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Zusammenfassung
Zusammenfassung

Inhaltsangabe

Diese Masterarbeit wurde im Verlauf des Sommersemesters 2014 am Leibniz Institut fur Pflan-
zenbiochemie (IPB) in Halle angefertigt. Gegenstand dabei war die Charakterisierung von Kar-
toffelpflanzen (Solanum tuberosum cv Désirée), welche durch RNA-Interferenz reduzierte
Mengen der Tyramin-Hydroxyzimtsaure-Transferase (THT) besafl’en. Durch Southern- und
Northern-Blot-Analysen wurden die korrekte Insertion als auch der RNAIi-Effekt tberprift und
bestétigt. Infizierte Blatter und die dazugehdérenden Infektionstropfen wurden in Methanol ge-
I6st und massenspektrometrisch nachgewiesen. Darauf aufbauend wurde das Wachstum von
Phytophthora infestans auf transformierten Linien untersucht, wobei dessen Biomasse nach
3-tagiger Infektion durch gPCR bestimmt wurde. Wahrend der Betreuung der transformierten
Linien in Sterilkultur wurde ein Phanotyp ersichtlich. Nach Dokumentation der &ufReren Er-
scheinungen und nach Prifung auf Einfluss von Pathogenen, wurden diese Pflanzen fir Knol-
lenversuche im Gewdachshaus ausgepflanzt und analysiert. Zuletzt wurde die Sequenz von
THT analysiert und kloniert, woraufhin drei Fragmente generiert wurden, welche fir weitere

Versuche genutzt werden kénnen.



Zusammenfassung

Abstract

This master thesis was elaborated in the course of the summer term 2014 at the Leibniz Insti-
tute of Plant Biochemistry (IPB) in Halle, Germany. The topic was the characterization of potato
plants (Solanum tuberosum cv Désirée), which had through RNA interference reduced
amounts of tyramine N-hydroxycinnamoyltransferase (THT). By Southern and Northern blot
analyses, the correct insertion and the associated effect were checked and confirmed. Infected
leaves and the corresponding infection droplets were dissolved in methanol and detected by
mass spectrometry. The growth of Phytophthora infestans was tested on transformed lines,
wherein the pathogen biomass was determined after three days of infection by gPCR. While
taking care of the transformed lines in sterile culture, a phenotype was apparent. After docu-
mentation of the external phenomena, these plants were planted for tuber experiments in the
greenhouse. At last, the sequence for THT was analyzed and cloned (2 different fragments),

which can be used for further experiments.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Pflanzen-Pathogen-Interaktion

1.1.1 Bedeutung der Kraut- und Knollenfaule

Biotische und abiotische Stressfaktoren gelten als wichtigster Grund in Ernteverlusten von
Kartoffeln. Die Kraut- und Knollenfaule wird dabei als biotischer Stress durch den Oomyceten
Phytophthora infestans ausgeldst und ist nach wie vor die verheerendste Kartoffelkrankheit
und war fur die irsh potato famine 1845 verantwortlich. Hohe Fungizidkosten, die Weiterent-
wicklung des Pathogens gegen die Fungizide, die hohe Vielfalt an kultivierbaren Kartoffelsor-
ten und das Auftreten von virulenten P. infestans-Stammen macht es zu einer anspruchsvollen
Aufgabe, die Kraut- und Knollenfaule unter Kontrolle zu bringen (Jacobs et al. 2010). Dieses
Pathogen nutzt dabei Sporangien und Zoosporen um Blatter, Sprossachsen und Wurzeln zu
befallen. Die Zoosporen und Sporangien penetrieren dabei die Blattoberflache durch die Sto-
mata oder direkt durch die epidermale Zellwand. Die Keimung verlauft optimal bei Tempera-
turen zwischen 18 und 22 °C und wird durch eine Luftfeuchtigkeit zwischen 75 und 80 % be-
gunstigt. Sporangien und Zoosporen differenzieren zu einem Appressorium und ein Penetra-
tions-Keil wird geformt, um durch die Zellwand der Wirtspflanze zu gelangen. Betroffenes Ge-
webe ist durch braune und schwarze Stellen gekennzeichnet. Nach drei bis vier Tagen werden
Sporangien gebildet, welche durch die Stomata hervortreten. Mit der Ubertragung durch Wind
und Wasser werden neue Pflanzen oder auch weitere Bereiche der Wirtspflanze (Wurzel) in-
fiziert. Die Kartoffel aktiviert dabei Gegenmafinahmen in Form von einer Hochregulation von
Abwehr-Genen fur Abwehr-relevante Proteine und Sekundarmetaboliten.

Sporangia

Older part
of lesion
Stomate  (necrotic)

Appressonum

DEDET Bul-\ .

i

Zoospore cyst,

]I[—] TTWF

Growing edge of lesion Intercellular
(biotrophic) hyphae Haustoria

Abbildung 1-1 Verlauf der Infektion durch Phytophthora infestans (nach Judelson & Blanco, 2005)
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1.1.2 Arten der Resistenz

Ein wichtiger Aspekt in der Pflanzen-Pathogen-Interaktion von Kartoffeln stellt die vorhandene
Resistenz dar: Qualitative Resistenz ist sortenspezifisch und geht zurtick auf Resistenzgene
(Vleeshouwers et al., 2011). Von diesen R-Genen sind bereits 21 identifiziert und kloniert wor-
den, u.a. R1 (Ballvora et al., 2002), R2 (Lokossou et al., 2009), R3a (Huang et al., 2005), R3b
(Li et al., 2011), R4 aus Solanum demissum (van Poppel et al., 2009), RB aus Solanum bul-
bocastanum (Chend & Haltermann, 2011) und Rpi aus Solanum venturii (Pel et al., 2009; Fos-
ter et al., 2009). Die Mehrheit der R-Proteine beinhaltetet eine nucleotide-binding site (NB) und
Leucin-reiche repetitive Doméanen (LRR; Jupe et al., 2012). Diese Art der Resistenz ist nicht
von langer Wirksamkeit und wird durch die rasche Anpassung von P. infestans Gberwunden.
Functional gene stacking ist dabei ein Ansatz, um anfallige Sorten zu starken (Zhu et al., 2012).
Ohne das entsprechende Wissen Uber die jeweilige Genfunktion (Kopplung und Ubertragung
mit Resistenz-basierten Genen; Kushalappa & Gunnaiah, 2013) kann die Resistenz innerhalb
der verschiedenen Kartoffelsorten jedoch nicht einwandfrei Ubertragen werden.

Die quantitative Resistenz hingegen wird tUber eine Vielzahl von Genen und QTLs kontrolliert,
wobei mindestens ein QTL auf jedem der 12 Kartoffel-Chromosomen lokalisiert ist (Simko,
2002). Insgesamt sind nach gegenwartigem Stand 211 QTLs identifiziert, basierend auf 29
QTL-Karten fur Resistenzen (Danan et al., 2011). QTLs gegen Kraut- und Knollenfaule sind
dabei stark assoziiert mit einer spéateren Fruchtreife und sind gekoppelt mit nicht weiter identi-
fizierten Genen (Kou & Wang, 2010). Ein ungerichteter Metabolomics-Versuch von Yogendra
et al. (2014) brachte dabei in resistenten Kartoffelsorten 241 Resistenz-assoziierte Gene und
110 Resistenz-assoziierte Proteine hervor. Wichtige Vertreter von Resistenz-assoziierten Me-
taboliten gehdren dabei zu den Phenylpropanoiden, Fettsauren, Flavonoiden und Alkaloiden.
Der unterschiedliche Gehalt an Resistenz-assoziierten-Metaboliten in resistenten Genotypen
gegenlber anfalligeren Sorten geht vermutlich auf folgende Ursachen zurlick: Substitutionen
von Aminosauren in Resistenz-relevanten Enzymen kénnen durch nsSNPs hervorgerufen
werden, wodurch die Enzymaktivitat entscheidend beeinflusst wird. Solche Substitutionen sind
im Fall von Hydroxyzimtsaureamiden 1131V, A158V und H298D in 4-Coumarat:Coenzym A
Ligase (4-CL) und P94L, P149L und A262S in der Tyrosin-Decarboxylase (TyDC), welche in
anfalligen Sorten die Proteinfunktion und —stabilitdt beeinflussen (Capriotti et al., 2005). Die
Substitution von Alanin zu Valin in 4-CL geht mit energetischen Effekten der Tertiar-Interaktion
einher und beeinflusst die helikale Struktur des Proteins (Gregoret & Sauer, 1998). Ahnliche
Substitutionen und Unterschiede wurden auch in der Tyrosin-Decarboxylase (TyDC) gefunden
(Ashkenazy et al., 2010). Weiterhin findet man in allelen Unterschieden und Polymorphismen
in Promotor-Regionen ebenso Ursachen fur einen unterschiedlichen Gehalt an besagten Me-

taboliten, wodurch die Expression unterschiedlich ausfallen kann (Yogendra et al., 2014).
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1.1.3 Pathogenabwehr in Pflanzen

Die induzierte Resistenz gegen Pathogene wird seit jeher in vielen Pflanzen-Arten untersucht
(Clarke et al., 1982), ebenso wie die entsprechende Anwendung zum Schutz von Nutzpflanzen
(Ku'c et al., 2001). Als Reaktion auf Pathogenbefall werden sekundare Metaboliten gebildet,
pathogen-bezogene Gene und Proteine werden exprimiert und reaktiver Sauerstoff wird gebil-
det (Sticher et al., 1997; Hutcherson et al., 1998). Im Bezug zur Insektenresistenz stellte sich
heraus, dass Jasmonséure (Thaler et al., 2001) und Caffeoylputrescin (Tebayashi et al. 2007)
eine entscheidende Rolle spielen. Ein weiterer Aspekt der induzierten Pathogenabwehr be-
steht neben der lokalen Antwort (im befallenen Gewebe) auch in der systemischen Antwort,
welche nicht befallene Bereiche der Pflanze einbezieht. Dabei werden bspw. Alkaloide, wie
Nikotin in Tabakwurzeln, gebildet, welche in die betroffenen Bereiche transportiert werden
(Dawson & Solt, 1959). Systemische Veranderungen sind von Bedeutung fir die Pflanzen-
gerichtete Interaktion mit Herbivoren. Dabei wurde gezeigt, dass die Umstrukturierung in Wur-
zeln nach Blattbefall einen starken Einfluss auf Wurzel-Herbivoren wie Insektenfresser (Soler
et al., 2007), Nematoden (Kaplan et al., 2008) und Mikroorganismen (Yang et al., 2011) hat.
Umgekehrt beeinflussen Wurzel-Herbivoren die oberirdische Resistenz gegen Insekten (van
Dam et al., 2005) und Pathogene (Erb et al., 2009) gleichermalien.

Wahrend der Pflanzen-Pathogen-Interaktion in der Kartoffel wird die Zellwand mit Lignin ver-
starkt und die Akkumulation von Phytoalxeinen wird eingeleitet. Zellwandgebundene Phenole
wie Hydroxyzimtsaureamide sollen dabei die Penetration des Pathogens eindammen. Pheno-
lische Komponenten der Kartoffel, welche im Zusammenhang mit erhéhter Resistenz gegen
P. infestans stehen, umfassen dabei Chlorogenséaure, Kaffeeséure, Scopoletin, Scopolin als
auch p-Coumaroyloctopamin. Isoprenoide analog dazu umfassen Rishtitin, Phytuberin und
Lubimin (Henriquez et al., 2012).

1.1.3.1 PAMP-assoziierte Immunitat (PTI)

Durch die Erkennung von Pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) aktivieren Pflan-
zen ihren Abwehrmechanismus, welcher ausreicht, um weiteren Befall einzuschrénken.
PAMP-assoziierte Immunitat ist sehr effektiv gegen Infektionen, wobei viele Pflanzen gegen
einen Grof3teil an Pathogenen immun sind (Jones & Dangl, 2006). PAMPs sind dabei konser-
vierte, pathogen-basierte Strukturen, welche es dem Erreger erméglichen zu tberleben bzw.
die gewohnte Lebensart fortzufihren, womit deren Verlust ein erheblicher Nachteil wére
(Gomez-Gomez & Boller, 2002). Pflanzen erkennen PAMPs wie Flagellin, Liposaccharide,
Peptidolycane oder auch den Elongationsfaktor EF-Tu Uber entsprechende PAMP-Rezepto-
ren (PRR; Boller, 2005). Zu den Abwehrmechanismen, welche bei Identifikation von PAMPs

eintreten, gehdren die Bildung von reaktivem Sauerstoff, die Aktivierung von mitogen-activated
3
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protein kinase Kaskaden (MAPK) und die Induktion der Abwehr-Gen-Expression. Das Phyto-
phthora-PAMP Pep-13 ist eine hoch konservierte Struktur der Phytophthora-Transglutaminase
(Brunner et al., 2002) und induziert in Kartoffeln die Bildung von H.O,, die Akkumulation von
Salicylsaure und Jasmonséaure, die Expression von Abwehr-Genen und HR-&hnlichen Zelltod
(Halim et al., 2012).

NHQ— ransalutaminase - COOH

O

Pep-13 | VWNQPVRGFKVYE
W2A  VANQPVRGFKVYE

Abbildung 1-2 Sequenzielle Unterschiede zwischen Pep-13 und W2A Pep-13 ist Teil der hoch konservierten
Phytophthora-Transglutaminase und eignet sich dadurch, um die Pathogen-induzierte Abwehr in Pflanzen zu akti-
vieren, welche Uber den bendtigten PAMP-Rezeptor verfligen. W2A kann durch eine Punktmutation als Kontrolle
genutzt werden, ohne, dass die Abwehrmechanismen aktiviert werden.

1.1.3.2 Effektor-assoziierte Anfalligkeit (ETS) und Immunitat (ETI)

Pathogene entwickelten im Verlauf der Zeit jedoch Effektoren, welche die basale Resistenz
unterdriicken kénnen, wodurch es zum erfolgreichen Befall der Pflanze kommt (effector trig-
gered susceptibility — ETS). Pflanzen-Resistenz-Gene entwickelten sich dem gegentiber eben-
falls weiter und deren gebildete Proteine waren im Stande spezifische Effektoren von verschie-
denen Erregerstammen zu erkennen (NB-LRR Proteine), wodurch die Resistenz-Aktivierung
wieder eingeleitet werden konnte. Als Folge werden Signalkaskaden in Gang gesetzt, welche
das Pathogen an weiterer Proliferation hindern sollen. Hydroxyl-Radikale und H>-O» sorgen fur
Lipidperoxidation und Enzym-Inaktivierung, wahrend die Induzierung von Proton-lonenkana-
len und MAP-Kinasen die Aktivierung der Abwehr-assoziierten Genexpression zur Folge hat.
Es werden Sekundarmetaboliten wie Hydroxyzimtsdureamide gebildet aber auch pflanzliche

Hormone wie Salicylsaure und Ethylen (Jones & Dangl, 2006).
1.2 Hydroxyzimtsaureamide

Hydroxyzimtsdureamide sind weit verbreitete sekundare Pflanzenmetaboliten, welche von ho-
heren Pflanzen in E-1r-diastereoisomerischer Form gewonnen werden (Georgiev et al., 2012).
Hydroxyzimtsaure wird dabei mit aliphatischen Di- oder Polyaminen (Meurer et al., 1986; Wer-
ner et al., 1995), aromatischen Aminosauren (Adam et al., 1995; Correia et al., 1995) oder
biogenen Aminen verbunden. Verbindungen aus biogenen Aminen, wie Putrescin, Tyramin

oder auch Noradrenalin, spielen dabei eine signifikante Rolle im Pflanzenwachstum und der
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Entwicklung. Die Akkumulation dieser phenolischen Verbindungen wird ausgeldst als Reso-
nanz auf diverse Umwelteinflisse. Dazu zahlen unter anderem physische Verletzungen (Neg-
rel et al., 1993), Schwermetallbelastung (Fink et al., 1990) als auch Pathogenbefall (Peipp et
al., 1997). Uber peroxidatives crosslinking konnen sie bei Pathogenbefall mit der Zellwand
verbunden werden (Facchini et al., 2002). Neben Einschrankung der Zellwandverdaulichkeit
setzen sie dabei durch ihre potenzielle Zytotoxizitat fungales Wachstum auf3er Kraft (Yama-
moto et al., 1991, Nicholson & Hammerschmidt, 1992; Grandmaison et al., 1993; Park &
Schoene, 2002). Hydroxyzimtsaureamide sind mit inrem niedrigem Molekulargewicht und den
stickstoffhaltigen Komponenten eine hoch diverse Stoffgruppe in hoheren Pflanzen. Das kon-
krete Ausmal der Verbreitung lasst sich daran erkennen, dass diese Verbindungen den phe-
nolischen Hauptbestandteil reproduktiver Organe und Samen von mindestens 20 Arten und
13 verschiedenen Pflanzenfamilien darstellen (Martin-Tanguy et al., 1978).

Generell kbnnen Amine, welche eine Bindung mit Hydroxyzimtsaure eingehen, in zwei Frakti-
onen aufgeteilt werden. Auf der einen Seite befinden sich basischen Amine, welche wasser-
|6slich sind und mit einer primaren Aminofunktion ausgestattet sind, zu denen sich aliphatische
Di- und Polyamine wie Putrescin, Cadaverin, Spermidin und Spermin einreihen. Auf der ande-
ren Seite befinden sich neutrale, wasserunldsliche Amine ohne ionisierbare Funktion, mit aro-
matischen Aminen wie Tyramin, Octopamin und Tryptamin. Durch diese Vorlage resultiert eine
hohe Diversitat an Amid-Konjugationen, welche am Beispiel von Getreidesorten in Tabelle 1-1

verdeutlicht werden kann (Facchini et al., 2002):

Tabelle 1-1 Getreidesorten und deren hauptséchlich akkumulierten Hydroxyzimtsaureamide

Sorte Akkumulierte HCAA Referenz

, 4-Coumaroyltryptamin
Mais _ Ehmann, 1974
Feruloyltryptamin

Hafer > 40 substituierte Avenanthramide  Collins, 1989

Konjugate aus Polyamin-Agmatin Stoessl & Unwin, 1969
Dimere aus Hordatin A und B Smith & Best, 1978

Gerste

Weizen Amide aus 2-Hydroxyputrescin Samborski & Rohringer, 1970

1.2.1 Biologische Bedeutung

Hydroxyzimtsdureamide sind eine weit verbreitete Stoffgruppe und kommen neben Pflanzen

auch in Fruchten, Gemuse und sogar Bienenharz vor (Wie et al., 2012). Die ersten wachs-
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tumsinhibierenden Funktionszuordnungen — jedoch ohne ein konkretes Modell zur physiologi-
schen Funktion von Hydroxyzimtsaureamiden, wurden im Zusammenhang mit Solanum me-
longena festgestellt (Yoshihara et al., 1978). Es folgten Erkenntnisse Uber antivirale Eigen-
schaften von 4-Coumaroylputrescin (Martin-Tanguy et al., 1978), antifungale Eigenschaften
von Hordatin A und B (Stoess| & Unwin, 1969) und Zusammenhange mit der Blutenformation
(Sun et al., 1991). Die bedeutsamste Funktion jedoch steht in Korrelation mit Pathogenbefall
und Verwundung. Am Beispiel der Kartoffel werden dabei Feruloyltyramin und Feruloylocto-
pamin kovalent mit der Zellwand verbunden, um den Abbauvorgang durch hydrolytische En-
zyme herabzusetzen (Negrel et al., 1996). Feruloyltyramin und dessen Derivate wie Feruloyl-
3‘-methoxytyramin sind dabei hauptsachlich an der Zellwandverdickung gegen Pathogenbefall
beteiligt (McLusky et al., 1999). Daneben existieren fir weitere Vertreter der Stoffgruppe der
Hydroxyzimtsdureamide zahlreiche Eigenschaften: Sie besitzen antioxidative, HIV-1-Integrase
hemmende, antimikrobielle, thrombozytenaggregationshemmende und gegen Tuberkulose
wirkende Effekte (Lee et al., 2003, 2004; Tebayashi et al., 2000; Charvat et al., 2006, Narasim-
han et al., 2005; Lai et al., 2002, Yoya et al., 2009; Kang et al., 2009). Weitere Anwendungs-
gebiete beinhalten die Eindammung von CO (Yokozawa et al., 2001), Melanogenesehem-
mung (Roh et al., 2004), antimycobakterielle Eigenschaften (Mata et al., 2004) oder auch die
Cyclooxygenase-Inhibierung (Park, 2007). Hydroxyzimtsaureamide teilen dabei strukturelle
Gemeinsamkeiten mit Polyamin-Toxinen von wirbellosen Organismen (Spasova et al., 2006)
und Vertreter aus der Klasse von 3,4-Dihydroxyzimtsdure-Amid und 4-Dihydroxyzimtsaure-
amid sind antiatherosklerotisch, indem sie zellulare Cholesterol-Ablagerungen verhindern (Lee
et al., 2004). Menschen kdnnen dabei von den antioxidativen Eigenschaften profitieren, denn
in diesem Zusammenhang wurden bereits Tumor-bekdmpfende (Narasimhan et al., 2004),
antifungale und hypocholesterolemische Effekte (Cho et al., 2004) nachgewiesen. In natrli-
chen, nicht verwundeten Pflanzengewebe kommt diese Stoffgruppe jedoch nur in geringen
Mengen vor, weshalb sie ein potenzielles Ziel beim Metabolic Engineering sind (Kang et al.,
2004).
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Abbildung 1-3 Einordnung der Hydroxyzimtsaureamide in den pflanzlichen Stoffwechsel nach Yogendra et
al. (2014) Ausgelést wird die Synthese der HCAA durch Verwundung oder Pathogenbefall. Uber einen Peroxidase-
gerichteten Prozess kdnnen sie in die Zellwand integriert werden, wobei mono- oder auch dikovalente Verbindun-
gen zwischen Tyramin mit der Zellwand-Phenol-Matrix entstehen. Trotzt geringfligiger cytotoxischer Eigenschaften
(Yamamoto et al., 1991) wird die Haupfunktion der HCAA dabei in der Zellwandverdickung vermutet. HCAA, hyd-
roxy cinnamic acid amides; TCA tricarboxylic acid cycle

E

1.2.1.1 Antioxidative Wirkung

Die antioxidative Wirkung der HCAA ist dabei auf den phenolischen Kern und die erweiterte
Seitenkettenkonjugation zurlickzuftihren, welche ein resonanzstabilisiertes Phenoxy-Radikal
ausbilden kénnen. Georgiev et al. (2012) zeigten dabei mithilfe eines DPPH-Assays, dass
Caffeoyldopamin und Caffeoylphenylethylamin am effektivsten als freie Radikalfanger agieren
(ca. 92 % RSA nach 10 Minuten). Kaffeesaure-Derivate verdanken ihre Eigenschaften hierbei
der ortho-dihydroxyl-Funktionalitdt im Catecholring: Die Anwesenheit einer Elektronen-Donor-
Hydroxyl-Gruppe in ortho-Position vereinfacht den Transfer von H-Atomen zu Peroxyl-Radika-
len (Lucarini et al., 2002), wodurch ein Phenoxy-Radikal gebildet werden kann. Sollte dabei
eine Hydroxyl-Gruppe jedoch methoxyliert werden, wird es unmagglich Chinon-Oxidations-Pro-
dukte zu bilden, womit diese Stoffe ineffizient im Radikal-Quenching werden. In Biosystemen
hangt die antioxidative Fahigkeit neben den Hydroxylgruppen auRerdem auch von der Los-
1996). Die Fahigkeiten als Radikalfan-

ger werden somit mithilfe von Catechol oder Benzen als funktionelle Gruppe gesteigert, wobei

lichkeit und der Hydrophobizitat ab (Rice-Evans et al.,
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Methoxygruppen die Aktivitat mindern kénnen (bei Estergruppen um das 2-fache). Damit be-
sitzen Hydroxyzimtsdureamide mit aromatischen Aminen einen zweifach héheren antioxidati-

ven Stabilisierungsfakor (Georgiev et al 2013).

1.2.1.2 Antimikrobielle Wirkung

Antifungale Eigenschaften von Hydroxyzimtsdureamiden werden in der Literatur fur Dihydro-
N-Caffeoyltyramin, E-Caffeoyltyramin und Z-Caffeoyltyramin aus Lycium chinese (Lee et al.,
2010) als auch fur diverse N-cinnamoyl-a-Aminoséaure-ester und —amide (Narasimhan et al.,
2004; Yingyongnaronkul et al., 2006; Zhu et al., 2000) beschrieben. Georgiev et al. (2012)
demonstrierten zudem eine Wachstumsinhibierung von Staphylococcus aureus durch
Feruloyltyramin, Feruloyldopamin und Sinapoyltyramin (MIC bei 62,5 ug ml?). Identische Er-
gebnisse wurden flr Streptococcus pyogenes mit Synapoyltryptamin, Sinapoyltyramin und
Caffeoyltryptamin generiert (MIC von 62,5 yg ml?). Caffeoyltyramin wies zudem antifungale
Eigenschaften fir Candida albicans bei einer Konzentration von 125 ug ml* auf. Zur Inhibie-
rung von fungalen Enzymen, wie Tyrosinae, ist ein para-hydroxylierter Phenolring bei Hydro-
xyzimtsdureamiden von Bedeutung, wobei weitere Hydroxygruppen oder zwei Methoxygrup-

pen in ortho-Ausrichtung diese Aktivitat erniedrigen (Georgiev et al 2013).
1.2.2 Synthese

Hydroxyzimtsdureamide werden vermutlich im Cytosol gebildet (Farmer et al., 1999), welche
wahrend eines Pathogenbefalls zur Zellwand transportiert werden und dort einer peroxidativen
Polymerisation unterliegen (Jang et al., 2004). Durch die Inkorporation in die Zellwand werden
Pathogene eingeschrankt, indem die Zellwandverdaulichkeit herabgesetzt wird und Pilzhy-
phen in ihrem Wachstum inhibiert werden (Negrel et al., 1993; Grandamaison et al., 1993).
Die Synthese der HCAA wird dabei induziert durch Verwundung (Negrel et al., 1993), Elicitoren
(Schmidt et al., 1998), Pathogene (Negrel & Martin, 1984) und auch UV-C (Back et al., 2001).
Das Enzym Hydroxyzimtsdure-CoA:Tyramin-N-(Hydroxyzimtsaure)-Transferase (THT) spielt
dabei eine besonders wichtige Rolle, indem es die letzte Stufe der Synthese katalysiert.

Zur Bildung von Hydroxyzimtsaureamiden bedarf es zwei Arten von Substrat: Zum einen Hyd-
roxyzimtsaure-CoA-Thioester wie Cinnamoyl-CoA, p-Coumaroyl-CoA, Caffeoyl-CoA, Feruloyl-
CoA oder auch Sinapoyl-CoA. Sie werden aus Hydroxyzimtsaure durch eine Serie von Enzy-
men gebildet. Beispiele daftir beinhalten Cinnamat-4-Hydroxylase, Coumarat-3-Hydroxylase,
Kaffeesdure-O-Methyltransferase, Ferulat-5-Hydroxylase als auch Hydroxycinnamat:CoA-
Ligase (Douglas, 1996). Auf der anderen Seite der genutzten Substrate stehen die aromati-
schen Amine, wie Tyramin, Octopamin, Dopamin, Noradrenalin und Tryptamin, welche durch

die Decarboxylierung aus Tyrosin und Tryptophan entstanden sind.
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Die Bildung von Hydroxyzimtsaure-CoA-Ester findet in Pflanzen ubiquitar als Teil des Phenyl-
propan-Stoffwechsels statt (Hahlbrock & Scheel, 1989) und findet ihren Ursprung in der Deas-
minierung von Phenylalanin zu trans-Zimtsdure durch die Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
(PAL). 4-CL katalysiert anschliel3end die Konvertierung von 4-Coumarséaure und anderen sub-
stituierten Zimtsauren (Kaffee- und Ferulasaure) zu Hydroxycinnamoyl-CoA-Thiol-Ester, wel-
che zur Synthese von HCAA, Flavonoiden, Lignin, Polyphenol, Coumarin und Suberin genutzt
werden (Douglas 1996; Ehlting et al., 1999). Das Enzym 4-CL besitzt die AMP-Bindedoméane
PYSSGTTGLPKGYV, das GEICIRGR-Muster (Stuible & Kombrink, 2001) und die konservierten
VPP und PVL-Doménen (Schneider et al., 2003). Das dazugehorigen Gen ist in der Kartoffel
auf Chromosom 3 bei 66,001 cM lokalisiert (Gebhardt & Valkonen, 2001; Meyer et al., 2005).
Parallel dazu findet die Decarboxylierung von L-Tyrosin zu Tyramin durch die Tyrosin-Decar-
boxylase (TyDC) statt. TyDC besitzt eine konservierte, pyridoxale Phosphat-Bindungsstelle
DAAYAG, wodurch dieses Enzym zur Familie der Aminosaure-Decarboxylasen zahlt (Facchini
& Luca, 1994). Das entsprechende Gen fir TyDC ist auf Chromosom 3 von Kartoffel lokalisiert
(PGSC 2013; Yogendra et al., 2014). THT katalysiert die Kondensation von Hydroxycinna-
moyl-CoA-Thioester mit Aminen wie Tyramin. Ein Teil von 11 orthologen THT-Genen fir Kar-
toffel befindet sich auf Chromosom 10 (PGSC 2013, Schmidt et al., 1999) und gehort zur
Klasse der Acetyltransferasen. Diese beinhalten eine konservierte Acetyl-CoA-Bindestelle,
RKLGMGS, welche fir die katalytische Aktivitdt verantwortlich ist (Schmidt et al., 1999). Fir
die Aktivitat sind weiterhin Diethyldicarbonat-empfindliche und N-ethylmaleimid-sensible
Reste notwendig (Farmer et al., 1999). Als Transferase folgt THT einem bi-bi-Mechanismus,
wobei ein Ternarkomplex nach erfolgreicher, sequentieller Anbindung beider Substrate gebil-
det wird. Sollten Substrate verwendet werden, welche nicht unter die Substratspezifitat von
THT fallen, wird die Kondensation folglich durch andere Transferasen tibernommen (Polya-
min-basierte Substrate — PCT, Hydroxyanthranilat — HHT; Facchini et al., 2002).
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Abbildung 1-4 Synthese von Hydroxyzimtsdureaminden nach Hagel & Facchini (2005) Phenylalanin wird
durch PAL zu trans-Zimtsaure deasminiert, welche durch 4-CL oder andere Enzyme konvertiert wird. Parallel dazu
wird Tyrosin durch die TyDC decarboxliert. Das gebildete Tyramin kondensiert unter Einwirkung von THT mit Hyd-
roxyzimtsaure-CoA-Thioester zu einem Hydroxyzimtsaureamid. PAL, Phenylalanin-Ammonium-Lyase; 4-CL, 4-Co-
umarat:CoenzymA-Ligase; TyDC, Tyrosin-Decarboxylase; THT, Hydroxyzimtsdure-CoA:Tyramin-N-(Hydro-
Xyzimtséure)-Transferase

1.2.3 Eigenschaften und Diversitat der THT

THT wurde erstmals aus mit Tabak-Mosaik-Virus behandelten Tabakblattern isoliert (Negrel &
Martin, 1984) und ist in Mais (Ishihara et al., 2000), Weizen und Gerste (Louis & Negrel, 1991)
und in Zellkulturen von Nicotiana glutinosa und Eschscholzia californica (Villegas & Brodelius,
1990) nachgewiesen. Aus behandelten Zelllinien von Kartoffel (Hohlfeld et al., 1995), Tabak
(Fleurence & Negrel, 1987) und Blaumohn (Yu & Facchini, 1992) wurde THT bereits isoliert
und gereinigt, wohingegen cDNA-Klone aus Kartoffel (Schmidt et al. 1999), Tabak (Farmer et
al., 1999) und Paprika (Back et al. 2001) existieren. Die Kondensationsreaktion der Hydro-
xyzimtsdureamide erfolgt dabei vermutlich im Cytosol, belegt durch fehlende Target-Signale
und der Ldslichkeit von THT und TyDC (Farmer et al., 1999). Zur Vernetzung mit der Zellwand

bedarf es einer Peroxidase-Aktivitat (Negrel et al., 1996).
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THT besitzt ein aus zwei identischen Untereinheiten bestehendes Molekulargewicht von 40
kDA in Mais und 50 kDA in Tabak, Kartoffel, Paprika und Blaumohn. Im Vergleich auf Nukleo-
tidebene besitzen die THT-Sequenzen von Kartoffel, Tabak und Paprika die h6chsten Homo-
logien. Tabak- und Kartoffel-THT konnen zudem durch Ca?* stimuliert werden. Dieser Um-
stand ist den unterschiedlichen Wachstumsbedingungen der Zellkulturen geschuldet, wobei
eine Calcium-bindende Untereinheit mit der katalytischen Untereinheit der THT verbunden
wird (Negrel & Javelle, 1997). Die inhibierenden Effekte von Ethanol auf THT sind auf Caffeoyl-
CoA:3-OMethyltransferase (CCoAMT) zuriickzufihren, welche konfirmationsdndernd durch
die Interaktion mit hydrophoben Resten wirkt. Ein ahnlicher Effekt ist unter hohen Salzkon-
zentrationen ebenfalls zu beobachten (Negrel & Javelle, 1997). THT aus Tabak praferiert da-
bei Hydroxyphenyethylamine, wobei die Affinitdt gegeniiber Cinnamoyl-CoA-Derivaten Abwei-
chungen aufweist. (Facchini et al., 2002). Die vielseitige Substratspezifitat lasst sich jedoch
nicht auf alle isolierten THT Ubertragen: THT aus Tabak und Schlafmohn kénnen Caffeoyl-
CoA nicht verwenden (Negrel & Martin, 1984; Yu & Facchini, 1999) und Mais-THT findet fur
Cinnamoyl-CoA keine Verwendung. Lediglich fir Feruloyl-CoA besitzen alle Enzyme eine
hohe Affinitat. Auf der Seite der biogenen Amine besitzt THT gegeniber Tyramin die hochste
Affinitat (aul3er bei Mais), gefolgt von Octopamin. THT aus Kartoffel kann dazu sogar Norad-
renalin binden (Schmidt et al., 1999). Hydroxyzimtsaureamide aus Serotonin sind noch wei-
testgehend unbekannt. Solche Verbindungen besitzen jedoch nachweislich antioxidative Ei-
genschaften (Zhang et al., 1996) und inhibieren Reperfusionsschaden (Hotta et al., 2002) und
wurden bisher nur in bestimmten Pflanzensamen oder kranken Bambuszweigen entdeckt (Pa-
vlik et al., 2002; Tanaka et al., 2003). THT aus Paprika besitzt dabei eine héhere Affinitat far
Serotonin als fur Tyramin. Die Kn-Werte fur Serotonin liegen dabei 16-fach niedriger mit
Feruloyl-CoA als Acyl-Donor. Diese Derivate werden in der Paprika dabei nur in verwundeten
Fruchtgewebe gebildet.

CT und FT werden aufgrund von Verwundung in Blattsegmenten in Mais ebenfalls gebildet.
Die Untersuchung von THT aus Mais zeigte, dass dessen beste Substrate Tyramin und
Feruloyl-CoA sind, wobei Tryptamin und Sinapoyl-CoA ebenso effizient genutzt werden kon-
nen (THT und TrHT-Aktivitat). Das Molekulargewicht der Mais-THT betragt dabei 40 kDA und
ist bei einem pH-Wert von 5,5 bis 10 aktiv - mit einem Optimum bei pH 8,5 (Steigerung um das
40-fache mit 270 pkat mg™ Protein). THT wurde dabei in allen Maislinien festgestellt und kann
ab 100 pM durch Tyramin gehemmt werden (Ishihara et al., 2000).

In Reis war bisher nur ein THT-ahnliches N-Acetyltransferase-Gen mit 227 AS und 32 % Ahn-
lichkeit zu Paprika-THT bekannt, welches nach heterologer Expression in E. Coli keine THT-
Aktivitdt mehr aufwies (Hagel et al., 2005). Transgene Reis-Pflanzen mit einer erhéhten THT-
Genexpression produzierten jedoch bereits nach 19 Wochen mehr CT und FT als vergleich-

bare Wildtyp-Pflanzen. Tyramin stellte als Substrat dabei ein Nadel6hr in der Synthese dar.

11
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TyDC ist dabei ebenso als limitierender Faktor in der Biosynthese von Tyramin-basierten Se-
kundarmetaboliten an verwundeten Stellen zu betrachten, weil die Verfugbarkeit von Tyramin
eng verbunden ist mit den Transkriptmengen und der Enzymaktivitat von TyDC (Facchini &
De Luca, 1994, Schmidt et al., 1999). Der Phanotyp aller transgenen Linien blieb unverandert.
Die Aktivierung von THT kann dabei durch die exogene Beigabe von Tyramin als Substrat
ausgelost werden. TyDC, PAL und THT sind dabei im Cytosol lokalisiert worden, wéhrend 4-
CL innerhalb der Membran des ER und in der Zellwand vorkommt (Lee et al., 2007).

Amino acids L’::{Ornithine Arginine L-Tyrosine ]

TyDC
Amines Putresine == Agmatine ' Tyramine
l PAL, C4H
HCAAs-CoA p-coumaryl-CoA, feruloyl-CoA, caffeoyl-CoA, 4-CL Phenylalanine
thioesters sinapoyl-CoA
PHT
THT
SHT ACT
Feruloylputresine Feruloylagmatine N-feruloyityramine
G p-coumarylputresine p-coumarylagmatine | | p-coumaryityramine
. N'C?”OOV’PU""-’SC"”? N-caffeoylagmatine N-caffeoyltyramine
N-sinapoylputrescine N-sinapoylagmatine N-sinapoyltyramine

Abbildung 1-5 Produktbildungskaskade von Hydroxyzimtsaureamiden und deren alternierende Ergebnisse
nach Yogendra et al (2014) Je nach Substrat- und Enzymvorlage kann eine Vielfalt an HCAA zur Pathogenabwehr
gebildet werden. HCAAS, hydroxycinnamic acid amides; PAL, phenylalanine ammonia lyase; C4H, cinnamate 4-
hydroxylase; 4-CL, 4-coumarate: CoA ligase; ACT, agmatine coumaryl transferase; TyDC, tyrosinedecarboxylase;
THT, tyramine hydroxycinnamoyl transferase; SHT, spermidine hydroxycinnamoyl transferase; PHT, putrescince-
hydroxycinnamoyl transferase

Abbildung 1-6 Darstellung von THT Durch die Verwendung der THT-Sequenz konnte die Sekundarstruktur (1)
als auch die Oberflache (2) in silico modelliert werden.
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Einleitung

1.3 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Kartoffelpflanzen mit herunterregulierter Genex-
pression von THT. Die durch RNA-Interferenz hervorgerufene Erniedrigung im Gehalt an THT,
sollte auch eine Erniedrigung in der Konzentration der HCAA zur Folge haben. Dabei war es
zunachst von Bedeutung den RNAI-Effekt mit seiner korrekten Insertion nachzuweisen. Darauf
aufbauende Untersuchungen sollten sich mit der Akkumulation von HCAA befassen und wel-
chen Einfluss dies auf das Wachstum von Pathogenen hat. Diese Arbeit stellt damit die erste
Dokumentation eines solchen Versuches dar. THT wurde in ahnlichen Versuchen (Campos et
al., 2014) in anderen Systemen Uberexprimiert und fihrte zu einer verbesserten Resistenz. Im
Umkehrschluss wird durch die Herabsetzung der THT eine erhdhte Anfalligkeit gegentber Pa-
thogenen vermutet. Der Phanotyp transformierter Pflanzen blieb bei erhéhten Mengen an THT
und HCAA unverandert blieb (Lee et al., 2007; Campos et al., 2014). Ob dies bei einer niedri-

geren Menge von THT und HCAA ebenso der Fall ist, muss untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien und Geréate

Material und Methoden

Folgende Chemikalien, Gerate und Verbrauchsgegenstande wurden wahrend dieser Arbeit

genutzt.

Tabelle 2-1 Verwendete Geréte

Geratebezeichnung Hersteller
Gelelektrophoresekammer

Luna Automated Cell Counter Biozym
Mehrzweckzentrifuge 5418 Eppendrof AG
Mehrzweckzentrifuge 5804 Eppendorf AG
Mehrzweckzentrifuge 5810 Eppendorf AG

Nanodrop 8000

Precellys 24 Homogenisator

TKA GenPure Reinstwasseranlage
Transilluminator GeneGenius mit entspre-
chender Computersoftware (Geneshap)
Typhoon FLA 9500

Thermo Fisher Scientific
PEQLAB Biotechnologie GmbH
Thermo Fisher Scientific

Syngene

GE Healthcare Life Sciences
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Tabelle 2-2 Verwendete Chemikalien und Verbrauchsartikel

Material und Methoden

Verbrauchsartikel Hersteller Artikelnummer
2-Propanol Carl Roth GmbH + Co. KG AE73.1
Agarose Biozym 840004
Amersham Megaprime DNA  GE Healthcare Life Sci- RPN1604
Labeling System ences

Bacto-Agar BD Biosciences 214050
Bacto-Trypton BD Biosciences 211705
EDTA Carl Roth GmbH + Co. KG 8043.2
Essigsaure Carl Roth GmbH + Co. KG 3738.2
Ethidiumbromid Carl Roth GmbH + Co. KG 22184

EtOH (70%) Carl Roth GmbH + Co. KG 7301.1
Filterpapier VWR CA48602-142
GenElute Plant Genomic Sigma Aldrich G2N350-1KT
DNA Miniprep Kit

Hefeextrakt Duchefa 8013-01-3
Kaliumacetat Carl Roth GmbH + Co. KG T874.2
Murashige-Skoog-Medium Duchefa M0409.0250
NaCl Carl Roth GmbH + Co. KG 5741.2
NaOH Carl Roth GmbH + Co. KG 9356.1
Natriumacetat Carl Roth GmbH + Co. KG 6773.2
Nylonmembran, positiv gela- Roche Diagnostics GmbH 11417240001
den

PCI-Losung Carl Roth GmbH + Co. KG Al156.1
Phosphor Screens und La- GE Healthcare Life Sci- 63-0034-79
gerkasetten ences

Plant-Agar Duchefa 900-18-0
QIAquick Gel Extraction Kit  Qiagen N.V. 28704
Saccharose Carl Roth GmbH + Co. KG 4621.2

SDS Carl Roth GmbH + Co. KG 0183.2
Tri-Natriumcitrat Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG 3580.3
Tris-HCL Carl Roth GmbH + Co. KG 9090..3
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2.1.2 Verwendete Losungen

Tabelle 2-3 Zusammensetzung der verwendeten Lésungen

Medium Chemikalie Endkonzentration
MOPS 200 mM
10x MEN/MOPS-Puffer, pH _
20 Natriumacetat 50 mM
’ EDTA 10 mM
NaCL 3,0M
20 x SSC _ _ _ )
Tri-Natriumcitrat Dihydrat 0,3 M
EDTA, pH 8,0 0,5M
50x TAEfur 1 L Tris-HCL 242 g
Essigsaure 51,1 mL
_ Saccharose 209
2MS-Medium (pH 5,8) fir 1 _ _
. Murashige-Skoog-Medium 4,41 ¢
Plant-Agar 6,09
_ NaOH 0,2N
Alkalische SDS-Ldsung
SDS 1%
Denaturierungslosung fiir NaCL 15M
Southern Blot NaOH 0,5M
) _ Tris-HCL, pH 8,0 100 mM
Extraktionspuffer zur Isolie-
) EDTA 50 mM
rung genomischer Pflanzen-
NaCl 500 mM
DNA
SDS 1,5%
Kalium-Acetat-Losung fir Kaliumacetat 3M
100 mL Essigsaure 11,5 mL
Bacto-Trypton 10g
_ Hefeextrakt 50
LB-Medium/Agar fir 1 L
NacCl 50
Bacto-Agar 159
) Tris-HCL, pH 8,0 50 mM
Lysispuffer
EDTA 50 mM
Neutralisierungslésung fur Saccharose 15%
Southern Blot, pH 7,0 Tris-HCL 0,5M
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2.1.3 Oligonukleotide

Tabelle 2-4 Verwendete Primer und deren Verwendungszweck

Art Name Aufbau Ausrichtung Zweck
Sonde  #162 TCCTGGCC 5' -3 Sonde EF1a
Primer EF1 F ACTGCCCAGGTCATCATCA 5 -3 EF1a Forward
Primer EF1 R GCACTGGAGCATATCCGTTT 3 -5 EF1a Reverse
Sonde  #73 GCTGAGGA 5 -3 NOX-Sonde
Primer StNOX_F TCAATGCATAGGTATGAAG-  5-3 NOX-Forward
GAATC

Primer StNOX_ R TCTCTTCCTAGCTAGAGCAT- 3'-5 NOX-Reverse
CAAAT

Sonde #4 5 -3 P. infestans-
CGTACGGCCAATGTA Sonde

Primer P.i._F 5' -3 P. infestans For-
CAATTCGCCACCTTCTTCGA ward

Primer P.i._R 3 -5 P. infestans Re-
GCCTTCCTGCCCTCAAGAAC verse

Sonde #144 CCTCTTCC 5'- 3 THT - Sonde

Primer StTHT_F CCTCCTTAGAGGGCTTGCTT 5'-3 THT - Forward

Primer StTHT_R AGTACGGATGGCCCGTAGA 3 -5 THT - Reverse

Primer StTHT-5 CACCATGGCTCCTGCTCCT- 5 -3 Primer Forward
CAACA Klonierung

Primer  StTHT- ACATGTCTCTTCCTCAATTT- 3'-=5 Primer Reverse

30S TCC Klonierung

2.2 Anzucht von Solanum tuberosum cv Désirée

Alle Kartoffelpflanzen wurden als sterile Meristemkultur gehalten. Von sdmtlichen Linien wur-
den dabei jeden Monat 4 Sprossspitzen durch ein Skalpell abgetrennt und umgesetzt. In licht-
durchlassigen Plastiktopfen wurden die Sprdsslinge dabei durch 2MS-Medium versorgt, wel-
ches mit 250 pg pL* Carbenicillin angereichert war. Somit konnte das Wachstum von A. tume-
faciens und weiteren Pathogenen unterdriickt werden. Nach Erstellung neuer Passagen der
verschiedenen Linien wurden die alten Pflanzen in ein gedampftes Gemisch aus Erde und
Sand ausgetopft. Nach zwei bis drei Wochen waren diese Pflanzen kraftig genug fir Patho-
gen-relevante Untersuchungen. Die Phytokammern beider Kartoffelkulturen folgten dabei ei-
nem Tagesrhythmus von 16 h Licht bei 20 °C und einem Nachtzyklus von 8 h Dunkelheit bei
18 °C. Die tagliche Beleuchtungsmenge belauft sich damit auf 200 pE.
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Die transformierten Pflanzen selbst wurden von Frau Melanie Dobritzsch im Rahmen ihrer
Dissertation mit dem pHELLSGATE 8 Plasmid generiert (Abbildung 2-1)

(17,051) Agel OCS terminator
(16,707) Xbal Y 'Bsu36I (330}

RsrII (1119)

AFIIT (1923)
MauBI (2118)

(15,280) Xbal

(15,268) HindIII '
(15,263) BspDI - ClaL._ ™.},
(15,152) Pacl

(14,466) KpnI
(14,462) Acc65I
(14,456) EcoRI —i_#f
(14,450) Xhol ~ f

W BspEI (3450)

pHELLSGATE 8
17,485 bp

(13,020) PspXI - Xhol

(12,386) Scal
(12,234) Stul ™~ \ /
" Alel (5445)

\ " SexAl* (5533)
(11,646) Sacl — W\
(11,644) EcoS53kI .
“FspAI (6101)

(11,220) Pmel -~ N
(11,055) BsiWI :
Nrul (6598)

(10,595) Fsel

Abbildung 2-1 Vektorkarte des pHELLGATE-Plasmides nach URL-1

2.3 Anzucht von P. infestans

P. infestans (CRA208m2) wurde aus einem Glycerin-Standard auf Platten mit Hafer-Bohne-
Medium angeimpft. Nach der 14-tdgigen Anzucht in Dunkelkammern bei 18 °C wurde ein be-
wachsenes Stiick Medium unter sterilen Bedingungen entnommen und in einen neuen Erlen-
meyerkolben mit Hafer-Bohne-Medium Uberfuhrt. Nach 11-tdgiger Inkubation wurden die

Zoosporen abgespult und fur die jeweiligen Experimente weiterverarbeitet.
2.4 Infiltration von Kartoffelblattern

Einhundert uM lyophilisiertes Pep-13 und W2A wurden unter Einwirkung von lauwarmen Was-
ser langsam aufgetaut. Eine 5 mL Spritze ohne KanUlle wurde damit aufgezogen und im Vor-
feld wurden 2 Wochen alte, ausgepflanzte Kartoffelpflanzen ausreichend gewassert, damit ge-
Offnete Stomata die Infiltration erleichtern. Unter leichtem Druck wurden dabei von jeder Pflan-
zenlinie zwei Blatter mit je Flachen Flachen infiltriert. Nach einer Inkubationszeit von 4 Stunden
wurden die betroffenen Stellen mit einem Skalpell ausgeschnitten, in Schraubgefalien mit Ke-

ramik-Kugeln (2 1,4 mm) gelagert und in flissigen Stickstoff sofort tiefgefroren. Zur weiteren
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Verarbeitung wurden die Proben durch Precellys homogenisiert und die RNA-Isolation mit

TRIzol wurde durchgefihrt.
2.5 Infizierung von Kartoffelblattern

11 Tage alte Kulturen von Phytophthora infestans wurden mit 4 mL Wasser benetzt und inku-
bierten bei 4 °C fur 4 h. Die Sporen aus den Sporangien losten sich und gingen in die Lésung
Uber. Die Sporenlésung wurde durch eine Membran abfiltriert und mithilfe des LUNA-Cell
Counter auf eine Sporen-Konzentration von 1 x 10° mL™? eingestellt. Durch Nutzung einer Ep-
pendorf Varipette konnten somit die 3 Wochen alten Kartoffelpflanzen entsprechend infiziert
werden. Dabei wurden jeweils zwei Blatter jeder Linie mit funf Tropfen versetzt (Abbildung
2-2). Das Volumen der Tropfen betrug dabei 10 uL. Um der Austrocknung der Tropfen entge-
gen zu wirken, wurden Uber die Blatter Plastikbeutel gestllpt. Nach einer Inkubationszeit von
drei Tagen wurden die betroffenen Stellen mit einem Korkbohrer ausgestochen (2 = 6 mm)

und in flissigen Stickstoff tiefgefroren.

Abbildung 2-2 Inokulation von Kartoffelblattern mit P. infestans

2.6 Biomassebestimmung von P. infestans

Geerntete Blattstellen wurden durch Precellys homogenisiert. Zu allen gemérserten Proben
wurden 5 pL eines verdiinnten StNOX Plasmid-Standards hinzugegeben (1 x 10%). Die Isolie-
rung der genomischen DNA geschah anschlie3end durch das GenElute Plant Genomic DNA
Miniprep Kit von Sigma Aldrich und die DNA wurde danach 1:10 verdinnt und fur eine gPCR
vorbereitet. Ein Ansatz wurde dabei fir P. infestans verarbeitet - Sonde, Oligonukleotide und
eine Plasmid-Verdinnungsreihe, und einer fir SINOX. Der Quotient aus den Mittelwerten der
Konzentrationen erlaubt dabei Aussagen uber das Wachstum von P. infestans und die damit

einhergehende Anfélligkeit der jeweiligen Pflanze.
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2.7 Vorbereitung der Proben zum Metabolite Profiling

Drei Wochen alte, ausgepflanzte Kartoffelpflanzen wurden mit P. infestans fir einen Tag infi-
ziert. Sowohl die Tropfen als auch die betroffenen Blattstellen wurden geerntet und fur die
metabolische Untersuchung vorbereitet.

- Die Tropfen wurden in einem Vakuum-Konzentrator 3 bis 5 h bei 30 °C und 100 mbar
eingeengt. Das Pellet wurde in 30 %-igem Methanol in einem Ultraschallbad fur 15 min
resuspendiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 24000 rcf mit 4 °C fiir 10 min. Der Uber-
stand wurde in 2 mL Ampullen fur die Massenspektrometrie Gberfuhrt und bis zur Mes-
sung bei -80 °C gelagert.

- Die Blattscheiben wurden durch Precellys gemdrsert und zu 100 mg Blattmaterial wur-
den 200 uL 80 %-iges, frisches und vorgekiihltes Methanol gegeben. Die Proben wur-
den durch kraftiges Schiitteln durchmischt und inkubierten bei Raumtemperatur fur 40
min. Die internen Standards Biochanin A und Kinetin wurden beigeftigt (20 pL fir je-
weils 100 mg FW) und es folgte ein Ultraschallbad fur 15 min bei Raumtemperatur.
Nach Zentrifugation bei 24000 rcf fur 10 min bei 4 °C wurde der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefald tberfiihrt und auf Eis gestellt. Das Pellet wurde mit derselben Menge
80 %-igem Methanol versetzt und unter identischen Bedingungen gemarsert, im Ultra-
schallbad behandelt und zentrifugiert. Die somit akkumulierte Menge an Uberstand
wurde in einem Vakuum-Konzentrator bei 40 °C fur mindestens 2 h eingedampft. Der
Ruckstand wurde mit 200 pL 30 %-igem Methanol versetzt, wurde kraftig gemischt, im
Ultraschallbad resuspendiert und letztlich zentrifugiert. Die Uberstande der Proben
wurden in 2 mL Ampullen fur die Massenspektrometrie Uberfiihrt und bis zur Messung
bei -80 °C gelagert.

Die vorbereiteten Proben wurden im UPLC-ESI-QToF-MS im positiven und negativen Modus
gemessen. Dadurch konnten Aussagen Uber die akkumulierte Menge an HCAA innerhalb der

transgenen Linien getroffen werden.
2.8 Isolierung genomischer Pflanzen-DNA

Blattmaterial wurde in 2 ml Eppendorfgefaen in flissigem Stickstoff eingefroren und tber
Precellys gemdrsert. Es wurde 1 mL Extraktionspuffer (Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.) unter stetigem
mischen beigegeben. AnschlieRend erfolgte eine 10 mindtige Inkubation im Wasserbad bei 65
°C. 300 uL einer 5 M Kaliumacetat-Lésung wurden beigefiigt und das Material wurde erneut
fur 10 min im Eisbad inkubiert. Darauf folgte die Zentrifugation der Proben fur 10 min bei 15000

Upm und 4 °C. Der Uberstand wurde mit 800 uL PCI-Lésung versetzt, vorsichtig vermischt
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und 15 — 60 min geschwenkt. Im Anschluss wurden die Proben 5 min bei 12000 Upm zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen und 800 WL Isopropanol wurden durch umschwenken
beigemischt. Nach 20 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte erneut eine Zentrifu-
gation flir 10 min bei 15000 Upm. Das Pellet wurde mit 500 uL 70 %-igem Ethanol gewaschen
und 5 min bei 15000 Upm zentrifugiert. Nach Verwerfung des Uberstandes erfolgte abschlie-
Rend die Inkubation im Trockenschrank bei 37 °C und die Resuspendierung des Pellets in 15
ML Wasser.

2.9 Restriktionsspaltung genomischer DNA

Tabelle 2-5 Mastermix fur 1 Probe genomischer DNA zur Restriktionsspaltung

Komponente Menge [pL]
Einfacher Verdau
DNA 15
Wasser 55
Restriktionsenzym-Puffer 10x 2,5
Enzym 1,0

Dem gesamten Mastermix 1 yL RnaseA beifugen

Doppelter Verdau

DNA 2,0
Wasser 14,5
Restriktionsenzym-Puffer 10x 2,0
Enzym 1 1,0
Enzym 2 0,5

Die Restriktionsspaltung isolierter, genomischer DNA erfolgte nach dem Schema in Tabelle
2-5Tabelle 2-5. Nach mindestens zweistiindiger Inkubation bei 37 °C wurden 5 uL Stopp-Puf-
fer hinzugefugt und die darauffolgende Kontrolle im Agarose-Gel wurde vorbereitet.

2.10 Agarose-Gelelektrophorese

Zum Nachweis von DNA wurde ein 1 %-iges Agarose-Gel verwendet. Zur Herstellung wurde
1 g Agarose auf 100 ml 1x TAE-Puffer angewendet. Nach Aushértung des Gels in den dafur
vorgesehenen Kammern, wurden diese mit 1x TAE beflllt, sodass Anode und Kathode in Ver-
bindung standen. Die Geltaschen wurden mit dem Marker A-PST | (8 pL) und den entspre-
chenden Proben (max. 20 L) befillt. Die Proben wurden im Vorfeld mit Stopp-Puffer im Ver-
haltnis 1:5 vermischt. Die Gelelektrophorese lief daraufhin bei 80 V fir mind. 1 h. Das Gel

wurde im Anschluss in einem Ethidiumbromid-Bad fiir 15 min gefarbt. Die somit gefarbten
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Banden wurden im Transilluminator unter UV-Licht sichtbar gemacht und in grafischer Form

abgespeichert.
2.11 Gel-Extraktion von spezifischen Banden

Mit dem Skalpell ausgeschnittene Fragmente im Agarose-Gel wurden durch das QIAquick Gel
Extraction Kit isoliert: Fir 1 mg Gel wurde 3 uL Kit-spezifischer QG-Puffer hinzugefuigt. Nach
Inkubation fiir 10 min bei 50 °C wurde fir 1 mg Gel 1 pL Isopropanol beigemischt. Die beladene
2 mL Saule wurde bei 18000 rcf fur 1 min zentrifugiert. Nach Beigabe von weiteren 500 pL
QG-Puffer wurde erneut unter denselben Bedingungen zentrifugiert. Das Pellet ist danach mit
750 uL PE-Puffer gewaschen und zentrifugiert worden. Die Elution der gereinigten DNA fand
durch den zentrifugalen Einsatz von 30 pyL H»O statt.

2.12 Isolierung pflanzlicher RNA durch TRIzol

Tiefgefrorenes Pflanzengewebe wurde durch die Einwirkung von Precellys homogenisiert. Zu
den gemdrserten Proben wurde 1 mL TRIzol-L6sung gegeben. Die Proben wurden zur voll-
standigen Vermischung kraftig geschuttelt und inkubierten anschlieend 5 min bei Raumterm-
peratur. Nach 1 min auf dem Kreisschuttler wurden 200 pL Chloroform hinzugefigt. Die Pro-
ben wurden erneut kraftig geschuttelt und inkubierten 5 min bei Raumtemperatur. Danach er-
folgte eine Zentrifugation bei 4 °C und 15000 rcf fur 15 min. Die wassrige Phase wurde in ein
neues 1,5 mL Eppendorfgefal? Gberflihrt und mit 500 uL kalten Isopropanol versetzt. Nach der
Vermischung durch Umschwenken, inkubierten die Proben fir 10 min bei Raumtemperatur.
Darauf folgte ein Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 4 °C und 15000 rcf. Das Pellet wurde mit
500 pL kaltem Ethanol gewaschen und erneut 5 min unter denselben Bedingungen zentrifu-
giert. Nach Abnahme des Ethanols, wurde das Pellet bei Raumtemperatur vollstandig getrock-

net und in 20 yL Wasser aufgenommen.
2.13 Formaldehyd-Gelelektrophorse

Zur Herstellung eines Gels fir RNA-Proben wurde ein 1%-iges Agarosegel mit Formaldehyd
versetzt. Formaldehyd unterbindet dabei die Rickfaltung der RNA, wodurch das Laufverhalten
im Gel nicht beeintrachtigt wird. 1% Agarose wurde mit 10 x MEN-Puffer und Reinstwasser
versetzt. Das Gel wurde in der Mikrowelle zum Schmelzen gebracht und nach der Abkiihlung
wurde Formaldehyd hinzugefiigt (1,875% v/v). Die RNA-Proben wurden auf eine Konzentra-
tion von 20 bzw. 10 g eingestellt und im Verhaltnis 1:5 mit RNA-Probenpuffer versetzt. Nach
Beigabe von 0,3 pL Ethidiumbromid wurden die Proben fir 10 min bei 65 °C denaturiert und

in die Geltaschen gefillt. Als Laufpuffer fur die Elektrophorese wurde 1 x MEN verwendet. Die
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Proben wurden dabei fir mindestens 3 h bei 80 V und 100 mA aufgetrennt. Der visuelle Nach-
weis der Auftrennung erfolgte anschlieBend im Transilluminator unter Einwirkung von UV-
Licht.

2.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur reinen Amplifizierung von DNA wurde die Polymerase-Kettenreaktion verwendet. Spezifi-
sche Oligonukleotide, welche den cDNA-Strang flankieren, freie Nukleotide als auch eine
DNA-Polymerase werden dabei zur Vervielfaltigung bendétigt. Im Thermocycler werden dabei
verschiedene Etappen durchlaufen: Die PCR startet bei einer Temperatur von 95 °C und de-
naturiert dadurch die DNA, womit diese einzelstrangig vorliegt. Durch Herabsenken der Tem-
peratur wird ein Milieu geschaffen, welches die Hybridisierung der Oligonukleotide ermdglicht.
Diese annealing-Temperatur lasst sich durch die vorhandenen dNTP berechnen bzw. abschat-
zen. Im Anschluss kommt es zu einem Temperaturanstieg auf 72 °C, bei welchem die DNA-
Polymerase am effizientesten arbeitet. Die Dauer dieses Schrittes ist dabei abhangig von der
Grol3e des zu amplifizierenden Fragments.

Nachfolgend sind der Mastermix (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.)
und das entsprechende PCR-Protokoll (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden wer-
den.) fur die spezifische Polymerase aufgefiihrt, welche zur Amplifizierung von StTHT genutzt

wurde

Tabelle 2-6 Mastermix fur 1 Probe bei Verwendung zwei spezifischer Polymerasen

Komponente Menge [pL]
H20 32,5
10 x Phusion-Puffer 10
10 mM dNTP 1
Polymerase Phusion 0,5
100 pM Primer F 2,5
100 pM Primer R 2,5
DNA 1
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Tabelle 2-7 PCR-Protokoll zur Verwendung der Phusion Polymerase

Anzahl Zyklen Temperatur [°C] Zeitspanne [min] PCR-Schritt
1 98 0:30 Initial Denaturierung
40 98 0:08 Denaturierung

52 0:30 Annealing

72 2:00 Extension
1 72 7:00 Finale Extension
1 4 o0 Hold

2.15 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Zum Nachweis der Transkriptmenge wurde die quantitative Polymerase-Kettenreaktion ver-
wendet. Zur Generierung von Sonden und genspezifischen Primern wurde dazu die Universal
ProbeLibrary von Roche verwendet. Durch die LNA-Konfiguration der Sonde ist es méglich,
dass ausgebildete Methylbriicken eine stabilere Verbindung zum cDNA-Strang herstellen kon-
nen. Die Sonde selbst ist weiterhin am 5'-Ende mit Fluorescein und am 3‘-Ende mit einem
Fluoreszenzausloscher markiert. Wahrend der gPCR im gPCR-Thermocycler Stratagene
Mx3005P werden der Fluoreszenzfarbstoff und der Quencher abgebaut und voneinander ge-
trennt. Das Fluoreszenzsignal wird nicht weiter unterdriickt und kann detektiert werden. Der
Mastermix fur die Proben (Tabelle 2-8) als auch das Temperaturprofil wahrend der gPCR (Ta-
belle 2-9) kbnnen den folgenden Tabellen entnommen werden:

Tabelle 2-8 Mastermix fur 1 Probe zur gPCR

Komponente Menge [uL]
Sondenmix
Sonde 0,05
H.O 0,59
Primer F 0,18
Primer R 0,18
Mastermix
Sondenmix 1,0
H.O 6,0
2 x Fermentas Mastermix + ROX 10,0

17 pL Mastermix 3 yL DNA beifligen
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Tabelle 2-9 Temperaturprofil fur die gPCR

Anzahl der Zyklen Temperatur [°C] Zeitspanne [min]
1 50 02:00
1 95 10:00
95 00:15
40
60 01:00

2.15.1 Absolute Quantifizierung

Zur absoluten Quantifizierung wurde eine Verdinnungskurve (10 bis 101%) mit einem fur die
Proben spezifischen Plasmid erstellt. Dies stellte sogleich auch einen Test zur Sondeneffizienz
dar. Durch ein ACt von 3,3 zwischen den einzelnen Verdiinnungsstufen und einer linear abfal-
lenden Eichkurve, war eine 100%-ige Effizienz der Sonden und Primer gegeben.

Die zu untersuchenden Proben als auch die Plasmidkurve wurden in einem Ansatz untersucht.
Durch Eingabe der Plasmidkonzentration in das Programm MxPro, war es dabei mdglich, dass
die dazugehdrige Transkriptmenge der Proben berechnet wurde.

2.15.2 Relative Quantifizierung

Zur relativen Quantifizierung der Transkriptmenge wurden die Proben zusatzlich auf das kon-
stitutiv exprimierte Gen EFla untersucht. Demzufolge wurden zwei Ansatze vorbereitet: Die
Proben wurden zum einen mit Sonden und Primern abgestimmt auf EF1a versetzt und auf der
anderen Seite ebenso mit Sonden und Primern von THT. Die Auswertung zur relativen Ex-

pression geschah dabei durch die AACt-Methode.
2.16 Blotting-Experimente

2.16.1 Southern-Blot

Agarose-Gel wurde nach einer Gelelektrophorese 2 x mit H.O gewaschen. Es erfolgte die
Denaturierung in der entsprechenden Lésung fur 45 min. Das Gel wurde erneut 2 x mit H,O
gewaschen und in einer Neutralisationsldsung fir 45 min geschwenkt. Zum Blot wurde auf ein
Stapel Papierhandtiicher ein in der Gréf3e des Gels zugeschnittenes und in 20x SSC getrank-
tes Filterpapier gelegt. Darauf positioniert war eine erst in H.O und danach in 20x SSC ange-
feuchtete, positiv geladene Nyolnmembran. Das Agarose-Gel wurde luftblasenfrei darauf ge-
legt. Auf das Gel folgten 2 Lagen in 20x SSC getranktes Filterpapier. Ein langer Streifen Fil-
terpapier wurde Uber dem Blot positioniert, dass dessen Enden in Schalen mit 20x SSC auf-

bewahrt sind, damit der Blot nicht austrocknet. Folie wurde Uber die Apparatur gelegt und tber
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Nacht erfolgte der Transfer der Gelbanden auf die Membran durch Schwerkraftfluss. Um eine
langere Lagerzeit der Membran zu gewahrleisten und freie Bindungsstellen zu blockieren,

wurde die geblottete DNA auf der Membran mittels UV-Bestrahlung vernetzt (crosslinking).

2.16.2 Northern-Blot

Durch die denaturierende Formaldehyd-Gelelektrophorese miissen RNA-Gele nicht erst in
entsprechenden Ldsungen geschwenkt werden. Das Gel kommt nach der Elektrophorese di-
rekt auf den Kapillar-Blot. Der Aufbau des Blots ist dabei identisch mit den Ausfiihrungen aus
2.16.1. Der Transfer der Banden erfolgt tber Nacht und die Nylon-Membran wird durch UV-
Strahlung ebenfalls vernetzt. Die anschlieBende Hybridisierung und Auswertung mit radioaktiv

markierten Sonden ist Absatz 2.16.2 zu entnehmen.

2.16.3 Fertigung und Nachweis radioaktiv markierter Sonden

Zum Nachweis spezifischer Banden auf einer geblotteten Membran, musste eine geeignete
Sonde erstellt werden. Spezifische Restriktionsfragmente wurden Uber Gelelektrophorese
nachgewiesen, ausgeschnitten und extrahiert. Mit Hilfe des Amersham Megaprime DNA La-
beling Kits von GE Healthcare wurde die DNA radioaktiv markiert: 5 ug der extrahierten DNA
wurden mit 5 yL einer Primerlédsung zusammengebracht. Die Lésung denaturierte innerhalb
von 5 min im Thermoblock bei 95 °C und verblieb bei Raumtemperatur nach einer kurzen
Zentrifugation. Die Losung wurde mit 16 yL Wasser, 5 yL ATP (a-32P), mit je 4 uL der restli-
chen dNTP, 2 uL Enzym und 5 uL Reaktionspuffer versetzt. Nach 10 mindtiger Inkubation bei
37 °C konnte der Reaktionsansatz auf abzentrifugierte Sdulen von Amersham gegeben wer-
den. Nach einer anschlieRenden Zentrifugation, um freie Nukleotide zu entfernen (3 min bei
1000 rcf), wurde das Eluat fiur 5 min bei 95 °C inkubiert und mit Hybrisidisierungspuffer zusam-
mengebracht. Die Hybridisierung der Membran mit der radioaktiv-markierten Sonde geschah
Uber Nacht bei 42 °C. Nach erfolgter Inkubation wurde die Membran mit einer Waschlésung,
bestehend aus 20 x SSC und 0,1 %-igem SDS, 3 x je 20 min gewaschen. Nach Trocknung
und Lagerung in Folie wurden die Membranen fir mindestens 24 h in lichtgeschiitzten Kas-
setten mit einem Phosphor-Screen aufbewahrt. Die hybridisierten Stellen auf der Membran
konnten mithilfe des Phosphor-Screens durch das Typhoon Imaging System nachgewiesen

werden.
2.17 Klonierung amplifizierter Sequenzen

Zur Klonierung und Sequenzierung amplifizierter Sequenzen wurde das CloneJet PCR Clon-

ing Kit von Thermo Fisher Scientific verwendet.
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Tabelle 2-10 pJET-Ligase-Mix-Reaktion

Komponente Endkonzentration [pL]

2 x Reaktionspuffer 10
Gereinigtes PCR-Produkt 1
pJET1.2/Klonierungsvektor 1
T4 DNA Ligase 1

7

Reinstwasser

HNeel(4)
ATG
THToS
Punllzii)
de1(623)
Psl(755)
pJET1.2-StTHT FLaS
3ra b Hotll10m5)
T

Eholl(1og8)
\ECORV [1117]
Khalli11z3)
Frull(1150)
Neell11s4)
HindIlI(137a)

Luall [16mz)

Abbildung 2-3 Vektorkarte der pJET-Transformation mit THT

Das gereinigte PCR-Produkt (Gel-Extraktion) wurde mit dem Vektor in einem Ligase-Mix zu-
sammengefiihrt (Tabelle 2-10). Die Transformation mit dem pJET-Vektor funktioniert dabei
jedoch nur, wenn die DNA mit glatten Enden (blunt ends) vorliegt. Durch den Einsatz von
Herculase Il und Phusion ist dies jedoch bereits der Fall. Der Ligase-Mix inkubiert daraufhin
fur 5 bis 30 min bei Raumtemperatur und kann direkt zur Transformation verwendet werden.

Kompetente E. coli-Zellen (DH5a) wurden mit 2 yL Ligase-Mix benetzt und vorsichtig ver-
mischt. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis wurden die Zellen fir exakt 30 sek einem
Hitzeschock von 42 °C ausgesetzt. Die Zellen wurden sofort auf Eis verlagert und mit 250 L
LB-Medium versetzt. Anschlieend erfolgte eine Inkubation bei 37 °C mit 200 rpm fir mindes-
tens 1 h. Die Zell-Suspension wurde auf LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen. Erfolgreich
transformierte Zellen waren dabei durch die pJET-vermittelte Ampicillin-Resistenz im Stande

Uber Nacht Kolonien auszubilden.
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2.17.1 Minipraparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Einzelkolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher zu je 2 mL LB-Medium mit 50 yg mL*
Ampicillin gegeben. Zuséatzlich wurde jede Kolonie auf eine neue LB-Platte Gberfuhrt, um die
Einzelkolonie spater erneut verwenden zu kdnnen Uber Nacht inkubierte die Zell-Suspension
im LB-Medium bei 37 °C und 200 rpm. Die herangewachsene Bakterienkultur wurde in ein
neues 2 mL EppendorfgefaR tberfihrt und bei 15,294 rcf fur 1 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet wurde mit 100 pL Lysispuffer resuspendiert. Nach Beigabe
von 200 uL alkalischer SDS-L6sung inkubierten die Proben fir 5 min im Eisbad. Es folgte die
Beigabe von 150 pyL Kaliumacetat-Losung und eine erneute Inkubation im Eisbad fir 5 min.
Nachdem die Suspension fiir 10 min und 4 °C bei 20.817 rcf zentrifugierte, wurde der Uber-
stand in ein neues Eppendorfgefal’ Gberfiihrt und 270 yL Isopropanol wurden hinzugefugt. Die
Ausféllung der DNA wurde dabei durch eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 20 min be-
werkstelligt. Die zentrifugierte DNA wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und erneut zent-
rifugiert. Das Pellet wurde schliel3lich zuletzt bei 37 °C vollstandig getrocknet und in 20 pL
Reinstwasser gelost.

Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde enzymatisch gespalten und im Agarose-Gel nachge-
wiesen. Durch den Einsatz der Computersoftware Vector NTI konnte die Grof3e der zu erwar-
tenden Spaltprodukte ermittelt werden. Bei erfolgreicher Detektion wurde die Plasmid-DNA
der betroffenen Kolonien erneut isoliert — unter diesen Umstanden jedoch unter reineren Be-
dingungen mit dem Plasmid Midi Kit von QIAGEN, um bei der Sequenzierung eindeutige Er-

gebnisse zu erhalten.
2.17.2 Praparation durch das Plasmid Midi Kit

Die vereinzelten Bakterienkolonien auf der zusatzlich etablierten LB-Platte wurden mit einem
sterilen Zahnstocher zu je 50 mL LB-Medium mit 50 ug mL* Ampicillin gegeben. Die Inkubation
im Schittelkolben erfolgte dabei tiber Nacht bei 37 °C. Von dieser Bakterienkultur wurde 1 mL
mit 1 mL 50 %-igem Glyercin vermengt und bei -80 °C tiefgefroren, womit ein Glycerin-Stan-
dard fur zukunftige Ausplattierungen etabliert wurde. Der Rest der Zell-Suspension wurde in
ein 50 mL Falcon-Rdéhrchen tberfihrt und bei 6000 rcf mit 4 °C fur 15 min zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 4 mL Kit-spezifischen P1 und P2-Puffer resuspendiert. Nach 5 minttiger Inku-
bation bei Raumtemperatur wurden 4 mL P3-Puffer hinzugefiigt und die Zell-Suspension aqui-
librierte auf einer Saule. Durch Druckeinwirkung (Pfropfen) l6ste sich ein Teil der Suspension
auf eine kleinere Saule. Nach zwei Waschvorgangen wurde die Plasmid-DNA durch 5 mL Ex-
traktionspuffer gelost. Nach Fallung mit 3,5 mL Isopropanol und der Zentrifugation bei 15000

rcf fir 30 min bei 4 °C, konnte das Pellet letztlich durch 70 %-iges Ethanol 2 x gewaschen und
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zentrifugiert werden. Die getrocknete DNA wurde in 80 uL Reinstwasser geldst und die Kon-
zentration wurde mithilfe des Nanodrop gemessen, wodurch die Proben zur Sequenzierung

vorbereitet und eingeschickt werden konnten.
2.18 Bioinformatische Auswertung

2.18.1 In-silico-Splicing praferierter Sequenzen

Zur Fertigung weiterer Fragmente von StTHT mussten zunéchst Homologievergleiche be-
stimmter Sequenzen vorgenommen werden: Die THT-Sequenz von Nakane et al. (2003; Ac-
cession AB061243), welche auch zur Transformation der StTHT-Linien genutzt wurde, flhrte
durch eine BLAST-Analyse auf NCBI [URL-2] zu einer Sequenz (Accession XM_006365024)
mit der grof3ten Homologie. Mit diese Sequenz wurde im Sol Genomics Network [URL-3] er-
neut eine BLAST-Analyse fir kodierende DNA-Sequenzen von Kartoffelpflanzen durchgefihrt.
Die resultierenden Sequenz-Fragmente wurden unter Einbezug von BLAST-Ergebnissen auf
NCBI in silico gespleildt. Die komplettierten Sequenzen wurden auf EXPASy auf die Richitgkeit
des Leserasters untersucht. Entsprechende Oligopeptide wurden designt und bei Eurofins Sci-
entific bestellt.

2.18.2 Drei-Dimensionale Darstellung von StTHT

Die Sequenzen von StTHT wurden durch die PHYRE2-Software [URL-4] mit bereits etablierten
Protein-Sequenzen verglichen. Durch Sequenz-Homologien konnte dabei eine dreidimensio-

nale Struktur modelliert werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Ausgangspunkt dieser Arbeit waren transformierte Pflanzen (Solanum tuberosum L. cv. Dé-
sirée). Uber RNA-Interferenz sollte das Gen, welches fur die Tyramin-Hydroxyzimtsaure-
Transferase codiert, herunterreguliert werden. Zur Verfligung standen dabei 9 unabhangige
Pflanzenlinien: A, B, C1, F1, G2, U1, V, a4 und bl. Zur Kontrolle wurde die Wildtyp-Linie hin-
zugezogen sowie die Leervektorlinie EV, welche mit dem Hellsgate-Plasmid ebenfalls trans-
formiert wurde, jedoch das THT-Insert nicht in sich trégt. Zur eindeutigen Charakterisierung
der reduzierten Genexpression der StTHT-Linien war es dabei notwendig, die korrekte Inser-
tion der T-DNA (3.1) sowie die Auswirkung auf die jeweiligen Pflanzen zu untersuchen (3.2).
Weiterhin war das resultierende, alternierende metabolische Profil (3.3) als auch das Wachs-
tum von Pathogenen auf transgenen Pflanzen von Bedeutung (3.3). Analog dazu wurden pha-
notypische Beobachtungen mit einbezogen (3.5). Zudem wurden neue Fragmente von THT
aus von S. tuberosum kloniert, um zukuinftige Arbeiten zu ermdglichen (Fehler! Verweisquelle

konnte nicht gefunden werden.).
3.1 Nachweis der Insertion des RNAi-Konstrukts via Southern-Blot

Zum Nachweis der T-DNA-Integration wurde Blattmaterial von transformierten Pflanzen ent-
nommen, wovon die genomische DNA isoliert wurde. Als Kontrolle wurden Wildtyp- und EV-
Linien hinzugezogen. Nach anschlieRender Restriktionsspaltung mit dem Enzym BamHI er-
folgte die Auftrennung im Gel. Die Gelbanden wurden daraufhin auf eine Nylonmembran mit-
hilfe eines Southern Blots Ubertragen. Im Anschluss wurde eine geeignete Sonde radioaktiv
prapariert, indem Plasmid-DNA mit dem StTHT-RNAI-Insert verdaut, isoliert und mit radioaktiv
markiertem ATP zusammengebracht wurde. Durch Inkubation der Membran mit der Sonde
war es mdglich, dass Hybridisierungen von THT auf der Membran stattfanden. Die Auswertung
ist in Abbildung 3-1 dargestellt.
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Abbildung 3-1 Untersuchung der korrekten Insertion des RNAi-Fragmentes Auf dem Kontrollgel ist die geno-
mische DNA aufgetragen. Durch den Southern Blot hybridisierte eine radioaktiv markierte Sonde mit dem THT-
Fragment auf der Nylon-Membran. Zur Durchfihrung wurden Duplikate der Transformanten genutzt und Triplikate

der Kontrolllinien. M, Marker; WT, Wildtyp; EV, Empty-Vector; A — V, Bezeichnung der transformierten Linien; THT,
Tyramin-Hydroxyzimtsédure-Transferase
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Es ist in Abbildung 3-1 zu erkennen, dass die Kontrolllinien, bestehend aus WT und EV, das
Insert von ca. 1700 bp nicht in sich tragen. Alle transformierten Linien hingegen weisen das
Fragment, wenn auch mit unterschiedlicher Auspragung, bei 1700 bp auf: Die Linien A, B, C1
F1, U1, V und bl besitzen eine einzelne, eindeutige Bande im gewlnschten GroéRenbereich.
Linie G2 hingegen besitzt diese Bande auch, wenngleich deren Intensitéat um ein Vielfaches
schwacher ausfallt und eine andere, unbekannte Bande bei 5077 bp. Die transformierte Linie
a4 verfugt Uber die gewunschte RNAi-Bande sowie Giber Banden im Grof3enbereich von 2838
bp und 5077 bp. Trotz dieser Unterschiede ist das Fragment in allen Transformanten erfolg-
reich etabliert. Es musste somit nur noch getestet werden, ob der RNAIi-Effekt in allen trans-

genen Linien zum Tragen kommt.
3.2 Nachweis des RNAi-Effektes via Northern-Blot

Um den RNAI-Effekt nachweisen zu kénnen, war es zu Beginn nétig, einen Zeitpunkt zu cha-
rakterisieren, bei welchem die Transkriptmenge von endogenen THT am starksten ausgepragt
war. Dafir wurde die RNA mithilfe von zwei unabhangigen Zeitkinetiken von S. tuberosum
untersucht: Diese wurden zum einen mit dem PAMP Pep-13 aus P. infestans und zum anderen
mit dessen Analogon W2A infiziert. W2A, mit einer Punktmutation zu einem inaktiven Elicitor
degradiert, diente dabei als Kontrolle. Durch gPCR mit THT-spezifischen Sonden und Primern,
war es moglich, relative und absolute Ergebnisse zur Expression von THT zu generieren. Die
absolute Quantifizierung wurde dabei mithilfe einer Verdinnungsreihe des THT-Plasmides be-
werkstelligt, wahrend die relative Quantifizierung mithilfe des House-Keeping-Gens EF1a und
der AACt-Methode erfolgte. Im Nachfolgenden sind beide Auswertungen in Abbildung 3-2 gra-
fisch dargestellt.
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Abbildung 3-2 Darstellung zur Erfassung der Expression von THT durch gPCR: 1 Die relative Quantifizierung
von THT erfolgte Uber den Abgleich mit EF1a: Jede Probe wurde mit Sonden und Primern fur einen THT- und einen
EF1a-Ansatz vorbereitet. Die Auswertung erfolgte Uber die AACt-Methode mit O hpi als Referenz. 2 Die absolute
Quantifizierung von THT erfolgte Uber eine Eichkurve: Plasmid-DNA mit dem THT-Konstrukt wurde in einer Ver-
dinnungsreihe parallel zu den Proben in der gPCR eingesetzt. Die Auswertung erfolgte Uber die resultierenden
Konzentrationen. THT, Tyramin-Hydroxyzimtsdure-Transferase; hpi, hours post infection; 2-seitiger T-Test mit zwei
Stichproben ungleicher Varianz (heteroskedastisch); Signifikanzbewertung der Wahrscheinlichkeiten: Schwache
Signifikanz (*) p = < 0,05, mittlere Signifikanz (**) p = < 0,01 — 0,001, starke Signifikanz (***) p = <0,001; Fehlerin-
dikatoren mittels Standardfehler des arithmetischen Mittels. Es wurden fiir jede Art von Quantifizierung zwei Expe-
rimente mit einer Probenzahl von n = 6 durchgefihrt.

Die Auswertung der gPCR in Abbildung 3-2 belegt, dass die THT-Transkriptmenge bereits 4
maximale Werte aufweist. Nach weiteren vier bis acht Stunden zeigt sich, dass die gebildete
Transkriptmenge bei Pep-13 immer noch signifikant hoher als bei 0 Stunden nach Infizierung
liegt. Jedoch erreichen diese Werte nur ein Viertel (8 hpi) bzw. ein Achtel (12 hpi) der Menge,
welche bei 4 hpi anfallt. Aufgrund der Tatsache, dass beide Auswertungen dieselben Ergeb-
nisse erbrachten, wurde zum Nachweis des RNAI-Effektes via Northern Blot eine Zeitspanne

von 4 Stunden nach Infiltration gewabhilt.
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Blattmaterial von transformierten Linien von S. tuberosum als auch von Kontroll-Linien wurde
aufgrund der vorherigen Ergebnisse mit Pep-13 und W2A vier Stunden nach Infiltration geern-
tet. Im Anschluss erfolgte die Isolation der RNA durch die TRIzol-Methode und die entspre-
chende Kontrolle im RNA-Gel. Die Banden wurden durch einen Northern Blot auf eine Memb-
ran Ubertragen, welche anschlieBend mit einer radioaktiv markierten THT-Sonde inkubiert
wurde. Die hybridisierten Stellen wurden letztlich durch einen Phosphoscreen erkennbar ge-

macht und nachfolgend dargestellt:

WT EV A B C1 F1

Northern Tt

Blot

Kontrollgel

WTEVF1 ___G2 U1 V_ a4

Northern
Blot

Kontrollgel

Northern

THT
Blot

Kontrollgel

Abbildung 3-3 Darstellung der akkumulierten Menge an THT-mRNA nach 4 Stunden Wildtyp-Linien und Trans-
formanten von Solanum tuberosum wurden mit Pep-13 infiltriert und inkubierten fiur 4 Stunden. Im Anschluss wurde
RNA isoliert und auf ein Formaldehyd-Gel aufgetragen, welches durch Ethidiumbromid gefarbt wurde (Kontrollgel).
Die Banden wurden via Northern Blot auf eine Membran (ibertragen und mit einer radioaktiv markierten THT-Sonde
inkubiert. M, Marker; WT, Wildtyp; EV, Empty-Vector; A -V, Bezeichnung der transformierten Linien; THT, Tyramin-
Hydroxyzimtsaure-Transferase. Es wurde 1 Experiment durchgefiihrt mit einer Probenzahl von n = 4 fiir die Trans-
formanten und n = 6 flr die Kontrolllinien.

Der RNAI-Effekt zeichnet sich dadurch aus, dass in transformierten Linien bei den vorher er-
mittelten 4 hpi eine schwache Bande im Northern Blot erkennbar ist, trotz hoher Mengen an
RNA im Kontrollgel (Abbildung 3-3, bl). Die Wildtyp- und EV-Linien besitzen dabei trotz
schwankender RNA-Konzentration eine starke THT-Bande auf dem Blot. Bei Betrachtung von
Abbildung 3-3 féllt dabei auf, dass b1l ein geeigneter Kandidat fur weitere Untersuchungen ist
- denn trotz hoher Konzentrationen an RNA verbleibt die Bande von THT schwach erkennbar.
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Dies trifft ebenso auf die transformierten Linien V und a4 zu. Um in weiteren Experimenten

einen schwacheren RNAI-Effekt als Bezug zu haben, wurde Linie C1 ebenso herausgesucht.
3.3 Einfluss der THT-Expression auf das metabolische Profil

Es war von weiterem Interesse in Erfahrung zu bringen, ob der RNAI-Effekt zu reduzierten
Mengen an THT-Produktmengen fiihrt und ob diese reduzierte Produktmenge an THT Einfluss
auf Pathogene besitzt. Aus friiheren Arbeiten war bekannt, dass CT nach einer P. infestans-
Infektion in betroffenen Blattsegmenten akkumuliert. Von daher war auch von Belang wie sich
der Pathogenbefall auf das metabolische Profil der transgenen Linien auswirkt. Zu diesem
Zweck wurden Tropfen von P. infestans fur 24 h auf der Blattoberflache von samtlichen Pflan-
zen inkubiert. Die Tropfen wurden geerntet, eingeengt und in Methanol resuspendiert. Glei-
ches geschah mit den betroffenen Blattstellen. Die Proben wurden anschlieRend durch UPLC-

ESI-QToF-MS im positiven und negativen Modus gemessen und miteinander verglichen.
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Abbildung 3-4 p-Coumaroyl-Tyramin in infizierten Blattscheiben nach einem Tag. p-Coumaroyl-Tyramin
wurde im positiven Modus bei einem m/Z von 284 und einer rt von 371 detektiert; THT, Tyramin-Hydroxyzimtsaure-
Transferase; 2-seitiger T-Test mit zwei Stichproben ungleicher Varianz (heteroskedastisch); Signifikanzbewertung
der Wahrscheinlichkeiten: Schwache Signifikanz (*) p = < 0,05, mittlere Signifikanz (**) p = < 0,01 — 0,001, starke
Signifikanz (***) p = <0,001; Fehlerindikatoren mittels Standardfehler des arithmetischen Mittels. Es wurde 1 Expe-
riment mit einer Probenzahl von n = 2 fir Wasser und fir P. infestans durchgefihrt. Linie b1 wurde in der Auswer-
tung nicht beriicksichtigt, weil die Werte fiir P. infestans nicht gemessen wurden.

In infizierten Blattscheiben wurden nach erfolgter Messung 39784 Peaks verzeichnet. Davon
waren nur 59 Datensatze mit einem Fold change gréR3er gleich 5 und einer T-Test-Wahrschein-
lichkeit kleiner gleich 0,05. Unter diesen 59 herausstechenden Massedaten war lediglich p-
Coumaroyl-Tyramin sowohl im positiven als auch im negativen Modus vorhanden. Die Aus-
wertung der dazugehdrigen Daten ergab, dass in transgenen Blattscheiben die Menge an p-

Coumaroyl-Tyramin erniedrigt ist, wahrend die Kontrolllinien mit 7-fach héheren Intensitaten
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pro Frischgewicht vorliegen (WT P. infestans mit P. infestans von a4 und C1 verglichen). Linie
V besitzt zweifach hdhere Werte bei infizierten Proben als die Linien a4 und C1. Auch wenn
zu diesem Ansatz nur ein Experiment durchgefuhrt wurde und die Statistik durch die Proben-
zahl mit Vorsicht zu geniel3en ist, zeichnet sich ein Trend ab, welchen man in zuktnftigen

Versuchen weiterverfolgen kann.
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Abbildung 3-5 HCAA in infizierten Tropfen nach einem Tag. 1 p-Coumaroyl-Tyramin m/z 284,1 2 Feruloyl-
Tyramin m/Z 312,1; THT, Tyramin-Hydroxyzimtsaure-Transferase; 2-seitiger T-Test mit zwei Stichproben unglei-
cher Varianz (heteroskedastisch); Signifikanzbewertung der Wahrscheinlichkeiten: Schwache Signifikanz (*) p = <
0,05, mittlere Signifikanz (**) p = < 0,01 — 0,001, starke Signifikanz (***) p = <0,001; Fehlerindikatoren mittels Stan-
dardfehler des arithmetischen Mittels. Es wurde 1 Experiment mit einer Probenzahl von n = 2 fiir Wasser und fir
P. infestans durchgefihrt.

In den Tropfen von P. infestans, welche nach einem Tag ebenfalls in Methanol geldst wurden,
ergab sich ein &hnliches Bild zur Auswertung: Von 11817 Peaks besallen 167 Stoffe einen
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Fold Change groRRer gleich 5 mit einer T-Test-Wahrscheinlichkeit kleiner gleich 0,05. Sowohl
im positiven als auch im negativen Modus wurde dabei p-Coumaroyl-Tyramin (Abbildung 3-5;
1) und Feruloyl-Tyramin (Abbildung 3-5; 2) detektiert. P-Coumaroyl-Tyramin ist somit im be-
fallenen Blatt-Gewebe als auch aulRerhalb der Pflanze bei Pathogenbefall vorzufinden. Beide
HCAA zeigen stark erniedrigte Intensitaten fur die transgenen Linien a4, b1 und C1 (6-fach im
Vergleich zu EV mit P. infestans). V ist in diesem Fall noch starker ausgepragt als bei den
Blattscheiben. Auch bei diesem Fall ist anzumerken, dass lediglich ein Experiment mit einer

Probenzahl von n = 2 stattgefunden hat.
3.4 Einfluss der THT-Expression auf das Wachstum von P. infestans

Nachdem gezeigt wurde, dass das RNAi-Fragment fir THT in den Linien fur S. tuberosum
vorhanden ist und der daraus resultierende Effekt existent ist, sollten eventuelle Einflisse auf
Pathogene untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden Tropfen einer 11 Tage alten Spo-
renldésung von P. infestans fur drei Tage auf entsprechende Pflanzenlinien von S. tuberosum
gebracht. Unter hoher Luftfeuchte bildeten sich an den infizierten Stellen Nekrosen aus, wel-
che mithilfe eines Korkbohrers ausgestochen wurden. Das Ausmal’ des Befalls schien bei den
transformierten Linien offenbar gréRer auszufallen als bei den Kontrolllinien (Abbildung 3-6).
Das geerntete Blattmaterial wurde anschliel3end fur verschiedene Zwecke genutzt: RNA
wurde isoliert, um zu zeigen, ob die relative THT-Transkriptmenge in den transgenen Linien
C1, V, a4 und bl auch nach einer Infektion durch P. infestans reduziert war (Abbildung 3-7).
DNA wurde isoliert, um das Wachstum von P. infestans fur die verschiedenen Linien gegen-
Uber zu stellen, um daraus Ruckschliisse zu ziehen, ob die reduzierte Expression von THT

Einfluss auf das Wachstum von Pathogenen austibt (Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-6 Verlauf der Infektion durch P. infestans an ausgewahlten Linien Eine Sporensuspension (1x10°
Zellen mI) von P. infestans wurde dafur drei Tage auf der Blattoberflache von S. tuberosum inkubiert.

Aus der isolierten RNA wurde cDNA synthetisiert und mit einer entsprechenden gPCR fur THT
untersucht. Die Auswertung erfolgte dabei Uber die AACt-Methode mit Efla als Referenz. In
Abbildung 3-7 ist erkennbar, dass alle untersuchten StTHT-RNAI Linien reduzierte Menge an
THT-mRNA enthalten, wahrend die Kontrolllinien aus Wildtyp und EV 10 (WT) bzw. 16-fach
(EV) hohere THT-Transkriptmengen aufweisen. Dabei sei zu betonen, dass der RNAI-Effekt
nicht mit Knock-Out-Mutanten gleichzusetzen ist. Es konnen dabei, wie im vorliegenden Bei-
spiel, immer noch reduzierte Mengen an Transkript vorhanden sein, welche dennoch eine

schwache Expression hervorrufen kénnen.
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Abbildung 3-7 Relative Transkriptmenge von THT nach Befall durch P. infestans Tropfen 11 Tage alter Sporen
von P. infestans wurden auf verschiedene Linien von S. tuberosum gebracht. Nach drei Tagen wurden die betroffe-
nen Stellen mit einem Korkbohrer ausgestochen und RNA wurde isoliert. Durch die darauf aufbauende Synthese
von cDNA und einer anschlieRenden qPCR, ausgelegt fir THT mit EF1a als Referenz und der AACt-Methode
ausgewertet, wurden diese Ergebnisse generiert. St, Solanum tuberosum; WT, Wildtyp; EV, Empty-Vector; a4 -V,
Bezeichnung der transformierten Linien THT, Tyramin-Hydroxyzimtsaure-Transferase; 2-seitiger T-Test mit zwei
Stichproben ungleicher Varianz (heteroskedastisch); Signifikanzbewertung der Wahrscheinlichkeiten: Schwache
Signifikanz (*) p = < 0,05, mittlere Signifikanz (**) p = < 0,01 — 0,001, starke Signifikanz (***) p = <0,001; Fehlerin-
dikatoren mittels Standardfehler des arithmetischen Mittels. Zur Durchfiihrung wurde 1 Experiment mit einer Pro-
benanzahl von n = 4 durchgefihrt.

Die isolierte DNA aller Linien wurde einer gPCR flr P. infestans unterzogen. Die drei unab-
hangig durchgefiihrten Experimente fir die transgenen Linien a4, b1, C1 und V wiesen dabei
unterschiedlich starkes Wachstum von P. infestans auf (Abbildung 3-8), weshalb die Kontroll-
linien aus Wildtyp und EV zu 100% zusammengefasst wurden, obwohl die erniedrigten Tran-
skriptmengen dieser vier Linien allesamt auf einem ahnlichen Niveau lagen (Abbildung 3-7).
Aus der Normung des Wachstums zeigte sich, wie in Abbildung 3-7Abbildung 3-8 kenntlich
gemacht, dass das Wachstum von P. infestans bei den Linien V und b1 signifikant erhoht ist.
Somit sind lediglich zwei von vier Linien anfalliger gegeniber P. infestans, wobei Linie V in

den vorherigen metabolischen Analysen mehr CT enthielt als die anderen transgenen Linien.
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Abbildung 3-8 Genormtes Wachstum von P. infestans Kartoffelblatter wurden mit Sporen (Tropfen) von P. in-
festans infiziert. St, Solanum tuberosum;; C Kontrolle bestehen aus Wildtyp und Empty Vector; a4 —V, Bezeichnung
der transformierten Linien THT, Tyramin-Hydroxyzimtsaure-Transferase; 2-seitiger T-Test mit zwei Stichproben un-
gleicher Varianz (heteroskedastisch); Signifikanzbewertung der Wahrscheinlichkeiten: Schwache Signifikanz (*) p
= < 0,05, mittlere Signifikanz (**) p = < 0,01 — 0,001, starke Signifikanz (***) p = <0,001; Fehlerindikatoren mittels
Standardfehler des arithmetischen Mittels. Es wurden 3 Experimente durchgefuihrt mit einer Probenanzahl von n =
4.

3.5 Phéanotypische Charakterisierung der StTHT-Linien

Neben der vorangegangenen Charakterisierung war ein Phanotyp von gleicher Bedeutsamkeit
fur die Beurteilung der reduzierten Genexpression von THT. Wahrend der gesamten Ver-
suchszeit pragte sich dieser bereits in der Sterilkultur aus (Abbildung 3-9, 1). Die Linien C1
und V fingen an, bei den altesten Blattern am Spross kreisrunde L&sionen auszubilden. Die
komplette Pflanze war dabei zun&chst selbst nie betroffen. Blatter in unmittelbarer Nahe der
betroffenen Stellen bildeten dieses Phanomen nur langsam aus. Um zu untersuchen, ob
StTHT-RNAI-Pflanzen Veranderungen in der Knollenanzahl aufweisen, wurden die Pflanzen
aus der Sterilkultur in groRere Topfe umgepflanzt und im Gewachshausuntergebracht. Inner-
halb der ersten drei Wochen breitete sich der Phanotyp nicht weiter aus. Im Laufe der vierten
Woche zeigte sich der Phanotyp auf der kompletten Pflanze. Unter dem Mikroskop (Abbildung
3-9, 2) kam bei Betrachtung der Nekrosen der Verdacht auf, dass es sich womdglich um eine
Infizierung durch Alternaria handeln kénnte. Das Blattmaterial wurde gemérsert und genomi-
sche DNA wurde isoliert. Unter Verwendung von Primern, spezifisch fir Alternaria, wurde eine
PCR durchgefiihrt. Es wurden keine Banden im Agarose-Gel beobachtet, womit es keine In-
fektion durch Alternaria sein kann. Parallel wurden zur Kontrolle Proben an das Bundesum-
weltamt geschickt, welche durch mikroskopische Beurteilung zu dem Ergebnis kamen, dass
es sich um Botrytis handeln kdnnte. Dabei sei ebenfalls anzumerken, dass die Wildtyp- und
Leervektor-Linien keine derartiken Merkmale auspréagten. Unter Umstéanden liegt in diesem
Fall ein unbekannter Stoffwechselweg vor, welcher durch die reduzierte THT-Aktivitat zur einer
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verfriihten Seneszenz der Blatter flhrt. Bestatigungen durch andere Arbeiten sind diesbeziig-
lich nicht mdglich, weil es sich gegenwartig um den einzigen Versuch handelt, welcher sich mit
reduzierter Genexpression von THT in S. tuberosum beschéftigt. Es liegen dagegen umfang-
reiche Ergebnisse fur die THT-Uberexprimierung in Oryza sativa (Lee et al., 2007) und S. ly-

copersicum vor (Campos et al., 2014), welche wiederum keinen Phanotyp auspragten.

Der Phanotyp ist somit in der Sterilkultur ausgepragt und kehrt bei ausgepflanzten Exemplaren
nach knapp vier Wochen mit verstarkter Intensitat zurtick, weshalb dieses Phdnomen bei den
Experimenten mit P. infestans oder den RNAi-relevanten Untersuchungen nicht zum Tragen
kam. Linie V wies als einzig transformierte Linie keinen besonderen Phanotyp auf und reiht

sich damit zu den nicht betroffenen Kontrolllinien.

Abbildung 3-9 Phanotyp transformierter Pflanzen (1) Phénotyp in Sterilkultur (2) Mikroskopische Untersuchun-
gen der betroffenen Stellen (3) Phanotyp Im Gewéachshaus (4) Abgestorbene Blatter, gekennzeichnet mit einer
Vielzahl von schwarzen Nekrosen

Trotz der auftretenden Merkmale wurde das zeitintensive Experiment zur Beurteilung der Knol-
len fortgefuhrt. Dabei zeichnete sich der Trend ab, dass die Kontrolllinien allesamt eine hohe
Anzahl an Knollen ausbildeten (Abbildung 3-10, 1). Dies wirkte sich folglich auch auf die re-
préasentative Gesamtmasse fur jede Pflanzenlinie aus (Abbildung 3-11, 1). Die Linien mit re-

duzierter THT-Expression wiederum wiesen eine deutlich geringere Anzahl an Knollen auf
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(Abbildung 3-10, 2). Der Gehalt an Anthocyan innerhalb der Schale dieser Linien schien offen-
bar auch niedrig auszufallen: Im direkten Vergleich von Transformanten und Kontrollpflanzen

fallt die kraftige Farbung von Wildtyp und Leervektor-Linien auf (Abbildung 3-10).

Abbildung 3-10 Knollen von Kontrollpflanzen und Transformanten Knollen von Wildytrp (1) und Leervektor
manifestierten sich in einer besonders hohen Anzahl (bis zu 12). Pflanzen mit reduzierter Expression von THT, wie
Linie C1 (2), besaf3en weitaus weniger Knollen mit einer blasseren Farbung der Schale ..

Im Bereich der Knollenmasse weisen die Linien F1 und U1 signifikant niedrigere Massen auf
(Abbildung 3-11, 1). Identisch verhalt es sich mit den Linien B, C1, F und a4 im Bezug zur
Knollenanzahl (Abbildung 3-11, 2). G2 ist dabei die einzige Linie, welche bei beiden Auswer-
tungen keine signifikanten Unterschiede aufwies. In der Gesamtheit (Abbildung 3-11) erkennt
man jedoch, dass Tendenzen existieren, wonach Pflanzen mit einer reduzierten Akkumulation
von THT in reduzierten Mengen an Knollen miinden. Fir diese Entwicklung kénnte mitunter
auch der Zustand der Blatter verantwortlich sein: Das durch den Phanotyp hervorgerufene
verfrihte Absterben der Blatter mindert den Ertrag durch fehlende Photosynthese-Leistung.
Diesen Umstanden geschuldet, kbnnte es sein, dass die Pflanze nur eine geringe Anzahl an
Knollen produzieren (Abbildung 3-10, 2).
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Abbildung 3-11 Knollenanzahl und Knollenfrischmasse von Kontroll- und StTHT-Linien Transformierte Pflan-
zen wurden zur Knollenbildung 3 Monate im Gewéachshaus untergebracht. Die Gesamtmasse der Knollen (1) als
auch die Knollenanzahl selbst (2) wurden auf ihre Signifikanz untersucht und grafisch dargestellt. St, Solanum
tuberosum; WT, Wildtyp; EV, Empty-Vector; A — V, Bezeichnung der transformierten Linien; THT, Tyramin-Hydro-
xyzimtsaure-Transferase; 2-seitiger T-Test mit zwei Stichproben ungleicher Varianz (heteroskedastisch); Signifi-
kanzbewertung der Wahrscheinlichkeiten: Schwache Signifikanz (*) p = < 0,05, mittlere Signifikanz (**) p = < 0,01
— 0,001, starke Signifikanz (***) p = <0,001; Fehlerindikatoren mittels Standardfehler des arithmetischen Mittels.
Fir diesen Versuch wurde 1 Experiment mit 4 (StTHT) bzw. 6 (Kontrolllinien) Pflanzen pro Linie angesetzt
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4. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Kartoffelpflanzen mit herunterregulierter THT-Ex-
pression. Dabei zeigte sich, dass sowohl Transkriptmengen als auch fiir Solanum tuberosum
typische Hydroxyzimtsdureamide, wie Feruloyl-Tyramin oder p-Coumaroyl-Tyramin, in ihrem
Gehalt erniedrigt waren. Das darauf basierende Assay zum Pathogen-Befall, zeigte jedoch nur
bei 2 von 4 RNAI-Linien eine erhohte Anfalligkeit gegentiber Phytophthora infestans. Weiter-
hin auferte sich ein Phanotyp bei transformierten Linien.

Von urspriinglich 9 transformierten Linien, wurden vier (C1, V, a4, b1) ausgewabhlt fur weitere
Untersuchungen. Es zeigte sich, dass bei allen die Transkriptmengen an THT erniedrigt waren
(3.4). In mit P. infestans infizierten Blattscheiben akkumulierte nach einem Tag in Kontrolllinien
eine bis zu siebenfach hohere Menge an p-Coumaroyl-Tyramin als in Transformanten (Abbil-
dung 3-4). Ahnlich verhélt es sich mit infizierten Tropfen nach einem Tag: Die Menge an p-
Coumaroyl-Tyramin in Transformanten ist in diesem Fall bis zu einem Faktor von 20 erniedrigt,
wahrend bei Feruloyl-Tyramin eine sechsfache Erniedrigung der Intensitét vorliegt (Abbildung
3-5). Linie V war bei diesen Untersuchungen die einzig transformierte Linie, welche trotz ge-
ringer Transkriptmenge an THT, leicht erh6hte Mengen an HCAA gegeniber den anderen
Transformanten aufwies. Bei der Untersuchung zum Pathogenwachstum von P. infestans
zeigten sich bl und V anfélliger als C1 und a4 (Abbildung 3-8). Dennoch zeigte V keine An-
zeichen eines Phanotyps, wohingegen alle anderen transformierten Linien (alle acht) Nekrose-

ahnliche Symptome ausbildeten.

44



Ansatze und Ausblick

5. Anséatze und Ausblick

Einige Versuche wurden durch geratespezifische und zeitlimitierende Faktoren nur einmal
durchgefuhrt, weshalb sie den Kern weiterer Untersuchungen bilden kbénnen. Die Experimente
zum metabolischen Profil wurden einmal durchgefiihrt mit n = 2 fir Wasser als auch P. infes-
tans. Die Statistik ist in diesem Fall mit VVorsicht zu behandeln. In Zukunft knnten also Anséatze
mit einer groReren Probenzahl, mit einer lAngeren Infektionszeit (1 dpi bis 3 dpi) und einer
umfassenden Analyse der Metaboliten stattfinden.

Ein weiterer Ansatz versteht sich darauf, dass friihere Zeitpunkte einer nativen THT-Akkumu-
lation gesammelt und verarbeitet werden. Bei der Auswertung der beiden vorhandenen Zeitki-
netiken mit Pep-13 (3.2) existierte neben den vergleichbaren Zeitpunkten auch ein Wert von 1
hpi. Unter Einbezug von Abbildung 5-1 wird ersichtlich, dass sich bereits nach 1 Stunde hohere
Mengen an THT ausgebildet haben (1,6-fach hdher als 4 hpi, 5-fach héher als 8 hpi). Durch
die statistische Absicherung von 4 hpi wurde jedoch diesem Zeitpunkt der Vorzug gegeben. In
Kombination mit pathogenrelevanten Untersuchungen kénnten sich woméglich bedeutsamere
Ergebnisse herausstellen.
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Abbildung 5-1 Absolute Quantifizierung von THT durch die 2. Zeitkinetik Die Quantifizierung von THT erfolgte
Uiber eine Eichkurve: Plasmid-DNA mit dem THT-Konstrukt wurde in einer Verdiinnungsreihe parallel zu den Proben
fur die gRT-PCR gegeben. Die Auswertung erfolgte tiber die resultierenden Konzentrationen. Ein identisches Bild
zeichnete sich bei der relativen Quantifizierung von THT durch die 2. Zeitkinetik ab, weshalb auf dessen Darstellung
verzichtet wurde. THT, Tyramin-Hydroxyzimtsaure-Transferase; hpi, hours post infection

Zudem konnten weitere Experimente mit Phytophthora infestans durchgefiihrt werden - unter
Einbezug von mehr Transformanten. Dabei sollte die Sporenlésung von P. infestans zu Be-

ginn und am Ende der Versuchsreihe als Kontrolle hinzugezogen werden.
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Um weiteren Arbeiten zu diesem Thema den Weg zu ebnen, wurden aul3erdem Fragmente
von StTHT kloniert. Per Datenbankabfrage mit SGN und NCBI wurde verglichen, ob Homolo-
gien existieren. Dazu wurde die genomische DNA der Wildtyp-Linie aus der Sterilkultur isoliert.
Die Auswahl der Primer, welche auf THT abgestimmt waren, wurde durch bereits vorhandene
Sequenzanalysen aus anderen Arbeiten begunstigt. Durch die Optimierung des PCR-Proto-
kolls konnten somit Fragmente fir THT aus S. tuberosum isoliert werden. Die darauffolgende
Klonierung der jeweiligen Fragmente in den pJET-Vektor und dessen Uberfiihrung in kompe-
tente E. Coli-Zellen erméglichte es, transformierte Plasmid-DNA fir Sequenzanalysen zu ge-

nerieren. Die generierten Sequenzen sind im Anhang aufgeflhrt
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Anhang

StTHT-Sequenzen

Sequenz Schmidt (1999)

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901

TCTTTTATCT
CCATGGCTCC
GATGCATCAT
ACGAGTCCGT
TTTATCAAAT
GAGTCCTCCT
CTACGGGCCA
AACCCAAAAA
GACCTTAAAT
ATATGACGAT
CTAATTATTC
TACTTCAGAG
AACAGTTGCA
TAGTAGCAGT
GTTGAAATTT
TCAAAAGTAT
AGAGAATGGC
GTGATTATAT
AAAATAAAAT

TAAACCTCAA
TGCTCCTCAA
CGGAAAACAA
CTGGCTACGA
CCATGAATAC
TAGCCAACTT
TCCGTACTTC
TACCACAAAC
TCCCTGTGGT
AAGAATGATG
ATGTTTCTAT
AGAGTTATAG
TCTATTGCTG
TTGGAATAAA
TTGATGAGTT
GCTGATAAAA
TTTTTGTGTG
TGTAAAACCA
TGGTAATTGT

Sequenze Nakane et al. (2003)

1
51
101
151
201
251
301
351
401

ATTTCTTTCC
TCAACAACCA
ACAATAACGT
ACAAAATCTG
CTACCATAAT
GCTTGCTTTT
CTTCTACTTG
GGACGAAGGG
TGGTAGAAGG

TCTCAAACTT
ACTCCATCTG
TACCATCACC
ATCTGTCTCA
TTCACTCATT
TAAAGAAAAT
AAGTCTCTCC
TTCAACCCCG
ACAAGTTGAG

TATTCCTCTC
CTTCCTACAC
CAATGTTACC
AATCTGATCT
CATAACTATA
GCTCTTTAAA
TACTTGAAGT
GAAGGGTTCA
GGAAGGACAA
CTTACATTGC
GACAAGCCAG
AAAGTTGGGA
CAAACAATGG
AAGTCATATG
TAGGTATGGC
AGGACGAAAA
CCTAATTGTG
GAATGCTCAT
GATATTATAT

AGCTAAACAA
AAACAATAAT
GGAAAGATAT
TATATACCAA
TATACAAAGC
CCTCTTCCAC
AACCCCTTTT
TCCTTACAAC
GAGTTCCGGT

AAACTTAACT
CATCTGAAAC
ATCACTGAAA
GTCTCATATA
CTCATTTATA
GAAAACCCTC
CTCTCCAACC
AGCCTGTCCT
GTTGAGGAGT
AGGATATGCT
GATTCTATTT
ATGGGGAGTT
CTTCGTATCG
ATTTTTACAT
AAGTTGCATG
CGGCGAAGGG
CAATTTATTA
TATATTTGTA
TAAATCCA

TATCTCATGG
CACCGATGCA
ACACACGAGT
TTGTTTTACC
TACAGAGTCC
TTTTCTACGG
AACGAACCTA
GTTCGACCTT
CCAAATATGA

AAACAATATC
AATAACCACC
AGATATACAC
TACCAATTGT
CAAAGCTACT
TTCCCCTTTT
CCTTTTAACG
TACAACTTTT
TCAGGTCCAA
TTCTTTTACG
TGAGAGTCTT
TGTTGTTTGG
GTAGAGGGAA
AAATATGGGA
GTGAAAATCT
AGCTGTTAGT
ATTTCTATTT
ATTTGAAAAT

CTCCTGCTCC
TCATCGGAAA
CCGTCTCGCT
AAATTCATGT
TCCTTAGAGG
GCCATCCGTA
AAAATACCAC
AAATTCCCTG
TGATAAGAGT

Anhang

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
938

50
100
150
200
250
300
350
400
450

Vi



451
501
551
601
651
701
751
801
851
901

GATGCTTACA
CAATGACAAG
ATAGAAAATT
GCTGCGGACA
TAAGAAGTCA
AGTTTAGGTA
AAGGGGAAAA
TTATAATAAT
AGCAGTTGTA
AAAAAAAARA

TTGCAGGATA
CCTGGATTTT
GGGAATGGGG
ATGGATTCGT
TATGATTTTT
TGGCAAATTG
TTGAGGAAGA
TGTGTAATTT
TTATCTTTGT
AAAAAAA

TGCTTTCTTT
ATTTTGAGAG
AAATTGTTGT
ATCGGTGGAT
ACATAAATAT
CATGGTGAAA
GACATGTTAG
ATCAATTTCT
AATTGAAATT

Fragment StTHT#22 und StTHT#23

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

Fragment StTHT#24

1
51
101
151
201
251

ATGGCTCCTG
TGCATCATCG
GAGTCCGTCT
TACCAAATTC
GTCCTCCTTA
ACGGTCCATC
CCCAAAAATA
CCTTAAATTC
ATGATGATAA
AATTATTCTT
CTTCAGAGAG
CAGTTTCGTC
GTAGCAGTTT
TGAAATTTTT
AAAAGTATGC

ATGGCTCCTG
TGCATCATTG
GAGTCCGTCT
TATCAAATCC
GTCCTCCTTA
ATGGGCCATC

CTCCTCAACA
GAAAACAATA
TGCTACAAAA
ATGTCTACCA
GAGGGCTTGC
CGTACTTCTA
CCACTAACGA
CCTGTCATTG
GAGTGATGCT
GCTTCAATGA
AGTTATAGAA
CATTGCTGCG
GGAATAAGAA
GATGAATTTA
TGATAAGGGG

CTCCTCAACT
GAAAGCAACA
GGCTACGAAA
ATGAATATCA
GCTAACTTGC
CATACTTATA

ACCAACTCCA
ACGTTACCAT
TCTGATCTGT
TAATTTCACT
TTTTTAAAGA
CTCGAAGTCT
AGGGTTCAAG
AAGGAGAAGT
TACATAGCGG
CAAGCCCGGA
AGTTGGGAAT
GACAATGGGT
GTCATATGAT
GATATGGGAA
AAAATTGAGG

TTCTACTCCA
ACGTTACCAT
TCTGATCTGT
TAACTATACT
TCTTTAAAGA
CTTGAAGTCT

TACGCTAATT
TCTTTACTTC
TTGGAACAGT
GGAATAGTAG
GGGAGTTGAA
ATCTTCAAAA
TATATAGTGT
TCATATTTGC
TATTAAATTG

TCTGAAACAA
CACCGGAAAG
CTCATATATA
CATTTATACA
AAATCCTCTT
CTCCAACCCC
CCTGTCCTTA
TGAGGAGTTC
GATATGCTTT
TTTTATTTTG
GGGAAAATTG
TCGTATCGGT
TTTTACATAA
GTTGCATGGT
AAGAGACATG

TCTGAAACAA
TACTGGAAAG
CTCATATATA
CATTTATACA
AAACCCTCTT
CTCCAACCCC

ATTCATGCTT
AGAGAGAGTT
TTCGTCCATT
CAGTTTGGAA
ATTTTTGATG
GTATGCTGAT
TGTTTTATTC
TTTTACTAAA
ATTATGTATT

TAATCACCGA
ATATACACAC
CCAATTGTTT
AAGCTACTGA
CCACTTTTCT
TTTTAACGAA
CAATGTTCGA
AGGTCCAAAT
CTTCTACGCG
AGAGTCTTTA
TTGTTTGGAA
GGATGGAATA
ATATGGGAGT
GAAAATCTTC
T

TAGCCACCGA
ATATACACAC
CCAATTGTTT
AAGCTACTGA
CCACTTTTCT
TTTTAAAGAA

Anhang

500
550
600
650
700
750
800
850
900
917

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
741

50
100
150
200
250
300

VI



301
351
401
451
501
551
601
651
701

GCCAAGAATG
CCCTGTGGTG
AGAGTGATGT
TGCTTCAATG
AAGTTATAGA
CCATTGCTGC
TGGAATAAAA
TGATGAGTTT
CTGATAATAA

AAGGGTTCAA
GAAGGACAAG
TTACATCGCG
ACAAGCCAGG
AAGTTGGGTA
CAACAATGGG
AGGCATATGA
AGGTATGGGA
GGGGAAAATT

TCCCGTCCTT
TTGAGGAATT
GGATATGTTT
ATTATATTTG
TGGGGAAATT
TTCGTTTCGT
TCTTTACATA
AGTTGCATGG
GAGGAAGAGA

ACAACGTTCG
CAGATCCAAA
TCTTTTACGC
GAGAGTCTTT
ATTGTTTGGA
TAGAGGAAAT
AATATGGGGC
TGAAAATCTT
CATGT

ACCTTAAATT
TATGATGATA
GAATTATTCA
ACTTAAGAGA
ACAGTTTCAT
AGTAGCAGTT
TCGAAATATT
CAAAAGTATG

Anhang

350
400
450
500
550
600
650
700
735
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