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Einleitung 3

1. EINLEITUNG

1.1. Lettuce mosaic potyvirus

Das Salat Mosaik Virus (LMV lettuce mosaic potyvirus) ist ein weltweit vorkommendes Pathogen und
verursacht an seinem namensgebenden Wirt schwere Schaden, die mit einer typischen, mosaikartigen
Scheckung der Blétter einhergehen. LMV gehort zu der Gattung Potyvirus, die in die Familie der
Potyviridae eingeordnet wird.

Abb. 1 : Elektronenoptische Aufnahme eines Potyvirus im Negativ-K ontrast-
Verfahren, hier PPV mit flexiblen stébchenférmigen Partikeln von ca. 750 hm
Lénge (Aufnahme INRA Bordeaux).

Die Gattung Potyvirus ist mit ca. 180 Arten die gréflte innerhalb der Pflanzenviren (Shukla et al.,
1994) und verursacht signifikante Schaden in einem breiten Spektrum von Wirtspflanzen. Bis 1974
wurden Potyviren in 1112 Pflanzenarten, in 369 Gattungen und 53 Familien nachgewiesen
(Edwardson, 1974). Die Viren werden von Blattlausen nicht-persistent, d.h. nur fir wenige Minuten
nach Eingtich in eine infizierte Pflanze, durch die Mundwerkzeuge der Insekten Ubertragen und einige
Arten sind auch samenibertragbar (Johansen et al., 1994; Shukla et al., 1994). Potyviren erscheinen
im elektronenmikroskopischen Bild als charakteristische, flexibel stébchenférmige Partikel von 680
bis 900 nm Léange und 12 bis 14 nm Breite (Edwardson, 1974).

Das Genom eines Potyvirus besteht aus einem einzelstrangigen (+) RNA Molekdl von ca. 10.000
Nukleotiden (nt) zuziglich einem poly(A)-Schwanz (Revers et al., 1999). Diese genomische RNA
kodiert fir einen einzigen offenen Leserahmen (ORF), ein Polyprotein, das von drei Virus-kodierten
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Proteinasen in funktionelle Proteine prozessiert wird (Riechmann et al., 1992). Der offene Leserahmen
wird von zwei nicht-kodierenden Regionen flankiert, an das 5'-Ende des viradlen Genomsist ein Virus-
kodiertes Protein (VPg) gebunden. Diese Struktur unterscheidet potyvirde RNA von durch RNA-
Polymerase Il transkribierter mRNA, an deren 5'-Ende 7-Methylguanylsaure (5'-cap) gebunden ist. Da
eine effiziente Trandation von MRNA eine Interaktion zwischen 5-cap und 3'-poly(A) erfordert

(Gallie, 1998), mul’ es flr Potyviren einen alternativen Mechanismus geben.

6K1 6K2

Nla

‘— P1 | HC-PRO| P3 Cl NIb CP

oly(A

Abb. 2 : Organisation eines Potyvirus Genoms (Revers et d., 1999). Potyviren haben eine
einzelstrangige, am 3'-Ende polyadenylierte genomische RNA, an deren 5'-Ende ein Virus-kodiertes
Protein (VPg) gebunden ist. Erléuterungen der Organisation des Polyproteinsim Text.

Das trandatierte Polyprotein wird von drei viruskodierten Proteinasen - P1, HC-Pro und Nla - in zehn
einzelne Proteine zerteilt (Riechmann et al., 1992). Das huclear inclusion protein a (Nla) schneidet als
Proteinase an mindestens sieben Schnittstellen (Revers et al., 1997). Die von Nla erkannten
Schnittstellen sind die Dipeptide Q/A, Q/S, Q/G und Q/V. Als Konsensus findet man an der Position 4
upstream der Schnittstelle die Aminosdure Valin. Eine weitere Schnittstelle liegt intern zwischen der
VPg und der Proteinase Doméane an einem E/S Dipeptid (Dougherty & Parks, 1991). Die Proteinase-
Aktivitdt der helper component (HC-Pro) wurde erstmalig bei tobacco etch potyvirus (TEV)
nachgewiesen (Carrington et al., 1989). HC-Pro schneidet an seinem Carboxy-Terminus zwischen
G/G, die Sequenz der TEV Schnittstelle findet sich homolog im LMV Polyprotein an den Positionen
890 - 896 (QHYRVG/G). Die dritte Proteinase ist das Protein P1, das an seinem Carboxy-Terminus
das Dipeptid Y/S schneidet (Mavankal & Rhoads, 1991).

An der Replikation des virden Genoms sind wahrscheinlich verschiedene viruskodierte Proteine
beteiligt (Revers et al., 1999), aber die zentrale Rolle kommt dem Protein NIb (nuclear inclusion
protein b) zu, fir das Aktivitét as RNA-abhéngige RNA-Polymerase nachgewiesen werden konnte
(Hong & Hunt 1996).

Fur das Protein P3 konnte noch keine Funktion nachgewiesen werden, es gibt aber Hinweise, dal3 es
an der Regulation der Replikation beteiligt ist. Nach der Insertion von 12 Nukleotiden in die fur P3

kodierende Sequenz von TVMYV (tobacco vein mottling potyvirus) wurde keine Replikation des
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virdlen Genoms beobachtet (Klein et al., 1994). Das Protein 6K, das zweifach im Polyprotein
vorkommt (6K1 und 6K2), wurde in Untersuchungen mit fluoreszierenden 6K-Fusionsproteinen aus
TEV (tobacco etch potyvirus) as moglicher Membrananker beschrieben (Schaad et al., 1997).
Ermoglicht wird diese Verankerung in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) durch

eine hydrophobe Doméne, die 19 Aminosauren umfasst.

QA QIS QIS QIG
Y/S G/IG E/S QIS Qv
Nla
P1 HC-PRO P3 Cl Nlb CP
VPg| Pro
438 896 6K 1 K2\ 2215 2458 2978

1274 1326 1969 2022

Abb. 3 : Organisation des LMV-Polyproteins (Revers et a., 1997): Positionen und Dipeptide an den

mutmal3lichen Schnittstellen des Polyproteins.
Das Hullprotein (CP, coat protein) ist das einzige Strukturprotein, das von der genomischen RNA
kodiert wird. Ein Viruspartikel wird aus ca. 2000 Einheiten des Hullprotein gebildet (Matthews,
1991). Nahe des Amino-Terminus befindet sich das Tripeptid DAG (Position 2983-2985), von dem
fir TVMV gezeigt wurde, dal? es fiir die Ubertragung durch Blattlduse notwendig ist (Atreya et al.,
1991). Bereits 1988 hatte man beobachtet, dal? dieses Tripeptid in alen Potyviren vorhanden ist, die
durch Blattlduse Ubertragen werden, wéhrend es in nicht durch Blattluse Ubertragenen Potyviren fehlt
(Harrison & Robinson, 1988). Im folgenden Jahr konnte gezeigt werden, dal3 durch enzymatischen
Abbau der amino-terminalen Doméane des CP die Ubertragbarkeit durch Blattlause verloren geht
(Salomon, 1989). Andere Studien belegten durch Mutationsversuche die Bedeutung des DAG
Tripeptids (Atreya et al., 1990; Atreya et al., 1991). Diese Ergebnisse zeigten auch, dal3 bestimmte
Substitutionen moglich sind, welche die Blattlausiibertragbarkeit erhalten, z.B. kann die
Asparaginsaure in Position 1 des Tripeptids durch Asparagin ersetzt werden. Alle untersuchten
Mutationen der Positionen 2 und 3 des Tripeptids fihrten zum Verlust der Blattlausiibertragbarkeit.
Fir TVMV konnte gezeigt werden, dal3 auch die Aminosdure am Carboxy-Terminus des DAG
Tripeptids fiir die Ubertragung durch Blattl&use notwendig ist (Atreya et al., 1995). Eine Mutation der
Proteinsequenz DAGK zu DAGE fihrte zum volligen Verlust der Blattlausiibertragbarkeit.
Untersuchungen an anderen Virusgattungen belegen ebenfals die Rolle des DAG Tripeptids. Die
Sequenzierung des Hullproteingens von Potato aucuba mosaic potexvirus (PAMV), einem durch

Blattlduse Ubertragenem Virus der Gattung Potexvirus, zeigte das Vorhandensein des Motivs DAG in
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der amino-terminalen Region des CP (Baulcombe et al., 1993). Wird die entsprechende Region im
nicht blattlausiibertragbaren potato virus X potexvirus (PVX) durch die Sequenz aus PAMV ersetzt,
wird PVX durch Blattlduse Ubertragen. Zusétzlich konnte ein Isolat von PAMV charakterisiert
werden, bei dem keine Ubertragung durch Blattlause beobachtet wurde. Die Sequenzanalyse ergab,
daid das Tripeptid DAG durch DAS ersetzt war. Alle diese Untersuchungen belegen den direkten
EinfluR des Motivs DAG am amino-terminalen Ende des CP auf die Ubertragung durch Blattlduse.
Neben dem CP ist ein weiteres virales Protein an der Blattlaustibertragung beteiligt, HC-Pro (helper
component - proteinase) (Thornbury et al., 1985). Bei Sequenzvergleichen zwischen dem nicht
blattlaustibertragbaren potato virus C potyvirus (PVC) und dem durch Blattl&use Ubertragenen potato
virus Y potyvirus (PVY) konnte gezeigt werden, da3 sich HC-Pro in nur zwel Aminosiuren
unterscheidet (Thornbury et al., 1990). Im Ubertragungsdefekten Protein HC-Pro von PVC ist an
Position 50 Lysin durch Glutaminsaure und an Position 225 Isoleucin durch Valin ersetzt. Durch
Mutationsexperimente mit einem anderen Virus, tobacco vein mottling potyvirus (TVMV) wurde
nachgewiesen, dal? die Substitution einer einzigen Aminosaure in der amino-terminalen Doméane von
HC-Pro, Lysin, durch Glutaminsiure zum Verlust der Ubertragbarkeit durch Blattlause fuhrt (Atreya
et al., 1992). Wurde Lysin an Position 50 durch andere Aminosauren ersetzt, fuhrte dies ebenfalls zu
einer defekten HC-Pro. Nur eine Substitution durch Arginin erhdlt die Funktionsféhigkeit des Proteins
(Atreya & Pirone, 1993). Das Lysin Motiv KITC in der amino-terminalen cysteinreichen Doméne von
HC-Pro scheint also eine essentielle Rolle bei der Ubertragung durch Blattlduse zu spielen (Revers et
al., 1999). Es wurde noch ein weiteres, fir die Blattlausiibertragung notwendiges Motiv gefunden. Es
handelt sich um das Tripeptid PTK in der carboxy-terminalen Doméane von HC-Pro (Granier et al.,
1993). In einem nicht blattlausiibertragbaren Isolat von zucchini yellow mosaic potyvirus (ZYMV)
konnte nachgewiesen werden, da? Threonin durch Alanin ersetzt war. Versuche mit
blattlausiibertragbaren Stdmmen ergaben, dal3 Mutationen im PTK Motiv zum Verlust dieser
Eigenschaft fuhrten (Peng et al., 1998).

Fir die Ubertragung des Virus ist es offenbar notwendig, dai3 das Protein HC-Pro vor oder gleichzeitig
mit dem Viruspartikel aufgenommen wird. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde ein Modéell
vorgeschlagen, in dem das Protein HC-Pro als Briicke zwischen dem CP des Viruspartikels und einem
mutmaldichen, bis jetzt noch nicht identifizierten Rezeptor im Einstichkanal des Insekts fungiert
(Pirone & Blanc, 1996). Transmissions-elektronenmikroskopische Aufnahmen mit goldmarkierten
Antikoérpern belegen, dal3 Viruspartikel von TVMV in den Einstichkandlen von Blattldusen
nachweisbar sind. Sie fehlen aber, wenn im CP das DAG Motiv und in der HC-Pro das Lysin-Motiv
durch Mutation zerstdrt wurde (Pirone & Blanc, 1996). Ein direkter Beweis fir den Zusammenhang
von Blattlausiibertragung und der spezifischen Interaktion zwischen CP und HC-Pro wurde in
unabhangigen Untersuchungen gefunden. Die spezifische Bindung zwischen der HC-Pro von TVMV

und einer sieben Aminosauren umfassenden Doméane des TVMV CP, in der sich auch das DAG Motiv
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befindet, konnte in vitro nachgewiesen werden (Blanc et al., 1997). Eine hohe Korrelation zwischen
der Effizienz der Virusiibertragung durch Blattl&use und der Interaktion zwischen HC-Pro und der das
DAG Motiv umfassenden Doméne wurde gefunden. Fir ZYMV wurde gezeigt, dal3 die HC-Pro an
mittels dot-blot immobilisierte Viruspartikel bindet (Peng et al., 1998). Auch hier konnte eine hohe
Korrelation zwischen der Blattlausiibertragbarkeit der Mutanten von ZYMV und der Bindung von
HC-Pro nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde in dieser Untersuchung herausgefunden, dal3 nicht
blattlausiibertragbare ZY MV Mutanten mit einem veranderten PTK Motiv in der HC-Pro nicht in der
Lage waren, an immobilisierte Viruspartikel zu binden. Diese Ergebnisse deuten ebenfalls darauf hin,
dald das PTK Motiv bei der Interaktion zwischen HC-Pro und Viruspartikeln beteiligt ist, und dai3
diese Interaktion Voraussetzung fir eine Ubertragung von ZYMV ist. Alle Untersuchungen
unterstitzen das Modell, dal3 HC-Pro eine Briicke zwischen Viruspartikel und Mundwerkzeug des
Insekts bildet . Aber ein direkter Nachweis einer Interaktion zwischen HC-Pro und dem mutmal3ichen
Rezeptor steht noch aus.

Im Gegensatz zu fast allen anderen Gattungen von Pflanzenviren besitzt Potyvirus kein spezielles
Protein, das fur die Ausbreitung der Viruspartikel in der Pflanze zustdndig ist. Eine systemische
Infektion der Pflanze erfolgt nur, wenn das Virus in der Lage ist, sich nach der Vermehrung in einer
Zelle auch in der gesamten Pflanze auszubreiten. Dafir ist es notwendig, die Ausschluf3grofie der
Plasmodesmata zu vergrofRern, damit Viruspartikel passieren konnen. Diese Funktion Ubernimmt
normalerweise ein spezielles Bewegungsprotein (movement protein, MP). Potyviren kodieren kein
spezielles MP, an der Ausbreitung der Viruspartikel sind CP, HC-Pro, VPg und das Protein des
zylindrischen EinschluRkorpers (cylindrical inclusion protein, Cl) beteiligt (Revers et al., 1999). Die
Cl bilden im Infektionszyklus die fur Potyviren charakteristischen und in ihrer Vielfalt einzigartigen
inclusion bodies (Lesemann, 1988). Die im Cytoplasma der infizierten Zelle vorzufindenden,
windradartigen oder spiraférmigen inclusion bodies sind dabei die charakteristischsten. Die
cylindrical inclusion bodies werden durch das viruskodierte Cl-Protein gebildet (Dougherty &
Hiebert, 1980). Diese cylindrical inclusion bodies wurden in elektronenoptischen Untersuchungen
haufig Uber den Offnungen der Plasmodesmata gefunden (Lawson et al., 1971). Versuche an TEV
zeigten, dal3 zwei Mutanten, die in der amino-terminalen Region des Cl Proteins verandert waren, sich
nicht von Zelle zu Zelle ausbreiten konnten, obwohl sich das Virus in der infizierten Zelle replizierte
(Carrington et al., 1998). Aufgrund von Vergleich der Sequenzdaten und experimenteller
Untersuchungen an gereinigten Cl Proteinen wird vermutet, dal3 das Protein Cl auch Helikase-
Aktivitdt hat und in einen virden Replikasekomplex eingebunden ist (Lain et al., 1991). Die
Einfigung eines 12 nt-Inserts in die fir Cl kodierende Sequenz von TVMYV fihrte zum Verlust der
Replikationsfahigkeit des Virus (Klein et al., 1994).

Die meisten Potyviren verursachen aufféllige Blattsymptome an den fur sie anfédligen Pflanzen, oft

auch verkimmertes Wachstum und Ertragsverluste. Gewohnlich verursachen sie langsverlaufende
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chlorotische oder nekrotische Streifen in den Bléttern von monokotylen Pflanzen, mosaikartige
Fleckung, Nekrosen und Deformationen an den Blé&tter von dikotylen Pflanzen. In vielen Féllen sind
auch Bliten, Samen und Friichte von der Symptomauspragung betroffen (Shukla et al., 1994). Die
Auspragung und das Ausmald der Symptome an einem spezifischen Wirt hangen vom Virus und
insbesondere dem Virus-Stamm ab, aber auch von Umweltbedingungen, die die Physiologie und die
Entwicklung der Wirtspflanze beeinflussen. Symptome einer Virusinfektion sind das Ergebnis von
komplexen zelluldren und suprazelluldren Interaktionen zwischen Wirtspflanze und Virus. Die Effekte
koénnen auf dem Verbrauch von Ressourcen fir die Synthese viraler Nukleinsduren und Proteine
beruhen, oder auf dem stdrenden Einflul? virusspezifischer Produkte auf normale zellulére Prozesse.
Allgemein gilt, dal3 die Schwere der Symptomauspragung einer kompatiblen Wirt/Virus Kombination
mit dem Ausmald der Virusreplikation und Virusakkumulation korreliert (Revers et al., 1999). Es
wurden eine Reihe von biochemischen Verdnderungen in systemisch infiziertem Pflanzengewebe
nachgewiesen, aber es scheint unmdglich, Ursache und Wirkung der Symptomausprégung zu
unterscheiden (Zaitlin & Hull, 1987). Erschwert werden die Untersuchungen infizierter Pflanzen
dadurch, dal? die vollsténdige systemische Ausbreitung des Virus Tage bis Wochen andauern kann,
aber die exponentielle Phase der Virusreplikation in einer einzelnen Zelle nur wenige Stunden anhdalt.
Es ist auch wenig dariber bekannt, welche Proteine der Wirtspflanze mit viraden Proteinen
interagieren. Eine der wenigen Untersuchungen wurde mit dem Protein VPg-Proteinase von turnip
mosaic potyvirus (TuMV) durchgefiihrt. Mit einem Doppelhybrid-System in Hefe wurde eine
exprimierte cONA Bibliothek aus Arabidopsis thaliana nach Interaktionen mit dem viralen Protein
durchsucht (Wittmann et al., 1997). Ein cDNA Klon wurde nach Ermittlung der vollstdndigen
Nukleotidsequenz as eukaryotischer Initiationsfaktor (iso) 4E [elF(iso)4E] identifiziert.
Deletionsversuche ergaben, dald die VPg-Doméne des Proteins VPg-Proteinase mit elF(iso)4E
interagiert. Das Protein el F(iso)4E spielt eine entscheidende Rolle bei der Initiation der Trandation
von mRNAS, an deren 5'-Ende 7-Methylguanylsiure (5'-cap) gebunden ist. Diese Ergebnisse legen
nahe, dal’ das am 5'-Ende des viralen Genoms gebundene Protein VPg durch seine Interaktion mit
einem pflanzlichen Initiationsfaktor die Trandation des Polyproteingens ermdglicht. In einer anderen
Untersuchung wurde ein 37 kDa Pflanzenprotein aus Chloroplasten von Saat (Lactuca sativa)
gefunden, das mit dem CP von TuMV interagiert (McClintock et al., 1998). Es ist nicht bekannt, in
welcher Weise die gefundenen Interaktionen mit Virusreplikation und Symptomauspragung
zusammenhangen.

Lettuce mosaic potyvirus (LMV) wurde erstmals in den 20er Jahren in Florida beschrieben (Jagger,
1921), und wenige Jahre spéter auch in Deutschland beobachtet (Brandenburg, 1928). Es gehért zu
den gefahrlichsten Pathogenen an Salatkulturen (Lactuca sativa). LMV wird in nicht-persistenter
Weise durch Blattlduse tbertragen, darunter Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae, Acyrtosiphon

scariolae und Aphis gossypii (Dickson & Laird, 1959). Das Virus ist aber auch samentibertragbar



Einleitung 9

(Ryder, 1964), was im Zusammenhang mit dem internationalen Samenhandel wahrscheinlich zur
weltweiten Verbreitung fihrte (Dinant & Lot, 1992). AuRer auf Salat konnte es mechanisch auch auf
viele andere Arten Ubertragen werden (Horvath, 1980), der natUrliche Wirtskreis beschrénkt sich
allerdings auf weniger als 30 Arten (Dinant & Lot, 1992).

Die unterschiedlichen Isolate von LMV werden in drei Pathotypen klassifiziert, die sich in ihren
Mdglichkeiten der Uberwindung von natiirlichen Resistenzen in Salat (Lactuca sativa) unterscheiden
(Pink et al., 1992). Im Pathotyp | werden die Stdmme zusammengefaldt, die nur in der Lage sind L.
sativa cv. Saladin zu infizieren. Diese Sorte enthdlt kein bekanntes Resistenzgen und wird fir die
Klassifizierung nach Pathotypen als virusanfalige Kontrolle benutzt. Im Pathotyp 1| werden die LMV
Stdmme zusammengefaldt, die aul3er L. sativa cv. Saladin auch Sorten infizieren, die die rezessiven
Resistenzgene mol1' oder mo1? tragen. Die meisten bekannten LMV-Isolate werden dem Pathotyp I
zugerechnet (Pink et al., 1992). Der Pathotyp 11l beschreibt die LMV-Stamme, die ale bekannten
Resistenzgene tberwinden kénnen.

Resistenz gegen LMV in L. sativa wurde das erste Ma in Argentinien in der Sorte 'Gallega de
Invernio' gefunden (Von der Pahlen & Crnko, 1965). Es konnte gezeigt werden, dal} die Resistenz
dieser Sorte - Virusreplikation findet statt, aber es kommt zu keinen Symptomen - auf einem einzigen
rezessiven Gen beruht (Bannerot et al., 1969). Ein &hnliches Resistenzverhalten wurde in drei
agyptischen Wildtypen von L. sativa gefunden. Auch hier konnte ein einzelnes rezessives Gen als
Ursache identifiziert werden (Ryder, 1970). Bei den beschriebenen Resistenzgenen unterschiedlicher
geographischer Herkunft handelt es sich um Allele des gleichen Gens, mo1' aus Siidamerika und mo1?
aus Agypten (Dinant & Lot, 1992). In Europa wurden fir die Zichtung resistenter Salatsorten
hauptséchlich die Sorte 'Gallega de Invernio' (mol1?), in den USA Wildtypen aus Agypten (mol?)
verwendet. Die molekulare Basis dieser Resistenzen, die auf einem rezessiven Gen beruhen, konnte
bisher nicht aufgeklart werden. Verschiedene Modelle werden verwendet, um die Beobachtungen zu
erkléren. Eine Moglichkeit wére, dald der resistenten Wirtspflanze ein funktionelles Protein fehlt, das
flr bestimmte Stufen der viralen Pathogenese notwendig ist. Das dominante Allel wiirde demnach ein
funktionelles Protein kodieren, das fir Virusreplikation und/oder Ausbreitung in der anfdligen
Wirtspflanze notwendig ist. Eine weitere Moglichkeit wére, dald das Resistenzverhaten der Pflanze
abhangig ist von einem Dosis-Effekt des rezessiven Gens, oder dal3 mehrere interagierende Loci
involviert sind (Revers et al., 1999).

Ein weiteres Resistenzgen wurde in L. sativa 'lthaca identifiziert, das dominante Gen Mo2 (Pink et al.,
1992). Leider wird diese Resistenz von fast allen LMV-Stdmmen gebrochen.

Bisher wurden zwel LMV-Stdmme des Pathotyps |l vollstandig sequenziert, LMV-O (Revers et
al.,1997) und LMV-R (Zerbini et al., 1995). Die beiden Stamme sind nicht in der Lage, L. sativa
Pflanzen zu infizieren, die eines der rezessiven Resistenzgene mol' oder mol? tragen. Der dritte
vollstandig sequenzierte Stamm ist LMV-E (Revers et al.,1997). LMV-E tberwindet alle bekannten
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Resistenzgene und wird zum Pathotyp 111 gerechnet (Pink et al., 1992). Im Gegensatz zu den Stammen
LMV-O und LMV-R ist LMV-E nicht sameniubertragbar. Die Ubertragungsrate bei
samenibertragbaren Stdmmen schwankt stark, sie liegt, je nach Salatsorte, zwischen 0.5 % und 12 %
(Dinant & Lot, 1992). Die Genome der Stamme LMV-O und LMV-E bestehen jeweils aus einem
einzelstrangigen (+) RNA Molekil von 10.080 Nukleotiden (nt) zuziglich einem poly(A)-Schwanz.
Diese genomische RNA kodiert fir einen einzigen offenen Leserahmen (ORF), ein Polyprotein mit
einer Lange von 3255 Aminosduren (aa). Dieser offene Leserahmen wird von zwei nicht-kodierenden
Regionen flankiert, 103 nt am 5'Ende und 212 nt am 3'-Ende.

1.2. Osteospermum ecklonis

Innerhalb der letzten Jahre hat die Bedeutung der Kapmargerite, Osteospermum ecklonis, als Beet-
und Balkonpflanze europaweit zugenommen. Diese aus Sidafrika stammende Zierpflanze zeichnet

sich durch pflegeleichten Anbau und Toleranz gegeniiber Trockenheit aus.

Abb. 4 : Osteospermum ecklonis cv. 'Castor’

O. ecklonis wird, wie viele Zierpflanzen, in den Jungpflanzenbetrieben nicht Uber Saatgut, sondern
Uber Stecklinge vermehrt. Die vegetative Vermehrung gewinnt im Zierpflanzenbau zunehmend an

Bedeutung, da phéanotypische Abweichungen bei stecklingsvermehrten Kulturen im Gegensatz zu
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samenvermehrten seltener sind. Dies ermdglicht die wirtschaftliche Produktion von Pflanzensorten
und Neuzichtungen mit gértnerisch erwinschten Eigenschaften in grof3en Stlckzahlen. Allerdings
birgt die vegetative Vermehrung auch grof3e Gefahren. Eventuell in einer friihen Vermehrungsstufe
vorhandene Pathogene werden durch die in vitro oder Stecklingsvermehrung an alle weiteren Stufen
weitergegeben. Um einen internationalen Standard fir die gesundheitliche Uberprifung von
Pflanzenkulturen zu erzielen, befaldt sich die EPPO (european plant protection organisation) mit der
Erstellung  von  vergleichbaren und kompatiblen Pflanzenkontrollsystemen und
Zertifizierungsschemata. Die Hauptaufgabe dieser Organisation ist es, die internationale Verbreitung
von potentiellen gefahrlichen Pflanzenpathogenen und -krankheiten zu verhindern. Ein Ausschul von
Experten aus mehreren Mitgliedsldndern erarbeitet Schemata und Systeme, die den Regierungen der
EPPO-Mitgliedsstaaten vorgeschlagen werden, aber keinen rechtsverbindlichen Charakter haben. Das
Hauptaugenmerk bei den Schemata liegt in der Kategorisierung der Pflanzenproduktion in
Abhangigkeit von der Anzahl der Vermehrungsstufen, d. h. je niedriger die Vermehrungsstufe, desto
hoher ist der Qualitdtsanspruch an das Pflanzenmaterial. Bei der Vermehrung werden drei Kategorien
unterschieden: nuclear stock, propagation stock und certified stock. Diese Einteilung wird bei allen
Zertifizierungsschemata beibehalten und wurde in einem algemeinen Schema vorgestellt
(OEPP/EPPO, 1991). Das Startmaterial, der sog. nuclear stock, wird in der Regel zur Erhaltung der
Pathogenfreiheit in vitro erhalten. Diese Pflanzen bilden die Grundlage der gesamten
Pflanzenproduktion und miissen hdchstmoglichen Gesundheitsstatus haben. Der nuclear stock ist die
hochste Kategorie im Zertifizierungsschema. Der nuclear stock geht aus candidate material hervor,
welches auf die fur die jeweilige Kultur definierten Pathogene in Einzel pflanzentests Gberpriift und fir
gesund befunden wurde. Aus der Vermehrung des nuclear stock im Gewéachshaus hervorgegangene
Pflanzen, die denselben Status erhalten sollen, missen zuvor wieder einzeln getestet werden. Die
Gewéchshauser fur die Aufzucht von nuclear stock - Pflanzen genligen héchsten Anforderungen, so
herrscht in ihnen beispielsweise permanenter leichter Uberdruck, um das Eindringen von
Schadinsekten zu erschweren. Die ndchste Vermehrungsstufe wird Uber Stecklinge der nuclear stock -
Pflanzen aufgebaut, was eine Vervielfachung des Pflanzenmaterials um den Faktor 10 - 20 entspricht.
Diese Pflanzen bilden den propagation stock und werden ebenfalls auf verschiedene Schaderreger
Uberpruft. Pflanzen, die mit Schaderregern infiziert sind, missen eliminiert werden, sofern keine
Behandlungsmoglichkeiten vorhanden sind. In einem weiteren Vermehrungsschritt geht aus dem
propagation stock der certified stock hervor. Dieser Bestand stellt die Mutterpflanzen, von denen die
Stecklinge fur den Verkauf geschnitten werden. Diese bewurzelten oder unbewurzelten Stecklinge
werden in den Gartnereien fur den Endverkauf fertiggestellt. Auch in diesem letzten

Vermehrungsschritt miissen stichprobenartige Kontrollen gefiihrt werden.
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Alle Bearbeitungsschritte sowie die Testergebnisse fur ale Vermehrungsstufen miissen dokumentiert
und festgehalten werden, und bei einer offiziellen Uberpriifung durch die Pflanzenschutzdienste zur
Verfligung stehen (Feldhoff, 1998).

Diese Vorgehensweise belegt beeindruckend das Potential der vegetativen Vermehrungen, es ist aber
auch leicht einsehbar, dal? sich Infektionen von Einzelpflanzen exponentiell fortpflanzen und damit zu
erheblichen Verlusten fuhren konnen. Die Gefdhrdung der Pflanzengesundheit wird durch die
umfassenden, von der EPPO vorgeschlagenen Malinahmen deutlich vor Augen gefihrt. Daher machen
sowohl gesetzliche Vorgaben fir den Vertrieb von Jungpflanzenmaterial im europdischen
Binnenmarkt, as auch Aspekte der Pflanzengesundheit ein sehr sorgféltiges Vorgehen bei der
Erzeugung der Verkaufsware notwendig.

Abb. 5: LMV-Blitensymptome an O. ecklonis cv. 'Gemma

Zwar konnen Schaderreger durch Pflanzenschutzmal3nahmen bekampft und durch eine sorgféltige
Pflanzenhygiene in Schach gehalten werden. Diese Mal3nahmen kdnnen jedoch keinen wirklichen
Schutz vor Pflanzenkrankheiten gewahrleisten. Insbesondere die Bekampfung von Viruserkrankungen
ist fast unmoglich, mit Pflanzenschutzmitteln kdnnen nur die Ubertragenden Insekten bekampft
werden. Daher ist die Kultivierung von Pflanzenmaterial, das gegen den Hauptschaderreger der
jeweiligen Art widerstandsfahig ist, die wirtschaftlichste Mal3nahme. Das Salat Mosaik Virus (LMV,
lettuce mosaic potyvirus) wird als der wichtigste virdse Schaderreger bei der Produktion von O.
ecklonis angesehen (http://www.osteospermum.fsnet.co.uk). Im Herbst 1994 wurden erstmals bei O.
ecklonis cv 'Sunny Lady' starke mosaikartige Symptome beobachtet, die durch LMV verursacht
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wurden (Feldhoff, 1998). In den USA wurde 1991 LMV in der verwandten Art O. fruticosum
nachgewiesen (Opgenorth et al., 1991). In Osteospermum spp. ist keines der fir Salat beschriebenen
Resistenzgene gegen LMV, mo1® , mol1? und Mo2, vorhanden. Alle auf dem Markt befindlichen
Sorten sind hochanféllig. Die naturlicherweise vorkommenden LMV-Resistenzgene sind mit
klassischen Zlchtungsmethoden kaum auf Osteospermum spp. zu Ubertragen. Interspezifische
Kreuzungen sind nur unter grofdten Schwierigkeiten, wenn Uberhaupt, durchzufihren und das
zZlchterische Interesse an einem solchen Vorgehen ist gering, da durch ein derartiges Einkreuzen die
marktrelevanten Sorteneigenschaften nachhaltig verandert wirden. Gerade bei einer vegetativ
vermehrten, hochanfédlligen Zierpflanzenart wie O. ecklonis bietet sich daher an, durch gezielte
gentechnische Ubertragung von Genen e€ine LMV-Resistenz ohne Verdnderung der

Sorteneigenschaften zu erreichen.

1.3. Pathogen-abgeleitete Resistenz

Die Induktion von Virusresistenz mittels Transformation der anfdlligen Wirtspflanze mit
Genomabschnitten des Pathogens beruht auf empirischen Beobachtungen und der molekularen
Analyse von Replikationsmechanismen von pflanzenpathogenen Viren. Die Suche nach
Maoglichkeiten zur Induktion von Virusresistenz wurde durch ein Phdnomen unterstiitzt, das bei
virusinfizierten Pflanzen beobachtet und cross protection genannt wird. Die Infektion einer Pflanze
mit einem schwach virulenten Virusstamm flhrt zu erhohter Widerstandsfahigkeit gegen eine
Zweitinfektion mit einem virulenten Stamm des gleichen Virus (Hamilton, 1980). Im Jahr 1985 wurde
ein Artikel verdffentlicht, in dem die Autoren ein Konzept der "parasit-abgeleiteten Resistenz"
(concept of parasite-derived resistance-deriving resistance genes from the parasite’'s own genome)
postulierten (Sanford & Johnston, 1985). Der Begriff wurde spéter in "pathogen-abgel eitete Resistenz”
abgewandelt. Dieses Konzept sagt voraus, dal? die Expression genetischer Information eines
Pathogens in einem Wirt essentielle pathogene Prozesse unterbricht und damit zur Resistenz des Wirts
gegen dieses Pathogen fihrt. Die geringe GrofRRe des Genoms phytopathogener Viren und die
Verfugbarkeit von Sequenzdaten - das erste vollsténdig sequenzierte Genom war ein Pflanzenvirus,
tobacco mosaic tobamovirus (Goelet et al., 1982) - pradestinierten diese Gruppe im Gegensaiz zu
bakteriellen und pilzlichen Pathogenen zum experimentellen Nachweis dieses Konzepts. Die
genetische Organisation der meisten (RNA) Pflanzenviren, die das CP am 3-Ende ihres Genoms
kodieren, fihrten dazu, dal3 dieses leicht zu klonierende Gen der bevorzugte Ansatzpunkt bei der
Untersuchung moglicher Resistenzinduktion wurde. AufRerdem hat das CP den grofdten Anteil an der
Gesamtmenge der virden Proteine. Nach der Transformation von Pflanzen mit der T-DNA aus

Agrobacterium tumefaciens, in die die cDNA des CP Gens aus TMV (tobacco mosaic virus) eingefligt
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war, wurde eine Resistenz gegen dieses Virus gefunden (Powell-Abel et al, 1986). Es kam sowohl zu
einer Verzégerung der Symptomauspragung, als auch bei 10 - 60 % der inokulierten Pflanzen, je nach
transgener Linie, zum vdlligen Ausbleiben von Symptomen einer Virusinfektion.

Osbourn et al. (1989) konnten nachweisen, dald in transgenen Protoplasten von Nicotiana tabacum, die
das CP von TMV exprimierten, das Entpacken des Viruspartikels behindert wurde. Dazu wurden
Pseudo-TMV-Viruspartikel, die die mRNA fir das beta-Glucuronidase (GUS) Gen aus E. coli
enthielten, durch Elektroporation in die Pflanzenzelle eingefiihrt. In der nicht transgenen Kontrolle
konnte das Virus seine (falsche) genetische Information entpacken, und es wurde GUS-Aktivitét
nachgewiesen. In den transgenen, das CP von TMV exprimierenden Pflanzen konnte sich das Virus
offensichtlich nicht vollsténdig entpacken, die gemessene GUS-Aktivitét lag 100-fach unter dem Wert
far die nicht transgene Kontrolle. Es wurde der Schlul3 gezogen, dald in transgenen, das CP
exprimierenden Pflanzen das Entpacken des entsprechenden Viruspartikels, und damit die Replikation
des Virus, verhindert wird.

Es konnte auch gezeigt werden, dal3 die Expression anderer virader Gene zu Virusresistenz fihrt.
Durch die Expression des 54-kDa Gens aus TMV, des vermeintlichen Replikasegens, konnten
virusresistente transgene N. tabacum Pflanzen erzeugt werden (Golemboski et al., 1990). Fiur die
Resistenzinduktion in transgenen Pflanzen scheint es nicht notwendig zu sein, dal3 das vollstéandige
Protein exprimiert wird. Transgene N. benthamina Pflanzen, die nur ein verkirztes 54-kDa Protein aus
pepper mild maottle tobamovirus (PMMoV) exprimierten, waren ebenfalls resistent gegen dieses Virus
(Tenllado et al., 1996). Ein drittes virales Protein, das erfogreich zur Erzeugung resistenter Pflanzen
eingesetzt wurde, ist das Bewegungsprotein (MP, movement protein). Die Expression des MP aus
TMV verhinderte die systemische Infektion der Pflanze durch dieses Virus (Lapidot et al., 1993).
Auch fur dieses Protein konnte gezeigt werden, dal3 die Transformation von N. tabacum mit einem
partiell deletierten Gen zu Resistenz fihrt. Die Trandation eines NSy-Gens, des MP aus tomato
gpotted wilt tospovirus (TSWV), mit deletiertem Startkodon fihrte ebenso zu Virusresistenz wie die
Expression des funktionellen Proteins (Prins et al., 1997).

Auch fur die Potyviren ist es bereits gelungen, durch die Transformation virader Sequenzen
Virusresistenz in Pflanzen zu induzieren. Moreno et al. (1998) transformierten N. tabacum Pflanzen
mit dem Gen Pl oder P3 aus tobacco vein mottling potyvirus (TVMV). Obwohl die transgenen
Pflanzen, die das Gen P3 enthielten, in ihrem Wachstum stark gehemmt waren, waren sowohl die P1,
as auch die P3 transgenen Pflanzen resistent gegen TVMV.

N. benthamiana, die mit dem CI Gen aus plum pox potyvirus (PPV) unter Kontrolle des 35S
Promotors transformiert wurden, zeigten in einer transgenen Linie Virusresistenz (Wittner et al.,
1998). Die entsprechenden Pflanzen zeigten nach einer Inokulation mit PPV keinerlei Symptome.
Swaney et al. (1995) konnten mit der Expression der kodierenden Sequenz fir 6K2 und VPg aus

tobacco etch potyvirus (TEV) virusresistente Pflanzen erzeugen.
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Fir das Nla Gen wurde in zwei unabhdngigen Untersuchungen (Maiti et al., 1993; Vardi et al., 1993)
gezeigt, dal3 entsprechend transformierte Pflanzen gegen das jeweilige Virus resistent sind. Maiti et al.
(1993) konstruierten einen VPg Gen und Pro Gen aus TVMV umfassenden Transformationsvektor.
Transgene Pflanzen zeigten keine Symptome nach Inokulation mit TVMYV, auch wenn eine hohe
Dosis verwendet wurde. Vardi et al. (1993) exprimierten eine Sequenz in N. tabacum, die das Nla Gen
(mit Ausnahme der ersten 100 nt am 5'-Ende) und die ersten 251 nt des NIb Gens aus PVY umfalite.
Unter den F1-Nachkommen der geselbsteten transformierten Pflanzen konnten einige Linien
identifiziert werden, die bei einer Inokulation mit PVY keine Symptome zeigten und bei denen keine
Akkumulation viraer Partikel durch ELISA nachgewiesen werden konnte.

Audy et al. (1994) exprimierten das vollstdndige, mit Start- und Stopkodon versehene NIb Gen aus
PVY (O-Stamm) in N. tabacum. Ein Viertel der entstandenen Linien zeigten Symptomfreiheit und
Resistenz gegen PVY (O-Stamm), obwohl eine Replikation des Virus in den Pflanzen nachgewiesen
werden konnte. Auch die Transformation mit teilweise deletierten Konstrukten (5'-Ende oder 3'-Ende
des NIb Gens deletiert) erzeugte in einigen Féllen virusresistente Pflanzen. Jones et al. (1998)
verwendeten das NIb Gen aus pea seed-borne mosaic potyvirus (PSbMV) zur Induktion von
Virusresistenz. Sie konnten drei transgene Pflanzenlinien identifizieren, in denen erst nach einer
Initialinfektion mit PSbMV ein Zustand hochgradiger Resistenz in der Pflanze erzeugt wurde. Nach
dem Erreichen des resistenten Zustands konnten in der Pflanze weder virale noch transgene RNA
nachgewiesen werden. Die Pflanzen zeigten bel einer weiteren Inokulation keinerlei Symptome.
Lindbo & Dougherty (1992b) transformierten N. tabacum mit verschiedenen Konstrukten, die das
vollsténdige CP Gen aus TEV oder Teile davon enthielten. Die erzeugten transgenen Linien zeigten
ein breites Spektrum von Anfalligkeit bis Immunitét gegentiber Virusinfektion. Von den transgenen
Pflanzen wurden Protoplasten-Kulturen angelegt. Es zeigte sich, dal3 Zellen, die untrandatierbare CP

MRNA transkribierten, die Virusreplikation unterdriickten.
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1.4. Blahverfrihung

Die Produktion von Frichten und Samen bestimmt bel vielen landwirtschaftlichen und
gartenbaulichen Kulturpflanzenarten den wirtschaftlichen Wert und ist von der Blitenbildung nicht zu
trennen. Bei der Produktion von Zierpflanzenarten ist der Wert der Kultur noch unmittelbarer an das
Bluhverhaten gebunden. Wie ale Entwicklungsprozesse wird auch die Bliteninduktion und die
Entwicklung der Bliten genetisch gesteuert. Die Kenntnis der wichtigsten an diesen Prozesen
beteiligten Gene, ihre Funktion sowie ihre Wechselwirkung mit der Umwelt bildet die Grundlage fir
eine gezielte Anderung dieser Eigenschaften mit Hilfe molekularbiologischer und gentechnischer
Methoden.

Eine ModédlIpflanze, bei der der Prozel3 der Bluhinduktion auf molekulargenetischer Ebene schon gut
untersucht ist, ist das Léwenmaul (Antirrhinum majus). Wie die meisten Pflanzen bildet das
Lowenmaul wahrend der vegetativen Wachstumsphase sténdig neue Laubblatter mit Achselknospen,
die als Seitensprosse auswachsen konnen. Dies wird durch kontinuierliche Zellteilungen in einer
Gruppe von Zellen am Sprofdscheitel, dem Apikalmeristem, bewirkt. Bei Bluhinduktion, d. h. wenn
geeignete Umweltfaktoren mit dem richtigen Zeitpunkt der pflanzlichen Entwicklung
zusammentreffen, schaltet das Apikameristem um und bildet anstelle der Laubblé&tter Deckblatter mit
Blutenknospen in den Achseln. Auf diese Weise entsteht ein Blitenstand, eine Infloreszenz, mit vielen
lateralen Bliten. Fur die Festlegung der lateralen, axilldren Meristeme a's Blitenmeristeme sind eine
Reihe von Genfunktionen notwendig, in die wiederum eingegriffen werden muf3, wenn der
Bllhzeitpunkt beeinfluf3 werden soll.

Vor einigen Jahren konnte eines der an der Blitenbildung beteiligten Gene aus A. majus isoliert
werden (Huijser et al., 1992) und wurde SQUAMOSA (SQUA) benannt. Mutationen von SQUA fihren
zu Infloreszenzen mit fehlenden oder wenigen abnormen Bliten. In diesen mutanten Bliten werden
immer noch Deckbléatter gebildet, aber die Achselknospen entwickeln sich zu Sprossen, die denen von
Infloreszenzen nicht undhnlich sind. SQUA legt also die Identitét der Seitenknospen als
Blitenprimordien in der Infloreszenz fest und ist demnach fur die Blitenbildung notwendig. In der
UA-Mutante werden im Verlauf der Entwicklung ebenfalls Laubblétter am Sprof3scheitel durch
deckblattéhnliche Strukturen ersetzt. Dies deutet darauf hin, dal3 eéin Umschalten vom vegetativen zum
generativen Wachstum bereits stattgefunden hat und die Blihinduktion somit bereits erfolgt ist. Das
QUA-Gen fungiert daher als Wirkungsort fir andere Gene, die die am Umschaltprozel3 beteiligten
Gene kontrollieren.

Vermutliche Regulatoren von SQUAMOSA konnten aufgrund ihrer Erkennung und Bindung eines
DNA-Sequenzmotivs im SQUA-Promotor identifiziert werden (Klein et al., 1996). Die von der
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Isolierung der entsprechenden cDNAs abgeleiteten Gene wurden SBP1 und SBP2 (SQUAMOSA
promotor binding protein)genannt. Die abgeleiteten Proteine zeigen eine konservierte Region, die als
SBP-Doméne bezeichnet wurde. Diese SBP-Doméne ist fur die Bindung der Proteine an den SQUA-
Promotor verantwortlich. Diese DNA-bindende Doméne zeigte keine Homologien mit den in
Datenbanken vorhandenen Segquenzen anderer Proteine. Die SBP-Box Gene représentieren daher eine
neue Klasse von DNA-bindenden Proteinen und wirken vermutlich al's Transkriptionsfaktoren.

Die Expression der Gene SBP1 und SBP2 ist entsprechend der Pflanzenentwicklung reguliert ,und die
Aktivierung der Transkription erfolgt vor der von SQUAMOSA. Die SBP-Gene spielen eine wichtige
Rolle bei der Bluhinduktion und kénnen offensichtlich genutzt werden, um den Umschaltprozef3 vom
vegetativen zum generativen Wachstum gezielt zu beeinflussen.

In Arabidopsis thaliana wurden bereits friher die Gene APETALAL (AP1) und LEAFY (LFY)
identifiziert, deren konstitutive Expression zu Blihverfrihung fuhrt (Mandel & Yanofsky, 1995;
Weigel & Nilsson, 1995). SQUA ist das vermutliche A. majus Ortholog zu AP1 in A. thaliana. Cardon
et al. (1997) screenten cDNA Bibliotheken von A. thaliana mit den mit Genen SBP1 und SBP2 aus A.
majus as Probe und konnten so sieben SBP-Box Gene in A. thaliana identifizieren, die sie SPL1 -
SPL7 benannten (SQUA promotor binding protein-like). SPL3 konnte als das A. thaliana Ortholog von
SBP1 identifiziert werden, wobei SPL3 vermutlich mit einer regulatorischen Sequenz in der
Promotorregion von AP1 interagiert.

Northern-blot Untersuchungen von mRNA aus 1-3 Wochen aten A. thaliana Pflanzen zeigten, dal? die
SPL3 Expression in Abhangigkeit vom Entwicklungsstand der Pflanze reguliert ist, wobei zu Beginn
des Experiments so gut wie keine Transkripte, nach drei Wochen jedoch eine starke Transkription
entdeckt wurden. AP1 mRNA konnte erst in drei Wochen aten Pflanzen gefunden werden. Diese
Ergebnisse scheinen zu bestdtigen, dal? SPL3 als positiver transkriptioneller Regulator von AP1 zu
betrachten ist.

Eine konstitutive Expression des SPL3 Gens unter der Kontrolle des 35S Promotors aus CaMV
(cauliflower mosaic caulimovirus) in transgenen A. thaliana Pflanzen fihrte zu einer deutlichen
Verénderung des Blihverhdtens, ale transgenen Linien blUhten friher as die Kontrollpflanzen
(Cardon et al., 1997). Zur quantitativen Bestimmung des Bluhzeitpunktes unter Langtagbedingungen
wurden die Anzahl der vor der Bliite gebildeten Laubblétter bei transgenen und nicht transgenen
Linien verglichen. Wéhrend die Blitenbildung in der Kontrolle im Durchschnitt nach der Anlage von
14,9 Laubbléttern erfolgte, bliihten die transgenen A. thaliana bereits nach der Anlage von 8,8 bis 12,1
Laubblattern. Zudem war der Wuchs der transgenen Linien niedriger und die Pflanzen entwickelten

friher Seitenknospen. Unter Kurztagbedingungen war der Blihverfrihungseffekt schwéacher
ausgepragt.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, zichterisch relevante Sorten von Osteospermum ecklonis mit gentechnischen
Methoden resistent gegen das Salat Mosaik Virus (LMV) zu machen. Durch die Ubertragung von
pathogen-abgel eiteten Sequenzen soll Resistenz gegen diesen wichtigsten virdsen Schaderreger erzielt
werden und so die Produktion sicherer gemacht werden.

Fir die Etablierung einer Transformationsmethode fir die kommerziell relevanten Sorten von O.
ecklonis mul3 zundchst ein geeignetes Regenerationsprotokoll entwickelt werden. Nach der
erfolgreichen Etablierung einer geeigneten Methode zur Regeneration der Pflanzen aus vegetativem
Gewebe kann mit der Transformation von Markergenen begonnen werden, um eine
Transformationsmethode zu entwickeln. Hierfir mufld auch ein geeigneter Selektionsmarker,
Antibiotika- oder Herbizidresistenz, identifiziert werden, der die Selektion transgener, nicht-chimérer
Regenerate ermdglicht. Im Anschlu® an die Herstellung der Konstrukte zur Induktion der LMV-
Resistenz konnen mit diesen die Pflanzen transformiert werden.

Ein weiteres Ziel ist die Induktion von Blihverfrihung in O. ecklonis. Hierzu soll gepriift werden, ob
die in Modell-Organismen gewonnenen Ergebnisse auf ziichterisch relevanten Sorten von O. ecklonis
Ubertragen werden konnen. Zu diesem Zweck soll, nach erfolgreicher Etablierung eines
Transformationsprotokolls, die Ubertragung des SPL3-Gens aus Arabidopsis thaliana - SPL3 ist ein
Transkriptionsfaktor, der an der Regulierung der Bliteninduktion beteiligt ist - auf O. ecklonis
durchgefihrt werden. Eine mogliche Blihverfrihung wirde zu einer kirzeren Kulturzeit im

Gewéchshaus und damit zu einer erhohten Produktivitét und K ostenreduzierung fhren.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Bakterienstamme

Agrobacterium tumefaciens

Fur die Etablierung eines Transformationsprotokolls fir Osteospermum ecklonis wurden verschiedene
Stamme von A. tumefaciens getestet, die sich hinsichtlich ihrer auf dem Helfer-Plasmid liegenden vir-
Genein ihrer Virulenz unterscheiden. Die von den vir-Genen kodierten Proteine sind fur den Transfer
und die Integration der T-DNA in die genomische DNA der Pflanze notwendig. GV3101 und
LBA4404 sind haufig benutzte Standardstamme, fir ATHV wurde eine erhdhte Virulenz und damit
hohere Transformationsraten beschrieben. Ein gemeinsames Merkmal aller verwendeter Stamme ist

die auf ihrer genomischen DNA kodierte Rifampicin-Resistenz.

S| ey, ey
(Koncz §V§c1f10e:ILI, 1986) CS8CLRif’ pMP9O Gm'
(Jen &Lgmﬁ?wss) Rif’ PAL4404 Km'
(HoodAetT Zlv 1986) C58C1 Rif’ PEHA101 (Km' deletiert

Tab. 1 : Fur die Transformationsexperimente verwendete Stémme von A. tumefaciens und deren

Eigenschaften

Escherichia coli

Fur die Klonierung und Erhaltung der jeweiligen Transformationsvektoren und Plasmide wurde der E.
coli-Stamm DH5AaF (Gibco BRL) verwendet. Dieser Stamm ist zur a-Komplementation befahigt und erlaubt
in Verbindung mit pBluescript Il KS+ die Erkennung rekombinanter Bakterienkolonien durch Blau-Weif3-
Selektion auf X-Gal/lPTG-haltigen Agarplatten.
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2.1.2. Plasmide

Bindre Vektoren mit Reportergenen

Um die Transformationseffizienz bestimmter Agrobacterium-Stdmme und Konstruke zu ermitteln, ist
es notwendig, eine erfolgreiche Ubertragung und Integration der T-DNA nachweisen zu konnen.
Hierfir bieten sich Reportergene wie uidA (Jefferson et al., 1986) und GFP (Prasher et al., 1992) an.
Das Gen uidA aus Escherichia. coli kodiert das Enzym b-D-Glucuronidase (GUS). Dieses Enzym
gpaltet fur den histochemischen Nachweis ein synthetisches Substrat, 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-
D-Glucuronsdure (X-GIcA), dabel entstent ein wasserunlodicher blauer Farbstoff. Ein weiterer
interessanter Reporter ist das Green fluorescent protein (GFP). Das entsprechende Gen wurde
ursprunglich aus der nordwestpazifischen Tiefseequalle Aequorea victoria kloniert und sequenziert
(Prasher et al., 1992). Neben einer Vielzahl von anderen Organismen konnte GFP auch erfolgreich in
Pflanzen exprimiert werden (Sheen et al., 1995; Reichel et al., 1996). Das Wildtyp-GFP ist ein 27 kDa
Monomer, das aus 238 Aminosauren besteht. Die Besonderheit dieses Proteins besteht darin, dal3 nach
Anregung mit Licht bestimmter Wellenlangen (360-400 nm oder 440-480 nm) grunes Licht emittiert
wird. Das Protein GFP benttigt daftir weder Substrat noch Kofakoren. Ein Nachteil von GFP besteht
jedoch darin, dal3 in Pflanzen eine sehr hohe Expressionsrate vorliegen mul3, um eine detektierbare
Leuchtintensitét zu erhalten.

Aulerdem ist es notwendig, einen geeigneten Selektionsmarker fir Osteospermum ecklonis zu finden.
Hierfir wurden zwe unterschiedliche Selektionsmethoden mit entsprechenden Resistenzgenen
Uberpriift. Eine Moglichkeit besteht darin, da’ in der T-DNA des bindren Vektors ein Gen fur
Kanamycin-Resistenz vorhanden ist, das nptll Gen (Neomycinphosphotransferase 11). Wird dieses
Gen erfolgreich in das Genom der Pflanze Ubertragen, kann die transgene Pflanze auf Medien
wachsen, die Kanamycin enthalten. Bedingung ist alerdings, daf? die untransformierte Pflanze durch
Kanamycin in ihrer Entwicklung gehemmt wird. Kanamycin gehért zur Gruppe der Aminoglykoside.
Diese Antibiotika wirken durch ihre Bindung an Untereinheiten der Ribosomen, behindern so die
Proteinsynthese und verursachen eine fehlerhafte Trandation. Eine weitere Mdglichkeit ist die
Selektion mit einem die Glutamin-Synthetase hemmenden Herbizid (Phosphinotricin, BASTA&).
Durch Phosphinotricin, einem Substratanalogon von Glutamat, 18% sich die Glutamin-Synthetase
hemmen. Pflanzen, bei denen durch Zugabe von Phosphinotricin dieses Enzym gehemmt ist,
akkumulieren das Zellgift NH,", das sonst unter Verbrauch von ATP auf Glutamat Ubertragen wird,
und sterben ab. In entsprechenden Transformationsvektoren befindet sich innerhalb der T-DNA das
bar-Gen aus Sreptomyces hygroscopicus, das eine Resistenz gegeniiber der Behandlung mit

Phosphinotricin bewirkt.
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Plasmid Kurzbeschreibung

p222-GUS Dieses Plasmid basiert auf dem bindren Vektor pBIN19 und enthélt in der T-DNA
das uidA Gen unter Kontrolle des 35S Promoators und Poly(A)-Signals aus CaMV
sowie das nptll Gen (Kanamycin-Resistenzgen) unter Kontrolle des nos-Promotors
und Poly(A)-Signals

PGUS-INTRON  Dieses Plasmid basiert auf dem bindren Vektor pBIN19 und enth&lt in der T-DNA
das uidA Gen unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors und Poly(A)-Signals
aus pRT102 (Topfer et a, 1987). Um zu verhindern, dal} das Enzym GUS in A.
tumefaciens exprimiert wird, wurde das Intron V2 aus dem Gen ST-LSL aus
Kartoffel (GenBank Zugangsnummer X04753, Eckes et al., 1986) in das uidA Gen
inseriert (Vancanneyt et al., 1990).

pROK 2275 Das Plasmid enthédt in der T-DNA das uidA Gen unter Kontrolle des 35S
Promoators und Poly(A)-Signals aus CaMV und das Gen nptll unter der Kontrolle
von nos-Promotor und Poly(A)-Signal. pROK2275 ist ein Derivat von pBIN19
(Bevan, 1984).

pBINGFP Das Plasmid enthélt in der T-DNA das CAT-GFP Gen unter der Kontrolle eines
doppelten 35S Promotors und (einfachen) Poly(A)-Signals aus CaMV. Diese
Expressionskassette wurde aus dem Plasmid pCATgfp mit Hind 111 ausgeschnitten
und in die T-DNA von pBIN19 engefigt.

Tab. 2: Verwendete binére Vektoren mit Reportergenen

Fir Klonierungsschritte verwendete Plasmide

Nach der erfolgreichen Etablierung eines Transformationsprotokolls mit Hilfe der Reportergene
sollten die Pflanzen mit den Konstrukten transformiert werden, die von ziichterischem Interesse sind.
Die hierzu notwendigen Konstrukte, die zur Induktion von Virusresistenz fuhren sollen, muf3ten selber

hergestellt werden.

Plasmid Kurzbeschreibung

pRT101 Dieses Plasmid enthdt den 35S Promotor und das Poly(A)-Signal aus dem
CaMV-Stamm "Cabb B-D" (Topfer et al., 1987).

pGJ357 Ein auf dem Plasmid pPZP200 (Hajdukiewicz et al., 1994) basierender binarer

Vektor, in dessen T-DNA ein nptll Gen unter Kontrolle von nos-Promotor und
Poly(A)-Signal kloniert wurde. Die erfolgreiche Transformation von Bakterien
kann durch eine auf dem Plasmid kodierte Streptomycin- und

Spectinomycinresistenz Uberprift werden.
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pLMV15 Das Plasmid enthalt die 3'-Halfte des full-length-Klons von LMV-O (nt 5363 - nt
10080) in pBluescript 1l KS+ (Revers et al., 1997; GenBank X97704 - siehe
Anhang 1).

pBTW Dieses Plasmid enthdlt die W-Hleader Sequenz in pBluescript || KS+. Diese

Sequenz (67 nt) stammt vom nicht-kodierenden 5'-Ende des viralen Genoms von
tobacco mosaic tobamovirus (TMV) und verstérkt die Trandation transgener
Transkripte (Gallie et al., 1987).

pBAR-SPL3 Das Plasmid ist ein Derivat des bindren Vektors pGPTV-BAR (Becker et al.,
1992). Es enthdt die SPL3 cDNA aus Arabidopsis thaliana (EMBL
Zugangsnummer fur SPL3 cDNA : Y09427) unter der Kontrolle des 35S
Promotors und Poly(A)-Signals aus CaMV. Als Selektionsmarker dient das bar-
Gen (Phosphinotricin-Resistenz) unter Kontrolle des nos-Promotors und
Poly(A)-Signals.

pBIN19 Bindrer Vektor mit nptll-Gen (Kanamycinresistenz) unter Kontrolle des nos-
Promotors und Poly(A)-Signals in der T-DNA (Bevan, 1984). Die erfolgreiche
Transformation von Bakterien kann durch eine auf dem Plasmid kodierte
Kanamycinresistenz Gberpriift werden.

pUC18 und pUC19 Standardklonierungsvektor mit Ampicillinresistenz (Vieira& Messing, 1982).

pBluescript 11 KS+  Standardklonierungsvektor mit Ampicillinresistenz  (Alting-Mees & Short,
1989).

Tab. 3: Plasmide, die zur Herstellung eigener Transformationsvektoren benutzt wurden

2.1.3. Primer

Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, in PSF-gereinigter Qualitét bezogen.

Lw1 5' - GAT ATC AAC AAT GIC GAA AGA AGC TCT C - &
Lw2 5' - TCG AAA AGC TTG CAA AGG TAA ACG G - 3

LMW3 5' - TTG CAA CCT TTT CGA ACT GCA TCA G 3

Lw4 5' - GAT ATC TTA TTG AAA CTG TAC TGC GIC TCC - 3'
COREL 5' - GIC GAC TAA TAG AAG GAT GAC GAC ATC AAC - 3
CORE2 5' - CIC GAG CCT CTC CGI GIT CTC TTC - 3
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PCASS 5' - GAC GCA CAA TCC CAC TAT CC - &

LMV6260R 5' - CCA TCG TCG CAT CGI CAC CA - &

NPTIT - 5 5' - AGG CTA TTC GCC TAT GAC TG - 3

NPTIT - 3 5' - GIC CAG ATC ATC CTG ATC G - &

NAD5 - 5 5' - TAG CCC GAC CGI AGI GAT GIT AA - &
NAD5 - 3 5' - ATC ACC GAA CCT GCA CTC AGG AA - 3
CHVE - 5 5' - GAT GCC AAG GGT CCG TTC AA - 3

CHVE - 3 5' - CGC ATG TGI CIT CAG CTT ATT TCA - 3
SPL3- 35S 5' - GAC GCA CAA TCC CAC TAT CCT TCG - 3'
SPL3- 241 5' - CAG TCT AGA GITA AGC AAA GCC TGT TTC - 3

Tab. 4: Primer, die fur Klonierungsschritte oder PCR-Nachwei se verwendet wurden

Die cDNA der genomischen RNA von LMV-O (GenBank X97704) und die Bindungsstellen der
Primer LMV1, LMV2, LMV3, LMV4, CORE1, CORE2 und LMV6260R werden im Anhang 1
aufgefiihrt.

Primer LMV 1 entspricht der Nukleotidsequenz der full-length cDNA von LMV-O von nt 6008 bis nt
6022 (TCGAAAGAAGCTCTC). Vor dieser Sequenz ist ein Startkodon (ATG) und am 5-Ende des
Primers eine Eco RV-Schnittstelle (GATATC) eingeflgt. Primer LMV 2 entspricht der Sequenz von nt
6168 bis nt 6181 (GCAAAGGTAAACGG) und enthdlt eine Hind I11-Schnittstelle (AAGCTT). Primer
LMV3 ist komplementér zur Sequenz von nt 6161 bis nt 6147 (TTCGAACTGCATCA) und enthalt
ebenfalls eine Hind I11-Schnittstelle (AAGCTT). Primer LMV 4 ist komplementér zur Sequenz von nt
7474 bis nt 7454 (TTGAAACTGTACTGCGTCTCC), enthalt ein komplementéres Stopkodon (TTA)
und eine Eco RV-Schnittstelle (GATATC). Diese Primer wurden zur Klonierung des 6K2-VPg-Pro
Konstrukts verwendet.

Primer CORE1 entspricht der Sequenz von nt 9150 bis nt 9169 (AGAAGGATGACGACATCAAC)
und enthdlt zusétzlich eine Sal 1-Schnittstelle (GTCGAC). Primer CORE2 ist komplementér zur
Sequenz von nt 9808 bis 9791 (CCTCTCCGTGTTCTCTTC) und enthdlt zusétzlich eine Xho |-
Schnittstelle (CTCGAG). Diese Primer wurden fur die Klonierung der CORE Konstrukte verwendet,
die ein nichttrangd atierbares Fragment des CP-Gens enthalten.

Primer LMV6260R ist komplementar der Sequenz von nt 6260 bis nt 6241. Primer PCASS entspricht
einem Teil der Sequenz des 35S Promotors aus CaMV. Diese beiden Primer wurden zum PCR-
Nachweis fir transgene Pflanzen verwendet.

Die Primer NPTII-5 und NPTII-3 dienten zum spezifischen Nachweis des nptll-Gens in transgenen

Pflanzen.
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Die Primer NAD5-5 und NAD5-3 (Mannerlof et al., 1997) wurden as Kontrolle in PCR-Nachweisen
zur Amplifikation eines Fragments des hochkonservierten mitochondridlen Gens fir NADH-
Dehydrogenase, nad5 (Ecke et al., 1990) verwendet. Die Sequenz der Primer entspricht der Position
1285-1307 (NAD5-5), bzw. Position 2093-2115 (NAD5-3) des mitochondrialen Gens nad5 aus Beta
vulgaris (GenBank X55786).

Primer CHVE-5 und CHVE-3 dientem zum PCR-Nachweis des Gens chvE aus Agrobacterium
tumefaciens. ChvE spielt als Monosaccharid-bindendes Protein eine wichtige Rolle bei der Induktion
der Expression der vir-Gene (Shimoda et al., 1993). Die Primer binden an Position 854-873 (CHVE-5)
und an Position 1461-1484 (CHVE-3). Die Positionen beziehen sich auf die unter GenBank D17457
verdffentlichte Gensequenz. Mit dieser Primer-Kombination konnten regenerierte Pflanzen im PCR-
Test auf eine Kontamination mit A. tumefaciens tberpruft werden.

Primer SPL3-35S entspricht einem Teil des 35S Promotors im SPL3-Konstrukt, Primer SPL3-241
bindet innerhalb des SPL3-Gens an der Position 460-480 (GenBank Y(09427). Zusédtzlich enthalt
Primer SPL3-241 eine Xba I-Schnittstelle am 5'-Ende. Diese Primer-Kombination wurde zum PCR-

Nachweis des SPL 3-K onstrukts in transgenen Pflanzen benutzt.

2.1.4. Chemikalien und Enzyme

Samtliche Restriktionsenzyme wurden von der Firma Eurogentec (Belgien) bezogen, Tag-DNA-
Polymerase von der Firma Perkin-Elmer, Pwo-DNA-Polymerase und alle weiteren Enzyme, sofern
nicht gesondert angegeben, von der Firma Boehringer Mannheim. Alle fir Gewebekultur verwendeten
Chemikalien, Medien, Phytohormone und Antibiotika wurden von der Firma Duchefa (Niederlande)

bezogen.

2.1.5. Pflanzenmaterial und Anzuchtbedingungen

Osteosper mum ecklonis Pflanzen wurden von der Firma Kientzler zur Verfigung gestellt. Die bereits
in vitro etablierten Pflanzen waren immunologisch auf Viren getestet und wurden in Weck-Glasern
auf MS-Medium mit 0.1 mg IES und 1 mg Kinetin pro Liter Medium geliefert. Die verwendeten
Sorten sind Tell des Verkaufssortiments oder von ziichterischem Interesse. Es handelt sich um O.
ecklonis-Sorten aus der SPRINGSTARAE -Kollektion - 'Mira, 'Gemma, 'Sirius, 'Castor', 'Arctur' und
'Pollux’ - sowie 'Lila mini* und 'pp26/95'. Die in vitro Pflanzen wurden in einer Klimakammer bei
24°C und einem Licht/Dunkel-Wechsel von 16 h/8 h angezogen.
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Fir die Vermehrung und Erhaltung von LMV wurde Lactuca sativa cv. Trocadero verwendet, diese
Salatsorte enthdlt kein bekanntes Resistenzgen. Fir einige Transformationsexperimente wurde
Nicotiana benthamiana cv. Evergrow benutzt, da diese Pflanze durch ihre schnelle Regeneration eine
frihzeitige Anayse selbstgefertigter Konstrukte ermdglicht. N. benthamiana und L. sativa wurden in
Floraton 1, Floragard Oldenburg, pH 5,5 bis 6,5, gezogen. Die Aussat erfolgte in 6cm Topfen bei
téglicher Benetzung mit Wasser aus einer Sprihflasche. Das Saatgut wurde zur Erhaltung der
Keimfahigkeit im Kihlschrank bei +4° C aufbewahrt. Nach Erreichen des Zweiblattstadiums wurden
die Jungpflanzen in 8cm Topfe pikiert und spéter nach Bedarf umgetopft.

2.1.6. Virusmaterial

Der E-Stamm von LMV wurde freundlicherweise von Dr. LeGall (INRA Bordeaux) zur Verfigung
gestellt. Die Aufbewahrung des Virus erfolgte durch Lyophilisation oder Einfrieren infizierter Blétter
eines geeigneten Wirtes. Zur experimentellen Virusinfektion der Pflanzen wurde die mechanische
Inokulation durch Abreiben verwendet. In Gegenwart des zu Ubertragenden Virus werden dabei kleine
Wunden auf der Zelloberflache durch ein Abrasiv, z.B. SIC, verursacht, durch die das Virus in die
Pflanzenzelle eindringen kann. Eine Etablierung des Virus fuhrt zur Infektion.

Das zu untersuchende frische, lyophilisierte oder bei -80 °C gefrorene Pflanzenmaterial wurde in
kaltem Puffer (25 mM NaHPQO,) in einer 1:3 (w/v) Verdinnung unter Zugabe von Aktivkohle
(0.4g/ml Puffer) und SiC (0.4g/ml Puffer) in einem eisgekihlten Morser zerrieben.

Zur Inokulation wurden zwel entwickelte, gegeniiberstehende Blétter der jeweiligen Pflanze (4-6
Blattstadium) mit SIC bestéubt und wenige Tropfen des gemorserten Materials mit den Fingern
reibend verteilt. Kontrollpflanzen wurden mit Puffer ohne Zugabe von Blattmaterial abgerieben, um
Viruskontamination des Puffers und Schaden durch die mechanische Belastung auszuschlief3en.

Nach dem Antrocknen wurden die abgeriebenen Blétter vorsichtig mit dest. Wasser abgespuilt. Nach

ca. 10-12 Tagen waren Symptome einer systemischen Infektion sichtbar.
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2.2. Pflanzenkulturtechniken

2.2.1. Transfor mation von Nicotiana benthamiana

Die Transformation von N. benthamiana fand nach der Blattscheiben- (leaf disc) Methode durch
Kokultivierung mit Agrobacterium tumefaciens stait. Dabei Ubertragen die Agrobakterien die Gene der
T-DNA des Transformationsvektors auf Chromosomen im Zellkern der Pflanze.

10 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika (15 mg Rifampicin/l, dazu 50 mg Kanamycin oder
200 mg Spectinomycin) wurden in einem sterilen 50-ml Glaskolben mit einer Bakterienkolonie der
entsprechend transformierten Agrobakterien inokuliert und 18-24 h bei 27°C auf einem Schttler bei
200-250 rpm inkubiert. Anschlief?end wurden die Agrobakterien 5 min. bei 3000g in 10-ml Rohrchen
bei Raumtemperatur zentrifugiert (4000 rpm in Hermle Z383K). Das Pellet wurde in 10 ml LB ohne
Antibiotika resuspendiert und wieder in einem 50-ml Kolben fir 2 h bei 27°C und 200-250 rpm auf
einem Schttler inkubiert. Durch dieses Verfahren wurde ausgeschlossen, dal? die Pflanzenzellen bei
der Kokultur durch Antibiotika geschadigt werden. Zur Erhdhung der Transformationsrate kann bei
der Resuspendierung 200 pM  Acetosyringon beigefligt werden. Fir die Kokultur wurde die
Agraobacterium-Suspension unverdinnt oder 1:5 (v/v) mit sterilem MS-Medium (30 g Saccharose/l)

verdinnt verwendet.

o verwendete i
Antibiotika ) Wirkung
Konzentrationen
Kanamycin (Km) 5-100 mg/l Selektion transgener Pflanzen.
Eliminierung von A. tumefaciens durch Inhibierung der
Cefotaxim (Cef) 250 mg/l Zdlwandsynthese. Cefotaxim ist sehr resistent gegeniber b-
Lactamase-Aktivitét.
o Eliminierung  von A. tumefaciens durch Inhibierung der
Carbenicillin (Carb) 500 mg/l o B
Zellwandsynthese. Sensitiv gegeniiber b-Lactamase.
Eliminierung von A. tumefaciens durch Inhibierung der
Vancomycin (Vanc) 200 mg/l Zellwandsynthese. Seine Wirkung als Glycopeptid wird durch b-
Lactamase nicht inhibiert.
Timentin ist eine Mischung aus Ticarcillin und Clavulanat.
Ticarcillin inhibiert die Zellwandsynthese von A. tumefaciens, ist
Timentin (Tim) 200 mg/l aber sehr empfindlich gegentiber b-Lactamase. Clavulanat ist ein

spezifischer b-Lactamase-Inhibitor und schiitzt so Ticarcillin gegen

Inaktivierung.

Tab. 5 : Fur Pflanzentransformationen verwendete Antibiotika
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Als Pflanzengewebe fiir die Kokultivierung mit A. tumefaciens wurden ca 1-2 cm?® Blattstiicke von
bereits in vitro etablierten N. benthamiana verwendet. Die in vitro Pflanzen waren auf MS-Medium
(10 g Agar/l, 20 g Saccharose/l) ohne Phytohormone angezogen worden. Es ist aber auch méglich,
Blétter von Pflanzen aus dem Gewé&chshaus zu nehmen und diese vor der Kokultur in 2%iger (w/v)
CaClO-Losung zu sterilisieren. Méglichst junge Blétter wurden der in vitro Kultur entnommen und
ohne Blattstiele quer in 3-5 Streifen, jeweils mit Mittelrippe, geschnitten. Diese Streifen wurden bei
entsprechender Grofie noch einmal entlang der Mittelrippe halbiert.

Die Blattscheiben wurden dann 10-15 min. in der Bakteriensuspension gebadet, die zuvor in eine
Petrischale umgefullt worden war. Wahrend dieser Zeit wurde das Geféal einige Male leicht bewegt,
damit die Blattoberflachen vollsténdig benetzt wurden. Nach der Herausnahme der Blattscheiben
wurden diese zum Abtrocknen auf sterilem Filterpapier abgestreift und auf MS-Platten (10 g Agar/l,
30 g Glucose/l, 1 mg BAP/I, 0.1 mg NAA/I) gelegt. Hierbei wurden die Blattscheiben fest angedriickt,
damit die Wundstellen in direktem Kontakt mit dem Medium stehen.

Nach einer Inkubation von 2 Tagen bei 24°C im Dunkeln waren um die Blattscheiben herum
Bakterien sichtbar. Die Blattscheiben wurden von den Platten abgenommen, wenige Sekunden in MS-
Medium geschwenkt, auf sterilem Filterpapier abgetrocknet und anschlieRend auf Selektivmedium
(MS-Medium, 10 g Agar/l, 20 g Saccharose/l, 1 mg BAP/I, 0.1 mg NAA/I, 100 mg KnvI, 200 mg
Vancomycin/l, 200 mg Timentin/l) gelegt. Auch bei diesem Schritt wurde darauf geachtet, die
Blattscheiben fest auf die MS-Platten zu driicken, damit die Wundstellen in direktem Kontakt mit dem
Medium stehen. Ein fester Kontakt war notwendig, um die Aufnahme von Nahrstoffen und den die
Kallusbildung induzierenden Phytohormonen zu gewdahrleisten. Auf}erdem war es fur die erfolgreiche
Selektion transgener Pflanzenzellen notwendig, dal3 die Antibiotika aufgenommen werden konnten.
Nur transgene Zellen waren in der Lage, auf einem Medium mit 100 mg Km/l zu wachsen, das
restliche Gewebe wurde gelblich-wei3 und starb zum Teil ab. Die Petrischalen wurden in einer
Klimakammer bei 24°C und einem Licht/Dunkel-Wechsel von 16 h/8 h inkubiert.

Nach 3 Tagen wurde das Medium gewechset und die Blattscheiben auf frische Platten mit
Selektivmedium gelegt. Danach wurde das Medium noch einma nach 7-10 Tagen gewechselt.
Ungefahr eine Woche nach der Kokultur war eine deutliche Kallusbildung zu beobachten, ca 3-4
Wochen nach der Kokultur erschienen die ersten adventiven Sprosse. Sobald die adventiven Sprosse
2-3 Bléattchen angelegt hatten, wurden die Sprosse méglichst tief abgeschnitten und auf neue MS-
Platten (10 g Agar/l, 20 g Saccharose/l, 100 mg Knvl, 250 mg Cef/l) Ubertragen. Das weitere
Wachstum erfolgte ohne Zugabe von Phytohormonen. Nach weiteren 2 Wochen war bei den ersten
Pflanzen die Bildung von Wurzeln im MS-Medium sichtbar. Nur Pflanzen, die auf Medium mit 100
mg Km Wurzeln bildeten und in vitro eine normale Wuchsform zeigten, wurden ins Gewéchshaus

Uberfihrt.
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Fir die Uberfihrung der N. benthamiana Pflanzen von in vitro- in Erdkultur wurden die steril
gehaltenen, bewurzelten Sprosse aus den Petrischalen genommen und das Medium vorsichtig in
lauwarmem Wasser abgespiilt. Es wurden solche Pflanzen ausgewdahlt, deren Wurzeln eine maximale
Lange von 1 cm hatten. Anschlief3end wurden die Pflanzen in eine 1:1 Mischung (v/v) von Topferde
(Floraton 1, Floragard Oldenburg, pH 5,5 bis 6,5) und Sand gesetzt. Diese Mischung wurde zuvor gut
durchfeuchtet. Die Topfe wurden mit Deckeln von Petrischalen abgedeckt, um eine hohe
Luftfeuchtigkeit fir die ausgetopften Pflanzen zu gewahrleisten.

Um PFilzbefall, z.B. Botrytis sp., zu verhindern, wurden die Pflanzchen mit einem Fungizid mit
Kontaktwirkung eingespriht (0.2 % RONILAN WG, BASF). Die Toépfe wurden in ein Sl-
Gewéchshaus mit 14 h Tagedénge bei kinstlicher Beleuchtung gestellt. Nach 4 Tagen wurde die
Abdeckung ein wenig verschoben, um eine vorsichtige Luftzufuhr zu ermdglichen. Jeweils nach 2
Tagen wurde der Deckel ein weiteres Mal um 1 cm verschoben und schliefdlich nach insgesamt 10
Tagen vollstandig entfernt. Teilweise kam es zu Welkephasen, die meisten Pflanzen erholten sich
jedoch wieder. Es zeigte sich aber, dal relativ kleine Pflanzen (4-5 Blattstadium) die Uberfiihrung aus

in vitro- in Erdkultur am besten verkrafteten und ohne Wachstumsverzogerung sofort weiterwuchsen.

2.2.2 Transformation und Regener ation von Osteospermum ecklonis

Fur die Transformationsexperimente mit O. ecklonis konnte auf keine publizierten Protokolle
zurtickgegriffen werden. Daher war es notwendig, zunéchst eine Methode zur Regeneration von
Pflanzen aus vegetativem Gewebe zu finden. Aufgrund der Erfahrung mit N. benthamiana wurde auch

fr O. eckionis die Regeneration Uber Kallusbildung an Blattscheiben erwaogen.

Regeneration von O. ecklonis

Als Pflanzengewebe fiir die Regenerationsversuche wurden ca. 1 cm? groRe Blattstiicke von in vitro
vermehrten O. ecklonis verwendet. Diese Pflanzen waren auf Vermehrungsmedium F3 (MS, 10 g
Agar/l, 30 g Saccharose/l, 0.1 mg IAA, 1 mg Kinetin/l) angezogen worden. Es wurden moglichst
junge Blétter entnommen und entsprechend der Vorgehensweise bei N. benthamiana zerschnitten.
Zusétzlich wurden die Blattstlicke mit wenigen Stichen oder Schnitten perforiert, um méglichst grofze
Wundfléchen zu erzeugen. Anschlief3end wurden die Blattstiicke auf MS-Platten (8.5 g Agar/l, 30 g
Saccharose/l) aufgelegt. Um geeignete Bedingungen fur die Bildung adventiver Sprosse zu finden,
wurden verschiedene Kombinationen von  Phytohormonkonzentrationen verwendet. Als
Phytohormone wurden ein Auxin (Indol-3-Essigsdure, IAA) und ein Cytokinin (6-Benzylaminopurin,

BAP) verwendet. Eine ausgewogene Kombination von Auxin und Cytokinin fuhrt in vielen
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Pflanzengewebekulturen zur Bildung von Kallus und adventiven Sprossen (George, 1993). Uberwiegt
die Menge an Auxin, kommt es eher zur Bildung von adventiven Wurzeln aus Kallus. In den MS-
Platten wurde jeweils die Konzentration des Auxins konstant gehaten (0.5 mg IAA/l) und die
Konzentration des Cytokinins variiert (0, 0.5, 1, 1.5, 2 und 2.5 mg BAP/I). Fur diesen Versuch wurden
alle 8 verfugbaren Sorten von O. ecklonis verwendet und die ausgeschnittenen Blattscheiben auf die 6
unterschiedlichen MS-Platten aufgelegt. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen, um ein
Austrocknen der Pflanzen zu verhindern, und anschlief3end 5 Wochen bei 20°C in der Klimakammer
inkubiert (Licht/Dunkel-Wechsel 16 h/8 h).

Nach der Etablierung einer geeigneten Regenerationsmethode war es notwendig, die Konzentrationen
des selektiven Antibiotikums bzw. Herbizids (PPT) zu bestimmen, bei denen transgene Pflanzen
wachsen konnen, nicht transformierte Zellen jedoch am Wachstum gehindert werden oder absterben.
AuRBerdem mufdte Uberpruft werden, ob die zur Eliminierung der Agrobakterien eingesetzten
Antibiotika einen negativen Einfluf? auf die Regenerationsrate von O. ecklonis haben.

Die Empfindlichkeit von O. ecklonis wurde zundchst am Wachstum von Sprossen untersucht. Hierfir
wurden in vitro Pflanzen in kleinere Segmente zerschnitten und in MS-Medium (10 g Agar/l, 30 g
Saccharose, 0.1 mg I1AA/I, 1 mg Kinetin/l) gesteckt. In diesem Medium wird bei O. ecklonis die
Bildung von Sprossen aus Blattknospen gefordert. Dem Medium  wurden verschiedene
Konzentrationen an PPT zugesetzt: 20, 5, 2, 1, 0.5, 0.2, 0.1, 0.05 und 0 mg/l. Fir die Bestimmung der
Empfindlichkeit gegen Kanamycin wurden folgende Konzentrationen verwendet: 100, 50, 20, 10 und
0 mg/l. Es wurden jeweils 5 Pflanzensegmente pro Platte in das Medium gesteckt. Die Pflanzen
wurden anschliefRend 3 Wochen unter den oben beschriebenen Bedingungen inkubiert.

Nachdem ein geeignetes selektives Agens fir O. ecklonis ermittelt worden war, wurde der Einflufd von
selektivem Agens und Antibiotikum zum Eliminieren der Bakterien auf die Regeneration untersucht.
Hierzu wurden, wie oben beschrieben, Blattstiicke auf MS-Platten (10 g Agar/l, 30 g Saccharose/l) mit
regenerationsfordernder Phytohormonkonzentration (0.5 mg 1AA/l, 1 mg BAP/I) gelegt. Zusétzlich
wurden dem MS-Medium verschiedene Mengen an Antibiotika beigefugt: 60, 40, 20, 10 und 0 mg
Km/l in Kombination mit 500 mg Carbenicillin/l, 250 mg Cefotaxim/l, oder ohne weiteres
Antibiotikum. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und 6 Wochen bei 22°C in der
Klimakammer inkubiert (Licht/Dunkel-Wechsel 16 h/8 h).

Transformation von O. ecklonis

Im Anschluf3 an die Etablierung einer geeigneten Regenerationsmethode konnten die Versuche zur A.
tumefaciens-vermittelten Transformation von O. ecklonis durchgefihrt werden.
3 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika (15 mg Rifampicin/l, dazu 50 mg Kanamycin/I oder

200 mg Spectinomycin/l, je nach Transformationsvektor) wurden in einem 10-ml Kunststoffrohrchen
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mit einer Bakterienkolonie der entsprechend transformierten Agrobakterien inokuliert und tber Nacht
bei 27°C auf einem Schiittler (250 rpm) inkubiert. Am folgenden Tag wurden 15 ml LB-Medium chne
Antibiotika in einem 50-ml Glaskolben mit 150 yl Bakteriensuspension vom Vortag inokuliert und
Uber Nacht bei 27°C und 200 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Fir die Kokultur mit 0. ecklonis wurde
die Bakteriensuspension unverdiinnt oder 1:5 bzw. 1:10 (v/v) mit MS-Medium (30 g Glucose/l, 0.5 mg
IAA/l, 1 mg BAP/I) verdinnt eingesetzt.

Die Blattscheiben wurden wie oben beschrieben hergestellt und 5-10 min. in der verdinnten
Bakteriensuspension gebadet, die zuvor in eine Petrischale umgefillt worden war. Das Geféld wurde
einige Male leicht bewegt, um die Blattoberfldchen vollstdndig zu benetzen. Anschlief3end wurden die
Blattscheiben auf sterilem Filterpapier abgestreift und auf MS-Platten (10 g Agar/l, 30 g Glucose/l, 0.5
mg IAA/l, 1 mg BAP/I) gelegt. Alternativ dazu wurden Blattstiicke mit der Pinzette ergriffen und nur
wenige sec. mit den Wundfl&chen in unverdiinnte Bakteriensuspension gehalten. Diese Blattsegmente
wurden danach direkt auf MS-Platten (10 g Agar/l, 30 g Glucose/l, 0.5 mg IAA/l, 1 mg BAP/I) gelegt,
ein Abtrocknen auf Filterpapier war nicht erforderlich. Auch bei O. ecklonis wurden die Blattscheiben
fest auf das Medium angedriickt, die Blattsegmente neigen noch stérker a's solche von N. benthamiana
zum Zusammenrollen.

Nach einer Inkubation von 2 Tagen in der Klimakammer (24°C, Licht/Dunkel-Wechsel von 16h/8h)
waren um die Blattscheiben herum Bakterien schwach sichtbar. Die Blattsegmente wurden
abgenommen, wenige Sekunden in MS-Medium (0.5 mg IAA/I, 1 mg BAP/I) geschwenkt und dann
auf sterilem Filterpapier abgestreift. AnschliefRend wurden die Blattscheiben auf Selektivmedium
(MS-Medium, 10 g Agar/l, 30 g Saccharose/l, 0.5 mg IAA/l, 1 mg BAP/I, 20 oder 40 mg Km/l, 250
mg Cefotaxim/l oder 500 mg Carbenicillin/l) gelegt. Auch hierbei wurde darauf geachtet, die
Blattscheiben fest auf die Platten zu driicken und mdglichst das Blatt in der gleichen Orientierung wie
auf dem Kokulturmedium aufzulegen. Die Blattscheiben wurden auf Blattober- oder Unterseite gelegt,
jenach Erfordernis, um ein Zusammenrollen zu verhindern.

Nach ungefdhr 7 Tagen wurde das Medium erneut ausgetauscht, die Blattscheiben wurden wieder auf
Selektivmedium (MS-Medium, 10 g Agar/l, 30 g Saccharose/l, 0.5 mg IAA/I, 1 mg BAP/I, 20 oder 40
mg Km/l, 250 mg Cefotaxim/l oder 500 mg Carbenicillin/l) gelegt. Dieser Schritt wurde ungeféhr 10
Tage spéter wiederholt. War in der Zwischenzeit auf einer Platte Bakterienwachstum sichtbar, wurde
das Medium sofort gewechselt. Kam es zu einer Kontamination durch Pilze, wurde versucht, die
verbleibenden Blattscheiben in der Petrischale durch 30 sec. Waschen in 1%iger (w/v) CaClO-Ldsung,
Abspilen in sterilem MS-Medium und Auflegen auf neues Medium zu sichern. Blattscheiben, an
denen bereits Pilzmycel sichtbar war, wurden verworfen.

Nach 5-8 Wochen waren adventive Sprosse sichtbar und sobald diese das 2-3 Blattstadium erreicht
hatten, wurden die Sprosse moglichst tief abgeschnitten und auf F3-Vermehrungsmedium (MS, 10 g
Agar/l, 30 g Saccharose/l, 0.1 mg IAA/I, 1 mg Kinetin/l) oder auf phytohormonfreies Medium (MS, 10
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g Agar/l, 30 g Saccharose/l) gelegt. Je nach Bedarf wurden diesen Medien noch Antibiotika beigefiigt:
20 oder 40 mg Km/I, 250 mg Cefotaxim/I oder 500 mg Carbenicillin/l. Wenn die Sprosse eine Lénge
von 1-2 cm erreicht hatten, wurden sie in ein grofReres Gefal3 Uberfihrt. Daflr wurde der Boden einer
Kunststoff-Petrischale (Greiner 94/16, Greiner Labortechnik) als Deckel fir eine mit Medium gefillte
Schale verwendet. Nachdem der Boden vorsichtig aufgesetzt worden war, wurde er mit Parafilm oder
sterilem Klebeband (MICROPORE& , 3M) fixiert.

Als Alternative wurden Kunststoffschalen mit den Mal3en 60 mm Breite x 85 mm Lange x 65 mm
Hohe (Becher 5/47 PS klar, Wéachter Kunststoffwarenfabrik, Leopoldshthe) verwendet. Da es bei
diesen Gefélden aber haufig Probleme mit der Sterilitét gab und die Handhabung des Verschlusses
umstandlich war, wurden sie nur kurzzeitig verwendet.

Nach 4-8 Wochen, je nach Wachstum der Sprosse, wurde das Medium erneut gewechselt und Sprosse
mit einer Lange von mehr als 4 cm in 500 ml Weckglaser mit 70 ml MS-Medium (10 g Agar/l, 20 g
Saccharose/l, evtl. 0.1 mg IAA/I, 1 mg Kinetin/l) Gberfihrt.

Ein weiteres Verfahren fir die Kokultur war die Inkubation der Blattscheiben in einer 1:200 (v/v)
verdinnten Bakteriensuspension fir 36 h bei 24° auf dem Schiittler bei 75 rpm. Diese Versuche
wurden bald wieder abgebrochen, da es in keinem Fall auch nur zu einer Kalusbildung kam. Die
Blattscheiben entfarbten sich und starben innerhalb kurzer Zeit auf dem Selektivmedium ab.

2.3. Herstellung der Transformationsvektoren

2.3.1. Isolierung von Plasmid-DNA ausE. coli

Zur Uberprifung von Transformationen wurde Plasmid DNA mittels alkalischer Lyse extrahiert und
gereinigt, wie von Ausubel et al. (1994) beschrieben. Um Zeit zu sparen, wurde die beschriebene
Methode modifiziert: 1 ml LB-Medium in einem 2-ml Mikroreaktionsgef&ld (Eppendorf) wurde mit
einer Bakterienkolonie inokuliert. Fir ein schnelles Wachstum im LB-Medium war es notwendig, dai3

die entsprechende Platte direkt aus dem 37°C-Inkubator kam und nicht aus dem Kihlschrank.

Nach 5-6 h auf dem Schittler (250 rpm, 37°C) war eine fir Plasmidpreparationen ausreichende
Zelldichte erreicht. Die Proben wurden 30 sec. bei 13.000 rpm (Heraeus Biofuge 13) zentrifugiert und
das Pellet in 100 pl GTE-L6sung (50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI pH 8.0)
resuspendiert. Nach 5 min. Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200 pl NaOH/SDS [0.2 M NaOH,
1% (w/v) SDS] zugeflgt, die Probe durch Invertieren gemischt und fur 5 min. auf Eis gelagert.
Danach wurden 150 il 5 M K-Acetat pH 4.8 hinzugegeben, die Probe durch mehrfaches Invertieren

gut gemischt und 5 min. auf Eisinkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde die Probe 2 weitere Mae durch
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Invertieren gemischt und danach 3 min. bei 13.000 rpm (Heraeus Biofuge 13) zentrifugiert. 400 Wl des
Uberstands wurden abgenommen, in ein neues Mikroreaktionsgefal (1.5-ml Eppendorf) tberfuhrt und
mit 800 W 95% Ethanol (+4°C) vermischt.

Nach 2 min. Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe 3 min. bei 13.000 rpm zentrifugiert und
das Pdllet noch einmal mit 70% Ethanol (+4°C) gewaschen. Nach einer anschlief3enden vorsichtigen
Trocknung unter Vakuum wurde das Pellet in nur 10 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI ph 8.0, 1 mM
EDTA) aufgenommen. Fir einen entsprechenden Restriktionsverdau des gereinigten Plasmids wurden
5 W eingesetzt. Das oben beschriebene Verfahren eignet sich nur fir Plasmide, die in der
Bakterienzelle in hoher Kopienzahl vorliegen (z.B. pBluescript 1| KS+ oder pUC18). Fir Plasmide,
die nur in geringer Kopienzahl in der Zelle vorliegen (z.B. pBIN19 und pGJ357), wurden fir die
Bakterienkultur 3 ml LB-Medium in 10-ml Polypropylen-Rohrchen inokuliert und 12-14 h bei 37°C
auf dem Schuttler (200 rpm) inkubiert. Anschlief®end wurden die Réhrchen 5 min. bel 3000g (4000
rpm in Hermle Z383K) zentrifugiert und das in 100 pl GTE geloste Pellet in ein 1.5-ml

Mikroreaktionsgefald Uberfuhrt. Die weitere Vorgehenswei se entsprach der oben beschriebenen.

Wurde eine hohe Ausbeute und hohe Reinheit der extrahierten DNA bendtigt, z. B. fur Ligationen,
wurde Plasmid DNA mit Hilfe des ,QUIAGEN Plasmid Mini Kit* (Quiagen) entsprechend den
Angaben des Herstellers extrahiert und gereinigt. Fir Plasmide, die nur in einer niedrigen Kopienzahl
in der Bakterienzelle vorliegen, z. B. bindre Vektoren, wurde das "QUIAGEN Plasmid Maxi Kit"

(Quiagen) verwendet und als Ausgangsmaterial eine 500 ml Bakteriensuspension benutzt.

2.3.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus A. tumefaciens

Da mit der konventionellen Alkali Methode aus A. tumefaciens nur unzureichende Mengen Plasmid-

DNA gewonnen werden konnten, muf3te ein modifiziertes Verfahren angewandt werden.

15 ml LB-Medium wurden in enem Mikroreaktiosngefé® (2-ml Eppendorf) mit einer
Bakterienkolonie inokuliert und 18 h bei 27°C auf einem Schiittler bei 200 rpm inkubiert. Danach
wurde die Probe 30 sec. bei 13.000 rpm (Heraeus Biofuge 13) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100
M TEG (50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM TrissHCI pH 8.0) resuspendiert und 200 Wl 0.2 M

NaOH, 1% (w/v) SDS hinzugefigt. Nach 10 min. Inkubation bei Raumtemperatur wurden 150 il 3 M
Na-Acetat pH 4.8 zugegeben. Anschlief3end wurden 30 pl Phenol/Chloroform (siehe unten) dazu
pipettiert, kurz gevortext und die Probe 20 min. bel -20°C eingefroren. Direkt nach dem Auftauen
wurde die Probe 15 min. bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde sofort in ein neues
Mikroreaktionsgefal (1.5-ml Eppendorf) tberfihrt und die Plasmid-DNA mit 2.5 Vol. kaltem Ethanol
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(+4°C) gefdlt. Danach wurde die Probe in einer Kihlzentrifuge (Hermle Z383K) bei 13.000 rpm
(16.000 g) fur 30 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet noch 2x mit
katem (+4°C) 70% Ethanol gewaschen. Anschlief3end wurde das Pellet getrocknet und in 20 Wl TE
(20 mM Tris-HCI ph 8.0, 1 mM EDTA) aufgenommen.

Das Phenol/Chloroform-Gemisch wurde wie folgt hergestellt: Phenol wurde bei 80°C im Wasser
geschmolzen, 500 Wl Phenol wurden mit einer Spatelspitze 8-Hydroxyquinolin und 500 Wl 1 M Tris-
HCI pH 8.0 versetzt und gevortext. Nach einer kurzen Zentrifugation (10 sec., 13.000 rpm) wurde die
obere Phase abgenommen und das zurtickbleibende Phenol noch einmal mit 500 pl 1 M Tris-HCI pH
8.0, gevortext, zentrifugiert und die obere Phase abpipettiert. Anschlieffend wurde das Phenol noch 2x
mit 500 pl 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 &quilibriert und am Ende mit 500 pl Chloroform versetzt und gut

durchmischt.

2.3.3. Transfor mation von E. coli

Die Transformation der DH5AaF kompetenten Zellen (Gibco BRL) und Identifizierung der
Bakterienkolonien mit rekombinanten Plasmiden erfolgte nach Angaben des Herstellers. Plasmid
DNA wurde mittels akalischer Lyse extrahiert und gereinigt, wie von Ausubel et al. (1994)
beschrieben, und DH5AaF kompetente Zellen (Gibco BRL) wurden erneut mit dem gereinigten
Plasmid transformiert. Plasmid DNA aus retransformierten Zellen wurde mit Hilfe des ,, QUIAGEN
Plasmid Mini Kit* (Quiagen) entsprechend den Angaben des Herstellers extrahiert und gereinigt.

2.3.4. Transfor mation von Agrobacterium tumefaciens

Als eine schnelle und effektive Methode zur Transformation von E. coli- as auch A. tumefaciens-
Zellen mit Plasmiden hat sich die Elektroporation erwiesen. Bel dieser Technik werden
Bakterienzellen kurze Zeit (5-10 ms) einem Hochspannungsfeld ausgesetzt, das transient Lécher in der
Zellmembran erzeugt, durch welche die Plasmid-DNA in die Bakterienzelle gelangt (Shigekawaet al.,
1988).

Zur Vorbereitung fir die Elektroporation mufdten die A. tumefaciens-Suspensionen von Salzen befreit
und konzentriert werden. Hierzu wurden die Zellen mehrfach mit deionisiertem Wasser gewaschen
und in einem kleinen Volumen 10%igem Glycerin aufgenommen, so daR eine Zelldichte von ca 10"
Zellen/ml erreicht wurde.
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Vorbehandlung

Mit einer Bakterien-Kolonie wurden 5 ml Vorkultur (LB-Medium) angeimpft und Uber Nacht auf dem
Schiittler bei 200 rpm und 27°C inkubiert. Das LB-Medium enthielt in allen Schritten Antibiotika, die
sicherstellen, dal3 nur Bakterien mit Helfer-Plasmid wachsen (50 mg Gentamycin/l fur GV3101
pMP90). Fur den Stamm ATHV pEHA101 ist diese Selektion allerdings nicht mdglich, da die
Kanamycin-Resistenz auf dem Helfer-Plasmid deletiert ist. Mit 3 ml der Vorkultur wurden 250 mi
Hauptkultur inokuliert und ebenfalls Uber Nacht auf dem Schittler bei 200 rpm und 27°C inkubiert.
Bei einer ODgy nm VON 0.5-0.6 wurden die Zellen geerntet, indem sie im Eisbad 10-15 min. gekuhlt
und dann 10 min. bei 3000g in 50-ml Rohrchen (Falcon Tubes) bei 2°C in der Kuihlzentrifuge (4000
rpm in Hermle Z383K) zentrifugiert wurden. Auch bel allen weiteren Arbeitsschritten sollten die
Zellen kihl gehaten werden, entweder auf Eis oder in der vorgekihlten Zentrifuge. Das
Bakterienpellet wurde in insgesamt 200 ml kaltem, sterilem Wasser aufgenommen (40 ml pro
Rohrchen) und ein weiteres Ma wie oben beschrieben zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in
insgesamt 100 ml Wasser aufgenommen (20 ml pro Rohrchen). Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in insgesamt 50 ml kaltem, sterilem 10%igem Glycerin
aufgenommen (10 ml pro Rohrchen). Die Suspensionen wurden vereinigt und in 30-ml Glasréhrchen
(Schott Mainz) bei 3000g 10 min. zentrifugiert. Das Pellet wurde in insgesamt 1 ml (500 gl pro
Rdéhrchen) kaltem, sterilem 10%igem Glycerin resuspendiert und in 50 pl Aliquots aufgeteilt. Diese
Aliguots wurden direkt flr die Elektroporation verwendet oder in 1.5-ml Nalgene Cryotubes bei -80°C

eingefroren.

Elektroporation

In einem Eisbad wurden die vorbereiteten Zellen aufgetaut und die durch einen QUIA-Miniprep
gereinigte Plasmid-DNA sowie die Elektroporationskiivette (BioRad, 0.2 cm Elektrodenabstand)
gekuhlt. Fur eine Elektroporation wurden ca 50-100 ng Plasmid-DNA verwendet (entspricht ca 1-2
aus einem QUIA-Miniprep). Am Elektroporator (BioRad Gene Pulser 11 + Pulse Controller 11) wurden
folgende Parameter eingestellt: Spannungsstérke 2.5 kV, Kapazitét 25 uF und Widerstand 200 W.

Die Plasmid-DNA (1-2 yl) wurde zu den Zellen (50 pl) pipettiert und gut vermischt. Nach 2 min.
Inkubation auf Eis wurde die Bakteriensuspension in die vorgekihlte Klvette gegeben. Diese wurde
sorgféltig von Wasser und Eis befreit und in den Probeschlitten des Elektroporators eingesetzt. Der
Spannungsimpuls wurde appliziert, der bel obigen Einstellungen ca 5 ms dauerte. Sofort nach der
Elektroporation wurde 1 ml SOC-Medium [0.5% (w/v) Hefe-Extrakt, 2% (w/v) Trypton, 10 mM
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NaCl, 25 mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM MgSO,, 20 mM Glucose] in die Kivette gegeben. Die
Bakteriensuspension wurde dann in ein 2-ml Mikroreaktionsgefél pipettiert und 1 h im Schittler bei
27°C und 100 rpm inkubiert. Anschlieffend wurden Aliquots, bzw. entsprechende Verdinnungen,
dieser Zdlsuspension auf antibiotikahatigen Agarplatten ausplattiert. Zur Selektion der
Transformanten wurden 50 mg Kanamycin/l fur auf pBIN19 beruhenden Transformationsvektoren
verwendet und fur auf pGJ357 basierenden Konstrukten 200 mg Streptomycin/l und 200 mg
Spectinomycin/l. Nach 2 Tagen Inkubation bei 27°C wurden Kolonien auf den LB-Platten mit
entsprechenden Antibiotika sichtbar.

2.3.5. Bestimmung von Nukleinsiur e-K onzentrationen

Die Konzentrationen von Nukleinsduren wurden durch zwei verschiedene Methoden bestimmt. Zum
einen wurde die Konzentration von DNA bzw. RNA durch deren optische Dichte bel 260 nm
bestimmt. Die Messungen erfolgten in eéinem UV-16101PC Photometer (Shimadzu) in Quarzkivetten
(Hellma) mit 1 cm Schichtdicke. Nach Sambrook et al. (1989) entspricht bel 260 nm eine optische
Dichte von 1 einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml (42 pg/ml fir RNA).

Eine zweite Mdglichkeit der Konzentrationsbestimmung von DNA-L6sungen war die Messung mit
einem Fluorometer "VersaFluor" (Bio-Rad). Hierbei wurde nach Herstellerangaben das entsprechende
"Fluorescent DNA Quantitation Kit" (Bio-Rad) angewandt. Dabei bindet der Farbstoff bis
Benzimidazol, ein Fluorochrom, spezifisch an DNA und die Fluoreszenz dieses DNA-Farbstoff-
Komplexes kann mit Hilfe des Fluorometers gemessen werden. Die Konzentration der Probe wurde
nach Vergleich mit Referenz-DNA-LGsungen bekannter Konzentrationen bestimmt. Eventuell
vorhandene RNA in den Proben hatte hierbei keine Auswirkungen auf die DNA-
K onzentrationsbestimmung, da der Farbstoff fast ausschliefdlich an DNA bindet.

2.3.6. Phosphorylierung von Oligonukleotiden

Um die Klonierung von PCR-Amplifikaten zu erleichtern, wurden die entsprechenden Primer vor der
PCR-Reaktion an ihrem 5-Ende phosphoryliert. Dazu wurde die T4 Polynukleotidkinase (PNK)
verwendet, die den Transfer der g-Phosphatgruppe von ATP an das 5-Hydroxyl Ende von DNA und
RNA katalysiert.
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Resktionsansatz : 5 Wl Oligonukleotide (100uM)
2.5 pl 10x PNK-Reaktionspuffer (Boehringer Mannheim)
25 10 mM ATP
1 pl T4 Polynukleotidkinase (10 U/ul, Boehringer Mannheim)
14 Yl H,O

s25u

Inkubation des Reaktionsansatzes fir 15 min. bei 37°C, anschlief3end Inaktivierung der PNK bei 75°C

far 10 min..

2.3.7. Amplifikation viraler cDNA-Fragmente

Die fur die Konstruktion der LMV -Konstrukte notwendigen Amplifikationsschritte wurden mit Pwo
DNA-Polymerase (Boehringer Mannheim) aus Pyrococcus woesei durchgefihrt. Durch seine
inherente 3® 5' Exonuklease-Aktivitdt hat Pwo DNA-Polymerase eine um das 10-fache hdhere
Genauigkeit bei der Amplifikation gegentber Taqg DNA-Polymerase. Aulerdem hat Pwo DNA-
Polymerase eine verbesserte Stabilitét bei hohen Temperaturen. Durch die 3® 5 Exonuklease-
Aktivitdt der Pwo DNA-Polymerase war es notwendig, das Enzym erst direkt vor Beginn der
Amplifikation beizufiigen. Zu diesem Zweck wurden zwel separate Reaktionsansiize vorbereitet, die
erst direkt vor dem Einsetzen der Reaktionsgefélie in die PCR-Maschine vereinigt wurden.

Resktionsansatz 1: 0.5 W 20mM dNTP
0.2 pl der jeweiligen Primer (100 puM)
1y pLMV15 (25 ng)
2334 HO

aasu

Reaktionsansatz 2: 5 Wl 10x Pwo-PCR Puffer (20 mM MgSO,)
0.5 Pwo DNA-Polymerase (5 U/H)
195 pl H,0

aasu
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Der Reaktionsansatz 1 befand sich bereits in 0.2-ml PCR-Gefél3en, die 25 pl des Reaktionsansatzes 2
wurden dazu pipettiert und das PCR-Gefal direkt in den bereits auf Uber 70°C vorgeheizten Block der
PCR-Maschine gestellt. Die Amplifikation verlief in einem Perkin-Elmer GeneAmp 2400 nach

folgendem Schema:

Denaturierung der Probe 94°C 2 min.
Danach 35 Amplifikationszyklen:

Matrizendenaturierung 94°C 30 sec.

Primeranlagerung 52°C 30 sec.

Elongation 72°C 30 sec.

PCR-Amplifikate wurden im Agarosegel aufgetrennt und die entsprechenden Banden ausgeschnitten
und eluiert. So konnte verhindert werden, dal3 pLMV 15 in Ligationsansétze Ubertragen wurde und
anschlief?end nach Transformation von E. coli durch seine Ampicillin-Resistenz falsch-positive
Bakterienkolonien verursachte.

Die von der Pwo DNA-Polymerase generierten Amplifikate hatten blunt-ends und wurden nach der
Eluierung aus dem Agarosegel direkt in entsprechend linearisierte und dephosphorylierte Vektoren

kloniert.

2.3.8. Agarose-Gelelektrophorese fur DNA

Die elektrophoretische Auftrennung der Nukleinsduren erfolgte in  einer horizontalen
Gelelektrophoresekammer (Midi-S Harnischmacher, Arnsberg) in 1-1,5 %ige Agarosegelen. Zur
Herstellung der Gele und as Laufpuffer wurde 1 x Tris-Borat-EDTA (TBE) verwendet. Die
Herstellung der Gelmasse erfolgte durch Zugabe der erforderlichen Menge Agarose in 35 ml 1x TBE
und Aufkochen in der Mikrowelle. Nach Abkihlung auf ca 60°C wurde 1 Wl Ethidiumbromid-Ldsung
(10 mg EtBr/ml, Sigma) zugegeben und in die vorbereiteten Geltrager gegossen. Als Standard wurde 1
kb DNA ladder (Gibco) aufgetragen. Die Proben wurden bei 5 V/cm aufgetrennt (Sambrook et al.
1989) und im UV-Durchlicht ausgewertet.
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2.3.9. Elution von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Wenn im Gel aufgetrennte DNA-Fragmente fir weitere Klonierungsschritte verwendet werden sollten,
wurden sie unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 2-ml Mikroreaktionsgefald
Uberfihrt. Die Eluierung erfolgte mit Hilfe des “JETSORB DNA Extraction-Kit” (Genomed), im
Wesentlichen nach Angaben des Herstellers. Sofern das Gewicht des Gelfragments 100 mg nicht
Uberschritt, wurden 300 pl Puffer A1 und 10 pl JETSORB Suspension hinzugefiigt. Die Probe wurde
gevortext und 15 min. bei 50°C inkubiert. Anschlief?end wurde das Mikroreaktionsgefald 20 sec. bei
11.000 rpm (Heraeus Biofuge 13) zentrifugiert und der Uberstand vollstandig abgenommen. Bei dem
anschliefRenden Waschen mit Puffer A1 und A2 war darauf zu achten, dald die JETSORB Silicat-
Partikel niemals durch Vortexen resuspendiert wurden. Nach dem letzten Waschschritt wurde das
Pellet 30 min. an der Luft getrocknet. Die Elution der DNA von den Silicat-Partikeln geschah durch
Zugabe von 15 gl H,O und anschlief3ender Inkubation fur 5 min. bei 60°C. Nach Zentrifugation der
Probe fir 45 sec. bei 13.000 rpm wurde der Uberstand abgenommen, in ein 0.5-ml
Mikroreaktionsgefard Uberfuhrt und ein weiteres Mal 45 sec. bei 13.000 rpm zentrifugiert. Durch die
zweifache Zentrifugation konnten enzymatische Resktionen hemmende Silicat-Partikel sicher

abgetrennt werden.

2.3.10. Generieren von glatten Enden (blunt-ends)

Sollten kohasive Enden von linearisierten Plasmiden mit glatten Enden (blunt-ends) eines Inserts
verknuipft werden, muRten zuvor die 5'-Uberhange aufgefillt, bzw. die 3-Uberhénge abgebaut werden.
Das Auffillen der 5-Uberhange erfolgte mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | aus E.

coli.

Reaktionsansatz: 10 Wl restriktionsverdaute Plasmid-DNA (0.5-1 pg)
0.5 pl dNTPs (10 mM)
1 pl Klenow-Fragment (2 U/ul, Boehringer Mannhei m)
2 10x Klenow-Fragment Reaktionspuffer
55u H0

s20p
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Inkubation des Reaktionsansatzes fir 30 min. bei 37°C, anschlieffend Inaktivierung des Enzyms (10
min., 70°C).

Der Abbau von tberstehenden 3'-Enden erfolgte mit T4 DNA-Polymerase aufgrund ihrer im Vergleich

zum Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | aus E. coli stérkeren 3® 5' Exonuklease-Aktivitét.

Reaktionsansatz: 10 Wl restriktionsverdaute Plasmid-DNA (0.5-1 pg)
0.5 pl dNTPs (10 mM)
0.75 pl T4 DNA-Polymerase (6 U/ul, Promega)
2 Wl 10x T4 DNA-Polymerase Reaktionspuffer
16.75 yl H,0

s20u

Inkubation des Reaktionsansatzes fir 5 min. bel 37°C, danach Reaktionsstop durch 10 min. bei 75°C.

2.3.11. Dephosphorylierung

Um die Religation eines linearisierten Plasmids bei der Verwendung von Ligase zur Klonierung eines
Inserts zu verhindern, wurden die 5'-Phosphatgruppen der kompatiblen Enden des Plasmids entfernt.
Hierzu wurde die Shrimp alkalische Phosphatase (SAP) aus arktischen Garnelen verwendet. Sie hat im
Gegensatz zu alkalischer Phosphatase aus Kéberdarm den grofden Vorteil, dal3 sie durch Inkubation
bei 65°C vollsténdig und irreversibel inaktiviert werden kann. Nach dieser Hitzeinaktivierung kann

der Reaktionsansatz direkt fir Ligationen weiterverwendet werden.

Reaktionsansatz: 10 Wl restriktionsverdaute Plasmid-DNA (0.5-1 pg)
1 pl Shrimp alkalische Phosphatase (1 U/, Boehringer Mannheim)
1.2 pl 10x Dephosphorylierungs-Puffer

Siz2u

Be kohadsiven Enden wurde der Reaktionsansatzt 10 min. bei 37°C inkubiert, bei blunt-ends 60 min.
bei 37°C. Anschlief3end wurde die SAP fir 15 min. bei 65°C hitzeinaktiviert.
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2.3.12. Ligation

Die Ligation der linearisierten Klonierungsvektoren mit den entsprechenden Fragmenten erfolgte unter
Verwendung der T4 DNA-Ligase. Fir eine effektive Ligationsreaktion sollte das Verhdtnis von
Vektor zu klonierendem Fragment 1:3 betragen. Die Abschdtzung der einzusetzenden Volumina

geschah durch Vergleich der Leuchtintensitét der im Agarosegel aufgetrennten Banden.

10x Ligationspuffer: 200 mM Tris-HCI, pH 7.6
50 mM ATP
50 mM MgCl,
50 mM DTT

Ligationsansatz: 7 W Vektor und Fragment im Mengenverhdtnis 1:3
1 pl PEG 4000
1 pl 10x Ligationspuffer
1l T4 DNA-Ligase (1U/pl, Boehringer Mannheim)

Siou

Der Ligationsansatz wurde 12-16 h bei 14°C (Butterfach des K ihlschranks) inkubiert.

Eine blunt-end Ligation erforderte besondere Reaktionsbedingungen: Der Ansatz enthielt zusétzlich 1-
15 uM Hexamincobalt-111-chlorid und 10-15% (w/v) PEG 4000. Beide Substanzen haben zwei
Effekte auf die Ligation. Einerseits erhdhen sie die Ligationsrate um 1-3 Grélenordnungen, dies
erlaubt Ligationen bei niedrigen Enzym- und DNA-Konzentrationen. Andererseits beeinflussen sie die
Verteilung der Ligationsprodukte; intramolekulare Ligationen werden unterdriickt, die

Ligationsprodukte entstehen verstérkt aus intermolekularen Verkniipfungen (Sambrook et al., 1989).

10x blunt-end Ligationspuffer: 200 mM Tris-HCI, pH 7.6
50 mM MgCl,
50mM DTT
5mM ATP
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blunt-end Ligationsansatz: 9 Wl Vektor und Fragment im Verhdtnis 1.3
2yl PEG 4000
1l 20 uM Hexamincobalt-111-chlorid
2 Wl 10x blunt-end Ligationspuffer
1 pl T4 DNA-Ligase (1U/pl, Boehringer Mannheim)

Sis5u

Die Inkubation erfolgte ebenfalls bei 14°C fir 14-18 h.

2.4. Analyse transgener Pflanzen

Der Nachweis einer erfolgreichen Transformation in auf selektiven Medien wachsenden Pflanzen
erfolgte durch PCR. Hierfir wurde die genomische DNA aus den Pflanzenzellen extrahiert und als
Matrize fur die Amplifikation mit konstruktspezifischen Primern verwendet. Fir diese Versuche

wurde ausschliefdich AmpliTagh DNA-Polymerase (Perkin-Elmer) verwendet.

2.4.1. Extraktion pflanzlicher Gesamt-DNA

Die fir die vorliegende Arbeit verwendete Methode richtet sich nach dem von Edwards et al. (1991)
beschriebenen Extraktions-Verfahren. Diese Methode eignet sich zur schnellen Extraktion pflanzlicher
Gesamt-DNA und erméglicht die gleichzeitige Bearbeitung einer grof3en Probenanzahl. Quditéat und
Ausbeute der extrahierten DNA sind alerdings niedriger as in entsprechenden kommerziellen
Extraktions-Kits. Die Qualitdt der extrahierten Gesamt-DNA ist jedoch fir PCR-Nachweise

ausreichend.

Blattmaterial (ca. 1 cm?) der zu untersuchenden Pflanzen (in vitro oder Gewéchshaus) wurde in einem
Mikroreaktionsgefal? (1.5-ml Eppendorf) mit einem Mikropistill zermorsert. Ein vorheriges Einfrieren
der Proben bei -20°C erleichterte das Aufschlief3en des Pflanzengewebes. Nach der Homogenisierung
des Materials wurde 400 I Extraktionspuffer zugegeben [200 mM TrissHCI pH 7.5, 250 mM NaCl,
25 mM EDTA, 0.5% (w/v) SDS]. Anschlief3end erfolgte eine 30 min. Inkubation bei 65°C im
Wasserbad. Nach Abkuhlen der Proben im Eisbad wurde 400 il Chloroform (-20°C) zugegeben und 5
sec. gevortext. Die Probe wurde dann 2 min. bei 13.000 rpm (Heraeus Biofuge 13) zentrifugiert. 300

il des Uberstands wurden abgenommen und mit 300 pl kaltem Isopropanol (+4°C) gemischt.
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Eventuell konnte auf den Chloroform-Reinigungsschritt verzichtet werden, wenn eine niedrigere
Ausbeute toleriert werden konnte. Anschliefiend wurde die Probe bei Raumtemperatur 2 min.
inkubiert und 5 min. bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Pellet mit
500 W 70% (v/v) Ethanol (-20°C) gewaschen. Anschlief3end wurde das Pellet in 100 Wl TE (10 mM
TrissHCl pH 8.0, 1 mM EDTA) aufgenommen. Die Probe wurde 30 min. bel 65°C im Wasserbad
resuspendiert und danach Uber Nacht im Kihlschrank (+4°C) gelagert. Danach wurde die Probe 1 min.
bei 13.000 rpm zum Abtrennen ungelOster Bestandteile zentrifugiert und 5 pl des Uberstands zur
quantitativen und qualitativen Kontrolle der Extraktion auf ein Agarosegel aufgetragen. Zur
Bestimmung der DNA-Konzentration mit dem "Fluorescent DNA Quantitation Kit" (Bio-Rad) im
Fluorometer wurden die aus O. ecklonis gewonnenen Proben 1:5 (v/v) verdunnt.

Fir PCR-Nachweise des Transgens wurden pauschal 1l der Gesamt-DNA als Matrize eingesetzt.

2.4.2. Nachweis des nptl 1-Gens

Der Nachweis des nptll-Gens, das in der T-DNA aller Transformationsvektoren (auler pBAR-SPL 3)
als Selektionsmarker vorhanden ist, erfolgte durch PCR mit den Primern NPTI1-3 und NPTII-5.

Reaktionsansatz: 0.2yl 20 MM dNTPs
0.5 pl Primer NPTI1-3 (100 pM)
0.5 Wl Primer NPTI11-5 (100 pM)
3 |l MgCl; (25 mM)
5 Wl 10x PCR-Puffer 11 (ohne MgCl>,)
0.3 Wl Tag DNA-Polymerase (5 U/pl)
1 W genomische Pflanzen-DNA
39.5u H,O

as0ul

Die Amplifikation verlief nach folgendem Schema:

Denaturierung der Probe 94°C 1 min.
Danach 40 Amplifikationszyklen:

Matrizendenaturierung 94°C 20 sec.

Primeranlagerung 55°C 20 sec.

Elongation 72°C 45 sec.
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2.4.3. Nachweisdes L M V-Prot Konstrukts

Der Nachweis dieses Konstrukts erfolgte in transformierten N. benthamiana (T1- und T2-Generation)

und O. ecklonis.

Reaktionsansatz: 0.2yl 20 MM dNTPs
0.3 Wl Primer PCASS (100 pM)
0.3 Wl Primer LMV6260R (100 pM)
3 |l MgCl; (25 mM)
5 Wl 10x PCR-Puffer 1l (ohne MgCl>,)
0.3 Wl Tag DNA-Polymerase (5 U/ul)
1 Wl genomische Pflanzen-DNA
39.9 ul H,O

as0ul

Die Amplifikation verlief nach folgendem Schema:

Denaturierung der Probe 94°C 3 min.
Danach 40 Amplifikationszyklen:

Matrizendenaturierung 94°C 30 sec.

Primeranlagerung 58°C 30 sec.

Elongation 72°C 1 min.

Anschlieffend ein verlangerter Elongationsschritt:
72°C 7 min.

Um die geeignetesten Bedingungen fir die Primeranlagerung zu finden, wurden fir beide Pflanzen (N.
benthamiana und O. ecklonis) verschiedene Versuche mit Temperaturen zwischen 53°C und 61°C
durchgefihrt.
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2.4.4. Multiplex-PCR

Fir N. benthamiana wurde noch eine weitere PCR-Methode zum Nachweis des pGJLMV-Prot
Konstrukts eingesetzt, die Multiplex-PCR (Mannerléf & Tenning, 1997). Bei dieser Methode wird
neben dem Nachweis des Transgens noch eine interne Kontrolle amplifiziert, hier eéin Fragment des
Gens fir NADH-Dehydrogenase, nad5 (Ecke et al., 1990). Die Amplifikation des Transgens und der
internen Kontrolle ergibt in der Multiplex-PCR nach Auftrennen im Agarosegel zwel Banden. Bei

einer untransformierten Pflanze ist nur das Fragment der amplifizierten internen Kontrolle sichtbar.

Reaktionsansatz: 0.4 ul 20 MM dNTPs
0.2 Wl Primer PCASS (100 pM)
0.2 Wl Primer LMV 6260R (100 uM)
0.5 Wl Primer NAD5-5 (100 M)
0.5 Wl Primer NAD5-3 (100 pM)
3 |l MgCl; (25 mM)
5 Wl 10x PCR-Puffer 11 (ohne MgCl>,)
0.4 yl Tag DNA-Polymerase (5 U/Wl)
1 Wl genomische Pflanzen-DNA
38.8 4l H,O

as0ul

Die Amplifikation verlief nach folgendem Schema:

Denaturierung der Probe 94°C 3 min.
Danach 40 Amplifikationszyklen:

Matrizendenaturierung 94°C 30 sec.

Primeranlagerung 58°C 30 sec.

Elongation 72°C 1 min.

Anschlief3end ein verléngerter Elongationsschritt:

72°C 3min.
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2.4.5. Nachweis der CORE Konstrukte

Der Nachweis dieser Konstrukte erfolgte in regnerierten O. ecklonis mit den Primern, die fur die

Herstellung der Transformationsvektoren verwendet wurden.

Reaktionsansatz: 0.2yl 20 MM dNTPs
0.3 pl Primer COREL (100 pM )
0.3 pl Primer COREZ2 (100 pM)
3yl MgCl; (25 mM)
5 Wl 10x PCR-Puffer 1l (ohne MgCl>,)
0.3 Wl Tag DNA-Polymerase (5 U/pl)
1 W genomische Pflanzen-DNA
39.9 ul H,O

as0ul

Die Amplifikation verlief nach folgendem Schema:

Denaturierung der Probe 94°C 3 min.
Danach 40 Amplifikationszyklen:

Matrizendenaturierung 94°C 30 sec.

Primeranlagerung 55°C 30 sec.

Elongation 72°C 1 min.

Anschlieffend ein verlangerter Elongationsschritt:

72°C 3min.

2.4.6. Nachweis von Agrobacterium tumefaciensin regenerierten Pflanzen

Der Nachweis erfolgte mit Primern, die ein Fragment des fir A. tumefaciens charakteristischen Gens

chvE amplifizieren.
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Reaktionsansatz: 0.2yl 20 MM dNTPs

1l Primer CHVE-5 (12 uM)

1l Primer CHVE-3 (12 uM)

3yl MgCl; (25 mM)

5 Wl 10x PCR-Puffer 1l (ohne MgCl>,)
0.5 Wl Taqg DNA-Polymerase (5 U/ul)
1 W genomische Pflanzen-DNA
38.3u HO

as0ul

Die Amplifikation verlief nach folgendem Schema:

Denaturierung der Probe 94°C 3 min.
Danach 40 Amplifikationszyklen:

Matrizendenaturierung 94°C 30 sec.

Primeranlagerung 55°C 30 sec.

Elongation 72°C 1 min.

2.4.7. Nachweis des SPL 3-K onstr ukts

Der Nachweis des SPL3-Konstrukts in O. ecklonis Regeneraten erfolgte mit einer Primer-
Kombination, dieim CaMV 35S Promator und innerhalb des SPL 3-Gens bindet.

Reaktionsansatz: 0.2yl 20 MM dNTPs
1 pl Primer SPL3-35S (12 uM)
1 pl Primer SPL3-241 (12 pM)
3 |l MgCl; (25 mM)
5 Wl 10x PCR-Puffer 11 (ohne MgCl,)
0.5yl Tag DNA-Polymerase (5 U/l)
1 pl genomische Pflanzen-DNA
38.3u HO

as0ul
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Die Amplifikation verlief nach dem gleichen Schema wie beim Nachweis des Gens chvE aus
A.tumefaciens. Zur Optimierung der PCR wurden jedoch hier verschiedene Temperaturen fir die

Primeranlagerung verwendet, die zwischen 52°C und 60°C variierten.

2.4.8. Nptl1-ELISA

Der nptll-enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) ermdglicht den serologischen Nachweis von
exprimiertem Neomycinphosphotransferasel I(nptl1)-Protein in Blattrohextrakten transgener Pflanzen.
Samitliche Lésungen und Antikorper wurden dem nptll-ELISA Kit der Firma 5 Prime® 3 Prime, Inc.
(Boulder, UK) entnommen.

Mit je 200 gl verdunntem, polyklonalem, nptll-spezifischem Antikorper [1:900 -1:1.300 (v/v) in
coating - Puffer, jeweils nach Herstellerangabe fir die entsprechende Charge] wurden die
Vertiefungen einer Mikrotiterplatte gefllt und mit Parafilm verschlossen 2 h bei 37°C inkubiert. Die
Antikorperl6sung wurde entfernt, pro Vertiefung 400 Il Blockpuffer zugegeben und 30 min. bis Uber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem und allen anderen Arbeitsschritten wurde die
Mikrotiterplatte jeweils 5x mit Waschpuffer gesplilt. Es folgte die Zugabe von 200 ul Probe bzw.
nptll-Standard (200 pg/200 W und 20 pg/200 ) oder Leerwert und anschlieffend eine 2-stiindige
Inkubation bei Raumtemperatur. Es schlossen sich eine einstiindige Inkubation mit dem biotinylierten
Antikorper [1:1.500 (v/v), 200 pI/Vertiefung] und eine 30-mindtige Inkubation mit der
streptavidinkonjugierten akalischen Phosphatase [1:1.500 (v/v), 200 pi/Vertiefung] jeweils bei
Raumtemperatur an.

Durch Zugabe von 200 pl Substratlosung [0.2 % (w/v) p-Nitrophenylphosphat in Diethanolamin-
Puffer] wurde die Phosphatase-Reaktion gestartet. Nach 30-mindtiger Inkubation bei 37°C im
Dunkeln wurde das gebildete p-Nitrophenol bei 405 nm in einem Photometer (Anthos 2010, Anthos
Mikrosysteme, Krefeld) bestimmt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms
"WinRead V 2.1" (Anthos Labtec, Krefeld).

2.4.9. GUS-Farbung

Von 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-Glucuronsdure (X-GIcA) wird eine 100 mM Stammldsung
durch Zugabe von 100 mg X-GlucA (Duchefa, Niederlande) zu 2 ml DM SO hergestelit.
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Féarbel 6sung: 1 mM X-GlucA (Duchefa, Niederlande)

15mM EDTA

0.5 mM Kaliumhexacyanoferrat(l1), K4Fe(CN)s

50 mM Phosphat-Puffer (pH 7.0)

1% (v/v) Triton X-100

Zum histochemischen Nachweis in Kallus-Gewebe wurden Mikroreaktionsgefalde (0.2-ml) mit 50
Farbel6sung beflillt und anschlief3end das Explantat eingebracht. Zur besseren Penetration der Lésung
in das Gewebe wurde in einer Soeed-Vac fir eine Minute Vakuum angelegt. Die Probe wurde
anschliefRend fur 3-6 Stunden bei 37°C inkubiert. Um die entstehende Blauférbung in griinem
Pflanzegewebe deutlich sichtbar zu machen, wurde das Explantat mit 70%igem Ethanol bei
Raumtemperatur entféarbt. Zur Beschleunigung dieses Vorgangs kann die Inkubationstemperatur auf
50°C erhoht werden. GrofRere Blétter oder ganze Pflanzen wurden in entsprechend grof3eren Geféllen
(2-ml Mikroreaktionsgefél3e, 30 ml Glasrohrchen) behandelt. Die Explantate sollten dabei immer ganz
von der Féarbelésung bedeckt sein. Nach der Entfarbung kénnen die Proben unter Lichtabschlul in

70%igem Ethanol aufbewahrt werden.

2.5. Medien und Puffer

LB-Medium 5 g Hefeextrakt /I
10 g Pepton (Kasein) /I
10 g NaCl /I
evil. 15gAgar /|
pH7.0-75

TE-Puffer 10 mM TrissHCI pH 8
1mM NaEDTA

Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE) 1 x 90 mM Tris-HCl pH 8
90 mM Borsdure
2mM NaEDTA

MS-Medium (nach Murashige & Skoog, 1962)

Dieses Medium ist ein Standardmedium fir die in vitro-Kultur von Pflanzen und wurde urspriinglich
fur die Etablierung von Gewebekulturen aus Nicotiana tabacum verwendet. Die unten angegebene
Zusammensetzung bezieht sich bezieht sich auf die Modifikation "Micro and Macro elements
including Vitamins' (Duchefa, Niederlande; Bestell-Nr.: M 0222).
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Chemikalien Menge in mg/l Konzentration
CoCl,.6H,0 0.025 0.11 pM
CuS0,.5H,0 0.025 0.10 uM
FeNaEDTA 36.70 0.10 mM
H3sBO3 6.20 0.10 mM
KJ 0.83 5.00 pM
MnSO,.HO 16.90 0.10 mM
NaM00,.2H,0 0.25 1.03uM
ZnS0,.7TH0O 8.60 29.91 M
CaCl, 332.02 2.99 mM
KH,PO, 170.00 1.25mM
KNO; 1900.00 18.79 mM
MgSO, 180.54 1.50 mM
NH;NO; 1650.00 20.61 mM
Glycin 2.00 26.64 uyM
myo-Inositol 100.00 0.56 mM
Nicotinsdure 0.50 4.06 uM
Pyridoxin-HCI 0.50 243 uM
Thiamin-HCI 0.10 0.30 uM

Tab. 6 : Zusammensetzung MS-Medium
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3. ERGEBNISSE

3.1. Vermehrung von lettuce mosaic potyvirus auf Lactuca sativa

Zur Erhatung und Vermehrung des Virus-Materials fir weitere Versuche wurde lettuce mosaic

potyvirus (LMV) - hier Stamm E wegen der hoheren Virulenz - auf einem geeigneten Wirt propagiert.

Abb. 4 : Symptomausprégung von LMV-E auf
Sadlat (Lactuca sativa cv. Trocadero), 2 Wochen
nach mechanischer Inokulation. Links gesunde
Kontrolle, rechts Blatt einer inokulierten Pflanze
mit virustypischer Mosaikbildung.

Nach der mechanischen Inokulation von Salat (Lactuca sativa cv. Trocadero) mit LMV-E waren nach
10-12 Tagen die ersten Symptome einer systemischen Infektion sichtbar. Von 8 gleichzeitig und unter
den gleichen Bedingungen inokulierten Salatpflanzen waren jedoch nur auf 6 Symptome sichtbar. Die
beiden anderen Pflanzen entwickelten bis zum Ende des Versuchs (nach 8 Wochen) kein
Krankheitsbild. Auf den Blé&tern der systemisch infizierten Pflanzen zeigten sich die fur LMV
namensgebenden, mosaikartigen Verfarbungen, im weiteren Verlauf wurden die Blétter gelb und
starben zum Teil ab. Das Wachstum der infizierten Pflanzen war stark eingeschrankt und 4 der 6
systemisch infizierten Pflanzen starben nach 4-6 Wochen vollstandig ab.

Fur die Aufbewahrung des Virus wurden Bléatter mit starker Symptomausprégung ausgewdhlt, die
noch keine nekrotischen Bereiche aufwiesen, und bei -80°C eingefroren.
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3.2. Klonierung der Transformationsvektoren

3.2.1. Klonierung von pGJ-LMV-Prot

cDNA von LMV-O (nicht mal3stabsgerecht)

| 6K2 | VPy Pro |

LMV4

LMV2
LMV3

LMV1

Abb. 5 : Schematische Darstellung der PCR-Strategie. Primer LMV 1 dient zur Einfligung des
Startkodons, Primer LMV 4 zur Einfligung des Stopkodons und Primer LMV2 und LMV 3
flgen eine Hind I11 - Schnittstelle an der Position der urspriinglichen Proteinase-Schnittstelle
zwischen 6K2 und VPg ein.

Ausgangsmaterial fur die Klonierung der Konstrukte mit pathogen-abgeleiteten Nukleotidsequenzen
war die cDNA des Stamms LMV-O (lettuce mosaic potyvirus). Zur Konstruktion eines
Transformationsvektors, der die Expression eines Teils des Polyproteins ermoglichen soll, wurde
durch PCR ein Fragment amplifiziert, das die Gene fir das 6K2 Protein, sowie fir Nla mit seinen
beiden Doménen VPg und Pro umfald. Da innerhalb der kodierenden Sequenz fur das Polyprotein
keine Start- und Stopkodons vorhanden sind, mufdten diese Translationssignale durch die Primer
LMV1 (Startkodon) und LMV4 (Stopkodon) eingefiigt werden. Die Proteinase-Schnittstelle HQ/GK
zwischen 6K2 und VPg wurde durch die eine Hind 11 - Schnittstelle einfligenden Primer LMV 2 und
LMV3 zerstort. Dabel wurden die fur die Aminosduresequenz HQGK kodierenden Nukleinsduren
durch fir die Aminosauresequenz KACK kodierende ersetzt. Diese Mutation soll verhindern, dal? die
Proteinase-Doméne (Pro) von Nla zwischen 6K2 und VPg schneidet. Die durch die Mutation
entstehende Hind 111 - Schnittstelle dient sowohl der Zusammenfiigung der beiden PCR-Fragmente as
auch der Kontrolle des entstehenden Konstrukts im Restriktionsverdau. Die Primer LMV 1 und LMV4
tragen jeweils noch Eco RV-Schnittstellen, um die Klonierung des Transformationsvektors zu

erleichtern.

Legende fir die Abb. 6 (néchste Seite):

W W eader Sequenz vom nicht-kodierenden 5'-Ende des viralen Genoms von TMV, LMV 1-3: durch
Amplifikation mit den Primern LMV1 und LMV3 hergestelltes LMV-Fragment, LMV 2-4: durch
Amplifikation mit den Primern LMV 2 und LMV 4 hergestelltes LMV -Fragment.
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Abb. 6 : Schematische Darstellung der zur Herstellung des 6K2-V Pg-Pro-Konstrukts
notwendigen Klonierungsschritte. Legende: siehe vorhergehende Seite.
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Der urspringliche Plan, die beiden PCR-Fragmente direkt nach der Amplifikation mit Hind 111 zu
schneiden, die dabei enstehenden kompatiblen Enden zu ligieren und dann in einem Schritt die
mutierte LMV -Sequenz in den Vektor pBTW zu klonieren, konnte nicht erfolgreich umgesetzt werden.
Daher muldten die beiden Fragmente einzeln nach der Amplifikation in entsprechende Vektoren
kloniert werden, um dann in mehreren Schritten zum endgultigen Konstrukt zusammengefligt zu
werden.

Die Amplifikate der Primer-Kombiationen LMV 1+LMV3 und LMV2+LMV4 wurden jeweils in mit
Hinc Il und Eco RV linearisierten pBluescript 11 KS+ eingefiigt. Durch die Verwendung von Eco RV
und Hinc Il konnte die Hind Il1-Schnittstelle des Vektors eliminiert werden. Aus dem durch die
Klonierung des PCR-Produkts der Primer LMV 1+LMV3 entstehenden Vektor pBTLMV 1-3 wurde
das Amplifikat durch die im Primer LMV1 sitzende Eco RV-Schnittstelle und Kpn | aus dem
polylinker wieder herausgeschnitten. Dieses Fragment wurde in den Vektor pBTW eingefigt, der
durch Sal I-Verdau linearisiert und die entstehenden tiberhdngenden 5'-Enden durch Behandlung mit
dem Klenow-Fragment aufgefillt wurden (blunt). Anschlief3end wurde das linearisierte Plasmid noch
mit Kpn | geschnitten. In dem durch die Ligation entstehenden Vektor pBTW-LMV 1-3 befindet sich
das erste Fragment der mutierten cDNA von LMV-O in der richtigen Orientierung hinter der W
Sequenz. Durch Sma | und Hind Il wurde diese Kombination von W-Sequenz und mutiertem LMV
cDNA Fragment ausgeschnitten und in das Plasmid pBTLMV2-4 kloniert. Dieses Plasmid wurde
zuvor mit Kpn | linearisiert, die entstehenden tiberhdngenden 3'-Enden wurden durch die Exonuklease-
Aktivitdt von T4-DNA-Polymerase entfernt, und das Plasmid anschlieffend noch mit Hind Il
geschnitten. Das durch die Ligation entstandene Plasmid, pBT-W-LMV 1-3-2-4, enthdlt die W-Sequenz
und direkt im Anschlul daran die mutierte cDNA von LMV-O mit der eingefigten Hind Il1I-
Schnittstelle, Start- und Stopkodon und einer zusédtzlichen Eco RV-Schnittstelle. Dieses Konstrukt
wurde mit Eco RV ausgeschnitten und blunt in die mit Sma | gedffnete Expressions-Kassette aus
pRT101 ligiert. Die entsprechenden Sequenzen aus pRT101 waren zuvor in  den
Transformationsvektor pGJ357 kloniert worden. Daflir waren das polyA-Signal und der 35S Promotor
mit Pst | ausgeschnitten worden und die Uberhdngenden 3'-Enden durch Behandlung mit T4 DNA-
Polymerase entfernt worden. Diese Expressions-Kassette wurde blunt in den mit Xba | linearisierten
Transformationsvektor pGJ357 kloniert, dessen Uberstehende 5'-Enden zuvor durch Behandlung mit
dem Klenow-Fragment aufgefUillt worden waren.

Der so entstandene Transformationsvektor pGJLMV-Prot enthélt in seiner T-DNA das Gen npt 11 zur
Selektion transgener Pflanzen mit Kanamycin unter der Kontrolle des nos Promotors und
Polyadenylierungs-Signals. Dazu kommt in gleicher Leserichtung das mutierte LMV-Konstrukt
6K2/VPg/Pro - unter Kontrolle des 35S Promotors und Polyadenylierungs-Signals -, dessen
Tranglation durch die vorgeschaltete W-Sequenz aus TMV verstérkt werden soll.
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<
Startkodon, Stopkodon und die eingefiihrte Hind 111 - Schnittstelle (zerstérte Protease-Schnittstelle) sind durch
PCR eingefiigt worden.
Abb. 7

A: Strategie zur Klonierung des Transformationsvektors pGJ-LMV -Prot
B: T-DNA des Transformationsvektors pGJLMV-Prot
Legende: siehe néchste Seite.
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3.2.2. Klonierung der CORE-Konstrukte

Fur die Konstruktion der Transformationsvektoren, die die Transkription eines Teils des CP Gens in
der transgenen Pflanze ermdglichen sollen, wurde ebenfals die cDNA des Stamms LMV-O
verwendet. Es wurde ein nicht-trandatierbares Fragment des CP Gens amplifiziert, in dem - im
Gegensatz zum LMV-Prot Konstrukt - durch die PCR kein Startkodon eingefiigt wurde.

Das Amplifikat wurde im Agarosegel aufgetrennt, ausgeschnitten, eluiert und in Eco RV linearisierten
pBluescript 11 KS+ ligiert. Uber die in der PCR eingefiigten Sal |- und Xho I-Schnittstellen konnte das
Fragment wieder ausgeschnitten werden und tber die Xho I-Schnittstelle in die Expressions-K assette
aus pRT101 eingefigt werden. Die entsprechenden Sequenzen aus pRT101 waren zuvor in den
Transformationsvektor pGJ357 kloniert worden, wie fir den Transformationsvektor pGJLMV-Prot
beschrieben.

Die Klonierung Uber die kompatiblen Schnittstellen Sal 1 und Xho | in eine Xho I-Schnittstelle
ermdglichte eine einfache Kontrolle der Orientierung der Ligation, da jeweils an einem Ende des
PCR-Fragments die durch Restriktionsverdau detektierbare Xho |-Schnittstelle wiederhergestellt
wurde.

Die Konstruktion der Tandem-Konstrukte sense-sense und sense-antisense mifdang mehrfach und
wurde schliefdich aufgegeben. In diesen Konstrukten sollte hinter das amplifizierte Fragment eine

zweite Kopie inseriert werden, einmal in gleicher und einmal in entgegengesetzter Leserichtung.

Legende fur die Abb. 7 und 8 :
LB: left border der T-DNA, RB: right border der T-DNA, nos-Promotor: Nopalin-Synthetase-
Promotor, Poly(A): Polyadenylierungs-Signal, 35S: 35S Promotor aus CaMV, npt II: Gen fir

Neomycinphosphotransferase 1
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Abb. 8:

A: Strategie zur Klonierung der Transformationsvektors pGJ-CORE-sense und -antisense

B: T-DNA der Transformationsvektoren pGJ-CORE-sense und pGJ-CORE-antisense
Legende: siehe vorhergehende Seite.
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3.2.3. Klonierung von pNPTII-SPL3

A _ _
@ @
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(@ (@
J— Poly(A) [ SPL3 [] 35S Promotor Pnos | bar [ Poly(A)|—
<— _—>
PBAR-SPL3
E_I_ =
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<
N
B
pNPTII-SPL3
LB | Poly(A) (H SPL3 — 355 | nptll | RB
—
Abb. 9:

A: Strategie zur Klonierung des Transformationsvektors pNPTI1-SPL3
B: T-DNA des Transformationsvektors pNPTII-SPL3
Legende:

LB: left border der T-DNA, RB: right border der T-DNA, nos-Promotor: Nopalin-

Synthetase-Promotor, Poly(A): Polyadenylierungs-Signal, 35S. 35S Promotor aus CaMV, npt
[1: Gen fur Neomycinphosphotransferase |1, bar: Gen fir Phosphinotricin-Acetyl-Transferase

Da sich im Verlauf der Experimente herausstellte, dal3 das zu Herbizidresistenz (Phosphinotricin,

"Bastad ") fuhrende bar-Gen als Selektionsmarker fir Osteospermum eckionis ungeeignet ist, mufdte
das SPL3-Gen in einen Transformationsvektor mit npt 11-Gen in der T-DNA Uberfihrt werden. Hierflr
wurde die SPL 3-Expressionskassette aus pBAR-SPL3 mit Eco Rl ausgeschnitten und in den ebenfalls
mit Eco RI geschnittenen polylinker von pBIN19 ligiert. Der dadurch entstandene
Transformationsvektor pNPTI1-SPL3 enthdt in seiner T-DNA das Gen npt Il und das SPL 3-Konstrukt
in gleicher Leserichtung.
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3.3. Transfor mation von Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens-Stamm
Plasmid
GV3101 pMPO0 ATHV pEHA101 LBA4404 pAL4404
p222-GUS X
pROK 2275 X X
pGUS-INTRON X
pBAR-SPL3 X X
pBINGFP X
pGJLMV-Prot X
pPNPTII-SPL3 X
pGJ-CORE-sense X
pGJCORE-antisense X
Tab.6: In den Transformationsexperimenten verwendete Kombinationen von Agrobacterium-

Stamm und bindrem V ektor

Fur die Transformationsexperimente mit O. ecklonis und N. benthamiana wurden verschiedene
Kombinationen von A. tumefaciens-Stamm und bindrem Vektor verwendet. Bis auf die Kombination
LBA4404 pAL4404 mit dem das Reportergen GUS tragenden bindren Vektor p222-GUS, der in dieser
Zusammenstellung schon bereit stand, wurden ale in der Tab. 4 zusammengefaldten Kombinationen
durch Elektroporation selbst hergestellt. Die Transformation von A. tumefaciens war in allen
Elektroporationsversuchen erfolgreich und resultierte in jedem Fall in einer hohen Ausbeute ( > 10°
Transformanten pro Elektroporation). Das in Kap. 2.3.4. beschriebene Verfahren zur Herstellung von
salzarmen Agrobacterium-Suspensionen in 10% (v/v) sterilem Glycerin erwies sich als sehr
zuverlassig. Es kam in keinem Fall zu einem Spannungsiiberschlag in der Elektroporationskivette und
auch die Elektroporation bei -80° C gelagerter Bakteriensuspensionen ergab ausreichend hohe
Transformationsraten. Die A. tumefaciens-Stdmme GV 3101 pMP90 und ATHV pEHA101 lief3en sich
mit alen Konstrukten auf Basis der bindren Vektoren pBIN19 und pGJ357 erfolgreich transformieren.
Ein Unterschied in der Transformationseffizienz war zwischen den beiden Stammen nicht erkennbar.

Es zeigte sich jedoch, dal3 es fir eine erfolgreiche Regeneration transformierter Agrobakterien
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unbedingt notwendig ist, das SOC-Medium direkt nach der Elektroporation in die Kivette zu
pipettieren und die anschlief3ende Inkubationszeit von 1 h bei 27°C nicht zu unterschreiten.

Der Nachweis der erfolgreichen Elektroporation der Agrobakterien erfolgte zundchst durch
Ausplattieren der Bakteriensuspension auf LB-Platten mit selektiven Antibiotika. Darliber hinaus
wurden das GUS Gen enthaltende Bakterien (mit Ausnahme des GUS Konstrukts mit Intron) direkt
durch Zugabe von X-GIcA einem enzymatischen GUS Test unterzogen. Die Transformation mit
Konstrukten, die Teile des LMV Genoms enthalten, wurde durch PCR mit Primern, die auch fur die

Klonierung verwendet wurden, Uberprift.

3.4. Regeneration von O. ecklonis

Medium Osteospermum ecklonis-Sorten
mg IES'/mg BAP

prol MS-Medium | Lilamini  pp26/95 Mira Gemma  Sirius Castor Arctur Pollux

K 0% 3% 0% 0% 0% 4% 4% 8%
0.5/0 (n=26) (n=30) (n=27) (n=30) (n=24) (n=25) (n=26) (n=26)

I 41 % 97 % 100 % 66 % 83 % 46 % 86 % 96 %
0.5/0.5 (n=22) (n=33) (n=29) (n=29) (n=24) (n=24) (n=29) (n=25)

0 15% 100 % 96 % 57 % 73% 85 % 92 % 100 %
0.5/1 (n=20) (n=36) (n=27) (n=30) (n=26) (n=26) (n=26) (n=26)

" 13% 100 % 50 % 50 % 59 % 5% 89 % 96 %

0.5/1.5 (n=23) (n=27) (n=28) (n=26) (n=27) (n=24) (n=28) (n=24)
v 0% 93 % 43 % 2% 37 % 7% 54 % 66 %
0.5/2 (n=27) (n=29) (n=30) (n=28) (n=27) (n=26) (n=26) (n=29)
V 0% 97 % 31% 21% 41 % 56 % 33% 40 %
0.5/2.5 (n=27) (n=29) (n=32) (n=29) (n=27) (n=25) (n=27) (n=25)

Tab. 7 . Regeneration von O. ecklonis bel verschiedener Phytohormon-Konzentrtionen. Angegeben sind der
Anteil (in %) Blattscheiben mit induzierten adventiven Sprossen an der Gesamtzahl (n) aufgelegter
Blattscheiben.

In einem Vorversuch fir die Transformation von Osteosper mum ecklonis wurde zunéchst das optimale

IES/IBAP-Konzentrationsverhdltnis zur Induzierung adventiver Sprosse aus Wundkallus von
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Blattscheiben ermittelt. Von in vitro Pflanzen wurden ca 5 mm x 5 mm grofe Blattstiicke
ausgeschnitten, mit wenigen Stichen oder Schnitten perforiert und auf MS-Medium mit
unterschiedlichen Phytohormon-Konzentrationen aufgelegt. An den Wundstellen entsteht zunéchst
Kalus-Gewebe, aus dem spéter adventive Sprosse entstehen. Die Auswertung des Versuchs erfolgte
nach 5 Wochen Inkubation in der Klimakammer.

Es zeigte sich, dal? bei allen getesteten Sorten, mit Ausnahme ‘Lila mini', bei geeigneter Kombination
von IES und BAP ene gute bis sehr gute Induktion der Kallusbildung und der Regeneration
adventiver Sprosse erzielt werden konnte. In einigen Fallen zeigten sogar ale aufgelegten
Blattscheiben Sprofdbildung : 'pp26/95' auf Medium Il und Medium 11, 'Mira auf Medium | und
'Pollux’ auf Medium I1.

Auf Medien, die insgesamt die Bildung adventiver Sprosse sehr gut férderten, wurden haufig 2-4
Sprosse pro Blattscheibe gebildet. Auf Medien mit ungtinstigen Phytohormon-Konzentrationen
(Regenerationsrate unter 40 %) war gewohnlich nur ein einziger adventiver Sprof3 vorhanden.
Aufgrund der Ergebnisse wurde beschlossen, fur die folgenden Versuche zur Etablierung eines
Transformationsprotokolls die Sorten aus dem SPRINGSTARA -Programm zu verwenden : 'Mira,
'‘Gemma, 'Sirius, 'Castor’, 'Arctur' und 'Pollux’. Diese Sorten befanden sich in der Saison 98/99 im
Verkaufsprogramm der Firma Kientzler. Die Sorte 'Lila mini* wurde auf Grund ihrer schlechten
Regenerationfahigkeit von weiteren Versuchen ausgeschlossen. Ebenfalls von  weiteren
Untersuchungen ausgenommen wurde die Sorte 'pp26/95 wegen ihrer geringen zlichterischen
Relevanz, obwohl 'pp26/95' von allen getesteten Sorten die im Durchschnitt fir alle Medien hochste
Regenerationsrate aufwies.

Die Phytohormon-Konzentrationen fir die folgenden Versuche richteten sich nach dem Medium 11,
mit dem fir die Sorten des SPRINGSTARA -Programms die im Durchschnitt  hdchsten
Regenerationsraten erzielt wurden : 84 % (im Vergleich zu 80 % bel Medium | und 70 % bei Medium
I11). Fur die weiteren Transformations- und Regenerationsversuche wurden daher 0.5 mg IES und 1
mg BAP pro Liter MS-Medium verwendet.

3.5. Salektionsmarker fur O. ecklonis

Zunéchst wurde getestet, welches Agens zur Selektion transgener Pflanzen fir O. ecklonis geeignet i<t.
Es wurden zwei Substanzen getestet, Kanamycin (Antibiotikum) und Phosphinotricin (Herbizid). In
einem Vorversuch wurde der Einflu? verschiedener Konzentrationen der Substanzen im Nahrmedium

auf das Wachstum von Sprossen untersucht.
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mg PPT/I MS-Medium
Sorte
0 0.05 0.1 0.2 0.5 1 2 5 20
Sirius 10 10 10 10 8 0 0 0 0
Gemma 10 10 10 9 5 0 0 0

Tab. 8 : Wachstum von O. ecklonis-Sprossen auf PPT-haltigem MS-Medium. Angegeben ist die Anzahl von
Sprossen, bei denen drei Wochen nach Einstecken in das Medium Wachstum sichtbar war. Pro Probe wurden 10

Sprosse eingesteckt.

Bel dem Versuch mit PPT zeigte sich, da3 die Pflanzen schon auf sehr geringe Mengen dieser
Substanz empfindlich reagieren. Abgeschnittene in vitro-Sprosse wurden in PPT-haltiges MS-Medium
eingesteckt und nach drei Wochen wurde das Wachstum der Sprosse kontrolliert. Bereits ab 1 mg
PPT/l war nicht nur weiteres Wachstum eingestellt, die Sprosse waren auch vallsténdig abgestorben.
Auch bei den Konzentrationen 0.5 und 0.2 mg PPT/l war bereits ein deutlicher Effekt sichtbar. Es kam
zwar noch zu weiterem Wachstum, dieses war aber gering im Vergleich zum Wachstum auf PPT-
freiem Medium und die von Sprossen angelegten Blétter zeigten bereits braune Verfarbungen. Bei den
Konzentrationen 0.1 und 0.05 mg PPT/I konnte keine Veranderung des Wachstums oder der Blattfarbe

beobachtet werden.

Abb. 10 : Einfluld von PPT auf das Wachstum von
O. ecklonis-Sprossen

oben rechts : MS-Medium ohne PPT

oben links : MS-Medium mit 0.2 mg PPT/|

unten rechts: MS-Medium mit 0.5 mg PPT/I

unten links : MS-Medium mit 1 mg PPT/I
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Fir Kanamycin konnte gezeigt werden, dal3 Konzentrationen tber 50 mg/l Medium zum Absterben
der Sprosse fuhrten. Niedrigere Konzentrationen erlaubten weiteres Wachstum der Sprosse, aber
bereits ab 10 mg Km/l Medium entfarbten sich neugebildete Bléttchen. Es wuchsen weif3e oder
schwach griin langsgestreifte Bléttchen, die in ihrer Form keine Besonderheit aufwiesen.

mg Km/l MS-Medium
Sorte
0 10 20 50 100
Sirius 10 10 10 2 0
Gemma 10 10 9 3 0

Tab. 9 : Wachstum von O. ecklonis-Sprossen auf Km-haltigem MS-Medium. Angegeben ist die Anzahl von
Sprossen, bei denen drei Wochen nach Einstecken in das Medium Wachstum sichtbar war. Pro Probe wurden 10

Sprosse eingesteckt.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde beschlossen, Km als selektives Agens fur transformierte O.
ecklonis zu verwenden, da die Empfindlichkeit gegentiber PPT zu stark erschien und die Pflanzen
auch schon bei sehr geringen Konzentrationen in ihrem Wachstum deutlich gestért wurden. Es wurde
davon ausgegangen, dal? die Pflanzen bei der Regeneration Uber adventive Sprosse noch sensitiver

reagieren.

Abb. 11 : Wachstum von O. ecklonis 'Gemma auf
Km-hatigem MS-Medium (20 mg/l). Beim rechts
wachsenden Sprof3 bleiben neugebildete Bléttchen
zum Teil well3.




Ergebnisse 63

3.6. Antibiotika zum Eliminieren von A. tumefaciens

Nachdem ein geeignetes selektives Agens fir O. ecklonis ermittelt worden war, wurde der Einflufd von
selektivem Agens (Kanamycin in verschiedenen Konzentrationen) in Kombination mit Antibiotika zur
Eliminierung von A. tumefaciens auf die Regeneration untersucht. Durch die Zugabe geeigneter
Antibiotika miissen die Agrobakterien nach der Kokultur abgetdtet werden. Werden die Agrobakterien
nur unvollstdndig eliminiert, kommt es spéater zu einer Verbreitung Uberlebender Bakterien im
regenerierten Gewebe und dadurch eventuell zum Absterben der Pflanze. Dieser Fall tritt verstarkt
dann auf, wenn Regenerate von antibiotikahaltigem auf antibiotikafreies Medium umgesetzt werden.
Es zeigte sich, dal? die Regenerationsrate aufgelegter Blattscheiben nur durch die Km-Konzentration
im Medium bestimmt wird, die Zugabe von 250 mg Cefotaxim/l oder 500 mg Carbenicillin/l hatte
keinen EinfluR auf die Bildung adventiver Sprosse aus Blattscheiben. Die Versuchsergebnisse
ergaben, da? die Pflanzenzellen beziglich Kallusbildung und Anlage adventiver Sprosse
empfindlicher gegeniiber Km sind, as beim Wachstum eingesteckter Sprosse in Km-hatigem
Medium. Wahrend das Weiterwachsen eingesteckter Sprosse erst ab Konzentrationen von 10-20 mg
Km/l gehemmt wird, fihrt bei der Regeneration von Blattscheiben bereits eine Konzentration von 5
mg Km/l zu einer deutlich verringerten Anzahl sprof¥bildender Blattscheiben. Auch bei diesem
Versuch war der Effekt sichtbar, dal’ auf Km-haltigem Medium zum Teil Sprosse gebildet wurden, die
weil3 oder fast weil3 waren. Ab einer Konzentration von 20 mg Km/I waren fast alle gebildeten Sprosse
vollig ausgebleicht.

Diein Abb. 12 gezeigten Werte geben den Anteil (in % der Gesamtanzahl aufgelegter Blattscheiben)
Blattscheiben an, aus deren Kallusgewebe adventive Sprosse entstanden waren, ungeachtet des
Phanotyps und der Anzahl der Sprosse.

Aufgrund der Ergebnisse wurden zwei Km-Konzentrationen ausgewahlt, bei denen die nachfolgenden
Transformationsexperimente durchgefuhrt werden sollten: 20 und 40 mg KnvVl. Be diesen
Konzentrationen war die Regeneration der untransformierten Pflanzen deutlich gehemmt und evtl.
doch aus nicht transgenen Zellen entstehende Sprosse waren durch ihr bleiches Aussehen klar zu
erkennen. Zur Eliminierung von A. tumefaciens wurde fir die nachfolgenden Transformationsversuche
Carbenicillin (500 mg/l) oder Cefotaxim (250 mg/l) verwendet, beide Antibiotika scheinen in diesen

Konzentrationen keinen negativen Einflufd auf die Bildung adventiver Sprosse zu haben.
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Abb. 12 : Regenerationsrate aufgelegter Blattscheiben (n=Anzahl Blattscheiben) von O. ecklonis (A: Sorte
‘Arctur', B: Sorte 'Sirius) bei verschiedenen Antibiotikakonzentrationen: 250 mg Cefotaxim/l, 500 mg
Carbenicillin/l oder ohne Antibiotikum zum Eliminieren der Agrobakterien in Kombination mit verschiedenen

Kanamycin-K onzentrationen.
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3.7. Transformation von O. ecklonis

A tumefaciens-Stamm Osteospermum ecklonis-Sorten

und Transformationsvektor Arctur Castor Gemma Mira Pollux Sirius
LBA4404 p222-GUS 0/130 0/110 0/50 0/48
GV3101 prOK 2275 0/182 19/242 0/86 0/26
ATHV pROK2275 1/244 0/218 11/320 16/285
GV3101 pGUS-INTRON 16/340

GV3101 pPBAR-SPL3 0/60 0/124

ATHV pBAR-SPL3 0/95 0/138 0/125

GV3101 pBINGFP 0/238 0/246

ATHV pGJLMV-Prot 3/245 0/175 2/230 1/180 1/160
ATHV pNPTII-SPL3 2/260 4/652 4/315
ATHV pGJCORE-sense 4/320 0/144

ATHV pGJCORE-antisense 2/82 0/246 0/160

Tab. 10 : Transformation von O. ecklonis. Angegeben ist die Anzahl an Blattscheiben, die innerhalb
15-16 Wochen griine Sprosse gebildet haben, und die Gesamtanzahl aufgelegter Blattscheiben.

Fir die Transformationsexperimente mit O. ecklonis wurden insgesamt 6394 Blattsegmente mit A.
tumefaciens-Stammen kokultiviert und anschlief3end auf selektives MS-Medium aufgelegt. Vergleicht
man dazu die Anzahl an Blattscheiben, die innerhalb von 15-16 Wochen nach Beginn der Kokultur
grine Sprosse gebildet haben (74), so ergibt sich eine durchschnittliche Regenerationsrate fur alle
Versuche von ungefdhr 1.2 %. Allerdings schwanken die Werte fir einzelne Versuchsglieder
(Kombination O. ecklonis-Sorte/A..tumefaciens-Stamm + Konstrukt) erheblich. Die hdchste
Regenerationsrate wurde bei der Transformation der Sorte 'Gemma mit GV 3101 pROK?2275 erzielt:
7.9 %. Im Gegensatz dazu wurde bel allen anderen getesteten Sorten - 'Arctur’, ‘Mird und 'Sirius’ -
kein einziger Sprof3 nach Kokultur mit GV3101 pROK 2275 regeneriert.

Bel der Sorte 'Pollux’ konnte kein einziger griner Sprof3 regeneriert werden, obwohl bel den

Vorversuchen zur Ermittlung der geeigneten Phytohormon-Konzentration zur Induktion adventiver
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Sprosse die Sorte 'Pollux’ von adlen SPRINGSTARA -Sorten auf Medium 1l die hochste
Regenerationsrate zeigte (100 %). Die Sorte 'Sirius' zeigte das stérkste Langenwachstum adventiver
Sprosse. Insgesamt zeichnete sich diese Sorte durch schnelle Regeneration, kréftige Kallushildung und
robustes in vitro-Wachstum aus.

Die Anzahl der griinen Sprosse entspricht nicht der tatséchlichen Anzahl erfolgreich regenerierter,
nachweidlich transgener Pflanzen. Das Auszéhlen der Sprosse erfolgte willkdrlich zu dem Zeitpunkt
(15-16 Wochen nach Beginn der Kokultur), an dem Blattscheiben ohne erkennbare Kallusbildung
aussortiert und autoklaviert wurden. Von den zu diesem Zeitpunkt gebildeten grinen Sprossen
bleichten einige noch aus, andere zeigten Kontamination mit Bakterien und starben ab.

Fur die Selektion transgener Pflanzen wurden zwei Km-Konzentrationen verwendet, 20 mg/l und 40
mg/l. Bezogen auf die Anzahl griner Sprosse konnte keine deutliche Differenz zwischen der
Regenerationsrate bei den beiden unterschiedlichen Konzentrationen festgestellt werden. Bei 20 mg
Km/l wurden alerdings mehr weil3e oder chimér weil3e Sprosse gebildet.

Trotz der negativen Ergebnisse im Vorversuch wurde fir einen Transformationsversuch auch PPT als
selektives Agens fir ein entsprechendes Konstrukt eingesetzt. Die erfolglosen Regenerationsversuche
nach Kokultur mit GV3101 pBAR-SPL3 bestétigten das Ergebnis des Vorversuchs. Weder auf MS-
Medium mit 0.5 mg PPT/I, noch auf 1 mg PPT/| bildeten sich adventive Sprosse. Es bildete sich bei
beiden Konzentrationen an den Kontaktstellen Blattscheibe/Medium ein braunes, schwammartiges
Kalusgewebe, an dem haufig bakterielle Kontaminationen sichtbar waren. Kurz darauf wurde die

gesamte Blattscheibe braun und starb ab.

3.8. Transformation von N. benthamiana

N. benthamiana wurden nur mit einem einzigen Konstrukt transformiert, pGJLMV-Prot in A.
tumefaciens-Stamm ATHV. Bel diesem Versuch konnten von 140 aufgelegten Blattscheiben auf Km-
haltigem (100 mg Km/l) Medium 46 Sprosse (auf 31 Blattscheiben) regeneriert werden. Bezogen auf
den Anteil sprofdvildender Blattscheiben an der Gesamtanzahl aufgelegter Blattscheiben ergibt sich
eine Transformations- und Regenerationsrate von 22.1 %. Nach 5-6 Wochen wurden die 42 Sprosse
moglichst tief abgeschnitten und auf neue, phytohormonfreie MS-Platten Ubertragen. Von den
Ubertragenen 42 Sprossen begannen 35, in dem selektiven Medium Wurzeln zu entwickeln. Davon
wurden 9 Sprosse von unabhdngigen Blattscheiben erfolgreich von der in-vitro Kultur ins
Gewéchshaus Ubertragen. Alle in Erdkultur umgesetzten Sprosse hatten in MS-Medium mit 100 mg
Km/l Wurzeln gebildet.
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3.9. Analyse transgener Osteospermum ecklonis

3.9.1. GUS-Farbung

Die ersten Transformationsversuche an O. ecklonis wurden mit einem einfach nachzuweisenden
Reportergen, dem fir das Enzym GUS (b-D-Glucuronidase) kodierenden uidA-Gen, durchgefihrt. Die
erfolgreiche Transformation pflanzlicher Zellen kann durch den Nachweis der enzymatischen
Aktivitdt des exprimierten Transgens nachgewiesen werden. Hierbel wird ein farbloses Substrat (X-
GlcA) in einen wasserunldglichen blauen Farbstoff umgewandelt.

Abb. 13 : GUSFabung von ATHV
pROK2275-transformierter  O. ecklonis
'Sirius. Rechts transgene, nicht-chimére
Pflanze mit Blauférbung an alen Bléttern,
links untransformierte Kontrolle.

In einer ersten Uberpriifung von Kallusgewebe, das sich 2-3 Wochen nach der Kokultur auf
selektivem Medium gebildet hatte, konnte fir alle GUS-Konstrukt/A. tumefaciens-Kombinationen im
histochemischen GUS-Test eine Blaufarbung nachgewiesen werden. Zu diesem frihen Zeitpunkt kann
ein falsch-positives Ergebnis des Tests jedoch nicht ausgeschlossen werden, weil nicht nur
transformierte Pflanzenzellen, sondern auch Uberlebende Agrobakterien das entsprechende Enzym
exprimieren, da der 35S Promotor auch in A. tumefaciens erkannt wird. Um diesen Fehler
auszuschliefien, wurde im Verlauf der Experimente das Konstrukt pPGUS-INTRON eingefiihrt. Das im
uidA-Gen enthaltene Intron verhindert eine Expression des Enzyms GUS in Bakterien.
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Die in Abb. 7 gezeigte Pflanze ging aus einer Transformation von O. ecklonis 'Sirius mit pPROK2275
(in A. tumefaciens ATHV) hervor. Der regenerierte adventive Sprof3 wurde vollsténdig einem GUS-
Test unterzogen und anschlief3end entféarbt. Die Expression des transgenen uidA-Gens in der Pflanze
ist durch die deutliche Blauféarbung erkennbar, im Gegensatz zur farblosen untransformierten
Kontrolle. Die Blauférbung der Pflanze in allen Bereichen [&3% darauf schlief3en, dal3 es sich um en
nicht-chiméares transgenes Regenerat handelt. Es wurden jedoch auch Sprosse getestet, die nach der
GUS-Farbung nur in Teilbereichen blaue Farbe zeigten (Daten nicht gezeigt). In diesem Fall kann
davon ausgegangen werden, dal3 der adventive Sprof3 aus mehreren Ursprungszellen regeneriert wurde
und nicht alle Ursprungszellen in der Kokultur mit dem entsprechenden GUS-Konstrukt transformiert
worden waren. Beim GUS-Test mit ganzen Pflanzen zeigte sich, dal3 das kurzzeitige Anlegen eines
Vakuums zwar das anschlieffende Eindringen der Substratldsung in das Gewebe erleichtert, aber
insgesamt die Struktur der Pflanze, insbesondere der Blé&tter, beschadigt. Die so behandelten Pflanzen
wurden beim Pipettieren leicht beschadigt. Eine langere Inkubationszeit (6 h) flhrte ebenfalls zu einer
kraftigen Blaufarbung GUS-exprimierender Zellen und wurde daher bevorzugt fur den Test ganzer
Sprosse verwendet. Wurden jedoch nur kleine, gegen mechanische Beschadigung unempfindliche
Explantate getestet, z. B. Kallusproben, dann wurde zur Beschleunigung des Testverfahrens weiterhin
ein kurzzeitiges Vakuum (2-3 min.) angelegt.

Die Expression intronloser GUS-Konstrukte in Agrobakterien erschwerte die Unterscheidung
zwischen pflanzlicher und bakterieller GUS-Aktivitdt, besonders in einem frihen Stadium der
Regeneration. Zu einem spéateren Zeitpunkt, wenn die regenerierten Sprosse ohne sichtbare bakterielle
Kontamination auf Medien ohne Carbenicillin bzw. Cefotaxim wuchsen, konnte ausgeschlossen
werden, das eine vollsténdige Blauférbung der Pflanze durch GUS-exprimierende Agrobakterien
verursacht wurde. Zum Teil zeigten sich aber in getesteten Pflanzen nur vereinzelte blaue Punkte, in
diesen Féllen schien eine Kontamination durch Agrobakterien, die eines der GUS-Konstrukte ohne
Intron enthielten, wahrscheinlich. Bei der Verwendung des GUS-Konstrukts mit Intron wurde in
keinem Fall eine punktuelle Blauférbung eines getesteten adventiven Sprosses festgestellt.

Im GUS-Test vollstandig blau geférbte Pflanzen wurden sowohl durch Selektion auf 20 mg Knv/l als
auch auf 40 mg Km/| erzeugt.

Das Green fluorescent protein (GFP) konnte als nicht-invasives Reportergen fur O. ecklonis nicht
getestet werden, da nach entsprechenden Transformationsversuchen keine adventiven Sprosse
regeneriert wurden. Auch bel der Untersuchung von auf selektivem Medium entstandenen
Kallusgewebe, 2-3 Waochen nach Kokultur mit GV3101 pBINGFP, konnte im Fluoreszenzmikroskop

keine charakteristische Grinfarbung detektiert werden.
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3.9.2. Extraktion von pflanzlicher Gesamt-DNA

Die von Edwards et al. (1991) beschriebene Methode zur schnellen Extraktion von pflanzlicher

Gesamt-DNA wurde auf ihre Anwendbarkeit fir O. ecklonis Uberprift.

Abb. 14 : Gesamt-DNA aus O.
ecklonisim Agarosegel.

M = GroRenstandard (Lambda
DNA/Eco1301/Mlul, MBI
Fermentas), 1-8 = DNA-
Extraktionen (nach Edwards et
al.,, 1991) von 8 in vitro O.

ecklonis 'Mird, aufgetragen

N Al R e A

jeweils5 .

Die extrahierte Gesamt-DNA zeigte sich im Agarosegel as singulére hochmolekulare Bande, deren
Laufgeschwindigkeit im Bereich der gréften DNA-Fragmente des Markers (26282 bp und 19329 bp)
lag. Die Ausbeute der Extraktion (nach Abschétzung der Leuchtintensitdt im Gel und fluorometrischer
Bestimmung) schwankte stérker als bei der Extraktion aus N. benthamiana (Daten nicht gezeigt), aber
die erzielten Mengen waren fir PCR-Nachweise ausreichend. Die fluorometrische Bestimmung der
Konzentrationen der extrahierten Gesamt-DNA ergab Werte zwischen 15 ng DNA/W und 46 ng
DNA/Jl. Die Methode wurde erfolgreich sowohl fir Gewéachshauspflanzen as auch fur in vitro-
Kulturen verwendet.

Die mit diesem Verfahren erzielten Konzentrationen an Gesamt-DNA waren fir einen PCR-Nachweis
ausreichend, so dal? fur die nachfolgenden Versuche jeweils 1 pl als Matrize eingesetzt wurde. Im
Gegensatz zu N. benthamiana konnte bei der Extraktion aus O. ecklonis nicht auf den Chloroform-
Reinigungsschritt verzichtet werden. Wurde die entsprechende Stufe des Protokolls Ubergangen,

konnte am Ende der Reinigung keine DNA detektiert werden.
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3.9.3. Nachweis des SPL 3-Konstruktsin O. ecklonis

In regenerierten O. ecklonis, die auf selektivem Km-hatigem Medium wuchsen, wurde die
Transformation mit dem in pBIN19 umklonierten SPL3-Konstrukt (pNPTII-SPL3) durch PCR
nachgewiesen.

1018 bp —»

506 bp —»
396 bp —»

Abb. 15 : Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel zum Nachweis des SPL3-Konstrukts in
transgenen O. ecklonis 'Sirius. Die PCR wurde mit den Primern SPL3-35S und SPL3-241, mit
pflanzlicher Gesamt-DNA as Matrize, durchgefihrt.

M = GroRenstandard (1 kb Ladder GibcoBRL); eingesetzte Matrizen : + = Plasmid-DNA (pNPTII-SPL3),
- = untransformierte in vitro-Pflanze, , 1A-3B = getestete in vitro-Pflanzen

Getestet wurden in vitro-Pflanzen, die 2 Monate auf MS-Medium mit 40 mg Km/l gewachsen waren
und auch nach Umsetzen auf frisches Medium nur griine Sprosse entwickelt hatten. Die Numerierung
der Sprosse erfolgte nach folgendem System: die Ziffer bezeichnet die Blattscheibe, Sprosse 1A und
1B stammen also von der gleichen Blattscheibe, der Buchstabe kennzeichnet die unterschiedlichen
Sprosse. Diese Kennzeichnung wurde eingefuihrt, da pro Blattscheibe z. T. mehrere adventive Sprosse
entstanden. Der rdumliche Abstand zwischen diesen Regeneraten war zu gering um auszuschlief3en,
dal3 sie aus dem selben Transformationsereignis hervorgegangen waren. Sprosse mit gleicher Ziffer,
aber unterschiedlichem Buchstaben sind daher mdglicherweise identisch.

Abb. 15 zeigt die Ergebnisse fir regenerierte O. ecklonis der Sorte 'Sirius, in allen getesteten Pflanzen
konnte das Transgen amplifiziert werden. Die auf dieser Abbildung gezeigten Amplifikate wurden mit
einer Temperatur von 55°C fir die Primeranlagerung erzeugt, diese Temperatur wurde as

geeignetester Wert fir den Nachweis des SPL 3-Konstrukts in O. ecklonis ermittelt.
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3.9.4. Nachweis von Agrobacterium tumefaciens

Um sicherzustellen, dal3 die Amplifikation des Transgens in regenerierten O. ecklonis kein falsch-
positives Ergebnis war, das durch die Amplifikation von bakterieller Plasmid-DNA hervorgerufen
wurde, mufdten die regenerierten Pflanzen auf A. tumefaciens Uberprift werden. Hierfir wurde die
extrahierte Gesamt-DNA aus der Pflanze einem PCR-Test mit agrobakterienspezifischen Primern
unterzogen, die ein Fragment des Gens chvE amplifizieren. ChvE spielt al's Monosaccharid-bindendes
Protein eine wichtige Rolle bei der Induktion des Transformationsvorgangs und ist ein fur A.

tumefaciens spezifisches Protein.

M + - 1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B

1018 bp —»

506 bp —»

Abb. 16 : Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel zum Nachweis von A. tumefaciens in in vitro-
Pflanzen von O. ecklonis. Die PCR wurde mit den Primern CHVE-3 und CHVE-5, mit extrahierter
Gesamt-DNA als Matrize, durchgefuhrt (Primeranlagerung 58°C).

M = GroRenstandard (1 kb Ladder GibcoBRL); eingesetzte Matrizen : - = untransformierte in vitro-
Pflanze, + = 10 ng DNA aus A. tumefaciens ATHV, 1A-3B = getestete in vitro-Pflanzen

Der PCR-Nachweis mit den Primern CHVE-3 und CHVE-5 ergab nur fir wenige regenerierte
Pflanzen eine nachweisbare Kontamination mit A. tumefaciens. Abb. 16 zeigt den Nachweis des fur A.
tumefaciens typischen chvE Gens in den gleichen DNA-Extraktionen, die beim Nachweis des SPL3-
Konstrukts positiv getestet wurden (Abb. 15 ). In der extrahierten Gesamt-DNA aus dem Regenerat
2B wurde ein Fragment amplifiziert, das in seiner Lange dem aus A. tumefaciens-DNA amplifizierten
Fragment entspricht. Dieses Ergebnis legt nahe, dald die regenerierte Pflanze 2B Agrobakterien
enthdlt. Damit kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 das positive Ergebnis im PCR-Test fur das
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SPL 3-Konstrukt durch Amplifikation bakterieller Plasmid-DNA hervorgerufen wurde. Die Pflanze 2B
kann daher nicht sicher als stabil mit dem SPL3-Konstrukt transformiert eingestuft werden.

In der PCR wurden die besten Resultate mit einer Primeranlagerung bei 58°C erzielt. Bei niedrigeren
Temperaturen zeigten sich bei Pflanzen der Sorte 'Sirius unspezifische Banden im Bereich 800 - 100

bp (Daten nicht gezeigt).

3.9.5. Nachweis des L M V-Pr ot-K onstr ukts

Adventive Sprosse, die nach Transformation mit pGJLMV-Prot regenerierten, wurden in einer PCR
mit den konstruktspezifischen Primern PCASS und LMV 6260R getestet.

Abb. 17 : Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel zum Nachweis des LMV-Prot-Konstrukts in
transgenen O. eckionis. Die PCR wurde mit den Primern PCASS und LMV6260R, mit pflanzlicher
Gesamt-DNA als Matrize, durchgefuhrt (Primeranalagerung bei 58°C).

M = GroRenstandard (1 kb Ladder GibcoBRL); eingesetzte Matrizen : - = untransformierte in vitro-
Pflanze ('Mira), + = transgene LMV-Prot N. benthamiana (Positivkontrolle), 1-5 = getestete in vitro-
Pflanzen (1 = Arctur 1A, 2 = Arctur 2A, 3=Gemma 1A, 4 = Mira 1A, 5 = Sirius 1A)

Das LMV-Prot-Konstrukt konnte in regenerierten in vitro-Pflanzen unterschiedlicher Sorten durch
Amplifikation des entsprechenden Fragments (ca. 410 bp) nachgewiesen werden. In Abb. 17 zeigen
die Proben 1 (Arctur 1A) und 2 (Arctur 2A) eine deutliche, Probe 5 (Sirius 1A) eine schwache Bande
beim Auftrennen der Amplifikate im Gel. Fur den Nachweis des LMV -Prot-Konstrukts in O. ecklonis
erwies sich 58°C as geeignete Temperatur fur die Primeranlagerung (PCASS und LMV 6260R). Die
im Gel sichtbaren Banden waren bel PCR-Tests mit PCASS und LMV6260R auch bei
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Wiederholungen von sehr unterschiedlicher Leuchtintensitdt, es handelt sich mdglicherweise um
Doppelbanden. Zum Teil waren die Banden auch bel mehrfacher Testung konsistent schwach (z.B.
Sirius 1A in Abb. 17).

Alternativ zu diesem Nachweis wurden PCR-Tests zunéchst mit den auch fir die Klonierung der
Transformationsvektoren verwendeten Primern LMV2 und LMV4 durchgefiihrt, da diese Primer
bereits vorhanden waren. In transgenen Pflanzen sollte mit dieser Kombination ein Fragment von 1266
bp Lange amplifiziert werden. Es gelang jedoch in keinem Fall, auch bei Verwendung verschiedener
Temperaturen fir die Primeranlagerung (48°C - 62°C) und Verlangerung der Elongationszeit (bis 2
min.), ein Amplifikat der gesuchten GrofRe im Agarosegel zu detektieren (Daten nicht gezeigt).
Maoglicherweise ist das Fragment zu grof3, um von chromosomaler DNA effizient amplifiziert zu
werden.

Die Uberprifung der in vitro-Pflanzen auf A. tumefaciens ergab, dai3 ahnlich wie fir SPL3-Pflanzen
nur in wenigen Regeneraten Agrobakterien durch PCR nachgewiesen werden konnten. Diese
Ergebnisse legen nahe, dald der Nachweis des Transgens auf ene transformierte Pflanze
zurtickzufihren ist und nicht auf die Amplifikation von bakterieller Plasmid-DNA.

1018 bp —»

506 bp —»

Abb. 18 : Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel zum Nachweis von A. tumefaciens in in vitro-
Pflanzen von O. ecklonis. Die PCR wurde mit den Primern CHVE-3 und CHVE-5, mit extrahierter
Gesamt-DNA als Matrize, durchgefihrt (Primeranlagerung 58°C).

M = GroRenstandard (1 kb Ladder GibcoBRL); eingesetzte Matrizen : - = untransformierte in vitro-
Pflanze ("Mird"), + = 10 ng DNA aus A. tumefaciens ATHV, 1-5 = entsprechen den fir Abb. 17
beschriebenen Pflanzen
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3.9.6. Nachweisder CORE-K onstrukte

Nach Transformationsversuchen mit pGJCORE-sense und pGJCORE-antisense regenerierte
Pflanzen wurden im PCR-Test mit den Primern CORE1 und CORE2 Uberprift. Diese Primer waren

zur Herstellung beider Transformationsvektoren verwendet worden.

1018 bp —»

506 bp —»

Abb. 19 : Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel zum Nachweis des CORE-Konstrukts in
regenerierten O. ecklonis. Die PCR wurde mit den Primern COREL1 und CORE2, mit pflanzlicher
Gesamt-DNA als Matrize, durchgefuhrt (Primeranalagerung bei 55°C).

M = GroRenstandard (1 kb Ladder GibcoBRL); eingesetzte Matrizen : - = untransformierte in vitro-
Pflanze ('Castor'), +s = Plasmid-DNA (pGJ- CORE-sense), +a = Plasmid-DNA (pGJ CORE-antisense), 1-
6 = getestete in vitro-Pflanzen (‘'Castor’, 1-4 = pGJCORE-sense transformiert, 5-6 = pGJCORE-
antisense transformiert)

Fur die CORE-Konstrukte konnte in keinem Regenerat eine erfolgreiche Transformation
nachgewiesen werden, obwohl auf selektivem Medium (40 mg Km/l) einige adventive Sprosse
entstanden. In keiner der getesteten in vitro Pflanzen konnte ein Fragment der entsprechenden Grof3e
(674 bp) amplifiziert werden. Auch der Phanotyp der Pflanzen (schwach griin, langsames Wachstum)
deutete darauf hin, dal3 die regenerierten O. ecklonis 'Castor' nicht transgen waren. Nur bei den as
Positivkontrollen eingesetzten Plasmiden pGJCORE-sense und pGJCORE-antisense wurde ein
Fragment der gesuchten Grof3e amplifiziert.

Da in keiner Pflanze das Transgen im PCR-Test nachgewiesen werden konnte, entfiel auch die

Uberpriifung auf A. tumefaciens.
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In Tab. 11 sind die Ergebnisse der Untersuchungen regenerierter Sprosse bzw. Pflanzen
zusammengefasst, die mit PCR-Tests Uberprift wurden. Alle Regenerate wurden zunéchst mit
konstruktspezifischen Primern Uberprift und bei Nachweis des Transgens auf Kontamination mit A.
tumefaciens getestet. Dieser Nachweis erfolgte Uber eine PCR mit Primern, die spezifisch ein

Fragment des chvE-Gens aus A. tumefaciens amplifizieren.

Konstrukt transformierte Sorte regenerierte Sprosse transgene Sprosse
Arctur 4 2
Gemma 2 0
pGJLMV-Prot Vi T 5
Sirius 1 1
Arctur 2 0
pPNPTII-SPL3 Mira 6 1
Sirius 10 8
pGJ-CORE-sense Castor 4 0
pGJCORE-antisense Castor 2 0

Tab. 11 : Analyse transgener Osteospermum ecklonis. Die Tabelle faldt die Ergebnisse fur die nach Kokultur
mit entsprechenden A. tumefaciens erfolgreich regenerierten, aus adventiven Sprossen entstandenen Pflanzen
zusammen. Angegeben sind die Gesamtanzahl an auf selektiven Medien regenerierten Sprossen (regenerierte
Sprosse) und die Anzahl an Sprossen, in denen im PCR-Test das Transgen nachgewiesen wurde und die im

Test auf A. tumefaciens negativ waren (transgene Sprosse).

Es zeigte sich, dal3 nur ein Tell der adventiven Sprosse, die sich auf selektivem Medium entwickelt
hatten und nach Ubertragung auf neue Platten auch weiterhin auf selektivem (fir alle in dieser Tabelle

aufgefiihrten Regenerate: 40 mg Km/l) Medium wuchsen, im PCR-Test positiv reagierten.

3.10. Analysetransgener Nicotiana benthamiana

3.10.1. Nachweis des L MV-Prot-K onstr ukts

Als Modellpflanze wurde zur schnellen Evaluierung der Transformation N. benthamiana verwendet,
transformierte Pflanzen (T1-Generation) wurden von der in vitro Kultur in das Gewéchshaus
Ubertragen. Durch Selbstbefruchtung wurden Nachkommen (T2-Generation) der transgenen Pflanzen

erzeugt.
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N. benthamiana wurde nur mit eéinem Konstrukt transformiert, pGJLMV-Prot, und zum Nachweis
einer erfolgreichen Transformation wurde zun&chst ein PCR-Test zur Detektion des nptll-Gens in der
T-DNA durchgefuihrt. Fir diesen Zweck wurden die Primer NPTII-3 und NPTII-5 benutzt. Es wurden
14 Pflanzen mehrfach Uberprift, ohne dal3 ein eindeutiges Ergebnis des PCR-Tests erkennbar war,
obwohl die ausgewahlten Pflanzen ale in MS-Medium mit 100 mg Km/I Wurzeln gebildet hatten. Das
Wachstum von Wurzeln bel einer Km-Konzentration von 100 mg/l wurde as sicheres Zeichen fur
nptll-Aktivitét gewertet. Die im Agarosegel sichtbaren Banden waren sehr schwach und die
Ergebnisse nicht reproduzierbar (Daten nicht gezeigt). Als weiterer Nachweis einer erfolgreichen
Transformation mit pGJ}LMV-Prot wurde eine PCR mit den Primern PCASS und LMV6260R
durchgefuhrt. Zunéchst wurden 6 in vitro-Pflanzen mit den konstruktspezifischen Primern getestet, um
die Methode =zu Uberprifen. Als positive Kontrollen dienten Plasmid-DNA  des
Transformationsvektors pGJ}LMV-Prot (P) und extrahierte Gesamt-DNA der einzigen in vitro-

Pflanze, die im PCR-Test auf das nptlI-Gen konsistent positiv war.

M - + P 1 2 3 4 5 6

506 bp —»

39%6 bp —»
344 bp —»

Abb. 20 : Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel zum Nachweis des LMV-Prot-Konstrukts in
transgenen N. benthamiana. Die PCR wurde mit den Primern PCASS und LMV6260R, mit pflanzlicher
Gesamt-DNA als Matrize, durchgefuhrt (Primeranalagerung bei 57°C).

M = GroRenstandard (1 kb Ladder GibcoBRL); eingesetzte Matrizen : - = untransformierte in vitro-
Pflanze, + = nach nptll-Test transgene Pflanze (Positivkontrolle), P = Plasmid-DNA (pGJ}LMV-Prot), 1-
6 = getestete in vitro-Pflanzen

Von den getesteten 6 N. benthamiana (Abb. 20) zeigten die Pflanzen mit der fortlaufenden
Numerierung 2-6 ein positives Ergebnis, es wurde ein Produkt der erwarteten Gréle (ca. 410 bp)

amplifiziert. Das Transgen konnte in der Pflanze "1" nicht nachgewiesen werden.
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Es zeigte sich, dal3 die ideale Temperatur fir die Primeranlagerung 57°C war. Bei niedrigeren
Temperaturen waren im Gel unspezifische Amplifikationsprodukte sichtbar, und nach Erhéhung der
Temperatur wurden die Banden im Agarosegel schwécher.

Insgesamt wurden mit dieser Methode 22 in vitro-Pflanzen Uberpriift, wobel sich fir 19 Pflanzen ein

positiver PCR-Nachweis ergab.

3.10.2. Multiplex-PCR

Zur Absicherung der Versuchsergebnisse wurde der Nachweis des Transgens in N. benthamiana in
einer modifizierten Form durchgefuhrt. Die Multiplex-PCR erlaubt die gleichzeitige Amplifikation
eines internen Standards und somit eine Uberprifung der Qualitdt der extrahierten pflanzlichen
Gesamt-DNA. Auf diese Weise kénnen falsch-negative Ergebnisse fur den Nachweis des Transgens

ausgeschlossen werden.

nads —p

LMV-Prot
Konstrukt

Abb. 21 : Auftrennung der Amplifikate der Multiplex-PCR im Agarosegel. Die Primer NAD5-5 und
NAD-3 amplifizieren einen internen Standard (nad5) und die Primer PCASS und LMV6260R das
nachzuweisende Transgen (LMV-Prot-Konstrukt). Getestet wurden 9 T2-Nachkommen der Pflanze "15".
M = Groflenstandard (1 kb Ladder GibcoBRL); eingesetzte Matrizen : - = untransformierte N.
benthamiana, P = Plasmid-DNA (pGJ}LMV-Prot), 1-9 = getestete in vitro-Pflanzen "15-1"-"15-9"

Die Primer NAD5-5 und NAD5-3 amplifizieren - nach Kakulation der Sequenzlénge anhand der
mitochondrialen nad5-Sequenz aus Beta vulgaris (GenBank X55786) - ein Produkt mit einer Lénge
von 831 bp. Ein Amplifikationsprodukt dieser Gréfienordnung wurde auch bei der Verwendung von

genomischer DNA aus N. benthamiana gefunden (Abb. 21 , nad5). Das Vorhandensein der
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entsprechenden Bande im Agarosegel belegt, dal? Quantitét und Qualitét der eingesetzten pflanzlichen
Gesamt-DNA fir einen PCR-Nachweis ausreichend sind.

Bei einer Temperatur von 58°C fir die Primeranlagerung wurden beide Fragmente (had5 und LMV -
Prot-Konstrukt) in ausreichender Menge amplifiziert.

Mit der Multiplex-PCR wurde die T2-Nachkommenschaft von 8 der 9 erfolgreich ins Gewéachshaus
Ubertragenen Pflanzen "15" bis "23" (fortlaufende Numerierung der in vitro-Pflanzen) Uberprift. Als
einzige bildete die Pflanze "20" keine Samen aus, obwohl Wuchs und Bliitenbildung entsprechend der
Entwicklung der anderen Pflanzen war. Die Samen der T1-Pflanzen waren abgeerntet und von jeder
Pflanze ca. 40-50 Samen ausgesdt worden. Von den auskeimenden Samen wurden 9
Nachkommen/T1-Pflanze in neuen Topfen vereinzelt und im Gewéachshaus aufgezogen (Numerierung
"15-1", "15-2", "15-3" usw.). Diese Pflanzen (T2-Generation) wurden in der Multiplex-PCR getestet.
Die Vermehrung ber Samen verhindert die Ubertragung von evtl. in der T1-Generation noch
vorhandenen Agrobakterien und schlief3t damit falsch-positive PCR-Ergebnisse durch Amplifikation
bakterieller Plasmid-DNA aus.

Pflanze PCR-Nachweis des LMV-Prot-Konstrukts nptl1-ELISA
T1-Pflanze T2-Pflanzen der T2-Pflanzen

Nr. 15 + 8/9 -

Nr. 16 + 9/9 -

Nr. 17 + 9/9 -

Nr. 18 + 9/9 +)

Nr. 19 + 9/9 -

Nr. 20 + keine T2-Nachkommen | keine T2-Nachkommen

Nr. 21 + 9/9 -

Nr. 22 + 9/9 -

Nr. 23 + 9/9 -

Tab. 12: Analyse transgener N. benthamiana. Die Tabelle falit die Ergebnisse fur die 9 erfolgreich ins
Gewéchshaus Uberfihrten, mit pGJ-LMV-Prot transformierten N. benthamiana zusammen. + = positiver
Nachweis, (+) = eingeschrankt positiver Nachwels, - = negativer Nachweis. Fur die T2-Pflanzen ist die
Anzahl positiv getesteter Pflanzen an der Gesamtanzahl angegeben. Pflanze "20" bildete in der T1-

Generation keine Samen.

Der interne Standard (nad5-Fragment) konnte in allen getesteten N. benthamiana-Proben amplifiziert
werden, dies belegt die Qualitdt und Zuverldssigkeit der von Edwards et al. (1991) beschriebenen
Methode zur schnellen Extraktion von Gesamt-DNA aus Pflanzen. Bei der Extraktion aus N.
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benthamiana konnte auf den Chloroform-Reinigungsschritt verzichtet werden, ohne dal3 eine
wesentlich niedrigere Ausbeute erzielt wurde. Der Verzicht auf diesen Schritt ersparte Zeit und die

Handhabung (und Entsorgung) eines gesundheitsschadlichen Stoffes konnte vermieden werden.

3.10.3. NptlI-EL1SA

Der serologische Nachweis von Neomycinphosphotransferasel I-Protein (nptll) in Blattrohextrakten
maoglicher transgener Pflanzen durch enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) erbrachte keine
zuverlassigen Daten. Fur jede T1-Pflanze wurde ein gemeinsamer Rohextrakt aus 6-8 T2-Pflanzen, die
nach dem Auskeimen nicht vereinzelt worden waren, hergestellt. Dieser durch Zentrifugation gekléarte
Rohextrakt wurde unverdinnt oder 1:10 (v/v) mit Probenpuffer verdinnt eingesetzt. Alle Proben
wurden in beiden Verdiinnungen jeweils drei Mal getestet.

Die Auswertung der Daten ergab, dal3 die Werte fur die untransformierte Kontrolle ungewohnlich
hoch waren und zudem stark schwankten (jeweils 2 Proben gemittelt: OD4ps=0.72, OD405=0.95,
OD4s=0.52). Da die Werte fur die getesteten Pflanzen gleich oder unwesentlich hther waren, konnte
durch diesen Test keine Aussage zur Expression des Transgens getroffen werden (Daten nicht
gezeigt). Fur die T2-Nachkommen der Pflanze "18" wurde in jedem Test der hichste ODgs-Wert
detektiert, in diesem Fal wurden die Daten as eingeschrénkt positiver Nachweis interpretiert. Die
anhand der entsprechenden Standards berechneten nptll-Konzentrationen lagen fir die drei
unabhéngig getesteten Proben "18" bei 3.5, 4.2 und 5.3 pg nptl1/ml Rohextrakt.

Insgesamt erwiesen sich die Ergebnisse des nptll-ELISA Kits als nicht reproduzierbar und schwer

interpretierbar.
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4. DISKUSSION

Im Verlauf der vorgestellten Untersuchungen wurde ein Transformations- und Regenerationsverfahren
far zlchterisch relevante Sorten von Osteospermum ecklonis entwickelt. Zundchst wurde eine
Methode zur Regeneration von Pflanzen aus vegetativem Gewebe erstellt, bei der ausgehend von in
vitro Blattscheiben die Bildung von Kallusgewebe und adventiver Sprosse durch geeignete
Phytohormon-K onzentrationen angeregt wurde. Nach der Etablierung dieser Regenerationsmethode
wurden durch Kokultur von Blattscheiben mit entsprechenden Stdmmen von Agrobacterium
tumefaciens verschiedene Sorten von O. ecklonis mit Konstrukten transformiert, die zur Induktion von
Virusresistenz und Blihverfrihung fihren sollen. Nach Beendigung der Kokultur wurden auf
entsprechenden selektiven Medien transgene Sprosse regeneriert, die histochemisch und durch PCR-
Tests charakterisiert wurden.

Es zeigte sich, dald O. ecklonis ein sehr hohes Potential zur Regeneration von adventiven Sprossen
nach Auflegen von Blattscheiben auf geeignete Medien hat. In mehreren Kombinationen von Sorte
und Phytohormon-K onzentrationen gelang die Regeneration adventiver Sprosse von allen aufgel egten
Blattscheiben. Auch die Zugabe von Antibiotika zum Eliminieren der Agrobakterien (Cefotaxim und
Carbenicillin) in  hohen Konzentrationen hatte keine negativen Auswirkungen auf die
Regenerationsrate. Diese Ergebnisse sprechen daflr, dal3 die in dieser Arbeit behandelten O. ecklonis-
Sorten hinsichtlich ihrer in vitro Kultur und Regeneration gut zu bearbeiten sind und somit ein
lohnenswertes Ziel fur die gezielte gentechnische Verdnderung sind. Da O. ecklonis offensichtlich
Uber keine inhdrente Resistenz gegen Kanamycin verfigt, konnte ein entsprechendes Resistenzgen als
Selektionsmarker verwendet werden. Durch die weitverbreitete Benutzung dieser Resistenz als
selektiver Marker konnte auf eine grofe Auswahl an entsprechenden, gut verflgbaren
Transformationsvektoren (z.B. pBIN19) zuriickgegriffen werden. Trotz der hohen Regenerationsrate
ist die Transformationsrate, bezogen auf nachweidlich im histochemischen GUS-Test oder PCR-Test
transgene Sprosse, gering. Fur die GUS-Konstrukte (Reportergene) ergibt sich, bezogen auf alle
Experimente, eine Transformationsrate von ca. 1%, fur das SPL3-Konstrukt (Bluhverfrihung)
ebenfalls ca. 1% und fir die LMV-Konstrukte (Virusresistenz) unter 1%. Im Gegensatz dazu liegt die
Transformationsrate fir N. benthamiana erheblich hoher. Der genaue Anteil transgener Pflanzen
konnte nicht festgestellt werden, da nur mit einem Teil der Regenerate weitergearbeitet wurde. Die
Transformationsrate (Anzahl transgener Sprosse/Anzahl Blattscheiben) liegt bei N. benthamiana in
jedem Fall Uber 6%, ein Mehrfaches Uber den fir O. ecklonis erzielten Werten.

Mittlerweile wurden auch von einer anderen Arbeitsgruppe Transformationen von O. eckionis
durchgefihrt (Giovannini et al., 1999). Es handelt sich um agrobakterienvermittelte Transformation
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mit Konstrukten zur Erzeugung verdnderter phanotypischer Eigenschaften. In dieser Arbeit wurden
transgene O. ecklonis erzeugt, in welche die rol-Gene aus Agrobacterium rhizogenes durch Kokultur
mit entsprechend transformierten A. tumefaciens Ubertragen worden waren. Die rol-Gene (root loci A,
B, C und D) stammten aus der T-DNA von A. rhizogenes. Durch Deletionsversuche und Insertion von
Transposons wurden diese vier Gene identifiziert, die Einfluf? auf die Morphologie der Wurzelbildung
transformierter, agrobakterieninfizierter Pflanzen (zuerst gezeigt fur Kalanchoe diagremontiana)
haben (White et al., 1985).

Fur zwei Gene, rolB und rolC, konnte die biochemische Wirkungsweise auf Pflanzenwachstum und -
entwicklung nachgewiesen werden. Das Gen rolB kodiert eine Indol-b-Glukosidase, die vermutlich
|ES(Indol-3-Essigsdure)-b-Glukoside hydrolysiert und dadurch die Konzentration an aktiver IES
erhoht (Estruch et al., 1991b). Die Expression des rolC-Gens fuhrt ebenfals zu b-Glukosidase-
Aktivitét, in diesem Fall werden aber Cytokinin-b-Glukoside hydrolysiert und so die Konzentration
von aktiven Cytokininen erhoht (Estruch et al., 1991a). Diese Proteine wirden demnach die
intrazelluléren Konzentrationen von zwel der wichtigsten Phytohormone in der Pflanze beinflussen.
Transgene Atropa belladonna, in denen rolA unter der Kontrolle des 35S Promotors stand, zeigten
eine deutlich erhohte Anzahl an Bluten und eine verringerte apikale Dominanz (Kurioka et al., 1992).
Fir das Protein rolA konnte die Wirkungsweise bisher nicht gezeigt werden, in einem auf der
Nukleinsduresequenz beruhenden Modell fir die Proteinstruktur wurde eine DNA-bindende Doméne
vorhergesagt (Ridgen et al., 1999). Als physiologische Auswirkungen wurden in rol A-transgenen
Nicotiana benthamiana deutliche reduzierte Konzentrationen an Gibberellinsdure gefunden (Dehio et
al., 1993). Die verringerte Verfligbarkeit dieses Phytohormons kdnnte den beobachteten Phanotyp -
stark gestauchtes Wachstum - erkldren. Auch bei transgenen N. benthamiana, die ein rolA::GUS
Fusionsprotein exprimierten, zeigte sich stark gestauchtes Wachstum (Vilaine et al., 1998).

Bei rolD-transgenen N. benthamiana wurde Blihverfrihung und eine erhthte Anzahl an Bliten
beobachtet (Mauro et al., 1996). Die Funktionsweise des rol D-Proteins konnte bisher nicht aufgeklért
werden. Eine unterschiedliche Beeinflussung der Wuchsform wurde in rolD-transgenen
Kulturpflanzen, Endivie und Karotte, gefunden (Limami et al., 1998). Diese Pflanzen zeigten extrem
gestauchtes Wachstum, ahnlich rol A-transgenen N. benthamiana (Dehio et al., 1993).

Die Vertffentlichung von Giovannini et al. (1999) beschreibt erstmalig die Transformation von O.
ecklonis. Wie in unserem Versuchsaufbau wurden Blattscheiben von in vitro Pflanzen mit
entsprechend transformierten A. tumefaciens kokultiviert und anschlief3end auf selektivem Km-
haltigem Medium transgene adventive Sprosse regeneriert. Es wurden transgene Pflanzen erzeugt, die
verschiedene Kombinationen von rol-Genen enthielten: rolA und rolB (rolAB); rolA, rolB und rolC
(rol ABC); rolC unter der Kontrolle des 35S Promotors (35S 0lC). Die Transformation von O. ecklonis
erfolgte durch die Kokultur mit A. tumefaciens GV3101 pMPO0RK, einem Stamm, der auch bei

unseren Untersuchungen erfolgreich zur Transformation von GUS-Konstrukten eingesetzt wurde,



Diskussion 82

alerdings mit einem abweichenden Helfer-Plasmid (pMPQ0). Die Dauer der Kokultur betrug wie bei
unseren Experimenten zwei Tage, danach wurden die Blattscheiben jedoch auf MS-Medium mit einer
hoheren Km-Konzentration (100 mg/l) Gbertragen. Die Zeit vom Ende der Kokultur bis zum Entstehen
adventiver Sprosse wird von Giovannini et al. (1999) mit nur 30 bis 60 Tagen angegeben, trotz der
erheblich hoheren Km-Konzentration wahrend der Selektion (im Vergleich: 20-40 mg Km/l bei
unseren Versuchen). Mdéglicherweise spielt hier der unterschiedliche Genotyp der verwendeten
Pflanzen eine Rolle, Giovannini et al. arbeiteten ausschliefdich mit der Sorte O. ecklonis DM005 aus
der Sammlung des Istituto Sperimentale per la Floricoltura, San Remo, Itaien. Stark abweichende
Transformationsraten von verschiedenen Sorten wurden bereits fur andere Arten beschrieben, z.B.
Brassica napus (Damgaard et al., 1997). Die Eliminierung der Agrobakterien erfolgte durch Zugabe
von 100 mg Cefotaxim/| Medium, in unseren Versuchen wurden 250 mg/l verwendet. Das in der hier
vorliegenden Arbeit erfolgreich eingesetzte Carbenicillin (500mg/l) wurde von Giovannini et al. nicht
angewandt, da das Helfer-Plasmid pMP90RK ein entsprechendes Resistenzgen trégt.

Die von Giovannini et al. regenerierten Pflanzen zeigten ein breites Spektrum an phanotypischen
Verénderungen: hohere Verzweigungsrate, dickere und dunklere Blétter bei rolABC Pflanzen;
verkirzte Zweiglange bei rolAB und rolABC Pflanzen; Aufhellung der Blétter, Bluhverfrihung und
erhdhte Blitenanzahl bei 35srolC Pflanzen. Im Gegensatz zu dieser vielfdltigen phanotypischen
Veranderung transgener O. ecklonis erwarten wir, dal3 durch die von uns durchgefihrte
Transformation mit dem Gen des mutmaldlichen Transkriptionsfaktors SPL3 eine gezieltere
Beeinflussung der Pflanzenentwicklung moglich ist. Es wird erwartet, dal? die konstitutive Expression
des SPL3 Gens in O. ecklonis zu einer deutlich friheren Induktion der Blitenbildung fihrt, wie dies
bereits in Arabidopsis thaliana gezeigt wurde (Cardon et al., 1997). Induktion von Bluhverfrihung
wirde zu einer kirzeren Kulturzeit im Gewéchshaus und damit zu einer erhdhten Produktivitdt und
Kostenreduzierung fihren. Die Forschungsarbeiten von Giovannini et al. belegen, dal3 auch von
anderer Seite O. ecklonis als interessantes Ziel fur gentechnische Veranderungen, besonders im
Hinblick auf phénotypische Verbesserungen (Bluhverfrihung, hohere Blitenanzahl) gesehen wird.
Giovannini et al. betonen, dal3 die Vielfalt der vorhandenen Sorten von O. ecklonis eine breite
Grundlage fir die weitere gentechnische Verbesserung erwiinschter Sorteneigenschaften bietet.

Die O. eckionis Pflanzen, die im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit regeneriert wurden, befinden
sich noch in einem Entwicklungsstadium, in dem eine eingehende Charakterisierung hinsichtlich der
erwinschten Veranderungen, Virusresistenz und Bluhverfrihung, noch nicht moglich ist.

Da N. benthamiana wesentlich schneller als O. ecklonis wéchst und Uber Samen einfach vermehrt
werden kann, werden momentan Resistenztests mit LMV -Prot transgenen Pflanzen im Gewéachshaus
durchgefihrt. Allerdings stehen die Ergebnisse dieser Tests hoch aus.

Fur O. ecklonis, die mit den CORE-Konstrukten transformiert wurden, wird erwartet, dafd die

Transkription untrandatierbarer Fragmente des CP-Gens von LMV (lettuce mosaic potyvirus) zu
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RNA-vermittelter Resistenz gegen dieses Virus fuhrt. Diese Prognose stiitzt sich auf die Ergebnisse,
die for andere Potyviren bereits vorliegen, z.B. fir TEV (tobacco etch potyvirus). Lindbo &
Dougherty (1992a, 1992b) konnten nachweisen, daf3 in transgenen N. benthamiana, die mit
untrandatierbaren CP-Gen Konstrukten aus TEV transformiert worden waren, die Virusreplikation
unterdriickt wurde. Auch bei einem weiteren Potyvirus, PVY (potato virus Y potyvirus), wurde in
transgenen Pflanzen durch die Transkription untrandatierbarer CP-mRNA die Replikation und
Ausbreitung des Virus verhindert (Smith et al., 1994).

Auch fir transgene O. eckionis, die mit dem LMV-Prot-Konstrukt transformiert wurden, wird eine
Resistenz gegentiber LMV erwartet. Es konnte bereits fir ein anderes Potyvirus, TEV, gezeigt werden,
dal3 die Expression des ORF fir 6K2/VPg zu virusresistenten Pflanzen fuhrt (Swaney et al., 1995).
Resistente Linien konnten sowohl mit trandatierbaren, als auch mit untrandatierbaren Versionen
dieser 6K2/VPg cDNA erzeugt werden. Neben dieser erwarteten Resistenz soll in den LMV-Prot
transgenen O. ecklonis und N. benthamiana auch die moéglichen Auswirkungen der Mutation der
Proteinaseschnittstelle zwischen 6K2 und VPg untersucht werden. Da fur die 6K Proteine (6K1 und
6K2) aufgrund ihrer hydrophoben Doménen und Untersuchungen mit fluoreszierenden 6K-
Fusionsproteinen aus TEV eine Funktion als Membrananker im endoplasmatischen Retikulum
vorgeschlagen wurde (Schaad et al., 1997), konnte eine Zerstérung der Proteinaseschnittstelle zur
dauerhaften Verankerung des Proteins 6K2/VPg/Pro an der Membran des ER, dem mutmafdlichen
Replikationsort, flhren. Schaad et al. (1996) konnten fir TEV zeigen, dai3 die Proteinase-Doméne von
VPg/Pro (Nla) die interne Schnittstelle zwischen VPg und Pro aufgrund eines suboptimalen
Sequenzkontexts nur ineffizient schneidet. In Mutanten mit einem optimierten Kontext der
Aminosauresequenz wurde die Proteolyse effizienter vollzogen. Allerdings zeigten diese Mutanten
Defekte in der Amplifikation der genomischen RNA. Schaad et al. zogen daraus den Schlul3, dai3 die
langsame interne Prozessierung des Proteins Nla eine regulatorische Funktion fir die Virusreplikation
hat. Bei Komplementationsversuchen mit transgenen N. benthamiana-Zellen, die das nicht mutierte
Nla in verschiedenen Polyproteinen exprimierten, konnte keine in trans Komplementation des
mutierten Nla festgestellt werden. Die Replikation der viralen genomischen RNA wurde bei Mutanten
mit optimiertem Sequenzkontext weiterhin unterdriickt. Fir die Virusreplikation scheint die Funktion
des Nlain cis notwendig zu sein. In einer weiteren Untersuchung an TEV wurde gezeigt, dal eine
Interaktion zwischen der RNA-Polymerase (NIb) und der Proteinase-Doméne von Nla Voraussetzung
fr die Virusreplikation ist (Daros et al., 1999).

Die Proteinase-Doméane von Nla und die Regulation ihrer Aktivitét scheinen bei der Replikation der
viralen genomischen RNA eine wichtige Rolle zu spielen.

Im Bezug auf das LMV-Prot-Konstrukt ware denkbar, daf? in transgenen O. ecklonis die stabile
Verankerung des Proteins 6K2/\VVPg/Pro in der Membran und die damit erhohte Verflgbarkeit der

Proteinase-Doméne die Replikation inokulierter Viren beeinflufd. Die Untersuchungen von Schaad et
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al. (1996) belegen, dal? Nla in cis fur die Replikation notwendig ist, somit wére die Anwesenheit
mutierter Nla Proteinein transirrelevant. Es wére jedoch moglich, dal3 die von der transgenen Pflanze
exprimierte Proteinase zur beschleunigten Prozessierung des Polyproteins von LMV beitrégt. Eine
effizientere Proteolyse zwischen VPg und Proteinase-Doméne koénnte entsprechend den
Untersuchungen fiir TEV (Schaad et al., 1996) zur Unterdriickung der Virusreplikation fuhren.

Esist daher beabsichtigt, transgene O. ecklonis nicht nur hinsichtlich ihrer Resistenz gegentiber LMV -
Infektionen zu evaluieren, sondern nach Mdglichkeit auch die zellbiologischen Auswirkungen der
Expression des mutierten Nla Proteins zu untersuchen. In elektronenoptischen Untersuchungen mit
entsprechenden, goldmarkierten Antikorpern soll festgestellt werden, ob die Zerstérung der

Proteinaseschnittstelle zur dauerhaften Verankerung von Nlain der Membran fuhrt.

Fur die Erklarung von RNA-vermittelter Virusresistenz, die nicht auf der Expression entsprechender
Proteine beruht, gibt es mittlerweile gut belegte Modelle. Aufgrund dieser Annahmen wird erwartet,
dal3 die Transformation mit den nicht trandatierbaren CORE-Konstrukten zu LMV -resistenten O.
ecklonis fuhrt. Die Induktion von Virusresistenz durch die Transformation von Pflanzen mit
untrandatierbaren virus-abgeleiteten Konstrukten wurde fast zeitgleich fur drei verschiedene Viren
beschrieben, tomato spotted wilt tospovirus (TSWV; de Haan et al., 1992), tobacco etch potyvirus
(TEV; Lindbo & Dougherty, 1992a) und potato virus Y potyvirus (PVY; van der Vlugt et al., 1992).
Ein in alen drei Systemen beobachteter Phanotyp war extreme Resistenz, d. h. vdlliges Ausbleiben
von Symptomen und Virusreplikation. In den Untersuchungen zum Potyvirus TEV, in denen mit
einem untrand atierbaren CP-Gen gearbeitet wurde (Lindbo & Dougherty, 1992a), konnten auch einige
transgene Pflanzenlinien beobachtet werden, die den recovery-Phanotyp zeigten. Nach Inokulation mit
TEV kam es zunéchst zu einer systemischen Infektion mit entsprechenden Symptomen, aber diese
Symptome wurden in neu gebildeten Blattern immer schwécher. Schliefdich wurden Blétter neu
gebildet, in denen kein Virus mehr nachweisbar war und die bei erneuter Inokulation extrem resistent
waren, d.h. keinerlei Symptome zeigten. In diesem durch recovery-Phanotyp gekennzeichneten
Pflanzengewebe wurde festgestellt, dal3 die Menge der transgenen mRNA um das 5- bis 8-fache
niedriger war als in transgenen Pflanzen, die niemals mit TEV inokuliert worden waren. Man konnte
jedoch feststellen, dal3 im Gewebe des recovery-Phanotyps die Transkriptionsrate der transgenen
MRNA unverandert zur Kontrolle war. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde vorgeschlagen, dal? es
einen Mechanismus flr einen sequenzspezifischen RNA Abbau gibt, welcher sowohl die mMRNA des
Transgens as auch die sich replizierende virale RNA betrifft (Dougherty et al., 1994). Dies wirde
erklaren, warum nur die transgene mRNA abgebaut wird, und die Gbrigen mRNAs davon unbeeinfluldt
bleiben. Es konnte gezeigt werden, dal? die Induktion der RNA-vermittelten Resistenz von der Lange
des Transgens abhangt. In transgenen Pflanzen, die mit kurzen untrandlatierbaren Fragmenten (110 bis

235 Nukleotide) des Nukleoprotein-Gens von TSWV transformiert worden waren, wurde keine



Diskussion 85

Resistenz beobachtet. Nach Fusion der untrandatierbaren Fragmente mit dem Gen fir GFP wurde
jedoch in transformierten Pflanzen Virusresistenz beobachtet (Pang et al., 1997). Die grofere Lénge
des transgenen Transkripts war zur Induktion der RNA-vermittelten Resistenz notwendig, fur die
Erkennung und trans-Inaktivierung des inokulierten Virus waren jedoch selbst Fragmente von 110
Nukleotiden ausreichend. In einem dhnlichen Versuchsaufbau, in dem Fusionsprodukte aus GFP-Gen
und Fragmenten des Nukleoprotein-Gens von TSWV verwendet wurden, konnte bis zu einer Lénge
von 59 Nukleotiden aus dem Nukleoprotein-Gen keine Virusresistenz in transgenen Pflanzen
gefunden werden (Jan et al., 2000). Fir die Konstruktion der CORE-Konstrukte wurde ein Fragment
des CP-Gens mit 658 Nukleotiden Lange verwendet, es wird daher erwartet erwartet, dal3 die Lénge
des Transkripts zur Induktion RNA-vermittelter Virusresistenz ausreichend ist.

Die molekularen Mechanismen, die hinter der RNA-vermittelten Resistenz stehen, scheinen auch fir
das homologie-abhéngige gene silencing verantwortlich zu sein, ein Prozel3, der die Expression von
Transgenen und homologen Sequenzen beeinfluf3t (van den Boogaart et al., 1998). Die Stabilitat der
Expression des Transgens ist ein wichtiger Aspekt in der Entwicklung und Herstellung transgener
Pflanzen fir kommerzielle Anwendungen. Homologie-abhangiges gene silencing ist ein Phdnomen,
bei dem die Présenz eines oder mehrerer Transgene zur Inaktivierung eines oder aler Transgene fiihrt
(Matzke & Matzke, 1995; Meyer & Saedler, 1996; Stam et al. 1997b). Diese unbeabsichtigte
Inaktivierung der Expression ist ein grof3es Problem fir biotechnologische Anwendungen bei
Pflanzen. Eine Umfrage unter 30 Biotechnologie-Unternehmen ergab, dald fast alle bereits mit gene
silencing verbundene Probleme erfahren hatten (Finnegan & Elroy, 1994). Gene silencing erfolgt
entweder auf Transkriptionsebene (keine Transkription) oder auf post-transkriptionaler Ebene (nach
erfolgter, unbeeinfluldter Transkription wird die mRNA verstérkt abgebaut). Beide Formen der
Inaktivierung, PTGS (post-transkriptionales gene silencing) und TGS (transkriptionales gene
silencing), sind homologie-abhéngig. Eine ausgepragte Sequenzhomologie zwischen Transgen und
Endogen im Promotorbereich fihrt zu TGS, wahrend Sequenzhomologie im transkribierten Bereich zu
PTGS fihrt (Ding, 2000). Im Fall des post-transkriptionalen gene silencing (PTGS) spricht man von
Kosuppression, wenn sowohl die Expression transgener, als auch die endogener Gene betroffen ist.
Dieses Phdnomen wurde erstmals bei dem Versuch beobachtet, in Petunien das Gen fur Chalcon-
Synthetase (chsA) Uberzuexprimieren (Napoli et al., 1990; van der Krol et al., 1990). Dieses Enzym
spielt eine entscheidende Rolle bei der Flavonoid-Synthese, dem verantwortlichen Prozef3 fur die
Blitenfarbung. Beide Gruppen stellten fest, dal? in einem kleinen Anteil der transformierten Pflanzen
die Bliten weil3, anstatt des erwarteten dunkellila waren. Zusétzlich zu diesen vollig weil3en Pflanzen
wurde ein intermedidrer Phanotyp gefunden, bei dem einige Breiche der Blite weil3 und andere lila
waren. Obwohl die Menge der chsA mRNA in den weil3en Bereichen deutlich vermindert war, wurde
keine Verringerung der Transkriptionsrate der transgenen und der endogenen mRNA gefunden. Diese

Ergebnisse legten einen post-transkriptionalen Mechanismus nahe (van Blokland et al., 1994).
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AuRerdem entwickelten einige Pflanzen mit weif3en Bliten Seitentriebe mit entweder lila Bliten oder
solchen mit weil3en und lila Bereichen. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dal3 der Zustand des
gene silencing reversibel ist.

Offensichtlich ist es fur die Kosuppression nicht notwendig, dal3 das Transgen im Nukleus der Zelle
lokalisiert ist. Kumagai et al. (1995) klonierten ein Fragment des Gens fir Phytoen-Desaturase (PDS),
ein for die Carotinoidsynthese notwendiges Enzym, unter der Kontrolle eines subgenomischen
Tobamovirus-Promotors in einen infektidsen Klon von tobacco mosaic tobamovirus (TMV). Unter
einem infektidsen Klon eines RNA-Virus versteht man die vollstdndige genomische cDNA, die unter
der Kontrolle entsprechender Promotoren in vitro oder nach Inokulation der Pflanze in vivo
transkribiert werden kann. Die transkribierte RNA wird in der Zelle repliziert und es kommt zu einem
Infektionsverlauf, wie er auch nach Inokulation mit vollstandigen Virionen auftritt. Nach Inokulation
von N. benthamiana mit dem modifizierten infektiosen TMV-Klon entwickelten sich zundchst die fur
eine TMV-Infektion typischen Symptome: mosaikartige Verféarbungen der Blétter. Ein bis zwei
Wochen nach der Inokulation wurden Blétter analysiert und es konnte keine mRNA der endogenen
Phytoen-Desaturase (PDS) gefunden werden. Die Suppression der endogenen PDS zeigte sich
phanotypisch durch ein Ausbleichen der Blétter, das durch den Mangel des Enzyms PDS verursacht
wurde. In diesen Bléattern wurden auch erhthte Konzentrationen an Phytoen gefunden, da die
weiterfihrenden Biosynthesewege blockiert waren. Diese Versuche mit einem episomalen viralen
RNA-Vektor belegen, da3 ein im Cytoplasma generiertes Transkript die endogene Expression
homologer Sequenzen zu unterdriicken vermag. AulRerdem konnte gezeigt werden, dal’ eine DNA-
DNA Interaktion fur die Induktion der Kosuppression nicht notwendig ist.

Auch fir die Kosuppression ist es notwendig, dal3 die transgene Sequenz eine gewisse Lange
Uberschreitet. Chimére Konstrukte, die neben dem Gen uidA (b-D-Glucuronidase, GUS) Fragmente
des Gens Niil (Nitrit-Reduktase) enthielten, konnten nach Transformation von N. benthamiana keine
Kosuppression des endogenen Enzyms Niil auslosen (Crete & Vaucheret, 1999). Im Gegensatz dazu
kam es nach Transformation mit dem vollsténdigen Gen Niil unter der Kontrolle des doppelten 35S
Promotors bei 25% der regenerierten N. benthamiana zur Kosuppression des Endogens (Vaucheret et
al., 1995). In den chiméren Konstrukten Niil-uidA, uidA-Niil und Niil-uidA-Niil wurden jeweils 186
bp des 5'-Endes und/oder 241 bp des 3-Endes der Niil-cDNA verwendet (Crete & Vaucheret, 1999).
Nach Transformation von N. benthamiana mit diesen Konstrukten konnte in den transgenen Pflanzen
in keinem Fall eine Kosuppression des Endogens beobachtet werden. Nach Transformation der
Konstrukte in transgene Pflanzen, die bereits eine vollstandige Kopie des Niil-Gens unter Kontrolle
des 35S Promotors enthielten und Kosuppression zeigten, fand man keine Kosuppression des
chiméren Niil-uidA Transgens. Diese Ergebnisse legen den Schluf3 nahe, dal3 die 5'- und 3'-Enden der
Nii1l-cDNA nicht ausreichend sind, um Kosuppression zu induzieren und auch kein Ziel fur den

homol ogie-abhéngigen Abbau der RNA sind.
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Pfropfungsversuche zeigten, dal3 die Induktion zur Kosuppression oder post-transkriptionalem gene-
silencing (PTGS) von einer induzierten Unterlage auf einen zuvor nicht induzierten Steckling
Ubertragen werden kann (Palauqui et al., 1997). Transgene, nicht kosupprimierte N. benthamiana
Stecklinge wurden auf Unterlagen gepropft, die das gleiche Transgen (Gene fur Nitrat-Reduktase Nia
oder Nitrit-Reduktase Niil) enthielten und bereits Kosuppression zeigten. In alen getesteten Pflanzen
wurde nach dem Aufpfropfen in den Stecklingen Kosuppression induziert. Die gleichen Ergebnisse
Zeigten sich bei Versuchen mit transgenen Unterlagen, in denen post-transkriptionales gene-silencing
des Gens uidA beobachtet wurde. Nach dem Aufpropfen eines uidA-transgenen Stecklings wurde auch
in diesem eine Induktion von PTGS beobachtet. Aus diesen Ergebnissen wurde der Schlul’ gezogen,
daid es ein transgen-spezifisches diffusionsfahiges Signalelement fir PTGS gibt.

Dieses systemisch erworbene silencing (SAS, systemic acquired silencing) kann nicht nur durch
Pfropfen erreicht werden, sondern auch durch lokal begrenztes Einbringen homologer DNA. Nach der
Partikel-Bombardierung 35S-Nia-transgener N. benthamiana mit homologen Konstrukten kam es
zunéchst zu lokal begrenzter Kosuppression und anschliefend bei einem Teil der Pflanzen zu
systemisch erworbenen silencing (SAS) (Palauqui & Balzergue, 1999). Selbst ein Beschul3 der
Pflanzen mit promotorlosen Konstrukten fihrte zu SAS. Wurden die entsprechenden Blétter zwei
Tage nach der Partikel-Bombardierung entfernt, kam es dennoch zu SAS. Die Autoren ziehen den
Schiul3, dal3 das entsprechende Signal schnell produziert und verbreitet wird, und dal3 es zu einer
weiteren Amplifikation dieses Signals kommt (Palauqui & Balzergue, 1999).

Einige Gemeinsamkeiten sprechen dafir, dal3 Kosuppression und RNA-vermittelte Resistenz auf den
gleichen Mechanismen beruhen. Beide benétigen Sequenzhomologie zwischen Transgen und Endogen
bzw. zwischen Transgen und eindringendem Virus und in beiden Féllen kommt es zu einer post-
transkriptionalen Inaktivierung. Ein gemeinsamer Mechanismus erscheint daher wahrscheinlich (van
den Boogaart et al., 1998). Belege fur diese Vermutung ergaben sich aus Untersuchungen an
transgenen N. benthamiana, die mit dem Gen fur RNA-abhangige RNA-Polymerase (RdRp, RNA-
dependent RNA-polymerase) aus potato x potexvirus (PV X) transformiert worden waren (Mueller et
al., 1995). Regenerierte Pflanzen zeigten entweder extreme Resistenz gegentuiber Infektion mit PV X,
verbunden mit niedrigen Konzentrationen an RARp mMRNA und RdRp Protein, oder Virusanfaligkeit
und héhere Konzentrationen der transgenen mRNA und des entsprechenden Proteins. Durch Kreuzung
von resistenten und anfdligen Linien wurden Nachkommen erzeugt, in denen nur niedrige
Konzentrationen von RARp mMRNA gefunden wurden und die resistent gegenuiber Infektion mit PV X
waren. Dieses Phanomen wurde auf die Fahigkeit des Transgens der resistenten Linie zurtickgefthrt,
das Transgen der anfélligen Linie in trans zu inaktivieren (Mueller et al., 1995). Die Transkription
virusspezifischer mRNA fihrt demnach sowohl zu Kosuppression as auch zu Virusresistenz. Der
Zusammenhang zwischen PTGS und RNA-vermittelter Resistenz konnte auch in einem anderen

System gezeigt werden. In einen infektiosen Klon von PV X wurde das uidA-Gen (GUS) unter der
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Kontrolle eines doppelten PV X CP-Promotors kloniert (English et al., 1996). Mit dem Transkript
dieses Konstrukts wurden uidA-transgene N. benthamiana inokuliert, die post-transkriptionale
Inaktivierung des Transgens zeigten (Hobbs et al., 1990). Auf den inokulierten transgenen Pflanzen
waren, im Gegensatz zur untransformierten Kontrolle, keine Symptome sichtbar. Es konnte keine
Virusreplikation nachgewiesen werden. Die Virusresistenz wurde auf Segquenzhomologie zwischen
rekombinantem Virus und Transgen zurlickgefiihrt (English et al., 1996). Nach Inokulation von N.
benthamiana mit einem infektiosen PVX Klon, der Fragmente des Gens fur Phytoen-Desaturase
(PDS) enthielt, kam es zur Kosuppression des Endogens (Ruiz et al., 1998). Die Inaktivierung des
Endogens wurde eher durch Exons als durch Introns der PDS-RNA hervorgerufen, dies wurde als
Beleg fur einen cytoplasmatischen M echanismus gesehen.

Zusétzlich zu den bisher aufgefiihrten RNA-Viren und entsprechenden infektiosen Klonen konnte
Kosuppression auch nach Infektion mit rekombinanten DNA-Viren nachgewiesen werden (Kjemtrup
et al., 1998). Ein Geminivirus (TGMV, tomato golden mosaic geminivirus) wurde as Vektor fir
folgende Gene verwendet: eine Magnesium-Chelatase (su), einem fir die Bildung von Chlorophyll
notwendigem Enzym und das Gen fir Luciferase (Iuc). Verschiedene Fragmente dieser Gene wurden
anstelle des CP-ORFs inseriert und die Konstrukte wurden mittels Partikel-Bombardierung in N.
benthamiana eingebracht. Nach Inokulation der Pflanze mit TGMV-Vektoren, die su-Fragmente
enthielten, wurden zundchst lokal begrenzte und spéter systemische gelbe Verféarbungen festgestellt,
hervorgerufen durch die Kosuppression der Magnesium-Chelatase. In luc-transgenen N. benthamiana
wurde nach Inokulation mit dem TGMV-Vektor, in den ein 623 bp Fragment des luc-Gens kloniert
worden war, eine Inaktivierung des Transgens detektiert. Da Geminiviren sich im Nukleus replizieren
und dabei eine Vidzahl an DNA-Episomen bilden, folgerten die Autoren, dal3 auch homologe
episomale DNA-Sequenzen zur Inaktivierung chromosomaler Gene beféhigt sind (Kjemtrup et al.,
1998). Dieses Ergebnis wurde durch die Arbeiten von Atkinson et al. (1998) bestétigt, die ebenfals
ein Geminivirus (TYDV, tobacco yellow dwarf geminivirus) als Vektor benutzten. Nach Insertion des
Gens fur Chalcon-Synthetase (chsA) unter der Kontrolle des 35S Promotors in TYDV wurden
Petunien-Hybriden inokuliert. Bei infizierten Pflanzen konnte die Bildung weif3er Flecken auf den
Bliten beobachtet werden, was auf eine Inaktivierung der endogenen chsA durch Kosuppression
schlief3en [} (Atkinson et al., 1998).

Die molekularen Mechanismen des PTGS konnten bisher nicht vollstandig aufgeklért werden. Eine
der wichtigsten Fragen ist, durch welches Signal der experimentell belegte post-transkriptionale
sequenzspezifische Abbau der mRNA gesteuert wird. Ein Modell zur Erkl&rung dieses Phanomens
beruht auf der Annahme eines Schwellenwerts (threshold-level) fir die RNA-Konzentration (Meins &
Kunz, 1994; Baulcombe, 1996; Prins & Goldbach, 1996). Bei diesem Modell wird angenommen, dal3

die Pflanze durch einen bestimmten Mechanismus die Transkriptionsrate des Transgens detektiert und,
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fals die Menge der mRNA einen kritischen Punkt Uberschreitet, ein sequenzspezifischer Abbau der
MRNA eingeleitet wird.

Diese Uberlegungen stiitzen sich auf Arbeiten von Lindbo et al. (1993), die N. benthamiana mit dem
vollsténdigen, trandatierbaren CP-Gen aus tobacco etch potyvirus (TEV) und untrandatierbaren, am
5-Ende deletierten Fragmenten dieses Gens transformierten. Transgene Pflanzen zeigten nach
Inokulation mit TEV zundchst Symptome, erholten sich aber und waren gegen weitere Infektionen
resistent. Diese Virusresistenz war streng virusspezifisch, TEV-resistente Pflanzen lieRen sich mit
einem nah verwandten Virus, potato Y potyvirus (PVY) systemisch infizieren. Bei der Analyse dieser
mit CP-Konstrukten aus TEV transformierten Pflanzen konnten Goodwin et al. (1996) zeigen, dal? das
Resistenzverhaten der transgenen Pflanzen von der Kopienzahl der ins Genom integrierten Transgene
abhangt. Fur diese Versuche wurde eine transgene N. benthamiana-Linie verwendet, die aus drei
unterschiedlichen Integrationsereignissen drei Kopien des untrand atierbaren Fragments des CP-Gens
aus TEV erhdten hatte. Durch Kreuzung der Nachkommen wurden Pflanzen hergestellt, die keine,
ein, zwei oder drei transgene Inserts unter homozygoten und heterozygoten Bedingungen enthielten.
Die Analyse der Pflanzen fiihrte zu der Beobachtung, dald bei drei oder mehr Kopien des Transgens
eine extreme Resistenz gegentber TEV erzielt wurde, es kam nach Inokulation zu keinerlei
Symptomen. Eine oder zwei Kopien fihrten zum recovery-Phanotyp, d.h. nach anfanglicher
Symptomauspragung kam es zur Erholung und anschlief3ender Resistenz. Die Autoren erkléren diese
Ergebnisse mit der unterschiedlichen Transkriptionsrate der transgenen CP-Fragmente. Drei oder mehr
Kopien fuhren zu einer RNA-Konzentration, die Gber dem kritischen Schwellenwert liegt und der
Mechanismus des post-transkriptionalen Abbaus der mRNA wird gestartet. Von diesem RNA-Abbau
ist auch die genomische RNA eindringender Viren betroffen und es kommt zu keiner Virusreplikation.
Die Transkription von nur einem oder zwei Transgenen hingegen ist nicht ausreichend, um den
Schwellenwert zu Uberschreiten. Die genomische RNA des sich replizierenden Virus hebt jedoch die
RNA-Konzentration Uber den kritischen Wert, und der sequenzspezifische Abbau beginnt. Das wirde
erklédren, warum nach anfanglicher Virusreplikation in der Pflanze ein resistentes Stadium erreicht
wird. Es wird vorgeschlagen, dal?3 eine RNA-abhangige RNA-Polymerase, die bereits im Cytoplasma
von Pflanzen nachgewiesen wurde (Fraenkel-Conrat, 1986), nach Erreichen des Schwellenwerts
kurze, sequenzhomologe antisense RNA-Molekile synthetisiert. Diese antisense-RNA konnte an die
transgene oder virale Ziel-RNA binden und dabei eine Duplex-RNA-Struktur bilden, die von
doppelstrangspezifischen RNasen erkannt und abgebaut wird. Normaerweise scheint in
Pflanzenzellen keine RNA in Duplex-Struktur vorzuliegen, denn die transgene Expression von
doppel strangspezifischen RNasen, Pac 1 aus Hefe (Sano et al., 1997) und RNase L aus Saugern
(Ogawa €t al., 1996), hatte keine Einfluf3 auf Wachstum und Entwicklung der Pflanzen. Das Modell
der Produktion von kurzer sequenzspezifischer antisense-RNA wird durch den Nachweis

entsprechender Molekille unterstiitzt. Hamilton & Baulcombe (1999) konnten in Pflanzen, die
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entweder transgen-induziertes oder virus-induziertes PTGS aufwiesen, zur Ziel-RNA komplementére
antisense-RNA mit einer Lange von 25 Nukleotiden detektieren. In Kontrollpflanzen ohne Induktion
des PTGS wurden diese RNA-Molekile nicht gefunden. Niedermolekulare RNA wurde aus den
Pflanzen extrahiert, im Gel aufgetrennt und mit entsprechenden sense- oder antisense-Transkripten
hybridisiert. Die fur PTGS-induzierte Pflanzen charakteristischen, 25-nt RNA-Molekdle hybridisierten
ausschliefdich mit der antisense-spezifischen Sonde. Die genaue Rolle der 25-nt RNA konnte jedoch
nicht bestimmt werden. Auch ist unklar, ob die antisense-RNA nur mit einer Lange von 25
Nukleotiden synthetisiert wird, oder ob die gefundenen Fragmente das Produkt eines Abbaus langerer
antisense-RNA Molekile sind. Die Autoren halten es jedoch fur moglich, dal? die 25-nt RNAs die
gesuchten Signastoffe sind, die eine systemische Induktion von PTGS audidsen (Hamilton &
Baulcombe, 1999). Ihre Lange wére fir die Ubertragung sequenzspezifischer Information ausreichend
und ihre Grof3e wilrde ein Passieren der Plasmodesmata ermdglichen.

In transgenen und nichttransgenen Pflanzen sind Viren sowohl Auddser als auch Zielobjekt eines
Schutzmechanismus, der auf dem Prinzip des PTGS beruht. Es konnte jedoch gezeigt werden, dai3
einige Viren sogenannte Pathogenitdts-Faktoren kodieren, die in der Lage sind, diesen pflanzlichen
Schutz zu unterdriicken. Brigneti et al. (1998) wiesen nach, dai die Proteine HC-Pro aus PVY und 2b
aus cucumber mosaic cucumovirus (CMV) virde Suppressoren von PTGS sind. Fir diese
Untersuchungen wurden GFP-transgene N. benthamianas verwendet, die PTGS des Transgens
zeigten. Nach Infektion mit PVY oder CMV wurde das PTGS unterdriickt und das GFP-Transgen
wurde wieder exprimiert. In Pflanzen, die mit PVX infiziert wurden, blieb das PTGS bestehen. In
einem PV X-Vektor wurden daher verschiedene Proteine aus PVY und CMV in der Pflanze exprimiert
und es zeigte sich, dal? die Proteine HC-Pro und 2b Ausléser der Suppression des PTGS sind (Brigneti
et al., 1998). Diese Ergebnisse wurden durch Untersuchungen an GUS-transgenem Tabak mit
induziertem PTGS bestétigt. Das PL/HC-Pro Protein aus TEV (tobacco etch potyvirus) war in der
Lage PTGS zu unterdriicken (Kasschau & Carrington, 1998). Fir das 2b Protein aus CMV konnte in
Fraktionierungs-Experimenten nachgewiesen werden, dal3 es nach Infektion der Pflanzenzelle im
Zellkern lokalisiert ist (Mayers et al., 2000). Die Lokalisierung im Zellkern ist offenbar fur die
erfolgreiche Unterdriickung des PTGS notwendig (Lucy et al., 2000). Die Mutation der Arginin-
reichen Sequenz, die ds Signa fur den Transport in den Zelkern notwendig ist, fuhrt zu einer
Lokalisierung des 2b Proteins im Cytoplasma. Diese Anreicherung im Cytoplasma scheint zu
bewirken, da3 PTGS nicht mehr unterdriickt werden kann (Lucy et al., 2000). Vermutlich sind viele
virale Pathogenitéts-Faktoren, deren Expression fir eine erfolgreiche Virusinfektion notwendig sind,
Suppressoren des PTGS. Voinnet et al. (1999) Uberpriften bereits charakterisierte Proteine aus
verschiedenen Virus-Gattungen, die fir eine systemische Infektion der Pflanze notwendig sind. Es
konnte nachgewiesen werden, dal? einige dieser Pathogenitéts-Faktoren - neben HC-Pro und 2b z.B.

auch AC2 aus african cassava mosaic geminivirus, P1 aus rice yellow mottle sobemovirus und 19K
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aus tomato bushy stunt tombusvirus - die Fahigkeit zur Suppression des PTGS in GFP-transgenen N.
benthamiana haben. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dad die Mechanismen der Suppression sehr
unterschiedlich sind und sogar innerhalb einer Gattung variieren. Einige Proteine verursachen eine
Unterdriickung des PTGS in alen Teilen der Pflanze, andere nur in neugebildeten Blé&ttern oder nur in
den Mittelvenen neugebildeter Blétter. Daraus ziehen die Autoren den Schiul, dal? die viruskodierten
Suppressoren des PTGS unterschiedliche Funktionsweisen haben und mit unterschiedlichen
Pflanzenproteinen interagieren. Aus diesen Differenzen wird gefolgert, dal3 die Entwicklung der
viralen und pflanzlichen Komponenten dieses Abwehrmechanismus ein koevolutionérer Vorgang ist
(Voinnet et al., 1999).

Das Phanomen des PTGS in transgenen Pflanzen beruht daher mdglicherweise auf einem antiviralen
Mechanismus. Der Abbau transgener Transkripte konnte dadurch erklért werden, dald sie von der
Pflanze faschlicherweise as virdle RNA erkannt werden. Dieser sequenzspezifische RNA-Abbau
ermoglicht die Induktion von spezifischer Virusresistenz in transgenen Pflanzen, daher erwarten wir,
dai die Transformation von O. ecklonis mit LMV-abgeleiteten Konstrukten zur Resistenz gegeniiber
diesem Virus fihrt und damit den wichtigsten virésen Schaderreger fir diese Kultur kontrollierbar

macht.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Osteospermum ecklonis (Kapmargerite) ist eine erfolgreiche Beet- und Balkonpflanze, deren
wirtschaftliche Bedeutung in den letzten Jahren europaweit zugenommen hat. Das Salat Mosaik Virus
(lettuce mosaic potyvirus, LMV) wird als der wichtigste virése Schaderreger bei der Produktion von
O. ecklonis angesehen und verursacht erhebliche wirtschaftliche Ausfélle. Ziel dieser Arbeit war es
daher, zlchterisch relevante Sorten von O. ecklonis mit gentechnischen Methoden resistent gegen
LMV zu machen.

Fur die Etablierung einer Transformationsmethode der kommerziell relevanten Sorten von O. ecklonis
wurde zunéchst ein geeignetes Protokoll fur die Regeneration aus vegetativem Gewebe entwickelt.
Durch Auflegen von Blattscheiben auf Medien mit entsprechenden Phytohormon-Konzentrationen
konnte Kallusbildung und die Regeneration adventiver Sprosse induziert werden. Nach der
Etablierung einer Regenerationsmethode wurde mit der Transformation von Markergenen durch
Kokultur mit Agrobacterium tumefaciens begonnen. Hierzu wurden Konstrukte verwendet, die das
Gen fir [ED-Glucuronidase (GUS) enthielten und deren Expression in transgenen Pflanzen
histochemisch nachgewiesen werden konnte. Insbesondere das GUS-Konstrukt mit Intron, bei dem es
zu keiner bakteriellen GUS-Expresson kommt, wurde erfolgreich fur den Nachweis der
Transformation von O. ecklonis verwendet. Von den getesteten Selektionsmarkern erwies sich
Kanamycinresistenz am geeignetesten. Es konnten von verschiedenen O. ecklonis Sorten GUS-
transgene, nicht-chimére Pflanzen regeneriert werden, die im histochemischen Nachweis in alen
Bereichen GUS-AKktivitét zeigten.

Zur Erzeugung transgener Pflanzen mit dem Ziel der LMV-Resistenz wurden zwei Varianten von
pathogen-abgel eiteten Konstrukten verwendet. Das erste Konstrukt enthalt die kodierende Sequenz der
Nla Proteinase (VPg und Pro) aus LMV-E und dazu die kodierende Sequenz des Proteins 6K2, des
mutmaldichen Membranankers der Nla Proteinase. Durch PCR-Mutation wurde die Proteinase-
Schnittstelle zwischen 6K2 und VPg zerstort und durch eine Hind 111-Schnittstelle ersetzt. Auf3erdem
wurden durch PCR Start- und Stopcodon eingefiihrt. Neben O. ecklonis wurde auch die Modelpflanze
Nicotiana benthamiana mit diesem Konstrukt transformiert. Die anderen LMV-abgeleiteten
Konstrukte enthalten nicht trandatierbare Fragmente des coat protein (CP) Gens in sense und
antisense Orientierung.

AuRerdem wurde O. ecklonis noch mit eéinem Konstrukt zur méglichen Induktion von Bluhverfrihung
transformiert, in dem das SPL3 Gen aus Arabidopsis thaliana unter der Kontrolle eines konstitutiven
Promotors steht. SPL3 ist ein mutmalllicher Transkriptionsfaktor, der an der Regulierung der
Bliteninduktion beteiligt ist, und dessen konstitutive Expression in transgenen A. thaliana zu

Bluhverfrihung flhrt.
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Nach der erfolgreichen Etablierung des Transformations- und Regenerationsprotokolls mit Hilfe von
Reportergenen wurden Transformationsversuche mit den LMV-abgeleiteten Konstrukten und mit dem
SPL 3-Konstrukt durchgefiihrt.

Regenerierte O. ecklonis, die auf selektivem Medium aus adventiven Sprossen entstanden, wurden
durch PCR mit konstruktspezifischen Primern auf Anwesenheit des Transgens Uberprift. Parallel dazu
wurde mit Primern, die ein Fragment eines fur A. tumefaciens spezifischen Gens amplifizieren, ein
PCR-Test durchgefihrt, um die Regenerate auf Kontamination mit A. tumefaciens zu Gberpriifen.

Fur die CP-Gen Konstrukte konnte bisher in keinem Regenerat das Transgen nachgewiesen werden,
das Konstrukt mit mutierter Proteinase-Schnittstelle wurde in drei Pflanzen nachgewiesen, in denen
keine Kontamination mit A. tumefaciens detektiert wurde. Das SPL3-Konstrukt wurde in acht
regenerierten Pflanzen ohne A. tumefaciens-K ontamination nachgewiesen.

Nach der erfolgreichen Regeneration transgener in vitro O. ecklonis stehen die Ubertragung in

Gewéchshauskultur und Testung auf Virusresistenz und Blihverfrihung noch aus.
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7. Anhang

7.1. Sequenz der cDNA von lettuce mosaic potyvirus

lettuce mosaic potyvirus (Stamm O): GenBank X97704

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

AAAATAAAAC

CAAGCAATTC

CTGCACTCAA

GAACCATTTC

TGATGICTAT

CTGGCACGAG

GAAATCAGCA

AAAACAAGAG

CAGAGGGITG

ACCAGAGCCT

ACAAGAGACC

CGAACAAGAT

AACTACTGCA

CTGGTCGCAG

CCCATACATT

GATGCATGAA

GCATTATAAA

CACGATTCTA

AACTGGCAAG

GGAAGGACAT

GCGTATTTCA

ATCAAGCGGT

CAGTATATTC

CACACACTCC

CGGATACTCA

AGATTTTGAT

AACCCAACAC

ACTTTCAAGC

GTACACCACA

AGAAGATACT

GAATGI CCAA

TGCGACCCAC

CCAGTTCCAG

CTTAACTTCT

CAATTTGGIT

AAGTGTGAAG

CGTGGAGATG

CTTGCATTCG

ACTATTGCAA

AGGAGGAGAG

CCAGCAATTG

CAACAGAAAC

CGGACGGTCGA

CTAAACGCAG

GGAACTAGAC

CGGAGAAGAG

GCTAGAGGECG

TACGTATTGA

GITGTTAGGG

ATCACGCACC

ACTTGITTCA

GITAAAGAAT

AACTCAAGAA

ATTCACAACA

TGTTCCCTTA

TAGCAGCCCA

CGTGTGAAGC

CAGCATTCGA

ATCTCGGACC

TCGCTGCAAC

CATTTACTGA

AGCCGGCTAG

GAAAAAGACT

CTTGCCTGAA

GGCGCAGGGA

CAAAGAAGAC

TTGACAAGAT

CTAAAACTCT

TGAACCAACA

AGAAAGAGTT

ATAATGGTGT

TAGATATACG

GTTGGCACAG

ACTCGTCAAA

GTAGGGTAGA

GTATGGITCA

TGCACAACAC

GTGGCACTGT

AATTCATACA

TTTTCAACCA

CAATCGCGAA

GCGGATAGGC

TATATACCAT

CCTTAACGAT

GGTGATCATT

CCCGGCACCT

ACTTGAAACA

GACCATCGCA

CCTTCAGGCG

CGCTAGCCTA

CCGATGITTG

CCTTAAGGTT

CTCAATTGCA

GCACACTACA

GACACTCATG

TGAAGIGGTA

GAGGCTGGTA

CATCCCCAAT

AACATGGACA

AATCATAGGA

TGGTGAAGTT

ATACAGCGAC

CCCAAAGGAC

CGCAGCACTT

AACAAACAAA

CAAATGGCAA

CACGGAACAA

TTCTATTATG

TCTTTGGACG

TTCATAACTG

GAGATCCCAA

GAAGTGTCAC

TCTGAACCAG

AAGCCAGAGG

CAGATGGAAG

AAACCTAGGT

GITTATAAAA

GACACCCTAG

GGAGGCTCAT

CCATCAAGAA

GCCTTTATAA

GGCTGCAGAA

AAGCTTAAAA

GGCCTGCGCC

GACTCAGAAC

AAATTTGGTT

ATAGATTCGC

GI'CGCACGAA

ATACTCCATA

TTAACTCAAA

TTCGCATTTT

CTCTAGACAA

ACTACACGAG

ATTGGGACGA

ACATAAAGAA

ATGCTAGGCT

AAGCGGAGGA

AATGGAAATG

TTGCCTCGGC

AGTCAGTCGA

TCGACAAAGC

TGGAGGGCAG

CCAAACCAAG

CTTGCGAAAA

CAGCTAGTGT

AGGTGGCCAC

ATCAAGTTGG

AACAAAAAGT

CTGCACATGA

CAATTGITAT

TATCCCCAGG

TAAGGCGACA

AAAGTAAGGT

ACTTCTGGAA

CCTGCACATC

CACTGITTCA
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1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

ATTTGGGAAA

GCTTGCCACG

TCCACGCTTC

GAATGGGAAC

ACCTTTCTCA

TGATGAGATG

GACTGAGAAC

ACACTTAAAT

GGGGCAGCGA

ATCCGATGGC

AATTGGTAAT

ATCGATTGAA

ATATCCATGC

GCCCACAAAG

AAAGGAAGCG

CTTGGCTATG

CGAGATAGCA

TAATATATTA

CGATCACGCA

CCATATTCTG

ATCTGAGATG

TGGTAGTGTC

CGAAGAGCAC

AATGATGCGC

TGCECGITCTG

GCAAACTGAT

TTCACTCGCA

GAATGAGATT

GGTGGAGGT T

CGTTCTTAGG

ATCACCTGTG

CGTGTTAATA

GIGCATGTAC

TTTGGAGCAT

CACGTAAATA

GCACAAGCAT

ATCCAAAAGG

CCGAGCCTTA

AGTTACCATG

TATAGCAAAT

TTGATCGTCT

GACCCTGGTC

TGCTGTGTAA

CATCATCTAG

GAAGGAAAGA

CTTGICGACG

GIGAAACAGC

GCTACATTTC

ACGAAAACAT

AAAGCCAACA

CAACACTACA

CCAACTCTAG

TCAATCCGGC

AGCCTCTTAA

ATGGCACTCT

CAGAGACTGA

AAGACACTTA

CTTGACGCGC

ATGATGGCCC

GACCAGAAGA

AAAAATGCGC

AGGAGATTGA

TCAATTTTCT

TTCAAGAGAC

AGTTGAATGC

CGAACCATGT

GCTCACTAAA

TGTGTGACAA

CCAAAAGGTT

ACACCATAAG

CTACGAACTT

TCACTAACCA

CAGATGAATA

TCCTAGGAAA

TGTTCGTAAC

TCCCAGAGGA

TCGGGGAGTG

ATCCAGACAC

TCCATGTAAT

CCGTGACACA

GAGTAGGGGEG

GAATTTCAGA

CAAATCTCCA

CAGAGGAACC

ACAACAGT GG

GCGCCACCGC

CAATCCAGAA

CTGCGGGACG

GGAGCGACAT

ATGAACTCAT

AATCGAGTAC

TGGAACCATA

CAGGTTAATT

GGAGAGGATA

TATCGICATT

CCTCGAAATC

GICATTCAGG

TCAACTTGAT

TTTCGACGGG

ACGCAATCCA

TGAATCACAT

GIGCGTGAGC

TGGTAAACCA

TGCCGGTGAC

AAAAGACGGA

TCAAGCTAAA

GCCCTCAATG

CCGAAGATCG

TGACTCATAT

ACTCGTCAAG

GGAACCAGAT

CCTCAGGGAC

AAGGTTGATC

ATACTTGITA

TTCCTTGGAG

CCAAATCCTA

TGCTATCTTG

ATCCTTATCG

GGATAAGGAA

AGAAAAAAGT

AAAAATCTAA

ATCAGTATTC

AAACAAGTGC

ATTGGGGATC

AAAGGTAATC

GCGCGATATC

AACAAGATCT

AAGAACGGCG

TACTTTGAAA

AATGGACATC

AGAAGAAGCA

AAAGAGGGAG

ACATTATCTG

CCCAAATATG

TATTGITACA

GATTTCACGA

ATGGATGI GG

GAGITACCTC

GGTTCAATCA

TTCGCGCATG

AAAGCACCCA

CTTGGAGT GG

AAGGCGATTT

ATCCTAAGTA

CGGACAATGC

AAACATCTAG

GAGGGTGGAG

TACAGACTGG

CTGGTGGACG

TATCTCATGG

CGCGAGATCGA

AAACTCAGCA

TCAATGCTAA

GAATGGATGC

AAGCAACGTC

TCAAAAACCG

CCGGTAAGGC

GGTTTGAATG

CCATCGACCC

GAAAGTITGGC

TGATTGGAGA

ATACTTTCAT

AGATTAAAAT

TGGATTTACC

TAAACATCTT

AGATGGCACG

CGACGCCTTG

GAATCTTAGT

CGACTGGATT

AGTCACTAGA

GGAAACCAGC

AATTAGAAAA

ATAGACCCCG

TTGTGrcccc

ATGAGITCTT

CAAAGAAAGT

CAGGATCACT

CAAAGCAGAC

TTGGATTTAG

ATTTGGAGGA
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3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

TTCGTGGCAC

GCGGGATACT

CAGTATCTCG

AGGCGCAGTA

GITAGCTAAA

TCTCCTCCTA

AGAGATGAAG

CTACAATAGC

GITCATAACA

AGAAGAAGAA

CGCTTTCACA

GAGITTATCA

CGTTGATGAG

AGGAAAAGAA

CCAATTGGTA

CACTCGTGAA

CCTCTTGCAA

GAAAGGAGGT

GCTTGGAAGT

TGGATCTAGT

TGCGCAAAGT

CAGTGCAATG

GGTATCAGCT

TGCTACAGAA

CTGTGATGCA

AGACATGITG

GACGATGAAG

TGTAGIGGCA

TTTCGGACAG

GAAAAGTATT

GCACTACCAT

TCTACTCCAG

GITGGATCTG

AAGAGAGTTA

TCAGTGCACT

ACACTGATAT

CATAAAGAGA

ACTTATTACG

CACCATGATC

GTAGAGCATC

GCTTTGGTGA

AAGCTCAAAT

ATCATTGACC

CTTTACTCTT

CGAGGCAACA

ACAGCTGCGA

GGTGGTGICG

GIGCTACTCA

AGTCCTTTTC

CAGGTAACTG

CTTAAGGCAT

GCGITTAGAT

ACGCCACCGG

AATGAACTAT

ACAAAGAAAG

AGCAAAATGT

TTAGGGAGTG

ACCAACATCA

AAGGTAGTCC

ACATATGGTG

TGTGTGGAAA

AAGTAATCCC

TTTCCAAAAG

GAGACAAGTG

ACATGATACC

CGCTAGGCGT

CGCTGGCAAA

AAATCCACGG

CAAAACTACT

AAGCAAAGCG

TGATGATGIT

CATTAGTATC

TATTTGATGA

CTCGCGTGGT

CGATGGCACA

GCGTGGCAGC

GCTCCGGTAA

TCGAACCAAC

ACCTGTCACC

TGGCCACGAG

ATGACTTTAT

GCTTGCTGCA

GAAGGAAGCT

CGATACAGCA

GAGACAACAT

TAAACGACAA

TGGAAGTAGA

TAGAAAATGG

CCATTCTTGA

AGCGCATCCA

ATTATCAGCA

AACAGGCGCC

CCCGATCTTG

GGTCGGAGTG

AGAACTAACG

AGCATTCCGG

GGAGGAGGAA

AAAGCACGCT

AGAAGTAGTIT

AGAGGATCAA

TGACAGCGAG

TACGTGCGAG

GAAGAAAGAA

GGATTCGACA

CTACAGAACA

CGAAATAGCA

GTCCACAGGT

TCGICCGITA

AAATTTGCGC

TGGTTATGCC

CATTTTCGAT

GGAGTTCGAG

TGACTTCAAA

ATTCGI CCAA

CTTGGTCTAC

AGGTTACAAA

AACAGTAGGC

CGTTACACTG

TAGCGAGCAC

AAGAGT GGGA

ATGCGAGCCT

GCAGATTTGA

CACCTAAAGG

CAAGTGCAAG

AACATATTGA

AACCTGACTG

CTACGTAAGC

GATGCCAAAC

GAATTTTACG

GCTAATCTCG

AGAAGTGATT

GATGATGTAC

ACTATAGATT

TTCAGTAAGT

GAGGGGCACT

CATAACGAGT

CTCCCATTTC

GCTCAAAACG

ATGCGAGGTT

TTACATTTCA

GAATGTCACG

TATCAAGGGA

CCAATGCACA

GGTCAAGGAA

GICTCAAGTT

GIGACAAAGG

ACCCCGCAGC

GATGTCGATG

CGAATGATTC

AGGGTTGGGEC

CGCGGCGATG

AAGGCAGATA

GAATTTGCTC

GCGTAAAATG

ACGTTGGAAC

GCCAGITTAA

GCATACGCAC

AAATCACTAA

AAGGTCCTGA

AACGCATTAT

GCGTGTACAG

GCCATCAGAG

TCGAGATTGA

GGT GGGACAA

TCATGACGTT

ATAGAGATAT

ATTTACACAG

TATACAAGCA

CTTGCAAGIT

TAGCGAACAA

TATTAGACGC

AGATCATAAA

TGGTCGATAT

CTGGAGTGAA

ACAACGAAGT

TTGATGGTAG

GGAAACACTT

TTGTGGTGGA

GGTATACAAA

GAAACAAAGC
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5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

3I
6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

TGGTTCTGCC

CGCAACAGAA

GAGCACAAGT

GCTGTCCCCC

TAACAGCCTC

AATACCGAAT

CCGCACAACA

CTTGCAGGAA

ATGTACATCA

CCCAGCAACA

CTTCCAAACA

TGACATGATC

AGCAGTCAGA

CTTCGACATG

TCACCAATCG

ATCCGGATAG

GAAGCACTGA

GCAGCCTTTT

GTACTTGGCA

TCCTTTATGG

CTGAGACAGT

GCAGTGACCA

ATTGATGACG

AACCTTTGGG

GCTAATGCGT

ATCAACAAGA

GICACAGCTA

AGGTCGAGAT

GACACAATCA

GAGACAGCAC

AAAGAAGCTC

AACAATGICG

AAAGAAGCTC

CCTGATATGC
GI'TTCAGAGC
GCAAAGACAG

G3
ACCACTGCTA

AAAGATTTAT

TTCAAGGACG

AAGCTCCGTT

CGCTGCTACC

TGGTGACGAT

GCGACGATGG

ATCCGGAAAA

CAACCCAGAA

CGAACAAGTA

ACTCCTATCC

TGTCAAGAAT

GCTCGGAGCC

GACTGGAGAA

CGAAGACATC

CCCTATAGCA

GTATGGCATT

ACGAAAGGAA

GATTTCTCAT

TTTTCTGACA

GAAGGAGAAA

CTTACCACAG

AAGACAAACA

GCTAGGGTTG

CCTGTAAAGC

GCAGCAATAT

GGTTTTGGTA

TGTGITTCAC
ATTGCACAGT
TTGACTTGGT
TCAAGTTGAA
CATTCTGGAA
CAGCTAAAAT
AGACAATCCA
GCAAAATAGC
TTGATGCCCT
ACACATGTAC
ACTCAACAAA
TCAACTTCGA
AGAAATTGGC
TCAGTAAACG
TC 3'

TGGTCTTCTG
3' GACT

GATGGGGACG

ATACGGACTT

AAGACAAGCA

ACACCACGAC

GGAATCAGAC

AAGCGCTCGA

ACCATTTATG

GCAGTATAAG

ATACACACTC

GATGGCCGAA

AATCTCAAAC

CCATTCTAGA

GTGCCAGGCT

AGAGGAGTAT

ACTCGGICTC

CGGCGTAGCC
ACGT CAAGCT

GGATGCGCTGA

TGCAGITCGA

LW2 5

ATCGACAAGC

5I
AACACTATTT

TGGGAACGAA

TCATCCGATT

TAAGTCTCGT

TCGAATCGGA

CAGCACTCGA

ACATAGCAGG

TTGCTCCAGC

ACGAAAGCAA

GCTTGCTTAC

ACACAATTAT

TCGA
AAGGGACAAC

LMV6260R

TGGAGCTGCG

AAATCGAAGA

TCTGGACCCG

CCAAGATGCC

GCACATGCGA

GATAGACATG

ATATGTCGAC

ACTGATCCCA

AACACTGITC

CAACGAATCG

TACAAACCAA

GAAGAAATAC

CCTGTCATGA

CGGACGATGC

GGTACAATAC

ATCAAACTAA

GAGTACAACT

ATCAAGGACG

GGTGATGCGG

TCTGTGAGTC

GAACGACAAA

TTCTCCATTA

GAGAACCTGC

GGAACTGGT G

GGGTGCATCG

Lw1l 5'

AAAGGCAGAT

ATTGGCGGCA
TTTCGAACGT
CACCAAGGCA

CAGCATCAAT
CAAGCAACGT
AAAAGTTTGA
ACCCAGCAAT
GCACGCTGGC
CCTTAGGTGC
TTCCAGAACA
GITTTGGGAG
CCTTCATGAT
AGATGGAATA
GTAGTATTGG
AAAAACTACA
ACGGGEEGTTC
ATGTCATTTA
GATATC
GGAATCAGAG
CATGGATGAT

T5 LW3
AAGGTAAACG

AAAGCTTGCA

AAGGTAAACG

AAGGTAGGCA

TATACGGAGA

TTTGTAAATA

CTCACAGGGA

TTTAGTAAGG

AACGGAATTA

ACCCCTCACA

AGAGAATATG

AAGGACAATC

AGGGGCTTAA

GATGGAATGA

CACCTATTCA

TTGAAGTTTA

AAGGGAAGAA

TGTATGGATA

AAACAATGGA

AAAGACTCAA

GAGCTTATCT

ACTCTTGCCA

AATTGCGTCA

CAATTACGGA

GAGATTACAA

AAGAGACAAT

GGCGCAACAA



106

6901

6961

7021

7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

7801

7861

7921

7981

8041

8101

8161

8221

8281

8341

8401

8461

8521

8581

8641

TGCCGTATTG

CAAAGTACTT

TCCGTTTCCA

TGGATCCTTA

ACCAGTGGAC

ACTTCCACTA

ACGACAAACA

AGATCCAGCT

GGGGGGCATA

GACAGACTTA

TCAATTGAAA

CACAGTCAAG

GGAGITCTTC

CACAAAAGAC

GITTTTGAAA

CGAATACGTT

TGCACTATAT

GAATATCTTG

GICACTCAAG

TACGGCAGCG

CTACTTCTAC

TGGTTGGAAT

ATCACAATTT

AAAATTCATG

TGTATACACA

CAGCGGACAG

CACGCTGCAC

CAATGGAGAC

CCAACATTGT

GGAAGAATTG

AGGGTTCAAT

CCTTGTGAAG

CAAAAGCTGA

TTCCAGGATA

AACAGCTTCT

GTATCATCAA

CAGAACTATC

TCAAAATCGT

AATCTCATCA
3' CCTCTGC

CGAGACATGG

GAAGGGACAT

AATTCCGTCC

AGAGCATCAC

TGTGGAAACA

ATGATGGATA

ATGCAGCGAT

GGGTGAAACA

ATAGTACCCC
GICATGICAA

TGAATACGTG

AATGGITATC

ACCGATCAAA

CAGCACCGTA

CTGGATCACT

CATAGTCGGA

GCCCGAAGAT

TTGGAAATAC

AAGAGAACCC
AGITATTCTA

TTCGGAGACG

CAGTACAGIT

TCAATCCAAA

GGCAACTTGA

GGTAAGTGCA

AAACCACTGA

ATCATGAAAT

GCCGAAGAAG

ACAGATGAAG

AGTGGAAAGA

AGAGAAAGCT

TCGGAACTGA

CCGCTCGACA

AGCAAAAACA

GAGCTCCTCA

GATAGITCTT

GAGGATTGGEG

GCGATCCTCA

CCATCCACGG

AAGTTAGGCT

GACCTGATCA

TTCAAAAGTT

TGGTTCATGT

AAGCAGT GGG

TGATGITTGA

TGGGAGCCTA

ACTCCACACC

GAGTCATAAA

AGGCAATCTT

AGAGGGATTA

GCAAACGACT

GACCTATGGA

CTCTGCTTGC

TCGAAGCACC

CGAAGTTACC

TGTCACCATT

ATCTTGGTGA

CTCCAGATTC

TAGTAGACAA

TTGAAGATGA

TCGCGATAAA

TGGGCCTAAA

CACATTGCGG

GAAGAGCACA

GCTATACCTG

CCAGAAGAGC

GATAACAGTG

ACCCTTAGAG

TCAAGCCCTG

CTTCGAGGGC

ATATACAGGT

AAAAGTCATG

TGGAAAAGTC

TTGGACAGTT

AGATGGECTGG

TCTCATCAAC

ACAGATCCTC

AACCATAGTG

CACATTGATG

GGAACAAGAC

ACCAGAACAC

TTACGATTTC

CATCAAGAAA

CTTCCGAATA

ATTCTCACAC

GGAGAGAAGA

TCTGAGACGA

ACAAAAGATG

ATCCACAGTG

TTTCATCAAA

AATCCAGATA

TTCAAAATAA

TAG 5'

CAAGACGAAT

AGCCAACTCG

CAAACACACG

CCCTTGAACA

GGCATCGICG

AGACTTGGAT

AATATGAAAG

TACGGTCCAG

AAGTTTGGAG

GCCAATAAGA

TGCGTTGATG

GGTATGACGA

GITTATTGCG

TCAGTGCTCA

AAAAATCTGT

AAGAAGTTCA

GITGTGITGG

TCTATGTGCA

GAATCATTAC

AACTCACGAA

GACGGAATTT

LwW4

CAACGCAGCT

CAGACTTCCC

TTTGCCTCGT

GCGTGACAAC

GCCATTGCGG

CTACGAGTITC

CACATCTTAT

ACATGGTITTG

ACAAATTAGT

GGTTTGCAAG

TAACAAAGCA

AAGAGGAAAA

GAGAAGCATT

ATTGCGACAC

TCAGTGGITG

CCECTGITGG

AAGAAAAAGA

TTTGGAATGG

CACGTGICTT

ACTTTAACAA

AGITTTATGG

ATGCAGATGG

GAATACGTTT

ACACAGAAAT

AGGGAAATAA

CTATGACATA

AGTACTTCGT

TGGATCAGTT

CGAGGAAGAA

TCATTCCAAA



107

8701

8761

8821

8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

9301

9361

9421

9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961

10021

ACTCGAACCA
TCCCTTAGAG
TGAAATTCGA
AGCGGGAAAA
AGCCAGCGAA
AGATGACGAT
AGGCAGTAAA
AGAGAAAGGA
TGGTAAACAC
CCGAGGTAAA
CATATCGAAC
TGACTACGAT
TATAGAAAAC
ACAAGTAGAA
AATGGCCCAC
GTATATGCCA
TTTCGACTTC
AATGAAGGCA
TTCAACCCiG
TACTCTCTTA
TATAAATCTA
TCCGTTAGTA

TCTAGITTCC

GAGCGCATTG
GCCATATGIG
AAATTCTACA
GCACCGTACA
GCGGAGTITAG
GATATGGATG
ACTGATGATA
AGITGGTITCTG
CORELl 3' G
ACCATACCTC
GIGCCTTTAA
ACACGT GCAA
GIGGATGATA
GGGACATCCC
TATGCTCTAA
TTCAGTGACG
CGATACGGAC
TACGAAACAA

GCTGCTCTAG
CITCICTTGT

TGTCAATCCT
CAGCAATGAT
AGTGGTGCCT
TAGCAGAGTG
AAAAATACAT
AGGTCTATCA
AGCAAAAGAA
GGCAGATGAA
TCGACTAATA
GTACAAAGGC
ACCTTGATCA
CCCAGAAACA
GTGGCATGCA
CGAATATAAA
AACCCATCAT
CAGCCGAGGC
GGCTACGAGG
CATCAGCGAC

TGGGAACACA
GCCTCTCCGA

GAAGAGAACA

CGGAGAGGCA

GGCGTGAGAG

TAATATAGTG

TTCTCTCCCT

GCTGTGAGGT

GGTTGCACTA

AGTGITTCAC

GTACTTCGCT

TTTACCTCGA

AGAGT GGGAT

CGAATCATGG

GGAACAAGCA

TGCTCTTAAA

GGAAGCTATA

TCAAGTAGAC

CTCAGCGGAT

GAAGGATGAC

AGGTCAGACC AGCCAGTGCA

GGTTACGACA AATTAACCCA

CCATATGCTG ATTTGGCGAA

CGATTATACA CCAGCAAGGA

CGCAGICTTG TCAATGATGA

GCAAACGCTTG ATGCAGGCCA

CCAAAGGATA ATATCATCAC

GACATCAACG CAGGGCTACA

GAAGGATGAC

GACATCAAC 5'

AATCACACAG

TTTGCTGGAG

GTACGAGTCA

ATTAATTCTG

TGGAACATGG

CGAACACGCG

GTACATTGAG

CTTGAACGAT

CCCAAATCGG

GAACAGACTG
GCTC 5

AAAATGAAGT

TACGAACCAA

TGGTACGACG

AACGGATTGA

GIGATGATGG

AAACCCACGT

ATGAGAAACA

ATGGGGCTAG

GCAAGAGAGG

TTTGGAATGG

CORE2

CACAGCCGCA GATGTAAATC

AAGGCGTGTG TTGGCATTTA

TCCTTTTATG TTTATGTATG

CGTGAGGECG TAGGTTCAGC

AGGTTGCTAG TCTGGTTTTC

TACCAATGAT

ACCAGAGAGA

GGGTTAAGAA

TGGTTTGGTG

ATGGTGAAGA

TTCGCCAGAT

AGAAGAAACC

CTCCCTATGC

CGCACAATCA

ATGGAGGCGG

AGAATATGCA

AAGACTGTAG

CACTTATTTG

TGAGGGCTTT

AGTCGGAGAC

Anhang 1 : cDNA der genomischen RNA von lettuce mosaic potyvirus (Stamm O) - GenBank
X97704 - und die Bindungsstellen der Primer LMV1, LMV2, LMV3, LMV4, CORE1l, CORE2
und LMV 6260R (identische Sequenzen unterstrichen).



