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Abstract (deutsch):

Begrenzung von Heterologer Enkapsidierung und Rekombination bei
Pathogen-vermittelter Resistenz gegen das Plum pox virus der Pflaume (PPV)

In dieser Arbeit wurden modifizierte Hullprotein- und Helferkomponentengene (CP und
HCpro) des nicht aphidenubertragbaren Isolates des PPV (PPV-NAT, Genus
Potyvirus) zur Herstellung von transgenen virusresistenten Nicotiana benthamiana
Pflanzen eingesetzt. Mit diesen Pflanzen sollten die mit transgenen virusresistenten
Pflanzen verbundenen potentiellen biologischen Risiken der Heterologen
Enkapsidierung, Rekombination und Komplementation im Vergleich zu transgenen
Pflanzen, die intakte CP-Gene des PPV exprimieren, untersucht und Moglichkeiten
gefunden werden, diese Phanomene zu unterdricken.

Durch die Mutation der Aminosauren der konservierten Assemblierungsmotive
Arginin-Glutamin und Asparaginsaure (RQ und D) im CP-Gen des PPV wurden virale
Funktionen wie Zell-zu-Zell Transport und Enkapsidierung der viralen RNA in-planta
verhindert. Diese modifizierten translatierbaren CP-Gene konnten wie vergleichbare
Wild-Typ Gene in transgenen homozygoten N. benthamiana Pflanzen PPV-Resistenz
erzeugen. Auch ein translatierbares CP des PPV-NAT, mit einer N-terminalen
Verklrzung von 83 Aminosauren konnte in transgenen homozygoten N. benthamiana
Pflanzen die gleichen Resistenzeigenschaften induzieren. Die unterschiedlichen
CP-Gene erzeugten zwei verschiedene Resistenzphanomene, die durch absolute
Immunitat oder ein Erholungsphanomen nach Auftreten einer systemischen Infektion
(Infektions- und Recovery-Resistenz) gekennzeichnet war. Die Ursache dieser
Pathogen-vermittelten Resistenz war wahrscheinlich posttranskriptionales
“gene-silencing”.

Die Heterologe Enkapsidierung fremder infizierender Potyviren konnte in diesen
transgenen Pflanzen unterdrickt werden.

Verschiedene virale CP-Assemblierungsmutanten des infektiosen Vollangenklons
(“full-length”) des PPV (p35PPV-NAT) wurden in transgenen N. benthamiana Pflanzen
vom intakten PPV-CP in-trans komplementiert. Dies Phanomen ermdglichte den
Defektmutanten eine systemische Infektion. Die Komplementation wurde in
transgenen N. benthamiana Pflanzen, die mit assemblierungsdefekten CP-Genen des
PPV-NAT transformiert wurden, vollstandig unterdrickt.

Auch translatierbare Gene der HCpro des PPV-NAT, die in den konservierten, an
BlattlausUbertragungsfunktionen beteiligten, Aminosauremotiven Lysin-Isoleucin
-Threonin-Cystein und Prolin-Threonin-Lysin (KITC und PTK) mutiert waren, konnten
in transgenen homozygoten N. benthamiana Pflanzen Resistenz gegenliber PPV
erzeugen. Auch die verschieden mutierten HCpro-Gene erzeugten die Resistenz-
phanomene der Infektions- und Recovery-Resistenz.

Auch die verschiedenen HCpro Mutationen wurden in den p35PPV-NAT “full-length”
Klon eingefugt. Die neu erzeugten Mutanten erzeugten teilweise verstarkte Symptome
in N. benthamiana Pflanzen.



Eine fur Rekombinationsuntersuchungen kunstlich hergestellte CP-Chimare des
p35PPV-NAT mit dem ausgetauschten Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)
Zentralbereich des CP-Gens konnte N. benthamiana Pflanzen systemisch infizieren.
Eine nach dem gleichem Schema hergestellte Chimare des p35PPV-NAT mit dem
Potato virus Y (PVY) CP-Kernbereich konnte N. benthamiana Pflanzen nicht
systemisch infizieren, wurde jedoch in transgenen N. benthamiana Pflanzen vom
intakten transgenen PPV-CP komplementiert. Nach der Passage in transgenen N.
benthamiana Pflanzen, die das PPV-CP ohne vollstandige 3" nichttranslatierte Region
(3’-NTR) exprimierten, konnte die PVY-Chimare nichttransgene N. benthamiana
Pflanzen systemisch infizieren. Dabei blieb der urspringlich ausgetauschte PVY-CP
Zentralbereich unverandert; es konnte keine Rekombination zur PPV-Sequenz
nachgewiesen werden.

Die verschiedenen CP-Assemblierungsmutanten des p35PPV-NAT wurden in
transgenen N. benthamiana Pflanzen, die das intakte CP mit dem vollstandigen
3-NTR des PPV exprimierten, uber homologe RNA-Rekombination zur Wild-Typ PPV
CP-Sequenz rekonstituiert. Ebenso wurden die CP-Chimaren des p35PPV-NAT, bei
denen der Kernbereich des CP durch adaquate Sequenzen des ZYMV oder PVY
ersetzt wurden, auf die gleiche Art und Weise uber homologe RNA-Rekombination zur
Wild-Typ Sequenz rekonstituiert. Durch das Weglassen der 3"-NTR in der transgenen
Sequenz, konnte das Auftreten der rekonstituierenden Rekombinationen drastisch
verringert werden. Damit konnte eine Moglichkeit aufgezeigt werden, virale Sequenzen
zur Erzeugung von Pathogen-vermittelter Resistenz so zu modifizieren, daf
Rekombination fast vollstandig unterdrickt werden kann.

In Versuchen zur Erzeugung eines Systems zur Herstellung von viralen in-vivo
Rekombinanten wurden intakte PPV-NAT CP-Gene mit Hilfe des Potato virus X
Pflanzenexpressionsvektor (pPVX) transient in N. benthamiana Pflanzen exprimiert.
Diese intakten PPV-NAT CP-Gene rekonstituierten die verschiedenen CP-Assemblie-
rungsmutanten des p35PPV-NAT uUber homologe Rekombination zur Wild-Typ
Sequenz. Diese Rekombination fand jedoch mit einer geringeren Haufigkeit als die in
transgenen Pflanzen statt. Auch das vom Pflanzenexpressionsvektor pPVX transient
exprimierte CP-Gen des PPV Sauerkirschisolates (PPV-SoC) Isolates rekonstituierte
eine CP-Assemblierungsmutanten des p35PPV-NAT, jedoch mit weitaus geringerer
Haufigkeit als das PPV-NAT CP-Gen. Damit wurde erstmals die Moglichkeit
aufgezeigt, virale Sequenzen auf ihre Unterstitzung der Rekombination zu prufen,
ohne dafur transgene Pflanzen herstellen zu mussen.

Schlagworte: Potyvirus, Rekombination, Heterologe Enkapsidierung



Abstract (englisch):

Limitation of heterologous encapsidation and recombination using pathogen
derived resistance against Plum pox virus (PPV)

In this study, modified coat protein and helper component genes (CP and HCpro) of
the non aphid transmissible isolate of PPV (PPV-NAT, genus potyvirus) were used for
the production of virus-resistant transgenic Nicotiana benthamiana plants. With these
plants, the possible biological risks of transgenic virus resistant plants, heterologous
encapsidation, recombination and complementation, should be examinated.
Possibilities should be found to suppress these phenomens.

By mutating the two conserved aminoacid motifs Arginine-Glutamine and Aspartic acid
(RQ and D) in the coat protein (CP) of PPV, it was shown, that these motifs are
responsible for particle assembly and cell-to-cell movement in planta. The translatable
CP-genes carrying these mutations and an additional mutant with a 83 amino acid
deletion at the N-terminus of the CP (A83), were able to produce resistance against
PPV in transgenic N. benthamiana plants like wild-type PPV CP genes. These different
homozygous transgenic T,-lines displayed two different resistance types, which were
characterised by absolute immnuity or a recovery-phenomen after the occurrence of
systemic virus symptoms (immunity and recovery-resistance)

The pathogen-derived resistance phenomens were both probably associated with
post-transcriptional gene silencing.

The phenomen of heterologous encapsidation with different challenging potyviruses
was effectively suppressed in these plants.

Different CP assembly-mutants of the infectious full-length clone of PPV-NAT
(p35PPV-NAT) were not able to produce systemic infections in N. benthamiana plants
but were complemented in-trans by the intact CP in transgenic N. benthamiana plants,
which led to the formation of virus particles and enabled the mutants to infect the
transgenic plants systemically. The complementation was completely suppressed in
transgenic N. benthamiana plants, which were transformed with assembly defective
CP genes of PPV-NAT.

In addition, HCpro-genes of PPV, mutated in the conserved aminoacid motives
Lysine-Isoleucine-Threonine-Cysteine and Proline-Threonine-Lysine (KITC und PTK),
involved in aphid-transmission, also were able to produce resistance against PPV in
transgenic homozygous N. benthamiana plants. The above mentioned resistance
phenotypes against PPV could be observed as well.

The different HCpro mutations were introduced into the full-length clone of PPV-NAT.
The emerging mutants were partially able to produce symptoms with higher severity
than the wild-type PPV.

A CP-chimera of p35PPV-NAT with the CP-core of Zucchini yellow mosaic virus
(ZYMV), constructed for recombination experiments, was able to infect N. benthamiana
plants systemically. A Potato virus Y (PVY) chimera of p35PPV-NAT constructed in
parallel, could not infect N. benthamiana plants systemically, but was complemented



in-trans by the intact transgenic CP of PPV. After passage in transgenic N.
benthamiana plants, expressing the intact PPV-CP without the complete
3 -nontranslated region (3'-NTR), the chimera was able to infect N. benthamiana
plants systemically. The PVY core region in the CP-gene remained unaffected; no
recombination event could be detected.

It was shown, that CP assembly mutants of p35PPV-NAT were restored to wild-type
sequence by homologous RNA recombination in transgenic N. benthamiana plants
carrying the intact CP-gene of PPV-NAT with the complete 3-NTR adjacent to the
CP-gene. The CP-chimeras with the core-region replaced by ZYMV and PVY
sequences were restored in these plants by homologous recombination as well. The
recombination frequency could be drastically reduced, by omitting the 3"-NTR in the
transgenic sequence. These results present a possibility to modify viral sequences for
the production of pathogen-derived resistance thereby preventing the occurrence of
recombinations almost completely.

In experiments for the establishment of a system for the generation of viral in-vivo
recombinants, intact PPV CP genes were transiently expressed in N. benthamiana
plants from the viral plant expression vector of Potato virus X (pPVX). These intact CP
genes restored the different CP-assembly mutants of p35PPV-NAT to wild-type
sequence by means of homologous recombination. The recombination was detected
with lower frequency than in transgenic plants. In addition, the CP-gene of the
PPV-SoC transiently expressed from the pPVX plant expression vector restored a
CP-assembly mutant of p35PPV-NAT as well but with much lower frequency. These
results demonstrated for the first time, that viral sequences can be tested for
supporting recombinations without the necessity of producing transgenic plants.

Keywords: Potyvirus, Recombination, Heterologous Encapsidation
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offenes Leseraster (“open reading frame”)
Polyacrylamid

Polyadenylierungssignal des CaMV
Polyacrylamid-Gelelektorphorese

Polymerase Kettenreaktion (“polymerase chain reaction”)
Polyethylenglykol

Polyadenylierungssignal von nos

Position

Scharkavirus der Pflaume (“Plum pox virus”)
PPV-Isolat aphidenlUbertragbar (“aphid transmissible”)
PPV-Isolat nichtaphidenubertragbar (“non-aphidtransmissible™)
PPV-Isolat aus Sauerkirsche (“Sour Cherry”)
“plate trapped antigen”

Ribonukleinsaure (“Ribonucleicacid”)
Ribonukleosidtriphosphat (G/A/T/C)
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

Swedberg (Sedimentationskoeffizient)
Saccharomyces cerevisiae

Standardabweichung (“Standard Deviation”)
Natriumdodecylsulfat (“Sodium-Dodecyl-Sulfate”)
siehe oben

einzelstrangige Desoxyribonukleinsaure

(“single stranded DNA”)

Streptomycin

Bakteriophage T7

Tetracyclin

Tris-EDTA

N,N,N',N',-Tetramethylethylendiamin

“triple gene block” des PVX
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Tm Schmelztemperatur

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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V Volt
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VPg genomgebundenes virales Protein (Viral protein genome
-linked)

w Watt
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X-gluc 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-beta-D-Glucoronid

z. B. zum Beispiel

Aminosauren

Alanin

Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin
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Isoleucin

Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
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Aminosauren (Fortsetzung)

S Serin

T Threonin

\% Valin

W Tryptophan

Y Tyrosin

Nukleotide

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T Thymin

Viren

AIMV Alfalfa mosaic virus

AMV Avian myeloblastosis virus
BiMoV Bidens mottle virus

BMV Brome mosaic virus
BNYVV Beet necrotic yellow vein virus
BSMV Barley stripe mosaic virus
BStV Brome streak mosaic virus
BYDV Barley yellow dwarf virus
BYMV Bean yellow mosaic virus
CaMV Cauliflower mosaic virus
CCMV Cowpea chlorotic mottle virus
ChVMV Chilli veinal mottle virus
CMV Cucumber mosaic virus
CNV Cucumber necrosis virus
JGMV Johnsongrass mosaic virus
LMV Lettuce mosaic virus

PLRV Potato leafroll virus

PPV Plum pox virus
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Viren (Fortsetzung)

PRSV Papaya ringspot virus
PSbMV Pea seed borne mosaic virus
PSV Peanut stunt virus

PVC Potato virus C

PVX Potato virus X

PVY Potato virus Y

RCNMV Red clover necrotic mosaic virus
SMV Sorghum mosaic virus

TBSV Tomato bushy stunt virus
TEV Tobacco etch virus

TMV Tobacco mosaic virus

TVMV Tobacco vein mottling virus
TSWV Tomato spotted wilt virus
WMV2 Watermelon mosaic virus 2
ZYMV Zucchini yellow mosaic virus
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Das Scharka-Virus der Pflaume (PPV)

Das Scharka-Virus der Pflaume tragt die international gebrauchlichere Bezeichnung
Plum pox virus (PPV). Das PPV ist ein Mitglied des Genus Potyvirus (Barnett, 1991).
Der Typstamm (“Type member”) dieses Genus ist das Potato virus Y (PVY). Zu den
Potyviren gehoren etwa ein Drittel aller bisher bekannten Pflanzenviren, darunter
zahlreiche wirtschaftlich bedeutende Viren, die an Kulturpflanzen zu schweren
Ertragsausfallen fuhren kénnen (Hollings & Brunt, 1981). Das PPV infiziert
hauptsachlich holzige Pflanzen der Gattung Prunus und verursacht schwere
Ertragsausfalle bis hin zum Totalausfall. Befallen werden vor allem Pflaume (P.
domestica L.), Pfirsich (P. persica L. BATsCH), Aprikose (P. armeniaca) und japanische
Pflaume (P. salicina LINDLEY). Dosba et al. (1987) konnten mit dem PPV lokale
Infektionen in der Weichselkirsche (Prunus mahaleb L.) erzeugen. Einzelne Isolate des
PPV (z.B. PPV-SoC) sind zudem in der Lage Kirschen (P. cerasus L. und P. aviumL.)
systemisch zu infizieren (Nemchinov et al., 1996). Die Symptome an Pflaume
umfassen chlorotische Flecken oder Ringe, diffuse Scheckungen und pockennarbige
Veranderungen auf der Oberflache der Frichte, die zur englischen Namensgebung
gefuhrt haben. Weiterhin kann eine braune bis rétliche Verfarbung des Fruchtfleisches
beobachtet werden. Zusatzlich ist der Zuckergehalt reduziert und der Sduregehalt der
Frachte erhoht. Die durch das Virus hervorgerufenen 6konomischen Schaden sind
daher betrachtlich (Kunze & Nikusch, 1986 und Hamdorf, 1992). Als experimentelle
krautige Wirtspflanzen fur das PPV werden Nicotiana clevelandii und Nicotiana
benthamiana verwendet, in denen sich das Virus systemisch ausbreiten kann und sehr
hohe Virustiter erreicht. Weiterhin eignen sich auch Chenopodium quinoa, Ch.
foetidum und Ch. amaranticolor als experimentelle Wirtspflanzen, die auf
PPV-Infektionen mit chlorotischen bis nekrotischen Lokallasionen reagieren und nicht
systemisch infiziert werden konnen.

Das PPV besitzt eine fadenformige Morphologie mit einer Partikellange von 700-900
nm und einem Partikeldurchmesser von ca. 12 nm. Das Virus wird nicht persistent,
hauptsachlich durch Myzus persicae Sulz., Aphis craccivora Koch, A. fabae Scop.,
Brachycaudus helichrysi Kalt. und Phorodon humuli Schrank, aber auch durch andere
Blattlaus-Spezies, ubertragen. Es hat sich von seinem Ursprungsland Bulgarien, wo
schon 1915 erste Symptome von PPV Infektionen beschrieben wurden, Gber Europa
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hinweg ausgebreitet (Matthews, 1991). In den vergangenen Jahren wurden
verschiedene Anstrengungen unternommen, um das PPV zu bekampfen. In der
Bundesrepublik wurde die “Verordnung zur Bekampfung der Scharkakrankheit”
erlassen (Anonym, 1988), die auch die Vernichtung von potentiellen Wirtspflanzen im
Umkreis von Obstanlagen vorsieht. Mit dieser MaRnahme konnte jedoch keine
Eindammung der Krankheit erreicht werden. Die konventionelle Resistenzzlichtung
(Hartmann, 1995) ist in der Lage Pflaumen- und Aprikosensorten zu produzieren, die
eine hohe Symptomtoleranz gegenuber dem PPV aufweisen. Dies zeigen auch
Untersuchungen von Polak et al. (1997). Darunter befanden sich jedoch keine Sorten
mit guter Fruchtqualitat und Marktfahigkeit (Petruschke, 1990). Mittlerweile sind jedoch
Sorten selektiert, die neben der Symptomtoleranz auch eine bessere Fruchtqualitat
aufweisen (Hartmann et al., 1997). Kegler et al. (1998) berichteten von mittlerweile
uber 300 Pflaumen-, Aprikosen- und Pfirsichsorten, die gegenuber PPV als resistent
oder tolerant beschrieben wurden.

Genomorganisation des PPV

Vom PPV existieren unterschiedliche Isolate mit der Fahigkeit von Blattldusen
Ubertragen zu werden (PPV-AT), aber auch Isolate, die diese Fahigkeit nicht besitzen
oder im Verlauf der Evolution verloren haben (PPV-NAT). Die Untersuchungen in
dieser Arbeit wurden ausschlieBlich mit einem nicht aphidenubertragbaren Isolat des
PPV (PPV-NAT) durchgefihrt. Als Mitglied der Potyvirusgruppe besitzt das PPV ein
monopartites, sinnpositives, einzelstrangiges Genom von 9741 bp Lange, welches von
Untereinheiten des Hullproteins enkapsidiert ist (Maiss et al., 1989). Die
Genomorganisation entspricht der der Potyviren (Carrington et al., 1990), (Riechmann
et al., 1992) und (Maiss, 1993). Die RNA der Potyviren besitzt am 5°-Ende ein virales
genomgebundenes Protein [ “Viral protein genome-linked” (Vpg)], welches membran-
assoziiert und an der Replikation beteiligt ist (Restrepo-Hartwig & Carrington, 1994).
Weiterhin befindet sich am 3’-Ende ein Poly-A-Schwanz (“poly-A-tail”’). Die RNA
kodiert fur ein einziges offenes Leseraster (ORF), welches in ein Polyprotein von ca.
360 kDa translatiert wird. Dieses Polyprotein wird durch viruseigene Proteasen, mittels
cis- und trans-Prozessierungen, in die funktionellen Virusproteine uberfuhrt. Die
einzelnen Produkte des Polyproteins, in Reihenfolge vom N- zum C-Terminus, sind P1
(Protein 1), HCpro (Helferkomponente Protease), P3 (Protein 3), 6K,, ClI (Zylindrischer
Einschlul3kdrper), 6K,, Nla (Kerneinschluf3kérper a, Vpg), NiIb (KerneinschluRkdrper b)
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und CP (Hullprotein). Die 5°-NTR besitzt eine Lange von 147 Bp, die 3'-NTR eine
Lange von 221 Bp (Maiss, 1993). Da in dieser Arbeit das CP- und das HCpro-Gen des
PPV-NAT flr Pflanzentransformationsexperimente zur Erzeugung von Pathogen-
vermittelter Resistenz unter Berucksichtigung biologischer Sicherheitsaspekte
eingesetzt wurden, sind die Funktionen dieser viralen Genprodukte von besonderem
Interesse. Eine ausflhrliche Zusammenfassung der einzelnen Funktionen potyviraler
Proteine wurde kirzlich von Revers et al. (1999) publiziert.

Das CP der Potyviren hat verschiedene Funktionen im Infektions- und
Replikationszyklus des Virus. Es enkapsidiert die virale RNA. Nach Shukla et al.
(1988) sind N- und C-Terminus des CPs von Potyviren oberflachenlokalisiert. Der
N-Terminus istinnerhalb der Potyviren sehr sequenzvariabel und weist auf spezifische
Wirt/Virus Interaktionen hin (Maiss, 1993). In dem Bereich des N-Terminus des CP des
PPV befindet sich ein innerhalb der Potyviren konserviertes Aminosauretriplet
DAG?™° (Aminosaurepositionen PPV-NAT Maiss et al., 1989) , welches fiir die
Blattlausubertragbarkeit verantwortlich ist (Atreya et al., 1990; Atreya et al., 1991;
Maiss et al., 1993; Atreya et al., 1995; Kantrong et al., 1995 und Salomon & Bernardi,
1995). Innerhalb des in dieser Arbeit verwendeten CP-NAT des nicht
aphidenubertragbaren Isolat PPV-NAT ist dieses Motiv zu DAL mutiert. Innerhalb der
Kern-Region (“core-region”) und nahe des C-Terminus des CP von Potyviren befinden
sich die hochkonservierten Aminosauremotive (RQ und D). Dolja et al. (1991)
postulierten anhand von Sequenzvergleichen eine Salzbrucke (“salt bridge”) zwischen
diesen beiden Aminosauremotiven, die zur Ausbildung der funktionellen Tertiarstruktur
beitragen sollen. Jagadish et al. (1991) zeigten erstmalig die Assemblierung eines
potyviralen CPs des JGMV ohne Anwesenheit der vollstandigen viralen RNA in E. coli
und S. cerevisiae. Jagadish et al. (1993) konnten weiterhin im System E. coli die
Beteiligung der Aminosauren RQ und D des JGMV-CP an der Partikelassemblierung
zeigen. Eine in-vitro Mutagenese beider Motive verhinderte erfolgreich die
Assemblierung. Diese Ergebnisse konnten von Jacquet et al. (1998a) fur das
ZYMV-CP im gleichen bakteriellen System bestatigt werden. Hier wurden jedoch die
beiden Motive nicht mutagenisiert, sondern deletiert. Von Dolja et al. (1992) konnte die
Beteiligung dieser Motive des TEV CP nicht nur an der Partikelassemblierung in
Protoplasten, sondern auch am Zell-zu-Zell-Transport durch Mutagenese,
gus-Markierung des viralen Genoms und ISEM nachgewiesen werden. Fur die
Initiation der Partikelassemblierung ist wahrscheinlich der extreme 5°-Bereich der
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viralen RNA verantwortlich. Dies konnte von Wu & Shaw (1998) am Beispiel des
TVMV indirekt gezeigt werden. Das CP-Gen der Potyviren ist zusammen mit der
3’-NTR an der Genomamplifizierung beteiligt (Haldeman-Cahill et al., 1998). Blanc et
al. (1997) wiesen eine spezifische Interaktion ausschlieRlich zwischen dem
aphidenubertragbaren CP und der HCpro von TVMV nach, welche die Bindung von
Viruspartikeln an die Mundwerkzeuge von Aphiden vermittelt. Weiterhin ist das CP von
Potyviren an der systemischen Ausbreitung in der Pflanze beteiligt (Dolja et al., 1995;
Andersen & Johansen, 1997 und Rojas et al., 1997). Lopez-Moya & Pirone (1998)
wiesen eine Beteiligung des CP-N-Terminus an der systemischen Ausbreitung nach.
Damit sind jedoch wahrscheinlich nicht alle Funktionen des CP beschrieben. Hong et
al. (1995) wiesen eine Interaktion zwischen dem CP und dem NIb des TVMV in S.
cerevisiae nach. Die Autoren vermuteten eine Beteiligung des CP am
Replikationssystem des Virus oder an der Regulation der Plus- und Minus-
strangsynthese. Merits et al. (1998) wiesen eine unspezifische RNA-Bindung des CP
nach. Welche Bereiche des CP flur diese Funktionen verantwortlich gemacht werden
konnen, ist jedoch bisher noch unklar.

Die HCpro der Potyviren spaltet sich mit Hilfe der eigenen Proteasefunktion durch
cis-Prozessierung vom Polyprotein ab (Carrington et al., 1989). Cronin et al. (1995)
wiesen eine Beteiligung der HCpro des TEV am Langstreckentransport nach. Von
Maia & Bernardi (1996) konnten nukleinsaurebindende Eigenschaften der PVY HCpro
nachgewiesen werden. Wie in Untersuchungen von Mischinfektionen nachgewiesen
wurde konnte die HCpro als ein Pathogenitatsverstarker wirken (Pruss et al. 1997).
Anandalakshmi et al. (1998) wiesen die Fahigkeit der HCpro nach, posttranskript-
ionales “gene silencing” zu unterdricken (siehe “Pathogen-vermittelte Resistenz”). Die
wichtigste Funktion besteht jedoch wahrscheinlich in der Beteiligung an der
Blattlausubertragbarkeit. Die spezifische Interaktion zwischen dem CP und der HCpro
von Potyviren bewirkt die Bindung von Viruspartikeln an die Mundwerkzeuge von
Aphiden und ermdglicht so die nicht persistente Ubertragung. Blanc et al. (1997)
zeigten dies am Beispiel des TVMV. Ammar et al. (1994) lokalisierten den Bindungsort
der HCpro, an dem die HCpro die Bindung zwischen Blattlaus und Viruspartikel
vermittelt, als den maxillaren Nahrungskanal, die Kutikeln, das Cibarium und den
Vorderdarm von M. persicae fiir die Ubertragung des TEV. In der HCpro des PPV
befinden sich zwei innerhalb der Potyviren hochkonservierte Aminosauremotive
(KITC3¢98 PTK®*%6) Atreya & Pirone (1993) konnten, durch Mutation des Lysins (K)



1 EINLEITUNG

im KITC Motiv zu einer Aminosaure mit entgegengesetzten chemischen
Eigenschaften, einen volligen Verlust der Blattlaustbertragbarkeit des TVMV
erreichen. Weiterhin traten eine Attenuierung der Symptome und eine reduzierte
Virusakkumulation auf. Huet et al. (1994) zeigten am Beispiel der HCpro des ZYMV,
dall die Mutation von Threonin (T) zu Alanin (A) im PTK Motiv zu einem vdlligen
Verlust der Blattlaustubertragbarkeit fuhrte. Thornbury et al. (1990) fanden bei PVC,
dem nicht blattlaustbertragbarem Stamm des PVY, im KITC Motiv eine Mutation von
Lysin (K) zu Glutaminsaure (E). Die gleiche Mutation im KITC Motiv konnte in der
HCpro eines nicht blattlausubertragbaren Isolat des ZYMV nachgewiesen werden
(Grumet et al. 1992). Wurde diese Mutation Uber Mutagenese kinstlich in die HCpro
von TVMV eingeflugt, konnte die Blattlaustbertragbarkeit verhindert werden (Atreya et
al. 1992). Blanc et al. (1998) konnten im gleichen PVY/PVC System zeigen, dal} das
KITC Motiv fur eine Bindung der HCpro an die Mundwerkzeuge der Aphiden
verantwortlich ist. Das PTK Motiv der ZYMV HCpro konnte von Peng et al. (1998)
durch Austausch zu PAK fir eine Bindung der Virionen verantwortlich gemacht
werden. Diese Untersuchungen liefern eine Vielzahl von Anhaltspunkten dafur, dal} die
HCpro von Potyviren (iber eine Briicke von zwei Aminosauremotiven die Ubertragung
der Viruspartikel vermittelt.

Pathogen-vermittelte Resistenz

Um Pathogen-vermittelte Resistenz gegenuber Pflanzenviren zu beschreiben, ist es
notwendig die Phanomene der Praimmunitat, im englischen auch als “cross protection”
bezeichnet, und der Hullprotein-vermittelten Resistenz zu erlautern. “Cross protection”
beschreibt ein Phanomen, bei dem eine Infektion von Pflanzen mit Virusisolaten, die
keine oder nur schwache Symptome und Schadigungen verursachen, einen Schutz
gegenuber Isolaten des gleichen Virus verleihen, die bei einer alleinigen Infektion
diese Pflanze schadigen wirden (McKinney, 1929). Dieses Prinzip wird im praktischen
Anbau zum Schutz vor Viruserkrankungen eingesetzt (Costa & Mduller, 1980). Zu
einem spateren Zeitpunkt konnte von Loebenstein (1962) gezeigt werden, dal} die
alleinige Inokulation des gereinigten CP des TMV auf Wirtspflanzen schon einen
Schutz gegenuber dem TMV verleiht. Das Konzept der Pathogen-vermittelten
Resistenz Uber gentechnische Einfuhrung von Genen des Pathogens in die jeweiligen
Wirte und der Erzeugung einer Resistenz wurde erstmals von Sanford & Johnston
(1985) am Beispiel von E. coli und dem Bakteriophagen Qa vorgeschlagen.
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1986 gelang Powell et al. die Transformation von Nicotiana tabacum mit dem CP-Gen
des TMV und damit die Erzeugung einer als Hullprotein-vermittelten Resistenz
bezeich-neten Schutzwirkung.

In den letzten Jahren ist eine Vielzahl von viralen Genen unterschiedlichster
Wirt/Virussysteme zur Pflanzentransformation und zur Erzeugung von Virusresistenz
verwendet worden. Zusammenstellungen finden sich bei Sturtevant & Beachy (1993);
Wilson (1993); Lomonossof (1995) und Beachy (1997). Am haufigsten wurde und wird
das jeweilige virale Hullproteingen zur Pflanzentransformation eingesetzt. Es werden
auch Gene von Nichtstrukturproteinen wie Replikasen, Transport Proteinen
(“movement proteins”), DI-RNA und nichttranslatierbare Gene zur Erzeugung von
Pathogen-vermittelter Resistenz erfolgreich eingesetzt.

Der zugrundeliegende Resistenzmechanismus der Pathogen-vermittelten Resistenz ist
auch heute noch nicht abschlieRend aufgeklart. Powell et al. (1990) zeigten flr das
TMV, dald ausschlieBlich das exprimierte CP des TMV fur den Resistenzeffekt
verantwortlich ist. Loesch-Fries et al. (1987) zeigten fur das CP des AIMV und
Hemenway et al. (1988) am Beispiel des PVX, dal} die Konzentration des viralen
translatierten Hullproteins einen Einflu auf den beobachteten Resistenzeffekt austbt.
Die Autoren vermuteten eine Verhinderung der Freisetzung der viralen RNA nach
Zelleintritt durch das transgene CP.

Lapidot et al. (1993) zeigten, dald nur ein defektes Transportprotein des TMV in
transgenen Pflanzen Resistenz vermitteln kann, nicht jedoch das intakte. Schon 1990
zeigten Golemboski et al. eine Schutzwirkung gegenuber dem TMV in transgenen N.
tabacum, jedoch bei Verwendung des nichttranslatierbaren Polymerase-Gens des
TMV ohne die Anwesenheit von viralem Protein.

Lindbo & Dougherty (1992a) und Baulcombe (1994) fanden jedoch, sowohl unter
Verwendung von Nichtstrukturgenen, wie auch von nichttranslatierbaren
Hullproteingenen eine Resistenzwirkung ohne das Vorhandensein von viralem
translatierten Protein. Dabei konnten sie einen umgekehrten Zusammenhang
zwischen transgener Expression und erhaltener Resistenzwirkung feststellen. Bei
diesem Resistenzphanomen ist ausschlie3lich die transgene RNA fur die
Resistenzwirkung verantwortlich. Fur diese Resistenz wurde die Bezeichnung
RNA-vermittelte Resistenz vorgeschlagen (Dougherty et al., 1994 und English et al.,
1996). Von Baulcombe (1996) wurde ein genereller Mechanismus postuliert, der als
“posttranscriptional-gene-silencing” (PTGS) bezeichnet wird. Er fuhrt zur sequenz-
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spezifischen Degradation der viralen RNA [‘RNA-mediated virus resistance” (RmVR)].
Mittlerweile sind eine Vielzahl von Arbeiten zum Thema des “gene-silencing” und
dessen Mechanismen, unter Aufstellung von drei sich dhnelnden und Uberschnei-
denden Modellen, durchgefuhrt worden (Baulcombe, 1996; Baulcombe & English,
1996; Angell & Baulcombe, 1997; Ruiz et al., 1998; Van den Boogart et al., 1998 und
Wassenegger & Pelissier, 1998).

Alle drei Modelle fur den Mechanismus des PTGS und der RmVR, wie sie von Van
den Boogart et al. (1998) zusammengefallt wurden, seien kurz erlautert. Die
transkribierte RNA des Transgens ist nicht nur Ziel eines sequenzspezifischen
RNA-Degradationsmechanismus, sie ist auch deren Initiator. Uber diesen Degra-
dationsmechanismus wird nicht nur die transgene RNA posttranskriptional, sondern
auch die replizierende virale RNA, sequenzspezifisch abgebaut.

Das erste Modell basiert auf einem Grenzwert der transgenen RNA-Konzentration,
also auf dem Transkriptionsniveau. Ubersteigt die RNA-Konzentration einen gewissen
Wert, so produziert eine RNA-abhangige RNA-Polymerase kurze “antisense”
RNA-Molekule, homolog zu der Zielsequenz. Die Anlagerung dieser “antisense”
Molekule an die transgene und die replizierende virale RNA fuhrt zur Ausbildung einer
Duplexstruktur, welche das Zielmolekul flr eine Doppelstrang-spezifische RNase
darstellen konnte. Smith et al. (1994) schlugen dies aufgrund von mRNA
Untersuchungen in transgenen Pflanzen, die mit translatierbaren und nicht-
translatierbaren CP-Genen des PVY transformiert worden waren, vor. Die Autoren
folgerten, dald die Auslosung des RNA-Degradationsmechanismus von einem
Grenzwert der transgenen mRNA gesteuert wird. Nach diesem Modell stellt der
RNA-Degradationsmechanismus einen Regulationsmechanismus fur Uberexprimierte
Gene dar. Lindbo & Dougherty (1992b) sowie Lindbo et al. (1993) wiesen mit dem
translatierbaren CP-Gen des TEV in transgenen Pflanzen zwei unterschiedliche
Resistenzphanomene nach. Ein Teil der transgenen Linien zeigte eine Immunitat
(“Infektions-Resistenz”), wogegen andere eine “Recovery-Resistenz” aufwiesen. Dabei
trat zuerst eine systemische Infektion auf, der Neuzuwachs war jedoch zunehmend
symptomschwacher und schliel3lich vollstandig virusfrei. Bei einer Neuinfektion waren
diese neugebildeten Blatter dann Infektions-resistent. Smith et al. (1994) stellten ein
Modell zur Erklarung dieser verschiedenen Resistenzphanomene auf. Bei einer
Infektions-resistenten transgenen Linie befindet sich die mRNA Konzentration des
Transgens oberhalb des Grenzwertes und die infizierende virale RNA gleicher
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Sequenz wird, ebenso wie die transgene RNA, degradiert. Bei transgenen Linien, die
eine Recovery-Resistenz aufweisen, erhoht erst die replizierende virale RNA die
mRNA-Konzentration soweit, da} der Schwellenwert Uberschritten wird und der
sequenzspezifische Degradationsmechanismus aktiviert wird.

Goodwin et al. (1996) fuhrten die Unterschiede der beiden Phanotypen auf einen
direkten Zusammenhang zwischen der Anzahl der transgenen Insertionen der viralen
Sequenz und dem auftretenden Resistenzphanomen zurtck. In dieser Arbeit fuhrten
ein bis zwei Kopien der viralen Sequenz zu einer Recovery-Resistenz, wahrend drei
oder mehr Kopien eine Infektions-Resistenz erzeugten. Die Autoren schlulfolgerten,
dald drei oder mehr Kopien des Transgens zu einem hoheren Transkriptionslevel, und
damit zu einer Uberschreitung des RNA-Schwellenwertes, fiihren. In Pflanzen mit einer
Recovery-Resistenz wird der Schwellenwert, mit der darauf folgenden Degradation,
erst durch die infizierende virale RNA erreicht. Tanzer et al. (1997) konnten zeigen,
dald Pflanzen, die eine Infektions-Resistenz gegentber dem TEV besalien, bei einer
Infektion im jungen Entwicklungsstadium eine Recovery-Resistenz aufwiesen. Dieses
Modell der entwicklungsspezifischen Unterschiede in der Resistenzreaktion wird von
Elmayan & Vaucheret (1996) unterstutzt. Sie zeigten, da® homozygote transgene
Pflanzen, die eine Einzelkopie des gus-Gens unter Kontrolle des 35S-Promotors
tragen, eine RNA-Degradation fruher in der Entwicklung erzeugen, als die
entsprechenden heterozygoten Pflanzen. Die Autoren postulierten daher fir das PTGS
einen Dosis-Effekt der transgenen Transkripte.

Andere Untersuchungsergebnisse (English et al., 1996) konnten mit der
Schwellenwert-Theorie der RNA-Degradation nicht erklart werden. Die Autoren
beschrieben einen Pflanzenexpressionsvektor (PVX), welcher das gus-Gen unter
Kontrolle eines subgenomischen Promotors zur Pflanzenexpression tragt. Die
systemische Infektion dieses chimaren PV X-Klons wurde in gus-transgenen Pflanzen,
die posttranskriptionales “gene-silencing” des gus-Gens aufwiesen, unterdrickt. Es
konnte gezeigt werden, dal} das Ziel des Resistenzmechanismus in der 3'-Region des
gus-Gens zu finden ist und mit der Methylierung in diesem Bereich korreliert. Die
Autoren schlugen die Methylierung als Grund flr die Erzeugung von verkurzten,
aberranten mRNAs vor, da es aufgrund der Methylierung zu einer vorzeitigen
Termination der Transkription im 3’-Bereich kam. Eine Korrelation zwischen DNA-
Methylierung und PTGS konnten auch Van Houdt et al. (1997) nachweisen. Metzlaff et
al. (1997) schlugen RNA-Doppelstrange als Aberration fur die Degradations-
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markierung vor. Dies wurde auch von Hamilton & Baulcombe (1998) unterstutzt. Die
Autoren zeigten in transgenen Pflanzen, die ein posttranskriptionales “gene silencing”
aufwiesen, das Vorhandensein von kurzen “antisense” RNA Fragmenten des
transgenen Transkriptes. Sie schlugen eine Basenpaarung dieser Fragmente mit dem
transgenen Transkript vor, welche damit eine entscheidende Rolle bei der Markierung
fur eine sequenzspezifische Degradation der RNA spielen kénnten. Damit wird der
Unterschied zur Schwellenwerttheorie deutlich, denn nach diesem Modell ist
posttranskriptionales “gene-silencing” nicht nur von der RNA-Konzentration abhangig,
sondern wird zusatzlich Uber eine qualitative Markierung der mRNA ausgelost.

In einem dritten Ansatz stellten Baulcombe & English (1996) ein Modell der
DNA-DNA-Paarung von homologen transgenen Sequenzen auf, die bei mehrfacher
Insertion eines Transgens an verschiedenen Loci auftreten kdnnen. Dabei stellen die
transgenen Sequenzen einen “silencer-" und einen “receptor-locus” dar. Durch die
DNA-Interaktion wird die Transkription des Rezeptors verandert und fuhrt zur Bildung
von aberranten RNAs. Wenn diese aberrante RNA produziert wird, dient sie bevorzugt
als Template fur eine RNA-abhangige RNA-Polymerase und markiert die transgene
RNA, wie auch in den anderen Modellen beschrieben. Fur die DNA-Paarung und das
daraus resultierende PTGS ist ein Promotor nicht notwendig (Voinnet et al., 1998).
Dieses Modell kann jedoch die Resistenz von transgenen Pflanzen gegenuber
RNA-Viren nur in dem Fall erklaren, wenn die virale transgene Sequenz in mindestens
zwei Kopien vorliegt.

Diese unterschiedlichen Erklarungsansatze des PTGS schlieRen sich jedoch nicht
zwingend gegenseitig aus. Zum Beispiel bestinde die Moglichkeit, da® auch die
aberrante RNA erst dann als Ziel fur eine Nuklease dient, wenn ihre Konzentration
einen gewissen Schwellenwert Uberschritten hat. Ebenso ware es denkbar, dal® die
DNA-DNA-Interaktion erst zur Transkription von aberranter RNA flhrt.

Das Phanomen des PTGS, welches an vielen Beispielen in dikotylen Pflanzen gezeigt
werden konnte, wurde auch zum ersten Mal fir monokotyle Saccharum spp. hybrid
(Zuckerrohr), welche mit dem nichttranslatierbaren CP-Gen des SMV transformiert
waren, gezeigt (Ingelbrecht et al. 1999).

Kdrzlich konnte weiterhin gezeigt werden, dal’ die Infektion einiger Viren das PTGS
eines gus-Transgens oder eines viralen Transgens blockieren kann (Brigneti et al.,
1998 und Anandalakshmi et al., 1998). Die Autoren schluf3folgerten, dal® das PTGS
einen naturlichen pflanzlichen Mechanismus der Virusabwehr oder Virusresistenz
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darstellen konnte, der die Akkumulation viraler RNA in der Pflanze beeintrachtigt.

Pang et al. (1997) konnten zeigen, dal auch mit dem um die Halfte verkurzten viralen
N-Gen (387 Bp statt 866 Bp) des TSWV RNA-vermittelte Resistenz in transgenen
Pflanzen gegenltber TSWV erzeugt werden kann. Diese Untersuchungen konnten von
Sijen et al. (1996) unterstutzt werden, die zeigten, dal® ein Teil des viralen
Transportprotein-Gens des CPMV das Ziel fur den RNA-Degradationsmechanismus
in transgenen Pflanzen, die mit dem vollstandigen Gen transformiert wurden, darstellt.
Diese Untersuchungen weisen darauf hin, daf® auch unvollstandige virale Gene
ausreichend sein kdnnen, um Virusresistenz in transgenen Pflanzen zu erzeugen.

Potyviren und Pathogen-vermittelte Resistenz

Aus dem Bereich der wirtschaftlich bedeutenden Potyviren ist eine grol3e Anzahl von
Genen oder Genabschnitten zur Pflanzentransformation und zur Erzeugung von
Pathogen-vermittelter Resistenz verwendet worden. Darunter befinden sich samtliche
Gene des Potyvirusgenoms, mit Ausnahme des HCpro-Gens. In verschiedenen Fallen
konnte auch mit nichttranslatierbaren Genen oder antisense-Sequenzen eine
Resistenz erzeugt werden. Einen Uberblick liber die Pflanzentransformationen, die zu
einer Resistenzvermittiung geflhrt haben, gibt Tab.1.

Tab. 1: Erzeugung von Pathogen-vermittelter Resistenz gegenuber Potyviren
Autoren Virus Gen oder Genabschnitt
Audy et al. (1994) PVY NIb, tr.

Clough & Hamm (1995) ZYMV CP, tr.

Dinant et al. (1993) LMV CP, tr.

Dougherty et al. (1994) TEV 5-NTR+CP, ntr.

Fang & Grumet (1993) ZYMV CP, tr. und as.

Farinelli & Malnoe (1993) PVY CP, tr.

Fitch et al. (1994) PRSV CP, tr.

Guo et al. (1997) PPV NIb, tr.

Hammond & Kamo (1995) BYMV 660 bp CP-3'-NTR, as.
Ingelbrecht et al. (1999) SMV CP, ntr.

as.: antisense, tr.: translatierbar, ntr.: nichttranslatierbar
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Tab. 1: Erzeugung von Pathogen-vermittelter Resistenz gegenlber Potyviren
(Fortsetzung)
Autoren Virus Gen oder Genabschnitt
Jones et al. (1998) PSbMV NIb, tr.
Korte et al. (1995) PPV Cl, CP-NAT, tr. und ntr.
Lindbo & Dougherty (1992) TEV CP, ntr.
Maiti et al. (1993) TVMV Nla, tr.
Moreno et al. (1998) TVMV P1, P3, tr.
Namba et al. (1992) WMV+ ZYMV | CP, tr.
Ravelonandro et al. (1993) PPV CP, tr.
Regner et al. (1992) PPV CP, tr.
Scorza et al. (1994) PPV CP, tr.
Silva-Rosales et al. (1994) TEV CP verkirzt, tr. und ntr.
Smith et al. (1994) PVY CP tr., ntr. und as.
Swaney et al. (1995) TEV 6K, und Nla tr. und ntr.
Tavert-Roudet et al. (1998) PPV P1 tr.
Timpe et al. (1992) PPV CP-AT tr.
Vardi et al. (1993) PVY Nla tr.
Wittner et al. (1998) PPV Cltr.

as.: antisense, tr.: translatierbar, ntr.: nichttranslatierbar

Freisetzung und Kommerzialisierung transgener virusresistenter Pflanzen

Die Anzahl der Freisetzungsexperimente transgener virusresistenter Pflanzen hat in
den letzten Jahren vor allem in den USA stark zugenommen. Eine Vielzahl von
wirtschaftlich bedeutenden Kulturpflanzen, transformiert mit unterschiedlichen viralen
Genen, werden im Freiland untersucht.

Mittlerweile sind drei virusresistente Pflanzen, die mit translatierbaren CP-Genen
transformiert wurden, in den USA fur den kommerziellen Anbau zugelassen. Dazu
gehort ZYMV und WMV2 resistenter Kirbis, der mit CP-Genen beider Viren
transformiert wurde. Die CP-Gene beider Viren stammen aus aphidenubertragbaren
Isolaten und sind mit nichttranslatierten Bereichen des CMV ausgestattet. Weiterhin ist
Kurbis zugelassen, der zusatzlich zum CP des WMV2 und des ZYMV mit dem CP des
CMV ausgestattet ist. Auch das CMV-CP ist mit nichttranslatierten Bereichen des
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CMV versehen. Die dritte Pflanze, die kommerziell in den USA angebaut werden darf
ist Papaya, welche mit dem translatierbaren CP-Gen des PRSV transformiert wurde.
Im vereinfachten Freisetzungsverfahren dirfen Versuche mit zwei transgenen
virusresistenten Kartoffellinien durchgefuhrt werden, die mit dem nichttranslatierbaren
aphidenubertragbarem CP-Gen des PVY oder dem ORF1, gemeinsam mit dem
CP-Gen des PLRV (ORF2), transformiert wurden (White, 1999).

Sicherheitsaspekte transgener virusresistenter Pflanzen

Die Erzeugung von transgenen virusresistenten Pflanzen, unter Verwendung viraler
Gene, hat gegenlber konventioneller Resistenzzichtung den Vorteil, dal} die
Virusresistenz relativ einfach und schnell erzeugt werden kann. Wie jedoch bei allen
anderen transgenen Pflanzen, die mittels gentechnischer Veranderungen erzeugt
wurden, wird auch hier die Frage nach eventuellen Sicherheitsrisiken gestellt. Die
potentiellen Risiken sind Synergismus, Heterologe Enkapsidierung, Komplementation
und Rekombination.

Synergismus

Der Synergismus von Pflanzenviren bei Mischinfektionen zweier verschiedener Viren
ist ein wenig untersuchter Bereich. Bei Mischinfektionen kann es zu einer
Symptomverstarkung und zu einer vermehrten Replikation eines der beiden
infizierenden Viren kommen (Pruss et al., 1997 und Hu et al., 1998). Bei diesem
Phanomen kommt es jedoch nicht zu einer Veranderung der genetischen Konstitution
eines der beiden Viren. Shi et al. (1997) zeigten, dal} dieser Effekt nicht nur auf
Mischinfektionen beschrankt ist. Auch transgene virale Sequenzen kdnnen diesen
synergistischen Effekt auf andere infizierende Viren ausiiben. Ahnliche Ergebnisse
konnten von Palukaitis (1998) gezeigt werden.

Heterologe Enkapsidierung

Die Heterologe Enkapsidierung ist definiert als der Einbau von fremden
Hulllproteinuntereinheiten in die Partikel eines Virus. Sie wurde zuerst bei
Mischinfektionen verschiedener Isolate des BYDV nachgewiesen (Creamer & Falk,
1990). Bei Mischinfektionen wird zwischen einer vollstandigen Heterologen
Enkapsidierung (Transkapsidierung) und dem nur teilweisen Einbau des fremden
Hullproteins (“phenotypic mixing”) unterschieden (Wen & Lister, 1991). Die Heterologe
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Enkapsidierung spielt fur die potentiellen Sicherheitsrisiken transgener virus-resistenter
Pflanzen eine Rolle, da mit dem heterologen Hullprotein auch Funktionen, wie z.B.
Blattlaustibertragbarkeit auf das fremde Virus Ubertragen werden kénnten. Werden
transgene Pflanzen mit translatierbaren CP-Genen transformiert und diese exprimiert,
so kommt es bei einer Infektion mit nahe verwandten Viren zu einem heterologen
Einbau des transgenen CPs in die Partikel des infizierenden Virus. Dies ist mittlerweile
mehrfach in transgenen Pflanzen nachgewiesen worden (Farinelli et al., 1992 und
Candelier-Harvey & Hull, 1993). Maiss et al. (1995) zeigten in transgenen N.
benthamiana Pflanzen, die mit dem translatierbaren PPV-AT Hullproteingen
transformiert waren, in 42,5-100 % der untersuchten Partikel eine Heterologe Enkap-
sidierung mit infizierendem PVY. Mit Viren aus unterschiedlichen Genera (PVX, TMV
und BNYVV) konnte keine Heterologe Enkapsidierung nachgewiesen werden. In der
gleichen transgenen Linie konnte zu ahnlichen prozentualen Anteilen eine Heterologe
Enkapsidierung mit anderen Potyviren (PStV, ChVMV und BiMoV) nachgewiesen
werden (Maiss et al., 1995). Die Wiederherstellung der Blattlausubertragbarkeit des
ZYMV, nach Heterologer Enkapsidierung mit einem aphidenubertragbarem Hull-
protein des PPV in transgenen Pflanzen, konnte von Lecoq et al. (1993, 1994)
nachgewiesen werden.

Komplementation

Im System der transgenen virusresistenten Pflanze und einem infizierenden Virus
bedeutet Komplementation, daf} ein transgenes virales Protein die Funktionalitat einer
Mutante, die in diesem korrespondierenden Gen einen Defekt besitzt, wiederherstellt,
indem das transgene Protein die Funktion des defekten viralen Proteins GUbernimmt.
Beispiele fur eine homologe Komplementation in transgenen Pflanzen sind bei Deom
et al. (1987), Osbourn et al. (1990); Holt & Beachy (1991); Schoelz & Wintermantel
(1993); Li & Carrington (1995) und Spillane et al. (1997) angegeben, wobei eine virale
Defektmutante durch das entsprechende transgene intakte Protein komplementiert
wurde. Kaplan et al. (1995) wiesen die Komplementation durch transgenes CMV 3a
Protein in N. tabacum nicht nur von 3a defektem CMV, sondern auch von anderen
Cucumoviren mit einem Ausbreitungsdefekt in N. tabacum Pflanzen nach (BMV und
PSV). Untersuchungen von Cooper et al. (1996) mit ausbreitungsdefektem CMV und
TMV konnten diese Ergebnisse unterstitzen. Ein weiteres Beispiel Heterologer
Komplementation von viralen Defektmutanten konnte von Morozov et al. (1997)
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gegeben werden. In diesem Fall handelte es sich jedoch um transient exprimierte
funktionelle Transportproteine verschiedener Viren anderer Virusgruppen, die ein
ausbreitungsdefizientes PVX komplementierten. Jakab et al. (1997) schlossen aus
diesen Phanomenen, dal sich in transgenen virusresistenten Pflanzen ékologische
Nischen flr virale Defektmutanten bilden kénnten, die somit bezlglich dieses Gens
vom naturlichen Selektionsdruck befreit waren. Das Szenario, welches nach diesen
Untersuchungen vorstellbar, aber keinesfalls nachgewiesen ist, ist die systemische
Infektion von transgenen Pflanzen mit Viren, die aufgrund einer in-trans Komplemen-
tation dazu befahigt sind. Diese Maoglichkeit mufdte dann jedoch auch bei naturlich
auftretenden Mischinfektionen in Betracht gezogen werden. Die Voraussetzung fur
eine Komplementation ist die Translation des Transgens. Nichttranslatierbare Gene,
die auch Resistenz in transgenen Pflanzen vermitteln, konnen einen Gendefekt eines
Virus nur Uber Rekombination rekonstituieren, nicht jedoch die Proteinfunktion
komplementieren (s.u.). Transgene virusresistente Pflanzen, die an der Schwelle zur
Kommerzialisierung stehen oder sich bereits im Anbau befinden, sind zum Teil mit
translatierbaren funktionellen Genen transformiert (s.o.).

Rekombination

Innerhalb der RNA-Viren scheint die Rekombination eine wichtige Rolle fur die
Genomreparaturmechanismen, Erzeugung von Diversitat, Adaption und virale
Evolution zu spielen (Lai, 1992; Dolja & Carrington, 1992; Aranda et al., 1997,
MacFarlane, 1997 und Roossinck, 1997). Eine Zusammenfassung zu diesem Thema
wurde von Simon & Bujarski (1994) erstellt.

Die Replikation viraler RNA ist durch eine hohe Fehlerrate, bedingt durch die fehlende
Fehlerkorrekturlesefahigkeit (“proofreading”) der RNA-abhangigen-RNA-Polymerase
(RdRp), gekennzeichnet. Diese Eigenschaft, in Zusammenhang mit einer sehr
haufigen Replikation, fihrt zu einer dynamischen Viruspopulation (Quasi-Spezies) mit
vielen Sequenzvarianten, die unter dem Selektionsdruck stehen, ein funktionelles
Genom beizubehalten (Holland & Domingo, 1998).

Rekombinationen sind fur verschiedenen Pflanzenviren nachgewiesen worden,
Beispiele hierfir sind die Bromoviren (Nagy & Bujarski, 1996), Tobraviren
(MacFarlane, 1997), Tombusviren (Robinson et al., 1987), (White & Morris, 1994),
Tobamoviren (Shirako & Brakke, 1994), Cucumoviren (Van der Kuyl et al., 1991 und
Fraile et al., 1997), Nepoviren (Rott et al., 1991 und Le Gall et al., 1995) und
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Hordeiviren (Edwards et al., 1992).

Im Genus Potyvirus konnten RNA-Rekombinationen von Cervera et al. (1993)
nachgewiesen werden. In diesem Fall wurden naturlich vorkommende Rekom-
binationsereignisse aus Sequenzhomologievergleichen abgeleitet. Gal-On et al. (1998)
konnten den ersten experimentellen Nachweis flr eine Rekombination zweier kinstlich
erzeugter defekter RNA-Spezies des ZYMV erbringen.

Die weit verbreitete und akzeptierte Definition der RNA-Rekombination, basierend auf
der Sequenzhomologie der rekombinierenden RNA Molekile, wurde von Lai (1992)
aufgestellt. Die Definition stellt die homologe Rekombination der heterologen
Rekombination gegenuber. Die homologe Rekombination findet zwischen gleichen
oder zumindest ahnlichen Sequenzen statt, die heterologe Rekombination hingegen
tritt zwischen RNA Molekilen auf, die keine Homologie und keine Beziehung
zueinander aufweisen. Die homologe Rekombination kann weiter in prazise und
unprazise Rekombination unterteilt werden, je nachdem wie genau das “crossing-over”
die homologen Sequenzen neu verbindet. Eine alternative Klassifizierung, die die
Mechanismen der Rekombination mit einbezieht, ist von Nagy & Simon (1997)
vorgeschlagen worden.

Fur den Mechanismus der Rekombination bestehen zur Zeit zwei sich stark
voneinander unterscheidende Modelle. Auf der einen Seite besteht das
“cleavage-ligation” Modell auf der anderen Seite das RdRp vermittelte “copy-choice”
Modell, wobei flr das “cleavage-ligation” Modell nur wenig experimentelle Evidenz zu
finden ist (Aaziz & Tepfer, 1999). Weitaus starker akzeptiert ist das
“‘RdRp-copy-choice” Modell. Die Rekombination findet wahrend der Replikation oder
auch RNA-Synthese statt, wobei die RdRp auf dem RNA-Donorstrang die Synthese
des entstehenden Stranges unterbricht und zum Akzeptorstrang wechselt
(“template-switch”), um dort die Synthese zu vervollstandigen (Cooper et al., 1974).
Diese Theorie der Beteiligung der RdRp wird durch Untersuchungen von Nagy et al.
(1995) und Figlerowicz et al. (1997), die am Beispiel des BMV nachweisen, daf}
Mutationen der viralen Replikase die Rekombination beeinflussen, unterstutzt. In fast
allen veroffentlichten Untersuchungen an Pflanzenviren wurden rekombinante Viren
unter hohem Selektionsdruck nachgewiesen, wobei die rekombinanten Viren, die
keinen Selektionsvorteil aufwiesen, wahrscheinlich nicht nachweisbar waren. Diese
mogliche Unterschatzung der Haufigkeit von viralen Rekombinationen ist
systemimmanent. Es ist daher keine generelle Aussage Uber die Rekombinations-
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haufigkeit moglich, sondern nur Uber die Haufigkeit von Rekombinationsereignissen,
die zu einem intakten Virus mit einem Selektionsvorteil gegentber der jeweiligen
Defektmutante fuhren. Es scheint, als wirden unterschiedliche Pflanzenviren nicht mit
der gleichen Haufigkeit rekombinieren. Revers et al. (1996) fanden bei detaillierten
phylogenetischen Studien verschiedener Potyvirusisolate eine Vielzahl von
Rekombinationsereignissen, wogegen Candresse et al. (1997) bei dem Vergleich
verschiedener CMV Sequenzen keine Rekombinationsereignisse nachweisen konnten.
Dabei ist allerdings anzumerken, daly CMV ein tripartites Genom besitzt und in der
Lage ist, Pseudorekombinanten zu bilden. Dies bedeutet, dal ohne zu rekombinieren
einzelne subgenomische Funktionen zwischen unterschiedlichen Viren ausgetauscht
werden kdnnen (Habili & Francki, 1974 und Salanki et al., 1997).

Seit der ersten Einflhrung von viralen Genen in Pflanzen, zur Erzeugung von
Pathogen-vermittelter Resistenz, wird die Frage diskutiert, ob und in welchem Umfang
die Nukleinsauren des Transgens mit viralen Nukleinsauren von infizierenden Viren
rekombinieren konnen (De Zoeten, 1991 und Tepfer, 1993). Im Falle einer homologen
Rekombination kdnnte eine virale Defektmutante rekonstituiert werden. Beim Auftreten
einer heterologen Rekombination kénnten ein Teil oder das gesamte Transgen in das
Genom eines anderen Virus inkorporiert werden. Diese permanente Veranderung in
der genetischen Konstitution konnte unter Umstanden die Konkurrenzfahigkeit, die
Wirts- und Vektorspezifitat und die Virulenz des Virus beeinflussen. Da das transgene
virale Transkript in jeder Zelle vorhanden ist, wird angenommen, daf} die
Rekombination zwischen transgenen viralen Genen oder Transkripten und
infizierenden Viren haufiger als naturliche Rekombination in Mischinfektionen auftritt.
Dies wird jedoch im Zusammenhang mit RNA-vermittelter Resistenz, bei der ein
Auftreten von nur geringen Transkriptkonzentrationen beobachtet werden kann,
diskutiert (Chasan, 1993) (s.o.). Bei einem derartigen Resistenzphanomen konnte die
Wahrscheinlichkeit fur ein Rekombinationsereignis unter Umstanden noch geringer
sein als in Mischinfektionen.

Eine Rekombination in transgenen Pflanzen mit viralen Genen, sowohl von RNA- wie
auch von DNA-Viren, konnte in verschiedenen Arbeiten beobachtet werden.

Greene & Allison (1994) wiesen die Rekonstitution einer CCMV CP-Deletionsmutante
mit dem transgenen intakten Teil des CP-Gens nach. Mit einer ausbreitungs-
defizienten Deletionsmutante von RCNMV konnten Lommel & Xiong (1991) ein
ahnliches Rekombinationsereignis in transgenen Pflanzen, die das intakte Gen des
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‘movement-proteins” beinhalteten, nachweisen. Weitere Nachweise, hier jedoch von
DNA-Viren, wurden von Gal et al. (1992) und Frischmuth & Stanley (1998) geflhrt.
Eine isolatubergreifende Rekombination konnte von Schoelz & Wintermantel (1993)
mit zwei Isolaten des CaMV nachgewiesen werden. Viren der Caulimovirusgruppe
unterscheiden sich in sofern von RNA-Viren, dal} ein “template-switch” der RT Teil des
viralen Replikationszyklus ist. Alle diese Arbeiten basierten auf kunstlich erzeugten
Mutanten, bei denen das defekte Virus einem hohen Selektionsdruck ausgesetzt
wurde und die Rekombination einen starken Selektionsvorteil fur das rekonstituierte
Virus darstellte. Der Nachweis einer Rekombination, bei dem das infizierende Virus
keinen Ausbreitungsdefekt besal}, jedoch Uber Rekombination mit transgener viraler
Sequenz seine Pathogenitat erhohte, konnte von Wintermantel & Schoelz (1996)
nachgewiesen werden. In diesem Fall lag ein eher moderater Selektionsdruck vor.
Borja et al. (1999) zeigten die Wiederherstellung mittels RNA-Rekombination einer
CP-Deletionsmutante von TBSV in transgenen Pflanzen, die das intakte CP
exprimierten. Die Rekonstitution fand auch hier unter eher moderatem Selektionsdruck
statt, da die CP-Deletionsmutante in der Lage war, die Pflanze systemisch zu
infizieren. Das Uber Rekombination ins Genom inkorporierte Wild-Typ CP-Gen mul3te
dem rekonstituierten Virus einen Selektionsvorteil gegentber der Mutante verschafft
haben. Welche Funktion hier wiederhergestellt wurde, ist jedoch nicht bekannt.

Zielstellung

1. Heterologe Enkapsidierung

In dieser Arbeit sollten transgene PPV-resistente N. benthamiana Pflanzen erzeugt
werden, die mit modifizierten CP-Genen transformiert werden sollten. Die
translatierbaren CP-Gene sollten so verandert sein, da® sie Resistenz vermitteln,
jedoch eine Heterologe Enkapsidierung mit fremden Potyviren in transgenen N.
benthamiana Pflanzen nicht unterstitzen. Die zu erzeugenden transgenen Pflanzen
sollten bezuglich der transgenen Expression, der Kopienzahl, des Resistenzverhaltens
und des zugrunde liegenden Resistenzmechanismus charakterisiert werden.

2. Komplementation

Auch in dieser Arbeit sollten transgene virusresistente Pflanzen mit translatierbaren
Genen hergestellt werden, die unter Umstanden fremden infizierenden Viren virale
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Funktionen Uber Komplementation zur Verfugung stellen kdnnten. Daher sollte das
Phanomen der Komplementation von Defektmutanten des PPV in transgenen
PPV-resistenten N. benthamiana Pflanzen genauer untersucht und Maoglichkeiten
gefunden werden, dieses Phanomen zu unterdriicken. Weiterhin sollten modifizierte
HCpro-Gene des PPV erstmals zur Pflanzentransformation verwendet werden und
damit auf ihre resistenzvermittelnde Eigenschaft Uberpruft werden. Die translatier-
baren HCpro-Gene sollten bezuglich ihrer Blattlausubertragungseigenschaften
funktionslos gemacht werden. Damit sollte verhindert werden, dal® diese Funktion
einer transgenen HCpro fremden infizierenden Viren zur Verfligung gestellt wird. Auch
diese zu erzeugenden Pflanzen sollten bezuglich der oben angegebenen
Eigenschaften charakterisiert werden.

3. Rekombination

Eine weitere wichtige Aufgabe in dieser Arbeit war, den experimentellen Nachweis fur
das Auftreten von Rekombinationen des PPV in transgenen N. benthamiana Pflanzen,
die das PPV CP exprimieren, zu erbringen. Nach erfolgtem Rekombinationsnachweis
sollten Mdglichkeiten untersucht werden, das Auftreten von Rekombinationen des PPV
in transgenen Pflanzen zu verhindern oder zu reduzieren. Uber die urspriingliche
Zielstellung hinaus wurde versucht ein System zu etablieren, um rekombinante Viren
in-vivo aus verschiedenen Defektmutanten zu erzeugen. Dies System ermdglicht unter
Umstanden Rekombinationsuntersuchungen mit dem Ziel, virale Sequenzen zur
Erzeugung von Pathogen-vermittelter Resistenz zu finden, die keine Rekombination
unterstitzen, ohne dafur transgene Pflanzen herstellen zu mussen. Weiterhin kdnnte
dies System die Mdglichkeit bieten, in-vivo virale Rekombinante zu erzeugen, die
bereits auf ihre Replikations- und Ausbreitungsfahigkeit selektiert sind. Diese
Untersuchungen kénnten dazu beitragen, den Rekombinationsmechanismus und die
daran beteiligten viralen Proteine zu untersuchen.

Die gewonnenen Erkenntnisse aus den Ergebnissen der Resistenzerzeugung, den
Untersuchungen zur Komplementation, zur Heterologen Enkapsidierung und zur
Rekombination sollten verwendet werden, um Schlul3folgerungen fur die zukinftige
Herstellung von transgenen virusresistenten Pflanzen zu ziehen.
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2 MATERIAL

2.1 Antiseren

Die folgend aufgelisteten Antiseren wurden in dieser Arbeit zur Detektion oder
Immunadsorption von verschiedenen Proteinen des PPV und PVX im PTA-ELISA,
IC-RT/PCR, ISEM, bei der Dekoration von elektronenmikroskopischen Praparaten und
im Immunnachweis (“Immunoassay”) nach Westernblot (EBIA) verwendet.

Antiserum gegen Bezeichnung Herkunft

HCpro PPV rekombinant (Rohserum) AS 568 Prof. Dr. E. Maif}
CP PPV rekombinant (Rohserum) AS 570 Prof. Dr. E. Mail}
CP PPV rekombinant (IgG,, OD 1,0) IgG 570 siehe 3.3.1

CP PVX (IgG) PVX-1gG Loewe

Die folgenden Antiseren wurden zur Detektion von Digoxygenin oder von
Kaninchenantikorpern im ELISA, bei der Dekoration von elektronenmikroskopischen
Praparaten, im EBIA oder im Sondennachweis nach Southern-Hybridisierung
verwendet.

Antiserum gegen Bezeichnung | Herkunft

Digoxigenin (AP-konjugiert) Anti-DIG-AP | Boehringer Mannheim
Kaninchenantikorper (AP-konjugiert) GaR-AP Sigma
Kaninchenantikorper GaR-Gold Aurion

(10 nm Gold-konjugiert)

2.2 Bakterienstamme

Art, Gattung Bezeichnung | Beschreibung
E. coli NM 522 F’ lacl®A(lacZ)M15 proA*B* /supE thi

A(lac-proAB)A(hsdMS-mcrB)5 (r,m,McrBC")
A. tumefaciens | LBA 4404 (Hoekema et al., 1983)
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2.3 Viren und virale Klone
Viren
Name Wirtspflanze Abklrzung | Herkunft
Plum pox virus, N. benthamiana PPV-NAT Prof. Dr. E. Mail}
nicht aphidentiibertragbar (experimentell)
Tobacco mosaic virus N. tabacum TMV Dr. D.-E. Lesemann
cv. Samsun nn (BBA)
Tobacco vein mottling virus | N. tabacum TVMV Dr. D.-E. Lesemann
cv. Samsun nn (BBA)
Potato virus X virus N. benthamiana PVX Dr. D.-E. Lesemann
(experimentell) (BBA)
Potato virus Y, N-Stamm N. benthamiana PVY-N Dr. D.-E. Lesemann
(experimentell) (BBA)
Zucchini yellow mosaic C. sativus ZYMV DSMZ Braunschweig
virus
Chilli veinal mottle virus N. benthamiana ChiVMV DSMZ Braunschweig
(experimentell)
Brome streak mosaic virus | H. vulgare BrSMV Dr. R. Gotz

Virale Klone
Fir diese Arbeit wurden zwei verschiedene infektiose virale “full-length” Klone
eingesetzt, die nachfolgend kurz beschrieben sind.

p35PPV-NAT

Von PPV-NAT stand ein infektioser “full-length” Klon unter Kontrolle des 35S
Promotors (CaMV) zur Verfugung (p35PPV-NAT) (Maiss et al., 1992). Bei Infektion
von Wirtspflanzen des PPV wie Nicotiana benthamiana mit diesem Plasmid werden,
ausgehend vom 35S Promotor, im Zellkern in-vivo Transkripte der gesamten viralen
Erbinformation hergestellt. Eine Abb. des Klones befindet sich im Anhang 8.1.

pPVX201

Fur diese Arbeit wurde freundlicherweise von Prof. Dr. D. Baulcombe (John Innes
Centre, The Sainsbury Laboratory, Norwich, England) ein infektioser “full-length” Klon
des Potato virus X zur Verfugung gestellt (pPVX201). In dem Klon befindet sich die
virale Erbinformation unter Kontrolle des 35S Promotors zur direkten Infektion von
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Pflanzen mit Plasmiden fur die Erzeugung von in-vivo Transkripten. Der Klon besitzt
einen verdoppelten subgenomischen Promotor des Hullproteingens und ist mit einer
MCS ausgestattet, die es ermdglicht, beliebige ORF unter Kontrolle des
subgenomischen CP-Promotors des PVX, in mit diesem chimaren Konstrukt infizierten
Pflanzen, zu exprimieren (Baulcombe et al., 1995). Eine Abbildung der Plasmidkarte
des pPVX201, befindet sich im Anhang 8.1.

2.4 Pflanzenmaterial

Nicotiana benthamiana 17.27.1.

N. benthamiana ist die experimentelle Wirtspflanze fur das PPV. Als nichttransgene
Wirtspflanze fur samtliche Infektionsversuche wurde eine Linie von N. benthamiana
gewahlt, die Gewebekultur, Pflanzentransformation und Regeneration durchlaufen hat,
jedoch nichttransgen ist (Timpe et al., 1992).

Nicotiana benthamiana 17.27 .4.

Diese transgene homozygote T2-Linie von N. benthamiana wurde mit dem
vollstandigen funktionsfahigen CP-Gen von PPV-AT (Abb. 1, A) in einer pflanzlichen
Expressionskassette in Tandemanordnung mit einer transgenen Insertion (siehe 4.2.1)
transformiert (Timpe et al., 1992). Alle Pflanzen dieser Linie besitzen eine Recovery
-Resistenz gegenuber dem PPV. Pflanzen dieser Linie kdnnen mit PPV infiziert
werden. Nach etwa zwei Wochen zeigen die Pflanzen ein Erholungsphanomen und
der Neuaustrieb ist symptomfrei.

Nicotiana benthamiana 4.30.45. und 4.30.60.

Diese transgenen homozygoten T2-Linien von N. benthamiana wurden mit dem
vollstandigen funktionsfahigen CP-Gen von PPV-NAT (Abb. 1, B) in einer pflanzlichen
Expressionskassette mit einer transgenen Insertion (siehe 4.2.1) transformiert (Korte
et al., 1995). Die Linie 4.30.45. besal} die gleiche oben erwahnte Recovery-Resistenz.
Von den 35 getesteten Pflanzen zeigten 25 eine Recovery-Resistenz, 5 eine
Infektions-Resistenz und 5 keine Resistenzreaktion. Funf Wochen nach der
Inokulation mit PPV konnten in Recovery-resistenten Pflanzen dieser Linie mittels
ISEM im Neuaustrieb keine PPV-Partikel mehr nachgewiesen werden, obwohl in
primarinfizierten Blattern Viruspartikel vorhanden waren. Die Linie 4.30.60. zeigte eine
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Infektionsresistenz gegenuber dem PPV, das heil3t, es war nicht moglich, die Pflanzen
dieser Linie durch mechanische Inokulation mit dem PPV zu infizieren. Von den 35
getesteten Pflanzen zeigten 30 eine Infektions-Resistenz und 3 eine Recovery
-Resistenz. In Infektions-resistenten Pflanzen dieser Linie konnten funf Wochen nach
Inokulation mittels ISEM weder in primarinfizierten Blattern noch in Blattern des
Neuzuwachses PPV Partikel nachgewiesen werden. Die pflanzlichen
Expressionskassetten der verschiedenen transgenen N. benthamiana sind in Abb. 1

dargestellt.

A)

RB

B)

RB 555 nosA 358  gus pA-CAMV pnos nosAa LB

358 nosA 35S nosA  pnos nosA LB

54b 54b,
36AS CP-AT %0 A CP-AT 340 nptl

cp-NAT ¥-NTR gus nptl

Abb. 1:

Pflanzliche Expressionskassetten aus unterschiedlichen transgenen

N. benthamiana

A): Linie 17.27.4. B): Linie 4.30.45. und 4.30.60., 35S:CaMV 35S-Promotor, pA-CaMV:
CaMV Polyadenylierungssignal,, pnos: nopalin synthetase Promotor, 3-NTR: 3'-
nichttranslatierter Bereich, NIb: Nuclear Inclusion body b, nptll: neomycin
phosphotransferase, gus: a-Glucuronidase.
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2.5 Enzyme

251 Restriktionsenzyme

Enzym Erkennungssequenz (5-3") Hersteller Konzentration
Aatll AGGCCT MBI 4 U/ul
Apall GTCCAC Biolabs 10 U/pl
BamHI GGATCC MBI 10 U/pl
Bglll AGATCT MBI 10 U/pl
Bsp120I GGGCCC NEB 10 U/pl
Ecl136ll GAGCTC MBI 10 U/l
EcoRl GAATTC MBI 10 U/pl
EcoRV GATATC Promega 10 U/pl
Espl GCTNAGC MBI 10 U/pl
Hindlll AAGCTT MBI 10 U/pl
Kpnl GGTACC MBI 10 U/pl
Ncol CCATGG MBI 10 U/l
NgoMI GCCGGC NEB 10 U/pl
Nhel GCTAGC MBI 10 U/l
Pstl CTGCAG MBI 12 U/l
Sacl GAGCTC MBI 10 U/l
Sacll CCGCGG MBI 10 U/l
Sall GTCGAC MBI 10 U/l
Spll (Bsiwl) |CGTACG MBI 7 U/pl
Xbal TCTAGA MBI 10 U/l
Xhol CTCGAG NEB 10 U/l
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2.5.2 DNA/RNA modifizierende Enzyme

Enzym Hersteller Konzentration
RNaseA Fluka 75 U/mg

RQ1 DNase Promega 1 U/ul

T4 DNA-Ligase MBI 1 U/l
Klenow-Fragment MBI 10 U/ul
2.5.3 Polymerasen

Enzym Hersteller Konzentration
Taqg-Polymerase (rekombinant, keine [MBI 1 U/l
erkennbare 3'- 5" Korrekturlesung)

AMV Reverse Transkriptase Invitrogen 10 U/l

T7 DNA-Polymerase Pharmacia 8 U/ul

254 Protein modifizierende Enzyme
Enzym Hersteller Konzentration
Proteinase K Appligene 20 mg/ml
255 Zellwand abbauende Enzyme
Enzym Hersteller Konzentration
Lysozym Merck 20.000 E/mg
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2.6 Plasmide und Klonierungsvektoren

Plasmidbezeichnung Beschreibung Hersteller
pT7T319U Phagemid Promega
pSL1180 Klonierungsvektor Pharmacia
LITMUS28 Klonierungsvektor NEB

pTQGUSN(Nhel)
pTQGUSH(Hindlll)

Klonierungsvektor zur
Herstellung pflanzlicher
Expressionskassetten

Prof. Dr. E. Maif}

pLX222 Binarer Vektor Landsmann et al. (1988)
pBluescript-Il SKM Phagemid Promega
pBluescript-C SKM Phagemid Promega

Die Plasmidkarten der einzelnen Vektoren mit den jeweils relevanten Restriktions-
schnittstellen befinden sich im Anhang 8.2. Die Plasmidkarten wurden mit dem
Programm Vector NTI (siehe 3.6) angefertigt.
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Alle Methoden sind, den notwendigen Arbeitsablaufen entsprechend in Flie3schemata
angegeben, um die Reproduzierbarkeit zu vereinfachen. Um eine gute
Ubersichtlichkeit zu gewahrleisten, befinden sich alle Bestandteile fir die jeweils
verwendeten Losungen im Anhang 8.8. Die verwendeten Gerate sind tabellarisch im
Anhang 8.7 aufgelistet.

3.1 Biologische Methoden
3.11 Anzucht von Pflanzenmaterial

Nicotiana spec.

Die Samen von transgenen oder nichttransgenen N. benthamiana wurden in 10er
Topfen auf angefeuchtetes Torfkultursubstrat Pikiererde (TKS Typ-P) ausgestreut und
mit einem Petrischalendeckel gegen Austrocknung abgedeckt. Nach einer Woche bei
20/22 °C Heizungstemperatur/Luftungstemperatur (HT/LT) und zuséatzlichem
Assimilationslicht (PAR) konnten die Keimlinge zu 30 Stuck pikiert werden. Nach
weiteren drei bis vier Wochen unter gleichen Kulturbedingungen und Ausbildung von
ca. vier Laubblattern wurden die Pflanzen in 10er Topfe getopft.

3.1.2 Mechanische Ubertragung von Pflanzenviren

Zum Zweck der mechanischen Ubertragung von Pflanzenviren zur Viruserhaltung oder
fur Untersuchungen zur Resistenztestung, Rekombination oder Bestimmung von
Heterologer Enkapsidierung, wurde ein mittelgroRes Blatt (0,5 g) einer infizierten
Pflanze mit deutlichen Virussymptomen, die etwa drei Wochen zuvor inokuliert worden
war, in 2 ml 0,03 M HEPES (pH 7,0) gemdrsert (Verdunnung 1/5). Es folgte ein
Einstauben von drei Blattern der zu infizierenden Pflanze mit Cellite. Die
Virussuspension wurde mit einem breiten Glasstab leicht drei- bis viermal Uber die
Blattoberflache gerieben, um die notwendigen Verletzungen der Zellwand flur eine
Virusinfektion zu schaffen. AbschlieRend wurden die Pflanzen leicht mit Wasser
Uberbraust. Die Kulturbedingungen entsprachen denen zur Pflanzenanzucht.
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3.2 Molekularbiologische Methoden
3.21 Agrobakterium vermittelte Pflanzentransformation

Die Agrobakterien vermittelte Pflanzentransformation wurde mit binaren Plasmiden
nach der Blattscheibentransformationsmethode mit Kokultivierung nach Horsch et al.
(1985) durchgefuhrt. Dabei verursachen die Agrobakterien an verletzten
Pflanzenzellen eine Ubertragung der auf der T-DNA lokalisierten Gene des
Ti-Plasmides in das Pflanzengenom. Die Theorie der Herstellung von binaren
Plasmiden, Entfernung von Auxin-, Cytokinin-, und Opingenen (Pathogenitatsfaktor),
sowie die Einklonierung eines E. coli Replikationsursprung wird in Glick (1994)
ausfuhrlich erlautert.

3.21.1 Anzucht von A. tumefaciens

Der A. tumefaciens Stamm LBA4404 (Hoekema et al., 1983) wurde freundlicherweise
von Dr. J. Landsmann (BBA) fur Pflanzentransformationsexperimente zur Verfugung
gestellt. A. tumefaciens LBA4404 wachst, fraktioniert auf LB-Platten ausgestrichen, bei
28 °C innerhalb von zwei Tagen zu Einzelkolonien (siehe 8.3). Zur
Pflanzentransformation wurde eine Einzelkolonie von A. tumefaciens LBA4404 in 20
ml LB-Medium ohne Zusatz von Antibiotika bei 28 °C und 250 Upm bis zu einer
ODg,m Von 0,5-0,8 (max. 1,0) kultiviert. Dauerkulturen (DK) von A. tumefaciens
wurden angelegt, indem im 1,5 ml Eppendorfgefald 850 ul Bakteriensuspension aus 2
X U.N.-Kultur mit 150 pl Glycering,,, (autoklaviert) gemischt und bei -20 °C gelagert
wird. Aus diesen Dauerkulturen konnte wiederum ein fraktionierter Ausstrich auf
Agarplatten erfolgen.

3.21.2 Anzucht und Erhaltung von N. benthamiana Pflanzen in Gewebekultur

Als Ausgangsmaterial wurden untransformierte Samen von N. benthamiana
verwendet. N. benthamiana Samen sollten vor Aussaat fur Gewebekultur nach
folgender Methode oberflachensterilisiert werden:

- Ca. 200-300 Samen in ein Eppendorfgefal® einflllen.

- Inkubation fir 10 min in 1 ml 0,25 % Natriumhypochlorid (aktives Chlor).
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- Eppendorfgefald regelmalig invertieren.

- Natriumhypochlorid-Lsg. mit Pipette entnehmen.

- 2 x mit 1 ml EtOH,,, spulen (zlgig arbeiten, EtOH verhindert die
Keimung).

- Reste von EtOH vollstandig entfernen.

- 3 x mit A bidest. (autoklaviert) spulen.

- Auslegen der Samen zur Keimung auf MS0-Medium in Kulturgefalen (4-6
Samen/Gewebekulturgefald).

- Inkubation in einem Lichtthermostaten fur ca. 8 Wochen bis ausreichend
Blattflache flr Blattscheibentransformationen zur Verfligung steht.

3.21.3 Wachstumsbedingungen im Lichtthermostat

Die Wachstumsbedingungen im Lichtthermostaten waren auf 16 h Licht, 8 h
Dunkelheit, 26 °C Tagestemperatur und 22 °C Nachttemperatur eingestellt.

3.214 Transformation von A. tumefaciens mittels Elektroporation

FuUr die Transformation von A. tumefaciens mit binaren Plasmiden zum Zwecke der
Pflanzentransformation stehen prinzipiell drei unterschiedliche Methoden zur
Verfugung. “triparental mating” (An, 1987), Chemische Transformation uber
abwechselndes Einfrieren und Wiederauftauen "freeze-thaw” (Chen et al., 1994) und
Transformation Uber Elektroporation (Mattanowich et al., 1989). Die Elektroporation ist
im Vergleich zum “triparental mating” sehr einfach durchzufuhren und liefert eine sehr
viel hohere Transformationsrate als die “freeze-thaw” Methode. Sie wurde daher in
dieser Arbeit verwendet.

Die Aufnahme der Plasmid-DNA in Bakterienzellen wird durch Anlegen eines
elektrischen Feldes hoher Starke induziert. Uber den Mechanismus der
DNA-Aufnahme ist nur sehr wenig bekannt. Wie bei der chemischen Transformation
sollen sich in der Bakterienzellwand aufgrund des Elektroschocks kurzzeitig Poren
ausbilden, die eine DNA-Aufnahme nach Kontakt mit der Lipiddoppelmembran
ermoglichen (Glick, 1994).
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Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens

Zur Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens LBA4404 wurde eine kombinierte

Methode aus der Anleitung fur den Elektroporator der Fa. Invitrogen, von Nagel et al.

(1990) und von Mattanovich et al. (1989) gewahlt. Die Transformationsrate betragt bis

zu 10" Transformanden/ ug DNA fiir die Elektroporation von E. coli. Sie ist fiir A.

tumefaciens mit 1-1,5 x 10° angegeben. Da hier jedoch nur superhelical aufspiralisierte

(“supercoiled”) Plasmide transformiert wurden, die aufgrund ihrer Sekundarstruktur

eine sehr viel héhere Transformationsrate besitzen, spielte die Transformationsrate

nur eine untergeordnete Rolle.

Die Zellen wurden auf folgende Art und Weise vorbereitet (siehe 8.3):

- Ausstreichen von A. tumefaciens LBA4404 auf LB + 25 ug/ml Str-Platten.

- Inkubation fur 48 h bei 28 °C.

- Animpfen von 20 ml LB+Str., G.N.-Kultur bei 250 Upm und 28 °C.

- Zugabe von 10 ml der U.N.-Kultur zu 1 | LB-Medium (LB mit 5 g statt 10 g
NaCl)

- Inkubation fur ca. 3-4 h bis zu einer OD,,, von 0,5-0,8 bei 28 °C.

- Kuhlen des Kolbens fur 15-30' auf Eis und alle weiteren Arbeitsschritte auf
Eis durchfuhren.

- Zellen bei 4000 x g fur 15" bei 4 °C in RC5B Rotor SLA1500 abzentri-
fugieren.

- Méglichst vollstandige Abnahme des Uberstandes.

- Resuspendieren des Bakterienpellets in 1 | eiskaltem 1 mM HEPES pH 7,0
(KOH), Zentrifugation wie oben.

- Wiederholung des Arbeitsschritt mit 500 ml HEPES.

- Wiederholung des Arbeitsschritt mit 20 ml eiskaltem Glycerin,,.

- Pellet in einem Endvolumen von 2-3 ml eiskaltem Glycerin,, ,
resuspendieren.

- Aliquots von 40 pl in 0,5 ml Eppendorfgefald in N, (flussig) einfrieren und
bei -70 °C lagern; die Bakterien sind so bis zu sechs Monate lagerfahig.

Elektroporation

Die Elektroporation wurde mit folgenden Parametern durchgefuhrt: Kapazitat (50 uF),
Widerstand (150 Ohm), Spannung (1500 V) und Stromstarke (25 mA). Es wurden
Elektroporationskuvetten der Fa. Eurogentec mit einem Elektrodenabstand von 0,1 cm
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verwendet. Die Elektroporation wurde wie folgt durchgefuhrt:

- Auftauen der Bakterienaliquots fur ca. 5™ auf Eis.

- Zugabe von 2-3 pl des entsprechenden Plasmids einer Minipraparation
(siehe 3.2.1.5) zu den Zellen im Eppendorfgefald auf Eis, vorsichtig
mischen. Eine Negativkontrolle entspechend ohne Plasmid behandeln.

- Uberfiihren der Lsg. in eine eisgekiihlte Elektroporationskiivette.

- Elektroporation im Gerat mit o.a. Parametern.

- Sofortige Zugabe von 1 ml eiskaltem SOC in die Kuvette und mit
Pasteurpipette mischen.

- Uberfiihren der Probe in 1,5 ml Eppendorfgefat und Schiitteln fiir 3-4 h
bei 28 °C und 250 Upm.

- Ausplattieren von 100-150 pl Aliquots/Agarplatte auf entsprechenden
Selektivmedien, hier 25 mg Str und 4 mg Tc/l LB-Medium (pLX222).

- Inkubation der Platten fur mindestens 48 h bei 28 °C bis Einzelkolonien
sichtbar werden.

3.21.5 Plasmidpraparation aus A. tumefaciens

Das transformierte Plasmid mufte aus antibiotikaresistenten A. tumefaciens prapariert
und mittels Restriktionsverdau Uberprift werden. Zur Plasmidminipraparation aus A.
tumefaciens wurde die Methode aus An et al. (1988) benutzt (siehe 8.8.1):

- Anziehen einer Einzelkolonie von rekombinanten A. tumefaciens LBA4404
in 5 ml LB-Str-Tc fur 48 h bei 28 °C und 250 Upm.

- 2 ml Kultur in 2 ml Eppendorfgefal® fur 30" bei 13000 Upm abzentri-
fugieren und in 100 ul Lsg. A plus Lysozym (eiskalt) resuspendieren.
Zentrifugation und Resuspendieren wiederholen.

- Zentrifugation wiederholen und Pellet in 100 pl Lsg. 1 resuspendieren
(eiskalt).

- Zugabe von 200 pl Lsg. B, mischen und 10 bei Rt inkubieren.

- Zugabe von 30 pl Phenol equilibriert mit Lsg. B kurz vortexen bis die
Suspension viskos wird.

- Zugabe von 150 pl NaOAc 3 M (pH 4,8), kurz schutteln und Inkubation fur
15" bei -20 °C.
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3.2.1.6

3.21.7

Zentrifugation fir 3 ° bei 13000 Upm, Uberstand ohne Phenol in ein
Eppendorfgefal’ Gberflihren.

Auffullen mit EtOH,, ., mehrfach invertieren, Inkubation fur 15" bei -70 °C.
Zentrifugation fir 3 ~ bei 13000 Upm, Verwerfen des Uberstandes.
Zugabe von 0,3 M NaOAc (pH 7.0) und resuspendieren des Pellets.
Auffullen mit EtOH,, ., mehrfach invertieren, Inkubation fur 15" bei -70 °C.
Zentrifugation fiir 3 “ bei 13000 Upm, den Uberstand moglichst vollstandig
verwerfen.

Zugabe von 1 ml EtOH,,, Zentrifugation fur 1" bei 13000 Upm, den
Uberstand verwerfen.

Trocknen des Pellets fur 5° im Vakuumkonzentrator.

Resuspendieren des Pellets in 50 pl RNase-A. bidest..

5 pl fur Restriktionskontrollspaltung (siehe 3.2.5.2) einsetzen.

Blattscheibentransformation

Vorbereitung der zu transformierenden Pflanzen

Fiar alle Arbeiten war eine sterile Werkbank Voraussetzung. Es wurde steriles
Werkzeug, wie Skalpelle, Flachpinzetten, Messer und Rasierklingen eingesetzt. Flr
die Transformation von Blattscheiben von N. benthamiana wurden Blattscheiben von
in-vitro Kulturpflanzen benutzt. Die Zusammensetzung der verwendeten Lésungen
befindet sich im Anhang 8.8.2.

Zugabe von 10 ml MS-Flussigmedium in Glaspetrischale.

Ausschneiden der Mittelrippe und Abschneiden des Blattrandes.
Anfertigen von Blattstiicken mit ca. 1 cm? Oberflache.

Auflegen der Blattscheiben auf das Flussigmedium ohne die nach oben
zeigende Blattunterseite zu benetzen.

Zugabe von 200 ul der Agrobakteriensuspension (s.0.) in die Petrischale.
Inkubation im Lichtthermostaten fur 48 h unter einem Blatt Papier leicht
abgedunkelt.

Entnahme der Blattstlickchen aus den Petrischalen.

Waschen der Blattstickchen 3-5 x in A. bidest. (autoklaviert) + 500 mg
Claforan/I.

-31-



3 METHODEN

- Auslegen der Blattsticke zum Trocknen auf steriles Filterpapier in
Petrischalen.

- Auslegen der Blattstliicke mit der Unterseite nach oben auf vorbereitete
T1-Platten.

- Vorsichtiges Andrucken der Blattstiicke; dabei mussen vor allem die
Blattrander Kontakt mit dem Medium bekommen (10 Blattstlicke/Platte).

- Die Blattstucke alle 2 Wochen auf frisches T1-Medium umsetzen.

- Nach 3-5 Wochen erscheinen die ersten Sprosse aus dem undif-
ferenzierten Kallus.

- Umsetzen der Sprosse mdglichst ohne Kallus zur Wurzelbildung auf
T2-Medium.

- Aus jedem Kallus nur einen Sprof} weiterkultivieren, um Doppeltestungen
des gleichen Transformationsereignisses zu vermeiden.

3.21.8 Regeneration und Selektion

Die durch A. tumefaciens LBA4404 transformierten Zellen der Blattscheiben erhielten,
durch Integration der T-DNA zwischen rechter und linker Grenze (RB/LB), neben
viralem Gen und gus-Gen eine Kanamycinresistenz (nptll). Nur transformierte Zellen
am Rand der Blattscheibe waren damit in der Lage auf T1-Medium Sprosse zu
regenerieren. Die nicht transformierten Zellen starben ab, welches durch
Chlorophyllverlust und Verbraunen der Blattscheiben sichtbar wurde. Die
Kanamycin-resistenten Sprosse wurden in Reagenzglaser mit T2- oder MS-Medium
umgesetzt und bis zur Ausbildung von deutlichen Wurzeln und Blattern im
Lichtthermostaten inkubiert. Teile von ersten Blattern konnten steril enthommen und
auf &-Glucuronidase Aktivitat (siehe 3.2.1.9) getestet werden.

3.21.9 a-Glucuronidase-Selektion (gus-Test)

Die potentiellen Transgenen sollten auf &-Glucuronidase Aktivitat getestet werden. Das
Enzym &-Glucuronidase (gus) kann von dem Substrat X-Gluc (5-Brom-4-Chlor
-3-Indolyl-Beta-D-Glucoronid) die Glucoronsaure abspalten. Nach oxidativer
Dimerisierung des Restes ensteht ein unloslicher indigoblauer Farbstoff. Der gus-Test
wurde nach Jefferson et al. (1987) und De Block & Debrouwer (1992) durchgefuhrt
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(siehe 8.8.3).

Die Blattstickchen der potentiell transgenen Sprosse aus Reagenzglasern wurden
ausgeschnitten und in ELISA-Platten Uberflhrt. Es erfolgte die Zugabe von 0,2 ml
Farbstofflosung in jede Vertiefung. Die Blattstickchen wurden mit der Losung fur 5-10°
vakuuminfiltriert. Eine Farbreaktion setzte mehrere Stunden nach der Infiltration und
Inkubation bei 37 °C ein. Eine Entfarbung des Chlorophylls mit EtOH, ., fur 5° liel3
eine bessere visuelle Unterscheidung zwischen gefarbten und ungefarbten Blatt-
stuckchen auch ohne Binokular zu.

Der gus-Test wurde ebenfalls zur Testung der transienten gus-Expression in ganzen
bombardierten Blattern (siehe 3.2.13.2) in groReren Volumina verwendet (5 ml/Blatt).
Fur die Praparation von Viruspartikeln, aus mit Farbstofflosung infiltrierten Blattern
nach erfolgter gus-Farbung, wurde auf eine Entfarbung mit EtOH,, ., verzichtet.

3.21.10 Erzeugung von T,/T,-Generation und Resistenztestung

Die Kanamycin-resistenten und gus-positiven regenerierten Pflanzen wurden aus den
Reagenzglasern entnommen, die Wurzeln von Medienresten durch Abwaschen mit
warmem Wasser gereinigt und in autoklaviertes TKS in 10er Topfe gepflanzt. Um ein
Austrocknen der Blatter bis zur Ausbildung funktionsfahiger Abschlussgewebe zu
verhindern, wurden die Pflanzen ca. eine Woche unter Plastikfolie mit zusatzlicher
Schattierung unter sonst normalen Gewachshausbedingungen gehalten. Zur
Abhartung wurde nach und nach die Folie geschlitzt und abschlielfend entfernt. Es
folgte ein Umsetzen der Pflanzen nach Bluhbeginn in 14er Tépfe. Im Gewachshaus
konnten die Pflanzen frei abblihen und bis zur Samenreife kultiviert werden. Die
Samen der T,-Generation wurden wie oben angegeben ausgesat und 15 Pflanzen
einer jeden transgenen Linie zur Resistenztestung gegen das PPV angezogen.

Die Resistenz gegenuber dem PPV konnte durch mechanische Inokulation von ca. vier
bis funf Wochen alten T,-Pflanzen bestimmt werden (siehe 3.1.2). Die Anzahl
infizierter Pflanzen wurde, nach dem Auftreten erster Symptome an gleichzeitig
inokulierten nichttransgenen N. benthamiana Pflanzen gleichen Alters, visuell bonitiert.
Die Bonitur der Virussymptome und der auftretenden Resistenzreaktion wurde, nach
Auftreten der ersten Symptome an nichttransgenen Pflanzen, alle zwei bis drei Tage
durchgefiuhrt. Bei Auftreten eines Erholungsphanomens (Recovery) wurde der
symptomfreie Neuzuwachs noch mindestens zwei weitere Wochen regelmallig
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bonitiert. Die Infektions-resistenten oder Recovery-resistenten Pflanzen wurden zur
Erzeugung von Samen der homozygoten T,-Generation bis zur Samenreife kultiviert.
Ein Resistenztest der Pflanzen der T,-Generation ermdglichte Aussagen zum
Aufspaltungsverhalten, bevor einzelne Linien selektiert und fur weitere Experimente,
wie der Bestimmung der transgenen Insertionen oder der Bestimmung der
Heterologen Enkapsidierung, herangezogen wurden.

3.2.1.11 Homozygotietestung

Ungefahr 200 Samen der einzelnen T,-Generation wurden zur Bestimmung der
Homozygotie oberflachensterilisiert (siehe 3.2.1.2) und auf MS-Medium unter Zusatz
von 400 mg Kn/ | MS-Medium ausgelegt (siehe 8.8.2). Sowohl transgene Kanamycin
-resistente und nichttransgene Samen keimten gleichermalfien. Nach dem Entfalten
der Keimblatter und dem Beginn der Photosynthese begann die herbizide Wirkung des
Kanamycins und nichttransgene Keimlinge starben ab. Fur weitere Untersuchungen
wurden ausschlie3lich homozygote T,-Linien verwendet.

3.2.2 Nachweis transgener Insertionen im Pflanzenmaterial

Die Theorie zum Nachweis der Anzahl transgener Insertionen im Pflanzengenom sei
kurz erlautert. Die Voraussetzung war das Vorliegen einer sehr sauberen
ungescherten genomischen pflanzlichen Gesamt-DNA. Diese Gesamt-genomische
DNA mufdte mit einem spezifischen Restriktionsenzym verdaut werden. Die
Restriktionsschnittstellen innerhalb der pflanzlichen Expressionskassette, zwischen
rechter und linker Integrationsgrenze des Ti-Plasmids, waren bekannt. Da das
Restriktionsenzym auch aul3erhalb der Integrationsgrenzen schnitt, entstanden fur jede
transgene Insertion unterschiedlich grof3e Restriktionsfragmente. Als Restriktions-
enzym wurde in diesem Fall EcoRV verwendet. Eine Abbildung der beiden in dieser
Arbeit verwendeten pflanzlichen Expressionskassetten mit den entsprechenden
Schnittstellen verdeutlicht das eben Beschriebene (Abb. 2). Diese Fragmente konnten
nach Verdau und “blotting” der Gesamt-DNA auf einer positiv geladenen
Nylonmembran mit Hilfe einer Sonde, die spezifisch mit einem Teil der
Expressionskassette hybridisiert, detektiert werden. Dabei sollten entsprechende
Positiv- und Negativkontrollen eingesetzt werden. Als Sonde wurde in dieser Arbeit ein
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Teil des 2x35S Promotors gewahlt, welcher in der gesamten pflanzlichen
Expressionskassette zweimal vorhanden ist (CP/HCpro-Promotor, gus-Promotor). Die
Anzahl der transgenen Insertionen liel3 sich anhand der variablen Fragmente, die von
jeder Insertion durch EcoRV-Verdau erzeugt wurden, bestimmen.

Bestimmung der Kopienzahl in transgenen Pflanzen

RB LB
Kpnl EcoRV EcoRV

A) ---- CP gus nptl —|~——-
2x35S 358 pnos

varilbel —L1 — 1992Bp —

RB EcoRV EcoRV LB
B) -——— "— CP-AT CP-AT nptil —|‘ -—-
358 | 36as 358 36As pno
Nib Nib

variabel ——— 1713 Bp

RB LB
Kpnl EcoRV EcoRV EcoRV
C)---- HCpro gus nptil ~|~ -—-
2x358 358 pnos
variabel —I I— 589 Bp_l
Abb. 2: Bestimmung der transgenen Kopienzahl in transgenen Pflanzen

Aufbau der binaren Ti-Plasmide: A): 4.30.45, 4.30.60. und neu erzeugte CP-Linien; B):
Linie 17.27.4.; C): neu erzeugte HCpro-Linien; EcoRV: EcoRV-Schnittstelle, 35S:CaMV
35S-Promotor, pnos: Nopalin Synthetase Promotor, npfll: Neomycinphosphotransferase
Il, gus: a-Glucuronidase, CP: Hullproteingen, HCpro: Helferkomponente Protease,
CP-AT: aphidenibertragbares CP, NIb: Nuclear Inclusion body b

3.2.21 Praparation von DNA aus Pflanzenmaterial

Zur Praparation von hochreiner pflanzlicher Gesamt-DNA wurde ein Extraktionskit
(ISO-Quick) der Fa. Eurogentec benutzt. Der Arbeitsablauf konnte mit leichten
Modifikationen aus der Anleitung des Extraktionskits Gbernommen werden (siehe
8.8.4).
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- Morsern von 200 mg frischem oder -70 °C Blattmaterial in N, flussig.

- Nicht mehr als 100-150 mg in ein vorgekihltes 2 ml Eppendorfgefal}
uberfuhren.

- Zugabe von 50 ul Proben-Puffer, warten bis das Material auftaut.

- Zugabe von 100 pl Lysis-Losung.

- Zugabe von 700 ul Extraktions-Matrix (vorher gut schutteln).

- Zugabe von 400 ul Extraktions-Puffer, bis zu 1 gut vortexen (nicht Ianger).

- Zentrifugation fur 10-15" bei 13000 Upm bei 4 °C.

- Uberfiihren von 400-500 pl Uberstand ohne Interphase in neues
Eppendorfgefal}.

- Zugabe von 40-50 ul Natriumacetat und 440-550 pl Isopropanol (-20 °C).

- Vorsichtig invertieren, um Nukleinsauren zu prazipitieren.

- Zentrifugation fur 15" bei 4 °C und 13000 Upm.

- Waschen des Pellets mit 1 ml EtOH,,.

- Zentrifugation fur 10" bei 4 °C und 13000 Upm.

- Trocknung des Nukleinsaurepellets nach EtOH-Abnahme fur 15 bei Rt.

- Resuspendieren in 100 yl RNase TE 10/0,1 pH 8.0 (Plasmidmini-
praparation).

- Auftragen von 5 pl auf ein Agarosegel und Standard-Gelelektrophorese.

- Abschatzen der DNA-Ausbeute fur Restriktion von annahernd gleichen
Mengen.

3.2.2.2 Restriktionsverdau von Pflanzen-DNA

Die gesamte Pflanzen-DNA wurde in einem Gesamtvolumen von 200 ul mit 50
Einheiten von EcoRV unter Zusatz des entsprechenden Restriktionspuffers (20 pl
Promega-Yellow) fur 4-5 h bei 37 °C verdaut. Der vollstandige Verdau wurde mittels
Standard Gelektrophorese eines 5 ul Aliquots Uberpruft. Bei einem vollstandigem
Verdau war auf dem Kontrollgel keine Bande genomischer hochmolekularer DNA mehr
zu sehen, sondern ausschliel3lich Abbauprodukte unterschiedlicher Grolie.
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3.2.2.3

Southern-Transfer von Pflanzen-DNA zur Hybridisierung

Der Southern Transfer wurde in Anlehnung an Sambrook et al. (1989) durchgefuhrt
(siehe 8.8.5):

Einengen des 195 pl Restvolumens des Verdaus im Vakuumkonzentrator
auf ca. 25 pl.

Auftragen von 12,5 ul auf ein 1 %-iges Gibco-pure Agarose-Gel ohne EtBr.
Auftrennstrecke mindestens 10-12 cm und Nachfarbung in TAE plus 40 ul/I
einer EtBr-Stammlosung von 10 mg/ ml far 10°".

Herstellen eines Dokumentationsfotos mit Grollenstandard zur
anschlieRenden Probenlokalisation.

Depurinierung fir 10" in der Kunststoffarbeschale mit
Depurinierungslosung.

Denaturierung fur 40°, nach 20" Denaturierungslosung wechseln.

Spulen des Gels mehrfach mit A. bidest..

Neutralisierung des Gels fir 30°, nach 15" Neutralisierungslésung
wechseln.

Zuschneiden von ca. 20 Lagen Whatman 3M und Filterpapier auf
Gelgrole.

Spulen des Gels sowie Einlegen von Whatman 3M und Hyb.-Filter in 2x
SSC.

Zusammenbau eines blasenfreien Standardkapillarblots (siehe 8.8.5).
Abkleben der Kanten des Gels mit Parafilm um Pufferkurzschluss zu
vermeiden.

Durchfuhrung des Neutralkapillarblot G.N. mit 20 x SSC.

Abbau des Blots, Markierung der Membranruckseite mit Kugelschreiber.
Fixierung der DNA (crosslinking bei € = 302 nm) mit UV-C, jede
Membranseite fur 45°°-1" bestrahlen.

Waschen der Membran fur 3" in 2 x SSC .

Backen der Membran fur 10" bei 80 °C zwischen zwei Lagen Whatman 3M
Papier.

Als Membran wurde positiv geladene Nylonmembran (Nylon-Bind-B, Serva) eingesetzt.
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3.2.24 Sondenherstellung

Als Sonde zur Detektion von transgenen Insertionen wurde Ublicherweise ein Teil der
pflanzlichen Expressionskassette gewahlt. Ein Nachweis der Sonde nach der
Hybridisierung wurde durch den Einbau von mit Digoxigenin markierten Nukleotiden
(DIG-11-dUTPs) (Boehringer/Mannheim) in die Sonde durchgeflhrt. Das eingebaute
Digoxigenin lafdt sich Uber einen spezifischen Antikorper detektieren. Diese Methode
ermoglicht den sensitivsten Nachweis auch von Einzelkopiegenen (Boehringer/
Mannheim). Sie liegt in der Nachweisempfindlichkeit bei Einzelkopiegenen aus
genomischer DNA. Der Einbau von DIG-11-dUTP sollte Uber die PCR in die Sonde
erfolgen. Die Zusammensetzungen der Losungen fur die durchgefuhrte PCR-Reaktion
sind im Anhang 8.8.6 zu finden. Der Einbau von DIG-11-dUTP mittels PCR wurde
nach einem Protokoll aus Lahaye et al. (1996) durchgefuihrt. Der Reaktionsansatz und
das entsprechende PCR-Programm zur Sondenamplifizierung sind im Anhang 8.8.6 zu
finden.

Ein Aliquot der Sonde konnte Uber Gelelektrophorese, neben dem ungelabelten
PCR-Fragment aus dem Sondenplasmid, auf den Einbau von DIG-11-dUTP Uberpruift
werden. Aufgrund des hohen Molekulargewichtes von DIG-11-dUTP im Vergleich zu
dTTP lief das gleich grol’e PCR-Fragment im Agarosegel wesentlich langsamer.

Herstellung einer Positivkontrolle

Zum Zweck der Herstellung einer Positivkontrolle wurde von der Minipraparation des
Sondenplasmids eine Verdunnungsreihe hergestellt (1/20, 1/100, 1/200, 1/500, 1/1000
und 1/10000). Von diesen Verdunnungsstufen wurde jeweils 1 pl auf ein Stlck
Nylonmembran getropft. Die Depurinierung, Denaturierung, Neutralisierung und das
Spulen in 20 x SSC und 2 x SSC wurde jeweils fur 5° auf mit den Lésungen
angefeuchtetem Whatman 3M Papier durchgeflhrt. Die UV-Fixierung, das Backen und
alle Hybridisierungsschritte waren gemeinsam mit der Membran durchzufiahren.

Bestimmung der Sondenkonzentration

Die Sensitivitat und der Hintergrund bei der Hybridisierung sind von der
Sondenkonzentration stark beeinfluf3t. Um abschatzen zu kdnnen, in welcher Menge
die Sonde fur die Hybridisierung einzusetzen war, mufte ihre Konzentration bestimmt
werden. Von der DIG-11-dUTP markierten pBR328 Kontroll DNA (ca. 1 ng/ pl) wurde
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eine Verdunnungsreihe von 1/100-1/100000 (10 pg-0,01 pg/ ul) in TE-Puffer (10/0,1)
hergestellt. Auf die Testmembran wurde von jeder Verdlinnung je 1 pl getropft. Die
markierte Sonde sollte 1/50 verdunnt und auch davon eine Verdunnungsreihe
1/10-1/100000 hergestellt werden. Von jeder Verdinnung war 1 pl auf die Membran
aufzutropfen.

Die DNA wurde durch UV-C (jede Seite 45°") an die Membran gebunden. Es folgte
eine Behandlung fur 1 h mit 2 % “blocking-" Reagenz im Maleinsaure-Puffer unter
sanftem Schaukeln. Es folgte eine Inkubation im gleichen Puffer unter Zugabe von
Anti-DIG-AP 1/5000 verdunnt far 30°. Abschliefend wurde die Membran 2 x 15 in
Maleinsaure-Puffer plus Tween-20 (0,3 %) gewaschen. Es folgte der Nachweis der
Alkalischen Phosphatase mit dem Farbstoffsystem NBT/BCIP. Die Membran wurde fr
2" in “detection-" Puffer aquilibriert. Der Puffer wurde entfernt und es folgte die Zugabe
von 10 ml “detection-" Puffer + 50 yl NBT + 37,5 pl BCIP Stammldsungen. Nach der
Inkubation im Dunkeln fir 20" konnte Uber einen Vergleich der Blaufarbung und die
DNA-Konzentration der Sonde abgeschatzt werden. Fir die Hybridisierung galt als
Richtwert der Einsatz von 10-20 ng Sonden-DNA/mI Hybridisierungslosung.

3.2.2.5 Hybridisierung

Die einzelnen Schritte der Hybridisierung wurden, wie auch die Bestimmung der

Sondenkonzentration in Anlehnung an “The DIG system user’s guide for filter

hybridisation” (Boehringer Mannheim), mit leichten Modifikationen durchgefihrt.

- Einschweilden der Membran in einen Folienbeutel.

- Zugabe von 50 ml DIG-Easy-Hybridisierungslosung.

- Inkubation flr 3 h bei 42 °C im Hybridisierungs-Glasréhrchen.

- Aufkochen der Sonde im Eppendorfgefal® fir 10” bei 95 °C, anschlielend
Abkuhlung auf Eis.

- Zugabe der entsprechenden Menge Sonde zu 10 ml DIG-Easy-Hyb
(vorgewarmt).

- Austausch der Prahybridisierungslésung und Hybridisierung U.N. bei 42 °C
im Hybridisierungs-Glasrohrchen.

- Aufbewahrung der benutzten Sonde bei -20 °C in autoklaviertem sauberen
Gefal.
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3.2.2.6

3.2.3

Durchfihrung aller Waschschritte in autoklavierten Hybridisierungs-
rohrchen.

Waschen fur 2 x 10" mitje 0,512 x SSC, 0,1 % SDS bei RT.

Waschen fur 2 x 15" mitje 0,510,1 x SSC, 0,1 % SDS bei 60 °C.

Sondennachweis (“Chemoluminescent detection”)

Durchfuhrung des Sondennachweis in Kunstoffschalen, mit A. bidest. und
EtOH,,, gespdult.

Aquilibrieren der Membran fiir 2” in Maleinsaure-Puffer.

Schaukeln der Membran in 100 ml 2 % Blocking-Losung fur 1 h bei Rt.
Verdinnung von Anti-DIG-AP 1/6000 in Blocking-Losung (3,3 pl/20 ml).
Austausch der Blocking-Lésung, fur 30° bei Rt leicht schaukeln.

In neuer sauberer Schale die Membran fur 3x 10" in je 250 ml
Maleinsaurepuffer 0,3 % Tween-80 leicht schaukeln.

Aquilibrieren der Membran in Detection-Puffer fur 5°.

Abtropfen der Membran und auf Plastikfolie feucht auflegen.

Zugabe von 1 ml 0,25 mM CDP-Star (25 mM Lsg. 1/100)

Entfernen der Luftblasen, Inkubation fur 5° bei Rt.

Wegstreichen von Uberschussigem Reagenz, Folie verschweil3en.
Auflegen eines Rdntgenfilms fir 15°-1 h zur Autoradiographie.

Praparation viraler RNA aus Pflanzenmaterial

Die virale RNA wurde zur Amplifizierung mittels RT/PCR und anschlielRender
Klonierung prapariert. Die Praparation der Gesamt-RNA konnte teilweise von der
deutlich schnelleren Gesamtnukleinsaure-Praparation abgelost werden.

3.2.31

Gesamt-RNA Praparation

Die im folgenden beschriebene Praparation von Gesamt-RNA aus Blattmaterial von N.
benthamiana Pflanzen erfolgte nach einer modifizierten Methode von Verwoerd et al.

(1989):
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Morsern von 250-300 mg Blattmaterial in 300-400 pl 0,03 M
HEPES-Puffer.

Uberfiihren des PreRsaftes in ein Gemisch aus 300 ul Phenol und 300 pl
RNA-Extraktionspuffer (80 °C), fur 30“ mischen.

Zentrifugation von 5 “ bei 13000 Upm, Abnahme der oberen walrigen
Phase.

Zugabe von gleichem Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zur
Entfernung der Phenolspuren.

Zentrifugation fur 5 ~ bei 13000 Upm, Abnahme der oberen walrigen
Phase.

Mischen mit dem gleichen Volumen 4 M LiCl, Fallung U.N. bei 4 °C.
Zentrifugation fur 20 “ bei 13000 Upm und 4 °C.

Vollstdndiges Entfernen des Uberstandes und Trocknung des Pellets im
Vakuumkonzentrator fur 5-10".

Resuspendieren des Pellets in 190 ul RNase freiem A. bidest..

Zugabe von 5 pl RQ1DNase (1 U/pl) und 5 pl 0,3 M MgCl,-LAsung.
Inkubation fur 30" bei 37°C (DNase-Verdau).

Durchfihrung eines Proteinase K Verdaus (s.u.).
Phenol/Chloroform-Extraktion durchfihren.

Prazipititation der Gesamt-RNA mit Natriumacetat/Ethanol-Fallung.
Resuspendieren der Gesamt-RNA in 50 ul (TE 10/0,1 pH 8.0, RNase-frei).
Kontrolle von 5 pl im Standard-Agarosegel auf Ausbeute und eventuelle
RNase Kontamination; RNA-Menge fiur RT/PCR abschatzen.

Die Gesamt-RNA kann direkt in die RT/PCR eingesetzt werden, um die virale RNA, die
in der Gesamt-RNA enthalten ist, spezifisch zu amplifizieren.

3.2.3.2

Proteinase-K Verdau zur Isolierung von RNA aus Nukleoprotein

Zugabe zur Nukleinsaurelésung von 1/10 Vol. Proteinase-K (20 mg/ ml)
und 2 x Vol. Proteinase K-Puffer, Inkubation fur 30" bei 37 °C.
Reinigung der Losung von Proteinase K durch eine Phenol/Chlorofom
Extraktion mit anschlielfender Natriumacetat/Ethanol-Fallung.
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3.2.3.3 Phenol/Chloroform-Extraktion

Mit der Phenolextraktion wurde DNA bzw. RNA von Proteinen gereinigt.

Dazu wurde die Probe mit dem gleichen Volumen TE-Phenol (redestilliert und aquili-
briert in TE 10/1, Fa. Roth) gemixt und zur Trennung in untere phenolische Phase,
Interphase und obere walrige Phase bei 13000 Upm flr 4" zentrifugiert. Anschliel3end
wurde die waldrige Phase zur Entfernung von Phenolspuren mit dem identischen
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24/1) gemischt und wie oben zur
Phasentrennung zentrifugiert. Abschlie3end konnte die DNA bzw. RNA aus der oberen
walrigen Phase mit Natriumacetat/Ethanol gefallt werden. Die Phenolzugabe im
ersten Schritt konnte auch durch 1/1 Vol. Phenol/Chloroform ersetzt werden.

3.2.34 Gesamtnukleinsaure-Praparation “total nucleic acid” (TNA)

Diese Methode ist eine Modifikation der TNA-Extraktionsmethode nach White & Kaper

(1989) und Dr. L. Palkovics (personliche Mitteilung) mit modifiziertem

Extraktionspuffer. Sie wurde zur TNA-Praparation aus Blattmaterial von N.

benthamiana Pflanzen zur Verwendung in RT/PCR eingesetzt.

- Ausstechen von zwei Blattscheiben im 1,5 ml Eppendorfgefaly durch
Deckelschlief3en.

- Morsern der Blattscheiben und Zugabe von jeweils 600 ul
Extraktionspuffer und TE/Phenol, Zentrifugation fur 5-10" bei 13000 Upm.

- Phenol/Chloroform Extraktion gefolgt von Chloroformextraktion
durchfihren.

- Zugabe von 1 ml EtOH,,, (-20 °C), Zentrifugation fur 5-10" bei 13000 Upm.

- Waschen des TNA-Pellets mit 1 ml EtOH,,,( -20 °C).

- Resuspendieren des Pellets in 60 yl TE 10/0,1 pH 8,0 (RNase-frei).

- Zentrifugation fur 1" bei 13000 Upm.

- Uberfiihren des Uberstandes in ein neues Eppendorfgefal.

- Kontrolle von 5 pl im Standard-Agarosegel auf Ausbeute und eventuelle
RNase Kontamination, abschatzen der RNA-Menge fur RT/PCR.
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3.24 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein sensitives Verfahren zum Nachweis oder zur
Klonierung von Nukleinsduren, da sie es ermoglicht in-vitro groe Mengen einer
spezifischen DNA-Sequenz zu erzeugen. Die PCR wurde zur in-vitro Mutagenese
(siehe 3.2.4.4), Sondenmarkierung fur Hybridisierung (siehe 3.2.2.4) und zum
Nachweis von Viren und Virusrekombinanten eingesetzt. Sie kann auch zur
Sequenzierung verwendet werden. Die Methode wurde erstmals von Mullis & Faloona
(1986) durchgefiuhrt. Durch sie kénnen einzelne Nukleinsdauren aus
unterschiedlichsten biologischen Materialien oder auch
Gesamtnukleinsaurepraparationen nachgewiesen werden, indem sie spezifisch
amplifiziert werden.

Eine wichtige Voraussetzung flir die PCR flur eine spezifische Amplifizierung ist die
Kenntnis der zu detektierenden oder zu amplifizierenden Nukleotidsequenz. Weiter
mussen zwei synthetische Oligonukleotidprimer (3’- und 5’-Primer) zur Verfigung
stehen, die die Randbereiche der zu amplifizierenden Sequenz flankieren. Der
5°-Primer muld eine Sequenz komplementar (“sense”) zum gegensinnigen Strang
besitzen, der 3"-Primer zum sinnigen Strang komplementar (“antisense”) sein (daher
auch “sense” und “antisense”-Primer genannt). Die Tag-Polymerase ist eine DNA
abhangige DNA-Polymerase, die die DNA-Synthese in 5’-3’ Richtung katalysiert. Das
Enzym stammt aus dem Bakterium Thermus aquaticus. Dieser Organismus ist an
heilRe Habitate adaptiert, so dal seine Enzyme eine grolRe Hitzestabilitat
(Thermostabilitat: bis zu 100 °C, Temperaturoptimum der Enzymaktivitat: 72 °C)
aufweisen (Saiki et al., 1988). Die heute verwendeten Taqg-Polymerasen sind
uberwiegend rekombinant. Mittlerweile sind hitzestabile Polymerasen aus
verschiedenen Organismen isoliert, die teilweise auch RNA abhangige DNA
Polymeraseaktivitat (Reverse Transkriptase) oder zusatzliche Korrekturlesefahigkeit
(5°-3" Exonukleaseaktivitat) besitzen. Die freien 3'-Hydroxyl-Gruppen der angelagerten
Oligonukleotidprimer dienen der Tag-Polymerase als Startpunkt fur die Synthese
neuer DNA-Strange. Fur die Aktivitat der Tag-Polymerase sind neben Startstellen fur
die Synthese (Matrize, Oligonukleotidprimern), Reaktionsbedingungen wie MgCl,
Konzentration und eine Temperatur von 72 °C, bestimmte Salzkonzentrationen
(Reaktionspuffer) und ein Uberschul® an Desoxyribonukleotidtriphosphaten (dNTP)
notwendig. Fur die Primer gelten spezifische Hybridisierungstemperaturen, die von
Faktoren, wie Molekulargewicht, Konzentration, G:C-Gehalt, Salzkonzentration und
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palindromischen Sequenzen abhangig sind und fiur jedes Primerpaar neu berechnet
werden mussen. Die Auswahl der Primer fur die unterschiedlichsten Anwendungen,
wie Mutagenese, Sequenzierung oder Klonierung fand mit dem Programm Oligo oder
Vector NTI (siehe 3.6) statt.

Die Amplifizierungsreaktion, die in Thermocyclern durchgefihrt wird, besteht aus drei

sich zyklisch wiederholenden Phasen mit unterschiedlichen Temperaturen:

1. Denaturierung: Die DNA-Molekule werden durch Erhohung der Temperatur auf
94°C denaturiert.

2. Anlagerung: Die Temperatur wird auf eine flr die eingesetzten Primer optimale
Anlagerungstemperatur abgesenkt. Wahrend der
Temperatursenkung lagern sich die im Uberschul® vorhandenen
Primer an die zu ihnen komplementare DNA-Sequenz an.

3. Synthese: Bei einer Temperatur von 72 °C synthetisiert die DNA-Polymerase
(5°-3’ ) die beiden komplementaren Strange aus den
zugegebenen dNTP.

Bei jedem Zyklus wird die Anzahl der DNA-Molekule verdoppelt, so dafd nach n Zyklen

2" Molekule entstanden sind.

3.24.1 Primer

Eine Tabelle mit den in dieser Arbeit verwendeten Oligonukeotid-Primern befindet sich
im Anhang 8.8.12. Die Primer wurden von der Fa. Gibco BRL synthetisiert, als
lyophylisierte Proben geliefert und in einer Stammlosung mit einer Konzentration von
100 uM (TE 10/0,1 pH 8,0) angesetzt. Die Arbeitslésungen hatten eine Konzentration
von 10 yM.

3.24.2 Reverse-Transkription/PCR (RT/PCR)

Um virale sinnpositive ssRNA mit der PCR amplifizieren zu kbnnen, mufte zuvor eine
komplementare DNA (cDNA) hergestellt werden. Hier bediente man sich eines
Enzyms mit Reverser Transkriptaseaktivitat (RNA abhangige DNA-Polymerase). Hier
wurde die rekombinante AMV (Avian myeloblastosis virus) Reverse Transkriptase (RT)
eingesetzt. Sie besitzt ihr Temperaturoptimum bei 42 °C und bendtigt wie die
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Taqg-Polymerase freie 3"-Hydroxyl Gruppen als Startstellen zur Synthese. Der 3’-Primer
ist komplementar zum 3’-Ende des Sinnstranges (positiver Strang) der RNA. Nach der
Anlagerung des Primers dient dieser zunachst fur die Reverse Transkriptase und in
der darauffolgenden PCR fur die Tag-Polymerase als Startstelle. In beiden Fallen wird
der negative gegensinnige Strang synthetisiert. Die Tag-Polymerase beginnt die
Synthese mit der durch die RT hergestellten cDNA. Ein Standard RT-PCR
Temperaturprogramm (RNA-RT), welches in dieser Arbeit zur Amplifizierung von
CP-Bereichen unterschiedlicher Potyviren benutzt wurde, befindet sich im Anhang
8.8.14. Dort ist ebenso ein Standardreaktionsmix fur die RT/PCR angegeben.

3.2.4.3. Immunocapture-RT/PCR (IC-RT/PCR)

Die IC-RT/PCR wurde nach einer Methode von Lanneau & Candresse (1993)

durchgefuhrt. Dieses Verfahren kombiniert eine serologische Methode mit der

Reversen Transkription Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR). Diese Methode ist

effektiv, um virale Nukleinsauren nachzuweisen oder zu amplifizieren, da keine

aufwendige RNA-Praparation notwendig ist. Die einzige Voraussetzung ist das

Vorhandensein eines spezifischen Antiserums, welches Viruspartikel aus Pre3saften

infizierter Pflanzen an die Oberflache von Reaktionsgefalien bindet. Aus diesem

Grund eignete sich die IC-RT/PCR nicht zum Nachweis von Hullproteinchimaren des

PPV-NAT (siehe 4.5.3). Die Nukleinsaure wird, Uber die Reaktionsbedingungen

gesteuert, aus den Viruspartikeln freigesetzt und die PCR kann ohne weitere

Nukleinsaurepraparationen durchgefihrt werden. In dieser Arbeit wurden Teile des

PPV-Genoms nach der IC mit dem Antiserum gegen rekombinantes PPV-CP (AS 570)

amplifiziert. Die Reaktion wurde folgendermalfien durchgefuhrt (siehe 8.8.14):

- Durchfihrung der Reaktion in 0,2 ml Eppendorfgefalien.

- Verdinnung des Antiserums 1/1000 mit Coating-Puffer.

- Zugabe von 100 ul Antiserumverdinnung pro Eppendorfgefald fir jede
Probe.

- Inkubation fur 3-4 h bei 37 °C (Anlagerung der Antikorper an die
GefalRwand).

- Waschen 3 x fur 5" mit PBS-T.

- Herstellung des Pflanzenprel3saftes 1/30 w/v verdinnt in Probenpuffer.

- Zentrifugation fur 1” bei 13000 Upm.
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- Zugabe von 100 pl Pflanzenprefsaft in das beschichtete Eppendorfgefald.

- Inkubation U.N. bei 4 °C.

- Wiederholung des Waschschrittes 3 x mit PBS-T.

- Zugabe des RT/PCR Reaktionsmixes mit dem jeweiligem Template und
Gleichbehandlung von entsprechenden Kontrollen.

3.24.4 PCR-Mutagenese

Zum Zweck der PCR-Mutagenese, die an Plasmiden durchgeflihrt werden sollte, wird
als Template 2 pl einer 1/200 Verdlinnung einer Plasmidminipraparation mit den
entsprechenden Mutageneseprimern eingesetzt. Der generell verwendete Reaktions-
ansatz und das PCR-Programm befinden sich im Anhang 8.8.15.

3.25 Klonierung

In diesem Kapitel sind samtliche in dieser Arbeit verwendete Methoden aufgelistet, die
zur Klonierung benutzt wurden. Plasmide sind extrachromosomale ringférmige
DNA-Elemente, die Uber einen Replikationsursprung (ColEl) verfugen und damit
autonom in E. coli repliziert werden. Alle Plasmide, die fur Klonierungen verwendet
werden, besitzen verschiedene Markergene (siehe 8.2), die eine Selektion in E. coli
ermdglichen. Mit Hilfe von Restriktionsenzymen und T4-DNA-Ligase kdnnen
Nukleinsauresequenzen in Plasmide eingefugt werden und nach Transformation in E.
coli vermehrt werden.

Wenn nicht anders erlautert, beinhaltet der Begriff “Klonierung” im Ergebnisteil immer:
2. Praparativer Restriktionsverdau mit Elektrophorese von Vektor und Insert.

2. Vorbereitung des Vektors zur Klonierung.

3. Praparation von Nukleinsauren aus Agarosegelen.

4, Ligation, Transformation, und Selektion.

5. Plasmidpraparation und Restriktionsverdau, sowie Herstellung von

Dauerkulturen.
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3.25.1 Prazipitation von Nukleinsauren (Natriumacetat/Ethanol-Fallung)

Die Proben wurden nach Zugabe von 0,1 x Vol. Natriumacetat-Losung (3 M, pH 5,5)
und 2,5 x Vol. EtOH,, (-20 °C) fur 30" bei -20 °C inkubiert, um die Nukleinsauren zu
prazipitieren (siehe 8.8.16). AnschlieRend wurde fur 15" bei 13000 Upm und 4 °C
zentrifugiert. Das Pellet mu3te durch Zusatz von EtOH,,, und nachfolgender
Zentrifugation fir 10° bei 13000Upm gewaschen werden. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet unter Vakuum getrocknet. AbschlielRend konnte das Pellet in
der entsprechenden Menge TE 10/0,1 pH 8,0 aufgenommen werden. Die Lagerung
der Nukleinsaureproben erfolgte bei -20 °C.

3.2.5.2 Restriktionsverdau analytisch und praparativ

Der Verdau von Nukleinsauren mit Hilfe von sequenzspezifischen Restriktions-
endonukleasen wurde in dieser Arbeit zu unterschiedlichen Zwecken durchgefuhrt. Die
Rekombinante Plasmid-DNA aus bakteriellen Plasmidminipraparationen (siehe 3.2.8)
wurde mittels Restriktionsverdau nach der Klonierung analysiert. Des weiteren wurden
PCR-Fragmente, DNA-Fragmente aus rekombinanten Plasmiden und Plasmide mit
Restriktionsendonukleasen zur Klonierung (Ligation) mit anschlielender
Transformation von E. coli vorbereitet.

Kontrollverdau von Plasmidminipraparationen:

- Einsatz von 3-5 ul Plasmid-DNA.

- Zugabe von 1,5 pl 10 x Restriktionspuffer (enzymspezifisch).

- Zugabe von 8 - 10 U Restriktionsenzym.

- Zugabe von A. bidest. ad. 15 pl.

- Inkubation fur 60-90" bei 30 °C oder 37 °C je nach Reaktionsbedingungen.
- Standard-Gelelektrophorese (siehe 8.8.17).

Prapaparativer Restriktionsverdau zum Zweck der Klonierung:

- Einsatz einer variablen Menge eines Plasmides oder PCR-Fragmentes.
- Zugabe von 4 pl 10 x Restriktionspuffer (passend zum Enzym).

- Zugabe von 8 - 10 U Restriktionsenzym.

- Zugabe von A. bidest. ad. 40 pl.
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- Inkubation fur 60-90" bei 30 °C oder 37 °C je nach Reaktionsbedingungen.
- praparative  Gelelektrophorese (siehe 3.2.5.4) und anschliel3ender
Praparation der DNA-Fragmente aus dem Gel.

3.25.3 Auffillen uberstehender einzelstrangiger DNA-Bereiche nach
Restriktion

Einzelstrangige 5’-Uberstehende DNA-Bereiche (“sticky-ends”), die als Produkt von

Restriktionsenzymen erzeugt wurden, konnten mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der

DNA-Polymerase von E. coli zu stumpfen nicht Uberstehenden Enden (“blunt ends”)

“aufgeflllt” werden. Diesen Vorgang machte man sich bei der Klonierung oder

Mutagenese zu nutze. Der Reaktionsansatz wurde hier folgendermalien durchgefuhrt:

- Ansatz der Restriktion im Ansatzvolumen von 60 pl.

- Kontrolle von 20 ul des Restriktionsverdaus mittels Standard
Gelelektrophorese; Restvolumen der Auffullreaktion 40 ul.

- Zugabe von 2 pyl Restriktionspuffer React 2 (Fa. Gibco) oder 2 yl 200 mM
MgCl, (10 mM).

- Zugabe von 4 ul 2 mM dNTP und 1U Klenow-Fragment.

- Inkubation fur 20' bei 37 °C

Sollte ein weiterer Restriktionsverdau durchgefuhrt werden, muf3te zuvor das
Klenow-Fragment durch Phenol/Chloroformextraktion entfernt werden. Es folgten eine
Auftrennung Uber LM-Gel, QlAex-Extraktion (siehe 3.2.5.5) und der Einsatz eines
Aliquots zur Ligation.

3.2.5.4 Agarose Gelelektrophorese analytisch und praparativ

Die DNA-Molekule wandern als Polyanionen im elektrischen Feld. Die Wanderungs-
geschwindigkeit hangt von der elektrischen Feldstarke, der Nettoladung des Moleklls
und dem Reibungskoeffizienten ab. Letzterer wird durch die Gestalt und GrolRe des
Molekuls sowie durch die Viskositat des Mediums bestimmt. Die Verwendung von
Gelen als Matrix erlaubt eine einfache Handhabung und die weitgehende Eliminierung
von stérenden Einflissen durch Konvektionsstrome. Der sogenannte Molekular-
siebeffekt verbessert die Auflésung. Kleine Moleklle wandern schneller durch das
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porose Material, wahrend grof3e Molekule sich nahezu stationar verhalten. Als Matrix

werden polymere Verbindungen wie Agarose und auch Polyacrylamid eingesetzt.

Durch die Veranderung der Konzentration kann das System an unterschiedliche

Materialgrof3en angepaldt werden. Da die Laufstrecke und die Fragmentgrof3e nicht in

einem linearen Zusammenhang stehen, konnen die Werte fur die Molekulgroen

statistisch mit Hilfe der exponentielle Regressionsanalyse ermittelt werden. Dabei kann

eine Schatzwertanalyse durchgeflhrt werden, die den gemessenen Laufstrecken der

Fragmente die errechneten Fragmentgrof3en zuordnet. Allerdings eignet sich dieses

Verfahren nur fur streng exponentielle Zusammenhange. Da diese bei dem Modell der

Gelelektrophorese nur in bestimmten Wertebereichen vorliegen, ist eine graphische

Auswertung wesentlich genauer. Dies gilt insbesondere fir kleine Fragmente. Daher

wurde im folgenden auf dieses Verfahren zurtckgegriffen.

Zur Herstellung eines 1 %-igen Agarosegels (Fragmentgrof3en 500- 15000 Bp) wurde

folgendermalen vorgegangen (siehe 8.8.17):

- Ldsen von 0,5 g/1 g Agarose in 50 ml/ 100 ml 1 x TAE-Puffer bei 100 EC.

- Zugabe von 1,5 pl/ 3 pl EtBr (7,5 mg/ ml) nach Abkuhlen auf ca. 60 °C.

- Gielden in einen Geltrager und Einflhren eines Probenkamms (20 ul
Vol./Tasche).

- Einlegen des Gels in die horizontale Elektrophoresekammer (0,5 x
TAE-Puffer gefullt); das Gel mul vollstandig mit Puffer bedeckt sein.

- Versetzen der Nukleinsaureproben von 15 pl Volumen mit je 4 ul
Gelbeladungspuffer und Einflllen der Proben in die Geltaschen.

- Auftragen von 4 pl des Langenstandards é-Pstl.

- Einlaufen der Proben ins Gel bei 80 V/ 260 mA, Gellauf bei 120 V/ 260
mA.

Die nach Grole aufgetrennten Nukleinsauren wurden auf einem UV-Transilluminator

(¢ = 312 nm) sichtbar gemacht und mit einer Videoeinrichtung mit Rotlichtfilter

fotografiert. Die doppelstrangige DNA interkalierte reversibel mit Ethidiumbromid (EtBr)

und fluoreszierte dann stark im UV-Licht. Eine Tabelle der Fragmentgrof3en von é-Pstl

befindet sich im Anhang 8.8.17.

Praparative Gelelektrophorese
Um doppelstrangige DNA aus Agarosegelen praparieren zu kdnnen, mufite eine Matrix
mit einem niedrigeren Schmelzpunkt, als der der zu praparierenden DNA eingesetzt

-49-



3 METHODEN

werden, damit beim Schmelzen der Matrix die DNA nicht denaturiert. Fur diesen
Zweck wurde LM-Agarose (“low-melting”), mit eingefiihrten Hydroxyethylgruppen in die
Polysacharidkette zur Erniedrigung des Schmelzpunktes, eingesetzt. Die Herstellung
des horizontalen Gels erfolgte wie oben beschrieben. Weiterhin waren die
Einlaufspannung auf 60 V und die Gellaufspannung auf 80 V reduziert, damit sich das
Gel nicht zu stark erwarmte und eventuell schmolz.

3.25.5 Praparation von Nukleinsauren aus Agarosegelen (QlAex)

Die Uber das Agarosegel separierten Nukleinsaurefragmente (PCR-Produkte,

DNA-Fragmente, Vektorfragmente) muf3ten zunachst von Nukleotiden, Primern,

Polymerasen und Restriktionsenzymen gereinigt werden, bevor sie fur Ligationen und

Klonierungen eingesetzt werden konnten. Um die DNA aus dem Agarosegel zu

isolieren, wurde mit dem QIlAex Il Gel Extraction Kit der Firma Qiagen nach den

Angaben des Herstellers gearbeitet. Die entsprechenden Banden der DNA wurden auf

dem UV-Tisch mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefal’

uberfuhrt.

Die Praparation fand nach folgendem Protokoll statt (siehe 8.8.18):

- Zugabe zum Gelstuck von 400 yl QX1-Puffer und mischen, bis das Gel
gelost ist; Zugabe von 8-10 ul Glasmilch.

- Inkubation im Heizblock bei 56°C fur 10" (alle 2" mischen ).

- Zentrifugation fur 30" bei 13000 Upm.

- Resuspendieren des Pellets in 500 yl QX1-Puffer.

- Zentrifugation fur 30" bei 13000 Upm.

- Zweimalige Aufnahme in 500 pl PE-Puffer und Zentrifugation fur 307",

- Vollstandige Abnahme des Uberstandes.

- Trocknung des Pellets im Heizblock oder Vakuumkonzentrator.

- Trennung der DNA von der Glasmilch durch Resuspendieren des Pellets
in 25 yl TE 10/0,1 pH 8,0.

- Inkubation flr 5” bei Rt und Zentrifugation fir 30" bei 13000 Upm.

- Abnehmen des Uberstandes und Uberflihnren in ein neues
Eppendorfgefal}.

Die auf diese Art und Weise gereinigte DNA konnte fur Ligationen verwendet werden.
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3.25.6 Saulenreinigung von PCR-Produkten (QlAquick)

Bevor die PCR-Produkte zur Klonierung eingesetzt werden konnten, mufite der

PCR-Reaktionsansatz von Nukleotiden, amplifizierten Primern und Polymerasen

gereinigt werden. Fur diesen Zweck wurde ein Reaktionskit der Fa. Qiagen verwendet

(QlAquickspin PCR Purification Kit) (siehe 8.8.19):

- Zugabe von 500 pl PB1-Puffer zum PCR-Reaktionsansatz, gut mischen.

- Einsetzen einer Saule in ein 2 ml Eppendorfgefal}, Beflullen mit der Probe.

- Zentrifugaton fir 45°" bei 13000 Upm, Verwerfen des Durchflusses.

- Zugabe von 750 yl PE-Waschpuffer auf die Saule.

- Wiederholung der Zentrifugation, Verwerfen des Durchflusses (2 x).

- Einsetzen der Saule in ein 1,5 ml Eppendorfgefall, Zugabe von 50 pl
Eluierungspuffer.

- Wiederholung der Zentrifugation.

- Durchfihrung einer Natriumacetat/Ethanol-Prazipitation.

- Resuspendieren des Pellets in 50 ul TE 10/0,1, pH 8,0.

3.25.7 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration in wasserigen Lésungen wurde von 500 pl
einer 1/50 Verdinnung in TE 10/0,1, pH 8,0 im Spektralphotometer (Perkin Elmer) bei
einer Wellenlange von & = 260 nm gegen TE 10/0,1 die Absorption gemessen. Die
DNA besitzt bei einer Wellenlange von & = 260 nm ein Absorptionsmaximum. Um die
Reinheit der DNA-L&sung abschatzen zu kdnnen, wurde zusatzlich die Absorption bei
€ = 280 nm (Absorptionsmaximum flir Proteine) gemessen. War die DNA frei von
Proteinverunreinigungen, hatte der Quotient 260/280 einen Wert zwischen 1,8-2,0. Die
DNA-Konzentration wurde aus dem Absorptionswert bei 260 nm nach Sambrook et al.
(1989) bestimmt. 1 OD bei & = 260 nm entspricht 50 ug DNA.

3.25.8 Vorbereitung von Vektoren zur Klonierung
Um DNA-Fragmente in einen Vektor klonieren zu konnen, mufdten der Vektor und das

Fragment mit entsprechenden Restriktionsenzymen vorbereitet werden. Der
linearisierte Vektor und das DNA-Fragment mussen stumpfe Enden oder kohasive
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Enden mit komplementarer Sequenz besitzen, die hybridisieren und von der T4
DNA-Ligase kovalent Uber Ausbildung von 5°-3'-Phosphodiesterbindungen
zusammengeflgt werden kdnnen.

Aliquots der Plasmidvektoren wurden fur gerichtete Klonierungen im praparativen
Ansatz mit unterschiedlichen Enzymen verdaut. War es maoglich, einen
Restriktionspuffer auszuwahlen, in dem beide Enzyme hohe Aktivitat besalen, konnte
ein Doppelverdau durchgefuhrt werden. War das nicht der Fall, wurde die DNA
zwischen den einzelnen Verdaus mit einer Natriumacetat/Ethanol-Fallung prazipitiert.

CIP-Behandlung von Vektoren (Dephosphorylierung)

Um bei einer ungerichteten Klonierung (Einfachverdau) das Religieren des
linearisierten Vektors ohne Insert zu verhindern, wurden uberstehende
5’-Phosphatgruppen mit alkalischer Phosphatase (Calf Intestine Alkaline Phosphatase
= CIP) entfernt (dephosphoryliert). Die Phosphatase-Behandlung erfolgte in Anlehnung
an Sambrook et al. (1989). Zu diesem Zweck wurde mit einem praparativen
Einfachverdau eines Klonierungsvektors folgendermalfien verfahren (siehe 8.8.20):
- Auffullen von 40 yl Reaktionsansatz mit A. bidest. auf 45 pl.

- Zugabe von 5 ul 10 x CIP-Puffer.

- Zugabe von 1,5 pl AP, Inkubation fur 15" bei 37°C.

- Zugabe von 1,0 pl AP, Inkubation fur 30" bei 56°C

Es folgte ein Proteinase-K Verdau bei 56 °C oder alternativ bei 37 °C mit
anschliellender Phenol/Chloroform Extraktion, gefolgt von einer Natriumacetat/
Ethanol-Fallung oder einer praparativen Gelelektrophorese. Die DNA wurde in einem
Endvolumen von 25 ul TE 10/0,1 resuspendiert. Die Aliquots konnten direkt fur
Ligationen eingesetzt werden.

Herstellung eines T-Vektors

Viele thermostabile DNA abhangige DNA-Polymerasen, wie auch die Tag-Polymerase,
besitzen die Eigenschaft, am Ende der Synthese ein Uberstehendes 3’-Adenosin
anzuhangen. Um diese PCR-Fragmente ungerichtet klonieren zu kdnnen, mulfdte der
Vektor demnach ein Uberstehendes 3’-Thymidin besitzen, damit die T4 DNA-Ligase
die kohasiven Enden miteinander verknipfen kann. Die Herstellung des T-Vektors
erfolgte nach einer leicht modifizierten Methode von Marchuk et al. (1990).

Zur Herstellung eines T-Vektors wurde folgendermal3en vorgegangen:
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- Verdau von 6 ug des Vektors pBluescriptlISK™ mit 30 U EcoRV flr 2 h bei
37 °C; durch EcoRV-Verdau entstehen sogenannte stumpfe Enden

- Zugabe von 3 U Taqg-Polymerase (3 ul), 2 ul dTTP (100 mM), 9 ul 10 x
PCR-Puffer und 9 pl MgCl,-Ldsung (25 mM).

- Inkubation im PCR-Thermocycler fur 2 h bei 70 °C.

Das Thymidin wird von der Tag-Polymerase kovalent an die stumpf verdauten

3’-Enden angefugt. Es folgte eine LM-Gelelektrophorese mit anschlieRender

Praparation und QlAex-Reinigung. Der Vektor wurde in einem Endvolumen von 60 pl

TE 10/0,1 resuspendiert und in Aliquots von 2 pl bei -20 °C bis zur Verwendung zur

Ligation dauerhaft gelagert.

3.2.5.9 Ligation von Klonierungsvektor und DNA-Fragment

Nach erfolgtem Verdau mit gleichen Restriktionsendonukleasen bzw. der Erzeugung
von komplementaren Enden an Plasmid-DNA und DNA-Fragment, wurden
Plasmid-DNA und Vektor-DNA ligiert. Lagen kohasive Enden vor, konnten die
komplementaren Sequenzen miteinander hybridisieren. Die durch Basenpaarung
gebildeten Wasserstoffbrickenbindungen sind jedoch nicht stark genug, um eine
Transformation in E.coli durchzufuhren. Durch die T4 DNA-Ligase, die die Bildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen 5°-Phosphat- und 3°-Hydroxyl-Resten an den
Enden von DNA-Strangen katalysiert, wurden die jeweiligen DNA-Molekule kovalent
miteinander verknUpft. Zur Herstellung eines Ligationsansatzes mufdte in einem
Gesamtvolumen von 20 pl 1/10 des Volumens 10x Ligationspuffer vorliegen (siehe
8.8.21). 1 U T4-DNA-Ligase katalysierte uber Nacht bei Rt die Ligation der
entsprechend zugegebenen Mengen von gereinigtem Fragment und Vektor.

Dieser Ligationsansatz konnte anschlieRend bei -20°C gelagert oder direkt zur
Transformation von Zellen von E. coli (siehe 3.2.6) eingesetzt werden.
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3.2.6 Transformation von Escherichia coli (NM522)
3.2.6.1 Chemische Transformation

Der DNA-Transfer in E. coli wurde in Anlehnung an das Verfahren von Hanahan
(1983) leicht modifiziert durchgefuhrt. In dieser Arbeit sind Faktoren beschrieben, die
die Aufnahme von Plasmid-DNA in E. coli Zellen erh6hen. Die Effizienz der
Transformation (Transformationsrate Cfu/ug DNA ) kann durch erhdhte
Konzentrationen von Mg?*, mit anschlieRender Behandlung von Zellen und DNA mit
Mn?, Ca?, Rb* oder K*, Dimethylsulfoxid, Dithiothreitol und Hexamincobaltchlorid, um
den Faktor 10%-10° im Vergleich zur Kompetenzinduktion mit CaCl, (Sambrook et
al.,1989), erhdht werden.

3.2.6.2 Herstellung kompetenter Zellen

Die Bakterien lagen als Glycerindauerkultur vor, wurden auf LB-Platten ausgestrichen

und U.N. bei 37 °C inkubiert. Einige Einzelkolonien wurden in 1,0 ml SOB suspendiert

und in einen 2000 ml Erlenmeyerkolben mit 30 ml SOB und 300 pl 2 M Mg?* -Lésung

uberfuhrt. Es folgte eine Kultur bei 37 °C und 180 Upm bis zu einer ODg,,, = 0,45 -

0,55 (siehe 8.8.22).

- Uberfiihren der Suspension in ein steriles 25 ml Zentrifugenréhrchen.

- Inkubation fur 10" auf Eis, um das Wachstum zu stoppen.

- Zentrifugation (Sigma 4K10, Ausschwing-Rotor) fur 12" bei 1130 Upm und
4 °C.

- Resuspendieren des Bakterienpellets in 10 ml TFB (flr 10" auf Eis).

- Zentrifugation (gleicher Rotor) fir 12" bei 1130 Upm und 4 °C.

- Resuspendieren des Bakterienpellets in 4 ml TFB (fur 10" auf Eis).

- Zugabe von 2x 140 yl DND und jeweils fur 15" auf Eis inkubieren.

Damit war die Kompetenzinduktion abgeschlossen. Die Zellen konnten direkt zur

Transformation mit der Plasmid-DNA (Ligationsansatzen) eingesetzt werden. Die

Prozedur lieferte kompetente Zellen fur ca. 20-30 Transformationsansatze.
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3.2.6.3 Transformation

Die Ligationsansatze wurden auf Eis gestellt und jeweils 200 pl der kompetenten

Zellen zugegeben. Das Transformationsprotokoll lautete folgendermallen (siehe

8.8.23):

- Mischen der Ansatze und Inkubation fur 30" auf Eis.

- Hitzeinduktion fur exakt 90" bei 42 °C.

- Sofortige Abkuhlung der Eppendorfgefalie fur 2 auf Eis.

- Zugabe zu jeder Probe von 800 pl SOC.

- Inkubation der Eppendorfgefalde fur 45°-1 h bei 37 °C und 180 Upm
(nicht langer).

- Ausplattieren von 100-150 ul Aliquots auf den entsprechenden
Selektivmedien.

- Trocknen der Platten und Inkubation G.N. bei 37 °C.

Zur Bestimmung der Transformationsrate/effizienz wurde eine Paralleltransformation

mit 10 ng eines covalent zirkular geschlossenen “supercoiled” Plasmids mit einer

Ap-Resistenz durchgefuhrt. Es lieferte eine bekannte Transformationsrate. Bei der

Ausplattierung auf LB-Ap-Medium wurden Verdinnungsstufen von 107-10"* angelegt

und die Transformationsrate errechnet. Die Transformationsrate, beziehungsweise die

Transformationseffizienz, wurde als Cfu/ pg oder ug Plasmid-DNA angegeben.

3.2.6.4 Quick-Transformation

Zur schnellen Transformation von kovalent zirkular geschlossenen (“supercoiled”)

Plasmiden konnte die Transformationsmethode bzw. das Protokoll der

Kompetenzinduktion, aufgrund der weitaus hoheren Transformationsrate, stark

verkirzt werden. Es wurden die gleichen Lésungen wie fur die o.a. Methode

verwendet. Etwa 10-12 h vor der Transformation multe ebenfalls ein E. coli Stamm

auf einer LB-Platte ausgestrichen und G.N. bei 37 °C inkubiert werden. Das Protokoll

lautete wie folgt:

- Resuspendieren von 2-4 Einzelkolonien/Ligationsansatz in 200 pl TFB.

- Inkubation fur 15" auf Eis und anschlieRende Zugabe von 7 pl DND;
Vorgang wiederholen.

- Zugabe von 1 pul einer Plasmidminipraparation in 20 pl A. bidest..
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Ab dieser Stelle wird das Standard-Transformationsprotokoll durchgefiihrt. Es wurden
jedoch mindestens 200 pl Bakteriensuspension auf dem entsprechenden
Selektivmedium ausplattiert.

3.2.7 Selektion transformierter Zellen

Die Selektion transformierter E. coli Zellen wird aufgrund verschiedener, auf dem
Plasmid vorhandenen Selektionsmarkern, ermoglicht, wie auf den Plasmidkarten
(siehe 8.2) jeweils vermerkt ist. Jedes Plasmid ist mit einem Replikationsursprung fur
E. coli ausgestattet (z.B. ColE1) und tragt ein Antibiotikaresistenzgen (Ap-, Cam-, Tc-
oder Kn-Resistenz). Die Selektion tranformierter Zellen wird durch die Zugabe des
entsprechenden Antibiotikums zum Medium (siehe 3.2.7 und 8.3.) ermdglicht. Um
ausschlieBlich Zellen zu selektieren, die Plasmide mit einem Insert in der MCS
enthalten, bedient man sich in einigen Klonierungsvektoren des /acZ-Gens. Das
lacZ-Gen in pBluescriptll SKM kodiert flr die regulatorischen Sequenzen und die
N-terminalen 146 Aminosauren des Enzyms der &-Galaktosidase. Das /lacZ-Gen ist
durch die MCS unterbrochen. Dies verhindert jedoch nicht, dald der von der Wirtszelle
exprimierte C-terminale Teil der &-Galaktosidase, zusammen mit dem vom Plasmid
kodierten Teil, das aktive Enzym bildet (a-Komplementation) (Ullmann, 1967). Dieses
Enzym kann das zum Medium zugesetzte Substrat X-gal bei Vorliegen des Induktors
(IPTG) in einen blauen Farbstoff umwandeln. Die mit diesem Plasmid transformierten
Zellen sind blau gefarbt. Tragt die MCS im Plasmid jedoch ein Insert, wird damit die
a-Komplementation und die Substratumsetzung verhindert. Die transformierten Zellen
bleiben ungefarbt.

3.2.8 Isolierung rekombinanter Plasmid-DNA (Klare Lysate )

Um rekombinante Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien zu extrahieren, wurde die
Methode von Birnboim & Doly (1979) leicht modifiziert angewendet.

Das Prinzip der alkalischen Minipraparation von Plasmid-DNA beruht auf der
Tatsache, dal} in einem relativ engen pH-Bereich (pH 12,0 - 12,5) chromosomale
Bakterien-DNA denaturiert, kovalent zirkulare “supercoiled” Plasmid-DNA jedoch nicht.
Diese Eigenschaft kann fur die Extraktion von Plasmid-DNA genutzt werden. Zellen,
die Plasmide beinhalten, werden mit NaOH und SDS lysiert. Bei einem pH-Wert von
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etwa 12,0 wird die chromosomale DNA selektiv denaturiert und nach Absenken des

pH-Wertes durch Zugabe von Natriumacetat renaturiert und aggregiert. Sie kann tber

Zentrifugation entfernt werden. Die zurlckbleibende Plasmid-DNA wird dann uber

Ethanolprazipitation gefallt. Die verwendeten Losungen fur die Klaren Lysate finden

sich in ihrer genauen chemischen Zusammensetzung im Anhang 8.8.24 .

Eine Einzelkolonie der ausplattierten transformierten Zellen, welche ein bestimmtes

rekombinantes Plasmid trug, wurde in 4 ml des entsprechenden LB-Selektivmediums

resuspendiert und fur 6-8 h oder U.N. bei 37 °C und 180 Upm inkubiert. Folgendes

Protokoll wurde durchgefuhrt (siehe 8.8.24):

- Abfullen von 2 ml der Zellsuspension in ein 2 ml Eppendorfgefal}.

- Zentrifugation fur 3' bei 13000 Upm und Pelletierung der Zellen.

- Zugabe von 200 pl Loésung A, vorsichtiges Resuspendieren des
Bakterienpellets.

- Inkubation fur 15' bei Rt, Zugabe von 400 pl Lésung B und vorsichtig
mischen.

- Zugabe von 300 pl Loésung C und mehrfach invertieren.

- Inkubation fur 15-30' auf Eis.

- Zentrifugation fiir 10" bei 13000 Upm, Uberstand in ein 1,5 ml
Eppendorfgefald Uberfuhren, Wiederholen des Vorgangs.

- Zugabe von 600 pl Isopropanol (-20 EC), kurz vortexen oder invertieren.

- Zentrifugation fir 10' bei 13000 Upm, Uberstand abgieBen und abtropfen
lassen.

- Zugabe von 200 pl Loésung D zum Pellet, Inkubation fur 5” bei Rt.

- Vorsichtiges Resuspendieren und Zugabe von 400 ul EtOH,, (-20 °C) und
mischen.

- Zentrifugation fiir 10', méglichst vollstandiges Entfernen des Uberstands.

- Trocknung des DNA-Pellets fur 5' im Vakuumkonzentrator (Speedvac).

- Zugabe von 80-100 pl RNase/TE zum getrockneten Pellet und
resuspendieren.

- Lagerung bei -20 °C.
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3.29 Plasmidpraparation und Reinigung

Fur die unterschiedlichen Anwendungen in dieser Arbeit war es notwendig, grofliere

Mengen Plasmid-DNA hoher Reinheit herzustellen. Solche Anwendungen waren die

Infektion von Pflanzen mit infektiosen viralen “full-length” Klonen, saubere

Plasmidpraparationen fur Klonierungen von groRen Fragmenten und die

Auftragssequenzierung. In dieser Arbeit wurde ein Plasmidpraparationskit der Fa.

Qiagen (Midi-Plasmid-Extraktions-Kit) verwendet. Bei dieser Methode wird, wie von

Birnboim & Doly beschrieben, eine modifizierte alkalische SDS-Lyse durchgefuhrt. Die

Plasmid-DNA wird Uber eine Saule mit unbekannter Matrixl gereinigt. Der zu

vermehrende rekombinante E. coli wurde U.N. auf dem entsprechenden

Selektivmedium angezogen. Anschliefend wurden 15 ml LB-Medium bei

Standardplasmiden bzw. 150 ml bei infektiosen “full-length” Klonen mit dem

entsprechenden Antibiotikum zur Selektion mit einer Einzelkolonie angeimpft. Es folgte

eine U.N.-Inkubation bei 37 °C bzw. 30 °C und 180 Upm.

Das Protokoll wurde wie folgt durchgefuhrt (siehe 8.8.25):

- Zentrifugation zur Zellernte in SLA1500 (RC5B) fur 15 bei 6000 Upm und
4 °C ohne Bremse.

- Resuspendieren des Bakterienpellets in 4 ml P1-Puffer.

- Zugabe von 4 ml P2-Puffer und Inkubation fur 5° bei Rt.

- Zugabe von 4 ml P3-Puffer, kurz mischen und Inkubation fir 15" auf Eis.

- Zentrifugation in SLA1500 (RC5B) bei 13000 Upm fir 30" bei 4 °C ohne
Bremse.

- Aquilibrieren der Midi-Saule mit 5 ml QBT-Puffer (Saule entleert sich
selbststandig).

- Einfillen des Uberstandes der Zentrifugation (iber feuchten Faltenfilter in
die Saule.

- Waschen der Saule 2 x mit 10 ml QC-Puffer.

- Eluieren der DNA mit 5 ml QF-Puffer in Corex-Rdhrchen.

- Prazipitation der DNA mit 0,7 x Volumen Isopropanol (Rt).

- Zentrifugation in SS34 fur 30" bei 13000 Upm und 4 °C.

~ Waschen des Pellets mit 2 ml EtOH,,.

- Zentrifugation in SS34 fir 10" bei 13000 Upm und 4 °C.

- Trocknen des DNA-Pellets unter Vakuum oder bei 37 °C.
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- Resuspendieren des DNA-Pellets in passendem Volumen TE 10/0,1/pH
8,0 zu Bestimmung der DNA-Reinheit und Konzentration.

- Einstellen einer entsprechenden Konzentration mittels Verdinnung.

- Durchfihren eines Kontrollverdaus mit entsprechenden
Restriktionsenzymen.

Wurde Plasmid-DNA zur Auftragssequenzierung bendtigt, betrug das Kulturvolumen

30 ml LB. Das Pellet wurde in 100 pl TE-Puffer resuspendiert, 40 ul (ca. 10 pg) wurden

mit Natriumacetat/Ethanol prazipitiert und als getrocknetes Pellet versandt.

3.2.10 Herstellung von Bakteriendauerkulturen

Bakterienkulturen, die rekombinante Plasmide tragen, sollen beliebig vermehrbar und
daher unbegrenzt lagerbar sein. Durch Zugabe von Glycerin zu einer
Bakteriensupension wird beim Tieffrieren zur Langzeitlagerung die zellschadigende
Eiskristallbildung verhindert. Die Zellen konnen nach dem Wiederauftauen erneut
kultiviert werden und sind so beliebig vermehrbar. 500 ul einer moglichst hoch
konzentrierten Bakteriensuspension wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefaly tberfuhrt.
Es folgte die Zugabe von 675 pul Glycering,,, (autoklaviert). Nach sorgfaltigem Mischen
wurden die Bakterienkulturen sofort bei -20 °C besser -70 °C eingefroren. Ein haufiges
Wiederauftauen beschleunigte jedoch den Zerfallsprozess stark.

3.2.11 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der als ,Didesoxynucleotidmethode“ oder
Kettenabbruchverfahren bezeichneten Methode von Sanger et al. (1977) durchgefuhrt.

3.2.11.1  Herstellung von einzelstrangiger DNA (ssDNA)

Die zu analysierende DNA, mit der zu bestimmenden Sequenz, multe zur ssDNA
Sequenzierung als DNA-Einzelstrang prapariert werden. Die einzelstrangige DNA
wurde nach Vieira & Messing (1982) prapariert. Dazu wurde das DNA-Fragment,
welches sequenziert werden sollte, in ein Phagemid mit speziellen Eigenschaften
kloniert. Der Phagemid mufdte den Startpunkt flr die Replikation (“f1-origin”) aus dem
f1-Phagen besitzen. Infiziert man rekombinante E. coli Zellen mit einem speziellen
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Helferphagen M13K07, so wird bei dessen Replikation der “f1-origin” auf dem

Phagemid erkannt und die ssDNA des Phagemids, welches das zu sequenzierende

DNA-Fragment beeinhaltet, in Phagenhullen eingebaut. Das Phagemid wird in

Phagenhullen verpackt und ausgeschleust, ohne dal} die Bakterienzellen lysiert

werden. Der Helferphage wurde zur Selektion in E. coli mit dem Gen far

Kanamycinresistenz gentechnisch modifiziert. Nachfolgend sind Protokoll fur Anzucht,

Infektion und Vermehrung von M13K07 sowie die Praparation von ssDNA aus

Phagenpartikeln, dargestellt (siehe 8.8.26):

- Animpfen von Selektiv-LB mit 15-20 yl Dauerkultur des Klones und 20 pl
M13KO07; Inkubation fur 2 h bei 35 EC und 180 Upm.

- Zugabe von 50 yl Kanamycin (7 mg/ml Endkonzentration 140 pg/ml).

- Inkubation U.N. bei 35 °C und 180 Upm.

- Sedimentation der Bakterien fur 10" bei 13000 Upm, Abnehmen des
Uberstandes, Vorgang wiederholen.

- Zugabe von 1,2 ml PEG/NaCl, mischen, Inkubation fur 15' bei Rt.

- Zentrifugation fir 10' bei 13000 Upm, Uberstand quantitativ entfernen.

- Resuspendieren des Pellets in 100 uyl TES.

- Phenol/Chloroform Extraktion mit Natriumacetat/Ethanol-Prazipitation.

- Trocknung der ssDNA im Vakuumkonzentrator.

- Resuspendieren des Pellets in 15 yl TE 10/1/pH 8,0.

- Standard Gelelektrophorese zur Abschatzung der Menge zur
Sequenzierung.

3.2.11.2 Sequenzierung von ssDNA nach dem Kettenabbruchverfahren

Bei der Sequenzierung von ssDNA mit der T7-Polymerase (T7-Bakteriophage), die von
Sanger (1977) entwickelt wurde, werden im Abstand von ca. 30-40 Bp zum
sequenzierenden Bereich auf dem ssDNA-Strang wie bei der PCR Primer angelagert,
die aufgrund der freien 3’-Hyydroxyl Gruppen die Synthese des komplementaren
Stranges (5°-3") durch die T7-Polymerase ermdglichen. Bei dieser Synthese werden
durch kontrollierten Einbau von Didesoxyribonukleotiden (ddNTP), die einen
Kettenabbruch der Synthese bewirken, Fragmente aller moglichen GroRen erzeugt.
Eine Sequenzierung wird durch den Einbau radioaktiver Nukleotide (4-32P-dATP) mit
anschlieBender Kettenabbruchreaktion moglich. Die Reaktion findet verteilt in vier
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GefalRen statt, in denen jeweils nur ein Nukleotid durch einen Anteil ddNTP
ausgetauscht ist. Die synthetisierten DNA-Molekile trennt man durch eine
denaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese. Um ein hohes Auflosungsvermogen
zu erreichen, wird mit diskontinuierlichen Gradientengelen gearbeitet. Aufgrund der
radioaktiven Markierung lassen sich die Banden autoradiographisch sichtbar machen.
Jede der vier Spuren entspricht einem Didesoxyribonukleotid. Die zu bestimmende
Sequenz kann so durch die Reihenfolge der Banden auf einem Rontgenfilm von unten
nach oben abgelesen werden.

Die Sequenzierung fand in vier aufeinanderfolgenden Schritten statt, die hier kurz
dargestellt sind (siehe 8.8.27). Als Sequenzierungsprimer wurden universelle Primer
verwendet, die 5°-"sense” oder 3"-"antisense” zur MCS komplementar sind. Bei der
Sequenzierung von grolReren Inserts muldten sequenzspezifische Oligonukleotide von
20 Bp Lange synthetisiert werden.

=Y

. Anlagerung “annealing” des Primers an die “template” ssDNA:

- Zugabe von 3 ul Sequenzprimer (1 uM), 2 pl Annealing-Puffer und 2 pl
Template in 14 pl Volumen in ein Eppendorfgefal}.

- Inkubation fur 10" bei 60 °C und Abkuhlung fur ca. 30 bei Rt".

2. Kettenverlangerung mit (a-32P-dATP) (“labelling”):

- Zugabe von 3 pl A. bidest., 3 ul Labelling Mix dNTP (6,6 mM), 0,5 ul
dCTP*und 0,5 ul T7 DNA-Polymerase (2 U / Template) in 7 pl Volumen.

- Inkubation fur 5 bei Rt.

3. Kettenabbruchreaktion (“chain-termination”):

- Zugabe von 4,5 pul der gelabelten Proben (Vol. 20 ul) zu jedem
Terminationsansatz (2,5 pl der vier “chain-termination bases”, 37 °C).

- Inkubation der Proben fur 5° bei 37 °C.

- Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 5 pl Stoplosung (“gel loading
buffer”).

4. Gelelektrophorese und Autoradiographie:
Die Herstellung der PAA-Sequenzierungsgele (5 %) erfolgte nach folgendem Protokoll
(siehe 8.8.27):
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Zugabe in 100 ml Glaszylinder von 33,6 g Harnstoff, 9,7 ml 40 %-ige Acrylamid-Lsg.,
8 ml 10x TBE-Puffer, A. bidest. ad. 80 ml. Die Polymerisation erfolgte nach Zugabe
von 640 pl 10 % APS und 64 ul TEMED.

Der Ablauf der Sequenz-Gelelektrophorese war wie folgt:

Die Sequenz-Gelelektrophorese fand in Gradientengelen mit einer Geldicke von 0,2
mm bis 0,7 mm (von oben nach unten) in 0,6 x TBE unter denaturierenden
Bedingungen (55 °C) in einer Apparatur der Fa. Pharmacia (Macrophor System 2010)
statt. Die Proben wurden fur 5” bei 95 °C vor dem Auftrag von ca. 1,5 pl auf das Gel
aufgekocht und sofort auf Eis abgekulhlt. Die Elektrophorese startete zum Einlaufen
der Proben mit 800 V fir 10" und lief bei 1600-2000 V, bis die Bromphenolblaufront
(“gel-loading buffer’) aus dem Gel unten austrat. Sie war ein Marker fur die
Oligonukleotide mit ca. 20-30 Bp Grofe. Die Xylen-Cyanolfront lief ungefahr so schnell
wie Nukleotide mit 120 Bp.

Die Gelfixierung wurde folgendermalen durchgefihrt:

- Einlegen der Gelglasplatte fur 1 h in Essigsaure,, ., leicht schwenken.

- Spulen des Gels mit Wasser und Trocknung fur 2 h bei 80 °C.

- Belichtung eines Rontgenfilms fur 4-12 h.

- Einlesen von 300-450 Bp der Sequenz zur Verarbeitung im PC.

3.211.3 Kommerzielle Auftragssequenzierung

Die Fa. MWG Biotech lieferte von jedem Template eine Sequenz von 800 Bp bis zu
950 Bp. Universelle Primer muldten benannt werden und individuelle Primer
mitgeschickt werden.

3.2.12 Infektion von Pflanzen mit viralen Klonen

Virale infektiose “full-length” Klone wurden zur Untersuchung des Einflusses von
Mutationen auf die systemische Infektiositat in Pflanzen und der Funktionen einzelner
Virusproteine hergestellt. Sowohl infektiose Plasmide von denen in-vivo Transkripte
hergestellt werden, wie auch in-vitro Transkripte selbst, konnen wie Viren in
Pflanzenpreflisaften mechanisch inokuliert werden und somit in Pflanzenzellen
eingebracht werden (siehe 3.1.2). Diese Inokulationsmethode ist jedoch nicht sehr
effektiv. Um eine Pflanze verlaBlich infizieren zu kdonnen, mullten im Falle des

-62-



3 METHODEN

Plasmids bis zu 10 ug Plasmid-DNA auf die Wirtspflanze abgerieben werden (Prof. Dr.
E. Mail3, personliche Mitteilung). Dies bedeutete, daf’ grof3e Plasmidmengen einzelner
Mutanten produziert werden mufdten. Zudem war die mechanische Inokulation nicht
immer zuverlassig. Hagen et al. (1994) vereinfachten das Infektionsverfahren fur virale
“full-length” Klone durch Einsatz einer Partikelkanone. Mit dieser Methode wird cDNA
oder RNA uber Fallung an Wolframpartikel gebunden und direkt in einzelne
Pflanzenzellen der zu infizierenden Pflanze geschossen, um dort transient exprimiert
zu werden (Sanford, 1988 und Godon et al., 1993). Gal-On et al. (1995) konnten die
zur Infektion notwendige Nukleinsauremenge von einem infektidsen “full-length” Klon
des ZYMV in Zucchini Pflanzen (Cucurbita pepo) um den Faktor 10° bei 100 %-iger
Infektionsrate reduzieren.

3.2.12.1 Konstruktion einer Partikelkanone

Die kommerziell zu erwerbenden Partikelkanonen eignen sich ausschliellich fur den
Beschuld von Blattscheiben oder Gewebeteilen, die von der lebenden Pflanze
abgetrennt sind. Ganze Pflanzen lassen sich aufgrund des zu kleinen Probenraumes
nicht bearbeiten (s.u.). Zu dem oben angegebenen Zweck der Untersuchung von
Mutationen auf die systemische Infektiositat von “full-length” Klonen wurde nach der
Methode von Gray et al. (1994) eine Partikelkanone zum Beschul} von ganzen
Pflanzen konstruiert (“particle inflow gun”, PIG). Zur Herstellung wurden ausschliel3lich
einfache Bauteile wie Magnetventil, Vakuumkammer und einfache Schraubverbin-
dungen sowie Spritzenfilter bendtigt. Eine Konstruktionszeichnung ist in Abb. 3
angegeben. Eine Auflistung der verwendeten Bauteilen befindet sich im Anhang
8.8.28.

Die praktische Durchfihrung des Partikelbombardment funktionierte wie folgt. Die
gefallte Nukleinsaure lag an Wolfram gebunden als Suspension vor und wurde auf den
Spritzenfilter aufgebracht (s.u.). Die zu infizierende Pflanze befand sich in der
Vakuumkammer etwa 5-10 cm vom Entladepunkt entfernt, in der ein Vakuum von ca.
800 mbar mittels Vakuumpumpe angelegt wurde. Wurden einzelne Blatter, die nicht
von der Pflanze abgetrennt waren, beschossen, wurde das jeweilige Blatt mit einem
Schaumstoffblock unterstitzt und vertikal in 5-10 cm Entfernung direkt unter dem
Austrittspunkt positioniert. Der Spritzenfilter war durch ein Magnetventil vom Helium
oder Luft mit einem Druck von 3-4 bar getrennt. Zum “Abfeuern” der Partikel wurde
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das Magnetventil elektrisch fir 0,1°" gedffnet. Die Partikel schossen kegelférmig aus
dem Spritzenfilter auf die Pflanze. Das angelegte Vakuum verhinderte ein zu schnelles
Abbremsen der Partikel. Der Gasdruck mufite, in Abhangigkeit vom Pflanzenmaterial,
geringfugig variiert werden, da sehr junge N. benthamiana Pflanzen bei einem
Gasdruck von 4 bar schon stark zerstort wurden.

In der Arbeit von Gray et al. (1994) war die Partikelkanone jedoch zum Bombardment
von Gurkenkeimlingsblattern verwendet worden. Erste Testversuche, ganze N.
benthamiana Pflanzen unter 1000 mbar Vakuum nur mit Luft von 8 bar zu beschiefen,
fuhrten jedoch zu einer vollstandigen Zerstérung der gesamten Pflanze. Bedingt durch
den hohen Luftdruck wurde das gesamte Substrat mit der Pflanze aus dem Topf
geblasen. Abhilfe konnte durch das Auflegen von Papiermanschetten um den Stengel
der Pflanze geschaffen werden. Die Pflanzen wurden jedoch durch den hohen
Luftdruck weiterhin stark beschadigt.

Helium oder Druckluft (3-4 bar)

Magnetventil | I
Vakuumkammer g?
Spritzenfilter
Timer (0,17)
Vakuumpumpe Pflanze Schalter
(800 mbar)

~— |

Abb. 3: Konstruktionszeichnung Partikelkanone (PIG)
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Optimierung des Partikelbombardments

Zur Untersuchung der Effizienz des Partikelbombardments wurde ein Pflanzen-
expressionsplasmid des gus-Gens unter Kontrolle des 35S-Promotors mit PPV
5°-Ende und 3°-NTR eingesetzt. Dieses Plasmid war ursprunglich als
Replikationskassette konstruiert, wurde hier jedoch als Testplasmid zur transienten
gus-Expression nach Partikelbombardment verwendet.

Funf Tage alte Gurkenkeimlinge wurden unter normalen Gewachshausbedingungen
angezogen und flar ein Partikelbombardment zur Kontrolle der transienten
gus-Expression, wie von Gray et al. (1994) beschrieben, unter modifizierten
Luftdruckbedingungen verwendet. Auch Blatter von N. benthamiana Pflanzen wurden
zum Bombardment mit pSLGUSNT verwendet (siehe 8.2). 48 h nach dem
Partikelbombardment wurde wie unter 3.2.1.9 beschrieben ein gus-Test mit den
Gurkenkeimblattern durchgeflihrt. Die Ergebnisse sind in der Tab. 2 dargestellt.

Tab. 2: Ergebnisse der Versuche des Partikelbombardments zur Bestimmung der
transienten gus-Expression

Testpflanze fur pSLGUSNT Gasdruck | Anzahl gus-Spots
1 x C. sativus 4 bar 0
(Negativkontrolle)
1 x C. sativus 6 bar 60
3 x C. sativus 5 bar 58,47, 3
5 x C. sativus 4 bar 12, 23, 27, 31, 51
1 x C. sativus 3 bar 17
2 x N. benthamiana 6 bar 0, O (vollstandig zerstort)
2 x N. benthamiana 4 bar 16, 20 (Zerstorung sichtbar)
3 x N. benthamiana 3 bar 3,12, 13
5 x N. benthamiana 2 bar 0,0,0,3,5,
Tab. 3: Ergebnisse der Versuche des Partikelbombardments zur Bestimmung der

Infektiositat von p35PPV-NAT
Testpflanze fur p35PPV-NAT Luftdruck | Anzahl Pflanzen mit PPV infiziert
4 x N. benthamiana 6 bar 4 (Zerstorung stark)

10 x N. benthamiana 3 bar 10 (Zerstorung gering)
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Zusatzlich wurde erstmals p35PPV-NAT, wie unter 3.2.12.2. beschrieben, zum
Bombardment von vier N. benthamiana Pflanzen mit 6 bar Luftdruck eingesetzt, um
die Infektiositat zu Uberpriufen. Die Tabakpflanzen wurden jedoch auch bei 6 bar
Gasdruck stark beschadigt. Ein Auftreten von PPV-Symptomen wurde visuell bonitiert.
Nach etwa funf bis sechs Tagen konnten bei allen infizierten Pflanzen PPV-Symptome
beobachtet werden. Der Versuch wurde mit 10 Pflanzen und 3 bar Luftdruck
wiederholt, um die Blattzerstérungen zu minimieren. Auch in diesem Versuch konnten
alle beschossenen Pflanzen infiziert werden (Tab. 3). Bei den Versuchen des
Partikelbombardments wurde grundsatzlich der Klon des p35PPV-NAT als
Positivkontrolle auf 5-10 N. benthamiana Pflanzen bombardiert. Die Infektionsrate der
inokulierten Pflanzen lag immer zwischen 80-100%.

3.2.12.2 Praparation von Nukleinsauren zum Partikelbombardment

Die Fallung der DNA an Wolframpartikel wurde nach einem modifizierten Protokoll von
Finer et al. (1992) oder Perl (1992) vorgenommen. Die Wolframpartikel (M17, Fa.
Biorad) wurden wie folgt fur das Bombardment vorbereitet (siehe 8.8.29):

- Zugabe von 1 ml EtOH_,, zu 100 mg Wolfram im 1,5 ml Eppendorfgefald.
- Inkubation fir 20" bei Rt, gut vortexen.

- Zentrifugation fir 10" bei 13000 Upm, Uberstand vollstandig abnehmen.
- 5 x waschen mit 1 ml A. bidest., Zentrifugation jeweils wiederholen.

- Aufnahme in 1 ml A. bidest. und Lagerung bei 4 °C.

- Suspension vor der Entnahme gut vortexen.

Der Ansatz der DNA war jeweils fur die Infektion von 10 Pflanzen ausgelegt.

Vorbereitung von Plasmid-DNA

- Zugabe von 5-10 pg Plasmid-DNA im entsprechenden Volumen A. bidest.
oder TE 10/0,1 zu 50 pl.

- Zugabe von 50 ul CaCl (2,5 M), vortexen.

- Sofortige Zugabe von 20 pl Spermidine (freie Base), (0,1 M), vortexen.

- Inkubation fiir 5 auf Eis und verwerfen des Uberstandes bis auf 30 pl Rest.
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Partikelbombardment

- Pipettieren von 3 pl (0,5-1 ug DNA oder Transkript) Probe auf Spritzenfilter
(vorautoklaviert).

- BeschielRen der Pflanze mit 800 mbar Unterdruck fur 0,1 mit 3-4 bar (je
nach Grole).

- Kultivieren der Pflanze unter Gewachshausbedingungen.

3.2.13 Infektion von Blattern mittels Partikelbombardment

Um einzelne abgetrennte Blatter von N. benthamiana Pflanzen flr Expressions- und
Rekombinationsuntersuchungen mit viralen “full-length” Klonen zu infizieren, wurde die
Partikelkanone PDS1000 der Fa. Biorad verwendet. Aufgrund standardisierter
Bedingungen des Bombardments ermdglicht diese Partikelkanone das Bombardment
einzelner abgetrennter Blatter mit Nukleinsauren mit hoher Effizienz.

3.2.13.1 Funktionsweise der PDS1000

Die PDS1000 ermoglicht es, an Wolfram- oder Goldpartikel gebundene Nukleinsduren
mittels eines hohen Gasdruckes (Helium) so zu beschleunigen, dal} sie in
Pflanzenzellen geschossen werden kénnen. Auch diese Methode eignet sich zur
stabilen Transformation und zu Expressionsstudien mittels transienter Expression von
auf Plasmiden kodierten Genen. Der Hauptbestandteil der PDS1000 ist eine
quaderféormige Vakuumkammer. Standardisierte Reaktionsbedingungen fir das
Partikelbombardment werden Uber verschiedene Einstellungen erreicht. Der Druck des
eintretenden Gases wird Uber spezielle Berstscheiben reguliert, die bei spezifischem
Gasdruck bersten. Das in die Kammer eindringende Gas beschleunigt einen
sogenannten “Macrocarrier”’, auf dem sich die mit Nukleinsauren beladenen Partikel
befinden. Dieser “Macrocarrier” schlagt auf ein Metallnetz und beschleunigt somit die
beladenen Partikel, die nach einer festgelegten Flugstrecke auf das Blattmaterial
treffen.
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3.2.13.2 Durchfiuihrung des Partikelbombardments

Vorbereitung der Partikel

Die Wolframpartikel wurden auf folgende Art und Weise zum Partikelbombardment

vorbereitet.

- Zugabe von 1 ml EtOH,,, zu 30 mg Wolfram (M17, Biorad), vortexen und
Inkubation fur 15" bei Rt.

- Zentrifugation fiir 30" bei 2000 Upm, Uberstand verwerfen.

- Zugabe von 500 pl A. bidest., vortexen und Inkubation fur 15 bei Rt.

- Zentrifugationsschritt wiederholen, verwerfen des Uberstandes.

- Aufnahme der Partikel in 500 pl Glycering,, und Lagerung bei -20 °C.

Vorbereitung der DNA

Die Vorschrift bezieht sich auf die Vorbereitung von DNA fur 10 “Schusse”. Alle

verwendeten Losungen besalien eine Temperatur von 4 °C.

- Zugabe von 90 ul der Partikelsuspension in ein Eppendorfgefald.

- Zugabe von 10 ul Plasmid-DNA in TE 10/0,1 (1 pg/ul) unter vortexen.

- Inkubation fur 15" auf Eis.

- Zugabe von 90 ul 2,5 M CacCl, unter vortexen.

- Sofortige Zugabe von 36 pl Spermidin (0,1 M) unter vortexen.

- Sofortige Zugabe von 182 pl EtOH . unter vortexen.

- Inkubation fur 10" auf Eis.

- Zentrifugation fiir 30" bei 2000 Upm, Uberstand verwerfen.

- Aufnahme der beladenen Partikel in 64 yl EtOH .

- Resuspendieren der beladenen Partikel im Ultraschallbad.

- Sofortiges Auftragen von 5-6 pl der Partikelsuspension auf jeden
“Macrocarrier” (Fa. Biorad).

- Durchfihren des Partikelbombardments wenn der EtOH verdunstet ist.

Durchfihrung Partikelbombardment

Fir das Partikelbombardment wurden Blatter von im Gewachshaus angezogenen N.
benthamiana Pflanzen mit einem Durchmesser von 3 bis 4 cm verwendet. Die
abgetrennten Blatter wurden in Petrischalen als Unterlage beschossen. Das
Bombardment erfolgte nach Anleitung fur die Partikelkanone (PDS1000).
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Die Parameter waren:

- Vakuum: 25 Inch Hg (Manometer der PDS1000)

- Berstscheiben (Fa. Biorad) fur einen Heliumdruck von 1100 oder 1350 Psi
- Position “Macrocarrier”: 1. Einschub von oben der Vakuumkammer

- Position Petrischale: 3. Einschub von oben

Nach erfolgtem Bombardment wurden die Blatter fir 72 h in einer mit Parafilm
abgedichteten Petrischale auf feuchtem Filterpapier im Dunkeln inkubiert, bevor ein
gus-Test ( siehe 3.2.1.9) durchgefuhrt wurde.

Zahlung und Vermessung von gus-gefarbten Blattbereichen

Die gus-gefarbten Blattbereiche wurden im Binokular bei 40-facher VergréRerung
gezahlt; der Durchmesser (um) konnte mittels kalibriertem Messokular bestimmt
werden.

3.3 Biochemische und Immunologische Methoden
3.31 Immunglobulinreinigung aus Antiserum

Zum Zweck des Einsatzes des Rohserums AS 570 fur den Nachweis des PPV im

ELISA (siehe 3.3.2) und zum Nachweis von Heterologer Enkapsidierung in

Dekorationspraparaten im Elektronenmikroskop (siehe 3.4.4), sollten die IgG mittels

einer Protein-A Saule gereinigt werden. Zu diesem Zweck wurden Protein-A Saulen

der Fa. Pierce verwendet. Es wurden vom Antiserum AS 570 der dritten und vierten

Blutabnahme die 1gG gereinigt.

Die Reinigung erfolgte nach dem Protokoll der Fa. Pierce (siehe 8.8.30):

- Zugabe von 5 x 1 ml Equilibration-Puffer zur Aquilibrierung der Séule.

- Zugabe von 1 ml Binding-Puffer zu 1 ml des Rohserums und Zugabe auf
die Saule.

- Zugabe von 6 x 2 ml Binding-Puffer zum Waschen der Saule.

- Eluieren der IgG mit 5 x 1 ml Tris-Puffer (pH 7,5).

- Auffangen von 1 ml Fraktionen und Proteinbestimmung bei é=280 nm
gegen Tris-Puffer.

- Dialyse der Fraktionen mit der hdchsten OD gegen 1x PBS (Na-Azid) U.N.
bei 4 °C.

Die Proteinkonzentration einer 1/10 Verdinnung des Eluates wurde gegen PBS bei
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€=280 nm gemessen und auf eine OD von 1,4 eingestellt, welches einer
IgG-Konzentration von 1 mg/ ml entsprach. Die gereinigten IgG konnten bei 4 °C
gelagert werden.

3.3.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zum immunologischen Nachweis des PPV oder der PPV-Rekombinanten aus

Pflanzenmaterial (hier N. benthamiana) wurde ein indirekter PTA-ELISA (“plate

trapped antigen”) verwendet. Es wurden zwei Antiseren eingesetzt: Die IgG aus AS

570 (CP) oder im Fall einer Mutation im CP das Antiserum AS 568, welches gegen die

HCpro von PPV gerichtet ist (siehe auch 2.1). Im PTA-ELISA wurde das Antigen im

Pflanzenprel3saft direkt an die ELISA-Platte gebunden. Im indirekten Nachweis wurde

der erste Antikorper mit einem zweiten Alkalische Phosphatase (AP) konjugierten

GaR-Antikorper detektiert. Als Substrat fur die AP wurde p-Nitrophenylphosphat

verwendet. Der PTA-ELISA wurde in Anlehnung an Hobbs et al. (1987) durchgefuhrt.

Folgende Arbeitsschritte wurden durchgefuhrt, wobei die Antiseren und

Substratlésungen erst direkt vor Gebrauch angesetzt wurden (siehe 8.8.31):

- 0,1 g Blattmaterial in 1 ml PBS-NaDieca modrsern, 1/5 verdinnen
(entspricht 1/50 Verd.).

- Zentrifugation bei 13000 Upm far 1°.

- Beschickung der ELISA-Platte; je 100 ul in vier Vertiefungen/Probe.

- Durchfihrung von Positiv- und Negativkontrolle.

- Inkubation fur 30°- 60" bei 37 °C.

- 3x waschen mit 200 pl PBS-T pro Vertiefung.

- Zugabe von 100 pl Antiserum (IgG 570 1/1000, 568 1/500) in PBS-TP pro
Vertiefung und Inkubation flr 60" bei 37°C.

- 3x waschen mit 200 pl PBS-T pro Vertiefung.

- Pro Vertiefung Zugabe von 100 pl Antiserum GaR-AP 1/16000 in PBS-TP
verdunnt und Inkubation fur 60" bei 37°C.

- 3 x waschen mit 200 pl PBS-T pro Vertiefung.

- Zugabe von 100 pl Substratlésung pro Vertiefung und nach Einsetzen der
Farbung bei Rt oder 37 °C Messung der Extinktion bei =405 nm im
ELISA-Photometer.
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3.3.3 Gesamtproteinextraktion aus Pflanzenmaterial

Zum Nachweis der Expression transgener Virusproteine in transgenen N. benthamiana

Pflanzen im Western-Blot (siehe 3.3.6) wurde eine modifizierte Methode zur

Gesamtproteinextraktion von Berger et al. (1989) verwendet. Die Extraktion wurde

nach folgendem Protokoll durchgefuhrt (siehe 8.8.32)

- Mérsern von 0,3 g Blattmaterial (-70 °C) in 750 uyl heiRem (95 °C)
Probenpuffer.

- Fullen der Probe in ein 1,5 ml Eppendorfgefal® und Inkubation fur 10” bei
95 °C.

- Zentrifugation fur 15" bei 13000 Upm und 4 °C.

- Uberfiihren des Uberstandes in ein neues Eppendorfgefal.

- Auftragen von 20 pl der Probe auf ein SDS/PAGE Gel (10 %).

- Elektrophorese und Elektroblot mit Immunoassay (siehe 3.3.6).

3.34 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese zur Trennung von Proteinen

Zur Analyse von Gesamtproteinextrakten aus transgenen Pflanzen wurden diese mit
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli (1970) aufgetrennt.

Das Acrylamid ist ein Monomer, welches durch Zusatz von Radikalen
(Ammoniumpersulfat) und Stabilisierung durch TEMED polymerisiert. TEMED ist ein
bifunktionelles Reagenz, welches neben seiner Stabilisierungsfunktion die
polymerisierten Acrylamidmolekule quervernetzt und damit zur Ausbildung eines Gels
fuhrt. Die Auftrennung der Proteine erfolgt unabhangig von ihrer Ladung auf Basis
ihrer MolekulgrofRe. Durch die Beladung mit dem anionischen Detergens
Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die unterschiedlichen Eigenladungen von
Proteinen so Uberdeckt, dal® Anionen mit konstanter Nettoladung pro Masseeinheit
entstehen. Indem alle Molekule gleichmalig gestreckt werden, werden
unterschiedliche Sekundar- und Tertiarstrukturen ausgeglichen. Das SDS spaltet
jedoch keine Disulfidbrickenbindungen, sondern ausschliel3lich
Wasserstoffbrickenbindungen. Der reduzierende Mercaptoethanol, Bestandteil des
Laemmlipuffers, vermag die Tertiarstruktur vollstandig aufzulésen. Die Matrix dieser
Elektrophorese (PAA) verhalt sich wie ein Molekllsieb und trennt die
SDS-Proteinkomplexe, in Annaherung proportional zum Logarithmus der
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Molekulmassen, auf. Mit parallel aufgetragenen Markerproteinen lassen sich die
Molekulargewichte der Proteine in der Probe mit einer Genauigkeit von bis zu £+10%
bestimmen (Weber & Osborne, 1969).

Die Herstellung von diskontinuierlichen PAA-Gelen in der GieRapparatur fur die
Vertikal-Gelelektrophorese-Apparatur, bestehend aus einem Trenngel und einem dar-
Uberliegenden Sammelgel mit einer Gréf3e von 100 mm x 80 mm x 1,5 mm, wurde wie
folgt durchgefuhrt. Fur jedes Trenngel werden Glasplatte, Keramikplatte und Ab-
standshalter (“spacer”) bendtigt (siehe 8.8.33):

Trenngele (4 Stk.) 125 %
Acrylamidlosung 18,0 ml
TGP 11,25 ml
H,O, dann entgasen 15,3 ml
APS 0,45 ml
TEMED 45,0 i

Die angegebenen Volumina wurden zusammenpipettiert und nach dem Giel3en des
Gels mit 1 ml A. bidest. Uberschichtet. Die Polymerisation mufdte vor Gebrauch
mindestens 2-3 h erfolgen. Die Herstellung der 4 %-igen Sammelgele mit Einsetzen
des Probenkammes (20 pl Vol.) erfolgte direkt in der Vertikalelektrophoreseapparatur
(Typ Hoefer Mighty Small Il).

Sammelgele (4 Stk.) 4 %
AA 1,3 ml
SGP 2,5ml
H,O 6,1 ml
APS 0,1 ml
TEMED 10,0 pl

Die Sammelgele polymerisierten fur 30", bevor Elektrophoresepuffer eingefillt, Proben
aufgetragen werden und die Elektrophorese unter Wasserkuhlung gestartet wurde
(Sammelgel 80 V/60 mA, Trenngel 120 V/65 mA).
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3.3.5 Proteinfarbung in PAA-Gelen mit Coomassie

Die Farbung von Proteinen in PAA-Gelen wurde nach der Methode von Weber &

Osborne (1969) durchgefihrt (siehe 8.8.34).

- Inkubation des Gels in der Farbelosung fur 60° unter Schutteln bei Rt.

- Inkubation des Gels in der Entfarbelosung fur mehrere Stunden oder U.N.
unter mehrmaliger Erneuerung der Lsg..

Die Entfarbelésung kann nach der Benutzung tUber Aktivkohle gereinigt werden. Die

ungefahre Bestimmung des Molekulargewichtes wurde mit einem parallel

aufgetragenen Proteinemarker (Mid-Range) der Fa. Promega durchgefuhrt. Das

Molekulargewicht der Standardproteine ist im Anhang 8.8.35 angegeben.

3.3.6 Proteinelektroblot (“Westernblot”)

Die Methode des Proteinelektroblots wurde nach Towbin et al. (1979) durchgeflnhrt,
sie ist als Western-Blot bekannt. Sie wird mit dem nachfolgenden Immunoassay auch
als EBIA (Elektroblot-lmmunoassay) bezeichnet. Mit dieser Methode werden, nach der
Grolle aufgetrennte Proteine aus einem SDS-PAA-Gel, ohne Verlust der Auflésung
elektrophoretisch auf eine Nitrocellulosemembran tberfuhrt und dort durch Adsorption
immobilisiert. Die Uberfiihrung erfolgt vollstandig und nur mit geringen quantitativen
Verlusten. Auf der NC-Membran sind die Proteine flir immunologische und analytische
Untersuchungen gut zuganglich. Fur das Protein-"blotting” wurde eine Vertikal-Elektro-
blot Kammer (Hoefer Scientific Instruments) eingesetzt. Die Zusammensetzung des
“pblotting”-Puffers ist im Anhang 8.8.36 zu finden.

Das Gerat wurde auf folgende Art und Weise zusammengebaut:

- Anode

- Plastikmaske

- Puffer getrankter Schwamm

- Puffer getranktes Blotpapier (Whatman 3MM-Papier)

- PAA-Gel

- NC-Membran (0,45 uym, Fa. Schleicher & Schuell)

- Puffer getranktes Blotpapier

- Puffer getrankter Schwamm

- Plastikmaske
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- Kathode
Diese Schichtung wurde in die Kammer eingefuhrt, “blotting”-Puffer bis zur Markierung

eingefillt und die Spannungsversorgung angeschlossen. Das “blotting” fand 0.N. bei
40 V und 160 mA statt.

3.3.7 Immunfarbung von Proteinen (“Immunoassay”)

Zur Detektion von immobilisierten Proteinen auf der NC-Membran waren folgende

Arbeitsschritte durchzufihren (siehe 8.8.37):

- Waschen der Membran fur 2'in TBS 2 % Tween unter leichtem Schutteln.

- Waschen der Membran fur 15 mit TTBS.

- Zugabe einer Serumverdunnung in TTBS (Serum 568 oder 570 IgG)
(Verdinnung 1/2000).

- Inkubation fur 60" unter Schatteln bei Rt.

- Waschen fur 3 x 5' mit TTBS.

- Zugabe des zweiten Antikorpers (GaR-lgG-AP) (Verdunnung 1/10000).

- Wiederholung des Inkubations- und Waschschrittes.

3.3.71 Napthol AS-MX Phosphat/Fast-Red Nachweis

Zur Durchfuhrung eines AS-MX Phosphat/Fast-Red Nachweises wurden 15 ml Napthol
AS-MX Phosphat-Losung zu 15 ml Fast-Red-Losung gegeben (frisch angesetzt). Die
L6sung wurde mit der Membran bei Rt unter Schutteln inkubiert, bis eine ausreichende
Farbung sichtbar wurde (siehe 8.8.37).

3.3.7.2 NBT/BCIP Nachweis

Die einzelnen Losungen flr den NBT/BCIP-Nachweis sind im Anhang unter 8.8.37 zu

finden.

- Zugabe von “detection”-Puffer zur Aquilibrierung der Membran.

- Zugabe von 15 ml “detection”-Puffer mit 45 ul BCIP-Lsg. und 90 ul
NBT-Lsg..

- Inkubation unter Schatteln bei Rt bis eine ausreichende Farbung sichtbar
wird.
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- Aufbewahrung der Membran nach Detektion zwischen Whatman-3MM im
Dunkeln.

3.4 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Methoden wurden in dieser Arbeit zum Nachweis von
Pflanzenviren, als Zusatzinformation zum immunologischen ELISA und zum Nachweis
der Heterologen Enkapsidierung angewendet. Es wurde ein Transmissions-
elektronenmikroskop der Fa. Zeiss (EM 109) mit Transfaseroptik und Gro3bildkamera
aulderhalb des Vakuums zur Dokumentation benutzt.

3.41 Herstellung von Objekttragern

Die Herstellung von Objekttragern fur elektronenmikroskopische Praparate fur

samtliche durchgeflhrten Nachweisverfahren wurde nach einem Verfahren von Dr.

D.-E. Lesemann (persdnliche Mitteilung) durchgefuhrt. Kupfernetze wurden mit

Pioloform befilmt und mittels Kohlenstoffbedampfung im Sputter stabilisiert (siehe

8.8.39). Die so vorbereiteten Objekttrager besallen 400 quadratische Blickfelder mit

einer Flache von jeweils 35 um?.

- Tauchen eines geputzten Objekttrager in 1,5 % Pioloform (Chloroform).

- Anritzen des Films mit Skalpell und auf der Wasseroberflache (staubfrei)
flottieren lassen.

- Auflegen von sauberen Grids mit glanzender Seite nach oben.

- Entnahme der Grids auf dem Film mit Filterpapier von der Oberflache,
trocknen lassen.

- Durchfihrung der Kohlebedampfung.

Die Bedampfung wurde freundlicherweise von Dr. D.-E. Lesemann im Elektronen-

mikroskopischen Labor der BBA-Braunschweig durchgeflhrt.

Die Herstellung von Viruspraparaten fur die Elektronenmikroskopie wurde nach Milne

& Lesemann (1984) mit leichten Veranderungen durchgeflhrt.
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3.4.2

Herstellung von Tropfpraparaten

Die Herstellung von Tropfpraparaten wurde zur schnellen Diagnose verwendet, well
mit ihr innerhalb von 10-15" bei bekanntem Virus eine systemische Infektion
nachweisbar ist. Folgende Arbeitsschritte wurden durchgefihrt (siehe 8.8.40):

3.4.3

Ein Blattstlck der infizierten Pflanze mit Pasteurpipette und Objekttrager
ausstanzen.

Mit Glasstabchen und 2-3 Tropfen Phosphat-Puffer auf dem Objekttrager
PreRsaft herstellen.

Prel3saft mit Pasteurpipette aufsaugen und einen Tropfen auf Parafilm
auftropfen.

Grid mit bedampfter Seite nach unten fur 5-10" auf dem Tropfen
inkubieren.

Gridunterseite mit 40 Tropfen A bidest. waschen.

Gridunterseite mit 5 Tropfen Uranylacetat 1 % kontrastieren.
Uberschussiges Uranylacetat sofort vollstandig mit Filterpapier absaugen.
Mit der Unterseite nach oben auf Filterpapier trocknen.

Immunadsorptionselektronenmikroskopie (ISEM)

ISEM wurde durchgefltihrt, um bei geringen Viruskonzentrationen im PflanzenpreRsaft
mittels Immunadsorption eine hohere Anzahl Viruspartikel auf der Gridoberflache zu
binden und zu visualisieren.

Ein Grid mit der Unterseite 15°-1 h auf einem Tropfen Rohserum oder IgG
inkubieren.

Konzentrationen: 1gG 1/200 und AS 1/1000 verdunnt in Phosphat-Puffer
Gridunterseite mit 20 Tropfen Phosphat-Puffer waschen, Uberschissigen
Phosphat-Puffer mit Filterpapier absaugen.

Tropfpraparat oder Dekoration durchfihren.
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3.44

3.5

Dekoration von Praparaten mit Antiseren

Tropfpraparation bis zur Inkubation auf Pref3saft durchfuhren.
Gridunterseite mit 20 Tropfen Phosphat-Puffer waschen und
uberschussigen Phosphat-Puffer mit Filterpapier absaugen.
Gridunterseite auf einem Tropfen AS oder IgG fur 15 bis U.N. inkubieren.
Konzentrationen: 1IgG 1/10, Rohserum 1/50 in Phosphat-Puffer.

Grid wie oben waschen, kontrastieren und trocknen.

Immungoldmarkierung von Dekorationspraparaten

Herstellung eines Tropfpraparates mit anschlieRender Dekoration.
Gridunterseite mit 20 Tropfen Phosphat-Puffer waschen, Uberschissigen
Phosphat-Puffer mit Filterpapier absaugen.

Gridunterseite fur 10" auf einem Tropfen 1 % BSA inkubieren Uber-
schissigen Puffer mit Filterpapier absaugen (nicht waschen).
Gridunterseite auf einem Tropfen GaR 10 nm Gold (1/50 PBS-T) fir 1 h
inkubieren.

Grid wie oben waschen, kontrastieren und trocknen.

Softwareprogramme

Genmon (GBF Braunschweig)

DNASIS Ver. 2.0 (Fa. Hitachi)

ClustalX (Higgins & Sharp, 1988)

Tree View; Roderic D.M. Page ,1997
(http://taxonomy. zoology. gla. ac. uk/rod/rod. html)
Oligo Ver. 4.0; Wojciech Rychlik, 1991

SAS software system 1996

Vector NTI; Infor Max Inc.
(http://www.informaxinc.com/vectornti. html)
Proteindatenbank zur Sekundarstrukturvorhersage
(http://bonsai.lif.icnet.uk/foldfitnew/index.html)
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41 Untersuchungen mit transgenen virusresistenten N. benthamiana
411 PCR-Mutagenese von CP und HCpro

Ein Hauptziel dieser Arbeit war die Herstellung von transgenen virusresistenten N.
benthamiana Pflanzen, die mit modifizierten Genen des PPV (CP und HCpro)
transformiert sind und eine Resistenz gegeniber dem PPV aufweisen. Mit den
modifizierten CP-Genen sollte das Auftreten von Heterologer Enkapsidierung,
Komplementation und Rekombination in transgenen virusresistenten Pflanzen
begrenzt werden. Mit Hilfe der modifizierten HCpro-Gene sollte erstmals die
Mdglichkeit untersucht werden, in transgenen N. benthamiana Pathogen-vermittelte
Resistenz zu erzeugen und gleichzeitig eine Komplementation von
Blattlaustbertragungsfunktionen fremder Viren zu verhindern.

Das CP- und HCpro-Gen wurden so modifiziert, dal} die Motive wichtiger viraler
Funktionen, die Uber diese Vorgange fremden Viren zur Verfugung gestellt werden
konnten, mutagenisiert wurden. Diese viralen Funktionen betreffen Kurz- und
Langstreckentransport, Enkapsidierung und Blattlaustbertragbarkeit des CP, sowie die
Beteiligung an der Blattlausubertragbarkeit der HCpro des PPV (siehe Einleitung).
Um in der Pflanze exprimiert werden zu konnen, mul3ten die Gene zuerst unter
Kontrolle eines eukaryontischen Promotors und Polyadenylierungssignals gebracht
werden. Das unveranderte CP-NAT des PPV lag bereits im pflanzlichen
Expressionsplasmid (pe35SL-NAT-CP, siehe Anhang 8.2) unter Kontrolle des
2x35S-Promotors und des Polyadenylierungssignals aus dem CaMV vor (Prof. Dr. E.
Mail3, personliche Mitteilung). Das unmodifizierte PPV-CP aus pe35SL-NAT-CP wurde
bereits von Korte et al. (1997) erfolgreich zur Transformation von N. benthamiana und
zur Resistenzerzeugung gegenuber dem PPV eingesetzt. Die HCpro des PPV-NAT lag
kloniert in einem bakteriellen Expressionsplasmid mit eingefligtem Startcodon vor und
konnte, mit einem doppelten Restriktionsverdau (Ncol/Xbal) in pe35SL3 (Prof. Dr. E.
Maif3, personliche Mitteilung), zwischen 2x35S-Promotor und Polyadenylierungssignal,
kloniert werden. Damit wurde das Plasmid pe35SL3-HCpro erzeugt (siehe Anhang
8.2).
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Im Hullproteingen der Potyviren befinden sich hochkonservierte Aminosauremotive, fur
die eine Beteiligung an der Partikelassemblierung gezeigt werden konnte. Diese
Aminosauremotive im CP des PPV wurden mutiert, um sie funktionslos zu machen.
Damit sollten zwei Fragestellungen Uberpruft werden. Erstens war nachzuweisen, ob
ein auf diese Art und Weise mutiertes CP-Gen noch Resistenz in transgenen Pflanzen
vermitteln kann. Zweitens sollte untersucht werden, ob ein assemblierungsdefektes CP
in transgenen Pflanzen noch die Heterologe Enkapsidierung von fremden
eindringenden Viren unterstutzt.

Im Hiillproteingen wurden die Aminoséuren der Assemblierungsmotive (R**'*Q%*'® und
D3%%% durch Aminosduren mit entgegengesetzten chemischen Eigenschaften
ausgetauscht. Die Zahlen geben die Aminosaureposition in PPV-NAT an (Maiss et
al.,1989). Im R*"*Q%*"°-Motiv wurde basisches Arginin (R) durch saures Asparagin (D)
und polares Glutamin (Q) durch unpolares Leucin (L) ersetzt (RQ zu DL). Gleichzeitig
konnte zur einfachen Verifizierung der Mutation eine Restriktionsschnittstelle eingebaut
werden (hier Aatll). Im zweiten D***-Motiv wurde saures Asparagin (D) durch
basisches Lysin (K) ersetzt. Um eine Restriktionsschnittstelle (Bgl/ll) mit einfugen zu
kdnnen, muldte zusatzlich unpolares Phenylalanin (F) durch ebenfalls unpolares
Isoleucin (l) ersetzt werden. Um den Einflull beider veranderter Motive auf die
Resistenzvermittlung und die Heterologe Enkapsidierung untersuchen zu kénnen,
wurden die Mutationen einzeln und gemeinsam ins CP-Gen eingefugt. Mit diesem
Ansatz wurden drei verschieden mutierte CP-Gene erzeugt. In einem weiteren
Konstruktionsansatz wurden 83 Aminosauren des N-Terminus des CP entfernt, ohne
dabei den CP-Leserahmen zu zerstoren. Damit sollten CP-Funktionen wie
Blattlausubertragbarkeit und Transportbeteiligung, die durch den N-Terminus vermittelt
werden, entfernt werden. Auf dem N-Terminus des CP des PPV befindet sich das
innerhalb der Potyviren konservierte Aminosauretriplet DAG, welches fur die
Blattlausubertragbarkeit verantwortlich ist (siehe Einleitung). Dieses Motiv ist im hier
verwendeten CP des nichtaphidenlbertragbaren Isolates PPV-NAT zu DAL?%%7-28%9
mutiert. Da nicht sichergestellt ist, ob nicht noch weitere Motive auf dem N-Terminus
an der Blattlausubertragbarkeit anderer Potyviren beteiligt sind, sollte der gesamte
N-Terminus entfernt werden. Mit diesem A83-Konstrukt sollte tiberpriift werden, ob ein
verkurztes CP noch in der Lage ist, in transgenen Pflanzen Resistenz zu vermitteln
und Heterologe Enkapsidierung zu unterstiitzen. Anstelle des A% wurde ein
Startcodon (AUG) und zur Klonierung des verklirzten CP-Gens eine
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Ncol-Restriktionsschnittstelle eingebaut. Die einzelnen Mutationen und eingeflgten
Schnittstellen sind in Abb. 4 dargestellt.

CP PPV-NAT AN

NIb N-term. core C-term. 3°-NTR
CP-N | | 1 |

D A G S T
GAT GCA GGA TCA ACT

A M G s T
GCC ATG GGA TCA ACT
5197-201 Ncol

RQ-DV

F R Q@ I

CP-RQ I I I I TTT AGA CAA ATT

F D v I

TTT GAC GTC ATT
9189-94 AatII

DF-KI

F D F Y

CP-D | I [ 1 TTT GAT TTT TAC

F K I ¥
932126 TTT AAG ATC TAC
BgllT

CP-RQD | I ]

9188-94 9321-26

Abb.4:  Assemblierungsmutationen und N-terminale Deletion im CP des PPV-NAT.

Die Zahlen geben die Nukleotidpositionen im PPV-NAT (Maiss et al.,1989) an. (Nlb:
Nuclear inclusion body b, 3"-NTR: 3 -nichttranslatierter Bereich)

Eine spezifische Interaktion zwischen dem CP und der HCpro von Potyviren bewirkt
die Bindung von Viruspartikeln an die Mundwerkzeuge von Aphiden und ermdglicht
damit die nichtpersistente Ubertragung (siehe Einleitung). In der Helferkomponente
-Protease (HCpro) des PPV befinden sich zwei innerhalb der Potyviren
hochkonservierte Aminosauremotive (KITC**¢% PTK®*%) fiir die am Beispiel des
TVMV und ZYMV, eine Beteiligung an der Blattlaustbertragbarkeit gezeigt werden
konnte. Dabei hatten im KITC-Motiv Lysin (K) und im PTK-Motiv Threonin (T) und
Lysin (K) den starksten Einflul auf die Blattlausubertragbarkeit. In den PPV-HCpro
Konstrukten, die fur Pflanzentransformationsexperimente eingesetzt wurden, sollten
diese Aminosauremotive mittels Mutagenese funktionslos gemacht. Somit sollte eine
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transgene PPV-HCpro eindringende fremde Viren bezlglich der
Blattlausubertragungsfunktion nicht komplementieren. Auch hier wurde die
Mutagenese auf die Art und Weise durchgefuhrt, dal} die Aminosauren der Motive
durch Aminosauren mit entgegengesetzten Eigenschaften ersetzt wurden. Im
KITC**%_Motiv wurde basisches Lysin (K**) zu Glutaminsaure (E) mutiert. Aufgrund
einer einzufiigenden Restriktionsschnittstelle (EcoRI) wurde unpolares Isoleucin (1*°')
zu unpolarem Phenylalanin (F) mutiert (KITC-EFTC). Im PTK®*%¢-Motiv wurde polares
Threonin (T°%°) zu unpolarem Alanin (A) und basisches Lysin (K®*) zu Glutaminsdure
(E) verandert. Die eingefugte Restriktionsschnittstelle zur Verifizierung der Mutagenese
war Sacll. Abb. 5 zeigt die Mutationen und eingefugten Schnittstellen.

HCpro PPV-NAT

KITC-EFTC
P1 HCpro P3

HC-KITC L I 1 ]

K I T Cc
AAA ATC ACG TGT

E F T (o
GAA TTC ACG TGT
1224-28 EcoRI

PTK-PAE

HC-PTK [ | ] CCa ACA MG

P A E
2000-04 CCC GCG GAG
SacII

HC-KITC-PTK | ] 1]

1224-28 2000-04

Abb. 5 Mutationen in der HCpro von PPV-NAT.

Die Zahlen geben die Nukleotidpositionen im PPV-NAT (Maiss et al.,1989) an.
(P1: Protein 1, P3: Protein 3)

Die dargestellten Mutationen wurden, wie unter 3.2.4.4 erlautert, in das CP-Gen und
das HCpro-Gen, vorliegend in den Plasmiden pe35SLNAT-CP und pe35SL3-HCpro
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(siehe 8.2), eingeflugt.

4111 PCR-Mutagenese zur Einfugung von CP-RQ, -D, CP-RQ-D und CP-N in

das CP-NAT
pe35SL-NAT-CP
Kpnl Ncol CP-PPV-NAT Pstl
A B D E
2x35S — m—
5-end PPV e e 3-NTR pA-CaMV y
c F G
RQ-Motiv D-Motiv

Abb. 6: PCR-Mutagenese des PPV CP-Gens

A: T3, B: CP-MUT-N, C: CP-PCR1, D: CP-MUT2, E: CP-PCR2, F: CP-MUT3, G: T7.
Die Pfeile geben die jeweiligen Primer in 5°-3"-Richtung an.

Die PCR-Mutagenese wurde, wie in Abb. 6 schematisch angegeben, mit den jeweils
angegebenen Primern an den entsprechenden Minipraparationen der
Ausgangsplasmide durchgefuhrt (siehe 3.2.4.4). Die PCR-Produkte wurden Uber eine
Standard-Gelelektrophorese auf die erwartete Fragmentgrofde Uberpruft, mit QlIAquick
gereinigt und wie beschrieben kloniert. Die Selektion erfolgte Uber die auf den
Plasmiden vorliegenden Antibiotikaresistenzgene (siehe Anhang 8.2). Die erzeugten
Plasmide wurden mit den geeigneten Restriktionsenzymen, anhand der vorher
hergestellten Plasmidkarten, identifiziert (Vector NTI).
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Die einzelnen durchgefuhrten Arbeiten sind aufgrund der Vielzahl von
PCR-Reaktionen, Reinigungsschritten und Klonierungen nur stichwortartig angegeben.

Herstellung von pe35SL-NAT-CP-N

PCR-Mutagenese mit CP-MUT-N und T7 aus pe35SL-NAT-CP,
Restriktion des PCR-Fragmentes Ncol/Pstl und Klonierung in
pe35SL-NAT-CP Ncol/Pstl.

Produkt: pe35SL-NAT-CP-N

Herstellung von pe35SL-NAT-CP-RQ

Vorbereitung des Vektors pGEM-5Zf(+) zur Entfernung einer Aatll
Schnittstelle. Restriktion Aatll, Auffullungsreaktion mit Klenow-Fragment,
Ligation und Transformation.

Produkt: pGEM-5Zf(+)-Aatll-aufgefullt

PCR-Mutagenese mit T3 und CP-PCR1, Restriktion des
PCR-Fragmentes Ncol/Pstl und Klonierung in
pGEM-5Zf(+)-Aatll-aufgeflllt Ncol/Pstl.

Produkt: pGEM-5Zf(+)-CPRQ1

PCR-Mutagenese mit CP-MUT2 und T7, Restriktion des
PCR-Fragmentes Aatll/Pstl und Klonierung in

pGEM-5Zf(+)-CPRQ1 Aatll/Pstl.

Produkt: pGEM-5Zf(+)-CPRQ2

Klonierung des PCR-Fragmentes aus pGEM-5Zf(+)-CPRQ2 Ncol/Pstl in
pe35SL-NAT-CP Ncol/Pstl.

Produkt: pe35SL-NAT-CP-RQ

Herstellung von pe35SL-NAT-CP-D

PCR-Mutagenese mit T3 und CP-PCR2, Restriktion des
PCR-Fragmentes Ncol/Pstl und Klonierung in pGEM-5Zf(+) Ncol/Pstl.
Produkt: pGEM-5Zf(+)-CP-D1

PCR-Mutagenese mit CP-MUT2 und T7, Klonierung des
PCR-Fragmentes Bglll/Pstl und Klonierung in

pGEM-5Zf(+)-CP-D1 Bglll/Pstl.
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Produkt: pGEM-5Zf(+)-CP-D2
- Klonierung aus pGEM-5Zf(+)-CPD2 Ncol/Pstl in
- pe35SL-NAT-CP Ncol/Pstl.

Produkt: pe35SL-NAT-CP-D

Herstellung von pe35SL-NAT-CP-RQD

- PCR-Mutagenese mit CP-MUT2 und CP-PCR2, Restriktion des
PCR-Fragmentes Aatll/Pstl in pGEM-5Zf(+)-CP-RQ1 Aatll/Pstl. Produkt
pGEM-5Zf(+)-CPRQD1.

- Klonierung des Bglll/Pstl PCR-Fragmentes Bglll/Pstl in
pGEM-5Zf(+)-CPRQD1. Produkt pGEM-5Zf(+)-CPRQD2

- Klonierung des CP-Fragmentes aus pGEM-5Zf(+)-CPRQD2 Ncol/Pstl in
pe35SL-NAT-CP Ncol/Pstl.
Produkt: pe35SL-NAT-CP-RQD

41.1.2 PCR-Mutagenese zur Einfugung von HC-KITC, -PTK und -KITC-PTK in
die HCpro

Umklonierung der HCpro zur Mutagenese
Die PCR-Mutagenese der HCpro des PPV-NAT konnte, aus Mangel an passenden
Restriktionsschnittstellen, nicht direkt an pe35SL3HC durchgefuhrt werden. Es war
notwendig die HCpro in ein Plasmid ohne eine Sacll Restriktionsschnittstelle
umzuklonieren.
Folgende Arbeitsschritte wurden durchgeflhrt:
- Restriktion des HCpro-Gens aus pe35SL3-HCpro Ncol/Pstl, Klonierung in
pGEM-5Zf(+) Ncol/Pstl.
Produkt: pGEM-5Zf(+)-HCpro
- Entfernung der EcoRI-Schnittstelle durch Restriktion EcoRlI,
Auffillungsreaktion mit Klenow-Fragment, Ligation und Transformation.
Produkt: pGEM-5Zf(+)-HCpro-EcoRlI-aufgefullt
Anschliellend konnte die PCR-Mutagenese wie in Abb. 7 dargestellt mit den
unterschiedlichen angegebenen Primern durchgefluhrt werden. Auch hier konnten die
erzeugten Plasmide mit geeigneten Restriktionsenzymen, anhand der vorher
hergestellten Plasmidkarten (Vektor NTI), identifiziert werden.
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pGEM-5Zf(+)-EcoRl-aufgef.-HCpro

Ncol HCpro Pstl
- -
~<f— e 3-NTR pA-CaMV E
C E
KITC-Motiv PTK-Motiv

Abb. 7: PCR-Mutagenese des HCpro-Gens
A: T7, B: HC-MUT1, C: HC-PCR1, D: HC-MUT2, E: HC-PCR2, F: SP6.

Herstellung von pe35SL3-HC-KITC

- PCR-Mutagenese mit T7 und HC-PCR1. Restriktion und Klonierung des
PCR-Fragmentes Ncol/Pstl in pPGEM-5Zf(+) Ncol/Pstl.
Produkt: pGEM-5Zf(+)-HCK1

- PCR-Mutagenese mit HC-MUT1 und SP6. Restriktion und Klonierung des
PCR-Fragmentes EcoRI/Pstl in pGEM-5Zf(+)-HCK1 EcoRI/Pstl.
Produkt: pGEM-5Zf(+)-HCK2

- Klonierung des HCpro-Fragmentes aus pGEM-5Zf(+)-HCK2 Ncol/Pstl in
pe35SL3-HCpro Ncol/Pstl.
Produkt: pe35SL3-HC-KITC
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Herstellung von pe35SL3-HC-PTK

- PCR-Mutagenese mit T7 und HC-PCR2. Restriktion und Klonierung des
PCR-Fragmentes Ncol/Pstl in pGEM-5Zf(+) Ncol/Pstl.
Produkt: pGEM-5Zf(+)-HCP1

- PCR-Mutagenese mit HC-MUT2 und SP6. Restriktion und Klonierung des
PCR-Fragmentes Sacll/Pstl in pGEM-5Zf(+)-HCP1 Sacll/Pstl.
Produkt: pGEM-5Zf(+)-HCP2

- Klonierung des HCpro-Fragmentes aus pGEM-5Zf(+)-HCK2 Ncol/Pstl in
pe35SL3-HCpro Ncol/Pstl.
Produkt: pe35SL3-HC-PTK

Herstellung von pe35SL3-HC-KITC-PTK

- PCR-Mutagenese mit HC-MUT1 und HC-PCR2. Restriktion des
PCR-Fragmentes EcoRI/Pstl in pGEM-5Zf(+)-HCK1 EcoRI/Pstl.
Produkt: pGEM-5Zf(+)-HCKP1

- Klonierung des PCR-Fragmentes Sacll/Pstl (s.0.) in pGEM-5Zf(+)-HCKP1.
Produkt: pGEM-5Zf(+)-HCKP2

- Klonierung des HCpro-Fragmentes aus pGEM-5Zf(+)-HCKP2 Ncol/Pstl in
pe35SL3-HCpro Ncol/Pstl.
Produkt: pe35SL3-HC-KITC-PTK

Nachdem samtliche erforderlichen CP- und HCpro-Mutanten erzeugt waren, wurde
von allen Plasmiden pe35SL-NAT-CP-RQ, -D, RQ-D, -N und pe35SL3HC-KITC, -PTK,
-KITC-PTK ssDNA erzeugt und mit spezifischen Primern die Sequenz der
Mutationsstellen bestimmt. Im CP-Gen wurde jede Assemblierungsmutante von der
Sacl-Schnittstelle (Pos. 8976 PPV-NAT) bis zur Pstl-Schnittstelle, welche sich 3" zum
Polyadenylierungssignal befindet, sequenziert. Bei allen Mutanten wurden die
gewunschten Aminosaureaustausche nachgewiesen und kein zusatzlicher
Nukleotidaustausch im sequenzierten Bereich festgestellt. Die A83-CP-Mutante wurde
ab der EcoRV Restriktionsschnittstelle im 35S-Promotor sequenziert. Die ersten 170
Bp des CP-Gens zeigten keine Nukleotidaustausche und die N-terminale Verkirzung
konnte erfolgreich integriert werden. Im Gen der HCpro wurden bei der
HC-KITC-Mutante die ersten 230 Bp der HCpro sequenziert und eine erfolgreiche
Mutagenese festgestellt. Jedoch wurden zusatzliche Nukleotidaustausche an zwei
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Stellen des sequenzierten Bereiches bestimmt, die zu Aminosaureaustauschen flhrten
(8*2-W, D***-G). Die gleichen Austausche im gleichen sequenzierten Bereich wurden
bei der HC-KITC-PTK-Mutante festgestellt. 400 Bp des Bereiches der PTK-Mutation
ab Pos. 1918 des PPV-NAT wurden ebenfalls sequenziert. Die HC-PTK Mutante
wurde im gleichen Bereich mit exakt dem gleichen Ergebnis sequenziert.

Somit standen insgesamt sieben unterschiedliche Konstrukte flr nachfolgende
Pflanzentransformationsexperimente zur Verfugung.

41.2 Herstellung von pflanzlichen Expressionskassetten in binaren
Plasmiden
RB
‘ 2x35S Mutierte CP- und HCpro-Gene pACaMV

gus gus polyA

358
—— -

npftil LB

nosA

Abb. 8: Pflanzliche Expressionskonstrukte in pLX222 zwischen rechter (RB) und

linker (LB) Integrationsgrenze.

gus: gus-Gen, nptll: Neomycinphosphotransferase, pnos: Promotor nos, nosA:
Polyadenylierungssignal nos, pA CaMV: Polyadenylierungssignal CaMV, 35S:
35S-Promotor.

Die verschiedenen mutierten CP- und HCpro-Gene, unter Kontrolle des 2x35S
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Promotors, sollten in bindre Plasmide zur Agrobakterium vermittelten
Pflanzentransformation kloniert werden. Als binares Plasmid wurde pLX222 (siehe
Anhang 8.2) gewahlt. Dieses Plasmid besitzt, neben einer MCS zwischen rechter und
linker Integrationsgrenze (RB-LB), das nptll-Gen unter Kontrolle des
Nopalinsynthetase-Promotors (pnos) und Polyadenylierungssignals (nosA), welches
eine Kanamycinselektion der transformierten Pflanzen erlaubt. Zusatzlich wurde das
gus-Gen unter Kontrolle des 35S-Promotors aus dem Plasmid pTQGUS-N bzw. -H
(siehe Anhang 8.2) mit eingefugt. Dieses Markergen ermdglichte die Selektion von
regenerierten Blattstickchen mittels eines Farbstofftests (siehe 3.2.1.9). Der Aufbau
der pflanzlichen Expressionskassetten in pLX222 zwischen der RB und LB ist in Abb.
8 gezeigt. Der Aufbau dieser Kassetten wurde bewul3t so gewahlt, da die Integration
der T-DNA bei der Transformation in das Pflanzengenom von der RB zur LB erfolgt.
Sollten Regenerate eine Kanamycinresistenz aufweisen und im gus-Test positiv
erscheinen, so konnte auf jeden Fall davon ausgegangen werden, das auch das
jeweilige virale Gen integriert worden war.
Aufgrund unterschiedlich vorhandener interner Restriktionsschnittstellen im Gen des
CP und der HCpro war es notwendig, fir beide Gene eine unterschiedliche
Klonierungsstrategie zu entwickeln und durchzufthren.
Die Klonierung der Hullproteingene erfolgte nach folgender Strategie:
- Restriktion der vier verschiedenen pe35SL-NAT-CP Plasmide Kpnl/Sphl,
Klonierung in pTQGUSH Kpnl/Sphl.
Produkt: pTQGUSH-CP-N, -RQ, -D, -RQ-D
- Die vier erhaltenen Plasmide wurden ihrerseits mit Kpnl/Hindlll verdaut
und die gesamte Expressionskassette in pLX222 Kpnl/Hindlll kloniert. Das
Plasmid pLX222 lag als Plasmidpraparation, Uber QIAgen-Saulen
gereinigt, vor.
Produkt: pLX222-CP-N, -RQ, -D, -RQD
Fur die mutierten HCpro-Gene wurde eine abweichende Klonierungsstrategie
entwickelt:
- Restriktion der drei verschiedenen pe35SL3-HCpro Plasmide mit den
Enzymen Kpnl/Sphl, Klonierung in pTQGUSN Kpnl/Sphl.
Produkt: pTQGUSN-HC-K, -P, -K-P
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- Die drei erhaltenen Plasmide wurden ihrerseits mit Konl/Nhell verdaut und
die gesamte Expressionskassette in pLX222 Kpnl/Xbal kloniert.
Produkt: pLX222-HC-KITC, -PTK, -KITC-PTK

41.3 Transformation des Agrobacterium tumefaciens Stammes LBA4404

Die sieben binaren pLX222-Plasmide lagen als Plasmidminipraparation aus E. coli
NM522 vor. Als Negativkontrolle fur die Transformationsexperimente wurde ein
unmodifiziertes pLX222 gewahlt.

Das Ziel war, A. tumefaciens mit diesen Plasmiden mittels Elektroporation zu
transformieren und rekombinante A. tumefaciens zu isolieren (siehe 3.2.1.4). Die
Plasmide wurden aus A. tumefaciens mit Minipraparationen isoliert und mittels
Restriktionsverdau identifiziert. Da aufgrund der geringen Plasmidkopienzahl in A.
tumefaciens und der Proteinverunreinigung der DNA-Praparation ein
Restriktionsmuster nur schwer zu identifizieren war, wurden die
Plasmidminipraparationen in E. coli NM522 zurick transformiert. Hier konnten
Plasmidminipraparationen zur Klonuberprufung mittels Restriktionsverdau hergestellt
werden. Die Bezeichnungen der verschiedenen Agrobakterienklone wurde fur die
Transformationsexperimente (siehe Tab. 4) als Bezeichnung fur die verschiedenen
Konstrukte gewahlt.

Tab. 4: Konstrukte in binaren Plasmiden zur Pflanzentransformation

LBA4404 Klon-Nr. Beschreibung
210 pLX222-CP-N
207 pLX222-CP-RQ
221 pLX222-CP-D
219 pLX222-CP-RQD
224 pLX222-HC-K
230 pLX222-HC-P
227 pLX222-HC-KP
216 pLX222
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41.4 Pflanzentransformation und Regeneration

Tab. 5: Ergebnisse der Transformations- und Regenerationsexperimente

Konstrukt Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Nr. transformierter umgesetzter | gus-positiver Pflanzen
Blattscheiben Sprosse Pflanzen (Samentrager)
210 60 60 27 23
207 60 46 19 11
221 60 21 14 10
219 60 47 18 12
224 60 15 20 16
230 60 35 22 14
227 60 34 23 14
216 60 61 0 7

Zur Pflanzentransformation wurde Blattmaterial von N. benthamiana aus der in-vitro
Kultur eingesetzt (siehe 3.2.1.2). Zur Gewinnung von ausreichend Blattmaterial wurden
25 Pflanzen bendtigt. Aus der Klonierung gingen sieben Agrobakterienklone hervor,
eine Negativkontrolle wurde mittransformiert. Mit jedem Konstrukt wurden 2x 30
Blattscheiben in zwei parallelen Transformationsversuchen transformiert (siehe 3.2.1).
Nach der Co-Inkubation wurden die Anzuchten der verschiedenen
Agrobakterien-Klone auf Selektivmedium ausplattiert, um das Vorhandensein der
bindren Plasmide zu Uberprifen. Die Blattscheiben wurden, wie unter 3.2.1.8
angegeben, mehrfach auf T1-Medium umgesetzt. Dabei wurden verbraunte
Blattsticke entfernt und ergrinte Kalli von nichttransformiertem Gewebe getrennt.
Nach jeweils 8-12 Wochen konnten die ersten Sprosse vom Kallusgewebe sauber
getrennt und auf T2-Medium zur Wurzelinduktion umgesetzt werden. Nachdem die
Pflanzchen fur die Petrischale zu grol3 gewachsen waren, wurden sie auf MS-Medium
in 30 ml Reagenzglasern mit Kunststoffkappe umgesetzt. Nach der Ausbildung von
Wurzeln und ausreichend Blattmaterial, wurde mit einzelnen Blattstuckchen ein
gus-Test (siehe 3.2.1.9) durchgefuhrt, gus-positive Pflanzchen ausgepflanzt und an
Gewachshausbedingungen adaptiert. Vom Transformationsansatz der Negativkontrolle
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(pLX222) konnten wie erwartet keine gus-positiven Pflanzen erzeugt werden. Es
wurden jedoch trotzdem sieben kanamycinresistente Pflanzen als Negativkontrolle fur
den sich anschlieRenden PPV-Resistenztest an Gewachshausbedingungen adaptiert.
Die Ergebnisse sind in Tab. 5 zusammengefalit. In den Transformations-experimenten
wurden von jedem Konstrukt mindestens zehn kanamycinresistente und im gus-Test
positiv reagierende Pflanzen regeneriert.

4.1.5 Erzeugung der T,- Generation, Resistenztestung und Erzeugung der
T,-Generation

Alle in Tab. 5 angegebenen Pflanzen wurden bis zur Samenreife kultiviert (siehe
3.2.1.10). Von allen regenerierten Pflanzen konnten Samen geerntet werden, die
keimfahig waren. Von jeder Linie wurden Pflanzen angezogen. Die beschriebene
Resistenztestung mit mechanischer Inokulation vom PPV-NAT wurde durchgefuhrt
(siehe 3.1.2). Es wurden 15 Pflanzen jeder T,-Linie bezuglich ihrer Resistenz
gegenuber dem PPV-NAT gepruft. Zeigte die Mehrzahl der untersuchten Pflanzen der
jeweiligen Linie kein eindeutiges Resistenzverhalten, wurden weitere 15 Pflanzen zur
Resistenztestung herangezogen.

Die Ergebnisse sind in den Tab. 6 bis Tab. 12 nach Konstrukten gegliedert dargestellt.
Bei der Resistenztestung wurden drei Reaktionen unterschieden. Anfallige Pflanzen
wurden, wie untransformierte N. benthamiana mit dem PPV unter Ausbildung von
normalen Symptomen, infiziert. Infektionsresistente Pflanzen konnten nicht mit dem
PPV Uber mechanische Inokulation infiziert werden. Recovery-resistente Pflanzen
wurden wie untransformierte N. benthamiana mit dem PPV infiziert, ein bis zwei
Wochen nach dem Auftreten der ersten Symptome erschienen die Virussymptome
jedoch schwacher und der Neuaustrieb war symptomfrei. Bei allen Resistenztests
konnten parallel inokulierte nichttransgene Kontrollpflanzen zu 100% infiziert werden.
Zur Benennung der einzelnen transgenen regenerierten Pflanzen und der transgenen
Linien der T,- und T,-Generation wurde folgende Nomenklatur gewahlt: Die erste Zahl
gibt die Bezeichnung des Agrobakterienklones wieder. Die zweite Zahl stellt die
Nummer der regenerierten Pflanze dar, also die Pflanze, aus der die Samen der
T,-Generation gewonnen wurden. Die dritte Zahl ist die Nummer der Pflanze aus der
PPV-Resistenztestung, die zur Erzeugung der Samen der T,-Generation verwendet
wurde.
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Tab. 6:

Konstruktes pLX-CP-N

Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des

Nr. regenerierte

Anzahl Pflanzen

Anzahl Pflanzen

Anzahl Pflanzen

Anzahl Pflanzen

Pflanze getestet Infektions-resistent Recovery-resistent nicht resistent

210.5. 15 7 0 8
210.10. 30 5 0 25
210.12. 15 0 2 13
210.14. 30 10 0 20
210.15. 15 11 0 4
210.16. 15 1 0 14
210.17. 15 4 0 11
210.28. 30 4 0 24

Tab. 7: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des

Konstruktes pLX-CP-RQ

Nr. Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
regenerierte getestet Infektions-resisten | Recovery-resistent nicht resistent

Pflanze t

207.5. 15 1 0 14
207.8. 30 6 3 21
207.14. 15 0 3 12
207.16. 30 6 0 24

Tab. 8: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des

Konstruktes pLX-CP-RQ-D

Nr. regenerierte

Anzahl Pflanzen

Anzahl Pflanzen

Anzahl Pflanzen

Anzahl Pflanzen

Pflanze getestet Infektions-resisten | Recovery-resistent nicht resistent
t
219.7. 15 8 0 7
219.8. 15 4 0 11
219.12. 15 0 3 12
219.15. 15 0 3 12
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Tab. 9:

Konstruktes pLX-CP-RQ-D

Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des

Nr. regenerierte | Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
Pflanze getestet Infektions-resistent | Recovery-resistent nicht resistent
221.5. 15 6 1 8

221.11. 15 0 2 13

221.12. 15 9 0 6

221.16. 30 3 1 26

221.19. 15 0 3 12

221.22. 30 4 0 26
Tab. 10: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des

Konstruktes pLX-HC-K

Nr. Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
regenerierte getestet Infektions-resisten | Recovery-resisten nicht resistent
Pflanze t t
224 5. 15 0 3 12
224.7. 15 1 3 11
224 11. 15 1 0 14
224 .16. 15 0 2 13
224.21. 15 1 0 14
224.24. 15 2 0 13
224.25. 15 1 0 14
224.28. 15 3 0 12
Tab. 11: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des

Konstruktes pLX-HC-KP

Nr. regenerierte | Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
Pflanze getestet Infektions-resistent | Recovery-resistent nicht resistent
227.7. 15 0 3 12

227.10. 15 0 3 12
227.14. 15 6 2 7
227.17. 15 0 1 14
227.20. 15 3 0 12
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Tab. 11: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des
Konstruktes pLX-HC-KP (Fortsetzung)
Nr. regenerierte | Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
Pflanze getestet Infektions-resistent | Recovery-resistent nicht resistent
227.21. 15 2 1 12
227.33. 15 3 0 12
227.35. 15 0 6 9
227.37. 15 3 0 12
Tab. 12: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des
Konstruktes pLX-HC-P
Nr. regenerierte | Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
Pflanze getestet Infektions-resistent | Recovery-resistent nicht resistent
230.6. 15 1 0 14
230.7. 15 4 0 11
230.12. 15 1 0 14
230.20. 15 3 1 11
230.22. 15 7 0 8
230.25. 15 2 0 13
230.26. 15 1 0 14
230.28. 15 0 3 12
230.30. 15 1 2 12
230.34. 15 1 0 14

Alle Infektions- beziehungsweise Recovery-resistenten Pflanzen wurden bis zur

Samenreife im Gewachshaus kultiviert und hieraus Samen der T,-Generation
gewonnen. 15 oder 16 Pflanzen der T,-Generation wurden zu einem Resistenztest
gegenuber dem PPV herangezogen. Einzelne Linien, bei denen die Mehrzahl der
untersuchten Pflanzen ein eindeutiges Resistenzverhalten aufwiesen, konnten
selektiert und ein Test auf Homozygotie durchgefuhrt werden. Die Ergebnisse der
Resistenztestung sind in den Tab. 13-19 dargestellt. Die im anschlief3ienden
Homozygotie-Test positiven Linien sind fett gedruckt (siehe 4.1.6). Zum Vergleich
wurden bei jedem Resistenztest 15 nichttransgene N. benthamiana Pflanzen und 15
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transgene Pflanzen der Linie 17.27.4 gleichzeitig zur Kontrolle inokuliert. Dabei
konnten beide Kontrollen immer zu 100 % infiziert werden. Alle Pflanzen der Linie
17.27 .4 zeigten das unter 2.4 beschriebene Phanomen der Recovery-Resistenz.

Tab. 13: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des
Konstruktes pLX-CP-RQ.
Nr. T,-Linie | Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
getestet Infektions-resistent | Recovery-resistent nicht resistent
207.5.14. 16 2 14 0
207.8.1. 16 2 14 0
207.8.4. 15 3 12 0
207.8.5. 16 11 0 5
207.14.1. 16 2 14 0
207.14.2. 15 0 15 0
207.16.1. 16 16 0 0
207.16.2. 16 16 0 0

Fett gedruckte Linien: Homozygotie-Test positiv.

Tab. 14: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des
Konstruktes pLX-CP-N.
Nr. T,-Linie | Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
getestet Infektions-resistent | Recovery-resistent nicht resistent

210.5.2. 16 14 0 2
210.10.2. 16 15 1 0
210.12.1. 16 5 1 0
210.14.2. 16 0 0 16
210.15.2. 16 15 1 0
210.15.1. 16 11 0 5
210.17.1. 16 1 0 15
210.28.2. 16 1 15 0

Fett gedruckte Linien: Homozygotie-Test positiv.
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Tab. 15: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des
Konstruktes pLX-CP-RQ-D.

Nr. T,-Linie Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen

getestet Infektion?-resisten Recovery-resistent nicht resistent
219.7.2. 16 7 0 9
219.7.5. 16 10 6 0
219.7.7. 16 0 3 13
219.7.9. 16 0 3 13
219.7.11. 16 2 0 14
219.8.6. 15 10 5 0
219.8.1. 16 9 0 7
219.8.2. 15 9 0 6
219.12.1. 16 4 12 0
219.12.3. 16 0 16 0
219.12.4. 16 0 14 2
219.15.1. 16 1 15 0
219.15.3. 16 2 14 0
219.15.4. 16 0 13 3

Fett gedruckte Linien: Homozygotie-Test positiv.

Tab. 16: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des
Konstruktes pLX-CP-RQ-D.
Nr. T,-Linie [ Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
getestet Infektions-resistent | Recovery-resistent nicht resistent
221.5.2. 16 12 0 4
221.5.7. 16 14 0 2
221.11.2. 16 13 0
221.11.4. 16 0 16
221.12.1. 15 15 0
221.16.2. 16 12 4 0
221.19.1. 16 0 11 5
221.22.25 16 14 2 0

Fett gedruckte Linien: Homozygotie-Test positiv.

-96-



4 ERGEBNISSE

Tab. 17: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des
Konstruktes pLX-HC-K.
Nr. T,-Linie | Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
getestet Infektions-resistent | Recovery-resistent nicht resistent
224.5.6. 16 3 7 5
224.7.4. 16 2 14 0
224.11.9. 16 0 0 16
224.16.4. 15 0 11 4
224.21.9. 16 0 16 0
224.24.3. 16 6 10 0
224.25.9. 16 2 0 14
224.28.9. 14 S 0 9
224.5.10. 16 0 16 0
224.514. 16 1 15 0
224.7.6. 16 0 16 0
224.28.12. 16 0 16 0
224.28.15. 16 0 0 16
Tab. 18: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des
Konstruktes pLX-HC-K-P.
Nr. T,-Linie | Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
getestet Infektions-resistent Recoven‘:-resisten nicht resistent
227.7.6. 16 2 0 14
227.7.8. 16 0 0 16
227.711. 16 0 6 10
227.10.2. 16 3 0 13
227.14 1. 16 8 2 6
227.14.9. 16 11 0 5
22714 11. 16 8 0 8

Fett gedruckte Linien: Homozygotie-Test positiv.
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Tab. 18: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des
Konstruktes pLX-HC-K-P (Fortsetzung).
Nr. T,-Linie Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
getestet Infektion?-resisten Recover;:-resisten nicht resistent
227.17.2. 16 16 0 0
227.20.7. 15 4 0 11
227.21.13. 16 4 0 12
227.33.8. 16 0 16 0
227.35.6. 15 0 15 0

Fett gedruckte Linien: Homozygotie-Test positiv

Tab. 19: Ergebnisse der Resistenztestung der T,-Generation des
Konstruktes pLX-HC-P.
Nr. T,-Linie | Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen Anzahl Pflanzen
getestet Infektions-resistent | Recovery-resistent nicht resistent

230.6.3. 16 4 12 0

230.7.5. 16 9 0
230.12.3. 16 15 1
230.20.6. 16 1 15 0
230.22.2. 16 11 5 0
230.22.5. 15 12 0
230.22.6. 15 1 0
230.25.6. 16 2 14 0
230.26.12. 16 0 8 8
230.28.4. 16 6 10 0
230.28.11. 16 0 16 0
230.28.8. 16 4 11 0

Fett gedruckte Linien: Homozygotie-Test positiv.

98-



4 ERGEBNISSE

4.1.6 Homozygotie-Testung und Zusammenhang der Resistenzreaktion der
T,- und T,-Generation

Mit den Pflanzen der Linien der T,-Generation, die ein einheitliches Resistenzverhalten
zeigten, wurde eine Keimungstest auf Homozygotie durchgefuhrt (siehe 3.2.1.11). Die
Ergebnisse sind in den Tab. 13 bis 19 als fett gedruckte Linien dargestellt. Die Linien
207.8.4., 210.12.1., 219.7.5., 219.8.6., 221.11.2,, 221.16.2., 224.16.4., 224.24.3.,
230.6.3.,230.22.5. und 230.22.6. zeigten im Resistenztest keine eindeutig homogene
Reaktion, waren aber doch im Homozygotie-Test positiv. Dies wird ebenfalls in Tab. 20
deutlich. Um weiterhin zu uberprufen, ob von der Resistenzreaktion der jeweils
verwendeten Samentragerpflanze der T,-Generation auf die Resistenzreaktion der
daraus erzeugten homozygoten Linie der T,-Generation geschlossen werden kann,
wurden die entsprechenden Daten in Tab. 20 gegenlbergestellt.

Tab. 20: Gegenulberstellung der Resistenzreaktion der T,-Samentrager und daraus
erzeugten T,-Pflanzen

Bezeichnung Resistenzreaktion Anzahl Anzahl Anzahl
T,-Samentrager des T,-Pflanzen T,-Pflanzen T,-Pflanzen
T,-Samentragers Infektions- Recovery- nicht resistent
resistent resistent
207.8.4. Recovery 3 12 0
207.14.2. Recovery 0 15 0
207.16.1. Immun 16 0 0
219.7.5. Immun 10 6 0
219.8.6. Immun 10 5 0
221.11.2. Recovery 3 13 0
221.121. Immun 15 0 0
221.16.2. Immun 12 4 0
210.10.2. Immun 15 1 0
210.121. Recovery 5 11 0
224.16.4. Recovery 0 11 4
224.21.9. Immun 0 16 0
224.24 3. Immun 6 10 0
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Tab. 20: Gegenulberstellung der Resistenzreaktion der T,-Samentrager und daraus
erzeugten T,-Pflanzen (Fortsetzung)

Bezeichnung Resistenzreaktion Anzahl Anzahl Anzahl
T,-Samentrager | des T,-Pflanzen T,-Pflanzen T,-Pflanzen
T,-Samentragers Infektions- Recovery- nicht resistent
resistent resistent
224.28.12. Immun 0 16 0
227.17.2. Recovery 16 0 0
227.35.6. Recovery 0 15 0
230.6.3. Immun 4 12 0
230.20.6. Immun 1 15 0
230.22.5. Immun 12 3 0
230.22.6. Immun 11 4 0
230.25.6. Immun 2 14 0
230.28.11. Recovery 0 16 0

Die Gegenuberstellung der Resistenzreaktionen zeigen eindeutig, dal} bei jeder
CP-transgenen Linie (Konstrukt 210-221) die Mehrzahl der untersuchten Pflanzen die
gleiche Resistenzreaktion zeigt, wie die Pflanze der T,-Generation, aus der die Samen
dieser Pflanzen erzeugt wurden. Der umgekehrte Fall trat nicht auf. Bei den Pflanzen
der T,-Generation, die mit den verschiedenen HCpro-Genen transformiert wurden und
homozygot sind, ist dieser Zusammenhang so nicht zu beobachten (Konstrukt
224-230). Neben der gleichen Resistenzreaktion von T1-Samentrager und
homozygoten T2-Nachkommen konnte auch der umgekehrte Fall nachgewiesen
werden. Auch wenn die Samentragerpflanze der T1-Generation eine Recovery
-Resistenzreaktion aufwies, konnten die Nachkommen ein Infektionsresistenz zeigen
(227.17.2.) und umgekehrt (230.20.6.). Im Fall der HCpro Linien konnte also kein
eindeutiger Zusammenhang der Resistenzreaktion zwischen T,- und T,-Generation
hergestellt werden.

4.2 Charakterisierung der transgenen Linien der T,-Generation
Die neu erzeugten transgenen homozygoten PPV-resistenten N. benthamiana Linien

mit modifizierten CP- und HCpro-Genen wurden charakterisiert und mit den
Eigenschaften der bereits vorhandenen, mit unmodifiziertem PPV-CP transformierten,
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N. benthamiana verglichen (17.27.4. (Timpe et al., 1992), 4.30.45. und 4.30.60. (Korte
et al., 1995) (siehe 2.4).

Ein Teil der Charakterisierung umfalte die Bestimmung der Anzahl transgener
Insertionen im Pflanzengenom. Mit dem Ergebnis sollte ein unter Umstanden
bestehender Zusammenhang zwischen Kopienzahl und Resistenzreaktion feststellbar
sein. Weiterhin wurde das Vorhandensein des transgenen Proteins in den einzelnen
homozygoten Linien Uberpruft, um zwei Fragestellungen untersuchen zu konnen. Im
Falle der CP-Transgenen mufdten Linien fur die Untersuchungen zur Heterologen
Enkapsidierung selektiert werden die das transgene CP exprimieren. Weiterhin sollte
ein Zusammenhang zwischen der Expression der transgenen Proteine und der
aufgetretenen Resistenzreaktion untersucht werden. Um einen Vergleich mit den
bereits vorhandenen transgenen Linien vornehmen zu kdnnen, sollten diese ebenfalls
bezlglich der verschiedenen Eigenschaften charakterisiert werden.

421 Bestimmung der Anzahl transgener Insertionen

Die Kopienzahl des Transgens erfolgte, wie unter 3.2.2. beschrieben, mittels
Hybridisierung nach Southern-Transfer von genomischer Pflanzen-DNA. Die
Bestimmung der Kopienzahl sollte mit einer einzigen Sonde fur alle vorhandenen und
neu erzeugten Linien durchgefluhrt werden. Daher konnte nur der Teil der pflanzlichen
Expressionskassette benutzt werden, der in allen verschiedenen Konstrukten
vorhanden war. Als Sonde zur Detektion der Anzahl transgener Insertionen wurde
daher das Kpnl/EcoRV 658 Bp Fragment des 2x35S Promotors gewahlt. Zu diesem
Zweck wurde das Fragment mit den Enzymen Kpnl/EcoRV in das Plasmid
pBluescriptlISKM Kpnl/EcoRV umkloniert, um mittels T3- und T7-Primersequenzen,
die die MCS des Vektors direkt flankieren, in der PCR amplifiziert werden zu kdnnen
(siehe 8.2). Die erfolgreiche Umklonierung wurde durch den Restriktionsverdau der
Minipraparationen der rekombinanten Plasmide bestatigt. Das hergestellte
Sondenplasmid wurde, wie unter 3.2.2.4 angegeben, fur den Einbau von DIG-11-UTP
als Template in der PCR eingesetzt. Der Einbau wurde uber die Standard
Gelelektrophorese neben einem Kontroll-PCR-Fragment, welches ohne DIG-11-UTP
erzeugt wurde, Uberpruft.
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1,99 kbp

= (0,58 kbp

Abb. 9: Autoradiogramm einer Southern-Hybridisierung zum Nachweis transgener
Insertionen.

A: 221121, B: 219.7.5,, C: 210.10.2., D: 230.22.6., E: 221.16.2,, F: 221.11.2., G:
207.8.4.,H: 207.16.4., 1: 207.14.2., J: 224.21.9., K: 227.17.2.

Aus Blattmaterial aller homozygoten Linien der T,-Generation, der Linien 17.27.4.,
4.30.45., 4.30.60. sowie nichtransgenen N. benthamiana Pflanzen, wurde wie unter
3.2.2.2 angegeben genomische DNA hergestellt. Diese wurde nach
Restriktionsverdau, Gelelektrophorese und Southern-Transfer zur Hybridisierung
eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Tab. 21 dargestellt. Die Gro3e der Banden der
genomischen DNA der unterschiedlichen CP- und HCpro-transgenen Linien, die nach
der Hybridisierung nachgewiesen werden konnten entsprachen den erwarteten
Fragmenten wie in Kapitel 3.2.2 in Abb. 2 dargestellt. Anhand der zusatzlichen
nachweisbaren Banden variabler Gréle konnte die Anzahl transgener Insertionen
nachgewiesen werden. Es wurden in den verschiedenen transgenen homozygoten
Linien zwischen einer und vier Insertionen nachgewiesen. Die Kopienzahl der T,-Linie
210.10.2., des CP-N Konstruktes, konnte auch nach mehrmaligen
Hybridisierungsversuchen nicht bestimmt werden, da mehrfach das gleiche
Bandenmuster auf dem Autoradiogramm bestimmt wurde. Dieses ermdglichte keine
Zuordnung zu Restriktionsfragmenten der genomischen DNA (siehe Abb. 9). Das
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Beispiel eines Autoradiogramms einer Southern-Hybridisierung ist in Abb. 9
dargestellt.

4.2.2 Bestimmung der transgenen Proteinexpression

Die Bestimmung der transgenen Proteinexpression erfolgte aus
Gesamtproteinextrakten aus transgenem Blattmaterial der einzelnen neuerzeugten
homozygoten T,-Linien und den Linien 17.27.4., 4.30.45. und 4.30.60., wie unter 3.3.3
bis 3.3.7 beschrieben. Als Positivkontrollen wurden Gesamtproteinextrakte aus mit
PPV infizierten N. benthamiana Pflanzen verwendet. Die Ergebnisse der einzelnen
Immunnachweise sind in Tab. 21 zusammengefal’t.

Tab. 21: Ergebnisse der Kopienzahlbestimmung, Proteinexpressionsbestimmung
von transgenem CP und HCpro und Resistenzreaktion in homozygoten
Linien der T,-Generation

Konstrukt T,-Linie Anzahl transgener Protein- Resistenzreaktion
Insertionen expression

CP-AT 17.27 4. 1 + - 15x R -
CP-NAT 4.30.45. 1 + 5x1 | 25x R | 5x +

CP-NAT 4.30.60. 1 - 32x | 3xR -

CP-N 210.12.1. 2 + 5x1 | 11xR -

210.10.2. ? - 15x | - -

CP-RQ 207.8.4. 1 - 3x1 | 12xR -

207.14.2. 2 + - 15x R -

207.16.1. 1 - 15x | 1xR -

CP-D 221.11.2. 1 + 3x1 | 13xR -

221.121. 1 - 15x | - -

221.16.2. 2 + 12x | 4x R -

CP-RQ-D 219.7.5 1 - 10x | 6x R -

219.8.6. 1 + 14x | 1xR -

I: Infektions-resistent, R: Recovery-resistent, +: Expression nachgewiesen, -: keine Expression
nachweisbar
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Tab. 21a: Ergebnisse der Kopienzahlbestimmung, Proteinexpressionsbestimmung
von transgenem CP und HCpro und Resistenzreaktion in homozygoten
Linien der T,-Generation

Konstrukt T,-Linie Anzahl Protein- Resistenzreaktion
transgener expression
Insertionen
HC-K 224.16.4. 2 + - 1MIxR | 4x+
224.21.9. 1 + - 15x R -
224.24 3. 4 - 5x1 | 10xR -
224.28.12. 3 - - 15x R -
HC-P 22717 .2. 1 - 14x | 2x R -
227.35.6. 1 + - 15x R -
HC-KP 230.20.6. 1 + 1x1 | 14xR -
230.28.11. 3 + - 15x R -
230.25.6. 1 + 2x1 | 13xR -
230.22.5. 1 - 12x | 3x R .
230.22.6. 1 - 15x | . _

I: Infektions-resistent, R: Recovery-resistent, +: Expression nachgewiesen, -: keine Expression
nachweisbar

4.2.3 Untersuchung des Resistenzmechanismus

In der Einleitung wurden die Mechanismen, die der Pathogen-vermittelten Resistenz
zugrundliegen konnen, vorgestellt. English et al. (1996) verwendeten transgene N.
benthamiana Pflanzen, die mit dem gus-Gen unter Kontrolle des 35S-Promotors
transformiert waren. Diese Pflanzen zeigten ein posttranskriptionales “gene-silencing”
des gus-Gens. Wurden die transgenen Pflanzen mit einem chimaren PVX-Klon
infiziert, in den das gus-Gen unter Kontrolle des subgenomischen CP-Promotors
zwischen dem “triple gene block” (TGB) und dem CP-Gen eingefugt worden war
(pPPVX201-gus), so waren diese Pflanzen gegenuber diesem Virus resistent. Die virale
RNA unterlag, wie die transgene RNA des gus-Gens, einem Degradations-
mechanismus. Es fand ein sequenzspezifischer Abbau des transgenen Transkripts
und der Virus-RNA statt. Gegenuber dem unmodifiziertem PVX, ohne die Sequenz des
gus-Gens, bestand die Resistenz jedoch nicht.

Um die neu hergestellten transgenen Linien bezlglich des Resistenzmechanismus zu
untersuchen, sollte ein aquivalentes PVX-Konstrukt hergestellt werden. In das Genom
des PVX sollte anstelle des gus-Gens das vollstandige CP- bzw. HCpro-Gen des PPV
eingefugt werden. Diese beiden chimaren PVX-Konstrukte sollten zur Infektion der
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verschiedenen neu erzeugten transgenen CP- und HC-Linien verwendet werden.
Basierte der Resistenzmechanismus auf dem Vorhandensein des viralen Proteins, so
sollte eine Infektion mit dem chimaren pPVX moglich sein, da der
Resistenzmechanismus nicht gegen dieses Virus gerichtet ist. Beruht die Resistenz
jedoch, wie vorgeschlagen (s.o.), auf einem RNA-Degradationsmechanismus so sollte
die jeweilige transgene Linie auch gegen das entsprechende chimare pPVX resistent
sein.

Zur Herstellung von pPVX201-CP-NAT und -HCpro wurde folgende Klonierungs-
strategie durchgeflhrt:

Um den vollstandigen CP- und HCpro-Leserahmen aus pe35SL-NAT-CP und
pe35SL3-HCpro umklonieren zu kdnnen, wurden die Ausgangsplasmide mit den
Enzymen Ncol/Pstl verdaut. Fur die Klonierung in pPVX201 (siehe 8.2) standen nur
die Restriktionsschnittstellen Clal/Sall zur Verfligung. Zum Zweck der Erzeugung von
flankierenden Clal/Sall- Restriktions-Schnittstellen, 5" und 3" vom jeweiligen Gen,
wurde die MCS aus pLITMUS28 mit den Enzymen Sacl/Nsil in pT7T319U Sacl/Pstl
umkloniert (Produkt: p19U-LIT). In p19U-LIT konnten das CP- und HCpro-Gen aus den
Pflanzenexpressionsvektoren mit den Enzymen Ncol/Pstl kloniert werden. Aus diesem
Zwischenkonstrukt p19U-LIT-CP bzw. -HC konnte ein Clal/Xhol-Fragment in
pPVX-201 Clal/Sall umkloniert werden. Aufgrund einer internen Xhol-Schnittstelle im
Gen der HCpro, mufdte beim letzten Klonierungsschritt ein unvollstandiger Verdau
durchgefuhrt werden. Von den Konstrukten pPVX-CP-PPV-NAT und pPVX-HCpro
wurde Plasmidmaterial in gro3eren Mengen hergestellt und fur Infektiositatstestungen
eingesetzt.

Zuerst wurde mittels Partikelbombardment auf jeweils funf nichttransgene N.
benthamiana die Infektiositat der beiden neuerzeugten chimaren pPVX Uberpruft. Bei
diesen Versuchen konnten mit beiden Konstrukten, wie mit parallel inokulierten
unmodifiziertem pPVX durchgefuhrt, alle funf Pflanzen systemisch infiziert werden.
Werden virale Sequenzen unter der Kontrolle des subgenomischen CP-Promotors in
pPVX eingefugt, sind diese chimaren Viren nach der Infektion von Pflanzen relativ
instabil. Vor allem zusatzlich eingefugte grolie Sequenzen werden uber Rekombination
relativ schnell nach Inokulation wieder aus dem PVX-Genom entfernt (Prof. Dr. E.
Maif}, personliche Mitteilung). Um dieses Phanomen mit den neu erzeugten chimaren
PVX-Klonen zu untersuchen und eventuell auftretende Rekombinationen
nachzuweisen, wurde aus den, mit dem pPVX-CP bzw. -HC infizierten,
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N. benthamiana Pflanzen Gesamt-RNA prapariert und mit zwei spezifischen Primern
(PVX-UP, PVX-LOW, siehe Anhang 8.2.12) der Bereich der Insertion in einer RT/PCR
amplifiziert. Die Primer sind homolog zu den Sequenzen im TGB und CP-Gen des
PVX und ermoglichen den direkten Nachweis der Grolde des in den PVX-Klon
inserierten Fragmentes. Die Kontrollgele der PCR zeigten durchgehend ein Auftreten
von zusatzlichen Banden von geringerer Grol3e als erwartet. Dies liel3 auf aufgetretene
Deletionen im inserierten Bereich schlielen. Mit der Information, dal} auftretende
Rekombinante unter Umstanden das Versuchsergebnis verfalschen konnten, wurden
unterschiedliche CP und HCpro-Linien der T,-Generation ausgewahlt, um einen
Zusammenhang zwischen der Expression und dem Resistenz-mechanismus herstellen
zu konnen. Die in Tab. 22 dargestellten Linien wurden ausgewahlt und jeweils funf
Pflanzen mit dem entsprechenden PVX-Konstrukt, neben nichttransgenen Pflanzen,
bombardiert. Auch die transgenen Linien 4.30.45, 4.30.60 und 17.27.4. wurden zur
Untersuchung eingesetzt. Die beschossenen Pflanzen wurden Uber einen Zeitraum
von drei Wochen bezuglich des Auftretens von PVX-Symptomen visuell bonitiert.
Nachdem schon im ersten Versuch deutlich wurde, daR in infektionsresistenten Linien
eine gewisse Schutzwirkung gegenitber dem chimaren PVX zu beobachten war, die
Anzahl der nichtinfizierten Pflanzen jedoch deutlich geringer war, als bei Infektion mit
PPV, wurde angenommen, dall ein Teil der Viren die PPV-Sequenz Uber
Rekombination entfernt hatte (Tab. 22, vergleiche auch Tab. 21). Dies wurde vor allem
in den als Recovery-resistent eingestuften Linien vermutet, da das chimare PVX sich
in diesen Pflanzen vor Einsetzen des Resistenzmechanismus replizieren konnte. Um
einen moglichen Effekt besser beurteilen zu konnen, wurde bei der Wiederholung des
Versuches die Anzahl der zu untersuchenden Linien auf jeweils eine eindeutig
Recovery- bzw. eine Infektions-resistente Linie der neu erzeugten CP-Linien
beschrankt. Die Pflanzenzahl wurde erhéht und 15 statt 5 Pflanzen von jeder Linie
inokuliert. Auch diese Ergebnisse sind in Tab. 23 dargestellt. Auch die Ergebnisse des
zweiten Infektionsversuches korrelieren nicht eindeutig mit dem Resistenzverhalten
gegenuber dem PPV, zeigen aber den gleichen Trend. Transgene Pflanzen der Linien,
die gegenuber PPV-NAT eine Immunitat besitzen, konnten mit dem entsprechenden
chimaren PVX-Konstrukt zumindest teilweise infiziert werden. Die Infektionsrate war
jedoch deutlich geringer, als bei den Linien, die gegenuber dem PPV als eindeutig
Recovery-resistent eingestuft worden waren. Eine Recovery-Resistenz gegenliber dem
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chimaren pPVX konnte nicht beobachtet werden.

Tab. 23: Ergebnisse des Partikelbombardments zur Bestimmung der
Resistenzreaktion neben Eigenschaften der unterschiedlichen Linien.

Linie Resisten | Kopien- | Expression Resistenz Resistenz
T,-Generation z zahl pPVX-CP, -HC* pPVX-CP, -HC*
PPV 1. Versuch 2. Versuch
N. benthamiana - - - 5/5 14/15
(-CP)
N. benthamiana - - - 5/5 n.u.
(-HC)

CP-AT 17.27 4. R 1 + 3/5 12/15
CP-NAT 4.30.45. R 1 + 4/5 7/15
CP-NAT 4.30.60. | 1 - 1/5 2/15

CP-D 221.12.1. | 1 - 1/5 3/15
CP-RQ 207.14.2. R 2 + 5/5 14/15

CP-D 221.16.2. I 2 + 2/5 n.u.

CP-D 221.11.2. R 1 + 5/5 n.u.

HC-K 224.21.9. R 1 + 3/5 n.u.

HC-P 230.22.6. I 1 - 1/5 n.u.

R: Recovery-Resistenz, I: Infektions-Resistenz, *: Anzahl infiziert/Anzahl inokuliert, n.u.: nicht
untersucht
4.3 Versuche zur Heterologen Enkapsidierung

Die neu erzeugten CP-transgenen homozygoten T,-Linien wurden bezuglich
Heterologer Enkapsidierung Uberpruft. Die Linien, die fur eine Untersuchung geeignet
waren, muldten das transgene mutierte PPV-CP exprimieren. Wie in Arbeiten von
Maiss (1995) gezeigt, konnte in transgenen N. benthamiana, die mit dem CP-Gen des
PPV transformiert wurden, keine Resistenz gegenuber fremden Viren beobachtet
werden. Als Positivkontrolle fur die Heterologe Enkapsidierung standen die T,-Linien
17.27.4. (CP-AT) und 4.30.45. (CP-NAT), die beide ein funktionelles CP des PPV
exprimieren, zur Verfiugung. Fur die Linie 17.27.4. konnte eine Heterologe
Enkapsidierung mit nahe verwandten Potyviren bereits in Arbeiten von Maiss (1995)
gezeigt werden. Als Negativkontrolle dienten nichttransgene N. benthamiana Pflanzen.
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Zwei nahe verwandte Vertreter des Genus Potyvirus (PVY und ChVMV), sowie das
TMV (Genus Tobamovirus) und das PVX (Genus Potexvirus) wurden fir die
Inokulation ausgewahlt. Fur die letztgenannten Viren konnte bereits gezeigt werden,
dal} ein transgenes intaktes PPV-CP diese beiden Viren nicht heterolog enkapsidiert
(siehe Einleitung). Aus diesem Grund wurde jeweils eine Pflanze der jeweiligen Linie
mit dem PVX beziehungsweise dem TMV infiziert, um dieses Ergebnis auch mit den
neu erzeugten transgenen Linien mit modifizierten CP-Genen zu Uberprifen. In jeweils
funf Pflanzen der entsprechenden T,-Linien wurde die Heterologe Enkapsidierung des
PVY und des ChVMV Uberpruft.

Tab. 24: Anzahl der heterolog enkapsidierten TMV, PVX, ChVMV und PVY durch
transgenes CP der verschiedenen transgenen N. benthamiana T ,-Linien.

Linien/Viren TMV | PVX* ChVMV* PVY-N*

N. benthamiana 0 181 34 33 61 75 64 3 3 0 27 18
CP-AT (17.27.4.) 2 20 152 | 184 | 186 | 191 | 192 | 200 | 194 | 185 | 198 | 195
CP-NAT (4.30.45.) 2 3 198 | 200 | 199 | 104 | 114 | 194 | 200 [ 199 | 200 | 194
CP-Q (207.14.2.) 0 29 44 54 | 104 | 123 84 7 3 13 16 10
CP-N (210.12.1.) 1 189 54 56 36 59 46 4 9 19 9 31
CP-QD (219.8.6.) 0 182 15 41 39 61 47 7 3 12 11 44
CP-D (221.16.2.) 0 22 34 48 39 45 44 7 13 2 9 8
CP-D (221.11.2.) n.u. n.u. 50 47 61 60 41 19 14 13 11 2

Dekoration: IgG-anti-PPV-CP, (Antiserum 570), GaR-Gold 10 nm; *: Anzahl golddekorierter Partikel/200
gezahlter Partikel; 1: Praparate zeigten Partikel in Aggregationen, die starke Kreuzreaktionen des

Serums aufwiesen.

Die Heterologe Enkapsidierung wurde in elektronenmikroskopischen Tropfpraparaten
durch die Dekoration mit dem Antiserum gegen das PPV-CP (AS 570) mit
anschlielfender Golddekoration (GaR-Gold 10 nm) uberpruft (siehe 3.4.5). Der
Stichprobenumfang aus jeder der funf Pflanzen betrug jeweils 200 Partikel in einem
Tropfpraparat. Zusatzlich wurde die Anzahl der auf der Virusoberflache angelagerten
Goldmarkierungen abgeschatzt. Fur die Inokulation wurden jeweils sieben etwa acht
Wochen alte Pflanzen der jeweiligen transgenen Linie verwendet. Ungefahr eine
Woche nach dem Auftreten der ersten Virussymptome fanden die Herstellung der
elektronenmikroskopischen Praparate und die Auszahlung statt (Tab. 24).

-108-



4 ERGEBNISSE

Tab. 25: Statistische Auswertung der Zahlergebnisse flur die Heterologe
Enkapsidierung von PVY und ChVMV in verschiedenen transgenen N.
benthamiana T,-Linien.

transgene N. benthamiana ChVMV PVY-N
T,-Linien Mittelwerte*(SD) Mittelwerte*(SD)

N. benthamiana 53,47 (£18,9) 10,2% (£11,73)
CP-AT (17.27.4.) 181,0° (x16,55) 194,4° (+5,77)

CP-NAT (4.30.45.) 163,0° (£49,42) 197,4°( £3,13)

CP-RQ (207.14.2.) 81,8% (£33,15) 9,87 (¢5,07)
CP-N (210.12.1.) 50,27 (19,28) 14,4% (£+10,76)

CP-RQ-D (219.8.6.) 40,6°(£16,7) 15,4%(+16,38)
CP-D (221.11.2)) 51,87 (15,52) 11,8% (£3,96)
CP-D (221.16.2.) 42,0°(+8,58) 7,8%(6,22)

*: Anzahl golddekorierter Partikel/200 gezahlter Partikel von finf verschiedenen Pflanzen; b: signifikant
verschieden von a (p = 0.0001)

Die Zahlergebnisse der Behandlungen mit dem PVY und dem ChVMV wurden unter
Nutzung von General Linear Models (GLM) statistisch ausgewertet (siehe 3.6). Der
multiple Vergleich der Mittelwerte wurde mit dem Dunnet Test (SAS; 1996) errechnet
(Tab. 25). Wie in Tab. 24 dargestellt, wurden das TMV und das PVX weder von
funktionellem noch von mutiertem PPV-CP heterolog enkapsidiert. Bei einzelnen
Praparaten des PVX zeigten Partikel in Aggregaten eine starke Kreuzreaktion des
Serums. In den transgenen Linien 17.27.4. (CP-AT) und 4.30.45. (CP-NAT) wurden
ChVMV und PVY-N zu fast 100 % heterolog enkapsidiert. Jedes der untersuchten
Viruspartikel war mit ca. 10-15 Goldpartikeln dekoriert. In samtlichen transgenen
Linien, die das modifizierte PPV-CP exprimierten, wurden beide Potyviren im Vergleich
zur Kontrolle nicht signifikant heterolog enkapsidiert (Tab. 25). Die nachgewiesene
Dekoration bei den neu erzeugten transgenen N. benthamiana Pflanzen lag bei allen
Linien im Bereich der Hintergrundreaktion bei nichttransgenen N. benthamiana
(Negativkontrolle). Wenn eine Golddekoration nachzuweisen war, befanden sich auf
der Virusoberflache nur ca. ein bis drei Goldpartikel. Die gleiche Anzahl Goldpartikel
wurde auch bei nichttransgenen N. benthamiana nachgewiesen. Um diese
unterschiedlich starke Dekoration zu verdeutlichen, sind in Abb. 10 zwei
elektronenmikroskopische Aufnahmen von golddekorierten PVY Partikeln nach
Dekoration mit AS 570 aus einer transgenen N. benthamiana Pflanze der Linie
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17.27.4. (CP-AT) und aus einer Pflanze der Linie 219.8.6. (CP-RQ-D), dargestellt.

ﬂ\?; hz
o’iy
)

R B

Abb. 10: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von heterolog enkapsidierten

PVY-Partikeln in verschiedenen transgenen N. benthamiana Pflanzen
A) 219.8.6 (CP-RQ-D); B) 17.27.4. (CP-AT). Der Balken entspricht 100 nm.

4.4 Herstellung von verschiedenen Mutanten des HCpro-Gens in
p35PPV-NAT

Ziel der folgenden Untersuchungen war, zu Uberprtfen, ob die in den Blattlaustbertra-
gungsfunktionen mutierten HCpro-Gene, die fur Pflanzentransformationsexperimente
verwendet worden waren, noch eine Blattlausubertragung des PPV unterstutzen. Zu
diesem Zweck wurden die verschieden mutierten HCpro bezuglich ihres Einflusses auf
die systemische Infektiositat von p35PPV-NAT Uberpriuft. Um dies untersuchen zu
konnen, wurde das unveranderte Gen der HCpro im “full-length” Klon gegen die
verschieden mutierten HCpro-Gene (HC-KITC, -PTK, -KITC-PTK) ausgetauscht.
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Aufgrund von fehlenden, einfach auftretenden Restriktionserkennungssequenzen,
konnte nicht nur der kodierende Bereich der HCpro in p35PPV-NAT ausgetauscht
werden (Pos. 4141-5515), der zur Pflanzentransformation verwendet wurde. Es mulfite
ein erheblich grof3eres Fragment des “full-length” Klones ersetzt werden. Weiterhin
konnte zum Austausch der unterschiedlich mutierten HCpro-Gene keine einheitliche
Konierungsstrategie durchgefuihrt werden.

Zuerst wurde eine Subklonierung eines Kpnl/Nhel (Pos. 3635/7060) Fragmentes,
welches den Bereich des P1-Gens, des gesamten Gens der HCpro und einen Teil des
P3-Gens beinhaltet, fur weitere Austauschklonierungen durchgefuhrt. Zu diesem
Zweck wurde das Plasmid pT7T3-19U vorbereitet, indem die Restriktionsschnittstelle
Hindlll mittels Klenow-Fragment aufgeflllt wurde und damit eine Nhel-Schnittstelle
generiert werden konnte. In diesen Vektor pT7T3-19U-Nhel konnte das Kpnl/Nhel
(Pos. 3635/7060) Fragment mit den Enzymen Kpnl/Nhel subkloniert werden. Dieses
Plasmid pT7-KN-PPV diente zum Austausch der einzelnen Mutationen, bevor es in
p35PPV-NAT zurtckkloniert werden konnte. Die Einzelaustausche wurden nach
unterschiedlichen Strategien durchgefuhrt.

Austausch von HC-K und HC-KP in p35PPV-NAT

In den Plasmiden pe35SL3-HC-K und -KP lagen keine Restriktionsschnittstellen zum
direkten Austausch in pT7-KN-PPV vor. Aus diesem Grund wurde aus der
Plasmid-DNA mit den Primern T3/HC-PCR1 (siehe 8.8.12) in pT7-KN-PPV ein
PCR-Fragment erzeugt (siehe 8.8.15). Die EcoRI-Schnittstelle im Plasmid pe35SL3
wurde durch das Auffullen mit dem Klenow-Fragment entfernt und anschlielend das
Gen der HC-K und HC-KP mit den Enzymen Ncol/Pstl in pe35SL3-EcoRl-aufgef.
kloniert. Das erzeugte PCR-Fragment konnte anschlieRend mit den Enzymen
Kpnl/EcoRl in diese beiden Plasmide kloniert werden. Damit war der mutierte Bereich
in pe35SL-HC-K und -KP bis zur Kpnl-Schnittstelle 5°-verlangert (Produkte:
pe35SL3-HC-K+ und HC-KP+). So konnte ein Kpnl/Espl-Fragment aus diesen beiden
Konstrukten in pT7-KN-PPV mit den Enzymen Kpnl/Espl kloniert werden und der
gesamte Bereich mit den Enzymen Kpnl/Nhel in p35PPV-NAT gegen den
unveranderten Teil ausgetauscht werden.
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Austausch von HC-P in p35PPV-NAT

Der Austausch von HC-P in p35PPV-NAT konnte, basierend auf pe35SL3-HC-P und
pT7-KN-PPV, in zwei Klonierungsschritten erfolgen. Ein Aatll/Espl-Fragment aus
pe35SL3-HC-PTK konnte in pT7-KN-PPV kloniert und der gesamte Bereich mit den
Enzymen Kpnl/Nhel in p35PPV-NAT gegen den unveranderten Teil ausgetauscht
werden (Produkte: p35PPV-HC-K, HC-KP und HC-P).

Von diesen Klonen wurde Plasmidmaterial in grol3eren Mengen prapariert, um die
Fahigkeit, systemische Infektionen in N. benthamiana zu erzeugen, mittels
Partikelbombardment zu Uberprifen.

441 Untersuchungen zur Infektiositat

Die p35PPV-NAT Klone mit den verschieden mutierten HCpro-Genen (p35PPV-HC-K,
HC-KP und HC-P) waren nach Partikelbombardment in der Lage, N. benthamiana
Pflanzen systemisch zu infizieren. Die Infektionsrate lag jedoch deutlich unter der des
Wild-Typs p35PPV-NAT (siehe Tab. 26). Auch in mehrmaligen Versuchen zeigten nur
zwischen 10 und 40 % der bombardierten Pflanzen eine systemische Infektion. Die
Mutationen der HCpro hatten im Fall der Einzelmutation HC-K keinen Einflu} auf die
Symptomauspragung. Die Symptome waren vom PPV-NAT Wild-Typ nicht zu
unterscheiden. Die eingeflgte Doppelmutation HC-KP erzeugte jedoch in N.
benthamiana Pflanzen ein vollig verandertes Symptombild. Die Symptome begannen
mit dem Auftreten von Lokallasionen, gefolgt von Adernekrosen, die sich Uber das
gesamte Blatt, bis in den Stengel ausbreiteten und schliel3lich zum teilweisen bis
vollstandigem Absterben der Pflanzen fuhrten. Die Einzelmutation HC-P flhrte zu
einem ahnlichen Symptombild wie die Doppelmutation HC-KP, jedoch mit allgemein
schwacheren Symptomen, die den Wild-Typ Symptomen ahnlicher waren. Die
Symptome der verschiedenen Mutanten auf N. benthamiana Pflanzen sind in Abb. 11
dargestellt.
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Abb. 11: Symptomauspragung der unterschiedlichen HCpro-Mutanten des
p35PPV-NAT (HC-K, HC-P und HC-KP) in N. benthamiana Pflanzen

Um zu dberprifen, ob ausschliel3lich der ausgetauschte Bereich, der in diesem Fall
jedoch weit Uber den kodierenden Bereich des HCpro-Gens hinausreichte (3425 Bp),
fur den beobachteten Effekt verantwortlich war, wurde das unveranderte Kpnl/Nhel
Originalfragment des p35PPV-NAT mit den Enzymen Kpnl/Nhel in die einzelnen
mutierten Klone ausgetauscht. Die drei Rucktauschklone wurden mittels
Partikelbombardment auf ihre Infektiositat in N. benthamiana Uberprift und zeigten alle
die gleiche Infektionsrate wie Wildtyp p35PPV-NAT, wie auch wieder die normale
Symptomauspragung [HC-K-Rucktausch 2/5, HC-P-Rucktausch 16/19,
HC-KP-RUcktausch 14/20 (Anzahl Pflanzen infiziert/inokuliert).

Die einzelnen Austauschklonierungen waren Uber mehrere Schritte, auch unter
Verwendung der PCR, durchgefihrt worden. Um sicher zu gehen, dal} die einzelnen
Mutationen in der jeweiligen mutierten HCpro noch so vorhanden waren, wie sie
eingefugt worden waren, wurden Subklone der einzelnen p35PPV-HCpro-Mutanten
sequenziert. Dabei sollte auch Uberpruft werden, ob nicht durch Polymerasefehler der
Taqg-Polymerase oder durch die Replikation in E. coli zusatzliche Nukleotidaustausche
eingefigt worden waren, die zu Aminosdureaustauschen gefihrt haben. Die
Ergebnisse sind in Abb. 12 dargestellt.
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Tab. 26: Infektiositat von p35PPV-NAT HCpro-Mutanten in N. benthamiana

Pflanzen
p35PPV-NAT HCpro-Mutanten Partikelbombardment
N. benthamiana*
p35PPV-NAT Wildtyp 36/42
p35PPV-HC-K a:1/10 | b:2/10 | c:0/10 |d:4/10
p35PPV-HC-P a:4/10 | b:2/10 | c:0/10 |d:3/10
p35PPV-HC-KP a: 0/10 | b: 0/9 c:2/10 | d:1/5

*: Anzahl infiziert/Anzahl inokuliert, a, b, c und d: unabhangige Versuche

p35PPV-NAT HCpro Wild-Typ

P1 HCpro P3
4141 KITC (4294) PTK (5068) 5515
p35PPV-HC-K
4134 4418 5004 | 5278|

4164 (S>W) 5112 (K>R)

p35PPV-HC-P
5015 5413
5129 (T>A)

p35PPV-HC-KP

4164 (S>W) 5129 (T> A)

Abb. 12: Zusatzliche Aminosaureaustausche der sequenzierten Bereiche der
unterschiedlich mutierten HCpro in p35PPV-HC-K, -P, -KP im Vergleich zur
Wild-Typ Sequenz.

HCpro: Helferkomponente-Protease, P1: Protein 1 PPV, P3: Protein 3 PPV; schraffierte
Bereiche = sequenzierte Bereiche.
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Bei der Sequenzierung der HCpro Gene wurde sich auf die in Abb. 12 dargestellten
Bereiche beschrankt. Im sequenzierten Bereich wurden nur die Nukleotidaustausche
berucksichtigt, die auf Aminosaureebene zu einem Austausch fuhrten.
Nukleotidaustausche, die keinen EinfluR auf die Aminosauresequenz des PPV-NAT
hatten (stumme Austausche), blieben unberucksichtigt. In den Mutanten
p35PPV-HC-K und HC-KP fuhrte ein Nukleotidaustausch an Position 4146 zum
Aminosaureaustausch von unpolarem, basischen Serin zu unpolarem Tryptophan. In
der HC-K Mutante fuhrte ein Nukleotidaustausch an Position 5112 zum
Aminosaureaustausch von basischem Lysin zu ebenfalls basischem Arginin. Weiterhin
fand in den HC-P und HC-KP Mutanten ein Nukleotidaustausch an Position 5129 statt,
der zu dem Aminosaureaustausch von unpolarem, basischen Threonin zu unpolarem
Alanin fihrte.

4.5 Untersuchungen mit verschiedenen Mutanten des CP-Gens in
p35PPV-NAT

4.51 Versuche mit viralen Assemblierungsmutanten

4511 Herstellung von viralen Assemblierungsmutanten

Um den EinfluR der ins CP-Gen eingefuhrten Mutationen auf die systemische
Infektiositat von p35PPV-NAT zu Uberprufen, wurden die CP-Gene mit den Mutationen
CP-RQ, -D und RQ-D (siehe 4.1.1.1) in den infektiosen “full-length” Klon des
p35PPV-NAT gegen die unmutierten CP-Bereiche ausgetauscht. Als Ausgangs-
plasmide dienten pe35SL-NAT-CP-RQ, -D, -RQ-D, die schon zu Pflanzentrans-
formationsexperimenten verwendet worden waren. Die einzelnen CP-Gene mit den
Mutationen konnten Uber eine gerichtete Sacl/Pstl-Klonierung direkt in p35PPV-NAT
uberfuhrt werden. Mit dieser Klonierung erhielt der “full-length” Klon neben den
Mutationen, zusatzlich zum Polyadenylierungssignal (pA), ein pA des CaMV. Die
Konstrukte p35PPV-CP-RQ, -D, -RQ-D wurden Uber eine Reihe von
Restriktionskontrollen Gberprift. Die Plasmidpraparationen wurden zur Infektion von
Pflanzen mittels Partikelbombardment verwendet.
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4.5.1.2 Untersuchungen zur Infektiositat

Alle drei Assemblierungsmutanten des p35PPV-NAT waren in mehrmaligen
unabhangigen Partikelbombardment Versuchen, im Vergleich zur 100 %-igen
Infektiositat des Wild-Typ Klons des p35PPV-NAT, nicht in der Lage N. benthamiana
systemisch zu infizieren (Tab. 27).

4513 Nachweis der Komplementation

Beim Partikelbombardment von transgenen N. benthamiana der Linie 17.27.4., die ein
intaktes CP-AT exprimierte, zeigte sich, dal} die Assemblierungsmutanten in der Lage
waren, wenn auch mit einer weitaus geringeren Infektionsrate, die
Recovery-resistenten Pflanzen systemisch zu infizieren. Daraus konnte geschlossen
werden, dall ein intaktes transgenes PPV-CP das assemblierungsdefekte CP
komplementieren kann. Uber dieses Phadnomen erhielten die defekten Viren ihre
Fahigkeit zurlck, die Pflanzen systemisch zu infizieren.

Die Hullproteingene der CP-RQ-D und der CP-RQ Mutante wurden mit den Primern
Uni-Poty/Uni-Poly-T (siehe Anhang 8.8.12) amplifiziert und kloniert. Mit dem Primer
Uni-Poty (Nemchinov et al., 1996) wurde sichergestellt, dald ausschlie3lich virale RNA
und kein transgenes Transkript amplifiziert werden konnte, da die homologe Sequenz
fur den Primer Uni-Poty im NIb-Gen liegt, welches in der transgenen Sequenz nicht
vorhanden war. Die eingefugten Mutationen konnten mittels Sequenzierung bestatigt
werden. Dies zeigte, dal keine rekonstituierende Rekombination stattgefunden hatte.
Die Symptome der systemischen Infektion durch Komplementation sind in Abb. 13
dargestellt. Sie traten mit einer Verzégerung von ein bis zwei Wochen im Vergleich zu
unmutiertem PPV-NAT auf und unterschieden sich deutlich von den Wild-Typ
Symptomen. Nur lokale Blattaufhellungen waren sichtbar. Es konnte keine Epinastie
oder Blattrollen wie bei dem PPV-NAT Wild-Typ beobachtet werden. Die
ELISA-Untersuchungen mit dem Antiserum gegen die HCpro zeigten ahnliche Werte
wie das Wildtyp-PPV-NAT. Im Elektronenmikroskop konnten in ISEM Praparaten
jedoch nur nach intensivem Durchmustern der Praparate Partikel nachgewiesen
werden. Die Recovery-Resistenz schien von den eingefligten Mutationen nicht
beeintrachtigt zu sein. Auch hier war der Neuaustrieb zwei bis drei Wochen nach
Auftreten der ersten Symptome symptomfrei.
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Um auszuschlie3en, dal® Uber die Klonierung oder die Replikation in E. coli weitere
Mutationen in den p35PPV-NAT eingefugt worden waren, wurde der ausgetauschte
Bereich von der Restriktionsschnittstelle Sacl bis Pstl (12046/12907) gegen den
ursprunglichen Teil des “full-length” Klons zurlckgetauscht (siehe 4.5.1.1). Alle
Ricktausche erwiesen sich in N. benthamiana Pflanzen als infektids
[CP-RQ-Rucktausch 5/20, CP-D-Rucktausch 5/5, CP-RQ-D-Rucktausch 4/5 (Anz.
Pflanzen infiziert/inokuliert)]. Daraus konnte geschlossen werden, dal® nur die
eingefigten Assemblierungsmutationen fir die beobachteten Effekte verantwortlich
waren. Die Tab. 27 zeigt die zusammengefalliten Ergebnisse aller
Partikelbombardment-Versuche.

Tab. 27: Infektiositat von p35PPV-NAT-Assemblierungsmutanten in N. benthamiana
und Komplementation in transgenen N. benthamiana Pflanzen (17.27.4.)

Assemblierungsmutante Partikelbombardment Partikelbombardment
N. benthamiana * transgene 17.27.4. *
p35PPV-CP-RQ-D 0/30 12/30
p35PPV-CP-RQ 0/15 17/30
p35PPV-CP-D 0/15 3/30
p35PPV-Wildtyp 20/20 20/20

*: Anzahl infiziert/Anzahl inokuliert

Die geringe Infektionsrate der p35PPV-NAT-CP-D in transgenen N. benthamiana
Pflanzen wurde nicht der eingefugten D-Mutation zugeschrieben, da die
Doppelmutante (-CP-RQ-D) eine weitaus hohere Infektionsrate besall. Sie war
wahrscheinlich auf die schlechte Qualitat oder Ausbeute einer Plasmidpraparation
zurtckzufuhren. Weiterhin erzeugte die CP-D Mutante nach Komplementation und
systemischer Infektion bei den verschiedenen Passagen vergleichbare Infektionsraten,
wie auch die beiden anderen Assemblierungsmutanten (siehe 4.5.1.5).
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Abb. 13: Komplementationssymptome einer CP-Assemblierungsmutante des
p35PPV-NAT-RQ in einer transgenen N. benthamiana Pflanze (17.27.4.)
neben einer nichtinfizierten N. benthamiana Pflanze.

451.4 Unterdriickung der Komplementation in transgenen N. benthamiana
mit modifiziertem Hullproteingen

Die oben beschriebenen Untersuchungen zeigten, dal} ein intaktes transgenes CP des
PPV in transgenen N. benthamiana das assemblierungsdefekte CP einer Mutante
komplementieren kann. Da die neu hergestellten transgenen N. benthamiana die
assemblierungsdefekten Hullproteine des PPV exprimierten, sollte es fur die
Assemblierungsmutanten des p35PPV-NAT, trotz des transgenen CP, nicht mdglich
sein, diese Pflanzen systemisch zu infizieren. In diesen transgenen Pflanzen kann das
transgene CP uber Komplementation keine Funktion zur Verfugung stellen, die das
defekte virale CP nicht selbst besitzt.

Die neu hergestellten transgenen N. benthamiana, die mit den gleichen defekten
CP-Genen des PPV transformiert worden waren, sollten also assemblierungsdefekte
p35PPV-NAT nicht komplementieren. Um dies zu Uberprifen wurden verschiedene
der neu hergestellten Linien zur Infektion mit den drei CP-Defektmutanten ausgewahlt.
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Fanf Pflanzen jeder Linie wurden neben funf Pflanzen der Linie 17.27.4.
(Positivkontrolle der Inokulation) mit Prel3saften aus den mit Mutanten infizierten
Pflanzen (Linie 17.27.4.) inokuliert. Wie die Tab. 28 zeigt, wurde keine der
CP-Defektmutanten des p35PPV-NAT in den neu hergestellten transgenen T,-Linien
vom transgenen CP komplementiert. Die Infektionen wurden mittels ELISA Uberpruft.

Tab. 28: Komplementation von verschiedenen Hullprotein-defekten p35PPV-NAT in
unterschiedlichen transgenen CP-exprimierenden T,-Linien von N.

benthamiana.
p35PPV-NAT p35PPV-CP-R | p35PPV-CP-D | p35PPV-CP-RQD
Defektmutanten Q
ELISA ELISA ELISA

N. benthamiana 0/5* - 0/5* - 0/5* -

CP-AT (17.27.4) 5/5 + 3/5 + 4/5 +
CP-RQ (207.14.2) 0/5 - 0/5 - 0/5 -

CP-D (221.16.2) 0/5 - 0/5 - 0/5 -
CP-RQD (219.8.6) 0/5 - 0/5 - 0/5 -
CP-N (210.12.1.) 0/5 - 0/5 - 0/5 -

*: Anzahl infiziert/Anzahl inokuliert, PTA-ELISA mit Antiserum gegen die HCpro
4.51.5 Nachweis der Rekombination

Das Auftreten von Komplementation in den transgenen Pflanzen ermdglichte den
Mutanten die systemische Ausbreitung in der Pflanze. Die fehlende systemische
Infektion in nichttransgenen N. benthamiana zeigte, dald auch das CP des PPV, wie
das CP anderer Potyviren, an Transportfunktionen beteiligt ist. Uber die
Komplementation in den Recovery-resistenten Pflanzen wurde den Mutanten eine
systemische Infektion und damit eine Replikation in einer grollen Anzahl von
Pflanzenzellen ermdglicht. Dies belegen die unter 4.5.1.6 durchgefuhrten
Untersuchungen. Damit war ein System gefunden, welches es ermdglichte,
Rekombinationsuntersuchungen unter hohem Selektionsdruck durchzufihren. Die
haufige Replikation und die Recovery-Resistenz sollten die Wahrscheinlichkeit einer
Rekombination zwischen defektem CP-Gen und intaktem transgenen CP-Gen
erhohen. Mit der Rekombination konnte die Fahigkeit zur systemischen Infektiositat
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von nichttransgenen N. benthamiana wiederhergestellt werden. Da das CP der
einzelnen p35PPV-NAT Mutanten im Vergleich zum transgenen Hullproteingen
(CP-AT) eine 45 Bp Deletion am N-terminalen Ende aufweist, kdnnte eine
Rekombination in diesem Bereich unter Umstanden Uber die Integration dieser
Sequenz in das virale Genom nachgewiesen werden.

Um nachzuweisen, ob das intakte transgene CP-Gen uUber Rekombination die
Assemblierungsmutation zur Originalsequenz revertiert, wurden Prel3safte aus
Blattern, der mit den unterschiedlichen Mutanten infizierten transgenen N.
benthamiana, als Mischprobe auf nichtransgene Pflanzen inokuliert. Eine
Parallelinokulation auf transgene Pflanzen (Linie 17.27.4.) wurde zur Uberpriifung der
Inokulationseffizienz durchgefuihrt. Die nichttransgenen Pflanzen dienten somit als
Filter, denn nur rekonstituierte Viren mit intaktem Hullprotein kdnnen nichttransgene
Pflanzen unter diesen Versuchsbedingungen systemisch infizieren. Da nach der ersten
Passage keine Rekonstitution beobachtet werden konnte, wurden sukzessive
insgesamt funf Passagen uUber einen Zeitraum von mehreren Monaten durchgefuhrt.
Damit sollte Uber eine haufigere Replikation die Wahrscheinlichkeit des Auftretens
eines Rekombinationsereignisses erhoht werden. In der dritten Passage wurde eine
nichttransgene N. benthamiana Pflanze von PPV-CP-RQ systemisch infiziert. Das
Hullproteingen wurde aus einer Gesamt-RNA-Praparation mit dem Primerpaar
Uni-Poty/Uni-Poly-T amplifiziert und in einen T-Vektor kloniert. Der relevante Bereich
des N-Terminus und der Mutation wurden sequenziert. Die Assemblierungsmutation
war durch die Wild-Typ-Sequenz ersetzt worden. Es konnte jedoch keine Sequenz des
transgenen CP-AT, als definitiver Beweis einer Rekombination, nachgewiesen werden.
Die beiden anderen Assemblierungsmutanten (CP-RQ-D und -D) blieben bis zur
funften Passage ausschlief3lich auf transgene Pflanzen der Linie 17.27.4. mit normalen
Komplementationssymptomen beschrankt. Um diese Rekonstitution zu reproduzieren,
wurde das Experiment des Partikelbombardments mit anschlielenden funf Passagen
zweimal wiederholt. In diesen nachfolgenden Experimenten konnte jedoch bei keiner
der drei Assemblierungsmutanten eine Rekombination zwischen defektem viralen Gen
und intaktem transgenem CP-Gen in der Linie 17.27.4. nachgewiesen werden.
Haldeman-Cahill et al. (1998) zeigten eine Beteiligung des 3’-NTR bei Potyviren an der
Initiation der Replikation. Greene & Allison (1996) fluhrten ahnliche
Rekombinationsversuche wie in dieser Arbeit mit CP-Defektmutanten des CCMV in
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transgenen Pflanzen durch, die das korrespondierende intakte CP-Gen mit
vollstandiger 3'-NTR exprimierten. In diesen Untersuchungen wurden 3% (7 von 235
Pflanzen) rekonstituierte Rekombinante nachgewiesen. Wurde jedoch ein Teil der
3'-NTR aus der transgenen Sequenz entfernt, flUhrte dies zu einer drastischen
Reduktion des Auftretens von Rekombinanten.

Die transgene Expressionskassette der Linie 17.27.4. besal’ nur 54 Bp des 3'-NTR am
3°-Ende des Hullproteingens (CP-AT). Aus diesem Grund wurden die
Rekombinationsuntersuchungen mit einer PPV-CP exprimierenden Linie, die eine
vollstandige 3'-NTR besal3, wiederholt. Zu diesem Zweck stand die transgene T,-Linie
4.30.45. zur Verfigung, die mit dem CP-NAT transformiert worden war. Diese
exprimierte, wie die Linie 17.27.4., das CP (siehe 4.2.2) und wies ebenso eine
Recovery-Resistenz auf. In zwei unabhangigen Versuchen wurden jeweils funf
Pflanzen dieser Linie mit den drei unterschiedlichen Assemblierungsmutanten mittels
Partikelbombardment inokuliert. Nach dem Auftreten von
Komplementationssymptomen wurden die gleichen oben angegebenen Passagen,
sowohl auf transgene Pflanzen der Linie 4.30.45., wie auch auf nichttransgene N.
benthamiana, durchgefuhrt. Bei p35PPV-CP-RQ und -CP-RQ-D konnte schon in der
ersten Passage eine systemische Infektion von nichttransgenen N. benthamiana
beobachtet werden. Bei p35PPV-CP-D wurde erst nach der zweiten Passage in der
Linie 4.30.45. eine Rekonstitution nachgewiesen. In der Wiederholung des
Experimentes konnte bei allen drei Mutanten schon in der ersten Passage das
Auftreten einer Rekonstitution nachgewiesen werden (Tab. 29). Die Tatsache, dal®
eine Mutante erst in der zweiten Passage rekonstituiert wurde, zeigte an, dal} diese
Mutante in diesem Fall nicht in der erstinfizierten Pflanze Uber Rekombination
rekonstituiert wurde, sondern komplementiert und auch passagiert wurde, bevor die
rekonstituierende Rekombination stattfand.

Aus den Gesamtnukleinsaurepraparationen der infizierten nichttransgenen N.
benthamiana Pflanzen wurde mit den Primerpaar Uni-Poty/Uni-Poly-T in der RT/PCR
das jeweilige virale Hullproteingen amplifiziert und in einen T-Vektor kloniert. Keiner
der untersuchten Klone der verschiedenen Mutanten besal noch eine oder beide der
eingefugten Restriktionsschnittstellen, mit denen die Mutationen markiert worden
waren (RQ= Aatll, D= Bglll). Ein Klon der Mutante p35PPV-NAT-CP-D wurde vom
3’-Ende her sequenziert und 973 Bp inklusive der 3'-NTR bestimmt. Dabei wurde kein
Austausch zur PPV-NAT Wild-Typ Sequenz festgestellt. Da alle Klone der
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p35PPV-NAT-CP-RQ und -CP-RQ-D Mutanten die entsprechenden Marker-Restrik-
tionsschnittstellen nicht mehr aufwiesen, konnte davon ausgegangen werden, dal}
auch hier die Original PPV-NAT Sequenz wiederhergestellt worden war. Auf eine
Sequenzierung der einzelnen CP-Gene wurde daher verzichtet.

Tab. 29: Infektiositat von p35PPV-NAT Assemblierungsmutanten in transgenen N.
benthamiana (Linie 4.30.45) und Infektiositat von N. benthamiana nach
Passage in 4.30.45.

Assemblierungs- Partikelbombardment Passage von transgenen auf
mutante transgene 4.30.45 * nichttransgene N. benthamiana*
a: 1. Versuch, b: 2. Versuch

p35PPV-CP-RQ-D a: 3/5 5/5 (1. Passage)
b: 2/5 4/5 (1. Passage)
p35PPV-CP-RQ a: 4/5 3/5 (1. Passage)
b: 1/5 5/5 (1. Passage)
p35PPV-CP-D a: 2/5 1/5 (2. Passage)
b: 3/10 1/3 (1. Passage)

*: Anzahl infiziert/Anzahl inokuliert

Die verschiedenen Assemblierungsmutanten des p35PPV-NAT infizierten zwischen
einer und vier von funf Pflanzen der Linie 4.30.45. mittels Partikelbombardment. Da bei
der Inokulation einer Mischprobe auf nichttransgene N. benthamiana Pflanzen in der
ersten oder zweiten Passage Pflanzen infiziert werden konnten, muf} in mindestens 25
% der primar inokulierten transgenen Pflanzen eine Rekonstitution stattgefunden
haben. Aufgrund der geringen Anzahl der untersuchten Pflanzen, die mit den
einzelnen Mutanten infiziert worden waren, wurde auf eine statistische Auswertung
verzichtet.

4.5.1.6 Untersuchungen zur Assemblierung

Das Ziel der folgenden Untersuchungen war, fur das in dieser Arbeit verwendete
Potyvirus PPV-NAT, die Beteiligung der Motive RQ und D des CP an der
Partikelassemblierung in-planta zu verifizieren. Diese Untersuchungen waren
notwendig, um die Ergebnisse der Untersuchungen zur Heterologen Enkapsidierung
(siehe 4.3) der neu erzeugten transgenen Pflanzen, die mit assemblierungsdefekten
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CP-Genen des PPV transformiert worden waren, abzusichern. Der direkte Nachweis
der Verhinderung der Partikelassemblierung wurde nach folgender Strategie
vorgenommen. Es wurde ein modifizierter “full-length” Klon des p35PPV-NAT
verwendet, welcher zusatzlich mit dem gus-Gen (a-Glucuronidase) als
Expressionsmarker zwischen dem NIb- und CP-Gen ausgestattet war (Prof. Dr. Mail3,
personliche Mitteilung). Dieser Klon war in der Lage, N. benthamiana Pflanzen
systemisch zu infizieren. Auch konnte eine &-Glucuronidase-Aktivitat mittels gus-Test
(3.2.1.9) in N. benthamiana Pflanzen nachgewiesen werden, die direkt mit dem Klon
p35PPV-gus-CP bombardiert worden waren. In diesen Klon wurden die
Assemblierungsmutationen RQ-DV und DF-KI aus p35PPV-CP-RQ-D eingefugt,
(Produkt: p35PPV-gus-CP-RQ-D) (Prof. Dr. E. Mail3, persdnliche Mitteilung).
Einzelne Blatter von N. benthamiana sollten mit dem Klon p35PPV-gus-CP-RQ-D mit
Hilfe der Partikelkanone PDS1000 (siehe 3.2.13.2) bombardiert werden. Mittels
gus-Test sollte eine Replikation der Defektmutante nachgewiesen werden.

Uber einen Vergleich der GréRe der blau gefarbten Blattflachen mit denen, die von
intaktem p35PPV-NAT-gus-CP erzeugt worden waren, sollte auf den Einflu der
Mutationen auf die Transportfunktionen in N. benthamiana Pflanzen geschlossen
werden. Nach erfolgreichem gus-Test sollten aus einzelnen blaugefarbten
Blattbereichen mittels ISEM (siehe 3.4.3) Viruspartikel im Elektronenmikroskop
nachgewiesen werden. Konnten beide mutierten Aminosauremotive RQ und D
tatsachlich eine Assemblierung verhindern, so durften aus gus-gefarbten
Blattbereichen, die von p35PPV-NAT-gus-CP-RQ-D erzeugt wurden, keine
Viruspartikel nachweisbar sein. Auf der anderen Seite sollte es jedoch mdglich sein,
bei Bombardment der Assemblierungsmutante auf Blatter der transgenen Linie
4.30.45., aufgrund der Komplementation, gus-gefarbte Blattbereiche der Wild-Typ
GrolRe, wie auch Viruspartikel nachzuweisen.
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Abb. 14

Beispielfotos von gus-gefarbten Blattbereichen, von verschiedenen

gus-markierten viralen Klonen erzeugt

Von links nach rechts: p35PPV-NAT-gus-CP (N.b.), p35PPV-NAT-gus-CP-RQ-D (N.b.),
p35PPV-NAT-gus-CP-RQ-D (N.b. 4.30.45.), pPVX-gus-Bsp120l (N.b.),
N.b.= N. benthamiana. Der Balken entspricht 250 pm.
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Tab. 30: Ergebnisse der Auszahlung und Vermessung von gus-gefarbten
Blattbereichen und Viruspartikeln in dekorierten ISEM Praparaten von
p35PPV-NAT-gus-CP, p35PPV-NAT-gus-CP-RQ-D, pPVX-gus-Bsp120I

Klon p35PPV-NAT- | p35PPV-NAT- | p35PPV-NAT- pPVX201-
gus-CP gus-CP-RQ-D | gus-CP-RQ-D gus-Bsp120I
bombardierte N. b. N. b. N. b. N. b.
Blatter (4.30.45.)
Anzahl 217 116 200 191
gus-Blattflecke
Mittelwerte 746 pm?® 155,7 ym® 517,5 ym°® 149,2 ym®
Durchmesser
SD 19,99 um £1,62 um 15,13 ym +2,55 um
Anzahl und Flache | 60 (2,1 mm?) | 120 (4,2 mm?) | 60 (2,1 mm?) [ 60 (2,1 mm?)
durchgemusterter
Blickfelder
Mittelwerte Anzahl 93,75 0 1,92 14,2
Partikel/Blickfeld

N.b.: N. benthamiana; b: signifikant verschieden von a (p = 0.0001); c: signifikant verschieden von a
und b (p = 0.0001)

Um die Sensitivitat des elektronenmikroskopischen Nachweises zu Uberprufen, wurden
parallel Blatter von N. benthamiana Pflanzen mit dem Klon des ausbreitungsdefekten
PVX (pPVX-gus-Bsp120l) (Chapman et al., 1992) (siehe auch 4.7) bombardiert,
welcher nach Morozow et al. (1997) in N. benthamiana Blattern gus-gefarbte
Blattbereiche produzieren konnte. Bei ausreichender Sensitivitat des ISEM sollten aus
gus-gefarbten Blattbereichen, die von dieser PVX Mutante in N. benthamiana Blattern
erzeugt werden, PVX-Viruspartikel nachweisbar sein. Es wurden unterschiedliche
Anzahlen von N. benthamiana Blattern mit den einzelnen Klonen bombardiert
(3.2.13.2) und, wie unter 3.2.1.9 beschrieben, gus-Tests durchgefihrt. Die Abb. 14
zeigt gus-gefarbte Blattbereiche, die von den verschiedenen Klonen erzeugt werden
konnten. Die gus-gefarbten Blattbereiche der verschiedenen viralen Klone wurden
vermessen, anschlieRend prapariert und zum ISEM mit spezifischen Antiseren gegen
das PVX oder das PPV eingesetzt (siehe 2.1 und 3.4.3). Die einzelnen Praparate
wurden zur exakten Identifizierung der Viren mit spezifischen Antiseren, wie unter
3.4.4 beschrieben, dekoriert. Die Blickfelder der verschiedenen Praparate wurden in

-125-



4 ERGEBNISSE

unterschiedlichen Anzahlen auf das Vorhandensein von Viruspartikeln durchgemustert
und die Viruspartikel gezahlt. Die Ergebnisse sind in der Tab. 30 dargestellt.

Eine statistische Auswertung der Mittelwerte der Durchmesser der gus-gefarbten
Blattbereiche der verschiedenen Klone erfolgte mit dem Dunnet Test (SAS; 1996). Wie
aus der Tab. 30 hervorgeht, waren die gus-gefarbten Bereiche, die vom
p35PPV-NAT-gus-CP erzeugt wurden, wesentlich gréoRer, als die von der
PPV-Assemblierungsmutante (p35PPV-NAT-gus-CP-RQ-D). In transgenen N.
benthamiana Blattern wurden jedoch gus-gefarbte Bereiche erzeugt, die signifikant
kleiner waren , als die des unmutierten PPV-gus, aber auch signifikant groer, als die
in nichttransgenen N. benthamiana Blattern. Die Assemblierungsmutante war also in
den nichttransgenen Blattern, wie auch die PVX-Mutante, ausbreitungsdefizient. Die
Durchmesser der Bereiche waren voneinander nicht signifikant unterschiedlich. In
transgenen Pflanzen konnte der Ausbreitungsdefekt der PPV-Mutante zumindest
teilweise von dem transgenen CP durch Komplementation aufgehoben werden.

Aus den gus-gefarbten Bereichen in N. benthamiana Blattern von p35PPV-gus-CP und
pPVX-gus-Bsp120l konnten die PPV bzw. PVX-Partikel im ISEM mit anschlieRender
Dekoration nachgewiesen werden. Die PVX-Dekoration war jedoch wesentlich
schwacher, als die der PPV-Partikel. Dies wurde auf eine geringere Spezifitat oder
eine geringere Konzentration der IgG des Antiserums zurtckgefuhrt. Aus den
gus-gefarbten Bereichen, die mit der Assemblierungsmutante infiziert waren, konnten
in jeweils 30 Blickfeldern, auf vier unabhangig voneinander erzeugten ISEM
Praparaten, keine PPV-Partikel nachgewiesen werden. Die ausbreitungsdefekten PVX
Viren konnten jedoch aus einzeln infizierten Zellen prapariert und nachgewiesen
werden. In den transgenen N. benthamiana Blattern, in denen die PPV
Assemblierungsmutante komplementiert wurde, war es maoglich, Viruspartikel im ISEM
zu detektieren. Die Anzahl der PPV-Viruspartikel, die in den transgenen Blattern mit
p35PPV-gus-CP-RQ-D nachgewiesen werden konnte, war jedoch ca. um den Faktor
50 geringer, als die Anzahl von p35PPV-gus-CP in nichttransgenen Pflanzen. Dies
wurde auf eine eventuell vorhandene begrenzende Konzentration des transgenen CP
fur die Partikelassemblierung zurtckgefuhrt. Die durch p35PPV-NAT-gus-CP-RQ-D
hervorgerufene gus-Farbung in nichttransgenen N. benthamiana Blattern zeigte, daf}
durch die eingefugte Mutation im CP die Replikation auf zellularer Ebene nicht
verhindert wurde. Die fehlende Ausbreitung bestatigte die unter 4.5.1.2 festgestellten
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Ergebnisse zur fehlenden systemischen Infektiositat dieser Mutante. Die unter 4.5.1.3
festgestellte Beobachtung, dal® GUber Komplementation die systemische Infektiositat
der Mutante wiederhergestellt werden konnte, wurde hier mit der Erzeugung von
signifikant groeren gus-Flecken in transgenen Blattern bestatigt.

A B : C

Abb. 15: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von PPV oder PVX Partikeln; aus

gus-Flecken mittels ISEM und Dekoration nachgewiesen.

A) p35PPV-NAT-gus-CP in N. benthamiana; B) p35PPV-NAT-gus-CP-RQ-D in Linie
4.30.45., C) pPVX-gus-Bsp120l in N. benthamiana . Der Balken entspricht 100 nm.

Um diese experimentellen Daten der Beteiligung der konservierten Aminosauren RQ
und D des CP an der Partikelassemblierung auf eine breitere Basis zu stellen, wurden
Untersuchungen zur Vorhersage der Proteinsekundarstruktur des Wild-Typ PPV CP
und der Doppelassemblierungsmutante CP-RQ-D durchgefuhrt. Zu diesem Zweck
konnte via Internet eine Proteindatenbank mit 1560 Proteindomanen bekannter
Sekundarstruktur verwendet werden (siehe 3.6). Die beiden Aminosauresequenzen
wurden, mit den in der Datenbank vorhandenen Sequenzen, auf Aminosaure-
homologie verglichen und daraus eine Proteinsekundarstruktur unter Angabe der
a-helikalen Bereiche und a-Faltblattstrukturen errechnet (Russel et al., 1997). Fur das
unmutierte PPV CP wurden in den beiden Bereichen der Assemblierungsmotive
a-helikale Bereiche vorhergesagt. Diese prognostizierten a-Helices wurden jedoch
durch die verschiedenen Aminosaureaustausche nicht beeinflu3t. Im RQ-Motiv wurde
durch die in-vitro Mutagenese basisches, positiv geladenes R durch saures, negativ
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geladenes D ersetzt. Weiterhin wurde polares, ungeladenes Q durch unpolares,
ungeladenes L ersetzt. Im D-Motiv wurde saures, negativ geladenes D durch
basisches, positiv geladenes K ersetzt. Die unterschiedlichen Polaritaten und
Ladungen der ausgetauschten Aminosauren schienen keinen EinfluR auf die
Ausbildung der vorhergesagten Sekundarstruktur des CP zu haben. Ob jedoch durch
die veranderten Ladungen der ausgetauschten Aminosauren die Ausbildung der
postulierten “salt bridge” (siehe Einleitung) und damit die Ausbildung einer
funktionellen Tertiarstruktur verhindert wurde, kann anhand dieser Daten nicht
ausgesagt werden.

4.5.2 Untersuchungen mit einer Leserastermutante des CP-Gens

45.21 Herstellung einer Leserastermutante

Um die Rekombinationen zwischen den viralen Defektmutanten und den intakten
korrespondierenden Genen in transgenen Pflanzen nachzuweisen, wurde zusatzlich
zu den Assemblierungsmutanten eine Leserastermutante im CP-Gen hergestellt und
diesbezuglich untersucht. Zu diesem Zweck wurde eine Restriktionsschnittstelle nahe
des 3-Endes des CP-Gens [Spll (BsiWl) ,,,,4], die im gesamten “full-length” Klon
p35PPV-NAT nur einmal vorkommt (“single-site”), verdaut, die uUberstehenden
5°-Enden mit Klenow-Fragment aufgeflllt, religiert und transformiert (Produkt:
p35PPV-NAT-Spll). Durch das Einflgen von vier zusatzlichen Nukleotiden kam es im
CP-Gen zu einem Leserasterwechsel, der zu einem Stopcodon an Position 12435
fuhrte. Damit fehlten dem CP dieser Mutante 53 Aminosauren am C-Terminus. Um mit
dieser Leserastermutante die Untersuchungen zur Rekombination unter Austubung
eines Selektionsdruckes durchfuhren zu konnen, mufite die Leserastermutation die
systemische Infektiositat von p35PPV-NAT verhindern. Zur Untersuchung der
systemischen Infektiositat mittels Partikelbombardment, wurde von dem Klon
p35PPV-NAT-Spll Plasmid-DNA in grof3eren Mengen prapariert.

4.5.2.2 Versuche zur Infektiositit, Komplementation und Rekombination

In den Partikelbombardment-Versuchen zur Infektion von N. benthamiana Pflanzen
war die Leserastermutante p35PPV-NAT-Spl/l nicht in der Lage, systemische
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Infektionen zu erzeugen. Das offensichtlich defekte CP wurde jedoch in transgenen N.
benthamiana Pflanzen, die das intakte CP des PPV exprimieren (Linie 17.27.4.),
komplementiert. Die auftretenden Komplementationsymptome waren von denen der
verschiedenen CP-Assemblierungsmutanten (siehe 4.5.1.4.) nicht zu unterscheiden.
Auch die Recovery-Resistenzreaktion wurde nicht beeinfluRt. Um nachzuweisen, ob
eine Rekombination mit dem transgenen CP, wie schon fur die CP-Assemblierungs-
mutanten durchgefiihrt, die Leserastermutation revertieren kann, wurden die Prel3safte
der infizierten transgenen Pflanzen der Linie 17.27.4. auf nichttransgene N.
benthamiana inokuliert. Da die nichttransgenen Pflanzen mit dieser Inokulation infiziert
werden konnten, wurde davon ausgegangen, dal} eine Rekonstitution stattgefunden
hatte. Das CP-Gen wurde mit dem Primerpaar Uni-Poty/Uni-Poly-T mittels einer
IC-RT/PCR mit dem Programm RNA-RT (siehe 3.2.4.2) amplifiziert, kloniert und
sequenziert. Die Auswertung ergab die vollstandige Wiederherstellung der
CP-PPV-NAT Sequenz. Eine Rekombination mit dem 5°-Ende des CP, also eine
CP-AT Sequenz, konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Das Inokulations-
experiment wurde zweimal mit dem gleichen Ergebnis wiederholt. Das CP-Gen wurde
jedoch nur einmal sequenziert. Um zu kontrollieren, ob der von der Mutation
unbeeinfluRte Bereich des Genoms von p35PPV-NAT bei der Klonierung unverandert
geblieben war, wurde auch hier das unmutierte Original-CP-Gen in einem Sacl/Pstl-
Fragment (Pos. 12046/12907) gegen den mutierten Bereich in der Leserastermutante
ausgetauscht. Der zuruckgetauschte Klon erlangte seine Fahigkeit wieder,
systemische Infektionen zu erzeugen, der beobachtete Effekt war also ausschliel3lich
auf die Mutation zurtickzufihren. Zu einem spateren Zeitpunkt, als die transgene Linie
4.30.45., welche das CP-NAT mit vollstandigem 3°-NTR exprimierte, fur
Rekombinationsversuche zur Verflgung stand, wurde das Rekombinationsexperiment
reproduziert. Auch hier wurden schon nach einer Passage in der Linie 4.30.45
nichttransgene N. benthamiana Pflanzen infiziert. Die Ergebnisse der einzelnen
Experimente sind in Tab. 31 zusammengefal3t.
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Tab. 31: Infektiositat der p35PPV-NAT-Spll Leserastermutante in N. benthamiana
und in transgenen 17.27.4. und 4.30.45. N. benthamiana Pflanzen.
Infektiositat von N. benthamiana Pflanzen nach Passage in transgenen

Pflanzen.
Partikelboomb. | Partikelbomb Passage von Partikelbomb | Passage von 4.30.45.
N. . 17.27 4. . auf nichttransgene
benthamiana 17.27.4.* auf nichttransgene 4.30.45.* N. benthamiana®
N. benthamiana*

a: 0/10 a: 4/10 a: 3/4 a: 1/5 a: 4/5

b: 0/10 b 3/10 b: 3/3 n.u. n.u.

c: 0/5 c: 3/5 c: 5/5 n.u. n.u.

*: Anzahl infiziert/Anzahl inokuliert, n.u.: nicht untersucht, a:, b: c: :Wiederholungen

Mit der CP-Leserastermutante des p35PPV-NAT konnten mittels Partikelbombardment
zwischen einer und zwei von funf inokulierten transgenen N. benthamiana Pflanzen
infiziert werden. Da bei der anschlielRenden Inokulation einer Mischprobe auf
nichttransgenen Pflanzen eine systemische Infektion erzielt werden konnte, kann
davon ausgegangen werden, daf3 in mindestens 20 % der primar inokulierten Pflanzen
eine Rekonstitution der Mutante stattgefunden haben mufdte. Auf eine statistische
Auswertung wurde, aufgrund der geringen Anzahl der untersuchten Pflanzen,

verzichtet.
4.5.3 Versuche mit Hiillproteinchimaren
4.5.3.1 Herstellung von Hiillproteinchimaren

Die Herstellung von hybriden Pflanzenviren oder Viruschimaren ist in der
Vergangenheit vor allem als Moglichkeit genutzt worden, den Virustransport in der
Pflanze zu untersuchen. Solovyev et al. (1996, 1997 und 1999) untersuchten
TGB-Austauschmutanten des BSMV mit verschiedenen Vertretern der Hordeivirus-
gruppe und einem Vertreter der Dianthovirusgruppe, sowie dem “movement” Protein
des TMV auf die Fahigkeit zur systemischen Ausbreitung in verschiedenen
Wirtspflanzen. In fast allen Fallen konnten infektidse Chimaren erzeugt werden. In der
Bromovirusgruppe sind ahnliche Untersuchungen zur Austauschbarkeit von
Transportproteingenen und ihrem EinfluR auf die systemische Ausbreitung von De
Jong et al. (1995) durchgefuhrt worden. Diese Arbeiten dienten der Untersuchung der
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funktionellen Homologie gleichartiger Virusproteine. Gibbs & Cooper (1995) leiteten
aus Sequenzvergleichen verschiedener Luteoviren Rekombinationsereignisse
zwischen zwei Virusgenomen ab, die zu funktionsfahigen Chimaren gefuhrt haben. In
der Potyvirusgruppe, zu dem das PPV gehort, sind keine derartigen Untersuchungen
zur funktionellen Austauschbarkeit von Genen oder Genfragmenten bekannt.

In dieser Arbeit wurden Mutanten mit Sequenzaustauschen in Teilen des Hullproteins
des PPV-NAT hergestellt. Diese in-vitro-Rekombinanten sollten ein mogliches
in-vivo-Rekombinationsereignis simulieren. Solch ein Rekombinationsereignis konnte
unter Umstanden zwischen der transgenen viralen Sequenz und einem infizierenden
Virusgenom entstehen. Mit diesen Viruschimaren sollte erstmals untersucht werden,
ob diese Art von Chimaren zweier homologer Gene im Kontext des PPV-Genoms
lebensfahig sein kdonnen. Die Infektion von N. benthamiana Pflanzen mit diesen
chimaren Konstrukten sollte den EinfluR des Austausches auf die
Symptomauspragung zeigen. Weiterhin sollte untersucht werden, ob diese Chimaren
mit dem vollstdndigen funktionellen PPV-CP-Gen in transgenen Pflanzen
rekombinieren. Dabei kénnte bei homologer Rekombination die Wild-Typ
PPV-Sequenz restauriert werden oder eine Mutante mit neukombinierter Sequenz
entstehen. Die Sequenzierung von eventuell auftretenden Rekombinanten konnte
Aufschlul® Uber die Stabilitat gegentber der Wild-Typ Sequenz geben.

Zu diesem Zweck wurden verschiedene Austauschmutanten im CP-Gen von
p35PPV-NAT hergestellt und auf ihre Infektiositat in N. benthamiana untersucht. Als
auszutauschender Bereich wurde die Kernregion des CP-Gens gewahlt, der im
Gegensatz zum N- und C-Terminus nicht auf der Oberflache des Hullproteins
lokalisiert ist und eine geringere Sequenzvariabilitat besitzt (siehe Einleitung).

Die Strategie sah vor, diesen Kernbereich des PPV-CP gegen die adaquaten Bereiche
anderer Potyviren auszutauschen. Als Austauschbereich im CP-Gen von 35PPV-NAT
wurde der Bereich zwischen den Restriktionsschnittstellen Sacl/Spll (12046/12421)
gewahlt (siehe Anhang 8.2). Fur den Austausch wurden entsprechende Kernbereiche
von nahe verwandten Potyviren (ZYMV, PVY, TVMV) und einem Vertreter der Gattung
Tritimovirus (BrSMV) gewahlt. Die Kernbereiche sollten mittels spezifischer RT-PCR
an die, in den auszutauschenden Bereichen nicht vorhandenen, Restriktions-
schnittstellen Sacl/Spll zur Klonierung angepaldt werden. Dabei blieb das offene
Leseraster des CP-Gens unbeeinflult. Die Leseraster der verschiedenen CP-Gene
wurden Uber ein Sequenz-"alignment” mit dem Programm ClustalX auf
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Sequenzhomologie verglichen. Fur jedes Virus wurden zwei sequenzspezifische
Primer ausgewahlt und synthetisiert, die die Restriktionsschnittstellen zur
anschlief3enden Klonierung am 5°- und 3°-Ende der jeweiligen Sequenz in der RT/PCR
integrierten. Die unterschiedlichen Viren lagen als infiziertes Pflanzenmaterial vor. Im
Falle des BrSMV stand ein Subklon des BrSMV CP-Gens zur direkten Amplifizierung
mittels PCR zur Verfugung (Go6tz & Maiss, 1995). Die Abb. 16 zeigt eine systematische
Darstellung der Chimarenherstellung.

CP-Chimiéren des p35PPV-NAT
N-term. core C-term.

PPV-NAT Nib "] CcP 3-NTR |—|
Sacl 12046 Spil 12421 Pstl 12907

ZYMV CP-core

Sacl Spi

PVY CP-core

TVMV CP-core

BrSMV CP-core

Abb. 16: Strategie zur Herstellung der verschiedenen CP-Chimaren in p35PPV-NAT

Der Kernbereich des CP-Gens von p35PPV-NAT wurde durch folgende
Klonierungsstrategie ersetzt:

p35PPV-ZYMV
Aus den mit ZYMV infizierten C. sativus Pflanzen wurde, zur Amplifizierung des CP
Kernbereiches, Gesamt-RNA hergestellt und zur RT/PCR mit dem Primerpaar

-132-



4 ERGEBNISSE

ZYMV1/ZYMV2 (siehe Anhang 8.8.12) eingesetzt (Programm RNA-RT, siehe 3.2.4.2).
Das 385 Bp grolte PCR-Fragment wurde mit den Enzymen Sacl/BamH| in pBIISKM
Sacl/BamH| kloniert. Zur Uberprifung der Sequenz wurde das gesamte Insert
sequenziert. Das Zwischenprodukt wurde pBIISKM-ZYMV benannt. In diesen
pBIISKM-ZYMV wurde ein Teil des p35PPV-NAT BamH]I/Pstl kloniert. Damit befand
sich die PPV-Kassette am 5°-Ende des auszutauschenden ZYMV-Kernbereiches. Das
ZYMV CP Kernfragment konnte durch Entfernen eines Spll-Fragmentes aus dem
Plasmid vor das PPV 3’-Ende kloniert werden, so dal} aus diesem Zwischenkonstrukt
die Sequenz des CP Kernbereiches, unter Verwendung der Enzyme Sacl/Pstl, direkt
in p35PPV-NAT ausgetauscht werden konnte (Produkt: p35PPV-ZYMV).

p35PPV-TVMV

Zur Amplifizierung und Klonierung des CP-Kernbereiches lag das TVMV in N.
benthamiana Pflanzen vor. Auch hier wurde Gesamt-RNA aus infiziertem Blattmaterial
hergestellt und zur RT/PCR mit dem Programm RNA-RT mit dem Primerpaar
TVMV-up/TVMV-low eingesetzt. Das 385 Bp grole PCR-Fragment wurde direkt in
einen T-Vektor kloniert und die Sequenz des Kernbereiches bestimmt. Der Austausch
in p35PPV-NAT mufite wegen einer internen Pstl-Restriktions-Schnittstelle mit den
Enzymen Sacl/Spll erfolgen (Produkt: p35PPV-TVMV).

p35PPV-PVY

Das PVY lag in N. benthamiana Pflanzen vor. Die RNA-Praparation, Klonierung und
Sequenzierung des PCR-Fragmentes erfolgten wie bei dem TVMV. Die spezifischen
Primer waren PVY-up/PVY-low. Anschlieend konnte es mit den Enzymen Sacl/Spll
in pBIISKM mit einem Sacl/Pstl Insert von p35PPV-NAT kloniert werden. Der
Austausch des Kernbereiches erfolgte mit den Enzymen Sacl/Pstl in
p35PPV-NAT(Produkt: p35PPV-PVY).

p35PPV-BrSMV

Zur Amplifizierung wurde im Falle des BrSMV ein CP-Subklon des BrSMV verwendet
(Dr. R. Gotz, personliche Mitteilung). Hier wurde eine 1/100 Verdunnung des Plasmids
fur eine Standard-PCR mit 50°C Annealing-Temperatur mit Primern BrSMV-up/
BrSMV-low eingesetzt. Die Klonierung und der Austausch in p35PPV-NAT erfolgte wie
fur das PVY angegeben (Produkt: p35PPV-BrSMV).
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Alle Plasmide der rekombinanten “full-length” Klone wurden Uber eine Anzahl von
unterschiedlichen Restriktionsverdaus Uberprift und zur Infektiositatstestung mittels
Partikelbombardment in gro3eren Mengen prapariert.

4.5.3.2 Untersuchungen zur Infektiositat

Die einzelnen “full-length” Klone des p35PPV-NAT mit dem chimarem CP-Gen wurden
neben p35PPV-NAT mittels Partikelbombardment auf ihre Fahigkeit, N. benthamiana
Pflanzen systemisch zu infizieren, Uberpruft (Tab.32). Die inokulierten Pflanzen wurden
visuell auf das Auftreten von Symptomen bonitiert. Aufgrund des veranderten CP der
Mutanten wurde das Auftreten einer systemischen Infektion mittels ELISA mit
Antiserum gegen die HCpro (AS 568) nachgewiesen. Das p35PPV-ZYMV war die
einzige Chimare, die in der Lage war, N. benthamiana Pflanzen systemisch zu
infizieren. Dies konnte im PTA-ELISA und im Tropfpraparat mit anschlieRender
Golddekoration mit AS 570 trotz chimarem CP nachgewiesen werden. Die
ELISA-Werte waren mit denen des PPV vergleichbar. Im Vergleich zum PPV waren
die Symptome jedoch milder und ein Blattrollen trat nicht auf. Nur in alteren, voll
entfalteten Blattern konnten leichte lokale Blattaufhellungen beobachtet werden. Die
Symptome sind in Abb. 17 dargestellt. Bei keinem der anderen Konstrukte konnten
im PTA-ELISA, im Vergleich zum PPV, positive Werte erhalten werden. Im ISEM mit
dem CP-Antiserum (AS 570) konnten, in nur einem Infektionsexperiment mit der
p35PPV-PVY-Chimare, Partikel in nichttransgenen N. benthamiana Pflanzen
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis konnte jedoch trotz mehrfacher
Wiederholungen aus unterschiedlichen Partikelbombardment Versuchen nicht
reproduziert werden.

Das Original CP “core”-Fragment Sacl/Pstl von p35PPV-NAT wurde in p35PPV-ZYMV
mit den Enzymen Sacl/Pstl zurickgetauscht. Damit sollte sichergestellt werden, dal®
nur der ausgetauschte Bereich fur die beobachteten Effekte verantwortlich war. Mit
dem Rucktausch konnten mittels Partikelbombardment die urpringlichen Symptome
vom Wild-Typ PPV-NAT wiederhergestellt werden. Fur alle anderen Chimaren wurden
keine Ruicktauschklonierungen durchgefuhrt.
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Tab. 32: Infektiositat Hullprotein-chimarer p35PPV-NAT in nichttransgenen und
CP-transgenen N. benthamiana Pflanzen (Linie 17.27.4.).

PPV-Mutanten Partikel- Partikelbombardment | Passage von transgenen
bombardment transgene 17.27.4. auf nichttransgene
N. benthamiana* N. benthamiana* N. benthamiana*
p35PPV-NAT (WT) 36/42 16/16 n.u.
p35PPV-CP-BrSMV 0/16 0/16 n.u.
p35PPV-CP-TVMV 0/26 0/26 n.u.
p35PPV-CP-PVY 0/36 18/26 36/42
p35PPV-CP-ZYMV 8/30 38/40 15/15

*:Anzahl infiziert/Anzahl inokuliert, n.u.= nicht untersucht, WT = Wild-Typ
4533 Untersuchungen zur Komplementation

Alle chimaren Konstrukte wurden mittels Partikelbombardment auf Komplementation
in N. benthamiana Pflanzen der Linie 17.27.4. untersucht. Bei diesen Untersuchungen
konnte fur die chimaren p35PPV-ZYMV und p35PPV-PVY ein dhnliches Symptombild
wie bei der Komplementation der Assemblierungsmutanten in der transgenen Linie
17.27 .4. festgestellt werden. Die Konstrukte p35PPV-TVMV und p35PPV-BrSMV
wurden vom intakten transgenen CP nicht komplementiert. Die Symptome sind in Abb.
17 und 18 dargestellt, eine Zusammenfassung der einzelnen Partikelbombardment
Versuche zeigt die Tab. 32.
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3SPPV-CP-ZYMV

1;

CP-AT transgenic Nic. benth.

Abb. 17: Systemische Infektiositat von p35PPV-ZYMV in nichttransgenen und
transgenen 17.27.4. N. benthamiana Pflanzen

ISPPV-CP-PVY

Abb. 18: Fehlende systemische Infektiositat in N. benthamiana Pflanzen und
Komplementation in 17.27.4. N. benthamiana von p35PPV-PVY
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Sequenzvergleich der verschiedenen Kernbereiche der CP-Gene

Mit dem Programm ClustalX (siehe 3.6) wurde auf Aminosaureebene ein
Sequenzvergleich der im CP von p35PPV-NAT ausgetauschten Bereiche
durchgefuhrt. Dieser Vergleich sollte Ruckschlisse von der Aminosaurehomologie auf
die Funktionalitat des jeweiligen chimaren Hullproteins ermoéglichen. Der
Sequenzvergleich istim Anhang 8.8.40 dargestellt. Die Auswertungen wurden mit Hilfe
des Programms Tree View (siehe 3.6) in ein phylogenetisches Baumdiagramm
Uberfuhrt (siehe Abb. 19).

PPV

ZYMV

PVY

0,1

TVMV

BrSMV

Abb. 19: Phylogramm der Nukleotidsequenzen der ausgetauschten Kernbereiche
des PPV-NAT-CP.

Der Balken stellt die prozentuale Abweichung der Sequenzen dividiert durch 100 dar.

Die Ergebnisse der Bestimmung der Verwandschaftsbeziehungen des ausgetauschten
Bereiches zeigen eine gréRere Ubereinstimmung auf Nukleotidebene von ZYMV und
PVY gegenuber PPV als TVMV und BrSMV. Der Kernbereich des BrSMV zeigt die
geringste Nukleotidhomologie im Vergleich zum PPV. Diese Ergebnisse korrelieren mit
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den Ergebnissen der Infektiositats- und Komplementationsuntersuchungen. Der ZYMV
Kernbereich, welcher die hdchste Homologie aufweist, fihrte im Austausch des PPV
Kernbereiches zu einer lebensfahigen Chimare. Der PVY Kernbereich fuhrte im
Austausch wahrscheinlich zu einer ausbreitungsdefekten Chimare, die Replikation des
Virus schien jedoch nicht verhindert zu sein, welches die mdgliche Komplementation
in transgenen Pflanzen anzeigte. Der Austausch der verwandtschaftlich entfernteren
Kernbereiche von TVMV und BrSMV fuhrte zu einer Chimare, die auch von dem
transgenen intakten PPV-CP nicht komplementiert werden konnte.

4534 Nachweis der Rekombination

Die Prel3safte aus mit p35PPV-ZYMV und -PVY infizierten 17.27.4. N. benthamiana
Pflanzen wurden auf transgene (17.27.4.) und nichttransgene N. benthamiana
Pflanzen abgerieben. Damit sollte untersucht werden, ob Rekombinationen zwischen
dem transgenen intakten CP-Gen und dem chimaren Hullproteingen die Wild-Typ
Sequenz wiederherstellen oder eine neu kombinierte Sequenz erzeugen kénnen. Bei
einer aufgetretenen Rekombination zur Restauration der PPV-Wild-Typ Sequenz
wirde PPV-PVY in der Lage sein, N. benthamiana zu infizieren, beziehungsweise
PPV-ZYMV Wild-Typ PPV-Symptome produzieren.

Nach der Komplementation durch das transgene CP in der Linie 17.27.4. war
p35PPV-PVY in der Lage, nichttransgene N. benthamiana zu infizieren (Tab.32). Dies
deutete auf eine aufgetretene Rekombination hin. Es wurden 12 Parallelklone des CP
hergestellt, die mit einem spezifischen Restriktionsverdau auf das Vorhandensein des
PVY-Kernbereiches uberprift wurden. Alle Klone zeigten die Abwesenheit einer
PPV-CP spezifischen EcoRI-Schnittstelle. Da jedoch die Moéglichkeit bestand, dal} nur
Teilsequenzen des Kernbereiches Uber Rekombination ausgetauscht wurden, wurde
das CP-Gen eines Klones sequenziert. Die Sequenzierung des relevanten Bereiches
ergab keine Veranderung der PVY-Sequenz im ausgetauschten Bereich zwischen den
Restriktionsschnittstellen Sacl und Spl/l. Das gleiche Ergebnis ergab die
Sequenzierung von PPV-ZYMV aus N. benthamiana Pflanzen nach der Passage in der
Linie 17.27.4.. In diesem Fall waren zuvor 24 hergestellte CP Parallelklone auf das
Vorhandensein einer PPV-CP spezifischen EcoRI-Schnittstelle Gberpaft. Auch hier
konnte kein Klon mit dieser Restriktionsschnittstelle nachgewiesen werden. Das
Phanomen der Infektiositat von PPV-PVY in nichttransgenen N. benthamiana Pflanzen
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konnte also nicht Uber eine Rekombination im CP Kernbereich erklart werden. Ebenso
wurde der ZYMV-Kernbereich in den transgenen Pflanzen der Linie 17.27.4. nicht
durch den adaquaten PPV CP-Bereich Uber Rekombination ersetzt.

Die Ursache der fehlenden Infektiositat beim Primarbombardment von p35PPV-PVY
konnte nicht untersucht werden, da unter Umstanden Nukleotidaustausche im
gesamten Genom zu suchen sein muften, die zu einer Adaption des Virus, hinsichtlich
der Fahigkeit systemische Infektionen zu erzeugen, gefuhrt haben konnten. Trotzdem
konnten die PPV-PVY-Chimare, wie auch die PPV-ZYMV-Chimare, flir weitere
Rekombinationsuntersuchungen verwendet werden. Um den EinfluR haufigerer
Replikation in transgenen 17.27.4. der beiden Chimaren auf das Auftreten von
Wild-Typ Sequenz rekonstituierenden Rekombinationen zu Uberprifen, wurden
insgesamt funf Passagen in jeweils funf 17.27.4. Pflanzen durchgefuhrt. Dabei wurden
immer Mischproben aus allen infizierten Pflanzen zur Inokulation benutzt.
AnschlieBend wurden die unterschiedlichen CP-Gene erneut kloniert. Von
p35PPV-ZYMV wurden erneut sechs Parallelklone und von p35PPV-PVY 12
Parallelklone mittels Restriktionsverdau auf das Vorhandensein von PPV
CP-Bereichen untersucht. Es konnte jedoch in keinem der Klone die PPV-CP
spezifische EcoRI Restriktionsschnittstelle nachgewiesen werden. Die erneute
Sequenzierung des Kernbereiches des CP-Gens der Chimaren nach diesen Passagen
ergab fur beide Chimaren keine Rekombination des relevanten Bereiches. Die Tab. 32
zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse aller durchgefuhrten
Inokulationsexperimente.

Nachdem die Inokulationsexperimente der beiden Chimaren p35PPV-ZYMV und -PVY
zu keinem Nachweis einer Rekombination in transgenen N. benthamiana Pflanzen der
Linie 17.27.4. gefuhrt hatten, wurde die Linie 4.30.45. fir die gleichen
Inokulationsexperimente verwendet, welche die vollstandige 3'-NTR am 3’-Ende des
CP-Gen beinhaltet. Jeweils funf Pflanzen der Linie 4.30.45. wurden mittels
Partikelbombardment mit p35PPV-ZYMV und -PVY infiziert. Wie in den
vorausgegangenen Experimenten mit der Linie 17.27.4. schon gezeigt, wurden beide
Chimaren auch in der Linie 4.30.45. komplementiert, bzw. war p35PPV-PVY nach der
Komplementation in 4.30.45. in der Lage, N. benthamiana systemisch zu infizieren.
Die Infektion wurde mittels PTA-ELISA Uberprift. Ungefahr eine Woche nach dem
Auftreten von Komplementationssymptomen wurde der Pflanzenpref3saft einer
Mischprobe von einzelnen Blattern aller infizierten Pflanzen auf je drei nichttransgene
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N. benthamiana Pflanzen mechanisch inokuliert. Um die Rekombinationen zu
identifizieren, die den Kernbereich des CP-Gens zur Wild-Typ Sequenz rekonstituiert
hatten, sollte eine spezifische RT/PCR durchgeflhrt werden. Mit dieser PCR sollten
ausschlieBlich rekombinante Sequenzen amplifiziert werden, die die Wild-Typ
PPV-NAT CP-Sequenz zwischen Sacl und Spll integriert hatten. Ein “antisense”
-Primer wurde homolog zum CP Kernbereich des PPV synthetisiert (PPV-REK), der
zusammen mit dem Uni-Poty-Primer in der RT/PCR nur dann zur Amplifizierung eines
932 Bp-Fragmentes fuhrte, wenn eine rekonstituierende Rekombination stattgefunden
hatte. Da der Uni-Poty-Primer homolog zu den Sequenzen des NIb war, die in der
transgenen Sequenz nicht vorkommen, wurde eine Amplifikation des Transgens
ausgeschlossen. Mit Hilfe dieses spezifischen Primers war es mdglich, aus einer
Gesamtnukleinsaurepraparation der mit PPV-ZYMV bzw. -PVY infizierten N.
benthamiana Pflanzen, ein 932 Bp Fragment zu amplifizieren. Damit war gezeigt, daf3
beide Chimaren in der Linie 4.30.45., zumindest in der Primerregion, nahe der
Spll-Restriktionsschnittstelle zu PPV-NAT-Wild-Typ Sequenz rekombiniert hatten. So
wurden zusatzlich aus den beiden Gesamtnukleinsaurepraparationen, mit den Primern
Uni-Poty/Uni-Poly-T, beide CP-Gene amplifiziert, um neben den unvollstandigen auch
vollstandige CP-Sequenzen klonieren zu konnen. Weiterhin konnten unter Umstanden
in parallel analysierten Klonen der Uni-Poty/Uni-Poly-T PCR-Fragmente neben den
Rekombinanten noch die urspringlichen Chimaren nachgewiesen werden. Die
verschiedenen PCR-Fragmente wurden in einen T-Vektor kloniert und mittels
verschiedener Restriktionsenzyme analysiert.

Tab. 33: Infektiositat von p35PPV-NAT Hullproteinchimaren in transgenen 4.30.45
N. benthamiana Pflanzen und Infektiositat von N. benthamiana Pflanzen
nach der Passage in 4.30.45.

PPV-NAT-Chimare Partikelbombardment Passage von 4.30.45.
transgene 4.30.45 * auf nichttransgene
N. benthamiana*
p35PPV-ZYMV 2/10 6/6 (1. Passage)
p35PPV-PVY 2/5 3/3 (1. Passage)

*: Anzahl infiziert/Anzahl inokuliert

Alle funf Parallelklone des PCR-Fragmentes des vollstandigen CP-Genes der
ZYMV-Chimare enthielten die interne EcoRI-Schnittstelle zwischen der Sacl und Spll
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Restriktionsschnittstelle der PPV Wild-Typ Sequenz, die in der ZYMV Kernregion nicht
vorkommt. So wurde ein Klon vom 5°-Ende ausgehend sequenziert und 910 Bp des
CP-Gens bestimmt. Bis auf einen Nukleotidaustausch, der sich jedoch aul3erhalb der
ausgetauschten Kernregion befand, wurde ausschliel3lich die PPV-NAT Wild-Typ
Sequenz nachgewiesen. Da drei parallel erzeugte CP-Klone eines PCR-Fragmentes
der PVY-Chimare ebenfalls die interne EcoRI-Restriktionsschnittstelle aufwiesen,
wurde hier auf eine Sequenzierung verzichtet. Es konnte davon ausgegangen werden,
dafd auch hier die PPV Wild-Typ Sequenz wiederhergestellt worden war.

4.6 Nachweis der RNA-RNA Rekombination

Die durchgefuhrten Untersuchungen zum Auftreten von Rekombination, zwischen
verschiedenen Defektmutanten des PPV-NAT und intaktem CP-Gen in transgenen N.
benthamiana in der transgenen Linie 4.30.45., ermoglichen keine Aussage Uber die Art
der aufgetretenen Rekombination. Prinzipiell sind zwei verschiedene Arten der
Rekombination moglich. Die erste ist eine RNA-RNA Rekombination, deren Ursache,
wie in der Einleitung beschrieben, wahrscheinlich ein Template-Wechsel des viralen
Replikationskomplexes darstellt. Da in dieser Arbeit ausschliel3lich mit cDNA-Klonen
des PPV-NAT gearbeitet wurde, kdnnten die nachgewiesenen Rekombinationen im
Prinzip auch eine Folge einer DNA-DNA Rekombination einer pflanzlichen
Rekombinase sein. Sollte dies der Fall sein, waren die Ergebnisse zumindest fur die
Rekombinationsuntersuchungen an transgenen virusresistenten Pflanzen nicht
aussagekraftig. Es war daher notwendig, nachzuweisen, ob hier eine RNA-RNA- oder
eine DNA-DNA-Rekombination vorlag. Zu diesem Zweck wurde eine
Assemblierungsmutante des p35PPV-NAT (CP-RQ-D) mittels Partikelbombardment in
transgene N. benthamiana Pflanzen der Linie 17.27.4. eingebracht. Wie unter 4.5.1.5
und 4.5.3.4 bereits gezeigt, fand in dieser Linie nur eine Komplementation der
verschiedenen Mutanten, und keine Rekonstitution Uber Rekombination, statt. Von
dem cDNA Klon wurde ein in-vivo Transkript hergestellt und die virale RNA mit
transgenem CP heterolog enkapsidiert. Anschliel3end wurde aus systemisch infizierten
Blattern eine Passage von komplementiertem PPV-NAT-CP-RQ-D auf N. benthamiana
Pflanzen der Linie 4.30.45., die eine Rekombination ermdglichte, durchgefuhrt. Eine
parallel durchgeflihrte Inokulation von nichttransgenen N. benthamiana Pflanzen sollte
zeigen, dal} in Pflanzen der Linie 17.27.4. tatsachlich keine rekonstituierende

141-



4 ERGEBNISSE

Rekombination stattgefunden hatte. Wie im Kapitel 4.5.1.5 schon angegeben sollte die
Rekombination nach der Passage von Pflanzen der Linie 4.30.45. auf nichttransgene
N. benthamiana Pflanzen nachgewiesen werden.

Funf transgene N. benthamiana Pflanzen (Linie 17.27.4.) wurden mit der Mutante
p35PPV-NAT-CP-RQ-D mittels Partikelbombardment infiziert. Eine Pflanze zeigte
nach etwa drei Wochen die typischen Komplementationssymptome. Der Pre3saft der
infizierten Pflanze wurde auf jeweils funf transgene (Linie 4.30.45.) und nichttransgene
N. benthamiana Pflanzen mechanisch inokuliert. Nur in drei der funf transgenen
Pflanzen (Linie 4.30.45.) konnte ein Auftreten von Symptomen beobachtet werden. Die
nichttransgenen Pflanzen blieben virusfrei, wie anhand der fehlenden Symptome
beobachtet und im PTA-ELISA (AS 568 HCpro) gezeigt werden konnte. Mit einer
PreRsaftinokulation von funf nichttransgenen N. benthamiana Pflanzen aus jeder der
infizierten Pflanzen war es moglich, nichttransgene N. benthamiana Pflanzen zu
infizieren. Wie unter 4.5.1.5 angegeben, wurde das rekombinante CP-Gen amplifiziert
und kloniert. Mittels Restriktionsverdau wurde das Vorhandensein der eingeflgten
Restriktionsschnittstellen Gberprift (Aatll, Bglll). Als Positivkontrolle wurde pe35SL-
NAT-CP-RQ-D verdaut. Die Schnittstellen konnten nicht nachgewiesen werden, so
dafld von einer Rekonstitution der PPV Wild-Typ Sequenz ausgegangen wurde.

4.7 Herstellung eines Systems zur Erzeugung und Uberpriifung von
viralen in-vivo Rekombinanten

Die Untersuchung von Rekombinationen zwischen Viren und transgenen Sequenzen
viraler Herkunft erfordert die Herstellung von transgenen Pflanzen. Dieses relativ
zeitaufwendige Verfahren muldte bisher bei der Untersuchung des Einflusses
unterschiedlicher viraler Sequenzen auf die Rekombinationshaufigkeit fur jede virale
Sequenz durchgefuhrt werden. Einige virale Sequenzbereiche unterstutzen als
transgene Sequenz die Rekombination mit viralen Defektmutanten starker als andere,
das heil3t ein haufigeres oder weniger haufiges Auftreten von rekonstituierenden
Rekombinationsereignissen konnte beobachtet werden. Dies wurde bei den
Untersuchungen zur Rekombination der p35PPV-NAT Assemblierungsmutanten und
der p35PPV-NAT-Chimaren in den verschiedenen CP-transgenen Linien 17.27.4.
(unvollstandige 3'-NTR) und 4.30.45. (vollstandige 3 -NTR) deutlich (siehe 4.5.1.5 und
4.5.3.4).
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Die transiente Expression von viralen Genen in Pflanzen, die gleichzeitig mit viralen
Defektmutanten infiziert werden, bietet unter Umstanden eine Maoglichkeit
Rekombinationen nachzuweisen und die damit verbundenen Mechanismen naher zu
untersuchen, ohne transgene Pflanzen herstellen zu mussen. Morozow et al. (1997)
zeigten, dall zwei unterschiedliche pflanzliche Expressionsplasmide gemeinsam auf
dem Tragermaterial Wolfram prazipitiert und fur Expressionsstudien mittels
Partikelbombardment in einer Pflanzenzelle zur Expression gebracht werden konnen.
Gal-On et al. (1998) berichteten von rekonstituierenden Rekombinationen zweier
defekter ZYMV “full-length” Klone, die nach der Co-Prazipitation in einzelne
Pflanzenzellen bombardiert worden waren.

Somit wurden zum Zweck des Nachweises von rekonstituierenden Rekombinationen
20 nichttransgene N. benthamiana Pflanzen Uber ein Co-Bombardment mit dem
Pflanzenexpressionsplasmid pe35SL-NAT-CP, welches das intakte CP-Gen des
PPV-NAT unter Kontrolle des eukaryontischen 35S-Promotors enthalt, zusammen mit
dem Plasmid p35PPV-CP-RQ-D inokuliert (siehe 4.5.1.1 und 8.2). Nach der
Hypothese sollten vom pe35SL-NAT-CP, ausgehend vom 35S-Promotor, transient
CP-Transkripte erzeugt werden. Diese konnten Uber Rekombination des viralen
Replikase-Komplexes die Assemblierungsmutante p35PPV-CP-RQ-D uber homologe
Rekombination rekonstituieren. Die Defektmutante ware wieder in der Lage, N.
benthamiana systemisch zu infizieren. Also wurde ein systemisches Auftreten von
PPV-Symptomen die erfolgte Rekombination anzeigen. Dieses Experiment blieb
jedoch erfolglos. Es konnte bei keiner der inokulierten Pflanzen ein Auftreten von
PPV-Symptomen beobachtet werden. Da die transiente Expression nur von kurzer
Dauer ist, weil keine stabile Integration ins Pflanzengenom erfolgt, wurde eine andere
Strategie entwickelt.

Die Sequenz von Interesse, also das intakte PPV-CP Gen, sollte von einem
pflanzlichen Expressionsvektor viraler Herkunft in den Pflanzen transkribiert werden.
Nach der Hypothese sollten mit der PVX-Replikation weitaus grofiere Mengen des
PPV-CP-Transkriptes hergestellt werden, als durch transiente Expression.

Zu diesem Zweck wurde der Expressionsvektor pPVX201 (Chapman et al., 1992)
eingesetzt. In diesen Pflanzenexpressionsvektor kann eine beliebige Sequenz unter
Kontrolle des zusatzlich vorhandenen subgenomischen Promotors des CP gebracht
und in Pflanzen transkribiert werden. Ein Co-Bombardment mit dem entsprechend
mutierten p35PPV-NAT und dem chimaren pPVX kénnte zu ahnlichen Rekom-
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binationsereignissen fuhren, wie sie in transgenen Pflanzen mit PPV-Defektmutanten
beobachtet worden sind (siehe 4.5.1.5 und 4.5.3.4). Um zu verhindern, dal} sich das
chimare PVX in der beschossenen Pflanze systemisch ausbreitet und damit das
direkte Erkennen des Auftretens von rekombinanten intakten Viren des p35PPV-NAT
unmoglich macht, sollte die Ausbreitungsfunktion des pPVX zerstort werden.

In vorhergehenden Arbeiten war eine hohe Rekombinationsrate zwischen
assemblierungsdefekten p35PPV-NAT (CP-RQ, -D, RQ-D) und dem intakten
transgenen CP-Gen mit vollstandigem 3°-Ende in transgenen N. benthamiana
Pflanzen nachgewiesen worden (4.5.1.5.). Um dieses Rekombinationsexperiment in
diesem veranderten System zu reproduzieren, sollte das intakte PPV-CP mit
vollstandigem 3°-NTR in den pflanzlichen Expressionsvektor pPVX201 kloniert werden.
Anschliel3end sollten nichttransgene N. benthamiana Giber Co-Bombardment mit den
p35PPV-CP-Assemblierungsmutanten und dem ausbreitungsdefizienten
pPVX-CP-NAT inokuliert werden.

Die drei verschiedenen p35PPV-NAT-Assemblierungsmutanten waren bereits
vorhanden (siehe 4.5.1). Von diesen Klonen wurde Plasmidmaterial in groeren
Mengen fur das Partikelbombardment hergestellit.

Zuerst muldte die Fahigkeit zur systemischen Ausbreitung von pPVX201 zerstort
werden. Dies sollte Uber Einfugen einer Leserastermutation erfolgen. Zu diesem
Zweck konnte eine Restriktionsschnittstelle Bsp120I, die sich im M1-Gen des PVX
befindet, mittels Klenow-Polymerase aufgefullt werden. Das M1-Gen stellt eins der drei
Gene des “triple gene block” (TGB) dar, die fur die systemische Ausbreitung des PVX
in der Pflanze verantwortlich sind (Beck et al., 1991). Der erzeugte Leserasterwechsel
fuhrt zu einem Stopcodon. Damit bleibt das pPVX201-Bsp120I auf die erstinfizierte
Zelle beschrankt (Angell et al., 1996) Diese ausbreitungsdefiziente Leserastermutante
des pPVX201 wurde bereits von Morozow et al. (1997) erfolgreich flr
Komplementationsstudien mittels Partikelbombardment verwendet.

Im nachsten Schritt sollte das unmutierte CP-Gen mit der vollstandigen 3 -NTR des
PPV-NAT in pPVX201-Bsp120I kloniert werden. Dies erfolgte nach der gleichen
Strategie wie unter 4.2.2.1 beschrieben. Das Konstrukt pPVX201-Bsp1201-CP-NAT
wurde zu Co-Bombardmentversuchen mit den verschiedenen p35PPV-NAT mit
defektem CP (CP-RQ, -D, -RQ-D) auf nichttransgene N. benthamiana Pflanzen
eingesetzt.

Mit allen drei Defektmutanten (p35PPV-CP-Q, CP-D, CP-RQ-D) konnte bei einzelnen
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beschossenen Pflanzen (Tab. 34) mittels ELISA eine systemische Infektion mit dem
PPV festgestellt werden.

Aus Blattmaterial der mit p35PPV-NAT-CP-RQ-D und chimarem pPVX inokulierten
Pflanzen wurde Gesamt-RNA hergestellt. Unter Verwendung der RT/PCR und den
Primern Uni-Poty/Uni-Poly-T konnte ein PCR-Fragment des rekombinanten CP-Gens
erzeugt, kloniert und sequenziert werden. Mit dem Uni-Poty-Primer, der homolog zu
NIb-Sequenzen des PPV ist, konnte sichergestellt werden, dal® keine Amplifikation im
pPVX-Bsp120I-CP-NAT mdglich war. Alle drei Assemblierungsmutanten CP-RQ, CP-D
und CP-RQ-D waren zur Wildtyp-Sequenz des CP-NAT restauriert worden. Aufgrund
eines fehlenden sequenzspezifischen Markers konnte anhand der Sequenz nicht
nachgewiesen werden, an welcher Stelle des Gens der vermutete “template switch”
des viralen Replikationskomplexes aufgetreten war. Die Rekombinanten, die aus dem
Bombardment der beiden anderen p35PPV-NAT Assemblierungsmutanten
hervorgegangen waren (CP-RQ und CP-D), wurden ebenfalls kloniert, jedoch nicht
sequenziert, da auch hier von einer exakten Rekonstitution des PPV Wildtyp-CP-Gens
ausgegangen werden konnte. Die Ergebnisse der einzelnen Co-Bombardment-
versuche der Assemblierungsmutanten mit den entsprechenden Negativkontrollen sind
in Tab. 34 zusammengefal’t. Dieses Ergebnis zeigte, dal’ die prinzipielle Moglichkeit
besteht, in-vivo Rekombinante herstellen zu konnen. Bei diesen Rekombinanten
handelte es sich jedoch ausschliellich um rekonstituierte PPV-NAT mit der Wild-Typ
Sequenz. Es fehlte der Nachweis eines Rekombinationsmarkers und der Nachweis,
dafd auch eine nicht 100 %-ige Homologie der einzelnen Sequenzen ausreichend ist,
um eine intakte in-vivo Rekombinante zu erzeugen. Somit war das Ziel weiterer
Rekombinationsuntersuchungen, die PPV-CP-Sequenz im chimaren pPVX
Expressionsvektor mit einem sequenzspezifischen Marker zu versehen, der nach
erfolgtem Co-Bombardment einen eindeutigen Nachweis des Rekombinations-
ereignisses ermoglichen sollte.

Zu diesem Zweck wurde das CP-Gen des Sauerkirschisolates des PPV (PPV-SoC)
gewahlt. Es besitzt eine 81 %-ige Sequenzhomologie zum CP des PPV-NAT lIsolates
(DNASIS Ver. 2.0). Mit Hilfe des Gens des CP-SoC sollte untersucht werden, ob das
intakte CP-SoC Gen in pPVX-Bsp120Il Uber Rekombination eine Assemblierungs-
mutante des p35PPV-NAT in N. benthamiana Pflanzen rekonstituieren konnte. Bei
einer auftretenden Rekombination kdénnte, unter Umstdnden anhand der
Nukleotidaustausche, auch der Ort des Rekombinationsereignisses eingegrenzt
werden.
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Zu diesem Zweck wurde das vollstandige Gen des CP-SoC in pPVX-Bsp120I kloniert.
Das vollstandige Gen des CP-SoC mit der vollstandigen 3'-NTR des PPV-SoC lag
kloniert in dem Plasmid pPCRII-PPV-SoC-CP vor. Es wurde mit den Enzymen
Sacl/Xbal in pT7T319U Sacl/Xbal umkloniert, um anschlieend mit Hilfe der Enzyme
Clal/Sall in pPVX-Bsp120l umkloniert werden zu kdénnen (Produkt:
pPVX-Bsp120I-CP-SoC). Von dem Klon wurden groRere Mengen der Plasmid-DNA
zum Zweck des Partikelbomardments hergestellt. Der Klon des pPVX-Bsp120I
-CP-SoC und der Assemblierungsmutante p35PPV-NAT-CP-RQ-D wurden zum
Co-Bombardment auf N. benthamiana Pflanzen eingesetzt. Von den 150
beschossenen Pflanzen konnte bei einer Pflanze ein Auftreten von systemischen
PPV-Symptomen beobachtet werden (siehe Tab. 34).

Tab. 34: Ergebnisse des Co-Bombardments verschiedener p35PPV-NAT
Hullproteindefektmutanten mit pe35SL-NAT-CP oder
pPVX-Bsp120l-CP-NAT

p35PPV-NAT Mutante Partikelbombardment
N. benthamiana*
p35PPV-CP-RQ-D + pe35SL-NAT-CP 0/20
p35PPV-CP-RQ + pPVX-Bsp1201-CP-NAT 1/40
p35PPV-CP-D + pPVX-Bsp120I-CP-NAT 2/30
p35PPV-CP-RQ-D + pPVX-Bsp120l-CP-NAT 6/40
p35PPV-CP-RQ-D + pPVX-Bsp120Il-CP-SoC 1/150
pPVX-Bsp120l-CP-NAT (Negativkontrolle) 0/5
p35PPV-CP-RQ-D (Negativkontrolle) 0/15
(siehe auch 4.5.1.2)

*: Anzahl infiziert/Anzahl inokuliert

Die Praparierte Gesamt-RNA wurde zur RT-PCR mit den Primern Uni-Poty/ Uni-Poly-T
und anschlieRender Klonierung des rekombinanten CP-Gens eingesetzt. Das klonierte
CP-Gen wurde vom 3’-Ende her sequenziert. Dabei konnten die letzten 841 Bp des
Gens inklusive der 3'-NTR bestimmt werden. Ein Vergleich der Nukleotid- und
Aminosauresequenz mit beiden unterschiedlichen CP-Genen (CP-NAT und CP-SoC)
mit Hilfe des Programmes ClustalX ist im Anhang 8.8.41 angegeben. Der Vergleich
zeigte anhand der verschiedenen nachgewiesenen Nukleotidaustausche, dal}
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wahrscheinlich ein Bereich zwischen 285 bis 307 Bp des CP-Kernbereiches, in dem
sich die beiden Assemblierungsmutationen (RQ-DV und DF-KI) befanden, durch die
CP-SoC Sequenz ersetzt wurde (mit  gekennzeichnet). Dabei wurden, zusatzlich zu
den rekonstituierten Assemblierungsmutationen, 27 weitere Nukleotidaustausche
nachgewiesen. Wird dieser Bereich als vollstandig durch die CP-SoC Sequenz ersetzt
angenommen, so wirden die unterschiedlichen Nukleotidaustausche des Bereiches
nur zu einem Austausch zur PPV-Wild-Typ Sequenz auf Aminosaureebene fuhren (R
zu L, durch o gekennzeichnet, durch G-T verursacht). Der Vergleich der Aminosauren
des sequenzierten Bereiches mit CP-NAT und CP-SoC zeigt jedoch, dal® gerade an
dieser Stelle die Aminosaure R, statt wie erwartet, L zu finden ist, welches der CP-NAT
Aminosauresequenz und nicht der rekombinanten CP-SoC Aminosauresequenz
entspricht. Der Rest des sequenzierten Bereiches entspricht zu 100 % der PPV-NAT
Wild-Typ Sequenz.

p35PPV-NAT-CP-RQ-D

L NIb CP-NAT 3'NTR nosA -
| I |

RQ (9186) DF (9318) Pstl
+
il pPVX201-Bsp120I-CP-SoC Sa
PVX-;:I_’-_Promotor 4 3'NTR poly-A J- -—=
CP-SoC

2

PPV-NAT-SoC-Rekombinante

rekombinantes CP-Gen

Abb. 20: Rekonstitution von PPV-NAT-CP-RQ-D mit vom PVX exprimierten CP-SoC
Gen in N. benthamiana Pflanzen zu einer intakten Chiméare
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Diese PPV-NAT-SoC-Chimare wurde schon nach dem Bombardment von 40 Pflanzen
nachgewiesen. Durch den Beschul® von weiteren 110 Pflanzen konnte ein gleiches
oder ahnliches Rekombinationsereignis, welches zu einer nachweisbaren Chimare
gefuhrt hatte, nicht beobachtet werden.

Diese Ergebnisse stellen den ersten Nachweis der homologen Rekombination
zwischen einem chimaren Virus (pPVX201-CP-SoC) und einer viralen Defektmutante
(p35PPV-CP-RQ-D) in-vivo dar, der zu einer ausbreitungsfahigen Viruschimare gefuhrt
hat.

Die Abb. 20 verdeutlicht das Ergebnis der Sequenzierung der CP-NAT-SoC
Rekombinante.
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5.1 Untersuchung von transgenen virusresistenten N. benthamiana
Pflanzen mit modifizierten Genen des PPV-NAT

Pflanzentransformation und Regeneration

Alle Konstrukte der verschieden mutierten CP- und HCpro-Gene in den binaren
Plasmiden fuhrten, bei nur 60 transformierten Blattscheiben fur jedes Konstrukt,
aufgrund der relativ leichten Transformierbarkeit von N. benthamiana, zu regenerierten
Pflanzen. Diese Pflanzen zeigten eindeutige Markerreaktionen bezuglich der
gus-Aktivitat und Kanamycinresistenz (4.1.4). Dabei wurden zwischen 10 - 23 Pflanzen
aus den jeweiligen CP-Konstrukten und 12 - 16 Pflanzen aus den jeweiligen
HCpro-Konstrukten regeneriert. Dies konnte ein Hinweis auf den EinfluR der
unterschiedlichen viralen Sequenz (CP- und HCpro-Gen) auf die Transformierbarkeit
und die Regenerationsfahigkeit bei Agrobakterien vermittelter Transformation sein.
Auffallig ist, dal® gerade das N-terminal verkurzte CP-Gen zu deutlich mehr (23)
regenerierten Pflanzen flhrte. Die geringe Anzahl der transformierten Blattscheiben
laRt jedoch trotz Gleichbehandlung keine eindeutige Aussage zu. Die Literatur liefert
ebenfalls keine Anhaltspunkte zur Transformationseffizienz in Abhangigkeit von der zu
transformierenden Sequenz. Das Ziel der Transformationsexperimente war die
Erzeugung von mdglichst vielen transgenen Regeneraten, um ausreichend Material
zur Erzeugung von T1- und T2-Generation zur Resistenztestung zu erhalten.

Modifizierte virale Gene und Resistenzwirkung

Alle modifizierten Gene des PPV (HCpro und CP) waren trotz der eingeflgten
Mutationen oder Verklrzung noch in der Lage in transgenen N. benthamiana Pflanzen
Resistenz gegenuber PPV-NAT zu erzeugen (4.1.5). Diese Ergebnisse stltzen die
Untersuchungen von Pang et al. (1997), die mit verklrzten Sequenzabschnitten des
TSWV N-Gens in transgenen N. benthamiana Pflanzen Resistenz erzeugen konnten.
Auch Lindbo & Dougherty (1992b) konnten mit einem translatierbaren CP des TEV, mit
einer N-terminalen Verkirzung von 29 Aminosauren, Resistenz in transgenen Pflanzen
erzeugen. In einem ahnlichen Versuchsansatz deletierten Jacquet et al. (1998a) die im
CP-Gen des PPV flur die Assemblierung verantwortlichen Motive RQ und D und
konnten damit, trotz der Modifikationen in transgenen N. benthamiana Pflanzen,
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Resistenz gegenltber dem PPV erzeugen. Jacquet et al. (1998b) entfernten im CP des
PPV das DAG Motiv und in einem zweiten Konstrukt die N-terminalen 140
Aminosauren des CP. Auch in diesen Fallen konnte eine Resistenz gegenliber dem
PPV erzeugt werden. Alle diese hier erwahnten Ergebnisse, wie auch die
Untersuchungen in dieser Arbeit, unterstiutzen die Ergebnisse von Sijen et al. (1996),
die zeigen konnten, dal} schon ein Teil eines viralen Gens ausreichend sein kann, um
den Resistenzmechanismus auszulosen.

Uberpriifung der Resistenzwirkung gegeniiber dem PPV

Die durch die verschiedenen Gene vermittelte Resistenz, in den neu erzeugten
transgenen N. benthamiana Pflanzen, wurde in dieser Arbeit ausschlieBlich qualitativ
uberpruft. Es fand eine mechanische Virusinokulation der transgenen Testpflanzen
aus Pflanzenprellsaften statt. Diese PrefRRsafte hatten unbekannte
Viruskonzentrationen. Da in N. benthamiana jedoch sehr hohe Virustiter erreicht
werden, kann davon ausgegangen werden, dal} die Resistenztestungen unter hohem
Infektionsdruck durchgeflihrt worden sind. Die Viruskonzentration war in jedem Fall so
hoch, dal nichttransgene N. benthamiana Kontrollpflanzen und auch Recovery
-resistente Pflanzen der Linie 17.27.4 zu 100 % infiziert werden konnten. Es wurde
eine sehr hohe Prel3saftkonzentration (Verdunnung 1/5) fur die Inokulation gewahlt. Im
Vergleich zu anderen Untersuchungen zur Resistenzbestimmung mit Potyviren, war
dies eine hohe Inokulumskonzentration. Fang & Grumet (1993) testeten transgene
Pflanzen mit einer 1/50-PrefRsaftverdiinnung von ZYMV, Farinelli & Malnoe (1993)
verwendeten eine 1/10-Prel3saftverdinnung von PVY und Linbo & Dougherty eine
1/50-Verdunnung von TEV zur Resistenztestung von transgenen Pflanzen. Maiti et al.
(1993) erzeugten TVMV-NIb transgene Pflanzen und untersuchten den Einflu} von
verschiedenen Inokulumdichten auf die Resistenzreaktion. Die Konzentrationen von
1-50 pg viraler TVMV RNA/ml Inokulum hatten keinen Einflull auf die
Resistenzreaktion der TVMV resistenten Pflanzen. Um die Resistenztestungen der T.,-
und T,-Generation unter starker Selektion durchzufuhren, wurden grundsatzlich sehr
junge Pflanzen mit einem Alter von 3-4 Wochen verwendet, wobei die nichttransgenen
Kontrollpflanzen teilweise mit nekrotischen Reaktionen auf die systemische
PPV-Infektion reagierten und abstarben. Aus diesen unterschiedlichen Griinden kann
davon ausgegangen werden, daf} hier mit einer hohen Inokulumdichte die Resistenz
der neu erzeugten transgenen N. benthamiana Pflanzen gegeniuber dem PPV
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Uberprift wurde.

Die visuellen Bonituren der Resistenzreaktionen der Pflanzen der einzelnen Linien
lieBen keinen Unterschied zu parallel inokulierten N. benthamiana Pflanzen der
transgenen Linie 17.27.4., 4.30.45. und 4.30.60., die mit unmodifizierten CP-Genen
des PPV transformiert worden waren, erkennen. Auch zeigten die Pflanzen dieser
jeweiligen transgenen Linien das gleiche Resistenzphanomen, wie von den Autoren
ursprunglich beschrieben.

Resistenztyp und Resistenzmechanismus

Mit den verschiedenen verwendeten translatierbaren CP- und HCpro-Genen wurden
in transgenen N. benthamiana, sowohl in der T,- wie auch in der T,-Generation, zwei
unterschiedliche Resistenzphanomene beobachtet. Einige Linien waren gegenuber
einer PPV-Infektion immun, andere waren gegenlUber der PPV-Infektion durch
mechanische Inokulation empfanglich. Sie erholten sich jedoch zwei bis drei Wochen
nach dem Auftreten der ersten systemischen Symptome von der Infektion, welches
durch einen symptomfreien Neuaustrieb deutlich wurde (Infektions- und Recovery
-Resistenz). Bemerkenswert ist, da} diese unterschiedlichen Resistenzphanomene
zum Teil in einer Linie der T1-Generation (7.8., 21.5., 21.16., 24.7., 27.14., 27.21.,
30.20. und 30.30.) nachzuweisen waren. Dies kann wahrscheinlich auf die
Heterozygotie des Transgens der T,-Generation zuruckgefuhrt werden. Weitere
Untersuchungen zur Aufspaltung transgener Insertionen bei der Erzeugung der
T,-Generation wurden jedoch nicht durchgefuhrt. Es konnte weiterhin gezeigt werden,
dalR der Zusammenhang zwischen der Resistenzreaktion der T,- und der
T,-Generation von dem verwendeten viralen Gen abzuhangen scheint. Wie im Kapitel
4.1.6 Tab. 20 gezeigt, war nur bei dem CP-Gen ein direkter Zusammenhang zwischen
der Resistenzreaktion der T,- und der daraus erzeugten T,-Generation nachzuweisen.
Die homozygoten T,-Generationen der HC-Konstrukte zeigten nicht die gleiche
Resistenzreaktion wie die jeweiligen T,-Eltern. Um einen Zusammenhang zwischen
dem verwendeten Transgen und der Resistenzreaktion der T,- und T,-Linien naher
untersuchen zu kdnnen, mufiten weitere Transformationsversuche mit verschiedenen
Genen durchgefuhrt werden. In der Literatur finden sich keine Anhaltspunkte fur
derartige Zusammenhange.

Auch innerhalb der nachgewiesenermalien homozygoten T,-Generation der
verschiedenen Konstrukte zeigten nicht alle Pflanzen einer Linie eine uniforme
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Resistenzreaktion bei der Infektion mit dem PPV. Viele CP- und HCpro-transgene
T,-Linien zeigen zwar in allen untersuchten Pflanzen eine PPV-Resistenz, jedoch
waren einige Pflanzen Recovery-resistent, andere wiesen eine Infektions-Resistenz
auf. Dies konnte unter Umstanden, trotz hoher Inokulumdichte, von einer
ungleichmafigen Inokulation beim Resistenztest hervorgerufen worden sein. Wenn
auch in diesem Fall vom Resistenzmechanismus des posttranskriptionalen
“gene-silencing” ausgegangen wird, ist vorstellbar, dafl} bei unterschiedlicher Anzahl
erstinfizierter Zellen bei der Inokulation der Grenzwert der RNA-Konzentration, der zu
einer sequenzspezifischen Degradation fuhrt, durch die virale Vermehrung, friher oder
spater nach der Inokulation erreicht wird. Damit wirden Pflanzen, bei denen der
Degradationsmechanismus spater einsetzt, schon systemische Symptome aufweisen,
wahrend bei anderen Pflanzen der Mechanismus schon vor dem Einsetzen der
Symptome wirksam wurde. Damit waren diese inhomogenen Resistenzreaktionen
erklarbar. Weitere Untersuchungen zur Virusvermehrung wahrend der Zeit zwischen
Infektion und dem Auftreten von systemischen Symptomen kdnnten hier zu genaueren
Aussagen fuhren.

Um den Resistenzmechanismus der homozygoten T,-Linien ndher zu untersuchen,
wurden die in Kapitel 4.2.3 beschriebenen Untersuchungen durchgefihrt. Die
Ergebnisse sind kritisch zu beurteilen, da, wie schon im Ergebnisteil gezeigt,
zusatzlich eingefugte Sequenzen in das pPVX201 Uber Rekombination wieder aus
dem Virusgenom eliminiert wurden. Obwohl das verwendete System des
Pflanzenexpressionsvektors pPVX201 aufgrund der hohen Rekombinationsrate
fehlerbehaftet ist, lassen die Ergebnisse der Infektionsversuche, Uber den Vergleich
mit den Arbeiten von English et al. (1996), die Schluf3folgerung zu, dal} die Resistenz
gegenuber dem PPV wahrscheinlich auf das in der Einleitung beschriebene PTGS
zuruckzufuhren ist. Dies gilt in jedem Fall fur die mit hoheren Pflanzenzahlen
untersuchten Infektions-resistenten CP-transgenen, die ebenfalls in hohem Male eine
Infektions-Resistenz gegentber dem pPVX mit chimarem PPV-CP-Gen aufwiesen. Ob
die Resistenz der Recovery-resistenten Linien der CP-Konstrukte ebenfalls auf diesen
Resistenzmechanismus zurtckzufuhren ist, kann mit den vorliegenden Ergebnissen
nicht abschlielfiend beurteilt werden. Beide unabhangigen Versuche zeigen, daf}
Recovery-resistente N. benthamiana Linien vom entsprechenden pPVX zu weit
hdheren Anteilen infiziert wurden, als Linien, die eine Infektions-Resistenz aufwiesen.
Dies konnte bedeuten, dald entweder die Recovery-Resistenz nicht auf einem
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sequenzspezifischen Degradationsmechanismus beruht oder im chimaren pPVX die
entsprechende homologe Sequenz vor dem Einsetzen des Resistenzmechanismus
uber Rekombination entfernt wurde. Dies konnte erklaren, warum in diesen Linien
gegenuber dem chimaren pPVX keine Recovery-Resistenz beobachtet werden konnte.
Auch Sijen et al. (1996) berichteten von vergleichbaren Rekombinationen in pPVX201
mit einer zusatzlichen Insertion.

Es liegen jedoch verschiedene Untersuchungen vor, in denen vergleichbare
Resistenzphanomene nachgewiesen werden konnten, die ebenfalls Uber den
Mechanismus einer sequenzspezifischen RNA-Degradation erklart werden konnten.
Lindbo & Dougherty (1992b) beobachteten vergleichbare Resistenzphanomene mit
dem translatierbaren CP des TEV in transgenen Pflanzen. Die Autoren hatten auch ein
CP mit einer N-terminalen Deletion von 29 Aminosauren untersucht und dabei sowohl
Recovery- wie auch Infektions-Resistenz erhalten. Jacquet et al. (1998) erzeugten
ebenfalls PPV-CP transgene N. benthamiana Pflanzen, die beide Resistenztypen
aufwiesen. In den Recovery-resistenten Linien ging die Resistenzreaktion mit der
Regulation des mRNA- und Protein-Gehaltes einher. In Infektions-resistenten Linien
konnte nur sehr wenig oder Uberhaupt keine transgene mRNA detektiert werden. Ling
etal. (1991), Fang & Grumet (1993) sowie Lindbo et al. (1993) verwendeten potyvirale
CP-Sequenzen zur Erzeugung von Pathogen -vermittelter Resistenz und berichteten
vom gleichen Recovery-Resistenzphanomen. Lindbo et al. (1993) fanden ein
vergleichbares Resistenzphanomen in transgenen Tabakpflanzen, die mit dem
translatierbaren CP-Gens des TEV transformiert worden waren. Nach der Infektion
und der Recovery-Reaktion konnten die Autoren keine TEV Viruspartikel mehr im
symptomfreien Neuaustrieb nachweisen (DAS-ELISA, Blattlausibertragung). Sie
waren aber in der Lage, uber Pfropfexperimente aus infizierten Recovery-Pflanzen
nichttransgene Tabaksprosse zu infizieren. Die Resistenzreaktion induzierte im
Neuaustrieb eine Infektionsresistenz. Der Resistenzmechanismus war auch auf
Protoplastenebene wirksam, das heildt eine Replikation des TEV wurde unterdrickt.
Die Untersuchungen der transgenen Expression zeigten, dal} in Recovery-Gewebe
kein transgenes CP mehr nachzuweisen war. Auch der CP-mRNA Gehalt war stark
reduziert. Die Autoren schluf3folgerten, dal? die Resistenz auf der RNA-Ebene wirksam
sein koénnte, und die virale wie auch die transgene mRNA nach Infektion
sequenzspezifisch abgebaut werden. Dougherty et al. (1994) berichteten von den
gleichen Resistenzphanomenen, wie sie auch in dieser Arbeit gefunden wurden. In
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dem Fall wurden jedoch ausschlieBlich nichttranslatierbare CP-Gene des TEV
verwendet. Auch dort wurde der umgekehrte Zusammenhang zwischen der
MRNA-Konzentration des Transgens und der Resistenzreaktion gefunden. Dabei
konnte ebenfalls in Infektions-resistenten Linien weniger Transkript nachgewiesen
werden, als in den Recovery-resistenten Linien. Die Autoren nahmen fur die
nichttranslatierbaren Konstrukte, wie fur die oben erwahnten translatierbaren
Konstrukte, den gleichen Resistenzmechanismus an. Zwischen den Infektions- und
Recovery-resistenten Linien bestinde nach den Autoren nur der Unterschied, dal} der
Resistenzmechanismus bei den Recovery-resistenten Linien erst nach der viralen
Infektion aktiviert wird.

Smith et al. (1994) verwendeten translatierbare, nichttranslatierbare und antisense
Konstrukte des PVY CP-Gens zur Pflanzentransformation. Sie berichteten in keinem
Fall vom Auftreten einer Recovery-Resistenz. Hier wurden jedoch nur Linien mit
nichttranslatierbaren CP-Genen auf Transkript-Konzentration untersucht. Es wurde
ebenfalls ein umgekehrter Zusammenhang zwischen Transkriptkonzentration und
Resistenz beobachtet. Somit schlufdfolgerten die Autoren, wie schon in der Einleitung
erwahnt , das ein RNA-Degradationsmechanismus oberhalb eines Schwellenwertes
der RNA-Konzentration die transgene mRNA, wie auch die virale RNA, abbaut.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden keine Untersuchungen zur Bestimmung der
transgenen Transkriptkonzentration durchgeflhrt. Aufgrund der Vielzahl der Arbeiten
zur Resistenzerzeugung mit potyviralen CP-Genen, die zum direkten Vergleich zur
Verfugung stehen, kann jedoch geschlossen werden, dall auch die
Recovery-Resistenz Uber den Mechanismus des PTGS gesteuert wird. Der
Resistenzmechanismus setzt nur erst nach der systemischen Infektion, wahrscheinlich
nach Uberschreitung einer gewissen viralen RNA-Konzentration, ein.

Beim Gen der HCpro des PPV handelt es sich um ein Nichtstrukturgen. Mit den
unterschiedlich modifizierten translatierbaren HCpro-Genen konnten in dieser Arbeit
vergleichbare Resistenzphanomene wie mit den CP-Konstrukten erzeugt werden. Die
visuell bonitierten Resistenzreaktionen unterschieden sich in keiner Weise
voneinander. Auch die HCpro-transgenen, Infektions-resistenten Linien lie3en eine
Schutzwirkung gegenuber dem pPVX-HCpro erkennen, obwohl nur geringe
Pflanzenzahlen untersucht wurden. Wenn Uberhaupt ein Unterschied zwischen viralen
Genen mit unterschiedlichen Funktionen besteht und kein genereller ausschliel3lich
sequenzspezifischer Mechanismus von vornherein angenommen werden kann, sollten
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zum Vergleich Arbeiten herangezogen werden, in denen ebenfalls potyvirale
Nichtstrukturgene zur Erzeugung von Pathogen-vermittelter Resistenz verwendet
wurden. Korte et al. (1995) verwendeten neben den CP-Konstrukten auch das
translatierbare Nichtstrukturgen des Cl und beobachteten sowohl Infektions- wie auch
Recovery-Resistenz. Guo & Garcia (1997) verwendeten ebenfalls ein translatierbares
Nichtstrukturgen des PPV (NIb) zur Resistenzerzeugung in N. benthamiana Pflanzen.
Auch hier wurde das Recovery-Phanomen beobachtet und untersucht. In den
symptomfreien neuausgetriebenen Blattern konnte mittels ELISA und
Lokallasionenuntersuchungen nach und nach weniger Virus, nach Einsetzen der
Recovery -Reaktion, nachgewiesen werden. Das transgene Transkript war
nachweisbar, wurde jedoch nach der Infektion mit dem PPV drastisch reduziert.
Moreno et al. (1998) fanden bei der Verwendung der translatierbaren P1 und P3 des
TVMV Infektions- und Recovery-resistente Tabak-Linien. In diesen Untersuchungen
konnte in den transgenen Pflanzen, die das Recovery-Phanomen zeigten, transgenes
Transkript nachgewiesen werden, welches nach der Virusinokulation abnahm. In
Infektions-resistenten Pflanzen hingegen war weder vor noch nach Virusinokulation ein
transgenes Transkript nachzuweisen. Eine vergleichbare Recovery-Resistenzreaktion,
mit Abnahme der Transkriptkonzentration nach der Infektion, konnte von Jones et al.
(1998) mit dem translatierbaren NIb-Gen des PSbMV nachgewiesen werden.

Zum zweifelsfreien Nachweis des Mechanismus, der in den hier vorliegenden
Untersuchungen fir die Recovery-Resistenz verantwortlich gemacht werden kann,
fehlt entweder der direkte Nachweis der transgenen Transkriptkonzentration oder der
direkte Nachweis des PTGS uber das pPVX-201-System. Zu diesem Zweck mufte
allerdings das System des pPVX-201 mit den chimaren Genen so optimiert werden,
dal eine zusatzliche Sequenz nicht Gber Rekombination wieder aus dem PVX Genom
entfernt wird. Eine Teilssequenz, sowohl des CP wie auch des HCpro-Gens, konnte
unter Umstanden ausreichen, um den Sequenzmechanismus auszulosen. Unter
Umstanden wurde sie, aufgrund der geringeren Grole, Uber einen langeren Zeitraum
stabil im PVX-Genom beibehalten werden.

Es wurden weitere Untersuchungen zur Charakterisierung der transgenen Linien
bezlglich der Kopienzahl (4.2.1.) und der Proteinexpression (4.2.2.) vorgenommen,
die an dieser Stelle diskutiert werden sollen. Wie schon beschrieben, soll nach
Goodwin et al. (1996) die Anzahl der Kopien des Transgens das Transkriptionsniveau
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bestimmen. Schon damit wird festgelegt, ob der Degradations-Schwellenwert der
MRNA Konzentration schon im uninfizierten Stadium Uberschritten wird und damit eine
Infektions-Resistenz vorliegt, oder ob die Degradation erst nach Infektion einsetzt und
damit eine Recovery-Resistenz vorliegt. Diese Untersuchungen wurden jedoch an
Linien mit nichttranslatierbaren CP-Genen des TEV durchgefuhrt. Da jedoch die
Maoglichkeit besteht, dall der Resistenzmechanismus fur translatierbare und
nichttranslatierbare Gene ein und derselbe ist, sollte dieser Zusammenhang Uberpruft
werden. Zu diesem Zweck wurde von den verschiedenen CP- und HCpro-transgenen
homozygoten N. benthamiana Linien mit unterschiedlicher Resistenzreaktion die
Anzahl der transgenen Insertionen bestimmt (siehe 4.2.1. und Tab. 19). Der Vergleich
von Anzahl der transgenen Insertionen und aufgetretener Resistenzreaktion ergibt
jedoch keinen eindeutigen Zusammenhang. Es sind beispielsweise Linien mit nur einer
Kopie des Transgens erzeugt worden (207.16.1., 221.12.1., 219.8.6., 227.17.2. und
230.22.6.), die eine eindeutige Infektions-Resistenz aufweisen. Auf der anderen Seite
zeigen auch Linien mit dreifacher Insertion des Transgens (224.28.12. und 230.28.11.)
eine eindeutige Recovery-Resistenz (4.2.2, Tab. 21). Hier ist der von Goodwin et al.
(1996) beobachtete Zusammenhang nicht zu erkennen. Eine Ursache kdnnte die von
Dougherty et al. (1994) diskutierte Integration des Transgens im Pflanzengenom sein.
Goodwin et al. (1996) erzeugten Uber Kreuzung aus einer Linie mit Infektionsresistenz
und drei Kopien des nichttranslatierbaren TEV CP-Gens, verschiedene Linien mit ein
bis zwei transgenen Kopien. Die transgenen Insertionsorte waren jedoch die gleichen.
Unter Umstanden ist der Ort der transgenen Insertion fur die Aktivierung des
wirtseigenen Regulationsmechanisms von Bedeutung. Jede in dieser Arbeit erzeugte
Linie kann verschiedene Insertionsorte des Transgens im Pflanzengenom aufweisen.
So kénnte eine Kopie des Transgens, die sich an einem Insertionsort befindet, an dem
die transgene Expression stark reguliert wird, zu einer Infektions-Resistenz fuhren. Auf
der anderen Seite kdnnten mehrere Kopien des Transgens, an entsprechend weniger
stark regulierten Insertionsorten, “nur” zu einer Recovery-Resistenz fuhren. Damit ware
das von Goodwin et al. (1996) aufgestellte Modell trotzdem glltig. Um dies zu
uberprufen, mufte allerdings in weiteren Arbeiten die Konzentration der transgenen
MRNA in einzelnen Linien bestimmt werden.

Nach dem Modell von Goodwin mufdten Linien, die eine Recovery-Resistenz
aufweisen, bei denen also der Regulationsmechanismus erst nach viraler Infektion
greift, das transgene Protein exprimieren. Infektions-resistente Linien dagegen, bei
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denen der Degradationsmechanismus der transgenen RNA auch ohne eine Infektion
schon wirksam ist, durften kein Protein exprimieren.

Betrachtet man die Ergebnisse zur Proteinexpression der einzelnen Linien mit gleichen
Resistenzphanomen, stehen 11 Linien, die Recovery-Resistenz aufweisen und das
transgene Protein exprimieren, 3 Linien gegenuber, die keine Translation des
Transgens aufweisen. Innerhalb der Linien mit einer Infektions-Resistenz stehen 8
Linien, die kein Protein exprimieren, 2 Linien, bei denen Proteinexpression
nachweisbar war, gegenuber (siehe 4.2.2). Die nichtvorhandene Expression der
Recovery-resistenten Linien lal3t sich mdglicherweise damit erklaren, dall das
Expressionsniveau fur einen Nachweis zu niedrig war. Die Proteinexpression einer
Infektions-resistenten Linie 1adt sich, unter Berlcksichtigung des Smith Modells, nur so
erklaren, daf sich die mMRNA Konzentration des Transgens ohne eine virale Infektion
direkt unterhalb des Schwellenwertes der Degradation befindet und somit auch die
jeweilige mRNA translatiert wird. Bei der Infektion einer solchen Linie kdnnte durch die
Replikation des PPV in der Inkubationszeit, die etwa funf Tage betragt ohne das
systemische Symptome sichtbar werden, der Schwellenwert der RNA Uberschritten
und der Resistenzmechanismus ausgeldst werden.

Unterstellt man die Notwendigkeit des Vorhandenseins des transgenen CP oder eine
Abhangigkeit des Resistenzeffektes, wie es von Powell et al. (1990) und Hemenway et
al. (1988) nachgewiesen wurde, so konnte ein derartiger Effekt bei den hier erzeugten
transgenen Linien, bezuglich der Expression des Transgens, nicht beobachtet werden.

5.2 Versuche mit CP-Chimaren des p35PPV-NAT

Die im Kapitel 4.5.3 hergestellten und untersuchten CP-Chimaren des PPV-NAT
(ZYMV, PVY, TVMV, BrSMV) wurden in dieser Arbeit fur
Rekombinationsuntersuchungen genutzt. Wie in den Kapiteln 4.5.3.2 und 4.5.3.3
beschrieben, waren nicht alle Chimaren in der Lage, N. benthamiana Pflanzen
systemisch zu infizieren, noch wurden alle Chimaren vom transgenen intakten PPV-CP
in transgenen N. benthamiana Pflanzen komplementiert. Fur die Chimare
p35PPV-ZYMV konnte sicher gezeigt werden, dal® sie N. benthamiana Pflanzen
systemisch infizieren kann. Die p35PPV-PVY-Chimare konnte erst nach Passage in
Pflanzen der Linie 17.27.4. die N. benthamiana Pflanzen systemisch infizieren. Fur
diese Chimare konnte nicht mit Sicherheit festgestellt werden, ob eine Adaption durch
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die Replikation in den transgenen Pflanzen stattgefunden hatte. Moglicherweise haben
auch andere Faktoren, wie Konzentration des Inokulums bei der Erstinfektion, fur die
fehlende systemische Infektiositat in nichttransgenen Pflanzen eine Rolle gespielt. Die
Chimaren p35PPV-TVMV und -BrSMV zeigten weder eine systemische Infektiositat in
nichttransgenen N. benthamiana Pflanzen, noch wurden sie vom transgenen CP
komplementiert. Dies wurde in sofern nicht erwartet, da trotz der Mutation noch von
einer vollstandigen Prozessierung des Polyproteins ausgegangen werden konnte und
Faktoren des CP von der transgenen Pflanzen zur Verfigung gestellt wurden. Unter
Umstanden beeinfluRte auch dieser zentrale Bereich des CP-Gens mit einer
veranderten Sequenz die Replikation des viralen Genoms, so dal} die beiden
Chimaren nicht komplementiert werden konnten. Dies ist nicht auliergewohnlich, denn
auch Solovyev et al. (1999) konnten zeigen, dal} die TGB Chimaren des BSMV mit
anderen Vertretern des Genus Hordeivirus nicht in jedem Fall zu funktionellen und
lebensfahigen Viren fuhrte. Weiterhin ist bemerkenswert, dal} die Infektiositat der
einzelnen Chimaren mit der Nukleinsdurehomologie des ausgetauschten Bereiches zu
korrelieren schien (Abb. 19). Um diese Aussage auf eine breitere Basis stellen zu
konnen, multen jedoch verschiedene Chimaren dieses CP-Bereiches mit anderen
nahe verwandten Potyviren oder PPV-Isolaten hergestellt und auf ihre Infektiositat
oder Komplementation durch transgenes PPV-CP Uberprift werden. Mit dieser
Information ware die Moglichkeit gegeben, schon durch vorherige
Sequenzhomologievergleiche, Vorhersagen auf die Lebensfahigkeit solcher Chimaren
zu treffen. In einem nachsten Schritt konnten sukzessive grollere Genabschnitte
ersetzt werden, um weitere Funktionen des CP zu lokalisieren. Die beiden Chimaren
p35PPV-NAT-ZYMV und -PVY koénnten in weiteren Untersuchungen, bezlglich des
Einflusses des ausgetauschten Bereiches auf eine systemische Ausbreitung in Wirten
des ZYMV oder PVY, charakterisiert werden. Untersuchungen zur Replikation in N.
benthamiana Pflanzen wurden Aufschlufd Uber einzelne Funktionen, die auf diesem
Genabschnitt lokalisiert sind, ermdglichen.

Die Chimaren p35PPV-ZYMV und -PVY sind ein weiteres Beispiel dafur, dal®
synthetische Rekombinante zweier Spezies lebensfahig sein kdnnen. Beispiele in der
Literatur finden sich bei Solovyev et al. (1996, 1997 und 1999), Ding et al. (1996) und
Salanki et al. (1997). Alle diese Chimaren, wie auch die in dieser Arbeit erzeugten,
erscheinen eher als Kompromifld zweier nicht vollstandig kompatibler Genome. Das
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einzige Beispiel einer synthetischen Rekombinante mit einer erhéhten Virulenz wurde
von Ding et al. (1996) nachgewiesen. Dedong et al. (1995) konnten Uber Ersatz des
‘movement’-Proteins des BMV den Wirtskreis des Virus erweitern. Diese Chimaren
konnten ein mogliches in-vivo Rekombinationsereignis simulieren. Diese Art der
interspezifischen Rekombinanten sind bisher weder in experimentellen Systemen unter
optimierten Bedingungen, noch bei der Verwendung von transgenen virusresistenten
Pflanzen, nachgewiesen worden. Die grofdte Zahl der natlrlich auftretenden
Rekombinanten, ob nun in Mischinfektionen oder in transgenen Pflanzen, durfte
keinen Selektionsvorteil haben und nicht Uberlebensfahig sein. Damit solch eine
Rekombinante einen Selektionsvorteil hat, missen verschiedene Voraussetzungen
erfullt sein. Dazu gehoren die Kompatibilitat der Genome, der Selektionsdruck des
Wirtes, ein sinnvolles Rekombinationsereignis und auch der Phanotyp der
Rekombinante. Alle diese Faktoren verringern die Wahrscheinlichkeit flr ein solches
Ereignis, welches die Seltenheit, mit der es unter natlrlichen Bedingungen auftritt,
verstandlich macht.

5.3 Begrenzung der Heterologen Enkapsidierung

Die Tatsache, dal} ein funktionelles, virales, transgenes CP fremde infizierende Viren
heterolog enkapsidiert, und Uber diese HE Funktionen wie Blattlaustbertragbarkeit
vermitteln kdnnen, wurde bereits ausfuhrlich erlautert. Sollte dieses Phanomen, weil
unter Umstanden der Wirtskreis dieses Virus erweitert werden konnte, trotz des
unveranderten heterolog enkapsidierten Genoms des Virus ein biologisches Risiko
darstellen, so bestehen Mdglichkeiten dies zu verhindern. Eine Mdglichkeit besteht
darin, die viralen CP-Gene nichttranslatierbar zur Pflanzentransformation einzusetzen
oder Nichtstrukturgene zu verwenden. Wie im Kapitel 4.3 gezeigt werden konnte, kann
die HE bei einem translatierbaren CP-Gen eines Potyvirus erfolgreich unterdruckt
werden. Um die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse zur Unterdrickung der
Heterologen Enkapsidierung beurteilen zu kdnnen, miussen unterschiedliche
Teilergebnisse herangezogen werden (siehe 4.2.2, 4.3 und 4.5.1).

Wie im Kapitel 4.2.2 gezeigt, wurden ausschlie3lich transgene Linien zur Bestimmung
der Heterologen Enkapsidierung verwendet, die das transgene CP nachweislich im
Westernblot im nichtinfizierten Zustand exprimierten (Tab. 20). Dies gilt ebenso fur die
Linien, die als Positivkontrolle eingesetzt wurden (17.27.4 und 4.30.45.). Dabei konnte
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gezeigt werden, dal} das Antiserum (570 IgG) die unterschiedlich mutierten und nicht
mutierten, in denaturierter Form vorliegenden, Proteine erkennt (CP-AT, CP-NAT,
CP-RQ, -D, -RQ-D und -N). Der Resistenzmechanismus wurde, wie im Kapitel 4.3
beschrieben, in den transgenen Pflanzen nur durch die Infektion mit PPV, nicht jedoch
durch unterschiedliche Viren des gleichen Genus bzw. aus verschiedenen Genera
ausgelost. Daher kann ebenfalls davon ausgegangen werden, dal} das jeweilige
transgene CP auch noch nach der Infektion mit ChVMV, PVY, PVX und TMV
exprimiert wurde. Damit waren die Voraussetzungen fur die Untersuchungen zur HE
gegeben.

Um die Frage zu beantworten, ob die mit Mutationen der Assemblierungsmotive
versehenen CP tatsachlich eine Assemblierung in-planta verhindern, wurden die im
Kapitel 4.5.1.6 beschriebenen Untersuchungen durchgeflhrt. Diese Versuche, die
exemplarisch mit der p35PPV-CP-RQ-D Mutante mit gus-Markierung durchgefuhrt
wurden, zeigten aufgrund der mitgefihrten Kontrollen zweifelsfrei, dal} durch die
beiden Mutationen die Assemblierungs- und die Transportfunktionen des PPV
unterdrickt werden konnen (pPVX201-Bsp210l-gus, p35PPV-NAT-gus-CP). Im
Umkehrschluld kann auch fur das transgene PPV-CP davon ausgegangen werden,
daf’ die Motive RQ und D gemeinsam fur die Assemblierung verantwortlich sind. Dies
wird ebenfalls durch die Untersuchungen zur Proteinsekundarstruktur unterstitzt. Die
Untersuchungen lieRen keine Aussage zur Tertiarstruktur des modifizierten CP zu. Da
die Ladungen der ausgetauschten Aminosauren jedoch entgegengesetzt gegenuber
den ursprunglichen Aminosauren waren, kann davon ausgegangen werden, daf} die
postulierte “salt-bridge”, die wahrscheinlich zur Ausbildung einer funktionellen
Tertiarstruktur fuhrt, durch die Mutagenese zerstort wurde.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Komplementation (4.5.1.3) zeigen, daf} nicht
nur die Mutation beider Motive, sondern auch die Einzelmutationen die
Kurzstreckentransportfunktion des PPV-CP zerstoren.

Diese Ergebnisse unterstitzen die in Kapitel 4.3 erhaltenen Ergebnisse zur
Heterologen Enkapsidierung und umgekehrt. Die Tatsache, dald auch eine
Einzelmutation der Assemblierungsmotive zu einer Verhinderung der Heterologen
Enkapsidierung fuhrt, zeigt im Umkehrschluly, daf’ jedes mutierte Motiv fur sich schon
eine Assemblierung verhindert. Die in Kapitel 4.3 erhaltenen Ergebnisse belegen
statistisch abgesichert, da® die Heterologe Enkapsidierung von zwei fremden
Potyviren (ChVMV, PVY), durch Einfugung von Assemblierungsmutationen oder einer
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N-terminalen Verkirzung von 83 Aminosauren in das CP des PPV, unterdriickt werden
kann.

Wie sind diese Ergebnisse zu beurteilen? Die Verhinderung der Assemblierung und
der Heterologen Enkapsidierung mit der doppelten Assemblierungsmutation im CP ist
eindeutig nachweisbar und konnte in verschiedenen Versuchsansatzen bestatigt
werden (4.3 und 4.5.1.6). Auch bei den Einzelmutationen (CP-RQ oder -D) kann,
aufgrund der Versuche zur HE und der Komplementationsuntersuchungen davon
ausgegangen werden, dald eine Assemblierung und damit eine Heterologe
Enkapsidierung erfolgreich unterdriickt werden kann. Kritisch zu betrachten ist das CP
mit verklrztem N-Terminus aber intakten Assemblierungsmotiven. Hier konnte
denaturiertes CP-N im Westernblot in transgenen Pflanzen nachgewiesen werden
(Tab. 20 Linie 10.12.1.). Prinzipiell besteht jedoch die Madglichkeit, da® das AS 570
dieses verkurzte Protein in-vivo nicht mehr erkennen kann, und daher in den
elektronenmiroskopischen Tropfpraparaten keine HE mehr nachgewiesen wurde,
obwohl sie noch auftrat. Um dies exakt abzusichern, mifiten Teilabschnitte des CP
des PPV bakteriell exprimiert werden, um die Nachweismdglichkeit des AS einzelner
Epitope zu untersuchen (“epitope mapping”). Da bereits mit den drei anderen
Konstrukten eine HE mit fremden Potyviren erfolgreich unterdrickt werden konnte,
wurde auf diese zusatzlichen Untersuchungen verzichtet.

Mi diesen Ergebnissen wurde demonstriert, dal3 die Heterologe Enkapsidierung in
transgenen PPV resistenten N. benthamiana Pflanzen, die mit modifizierten
translatierbaren CP-Genen transformiert wurden, unterdrickt werden kann. Dieses
Ergebnis stellt, neben der Verwendung nichttranslatierbarer Gene, eine weitere
Moglichkeit zur Erzeugung von Pathogen-vermittelter Resistenz unter Umgehung des
potentiellen Risikos der HE dar. Moglicherweise lalt sich diese Strategie auch auf
andere Viren aus verschiedenen Genera, die ebenfalls konservierte Assemblierungs-
motive im CP besitzen, ubertragen (Dolja et al., 1991).

Wie sind die hier erhaltenen Ergebnisse mit bereits publizierten Untersuchungen
vergleichbar? Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dal die von Jagadish et al. (1991)
durchgeflhrten Assemblierungsversuche des JGMV CP in S. cerevisiae und E. coli mit
denen in intakten Pflanzen durchaus vergleichbar sind, auch wenn im bakteriellen oder
pilzlichen System die virale RNA nicht vorhanden ist.

Die Ergebnisse zur Assemblierung und HE stutzen weiterhin die Untersuchungen von
Dolja et al. (1995) zur Assemblierung und Kurzstrecken-Transportfunktionen, die mit
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vergleichbaren Mutanten des TEV-gus durchgefihrt wurden. Der qualitative
Unterschied zu den hier durchgefuhrten Untersuchungen besteht darin, dal3 die
Autoren die Assemblierung in Protoplasten und nicht in-planta zeigen konnten.
Jaquet et al. (1998) waren ebenfalls in der Lage, Uber die Deletion und nicht Uber
Mutagenese beider einzelner Assemblierungsmotive im PPV-CP, die Partikel-
assemblierung in E. coli zu unterdricken. Die Autoren Uberpriuften ebenfalls in
transgenen N. benthamiana Pflanzen, die mit dem PPV-CP-Gen mit der Deletion
beider Assemblierungsmotive transformiert waren, die HE mit dem ZYMV. Dies wurde
in elektronenmikroskopischen Dekorationspraparaten ohne Goldmarkierung und tuber
Blattlaustbertragungsversuche nachgewiesen. Diese Untersuchungen wurden jedoch
weder statistisch abgesichert, noch war die Sensitivitat mit dem hier durchgefuhrten
Nachweis Uber Goldmarkierung vergleichbar.

5.4 Untersuchung von Mutationen im HCpro-Gen von p35PPV-NAT

Die Mutationen in den konservierten Motiven der HCpro (KITC und PTK), die innerhalb
der Potyviren fur die Bindung der Viruspartikel an die Mundwerkzeuge der Aphiden
und damit flr die Blattlausubertragung verantwortlich sind, sollten in den HCpro
Genen, die zur Pflanzentransformation verwendet wurden, funktionslos gemacht
werden. Im KITC Motiv konnte in vergleichbaren Arbeiten die Blattlausubertragung, mit
dem Ersatz des K durch eine Aminosaure mit entgegen-gesetzten Eigenschaften (E).
verhindert werden. Im PTK Motiv konnte die Ubertragung durch den Austausch des T
zu A, mit ebenfalls chemisch entgegengesetzten Eigenschaften, verhindert werden.
Genau diese Mutationen wurden einzeln und gemeinsam in die HCpro des PPV
eingefugt. Die unterschiedlich mutierten translatierbaren Gene waren in der Lage, in
transgenen N. benthamiana Resistenz gegeniber dem PPV zu vermitteln. Um den
EinfluR der verschiedenen Mutationen auf die systemische Infektiositat zu
untersuchen, wurden die im Kapitel 4.4 beschriebenen Austauschklonierungen und
Infektiositatsuntersuchungen durchgefuihrt. Erstaunlicher-weise hatte die PTK- und die
KITC-PTK-Mutante, wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben, einen Einflul auf die
Symptomauspragung des PPV.

Bei der Sequenzierung von Teilbereichen der verschiedenen HCpro Gene wurden,
neben den eingeflgten Mutationen, zusatzliche Aminosaureaustausche nachgewiesen
(Abb. 12). Diese konnten, wie beschrieben, auf unterschiedliche Art und Weise
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eingefugt worden sein. Eine veranderte Symptomauspragung war jedoch nur in den
Mutanten p35PPV-HC-P und -HC-KP zu beobachten. Von daher ist anzunehmen, dal}
die Veranderung des PTK-Motives dafur verantwortlich gemacht werden kann. Sollte
tatsachlich eine der zusatzlich nachgewiesenen Aminosauren fur die veranderte
Symptomauspragung verantwortlich sein, so kann nur der in beiden Mutanten
nachgewiesene Aminosaureaustausch, von unpolarem basischen Serin zu ebenfalls
basischen Tryptophan (T-A), oder andere Aminosaureaustausche im nicht
sequenzierten aber ausgetauschten Bereich, verantwortlich sein. Dies konnte jedoch
nur Uber Versuche mit einer entsprechenden Mutante des p35PPV-NAT Uberpruft
werden, die so nicht hergestellt wurde.

Wie in der Einleitung beschrieben, waren bisher nur eine Attenuierung der Symptome
und eine verringerte Replikation durch die Mutation des KITC Motivs der HCpro eines
Potyvirus beobachtet worden. Damit wurde auf eine Beteiligung der HCpro an der
potyviralen Symptomatologie hingewiesen. Sollte die mutierte HCpro in einer
Wechselwirkung mit einem pflanzlichen Protein stehen, so ware eine ahnliche
Symptomatologie auch in den HCpro-transgenen N. benthamiana Pflanzen zu
erwarten gewesen. Von den verschiedenen transgenen N. benthamiana Linien zeigte
jedoch keine diese Nekrosen, auch nicht bei einer Infektion mit PPV-NAT, wie sie fur
die Resistenztestungen durchgefuhrt worden war. Die Tatsache, dal} diese schweren
Symptome auch bei der Infektion der HCpro transgenen Pflanzen mit dem PPV
ausblieben, konnte nur darauf zurtickgefuhrt werden, dafd das Virus die unveranderte
HCpro mitbringt. Diese liegt sicherlich in einer wesentlich hdheren Konzentration vor,
als die transgene. So konnte das Ausbleiben der schweren, durch die Mutanten
verursachten, Symptome eventuell mit einem Konzentrationseffekt erklart werden. In
weiterfuhrenden Experimenten ware die Mdglichkeit gegeben, die verschiedenen
HCpro-Mutanten des p35PPV-NAT zur Untersuchung der Symptomatologie, auch in
den naturlichen Wirtspflanzen von PPV, zu verwenden.

Um eine Aussage daruber zu treffen, ob diese verschieden mutierten transgenen
HCpro fremde infizierende Viren bezuglich der Blattlausibertragungsfunktionen
komplementieren kénnen, mul3ten die HCpro Gene in p35PPV-AT mit dem
aphidenubertragbarem CP eingefugt werden. Anschlielend mufdte in Blattlaus-
ubertragungsversuchen die Fahigkeit der unterschiedlich mutierten HCpro, eine
Virusbindung an die Mundwerkzeuge zu vermitteln, Uberprift werden. Diese
Austauschklonierungen wurden durchgefihrt und die Klone auf ihre systemische
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Infektiositat untersucht (im Ergebnisteil nicht angegeben). Die aufwendigen
Blattlausubertragungsversuche wurden jedoch nicht durchgefuhrt. Eine weitere
Moglichkeit bestunde darin, die jeweiligen HCpro aus Pflanzen zu reinigen und in dem
von Blanc et al. (1997) beschriebenen “protein-overlay”, nach Westernblot, auf die
Interaktion mit dem CP des PPV-AT zu Uberprufen, um daraus Schluf3folgerungen fur
die Blattlausubertragbarkeit zu ziehen.

Aufgrund der Konservierung dieser beiden Motive innerhalb der Potyvirusgruppe und
der Verwendung von gleichen ausgetauschten Aminosauren, wie in den erwahnten
Untersuchungen beschrieben, kann davon ausgegangen werden, dal} die mutierten
HCpro eine Blattlaustubertragung nicht mehr unterstitzen. Der experimentelle Beweis
fehlt jedoch.

5.5 Untersuchungen zur Komplementation

Die verschiedenen Assemblierungsmutanten (p35PPV-NAT-CP-RQ, CP-D und
CP-RQ-D), wie auch die p35PPV-PVY-Chimare, wurden vom intakten transgenen CP
des PPV in N. benthamiana Pflanzen komplementiert (siehe 4.5.1.3 und 4.5.3.3).
Dabei fand die Komplementation in beiden verwendeten transgenen Linien, sowohl mit
vollstandiger, wie auch unvollstandiger 3-NTR, 3" vom CP-Gen statt. Nur wurden in
der Linie 4.30.45. die einzelnen Mutanten sehr schnell zur Wild-Typ Sequenz
rekonstituiert. Dies zeigt fur die Linie 4.30.45 beispielhaft die Infektion mit der CP-D
Mutante (4.5.1.5 Tab. 28). Diese wird nach Infektion zuerst vom transgenen CP-NAT
komplementiert. Erst in der zweiten Passage von transgenen auf nichtransgene
Pflanzen konnte die Wild-Typ Rekombinante nachgewiesen werden.

Diese transgenen Pflanzen ermdglichten jedoch nur die Komplementation, weil sie
gegenuber dem PPV eine Recovery-Resistenz aufwiesen. Dadurch, dal} die
Resistenzreaktion erst nach der Replikation und Ausbildung von systemischen
Symptomen des infizierenden PPV wirksam wird, wird die Komplementation erst
ermdglicht. Es ist mit Sicherheit davon auszugehen, dal} dieses Komplementations
-Phanomen in transgenen Pflanzen, die gegenuber dem PPV immun sind, nicht
auftreten wiarde, da dieser sequenzspezifische Resistenzmechanismus auch
gegenuber einer Assemblierungsmutante des p35PPV-NAT wirksam sein dirfte. In
visuellen Bonituren gegentber Assemblierungsmutanten, aber auch gegeniber den
unterschiedlichen CP-Chimaren des p35PPV-NAT, zeigten auch die Pflanzen der N.
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benthamiana Linie 17.27.4. das gleiche Phanomen der Recovery-Resistenz wie
gegenuber dem PPV-NAT Wildtyp.

Die weitaus geringere Infektionsrate der Mutanten, im Vergleich zum Wild-Typ
p35PPV-NAT, konnte verschiedene Ursachen haben (Tab. 25). Im Vergleich mit den
Versuchen zur Assemblierung (4.5.1.6), die mit der Partikelkanone PDS1000 an
einzelnen Blattern durchgeflihrt wurden, fiel auf, dal mit der Mutante
p35PPV-NAT-gus-CP-RQ-D nicht weniger gus-gefarbte Blattbereiche in transgenen
und nichttransgenen N. benthamiana Blattern erzeugt wurden, als mit dem
p35PPV-NAT-gus-CP. In den elektronenmikroskopischen Tropfpraparaten konnten
jedoch nur sehr wenige Viruspartikel gefunden werden. Da offensichtlich die
Replikation durch die Mutationen nicht beeinflut war, wie das Vorhandensein des
gus-Transkriptes anzeigte, konnte nur die Menge des transgenen CP flir die
systemische Infektion beschrankend gewirkt haben. Hierzu sind jedoch keine weiteren
Versuche durchgeflihrt worden, da die Komplementation sowohl mit ELISA, als auch
in elektronenmikroskopischen Tropfpraparaten oder ISEM, nachgewiesen werden
konnte. Ebenso war die Passage der Mutanten mittels Pref3saftinokulation auf weitere
transgene N. benthamiana Pflanzen maoglich, welches die Voraussetzung fur die in
Kapitel 4.5.1.5 beschriebenen Rekombinationsuntersuchungen war.

Die Untersuchungen der heterologen Komplementation von nahe verwandten
Potyviren wurden mangels entsprechender viraler “full-length” Klone nicht
vorgenommen. Die unter 4.3 beschriebenen Versuche zur HE, zeigen die
Austauschbarkeit des CP zwischen den verschiedenen Potyviren. Dies lal3t vermuten,
dal das transgene intakte CP des PPV auch fremde Potyviren mit einem CP-Defekt
komplementieren konnte.

Das Auftreten der Komplementation ist kein Phanomen, welches ausschliel3lich in dem
hier verwendeten System beobachtet werden konnte. In der Literatur sind jedoch keine
Untersuchungen bekannt, die sich mit der Unterdrickung dieses Phanomens in
transgenen Pflanzen beschaftigen.

Die Untersuchungen zur Komplementation stehen in einem engen Zusammenhang zu
den Ergebnissen der Versuche zur Heterologen Enkapsidierung, zur
CP-Assemblierung und auch zur Rekombination. Das Phanomen, welches mit den
unterschiedlichen Defektmutanten des p35PPV-NAT in den transgenen Pflanzen der
Linien 17.27.4 und 4.30.45. mit dem funktionsfahigem CP beobachtet werden konnte,
war eine vollstandige Heterologe Enkapsidierung der jeweiligen Mutante mit
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transgenem CP (siehe 4.5.1.3 und 4.5.3.2). Dies zeigen die Versuche zur
Assemblierung und Komplementation in Kapitel 4.5.1.6. Wie aus der Tab. 30
hervorgeht, konnten mit der Mutante p35PPV-gus-CP-RQ-D nur dann eine
systemische Ausbreitung und Viruspartikel nachgewiesen werden, wenn sie von dem
intakten transgenen CP komplementiert wurde. Dieses wiederum stutzt das Ergebnis
zur Komplementation der Assemblierungsmutanten des p35PPV-NAT in den neu
erzeugten transgenen Linien (siehe 4.5.1.4 und Tab. 28). Die Komplementation konnte
durch die Verwendung der unterschiedlich modifizierten CP-Gene, zur Herstellung von
virusresistenten N. benthamiana, unterdruckt werden. Fiur diese Untersuchungen
wurden ebenfalls Recovery-resistente Linien verwendet, die das jeweilige modifizierte
CP exprimierten.

Das Ergebnis zeigt die Moglichkeit, das Phanomen der Komplementation auch bei der
Verwendung translatierbarer viraler Gene zu unterdricken. Die Voraussetzung ist
allerdings die Kenntnis der jeweiligen Proteinfunktionen. Hier wurden verschiedene
CP-Gene verwendet, die von einem nichtaphidenubertragbaren Isolat (PPV-NAT)
stammten. Nach der Modifikation blieb die resistenzvermittelnde Eigenschaft
bestehen. Zusatzlich wurden Funktionen wie Assemblierung und
Kurzstreckentransport des transgenen CP zerstort, die nun den PPV-Defektmutanten
und wahrscheinlich auch fremden Viren nicht mehr zur Verfugung gestellt werden
konnen. Es sind jedoch mit einiger Sicherheit noch nicht alle Funktionen des CP
bekannt (siehe Einleitung). Daher besteht prinzipiell die Moglichkeit, dal} selbst das
assemblierungsdefekte CP noch Funktionen besitzt, bezlglich derer fremde Viren
komplementiert werden konnten. Dieses liegt jedoch eher im Bereich der Spekulation.
Aufgrund der hier vorliegenden Untersuchungen sollte die Frage diskutiert werden, ob
diese hier nachgewiesenen Komplementationsphanomene tatsachlich ein biologisches
Risiko bei der Verwendung von transgenen virusresistenten Pflanzen darstellen
konnten.

In den verschiedenen vorliegenden Arbeiten zur Komplementation betrachteten nur
Jakab et al. (1997) und Schoelz & Wintermantel (1993) das Phanomen der
Komplementation unter Aspekten der biologischen Sicherheit von transgenen
virusresistenten Pflanzen. Jakab et al. (1997) zeigten, dal erst die vermehrte
Replikation einer CP-Deletionsmutante des PVY in transgenen Pflanzen, durch die
Komplementation des transgenen Proteins, eine Rekombination ermdoglichte. Die
Autoren schlufdfolgerten, dal durch die Komplementation die Wahrscheinlichkeit fur
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eine rekonstituierende Rekombination erhdht wurde. Weiterhin kdnnte eine
Defektmutante somit auf transgene Pflanzen beschrankt bleiben. Im Vergleich zu
nichttransgenen Pflanzen ware somit das defekte Gen vom naturlichen Selektions-
druck befreit. Samtliche Untersuchungen an transgenen Pflanzen weisen jedoch, wie
auch diese Arbeit, ausschliel3lich homologe Komplementationen nach. Die einzige
bisher nachgewiesene heterologe Komplementation ist in Untersuchungen von
Morozov et al. (1997) zu finden. Sie wurde jedoch nicht in transgenen Pflanzen,
sondern nur Uber transiente Expression nachgewiesen. Auch Arbeiten von Solovyev et
al. (1996 und 1997), die im BSMV das “movement’-Protein durch ein heterologes
ersetzten, zeigten, dal’ eine heterologe Komplementation prinzipiell moglich ist. Dies
konnte hier jedoch durch die Herstellung einer Chimare und nicht mittels der
Komplementation in transgenen Pflanzen gezeigt werden. Durch die homologe
Komplementation kann jedoch keine Erkrankung mit neuer Qualitat entstehen, auch
wenn eine Defektmutante unter fehlendem Selektionsdruck Uberleben kann. Ob von
einer heterologen Komplementation in transgenen Pflanzen ein biologisches Risiko zu
skizzieren ware, ist ebenfalls schwer vorstellbar, aber bisher auch zu wenig untersucht,
um an dieser Stelle beurteilt werden zu konnen.

In dieser Arbeit konnte beispielhaft gezeigt werden, dal® innerhalb des Genus
Potyvirus die Moglichkeit besteht, die Komplementation infizierender CP-Defekt-
mutanten in transgenen Pflanzen zu unterdricken. Dies wurde durch Zerstorung der
konservierten Assemblierungsmotive des transgenen CP-Gens erreicht. Bei
transgenen, mit nichttranslatierbaren Genen transformierten Pflanzen, kann dieses
Phanomen nicht auftreten.

5.6 Begrenzung der Rekombination in transgenen Pflanzen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dald unter der Anwesenheit des transgenen
intakten CP-Gen des PPV-NAT, sowohl Assemblierungsmutanten (p35PPV-CP-RQ,
-D, -RQ-D) (4.5.1.5), wie auch CP-Chimaren (p35PPV-CP-ZYMV, CP-PVY), zur
Wild-Typ Sequenz rekonstituiert wurden (4.5.3.4).

Die Versuche zur Art der Rekombination (4.6) ergaben eindeutig, dal} die
Rekombinationen in den transgenen Pflanzen auf der RNA-Ebene stattgefunden
haben. Wird das “RdRp-copy-choice” Modell des viralen Replikasekomplexes
zugrundegelegt, kdnnen Ruckschlusse auf die Art und Wahrscheinlichkeit der
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Rekombination gezogen werden.

Zuerst mul® die Frage gestellt werden, ob es sich bei diesen nachgewiesenen
Rekombinanten tatsachlich um ein Produkt viraler Rekombination, oder um ein durch
das Nachweissystem erzeugtes Artefakt, handelt. Es konnten durch die Inokulation der
Pflanzenprel3safte aus den transgenen Pflanzen, die mit der jeweiligen Mutante
infiziert waren, systemische Infektionen in nichttransgenen N. benthamiana Pflanzen
erzeugt werden. Dies deutete auf eine aufgetretene Rekombination hin, da die
Assemblierungsmutanten nichttransgene Pflanzen nicht direkt infizieren konnten. Nun
ist prinzipiell die Mdoglichkeit in Betracht zu ziehen, dal} sich das virale Genom durch
Fehler des viralen Replikationskomplexes adaptiert hat (“mismatching”) (s.u.).
Dagegen spricht, dal® die Rekonstituierungen nur in transgenen Pflanzen mit intakter
3’-NTR reproduzierbar nachzuweisen waren. Auch in den Pflanzen mit unvollstandiger
3-NTR hatte dann eine Adaption mit gleicher Haufigkeit stattfinden mussen. In den
Pflanzen der Linie 17.27.4. wurde die Rekonstitution jedoch nur als sehr seltenes
Ereignis nachgewiesen. Die Moglichkeit, dall die Rekombinanten erst durch die
Rekombination der RT oder der Tag-Polymerase in jedes der rekombinanten CP-Gene
eingefugt worden ist, besteht. Dies belegen verschiedene Untersuchungen zur
Rekombination dieser beiden Enzyme (Luo & Taylor, 1990; Negroni et al., 1995 und
Zaphiropoulos, 1998). Dies ware jedoch nur in dem konstruierten Fall moglich, indem
das virale Genom sich an anderer Stelle adaptiert hatte, ohne die
Assemblierungsmutationen zu revertieren. Bei der RT-PCR ware die Wild-Typ
Sequenz dann Uber die Rekombination eingefugt worden. Auch dagegen spricht die
Tatsache, dald nur in transgenen Pflanzen mit vollstandiger 3'-NTR intakte
Rekombinante mehrfach nachgewiesen werden konnten. Weiterhin hatten dann in
verschiedenen Klonierungen auch CP-Gene mit den eingefligten Mutationen oder
Sequenzbereichen auftreten mussen. Dies war jedoch nicht der Fall.

Die Rekonstitution der verschiedenen Mutationen oder eingefugten Sequenzen zur
Wild-Typ Sequenz konnte nur dann reproduzierbar nachgewiesen werden, wenn sich
die virale 3'-NTR am 3'-Ende der transgenen CP-Sequenz befand. Dies lalkt den
Schlufd zu, dal die 3'-NTR einen starken EinfluR auf die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens von Rekombinationen haben mulf}.

Greene & Allison (1996) (siehe 4.5.1.5) schluRfolgerten aus dem ausschliel3lichen
Nachweis der Rekombination bei Vorhandensein der 3-NTR des CCMV, dal3 durch
das Weglassen der 3'-NTR der Bereich flr eine Rekombination verkurzt, oder die
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Replikasebindungsstellen fur eine Initiation der RNA-Synthese auf dem Transgen
entfernt wurden. Diese Schlul3folgerung laRt sich auch auf das hier verwendete
System anwenden. Die 3-NTR ist sowohl bei den von den Autoren untersuchten
Bromoviren, wie auch bei den hier untersuchten Potyviren, an der Initiation der
Replikation beteiligt. Wenn der Replikasekomplex die Synthese nicht auf der
transgenen Sequenz initieren kann, ist zur Rekonstitution der jeweiligen viralen
Defektmutante ein doppelter Templatewechsel notwendig. Bei Vorhandensein der
3’-NTR reicht auch ein einfacher Templatewechsel. Entweder ist die Wahrschein-
lichkeit flr einen doppelten Templatewechsel weitaus geringer, oder der notwendige
Bereich ist in der transgenen CP-Sequenz fur einen doppelten Templatewechsel zu
kurz. Letzteres ist eher wahrscheinlich, denn Gal-On et al. (1998) fanden bei der
Rekombination verschiedener defekter ZYMV “full-length” Klone Wild-Typ ZYMV
rekonstituierende Rekombinationen mit groRer Haufigkeit, bei denen ein doppelter
Templatewechsel des viralen Replikasekomplexes notwendig war. In diesem Fall war
jedoch der mogliche Sequenzbereich fur einen doppelten Templatewechsel weitaus
gréler als hier, denn es standen mehrere kBp zur Verfigung, innerhalb dessen der
virale Replikationskomplex das Template zweimal wechseln konnte.

Jakab et al. (1997) fanden mit einer CP-Deletionsmutante des PVY in transgenen
Pflanzen, die das intakte PVY-CP exprimierten, neben der Komplementation auch die
Rekombination. In diesem Fall war die 3-NTR nicht in der transgenen Sequenz
enthalten, welches mit den hier durchgefuhrten Untersuchungen durchaus vergleichbar
ist. Die Rekombination konnte jedoch erst nach dreimaliger Passage in insgesamt 30
transgenen Pflanzen, nach einem Zeitraum von vier Monaten, nachgewiesen werden.
Auch hier machten die Autoren die fehlende 3'-NTR fur das seltene Auftreten des
Rekombinationsereignisses verantwortlich. Dies Ergebnis unterstitzt das Auftreten des
einzigen nicht reproduzierbaren Rekombinationsereignis mit der CP-RQ Mutante in
transgenen N. benthamiana der Linie 17.27.4. (siehe 4.5.1.5). Unter Umstanden
handelt es sich auch in diesem Fall um ein sehr seltenes Ereignis, welches selbst mit
zwei Wiederholungen des Inokulationsexperimentes mit jeweils funf Passagen nicht
reproduziert werden konnte.

Nur im Fall der CP-Leserastermutante (4.5.2.2) fand eine Rekonstitution auch in den
transgenen Pflanzen mit unvollstandiger 3'-NTR statt. Ob durch die
Leserastermutation im CP des PPV die Ausbreitungsfunktionen, oder auch die
Assemblierungs-funktionen betroffen waren, konnte nicht festgestellt werden. Dieses
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Ergebnis steht im Gegensatz zu samtlichen anderen Rekombinationsergebnissen. Der
Unterschied zu den noch am ehesten vergleichbaren Einzelassemblierungsmutationen
besteht darin, dal} die Information auf Nukleotidebene nicht verandert, sondern im
Bereich der Restriktionsschnittstelle vier Nukleotide verdoppelt waren. Es mul} die
Frage gestellt werden, ob hier tatsachlich eine Rekombination zwischen dem Transgen
und p35PPV-NAT-Spl/l stattgefunden hat. Unter Umstanden kdénnte der virale
Replikasekomplex durch mdgliche Fehler bei der haufigen Replikation, bedingt durch
die Komplementation, mit einem Leserasterwechsel den Defekt repariert haben.
Hancock et al. (1995) schlossen von kurzen Wiederholungssequenzen in
verschiedenen potyviralen Sequenzen auf ein sogenanntes Replikations “slippage” des
viralen Replikationskomplexes, welches diese Strukturen erzeugt haben konnte. Die
mittels Klenow-Fragment aufgefullte Restriktionsschnittstelle, die diesen
Leserahmenwechsel im CP-Gen des PPV erzeugt, fuhrt zu solch einer sich
wiederholenden Sequenz. Wenn dieses “slippage” des viralen Replikationskomplexes
bei der Synthese in 5°-Richtung mdglich sein sollte, konnte unter Umstanden auch ein
Uberspringen von Nukleotiden in 3"-Syntheserichtung maglich sein. Die Literatur gibt
fur solche Phanomene jedoch keine Anhaltspunkte. Um zu beweisen, dal} der virale
Replikationskomplex diesen Leserasterdefekt ohne Rekombination selbst repariert,
konnten transgene Pflanzen, die ein intaktes potyvirales CP exprimieren, mit der
Mutante infiziert werden, welches in der Lage ware die Leserastermutante zu
komplementieren. Dies kdnnte zeigen, dal® der Leserahmen hier nicht Uber
Rekombination rekonstituiert wurde. Egal ob die Rekonstitution des
Leserasterdefektes durch Reparatur oder Rekombination erfolgte, die Mutation kann
die Replikation der viralen RNA nicht verhindert haben, denn sonst hatte kein
funktioneller viraler Replikasekomplex synthetisiert werden kdénnen.

Das dieses Phanomen der Genomreparatur flr Potyviren nicht ungewdhnlich ist,
zeigen die Untersuchungen von Atreya et al. (1991) und Atreya & Pirone (1993). In
einem Fall wurde im CP des TVMV das fiur Blattlaustbertragung notwendige Motiv
DAG zu KAG mutiert. Schon kurze Zeit nach der Infektion der Mutante konnte eine
Reversion zur Wild-Typ Sequenz nachgewiesen werden. Eine ahnliche Reversion
wurde bei der Mutation des KITC Motivs zu EITC in der HCpro des TVMV beobachtet.
Diese Ergebnisse geben einen weiteren experimentellen Hinweis auf die Fehlerrate
der viralen RdRp von Potyviren. In den Arbeiten war durch den Aminosaureaustausch
jedoch nicht, wie in dem hier beobachteten Fall, die systemische Ausbreitung oder die
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Assemblierung des Virus durch die Mutation beeinfluf3t. In dem hier beobachteten
speziellen Fall lag ein hoher Selektionsdruck fur die Genomreparatur vor, da die
Mutante keine Fahigkeit besal3, nichttransgene N. benthamiana Pflanzen systemisch
zu infizieren.

Rekombination und Selektionsdruck

In dieser Arbeit wurden Rekombinationsereignisse in transgenen Pflanzen sowohl
unter hohem, wie auch unter eher moderatem Selektionsdruck nachgewiesen. Die
Assemblierungsmutanten (CP-RQ, -D, -RQ-D), wie auch die PPV-PVY CP-Chimare
des p35PPV-NAT, waren in den Untersuchungen nicht in der Lage N. benthamiana
Pflanzen systemisch zu infizieren (siehe Kapitel 4.5.1.2 und 4.5.3.2). Das
rekombinante Wild-Typ PPV hatte einen grol’en Selektionsvorteil gegenliber der
jeweiligen Mutante. Die PPV-ZYMV CP-Chimare hingegen konnte N. benthamiana
Pflanzen systemisch infizieren (4.5.3.2). Trotzdem mufte das rekombinante Wild-Typ
PPV gegenltber der Chimare einen Selektionsvorteil gehabt haben. Der
Selektionsdruck war jedoch mit Sicherheit geringer. Diese Ergebnisse sind mit den
Untersuchungen von Borja et al. (1999) und von Wintermantel & Schoelz (1996)
vergleichbar, die ebenfalls Rekombinante in transgenen Pflanzen unter moderatem
Selektionsdruck nachweisen konnten (siehe Einleitung). Der hier und in vielen anderen
Untersuchungen zum Nachweis von Rekombinationen angelegte Selektionsdruck
entspricht mit Sicherheit nicht der naturlichen Situation. Unter nattrlichen Bedingungen
treten wahrscheinlich, durch die hohen Fehlerrate und die haufige Replikation, viele
rekombinante und auch defekte Mutanten auf. Diese kdnnen sich jedoch gegenuber
der intakten “Mastersequenz” nur dann durchsetzen, wenn sie einen Selektionsvorteil
besitzen. Aus diesem Grund ist die Mehrzahl der Viren nicht defekt, und der
Selektionsdruck fur das Auftreten von Rekombinationen sehr viel geringer. Um das
Auftreten von Rekombinationen in transgenen Pflanzen besser abschatzen zu konnen,
waren Versuche mit intakten Viren sicherlich angemessener. Der Nachweis von
rekombinanten Viren ware jedoch ohne die Mdglichkeit einer Selektion in einem
solchen System sehr muhsam und aufwendig.
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Haufigkeit der aufgetretenen Rekombinationen in transgenen Pflanzen

Wie schon im Kapitel 4.5.1.5 und 4.5.3.4 beschrieben, konnten in allen Rekom-
binationsexperimenten, ob nun mit Assemblierungsmutanten oder CP-Chimaren, in
mindestens 20% der primar infizierten Pflanzen rekombinante Viren nachgewiesen
werden. Der unterschiedliche Selektionsdruck liel3 keinen Einfluld auf die Haufigkeit
der Rekombination erkennen, soweit dies bei der geringen Anzahl der untersuchten
Pflanzen Uberhaupt moglich war. Die Haufigkeit des Auftretens von Rekombinationen
in anderen Untersuchungen ist sehr divergent. Sie schwankt von 3 % nachgewiesener
Rekombinanten in Untersuchungen von Greene & Allison (1996) uber 12-20 %
Rekombinanten, die von Borja et al. (1999) gefunden wurden, bis hin zu 30 % bei Gal
et al. (1992) und 36 % bei Schoelz & Wintermantel (1993). Es gibt daher keinen
Anhaltspunkt dafur, daly hier auBergewdhnlich hohe Rekombinationsraten gefunden
wurden. Die absolut gesehen hohe Rekombinationsrate 143t sich unter Umstanden auf
die Tatsache zuruckfuhren, dal® in jedem der Experimente in transgenen Pflanzen
erstens eine homologe Rekombination nachgewiesen wurde und zweitens die
Wild-Typ Sequenz des PPV-NAT rekonstituiert wurde. Weiterhin wurden fir die
Untersuchungen transgene Pflanzen verwendet, die gegenuber dem PPV eine
Recovery-Resistenz besallen und das transgene CP exprimierten. Diese ermoglichte
der jeweiligen Mutante durch Komplementation eine systemische Infektion und damit
eine haufige Replikation. Da die Replikationshaufigkeit nach dem “RdRp-copy-choice”
Modell die Rekombinationshaufigkeit beeinflussen miRte, kdnnte somit die hohere
Rekombinationsrate in den transgenen Pflanzen erklart werden. Die Ergebnisse der
Rekombinationsversuche mit chimarem pPVX (4.7) zeigen jedoch, dal} die
Komplementation in den transgenen Pflanzen keine Notwendigkeit fir ein Rekombina-
tionsereignis darstellte. In diesem verwendeten System fand keine Komplementation
der verschiedenen p35PPV-NAT Assemblierungsmutanten statt und trotzdem wurden
rekonstituierende Rekombinationen beobachtet.

5.7 Herstellung von viralen in-vivo Rekombinanten
Die Rekonstitution der drei Assemblierungsmutanten des p35PPV-NAT konnte ebenso
nach dem Co-Bombardment mit chimarem pPVX, welches das vollstandige intakte

CP-NAT-Gen inklusive der 3'-NTR beinhaltete, nachgewiesen werden (siehe 4.7).
Dabei traten die Rekombinanten, die die Wild-Typ Sequenz rekonstituiert hatten, mit

-172-



5 DISKUSSION

einer geringeren Haufigkeit auf, als in den transgenen Pflanzen beobachtet werden
konnte (4.5.1.5). Diese geringere Haufigkeit kbnnte auf eine geringere Replikation der
jeweiligen Defektmutante zurickgefuhrt werden. Die infizierende
Assemblierungsmutante besal} einen Assemblierungs- und Ausbreitungsdefekt. Die
Rekombination konnte also nur in der erstinfizierten Zelle stattfinden, da das chimare
pPVX-Bsp120I-CP-NAT die erstinfizierte Zelle ebenfalls nicht verlassen konnte. Da die
jeweilige Assemblierungsmutante in transgenen Pflanzen der Linie 4.30.45. vom
transgenen CP komplementiert wurde, fand eine Infektion vieler Zellen und damit eine
haufigere Replikation der Mutante statt, als im System mit pPVX-Bsp1201-CP-NAT.
Aufgrund eines fehlenden Markers in der CP-Sequenz im PVX-Genom konnte nicht
geschlossen werden, auf welche Art und Weise diese Rekombinanten erzeugt worden
waren. Es konnte nicht festgestellt werden, ob der virale Replikationskomplex ein- oder
zweimal das Template wechselte, um die PPV-Wild-Typ Sequenz zu restaurieren.
Ebenso wurde nicht festgestellt, ob die 3"-NTR des PPV-CP im PVX-Genom fur eine
Initiation der Replikation funktionell war.

Neben diesen homologen Rekonstitutionen zur PPV-Wild-Typ Sequenz wurde die
Assemblierungsmutante p35PPV-CP-RQ-D, Uber Rekombination mit der intakten
vollstandigen Sequenz des CP-SoC in chimarem pPVX, zu einem Virus mit chimarem
Hullproteingen rekonstituiert (siehe 4.7 und Anhang 8.8.41). Dieses bestand aus 5°
und 3" PPV-NAT Sequenzen und zentralen CP-SoC Sequenzen. Nach der Definition
von Lai (1992) handelt es sich bei dieser Rekombination um eine homologe
Rekombination, da die beiden rekombinierenden Sequenzen eine Beziehung
zueinander besitzen. Sie stellen zwei verschiedene Isolate eines Virus dar und weisen
eine Sequenzhomologie von 81% auf. Dieses Rekombinationsereignis, welches zu der
nachgewiesenen infektions- und ausbreitungsfahigen CP-Chimare zweier PPV-Isolate
fuhrte, trat mit einer weitaus geringeren Haufigkeit auf, als die rekonstituierenden
Rekombinanten der Assemblierungsmutanten mit pPVX-Bsp120I-CP-NAT. Weiterhin
mufte aufgrund der nachgewiesenen Nukleotidaustausche diese Rekombinante Uber
einen doppelten Templatewechsel des viralen Replikasekomplexes erzeugt worden
sein. Da der 3'-Bereich des rekombinanten CP-Gens CP-NAT Sequenz darstellt, ist
davon auszugehen, dal3 der Replikationskomplex die Synthese des Minusstranges auf
der RNA der PPV Assemblierungsmutante initiierte. Er wechselte 3" vor der DF-KI
Mutation auf das CP-SoC Transkript, um 5" nach der RQ-DV Mutation auf dem viralen
Transkript die Synthese zu vervollstandigen. Genau dieser doppelte “template-switch”
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konnte die Ursache flr die fehlende Reproduzierbarkeit der Rekombinante sein, wenn
davon ausgegangen wird, dal® der doppelte Templatewechsel weniger haufig auftritt,
als der einfache. Das CP-SoC Gen im PVX-Genom war jedoch mit einer vollstandigen
3’-NTR versehen, so dal® die Rekombination prinzipiell auch Uber einen einfachen
Templatewechsel mdglich gewesen ware. Wie im Anhang 8.8.42 angegeben, sind
beim Vergleich der beiden unterschiedlichen 3'NTR auf einer Lange von 221 Bp 11
Nukleotidaustausche zu finden. Dal} der virale Replikasekomplex des PPV-NAT nicht
in der Lage ist, die Minusstrangsynthese auf der 3'-NTR des PPV-SoC zu initiieren, ist
unwahrscheinlich, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Um dies zu
untersuchen, mufdten entsprechende Versuche mit einer PPV-Chimare mit PPV-SoC
3’-NTR durchgefuhrt werden. Unter Umstanden konnte auch die PVX-Sequenz 3" von
der 3'-NTR des CP-SoC, welche ebenfalls in der subgenomischen RNA des PVX noch
vorhanden ist und an deren 3’-Ende sich das pA befindet, eine Bindung des viralen
Replikationskomplexes verhindert haben. Dies wirde dann allerdings auch fir die
Rekonstitution der Assemblierungsmutanten des PPV mit pPVX-Bsp120I-CP-NAT
gelten. Ein weiterer Grund fur die Seltenheit des Ereignisses konnte die Sequenz-
homologie von nur 81% zwischen dem Gen von CP-NAT und CP-SoC sein.

Es war auffallig (siehe 4.7), dal® die Rekombination, die zu einer CP-Chimare aus
CP-NAT mit einem zentralen Bereich des CP-SoC gefuhrt hat, unter Annahme eines
doppelten “template-switch”, im chimaren Gen theoretisch nur zu einem einzigen
Aminosaureaustausch gefuhrt hatte. Gerade diese Aminosaure Leucin (L) war jedoch
zu Arginin (R) ausgetauscht, welches der CP-NAT Sequenz entspricht. Damit tragt die
Rekombinante zwar 27 Nukleotidaustausche, jedoch keinen einzigen Aminosaure-
austausch im Vergleich zur Wild-Typ Sequenz. Es bestehen mehrere Moglichkeiten,
wie dieser Austausch erzeugt wurde. Es kommen Fehler des viralen Replikase-
komplexes, der RT, der Tag-Polymerase oder der E. coli Polymerase in Frage. Nur
Fehler des viralen Replikasekomplexes hatten einen madglichen Selektionsvorteil
erzeugt. Es ist nicht auszuschlielRen, erscheint aber unwahrscheinlich, dal dieser
Nukleotidaustausch zufallig eingefugt worden ist.

Zusammenfassend kann festgestellt werden: Das System wurde etabliert, um in-vivo
virale Mutanten zu erzeugen und um virale Sequenzen auf ihre Fahigkeit zur
Unterstltzung der Rekombination untersuchen zu konnen. Die erhaltenen Ergebnisse
zeigen an, dal} es in dem System moglich ist, sowohl Wild-Typ PPV zu rekonstituieren,
wie auch eine PPV-Chimare aus CP-NAT und CP-SoC zu erzeugen. Letzteres jedoch
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mit einem nicht unerheblichen Aufwand.

Dieses System birgt jedoch Potential flr weitergehende Untersuchungen. Die
chimaren CP-Gene (CP-NAT-ZYMV oder -PVY), zusammen mit einer
Assemblierungsmutante, des p35PPV-NAT konnten in diesem System auf die
Rekonstitutionsrate untersucht werden. Weiterhin kdnnte die minimale Lange einer
PPV-CP Sequenz bestimmt werden, die noch in der Lage ist in diesem System eine
CP-Mutante zu rekonstituieren. Ebenso besteht die Moglichkeit den Einfluld der 3°-NTR
auf die Rekombinationshaufigkeit oder den Rekombinationsmechanismus genauer zu
untersuchen.

5.8 Moglichkeiten zur Modifikation von viralen Sequenzen zur Erzeugung
von Pathogen-vermittelter Resistenz

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen haben am Beispiel eines
Potyvirus gezeigt, da® die potentiellen Risiken der Heterologen Enkapsidierung,
Komplementation und Rekombination in transgenen Pflanzen unterdrickt werden
kénnen. Es mul} an dieser Stelle ganz deutlich darauf hingewiesen werden, daf}
Komplementation und Rekombination in Systemen nachgewiesen wurden, die flr das
Auftreten dieser Phanomene optimiert waren. Fur die Detektion wurden virusresistente
Pflanzen eingesetzt, die eine Recovery-Resistenz aufwiesen. Die Tatsache, dal} der
Resistenzmechanismus in diesen Pflanzen erst nach dem Erreichen einer
systemischen Infektion einsetzte, liel} die jeweiligen Phanomene mit grof3er Haufigkeit
auftreten. In Pflanzen, die eine Infektions-Resistenz aufweisen, waren mit hoher
Wahrscheinlichkeit diese Phanomene nicht mit dieser Haufigkeit nachgewiesen
worden.

Diese Ergebnisse sollen gemeinsam mit anderen Untersuchungen betrachtet werden,
um die Moglichkeiten zur Modifikation von viralen Genen zur Erzeugung von
Pathogen-vermittelter Resistenz aufzuzeigen.

Um die Phanomene wie Komplementation oder Heterologe Enkapsidierung zu
unterdricken, bestehen verschiedene Madoglichkeiten. Zum einen kénnen
nichttranslatierbare Gene eingesetzt werden. Wenn das virale Protein nicht exprimiert
wird, konnen fremden Viren auch keine Proteinfunktionen zur Verfugung gestellt
werden. Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse haben gezeigt, dal} die in-trans
Komplementation von Proteinfunktionen auch bei translatierbaren Genen verhindert
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werden kann, indem Aminosauren, die fur bestimmte virale Funktionen notwendig
sind, mutiert oder ganz weggelassen wurden. Diese prinzipielle Strategie laft sich
wahrscheinlich auch auf die Aminosauremotive oder Bereiche anderer viraler Gene,
die fur Funktionen wie den Kurz-, Langstreckentransport oder die
Blattlaustbertragbarkeit verantwortlich sind, Gbertragen.

Fuir das Phanomen der Rekombination hingegen spielt es keine Rolle, ob die
verwendeten viralen Gene translatierbar sind oder nicht. Die in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse zeigen deutlich, dald bestimmte Sequenzbereiche, wie zum
Beispiel die 3'-NTR, eine Rekombination starker unterstitzen als andere. Wenn diese
Sequenzbereiche wie in diesem Fall bekannt sind, kdnnen sie ohne Schwierigkeiten
bei der Konstruktion der transgenen Sequenz weggelassen werden. Auch fur die
5°-NTR der Potyviren kann davon ausgegangen werden, dal} sie bei der Initiation der
Replikation bei der Plusstrangsynthese eine Rolle spielen muf. Untersuchungen aus
anderen Familien lassen diesen Schluly zu (French & Ahlquist, 1987 und Kim &
Hemenway, 1996). Wenn die Bereiche, die bei der Initiation der Replikation eine Rolle
spielen, die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von Rekombinationen beeinflussen,
sollten sie bei der Konstruktion transgener Sequenzen ausgespart werden.

Eine weitere Mdglichkeit, Rekombination effektiv zu unterdriicken, besteht sicherlich
darin, virale Sequenzen zu verwenden, die zu keinem funktionellen Protein translatiert
werden konnen. Es konnte gezeigt werden, dal} sich eine PPV Defektmutante Uber
Rekombination mit dem intakten Transgen rekonstituieren kann. Mit einem defekten
Transgen ist dies jedoch nicht moglich. Einen sehr erfolgversprechenden Ansatz stellt
in diesem Fall die von Pang et al. (1997) untersuchte Moglichkeit der Verkurzung der
viralen Gene dar. Wenn bekannt ist, welcher Teil des viralen Gens noch Resistenz
vermittelt, konnte ein virales Gen durch das Weglassen bestimmter funktioneller
Bereiche fur die Unterdrickung der Rekombination optimiert werden. Bei der Suche
nach Sequenzbereichen, die eine Rekombination unterstltzen, kann das in dieser
Arbeit entwickelte System der Expression von viralen Sequenzen mit dem Pflanzen-
expressionsvektor pPVX-201 hilfreich sein (s.o.).

Weiterhin bietet das von Sijen et al. (1996) durchgeflhrte “mapping” der viralen
Sequenz unter Umstanden eine Moglichkeit, um den minimal notwendigen Bereich des
Virusgens zur Erzeugung von Pathogen-vermittelter Resistenz einzugrenzen. Dabei
werden sukzessive Teilfragmente des viralen Gens mit Hilfe des Pflanzenexpressions-
vektors pPVX-201 transient in den transgenen Pflanzen exprimiert, um den Zielbereich
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des pflanzeneigenen Degradationsmechanismus zu bestimmen. Solche Unter-
suchungen kénnten auch mit bereits vorhandenen transgenen Pflanzen durchgefuhrt
werden, um folgende Generationen transgener virusresistenter Pflanzen bezuglich der
biologischen Sicherheit zu optimieren.

Ein weiterer sehr wichtiger Punkt bei der Erzeugung von Pathogen-vermittelter
Resistenz Uber die Herstellung von transgenen Pflanzen, ist die Kenntnis des
Resistenzmechanismus. Wenn das Vorhandensein des viralen Proteins fir den
Resistenzeffekt essentiell ist, konnen unter Umstanden Mutationen, die die
Funktionalitat des Proteins beeinflussen, eingefugt werden (Lapidot et al., 1993). Die
Mutationen kdnnen aber auch, wie am Beispiel des “movement-proteins” des TMV die
Resistenz erst ermoglichen (Cooper et al., 1995). Ob in diesem Fall jedoch ein stark
verkurztes transgenes Protein noch den erwunschten Resistenzeffekt vermitteln
konnte, ist bisher nicht untersucht. Um den Resistenzmechanismus feststellen zu
kdénnen, bietet sich die Anwendung, der auch in dieser Arbeit verwendeten
Pflanzenexpressionsvektoren bei entsprechender Optimierung, an.
Erfolgversprechend fur Aspekte der Rekombination erscheint die Selektion von
transgenen Pflanzen, die gegenuber dem Virus, aus dem die entsprechende
transgene Sequenz stammt, eine RNA-vermittelte Infektionsresistenz aufweisen. Eine
Resistenz, die auf PTGS basiert, ist daher von Vorteil, weil nur geringe Mengen des
transgenen Transkriptes und kein transgenes Protein vorhanden sind. Dies wird mit
einiger Sicherheit die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Rekombinationen
verringern. Die hier aufgezeigten Mdglichkeiten zur Verhinderung der Rekombination
in transgenen Pflanzen unterstitzen den von Allison et al. (1996) aufgestellten
Forderungskatalog zur Konstruktion von transgenen viralen Sequenzen, die die
Rekombination mit fremden Viren verhindern konnten. Hier forderten die Autoren
ebenfalls das Weglassen von Sequenzen, die an der Initiation der Replikation beteiligt
sind, sowie mdglichst kurze Sequenzen zu verwenden und transgene Linien zu
selektieren, die minimale transgene Transkriptkonzentrationen aufweisen.

Die zu dem Thema der biologischen Sicherheit von transgenen virusresistenten
Pflanzen vorliegenden Arbeiten und die hier in dieser Arbeit durchgefuhrten
Untersuchungen zeigen, dal} diese Risiken vermeidbar sind. Die Voraussetzung dafur
ist nicht nur das Verstandnis des Resistenzmechanismus, sondern auch die Kenntnis
moglichst vieler Funktionen viraler Gene im Lebenszyklus des Virus mit den
dazugehdrigen Wirt-Interaktionen.
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8.1 Virale infektiose full-length Klone
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pPVX201, (Prof. Dr. D.C. Baulcombe)

355 (CaMV) 5-Ende PVX

N ya
\ /

Ap-ReSiSten,,Z,,,,,,

OPVX201 RaRe

cP
Subgenomischer Promotor Cp
Sal I(56\§\§\4):> X

Cla 1 (567“(})’7;7

 Ngo MI (3079)

Subgenomischer CP-Promotor fir Insert / |
M3(TGB) / |  M1(TGB)
M2 (TGB) |

Bsp 1201 (4946)
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8.2 Plasmide und Klonierungsvektoren

Alle Plasmide lagen als Plasmidlésungen in TE/10/0,1 (pH 8,0) oder als Klone in Form von
Bakteriendauerkulturen (siehe ) vor.

Klonierungsvektoren ausgestattet mit einem E. coli Replikationsursprung (ColE1):

PGEMSZFP (Promega)

Aat T (21)
| Sph 1(27)

Sac 11 (47)
lacZ Eco RV (52)
Pvu 11 (2894) |

o Nor1(63)

f1 (+) origin - Eag 1(63)

~

\ i
\ Sal 1(76)
Sac 1(95)

PGEM-5Zf(+)
3003 bp

Pvu 11 (327)

Ap-Resisteni
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pT7T319U (Pharmacia)

lacZ

| Cla 1(166)
“Eco R1(199)

| scSac 1(209)

;‘Ava 1(215)

Xma 1(215)

Sma 1(217)

BamH 1 (220)

_Mcs

: \::Xba 1(226)
sal 1(232)
Hinc 11 (234)
L Pst1(242)
\\}Sph 1 (248)

f1 (-) origin

pT7T3 19U
2892 bp

Apa L1(2196) |
‘Hind 11 (250)

" Apa LI (950)

Ap-ResistenZ B
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pSL1180 (Pharmacia)

EcoRT(3189)
Neo 1(3177)\
Sal 1(3168) |

Sma 1(3149)

BamH 1 (3131

Cla 1(3092)

Kpn 1(3048) |

MCS |

Ngo MI (3024)

i~ Apa LI (437)
Pst 1(2973)

Cla 1(2956) /¥

Sac 1(2923) /)

Ecl 13611 (2921)

pSL1180
3422 bp

Apa L1(2887) /
Hind III (2878)
M13 origin

Ngo MI(2333)

Apa L1 (2180)

\\AP-Resistenz

Apa L1 (1683)
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pLITMUS28 (NEB)

Kpn

Sac

Nco 1
Hind 11

EcoR 1(2509)
Xho 1(2503)
Nsi 1(2485)

Apa L1(1996)

BamH 1 (2528)
Pst1(2519)

lacZ
1(2589) |
1(2582)&3
(2544) \
(2537{
MCS |

Apa L1(259)

-

~ Ap-Resisten

pLITMUS28
2823 bp
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pBluescriptll SKM (pBIISKM, Stratagene) und pBCIISKM (Cam-statt Ap-Resistenz)

Ap-resistance

Apa LI (2714)

pBIU2KSM
2961 bp

Apa L1 (1468)

1 (-) origin

lacZ
Sac 1(658)
| Sac 11 (665)
‘Eag 1(671)

Sma 1(698)

i\ Pst 1(706)

\Eco R 1 (708)

\ MCS

Eco RV (716)

Hind 111 (720)

Cla 1(727)

\Sal 1(735)

inc 11 (737)

Xho 1(741)

| Ava 1(741)

Dra II (750)
\‘\:Apa 1(754)
EKpn 1(760)
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E. coli Klonierungsvektoren fiir die Herstellung von pflanzlichen Expresionskassetten:

pe35SL-NAT-CP (Prof. Dr. E. MaiR)

Pyu 11 (72)
Cla 1(166)
| EcoR 1(199)
'/ Eel 13611 (207)
~ Sac 1(209)
‘ f\:Kpn 1215)
. 2x358
" Eco RV (873)
5'-Ende PPV
 Neo 1(1114)
Nsi 1(1313)
[ Ecl 13611 (1515)

Apa LI (4476)

Ap-Resistenz

pe35SL-NAT-CP
5172 bp

Sac 1(1517)
\ CP-NAT
"\ EcoRI(1816)
Bsi WI(1892)
'5.NTR

Apa L1 (3230)

Pvu 11 (2740) ;
Poly-A-Schwanz
\ pA CaMV
\“‘\\\Pst 1(2522)
Hind 111 (2530)
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pe35SL3HC (Prof. Dr. E. MaiB)

Cla 1(166)

EcoR 1(199)

Kpn 1(215)
2x 35S

Apa LI (4618)

Ap-Resistenz

__ 5'Ende PPV
 Neo 1(1114)
AN

pe35SL3HC
5314 bp

Apa LI (1193)
Hind 111 (1456)

N

\ Cla 1(1795)
HCpro

. Hind 111 (2238)
Cla 1(2256)

Apa L1 (3372)

Sph I(2666)/,~""/
Pst1(2660) | || EcoR 1(2406)
\\:HindHI (2418)
Cla 1(2425)
PACaMV
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pTQGUSN (Prof. Dr. E. MaiB)

Cla 1(166)
“EcoR 1(199)
Ecl 13611 (207)
Sac 1(209)

f1 (+) origin
AN
_ Sph 1(241)

Apa LI (4957)  Pst1(247)

Ap-Resistenz

pTQGUSN
5653 bp

Apa L1 (3711)
Nhe 1(3009)
Pst1(3003)
Sal 1 (2993)/
Pst 1(2991)
poly-A Schwanz

Eco RV (1454)

| Eco RV (1685)
Apa L1 (1830)

gus

Apa L1 (2154)

\\‘\Ava 1(2744)

Ecl 13611 (2762)

\‘\\‘\Sac 1(2764)

\‘Sna BI (2770)
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Binarer Vektor zur Replikation in A. tumefaciens und E.coli:

pLX222 (RB-LB), (Dr. Landsmann)

Sph1(139)
Ava1(113)

Ncol (1620)
Sph (1593‘\)
nptll (Kn-Resistenz)
Pst1(1241)

BamH 1 (1076) \‘
Nhel(930) | |

Hind 111 (611) L
Sph 1(609) L

|
Pst1(603) |

BamH 1 (ssi‘;ﬂ .

Sma 1(578) Ll
1
Xma1(576), Lo

Sac1(570 I

nosA |

Sph1(2211)

Sph1(2315)Cla1(2730)  left border (L]

pLX222 RB-LB
3303 bp

Hier nur linearisiert zwischen Integrationsgrenzen (RB, LB) angegeben, da die
vollstdndige Sequenz nicht bekannt ist. Nicht gezeigt sind Tc-Resistenzgen, ColEl und

Replikationsursprung fir A. tumefaciens
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Vektor zur transienten gus-Expression in Pflanzen:

PSLGUSNT (Prof. Dr. E. MaiB)

Apa LI(5340)

Ap-Resistenz

6036 bp

Apa LI (4094)

Hind 11T (3394)

Pst1(3386)

PPV 3'-NTR

pSLGUSNT

pACaMV / Ava 1(2919)

Cla 1(166)
"~ EcoR1(199)
2x 35S
5’-Ende PPV
~ Neo 1(1114)

~ BamH1(1621)

 gus

dpa L1 (2049)
~ Apa L1 (2373)
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8.3 Medien und Zusitze

Produkt Hersteller

Agarose Biozym

Agarose pure (Hybridisierung) Gibco BRL (540-5510UB)
LM-Agarose (low melting) Biozym

Select Yeast Extract Gibco BRL

Select Agar Gibco BRL

Select Peptone 140 Gibco BRL

LB (Lauria Bertoni)-Medium(modifiziert nach SAMBROOK et al. 1989):

- 15 g Agar

- 10 g Select Peptone 140

- 5 g Yeast Extract

- 10 g NaCl

- Mit A. dest. ad 1000 ml Lésung auf pH 7,5 einstellen, autoklavieren und bei 4 °C lagern.
LB-AP Medium:

- 150 mg Ampicillin/ml H,O
- Ampicillin zu 1000 ml ca. 50 °C warmen, autoklaviertem LB-Medium geben.

LB-Tc Medium:

- wie LB-AP nur mit 4 mg (A. tumefaciens) 25 mg (E. coli)/ml EtOH
LB-Str Medium:

- wie LB-AP nur mit 25 mg (A. tumefaciens)/ml EtOH

LB-Kn Medium:

- wie LB-AP nur mit 25 mg (A. tumefaciens) 50 mg (E. coli)/ml EtOH

LB-AIX Medium:

- 150 mg Ampicillin/ml H,O

- 40 mg X-Gal/ml DMF (Dimethylformamid)

- 46 mg IPTG/ml H,O

- Zugabe zu 1000 ml ca. 50 °C warmen autoklaviertem LB-Medium.

SOB Medium: autoklavieren.

- 10 g Bacto Peptone 140

- 5 g Yeast Extract

- 0,584 NaCl (Endkonz.10 mM)

- 0,186 g KCI (Endkonz. 2,5 mM)

- A. dest. ad 1000 ml pH 6,0-7,0
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SOC Medium:

- 1 ml 2 M Glucose
- 1 ml 2 M MgCl,

8.4 Antibiotika

Mit SOB-Medium auf 100 ml auffillen.

Produkt Hersteller
Kanamycin Serva
Ampicillin Serva
Streptomycin Serva
Tetracyclin Serva
Claforan Duchefa

8.5 Phytohormone
Produkt Hersteller
IAA (Auxin) Duchefa
BA (Cytokinin) Duchefa

8.6 Chemikalien

8.6.1 Chemikalien fest
Produkt Hersteller
Amberlite Serva
Ammoniumacetat Merck
Ammoniumpersulfat Serva
Borsaure Merck
Bromphenolblau Serva
Calciumchlorid Merck
Cellite Merck
D (+)-Glucose Sigma
di-Kaliumhydrogenphosphat Merck
DTT (Dithiotreithol) ICN-Biomedicals
EDTA (TitriplexIll) Merck
Ethidiumbromid (EtBr) Sigma
Harnstoff Merck
HEPES Roth
Kaliumacetat Merck
Hexamincobalt(l)chlorid Sigma
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Produkt Hersteller
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kaliumhydrogenphosphat Merck
Kaliumchlorid Merck
Lithiumchlorid Roth
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Merck
Manganchlorid Merck
MES (Morpholinethansulfonsaure) Roth
Natriumacetat-Trihydrat Merck
Natriumhydrogenphosphat Merck
Natriumchlorid Merck/Roth
Natriumhydroxid Merck
Natriumdiethyldithiocarbamat (NaDIECA) Merck
p-Nitrophenylphosphat Boehringer
Polyvinylpyrrolidon Sigma
Rubidiumchlorid Sigma
Tris(hydroxymethyl)aminomethan Roth
Uranylacetat Merck
8.6.2 Chemikalien fliissig
Produkt Hersteller
Acrylamidldsung Appligene
Bind silane Pharmacia Biotech
Chloroform Merck
Diethanolamin Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva
Dimethylformamid Serva
Essigsaure 99,8 % Roth
Ethanol 99 % abs. Roth
Glycerin 99,5 % Roth
Isoamylalkohol Merck
Isopropanol Merck
2-Mercaptoethanol Roth
Phenol Roth
Repel Silane . oinvigichiorsiiane 2 s in 111 Tichioretnany | PNArmacia Biotech
Polyethylen Glykol PEG 6.000 Merck
TEMED (N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin) Serva
Tween 80 (poyoxyethyiensorbitanmonolaurat) Merck
Salzsaure rauchend 37 % Roth
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8.7 Gerite

Gerat

Hersteller / Typ

Sterilwerkbank

Heraeus Lamin Air HA2448GS

Drucker

Mitsubishi Video copy processor

Elektronenmikroskop (TEM)

EM 109 (Fa. Zeiss)

Elektroporator Invitrogen
ELISA-Platten (96 Vertiefungen) Fa. Greiner
Hybridisierungsofen Fa. Biometra
Kamera Intas

Kihlzentrifuge

B. Braun Biotech International, Sigma 4K10

Kihlzentrifuge

RC5B Sorvall

Lichtthermostat

Fa. RUMED (Rubarth Apparatebau)

Partikelkanone

PDS1000 Fa. Biorad

PCR-Thermocycler

MJ Research, Peltier Thermal Cycler

Photometer fiir ELISA-Platten

Dynatec, ELISA-Reader

Pipetten Gilson Pipetman
Rotor RC5B SS34 Festwinkel 30 ml Rohrchen
Rotor RC5B SLA1500 Festwinkel 250 ml Becher

Schittler mit Thermostat

B. Braun Biotech Certomat R und Certomat H

Sequenzelektrophoresekammer

Pharmacia

Spannungsquelle

Consort Microcomputer Electrophoresis Power Supply

Spannungsquelle

LKB Bromma 2297 Macrodrive 5 Constant Power Supply

Spektralphotometer

Perkin-Elmer UV/VIS

Thermoblock

Eppendorf, Thermostat 5320

Tischzentrifuge

B. Braun Biotech International, Sigma 113

Tischzentrifuge

Heraeus Sepatech, Biofuge 13

Ultraschallbad

Sonorex RK255S 100W/35kHz

UV-crosslinker (302 nm)

Eigenbau

UV-Tisch

Spectroline Transilluminator (312 nm)

Vakuumtrockner

Heto, Hetovac VR-1
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Gerat Hersteller / Typ

Vertikale Elektrophoresekammer Hoefer Mighty Small Il (Fa. Pharmacia)
Vortexer IKA Minishaker MS1

Waage Satorius

Wasserbad Haake

8.8 Methoden
8.8.1 Plasmidpraparation aus A. tumefaciens

Losung A (E. coli Plasmid-Minipréparation):

- Zugabe von 4 mg/ml Lysozym jeweils frisch.

Losung B (E. coli Plasmid-Minipréparation) Phenol equilibriert:

Roti-Phenol/TE 2-3 x mit gleichem Volumen L&sung B vorsichtig ausschiitteln absetzen lassen
und Uberstand abnehmen, bei 4 °C aufbewahren.

NaOAc 3 M (pH 4,8)

NaOAc 0.3M (pH 7.0)

RNase-TE/10/0,1 (pH 8.0):

- siehe Losung E. coli Plasmidminipraparation

8.8.2 Blattscheibentransformation

MS-Medium:

- fertiges Pulver 4,705 g/l (Duchefa)

- Zugabe von Saccharose 20 g/l

- pH 5,9 (KOH)

- Zugabe von Plant Agar 8 g/l bei Festmedienherstellung

- Autoklavieren 15" bei 1,2 bar und 121 °C

- Zugabe von entsprechenden Phytohormonen und Antibiotika nach dem Autoklavieren zu dem
auf ca. 50 °C abgekihltem Medium.

MS-Medium:

- MS-Medium ohne Phytohormone

Auxin-Stock:

- 1 mg IAA/mI EtOH ., bei 4 °C aufbewahren (100 pl/l bzw.10 pl/l MS)
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Cytokinin-Stock:

- 10 mg BAP/ml EtOH ,,.,, bei 4 °C aufbewahren (10 pl/l MS)

Claforan-Stock:

- 0,5 g/ml A. bidest, bei 4 °C aufbewahren (1 ml/l bzw. 0,5 ml/I MS)

Kn-Stock:

- 100 mg/ml EtOH ., ,,, bei 4 °C aufbewahren (1 ml/l MS)

T1-Medium:

- MS-Medium + 1 mg/l BAP, 100 ug/l IAA, 500 mg/I Claforan und 100 mg/l Kn.
T2-Medium:

- MS-Medium + 100 ug BA und 250 mg Claforan

8.8.3 a-Glucuronidase Selektion (gus-Test)

Farbstofflosung:

- 100 mM Na/KH,PO, (pH 7,0)

- 10 MM EDTA

- 3 mM K;[Fe(CNg]

- Autoklavieren, Lagerung bei 4 °C

- Zugabe von 0,05 % Tween-80

- Zugabe von 5 ul/ml DMF

- Zugabe von 0,52 mg/ml X-gluc, I6sen

8.8.4 Praparation von DNA aus Pflanzenmaterial

Gesamt-DNA Praparationskit (ISO-Quick, Eurogentec):

8.8.5 Southern-Transfer von Pflanzen DNA zur Hybridisierung

Aufbau eines Standardkapillarblots von unten nach oben:

- Kunststoffarbeschale

- Glasplatte

- 3 Lagen Whatman 3M als Docht

- Gel

- Nylonmembran (positiv geladen)

- 20 Lagen Whatman 3M GelgroRRe

- 5 cm dicke Filterpapierlagen

- Glasplatte mit ca. 500 g Gewicht (Glasflasche)
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8.8.6 Sondenherstellung

DIG-11-dUTP markierte pBR328-DNA:

- Kontroll DNA ca. 1 ng/ul (Boehringer Mannheim)
DIG-11-dUPT:
- Alkali labil (Boehringer Mannheim)

PCR-Reaktionsansatz zur Sondenherstellung:

- 0,4 pl 25 mM dATP, dCTP, dGTP (je 1 pl 10 mM)

- 0,3 ul 25 MM dTTP (0,8 pl 10 mM)

- 2 ul 1 mM DIG-11-dUTP (ca. 100 pg)

- 1 ul T7-primer (10 uyM)

- 1 yl T3-primer (10 uM)

- 5 pl 10x PCR-Puffer (MBI)

- 5 pl MgClI2 (25 mM)

- 1 ul Tag-Polymerase (MBI 1U/ul)

- 1 yl (DNA-Miniprap. des Sondenklones) 1/100 verdinnt
- ad 50 pl mit A. bidest

PCR-Programm Sondenherstellung:

Nr. Programmeschritt Temperatur Zeit

1 Denaturierung 95°C 2°

2 Denaturierung 95°C 30

3 Anlagerung 56 °C 30

4 Synthese 72 °C 130"
5 Zykluszahl: 35 (Nr. 2-4)

6 Synthese 72 °C 10°

8.8.7 Hybridisierung

Denaturierungslésung: 20x SSC:

- 1,5 M NaCl - 3 M NaCl

- 0,5 N NaOH - 300 mM Natriumcitrat (pH 7,0)

- autoklaviert - autoklaviert

Neutralisationslésung: DIG-Easy-Hybridisierungslésung:

- 1 M Tris-HCI - Pulver oder fertige Lo6sung
- 3 M NaCl (pH 5,5) (Boehringer Mannheim)

- autoklaviert - bis zu 8x wiederverwendbar (Lagerung

bei 4 °C oder mit Sonde -20 °C)
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8.8.8 Sondennachweis (Chemoluminescent detection)

Maleinsaurepuffer:

- 0,1 M Maleinsaure

- 0,15 M NaCl

- 0,3 % Tween-80

- mit NaOH Platzchen auf pH 7,5
einstellen

“blocking”-Losung:

- fertiges Pulver (Boehringer Mannheim)

- 10 % w/v in Maleinsaurepuffer 1h bei
65 °C ruhren

- autoklavieren und bei 4 °C lagern

“detection”-Puffer:

- 100 mM Tris-HCI
- 100 mM NacCl, (pH 9,5)

8.8.9 Gesamt-RNA Extraktion
RNA-Extraktionspuffer:

- 0,1 M LiCl

- 100 mM Tris

- 10 mM EDTA (Tritriplex)

- 1 % SDS

- einstellen auf pH 8,0 und autoklavieren

CDP-Star:

- fertiges Reagenz (Boehringer
Mannheim)

- 1/100 in “detection”-Puffer (sofort
benutzen)

NBT-Ldsung:

- Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
- 50 mg/ml StammL&sung (Promega)

BCIP-L6sung:

- 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
- 50 mg/ml (Promega)

Roéntgenfilm:

- Agfa-Curix

RNase freies Wasser:

- 2 ml DEPC (Diethylpyrocarbonat)
- A bidest. ad. 1000 ml
- U.N. rthren und autoklavieren.

LiCl-Lésung (4 M)

8.8.10 Gesamtnukleinsdure Praparation [“total nucleic acid” (TNA)]

TNA-Extraktions Puffer:

- 50 mM Tris-HCI (pH 7,6)
- 100 mM NaCl

- 1mM EDTA

- 0,5 % SDS

- 0,3 % 2-Mercaptoethanol

8.8.11 Phenol-Chloroform Extraktion

TE/Phenol (Roti-Phenol der Fa. Roth):

- redestilliert und aquilibriert mit 10 mM Tris und 1 mM EDTA
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8.8.12 Primer

Name Zweck (s): sense (as): Sequenz (57-3") Restriktionsschnittstelle
antisense

T3 Sequenzierung 5°-ATT AAC CCT CAC TAA AG-3° -
T7 Sequenzierung 5-AAT ACG ACT CAC TAT AG-3’ -
SP6 Sequenzierung 5-GTA TTC TAT AGT GTC ACC TAA AT-3° -
CP-MUT-N | N-Terminusverk. (s) 5’-AGA GAC AGG GAT GTC GCC ATG GGATCAACT GGAACTTTT A-3° Ncol
CP-PCRI CD-RQ Mutation (as) 5-AGT TCT GCA GAT GAC GTC AAAAGT GGG TTT CGC ATG A-3° Aatll, Pstl
CP-MUT1 CP-RQ Mutation (s) 5"-ATG CGA AAC CCACTT TTGACG TCATTATGG CAC ATT TCA G-3° Aatll
CP-PCRII CP-D Mutation (as) 5°-AAG TCT GCA GGT AGA TCT TAA AGG CAT ATC TGG CGA GG-3° Bglll, Pstl
CP-MUT2 CP-D Mutation (s) 5-GCC AGA TAT GCC TTT AAG ATC TAC GAA ATG ACT TCA-3’ Bglll
HC-PCR1 HC-KITC Mutation (as) 5°-TTG CCT GCA GGT GAA TTC TCC GCA AGG GAT TAT CGC-3’ EcoRl, Pstl
HC-MUT1 HC-KITC Mutation (s) 5-ATA ATC CCT TGC GGA GAATTC ACG TGT CTG CAATGT-3’ EcoRI
HC-PCR2 HC-PTK Mutation (as) 5-CTA ACT GCA GCT CCG CGG GACTTATTATTT CAG ACT-3" Sacll, Pstl
HC-MUT2 HC-PTK Mutation (s) 5°-TGA AAT AAT AAG TCC CGC GGA GAATCATTT AGT TG-3° Sacll
PVX-UP Nachweis Rek. (s) 5-GCT GCC GTT TTG CTACTG-3’ -
PVX-LOW Nachweis Rek. (as) 5°-TGT GGG CAC CTT CAT GTC-3’ -
Uni-Poty Klon.Potyvirus-CP (s) 5"-GGA ATT CCC GCG GAAAAG CCC CGTACATTGC EcoRl, Kspl
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Name Zweck (s): sense (as): Sequenz (5°-3") Restriktionsschnittstelle
antisense

Uni-Poly-T | Klon. Potyvirus-CP (as) 5-CGG GGATCCTCGAGAAGCTITTTITTTITTTITTTT TT-3° BamHl, Xhol, Hindlll

ZYMV-1 CP-core-Bereich (as) 5-CGG ATC CGT ACG GGA GTT TTA GAATTG ACT-3’ Spll, BamH|

ZYMV-2 CP-core-Bereich (s) 5°-ACA CGA GCT CCT CAT CAG CAG TTC GCC TC-3’ Sacl

PVY-up CP-core-Bereich (s) 5-AGA GCT CCT CAATCACAG TTT G-3° Sacl

PVY-low CP-core-Bereich (as) 5-CCG TAC GGG TGT TCG TGA TG-3’ Spll

TVMV-up CP-core-Bereich (s) 5-AGA GCT CCACAC TCT CAG TTT A-3° Sacl

TVMV-low CP-core-Bereich (as) 5-CCG TAC GGG TGT TGC CCC ATT A-3° Spll

BrSMV-up CP-core-Bereich (s) 5°-AGA GCT CCA ACA CAG CAA GAG C-3° Sacl

BrSMV-low | CP-core-Bereich (as) 5°-CCG TAC GGG CGT GGC TGT GTC-3° Spll

PPV-REK CP-core PPV (as) 5-AAA AGC TTG TGT CGT TGA AGT CAT TTC G-3° -
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8.8.13 Proteinase K Verdau

Proteinase K-Puffer:

- 0,2 M Tris-HCI (pH 7,0)
- 0,025 M EDTA

- 0,3 M NaCl

- 2 % SDS

Beschichtungspuffer:

2,93 g/ NaHCO,
1,59 g/l Na,CO,
einstellen auf pH 9,6

8.8.14 ReverseTranskriptase/PCR (RT/PCR)

RT/PCR Reaktionsmix:

- RNA-Template

- 1 ul Upper-primer (10 uM)

- 1 ul Lower Primer (10 uM)

- 0,5 pl Tag-Polymerase (1U/pl)

10x Taq-Puffer:

- 100 mM Tris-HCI, pH 8,8 bei 25 °C

- 500 mM NaCl
- 0,8 % Nonidet P40

- 5 ul 10x Tag-Puffer MgCl,-L6sung:

- 5 pl MgCl,-Lésung (25 mM)

- 0,05 ul AMV-RT (10 U/ul) - 25 mM MgCl,

- 0,5 pl dNTP-Lésung (25 mM)

- ad. 50 ul A. bidest

dNTP-L6sung:

- 25 mM je (dGTP, dATP, dTTP und

dCTP) (Boehringer/Mannheim)

RT-PCR-Programm (RNA-RT):
Nr. Programmschritt Temperatur Zeit
1 cDNA-Synthese 42 °C 45"
2 Denaturierung 95 °C 430"
3 Denaturierung 95 °C 30 “
4 Anlagerung 37 °C 30 “
5 Synthese 72 °C 2"
6 Zykluszahl: 3 (Nr. 3-5)
7 Denaturierung 95 °C 30 “
8 Anlagerung 55 °C 30 “
9 Synthese 72 °C 1°30 "
10 Zykluszahl: 32 (Nr. 7-9)
11 Synthese 72 °C 5°
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8.8.14 Immunocapture-RT/PCR (IC-RT/PCR)

PBS-Tween (Waschpuffer): PBS-TP (Probenpuffer):

- 8,0 g/l NaCl - 2% Polyvinylpyrrolidon
- 0,2 g/l KH,PO, - 0,05 % Tween-80

- 0,2 g/l Kcl - 1x PBS

- 1,44 g/l Na,HPO, x 2H,0
- 0,5 g/l Tween-80 (0,05 %)

8.8.15 PCR-Mutagenese

PCR-Mutagenese Reaktionsmix:

- 2 ul Plasmidminiprap. 1/100

- 1 ul Upper-Primer (10 uM)

- 1 ul Lower Primer (10 uM)

- 0,5 pl Tag-Polymerase (1U/pl)
- 5 ul 10x Taq-Puffer

- 5 pl MgCl,-Lésung (25 mM)

- 0,5 pyl dNTP-L&sung (25 mM)
- ad. 50 pl A. bidest.

PCR-Mutagenese-Programm:

Nr. Programmschritt Temperatur Zeit

1 Denaturierung 95 °C 430"
2 Denaturierung 95 °C 30 ¢

3 Anlagerung 55 °C 30 “

4 Synthese 72 °C 130"
5 Zykluszahl: 30 (Nr. 2-4)

6 Synthese 72 °C 10°

8.8.16 Prazipitation von Nukleinsauren (Natriumacetat/Ethanolfillung)

3 M Natriumacetat-L6sung

TE 10/0.1:

- 10 mM Tris
- 0,1 mM EDTA
- einstellen auf pH 8,0 und autoklavieren

8.8.17 Agarose Gelelektrophorese analytisch und praparativ

Gelbeladungspuffer (Glycerin-Stoplésung): 50 x TAE-Elektrophorese-Puffer:

- 3,44 ml Glycerin,gg o, - 242 g Tris-base

- 6,54 ml A. bidest. - 57,1 ml Eisessig

- Spatelspitze Bromphenolblau - 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

- A. dest. ad. 1000 ml.
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é-Pst-Marker: Ethidiumbromid-L6sung:

- 140 ul &-DNA ( 0,4 mg/ml) - 7,5 mg/ml A. bidest.
- 8 ul Pstl (10U/pl)
- 30 ul 10x Restriktionspuffer (MBI rot)
- A. bidest. ad. 300 pl.
- Inkub. 3 h bei 37 °C und 10" bei 70 °C
- Zugabe von 100 ul Glycerin
-Stoplésung

Fragmentlangen der Pstl verdauten é-DNA:

Fragment Nr. Grole in Bp

1 11 21 11501 805 164
2 12 22 5080 516 150
3 13 23 4505 467 94
4 14 24 2840 448 87
5 15 25 2454 339 72
6 16 2139 264

7 17 1986 247

8 18 1700 216

9 19 1159 211

10 20 1093 200

8.8.18 Praparation von Nukleinsduren aus Agarosegelen (QlAex)

QlAexll Gel Extraction Kit (QlAgen):

- QX1-Puffer
- Glasmilch
- PE-Puffer

8.8.19 Saulenreinigung von PCR-Produkten (QlAquick)

PB1-Puffer: Eluierungspuffer:

- (Fa. QlAgen) - TE 10/0,1 (pH 8,0)
PE-Waschpuffer: QlAquickspin-Saulen:

- (Fa. QlAgen) - (Fa. QlAgen)

8.8.20 CIP-Behandlung von Vektoren (Dephosphorylierung)
10x CIP-Puffer:
- 0,5 M Tris-HCI

- 1 mM EDTA
- (pH 8,0)
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Alkalische Phosphatase (AP) (Boehringer/Mannheim):

- Konzentration 1U/pl

8.8.21 Ligation von Klonierungsvektor und DNA-Fragment

10 x Ligationspuffer:

- 400 mM Tris-HCI
- 100 mM MgCl,

- 100 mM DTT

- 5mM ATP

- (PH 7.8)

8.8.22 Transformation von Escherichia coli (NM522, JM109)

Herstellung kompetenter Zellen

2 M Mg?* -Lésung:

- 1 M MgCl, x 6 H,0O
- 1M MgSO, x 7 H,0

DND (10 ml):
- 1,53 g DTT (Dithiothreitol)

- 9 ml DMSO (Dimethylsulfoxid)
- 100 pl 1 M KAc (pH 7,5)

TFEB- Transformationspuffer:

- 10 mM K-MES pH 6,2 (1 M MES mit

- 10 M KOH auf pH 6,3 einstellen)

- 100 mM RbCiI

- 45 mM MnCl,x H,0

- 10 mM CaCl x 2H,0

- 3 mM HACoCl, (Hexaminkobaltchlorid)

8.8.23 Transformation von Escherichia coli (NM522)

Glucose Lésung:

- 2 M Glucose
- 15" autoklavieren

8.8.24 Isolierung rekombinanter Plasmid-DNA

Lésung A:

- 15 mM Tris HCI, (pH 8,0)
- 10 mM EDTA
- 50 mM Glucose

Lésung B:

- 0,2 M NaOH
- 1% SDS

Lésung C:
- 3 M NAc, (pH 4,8)
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SOC Medium:
- 1ml 2 M Glucose
- 1ml 2M MgCl,

- SOB ad. 100 ml, sofort benutzen

Lésung D:

- 0,1 M NaAc, (pH 7,0)
- 0,05 M Tris HCI, (pH 8,0)

RNase- Losung:

- 10 ug RNase/ml TE 10/0,1 (pH 8,0)
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8.8.25 Plasmidpréaparation und Reinigung
Puffer P1: Puffer QBT:
- 50 mM Tris/HCI, (pH 8,0) - 750 mM NaCl
- 10 mM EDTA - 50 mM MOPS
- RNase A (100 pg/ml) - 15 % EtOH
- 0,15 % Triton X-100
Puffer P2: - (pH 7,0)
- 200 mM NaOH Puffer QC:
- 1 % SDS
- 1,0 M NaCl
Puffer QF: - 50 mM MOPS
- 15 % EtOH
- 1,25 M NaCl - (pH 7,0)
- 50 mM MOPS
- 15 % EtOH Puffer P3:
- (pH 8,2)
- 2,55 M KOACc, (pH 4,8)
8.8.26 Herstellung von einzelstriangiger DNA (ss DNA)
TES: PEG/NaCl:
- 20 mM Tris, pH 7,5 - 20 % PEG-6000 (Polyethylenglykol)
- 10 mM NaCl - 1,7 M NaCl
- 0,1 mM EDTA
TE 10/1:
- 10 mM Tris, pH 7,5
- 0,1 mM EDTA
8.8.27 Sequenzierung von ss DNA nach dem Kettenabbruchverfahren
Nucleotidlabelling-Mix dATP (Fa. Pharmacia): Annealing-Puffer:
- 1,375 uyM dCTP, dGTP, dTTP - 1 M Tris-HCI, (pH 7,6)
- 333,5 mM NaCl - 100 mM MgCl,
- 160 mM DTT

Sequenzierungskit T7:

10 x TBE:

(Fa. Pharmacia)
- 108 g Tris-base
- 559 Borsaure

‘chain-termination bases”: - 40 ml 0,5 M EDTA, (pH 8,0)

- A. dest. ad. 1000 ml
840 uM der jeweils fehlenden

ungelabelten dNTP APS-L6sung (10 %):
40 mM Tris-HCI, (pH 7,6)
50 mM NacCl - 0,1 g Ammoniumpersulfat/ml H,O
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Stopldsung “gel loading buffer”: Acrylamidstammlésung (40 %):
- 0,3 % Bromphenolblau - 380 g Acrylamidlésung
- 0,3 % Xylencyanol FF - 20 g N,N’-Methylenbisacrylamid

- 10 mM EDTA, (pH 7,5)
- 97,5 % deionisiertes Formamid

8.8.28 Konstruktion einer Partikelkanone

Bauteil Hersteller

Magnetventil Barkert, Nr. 121297M

Spritzenfilter Gelman Sciences Produkt Nr. 4317

Timer Fa. Zander Aachen, Modell Nr. 445020,
0,1 s-10". Ser. No. F100837

Vakuumkammer Nalgene

8.8.29 Praparation von Plasmid DNA zum Partikelbombardment

Wolframpartikel (M17 Particles , BioRad) Spermidin (0,1 M)(freie Base Fa. Sigma)

CaCl, (2,5 M) Ca(NO,), (1,25 M):
- einstellen auf pH 8,0

8.8.30 Immunglobulinreinigung aus Antiserum

Binding-Puffer: Tris-Puffer:
- 1M (pH 7,5)
- 10 mM Tris (pH 7,5)
PBS 1x:
Elution-Puffer:
- 0,1 M Glycin (pH 2,6) - (siehe 8.8.32) + 1 Spatelspitze
Na-Azid/l

8.8.31 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

PBS (1x) (phosphate buffered saline): PBS-TPO:
- 8,0 g/l NaCl
- 0,2 g/l KH,PO, - PBS-T
- 0,2 g/l Kcl - 2 % Polyvinylpyrolidon
- 1,44 g/l Na,HPO, x 2H,0 - 0,2 % Ovalbumin
- 0,2 g/l NaN,
Substratlésung:

Waschpuffer PBS-T:
- PBS + 0,05 % Tween-80 - 10 % Diethanolamin (pH 9,8)
- p-Nitrophenylphosphat (1 mg/ml)

PBS-NaDIiECA:
- 1x PBS + 0,01M NaDiECA
(Natriumdiethyldithiocarbamat)
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8.8.32 Gesamtproteinextraktion aus Pflanzenmaterial

Probenpuffer:

750 mM Tris-HCI (pH 8,8)

4 % (w/v) SDS

4 % (w/v) 2-Mercaptoethanol
40 % (w/v) Saccharose

8.8.33 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese zur Trennung von Proteinen

Acrylamidstammldsung:

30,0 % Acrylamid

2,7 % Bisacrylamid

10 % Saccharose

1 h mit 1 g Amberlite (Sigma) riihren
und filtrieren

Lagerung bei 4 EC

4x Trenngelpuffer (TGP):

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
0,4 % SDS

4x Sammelpuffer (SGP):

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
0,4 % SDS

2x Elektrophoresepuffer:

0,05 M Tris-HCI (pH 8,3)
0,384 M Glycin
0,2 % SDS

TEMED:

N,N,N',N'-tetra-methylethylendiamin

8.8.34 Proteinfarbung in PAA-Gelen mit Coomassie

Farbeldsung:

50 % (v/v) A. bidest
40 % (v/v) Eisessig
10 % (v/v) Methanol

Entfarbelésung:

25 % (v/v) Methanol
7,5 % (v/v) Eisessig
67,5 % (v/v) A. bidest

8.8.35 Proteinmolekulargewichtsmarker
Mid-Range (Fa. Promega):

0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant blue R250
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97,4; 66,0; 55,0; 42,7; 40,0; 31,0; 21,5; 14,3 kDa
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8.8.36 Proteinelektroblot (Westernblot)

“blotting”-Puffer: Pyronin:

- 25 mM Tris-HCI, (pH 8,0) - 2 % (w/v) Pyronin
- 192 mM Glycin - 1 % (w/v) SDS

- 20 % (v/v) Methanol - 10 % Glycerin

8.8.37 Immunfarbung von Proteinen (Immunoassay)

Tris-Buffer-Saline (1x TBS): “detection”-Puffer:

- 20 mM Tris-HCI, (pH 7,4) - 100 mM Tris-HCI (pH 9,5)
- 500 mM NacCl - 100 mM NaCl

TTBS:

NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid):

- 0,05 % (v/v) Tween-80 in 1x TBS
- 50 mg/ml 100 % DMF oder fertige

TTBS 2 %: Lésung (Promega)
- 2 % (v/iv) Tween-80 in 1x TBS BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat):
Naphtol AS-MX Phosphat (Fa. Sigma): - 50 mg/ml 70 % DMF oder fertige

Lésung (Promega)
- 6 mg/15 ml A. bidest

Fast-Red (Fa. Sigma):

- 90 mgin 15 ml 0,2 M Tris-HCI (pH 8,0),
2 mM MgCl,

8.8.38 Elektronenmikroskopie

Phosphatpuffer (0,1M): Uranylacetat (1 %):

- 38,8 ml Stock 0,5 M KH,PO, - 1 % in A. bidest
- 61,2 ml Stock 0,5 M Na,HPO,

Verdinnung 1/5, (pH 7,0),

autoklavieren

8.8.39 Herstellung von Objekttragern

Pioloform (Plano):

- 1,5 % in Chloroform
- Erst 24 h nach dem Ansetzen verwenden.
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8.8.40 Alignment der CP-Kernbereiche von PPV, ZYMV, PVY, TVMV und BrSMV

“w,n,

ClustalX-alignment der Aminosauresequenzen der CP-Kernbereiche (“:”: ahnliche As,“.”: konserviert

"*”. perfekt konserviert)

a. PPV
b. PVY
c. ZYMV
d. TVMV
e. BrSMV
a.-QSCFQTWYEGVKRDYDVTDDE-MSIILNGLMVWC-ENGTSPNIN—-GMWVMMD————— G
b.-Q0SQFDTWYEAVQLAYDIGETE-MPTVMNGLMVWCIENGTSPNIN--GVWVMMD————— G
c.-HQQFASWEFNQVKTEYDLNEQQ-MGVVMNGFMVWCIENGTSSDIN——-GVWVMMD————— G
d.-HSQFKAWHTNVMAELELNEEQ-MKIVLNGFMIWCIENGTSPNIS—-GVWIMMD————— G
e.—TQQELNDWIKASADGLGQTEEAFIDNILPGWIVHCIVNTTSSENRKAGSWRCVTNAGTAD
* . * * ** - *  *x -
a.ETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHFSNVAEAYIEKRNYE-KAYMPRYGIQRNLTDYSLA
b .DEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAYIEMRNKK-EPYMPRYGLVRNLRDGSLA
c.NEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRNAE-APYMPRYGLLRNLRDRSLA
d.DEQVEYPIEPMVKHANPSLRQIMKHFSNLAEAY IRMRNSE-QVYIPRYGLQRGLVDRNLA
e.EEQVLYDIEPMYSAANPTMRAIMRHFSDLARLVIAESFKQGRPLIPKGYIKAGVLDASSA
**x * ::*: . * * * * * *** *. . .
a.RYAFDFYEMTSTTPV-
b.RYAFDFYEVTISRT———
c.RYAFDFYEVNSKT———
d.PFAFDFFEVNGAT-———
e .AAACDFVARDRHDTAT
* X%

8.8.41 Alignment von CP-NAT, CP-SoC, und sequenziertem Bereich der CP-SoC Rekombinante

1. ClustalX-alignment der Nukleotidsequenzen (*: perfekt konserviert, : mdglicher Bereich der
Rekombination, o:Nukleotidaustausch in der rekombinanten Sequenz)

a. CP-RQ-D

b. CP-SoC

c. CP-SoC-Rekombinante
A T GCTGACGAA
b .GCCAAGGAGGGAAATGATGACGACGTAACTCTAGTGGATGCAGGCAAGTCAACTGTCACC

.AGAGAAG————— ACGA-—GGAGGAAGTTGATGCACTTCAACCACCTCCAGTCATACAGCC
.ACAGCAGCTTCCACGCCTGCAGTAACAAGCT-CACAATTTCCACCTCCAC-CATTC—--CC

QoW

. TGCACCCCGGACTACGGCGCCAATGCTCAACCCCATTTTCACGCCAGCAACAACTCAACC
.AAATCTGCAGAGCGCGGCACCAATGTTTGATCCCATATTCACTCCAGCAACAACCCAGCC

QoW

.AGCAACAAAACCAGTTTCACAGGTGTCAGGACCTCAACTGCAAACTTTTGGAACATATAG
.AAATGTGAGACCGATTGCACCAGTAGTGACAAGTCCATTCT——-CGTATGGGGTAATTGG

QoW

. TCATGAGGATGCATCACCTAGCAACTCAAACGCGCTAGTCAACACAAACAGAGACAGGGA
.GAACCAGAACGTGACACCTTCCTCCTCAAATGCACTAGTCAACACGAGGAAGGATCGAGA

QoW

. TGTCGATGCAGGATCAACTGGAACTTTTACAGTGCCACGTTTGAAGGCAATGACTTCGAA
. TGTAGATGCAGGAACGATTGGGACCTTCTCAGTACCTCGACTTAAGTCTATGACTTCGAA

QoW
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QoW QoW QoW QoW Qoo Q0w Q0w Q0w Q0w QoW QoW QoW

QoW

.ACTATCTCTGCCAAAGGTGAAGGGAAAGGCTATTATGAACTTGAACCATTTGGCACATTA
.ATTATCACTCCCGAAGGTGAGAGGGAAGGCCATCATGAACCTCAGTCATTTGGCTCATTA
ST e e e GAAAGGCTATTATGAACTTGAACCATTTGGCACATTA

* kkk)khk kk kkhkk(kkhkkikkx K Kk khkkhkk k) )k k* XKk k*k
Sacl

. TAGTCCTGCACAGGTTGACTTGTCAAACACGAGAGCTCCGCAGTCTTGTTTCCAAACTTG
. TAATCCTGCACAAACTGACTTATCAAACACGCGGGCTCCTCAATCTTGTTTCCAAACTTG
. TAGTCCTGCACAGGTTGACTTGTCAAACACGAGAGCTCCGCAGTCTTGTTTCCAAACTTG

*k khkkkkkkk*k khkkkhkhkk Kkkhkkhkhkkhkhkhkk kk * kkhkhkkk kk khkhkkkhkhkkhkkhkhkkhkhkkkhkkk

.GTATGAAGGAGTTAAGCGAGACTATGATGTCACGGACGATGAAATGAGCATCATTTTAAA
.GTATGAAGGAGTCAAGCGAGACTACGATGTTTCGGATGATGAGATGAGCATTATTTTGAA
.GTATGAAGGAGTTAAGCGAGACTATGATGTCACGGACGATGAAATGAGCATCATTTTAAA

khkkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkk, khkhkhkkhkhkkhkkhkhkkk *kkkx*kx khkkk Kkhkkkhkk khkkkhkhkkhkkhkk khkkkkk kK

.TGGTCTTATGGTTTGGTGCATAGAGAATGGAACATCCCCGAATATCAATGGAATGTGGGT
.TGGTTTGATGGTGTGGTGCATTGAAAATGGAACCTCTCCAAACATCAATGGGATGTGGGT
.TGGTCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAACCTCTCCAAACATCAATGGGATGTGGGT

khkkk Kk kkhkkhkkk kkhkhkhkkhkhkkhkk kk kkhkhkkkhkhkkhkk kk kk kk Kkhkkkhkhkkhkkhkk khkkhkhkkkk

.GATGATGGATGGGGAAACACAAGTGGAGTATCCAATAAAGCCATTGTTGGATCATGCGAA
. TATGATGGATGGAGAGACACAAGTGGAGTATCCAATAAAGCCATTGTTGGATCATGCGAA
. TATGATGGATGGAGAGACACAAGTGGAGTATCCAATAAAGCCATTGTTGGATCATGCGAA

khkkkhkhkkhkhkhkkhkhkk *k *Ahkkhkhkhkhhhkhhhkhhkhkhhkkhkhkhkkhkhhkkhkhhkkhhkhkkhkhkhkhkrkhkhkhrhkhkhrkhxxk

RQO-DV

.ACCCACTTTTGACGTCATTATGGCACATTTCAGTAACGTGGCTGAAGCGTATATTGAAAA
.ACCCACTTTTAGACAAATTATGGCACATTTCAGTAACGTCGCTGAAGCGTATATTGAAAA
.ACCCACTTTTAGACAAATTATGGCACATTTCAGTAACGTCGCTGAAGCGTATATTGAAAA

* Kk Kk k ok k ok ok kk LR R R R S R R R R i i I I i B i I i b e
EcoRI -

.ACGAAATTATGAAAAAGCATACATGCCAAGGTATGGAATTCAGCGCAACCTGACAGACTA
.GCGGAACTATGAGAAAGCATACATGCCAAGGTATGGAATTCAGCTCAACCTGACAGATTA
.GCGGAACTATGAGAAAGCATACATGCCAAGGTATGGAATTCAGCGCAACCTGACAGATTA

hk kk kkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk hrxkrkrkrkrkx *%
DF-KI BsiWI

.CAGCCTCGCCAGATATGCCTTTAAGATCTACGAAATGACTTCAACGACACCCGTACGGGC
.CAGCCTCGCCAGATATGCCTTTGATTTCTACGAGATGACCTCGACAACGCCTGTGAGGGC
.CAGCCTCGCCAGATATGCCTTTGATTTCTACGAGATGACCTCGACTACGCCTGTGAGGGC

Ak khhkkdhhkkdkhhkkdhkhkrhkkhkrhrkx*x * kK kkhkhkk Kk K*hkhkk kk K*k K*k K*k K*k kK * kK Kk

.ACGTGAAGCTCATATCCAAATGAAGGCAGCAGCATTGAGAAATGTTCAAAATCGTTTATT
. TCGTGAGGCACATATTCAAATGAAGGCAGCAGCATTGAGAGATGTTCAAAATCGTTTATT
. TCGTGAGGCACATATCCAAATGAAGGCAGCAGCATTGAGAAATGTTCAAAATCGTTTATT

Ahkk kKhhk *hk KAhAKdhk KAAIAAAIAAAIAAAIAAAIAAA A A A A AA*K* dhhkdhkhAdhkkdAdhkkddhrkxhhdx%

. TGGCTTGGATGGAAACGTCGGAACACAAGAAGAGGACACAGAGAGACACACCGCTGGTGA
. TGGCTTGGATGGAAACGTCGGAACACAAGAAGAGGACACAGAGAGGCACACCGCTGGTGA
. TGGCTTGGATGGAAACGTCGGAACACAAGAAGAGGACACAGAGAGACACACCGCTGGTGA

AR AIAKRA KA A A A A I A A A A A A A A A A I A A I A A I A A I A A I A A A d A h Ak kddhkddhrxhrkxhx

= 3°-NTR

. TGTTAATCGCAACATGCACAACCTCCTCGGTATGAGGGGAGTGTAGTGGTCTCGGTATCT
. TGTTAATCGCAACATGCACAACCTCCTCGGTGTGAGGGGAGTGTAGTGGTCTCGGTATCT
. TGTTAATCGCAACATGCACAACCTCCTCGGTATGAGGGGAGTGTAGTGGTCTCGGTATCT

AARAIAKRAIKAAIAAA KA A A A A A A A A A I A A A A AIA AhFdd A dA A d A A dA Ak hAdAhkhkdhhkdAdrxdrkxhx

.ATCATAAACTCTACCTGGGTGAGAGTCTAACCATCCAGTTGTTTTTAGATTCCTGTTAGC
ATCATAAACTCTACTTGGGTGAGAGTCTAGTCATCCAACTGTTTTTAGATTCCTGTTAGA
.ATCATAAACTCTACCTGGGTGAGAGTCTAACCATCCAGTTGTTTTTAGATTCCTGTTAGC

Ak khhkkdkhhkkdhhkkdhk *hkdhkkhdhkxrhrkxhx*k * ok Kk Kk kK LR i i i i i I b S S i i g

LATCCTTTTCTCCGCTTTAATAGCAGTACATTCAGTGAGGTTTTACCTCCATATGTGCTAG
.CTCCTTTTCTTTGCTTTAATAGCAGTACATCCAGTGAGGTTTTACCTCCATATGTCCTAG
LATCCTTTTCTCCGCTTTAATAGCAGTACATTCAGTGAGGTTTTACCTCCATATGTGCTAG

*khkkhkhkkKhk*k AhkA I AkAddAddAddAdhh* ddhhkdhhkdhhkdhkhdhkkdrhkxrhrkxrx *x*x*%
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. TCTGTTATTGTCGAACACAGGCCCTTGTATCTGATGTAGCGAGTGTTTCACTCCATTCGG
. TCTGTTATTGTCGAACACAGGCCCTTGTATCTGATGTAGCGAGTGTTTCACTCCATTCGG
. TCTGTTATTGTCGAACACAGGCCCTTGTATCTGATGTAGCGAGTGTTTCACTCCATTCGG

LR R e i b i b i S i b b b i b e S b I b S d R S dh R i b R b b i S S B I b b i S b i i i S

QoW

.GTTATAGTTCTTGTGCAAGAGACAAAAAAAAAA
.GTTATAGTTCTTGTGCAAGAGACAAAAAAAAAA
.GTTATAGTTCTTGTGCAAGAGACAAAAAAAAAA

R e b i 2 b i b i 2 b B b g S e S b b i i

QoW

“.n,

2. ClustalX-alignment der Aminosauresequenzen der CP-core-Bereiche (“:”: ahnliche As,“.”: konserviert
7. perfekt konserviert, >:Aminosareaustausch im rekombinanten Protein)
. CP-RQ-D

. CP-SoC

. CP-SoC-Rekombinante

O oo -

.ADEREDE-———-——""—"————————— EEVDALQPPPVIQPAPRTTAPMLNPIFTPATTQPA
.AKEGNDDDVTLVDAGKSTVTTAASTPAVTSSQFPPPPFPNLQSAAPMEDPIFTPATTQPN

QoW

. TKPVSQVSGPQLQTFGTYSHEDASPSNSNALVNTNRDRDVDAGSTGTFTVPRLKAMT SKL
.VRPIAPVVTSPFSTYGVIGNQNVTPSSSNALVNTRKDRDVDAGTIGTEFSVPRLKSMTSKL

QoW

. SLPKVKGKAIMNLNHLAHYSPAQVDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVTDDEMSIILNG
. SLPKVRGKAIMNLSHLAHYNPAQTDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVSDDEMSIILNG
S KATMNLNHLAHYSPAQVDLSNTRAPQSCEFQTWYEGVKRDYDVTDDEMSITILNG

KKKKKK KKKKK  Khh Kk h Kk h Kk hhhhhhh kA A AR A AAAAAK s KARKKRKKK KK

RQ-DV

. LMVWCIENGTSPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFDVIMAHEFSNVAEAYTIEKR
. LMVWCIENGTSPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHEFSNVAEAYTIEKR
. LMVWCIENGTSPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHEFSNVAEAYTIEKR

LR i i i S b b i b I b b b i b dh S e B b i B b S B b i i b i i LR R i i i I i i b i i

QoW

QoW

) DF-KI
.NYEKAYMPRYGIQRNLTDYSLARYAFKIYEMTSTTPVRAREAHTIQMKAAALRNVQONRLEG
.NYEKAYMPRYGIQLNLTDYSLARYAFDFYEMTSTTPVRAREAHTIQMKAAALRDVQONRLEG
.NYEKAYMPRYGIQRNLTDYSLARYAFDFYEMTSTTPVRAREAHTIQMKAAALRNVQONRLEG

AAAIKAAIAIIAAF*K* dAhAdAAAIAAIAA ek d A dd A dh A dA A d A A dA bk hAd A hAd ke kA d Ak, hk

QoW

. LDGNVGTQEEDTERHTAGDVNRNMHNLLGMRGV
. LDGNVGTQEEDTERHTAGDVNRNMHNLLGVRGV
. LDGNVGTQEEDTERHTAGDVNRNMHNLLGMRGV

R e i i 2 b b i 2 b I b i S b i S b S I i i

QoW
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