mit Hilfe von pBluescriptll - DNA bestimmt (s. 3.2.10.4).

Zuerst wurden die Primer amp1 und amp2 hinsichtlich ihrer F&higkeit gepruft,
ausschlieBlich an Bisulfit - modifizierter DNA zu binden. Dazu wurde jeweils
1 pg pBlueskriptll DNA mit Bisulfit modifiziert, aufgereinigt, in einer Standard -
PCR amplifiziert (s. 3.2.12.2) und anschlieBend im Agarosegel kontrolliert (s.
Abb. 4.29).

1: Bisulfit-modifizierte pBlueskriptll- DNA
339 bp 2: nicht modifizierte pBlueskriptll - DNA
M: A-Pst GréBenstandard

- Negativkontrolle

Abb. 4.29 Kontroll - PCR fir die Primer amp1/amp2 zur Amplifikation Bisulfit-
modifizierter DNA aus dem Ampicillinresistenz vermitteinden Gen des
Plasmids pBluescriptll

Auf diese Weise wurde gezeigt, dass ausschlieBlich modifizierte pBlueskriptll-
DNA mit den Primern amp1/amp2 amplifiziert werden konnte. Zur Bestimmung
der Effizienz der Modifikation, wurde das Amplifikat der modifizierten
pBlueskriptll DNA gereinigt (s. 3.2.6), kloniert (s. 3.2.12.4) und sequenziert.

Das anschlieBend durchgefiihrte Alignment ist in Abb. 4.30 dargestellt.
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E dekdkkkddd Rd Rdkded R 4 & o de ke ke ok ke ke e ek & kk

amp GETEEAGATTTATEAGEAATAAABEACEEAGEEGGAAGGGEECAGECEAG 50

2 GTTTTAGATTTATTAGTAATAAATTACTTACTTGGAAGGGTTGAGTCTAG 50
ruler 1....... 10........ 20........30. ... .. 40........ 50

ek ok ke ke ke ok *de kdk hdkhdkw * % L *hkk Ahkkkdhkkhbhkdkd
amp RAGTGGTEETCEARETTITATERCEETEEATEBAGTETATTRAATTGTIGEE 100

2 RAGTGETTTIGTAATTITATTTCTTTTTATT TAGTTTATTRATTGTTGTT 100
raler ........ 60........ 7O, ..., . 80, .. 80....... 100

dhkkhkhkd hkhkdthhbkdthbikdh X dhkkhkkdkdthhkhkhtdt * h whhhkhh
amp GGGAAGETAGRCTAAGTAGTTRCEEACTTAATAGTTTGECEAAEGTIGTT 150

2 GEGAAGTTAGAGTAAGTAGTTTCTTAGTTARTAGTTTGTGTARTGTTGTT 150
raler ....... 110....... 120, ......130....... 140....... 150

#* kkEkk kk Ahkk kdk kkkdEkhkk X ok ok kk kARkhkkhkAhkhbkh kK

amp GEEATTGETABAGGERTIEGTCCTCTRARCETECTECTTTGGTATGCETTE 200

2 GTTATTGETTATAGETAT G TEETCTTATGTT TG T TG TTTCCTATGGTTTT 200
ruler ....... 160....... 170.......180....... 180....... 200

dekk kd & L kT *ede chekdk kddhk seddbskdd ddekkd * o e e

amp ATTEACETEECCTIEEEA~QcATEARCCEGACTTAJATCGATEEEEEATGT 250

2 ATTTAGTTTTGETTTTIAATCATTAAGCTGAGTTATATGATTTTTTATGET 250
ranler ....... 210....... 220, ......230....... 240....... 250

dkkk AhRhhkddt kkdddk % ek kR * Fedek kRdhkE wdhdkokdk

amp TCTGEAAAARARRCEGCTIAGETERTTRECCTEETERCATRECTTCTEAGRAGT 300
2 TGTGTRARAARGTGGTTAGTTTITTTTGCTTTTTTGATTGTTGTTAGAAGT 300
ruler ....... 260....... 270.......280....... 280....... 300

deok ok ke ke ke ok * kdkkkdddhk
amp RAGTTGGEEGEAGTGTTAT 319

2 RAGTTGGTTGTAGTGTTAT 319 Summe "C =0
ruler ....... 310. ........
Abb. 4.30 Alignment der modifizierten sequenzierten - mit der nicht
modifizierten Sequenz des Ampicillinresistenzgen - Fragmentes des
pBlueskriptll

amp: Sequenzfragment der nicht modifizierten amp” DNA;
2: Sequenzfragment der modifizierten amp” DNA

Dieser Abbildung ist zu entnehmen, dass in der sequenzierten Nukleotidabfolge
alle C innerhalb des amplifizierten amp” Gen - Fragmentes in U und sukzessive
in T konvertiert wurden, so dass in diesem Fall die Modifikation mit einer

Effizienz von 100% stattgefunden hat.
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4.8.2.2 Adaption der Methode der Bisulfit Modifikation nach RAIZIS an
N. benthamiana - DNA

Zur Untersuchung der Cytosin - Methylierung der viral - abgeleiteten
Sequenzen aus den transgenen N. benthamiana - Pflanzen, wurde die Methode
der Bisulfit - Modifikation (s. 3.2.1.2) nach Ralizis et al. (1995) schrittweise
adaptiert. Dazu wurde die Gesamtnukleinsaure der ausgewahlten transgenen
N. benthamiana - Pflanzen extrahiert (s. 3.2.4.2) und 2 ug der Gesamt - DNA
mit Bisulfit modifiziert (s. 3.2.12). Nach der Reinigung wurden die Sequenzen
mit einer Standard - PCR (s. 3.2.12.2) mit den Primern mod1 und mod2
amplifiziert und im Agarosegel kontrolliert. Ein Amplifikat wurde dabei nur in der
Spur der Positivkontrolle, in der modifizierte Plasmid - DNA des Konstruktes
PVYce amplifiziert wurde, detektiert, wahrend die Amplifikation der
genomischen DNA keine Fragmente lieferte.

Um zu Uberprifen, ob die DNA dieser Ansatze reamplifizierbar war, wurde eine
weiteren Standard - PCR mit den nested Primepaaren Ms/Mas und Uma/Umas
durchgefihrt, in der 2,5 pl der oben beschriebenen PCR Anséatze als Template
eingesetzt wurden. In der Kontrolle dieser PCR im Agarosegel wurden,
unabhangig von dem verwendeten Primerpaar, die gewlnschten Fragmente

der modifizierten transgenen N. benthamiana - DNA detektiert (s. Abb. 4.31).

M 1 -1 -

805 bp M: A-Pst GrdBenstandard; -: Negativkontrolle
Primer: Ms/Mas Ums/Umas | 1: Reamplifikation modifizierter genomischer
N. benthamiana - DNA (Konstrukt PV)

Abb. 4.31 Ergebnis der Reamplifikation modifizierter transgener
N. benthamiana - DNA

Allerdings war es auch in diesem Fall nicht méglich, aufgrund der eingesetzten
Primerkombination eine Aussage Uber den Methylierungszustand des C
innerhalb der CpG Sequenz am 3' - Ende der Primer zu treffen (vgl. 4.8.2).

Das resultierende PCR - Produkt der Bisulfit - modifizierten transgenen DNA
(s. Abb. 4.31) wurde aus dem Gel eluiert (s. 3.2.2.3), kloniert, aufgereinigt,
sequenziert (s. 3.2.12.3 - 3.2.12.5) und anschlieBend mit der Originalsequenz
verglichen (s. Abb. 4.32).
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wkdkkdkd ok ok ko ok ko ek kk ok Wk ko ok ek ko ek
19 GGAAATCAGARAATECATCEAGGAGGAACEATAAGAAGGA TGEAAAAGAACAGEAAGGTAGEATTEAAGTAAAT 75

19.14.13v GGAAATGATATAATTGATGTATGAGGAAGTATTAAGAAGGATGTAAAATAAGAGTAAAGTAGTATTTAATTAAAT 75
ruler 1....... 10........20........ 0........40........ 50........60........ 70.....

hhdkdkd hhkkdhkhhdhdd hhdkdd hkdkddddkdbhhdd kh kdkdkkd b hkdk ok kkd * hkdkkkdkkdkd hhh
19 TR:.AAGGMMGGAGAAGGA.GTGMTGTTGGAA.AT.TGGAA.'I.ATIL.TGTG.A.GMTTMAG.TAT. 150
19.14.13v [{TEAATAAGGAAAAGGAAAAGCATCTCAATGTTGCAATATTTGGAATT TATATTCTCTTATCAATTAAACTTATT 150
ruler ...80........ 90.......100....... 110....... 120....... 130....... 140....... 150

* ok ok ddr el LR RS A8 8 88 b B 8 b B wkkk hkdkkkdkkw kk ki * wkwhkkkdk & *

19 ABCTEEAAAATGAGAATGEEEAACGAGTAAAGCTGEAABTGTARTAAATTTGAAASARTTAR THGAGTATCETEEA 225
19.14.13v ATGTTTAAAATGAGAATGTTTAAGAGTAAAGGTGTAGTTGTATTAAATTTGGAATATTTGTTTGAGTATGTTTTA 225
ruler ....... 160.......170....... 180.......190....... 200.......210....... 220.....

dk Wk kkdd ek ok kdkdkd dkdkdd ke b Aok dkdkh ko dk bk kb kb h bk dd ok wkd

19 BAGEAAATTGAATE THAAATAR TEGAGEAASTEAA TRABACTTTGATABGTGG TATCAAGECGTABAASTTGEA 300
19.14.13v TAGTAAATTGATATTTTAAATATTEGAGTAATTTAATTGTACTITGATARGTGGTATGAAGECGTATAATTTGTA 300
ruler ..230....... 240.......250....... 260....... 270....... 280....... 290....... 300

dkdkk ko ko kkk hkdkd ok ko ddk ok kd ko d ARk ko hdkd ok kb ek d ok d ko

19 il mTﬁGGﬁm“TGﬁMTGﬁ.TGTGATmTGGG.TTATG GTTTGE TC'ATTGAAMTGGAAH I 3758

19.14.13v TAGGAGAAATTGAAATGTRAA TTGTGATGAATGGGT TTATCGT TTGG TG TAT TGAARATGGAA 375
ruler .......310.......320....... 330.......340....... 350.......360.......370.....
dhhkddkdd whkdhkd kb kb dd Rk ddkr ko dd * dedddkd o e e o e e

19 THAASGGAGT TTGGGT TATGA TGGATGCACATGAARAAG THGAA TABBEABTGAAABEAATEGTTGAG 450

19.14.13v TTAA§GGAGTTTGGGT TATGA TGGATGCAGATGAATAAGTHGAATAT TTATTGAAAT TAATGTTGAG 450

ruler ..380....... 390.......400....... 410....... 420....... 430....... 440....... 450

ddddk drddkdr ok ok ok ko ko b ko b kR kb ko d ok d ko W

19 MTGIWTTAGWI‘ATGWTT‘I‘TIAGATGTTf]J\GM GTATATAGAAATE% 525
TAA

19.14.13v AATGT TATTTAGGTAAATTATGGTATAT TTTTTAGATGTT GTAGAAGEGTATA TAGAAAT 525
ruler ....... 460.......470....... 480.......490....... 500.......510.......520.....

ek e e i LA A8 b S wkkkkkkkkh ko ARk h ko kk ko ddd kdkk kkkd kW

19 AAAAAGGAARATATAT GATATGGTTTAGTTHGTAATHT GATGGAAGTTTGGETEGETATGETTTT 600
19.14.13v AAAAAGGAATTATATATGTT GATATGGTTTAGT GTMTTT GATGGMGTTTGGTT GTTATGTTTTT 600
ruler ..530....... 540.......550.......560.......570.......580....... 55%0....... 600

ek ek ok ko
19 GAETTTTATGAGGT 614
19.14.13v GATTTTTATGAGGT 614
ruler ....... 610....

Abb. 4.32 Alignment der viral - abgeleiteten modifizierten Sequenz einer Pflanze

der Linie PV.14
PV: Original Sequenz des Konstruktes PV; PV.14.13: modifizierte Sequenz der Pflanze

PV.14.13 vor der Inokulation (Summe der "C = 23); rot markiert: C
Im Alignment (s. Abb. 4.32) wird deutlich, dass es méglich war die transgene
viral - abgeleitete Sequenz der Pflanze PV.14.13 mit Bisulfit zu modifizieren.
Dabei wurden 23 der 112 C nicht modifiziert, so dass angenommen werden
musste, dass diese durch eine Methylierung vor der Konversion geschuitzt

waren.

4.8.2.3 Methode zur Bestimmung der Effizienz der Bisulfit Modifikation
genomischer N. benthamiana - DNA

Allein aus der Tatsache, dass sich die genomische modifizierte DNA

amplifizieren lieB, konnte allerdings nicht abgeleitete werden, mit welcher

Effizienz die Modifikation stattgefunden hat. Deshalb wurde exemplarisch far

eine Pflanze das Gemisch aus 2 ul der Gesamt - Nukleinsdure Extraktion
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(s. 3.2.4.1) und 1 pg pBlueskriptll - DNA in einem ReaktionsgefaB mit Bisulfit
modifiziert.

Um auszuschlieBen, dass die pflanzliche DNA die parallele Amplifikation beider
Fragmente negativ beeinflusst, wurde in einem Ansatz die pBlueskriptll- DNA
separat modifiziert und erst anschlieBend mit 2 pg nicht modifizierter
Gesamtnukleinsdure einer N. benthamiana - Pflanze gemischt. In einer
Multiplex - PCR, unter Verwendung der zwei Primerkombinationen mod1/mod2
und ampi/amp2, wurde dann versucht jeweils beide PCR - Produkte unter
Standard Bedingungen (s. 3.2.12.2) zu amplifizieren.

805 bp —_ 1: modifizierte Kontrollplasmid DNA, der
nach der Modifikation nicht modifizierte
genomische Pflanzen DNA des Konstruktes

339 bp — PV zugegeben wurde;

2: modifiziertes DNA Gemisch
(Kontrollplasmid und genomische Pflanzen
DNA des Konstruktes PV);

M: A-Pst GréBenstandard;-: Negativkontrolle

Abb. 4.33 Vergleich der Ergebnisse einer Multiplex PCR zur Amplifikation von
modifizierter Kontrollplasmid DNA, die vor und nach der Modifikation
mit genomischer Pflanzen DNA vermischt wurde

Da bei Kontrolle der Amplifikate im Agarosegel (s. Abb. 4.33) festgestellt wurde,
dass das Kontrollfragment nur in der Probe amplifiziert werden konnte, in der
die nicht modifizierte pflanzliche DNA nachtraglich zugegeben worden war,
wurde im Folgenden versucht, das Kontrollfragment und die DNA der
transgenen Pflanze in Parallelansatzen zu amplifizieren. Das Ergebnis der PCR
und der Reamplifikation ist in Abb. 4.34 dargestellt.

Genomische DNA Kontrollplasmid
2 3 4 5 - 1 2 3 4 5 -

M 1

805 bp —

339 bp — PCR

805 bp — [
<— Reamplifikation

Abb. 4.34 Amplifikation und Reamplifikation der modifizierten genomischen
DNA und der Kontrollplasmid DNA in Parallelansatzen
1: DNA Gemisch (Konstrukt PV + pBlueskriptll); 2: DNA Gemisch (Konstrukt PVY
+ pBlueskriptll); 3: DNA Gemisch (Konstrukt VY + pBlueskriptll); 4: DNA Gemisch
(Konstrukt VY + pBlueskriptll); 5: Positivkontrolle; M: A-Pst GrdBenstandard;
- Negativkontrolle;
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Durch die getrennte Amplifikation war es mdglich an dem modifizierten
Gemisch aus pBlueskriptll- und genomischer DNA, sowohl das
Kontrollfragment, als auch die genomische DNA zu amplifizieren bzw. zu
reamplifizieren (s. Abb. 4.34). Zum Teil konnte allerdings weder die modifizierte
genomische DNA, noch das Kontrollfragment amplifiziert bzw. reamplifiziert
werden (vgl. Spur 2 und 4 in Abb. 4.34). In weiteren Versuchen zeigte sich,
dass die genomische DNA nur dann reamplifiziert werden konnte, wenn das
Amplifikat des Kontrollfragments nach der ersten PCR im Agarosegel
detektierbar war.

In Spur 2 (Abb. 4.34) wurde das Reamplifikationsprodukt der modifizierten DNA
des Konstruktes PVY aufgetragen, was ein Fragment mit einer Gr6Be von
903 bp hatte liefern sollen. In einer Vielzahl von Wiederholungen zeigte sich,
dass es in keinem Fall méglich war, die modifizierte genomische DNA der
Konstrukte PVY und PVY¢g (901 bp bzw. 930 bp) mit den Primern Ums/Umas
oder Ms/Mas zu reamplifizieren.

4.8.2.4 Entwicklung neuer Primerpaare fiur die Reamplifikation der
viral - abgeleiteten Sequenzen der Konstrukte PVY und PVYcg

Die DNA liegt nach der Modifikation und Aufreinigung in instabiler Form vor
(s. 8.2.12). Dies wurde als Grund dafiir angenommen, dass sich die Fragmente
von mehr als 900 bp GréBe der Konstrukte PVY und PVYcg, nach der
Modifikation nicht mehr amplifizieren lieBen. Deshalb wurden neue Primer
entwickelt, mit denen es maoglich war, die viral - abgeleitete Sequenz der
Konstrukte PVY und PVYcg in zwei ca. 460 bp langen Fragmenten zu
amplifizieren.

Der Primer Mr (s. Tab 2.11) wurde so gewahlt, dass zusammen mit den
Primern Ms oder Ums, die ersten 459 bp des modifizierten Sinnstranges der
viral - abgeleiteten Sequenz der Konstrukte PVY und PVYcgg reamplifiziert
werden konnten. Der Primer Mf (s. Tab 2.11) wurde entwickelt, um mit den
Primern Mas oder Umas die 3’ gelegenen 468 bp des Sinnstranges des
Konstruktes PVY, bzw. 489 bp des Konstruktes PVY¢g, zu reamplifizieren.
Unter 4.7.2 wurde gezeigt, dass eine Konversion von nicht methyliertem C zu U
im Sinnstrang durch die Bisulfit - Modifikation keinen Einfluss auf die
Anlagerung der Primer hat, unabh&ngig davon, ob das C des 3' - lokalisierten
CpG Paares der Primer mit TpG bzw. CpA (im antisense Primer) ausgetauscht
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wurde oder nicht. Darum wurden nur zwei Primer generiert, an deren 3' - Ende
das C des CG Paares nicht ausgetauscht wurde, als ware das C an dieser
Stelle der transgenen DNA immer methyliert. Fir alle asymmetrischen C der
Sequenz wurde hingegen der Nukleotidaustausche von C nach T bzw. G nach
A vorgenommen.

Damit die Primer in Bereichen liegen, in denen relativ viele asymmetrische C
vorkommen, konnten die Lage der neuen Oligomere Mf und Mr nur so gewahit

werden, dass sich ihre Sequenzen komplett Uberschneiden (s. Abb. 4.35).

Ms/Ums Mr
—>
PVY CP Sequenz
4_
Mf Mas/Umas

Doppelter 35S Promotor des CaMV; Polyadenylierungssignal des CaMV;

Abb. 4.35 Schematische Darstellung der Lage der Primer Mr und Mf

Dieser Umstand fuhrte dazu, dass fir zwei C der viralen Sequenz, die innerhalb
dieses Bereiches liegen, keine Aussage Uber den Methylierungszustand
getroffen werden kann, da durch die Amplifikation mit den Primern Mr und Mf
immer C regeneriert werden (s. Tab. 4.21; C).

Tab. 4.21 Auflistung der Primer zur Amplifikation der modifizierten DNA der
PVY Konstrukte in zwei Fragmenten

Bezeichnung Sequenz
Mf AGTCGAATATTTATTGAAATTAATCGT
Mr ACGATTAATTTCAATAAATATTCGAC

Nachdem gezeigt wurde, dass es mit diesen Primern nicht mdglich war,
unbehandelte Plasmid DNA zu amplifizieren, wurde die unter 4.8.2.2
beschriebene Standard - PCR mit den Primern mod1 und mod2 durchgefiihrt.
Nach der anschlieBenden Reamplifikation mit den Primerpaaren Ms/Mr (bzw
Ums/mr) oder Mas/Mf (bzw. Umas/Mf) konnten im Agarosegel die Fragmente
mit einer GréBe von 459 bp (5’ Ende) bzw. 468 bp/489 bp (3’ Ende) detektiert
werden (s. Abb. 4.36), so dass nun die Méglichkeit bestand die C -Methylierung
der viralen Fragmente der Konstrukte PVY und PVY¢g zu ermitteln.
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805bp —
516,467,448 bp —

1: Primerkombination: Ms/Mr
2: Primerkombination: Mas/Mf
M: A-Pst GréBenstandard

Abb. 4.36 Reamplifikation modifizierter transgener N. benthamiana - DNA des
Konstruktes PVY mit den Primerkombinationen Ms/Mr und Mas/Mf

4.8.3 Modifikation der transgenen DNA der ausgewahlten
N. benthamiana - Testpflanzen

Zur Untersuchung, ob es eine Korrelation zwischen der PVY - Resistenz und
der Methylierung der transgenen DNA Sequenz gibt, wurde der
Methylierungszustand der viral - abgeleiteten Sequenzen der ausgewahlten
Pflanzen (s. Tab 4.19) vor und nach der Inokulation bestimmt.

Fir den Tag 0 wurde dazu das Blattmaterial verwendet, dass vor der PVY -
Inokulation gefriergetrocknet wurde. Fur die Untersuchung des Blattmaterials
nach der Inokulation ergaben sich zwei unterschiedliche Zeitpunkte, da das
gefriergetrocknete Material der Pflanzen der Linien PVY.13, VY.04 und VY.07,
dass 44 dpi gefriergetrocknet wurde, nach der Modifikation nicht reamplifiziert
werden konnte. Von diesen sechs Pflanzen wurde darum, im Gegensatz zu den
Pflanzen der Linien PVYcs.09 und PV.14, bei denen gefriergetrocknetes
Blattmaterial von Tag 44 dpi, der Methylierungszustand der DNA aus frischem
Blattmaterial (107 dpi) analysiert .

Von den ausgewahlten Pflanzen (s. Tab. 4.19) wurden die genomische DNA
der einzelnen Pflanzen jeweils in einem Ansatz mit der pBlueskriptll DNA
modifiziert (s. 4.8.2.3 und 4.8.2.4). Nach Amplifikation bzw. Reamplifikation der
modifizierten DNA wurden sowohl die Kontrollfragmente, als auch die PCR -
Produkte der viralen Sequenzen gereinigt (s. 3.2.12.2), kloniert (s. 3.2.12.3) und
die rekombinanten Plasmide, nach Identifikation positiver Klone (s. 3.2.12.4),
aufgereinigt und sequenziert (Fa. MWG Biotech).

48.4 Auswertung der Bisulfit Modifkation

Anhand der Sequenzierungen wurde die Anzahl der methylierten C innerhalb

des jeweiligen Fragmentes bestimmt.
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4.8.4.1 Bestimmung der unterschiedlichen Modifikations - Effizienzen
mit Hilfe des Kontrollplasmides

Es war nicht méglich alle Kontrollfragmente der pBlueskriptll - DNA zu klonieren
und zu sequenzieren. Da aber flr alle Proben eines Versuchsansatzes die
gleiche Denaturierungs - und Bisulfitlésung verwendet wurde, wurde davon
ausgegangen, dass die Modifikation in allen Ansatzen mit der gleichen Effizienz
stattgefunden hat, so dass reprasentativ pro durchgeflhrter Modifikation,
jeweils ein Fragment aus einem Ansatz sequenziert wurde, um die
Modifikations - Effizienz zu bestimmen.

Insgesamt wurde an 15 unterschiedlichen Zeitpunkten eine erfolgreiche
Modifikation  durchgefihrt und  dementsprechend finfzehnmal die
Modifikationseffizienz mit Hilfe des Kontrollfragmentes ermittelt (s. 3.2.12).

Bei der Auswertung dieser 15 Kontrollfragmente (ausfihrliches Alignment
s. Abb. 8.7) wurde festgestellt, dass zehnmal alle 83 vorkommenden C
modifiziert wurden. In den Ubrigen Kontrollfragmenten wurden dreimal je 1 C,
einmal 2 C, und einmal 13 C nicht modifiziert. Die daraus resultierenden
Effizienzen sind in Tab. 4.22 zusammengefasst.

Tab. 4.22 Auflistung der nicht modifizierten C in den Kontrollfragmenten und
den daraus resultierenden Effizienzen

Nicht modifizierte C Anzahl der Effizienz in %
Kontrollfragmente

0 10 100,0
1 3 98,8
2 1 97,6
13 1 84,3

4.8.4.2 Bestimmung des Methylierungsgrades der viral - abgeleiteten
Sequenzen der transgenen N. benthamiana - Pflanzen

In Tab. 4.23 ist aufgelistet, wie viele Nukleotide insgesamt und wie viele C in
den viral - abgeleiteten Sequenzen der einzelnen Konstrukte vorkommen. Fir
diese C ist des Weiteren angegeben, ob sie in einem symmetrischen (sC) oder
asymmetrischen (aC) Kontext stehen.
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Tab. 4.23 Angabe der Anzahl der C in den viral - abgeleiteten Sequenzen der
einzelnen Konstrukte

Konstrukt | Lange der viral - Gesamtzahl C Anzahl Anzahl
abgeleiteten sC aC
Sequenz in bp

PVY 842 167 49* 118
PV¥ce 842 167" + (CG)1o | 49* + (CG)1o 118
PV 614 112 32 80
VY 592 119 39 80

Die Auswertung der "C der viral - abgeleiteten DNA - Fragmente wurde flr alle
Pflanzen vor und nach der Inokulation anhand der Sequenzierungen bestimmt
(Alignments s. Abb. 8.8 - Abb. 8.17) und ist detailliert in Tab. 4.24 angegeben.
Neben der Gesamtsumme der ™C des jeweiligen Konstruktes, ist in dieser
Tabelle angegeben, wie viele der M™C in einem symmetrischen bzw.
asymmetrischen Kontext stehen. In Tab. 4.24 ist des Weiteren angegeben, mit
welcher Effizienz das Kontrollfragment des amp” Gens des pBluesriptll des
jeweiligen Modifikationsdurchganges im Parallelansatz modifiziert worden war.

Tab. 4.24 Auflistung der Gesamtanzahl der methylierten C der viral -
abgeleiteten Sequenzen der untersuchten Pflanzen

Pflanze Anzahl ™C vor Modifi- |Anzahl "C nach | Modifi-
der Inokulation |kations |der Inokulation |kations
Effizienz Effizienz
2C |XsC |ZzaC |[%] 2C |ZsC zaC |[%]

PVY.13.10 48 21 27 100 23 | 15 8 100

— |PVYcc09.06( 7 7 0 98,8 23 | 19 | 4 98,8
E PV.14.13 23 15 8 84,3 85 | 29 | 56 97,6
é VY.04.04. 17 14 3 84,3 32 | 18 | 14 100
§ VY.07.06 4 4 0 100 17 | 17 0 100

PVY.13.15 11 11 0 98,8 0 0 0 100,0

. |PVYce.09.15| 26 | 16 | 10 97,6 25 | 16 | 9 97,6
& pv.14.14 78 | 25 | 53 | 100,0 |77 | 26 | 51 | 98,8
% VY.04.10 18 | 15 3 100,0 16 | 15 | 1 84,3
S [VY.07.10 15 [ 14 | 1 1000 [ 42 [ 27 ] 15 100

¥C: Anzahl aller methylierten C; £sC: Anzahl der methylierten C in symmetrischem Kontext;
>aC: Anzahl der methylierten C in asymmetrischem Kontext; Pfl: Pflanze
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Bei der Auswertungen der Sequenzierungen der modifzierten DNA der
Pflanzen, die mit dem Konstrukt PVYcg transformiert worden waren, wurde
festgestellt, dass die (CG)4o innerhalb der Nukleotidsequenz nicht auftauchten.
Indem nicht modifizierte DNA derselben Pflanzen mit den Primern mod1 und
mod2 amplifiziert, kloniert und sequenziert wurde, konnte allerdings gezeigt
werden, dass die (CG)1o sehr wohl in das Genom der Pflanzen integriert worden
waren (Alignment s. Abb. 8.18).

4.8.4.3 Graphische Auswertung

Zum graphischen Vergleich der ermittelten Daten, wurde die Anzahl der ™C in
das Verhaltnis zur Gesamtzahl der in der jeweiligen Sequenz vorkommenden C
gesetzt. Auf die gleiche Weise wurde die prozentuale Methylierung der sC und
aC berechnet (s. Tab. 8.11).

Far die Konstrukte PVY und PVYceg wurde die Gesamtsumme aller
vorkommenden C dabei auf 165 und die Summe aller symmetrischen C auf 47
reduziert, da durch die Reamplifikation mit den Primern Mf und Mr, zwei C im
CpG Kontext erhalten bleiben, ohne dass eine Aussage Uber ihren
Methylierungsstatus abgeleitet werden kann (s. 4.8.2.4). Um des Weiteren dem
Umstand gerecht zu werden, dass die (CG)qo des Konstruktes PVYcg nach der
Modifikation entweder nicht amplifiziet oder sequenziert und der
Methylierungszustand der C in den (CG)so folglich nicht bestimmt werden
konnten, wurden diese bei der Berechnung der prozentualen Werte nicht
bertcksichtigt.

Zur Analyse, ob sich der Grad der DNA - Methylierung durch die
Virusinokulation verandert, wurden die berechnete prozentuale C - Methylierung
(s. Tab. 8.11) der untersuchten Pflanzen vor und nach der Inokulation in Abb.
4.37 gegenilbergestellt.
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80 80

vor Infektion nach Infektion

methylierte C [%]
methylierte C [%]

Probennahme vor der Infektion (Tag 0) Probennahme 44 Probennahme 107 Tage nach

Tage nach Infektion Infektion

Abb. 4.37 Grafische Darstellung der prozentual methylierten C in den viral -
abgeleiteten Sequenzen der untersuchten Pflanzen vor und nach der
PVY - Inokulation
iR: instabile Resistenz; |: Immunitat; rR: recovery Resistenz; a: anfallig
hellgrau: resistent reagierende Pflanzen; dunkelgrau: anféllig reagierende Pflanzen

Im linken Diagramm der Abb. 4.37, in der der Methylierungsgrad der Pflanzen
vor der Inokulation dargestellt ist, ist zu erkennen, dass der prozentuale Anteil
der ™C in den analysierten Pflanzen stark variiert. Beim direkten Vergleich der
beiden unterschiedlich reagierenden Pflanzen einer Linie, fallt auf, dass mit
Ausnahme der Pflanzen des Konstruktes PVY.13, immer mehr C in den anfallig
reagierenden Pflanzen in methylierter Form vorlagen, als in den resistent
reagierenden.

Der Methylierungsgrad der transgenen DNA der einzelnen Pflanzen nach der
Inokulation ist im rechten Diagramm der Abb. 4.37 dargestellt. Auch nach der
Auspragung der Symptome, respektive der Resistenz, ist die ™C in den
resistent reagierenden Pflanzen der Linien PVY¢g.09 und VY.07 geringer, als in
den anfélligen Pflanzen der gleichen Linie. Die Methylierung der DNA der
Pflanzen der Linien PV.14 und VY.04 hingegen ist nach der Inokulation in den

resistent reagierenden hoher, als in den anfallig reagierenden Pflanzen. Fir die
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Pflanzen der Linie PVY.13 ist auch nach der Inokulation die C - Methylierung in

der anfalligen Pflanze geringer, als in der resistent reagierenden.

4.8.4.3.1 Vergleich der "C der viral - abgeleiteten Sequenzen der resistent

Um beurteilen zu kdénnen, ob sich der Methylierungsgrad der C der viral
abgeleiteten Sequenzen nach der Auspragung der Resistenz in den Pflanzen
der einzelnen Linien verandert, sind in den Abbildungen 4.38 A, B und C die
prozentualen ™C - Werte der resistent reagierenden Pflanzen im direkten

reagierenden N. benthamiana - Pflanzen vor und nach der

Inokulation

Vergleich vor und nach der Inokulation gegenlbergestellt.

100

methylierte C [%]
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Ovor Infektion
PV.14 PVYCG.09 VY.04 VY.07 PVY.13
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Abb. 4.38 Grafische Darstellung der prozentualen Anteile der ™C in den viral -
abgeleiteten Sequenzen der resistenten Pflanzen
iR: instabile Resistenz; I: Immunitat; rR: recovery Resistenz; a: Anfalligkeit

Durch diese Form der Darstellung ist gut zu erkennen, dass in den vier resistent
reagierenden Pflanzen unterschiedlicher Konstrukte die "C nach der Inokulation
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zunahm. In allen Fallen nahm dabei sowohl die Methylierung der sC, als auch
der aC zu (s. Abb. 4.38 B und C). Eine Ausnahme bildete die recovery resistent
reagierende Pflanze VY.07.06, bei der nach der Ausbildung der PVY -
Resistenz keine Zunahme der Methylierung asymmetrischer C beobachtet
werden konnte. Bei der anderen recovery resistent reagierenden Pflanze
PVY.13.10 wurde als einzige eine Abnahme der Methylierung nach der
Auspragung der PVY - Resistenz festgestellt.

Betrachtet man die Mittelwerte der prozentualen C - Methylierung vor und nach
der Inokulation wird in den resistent reagierenden Pflanzen eine Zunahme von
14,3 % auf 29,0 % festgestellt.

4.8.4.3.2 Vergleich der Methylierung der viral - abgeleiteten Fragmente
anfallig reagierender transgener N. benthamiana - Pflanzen vor
und nach der Inokulation

Analog zu 4.8.4.3.1 wird in den folgenden Abbildungen (s. Abb. 4.39 A, B und

C) das Ergebnis der Methylierungsanalyse fur die C der viral - abgeleiteten

Sequenz der anfallig reagierenden Pflanzen vor und nach der Inokulation

gegenilbergestellt.
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Abb. 4.39 Grafische Darstellung der prozentualen Anteile der ™C in den viral-
abgeleiteten Sequenzen der anfélligen Pflanzen
iR: instabile Resistenz; |: Immunitat; rR: recovery Resistenz; a: anfallig
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Im Fall der PVY anfalligen Pflanzen der Linien PVY¢g.09, PV.14 und VY.04,
blieb die C - Methylierung vor und nach der Inokulation nahezu konstant, wobei
sich auch die prozentualen Anteile der sC- und aC- Methylierung kaum
veranderten.

Bei der Pflanze der Linie VY.07 wurde in allen Kontexten eine Zunahme der C -
Methylierung beobachtet. Im Gegensatz dazu wurden in der anfélligen Pflanze
der Linie PVY.13 die anfanglich ausschlieBlich in symmetrischem Kontext
vorliegenden C nach Auspragung der Symptome demethyliert.

Durch die kontrare Reaktion der Pflanzen der Linien VY.07 und PVY.13 kann
erklart werden, dass die Mittelwerte der prozentualen C - Methylierung mit
Werten von 24,8 % und 24,5% vor und nach der Inokulation nahezu konstant

sind.

4.8.4.3.3 Korrektur der Anzahl der methylierten C unter Einbeziehung der
ermittelten Modifikations - Effizienzen

Zur Berlcksichtigung der unterschiedlichen Modifikationseffizienzen, wurde die
in Tab. 4.24 absolute Anzahl der "C der viral - abgeleiteten Sequenzen, wie
folgt korrigiert:

Die Effizienz, mit der das Kontrollfragment modifiziert wurde, ist abh&ngig
davon, wie viele C der 83 in der Sequenz vorkommenden nicht durch Bisulfit
konvertiert wurden (s. Tab. 4.22). Mit der folgenden Formel wurde X berechnet,
das angibt, wie viele C der wesentlich langeren viral - abgeleiteten Sequenzen

nicht modifiziert wurden, obwohl sie nicht methyliert waren.

*
Cv CK;n.mod.
Ck

Cy gibt dabei die Anzahl C der viral - abgeleiteten Sequenz, Ck die Anzahl C
des Kontrollfragmentes und Ck.nmod die Anzahl der nicht modifizierten C des
Kontrollfragmentes an.

Berechnet man des Weiteren die H&ufigkeit der C in den einzelnen
Fragmenten, so stellt man fest, dass in den viral - abgeleiteten Sequenzen
weniger C vorkommen, als in dem Kontrollfragment (s. Tab. 4.25), wodurch

potenziell weniger C modifiziert werden kénnen.
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Tab. 4.25 Auflistung der Haufigkeiten der C in den untersuchten Fragmenten

Konstrukt Lange des Anzahl der C | Haufigkeit der
Fragmentes C

Ampicillinresistenzgen 319 83 3,84

PVY 842 167 5,04

PV 614 112 5,48

VY 592 118 5,02

Um diesem Umstand gerecht zu werden, wurde X mit Hilfe eines

Korrekturfaktors (KF), der wie folgt berechnet wurde, korrigiert:

Haufigkeit Cy
Haufigkeit C,,

KF =

Die Anzahl der falschlicherweise nicht modifizierten, aber in nicht methyliertem
Zustand vorliegenden C der viral - abgeleiteten Sequenzen (Xyr), ergeben sich

somit aus folgendem Zusammenhang:

Xkorr _ Cv * CK;n.mod. * KE
C

Mit Hilfe dieser Gleichung wurde X flr alle Fragmente berechnet, bei denen
die Modifikation des Kontrollfragmentes nicht mit 100% stattgefunden hatte.
AnschlieBend wurde die Anzahl der urspriinglich ermittelten ™C um diesen Wert
korrigiert und die resultierende absolute Anzahl der "C in Prozent umgerechnet.
Das Ergebnis dieser Berechnung ist dem urspringlich ermittelten Wert (vgl.
Tab. 8.11) in Tab. 4.26 gegenlbergestellt.

Tab. 4.26 Angabe der korrigierten Daten der C - Methylierun

Pflanze % "C ¥ ™C korrigiert | % ™MC korrigiert
PVYcg 09.06 4,2 5 3,3

-é PVYcg .09.15 15,8 23 13,9

% PV.14.13 20,5 11 9,6

= |VY.04.04 14,4 3 2,4

s PVY.13.15 6,7 9 5,8
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Pflanze % ™C ¥ ™C korrigiert | % ™C korrigiert
PVY.13.15 0,0 0 0

S |PVYces.09.15 15,2 22 13,3

g PVYcq .09.06 13,9 21 13,0

2 [pPvi413 75,9 83 74,2

S [pvi414 68,8 76 67,9

- VY.04.10 13,6 18 1,6

Da es nicht mdglich war den Kontext,

erscheinenden C standen aus diesen Berechnungen abzuleiten, wurde diese

Werte nicht korrigiert.

in dem die falsch methyliert

Der Vergleich der korrigierten prozentualen C - Methylierung der einzelnen

Pflanzen vor und nach der Inokulation, sowie die getrennte Betrachtung der

Methylierung in den resistent bzw. anfallig reagierenden Pflanzen ist in Abb.

4.40 dargestellt.
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Abb. 4.40 Grafische Darstellung der korrigierten prozentualen Anteile der "C in
den viral - abgeleiteten Sequenzen der Pflanzen vor und nach der

Inokulation

iR: instabile Resistenz; I: Immunitat; rR: recovery Resistenz; a: anféllig
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Die Darstellung der korrigierten Werte unterstreicht den unter 4.7.4.3

gewonnenen Eindruck, dass die C - Methylierung der viral abgeleiteten

Sequenzen in den anfélligen Pflanzen, mit Ausnahme der Pflanze der Linie

PVY.13, vor der Inokulation hdher ist, als in den resistent reagierenden.

Auch bei Betrachtung der C - Methylierung der einzelnen Pflanzen nach der

Inokulation wird das vorher gewonnene Bild bestéatigt und im Fall der Pflanzen

der Linie VY.04 noch verstarkt.
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Abb. 4.41 Grafische Darstellung der korrigierten prozentualen Anteile der "C in
den viral - abgeleiteten Sequenzen der resistenten und anfalligen

Pflanzen

iR: instabile Resistenz; I: Immunitat; rR: recovery Resistenz; a: anféllig
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Im direkten Vergleich der resistent - (s. Abb. 4.41; oberes Diagramm) bzw. der
anfallig reagierenden Pflanzen (s. Abb. 4.41; unteres Diagramm) derselben
Linie vor und nach der Inokulation, wird durch die Korrektur der prozentualen
MC Werte ebenfalls der unter 4.7.4.3 gewonnene Eindruck bestéatigt. Wahrend
im Mittel die Methylierung in den resistent reagierenden Pflanzen von 9,6 % auf
28,5 % ansteigt, bleibt sie in den anfallig reagierenden Pflanzen mit 24,4 % vor
und 22,1 % nach der Auspragung der Symptome nahezu konstant.

Im Einzelnen nimmt die C - Methylierung in den resistenten Pflanzen der Linie
PV.14, PVY¢s.09 und VY.04 nach der Inokulation stark zu, wahrend sie in den
anfélligen Pflanzen der gleichen Linien abnimmt. Innerhalb der recovery
resistent reagierenden Linie VY.07 wurden in beiden Pflanzen nach der
Inokulation mehr ™C detektiert, wahrend in der ebenfalls recovery resistent
reagierenden Linie PVY.13 die C - Methylierung nach der Inokulation in beiden

Pflanzen abnahm.

4.8.4.4 Analyse der Verteilung der ™C innerhalb der viral -
abgeleitenden Sequenzen

Zur Untersuchung, der Korrelation zwischen der Methylierung der C der viral -
abgeleiteten Sequenz und der Resistenz, wurde neben der Anzahl auch die
Verteilung der ™C analysiert.

In Abb. 4.42 ist maBstabsgetreu die PVY - Sequenz des Konstruktes PVY
(PVY) dargestellt. Insgesamt sind alle 167 C, die in der Sequenz auftreten, mit
je einem Balken dargestellt.

Alle sC werden durch langeren Balken dargestellt, wéhrend die kurzen Balken
die aC reprasentieren. Die leeren Felder stehen fiir die Nukleotide G, T und A.

Luluumunmuummmmmmuumuummmmmd

Abb. 4.42 Darstellung aller in der Sequenz vorkommenden Cytosin - Reste
(Konstrukt PVY)

In den Abb. 4.43 bis Abb. 4.47 sind die Verteilungen der ™C der viral -
abgeleitenden Sequenzen der einzelnen untersuchten Pflanzen in derselben
Form dargestellt. Die magentafarbenen Balken reprasentieren in diesen
Grafiken jeweils den Anfang und das Ende der PVY abgeleiteten Sequenz im

jeweiligen Konstrukt.
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Pflanze PVY;.09.06 (immun)

v ‘

" NI ININNART .
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Pflanze PVY;.09.15 (anfallig)
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Abb. 4.43 Grafische Darstellung der Verteilung der ™C innerhalb der viral -
abgeleiteten Sequenz des Konstruktes PVY¢q
v I: vor Inokulation; n I: nach Inokulation
rote Balken repréasentieren die, durch die Primer methyliert erscheinenden C;
Darstellung ohne die angefligten synthetischen (CG)y, da diese nach der
Modifikation nicht mehr detektierbar waren;

Pflanze PV.14.13 (instabil immun)
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Abb. 4.44 Grafische Darstellung der Verteilung der ™C innerhalb der viral -
abgeleiteten Sequenz des Konstruktes PV
v |: vor Inokulation; n I: nach Inokulation

Bei den dargestellten Verteilungen der "C in den Abbildungen Abb. 4.43 und
Abb. 4.44 konnte bei den resistent reagierenden Pflanzen nach der Inokulation
eine Ausbreitung der Methylierung vom 3' - in Richtung 5' - Ende beobachtet

werden, wahrend die Verteilung der ™C in der anfélligen Pflanze nahezu
konstant blieb.
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Pflanze VY.04.04 (immun)

vl |

nl ‘

(Y

Pflanze VY.04.10 (anfallig)
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nl

Abb. 4.45 Grafische Darstellung der Verteilung der ™C innerhalb der viral -
abgeleiteten Sequenz der Linie VY.04

v |: vor Inokulation; n I: nach Inokulation

Die ™"C der immun reagierenden Pflanze VY.04.04 (s. Abb. 4.45) ist nach der
Auspragung der Resistenz auf die 3' - gelegenen Halfte der viral - abgeleiteten
Sequenz konzentriert, wahrend sich die Position der ™C in der anfilligen

Pflanze zum gleichen Zeitpunkt leicht in Richtung 5' - Ende verschiebt.

Pflanze VY.07.06 (recovery resistent)

vl

nl

Pflanze VY.07.10 (anfallig)

vl

nl ‘

1

i

Abb. 4.46 Grafische Darstellung der Verteilung der ™C innerhalb der viral -
abgeleiteten Sequenz der Linie VY.07

v |: vor Inokulation; n I: nach Inokulation

Die Methylierung breitet sich in beiden Pflanzen der Linie VY.07 nach der

Inokulation in &' - Richtung aus. In der anfélligen Pflanze nahm allerdings auch

im 3' - Bereich die C - Methylierung stark zu (s. Abb. 4.46)
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Pflanze PVY.13.10 (recovery resistent)

V! Wl Rl

" ] | | |
Pflanze PVY .13.15 (anfallig)
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Abb. 4.47 Grafische Darstellung der Verteilung der ™C innerhalb der viral -
abgeleiteten Sequenz des Konstruktes PVY
v |: vor Inokulation; n I: nach Inokulation;
rote Balken reprasentieren die durch die Primer methyliert erscheinenden C;

Bei der recovery resistent reagierenden Pflanze der Linie PVY.13 waren die "C
nach der Inokulation Uber die gesamte viral - abgeleitete Sequenz verteilt,
wahrend bei der anfalligen Pflanze keine methylierten C mehr detektiert werden
konnten (s. Abb. 4.47).

4.8.5 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Ermittlung einer
Korrelation zwischen der DNA Methylierung und einer PVY -
Resistenz

In den Pflanzen der Linien PVY¢g.09, PV.14 und VY.04, die mit Immunitat und
einer instabilen Resistenz auf die Inokulation mit PVY reagierten, konnte eine
Korrelation der DNA Methylierung mit der Resistenz nachgewiesen werden.

Die bei Testbeginn héhere DNA Methylierung in den anfalligen Pflanzen nahm
nach der PVY - Inokulation und der Auspragung der Symptome ab, wahrend sie
in den resistent reagierenden Pflanzen nach Etablierung der Resistenz stark
zunahm (vgl. Abb. 4.40). Die Methylierung breitete sich dabei in den resistent
reagierenden Pflanzen der Linien PV.14 und PVY¢g.09 vom 3' - zum 5' - Ende
aus, in der Pflanze der Linie VY.04 konzentrierte sie sich in der C - terminalen
Halfte. Allerdings wurde der Methylierungsgrad der DNA der Pflanze VY.04.04
erst 63 Tage spater untersucht, als in den zuerst genannten Pflanzen.

In den anfélligen Pflanzen dieser drei Linien blieb das C - Methylierungsmuster
nach der Infektion hingegen nahezu unverandert erhalten.
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Far die Pflanzen der Linien VY.07 und PVY.13, die mit einer recovery Resistenz
auf die PVY - Inokulation reagierten, konnte keine Korrelation zwischen der
Methylierung und der PVY - Resistenz nachgewiesen werden. Wahrend in
beiden Pflanzen der Linie VY.07 die Methylierung nach der Inokulation zunahm
und sich in 5' - Richtung ausbreitete, nahm die Methylierung in den beiden
Pflanzen der Linie PVY.13 ab.
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5 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob eine Korrelation
zwischen der DNA Methylierung viral abgeleiteter Sequenzen und der RNA
vermittelten Resistenz in transgenen N. benthamiana Pflanzen besteht. Zur
Etablierung der Virusresistenz in den Pflanzen, wurden verschiedene Ansatze
gewahlt, um weitergehende Kenntnisse zur gentechnischen Erzeugung einer
RNA vermittelten Resistenz gegen Kartoffelviren zu erarbeiten.

Verschiedene Autoren haben far PVY gezeigt (s. Tab. 1.2), dass unter
Verwendung der gesamten CP kodierenden Sequenz eine RNA vermittelte
Resistenz, sowohl in Tabak-, als auch Kartoffelpflanzen etabliert werden kann.
Bei der RNA vermittelten Resistenz, deren Grundlage das PTGS bildet
(s. Einleitung), liegen in der Regel im Zytoplasma der transgenen Pflanzen
keine vom Transgen exprimierten viralen Proteine vor. Unter dem Aspekt der
Biologischen Sicherheit fihrt ein Fehlen von nicht exprimierten viralen CP zur
Unterdriickung einer heterologen Enkapsidierung und kann ev. auch das
Auftreten synergistischer Effekte minimieren. Durch Verwendung von kurzen
viralen Sequenzen zur Resistenzerzeugung, wird die Wahrscheinlichkeit von
Rekombinationsereignissen reduziert. Zudem liegen beim PTGS nur sehr
wenig RNA Transkripte im Zytoplasma vor (TEPFER, 2002; Missiou et al.,
2004). Dass nicht die gesamte kodierende Sequenz eines Transgens zur
Erzeugung einer RNA vermittelten Resistenz vorliegen muss, zeigten PANG et
al. (1997), die unter Verwendung der Halfte der kodierenden Sequenz des N-
Gens (387 bp) eine TSWV Resistenz in Tabak etablieren konnten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde geprift, inwieweit sich die oben genannten
Ergebnisse auf das Wirts - Virus - System: PVY - N. benthamiana Ubertragen
lieBen. Dazu wurde zunachst der Einfluss der Transkriptldnge von sechs nicht
translatierbaren Einzelstrang - Konstrukten auf die Etablierung einer RNA
vermittelten Virusresistenz in N. benthamiana untersucht. Die PVY CP
Sequenzfragmente weisen hierflir LAngen von 109 bp, 274 bp, 382 bp, 592 bp,
614 bp und 842 bp auf. Diese Sequenzen wurden unter Kontrolle des
doppelten CaMV 35S Promotors gebracht und mit einem CaMV Poly(A) -
Signal versehen. Nach Klonierung in den bindren Vektor pLX_ 222 wurden
N. benthamiana Pflanzen mittels Agrobakterium vermitteltem Gentransfer stabil

165



Diskussion

transformiert. Das Hullprotein wurde in diesen Pflanzen nicht exprimiert, was
exemplarisch mittels Western Blot Gberprift wurde (s. 4.7). Der anschlieBende
Resistenztest zeigte, dass nur mit drei Konstrukten eine RNA vermittelte PVY
Resistenz in den Pflanzen erreicht werden konnte (s. 4.2, s. 4.6 und Ubersicht
in Abb. 5.1).

Anzahl
51 A s s

Linien

Pkk — > 0

Pk - » 0

P > 0

PV > 2

vY > 6

PVY > 2

Abb. 5.1 Schematische Darstellung der verwendeten CP - Fragmente des PVY
und Angabe der Anzahl der resistenten Linien

Mit 109 bp - 382 bp langen Fragmenten aus der zentralen Region des PVY CP
konnte keine RNA vermittelte Virusresistenz in den N. benthamiana Pflanzen
etabliert werden. Erst CP - Sequenzen von =600 bp erzeugten eine PVY
Resistenz. Ein ahnliches Ergebnis wurde von ZHU et al. (2004) berichtet, die
drei unterschiedlich lange PVY CP - Fragmente (202 bp, 417 bp und 603 bp)
vom 3’ Ende der kodierenden Sequenz auf ihre Fahigkeit eine Resistenz in
N. tabacum (var NC89) vermitteln zu kdénnen, untersucht haben. Sie
detektierten in 8 bzw. 10% der untersuchten Linien immune Pflanzen, sofern
417 bp respektive 603 bp der viralen Sequenz im Transgen vorlagen. Im
Gegensatz dazu wurden mit den = 600 bp Fragmenten im Rahmen dieser
Arbeit in 16 - 54% der getesteten Linien resistente Pflanzen erzeugt. Innerhalb
der VY - Linien, die den 3’ kodierenden CP Bereich enthalten, traten dabei in
mehr als der Halfte der untersuchten Linien resistente Pflanzen auf. Die
Effizienz war damit mehr als doppelt so hoch, wie in der Literatur beschrieben,
da unterschiedliche Autoren eine effiziente Auspragung der Resistenz nur in
5% bis 20% der Linien unter Verwendung vergleichbarer Konstrukte
beobachteten (BAuLCOMBE, 1996; SIJEN et al., 1996; WATERHOUSE et al., 1998;
ZHU et al., 2004).

Aus dem hohen Prozentsatz resistenter Linien des VY Konstruktes, ist

abzuleiten, dass das 3' Ende der Protein kodierenden Sequenz besser
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geeignet ist eine Resistenz zu vermitteln, was auch ZHuU et al. (2004) aus ihren
Ergebnissen folgern. Diese Effizienz wird Uberraschender Weise verringert,
wenn die gesamte translatierbare CP Sequenz wie im Konstrukt PVY vorliegt.
Dieser Effekt wurde auch von PANG et al. (1997) beobachtet, wenn die gesamte
N - Gen Sequenz in den Pflanzen vorlag.

Das generell nicht alle Linien resistente Pflanzen zeigen, liegt méglicherweise
daran, dass in unabhangigen Transformanden unterschiedlich viele Kopien des
Transgens an verschiedenen Stellen im Genom integriert werden (VAUCHERET
et al., 1998), die positiv mit dem PTGS korrelieren (PANG et al., 2000).

Auch innerhalb der Linien ist die Effizienz der Resistenzausgepragung
unterschiedlich. Wahrend in den Linien der Konstrukte PV und PVY 6 - 26%
der getesteten Pflanzen eine Resistenz zeigten, waren es in Linie VY 13 - 93%.
Da heterozygote T1 Pflanzen getestet wurden, konnte nicht erwartet werden,
dass alle Pflanzen eine PVY Resistenz zeigen. Auch SMITH et al. (1994) fanden
in genotypisch gleichen Pflanzen resistente und anféllige Individuen, was sie in
dem inhomogenen Transkript - Gehalt begriindet sehen.

GOODWIN et al. (1996), BITKO UND BARIK (2001) und CARRINGTON (2001)
vermuten, dass die virale Sequenz bestimmte Sekundarstrukturen aufweist, die
sie vor einer Degradation schitzt. Sofern diese Sequenzen im Transgen
enthalten sind, wirden in der Pflanze ineffektive siRNAs entstehen, die keine
Degradation des Virus bewirken wirden. Diese These wird durch
Untersuchungen von PRINS et al. (1997) untermauert, die gezeigt haben, dass
nicht mit allen Sequenzbereichen der N - und M - RNA und mit keinem
Fragment der L - RNA des TSWV eine Resistenz in N. tabacum etabliert
werden konnte. Die Transkriptionseffizienz der pflanzlichen RdRp, die zur
Produktion der dsRNA in Pflanzen essentiell ist, hangt ebenfalls stark von der
Sequenz des Templates ab (SCHIEBEL et al., 1993).

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse dieser Arbeit, da es mit beiden
ca. 600 bp langen Fragmenten, sowohl aus dem 5' - (PV) als auch dem 3'-
gelegenen Bereich (VY) der CP kodierenden Sequenz, méglich war, resistente
Pflanzen herzustellen. Genauso konnten PANG et al. (1997) jeweils mit beiden
Halften des TSWV N - Gens erfolgreich resistente Pflanzen produzieren.
Demnach wére nicht die Sekundarstruktur der Sequenz, sondern vor allem die
Lange der Pathogen abgeleiteten Sequenz fir die Resistenzauspragung
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entscheidend. Aufgrund der Ergebnisse der zitierten Arbeiten, kann abgeleitet
werden, dass eine minimale Lange der Pathogen abgeleiteten Sequenz von
400 - 500 bp im transgenen Einzelstrangkonstrukt, unter Kontrolle eines
starken Promotors, wie des verdoppelten CaMV 35S, vorliegen muss, damit
erfolgreich eine Virusresistenz in Tabak Pflanzen etabliert werden kann. Nach
der Untersuchung von PRINS et al. (1997), dass es mit Sequenzen der L - RNA
des TSWYV nicht mdglich war eine Virusresistenz zu etablieren, kann allerdings
nicht ausgeschlossen werden, dass bestimmte Sequenzen Uberhaupt nicht in

der Lage sind Resistenzen in Pflanzen zu vermitteln.

Es gibt mehrere Erklarungsansatze, warum eine bestimmte Lange der viralen
Sequenz zur Erzeugung einer Resistenz notwendig ist. Zu den
Voraussetzungen fir das Auslésen des PTGS muss eine hohe
Transkriptionsrate vorliegen, da mit promotorlosen Konstrukten keine Resistenz
in Pflanzen etabliert werden kann (PANG et al., 1993; DOUGHERTY et al., 1994;
SIJEN et al., 1996; PALAuQuUI et al., 1997). Die Auspragung des PTGS reagiert
dabei schon auf geringe Anderungen der Transkript - Menge (ENGLISH UND
BauLcomBE, 1997). Da diese positiv mit der Lange der transgenen Sequenz
korreliert (PRINS et al., 1997), kdnnten von kurzen transgenen Sequenzen, nur
wenig Transkripte entstehen, so dass keine Induktion des PTGS stattfindet.
Einen weiteren Einfluss auf die Transkription hat der Grad der DNA -
Methylierung, da dicht methylierte Gene oft inaktiv sind, durch Demethylierung
aber reaktiviert werden (MURFETT et al, 2001). In diesem Zusammenhang
kénnte die Position der Transgen - Insertion in das Genom eine Rolle spielen,
da die Integration in hypermethylierte Regionen zu einer Hypermethylierung
des Transgens fuhrt, wobei die Insertion in eine hypomethylierte Region auch
in einem hypomethylierten transkriptionell aktiven Transgen resultiert (PROLS
UND MEYER, 1992; MEYER UND HEIDMANN, 1994). Hypermethylierte Regionen
sind transkriptionell inaktiv, was vermutlich darauf beruht, dass sich
methylbindende Proteine an die methylierte DNA anlagern, wodurch eine
kompakte, kondensierte Chromatinstruktur entsteht, von der bekannt ist, dass
sie transkriptionell weniger aktiv ist (HOHN et al., 1996; AGRAWAL et al., 2003).
Neben der differenziellen Transkriptproduktion, kann auch der Verbleib der
mMRNA im Zytoplasma einen Einfluss auf die Ausbildung des PTGS haben. QUE
et al. (1997) und VAUCHERET et al. (1997) vermuten, dass die geringe Stabilitat
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von kurzen Transkripten dazu fuhrt, dass sie im Zytoplasma schnell abgebaut
werden und deshalb das PTGS nicht ausgelést werden kann.

Auch die Lokalisierung der Transkripte kénnte einen Einfluss auf das PTGS
haben. So missen mRNAs 5-(cap) Strukturen aufweisen und polyadenyliert
sein, um effizient ins Zytoplasma exportiert zu werden. Im Zusammenhang mit
dem PTGS, sowohl transgener (GOODWIN et al., 1996; ENGLISH et al., 1996;
TANZER et al., 1997), als auch endogener Gene (SMITH et al., 1994), wird
jedoch immer wieder das Auftreten verkirzter depolyadenylierter Transkripte
festgestellt (DEPICKER UND MONTAGU, 1997; METZLAFF et al., 1997), so dass die
geringe Anzahl von Transkripten im Zytoplasma auch durch einen ineffizienten
Transport aus dem Kern resultieren kénnte (CAPONIGRO und PARKER, 1996). In
diesem Fall wirden die Transkripte nicht mit der im Zytoplasma lokalisierten
RdRp in Kontakt kommen, so dass die dsRNA als Ausléser des PTGS nicht
gebildet werden kann. TENLLADO (2004) gibt zu bedenken, dass kurze mRNAs
nicht erkannt werden und/oder nicht als Substrat fir die RdRp markiert werden
kénnen. Welcher Faktor nun explizit dazu fuhrt, dass keine bzw. ineffiziente
Transkripte gebildet werden, bleibt fraglich. Durchaus vorstellbar ist eine
Kombination der oben aufgeflhrten Punkte.

Transgene Pflanzen mit den PV, VY und PVY Konstrukien einer Linie zeigten
immer  eine  einheitliche  Resistenzreaktion, allerdings reagierten
unterschiedliche Linien eines Konstruktes zum Teil verschieden. Neben
anfalligen und resistenten, wurden auch recovery resistente Pflanzen
beobachtet (Definition s. 4.6).

Das Phanomen der recovery Resistenz kann am besten mit dem Threshold
Modell von BAULCOMBE (1996) erklart werden. Darin beschreibt BAULCOMBE,
dass die Akkumulation von abRNAs Uber einen bestimmten, aber nicht
definierten Schwellenwert, das PTGS auslést. Betrachtet man das Phanomen
der Pramunisierung, bei der nach Infektion mit einem leichten Stamm eines
Virus eine Resistenz gegen eine folgende Infektion eines schweren
Virusstammes vorliegt, scheint eine entscheidende Rolle eher den siRNAs
zuzukommen, die durch die Primarinfektion entstanden sind (COVEY et al.,
1997; RATCLIFF et al., 1999; XIN UND DING, 2003). Bei der Sekundarinfektion mit
einem homologen Virus, kdénnen die vorliegenden siRNAs (WANG UND

METZLAFF, 2005), zur sofortigen Degradation der viralen RNA beitragen und die
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Uberwindung des pflanzeneigenen Abwehrmechanismus durch das Virus
erfolgreich unterdriicken.

MutmaBt man, dass die Virusdegradation nicht durch die Uberschreitung einer
bestimmten abRNA Konzentration, sondern durch die Akkumulation der
siRNAs dber einen gewissen Schwellenwert ausgeldst wird, kébnnte man das
Ph&nomen der recovery Resistenz wie folgt erklaren:

Liegen die siRNAs des Transgens bereits vor einer Infektion mit dem
homologen Virus vor, wird das Virus sofort degradiert und die Pflanze wird nicht
systemisch infiziert (MUELLER et al., 1995; SIJEN et al., 1996; ENGLISH et al.,
1996, KALANTIDIS et al., 2002). Liegen zum Zeitpunkt der Infektion nur wenige
siRNAs vom Transgen vor, besteht zum einen die Mdglichkeit, dass durch
einen viralen Suppressor, wie HCPro, alle siRNAs eliminiert werden (LLAVE et
al., 2000; MALLORY et al., 2001) und das Virus die Pflanze erfolgreich infizieren
kann. Liegen allerdings so viele siRNAs in der Zelle vor, dass sie einerseits
nicht durch HCPro eliminiert werden kdnnen, andererseits aber auch nicht die
vollstandige Degradation des Virus bewirken, kdnnten die bei der Replikation
des Virus entstehenden sekundaren siRNAs zur Uberschreitung des siRNA -
Schwellenwertes fihren. Durch den folgenden zyklischen
Amplifikationsprozess, in dem die zellulare RdRp existierende siRNAs als
Primer nutzt und auf diese Weise den Grad des PTGS verstarkt (SIJEN et al.,
2001), kann erfolgreich die gesamte virale RNA abgebaut werden, so dass
symptomfreie Neuaustriebe gebildet werden, die phanotypisch eine reocvery
Resistenz charakterisieren.

Diese These wird dadurch unterstitzt, dass ein Grossteil der silencing
assoziierten endogen gebildeten siRNAs in Tabak am 2’ Hydroxyl - Rest der
terminalen Ribose durch eine Methylgruppe modifiziert sind (Yu et al., 2005),
wodurch sie nicht als Primer fir die RdRp fungieren und die virale RNA nicht
amplifiziert werden kann (EBHARDT et al., 2005). Eine Modifikation der am
viralen Genom entstehenden siRNAs hingegen, wird durch HCPro
unterbunden, so dass eine Ausbreitung des Silencing Uber das virale Genom
durch die RdRp ermdéglicht wird und das Virus degradiert werden kann
(EBHARDT et al., 2005). Die Zunahme der siRNAs nach einer Virusinfektion
kénnte mdglicherweise nicht ausschlieBlich durch die Synthese sekundarer

siRNAs ansteigen, sondern auch aus der gesteigerten Aktivitat der RdRp
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resultieren. YANG et al. (2004) haben gezeigt, dass in N. tabacum eine RdRp
existiert, die durch Salicylsaure, die in der Pathogenabwehr eine entscheidende
Rolle einnimmt, induziert werden kann, was fur die Virusabwehr von
entscheidender Bedeutung ist (VAzQUEZ-ROVERE et al., 2002).

Eine vOllig andere Erklarung der recovery Resistenz liefern die Untersuchungen
von PANG et al. (2000), die in Squash mosaic Virus transgenen Kirbispflanzen
ein recovery nach 20-40 Tagen beobachteten. Erfolgte die Inokulation erst zu
diesem Zeitpunkt, reagierten die Pflanzen mit einer Immunitat, was nahe legt,
dass die Resistenz auch durch die Entwicklungsstadien der Pflanze und nicht
durch die Virusinfektion ausgel6st wird (PANG et al., 2000). Eine
entwicklungsabhangige Resistenz wurde auch in transgenem Salat beobachtet,
bei dem spat inokulierte Pflanzen resistent reagierten, im Gegensatz zu friih
inokulierten, die anfallig waren (PANG et al., 1996).

Eine Verbindung der beiden Mechanismen liegt in der entwicklungsabhangigen
Expression der siRNAs. Missiou et al. (2004) zeigten, dass in Pflanzen in
denen spater viele siRNAs vorliegen, in der Gewebekultur noch keine siRNAs
nachweisbar sind, aber die Konzentration im Lauf der Zeit kontinuierlich
ansteigt. Zu diesem Ergebnis passt die Kenntnis, dass das PTGS - gemessen
am Vorliegen der siRNAs - wahrend bzw. durch die Meiose zurlickgesetzt wird
(DEHIO UND SCHELL, 1994; DORLHAC DE BORNE et al., 1994; VAUCHERET et al.,
1995; BALANDIN UND CASTRESANA, 1997). Laut BALANDIN UND CASTRESANA
(1997) taucht es ein paar Wochen nach der Keimung wieder auf und bleibt
wahrend der gesamten vegetativen und generativen Entwicklung in allen
Blattern erhalten.

In den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Pflanzen, wurde die Menge der
vorliegenden siRNAs nicht bestimmt, so dass das Auftreten der siRNAs und die
Auspragung der recovery Resistenz nicht in Korrelation gesetzt werden
konnten. Bei Betrachtung der Ergebnisse fallt allerdings auf, dass die recovery
resistent reagierenden Pflanzen alle 20-40 dpi symptomlose Neuaustriebe
zeigten (s. Tab. 4.12 und Tab 4.16), so dass eine entwicklungsabhangige
recovery Resistenz zu vermuten ist.

Bei der Resistenztestung tber 14 Monate, zeigte sich, dass die Resistenz in
einigen Pflanzen nach sieben Wochen durch PVY gebrochen werden konnte.

Auch TENLLADO (2004) beschreibt in transgenen Pflanzen eine Verzégerung
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der Symptom Expression von mehreren Wochen und vermutet, dass eine
reduzierte Anzahl kompetenter Infektionsherde in den inokulierten Blattern
erhalten bleibt, deren Virusgehalte unterhalb der Nachweisgrenze des ELISA
oder Northern - Blot liegen. GUo et al. (1999) gelang es allerdings mittels RT-
PCR geringe Spuren viraler RNA in recoverten Pflanzen nachzuweisen.

Ein anschaulicheres Beispiel lieferten VAN DEN BOOGAART et al. (2004) durch
Pfropfungsversuche mit Erbse. Nach Pfropfung eines nicht transgenen Reis auf
eine recoverte transgene Erbsenunterlagen wurde das Reis infiziert. Da diese
Infektion nur aus dem recoverten Gewebe erfolgt sein kann, missen darin
infektidse Viruspartikel - ev. nur in extrem kleine Mengen - vorliegen. Es wird
vermutet, dass die Viren zum Schutz vor der Degradation nicht deassemblieren
und/oder sich durch Lokalisierung in bestimmten Geweben oder
Gewebsstrukturen dem Abbau entziehen.

FOr die Zukunft sollte aus diesen Ergebnissen abgeleitet werden, dass ein
Resistenztest transgener Pflanzen CUber 4-8 Wochen, wie er normal
durchgefuhrt wird, zu kurz sein kann, um die Resistenzreaktion einer Pflanze

nach einem Virusbefall dauerhaft bewerten zu kénnen.

Die gebildeten Symptome in Form kleiner chlorotischer Flecken (s. Abb. 4.24),
die in diesen Pflanzen auftraten waren eindeutig auf eine PVY Infektion
zurtickzufthren. Heute ist bekannt, dass virale Suppressoren mit dem miRNA
Pathway interagieren und so eine deregulierte Expression von Wirtsgenen
verursachen, da Ziele der miRNAs meist Transkriptionsfaktoren sind, die fir die
Meristemidentitat, Zellteilung, Organentwicklung und -polaritdt nétig sind
(CARRINGTON UND AMBROS, 2003). Deren Beeinflussung fuhrt zur Verdnderung
des Phanotyps von Pflanzen, die in ihrer Erscheinung oft denen virusinfizierter
symptomtragender Pflanzen gleichen (LLAVE et al., 2002; MALLORY et al., 2002;
CARRINGTON UND AMBROS, 2003; KASSCHAU et al., 2003; CHEN et al., 2004;). Die
kleinen chlorotischen Flecken entstehen also scheinbar, wenn nach der
Replikation des PVY in einigen Zellen, durch die deregulierende Wirkung der
HCPro auf endogene miRNAs, eine Symptomausbildung stattfindet. Dieses
geschieht nur in einem begrenzten Bereich und eine systemische Infektion des
Virus, einhergehend mit einer vollstandigen Unterdrickung des pflanzlichen
Abwehrmechanismus und Ausbildung systemischer Symptome, scheint nicht

moglich zu sein.
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Dieser Umstand wirft die Idee auf, dass Proteine, die an der Ausbreitung des
PTGS Uber kurze Distanzen (ca. 15 Zellen) beteiligt sind, eine Rolle spielen. Zu
diesen Enzymen gehért die als RDR6 bezeichnete RdRp (ehemals als
SDE1/SGSS3 bezeichnet) aus A. thaliana (BAuLcOMBE, 2004). In Pflanzen, in
denen die Funktion der RDR6 durch Mutation unterbunden wurde, fand keine
Ausbreitung des Kurzstreckensignals statt, das vermutlich durch die 21 nt
langen siRNAS gebildet wird (HIMBER et al., 2003). Das legt die Vermutung
nahe, dass die RDR6 durch die Replikation des Virus aktiviert wird, wodurch in
der nachfolgenden Prozessierungskaskade 21nt lange siRNAs entstehen, die
sich in nahegelegene Zellen ausbreiten. Das Auftreten der 21 nt langen siRNAs
kénnte diesen Zellen signalisieren, dass in direkter Nachbarschaft das PTGS
aktiviert wurde. Uber die Riickkoppelung der siRNA mit dem homologen
Transgen kénnte das PTGS in diesen Zellen aktiviert werden, so dass eine
schnelle Degradation des Virus gewahrleistet ist. Auch unter energetischen
Gesichtspunkten scheint dies fir die Pflanze sinnvoll zu sein, da nicht
kontinuierlich groBe Mengen von siRNAs produziert werden missen, aber die

Pflanze auf zellularer Ebene schnell auf eine Virusinfektion reagieren kann.

Nachdem untersucht wurde, welche Abh&ngigkeit zwischen der Lange der PVY
CP Sequenz und einer RNA vermittelten Resistenz in N. benthamiana -
Pflanzen besteht, sollte in einem zweiten Ansatz untersucht werden, ob durch
die Kombination von nicht translatierbaren CP Sequenzfragmenten des PVY,
PLRV und PVX eine multiple Virusresistenz in N. benthamiana - Pflanzen mit
nur einem Konstrukt etabliert werden kann.
Die RNA vermittelte Virusresistenz wirkt hoch spezifisch ausschlieBlich gegen
sequenzhomologe Viren. Durch Infektion einer resistenten Pflanze mit einem
heterologen Virus, kann durch die Wirkung des viralen Suppressors das PTGS
in der Pflanze unterdrickt werden, wodurch ein Verlust der Resistenz gegen
das homologe Virus resultiert (SAVENKOV UND VALKONEN, 2002; TENLLADO,
2004). Dieser Vorgang wurde von MITTER et al. (2001, 2003) in PVY resistenten
Pflanzen gezeigt, die zum Zeitpunkt der PVY Infektion bereits mit CMV infiziert
waren. Durch die Wirkung des Suppressor 2b wurde in den nach der CMV
Infektion neu entwickelten Blattern das PTGS unterdriickt (BRIGNETI et al.,
1998; LI UND DING, 2001; Lucy et al., 2000), so dass in den vorher PVY
resistenten Pflanzen eine PVY Infektion von diesen Blattern aus erfolgen
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konnte. SAVENKOV UND VALKONEN (2001) zeigten, dass PVA resistente Pflanzen
nach vorangegangener PVY Infektion nicht mehr PVA resistent waren. Diese
Ergebnisse zeigen, dass Viren aus derselben oder einer unterschiedlichen
Familie in der Lage sind eine Resistenz zu unterdriicken. Dieses Risiko wirde
in Pflanzen mit einer multiplen Virusresistenz minimiert werden.

Die Etablierung einer Resistenz gegen mehrere Viren wurde durch
Kombination translatierbarer viraler Gene, die jeweils unter Kontrolle eines
eigenen Promotors standen, bereits mehrfach gezeigt. Durch die Kombination
von N-Genen der Tospoviren TSWV, Tomato chlorotic spot virus und
Groundnut ringspot virus wurde z.B. eine multiple Resistenz in Tabakpflanzen
etabliert (PRINS et al.,, 1995). Durch Expression der CP Gene des CMV,
Watermelon mosaic virus 2 und Zucchini yellow mosaic virus wurde eine
Resistenz in Klrbis und Melone erzeugt (FUCHS UND GONSALVES, 1995 ; TRICOLI
et al., 1995; FUCHS et al., 1997; FucHs et al., 1998) und auch die Expression
der CP Sequenzen der Kartoffelviren PVY und PVX flhrten zum Auftreten
resistenter Kartoffelpflanzen (LAWSON et al., 1990; KANIEWSKI et al., 1990). Aus
den Experimenten von LAWSON et al. (1990) und KANIEWSKI et al. (1990) wurde
abgeleitet, dass durch die Expression von CP Fragmenten des PVY und PVX
eine Resistenz gegen diese beiden Viren etabliert werden kann.

Einen weiteren Einfluss auf das Konstruktdesign hatten Arbeiten von JAN et al.
(2000 a, b), in denen gezeigt wurde, dass virale N - Gen Sequenzfragmente
des TSWV mit einer Lange von = 218 bp, die fUr sich allein exprimiert keine
Resistenz bewirken, durch die transkriptionelle Fusion an ein Reportergen oder
das translatierbare CP des TuMV, Resistenz vermitteln. Die vorangestellte
Proteinsequenz Ubernimmt in diesen Konstrukten die Funktion einer silencer
DNA und stabilisiert wahrscheinlich das Transkript.

Um zu untersuchen, ob die Verlangerung der 109 - 382 bp langen PVY CP -
Sequenz ebenfalls Transkript stabilisierend wirkt und diese Sequenzen dadurch
in der Lage sind eine Resistenz zu vermitteln, wurden unterschiedliche, der
unter 5.1. beschriebenen Konstrukte mit CP Sequenzen des PLRV (269 bp)
und des PVX (291 bp) verlangert (s. Abb. 4.9).

In keiner der 26 getesteten Linien wurde eine PVY Resistenz beobachtet. Da
JAN et al. (2000b) in einem Versuch, in dem sie Teile der N - Gen Sequenz des
TSWV an die kodierende CP Sequenz des TuMV fusioniert hatten,
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Resistenzen gegen TuMV, TuMV + TSWYV, aber nie ausschlieBlich gegen
TSWYV beobachten konnten, wurde die Resistenztestung gegen PLRV und PVX
in den hergestellten Linien nicht durchgefihrt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die Verlangerung <382bp langer PVY CP
Sequenzen mit viralen CP Fragmenten heterologer Viren, nicht positiv auf die
Etablierung einer PVY Resistenz in N. benthamiana Pflanzen auswirkt.

Die proteinkodierende Sequenz wirkt offensichtlich anders, als eine
Kombination nicht translatierbarer Sequenzen. Entweder hat die
proteinkodierende Sequenz einen starker stabilisierenden Effekt, oder sie
enthalt Sequenzelemente, die fir die Aktivierung des PTGS nétig sind (JAN et
al., 2000b).

Von SMITH et al. (2000) wurde berichtet, dass durch invertierte Spiegelung der
Nla Sequenz des PVY eine Resistenz gegen PVY in N. tabacum etabliert
werden kann. Diese Information wurde auf das Kartoffelvirus - N. benthamiana
System Ubertragen, indem das Konstrukt PPX (s. Abb. 4. 9) als inverted repeat
Konstrukt hergestellt wurde und entweder ein selbstspleiBendes Intron oder
(CG)1o als Zwischenstick verwendet wurden. (s. Abb. 4.14). Nach stabiler
Transformation in N. benthamiana Pflanzen wurden Nachkommen der T1
Generation auf eine PVY Resistenz untersucht, wobei in jeweils drei der zehn
pro Konstrukt untersuchten Linien PVY resistente Pflanzen beobachtet wurden
(s. Tab. 4.5.). Durch invertierte Anordnung der kombinierten viralen Sequenzen
war es also mdglich, mit dem 382 bp langen PVY CP Fragment eine PVY
Resistenz zu etablieren.

Auffallig dabei war, dass innerhalb der resistenten PPX+Intron-XPP Linien
weniger resistente Pflanzen detektiert wurden als in den PPX+CG-XPP Linien.
In anderen Beispielen wurde durch den Einbau von Intron Sequenzen als
Spacer die Effizienz der Konstrukte eine Resistenz zu vermitteln auf bis zu
100% gesteigert (CHUANG UND MEYEROWITZ, 2000; SMITH et al., 2000), was
darauf zurlGckgefihrt wird, dass nach dem SpleiBen des Introns die beiden
Enden des Transkriptes leichter miteinander hybridisieren kbnnen und dadurch
die PTGS auslésende dsRNA bilden (SMITH et al., 2000). MITTER et al. (2003)
stellten zudem fest, dass die dsRNA eines IR Konstruktes effektiver degradiert

wird, als die einzelstrangige Intron Sequenz.
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Pflanzen der PVY resistent reagierenden Linien wurden im Folgenden auf eine
PLRV bzw. PVX Resistenz hin untersucht, wobei in keinem Fall eine Resistenz
etabliert werden konnte. In den PLRV infizierten Pflanzen war der Virustiter
allerdings variabel (TPIA, s. Abb. 4.16) was darauf hindeutet, dass in einzelnen
Pflanzen die Replikation oder Ausbreitung des PLRYV leicht gehemmt wurde.

Im Rahmen der PVX Resistenztestung kam es im Frihsommer 2003 im
Gewachshaus zu Temperaturen von Uber 35°C. In Folge dieser hohen
Temperaturen war die Symptomauspragung der Pflanzen nicht eindeutig, da
sie wiederholt verschwanden und ausgebildet wurden. Selbst nicht transgene
Kontrollpflanzen erschienen zeitweise symptomlos und zeigten im ELISA keine
erhéhte Absorption (s. 8.7). Aufgrund der negativen ELISA Werte fir die
Kontrollpflanzen und die wechselnde Symptomatik, ist das Ergebnis dieses
Tests nicht aussagekraftig. Da aber alle Pflanzen 7 dpi und im Neusaustrieb
nach einem Ruckschnitt Symptome zeigten, wird davon ausgegangen, dass
alle PVX infiziert waren, mit Ausnahme der einen Pflanze des Konstruktes
PPX+Intron-XXP, die 7dpi keine Symptome zeigte.

Diese Ergebnisse Uberraschten, da angenommen wurde, dass die gesamte
Lange der invertierten Sequenzen hybridisiert, so dass dsRNA der drei CP
Sequenzfragmente vorliegt und durch PTGS eine Resistenz gegen PVY, PLRV
und PVX resultiert. Da mit diesen Konstrukten einzig eine Resistenz gegen
PVY etabliert werden kann, wird vermutet, dass die invertierten Sequenzen nur
im Bereich der PVY CP Sequenz hybridisieren. Im Bereich der PLRV und PVX
abgeleiteten Sequenzen wird die dsRNA Bildung ev. durch Vorliegen
besonderer Sekundarstrukturen verhindert. Ob die Sekundarstruktur oder die
Position der CP Sequenz in dem Konstrukt einen Einfluss auf die Bildung der
dsRNA hat, kann aus diesem Ergebnis nicht abgeleitet werden. Einen Hinweis
darauf wirden transgene Pflanzen liefern, bei denen die Reihenfolge der
viralen CP Sequenzen innerhalb des inverted repeats vertauscht ware.
Grundsatzlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch in diesem Fall
ausschlieBlich durch die Lange der PVY CP Sequenz, die ca. 100 bp langer ist
als die der anderen beiden Viren, die Resistenz etabliert wird.

Zum Nachweis der transgenen Sequenz in den Ty Pflanzen wurden die Primer
IR2 und 35Hind eingesetzt, mit denen die 3’ gelegene invertierte Sequenz des
Konstruktes nachgewiesen wird. Die Amplifikation beider Wiederholungen mit
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den Primern 35Eco und 35Hind lieferte kein Fragment und es wurde
angenommen, dass innerhalb der DNA PCR hemmende Sekundarstrukturen
ausgebildet sind. Da aber nicht ausgeschlossen werden kann, dass die PCR
nicht erfolgreich verlief, weil das Konstrukt unvollstandig inseriert wurde, war
die Méglichkeit der dsRNA Bildung u.U. gar nicht gegeben.

Des Weiteren wurde nicht untersucht, ob das Intron ST-LS1 aus dem
Transkript tatsachlich herausgeschnitten wird. Die Analyse der Sequenzen
(s. 8.6) ergab, dass theoretisch die erforderlichen Bereiche vorhanden waren,
wodurch aber kein Beweis fir ein reales SpleiBen des Introns erbracht wird.
Die Tatsache, dass die Anzahl der Linien, in denen resistente Pflanzen
beobachtet werden, flr beide Konstrukte gleich sind, ist mdglicherweise ein
Indiz daflir, dass das Intron nicht effizient herausgeschnitten wird und die
dsRNA Bildung folglich nicht effektiv stattfand.

In Prokaryonten verursachen inverted repeats eine genomische Instabilitat und
werden deswegen zerstoért (COLLINS, 1980; LILLEY, 1981; LEACH UND STAHL,
1983). Die Deletion konnte entweder durch Nukleasen erfolgen, die
palindromische Strukturen erkennen oder durch ein so genanntes
Replikations - Slipping Uber kreuzférmige Strukturen, die von inverted repeats
aufgrund der Strang internen komplementéaren Sequenzen ausgebildet werden
kénnen (MUSKENS et al., 2000). Auf diese Weise kdnnte ein Transkript
entstehen, dass die auBen gelegenen Sequenzen des inverted repeats enthalt,
wahrend die nadher am Zwischenstick lokalisierten Sequenzen fehlen. In
diesem Fall wiirde dsRNA nur im Bereich der PVY - Sequenzen entstehen.
Gegen diese Theorie sprechen die Ergebnisse von BUCHER et al. (2005), die
durch invertierte Anordnung eines nicht translatierbaren chimaren N - Gens,
das aus 150 bp langen N - Gen Fragmenten von vier unterschiedlichen
Tospoviren regeneriert wurde eine multiple Tospovirusresistenz in Pflanzen
etablieren konnten. Auch die Verwendung eines chimaren Nepoviren Gens aus
ca. 220 bp langen CP Fragmenten dreier unterschiedlicher Nepoviren flihrte
zur Ausbildung einer multiplen Resistenz (KRzCAL, pers. Komm.).

Im Vergleich zu den Arbeiten von BUCHER et al. (2005) und KRzCAL wurden im
Rahmen dieser Arbeit langere CP Fragmente von Viren aus unterschiedlichen
Familien kombiniert, die moglicherweise eher zur Ausbildung von

kreuzférmigen Strukturen flhren als kirzere Sequenzen. Der Einfluss der DNA
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Methylierung, die besonders im Zentrum der inverted repeats auftritt und zur
Transkriptionshemmung dieses Bereiches flhren soll, stammt im Gegensatz zu
den Konstrukten dieser Arbeit, aus Analysen von invertiert inserierten T - DNAs
(SIVEN et al., 1996; STAM et al., 1998; SELKER, 1999) und wird deswegen nicht
naher diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit sollte des weiteren untersucht werden, ob durch
Erweiterung viraler Sequenzen mit synthetisch hergestellten (CG)1o, eine RNA
vermittelte PVY Resistenz verbessert werden kann. CG Sequenzen sind
klassische Ziele der DNA Methylierung (GRUENBAUM et al., 1981) und durch
Einbau von (CG)1o in unterschiedliche Konstrukte (s. Abb. 5.2) sollte die DNA
Methylierung kinstlich gesteigert werden, um zu untersuchen, ob die DNA
Methylierung eine Voraussetzung fir das PTGS und damit die Virusresistenz

ist.

Anzahl
resistenter
Linien

PkKeg —* 0

Pkeg — 0

Pea. i —> 0

PVeo > 0

VY > 0

PVYqq > 3

* reprasentiert Stellen, an denen synthetische (CG);, eingefligt wurden

Abb. 5.2 Schematische Darstellung der PVY - Konstrukte, die mit
synthetischen (CG);, kombiniert wurden und Angabe der Anzahl
resistenter Linien

Mit den Konstrukten PkksgP, PkegP, PVogYPX und PogPX (s. Abb. 4.8 und
Abb. 4.9) konnte, wie mit den Konstrukten Pkkcg, Pkeg, Pcg, PVeg und VYcg,
keine PVY Resistenz in N. benthamiana Pflanzen etabliert werden.
AusschlieBlich einige Pflanzen in drei PVYcg Linien zeigten eine Resistenz. Da
mit den analogen Konstrukten PV und VY ohne (CG)io (s. Abb. 5.1) eine
Resistenz in Pflanzen etabliert werden konnte, scheint die Kombination viraler
PVY CP Sequenzen mit synthetischen (CG)qo die Resistenzausbildung negativ

zU beeinflussen.
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Zur Klarung, ob die Methylierung durch den Einbau der (CG)io gesteigert
wurde, sollte der Methylierungsgrad dieser Sequenzen analysiert werden.
Zunachst wurde durch Amplifikation nicht modifizierter DNA zweier Pflanzen
der Linie PVY¢c.09 gezeigt, dass (CG)qo in der transgenen Sequenz enthalten
waren (s. Abb. 8.19). Allerdings waren diese nach der Bisulfitmodifikation, die
zur Detektion von MC eingesetzt wurde, nicht mehr nachweisbar, so dass der
Grad der C - Methylierung nicht bestimmt werden konnte (s. Abb. 8.13).

Nach Untersuchungen von TUSNADY et al. (2005) werden stark T haltige
Sequenzen, die durch die Modifikation nicht methylierter C entstehen, von
Polymerasen schlecht amplifiziert. Das legt die Vermutung nahe, dass die C
der (CG)1o nicht methyliert waren. Eine Methylierung der C in diesem Bereich
wlrde zur Ausbildung stabiler Doppelbindungen fihren, die die Konversion
negativ beeinflussen kénnten, da diese nur an vollstadndig denaturierter DNA
stattfindet; ein Einfluss auf die Amplifikation, die an nicht modifizierter DNA
problemlos durchgefihrt werden konnte, wird hingegen gering eingeschatzt. Da
auch die angrenzenden Sequenzen keine erhdhte C - Methylierung zeigten
(s. Abb. 4.43), kann davon ausgegangen werden, dass durch den Einbau der
(CG)1o die Methylierung nicht kiinstlich erhéht wird.

Aus den vorliegenden Untersuchungen ist nicht abzuleiten, ob der Einbau der
(CG)1p die Methylierung des Transgens tatsachlich beeinflusst, da der
Methylierungsgrad der C der (CG)io nicht bestimmt werden konnte. Die
Auswirkungen auf die Resistenzauspragung durch die Erweiterung viraler
Sequenzen mit (CG)q hingegen ist negativ.

In einem letzten Ansatz sollte untersucht werden, ob die RNA vermittelte
Resistenz mit der DNA Methylierung der transgenen Sequenz korreliert. Dazu
wurde der Methylierungsgrad in anfélligen und resistent reagierenden
transgenen Pflanzen der Linien PV, VY, PVY und PVYcg vor und nach
Inokulation mit PVY analysiert. Dabei wurde die Methylierung der C der viralen
Sequenzen der transgenen DNA bestimmt, da beim PTGS ausschlieBlich
homologe Sequenzen methyliert werden (JONES et al., 1999; PELISSIER et al.,
1999).
Zur Detektion der "C wurde die Bisulfitmodifikation gewanhlt, die neben der
Ermittlung der prozentualen Anteile der methylierten sC und aC, auch die
Verteilung der methylierten C innerhalb der Sequenz ermdglicht. Um die
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Modifikationseffizienz der Konversion bestimmen zu kdnnen, wurde die
Methode von FROMMER et al. (1992; s. 4.8.2.1) Gbernommen. Die starke DNA
Fragmentierung durch die Modifikation (RAlzis et al., 1995; GRUNAU et al.,
2001) hat keinen Einfluss auf die Amplifikation des 319 bp langen
Kontrollfragmentes (s. Abb. 4.29). Die Amplifikation der maximal 800 bp langen
Fragmente der modifizierten transgenen DNA der N. benthamiana Pflanzen
konnte allerdings nur mit der Tagacmaiss €rfolgreich durchgeflhrt werden
(s. Abb. 3.8) und erforderte eine Reamplifikation der ersten Amplifikate mit
nested Primern (s. Abb. 4.34). Die Unterscheidung von methylierten und nicht
methylierten C durch die Verwendung differenzierender Primer, wie sie im
Rahmen von Methylierungs - spezifischer PCR eingesetzt werden (KOSAKI et
al., 1997), war hier nicht méglich (s. Abb. 4.31).

Eine Korrelation des Methylierungsgrades der viralen CP Sequenz und der
Resistenz wurde in den Pflanzen der Linien PV.14 und PVYcs.09
nachgewiesen, bei denen die Methylierung in den resistent reagierenden
Pflanzen durch Ausbreitung in 5' - Richtung stark zunahm (s. Abb. 4.42 und
Abb. 4.44), wahrend sie in den anfélligen Pflanzen nahezu konstant blieb.
44 dpi entsprach die prozentuale C - Methylierung der resistent reagierenden
Pflanzen ungefahr der, der anfalligen Pflanze der gleichen Linie. Allerdings
waren die Methylierungsgrade mit 70% (PV.14) und 13% (PVY¢g.09) stark
unterschiedlich. In den Pflanzen der Linien VY.04, VY.07 und PVY.13, die
107 dpi untersucht wurden, wurde keine Korrelation zwischen der Methylierung
und der Resistenz beobachtet.

Es ist bekannt, dass auch das Alter der Pflanzen (VANYUSHIN, 2004) oder die
Veranderung der Phytohormon - Konzentration (BASHKITE et al., 1980;
VANYUSHIN et al., 1988), die Methylierung beeinflussen. Dies kann ein Grund
daflir sein, dass die Korrelation, die 44 dpi festgestellt wurde, 107 dpi nicht
messbar war. Bei der Analyse der Daten muss des weiteren bertcksichtigt
werden, dass nur ein Klon pro Pflanze und Zeitpunkt sequenziert wurde. Die
Sequenzanalyse geht somit auf die DNA einer Zelle zuriick und gibt nur deren
Methylierungsgrad an. Durch Versuche von PELISSIER UND WASSENEGGER
(2000), die Methylierungsgrade von mindestens sechs Klonen pro Pflanze
analysiert haben, wird deutlich, dass die Methylierung der C in den einzelnen

Zellen variiert. Analysen mittels methylierungssensitiven RE zeigen ebenfalls,
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dass die Methylierung unterschiedlicher Zellen nicht einheitlich ist (JONES et al.,
1999).

Die dunkelgrinen Bereiche eines Mosaiksymptoms werden auch als dark
green islands bezeichnet. Diese Gewebsbereiche sind virusfrei (ATKINSONS UND
MATTHEWS, 1970) und umgeben von chlorotischen systemisch infizierten Zellen
(HuLL, 2002). Das heiBt, dass in den anfélligen Pflanzen, die nach der PVY
Infektion ein starkes Mosaik ausbilden, wahrscheinlich ein Zellgemisch von
infizierten und virusfreien resistenten Zellen vorliegt. Sofern also die
Methylierung mit der Resistenz korreliert, missten deren Methylierungsgrade
stark variieren. Die Analyse der DNA einer einzigen Zelle kann also nicht den
Methylierungsgrad von Geweben oder ganzen Pflanzen anzeigen. Die im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten spiegeln aufgrund der geringen
Wiederholungszahl also nicht den Methylierungszustand der gesamten Pflanze
wieder. Eine Aussage Uber eine Korrelation zwischen der DNA Methylierung
und der RNA vermittelten Resistenz ist damit nicht gesichert.

Es wird allerdings angenommen, dass die Silencing induzierte DNA
Methylierung und Resistenz durch den gleichen Faktor ausgeldst werden, aber
nicht eng korrelieren. Dass ein direkter Zusammenhang zwischen der DNA
Methylierung und der Etablierung einer Resistenz unwahrscheinlich ist,
deuteten Untersuchungen von WASSENEGGER et al. (1998) an, die zeigten, dass
durch replizierende PSTVd RNA zwar die Methylierung homologer transgener
DNA ausgel6st, jedoch keine Viroid - Resistenz etabliert wird. Arbeiten mit
rekombinanten viralen Vektoren, die Fragmente von Reportergenen enthalten,
die transgen in Pflanzen vorlagen, 16sen ein Silencing der Reportergene und
eine Methylierung homologer Sequenzen aus, fliihren aber ebenfalls nicht zu
einer Resistenz gegen den viralen Vektor (INGELBRECHT et al., 1994; ENGLISH et
al., 1996; THOMAS et al., 2001).

Aus anderen Untersuchungen, in denen eine Korrelation der Methylierung mit
der Resistenz nachgewiesen wurde (SMITH et al,, 1994; SIJEN et al., 1996;
JONES et al.,, 1998; NEVES-BORGES et al., 2001), geht einheitlich hervor, dass
die Methylierung der transgenen Sequenz erst nach Virusreplikation erfolgt und
nur an homologen Sequenzen stattfindet, die aktiv transkribiert werden. In
Pflanzen, deren Transkription durch Promotor Methylierung, also TGS
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unterbunden ist, wird keine Virusresistenz ausgebildet und eine Methylierung
homologer Sequenzen findet nicht statt.

Die Kenntnis, dass durch das Vorliegen von dsBRNA im Zytoplasma eine
Methylierung homologer Transgene hervorgerufen werden kann (METTE et al.,
2000; JONES et al., 2001; WANG et al, 2001) und dass der Grad der
Methylierung mit dem Auftreten von siRNAs korreliert (LLAVE et al., 2000;
METTE et al., 2001), legt die Vermutung nahe, dass die siRNAs mit homologen
DNA Sequenzen paaren und so ein Substrat fir Methyltransferasen darstellen
(KNIGHT UND BAss, 2001; VASTU et al., 2002), wodurch die DNA methyliert wird.
Durch Mutationsanalysen wurde ermittelt, dass AGO4 (ZILBERMAN et al., 2003),
SDE4 (CHAN et al., 2004), RDR2 (HAMILTON et al., 2002), DCL3 (XIE et al.,
2004) und HEN1 (BOUTET et al.,, 2003) an der Ausbildung der Silencing
gesteuerten Methylierung beteiligt sind. Damit kann folgendes Modell abgeleitet
werden, das den Stand der derzeitigen Erkenntnisse darstellt:

Die bei der Replikation eines Virus im Zytoplasma entstehende dsRNA, wird
von DCL2 erkannt und in virale siRNA mit 21bp Lange prozessiert (XIE et al.,
2004). Diese 21 bp siRNAs sind wie oben beschrieben flir die Bildung
sekundarer siRNAs an der viralen RNA verantwortlich, so dass es unter
bestimmten Voraussetzungen zur Ausbildung einer Resistenz kommt. Da
AGO4 sowohl die siRNA Akkumulation als auch die DNA Methylierung
(ZILBERMAN et al., 2003) kontrolliert, wird angenommen, dass einige dieser
viralen 21 bp siRNAs mit AGO4 in den Kern transportiert werden. SDE4 bildet
eine Untereinheit einer DNA abhangigen RNA Polymerase (POLIV), die
Pflanzen spezifisch mit AGO4 assoziiert und in die DNA Methylierung involviert
ist (HERR et al., 2005; ONODERA et al., 2005). Es ist vorstellbar, dass die 21 bp
siRNAs an homologe Bereiche der transgenen DNA binden und so der POLIV,
die an der genomischen DNA RNA amplifiziert, als Primer dienen. Diese RNA
kénnte von der RDR2 erkannt und ebenfalls unter Verwendung der 21 bp
siRNA als Primer amplifiziert werden. Die Nutzung der viralen siRNAs als
Primer wirde sicherstellen, dass nur homologe Sequenzen amplifiziert wirden.
Durch DCL3, der mit RDR2 assoziiert ist (MATZKE et al., 2004), entstehen
nuklear 25bp lange siRNAs, die am 3' Ende durch HEN1 methyliert werden
(EBHARDT et al, 2005). Diese 25 bp siRNAs bilden zum einen das

Langstreckensignal, sind aber auch an der epigenetischen Modifikation des
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Genoms beteiligt, was die Methylierung homologer Sequenzen im apikalen
Meristem (JONES et al., 1998) erklart.

Sofern die DNA transkribiert wird und an der Replikationsgabel kurzzeitig
einzelstrangig vorliegt, kénnten die methylierten 25 bp siRNAs mit der DNA
interagieren,  wodurch  unibliche  Strukturen entstehen, die von
Methyltransferasen erkannt werden (BESTOR, 1987; SMITH et al., 1991; CHEN et
al., 1995), so dass durch DRM1 oder DRM2 CG Sequenzen de novo methyliert
werden kénnten (CAO UND JACOBSEN, 2202a; b). Durch zufalliges Vorliegen
eines 3' - methylierten C der siRNA, wirde hemimethylierte DNA entstehen, die
bevorzugte Ziele von Erhaltungmethyltransferasen wie MET1 sind (PELISSIER et
al., 1999; KisHIMOTO et al.,, 2001). Methylierte CG werden anschlieBend von
MBD erkannt werden, wodurch eine Deacetylierung (durch HDAC) und
Methylierung (durch KYP) von H3K9 ermdglicht wird, in dessen Folge nicht -
CG Methylierung durch DDM1 und CMT3 erfolgt und schlussendlich
kondensiertes Chromatin entsteht.

Die Pflanze wére durch den beschriebenen Mechanismus in der Lage auf das
Auftreten von dsRNA im Zytoplasma, die die Replikation invasiver Nukleinsdure
kennzeichnet, zu reagieren und die Gefahr genomischer Umbauten (genome
rearrangement), die von transkribierten homologen Transposons ausgeht, zu
verhindern, da durch DNA Methylierung die Excision von Transposons
unterbunden wird (Ros UND KuNze, 2001). Die Tatsache, dass Transposons
meist in heterochromatischen Regionen vorliegen, die stark methyliert sind und
wenig transkribiert werden (ESCOBAR UND DANDEKAR, 2003), wirde mit dem
Modell ebenso erklart werden.

Die Silencing induzierte Methylierung wirde demnach, wie die Silencing
induzierte Resistenz, durch das Vorliegen nicht methylierter siRNAs im
Zytoplasma ausgelést werden, deren Wirkungsweise durch die Beteiligung
unterschiedlicher Wirtsenzyme gesteuert wird.

Die beschriebene Korrelation der siRNAs mit der DNA Methylierung wurde im
Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht experimentell erarbeitet. Erst ein
Nachweis spezifischer siRNAs im Zytoplasma wirde das beschriebene Modell
belegen.

183



Diskussion

Ausblick

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit kann abgeleitet werden, dass nicht jede
viral abgeleitete Sequenz einen effizienten Ausléser fir eine Silencing
induzierte Resistenz darstellt, sondern z.B. eine Minimallange aufweisen muss.
PTGS ist Gegenstand vieler aktueller Forschungen und nahezu taglich werden
neue Erkenntnisse Gber den Ablauf und die beteiligten Enzyme gewonnen. Die
Vielzahl der beteiligten Wirtsenzyme und Enzymkomplexe zeigt, wie diffizil die
Wirt - Pathogen Interaktionen sind. Erst wenn diese Zusammenhange
vollstdndig verstanden werden, ist es mdglich das optimale Konstrukt zur

Erstellung resistenter Kulturpflanzen abzuleiten.
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8 ANHANG

8.1 PLASMIDKARTEN

A

pot promotor
\

bla_

p245
9880 bp

\
\

p388

18412 bp

Primer: VX NPV VLK Primer: PLRV_Jelo |
Primer: PLRV_JEup |
PLRV VLK 35S Promotor
Primer: PVXu
‘bla
Xba(3742)
PVY
Sac 1(3341)
p1076 pTaq PPy pSL1180PPVPVY
7042 bp 4114 bp
Sac1(2923)
’___bla
\Taq Polymerase Gen
E nos Promotor
Hind 11 (611) ‘
right border (RB)  EcoR I (560) nptll nosA left border (LB)
{ ]
|
lacZ Ix222RB-LB1
3303 bp

218
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bla

Avill (2706)

Avill (22)

Pvu 11 (72)
Cla1(166)

EcoR1(199)
Ecl 13611 (207)

SacT (209)

Asp 718 (211)
L Kpnl(Q15)

2x35s Promotor

Primer: 35Eco
—
Primer: 35s

pe35Stu pA
3847 bp

EcoRV (873)
BamH 1 (974)
Xba 1 (980)

Primer: 35Hind

Primer: 35Term

"Poly(A)

Pvu 11 (1415)

Hind 111 (1209) Pst1(1201)

Neo 1(2460)

Cam-resistance

Pvu 11 (2059)

f1 (-) origin
Xho 1(489)
Sal 1(495)
Cla 1(505)
Hmd 111 (510)
Eco RV (518)
- ;iif\:EcoRI(szz)
T Pyt 1(532)

pBCIISKM-avi
3220 bp

\Ecl 13611 (578)
Sac 1(580)
Bss HIT (613)

Pvu 11 (798)
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8.2

RELEVANTEN ERKENNUNGSSCHNITTSTELLEN

SEQUENZABSCHNITTE WICHTIGER PLASMIDE MIT ANGABEN DER

A. Sequenz der eingefiigten synthetischen (CG),p im Plasmid
pSL1180_CG

Smal

Xmal EpnI

Aval BamHI BglIl AvrII
CCOEGEECCCT ATATATEEAT CCAATTECAR TEATCATCAT GACAGATCTE STACCTAGEC
GEECCCEEEA TATATACCTAR GETTARCETT ACTAGTAGTR CTETCTACZAC CATGGEATCCG

Nhel
BamHI ¥bal

GCGCECGCEC GCGCECECEs GATCCECTAS CTATASTTCT AGR
CECGCECECE CGCGCECGECC CTACGCGEATC GATATCARCA TCT

B. Sequenz der eingefiigten synthetischen (CG)q im Plasmid pe35_CG

e P P P e

P P P P P P

KonI
N
AvrII

P e

NheT

BamHI

EVERE R

AGGCCTCGEEC CGOGGEATCTE GTACCTAGEC GCGCGCGEIGEC GUGCGCGECGE GATCCGCTAG CTATAGTTCT
TCCOGEAGCCE GCUGCCTAGRC CATGGATCCGE CGCGCGCGCE CECGCGCGCC CTAGGUGATC GATATCARGR

Xbal
ey

TCT
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C. Sequenz zwischen der EcoRl und
Vektors pe35StusL-MCS und Lage
und 35Term

Hindlll Erkenungssequenz des
der Primer 35s, 35Eco, 35Hind

201

251

301

351

451

501

601

651

801

851

901

ClaIl EcoRI Ecll36II
CGGCCAGTGA ATTATCGATT AAATTAACCC TCACTAAAGG GAGAGACGAA XhoI
GCCGGTCACT TAATAGCTAA TTTAATTGGG AGTGATTTCC cTCcTCTGCTT o~~~
SacI
EcoRI e
et 951 CATTTGGAGA GGGTGGCCAC TAGTACTTCT CGAGCTCTGT ACATGTCCGC
TTCTCGGTAC GTACCCAACA TGGTGGAGCA CGACACTCTC GTCTACTCCA GTAAACCTCT CCCACCGGTG ATCATGAAGA GCTCGAGACA TGTACAGGCG
AAGAGCCATG CATGGGTTGT ACCACCTCGT GCTGTGAGAG CAGATGAGGT
Pvull
AGAATATCAA AGATACAGTC TCAGAAGACC AAAGGGCTAT TGAGACTTTT vy
TCTTATAGTT TCTATGTCAG AGTCTTCTGG TTTCCCGATA ACTCTGAAAA ClaIl PstI
CAACAAAGGG TAATATCGGG AAACCTCCTC GGATTCCATT GCCCAGCTAT 1001 GGTCGCGACG TACGCGTATC GATGGCGCCA GCTGCAGGCG GCCGCCATAT
GTTGTTTCCC ATTATAGCCC TTTGGAGGAG CCTAAGGTAA CGGGTCGATA CCAGCGCTGC ATGCGCATAG CTACCGCGGT CGACGTCCGC CGGCGGTATA
CTGTCACTTG ATCAAAAGGA CAGTAGAAAA GGAAGGTGGC ACCTACAAAT 1051 GCATCCTAGG CCTATTAATA TTCCGGAGTA TACGTAGCCG GCTAACGTTA
GACAGTGAAC TAGTTTTCCT GTCATCTTTT CCTTCCACCG TGGATGTTTA CGTAGGATCC GGATAATTAT AAGGCCTCAT ATGCATCGGC CGATTGCAAT
GCCATCATTG CGATAAAGGA AAGGCTATCG TTCAAGAATG CCTCTGCCGA Asp718
CGGTAGTAAC GCTATTTCCT TTCCGATAGC AAGTTCTTAC GGAGACGGCT o~
KpnI Xbal

CAGTGGTCCC AAAGATGGAC CCCCACCCAC GAGGAGCATC GTGGAAAAAG ~ ~
GTCACCAGGG TTTCTACCTG GGGGTGGGTG CTCCTCGTAG CACCTTTTTC 1101 ACAACCGGTA CCTCTAGAGT CCGCAAAAAT CACCAGTCTC TCTCTACAAA

TGTTGGCCAT GGAGATCTCA GGCGTTTTTA GTGGTCAGAG AGAGATGTTT
AAGACGTTCC AACCACGTCT TCAAAGCAAG TGGATTGATG TGATAACATG
TTCTGCAAGG TTGGTGCAGA AGTTTCGTTC ACCTAACTAC ACTATTGTAC 1151 TCTATCTCTC TCTATTTTTC TCCAGAATAA TGTGTGAGTA GTTCCCAGAT

AGATAGAGAG AGATAAAAAG AGGTCTTATT ACACACTCAT CAAGGGTCTA
GTGGAGCACG ACACTCTCGT CTACTCCAAG AATATCAAAG ATACAGTCTC Primer: 35Hind 75.0%
CACCTCGTGC TGTGAGAGCA GATGAGGTTC TTATAGTTTC TATGTCAGAG
AGAAGACCAA AGGGCTATTG AGACTTTTCA ACAAAGGGTA ATATCGGGAA 1201 AAGGGAATTA GGGTTCTTAT AGGGTTTCGC TCATGTGTTG AGCATATAAG
TCTTCTGGTT TCCCGATAAC TCTGAAAAGT TGTTTCCCAT TATAGCCCTT TTCCCTTAAT CCCAAGAATA TCCCAAAGCG AGTACACAAC TCGTATATTC

Primer: 35Hind 75.0% Primer: 35Term 100.0%
ACCTCCTCGG ATTCCATTGC CCAGCTATCT GTCACTTGAT CAAAAGGACA = ==
TGGAGGAGCC TAAGGTAACG GGTCGATAGA CAGTGAACTA GTTTTCCTGT

1251 AAACCCTTAG TATGTATTTG TATTTGTAAA ATACTTCTAT CAATAAAATT
GTAGAAAAGG AAGGTGGCAC CTACAAATGC CATCATTGCG ATAAAGGAAA TTTGGGAATC ATACATAAAC ATAAACATTT TATGAAGATA GTTATTTTAA
CATCTTTTCC TTCCACCGTG GATGTTTACG GTAGTAACGC TATTTCCTTT
PstI HindIII

GGCTATCGTT CAAGAATGCC TCTGCCGACA GTGGTCCCAA AGATGGACCC  ~vwssss vy
CCGATAGCAA GTTCTTACGG AGACGGCTGT CACCAGGGTT TCTACCTGGG 1301 TCTAATTCCT AAAACCAAAA TCCAGTGACC TGCAGGCATG CAAGCTTTCC

AGATTAAGGA TTTTGGTTTT AGGTCACTGG ACGTCCGTAC GTTCGAAAGG
CCACCCACGA GGAGCATCGT GGAAAAAGAA GACGTTCCAA CCACGTCTTC
GGTGGGTGCT CCTCGTAGCA CCTTTTTCTT CTGCAAGGTT GGTGCAGAAG

Primer: 35Eco 80.6%
Primer: 355 100.0%

AAAGCAAGTG GATTGATGTG ATATCTCCAC TGACGTAAGG GATGACGCAC
TTTCGTTCAC CTAACTACAC TATAGAGGTG ACTGCATTCC CTACTGCGTG
AATCCCACTA TCCTTCGCAA GACCCTTCCT CTATATAAGG AAGTTCATTT
TTAGGGTGAT AGGAAGCGTT CTGGGAAGGA GATATATTCC TTCAAGTAAA

Ecll36II
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8.3

A.

8.4

VORBEREITUNG DER VEKTOREN

Entfernung einer Avill Erkennungssequenz im Vektor pBCIISKM
Restriktion des Vektors pBCIISKM mit Bsp120l, Fill in Reaktion mit dem Klenow

Fragment, Restriktion mit Avill, Ligation und Transformation in E. coli NM522

. Entfernung einer Sacl und Kpnl Erkennungssequenz im Vektor

pe35Stu-pA

Restriktion des Vektors pe35Stu-pA mit EcoRI - Ec136ll, Fill in Reaktion mit dem
Klenow Fragment, Ligation und Transformation in E. coli NM522

Produkt: pe35Stu-pA1

Restriktion des Vektors pe35Stu-pA1 mit Asp718I, Fill in Reaktion mit dem Klenow
Fragment, Ligation und Transformation in E. coli NM522

Produkt: pe35Stu-pA2

Einfligen einer Sacl Erkennungssequenz in den Vektor pe35Stu_pA2
Austausch des Mehrfachklonierungsortes mit dem des Vektors
pSL1180

Klonierung des Pmlll - Xbal Fragmentes des Vektors pSL1180 in den Stul - Xbal
geodffneten Vektor pe35Stu_pA2

Produkt: peStusL-MCS

KLONIERUNGEN

In allen folgenden Tabellen sind mit Buchstaben 'Zwischen' - Konstrukte bezeichnet,

deren Klonierung fur die Erstellung der Konstrukte noétig war, die zur

Pflanzentransformation verwendet wurden und mit Nummern bezeichnet sind.

Tab. 8.1 Klonierungsschritte der PVY Ausgangskonstrukte (vgl. Abb. 4.5)

Nr. | Produkt Fragment Vektor
Bezeichnung Restriktion |Bezeichnung Restriktion

A |pBCPVY1 pSL1180PPVPVY | Sacl-Xbal pBCSKM-Avi Sacl-Xbal
B |[pBCPVY2 PVY Fragment 1 Stul-Sacl pBCPVY1 Avill-Sacl
C |pe35PVY pBCPVY2 Sacl-Xbal pe35StusL-MCS | Sacl-Xbal
D |pBC PVY2:s |pSL1180_ca Nhel-Bgll  |pBCPVY2 Nhel-Bgll
E [pBC PVesY |pe35_cg Avrl-BamHI | pBCPVY2 Nhel-Bgll
1 [p35P pBCPVY1 Sacl-Xbal pe35StusL-MCS | Sacl-Xbal
2 [p35 Pgg i pBC PV-cg-Y Sacl-Xbal pe35StusL-MCS | Sacl-Xbal

222




Anhang

Tab. 8.2 Klonierungsschema zur Verlangerung der PVY Konstrukte mit (CG)4o-,
PLRV- und PVX - CP Sequenzen

Nr [ Produkt Fragment Vektor
Bezeichnung |Restriktion |Bezeichnung Restriktion
F | pBCPkca pBCPVY2+CG | Kpnl Religation
G |pBCPk pBCPkca Nhel-Avr| Religation
3 | P35Pk pBCPk Sacl-Xbal pe35StuSL-MCS | Sacl-Xbal
4 | P35PKkcq pBCPkca Sacl-Xbal pe35StuSL-MCS | Sacl-Xbal
7 |P35PP PLRVFragment | Kpnl-Xbal p35P Kpnl-Xbal
8 [P35PkP PLRVFragment | Kpnl-Xbal p35Pk Kpnl-Xbal
9 | P35Pkcg P+sites | pe35_CG Kpnl-BamHI | p35PkP Bglll-Kpnl
10 | P35PkcgP PLRVFragment | Kpnl-Xbal p35Pkca Kpnl-Xbal
H [P35PP+ sites PLRVFragment | Kpnl-Xbal p35P+Sites Kpnl-Xbal
| |P35P¢q P PLRVFragment | Kpnl-Xbal p35Pcq Kpnl-Xbal
J | P35PcgP pe35 CG Kpnl-BamHI | p35PP+Sites Bgll-Kpnl
11| P35PPX PVX-Fragment | BamHI-Xbal |p35PP BamHI-Xbal
12 | P35PkPX PVX-Fragment | BamHI-Xbal |p35PkP BamHI-Xbal
13| P35P¢q i PX PVX-Fragment | BamHI-Xbal |p35Pcg P BamHI-Xbal
14 | P35P;gPX PVX-Fragment | BamHI-Xbal |p35P¢g P BamHI-Xbal
15| P35PPgs X pSL1180_CG | Bglll-Nhel p35PPX BamHlI-Nhel
Tab. 8.3 Klonierungsschema der PVY - Konstrukte mit den 109 bp langen PVY-
CP abgeleiteten Sequenzen
Nr. | Produkt Fragment Vektor
Bezeichnung |Restriktion |Bezeichnung |Restriktion

p Pkk p35P Avill-Hindlll  |p P Ech36ll-Hindlll

p PkkcgP p35PscP Avill-Hindlll  |p P Ech36ll-Hindlll
16 [p PkkcgPX p35PccPX Avill-Hindlll  |p P Ech36ll-Hindlll
K | pe35Pkkeg VK |pe35_CG BamHI- Kpnl |p35PP BamHI- Kpnl
6 |p Pkkea p35Pkkcg VK | Avill-Hindlll  |p P Ech36ll-Hindlll
Tab. 8.4 Klonierung der inverted repeat Konstrukte
Nr | Produkt Fragment Vektor

Bezeichnung |Restriktion |Bezeichnung Restriktion
L |p35PPX-IR VK |Fragment PPX- | Xbal - Xhol |pe35StuSL-MCS | Xbal - Xhol
M |p35PPX+CG Ip|?935_CG| Sacll -Nhel |p35PPX-IR VK | Avrll - Sacll
N |p35PPX+Intron ::ragment Miul - Xbal | p35PPX-IR VK | Avdl - Miul
ntron
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Nr | Produkt Fragment Vektor
Bezeichnung | Restriktion |Bezeichnung Restriktion
23 [ p35PPX-CG- p35PPX+CG Sacll - Xbal |Fragment PPX-|Sacll - Xbal
XPP IR
24 [ p35PPX-Intron- | p35PPX+Intron | Mlul - Xbal | Fragment PPX-| Miul - Xbal
XPP IR

Aus dem Vektor p35 wurden die Klonierungskasetten (virale Sequenzen mit Promotor

und Polyadenylierungssignal) durch eine EcoRI - Hindlll Klonierung in den binaren
Vektor pLX_222 Uberflhrt.

Tab. 8.5 Klonierungschritte zur Verklirzung der inverted repeat Konstrukte fur
die Sequenzierung
Produkt Konstrukt Restriktion Sequenzier
Primer

p35 XPP p35PPX-CG-XPP Avrl - EcoRI | Religation* | T3

P35 PPX CGi1g) p35PPX-CG-XPP Avrl - Hindlll | Relligation* | T7

p35 Y2 Intron XPP | p35PPX-Intron-XPP | EcoRlI - Mfel | Religation* | T3

p35 PPX 'z Intron | p35PPX-Intron-XPP | Hindlll - Mfel | Religation* | T7

*Vor der Religation wurde ein Fill in mit dem Klenow Fragment durchgefihrt.

Tab. 8.6 Klonierung der Konstrukte mit langeren PVY CP abgeleiteten
Sequenzen

Nr | Produkt Fragment Vektor

Bezeichnung |Restriktion |Bezeichnung Restriktion
17 [P35PVY Fragment PVY | Sall - Xbal pe35StuSL-MCS | Xbal - Xhol
18 | P35PVY¢q Fragment PVY | Nhel - Sall pe35StuSL-MCS | Xbal - Xhol
19 [P35PV Fragment PV | Sall - Xbal pe35StuSL-MCS | Xbal - Xhol
20 | P35PV¢g Fragment PV | Nhel - Sall pe35StuSL-MCS | Xbal - Xhol
21 | P35VY Fragment VY | Sall - Xbal pe35StuSL-MCS | Xbal - Xhol
22 | P35VY¢g Fragment VY | Nhel - Sall pe35StuSL-MCS | Xbal - Xhol

Aus dem Vektor p35 wurden die Klonierungskasetten (virale Sequenzen mit

Promotor und Polyadenylierungssignal) durch eine EcoRI - Hindlll Klonierung in
den binaren Vektor pLX_222 Uberflhrt.
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8.5 SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER LAGE DER PRIMER ZUR
AMPLIFIKATION DER TRANSGENEN SEQUENZ UND ANGABEN DER
GROBE DER RESULTIERENDEN PCR FRAGMENTE

35Eco
—>

Virale Sequenzen

-
35Hind

Doppelter 35 s Promotor des CaMV; Polyadenylierungssignal des CaMV;

>
<2
2
©
-t

Schematische Darstellung der Lage der Primer 35Eco und 35Hind am
Plasmid pLX_222

Tab. 8.7 Angabe der GroBe der PCR Fragmente zum Transgen Nachweis aller

Konstrukte
Konstrukt Nr. Konstrukt Bezeichnung GroBe des PCR -
Produktes in bp

1 PP 626

2 P Pca 662

3 P Pk 502

4 p Pkog 534

5 p Pkk 359 (397%)
6 p Pkkcg 398 (436%)
7 p PP 901

8 p PkP 777

9 p PkoP 809
10 p PkkcgP 658

11 p PPX 1188
12 p PkPX 1064
13 p PV YPX 1224
14 p PcgPX 1212
15 p PPcaX 1224
16 p PkkPceX 957
17 PVY 1067
18 PVYcq 1096
19 PV 839
20 PVca 868

21 VY 818
22 VYca 847
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Konstrukt Nr. Konstrukt Bezeichnung GroBe des PCR -
Produktes in bp

23 PPX-CG-XPP 1106

24 PPX-Intron-XPP 982

* Primerkombination: 35s / 35Term

ANALYSE AUF SPLEIB-STELLEN IN DEN INVERTED REPEAT

KONSTRUKTEN
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Abb. 8.2

Analyse auf SpleiB-Stellen im Konstrukt p35PPX+Intron-XPP
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Abb. 8.3 Analyse auf SpleiB-Stellen im Konstrukt p35PPX+CG-XPP
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8.7 ELISA DATEN UND AUSWERTUNG
Tab. 8.8 ELISA Daten des PVX Resistenztests

22.05.2003 04.06.2003
Pflanze ELISA Wert | Symptom | ELISA Wert | Symptom
positiv Kontrolle #1 0,276 + 2,002 -
positiv Kontrolle #2 0,270 + 0,315 -
positiv Kontrolle #3 0,277 + 1,928 +
negativ Kontrolle 0,131 - 0,359 -
Tab. 8.9 ELISA Daten des PVY Resistenztests 42 dpi (zu 4.8.1)
Pflanze Linie Linie Linie . .
Nr. PVY.13 PVYcc.09 PV.14 Linie VY.04 | Linie VY.07
01 0,665 0,147 n.t. 0,579 0,424
02 0,159 3,277 n.t. 0,173 0,254
03 0,209 n.t. n.t. 0,169 0,321
04 i 0,197 n.t. 0,152 0,752
05 1,233 n.t. 2,458 2,956 1,659
06 0,918 0,155 1,755 0,181 0,288
07 0,190 0,891 n.t. 0,173 0,349
08 0,262 0,171 n.t. 0,188 0,617
09 1,065 0,781 n.t. 0,154 0,291
10 0,224 1,290 n.t. i 2,109
11 1,367 n.t. 2,061 0,162 0,951
12 1,720 n.t. 0,280 0,171 0,896
13 1,670 2,288 0,244 0,175 0,286
14 1,064 n.t. e 0,170 0,517
15 e e 1,739 0,186 1,205
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Tab. 8.10 ELISA Daten des PVY Resistenztests 55 dpi (zu 4.8.1)

Pflanze Linie Linie Linie . .
Nr. PVY.13 PVYce.09 pv.ag | e VY08 | Linte VY.07
01 - 1,445 n.t. 0,028 0,000
02 - - n.t. - -
03 0,501 n.t. n.t. - -
04 - - n.t. - -
05 - n.t. - - -
06 - - - - -
07 - - n.t. - 0,23
08 - 3,007 n.t. - -
09 - - n.t. - -
10 - - n.t. - -
11 - n.t. - - -
12 - n.t. - - -
13 - - - - -
14 - n.t. - - 0,407
15 - - - - 0,000
ELISA Auswertung nach REK (Tag 42)
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Abb. 8.4 Auswertung der PTA ELISA - Daten von Tag 42 nach Inokulation nach

228

REK




Anhang

8.8

PCR zuMm NACHWEIS MODIFIZIERTE PBLUESKRIPTII DNA

339 bp —

1: Bisulfit-modifizierte pBlueskriptll- DNA

2: nicht modifizierte pBlueskriptll - DNA

M: A-Pst GrdBenstandard
Negativkontrolle

Abb. 8.5 Amplifikation des Kontrollfragmentes des pBlueskriptll vor und nach
Bisulfit Modifikation

8.9

ALIGNMENTS

pslllg8od ce
soll
ruler

pslllgl0 ce
soll

AR AR AR R AR AR AR R R AR R R R AR AR R AR R AR R AR R R AR R AR R IR R AR RRRARR
TCTAGAACTATAGCTAGCGGATCCCGUGLGCGUGLGCECGUGCGCCTAGGTA

TCTAGAACTATAGCTAGCGCGATCCCGUGLGCGUGLGCECGCGCGCCTAGGTA
1.......10. .20, +++.30. .40, .50..

khkkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhhkhdhkhhhhhhkhhkhkhhhhhkdhhkhhkhrhhkhdxd

CCAGATCTGTCATGATGATCATTGCAATTGGATCCATATATAGGGCCCGGGE
CCAGATCTGTCATGATGATCATTGCAATTGGATCCATATATAGGGCLCCGGGE

ruler ......60........70........80. .90. .100.

Abb. 8.6 Alignment der relevanten Sequenz des Plasmids pSL1180_CG

CGATTAACETCAGCT TA TATCAT T T TT TA TG T TC TG TA AAAA ARG TG TTACT TT I T T TG TT I TTTCAT TG T TET TAGAACTAAGTTGGTTC TASTCTTAT 3139
857r GATTAAGGTGAGTTATATGATTTTTTATGTTGTGTAAAAAAGTGGTTAGTTTTTTTGGTTTTTTCGATTGTTGT TAGAAGTAAGTTGGTTCTAGTGTTAT 315
31 GATTAAGGTCAGTTATATGATTITTTTATGTTCTGTAAAAAACTCCTTACHETTITTITTCCTTTTTTCATTCT TGTTAGAACTAAGTTCCTTCTAGTGTTAT 319
218 CATTAACCTCACTTATATCATTTTTTATCTTCTCTAAAAAACTCCTTACTTTTTTTCCTTTTTTCATTCT TECTTACAACTAACTTCCTTCTAGTCTTAT 319
854 GATTAAGGTGAGTTATATGATTTTTTATGTTGTGTAAAAAAGTGGTTAGTTTTTTTGGTTT TTTGATTGT TGT TAGAAGTAA-TTGGTTCTAGTGTTAT 318
711 GATTAAGGTGAGTTATATGATTTITTTATGTTGTGTAAAAAAGTGGTTAGTTTTTTTGGTTTTTTGATTGTTGT TAGAAGTAA—TTGGTTGTAGTGTTAT 318
7-2 GATTAAGGTGAGTTATATGATTTTTTATGTTGTGTAAAAAAGTGGTTAGTTTTTTTGGTTTTTTGATTGT TGTTAGAAGTAAGTTGGTTGTAGTGTTAT 319
30 GATTAAGGTGAGTTATATGATTTTTTATGTTGTGTAAAAAAGTGGTTAGTTTTTTTGGTTTTTTGATTGTTGT TAGAAGTAAGTTGGTTCTAGTGTTAT 319
542 GATTAAGGTGAGTTATATCATTTITTATGTTGTGTAAAAAAGCTGCTTACTITITTTGETTITTTCATTGTTGTITGAACTAAGTTGCTTCTAGTGTTAT 319
7 GATTAAGGTGAGTTATATGATTTTTTATGTTGTGTAAAAAAGTGGTTAGTTTTTTTGGTTTTTTGATTGT TGTTAGAAGTAAGTTGGTTGTAGTGTTAT 319
633 GATTAAGGTGAGTTATATGATTTTTTATGTTGTGTAAAAAAGTGCTTAGTTTTTTTGGTTT TTTGATTGT TGT TAGAAGTAAGTTGGTTA————————— 310
70 GATTAAGGTGAGTTATATGATTTTTTATGTTGTGTAAAAAAGTGGTTAGTTTTTTTGGTTITTTGATTGT TGTTAGAAGTAAGTTGGTTCTAGTGTTAA 319
226 CATTAACCTCACTTATATCATTTTTTATCTTCTCTAAAAAACTCCTTACTTTTTTTCCTTTTTTCATACT TECTTACAACTAACTTCCTTCTAGTCTTAT 319
297 GATTAAGGTGAGTTATATGATTTTTTATGTTGTGTAAAAAAGTGGTTAGTTTTTTTGGTTTTTTGATTGT TGTTAGAAGTAAGTTGGTTGTAGTGTTAT 319
6 GATTAAGGTGAGTTATATGATTTTTTATGTTGTGTAAAAAAGCTGGTTAGTTTTTTTGGTTTTTTGATTGT TGTTAGAAGTAAGTTGGTTGTAGTGTTAT 319
186 GATTAACGTGAGTTATATCATTITTTATCT TG T CTAAAAAAGCTCCTTACT TT I T TTGETT I TTTCATTG T TET TAGAACTAAGTTCGTTCTASTCTTAT 3139
amp GAT.AAGG.GAGTTA.ATGAI_ATGTTGTG.BAAAABG.GGTTAG.I-TT.GGI-T-GAT.GTTG’I‘AGAAGTAAGTTGG-[’AGTGTTBT 319
ruler .......230.......240.......250.......260.......270.......280....... 300.

2 TTTTTACATTTATTACTAATAAATTACTTACTTCCAACGCTTCACTE TACAACTCET TTTCTAATTTTAT TTCT TTTTATT TACT TTATTAATTCTTGTTCCCAAGTTAS 110
857r ————TTCATTTATTACTAATAAATTACTTACTTGCAAGGE TTCACTCTACAACTCCTTTTCTAATTTTAT TTGT TTTTATTTACTTTATTAATTCTTGTTGGCAAGTTAG 106
31 GTTTTGEATTTATTAGTAATAAATTACTTAGTTGGAAGGETTGAGCTGTAGAACTCETTTTCTAATTTTAT TTGT TTTTATTTACTTTATTAATTCTTGTTGGCARGTTAG 110
218 GTTTTACATTTATTACTAATAAATTACTTAGTTCCAAGGE TTGAGTGTAGAACTCGT TTTCTAATTTTAT TTGT TTTTATTTCGT T TATTAATTGTTGTTCCCAAGTTAG 110
854 GTTTTACATTTATTAGCTAATAAATTACTTACTTCCAACGETTGACTCTACAACTCETTTTCTAATTTTAT TTGT TTTTATTTACTITTATTAATTCTTCTTGGCARGTTAG 110
711 GTTTTAGATTTATTAGTAATAAATTAGTITAGTTGCAAGGS TTGAGTGTAGAACTGCGT TTTCTAATTTTAT TTGT TTTTATTTAGT T TATTAATTGTTGTTGGCAAGTTAG 110
7-2 CTTTTACATTTATTACTAATAAATTACTTACTTCCAACCE TTCACTCTACAACTCCTTTTCTAATTTTAT TTCT TTTTATT TACT T TATTAATTCTTCTTCCCAAGTTAG 110
30 GTTTTAGATTTATTAGTAATAAATTACTTAGTTGGAAGGE TTGAGTGTAGAGCTCCTTTTCTAATTTTAT TTGT TTTTATTTACTTTATEAATTCTTCTTGGCAAGTTAG 110
542 GTTTTACATTTATTACTAATAAATTACTTACTTCCAACCCTTCACTCTACAACTCGTTTTC TAATTTTAT TTCT TTTTATTTACTTTATTAATTCTTGTTCCCARGTTAC 110
7 GTTTTAGATTTATTAGTAATAAATTAGTTAGTTGGAAGGCTTCAGTCTAGAACTGGT TTTCTAATTTTAT TTGT TTTTATT TAGT TTATTAATTCTTGTTGGGAAGTTAG 110
633 GTTTTACATTTATTACTAATAAATTACTTACTTCCAACCETTCACTCTACAACTCGTTTTC TAATTTTAT TTCT TTTTATTTACTTTATTAATTCTTCTTCCCAAGTTAC 110
70 GTTTTACATTTATTAGTAATAAATTAGITAGTTGCAAGGS TTGAGTGTAGAACTGGT TTTCTAATTTTAT TTGT TTTTATTTAGT T TATTAATTGTTGTTGGCAAGTTAG 110
226 GTTTEACATTTATTACTAATAAATTACTTAGTTGGAAGCCTTGACTGTAGAACTCGTTTTETAATTTTATTTGT TTTTATTTAGTTTATTAATTCTTGTTCGCAAGTTAG 110
297 GTTTTACATTTATTACTAATAAATTACTTAGTTCCAAGGE TTGAGTGTAGAACTCGT TTTCTAATTTTAT TTGT TTTTATTTAGTTTATTAATTGTTGTTCCCAAGTTAG 110
6 GTTTTACATTTATTACTAATAAATTACTTACTTGCAACCETTGACEGTATAACTCGTTTTCTAATTTTATTTGT TTTTATTTAGTTTATTAATTCTTGTTCGCAAGTTAG 110
186 GTTTTAGATTTATTAGCTAATAAATTACTTACTTCCAAGGETTGACTCTAGAACTCCTITTCTAATTTTAT TTGT TTTTATTTACTTTATTAATTCTTCTTCCCAAGETAG 110
amp CHTENACATTTATEACHEAR TARASACHEACICCA ACC ISR CRGEAGAR S TCG T T AN T T TA T ECH T STETATIARTIGTTEGGCAAGETAG 11D
ruler 20 30 70. L90. ... ...100....... 10
2 AGTAACTAGTTTCTTAGTTAATACTTTCTCTAATGTTCTTCTTA TTCTTATACCTAT TCTCCTGTTATCT TTGTTCTITCCTATGCTTTTATTTAGTTTTCGTTTTTAAT 220
857x ACTAACTACTTTCTTACTTAATACTTTCTCTAATCTTCTTCTTATTCTTATACCTATTICTCCTCTTATCT TTCT TCTT TCGTATCET TTTATTTACTTTTCCTTITTTAAT — 216
31 AGTAAGTAGTTITGTTAGTTAATAGTTTCTCTAATGT TGTTGTTATTGTTATACCTATTGTCCTGTTATGT TTGT TGTT TCGTATGGT TTTATTTAGTTTTGGTTTTTAAT — 220
218 ACTAACTACTITCTTACTTAATACTTTCTCTAATCTTCTTCTTA TTGTTATACCTATTCTCCTCTTATCT TTCTICTTTCCTATGET TTTATTTACTTTTCCTITTTART 220
854 AGTAAGTAGTTTGTTAGTTAATAGTTTCTCTAATGT TGTTGTTATTGTTATACCTATTGTCCTGTTATGT TTGT TGTT TCGTATGGT TTTATTTAGTTTTGGTTTTTAAT 220
711 ACTAACTAGTITGTTACTTAATACTTTCTCTAATGTTGTTGTTA TTGTTATACCTATTCTEETGTTATCT TTETTCT T TGGTATGET TTTATTTAGTTTTGGTITTTAAT — 220
7.2 AGIAAGIAGTIIGTIAGTIAATAGI TTGIGTAATGT IGTTCTTAT TG IATAGCTAT IGTCCTGITATGI TTGT IGTT IGETATGGT TTTATTIAGTITIGGTITITART 220
30 AGTAAGTACTITCTTACTTAATAGTTTCTCTAATCT TGTTCTTATTGTTATACCTATTCTCCTGTTATCT TTSTT TATGGT TTTATTTA TTTTTAAT 220
542 AGTAAGTAGTTTGTTAGTTAATAGTTTGTGTAATGTTGTTGTTATTGTTATAGGTATTGTGGTGTTATGTTTGTTGTTTGGTATGGTTTTATTTAGTTTTGGTTTTTAAT 220
7 AGTAACTACTTTCTTAGTTAATACTTTCTCTAATGTTCTTGTTA TTGTTATACCTAT TGTECETGTTATCT TTGTT TATGGT TTTATTTA TTTTTAAT 220
633 ACTAACTACTITCTTACTTAATACTTTCTCTAATCTTCTICTTA TTCTTATACCTATICTCCTGTTATGT TTCTTCTITCGTATCCT TTTATTTACTTTICGTITITAAT 220
70 ACTAACTAGTTTGTTAGTTAATACTTTCTCTAAGCT IGTTGTTA TTGTTATACCTATTGTCCTGTTATCT TTGTIGTT IGGTATGGT TTTATTTAGTTTTGGTITTTAAT 220
226 ACTAACTACTTTCTTACTTAATACTTTCTCTAATCTICTTCTTATTCTTATACCTATTCTCCTGTTATCTTTCTTCTTTCCTATGCT TTTATTTACTTTTCCTITTTAAT 220
297 ACTAACTGGTTTGTTAGTTAATAGTTICTCTAATGT TGTTGTTA TTGETABACCTATTCTCCTGTTATCT TTCTIGTT TGGTATGGT TTTATTTAGTTTTGGTTTTTAAT 220
6 ACTAACTACTTTCTTACTTAATACTTTCTCTAATCTTCTTCTTATTGTTATACCTAT TCTCCTCTTARCETECT TCTT TCGTATGET TTTATTTACTTTTCCTTTTTAAT 220
186 AGTAAGTACTTECETAGCTTAATACGTTIC) CTTGTTGTTA TTGTTABACCEA TECTCETGTTATCT TTCTTCTTTGGTATG CGTTTTTAAT 220
amp AGTAAGTAGTTIgLAGTTAATAGTTTGI*%‘GTTGTTG-ATTGIT TIGTGcTGI‘;\.G‘i‘GT.eTTTGGTATcar%IAT ASI%‘GGTT 220
ruler 120. . .150.... .. 170.......180.......180....

Abb. 8.7 Alignment der Kontrollfragmente der einzelnen Modifikationen zur

Bestimmung der Effizienz
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Anhang

dhkhkhkd k hkk hkh ok ok khkkkdkhd ok khkhdhdhodhhdd hhh bk dh b bk dd hhkkhdhdhhhdh Ahkkdhdhdd hhhkkdhkhdkd dhkh ok &

19 CCAAATCAEAEAATECATHEACCACCAACEAETALCAACCATCEAR AGACEARCCTA AACCAMAACGACRACCAMEC 100
14.14v GGARATCATATAATTGATGTATCAGGARGTATTARGARCCATCETAR, AGRG GTA AR CCARDMCTARAR GCATC 100
14.14n cmTcA'A'AM]GATG.MFMGAM.A.TAAGAMGMC]AA Ar"Ar" GTA ATAAGr"Amcr"Amccnlc 100
ruler 1... .10, o . L40. a0.

dhkhkhkkkhkh kk kA kdkd ok khkk kA k * hhkhkhkhokh hkk ok Ak ER RS R R LRSS EE R R R LR LR LR LI hhk ok koo
19 TERATCTTCCAAEATHTCoANETEA TAET cTEEBcan TTAR ACE TA THAE CT TCAGRAT CACTARAGET TCTAETABATIT 200
14.14v TCGAATGTTCCAATATTTCCAATTTATATTCTGTTATCAATTARACH TATTATCT| TCAGRAT CACTARAGET TCTA@TABATIT 200
14.14n IGAATFTTGGAAIATlTGFAAITTATATTGTGTTATGAATTAAAFTTATTATGTTTAAAATGAGAATFTTTAAGAPTAAAFGTGTAFTTGTATTAAATTT 200
ruler .110.......120. .130. . 140. .150. .160. .170. .180. .190. .200

B I I T £ e E d E S L 2 £

19 Gm TTAQTECGACTAT TT GA T CTTTCATARCTCCTATCARCRCCTARAMATTCEA 300
14.14v TTCTTRGACTAT CRATT GTTTGATARCT GETATARCGRCSTATARTTTGTA 300
14.14n TTC' GAGTATGTTTTATAGTMTTF TTMTTATAGTTTGATA CTCCTATCANCGRCCTARANETTCEA 300

ruler LL2B0. ... 280, 300

B T R T R R A R R R AR R R R R R e R T T A T T T TR TR T PR PR TP

19 TARGAEATACCACAAMITCAAAT TCTCATCAATCCCETTATGCTTT G TEEATT CAAR A TCCAL B Ex3 CEAGTTTGEETTA 400

14.14v TAIGATATA”GAGM T""AAAT%T”TGATGMTG”;TTATGGTTTGGTGTATTGMMTGGMTTQ% ahmcﬂhﬂTTTf‘Gf‘TTh 400

14.14n TARCATATACCAGARAQTCARATCTT TCTCATCAATCCGRTTATGCTTT GG TETATT GAARATCCAL Bl GEAGTTTGEETTA 400
ruler .. L3100, ... 40, ... 0350000000 36000, 370.. . 400

B R R R T B R R R O f S R R R S T R

15 TCEATCCATCCACGATE CTTCACARTS) TTACCEARATRATC GRTCTT 500
14.14v TOCGATGCATCCACGATE CTTCACARTS) TATTTACCTARATRATCCT. GRTCTT 500
14.14n TOCGATGCATCCACGATE GAATAT f‘TTI"‘AI"PATI’" '['PITTA”C‘AAA ATG GATGTT 500

J 3 1 L o460,

ruler

P R R R R R R R R R R e L a3 dh kkk kkkk kkkk

1% ACRACECTATATACRRAT TATATCEEMECATATCCTT TACT TRCTAR THT GATGGAAGTTT"‘ TAT TTTT 500

14.14v AGAR GTATATAGAMTam ;MTATATf“TTAT'"ATATG'"TTTAGTaGTPA aa@hT"'GAA"'TTT'" a TATCETTTT 600

14.14n AGRAGRCTATATACRAAT s TATATCTTARCATATCETTTACT GTAATTT CATCGARGARAGET GTTAT”TTTTT 500
ruler .......51 O.......560 . 580, . 590, a0

*hk hkkkhkkkkhohd
19 GAITTTTATGAGGT 514
14.14v GATTTTTATCACGET 614
14.14n GATTTTTATCACSGET 514
ruler .......610....

Abb. 8.8 Alignment der viralen CP Sequenz der anféalligen Pflanze PV.14.14 mit
der urspriinglichen Sequenz vor (v) und nach (n) der Inokulation mit
PVY

T RRAREE K RAE FEAE K RERRARE K RRAREE ARAH ARAA AARAE KE FEAE K K KK RARRARFARE FARAARAAAAE FEAAE X

19 GGAAATGAIAIAATlGATGIAGGAGGAAGIAITAAGAAGGATG.AAAAIAAGAG.AAGGTAG.ATTIA TARA GGRAARAGGAGAAGGAEG 100
14.13n GGAAATGATATAATTGATGTATGAGGAAGTATTAAGAAAGATGTAAAATAAGAGTAAAGTAGTAGTTA TAAR GGRAARAGGARAAG 100
14.13v GGAAATGATATAATTGATGTATGAGGAAGTATTAAGAAGGATGTAAAATAAGAGTAAAGTAGTATTTAATTAAA GGAAAAGGAAAAGGATG 100

ruler 1....... 10........ 20........ 30........ 40........ 50........ 60........70........80........90....... 100
KAKKKKKKKKAK hh KKK * Kk KRkk Kk KAAAKKKAN Kk & Kk AXAAAARKRAAR Kk kKKRKKKRRRK *  AAKK AAKAAAK
19 TGAATGTTG! TGGA. TGT! GAATTAAAGETA' G’ TGAGAATGEBEAAGAGTARAGGT TGTAETAAATTT 200
14.13n TGAATGTTG! TGGA. TGT! GAATTAAAGETA' G’ TGAGAATGTTTAAGAGTAAAGGT TGTAETAALTTT 200
14.13v TGAATGTTGGAATATTTGGAATTTATATTGTGTTATGAATTAAAGTTATTATGTTTAAAATGAGAATGTTTAAGAGTAAAGGTGTAGTTGTATTAAATTT 200
ruler ....... 110....... 120....... 30....... 140....... 150....... 160....... 170....... 180....... 190....... 200
h kk k kK Kk KKAKKKK K K kk KAKARKK Ak K KAKKK AKX K K KKK B L L T T

19 TT GAGTATCETEEARA GA GTTTCATABGTCCTATGAAGHGET. TT 300
14.13n GAGTATGTTTTATA GTTTGATABGTGGTATGAAGHGGT. TT 300
14.13v GGAATATTTGTTTGAGTATGTTTTATAGTAAATTGATATTTTAAATAT GAGTAATTTAATTGTAGTTTGAT GTGGTATGAA GGTATAATTTGTA 300

ruler ....... 210....... 220....... 230....... 240.......250.......260.......270.......280....... 290....... 300

Ak A KKKKK KhkKhhk khkhhk® Kk hAkkkhkk hAkkAA kA Rk Rk Rk kkk Kk ARAR AAAAAAA R AR KRR AR

19 TAGGA TGAALT! TGTGATGAATGGGETTATGGTTTGGTGEATTGAARATGGAARE (GGAGTTTGGGTTA 400
14.13n TA@GA TGAAATGTT. TGTGATGAATGGGETTATGGTTTGGTGTATTGARRATGGAATT (GGAGTTTGGGTTA 400
GTT

14.1 3V TAGGAGmTTGAAATG'l‘l.n.i\TTGTGATGAATGGGTTTATGGTTTGGTGTATTGAAAATGGAA'1‘. GGAGTTTGGGTTA 400
320 340 350 360 400

ruler .......310.......320.......330.......340.......350.......360.......370.......380.......390.......
* ko k kkkkk  KAKAKKAKKAAAKR KAKAR Ak Kk hhRkKk Khhk KhhKk Kk KKAK * AAKAKAAK
19 TGATGGATGGAGAT GTEGAAT. T GTTGAGAAT: TTAG! m GATGTT 500
14.13n TGATGGATGGAGAT GTEGAATA' T GTTGAGAAT: TTAG! GATGTT 500
14.13v TGATGGATGGAGATGMTMG GAATATTTATTGmTTM GTTGAGAATGT. TAATATTTAGGTmTTATGGTATATTTTTTAGATGTTGT 500
ruler ....... 10....... 420....... 430....... 40....... 450....... 460.......470....... 480....... 480....... 500
ke dddk ok k ko kA ko k ko kk Rk ok kkk Rk kkk kR ARk A RE ok ok kA k kkkk
19 AGAAGEGTATATAGAAATG) AAAAAG TATAT GATATGGTTTAGT TAA' GATGGMGTTTGC‘T'C‘TATC‘TTTT 600
14.13n AGAAGEGTATATAGAAATS AAAARG TATAT GATATGGTTTAGT TAA GATGGAAGTTTGGTTTGTTATGTTTTT 600
14.13v AGAA GTATATAGAAATG GTA ARARRGGRRTTATATATGTT GATATGGTTTAGT TAATTT GRTGGAAGTTTGGTT'GTTATGTTTTT 600
ruler ....... 510.......520.......530....... 540....... 550....... 560.......570.......580.......590....... 600

dek ko

19 GAITTTTATGAGGT 614
14.13n GATTTTTATGAGGT 614
14.13v GATTTTTATGAGGT 614

ruler ....... 610....

Abb. 8.9 Alignment der viralen CP Sequenz der instabil immunen Pflanze
PV.14.13 mit der urspriinglichen Sequenz vor (v) und nach (n) der
Inokulation mit PVY
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Anhang

dkk kk k kkhk k kkhkhkkhkdkhkhk kkhkk k hkkkk ok ok ok kkk ok hkkkhkkhkkhhk kkhkkk k  kk hkkkkohkhkokhhkkdk Akdkkkdk

04.10v GAGTAATTTAATTATAGTTTGATATGTGGRARGAAGAGGTATGATTTGTATATGATATAGGAGAAATTGAAABGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGT 100
04.10n GAGTRATTTAATTATAGTTTGATATGTGGTATGAAGTGGTATARTTTGTATATGATATAGGAGARATTGARATGTTARTTGTGATGRATGGGTTTATGGT 100
21 Gnqmlmmlmc'r'rTGAT.n.GTGGTATGmc]GGm.m.TTG.ATA.GA.AmGGAGm.TGAnATc.m.TGTGATGmTGGG.TmTGGT 100
ruler 1.......10........20........30........40........50........60........70........80........90....... 100
N T T | L L T
04.10v TTGGTGTATTGARRATGGAATTTTGTTALATATTARTGGAGTTTGGGT TATGATGGATGGAGATGAATAAGTEGARTATTTATTGARATTARTEGTTGAG 200
04.10n TTGGTGTATTGARRATGGAATTTEGTTARATATTARTGGAGTTTGGGT TATGATGGGTGGAGATGARTAAGTEGAATATTTATTGARATTARTRGTTGAG 200
21 TTGGTG.ATTGMTGGM- c.mmlnT.n.nlcGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGM.AAG Gum-nl'rcmm-m GTTGAG 200
ruler ....... 10.......120....... 130....... 140....... 150....... 160.......170.......180.......180....... 200
dhkdkk hkkdk hk ok kkkkk kkk dkdkdk d kkkdk ok kkkkhkkkhk hhkkhd dkkhkkhkdkkkkkdkhkhk kk kdkkkkkdkk dkkkokok ok ok dok ok
04.10v AATGTAARATTARTATTTAGGTARATTATGGTATATTTTTTAGATGTTGTAGAAGEGTATATAGARATGEG TARTAARRAGGARTIEATATATGTT. 300
04.10n AATGTAARATTAARTATTTAGGTAANETATGGTATATTTTTTAGATGTTGTAGAAGTGTATATAGARAT GG TARTAARRAGGARTTATATATGTT. T 300
21 u'rc]mn.n.n.nl'rmcc]nm TGG.A.ATTu]I]AGATGTTG.AGuc]GTATATAGm'r GEALBAARAAGGAABEATATAT! GAT 300
ruler .......210.......220.......230.......240.......250.......260....... 270....... 280....... 290....... 300
e S
04.10v ATGGTTTAGTTTGTAATTT GATGGAAGTTTGGTTEGT TATGTTTTTGATTTTTATGAGGTTATAT TATGAATATTAGTGAGGGTTGGGGAAGEGTA 400
04.10n ATGGTTTAGT GTALTTT GATGGAAGTTTGGTTGT TATGT TTTTGATTTTTATGAGGTTATAT TABGAATATTAGTGAGGGTTGGGGAAGEGTA 400
21 ATGGTTTAGT GTMTIT GMGGMGTTTGCI C]TATC]TTTTGAITTTTATGAGGTMM'. GmlA-AGTGAGGc]TAGGGu cEr 400
ruler ....... 310.......320.......330.......340.......350....... 360.......370.......380.......390....... 400
ko dkkdokok ko * kk kkkkkhkkhk kok dkk ok kk kkkkkkhkkkhkhkhkkhkkhhkkkhd khkkhk Kk kkdkkkdkkdkdkk ok dhkkhkkwk k&
04.10v TATTTAAATGAAGGTTGTAGTATTGARATTAGTTTALTTTHGAT T T TTHGGGT TGCARGGTGGBATTAGTATATARGAGGAGARTATAGAGAGGTATATT 500
04.10n TATTTAAATGAAGGTEGTAGTATTGARATTAGTTTAATTTTGATTTTTHGGGT TGGANGGTGGRATTAGTATATARGAGGAGARTATAGAGAGGTATATT 500
21 mrﬂmrms lAC'ATTGmTlAC-AATlTlGAITTT GGGTTG GGTGG T|AGTA|A|AAGAGGAGM|A|AGAGAGC]A|A- 500
ruler .......410.......420.......430.......440.......450.......460.......470.......480.......490.......
* kkkkkkkhkk * & kdkkdkdkkd kdkk ok ok ddk dkkdkk hhkkhkk hkkhkkhkhkhkkhkkhk &k & dkhk hkdkkdkkkdkkdkkkdkkdh hohkk
04.10v ATEGAGGATGTTTTTTTAAGTATGTATATTTTGTTTGGAGTAARGAATATGTGATGTAGTGTETTTTEGGABGATATATAAGTATTTATATA 592
04.10n ATEGAGGATGTTTTTTTAAGTATGTATATTTTATTTAGAGTAARGAATATGTGATGTAGTGTTTTTTTGGATGATATATAAGTATTTATATA 592
21 GAGGATG'I'.'I"T-AAGTATG'ATA.T.TA.TTGGAGT.A.AGA.A.ATGTGATGTAGTGmw.w.GGA.mTATATMGTATTTA.Am 592
ruler .......510.......520.......530.......540.......550.......560.......570....... 580....... 590.
Abb. 8.10 Alignment der viralen CP Sequenz der anfalligen Pflanze VY.04.10 mit
der urspriinglichen Sequenz vor (v) und nach (n) der Inokulation mit
dhkhk kk ok kkk Kk khkkkhkhkhkdkk ok khkkkhkkhhkdk khkkhk khk Akd hhkh Ak AhkAhAAkkhkhk kkkkkhkh kk kkkkkkhk kA hhk Ak Khkhhhhk
04.04v GAGTAATTTAATTATAGTTTGATAQGEGGTATGAAGTGGTATAATTTGTATATGATATAGGAGAAAT TGAAATGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGT 100
04.04n GAGTAATTTAATTATAGTTTGATATGTGGTATGAAGEGGTATAATTTGTATATGATATAGGAGAAAT TGAAATGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGT 100
21 GAC-'AAIT.MT'AIAGTTTGATAIGTGGTATGM GGTA.AA.TTC]ATA.GA.ATAGGAGAM. TGAAATC'AAITGTGATGMTGGCITTATGGT 100
ruler 1.......10........20........ 30........40........50........60........70........80........ 90....... 100
KhkkRR RAKKRRRRRRARR Kk KRR Ak kk AR KRR AR KRR KRR AR RN R R AR RN R KRR RN R Rh Ok Rkkkk KRR R RAARR
04.04v TTGGTGTATTGAAARRTGGAATTTTGTTARLTATTAABGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGARTALGTEGAATATTTATTGARATTARTEGTTGAG 200
04.04n TTGGTGTATTGAAARTGGAATTTTGTTARATATTAATGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGARTALGTRGAATATTTATTGARATTAATRGTTGAG 200
21 TTGGTG.ATTGAAAATGGAA-'l‘lG-A.AAIA']‘IAAlGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAAIAAG GAATA-AlTGAAA-m GTTGAG 200
ruler ....... 110.......120.......130....... 40....... 150....... 160.......170.......180.......180....... 200
FEkE REEE  AE Kk kkkkk RAkkk KRAE k KkAR K RERRAAAE KAAAH ARRRRARRAAAA® K Ak KkRRRAAEE  KAARFEE Kk AAA
04.04v AATGTARAATTAATATTTAGGTAAATTATGGTATATTTTTTAGATGTTGTAGARGTGTATATAGAARTGTGTARTARARAGGARTTATATATGTTATGAT 300
04.04n AATGTARRATTAATATTTAGGTARATTATGGTATATTTTTTAGATGTTGTAGAAGEGTATATAGARATGGTAATARARAGGARTTATATATGTTAGAT 300
21 mrwqwmaqmnmTGWTTulmGATGTTqAGu Gmmmam'r qnmmusau-unmr T 300
ruler .......210.......220.......230.......240.......250....... 260.......270.......280.......290....... 300
AERE AR AR AAE KA kk Kk KAKKRRARARARR K K RANAARAARKRAANAARRRAAKR K Kk K Kk Kk KARRAKEE K AAEERE A &
04.04v ATGGTTTAGTTEGTAATTTGTGTGATGGALGTTTGGTTECT TATGE TTTTGAETTTTATGAGG TTATATTAJGAGTATTAGTGAGGGTTGGGGAAGTGTA 400
04.04n ATGGTTTAGTTTGTAATTT GTGATGGMGTTTG 'r'r TATGETTTTGARTTTTATGAGGETABATTATGAAT: GTGAGGGHTGGGGAA G'm 400
21 ATGGTTTAGTTIGTMTIT c]G.nTGGmc:'rTTG TM' 'r'r'r'r TTTT}\TGAGGT Mlnl GTGAGG TAGGGM\ 400
ruler ....... 310.......320....... 330.......340.......350.......360.......370.......380.......390.......
dhkk hkkkkhkhkdk khk khk hhkkhkkkdkk ok dhhkkkhhkdk dhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhk khk khkdkk Kk dkkdk kdkkkdkk ok wkdkhkkhkhk k&
04.04v TATTTARATGARGS TAGTATTGAAATTAGTTTM GATTTTTEGGGTTGCAGGTGG TATTAGTATATARGAGGAGAATATAGAGAGGTATATT 500
04.04n m'r TGAAG nTTc:m 'r'r'r GGGTTGGANGGTGGRATTAGTATATARGEGGAGARTATAGAGAGGTATATT 500
21 lu' TGM\G ATTGm 'r'r'r GGGTTG GGTGG T|AGTA|A|AAGAGGAGM|A|AGAGAGC]A|A- 500
ruler .......410.......420.......430.......440.......450.......460.......470.......480.......490.......

04.04v
04.04n
21

* kkkkkkkdk k k  kkkkkhkk hkk Kk kk Kkkkhkdk khkhhkk kkkhkkhkhkkhkhkkhk k ok k  kkk Kk kkkkkhkkhkhkAkh Ak
ATHGAGGATGTTTTTT TAAGTATGTATATTTTATT TGGAGTARAGAATATGTGATGTAGTCTTTTTEBGGATGATATATAAGTATTTATATA 592
ATEGAGGATGTTTTTTTAAGTATGTATATTTTATT TGGAGTARAGAATATGTGATGTAGTETTTTTT TGGATGATATATARGTATTTATATA 592

GAGGATGT.T.T-MG'rn'rqA'rnl'r.'ml'r'rGGAG':'.AAGA.A.ATGTGATGTAG'rGT.T.T.GGA.GATATATAAGTATTTA.ATA 592
........................................................ 580.......590.

Abb. 8.11 Alignment der viralen Sequenz der immun reagierenden Pflanze

VY.04.04 mit der urspriinglichen Sequenz vor (v) und nach (n)
Inokulation mit PVY

der
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Anhang

07.10v
07.10n

ruler

07.10v
07.10n

ruler

07.10v
07.10n

ruler

07.10v
07.10n

ruler

07.10v
07.10n
21
ruler

ok kkdkkhokhkdkk Kk khkkk ko dkokk kkk ok dkokhkkk Kkk hkkkkkk  kk hkkkkkkkkhkdkd dddokkhk
GAGTAATTTAAT TATAGT TTGATATGTGGTATGAGGTGGTATAATT TGTATATGATATAGGATAAATTGARATGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGT
ATTTGTGGTATGAAGTGGTATAATT TG TATATGATATAGGAGARATTGARATGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGT

GAC'A.AIT.MT.AIAGTTTGATAIGTGGTATGMC'GGTAIAAITTC‘ATAIGAIATAGGAGAAAITGAAATC.AAITGTGATGMTGGC'TTATGGT
.............................................................................. 100
e T T

TTGGTGTATTGAARATGGAAT TTTGTTARATA TTAATGGAGT TTGGGT TATGATGGATGGAGATGAATAAG T TGAATATTTABTGAAATTAATTGTTGAG
TTGGTGTATTGAARATGGAAT TTTGTTARATA TTAAGGAGT TTGGGTTATGATGGATGGAGATGAATAAG TGAATATTTATTGAAATTAATTGTTGAG
TTGGTG.ATTGMTGGM.T.W GGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAABAAG THGAATABBEABTGAAABEAA TEGTTGAG
....... 110.......120.......130.......140.......150.......160.......170.......180.......190.......200

Kkkk RARE kA Kk RARAR RRRE KARE ok KAAR k RAKRRRAE KAAAE KA KAANRAARAR K AN RAKARRARE  RRAREAA  RAAEE
AATGTAAAATTAATATTTAGGTAAATTATGGTATATTTTTTAGATGTTGTAGAAGT GTGTATAGARATGTG TAATARARA GGARTTATATATGT TABGAT
AATGTARAATTAATATTTAGG TARATTATGGTATATTTTTTAGATGTTGTAGAAGEGTATATAGARAT MTMMAG TATATAT GAT
MTWTTAGG'AAAT.ATGWTTWI‘AGATGTTG.AGM Gmmmcm'r TATAT: GAT

260 29 300

dkkdkkkhk ko kkkkkkkkkkkhkkkhkkkkkkkkk ok kokkok kokdkkdkk kkdkkkkkdkdkkdk ok kk kkkk ok  kkkkkkkd ok khkkkkkrk ok

ATGGTTTAGTTEGTAAT) T GATGGAAGTTTGGTTEGTTATGTTTTTGATTTTTATGAGGTRATAT TABGAGTATTAGTCAGGGTTCEGGAAGEGTA
ATGGTTTAGTTEGTAAT GATGGAAGTTTGGTTRGT TATGTTTTTGATTTTTATGAGGTTATATTABGAATA GTGAGGGRETGGGGAA
ATGGTTTAGT GTAAT GTGAGG TAGGGAA

GATGGAAGTTTGC' C-ITATC'TTTTGAITTTTATGAGGT.AIATI
360

dhk kkkkkkhkhkk Kk kk kkkkkkkk Kk kkk  kkk Kk kk kA KAk A A KA AAKKL kk kkkk ok hkkkkkkkkk k khkkkkkk x *

TATTTAAATGMGGTTGTAGTATTGAAATTAGTTTAATT GATTTTTEGGGT TGGABGGTGETATTAGTATATAAGAGGAGAATATAGAGAGGTATATT
TATTTARATGAAG ATTGm 'r'r'r GGGTTGGABGGTGGTATTAGTATATAAGAGGA GAGAG T
Frmrms ATTGAAA 'r'r'r

GGGTTG scmc;lu.ncm.n.memm GAGAG
490
R T T T

ATTGAGGATGTTTTTTTMGTATG'l'ATATTTTATTTGGAGTMAGAATATGTGATGTAGTGTTTTTi ‘GATATATAAGTATTTATATA 592
GG,

GAGGATGTTTTTTTAAGTATGTATATTTTAT TTGGAGTAAAGAATGTGTGATGTAGTGTTTTT) (GATATATAAGTATTTATATA 571

GAGGATGTETETEBAAGTATGEATARTETABTTCGAGTRAAGAAJATGTGATGTAGTGTETET GATATATMGTATTTAIATA 592
........................................................ 580.......590

100

100

200
179
200

300
279
300

400
379
400

500
479
500

Abb. 8.12 Alignment der viralen CP Sequenz der anféilligen Pflanze VY.07.10 mit

der urspriinglichen Sequenz vor (v) und nach (n) der Inokulation mit
hkk khk F Fhkhk h AhkhkhkhkAhkhdk Ak hhkA kA hkAhk khhkFd Ak Fhhk hFdAk Ak AAAAAhAAAAE AhkAhkkAkk kk khkhkhkhkhkhkhkhhkhhd AhAhkd Ak
07.06v GAGTAATTTAATTATAGTTTGATATGTGGTATGAAGTGGTATAATTTGTATATGATATAGGAGARATTGAAATGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGT 100
07.06n GAGTAATTTAATTATAGTTTGATATGTGGTATGAAGTGGTATAATTTGTATATGATATAGGAGALAT TGAAATGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGT 100
21 GAC]AA.'I"AM"A.AG'r'rTGA'rA|GTGGTATGAAC]GGTA.AA.TTE{ATA.GA.ATAGGAGAM.TGAAATG.AA.TGTGATGAATGGE]TTATGGT 100
ruler 1.......10........20........30........40........50........60........70........80........90....... 100
07.06v TTGGTGTATTGARAATGGAATTTTGTTAAATAT TAATGGAGT TTGGGTTATGATGGATGGAGATGAATAAGTTGAATATTTATTGARATTAATTGTTGAG 200
07.06n TTGGTGTATTGAAAATGGAATTTRGTTAAATATTAATGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAATAAGTBGAATATTTATTGAAATTAATEGTTGAG 200
21 TTGGTC]ATTGAAAATGGM- C.A.MIAT.AAIGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAA.AAG GAATA-AITGMA-M GTTGAG 200
ruler ....... 10.......120.......130....... 40....... 150....... 160.......170.......180.......180....... 200
07.06v AATGTAARATTAATATT TAGGTAAATTATGGTATATTTTTTAGATGTTGTAGAAGTGTATATAGAAATGTGTAATAAARAGGAATTATATATGTTATGAT 300
07.06n AATGTAARATTAATATTTAGGTARATTATGGTATATTTT GATGTTGTAGAAGEGTATATAGAAATGE G TAATARAAAGGAATTATATATGTTARGAT 300
21 uTWTTAGG.AAAu‘ATGWTTu‘ GATGTTG.AGAA Gmmmc;m-r qulnmaec;u.amm'r T 300
ruler .......210.......220.......230.......240.......250....... 260.......270.......280.......290....... 300
07.06v ATGGTTTAGTTTGTRATTTGTGTGATGGAAGTTTGGTTTGTTATGTTTTTGATTTTTATGAGGTTATAT TABGAATATTAGTGAGGGTTGGG! GTA 400
07.06n ATGGTTTAGTTEGTAATTT GATGGAAGTTTGGTTRGT TATGTTTTTGATTTTTATGAGGTTATAT TABGRAATATTAGTGAGGGTTGGGGAAGEGTA 400
21 ATGGTTTAGT GTAAT.T GATGGAAGTTTGGI GlTATG.TTTTGA.TTTTATGAGGTIAIA'l‘I GAA.A-AGTGAGGG.TAGG GIA 400
ruler ....... 310.......320.......330.......340.......350....... 360.......370.......380.......390.......
07.06v TATTTAAATGAAGGTTGTAGTATTGARATTAGTTTAATTTTGATTTTTTGGGTTG! GGTGGTATTAGTATATAARGAGGAGAATATAGAGAGGTATATT 500
07.06n TATTTAAATGAAGGTTGTAGTATTGARATTAGTTTAATTTTGATTTTTTGGGTTGGGEGGTGGTATTAGTATATAAGAGGAGAATATAGAGAGGTATATT 500
21 IAT'["mTGmGt‘GlAqnTTGm']‘.A_MT.T.GAITTTT'GGGTTG GGTGG.M.AGTA.A.AAGAGGAGAA.A.AGAGAGG.A.A- 500
ruler .......410.......420.......430.......440.......450.......460.......470.......480.......490.......
07.06v GAGGATGTTTTTTTARGTATGTATATTTTAT TTGGAGTAAAGRATATGTGATGTAGTGTTTTTTTGGATGATATATAAGTATTTATATA 592
07.06n GAGGATGTTTTTTTARGTATGTATATTTTAT TTGGAGTAAAGRATATGTGATGTAGTGTTTTT TRGGATGATATATAAGTATTTATATA 592
21 GAGGATGT.T.T-AAGTATCi.hTAI'1"TAITTGGAGTIM\GAAIATGTGATGTAGTGT'TIT GGAIGATATATMGTATTTAIATA 592
ruler .......510.......520.......530.......540....... 550.......560....... 570....... 580....... 530.

Abb. 8.13 Alignment der viralen CP Sequenz der recovery resistent
reagierenden Pflanze VY.07.06 mit der urspriinglichen Sequenz vor (v)

232

und nach (n) der Inokulation mit PVY




Anhang

09.15n
09.15v

ruler

09.15n
09.15v
18
ruler

09.15n
09.15v
18
ruler

09.15n Ti
09.15v

ruler

09.15n
09.15v
18
ruler

09.15n
09.15v
18
ruler

hhkkhhkkhkh * k k hhkhk k khkhkhkkhk k Khhk hkhkhhkhhkk Ahhkk hhkhk khk Ahkkk hkk kk hkkhk kk hhkkhkhhkkhkhhhk khhkkk &
GGmTGATATAGTTGATGTAIGAGGAAGTATTAGGMGGATGTAMTMGAGTMGTAGTATTTAAA TAAATTAARAATAAGGARAAGGAARAGGATG 100
GGAAATGATATAATTGATGTATGAGGAAGTATTAAGAAGGATGTAAAATAAGAGTAAAGTAGTATT TAATTAAATTTTAATAAGGAARAGGAAALAGGATG 100

GGmTGAIAIMIIGATG.AGGnGGMC'AITMGMGGATC‘AMAIMGAC'MGGTAC'ATTlAAITAm'IIT.AAIMGGmAGGAGMGGAIG 100

........................................ 90.......100

HAKKKEKKKKAE KK Kkhhk K Kk KARK  * KRAKKEAKK Hhh K hh  AAAAAKR KRR NN KAKKRKKKKRKRR * hkkd KKK KKR
TGAATGTTGGAATATTTGGAAT TTATATTGTGT TATGAAT TARAGT TATTATGTT TARAATGAGAATGTTTAAGAGTARAGGTGTAGTTGTATTAAATTT 200
TGAATGTTGGAATATTTGGAAT TTATATTGTGT TATGAAT TARAGT TAT TATGTT TARAATGAGAATGTTTAAGAGTARAGGTGTAGTTGTATTAALTTT 200

TGAATGTTGGA.A.M]TGGAA. 'l‘lATAITGTmGM\TTAAAG.TATIAIGT-AmTGAGAAT_AAGAGTAAAGGTMTGTAITMTTT 200

..................... 190.......200

dkkdk ok kk  kkkkkkokkk Kk k kk kkkhkkkhk kk Kk kkkkk ok kkdk kk ok kkk ok kkkkkkkkk hkkkkkhkkkhkhkhkkhkhkk hk kkk ok
GARATATTTGTTHGAGTATGTT TTATAGTAAAT TGATAT T TTAAATATTHGAGTAATTTAATTATAGTT TGATATGTGGTATGAAGEGGTATAATTTGTA 300
GARATATTTGTTRGAGTATGTTTTATAGTAAAT TGATATTTTAAATATTTGAGTAATTTAATTATAGT T TGATATGTGGTATGAAGEGGTATAATTTGTA 300

GAAAIAITTA. GAG'm'rqT.A.AG.mmGA.M'm]mmlm‘GAG.mli‘mWGTTTGATA.GTGGTATGAA GGTA.AA.TTG.A 300
280

dkkdkk kkkkkkkhkkk kkkkkkhk  kk kkkkkkhkkkkkkk kokkkhkkkk ko k kkkkkk kkhkkkhk ok k  kkk ok kkkkkkkkkkkkokkkok
IGATATAGGAGAAATTGAAATGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGTTTGGTGTAT TGAAAATGGAATTTTGTTARATATT: (GGAGTTTGGGTTA 400
(GATATAGGAGAAATTGAAATGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGTTTGGTGTAT TGAAGATGGAAT T TR GT TARATATT. GGAGTTTGGGTTA 400

GAIATAGGAGMAITGA.I\ATC.}U\..TGTGATGMTGGC'TTATGGTTTGGTC'ATTGMTGGAA- GEEARABA GGAGTTTGGGTTA 400
.............. 320.......330.......340.......350.......360.......370.......380.......390.......400

L R A At T T d kkkkk  kkkkkkkkkkkkkk kkkk  kk ok kkkkk kkkk hkkhk k kkkkhkkk kkkkkkok
TGATGGATGGAGATGAATAAGTRGAATATTTAT TGAAATTAATRGT TGAGAATGTAARATTAATATTTAGGTAAATTATGGTATATT IGGATGTTGT 500
TGATGGATGGAGATGAATAAGTRGAATATTTATTGAAATTAATRGT TGAGAATGTAARATTAATAT TTAGGTAAATTATGGTATATT GATGTTGT 500

TGATGGATGGAGATGAA.MG GAATA-AITGAAA-M GTTmmTWTTAqumTGWTT GATGTTG. 500
....... 10.......420.......430.......440.......450.......460.......470.......480.......490.......50

hhkdkkhkkhkhkhkhhkhdhkkhkdkd ok dhk dodkkdkkdkkod dededk ko ok ok h hkkkkhkkkhkkhkhkdkhkkk ko hkhdk kb hh khkhkdhdhdhddddd dohdk

AGAAGEGTATATAGARATGTGTAATARARAGGAATTATATATGT TATGATATGGTTTAGT GATGGAAGTTTG TATGTTTTT 600

AGRAGEGTATATAGARATGTGTAATARARAGGAATTATATATGT TATGATATGGTTTAGT GATGGAAGTETSG TATGTTTTT 600

AGAA Gm'r.a.mc;m'rc:|c]nn|mn.nc:GAA.ATATATC.A.GATATGGTTTAGT GATGGMGTTTG 'r.a.'rc]'r'r'r'r 600
51 52 530

O T T S S
TTTTATGAGGTTATATTABGARTATTAGTGAGGGTTGGGGAAGEGTATATTTARATGAAGG TTG TAGEA TTGARATTA TTGATTTTTEG 700
TTTTATGAGGTTATATTABGAATATTAGTGAGGGTTGGGGAAGEGTATATTTARATGAAGG TTG TAGEA TTGARATTA TTGATTTTTIG 700
TTTTATGAGG'[‘.AIAT. GARBABEAGTGAGGHETAGGGAAGHGEABATTEAAATGARGCERGEA ATTGm'r'A TlGAITTTT'G 700

610 40 67

T
....... 10.......620.......630.......640.......650.......660.......670.......680....... [P

kkkdkkhkdk kkkkdk kk kkkk Kk kkkkkkkkkk k hhkkhkkkh Kk Kk Kk  hkkhkkkohdk Kk Kk Kkkkkkkk kkk Kk Kk hkkkkkdh  kkkdk ko
GGTTGGATGGTGGTAT TAGTATATAAGAGGAGAATATAGAGAGGTATATTATTGAGGATGTTTT TTTAAGTATGTATATTTTATTTGGAGTARAGAATAT 800
GGTTGGATGGTGGTATTAGThTA'l.'AAGAGGAGMT.I\TAGAEAGGTATATTATTGAGGATGTTTTTTT.M\GTATa::TATTTTATTTGGAGT GAATAT 800

GGTTGGARGGTGGEATEAG TABABAAGAGGAGAARARAGAGAGGEARABEABEGAGGATGTETETEEAAGTA TGRATARTE TABTTGGAG EAA.AT 800
............................ 740.......750.......760.......770. . ..... 790

dkkdkkkddk khkk ok k kkkkhkkhkhkkkhkkkkhkkhkhk khk

GTGATGTAGTGTTTTTT GATATATARGTATTTATATA: 842
GTGATGTATTGTTTTTT G GATATATARGTATTTATATA 842
GTGATGTAGTGT.T.T GA'rATATAAGTATTTA.ATAGG.TAG.G.G.G.G.G.G.G.G“G]G. mwamcu.qnm-rp-mmlr 899

Abb. 8.14 Alignment der viralen CP Sequenz der anfélligen Pflanze PVY.09.15

mit der urspriinglichen Sequenz vor (v) und nach (n) der Inokulation
mit PVY
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Anhang

09.06v
09.06n

ruler

09.06v
09.06n
18
ruler

09.06v
09.06n
18
ruler

09.06v
09.06n
18
ruler

09.06v
09.06n
18
ruler

09.06v
09.06n
18
ruler

09.06v
09.06n

ruler

09.06v
09.06n

ruler

KAk KhAK Kk KAk AKkKk Kk KKAAKAK Kk KARKKRAKAAK® KAAK KAKNK® Ahk AKkh KAk Ak KARAKk Kk *%k KAAKAAKAKANK KAAKK &
GGAALTGATATAATTGATGTATGAGGAAGTATTAAGAAGGATGTAAAATAAGAGTARAGTAGTATTTAAT TAAATTTTAATAAGGAARAGGAAANGGATG
GGATATGATATAATTGATGTATGAGGAAGTAT TAAGAAGGATGTAAAATAAGAGTARAGTAGTATTTAAT TAAATTTTAATAAGGAARAGGAAAAGGATG

GGm'rGA.A.AAT.GATG.AGGAGmﬂTmmsmTWGAG.mGGTAG.MT|AA|TAAA'1|'1|AA|AAGGMGGAGAAGGA|G

................ 90.......100

KAKKAKAKKAKR Kk KhAkk * KAk KAKhhk Kk KRAKAAKAK Ahk * K%  AKAKKARKARKA kkkhkRAhkRKRRR K KAKK KAAKKKK
TGAATGTTGGAATATTTGGAAT TTATATTGTGTTATGAAT TAARGTTATTATGTTTAAAATGAGAATGT T TAAGAGTAAAGGTGTAGTTGTATTARATTT
TGAATGTTGGAATATTTGGAAT TTATATTGTGTTATGAAT TAAAGTTATTATGT T TAAAATGAGAATGT T TAAGAGTAAAGGTGTAGTTGTATTARATTT

Tn:.m'rs'r'rsmlmi'rcc;.nnl'r..nTA.TGTc.n.c.u'rqu'rn.mlm-mnTGAGMT_AAGAGTMGGTMTGTAl'rm'rTT
....... 110.......120.......130.......140.......150.......160.......170.......180.......190.......200

KAkKK Kk Ak Kk KAKKKKK Kk ok KAKKAKK KAk K KAKKK Kk KKK Kk K KAk K KAAKANKRAN KRAARKARKAK AAAK Ak ARk K
GARATATTTGTTTGAGTATGTTTTATGGTARATTGATAT T TTARATATTTGAGTAATTTAATTATAGTTTGATATGTGGTATGAAGTGGTATAATTTGTA
GAAATATTTGTTTGAGTATGTTTTATAGTAAATTGATATTTTARATAT GAGTMTTTMTTATAGTTTGAT:IGTGGTATGM GGTATAATTTGTA

GAAA.A.TTA.WGAGTMG.T.A.AGIMTTGA.M‘T‘MATA. GAGEAAETEARTEABAGT T TGATABGTGGTATGAL GGTA.A.A.TTG.A
....... 280.......290.......3

Kk KK RAKKKKKKAR KRKKKKK Kk KRRKE KRRANKK ARRAKKAANNR KRR KAKKAR IR KR Kk Kk Kk kk Kk AAAAAARRARAKRE
TATGATATAGGAGARAT TGAAA TG TTAAT TGTGA T GAATGGG T TTAT GG T TTGGTGTAT TGAARATGGAATTTTGT TARATAT TAATGGAGTTTGGGTTA
TATGATATAGGAGARATTGAAATGTTAATTGTGABGAATGGGTTTATGGTTTGGTG 1.ATTGMMTGGAATT;IGTTMTTA:‘;:::IGGAGTTTGGGTTA

TA.GA.ATAGGAGMA.TGAAA'rc-m.l'rGTGA'J'Gn.n.'rcGC]TTATG-;:'STTGGTE]ATTGMTGGM- c'};g.gln gcguoxcr'r'rccc':'gg

KRR AR KRR AR RRE KERAE RARE h RNRAR RRARRARKRARRAE KRAE K K RREAR KRR KRAK K ARKK K K REARRR

TGATGGATGGAGATGRATAAGTEGAATATTTATTGARATTAA GTTGAGMTGTA.MU\TTMTATTTAGGTmTTATGGTATATTTTTTAGATGTTGT

TGATGGATGGAGATGAATAAGTEBAATATTTATTGARATTAATEGTTGAGAATGTARAAT TAGTATTTAGGTARATTATGGT, TTAGATGTTGT

TGATGGATGGAGATGAAIMG GAATA-A.TGAAA-AA GTTGAGMTWTTAGG.MT.ATG T'AGATGTTG.
450 470

ok hkkk Ak kkkkhkkhkkk k kk hkkkkkkokk  kkkkhkk KAk ok kA kkhkhhkohk kkkkok kk ok kkkkkkkkkkkhhk ok Kk kkkk kak
AGAAGTGTITATAGAAATGTGTAATMGGMTTATATATGTT GATATGGTTTAGTTTGTAATTTqq&l\']'GGAAGTTTGGTTTGTTATGTTTTT
AGAAGEGTATATAGAAATGEGTAATARAAAGGAATTATATATGTTARGATATGGTTTAGT TAATETGTGTGATGGAAGTTTG! GTTATGETTTT
AGAAGEGTATATAGAAATS C'AAIMGGM.ATATAT GATATGGTTTAGT TC'C'GATGGMGTTTG C‘TAT TTTT

510 52 5 40 550 560 600

dk kkkkkhkkkkk Kk kk Kk kkk ok khkhkkkkkhk ok hkkkkhkkdk Kk hkk hkkkkkhkhkk Kk kk kk kkkkk kk dkk hkkk hkkk ok

GATETTTATGAGGTTATATTATGAATATTAGTGAGGGTTGGGGAAGE GTATATTTAAATGAAGGT TG TAGTATTGARATTAGTTTAAT TTRGATTTTTHG
GATTTTTATGAGGTTATATTABGAATATTAGTGAGGGTTAGGGAAGEGTATATTTAAATGAAGG 'I'Ig TAGTATEGARATTAGTTTAATTTEGATTTTTTG

GAITTTTATGAGGT.AIAT. GAAIA-AGTGAGGC'TAGGGAA c]n.n'r':lmrsmc:c; AC'ATTGAAA'I‘.AC.MT. GAITTTT.G

dkkkhhkk Fhhkdhk dhk khkkdk k kkdkhkdkkkdkhkd ok kkhkdkhkdkdk * & * khkdkhkhkhkd * K dkhkkkkdkk kkdk Kk kk khkkhdkhkdh whkhkhdk dk

GGTTGGATGGTGGTAT TAGTATATAAGAGGAGAATATAGAGAGGTATAT TATTGAGGATGTTTT TTTAAG TATETATATTTTATTTGGAGTAAAGAATAT

GGTTGGABGGTGGTAT TAGTATATAAGAGGAGAATATAGAGAGGTATAT TATEIGAGGATGTTT T TTTAAGTATETATATTTTATTTGGAGTAARGAATAT

GGTTG GGTGC'ATIRGTA.AIAAGAGGAGAAIAIAGAGAG GAGGATGT.T. -AAGTATC'ATAI']ITAITTGGAGTIMGMIAT
71

............................ 740.......750.......7 0.......800

dkkkdkkhkkdkhk k k hkkdk hkkhkhkkkkhkhkokkdkhkdk kkd

GTGATGTAGTGTTTTTT) GmGA TATATALGTATTTATATA

100
100
100

200
200
200

300
300
300

400
400
400

500
500
500

600
600
600

700
700
700

800
200
300

GA TATATMGTATTTAIATAGC‘TAC'C‘C‘C‘C‘C‘C‘G.G“C‘C"l‘lT.l\.GAGT-C‘mM'I‘lA-AGT g 3'21

GTGATGTAGTGTTTTTEGATGA TATATAAGTATTTATATA 842

GTGATGTAGTGTRTHET
....... 810.......820.......830.

Abb.8.15 Alignment der viralen CP Sequenz der immun reagierenden Pflanze
PVYc:.09.06 mit der urspriinglichen Sequenz vor (v) und nach (n) der
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Inokulation mit PVY




Anhang

13.15v
13.15n

ruler

13.15v
13.15n
17
ruler

13.15v
13.15n

ruler

13.15v
13.15n
17
ruler

13.15v
13.15n
17
ruler

13.15v
13.15n

ruler

13.15v
13.15n

ruler

13.15v
13.15n
17
ruler

hAkkkAhhh K hhk Khhk k ARAAKAR Kk KARAKKAKR & KAk RAKK* k% Akkh KAk *hk KAAhAK Kk K%k KAK KK Khnk AhA&* &
GGAAATGATATAATTGATGTATGAGGAAGTATTAAGAAGGATGTARALTALGAGTAAAGTAGTATTTAATTAAATTTTAATAAGGARAAGGAAAAGGATG
GGAAATGATATAATTGATGTATGAGGAAGTATTAAGAAGGAAGAARALATARGAGTAAAGTAGTATTTAATTAAATTTTAATAAGGAAGAGGAAAAGGATG

GGmTGA.A.AAT.GMG|AGGAGGAAG|A|TAAGAAGGATG|AAM|AAGAG|MGGTAG|MT|AA|TAM1|'1|AA|AAGGMGGAGMGGA|G

1.......10........20........30........40........50........60........70........80........ 90....... 100

HAKKKKAKAKKR *h KAKKK ® KAk Khhhk K KAAAKAKAAK KAK & K%  AAAKKANRARAK AkARKKRAKKARE *  AAKK AAKAKAKX
TGAATGTTGGAATATT TGGAATTTATATTGTGTTATGAATTARAGT TAT TATGT TTARAATGAGAATGTTTAAGAGTARAGGTGTAGT TGTATTAAATTT
TGAATGTTGGAATATT TGGAATTTATATTGTGTTATGAATTARAGT TAT TAT GT TTARAATGAGAATGTTTAAGAGTARAGGTGTAGT TGTATTAAATTT

Tmrsrrsmlm]mcm.1|ATA.TG'rG-AlGm'r'rmq'rminlG'r-uu'rGAGMTC.AAGAGTMGGT@A.TGTA.TMTTT
................................................. 170.......180.......190.......200

HhKE Kk Kk Kk KKKKKREK Kk k kk KARKKKK KKk K KAk K Kk KKKk Ak K Kkk K KRKKKKKKE KARRRKKKRRK Kkkh Kk KAK K
GAAATATTTGTTTGAGTATGTTTTATAGTARATTGATAT T T TARATATT TGAGTAATTTAATTATAGTTTGATATGTGGTATGAAGEGGTATAATTTGTA
GAAATATTTGTTTGAGTATGT T T TATAGTARATTGATAT TT TAAAAATT TGAGTAATTTAA T TATAGTTTGATATGTCGTATGAAGTGGTATAATTTGTA

Gmln..rmlm'mcm'rc]T.n.n@mﬂcn.mlm‘.nmmlm‘anu.qm“mTTTGATA.GTGGTATGMG.GGTA.AA.TTG.A

........................................................ 80.......290.......300

dk kk kkk kkkkhkk Kk khkkk  kk khkhkkkkkhkhkhkd hkhkkkhkkhkhkkhkdk khkhkhkkkhkkkkE ok Kk k% * ok kkkkkkhkkkkdhkk

TATGATATAGGAGAAATTGAAL TGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGTTTGGTGTATTGMMTGGAATTT.GTTmTTTTAAIGGAGTTTGGGTTA

TATGATATATGAGAAAT TTGAATGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGTTTGGTGTATTGARAATGGAAT T TTGTTAATTATTAATGGAGTTTGGGTTA
TA.GA.ATAGGAGMTGAM'rc.mlTGTGATGMTGGc]TmTGGTTTGGTC‘ATTGMTGGAA-T.c.mnlAMGGAGTTTGGGTm
................................... 350.......360.......370.......380.......390.......400
KRR KRR KRR KR KKk ok ok ko ok KORRKKK RKRAKAKAARRKAR RKAK Kk ok Kkkkk kKKK kKKK K KKK K KRKAAAAK
TGATGGATGGAGATGAATAAGTEGAATATTTATTGAAATTAATIGTTGAGAATGTAARATTAATAT T TAGGTARATTATGGTATATTT TTTAGATGTTGT
TGATGGATGGAGATGAATAAGTHGAATTTTTATTGARATTAATHGTTGAGAATGTAARATTARAAT T TAGGTARATTATGGTATATTT TTTAGATGTTGT
TGATGGATGGAGATGMIAAG Gnm-nl'rcm-m GTTGAGMTW.TTAGc]m'J'.ATGc]A.ATTT.T.AGATGTTc]
....... 410.......420....... P 11 .......50

Kk kk A kAR Akk hkkkhk ok Ak kA kRARE  kRREE &k kRRERkA kR Ak Rk kA Rk Kk k RRkAkkhkA Rk k ok ok khkh Ak
AGAAGTGTATATTGAAATGTGTAATAAARAGGAATTATATATGTTAJGATATGGTTTAGTT TG TAAT TTGGEGATGGAAGTTTGGTTGTTATGTTTTT
AGAAGTGTATATAGAAATGTGTAATAAARAGGARTTATATAAGTTATGATATGGTTTAGTT TG TAAT TTGTGTGATGGARGTTTAGT TTGTTATGTTTTT
A.GMC‘GTATATAGAMTG.C‘AA.MGGAA-ATATATC'AIGATATGGTTTAGTIIGTA.M"TC‘C‘GATGGMGTTTGC‘T.C‘TATC‘TTTT
....... 510.......520.......530.......540.......550.......560.......570.......580.......590.......600

Hk KAKAKAKKAKR Kk Kk Kk ARk Kk RARAKKAK K AKAAKR * K Kh* ANKAKKANR K Kk kAKKAKK kK hAkKh K Kk KhkK K
GATTTTTATGAGGTTATATTA.GAATATTAGTGAGGGTTGGGGAAQGTATATTTMATGAAGG'I'TGTAG TETTGARATTAGTTTAATTTTGATTTTTTG
GATTTTTATGAGGTTATATTATGAATATTAGTGAGGGTTAGGGAAGTGTATATT TAAATGAAGGTTGTAGTATTGARATTAGTTTAATTTTGATTTTTTG

GAITT'['TATGAGGT'AIAT.AIGAAIA-AGTGAGGC'TAGGGMC'C'AIATTIMTGMGG“AC'ATTGAAA'I‘.AC.M'[‘.T.GAITTTT.G

HAKKAKK KAKKK Kk KAkk * RAKARRARA® * KAKAKAK & * *  AKAKAAKE & * ARAKKKK *AKk K Kk KAAAAKAN AAKNE *&
GGTTGGAIGGTGGTATTAGThTATAhGAGGAGMTATAGAGAGGTATATTAT.GAGGATGTTTT'l'TTJ\AGTATGTATATTTTATTTGGAGTMGMTAT
GGTTGGATGGTGGTAT TAGTATATAAGAGGAGAATATAGAGAGGTATAT TAT TGAGGATGTTTTTTTAAGTATGTATATTTTATTTGGAGTAAAGAATAT

GGTTGGA.GGTGG'M.AGTn.nlAnGAGGAGm.A.AGAGA G'AlA-A-GAGGATGﬂTﬂ-AAGTATQATA.“TA.TTGGAGT]AAGAA.A
...................................................................... 800

R E
GTGATGTAGTGTTTTTTTGGATGATATATAAGTATTTATATA 842
GTGATGTTGTETTTATTTGGATGATATATAAGTATTTATATA 842
GTGATGTAGTGT'T'T-GGAIGATATATMGTATTTAIATA 842
....... 810.......820.......830.......840.

100
100
100

200
200
200

300
300
300

400
400
400

500
500
500

600
600
600

700
700
700

800
800
800

Abb. 8.16 Alignment der viralen CP - Sequenz der transgenen anfélligen Pflanze
PVY.13.15 mit der urspriinglichen Sequenz vor (v) und nach (n) der

Inokulation mit PVY
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Anhang

13.10v
13.10n

ruler

13.10v
13.10n

ruler

13.10v
13.10n

ruler

13.10v
13.10n

ruler

13.10v
13.10n
17
ruler

13.10v
13.10n

ruler

13.10v
13.10n

ruler

13.10v
13.10n
17
ruler

dkkkddkkdk d hkk hkhkkk Kk hkkhkhkkk Kk hkdkkhkkkokdhk hkdkhk hkdkkok kdk kkkdk khkk kk  khkkhk k hhk khkkhkhkokdhhkhkhdk dkkhkkdh *

GGmTGATATAATTGATGTATGAGGMGTATTMGMGGATGTAMATMGAGTAAAGTAGTATTTAATTAMTTTTMTMGGMMGGAMAGGATG
GGAARTGATATAATTGATGTATGAGGARGTATTAAGARGGATGT. GTA| GGAARAGGAARAGGATG
GGerWi‘GATG.AGGnGGuc]A.TuGuGGAT oA GGTA 'r GGARRAGGAGARGGARG
1.o......10........20........30........ 40........50........60........ 80. 100
P
TGAATGTTGGARTATTTGGRAT TTATATTGTGTTATGAATTARAGT TATTATGT TTARAATGAGAATGTTTAAGAGTARA GGTGTAGT TGTATTRARTTT

TGARTGTTGGAATATT TGGAATTTATATTGTGTTATGAATTARAGT TAT TATGTTTARAATGAGAATGTT TARGAGTARRGETGTAGT TGTAT TRAATTT
TGAATGTTGGMIAT.TGGAA. 'l‘lATAITGTC'AIGAATTMAC-ITAT.AIGT-MMTGAGMTC-AAGAGTMGGTC'MITGTAITMATTT
180 200

KAk k Kk KkEAREAEE K K Kk RkRARRE Rk ok kkkkk KkEEE Ak Rk ok RRRREEREE KA ERE AR AR FRE *k RkE *
GAARBATTCETECAG TATG TTE TABA GEARA TTGARA T TEAAA TAB TEGA GTAAE TEAA TEABAG T TTGATAT S TGS TATGAAGEGGTABANE TTCEA
GAAATATTTGTTHGAGTATGTTTTATAGTARATTGATAT TT TARATATTRGAGTAATTTAATTATAGTTTGATATGTGGTATGAAGHGGTATAAT TTGTA

GRAAGAETTAR GAGTATC-"I‘-AIAC'AMTTGAIAT.T'AMTA. GAC'AAIT'AAT'AIAGTTTGATAIGTGGTATGM GGTABARETTGEA
210. 290

Kk hhk KKK KHKAE KhkARA R hk RARKARRARAN KRG AR AAANAAARNAE AAAAARRRRARRE kAR hhh Ak AA A AR AR A A AN A A A AN

TAEGREATAGGAGARATTGRARTG TTRATTGTGATGART GGG T TATGGTTTGGTGIATTGARRATGGAA T TEGEBARARA GGAGTTTGGGTTA
TATGATATAGGAGARATTGAAATGTTAATTGTGATGAATGGGTTTATGGTTTGGTGTATTGARRATGGRAT TTBGTTARA TATTAABGGAGTTTGGGTTA

TAIGA.ATAGGAGAAAITGAAATG-A.AITGTGATGAATGGG.TTATGGTTTGGTGIATTGMAATGGAA- GGAGTTTGGGTTA
....... 310.......320.......330.......340.......350.......360.......370.......380.......390.......400
e o o o o ok ok ok ok ok ok e e e o o e e ek * kdkkk ok dhkkhkkhkhkhkhhkhdk dhhkkk hk ok dkkkkdk kdkkk khkkdk Kk khkkdk ok ok dkok koo
TGATGGATGGAGATGAGEALGBGAATAT TTATTGARAT TAA Tl GT TGAGAATGTAARATTAATATTTAGG TARATTATGGTATAT TTTTEAGATGTTGT
TGATGGATGGAGATGARTARGTEGAATATTTATTGARAT TAATHGT TGAGRATGTAARATTAATATTTAGGTARATTATGGTATATTTTT TAGATGTTGT
TGATGGATGGAGATGMIAAG GAATABEEAETGAAREEAA GTTGAGAATG.A.A.AA-AA.A.TTAGG'mu'ATGG'A.ATﬂ“I‘AGATGTTG.

....... 410.......420.......430.......440.......450....... e e .......490.......50

Hhhhh khk KA KKK KK RR A Kk ARAhkAhhd KA KA AR AAAAAAAANE AANAAARRRRE AR & ARk AR AR h AR AR Ak KAk h Ahk K

AGAAGTGTGTATAGARATGEGTARTAAARAGGARTTATATATGTTABGATATGGTTTAGTTEG TAATR TGl Gl GATGGRAGTTTG Gl TRGETATGETTTT
AGAAGEGTATATAGAAATGEGTAATAAARAGGARTTATATATGTTAEGATATGG T TAGTTEG TAAT TTG TG TGATGGRAGTTTGGT TG TTATGTTTTT
AGAAGEGTATATAGAAATS| GIAA.AMAAGGAA-ATATAT GATATGGTTTAGT TAM'TG.QGATGGAAGTTTGG. G.TATG.TTTT
....... 510.......520.......530.......540.......550.......560.......570.......580.......590.......

hAkKhk KKAKAAKAKAK ® Kk K Kkk Kk ARAKRAKK * KAAKAK K & AAKk KAAAKKARRK Ah Ak *AAAR*AK Kk KAk K KKk KAKK
TGATTTTTATGAGGTAATATTA.GAATATTAGTGAGGGTTGGGGMQGTATATTTMATGMGGT GTAGTATTGAAATTAGTTTAATTTTGATTTTT.
TGATTTTTATGAGGTTATATTATGAATATTAGTGAGGGTTGGGGAAGTGTATAT TTAAATGAAGGTEGTAGTATTGAAATTAGTTTAATTTTGATTTTTT

'['GAITTTTATGAGGT.AIA'IIA.GAA.A-AGTGAGGC'TAGGGMC'C'AIATT'MATGMGG C'AG'ATTGAAAT.AC.AAT.T'GAITTTT.

HAKKAKAKKAKAKR Kk KAKK & KRARRARARR & AhAKAAK & K K  RAKAAkdkd &® *k hhRhhhd **  * * KAKKE K KAK K
GGGTTG GGTGGTATTAGTATATAAGAGGAGAATATAGAGAGGTATATTATTGAGGATGTTTTTTTAAGTATGTATATTTTATT TGGAGTAAGGAATA
GGGTTG GGTGGTATTAGTA TATMGAGGAGMTATAGAGAGGTATATTA:GAGGATGTTT'l'T'l.'TAAGTATGTATTTTTTTTMGGAGTMGMTA

GGGTTG GGTGG'AT.AGTA.A.AAGAGGAGM“AGAGAG GAGGATGTETETEEAAGTATGEATARTETABTTGGAGTEAAGAARA
....... 710.......720.......730.......740.......750.......760.......770.......780.......790.......800

KAKKAKAKARKAK K Kk KKK KAAKARRANKRRARRE KAk
TGTGATGTAGTGTTTTTTTGGATGATATATAAGTATTTATATA 842
TGTGATGTAGTGTTTTTT (GATATATAAGTATTTATATA 843
TGTGATGTAGTGT.T.T GATATATAAGTATTTA.ATA 842

100
100
100

200
200
200

300
300
300

400
400
400

500
500
500

600
600
600

699
700
699

799
800
799

Abb. 8.17 Alignment der viralen CP - Sequenz der transgenen recovery resistent
reagierenden Pflanze PVY.13.10 mit der urspriinglichen Sequenz vor
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(v) und nach (n) der Inokulation mit PVY




Anhang
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* kk ok e ke e e ok ok e ok e o ok ok ok ok ok ke ok ok g ok ok ok ok ok gk ok ok ok ok sk ok ok ok ko ko ok ok ok ok ook ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ek ok

- GGGAA ATTAA ATG GATGTT GAA GTATATAGAAAT TATAT GATAT 99
- GGGAATT ATTAATEATG GATGTT GTATATAGARAT TATAT GATAT 99
TTAGGIAAA ATG GATGTT GTATATAGAAAT TATAT GATAT 100

100

R R L e

GGTTTAGTTEGTAA' IGATGGAAGTTTG TATGETTTT: TTTTATGAGG GTGAGGGHETAGGGAA: 199
GGTTTAGTTERGTAA' (GATGGAAGTTTG TATGETTTT TTTTATGAGG GTGAGGGHTAGGGAA: 199
GGTTTAGT GTAA GATGGIU\GTTTG TAT TTTT TTTTATGAGG GTGAGG TAGGGM 200

...................................................................... 200

R R R S A td
TGAAG TTGAAA' TTTTRGGGTTG GGTGH ARGAGGA GAGAG 299
TGAAG TTGARA TTTTRGGGTTG: GGTG ALGAGGA GAGAG 299
TGAAG TTGnAh TTT GGGTTG GGTG T GT AAGAGGA GAGAG 300
20 3

R L L R e L T e e

GAGGATG' GTAT T 'TTGGAGTAAR TGTGATGTAGTG G {GATATATAAGTATTT: TAG! 399

GAGGATG' GTAT TTGGAGTAAA TGTGATGTAGTG ‘GATATATAAGTATTT. TAG: 399

GAGGATG GTAT TTGGAGTIAA TGTGATGTAGTG GATATATAAGTATTT TAG 400
350

R s e e ey

BT

Abb. 8.18 Alignment eines Fragmentes des Transgens der Pflanzen 06 und 15

der Linie PVYs.09 (ohne Bisulfitmodifikation) mit der urspriinglichen
Sequenz zum Nachweis der (CG) innerhalb des Transgens in den
Pflanzen
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8.19 Alignment des Plasmids PPX+Intron mit der theoretischen Sequenz
zur Kontrolle der Nukleotidabfolge in dem inverted repeat
Vorkonstrukt



**********************************************************************************************

TTTTT--—| 97
ppx cg '.'l“:l.‘l'r!l'.‘l'.'l’.‘ 100

tttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttt

GGTGT 197
ppx :g GG'.'I.‘G'I‘ 200

ruler .......110.......120.......130.......140.......150.......160.......170.......

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
TTTT fey{elel TGT GGTT 297
ppxcg TTTT m 'I' GTGE TGT GG'I'I' 300

tttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttt

37T 397
ppxcg T 400

***********************************************************

458
ppxcg —— 459
ler

Abb. 8.20 Allgnment des Plasmlds PPXCG mlt der theoretischen Sequenz zur
Kontrolle der Nukleotidabfolge in dem inverted repeat Vorkonstrukt

8.10 ANGABE DER PROZENTUALEN DNA - METHYLIERUNG DER
UNTERSUCHTEN PFLANZEN

Tab. 8.11 Ubersicht iiber den prozentualen Anteil der methylierten C innerhalb
der viral - abgeleiteten Sequenzen der untersuchten Pflanzen

Pflanze % ™C vor der Effizienz |% ™MC nach der |Effizienz
Infektion der Infektion der
Modifi- Modifi-
C |sC |aC |kation[%]|C |sC |aC [kation [%]
PVY.13.10 |29,1|44,7 |22,9 [100 13,9134,2 (6,8 |100
= |PVYce09.06(42 149 0,0 |988 13,9 40,4 |3,4 (98,8
E PV.14.13 20,5|46,9 |10,0 | 84,3 75,9190,6 |70,0 |97,6
é VY.04.04. 14,4136,8 |3,8 [84,3 27,1 47,4 17,5 100
§ VY.07.06 3,4 |10,5 |0,0 (100 14,4 44,7 10,0 |100
PVY.13.15 [6,7 |23,4 |0,0 [98,8 0,0 |0,0 (0,0 ([100,0
PVYcc.09.15]115,8 34,0 8,5 |97,6 15,2|34,0 |7,6 |97,6
5___. PV.14.14 69,6 | 78,1 66,3 [100,0 68,8 81,3 |63,8 [98,8
% VY.04.10 15,3139,5 |3,8 [100,0 13,6 39,5 |1,3 84,3
s |VY.07.10 12,7136,8 |1,3 [100,0 356 (71,1 |18,8 |100,0
Pfl.: Pflanze
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