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Einleitung 1

A Einleitung

Die Selektion von Wildtypen im Zusammenspiel mit klassischen Zichtungsmethoden
sind die bisher wichtigsten Verfahren flr die Schaffung von Neuheiten auf dem
weltweit wachsenden Markt fir Zierpflanzen, auf dem jahrlich schatzungsweise 27
Milliarden USDollar umgesetzt werden (Chandler, 2003). In den letzten 20 Jahren
kommt aber dem genetic engineering, also der Modifikation von Pflanzen mittels
gentechnologischen Methoden, mehr Bedeutung zu, die der Zichtung eine
Erweiterung des Genpools bietet und so die Erzeugung neuer kommerzieller Sorten
unterstitzt. So sind z.B. seit Mitte der 1990er Jahre in ihrer Blltenfarbe modifizierte
Nelken der Serie '"Moon™ auf dem amerikanischen, asiatischen und australischen
Markt und in Teilen Europas erhaltlich. Seit der ersten Veroffentlichung Uber die
erfolgreiche Transformation von Petunien zur Veranderung der Blutenfarbe (Meyer et
al.,, 1987) wurden in zahlreichen Publikationen Transformationsexperimente an
verschiedensten Zierpflanzenarten beschrieben. Neben der Verbesserung der
Haltbarkeit bei Schnittblumen, der EinfUhrung von Resistenzgenen, sowie der
Modifikation von morphologischen Merkmalen ist hierbei vor allem das auffalligste

Merkmal der Zierpflanzen von Interesse: die Blite und ihre Farbauspragung.

A.1 Blutenpigmente

Blutenfarben sind aufgrund ihrer Eigenschaft Bestauber anzulocken von uberaus
hoher 6kologischer Bedeutung, daneben besitzen sie aber auch einen asthetischen
Wert fir den Menschen. Drei Pigmentgruppen, die Flavonoide, die Carotinoide und
die Betalaine, sind verantwortlich fur die reiche Farbvielfalt primar von Bluten, aber
auch von Fruchten, Wurzeln oder Blattern beispielsweise in ihrer Herbstfarbung.

Betalaine sind wasserlosliche, stickstoffhaltige Alkaloide, zu denen das rot-violette
Betacyanin und das gelbe Betaxanthin zahlen. Sie werden durch Kondensation der
Aminosaure Tyrosin mit Betalaminsaure und einem weiteren DOPA-Derivat wie
Cyclo-Dopa zu Betacyan, bzw. durch die Kondensation von Betalaminsaure mit einer
Aminosaure, zu Betaxanthin gebildet (Strack, 2003). Betalaine kommen in Familien
der Ordnung der Caryophyllales, aber auch in einigen Pilzarten wie Amanita
muscaria vor. Zu den wichtigsten Zierpflanzenarten, denen Betalaine ihre
Blutenfarben verdanken, zahlen Amaranthus, Bougainvillea, Mirabilis und Portulaca.

Da nach bisherigen Kenntnissen Betalain produzierende Pflanzen nicht in der Lage
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sind Flavan-3,4-diole zu Anthocyanidinen umzusetzen, schliet sich das
gemeinsame Vorkommen mit Anthocyanen aus. Sie konnen jedoch durchaus mit
anderen Flavonoiden einschlieBBlich Proanthocyanidinen auftreten (Stafford, 1994).
Carotinoide gehen aus dem Isoprenoidstoffwechsel hervor. Die Synthese findet in
den Plastiden statt. Unterschieden werden generell Carotine, die aus ungesattigten
Kohlenwasserstoffketten bestehen, und die Sauerstoff enthaltenden Xanthophylle.
Wegen ihrer chemischen Eigenschaften sind Carotinoide essentielle Bestandteile
aller photosynthetischen Organismen. Eine wichtige Funktion besitzen Carotinoide
fur die menschliche Ernahrung, z.B. als Vorstufe des Vitamin A und als
Antioxidantien (Grotewold, 2006). Am augenscheinlichsten erflillen Carotinoide ihre
Aufgabe als Pigmente in einer Vielzahl von gelben und orangefarbenen Bluten wie
z.B. Freesia, Gerbera, Lillum, Rosa und Tagetes. Haufig kommen sie auch
zusammen mit roten oder violetten Anthocyanen vor, was zu orangen, aber auch zu
bronzene Blitenfarben, wie z.B. bei Chrysanthemen, fihrt (Griesbach, 1984;
Forkmann, 1991). Die meisten der an der Biosynthese beteiligten Enzyme sind heute
identifiziert. Aufgrund der hohen Bedeutung der Carotinoide fur Pflanzen und
Menschen besteht ein weltweit groRes Interesse in den Biosyntheseweg mit
biotechnologischen Methoden einzugreifen. Von kommerzieller Bedeutung ist hierbei
insbesondere die industrielle Anwendung fur Ernahrung und Nahrungszusatzmittel,
Kosmetika und pharmazeutische Produkte, aber auch die Veranderung der
Blutenfarbe bei Zierpflanzen (Cunningham und Gantt, 1998; Hirschberg, 2001;
Fraser und Bramley, 2004).

Flavonoide sind wasserlosliche Pigmente, die wie die Betalaine in der Vakuole
lokalisiert sind. Als eine Klasse der Phenylpropanoide zahlen sie mit Uber 9.000
Flavonoiden zu der am ausfuhrlichsten charakterisierten Stoffklasse des sekundaren
Stoffwechsels (Williams und Grayer, 2004). Das Flavonoidgrundgerist besteht aus
einem sauerstoffhaltigen Heterozyklus (Pyranring) und zwei aromatischen Cg-Ringen
(Abb. A.1). Aufgrund des Oxidierungsgrades am zentralen Pyranring wurden die
Flavonoide in 12 Klassen eingeordnet. Zu den Blutenfarben bildenden
Flavonoidklassen zahlen die Anthocyane, Flavonole und Flavone, sowie die
biosynthetisch nah zu Flavonoiden verwandten Chalkone wund Aurone.
Glykosylierungen, Hydroxylierungen, Methylierungen und Acylierungen des A- oder
B-Ringes innerhalb der Klassen flihren zu der hohen Diversitat der Flavonoide und

deren unterschiedlichen biologischen Funktionen als Pigmente, als Phytoalexine
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oder als Signalstoffe (Forkmann, 1991). Chalkone, Aurone, Flavone und Flavonole
tragen zu gelben Blutenpigmentierungen bei wie beispielsweise bei Callistephus
(Chalkone), Antirrhinum (Aurone), Heywoodiella (Flavone) und Papaver (Flavonole)
(Kuhn et al.,, 1978; Harborne, 1967, 1976 und 1978). Hinsichtlich der
Blutenfarbgebung aber bilden Anthocyane wahrscheinlich die wichtigste Gruppe
unter den Flavonoiden. Sie sind verantwortlich fur die meisten orange, rosa, roten,
violetten, blauen und schwarzen Blutenfarben. Die drei Hauptgruppen der
Anthocyanidine, Pelargonidin, Cyanidin und Delphinidin, unterscheiden sich
hinsichtlich des Hydroxylierungsgrades ihres B-Ringes. Neben der Anzahl von OH-
Gruppen am B-Ring fihren weitere Substituierungen wie Methylierungen und
aromatische und aliphatische Acylierungen zu einer Veranderung der
Farbauspragung. Das farbliche Erscheinungsbild anthocyanhaltiger Gewebe wird
aber nicht nur alleine von der Art oder Mischung der Anhocyangruppen verursacht.
Auch Kopigmentierungen mit Carotinoiden, Flavonen oder Flavonolen, der pH-Wert
in der Vakuole und Komplexbildungen mit Metallionen tragen zur Farbauspragung
bei (Harborne, 1967; Goto und Kondo, 1991, Forkmann und Heller, 1999).

Abb. A.1: Das Flavonoidgrundgeriist

A.2 Die Flavonoidbiosynthese

Bis auf wenige Ausnahmen und individuelle Unterschiede zwischen den
Pflanzenarten sind die einzelnen Schritte der Flavonoidbiosynthese heute
uberwiegend aufgeklart. Die beteiligten Enzyme konnten durch
Zellsuspensionskulturen  von  chemogenetisch  definiertem  Pflanzenmaterial
eingehend untersucht und charakterisiert werden. Alle Gene, die fir Enzyme des
Hauptbiosyntheseweges codieren, sowie einige Regulartorgene und Gene, die fur
die Modifikation einzelner Flavonoidklassen verantwortlich sind, wurden als cDNA-
Klone gewonnen und auf molekularer Ebene charakterisiert (Mol et al., 1998;
Forkmann und Heller, 1999). Die Abb.A.2 auf Seite4 zeigt den
Hauptbiosyntheseweg der Flavonoide.
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Die Grundstruktur der Flavonoide, bestehend aus zwei aromatischen Ringen und
einem  Pyranring, wird ausgehend vom L-Phenylalanin Gdber dem
Phenylpropanoidweg gebildet. Durch die enzymatische Reaktion der
Phenylalaninammoniumlyase (PAL; E.C. 4.3.1.5), Zimtsaure 4-hydroxylase (C4H;
E.C.1.14.13.11) und 4 Cumarsaure : CoA-Ligase (4CL; E.C. 6.2.1.12) entsteht 4-
Cumaroyl-CoA, welches als Substrat fur die Eingangsreaktion der
Flavonoidbiosynthese dient. Durch die Kondensation mit 3 Molekilen Malonyl-CoA
wird, unter Abspaltung von CoA und CO,, mit der Hilfe der Chalkonsynthase (CHS;
E.C. 2.3.1.74) das 2'4’6’4-Tetrahydroxychalkon (THC) gebildet. Die CHS akzeptiert
zudem weitere Hydroxyzimtsaure-CoA-Ester wie Kaffeoyl-CoA, aus dem das
2'4'6’3,4-Pentahydroxychalkon (PHC) entsteht.

Die Zyklisierung des C-Rings des 2'4’6’4-Tetrahydroxychalkons fuhrt zur Bildung des
2S-Flavanons Naringenin und wird durch die Chalkonisomerase (CHI; E.C. 5.5.1.6)
katalysiert. Durch Isomerisierung des 2'4'6’3,4-Pentahydroxychalkons  wird
Eriodictyol gebildet, welches zwei OH-Gruppen am B-Ring besitzt. In der Regel
entsteht Eriodictyol jedoch durch eine Hydroxylierung von Naringenin an der 3'-
Position durch die Flavonoid 3’-Hydroxylase (F3’H). Das Pentahydroxyflavanon
(PHF) besitzt zusatzlich an der 5'Postion eine weitere OH-Gruppe, welche durch die
Flavonoid 3’5’-hydroxylase (F3’5'H), entweder in einem Schritt ausgehend vom
Naringenin oder durch 5’-Hydroxylierung ausgehend vom Eriodictyol, substituiert
wird. Die Sauerstoff- und NADPH-abhangigen Reaktionen der Cytochrom P450
Enzyme F3’'H und F3'5’H (E:C: 1.14.13.21) kdnnen ebenso auf Dihydroflavonolebene
stattfinden und somit ausgehend von Dihydrokampferol als Substrat zu
Dihydroquercetin bzw. Dihydromyricetin fuhren.

Durch Modifikationen des C-Rings der Flavanone entstehen die Flavonoidklassen
Flavone und Dihydroflavonole. Letztere werden durch Hydroxylierung an der C3-
Position durch die 2-Oxoglutarat-abhangige Dioxygenase (20DD) Flavanon 3-
Hydroxylase (FHT; E.C. 1.14.11.9) katalysiert. Aus den Substraten Naringenin bzw.
Eriodictyol werden Dihydrokampferol und Dihydroquercetin gebildet. Flavone kdénnen
durch zwei unterschiedliche Reaktionssysteme entstehen. In der Regel wird durch
das Cytochrom P450 Enzym Flavonsynthase Il (FNS ) eine Doppelbindung
zwischen C2 und C3 eingefuhrt, in Apiaceaen dagegen erfolgt die Reaktion Uber die
Flavonsynthase | (FNS ), eine 2-Oxoglutarat-abhangige Dioxygenase. Ebenfalls

durch die Einflhrung einer Doppelbindung zwischen C2 und C3 entstehen aus
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Dihydroflavonolen die Flavonole, katalysiert durch die 2-Oxoglutarat-abhangige
Dioxygenase Flavonolsynthase (FLS).

Durch Reduktion der Ketogruppe am C4-Atom werden durch die NADPH-abhangige
Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR; E.C. 1.1.1.219) Dihydroflavonole zu Flavan-3,4-
diolen gebildet. Diese Leukoanthocyanidine sind Vorstufen flr die Synthese der 2,3-
trans-Flavan-3-ole, zu denen das Afzelechin, Catechin und Gallocatechin zahlen,
durch die NADPH-abhangige Leukoanthocyanidinreduktase (LAR). Uber die
Anthocyanidinsynthase (ANS) werden Leukoanthocyanidine zudem zu den
Anthocyanidinen umgebildet. Anthocyanidine wiederum dienen als Substrat fur die
Anthocyanidinreduktase (ANR), das die Reaktion zu den 2,3-cis-Flavan-3-olen
Epiafzelechin, Epicatechin und Epigallocatechin katalysiert, sowie fur die Flavonoid-
3-O-Glykolsyltransferase (UFGT; E.C. 2.4.1.91), die ein Glukosemolekll an die freie
OH-Gruppe des C-Rings der Anthocyanidine anfigt. Durch Glykosylierung werden

die Anthocyanidine stabilisiert und deren Wasserloslichkeit erhoht.

A.2.1 Enzyme der Flavonoidbiosynthese

Die hohe Diversitat der in der Natur vorkommenden Flavonoide beruht auf
zahlreichen Hydroxylierungs-, Methylierungs-, Glykosylierungs- und
Acylierungsreaktionen. Viele der an diesen Modifizierungsreaktionen beteiligten
Enzyme sind hinsichtlich ihrer Struktur und ihrer Reaktionseigenschaften
charakterisiert. Im Folgenden soll auf die fir die Anthocyan- und
Proanthocyanidinbiosynthese entscheidenden und in dieser Arbeit untersuchten

Enzyme eingegangen werden.

A21.1 Die Chalkonsynthase (CHS)

Die Chalkonsynthase stellt das Schlisselenzym der Flavonoidbiosynthese dar.
Ausgehend vom Chalkon werden alle Klassen der Flavonoide, aber auch die Aurone
und 6’ Deoxychalkone gebildet. Die CHS gehort zu den Polyketidsynthasen und
bendtigt fur die Reaktion keine Kofaktoren. Erstmalig wurde sie in Petroselinum
crispum nachgewiesen (Kreuzaler und Hahlbrock, 1972). Neben 4-Cumaroyl-CoA
akzeptiert sie auch weitere Hydroxyzimtsauren wie das Kaffeoyl-CoA aus dem
2'4’6’3,4-Pentahydroxychalkon entsteht. Da bei gleichzeitiger Anwesenheit beider
Substrate in vitro ein hoherer Umsatz von Cumaroyl-CoA zu THC erfolgt, ereignet
sich in der Regel die Hydroxylierung der 3’-Position des B-Rings in vivo in einem

spateren Biosyntheseschritt (Spribille und Forkmann, 1982). Die Chalkonsynthase
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wurde als erstes Flavonoidgen als cDNA-Klon aus Petersilie isoliert (Kreuzaler et al.,
1982). Seitdem wurde aus mehr als einhundert Pflanzenarten die CHS kloniert und

charakterisiert, so auch aus Rhododendron simsii (De Schepper, 2001).

A.2.1.2 Die Chalkonisomerase (CHI)

Die Chalkonisomerase wurde als erstes Enzym der Flavonoidbiosynthese
nachgewiesen (Moustafa und Wong, 1967). Es katalysiert die Zyklisierung der
Chalkone zu den (2S)-Flavanonen, welche als Substrat flr die Bildung der weiteren
Flavonoidklassen dienen. Die Zyklisierungsreaktion kann zudem chemisch erfolgen
(spontane Isomerisierung), was allerdings zu einem Reaktionsgemisch aus 2S- und
2R-Flavanonen fuhrt. Letztere kdnnen von nachfolgenden Enzymen der
Flavonoidbiosynthese nicht verwendet werden. Aufgrund der fehlenden Ahnlichkeiten
in der Struktur der CHI und in der Sequenz des codierenden Gens zu nicht
pflanzlichen Proteinen wurde davon ausgegangen, dass sich das Vorkommen der
CHI auf das Pflanzenreich beschrankt (Jez et al., 2000). In Untersuchungen der
letzten Jahre wurde die CHI-Aktivitat aber auch in Pilzen und Prokaryonten
nachgewiesen (Gensheimer und Mushegian, 2004; Herles et al., 2004).

Bis heute wurden Uber einhundert genomische oder cDNA-Klone der CHI isoliert und

charakterisiert.

A.213 Die Flavanon 3-Hydroxylase (FHT)

Die FHT katalysiert die Hydroxylierung der Flavanone an der C3-Position in
Abhangigkeit von 2-Oxoxglutarat und Fe?*, wobei Ascorbat die Reaktion zusatzlich
stimulieren kann. Die FHT zahlt demnach zu den 2-Oxogluterat-abhangigen
Dioxygenasen (2-ODD). Sie wurde erstmals in Matthiola incana nachgewiesen
(Forkmann et al., 1980) und im Anschluss insbesondere an Antirrhinum und Petunia
eingehend charakterisiert (Forkmann und Strotz, 1981; Froemel et al., 1985; Britsch
und Grisebach, 1986). Der erste FHT cDNA-Klon wurde 1992 von Britsch et al. aus

Petunia isoliert.

A214 Die Flavonoid 3’- bzw. 3’5’-Hydroxylase (F3’H / F3’5’H)
Die F3’H und F3’5’H zahlen zu den Cytochrom P450 Monoxygenasen. Sie besitzen

als solche am prosthetischen Teil eine Hamgruppe, deren reduzierte Form einen
Komplex mit Kohlenmonoxid bildet, der durch Absorption von Licht der Wellenlange

450 nm zerstort wird (Omura und Sato, 1964). Eingehende Studien der mikrosomal
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gebundenen F3’H aus Petroselinum crispum zeigten, dass die durch F3’H vermittelte
Hydroxylierung am B-Ring von Flavanonen, Dihydroflavonolen, Flavonen und
Flavonolen stattfinden kann (Hagmann et al., 1983). F3'5’H hydroxyliert sowohl
Naringenin und Dihydrokampferol an der 3’- und 5-Position, kann aber auch die
3’,4’-hydroxyierten Flavanone bzw. Dihydroflavonole zumindest in vitro als Substrat
verwenden (Stotz, 1983). Eine Sonderstellung nimmt die F3'5’H aus Asteraceaen
ein, die ihrer Sequenz nach eine F3'H ist. Diese Ahnlichkeit konnte genutzt werden
um die Funktionsunterschiede auf Aminosaureebene zwischen beiden Enzymen zu
identifizieren (Seitz, 2004). Die F3’'H- und F3’5’H-Reaktionen sind Sauerstoff- und
NADPH-abhangig und kénnen durch typische Cytochrom P450 Inhibitoren, wie
Tetcyclacis, gehemmt werden.

A21.5 Die Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR)
Mit NADPH als Kofaktor katalysiert die DFR die stereospezifische Reduktion der

Dihydroflavonole zu den entsprechenden Flavan-2,3-trans-2,4-cis-Diolen. Die DFR
wurde zunachst in Zusammenhang mit der Bildung von Catechinen und
Proanthocyanidinen bei Pseudotsuga menziesii beschrieben (Stafford und Lester,
1982) und spater erst die Reaktion von Dihydroflavonol zu Flavan-3,4-diol aus
Blutenextrakten von Matthiola incana in Verbindung mit der Bildung von
Anthocyanen (Heller et al., 1985a). Aufgrund ihrer Substratspezifitdt kommt der DFR
eine besondere Bedeutung flir die Entstehung des Anthocyanmusters zu, wobei
Dihydroflavonole mit einem hoheren Hydroxylierungsgrad des B-Rings praferiert
werden, was in vielen Pflanzenarten die Akkumulation der Uber FLS gebildeten
Kampferolderivate erklart, da DHK nicht als Substrat verwendet wird (Forkmann und
Heller, 1999). In vielen Pflanzenarten wurden genomische und cDNA-Klone isoliert
und charakterisiert. Auch aus Rhododendron simsii wurde von De Schepper (2001)
ein dfr cONA-Klon isoliert.

A.2.1.6 Die Anthocyanidinsynthase (ANS)

Die Reaktion ausgehend von Leukocyanidin zu Anthocyanidin wurde mit Hilfe von
Supplementationsexperimenten an weillen genetisch definierten Blliten von
Matthiola incana nachgewiesen (Heller et al., 1985b). Obwohl eine Reihe von
putativen cDNA-ANS-Klonen isoliert wurden, konnte lange Zeit deren Reaktion
in vitro nicht nachgewiesen werden. Saito et al. (1999) zeigte die ANS-Reaktion

erstmalig an vier rekombinanten Enzymen aus Perilla frutescens, wobei als primares
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Produkt der ANS das farblose 2-Flaven-3,4-Diol (Pseudobase) gebildet wird, worauf
eine Isomerisation der 2,3-Doppelbindung zu der 3,4-Position einher gehend mit
einer Verschiebung der Hydroxylgruppe von C-4 zu C-2 und der Entfernung des
Hydroxylanions folgt, was zum farbigen Flavyliumion fihrt. Die Reaktion der 2-ODD

ist Sauerstoff und Fe®* abhangig.

A.21.7 Die Anthocyanidinreduktase (ANR)

Die ANR katalysiert die Reaktion von Anthocyanidin zu den 2,3-cis-Flavan-3-olen.
Die Flavan-3-ole bilden die Bausteine der Proanthocyanidine, kondensierte Tannine,
deren Synthese aus dem gleichen Biosyntheseweg der Anthocyane hervorgeht.
Lange Zeit wurde angenommen, dass die Abzweigung zu den Proanthocyanidinen
auf Ebene der Leukoanthocyanidine Uber die Bildung von 2,3-trans-Flavan-olen
durch die LAR stattfindet, wobei dieses Modell nicht die Bildung der 2,3-cis
Stereomere, die ein Baustein vieler kondensierter Tannine bilden, erklaren konnte.
Erst Untersuchungen des in Escherichia coli exprimierten BANYULS Gen, von dem
angenommen wurde, dass es fur die LAR codiert, zeigten die NADPH-abhangige
Synthese von Anthocyanidin zu dem entsprechenden Flavan-3-ol (Xie et al., 2003).
Durch chemische Charakterisierung der ANR-Reaktionsprodukte wurden die zwei
Isomere 2R, 3R-2,3-cis- und 2S, 3R-2-trans-Flavan-3-ole identifiziert. Ausgehend
z.B. von Cyanidin als Substrat bilden sich entsprechend die Produkte (-)-Epicatechin
und (-)-Catechin. Zwar ist die Synthese der Flavan-3-ole Uber die LAR und ANR
bekannt, jedoch bleibt die in vivo Polymerisierungsreaktion dieser Bausteine zu den

kondensierten Tanninen noch unklar (Dixon et al., 2005; Xie und Dixon, 2005).

A.2.1.8 Die Flavonoid 3-O-Glukosyltransferase (FGT)
Die FGT katalysiert die 3-O-Glykosylierung der 2-Flaven-3,4-Diol (Pseudobase) unter

pH-neutralen Bedingungen des Cytosols. Diese Pseudobasenform des
Anthocyanidin 3-Glukosids wird im Anschluss in die Vakuole transportiert, wo es
unter sauren Bedingungen der Vakuole zu dem farbigen Flavyliumion unter
Abspaltung des Hydroxylanions gebildet wird (Nakajima et al., 2001). Die FGT-
Reaktion erhoht die Loslichkeit der gebildeten Anthocyane und ist Vorraussetzung fur
weitere Acylierungsreaktionen. Die Aktivitdt der FGT wurde erstmals in
Proteinextrakten von Maispollen nachgewiesen (Larson und Coe, 1968) und seit dem

an einer Vielzahl von weiteren Pflanzenarten untersucht und als genomische und
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cDNA-Klone isoliert, wobei diese eine relativ geringe Homologie zueinander

aufweisen (Forkmann und Heller, 1999).

A.2.2 Transport der Flavonoide in die Zellvakuole

Anthocyane werden in den pflanzlichen Zellen zur Stabilisation und Detoxifizierung in
die Vakuole transportiert. Dies geschieht durch einen Mechanismus der in allen
Organismen vorkommt: die Gluthationation von bioreaktiven Molekllen und deren
aktiver Transport Uber die Membran durch eine GSH-Pumpe (GSH: -
Glutamylcysteinylglycin) in  Abhangigkeit von Mg-ATP. Hierzu werden die
Anthocyane durch die Glutathion S-Transferase (GST; EC 2.5.1.18) kovalent an das
Glutathion gebunden (Marrs, 1996, und darin enthaltene Referenzen). Die
pflanzlichen GSTs werden in drei Typen unterschieden, basierend auf einer
Kombination aus konservierten Sequenzbereichen, immunologischer Aktivtat und der
Intron/Exon Struktur der Gene (Droog et al., 1995). Bisher wurde das Bronze2 (Bz2)
Gen, ein Typ Il GST aus Mais (Marrs et al.,, 1995), und aus Petunie das
Anthocyanin9 (An9) Gen, ein Typ | GST, isoliert (Alfenito et al., 1998).

A.2.3 Multienzymkomplexe der Flavonoidbiosynthese

Multienzymkomplexe, auch Metabolons genannt, sind fur viele Biosynthesen des
primaren Stoffwechsels beschrieben. Sie bieten fir die Zelle Vorteile hinsichtlich der
metabolischen Effizienz, z.B. durch lokale Substratkonzentration, durch Partizipation
verschiedener bzw. verzweigter Synthesewege fur gemeinsam genutzte Metaboliten
und fur die Koordination von Synthesewegen mit gemeinsamen Enzymen und
Zwischenprodukten. Die Bildung von Enzymkomplexen und die Kanalisierung ihrer
Reaktionen bietet daher Potential fir eine schnelle Regulierung des metabolischen
Prozesses (Winkel-Shirley, 1999, und darin enthaltene Referenzen). Solche
Komplexe konnten auch fur den sekundaren Stoffwechsel, und im speziellen fur die
Flavonoidbiosynthese, existieren. Durch Zellfraktionsexperimente wurden erste
Belege fur eine Komplexbildung der Enzyme des Flavonoidbiosynthesewegs
demonstriert. So findet z.B. die Hydroxylierungsreaktion der F3'H in der
mikrosomalen Fraktion Haplopappus gracilis Zellsuspensionen statt (Fritsch und
Grisebach, 1975). Spater konnte gezeigt werden, dass das als ursprunglich |6slich
angenommene Enzym CHS ebenfalls in der mikrosomalen Fraktion nachgewiesen
werden kann (Hrazdina et al., 1978). Auch die Flavonoid 3-O-Glukosyltransferase in

Rotkohlkeimlingen sind an der Membran des Endoplasmatischen Reticulums
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gebunden. Zudem wurde schon frih die koordinierte Induktion von Enzymaktivitaten
gemessen, so z.B. bei PAL und C4H in Buchweizensamlingen, die durch Licht
induziert werden (Amrhein und Zenk, 1971). Spater erfolgte der Nachweis
verschiedener regulatorischer Loci flr die koordinierte Expression von
Flavonoidgenen in Mais, Petunie, Lowenmaul und Ackerschmalwand (Koes et al.,
1994; Holton und Cornish, 1995; Mol et al., 1998). Insbesondere durch mRNA-
Expressionsanalysen wurden die Flavonoidgene in ,frih® exprimiert klassifiziert,
notwendig fur die Bildung aller Flavonoide, und in ,spate“ Gene eingeteilt, die speziell
fur die Synthese der Proanthocyanidine, Anthocyane und in einigen Fallen flr
Flavonole verantwortlich sind (Pelletier et al., 1997, und darin enthaltene
Referenzen). Zudem spricht fur die Komplexbildung von Flavonoidenzymen das
Auftreten mehrerer Kopien von Genen der frGhen Flavonoidbiosynthese. So konnten
beispielsweise in Medicago sativa sieben oder mehr Genkopien der CHS
nachgewiesen werden (Junghans et al., 1993; Dixon et al.,, 2002). Ein direkter
Beweis fur die Bildung von Komplexen der Enzyme der Flavonoidbiosynthese
existiert jedoch aufgrund der wenig stabilen Protein-Assoziation bisher noch nicht
(Winkel-Shirley, 1999).

A.3 Pflanzentransformation mittels Agrobakterium

Grundsatzlich wird bei der Genubertragung in die Pflanze zwischen direkten und
indirekten Methoden unterschieden. Zur ersteren gehoren elektrische, physikalische
und chemische Methoden, bei denen isolierte DNA in die Pflanzenzelle Ubertragen
wird, wie z.B. bei der Elektroporation, Mikroinjektion, Partikelbeschuss und
Ultraschallbehandlung. Fur die indirekte Genubertragung werden modifizierte Viren
oder Bakterien als naturliche ,Genfahren® genutzt. Die Wahl der Methode hangt
insbesondere von den Eigenschaften der Empfangerpflanze ab und ist unabhangig
von der zu Ubertragenden DNA. Zu der am haufigsten verwendeten Methode zahlt

der indirekte Gentransfer mittels Agrobakterium.

A.3.1 Das Agrobakterium

Das bodenblrtige Phytopathogen Agrobacterium tumefaciens wurde bereits 1907
von Smith und Townsend als Verursacher der Wurzelhalsgallenkrankheit an
dicotyledonen Pflanze beschrieben. Das Krankheitsbild ist durch ein tumordses
Wachstum am Wourzelhals charakterisiert und tritt insbesondere bei Wein und

Steinfrlichten auf. Agrobacterium ist gram-negativ. Neben A. tumefaciens kommen
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auch A. rhizogenes, verantwortlich flr das hairy root disease, A. vitis und A. rubis,
verusachen Gallen bei Wein und Zuckerrohr, sowie das avirulente A. radiobacter vor.
In der Mitte des letzten Jahrhunderts wurde bewiesen, dass nach Entfernung des
Bakteriums ohne Zugabe von Auxinen und Cytokininen ein Wachstum der
Tumorzellen stattfindet (Braun, 1958). Bereits damals postulierte Braun das
Transformationsprinzip, also die Ubertragung eines Teils der bakteriellen
Erbinformation in das Wirtsgenom. Aber erst mit fortschtreitender Entwicklung der
molekularen Techniken konnte in den Gallentumoren bakterielle DNA nachgewiesen
werden (Schilperpoort et al., 1967). Unter anderem durch Entdeckung des
tumorinduzierenden (Ti) Plasmids (Van Larebeke et al., 1974) und Identifizierung der
T-DNA (Transfer DNA) (Chilton et al., 1977; Chilton et al., 1978; Depicker et al.,
1978) wurden die Mechanismen des Agrobacterium-vermittelten Gentransfers
aufgeklart. Fur Transkription und Transport der T-DNA in die Wirtszelle bendtigt das
Agrobakterium Proteine, die zum einen von chromosomalen Genen (chv), und zum
anderen von virulenz (vir) Genen, die auf dem Ti-Plasmid aulerhalb der T-DNA
loklisiert sind, codiert werden. Daneben beeinflussen zahlreiche Wirtsproteine den
Agrobacterium-vermittelten Gentransfer. Auf der T-DNA des Wildtyps befinden sich
die Gene, die fur die Wachstumshormone kodieren, also verantwortlich sind fir die
Storung des Auxin-Cytokinin-Verhaltnisses in der Pflanze, wodurch die Tumorbildung
entsteht, sowie auch fur die Opinproduktion, welche dem Bakterium als
Stickstoffquelle dienen. Die Einteilung der verschiedenen Agrobacterium-Stamme
erfolgt nach der Art des Opins. Zu den in der Gentechnik am haufigsten verwendeten
Stammen zahlen zum Beispiel LBA4404, ein Octopin-Typ, GV3101, ein Nopalin-Typ,
und EHA101 oder EHA105, beides Succinamopin-Typen. 1983 wurden die
tumorinduzierenden (onc) Gene aus der T-DNA eines Wildtyp-Stammes entfernt,
wodurch ein ,entwaffnetes® Plasmid entstand, welches nun als ,Genfahre* fur

biotechnologische Anwendungen bereit stand (Zambryski et al., 1983).

A.3.2 Das Ti-Plasmid

Vier wesentliche Bereiche konnen auf dem Ti-Plasmid unterschieden werden: die T-
DNA, die vir- Region, der Replikationsstart und die Konjugationsregion. Die T-DNA
wird flankiert von dem left und right border. Die vir-Region steuert die Ubertragung
der T-DNA in das pflanzliche Genom. Der Replikationsstart dient der
Plasmidduplikation im  Agrobacterium und die Konjugationsregion der

PlasmidUbertragung in andere Bakterien. Daneben besitzt das Plasmid u.a. Gene die
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fur den Opin-Abbau kodieren, wie z.B. die noc Gene fir den Nopalinabbau. Das in
Abb. A.3 dargestellte Plasmid reprasentiert einen cointegrativen Vektor. In der Regel
sind heute aufgrund der einfacheren Handhabung flr den Agrobacterium-vermittelten
Gentransfer Systeme mit einem Ti-Helferplasmid, auf dem die vir-Gene lokalisiert

sind, und einem binaren Vektor auf dem sich die T-DNA befindet, im Gebrauch.

Cytokinin-Synthese
Auxin-Synthese

__Opin-Synthese

Konjugation

Vir-Gene -~
Opin-Abbau

Replikationsursprung

Abb. A.3: Das Ti-Plasmid

A.3.3 Der Agrobacterium-vermittelte Gentransfer

Der Ubertragungsproze der T-DNA vom Agrobacterium (Abb. A.4, S. 14) in die

pflanzliche Zelle kann in finf wesentliche Schritte unterteilt werden:

Die bakterielle Kolonisation

Die erste Vorraussetzung fur die erfolgreiche Genlbertragung ist die bakterielle
Kolonisation des pflanzlichen Gewebes. Hiefur wurde ein direkter Zusammenhang
mit dem Vorkommen kapsularer Polysaccharide an der Zellaulenwand der
Bakterien, die das Anheften an die pflanzliche Zellwand erleichtern, beobachtet. Die
entsprechenden Gene (chv) sind auf dem bakteriellen Chromosom lokalisiert
(Bradley et al., 1997).

Induktion des Virulenzsystems
Der T-DNA Transfer wird durch die Produkte der 30-40 kb grof3en vir-Region des Ti-

Plasmides vermittelt. Diese Region setzt sich aus sechs essentiellen (virA, virB, virC,

virD, virE, virG) und zwei nicht essentiellen Operons (virF, virH) zusammen. Die
Genanzahl fir jedes Operon schwankt wiederum zwischen zwei und sieben. Die
zwei konstitutiven Operons virA und virG kodieren fur ein zwei-komponenten System,

welches die Transkription der weiteren vir Gene aktiviert. Das virA Gen produziert ein
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membrangebundenes Sensorprotein, das Signalmolekile, hauptsachlich phenolische
Substanzen von verwundeten Pflanzen, detektiert. Durch Phosphorylierung aktiviert
es das Protein VirG, welches wiederum als transkriptionaler Faktor die Expression
der vir Gene steuert. Die Aktivierung des vir-Systems wird auch durch externe

Faktoren, wie pH-Wert und Temperatur, gesteuert (Gelvin, 2000).

xl

Abb. A.4: Schematische Darstellung der Agrobacterium-vermittelten genetischen
Transformation; Quelle: Tzfira und Citovsky (2006); 1: Erkennung und ,Andocken“ des Bakterium
an die Pflanzenzelle;2: Erkennung der pflanzlichen Signale durch VirA /VirG; 3: Aktivierung der vir
Genregion; 4: Generierung einer mobilen T-DNA durch das VirD1/D2-Komplex; 5: Transport des T-
Komplexes zum Cytoplasma der Wirtszelle; 6: Assoziation des T-Komplexes mit VirE2; 7: Transport
zum Nukleus der Wirtszelle; 8: Rekrutierung der T-DNA zum Punkt der Integration; 9: Abstreifen der

eskortierenden Proteine; 10: Integration in das Wirtsgenom

Bildung des T-DNA Transferkomplexes

Die VirD1 und VirD2 Proteine erkennen die beiden Bordersequenzen und trennen
eine einstrangige T-DNA-Kopie aufgrund ihrer Endonukleasenaktivitat aus dem

Plasmid heraus. Im Anschlus bleibt das VirD2 Protein kovalent am 5’Ende gebunden
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um den Abbau der einstrangigen T-DNA durch Exonukleasen zu verhindern

(Durrenberger et al., 1989).

Der T-DNA-Transfer

Der T-DNA-Protein-Komplex muss uber seinen Weg zum pflanzlichen Nucleus drei

Membranen, die Zellwand und den zellularen Raum passieren. Der genaue
Mechanismus ist noch nicht in einzelnen Details geklart, es ist jedoch
unwahrscheinlich, dass aufgrund der Struktur des Cytoplasmas, welches eine
Vielzahl an Microtubulis, Actin und ein filamentdses Netzwerk enthalt, der Transport
durch Brownsche Diffusion erfolgt. Eher wird angenommen, dass, ahnlich wie bei
Virus DNA, ein aktiver interzellularer Transportmechanismus der Wirtszelle genutzt
wird.

Als gesichert gilt, dass der Komplex von dem VirE2 Protein umhallt wird, was zum
einem wiederum den Angriff von Nucleasen verhindert und zum anderen das
Passieren der Membranen erleichtert. Sowohl VirD2 als auch VirE2 interagieren mit
Proteinen der Wirtszelle, so dass vermutlich eine kombinierte Aktion von bakteriellen
und pflanzlichen Proteinen (AtKapa und VIP1), sowie ein aktiver
Transportmechanismus fur die Translokation des T-DNA-Komplexes bendtigt wird
(Tzfira und Citovski, 2006).

Integration der T-DNA in das pflanzliche Genom

Innerhalb des Nucleus muss der T-DNA-Komplex zu seinem Integrationspunkt
gelangen und seine begleitenden Proteine abstreifen. Der Komplex interagiert hierbei
mit den Wirtsproteinen VIP1, CAK2M und einem TATA-Box bindenden Protein
(TBP), die dem Transkriptionsmechanismus angehdren. Vermutlich fihren diese
Proteine den T-DNA-Komplex zu der Integrationsstelle, wobei auch hier der genaue
Mechanismus, wie auch die Integration der T-DNA in das Wirtsgenom, nicht geklart
ist. Vermutlich bendtigt dieser Schritt die Paarung von wenigen Basen
(Mikrohomologien) als eine Art pre-annealing Schritt zwischen T-DNA und Pflanzen-
DNA. Diese Homologien sind sehr gering und bendtigen keine hohe Spezifitat. Zwei
Theorien werden zur Zeit Uber den Einbau der T-DNA in die Pflanzen-DNA diskutiert:
das double-strand-break repair Modell und das single-strand-gap repair Modell. Bei
letzterem Modell findet das 3’-Ende der T-DNA Homologien mit der Pflanzen-DNA
und bildet eine Licke am 3’-5’-Strang der Pflanzen-DNA. Die verdrangte DNA wird
sofort von Endonucleasen an der 3’-Postion der Licke entfernt, wodurch das 5’-Ende
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mit VirD2 mit einem Nukleotid des 5’-3’-Pflanzen-DNA-Strang bindet. Der 3’
uberhangende Teil der T-DNA und die verdrangte Pflanzen-DNA werden verdaut. Ist
die T-DNA im 3’-5’-Strang eingebaut und der gegenuberliegende Pflanzen-DNA-
Strang entfernt, wird durch Reparaturmechanismen der Pflanze der gegenlaufige
Strang gebildet. Bei der double-strand-break repair Theorie wird davon
ausgegangen, dass die Integration mit einem Doppelstrangbruch der Pflanzen-DNA
beginnt und die T-DNA zwischen die Bruchstellen ligiert wird. Grundsatzlich ist die
erfolgreiche Integration der T-DNA in das pflanzliche Genom stark abhangig von

DNA-Reperaturmechanismen des Wirtes (Tzfira et al., 2004).

A.3.4 Regeneration und Selektion transgener Pflanzenzellen

Bei gentechnologischen Zichtungsexperimenten muss nach erfolgreicher
Transformation der Pflanzenzelle aus dieser eine neue transgene Pflanze generiert
werden. Die Agrobacterium-vermittelte Transformation erfolgt in der Regel unter
sterilen  Laborbedingungen an  praparierten = Gewebesticken der zu
transformierenden Pflanzen, aus denen sich unter Hormoneinfluss neue Pflanzen
regenerieren lassen. Haufig werden bei dicotyledonen Pflanzenarten in vitro
Blattexplantate verwendet, aber auch andere Gewebearten wie z.B. Blutenblatter,
Stangel oder Wurzelabschnitte konnen mit Hilfe des Agrobacterium transformiert
werden. Die Entwicklung von Regenerationsprotokollen ist flir die Umsetzung von
gentechnischen Zuchtungsprogrammen eine unerlassliche Vorraussetzung.

Die Selektion transgener Pflanzenzellen von nicht transgenen Zellen erfolgt Uber
einem auf der T-DNA Iokalisierten Markergen. Hierbei hat sich Uber lange Zeit der
Einsatz von Antibiotika- und Herbizidresistenzmarkergenen bewahrt, wie z.B. das
nptll Gen fur die Neomycinphosphotransferase, das eine Resistenz gegenliber dem
Antibiotikum Kanamycin bewirkt. Die geringe Akzeptanz der Offentlichkeit gegeniiber
gentechnisch veranderten Organismen (GVO) liegt unter anderem in der
Verwendung solcher Antibiotikaresistenzmarker begrindet, so dass neue
Selektionssysteme entwickelt wurden und teils auch erfolgreich eingesetzt werden.
So wurden z.B. Vektoren mit dem Cre-lox-System konstruiert, bei denen das
Markergen, haufig ein Antibiotikaresistenzgen, zwischen zwei lox-Motiven kloniert
wird, die nach erfolgreicher Transformation und Selektion von der Cre-Rekombinase
erkannt und geschnitten werden konnen. Die Rekombinase wird dabei in der Regel
durch induzierbare Promotoren aktiviert, kann aber auch durch Kreuzungen oder

erneute Transformation eingeschleust werden (Dale und Ow, 1991). Weitere
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rekombinante Systeme sind das FLP/ftr- (Kilby et al., 1995) und das R-RS-System
(Onouchi et al., 1995). Neben dieser sogenannten site-specific Rekombination gibt
es die homologe Rekombination. Hierbei geht der homologen Rekombination (HR)
ein Doppelstrangbruch (DSB) vorraus. DSBs kdnnen durch transiente Expression
von Restriktionsenzymen an der transgenen Restriktionsstelle ausgeldst werden,
wodurch es im Anschluss zu HR aber auch zu sogenannten non-homologous end
joining (NHEJ) kommen kann (Gorbunova und Levy, 1999). Im Fall der
Transformationsanwendung kann das Markergen zwischen zwei seltenen
Restriktionsstellen, wie z.B. I-Scel, kloniert werden. Duch Induktion eines DSB wird
das Markergen entfernt und durch HR oder NHEJ ersetzt (Siebert und Puchta, 2002).
Eine weitere Moglichkeit zur Eliminierung der Markergene in der transgenen Pflanze
ist die Kotransformation. Hierbei bestehen im Prinzip drei Mdglichkeiten das Zielgen
und Markergen zu transformieren: auf separierten T-DNAs auf einem Vektor, zwei
Binarvektoren in einem Agrobacterium-Stamm oder mit zwei verschiedenen
Agrobacterium-Stammen. Im Anschluss kann das Markergen aus der transgenen
Pflanze ausgekreuzt werden. (Puchta, 2003).

Auch transposable elements kdnnen flir den Erhalt markerfreier transgener Pflanzen
eingesetzt werden. Hierbei gibt es zwei Mdglichkeiten: das Markergen wird in ein
mobiles Element gesetzt und geht nach Transposition verloren (Gorbunova und
Levy, 2000; Ebinuma et al., 1997), oder aber das Zielgen wird vom originalen Locus
translokiert (Goldsborough et al., 1993).

Parallel zu der Entwicklung der Markereliminierung entstanden auch neue Marker,
die anders als beim Einsatz von Antibiotika oder Herbiziden die untransformierten
Zellen nicht aktiv abtoten, sondern transgenen Zellen einen metabolischen Vorteil
verleihen. Solche Marker werden als screenable oder alternative Marker bezeichnet
und werden in Kombination mit einem nichttoxischen Selektionsagens eingesetzt,
wie z.B. bei der Xylose-lsomerase (Haldrup et al., 1998), der 2-Deoxyglukose-6-
Phosphatase aus Hefe (Kunze et al., 2001) und der Phosphomannose-lsomerase
(Joersbo et al., 1998; Negretto, 2000). Auch der Einsatz von Enzymen die in den
Phytohormonmetabolismus eingreifen, wie die Isopentenyltransferase der T-DNA
des Agrobakteriums, ist moglich (Ebinuma et al., 1997).

Weiter besteht die Mdglichkeit ohne Markergene zu transformieren. Hierbei sind die
Transformationsraten entsprechend gering. Zusatzlich bedarf es eines hohen

Aufwands das putativ transgene Material im Anschluss zu Uberprifen. Moglich ist
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aber eine Erhéhung der Transformationsrate z.B. durch die Verwendung eines
supervirulenten Agrobacterium-Stammes. Neuere Ansatze verfolgen die Idee, die
Einflhrung fremder DNA in das pflanzliche Genom weitestgehend zu reduzieren, z.B
durch die Verwendung pflanzlicher Promotoren, Terminatoren und Bordersequenzen.
Solche Pflanzen-Transfer-DNAs (P-DNA) koénnten anstelle der T-DNA durch
Agrobakterien ubertragen werden. Bei Transformation mit  einem
pflanzenspezifischen Zielgen kénnten die als Intragenic oder Cisgenic® bezeichneten
Pflanzen eine héhere Akzeptanz der Offentlichkeit bzw. des Verbrauchers erzielen
(Rommens, 2004). Einige pflanzliche DNA-Abschnitte mit Border-Eigenschaften
wurden bereits identifiziert und erfolgreich in Transformationsexperimenten getestet
(Rommens et al., 2005; Richardson et al., 2007). Problematisch beim Einsetzen
derartiger P-DNAs in das Ti-Plasmid konnten die, auch bei ,Ublichen®
Transformationen beobachtete, backbone Integration in das pflanzliche Genom sein.
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die transferierte DNA haufig zusatzliche,
Vektorsequenzen enthalt, die Uber den Left- und Rightborder hinausgehen, und
somit bakterielle genetische Elemente wie den Replikationsstart oder zusatzliche
Antibiotikaresistenzgene ubertragen werden kdénnen und daher unerwunscht sind.
Backbone Integrationen wurden z.B. mit Haufigkeiten von 50 % bis 85 % bei
Solanaceaen wie Tomaten und Kartoffeln (Hanson et al., 1999) und mit 62 % in
Arabidopsis (Wenck et al., 1997) beobachtet.

Ein weiteres Thema der letzten Jahre ist die Transformation von Plastiden, da hierbei
zum einen die Verbreitung des transgenen Materials Uber Pollenflug vermieden
werden kann, und zum anderen eine sehr hohe Proteinproduktion des Zielgens
erreicht wird, was diese Methode insbesondere fur Anwendungsgebiete wie das
molecular farming interessant macht. Da jedes Plastid die gleiche DNA enthalt, kann
das Plastidengenom mit bis zu 10.000 Kopien in einer Zelle vorkommen, wodurch die
hohe Proteinproduktion zustande kommt (Bock, 2001; Maliga, 2002). Auch das
Markerprotein kann nach der Plastidentransformation 10 % des gesamten I8slichen
Enzymanteils der Zelle ausmachen und ist daher unerwinscht. Auch bei diesen
Transfomationsmethoden wird daher das Markergen z.B. durch rekombinante
Systeme, transiente Kointegration oder Segregation durch Kotransformation entfernt
(Lutz und Maliga, 2007).
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A.4 Rhododendron simsii Planch.

Die Rhododendren sind eine Gattung aus der Familie der Ericaceae, die Uber 1.000
Arten umfasst, welche in bis zu 12 Untergattungen, wie z.B. Pentanthera zu der die
winterharten und laubabwerfenden Azaleen gehdren, gegliedert werden. Die
Untergattung Tsutsusi beinhaltet 66 Uberwiegend immergriine Azaleenarten, so auch
die Rhododendron Simsii-Hybride. Der Hauptelter der heutigen Topf- oder
Zimmerazalee ist Rhododendron simsii, dessen Heimat Ostasien, insbesondere die
bergigen Landschaften in China, Thailand und Burma, ist. Neben Rhododendron
simsii sind vermutlich noch drei weitere Arten der Untergattung Tsutsusi in die
heutige Hybride eingegangen: R. indicum, R. mucronatum und R. scabrum (Vogel,
1982).

Die ersten Azaleen wurden bereits im 17. Jahrhundert nach Europa eingeflhrt,
fanden aber erst im 19. Jahrhundert von England Uber Frankreich, Belgien und
Deutschland Verbreitung. Wahrend in England sich die zlichterische Arbeit auf die
heutigen Gartenformen konzentrierte, wurde auf dem Kontinent insbesondere die
Zichtung der Rhododendron-Simsii-Hybriden vorangetrieben. Die meisten der
inzwischen weltweit geschatzten 2.000 Sorten sind durch Sportbildung entstanden,
die vegetativ vermehrt werden. Das heutige Sortiment besteht daher zum grof3en Teil
aus nahverwandten Sortengruppen (z.B. ,Helmut Vogel“-Gruppe, ,Knut Erwen®-
Gruppe), die sich meist in der Blutenfarbe, jedoch kaum in ihren
Wuchseigenschaften unterscheiden (Horn, 1996).

Mit jahrlich 25 Millionen produzierten Pflanzen zahlt die Topfazalee zu den
wirtschaftlich wichtigsten Zierpflanzenarten in Deutschland. Die ,Beschreibende
Sortenliste” fur Topfazaleen des Bundessortenamtes (2000) umfasst derzeit 143
Sorten, deren Blutenfarben von Weil3, Rosa, Lachs, Rot bis Violett reichen. Neben
einzelnen mehrfarbigen Sorten mit beispielsweise rotem, sternférmigen Innenbereich
und weillem Rand, besteht der grofite Teil des Sortiments aus einfarbigen Bliten
(Abb. A5).
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Abb. A5: Bliitenfarben bei Azaleen

A.5 Zielsetzung

Die wenigsten Pflanzenarten decken das ganze Spektrum der Blatenfarben ab und
Neuheiten bezlglich der Blutenfarbe sind das Hauptthema in der
Zierpflanzenzuchtung. So auch bei Rhododendron simsii in deren Sortiment die
Blutenfarbe Gelb fehlt. Versuche der letzen Jahre, eine gelbblihende Azalee durch
interspezifische Kreuzungen mit weiteren Rhododendron-Arten zu erhalten, flhrten
bisher aufgrund verschiedener prazygotischer oder postzygotischer Barrieren nicht
zum Erfolg. Zur Zeit gibt es in Belgien Bemuhungen eine interspezifische
Hybridisierung innerhalb der Gattung Rhododendron durch Anwendung des embryo
rescue-Verfahrens zu erreichen (Eeckhaut et al., 2007). Aufgrund der umfangreichen
Kenntnisse Uber die Bildung der Flavonoide bieten aber auch insbesondere die
Methoden des genetic engineering eine exzellente Moglichkeit, in den
Flavonoidbiosyntheseweg einzugreifen. Vorteilhaft hierbei ist das Einflhren von nur
einem oder weniger Gene in eine bewahrte Sorte bzw. Linie, so dass definierte
Eigenschaften erzielt werden kdénnen. Eine Durchmischung verschiedener
Genotypen, wie bei der klassischen Kreuzung, wird dadurch vermieden und erubrigt
aufwendige Ruckkreuzungsarbeiten.

Viele Transformationsexperimente an ausgewahlten Pflanzenarten sind in den
letzten 20 Jahren publiziert worden, in denen die erfolgreiche Modifizierung der

Farbe in spezifischen Gewebearten durch Eingreifen in den
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Flavonoidbiosyntheseweg beschrieben wurden (Literaturlberblick in Tanaka et al.,
2005; Forkmann und Martens, 2001). Vorraussetzung fur das genetic engineering ist
eine genaue und grundliche Charakterisierung der Flavonoidbiosyntese in der zu
modifizierenden Pflanze auf chemischer, biochemischer und molekularbiologischer
Ebene. In dieser Arbeit sollen daher ausgewahlte Rhododendron-Simsii-Sorten
hinsichtlich ihres Flavonoidmusters untersucht werden und aufgrund der Ergebnisse
eine geeigente Sorte fur ein gentechnologisches Eingreifen ausgewahlt werden.
Besonderes Augenmerk wird hierbei auf die Bildung der Blutenfarbe ,WeiR* gelegt,
da vermutlich ausgehend von einer weilden Blute eine Veranderung in Richtung gelb
am erfolgsversprechendsten ist.

Als Vorraussetzung fur einen Agrobacterium-vermittelten Gentransfer soll zudem am
Lehrstuhl ein in vitro-Regenerationssystem etabliert werden. Darauf aufbauend wird
ein Transformationssystem zunachst basierend auf einer Antibiotikaselektion
entwickelt. Der Einsatz griner Gentechnologie und hier insbesondere die
Verwendung von Antibiotikaresistenzgenen fur die Selektion transgener Pflanzen
wird seit vielen Jahren intensiv in der Offentlichkeit diskutiert und zumeist sehr
kritisch  beurteilt.  Befiirchtet wird vor allem eine Ubertragung von
Antibiotikaresistenzgenen in  humanpathogene Organismen. Obwohl eine
Gefahrdung aus wissenschaftlicher Sicht nicht gegeben ist, hat die kontroverse
Diskussionen zum Beschluss einer schrittweisen Einstellung der Verwendung von
Resistenzgenen fur Antibiotika mit human- und veterindrmedizinischer Bedeutung
innerhalb der EU geflihrt. Daher soll fir die Transformation von Rhododendron simsii
ein alternatives Markersystem entwickelt werden. Die Verwendung des manA Gens
fur die Mannose-6-Phosphat-Isomerase (PMI) hat sich bei einigen Pflanzenarten wie
Arabidopsis thaliana (Todd und Tague, 2001), Beta vulgaris (Joersbo et al., 1998),
Citrus sinensis (Boscariol et al., 2003) Oryza sativa (Lucca et al., 2001), und Torenia
fournieri (Li, 2003) als alternatives Selektionssystem bewahrt. Bei der Mannose
handelt es sich um ein Stereocisomer der Glukose. Zur Nutzung der Mannose als
Kohlenstoffquelle, muss diese zunachst durch das Enzym Hexokinase phosphoryliert
werden, wobei Mannose-6-Phosphat entsteht. In einem anschlieRenden Schritt
bewirkt das Enzym PMI eine reversible Isomerisierung zu Fructose-6-Phosphat, das
Kohlenhydrat ist im Gegensatz zu Mannose-6-Phosphat ein Bestandteil des
normalen pflanzlichen Energiestoffwechsels. Im Pflanzenreich ist die PMI jedoch, bis

auf wenige Ausnahmen wie Soja und Gerste, kaum vertreten (Joersbo et al., 1998;
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Privalle et al., 2000). Diese eingeschrankte Verbreitung ermoglicht es, die PMI als
Selektionsmarker zu verwenden. Im Gegensatz zu dem Einsatz von
Antibiotikaresistenzgenen bestehen beim manA Gen zur Zeit keine Bedenken

hinsichtlich der biologischen Sicherheit.
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B Material und Methoden

B.1 Material

B.1.1 Pflanzenmaterial

Ein Teil der fur diese Arbeit verwendeten Azaleensorten wurden freundlicherweise
von den Gartenbaufirmen

» Citzler Gartenbau, Gutersloh, Deutschland

= Gartenbau Holz, Weeze, Deutschland

» Lieven de Waele, Oostakker, Belgien

zur Verfugung gestellt. Fur die inhaltsstofflichen, enzymologischen und
molekularbiologischen Untersuchungen wurden jahrlich knospige Azaleen geliefert,
die bis zum Ende der Blute im Gewachshaus unter den in der Praxis Ublichen
Bedingungen behandelt wurden (Horn, 1996). Des weiteren wurden Topfazaleen der
Sorte 'Mevrouw Edmond Troch’ gestutzt um anschliel3end junge Neuaustriebe fur die

Verwendung in der Gewebekultur zu erhalten.

Abb. B.1: Topfazaleen; vorne: Sorte 'Mevrouw Edmond Troch’, hinten: Sorte ‘Nordlicht’

Fir die molekularbiologischen Arbeiten wurde die rotblihende Sorte ‘Nordlicht’ und
die weiliblihende Sorte 'Mevrouw Edmond Troch’ verwendet. Der grofdte Teil des
Sortiments war fur die inhaltsstofflichen und enzymologischen Arbeiten bestimmt.

Tab. B1 gibt einen Uberblick iber das untersuchte Sortiment:
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Tab. B1: Untersuchte Sorten aus dem zur Verfiigung gestellten Sortiment
Sorte Bliitenfarbe
’Anastasia’ rot
‘Ballerina’ weild
"Helmut Vogel’ rot
‘Inka’ rosa
‘Mevrouw Edmond Troch’ weil

'Mevrouw Gerard Kint’ bunt  rot mit weilem Rand

'Mevrouw Gerard Kint’ weils  weil}

‘Nordlicht’ rot

"Petrick’ rot

‘Polarstern’ weild

'Rosa’ hellrosa
"Sachsenstern’ rot mit weillem Rand
"Schneekdnigin’ weild

"Winterperle’ weild

Weiter wurde auf das Sortensortiment des Azaleenmuseums im Rhododendronpark
in Bremen zurlckgegriffen. Im Azaleenmuseum werden neben modernen Sorten
ebenfalls alte, im Handel nicht mehr befindliche, Sorten kultiviert. Aus diesem
Sortiment wurden 40 wei3blihende und vier violettblihende Sorten inhaltstofflich
untersucht. Die folgende Tabelle zeigt alle untersuchten Sorten aus dem Sortiment

des Azaleenmuseums (Tab. B2):
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Tab. B2: Untersuchte Sorten aus dem Sortiment des Azaleenmuseums in Bremen
Sorte Blutenfarbe Sorte Blutenfarbe
’Adonia’ violett ‘Pax’ weil}
‘Adrien Steyert’ violett 'Perle de Saffelaere’ weild
‘Anton’ weild 'Perle de Swynaerde’ weild
‘Avenir Alba’ weild 'Petrick Alba’ weild
‘Coelestine White’ weifd "Picollo’ violett
’Columba’ weifd 'Polarstern’ weild
‘Dame Blanche’ weild ‘Prinzess Josephine Charlotte’ weild
‘Delicatesse’ weild 'Regina’ weil}
"Gloria’ weild 'Rema’ violett
‘Herme’ weild 'Rigolleto’ weild
‘Irish Lace’ weild 'Sakuntala’ weild
‘Laima’ weild 'Schnee’ weild
‘Loelia’ weild ‘Tendresse’ weild
‘Madame A. Haerens alba weifd ‘Thea’ weild
rosea’
'Madame Boullard’ weild Timo’ weil}
‘Madame Marcel de Paepe’  weil} "Tukuma Perle’ weild
‘Madame Papi’ weild ‘'Vervaena Alba’ weild
‘Madame Wibier’ weild 'Weille Schame’ weild
‘Mademoiselle Loise weild "Weiler Hirsch’ weifd
Cuvelier
‘Mareyke’ weifld mit violetten "White Hexe’ weild
Sprenklen
‘Niobe’ weild ‘White Lady’ weil}
‘Paloma’ weild ‘Whitewater’ weild

B.1.2 Blitenstadien

Das fur enzymologische und molekularbiologische Untersuchungen eingesetzte
Blutenmaterial wurde in funf Bllitenstadien eingeordnet:

BS 1: vollig geschlossen Blutenknospen mit grinen Petalen

BS 2: geschlossene oder leicht 6ffnende Blitenknospen mit beginnender

Anthocyanfarbung an den Spitzen der Petalen

BS 3: offnende Blitenknospen mit Anthocyanfarbung zu 50 — 75 % der
Petalen
BS 4: offnende Blutenknospe mit vollig durchgefarbten Petalen

BS 5: komplett aufgeblihte und durchgefarbte Azaleenblite
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Folgende Abbildung zeigt die Blitenstadien der Sorte ‘Nordlicht’ und 'Mevrouw
Edmond Troch’ (Abb. B.2):

Abb. B.2: Bliitenstadien (BS1-5); oben: 'Mevrouw Edmond Troch’; unten: 'Nordlicht’

B.1.3 Gerate

Folgende Gerate wurden in dieser Arbeit verwendet (Tab. B3):

Tab. B3: Verwendete Gerite

Gerat

Hersteller

Autoklav Tecnomara
Bio-Imaging-Analyzer

Biolistic® PDS-1000/He

Biophotometer

Elektrophorese-System Mini-Sub®Cell GT
Elektrophrese-Spannungsquelle EPS 3500
Klimaschrank RUMED Typ 1200
PCR-Express

pH-Messgerat twinpH
Reinstwassersystem TKA-LAB HP 6UV/UF
Thermo Block QBT2

Thermocycler Autogene Il

UV Transilluminator 254 nm
Varioklav®Dampfsterilisator

Werkbank Gelair

Werkbank Hera guard

Werkbank Laminair® Typ LB 48C
Zentrifuge Biofuge fresco

Zentrifuge Biofuge pico

Zentrifuge Eppendorf 5415 C

Zentriuge Biofuge 28RS

Tecnomara GmbH (Fernwald, D)

Fuji Photo (Tokyo,J)

BIORAD (Hercules, USA)

Eppendorf (Hamburg, D)

BIORAD (Hercules, USA)

Parmacia Biotech (Uppsala, S)
Rubarth Apparate (Hannover, D)
Hybaid (Ashford, UK)

Horiba (Japan)

TKA-GmbH (Niederelbert, D)

Grant, Instr, Ltd. (Cambrigeshire, UK)
Grant

LTF Labortechnik (Wasserburg, D)
H+P Labortechnik (Oberschlei3heim, D)
Bio-Flow Technik (Meckenheim, D)
Heraeus Instruments (Hanau, D)
Kendro Laboratory Products (Hanau, D)
Heraeus Instruments (Hanau, D)
Heraeus Instruments (Hanau, D)
Eppendorf (KdIn, D)

Heraeus Instruments (Hanau, D)
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B.1.4 Hersteller

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Naturstoffe,

Enzyme und Kits wurden von folgenden Herstellern bezogen (Tab. B4):

Tab. B4: Liste der Hersteller
Hersteller Internetadresse
Biorad (USA) http://www. bio-rad.com
Duchefa (NL) http://www. duchefa.com
Eppendorf (D) http://www. eppendorf.com
Fluka (D) http://www. fluka.de
Invitrogen (UK) http://www. invitrogen.com
J.T.Baker (NL) http://www. jtbaker.com
MBI Fermentas (D) http://www. fermentas.com
Merck (D) http://www. merck.de
Moravek Biochemicals (USA) http://www. moravek.com
Peqlab (D) http://www. peglab.de
Roche (D) http://www. roche.com
Roth (D) http://www. carl.roth.de
Qiagen (D) http://www. giagen.com
Sigma-Aldrich (D) http://www. sial.com
Zefa Laborservice (D) http://www. zefa-laborservice.de

B.1.5 Chemikalien, Naturstoffe und Verbrauchsmaterialen

Folgende Chemikalien und Verbrauchsmaterialen wurden fir diese Arbeit verwendet
(Tab. B5):


http://www/
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Tab. B5: Verwendete Chemikalien, Naturstoffe und Verbauchsmaterialen

Chemikalie / Naturstoff Hersteller Chemikalie / Naturstoff Hersteller
1,4- Dtithio-DL-threitol (DTE) Fluka Kaliumjodid Merck

2,4 Dichlorphenoxyessigsaure  Duchefa Kaliumhydrogenphosphat Merck

2,4- Dichlorphenoxyessigsaure Duchefa Kaliumnitrat Merck
2-Isopentanyladenin Duchefa Kanamycin Duchefa
4-Dimethylaminozimtaldehyd Merck Kobalt(Il)chlorid Merck
Acetosyringon Duchefa Kupfer(Il)sulfat-5-hydrat Merck
Adeninsulfat Duchefa Magnesium-Heptahydrat Fluka

Agar Agar 1614 Merck Magnesiumsulfat Merck

Agar LP 0011 Oxoid (Wesel) Mangan-Monohydrat Fluka
Agarose FMC Bioproducts Mangansulfat Merck
Aktivkohle Merck Mannose Duchefa
Ampicillin Duchefa Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
Ammoniak Merck Methanol Merck
Ammoniumnitrat Merck myo-Inosit Merck
Ampicillin Duchefa Na-EDTA Merck
Ascorbinsaure Sigma-Aldrich NADPH Merck
Beefextrakt Merck Naphtylessigsaure Duchefa
Benzyladenin Duchefa Natriumacetat Merck
Borsaure Merck Natriumascorbat Sigma-Aldrich
Bradford-Reagent Sigma-Aldrich Natriumborhydrat Merck
Bromphenolblau Merck Natriumhydrogensulfat Merck
Calciumchlorid Roth Natriummolybdat Merck
Carbenicillin Duchefa NaturstoffreagenzA Roth
Cefotaxim Duchefa n-Butanol Merck
Chlorbleichlauge 12% Nierle (Freising)  Nikotinsaure Merck
Chloroform Fluka Pepton Fluka
Cyanidinchlorid Roth Polyethylene glycol 1500 (PEG) Fluka
DC-Platten 20 x 20 cm Cellulose Merck PVP Sigma-Aldrich
D-Galaktose Roth PVPP Fluka
D-Glukose Duchefa Pyridoxin Merck
Dithioethyltriol Sigma-Aldrich Rifampicin Duchefa
DMAZA Sigma-Aldrich Rinderserum Albumin Fraktion V Fluka

DMSO Duchefa Saccharose Merck
DNA-Langenstandards MBI Seesand, gegliht Merck

dNTPs MBI Spermidin Sigma-Aldrich
Dowex 1 x 2 Fluka Streptomycin Duchefa
Eisessig J.T.Baker Thiaminchlorid-hydrochlorid Merck

EGME Sigma-Aldrich Thidiazuron Duchefa
Ethanol abs. Merck Ticarcellin Clavulansaure Duchefa
Ethidiumbromid Merck Tris Sigma-Aldrich
Ethylacetat Merck Triton X-100 Fluka

Glas Beads 425-600 uM Sigma-Aldrich Tryptophan Fluka

Glycin Merck UDP-Glukose Sigma-Aldrich
HCI Merck X-Gal Sigma-Aldrich
Hefeextrakt Fluka X-Gluc Duchefa
Hepes Fluka Yeast Nitrogen Base Merck
Indolessigsaure Merck Zeatin Duchefa
IPTG Sigma-Aldrich Zinksulfatheptahydrat Merck
Isoamyalalkohol Merck Zitronensaure Merck
Isopropanol Merck

Kalilauge Merck
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B.1.6 Substrate und Radiochemikalien

Fir die enzymologischen Untersuchungen wurden folgende Substrate

Radiochemikalien verwendet (Tab. B6):

Tab. B6: Substrate und Radiochemikalien
Substrat/ Cosubstrat/ Radiochemikalie Bezug /Hersteller
4-Cumaroyl-CoA W. Heller, GSF, Neuherberg
Kaffeoyl-CoA W. Heller, GSF, Neuherberg
[14C]2-MalonyI-CoA Movarek Biochemicals

(spez. Aktivitat = 55 mCi/mmol

B.1.7 Reaktionssysteme und Kits

Es wurden folgende Reaktionssysteme und Kits verwendet (Tab. B7):

Tab. B7: Reaktionssysteme und Kits
Reaktionssystem/ Kit Hersteller
DNeasy Plant Mini-Kit Qiagen
E.Z.N.A Plasmid Miniprep-Kit Peglab
ExpandTM Hih fidelitty PCR System Roche
pYes2.1 TOPO TA Cloning Kit Invitrogen
RNA-isoltation-Kit Invitrogen
S.c. EasyCompTM Transformation-Kit Invitrogen
TOPO TA Cloning-Kit Invitrogen

B.1.8 Puffer und sonstige Losungen

CTAB-Puffer:

TAE-Puffer:

TE-Puffer :

TEK-Puffer:

100mM Tris-HCI, pH 8,0

1,4 M NaCl

2% EDTA,

1% Polyvinylpyrrolidon
0,2 M Tris-Acetat, pH 8,3

1 mM EDTA

0,5M Tris-HCI, pH 8

1% EDTA

0,5M Tris-HCI, pH 7,4

1 mM EDTA

100 mM KCI

B.1.9 Laufmittel fur die Diinnschichtchromatographie

Folgende

Untersuchungen eingesetzt (Tab. B8):

und

Laufmittel wurden bei den  diunnschichtchromatographischen
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Tab. BS: Laufmittel fiir die Diinschichtchromatographie
Laufmittel Zusammensetzung
CAW 10 Teile Chloroform, 9 Teile Eisessig, 1 Teil Wasser
Forestal 30 Teile Wasser, 3 Teile HCI, 10 Teile Eisessig
BAW 6 Teile n-Butanol, 1 Teil Eisessig, 2 Teile Wasser
HOAC 82 Teile Wasser, 15 Teile Eisessig, 3 Teile HCI

B.1.10 Nahrmedien

Alle Nahrmedien wurden vor der Verwendung durch Autoklavieren sterilisiert.
Verwendete Phytohormone und Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren

sterilfiltriert zugegeben.
B.1.10.1 Bakterien- und Hefemedien

Medien fur Agrobacterium tumefaciens:

YEB-Medium: 2 g/l Hefeextrakt
5 g/l Pepton
0,5 g/ MgSOq4
5 g/l Beefextrakt
5 g/l Saccharose
pH 7,2

Zur Verfestigung wurde dem Medium 15 g/l Agar (Merck) zugegeben.

Medien fur Escherichia coli:

LB-Medium: 10 g/l
5 g/l
0,54/l
pH 7,0

Pepton
Hefeextrakt
NaCl

Zur Verfestigung wurde dem Medium 15 g/l Agar (Merck) zugegeben.

SOC-Medium: 20 mg/l
5 g/l
0,6 g/l
0,2 g/l
14l
3,54/

Pepton
Hefeextrakt
NaCl

KCI

MgC|2
Glukose

Medien flr Saccharomyces cerevisiae:

SGI-Medium: 14/
6,7 g/l
0,02 g/l
20 g/l

Pepton

Yeast Nitrogen Base
Tryptophan

Glukose

Zur Verfestigung wurde dem Medium 15 g/l Agar (Merck) zugegeben.

YPD-Medium: 10 g/l
20 g/l

Hefeextrakt
Pepton
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20 g/l Glukose

0,1 g/l Adenin
YPGE-Medium: 10 g/l Hefeextrakt

10 g/l Pepton

5 g/l Glukose

3 vol% Ethanol

B.1.10.2 Pflanzenmedien

Als Basalmedium fur die Gewebekultur bei R. simsii wurde das leicht modifizierte
Nahrmedium nach Anderson (1984) sowie das MS-Medium nach Murashige und
Skoog (1962) verwendet (Tab. B9 und Tab. B10). Den Medien wurde jeweils 7 g/l
Agar (Oxoid) und 30 g/l Saccharose zugegeben

Tab. B9: Zusammensetzung des Nahrmediums modifiziert nach Anderson (1984)

Nahrstoffe

Makronahrstoffe mg/l mM
Kaliumnitrat KNOs 480 47
Ammoniumnitrat NH4NO; 400 5,0
Magnesiumsulfat MgSO, 370 1,5
Natriumhydrogensulfat NaH,PO,+H,O 380 2,75
Kalziumchlorid CaCl, » 2H,0 440 3,0
NaFe-EDTA 73,6 200
Mikronahrstoffe mg/l pM
Borsaure HiBO3; 6,2 100
Mangansulfat MnSQO, « H,O 16,9 100
Zinksulfat ZnSO, 7H,0 8,6 30
Kaliummjodid KJ 0,30 1,8
Natriummolybdat Na,MoQO, « 2H,O 0,25 1,1
Kupfersulfat CuSOQ, * 5H,0 0,025 0,1
Kobaltchlorid CoCl,* 6H,0 0,025 0,1
Vitamine mg/l pM
Inositol 100 560
Adeninsulfat 80 198

Thiamin-HCI 0,4 1,19




Material und Methoden 32

Tab. B10: Zusammensetzung des MS-Mediums nach Murashige und Skoog (1962)
Nahrstoffe mg/l mM
Makronahrstoffe
Ammoniumnitrat NH4NO3 1650 20,6
Kaliumnitrat KNO3; 1900 18,8
Kalziumchlorid CaCl, 1 2H,0 440 3,0
Magnesiumsulfat MgSO, 370 1,5
Kaliumhydrogenphosphat KH,PO, 170 1,3
Mikronahrstoffe mg/l mM
Borsaure H3BO; 6,2 100
Mangansulfat MnSQO4- H,O 16,9 100
Zinksulfat ZnSO - 7H,0 8,6 30
Kaliumjodid Kl 0,83 5,0
Natriummolybdat Na,MoQ, - 2H,0 0,25 1,1
Kupfersulfat CuSo, - 5H,0 0,025 0,1
Kobaltchlorid CoCl, - 6H,0 0,025 0,1
NaFeEDTA 36,7 100
Vitamine mg/l uM
Inositol 100 560
Nikotinsaure 0,5 4,06
Pyridoxin 0,5 2,43
Thiamin-HCI 0,1 0,3
Glycin 2 26,64

B.1.11 Bakterien und Hefestamme

Agrobacterium tumefaciens:

Zur Transformation von R. simsii wurde der A. tumefaciens Stamm EHA105 und
LBA4404 verwendet. Beide Stamme besitzen eine chromosomale Resistenz gegen
das Antibiotikum Rifampicin. Zusatzlich tragt der Stamm LBA4404 eine Resistenz

gegen das Antibiotikum Streptomycin auf dem Helferplasmid

Escherichia coli:
Verwendet wurden die E.coli Stdamme TOP10 und TOP10F’ (Invitrogen). Die

Selektion wird durch a-Komplementation (blau/weil3-Screening) aufgrund einer

Deletion im R-Galaktosidase-Gen (lacZ) ermdglicht. Bei dem Stamm TOP10F’ ist der
Lac Repressor (lacl?) tGberexprimiert, so dass fiir die Expression des lac Promotors

die Zugabe von IPTG im Selektionsmedium notwendig ist.

Saccharomyces cerevisiae:

Es wurde der diploide Hefestamm INVSc 1 (Invitrogen) fur die heterologe Expression
von Genen eingesetzt. Als Selektionssystem wird eine Auxotrophie der Aminosauren
Histidin, Leucin und Tryptophan, sowie die Base Uracil der transformierten

Hefezellen genutzt.
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B.1.12 Vektoren

pCR®2.1-TOPO®-Vektor
Fir die Klonierung von PCR-Produkten wurde der pCR®2.1-TOPO®-Vektor von
Invitrogen aus dem TOPO TA Cloning®Kit verwendet. Der pCR®2.1-TOPO®-Vektor

ist ein linearisiertes high copy-Plasmid, welches die Resistenzgene Ampicillin und

Kanamycin tragt. Es enthalt einen Replikationsstart fur E. coli. Die multiple
Klonierungsstelle liegt innerhalb des lacZ-Gens, was ein blau/wei3-Screening

ermdglicht. Der Vektor enthélt an der Insertionsstelle Thymin-Uberhénge.

pYES2.1/V5-His-TOPO®
Der Hefexpressionsvektor pYES2.1/V5-His-TOPO® (Invitrogen) ist ein linearisiertes

high copy-Plasmid, welches ein Ampicillin-Resistenzgen tragt. Es enthalt jeweils
einen Replikationsstart fur E. coli und S. cerevisiae. Der pYes-Vektor enthalt einen
mit Galaktose induzierbaren GAL1-Promoter. Die Selektion erfolgt mit Hilfe eines
Ampicillin-Resistenzgens und des URA3-Gens als Komplementationsmarker. An der

Insertionsstelle befinden sich Thymin-Uberhange.

pBIl121
Fir die Transformation von R. simsii wurde der Binarvektor pBl121 (Clontech)

verwendet. Aullerhalb der T-DNA enthalt er jeweils einen Replikationsstart flr
A. tumefaciens und fur E. coli (ori und oriv). Auf der T-DNA besitzt der Vektor zur
Selektion transgener Pflanzenzellen das Kanamycin-Resistenzgen nptll. Vor dem
nptll-Gen liegt der NOS Promoter der Nopalinsynthase. Die T-DNA enthalt zusatzlich
das E. coli B-Glucuronidase (GUS) Reportergen uidA unter der Kontrolle des 35S-
Promoter des Blumenkohimosaikvirus. Zu jedem Promoter ist ein NOS-Terminator
zugeordnet (Abb. B.3).

pNOV2819
Der binare Vektor pNOV2819 (Syngenta) enthalt zur Selektion transgener

Pflanzenzellen das Gen manA fur die Phosphomannose Isomerase (PMI), welches
von dem konstitutiven CMPS-Promoter des caestrum yellow leaf curling virus und
dem NOS-Terminator flankiert wird. Aulerhalb der T-DNA besitzt pNOV2819 ein
Resistenzgen gegen das Antibiotikum Spectinomycin und einen Repliktionsstart
(Abb. B.3).
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Abb. B.3: Plasmide fiir die Pflanzentransformation; rechts: pBl121 Plasmid mit
Restriktionsschnittstellen; links: pNOV2819 Plasmid mit Restriktionsschnittstellen (Quelle:

http://www.syngenta.com)

B.2 Methoden

B.2.1 Bluteninhaltsstoffanalysen

B.2.1.1 Extraktion und Aufbereitung der Flavonoide

Zur Herstellung von Extrakten fur Inhaltsstoffanalysen wurden von jeder
untersuchten R. simsii-Sorte 1g Petalen (vollaufgeblihte Bliten) in 10 ml
Lésungsmittel extrahiert. Zur Gewinnung von anthocyanfreien Extrakten diente als
Losungsmittel MeOH. Fur die Anthocyanidin-Untersuchungen wurden die
Blutenpetalen in MeOH-HCI (1 %) uberfuhrt.

Die Extraktion erfolgte fir mindestens 72 Stunden bei 4°C im Dunkeln.

Der erhaltene Rohextrakt wurde anschlieRend im Rotationsverdampfer auf 1 ml
Endvolumen eingeengt.

In der Regel liegen in der Pflanze die Flavonoide glykosidisch gebunden vor. Um fur
die entsprechenden Untersuchungen an die Aglyka zu gelangen, erfolgte eine saure
Hydrolyse. Der Rohextrakt wurde hierzu mit 2 N HCI im Verhaltnis 1:1 bei 95°C fiur
30 min inkubiert.

Die erhaltenen Produkte wurden mit Isoamylalkohol (zur Gewinnung der
Anthocyanidine) bzw. mit EtOAc (zur Gewinnung der restlichen Flavonoide) im

Verhaltnis 2:1 extrahiert.
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B.2.1.2 Herstellung von Standards

Die als Standards verwendeten Flavonoide wurden von unter B.1.5 angegebenen
Firmen bezogen. Die Vergleichssubstanzen Cyanidin 3-Glukosid und Pelargonodin
3-Glukosid wurden aus MeOH-HCI-Extrakte (vergl. B.2.1.1) von den Levkojen Linien
8 (enthalt Cyanidin 3-Glukosid) bzw. 16 (enthalt Pelargonidin 3-Glukosid) isoliert.
Hierzu wurde der Rohextrakt auf DC-Platten aufgetragen und im Laufmittel HOAC
aufgetrennt. Die Cyanidin 3-Glukosid- bzw. Pelargonidin 3-Glukosid Banden wurden
mitsamt der Celluloseschicht herausgekratzt und erneut extrahiert. Anschliel3end
wurden die Cellulosebestandteile abzentrifugiert. Der Uberstand konnte als

Vergleichssubstanz verwendet werden.

B.2.1.3 Dinnschichtchromatographie und Detektion der Flavonoide

Die Chromatographie der Blluteninhaltstoffe erfolgte auf Cellulose-Dinnschicht-
Platten. Zur Auftrennung der Inhaltsstoffe wurden die Platten in geeignete Laufmittel
gestellt (vgl. B.1.9).

Die farbigen Banden der Anthocyane und Anthocyanidine sind direkt nach der
Dunnschichtchromatographie erkennbar.

Flavanone wurden durch das Besprihen der DC-Platte mit Natriumborhydrid-Lésung
(100 mg NaBH4 geldst in 1 ml HyOgest,, mit Isopropanol auf ein Endvolumen von 10
ml aufgefullt) und anschlieBendem Bedampfen mit 6 N HCI als rote (Naringenin) bzw.
violette (Eriodictyol) Banden detektiert.

Zur Visualisierung der Stoffklassen Flavone und Flavonole wurden die DC-Platten
mit konz. Ammoniakldsung bedampft und anschliefend mit Naturstoffreagenz A
bespriht. Bei dieser Behandlung verfarben sich das Flavon Luteolin und die
Flavonole Kampferol und Isorhamnetin gelb. Apigenin-Banden werden durch eine
rotbraune Farbung und die Flavonole Quercetin, Myricetin und Rhamnetin durch eine
orange Farbung sichtbar.

Die Dihydroflavonole wurden als rot-violette Banden durch den Auftrag von Zinkstaub
auf die DC-Platte und anschlieRendem Bespruhen mit 6 N HCI sichtbar gemacht.

Die Detektion der Flavan 3-ole erfolgte Uber das Besprihen mit 4-
Dimethylaminozimtaldehyd (DMAZA) Lésung (6N HCI und EtOH im Verhaltnis 1:1 mit
0,1 % DMAZA). Durch eine DMAZA-Behandlung verfarben sich Flavan 3-ole

blaulich-turkis.
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Zudem wurden die DC-Platten direkt nach der Chromatographie unter UV-Licht

ausgewertet.

B.2.1.4 pH-Wert Messung des Blutenzellsafts

Die pH-Wert Messung des Blutenzellsafts erfolgte nach der Methode von De Vlaming
et al. (1983). Blutenmaterial verschiedener Blutenstadien wurde mit entionisiertem
Wasser gespult und anschlieRend mit entionisiertem Wasser gemdrsert. Der Zellsaft

wurde anschliellend im pH-Messgerat (Horiba) gemessen.

B.2.2 Histologische Untersuchungen der Blutenblatter

Fir histologische Studien wurden mit einer feinen Pinzette Abzlige der oberen und
unteren Epidermis von Blutenblattern der Sorten ‘Nordlicht’, ‘Mevrouw Edmond
Troch’ und ‘Mevrouw Gerard Kint' prapariert. Die Anfertigung von
BlUtenquerschnittspraparaten erfolgte durch einen freihandigen Schnitt mit der
Rasierklinge.

Zur Identifikation der Flavan-3-ol Verteilung im Blitengewebe bzw. in Blutenzellen
wurden die Praparate mit einem DMAZA-Reagent nach Feucht et al. (2004) infiltriert
(1g DMAZA gelost in 100 ml 1,5N Schwefelsaure). Wahrend einer 2 bis
10mindtigen Inkubationszeit bilden die in den Zellen lokalisierten Flavan-3-ole
zusammen mit DMAZA einen blauen Farbstoffkomplex. AnschlieRend erfolgte eine
weitere Infiltration mit Wasser, bei der durch evil. verletzte Vakuolen frei
diffundierende Flavan-3-ole entfernt werden sollten. Gegebenenfalls wurde eine

Plasmolyse der Zellvakuolen durch 10 %iges Kaliumnitrat ausgelost.
B.2.3 Enzymologische Untersuchungen

B.2.3.1 Enzympraparation aus Bliitenmaterial

Die Herstellung von Enzymextrakten fir Enzymtests erfolgte in Anlehnung an die
Praparationsmethode nach Dellus et al. (1997).

FUr den Extraktionspuffer wurde 0,1 M HEPES-Puffer pH 7,5 aufgekocht und
anschlielend auf Eis unter Stickstoffatmosphare abgekuhlt. Unter standigem Ruhren
wurden dem Puffer unter Stickstoffatmosphare 1,5 % PEG 1500, 10 % Saccharose,
1 mM Dithioerythriol und 100 mM Na-Ascorbat zugesetzt. Der Extraktionspuffer
wurde fur jede Aufarbeitung frisch angesetzt.

200 mg des bei -70°C gelagerten Blitenmaterials wurden mit 200 mg PVPP in

flussigem Stickstoff fein gemoérsert. Dem gemahlenen Bliten / PVPP-Gemisch wurde
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sofort der Extraktionspuffer zugegeben. AnschlieBend wurde das Homogenat in
Eppendorfgefalle pipettiert und bei 4°C und 17000 rpm fur 10 min zentrifugiert. Die
entstandene Oberphase wurde in 15 ml Falconrohrchen mit 200 mg vorgelegtem
Dowex 1x2 (aquilibriert in Extraktionspuffer) Gberfuhrt und fir 10 min auf Eis leicht
geruhrt. Das Gemisch wurde anschlie3end fir weitere 10 min bei 4°C und 17000 rpm
zentrifugiert. Der dabei gebildete Uberstand diente als Enzymquelle und wurde
aliquotiert bei -70°C gelagert.

B.2.3.2 Heterologe Genexpression in Hefe

FUr die heterologe Expression von Genen wurde ein Protokoll nach Pompon et al.
(1996) verwendet. Als Vorkultur wurde eine Hefekolonie in 25 ml SGI-Medium ca.
24 h bei 28°C und 200 rpm inkubiert. Ab einem ODgpo-Wert zwischen 0,2 bis 0,4
wurde die Hauptkultur angeimpft (250 ml YPGE-Medium). Bei Erreichen einer ODggo
von 0,8-1,2 erfolgte die Induktion des Galaktose-Promotors mit 27 ml steriler
Galaktose-Losung (200 g/l). Die Hauptkultur wurde bis zu einem ODggo-Wert von 0,6
bis 1,2 bei 28°C und 200 rpm inkubiert.

B.2.3.3 Bestimmung des Gesamtproteingehalts

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Enzymextrakte erfolgte nach der
Methode von Bradford (1976) mit Rinderserum Albumin Fraktion V (BSA).

B.2.3.4 Herstellung radioaktiv markierter Substrate

Fir die enzymologischen Untersuchungen wurden ['“Cl-markierte Substrate
verwendet. Die radioaktiv markierten Flavonoide wurden ausgehend von 4-
Cumaroyl-CoA und ["C]-Malonyl-CoA nach Britsch et al. (1981) und Britsch und
Grisebach (1985) hergestellt. Die fur die Synthese bendtigten rekombinanten
Proteine wurden in Saccharomyces cerevisiae exprimiert.

Die Tab. B11 zeigt alle Substrate, rekombinanten Proteine, Kofaktoren und Puffer,

die bei der Synthese der ['“C]-markierten Substrate verwendet wurden.
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Tab. B11: Fiir die Synthese radioaktiv markierter Flavonoide verwendete Substrate,

Proteine, Kofaktoren und Puffer

Synthetisiertes Substrat Protein Kofaktoren Puffer
Flavonoid

Naringenin 10l ["*C]-Malonyl-CoA 50 pl CHS* 200
(110.000 dpm) 10 yl CHI* 0,1M

10 yl 4 Cumaroyl-CoA Tris-HCI

(1 nmol) (pH 7,5)
Eriodictyol 10yl ["*C]-Malonyl-CoA 50 pl CHS* 200 pl
(110.000 dpm) 10 pl CHI* 0,1M

10 yl Kaffeoyl-CoA Tris-HCI

(1 nmol) (pH 7,5)
Dihydrokampferol [14C]- Naringenin (30000 60 pl FHT* 10 pl 2-Oxoglutarat (50 nmol), 10 200 pl
dpm) in EtOAc gelost Ml FeSO4 (10 nmol), 0,1M

10 pl Na-Ascorbat (1nmol) Tris-HCI

(pH 7,5)
. . [14C]- Eridictyiol (30000 60 pl FHT™ 10 pl 2-Oxoglutarat (50 nmol), 10 200 pl
Dihydroguercetin 4, 1) in EtOAC geldst ul FeSO4 (10 nmol), 0,1M

10 pl Na-Ascorbat (1nmol) Tris-HCI

(pH 7,5)

*Proteine wurden heterolog in Hefe exprimiert

Fir jede Synthese wurden 50 bis 100 Ansatze in Eppendorfgefalle pipettiert. Die in
EtOAc geldsten Substrate Dihydrokampferol und Dihydroquercetin wurden vor der
Synthese bis zur vollstandigen Trockne in der Vakuumzentrifuge eingeengt. Die
Inkubation erfolgte fur 60 min bei 37°C. Die gebildeten Reaktionsprodukte wurden
einschlieBlich evtl. verbliebener Ausgangsprodukte in EtOAc extrahiert. Hierzu wurde
2x 150 pl EtOAc zum Reaktionsansatz zugegeben. Die Ansatze wurden gevortext
und fur 2 min bei 14000 U/min zentrifugiert. Die dabei gebildete Oberphase aus

EtOAc wurde von jedem Ansatz abgenommen und vereinigt.

B.2.3.5 Standardenzymtests mit radioaktiv markierten Substraten

Der Nachweis flr die Aktivitdt der Enzyme CHS, FHT, DFR und ANS erfolgte mit
Hilfe radioaktiv markierter Substrate. In der folgenden Tabelle sind alle verwendeten
Puffer, Substrate und Kofaktoren aufgefuhrt (Tab. B12).
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Tab. B12: Verwendete Puffer, ['*C]-markierte Substrate und Kofaktoren fiir den
Standardenzymtest
Nach- Substrat Kofaktoren Menge Puffer
zuweisendes Enzymextrakt
Enzym
CHS 10l ['*C]-Malonyl-CoA x pl (0-30 pg 200 — x
(110.000 dpm) Gesamtprotein) 0,1 M KPI pH
10 pl 4 Cumaroyl-CoA 75
(1 nmol) bzw. ’
10 I Kaffeoyl-CoA
(1 nmol)
FHT 2000 dpm [**C]- 10 ul 2-Oxoglutarat (50 x I (0-50 g 200 — x
Naringenin* nmol), Gesamtprotein) 0,1 M KPI pH
bzw. 10 pl FeSO4 (10 nmol), 6.5
2000 dpm [*C]- 10 pl Na-Ascorbat ’
Eriodictyol* (1nmol)
DFR 1500 dpm [*“Cl- 10 pl 20 pM NADPH x I (0-50 ug 200 — x pl
bD'hydrokamPfem'* (0.2 nmol) Gesamtprotein) 0,1 M KPI pH
ZW.
1500 dpm [**C]- 6.5
Dihydoquercetin®
ANS Leukopelargonidin 10 pl 2-Oxoglutarat (50 100 pl heterolog 300 pl 0,1 M
nmol), exprimierter KPI pH 6,5

10 pyl FeSO4 (10 nmol),
10 pl Na-Ascorbat
(1nmol)

Proteinextrakt

*Substrat geldst in EtOAc

Die in EtOAc gelosten Substrate wurden vor der Reaktion in der Vakuumzentrifuge
bis zur vollstandigen Trockne eingeengt. Nach dem Pipettieren aller Komponenten in
Eppendorfgefalie erfolgte die Reaktion fur 30 min bei 30°C. AnschlieRend wurde der
Enzymtest durch die Zugabe von 2x 150 pl EtOAc abgestoppt. Durch Vortexen und
zweiminutiges Zentrifugieren bei 14000 U/min wurden die gebildeten Flavonoide im
EtOAc extrahiert. Der so erhaltene Extrakt wurde vom Reaktionsansatz
abgenommen, in der Vakuumzentrifuge eingeengt und auf Dunnschicht-
Celluloseplatten aufgetragen. Die Celluloseplatten wurden zur Auftrennung der
Reaktionsprodukte in das Laufmittel CAW gestellt.

Fir den Nachweis der ANS-Aktivitat wurde zunachst das Substrat Leukopelargonidin
durch eine 30minutige Vorinkubation von Dihydrokampferol mit NADPH und
heterolog exprimierter DFR im Reaktionsansatz gebildet. Unmittelbar im Anschluf3
wurde die ANS-Reaktion durch Zugabe des Proteinextraktes und der Kofaktoren im
gleichen Reaktionsansatz gestartet. Die Extraktion der Reaktionsprodukte erfolgte

nach weiteren 30 min wie oben beschrieben
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B.2.3.6 Nachweis der radioaktiv markierten Flavonoide und Auswertung der

Enzymtests

Nach Auftrennung der radioaktivmarkierten Enzymprodukte auf Dulnnschicht-
Celluloseplatten in geeigneten Laufmitteln (siehe B.1.9) wurden diese zur
Visualisierung der radioaktiven Signale auf Expositionsplatten (Phospo-Imager-
Screen, Fujix) gelegt. Nach einer Expositionszeit von wenigstens vier Stunden
wurden die Screens im Phosphoimager (Fujix Bas 1000) eingelesen und
ausgewertet (Software Basreader 2.21 und TINA 2.10i, raytest Isotopenmessgerate
GmbH, Straubenhardt). Fur die Charakterisierung und die quantitativen
Untersuchungen der Enzyme FHT und DFR wurden die Aktivitatswerte (in dpm) des
eingesetzten Substrats und der Reaktionsprodukte bestimmt. Die Enzymaktivitat
wurde als Quotient aus dem dpm-Wert des Produktes und den addierten Werten von
Produkt und Substrat errechnet. Zur Bestimmung der CHS-Aktivitat wurde zusatzlich
10 % der wassrigen Unterphase des Reaktionsansatzes auf eine DC-Platte
aufgetragen. In der Unterphase verbleibt das als Substrat eingesetzte ['*C]-Mal-CoA.
Die Aktivitat des [“C]-Mal-CoA in dpm wurde anschlieRend auf 100 %
hochgerechnet. Fur die Berechnung der CHS-Aktivitat wurde der Umsatz von ['Cl-

Mal-CoA zu [14C]-Naringenin in Prozent ermittelt.

B.2.3.7 Enzymtest mit nicht radioaktiv markierten Substraten

Der Nachweis der Enzyme CHI, ANR und FGT erfolgte mit nicht radioaktiv
markierten Substraten, da die Reaktionsprodukte entweder, wie im Fall der FGT,
direkt nach der Dunnschicht-Chromatographie sichtbar waren oder durch die
Behandlung mit einem Farbereagenz visualisiert wurden (ANR). Die Aktivitat der CHI

wurde am Photometer durch den Abbau des farbigen Substrats bestimmt.

CHI-Standard Enzymtest
Die CHI-Aktivitat wurde nach Hahlbrock et al. (1970) photometrisch bestimmt.
Hierbei wurde die enzymatische, stereospezifische Zyklisierung des gelben Substrats

2’46’ ,4-Tetrahydroxychalkon (THC) zum farblosen Naringenin gemessen.
In einem Reaktionsansatz wurden in einer Einmal-Klvette zu einem Gesamtvolumen
von 1000 ul pipettiert:

20 pl 2',4,6’,4 Tetrahydroxychalkon, 4 mg in 1 ml EGME gelost

X Ml Enzymextrakt (25 pg Gesamtprotein)

980 —x ul 0,1 MKPi, pH 8,0
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Die Abnahme des Chalkons wurde am Spektralphotometer bei 385 nm
(Absorbtionsmaximum des THC) gegen eine Referenzkivette ohne Chalkon
gemessen. Die Messungen erfolgten alle 5 s Uber eine Versuchsdauer von 2 min. In
jeder Versuchsreihe wurde ein Ansatz ohne Enzym untersucht um die spontane
Isomerisierung des Chalkons zu Naringenin zu bestimmen. Jede Messung wurde
dreimal wiederholt. Aus den einzelnen Extinktionswerte der enzymatischen und der
nichtenzymatischen Reaktion wurden jeweils die Regressionsgeraden berechnet. Die
Differenz der Steigung beider Geraden gab den Anteil der enzymatischen Reaktion

wieder.

ANR-Standard Enzymtest

Der ANR-Test erfolgte nach einer am Lehrstuhl entwickelten Standardmethode

(Helmich, 2005). Ein Ansatz enthielt ein Gesamtvolumen von 500 pl:

50 pl Cyanidinchlorid (10 mM), geldst in EGME
50 pl NADPH (20 mM)
X Ml Enzymextrakt (50 pg Gesamtprotein)

400 —xpul 0,1 MKPi, pH 5,5
Der Reaktionsansatz wurde fur 40 min bei 37°C im Thermoblock inkubiert. Durch
zweimalige Zugabe von 500 pyl EtOAc wurde der Enzymtest abgestoppt und die
Reaktionsprodukte extrahiert. Die Oberphase wurde abgenommen, in der
Vakuumzentrifuge eingeengt und auf Dunnschicht-Celluloseplatten aufgetragen. Fir
die Chromatographie wurde das Laufmittel BAW verwendet. Nach vollstandiger
Trocknung der DC-Platte wurde diese mit 0,1%iger DMAZA-Lésung bespriht. Im
Reaktionsansatz gebildete Flavan 3-ole verfarbten sich nach dieser Behandlung
grunlich-blau. Zur Auswertung des enzymatischen Umsatzes bei quantitativen
Untersuchungen wurden die DC-Platten eingescannt und mit Hilfe des
Bildverarbeitungsprogramms Quantity One® (Bio-Rad) ausgewertet. Als Referenz
wurde auf jede auszuwertende DC 0,02 pg, 0,04 ug, 0,06 uyg und 0,08 ug

Epicatechin-Standard aufgetragen.

FGT-Standard Enzymtest
Der Nachweis der FGT erfolgte in Anlehnung an Teusch (1986). Der Ansatz enthielt

in einem Gesamtvolumen von 100 pl:
5 pl Cyanidin (30 nmol), gelost in EGME
5ul UDP-Glukose (70 nmol)
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X Ml Enzymextrakt (50 ug Gesamtprotein)

90 — x yl 0,1 MKPi, pH 7,0
Der Enzymtest wurde bei 30°C fur 30 min inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurde mit
2 x 100yl Folch Reagenz (CHCI; : MeOH (0,5% HCL) 2:1) extrahiert. Die
Oberphase wurde abgenommen und auf eine DC-Platte aufgetragen. Die
Chromatographie erfolgte in dem Laufmittel HOAC. Das gebildete Cyanidin 3-O-
Glukosid war direkt nach der Chromatographie durch eine rétliche Bande sichtbar.

B.2.3.8 Optimierung der Standardbedingungen fir Enzymtests

Um fur eine Charakterisierung einzelner Enzyme die Standardbedingungen flr
Enzymtests so gestalten zu kdnnen, dass eine Steigerung der Produktbildung
mdglich ist, wurde die Protein- und Zeitlinearitat fir die Enzyme CHS, FHT und DFR
untersucht. Zudem ist durch Bestimmung der Proteinkonzentration und der
Inkubationsdauer im linearen Bereich ein quantitativer Vergleich der Enzymaktivitat
zwischen  verschiedenen  Azaleensorten  modglich.  Untersuchungen  zur

Proteinlinearitat wurden zusatzlich an dem Enzym CHI durchgefuhrt.

Proteinlinearitat

Um den Proteinkonzentrationsbereich zu ermitteln, bei dem die gebildete
Produktmenge linear von der eingesetzten Proteinmenge abhangt, wurden
Enzymtests mit verschiedenen Proteinkonzentrationen durchgefuhrt. Zu Ermittlung
der Proteinlinearitat der CHS und der FHT wurden Enzymkonzentrationen von 0 ug,
5ug, 10 pyg, 15 g, 20 ug und 30 pg eingesetzt. Bei den DFR-Testreihen wurden
5ug, 10pug, 20pug, 30pug und 40pug Protein verwendet. Die Ubrigen
Testbedingungen entsprachen dem Standardenzymtest.

Zur Messung der Proteinlinearitat der CHI wurden 0 pg, 6,6 ug, 13,2 ug, 19,7 ug,
26,3 ug, 39,5ug, 52,6 uyg Enzymextrakt verwendet. Auch hier entsprachen die

weiteren Testbedingungen dem Standardenzymtest.

Zeitlinearitat

Zur Ermittlung der Zeitlinearitat wurden die Enzymtests fur die CHS, FHT und DFR
gemal der Standardbedingungen durchgefuhrt. Die Ansatze wurden fur 15, 30, 45,
60 und 75 min inkubiert.
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B.2.3.9 Charakterisierung der Enzyme
Zur Charakterisierung wurden die Flavonoidenzyme CHS, FHT und DFR bezlglich

ihres Temperatur- und pH-Optimums, sowie ihrer Substratspezifitat untersucht.

Temperaturoptimum

Zur Ermittlung der Temperaturoptima wurden die enzymatische Reaktion der CHS,
FHT und DFR bei den Inkubationstemperaturen 15°C, 22°C, 30°C, 37°C und 42°C

gemessen. Die weiteren Bedingungen entsprachen dem Standardenzymtest.

pH-Optimum

Die Messung der pH-Optima der Enzyme CHS, FHT und DFR erfolgten unter
Standardbedingungen. Es wurden jeweils flunf parallele Versuchsreihen bei pH-
Werten von 6,0 bis 8,0 in pH 0,5 Schritten durchgefihrt.

Substratspezifitat

FUr die Untersuchung der Substratspezifitdt der CHS wurden die Substrate p-
Cumaroyl-CoA und Kaffeoyl-CoA verwendet. Die Testbedingungen entsprachen dem
CHS-Standardtest. Fur die FHT wurden, ebenfalls unter Standardbedingungen, die
Substrate Naringenin  und Eriodictyol eingesetzt. Die DFR wurde auf

Substratspezifitat bezlglich Dihydrokampferol und Dihydroquercetin untersucht.
B.2.4 Molekularbiologische Methoden

B.2.4.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

Folgende Methoden wurden nach Sambrook et al. (1989) oder nach Abgaben des
Herstellers durchgefihrt:
» Agarosegelelektrophorese
» Fallungen von Gesamt-RNA, cDNA und Plasmiden mit Ethanol und
Isopropanol
» Reinigung von PCR-Produkten und Plasmiden (,PCR Purification® -Kit, Qiagen)
» Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren
» Klonierung von PCR-Produkten und Transformation von kompetenten E. coli
Zellen (,TOPO T/A Cloning® -Kit, Invitrogen) bzw. kompetenten S. cerevisiae
Zellen (,S.c. Easy Comp™ Transformation® —Kit, Invitrogen)

» Restriktionsanalysen



Material und Methoden 44

B.2.4.2 Extraktion von genomischer DNA

Zur Extraktion der genomischen DNA wurden je nach Menge des Pflanzenmaterials
die in vitro-Sprosse in einem Eppendorfgefal® unter der Zugabe von flissigem
Stickstoff mit einer am Ende zusammengeschmolzenen 1000 uyl Pipettenspitze
zerstofRen oder mit einem Morser pulverisiert. Auf 20 bis 50 mg des homogenisierten
Materials wurden 500 ul CTAB-Puffer, 5 ul Mercaptoethanol und 5 ul RNase
(1 mg/ml) zugegeben und der Ansatz gut gevortext. Nach einer 10minttigen
Inkubation bei 65°C wurden 500 ul Chloroform / Isoamylalkohol (24:1) dem Gemisch
zupipettiert, gevortext und 5 min bei 13.000 rpom zentrifugiert. Die entstandene
wassrige Oberphase wurde vorsichtig in ein neues Eppendorfgefal® Gberfuhrt.
AnschlieRend erfolgte eine Fallung der Nukleinsaure mit 500 yl EtOH (100 %) und
erneute Zentrifugation flr 5 min bei 13.000 rpom. Das entstandene Pellet wurde ein-
bis zweimal mit kaltem 70 %igem EtOH gewaschen. Die DNA wurde im Anschluss in

30 pl TE-Puffer aufgenommen.

B.2.4.3 Extraktion von Plasmid-DNA
Plasmid DNA aus E. coli wurde mit Hilfe ,Plasmid Miniprep® —Kit von Peglab nach

Herstellerangaben isoliert.

B.244 Extraktion von Gesamt-RNA

Die Praparation von Gesamt-RNA aus Blutenmaterial von Azaleen gelang in
ausreichenden Mengen und in guter Qualitdt mit dem RNA Isolation-Kit von

Invitrogen.

B.2.4.5 Reverse Transkription

Isolierte RNA aus Azaleenblutenmaterial wurde mit Hilfe der M-MLV Reverse
Transcriptase (Promega) in ihre komplementare cDNA umgeschrieben. Als Primer
wurden der Oligo(dT) oder der adapter Primer (AP) verwendet. Der AP-Primer besitzt
neben dem Poly-dT-Anteil einen spezifischen, 20 Nukleotid grolien Adapterbereich,
der bei einer nachfolgenden 3’'RACE PCR genutzt wird. Fur eine anschlieRende
5’RACE PCR wurde ein genspezifischer Primer (GSP) verwendet.

Der Ansatz wurde gemal Herstellerangaben mit 1 bis 5 ug Gesamt-RNA und
25 pmol Primer bei einem Gesamtvolumen von 25 ul. fir 5 min bei 70°C inkubiert.
Nach kurzer Abkuhlung auf Eis wurde der Reaktionspuffer (Promega) und dNTPs

(12,5 nmol) zugegeben. Nach einer 2minltigen Vorinkubation wurde die
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Transkriptase (200 U) dem Ansatz zugegeben. Die Synthese erfolgte flr 60 min bei
42°C.

B.2.4.6 Methoden der Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Standard-PCR

Die Standard-PCR enthielt in einem Gesamtvolumen 1 x Polymerase Puffer
(Promega), 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1 — 4 pl cDNA und jeweils 0,2 pl 3’- und
5’Primer. Standardmallig wurde 1 u Taqg DNA Polymerase (Promega) verwendet.

Die Amplifikation erfolgte bei 25 bis 35 Zyklen (Denaturierung 45 sec 90°C,

Annealing 60 sec 45 — 60°C, Extension 60 sec 72°C) mit einer anfanglich 2minatigen

Denaturierung und einer abschlielenden 10minitigen Extension). Bei evtl.
notwendigen Optimierungen der Standard-PCR, wurde insbesondere die Annealing-
Temperatur, Zyklenzahl, sowie die MgCl,-Konzentration variiert.

Die PCRs wurden am Thermocycler Autogene Il (Grant) und am

Gradiententhermocycler Hybaid Express (Hybaid) durchgefuhrt.

Proofreading-PCR

Um eine sehr genaue Amplifikation des PCR-Produktes zu erhalten wurde das

Expand High fidelity PCR-System (Roche) nach Herstellerangeben verwendet. Die
Amplifikation erfolgte bei max. 30 Zyklen.

Colony-PCR
Mit der Colony-PCR wurden E. coli- oder S. cerevisiae-Kolonien auf die Anwesenheit

von Plasmiden mit gewunschtem Insert getestet. Die Bakterienzellen wurden mit
einem sterilen Zahnstocher direkt in den PCR-Ansatz gegeben. Durch die
anfangliche 2minutige Denaturierung wurden die Zellen lysiert und die Plasmide

freigesetzt.

RACE-PCR

Mit Hilfe der Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) wurde ausgehend von
bereits bekannten Teilsequenzen eines cDNA-Klons die noch unbekannten 3’- bzw.
5’-Enden eines Gens aufgeklart (3’-RACE bzw. 5’-RACE).

Zur Durchfihrung der 3'RACE wurde zunachst von dem bekannten Fragment ein
genspezifischer Primer in Richtung des fehlenden 3’'Endes abgeleitet (GSP). An
dessen Ende wurde der genunspezifische Oligo-dT-Anchor-Primer verwendet. Die
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anschlieRende PCR-Reaktion erfolgte bei verschiedenen Annealing-Temperaturen.
Bei Erhalt mehrerer oder nicht eindeutiger Amplifikationsprodukte wurde eine
anschlielende nested-PCR durchgefuhrt. Hierzu wurde ein weiterer genspezifischer-
Primer, welcher naher am gesuchten 3’Ende lag, abgeleitet. Als Template fur die
nachfolgende PCR diente der 1:1000 verdiinnte PCR-Ansatz aus der ersten 3’'RACE.
Wenn notwendig wurde eine weitere nested-PCR durchgeflnhrt.

Fir die Amplifikation des 5Endes wurde das GeneRacer™ Kit von Invitrogen
verwendet. Die Prozedur des Kits basiert auf der RNAase-ligated RACE-Methode
(RLM-RACE). Im ersten Schritt wurde mit der Capfinder-Strategie die Gesamt-RNA
mit dem Enzym calf internal phosphatase (CIP) behandelt. Hierbei wird die 5’-
Modifizierung (CAP-Strukur) bei eukaryotischen mRNAs genutzt. Durch die
Behandlung mit CIP werden samtliche 5’OH-Enden degradiert, so dass lediglich die
durch das Capping geschutzten mRNAs verbleiben. Die 5 CAP-Struktur wurde
anschlie3end durch die tobacco acid pyrophosphatase (TAP) entfernt, wobei das 5'-
Phosphatende fiir die Ligation mit einem Adapter (GeneRacer™ RNA Oligo) erhalten
blieb. Nach anschlieRender cDNA-Synthese nach Standardprotokoll (mit Oligo-dT-
Primer) bzw. mit einem genspezifischer Primer (GSP), erfolgte die Amplifikation des
5'-Endes mit einem reverse GSP und dem zum GeneRacer™ RNA Oligo homologen
GeneRacer™ 5Primer. Wenn notwendig, schloss sich eine nested-PCR an. Die
Durchfuhrung der RLM-RACE erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

Nested-PCR

Die nested-PCR wurde zur Steigerung der Produktspezifitat eingesetzt. Hierbei
dienten 1:1000 verdunnte Produkte aus einer vorangegangenen PCR als Matrize.
Die verwendeten Primer der nested-PCR wurden innerhalb der Sequenz des

Amplifikats der ersten PCR gelegt.

B.2.4.7 DNA-Sequenzanalysen
Die DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma MWG (Ebersberg) durchgefuhrt.

B.2.5 Methoden der pflanzlichen Gewebekultur

Die Zusammensetzung der verwendeten Nahrmedien ist unter B.1.10 aufgefuhrt. Der
pH-Wert wurde mit 1 NKOH bzw. 1 NHCI eingestellt. Alle verwendeten
Phytohormone und Antibiotika wurden sterilfiltriert nach dem Autoklavieren (15 min,
1,4 bar, 121°C) in die auf 50°C abgekuhlten Medien zugegeben. Die Arbeiten am
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sterilen Pflanzenmaterial erfolgten an der Raumreinwerkbank, die
Transformationsarbeiten wurden an der Sicherheitswerkbank durchgefuhrt.

Die Kultur der Gewebekultur- bzw. Transformationsversuche erfolgte, wenn nicht
anders angegeben, in Kulturrdumen bzw. in Klimaschranken (Rubarth, Hannover) bei
24°C +1°C und einen 16 Stunden-Tag bei ca. 100 pmol m? s™' (Leuchtstoffréhren
Osram 32/36 Watt).

B.2.5.1 Uberfiihrung der Azaleen in die Gewebekultur

Um flr Regenerations- und Transformationsversuche in vitro-Material zur Verfugung
zu haben, wurden die Azaleen aus dem Gewéachshaus in die Gewebekultur
uberfuhrt. Nach einem Protokoll nach Preil (personliche Mitteilung) wurden von
Gewachshauspflanzen junge, unverholzte Triebe mit vier bis sechs Nodi mit einem
scharfen Messer geschnitten. Zur Oberflachensterilisation wurden diese fur 1 min in
70%igem Isopropanol vorbehandelt und anschlief3end in 1%iger Chlorbleichlauge flr
10 min desinfiziert. Unter sterilen Bedingungen wurden die Blatter entfernt, ohne
dabei die Achselknospen zu verletzen. Die praparierten Triebe wurden anschlie3end
in einem 45° Winkel in das Nahrmedium gesetzt. Fur die Etablierung wurde das
Medium nach Anderson (1984) mit 1 mg/l IAA und 2 mg/l Zeatin verwendet. Als
KulturgefalRe dienten Weckglaser (500 ml) oder Petrischalen. Ca. acht Wochen nach
Anlage der Kultur konnten die aus den Achselknospen entwickelten Sprosse

abgenommen und weitervermehrt werden.

B.2.5.2 In vitro-Vermehrung der Azaleen

Die Vermehrung der in vitro-Sprosse erfolgte in sterilen 9 cm Durchmesser
Petrischalen oder in Reagenzglasern (25 x 150 mm) auf Andersonmedium mit 1 mg/I
IAA und 2 mg/l Zea. Die wahrend der Vermehrungsphase gebildeten Seitentriebe
wurden nach 10 bis 12 Wochen unter sterilen Bedingungen abgenommen und auf
frisches Vermehrungsmedium gesetzt.

Ein Teil der in dieser Arbeit verwendeten in vitro-Sprosse wurden von der Fa.

Multiplant (Stapelfeld) bereitgestelit.

B.2.5.3 Adventivsprossregeneration

Fur die Regeneration von Adventivsprossen wurden Basalmedien nach Anderson
(1984) und  Murashige und Skoog (1962), sowie verschiedene

Phytohormonkombinationen verwendet. Fur das Standardprotokoll wurden in vitro-
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Blatter aus der Vermehrungskultur mit einem feinen Seziermesser unter dem
Binokular quer zur Mittelrippe zerteilt. Die Blattexplantate wurden abaxial auf
Kallusinduktionsmedium (Andersonmedium mit 2 mg/l 2,4-D und 0,75 mg/l Zea)
gelegt. Nach einer Kallusinduktionsphase, die, wenn nicht anders angegeben, zwei
Wochen dauerte, wurden die Explantate auf Sprossinduktionsmedium
(Andersonmedium mit 2 mg/l TDZ) gesetzt. Im weiteren Kulturverlauf wurden die
Explantate alle zwei bis drei Wochen auf frisches Nahrmedium umgesetzt.

B.2.5.4 Bonitur der Adventivsprossregeneration

Zur Bonitur der Regeneration wurden die angelegten Explantate nach GroRe der
gebildeten Adventivsprosse nach folgendem Schlussel klassifiziert (Abb. B.4):
» 1 = Keine Bildung von Adventivsprossen
» 2 = Regeneration von kleinen, nicht subkultivierbaren Adventivsprossen
(Lange: <2 mm)
= 3 = Regeneration von subkultivierbaren Adventivsprossen (Lange: > 2 und
<5mm)
= 4 = Regeneration von grolen, gut subkultivierbaren Adventivsprossen

(Lange: > 5 mm)

Boniturnote 2 Boniturnote 3 Boniturnote 4

Abb. B.4: Boniturschliissel der Adventivsprossregeneration;

B.2.5.5 Statistische Analysen

Zur Berechnung signifikanter Unterschiede zwischen zwei Behandlungen wurden
Varianzanalysen durchgefihrt. Bei Feststellung signifikanter Unterschiede (P < 0,05)
wurden Mittelwertsvergleiche nach Tukey berechnet. Stochastische
Zusammenhange wurden mittels Korrelations- und Regressionsanalysen Uberpruft.
Die Berechnung der Daten erfolgten mit dem Statistikprogramms SAS 9.1 (SAS
Institute GmbH, Heidelberg). Zum statistischen Vergleich von Haufigkeiten, wie die

Regenerationsrate, wurde der Chi-Quadrat-Test (x?) verwendet.
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B.2.6 Methoden des pflanzlichen Gentransfers

B.2.6.1 Transformation mittels Agrobacterium tumefaciens

Der jeweils verwendete Agrobacterium tumefaciens-Stamm wurde zur Vermehrung
in 5 ml YEB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika bei 28°C und ca. 170 rpm
im Dunkeln geschittelt. Die logarithmische Wachstumsphase, in der die
Agrobakterien die hoéchste Virulenz aufweisen, wurde i.d.R. innerhalb von 24 h
erreicht.

Wenn nicht anders angegeben wurden fir die Transformationsexperimente
Blattexplantate nach einer 2wochigen Prakultur auf Kallusinduktionsmedium
verwendet. Die Agrosuspension wurde in Petrischalen pipettiert und mit sterilen H,O
verdunnt. Zur Infektion mit den Agrobakterien wurden die Blattexplantate flr 30 min
in die Suspension getaucht. AnschlieRend wurden die Blattstliicke auf sterilem
Filterpapier abgetupft und auf frisches Kallusinduktionsmedium mit 100 pmol
Acetosyringon fur 2 Tage bei 25°C im Dunkeln kokultiviert. Vor dem Umsetzen auf
Selektionsmedium (Andersonmedium mit 2 mg/l TDZ, 200 mg/l Cefotaxim bzw.
200 mg/l Timentin und 0-20 mg/l Kanamycin) wurden die Explantate, zum Entfernen
von anhaftenden Agrobakterien, in sterilen H,O mit Cefotaxim oder Timenitin
gewaschen und auf Filterpapier abgetupft. Im weiteren Kulturverlauf wurden die
Explantate alle 2 bis 3 Wochen auf frisches Selektionsmedium gesetzt. Vor dem
Umsetzen wurden die Explantate in Cefotaxim enthaltenden sterilen Wasser

gewaschen um ein Wachstum evtl. noch anhaftender Agrobakterien zu verhindern.

B.2.6.2 Nachweis des putativ transgenen Pflanzenmaterial

Far den Nachweis von putativ transgenen Pflanzenmaterial wurde die Integration der
ubertragenen DNA in das pflanzliche Genom mittels PCR Uberpruft.
Zudem wurde die Aktivitdt des Reportergens GUS mit Hilfe histochemischer

Methoden nachgewiesen.

B.2.6.2.1 Histochemischer Nachweis der B-Glucuronidase Aktivitat

Der histochemische Nachweis fur den Einbau und die Funktion des Reportergens
uidA erfolgte nach dem Protokoll von Jefferson et al. (1987). Das zu untersuchende
Gewebe wurde mit einer Farbelésung nach Jefferson (9,8 ml 50 mM KPi pH 7,0; 7 pl
Mercaptoethanol; 5,2 mg 5-Bromo-4-Chloro-3-Indyol-3-D-Glucuronsaure (X-Gluc),
gelést in 100 ml DMSO; 100 ul Triton X-100) in Eppendorfgefal’e Uberflhrt. Zur
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besseren Infiltration der Losung wurden die Explantate fir ca. 30 sek. einem
Unterdruck ausgesetzt. Die anschliellende Inkubation erfolgte fur 3-4 Stunden bei
37°C. Anhand von blauen Farbstoffkomplexen im Bereich der exprimierenden Zellen

wurde die Aktivitat des uidA-Gens nachgewiesen.

B.2.6.2.2 PCR-gestiitzter Nachweis der Transgenitat

Aus dem zu untersuchenden putativ transgenen Gewebe wurde wie unter B.2.4.2
beschrieben die genomische DNA extrahiert. Fur die nachfolgende Polymerase
Kettenreaktion wurden jeweils 100 ng gDNA eingesetzt. Mit jeder durchgefiihrten
PCR wurde die gDNA eines untransformierten in vitro-Azaleen-Sprosses (Wildtyp)
als Negativkontrolle, und das fur die Transformation eingesetzte Plasmid als

Positivkontrolle verwendet.
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C Ergebnisse

C.1 Flavonoidbiosynthese bei Rhododendron simsii

Es wurden an Bllitenpetalen von farbig- und weiblihenden Azaleensorten
analytische,  enzymologische = und  molekularbiologische  Untersuchungen
vorgenommen. Die Gewinnung neuer Erkenntnisse Uber die Flavonoidbiosynthese in
Azaleenbliten, insbesondere die Aufklarung Uber das Zustandekommen der
Blutenfarbe Weil3, stand hierbei im Vordergrund. Zusatzlich sollten die Moglichkeiten
einer gezielten gentechnischen Veranderung der Blutenfarbe des zur Verfigung

stehenden Sortiments Uberpraft werden.

C.1.1 Analytische Untersuchungen der Bliutenblatter

Mit Hilfe chromatographischer und spektroskopischer Methoden wurden die Bluten
von zunachst 14 weil3- und farbigblihenden Azaleensorten auf das Vorkommen der
Flavonoidklassen Flavanone, Flavone, Dihydroflavonole, Flavonole, Flavan-3-ole und
Anthocyanidine untersucht. Um das zu untersuchende Sortenspektrum zu erweitern
und zusatzliche Aufschlusse uber die Blutenfarbgebung der Azaleen zu erhalten,
wurden im weiteren Verlauf der Untersuchungen 28 weillblihende, sowie vier
violettblihenden Sorten aus dem Azaleenmuseum in Bremen auf das Vorhandensein
von Flavan-3-olen und Anthocyanidinen uberpruft. Mittels DC-Analysen kdnnen keine
eindeutigen quantitativen Aussagen getroffen werden. Um dennoch einen Uberblick
uber den Flavonoidgehalt in den Blutenpetalen des zur Verfligung stehenden
Azaleensortiments zu erhalten und hierbei evtl. einen Zusammenhang zwischen dem
Gehalt einzelner Flavonoide und der Blutenfarbe, insbesondere bei der
Unterscheidung der Blutenfarbe ,farbig® und ,weil}®, festzustellen, wurden die Spots
der nachzuweisenden Klassen halbquantitativ abgeschatzt.

Mit den Methoden der Dunnschichtchromatographie war es maoglich, Flavonole,
Flavan-3-ole und Anthocyanidine, insbesondere die 3’4’-hydroxylierten Verbindungen
Quercetin (Qu), Catechin (Cat), Epicatechin (EGC), Cyanidin (Cy) und Paonidin (Pn)
nachzuweisen. Flavanone, Flavone und Dihydroflavonole konnten nicht detektiert
werden. Eine tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse ist im Anhang dieser
Arbeit aufgefuhrt (siehe Tab. G1, Tab. G2 und Tab. G3).

Der grofdte Teil des untersuchten Sortiments variierte hinsichtlich des

Flavonoidmusters nur gering. Eine grundsatzliche Unterscheidung ist zwischen den
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vier violettblihenden Sorten und den zwei weiRblihenden Sorten 'Anton’ und
‘Sakuntala’ zum restlichen Sortiment zu treffen, da hier bei den nachweisbaren
Flavonoidklassen neben den 3’'4’-hydroxylierten Flavonoiden zum Teil die
entsprechenden 3’'4’5’-Derivate auftraten. Neben Cyanidin und Paonidin wurde in
den hydroxylierten Extrakten der violetten Sorten Delphinidin (Dp) nachgewiesen
(Tab. C1:).

Tab. C1: Flavonoide in Extrakten aus vier violettbliihenden und zwei weiBbliihenden
Sorten (+ = schwacher Spot; ++ = deutlicher Spot; +++ = kraftiger Spot)

Sorte Farbe Qu My Cat EC EGC Cy Pn Dp
Anton weil  +++ ++  + ++ o+ + +

Sakuntala weil  +++ + + ++ + +

Adonia violett +++ ++ ++ ++ + +++ + A+
Adrien Steyert violett ++ + + ++ +4++ + o+t
Picollo violett +++ +++ + ++ + +++ +  +++
Rema violett +++ ++ + ++ + FH+ +

In den weiteren farbig- und weil3blihenden Sorten wurden nach saurer Hydrolyse die
Anthocyanidine Cyanidin und Paonidin nachgewiesen. Die hydrolysierten Extrakte
weilder Bluten wiesen nach der chromatographischen Auftrennung im Gegensatz zu
denen farbiger Bluten nur schwache Anthocyanidinspots auf. Das Auftreten von
Anthocyanidin nach saurer Hydrolyse in weilden Blutenextrakten gab erste Hinweise
auf das Vorkommen von Proanthocyanidinen in Azaleen.

Das Flavan-3-ol Catechin konnte nicht in allen Sorten mit Hilfe der
Dunnschichtchromatographie nachgewiesen werden. Dagegen traten nach
Behandlung der DC mit dem Farbereagenz DMAZA bei allen farbigblihenden und
bei allen weil3blihenden Sorten deutliche Spots auf Hohe der Epicatechinreferenz
auf. In den vier violettblUhenden Sorten konnte zusatzlich Epigallocatechin
nachgewiesen werden. Zum Nachweis der Flavonole in den AzaleenblUten wurde die
dunnschichtchromatographische Auftrennung zunachst unter UV-Licht ausgewertet.
Im Anschluss erfolgte eine Behandlung der DC mit Naturstoffreagenz A. Bei allen
untersuchten Sorten konnte sowohl unter UV-Licht als auch nach der
Naturstoffreagenz A-Behandlung das Flavonol Quercetin und zusatzlich in den

violetten Sorten und zwei weillen Sorten Myricetin nachgewiesen werden (Abb. C.1).
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Abb. C.1: Diinnschichtchromatographische Auftrennung; links: Flavan-3-ole (am Beispiel
der Sorten: 1= Verveneana Alba, 2= Weile Schame, 3= Weilker Hirsch, 4= Adonia, 5= Adrien Steyert,
6= Picollo, 7= Rema); rechts: DC Nachweis von Quercetin am Beispiel der Sorten ‘Nordlicht’ und

‘Mevrouw Edmond Troch’

Die Gruppierung des untersuchten Sortiments in weil3- und in farbigblihenden
Azaleen ergab nach halbquantitativer Abschatzung keine Relationen in den Flavonol-
und Flavan-3-ol-Gehalten. Die Starke der Spots variierte sowohl in dem
weilRblihenden, wie auch in dem farbigbluhenden Sortiment, so dass in
weillblihenden Sorten nicht generell eine hdhere Anreicherung von Flavonolen oder
Flavan-3-olen gegenlber farbigblihenden Sorten, sowie umgekehrt beobachtet
werden konnte.

Die Messung des pH-Werts des Blutenzellsaftes ergab sowohl fur die rotblihende
Sorte ’Nordlicht’ als auch fur die weilRblihende Sorte 'Mevrouw Edmond Troch’ bei
Bluten des Stadium BS 3 einen durchschnittlichen pH-Wert von 4,3 und bei BS 5 von
3,4.

C.1.2 Histologische Untersuchungen der Bliitenblatter

Von der rotbluhenden Sorte ‘Nordlicht’, der weil3blihenden Sorte ‘Mevrouw Edmond
Troch’ und der sternférmig gemusterten Sorte ‘Mevrouw Gerard Kint’ (rot mit weilem
Rand) wurden Querschnitts-, Epidermis- und Mesophyllpraparate angefertigt.
Zunachst wurden vergleichende Untersuchungen zur Anthocyanverteilung in den
Blutenbereichen der farblich unterschiedlich ausgepragten Sorten vorgenommen. Die

Zellvakuolen der oberen und unteren Epidermis der Sorte ‘Nordlicht’ und der Sorte
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‘Mevrouw Gerard Kint’ (roter Bereich) wiesen einen intensive rote Farbung auf,
wahrend das dazwischen liegende Mesophyligewebe anthocyanfrei ist (Abb. C.2). Im
weillen Randbereich der Sorte ‘Mevrouw Gerard Kint' und der Sorte ‘Mevrouw
Edmond Troch’ zeigten die Epidermis- und Mesophylizellen erwartungsgemafd

keinen Farbstoff an.

Abb. C.2: Anthocyanverteilung in Bliitenblatter der Sorte ‘Nordlicht’, links: Epidermiszellen

nach Plasmolyse der Vakuolen, rechts: Blitenquerschnitt

Zum Nachweis der Flavan-3-ole im Blutengewebe und Blutenzellen wurden die
Praparate mit einer DMAZA-L6sung behandelt. Die Untersuchungen wurden an
Epidermiszellen aus verschieden Blutenarealen (Oberseite, Unterseite, Randbereich,
Zentrum) vorgenommen. Nach Behandlung zeigte ein Grofiteil der Epidermiszellen
aller drei Sorten einen blauen Farbstoffkomplex auf, der sowohl in den
anthocyanhaltigen wie anthocyanfreien Zellen auftrat (Abb. C.3). Eine Lokalisation
der Flavan-3-ole in verschiedenen Arealen der Epidermisschicht konnte nicht
beobachtet werden. Die Praparation des Mesophyllgewebes erwies sich als
schwierig und konnte lediglich im zentralen Blutenbereich vorgenommen werden,
wobei eine Farbreaktion des DMAZAs im Mesophyllgewebe aller drei Sorten
stattfand.
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B YA TN b e
DMAZA-Féarbung in Bliitenzellen, A: Epidermiszellen der Sorte ‘Nordlicht’, B:
Epidermisschicht der Sorte ‘Mevrouw Edmond Troch’, C: Epidermisschicht der Sorte ‘Mevrouw Gerard
Kint' (Randbereich zwischen anthocyanhaltigem Gewebe und anthocyanfreiem Gewebe), D:

Mesophyllgewebe der Sorte ‘Nordlicht’

C.1.3 Enzymologie der Blutenblatter

In bisherigen Untersuchungen zur Enzymologie der Blutenfarbe bei R. simsii-
Hybriden wurde die Aktivitdat der Enzyme Chalkonsynthase, Flavanon 3-Hydroxylase
und Dihydroflavonol 4-Reduktase in vornehmlich farbig- und buntblihenden Sorten
beschrieben (De Cooman et al., 1993; De Schepper, 2001). Es gibt allerdings bis
dato keine eingehenden Untersuchungen zur Enzymologie weiler Azaleenbluten.
Zunachst wurde Uberprft, ob die Enzyme der Flavonoidbiosynthese sowohl in der
rotblihenden Sorte ‘Nordlicht’ als auch in der weillblUhenden Sorte ‘Mevrouw
Edmond Troch’ nachzuweisen sind. Mit Hilfe der Aufarbeitungsmethode nach Dellus
et al. (1997) gelang der qualitative Nachweis der Chalkonsynthase (CHS),
Chalkonisomerase (CHI), Flavanon 3-Hydroxylase (FHT), Dihydroflavonol 4-
Reduktase = (DFR), Anthocyanidinreduktase @ (ANR) und  Flavonoid 3-O-
Glukosyltransferase (FGT) in beiden Sorten (Abb. C.4 und Abb. C.5).

Die CHS aus Azaleen setzt sowohl Cumaroyl-CoA (Cum-CoA) als auch Kaffeoyl-
CoA (Caff-CoA) nach anschlieRender Isomerisierung durch die CHI zu den
Reaktionsprodukten Naringenin (NAR) bzw. Eriodictyol (ERI) um. Die in Abb. C.4
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dargestellte DC-Auftrennung der Reaktionsprodukte des CHS- und CHI-Nachweises
zeigen zudem die Bildung von Dihydrokampferol (DHK). Dies ist auf eine Aktivitat der
im Enzymextrakt enthaltenen FHT zurlckzufuhren, die das zuvor gebildete NAR
umsetzt. Die Flavanone NAR und ERI kénnen durch die FHT zu den
Dihydroflavonolen Dihydrokédmpferol und Dihydroquercetin (DHQ) hydroxyliert
werden. Da ein enzymatischer Umsatz von DHK zu Leukopelargonidin nicht
nachgewiesen werden konnte, dagegen aber DHQ zu Leukocyanidin reduziert wird,

kann von einer Substratspezifitdt der Azaleen-DFR fur DHQ ausgegangen werden.

- - .- Nordl. M.Troch Nordl.  M.Troch

Nordl. - M.Troch Nordl. M.Troch Nordl. M.Troch Nordl. M.Troch

NAR -
NAR NAR

- ERI

DHK

DHK ERI i R DHK . .

DHQ

DHQ

LCy
Cum-CoA Caff-CoA

A B C D

Abb. C.4: Aktivitat der Enzyme der Flavonoidbiosynthese in Bliitenpetalen der Sorten
‘Nordlicht’ und Mevrouw Edmond Troch; A: Nachweis der CHS-und CHI-Aktivitat mit den
Substraten Cum-CoA und Caff-CoA, Reaktionsprodukte: NAR und ERI. B: Nachweis der FHT-Aktivitat
mit den Substraten NAR und ERI, Reaktionsprodukte: DHK und DHQ. C: Test der DFR-Aktivitat mit
DHK als Substrat, kein Reaktionsprodukt (NAR: Rest aus DHK-Synthese). D: Nachweis der DFR-
Aktivitdt mit DHQ als Substrat, Reaktionsprodukt: LCy (ERI: Rest aus DHQ-Synthese). DC-Cellulose;
Laufmittel: CAW
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Abb. C.5: Nachweis der ANR- und FGT-Aktivitat in Bliitenpetalen der Sorten ‘Nordlicht’

und Mevrouw Edmond Troch; E: Nachweis der ANR-Aktivitat mit dem Substrat Cy,
Reaktionsprodukt: EC. F: Nachweis der FGT-Aktivitat mit dem Substrat Cy, Reaktionsprodukt Cy-3-
Gluc. DC-Cellulose; Laufmittel E: BAW; Laufmittel F: HOAC

Der Nachweis des membrangebundenen Enzyms F3'H war weder durch die
Aufarbeitungsmethode nach Dellus et al. (1997) noch nach Praparation der
Mikrosomen moglich. Allerdings konnte nach Behandlung von Azaleenknospen
farbiger Bluten mit dem F3'H bzw. F3’5’H Inhibitor Tetcyclacis eine deutliche
Reduktion der Anthocyansynthese beobachtet werden (Abb. C.6)

Abb. C.6: Tecyclacisbehandlung der Azaleensorte 'Friedhelm Scherrer’; rechts:

unbehandelte Kontrolle, links: mit Tetcyclacis behandelt

In weiteren Versuchen sollte untersucht werden, ob die Blitenfarbe ,Weil3* bei
Azaleen durch eine reduzierte Aktivitat der Enzyme der Flavonoidbiosynthese
zustande kommt. Es wurde die Enzymaktivitat der CHS, CHI, FHT, DFR und ANR

zwischen der rotblihenden Sorte ‘Nordlicht’ und einer Auswahl von Azaleensorten
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mit weilRen Bluten (‘Mevrouw Edmond Troch’, ‘Ballerina’, ‘Schneekoénigin’ und
‘Winterperle’) quantitativ verglichen. Hierzu mussten Standardbedingungen
geschaffen werden, unter denen die enzymatische Produktbildung bei einem
quantitativen Vergleich verschiedener Sorten steigerungsfahig war. Es wurde die
Sorte ‘Nordlicht’ als Standardsorte festgelegt, an der flir die zu untersuchenden
Enzyme die Proteinmengenlinearitat und die Inkubationszeitlinearitat bestimmt
wurde. Zudem wurden die einzelnen Enzyme hinsichtlich des pH- und
Temperaturoptimums  charakterisiert. Fur den quantitativen Vergleich der
Enzymaktivitat von CHS, FHT und DFR wurden Blitenproben der Wintersaison
2004/05 und 2005/06 in getrennten Versuchsreihen aufgearbeitet und hinsichtlich
ihrer Enzymaktivitat untersucht. Das fur die enzymatischen Untersuchungen der CHI

und ANR verwendete Blutenmaterial stammt aus der Wintersaison 2005/06.

C.1.31 Charakterisierung und quantitativer Vergleich der CHS

Fir die Charakterisierungen der Azaleen-CHS wurde ein Gemisch der
Enzympraparationen der Blutenstadien (BS) 1 bis 4 der Sorte ‘Nordlicht’ verwendet.
Zunachst wurde die Proteinmengenlinearitat der CHS bestimmt. Hierbei konnte der
lineare Bereich der CHS-Reaktion zwischen 5 und 30 ug Gesamtprotein festgelegt
werden. Die Zeitreihe der CHS-Reaktion ergab bei einer Inkubationszeit ab 45 min
einen kaum noch steigerungsfahigen Umsatz. Untersuchungen zum Einfluss der
Temperatur auf die CHS-Aktivitat ergaben ein Optimum bei 30°C. Das pH-Optimum
der CHS mit Cum-CoA als Substrat lag bei pH 7,5. Die ermittelten Optima, sowie
20 ug Gesamtprotein und eine Inkubationszeit von 30 min wurden als
Standardbedingungen festgelegt. Die Ergebnisse zur Charakterisierung der CHS
sind in den folgenden Diagrammen dargestellt (Abb. C.7):
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Abb. C.7:
Enzym, 30 min, 37°C, pH 7,5); B: Zeitlinearitat (Reaktionsbedingungen: 20 ug Enzym, 15 — 75 min,
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37°C, pH 7,5); C: Temperaturoptimum (Reaktionsbedingungen: 20 uyg Enzym, 30 min, 0 — 42°C,
pH 7,5); D: pH-Optimum (Reaktionsbedingungen: 20 pg Enzym, 30 min, 37°C, pH 6,0 — 8,0);

,% Umsatz“ = Umsatz von ["*C]-Mal-CoA zu [*C]-Naringenin in %

Charakterisierung der CHS: A: Proteinlinearitat (Reaktionsbedingungen: 0 — 33,3 ug

Der enzymatische Umsatz der CHS der Sorte ‘Nordlicht” wurde mit dem Umsatz der

weillblihenden Sorten ‘Mevrouw Edmond Troch’, ‘Ballerina’, ‘Schneekdnigin’ und

‘Winterperle’ unter Standardbedingungen quantitativ verglichen. Die Untersuchungen

erfolgten an den Blutenstadien 1 bis 5. Die in Abb. C.8 dargestellten Ergebnisse sind

Durchschnittswerte der zwei Untersuchungsjahre. Ein auffallig hoher Umsatz Uber

alle funf Blutenstadien hinweg wurde bei der Sorte ‘Schneekodnigin’ gemessen. Die

rotblihende Sorte ‘Nordlicht’ wies im Mittel die zweithochste Aktivitat auf. Es kann

demnach nicht davon ausgegangen werden, dass bei weilRblihenden Sorten eine

reduzierte CHS-AKktivitat im Vergleich zu Azaleen mit farbigen Bluten vorliegt.
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Abb. C.8: Quantitativer Vergleich der CHS-Aktivitit; ,Umsatz in %" = Umsatz von ["*C]-Mal-

CoA zu [*C]-Naringenin in %

C.1.3.2 Charakterisierung und quantitativer Vergleich der CHI

Die Reaktion der CHI wurde photometrisch bestimmt. Hierbei wird der Umsatz des
farbigen Substrats 2',4°,6’,4, Tetrahydroxychalkon (THC) zu dem farblosen Naringenin
bei einer Wellenlange von 385 nm uber einen Zeitraum von 2 min beobachtet. Um
die spontane Isomerisierung des THC zu NAR herauszurechnen, wurde eine
Kontrolle ohne Enzym gemessen. Aus den einzelnen Extinktionswerte der
enzymatischen und der nichtenzymatischen Reaktion wurden jeweils die
Regressionsgeraden und deren Steigung berechnet. Die Differenz der Steigung
beider Geraden gab den Anteil der enzymatischen Reaktion wieder (siehe auch
B.2.3.7).

Vor einem Vergleich der CHI-Aktivitat der einzelnen Sorten wurde die
Proteinmengenlinearitat an der Sorte ‘Nordlicht’ (BS 1 - 4) gemessen (Abb. C.9).
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Abb. C.9: Proteinmengenlinearitat der CHI;

AnschlieBend erfolgte der Vergleich der CHI-Aktivtat im Verlauf der
Blutenentwicklung (BS 1 - 5) zwischen der rotbluhenden Standardsorte ‘Nordlicht’
und den weillbluhenden Sorten ‘Ballerina’, ‘Mevrouw Edmond Troch’,
‘Schneekonigin® und ‘Winterperle’ (Abb. C.10). Die Messungen erfolgten bei

Raumtemperatur und einer Gesamtproteinmenge von 25 ug.
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Abb. C.10: Quantitativer Vergleich der CHI-Aktivitat;

Eine deutlich reduzierte CHI-Aktivitdt gegenluber der farbigen Referenzsorte konnte

bei keiner der weil3blihenden Sorten beobachtet werden. Da nach Zugabe von
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Enzymextrakten anthocyanfreier Sorten die Reaktion von THC zu Naringenin der
enzymatischen Umsatzreaktion der Sorte ‘Nordlicht’ entspricht bzw. Ubersteigt, kann
nicht von einer reduzierten CHI-Aktivitat bei weilRbluhenden Sorten ausgegangen

werden.

C133 Charakterisierung und quantitativer Vergleich der FHT

Zunachst wurde die FHT an der Sorte ‘Nordlicht’ charakterisiert. Bestimmt wurde die
Proteinlinearitat, die Zeitlinearitat, sowie das pH- und das Temperaturoptimum. Die
Untersuchungen erfolgten an einem Enzymgemisch aus den Blitenstadien 1 bis 4.

Folgende Diagramme geben einen Uberblick lber die Ergebnisse (Abb. C.11):

A: Proteinlinearitat FHT B: Zeitlinearitat FHT
50
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Abb. C.11: Charakterisierung der FHT: A: Proteinlinearitat (Reaktionsbedingungen: 0 — 30 ug
Enzym, 30 min, 37°C, pH 7,5); B: Zeitlinearitat (Reaktionsbedingungen: 10 ug Enzym, 15 — 90 min,
37°C, pH 7,5); C: Temperaturoptimum (Reaktionsbedingungen: 10 ug Enzym, 30 min, 15 — 42°C,

pH 7,5); D: pH-Optimum (Reaktionsbedingungen: 10 ug Enzym, 30 min, 37°C, pH 5,5 — 8,0); ,Umsatz
in %“ = Umsatz von ['*C]-Nar zu ['*C]-DHK in %

Aus den Ergebnissen zur Charakterisierung der FHT konnten die
Standardbedingungen (10 uyg Gesamtprotein, 30 min Inkubationszeit, 37°C
Inkubationstemperatur, pH 6,5) fur den quantitativen Vergleich der FHT-Aktivitat
abgeleitet werden. In Abb. C.12 sind die Mittelwerte der Untersuchungsergebnisse

beider Versuchsjahre angegeben.
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Abb. C.12:  Quantitativer Vergleich der FHT; ,Umsatz in %" = Umsatz von ["“C]-Nar zu ["*C]-
DHK in %

Auch bei den quantitativen Untersuchungen der FHT konnte keine generell starkere
Enzymaktivitat der farbigen Referenzsorte gegenuber den weil3blihenden Azaleen
beobachtet werden. Auffallig ist ein hoher enzymatischer Umsatz von ca. 80 % der

FHT aus ‘Ballerina’.

C134 Charakterisierung und quantitativer Vergleich der DFR

Zunachst wurde die DFR der Sorte ‘Nordlicht’ hinsichtlich der Proteinmengen- und
Zeitlinearitat untersucht. Weiter wurde das pH- und Temperaturoptimum bestimmt.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den folgenden Grafiken dargestellt
(Abb. C.13):
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A:Proteinlinearitat DFR B: Zeitlinearitat DFR
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Abb. C.13: Charakterisierung der DFR: A: Proteinlinearitat (Reaktionsbedingungen: 5-40 ug
Enzym, 30 min, 30°C, pH 7,5); B: Zeitlinearitat (Reaktionsbedingungen: 20 ug Enzym, 1575 min,
30°C, pH 6,5); C: Temperaturoptimum (Reaktionsbedingungen: 20 ug Enzym, 30 min, 15-42°C, pH
6,5); D: pH-Linearitat (Reaktionsbedingungen: 20 ug Enzym, 30 min, 30°C, pH 6,0-8,0); ,Umsatz in
%*“ = Umsatz von [*C]-DHQ zu [**C]-LCy in %

Aufgrund der Charakterisierungen wurden als Standardbedingungen fur den DFR-
Test eine Gesamtproteinmenge von 20 ug, eine Inkubationszeit von 30 min, eine
Inkubationstemperatur von 30°C und ein pH-Wert von 6,5 im Reaktionsansatz
gewahlt.

Die Aktivitat der DFR wurde ahnlich wie bei den Untersuchungen der CHS und FHT
unter Standardbedingungen quantitativ Uber die Blltenstadien 1-5 verglichen. Eine
reduzierte DFR-AKktivitat der weillblUhenden Azaleen konnte gegenuber der farbigen
Standardsorte nicht beobachtet werden. Die DFR der Sorte ‘Schneekonigin’ zeigt
auch hier eine durchgehend hohe Aktivitat (Abb. C.14).
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Abb. C.14:  Quantitativer Vergleich der DFR; ,Umsatz in %*“ = Umsatz von ["*C]-DHQ zu ["*C]-
LCyin %

C.13.5 Charakterisierung und quantitativer Vergleich der ANR

Die Charakterisierung der ANR erfolgte im Rahmen einer von mir betreuten
Masterarbeit (Helmich, 2005). Fur den quantitativen Vergleich der ANR-Aktivitat
zwischen farbigen und weillblihenden Azaleen konnten Standardbedingungen
(60 pg Gesamtprotein, 40 min Inkubationszeit, 45°C Inkubationstemperatur, 5,5 pH
im Reaktionsansatz) abgeleitet werden. Da Uberprift werden sollte, ob eine starke
Enzymaktivitat der ANR bei weilen Azaleenbliten gegenuber farbigen Bluten zu
einem eventuellen Substratdefizit fur die FGT fuhrt, wurden fUr einen besseren
Vergleich der quantitativen Untersuchungen zwei rotblihende Azaleensorten
(‘Nordlicht’ und ’Friedhelm Scherrer’) verwendet, die zusammen mit den
weil3blihenden Sorten ‘Ballerina’ und ‘Winterperle’ untersucht wurden.

Es konnte keine deutlich erhdhte ANR-Aktivitat von weil3blihenden gegenlber
rotblUhenden Sorten festgestellt werden (Abb. C15). Auch konnte kein
unterschiedlicher Verlauf der Aktivitat Uber die Blitenstadien zwischen den beiden
Gruppen beobachtet werden. Die Sorte ‘Nordlicht” weist gegenuber den ubrigen
Sorten zudem die fast durchgehend hochste Aktivitat auf, so dass nicht von einer

starkeren ANR-Aktivitat bei weilRblihenden Azaleen ausgegangen werden kann.
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Abb. C15: Quantitativer Vergleich der ANR

C.1.4 Expressionsanalysen von Flavonoidgenen

In vorangegangenen Untersuchungen wurden die Enzymaktivitadten der CHS, CHI,
FHT, DFR und ANR zwischen der rotblihenden Referenzsorte ‘Nordlicht’ und den
vier weillblihenden Sorten Uber die Blutenentwicklung quantitativ verglichen. Da
enzymatische Untersuchungen der ANS aus Blutenextrakten der Azaleen bisher
nicht madglich sind, wurden Expressionsanalysen an ans mittels RT-PCR
vorgenommen. Zum Vergleich wurden zusatzlich die Analysen fir die Flavonoidgene
chs, chi, fht, und dfr durchgeflthrt.

C.1.41 Klonierung von Flavonoidgenen

Da im Gegensatz zu chs, chi und dfr fur ans und fht keine Sequenzinformationen fur
R. simsii vorlagen, wurde zunachst ein full length ANS cDNA-Klon isoliert und
heterolog in Hefe exprimiert. Zudem wurde ein putatives fht cDNA Fragment kloniert.
Die Isolierung der RNA erfolgte aus Petalen der Sorte ‘Nordlicht’ (Blitenstadien 2, 3
und 4), welche im Anschluss in cDNA umgeschrieben wurde. PCR-Fragmente
wurden in den Klonierungsvektor TOPO pcR® 2.1 ligiert und in kompetente E. coli-
Zellen transformiert. Die Klone wurden mittels Colony-PCR gescreent. Die Plasmide
positiver Klone wurden nach einer Ubernacht-Kultur isoliert und sequenziert. Die
erhaltenen Sequenzen wurden mit in der GenBank enthaltenen Sequenzen mit Hilfe

des BLAST-Algorithmus verglichen.
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C1.411 Klonierung eines putativen full-length ANS cDNA-Klons

Im Rahmen einer von mir betreuten Masterarbeit (Helmich, 2005) wurde ein 324 bp
langes Fragment der ANS aus R.simsii kloniert. Dies wies die hdchste
Ubereinstimmung mit der ANS Sequenz aus Torenia fournieri (Acc.: AB044091) mit
81 % auf Proteinebene auf. Durch den Vergleich der full-length Sequenz aus Torenia
und des klonierten ANS-Fragments konnte auf ein Fehlen von ca. 340 bp zum
3’Ende und von 420 bp zum 5Ende geschlossen werden. Ausgehend von der
Sequenz des ANS-Fragments wurden genspezifische Primer flr das 3’RACE (ANS1
und ANS2) und das 5’RACE (ANSrevA und ANSrevnested) abgeleitet (Abb. C.16).

5 Ende 3' Ende

Fraﬂmeni 324 bE

ANS1
I
GeneRacer 5 3'RACE 4 OligoDT
— » i'RACE
<@NSrevnested
-ANSrevA
i nd nd PCR

Abb. C.16: Darstellung der Klonierung eines ANS cDNA-Klons

Da nach der ersten 3'RACE mit den ANS1- und Oligo-dT-Anchor-Primern kein
eindeutiges Amplifikat erzielt wurde, wurde eine nested-PCR mit dem 5'Reverse-
Primer ANS2 durchgefuhrt. Das erhaltene Fragment enthielt 726 bp einschlieRlich
Stopcodon und Poly-A-Schwanz.

Fur die Amplifikation des 5’Endes wurde die nach dem Protokoll fir das RLM-RACE
behandelte mRNA in cDNA nach Standardprotokoll umgeschrieben. Da die erste
5’RACE mit dem genspezifischen reverse Primer ANSrevA nicht zu einem
eindeutigem Amplifikat fuhrte, wurde eine nested-PCR mit einem weiter upstream
liegendem Primer (ANSrevnested) durchgefuhrt. Das erhaltene Fragment wies
neben der bis zum ATG fehlenden Sequenz einen leader Bereich von 136 bp auf.
Aufgrund der nun vorliegenden Sequenzinformationen konnten das aul3erhalb der

codierenden Sequenz liegenden Primerpaar ANSforw und ANS\\\rev fir eine end to


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=12583672
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end-PCR abgeleitet werden. Das daraus resultierende Fragment wies eine Lange
von 1289 bp und einen offenen Leserahmen fur 218 AS auf. Der Vergleich mit
Sequenzen aus der GenBank erbrachte eine Homologie von 81 % und 83 % auf
DNA- bzw. AS-Ebene mit der ANS aus Vitis labrusca x Vitis vinifera (Acc:
BACO7545). Die zweithéchste Ubereinstimmung wurde mit jeweils 80 % auf DNA-
und AS-Ebene mit der ANS aus Camellia sinensis (Acc: AAV88087) gefunden.

Mit Hilfe des Primerpaars ANSfor und ANS\\rev wurden 3 putative full length ANS
cDNA-Klone aus der rotblihenden Sorte ‘Nordlicht’” und 5 aus der weil3blihenden
Sorte ‘Mevrouw Edmond Troch’ amplifiziert. Alle erhaltenen putativen ANS Klone
wiesen einen offenen Leserahmen auf, wobei die Aminosaurensequenz bei 7 von 8
Klonen identisch ist. Der Sequenzvergleich mit weiteren bekannten Sequenzen
zeigte zudem die konservierten Regionen His-147, Asp-149 und His-183, die
vermutlich fur die Koordinierung des Eisens am katalytischen Zentrum der 2-
Oxoglutarat-abhangigen Enzyme (Britsch et al., 1993; Prescott, 1993; De Carolis und
De Luca, 1994; Prescott und John, 1996; Roach et al., 1997) verantwortlich sind.
Weiter ist die spezifische Bindungsstelle Arg-191 in der Aminosaurensequenz der
Azalee konserviert (Lukacin und Britsch, 1997) (Abb. C.17).

fAzalee SASCGKDRTYGGKD=--HKNYYKC--AGYAHTDYSATHNHYGYG~KH-TAKCYNS~-HHGDTYSNGKYKS-HRGYNKKYR-SHARCKK-KTYSTAYR
Canellia SS=--GGNKKYGGK===HKNYYKC==-AGYAHTD=-SAVYSSHYGYG=KH=TAKCYNS=H=GDTYSHGKYKS=HRGYNKKYR=SHAYCKK=-KTYSA=-=-R
Callistephus -AASGGGRKYGGM---YKNYYKCDYAGYAHTDYSATHNHYGYGGKHYTAKCYDS-HHGDT-5SNGKYKS-HRGYNKKYR-SHAYCKD-KKTSD--R
Fragaria =-S5GGGRKYGGH====KNYYKC==AGYAHTD=-SATHNAYGYGGKHYTAKCYNSYHHGDT-SNGKYKS=HRGYNKKYR=SHAVCKK=-KTYSA==R
Arabidopsis KASYGGDRKYGGH====KNYYKC==AGYAHTDVSATHNHYGYG=KHYTAKCYDSYHHGDT=-SHGKYKS=HRGYNKKYR=SHAYCKD=-KYKHY==5
Torenia SYSGGDDRKYGGKDDTHKNYYKC--AGYAHTDYSATHNHYGYYKGHYTASCYDSHY-GDT-SNGHYKSYHRGYNRRYRYSHAYCKKVYKTYGDRAR
Consensus s,s,GgdrkVGGk, . .nKNYYKC, ,AGYAHTDVSAthntYGyg .kHeTAKCY #S,nhGDT, SHNGKYKS , HRGYNKKYR , SHAVCKK Ktvs, , .1

His147 Asp149 His183 Arg191

Abb. C.17: Alignment der Aminosaurensequenz der putativen ANS (Ausschnitt); Azalee
(Rhododendron simsii); Camellia (Camellia sinensis, Acc.: AAV88087); Callistephus (Callistephus
chinensis, Acc.: AAB66560); Fragaria (Fragaria x ananassa, Acc.: AAU12368); Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana, Acc.:1GP6A); Sinningia (Sinningia cardinalis, Acc.: AAR01567); Torenia
(Torenia fournieri, Acc.: BAB21477)

Pfeile zeigen die konservierten Bereiche His-147, Asp-149 und His-183, sowie Arg-191.

Das Alignment wurde mit dem Programm MultAlign erstellt

Der ANS-Klon aus der Sorte ‘Mevrouw Edmond Troch’ wurden in Saccharomyces
cerevisiae im Vektor pYES2.1/V5-His-TOPO® (Invitrogen) heterolog exprimiert. Die
Hefeexpression und der nachfolgende Enzymtest wurden von Frau Anja Preul3 am
Institut fur Pharmazeutische Biologie der Philipps-Universitat Marburg durchgefuhrt.

Hierbei konnte die Reaktion von Leukopelargonidin zu Pelargonidin mit der in Hefe
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exprimierten ANS aus der weil3blihenden Sorte 'Mevrouw Edmond Troch’ gezeigt
werden (Abb. C.18).

CAW

0 3 4 5. %6

Rest Nar g A= Ssams g o

Km :

Lpg

Pg =%

Abb. C.18: Nachweis der Aktivitat der in Hefe exprimierten ANS aus Mevrouw 'Edmond
Troch’; 1 u. 2: Azaleen ANS; 3 u. 4: Malus ANS; 5 u. 6: Pyrus ANS (Proteinmenge: 100ul; Temp:
30°C; Zeit: 30 min; zur Bildung des Substrats Lpg erfolgte eine Vorinkubation von DHK mit heterolog
exprimierter DFR aus Callistephus; DC-Cellulose, Laufmittel: CAW), die Abbildung wurde von Anja
PreuR, Philipps-Universitat Marburg, zur Verfigung gestellt

C1.41.2 Klonierung eines putativen FHT cDNA-Fragements
Mit Hilfe des partiell degenerierten FHT5’1-Primer und des Oligo-dT-Anchor-Primers

konnte ein putatives FHT cDNA-Fragment mit vollstandigen 3’Ende kloniert werden.
Das Fragment wies eine Lange von insgesamt 906 bp mit einem offenen
Leserahmen flir 263 Aminosauren auf. Der Vergleich mit in der GenBank
vorhandenen Sequenzen erbrachte eine Homologie von jeweils 91 % auf DNA- und
Aminosaurenebene mit Camellia sinensis (Acc: AAT68774).

C14.2 Halbquantitative Expressionsstudien

Untersucht wurden die farbige Standardsorte ‘Nordlicht’ und die vier wei3blihenden
Sorten ‘Mevrouw Edmond Troch’, ‘Ballerina’, ‘Schneekdnigin’ und ‘Winterperle’ Uber
alle funf BlUtenstadien. Die Primerkombinationen flr chs und dfr wurden von den in
der GenBank enthaltenen Sequenzen fur R. simsii abgeleitet (Acc.: AJ413277 und
AJ413278, De Schepper, 2001). Fur die CHI lag am Lehrstuhl die Sequenz flr ein
ca. 500 bp langes Fragment vor, von dem jeweils ein forward und reverse Primer

synthetisiert wurde (Pedross, unveroffentlicht). Die Primerkombinationen von ans


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=49861114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=22797394
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=22797396
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und fht konnten aus Sequenzen der vorangegangenen Klonierung konstruiert werden
(siehe C.1.4.1.1 und C.1.4.1.2).

Fur die halbquantitativen Genexpressionsstudien wurde zunachst die optimale
Annealingtemperatur fur jede Primerkombination bestimmt. In der Regel findet nach
ca. 30 PCR-Zyklen keine Verdopplung der Amplifikate mehr statt. Da diese Phase in
den jeweiligen PCR-Systemen nach einer unterschiedlichen Anzahl von Zyklen
erreicht werden kann, wurde der lineare Verlauf der Amplifikation der einzelnen PCR-
Produkte bestimmt. Fir die weiteren Expressionsstudien wurde die jeweilige Anzahl
der Zyklen innerhalb des linearen Verlaufs gewahlt. Als Template diente cDNA der
Sorte ‘Nordlicht’ aus einem Gemisch der Blutenstadien 1 bis 4. Die Tab. C2 gibt
einen Uberblick Uber die ermittelten Annealingtemperaturen, die gewahlten

Zyklenzahlen und der zu erwartenden Fragmentlangen:

Tab. C2: Optimale Annealingtemperatur und Zyklenzahl der verwendeten

Primerkombinationen

Gen Primerkombination Annealingtemperatur Zyklenzahl Fragmentlange
chs 5CHS1 und 3'CHS2 65°C 26 ca.1050 bp
chil  CHI54 und CHI3’4 50°C 29 ca. 290 bp
fht  FHT53 und FHT3'4 55°C 29 ca. 450 bp
dfr ~ 5’DFR1 und 3'DFR2 62°C 28 ca. 1200 bp
ans ANSforw. und ANS\\\rev. 55°C 26 ca. 1000 bp

Fir die Analysen wurde fur jede untersuchte Sorte und jedes Blitenstadium die
gleiche Menge an Gesamt-RNA flr die cDNA-Synthese eingesetzt.

Die PCR-Amplifikate wurden als Banden nach Auftrennung in Agarosegele unter UV-
Licht quantitativ abgeschatzt. Als Referenz flur den Expressionsstatus der
untersuchten Gene wurden RT-PCRs mit Primern fir die konstitutiv exprimierte
GAPDH (Glycerin-Aldehyd-Phosphat-Dehydrogenase) durchgefuhrt. Eine
Amplifikation der GAPDH fand in allen funf Blitenstadien der untersuchten Sorten
statt, wobei die Auspragung der Banden durchgehend homogen war.

Die Expressionsstudien an chs, chi, fht, dfr und ans erbrachten eine Amplifikation der
jeweiligen Gene in jeder untersuchten Sorte und in jedem Blutenstadium (Abb. C.26).
Die Studien an der in Blitenextrakten enzymatisch nicht nachweisbaren ans zeigten,
dass das Gen sowohl in der rotbluhenden Referenzsorte als auch in den

weillblihenden Sorten prinzipiell exprimiert werden. Es konnte zudem keine
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allgemein geringere Expression weiler Bliten gegenlber farbiger Bllten festgestellt
werden. Zwar wurden bei der ANS-Expressionsstudie im BS2 der Sorte ‘Mevrouw
Edmond Troch’ und BS4 der Sorte ‘Ballerina’ eine geringere Amplifikation gegentber
‘Nordlicht’ beobachtet, doch waren die Bandenstarken dieser Varianten auch bei den
Expressionsstudien fur chs, chi, fht und dfr schwacher, so dass bei diesen
Blutenstadien generell eine geringe Amplifikation vorliegt. Die Bandenstarken der
zwei weiteren weil3blihenden Sorten entsprechen durchgehend der rotblUhenden
Referenz. Auch der Vergleich zwischen roten und wei3en Bluten bei den Studien der
chs, chi, fht und dfr erbrachte keine auffallig geringere oder héhere Expression der
untersuchten Gene. Die Studien der dfr zeigten interessanterweise bei fast allen
Sorten starke Banden im BS1 mit schwacheren Banden in den Blutenstadien 2, 3

und 4 und wiederum eine starke Expression im letzten Blutenstadium (BSS).

GAPDH CHS CHI
Sorte Blutenstadium Blitenstadium Blitenstadium
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
N e em aE TS e 2 T er mp e s | T er ap o o
W T EaEe eeeowe | W~ eowew
- T I I I | e e GEE W e e G e
TR T [ e ———
w WEaES wewewoe- Seowea -
FHT DFR ANS
Sorte Blutenstadium Blitenstadium Blitenstadium
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
N e v e W | e - -
v Gl e e - o | e -
p | emesapeean | = | = w
s EResEp e e | o ose |
W e | == == e
Abb. C.19: Expressionsstudien der gapdh, chs, chi, fht, dfr und ans,

Abkurzungen: N = 'Nordlicht’; M = 'Mevrouw Edmond Troch’; B = 'Ballerina’; S = 'Schneekdnigin”;

W ="Winterperle’

C.2 Transformation von Rhododendron simsii

mussten zunachst verschiedene
Die hierbei

etablierten Sorten dienten im Anschluf® als in vitro-Material fur weiterfiihrende

Fur Transformationsexperimente an R. simsii

Azaleensorten in Gewebekultur Uberfiuhrt und vermehrt werden.

Experimente. Vorraussetzung fur die Agrobacterium-vermittelte Transformation ist
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die Regeneration adventiver Sprosse aus dem transformierten Gewebe. Fur
nachfolgende Transformationsexperimente war es daher wunerlasslich, ein
Regenerationssystem flr Azaleen am Lehrstuhl zu etablieren. Zusatzlich wurden
Bewurzelungsversuche an invitro-Sprossen vorgenommen um, eine spatere
Uberfiihrung von regenerierten und transgenen Sprossen extra vitrum zu erleichtern.
Die Vorgehensweise zum Aufbau eines Systems fur die Agrobacterium-vermittelte
Transformation ist schematisch in Abb. C.20 dargestellt:

Etablierung und Vermehrung der
Azaleen in Gewebekultur

J

Aufbau eines in vitro-Regenerationssystems

J

Aufbau eines Agrobacterium-
vermittelten Transformationssystems

I

Durchflihrung und Optimierung der Transformation

J

Uberpriifung putativ transgener Sprosse

J

in vitro-Bewurzelung transgener Sprosse
und Uberfuhrung extra vitrum

Abb. C.20: Vorgehensweise bei der Etablierung eines Transformationssystems fiir Azaleen

Eine tabellarische Auflistung der vorgenommenen Versuche ist im Anhang ab S. 154
dieser Arbeit beigefugt. Ein Teil der Versuche wurde im Rahmen zweier von mir
betreuten Diplomarbeiten durchgefuhrt (Taubenbdck, 2004; Pfeufer, 2006).

C.2.1 Etablierung von Rhododendron simsii in die Gewebekultur

In den ersten Versuchen zur Etablierung der Azaleen in die Gewebekultur (Versuche
E1 und E3%, Tab. G5 im Anhang, S. 154) wurden zwoIf weillblihende Sorten bzw.

Linien nach dem unter Punkt B.2.5.1 beschriebenen Verfahren oberflachensterilisiert
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und prapariert. Als Ausgangsmaterial wurden Triebspitzen und das darunter liegende
Stangelgewebe mit 1 bis 2 Nodi verwendet. Als Basalmedium diente bei allen
verwendeten Sorten das Nahrmedium nach Anderson (1984), sowie bei vier der
zwolf Sorten zusatzlich das Woody Plant Medium (WPM) nach Lloyd und McCown
(1980) und das ER-Medium nach Economou und Read (1984). Ca. 2 Monate nach
Versuchsbeginn bildeten 70 bis 80 % der auf Andersonmedium angelegten
Explantate einen Neuaustrieb sowohl aus den Triebspitzenexplantaten als auch aus
den Achselknospen der Nodiexplantate (Versuch E1, siehe Tab. G5, S. 154). Die im
Versuch E3* verwendeten Sorten zeigten eine hdhere Austriebsrate auf den WPM-
und ER-Medium im Vergleich zum Andersonmedium. Zudem bildeten 71 bis 100 %
der auf WPM und ER angelegten Triebspitzen einen Neuaustrieb im Gegensatz zu
den Nodiexplantaten mit einer Sprossbildungsrate von 0 bis 64 %.

Die aus den Triebspitzen und Achselknospen gebildeten Sprosse wurden zur
Weiterkultur und Vermehrung auf Anderson-, ER- und WPM-Medium umgesetzt
(Versuche E2 und E5*, Tab. G5 und Tab. G6, S. 154f). Nach ca. 4 bis 6 Wochen
wiesen fast alle Sorten Blattchlorosen sowie Verbraunungen und Nekrotisierungen
an der Schnittstelle des Stangels auf. Der Austrieb von neuen Sprossen geriet ins
Stocken oder blieb ganzlich aus. Zwei Monate nach Versuchsbeginn starben bei ca.
einem Drittel der verwendeten Sorten alle Sprosse ab.

Eine erfolgreiche Etablierung in die Gewebekultur konnte zunachst nur mit Sorte
‘Mevrouw Gerard Kint’ erreicht werden (Versuche E4* und E5*, Tab. G6, S. 155)).
Die Sprossbildung der aus dem Gewachshaus uberfuhrten Triebspritzen war bei
allen drei verwendeten Basalmedien zu 100 % moglich. Die weitere in vitro-
Kultivierung und Vermehrung verlief mit 80 - 90 % Sprossneubildung auf den Medien
ER und WPM erfolgreich. Zusatzlich zeigte eine Verwendung von Reagenzglasern
mit Steristopfen aus gepresster Cellulose anstelle der sonst Ublichen Reagenzglaser
mit Glasdeckel eine erhdhte Sprossneubildung von etwa 10 %. Bei den funf weiteren
Sorten, die in diesem Versuch verwendet wurden, konnte aufgrund fehlender
Neuaustriebe keine in vitro-Vermehrung erreicht werden.

In weiteren Versuchsreihen wurde zu einem spateren Zeitpunkt die Sorte ‘Mevrouw
Edmond Troch’ auf Andersonmedium in Weckglasern in vitro etabliert (Versuch EG,
Tab. G6, S. 155). Verwendet wurden Triebspitzen und Stangelexplantate mit jeweils
4 bis 5 Nodi. An 48 % der angelegten Stangelexplantaten wuchsen aus den

Achselknospen Sprosse, 33 % der Triebspitzenexplantate bildeten einen
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Neuaustrieb aus (Abb. C.21). Die Sprosse konnten abgenommen und wie unter
B.2.5.2 beschrieben kultiviert und vermehrt werden. Im weiteren Kulturverlauf wurde
ausreichend in vitro-Material der Sorte 'Mevrouw Edmond Troch’ fur Versuche zur
Etablierung des Regenerations- und Transformationssystems, sowie flr

Bewurzelungsversuche zur Verfiigung gestellt.

Abb. C.21: Etablierung der Azaleen in die Gewebekultur; links: Azaleenstangelkultur im
Weckglas; mitte : Nahaufnahme der Stangel mit Neuaustrieben aus den Achselknospen; rechts: Kultur

der in vitro-Sprosse in Petrischalen auf Vermehrungsmedium

C.2.2 Bewurzelung in vitro

Es wurden Sprosse von sechs Azaleensorten auf Anderson-Medium mit reduziertem
NaFe-EDTA-Gehalt und 2 mg/l I1AA in sterilen Weckglasern und Babynahrungsglaser
mit Filterdeckel kultiviert (Versuch B1*, Tab. G7 im Anhang, S. 156). Bei keiner der
verwendeten Sorten konnte eine Wurzelbildung beobachtet werden.

In den darauf folgenden Versuchen wurde ausschlieBlich die Sorte ‘Mevrouw
Edmond Troch’ verwendet. In ersten Vorversuchen wurde die Eignung verschiedener
Basalmedien, verschiedener |IAA-Konzentrationen und die Zugabe von Aktivkohle
(0,3 %) an jeweils 20 Sprossen je Versuchsvariante getestet (Versuche B2, Tab. G7,
S. 156). Dabei konnte bei einer Kultivierung der Sprosse auf Anderson-Medium mit
2 mg/l I1AA und 0,3 % Aktivkohle an 10 von 20 Explantaten eine Wurzelbildung in
vitro erreicht werden. Die Wiederholung dieses in vitro-Bewurzelungversuches

(Versuch B3) ergab 19 bewurzelte Azaleensprosse von insgesamt 60.

C.2.3 Etablierung eines Regenerationssystems

Zur Etablierung eines Regenerationssystems von Adventivsprossen aus in vitro-
Blattexplantaten wurde zunachst damit begonnen fir R. simsii bestehende Verfahren
nach Mertens et al. (1996) (Methode 1) und Samyn et al. (2002) (Methode 2) auf ihre
Eignung fur die zehn zur Verfugung gestellten Sorten zu testen (Versuche R1 und
R2, Tab. G8 im Anhang, S.157). Beide Methoden unterscheiden sich in der



Ergebnisse 75

Praparationsweise der in vitro-Blatter, in der Zusammensetzung der Basalmedien

und in der Phytohormonkombination (Tab. C3).

Tab. C3: Vergleich der Regenerationsprotokolle fiir Azaleen nach Mertens et al. (1996)
und Samyn et al. (2002)

Praparations- Ndhrmedium und Hormone
methode Zusitze
Methode1: in vitro-Blatter quer zur Anderson (1984) *Kallusinduktion in Woche 1
Mertens et Mittelrippe geteilt, abaxial auf und 2:
al. das Medium gelegt 2 mg/l 2,4-D
(1996) 0,75 mg/l Zea

*Sprossinduktion ab Woche 3
15 mg/l Zea oder 2 mg/l TDZ

Methode2: in vitro-Blatter ganz 2 MS 0,375 mg/l NAA
Samyn et al. einschlief3lich der Petiole, +25mg/ NaFeEDTA 2 mg/l TDZ
(2002) abaxial auf das Medium gelegt

Bei keiner der getesteten zehn Sorten konnte mit diesen Verfahren eine
Regeneration von Adventivsprossen erreicht werden. Bereits zwei Wochen nach
Versuchsbeginn traten Verbraunungen und Nekrotisierungen an den Blattgeweben
auf. Nach weiteren zwei Wochen wurden an sieben Sorten eine Zunahme der
Blattflache und eine leichte Kallusbildung an den Wundrandern bzw. an den Petiolen
beobachtet. Ca. neun Wochen nach Anlage der Kultur starben die Explantate aller
Varianten ab. Die folgende Abbildung zeigt die Sorte ‘Ballerina’ auf
Regenerationsmedium (Methode1) zwei Wochen und neun Wochen nach
Versuchsbeginn (Abb. C.22):

Abb. C.22: Blattexplantatkultur der Sorte ‘Ballerina’ nach dem Protokoll nach Mertens et al.

(1996); links: 2 Wochen nach Versuchsbeginn; rechts: neun Wochen nach Versuchsbeginn

Aufgrund der erfolgreichen Etablierung der Sorte ‘Mevrouw Gerard Kint’ in die
Gewebekultur wurde diese ebenfalls auf Eignung zur Adventivsprossregeneration mit
den oben genannten Protokollen und einem dritten Protokoll nhach Tomsone und
Gertnere (2003) getestet (Versuche R3*, R4* und R5*, Tab. G8 und Tab. G9,
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S. 157f). Zusatzlich wurden als KulturgefaRe Petrischalen und Babynahrungsglaser
mit Filterdeckel verglichen. Bei keiner der getesteten Varianten konnte die
Regeneration von Sprossen festgestellt werden. Auch bei der Sorte ‘Mevrouw
Gerard Kint' traten die schon zuvor beobachteten Verbraunungs- und
Nekrotisierungserscheinungen auf.

Da zunachst keine weiteren Azaleensorten zur Verfugung standen, wurde mit der
Entwicklung eines neuen in vitro Regenerationsprotokolls begonnen. Hierzu wurden
verschiedene Phytohormonkombinationen mit Hilfe eines Hormonrasters, sowie die
Eignung von in vitro- und extra vitrum-Blattern untersucht (Versuche R6*, R7* und
R8*, Tab.G9 und Tab.G10, S.158f). Eine Adventivsprossregeneration
(Regenrationsrate: 20 %) konnte bei extra vitrum-Explantaten der Linie 2000/5 und
der Hormonkombination 1,75 mg/I IAA und 4,4 mg/l TDZ erreicht werden.

Um die weiterhin auftretenden Verbraunungen an den Blattexplantaten zu
reduzieren, wurde die Kultivierung der Explantate in den ersten zwei Wochen im
Dunkeln (Versuche R9* und R11* Tab.G10, S.159), sowie die Zugabe von
Aktivkohle, PVP, Ascorbinsaure, Zitronensaure und Na-Ascorbat (Versuche R12%,
R13%, R14, R15 und R16, Tab. G11 und Tab. G12, S. 160f) getestet. Wahrend des
regelmaligen Umsetzens auf frisches Nahrmedium wurden nekrotische
Gewebebereiche entfernt. Insbesondere durch die Zugabe von 50 mg/l
Ascorbinsaure oder 50 mg/l Na-Ascorbat konnten die hohen Ausfalle durch
Absterben der Explantate zwar reduziert werden, auch wurde eine hdhere
Kallusbildungsrate beobachtet, es konnte aber keine ausreichende
Adventivsprossregeneration erreicht werden.

Nach erfolgreicher Etablierung der Sorte ‘Mevrouw Edmond Troch’ in die
Gewebekultur (siehe C.2.1) wurde nun auch diese auf Eignung zur
Sprossregeneration Uberprift (Versuch R17-1 und R17-2, Tab. G12, S. 161).
Getestet wurden die in Tab. C3 aufgefuhrten Methoden 1 und 2. Zur Sprossinduktion
nach Mertens et al. (1996) wurde 2 mg/l TDZ verwendet. Variiert wurde zudem die
Dauer der Kallusinduktion. Beide Regenerationsprotokolle wurden zusatzlich an der
Sorte ‘Mevrouw Gerard Kint’ getestet (Versuch R17-3 und R17-4, Tab. G12, S. 161).
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C

Abb. C.23: Adventivsprossregeneration an in vitro-Blattexplantaten: A: Kallussaum am

Wundrand eines Blattexplantats der Sorte ‘Mevrouw Edmond Troch’; B: Kallusbildung an der Petiole
eines Blattexplantats der Sorte ‘Mevrouw Gerard Kint’; C: Regeneration an Blattexplantaten der Sorte
‘Mevrouw Edmond Troch’; D: Regeneration an Blattexplantaten der Sorte ‘Mevrouw Gerard Kint’

Zwei Wochen nach Versuchsbeginn bildeten die quer zur Mittelrippe geteilten
Explantate einen Kallussaum am Wundrand, an denen nach weiteren acht Wochen
erste Adventivsprosse regenerierten. Die Petiolen der unverletzten Blatter schwollen
zunachst auf und bildeten schlief3lich einen Kallus aus. Nach ebenfalls acht Wochen
regenerierten die ersten Sprosse auch an diesen Explantaten (Abb. C.23).
10 Wochen nach Anlage der Versuche erfolgte die erste Bonitur der Regeneration.
50 % bzw. 54 % der Explantate der Sorte ‘Mevrouw Edmond Troch’ bildeten
Adventivsprosse aus. Dagegen fiel bei gleicher Behandlung die Regeneration der
Sorte ‘Mevrouw Gerard Kint’ sehr gering aus (Tab. C4)
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Tab. C4: Regenerationsraten der Versuchsvarianten R17-1 bis R17-4 nach 10 Wochen;

Regenerationsrate in % = Anteil Explantate mit Adventivsprossregeneration; n = 516

Sorte Methode Einfluss Methode
1 2
% % X2

Mevr9uw Edmond 503 54.0 ns

Troch

Me\’/rouw Gerard 0.0 22 ns

Kint

Einfluss Sorte (x?) *** e

Zum Vergleich der Regenerationsraten unter Einfluss zwei verschiedener Sorten bei gleicher
Methode, sowie unter Einfluss unterschiedlicher Protokolle bei gleicher Sorte, wurde der Chi2-Test
angewendet.

ns =  nicht signifikant

*** = signifikant (a = 0,01%)

Neben der Zahlung der Explantate mit Adventivsprossregeneration erfolgte eine
Bonitur der durchschnittlichen GroRe der Sprosse am Explantat. Die Sprosse der
Sorte ‘Mevrouw Edmond Troch’ wiesen hierbei keine signifikanten Unterschiede in
Abhangigkeit der verwendeten Regenerationsverfahren auf. Die wenigen
regenerierenden Explantate der Sorte ‘Mevrouw Gerard Kint' auf Nahrmedium nach
Samyn et al. (2002) bildeten grof3e, gut subkultivierbare Adventivsprosse aus
(Tab. C5).

Tab. C5: GroRe der regenerierten Adventivsprosse in Abhéngigkeit der Sorte und
Methode; n = 516
Methode
Sorte
1 2
Mevr?uw Edmond A2.1a A19a
Troch
Me\,/rouw Gerard B10a B11a
Kint

Angabe der Adventivsprossgrofie nach Boniturnoten (siehe B.2.5.4)

Mittelwerte mit gleichen GroRRbuchstaben in der Spalte und mit gleichen
Kleinbuchstaben in der Zeile sind nicht signifikant unterschiedlich nach Tukey Test
(P=0,05)

Nach Abnahme der regenerierten Sprosse wurden die verbliebenen Kalli weitere
zehn Wochen kultiviert und die erneute Bildung von Sprossen beobachtet. In dieser
Zeit blieben signifikant mehr Explantate der Sorte ‘Mevrouw Edmond Troch’ auf
Sprossinduktionsmedium nach Mertens et al. (1996) als auf Medium nach Samyn et
al. (2002) weiterhin regenerativ (Tab. CG6).
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Tab. C6: Regenerationsraten der Versuchsvarianten R17-1 bis R17-4 nach 20 Wochen;

Regenerationsrate in % = Anteil Explantate mit Adventivsprossregeneration; n = 418

Sorte Methode Einfluss Methode
1 2
% % Xz

‘Mevrouw Edmond 72,6 481 ok

Troch’

‘Mevrouw Gerard 2,0 55,1 Hokk

Kint’

Einfluss Sorte (x?) *** ns

Zum Vergleich der Regenerationsraten unter Einfluss zwei verschiedener Sorten bei gleicher
Methode, sowie unter Einfluss unterschiedlicher Methoden bei gleicher Sorte, wurde der Chi2-Test
angewendet.

ns =  nicht signifikant

*** = signifikant (a = 0,01%)

C.2.31 Optimierung des Regenerationssystems

In weiterfuhrenden Versuchen wurde das Verfahren zur Regeneration von
Adventivsprossen an Blattexplantaten der Sorte ‘Mevrouw Edmond Troch’ optimiert.
Als Ausgangspunkt diente das in Tab. C3 beschriebene Verfahren nach Mertens et
al. (1996). In den Versuchen R18-1, R18-2 und R18-3 (Tab. G13 im Anhang, S. 162 )
wurde der Einfluss der Kallusinduktionsdauer (1, 2 oder 3 Wochen), sowie die
Verwendung der Auxine NAA und 2,4-D untersucht, bei anschlielRender
Sprossinduktion mit 2 mg/l TDZ (Tab. C7).

Tab. C7: Regenerationsrate von Blattexplantaten unter den Einfluss zweier Auxine und
unterschiedlicher Dauer der Kallusinduktionsphase; Regenerationsrate in % = Anteil Explantate

mit Adventivsprossregeneration; n =221

Auxin Kallusindukionszeit Einfluss Zeit
1 Wo 2 Wo 3 Wo
% % % X2

NAA 43,2 55,6 70,4 *x

2,4-D 60,5 71,4 75,6 ns

* *

Einfluss Auxin (x?) ns

Zum Vergleich der Regenerationsraten unter Einfluss zweier Auxine mit gleicher
Kallusinduktionsdauer, sowie unter Einfluss unterschiedlicher Kallusinduktionszeiten bei gleichem
Auxin, wurde der Chi*-Test angewendet.

ns =  nicht signifikant

*= signifikant (a = 5%)

*k —

= signifikant (a = 1%)

Die Dauer der Kallusinduktionsphase ist insbesondere unter Verwendung des Auxins

NAA signifikant. Nach einer 3wochigen Kallusinduktion regenerierten tUber 70 % der
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angelegten Explantate, wobei hier die Verwendung von NAA und 2,4-D keinen
Unterschied erbrachte. Die Verwendung des Auxins 2,4-D fuhrt dagegen zu einer
signifikant hdheren Regenerationsrate bei einer 2wdchigen Kallusinduktion, die sich
nicht vom Regenerationserfolg bei einer 3wochigen Induktion unterscheidet.

Weiter wurde der Einfluss der Cytokinine Zeatin und Thidiazuron auf die
Regenerationsrate und die GrolRe der Adventivsprosse wahrend der Sprossinduktion
untersucht (Versuch R19, Tab. G13, S. 162). Bei Verwendung des naturlichen
Cytokinins ZEA bildeten 47 % der angelegten Blattexplantate Adventivsprosse aus.
Die Regenerationsrate auf TDZ-haltigem Medium fiel mit 69 % hoher aus, allerdings

bildeten die Explantate zum Zeitpunkt der Bonitur kleinere Sprosse aus (Tab. C8).

Tab. C8: Regenerationsrate und GroRe der Adventivsprosse in Abhédngigkeit des
verwendeten Cytokinins im Sprossinduktionsmedium; Regenerationsrate in % = Anteil Explantate

mit Adventivsprossregeneration; n =213

Cytokinin Regenerationsrate Adventivsprossgrofle
ZEA 47 % 1,9A
TDZ 69 % 1,4 B

Angabe der Adventivsprossgrofie nach Boniturnoten (siehe B.2.5.4)
Mittelwerte mit unterschiedlichen Grol3buchstaben in der Spalte sind
signifikant unterschiedlich nach Tukey Test (P=0,05)

C.2.4 Etablierung eines Transformationssystems

Alle Transformationsexperimente wurden an der Sorte ‘Mevrouw Edmond Troch’
durchgefuihrt. Da die von Mertens et al. (1997) beschriebene Methode zur
Agrobacterium-vermittelten  Transformation von R.simsii nicht zu einem
Regenerationserfolg fuhrte, wurde zur Etablierung eines Transformationssystems die
Eignung zweier Agrobacterium-Stamme, die Infektionsmethoden, die Dauer der
Prakultur, die Starke des Selektionsdrucks und die Eliminierung der Agrobakterien
nach der Kokultur untersucht.

Verwendet wurden die Agrobacterium-Stamme EHA 105 bzw. LBA 4404 mit dem
Binarvektor pBI121, welcher das uidA Gen fur die R-Glucoronidase (GUS) und das
nptll Gen fur die Kanamycinresistenz enthalt.

Zudem wurde ein Mannose-Selektionssystem fur Azaleen als Ersatz fur
Antibiotikamarker etabliert. Hierzu wurde der Transformationsvektor pNOV2819
(Syngenta) verwendet, der durch das Einsetzen des Reportergens uidA in die

multiple cloning site modifiziert wurde.
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Auswertung der Transformationsexperimente

In den ersten Transformationsexperimenten (Versuche T1, T2 und T3) konnte keine
Regeneration putativ transgener Adventivsprosse, vermutlich aufgrund zu hoher
Kanamycinkonzentration im Nahrmedium, erzielt werden. Zur Uberprifung der
Transformation wurden bei diesen Versuchen jedoch die Halfte der angelegten
Explantate eine Woche nach der Infektion mit Agrobacterium tumefaciens einem
histochemischen GUS-Test unterzogen. Aufgrund der Blaufarbung der transgenen
Zellen konnte damit die GUS-Aktivitat des uidA-Gens in transformierten
Blattexplantaten nachgewiesen werden. Die Abb. C.24 zeigt beispielhaft die
Blaufarbung am Kallussaum eines Azaleenexplantates ca. eine Woche nach der

Transformation mit dem Agrobakterium-Stamm EHA105 und dem Vektor pBI121.
]

Abb. C.24: Blattexplantate mit GUS-Farbung am Kallussaum
In spateren Transformationsversuchen (Versuche T4 bis T7 und M3) gelang die

Regeneration von putativ transgenen Sprossen. Diese wurden vom Blattexplantat
abgenommen und auf Vermehrungsmedium (Andersonmedium mit 1 mg/I IAA und
2 mg/l Zea) gesetzt. Adventivsprosse, die aus Azaleenblattexplantaten nach ca. 4 bis
5 Monaten gewonnen werden, sind in der Regel nur 2 bis 5 mm lang. Um eine
ausreichende Menge genomischer DNA aus putativ transgenen in vitro-Sprossen fur
eine Uberpriifung der Integration des transformierten Fremdgens mittels PCR-
Methoden extrahieren zu kdénnen, sind daher mindestens ein bis zwei
Vermehrungsphasen notwendig. Getestet wurde die Integration des fur die
Kanamycinresistenz codierenden Gens nptll und des fur die B-Glucuronidase
codierenden Reportergens uidA. Da nach Isolierung der Gesamt-DNA flur einen
Groldteil der untersuchten in vitro-Sprosse nicht mehr genligend Material fur die

Extraktion der RNA zur Uberpriifung der Genexpression mittels RT-PCR vorhanden
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war, wurde lediglich die GUS-Aktivitdt mit Hilfe eines histochemischen Tests an
einzelnen Sprossen oder den Sprossen entnommenen Blattern durchgefuhrt
(Abb. C.25).

Abb. C.25: GUS-Farbung; links: GUS-Farbung eines transgenen in vitro Spross, rechts: GUS-

Farbung an einem Blatt (enthommen von einem regenerierten transgenen in vitro-Spross)

C.241 Transformationsmethode

Die Agrobacterium-Stamme EHA 105 und LBA 4404 wurden auf Eignung zur
Infektion von R. simsii in vitro-Blattexplantaten getestet. Verwendet wurde die Leaf
Disk-Methode nach Horsch et al. (1985, siehe auch B.2.6.1, S. 49), sowie die
Infektionsmethode nach Mertens et al. (1997), bei der die Agrosuspension direkt auf
das Blattexplantat aufpipettiert wird (Versuche T1 und T2, Tab. G14 im Anhang,
S. 163). Von jeder Variante wurde die Halfte der angelegten Explantate fur einen
histochemischen Test zum Nachweis der GUS-Aktivitdt eingesetzt. Bei beiden
Methoden wurden nach der Infektion mit dem Agrobacterium-Stamm EHA105 zwar
eine hohere Anzahl Explantate mit GUS-Aktivitat im Vergleich zum LBA4404-Stamm
beobachtet, dieser Unterschied war jedoch bei Anwendung des x>Tests nicht
signifikant. Dagegen konnte eine signifikante Verbesserung des
Transformationserfolges bei Verwendung der Leaf Disk-Methode festgestellt werden
(Tab. C9). Als besonders problematisch erwies sich bei der von Mertens et al. (1997)
beschriebenen Infektionsmethode ein Uberwachsen aller in der Kultur verbliebenen
Explantate durch Agrobakterien ca. 3 Wochen nach der Infektion, trotz der Kultur auf
Cefotaxim enthaltendem Nahrmedium. Allerdings wurde dies auch bei knapp 50 %
der Explantate der Leaf Disk-Methode beobachtet.
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Tab. C9: GUS-Aktivitat bei Verwendung zweier Agrobacterium-Stamme und zweier
Infektionsmethoden; GUS-Aktivitat in % = Anteil Explantate mit GUS-Aktivitdt 1 Wochen nach

Transformation; n = 163 (ohne Kontrolle)

, Einfluss
Behandlung Agrobacterium-Stamm Agrobacterium
EHA105 LBA4404
% % X
pipettieren de_r 29 4 11,9 ns
Agrosuspension
Leaf Disk 72,5 97,5 ns

Einfluss Behandlung (xz)

Zum Vergleich der GUS-AKktivitat unter Einfluss zwei verschiedener Agrobacterium-Stamme bei
gleicher Behandlung, sowie unter Einfluss unterschiedlicher Behandlungen bei gleichen
Agrobacterium-Stammen, wurde der Chi®-Test angewendet.

ns =  nicht signifikant

*** = signifikant (a = 0,01%)

Um eine evtl. Steigerung der Transformationsrate zu erreichen, wurden 2 Wochen
vorkultivierte Blattexplantate in der Agrobacterium-Suspension fir 5 min einem
Unterdruck von 10 mbar bzw. 20 mbar ausgesetzt, um eine Infiltration der
Agrobakterien in das pflanzliche Gewebe zu erreichen (Versuch T2, Tab. G15,
S. 164). Die Halfte der Explantate jeder Variante wurde flr den histochemischen
GUS-Test eingesetzt. Keiner der durch Unterdruck mit Agrobakterien infiltrierten
Explantate zeigte eine Woche spater eine GUS-Farbung. Allerdings zeigten 73,9 %
der nach der Leaf Disk-Methode transformierten Explantate eine GUS-Aktivitat und
damit eine ahnlich hohe Rate wie im Versuch T2. Von den in Gewebekultur
verbliebenen Explantaten regenerierte keines Adventivsprosse, da die Explantate
entweder abstarben oder durch Agrobacterium-Uberwuchs ausfielen.

Fur die weiteren Transformationsexperimente wurde die Leaf Disk-Methode und der
EHA105-Stamm verwendet.

Zur Optimierung der Transformationsrate erfolgte in weiteren Versuchsreihen die
Infektion direkt am Tag der Anlage der Blattexplantatkultur, nach 7 Tagen, nach 14
Tagen und nach 21 Tagen (Dauer der Prakultur, Versuch T3, Tab. G15, S. 164). Die
Uberprifung der GUS-Aktivitat wurde wie in den vorherigen Versuchen eine Woche
nach Transformation an der Halfte der Explantate je Variante durchgefuhrt. Die
héchste Transformationsrate mit 78,1 % wurde nach einer 14tagigen Prakultur
beobachtet. Sowohl eine Verlangerung als auch die Verkurzung der Vorkultur fihrte

zu einer Verschlechterung der Transformationseffizienz (Abb. C.26). Eine
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Regeneration von putativ transgenen Sprossen konnte auch bei diesem Versuch

nicht erreicht werden.

90

80 78,1

70
= 60 4
= 51,5
= ]
2 50
@ 43,5
<
2 40 4
w
8 30 1 27.8
[T]

20 -

10 A

0 . . ‘
0 Tage 7 Tage 14 Tage 21 Tage

Dauer der Prakultur

Abb. C.26: GUS-Aktivitat bei unterschiedlicher Prakulturdauer; GUS-Aktivitat in % = Anteil

Explantate mit GUS-Aktivitat 1 Wochen nach Transformation; n = 129 (ohne Kontrolle)

C.24.2 Eliminierung der Agrobakterien

Da in allen bisherigen Versuchen ein Uberwachsen an bis zu 30 % der Explantate
durch Agrobakterien zu beobachten war, wurde die Verwendung verschiedener zur
Abtdétung gramnegativer Bakterien geeigneter Antibiotika untersucht. Getestet
wurden die Antibiotika Timentin (Ticarcillin Clavulansaure), Carbenicillin und das
bisher verwendete Cefotaxim bei Konzentrationen von 200 mg/l bzw. 500 mg/|
(Versuch T4, Tab.G16, S.165). Um den Einfluss dieser Antibiotika auf die
Regenerationsfahigkeit zu untersuchen, wurde dem Medium kein Kanamycin
zugegeben. Ein bis zwei Wochen nach der Transformation Uberzog alle
transformierten und nicht mit Carbinicillin, Cefotaxim oder Timentin behandelten

Blattexplantate ein Bakterienschleim (Abb. C.27).
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Abb. C.27: Azaleenexplantate 2 Wochen nach Transformation;

links:Medium ohne Antibiotikum, rechts: Medium mit 500 mg/l Timentin

Ein Wachstum von Bakterien wurde zudem an 33,3 % der Explantate mit einer
200 mg/l Cefotaxim-Behandlung und 9 % der Explantate mit einer 200 mg/l
Carbenicillin-Behanding beobachtet. Um sicherzustellen, dass es sich bei dem
Schleim um den verwendeten Agrobacterium-Stamm EHA105 handelt, wurde eine
Probe auf Bakterienmedium mit 20 mg/l Rifampicin und einem weiterem Medium mit
50 mg/l Rifampicin und 30 mg/l Streptomycin ausgestrichen. EHA105 besitzt eine
chromosomale Resistenz gegen das Antibiotikum Rifampicin, allerdings nicht gegen
Streptomycin. Da ein Bakteriumwachstum nur auf Rifampicin enthaltendem Medium
und nicht auf Streptomycin enthaltendem Medium stattfand, konnte davon
ausgegangen werden, dass der beobachtete Bakterienschleim tatsachlich der
verwendete Agrobacterium-Stamm war. Eine Unterdrickung des Agrobacterium-
Wachstums konnte bei allen mit 500 mg/l behandelten Antibiotikavarianten erreicht
werden, gleichzeitig aber wurde die Bildung adventiver Sprosse gehemmt. Die
Regeneration war dagegen mdglich bei jeweils 200 mg/lI Cefotaxim und Timentin. Bei
letzterer Behandlung konnte eine deutlich hohere Anzahl von Sprossen
abgenommen werden. Einer spatere Uberpriifung auf Transgenitat mittels PCR
ergab interessanterweise trotz fehlender Kanamycin-Selektion den Nachweis von

funf Sprosse mit nptll-Integration (Tab. C10).
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Tab. C10: Eignung verschiedener Antibiotika zur Eliminierung der Agrobakterien und

deren Einfluss auf die Regenerationsfahigkeit

Variante Anteil Explantate mit Anzahl regenerierte Nachweis der nptili-
Agroiiberwuchs in % Sprosse Integration

ohne Antibiotika, nicht

transfomiert 0 80 i
ranciomiert 100 0 -
200 mg/I Cefotaxim 33,3 13 0
500 mg/l Cefotaxim 0 0 -
200 mg/I Carbenicillin 9 0 -
500 mg/I Carbenicillin 0 0 -
200 mg/I Timentin 0 22 5
500 mg/l Timentin 0 0 -

Fir alle folgenden Transformationsversuche (Versuch T5 bis T7, sowie M3-1 und
M3-2) wurde zur Abtétung der an den Blattexplantaten anhaftenden Agrobakterien

anstelle des Cefotaxims 200 mg/l Timentin verwendet.

C.243 Ermittlung des auf Antibiotika basierenden Selektionsdruck

In allen bisherigen Transformationsexperimenten bei denen die Explantate nach
Mertens et al. (1997) mit 20 mg/l Kanamycin behandelt wurden, konnten keine
Adventivsprossregeneration erreicht werden. In der Regel verbraunten die
Explantate, bildeten keinen weiteren Kallus aus und starben 4 bis 6 Wochen nach
Beginn der Antibiotikabehandlung ab. Im Folgenden wurde die zur Selektion
transgener Zellen geeignete Kanamycinkonzentration fur Azaleen neu ermittelt.

Im Versuch T5 (Tab. G16, S. 165) wurden die transformierten Explantate nach einer
zweitagigen Kokultur auf Selektionsmedium mit 0 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l, 15 mg/I und
20 mg/l Kanamycin kultiviert. Jede Variante bestand aus 20 transformierten und 20
nicht transformierten Explantaten. Alle Explantate auf Medium ab einer
Kanamycinkonzentration von 10 mg/l waren 6 Wochen nach Selektionsbeginn
abgestorben. Ebenso die nicht transformierten Explantate der 5 mg/l-Variante.
Dagegen bildeten 16 von 20 Blattexplantaten der transformierten Variante (Ausfall
von 4 Explantaten durch Pathogenbefall) einen frisch grinen Kallus aus. Knapp 6
Monate nach der Transformation konnten von dieser Variante 11 Adventivsprosse
abgenommen und auf Vermehrungsmedium weiterkultiviert werden. Nachdem nach

weiteren 2 Monaten die Sprosse soweit vermehrt waren, dass ausreichend
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Pflanzenmaterial zur Isolierung von genomischer DNA und fir einen
histochemischen Test zur Verfugung stand, wurde die Integration des nptll- und
uidA-Gens und die GUS-Aktivitat des uidA-Gens getestet. Hierbei konnten unter den
11 putativen transgenen Sprossen 4 nptll-positive und davon 2 mit GUS-Aktivitat

gefunden werden (Tab. C11)

Tab. C11: Selektion transformierter Azaleenexplantate bei 0 mg/l bzw. 5 mg/l Kanamycin
Kanamycin- transformiert regenerierte npttll- uidA- GUS-
Sprosse Integration Integration Aktivitat

Konzentration

0 mg/l nein >100 - - -
0 mg/l ja 52 nicht getestet  nicht getestet  nicht getestet
5 mgl/l nein 0 - - -
5 mgll ja 11 4 3 2

Um die Selektionseffizienz zu verbessern, wurde im Versuch T6 (Tab. G16, S. 165)
die Kanamycin-Konzentration ausgehend von 0 mg/l und 5 mg/l im 2wdchigen
Rhythmus bis zu einer Endkonzentration von 5 mg/l bzw. 10 mg/l erhoht. Zur
Kontrolle wurden auf jeder Selektionsvariante jeweils 26 transformierte und 26 nicht
transformierte Explantate kultiviert. Die hochste Anzahl regenerierte Sprosse an
transformierten Explantaten wurde bei einer verzogerten Selektion nach 2 Wochen
mit zunachst 5 mg/l und im Anschluss 10 mg/l Kanamycin erzielt (Variante 0 > 5
- 10, Tab. C12). Von den 33 putativ transgenen Sprossen konnte die Integration
des nptll-Gens bei 17 und die GUS-Aktivitat bei 10 Sprossen festgestellt werden.
Eine schwachere oder keine Selektion fuhrte zwar zur Bildung adventiver Sprosse,
diese waren allerdings nur zu einem geringen Anteil transgen. Die Selektion mit
anfangs 5 mg/l Kanamycin und im Kulturverlauf steigenden Konzentrationen fuhrte

nicht zur Verbesserung der Transformationseffizienz.
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Tab. C12: Ermittlung des auf Kanamycin basierenden Selektionsdrucks
Variante* transformiert regenerierte npttll- uidA- GUS-
Sprosse Integration Integration Aktivitat

0>0~>0 nein >100 - - -
0>0->0 ja 54 2 2 0
0>5->10 nein 3 - - -
0>5->10 ja 33 17 16 10
0>5->5 nein 45 - - -
0>5->5 ja 30 6 5 3
5>5->10 nein 0 - - -
5>5>10 ja 2 1 1 0
5>10->10 nein 0 - - -
5->10-> 10 ja 0 - - -

* Angabe der Kanamycinkonzentration in mg/|

Da sowohl bei Versuch T4 als auch bei T6 transgene Sprosse auf Kanamycin-freien
Medium auftraten, sollte in Versuch T7 (Tab. G16, S. 165) uberprift werden, ob
prinzipiell eine Regeneration transgener Azaleensprosse auf selektionsfreien
Medium moglich ist. Zum Vergleich wurde die Variante ,0 mg/l > 5 mg/l > 10 mg/I*
aus Versuch T5 wiederholt. Wie schon in den Transformationsexperimenten zuvor,
wurden von jeder Variante transformierte und nicht transformierte Explantate auf
gleichem Nahrmedium kultiviert. Es regenerierten auf Kanamycin-freien Medium
erwartungsgemaly deutlich mehr Adventivsprosse als auf Selektionsmedium. Der
PCR-gestutzte Nachweis fur die Integration von nptll wies ebenfalls
erwartungsgemaly einen hoheren Anteil transgener Pflanzen bei der selektierten
Variante auf, wobei nur wenige Pflanzen eine GUS-Aktivitat aufwiesen. Dennoch
konnten unter 88 auf selektionsfreiem Medium entwickelten Sprossen 7 Transgene,

darunter 3 mit GUS-Aktivitat, nachgewiesen werden (Tab. C13).
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Tab. C13: Azaleen-Transformation auf selektionsfreiem Medium

Variante* transformiert regenerierte npttll- UidA- GUS-
Sprosse Integration Integration Aktivitat

0>0->0 nein >100 - - -

0>0->0 ja 88 7 7 3

0>5->10 nein 11 - - -

0>5>10 ja 34 26 25 6

* Angabe der Kanamycinkonzentration in mg/|

C.2.5 Etablierung eines Mannose-Selektionssystems

Als Ersatz fur Antibiotikamarker wurde ein auf Mannose basierendes
Selektionssystem etabliert. Hierzu wurde der Transformationsvektor pNOV2819
(Syngenta) durch Einsetzen des flir GUS codierenden uidA-Gens einschlieBlich
eines Promoters und Terminators in die multiple cloning site modifiziert. Die fur die
Uberprifung der Eignung von Mannose als Selektionsagens notwendigen
Vorversuche, sowie ein Teil der Transformationsexperimente wurden im Rahmen
einer von mir betreuten Diplomarbeit durchgefihrt (Pfeufer, 2006). Im Fall der
Regeneration putativ transgener Adventivsprosse wurde ahnlich wie bei
vorangegangenen Transformationsexperimenten die Integration des uidA-Gens und
das fur die 6-Phosphomannose-lsomerase codierende manA-Gen mittels PCR-
Methoden Uberprift. Da auch hier nicht genligend Pflanzenmaterial fir die
Uberprifung der Genexpression mittel RT-PCR zur Verfiigung stand, wurde nur die
GUS-Aktivitat in Sprossen oder Blattern der transgenen Pflanzen getestet.

C.251 Klonierung einer GUS-Expressionskassette in pNOV2819

Aus dem binaren Transformationsvektor pB1121 wurde mit den Primern 35S_for und
NOSter_rev mit Pfu Polymerase durch sticky end PCR die GUS-Expressionskassette
samt 35S-Promoter und NOS-Terminator kloniert. Der pNOV2819-Vektor wurde mit
den Restriktionsenzymen Hindlll und Spel verdaut. Nach Ligation in die multiple
cloning site wurde der Vektor in E. coli transformiert. Erfolgreiche Ligationsprodukte
wurden durch Colony-PCR und anschlieBenden Verdau mit Xbal und Sacl bestatigt.
Der neue Transformationsvektor wurde pNOVGUS genannt und in den
Agrobacterium-Stamm EHA105 transformiert (Abb. C.28).
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Abb. C.28: Schematische Darstellung der T-DNA des pNOVGUS-Konstrukts

Um die Funktionsfahigkeit der eingesetzten GUS-Expressionskassette zu prufen,
wurden in vitro-Blattexplantate von Azaleen mit pNOVGUS transformiert. Eine
Woche nach Transformation wurden die Blattexplantate mit Hilfe des
histochemischen Nachweisverfahren positiv auf GUS-Aktivitat gestestet. Die nicht

transformierte Kontrolle wies keine Blaufarbung auf.

C.2.5.2 Ermittlung der Mannosekonzentration

Die Etablierung eines Mannose-Selektionssystems setzt Vorarbeiten im Bereich der
Ermittlung des optimalen Verhaltnisses von Mannose zu Saccharose im
Nahrmedium voraus. Die ausschlieBliche Verwendung von Mannose als
Kohlenstoffquelle im Selektionsmedium fuhrt bei vielen Pflanzenarten zu einer
vollstandigen Inhibition der Regeneration des transformierten Gewebes. In der Regel
wird durch die Zugabe einer bestimmten Menge an Saccharose in das
Selektionsmedium die  Regenerationsfahigkeit verbessert. Das optimale
Mannose/Saccharose-Verhaltnis ist fir jede Pflanzenart individuell und muss daher
in empirischen Untersuchungen ermittelt werden.

In Vorversuchen wurde die Mannosekonzentration, bei der eine Bildung adventiver
Sprosse an untransformierten Azaleenexplantaten nicht mehr erfolgt, ermittelt
(Versuch M1**, Tab. G17, S. 166). Hierbei konnte eine Regeneration bis zu einer
Mannosekonzentration von 2 g/l und einer Saccharosekonzentration von 20 g/l
beobachtet werden. Dagegen wurde die Regeneration bei diesem Versuch auf der
nachst hoheren Konzentrationsstufe von 5 g/l Mannose bereits gehemmit.

Um den optimalen Mannosegehalt zu bestimmen, bei der transformierte
Blattexplantate adventive Sprosse ausbilden, es aber nicht zu einer Regeneration an
untransformierten Explantaten kommt, wurde in einer zweiten Versuchsreihe die
Halfte der angelegten Explantate mit pPNOVGUS transformiert (Versuche M2-1** und
M2-2**S. 166).  Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurden



Ergebnisse 91

Mannosekonzentrationen von 0 g/l, 4 g/l und 5 g/l, bei zusatzlicher Saccharosegabe
von 20 g/l untersucht. Erwartungsgemaly regenerierten die Blattexplantate auf
Mannose-freiem Medium. Bei einer Konzentration von 4 g/l konnte zwar die Bildung
von Sprossprimordien beobachtet werden, jedoch kam es weder bei der
transformierten noch bei der untransformierten Variante zur Ausdifferenzierung der
Sprosse.

In einer dritten Versuchsreihe wurden die Mannosekonzentrationen in 2 Wochen
Abstanden wahrend des Kulturverlaufes gesteigert (Versuche M3-1 und MS3-2,
Abb. C15, S.167). Der Saccharosegehalt blieb bei konstant 20 g/l. Wie im
vorherigen Versuch wurde die Halfte der Varianten mit pNOVGUS transformiert, die
andere Halfte blieb als Kontrolle untransformiert. Die hochste Anzahl an putativ
transgenen regenerierten Sprossen wurde auf Selektionsmedium mit einer von 3 auf
5 g/l ansteigenden Mannosekonzentration (3 g/l > 4 g/l > 5 g/l) beobachtet. Von den
32 beobachteten Sprossen konnten aufgrund ihrer teilweise geringen Grélie nur von
15 genomische DNA in ausreichenden Mengen extrahiert werden. Von diesen 15
wurde in 13 Sprossen die Integration des manA-Gens und des uidA-Gens
nachgewiesen. Ein geringerer Selektionsdruck (3 g/l 2> 4 g/l > 4 g/l) fuhrte nur zu 2
transgenen Sprossen von insgesamt 5 regenerierten Sprossen. Alle 6 Sprosse, die
von Explantaten mit hohen Selektionsdruck (4 g/l > 5 g/l > 5g/l) abgenommen
wurden, waren transgen. Allerdings konnte bei gleichem Selektionsdruck die
Regeneration von 3 Sprossen der nicht transformierten Variante beobachtet werden.
Obwohl mittels PCR-Methoden die Integration des uidA Gens bei allen transgenen
Sprossen nachgewiesen wurde, konnte nur bei einem Spross der Variante ,3 g/l >
4 g/l > 5 g/l“die GUS-AKktivitat nach dem Farbetest bestatigt werden (Tab. C14).

Tab. C14: Steigende Mannosekonzentration zur Selektion PMI-transgener Azaleen

Variante* transformiert  regenerierte manA- uidA- GUS-
Sprosse Integration Integration Aktivitat

32>24->4 nein 12 - - -
32454 ja 5 2 2 0
32455 nein 1 - - -
32455 ja 32 13 von 15** 13 1
4>5->5 nein 3 - - -
4>5->5 ja 6 6 6 0

52>5->5 nein - - - -
52525 ja - - - -

*Angabe der Mannosekonzentration in g/l, ,2“ = 2 Wochen
**15 Sprosse getestet
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D Diskussion

Die Topfazalee zahlt in Deutschland zu den wirtschaftlich wichtigsten
Zierpflanzenarten. |hrer Bedeutung entsprechend werden regelmaflig neue Sorten
gezuchtet und auf den Markt gebracht. Von Interesse sind hierbei verbesserte
Wuchseigenschaften und Resistenzen, aber vor allem eine Erweiterung der
Blutenfarbpalette. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das bestehende Sortiment
hinsichtlich der Maoglichkeit einer gezielten Veranderung der Blutenfarbe durch
biotechnologische Modifikationen zu prufen. Zunachst  wurde die
Flavonoidbiosynthese des Azaleensortiments untersucht. Im Vordergrund stand
dabei die Bildung der Blutenfarbe Weil3. Im zweiten Teil wurde am Lehrstuhl ein
in vitro-Regenerationssystem und darauf aufbauend ein Transformationssystem fur
Azaleen etabliert. Durch die gewonnenen Erkenntnisse sollte die Grundlage flr ein
Eingreifen in den Flavonoidbiosyntheseweg mit Hilfe des Agrobacterium

tumefaciens-vermittelten Gentransfers geschaffen werden.

D.1 Die Flavonoidbiosynthese der Azaleen

Zu Beginn dieser Arbeit wurden inhaltsstoffliche Analysen der Azaleenbliten
vorgenommen, um das fur die Arbeit zur Verfigung stehende Sortiment auf das
Vorkommen von Flavonoiden und Anthocyanen zu prufen. Bereits in den 1960er und
70er Jahren wurden eingehende analytische Untersuchungen der Azaleenbliten
veroffentlicht und damit die allgemeine Blitenfarbbildung bei Azaleen zum Teil
aufgeklart. Verantwortlich flr die Blutenfarbe sind ausschlieRlich Flavonoide.
Carotinoide kommen in Azaleenbluten nicht vor, auch Chlorophyll tragt aufgrund
seines geringen Vorkommens nicht zur Blutenfarbe bei. De Loose (1969, 1970 und
1979) untersuchte ca. 100 Azaleensorten des damaligen Rhododendron-Simsii-
Sortiments und weitere Azaleenarten, sowohl qualitativ wie quantitativ bezuglich
ihres Flavonoidmusters. Verantwortlich fir die hellrosa bis dunkelroten Farbténe sind
Anthocyane in entsprechend steigenden Konzentrationen. Zu den Hauptpigmenten
zahlen hierbei insbesondere Cyanidinderivate und in geringeren Konzentrationen
Paonidinderivate. Aus wenigen violettblihenden Sorten konnte zudem ein 3,5-
Diglukosid des Malvidins extrahiert werden. Weiter wurde in den untersuchten Sorten
die Flavonole Quercetin und Azaleatin, ein Quercetin 5-Methylether (Wada, 1956),

sowie in den violetten Bluten Myricetin in unterschiedlichen Konzentrationen
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nachgewiesen. Flavonole tragen in hohen Konzentrationen zu einer ,Verblauung®,
z.B. von Rosa zu Pink oder von Ziegelrot zu Karminrot, der Anthocyan enthaltenen
Sorten bei. So beruht die Farbauspragung der lachsfarbenen Azalee 'Red Wing’
nicht auf der Bildung von Pelargonidinderivaten, sondern auf nur in geringen Mengen
vorhandenen Flavonolen in Cyanidinderivaten enthaltenen Bliten (Asen et al., 1971).
Auch die in dieser Arbeit untersuchten Azaleen des modernen Sortiments enthalten
in  hydrolysierten  Extrakten insbesondere Cyanidin und in geringeren
Konzentrationen Paonidin. Anders als bei De Loose (1969) wurde in hydrolysierten
Extrakten der vom Azaleenmuseum bereitgestellten violettblUhenden Sorten
Delphinidin, aber nicht dessen Derivat Malvidin, nachgewiesen.

Nach sauerer Hydrolyse konnten in allen wei3en Azaleenbluten, wie schon zuvor bei
Rhode (2003) und Helmich (2005), Cyanidin nachgewiesen werden.
Cyanidinglykoside wurden dagegen in den Extrakten der weilen Bliten nicht
beobachtet. Der Farbumschlag zu Rot von Blutenextrakten nach Aufkochen unter
stark sauren Bedingungen ist ein klassisches Nachweisverfahren fur
Proanthocyanidine und wurde bereits fur viele Pflanzenarten beschrieben
(Zaprometov und Griesebach, 1973, Stafford et al., 1982; Sheridan und Mills, 1998),
auch in der Azaleen verwandten Calluna vulgaris (Rhode, 2003). Das Vorkommen
von Proanthocyanidinen in Azaleen ist damit wahrscheinlich.

Anthocyane liegen im Aquilibrium mit der farblosen Pseudobase vor. Eine Senkung
des pH-Wertes flhrt zum roten Flavylium Kation mit Absorption bei 530 nm. Ein
Nachweisverfahren hierfur ist die Extraktion der Blutenextrakte in einem sauren
Losungsmittel bei der im Anschluss ein Farbumschlag zu Rot zu beobachten ist, was
auf die Abspaltung des Hydroxylanions zuruckzufuhren ist (Brouillard, 1983). Bei am-
Mutanten von Pisum sativum konnte beispielsweise in den wei3en Blitenpetalen mit
einem Farbumschlag die Pseudobase fir Malvidin 3-Rhamnosido-5-Glukosid
nachgewiesen werden (Crowden, 1982). Eine Extraktion in sauren Losungsmitteln
von weil3en Blutenblattern der Azaleen fuhrte jedoch zu keinem Farbumschlag. Auch
pH-Messungen des Zellsaftes ergaben keinen Unterschied des pH-Wertes zwischen
weilken und roten Azaleen. Damit liegen keine Hinweise auf das Vorliegen der
Pseudobase insbesondere bei der weillen Azalee vor.

Untersucht wurde auch das Vorkommen weiterer Flavonoide. Unabhangig davon, ob
es sich bei der untersuchten Azalee um eine farbig- oder weil3blihende Sorte

handelte, wurden verschiedene Mengen an Quercetin mittels halbquantitativer
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Methoden nachgewiesen. Auch De Loose (1969) wies in wei3en R. simsii-Hybriden
Flavonole ohne genaue Angabe deren Konzentration nach. Flavanone, Flavone und
Dihydroflavonole konnten in dem untersuchten Sortiment nicht detektiert werden.
Dagegen beschreibt De Loose (1979) aber die dunnschichtchromatographische
Auftrennung verschiedener Flavanonglykoside. In allen untersuchten Sorten dieser
Arbeit wurde das Flavan-3-ol Epicatechin und in einigen Sorten auch Catechin und
Epigallocatechin nachgewiesen. Diese dunnschichtchromatographischen Ergebnisse
konnten mittels HPLC Analysen bestatigt, sowie zusatzlich das Vorkommen
verschiedener Proanthocyanidine in den Azaleenbliten nachgewiesen werden
(Taubenbock, 2004).

D.1.1 Flavonoidenzyme der Azalee

In vielen verholzten Pflanzen ist die Enzymextraktion aufgrund hoher
Polyphenolgehalte oftmals nur nach komplexen Methoden moglich (Loomis und
Bataille, 1966; Anderson; 1968, Claudot und Drouet, 1992). Vermutlich insbesondere
durch die Verwendung hoher Kalziumchloridkonzentrationen und der Zugabe von
PEG gelang der Nachweis der Enzymaktivitaten der CHS, CHI, FHT, DFR, ANR und
FGT aus Blutenmaterial von Rhododendron simsii nach der Extraktionsmethode von
Dellus et al. (1997). Die Aktivitat der F3’'H konnte jedoch weder mit dieser Methode,
noch nach Fallung der Mikrosomen nachgewiesen werden.

Die Chalkonsynthase aus Azaleen akzeptiert sowohl Cumaroyl-CoA als auch
Kaffeoyl-CoA als Substrat, wobei bei gleichzeitigem Angebot beider Substrate ein
deutlich hoéherer Umsatz von Cumaroyl-CoA zu Naringenin zu beobachten ist
(Rathje, unveroffentlicht). Das pH-Optimum der CHS liegt ausgehend von Cumaroyl-
CoA bei 7,5. Untersuchungen von De Cooman et al. (1993) an Enzymextrakten von
Rhodendron simsii Bluten zeigten ebenfalls ein pH-Optimum bei der Reaktion von
Cumaroyl-CoA zu Naringenin von 7,5, und bei der Reaktion von Kaffeoyl-CoA zu
Eriodictyol von 6,5. Zudem wiesen De Cooman et al. (1993) eine 1,7fach hdhere
CHS-Aktivitat mit Cumaroyl-CoA als Substrat gegenuber Kaffeoyl-CoA nach, wobei
bei gleichzeitigem Angebot beider Substrate, sogar eine 10fach hohere Cumaroyl-
CoA-Bildung beobachtet wurde. Ahnliche Resultate wurden bei der CHS von
Dianthus caryophyllus (Spribille und Forkmann, 1982), Sinningia cardinalis (Stich und
Forkmann, 1987), Osteospermum eclonis (Seitz, 2000), sowie der nah mit der
Azalee verwandten Erica carnea (Rhode, 2003) erzielt. Dagegen wurde ein etwa

gleich hoher Umsatz zu Naringenin und zu Eriodictyol in Blattern von Kartoffeln bei
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pH 7,0 beobachtet (Knott, 2004). Proteinextrakte aus Rosenbliten zeigten bei
niedrigen pH-Werten sogar eine Substratpraferenz fur Kaffeoyl-CoA (Elsherif, 2000).
Es gibt allerdings nur wenige Falle in denen in vivo eine CHS-Reaktion ausgehend
von Kaffeoyl-CoA zu Eriodictyol an der Synthese von Anthocyanen beteiligt sein
konnte, so z.B. bei Verbena hybrida (Stotz et al., 1984) und Silene dioca (Kamsteeg
et al.,, 1980). Bei Rhododendron simsii kann jedoch davon ausgegangen werden,
dass die Hydroxylierung des B-Rings erst spater auf Flavonoidebene stattfindet.

Eine F3’H-Aktivitat in Blutenextrakten der Azalee wurde in dieser Arbeit zwar nicht
direkt nachgewiesen, doch konnte nach Behandlung der farbigblUhenden
Azaleensorte 'Friedhelm Scherrer’ mit dem fur die F3’'H bzw. F3’5’H Hemmstoffes
Tetcyclacis eine deutliche Verringerung der Anthocyansynthese beobachtet werden.
Daraus kann geschlossen werden, dass in Azaleen die B-Ring-Hydroxylierung mit
Beteiligung der F3'H bzw. F3'5H erfolgt. De Cooman et al. (1993) gelang der
indirekte Nachweis der F3’H-Aktivitat durch ,Futterung“ von Azaleenpetalen friher
Bliitenstadien (vergleichbar mit Bliitenstadien 1, 2 und 3 dieser Arbeit) mit [*C]-
markierten Substraten. Sowohl nach Zugabe von ['*C]-Naringenin, als auch [*C]-
Dihydrokampferol wurden in den BlUtenblattern radioaktiv markierte 3’4’-hydroxylierte
Anthocyane und Flavonole extrahiert, deren Bildung nur durch eine aktive F3'H
erklart werden kann. Zudem wurde beobachtet, dass die Bildung von Anthocyanen
ausgehend von Naringenin als Substrat deutlich geringer gegenuber
Dihydrokampferol als Substrat war. Ein umgekehrtes Verhaltnis wurde bei der
Bildung der Kopigmente (Quercitrin und Azalein) beschrieben: eine 2fach bzw.
2,5fach hohere Menge konnte nach Zugabe von Naringenin im Vergleich zu der
Verwendung von Dihydrokampferol als Substrat extrahiert werden. Aufgrund dieser
Ergebnisse folgerten De Cooman et al. (1993), dass evtl. in vivo die Bildung der 3'4’-
hydroxylierten Flavonole in Azaleen Uber den Syntheseweg ,Naringenin ->
Eriodictyol - Dihydroquercetin“ verlauft, wahrend die Bildung der 3’4’-hydroxylierten
Anthocyane Uber den Weg ,Naringenin - Dihydrokampferol - Dihydroquercetin®
erfolgt. Ausgehend von der Annahme, dass Kopigmente grofdtenteils in frihen und
Anthocyane in spaten Blutenstadien gebildet werden, konnte entsprechend die
Substitution am B-Ring in Azaleen in frihen Stadien auf Flavanon- und in spaten
Stadien auf Dihydroflavonolebene stattfinden.

FHT-Aktivitat konnte in dieser Arbeit sowohl mit Naringenin als auch mit Eriodictyol

als Substrat gemessen werden, so dass die oben vermuteten Synthesewege zu den
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Flavonolen und Anthocyanen auch hinsichtlich einer Substratakzeptanz der FHT flr
Naringenin bzw. Eriodicyol moglich sind. Das pH-Optimum wurde bei pH 6,5 erreicht,
und wich damit von dem von De Cooman et al. (1993) beschriebenen pH-Optimum
von 7,0 ab. Auch in Erica carnea konnte fur die FHT ein pH-Optimum von 6,5
festgestellt werden (Rhode, 2003).

Die DFR aus Azaleenbliten zeigte eine Substratspezifitat fur Dihydroquercetin und
setzt Dihydrokéampferol nicht um, wodurch auch das Fehlen von
Pelargonidinderivaten bedingt ist. Auch in weiteren Pflanzenarten der Familie
Ericaceae ist die Abwesenheit von Pelargonidinderivaten zu beobachten, so z.B. in
Erica carnea (Crowden und Jarman, 1974), Calluna vulgaris (Allais et al., 1995) oder
Vacccinium macrocarpon (Hong und Wrolstad, 1990). Insbesondere auch bei
Solanaceaen-Arten, wie z.B. Petunien, tritt aufgrund einer DHK ausschlieRenden
DFR-Substratspezifitdt das Fehlen der Pelargonidinderivaten auf (Forkmann und
Heller, 1999; Martens et al., 2002).

Weiter konnte in den pflanzlichen Enzymextrakten die Glykosylierungsreaktion von
Cyanidin zu Cyanidin-3-Glukosid und die ANR-Aktivitdt nachgewiesen werden.
Letztere wurde von Helmich (2005) eingehend charakterisiert. Hierbei zeigte die
Azaleen-DFR, wie die ANR aus Camelia sinensis und Malus x domestica (Duy,
2004), sowie aus Arabidosis thaliana und Medicago truncatula (Xie et al., 2004), ein
niedriges pH-Optimum von pH 5,5 und ein Temperaturoptimum von 45°C auf. Zudem
konnte eine Substratspeziftat der Azaleen-ANR flir Cyanidin, Delphinidin und
Petunidin beobachtet werden. Pelargonidin, Paonidin und Malvidin werden nicht von
der Azaleen-ANR umgesetzt.

Interessanterweise konnten in den Extrakten der weilden Azaleenblute qualitativ die
gleichen Enzymaktivititen wie in der farbigen Blite beobachtet werden.
Insbesondere der Nachweis von Epicatechin und der ANR-AKktivitat, sowie die in vitro
Reaktion von Cyanidin zu Cyanidin 3-O-Glukosid in weillen Azaleenbliten bei
gleichzeitigem Fehlen von Cyanidinglykosiden werfen Fragen Uber die Biosynthese

in weillen Bliten auf.

D.1.2 Bildung der Bliitenfarbe Weil} bei Azaleen

Weillblihende Azaleensorten wurde in dieser Arbeit insbesondere enzymologisch
aber auch molekularbiologisch untersucht. Die Entstehung der phanotypischen

Auspragung der Blutenfarbe Weil® konnte hierbei nicht aufgeklart werden. Im
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folgendem sollen verschiedene Mdglichkeiten fur das Zustandekommen der weilden

Petalenfarbe mit den vorliegenden Ergebnissen diskutiert werden.

D.1.2.1 Fehlende Aktivitat von Enzymen der Flavonoidbiosynthese

Die Abwesenheit von Anthocyanen in wei3en Bluten wird in vielen Pflanzenarten
durch fehlende Enzymaktivitdt in einem oder mehreren Schritten der
Anthocyanbiosynthese bedingt. Abhangig davon, ob die Mutationen in frihen oder
spaten Schritten der Flavonoidbiosynthese liegen, kdnnen in den Bluten farblose
Copigmente wie Flavone und Flavonole vorliegen, die haufig auch zu einem creme-
oder elfenbeinfarbenen Erscheinungsbild beitragen. In cremefarbenen Bliten von
Antirrhinum majus (Martin et al., 1991), Ipomoea nil (Saito et al., 1994; Hoshino et
al., 1997), Dianthus caryophyllus (Stich et al., 1992a) und Eustoma grandiflorum
(Davies et al., 1993) liegen z.B. Mutationen in den Genen flr die DFR oder ANS vor,
so dass die Anthocyansynthese hier erst in einem spaten Schritt blockiert ist. Rein
weille Bluten entstehen beispielsweise durch das Fehlen der CHS-Aktivitat wie bei
der niv-Mutation in Antirrhinum majus (Spribille und Forkmann, 1982) oder f-Mutation
in Matthiola incana (Spribille und Forkmann, 1981; Rall und Hemleben, 1984;
Hemleben et al., 2004). In Rhododendron simsii dagegen schlie3t das Vorkommen
von Flavonolen eine Blockierung in einem frGhen Schritt der Biosynthese aus.
Aullerdem konnte die Aktivitdt der CHS, CHI und FHT in den weil3en Blitenpetalen
nachgewiesen werden. Da die Enzymextrakte weiler Bliten ebenfalls eine DFR-
Aktivitat aufweisen, musste die Blockierung der Anthocyansynthese in einem
spateren Schritt stattfinden. Der Nachweis der ANS-Aktivitat aus Blltenextrakten ist
aufgrund der hohen Instabilitat des Substrates, wie des Produktes, in vitro nicht
moglich, daflr gelang jedoch der enzymatische ANS-Nachweis des heterolog
exprimierten ANS-cDNA-Klons aus der weilblUhenden Azaleensorte 'Mevrouw
Edmond Troch’. Dies war erwartungsgemaf, da der Sequenzvergleich der cDNA-
Klone auf Aminosaureebene keinen Unterschied zwischen der weilRen und der
farbigen Refenrenzsorte aufwies. Die cDNA-Klone der farbigen 'Nordlicht’ und der
weillbluhenden ’'Mevrouw Edmond Troch’® besitzen zudem einen offenen
Leserahmen und zeigen keine Abweichungen in den fur Oxoglutarat-abhangigen
Dioxygenasen konservierten Regionen. Eine Blockierung der Anthocyansynthese auf
Ebene der ANS ist bei Azaleen somit nicht die Ursache flr die weil3e Blitenfarbe.

Der letzte Schritt in der Anthocyansynthese ist die Glykosylierung der Anthocyanidine

durch die FGT. Da auch die Bildung von Cyanidin-3-Glukosid mit Enzymextrakten
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aus weillen Azaleenpetalen zu beobachten war, ist dieser Schritt zumindest in vitro
moglich.

Ein wichtiger Beitrag fur die stabile Auspragung der Blutenpigmentation ist der
Transport der Anthocyane vom Cytosol in die Vakuole durch Glutathion S-
Transferasen (GST). In Mais fuhrt die Mutation fur das Bz2 Gen, welches die GST
codiert, zu einer Akkumulation des Cyanidin 3-Glukosids im Cytosol. Diese
Anreicherung gibt der Aleuronschicht der Korner und den Blattern eine bronzene
Farbe (Marrs et al., 1995). Die transiente Genexpression des Bz2 Gens und des
ebenfalls flr die GST codierende Gens An9 aus Petunie (Alfenito et al., 1998) mittels
Genkanone fiuhrte bei der Anthocyanmutante fI3 von Dianthus zur Bildung von
Anthocyanspots im exprimierenden Bereich (Larsen et al., 2003). Die Moglichkeit
einer fur Anthocyane defekten GST bei weilden Azaleenpetalen ist jedoch kritisch zu
beurteilen, da in diesem Fall eine Anreicherung des Cyanidin 3-Glukosids im Cytosol
erfolgen wirde, das vermutlich nach Extraktion mit chromatographischen Mitteln
nachweisbar ware und, wie bei der fI3 Mutante von Dianthus, zu einer schwachen

rosa Blitenfarbe fiihren konnte.

D.1.2.2 Einfluss von Regulatorgenen auf die Flavonoidbiosynthese

Mato et al. (2000) konnte in weil3en Bluten von Dianthus caryophyllus die Expression
der Flavonoidgene chs, fht, dfr und ans nachweisen, doch zeigten alle vier Gene in
spaten Blutenstadien eine reduzierte Expression. Im Falle dieses Blutensports
scheint nicht eine absolute Blockierung der Flavonoidbiosynthese vorzuliegen,
sondern vielmehr ein quantitativ regulatives System, das zum Verlust der
Anthocyanpigmentation flhrt. Da in frGhen Blltenstadien dieser Mutante Flavonole
gebildet werden, gibt es bei Dianthus zwei Phasen der Flavonoidbiosynthese: eine
Phase wahrend der frihen Blutenentwicklung, in der die Kopigmente synthetisiert
werden und eine spate Phase in der durch Induktion von DFR und ANS Anthocyane
gebildet werden (Stich et al., 1992b). Demnach ist zu vermuten, dass in der weil3en
Nelkenmutante ein Defekt des regulativen Systems, welches in spateren
Blutenstadien die chs, fht, dfr und ans aktiviert, vorliegt. Die Maoglichkeit
verschiedener Phasen in der Flavonoidbiosynthese bei Azaleen wurde bereits unter
D.1.1 diskutiert. Weiteres Beispiel flur die Regulation der Flavonoid- und
Anthocyanbildung sind die in den Loci Anl, An2 und Anll mutierten Petunien. Die
Expression der pal, chs, chi, fht, dfr und fgt ist bei diesen Mutanten verglichen mit
dem anthocyanbildenden Wildtyp deutlich reduziert (Quattrocchio et al., 1993; Huits
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et al., 1994). Die Gene del, eluta und rosea regulieren hauptsachlich in Antirrhinum
majus die Strukturgene fht, dfr, ans und fgt (Almeida et al., 1989, Martin et al., 1991,
Jackson et al., 1992). Bei weilden Enzianbluten (Gentiana triflora) konnte neben einer
ANS-Mutante eine Sorte mit ebenfalls reduzierter Expression von Strukturgenen der
Flavonoidbiosynthese beschrieben werden. Letztere Sorte akkumuliert nach
Stressinduktion Anthocyan, was gleichzeitig mit einer hoheren Expression der Gene
chs, fht, f3’h und ans einher geht (Nakatsuka et al., 2005).

Bei der Azalee wurde jedoch keine allgemeine down regulation der Enzymaktivitaten
von CHS, CHI, FHT und DFR bei weil3blihenden Sorten beobachtet. Zwar war die
Enzymaktivitat der Sorte 'Mevrouw Edmond Troch’ im Vergleich zur farbigen
Referenzsorte in der Regel schwacher, doch konnte dies nicht generell bei den drei
weiteren weildblihenden Sorten bestatigt werden. Im Gegenteil dazu wies die Sorte
‘Schneekonigin’ durchschnittlich die hochsten enzymatischen Umsatze auf. Auch
eine geringe oder fehlende Enzymaktivitat in spaten Blltenstadien der Azalee, die
auf eine fehlende Regulierung der Anthocyansynthese hindeuten konnten, wie von
Mato et al. (2000) fur Dianthus beschrieben, konnte mittels Enzymtest hier nicht
beobachtet werden. Da der enzymatische ANS-Nachweis aus Blitenextrakten nicht
mdglich war, konnte nur die Expression halbquantitativ mittels RT-PCR gemessen
werden. Auch bei diesen Untersuchungen wurden keine Hinweise auf eine down
regulation der ANS-Expression gefunden. Allerdings konnen beim Vergleich der
Expressionsstudien fur chs, chi, fht und dfr mit den Enzymtests fur die einzelnen
Sorten und Bllitenstadien nicht die Starke der Banden mit der Starke der
Enzymaktivitat gleichgesetzt werden. Dies mag zum einem an der Schwache der
gewahlten halbquantitativen Expressionsstudie mittels RT-PCR gegenuber
Northernblot oder RealTime PCR Analysen liegen, zum anderen ist nicht unbedingt
die Starke der Genexpression mit der tatsachlichen Enzymaktivitat gleichzusetzen.
Dennoch konnte gezeigt werden, dass die ANS in weil3en Bluten exprimiert wird und

dies zu Beginn des Knospenstadiums bis hin zur vollen Blite.

D.1.2.3 Konkurrenz zwischen Enzymen der Flavonoidbiosynthese

Eine weitere Mdglichkeit der Bildung der weillen Blutenfarbe, trotz der Expression
aller fur die Anthocyanbiosynthese beteiligten Gene, sind Konkurrenzsituationen z.B.
zwischen der FLS und der DFR um das gemeinsam genutzte Substrat
Dihydroquercetin oder auch zwischen der ANR und FGT um das Substrat Cyanidin.

Gegen die erste Moglichkeit spricht, dass in weil3en Blutenpetalen der Azaleen nicht
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auffallig héhere Flavonolgehalte gegenuber farbigen Bliten beobachtet wurden.
Auch weisen die Ergebnisse der quantitativen Untersuchung der Enzymaktivitat nicht
auf eine ,schwache“ DFR in weil3en Bliten hin. Dennoch ware es interessant die
Expression der fls durch Transformation beispielsweise mit einem RNAi-Konstrukt zu
unterdricken oder die Bildung von Leukocyanidin durch die Einflhrung einer
,starken® DFR mit einem konstitutiv exprimierenden Promoter (z.B. CaMV 35S
Promoter) zu  verstarken. Bei ahnlichen Versuchen konnten nach
Transformationsexperimenten mit derartigen Konstrukten in der wei3en, Flavonol
akkumulierenden Petunienlinie ’Mitchel’ die Anthocyanbildung erreicht werden
(Davies et al., 2003). Auch in Nicotania tabacum wurde die Bildung von Anthocyanen
durch Transformation mit einem FLS-Antisensekonstrukt verstarkt (Holton et al.,
1993b). Durch Einfuhrung einer ANR wurde in transgenen Tabakpflanzen eine
reduzierte Anthocyansynthese mit gleichzeitiger Bildung von Epicatechin beobachtet
(Bogs et al., 2005). Eine Konkurrenzsituation mit einer ,starken“ ANR, die Cyanidin
zugunsten der Epicatechin- und im weiteren der Proanthocyanidinbildung vollstandig
umsetzt, und somit fur die FGT kein Substrat fur die Bildung von Anthocyan zur
Verfligung steht, ware auch in weil3en Azaleenbliten denkbar. Allerdings zeigte die
ANR der weilen Azaleenpetalen bei den quantitativen Untersuchungen keinen
generell hoheren Umsatz gegenuber den farbigen Varianten auf. Um genauere
Informationen Uber eine eventuelle Konkurrenz zwischen ANR und FGT in
Azaleenbliten zu erhalten waren enzymatische Konkurrenztest von Interesse. Da die
optimalen  Reaktionsbedingungen der ANR mit pH55 und einem
Temperaturoptimum von 45°C aullerhalb der fur Flavonoidenzyme wie der FGT
ublichen Bedingungen liegen, wirde sich die Gestaltung der Standardbedingungen
fur einen solchen Konkurrenztest vermutlich schwierig erweisen. Auch in diesem Fall
konnte evtl. das Ausschalten der ANR beispielsweise mittels Transformation eines
RNAi-Konstruktes Aufschluss Uber die Flavonoidbiosynthese bei weillen Azaleen

geben.

D.1.24 Bliitenmutationen bei Azaleen

Das Auftreten von Bliitenmutationen bei Azaleen ist mit einer Haufigkeit von 10
bemerkenswert hoch (Mertens, 2001, und darin enthaltene Referenzen). Hierbei
treten sowohl gefleckte wie auch sternformig gemusterte Bliten, also rote Petalen
mit weilem Rand oder umgekehrt, auf. Die Anthocyanpigmentierung scheint bei

einfarbigen Bluten auf die Epidermis beschrankt zu sein (Plaschil, 1997;
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De Schepper, 2001). Auch bei der einfarbigen Sorte ‘Nordlicht’” wurde die
Anthocyanverteilung lediglich in den Epidermiszellen beobachtet. In Azaleen findet
folglich die Anthocyansynthese in separierten Gewebebereichen statt. Denkbar ware
daher auch eine Kompartimentierung der Flavonoidbiosynthese in weil3en
Blutenpetalen. In diesem theoretischen Modell konnte beispielsweise in einzelnen
Gewebebereichen die Flavonoidbiosynthese bis zum Cyanidin erfolgen, das
schlieBlich von der ANR zu Epicatechin gebildet wird. Da in diesen Bereichen keine
Anthocyanpigmentation auftritt, wirde keine Glykosylierung des Cyanidins aufgrund
fehlender FGT-Aktivitat stattfinden. In weiteren Kompartimenten der gleichen
Blutenpetalen konnte eine FGT-Reaktion zwar moéglich sein, weshalb diese Reaktion
enzymologisch nachgewiesen wurde, aber der Flavonoidbiosyntheseweg zum
Cyanidin ware blockiert, so dass auch hier keine Anthocyansynthese stattfinden
konnte. Da fur die enzymologischen und molekularbiologischen Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit komplette Blutenpetalen verwendet wurden, konnte dieses
Modell eine Erklarung fur den Nachweis fast aller an der Anthocyanbildung
beteiligten Enzyme bieten. Fraglich ist aber auch, ob es bei derartigen
Kompartimentierungen an den Grenzen der zwei biosynthetisch unterschiedlichen
Gewebebereichen nicht zu Partnerinduktionen kommen konnte, wie von Plaschil
(1997) bei Azaleenbliten mit Sternmuster (roter Petalenbinnenbereich mit weillem
Rand) beobachtet wurde. Als Partnerinduktionen werden hierbei interzellulare
Genwirkungen verstanden, die auftreten kdnnen, wenn genetisch unterschiedliche
Gewebe in direktem Kontakt stehen. Hierbei kann es bei der Merkmalsausbildung zu
Hemmwirkungen des genetisch defekten Partners bzw. zu Kompensationswirkungen
des genetisch intakten Partners gegenuber dem anderen Partner kommen (Plaschil,
1997, und darin enthaltene Referenzen). Im Fall einer Partnerinduktion zweier
genetisch verschiedener weiller Bereiche, wie oben beschrieben, konnte also
Anthocyansynthese im Grenzbereich stattfinden. Moglich ware in diesem Fall eine
phanotypische Auspragung wie bei der schwach rosa bluhenden Azaleensorten
'Paloma’ oder ’Rosa’. Um eventuell Flavan-3-ol enthaltende und freie
Gewebebereiche in weillen Bliten identifizieren zu koénnen, wurden in der
vorliegenden Arbeit DMAZA-Farbetest an Azaleenpetalen vorgenommen. Das
Reagenz farbte bei den Sorten 'Nordlicht’, 'Mevrouw Gerard Kint" und 'Mevrouw
Edmond Troch’ sowohl die Epidermis als auch die darunter liegenden

Mesophylizellen. Hinsichtlich der Epicatechinbildung konnten mit dieser Methode
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keine biosynthetisch verschiedenen Gewebebereiche identifiziert werden. Da
DMAZA sowohl mit 2,3-cis-Flavan-3-ole als auch 2,3-trans-Flavan-3-ole reagiert,
hatten allerdings Bereiche, bei denen theoretisch eine fehlende ANS-Aktivitat
vorliegt, nicht identifiziert werden kdnnen.

Blitenmutanten kénnen jede bei der Azalee mdgliche Blutenfarbe annehmen. Bei
Kreuzungen verhalten sich diese Sports phanotypisch wie die Sorte von der sie
abstammen, was bedeutet, dass ihr generatives Gewebe genetisch identisch mit
dem der Ausgangssorte ist und eine gametische Mutation damit ausgeschlossen ist
(Horn, 1968, 1973). Anders verhalt es sich bei komplett weillen Sports. Hier ist die
Vererbung haufig stabil, so dass die Mutation auch die LII-Schicht einschlief3t
(De Schepper, 2001). Genetisch verschiedene LI- und LII-Schichten waren damit bei
den meisten weil3en Blutenmutanten nicht moglich.

De Schepper (2001) untersuchte die Sportinduktion verschiedener Azaleensorten auf
molekularer Ebene. Die Mechanismen, denen die Sport-Phanotypen hierbei
unterliegen, sind sowohl auf genetischer Ebene, z.B. durch Transposition, Polyploidie
und Chimarenbildung, als auch auf epigenetischer Ebene, z.B. durch DNA-
Methylierung, bedingt. Interessant ist das Auftreten tetraploider weiler Bllitenrander
um ein diploides gefarbtes Petalenbinnenfeld. Der Ploidiegrad kann hierbei eine
Schlusselrolle in der epigenetischen Regulation der Genexpression einnehmen
(Mittelsten-Scheid et al., 1996; Matzke et al., 1999; Wolffe und Matzke, 1999). So
genannte transcript turnover bei denen ab einer bestimmten Schwellenkonzentration
RNA-Molektle degradiert werden, wurden fir viele Loci beschrieben (De Carvalho et
al., 1992, Flavel et al., 1994; Van Blokland et al., 1994; Jorgensen et al., 1996,) und
konnten eine Erklarung fur die weilden tetraploiden Blutenrander liefern. Das chs-Gen
scheint besonders sensitiv fur diese Form der epigenetischen Genregulation zu sein,
vermutlich da es in vielen Pflanzenarten in mehren Kopien auftritt (Depicker und Van
Montagau, 1997). Auch bei Rhododendron simsii konnten in Southern Analysen vier
chs-Kopien identifiziert werden (De Schepper, 2001). De Schepper et al. (2001)
beobachteten das spontane Auftreten einer komplett weilten Blitenmutante an der
Sorte 'Gerda Keessen nr.2’, welche rote Bluten mit weilem Rand besitzt. Wie der
Rand der gemusterten Ausgangspflanze war der Blutensport tetraploid. Da der
Grolteil des Azaleensortimentes diploid ist (Schepper, 2001), kann Polyploidie aber
nur fir einen Teil des weilRbluhenden Azaleensortiments eine Erklarung liefern.

Zudem beschrieben De Schepper et al. (2001) ebenfalls eine komplett weil3blihende
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diploide Mutante der Sorte 'Queen Fabiola’, deren Bliten Ublicherweise einen
diploiden weillen Binnenbereich mit einem tetraploiden roten Rand besitzen.
Erklarung fur dieses Farbmuster konnte eine down regulation der
Flavonoidbiosynthese im weif3en diploiden Blitenteil mit einer wiederum verstarkten
Genexpression im tetraploiden Gewebebereich bieten. In diesem Fall ist die weile
Blutenfarbe vermutlich durch schwache Genexpression bzw. schwache

Enzymaktivitat fur einen oder mehrere Gene der Flavonoidbiosynthese bedingt.

Vermutlich ist das phanotypische Erscheinungsbild der weilden Blute nicht fur alle
Azaleensorten in einer Ursache zu suchen. Da aber in allen weillen Sorten,
einschlieBlich im reichhaltigen Sortiment des Azaleenmuseums in Bremen,
Epicatechin bzw. Epigallocatechin nachgewiesen wurden, kann davon ausgegangen
werden, dass kein absoluter Block in der Flavonoidbiosynthese, zumindest vor der
Synthese des Cyanidins bei Azaleen, vorliegt. Ausgehend von der Hypothese, dass
die Flavonoidenzyme in Metabolons, also Multienzymkomplexen, angeordnet sind,
ist anzunehmen, dass in weillblihenden Azaleen die Biosynthese Uber ein
Metabolon direkt in die Proanthocyanidinbildung mindet und somit die
Anthocyansynthese nicht vorgesehen ist. Ein weiterer Multienzymkomplex in
farbigblihenden Azaleen fiihrt zu den Anthocyanen. Interessant ist hierzu auch die
Beobachtung der halbquantitativen Expressionsanalysen, bei denen fur alle Sorten
eine hohe Expression der DFR im Blutenstadium 1, also einem Stadium in der noch
keine Anthocyane gebildet werden, beobachtet wurde. Da die DFR zu diesem
Zeitpunkt nicht fur die Anthocyansynthese ,bendtigt” wird, steht die starke Expression
eventuell mit der Bildung von Proanthocyanidinen im Zusammenhang.

Bei einigen weillen Sorten mag ein allgemeines regulatorisches System, dass zu
einer geringen Expression der Flavonoidgene fuhrt, fir die weilRe Blutenfarbe
verantwortlich sein. Auch bei Sorten mit einem leicht rosafarbenden Ton wie
‘Paloma’ konnte evil. eine down regulation der Genexpression, die die
Anthocyansynthese nicht vollstandig unterbindet, ursachlich sein. Eine schwache
allgemeine Flavonoidgenexpression in Kombination mit einer Konkurrenzsituation,
beispielsweise um das Substrat Cyanidin (ANR vs. FGT), ist im Einzelfall mdglich. So
vielfaltig wie die Formen und Musterungen der Sports bei Azaleen auftreten, so
vielfaltig und unterschiedlich mag auch die Ursache fur die weil3e Blutenfarbe sein.
Zur Untersuchung des Einflusses der Polyploidie auf die epigenetische

Genregulierung ware es interessant an den von De Schepper et al. (2001)
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beschriebenen  weillen tetraploiden Bllitensports enzymologische Tests

durchzufihren.

D.1.3 Mdglichkeiten des Eingreifens in die Flavonoidbiosynthese bei Azaleen

Das Blutenfarbspektrum von Rhododendron simsii umfasst laut Beschreibende
Sortenliste des Bundessortenamtes Weil}, Lachsrosa, Rosa, Rotrosa, Rot, Blaurosa
und Purpur. Gelbe und blaue Blutenfarben fehlen in dem Sortiment. Zwar gibt es
Lachsrosa blihende Sorten, diese Farbe ist aber aufgrund der fehlenden
Substratakzeptanz  der Azaleen-DFR  fir  Dihydrokdmpferol nicht  auf
Pelargonidinderivate zuruckzufuhren, sondern auf einen geringen Flavonolgehalt in
Cyanidinderivaten enthaltenden Bluten. Die Einfuhrung einer DFR aus Mais in einer
Dihydrokampferol akkumulierenden Petunienlinie ist ein bekanntes Beispiel fur die
Pelargonidinsynthese mittels Methoden des molecular engineerings (Meyer et al.,
1987). Die alleinige Transformation mit einer Dihydrokampferol akzeptierenden DFR
fuhrt allerdings bei Cyanidin- und/oder Delphinidinderivaten bildenden Bluten haufig
nicht zu einer Pelargonidinsynthese. So konnte in Cyanidinderivaten
akkumulierenden Petunien (Tsuda et al., 2004) und in Delphinidinderivaten bildenden
Osteospermum Bluten (Seitz et al., 2007) erst durch Suppression der F3'H bzw.
F3'5’H bei gleichzeitiger Expression einer Dihydrokadmpferol umsetzenden DFR die
Pelargonidinsynthese erreicht werden. Auch bei Azaleen ware eine ahnliche
Strategie fur die Schaffung auf Pelargonidin basierenden orangeroter Bllten
denkbar.

Die meisten blauen Bluten enthalten aromatisch acylierte Delphinidinderivate. In
Tabak und Petunie (Holton et al.,, 1993a; Shimada et al., 1999) konnte z.B. die
Delphindinsynthese durch Einfuhrung einer F3'5’H erreicht werden. Auch bei den

t™ und 'Moonshadow™

transgenen Nelkensorten 'Moondus der Firmen Florigene
Ltd. und Suntory Ltd. wurde eine violette Blutenfarbung durch Transformation mit
F3'’5’H und DFR jeweils aus Petunia erzielt (siehe Forkmann und Martens, 2001).
Rein blaue Nelken oder Rosen konnten aufgrund vakuolarer pH-Bedingungen und
gleichzeitiger Bildung von Pelargonidin- und/oder Cyanidinderivaten nicht geschaffen
werden (Mol et al., 1998). Auch einige Azaleensorten synthetisieren Delphinidin,
welches den Bluten eine purpurne, aber nicht blaue Farbe verleiht. Kopigmentation
mit Flavonen und Flavonolen kdnnen zu einer Verschiebung der Absorption zu Blau
fuhren. So beobachtete Aida et al. (1999), dass die Bluten von mit Antisense dfr-Gen

transformierten Torenien ,blauer® als die mit Antisense chs-Gen transformierten
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Vergleichspflanzen waren, da die nicht komplette down regulation der DFR zu einer
Akkumulation von Flavonen fuhrte. Die Verstarkung der Kopigmentation konnte bei
einigen Pflanzen, so auch bei Azaleen, eine Strategie zur ,Verblauung® der
Blutenfarbe sein, wobei zu bedenken ist, dass in der Regel die Kopigmentmenge,
aufgrund der Verwendung gemeinsamer Vorstufen, negativ mit der Anthocyanmenge
korreliert (Holton et al., 1993a,b). Eine Verstarkung der Kopigmentierung konnte also
zu einer Verminderung der Anthocyansynthese fuhren.

Von grollerem Interesse bei Azaleen ist jedoch sicherlich die Schaffung gelber
Bluten. In vielen Pflanzenarten tragen Chalkone und Aurone zur gelben Blutenfarbe
bei. Das gemeinsam genutzte 2'4’6’4-Tetrahydroxychalkon (THC) ist gelb, wird aber
in vivo durch die CHI isomerisiert. Gelbe Dianthus-Bluten akkumulieren THC als 2’-
O-Glukosid (Isosalipurposid) aufgrund eines Defektes der CHI-Aktivitat. Auch die
hellgelbe Blutenfarbe von Cyclamen ist auf die Bildung von Isosalipurposid durch
fehlende CHI-Aktivitat bei gleichzeitiger Anwesenheit einer 2’0O-Glukosyltransferase
(C2'GT) zuruckzufuhren. cDNA-Klone fur die C2’GT wurden in den letzten Jahren
aus Dianthus isoliert (Ogata et al., 2004; Yoshida et al., 2004) und konnten in
Azaleen transformiert werden. Evtl. ware zusatzlich eine Suppression der CHI
notwendig. Denkbar ist auch eine bereits vorhandene C2’GT in Azaleen, der aber
aufgrund einer aktiven CHI kein THC als Substrat zur Verfiugung steht. In diesem Fall
konnte bereits die Inaktivierung der CHI, z.B. durch Transformation mit einem RNAI-
Konstrukt, zur Isosalipurposidbildung flhren.

Aurone sind hellgelbe Flavonoide, die z.B. in Antirrhinum und Dahlia vorkommen.
Ihre Biosynthese war lange Zeit ungeklart. Erst durch die Identifizierung der
Aureusidinsynthase (AS) und Klonierung der entsprechenden cDNA aus Antirrhinum
majus (Nakayama et al., 2000; Sato et al., 2001; Nakayama, 2002) stehen die
Moglichkeiten zur Auronbildung mittels molecular engineering in weiteren
Zierpflanzenarten zur Verfligung. Ausgehend von THC oder PHC zyklisiert (2’,a-
Dehydrogenation) die sauerstoffabhdngige AS das Chalkon zu den Auronen
Aureusidin bzw. Bracteatin. Allerdings konnten Ono et al. (2006) eine Auronbildung
in Torenien durch alleinige Transformation einer AS nicht erreichen. Erst durch
Koexpression der AS mit einer 4’-O-Glukosyltransferase (4’CGT) wurde das Auron in
den Vakuolen akkumuliert. Zunachst wird hierbei das THC durch die 4’CGT im
Cytosol glukosyliert. Das dabei gebildete THC 4-O-Glukosid wird in die Vakuole
transportiert und durch die AS zum Aureusidin 6-O-Glukosids konvertiert (die 4-
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Position des Chalkons entspricht hierbei der 6-Position des Aurons). Die Ausbildung
der gelben Blutenfarbe wurde jedoch bei der ursprunglich malvidinbildenden
Toreniablute erst durch zusatzliche Hemmung der Anthocyansynthese mittels RNA
Interferenz flr fht bzw. dfr erreicht. Eine ahnliche Strategie konnte, ausgehend von
weillen Bluten, eventuell auch ohne RNAi-Konstrukt zum Ausschalten der CHI, bei
Azaleen zur gelben Blutenfarbe fuhren.

In einigen Asteraceaen-Arten, wie Cosmos oder Dahlia, bilden 6’-Deoxychalkone die
Hauptpigmente (Davies et al., 1998). Die Polyketidreduktase (PKR, friher auch
Chalkonreduktase) deoxyliert in Ko-Aktion mit der Chalkonsynthase die 6’-Position
des Tetrahydroxychalkons, was zu einer Stabilisierung des Chalkons und zur gelben
Blutenfarbe fuhrt. Die CHI aus Pflanzen, die natiurlicherweise keine 6’-
Deoxychalkone besitzen, akzeptiert diese nicht als Substrat. Durch Transformation
einer weilden Petunienlinie mit einer PKR aus Medicago sativa wurde die Synthese
der Chalkone Butein 3-O-Glukosid und Butein 4-O-Glukosid erreicht, wobei die
Petunienbliten aber nur eine schwache Gelbfarbung aufwiesen. Trotzdem ware die
Einflhrung einer PKR auch in Azaleen vorstellbar.

Bei allen diskutierten Strategien zur Schaffung einer gelben Blitenfarbe, stellt das
2'4’6’4-Tetrahydroxychalkon das Ausgangssubstrat dar. Fur diesen Zweck ware
daher eine Azaleensorte mit einer starken CHS-Aktivitat, zur Bereitstellung des THC,
bei gleichzeitig schwacher CHI-Aktivitat, zur Unterbindung des THC-Abflusses in
Richtung Naringenin, als Ausgangsorte interessant. Eine auffallig hohe CHS-Aktivitat
konnte in dieser Arbeit bei der Sorte 'Schneekonigin’ gemessen werden, allerdings
ist die CHI-Aktivitat in allen untersuchten Sorten in etwa gleich hoch zu bewerten.
Frahere Versuche die CHI-Aktivitat durch Antisense- oder Sense-Suppression in
Petunien und Lisianthus zu hemmen scheiterten vermutlich aufgrund der spontanen
Reaktion von Chalkon zu Flavanon (Davies et al., 1998, und darin enthaltene
Referenzen). Mit Hilfe der RNA Interferenz gelang zunachst erstmalig in Tabak eine
effektive Suppression der CHI, wobei auch hier die Bildung geringer
Flavonolmengen, entweder aufgrund nicht vollstandiger Hemmung oder aufgrund
spontaner Isomerisierung, zu beobachten war (Nishihara et al., 2005). Fur die
Verfolgung einer Strategie Richtung gelber Blutenfarbe bei Azaleen ist vermutlich die
Hemmung der CHI-Aktivitdt durch RNAi-Technik unerlasslich, auch wenn eventuell

mit einer nicht vollstandigen Suppression gerechnet werden muss.
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D.2 Transformation von Azaleen

Fir nachfolgende Transformationsexperimente mussten zunachst Azaleen in die
Gewebekultur dberfihrt und ein effektives in vitro-Regenerationssystem am
Lehrstuhl etabliert werden. Hierbei taten sich zu Beginn dieser Arbeit Schwierigkeiten
auf, da das verwendete Azaleensortiment sich fir diese Zwecke als ungeeignet
erwies. Erst nach Etablierung der Sorte 'Mevrouw Edmond Troch’ in die
Gewebekultur und erfolgreicher Mikrovermehrung konnten weiterfihrende Versuche
hinsichtlich eines Regenerations- und Transformationssystems vorgenommen

werden.

D.2.1 Uberﬁjhrung der Azaleen in die Gewebekultur, Mikrovermehrung und

in vitro-Bewurzelung

Obwohl Rhododendron mit in Deutschland Uber eine Million kommerziell
produzierten Pflanzen im Jahr 2004 =zu den haufigsten mikrovermehrten
Geholzpflanzen zahlt (Winkelmann et al., 2006), gibt es nur wenige aktuelle
Veroffentlichungen  speziell Uber  die  invitro-Kultur ~ von  Topfazaleen
(Rhododendron simsii). Die fur diese Arbeit zur Verfligung stehenden Sorten wurden
daher zunachst auf Vermehrungsmedium fur Rhododendron nach Anderson (1984)
kultiviert. Eine Sprossbildung konnte aus den Achselknospen der Nodiexplantate von
jungen unverholzten  Stangelexplantate  bzw. aus  Triebspitzen  von
Gewachshauspflanzen nach Uberflihrung in vitro erreicht werden. Allerdings
scheiterte eine Weitervermehrung der abgenommenen Sprosse. Auch nach
Versuchen mit verschiedenen Basalmedien und Hormonkombinationen konnte
lediglich die Sorte 'Mevrouw Gerard Kint’ in die Gewebekultur etabliert werden
(Taubenbodck, 2004). Durch Verwendung von Triebspitzen und Stangelexplantaten
mit ca. funf Nodi auf Nahrmedium nach Anderson (1984) mit einer
Phytohormonkombination aus Indolessigsaure und Zeatin (Preil, personliche
Mitteilung) konnte die Sorte 'Mevrouw Edmond Troch’, die auch fur spatere
Experimente verwendet wurde, erfolgreich etabliert und mikrovermehrt werden.

Eine generelle Ubertragung von speziell fir einzelne Sorten- oder Sortengruppen
entwickelten Gewebekulturprotokollen insbesondere hinsichtlich des Basalmediums
aber auch der Phytohormonkombination auf andere Azaleensorten scheint nicht
mdglich zu sein. So konnte die Sorte 'Mevrouw Gerard Kint’ erfolgreich auf Medium

nach Economou und Read (1984) und auf Woody Plant Medium nach Lloyd und
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McCown (1980), aber nicht auf Rhododendron-Medium nach Anderson (1984),
etabliert werden. Auch Dabin und Bouharmont (1983) konnten keine erfolgreiche
Mikrovermehrung der Rhododendron-Simsii-Hybriden 'Mme de Loose’ und
’Ambrosiana’ nach einem Protokoll von Preil und Engelhardt (1977) erzielen.
Prinzipiell ist aber bei Rhododendron ssp., wie auch bei anderen verholzenden
Pflanzen, die Verwendung von Basalmedien mit geringen Salzkonzentrationen
notwendig (Pierik, 1997). Auch die optimale Phytohormonkombination und -
konzentration scheint bei Rhododendron ssp. stark sortenabhangig zu sein, wobei im
Allgemeinen die Verwendung des Auxins IAA in Kombination mit einem Cytokinin wie
Zeatin, 2-Isopentenylaminopurin oder Thidiazuron sich forderlich auf die
Sprossbildung auswirkt (McCown und Lloyd, 1983; Anderson 1984; Economou und
Read, 1984).

Die in vitro-Bewurzelung bei Azaleen ist ebenfalls sortenabhangig (Dabin und
Bourharmont, 1983). Eine Kultivierung der Azaleensprosse auf
Bewurzelungsmedium mit 1/10 der Makro- und Mikronahrstoffe des MS-Mediums mit
2mg/l IAA (Preil und Engelhardt, 1977), sowie eine Steigerung der [|AA-
Konzentration bis zu 5 mg/l fihrte bei der in dieser Arbeit verwendeten Sorte
'Mevrouw Edmond Troch’ nur zu einem maRigem Bewurzelungserfolg. Die hdchste
Bewurzelungsrate wurde bei dieser Sorte auf Medium nach Anderson (1984) mit
Zugabe von Aktivkohle erreicht. Bisherige Erfahrungen bei der Etablierung von
in vitro-Azaleensprossen extra vitrum haben gezeigt, dass eine vorherige in vitro-
Bewurzelung forderlich ist und die Ausfallquote reduziert (Rannacher, persoénliche
Mitteilung). Im Hinblick auf eine spatere Uberfihrung von transgenen
Azaleensprossen in das Gewachshaus sind daher weitere Versuche zur Optimierung
der Bewurzelung sinnvoll. Generell ist die in vitro-Bewurzelung bei verholzenden
gegenuber krautigen Pflanzen schwieriger (Pierik, 1997). Neben aulleren Faktoren
wie Licht, Temperatur, Zuckerkonzentration oder pH-Wert, kann auch das Alter der
verwendeten Pflanze einen Einfluss besitzen. Bei der schwierig zu bewurzelnden
Apfelsorte 'Jonathan’ konnte durch haufige, vorangegangene
Subkultivierungsschritte die Bewurzelungsrate deutlich verbessert werden (Noiten et
al., 1986). Auch bei Azaleen ist der Bewurzelungserfolg abhangig von der Anzahl der
Subkultivierungsschritte (Dabin und Bourharmont, 1983). Pierik und Steegmans
(1975) erreichten zudem eine verbesserte Bewurzelung bei Rhododendron durch

Erhohung des osmotischen Drucks im Nahrmedium von 2,5 zu 6,0 bar. In
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Kombination mit weiterflihrenden Versuchen zur Uberfiihrung der Azaleen extra
vitrum ist auch die Dauer der in vitro-Bewurzelung von Interesse. Schneider (2005)
beobachtete z.B. bei Rosen eine signifikant geringere Mortalitatsrate extra vitrum

nach verlangerter Bewurzelungsdauer in vitro.

D.2.2 Etablierung eines Regenerationssystems von Blattexplantaten

Ahnlich wie schon zuvor bei der Mikrovermehrung traten bei den anschlieRenden
Regenerationsversuchen Schwierigkeiten auf. Trotz einer Reihe von Versuchen
wurde keine oder nur geringe Adventivsprossregeneration ausgehend von
Blattexplantaten erreicht. Samyn et al. (2002) entwickelten fur schwierig zu
regenerierende Sorten ein Protokoll basierend auf modifizietem Medium nach
Murashige und Skoog (1962). Auch bei diesen Versuchen wurden einige der Sorten
zu keiner Adventivsprossregeneration angeregt. Andere Azaleensorten bildeten
deutlich weniger Sprosse im Vergleich zur Sorte ’'Helmut Vogel auf
Regenerationsmedium nach Mertens et al. (1996) aus. Ob die zu Beginn dieser
Arbeit verwendeten Sorten generell nicht zur Adventivsprossregeneration fahig sind,
oder ob die vorangegangen Schwierigkeiten wahrend der Mikrovermehrung dieser
Sorten zu schlechtem pflanzlichen Ausgangsmaterial far die
Regenerationsexperimente geflhrt haben, bleibt offen. Samyn et al. (2002) konnten
zumindest fur die auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sorte 'Sachsenstern’
eine geringe Adventivsprossbildung erreichen. Far nachfolgende
Transformationsexperimente ist eine gute Regeneration jedoch unerlasslich. Hohe
Sprossbildungsraten konnten in dieser Arbeit bei der Sorte 'Mevrouw Edmond
Troch’, einer Blutenmutante der Sortengruppe ’Helmut Vogel’, auf
Regenerationsmedium nach Mertens et al. (1996) und bei der Sorte 'Mevrouw
Gerard Kint' auf Medium nach Samyn et al. (2002) erreicht werden. Da die
Adventivsprosse der Sorte 'Mevrouw Edmond Troch’ sich signifikant schneller und
grolder entwickelten, und deren weile Blutenfarbe vorteilhaft fur ein Eingreifen in die
Flavonoidbiosynthese mittels genetic engineering ist, wurde die Regeneration flr
diese Sorte in weiteren Versuchen optimiert.

Bei Verwendung der in ihrer Wirkungsweise eher stark zu bezeichnenden 2,4-
Dichlorphenoxyessigsaure konnte eine Regenerationsrate von ca. 70 % bereits nach
einer zweiwochigen Kallusinduktion erreicht werden. Eine ahnlich hohe
Regenerationsrate ist unter dem Einfluss der ,schwacheren® Naphtylessigsaure erst

nach dreiwdchiger Kallusinduktion moglich. Da bei Transformationsexperimenten
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eine zweiwochige Vorkultur zu hohen Transformationsraten flihrt, bietet sich an,
ebenfalls eine zweiwochige Kallusinduktionsphase unter dem Einfluss von 2.,4-
Dichlorphenoxyessigsaure zu wahlen, da so das Umsetzen der Explantate auf
Sprossinduktions- bzw. Selektionsmedium synchronisiert werden kann. Allerdings
kann 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure Mutationen auslosen und die Photosynthese
unterdrucken. Eine langere Kulturdauer auf 2,4-D enthaltendem Medium sollte daher
vermieden werden (Pierik, 1997).

Zeatin im Sprossinduktionsmedium férdert die Entwicklung langer und gut
entwickelter Adventivsprosse, wahrend sich unter Thidiazuroneinfluss kleinere
Sprosse bilden, die jedoch in groRerer Anzahl am Explantat erscheinen. Ahnliche
Beobachtungen konnten auch Mertens et al. (1996) fur die Sorte 'Helmut Vogel
beschreiben. Hinsichtlich der Verwendung des Regenerationsprotokolls flr
Transformationszwecke ist der Einsatz von Thidiazuron evtl. vorzuziehen, da bei
Bildung vieler, wenn auch kleinerer Sprosse die Wahrscheinlichkeit fir den Erhalt

transgener Sprosse steigt.

D.2.3 Etablierung eines Transformationssystems

Obwohl bis zum heutigen Zeitpunkt die erfolgreiche Transformation einer Vielzahl
von Pflanzenarten publiziert wurde, sind Transformationsprotokolle in Abhangigkeit
verschiedener Faktoren fir jede Pflanzenspezies individuell zu entwickeln. Haufig ist
zudem eine weitere Anpassung des Protokolls flr einzelne Sorten und Linien
notwendig. MalRgeblich fur die Wahl der Methode und den Erfolg sind in der Regel
die  Regenerationsfahigkeiten und  Selektionsmoglichkeiten  verschiedener
Gewebearten. Ausgehend von in vitro-Stangelexplantaten wurde an Rhododendron
yakushimanum Hybriden (Ueno et al., 1996) und an Rhododendron catawbiense
Hybriden (Pavingerova, 1996) die erfolgreiche stabile Transformation mittels
Agrobacterium tumefaciens gezeigt. Knapp et al. (2001) regenerierten transgene
Sprosse aus Blattexplantaten von Rhododendron catawbiense nach biolistischer
Transformation. Auch durch direkte Infektion mit Agrobacterium von
Adventivsprossen, die nach vorangegangener sechs- bis achtwdchiger
Blattexplantatkultur geerntet wurden, konnten transgene Rhododendren mit
Kalktoleranz erzielt werden (Dunemann et al., 2002). Zu den aber wohl haufigsten
Transformationsmethoden zahlt die Leaf Disk-Methode nach Horsch et al. (1985).

Als Ausgangspunkt fur die Etablierung eines Transformationssystems fur

Rhododendron simsii am Lehrstuhl diente das von Mertens et al. (1997) entwickelte
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Protokoll, bei der die Agrobacterium-Suspension auf zwei Wochen vorkultivierte
Blattexplantate pipettiert wird. Mit dieser Methode, die durch Aufpipettieren der
Agrobacterium-Kultur die Handhabung der 4 bis 6 mm? kleinen Blattexplantaten
erleichtert, konnten jedoch im Vergleich zu der Leaf Disk-Methode, bei der die
Explantate in die Suspension eingetaucht werden, ein deutlich geringerer
Transformationserfolg  erreicht werden. Da zum Teil unterschiedliche
Vorraussetzungen z.B. hinsichtlich des verwendeten Agrobacterium-Stamms, des
eingesetzten binaren Plasmids und der Azaleensorte gegeben waren, konnen
allerdings einzelne GroRen wie die Haufigkeit der GUS-Aktivitat der vorliegenden
Arbeit nicht direkt mit den Ergebnissen von Mertens et al. (1997) und Mertens et al.
(2000) verglichen werden.

Die Vakuuminfiltration verbessert das Eindringen der Agrobakterien in das
pflanzliche Gewebe und erhoht die Zahl der Zellen, in denen die T-DNA Ubertragen
wird (Kapila et al., 1997). In zahlreichen Beispielen wie Brassica rapa (Qing et al.,
2000), Lens culinaris (Mahmoudian et al., 2002) und Pinus radiata (Charity et al.,
2002) konnte durch Vakuuminfiltration der Agrobakterien die
Transformationshaufigkeit gesteigert werden. Bei Ginko biloba erhéht diese Methode
zwar die Zahl der transgenen Zellen, doch werden hierbei auch viele Pflanzenzellen
zerstort (Dupré et al., 2000). Evtl. ist dies ursachlich fur das Scheitern der
Vakuuminfiltrationsmethode bei Azaleen. Andererseits korreliert die Integration der T-
DNA in der Wirtszelle mit der Anwesenheit von DNA-Reparaturenzymen, die in
verletzten Gewebebereichen starker exprimiert werden (Kdhler et al., 1989; Mysore
et al., 2000; Friesner und Britt, 2003). In vitro-Blattexplantate der Azaleen zeigten
eine deutlich haufigere GUS-Aktivitat nach Verletzung des Gewebes durch Reibung
mit sterilem Quarzsand oder nach Nadeleinstichen (Pfeufer, 2005), was vermutlich
mit einer verbesserten Infiltration des Gewebes durch Agrobakterien zu erklaren ist,
aber auch mit der Induktion von Reparaturmechanismen der Wirtszellen und damit
verbesserten Integration der T-DNA. Prinzipiell problematisch bei diesen Methoden
an Azaleen ist, dass die Agrobakterien anschlielend schlecht vom pflanzlichen
Gewebe entfernt bzw. abgetdtet werden konnen, so dass haufig im weiteren
Kulturverlauf mit einem Verlust der Explantate durch Uberwachsen mit
Bakterienschleim zu rechnen ist.

Ein weiterer wesentlicher Faktor fir den Transformationserfolg kann die Wahl des

verwendeten Agrobacterium-Stammes sein. Die Unterschiede der Infektiositat liegen
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hierbei insbesondere in Strukturunterschieden der aulerhalb der T-DNA
positionierten vir Gene (Hansen et al., 1994, Gelvin, 2000). Erfolgreiche
Transformationsexperimente an Rhododendron wurden mit dem Octopin-Typ
LBA4404 (Ueno et al., 1996) und dem Nopalin-Typ GV3101 (Dunemann et al., 2002)
durchgefuhrt. Mertens et al. (1997) verwendeten fir Rhododendron simsii den
Agrobacterium-Stamm AGLO, einem Agropin-Typ. Auch in der vorliegenden Arbeit
konnte die Eignung des LBA4404-Stammes und des supervirulenten EHA105-
Stammes (Succinamopin-Typ) gezeigt werden. Rhododendron ssp. scheint daher
einen weiten Wirtsbereich flr das Agrobakterium zu besitzen.

Auch die optimale Prakulturdauer kann zwischen verschiedenen Pflanzenarten
schwanken. Entscheidend ist hierbei der Zyklus der zu transformierenden Zellen, da
besonders wahrend der DNA-Replikation (S-Phase) die Integration der T-DNA
stattfindet. Durch 2tagige Behandlung auf hormonhaltigem Medium werden die
normalerweise bis zu 98 % in der GO und G1-Phase befindlichen Mesophylizellen
von Petunia hybrida in die S-G2-M-Phase verschoben (Villemont et al., 1997).
Dadurch kdnnen wesentlich héhere Transformationsraten erreicht werden. Bei vielen
Pflanzenarten wird vor der Kokultur mit Agrobacterium eine mehrtatige Prakultur
vorgenommen. Interessant sind hierzu auch Versuche von Imani et al. (2002) an
Daucus carota. Hier konnte deutlich eine hohere Transformationseffizienz durch
Synchronisation des Zellzyklus nach Behandlung mit Fluordesoxyuridin und
Thymidin erreicht werden. Fluordesoxyuridin ist ein Inhibitor der Thymidinsynthese.
Durch die Abwesenheit von Thymidin werden die Zellen am Eintritt in die S-Phase
gehindert, so dass eine Anreicherung von Zellen in der G1-Phase am Ubergang zur
S-Phase erfolgt. Nach Zugabe von Thymidin treten dann die Zellen gleichzeitig in die
S-Phase uber (Blaschke et al., 1978). An Daucus carota wurde bei auf diese Weise
synchronisierten Suspensionskulturen eine viermal héhere GUS-Aktivitat als bei der
nicht synchronisierten Kontrolle erreicht.

Bei Azaleen erfolgt die haufigste GUS-Aktivitat der transformierten Explantate nach
14tagiger Prakultur. Zu diesem Zeitpunkt ist an den Wundrandern der Explantate
bereits ein Kallussaum ausgebildet und bietet somit keine offene Wundstelle, die das
Eindringen der Agrobakterien erleichtern konnte. Andererseits scheint die mitotische
Zellphase wahrend der Kallusbildung die Integration der T-DNA zu verbessern.
Nachtragliche Verletzungen der Kalli wirken sich im weiteren Kulturverlauf unginstig

auf die Eliminierung der Agrobakterien aus, so dass auch im Hinblick auf die relativ
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hohe Transformationsrate der Explantate von knapp 80 % darauf verzichtet werden
kann.

Problematisch in allen Versuchen zur Etablierung eines Transformationssystems flr
Azaleen am Lehrstuhl war u.a. ein Uberwachsen der Explantate mit Agrobacterium-
Schleim bei Verwendung von Cefotaxim zum Abtdten der Bakterien. Ein Antibiotikum
zur Hemmung von Agrobacterium sollte idealerweise hoch effektiv sein ohne
gleichzeitig einen negativen Effekt auf das Wachstum oder die
Regenerationsfahigkeit des pflanzlichen Gewebes zu besitzen. Die am haufigsten fur
diesen Zweck verwendeten Antibiotika sind Cefotaxim und Carbenicillin. Flr einige
Pflanzenarten kénnen beide Antibiotika aufgrund der auxindhnlichen Struktur ihrer
Abbauprodukte sogar einen positiven Effekt auf die Regenerationsfahigkeit besitzen
(Nauerby et al., 1997, und darin enthaltene Referenzen). In hohen Konzentrationen
Uben sie jedoch bei vielen Arten einen hemmenden Einfluss aus, wie beispielsweise
bei Antirrhinum majus (Holford und Newbury, 1992), Arabidopsis thaliana (Patton
und Meinke, 1988), Malus x domestica (Yepes und Aldwinkle, 1994), Delphinium
(Leifert et al., 1992). Auch bei Azaleen unterdrickt eine Konzentration von 500 mg/I
Cefotaxim, und sogar ab 200 mg/l Carbenicillin, die Regeneration adventiver
Sprosse.

Timentin besteht aus Ticarcillin, ein halbsynthetisches Penicillin, dass durch B-
Lactamase produzierenden Bakterien inaktiviert werden kann und daher mit
Clavulansaure, einem R-Lactamase-Inhibitor, im Verhaltnis 50:1 gemischt wird.
Timentin bzw. Ticarcellin unterdrickt in human- und veterinarklinischen Studien dass
Wachstum gram-positiver und gram-negativer Bakterien und ist auch zur Kontrolle
des Agrobacterium-Wachstums nach Transformationsexperimenten einsetzbar
(Schroder et al., 1993; Zimmerman, 1995), so auch bei Rhododendron ssp.
(Pavingerova et al., 1997; Dunemann et al., 2002). In vergleichenden Studien mit
Cefotaxim und/oder Carbenicillin fuhrte die Behandlung mit Timentin nach
Transformation von Artemisia annua (Vergauwe et al., 1996), Lycopersicum
esculentum (Ling et al., 1998), Nicotania tabacum (Nauerby et al., 1997) und Ulmus
pumila (Cheng et al., 1998) zu einem verbesserten Transformationserfolg und guter
Kontrolle des  Agrobacterium-Wachstums. Auch  bei  Behandlung der
Azaleenblattexplantate mit Timentin konnten die Agrobakterien vollstandig
unterdrickt werden, wahrend bei gleicher Cefotaximkonzentration weniger

Explantate regenerierten und einige von Agrobakterien Uberwuchert wurden. In



Diskussion 114

hohen Konzentrationen zeigt Timentin zudem bei Blattexplantaten von Echinacea
purpurea keine Toxizitat, sondern vielmehr einen stimulierenden Einflul auf die
Adventivsprossinduktion (Wang und To, 2004). Bei in vitro-Kotyledonen von Tomaten
fuhrten hohe Timentinkonzentrationen zu einer verstarkten Morphogenesis (Costa et
al., 2000). Eine Konzentration von 500 mg/l Timentin unterdrickt bei Azaleen die
Adventivsprossregeneration. Evtl. ware es dennoch interessant, den Einfluss von
Timentin in weiteren empirischen Untersuchungen mit niedrigeren Konzentrationen
zu uberprufen. Prinzipiell unterdruckt das vergleichsweise kostengunstige Timentin
ab 200 mg/l bei Azaleen die Agrobakterien und fuhrt zu einer leicht verbesserten
Regenerationsrate im Vergleich zur Behandlung mit dem vormals verwendeten

Cefotaxim.

D.2.4 Selektion der transgenen Zellen

Die Azaleenexplantate zeigten bei Versuchen zur Etablierung eines auf Kanamycin
basierenden Selektionssystems eine starke Sensibilitdt gegentuber dem Antibiotikum.
Bereits ab 10 mg/l Kanamycin konnte keine Regeneration transgener Sprosse erzielt
werden. Eine Reduzierung der Konzentration fuhrte zwar zu
Adventivsprossregeneration, allerdings mit einer grolen Anzahl von Escapes, also
nicht transgenen Sprossen. Ein deutlicherer Selektionseffekt wurde erst mit im
Kulturverlauf steigenden Kanamycinkonzentrationen erreicht, wobei ein verzoégerter
Selektionsbeginn um 14 Tage sich positiv auf die absolute Anzahl transgener
Sprosse auswirkt. Diese starke Sensibilitat gegentber dem Antibiotikum Kanamycin
scheint sich innerhalb der Gattung Rhododendron auf die Rhododendron-Simsii-
Hybriden zu beschranken. Mit dem nptll Gen transformierte Rhododendron spp.
konnten erfolgreich bei der Kanamycinkonzentration von 100 mg/l selektiert werden
(Pavingerova et al., 1997; Knapp et al., 2001; Dunemann et al., 2002).
Transformationsexperimente der Rhododendron-Simsii-Sorte 'Helmut Vogel’ fuhrten
dagegen nur bei deutlich geringeren Konzentrationen von 10 bzw. 20 mg/l zur
Regeneration transgener Sprosse (Mertens et al., 1997).

Im Hinblick auf eine eventuelle Kommerzialisierung und damit verbundener
Zulassung transgener Azaleen innerhalb der EU wurde ein auf Mannose basierendes
Selektionssystem entwickelt. manA transgenes Gewebe kann in einigen
Pflanzenarten mit Hilfe des pH-Indikators Chlorphenolrot nachgewiesen werden, so
z.B. bei Citrus sinensis (Boscariol et al. 2003), Oryza sativa (Lucca et al., 2001), Zea
mays und Triticum aestivum (Wright et al., 2001). Vorversuche von Pfeufer (2006)
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konnten jedoch zeigen, dass der Chlorphenolrot Test zum Nachweis von manA
transformierten Azaleengewebe ungeeignet ist. Zur Unterstutzung der Etablierung
des Mannoseselektionssystems wurde daher aus dem Binarenvektor pBI121 die
GUS-Expressionskassette einschliel3lich des Promotors und Terminators kloniert und
in die multiple cloning site des pNOV2819 Vektors eingesetzt.

In Vorversuchen konnte von Pfeufer (2006) gezeigt werden, dass Mannose als
Selektionsagens fur Transformationsexperimente bei Azaleen geeignet ist. Hier
zeigte sich ebenfalls bei der Ermittlung der geeigneten Mannose- und
Saccharosekonzentration, dass bei Rhododendron simsii eine Regeneration
transgener Sprosse nur durch einen steigenden Selektionsdruck wahrend des
Kulturverlaufs maoglich ist. Auch bei Apfel konnte die Bildung von manA transgenen
Sprossen an Blattexplantaten erst durch eine Anpassung des Selektionsdrucks
wahrend der Regeneration, durch steigender Mannosekonzentration bei sinkender
Sorbitolkonzentration, erreicht werden (Degenhardt et al.,, 2006). Wahrend die
Bildung von Escapes bei Apfel komplett vermieden wurde, ist dies bei Azaleen nur
bei einer sehr ,strengen® Selektion moglich, die aber zur Bildung nur weniger
transgener Sprossen fluhrt. Bei einem etwas schwacheren Selektionsdruck wird eine
grolRere absolute Anzahl transgener Sprossen erzielt, jedoch muss hier mit der
Regeneration von Escapes gerechnet werden. Eine erfolgreiche Transformation mit
dem Phosphomannose-lsomerase System ist jedoch gut bei Azaleen durchfuhrbar,
wobei eine weitere Anpassung des Protokolls, z.B. durch Reduktion des

Saccharosegehaltes im Medium, die Selektioneffizienz evtl. verbessern kénnte.

D.2.5 Zeitlicher Umfang bei der Gewinnung putativ transgener Azaleen und

Uberpriifung des Materials

Die Regeneration von nicht transformierten Adventivsprossen aus Azaleen-
Blattexplantaten in vitro ist im Vergleich zu vielen krautigen Pflanzen langwierig. So
konnen die ersten Adventivsprosse nach ca. 10 bis 12 Wochen beobachtet werden,
wobei diese aufgrund ihrer geringen Grol3e in der Regel erst nach weiteren 4 bis 6
Wochen abgenommen und auf Vermehrungsmedium umgesetzt werden. Eine
Agrobacterium-vermittelte Transformation erzeugt hierbei einen zusatzlichen Stress,
so dass die Regeneration adventiver Sprosse haufig erst spater zu beobachten ist.
Zusatzlich verzdgert die notwendige Selektionsbehandlung die Regeneration. Die
Abnahme putativ transgener Sprosse ist oftmals erst nach funf Monaten oder langer

maglich. Die Lange dieser Sprosse variiert hierbei zwischen 2 bis 5 mm.
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Abb. D.1: Zeitlicher Umfang der Gewinnung puativ transgener Azaleen und der

Uberpriifung des Materials

Um eine ausreichende Menge genomischer DNA fiir eine Uberpriifung der
Transgenitat aus den Sprossen zu isolieren ist eine vorgeschaltete
Vermehrungsphase der Sprosse unbedingt notwendig. Hierbei ist mit wenigstens
weiteren 2 bis 3 Monaten zu rechnen. Da bei einer Transformation mit einem

wirtschaftlich bedeutenden Zielgen (z.B. Flavonoidgen) die Vermehrung und
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Erhaltung der putativ transgenen Sprosse von vorrangiger Bedeutung ist, sind in der
Regel ein bis zwei weitere Vermehrungsphasen notwendig, bevor ausreichend
Pflanzenmaterial zur Gewinnung genomischer DNA oder RNA zur Verfugung steht.
Insgesamt ist daher vom Tag der Transformation eines Azaleen-Explantates bis zur
Uberprifung der Integration und Expression des Selektions- und Zielgens mit
wenigstens einem Jahr zu rechnen. Es musste daher aus zeitlichen Grinden in
dieser Arbeit auf die Uberpriifung der Genexpression mittels RT-PCR verzichtet
werden. Stattdessen wurde lediglich die Aktivitat des uidA Gens mittels der GUS-
Farbreaktion getestet. In der Abb. D.1 S. 116 ist schematisch der zeitliche Ablauf
vom Tag der Transformation bis zu der Extraktion der DNA und RNA dargestellt.

Bei der Uberpriifung des putativ transgenen Materials wiesen einige mit pBl121
transformierte Sprosse zwar die Integration des nptll aber nicht des uidA Gens auf.
Begrundet liegt dies vermutlich an der Position des Markergens innerhalb der T-
DNA, der bei dem pBI121 Vektor hinter der rechten Bordersequenz liegt, an der die
DNA-Ubertragung in das pflanzliche Genom beginnt. Bei einem Abbruch der
Ubertragung ist, anders bei Vektoren wie dem pNOV2819 mit dem Selektionsgen an
der linken Bordersequenz, dadurch die Integration des Zielgens nicht gewahrleistet.
Deutlich abweichende Ergebnisse wurden bei der Transformation mit beiden
Konstrukten zwischen dem Nachweis der uidA Integration und der GUS-
Farbereaktion beobachtet. Vermutlich wird das manA Gen dennoch exprimiert und
die Farbereaktion mittels GUS-Assay ist evtl. an regenerierten in vitro-
Azaleenpflanzen als Nachweisverfahren ungeeignet. Um die GUS-Aktivitat dennoch
nachweisen zu konnen ist evtl. auch ein Enzymtest mdglich, fur den aber
ausreichend pflanzliches Material zur Verfigung stehen muss.

Bei vielen Transformationsexperimenten wurde eine positive wie auch eine negative
Korrelation zwischen der Kopienzahl des eingeflhrten Gens und dessen Auspragung
beobachtet. Unterhalb eines genspezifischen Schwellenwertes steigt die Starke der
Expression proportional, wahrend die Uberschreitung des Schwellenwertes eine
Ausschaltung aller Genkopien auslést (Ko-Supression) (Hobbs et al., 1993).
Allerdings flhrt die Agrobacterium-vermittelte Transformation eher zu single-copy
oder low-copy Integration, insbesondere im Vergleich zu Methoden des direkten
Gentransfers (Hansen et al., 1997). Bei transgenen Kartoffeln wurde aber z.B. eine

stabile und starke Auspragung des Reportergens erst bei Linien mit mehr als vier
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Transgenkopien nachgewiesen, wobei das Auftreten von multiplen Genkopien in
Abhangigkeit des verwendeten Binarvektors stattfand (Nadolska-Orczyk, 2007).

Die Inaktivierung (Silencing) eingefuhrter Gene in transgenen Pflanzen wird seit
Ende der 1980er Jahre beschrieben. Wahrend dieses Phanomen fir die angewandte
Gentechnik zunachst eher ein hinderliches Problem darstellte, wurden intensive
Grundlagenforschungen in diesem Gebiet betrieben, was zahlreiche Publikationen
und Review-Artikel der letzten 10 bis 15 Jahre belegen (Hobbs et al., 1990; Stam et
al., 1997; Mittelsten-Scheid und Paszowski, 2000; Matzke et al., 2001; Bleys et al.,
2006). Hierbei konnten zwei generell verschiedene Arten des transgene silencing
beschrieben werden. Zum einen kann eine Inaktivierung aufgrund eines klassischen
Positionseffektes erfolgen, bei der die flankierende Pflanzen-DNA und/oder die
chromosomale Lokalisierung einen negativen Effekt auf die Expression des single
copy transgenen Loci ausuben. Zum anderen ist eine epigenetische Inaktivierung
durch das Vorkommen multipler Kopien der gleichen Sequenz im pflanzlichen
Genom moglich. Da dieser Typ des silencing Phanomens aufgrund einer Interaktion
zwischen homologer oder komplementarer DNA-Sequenzen auftritt, wird es auch als
Homology Dependent Gene Silencing (HDGS) bezeichnet (Meyer und Saedler,
1996). Es wird charakterisiert durch eine negative Korrelation zwischen der
Genkopienanzahl und der Genexpression (Matzke et al., 2000). Und auch hier kann
die Klassifikation des HDGS in zwei Kategorien erfolgen: in das transkriptionale
Gene Silencing (TGS), aufgrund von Promotersequenzhomologien, und in das
posttranskriptionale Gene Silencing (PTGS), verursacht durch Sequenzhomologien
innerhalb der transkribierenden Region. Wahrend bei TGS eine geringe
Transkritption aufgrund Hypermethylierung der Promotersequenz stattfindet, ist bei
PTGS eine cytoplasmatische sequenzspezifische RNA-Degradierung ursachlich.
Hierbei spielen doppelstrangige RNA-Molekille eine zweifache Rolle: sie sind
beteiligt bei der so genannten RNA-vermittelten DNA-Methylierung und als Signal fur
die silencing-Induktion des PTGS (Kooter et al., 1999, und darin enthaltene
Referenzen). Dieser Mechanismus der ds-RNA induzierten Inaktivierung, auch RNA
Interferenz (RNAIi) genannt, ist heute groflitenteils aufgeklart, in einer Vielzahl von
Publikationen wiedergegeben und wird unter anderem zum Ausschalten von Genen
in Transformationsexperimenten genutzt (Hannon, 2002; Mansour et al., 2006;
Small, 2007).
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Leider konnten bisher aufgrund des geringen Pflanzenmaterials keine
Expressionsstudien mittels RT-PCR oder Southernblot Analysen zur Ermittlung der
Kopienzahl durchgefuhrt werden, so dass die Ursache fur die teils fehlende GUS-
Reaktion noch nicht geklart werden konnte. Da hierzu entsprechend ausreichende
Mengen an genomischer DNA oder RNA isoliert werden mussen, konnen diese
Versuche erst nach einer Vermehrungsphase der transgenen in vitro-Pflanzen

erfolgen.

D.3 Ausblick

Es konnte in dieser Arbeit unter der Verwendung der weil3blihenden Sorte 'Mevrouw
Edmond Troch’ ein effektives Regenerationssystem am Lehrstuhl etabliert werden,
von dem ausgehend Transformationsexperimente sowohl mit einem
Antibiotikamarker als auch einem alternativen Marker erfolgreich vorgenommen
wurden. Die etablierten Transformationsprotokolle mit Kanamycin-Marker, sowie mit
PMI-Marker eignen sich gut flr die Regenerierung transgener Azaleensprosse. Vor
allem die Verwendung des Phosphomannose-lsomerase Markers ist hierbei im
Hinblick der Zulassungsbedingungen von GVOs innerhalb der EU von
wirtschaftlichem Interesse. Besonders auffallig war bei den Untersuchungen zur
Ermittlung der Selektionsgrenzen das Auftreten von transgenen Azaleensprossen auf
antibiotika- bzw. mannosefreien Medien. Der ganzliche Verzicht auf die Selektion
konnte eine gute Alternative zu den bisher entwickelten Selektionssystemen bieten.
Zwar ware der Aufwand zur Uberpriifung des putativ transgenen Materials
beispielsweise Uber die PCR hoéher, doch kénnten die erheblichen Vorteile einer
selektionsfreien Transformation diesen Nachteil aufwiegen. So wirden zum Beispiel
die zum Teil beobachteten Wuchsdepressionen aufgrund der Selektionsbehandlung
wegfallen. Eventuell kdnnte die allgemeine Regeneration auch etwas beschleunigt
werden. Das schlagkraftigste Argument fur die markerfreie Selektion ware aber
natlirlich die vermutlich héhere Akzeptanz der Offentlichkeit, was die Einflihrung
einer transgenen Azalee auf den europaischen Markt erleichtern konnte. Weitere
Untersuchungen zu einer selektionsfreien Transformation sind auf jeden Fall sinnvoll.
Auch die Methodik zur Uberpriifung von putativ transgenen Material sollte in diesem
Zuge verbessert bzw. vereinfacht werden. So bieten einige Firmen beispielsweise
Kits an, bei denen pflanzliche Gewebeproben direkt in das Reaktionsgefaly gegeben

und nach einer unkomplizierten Aufarbeitung die PCR durchgefuhrt werden kann.
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In weiteren Untersuchungen muissen noch die Expression der eingefuhrten Gene
mittels RT-PCR und die Anzahl der Genkopien durch Southernblot-Anaylsen
uberpruft werden. Prinzipiell ist aber mit dem bestehenden System die
Transformation mit Zielgenen, wie z.B. Genen der Flavonoidbiosynthese, mdglich
(siehe auch D.1.3). Die weilblihende Sorte 'Mevrouw Edmond Troch’ bildet hierzu
eine gute Ausgangssorte, da sie zum einen eine gute Regenerationsfahigkeit besitzt
und zum anderen das 2'4’6’4-Tetrahydroxychalkon in ihren Blutenpetalen bildet, von
dem ausgehend durch molecular engineering stabile gelbe Chalkone oder Aurone
gebildet werden kdnnen. Entsprechende Konstrukte wurden in den letzten Jahren am
Lehrstuhl zum Teil kreiert, erfolgreich in Petunia, Osteospermum und Torenia
transformiert und koénnen fur Rhododendron simsii eingesetzt werden (Pedross,

2006; Stenzer, unveroffentlicht).
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E Zusammenfassung

Die Azalee zahlt zu den wirtschaftlich bedeutensten Zierpflanzenarten auf dem
europaischen Markt. Das Interesse an der Schaffung von Neuheiten insbesondere
hinsichtlich der Blutenfarbe ist dementsprechend gro3. Die Methoden der
Biotechnologie und  Molekularbiologie haben innerhalb der modernen
Pflanzenzichtung an Bedeutung gewonnen und fuhrten bereits bei zahlreichen
Pflanzenarten zu einer erfolgreichen Veranderung der Blutenfarbe. An der
Farbauspragung von Blutenblattern der Azalee sind die Cyanidin-, Paonidin- und
Delphinidinderivate beteiligt. Zudem flihren Kopigmentationen mit Flavonolen zu
Farbnuancen. Um die Vorraussetzungen fur ein genetic engineering bei Azaleen zu
schaffen, wurden Untersuchungen hinsichtlich der Flavonoidbiosynthese
vorgenommen und ein Transformationssystem etabliert.

Die an der Flavonoidbiosynthese beteiligten Enzyme Chalkonsynthase (CHS),
Chalkonisomerase (CHI), Flavanon 3-Hydroxylase (FHT), Dihydroflavonol 4-
reduktase, Anthocyanidinreduktase (ANR) und Flavonoid 3-O-glukosyltransferase
(FGT) wurden in Blutenextrakten der Azalee nachgewiesen und teils charakterisiert.
Die Aktivitaten aller untersuchten Flavonoidenzyme konnten sowohl in
anthocyanhaltigen, wie auch in anthocyanfreien Blutenblattern gemessen werden.
Da die ANS in Blutenextrakten bisher nicht nachweisbar ist, wurde die cDNA der
ANS aus Azaleen kloniert und heterolog in Hefe exprimiert. Der Enzymtest des
rekombinanten Proteins erbrachte den Nachweis einer funktionsfahigen ANS in
weillblihenden Azaleen. In halbquantitativen Analysen wurde zudem die Expression
der chs, chi, fht, dfr und ans Gene uber die gesamte Blutenentwicklung sowohl bei
einer Azaleensorte mit roten Bllten als auch bei anthocyanfreien Sorten gezeigt. In
weilken Azaleenbllten liegt damit keine Blockierung der Anthocyanbiosynthese vor.
FUr den Agrobacterium-vermittelten Gentransfer, basierend auf der Leaf Disk-
Technik, wurde ein in vitro-Regenerationssystem am Lehrstuhl etabliert. Von zwolf
untersuchten Sorten wiesen nur zwei eine ausreichend hohe Adventivsprossrate auf.
Fir die weillblUhende Azalee 'Mevrouw Edmond Troch’ wurde im Anschluss ein
effektives Transformationsprotokoll hinsichtlich der Eignung zweier Agrobacterium-
Stamme, der Infektionsmethode, der Dauer der Prakultur, der Starke des
Selektionsdrucks und der Eliminierung der Agrobakterien nach der Kokultur

entwickelt. Die Azaleen zeigten sich dabei besonders sensitiv gegenuber dem zur
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Selektion transgener Zellen eingesetztem Antibiotikum Kanamycin. Zusatzlich wurde
ein Selektionssystem mit der Phosphomannose-Ilsomerase (PMI) fur die Selektion
mit Mannose als alternativen Marker getestet. Ein Transformationserfolg konnte
sowohl bei Verwendung des nptll Gens (Kanamycin-Resistenz) als auch des manA
Gens (PMI-Marker) nur mit steigenden Selektionsdriicken wahrend der Regeneration
der Adventivsprossen erreicht werden. Bei den zur Kontrolle auf kanamycin- bzw.
mannosefreien Nahrmedien kultivierten und transformierten Azaleenexplantaten
wurde das Auftreten von transgenen Adventivsprossen beobachtet. Eventuell ist die
Gewinnung von gentechnisch veranderten Azaleen ohne die Verwendung eines
Selektionssystems eine interessante Alternative im Hinblick auf eine
Kommerzialisierung und die damit verbundene Zulassungsbedingungen innerhalb
der EU.

E.1 Summary

The azalea is one of most economically important ornamental plant of the european
floriculture market. Therefore the azalea industry is particulary interested in creation
of novelty regarding flower colour. In modern plant breeding, new technologies of
biotechnology and molecular biology have resulted in succesful flower colour
modifications in many plant species. The flower colour of azalea is due to derivates
of the anthocyanidins cyanidin, peonidin and delphinidin. Copigmentations with
flavonols contribute to various hues. Investigations on flavonoid biosynthesis were
performed to obtain the precondition of genetic engineering of azalea. Additionally, a
transformation system was established.

The enzymes involved in flavonoid biosynthesis chalcone synthase (CHS), chalcone
isomerase (CHI), flavonoid 3-hydroxylase (FHT), dihydroflavonol 4-reductase (DFR),
anthocyanidin reductase (ANR) and flavonoid 3-O-glucosyltransferase (FGT) have
been demonstrated in protein extracts of petals and partly characterised.
Interestingly, the activity of all enzymes was shown in cyanic and acyanic petals.
Additionally, a ans cDNA clone was generated and heterologously expressed in
yeast. Testing the recombinant protein demonstrated a functional ANS in the white
flowered azalea. Half quantitative analysis of chs, chi, fht, dfr and ans showed their
expression during the flower development in one cyanic as well as several acyanic
cultivars. The evidence of all enzyme acitivities and gene expression suggets that no

block in the flavonoid biosynthesis is present in white flowering petals. For
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Agrobacterium-mediated transformation of azalea, the leaf disk method was used. As
a requirement, a regeneration system had to be established first. Only two of twelve
tested cultivars showed a high enough rate of adventive shoot formation. The white
flowering cultivar 'Mevrouw Edmond Troch’ was selected for developing a
transformation protocol. Investigations were performed regarding the eligibiltity of the
agrobacterium strain, the method of the inoculation, the duration of the preculture,
the selection pressure and the elimination of the agrobacterium after coculture.
Azalea was shown to be very sensitive to kanamycin, an antibiotic used for selection
of transgenic cells. Furthermore, an alternative system with a phosphomannose
isomerase marker (pmi) was tested. With both, the nptll gene (kanamycin resistance)
and the manA gene (pmi-marker), a succesfull transformation was only possible by
increasing antibiotic or mannose concentrations during regeneration. As a control,
transfomed azalea explants were cultivated on media free of kanamycin and
mannose, respectively. Regeneration of transgenic shoots was possible without
selection with kanamycin or mannose. Consequently, the marker-free transformation
could be an interesting alternative for generating genetic modified azalea, especially

in regard to concession and commercialisation in the european community.
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G Anhang

G.1 Ubersicht der Ergebnisse der analytischen
Bliitenuntersuchungen

Tab. G1: Ergebnisse der Bliiteninhaltstoffanalysen des zur Verfiigung gesteliten

Sortiments

Sorte Farbe Km|Qu |My|Cat | EC |EGC |Cy (Pn|Dp | Mv|Pg

, . 0 +++ | 0 + ++ 0 ++ ++ | 0 0 0

Anastasia rot

‘Ballerina’ weil} 0 |0 * |0 * * 0 0 0

"Helmut Vogel’ | rot 0 |0 * |0 |0 0 0

, , 0 +++ | 0 + ++ 0 +++ | + 0 0 0

Inka rosa

s . 0 +++ | 0O + +++ | 0 + 0 0 0 0

Mevrouw weil}

Edmond

Troch’

: . 0 ++ [0 |+ ++ [0 ++ |+ [0 [0 |O

Mevrouw rot mit

Gerard Kint’ weillem Rand

bunt

‘Mevrouw weil} 0 0 * 10 * * 0 0 0

Gerard Kint’

weil}

‘Nordlicht’ rot 0 10 * 10 S I Y 0 0

'Petrick rot 0 +++ | 0 + ++ 0 +++ | ++ [0 0 0

‘Polarstern’ weild 0 + 0 + ++ |0 + 0 0 0 0

‘Rosa’ hellrosa +++ | 0 + ++ ++ |+ 0

‘Sachsenstern’ | rot mit + 0 + +++ ++ | ++ |0

weillem Rand

‘Schneekdnigin’ | weily 0 +++ | 0 0 ++ |0 + 0 0 0 0

‘Winterperle’ weild +++ | 0 + +++ | 0 + 0

0= kein Nachweis

+ = schwacher Spot

++ = deutlicher Spot

+++ = kraftiger Spot
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Tab. G2: Ergebnisse der Bliteninhaltsstoffananlysen des Sortiments des
Azaleenmuseums |
Sorte Farbe Km | Qu | My | Cat | EC | EGC
"Adonia’ violett 0 o+t | 4+ | 4+ | +++ | O
'Adrien Steyert’ violett 0 e + |0
"Anton’ weil} 0 | ++ |+ =+ | +
‘Avenir Alba’ weild 0 + 0 0 +++ [ 0
‘Delicatesse’ weild 0 ++ [0 + + |0
‘Gloria’ weild 0 + 0 + ++ |0
'Herme’ weil 0 +++ [ 0 + ++ [0
‘Irish Lace’ weild 0 +++ | 0 + +++ | 0
‘Laima’ weild 0 + + + ++ |+
'Madame A. Haerens alba rosea’ | weil 0 + 0 + +++ | 0
’'Madame Boullard’ weild 0 + 0 + +=+ |0
’Madame Marcel de Paepe’ weilk 0 + 0 + ++ [0
‘Madame Papi’ weild 0 + 0 + +++ | 0
'Madame Wibier’ weild 0 +++ 1 0 + +++ [0
‘Mareyke’ weild mit 0 + [0 + P
violetten
Sprenklen

‘Niobe’ weil 0 +++ [ 0 + ++ [0
'Paloma’ weil 0 +++ [ 0 + [+++]0
‘Pax’ weild 0 + 0 + ++ |0
'Perle de Saffelaere’ weil 0 ++ [0 0 ++ |0
'Perle de Swynaerde’ weil 0 + 0 0 + |0
"Petrick Alba’ weild 0 +++ | 0 + ++ [0
"Picollo’ violett 0 e =+ |+
'Polarstern’ weil 0 + 0 0 + 0
'Prinzess Josephine Charlotte’ weild 0 +++ 1 0 + ++ |0
'Regina’ weil 0 + 0 + ++ |0
‘Rema’ violett 0 o+ | A+ |+ FIF
‘Rigolleto’ weild 0 +++ |0 |+ + |0
'Sakuntala’ weild 0 e |+ + + |0
‘Thea’ weild 0 ++ |0 ++ +++ | 0
'Timo’ weil 0 + 0 + + [0
"Vervaena Alba’ weil 0 + 0 + ++ |0
‘Weille Schame’ weild 0 + 0 + ++ | +

0= kein Nachweis
+ = schwacher Spot
++ = deutlicher Spot

+++ = kraftiger Spot
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Tab. G3: Ergebnisse der Bliiteninhaltsstoffananlysen des Sortiments des

Azaleenmuseums |l

Sorte Farbe | EC
"Coelestine White’ weil | v
"Columba’ weil | v
‘Dame Blanche’ weil | v
"Loelia’ weil | v

'Madmoiselle Louise Cuvelier | weil} v

'Schnee’ weil | v
‘Tendresse’ weill | v
"Tukuma Perle’ weill | v
"WeilRer Hirsch’ weill | v
‘'White Hexe’ weil | v
‘White Lady’ weill | v
"Whitewater’ weill | v

v = vorhanden (Menge nicht quantitativ abgeschatzt)
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G.2 Nukleotidsequenzen und offener Leserahmen der full length
cDNA-Klone und cDNA-Fragmente

Putative Flavanon-3R-Hydroxylase
GGAGAAGCTCCGGTTCGAAATGTCCGGGGGAAAGAAGGGTGGGTTCATCGT 51

FHT5” 1>
E K L RFEMSGSGIKKGGF 1 V 17
GTCCAGTCATCTTCAGGGGGAAGCAGTGCAAGACTGGAGGGAAATAGTGAC 102
S S HL QGEAV QDWRE T VT 34
CTACTTCTCATACCCAATCCGGGCCCGAGACTACTCAAGATGGCCCGACAA 153
FHT5” 3>
Y FSY P 1 RARDY S RWP D K 51

GCCAGACGGTTGGAGGGCTGTTACGGAGTCCTACAGTGAGAATTTAATGGG 204
P DGWIRAVTEZSY S ENILWMSG 68
TCTGGCCTGTAAGTTGCTGGGGGTTTTATCTGAGGCTATGGGCCTTGAGAC 255
L ACKWLULGVLSEAMSGILET 85
CGAGGCTCTAACAAATGCCTGTGTTGATATGGACCAGAAAGTGGTGGTCAA 306
E A LTNACVDMMDOQIK V V VN 102
TTTCTACCCGAAATGCCCACAACCCGACCTCACTCTCGGCCTCAAGCGACA 357
F Yy pPKCWPOQ®PDULTULGL KRH 119
CACGGATCCGGGTACCATAACCCTGTTGCTTCAGGACCAGGTTGGTGGGTT 408

T b P G T 1 TLULL QD QV G G F 136
CCAGGCCACTAGAGATGGTGGAAAGACTTGGATCACGGTTCAGCCCATTGA 459
Q AT RDGGKTW 1T TV Q P I E 153

AGGAGCTTTTGTTGTCAATTTGGGCGACCATGGTCATTATCTAAGCAACGG 510
G A FVVNULSGDHSGHYL S NG 170
GAGGTTCAAGAACGCGGATCACCAAGCAGTGGTGAACTCCAACTACAGCCG 561
R F K NADWHZQAVVNSNY SR 187
ACTGTCGATCGCCACGTTCCAGAATCCAGCCCCTGAGGCAACAGTGTACCC 612

L $S1 A TFOQNWPAPEA ATV YP 204
TTTGAAGATCAGGGAGGGAGAGAAGCCAGTTCTGGACGGGCCAATGACGTT 663
L K1 R EGEIKWPVLDGPMTF 221

CATGGAGATGTATAAGAAGAAGATGAGCAAGGATCTTGAGCTTGCAAGGTT 714
M E MY K K KM S KDL EL AR L 238
GAAGAAACTGGCCAAAGAGAAAGTCTTGGAGGAGCAAGAACTGGAGAAGGC 765
K K L AKEIKV L EEQE L E K A 255
CAAAGGAGTCGAAGGGATTTTTGCTTAGAACTAGTTCAGTGTGTTGAGTGT 816
K G VE G I F A * 263
TGATACCACGGTGTGGATGATGCATTTCAAAATTCTAAGTGATTGGTTGGC 867

TAAAAAAAAAAAAAAAAGTCGACATCGATACGCGTGGTC 906

fett = Primer, 2> forward Primer; < reverse Primer
TAG = Stopcodon



Anhang

152

Anthocyanidinreduktase

>ANS_~"Nordlicht” rot 25..1083 of trace fTile
GCGTTACGCTATTTCGGGCGCAACAAATCGCAAATGGTGACTACAATGGTG
ANSforw -

MV T T MV
GCCCCGAGTCGCGTAGAAAGCCTTGCCAGCAGCGGGATCCAATCCATCCCC
AAP SRV ESLASSGI Q S 1 P
AAGGAGTACGTGAGGCCTCAGGAGGAGCTCACGAGCATCGGAAACATCTTC
K EYVRPQEEULTS 1T G N 1 F
GAGGAGGAGAAGAAACACGAGGGGCCTCAGGTGCCGACCATCGACTTCGAA
E E E K KHE G P Q V P T 1 D F E
GACTTGGTTTCAGAGGACAAAGAGGCGAGAGAGAGATGCCACGAGGCGCTG
DLV SEDIKEARIEWRTZ CHEAIL
AAGAAGGCGGCGTCCGAGTGGGGCGTGATGCACCTGGTGAACCACGGCGTC
K K AAASEWOGVMHLVNUH GV
CCCGAGGAGCTGATGGACAGGGTCAGGGTGGCCGGAGAAGGGTTTTTCAAT
P EEL MDIRVRV AGEGF F N
CAGCCGGTGGAGGAGAAGGAGAAGTATGCCAATGATCACGCTTCCGGGAAT
Q PV EEKEIKYANUDUHAS G N
ATCCAGGGGTATGGAAGCAAACTCGCAAACAATGCTAGCGGGCAGCTGGAG
I ¢ G Y G S K L A NNASGOQL E
TGGGAGGACTATTTTTTCCACCTTGTTCACCCCGAGGACAAGCGGGACATG
wW EDY F FHULVHPEDK R DM
AAGATTTGGCCCAAGAATCCGTCCGACTACATCCCGGCGACAAGTGAGTAC
K IwPKNWPSDY I P ATSEY
GCCAAGCACCTGAGAGGCCTAACCACCAAGGTCCTATCGGCCCTCTCGCTC
AAK HL R GL TT KV L S AL S L
TGCTTGGGATTGAAAGAAGACAGGCTAGAAACAGAAGTTGGCGGAAAGGAC
c L GL K EDWRLETEV G G K D
GAACTCCTCATCCAGATGAAAATCAACTACTACCCGAAATGCCCTCAGCCG

E L LI QM K1 NY Y P KT CUZPOQP
GAGCTCGCCCTGGGCGTCGAGGCCCACACCGACGTAAGCGCCCTCACCTTC
<ANSrevnested

E LA LGV EAMHTU DV S ALTF
ATCCTCCACAACATGGTTCCCGGCCTGCAGCTCTTCTACGAGGGCAAATGG
Il L H NMV P GL QL FY E G K W
ATCACGGCGAAATGCGTCCCGAACTCCATCATAATGCACATCGGCGACACG
<ANSrevA
Il T A K CV P NS 1T I M H I G DT
GTCGAGATTCTGAGCAACGGGAAGTACAAGAGCATCCTCCACAGGGGGCTC
V E 1 L S NG K Y K S 1 L HR G L
GTCAACAAGGAAAAGGTCAGGATCTCATGGGCGGCTTTCTGCGAGCCGCCC
V N K E K V R 1 S W AATFTCEP P
AAGGAGAAGATCATCCTGAAGCCGCTCCCGGAGACGGTCTCGGAGACCGAG
K E K 1 1 L K P L P E TV S E T E
CCGGCGCTGTACCCGCCGCGCACCTTTTCGCAGCACATCGAGCACAAGTTG
P ALY P PRTIF S QH 1T EH K L
TTCAGGAAGACCCAGGAACTCAACGGGGCTAAATGAGTGGTCAATCGGCCG
F R KTOQETULNGAK *
GTGATCATGGTCCTACAGTTAGTGCTGGATGAGTGCATCTTATACCAATTA
AGTTTTTTCGTTGGATGTGGTACTGTTATTTTTGGTTGGTTTTGGTCTTCT
TGGGGAACTTTAATTATGGGAGGTACGTAAATATTGGGCATAATGTTGTAT
TCGTCTGATCGATCTATTGCGTCCTGATCTTAATTTGCTTGCCTTCTTTCA
< ANS\\\rev
ATAAAACCAGTCCGCTGCTAAAAAAAAAAAAAAAAGTCGACATCGATACGC
GTGGTCAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGA
GCTCGGTACCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGA
fett = Primer, > forward Primer; < reverse Primer
ATG = Startcodon TGA = Stopcodon

Sequenz, die als Ausgangsfragment aus Masterarbeit

51

6
102
23
153
40
204
57
255
74
306
91
357
108
408
125
459
142
510
159
561
176
612
193
663
210
714
227
765

244
816
261
867

278
918
295
969
312
1020
329
1071
346
1122
357
1173
1224
1275
1326

1377

1428
1478

(Helmich, 2005) vorlag



Anhang

153

G.3 Ubersicht der verwendeten Primer

Tab. G4: Ubersicht der verwendeten Primer

Name Nucleotidsequenz

pYes-for 5-CCC GGA TCG GAC TAC TAG CAG
pYes-rev 5-CCT CTA GAT GCATGC TCG AG
Topo-for 5-AGCTCGGATCCACTAGTAACG
Topo-rev 5-CCTCTAGATGCATGCTCGAG
Oligo-dT- 5-GAC CAC GCG TATCGATGT CGACTT TTT TTT TTT TTT TT(AGC)
Anchor

AP 5-GGC CAC GCG TCG ACTAAGTTACT (17)
ANS1 5-CGG GAC ATG AAGATT TGG CCC
ANS2 5-GGA CGA ACT CCT CAT CCAGAT G
ANS\\rev 5-CGT CTT GAT CGATCT ATT GCG TCC
ANSforw 5-GCG TTACGC TATTTC GGG
ANSrevA 5-GGG CGC TTA CGT CGG TGT GGG
ANSrevnested | 5-GGT GAT CAT GGT CCT AC

CHI54 5-GGT CCC TTT GAG AAATTC AC
CHI3'4 5'-CGA TTC CAA CAC CGC TTC CG
5'CHS1 5-CAC CGT CGA GGA TGT CAG GAG G
3'CHS2 5-AGC ACG TGC CTC GTG GCC CG
FHT3'4 5-CAT TCT TGA ACC TCC CAT TGG
FHT51 5-GGA GAA GCT CCG GTT CGANAT G
FHT5'3 5-GAC TACTCAAGG TGG CCC G
5DFR1 5-GTC AAT GGT TCG CCC GCC ACC
3'DFR2 5-GAG TAG GGA AGC AAT CCC TTC TCC

Die Nomenklatur der Basen entspricht der IUPAC-IUB Vereinbarung von 1969



G.4 Ubersicht der Versuche zur Etablierung der Azaleen in die Gewebekultur

Tab. G5: Versuche zur Etablierung der Azaleen in die Gewebekultur |
Versuchs- | Sorte verwendete | Herkunft Anzahl | Nahrmedium | Phyto- Kultur- Ergebnis
nummer Gewebeart Expl. hormone | gefiRe
E1 * 2000/5 * Triebspitzen | Gewachs- 660 Anderson 2mg/l Zea | Reagenz- » 70 — 80% der angelegten
* Ballerina * Austriebe haus (1984) 1 mg/l IAA | glaser mit Explantate bildeten subkultivierbare
* Darius mit 1 bis 2 Glasdeckel | Sprosse aus
* Gitti Nodi « 2 Monate nach Versuchsbeginn
* Heidi Abnahme der neu ausgebildeten
* Mme d Waele S Weit h .
. Melanie prosse zur Weitervermehrung in
* Polarstern vitro (siehe Versuch E2)
» Sachsenstern
» Schneekdnigin’
» Winterperle
E2 siehe E1 in vitro- Gewebe- 507 Anderson 2 mg/l 2iP Reagenz- * bei keiner Sorte Bildung von
Sprosse kultur (1984) 1 mg/l IAA | glaser mit Neuaustrieben bzw.
(Versuch Glasdeckel | Seitenaustrieben
E1) * ca. 2 Monate nach Versuchsbeginn
Absterben der Sprosse bei 5 Sorten
(Darius, Mme de Waele, Heidi,
Melanie, Sachsenstern)
E3* * Polarstern *Triebspitzen | Gewéachs- 720 1) Anderson 5 mg/l 2iP Reagenz- » héchste Neuaustriebsraten bei
* Rosa + Austriebe haus (1984) 1 mg/l IAA | glaser mit | Triebspitzen
« Schneekénigin’ | mit 1 bis 2 2) Economou Glasdeckel | * Sorte Rosa mit héchster
* Winterperle Nodi u. Read (1984) Neuaustriebsrate

=ER

3) Lloyd u.
McCown
(1980) = WPM

* hoher Austriebsraten auf den
Medium WPM und nach ER(1984)

mit * gekennzeichnete Versuche wurden im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt (Taubenbdck, 2004)

Buequy

1212



Tab. G6: Versuche zur Etablierung der Azaleen in die Gewebekultur I
Versuchs- | Sorte verwendete Herkunft Anzahl | Ndhrmedium | Phyto- KulturgefaBe Ergebnis
nummer Gewebeart Expl hormone
E4* * Melanie Triebspitzen Gewachshaus | 832 1) Anderson | 5mg/l 2iP | Reagenzglaser | *100% der Explantate der Sorte
* M.G.Kint 2) ER 1 mg/l IAA | mit Glasdeckel M.G.Kint bildeten mindestens einen
* Mme d Waele 3) WPM Neuaustrieb auf allen 3 verwendeten
* Neapolis Medien
* Rosa * restliche Sorten: iber 50% Neuaustrieb
« Sachsenstern auf ER-Medium; unter 50% auf WPM-
und Andersonmedium
E5* siehe E4* in vitro- Gewebekultur | 720 1) Anderson | 5 mg/l 2iP | » Reagenzglaser | * nur Sorte Kint subkultivierbar,
Sprosse (Versuch E4*) 2)ER 1 mg/l IAA | mit Glasdeckel Absterben der Sprosse der weiteren
3) WPM » Reagenzglaser | Sorte
mit Steristopfen | * 80-90% Sprossbildung bei Kint
auf ER- und WPM-Medium
* keine Sprossneubildung auf
Andersonmedium
* héhere Sprossbildung bei
Verwendung von Steristopfen
E6 Mevrouw * Triebspitzen Gewachshaus | 240 Anderson 2 mg/l Zea | « Glaspetri- * 48% Neuaustrieb an
Edmomd Troch | « Stengel- 1 mg/l IAA | schalen Stengelexplantaten
explantate mit * Weckglaser * 33% Neuaustrieb an
4 bis 5 Nodi Triebspitzenexplantaten

 kein Unterschied zwischen den
KulturgefidRen

mit * gekennzeichnete Versuche wurden im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt (Taubenbdck, 2004)

Buequy

GGl




G.5 Ubersicht der Versuche zur in vitro-Bewurzelung

Tab. G7: Versuche zur in vitro-Bewurzelung
Versuchs- | Sorte Herkunft Anzahl | Ndhrmedium u. Phyto- Kulturgefa Ergebnis
nummer Expl. | zusitze hormone
B1* * Mme d Waele | Gewebekultur 164 Anderson 2 mg/l IAA » Weckglaser keine Wurzelbildung
* Polarstern (Versuche E3* mit reduziertem » Baby-
* Rosa und E4*) NaFe-EDTA-Gehalt nahrungsglaser
» Sachsenstern (100 mM; Preil personl. mit Filterdeckel
* Schneekonigin’ Anmerkung)
» Winterperle
B2 Mevrouw Gewebekultur, 140 1)1/10 MS 1) 2 mg/l IAA | Petrischalen 1) Bewurzelung bei 3 in vitro —
Edmomd Troch | (ca. 6 Wochen nach + 0,3% Aktivkohle 2) 2 mg/l IAA Sprossen (1 Spross abgestorben)
'ljﬁﬁggzun <schritt auf 12) ¥» MS 3) 5 mg/l IAA 2) Bewurzelung von 2 in vitro-
Vermehruﬁgsmedium) + 0,3% Aktivkohle 4) 5 mg/l IAA Sprossen (6 Sprosse abgestorben)
3) 2 MS 5) 2 mg/l IAA 3) Bewurzelung von 1 in vitro-Spross
+ 0,3% Aktivkohle 6) 5 mg/l IAA (6 Sprosse abgestorben)
4) 2 MS 4) keine Wurzelbildung
5) Anderson (alle Sprosse abgestorben)
+ 0,3% Aktivkohle 5) Bewurzelung von 10 in vitro-
6) Anderson Sprossen (5 Sprosse abgestorben)
6) keine Wurzelbildung
(11 Sprosse abgestorben)
B3 Mevrouw siehe B2 60 Anderson 2 mg/l IAA Reagenzglaser | Bewurzelung von 19 in vitro- Sprossen

Edmomd Troch

+ 3% Aktivkohle

mit * gekennzeichneter Versuch wurden im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt (Taubenbdck, 2004)

Buequy

oG1L




G.6 Ubersicht der Versuche zur Etablierung eines in vitro-Regenerationssystems

Tab. G8: Versuche zur Etablierung eines in vitro-Regenerationsversuch |
Versuchs- | Sorte verw. Anzahl | Nihrmedium | Phytohormone Kulturgefa Ergebnis
nummer Gewebeart/ Expl. u.
Praparations- Zusitze
methode
R1 + 2000/5 in vitro-Blatter, | 200 Anderson Versuchswoche 1 Petrischalen keine Regeneration von
* Ballerina quer zur Mittel- (1984) und 2: Adventivsprossen
* Darius rippe geteilt, Kallusinduktion: (Nekrotisierungserscheinungen bei allen
* Gitti abaxial auf das 2 mg/l 2,4-D Sorten bereits 2 Wochen nach
* Heidi Medium gelegt 0,75 mg/l Zea; Versuchsbeginn, teilweise Kallusbildung
* Melanie ab Woche 3: bei den Sorten 2000/5, Ballerina, Gitti,
* Polarstern Sprossinduktion: Melanie, Polarstern, Schneekdnigin’ und
» Sachsenstern 15 mg/l Zea Winterperle,
* Schneekonigin’ -> Protokoll nach nach ca. 9 Wochen wurden alle
* Winterperle Mertens et al Explantate als abgestorben bonitiert)
(1996)
R2 + 2000/5 in vitro-Blatter 200 2 MS 0,372 mg/l NAA Petrischalen keine Regeneration von
* Ballerina mit Petiole (halbe 2 mg/l TDZ Adventivsprossen
* Darius ohne Lf:r”@ea”;:sf'zgd - Protokoll nach (Nekrotisierungserscheinungen bei allen
* Gitti Schnittwunde, Micronahrstoffe) | Samyn et al (2002) Sorten bereits 2 Wochen nach
* Heidi abaxial auf das + 25 mgl/l Versuchsbeginn, teilweise Kallusbildung
* Melanie Medium gelegt NaFeEDTA bei den Sorten 2000/5, Ballerina, Gitti,
* Polarstern Heidi, Sachsenstern, Schneekodnigin’ und
» Sachsenstern Winterperle,
* Schneekonigin’ nach ca. 9 Wochen wurden alle
* Winterperle Explantate als abgestorben bonitiert)
R3* * M.G.Kint in vitro-Blatter, | 30 Anderson siehe R1 * Petrischalen keine Regeneration von
quer zur Mittel- (1984)  Baby- Adventivsprossen

rippe geteilt,
abaxial auf das
Medium gelegt

nahrungsglaser
mit Filterdeckel

(im Vergleich zu Sorten aus den
Versuchen R1 und R2 deutlich héhere
Kallusbildungsrate)

mit * gekennzeichnete Versuche wurden im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt (Taubenbdck, 2004)

Buequy

LG1



Tab. G9: Versuche zur Etablierung eines in vitro-Regenerationssystems Il
Versuchs- | Sorte verw. Anzahl | Nahrmedium u. Phytohormone Kulturgefal Ergebnis
nummer Gewebeart/ Expl. Zusitze
Praparations-
methode
R4* M.G.Kint in vitro-Blatter 30 Y2 MS siehe R2 * Petrischalen keine Regeneration von
mit Petiole (halbe  Baby- Adventivsprossen
ohne Konzentration der nahrungsglaser | (im Vergleich zu Sorten aus den
Schnittwunde, Macro- und mit Filterdeckel | Versuchen R1 und R2 deutlich
abaxial auf das Micronahrstoffe) hohere Kallusbildungsrate)
Medium gelegt + 25 mg/l
NaFeEDTA
R5* M.G.Kint siehe R4* 30 Anderson (1984) 1,5 mg/l TDZ * Petrischalen keine Regeneration von
12 mg/l 2iP * Baby- Adventivsprossen
3 mg/l BA nahrungsglaser
- Protokoll nach mit Filterdeckel
Tomsone (2003);
nach 16 Wochen:
Umsetzung auf
3 mg/l 2iP
R6* » 2000/5 * in vitro-Blatter | 60 Anderson (1984) 1) 1,86 mg/l NAA Petrischalen keine Regeneration von
* Ballerina | * ex vitro- 4,0 mg/l 2iP Adventivsprossen
* Winter- Blatter 2) 1,86 mg/l NAA (hohe Absterbequote der Explantate
perle (Oberflachen- 4,4 mg/l TDZ bereits 2 Wochen nach Anlage der
;tﬁ”"S'e”) 3) 1,86 mg/l NAA Kultur
_atter_quer zur 451 ma/l BA
Mittelrippe geteilt, ’ g
abaxial auf das
Medium gelegt)
R7* » 2000/5 siehe R6* 60 Anderson (1984) 1) 2,22 mg/l 2,4-D Petrischalen keine Regeneration von
« Ballerina 4,0 mg/l 2iP Adventivsprossen
* Winter- 2) 2,22 mg/l 2,4-D (hohe Absterbequote der Explantate
perle 4,4 mg/l TDZ bereits 2 Wochen nach Anlage der
3) 2,22 mg/l 2,4-D Kultur)
4,51 mg/l BA

mit * gekennzeichnete Versuche wurden im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefihrt (Taubenbdck, 2004)

Buequy

861



Tab. G10: Versuche zur Etablierung eines in vitro-Regenerationssystems lll
Versuch | Sorte verw. Gewebeart/ | Anzahl | Nidhrmedium u. | Phytohormone KulturgefiBe/ Ergebniss
s Praparations- Expl. Zusitze Kulturbedingungen
nummer
methode
R8* » 2000/5 siehe R6* 60 Anderson (1984) | 1) 1,75 mg/l IAA Petrischalen Regeneration von
« Ballerina 4,0 mg/l 2iP Adventivsprossen an ex vitro-
* Winterperle 2) 1,75 mg/l IAA Explantaten bei
4,4 mg/l TDZ Hormonkombination 2)
3) 1,75 mg/l IAA (Regenerationsquote: 20 %)
4,51 mg/l BA
R9* » 2000/5 in vitro-Blatter, quer | 240 Anderson (1984) | 1) 1,75 mg/l IAA Petrischalen; keine Regeneration von
* Ballerina zur Mittelrippe 4,0 mg/l 2iP 1) Standard- Adventivsprossen
* Gitti geteilt, 2) 2,22 mg/1 2,4-D kulturbedingngen anfangliche Kultur im Dunkeln
* Neapolis abaxial auf das 4,0 mg/l 2iP 2) Woche 1 und 2 verzogerte Nekrotisierungen,
* Rosa Medium gelegt Kultur im Dunkeln Kallusbildung méglich,
3) gesamter nach 12 Wochen Absterben aller
Kulturverlauf im Explantate
Dunkeln
R10* siehe R9* siehe R9* 360 1) Anderson siehe R9* Petrischalen; keine Regeneration von
2) Anderson Standardkulturbedi | Adventivsprossen
+ 2 g/l Aktivkohle ngungen (hohe Absterbequote der
3) Anderson Explantate bereits 2 Wochen nach
+ 0,5 g/l PVP Anlage der Kultur)
Aktivkohle und PVP nicht geeignet
zur Reduktion von Nekrotisierungen
R11* » 2000/5 1) siehe R9 240 Anderson (1984) | 3 mg/l NAA Babynahrungs- keine Regeneration von
* Mme d Waele | 2) Blattexplantate 2 mg/l TDZ glaser mit Adventivsprossen
* Polarstern quadratisch (mit 4 Filterdeckel; VergréRerung der Wundflache fuhrt

* Rosa
* Sachsenstern
* Winterperle

Schnittwunden)

Woche 1 und 2
Kultur im Dunkeln,
anschlieend bei
PAR 10-20
pmol/m?s

nicht zu Regenerationserfolg

mit * gekennzeichnete Versuche wurden im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt (Taubenbdck, 2004)

Buequy

651



Tab. G11: Versuche zur Etablierung eines in vitro-Regenerationssystems IV
Versuchs- | Sorte/ verw. Gewebeart Ndhrmedium Phytohormone KulturgefdBe/ | Ergebnisse
nummer Anzahl Expl. u. Zusitze Kultur-
bedingungen
R12* « Ballerina in vitro-Blatter, quer | 1) Anderson 1) 1,75 mg/l IAA Petrischalen; keine Regenerationvon
+ Mme d Waele | zur Mittelrippe 2) Anderson + 50 mg/I 4,51 mg/l BA Woche 1 und 2 | Adventivsprossen
* Rosa geteilt, Ascorbinsaure 2) 1,75 mg/l IAA Kultur im geringere Nekrotisierungen bei Zugabe
abaxial auf das 3 41'47?9” -/I;I:I),fA Dunkeln von Ascorbinsaure
Anzahl Expl.: Medium gelegt )4 0 mn}ngP
720 o
4) 1,86 mg/l NAA
4,51 mg/l BA
5) 1,86 mg/l NAA
4,4 mg/l TDZ
6) 1,86 mg/l NAA
4,0 mg/l 2iP
R13* * Ballerina in vitro-Blatter, quer | 1) Anderson 1,86 mg/l NAA Petrischalen; keine Regenerationvon
* Mme d Waele | zur Mittelrippe + 15 g/l Saccharose 4,4 mg/l TDZ Woche 1und 2 | Adventivsprossen
* Rosa geteilt, 2) Anderson + 15 g/l Kultur im geringere Nekrotisierungen bei Zugabe
abaxial auf das Saccharose + 50 mg/I Dunkeln von Ascorbinsaure und reduzierten
Anzahl Expl.: Medium gelegt Ascorbinsdure Saccharosegehalt
180 3) Anderson
R14 + 2000/5 in vitro-Blatter, 1) Anderson 4 mg/l 2iP Petrischalen; keine Regeneration von
+ Ballerina quadratisch (mit 4 2) Anderson + 50 mg/l 2 mg/l NAA Woche 1und 2 | Adventivsprossen
Wundrandern), Ascorbinsaure Kultur im Absterben aller Explantate bereits 4
Anzahl Expl.: abaxial auf das 3) Anderson + 50 mg/l Dunkeln Wochen nach Anlage der Kultur
160 Medium gelegt Zitronensaure
4) Anderson + 50 mg/I
Ascorbinsaure + 50
mg/l Zitronensaure
R15 siehe R14 in vitro-Blatter, quer | siehe R14 siehe R14 siehe R14 keine Regeneration von
zur Mittelrippe Adventivsprossen
Anzahl Expl.: geteilt, Absterben aller Explantate des Medium 1);
160 abaxial auf das deutlich geringere Nekrotisierungen bei den

Medium gelegt

Varianten mit Antioxidationszusatzen, zudem
Kallusbildung

mit * gekennzeichnete Versuche wurden im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt (Taubenbdck, 2004)

Buequy

091



Tab. G12: Versuche zur Etablierung eines in vitro-Regenerationssystems V
Versuchs- | Sorte/ verw. Nahrmedium Phyto- KulturgefaRe/ Ergebnisse
nummer Anzahl Gewebeart u. Zusatze hormone Kultur-
Expl. bedingungen
R16 + Ballerina in vitro-Blatter, 1) Anderson 4 mg/l 2iP Petrischalen; keine Regeneration von Adventivsprossen
* Neapolis | quer zur 2) Anderson + 50 mg/l 2 mg/l NAA Woche 1 und 2 reduzierte Nekrotisierungen der Varianten mit
« Wintrperle | Mittelrippe geteilt, | Ascorbinsaure Kultur im Dunkeln | Antioxidationszusatzen, bei iberlebenden
abaxial auf das g?tg':lir:;gr; 50 mg/l Explantaten Kallusbildung
Anzahl Medium gelegt 4) Anderson + 50 mg/l
Expl.: 300 Ascorbinsdure + 50 mg/l
Zitronensaure
5) Anderson + 50 mg/l Na-
Ascorbat
R17-1 Mevrouw in vitro-Blatter, Anderson (1984) * Woche 1 u. 2: | Petrischalen Regeneration von Adventivsprossen!
Edmomd quer zur -> Protokoll nach 2 mg/l 2,4-D Bonitur nach ca. 10 Wochen
Troch Mittelrippe geteilt, | Mertens et al. (1996) 0,75 mg/l Zea Absterberate: 1) 8% 2) 16%;
abaxial auf das - anschlieBend Eeg_‘fnera”?]”sratgil\;) 50t% 2) 42%;
H onitur nach ca. onaten
é;;la.h |1 54 Medium gelegt 2 mg/l TDZ Anteil iiberlebender Explantate: 1) 46,5% 2) 82%
B davon mit Regeneration: 1) 18% 2) 86%
R17-2 M.G. Kint siehe R17-1 Siehe R17-1 siehe R17-1 Petrischalen geringe Regeneration von
Anzahl Adventivsprossen
Expl.: 100 nach 10 Wochen: Absterberate: 14%, keine
Regeneration
nach 5 Monaten: Uiberlebende Explantate:
52%, davon mit Regeneration: 2%
R17-3 Mevrouw in vitro-Blatter mit | %2 MS 0,37 mg/l NAA | Petrischalen Regeneration von Adventivsprossen!
Edmomd Petiole ohne + 25 mg/l NaFeEDTA 2 mg/l TDZ nach 10 Wochen: Absterberate: 0%,
Troch Schnittwunde, - Protokoll nach Regenerationsrate: 52%
abaxial auf das Samyn et al. (2002) nach 5 Monaten: Uberlebende Explantate:
Anzahl Medium gelegt 72%, davon mit Regeneration: 48%
Expl.: 50
R17-4 M.G. Kint siehe R17-3 siehe R17-3 siehe R17-3 Petrischalen geringe Regeneration von
Adventivsprossen
Anzahl nach 10 Wochen: Absterberate: 42%,
Expl.: 212 Regenerationsrate: 3%

nach 5 Monaten: Uiberlebende Explantate:
13%, davon mit Regeneration: 10%
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Tab. G13: Versuche zur Etablierung eines in vitro-Regenerationssystems VI
Versuchs- | Sorte/ verw. Nahrmedium | Phytohormone Kultur- Ergebnisse
nummer Anzahl Gewebeart u. Zusitze gefiale
Expl.
R18-1 Mevrouw in vitro-Blatter, Anderson 1) 1.Woche: 2 mg/l 2,4-D Petrischalen | Regeneration von Adventivsprossen!
Edmomd quer zur (1984) 0,75 mg/l Zea Regenerationsrate:
Troch Mittelrippe geteilt, anschlieBend: 2 mg/l TDZ 1) 43,2%
abaxial auf das 2) 1.Woche: 2 mg/l NAA 2)60,5%
Anzahl Medium gelegt 0,75 mg/l Zea
Expl.: 84 anschlielend: 2 mg/l TDZ
R18-2 Mevrouw siehe R18-1 Anderson 1) 1. u.2. Wo: 2 mg/l 2,4-D Petrischalen | Regeneration von Adventivsprossen!
Edmomd (1984) 0,75 mg/l Zea Regenerationsrate:
Troch anschlielend: 2 mg/l TDZ 1) 55,6%
2)1.u. 2. Wo: 2 mg/l NAA 2)71,5%
Anzahl 0,75 mg/l Zea
Expl.: 71 anschlieBend: 2 mg/l TDZ
R18-3 Mevrouw siehe R18-3 Anderson 1) 1. bis 3. Wo: 2 mg/l 2,4-D | Petrischalen | Regeneration von Adventivsprossen!
Edmomd (1984) 0,75 mg/l Zea Regenerationsrate:
Troch anschlieBend: 2 mg/l TDZ 1) 70,4%
2) 1. bis 3.Wo: 2 mg/l| NAA 2)75,6%
Anzahl 0,75 mg/l Zea
Expl.: 68 anschlieRend: 2 mg/l TDZ
R19 Mevrouw in vitro-Blatter, Anderson 1) 1. u. 2. Wo: 2 mg/l 2,4-D Petrischalen | Regeneration von Adventivsprossen!
Edmomd quer zur (1984) 0,75 mg/l Zea Regenerationsrate:
Troch Mittelrippe geteilt, anschlieRend: 2 mg/l TDZ 1) 69,0%
abaxial auf das 2)1.u. 2. Wo: 2 mg/l 2,4-D 2) 46,9%
Anzahl Medium gelegt 0,75 mg/l Zea
Expl.: 213 anschlieBend: 15 mg/l Zea
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G.7 Ubersicht der Versuche zur Etablierung eines Transformationssystems

Tab. G14: Versuche zur Etablierung eines Transformationssystems |
Versuchs- | Azaleen- Transformations- | Agrostamm, | Dauer Dauer Antibiotika | Ergebnisse
nummer Sorte/ methode Plasmid Prakultur | Kokultur
Anzahl
T1-1 Mevrouw Pipetieren der 1) EHA pBI 14 d 2d 20 mg/l Kan | keine Regeneration von putativ transgenen
Edmomd Agrosuspension 121 GUS 250 mg/l Cef | Adventivsprossen
Troch auf das Explantat | 2) LBA pBlI GUS-Test 1 Wo nach Transformation
- Mertens et al. 121 GUS 1) 29,4% Explantate GUS-positiv*
*Anzahl (1997) 3) Kontrolle* 2) 11,9% Explantate GUS-postiv*
Expl. insg.: 3) 0% Explantate GUS-positv**
240 *3 Wo nach Transformation: alle Explantate mit
*Explante Agrobacterium Uberwachsen
fur GUS- ** 3-4 Wo nach Transformation: alle Explantate
Test: 123 abgestorben
T1-2 Mevrouw Leaf Disk- 1) EHA pBI 14 d 2d 20 mg/l Kan | keine Regeneration von putativ transgenen
Edmomd Methode 121 GUS 250 mg/I Cef | Adventivsprossen
Troch - Horsch et al. 2) LBA pBI GUS-Test 1 Wo nach Transformation
(1985) 121 GUS 1) 72,5% Explantate GUS-positiv*
*Anzahl 3) Kontrolle 2) 57,5% Explantate GUS-postiv*
Expl. insg.: 3) 0% Explantate GUS-positv**
260 *ca. 50% der Explantate mit Agrobacterium
*Expl. fur Uberwachsen
GUS-Test: ** 3-4 Wo nach Transformation: alle Explantate
130 abgestorben

* Kontrolle: Behandlung der Explantate wie bei transformierten Varianten, anstatt der Agrosuspension wurde flissiges YEB-Medium verwendet
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Tab. G15: Versuche zur Etablierung eines Transformationssystems Il
Versuchs- | Azaleen- Transformations- | Agrostamm, | Dauer Dauer Antibiotika | Ergebnisse
nummer Sorte/ methode Plasmid Prakultur | Kokultur
Anzahl
T2 Mevrouw 1)Infiltration der 1) EHA pBI 14d 2d 20 mg/l Kan | keine Regeneration von putativ transgenen
Edmomd Agrosuspension 121 GUS 250 mg/I Cef | Adventivsprossen
Troch in das Explantat GUS-Test 1 Wo nach Transformation
durch Unterdruck 1) 0% Explantate GUS-positiv
Anzahl 10 mbar 2) 0% Explantate GUS-positiv
*Expl. 2) Infiltration der 3) 73,9% Explantate GUS-positiv
insg: 372 Agrosuspension 4) 0% Explantate GUS-positiv
*Expl. in das Explantat Uberwachsung durch Agros bei 3) 40% bzw. 1) und 2)
GUS-Test: | durch Unterdruck 50% der Explantate; Absterben der tbrigen Explantate
184 20 mbar ca. 3 Wo nach Transformation
3)Leaf Disk-
Methode
4)Kontrolle*
T3 Mevrouw Leaf Disk- EHA pBlI 121 | 1)0d 2d 20 mg/l Kan | keine Regeneration von putativ transgenen
Edmomd Methode GUS, 2)7d 250 mg/I Cef | Adventivsprossen
Troch sowie 3)14d GUS-Test 1Wo nach Transformation
Kontrolle* 4)21d Kontrolle: 0% Explantate GUS-positiv
*Anzahl 1) 27,8% Explantate GUS-positiv (10 von 36)
Expl. insg.: 2) 43,5% Explantate GUS-positiv (13 von 30)
364 3) 78,1% Explantate GUS-positiv (25 von 32)
*Expl. 4) 51,5% Explantate GUS-positiv (16 von 31)
GUS-Test: ca. 3 Wo Beginn d. Kultur auf Selektionsmedium
155 Absterben oder Agroiuberwachsung aller Eplantate

* Kontrolle: Behandlung der Explantate wie bei transformierten Varianten, anstatt der Agrosuspension wurde flissiges YEB-Medium verwendet
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Tab. G16: Versuche zur Etablierung eines Transformationssystems Il
Versuchs- | Azaleen- | Transformati | Agrostamm, | Pra-/ Antibiotika Ergebnisse
nummer Sorte / ons- Plasmid Ko-
Anzahl | methode Kultur
T4 Mevrouw | Leaf Disk- EHA pBI 121 | Pra: 1)keine Antibiotika Regeneration transgener Sprosse
Edmomd | Methode GUS, 14d 2) 200 mg/l Cef 1) 100% Agroiiberwuchs
Troch sowie 3) 500 mg/I Cef 2) 33,3%Agrouberwuchs; 13 put. transg. Sprosse
Kontrolle* Ko: 4) 200 mg/I Carb 3) 0% Agrolberwuchs
Anzahl 2d 5) 500 mg/I Carb 4) 9% Agrouberwuchs
Expl.: 6) 200 mg/l Tim 5) 0% Agroluberwuchs
298 7) 500 mg/I Tim 6) 0% Agrouberwuchs; 22 put. Transg. Sprosse
7) 0% Agrouberwuchs
nicht transf. Kontrolle ohne Antibiot.: 80 Adventivsprosse
T5 Mevrouw | Leaf Disk- EHA pBI 121 | Pra: 200 mg/l Tim Regeneration transgener Sprosse
Edmomd | Methode GUS, Préa: 1) 0 mg/l Kan Kontrolle: Regeneration von >100 Adventivsprossen
Troch sowie 14d 2) 5 mg/l Kan 1) 52 Adventivsprosse
Kontrolle* 3) 10 mg/l Kan 2) 11 Adventivsprosse - 4 transgen
Anzahl Ko:2d 4) 15 mg/l Kan 3) keine Regeneration; 4) keine Regeneration
Expl.: 5) 20 mg/l Kan 5) keine Regeneration
200
T6 Mevrouw | Leaf Disk- EHA pBI 121 | Préa: 200 mg/I Tim Regeneration transgener Sprosse
Edmomd | Methode GUS, 14 d steigende Kan-Konz. Kontrolle: > 100 Adventivsprosse
Troch sowie 1) 0 mg/l > 0 mg/l > 0 mg/I 1) 54 Advenivsprosse - 2 transgen
Kontrolle* Ko: 2) 0 mg/l > 5 mg/l > 10 mg/l 2) 33 Adventivsprosse - 17 transgen
Anzahl 2d 3) 0 mg/l > 5 mg/l > 5 mgl/l 3) 30 Adventivsprosse - 6 transgen
Expl.: 4) 5 mg/l > 5 mg/l > 10 mg/l 4) 2 Advenivsprosse > 1 transgen
260 5) 5 mg/l > 10 mg/l > 10 mg/l 5) 100% der Explantate abgesorben
,2" =2 Wochen
T7 Mevrouw | Leaf Disk- EHA pBI 121 | Pra: 200 mg/l Tim Regeneration transgener Sprosse
Edmomd | Methode GUS, 14d Kan-Konzentrationen Kontrolle: > 100 Adventivsprosse
Troch sowie 1) 0 mg/l > 0 mg/l > 0 mg/l 1) 88 Adventivsprosse = 7 transgen
Kontrolle* Ko:2d 2) 0 mg/l > 5 mg/l > 10 mg/| 2) 34 Adventivsprosse - 26 transgen
Anzahl
Expl.: 80

* Kontrolle: Behandlung der Explantate wie bei transformierten Varianten, anstatt der Agrosuspension wurde steriles Wasser verwendet
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G.8 Ubersicht der Versuche zur Etablierung eines Mannose-Selektionssystems

Tab. G17: Versuche zur Etablierung eines Mannose-Selektionssystems |
Versuchs- | Azaleen- | Transform.- | Agrostamm, Dauer Antibiotika Mannose (M)/ Ergebnisse
nummer sorte/ methode Plasmid Pré- und Saccharaose(S)
Anzahl Kokultur in g/l
M1** Mevrouw | - - Prakultur: - 1) OM/ 20S 1) 2) und 3) Regeneration von
Edmomd 14d auf 2) 1M/ 20S Adventivsprossen
Troch 30 g/l 3) 2M/ 20S
Saccharose 4) 5M/ 20S 4) 5) und 6) keine Regeneration und
Anzahl 5) 10M/ 20S keine oder schwache Kallusbildung
Expl.: 6) 20M/ 20S
240
M2-1** Mevrouw | - - Prakultur: 200 mg/l 1) OM/ 20S 1) Regeneration ausdifferenzierter
Edmomd 14d auf Cefotaxim 2) 4M/ 20S Sprosse
Troch 30 g/ 3) 5M/ 20S 2) Kallusbildung und Ausbildung von
Saccharose Sprossprimordien
Anzahl 3) keine Regeneration
Expl.:
240
M2-2** Mevrouw | Leaf Disk- EHA siehe siehe siehe 1) Regeneration ausdifferenzierter
Edmomd | Methode PNOVGUS M2-1** M2-1** M2-1** Sprosse
Troch und Kontrolle* 2) Kallusbildung und Ausbildung von
Sprossprimordien
Anzahl 3) keine Regeneration
Expl.:
240

*Kontrolle: Behandlung der Explantate wie bei transformierten Varianten, anstatt der Agrosuspension wurde steriles Wasser verwendet
**Versuche wurden im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt (Pfeufer, 2006)
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Tab. G18: Versuche zur Etablierung eines Mannose-Selektionssystems Il
Versuchs- | Azaleen- | Transform.- | Agrostamm, Dauer Antibiotika Mannose (M)/ Ergebnisse
nummer | sorte/ methode Plasmid Pra- und Saccharaose(S)
Anzahl Kokultur in g/l
M3-1 Mevrouw | - - Prékultur: 200 mgl/l Steigende M-Konz. bei 1) 12 Adventivsprosse
Edmomd 14d auf Timentin gleicher S-Konz. (20g/1) 2) 1 Adventivspross
Troch 30 g/ 1) 3M > 4M > 4M 3) 3 Adventivsprosse
Saccharose 2)3M > 4M > 5M 4) keine Regeneration
Anzahl 3) 4M > 5M > 5M
Expl.: 4)5M > 5M > 5M
240 .~ =2 Wochen
M3-2 Mevrouw | Leaf Disk- EHA siehe siehe siehe Regeneration transgener Sprosse
Edmomd | Methode PNOVGUS M3-1 M3-1 M3-1 1) 5 Adventivsprosse, 2 Transgen
Troch und Konrolle* 2) 32 Adventivsprosse; 13 Transgene
3) 6 Adventivsprosse; 6 Transgene
Anzahl 4) keine Regeneration
Expl.:
240

*Kontrolle: Behandlung der Explantate wie bei transformierten Varianten, anstatt der Agrosuspension wurde steriles Wasser verwendet
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