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IKNLEITUNG

1 EINLEITUNG

Im zentral- und nordeuropdischen Raum leiden uMgefZ0% der Bevdlkerung an
pollenassoziierten Nahrungsmittelallergien. Die titkeit dieser Pollen-Kreuzallergie hat
sich in den vergangenen 20 Jahren etwa verdodpeltViertel der Pollen-Kreuzallergiker
leidet unter einer M6hrenallergie. Dadurch sindggewungen, auf moéhrenhaltige Frischkost
zu verzichten. Die Kreuzallergie kommt durch einerofg Ahnlichkeit der
Aminosauresequenzen, d.h. der Proteinstrukturen, Rallen (besonders Birkenpollen) mit
einigen Aminosauresequenzen der Mohre zustandeUbéempfindlichkeitsreaktionen bei
betroffenen Menschen werden in den meisten Fallkechddas ProteinRathogenesis-related-
protein 10“ (PR10) hervorgerufen, das als das HauptalledgFrnviéhre bekannt ist. Es wird
vermutet, dass dieses Protein auch eine wichtigke Ro pflanzlichen Immunsystem spielt.

Zurzeit gibt es kein therapeutisches Mittegen diese Allergien.

1.1 PR-PROTEINE

Pflanzen aktivieren eine Vielzahl an physiologethProzessen als Antwort auf einen
Befall von potentiellen Pflanzenpathogenen. Dieswz&sse fluhren zu vielfaltigen
Abwehrmechanismen, beispielsweise zur Induzierungon v antimikrobiellen
Sekundarmetaboliten und antimikrobiellen Proteingie auch zum lokal begrenzten
programmierten Zelltod als eine Hypersensitivifaesaktion fypersensitive response: HR)
(Greenberg 1997; Staskawicz et al. 1995). Eine @uger durch Pathogenbefall und durch
ahnliche Stresssituationen aktivierten Proteinedist Gruppe der Pathogenese-assoziierten
Proteine (PR-Proteingpathogenesis-related proteins). Die PR-Proteine sind definiert als
Proteine, die von der Pflanze kodiert werden, atverdurch Pathogenese oder in ahnlichen
Situationen induziert werden (Antoniw et al. 198D)e Abwehr-assoziierten Proteine wurden
zuerst im Jahr 1970 in Tabak-Blattemdidotiana tabacum) nach einem Tabakmosaikvirus-
Befall (TMV) als hypersensitiv reagierende Protegmédeckt (Van Loon and Van Kammen
1970). Spater wurde ihr Vorkommen in mindestens Pffanzenfamilien nach Pilz-,
Bakterien- und Virus-Infektionen sowie nach Nematodund Insektenbefall entdeckt. Heute
sind 17 Familien der PR-Proteine in monokotylen undikotylen Pflanzen bekannt (Abb.
1.2) (Christensen et al. 2002; Van Loon et al. 20@ie PR-Proteine sind nach ihrer
Sequenzhomologie, serologischen, immunologischernenaymatischen Eigenschaften in die
verschiedenen PR-Familien eingeteilt (Van Loonl.€1294; Van Loon and Van Strien 1999).

Die PR-Proteine werden in erster Linie durch batten Stress wie z.B. Pathogenbefall

1
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induziert (Lo et al. 1999; Ruiz-Lozano et al. 1988;Gee et al. 2001; Hashimoto et al. 2004;
Guo et al. 2008; El-kereamy et al. 2009; Katiléaét 2010). Die PR-Proteine werden
zusatzlich zu den Pathogenen durch umgebungsbedBigessfaktoren wie Trockenheit,
Salzhaltigkeit, Verletzung des Pflanzengewebesw8anetalle, durch endo- und exogene
Elizitor-Behandlungen und durch Pflanzenwachstugwdegoren induziert (Dubos and
Plomion 2001; Liu et al. 2003; Hashimoto et al. £00ellouli et al. 201Q) Durch diese
Eigenschaften spielen die PR-Proteine eine wichtig®olle bei pflanzlichen
Abwehrmechanismen. Die PR-Proteine haben eine igeediolekulargrofie, sie sind stabil
bei niedrigen pH-Werten, sie sind warmebestandd)nesistent gegen Proteasen (Hoffmann-
Sommergruber 2000; 2002). PR-Proteine dienen alskéavon systemisch ausgeloster
Resistenz gystemic acquired resistance: SAR) und die PR-Proteine gehéren zu den so
genannten SAR-Genen (Ward et al. 1991; Van Loon\4d Strien 1999). Viele der PR-
Proteine werden durch die Phytohormone Jasmongd@e Salizylsdure (SA) und durch
Ethylen (ET) induziert (Thomma et al. 1998; Spdedle2003Verberne et al. 2003; Liu et al.
2006; Mei et al. 2006; Xie et al. 2010). Die Funken der PR-Proteine sind noch nicht in
ihrer Gesamtheit bekannt, aber mehrere Funktiooantien bereits festgestellt werden. Unter
anderem weisen die PR3 Proteine eine Chitinase@ktauf (Legrand et al. 1987) und die
PR2 Proteine zeigen eirfel,3-Glukanaseaktivitat (Kauffmann et al. 1987)r Bie PR10
Proteine wurde eine ribonuklease Aktivitat in matPflanzen nachgewiesen (Srivastava et
al. 2006; Yan et al. 2008). In mehreren Familien EIR-Proteine gibt es Proteine, die als
pflanzliche Allergene nachgewiesen wurden. Soldilergene Proteine gibt es in den PR-
Proteinfamilien 2, 3, 4, 5, 8, 10 und 14 (Hoffma&ommergruber 2000). Weitere
Eigenschaften der PR-Proteine sind im Abbildungahdegeben.

Etwas weniger bekannte Proteine sind die PR-alenidProteine FR-like proteins).
Sie sind Proteine, die eine Homologie zu den PRelRren aufweisen, die aber im Gegensatz
zu den PR-Proteinen auch durch entwicklungsabhé&nBgrgignisse induziert werden (Van
Loon et al. 1994).
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Familie ~ Typ der Mitglieder Eigenchaften

PR-1 Tobacco PR-1a Unknown

PR-2 Tobacco PR-2 B-1,3-glucanase

PR-3 Tobacco P, Q Chitinase type I, IL, IV, V, VI, VII

PR-4 Tobacco ‘R’ Chitinase type I, 11

PR-5 ‘Tobacco S Thaumatin-like

PR-6 Tomato Inhibitor I Proteinase-inhibitor

PR-7 Tomato Pgo Endoproteinase

PR-8 Cucumber chitinase Chitinase type 11

PR-9 ‘Tobacco “lignin-forming Peroxidase
peroxidase”

PR-10 Parsley “PR1” Ribonuclease-like

PR-11 Tobacco “class V” chidnase  Chitnase, type |

PR-12 Radish Rs-AFP3 Detensin

PR-13 Arabidopsis THI2.1 Thionin

PR-14 Barley LTP4 Lipid-transfer protein

PR-15 Barley OxOa (germin) Oxalate oxidase

PR-16 Barley OxOLP Oxalate-oxidase-like

PR-17 ‘Tobacco PRp27 Unknown

Abb. 1.1: Bekannte Familien der Pathogenese-assagiien Proteine. Modifiziert nach Van Loon et al.
(2006).

1.1.1 PR10-PROTEINE

Die PR10-Proteine wurden zuerst in Petersilienaelien Somssich et al. (1988) nach
einer Elizitor-Behandlung entdeckt und wurden zimst@ls PR1-Proteine gekennzeichnet.
Ein Jahr spater wurde das BirkenpollenallergenvBetals ein PR10-Protein von Breiteneder
et al. (1989) entdeckt, das bei den Kreuzreaktianeischen den Birkenpollenallergie und
Mohrenallergie eine Hauptrolle spielt (Gomez et1#96; Hoffmann-Sommergruber et al.
1999; Moneo et al. 1999; Ballmer-Weber et al. 20@i¢ PR10-Proteine sind generell saure,
proteaseresistente Proteine mit einer Molekularenaes 16-19 kDa (Walter et al. 1990). Sie
sind im Gegensatz zu vielen PR-Proteinen intralzetu Proteine, die eine strukturelle
Homologie zu Ribonukleasen aufweisen (Moiseyev let1894). Manche PR10-Proteine
zeigen pathogenunabhangige konstitutive Expressioster an. Es wurde nachgewiesen,
dass PR10-Proteine entwicklungsbedingt in versemed Pflanzengeweben und Organen
reguliert werden (Liu and Ekramoddoullah 2003).eEkonstitutive Akkumulation von PR10-
Proteinen wurde wéahrend des Pflanzenwachstums endEntwicklung unter anderem in
Blutenorganen (Constabel and Brisson 1995), int&l&t(Pinto et al. 2005) und in Wurzeln
(Walter et al. 1996; Sikorski et al. 1999) beobatHtir die PR10-Proteine sind wichtige

Aufgaben im pflanzlichen Immunsystem in verschiege®flanzenarten festgestellt worden.
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Es gibt Berichte Uber vielfaltige Funktionen des 1BfProteins in verschiedenen
Pflanzenarten, wie z.B. antimikrobielle Aktivitd&l¢res et al. 2002; Chen et al. 2010; Xie et
al. 2010), Ribonukleaseaktivitat (Park et al. 2084iyastava et al. 2006; Yan et al. 2008;
Zubini et al. 2009), antifungale Aktivitat (Chadaad Das 2006), enzymatische Aktivitaten in
pflanzlichem Sekundarmetabolismus bis hin zu Fomlen in abiotischen Stresssituationen
(Moiseyev et al., 1997; Samanani et al. 200d; and Ekramoddoullah, 2006). Auch eine
Rolle als ein Steroidcarrier wurde diskutiert (Neckkr et al., 2001Markovic-Housley et al.
2003). Eine ganz neue Funktion fur das PR10-Prateirde in der Erdbeere entdeckt. In der
Erdbeere spielt das PR10-Protein Fra a eine wiehiglle bei der Flavonoidbiosynthese
(Mufioz et al. 2010). Die Expression von PR10-Pnaeiwird in vielen Pflanzenarten durch
Viren (Park et al. 2004), Bakterien (Breda et &96@; Flores et al. 2002; Xu et al. 2003) und
Pilzen (Lo et al. 1999; Ruiz-Lozano et al. 1999; Géde et al. 2001; Liu et al. 2003;
Hashimoto et al. 2004; El-kereamy et al. 2009; I€agt al. 2010) induzierEine Verletzung
des Pflanzengewebes (Liu et al. 2005) sowie Trdodr(Dubos and Plomion 2001) rufen
eine Hochregulation der PR10-Proteine in einigetarRenarten hervor. Die genauen
biologischen Funktionen der PR10 Proteine sinddiligs noch weitgehend unbekannt (Liu
and Ekramoddoullah, 2003)Die PR10-Genexpression wird durch die Phytohormone
Jasmonsaure (McGee et al 2001; Liu et al. 2003kcBmsaure (Wang et al. 1999) und
Salizylsaure (McGee et al. 2001) reguliert. Viede BR10-Proteine sind bekannt als allergene
Proteine in Pflanzen. So sind beispielsweise daHr der Pfirsiche (Zubini et al. 2009), das
Dau ¢ 1 der Méhre (Hoffmann-Sommergruber et al.9)98as Mal d 1 des Apfels (Vanek-
Krebitz et al. 1995) und das Api g 1 des Sellefizeiteneder et al. 1995) als Hauptallergene
der jeweiligen Pflanzenart bekannt und gehdrenRighO-Proteinen an. Meistens sind die Bet
v 1-homologen Proteine in Pflanzen thermolabil, thre 3-dimensionale Struktur &ndert sich
beim Erwarmen. Die warmebedingte Strukturdnderwdyziert das allergische Potenzial,
aber die T-Zellepitopen bleiben bestehen und konweiterhin T-Zellen-vermittelt zu

allergischen Reaktionen fuhren (Bohle et al. 2006).

112 DAUC1

Die Moéhre QDaucus carota spp. sativus [Hoffm.]) gehdrt zu der Familie der
Doldenblitler (Apiaceae). In Deutschland war die hvEhanbauflache im Jahr 2005 die
viertgro3te Anbauflache fur Gemise nach Kohlgem&g@rgel und Salaten (Statistisches
Bundesamt Deutschland, Pressemitteilung Nr.451 26rti0.2005). Nicht nur als wichtiges

Nahrungsmittel ist die Mohre bekannt, sondern adedlurch, dass bei Birkenpollen-
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Allergikern haufig eine Kreuzallergie gegen MéhmenErwachsenenalter auftritt. Zusammen
mit Apfel und Haselnuss verursacht die Moéhre diefiggten Nahrungsmittelallergien bei
nahrungsmittelallergieleidenden Berlinern (Zuberbet al. 2004). Eine Kreuzallergie
zwischen Pollen und Mo6hren kann auch in Zusammenhait Beiful3pollen-Allergie
auftreten, aber in Europa tritt die Mohrenallengi@rster Linie mit der Birkenpollen-Allergie
auf. FUr die Kreuzallergie ist das Protein Dau ion Her Mdhre verantwortlich. Das Protein
Dau c 1 ist das Hauptallergen der MohBawjcus carota) (Hoffmann-Sommergruber et al.
1999). Etwa 98% der Mohrenallergiker reagieren aigses Protein allergisch und
produzieren Dau c 1-spezifische Immunologulin EEjlg\ntikdrper (Ballmer-Weber et al.
2001; Hoffmann-Sommergruber et al. 1999). Das Dal+Rrotein ist etwa 16 kDa grof3
(Hoffmann-Sommergruber et al. 1999). Es bestehtzeugs Isoformen, die als Dau ¢ 1.01 und
Dau c¢ 1.02 benannt wurden (Ballmer-Weber et al.520Ballmer-Weber 2008). Die
Aminosaurensequenzen dieser Isoformen weisen €dd6igeé Homologie zueinander auf
(Ballmer-Weber et al. 2005). Etwa 65% der Mohraargikern zeigen eine allergische
Reaktion gegen das Dau c 1.01-Protein und 38% gdgenDau c 1.02-Protein (Ballmer-
Weber et al. 2005Die Isoform Dau ¢ 1.01 kommt in funf Varianten word die Varianten
werden Dau ¢ 1.0101, Dau ¢ 1.0102, Dau ¢ 1.0108,d@5.0104 und Dau c¢ 1.0105 genannt
(Lin et al. 1996; Yamamoto et al. 1997; Hoffmanm®aergruber et al. 1999). Die Varianten
sind in ihren Aminosaurensequenzen sehr ahnlichinaoder. Zum Beispiel weisen
Aminosaurensequenzen der Varianten Dau ¢ 1.0103 Dad c¢ 1.0104 eine 97%ige
Homologie zueinander auf (Hoffmann-Sommergruberalet1999; Ballmer-Weber et al.
2005). Das Dau c 1 gehort den Pathogenese-asso#frbteinen (PR pathogenesis-related”
protein) der Familie 10 an (PR10; Hoffmann-Sommaogr et al. 1999; Hoffmann-
Sommergruber 2000). Das Dau c 1 ist ein Bet v 1dloges Protein. Das Bet v 1 ist das
Hauptallergen der Birke (Breiteneder et al. 198%) gseine Aminosaurensequenz ist zu 37-
38% mit der Dau ¢ 1 Aminosaurensequenz homologlrtgatWeber et al. 2005). Das
Backbone der kristallinen Strukturen von Bet v 1 und Dad ¢st in der Abbildung 1.2 zu

sehen.
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1.2 KREUZALLERGIE

Nahrungsmittelallergien bei Jugendlichen und Ehgaoen entwickeln sich haufig
aus einer bereits vorhandenen allergischen Sesghiing zu respiratorischen Allergenen,
d.h. aus einer Pollenallergie (Etesamifar and Witht998; Bohle et al. 2006). Die meisten
pollenassoziierten allergischen Reaktionen mit Rt und Gemuse hangen haufig mit der
Birkenpollenallergie zusammen (Etesamifar and W¢cithd998; Viehts et al. 2002). Das
Hauptallergen der Birkenpollen, Bet v 1, ist eispieatorisches Allergen. Es ist eines der
relevanten sensibilisierenden Proteine, das zur giakenassoziierten Kreuzallergie fuhren
kann und das sogenannte Birken-Frucht-Gemise-Synaerursachen kann (Ebner et al.
1995; Wensing et al. 2002; Bohle et al. 2003). Etwa 70%r cderwachsenen
Birkenpollenallergiker bekommen eine pollenasso&@id\llergie gegen Steinfrichte, Nusse
oder gegen bestimme Gemisesorten (Bohle 2(Dié). meisten Kreuzallergien mit dem
Birkenpollen-Allergen Bet v 1 entstehen mit FrichteerRosaceae (z.B. Apfel) und mit dem
Gemiuse deApiaceae (z.B. Mohre und Sellerie) (Vieths et al. 200Rer immunologische
Hintergrund der pollenassoziierten Nahrungsmitiedgle basiert auf der Kreuzreaktivitat
von humanem Immunoglobulin E (IgE) mit verwandterot€inen in Pollen (besonders
Birkenpollen), Frichten und GemusBie Aminosaurensequenzen dieser Proteine sind
einander ahnlich (Ebner et al. 1995) und dadurchrikbes zu allergischen Kreuzreaktionen.
Hierbei handelt es sich um eine Kreuzreaktion voméinen IgE-Antikdrpern, die gegen
Pollenallergene gerichtet sind, mit homologen Ajéaren in pflanzlichen Nahrungsmitteln
(Viehts et al. 2002)Das Bet v 1 gehdrt den Pathogenese-assoziiertaaifen der Familie
10 (PR10) ar{Breiteneder and Radauer 2004). Die Proteine aiushkegn und Gemise, die zu
einer Kreuzreaktion mit dem Birkenpollenallergent Bel fihren kdnnen, gehéren ebenso
den PR10-Proteinen an. Solche Bet v 1-homologengalhen Proteine sind z.B. das Mal d 1
des Apfels (Vanek-Krebitz et al. 1995), das Api dek Selleries (Breiteneder et al. 1995) und
das Dau c 1 der Mohre (Hoffmann-Sommergruber €1989). DaBackbone der kristallinen
Strukturen von Bet v 1, Dau ¢ 1 und Api g 1 istler Abbildung 1.2 zu sehen.

In Europa gehort die pollenassoziierte Nahrungshaitergie zu der haufigsten Form
der Nahrungsmittelallergien bei Erwachsenen unck e¢herapeutische Hilfe gegen diese
Allergie fehlt bis heute (Ballmer-Weber et al. 2D0®ie Kreuzallergie zwischen
Birkenpollen und Méhren verursacht eine Allergies deyps 1, die eine Sofortallergie ist
(Dreborg and Foucard 1983; Kazemi-Shirazi et 89)9Als eine der haufigsten allergischen
Reaktionen tritt das orale Allergie-Syndrom (OAS)t rden typischen Symptomen wie
Juckreiz und Schwellung der Mundschleimhaut, dergéuwund der Lippen auEtwa 70% der
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Pollenallergiker zeigen eine OAS als allergischak®en (Sicherer 2001; Roehr et al. 2004;
Yun and Katelaris 2009). Etwa ein Viertel der Bmgellenallergiker leidet unter einer
Mohrenallergie (Etesamifar and Wuthrich 1998).

Abb. 1.2: DasBackbone der kristallinen Strukturen von Bet v 1, Dau ¢ 1 urd Api g 1. Die kristallinen
Strukturen der allergenen Proteine der Birke (Bé&t n gelb), der M6hre (Dau c 1: in rot) und SedgApi g 1:
in griin) sind aufeinander gezeichnet. Die sekund&teukturelementen und die hoch konservierte @lghe
Schlaufe sind beschriftet (Markovic-Housley et24l09).

1.3 RNA-INTERFERENZ

Die Anwendung der RNA-Interferenz (RNAI) besitztsdBotenzial zur Herstellung
von hypoallergenen Pflanzen. Das RNAi-Phanomen &uwuan ersten Mal von Fire et al.
(1998) beschrieben, als sie @Gaenorhabditis elegans doppelstrangige RNA injizierten und
dies zu einem Abbau der transkribierten Boten-RM#&sgenger-RNA: mRNA) und somit
zur Reduktion der Proteinsynthese fihrte. Die ars®NA-unterdriickungsahnlichen
Ereignisse in Pflanzen wurde schon vorher in Petumintdeckt, als man versucht hat, ein
Schlusselenzym der Anthozyaninbiosynthese in déanimbliten zu Uberexprimieren. Ziel
des Versuchs war es, die Blutenfarben zu verstadieer sie wurden durch das eingefihrte
Gen vermindert (Napoli et al. 1990; van der Kroladt 1990). Vereinfacht ausgedrtckt
verbirgt sich hinter der RNAI ein Vorgang, in derm esingefiihrtes Gen das homologe
endogene Gen einer Zelle unterdriickt und damltegfil Dies wird RNAsilencing genannt
oder auch in Pflanzen apost-transcriptional gene silencing (PTGS) bezeichnet. Als erster
Schritt zum RNAsilencing muss eine doppelstrangige RNA (dsRNA) in der Zetihanden
sein. Dies kann z.B. durch RNA Viren oder kunstlidorch eine Transformation der
Pflanzenzellen zu transient oder stabil transgdtfeanzen erfolgen. Hierbei wird ein Gen in
das Genom einer Zelle eingefuhrt, die bei der Tkapson die dsRNA fir die Gen-
Unterdriickung bildet. Das eingefiihrte Gen muss hoghau einem endogenen Gen sein,
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dessen Funktion unterdriickt werden soll. Die daramskribierte doppelstrangige RNA
(dsRNA) wird durch ein Enzym namens Dicer erkanmdl in kleine 21-25 Nukleotide (nt)
lange Stlicke geschnitten (Bernstein et al. 200igsékleinen RNA Stlicke werdehort
interfering RNAs genannt (SiRNAs). Die siRNAs werden in ein@rriation von
argonautenhaltigen RNA-induziertesilencing Komplexen Agronaute-containing RNA-
induced silencing complexs: RISCs) integriert (Hammond et al. 2001). Der RIS@nplex
erkennt homologe mMRNAs, die eine komplementare &eguder siRNAs enthalten, und
bindet sich an sie durch Basepaar-Interaktionemidand et al. 2000), zerschneidet sie und
verhindert dadurch die Translation des mRNAs, wa¢ amderen Worten zur post-
transkriptionalen Stilllegung der mRNAs fihrt. Ifildhzen gibt es drei verschiedene RNA-
Unterdrickungswege (Baulcombe 200Der erste RNA-Unterdrickungsweg umfasst die
durch ~21 nt kleine RNA Stuckesnfall interfering RNA: siRNA) vermittelte post-
transkriptionale Gen-Unterdriickung (PTGS). Hierkenn die dsRNA aus RNA-Viren oder
aus transferierten RNAi-Konstrukten stammen. DeeivRNA-Unterdriickungsweg beruht
auf einer Klasse von endogenen kleinen RNAs, dekrdviRNAs (miRNAs). Sie werden
durch das Enzym Dicdrke 1 aus miRNA-Genen transkribierten miRNA-Vorlaufemzeugt.
Die miRNA-Unterdrickung des Zielgenes fuhrt durcheeBasenpaarung der miRNAs mit
den Ziel-mRNAs entweder zur Hemmung der Translatider zur Degradation der mRNAs.
Der dritte RNA-Unterdriickungsweg beinhaltet einanskriptionale Gen-Unterdriickung.
Dabei fuhrt eine siRNA-gelenkte Chromatin-Modifikat zu DNA- und Histon-Metylierung,
wodurch die Transkription der betroffenen Gene nanteckt wird.

In Pflanzen kann die RNAi-Unterdriickung durch eimpplelstrangiges (ds) RNA-
Konstrukt in Form einer Haarnadel induziert werd@/esley et al. 2001). Diese Form der
Haarnadel-RNA wirdhairpin RNA (hpRNA) genannt. Die hpRNA besteht aus zweli
komplementdren RNA-Strangen, die eine dsRNA bildBrese komplementaren RNA-
Strange sind durch ein einstréangiges Intron vomelaa getrennt. In der Abbildung 1.3 ist
eine hpRNA schematisch abgebildet. Die effektinBMA-Supprimierung wird mit hpRNAs
in der Grof3e von 98 bis 853 Nukleotiden in vieldélafzenarten erreicht (Wesley et al. 2001)
und die RNAi-Unterdriickung mittels hpRNA funktiortiellber den viralen Abwehrweg
(Fusaro et al. 2006). Ein RNAi-Konstrukt fir dieRIgA kann unter anderem mit Hilfe von
Agrobakterien in die Pflanzen eingeschleust werddrerfir wird die Information der
komplementaren RNA-Strange, des Introns und eiremBtor-Region in das Agrobakterium
kloniert. Bei einer Infektion einer Pflanze durdlesk transgenen Agrobakterien wird ein Tell

der transferierenden DNA in die Pflanze eingesdtleund in das pflanzliche Genom
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integriert (Tinland 1996; Winkler et al. 1998). Nadiesem Prinzip entsteht eine stabil
transgene Pflanze. Der verwendete Promotor verirsdann die Transkription des RNAI-
Konstrukts. Der in dieser Arbeit verwendete BlumamkMosaik-Virus 35S-Promotor

(cauliflower mosaic viral 35S promoter; CaMV35S) sorgt fur eine effektive konstitutive
Transkription (Odell et al. 1985; Sanders et a87)9

RNA —

RNA

Abb. 1.3 Schematische Darstellung einer hairpin RNABei der Haarnadel-RNA sind zwei komplementére
RNA-Strénge zu einer doppelstrangigen RNA zusammlegt) und sie werden durch ein einstrangiges Intron
voneinander getrennt (rot umgeben), das dieses Rbistrukt ihre Haarnadel-Form verleiht.

Im Vergleich zur traditionellen Pflanzenztchtungnéglicht die RNAi-Methode die
simultane Ausschaltung von Proteinen in multigerfeamilien (auf Sequenzhomologie
basierend). In Kombination mispezifischen Promotorelementen kann RNAi auf das
Zielgewebe eingeschrankt werden, wobei die negatisééekte des Proteinfunktionsverlusts
minimiert werden (Le et al., 2006). Mit der RNAIi-drenologie wurden bereits in mehreren
Pflanzen allergene Proteine supprimiert. Es gibtidBée Uber die RNAi-vermittelte
Suppression des Mal d 1-Proteins in Apfel (Gilisséml. 2005), der Lyc e 1- und Lyc e 3-
Proteine in Tomaten (Le et al. 2006; Lorenz eR@06) und des Ara h 2 in Erdnuss (Dodo et
al. 2008). Bei diesen Allergen-supprimierten Pfiamzavurde eine deutliche Reduktion der

Allergenitat der Frichte nachgewiesen.

14 TOTIPOTENZ VON PFLANZENZELLEN

Die Totipotenz beschreibt die Fahigkeit einer Zellsich unter geeigneten
Bedingungen zu einem vollstdndigen Organismus awiekeln (Wagenitz 2003). Die Zellen
der M6hre Daucus carota) besitzen diese Fahigkeit. Es gibt viele Beridhiber diein vitro
Vermehrung von Mdhren (Steward et al. 1970; Imarale2002; Pant and Manandhar 2007,
Mikschofsky et al. 2009). Die Totipotenz der Méthrelen wird auch bei der Transformation

der Moéhrenzellen genutzt. Dabei werden einzelne rgtdtellen transformiert (Imani et al.
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2002) und aus diesen einzelnen transgenen Zellahsivéeine Mohrenpflanze Uber die

somatische Embryogenese heran (Li und Neumann 1985)

1.5 PILZLICHE PHYTOPATHOGENE
1.5.1 ABWEHRMECHANISMEN GEGEN NEKROTROPHE PILZE

Pflanzen werden von zahlreichen Phytopathogenéalldr® Es gibt Pflanzenviren,
Bakterien, Pilze sowie Insekten und Nematoden, meie Pflanze als Wirt fiir ihr Uberleben
dient. Wahrend der Koevolution von Pflanzen und h&geénen haben Pflanzen
Abwehrmechanismen entwickelt, die sie vor den Rghen schitzen. Die
Pflanzenabwehrmechanismen gegen nekrotrophe Piztelen aus der Synthese von
toxischen reaktiven Sauerstoffspeziesag¢tive oxygen species: ROS), der Produktion von
antimikrobiellen Metaboliten wie Phytoalexinen, lizierung von phytohormon-regulierten
Signalwegen und der Induzierung von PR-Proteingg#l{Penninckx et al. 1998; Thomma et
al. 1998; Van Wees et al. 2003; Glazebrook 200%s® Abwehrmechanismen dienen zur
Eliminierung des Pathogens und zur Begrenzung efzdlénen Gewebeareals. Der Gehalt an
den Phytohormonen Jasmonsaure (JA) und Ethylengteigt in der Pflanze nach dem Befall
von nekrotrophen Pilzen (Thomma et al. 1998; VareVet al. 2003) an. Das Phytohormon
Salizylsaure (SA) scheint keine grofRe Rolle bei Abwehr von nekrotrophen Pilzen zu
spielen, aber es wirkt bei der Abwehr mit (Glazelkr@005). Durch Jasmonsaure werden
unter anderem die PR-Proteine PR3 und PR4 aktidédamma et al. 1998).

1.5.2 NEKROTROPHE PILZE

Die pilzlichen Phytopathogenélternaria dauci ([Kuhn] Groves & Skolko)
Alternaria radicina (Meier, Drechsler & Eddyund Botrytis cinerea ([de Bary] Whetzel)
gehoren der Klasse der Ascomycetes an (Sitte eRQfl2). Alle drei Pilze haben eine
nekrotrophe Lebensweise, und wenn sie Pflanzenléfaerursachen sie Nekrosen auf den
Pflanzen.

Alternaria dauci (A. dauci) verursacht die Pflanzenkrankheit M6hrenschwarme ist
eine der schadlichsten Blattpathogene der MohrardFaet al. 2004).A. dauci ist
verantwortlich fur gravierende pilzliche Schadei ldéhren weltweit. Die Verluste durch.
dauci konnen 40 bis 60% erreichen (Ben-Noon et al. 20Dig Krankheitssymptome sind
auf den Blattern als dunkel werdende Stellen ziererkn. Die M6hrenschwérze ist bei
kultivierten und Wildtyp-M6hren bekannt (Simmon9895).
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Alternaria radicina verursacht die Pflanzenkrankheit Schwarzfaule ishdn erster
Stelle ein M6hrenpathogen (Pryor and Gilbertson12@@rrar et al. 2004). Neben der Méhre
kannA. radicina auch Petersilie, Sellerie und Fenchel befalleesBi Pilz befallt die Wurzel,
selten die Blatter (Farrar et al. 2004). Seit detdEckung vorA. radicina gab es Meldungen
Uber diese Pflanzenkrankheit von allen Hauptmohuemsregionen der Welt (Simmons,
1995). A. radicina produziert auf Mohren die Mykotoxine Radicinin, ifadicinol und
Radicinol. Diese Mykotoxine stellen jedoch kein iRisfir Menschen dar (Solfrizzo et al.
2005). A. radicina-Sporen kénnen durch Wind verbreitet werden, was 8ehutz der
geernteten Mohren erschwert (Pryor and Gilbertsa®il2 Farrar et al. 2004). Die GroRRe der
Schaden durchA. radicina sind nicht bekannt. Es sind bis jetzt keine resi&n
Mohrensorten gegen diese beidAtlernaria-Krankheiten entdeckt worden (Farrar et al.
2004).

Botrytis cinerea (B. cinerea) besitzt ein sehr grol3es Wirtspflanzenspektrumhefdllt
von Bohnen bis zu Weinreben sehr viele PflanzengBérner 2009)B. cinerea verursacht
die Pflanzenkrankheit Lagerfaule, besser unter Namen Grauschimmel bekannt. Bei
Lagerung von Mohren kommt es haufig Bu cinerea-Infektionen (Goodliffe and Heale
1978). In erster Linie befalB. cinerea geschwachte Pflanzen und bevorzugt wasserreiches
Gewebe (Borner 2009).

Diese drei vorgestellten Pilze verursachen einéel#ichen agronomischen Schaden
an Mohrenernten und sind die Hauptverursacher i@rMbhrenernteverluste (Farrar et al.
2004; Baranski et al. 2006).

1.6 SALIZYLSAURE IN DER PFLANZENABWEHR

Die Salizylsaure (SA) ist nicht nur als ein Phytohon bekannt, sie ist auch in Form
eines synthetischen Derivats der SA als das Schnmiger Aspirin bekannt. SA ist eine
phenolische Verbindung und wird den sekundaremdliastoffen zugeordnet. Die chemische
Struktur der Salizylsaure ist in der Abbildung 1A) zu sehen. SA spielt unter anderem bei
der pflanzlichen Keimung, dem Wachstum, der Respimaund bei der Abwehr gegen
Phytopathogene eine Rolle. Die SA-abhangigen Sigggeé werden durch die sogenannte
Hypersensitiven Reaktion (HR) und durch den Bdfaktimmter Phytopathogene ausgeldst
(Glazebrook 2005). Die HR fiihrt zum lokalen Abstarldes Pflanzengewebes. Die Zunahme
an SA fuhrt zu systemisch ausgeloster Resisssteic aquired resistance: SAR) (Gaffney
et al. 1993; Delaney et al. 1994) und dadurch Zivierung von mehreren antimikrobiellen

Genen, wie z.B. den Pathogenese-assoziiepathdgenesis-related: PR) GenenPR1 und
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PR10 (Uknes et al. 1992; McGee et al. 2001). Die sysemausgeltdste Resistenz fuhrt zu
andauernder und ausgedehnter Resistenz gegenidnakivon vielen Pathogenen (Viot et al.
2009).

Der SA-Biosyntheseweg ist noch nicht liickenlos geklAbb. 1.4 B). Es ist bekannt,
dass L-Phenylalanin zu SA konvertiert werden kaDies erfolgt Uber mindestens zwei
Schritte. Zuerst wird das L-Phenylalanin durch Eienylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) in
Zimtsaure umgewandelt und dann vermutlich in BesZoee. Anschlielend wird die
Benzoesaure durch die Benzoesaure-2-Hydroxylasdykedrt in Salizylsaure umgewandelt.
Die Salizylsdure induziert anschlie3end die lokahel systemische Resistenz der Pflanze
sowie die Synthese der PR-Proteine. Die Zimtsdarm lauch tGber weitere Synthesewege zu
Flavonoiden und Lignin umgewandelt werden. Der tg0[@eil der synthetisierten
Salizylsdure wird durch das Enzym Salizylsaure-Gytransferase (SAGT) in SA -
Glukoside (SAG) umgewandelt (Lee and Raskin 1996arDet al. 2005). Die SA @
Glukoside werden aktiv aus dem Cytosol in die Va&umansportiert, wo sie wahrscheinlich
gelagert werden. Bei Bedarf kdnnen die SAGs zudiclSA umgewandelt werden (Dean et
al. 2005). Allerdings kann SA synthetisiert werdeenn der Phenylalaninsignalweg inhibiert
ist (Mauch-Mani and Slusarenko 1996; Coquoz et18P8). Daher muss es noch einen
anderen SA-Syntheseweg geben. Ein weiterer SA-8gatireg wurde irabidopsis sid2-
Mutanten (sid2: ein Abwehr assozziertes Protein Aiabidopsis) entdeckt. Hierbei verlauft
die SA-Synthese Uber den Shikimisaureweg. Im erStmwitt wird das Chorismat durch die
Isochorismatesynthase (ICS) in Isochorismat umgdeianund anschlieRend durch eine
Pyruvatlyase (PL) in Salizylsdure und Pyruvat gispgAbb. 1.5) (Wildermuth et al. 2001).
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Abb. 1.4: Chemische Struktur und die Biosynthese vo Salizylsdure.Die Salizylsdure ist eine phenolische
Verbindung mit einem aromatischen Ring (A). Die Bissynthese fangt bei L-Phenylalanin an und filtweri
Zimtsdure und Benzoesdure zu Salizylsdure. PRhenylalanin-Ammoniak-Lyase, BA2HBenzoeséaure-2-
Hydroxylase, SAGT: SA-Glykosyltransferase. Mod#itinach Lee et al. (1995).

ICS PL

. Salizylsaure
Chorismat = |sochorismate y

und
Pyruvat

Abb. 1.5: Die Biosynthese von Salizylsaure tber deshikimisdureweg.Im ersten Schritt wird das Chorismat
von Isochorismatesynthase katalysiert in Isochatsmmgewandelt und anschlie3end durch die Pyruasgiyn
Salizylsaure und Pyruvat gespalten. ICS: Isochaissynthase, PL: Pyruvatlyase.

1.7 ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT

Im Vordergrund dieser Arbeit steht das allergerad®n Dau ¢ 1 der Mohrdb@ucus
carota). Es ist das Hauptallergen der Mohre, etwa 98%NMi@nrenallergiker reagieren auf
dieses Protein allergisch. Das Dau ¢ 1 gehért ruRBhogenese-assoziierten Proteinen der
Pflanzen. Diese Proteine spielen eine wichtige&Riotl pflanzlichen Immunsystem, aber die
Funktion des Dau c 1 ist in diesem Zusammenhan$) nobekannt. Ziel des Projektes ist
einerseits die Herstellung von hypoallergenen Mohrattels der RNA-Interferenz (RNAI)-
Strategie, wobei die Dau ¢ 1-Isoformen Dau ¢ 1.0d Dau c 1.02 unabhéngig voneinander
in Mohren supprimiert werden sollen. Andererseitdas Ziel, die Bedeutung dieses Proteins

fur das pflanzliche Immunsystem zu klaren. Durcle #lerstellung von hypoallergenen
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Mohren kann erstmals die Funktion der allergenemefre fir das Immunsystem der Méhre
untersucht werden, indem man die Resistenz derdiigogenen Mohren im Vergleich zu
Wildtypmohren analysiert. Da die Dau ¢ 1-Isoformarabhéngig voneinander mittels RNAI
unterdruckt werden, kdnnen die Auswirkungen desldfshjeweils einer Dau c¢ 1-lIsoform
analysiert werden. Diese Analysen werden mit mh#h Phytopathogenen durchgefihrt.
Gleichzeitig schaffen die hypoallergenen MohreneeMoglichkeit fiur die betroffenen

Allergiker, frische Mo6hren zu verzehren. Daher vesrdHautreaktionstests mit den
hypoallergenen Mohren an Mdhrenallergikern sowke-Reaktivitdtsanalysen mit Seren von

Mohrenallergikern von unseren Kooperationspartemechgefuhrt.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

Die bei dieser Arbeit verwendeten Chemikalien uatbdrmaterialien wurden von den Firmen
Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland (D)), Sigkidrich (Minchen, D), Roth

(Karlsruhe, D), Merck (Darmstadt, D), Invitrogen gitsruhe, D), Qiagen (Hilden, D),
Promega (Mannheim, D), Fermentas (St. Leon-Rot, &3stedt (Nurnberg, D), Greiner
(Solingen, D) und Duchefa (Haarlem, Niederlandeplgen.

2.1  PFLANZENMATERIAL UND ANZUCHTBEDINGUNGEN
Diese Arbeit wurde mit Mohren D@ucus carota spp. sativus cv. Rodelika)
durchgefuhrt. Die Samen stammten von der BingentreBaatgut AG (G280A).

2.1.1 OBERFLACHENSTERILISATION DER MOHRENSAMEN

Mohrensamen wurden zweimal mit,®hest gewaschen und fur eine Minute in
70%iges Ethanol gegeben. Anschlie3end wurden digeeBan ein Glas mit 3%igem NaOCI
und einem Tropfen Tween 20 Uberfuhrt und fir 1,%n8én geridhrt. Unter sterilen
Bedingungen wurden die Samen in ein Sieb gegebdrdrei Mal fir jeweils drei Minuten
mit H.Ogestgewaschen. Samen, die nicht sofort weiterbeathgiteden, wurden unter sterilen

Bedingungen getrocknet und bei 4°C gelagert.

2.1.2 IN VITRO KULTIVIERUNG VON MOHREN
2.1.2.1 Herstellung von Méhrenkallus- und Zellkultuen

Oberflachensterilisierte Mohrensamen wurden auérairB5-Agar (Gamborg et al.
1968) in Babynahrungsglasern unter sterilen Bediggn im Gewebekulturraum (siehe Tab.
2.1) kultiviert. Die Petiolen gekeimter Pflanzenrden unter sterilen Bedingungen in ca. ein
cm lange Stlcke geschnitten, um nachfolgend Kabetstum auf B5-Agar nach Zugabe des
synthetischen Hormons 2,4-Dichlorphenoxyessigs§Rré-D; B5-Agaf*™®) zu induzieren
(Abb. 2.1 D). Der Kallus diente als Ausgangsmatédtiadie flissigen Zellkulturen (Abb. 2.1
A), die fur die Transformation benétigt wurden. Hiie wurde ein Kallus (& 1,5 cm) in 300
ml flissiges B5-Medium*® gegeben und unter Schiitteln (100 rpm) bei gleichen

Anzuchtbedingungen kultiviert.
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B5-Néhrmedium oder —Agar 10x Stammlésung B5
Saccharose 20 g/l Makroelemente
Caseinhydrolysat 250 mg/I NalPOy2H,0 1,59/
10x B5-Stammisg. 100 ml/I KNO 30 g/l
Fe-EDTA-Isg. 10 ml/I (NE-SO, 1,34 g/l
Mg-Lsg. 7 ml/l MgS@7 H,O5
Vitamin-Lsg. 1 mi/l CaG#2H,0 1,59/l
Myo-Inosit-Lsg. 10 ml/l
optional: 2,4-D-Lsg. 5 ml/I Mikroelemente
pH: 5,70-5,72 MnSgH,0 100 mg/I
optional: Gelrite 4 gl EBO3 30 mg/l

ZnSQe7 H,O 20 mg/l
NaMoO4eH,0; 2,5 mgl/l
CuSQe5 H,0O 0,25 mg/l
Kl 7,5 mg/l

Fe-EDTA-LGsung Mg-LGsung
Fe-EDTA 4,63 g/l MgS@7 H,036 g/l

Vitamin-L6sung100mL Hormonl6sungen
Nikotinséaure 50 mg Myo-Inosit-Lésung 100 ml
Thiamin 10 mg Myo-Inosit 500 mg
Pyridotaxin 10 mg

2,4-D-L6sung 100 ml (100 ppm)
2,4-D 10 mg

(in 1-2 ml absolutes Ethanol vorldsen)

2.1.2.2 Kultivierung von Mohren-Kalluskulturen
Die Wildtyp-Kalluskulturen wurden auf B3P-Agarplatten (@ 9,4 cm) im

Gewebekulturraum kultiviert. Sie wurden alle 3 bis Wochen auf frischen B5™-
Agarplatten subkultiviert.
Die transgenen Kalluskulturen waren durch die Ti@nsation mit pK7GWIWG2(1l)-Dau ¢
1.01- bzw. -Dau ¢ 1.02 in die MOhrenzellen und dwlen Einbau des RNAi-Konstruktes in
das Genom der Méhrenzellen gegen das Antibiotikianafnycin resistent. Dadurch wurden
sie auf B5*P Agarplatten kultiviert, welchen 100 mg Kanamycio jiter Medium zugeben
wurde. Das Kanamycin verhinderte das Wachstum vont transgenen Mohrenzellen Die

Kultivierung sowie die Subkultivierung erfolgte whei den Wildtyp-Kalluskulturen.

2.1.2.3 Kultivierung von Méhrenzellkulturen

Die Wildtyp-Zellkulturen wurden in 300 ml Erlenmekelben (siehe Tab. 2.2) im B5-
Mediun?*® kultiviert. Sie wurden alle zwei Wochen in einemuen Erlenmeyerkolben mit
frischem, fliissigem B5-Mediuft® subkultiviert. Hierbei wurde die Zellsuspensioneim
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Becherglas uberfuhrt, und, nachdem sich die Zelbgesetzt hatten, der Uberstand
verworfen. Etwa 2 ml der Zellen wurden in den neddenmeyerkolben subkultiviert.

Die RNAi-Zellkulturen wurden ebenso alle zwei Woghsubkultiviert. Die Kultivierung
erfolgte in 100 und 250 ml Erlenmeyerkolben (sidfab. 2.2). Zu dem B5-Mediumi®

wurde 100 mg/l Kanamycin zugegeben.

2.1.2.4 Kultivierung von frisch transformierten Mohrenzellen

Die frisch transformierten Mohrenzellen wurdeneinen 100 ml Erlenmeyerkolben
mit frischem B5-Mediufi*® und Antibiotika (Kanamycin und Ticarcillin) im
Gewebekulturraum (siehe Bedingungen in Tab. 2.1jviert. Kanamycin verhinderte das
Wachstum von nicht transgenen Zellen und Ticarcitiente zur Eliminierung der zur
Transformation verwendeten Agrobakterien.
Diese Zellkulturen wurden alle zwei Wochen gewanalmed subkultiviert. Hierbei wurde die
Zellsuspension in einem 50 ml Reaktionsgefal3 (@reisolingen) Uberfihrt und, nach
Absetzung der Zellen, der Uberstand verworfen. Bslen 30 ml frisches B5-Mediuifi® zu
den Zellen geben und die Reaktionsgefal3e wurden Mireuten mit 3000 rpm bei RT
zentrifugiert (Rotina 48R, Hettich, Tuttlingen). DEberstand wurde abdekantiert und der
Waschgang wiederholt. AnschlieBend wurden 1-2 mml fglsuspension in einem neuen
Erlenmeyerkolben mit frischem B5-Medidfianic subkultiviert.

Antibiotika
Kanamycin 1 ml/l (100 mg/ml in D)
Ticarcillin 1 mi/l (150 mg/ml in HO)

Tab. 2.1: Kulturbedingungen der Mdhrenkulturen. In der Tabelle sind die Kulturbedingungen deritro
Mohrenkulturen sowie die Kultivierungsbedingungear dMiohrenpflanzen mit dem jeweiligen Tag/Nacht-
Zyklus, Temperatur und Lichtintensitéat angegeben.

Anzuchtraum Tag/Nacht-Zyklus Temperatur Lichtintensitat
(Std.) (Tag/Nacht)
Gewebekulturraum 16/8 24 ca. 47 umof st
Kleiner Anzuchtraum 16/8 18 160 pmol’ra”
Anzuchtschrank 16/8 22/18 160 pmol s’
(Vétsch, Balingen)
Gewéchshaus 16/8 20/16 160 pmdl st
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Tab. 2.2: GroRe der Erlenmeyerkolben und das Volume des eingesetzten Mediums der
Mohrenzellkulturen. In der Tabelle sind die GroRen der verwendetemBréyerkolben und das Volumen des
eingesetzten flissigen B5-Mediums fiir die Zellsaspmen angegeben.

Grol3e der Erlenmeyerkolben Volumen des flissigen BSlediums
100 mi 30 ml
250 ml 70 ml
300 ml 100 ml

2.1.3 HERSTELLUNG VON PFLANZEN AUS DER ZELLKULTUR

Fur die Herstellung von Pflanzen aus der Zellkulivurden Zellen bei der
Subkultivierung mit B5-Medium ohne das 2,4-D-Hornmgewaschen (siehe Kapitel 2.10) und
in ein 2,4-D-freies B5-Medium tberfuhrt. Das 2,4ubBterdrickt die Entwicklung der Zellen
und durch das Fehlen des 2,4-D’ konnten die Zealeh Uber die somatische Embryogenese
zu Embryonen (Abb. 2.1 B) und anschlieRend zu kkeiRflanzen (Abb. 2.1 C) entwickeln.
Nach der Uberfiihrung der Zellen in das B5-Mediunrden die kleinen Embryonen nach
etwa vier Wochen auf B5-Agarplatten tberfuhrt. Aliésen Agarplatten entwickelten sich
aus den Embryonen kleine Pflanzen. Die kleinennRé#a wurden in Babynahrungsglasern
auf B5-Agar umgesetzt (Abb. 2.1 C). Nach Erreicheme Blatthohe von etwa 5 cm und nach
der Entwicklung der Wurzeln, wurden sie in Sera@ilstry-(2:1)-Gemisch getopft und fur
eine  Woche in einem handelsublichen Minigewachshak&limatisiert. Nach der
Akklimatisierung und fortschreitendem Wachstum E#éanzen (etwa ein Monat) wurden die
Pflanzen in groRere Topfe (11x11x12 cm) in ein Gemiaus Erde und Sand (5:1) umgetopft
und in einem Anzuchtschrank (siehe Tab. 2.1) fireriweiteren Monat kultiviert und
anschlieBend ins Gewéachshaus umgesiedelt.

2.1.4 KULTIVIERUNG DER TRANSGENEN PFLANZEN

Die transgenen Pflanzen wurden nach dem gleichieaip aus Méhrenzellen erzeugt
und kultiviert wie die Wildtyp-Pflanzen (diese K&gdi 2.1.3). Bei den transgenen Linien
wurde allerdings bis zur Kultivierung der einzeln@flanzen immer das Antibiotikum

Kanamycin (100 mg/l) zum B5-Medium sowie dem Agagesetzt.
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~ 2 Monate
~1 Monat

~ 2 Monate

~ 3 Monate

2

Abb. 2.1: Generierung transgener Mohren.In der Abbildung ist der Generierungszyklus tramsgeMohren
abgebildet. Die Zellen der Mohrensuspension (A)dear transformiert und nach der Eliminierung der zur
Transformation bendétigten Agrobakterien bilden sigh Zellen im 2,4-D-freien Medium zu kleinen Embngn

(B) um. Uber die somatische Embryogenese wachsemen Zellen kleine Pflanzen heran (C), von derien e
Petiolus zur Kallusinduktion angeregt wird (D). Ader restlichen Pflanze wachst eine ausgewachséiteeV
heran (E). Aus dem Kallus (D) kann eine neue Zspisansion hergestellt werden.

2.2 ANZUCHTMATERIAL UND KULTIVIERUNG VON PHYTOPATHO GENEN
PILZEN

2.2.1 PHYTOPATHOGENE PILZE

Es wurden drei pilzlich PhytopathogeAlernaria radicina, Alternaria dauci und
Botrytis cinerea (Herkunft: siehe Tab. 2.3) fur die Resistenzaralysler hypoallergenen
Mo6hren eingesetzt.
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Tab. 2.3: Herkunft der verwendeten, pilzlichen Pflaazenpathogene.ln der Tabelle sind die eingesetzten
pilzlichen Pflanzenpathogene mit dazugehdrigenrmédionen Uber die hervorgerufene Krankheit, Zigdaor in
der Mohre, Herkunft des Isolats sowie einige zdsdizn Bemerkungen angegeben. Die Arbeit Affernaria
radicina wurde am IPAZ, GieRen sowie am JKI, Quedlinburgstitut fiir Zichtungsforschung an
gartenbaulichen Kulturen und Obst) durchgefiihre BPathogendélternaria dauci und Botrytis cinerea wurden
nur am JKI, Quedlinburg eingesetzt.

Krankheit Pathogen Organ Isolat Bemerkung

Mohrenschwarze Alternaria dauci Blatt Isolat ,Bruno“, von Einsporlinien
Mohre, aus dem JKI,
Braunschweig

Schwarzfaule Alternariaradicina | Wurzel, Petiole, Isolat von Mohre, von
Blatt Herrn R. Baranski, Uni
Krakow/Polen isoliert;
aus dem Depot des JK
Quedlinburg (Institut far
Zichtungsforschung an
gartenbaulichen Kulturen

und Obst)
Lagerfaule: Botrytis cinerea Wurzel, Petiole, Isolat von
Grauschimmel Blatt Pelargonie/Mohre aus

dem JKI, Quedlinburg

2.2.1.1 Kultivierung der pilzlichen Pathogene

Die Pilze wurden in Petrischalen (& 9,4 cm) auf kdilaub- und Gemusesaft-Agar
im Dunkeln bei 21°C fur 6 Wochen kultiviert (Inkulmmnsschrank Memmert, Schwabach).
AnschlieRend wurden die Pilzkulturen bei 4°C aufakew und zum Uberimpfen auf neue
Agarplatten verwendet.
Fur das Mohrenlaub-Agar wurde das Mdohrenlaub furStinden in Wasser inkubiert und
anschlieBend das Wasser ohne das Laub mit Agar-fgarischt, autoklaviert und in
Petrischalen gegossen.
Fur den Gemdusesaft-Agar wurden die unten aufgediihBestandsteile zusammengegeben,

autoklaviert und ebenfalls in Petrischalen gegassen

Mo6hrenlaub-Agar Gemdusesaft-Agar

getrocknetes Mohrenlaub 25 g/l Gemusesaft rn2i00

Agar-Agar 23 g/l CaCo 3 g/l
Agar-Agar 23 g/l

2.2.1.2 Herstellung des Pilzsporeninokulats

Die Sporen der jeweiligen Pilze wurden von etwai dVochen alten Agarplatten
durch Zugabe von 3 ml#qsin die Petrischale und nach anschlieBendem Wagsuiteter
Pipettenspitze in 2 ml-Reaktionsgefalie Ubergefttherbei wurde das Wasser mit der Pipette
aufgenommen und auf das Pilzmycel gespritzt, wattiei Pilzsporen frei im Wasser

schwimmen konnten und so mit der Pipette in ein|ZReaktionsgefal3 Uberfihrt werden
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konnten. Die Konzentration des Pilzsporeninokulatsde mit der Neubauer-Zahlkammer

ausgezahlt und anschlieRend auf die gewiinschteeftmation (1x16) verdunnt.

2.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN
2.3.1 RNA EXTRAKTION
Fur die RNA Extraktion wurde gefrorenes Pflanzeramat mit flissigem Stickstoff

zu feinem Pulver gemorsert.

2.3.1.1 RNA Extraktion mit RNeasy Kit

Die RNA fur die Herstellung der RNAIi-Konstrukte vagr aus gefrorenem Pulver der
etwa einen Monat alten sterilen Mohrenpflanzendeih RNeasy Kit (Qiagen, Hilden) nach
den Angaben des Herstellers extrahiert. Die Proba@rmden mit jeweils 450 pl RLT-Puffer
versetzt, gevortext und fur drei Minuten bei 56t®ubiert. Die Proben wurden jeweils in
eine QlAshredder-Saule transferiert, die sich meri 2ml-Sammelgefald befand. Die Ansatze
wurden fir zwei Minuten bei 10.000 rpm zentrifugi@viikro 22R, Hettich, Tuttlingen). Der
Uberstand des Durchflusses wurde in ein neues ShyefaB Uberfiihrt125 pl 96%iges
Ethanol wurde zu den Proben zugegeben und die iReagefalle leicht geschwenkt. Die
Proben wurden in 2 ml-Sammelgefal3en sich befindemideasy-Saulen tberfihrt und far
15 Sekunden bei RT mit 10.000 rpm zentrifugiert.r Meirchlauf wurde verworfen. Es
wurden 700 pl RW1-Puffer in die Saulen pipettianterneut fir 15 Sekunden mit 10.000
rpm zentrifugiert. Der Durchlauf wurde entfernt unddie Saulen wurden 500 ul RPE-Puffer
gegeben und wie eben beschrieben zentrifugierth dac Entfernung des Durchlaufs wurden
erneut 500 pl RPE-Puffer in die Saulen gegeben flindzwei Minuten mit 10.000 rpm
zentrifugiert. Die S&ulen wurden zuerst in neuel Zammelgefalie gesteckt und flr eine
Minute zentrifugiert und anschlieRend in neue 1|5Sammelgefalle gegeben. Auf der
Saulenmembran wurden 50 pl RNase freies Wasserlzigen der RNA gegeben und sie

wurden fur eine Minute mit 1000 rpm zentrifugiert.

2.3.1.2 RNA Extraktion mit TRIzoL

Die Extraktion der Gesamt-RNA weiterer Proben wurdttels des TRAOL-Reagenz
(Invitrogen, Karlsruhe) durchgefuhrt. Es wurde IfRIZOL-Reagenz zu ca. 200-300 mg
gemorsertem, schockgefrorenem Pflanzenmateriatt@geund der Ansatz wurde grtndlich
gevortext. Nach einer 2-3 minttigen Inkubation R& wurden zur Abtrennung von Proteinen
und DNA 200 pl Chloroform zugegeben und der Ansatzde leicht geschuttelt. Darauf
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folgte eine 2-3 mindtige Inkubation bei RT und é@satz wurde fir 20 Minuten mit 15.000
rpm bei 4°C zentrifugiert (Mikro 22R, Hettich, Tliigen). Der wassrige Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt und die datiméiene RNA mit 500 ml Isopropanol fur
10 Minuten bei RT geféllt. Die RNA wurde anschliaBedurch eine Zentrifugation (30
Minuten, 15.000 rpm, 4°C) pelletiert. Der Uberstamdrde verworfen und das Pellet mit
75%:igen EtOH gewaschen. Nach dem Trocknen degtPellurden zu dem Pellet 30 pl
RNase-freies Wasser pipettiert und die RNA durcte diinfminttige Inkubation bei 65°C

gelost.

2.3.2 DNA EXTRAKTION

Die DNA wurde aus kleinen Blattsticken bzw. auseeikleinen Menge Kallus
extrahiert. Hierfir wurde das REDExtract-N-Afffp Plant PCR Kit (Sigma-Aldrich,
Minchen) nach Angaben des Herstellers verwendetugden jeweils ein etwa 0,3 cm x 0,3
cm grol3es Stiick vom Blatt oder ein Teil des Kaitustwa der gleichen Grof3e in ein 1,5 ml
Reaktionsgefall mit 100 pl Extraktionsldsung gegeben Ansatz wurde leicht gevortext und
fur 10 Minuten bei 95°C inkubiert. AnschlieRend dem 100 pl Dilutionslésung zu dem
Ansatz pipettiert.
Fur den anschlieRenden PCR-Ansatz wurden 4 pl 8i&-Dosung mit 7 il REDExtract-N-
Amp PCR Ready Mix (Sigma-Aldrich, Minchen), je 1thq der Primer und 5 ml 4D
zusammengegeben. Die PCR wurde wie in Kapitel 2 %dschrieben durchgefihrt.

2.3.3 cDNA SYNTHESE
2.3.3.1 cDNA-Synthese mit SuperScript Il

Vor der cDNA-Synthese mit SuperScript Il (Supery®itr cDNA Synthesis Kit,
Invitrogen, Karlsruhe) wurden die RNA-Proben vorr ddbNA-Synthese mit DNase |
(Invitrogen) verdaut, um unerwiinschte Rest-DNAs bmseitigen und anschlieend nach
Angaben des Herstellers in cDNAs transkribiert. jede Reaktion wurden 0,5-1 pg Gesamt-
RNA, 50 uM Oligod-T- und 50 ng Random-Hexamer-Priraggesetzt. Nach der reversen
Transkription wurden die Ansatze je mit 2 units Rdl&l (Fermentas, St. Leon-Rot) verdaut.
Die cDNA wurde fur die gPCR-Analysen auf 2,5 ndfingangs-RNA verdinnt.

2.3.3.2 cDNA-Synthese miQuantiTect® Reverse Transcription
Die cDNA-Synthese mit QuantiTécReverse Transcription (Qiagen, Hilden) wurde
nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Fir [edaktion wurde 1 pg Gesamt-RNA
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eingesetzt und die cDNA wurde fur die qPCR-Analysarf 2,5 ng/ul Eingangs-RNA

verdinnt.

2.3.4 STANDARD POLYMERASEKETTENREAKTION
QUANTITATIVE REAL-TIME PCR (gPCR)
2.3.4.1 STANDARD-PCR
Die Standard-PCR wurde in einem Volumen von 20eptweder mit 1,25 units
DCSPol DNA-Polymerase (DNA Cloning Service, Hambugyul 10 x Inkubationspuffer, 2
mM MgCl,, 200 uM dNTPs (Amersham Pharmacia Biotech, Fregjund 10 pmol der
entsprechenden Oligonukleotide (Primer) oder mi251u GoTafj DNA-Polymerase
(Promega, Mannheim), 4 ul 5x GoTaGreenFlexi-Inkubationspuffer, 2mM MgCR00 pM

(PCR) und

dNTPs und 10 pmol der ausgewahlten Primer (sielitie Z&) durchgefuhrt. Als Templates
dienten DNA-Mengen zwischen 7 und 100 ng. Die Afikation wurde wie unten angegeben
(Tab. 2.4) im FesonaCycler (Biometra, Gottigen) bzw. im GeneAfhPCR System 2700

(Applied Biosystems, Inc., CA, USA) durchgeflhrt.

Tab. 2.4: Die Standard-PCR-Amplifikation. In der Tabelle sind die Schritte der Standard-P®iplifikation

angegeben.
1. Schritt 2. Schritt 3. Schritt 4. Schritt 5. Sihr 6. Schritt
95°C 95°C AT* 72°C 72°C 8°C
4 min 30s 30s 30s 10 min unendlich
35 - 42 Zyklen

*Die Anlagerungstemperaturen (AT) der jeweiligeintar sind in Tabelle 2.5 angegeben.

2.3.4.2 gPCR

Die quantitative Real-Time PCR (gqPCR) wurde zuratreén Quantifizierung
ausgesuchter Transkripte in cDNA-Proben aus MoOKRa&his, -blattern und -wurzeln
verwendet. Pro Reaktion wurden 7,5 ng umgeschreeligeasamt-RNA (cDNA) in 7,5
SYBR Green JumpStaMt Tag ReadyMix" (Sigma-Aldrich, Miinchen) mit 3,5 pl RNase-
freiem und DNase-freiem Wasser und 350 nM Oligoeatitien (Primern) nach Angaben des
Herstellers eingesetzt. Jede Probe wurde als Raiptingesetzt. Die Amplifikation erfolgte in
einem Cycler von Stratagene (Stratagene 36 Mx3MPER SystemMx3000P; Stratagene
Research, La Jolla, CA, USA) oder von Applied Beisyns (Applied Biosystems 7500 Fast
Real Time PCR, Applied Biosystems Inc., CA, USA} gieichen PCR-Programmen. Nach
einem ersten Denaturierungsschritt (95 °C, 4 Minufelgten 42 Amplifikationszyklen mit

einer primerabhéngigen Anlagerungstemperatur (Adl, ¥ab. 2.5) und dem folgenden
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Programm: 95°C 30 s, AT 30 s, 72°C 30 s. Am EndegeZyklus wurde die Fluoreszenz
gemessen und im Anschluss an die PCR eine Disgnmwltrve im Bereich von 60-95°C in
0,5°C-Schritten aufgezeichnet.

Die Cyclethreshold (Ct)-Werte wurden von der zu diestrumenten gehoérigen Software
bestimmt und die relativen Expressionswerte"{p-nach Livak & Schmittgen (2001)

berechnet. Als Referenzgene wurden die konstitugixprimierten Gene Ubiquitin

(Akzessionsnummer: DCU68751) oder Actin (Akzessmmsmer: X17525) eingesetzt. Die
Sequenzen der verwendeten Primer finden sich ielleaB.5.

2.3.5 GELELEKTROPHORESE
2.3.5.1 TAE-GELE

Eine Auftrennung der PCR-Amplifikate und Plasmidlgte nach Zugabe von 10 x
DNA-Ladepuffer mittels Gelelektrophorese in mit ibmbromid versetzten Agarosegelen
(1,5-2%-ige TAE-Gele, 0,7 Vol % Ethidiumbromid [8tenlésung: 10 mg/ml]). Die PCR-
Amplifikate, die mit der GoTdy DNA-Polymerase unter der Verwendung des 5x G8Tag
GreenFlexi-Inkubationspuffers (Promega, Mannheimplgiziert wurden, wurden ohne 10 x
DNA-Ladepuffer aufgetrennt. Als GréfRenstandard wierine 1 kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen, Karlsruhe). Die Dokumentation der Gel#lgte auf einem UV-Transluminator
(Frobel-Labortechnik, Lindau) bei einer Wellenlang®mn 312 nm und mit einer
Videodokumentationsanlage (digitStore, INTAS, Giijén).

50 x TAE 10 x Probenpuffer

242 g/l Tris 0,25% (w/v) Bromphenolblau
57,1 ml/l Essigsaure (Acetic acid) 40% (w/vr8earose

100 ml/1 0,5 M EDTA

pH 8,5

2.3.5.2 MOPS-GELE

Die Auftrennung der RNA erfolgte nach Zugabe vah (I/v) 2x RNA-Ladepuffer zu
500 ng Gesamt-RNA. Die Probe wurde fir finf Minutezi 95°C denaturiert und auf ein
1,2%iges Agarose-Gel mit 5% (v/v) Formaldehyd in MOPS-Puffer aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Dokumentatiorr d&ele erfolgte auf einem UV-
Transluminator (Frobel-Labortechnik, Lindau) undt miner Videodokumentationsanlage
(digitStore, INTAS, Goéttingen).
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10 x MOPS-Puffer DEPC-Wasser 1|

200 mM Morpholin-3-propansulfonsaure 1 ml DERGHg/ml)

50 mM Natriumacetat 12 h bei Raumtemperatur
10 mM EDTA (pH 7,0) inkubieren, autoklavieren

1% (v/v) DEPC

2.3.6 AUFREINIGUNG DER PCR-PRODUKTE AUS EINEM TAE-G EL
Aufreinigungen von aus TAE-Gelen ausgeschnittenandBn erfolgten mit Hilfe des
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Mannheétaj mit dem QIAquik

Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) jeweils nach gaben des Herstellers.

2.3.7 KONZENTRATIONS- UND REINHEITSBESTIMMUNG VON RNA- UND
DNA-PROBEN
Standardméaiige Konzentrations- und Reinheitsbestimyan von DNA- und RNA-
Proben erfolgten auf dem NanoDrop ND-1000 Spekapheter (PegLab Biotechnologie,

Erlangen).

2.3.8 SEQUENZIERUNG
Die Sequenzierung wurde mit ABI Prism 310 Genet@akzer (Applied Biosystems,
Inc., CA, USA) im IFZ-eigenen Sequenzierlabor dgefiihrt.

24 RNA-INTERFERENZ (RNAI)

Das RNAi-Phanomen wurde zum ersten Mal von Fia.€t1998) beschrieben, als sie
doppelstrangige RNA i€aenorhabditis elegans injizierten und dies zur Gen-Unterdriickung
fuhrte. Im Vergleich zur traditionellen Zichtungreiglicht die RNAi-Methode die simultane
Unterdrickung von multigenen Familien (auf Homoéogbasierende Unterdriickung

verwandter Gene) in Pflanzen.

2.4.1 SYNTHESE DER RNAIi-KONSTRUKTE

Die RNA wurde aus einem Monat alten, sterilen M@RPflanzen mit dem RNeasy
Kit (Qiagen, Hilden) wie im Kapitel 2.3.1.1 besdben extrahiert. Die cDNA-Synthese
erfolgte mit dem SuperScript Il RT Kit (InvitrogeKarlsruhe, siehe Kapitel 2.3.3.1). Fur die
Synthese des Dau ¢ 1.01-RNAi-Konstrukts wurde &8-2p cDNA-Fragment von Dau ¢
1.01 (Akzessionsnummer Z81362; nt 1-253; Kapit&lTj.durch eine PCR mit den Primern
Dau c 1.01-RNAi-fwd und Dau c 1.01-RNAi-rev amgiért (vgl. Tab. 2.5). Fur die
Synthese des Dau c 1.02-RNAi-Konstukts wurde eift+t3®% cDNA-Fragment von Dau ¢ 1.02
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(Akzessionsnummer AF456481; nt 56-323; Kapitel I).ebenso durch eine PCR mit den
Primern Dau ¢ 1.02-RNAi-fwd und Dau ¢ 1.02-RNAi-r@wplifiziert (vgl. Tab. 2.5).

Die PCR wurde hierbei in einem Volumen von 50 ut tR5 unitsPfu DNA-Polymerase
(Promega, Mannheim), 0,25 units TaKaRa Ex Yag5 pul 10 x Ex Taq Inkubationspuffer,
200 uM dNTPs (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 10 pmol der entsprechenden
Oligonukleotide (Primer) durchgefuhrt. Die PCR wardnit folgenden Einstellungen
durchgefuhrt: 95°C fir 3 Minuten, gefolgt von 34kisn bei 95°C fur 20 Sekunden; AT fur
Dau c 1.01 (60°C) und Dau c 1.02 (56°C) fir 60 $elan und 68°C fur 60 Sekunden; die
finale Extension erfolgte bei 68°C fur 10 Minuten.

Die Banden der PCR-Produkte wurden aus einem Aggebsnit Hilfe des WizafiSV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, Mannheim; siebpitdd 2.3.6) aufgereinigt.
AnschlieBend wurden diese RNAi-Konstrukte zur Ubigigng der Sequenz sequenziert
(siehe Kapitel 2.3.8).

2.4.2 KLONIERUNG DER RNAI-KONSTRUKTE

Die Klonierung der RNAIi-Konstrukte wurde nach derat€&vay-System (Invitrogen,
Karlsruhe) durchgefiihrt (Abb. 2.2). Dieses Systemastéht aus zwei wesentlichen
Klonierungsschritten. Im ersten Schritt werden diggereinigten, frischen PCR-Produkte,
sogenannte RNAi-Konstrukte, zwischen den attL-Rdkoationsstellen (att-sites) des
.Eingangsvektors® (hier: pENTR/D-TOPO) transferiebies ermdglicht den zweiten
Klonierungsschritt, in dem die RNAi-Konstrukte defip und komplementar aus dem
.Eingangsvektor* durch eine Lambda- RekonstrukttorftR) Rekombinationsreaktion
zwischen den attR-Rekombinationsstellen des ,Zlaétws“ bzw. ,Transformationsvektors*
(hier: pK7GWIWG2(11)) kloniert werden. Hierbei wued die endgultigen RNAIi-Konstrukte,
pK7GW_Dau c¢ 1.01_RNAi und pK7GW_Dau c 1.02_RNAingeert. Hierbei erhielt der
Vektor entweder das Dau ¢ 1.01-RNAi-Konstrukt odess Dau c 1.02-RNAi-Konstrukt,
einmal in sense- und einmal in antisense-Richtgaegennt durch ein Intron. Die Expression
der Konstrukte erfolgte unter der Kontrolle des $&tdativen Blumenkohlmosaikvirus 35S-

Promoters (cauliflower mosaic viral 35S promotesMy/35S).
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Abb. 2.2: Vereinfachte Darstellung der Gateway-Klomerungsstrategie fur ein RNAi-Konstrukt eines
GenX. Das nicht phosphorylierte PCR-Produkt eines Fragsn¥ndes zu untersuchenden Gens wird durch die
TOPO-Klonierungsreaktion zwischen attL-Rekombinagitellen des ,Eingansvektors® pENTR/D-TOPO
transferiert. AnschlieRend wird das PCR-Fragmepipet in den Zielvektor pK7GWIWG2(1l) durch eine LR
Klonasereaktion kloniert. p35S: CaMV35S-Promotottl aund attR: Rekombinationsstellen; Vektorkarten
befinden sich im Anhang.

¢ |attL1 attL2 ™

2.4.2.1TOPO-Klonierungsreaktion

Die aus einem Agarosegel aufgereinigten (siehe t&bpi3.6) cDNA-Fragmente fur
die RNAi-Unterdriickung wurden mit dem pENTRDirectional TOPG Cloning Kit
(Invitrogen, Karlsruhe) in den Eingangsvektor pEMDR OPO (Invitrogen) nach Angaben
des Herstellers transferiert. 40 ng cDNA-Fragmemteden mit 20 ng pENTR/D-TOPO-
Vektor und 1 pl mit der im Kit enthaltenen Salz-udg zusammengefuhrt und MibtGlest
auf ein Endvolumen von 6 pl aufgefullt. Der Ansatzrde bei RT fur 30 Minuten inkubiert
und anschlieBend bis zum Transfer in ToplO0-Zellewittogen) auf Eis gestellt. Die
Beschreibung der ToplO-Zellen-Transformation findetch im Kapitel 2.7.1 Die
transformierten Zellen wurden auf kB-Platten ausplattiert und die Uberpriifung des
Transformationserfolgs wurde durch PCR, durch eiNendau des Plasmids und mittels

Sequenzierung durchgefiihrt. Die Uberpriifungs-PG8lgte mit isolierten Plasmiden (siehe
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Kapitel 2.5) mit den Primerpaaren Dau ¢ 1.01-RNAd fund —rev bzw. mit Dau ¢ 1.02-
RNAI_fwd und -rev (vgl. Tab. 2.5). Der Verdau erdtd mit den Enzymen EcoRV und Notl
(Fermentas) (siehe Tab. 2.6 und Kapitel 2.6) wdieiin dem Verhéaltnis 2:1 eingesetzt

wurden.

2.4.2.2 LR-Reaktion

Das fur die RNAi-Unterdriickung angefertigte cDNAagment im pENTR/D-TOPO-
Vektor (Invitrogen) wurde in den bindren pK7GWIW@R{ektor (Karimi et al., 2002) in
die RNAi-Kasette unter Verwendung des GateéayR Clonasé” 1l Enzyme Mix
(Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des Hersteltleansferiert. In den LR-Klonase-Mix
wurden 150 ng des Konstruktes pENTR/D-TOPO-Dau0d¢ bzw. -Dau ¢ 1.02 und 150 ng
des Zielvektors (pK7GWIWG2(Il)) eingesetzt und dersatz wurde auf 8 ul mit TE-Puffer
aufgefullt. Der Ansatz wurde zwei bis vier Stunde RT inkubiert und anschlieend zur
Transformation hitzekompetenter ToplO-Zellen (lrogen) verwendet. Die Selektion
transformierter Zellen erfolgte auf kBgrPlatten. Eine negative Selektion auf Zellen mit
fragmentlosem pK7GWIWG2(ll) erfolgte durch dascdB-Killergen in der RNAI-
Doppelkassette. Die Uberpriifung des Transformagidakgs erfolgte Giber einen Verdau des
Plasmids mit dem Enzym Xbal (siehe Tab. 2.6 undt&lap.6) und mit einer PCR mit den
Primerpaaren Dau ¢ 1.01-RNAi_fwd und —rev bzw. i@u ¢ 1.02-RNAi_fwd und -rev (vgl.
Tab. 2.5).

TE-Buffer, pH 8,0 Antibiotikum
Tris-HCIpH 8,0 5mM Chloramphenicol 1 ml/l (34mlin EtOH)
EDTA 1mM

2.5 PLASMIDISOLIERUNG
Die Plasmidisolierung wurde mit dem Wiz&rBlus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega, Mannheim) nach Angaben des Herstelurchgefuhrt. Die Eluierung

erfolgte in 50 pl RNase- und DNase-freiem Wasser.

2.6 VERDAU

Fur den Verdau von 1000 ng pENTR/D-TOPO-Vektor demr die Enzyme EcoRV
und Notl (2:1; Fermentas) eingesetzt (siehe Tal). ZAls Puffer diente der Buffer O
(Fermentas). Der Ansatz wurde drei Stunden lan@B¥C inkubiert und anschlieend auf ein

1,5%iges TAE-Agarose-Gel aufgetragen.
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Fur den Verdau von 1000 ng pK7GWIWG2(Il) wurde dawzym Xbal mit dem Puffer
Tango 1x verwendet. Der Ansatz wurde vier Stundeng!bei 37°C inkubiert und

anschliel3end auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetrage

2.7 BAKTERIEN-TRANSFORMATION
2.7.1 E.COLI-TRANSFORMATION
Hitzeschock-Transformation

Hitzekompetente TOP1E- coli Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) wurden durch einen
Hitzeschock transformiert. Diese wurden aus deniG8Befrierschrank entnommen und auf
Eis aufgetaut. Zu 100 pl Zellen wurden 6ul der TEGH& midlésung oder 8 ul der LR-
Reaktion zugegeben und fir 30 Minuten auf Eis imdb Darauf folgend wurden diese
Anséatze fur 60 Sekunden bei 42°C hitzegeschockt. EAholung der Zellen wurden die
Ansétze zuriick aufs Eis gestellt und nach zwei kinwerfolgte eine Zugabe von 800 ul
SOC-Medium. Anschliel3end wurden die Zellen bei 3ithCeine Stunde inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Ansatze fur 15 Sekunden mitOQ0 rpm zentrifugiert und der
Uberstand bis zu 100 pl entfernt. Die Zellen wurdsurf LBgan bzw. cmr-Agarplatten

ausgestrichen.

LB-Medium oder —Agar SOC-Medium

Trypton 10 g/l Trypton 20 g/l

Hefeextrakt 5 g/l NacCl 0,58 g/l

NacCl 5 g/l KCI 0,185 g/l

optional: Agar 5 g/l 7xXp0 MgCl, 2,03 g/l
7XH0O MgSQ, 2,46 g/l
Glukose 3,6 g/l

Antibiotika

TOPO-Klonierungsreaktion:

Kanamycin 1 mi/l (50 mg/ml in $D)

LR-Reaktion:

Chloramphenicol 1 mi/l (34 mg/ml in EtOH)

2.7.2 A. TUMEFACIENS-TRANSFORMATION
Transformation durch Elektroporation

Die A. tumefaciens Zellen wurden durch Elektroporation nach Mersereiaal. (1990)
transformiert. Die Plastikschiene dEr coli Pulser (E. coli Puls& Bio-Rad, Miinchen)
sowie die 0,2 cm Elektroporationskiivetten (E. €allsef Cuvette 0,2 cm, Bio-Rad) wurden
auf Eis vorgekuhlt. Die elektrokompetenten Zelldn tumefaciens GV3101pMP90RK
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(GV3101) und LBA4404pSB1 (LBA4404; das hypervirukm Helferplasmid pSB1 wurde
freundlicherweise von Japan Tobacco Inc. [Tokypadqzur Verfigung gestellt) wurden aus
dem -80°C Gefrierschrank entnommen und auf Eisetatd. Zu 100 plA. tumefaciens-
Zellen wurden 100 ng des Destinationvektors (pK7@8x#R(Il)-Dau c¢ 1.01 oder
pK7GWIWG2(Il)-Dau ¢ 1.02) gegeben, gut gemischt urahschlieBend in die
Elekroporationskiivetten Uberfuhrt. Diese wurden HEmncoli-Pulser mit zwei aufeinander
folgenden Elektroimpulsen in der Hohe von 2,5 K\égesetzt. AnschlielRend wurde 1 ml
SOC-Medium zu den Zellen gegeben und sie wurderl fairStunden bei 28°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Ansatze fur 15 Sdkanbei 14.000 rpm zentrifugiert und
der Uberstand bis zu 100 pl entfernt. Die Zellenrdea auf YERiyemsy oder auf
YEBrittevsy Agarplatten ausplattierygast extract broth: YEB; Vervliet et al. 1975).

YEB-Medium oder -Agar Antibiotika
Fleischextrakt 5 g/l Fur GV3101 pMP90RK:

Hefeextrakt 14/ Rifampicillin 1 ml/I (10&g/ml in Methanol)
Caseinhydrolysat 5 g/l Gentamycin 1 ml/I (25 migimH,0)
Saccharose 54l Spectomycin 1 mi/l (100 mgm#iiO)
1M MgCl; 2 mi/l Fur LBA4404pSB1:
optional: Agar 20 g/l Rifampicillin 1 ml/I (25 giml in Methanol)

Tetrazyklin 1 ml/l (5 mg/ml in Ethanol)
Spectomycin 1 ml/l (50 mg/ml in,B)

2.8 HERSTELLUNG VON ELEKTROKOMPETENTEN AGROBACTERIUM-

ZELLEN

Eine Einzelkolonie vonA. tumefaciens wurde in 5 ml YEB-Medium mit
entsprechenden Antibiotika angeimpft und bei 28°€ 280 rpm fur 16 Stunden kultiviert.
Die Bakterien wurden in 100 ml YEB-Medium Uberfulumd fur weitere finf Stunden
kultiviert. Nach Erreichen einer QB von 1-1,5 wurden die Bakterien in Reaktionsgefal3en
(Greiner, Solingen) tberfihrt und far 10 Minuten #&00 rpm und 4°C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet im 45 telilem, eiskalten 10%igen Glycerol
resuspendiert und anschliel3end fir 10 Minuten E€lGrpm und 4°C abzentrifugiert. Dieser
Waschgang wurde wiederholt. Der Uberstand wurdeveden und das Pellet in 1 ml
sterilem, eiskaltem 10%igen Glycerol resuspendibrese Bakterienzellsuspension wurde
aliquotiert (je 40 pl), im flussigen Stickstoff smtkgefroren und bei -80°C gelagert.
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29 HERSTELLUNG VON BAKTERIEN-DAUERKULTUREN

Zur Herstellung vorE.coli-Dauerkulturen wurden 2 ml flissiger Ubernachtkultu
ein 2 ml-Reaktionsgefal® tberfihrt und fur finf Mem mit 5.000 rpm bei RT zentrifugiert
(Zentrifuge: Mikro 22R, Hettich, Tuttlingen). Derbdrstand wurde bis auf 600 pl entfernt
und das Pellet in das verbliebene Medium genomnigies wurde in neue 500 pl
ReaktionsgefalRe je 200 ul Bakterienkultur aufget®hzu wurden 100 pl Glycerol gegeben,
gut resuspendiert und in flissigem Stickstoff s&igefroren. Die Aufbewahrung der
Dauerkulturen erfolgte bei -80°C.
Die Herstellung vorA. tumefaciens-Dauerkulturen erfolgte ebenso wie die HerstelldegE.
coli-Dauerkulturen. Hierbei wurden jedoch 200 pl Glgteru 200 pl Bakterienkultur

zugegeben. Diese Dauerkulturen wurden ebenfalls8BeC aufbewahrt.

2.10 AGROBAKTERIUM-VERMITTELTE TRANSFORMATION VONM OHREN

Die Agrobakterium-vermittelte Transformation wurdeach Imani et al. (2002)
durchgefuhrt.
Funf Tage vor Versuchsbeginn wurden Mohrenstamezedlus einem Erlenmeyerkolben
(300 ml vgl. Tab. 2.2; Abb. 2.1 A) in ein Bechegi#berfihrt und es wurde Zeit gegeben, bis
sie sich abgesetzt hatten. Nachdem sich die Zelbgesetzt hatten, wurde der Uberstand
verworfen und ca. 5 ml der verbliebenen Zellsusipens einen 250 ml Erlenmeyerkolben
mit B5-Mediunf*® (vgl. Tab. 2.2) uberfiihrt. Die Zellsuspensionen ra@m im
Gewebekulturraum (vgl. Tab. 2.1) bei 100 rpm kudtitz Nach funf Tagen Subkultur
befanden sich die Zellen in einer hohen Wachstuassah
Einen Tag vor Versuchsbeginn wurde ein 50 ml Erleyenkolben mit je 10 ml YEB-
Medium, RNAi-Konstrukte tragendeA. tumefaciens Zellen (RNAI-GV3101 oder RNAI-
LBA4404) und mit den dazugehérigen Antibiotika ainggft. Die Bakterienkulturen wurden
bei 28°C und 220 rpm flir 24 Stunden im Inkubatichssnk (Binder, Tuttlingen) kultiviert.
Nach der Anzahl der vorgesehenen Transformationemien in die entsprechende Anzahl
vorbereiteter Mohrensuspensionen je 75 pl 5 Fl@droxyuriding(FDU) (Blaschke et al.
1978,Froese und Neumann 1997, Capesius und Bopp 19@épeben. Die Zellsuspensionen
wurden 24 Stunden lang mit 100 rpm im Gewebekuwdtunr (vgl. Tab. 2.1) kultiviert.
Am Versuchsbeginn wurden die mit FDU versetzten Mdibhellsuspensionen in Becherglaser
uberfihrt und, nachdem sich die Zellen abgesetttiemader Uberstand bis auf 40 ml
verworfen. Die verbliebene Zellsuspension wurde zkmtfernen der FDU in 50 ml

ReaktionsgefalRe (Greiner, Solingen) verteilt undZiitei Minuten mit 1.000 rpm bei RT
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zentrifugiert (Rotina 48R, Hettich, Tuttlingen). D&berstand wurde verworfen und der
Waschgang wurde unter Zugabe von frischem B5-Metfifhwiederholt. Die vorbereiteten
Agrobakterien wurden in 2 ml-Reaktionsgefal3e aeigaind fir finf Minuten bei 5.000 rpm
bei RT zentrifugiert (Zentrifuge: Mikro 22R, Hettic Tuttlingen). Der Uberstand wurde
verworfen und die Bakterien wurden in 500 ml B5-ltmd*" aufgenommen. Die
Mohrenzellen wurden in ein 90 um Sieb Uberfihrt Bakterien sowie 75 pl Thymidine
wurden dazu pipettiert. Die M6hrenzellen wurden Hiife eines Glasstabes durch das Sieb
in ein Becherglas gedriickt. Bei Bedarf wurde B5-Med“*® dazu gegeben. Die Zellen
wurden fir eine Stunde im Dunkeln bei 60 rpm untilultiviert. Nachdem sich die Zellen
wieder abgesetzt hatten, wurde der Uberstand véewobie Mohrenzellen wurden in einen
100 ml Erlenmeyerkolben (vgl. Tab. 2.2) mit B5-Meamif*® tiberfiihrt und zwei Tage lang
im Dunkeln bei 60 rpm und 24°C kultiviert.

Zwei Tage nach Versuchsbeginn wurden die transtmtemn Mohrenzellsuspensionen in je
ein Becherglas Uberfihrt. Der Uberstand wurde veemp die verbliebene Zellsuspension
wurde in 50 ml ReaktionsgefaRe gegeben und 30ischies B5-Mediufi*® zugegeben. Die
Ansatze wurden bei 1.000 rpm fir drei Minuten b&i Entrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Dieser Waschgang wurde unter erneutealle von B5-MediuAt™® zwei Mal
wiederholt. Die Zellen wurden in einen 100 ml Ereyerkolben mit frischem B5-
Medium?*® (vgl. Tab. 2.2) tberfiihrt und Ticarcillin oder G&fxim zugegeben.

Nach weiteren zwei Tagen wurde Kanamycin dazugegebe Zellsuspensionen wurden

alle zwei Wochen subkultiviert.

5 Fluoro-2"deoxyuridine (FDU) Thymidine

FDU 2,5 mg/ml (in ED) Thymidine 1,42 mg/ml (in $D)
Antibiotika
GVv3101:

Kanamycin 1 ml/l (100 mg/ml in D)

Cefotaxim 1 ml/l (250 mg/ml in $D)
LBA4404:

Kanamycin 1 ml/l (100 mg/ml in }D)

Ticarcillin 1 mi/l (150 mg/ml in HO)

2.11 ANALYSE DER RNAIi-PFLANZEN AUF TRANSGENITAT

Die Keimlinge aus den transformierten Mohrenzellemirden hinsichtlich der
Aufnahme des RNAiI-Konstruktes auf DNA-Ebene UbeftpriDie DNA-Isolierung aus
Blattern oder aus dem Kallus wurde mit REDExtraetp™ Plant PCR Kit (Sigma-
Aldrich, Munchen; siehe Kapitel 2.3.2) durchgefulidas Vorliegen der jeweiligen RNAI-
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Kassette im Genom der Mohren wurde mit einer PCéh Mangaben des Herstellers und mit
den Primern 35S_fwd und 35S _rev bzw. mit den Pmnkaan_fwd und Kan_rev (siehe Tab.
2.5) Uberpruft.

2.12 RESISTENZANALYSE DER HYPOALLERGENEN MOHREN
2.12.1 ALTERNARIA RADICINA-KINETIK
Inokulation von Mohrenscheiben

Fur die Mohrenscheibeninokulation wurden etwa fiédnate alte ausgewachsene
Mohren geerntet, gewaschen und der mittlere TeilMdarzel in ca. 0,5 cm dicke Scheiben
geschnitten. Die Mohrenscheiben wurden in Petrischd®d 14 cm) auf ein feuchtes
Filterpapier gelegt und mit 10 pl deternaria radicina-Sporeninokulats (siehe Kapitel
2.2.1.3) in einem Bereich der Parenchymzellen ifieku Die Petrischalen wurden in einem
dunklen und relativ luftdichten Plastikbehélter B&i inkubiert.

Abb. 2.3: Vereinfachte Darstellung der Méhrenscheibninokulation. Der mittlere Teileiner etwa 5 Monate
alten ausgewachsenen Méhre wurde in ~ 0,5 cm diteeiben geschnitten und in eine Petrischale auf ei
feuchtes Filterpapier gelegt. Die Inokulation rehd Pilzsporeninokulat erfolgte in dem parenchyrobhgs Teil
der Wurzelscheibe. Fur die Resistenzkinetik wur8eheiben 0, 6, 12, 24 und 48 Stunden nach der latén
geerntet und schockgefroren.

Die A. radicina-Kinetik wurde an Mohrenscheiben durchgefihrt. Big Kinetik wurden
Wildtyp-M6hren und transgene Méhren der Linien #281#20L39 und #12L10 eingesetzt.
Es wurden jeweils finf Mdhren eingesetzt. Es wurn@eveils vier Petrischalen pro Linie und
Wildtyp-M6hrenscheiben angefertigt (vgl. Abb. 2.3 zwei Petrischalen wurden mit dem
Pilzisolat inokuliert und die anderen zwei als Kofle mit H:Ogest ZU den Zeitpunkten 0, 6,
12 und 24 Stunden nach der Inokulation (hai) wuedes allen Petrischalen je eine

Mohrenscheibe entnommen (bei der Kinetik mit Wigdioéhren, die auf dem Feld des
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Dottenfelder Hofs angebaut waren, wurde mit 72dmaizusatzlicher Zeitpunkt entnommen),
klein geschnitten und in Reaktionsgefal3e gegebere Proben wurden bis zur
Weiterbearbeitung in flissigem Stickstoff schockgefn und bei -80°C aufbewahrt. In jeder
Petrischale blieb eine Mohrenscheibe, die bis sidlage nach der Inokulation (dai) inkubiert
wurde. Zu diesem Zeitpunkt war die Pilz-Infektiarf den Méhrenscheiben deutlich zu sehen
und so konnte der Infektionserfolg Uberprift werden

Die Proben wurden unter flissigem Stickstoff geradysdie Gesamt-RNA wurde
extrahiert (siehe Kapite?.3.1.2) und in cDNA transkribiert (siehe KapiteB3.2). Die
relative Expression von den Zielgenen wurde mitiés qPCR ermittelt (siehe Kapitel
2.3.4.2).

2.12.2 RESISTENZPRUFUNG VON NACHKOMMENSCHAFTEN (IN VITRO
KLONE) TRANSGENER MOHREN
Die transgenen Pflanzen wurden mit verschiedenen anstitut far
Zichtungsforschung an gartenbaulichen Kulturen @bgt des Julius Kuhn-Instituts (JKI-
ZGO) (Erwin-Baur-Str. 27, D-06484 Quedlinburg) diatben Resistenzprifmethoden gegen
Alternaria dauci (Ad), Alternaria radicina (Ar) und Botrytis cinerea (Bc) in Zusammenarbeit

mit Dr. Thomas Nothnagel und Dr. Reiner Kramer ure@inburg getestet.

Botrytis cinerea — Petiolentest

Der Biotest mit Petiolen erfolgte in Anlehnung aar&nski et al. (2006). Dazu wurden von
jeder Pflanze vier Petiolen entnommen und vom St@ngnd ausgehend je ein ca. 4 cm
langes Stiuck abgeschnitten. Zur Inokulation wurede$ einzelne Petiolenstiick mit der
basalen Schnittflache kurz in den Konidienrasereremit Botrytis cinerea bewachsenen
Agar-Platte gedruckt. Zur Inkubation wurden vonee®flanze vier Petiolenstlicke in eine
Petrischale (@ 14,5 cm) mit feuchtem Filterpapielegt. Die Petrischalen mit den Petiolen
wurden anschlieBend in nahezu luftdichte Plastikboxgestellt und bei 22°C in einer
Klimakammer inkubiert. Der Infektionsverlauf wurdach 2, 4, 7 und 9 Tagen (dai) erfasst

Botrytis cinerea - Wurzelscheibentest

Fur den Wurzelscheibentest wurden Mohren in cang dicke Scheiben geschnitten und in
Petrischalen (@ 14,5 cm) mit feuchtem Filterpapi@iegt. Anschlie3end erfolgte eine
Punktinokulation jeder einzelnen Wurzelscheibe eiitem Mycel-Konidien-Gemisch von

Botrytis cinerea. Dazu wurde mit der Impfose ein ca. 2-3 mm groRBgelstick mit
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Konidien von eineBotrytis cinerea bewachsenen Agarplatte entnommen und auf dasm®hloe
jeder einzelnen Wurzelscheibe gelegt. Die Petrischanit den Wurzelscheiben wurden
anschlieBend in nahezu luftdichte Plastikboxenefjesind bei 22°C in einer Klimakammer

inkubiert. Der Infektionsverlauf wurde nach 3, 6,12 und 15 Tagen erfasst.

Alternaria dauci — Blattsegmenttest

Von jeder Pflanze wurde von 4 ausgewachsenen Biggeein Blattsegment abgeschnitten
und nach der Inokulation in einer Petrischale (¢ 1n) auf feuchtem Filterpapier platziert.
Die Inokulation erfolgte mit einem automatischemWualator (BIM Lab, Bio-Oz, Il), mit
einem hoch virulenten Isolat | 8900der JKI-Kollektion. Das Inokulum war auf 10
Konidien/ml eingestellt. Mittels Inokulator wurdera. 0,03 ml Inokulum gleichmafig mit
einem Anpressdruck von 4 bar auf dem Blattsegmenteilt. Zur Inkubation wurden die
Petrischalen in nahezu luftdichte Plastikkisten tgJiis und anschlieBend in einem
klimatisierbaren Raum bei 22°C gelagert. Die Luftfetigkeit in den Petrischalen betrug ca.
90-95%.

Der Infektionsverlauf wurde nach 3, 7 und 9 Tageai)(erfasst. Die notwendige Adaption
und Kalibrierung des Gerats wurde in umfangreichéaruntersuchungen erarbeitet
(Nothnagel and Baranski 2005; Nothnagel and Kr&06i7; Kramer et al. 2007, 2008, 2009).

Alternaria radicina — Petiolentest

Der Biotest mit Petiolen erfolgte in Anlehnung arzé€belus et al. (2003). Dazu wurden von
jeder Pflanze vier Petiolen entnommen und vom St@ngnd ausgehend je ein ca. 4 cm
langes Stiick abgeschnitten. Von jeder Pflanze wuvikr Petiolenstiicke in eine Petrischale
(@ 14,5 cm) mit feuchtem Filterpapier gelegt. Ansddend wurde jedes einzelne
Petiolenstiick am unteren Ende mit jeweils einemul3Tropfen punktinokuliert. Die
Konzentration der auf die unverletzten Petiolergatrbpften Konidiensuspension betrug 4,5
x 10° Konidien/ml. Die Petrischalen mit den Petiolen dem anschlieRend in nahezu
luftdichte Plastikboxen gestellt und bei 22°C imesi Klimakammer inkubiert. Der

Infektionsverlauf wurde nach 2, 4, 7 und 9 Tagem)(drfasst.

Alternaria radicina - Wurzelscheibentest
Fur den Wurzelscheibentest wurden Mohren in cang dicke Scheiben geschnitten und in
Petrischalen (@ 14,5 cm) mit feuchtem Filterpapielegt. AnschlieRend wurde jede einzelne

Wurzelscheibe mit einem @l Tropfen auf dem Phloem punktinokuliert. Die Kon@ration
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der auf die unverletzten Petiolen aufgetropften iKiemsuspension betrug 5x10

Konidien/ml. Die Petrischalen mit den Wurzelscheibgurden anschlielend in nahezu
luftdichte Plastikboxen gestellt und bei 22°C imesi Klimakammer inkubiert. Der

Infektionsverlauf wurde nach 3, 6, 9 und 13 Tagéasst.

Der Infektionsverlauf wurde nach angegebenen Zekjmn nach der Inokulation mittels
DIAS (Digitales Analyse System) der Fa. LemnaTefasst. Die statistische Auswertung
erfolgte mit dem Softwarepaket SYSTAT 9.0 (Wilkinsb998).

2.13 SALIZYLSAURE-KINETIK

Fur die Salizylsaure-Kinetik wurden 10 Wildtyp-&ikzen, 10 Pflanzen der Linie
#12L10 und acht Pflanzen der Linie #20L35 aus desw&&hshaus eingesetzt. Die Kinetik
wurde im Gewachshaus durchgefuhrt (siehe Tab. 2elyeils die Hélfte der Pflanzen diente
als Kontrolle und ihre Blatter wurden mib®Ggesibespriiht. Die Blatter der anderen Halfte der
Pflanzen wurden mit 1mM Salizylsaure-Losung besprihden Zeitpunkten 0, 9, 24 und 48
Stunden nach der Bespriihung wurde jeweils ein Blagetrennt und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Blatter wurden je nach Behamgllund Linie zusammen in einem
Behaltnis gefroren und als Mischung der je 5 bzwflanzen bearbeitet. Die Blatter wurden
in flissigem Stickstoff gemorsert, die Gesamt-RSielje KapiteR.3.1.2) wurde mit TRIOL
extrahiert und in cDNA mit der QuantiTéctReverse Transcription transkribiert (siehe
Kapitel 2.3.3.2). Die cDNA wurde mit der Standa@f (siehe Kapitel 2.3.4.1) Uberpruft
und die relative Expression von den Zielgenen wumdtels der gPCR ermittelt (siehe
Kapitel 2.3.4.2).

Salizylsaure-L6sung
Salizylsaure 138 mg/l
pH 7 mit NaOH
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2.14 PRIMERSEQUENZEN

Tab. 2.5: Primersequenzenin der Tabelle sind alle verwendeten Primersecgei@ligonukleotidsequenzen),
deren Akzessionsnummern, die Anlagerungstemperatalie Produktlange, die Richtung sowie die Sequenz
angegeben. AT: Anlagerungstemperatur

Bezeichnung; AT; Richtung Sequenz
Akzessionsnummer Produktlange (bp) (5’-3)
Dau ¢ 1.01-RNA;; 60°C; fwd caccatgggtgcccagagccattc
GenBankz81362 253 rev cggtggagtcgtatgtcaag
Dau ¢ 1.02-RNA;; 55°C; fwd caccgtatcagggatttctccttgatatg
GenBank AF456481 267 rev gttggcacaacaacgaattg
gpcrl.01; 56°C; fwd cttgacatacgactccaccg
GenBankz81362 124 rev tatggccgtggtcttggta
gpcrl.02; 55°C; fwd tgaggttgaggctccttce
GenBank AF456481 147 rev ctgacggttccaacaccac
p35S; 65°C; fwd cgcggcaggtctcatcaagacg
GenBank V00140 501 rev gatgaagtgacagatagctgggcaatgg
gpcrPRPIlikel; 60°C; fwd tgtccagaagcacgaacaag
GenBank AB127984 147 rev ccaactccaccatcaccttt
gpcrPR3; 60°C; fwd agacagccttgtggtactgga
GenBank AY271253 104 rev gcttccactgttgcactcaa
gpcrActin; 54°C; fwd ccactgaacccaaaagcaa
GenBank X17525 169 rev ccgtgtggctaacaccatc
gpcrUbiquitin; 51°C; fwd aagcccaagaagatcaagca
GenBank DCU68751 151 rev tcaaaatgattggccatgaa
Kan; 56°C; fwd aatatcacgggtagccaacg
GenBank GU589573 422 rev gaagggactggctgctattg

2.15 ENZYME

Tab. 2.6: Enzyme.In der Tabelle sind alle verwendeten Enzyme, détafier, Schnittsstellen und die mit
diesen Enzymen verdauten Vektoren angegeben. Altgrige und Puffer fur den Verdau der Vektoren bzav. d
Plasmide wurden von der Firma Fermentas bezogen.

Name des Enzyms Schnittsstelle (bp) Puffer Vektor
EcoRV 133 Buffer 0 pPENTR/D-TOPO
Notl 2571 Buffer 0 pPENTR/D-TOPO
Xbal lund 1464 Tango 1x pK7GWIWG2(11)
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3 ERGEBNISSE

3.1 HERSTELLUNG HYPOALLERGENER MOHREN ( DAUCUS CAROTA)

Das priméare Ziel dieser Arbeit war die Herstellumgn hypoallergenen Méhren
(Daucus carota spp. sativus cv. Rodelika). Um dieses Ziel zu erreichen, wurddéia
Sequenzen der zwei Isoformen des Mohrenhauptatierg@au ¢ 1 aus der offiziellen
Allergen-Datenbank der Internationalen Union der mumologischen Gesellschaft
(www.allergen.org) fur die Synthese der RNAIi-Kongte verwendet. Die beiden Isoformen,
Dau ¢ 1.01 (Akzessionsnummer: Z81362) und Dau 2 {Akzessionsnummer: AF456481)
weisen eine ~50%ige Homologie zueinander auf (Batveber et al. 2005). Es gibt jedoch
keine ausreichend langen homologen Abschnitte m3kxjuenzen der beiden Isoformen, die
eine gleichzeitige Unterdrickung mit einem RNAI-kstmukt ermdglichen wirden.

Da die Isoform Dau c 1.01 in finf Varianten (DaW.©101, 1.0102, 1.0103, 1.0104 und
1.0105) vorhanden ist und diese eine sehr hohe kgmro(>90%) zueinander aufweisen
(Hoffmann-Sommergruber et al. 1999; Ballmer-Webteale 2005) und mehrere homologe
Abschnitte (>21bp) besitzen, konnten alle dieseiarden mit einem RNAIi-Konstrukt

gleichzeitig unterdrickt werden (Abb. 3.1). Dasthgtisierte Dau ¢ 1.01-RNAi-Konstrukt

war identisch mit der Variante Dau ¢ 1.0102 (AbA, Kapitel 7.1.1). Fir die zweite Isoform,
Dau c 1.02, wurde ein eigenes RNAi-Konstrukt sytisiert (Abb. 3.2, Kapitel 7.1.1).

Abb. 3.1: Sequenz des RNAi-Konstrukts der Dau ¢ 110Varianten. Die Sequenz des RNAi-Konstrukts
(blaue Buchstaben; Kennzeichnung 1.4 links in débillung) der Dau c 1.01 Varianten wurde mit dem
Primerpaar Dau ¢ 1.01-RNAi synthetisiert (rote Bstaben) und mit den Sequenzen der Dau ¢ 1.01 Vanian
verglichen (wei3e Buchstaben). Die Kennzeichen@101.0102 etc. auf der linken Seite der Abbildgegen
die Variantennummern wieder. Zwei homologe Absdbnitler Sequenzen (dunkelrote Abschnittszeicher) sin
beispielhaft abgebildet.
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Cau < 2 a8

B 5 40

Primer 29
& g0 & 100 B3 120 B3

Dau < 2 136

= 108

Primer -
140 &3 160 &3 150 B3 200

I R N T = A AT AT ACCACAAT GAAGCAAAAGCETACGACGTAAT CEACAAGGCCGEAT TAGGCTACACCTACACC A NEEEEITE!

8.5 176

Primer =

&3 220 &3 240 il 260 &

IR AT CCGAGGT GACATCCTCGT GEAAGGACT CEAAT COGTGET GAAT CALT TCETTET T GT ST AN T A N

B 5 244

Frimer 49

Abb. 3.2: Sequenz des Dau ¢ 1.02 RNAIi-Konstrukt®as RNAi-Konstrukt des Dau ¢ 1.02 (blaue Buchstaben
Kennzeichnung 8.5 auf der linken Seite) wurde n@tndPrimerpaar Dau ¢ 1.02-RNAi (rote Buchstaben;
Kennzeichnung Primer auf der linken Seite) synsieti und mit dem ausgesuchten SequenzabschniRales
1.02 aus der Datenbank (weifl3e Buchstaben; KennagichDau ¢ 2 auf der linken Seite) verglichen.

Diese RNAIi-Konstrukte wurden vor ihrer Verwendumgjgenziert. Anschliel3end wurden sie
unabhangig voneinander mit dem Gateway-System t(bgen) zuerst in den
~Eingangsvektor* () ENTR/D-TOPO) und dann in denelZl bzw. , Transformationsvektor”
(PK7GWIWG2(Il)) transferiert. Das Vorhandensein de&fkNAi-Konstrukts im
“Eingangsvektor® (Abb. 3.3) sowie im ,ZielvektorApb. 3.4 und 3.5) wurde Uberprift. Bei
der Uberprifung wurde festgestellt, dass die RNAnrstrukte in die Vektoren erfolgreich
transferiert worden sind. Die exprimierten Bereictier ,Zielvektoren® finden sich in
Abbildung 3.6.

Abb. 3.3: PCR-Nachweis der RNAi-Konstrukte im ,Eingansvektor‘-pENTR/D-TOPO. Zur Uberpriifung
des Transfererfolgs der RNAi-Konstrukte in den ,gansvektor”, wurde die DNA (Plasmide) aus dercoli
Zellen isoliert und mit dem Primerpaar Dau ¢ 1.04AR(253bp Banden 1.1, 1.2 und 1.3; Primer: sichédlle
2.5) oder mit dem Primerpaar Dau ¢ 1.02-RNAi (26Bemden 2.1 und 2.2) amplifiziert und auf einem TAE
Gel elektrophoretisch aufgetrennt. M: GréRenstash@akb Plus DNA Ladder); +: Positivkontrolle (Dau..01-
RNAiI-Konstrukt) -: Negativkontrolle (leeres Plasmhid
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GV GV
1.02 1.02

e
M-

Abb. 3.4: PCR-Nachweis der RNAi-Konstrukte im ,Zielvektor“-pK7GWIWG2(Il). Fiir die Uberpriifung
des Transfererfolggler RNAi-Konstrukte aus dem ,Eingansvektor* in dgfielvektor* wurde die DNA
(Plasmide) aus den zwei verwendefertumefaciens-Linien (GV3101 und LBA4404) isoliert. Sie wurderntm
dem Primerpaar Dau ¢ 1.01-RNAi (A; 253 bp Banden G®1-2, LBA 1.01-1; Primer: siehe Tabelle 2.5) ode
mit dem Primerpaar Dau ¢ 1.02-RNAi (B; 267 bp Ban@® 1.02-1, GV1.02-2 und LBA 1.02-2) amplifiziert
und auf einem TAE-Gel elektrophoretisch aufgetrervit GroRenstandard (1 kb Plus DNA Ladder); +:
Positivkontrolle (Dau c 1.01-RNAi-Konstrukt[A] un®au ¢ 1.02-RNAi-Konstrukt[B]); -: Negativkontrolle
(leeres Plasmid).

Abb.3.5: Verdau der ,Zielvektoren“-pK7GWIWG2(ll)-Da u ¢ 1.01- und Dau c 1.02-RNAi.Zur
Uberpriifung des Vorhandenseins der RNAi-Konstrikie,Zielvektor* (pK7GWIWG2(11)) wurde die DNA
(Plasmide) aus den verwendet&ntumefaciens Zellen (LBA4404 und GV3101) isoliert. Sie wurderit mem
Enzym Xbal verdaut (siehe Kapitel 2.6) und in eifehiE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Das enzysoht
ausgeschnittene Fragment hat die GroRe von ~170@etyeils die untere Bande) und beinhaltet somg da
jeweilige RNAI-Konstrukt. LBA 1.01: Dau ¢ 1.01-RNAonstrukt; GV 1.02 und LBA 1.02: Dau ¢ 1.02-RNAi-
Konstrukt; M: GréRenstandard (1 kb Plus DNA Ladcier)

Dau ¢ 1.01 Dau c 1.01

Dau ¢ 1.02

Abb. 3.6: Der exprimierte Bereich der ,Zielvektoren®. Die RNAi-Konstrukte sind einmal irsense und
antisense Richtung getrennt durch ein Intron im Zielvektorlanden. Die Expression der Konstrukte steht unter
der Kontrolle des konstitutiven Blumenkohl-Mosaikts 35S-Promotors cauliflower mosaic viral 35S
promoter; CaMV35S). Kan: Kanamycin, p35s: Blumenkohl-Mos¥#ikus 35S-Promotor, Dau ¢ 1.01: Dau ¢
1.01-RNAi-Konstrukt, Dau ¢ 1.02: Dau ¢ 1.02-RNAi+#&irukt, Cni¥Intron: Chloramphenicol und Intron, 85
Blumenkohl-Mosaik-Virus 35S-Terminator.

Durch die erfolgreiche Transferierung der RNAi-Kokte in den ,Zielvektor”
konnte die Transformation der Mohrenzellen durctigef werden. Nach Erhalt der ersten
Pflanzen wurden diese auf Transgenitat tUberprufthahd der Blatter sowie des Kallus
konnte das Vorhandensein des RNAi-Konstrukts naglggen werden (Abb. 3.7). Als
zusatzliche Kontrolle wurden die Petiolensticke ngfarmierter Pflanzen auf

kanamycinhaltigem B5-Agar kultiviert, auf dem nue gositiv transformierten Mohrenzellen
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einen Kallus bilden konnten (Abb. 3.8 A). Zudem dem die Kalluskulturen, die zur

Erhaltung der transformierten Linie dienten, stetEkanamycinhaltigem B5-Agar kultiviert.

#12 #12 #20 #20
L10 L33 L35 L39

Abb. 3.7: PCR-Nachweis des RNAi-Konstrukts in Kalls. Das Vorhandensein des jeweiligen RNAI-
Konstrukts im Kallus wurde mittels PCR mit DNA naelwiesen. Hierbei wurde das Primerpaar p35S eitgjese
(501bp Bande). #12: Dau c 1.02 unterdrickte Lini¢20: Dau ¢ 1.01 unterdrickte Linien; L:Linie;
+:Positivkontrolle (leeres pK7GWIWG2(II)-Plasmid); Negativkontrolle HO; M: GréRenstandard (1 kb Plus
DNA Ladder).

Abb. 3.8: Das Wachstum des transgenen Kallus auf BAgarplatten mit dem Antibiotikum Kanamycin.
Etwa 1cm lange Petiolenstiicke transformierter (Ad Wildtyp (B) Pflanzen wurden zur Kallusinduzieguauf
B5-AgarplatteRani00 gelegt. Aus den transformierten Petiolenstiickédel®@n sich nach etwa 3 Wochen Kalli
(A) wahrend die Wildtyp-Petiolen (B) unverandeiieben.

3.2 ERMITTLUNG DER SUPPRESSIONSSTARKE

Bei der RNAi-vermittelten Suppression dBsu ¢ 1-Gens war die Unterdriickung
unterschiedlich stark. Am Anfang existierte nureeidflanze pro transgener Linie, dadurch
wurde die Ermittlung der Expressionsstarke @&u ¢ 1.01- und Dau ¢ 1.02-Gene in
einzelnen Pflanzen durchgefuihrt. Es wurden Blatter vier Wildtyp-Pflanzen als Vergleich
eingesetzt. Bei den Wildtyp-Pflanzen handelte eb sim aus dern vitro-Kultur in Erde
Uberfuhrte Klonpflanzen. Um feststellen zu kdnnen,welchen transgenen Mohren die
Unterdriickung am starksten ausgepragt war, wurdétieB der ausgewachsenen transgenen
Linien sowie der Wildtyp-M6hren geerntet, in Stitté eingefroren und unter flissigem
Stickstoff gemorsert. Die RNA wurde extrahiert unaaDNA umgeschrieben. Diese wurde in
die Ermittlung der relativen Expression déau ¢ 1.01- und Dau ¢ 1.02-Gene mit der
guantitativen Real Time PCR (qPCR) eingesetzt. Bsd@n drei Linien je RNAi-Konstrukt
mit der starksten Unterdriickung des jeweiligen Gansgesucht und vermehrt. In den
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Pflanzen mit deDau c 1.01-Suppression wurden die Linien 25, 35 und 39 auég#dvwAbb.
3.9 A). Die Linie 39 wies die deutlichste Unterdkiing in den Blattern auf. Die Linien 10,
28 und 33 deDau c 1.02-unterdriickten Pflanzen zeigten die starkste Swgspe in den
Blattern (Abb. 3.9 B). Die Linien 10 und 33 wieseie deutlichste Unterdrickung audie
Auflistung der gPCR-ermittelten Expressionswertdinoket sich im Anhang (Kapitel 7.2,
Tab. S1)

25 A:Dauc1.01
15 7

0.5 |
o | B

WT L 25 L35 L3

relative Expression

B: Dauc 1.02
2.5

15 1

o I
0 | : ‘ ‘
WT L 10 L 28 L3

Abb. 3.9: Ermittlung der Suppressionsstarke desDau ¢ 1.01 und Dau c¢ 1.02 in transgenen
Mohrenblattern. Die relative Expression vobau ¢ 1.01 (A) und Dau c 1.02 (B) wurde mittels gPCR
bestimmt. Die am starksten ausgepragte Unterdrigckdes Dau ¢ 1.01 im Vergleich zu den Wildtyp-
Moéhrenblattern wurde in den Linien 25, 35 und 3&destellt. Die relative Expression deau ¢ 1.02 ist in den
Linien 10, 28 und 33 am niedrigsten.

relative Expression

Die M6hren mit der starksten Unterdrickung @& ¢ 1.01- bzw. desDau ¢ 1.02-
Gens wurden geerntet und die Wurzel wurde den Kmadipaspartnern am Paul-Ehrlich-
Institut Langen (AG Prof. S. Vieths, Abteilung Aigmlogie) zur Verfigung gestellt. Sie
ermittelten den Dau ¢ 1.01 und Dau c 1.02-Protdiatjen den Wurzeln der Moéhren. Die
Analyse des Dau c 1.01 bzw. des Dau c 1.02-Pratbelts wurde mit spezifischen
Antikdrpern immunologisch durchgefuhrt (Peters dt aingereicht). Die Dau c 1-
Proteingrol3e liegt bei ~16 kDa (Hoffmann-Sommergrugt al. 1999). In den Immunoblots
konnte in den ausgesuchten transgenen Linien kéamele des Dau ¢ 1.01- (Abb. 3.10 A)
oder Dau c 1.02-Proteins (Abb. 3.10 B) (Proteingréfd6 kDa) detektiert werden (Abb.
3.10). Bei dieser Analyse wurde eine zusatzlichee., iLinie 8, deDau ¢ 1.01-supprimierten
Mohren mit untersucht (Abb. 3.10, A, L 8). Eine Aabme stellte die Dau c¢ 1.02-
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unterdriickte Linie 33 dar, da in dieser Linie egexinge Menge an Dau c 1.02 detektiert
werden konnte.

In den ELISA-Analysen am Paul-Ehrlich-Institut keen die prozentuale
Unterdrickung im Vergleich zu Wildtyp-Mo6hrenwurzefestgestellt werden (Tab. 3.1)
(Fotisch, unveroffentlicht). Es wurde fur die Dad.©1-supprimierten Linien (25, 35 und 39)
eine Reduzierung des Dau c 1.01-Proteingehaltes7@8f bis 88% im Vergleich zu den
Wildtyp-M6hrenwurzeln ermittelt (Tab. 3.1). In d&au ¢ 1.02-unterdriickten Linien (10, 28
und 33) konnte kein Dau c 1.02-Protein festgesteditden (Tab. 3.1). Dies bedeutet, dass der

Dau c 1.02-Proteingehalt unterhalb des messbarezidBs von 10 ng/ml liegt.

B
98 98
50
36 ol
: 36 -« -
16 - -_ 16 - s
6 6
kDa ’ ' kDa
M WT L8 L25 L35 L39 D1.01 M  WT L10 L28 L33 -- D1.02

Abb.3.10: Immunologische Ermittlung der Dau ¢ 1.0lund Dau ¢ 1.02 Suppressionsstarke hypoallergener
Moéhrenwurzeln. Zur Ermittlung der Suppressionsstarke der hypogdierMdhrenwurzeln wurden die Proteine
der Moéhren extrahiert und mittels SDS-PAGE aufgetteDiese wurden geblottet und die Zielproteinai @a
1.01 und Dau ¢ 1.02 mit spezifischen Antikdrperneigert. Der Immunoblot mit Proteinen aus Wildtyp-
Mohren und von den Dau ¢ 1.01 supprimierten hypogdéinen Linien 8, 25, 35 und 39 ist in Abbildungé
sehen. In Abbildung B ist der Immunoblot mit detemextrakten aus den Dau ¢ 1.02 supprimierterehido,
28 und 33 und der Wildtyp-Mo6hre abgebildet. M: Getiftandard; D1.01: Das rekombinante Protein von®au
1.01; D1.02: Das rekombinante Protein von Dau @ IDurchfihrung und Bereitstellung Dr. Fotisch, Pau
Ehrlich-Institut Langen; Peters et al. eingereicht)

Tab. 3.1: ELISA-Analyse der Suppressionsstarke debau ¢ 1.01 bzw. Dau ¢ 1.02 in transgenen Mdohren.
Mit ELISA wurde die Suppressionsstarke der DauGd lund Dau c 1.02-Proteine in den transgenen Wurzel
ermittelt und mit der Dau ¢ 1.01 bzw. Dau c 1.02t€inmenge der Wildtyp-Mohrenwurzeln verglichene Di
Reduktion der Zielproteine ist prozentual im Vergte zur Wildtyp-Zielproteinmenge angegebef:
Unterdruckung. *: Unterhalb der Detektionsgrenze €6 ng/ml (Durchfuhrung und Bereitstellung Dr. iBoh,
Paul-Ehrlich-Institut Langen; Fétisch, unverofféctit).

Linie Dau c 1.01 Reduktion in % Dau c 1.02 Reduktio in %
25 (Dau ¢ 1.03) 87 -
35 (Dau ¢ 1.09) 70 -
39 (Dau ¢ 1.09) 88 -
10 (Dau c 1.09) - 100*
28 (Dau c 1.09) - 100*
33 (Dau c 1.09) - 100*
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3.3 BLATT-MORPHOLOGIE

Die Auswirkung der Unterdriickung der Dau c 1-lsofen auf den Phanotyp der
ausgewachsenen Mohren wurde anhand der Blattersunkd. Die Wurzeln der Méhren aus
derin vitro-Kultur unterschieden sich sehr stark in ihrer Fodadurch war es nicht mdglich
eine Normalform der Wurzeln festzulegen. Aus diesammnd wurde die Morphologieanalyse
auf die Blatter begrenzt. Bei den untersuchten Mihrandelte es sich um auasiitro-Kultur
in Erde Uberfuhrte Pflanzen, die bereits etwa 2¢ndde im Gewachshaus kultiviert wurden.
Das Erscheinungsbild der Mohren, Wildtyp oder tgemer Mohren, unterschied sich nur
geringfugig voneinander. Nur in einzelnen Linienr deansgenen Mohren konnte eine
morphologische Anderung der Blatter beobachtet arerd

In den M6hren mit deDau ¢ 1.01-Unterdriickung war bei der Linie 39 eine solche
Anderung sichtbar (Abb. 3.11 A, zweite Pflanze \imks; B, erste Blatt von rechts). Die
Blatter dieser Linie waren kleiner und der Petioluar kirzer als die Blatter anderer
transgener Linien oder der Wildtyp-Mdhre. Die Blatkite der Fiederblatter war flachiger,
die Fiederung war reduziert im Vergleich zu Wildiidhrenblattern.

In den Mdhren mit der Dau ¢ 1.02-Unterdrickung tstieieden sich die Blatter der
Linie 33 (Abb. 3.12 A, erste Pflanze von rechtsgBs erste Blatt von rechts) gering von den

Blattern anderer transgener und der Wildtyp-PflanZgie Blattspreite der Fiederblatter der

Linie 33 war flachiger als die der weiteren Pflamze

#20 125 139  WTr L35 WT 125 135  L39

Abb. 3.11: Blatt-Morphologie der Dau c 1.01-supprinerten Linien. Die Blatt-Morphologie wurde an etwa
2,5 Monate alten, im Gewachshaus kultivierten, awsghsene Mohren untersucht. Die Dau c¢ 1.01-
supprimierten Linien 25, 39 und 35 enthalten dag¥@WIWG2(Il)-Dau ¢ 1.01-RNAi-Konstrukt in ihrem
Genom und ihre Blatter wurden mit den Blattern d¢ifdtyp-Mohre verglichen. Die Pflanzen wurden in
Erde:Sand (5:1)-Gemisch kultiviert (A). Jeweils &latt wurde von den Pflanzen zum Morphologievariie
abgetrennt (B).
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#1228 L10  WT 133 WT L10  L28 L33

Abb. 3.12: Blatt-Morphologie der Dau c 1.02-supprinerten Linien. Fir die Untersuchung der Blatt-
Morphologie wurden an etwa 2,5 Monate alten, im @&ewhaus kultivierte Pflanzen genommen. Die Dau c
1.02 supprimierten Linien 28, 10 und 33 enthaltas gK7GWIWG2(I)-Dau ¢ 1.02-RNAi-Konstrukt in ihrem
Genom und ihre Blatter wurden mit den Blattern ddifdtyp-M6hre verglichen. Die Pflanzen wurden in
Erde:Sand (5:1)-Gemisch kultiviert (A). Jeweils @&fatt wurde von den Pflanzen zur Morphologieveidie
abgetrennt (B).

3.4 RESISTENZANALYSEN VON MOHRENWURZELSCHEIBEN

Das zweite Ziel dieser Arbeit war es herauszufmdeelche Auswirkung die
Unterdriickung der Dau c 1-Isoformen fur das pflamd Immunsystem hat, da das Dau c 1
Protein zu den Pathogenese-assoziierten Protejpathggenesis related-proteins’, kurz PR)
gehort. Es ist bekannt, dass die Expression dePi@keine direkt mit der Pflanzenresistenz
korreliert (Van Loon und Van Strien, 1999). Genagesagt, gehort das Dau ¢ 1 der Familie
10 der Pathogenese-assoziierten Proteine (PR1(Bafmann-Sommergruber et al. 1999;
Hoffmann-Sommergruber 2000). Fir die Resistenzaealyvurde der moéhrenpathogene Pilz

Alternariaradicina (Meier et al. 1922) eingesetzt.

3.4.1 RESISTENZANALYSEN MIT ALTERNARIA RADICINA

Die Resistenz-Analysen an Wildtyp-Modhrenwurzelsbkeaiwurden mit auf dem Feld
gewachsenen Wildtyp-Mohreméucus carota spp.sativus cv. Rodelika) vom Dottenfelder
Hof durchgefihrt.

Fur die visuelle Analyse des Infektionsverlaufs deureine Wildtyp-Mohrenscheibe
mit Alternaria radicina-Sporensuspension inokuliert und eine andere M@&ctezibe mit HO
behandelt (Abb. 3.13). Die Méhrenscheiben wurdeB8 ind 7 Tage nach dé: radicina-
Inokulation (dai) beobachtet und fotografiert. Bisten Zeichen der Infektion sind drei Tage
nach der A. radicina-Inokulation als eine dunkler werdende Stelle reclauf der

Mohrenwurzelscheibe zu sehen (E). 7 dai war Aligadicina-Infektion deutlich auf der
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Mohrenwurzelscheibe als dunkle Stelle zu sehen (Kuf den HO-behandelten
Mohrenwurzelscheiben war keine Anderung sichtbaBAind C).

Bei der Transkriptions-Analyse mit quantitativeraR@&ime PCR (qPCR) der beiden
Dau c 1-Isoformen konnte eine Transkriptionsinduktibeider Isoformen bereits sechs
Stunden nach dek. radicina-Inokulation (hai) festgestellt werden (Abb. 3.12). hai waren
beide Isoformen deutlich héher exprimiert in demadicina-inokulierten Wurzelscheiben als
in den HO-behandelten Kontrollwurzelscheiben. Wahrend eliative Expression vobBau ¢
1.01 72 hai steigt, geht die relative Expression Bas ¢ 1.02 leicht zurick. Es war ein
leichter Anstieg der relativen Expression \dau ¢ 1.01 6 hai auch in den #-behandelten
Kontrollwurzelscheiben festzustellen (Abb. 3.14 Bjese sank 24 hai wieder ab. Die relative
Dau c 1.02-Expression stieg ab 6 hai in den@behandelten Kontrollwurzelscheiben an
(Abb. 3.14 B). Die relativeDau c 1.02-Expression stieg bis 24 hai an und begann
anschlielBend zu sinken (72 hai). Wie man in Abltg3.14 sehen kann, lag der relative
Expressionslevel derDau c¢ 1-Isoformen stets niedriger in den ,®tbehandelten

Kontrollwurzelscheiben als in den rdit radicina-inokulierten Wurzelscheiben.

HO0

A. radicina

1 3 7 dai
Abb. 3.13: Befallsablauf nach Inokulation der Wildtyp Wurzelscheiben mit Alternaria radicina. Der
Infektionsverlauf wurde 1, 3, und 7 Tage der Inakioin mitA. radicina Sporensuspension (D, E und F) bzw.
mit H,O (A, B und C) ermittelt.
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Abb. 3.14: Transkriptionskinetik der Dau ¢ 1.01- und Dau ¢ 1.02 Gene nach Inokulation der Wildtyp
Wurzelscheiben mitAlternaria radicina. Die eingesetzten Wildtyl-Mohren sind auf Felderis dBottenfelder
Hofs gewachsen. Dargestellt sind die mit qPCR eeftein relativen Expressionen deau c 1.01- (A) und Dau

¢ 1.02-Gene (B) inA. radicina-inokulierten und in nicht-inokulierten Wildtyp-Mdénscheiben 0, 6, 12, 24 und
72 Stunden nach der Inokulation (hai). K: mitH behandelte Kontrolle; A: mitAlternaria radicina-
Sporensuspension inokuliert.

3.4.2 RESISTENZANALYSEN TRANSGENER MOHRENWURZEL-SCHEIBEN

MIT ALTERNARIA RADICINA

Um feststellen zu kdnnen, ob die Unterdrickung Beu c 1-Isoformen eine
verminderte Resistenz in den Wurzeln gegenlubengitzhen Pathogenen bewirkt, wurden
Resistenzanalysen mit den Wurzeln der transgenewmerLi35, 39 (#20: Dau c 1.01
unterdriickt) und 10 (#12: Dau c 1.02 unterdruckictgefuhrt. Wildtyp-Mohren wurden zur
Kontrolle gleich mit den transgenen Mohren behanddlle ausgewachsenen im
Gewachshaus kultivierten Pflanzen stammten ausdro-Kultur.

Es wurden vier Mohren je transgener Linie sowie WMhdtyp fur die A. radicina-
Kinetik eingesetzt. Die Mohrenscheiben jeder Linied des Wildtyps wurden jeweils
heterogen auf vier Petrischalen verteilt, so dass Lnie und Wildtyp vier Petrischalen
vorlagen. Die Mohrenwurzelscheiben wurden jeweits zwei Petrischalen mit deA.
radicina-Sporensuspension inokuliert und die anderen mitO Hbehandelt. Die
Mohrenwurzelscheiben wurden 0, 6, 12 und 24 Sturfdern nach der Inokulation geerntet
und in flissigem Stickstoff eingefroren. JeweilseeMohrenwurzelscheibe blieb bis sieben
Tage nach der Inokulation (dai) in den Petrischéitgen. Anhand dieser Scheiben wurde der
Infektionserfolg kontrolliert (Abb. 3.15, jeweilsied zwei rechten Wurzelscheiben). Nach
Feststellung des Infektionserfolgs wurden die Pndiie die gPCR-Analysen verwendet.

7 dai war dieA. radicina-Infektion als dunkler Bereich auf den Mohrenwuszékeiben zu

erkennen (Abb. 3.15). Auf den Wurzelscheiben voridWppflanzen war nur auf einer

Scheibe eine deutliche Infektion zu sehen (A). deri Wurzelscheiben der Linien 35 und 39
47



RGEBNISSE

(Dau c 1.01-supprimiert) war die Infektion am dmin$sten zu sehen (B und C). Auf den
Wurzelscheiben der Linie 10 (Dau ¢ 1.02-Supprimiesr die Infektion nur leicht ausgepragt

(D).

Abb. 3.15: Befall transgener- und Wildtyp-Mohrenscleiben 7 Tage nach der Inokulation mitAlternaria
radicina-SporensuspensionSieben Tage nach dét. radicina-Inokulation war auf Wiltyp- sowie auf den
transgenen Mohrenwurzelscheiben der Linien 35,38u(c 1.01) und 10 (Dau ¢ 1.QQ eine Infektion zu
erkennen. Die mit pD-behandelten Mohrenwurzelscheiben zeigten keingeidhen von Infektionen. Rote
Pfeile: zeigen auf die Infektionsstellen.

Durch gPCR-Analysen wurde in cDNA der Proben voitd#p und den Linien 35,
39 (#20: Dau c 1.01-supprimiert) und 10 (#12: Dal@2-supprimiert) aus dé. radicina-
Kinetik die relative Expression vobau ¢ 1.01, Dau ¢ 1.02, Daucus carota PRPlikel
(DcPRPIikel) und PR3 ermittelt.

Das DcPRPlikel-Gen wurde von Sano et al. (2004) zuerst beschriebBs weist
eine 70-72%ige Homologie zubBau ¢ 1-Gen auf. Das PR3-Protein gehort zu einer weiteren
Familie der pathogen-assoziierten Proteine (Vamuaad Van Strien 1999). Bei PR3 handelt
es sich um eine Chitinase (Van Loon und Van Stii8f9). Die hier verwendete Sequenz
wurde von Wiweger et al. (2003) ddsaucus carota Chitinase EP3 Gen publiziert.

Jede Probe bestand aus 4 M6hrenscheiben aus véehielenen Mohrenklonen einer Linie,
die zu einer heterogenen Probe fur die gPCR-Analysebereitet wurden. Dadurch gab es
keine messbaren Abweichungen, da die gemessenen te Wdrereits den

Durchschnittsmesswert wiedergeben.
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3.4.2.1 Relative Expression vobau c 1.01-Gens

Die relative Expression vobau ¢ 1.01 stieg in allen Wurzelscheiben sowohl in mit
Wasser behandelten wie auchAnradicina-inokulierten Wurzelscheiben mit zunehmender
Zeit an (Abb. 3.16). Auffallend hoch war die rélat Expression in der mit Wasser
behandelten Wildtyp-Probe 0 hai (Abb. 3.16, A).dab keinen deutlichen Zusammenhang
zwischen der relativen Expression vbau ¢ 1.01 und derA. radicina-Infektion wie es bei
der Transkriptionsanalyse mit den auf dem Feld gésenen Wildtyp-Mohrenwurzeln
festgestellt wurde (vgl. Kapitel 3.4.1). Die rela@Dau c 1.01-Expression lag hier zu 6 hai in
denA. radicina-inokulierten Wildtyp-Wurzelscheiben und in den \&eischeiben der Linie
39 (Dau c 1.01-supprimiert) niedriger als in deks®-behandelten Kontrollwurzelscheiben
(Abb. 3.16 A und C). In den inokulierten Wurzelsédem der Linien 35 (Dau c 1.01-
supprimiert) und 10 (Dau c 1.02-supprimiert) lag delativeDau ¢ 1.01-Expression leicht
hoher als in deren Kontrollwurzelscheiben (B und L9 hai lag der relativ®au ¢ 1.01-
Expressionslevel in den inokulierten Wurzeln denién 35 und 39 hoher als in deren
Kontrollwurzelscheiben. In den Wildtyp-Wurzelscheb war die relativeDau ¢ 1.01-
Expression 12 hai in den inokulierten und nichtkugerten Wurzelscheiben gleich hoch. Nur
in den inokulierten Wurzelscheiben der Linie 10 kg relativeDau ¢ 1.01-Expressionslevel
12 hai unterhalb dem der Kontrolle. 24 hai war dilative Dau ¢ 1.01-Expression in den
inokulierten Wurzeln der Linien 39 und 10 hoherialslen HO-behandelten Wurzeln. Dies
war in den Wurzelproben des Widtyps und der Linte 23 hai umgekehrt. Hier lag die
relative Expression dd3au ¢ 1.01 in den HO-behandelten Wurzelscheiben hdher als in den

inokulierten Scheiben.
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Abb. 3.16: Transkriptionskinetik des Dau c¢ 1.01-Gens nach Inokulation der Wurzelscheiben mit
Alternaria radicina. Die relative Expression voRau ¢ 1.01 in den HO-behandelten (40) und in den mifA.
radicina-inokulierten Ar) Méhrenwurzelscheiben-Proben wurde 0, 6, 12 un&t2#den nach Inokulation (hai)
mittels quantitativer Real-Time PCR ermittelt. EB®pression voiDau ¢ 1.01 wurde zu 0 hai nur in den,B-
behandelten Méhrenwurzelscheiben festgestellt. 820Dau ¢ 1.01 unterdrickte Linie 35; #20L39: DalL.@l
unterdriickte Linie 39; #12L.10: Dau c 1.02 unter#téd_inie 10, WT: Wildtyp.

50



RGEBNISSE

3.4.2.2 Relative Expression deBau ¢ 1.02-Gens

Die relative Expression voDau ¢ 1.02 stieg ebenso wie die relative Expression von
Dau ¢ 1.01 mit der zunehmenden Zeit in allen Proben an (Abb7). Dies war sowohl in den
A- radicina-inokulierten wie auch in den mit ;@-behandelten Kontrollwurzelscheiben
festzustellen. Der relative Expressionslevel {2@au ¢ 1.02 war héher als der vodau ¢ 1.01
(vgl. Abb. 3.16 und 3.17). Am Anfang dBrau c 1.02-Kinetik lag die relativeDau ¢ 1.02-
Expression in allen Kontrollwurzelscheiben etwa iajle hoch. Nur in den
Kontrollwurzelscheiben der Linie 10 (Dau ¢ 1.024sumiert) lag der relativddau ¢ 1.02-
Expressionslevel niedriger als in den anderen Kdatarzelscheiben (Abb. 3.17,
Bemerkung: die Skalierung in D ist um 100-fach niget als in A, B und C). 6 hai konnte
man keine A. radicina-induzierte Dau ¢ 1.02-Hochregulation in den Wurzelscheiben
erkennen. Nur in den inokulierten Wurzelscheibenldeie 10 lag der relativ®au ¢ 1.02-
Expressionslevel leicht Uber dem der Kontrollwusebkiben. 12 hai wurde in den
inokulierten Wurzelscheiben der Linie 35 (Dau c1tstipprimiert) eine niedrigere relative
Dau ¢ 1.02-Expression als in den zugehorigen KontrollwurZedsicen ermittelt. In den
inokulierten Wurzelscheiben des Wildtyps und demidilO lag die relativéddau c 1.02-
Expression leicht Uber der der Kontrollwurzelsckeib 12 hai zeigten die inokulierten
Wurzelscheiben der Linie #20L39 (Dau c 1.01-suppith den starksten Anstieg des
relativen Dau ¢ 1.02-Expressionslevels. Bei dieser Linie war die relatdau c 1.02-
Expression ab 12 hai in den it radicina-inokulierten M6hrenwurzelscheiben héher als in
den HO-behandelten Kontrollwurzelscheiben (Abb. 3.171.€ und 24 hai). Diese Linie war
die einzige, die dieses Expressionsmuster zeigtalBesn anderen der drei getesteten Linien
war der relative Expressionslevel d€sau c¢ 1.02 in den A. radicina-inokulierten
Mohrenwurzelscheiben niedriger als in deiOFbehandelten Kontrollwurzelscheiben (24 hai)
(Abb. 3.17, A, B und D). Den deutlich niedrigstezleativen Expression vobDau ¢ 1.02

zeigten die Mohrenwurzelscheiben der Linie #12L40 a
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Abb. 3.17: Transkriptionskinetik des Dau ¢ 1.02-Gens nach Inokulation der Wurzelscheiben mit
Alternaria radicina. Die relative Expression dd3au ¢ 1.02-Gens wurde 0, 6, 12 und 24 Stunden nachAder
radicina-Inokulation (hai) oder kD-Behandlung (kD) der M6hrenwurzelscheiben von Wildtyp-Mdhren sowi
in den Linien 35, 39 (Dau c 1.0lund 10 (Dau c 1.3 mittels quantitativer Real-Time PCR bestimmt. Der
relative Dau c¢ 1.02-Expressionslevel wurde 0 hai nur in denO-behandelten Moéhrenwurzelscheiben
festgestellt. Die Skalierung der Abbildung D isDifach niedriger|: Suppression; #20: Dau ¢ 1.01-supprimiert;
#12: Dau ¢ 1.02-supprimiert, WT: Wildtyp.
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3.4.2.3 Relative Expression de3cPRPIlikel-Gens

Die relative Expression dd3cPRPLIKE1-Gens stieg wie auch die dBau c 1.01-
und Dau ¢ 1.02-Gene mit zunehmender Zeit in allen Proben an (Abb8). Der relative
DcPRPIlikel-Expressionslevel bewegte sich im gleichen Bereighder dePau ¢ 1.02-Gens
(vgl. Abb. 3.17). Am Anfang demDcPRPlikel-Transkription-Analyse lag der relative
DcPRPIlikel-Expressionslevel in allen Wurzelscheiben niedhigden Wurzelscheiben der
Linie 35 (#20L35, Dau c 1.01-unterdrtuickt) war deative Expression dd3cPRPlikel-Gens
Uber die gesamte Analysezeit am niedrigsten (A8 3 und B). Der relativ®cPRPlikel-
Expressionslevel in den Wurzelscheiben der Linievab etwas niedriger als in den Wildtyp-
Wurzelscheiben. 6 hai stieg die relatiibePRPlikel-Expression in allen Wurzelscheiben
leicht an. In den inokulierten Wurzelscheiben dekdiyps und der Linie 39 (Dau ¢ 1.01-
supprimiert) lag der relative DcPRPlikel-Expressionslevel leicht unter der der
Kontrollwurzelscheiben. Der relativeDcPRPlikel-Expressionslevel der inokulierten
Wurzelscheiben der Linien 35 und 10 (Dau c 1.03supert) befand sich etwas tber dem
der Kontrollwurzelscheiben. Waéhrend die relativ@cPRPlikel-Expression in den
Wurzelscheiben der Linie 35 12 hai relativ unvegindlieb, stieg der relativecPRPlikel-
Expressionslevel in den anderen untersuchten Waafzelben. In den inokulierten
Wurzelscheiben des Wildtyps und der Linien 39 urtd lag der relativeDcPRPIikel-
Expressionslevel 12 hai unter dem der Kontrollwlsdeeiben. 24 hai stieg die relative
DcPRPIlikel-Expression in den inokulierten Wurzelscheiben ldaeren 39 und 10 Uber die
dessen Kontrollwurzelscheiben an. Zu diesem Zekpumurde im Gegensatz zu den
Ergebnissen der Linien 39 und 10, in dei®kbehandelten Wurzelscheiben des Wildtyps und
der Linie 35 ein hoherer relativBcPRPIlikel-Expressionslevel festgestellt als in dan
radicina-inokulierten Wurzelscheiben (Abb. 3.18 A und B, ).
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Abb. 3.18: Transkriptionskinetik des DcPRPlikel-Gens nach Inokulation der Wurzelscheiben mit
Alternaria radicina. Die relative Expression d€&3cPRPlikel-Gens wurde 0, 6, 12 und 24 Stunden nachAder
radicina-Inokulation (hai) oder kD-Behandlung (kD) der M6hrenwurzelscheiben von Wildtyp-Mdhren sowi
in den Linien 35, 39 (Dau ¢ 1.Qlund 10 (Dau c 1.9 mit quantitativer Real-Time PCR ermittelt. Delateve
DcPRPlikel-Expressionslevel wurde 0 hai nur in depObehandelten Méhrenwurzelscheiben festgestglit.
Suppression; #20: Dau ¢ 1.01-supprimiert; #12: ©aw2-supprimiert, WT : Wildtyp.
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3.4.2.4 Relative Expression deBR3-Gens

Die relative Expression de®R3-Genes stieg mit zunehmender Zeit in,CH
behandelten Kontrollwurzelscheiben wie auch in demt A. radicina-inokulierten
Wurzelscheiben (Abb. 3.19) an, wie es auch fureliative Expression voDau c 1.01-, Dau
¢ 1.02- und DcPRPlikel-Gene beobachtet wurde (Abb. 3.16, 3.17 und 3A®) Anfang der
PR3-Transkriptionsanalyse lag der relativieR3-Expressionslevel in den Wurzeln der
transgenen Linien 35, 39 (beide Dau ¢ 1.01-suppriinund 10 (Dau c 1.02-supprimiert)
niedriger als in den Wildtyp-Wurzelscheiben (Abb.l%. 6 hai gab es kein®RS3-
Transkriptionsinduktion in den inokulierten Wurzsigeiben des Wildtyps und der Linie 35.
Hier lag der relativePR3-Expressionslevel der inokulierten Wurzelscheibaterhalb dem
der Kontrollwurzelscheiben. In den Wurzelscheiben dnien 39 und 10 stieg der relative
PR3-Expressionslevel 6 hai in inokulierten und in mictokulierten Wurzelscheiben an.
Wahrend in den inokulierten Wurzelscheiben der d.iB9 die relativePR3-Expression
niedriger als in den Kontrollwurzelscheiben warg ldie relative PR3-Expression der
inokulierten Wurzelscheiben der Linie 10 Uber desr #&ontrollwurzelscheiben. In den
Wurzelscheiben des Wildtyps und der Linien 35 u@icsBeg die relativé®’R3-Expression 12
hai in inokulierten und in nicht-inokulierten Wutgeheiben an, hier lag der relatifR&R3-
Expressionslevel in den inokulierten Wurzelscheibggweils unterhalb dem der
Kontrollwurzelscheiben. In den nicht-inokuliertenuv¥elscheiben der Linie 10 stieg die
relative PR3-Expression 12 hai an und lag Uber den relatiP®3-Expressionslevel der
inokulierten Wurzelscheiben. Nur in dén radicina-inokulierten Wurzelscheiben der Linie
39 konnte 24 hai ein deutlich héheres relativesré&sgionslevel vorPR3 als in den HO-
behandelten Wurzelscheiben ermittelt werden (Abt9 3, 24 hai). In den Proben von
Wildtyp und der Linie 35 war die relativéR3-Expression in den #-behandelten
Kontrollwurzelscheiben hoher als in den ritradicina-inokulierten Wurzelscheiben. 24 hai
lag die relativePR3-Expression in nicht-inokulierten und inokuliert®urzelscheiben der

Liniel0 etwa auf dem gleichen Level.
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Abb. 3.19: Transkriptionskinetik des PR3 Gens nach Inokulation der Wurzelscheiben mitAlternaria
radicina. Die relative Expression d€¥:3-Gens wurde 0, 6, 12 und 24 Stunden nachAdeadicina-Inokulation
(hai) oder HO-Behandlung (kD) der Mohrenwurzelscheiben von Wildtyp-Mohren sewi den Linien 35, 39
(Dau ¢ 1.01) und 10 (Dau c 1.Q2 mit quantitativer Real-Time PCR ermittelt. Derlateve PR3-
Expressionslevel wurde 0 hai nur in degObehandelten Mdhrenwurzelscheiben festgestellSuppression;
#20: Dau ¢ 1.01-supprimiert; #12: Dau c 1.02-supjait, WT: Wildtyp.
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3.5 RESISTENZANALYSE DER MOHREN

Die in diesem Kapitel aufgeflihrten Ergebnisse warde Kooperation mit von der
Autorin  hergestellten Mohren am Julius-Kuhn-IngfituQuedlinburg  (Institut  far
Zichtungsforschung an gartenbaulichen Kulturen@bst) durchgefthrt.

Es wurden die Pflanzenteile Blatt, Petiolus und ¥éuanalysiert. Jeweils 10 Pflanzen der
transgenen Linien 35 (Dau ¢ 1.01-supprimiert) u@d(Dau ¢ 1.02-supprimiert) und der
Wildtyp-Pflanzen, die aus den vitro-Kultur stammen und der Pflanzen, die aus Samen
gewachsen sind, wurden untersucht. Die M6hrensanaen die gleichen, die fur dia
vitro-Kulturherstellung verwendet wurden. Bei den PfEamnaus dem vitro-Kultur handelte
es sich um in Erde Uberfuhrte Klonpflanzen. DieaRflen waren vor dem Versuchbeginn mit
Mehltau befallen. Erst 12 Tage nach der Spritzuitg@rtiva“ zur Beseitigung des Mehltaus
wurde mit den Resistenzanalysen begonnen, um arfalschung der Daten zu vermeiden.
Der Infektionsverlauf wurde zu festgelegten Zeitgen nach der Pilzinokulation mittels
DIAS (Digitales Analyse System) der Fa. LemnaTefasst. Die statistische Auswertung
erfolgte mit der Software SYSTAT 9.0 (Wilkinson B)9

3.5.1 RESISTENZANALYSE DER MOHRENBLATTER

Um die Resistenz der transgenen Mohrenblatterrgpdeliche Pflanzenpathogene zu
analysieren, wurden diese mit ein@iternaria dauci-SporensuspensiorA( dauci) (Kihn)
Groves & Skolkanokuliert. Der Infektionsverlauf wurde vor derféition (0) und 3, 7 und 9
Tage nach der Inokulation (dai) erfasst. Es wuiderils vier ausgewachsene Blatter von 10
Klonpflanzen der Linien 35 (#20L35: Dau ¢ 1.01-stymgert) und 10 (#12L10: Dau ¢ 1.02-
supprimiert) sowie vier Wildtyp-Blatter von 10 awder in vitro-Kultur stammender
Klonpflanzen (WTg) und Blatter aus Samen erzeugtadtyp-Pflanzen (WTs) eingesetzt.

Vor der Inokulation waren alle Blatter in nahezeighem Zustand (Abb. 3.20 (0)).
Bereits 3 dai war zu sehen, dass die Blatter dddtyg-Mohren aus Samen (WTs) etwas
resistenter gegen deA. dauci-Infektion waren als die Blatter der aus vitro-Kultur
stammenden Pflanzen (Abb. 3.20, 3 dai). Dies wurdai noch deutlicher. Alle Blatter der
ausin vitro-Kultur stammender Pflanzen zeigten etwa die gkidlfiektionsintensitat. Nur die
Blatter der aus Samen stammender Mohren waren stateisfahiger gegen die dauci-
Infektion (Abb. 3.20, 7 dai). 9 dai zeigten die B## der aus Samen stammenden Pflanzen
eine deutlich niedrigere Infektionsintensitat aks Blatter der aum vitro-Kultur stammenden
Wildtyp- und transgenen Pflanzen (Abb. 3.20, 9 .d&i¢i diesem Messpunkt ergab die
Varianzanalyse (ANOVA) signifikante Unterschiedem | Tukey-Test gab es keine
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signifikanten Unterschiede zwischen den Wildtypd daransgenen Pflanzen aus dewitro-
Kultur. Signifikante Unterschiede lieBen sich nwvischen den Blattern der Pflanzen aus
Samen (WTs) und den Blattern der Pflanzen ausimeftro-Kultur (WTg, #20L35 und
#12L.10) feststellen.

10

90l = 4 M #2000

80~ 4 7 WTyg

or N #20L35
60 .

50+ | | - WTs

40} -

30} / . .
20 “1 - o -
10 1}_/___} .
0 | | |

0) 3 7 9dai

Infektionsintensitat in ¢

Abb.3.20: Resistenzanalyse der Blatter nach Inokuteon mit Alternaria dauci. Der A. dauci-
Infektionsverlauf auf den Méhrenblatter der tramsgeLinien 35 (Dau ¢ 1.0J) und 10 (Dau c 1.0@) und der
Wildtyp-Md&hrenblatter der aus vitro-Kultur stammenden Pflanzen (WTg) und aus Sameng)Vgiammenden
Pflanzen wurden mittels DIAS (Digitales Analyse ®ys) der Fa. LemnaTec erfasst. Der Zustand deteBlat
wurde vor der Inokulation (0) und 3, 7 und 9 Tagemder Inokulation (dai) aufgezeichngtSuppression; #20:
Dau c 1.01-unterdrtickt; #12: Dau ¢ 1.02-unterdrlickt

3.5.2 RESISTENZANALYSE DER MOHRENPETIOLEN

Fir die Resistenzanalyse der Mohrenpetiolen wurdelie pilzlichen
PflanzenpathogenAlternaria radicina (A. radicina) Meier, Drechsler & Eddynd Botrytis
cinerea (de Bary) WhetzelR. cinerea) eingesetzt. Jeweils 4 Petiolen jeder Pflanze wmurd
analysiert.

Bis zu 7 Tage nach dé: radicina-Inokulation (dai) gab es keine grof3en Unterschiede
in der Infektionsintensitéat zwischen den transgeumah Wildtyp-Petiolen (Abb. 3.21 A). Nur
die Wildtyp-Petiolen aus den aus Samen stammendémzBn zeigten eine leicht
verminderte Infektion. 9 dai war ein Unterschiedischien den Petiolen aus damvitro-
Kultur stammenden Pflanzen und den Petiolen der $arsen stammenden Pflanzen zu
erkennen (Abb. 3.21 A, 9 dai). Dieser Unterschied wach der Varianzanalyse (ANOVA)

auch signifikant.
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4 Tage nach deB. cinerea-Inokulation gab es keine erkennbaren Unterschiedeer
Infektionsintensitat zwischen den gepriften Petidlabb. 3.21 B). Die ersten Unterschiede
waren 7 dai erkennbar (Abb. 3.21 B 7 dai). Die ®eti der transgenen Linie 10 (Dau c 1.02-
supprimiert) zeigten die starkste und die Wildtygdi®len der aus Samen stammenden
Pflanzen zeigen die schwachste Infektion. Der atged zwischen diesen beiden Petiolen
war 9 dai noch deutlicher zu erkennen (Abb. 3.29 Bai). Die Petiolen der Wildtyp-M&hren
aus deiin vitro-Kultur waren nahezu gleich stark wie die Petialen Linie 10 infiziert. Etwa
20 % niedrigere Infektionsintensitat war bei dertidken der Linie 35 (Dau c¢ 1.01-
unterdriickt) und etwa 30 % niedrigeren Infektiotexnsitat war bei den Petiolen der aus
Samen stammenden Pflanzen im Vergleich zu den |@etider Linie 10 zu sehen. Die
ANOVA ergab einen signifikanten Unterschied zwistlden ausn vitro-Kultur stammenden

und den aus Samen stammenden Petiolen.
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Abb.3.21: Resistenzanalyse der Petiolen nach Inolation mit Alternaria radicina oder mit Botrytis
cinerea. Der A. radicina (A) und derB. cinerea-Infektionsverlauf (B) auf den Mdhrenpetiolen deanisgenen
Linien 35 (Dau ¢ 1.01)) und 10 (Dau c 1.03) und der Wildtyp-M&hrenpetiolen der aus vitro-Kultur
stammenden Pflanzen (WTg) und aus Samen (WTs) staden Pflanzen wurde mittels DIAS (Digitales
Analyse System) der Fa. LemnaTec erfasst. Der Adstier Blatter wurde 2, 4, 7 und 9 Tage nach der
Inokulation (dai) aufgezeichnef: Suppression; #20: Dau ¢ 1.01-unterdriickt; #121 Da.02-unterdrickt.

3.5.3 RESISTENZANALYSE DER MOHRENWURZELN

Fur die Resistenzanalysen der Mohrenwurzelscheseden die gleichen pilzlichen
Pflanzenpathogendélternaria radicina (A. radicina) und Botrytis cinerea (B. cinerea)
eingesetzt wie zur Analyse der Petiolen. Es wurléohrenwurzelscheiben jeder Pflanze

analysiert.
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Der Zustand der Wurzelscheiben vor der Inokulationit der A. radicina-
Sporensuspension war etwa gleich (Abb. 3.22 A, @)ai war die Infektionsintensitat der
Wourzelscheiben leicht angestiegen, aber es gale kéiterscheide zwischen den transgenen-
und den Wildtyp-Wurzelscheiben (Abb. 3.22 A 3 daf. dai waren die Wildtyp-
Wurzelscheiben der aus Samen stammenden Pflandeersbefallen als die aus vitro-
Kultur stammenden Pflanzen (Abb. 3.22 A, 6 dai)ed@s Befallsverhaltnis bleibt auch 9
Tage nach der Inokulation gleich. 13 dai gab esgeuningfiigige Unterschiede zwischen den
analysierten Wurzelscheiben (Abb. 3.22 A 13 daille AVurzelscheiben zeigten etwa die
gleiche Infektionsintensitat zwischen 60 und 65% @berflache auf. Bei diesem Messpunkt
zeigte die Varianzanalyse (ANOVA) keine signifikamt Unterschiede zwischen den
Wurzelscheiben auf.

3 und 6 Tage nach dé cinerea-Inokulation waren die eingesetzten Wurzelscheiben
alle gleich stark befallen (Abb. 3.22 B, 3 und 6i)d® dai zeigten die Wildtyp-
Wurzelscheiben der aus Samen stammenden Pflanzergeiingere Infektionsintensitat als
Wurzelscheiben der aus vitro-Kultur stammenden Pflanzen (Abb. 3.22 B 9 daijerbei
waren die Wildtyp-Wurzelscheiben der ansitro-Kultur stammenden Pflanzen am starksten
infiziert. Die Wurzelscheiben der transgenen Ling&n(Dau ¢ 1.01-supprimiert) und 10 (Dau
c 1.02-supprimiert) hatten etwa die gleiche Infeksintensitat, diese lag zwischen der der
beiden Wildtyp-Wurzelscheiben. 13 dai zeigten dieur¥élscheiben der aus Samen
stammenden Pflanzen die hdchste Resistenz dgegenierea (Abb. 3.22 B 13 dai). Nur etwa
15% der Wurzelscheibenoberflache war befallen. \Wigrzelscheiben der Linie 10 (Dau c
1.02-supprimiert) war zu ~26% befallen, die Wurgk&ben der Linie 35 (Dau c¢ 1.01-
supprimiert) und die der aus vitro-Kultur stammenden Wildtyp-Mdhrenwurzelscheiben
zeigten die starkste Infektionsintensitat mit eB8&o. Die ANOVA zeigte einen signifikanten
Unterschied zwischen der Infektionsintensitat dewr¥®lscheiben der aus vitro-Kultur

stammenden und den aus Samen stammenden Pflanzen an
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Abb.3.22: Resistenzanalyse der Wurzelscheiben nadhokulation mit Alternaria radicina und Botrytis
cinerea. Der A. radicina (A) und derB. cinerea-Infektionsverlauf (B) auf den Mdhrenwurzelscheibéer
transgenen Linien 35 (Dau ¢ 1.Qlund 10 (Dau ¢ 1.02) und der Wildtyp-Mdhrenwurzelscheiben der aus
vitro-Kultur (WTg) und aus Samen (WTs) stammenden Pfanwurden mittelsDIAS (Digitales Analyse
System) der Fa. LemnaTec erfasst. Der Zustand derzésécheiben wurde 3, 6, 9 und 13 Tage nach der
Inokulation (dai) aufgezeichnef: Suppression; #20: Dau ¢ 1.01-unterdriickt; #121 Da.02-unterdriickt.

3.6  SALIZYLSAURE-ANALYSEN AN MOHRENBLATTERN

Um die Transkriptionsinduktion dé&au c 1-Isoformen in den Dau ¢ 1.01- und Dau ¢
1.02-unterdriickten Linien zu udberprufen wurden tlatder Linien 35 (Dau c 1.01-
supprimiert) und 10 (Dau c 1.02-supprimiert) sodhe Blatter von Wildtyp-Pflanzen mit 1
mM Salizylsaurelésung bespriiht. Salizylsaure (SWueiert die PR10-Transkription (Liu et
al. 2006; Xie et al. 2010). Fur diese Analyse ward®@ Wildtyp-Pflanzen und 10 Pflanzen
der Linie 10 und 8 Pflanzen der Linie 35 eingesd@ei allen verwendeten Pflanzen handelt
es sich um aum vitro-Kultur in Erde uberfuhrte Klonpflanzen. Es wurdérBlatter jeder
Pflanze fir diese Analyse verwendet. Die Blatter élfte der Pflanzen wurden mit der
Salizylsaureldésung bespriht und die Blatter dereesrd Hélfte der Pflanzen wurden als
Kontrolle mit HO bespruht. Von jeder Pflanze wurde ein Blatt figr Analysen der relativen
Expression vomau c 1.01, Dau ¢ 1.02, DcPRPlikel und PR3-Genen 0, 9, 24 und 24 Stunden
nach der Besprihung geerntet und fur die Quardifimig mit quantitativer Real-Time PCR
(qPCR) vorbereitet und quantifiziert. Die Blatténex Linie gleichen Messpunkts und einer
Behandlung wurden zusammengelegt, so dass die Messden Durchschnittswert der flnf
bzw. vier Blatter wiedergeben. Diese Messzeitpunkteerschieden sich von denen der

Resistenzanalysen (vgl. Kapitel 3.4.2). Die Pflambefanden sich im Gewachshaus mit
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bestimmtem Tag/Nacht-Zyklus. Um bei Licht die Pnobehmen zu kénnen, wurden die

Messzeitpunkte so wie vorher beschrieben gewabhilt.

3.6.1 RELATIVE EXPRESSION DESDAU C 1.01-GENS NACH SALIZYLSAURE-

BEHANDLUNG

Der relativeDau ¢ 1.01-Expressionslevel war deutlich niedriger in Blattaits in den
Wurzeln (vgl. Abb. 3.16). Am Beginn der Analyse Ildig relative Expression d&au c 1.01
in den HO-behandelten Kontrollblattern sowie in den SA-bébkpen Blattern der Linien 35
(Dau c 1.01-unterdrtickt) und 10 (Dau c 1.02-unigski) niedriger als in den Wildtyp-
Blattern (Abb. 3.23). In den J@-behandelten Wildtyp-Kontrollblattern war die rtela
Expression voau ¢ 1.01 am hdchsten (Abb. 3.23, 0 hat). In allen SA-belkb#ad Blattern
lag der relative Expressionslevel desu ¢ 1.01 9 Stunden nach der Bespruhung (hat) leicht
hoher als in den Kontrollblattern. In den SA-bespeir Blattern der Wildtyp-Pflanzen und
der Pflanzen der Linie 10 war die relative ExpressiesDau ¢ 1.01 24 hat deutlich héher als
in den Kontrollblattern, die mit ¥© behandelt wurden (Abb. 3.23 A und C, 24 hat)ribée
war die relative Expression vobau ¢ 1.01 in den SA-behandelten Wildtyp-Blattern am
hochsten. In den Blattern der Linie 35 war keinetlighe Anderung zu den gemessenen
Anfangswerten zu diesem Zeitpunkt sichtbar. 48zeégten die SA-behandelten Blatter des
Wildtyps und der Linie 10 weiterhin eine deutlicbhere relativeDau ¢ 1.01-Expression als
die Kontrollblatter (Abb. 3.23 A und C 48 hat). DefativeDau c 1.01-Expressionslevel war
auch in den Kontrollblattern im Vergleich mit denewén des vorherigen Messpunktes
angestiegen. In den Blattern der Linie 35 war agide Erhéhung des relativéyau ¢ 1.01-
Expressionslevels festzustellen, dies bezog sicocle auf die HBO-behandelten
Kontrollblatter.
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Abb. 3.23: Transkriptionskinetik des Dau ¢ 1.01-Gens nach Besprihung der Blatter mit SalizylsaureDie
relative Expression dd3au c1.01 -Gens wurde 0, 9, 24 und 48 Stunden nach Bespriming§A oder HO in
Moéhrenblattern von Wildtyp-Méhren sowie den Linigh (Dau ¢ 1.03) und 10 (Dau ¢ 1.Q32 mit quantitativer
Real-Time PCR ermittelt. Die #@-bespriihten Blatter dienten als Kontrolle.Suppression; #20: Dau ¢ 1.01-
supprimiert; #12: Dau ¢ 1.02-supprimiert, WT: Wit

3.6.2 RELATIVE EXPRESSION DESDAU C 1.02-GENS NACH SALIZYLSAURE-
BEHANDLUNG

Der relativeDau c¢ 1.02-Expressionslevel war in den Blattern deutlich niger als in
den Wurzeln (vgl. Abb. 3.17), aber hoher als@ai c 1.01-Expression in den Blattern (vgl.
Abb. 3.23). Am Anfang der Transkriptionsanalyse \@esu ¢ 1.02 war in den Blattern des
Wildtyps und der Linie 35 (Dau ¢ 1.01-supprimiat®r relativeDau ¢ 1.02-Expressionslevel
deutlich hoher als in den Blattern der Linie 10 {Da 1.02-supprimiert). In den ,B-
behandelten Wildtyp-Blattern war die relatiau c 1.02-Expression am hochsten (Abb.
3.24, 0 hat). 9 hat zeigten die SA-behandeltent@idter Wildtyp-Mohren und der Linie 35
die hochste relative Expression vDau ¢ 1.02, wahrend die relativ®au ¢ 1.02-Expression
in den Blattern der Linie 10 unverandert blieb (ABR24, 9 hat). Ab diesem Zeitpunkt blieb
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die relativeDau c 1.02-Expression in den SA-behandelten Wildtyp-Blattetets hoher als die
in den BO-behandelten Wildtyp-Kontrollblattern. 24 hat warden SA-besprihten Blattern
der Linie 35 ein deutlich hoheres relatives Expoesdevel vonDau ¢ 1.02 nachzuweisen als
in den Kontrollblattern (Abb. 3.24 B, 24 hat). Digederte sich 48 Stunden nach der SA-
Besprihung. Hier war der relative Expressionslevelen Kontrollblattern Giber den Wert der
SA-besprihten Blattern gestiegen (Abb. 3.24 B, 48).hDer relative Dau ¢ 1.02-
Expressionslevel der Blatter der Linie 10 andeith svahrend der gesamten Messzeit nur
wenig. 48 hat konnte in den SA-behandelten Blateannetwas hoherer relativerau ¢ 1.02-
Expressionslevel gemessen werden als in den Kdri&tern (Abb. 3.24 C). Der relative
Dau c 1.02-Expressionslevel dieser Blatter war Uber den gémarvesszeitraum deutlich

niedriger als in den Blattern der Linie 39 und Wégdtyps.
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Abb. 3.24: Transkriptionskinetik des Dau c¢ 1.02-Gens nach Besprihung der Blatter mit
Salizylsaurelosung.Die relative Expression deBau c1.02-Gens wurde 0, 9, 24 und 48 Stunden nach der
Bespriihung mit SA oderJ@ in Méhrenblattern von Wildtyp-Méhren sowie in dieimien 35 (Dau ¢ 1.0f) und

10 (Dau c 1.09) mit quantitativer Real-Time PCR ermittelt. Die®tbesprihten Blatter dienten als Kontrolle.
|: Suppression; #20: Dau ¢ 1.01-supprimiert; #121 D4.02-supprimiert, WT: Wildtyp.
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3.6.3 RELATIVE EXPRESSION DESDCPRPLIKE1-GENSNACH SALIZYLSAURE-

BEHANDLUNG

Die relative Expression dd3cPRPlikel-Gens war in den Blattern deutlich hoher als
die relative Expression vonad ¢ 1.01 oder vonDau c 1.02 (Abb. 3.25; vgl. Abb.3.23 und
3.24). Die relativeDcPRPlikel-Expression in den Blattern war niedriger als im dféurzeln
(vgl. Abb. 3.18). Es gab in der relativ®tPRPlikel-Expression keine deutliche Erhéhung
Uber die Zeit. Am Anfang der Transkriptionsanalygen DcPRPlikel nach der SA-
Behandlung lag die relativBcPRPIlikel-Expression in allen Proben etwa in der gleichen
Hohe (Abb. 3.25, 0 hat). Nur in den SA-besprihtdattBrn der Linie 35 (Dau ¢ 1.01-
supprimiert) war die relativdDcPRPIlikel-Expression hoher als in den Kontrollblattern (Abb.
3.25 B, 0 hat). In diesen SA-behandelten Blatteaip gs keine Veranderung in der relativen
DcPRPlikel-Expression 9 und 24 Stunden nach der Behandlungr dle relative
DcPRPIlikel-Expression sank in den Kontrollblattern (Abb. 3259 und 24 hat). In dieser
Zeitspanne gab es in den Wildtyp-Blattern auch &kegroRen Veranderungen. Der relative
DcPRPIlikel-Expressionslevel blieb etwa in der gleichen Hokeh( 3.25 A, 9 und 24 hat). In
den SA-behandelten Blattern der Linie 10 (Dau c2Xk0pprimiert) stieg die relative
DcPRPIlikel-Expression deutlich 9 hat an (Abb. 3.25 C, 9 hiigrbei blieb die relative
DcPRPIlikel-Expression der Kontrollblatter unverandert. 24 daatk die relativ®cPRPlikel-
Expression in beiden behandelten und unbehand8iattern dieser Linie. Der relative
DcPRPIikel-Expressionslevel lag weiterhin in den SA-behamateBlattern hoher als in ihren
H,O-behandelten Kontrollblattern (Abb. 3.25 C, 24)h48 hat war die relativBcPRPIikel-
Expression nur in den SA-behandelten Blattern desdtyjd)s hoher als in dessen
Kontrollblattern. In den SA-behandelten Blatterm bimie 35 nahm die relativBcPRPIikel-
Expression stark ab, in den zugehdrigen Kontrdibta stieg die relativdDcPRPIikel-
Expression an. Bei diesem Messzeitpunkt stieg el@tive DcPRPlikel-Expression in den
behandelten und unbehandelten Blattern der LiniariQAllerdings war die Steigung in den
Kontrollblattern hoher (Abb. 3.25, 48 hat).
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Abb. 3.25: Transkriptionskinetik des DcPRPlikel-Gens nach Bespriihung der Blatter mit
Salizylsaurelosung.Die relative Expression dd3cPRPlikel-Genes wurde 0, 9, 24 und 48 Stunden nach der
SA- oder HO- Bespriihung (hat) der Méhrenblatter von Wildtygtien sowie in den Linien 35 (Dau ¢ 1|01
und 10 (Dau c 1.09 mit quantitativer Real-Time PCR ermittelt. Die;®tbesprihten Blatter dienten als
Kontrolle. |: Suppression; #20: Dau ¢ 1.01-supprimiert; #121 B4.02-supprimiert, WT: Wildtyp.
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3.6.4 RELATIVE EXPRESSION DESPR3-GENS NACH SALIZYLSAURE-
BEHANDLUNG

Die relative Expression voRR3 in den Blattern war hoher als in den Wurzeln (Abb.
3.26, vgl. Abb. 3.19). Sie war etwas niedriger dits relativeDcPRPIlikel-Expression in den
Blattern (vgl. Abb. 3.25) und héher als die relatdau ¢ 1.01- undDau ¢ 1.02-Expression in
den Blattern (vgl. Abb. 3.23 und 3.24). In den WjjBlattern blieb die relativd’R3-
Expression uber die gesamte Analysezeit relativetdandert (Abb. 3.26 A). Es war keine
Induktion desPR3-Gens durch die SA-Behandlung festzustellen. In Biéttern der Linien
35 (Dau ¢ 1.01-unterdrickt) und 10 (Dau c 1.02-1uantekt) gab es dagegen eiR3-
Induzierung nach der SA-Behandlung. In den SA-bdbkn Blattern beider Linien stieg die
relative PR3-Expression 9 Stunden nach der SA-Behandlung ab.(826 B und C, 9 hat)
und war hoher als in deren Kontrollblattern. Diatige PR3-Expression blieb auch 24 hat in
den SA-behandelten Blattern hoher als in deren d¢bbtattern. Der relative PR3-
Expressionslevel stieg in den SA-behandelten Blattier Linie 35 an, wahrend der relative
PR3-Expressionslevel in den SA-behandelten BlattemLiige 10 absank (Abb. 3.26 B und
C, 24 hat). 48 hat sank die relativB3-Expression in den SA-behandelten Blattern derelini
35 deutlich unterhalb des relativBR3-Expressionslevels der Kontrollblatter ab. Gleigtige
stieg die relativé’R3-Expression in deren Kontrollblattern an (Abb. 3R6nd C, 48 hat). In
den SA-behandelten und nicht-behandelten Blattemn Laghie 10 stieg die relativ®R3-
Expression 48 Stunden nach der SA-Bespriihung amrelaive PR3-Expressionslevel lag in
den SA-behandelten Blattern etwas hoher als inedelsentrollblattern (Abb. 3.26 C, 48 hat).
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Abb. 3.26: Transkriptionskinetik des PR3-Gens nach Bespriihung der Blatter mit Salizylsdurélsung.Die
relative Expression dd2R3 -Genes wurde 0, 9, 24 und 48 Stunden nach der-8lespg mit SA oder tO (hat)
in Mohrenblattern von Wildtyp-Mdhren sowie in demnien 35 (Dau ¢ 1.0f) und 10 (Dau c 1.02 mit
guantitativer Real-Time PCR ermittelt. Die®tbespriihten Blatter dienten als Kontrolle. Suppression; #20:
Dau c¢ 1.01-supprimiert; #12: Dau ¢ 1.02-supprimf :Wildtyp.

3.7 SKIN-PRICK-TESTS AN PATIENTEN MIT MOHRENALLERG |IE

Die hypoallergenen Mdhren wurden von der Kooperefpartnerin Professorin Vera
Mahler an Patienten mit M6hrenallergie in der Hanoik des Universitatsklinikums Erlangen
getestet. Bei dem Patiententest handelte es siaghinen Hauttest, dem sog. Skin-Prick-Tests.
Hierbei wurde die Hautoberflache leicht mit einedhrenhaltigen Spitze auf der Unterseite
des Unterarms geritzt. Der Durchmesser der Hauimeakvurde gemessen und mit den
Durchmessern der Positivkontrolle (Histamin) und \d&ldtyp-Mohren verglichen (Peters et
al., eingereicht).

Bei einem getesteten Patienten mit einer Mohremgadegegen die Dau ¢ 1.02-Isoform

konnte eine reduzierte allergische Reaktion beimutktantakt mit den Dau c 1.02-
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supprimierten Méhren (#12L10 und L33) festgestetden (Abb. 3.27). Da er nur gegen die
Dau c 1.02-Isoform allergisch ist, reagierte er dig Dau ¢ 1.01-supprimierten Mohren
(#20L35 und L39) zum Teil mehr als auf die Dau @2isupprimierten Mohren. Es gab
Unterschiede in der Hautreaktionsstarke zwischenkdenen einer Linie. Es gab kaum eine
Reaktion auf die #12L33-1 Mdhre (die 1 gibt die Kbhommer wieder), aber auf den Klon
dieser Pflanze, #12L.33-3 reagierte die Haut deeftan mehr (Abb. 3.27). Es gab auch eine
verminderte allergische Reaktion auf einzelne DdauQ0d-supprimierte Mohrenklone (#20).
So eine verminderte Reaktion gab es u.a. gege#2ie35-2 (Klon 2) und #20L39-1 (Klon
1).

#12 L10-5

Histamin NaCl 14

#20135-30 1 #12133-1

WT 1 # 20 L35-4 qﬂ #12 1332

WT 2% 5 4201355 . #12133-3 10

) #12010-1.1 #12133-4 12

#12 110-2
i #121335 8
#2 “f #20139-1

L10-3

#12
L10-4

Abb. 3.27: Skin-Prick-Test an einem Patient mit eiar Allergie gegen die Dau c 1.02-IsofornDer Patient
zeigt eine allergische Hautreaktion (mit dunklenkseisung gekennzeichnet) auf die Wildtyp-Moéhren eimte
reduzierte Hautreaktion auf die hypoallergenen MdéhrHistamin: Positivkontrolle; NaCl: Negativkoritey
#20: Dau ¢ 1.01-supprimiert; #12: Dau ¢ 1.02-supjait.

Bei einem anderen Patienten mit einer Mohrenakeggigen beide Dau ¢ 1-Isoformen
konnte keine reduzierte allergische Reaktion beimutkbntakt mit den Dau c¢ 1.01-
supprimierten Mohren oder den Dau c 1.02-suppriemeMohren festgestellt werden (Abb.
3.28). Dieser Patient reagierte auf alle getestiet@nren etwa gleich stark.
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#12 L10-4

D

Abb.3.28: Skin-Prick-Test an einem Patienten mit @ier Allergie gegen beide Dau c 1-IsoformenDer
Patient zeigte eine allergische Hautreaktion (mibkden Umkreisung gekennzeichnet) auf alle eingéset
Mohren. Histamin: Positivkontrolle; NaCl: Negativioolle; #20: Dau ¢ 1.01-supprimiert; #12: Dau ©2t.
supprimiert.

3.8 IgE-REAKTIVITATSANALYSE

Um den Suppressionserfolg der hypoallergegen Moktebestéatigen, wurden IgE-
Reaktivitatsanalysen durchgefuhrt (Peters et algeeicht). Hierbei wurde festgestellt, wie
viel Dau ¢ 1.01- oder Dau c 1.02-Protein in dendaffergenen Mohrenwurzelextrakten
anhand der IgE-Reaktionen der Mohrenallergikerser@manden war. Die Immunoblotts
sind in der Abbildung 3.29 zu sehen. Nur ein Patiear monosensibilisiert auf die Dau ¢
1.02-Isoform (Abb. 3.29, Spalte 1). Alle weitereatienten waren auf beide Dau c 1-
Isoformen sensibilisiert (Abb. 3.29, Spalten 2-1@s wurde die IgE-Reaktion der
Patientenseren gegen die Wildtyp-Mo6hrenprotein&ig¢rantersucht. Alle Patientenseren, mit
Ausnahme des monosensibilisierte Patienten, zegtenlgE-Bindungsreaktion an das Dau ¢
1 bei ~16 kDa (Abb. 3.29 A). Zudem war eine IgEding von 7 Patientenseren an ein
unbekanntes hochmolekulares Protein bei ~64 kDsehen (Spalten 2, 3, 4, 6, 7, 9 und 10).
Das Serum von zwei Patienten zeigte eine IgE-Bigdwgaktion an das Dau ¢ 1 im
Mohrenproteinextrakt aus der Dau c 1.01-supprirarertinie 39 (Abb. 3.29 B). Beide
Patienten waren gegen beide Dau c 1-Isoformen lsbsigirt (Spalten 2 und 9). Auch hier
war eine IgE-Bindung von 7 Patientenseren an ebekanntes hochmolekulares Protein bei
~64 kDa zu sehen (Spalten 2, 3, 4, 6, 7, 9 und189. Serum von neun Patienten zeigte eine
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IgE-Bindungsreaktion an das Dau ¢ 1 im Mohrenpnabeirakt aus der Dau c¢ 1.02-
supprimierten Linie 33 (Abb. 3.29 C). Alle diesetiPaten waren gegen beide Dau c 1-
Isoformen sensibilisiert (Spalten 2-10). Auch e eine IgE-Bindung von 7 Patientenseren
an ein unbekanntes hochmolekulares Protein beikB&zu sehen (Spalten 2, 3, 4, 6, 7, 9
und 10).

A | I B; ‘

< W LW 2 kel L G
64 - i | | 64 (]

22 22

16 i ' - 16

6 ‘ | 6

M1 23 456 7 8 9101112 M 1 23 4 56 7 8 91011 12
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08 i | |
64 | || M|~ | |
50 | ||
36 !

22

16 — i { || —

6

M 1 23 4 56 7 8 9101112
Abb. 3.29:IgE-Reaktivitdit des Serums von Mdohrenallegikern. IgE-Reaktivitdt des Serums von 10
Mohrenallergikern (1-10) mit Wildtyp-Mdhrenproteiteakten (A, Gemisch von Wildtyp-Méhren). Die IgE-
Reaktivitat des Serums gegen die Mohren der Da@X-dupprimierten Linie 39 (B) und gegen die Mohden
Dau ¢ 1.02-supprimierten Linie 33 (C). Spalte 1&rugn von nicht-Allergiker als Negativkontrolle; $igal2:
Pufferkontrolle.
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4 DISKUSSION

Das Protein Dau ¢ 1 ist das Hauptallergen der Mdbaucus carota) und gehért den
Pathogenese-assoziierten Proteingatfjogenesis-related” protein) der Familie 10 an (PR10;
Hoffmann-Sommergruber et al. 1999). Es sind videsehiedene Funktionen fur die PR10-
Proteine festgestellt worden, u.a. eine Ribonukleddivitat (siehe Kapitel 1.1.1). Die
genauen biologischen Funktionen der PR10-Protame rsoch weitgehend unbekannt (Liu
and Ekramoddoullah, 2003). In vielen verschiedeR#anzenarten sind die PR10-Proteine
als Allergene bekannt (siehe Kapitel 1.1.1). Haéightich verursachen diese pflanzlichen
PR10-Proteine eine allergische Reaktionen bei Meascdurch eine Kreuzreaktion mit
Baumpollen (siehe Kapitel 1.1.1 und 1.2). Etwa 9886 Mohrenallergiker reagieren auf das
PR10-Protein der Mohre allergisch (Ballmer-Webealef001; Hoffmann-Sommergruber et
al. 1999). In Europa tritt die Mohrenallergie irster Linie mit der Birkenpollen-Allergie auf
(Hoffmann-Sommergruber et al. 1999).

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Herstellurmnvhypoallergenen Mohren mittels der
RNA-Interferenz (RNAI)-Strategie und untersucht dedeutung dieses Proteins fur das
pflanzliche Immunsystem anhand der pilzlichen PfapathogeneAlternaria dauci,
Alternaria radicina und Botrytis cinerea. Diese drei Pilze verursachen den gréf3ten Schaden
an der Mohrenernte. Digau ¢ 1-Isoformen Dau ¢ 1.01 undDau ¢ 1.02) wurden unabhangig
voneinander mittels der RNAI-Strategie unterdridRes Weiteren werden die von den
Kooperationspartnern durchgefihrten TestergebridsseAllergiereaktionen der Haut (Skin-
Prick-Tests) und IgE-Bindungsreaktionen der Bligsevon Mohrenallergikern gegen die

hypoallergenen Méhren aufgezeigt.

4.1 HYPOALLERGENE MOHREN

Die Sequenzen der Dau c 1l-lsoformen (Dau c¢ 1.01 deit Akzessionsnummer:
Z81362 und Dau c 1.02 mit der Akzessionsnummer:56881) wurden aus der offiziellen
Allergen-Datenbank der Internationalen Union der mimologischen Gesellschaft
(www.allergen.org) untersucht und fiir das RNAI-Kivaktdesign eingesetzt. Anschliel3end
wurden die doppelstrangigen RNA-Fragmente (dsRNiAfe RNAi-Dau ¢ 1.01- und RNAI-
Dau c¢ 1.02-Konstrukte aus sterilen Mohrenpflanz&aucus carota sppsativus) des
Kultivars Rodelika kloniert (Abb. 3.1 und 3.2). D&NAI-Konstrukt fir die Dau ¢ 1.01-
Suppression hat die GroR3e von 253 Basenpaarenulopilas RNAi-Konstrukt fur die Dau ¢
1.02-Suppression betragt 267 bp (KonstruktsequemeAnhang, Kapitel 7.1.1). Nach der
erfolgreichen Transferierung dieser Konstrukte Ulden ,Eingangsvektor® (pENTR/D-
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TOPO; Abb. 3.3) in den ,Ziel- bzw. Transformatioektor* (pK7GWIWGZ2[Il]; Abb. 3.4
und 3.5, Vektorkarten im Anhang Kapitel 7.1.2) ktmm Moéhrenzellen agrobakterium-
vermittelt transformiert werden (Imani et al., 2D0Rie positiv transformierten M6hrenzellen
konnten durch den Selektionsmarker Kanamycin affedalektiert werden. Alle untersuchten
Transformanten sind erfolgreich transformiert wordBas jeweilige RNAi-Konstrukt kann
in den untersuchten transgenen Linien nachgewiegeden (Abb. 3.7). 50 Pflanzen je
RNAi-Konstrukt wurden tber die somatische Embryagenerzeugt (vgl. Kapitel 3.1; Li and
Neumann, 1985). Jede Pflanze stellte eine unabiérighinsgene Linie dar. Dieau c 1-
Isoformen wurden unabhéngig von einander unterdyindil die Auswirkungen beim Fehlen
eines der Isoformen unbekannt sind und weil dieu€egen der Dau c 1-lsoformen zu
heterogen flr eine Suppression mit einem Konssird. Es musste in erster Linie Uberprift
werden, ob die Pflanzen bei verminderter Expressieneinzelnen Isoformen lebensfahig
sind. Dies wurde nachgewiesen. Pflanzen mit depfaggion einer debau ¢ 1-Isoformen,
unabhangig olau ¢ 1.01- oderDau ¢ 1.02-Supression, sind lebensfahig und entwickeln sich
wie die Wildtyp-Pflanzen (Abb. 3.11 und 3.12). Annfang existierte von jeder Linie nur
eine Pflanze.Von jeder Pflanze wurde ein Petiolus in Sticke kegten und auf
kanamycinhaltigem B5-Agar in Petrischalenifnvitro-Kultur kultiviert (Abb. 3.8). Aus den
Petiolenstiicken wuchs Kallus heran, der einerd@itslie Erhaltung der Linien diente und
andererseits entstand auf diese Weise die Moglichkderzeit bei Bedarf Klonpflanzen der
Linien Uber die somatische Embryonese regeneriezan kbnnen (Abb. 2.1). Die
Regenerierung von Pflanzen aus der vitro-Kultur bis zur ausgewachsenen Mdohre
beansprucht etwa sechs Monate und stell damit eMerlangsamung der

Versuchsdurchfihrungen dar.

4.1.1 SUPPRESSIONSTARKE IN DEN TRANSGENEN LINIEN
4.1.1.1 Ermittlung der Suppressionsstarke auf Trangiptebene

In den generierten Pflanzen der transgenen Linierdevdie Suppressionsstarke von
Dau ¢ 1.01 und Dau c 1.02 zuerst auf der Transkriptebene mittels quaitéatReal Time
PCR (gPCR) in den Blattern ermittelt, um die amkst&én supprimierten Linien flr weitere
Analysen sowie fir die Proteinanalysen bei den Koafonspartnern am Paul-Ehrlich-
Institut (AG Vieths, Langen) und fur klinische Ratientests in der Hautklinik der
Universitatsklinik Erlangen (AG Mahler) zu erhaltedie Ergebnisse der Proteinanalysen
finden sich im folgenden Kapitel, die klinischentiBatentests werden in Kapitel 4.4

diskutiert.
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Es wurde die relative Expression vBau ¢ 1-Isoformen in den Blattern mittels der
gPCR ermittelt. Die Primer fur die gPCR wurden swghlt, dass nur einer der Primer in
dem Bereich der Sequenz lag, die fur das RNAI-Kokstverwendet wurde und der andere
Primer aufRerhalb des RNAi-Konstrukts lag. Hiermitrde nur die relative Expression der
endogenerDau c 1-Isoformen ermittelt. Da®au ¢ 1.01-Gen wird in den Wildtyp-Blattern
deutlich (etwa 3-fach) weniger exprimiert als dau ¢ 1.02-Gen (Abb. 3.9). Insgesamt ist
die Expression beider Isoformen im Vergleich zu B&pressionslevels in den Wurzeln (Abb.
3.16 A und 3.17 A) relativ niedrig. Es wurden vandau c 1.01-unterdrickten und von den
Dau c 1.02-unterdrickten Linien je 3 transgene unabhéngiggehi ausgewahlt, die die
starkste Suppression zeigten (Abb. 3.9). Bei deriehi mit derDau ¢ 1.01-Suppression
zeigten die Linien 25 (13-fach), 35 (4,5-fach) 88(52-fach) die deutlichste Verminderung
in der relativenDau ¢ 1.01-Expression. In der Linie 39 ist didau ¢ 1.01-Expression am
starksten unterdrickt (Abb. 3.9 A). DBsu ¢ 1.02 ist in den Linien 10 (22,6-fach), 28 (2,9-
fach) und 33 (31,5-fach) am deutlichsten in deatreén Expression unterdrtickt (Abb. 3.9 B).
In den Linien 10 und 33 ist difau ¢ 1.02-Unterdriickung am starksten. Die Auflistung der
gPCR-ermittelten Expressionswerte in den Blattegfindet sich im Anhang (Kapitel 7.2,
Tab. S1).

4.1.1.2 Ermittlung der Suppressionsstarke auf Proia-Ebene

Die Feststellung der Suppressionsstafeder Protein-Ebene wurde von unseren
Kooperationspartnern am Paul-Ehrlich-Institut (A@Ms, Langen) durchgefihrt. Die Menge
des Dau c¢ 1.01- und Dau c 1.02-Proteins wurde inhmstdwvurzelproteinextrakten aus den am
starksten supprimierten Linien und aus Wildtyp-M&hr mit Hilfe von spezifischen
Antikdrpern ermittelt (Peters et al., eingereicliir diese Analysen wurden ausgewachsene
etwa 5 Monate alte M6hren geerntet und nur die \Wuemgesetzt. Diese Analysen wurden
mit Mohrenwurzeln durchgefihrt, weil nur die Wurzeler Méhre von Menschen verzehrt
werden und es deshalb wichtig zu ermitteln war,dod Dau c 1-Isoformen in diesem
Pflanzenteil erfolgreich unterdrickt worden sind. dem Westernblot wurde jeweils ein
rekombinantes Protein von Dau ¢ 1.01 und Dau c al®Z2ositivkontrolle eingesetzt (Abb.
3.10). In den Wildtyp-Proteinextrakten wurden beidau c 1-Isoformen detektiert. Die
detektierten Dau ¢ 1.01- und Dau c 1.02-Proteinbar@gen bei etwa 16 kDa. Diese Grol3e
ist fur das Dau c¢ 1 bekannt (Hoffmann-Sommergruiteal. 1999). Es wurden auch die
Banden fur die rekombinanten Dau ¢ 1.01- und Dali02-Proteine als Positivkontrolle

nachgewiesen. Bei den Linien 8, 25, 35 und 39 dar ©1.01-supprimierten Méhren konnte
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kein Dau ¢ 1.01-Protein detektiert werden (Abb.03A). Die Linie 8 wurde zusatzlich mit
analysiert, da in dieser Linie diBau ¢ 1.01-Unterdriickung auch in den Blattern viel
versprechend war. Die Linie 8 wurde jedoch nichtveiteren Analysen bertcksichtigt, weil
aus dem Kallus der Linie 8 keine Pflanzen regerntewerden konnten. Bei ddbau ¢ 1.02-
supprimierten Linien 10, 28 und 33 konnte in denhké&iwurzelproteinextrakten der Linien
10 und 28 kein Dau ¢ 1.02-Protein detektiert weydder in dem Proteinextrakt der Linie 33
ist eine schwache Bande im Westernblot zu erkefdkhb. 3.10 B). In den Blattern der Linie
33 ist die relativeDau ¢ 1.02-Expression neben den Blattern der Linie 10 amldésten
unterdrickt (Abb. 3.9 B). Aber nur in den Wurzelgioextrakten der Linie 33 kann das
Protein detektiert werden. Anhand dieser Ergebnissen angenommen werden, dass es
Unterschiede zwischen dem RNA-Level und dem Prdtewvel gibt. Da die
Suppressionsstarke auf der Transkriptebene in dEiteBr ermittelt wurde und die
Suppressionsstarke auf der Protein-Ebene in derzéNyrkénnen diese Ergebnisse auch die
organspezifischen Unterschiede wiedergeben. Es bekannt, dass eine konstitutive
Akkumulation von PR10-Proteinen wahrend des Pflanaehstums und der Entwicklung
unter anderem in den Blattern stattfindet (Pint@ale2005). Es wurden relativ junge Blatter
fur die Ermittlung der Suppressionsstarke auf dean3kriptebene eingesetzt. In jungen
Blattern ist weniger PR10 akkumuliert als in alterBlattern (Pinto et al. 2005). Die
Unterschiede auf der RNA-Ebene und auf der Prdi®ene konnen auch auf die
organspezifische PR10-Akkumulation zurtickgefihndea.

In den ELISA-Analysen wurde die Dau ¢ 1.01-Resgrohenge im Vergleich zu der
Wildtyp-M6hrenwurzelproteinmenge quantifiziert (F@h, unveréoffentlicht). Auch hierbei
konnte eine deutliche Reduktion des Dau c 1.0leitrstin allen dreiDau c 1.01-
unterdrickten Linien festgestellt werden. Die LiB& ist mit 70%iger Reduktion des Dau ¢
1.01-Proteins im Vergleich zu den Wildtyp-M6hren avenigsten supprimiert (Tab. 3.1).
Dieses Ergebnis korreliert mit den gPCR-Daten détt&. In den Blattern der Linie 35 (4,5-
fach) ist dieDau ¢ 1.01-Suppression auch schwacher ausgepragt als inld&er der Linien
25 (13-fach) und 39 (52-fach) (Abb. 3.9 A). Die peatuale Reduktion des Dau c¢ 1.01-
Proteins in den Wurzeln der Linien 25 und 39 imgleich mit den Wildtyp-Mohren liegen
mit 87% und 88% im gleich stark ausgepragten Swgspasbereich. Diese Ergebnisse
korrelieren weitgehend ebenso mit den gPCR-DateBliddter. In den Blattern der Linien 25
und 39 wurde die niedrigste relatiizau c 1.01-Expression festgestellt (Abb. 3.9 A). In den
Blattern ist der Unterscheid deutlicher als in BetSA-Analyse zwischen den Linien 25 und

39 zu sehen. Die Blatter der Linie 25 wiesen eidleehe relativdDau ¢ 1.01-Expression auf
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als die Blatter der Linie 39. Diese Ergebnisse ®ameisauf eine unterschiedlich stark
ausgepragte Translation deau ¢ 1.01-Transkripte hin. Die Blattproben und Wurzelproben
stammen jeweils von gleichen Pflanzen und wurdercigkeitig entnommen; dadurch kann
die unterschiedlich stark ausgepragte Translatioohtnauf einen Altersunterschied
zurtckgefuhrt werden. In den ELISA-Analysen der @aa.02-Proteinreduktion konnte in
den Wurzelproteinextrakten dBrau ¢ 1.02-supprimierten Linien 10, 28 und 33 kein Dau ¢
1.02-Protein detektiert werden. Die Reduktion dasi © 1.02-Proteins betragt somit in allen
Proben 100% im Vergleich zu den Wildtyp-Wurzelpnog¢xtrakten (Tab. 3.1). Das
Detektionslimit der Dau c¢ 1.02-ELISA-Analysen liegei 10ng/ml. Dadurch liegt die
Reduktion des Dau ¢ 1.02-Proteingehaltes untertiedbDeterktionslimits. Im Gegensatz zu
diesen ELISA-Ergebnissen konnte in den Blattersatid.inien (10, 28 und 33) eine niedrige
relative Dau ¢ 1.02-Expression festgestellt werden (Abb. 3.9 B). Dader Transkriptebene
das Dau c 1.02 detektiert werden konnte aber apieirebene nicht, kann gesagt werden,
dass die Translation der Rest-RNA aus unbekannténden gehemmt ist. Die Stilllegung
eines Gens mittels RNAi-Konstrukt ist auch bekanats post-transkriptionale
Genunterdrickungppst-transcriptional gene silencing, PTGS) (Susi et al. 2004). Dadurch
wird die Boten-RNA (messenger-RNA; mRNA) bereitd daer Transkriptebene degradiert
bzw. stillgelegt. Aus Pflanzen ist eine Translasiosemmung im Zusammenhang mit der
RNAi-vermittelten Suppression nicht bekannt. EimanBlationshemmung in Pflanzen durch
Mikro-RNAs (miRNAs) wurde inArabidopsis festgestellt (Lanet at al. 2009). Ob ein
Zusammenhang zwischen der RNAi-vermittelten Sugiwasund der Translationshemmung
durch miRNA besteht ist unbekannt. Es kann abeln aem, dass die translatierte Menge an
Dau ¢ 1.02 einfach unterhalb der Detektionsgreregt lnd dadurch nicht nachweisbar ist.
Anhand dieser Ergebnisse lasst sich feststelless dg sich bei diesen Linien um stBxdu ¢
1.02-supprimierte Linien handelt. Ahnlich stark ausgepe Suppressionen von pflanzlichen
Allergenen wurden mittels RNAI in Apfelblattern umdTomaten erzielt. Das Allergen Mal d
1 des Apfels war etwa 10-fach reduziert in dentBtatder RNAI-Pflanzen im Vergleich mit
den Wildtypblattern (Gilissen et al. 2005). Das Etemallergen Lyc e 1 konnte ebenfalls 10-
fach im Vergleich mit den Wildtyp-Tomaten mittel®NRi reduziert werden (Le et al. 2006).
Mit der mehr als 70%igen Dau ¢ 1.01-Proteinsuppoassowie mit der nicht mehr mittels
ELISA detektierbaren Menge an Dau c 1.02-Proteidan Méhrenwurzeln konnte in dieser
Arbeit erstmals ein vergleichbarer Suppressionggrfoder Mohre erzielt werden. 4,5 bis 52-
fache Dau ¢ 1.01-Suppression und 2,9 bis 31-fache ©1.02-Suppression in den Blattern

auf der Transkriptebene bestatigen den Suppressiofgs Damit ist bewiesen, dass man das
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Dau c 1-Protein der Mohre mittels RNAI supprimiei@nn. Um nachweisen zu kdnnen, ob
die RNAi-Unterdriickung auch in folgenden Generaiornstabil bleibt, missen Samen
erzeugt werden. Im Vergleich zur traditionellenaRienziichtung ermdglicht die RNAI-
Methode die simultane Ausschaltung von Proteinen nmltigenen Familien (auf

Sequenzhomologie basierend). In Kombination spiezifischen Promotorelementen kann
RNAi auf das Zielgewebe eingeschrankt werden, wobe negativen Effekte des
Proteinfunktionsverlusts minimiert werden (Le et, &006). Die RNAi-Technologie bietet
auch eine zeiteffizientere Moglichkeit um Pflanzemt bestimmten Eigenschaften zu
erzeugen. Die Zichtung einer resistenteren Mohrgemgedster Yellows beanspruchte

beisielsweise etwa 10 Jahre (Gabelman et al. 198#tder RNAi-Technologie kann man in

etwa 2-3 Jahren Mohren mit bestimmten Eigenscha&ifteaugen.

4.1.2 MORPHOLOGIE DER TRANSGENEN MOHRENBLATTER

Es ist bisher nicht bekannt gewesen, wie sich dmrtetdrickung deDau c 1-
Isoformen auf den Phanotyp der Mohren auswirkt. \Wigrzeln der M6hren aus dar vitro-
Kultur sehen sehr unterschiedlich aus. Die Morpg@loder Wildtypwurzel sowie der
transgenen Mohrenwurzel unterscheidet sich stdr@rsmnerhalb der einzelnen Klone einer
Linie bzw. des Wildtyps. Dadurch gibt es keine Md&gkeit, einen Morphologievergleich der
Wurzeln durchzufuhren. Da die Blatter der MOhrem&eVeranderungen durch die vitro-
Vermehrung erfahren, wurde die Morphologie der ®Blatzwischen den verschiedenen
transgenen Linien und denen des Wild-Typs untetsuddie meisten transgenen
Mohrenpflanzenblatter sehen den Wildtyp-Blatterhrsghnlich (Abb. 3.11 und 3.12). Es ist
kaum am Erscheinungsbild der Mohren zu erkennen, welchen Pflanzen eine
Unterdriickung einer dddau c¢ 1-Isoformen vorliegt. Nur in den Blattern dBau ¢ 1.01-
supprimierten Linie 39 und d&au c 1.02-supprimierten Linie 33 liegt eine Verdnderung des
Blattphanotyps vor (Abb. 3.11 und 3.12).

Die Blatter der Linie 39 unterscheiden sich amksii&n von den Blattern der Wildtyp-
Mohren (Abb. 3.11 B). Die Lamina, die Fiederung wuhe Petiolen der Blatter dieser Linie
sind in allen Klonen deutlich reduziert. Dadurchdsdie Pflanzen kleiner als die Pflanzen der
Linien 25 und 35 und des Wild-Typs (Abb. 3.11 Ap Bie anderen Linien (Linie 25 und 35)
mit der nachgewiesenen Dau c 1.01-Suppression rdiBsénotyp nicht zeigen, kann die
Blatt-Morphologiednderung der Linie 39 nicht aué dinterdriickung deBau ¢ 1.01-Gens
zurtckgefuhrt werden. Die Starke deau c 1.01-Unterdriickung kann auch nicht der Grund

fur die Blatt-Morphologiednderung sein, da die k@5 gleich stark mit der Linie 39
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unterdrickt ist (Abb. 3.10 A und Tab. 3.1) und kehanotypanderung zeigt (Abb. 3.11).
Bei diesen transgenen Mohren handelt es sich ubil stansgene Pflanzen, bei denen die
transferierte DNA (tDNA) aus den Agrobakterien drdormation zur Transkription des
jeweiligen RNAI-Konstrukts sowie des CaMV35S-Proorst enthalt (Abb. 3.6). Der
Blumenkohl-Mosaik-Virus 35S-Promotor cauliflower mosaic viral 35S promoter;
CaMV35S) sorgt fir eine effektive konstitutive Tsanption des RNAi-Konstruktes (Odell
et al. 1985; Sanders et al. 1987). Die Blatt-Motpg@éanderung héngt eher mit der
Insertionsstelle der tDNA des RNAIi-Konstrukts imapizlichen Genom zusammen, da bei
der agrobakterium-vermittelten Transformation di2NA des RNAi-Konstrukts in das
pflanzliche Genom in einer zuféalligen Stelle inserwird, d.h. man hat keine Mdglichkeit die
Stelle dieser Insertion zu kontrollieren (Tinlar@B6; Winkler et al. 1998). Abh&angig von der
Stelle der Insertion der tDNA ins pflanzliche Gend@ann es zur Phénotypanderungen
kommen (McKinney et al. 1995; Klucher et al. 199@nkler et al. 1998). Bei der Linie 39 ist
das Dau c 1.01-RNAi-Konstrukt offensichtlich in e Genombereich inseriert worden,
wodurch die normale Blattentwicklung gestort istie® ist zurzeit leider nicht mit
molekularen Methoden nachzuweisen, da das Mohrer@eaoch weitgehend unsequenziert
ist und fur die Inserierungsstellenanalyse die $egen, wie im diesem Falle die Sequenzen
der Blattgene, bekannt sein mussten. Solche Imaagsstellenanalysen der transferierten
DNA sind bis jetzt unter anderem nAitabidopsis thaliana (McKinney et al. 1995; Klucher et
al. 1996) und miOryza sativa (Ma et al. 2009) durchgefihrt worden. Die Genoreser
beiden Pflanzen sind bekannt (TAeabidopsis Genome Initiative 2000; International Rice
Genome Sequencing Project 2005).

Die Anderungen der Blatt-Morphologie dBau ¢ 1.02-unterdriickten Linie 33 ist
weniger stark ausgepragt als die der zuvor bedmmeEnDau ¢ 1.01-unterdrickten Linie 39
(vgl. Abb. 3.12 und 3.11). Im Vergleich zu den VWfotMo6hrenblattern ist bei dieser Linie
33 die Lamina der Fiederblatter vergréRert undRBgiolen sind verkirzt (Abb. 3.12). Die
Dau c 1.02-Unterdrtickung ist in den Linien 10 und 33 in déatBRNA-Ebene gleich stark
(Abb. 3.9 B) und in den Proteinanalysen mit ELIS#yén die Proteingehalte beider Linien
unterhalb der Detektionsgrenze (Tab. 3.1). Im Wabtet wurde nur in den
Wurzelproteinextrakten der Linie 33 mit spezifiscsh@au ¢ 1.02-Antikdrpern eine geringe
Menge an Dau c 1.02-Protein festgestellt (Abb. B.H¥» ist anhand dieser Ergebnisse
anzunehmen, dass die noch trotz RNAi-Unterdrickwegoliebene RNA effektiver in
Proteine in den Pflanzen der Linie 33 translatiestden ist als die Rest-RNA der Linien 10
und 28. Wie bei der Dau c¢ 1.01-unterdrickten LB®eist bei der Dau ¢ 1.02-unterdriickten
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Linie 33 nicht davon auszugehen, dass ddu c 1.02-Unterdrickung zu den
blattmorphologischen Anderungen gefiihrt hat. Da ¢ 1.02-Unterdriickung der Linie 33
entspricht die der Linie 10 und bei der Linie 18dskeine Phanotypanderungen der Blatter
sichtbar (Abb. 3.12). Es ist bei der Linie 33 dawarszugehen, dass die Phanotypanderung
ebenfalls auf die Insertionsstelle der tDNA des Ddu02-RNAi-Konstruktes zurtickzufihren
ist. Die Insertionsstelle ist jedoch wie zu erwartevar nicht die Gleiche in dem
Mohrengenom wie die Insertionsstelle der tDNA desi@ 1.01-Konstrukts der Linie 39, da
die Linien 39 und 33 nicht den gleichen Blatt-Ph§ipozeigen. Es kann angenommen
werden, dass die tDNA des Dau c 1.02-KonstruktdeinLinie 33 in dem Bereich der Gene

mit einer Auswirkung auf die Blattmorphologie iniget worden ist.

4.2 RESISTENZ DER HYPOALLERGENEN MOHREN

Die Funktion der PR10-Proteine im pflanzlichen Inmsystem ist noch weitgehend
unbekannt. Bekannt ist, dass alle PR-Proteine dimgk der Pflanzenresistenz korrelieren
(Van Loon und Van Strien, 1999) und ihre Expresslarch Pathogenbefall, Verletzung des
Pflanzengewebes und andere Stressfaktoren induweeden (Van Loon 1985/igers et al.
1991; Dubos and Plomion 2001; Liu et al. 2003; Haslo et al. 2004). Kirzlich publizierte
Forschungsergebnisse anderer Arbeitgruppen halignileobielle Schutzfunktionen fur die
PR10-Isoformen in verschiedenen Pflanzenarten ge@@hen et al. 2010; Xie et al. 2010). In
dieser Arbeit wurde erstmals die Anfélligkeit dealDc 1-lsoform unterdriickten Dau c
1.01_RNAI- und Dau c 1.02_RNAi-M6hren auf pilzlicheflanzenpathogene der Klasse
Ascomycetes (Sitte et al. 2002) untersucht. Der reriirathogene PilAlternaria radicina
Meier, Drechsler & Eddywurde in den Resistenzanalysen eingesetzt, deeteédhtliche
Schaden an der Mdohrenernte, besonders wahrend afpggrdng, verursacht (Farrar et al.
2004).

4.2.1 RESISTENZANALYSEN AN WILDTYP-MOHREN MIT ALTERNARIA
RADICINA
Erste, orientierende Resistenzanalysen wurden @mdéviwurzelscheiben auf im Feld
gewachsenen Wildtyp-Mohreéucus carota spp.sativus cv. Rodelika) mit dem pilzlichen
Pflanzenpathogeternaria radicina (A. radicina; Meier et al. 1922) durchgefuhrt. Die
Analysen wurden visuell und mit der quantitativeaaRTime PCR (qPCR) durchgefihrt.

Diese Analysen dienten zur Feststellung der Amfédlit und zur Ermittlung des relativen
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Expressionsmusters der beidBau c 1-Isoformen nach dem Befall durch radicina in
Wildtyp-Mdéhren.

In den visuellen Untersuchungen konnte festgesteditden, dass dié. radicina-
Infektion von der Stelle der Inokulation sich mitnehmender Zeit in das umgebende Gewebe
der Wurzelscheiben ausbreitet (Abb. 3.13 D, E upndmen Tag nach der Inokulation (dai)
ist auf der Wurzelscheibe keine Infektion erkennfabb. 3.13 D). Die Oberflache der
inokulierten Wurzelscheibe gleicht die der Wassen#folle (vgl. Abb. 3.13 A und D). Drei
Tage nach der Inokulation sind die ersten deutlichezeichen deA. radicina-Infektion als
eine Nekrose auf der inokulierten Wurzelscheibeztesellen (Abb. 3.13 E) (Pryor and
Gilbertson 2001). 7 dai ist di& radicina-Infektion deutlich zu erkennen und sie breitehsic
in das umgebende Gewebe aus, insbesondere inch&uRy der Leitbiindel in den mittleren
Teil der Wurzelscheibe (Abb. 3.13 F). In den mit 3&& behandelten Kontroll-
Wurzelscheiben kann man Uber die gesamte Beobaydzeih weder eine Infektion noch eine
Veréanderung der Wurzelscheibenoberflache erkenfeb. (A, B und C). Dies bedeutet, dass
die Infektion und die farbliche Anderung der indkdlen Wurzelscheiben durch di®
radicina-Inokulation bzw. -Infektion verursacht wird. Diegisuelle Uberprifung diente nicht
nur zur Beobachtung deAA. radicina-Infektion, sondern hiermit konnte ebenfalls
sichergestellt werden, dass die Inokulationsbediggn erfolgreich zur Infektion gefiihrt
hatten. Nur die erfolgreich infizierten Versuchs#tme und ihre Wasser behandelten
Kontrollen wurden anschlieR3end mit der gPCR anatysi

Fur die Transkriptionsanalysen mit der qPCR deddieDau ¢ 1-Isoformen wurden
Wurzelscheiben 0, 6, 12, 24 und 72 Stunden nachlmgkulation (hai) geerntet und
analysiert. Beide Dau c¢ 1-Isoformen wurden bereits 6 hai in den Wildtyp-
Mohrenwurzelscheiben verstarkt exprimiert (Abb.43.Die relativeDau ¢ 1.02-Expression
lag héher als die dd3au ¢ 1.01 (vgl. Abb. 3.14 A und B). In den Wildtyp-Mdhrenhiiétn
wurde auch ein héher&au c 1.02-Expressionslevel gemessen als der Das ¢ 1.01 (vgl.
Abb. 3.9 A und B). Es ist aus diesen Ergebnissatztistellen, dass dd3au ¢ 1.02 in
hoheren Mengen transkribiert wird als daau ¢ 1.01. Die PR-Proteine sind dafur bekannt,
dass sie durch eine Pathogeninfektion induziertleare(Van Loon et al. 1994; Van Loon and
Van Strien 1999). Untersuchungen anderer Arbeifgggn zeigen eine Hochregulation des
PR10-Proteins nach einer pilzlichen Infektion ddarzengewebes in Hirse (Lo et al. 1999;
Katilé et al. 2010), in Erbsen (Ruiz-Lozano et #099), in Reis (McGee et al. 2001;
Hashimoto et al. 2004) und in Pflaumen (El-kereanwgl. 2009). Eine Induktion der PR10-
Transkripte wurde bereits 4 hai in Hirse festgéis{ed et al. 1999). Die Induktion déau c
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1-Isoformen in Wildtyp-M6hrenwurzelscheiben erfolgstenfalls sehr schnell, da die beiden
Dau c 1-Isoformen bereits 6 hai verstarkt exprimiert wareas Maximum der relativBau c
1-Expression wurde flibau ¢ 1.01 bei 72 hai und fuDau c 1.02 bei 24 hai erreicht. Diese
Zeitpunkte sind etwas spater als die der maximBIRaO-Transkriptmenge in Hirse, welche
bereits 12 hai erreicht wird. (Lo et al. 1999).dar anfalligen Pflaumen-Sorte ,Veeblue*
wurde das Maximum an PR10-Transkripten 3 Tage eaur Monilinia fructicola-Infektion
ermittelt (El-kereamy et al. 2009). Dieser Zeitraanspricht dem Erreichen des Maximums
in der relativenDau c 1.01-Expression in den Mohrenwurzelscheiben. In deyOH
behandelten Kontrollwurzelscheiben stieg die retatixpression debau c 1-Isoformen
wahrend der Messzeit leicht an (Abb. 3.14). Da dtmne Anzeichen einef. radicina-
Infektion auf den Wurzelscheiben zu sehen warergh anicht sieben Tage nach der
Versuchsbeginn, muss diese Induktion Bau ¢ 1-Isoformen einen anderen Grund haben.
Die Wurzelscheiben wurden am Versuchsbeginn authites Filterpapier in Petrischalen
gelegt. Wahrend des Versuchs trocknete das Fijpepkeicht an. Dieser Feuchtigkeitsverlust
kann zu einem zuséatzlichen Stress bei den M6hrerelsaheiben fuhren. Dadurch kdnnte es
zu einer Induzierung der PR10-Proteine gekommen. $8ne Hochregulation der PR10-
Proteine durch Trockenstress wurde z.BRiinus pinaster nachgewiesen (Dubos and Plomion
2001). Nach gewisser Zeit sank die Transkriptmermge Dau c 1-Isoformen der
Kontrollwurzelscheiben wieder ab. Gleichzeitig gtaer Wasserverlust der Filterpapiere. Aus
dieser Tatsache kann die Zunahme Dau c 1-Transkripte in den Kontrollwurzelscheiben
nicht auf den Feuchtigkeitsverlust zurlickgefihrrdea. Es ist eher anzunehmen, dass die
Dau c 1-Transkriptzunahme in den Kontrollwurzelscheibeh dia Verletzung, die bei dem
Schneiden der Wurzelscheiben entstand, zuriickzesflist. Es ist bekannt, dass Verletzung
des Pflanzengewebes auch die PR-Proteine indutiertet al. 2003; Edreva, 2005). Eine
Verletzung fand bei den inokulierten Wurzelscheikbenfalls statt. Jedoch ist dau c 1-
Induktion durch diéA. radicina-Inokulation offensichtlich starker als durch dasriétzen des
Gewebes alleine, da in den inokulierten WurzeldseiderDau ¢ 1-Transkriptionslevel in
den inokulierten Wurzelscheiben deutlich héhertladg in den Kontrollwurzelscheiben (Abb.
3.14). Die Mohrenwurzelscheiben der aus igevitro-Kultur stammenden Pflanzen zeigten
keine A. radicina-Infektion-abhé&ngige Hochregulation deau c 1-Isoformen an (vgl. Abb.
3.16 und 3.17). Dié\. radiciana-Kinetikergebnisse der aus der vitro-Kultur stammenden
Pflanzen sind im nachsten Kapitel genauer besatmieDie starke Induktion dddau c 1-
Isoformen in den Wildtyp-Mohren ist mit groRer Wsdheinlichkeit auf einerPriming-

Effekt zuriickzufuhren (d.h. auf eine friihere pitiuzierte Immunisierung, die eine starkere
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Abwehrantwort auf das neue Pathogen hervori(@tgin et al.,, 2008). Da die Mdhren auf
einem Feld im Freien gewachsen sind, sind sie memr&mweltstressfaktoren in ihrer
Umgebung ausgesetzt gewesen. Es ist nicht ausmideh] dass sie auch von anderen
Pathogenen vorher befallen worden siAdradicina ist ein nekrotropher Pilz. Beim Befall
von nekrotrophen Pilzen wird in erster Linie dasytBhormon Jasmonsaure in Pflanzen
induziert (Thomma et al. 1998; Van Wees et al. 20@de PR10-Gene werden durch
Jasmonsaure und Salizylsaure induziert (McGee .e2@0)1). Wie im nachsten Kapitel
beschrieben fuhrt dié. radicina-Infektion in den ausn vitro-Kultur stammenden Pflanzen
nicht zur Dau ¢ 1-Hochregulation. Dadurch wird BR10-Induktion in der M6hre vermutlich
nicht durch Jasmonséure induziert. Daher ist arfmaeea, dass die Hochregulation &&10-
GeneDau ¢ 1.01- undDau ¢ 1.02 in den auf dem Feld gewachsenen Wildtypmohren anf d

Priming-Effekt zurickzufthren ist.

4.2.2 RESISTENZANALYSEN AN DAU C 1.01- UND DAU C 1.02-
SUPPRIMIERTEN-MOHRENWURZELSCHEIBEN MIT ALTERNARIA
RADICINA
Um die Anfélligkeit derDau ¢ 1.01- und Dau ¢ 1.02-unterdriickten Mdhrenlinien

gegen den mohrenpathogenen Rilernaria radicina (A. radicina) festzustellen, wurden wie

mit den auf Feld gewachsenen Wildtyp-Mohrenwurzalich mit den Wurzeln dddau ¢

1.01- und Dau c 1-02-supprimierten Mohren gleich aufgebaute Resisteslyaan

durchgefuhrt (vgl. Kapitel 4.2.1). Es wurden @au ¢ 1.01-supprimierten Linien 35 und 39

und die Dau ¢ 1.02-supprimierte Linie 10 sowie Wildtyp-Mohren fir dee Analyse

eingesetzt. Diese transgenen Linien 35, 39 undni@iekelten sich aus den vitro-Kultur
sehr gut und in grof3en Mengen zu ausgewachsenereRfiflanzen, so dass man sie in dem
fur die Resistenzanalysen bendtigten Ausmald regeaerkonnte. All diese Méhren waren
aus dein vitro-Kultur in Erde Gberfuhrte Pflanzen.

Wie bei den Untersuchungen der Resistenz der VWHtitghrenwurzelscheiben wurde
auch bei diesen Analysen der Infektionserfolg Aerradicina-Inokulation vor den gPCR
Messungen visuell Uberprift (Abb. 3.15). Da in desuellen Infektionsbeobachtungen der
Wildtyp-M6hrenwurzelscheiben di@. radicina-Infektion sieben Tage nach der Inokulation
(dai) am deutlichsten zu sehen war (Abb. 3.13)deutie Uberprufung des Infektionserfolgs
der hypoallergenen Méhrenwurzelscheiben nur 7 deshyefiihrt (Abb. 3.15). Auf alleA.
raidicina-inokulierten Wurzelscheiben ist eine Infektion 7aidzu erkennen. Die

Infektionsintensitat ist zwischen den Wildtyp- uhglpoallergenen Mdhrenwurzelscheiben
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unterschiedlich stark. Die Wurzelscheiben stammewejls von zwei verschiedenen
Pflanzenklonen. Es ist festzustellen, dass diektitie auf verschiedenen Wurzelscheiben
einer Linie unterschiedlich ausgepragt ist. Auf kildken inokulierten Wildtyp-Wurzelscheibe
ist die Infektion geringer als auf der rechten imadrten Wildtyp-Wurzelscheibe (Abb. 3.15
A). Diese Variabilitdt zwischen den inokulierten Y¥elscheiben ist auch zwischen den
hypoallergenen Wurzelscheiben jeder Linie festdleste So sind jeweils die linken
inokulierten Wurzelscheiben der Linien 35, 39 uldsfarker befallen als die rechts liegenden
Waurzelscheiben (Abb. 3.15 B, C und D). Die Wurze&ben wurden fir die Dokumentation
in dieser Reihenfolge platziert. Alle Wurzelscheibeurden unter gleichen Bedingungen
inkubiert, so dass es zu keinen infektionsintetsigevanten Unterschieden durch &ufR3erliche
Faktoren kommen konnte. Auf den Wasser-behand&ltarzelscheiben ist keine Infektion
festzustellen (Abb. 3.15). DiA. radicina-Infektion ist auf den inokulierten Wurzelscheiben
der Linie 10 am schwachsten ausgepragt (Abb. 3.)5 ID den im Kapitel 4.2.3.3
beschriebenen grél3er angesetzten visuellenadicina-Infektionsuntersuchungen auf den
Wourzelscheiben der Wildtyp-Mdhren und der Mohren di@ien 35 und 10 konnten keine
signifikante Unterschiede in der Infektionsinte@sifestgestellt werden (Abb. 3.22 A).
Deshalb sind die Unterschiede der Infektionsintéhstwischen den Wurzelscheiben der
jeweiligen Linien in diesem Versuch nicht als eiReststellung des Resistenzniveaus zu
betrachten.

In den gPCR-Analysen wurde die relative ExpressienDau ¢ 1-Isoformen Dau c
1.01 undDau c 1.02), desDcPRPlikel-Gens (Akzessionsnummer: AB127984) und EBS-
Gens (Akzessionsnummer: AY271253) 0, 6, 12 und Bden nach deA. radicina-
Inokulation in den Wurzelscheiben ermittelt. Es ks&tine deutliche Hochregulation der
relativen Expression der beid&au c 1-Isoformen nach deA. radicina-Infektion in diesen
aus derin vitro-Kultur stammenden Mohrenwurzelscheiben festzweste(lAbb. 3.16 und
3.17). Eine vergleichbare Hochregulierung d@au c 1-Isoformen, wie in den auf Feld
gewachsenen, aus Samen stammenden Wildtyp-Moéhrealsaneiben, konnte nicht ermittelt
werden (vgl. Abb. 3.14, 3.16 und 3.17).

4.2.2.1 RelativeDau c¢ 1.01-Expression

In den Wildtyp-Wurzelscheiben ist die relatiibau c 1.01-Expression bei 0 hai am
hdchsten (Abb. 3.16 A). Da es bei diesen MesswartanMittelwerte aus einem Gemisch
verschiedener Wildtyp-Wurzelscheiben handelt, istumehmen, dass es bei dieser Messung

mindestens einen Ausreil3er gibt, der den Messveatt wben verschiebt. Dies ist aber nicht
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nachzuweisen, da keine Einzelmesswerte fir dieeBinzzelscheiben vorliegen. Es handelt
sich hierbei um eine kurzfristigpau ¢ 1.01-Hochregulation, da in spateren Messpunkten
keine vergleichbare Hochregulation vorliegt. Esrka®in, dass in dieser Probe eine oder
einige Wurzelscheiben auf das Schneiden der Wwlzeillse mit einer kurzfristigen Dau ¢ 1-
Hochregulation reagierten.

Die relativeDau c 1.01-Expression steigt in allen Proben, abgesehen o dhai Wert des
Wildtyps, mit zunehmender Zeit an (Abb. 3.16). Weilse ist die relativeDau c 1.01-
Expression in den Wasser-behandelten Kontroll-Wsacheiben deutlich hoher als in den
inokulierten Wurzelscheiben (Abb. 3.16 A und B &4 hai). Diese Mohren sind vor
Pathogenen relativ geschitzt in Klimakammern undGewachshaus gewachsen. Dadurch
kann ein Priming-Effekt in diesen Mo6hren weitgehend ausgeschloss&mden. Die
Hochregulation in diesen inokulierten Mohren bledaich deutlich niedriger als in den
Wildtyp-Wurzelscheiben der auf dem Feld gewachsdviéhren (vgl. 3.16 und 3.14). Der
relative Dau ¢ 1.01-Expressionslevel liegt in diesen Proben etwa @icger Hohe wie in den
Wasser-behandelten Wildtyp-Wurzelscheiben der @uh ¢Feld gewachsenen Mohren (vgl.
Abb. 3.16 A und 3.14 A). Dadurch kann man davongaben, dass die Hochregulation in
dieser Analyse durch das Schneiden der Wurzelseheitduziert worden ist. Es ist bekannt,
dass durch das Verletzen des PflanzengeweB&8-Gene induziert werden (Liu et al. 2003).
Zudem ist anzunehmen, dass die relabaa ¢ 1.01-Expression nicht allein durch eife
radicina-Infektion induziert wird, sondern eine vorige Seilsierung durch andere
Pathogene bendétigt. Um diese Hypothese zu Uberpringissten Wiederholungen dieser
Analysen sowie Resistenznalysen mit einer Vorbeluawgdmit Salizylsaure durchgefihrt
werden. Durch eine Vorbehandlung mit Salizylsdudarite derPriming-Effekt Uberprift
werden. Eine Salizylsaure-Behandlung fuhrt zur Heghlation der beiden Dau c 1-
Isoformen. Die Ergebnisse nach einer SalizylsdwgkaBdlung der M6hrenblatter werden in
dem Kapitel 4.3 diskutiert. Dass die relatiau c 1.01-Expression nicht durch dié.
radicina-Infektion hochreguliert wird, kann auch dadurckl@t werden, dass der PR10-
Induktionsweg Uber die Salizylsaure nicht aktivigdrden ist. Dies bestétigt die Aussage von
Thomma et al. (1998) und Van Wees et al. (2003%s ddie nekrotrophen Pilze wik.
radicina in erster Linie nur die Jasmonsaure-abhéangige Abweluziert. Die Jasmonsaure
kann die PR10-Synthese ebenso induzieren (McGale2€01; Liu et al. 2003), aber wie man
in diesem Versuch sieht, kommt es in der Moéhre luwle von Pathogenen ausgeltste
Jasmonsauresynthese nicht zu einer PR10-Induktion. zu Gberprufen, ob die PR10-

Induktion nur durch SA ausgeltdst wird, misste mhanliéh aufgebaute Pathogentests mit
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biotrophen Phytopathogenen durchfihren, die ineerkinie die salizylsaureabhangigen
Abwehrmechanismen der Pflanze aktivieren. In Bitatteer Wildtypmdhren konnte eirizau

¢ 1.01- und Dau c¢ 1.02-Hochregulation in der Transkriptebene nach ein&B8handlung
nachgewiesen werden (siehe Kapitel 4.3). Zusaelioformationen tdber den Induktionsweg
der PR10-Gene der Mohre kénnte man auch durch eine Jasm@B&handlung erhalten.
Auffallig ist, dass in den Wurzelscheiben de2au c 1.01-supprimierten Linien 35 und 39
keine Reduktion dePau c 1.01 auf der Transkriptionsebene festzustellen ist.dér
Proteinebene der gleichen Klonpflanzen dieser hirda gleicher Zeit ist der Dau ¢ 1.01-
Proteingehalt jedoch deutlich reduziert (Abb. 3.X). Die RNAi-vermittelte post-
transkriptionale Genunterdriickungogt-transcriptional gene silencing, PTGS) (Susi et al.
2004) scheint bei diesen Linien nicht wirksam zun,sda die Boten-RNA (messenger-RNA,;
MRNA) bereits auf der Transkriptebene degradient. Istillgelegt sein musste. Es ist aber zu
einer Translationshemmung gekommen, da auf dereifr&tbene keine Dau c¢ 1.01
nachzuweisen ist. Eine Translationshemmung im Zosamhang mit der RNAi-vermittelten
Suppression eines Gens ist nicht bekannt. Eineslagonshemmung in Pflanzen durch
Mikro-RNAs (miRNAs) wurde jedoch kurzlich iArabidopsis festgestellt (Lanet at al. 2009).
Es gibt aber keinen nachgewiesenen Zusammenhangclmm der RNAi-vermittelten
Suppression und der miRNAs. Dadurch kann nur féstigen werden, dass die Translation
der Dau c 1.01-Rest-RNA in diesen zwei Dau c ludpsmierten Linien 35 und 39 aus

unbekannten Grinden gehemmt ist.

4.2.2.2 RelativeDau ¢ 1.02-Expression

Das Bild der relativeibau ¢ 1.02-Expression gleicht dem d&au c 1.01 insofern als
keine deutliche A. radicina-infektionsabhangige Hochregulation in den meisten
Wurzelscheiben festzustellen ist (vgl. Abb. 3.16duB.17). Es ist lediglich in den
Wurzelscheiben debau ¢ 1.01-supprimierten Linie 39 12 hai eine Induktion delativen
Dau c 1.02-Expression zu sehen (Abb. 3.17 C 12 hai). Diesehkegulation ist 24 hai noch
deutlicher. Warum es allerdings in dieser LiniezZ8Beiner induzierten relativeddau ¢ 1.02-
Expression kommt und in den anderen Wurzelscheiig, konnte nicht im Rahmen dieses
Versuchs festgestellt werden. Es ist mdglich, dbase Pflanzen unter einem anderen Stress,
wie z.B. Trocken- oder Wasserstress, vor dem Véatseginn gelitten haben. Es ist bekannt,
dass Trockenstress die Transkription B&10-Gene induziert (Dubos and Plomion 2001).
Die Pflanzen werden gleichmélR3ig gegossen, abest escht auszuschliel3en, dass diese bzw.

ein Teil dieser Pflanzen fur ihre Verhaltnisse &l eder zu wenig Wasser bekommen haben.
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Dies konnte die Reaktion in den Wurzelscheibenaeeki, da es bei diesem Fall zu einem
Priming-Effekt gekommen sein kénnte. Die Pflanzen zeidteine Krankheitssymptome vor
dem Versuch. Die meisten PR-Proteine gehodren zBegrd’roteinfamilien (Van Loon und
Van Strien, 1999), so dass eine funktionelle Redomdzwischen den Mitgliedern nicht
ausgeschlossen werden kann. Da in den Mohren dex 89 dieDau ¢ 1.01-Isoform deutlich
starker auf der Protein-Ebene unterdrickt istralden Mohren der Linie 35 (Tabelle 3.1), ist
es moglich das bei diesem Suppressionsgrad dasrFeddr Dau ¢ 1.01-Isoform in
Stresssituationen zu einer Kompensierung durch ahelere Isoform in Form von
Hochregulation de®au ¢ 1.02-Gens fuhrt. Die hypoallergenen Méhrenwurzeln smcht
anfalliger gegenliber dem méhrenpathogenen/Ritadicina als die Wildtyp-Wurzeln (Abb.
3.22 A). Ahnlich zu diesen Ergebnissen wurdéviedicago truncatula eine Hochregulation
von zwei Isoformen der PR5b-Proteine in PR10-likppsimierten Pflanzen nach einer
Aphanomyces euteiches-Infektion festgestellt (Colditz et al. 2007). Di@R10-like-
supprimierten Pflanzen waren auch nicht anfalliger der A. euteiches-Infektion. Die
Wurzelscheiben debDau c 1.02-supprimierten Linie 10 zeigen eine deutlich nigdre
relative Dau ¢ 1.02-Expression als die anderen untersuchten WurzetsaiméAbb. 3.17 D).
Es ist zu beachten, dass die Skala der y-Achse asnl@0-fache niedriger ist als bei den
anderen untersuchten Wurzelscheiben. Diese begeifs der RNA-Ebene vorhandene
Suppression bestatigt die erstau ¢ 1.02-Suppressionsermittiungen in den Blattern (Abb.
3.9 B).

4.2.2.3 RelativeDcPRPlikel-Expression

Die relativeDaucus carota PRPlikel DcPRPlikel)-Expression wird in den Wildtyp-
Wurzelscheiben und in den Wurzelscheiben Bau ¢ 1.01-supprimierten Linie 35 nicht
durch dieA. radicina-Infektion induziert (Abb. 3.18 A und B). EinecPRPIlikel-Induktion
nach derA. radicina-Infektion ist in den inokulierten und in den,®tbehandelten
Wurzelscheiben debau ¢ 1.01-supprimierten Linien 39 und d&au c 1.02-supprimierten
Linie 10 festzustellen (Abb. 3.18 C und D). Daduish zu erkennen, dass die relative
DcPRPIlikel-Expression allgemein in den Wurzelscheiben derehirB9 und 10 nach dem
Versuchbeginn hochreguliert wird. Da dasPRPlikel-Gen eine 70-72%ige Homologie zum
Dau c 1-Gen auf der Nukleotid-Ebene aufweist (Sgtred. 2004), kann angenommen werden,
dass dieses Gen eine neue weitere Dau c 1-IsofstmBei dem DcPRPlikel-Protein
(Akzessionsnummer AB127984, Wally et al. 2009 uagadaj et al. 2009) handelt es sich

nicht, wie der Name vermuten lasst, um ein dem KaBR1-Protein ahnliches Protein,
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sondern es gehort wie Dau ¢ 1 zur Klasse der PRdt@iRe. Dies wird ebenfalls durch einen
Sequenzvergleich mit PR1 Proteinen von Gerstelordeum wulgare; PRla,
Akzessionsnummer: X74939.1 und PR1b Akzessionsnum{7r@940.1) (Bryngelsson et al.
1994) und Arabidopsis (GenBank NM_127025) deutlich (s. Anhang, Abb. SDas
DcPRPlikel-Gen ist nicht durch die Dau c 1.01- oder Dau c2RWNAi-Konstrukte
unterdrickt worden, da zu kurze (< 21bp) homologéctbbtidabschnitte zwischen der
DcPRPlikel-Sequenz und den Dau c¢ 1.01- und DauO2-RNAi-Konstruktsequenzen
vorliegen (s. Anhang Abb. S2 und S3). Die homolo@aguenzabschnitte missen eine
Mindestlange von 21bp haben um eine erfolgreicheARNrmittelte Unterdriickung zu
erzielen (Susi et al. 2004). Jedenfalls ist dieatret DcPRPlikel-Expression in den
Wurzelscheiben der Linien 39 und 10 nach dem Vésueginn induziert. Eine &hnliche
Hochregulation der DcPRPlikel-Transkripte nach einer Elicitor-Behandlung in
Mohrenblattern wurde von Jayaraj et al. (2009) Wlly et al. (2009) festgestellt (in beiden
Publikationen ist DcPRPlikel mit PR1 angegeben)e DcPRPlikel-Induktion in den
Wourzelscheiben kdnnte durch das Schneiden der Wohmiben ausgeldst worden sein, was
jedoch unwahrscheinlich ist, da sie nur in den WIlsGheiben der Linien 39 und 10
beobachtet wurde. Die Wildtyp-Wurzelscheiben une Wiurzelscheiben debau ¢ 1.01-
supprimierten Linie 35 zeigen nur eine leichte MEwdmig der relativenDcPRPlikel-
Expression mit zunehmender Zeit. Da alle Wurzelbamegleich resistent gegentber der
radicina-Infektion trotz der Dau c 1-lsoformunterdriickung sind (Abb. 3.22 A), ist
anzunehmen, dass die Funktion der Dau c 1-Isoforcherch ein anderes PR-Protein
kompensiert wird. Die Ergebnisse aus diesem Vestaidhweisen darauf hin, dass das
verminderte Vorhandensein der Dau c 1-Isoformedeim Wurzelscheiben der Linien 39 und
10 zu einer Kompensierung durch dasPRPlikel-Gen fuhrt. Eine Kompensation durch
andere PR-Gene und Isoformen nach einer Induziedurgh Salizylsaure-Behandlung wurde
von Riviere et al. (2008) in Tabak beobachtet. I&ben die sauren PR1-Proteine in Tabak
RNAi-vermittelt unterdrickt und beobachteten nadhee Salizylsaure-Behandlung der
Blatter eine Hochregulation von basischen PR1-Rvete und der PR2-Proteine. Die
systemisch ausgeloste Resistenz (SAHStemic aquired resistance) war nicht in den
supprimierten Tabak-Pflanzen gemindert, was danawfeist, dass die PR1-Funktion durch
andere kompensiert werden kann. Ob die Induktios DePRPlikel-Gens durch das
Schneiden der Wurzelscheiben oder durchAdieadicina-Infektion verursacht wurde, spielt
hierbei keine groRe Rolle. Tatsache ist, dass sli€amn in den Wurzelscheiben der Linien 39

und 10 hochreguliert wird. Da die Induzierung aucim H,O-behandelten
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Kontrollwurzelscheiben der Linien 39 und 10 undtrautden Wurzelscheiben des Wildtyps
und der Linie 35 stattfindet, ist eher anzunehnadass die Induktion durch das Schneiden der
Wourzelscheiben ausgeldst wird, d.h. durch eineefeuhg des Pflanzengewebes. Nach der
Kompensationstheorie durch dasPRPlikel-Gen kann gesagt werden, dass durch die starke
Suppression deBau ¢ 1.01-Gens in der Linie 39 und di2au ¢ 1.02-Suppression in der Linie

10 dasDcPRPIlikel-Gen starker induziert wird als in den Wurzelsckaides Wildtyps und in
den Wurzelscheiben der Linie 35 (Abb. 3.18).

4.2.2.4 RelativePR3-Expression

Die relativePR3-Expression ist in den Wurzelscheiben des Wildiypd derDau ¢
1.01-supprimierten Linie 35 und dédau c 1.02-supprimierten Linie 10 nicht durch de
radicina-Infektion induziert (Abb. 3.19 A, B und D). Nur ohen Wurzelscheiben d&au c
1.01-supprimierten Linie 39 ist die relatiieR3-Expression 24 hai deutlich hochreguliert
(Abb. 3.19 C). Dadurch, dass in danradicina-infizierten Wurzelscheiben der Linie 39 alle
untersuchten Gen®au c 1.01, Dau ¢ 1.02, DcPRPlikel und PR3) 24 hai hochreguliert sind,
l&sst sich dies auf eind?friming-Effekt zurickfihren. Die Pflanzen der Linie 39 rséis vor
dem Versuchsbeginn unter Stress gewesen sein, sitesomisste man das gleiche
Transkriptionsmuster bei den anderen hypoallergaiemzelscheiben ebenfalls sehen. Da
alle Pflanzen nebeneinander im Gewéchshaus stangeth unter den gleichen
Lichtbedingungen gewachsen sind und keine Krangsgaihiptome gezeigt haben, kann es nur
sein, dass die Pflanzen der Linie 39 fir ihre Vinigse falsch gegossen wurden und dadurch
entweder unter Trocken- oder Wasserstress littaaseDvorangegangene Sensibilisierung
koénnte der Grund fur die beobachtete Hochregulatien PR-Gene in deA. radicina-
infizierten Wurzelscheiben der Linie 39 24 hai s&igentlich ware eine Hochregulation des
PR3-Gens nach deA. radicina-Infektion in allen Linien und im Wildtyp zu erwart
gewesen, da die Expression &e8-Gens durch Salizylsdure und Jasmonséaure induwwilett
und da die nekrotrophen Pilze wfe radicina die Jasmosauresynthese in den Pflanzen
induzieren (Raskin 1992; Thomma et al. 1998; Vane®Vet al. 2003). Ob di®R3-
Hochregulation abhéangig von einer vorangegangemasililisierung ist, ist nicht bekannt.

Diese vorliegenden Ergebnisse weisen aber darauf hi

88



[3KUSSION

4.2.3 VISUELLE RESISTENZANALYSEN DER HYPOALLERGENEN MOHREN

Die visuellen Resistenzanalysen der hypoallergénénhren wurden im Julius-Kihn-
Institut Quedlinburg (AG Kramer und AG Nothnagelyirchgefuhrt. Die Resistenz der
Blatter, Petiolen und Wurzeln wurden mit den pdagn PflanzenpathogeneXternaria
dauci (Kuhn) Groves & SkolkdA. dauci), Alternaria radicina Meier, Drechsler & EddyA.
radicina) und Botrytis cinerea (de Bary) WhetzelR. cinerea) analysiert. Blatter wurden mit
A. dauci, Petiolen und Wurzeln mA. radicina undB. cinerea infiziert. Zusatzlich zu den aus
der in vitro-Kultur stammenden Pflanzen wurden Wildtyp-Pflanzams Samen auf ihre
Resistenz gegentuber den genannten Pflanzenpathmogetexsucht. Die Anfalligkeitsanalyse
wurde mittels DIAS (Digitales Analyse System) déx. EemnaTec erfasst und statistisch mit
ANOVA ausgewertet (Wilkinson 1998). Hierbei wurdée dnfektionsintensitat auf den
Versuchsobjekten ermittelt.

4.2.3.1 Visuelle Resistenzanalyse der Mohrenblatter

Die Mohrenblatter wurden mA. dauci infiziert und der Infektionsverlauf wurde vor
der Infektion (0) und 3, 7 und 9 Tage nach der Uhatkon (dai) erfasst. Vor der Infektion
sehen alle Blatter gleich aus und ihre Oberfladigtalie gleiche Farbgebung (Abb. 3.20 (0
dai)). 3 dai sind die Blatter der aus Samen standere@Wildtyp-Pflanzen bereits resistenter
als die Blatter der aum vitro-Kultur stammenden hypoallergenen und Wildtyp-Pfkm
(Abb. 3.20 3 dai). 7 und 9 dai sind die Blatter das Samen stammenden Wildtyp-Pflanzen
deutlich resistenter als die der ansvitro-Kultur stammenden Pflanzen (Abb. 3.20 7 und 9
dai). Es ist kein signifikanter Unterschied in defektionsintensitat der Blatter aus der
vitro-Kultur zu erkennen. Die Wildtyp-Blatter der Pflamzaus dem vitro-Kultur zeigen die
gleiche Anfalligkeit gegeniber dek. dauci-Infektion wie die Dau ¢ 1.01-supprimierten
Blatter der Linie 35 und di®au ¢ 1.02-supprimierten Blatter der Linie 10. Es lasst sich
feststellen, dass die Blatter der hypoallergenermrgl® nicht anféalliger gegentber dar
dauci-Infektion sind als die Wildtyp-Blatter, obwohl glen hypoallergenen Mohren eine der
PR10-Isoformen unterdrickt ist. Die PR10-Proteinérden normalerweise durch eine
Pathogeninfektion u.a. in Erbsen, Reis und Pflauhwahreguliert (Ruiz-Lozano et al. 1999;
McGee et al. 2001; Hashimoto et al. 2004; El-keng@tnal. 2009) und spielen dadurch mit
hoher Wahrscheinlichkeit eine Rolle bei der pflai®n Abwehr. In den hypoallergenen
Mohrenpflanzen kann eine der PR10-lsoformen nichtcld eine pilzliche Infektion
hochreguliert werden, da sie RNAi-vermittelt untéiekt ist. Dies wurde schon im Kapitel
4.2.2 an Mohrenwurzelscheiben mittels gPCR nachegem. Trotzdem sind die
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hypoallergenen Méhrenblatter genauso resistentdvéeaus dern vitro-Kultur stammenden
Wildtyp-Mdéhrenblatter. Diese Tatsache ist ein weiteHinweis darauf, dass das Fehlen einer
der Dau c 1-Isoformen durch ein oder mehrere andBr&roteine kompensiert wird, so dass
die Pflanzen gleich widerstandsfahig wie die vedfjlearen Wildtyp-Pflanzen bleiben.
Auffallig resistenter sind die Blatter der aus Sanstammenden Mohren. Diese Resistenz
kann darauf beruhen, dass die Samen dieser Wikiigmzen im Gewéachshaus ausgesat
wurden, im Gewéachshaus wuchsen und mit mehrererichég Stressfaktoren in Kontakt
kamen. Andererseits kann es sein, dass diese amenSatammenden Wildtyp-Mohren
weniger Stress hatten als die M6hren ausideritro-Kultur, da sie z.B. in der Erde die
naturlicheren Nahrstoffe vorfanden als die Mohrem der Gewebekultur, die auf
Nahrstoffmedium kultiviert wurden. Die Pflanzen warmit Mehltau befallen bevor sie fur
diese Resistenzanalysen angesetzt wurden. Die &lemlmfektion wurde vor dem
Versuchsbeginn beseitigt. Es ist mdglich, dass easden Méhren aus Samen zu einem
Priming-Effekt gekommen ist, der die Pflanzen resisteg@mnacht hat (Stein et al. 2008).
Allerdings héatte es auch bei den Méhren ausidentro-Kultur zu einemPriming-Effekt
kommen sollen, da sie gleichzeitig mit den Wildifighren aus Samen von Mehltau befallen
waren. Der Unterschied in der Infektionsintensttéitschen den Bléattern der aus dewitro-
Kultur stammenden und der aus Samen stammendenz@fiast 9 dai signifikant. Dieser
Unterschied kann nur darauf zurtckgefiuihrt werdeagsddie Pflanzen aus dar vitro-
Vermehrung anders auf di® dauci-Infektion reagieren als die Pflanzen aus Samem. De
Grund fur die hohere Anfélligkeit der aus diewvitro-Kultur stammenden Mohren gegeniber
der aus Samen stammenden Pflanzen konnte seindigaB$lanzen aus den vitro-Kultur
bereits durch das Uberfiihren in Erde einem mecblaeis Stress sowie einem
Anpassungsstress an den neuen Lebensraum ausgesetl#sn und dadurch anfalliger
pilzlichen Infektionen gegentber geworden sind @dhofsky et al. 2009).

4.2.3.2 Visuelle Resistenzanalyse der Petiolen

Die Petiolen debau c 1.01-supprimierten Linie 35 und d&au c 1.02-supprimierten
Linie 10 zeigen das gleiche Resistenzniveau nact\dedicina-Infektion wie die Wildtyp-
Petiolen der aus den vitro-Kultur stammenden Pflanzen (Abb. 3.21 A). Nur Wédtyp-
Petiolen der aus Samen stammenden Pflanzen sindilagt resistenter gegentber d&r
radicina-Infektion wie die Petiolen der aus dervitro-Kultur stammenden Pflanzen. Diese
Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen aus derewdréschriebenen Blatt-Resistenz-

Analysen nach derA. dauci-Infektion Uberein (vgl. Abb. 3.20). Die Vermutungpn
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Mikschofsky et al. (2009), dass mechanischer Szesammen mit Adaptionsstress an das
neue Wachstumsmedium (Erde) Pflanzeniaustro-Kultur anfalliger gegentber pilzlichen
Pflanzenpathogenen macht, kann tatsachlich derdsiiimdie erhdohte Anféalligkeit sein. Da
die Wildtyp-Petiolen der aus den vitro-Kultur stammenden Pflanzen gleicher Mafl3en
anfallig sind wie dieDau ¢ 1.01- undDau c¢ 1.02-supprimierten Mohren, kann der Grund fur
die hohere Anfélligkeit im Vergleich zu den aus @anstammenden Wildtyp-Pflanzen nur in
der Kultivierungsform liegen. Um diese Hypothesettherprifen, misste man Samen aus
den hypoallergenen Mohren erzeugen und diese Utanagen mit den aus Samen
stammenden Wildtyp- und transgenen Méhren wiederhol

Auch nach deBotrytis cinerea-Infektion sind die Petiolen der aus dervitro-Kultur
stammenden Pflanzen starker befallen als die Ratidér aus Samen stammenden Wildtyp-
Mohren (Abb. 3. 21 B). Di®au c 1.01-supprimierte Linie 35 zeigt 9 dai hierbei eine B8%
niedrigere Infektionsintensitat als die Petiolen Dau ¢ 1.02-supprimierten Linie 10 und die
Wildtyp-Petiolen der aus deiin vitro-Kultur stammenden Mohren. Die niedrigste
Infektionsintensitat 9 dai ist bei den Wildtyp-Fé¢in der aus Samen stammenden Mdhren zu
sehen. Sie zeigen eine etwa 30% niedrigere Infegitnbensitat als die Wildtyp-Petiolen aus
derin vitro-Kultur. Dabei ist der Unterschied in der Infektsimensitat 9 dai zwischen den
Petiolen der aus dein vitro-Kultur stammenden und der aus Samen stammenden
Mohrenpetiolen signifikant, nicht jedoch Unterschewischen den Petiolen der aus der

vitro-Kultur stammenden Mdhren.

4.2.3.3 Visuelle Resistenzanalyse der Wurzeln

Die Infektionsintensitdt nach deA. radicina-Infektion ist 13 dai auf allen
Wurzelscheiben gleich hoch (3.22). Hierbei spiedt Herkunft der M6hren, ob aus der
vitro-Kultur oder aus Samen, keine Rolle. Da Dau ¢ 1.01- und Dau ¢ 1.02-supprimierten
Mohren die gleiche Resistenz wie die Wildtyp-Molwenzelscheiben zeigen, kann
angenommen werden, dass die Funktion der unter@miéau c 1-Isoform durch andere
Gene kompensiert wird oder dass die einzelnen R&df6rmen keine relevante Wirkung bei
der A. radicina-Infektion aufweisen. Es sind weitere Untersuchunggiesbeziiglich
notwendig. Unter anderem mussten beid ¢ 1-Isoformen gleichzeitig in einer Méhre
unterdrickt sein um ein klareres Bild Uber ihre l&om im pflanzlichen Immunsystem zu
erhalten.

Die Infektionsintensitat nach ddB. cinerea-Infektion ist geringer als nach dé

radicina-Infektion (vgl. Abb. 3.22 A und B). 13 Tage nacér @. cinerea-Infektion ist von
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der Wurzelscheibenoberflache maximal bis zu 35%alleef und nach deA. radicina-
Infektion etwa 60%. Aus diesen Ergebnissen ist ékerenen, dass dié. radicina die
Wurzelscheiben starker und schneller befalltEalginerea. 13 dai besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen deéBotrytis-Infektionsintensitat der Wurzelscheiben der aus ide
vitro-Kultur stammenden und der aus den Samen stammedritlemzen. Dies kann damit
zusammenhangen, dags radicina in erster Stelle ein Modhrenpathogen ist (Pryor and
Gilbertson 2001; Farrar et al. 2004) uBdcinerea ein universales Phytopathogen ist, das
Uber 200 Pflanzenarten befallen kann und zudemsgemendes Pflanzengewebe bevorzugt
(Staats et al. 2005).

Zusammengefasst kann aus den visuellen Infektitarssitat-Analysen gesagt
werden, dass didau ¢ 1.01- und Dau c 1.02-supprimierten Mohren nicht anfalliger
gegeniber den nekrotrophen pilzlichen PflanzenggthenA. dauci, A. radicina und B.
cinerea sind als die Wildtyp-Moéhren aus der vitro-Kultur. Die in vitro-Kultur und die
Uberfiihrung in Erde fuhrt aber zur anfalligerenaRflen im Vergleich zu aus Samen
stammenden Wildtyp-Pflanzen. Es ist damit festzleste dass die Resistenz der
hypoallergenen Mohren gegenuber den nektrotisch&enP nicht direkt mit der PR10-

Funktion zusammenhangt.

4.3 SALIZYLSAURE-ANALYSEN AN MOHRENBLATTERN

Um die Transkriptionsinduktion vobau c 1-Isoformen in derau ¢ 1.01- undDau ¢
1.02-supprimierten sowie in den Wildtyppflanzen aus dewitro-Kultur zu tberprifen,
wurden Blatter mit 1 mM Salizylsdurelésung behandeiese SA-Kinetikanalyse wurde mit
Pflanzen deDau c 1.01-supprimierten Linie 35, dddau ¢ 1.02-supprimierten Linie 10 und
mit Wildtyppflanzen durchgefiihrt. Es ist bekannassl Salizylsdure die Transkription des
PR10-Gens induziert (Liu, X et al. 2006; Xie et al. B)ADaher war zu erwarten, dass bei
funktionsfahigerDau ¢ 1-Transkription dieDau ¢ 1.01- und Dau ¢ 1.02-Gene nach der SA-
Behandlung in den Blattern der aus vitro-Kultur stammenden Pflanzen hochreguliert
werden. Neben dem Transkriptionsmuster d@au c 1-Isoformen wurden auch die
Transkription de®©cPRPlikel- undPR3-Gens mittels qPCR 0, 9, 24 und 48 Stunden nach der
SA-Behandlung (hat) mittels quantitativer Real TiR@R (qPCR) untersucht.
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4.3.1 RELATIVE EXPRESSION DES DAU C 1.01-GENS NACH SALIZYLSAURE-

BEHANDLUNG

Wie zu erwarten war, wird diBau ¢ 1.01-Transkription in den Wildtyp-Blattern nach
der Salizylsdure-Besprihung induziert (Abb. 3.23. Aie Dau c¢ 1.01-Transkript-
hochregulation ist 24 und 48 Stunden nach Behagdinnden SA-bespriuhten Wildtyp-
Blattern deutlich zu sehen. Wie schon in Alernaria radicina-Kinetik an Wurzelscheiben
gibt es hier auch bei 0 hat einen auffallig hohelativenDau ¢ 1.01-Transkriptionslevel in
den HO-behandelten Wildtyp-Blattern (vgl. Abb. 3.16 uBi@3). Es ist anzunehmen, dass in
mindestens einem Blatt die relatibau c 1.01-Transkription bereits vor dem Versuchsbeginn
induziert war und den Messwert erhdht hat. In détt&n derDau ¢ 1.01-supprimierten
Linie 35 ist Uber die gesamte Versuchslaufzeit kaine Induktion in der relativeDau c
1.01-Expression festzustellen (Abb. 3.23 B). Dies deatd eine erfolgreich®au c¢ 1.01-
Suppression in diesen Blattern hin. Bei der RNAiviitelten Suppression handelt es sich um
einen knockdown eines Gens (Broedersen and Voinnet, 2006). Dalwl das Zielgen
unterdrickt und nahezu komplett stillgelegt. Bei daie 35 ist dadDau ¢ 1.01-Gen zu 70%
unterdrickt (Tab. 3.1). Bei diesem Suppressionsgaad man noch, wie man auch in diesem
Versuch sieht, eine Restmengelzau ¢ 1.01-Transkripten ermitteln. In den Blattern deau
¢ 1.02-supprimierten Linie 10 ist 48 hat etwa die gleichkativeDau c 1.01-Expression wie
in den Wildtyp-Blattern zu sehen (vgl. Abb. 3.231Ad C 48 hat).

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dasennidldtyp-Blattern und in den
Blattern der Linie 10 ein®au ¢ 1.01-Induktion durch die SA-Behandlung stattfindet und
funktionsfahig ist und in den Blattern der Linie @& Dau ¢ 1.01-Induktion durch didbau c

1.01-Suppression erfolgreich unterdrickt ist.

4.3.2 RELATIVE EXPRESSION DES DAU C 1.02-GENS NACH SALIZYLSAURE-

BEHANDLUNG

Auch hier ist in den BD-behandelten Wildtyp-Blattern die relatii@au c 1.02-
Expression in mindestens einem Blatt vor dem Vdrsiieginn hochreguliert. Da es sich bei
diesen Messwerten um Mittelwerte aus einem Gemisahfinf Wildtyp-Blattern handelt, ist
anzunehmen, dass es bei dieser Messung mindegtensAaisreil3er gibt, der den Messwert
nach oben verschiebt, wie auch in der ErmittlungrdiativenDau ¢ 1.01-Expression in den
H,O-behandelten Wildtyp-Blattern O hat festgestellirde (vgl. Abb. 3.23 A und 3.24 A 0O
hat). DieDau c 1.02-Induktion durch die SA-Behandlung ist 48 hat im d&ildtyp-Blattern
deutlich zu sehen (Abb. 3. 24 A). In den Blattear dau ¢ 1.01-supprimierten Linie 35 ist
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der relativeDau c 1.02-Expressionslevel allgemein hdher als in den WeBjattern (Abb.
3.24 A und B). DieDau c 1.02-Transkription ist sowohl in denJ@-behandelten Blattern wie
auch in den SA-behandelten Blattern der Linie fumiert. Dies kann auf eine Kompensation
derDau c¢ 1.01-Unterdriickung hindeuten. Eine deutliche Hochretguriaist 24 hat in den SA-
behandelten Blattern der Linie 35 zu sehen. In BEittern derDau ¢ 1.02-supprimierten
Linie 10 bleibt die relativeDau ¢ 1.02-Exprssion nahezu unbeeinflusst von der SA-
Behandlung (Abb. 3.24 C). 48 hat ist eine sehmggerirelativeDau ¢ 1.02-Expression in den
SA-behandelten Blattern nachzuweisen. Es ist tletznoch gerade nachweisbaren relativen
Dau c 1.02-Expression in den Blattern der Linie 10 festzusteldass daBau ¢ 1.02-Gen
erfolgreich in den Pflanzen dieser Linie unterdtiisk

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dassrdreskription defau ¢ 1.02 in
Wildtyp-Blattern und in den Blattern d&au ¢ 1.01-supprimierten Linie 35 durch die SA-
Behandlung induziert wird. Der hohe relati®au ¢ 1.02-Expressionslevel in den,B- und
SA-behandelten Blattern der Linie 35 deutet aufeelompensationsreaktion auf das
unterdrickteDau ¢ 1.01 hin. In den Blattern debPau ¢ 1.02-supprimierten Linie 10 ist das
Dau c 1.02 erfolgreich supprimiert und dibau ¢ 1.02-Suppression ist nicht durch eine SA-

Behandlung aufzuheben und somit als stabil zu tistiea.

4.3.3 RELATIVE EXPRESSION DES DcPRPLIKE1-GENS NACH SALIZYLSAURE-

BEHANDLUNG

DcPRPIlikel-Transkripte werden in allen Proben detek(Abb. 3.25). Eine deutliche
Hochregulation in der relativeiDcPRPlikel-Expression ist in den Wildtyp-Blattern 48
Stunden und in den Blattern deau c 1.02-supprimierten Linie 10 neun Stunden nach der
SA-Behandlung beobachten (Abb. 3.25 A 48 hat urdh@t). In den Blattern dé&au c 1.01-
supprimierten Linie 35 ist keine deutliche auf di&A-Behandlung zurtckfuhrbare
DcPRPIlikel-Induktion zu sehen (Abb. 3.25 B). Da dasPRPlikel-Gen ein homologes Gen
zuDau c 1ist (Sano et al. 2004), kann es durchaus durchvieAdie Dau ¢ 1-Gene induziert
werden (Liu, X et al. 2006). Dies kann auch in &eitdtyp-Blattern und in den Blattern der
Linie 10 in diesem Versuch nachgewiesen werderdelm Blattern der Linie 10 kann die
erhohte relativeDcPRPIlikel-Expression auf eine Kompensierung des unterdriickiai c
1.02 hinweisen. Es wurde bereits in derradicina-Kinetik in den Wurzelscheiben der Linie
10 eine DcPRPlikel-Induzierung festgestellt (Kapitel 4.2.2.3; Abb.1&D). Aus diesen
Ergebnissen kann man schlie3en, dassDi#RPlikel-Gen in den Wurzeln sowie in den

Blattern der Linie 10 nach einer Pilzinfektion undch einer SA-Behandlung hochreguliert
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wird, wahrend dadau c 1.02-Gen supprimiert bleibt. Diese Ergebnisse sind aeth
Hinweis darauf, dass diau c 1.02-Suppression durch die Hochregulation BefRPIikel-
Gens in den Pflanzen der Linie 10 kompensiert wivig. Blatter und die Wurzeln der Linie
10 sind nicht anfélliger gegen Pilzbefall als dieldiyp-Pflanzen aus dem vitro-Kultur
(Abb. 3.20 und 3.22). Diese Ergebnisse ahneln dgeliissen von Riviere et al. (2008).
Riviere et al. haben die saurd?R1-Gene in Tabak supprimiert, und durch eine SA-
Behandlung wurden in diesen Pflanzen die basiscR&1-Gene wahrscheinlich als
Kompensation hochreguliert.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die Ban@leng dieDcPRPIlikel-
Gene in den Wildtyp-Blattern und in den Blatternr @&au ¢ 1.02-supprimierten Linie 10
hochreguliert. In den Blattern der Linie 35 bleti DcPRPIikel-Induktion aus, was darauf
hinweist, dass in den Pflanzen dieser Linie die Rrekkel-Induktion gestort ist oder das die
Dau c 1.01-Suppression durch andere PR-Proteine kompensiérd, véo dass die
DcPRPIlikel-Gene nicht hochreguliert werden mussen. In denzZ@lnrdieser Linie 35 bleibt
die DcPRPIlikel-Induktion ebenso aus wie in dentBtéat (vgl Abb. 3.18 B und 3.25 B).
Durch das Dau c 1.01-RNAi-Konstrukt kann dasPRPlikel-Gen selber nicht unterdrtickt
werden, da das Dau c 1.01-RNAi-Konstrukt sich zarkstvon der DcPRPlikel-Sequenz
unterscheidet (s. Anhang Abb. S2). Wenn es zu €&oPRPlikel-Unterdrickung durch das
Dau c 1.01-RNAi-Kontrukt kommen wirde, musste BaPRPlikel-Gen auch in deDau c
1.01-supprimierten Linie 39 stattfinden. Dies ist abéht der Fall, zumindest nicht in den
Wurzeln (Abb. 3.18 C).

4.3.4 RELATIVE EXPRESSION DES PR3-GENS NACH SALIZYLSAURE-

BEHANDLUNG

Die Transkription de$R3-Gens wird in den Wildtyp-Blattern nicht durch ds\-
Behandlung induziert (Abb. 3.26 A). Die relati\RR3-Expression bleibt in den J@-
behandelten und in den SA-bespriuhten Wildtyp-Biéttéber die gesamte Versuchzeit
gleichmafig. DasPR3-Gen wird nicht in erster Linie durch SA induziespndern durch
Jasmonsaure (JA), wie bereits Amabidopsis und in Reis Qryza sativa) gezeigt wurde
(Thomma et al. 1998; Mei et al. 2006). Die Ergebaizeigen, dass difR3-Induzierung auch
in Daucus carota nicht SA-abhangig ist. Interessanterweise gil#ire PR3-Induktion in den
Blattern derDau c 1.01-supprimierten Linie 35 und in den Blattern déeau c 1.02-
supprimierten Linie 10 (Abb. 3.26 B und C). Einaitlieh hohere relativ®R3-Expression ist

in den Blattern der Linie 35 24 Stunden und in Bé&ittern der Linie 10 bereits neun Stunden
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nach der SA-Besprihung festzustellen. Da d@#3-Gen normalerweise nicht durch
Salizylsaure induziert wird, muss diese Hochregutakinen anderen Grund haben. Es ist
bekannt, dass die Salizylsdure die Synthese vomdudgzierten Proteinase-Inhibitoren in
Tomatenblattern hemmt (Doares et al. 1995). DientivziertenPR3-Gene werden aber nicht
durch die SA-Behandlung in den Dau ¢ 1.01- und Bdu02-supprimierten Méhrenblattern
gehemmt. Nur in den Wildtypblattern ist keine PR&8uktion zu beobachten. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die PR3-Induktion in dan®&.01- und Dau ¢ 1.02-supprimierten
Mohrenblattern mit der Suppression zusammenhandi. €8 sich hierbei um eine
Kompensierungsreaktion handelt, kann nicht siclesagt werden, aber diese Ergebnisse

lassen es nicht ausschlielRen.

4.4  SKIN-PRICK-TEST AN PATIENTEN MIT HOHRENALLERGIE

Die Dau ¢ 1.01- und Dau ¢ 1.02-supprimierten Méhren sowie die aus dervitro-
Kultur stammenden Wildtyp-Mo6hren wurden von unsdfepperationspartnerin Frau Prof.
Vera Mahler in der Hautklinik des Universitatskknms Erlangen an Patienten mit
nachgewiesener Mohrenallergie in Form von SkinkPTiests getestet (Peters et al.
eingereicht). Das Dau c 1 ist das HauptallergenMi@nre (Hoffmann-Sommergruber et al.
1999) und die meisten Mohrenallergiker reagierdrdases Protein allergisch. Etwa 50% der
Patienten erfahren systemische Reaktionen (BallWeler et al., 2001; Moneo et al., 1999).
Hier werden die Ergebnisse der Skin-Prick-Testszasei Patienten mit Mdhrenallergie
vorgestellt. Der Patient 1 ist gegen die Dau c -1soform monosensibilisiert und der Patient
2 ist gegen beide Dau c 1-Isoformen allergisch, gbhysensibilisiert.

Patient 1 zeigt eine allergische Hautreaktion awf Wildtypmohren, wobei die
Hautreaktion auf die einzelnen Wildtyppflanzenklometerschiedlich stark ausfallt (Abb.
3.27). So ist die Hautreaktion auf die Wildtyppf#tanklone eins und zwei relativ gering im
Durchmesser und auf die Wildtyppflanzenklone dvedy und finf im Durchmesser grofier.
Diese Ergebnisse zeigen einerseits eine maglicheahhbtat des Allergengehalts zwischen
den einzelnen Wildtyppflanzenklonen. Andererseéarkdie Variabilitdt inren Ursprung aus
den unterschiedlichen Stellen auf dem UnterarmRégenten haben. Da schon zwischen den
Wildtyppflanzenklonen eine Variabilitat festzussgllist, ist auch eine Variabilitat zwischen
den einzelnen Pflanzenklonen d&au c 1.01- bzw. Dau c¢ 1.02-supprimierten Pflanzenklone
zu erwarten. Patient 1 zeigt eine reduzierte allehgg Hautreaktion auf Proteinextrakte der
Pflanzenklone eins, zwei und funf deau ¢ 1.01-supprimierten Linie 35. Eine reduzierte

Hautreaktion ist auch auf den Pflanzenklon 1 dar ©4.01-supprimierten Linie 39 zu sehen.
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Gegen diese Pflanzenklone der Linien 35 und 39 weine wildtyppflanzen-ahnliche
allergische Hautreaktion zu erwarten gewesen, ddigeen Mohreklonen diBau ¢ 1.02-
Isoform nicht supprimiert ist und da dieser Patiemt auf die Dau ¢ 1.02-Isoform allergisch
ist. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen weddss wahrscheinlich unterschiedliche
Mengen an Dau c 1.02-Protein in den einzelDan ¢ 1.01-supprimierten Méhrenklonen
vorhanden sind. Signifikante Unterschiede in d&au c 1.02-Transkriptionsmenge in
verschiedenen Wildtyp-Mohren wurden auch von Zagbal. (2010) nachgewiesen. Gegen
die Dau ¢ 1.02-supprimierten Linien 10 und 33 isealeutlich reduzierte Hautreaktion bei
diesem Patient zu erwarten, da er nur auf die DaD2-Isoform nachweislich allergisch ist
(Mahler, unveroffentlicht). Dies ist aber nicht deall. Der Patient zeigt eine reduzierte
Hautreaktion nur gegen dizau c 1.02-supprimierten Mohrenklone eins und vier der Lih@:
und gegen den Mohrenklon eins der Linie 39. Vorejddohre, die in dieser Arbeit fur die
Skin-Prick-Tests verwendet wurden, wurde auch dau X 1.01- und Dau c 1.02-
Proteingehalt mittels Westernblot ermittelt (Abbl(. In den Westernblot war in den Dau ¢
1.01-supprimierten Mohren kein Dau c¢ 1.01-Proteachzuweisen und in den Dau c 1.02-
supprimierten Mohren konnte nur in den Mohren deriel 33 das Dau c¢ 1.02-Protein
schwach detektiert werden. Daher ist anzunehmess da ein weiteres ahnliches, noch
unentdecktes Allergen in den Mohren gibt zusatzlich Dau ¢ 1.01 und 1.02. Weitere
Mohrenallergene sind Profilin (Dau ¢ 4) und Glyaaeine mit einem Molekulargewicht von
40 zu 60 kDa, welche allerdings noch nicht ausféhrcharakterisiert wurden (Ballmer-
Weber et al., 2001, 2005). Der Patient 1 ist jedyetpen das Dau c 4 nicht allergisch (Mahler,
unveroffentlicht). Das DcPRPIlikel ist aber ein Kiaiadl fir ein weiteres Allergen der Mohre.
Es besitzt mit 70 bis 72%iger Homologie zu Dau oShno et al. 2004) auch sehr
wahrscheinlich ein allergenes Potenzial. Es isilanDau ¢ 1.02-supprimierten Méhren der
Linie 10 nach eineAlternaria radicina-Infektion in den Wurzelscheiben sowie nach einer
SA-Behandlung in den Blattern hochreguliert (Abld.8und 3.25). Wenn das DcPRPIikel in
der Zukunft als ein neues Allergen der Moéhre begtatird, konnte es sein, dass dieser
Patient 1 zusatzlich zu seiner Dau ¢ 1.02-Alleayieh eine Allergie gegen das DcPRPlikel-
Protein hat und deswegen eine allergische Hautoeaigegen diddau ¢ 1.02-supprimierten
Mohren zeigt. Die allergischen Hautreaktionen daseRten 1 kénnen nicht durch die Dau ¢
1.02-Isoform ausgeldst sein, da das Dau c 1.0ZPran den Mohren der Linie 10
nachweislich auf der Proteinebene unterdriickt Adib( 3.10 B und Tabelle 3.1). Da die
Mohre noch nicht durchsequenziert worden ist, kanmech mehrere unentdeckte Allergene

in der M6hre vorhanden sein.
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Patient 2 reagiert gegen beide Dau c 1-Isoformiengigch (Mahler, unveroéffentlicht).
Bei dem Skin-Prick-Test zeigt Patient 2 keine reeitie Hautreaktion. Weder gegen die Dau
¢ 1.01-supprimierten noch gegen die Dau ¢ 1.02+ampgrten Mohren (Abb. 3.28). Dies ist
auch zu erwarten gewesen, da Di&u ¢ 1.01-supprimierten MOhren noch das Dau ¢ 1.02-
Protein beinhalten und di®au c 1.02-supprimierten Mohren das Dau c 1.01-Protein
enthalten. Um bei Patient 2 eine reduzierte Hakti@a gegeniber den hypoallergen Méhren
zu erzielen, musste man beide Dau c 1-Isoformeicigleitig in einer Mohre supprimieren.
Es ware auch fur viele Mohrenallergiker wichtigssldeide Dau ¢ 1-Isoformen supprimiert
werden, da in einer Studie mit rekombinanten DAu0d- und Dau c 1.02-Proteinen und mit
Patientenseren etwa 65% der Patienten eine alfbegiReaktion gegen das Dau c¢ 1.01-
Protein und 38% gegen das Dau c 1.02-Protein zdi@almer-Weber et al. 2005). Diese
Studie wurde mit rekombinanten Dau c¢ 1.01- und D=aul.02-Proteinen und mit
Patientenseren durchgefiihrt. Bei den Modhrenallergikei unseren Skin-Prick-Tests war nur
ein Patient monosensibilisiert gegen das Dau c -Rrogin. Alle neun weiteren
Mohrenallergiker reagierten auf beide, Dau c¢ 1.0fd WDau c 1.02, allergisch. Diese
Ergebnisse wurden zum Teil mit Seren der Patiedigchgefihrt und sind im nachsten

Kapitel beschrieben.

45 IgE-REAKTIVITATSANALYSE

Die IgE-Reaktivitdtsanalyse wird haufig bei Unterdsung des Allergenpotenzials
verschiedener Allergenquellen verwendet, wie zd.Apfel und Sellerie (Ebner et al. 1995)
und bei der Tomate (Westphal et al. 2004; Lorerad.€2006). Auch bei der Determinierung
des Allergenpotenzials der Dau c¢ 1-Isoformen mit ldypmbShren wurde diese
Analysemethode angewandt (Ebner et al. 1995; BaliWeber et al. 2001, 2005; Reese et al.
2007; Peters et al. eingereicht).

Die IgE-Reaktivitdtsanalysen wurden von unseren p€oationspartnern am Paul-
Ehrlich-Institut in Langen (AG Vieths) durchgefiihBs wurden die IgE-Bindungsreaktionen
von 10 Patientenseren an Mohrenwurzelproteinexd@rakierDau ¢ 1.01-supprimierten Linie
39 (Abb. 3.29 B) und ddbau c 1.02-supprimierten Linie 33 (Abb. 3.29 C) sowie der des
in vitro-Kultur stammenden Wildtypmdhren untersucht (AbR293A). Als eine Negativ-
Kontrolle wurde Serum eines Nicht-Allergikers mggestet. Das Serum des Nicht-
Allergikers reagiert Uberhaupt nicht auf die Molpeneinextrakte. Dies bedeutet, dass in
diesem Serum keine IgEs gegen die Mohrenallergerteaxden sind. Nur einer der Patienten

ist monosensibilisiert und zwar gegen die Dau @-1sdform. Alle weiteren Patienten sind
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polysensibilisiert gegen die beiden Dau c 1-IsofemmDas Serum des monosensibilisierten
Patienten zeigt keine IgE-Bindung, weder an derdiiwurzelproteinextrakten noch an den
Waurzelproteinextrakten der Dau ¢ 1.01- bzw. Dau.@23&upprimierten Linien (Abb. 3.29
jeweils die Spalte 1). Im Serum dieses Patientdreisen keine IgEs gegen die Dau c 1-
Isoformen vorhanden zu sein, obwohl er in anderestsTeine Allergie gegen das Dau c 1.02-
Protein zeigt (Mahler, unverdoffentlicht). Die Seralter polysensiblen Patienten zeigen eine
IgE-Bindungsreaktion an ein Protein in der Grol3en ve-16 kDa in den
Wildtypwurzelproteinextrakten (Abb. 3.29 A Spalt2f10). Diese GrofR3e ist fur das Dau c 1
bekannt (Hoffmann-Sommergruber et al. 1999). Eete sleutliche IgE-Bindungsreaktion an
das ~16 kDa-Protein der Wildtypwurzelproteinextealgibt es bei den Seren der Patienten
zwei und neun (Abb. 3.29 A Spalten 2 und 9). Diesienten zwei und neun leiden nach
diesen Ergebnissen an einer sehr deutlich ausgeprdphrenallergie. Auffallend sind die
zusatzliche IgE-Bindungsreaktion an die Wildtypwalpzoteinextrakt im hochmolekularen
Bereich um die 64 kDa der Seren der Patienten aei, vier, sechs, neun und zehn. Diese
kobnnen zum Teil weitere Mohrenallergene wie Pnof{Dau ¢ 4) und Glycoproteine mit
einem Molekulargewicht von 40 bis 60 kDa sein, noeh nicht ausfuhrlich charakterisiert
worden sind (Ballmer-Weber et al., 2001, 2005)idEaus diesen IgE-Bindungsreaktionen im
hochmolekularen Bereich festzustellen, dass welikierenallergene vorhanden sind.
Hochmolekulare bis heute nicht charakterisierte Mdobllergene wurden auch von
Fernandez-Rivas et al. (2004) festgestellt. Die-Bjidungsreaktionen an hochmolekularen
Proteinen sind auch in den Wurzelproteinextrakten @au ¢ 1.01- und Dau c 1.02-
supprimierten Mohren festzustellen (Abb. 3.29 B @)d An das Wurzelproteinextrakt der
Dau c 1.01-supprimierten Linie 39 bei der ~16 kD@&[&& gibt es eine IgE-Bindung nur in
den Seren der Patienten zwei und neun, die dikss¢8lgE-Bindungsreaktion an das ~16 kDa
Protein in den Wildtypwurzelproteinextrakten getdigben (Abb. 3.29 B Spalten 2 und 9).
Ob die IgEs diese Seren der Patienten zwei und aeutas restliche Dau ¢ 1.01-Protein oder
an das Dau c 1.02-Protein binden, kann anhandrdéesdyse nicht festgestellt werden. Da
das Dau c 1.02-Protein in dem WurzelproteinextdaktLinie 39 noch vorhanden ist, ware es
zu erwarten gewesen, dass das Serum aller polpsemsiPatienten eine IgE-
Bindungsreaktion an das Dau ¢ 1.02-Protein in déf’& ~16 kDa gezeigt hatte. Dies ist aber
nicht der Fall. Daher ist anzunehmen, dass das ®aw2-Protein nur in sehr geringen
Mengen in den hier eingesetzten Mohren der Linied@®anden ist. Alle Seren der Patienten
zeigen eine sehr dhnliche IgE-BindungsreaktioniarPdoteine der Wurzelproteinextrakte der

Dau c 1.02-supprimierten Linie 33 wie an die Wildtypwurzelpmextrakte (vgl. Abb. 3.29
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A und C). Es ist bei der ProteingréRe ~16 kDa jé&snei den Spalten 2-10 eine IgE-Bindung
zu sehen. In den M6hren der Linie 33 ist das Ddu0&-Protein noch vorhanden. Es kann
anhand dieser Analyse nicht ermittelt werden, @blglEs der Seren 2-10 an das restliche Dau
c 1.02-Protein oder das in vollem Umfang vorhandBae c 1.01-Protein binden. Ob die
leichten Banden bei ~20 kDa in den Spalten 2, 7 @ndh den IgE-Raktionen mit den
Wildtypwurzelproteinextrakten das DcPRPIlikel-Pnotest, kann erst in der Zukunft
festgestellt werden (Abb. 3.29 A). Das DcPRPIlike@t€in hat eine Grol3e von etwa 19,5 kDa
(Sano et al. 2004).

Zusammengefasst kann anhand dieser Analysen gesaggn, dass in den Mdhren
neben dem Hauptallergen Dau ¢ 1 auch weitere hdehuiare Proteine vorhanden sind, mit
denen die Seren der Patienten eine Antikorper@akieigen und dadurch Allergene sein
konnen. Die Starke der IgE-Bindungsreaktion istdean Seren der Patienten an die
Mohrenallergene individuell stark und abhéangig dan Sensibilitéat der einzelnen Patienten.
Des Weiteren ist die IgE-Bindungsreaktion an dieu@al-Proteine in der Dau ¢ 1.01-
supprimierten Linie 39 am schwéchsten, was diesbr&fdin Bezug auf die IgE-Reaktivitat
der Patientenseren als hypoallergen bezeichnenh Rss hochmolekularen, offensichtlich
allergenen Proteine, die in dieser IgE-Reaktivitdtdyse nachgewiesen wurden, kdnnen auch
in den Skin-Prick-Tests zu den kaum gemindertentidaktionen fihren, da trotz der Dau ¢
1-Isoformsupprimierung weitere Proteine zu allergen Reaktionen fuhren kénnen. Es sind
noch weitere Analysen zu allergenen Proteinen d@nr®l notwendig, da hier nachgewiesen

werden konnte, dass auf jeden Fall weitere Alleegarden Méhren vorhanden sind.
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5 ZUSAMMENFASSUNG/SUMMARY
5.1 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Helstg von hypoallergenen Méhren
(Daucus carota) mittels der RNA Interferenz-Technologie (RNAI)dimit der Analyse der
Anfalligkeit dieser MOohren gegentber mikrobiellenyB®pathogenen. Der Fokus der Arbeit
lag auf dem Mohrenprotein Dau ¢ 1. Es kommt in zieformen Dau ¢ 1.01 und Dau ¢ 1.02
vor. Das Dau c 1 ist das Hauptallergen der Mohreé gehort gleichzeitig der Familie der
Pathogenese-assoziierten Proteine 10 (PR10) ara &% der Mohrenallergiker reagieren
auf dieses Protein allergisch. Die Hauptursache digse Mohrenallergie ist eine
Kreuzallergie mit Birkenpollen. Die Funktion des wWwac 1-Proteins fur das
Mohrenimmunsystem und die Mohrenentwicklung ist tgetiend unbekannt. In anderen
Pflanzen konnten diverse Funktionen fir die PRIldidne festgestellt werden, wie z.B.
Ribonuklease- und antigungale Aktivitat.

Um die Funktion der Dau c 1-Isoformen untersucherk@nnen, wurden beide Isoformen,
Dau c 1.01 und Dau c 1.02, unabhangig voneinandielsnRNAI in der Méhre Daucus
carota spp.sativus) des Kultivars Rodelika supprimiert. Es konntemzersten Mal deutlich
supprimierte hypoallergene Mohren regeneriert werdeEine im Vergleich zu
Wildtypmohrenblattern ~10-fache Reduktion der jdigen Isoform lag in den Blattern der
RNAi-Pflanzen vor. Die deutliche Reduktion der jéeunterdrickten Dau ¢ 1-lsoform
wurde auch proteinbiochemisch mit spezifischen &rpern in den Dau ¢ 1.01- und Dau ¢
1.02-supprimierten Mohrenwurzeln festgestellt. Dieisten Pflanzen entwickelten sich wie
Wildtyppflanzen und zeigten keine Phanotypanderaondgei zwei unabh&ngigen Linien
konnte eine Morphologieanderung der Blatter beotedchwverden, die vermutlich
Insertionsartefakte darstellten.

Es konnte in Resistenzanalysen nachgewiesen wetdsgs,die hypoallergenen Méhren nicht
anfalliger gegenuber den pilzlichen Phytopathogefkkernaria dauci, Alternaria radicina
und Botrytis cinerea sind. Diese drei Pilze verursachen den grof3teanagnischen Schaden
an der Mohrenernte. Es findet auch keine Hochréignlader Dau ¢ 1-Isoformen nach
Alternaria radicina-Befall statt. Dies kann damit zusammenhéngen, dese nekrotrophen
Pilze nicht die Salizylsdure-abhangige (SA) Abwder Pflanze aktivieren, die die PR10-
Transkription nachweislich induziert. Die unbedictitigte Besiedlung der RNAi-Pflanzen
legt nahe, dass die Dau ¢ 1-Isoformen nicht anAtl@rehr der getesteten Pathogene beteiligt
sind bzw. dass verwandte PR-Proteine in den Da@X-dupprimierten bzw. in den Dau ¢

1.02-supprimierten Mohren kompensatorisch wirkeir Eetzteres spricht, dass in den
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Resistenzanalysen Hinweise auf eine Kompensatiochdilie Proteine DcPRPlikel und PR3
vorlagen. Durch eine SA-Behandlung der Blatter kenmachgewiesen werden, dass die Dau
c 1 Isoformen in den hypoallergenen Mohren durchr@iuzierbar waren. Hierbei zeigte sich
eine Hochregulation der jeweils nicht supprimiertssform.

An Patienten durchgefiihrte Skin-prick-Tests mit RNAhren zeigten, dass es zu
einer reduzierten allergischen Hautreaktion beis®®n kam, die monosensibilisiert
gegenuber einer der beiden Dau c 1l-Isoformen wdreden IgE-Bindungsreaktionen mit
Patientenseren konnte eine deutlich reduzierte Rgiktion mit den Dau c 1.01-
supprimierten Mohrenproteinextrakten gegen das ®duProtein festgestellt werden. Des
Weiteren konnten in den IgE-Bindungsreaktionen geDau c 1-Isoformen weitere, noch

nicht charakterisierte, hochmolekulare Méhrenpradestgestellt werden.
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5.2 SUMMARY

The main allergenic protein Dau ¢ 1 of carrddaufcus carota) causes an allergenic
reaction by 98% of people who suffer from carréérgly. The main reason for this allergy is
a cross-reaction between Dau ¢ 1 and Bet v 1, e allergen of Birch pollen. Dau c 1 is
not alone a main allergen, it also belongs to théhggenesis-related protein family 10
(PR10). Two isoforms Dau ¢ 1.01 and Dau ¢ 1.02af D 1 exist. The function of Dau c 1 in
carrot development and in carrot defence strategiesnknown. In other plants, many
different functions of PR10 were detected, e.gonilclease activity and antifungal activity.
In the work at hand, hypoallergenic carrots wereegated for the first time. This was
achieved by the use of the RNA interference teamol
The functions of the two Dau c 1 isoforms in casratere analysed in these hypoallergenic
carrots in relation to their function in pathogeefahce. The isoforms were silenced
separately in carrots of the cultivar Rodelika. #ar first time clearly silenced hypoallergenic
carrots were generated. In the leaves a ~10-faldateon of each isoform was determined.
An evident reduction of each suppressed isoform alss determined protein-biochemically
by the use of the respective specific Dau ¢ 1.ad Bau ¢ 1.02 antibodies in roots. Most of
the plants developed as wild type carrots and remgtypical changes were detected. Only in
two independent lines morphological changes ofl¢hges were noticed. These changes are
presumably artifacts of the insertion.
The analysis of the resistance stage showed tleahypoallergenic carrots are not more
susceptible to the plant pathogahernaria dauci, Alternaria radicina and Botrytis cinerea
than wild-type carrots. These tree funguses causdargest agronomical damages in carrot
crop. No up-regulation of Dau ¢ 1 isoforms was diet@ after aAlternaria radicina
challenge. This can result from the fact that theserotrophic funguses do not activate the
salicylic acid-dependant (SA) defense of the plamtich verifiably induces the PR10
transcription. The unimpaired colonisation of th&lA&-plants suggests that the Dau c 1
isoforms do either not participate in the defenk¢he tested pathogens or that related PR
proteins have a compensatory function in the Dawt / Dau ¢ 1.02 suppressed carrots. The
latter is more probable as the resistance analysksated a compensation by the proteins
DcPRPIlikel and PR3. A SA-treatment of the leaves wafle to prove that the Dau c 1
isoforms in the hypoallergenic carrots were indleciby SA. The SA-treatment showed an
up-regulation of the respective non-suppresseaisof

Skin-prick-tests with RNAI-carrots performed withatents showed a reduced allgenic

skin reaction with patients who were monosensitagainst one of the two Dau ¢ 1 isoforms.
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UBAMMENFASSUNGSUMMARY

A clearly reduced IgE-reaction with the Dau ¢ 1dMppressed carrot-protein-extracts against
the Dau c 1-protein were detected in the IgE bigd&actions with sera of patients. Further,

not yet characterized, high-molecular carrot pratewere detected in the IgE binding
reactions against Dau c 1 isoforms.
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7 ANHANG

7.1 SEQUENZEN UND VEKTORKARTEN
7.1.1  SEQUENZEN DER RNAI-KONSTRUKTE
Sequenz des Dau ¢ 1.01-RNAi-Konstrukts fur die $eggon des Dau ¢ 1.01 und

dessen Varianten:

Transformationssequenz der Dau ¢ 1.01-RNAi (253 bp)

ATGGGTGCCCAGAGCCATTCACTCGAGATCACTTCTTCCGTCTCAGCAGABAAATATTCAGCGGC
ATTGTCCTTGATGTTGATACAGTTATCCCCAAGGCTGCCCCTGGAGCTTABAGAGTGTCGATGTTA
AAGGAGATGGTGGAGCTGGGACCGTCAGAATTATCACCCTTCCCGAAGGTABCCCGATCACCTCAA
TGACGGTTAGAACTGATGCAGTCAACAAGGAGGCCTTGACATACGACTCCECG

Sequenz des Dau c 1.02-RNAi-Konstrukts fur die $eggon des Dau ¢ 1.02:
Transformationssequenz der Dau ¢ 1.02-RNAi (267 bp)

GTATCAGGGATTTCTCCTTGATATGGACACTGTTTTCCCCAAGGTTCTTCTCAGCTTATCAAGAGT
GTCGAGATTCTTGAGGGCGATGGTGGTGTTGGAACCGTCAGACTCGTCCAITTGGCGAAGCAACT
GAATATACCACAATGAAGCAAAAGGTAGACGTAATCGACAAGGCCGGATTAGGCTACACCTACAC
CACCATCGGAGGTGACATCCTCGTGGAAGGACTCGAATCCGTGGTGAATCATTCGTTGTTGTGCC
AAC

7.1.2 VEKTORKARTEN

Eingangs Entry-) und Ziel Qestination)-Vektor pENTR/D-TOPO bzw.
pK7GWIWG2(Il) zur Erstellung der RNAIi-Konstrukte. eéb Eingansvektor wurde von
Invitrogen und der Zielvektor von Flanders Intexansity Institute for Biotechnology (VIB)
Gent, Belgien (Karimi et al., 2002) bezogen.

Entry-Vektor pENTR/D-TOPO:

ot

TOPO
CCC TT AAG GGT
g e 10R8s TIC_CcCA

Asc|
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Destinations-Vektor pK7GWIWG2(II):

Ka /TSSS
2 attR ccdB

r,/attRZ
intron
Sm/Sp e

m
intron
pK7GWIWG2(II),0 ! attR2
12904 bp ccdB

attR1

p35S

RB

Die Transformationsvektoren mit den RNAi-Konstrukte

Transformationsvektor Dau ¢ 1.01-RNAi

Xbal - 11338 - TCTAG A <==PLH6I7000-5' - 37 - Tm=43,9°C
BamHI - 11332 - G'GATC_C N ==>Dau ¢ 1.01 fwd - 274 - Tm=69,4°C
Xmal - 11327 - C'CCGG_G Xhol - 276 - C'TCGA_G
Kpnl - 11327 - G_GTAC'C <==Dau ¢ 1.01 rev - 488 - Tm=59,8°C
Sacll- 11203 - CC_GC'GG Xbal - 841 - T'CTAGTA
Pvul - 11028 - CG_AT'CG Pvull - 830 - CAG C'TG
Pvull - 10785 - CAG'CTG EcoRlI - 1030 - G'AATT C

==>#516-nosT - 10184 - Tm=53,1°C
==> CAMBIAZ'PIm - 10148 - Tm=58,2°C

Xhol - 2090 - C'TCGA_G

Dralll - 9156 - CAC_nnn'GTG
Pvul - 8911 - CG_AT'CG

pK7 Dau ¢ 1.01 RNAi
11338 bp

Dralll - 8536 - CAC_nnn'GTG

=== §"-pBT10(MCS) - 7696 - Tm=55,4°C

==>Dau ¢ 1.01 rev- 1883 - Tm=59,8°C

<== Dau ¢ 1.01 fwd - 2097 - Tm=69,4°C
EcoRV - 2139 - GAT'ATC

Spel - 2143 - A'CTAG_T

Sall - 2163 - G'TCGA _C

=== pGY1fwd - 2299 - Tm=57,8°C
EcoRV - 2336 - GAT'ATC

<== #517-pGY w2 - 2357 - Tm=58,5°C

<== CAMBIAS'Nco - 2381 - Tm=56 6°C
Sall - 3199 - G'TCGA_C
EcolCRI - 3216 - GAG'CTC
Sacl - 3218 - G_AGCT'C

Hindlll - 3220 - A'AGCT_T
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Transformationsvektor Dau ¢ 1.02-RNAi

Xbal - 11545 - TCTAG_A
BamHI - 11539 - G'GATC_C
Xmal - 11534 - C'CCGG_G
Kpnl - 11534 - G_GTAC'C
Sacll - 11410 - CC_GC'GG
==>#516-nosT - 10391 - Tm=53,1°C
==> CAMBIA3'PIm - 10355 - Tm=58,2°C

Apal - 10 - G_GGCC'C

<== pLH6{7000-5" - 37 - Tm=49,9°C

==>Dau ¢ 1.02 fwd - 371 - Tm=61°C

<==Dau ¢ 1.02 rev - 508 - Tm=55,9°C

Sacll- 531 -CC_GC'GG

EcoRV - 536 - GAT'ATC

EcoRV - 674 - GAT'ATC

Hpal - 811 - GTT'AAC

Xbal - 870 - T'CTAG_A

EcoRI- 1259 - G'AATT_C

=== Dau ¢ 1.02 rev - 2112 - Tm=55,9°C
=== Dau ¢ 1.02 fwd - 2249 - Tm=61°C
<==pGY1fwd - 2506 - Tm=57,8°C
EcoRV - 2543 - GAT'ATC
<==#517-pGY1fwd2 - 2564 - Tm=58,5°C
<== CAMBIA5'Nco - 2588 - Tm=56,6°C

EcolCRI - 3423 - GAG'CTC

Sacl - 3425 - G_AGCT'C
Hindlll - 3427 - A'AGCT_T

Dralll - 9363 - CAC_nnn'GTG

Dralll - 8743 - CAC_nnn'GTG

pK7 Dau c 1.02 RNAi
Hpal - 8658 - GTT'AAC

11545 bp

=== 5"-pBT10(MCS) - 7903 - Tm=55,4°C

Clal - 6681 - AT'CG_AT - dam methylated!

7.2 AUFLISTUNG DER QPCR-ERMITTELTEN EXPRESSIONSWERE AUS
MOHRENBLATTERN
In der Tabelle 7.1 sind die mit der gPCR-ermigtielExpressionswerte vddau c
1.01 und Dau c 1.02 der Moéhrenblatter angegeben. In der gleichen Tabst jeweils die
Reduktionsstarke im Vergleich zu den Wildtypblattaufgefuhrt (Tab. S1).

Relative Expression (QPCR)
in Blattern
Dauc 1.01 Dau c 1.02
Wildtyp 0,3703 1,7557

L25 0,0278
(Dau c 1.01_RNAI) (13-fach)

L35 0,0814
(Dau c 1.01_RNAI) (4,5-fach)

L39 0,0071
(Dau c 1.01_RNAI) (52-fach)

L10 0,0775
(Dau c 1.02_RNAI) (22,6-fach)

L28 0,5974
(Dau c 1.02__RNAI) (2,9-fach)

L33 0,0558
(Dau c 1.02_RNAI) (31,5-fach)

Tab. S1: Auflistung der gPCR-ermittelten Expressioswere aus Mdhrenblattern.In den ersten transgenen
Mohrenpflanzen wurde die Suppressionsstérke desda®1 bzw. Dau ¢ 1.02 in den Blattern ermittett.
Linie, Dau ¢ 1.01_RNAi: Dau c 1.01-supprimiert, Dad.02_RNAi: Dau ¢ 1.02-supprimiert, in Klammest i
die Reduktionsumfang im Vergleich mit den Wildtygtbérn angegeben.
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7.3 SEQUENZVERGLEICHE

Der Sequenzvergleich zwischen d@aucus carota (Dc)PRPlikel-Sequenz mit den
PR1-Sequenzen vohlordeum wvulgare a und b undArabidopsis thaliana wurde mittels
CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment durchibef (Abb. S1).
Der Sequenzvergleich des Dau ¢ 1.01-RNAi-Konstukté der Sequenz des DcPRPIlikel ist
in Abbildung S2 abgebildet und der Sequenzvergldiesr Dau ¢ 1.02-RNAi-Konstrukts mit
der DcPRPIlike1l-Sequenz ist in Abbildung S3 zu sehen
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DAUCT. 01 == -« o= m o o m o m o o o oo
DcPRPI i kel ATCGCATCAGTCTCACAGTTCTACACTTGAGTTCATTCACAACTTTCTTCTCACATCTTT 60

DAUCT. 01 = -=mscmmmmmmm e eeaos ATGGGTGOOCAGAGCCATTCACTCGAGATCACTTC 35
DcPRPI i kel AGATATTGTTTTCTAAGAAAAAATCATGGGTGTCCAGAAGCACGAACAAGAGATCACCTC 120

Daucl. 01  TTCCGICTCAGCAGAGAAAATATTCAGCGGCATTGTCCTTGATGI TGATACAGITATCCC 95
DcPRPI i kel CTCTGTCCCOGGCAGAGAAGATGTITCCATGGCTTGATCCTCGATATCGATAACGTTCTCCC 180

kk kkk k kkkkkkkk Kkk kk*k *kk ok kkkk Kkkhkk *k kkk* kkk kkkk

Daucl. 01  CAAGGCTGCCCCTGGAGCT TACAAGAGT GTCGATGT TAAAGGAGAT GGTGGAGCTGGGAC 155
DcPRPI i kel CAAGGCGGCTCCCGGAGCT TACAAGAATGTCGAAATCAAAGGT GATGGTGGAGTTGGAAC 240

kkkkkk *kk Kkk Khhkkhkkkkhkhkkkkhhkhk Fhkkkkk *k kkkkk Kkhkkkkkhkkkkk *kkk k%

Daucl. 01  CGTCAGAATTATCACCCT TCCCGAAGGTAGCCCGATCACCT- - CAATGACGGTT- - AGAA 211
DcPRPI i kel CATCAAGCACATCACTCTTCCCGAAGGTTAGTTTCTTACCTATTAACCACTTTTTTAAAA 300

*  kkk khkkkk Khhkhkkkkkkkkkk * kk kK * % * % * % * kK

Daucl.01  CTGATGCAGT- CAACAAGGAGGCCTTGA: CATACGACTCCACCG - - - - - = - = == == - = - 253
DcPRPI i kel TTTATTTAGTATAACAATTTTTGCTGAAGCACATTTTTTAATTTTGTTTCCCTATATGAA 360
DAUCT. 01 == - = o= m - m o m oo o oo

DcPRPI i kel TAACCAGGTGGCCCAGTGACCACAATGACCCT GAGAACT GACGGCCTTGACAAGAAGAAT 420

Daucl. 01  ----cccccccmeee e e e emeeemm e
DcPRPI i kel TGCACAATCGATTACAGT TACATCGACGGAGATATTCTGATGGGATTCATTGAAAAAATT 480

Daucl. 01l  ----cc-cmmcmeee e e e e e
DcPRPI i kel GAAAATCATCTATCAGTGGTGCCAAATGCCGATGGT GGCAGCACCACCAAGACTACGGECC 540

Daucl. 01l  ----cc-cmmcmeee e e e e e
DcPRPI i kel ATATTCCACACCAAAGGAGATGCTGTGGTGCCAGAAGAGAACATCAAGTATGCCGAGGAG 600

Daucl. 01l  ----cc-cmmcmeee e e e e e
DcPRPI i kel CAGAACACAATGCTATTCAAGGCCGTCGAAGCCTACCTCATTGCAAATTAACTGCGTICTT 660

Daucl. 01l  ----ccccmccme e e e e e
DcPRPI i kel TGTGTGCGAGTGTCAATTTTCAAGGTCTCTGGCGTGTGTTTTGTGTGGAAGTACTTCTAT 720

Daucl. 01l  ----c-ccmmcmeeeeiee e e e e e e e
DcPRPIl i kel GITTTTGTCCAAGTCATTCTTATTTCTTGGACTTGTCTGTGTTTACTGATAAATAAAGAG 780

Daucl. 01l  ----ccccmccmeee e e e e e
DcPRPI i kel TCTCAACTATGAGATGTCAACTATGAGATGTGTGTAATTGTATCGTGITAAACTTACCTT 840

Daucl.01  --------cccccmemci e
DcPRPI i kel GGAATATACGATGCAAGATGITTCAAT 867

Abb. S2: Sequenzvergleich von Dau ¢ 1.01-RNAi-Korrstkt mit DcPRPlikel. Der Sequenzvergleich des
Dau ¢ 1.01-RNAi-Konstrukts mit der DcPRPlikel-Komidequenz wurde mittels CLUSTAL 2.0.12 multiple
sequence alignment durchgefihrt.
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DAUCT. 02 == - = = = m = m o m o m e
DcPRPI i kel ATCGCATCAGTCTCACAGTTCTACACTTGAGTTCATTCACAACTTTCTTCTCACATCTTT 60

DAUCT. 02 == - = = = m = m o m o m e
DcPRPI i kel AGATATTGTTTTCTAAGAAAAAATCATGGGTGTCCAGAAGCACGAACAAGAGATCACCTC 120

Daucl. 02  ----------mmmmao GTATCAGGGATTTCTCCTTGATATGGACACTGITTTCCC 39
DcPRPI i kel CTCTGTCCCOGGCAGAGAAGATGTITCCATGGCTTGATCCTCGATATCGATAACGTTCTCCC 180

Daucl.02  CAAGGIT- CTTCCTCAGCTTATCAAGAGTGTCGAGATTCTTGAGGGCGATGGIGGTGITG 98
DcPRPI i kel CAAGGCGGCTCCCGGAGCTTA- CAAGAATGTCGAAAT- - - CAAAGGTGATGGTGGAGTTG 236

* ok ok ok ok *k kK kkkkkk *hkkkk Khhkkkkk k% *k kk kkkkkkkk kkkk

Daucl. 02  GAACCGICAGACTCGTCCATCTTGGCGAAG - CAACTGAATATACCACAATGAAGCAA- - 154
DcPRPI i kel GAACCATCAAGCACATCACTCTTCCCGAAGGTTAGTTTCTTACCT. ATTAACI)A\CT TTTTT 296

*kkkkk Kkk * ok k% * ok ok Kk * ok ok ok ok * * * % *

Daucl. 02  AAGGTAGACGTAAT- CGACAAGGCCGGATTAGGCTACACCT- - - - ACACCACCATCGGAG 209
DcPRPI i kel AAAATTTATTTAGT ATAACAATTTTTGCTGAAGC- AOA\TTTTTTAATTTTGI' TTCCCT. AT 355

* % * * Kk K* * ok ok Kk * k k kk kk*k * *

Daucl. 02  GTGA- CATCCTCGIGG - - AAGGACTCGAAT- - CCGTGGTGAATCAATTCGITGITGTGC 263
DcPRPI i kel ATGAATAACCAGGTGGCCCAGT GACCACAATGACCCTGAGAACTGACGGECCT TGAOAAGA 415

* % % * k% * % %k % * * % % * % % * % k% * * % * Kk k%

DAUCL. 02  CAAG - = = - = == = == = == o @ m o m @ f e e oo 267
DcPRPI i kel AGAATTGCACAATCGATTACAGTTACATCGACGGAGATATTCTGATGGGATTCATTGAAA 475
*

Daucl. 02  ----c--ccccmieee e e e e m
DcPRPI i kel AAATTGAAAATCATCTATCAGT GGTGCCAAAT GCCGAT GGTGGCAGCACCACCAAGACTA 535

Daucl. 02 @ ----c--ccccmeeeeee e e eeeecce e e m
DcPRPI i kel CGGCCATATTCCACACCAAAGGAGATGCTGTGGTGCCAGAAGAGAACATCAAGTATGCCG 595

Daucl. 02 @ ----c--ccccmeeeeee e e eeeecce e e m
DcPRPI i kel AGGAGCAGAACACAATGCTATTCAAGGCCGTCGAAGCCTACCTCATTGCAAATTAACTGC 655

Daucl. 02 @ ----c--ccccmeeeeee e e eeeecce e e m
DcPRPI i kel GICTTTGTGTGCGAGTGTCAATTTTCAAGGTCTCTGGECGTGTGITTTGTGTGGAAGTACT 715

Daucl. 02  ----c---mccmeeee e e eeeecce e n e m
DcPRPI i kel TCTATGTTTTTGTCCAAGTCATTCTTATTTCTTGGACTTGTCTGTGITTACTGATAAATA 775

Daucl. 02  ----c---mccmeeee e e eeeecce e n e m
DcPRPI i kel AAGAGTCTCAACTATGAGATGTCAACTATGAGATGTGTGTAATTGTATCGTGTTAAACTT 835

Daucl. 02  ----c----ccimiece e eee e ees
DcPRPI i kel ACCTTGGAATATACGATGCAAGATGITTCAAT 867

Abb S3: Sequenzvergleich mit Dau ¢ 1.02-RNAi-Konstikt mit DcPRPlikel. Der Sequenzvergleich des Dau
¢ 1.02-RNAi-Konstrukts mit der DcPRPIlikel-Kompletigienz wurde mittels CLUSTAL 2.0.12 multiple
sequence alignment durchgefihrt.
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7.4  AUFLISTUNG DER gPCR-ERMITTELTEN EXPRESSIONSWERTE IN
WURZELSCHEIBEN NACH DER ALTERNARIA RADICINA-INFEKTI  ON
In der Tabelle S2 sind die mittels gPCR ermittelExpressionsunterschiede vbau
¢ 1.01 und Dau ¢ 1.02 in den mitAlternaria radicina (A. radicina) infizierten und nicht
infizierten Wurzelproben aus détternaria radicina-Kinetik an Wildtypwurzelscheiben der

im Feld gewachsenen Mohren aufgefihrt.

Tab. S2: Auflistung der gPCR-ermittelten Expressioswerte in Wildtypwurzelscheiben der auf Feld
gewachsenen Moéhren nach eineA. radicina-Infektion. Die Expressionswerte fidau c 1.01 und Dau ¢ 1.02
nach einelA. radicina-Infektion in Wildtypwurzelscheiben wurden im Veegth zu den Expressionswerten von
Ubiquitin ermittelt. Alle Werte sind Mittelwerte.

Relative Expression (QPCR)

nach H,0O-Behandlung nach A. radicina-Infektion
Gen Ohai | 6hai| 12 hai| 24 hai| 72 hai 6 hai 12 ha 24hg 72 hai

Dauc101 ) 0,451| 0,805 19,382 1,828 2,726 23,792 20,346 106,721,376
Dauc1.02 1 5,631 14,420 34,937 30,839 137,187 102,/74 400,78L7,365

In der Tabelle S3 sind die mittels gPCR ermitteEpressionsunterschiede vbau c 1.01,
Dau c 1.02, DcPRPlikel und PR3 in den mitA radicina infizierten und nicht infizierten
Wurzelproben aus déXternaria radicina-Kinetik aufgefiihrt. Diese Resistenzanalyse wurde
mit Wildtypwurzelscheiben und mit den Wurzelscheilder Dau ¢ 1.01-supprimierten Linien
35 und 39 sowie mit den Wurzelscheiben der Dau @2-%upprimierten Linie 10

durchgefuhrt.
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Tab. S3: Auflistung der qPCR-ermittelten Expressioswerte in Wurzelscheiben nach eineA. radicina-
Infektion. Die Expressionswerte filDau ¢ 1.01, Dau ¢ 1.02, DcPRPIlikel und PR3 nach einerA. radicina-
Infektion in Wurzelscheiben der Dau ¢ 1.01-suppeman Linie 35 und 39, der Dau ¢ 1.02-supprimiettirie

10 und des Wildtyps wurden im Vergleich zu den Esgionswerten von Actin ermittelt. Alle Werte sind
Mittelwerte.

Relative Expression (QPCR)

nach HO-Behandlung nachA. radicina -Infektion
Linie Gen 0 hai 6 hai 12 hai 24 hai 6 hai 12 hai Mai
Wildtyp Dauc1.01 | 10,548| 0,914 | 0,850 | 4,823 0,340 | 0,987 2,365
L35 Dauc101 | 1,321 | 0,939 1,267 | 5,759 1,417 1,797 3,124
(Dau ¢ 1.01_RNAi )
L39 Dauc101 | 0,824 | 2,825 | 4,010 | 4,551 1,922 | 5,365 | 6,355
(Dau ¢ 1.01_RNAi)
L10 Dauc101 | 0,782 | 1,821 2,957 | 4,955 | 2,366 2,539 6,692
(Dau ¢ 1.02_RNAi )
Wildtyp Dauc1.02 | 45576| 44,685 | 48,969 | 185,974| 28,981 | 92,523 | 101,295
L35 Dauc1.02 | 40,168| 30,718| 62,653 | 201,000 23,399 | 58,521| 117,658
(Dau c 1.01_RNAi)
L39 Dauc1.02 | 28,744| 101,277 159,355| 215,535| 100,978| 303,728| 645,569
(Dau c 1.01_RNAi)
L10 Daucl1l02 | 0,321 | 0,910 | 2,889 | 4,997 1,272 | 3,149 | 4,877

(Dau ¢ 1.02_RNAi)
Wildtyp DcPRPlikel | 5,641 | 17,292 | 69,846 | 211,246 8,723 | 54,818 | 135,353

L35 DcPRPlikel | 1,490 | 9,308 | 23,629 | 121,496| 13,404 29,794 56,864
(Dau ¢ 1.01_RNAi)

L39 DcPRPlikel | 2,940 | 93,719| 213,666 458,783 74,968 138,699 618,113
(Dau ¢ 1.01_RNAi)

L10 DcPRPlikel | 5,559 | 29,396 115,82 307,135 47,117 87,271 394,840
(Dau ¢ 1.02_RNAi )

Wildtyp PR3 1,992 | 1,117 3,148 6,859 0,835 2,493 4,785

L35 PR3 0,394 1,130 3,503 4,855 1,078 2,526 4,290
(Dau c 1.01_RNAI)

L39 PR3 0,535 4,980 11,438 12,159 4,371 9,548 28,148
(Dau ¢ 1.01_RNAi)

L10 PR3 0,435 2,016 5,997 7,474 3,819 3,225 8,101

(Dau ¢ 1.02_RNAi )

7.5 AUFLISTUNG DER gPCR-ERMITTELTEN EXPRESSIONSWERTE IN
BLATTERN NACH DER SALIZYLSAURE-BEHANDLUNG
In der Tabelle S4 sind die mittels gPCR ermitteExpressionsunterschiede vbau
c 1.01, Dau c 1.02, DcPRPlikel und PR3 in den mit Salizylsaure behandelten und nicht
behandelten Blattproben aus der Salizylsdure-Kinatifgefiihrt. Diese Resistenzanalyse
wurde mit WildtypBlattern und mit den Blattern deau ¢ 1.01-supprimierten Linien 35 und
39 sowie mit den Blattern der Dau ¢ 1.02-suppritaietinie 10 durchgefuhrt.
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Tab. S4: Auflistung der gPCR-ermittelten Expressioswerte in Blattern nach einer Salizylsaure-
Behandlung. Die Expressionswerte fiPau ¢ 1.01, Dau ¢ 1.02, DcPRPlikel und PR3 nach einer Salizylsaure-
Behandlung der Blatter von der Dau ¢ 1.01-suppri@ieLinie 35 und 39, der Dau ¢ 1.02-supprimieftarie
10 und von Wildtypméhren wurden im Vergleich zu deqpressionswerten von Actin ermittelt. Alle Wesiad

Mittelwerte.
Relative Expression (QPCR)
nach H,O-Behandlung nach SA-Behandlung
Linie Gen 0 hat 9hat | 24 hat] 48 hat| O hat 9 hat Mat | 48 hat
Wildtyp Dauc1.01 | 0,512 | 0,045 | 0,050 | 0,125 | 0,114 | 0,127 1,071 0,872
L35 Dauc101 | 0,112 | 0,062| 0,117 | 0,333 | 0,084 | 0,071 0,087 0,124
(Dau ¢
1.01_RNAI)
L10 Dauc1.01 | 0,106 | 0,126 | 0,083 | 0,439 | 0,113 | 0,156 0,350 1,056
(Dau ¢
1.02_RNAI)
Wildtyp Dauc1.02 | 14,829| 5,626 | 3,615 | 3,768 | 5,054 | 6,825 8,847 | 13,716
L35 Dauc102 | 7,899 | 9,818 | 5,871 | 13,547 | 10,198| 10,284 | 18,486 | 12,568
(Dau ¢
1.01_RNAI)
L10 Daucl102 | 0,492 | 0,358 | 0,210 | 1,224 | 0,378 | 0,419 0,680 2,913
(Dau ¢
1.02_RNAI)
Wildtyp DcPRPlikel | 62,680| 37,389 | 52,062| 48,466 | 47,516| 34,556 | 66,424 | 109,189
L35 DcPRPlikel | 41,018| 20,378| 28,453| 77,298 | 68,797| 74,253 | 75,452 | 13,572
(Dau ¢
1.01_RNAI)
L10 DcPRPlikel | 46,182| 40,173| 13,085| 124,039| 41,903| 166,721| 46,9154 93,380
(Dau ¢
1.02_RNAI)
Wildtyp PR3 20,815| 20,677 | 24,878| 26,104 | 21,828| 17,963 | 23,439 | 30,448
L35 PR3 16,785| 13,247| 13,365| 37,036 | 16,785| 31,505 | 57,742 | 9,771
(Dau ¢
1.01_RNAi)
L10 PR3 27,099| 35,295| 6,871 | 86,882 | 34,240| 130,821| 24,247 | 101,508
(Dau ¢
1.02_RNAi)
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Bei meinen Eltern bedanke ich mich fur das Vertmauend flir die Unterstlitzung meiner
Entscheidungen. Ihr habt mir das alles ermdgliglitos. Meinen Geschwistern Marju, Jaakko und

Ida danke ich fur die Unterstitzung und fir diendige Aufmunterung.

Fur die Liebe, fur das gute Essen, fur das Vertrafig die Unterstitzung, fur die Aufmunterung, fur
die Motivation ...die Liste ist ewig lang... bedankd imich mit meinem ganzen Herzen bei Dir,

Henning.
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