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A.1 Einleitung

A.1.1 Weinrebe

Die Weinrebe Vitis vinifera L. (vinifera = weintragend) gehort zur Familie
Vitaceae, Ordnung Vitales, Unterklasse Rosidae, Klasse Magnoliopsida. Die
Gattung Vitis umfasst neben der Kulturrebe etwa 60 Wildarten, zum Beispiel
die heute noch in Europa vorkommenden Arten V. silvestris und V. caucasica
oder die in Amerika beheimateten V. riparia und V. labrusca [8, 31, 75].

Geschichte

Aus fossilen Funden ist bekannt, dass es Pflanzen mit dem Weinlaub &hnlichen
Blétter bereits vor 130 Millionen Jahren gab. Es gibt zahlreiche Fossilien von
Rebsamen, die auf ein Alter von bis zu 80 Millionen Jahren geschétzt werden
[8, 75].

Erste Zeugnisse fiir die Verwendung von Weintrauben durch den Menschen
und die Herstellung von Wein sind 5000-6000 Jahre alte Keramiken mit Wein-
resten aus Georgien, dem siidlichen Mesopotamien und Agypten [8, 31]. Schon
frith war Wein auch kulturell bedeutsam, beispielsweise als Grabbeigabe. In
der griechisch-romischen Gotterwelt gab es den Gott des Weins, Dionysos bzw.
Bacchus. Aus rémischer Zeit sind erste Beschreibungen von Rebsorten beziiglich
Standortanspriichen und der Eignung fiir verschiedene Verwendungszwecke
bekannt. Im Mittelalter wurde Weinbau in Europa vor allem von Klostern
betrieben, was die Bedeutung des Messweins fiir den christlichen Gottesdienst
widerspiegelt [8].

Heute ist die Weinrebe eine wirtschaftlich bedeutende Kultur. Weltweit waren
im Jahr 2003 rund 8,0 Millionen Hektar mit Weinreben bepflanzt [100]. Es gibt
etwa 8000-15 000 Rebsorten [31, 75], die in unterschiedlichem Umfang und fiir
verschiedenste Zwecke angebaut werden. Die Weinbeeren werden verwendet als
Tafeltrauben, als Rosinen, fiir Wein und andere alkoholische Getrianke (z. B.
Madeira, Weinbrand), fiir Traubensaft oder Weinessig [8].

Botanik

Weinreben sind mehrjahrige holzige Kletterpflanzen, die in lichten Waldern und
Flussauen mit ihren Blattranken an Baumen emporwachsen. Sie entwickeln dicke
Stdmme und kénnen 200-300 Jahre alt werden. Die Wildarten sind zumeist
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zweihédusig, die Kulturreben besitzen jedoch zwittrige Bliiten. Sehr hiufig tritt
dabei noch vor der Offnung der Bliiten Selbstbefruchtung auf. Die traubigen
Blitensténde, »Gescheine«, enthalten etwa 100-250 Einzelbliiten [8, 101].

Das Wachstum der Beeren verlduft in drei Phasen. Nach einer Phase der
Zellteilung folgt eine Zeit des Wachstumsstillstands, danach eine Zellstreckungs-
phase, wiahrend der sich die Beeren auch farben und weich werden. Den Beginn
der Traubenreifung, wenn die Beeren beginnen weich und farbig zu werden,
nennt man » Véraison«. Das fiir Tafeltrauben und die Rosinenproduktion wichti-
ge Sortencharakteristikum der Kernlosigkeit kommt meist durch einen Abort der
Samen kurz nach der Befruchtung zustande. Die reifen Weintrauben bestehen
zu 15-25 % aus Zucker, je zur Hélfte Fructose und Glucose, und enthalten grofie
Mengen an Weinséiure und Apfelsiure, auBerdem Kalium, Calcium, Magnesium,
Pektine, Proteine, Farb-, Gerb- und Aromastoffe [8, 31, 101].

Pflanzenschutz

Weinreben werden von zahlreichen Krankheiten und Schédlingen befallen. Ne-
ben zahlreichen Pilzerkrankungen, wie z. B. Grauschimmel (Botrytis cinerea)
oder Roter Brenner (Pseudopezicula tracheiphila), konnen auch Virosen, z. B.
Reisigkrankheit (Grapevine Fanleaf Virus, Arabismosaikvirus u.a.), zu Er-
tragsausfillen fithren. In einigen Anbaugebieten kommt es zu Schéden durch
Nematoden, die auch als Ubertriiger von Virosen dienen. Des Weiteren besteht
die Gefahr von Schiden durch Froste und Hagel sowie durch Frafl der reifen
Beeren durch Wespen oder Vogel [8, 111].

Von besonderer wirtschaftlicher Bedeutung sind einige Mitte des 19. Jahr-
hunderts aus Amerika eingeschleppte Schaderreger: Echter Mehltau (Uncinula
necator), Falscher Mehltau (Plasmospora viticola) sowie die Reblaus. Durch
Kreuzungen von Kulturreben mit amerikanischen Wildreben, z. B. Vitis riparia,
konnten seither reblausresistente Unterlagen geziichtet werden. Sorten mit er-
hohter Mehltauresistenz wurden durch das Einkreuzen von Wildarten wie V.
riparia oder V. labrusca erreicht [8, 111].

Klima und Boden

Fir den erfolgreichen Anbau von Weinreben, insbesondere fiir die Herstellung
von Weinen hoher Qualitét, spielen Klima und Boden eine wichtige Rolle. Die
Summe der Umweltbedingungen aus Geologie, Klima und Topologie wird von
Winzern »Terroir« genannt.

Weinreben wachsen auf nahezu allen Béden, nur stauende Nésse vertragen
sie schlecht. Oft wird eine hohe Weinqualitat gerade auf schlechten, eher tro-
ckenen Boden erzielt. Durch sein Angebot an Néhrstoffen und Mineralien sowie
durch seinen Wasserhaushalt hat der Boden allgemein einen Einfluss auf den
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Geschmack des Weins [8, 75].

Der Anbau von Wein wird durch verschiedene klimatische Faktoren begrenzt.
Im Allgemeinen ist Weinanbau in geméfigten und subtropischen Klimazonen
moglich. In hohen Breitengraden limitiert die Dauer der Wachstumsperiode
und die Anzahl der Sonnenscheinstunden sowie die Durchschnittstemperatur
den Anbau. Zuviel Niederschlag erhoht die Gefahr von Pilzinfektionen. In
niedrigen Breiten dagegen ist die Verfiighbarkeit von Wasser und eine nicht zu
hohe Maximaltemperatur entscheidend. Die eigentlich notwendige Kélteperiode
fiir das Brechen der Knospenruhe kann in warmen Gebieten auch durch eine
Trockenzeit ersetzt werden [8, 75, 111]. In Weinbaugebieten an der Grenze
des Anbaus ist das Mikroklima entscheidend. Deshalb werden in Deutschland
Weinstocke an Siidhénge, am Mittelmeer in die Ebene und in Nordafrika an
Nordhénge gepflanzt [75].

Genetik und Ziichtung

Weinreben werden nur bei Neuziichtungen generativ vermehrt, ansonsten ist
eine Vermehrung durch Stecklinge oder Veredlung tiblich [8]. Kulturreben lassen
sich problemlos mit allen bekannten Wildreben kreuzen, die F1-Generation ist
wiichsig und fertil. Hybridisierungen finden auch in der Natur statt [101].

Das Genom der Weinreben besteht aus 38 sehr kleinen somatischen Chro-
mosomen (2n), mit insgesamt 475 Mbp, von denen 96 % nicht-kodierend sind.
Es gibt keine signifikanten Unterschiede in den DNA-Gehalten verschiedener
Sorten [111]. Haploide Pflanzen sind bislang nicht bekannt. Autotetraploide
kommen spontan vor, oft als Periklinal-Chiméren. Sie haben grifiere Beeren,
sind aber {iblicherweise wenig fruchtbar und relativ empfindlich. Allotetraploide
sind vielversprechender, da eine grofiere Genbasis fiir die Selektion besteht und
die negativen Eigenschaften weniger ausgepréagt sind. Triploide Pflanzen sind
steril, kdnnten aber fiir wiichsige Unterlagen geeignet sein, vor allem wenn eine
Resistenz gegen viele bodenbiirtige Pathogene gewiinscht wird [101].

Wichtige Ziichtungsziele sind Resistenzen gegen Umwelteinfliisse und Patho-
gene, insbesondere Viren. Auflerdem werden ein guter Ertrag und eine hohe
Qualitat angestrebt. Dazu wird die Einkreuzung von Wildarten und Riickkreu-
zungen der Hybriden mit Kultursorten immer wichtiger [101, 111].

Da Weinreben stark heterozygot sind und viele schadliche rezessive Allele
tragen, ist die Inzuchtdepression sehr stark. Schon bei der Kreuzung naher
Verwandter kann es zu negativen Effekten kommen, in der zweiten oder dritten
Generation sind Pflanzen aus Inzuchtlinien meist steril [101]. Des Weiteren wird
die Ziichtung neuer Sorten durch die lange Generationszeit und damit den hohen
Bedarf an Zeit und Platz fiir die Selektion erschwert. Zusétzlich zur Bonitur
der Pflanzen und Friichte an sich muss auch die Vinifikation, also die Eignung



A.1 Einleitung

fiir die Weinbereitung, beurteilt werden. Viele Eigenschaften wie Qualitat oder
Geschmack sind quantitativ vererbt, von Umwelteinfliissen beeinflusst und es
ist daher nur wenig ist iiber die Genetik dieser Eigenschaften bekannt [111].

Beschleunigt wird die Ziichtung in den letzten Jahren einerseits durch biotech-
nologische Verfahren, wie die in vitro-Kultur oder die embryo-rescue Technik,
andererseits durch markergestiitzte Selektion. Neben einzelnen Markern auf
der Basis von Mikrosatelliten ist auch die Analyse quantitativ vererbter Ei-
genschaften (QTL) eine wichtige Entwicklung. Im Jahr 2001 wurde erstmals
eine markergestiitzte Selektion von Mehltauresistenz mit QTLs durchgefiihrt.
Mikrosatelliten-Marker werden auch fiir die reproduzierbare und standardisier-
bare Identifikation von Sorten verwendet [111].

Seit den 1990er Jahren gibt es Versuche mit transgenen Weinreben, jedoch sind
noch keine Produkte auf dem Markt. Die Ubertragung von Resistenzen gegen
Pilzinfektionen, Viren oder Frost steht im Mittelpunkt der Bemithungen. Weitere
Versuche betreffen die Samenlosigkeit oder das Silencing einer Polyphenol-
Oxidase um die Braunung von Rosinen zu vermindern [111].

A.1.1.1 ‘Regent’

Bei der Sorte ‘Regent’ handelt es sich um eine pilztolerante Rotweinsorte. Sie
entstand am Institut fiir Rebenziichtung Geilweilerhof durch eine 1967 erfolgte
Kreuzung von (‘Silvaner’ x ‘Miiller-Thurgau’) x ‘Chambourcin’. ‘Chambourcin’
ist eine franzosische Hybridrebe mit guter Pilzresistenz und befriedigender
Weinqualitét [8]. Obwohl der Sortenschutz erst 1994 erteilt wurde, wurden
in Deutschland 2006 bereits 2183 ha ‘Regent’ angebaut, was immerhin der
sechstgroBiten Flache bei Rotweinsorten entspricht [135].

‘Regent’ besitzt eine hohe Resistenz gegen Falschen Mehltau und Botrytis
sowie Winterfroste und eine gute, aber nicht komplette Resistenz gegen Echten
Mehltau. Die Anfélligkeit gegeniiber Viruserkrankungen ist mittelméafig [8, 75].
Positiv ist der sehr hohe Farbstoffgehalt der Beeren [75], der vor allem auf
Malvidin-3,5-Diglucosid zurtickzuftihren ist [72].

A.1.1.2 ‘Miiller-Thurgau’

Die Weifiweinsorte ‘Miiller-Thurgau’ gilt als eher anféllig gegeniiber Pilzkrank-
heiten. Die Sorte wird manchmal auch unter den Namen ‘Riesling x Sylvaner’
oder ‘Rivaner’ gefiithrt [8]. Diese Namen deuten an, dass die Sorte aus einer
1882 erfolgten Kreuzung von ‘Riesling’ x ‘Silvaner’ durch Hermann Miiller aus
Thurgau, Schweiz, stammt. Durch die Analyse von Mikrosatelliten wurde inzwi-
schen nachgewiesen, dass es sich tatsidchlich um eine Kreuzung aus ‘Riesling’
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mit ‘Gutedel’ oder ‘Madeleine Royale’, einem ‘Gutedel’-Samling, handelt [31,
75].

‘Miiller-Thurgau’ ist widerstandsfahig gegen Virosen, jedoch anfillig gegen-
iiber vielen Pilzkrankheiten wie Botrytis, Falschem Mehltau, Schwarzflecken-
krankheit und Rotem Brenner. Die Pflanzen sind empfindlich gegen Winter-
und Spéatfroste, was jedoch aufgrund der fruchtbaren Beiaugen selten zu Er-
tragsausfillen fiithrt [8, 31, 75]. Zur Beliebtheit von ‘Miiller-Thurgau’ tragen die
frihe Reife und die regelméfligen hohen Ertrige dieser Sorte bei. Diese hohen
Ertrage haben jedoch haufig zu Weinen geringerer Qualitét gefiihrt, was dem
Ruf der Sorte geschadet hat [75].

In den 1970er-Jahren war ‘Miiller-Thurgau’ die meistgepflanzte Rebe in
Deutschland, ihre Bedeutung nimmt seither jedoch ab [31]. Mit 13 988 ha nahm
sie 2006 in Deutschland die zweitgroite Anbaufldche aller Rebsorten ein [135].

A.1.1.3 ‘Spatburgunder’

Die Rotweinsorte ‘Spéatburgunder’ ist als eher anfillig gegeniiber Pilzkrankheiten
anzusehen. Sie ist in verschiedenen Landern unter anderem unter den Namen
‘Pinot Noir’, ‘Burgundac Crni’, ‘Pignol’ oder ‘Kisburgundi Kék’ bekannt. Ihr
offizieller Name in Deutschland ist ‘Blauer Spéatburgunder’ [8].

Moglicherweise wurde der ‘Spéatburgunder’ schon zur Romerzeit ausgelesen
und kultiviert, es wird angenommen, dass er von der von Plinius beschriebenen
allobrogischen Rebe abstammt. Schon im 4. Jahrhundert ist ein Anbau im Bur-
gund nachweisbar. Im 14. Jahrhundert wurde die Sorte in mehreren Urkunden
von Klostern in Deutschland erwéhnt [8, 75].

Die genetische Instabilitét fithrte zur Entstehung zahlreicher Varianten, z. B.
‘Grauburgunder’, ‘Weifler Burgunder’ oder ‘Blauer Frithburgunder’ [8]. Einerseits
sind Variationen innerhalb der Sorte ein Vorteil bei der Anpassung an lokale
Bedingungen, andererseits ist es schwieriger, die gewiinschten Eigenschaften
stabil zu halten. Erst durch intensive Ausleseziichtung konnte in neuerer Zeit
der durch Degeneration gefihrdete Anbau gesichert werden [31, 75].

‘Spatburgunder’ ist durch die sehr gute Qualitét seiner Weine die wichtigste
Rotweinsorte des geméfigten Klimas [8]. Viele moderne Rebsorten, z. B. ‘Char-
donnay’, stammen von ihm ab [31]. Da die Reife der Beeren mittelfriith bis spét
erfolgt, sind gute Weinbaulagen fiir den Anbau nétig, um eine ausreichende
Qualitéat, insbesondere einen nicht zu hohen Sauregehalt, zu erreichen [75].

Der Anbau von ‘Spéatburgunder’ ist zwar im Allgemeinen unproblematisch,
jedoch sind die Pflanzen sehr anfillig gegen Virosen, insbesondere gegen die
Reisigkrankheit, die zu Ertragsausfillen fiihren kann. Da die reifen Friichte
zu Botrytis-Infektionen neigen, eignet sich diese Sorte nicht fiir die Lagerung
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und den Transport. Botrytis an reifen Beeren ist auflerdem stoérend, da dies
dem Wein einen unerwiinschten braunen Farbstich gibt. Teilweise besteht ein
Probleme mit frithzeitiger Faulnis, die eine zu frithe Lese notwendig macht.
Dennoch kénnen mit Botrytis infizierte Beeren (»Edelfaule«) zu hochwertigen
WeiBherbstauslesen fithren [8, 75].

In Deutschland entféllt die grofite Anbaufliche unter den Rotweinsorten auf
den ‘Blauen Spétburgunder’, im Jahr 2006 waren es 11807 ha [135].

A.1.1.4 ‘Nero’

Die pilzresistente Rebsorte ‘Nero’ wurde fiir die in vitro-Versuche verwendet.
Es handelt sich dabei um sehr wohlschmeckende, blauschwarze Tafeltrauben
[75]. Diese Sorte wurde 1965 in Ungarn aus einer Kreuzung von (‘Médoc Noir’
X ‘Perle von Szaba’) x (‘S. V. 12375’ x ‘Géardoni’) geziichtet. Bei ‘S. V. 12375’
handelt es sich um eine Hybride aus der Kulturrebe und einer amerikanischen
Wildart [8]. ‘Nero’ ist weitgehend resistent gegen Mehltaukrankheiten und Frost
[8, 75].

A.1.2 Phenylpropanoide in Weinreben

Die Phenylpropanoide, die zu den Polyphenolen gehoren, sind sekundére Pflan-
zeninhaltsstoffe, die liber vielfiltige Stoffwechselwege aus der aromatischen
Aminosdure Phenylalanin gebildet werden. Zu dieser Stoffgruppe gehéren Hy-
droxyzimtsiuren, Lignine, Phlobaphene, Stilbene, Chalkone, Aurone, Flavonoide
und Isoflavonoide.

Flavonoide sind aromatische Molekiile, die aus Malonyl-CoA aus dem Fett-
saure-Stoffwechsel bzw. dem Pyruvatabbau und aus Hydroxyzimtséuren (p-Cu-
maroyl-CoA), abgeleitet von Phenylalanin, gebildet werden. Ihre Grundstruktur
aus zwei Phenolringen und einem Heterozyklus ist in Abb. A.1 auf S. 8 abgebil-
det. Flavonoide sind, im Gegensatz zu Stilbenen, Auronen und Isoflavonoiden,
in Pflanzen ubiquitdr. Die in einer Pflanze vorkommenden Flavonoide sind so ty-
pisch fiir die Pflanzenart, teilweise sogar fir die Sorte, dass das Flavonoidmuster
vielfach als chemotaxonomischer Marker verwendet wird [68]. Die wichtigsten
Untergruppen der Flavonoide sind die Flavone, Flavonole, Leukoanthocyani-
dine und Flavanole, sowie die Anthocyane, die hdufigsten rot-blau-violetten
Farbpigmente in Pflanzen. Nur in wenigen Pflanzenarten kommen als Pigmente
die goldgelben Aurone (z. B. Antirrhinum) oder die 3-Deoxyanthocyane (z. B.
Sinningia, Sorghum, Mais) vor [153].

Diese Arbeit befasst sich mit der Biosynthese von Stilbenen und Flavonoiden
in Weinreben. Im Folgenden werden die Funktionen dieser Inhaltsstoffe in Pflan-
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Abbildung A.1: Grundstruktur eines Flavonoids

zen und ihre Wirkung auf die menschliche Gesundheit aufgefiihrt. Anschliefend
(ab Abschnitt A.1.2.3 auf S.9) sind die in Vitis vorkommenden Flavonoide und
die Stilbene und ihre Biosynthese (Abschnitt A.1.3 auf S.11) néher dargestellt.

A.1.2.1 Funktionen der Flavonoide und Stilbene in Pflanzen

Flavonoide besitzen vielfaltige Funktionen in Pflanzen (Review in [141, 144,
153]). Neben ihrer Funktion als Pigmente in Bliiten, Samen und Friichten
fungieren sie zum einen als Entwicklungsregulatoren, zum anderen schiitzen sie
Pflanzen vor schédlichen Einfliissen durch ihre belebte und unbelebte Umwelt.

Bei vielen Arten sind Flavonoide fir die Pollenfertilitit notwendig. Zumindest
bei Arabidopsis wird der Auxintransport durch Flavonoide reguliert.

Flavonoide fungieren als Schirmpigmente gegen UV-Strahlung. Zusétzlich
schiitzen sie Pflanzen durch ihre antioxidativen Eigenschaften vor Schiden durch
Trockenstress und UV-Strahlung. Daher akkumulieren sie oft in den Zellen der
Epidermis.

Wurzelexsudate von Flavonoiden kénnen als Signal an symbiontische Mikro-
organismen dienen und bei den Symbionten fiir die Wurzelbesiedlung benotigte
Gene induzieren. Es gibt aber auch Beispiele fiir allelopathisch gegen andere
Pflanzen wirkende Exsudate, z. B. (—)-Catechin bei Centaurea maculosa [13].

Stilbene und Flavonoide schiitzen Pflanzen als Phytoalexine vor pathoge-
nen Organismen. Je nach Wirt und Pathogen sind unterschiedliche Flavonoide
wirksam, z. B. Stilbene, Proanthocyanidine oder Flavonole. Diese wirken ge-
gen die Pathogene, indem sie bakterielle Enzyme denaturieren und Cellulasen,
Xylasen und Pektinasen in ihrer Aktivitdt hemmen. Fiir nicht-angepasste Her-
bivore bewirken Flavonoide, vor allem Flavonole, Leukoanthocyanidine und
Proanthocyanidine, eine Minderung des Nahrwerts, Abschreckung, verminderte
Verdaubarkeit oder sogar toxische Effekte.
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A.1.2.2 Polyphenole und Gesundheit

In zahlreichen Studien wurden die gesundheitlichen Wirkungen von Polypheno-
len auf den Menschen untersucht (Review in [38, 67, 88, 90, 91]). Insbesondere
Stilbene und Flavonoide besitzen in vitro antioxidative Eigenschaften und kon-
nen reaktive Sauerstoffspezies abfangen. Durch oxidativen Stress entstehen in
vivo Schidden an DNA, Lipiden und Proteinen, wodurch zahlreiche Krankheiten
entstehen konnen. Dazu zahlen insbesondere cardiovasculare und neurodegene-
rative Erkrankungen sowie Krebs. Ein weiterer moglicher Wirkmechanismus
ist die Bindung von Flavonoiden an Enzyme, z. B. zelluldre Rezeptoren und
Transporter.

Ob diese positiven Effekte auch in vivo auftreten, ist bislang noch nicht
vollstandig geklart. Es werden zwar bedeutende Mengen von Flavonoiden mit
der Nahrung aufgenommen, es ist jedoch fraglich, ob die Flavonoide in geniigend
hohem Maf} ins Blutplasma gelangen kénnen. Moglicherweise werden sie auch wie
in Pflanzen in Zellkernen angereichert [106]. Die Wirkung der durch mikrobiellen
Umbau im Darm entstehenden Metaboliten ist ebenfalls noch nicht vollstindig
aufgeklart. Da Flavonoide ubiquitdr in Nahrungspflanzen vorkommen, sind
vergleichende Studien mit und ohne eine Aufnahme von Flavonoiden schwierig
durchzufiihren.

A.1.2.3 Stilbene

Stilbene sind wichtige Phytoalexine der Weinreben, sie wurden auflerdem in den
nur entfernt verwandten Pflanzen Polygonum capsidatum, Veratrum, Eukalyptus,
Fichte und Erdnuss nachgewiesen (Review in [102]). Neben Resveratrol (RES)
kommen in Vitis auch das glucosylierte Piceid, das methylierte Pterostilben
sowie die oligomeren Viniferine vor [77]. Diese Substanzen sind Phytoalexine
mit antifungaler Wirkung. In der Beerenhaut von Vitis sind je nach Sorte
und Umweltbedingungen 20-1000 pg/g Stilbene enthalten, wobei der Gehalt an
Stilbenen durch eine Pathogeninfektion stark ansteigt [113].

A.1.2.4 Flavonole

Flavonole sind farblos oder gelblich gefarbt. Als Co-Pigmente der Anthocyane
fithren Flavonole zu einer bathochromen Verschiebung, also einer eher blauen
Blutenfarbe [61].

Fiir die Pollenkeimung sind Flavonole in den meisten Pflanzen notwendig [96].
Bei der aus mehreren Arten, z. B. Mais, Prunkwinde oder Petunie, bekannten
Mutation »weifler Pollen« [141] kann kein normales Pollenschlauchwachstum
stattfinden. Bei der Modellpflanze Arabidopsis sind Flavonole dagegen nicht
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unbedingt notwendig, sie verbessern aber die Pollenkeimung und férdern den
Samenansatz [26].

Vitis bildet Kaempferol (Km), Quercetin (Qu) und Myricetin (My) sowie
Isorhamnetin, ein methyliertes Quercetin-Derivat. Diese kommen vor allem
glykosyliert an 3- O-Position mit Glucose, Galaktose oder als Glucuronid vor.
Der Flavonol-Gehalt in Weintrauben erhdht sich durch Sonnenlicht und UV-
Strahlung (UV-C) und liegt je nach Quelle bei 80-330nmol/g Weintrauben
(Review in [90]).

A.1.2.5 Flavanole

Zu den Flavanolen gehéren die monomeren Catechine und Epicatechine sowie
die polymeren Proanthocyanidine. Der Name Proanthocyanidine beruht auf
der Eigenschaft dieser Stoffe, bei saurer Hydrolyse in farbige Anthocyanidine
umgewandelt zu werden.

Flavanole dienen als Fraflschutz gegen Herbivore und erhdhen bei Weidetieren
die Verdaubarkeit von Futterpflanzen mit hohem Proteingehalt (Review in [39,
155]). Sie beeinflussen den Geschmack und die Adstringenz von Wein und dienen
als Schutz vor dem Zerbiss der Samen.

In Vitis kommen nur Flavanole mit zwei- oder dreifach hydroxyliertem B-Ring
vor, die teilweise als Gallussdure-Ester vorliegen [22, 131]. Die Konzentrationen
sind mit 1,9 mmol monomeren und 4,7 mmol polymeren Flavanolen pro Beere
in jungen Beeren besonders hoch und nehmen bei der Beerenreife ab auf
0,2 mmol monomere und 1,6 mmol polymere Flavanole pro Beere [81]. Sehr
hohe Konzentrationen (25 mg/g) finden sich in Traubenkernen [65].

A.1.2.6 Anthocyane

Die rot bis blau gefdarbten Anthocyane dienen als Bliiten- und Fruchtfarben
zum Anlocken von Bestdubern und Samenverbreitern. Die blaue und rote Farbe
von Weintrauben begiinstigt die Verbreitung der Samen, da Vogel dhnlich wie
Menschen rot vor griinem Hintergrund gut sehen kénnen [72].

Die Féarbung wird mit steigender Anzahl der B-Ring-Hydroxylierungen und
deren Methylierungen sowie der Glykosylreste immer blaulicher und wird au-
Berdem vom pH-Wert und von Copigmenten beeinflusst. In Vitis kommen
ausschliefllich Cyanidin- und Delphinidin-Derivate vor, also zwei- und dreifach
hydroxylierte und methylierte Anthocyane. Diese sind hauptséichlich in der
Beerenhaut lokalisiert [72].

In Vitis vinifera kommen nur Monoglucoside von Malvidin (Mv), Delphinidin
(Dp), Paeonidin (Pn), Petunidin (Pt) und Cyanidin (Cy) vor (in abnehmender
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Haufigkeit), aulerdem die acylierten Formen mit p-Cumarsiure und Kaffeesaure.
Das Hauptpigment ist bei den meisten Sorten Onin (Mv-3-O-Glucosid). Kreu-
zungsnachkommen mit amerikanischen Arten, wie z. B. ‘Regent’, haben meist
auch Diglucoside, auch dabei kommen aufier Pelargonidin (Pg) alle Aglykone vor,
die acylierten Formen mit p-Cumarséure und Kaffeesdure treten ebenfalls auf.
Das Hauptpigment ist Malvin (Mv-3,5- O-Diglucosid), welches eine tiefblaurote
Weinfarbe ergibt [71].

Die Anthocyan-Zusammensetzung wird verwendet, um Wein auf die ver-
wendeten Sorten zu priifen. Burgunder-Sorten enthalten beispielsweise keine
acylierten Anthocyane [73].

A.1.3 Biosynthese der Flavonoide und Stilbene

Die Biosynthese von Flavonoiden und Stilbenen (Abb. A.2 auf S.12) ist bei
zahlreichen Pflanzenarten detailliert erforscht. Zahlreiche wichtige Erkenntnisse
der Genetik, z. B. Transposons oder Cosuppression, wurden zuerst anhand der
Flavonoidbiosynthese gewonnen, insbesondere anhand leicht zu erkennender
Mutationen, welche die Anthocyanfarbung von Bliiten, Friichten oder Samen
betreffen.

A.1.3.1 Strukturgene der Flavonoid- und Stilbenbiosynthese

Strukturgene der Flavonoid- und Stilbenbiosynthese wurden bereits aus vielen
Pflanzenarten kloniert und in ihrer Funktion charakterisiert (Review in [69, 85,
133, 153]).

Die Polyphenolbiosynthese beginnt mit der Desaminierung der aromatischen
Aminosiure Phenylalanin durch die Phenylalanin-Ammonia-Lyase (PAL). Uber
mehrere Schritte wird daraus p-Cumaroyl-CoA, welches zusammen mit drei Mo-
lekiilen Malonyl-CoA zum einen durch die Stilbensynthase (STS) zu Resveratrol
und dann zu weiteren Stilbenen umgesetzt wird. Zum anderen wird daraus
durch die Chalkonsynthase (CHS) Naringeninchalkon, woraus zunachst mit
Hilfe der Chalkonisomerase (CHI) Naringenin (NAR) und dann alle weiteren
Flavonoide gebildet werden.

In Weinreben kommen fast ausschliellich Flavonoide vor, deren B-Ring zwei-
oder dreifach hydroxyliert ist. Diese Hydroxylierungen werden durch Flavonoid-
3’- bzw. -3’5’-Hydroxylasen (F3’H, F3’5'H) eingefiihrt, deren Substrate NAR
sowie Dihydrokaempferol (DHK) sind. DHK entsteht durch die Flavanon 3f3-
Hydroxylase (FHT) aus NAR, wobei die FHT auch Eriodictyol (ERI), das
zweifach hydroxylierte Flavanon, zu Dihydroquercetin (DHQ) umsetzt. DHK,
DHQ sowie Dihydromyricetin (DHM) kénnen nun durch die Flavonolsynthase
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_PAL_ C4H . acL
Phenylalanin — Zimtsiure —— p-Cumarsiaure — p-Cumaroyl-CoA 4+ 3 Malonyl-CoA

STS
CHS Resvelratrol
CHI ¥
Stilbene
F3'H
Eriodictyol Naringenin
FHT J FHT
Dihydro- F3'H Dihydro- F3'5'H Dihydro-
quercetin kaempferol myricetin
FLS FLS \LS
Quercetin Kaempferol Myricetin
DFR UFGT UFGT DFR ‘ UFGT
Quercetin- Kaempferol- Myricetin-
3-0-Glu 3-0-Glu 3-0-Glu
- LAR _ LAR -
Leuk.o' — Catechin Gallo . <—LEUk°, .
cyanidin 2 2 catechin delphinidin
ANS Proanthocyanidine ANS
ANR ? Epigallo- _ANR
Cyanidin— Epicatechin . < Delphinidin
catechin
UFGT UFGT
Cyanidin-3-O-Glu Delphinidin-3-O0-Glu
omMT oMT

Petunidin-3-0-Glu

Paeonidin-3-O-Glu Malvidin-3-O-Glu

Abbildung A.2: Flavonoidbiosynthese im Wein. C4H: Cinnamat 4-Hydroxylase,
4CL: 4-Cumarat:CoA-Ligase, OMT: O-Methyltransferase
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(FLS) zu den entsprechenden Flavonolen umgesetzt werden. DHQ und DHM
kénnen alternativ durch die Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR) zu Leukocya-
nidin (LCy) bzw. Leukodelphinidin (LDp) umgesetzt werden. In Weinreben
findet soweit bekannt kein Umsatz von DHK zu Leukopelargonidin (LPg) statt.

Fiir die Synthese der Anthocyane werden die Leukoanthocyanidine in Weinre-
ben durch die Anthocyanidinsynthase (ANS) in Cyanidin und Delphinidin
umgewandelt. Sowohl Flavonole als auch Anthocyanidine liegen in Pflanzen fast
ausschliellich in glykosylierter Form vor. Die Anthocyanidine in Weinreben wer-
den daher zunéchst durch die UDP-Glucose:Flavonoid 3- O-Glucosyltransferase
(UFGT) glucosyliert und kénnen daraufhin durch Methyl-, Acyl- und weitere
Glucosyltransferasen weiter modifiziert werden.

Die Flavanolbiosynthese zweigt an zwei Stellen von der der Anthocyane ab.
Einerseits werden in Weinreben aus Leukoanthocyanidinen durch die Aktivitat
der Leukoanthocyanidinreduktase (LAR) Catechin (Cat) bzw. Gallocatechin
(GC) gebildet. Andererseits kann aus Anthocyanidinen durch die Aktivitét
der Anthocyanidinreduktase (ANR) Epicatechin (Epi) und Epigallocatechin
(EGC) synthetisiert werden. Bei der Synthese der oligo- und polymeren Pro-
anthocyanidine polymerisieren die monomeren Catechine und Epicatechine als
Starter-Einheit mit einer oder mehreren Extensions-Einheiten, wobei neben den
Monomeren auch Leukoanthocyanidine als Erweiterungs-Einheiten diskutiert
werden. Ob diese Reaktion nicht-enzymatisch ablduft oder Polyphenol-Oxidasen
oder andere Enzyme beteiligt sind, ist noch unklar (Review in [154]).

Flavonoide sind meist in der Vakuole lokalisiert. Der Transport dorthin ist
noch nicht vollstandig aufgeklart, moglicherweise unterscheiden sich die Mecha-
nismen bei verschiedenen Pflanzenarten. Es werden pH-abhéngiger Transport,
Transporter der MATE-Familie und der VP24-Familie sowie Glutathion-S-
Transferasen diskutiert (Review in [133, 153]).

Dadurch, dass die Flavonoidbiosynthese bereits in zahlreichen Arten unter-
sucht wurde, sind auch Einblicke in die Evolution dieses Synthesewegs moglich.
Es wird vermutet, dass sich die meisten Enzyme der Flavonoidbiosynthese aus
Enzymen des Primarmetabolismus entwickelt haben, da sie zu einer von drei in
allen Organismen vorkommenden Enzymklassen gehoren. Dies sind die 2-Oxo-
glutarat-abhéngigen Dioxygenasen (FHT, FLS, ANS), die NADPH-abhéngigen
Reduktasen (DFR, LAR, ANR) und die Cytochrom-P450 Hydroxylasen (F3'H,
F3’5’H) (Review in [153]). Ausnahmen davon sind die CHI, die in ihrer Sequenz
und Struktur einzigartig ist und nur in Pflanzen vorkommt [80], sowie die CHS
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und STS, die zu den pflanzenspezifischen Polyketidsynthasen gehoren [127].

Subzelluldre Organisation

Neuere Studien beschéftigen sich mit der subzelluldren Organisation der En-
zyme der Flavonoidbiosynthese. Es wird angenommen, dass diese in Multien-
zymkomplexen angeordnet sind [27], die den direkten Transfer der teilweise
toxischen Intermediate zwischen den aktiven Zentren erleichtern und Substra-
te in Teilstoffwechselwege kanalisieren. Dabei sind die membrangebundenen
P450-Monooxygenasen wie C4H und F3’H lose mit den cytosolischen Enzymen
verbunden und dienen diesen als Membrananker (Review in [40, 153]).

Gentechnik

Gentechnische Methoden sind fiir die Aufkldrung des Flavonoidbiosynthese-
wegs unverzichtbar, sei es durch gezieltes Silencing oder die Uberexpression
von Genen, Komplementierung von Mutanten oder heterologe Expression von
untersuchten Genen. Daneben gibt es verschiedenste Versuche, mit Hilfe der
so gewonnenen Erkenntnisse durch die Transformation von Genen der Poly-
phenolbiosynthese, Pflanzen fiir den kommerziellen Anbau zu erzeugen. Ziel
dabei ist die Verdnderung der Bliitenfarbe (Review in [53]), eine verbesserte
Pathogenabwehr, z. B. durch die Einfiihrung einer STS in Reis [134], oder die
Erzeugung von Nahrungspflanzen mit verbesserten Inhaltsstoffen (functional
food), z.B. durch erhéhte Proanthocyanidingehalte in Futterpflanzen [156].

A.1.3.2 Regulation der Flavonoidbiosynthese

Die Regulation der Flavonoidbiosynthese ist komplex (Review in [133, 153]). Sie
erfolgt hauptsichlich durch verschiedene Myb- und bHIH-Transkriptionsfaktoren,
die jeweils die Expression bestimmter Gene der Flavonoidbiosynthese induzieren
oder hemmen.

Oft sind mehrere Transkriptionsfaktoren zur Initiation der Transkription
notwendig. In Arabidopsis wirken beispielsweise ein Myb-Faktor (¢t2), ein bHIH-
Protein (¢¢t8) und ein WD-repeat Protein (#tg!) fiir die Expression der ANR
und damit fiir die Proanthocyanidin-Biosynthese zusammen [14].

Der Verlust der Anthocyanfarbung in weiflen Trauben geht beispielsweise
soweit bekannt bei allen weiflen Rebsorten auf voneinander unabhéngige Muta-
tionen in den beiden Kopien eines Myb-Faktors zuriick, der die Expression der
UFGT reguliert [17]. Die eine Genkopie (VuMybA2) ist dabei durch eine frame-
shift-Mutation deaktiviert, die andere (VoMybA1) durch ein Retrotransposon
im Promotor [84, 149].
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A.1.4 Zielsetzung der Arbeit

Durch die Klonierung mehrerer wichtiger Gene der Phenylpropanoidbiosynthese
und deren heterologe Expression in Hefe wurde in dieser Arbeit die Biosynthese
von Flavonoiden und Stilbenen néher untersucht.

Dartiber hinaus wurden verschiedene Gewebe von Weinpflanzen mit Pflan-
zenstarkungsmitteln (Milsana, Myco-Sin), einem Wachstumsregulator (ProCa)
oder dem Extrakt eines hefedhnlichen Epiphyten (Aureobasidium) behandelt.
Mit Hilfe quantitativer PCR-~Analysen und Enzymtests wurde eine mogliche
Resistenzinduktion durch Anderungen der Flavonoid- und Stilbenbiosynthese
analysiert.
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A.2 Material und allgemeine
Methoden

A.2.1 Pflanzenmaterial

Das verwendete Pflanzenmaterial stammt von Weinpflanzen, die vom Lehrstuhl
fiir Zierpflanzenbau und vom Fachgebiet fiir Obstbau kultiviert wurden. Alle
verwendeten in vitro-Pflanzen und Kalluskulturen wurden vom Fachgebiet fiir
Obstbau kultiviert. Alle Proben wurden sofort nach der Entnahme in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

Es wurden die Rotweinsorten ‘Regent’ und ‘Spéatburgunder’, die Weiflweinsorte
‘Miiller-Thurgau’ und die rote Tafeltraube ‘Nero’ verwendet. Dabei gelten
‘Regent’ und ‘Nero’ durch die Einkreuzung von amerikanischen Wildarten als
widerstandsfahig gegen Pilzerkrankungen, wohingegen ‘Spatburgunder’ und
‘Miiller-Thurgau’ als anféllig angesehen werden.

Leider wurde erst nach Ende der Versuche festgestellt, dass bei der Sorte
‘Spatburgunder’ ein Etikettierungsfehler vorlag und es sich bei den untersuchten
Pflanzen um ein Sortengemisch handelte. Sowohl im Phénotyp der Beeren und
Blatter als auch im durch HPLC analysierten Flavonoidspektrum [Rithmann,
unverdffentlicht] einzelner Pflanzen gab es deutliche Unterschiede.

A.2.2 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders aufgefithrt, wurden die allgemeinen molekularbiologischen
Methoden Sambrook et al. [118] entnommen.

A.2.2.1 Chemikalien

Radioaktiv markiertes Malonyl-CoA (14C) fiir die CHS-Enzymtests und als
Ausgangssubstanz fiir die Synthese von Flavonoidsubstraten fiir Enzymtests
stammte von Moravek Biochemicals, radioaktiv markiertes Phenylalanin (14C)
fiir PAL-Enzymtests von Sigma. Enzyme und weitere Reagenzien fiir die Mole-
kularbiologie wurden von den Firmen MBI-Fermentas und Promega bezogen,
einige Anthocyanidine wurden freundlicherweise von Stefan Martens, Marburg,
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zur Verfiigung gestellt. Standardsubstanzen fiir die Diinnschichtchromatographie
sowie Anthocyanidine als Substrate fiir Enzymtests wurden von den Firmen
Roth und Sigma bezogen. Die verwendeten Standard-Laborchemikalien wurden
von folgenden Firmen bezogen: Sigma, Fluka, Merck, Serva, Duchefa und Bec-
ton Dickinson (Difco). Oligonukleotide fiir die PCR wurden von den Firmen
Metabion, Operon und MWG-Biotech hergestellt.

A.2.2.2 RNA-Extraktion

Im Allgemeinen wurde fiir die RNA-Extraktion aus Laubbléattern, Bliten und
Friichten der Weinrebe das Concert™ Plant RNA Reagent von Invitrogen nach
Angaben des Herstellers (Small Scale Protocol) verwendet. Etwa 50 mg Pflanzen-
material wurde in fliisssigem Stickstoff gemorsert und in 2 ml-Reaktionsgefafien
in dem Reagenz, welches unter anderem (-Mercaptoethanol und Natriumazid
enthélt, homogenisiert. Die RNA wurde dann zunéchst mit Chloroform extra-
hiert, danach mit Isopropanol gefillt und in Wasser riickgelost. Die Qualitat
der extrahierten RNA (40-150 ng) war gut, die bei manchen Proben auftreten-
de geringfiigige DNA-Kontamination wurde aufgrund der Schwierigkeiten mit
anderen RNA-Extraktionsmethoden toleriert.

Insbesondere fiir Laubblétter wurden noch weitere Methoden getestet, wobei
ebenfalls jeweils ca. 50 mg Blattmaterial verwendet wurde.

Beim RNeasy® Plant Mini Kit von Qiagen wurde das gemérserte Pflanzen-
material in einem Puffer mit chaotropen Ionen (Guanidiniumthiocyanat) und
[3-Mercaptoethanol homogenisiert. Die RNA wurde an eine Silica-Membran in
einem Zentrifugensdulchen gebunden, mehrmals gewaschen und schliellich mit
Wasser eluiert. Mit dieser Methode konnte zwar RNA aus Weinkallus isoliert wer-
den, die Isolierung von RNA aus Weinblattern war damit jedoch kaum moglich
(<0,5 pg). Auch die bei anderen Pflanzen (z. B. Rosa, unveréffentlicht) hilfreiche
Zugabe von Polyvinylpyrrolidon (PVP) zur Komplexierung von phenolischen
Inhaltsstoffen erhohte die RNA-Ausbeute nicht. Eine Abwandlung des RNeasy-
Protokolls mit einem verénderten Extraktionspuffer nach Geuna et al. [58] ergab
ebenfalls keine Verbesserung. Weitere getestete Kits mit dhnlichem Extraktions-
prinzip waren peqGOLD Plant RNA Kit (peqlab) und RNAqueous® (Ambion),
welche jedoch nur zu extrem geringen RNA-Ausbeuten fithrten. Héhere Aus-
beuten konnten mit einer Methode unter Verwendung eines CTAB-haltigen
Extraktionspuffers und anschlieBender Chloroform/Isoamyl-Extraktion und
Isopropanol-Féllung nach Baiges und Mas [11] erreicht werden. Je Praparation
konnten etwa 10 1g RNA guter Qualitit extrahiert werden, diese war jedoch sehr
stark mit DNA kontaminiert, sodass erst nach einer zusétzlichen LiCl-Fallung
eine akzeptable RNA-Qualitéit erreicht wurde. Diese RNA zeigte jedoch nach
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reverser Transkription schlechte Ergebnisse bei RT-PCR-~Reaktionen. Relativ
gute Ergebnisse ergab dagegen eine weitere Abwandlung des RNeasy Kits nach
MacKenzie et al. [89] (zitiert in [99]). Der veranderte Extraktionspuffer enthielt
Guanidiniumisothiocyanat, PVP-40, 3-Mercaptoethanol und N-Laurylsarkosin.
Diese Methode ergab 10-30 pg RNA mit wenig Verunreinigungen, jedoch waren
die PCR-Ergebnisse bei RNA aus Weinblattern teilweise schlecht reproduzierbar.
Fiir die RNA-Isolierung aus Bliitenmaterial wurde eine weitere Abwandlung
dieser Methode verwendet (sieche Abschnitt C.2.1.1 auf S.62).

Die Bestimmung von Menge und Qualitit von Nukleinsduren erfolgte jeweils
mit dem Bio-Photometer (Eppendorf) und mit Agarose-Gelelektrophorese.

A.2.2.3 Reverse Transkription

Die Synthese von ¢cDNA durch reverse Transkription von RNA wurde in einem
Gesamtvolumen von 25l durchgefiihrt. 1 pg Gesamt-RNA und 1M (final)
Oligo-dT-Anker-Primer 5-GACCACGCGTATCGATGTCGAC(T)16V-3" wur-
den 5 min bei 70°C inkubiert. Nach kurzem Abkihlen auf Eis wurden M-MLV 5 x
Puffer (Promega) und dNTPs (je 0,2mM final) zufiigt und 2 min bei 42°C vor-
inkubiert. Dann wurden 200 U M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) zufiigt
und die Reaktion 40 min bei 42°C und anschlieend 20 min bei 48°C inkubiert.
Die Inkubation bei 48°C sollte eventuell vorhandene RNA-Sekundérstrukturen
aufheben, die sonst die reverse Transkription behindern kénnten.

A.2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Durchfithrung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde falls moglich
ein Mastermix mit den gemeinsamen Komponenten aller Reaktionen gemischt.
Das Volumen fiir eine Reaktion betrug 20 pl, darin enthalten waren Puffer (von
MBI-Fermentas: + KCl, — MgCl,), MgCl, (1,5 mM), dNTPs (je 0,2mM), 5'-
und 3’-Primer (je 0,21M), 0,2 U taqg-Polymerase (MBI-Fermentas) und cDNA
(0,8 nl, aus rechnerisch 32ng Gesamt-RNA revers transkribiert).

Das Standard-PCR-Programm war folgendes: 94°C fiir 3,0 min; Zyklen: 94°C
fiir 0,5min, Annealing-Temperatur fiir 0,5min, 72°C fir 1,5min; 72°C fir
7,0 min.

Nach der PCR wurden die Produkte mit Auftragspuffer (»Blaumarker«)
vermischt und neben einem Léngenstandard (50 bp oder A DNA Eco471 Marker
von MBI-Fermentas) auf ein Agarose-Gel aufgetragen, das aus 1% Seakem
LE-Agarose und 2,5 M Ethidiumbromid in TAE-Puffer (40 mM Tris-acetat
und 1 mM EDTA) bestand. Nach der Elektrophorese wurden die Gele unter
UV-Licht (254 nm) fotografiert und als Bilddatei gespeichert.
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A.2.3 Enzymologische Methoden

Allgemein wurde bei Enzymtests mit Substraten, die in Ethylacetat (EtOAc)
gelost vorlagen, zunédchst das Losungsmittel vollstdndig verdampft und das
Substrat dann wieder im Reaktionspuffer riickgelost. Als Puffer wurde 0,1 M
Tris/HCI fir pH-Werte von 7,0-9,0 oder 0,1 M KPi fiir pH-Werte von 4,0-7,0
verwendet. Nach Zugabe der bendtigten Cofaktoren, der Enzymlosung sowie
der in Wasser oder EGME gelosten Substrate wurde die Reaktionsmischung
bei der gewiinschten Temperatur fiir eine definierte Zeit inkubiert. Dann wurde
die Reaktion durch Zugabe von 0,5-1 Vol EtOAc gestoppt und die Produkte
durch zweiminiitiges Vortexen und anschliefende zweiminiitige Zentrifugation
extrahiert. Diese Extraktion wurde noch einmal wiederholt und die Oberphasen
mit den in EtOAc gelésten Produkten vereinigt.

Das Volumen der Ethylacetat-Phase mit den Produkten wurde dann in ei-
ner Vakuumzentrifuge reduziert und die Produkte vollstéandig auf Zellulose-
Platten (Merck) fiir die Diinnschichtchromatographie (DC) aufgetragen. Nach
der Entwicklung der DC-Platten in einem geeigneten Laufmittel wurden die
Produkte nichtradioaktiver Enzymtests mit Farbereagenzien sichtbar gemacht.
DC-Platten von Enzymtests mit '“C-markierten Substraten wurden zusam-
men mit Standards definierter Aktivitat auf Phosphoimagerplatten (Phospho-
Imager-Screen, Fujix) exponiert und mit dem Phosphoimager (Fujix Bas 1000,
BASReader 2.21) eingescannt. Die Auswertung erfolgte mit der Software TINA
(2.10i, raytest Isotopenmefigerdte GmbH).

A.2.3.1 Synthese von *C-markierten Flavonoidsubstraten

Die *C-markierten Flavonoidsubstrate Naringenin (NAR), Eriodictyol (ERI),
Pentahydroxyflavanon (PHF), Dihydrokaempferol (DHK), Dihydroquercetin
(DHQ) und Dihydromyricetin (DHM) wurden enzymatisch hergestellt. Als
Ausgangssubstanz diente [Malonyl-2-14C]-Coenzym A (Moravek Biochemicals)
mit einer spezifischen Aktivitat von 2,2 GBq/mmol.

Bei den verwendeten Enzymen handelte es sich um heterolog in Hefen expri-
mierte Enzyme (siehe Abschnitt B.2.2.2 auf S. 33), die in der Arbeitsgruppe
vorhanden waren und deren Sequenzen aus verschiedenen dikotylen Pflanzen
stammten. Analog des Biosynthesewegs in Pflanzen (sieche Abschnitt A.1.3 auf
S.11) wurde zundchst Malonyl-CoA und p-Cumaroyl-CoA bzw. Kaffeoyl-CoA
mit CHS und CHI stereospezifisch zu (2S)-Naringenin bzw. (2S)-Eriodictyol
umgesetzt. Aus NAR und ERI wurde dann mit FHT DHK bzw. DHQ syntheti-
siert. PHF und DHM wurden schliellich mit Hilfe der F3’5'H aus NAR bzw.
DHK hergestellt.
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Die Reaktionsbedingungen fiir die Substratsynthese sind im Folgenden auf-
gefithrt und erfolgten nach in der Arbeitsgruppe iiblichen Protokollen. Das
Reaktionsvolumen betrug jeweils 250 pl, als Puffer wurde stets 0,1 M Tris/HCI
mit dem angegebenem pH-Wert verwendet und die Inkubationszeit war 60 min.
Je nach Aktivitat der praparierten Enzyme wurden 5-30 pl Enzymlosung einge-
setzt.

Es wurden immer 50-100 Reaktionen parallel durchgefiihrt und die EtOAc-
Phasen mit den extrahierten Flavonoiden vereinigt. Ein Aliquot wurde mittels
Diinnschichtchromatographie (Laufmittel CAW) aufgetrennt, womit der Umsatz
kontrolliert und die Produkte autoradiographisch quantifiziert wurden.

Synthese von NAR / ERI

Substrat 692 pmol (92222 dpm) *C-Malonyl-CoA, 802 pmol nichtradioaktives
Malonyl-CoA und 1000 pmol p-Cumaroyl-CoA/ Kaffeoyl-CoA

pH-Wert 7,5 fir NAR, 6,0 fiir ERI

Temperatur 37°C

Enzym CHS, CHI

Synthese von DHK / DHQ

Substrat 5000 dpm NAR / ERI

pH-Wert 7.5

Cofaktoren 0,05 mM FeSO,, 2mM Na-Ascorbat, 0,2 mM 2-Oxoglutarat
Temperatur 30°C

Enzym FHT

Synthese von PHF / DHM
Substrat 5000 dpm NAR / DHK
pH-Wert 7.5

Cofaktoren 1mM NADPH
Temperatur 25°C

Enzym F3'5’H

A.2.3.2 Enzymtests

Nachfolgend sind die Reaktionsbedingungen fiir die durchgefithrten Enzymtests
aufgefiithrt. Wenn nicht anders angegeben, handelt es sich um die in der Arbeits-
gruppe iiblichen Protokolle. Die iiblicherweise verwendete Substratmenge mit
einer Aktivitdt von 800 dpm entspricht etwa 4,3 pmol. Das Gesamtvolumen lag
bei Versuchen mit Blattmaterial meist bei 200 nl und bei Kallus oder Friichten
wegen der niedriger konzentrierten Enzymextrakte bei 500 pul, so dass stets
ein zwei- bis dreifacher Uberschuss an Puffer beziiglich des Enzymvolumens
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vorhanden war. Die ANR-Reaktion erfolgte immer in einem Gesamtvolumen
von 500 nl. Bei der fiir einige Enzymtests bendtigten DFR handelte es sich um
eine heterolog exprimierte DFR aus Fragaria [34].

PAL-Enzymtest

Substrat 13,9 pmol (13888 dpm) L-Phenylalanin-UL-'*C (Sigma, spezifische
Aktivitat 1,5 GBq/mmol)

Puffer 0,1 M Tris/HCI, pH 8,8, 2mM Na-Ascorbat

Temperatur 35°C

Die Reaktion wurde mit Essigsdure (0,1 Vol) abgestoppt bzw. angeséuert, um

die Extraktion des Produkts Zimtsdure zu verbessern.

Laufmittel 6% Essigsiaure

veréndert nach [7]

CHS/STS-Enzymtest

Substrat 833 pmol (111111 dpm) *C-Malonyl-CoA und 500 pmol p-Cumaroyl-
CoA oder Kaffeoyl-CoA

Puffer 0,1 M Tris/HCI, pH 8,0, 2mM Na-Ascorbat

Temperatur 37°C

Laufmittel CAW

nach [126, 128]

FHT-Enzymtest

Substrat 800dpm NAR, ERI oder PHF

Puffer 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5

Cofaktoren 0,05 mM FeSO,, 2mM Na-Ascorbat, 0,2 mM 2-Oxoglutarat
Temperatur 25°C

Laufmittel CAW

DFR-Enzymtest

Substrat 800 dpm DHK, DHQ oder DHM
Puffer 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5
Cofaktoren 1mM NADPH

Temperatur 25°C

Laufmittel CAW

ANS-Enzymtest

Substrat 5000 dpm DHK, DHQ oder DHM

Puffer 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5

Cofaktoren fir die DFR-Reaktion: 1mM NADPH; fiir die ANS-Reaktion:
0,05 mM FeSO,, 2mM Na-Ascorbat, 0,2mM 2-Oxoglutarat

Temperatur 30°C
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Zunachst wurden nur 40 pl DFR-Enzymlésung und der fiir die DFR-Reaktion
notwendige Cofaktor NADPH 30 min mit den Dihydroflavonolen inkubiert, um
die eigentlichen Substrate der ANS, die Leukoanthocyanidine, herzustellen.
Danach wurden ANS-Enzymlésung und die Cofaktoren der ANS zugegeben
und diese Mischung weitere 30 min inkubiert.

Laufmittel CAW

nach [Martens, unveréffentlicht]

FLS-Enzymtest

Substrat 800 dpm DHK, DHQ oder DHM

Puffer 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5

Cofaktoren 0,05 mM FeSO,, 2mM Na-Ascorbat, 0,2 mM 2-Oxoglutarat
Temperatur 25°C

Laufmittel Forestal

LAR-Enzymtest

Substrat 800 dpm DHK, DHQ oder DHM

Puffer 0,1 M KPi, pH 6,5

Cofaktoren 1mM NADPH

Temperatur 25°C

Die Zugabe von 40 pl DFR-Enzymlésung war notwendig, um die Dihydroflavo-
nole zu Leukoanthocyanidinen, den Substraten der LAR, umzusetzen.
Laufmittel BAW

nach [105, 108]

ANR-Enzymtest

Substrat 50 png Pg, Cy, Dp, Pn, Pt oder Mv, als 1 mg/ml Lésung in EGME
(Ethylenglykol-monomethylether)

Puffer 0,1 M KPi, pH 5,5

Cofaktoren 2mM NADPH

Temperatur 45°C

Laufmittel BAW, anschliefend mit DMAZA-Lésung bespritht: 3N HCI mit
50 % Ethanol und 0,1 % DMAZA (4-Dimethylaminozimtaldehyd)

nach [105, 108]

Laufmittel fiir die Diinnschichtchromatographie

6 % Fssigsdure

30 % Essigsdaure

CAW Chloroform:FEisessig:Wasser 10:9:1

BAW Butanol:Eisessig:Wasser 6:1:2 4+ 100l 2N HCI auf 90 ml Laufmittel
Forestal Wasser:HCl:Eisessig 30:3:10
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Teil B

Klonierung und heterologe
Expression von Genen der
Phenylpropanoidbiosynthese
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B.1 Einleitung — Gene und Enzyme der
Phenylpropanoidbiosynthese

Im Folgenden werden die Eigenschaften der in dieser Arbeit vollstdndig klo-
nierten und exprimierten Gene der Polyphenolbiosynthese aus Vitis ndher
beschrieben. Dies sind die Gene fiir die Schliisselenzyme PAL, STS und CHS,
die beiden 2-Oxoglutarat-abhéngigen Dioxygenasen FHT und ANS, sowie die
beiden Gene fiir die Reduktasen der Flavanolsynthese, LAR und ANR.

B.1.1 Phenylalanin-Ammonia-Lyase

Die Phenylalanin-Ammonia-Lyase (PAL, EC 4.3.1.5) katalysiert die Bildung
von trans-Zimtsdure aus der aromatischen Aminosdure Phenylalanin durch
trans-Elimination von Ammonium. Die Reaktion bené6tigt keine Cofaktoren und
wird durch héhere Konzentrationen (0,1 mM) von Zimtséure und Zimtaldehyd
gehemmt [56, 69]. Das pH-Optimum der Reaktion liegt bei 8,8.

Das Enzym ist ein Tetramer, dessen Untereinheit 74 kDa—79kDa grof} ist
[69]. Uber die Homologie zur Histidin-Ammonia-Lyase, deren Kristallstruktur
bekannt ist, wurden fiir die Funktion wichtige Aminoséduren identifiziert und
durch Mutationsstudien bestétigt [114].

B.1.2 Chalkonsynthase und Stilbensynthase

Die Chalkonsynthase (CHS, EC 2.3.1.74) katalysiert als ersten Schritt der
Flavonoidbiosynthese die Kondensation von p-Cumaroyl-CoA mit drei Acetat-
Einheiten aus Malonyl-CoA und die anschlieflende Zyklisierung zu 4,2’,4°,6’-
Tetrahydroxychalkon (Naringeninchalkon). Dabei werden keine Cofaktoren
bendétigt. Das Naringeninchalkon isomerisiert spontan zu einem Racemat aus
(2R/S)-Naringenin, in Anwesenheit von CHI wird dagegen stereospezifisch nur
25-NAR gebildet. Nur diese Form wird von den weiteren Enzymen als Substrat
akzeptiert (Review in [69, 133]). Als Starter-CoA kénnen neben p-Cumaroyl-
CoA auch Kaffeoyl-CoA oder Feruloyl-CoA eingesetzt werden, der Umsatz ist
jedoch weniger effizient.

24



B.1 Einleitung — Gene und Enzyme der Phenylpropanoidbiosynthese

Das Enzym besteht aus zwei identischen, funktional vollstdndigen, interagie-
renden Untereinheiten mit jeweils 40 kDa—44 kDa [146]. Durch die 3D-Struktur
der CHS von Alfalfa [47] und Mutationsstudien konnte die Bedeutung ver-
schiedener konservierter Aminoséuren fiir den Reaktionsmechanismus und die
Struktur des Proteins aufgekliart werden [78, 79, 119]

Die Stilbensynthase (STS, EC 2.3.1.95) ist wie die CHS eine Polyketidsynthase
(PKS) Typ III. Die STS wurde zuerst aus Zellkulturen von Erdnuss (Arachis
hypogaea) isoliert [125], die erste vollstindige cDNA wurde aus Vitis kloniert
[94]. Es handelt sich bei dem Enzym um ein Homodimer aus zwei 43 kDa-47 kDa
Einheiten.

Die STS ist der CHS sowohl in ihrer Sequenz, als auch im Reaktionsmechanis-
mus sehr dhnlich. Zunéchst finden ebenfalls drei Kondensationen von p-Cuma-
royl-CoA mit Malonyl-CoA statt, der Ringschluss des Tetraketid-Intermediats
erfolgt jedoch auf andere Weise (Review in [127]). Nach einer zusétzlichen
Decarboxylierung entsteht als Produkt trans-Resveratrol (RES).

Ein Vergleich der Kristallstruktur von CHS und STS erméglichte Riickschliisse
auf fiir die Funktion und Struktur wichtige Aminosduren. Durch wenige gezielte
Aminosaure-Austausche konnte so aus einer CHS eine STS erzeugt werden [9,
10]. Da auch die Intronpositionen zwischen den beiden Genen konserviert sind
[126], wird angenommen, dass die Stilbensynthasen verschiedener Gattungen
im Lauf der Evolution mehrfach aus Chalkonsynthasen entstanden sind [145].

B.1.3 Flavanon 33-Hydroxylase und
Anthocyanidinsynthase

Die Flavanon 3p-Hydroxylase (FHT, EC 1.14.11.9) katalysiert die Bildung von
Dihydroflavonolen aus Flavanonen durch eine Hydroxylierung der Position 3.
Als Substrat werden sowohl (2S)-NAR als auch (2S)-ERI akzeptiert. Es handelt
sich bei der FHT um eine l6sliche, 2-Oxoglutarat-abhédngige Dioxygenase, die als
Cofaktoren 2-Oxoglutarat, Sauerstoff (O,), Eisen (Fe?*") und Ascorbat benétigt.
Das monomere Protein hat eine Masse von etwa 42kDa (Review in [69, 133]).

Die Anthocyanidinsynthase (ANS, EC 1.14.11.19), die bei Arabidopsis auch
Leukocyanidindioxygenase (LDOX) genannt wird, wurde zunéchst durch die
tanninfreie Arabidopsis-Mutante TDS4 (tannin deficient seed) identifiziert. Eben-
so wie die FHT ist die ANS eine 2-Oxoglutarat-abhéngige Dioxygenase und
benétigt dieselben Cofaktoren wie die FHT-Reaktion [117]. Die ANS wandelt
die farblosen Leukoanthocyanidine zu Anthocyanidinen um, den Vorlaufern der
Anthocyane und Epicatechine. Das Leukoanthocyanidin (Flavan-3,4-diol) wird
durch die Enzymreaktion zu 2-Flaven-3,4-diol, das spontan zur Pseudobase
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isomerisiert und bei saurem pH-Wert zum Anthocyanidin wird [98]. Die 3D-
Struktur der etwa 40 kDa groflen ANS von Arabidopsis ist inzwischen aufgeklart
[148, 152).

B.1.4 Leukoanthocyanidinreduktase und
Anthocyanidinreduktase

Erst vor kurzer Zeit wurde die Leukoanthocyanidinreduktase (LAR, EC 1.17.1.3)
aus der Leguminose Desmodium kloniert. Das Enzym ist ein Monomer mit
43 kDa und gehort zur Gruppe der Isoflavonreduktasen. Es katalysiert in Anwe-
senheit von NADPH die Reaktion von Leukoanthocyanidinen zu (+)-Catechinen.
Die Enzymaktivitdt wird durch das Produkt Catechin sowie durch Anthocya-
nidine gehemmt [139]. Die Modellpflanze Arabidopsis besitzt, soweit bekannt,
keine LAR [1].

Die Anthocyanidinreduktase (ANR, EC 1.3.1.77) wurde als Arabidopsis-
Mutante BANYULS bekannt. Da die Sequenz Ahnlichkeiten mit anderen Iso-
flavonreduktasen wie z. B. der DFR zeigt, wurde zunéchst die Funktion einer
LAR vermutet. Tatsachlich katalysiert die ANR jedoch die NADPH-abhéngige
Reaktion von Anthocyanidinen zu (—)-Epicatechinen. Das Enzym ist 37 kDa—
38 kDa grofl und besitzt ein auffillig hohes Temperaturoptimum von etwa 45°C
[155, 157]. Die Reaktion wird durch hohere Konzentrationen der Substrate oder
einiger weiterer Flavonoide, z. B. Qu, DHQ oder Cat, gechemmt. Da die An-
thocyanidin-Substrate in verschiedenen Formen vorliegen kénnen (Pseudobase,
Flavylium-Kation), ist der Reaktionsmechanismus schwierig aufzuklaren [155].
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heterologe Expression

B.2.1 Methoden fiir die Klonierung
B.2.1.1 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Die RNA fiir die Klonierungen wurde aus Blattern von im Freiland kultivierten
Pflanzen der Sorten ‘Regent’ und ‘Spéatburgunder’ gewonnen. Dabei wurde das
Concert™ Plant RNA Reagent von Invitrogen nach Anleitung des Herstellers
verwendet. AnschlieBend wurde die RNA in cDNA umgeschrieben (siehe Ab-
schnitt A.2.2.3 auf S. 18).

B.2.1.2 Generacer RACE

Fir die Amplifikation von 5’-Enden von mRNAs wurde das GeneRacer™ Kit
(Invitrogen) verwendet. Dabei handelt es sich um ein RLM-RACE (RNA ligase-
mediated rapid amplification of 5" and 3’ cDNA ends), bei dem ein RNA Oligo-
nukleotid selektiv an die 5’-Enden von vollstindigen mRNAs mit Capstruktur
ligiert wird.

Als erstes wurde Gesamt-RNA mit CIP (calf intestinal phosphatase) behan-
delt, um die 5’-Phosphate unvollstandiger mRNAs und anderer RNA-Klassen
zu entfernen. Dadurch kénnen diese spéter nicht mehr mit dem RNA-Adapter
ligieren und in darauffolgenden PCR~Reaktionen zur Amplifikation unvollstéin-
diger 5’-Enden fithren. Vollstindige mRNAs mit der 5’-Capstruktur werden
durch diesen Schritt nicht verdndert. Mit einer Phenol-Chloroform-Extraktion
und anschliefenden Ethanolféllung wurde die RNA vom CIP-Enzym gereinigt.

Danach wurden die 5’-Capstrukturen durch eine Inkubation mit TAP (tobacco
acid pyrophosphatase) entfernt und dann mit T4 RNA Ligase ein » GeneRa-
cer™ RNA Oligo« an das so generierte 5’-phosphorylierte mRNA-Ende ligiert.
Dadurch entsteht eine Primerbindungsstelle bekannter Sequenz am 5’-Ende der
mRNAs. Die im Protokoll vorgesehenen weiteren Fallungsschritte zur Inaktivie-
rung der TAP und Ligase wurden weggelassen.

Anschlieflend erfolgte eine cDNA-Synthese mit dem GeneRacer Oligo-dT
Primer oder mit Oligo-dT-Anker (Protokoll siehe Abschnitt A.2.2.3 auf S. 18).
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Die 5’-Enden der gesuchten cDNAs konnten dann mit genspezifischem reverse-
Primer und GeneRacer 5’-(nested)-Primer und die 3’-Enden mit genspezifischem
forward-Primer und GeneRacer 3’-(nested)-Primer amplifiziert werden.

B.2.1.3 Primer fiir die Klonierungen

Fiir die Klonierung zur Expression wurden jeweils zwei Primer im 5’- und im 3’-
nichttranslatierten Bereich aus einem Alignment bekannter Nukleotidsequenzen
von Vitis verwendet. Im Folgenden sind jeweils die Zugriffsnummern (Acc.Nr.)
in GenBank! fiir die verwendeten Sequenzen angegeben. In der Regel handelte
es sich dabei um die Sequenzen vollstdndiger cDNAs, in einigen Féllen auch
um genomische DNA oder ESTs. Zunéchst wurden PCR-Reaktionen mit allen
5’/3’-Primerkombinationen und mit verschiedenen Annealing-Temperaturen
getestet. Die beste Primerkombination wurde dann jeweils in einer Proofreading-
PCR wiederholt. Die fiir die Klonierungen letztlich verwendeten Primer sind
in Tab. B.1 auf S. 29 aufgefiihrt.

PAL

Die 5-Primer fiir den vollstdndigen codierenden Bereich der PAL wurden von
den Vitis-Sequenzen AB0O15871 und AB015870 abgeleitet, die 3’-Primer von
den Sequenzen AB015871 und X75967.

STS

Fiir die Klonierung der ST'S wurde ein Alignment von STS-Sequenzen verschie-
dener Vitis-Arten verwendet. Aus Vitis vinifera stammten die Sequenzen S63221,
X76892 und AB046375 sowie fiir den 3’-nichtcodierenden Bereich zusétzlich
S63227 und S63225. Aulerdem wurden die Sequenzen AB046373 aus V. riparia
und AB046374 aus V. labrusca verwendet, sowie drei Sequenzen aus der von V.
aestivalis abgeleiteten Sorte ‘Norton’ (AY059639, AF418567 und AF418566).

CHS
Die Primer fiir die Klonierung der CHS wurden von den Vitis-Sequenzen X75969,
AF020709, AB015872, AB066275 und AB066274 abgeleitet.

FHT
Fiir die FHT-Klonierung stand nur eine Sequenz, X75965, als Quelle fir die
Primer zur Verfiigung.

ANS
Die 3’-Primer fiir die ANS-Klonierung sind von der Sequenz X75966 abgeleitet,
fir die 5’-Primer wurde zusétzlich die Sequenz AF290432 verwendet.

! Genetic sequence database (GenBank). URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/

28


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AB015871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AB015870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AB015871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=X75967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=S63221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=X76892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AB046375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=S63227
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=S63225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AB046373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AB046374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AY059639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AF418567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AF418566
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=X75969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AF020709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AB015872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AB066275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AB066274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=X75965
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=X75966
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Gen Primersequenz

PAL 5-GTTTCTTTGTGGGGATTC-3’

5-GTGSAAGGGTGAAATCC-3’

f
r
STS £ 5-GCTTYAATTTSAKTACGTAKCTRGSATCMATGGC-3’
r 5-CCTATTYRAYAYAWTASKVCATTGAAGGG-3’
CHS f 5-GAWKCARGYAGCCAAMAATGGTG-3’
r 5-GTTGAYBAGTGACTCAGTGAG-3’
FHT f 5-GCAACCCAGAGGTAAAGGTC-3’
r 5-GTGTAGAAAGAGGCACAATTGG-3’
ANS f 5-CAAGTAGATCAGTGATATTTACTAG-3
r 5-GATCAAAGATTGGGAAGCTTG-3’
LAR1 f 5-GTAGAGAAGAAGCATCATCAG-3
r 5-GGAGGACTAATCGCATGCATG-3’
LAR2 f 5-CTCAGAAAATTAACACCGAT-3
r 5-GAWTRGGGAGCTGGCCACATC-3’
ANR f 5-GCGAATTTGGAAGTGAGG-3
r

5-GAGGGATAAGATAGTGCTCC-3

Tabelle B.1: Sequenzen der Primer fiir die Klonierungen. Jeweils 5’- (f) und
3’-Primer (r). Ableitung der Primer siehe Text.
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ANR
Die Vitis-Sequenz BN000166 wurde fiir die Primer der A NR-Klonierung ver-
wendet.

LAR1 und LAR2

Fiir die Klonierung der LAR aus Vitis wurde eine BlastN-Suche mit bekannten
LAR-Sequenzen in der EST-Datenbank (EST: expressed sequence tags) durchge-
fithrt. Die Suche wurde auf Treffer innerhalb der Gattung Vitis eingegrenzt. Ein
Alignment der gefundenen Sequenzfragmente ergab zwei deutlich voneinander
verschiedene Sequenzen. Der gesamte codierende Bereich der einen Sequenz
(LARI) konnte direkt aus den ESTs zusammengesetzt werden. Von der zweiten
(LAR2) konnte aus den EST-Sequenzen nur das 3’-Ende zusammengesetzt
werden, das 5’-Ende wurde durch ein 5’-RACE mit dem Generacer-Protokoll
(Abschnitt B.2.1.2 auf S.27) amplifiziert. Eine ausfiihrliche Beschreibung der
Vorgehensweise wurde bereits veréffentlicht [105].

B.2.1.4 Spezielle PCR-Methoden
Proofreading-PCR

Um die Fehlerrate bei PCRs zu verringern, deren Produkte in einen Expres-
sionsvektor kloniert werden sollten, wurden Proofreading-Enzyme verwendet.
Bei einem Teil der Klonierungen wurde Expand High Fidelity von Roche
(3,5U/nl) verwendet, eine Mischung aus taq- und tgo-Polymerase, wobei die
tgo-Polymerase eine 3'-5’-Exonuklease-Aktivitit besitzt. Bei den anderen Klo-
nierungen kam die Expand High Fidelity?“US von Roche (5 U/pl) zum Einsatz.
Diese besteht laut Herstellerangaben aus tag-Polymerase und einem »neuen
thermostabilen Proofreading-Enzym ohne Polymerase-Aktivitdt«. Die PCR
wurde durchgefithrt wie in Abschnitt A.2.2.4 auf S. 18 beschrieben, mit dem
Unterschied, dass relativ wenige Zyklen, meist 30, gewédhlt wurden, um die
Fehlerrate weiter zu minimieren. Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes
wurde nur beziiglich der Primer geméafl der Empfehlung des Herstellers auf
300 nM final veradndert.

Nested PCR

Eine »nested PCR« wurde durchgefiihrt, falls nach einer PCR noch kein klo-
nierbares PCR-Produkt beziiglich Menge und Artefaktkontamination erzielt
werden konnte. Dabei wurde das PCR-Produkt einer ersten PCR, verdiinnt als
Template fiir eine weitere PCR verwendet, bei der ein zweites Primerpaar weiter
innen auf dem selben Gen als das erste eingesetzt wurde. Dadurch konnte die
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Spezifitdt und Sensitivitdt deutlich erhoht werden. Diese Technik wurde bei
der Klonierung der LAR2 sowohl fiir die Fragmente als auch fir das 5-RACE
eingesetzt.

Kolonie-PCR

Zum Testen von E. coli-Kolonien auf das Vorhandensein eines Inserts gewiinsch-
ter Lénge oder dessen Orientierung in einem Plasmid nach einer Transformation
wurde die Kolonie-PCR eingesetzt. Eingesetzt wurden dabei FE. coli-Zellen,
die durch Hitzeeinwirkung (95°C, 2min) zu Beginn der PCR lysiert wurden,
wodurch die enthaltenen Plasmide als Template-DNA freigesetzt wurden. Fiir
den pYes-Vektor wurden die Plasmid-Primer pYes-for 5’-CCCGGATCGGAC-
TACTAGCAG-3" und pYes-rev 5-GACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT-3’
verwendet, in Kombination mit einem genspezifischem Primer konnte zusétzlich
die fiir die spatere Expression wichtige Insert-Orientierung gepriift werden. Die
Plasmid-Primer fiir den pCR-Vektor waren TOPO-for 5’-AGCTCGGATCCA-
CTAGTAACG-3" und TOPO-rev 5’-CCTCTAGATGCATGCTCGAG-3..

B.2.1.5 Ligation und Transformation
Ligation in Vektoren

Das TOPO-TA Cloning® Kit (Invitrogen) wurde fiir die Klonierung von PCR-
Produkten verwendet. Das Kit enthilt linearisierte Vektoren mit T-Uberhéingen,
an denen Topoisomerase kovalent gebunden war. Dadurch konnte die Ligati-
on durch einfache Inkubation bei Raumtemperatur erfolgen, jedoch musste
das PCR-Produkt dazu einen A-Uberhang besitzen, was durch die terminale
Transferase-Aktivitat der tag-Polymerase erreicht wurde. Konkret wurden 0,5l
Vektor, 0,5 pl Salt-Solution (1,2M NaCl, 0,06 M MgCl,) und 2 ul PCR-Produkt
gemischt und bei Raumtemperatur 15 min inkubiert.

Zwei Vektoren mit unterschiedlichen Verwendungszwecken kamen zum Ein-
satz. Der Vektor pCR® 2.1-TOPO® wurde fiir die Klonierung und anschliefende
Sequenzierung von cDNA-Fragmenten eingesetzt. Er besitzt eine Resistenz fir
die Antibiotika Kanamycin und Ampicillin und mit X-Gal und IPTG im Medium
kann eine blau-weif-Selektion durchgefithrt werden. Der Vektor pYES2.1/V5-
His-TOPO® dagegen wurde fiir die Klonierung und anschlieBende heterologe
Expression in Hefen von ¢cDNAs mit vollstdndigem codierenden Bereich be-
nutzt. Er enthélt eine Ampicillin-Resistenz fiir die E. coli-Selektion sowie einen
Galaktose-induzierbaren Hefe-Promoter.
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Transformation

Fiir die Transformation von E. coli wurden chemisch kompetente Zellen (TOP 10
OneShot® oder TOP 10 F’ von Invitrogen, bei —80°C gelagert) auf Eis aufgetaut
und vorsichtig 2 pl der TOPO-Klonierungsreaktion untergemischt. Die Zellen
wurden 5-30 min auf Eis inkubiert, dann erfolgte ein Hitzeschock (30 s bei 42°C)
und die Zellen wurden sofort auf Eis abgekiihlt. Nach der unmittelbaren Zugabe
von 250 ul SOC-Medium wurden die transformierten Zellen 60 min bei 37°C
geschiittelt. Anschliefend wurden die Zellen auf Platten mit LB-Medium mit
geeignetem Antibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Nach der Identifikation der Kolonien mit dem gewiinschten Plasmidinsert
durch Kolonie-PCR wurde die Plasmid-DNA aus 3 ml Suspension einer Uber-
nachtkultur isoliert. Dazu wurde das E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit I von
peglab nach Anleitung des Herstellers verwendet. Auflerdem wurden von den
Kolonien Dauerkulturen angelegt, indem Glycerin und Medium mit frisch an-
gezogenen Bakterien zu gleichen Teilen gemischt und in fliisssigem Stickstoff
eingefroren wurden. Die Dauerkulturen wurden bei —80°C gelagert und Aliquots
konnten bei Bedarf auf frischen Platten ausgestrichen und kultiviert werden.

Medien fiir die E. coli Transformation

LB-Medium
Das LB-Medium wurde fiir die Anzucht und Selektion von E. coli verwendet.

e 1% Trypton oder Pepton

e 0,5 % Hefeextrakt

o 1% NaCl

e 1,5% Agar (nur fur Platten)
Das Medium wurde mit NaOH auf einen pH von 7,0 eingestellt und autoklaviert.
Nach dem Abkiihlen auf héchstens 50°C wurden fiir die Antibiotika-Selektion
50 mg Kanamycin oder 100 mg Ampicillin pro Liter Medium zugegeben. Fiir
die blau-wei-Selektion auf entsprechenden Platten wurden zusétzlich 20 mg/1
X-Gal (in Dimethyl-Formamid gelost) und 24 mg/1 IPTG benotigt.

SOC-Medium

Das SOC-Medium, in dem die frisch transformierten Zellen regenerieren und
die Antibiotikum-Resistenz auspragen, wurde mit den kompetenten Zellen
mitgeliefert.
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B.2.1.6 Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die Sequenzierung der Plasmide erfolgte durch die Firma MWG-Biotech mit
den Primern T7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3" und pYes-rev (siche Ab-
schnitt B.2.1.4 auf S.31) fir den Vektor pYes sowie den Primern m13uni(-21)
5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ und m13rev(-29) 5-CAGGAAACAGCT-
ATGACC-3’ fiir den Vektor pCR. Fiir Fragmente im pCR-Vektor, die kleiner
als etwa 600 bp waren, wurde nur eine Sequenzierung durchgefiihrt, bei allen
anderen sowie bei uneindeutigen Sequenzen wurde beidstrangig sequenziert.
Beim Expressionsklon der PAL-cDNA wurden zusétzlich Sequenzierungen mit
den Primern 5’-GAGATTTGATGGCAGTCCATTG-3’ und 5-GCAAGCATG-
GAGTGATGTTGTG-3’ durchgefiihrt, da diese cDNA iiber 2000 bp lang ist.

Das Programm Chromas 2.23? wurde fiir die Analyse der Sequenzier-Chroma-
togramme, zur Entfernung von Vektorsequenzen und den Export der Sequenzen
im FASTA-Format verwendet. Anschliefend wurde eine BlastN-Suche? in der
Datenbank veréffentlichter Sequenzen, GenBank, durchgefiihrt. Fiir Alignments,
die Translation in Aminosduresequenzen und das Zusammenfiigen von Sequenz-
teilen wurde GeneDoc 2.6 eingesetzt.

B.2.2 Methoden fiir die heterologe Expression in Hefe

B.2.2.1 Expressionsvektor und Hefetransformation

Fiir die Transformation von Saccharomyces cerevisiae mit den pYes-Vektor-
Konstrukten wurde das S. c. EasyComp™ Transformations Kit (Invitrogen)
nach Angaben des Herstellers verwendet. Der Uracil-auxotrophe Hefestamm
INVSc-1 (Invitrogen) wurde nach der Transformation auf Platten mit SGI-
Medium (Ura™) kultiviert. Nur mit pYes-Vektor transformierte und dadurch
Uracil-prototrophe Hefezellen kénnen auf diesem Medium wachsen. Wie bereits
bei den E. coli-Transformationen beschrieben (siehe Abschnitt B.2.1.5 auf S. 31)
wurde auch von den Hefelinien Dauerkulturen angelegt.

B.2.2.2 Expression und Enzymextraktion

Die heterologe Expression der Plasmidinserts in den Hefezellen wurde durch die
Zugabe von Galaktose zum Medium induziert. Die anschlieBende Enzymextrak-
tion erfolgte durch einen Aufschluss der Hefezellen mit Glasperlen nach Pompon

2 Chromas. URL: http://www.technelysium.com.au
8 Basic Local Alignment Search Tool. URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
4GeneDoc. URL: http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/index . html
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et al. [107]. Die verwendeten Medien und Puffer sind im Abschnitt B.2.2.3
aufgefiihrt.

Anzucht und Induktion der Expression

Transformierte Hefezellen wurden auf SGI-Platten ausgestrichen und zwei bis
drei Tage bei 28°C inkubiert. Als Starterkultur wurde je eine Kolonie in 25 ml
SGI-Medium im Erlenmeyer-Kolben angeimpft und 24 h bei 28°C auf einem
Schiittler inkubiert, bis zu einer ODggg (optische Dichte bei 600 nm) der 1:10
verdiinnten Starterkultur von 0,2-0,4. Danach wurden fiir die Hauptkultur
250 ml YPGE-Medium mit der Starterkultur auf eine ODgyg von ca. 0,2 ange-
impft. Die Hauptkultur wurde bei 28°C und 120 rpm inkubiert. Beim Erreichen
einer ODggp von 0,8-1,2 etwa 6 h spéter erfolgte die Induktion mit 27 ml steri-
ler Galaktose-Losung (200 g/1). Nach einer weiteren Inkubation bei 28°C und
120 rpm fiir 12-15h wurden die Zellen gleich (ohne Einfrieren) geerntet. Die
ODgoo der 1:10 verdiinnten Kultur sollte zu diesem Zeitpunkt 0,6-1,2 betragen.

Zellaufschluss

Fiir den Zellaufschluss wurden die Hefezellen zunéchst pelletiert und in 27 ml
TEK-Puffer resuspendiert. Nach einer 5-miniitigen Inkubation bei Raumtem-
peratur wurden die Hefen wiederum bei 4°C pelletiert. Das Zellpellet wurde
vollstandig in 2,5 ml kaltem TES-B*-Puffer resuspendiert und mit 10g Glas-
perlen versetzt. 25 min lang wurden die Proben dann abwechselnd 30s kréftig
geschittelt und 30s auf Eis gekiihlt. Im Lichtmikroskop wurde anschlielend
gepriift, ob die Mehrzahl der Zellen aufgebrochen war.

Praparation l6slicher Enzyme

Fiir die Praparation l6slicher Enzyme wurden die mit Glasperlen aufgeschlosse-
nen Zellen mit 5ml TES-B*-Puffer versetzt und kurz zentrifugiert. Der Uber-
stand ohne Glasperlen wurde dann 10 min bei 24 000 g zentrifugiert. Dieser
Uberstand wurde entweder direkt oder mit 20 % Glycerin versetzt aliquotiert,
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zum Test der Enzyme bei —80°C
gelagert.

B.2.2.3 Puffer und Medien fiir die Hefeexpression

SGI-Medium
Das SGI-Medium wurde fiir die Anzucht der transformierten Hefezellen verwen-
det.

e 0,1% Pepton

e 0,67 % Yeast Nitrogen Base without Aminoacids

e 20mg/l L-Tryptophan
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Diese Komponenten wurden mit H,O auf 900 ml aufgefiillt und autoklaviert.
20 g Glucose in 100 ml H,O wurde separat autoklaviert und die beiden Losungen
anschlieBend steril vereinigt.

YPGE-Medium
In YPGE-Medium erfolgte die Hauptkultur der Hefen und die Induktion der
Hefeexpression.

e 0,5% Glucose

e 1% Pepton

o 1% Hefeextrakt
Diese Komponenten wurden mit H,O auf 970 ml aufgefiillt und autoklaviert.
Danach wurde 3 Vol% EtOH (30 ml) dazugegeben.

TEK-Puffer

Der Puffer TEK wurde beim Zellaufschluss der Hefekulturen verwendet.
e 50mM Tris/HCI, pH 7,4
« 1mM EDTA
e 100mM KCI1

TES-B*-Puffer
Fiir den Zellaufschluss und fiir die Praparation l6slicher Enzyme wurde der
Puffer TES-B* eingesetzt.

e 50mM Tris/HCI, pH 7,4

e 1mM EDTA

e 0,6 M Sorbitol

o 2mM DTT (1,4-Dithiothreitol)

B.2.3 Nachweis der Enzymaktivitat und
Substratspezifitat

Der Nachweis der Aktivitdt der heterolog exprimierten Enzyme erfolgte wie
im Abschnitt A.2.3.2 auf S. 20 beschrieben. Meistens wurde die Enzymreaktion
mit mehreren moglichen Substraten getestet. Die Identifikation der Substrate
und Produkte erfolgte iiber Co-Chromatographie mit Standardsubstanzen und
iiber ihre Ri-Werte (siche Tab. E.2 auf S.125 im Anhang).

Hefe-Enzymextrakt einer leeren pYes-Vektorlinie

Als Negativkontrolle fiir die Ermittlung der heterologen Enzymaktivitdten wurde
Hefe-Enzymextrakt einer leeren pYes-Vektorlinie verwendet. Dazu wurde die
Expression und Enzymextraktion wie beschrieben (Abschnitt B.2.2.2 auf S. 33)
parallel mit insertlosen pYes-Transformanten durchgefiithrt, um nur die von
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der Hefe selbst exprimierten Enzyme zu erhalten. Damit konnte jeweils gezeigt
werden, dass die beobachtete Enzymreaktion tatsédchlich die des Proteins der
eingefiigten cDNA darstellt und nicht die eines Hefeenzyms.

PAL-Enzymnachweis

Zusétzlich zum im Abschnitt A.2.3.2 auf S.20 beschriebenen PAL-Test mit
14 C-markiertem Phenylalanin wurde auch ein photometrischer PAL-Enzymtest
durchgefiihrt [7, 33]. Dazu wurde 10 nl Enzymlésung mit 0,1 M Tris/HCIL, pH 8,8,
und 5 mM Phenylalanin in einem Gesamtvolumen von 1 ml getestet. Nach einer
Inkubation von 0 min, 60 min und 120 min bei 35°C wurde die Enzymreaktion
durch Zugabe von 0,1 Vol Essigsidure abgestoppt. Die Proben wurden dann
1:5 verdiinnt bei 200-320nm im Photometer gemessen. Zusétzlich wurden
Phenylalanin und Zimtséure als Referenzsubstanzen gemessen.

Optimum von pH-Wert und Temperatur

Bei ANR und LAR wurde das Optimum von pH-Wert und Temperatur fir die
Enzymtests bestimmt. Dazu wurde bei der LAR jeweils die fiir die Herstellung
des eigentlichen Substrats notwendige DFR bei gleicher Temperatur bzw. bei
gleichem pH-Wert (mit 50 mM Tris-Puffer) 30 min lang inkubiert. Erst dann
wurde die LAR zugegeben und die Reaktionsmischung bei der zu testenden
Temperatur inkubiert, bzw. 100 mM Tris-Puffer mit verschiedenen pH-Werten
zugegeben.

Bei der Bestimmung des Temperatur-Optimums der ANR wurde eine Vorin-
kubation von 90s von Puffer und Enzym bei der entsprechenden Temperatur
durchgefithrt und dann erst das Substrat zugegeben, damit nicht der Umsatz nur
wéahrend der Aufwirmphase eine Aktivitdt bei der Endtemperatur vortéduscht.
Die war notwendig, weil aufgrund der Ergebnisse bei anderen Pflanzen [108] ein
relativ hohes Temperaturoptimum vermutet wurde und Temperaturen bis 60 °C
getestet wurden.
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Eine Ubersicht iiber alle klonierten Sequenzen findet sich in Tab. E.1 auf S. 124
im Anhang.

B.3.1 Klonierungen von Genen fiir Schliisselenzyme der
Phenylpropanoidbiosynthese

B.3.1.1 Phenylalanin-Ammonia-Lyase

Der vollstandige kodierende Bereich (2133 bp, 710 AS) einer Phenylalanin-Am-
monia-Lyase wurde aus Bléttern der Sorte ‘Spatburgunder’ kloniert (EF192469).
Die Primer fiir diese Klonierung wurden aus einem Alignment mehrerer in
GenBank veroffentlichter Vitis-Sequenzen abgeleitet. Bei diesen handelte es
sich um Sequenzen aus genomischer DNA der Sorte ‘Cabernet Sauvignon’
(AB015870, AB015871) oder um mRNA-Fragmente des codierenden Bereichs
aus der Sorte ‘Lambrusco Foglia Frastagliata’ (X75967).

Verglichen mit den Sequenzen AB015870 und X75967 ist die aus ‘Spatburgun-
der’ klonierte PAL-Sequenz diesen sehr dhnlich, sowohl auf Nukleotid- als auch
auf Aminosaure-Ebene sind diese Sequenzen zu 99 % identisch. Im Unterschied
dazu steht die genomische Sequenz AB015871. Durch eine Anderung in der
Intronsequenz und dadurch alternatives Spleiffing ist der kodierende Bereich
dieser Sequenz um 330 bp oder 110 AS kiirzer als bei den anderen Sequenzen,
was immerhin 15 % der Gesamtlinge ausmacht. Ob das daraus resultierende
Protein eine aktive PAL ist, ist nicht bekannt.

Der Nachweis der Enzymaktivitdt des heterolog exprimierten PAL-Enzyms
aus Vitis erfolgte durch einen photometrischen Enzymtest, bei dem durch die
unterschiedlichen Absorptionsspektren des Substrats Phenylalanin und des
Produkts Zimtsaure die Umwandlung durch die Enzymreaktion beobachtet
werden kann (Abb. B.1 auf S.38). Ein isosbestischer Punkt konnte mangels
Schnittpunkt der beiden Absorptionsspektren in der im Test verwendeten
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Abbildung B.1: Heterologe Expression der PAL aus Vitis: Aktivitdtsnachweis mit

photometrischem Enzymtest. Phenylalanin- und

Zimtsaure-Standard. pYes-

Linie: Hefe-Enzymextrakt einer leeren pYes-Vektorlinie. Reaktionsansitze mit
heterolog exprimierter PAL aus Vitis nach verschiedenen Inkubationszeiten,
PAL — Omin entspricht Phenylalanin in der im Test verwendeten Konzentrati-

on.

1 2 3 4

Phenylalanin

. Zimtsdure

Abbildung B.2: Heterologe Expression der PAL

aus Vitis: Aktivitatsnach-

weis mit “C-Phenylalanin als Substrat. 1: Phenylalanin-Standard, 2: PAL-
Reaktionsansatz ohne Enzym, 3: mit Hefe-Enzymextrakt einer leeren pYes-

Vektorlinie, 4: mit heterolog exprimierter PAL
Essigséaure.
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Konzentration nicht beobachtet werden. Zuséatzlich wurde ein Enzymtest mit
1C-Phenylalanin als Substrat durchgefiihrt (Abb. B.2 auf S.38), wobei die
entstandene Zimtsdure durch Co-Chromatographie mit authentischer Zimtséure
identifiziert wurde, welche unter UV-Licht sichtbar ist (nicht dargestellt).

Soweit bekannt, ist dies die erste vollstandig klonierte und auf Funktion
gepriifte PAL aus Vitis. Zuvor waren nur Fragmente oder genomische Sequenzen
verOffentlicht worden. Bei der PAL handelt es sich um eine grofiere Genfamilie
mit 15-20 Kopien [132].

B.3.1.2 Stilbensynthase

Der vollstandige codierende Bereich (1179 bp, 392 AS) einer ST'S konnte aus
Blattern der Sorte ‘Spatburgunder’ kloniert werden. Die Sequenz wurde unter
der Nummer EF192465 in GenBank vertffentlicht. Die fiir die Klonierung
verwendeten Primer wurden aus einem Alignment mehrerer STS-Sequenzen
aus GenBank abgeleitet. Dabei handelte es sich um mRNA-Sequenzen der Vitis
vinifera Sorten ‘Lambrusco Foglia Frastagliata’ (X76892) und ‘Optima’ (S63221,
563225, S63227) sowie eine genomische DNA-Sequenz dieser Sorte (AB046375).
Zusétzlich wurden genomische Sequenzen aus V. riparia (AB046373), V. labrusca
(AB046374) und V. aestivalis (AY059639, AF418567, AF418566) verwendet.

Die aus ‘Spatburgunder’ klonierte STS-cDNA ist mit diesen Sequenzen,
unabhéngig von den Arten aus denen sie stammen, zu 91 %99 % identisch, die
der Aminosiuresequenz zu 94 %98 %. Dariiber hinaus ist auch die Ahnlichkeit
zu CHS-Sequenzen aus Wein mit etwa 70 % identischen Nukleotiden und etwa
75 % identischen Aminoséauren sehr hoch.

Der Nachweis der Enzymaktivitit des in Hefe heterolog exprimierten ST'S-
Enzyms erfolgte mit '4C-Malonyl-CoA und p-Cumaroyl-CoA als Substrat. Das
Produkt der Enzymreaktion wurde durch Co-Chromatographie mit RES in drei
verschiedenen Laufmitteln und die blaue Fluoreszenz des RES unter UV-Licht
identifiziert (Abb. B.3 auf S.40). Auch mit Kaffeoyl-CoA als Starter-CoA bildet
die Vitis-STS ein Produkt (Abb. B.6 auf S.44), bei dem es sich wahrscheinlich
um 3,4,3",5'-Tetrahydroxystilben (Synonym: Astringinin, Piceatannol) handelt
[125], das auch natiirlicherweise in Vitis vorkommt [95].

Nebenprodukte

Bei der STS-Reaktion entstehen neben trans-RES auch einige Nebenprodukte
(sieche Abb. B.3 auf S. 40), die je nach Laufmittel unterschiedlich deutlich sichtbar
sind. Anhand der Co-Chromatographie mit authentischem RES wurde eines
der Nebenprodukte als cis-RES identifiziert. Dies bildet sich unter UV-Licht
und bei hohem pH-Wert durch Isomerisierung aus trans-RES [102].
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Abbildung B.3: Heterologe Expression der STS aus Vitis: Identifikation des
Produkts Resveratrol in verschiedenen Laufmitteln (Forestal, CAW, 30 %
Essigsiure), jeweils unter UV-Licht und Autoradiographie mit *C-NAR und
STS-Enzymreaktion. t: trans-RES, c¢: cis-RES, N: NAR.

Neben cis-RES ist als Nebenprodukt der STS-Reaktion eine weitere Substanz
sichtbar, die sich bei der Chromatographie wie NAR verhélt, bzw. bei Kaffe-
oyl-CoA als Substrat wie ERI (Abb. B.6 auf S.44). Die Identitdt von NAR
wurde bestétigt, indem die Produkte eines kombinierten STS-CHI-Enzymtests
als Substrate fiir eine FHT-Enzymreaktion verwendet wurden. Dabei war eine
deutliche Abnahme des Nebenprodukts NAR und damit eine Umsetzung durch
die FHT zu beobachten (ohne Abbildung). Insbesondere in bakteriellen Expres-
sionssystemen [136] wurde bereits festgestellt, dass als Nebenprodukt der STS
1 %4 % Naringenin, sowie Intermediate nach zwei oder drei Kondensationen
entstehen [158]. Dariiber hinaus kann, wie bei der Stilbencarboxylat-Synthase
[42], die Decarboxylierung ausbleiben. Dies ist besonders interessant, da vermutet
wird, dass sich die STS aus der CHS entwickelt hat. Eine mogliche Erklarung ist
eine Flexibilitdt der Konformation am aktiven Zentrum, die bei nicht optimalen
Reaktions- und Expressionsbedingungen eine Nebenaktivitét sichtbar werden
lasst. Zudem sind Fehlfaltungen und unnatiirliche Konformationen durch das
heterologe Expressionssystem denkbar [158].

Hemmung und Induktion der STS
Bei einigen der durchgefiithrten Versuche wurden Weinpflanzen mit dem Wachs-
tumsregulator Prohexadion-Ca (ProCa) behandelt (siehe Abschnitt C.3.2 auf
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Abbildung B.4: Wirkung von ProCa und ProCa-Formulierung auf die Aktivitat
einer heterolog exprimierten STS aus Vitis. 0,1, 1, 10: Vielfaches der fiir die
Pflanzenbehandlung verwendeten Konzentration.

S.72). Da beim Versuch P1 durch einige Behandlungen zwar eine deutliche
Induktion der STS-Expression, aber kein signifikanter Finfluss auf die STS-
Enzymaktivitat beobachtet werden konnte (siehe Abschnitt C.4.3 auf S.85),
wurde ein moéglicher Einfluss des Wirkstoffs oder der Formulierung auf die
Enzymaktivitidt der heterolog exprimierten STS gepriift.

Dazu wurde zu einem Enzymtest der heterolog exprimierten STS aus Vitis der
reine Wirkstoff ProCa oder die Formulierung ohne Wirkstoff in verschiedenen
Konzentrationen zugegeben. ProCa selbst beeinflusste die Enzymaktivitat der
STS nicht, die Formulierung jedoch hatte vor allem bei héheren Konzentrationen
einen deutlich hemmenden Einfluss (Abb. B.4).

Zuséatzlich wurde getestet, ob weitere Inhaltsstoffe in Enzymextrakten von
Vitis-Pflanzenmaterial die Aktivitdt der heterolog exprimierten STS beeinflus-
sen. Die Zugabe von verschiedenen Enzymextrakten aus Vitis-Blattern oder
-Friichten, aber auch aus Malus-Friichten, fithrte reproduzierbar zu einer deutli-
chen Erhohung des Umsatzes der heterolog exprimierten STS aus Vitis (Abb. B.5
auf S.42). Die Zugabe von Proteinen (BSA), des Aufarbeitungspuffers des Pflan-
zenenzyms oder mehr Substrat p-Cumaroyl-CoA fiihrten nicht zu diesem Effekt,
abgekochtes Pflanzenenzym hemmte die heterolog exprimierte STS eher. Durch
die Zugabe von nach Grofle getrenntem Enzym aus Vitis-Blattern (» Vivaspin
500«-Séulchen 10kDa und 30kDa) wurde festgestellt, dass der aktivierende
Bestandteil grofler als 30 kDa ist.

Moglicherweise treten in vivo bei der STS posttranslationale Proteinmodi-
fikationen auf, etwa durch Phosphatasen, die im Hefeexpressionssystem nicht
moglich sind. Durch Tassoni et al. [140] wurden vier Isoformen gleichen Mo-
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(b) Puffer: Extraktionspuffer fiir die Aufarbeitung der Enzymextrakte
aus Pflanzenmaterial; 2x Cum-CoA: doppelte Menge p-Cumaroyl-
CoA. Vitis-E.: Enzymextrakt aus Weinblattern, nach Grofie gereinigt
(»Vivaspin 500«-Saulchen)

Abbildung B.5: Wirkung von verschiedenen Zusétzen auf die Aktivitat einer
heterolog exprimierten STS aus Vitis, jeweils in Prozent der Aktivitat heterolog
exprimierter STS ohne Zusétze.
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lekulargewichts der STS gefunden, die sich in ihrem isoelektrischen Punkt
unterscheiden. Dies wurde auf posttranslationale Modifikationen zuriickgefiihrt,
aber nicht ndher untersucht.

B.3.1.3 Chalkonsynthase

Zur Klonierung des vollstdndigen codierenden Bereichs (1182 bp, 393 AS) einer
CHS wurden Blatter der Sorte ‘Spatburgunder’ verwendet. Die Sequenz wurde
unter der Nummer EF192464 in GenBank veréffentlicht. Die Primer wurden aus
drei genomischen DNA-Sequenzen der Sorte ‘Cabernet Sauvignon’ (AB015872,
AB066275, AB066274) sowie zwei mRNA-Sequenzen (X75969, AF020709) abge-
leitet.

Die aus ‘Spéatburgunder’ klonierte CHS-cDNA ist mit diesen Sequenzen zu
91 %99 % identisch, die der Aminosauresequenz zu 94 %-99 %. Dariiber hinaus
ist auch die Ahnlichkeit zu STS-Sequenzen aus Wein mit etwa 71 % identischen
Nukleotiden und etwa 75 % identischen Aminoséduren sehr hoch.

Die Enzymaktivitidt des heterolog exprimierten CHS-Enzyms wurde mit
14C-Malonyl-CoA und p-Cumaroyl-CoA bzw. Kaffeoyl-CoA als Substrat nach-
gewiesen (Abb. B.6 auf S.44). Die dabei entstandenen Produkte Naringenin
bzw. Eriodictyol wurden durch Co-Chromatographie identifiziert.

B.3.2 Klonierung zweier Dioxygenasen der
Flavonoidbiosynthese

Die nachfolgend beschriebenen Klonierungen der FHT und ANS aus Vitis
wurden bei einem im Rahmen dieser Arbeit betreuten Forschungspraktikum
durchgefithrt (Herold, 2006).

B.3.2.1 Flavanon 33-Hydroxylase

Der vollstandige codierende Bereich (1092 bp, 363 AS) einer FHT wurde aus
Blattern der Sorte ‘Regent’ kloniert (EF192467). Die Primer wurden von der
mRNA-Sequenz der Sorte ‘Lambrusco Foglia Frastagliata’ (X75965) abgeleitet.

Die aus ‘Regent’ klonierte Nukleotidsequenz der FHT ist bis auf drei Austau-
sche und zwei Regionen mit insgesamt drei deletierten Basen mit der in GenBank
vorhandenen Sequenz identisch. Die Aminosduresequenz weist allerdings zwi-
schen den beiden Deletionen eine partielle Verschiebung des Leserahmens und
dadurch elf verdnderte Aminosiduren auf, so dass die beiden Aminosiduresequen-
zen nur zu 96 % identisch sind.
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Abbildung B.6: Heterologe Expression der CHS und STS aus Vitis: Aktivitéits-
nachweis mit p-Cumaroyl-CoA (1-4) und Kaffeoyl-CoA (6-9) als Substrat. 1
und 6: Reaktionsansatz ohne Enzym, 2 und 7: mit Hefe-Enzymextrakt einer
leeren pYes-Vektorlinie, 3 und 8: mit heterolog exprimierter CHS aus Vitis, 4
und 9: mit heterolog exprimierter STS aus Vitis. 5: "*C-NAR, 10: '“C-ERI.

Laufmittel: CAW
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Abbildung B.7: Heterologe Expression der FHT aus Vitis: Aktivitdtsnachweis
mit “C-NAR (1-3: drei parallele Vitis-FHT-Klone) und “C-ERI (6) als
Substrat. 4: "YC-NAR, 5: MC-DHK, 7: '“C-ERI, 8: YC-DHQ

Das heterolog in Hefe exprimierte FHT-Enzym zeigt sowohl mit *C-Narin-
genin als auch mit “C-Eriodictyol als Substrat einen Umsatz zu den entspre-
chenden Dihydroflavonolen DHK bzw. DHQ (Abb. B.7). Die Produkte wurden
jeweils durch Co-Chromatographie identifiziert.

Obwohl die vollstdndige cDNA-Sequenz einer FHT aus Vitis bereits veroffent-
licht wurde [132], ist dies, soweit bekannt, die erste Vitis-FHT, deren Funktion
in einem heterologen Enzymtest nachgewiesen wurde.

B.3.2.2 Anthocyanidinsynthase

Aus Blattern der Sorte ‘Regent’ wurde der vollstédndige kodierende Bereich
(1068 bp, 355 AS) einer ANS kloniert (EF192468). Die verwendeten Primer
wurden aus einer mRNA-Sequenz der Sorte ‘Lambrusco Foglia Frastagliata’
(X75966) und einer genomischen DNA-Sequenz (AB073018) der Sorte ‘Kyoho’,
einer Kreuzung aus V. labrusca x V. vinifera, abgeleitet.

Der kodierende Bereich der Nukleotidsequenz aus ‘Regent’ ist zu der aus
‘Kyoho’ bis auf zwei Austausche identisch, die Aminoséduresequenz ist vollstandig
identisch. Im Vergleich zur Sequenz X75966 ist zwar ebenfalls nur ein Nukleotid
ausgetauscht, jedoch tritt eine Deletion von zwo6lf Basenpaaren sowie kurz vor
dem Ende des kodierenden Bereichs eine weitere Deletion von zwei Basenpaaren
auf. Nach dieser zweiten Deletion sind die restlichen 40 Aminoséduren durch die
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Abbildung B.8: Heterologe Expression der ANS aus Vitis: Aktivitdtsnachweis
mit vorgeschalteter DFR und “C-DHK und C-DHQ als Substrat. 1-2:
Substrat C-DHK, 1: DFR und heterolog exprimierte ANS aus Vitis, 2: nur

DFR. 3-4: Substrat *C-DHQ, 3: DFR und heterolog exprimierte ANS aus
Vitis, 4: nur DFR.
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Verschiebung des Leserahmens komplett abweichend.

Fiir den Aktivitdtsnachweis des heterolog exprimierten ANS-Enzyms wurden
die als Substrat bendtigten Leukoanthocyanidine wihrend des Enzymtests
durch eine vorgeschaltete DFR-Reaktion aus '*C-Dihydroflavonolen hergestellt.
Sowohl mit Leukocyanidin als auch mit Leukopelargonidin (LPg) als Substrat
ist ein Umsatz durch die VitissANS zu Cyanidin bzw. Pelargonidin sichtbar
(Abb. B.8 auf S.46). Die Produkte wurden durch Co-Chromatographie mit
authentischen Standardsubstanzen identifiziert (nicht dargestellt).

Neben den erwarteten (Zwischen-)Produkten (LPg und Pg bzw. LCy und
Cy) und Substratresten (NAR und DHK bzw. ERI und DHQ) sind bei der
Diinnschichtchromatographie weitere Banden erkennbar, die nicht eindeutig
identifiziert werden konnten. Zum einen kénnte es sich dabei um Luteoforol
handeln, welches durch die FNR-Aktivitat (Flavanon 4-Reduktase) der DFR
aus ERI entstehen kann. ERI war als Rest aus der Substratsynthese im Substrat
DHQ vorhanden. Zum anderen entstehen moglicherweise Km bzw. Qu direkt
durch die ANS aus DHK bzw. DHQ. Es wurde beschrieben, dass die ANS bei
in vitro-Tests aus Leukoanthocyanidinen nicht nur Anthocyanidine, sondern
auch Dihydroflavonole und Flavonole, sowie Flavonole aus Dihydroflavonolen
synthetisiert [147]. Die ANS besitzt also auch eine FLS-Aktivitat. Des Weiteren
kann, zumindest bei Gerbera-ANS, auch Cat als Substrat fiir die Bildung von
Cy dienen, insbesondere in Anwesenheit eines UFGT-Enzyms [150].

Bei der ANS handelt es sich bei Vitis um ein single copy Gen [132].

Es wurden bereits vollstindige Sequenzen (cDNA, genomisch) einer ANS aus
Vitis veroffentlicht [83, 132], jedoch ist dies, soweit bekannt, die erste Vitis-ANS,
deren Funktion in einem heterologen Enzymtest nachgewiesen wurde.

B.3.3 Klonierung von Reduktasen der
Flavanolbiosynthese

Die Ergebnisse der Klonierung von Leukoanthocyanidinreduktase und Antho-
cyanidinreduktase wurden bereits veroffentlicht [105].

B.3.3.1 Anthocyanidinreduktase

Der vollstandige codierende Bereich einer ANR (1017 bp, 338 AS) konnte aus
Blattern der Vitis-Sorte ‘Spéatburgunder’ kloniert werden (DQ129684). Die ver-
wendeten Primer wurden abgeleitet von einer in GenBank verfiigharen Sequenz
(BN000166), die ihrerseits aus vorhandenen EST-Sequenzen von Bléattern der
Sorte ‘Chardonnay’ zusammengesetzt ist. Beide Sequenzen stellten sich nach
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Abbildung B.9: Heterologe Expression der ANR aus Vitis: Aktivitdtsnachweis
mit Anthocyanidin-Substraten. Substrate Pg (1-3), Cy (4-6) und Dp (8-
10). Bei jedem Substrat jeweils ein Reaktionsansatz ohne Enzym (1, 4, 8),
einer mit Hefe-Enzymextrakt einer leeren pYes-Vektorlinie (2, 5, 9) und einer
mit heterolog exprimierter ANR aus Vitis (3, 6, 10). Laufmittel BAW. 7:
Epicatechin-Standard, 11: Epigallocatechin-Standard, EA=Epiafzelechin.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Abbildung B.10: Heterologe Expression der ANR aus Vitis: Aktivitdtsnachweis
mit methylierten Anthocyanidin-Substraten. Substrate Pn (1-3), Pt (4-6) und
Mv (7-9). Bei jedem Substrat jeweils ein Reaktionsansatz ohne Enzym (1, 4,
7), einer mit Hefe-Enzymextrakt einer leeren pYes-Vektorlinie (2, 5, 8) und
einer mit heterolog exprimierter ANR aus Vitis (3, 6, 9). Laufmittel BAW.
E1: 3-methyl-Epicatechin, E2: 3’-methyl-Epigallocatechin, E3: 3’,5’-dimethyl-
Epigallocatechin.
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der Klonierung als komplett identisch auf Nukleotidebene heraus. Auch eine
zwischenzeitlich veréffentlichte genomische A NR-Sequenz der Sorte ‘Cabernet
Sauvignon’ ist im kodierenden Bereich mit nur einem Aminosdure- und zwei
Nukleotid-Austauschen stark konserviert. Bei der ANR handelt es sich bei Vitis
um ein single copy Gen [18, 54].

Mit Cyanidin als Substrat wurde fiir das rekombinante ANR-Enzym ein
Temperaturoptimum von 45°C und ein pH-Optimum von 5,5 ermittelt. Die
Aktivitdt wurde bei diesen optimalen Bedingungen mit den Anthocyanidin-
Substraten Pg, Cy und Dp (Abb. B.9 auf S. 48) sowie mit den methylierten
Anthocyanidinen Pn, Pt und Mv (Abb. B.10 auf S.49) getestet. Bei allen diesen
Substraten kann ein Umsatz zu den entsprechenden Epicatechinen festgestellt
werden, wobei nur (—)-Epicatechin und (—)-Epigallocatechin (EGC) als au-
thentische Standards zur Verfiigung standen und somit eindeutig identifiziert
werden konnten. Ebenfalls bei allen Substraten war sowohl mit der heterolog
exprimierten ANR aus Vitis als auch mit dem zur Kontrolle verwendeten Hefe-
Enzymextrakt einer leeren pYes-Vektorlinie eine Reaktion zu einem anderen
Produkt zu sehen, das jedoch nicht identifiziert werden konnte. Moglicherweise
handelt es sich dabei um Ent-Catechine ((—)-Catechine), wie sie auch durch
Xie et al. [157] beobachtet wurden.

Das ungew6hnlich hohe Temperaturoptimum der heterolog exprimierten Vitis-
ANR wurde bei allen bisher heterolog exprimierten ANR-Enzymen festgestellt:
Medicago 45°C [155], Arabidopsis 55°C [155], Tee 50°C [108]. Bis auf die ANR
aus Arabidopsis, deren pH-Optimum mit 8,0 im schwach basischen Bereich
ist [155], haben alle diese ANR-Enzyme wie das aus Vitis ein schwach saures
pH-Optimum von etwa 5,5 [108, 155].

B.3.3.2 Leukoanthocyanidinreduktase

Zu Beginn der Arbeiten war noch keine DNA- oder mRNA-Sequenz der LAR
aus Vitis veroffentlicht. Daher wurden durch eine BlastN-Suche mit einer
bekannten LAR-Sequenz aus Desmodium (AJ550154) einige homologe EST-
Sequenzen aus verschiedenen Vitis-Arten ermittelt. Die Sequenz der LAR1
konnte vollstiandig aus diesen ESTs zusammengesetzt werden, der vollstandige
kodierende Bereich (1041 bp, 346 AS) wurde dann aus Blattern der Sorte ‘Regent’
amplifiziert (DQ129685). Von der Sequenz einer weiteren LAR, LAR2, war nur
das 3’-Ende als EST verfiigbar, das 5’-Ende wurde mit Hilfe des Generacer-
Protokolls amplifiziert. AnschlieBend wurde auch der vollstédndige kodierende
Bereich (1089 bp, 362 AS) der LARZ2 aus Bléattern der Sorte ‘Regent’ amplifiziert
(DQ129686).

Seither wurden aus Friichten der Sorte ‘Shiraz’ ebenfalls LAR-Sequenzen
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1 2 3 4 5 6 7
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14C-DHQ (BAW) “C-ERI (CAW)

Abbildung B.11: Heterologe Expression der LAR aus Vitis: Aktivitdtsnachweis
mit vorgeschalteter DFR/FNR und mit “C-DHQ (1-4, Laufmittel BAW) und
YC-ERI (5-7, Laufmittel CAW) als Substrat. Jeweils DFR und heterolog
exprimierte LAR1 aus Vitis (2 und 6), DFR und heterolog exprimierte LAR2
aus Vitis (3 und 7). 1: YC-DHQ mit Spuren von *C-ERI, 4: Cat (DMAZA),
5: 1C-ERL
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DHK

Afz?

DHM

GC

4C-DHK 1C-DHM

Abbildung B.12: Heterologe Expression der LAR aus Vitis: Aktivitdtsnachweis
mit vorgeschalteter DFR und mit “C-DHK und '“C-DHM als Substrat.
Laufmittel BAW. 1-3: Substrat *C-DHK (mit Resten von NAR); 4-6: Substrat
4C-DHM (mit Resten von NAR, DHK). Jeweils nur DFR (1 und 4), DFR
und heterolog exprimierte LAR1 aus Vitis (2 und 5), DFR und heterolog
exprimierte LAR2 aus Vitis (3 und 6). 7: GC (DMAZA), Afz: Afzelechin, S:
Reste aus der Substratsynthese.
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veroffentlicht [18]. Eine der beiden LAR1-Sequenzen (AJ865335) ist komplett,
die andere (AJ865336) zu 99 % identisch zu der aus ‘Regent’ klonierten Sequenz.
Auch die LAR2-Sequenz (AJ865334) ist auf Nukleotid- sowie Aminosauren-
Ebene zu 99 % identisch mit der LAR2 aus Blattern der Sorte ‘Regent’. Der
Unterschied zwischen LARI und LAR2 aus Vitis dagegen ist relativ grof}, sie
sind nur zu 67 % (Nukleotide) bzw. 60 % (Aminoséuren) identisch.

Der Nachweis der Enzymaktivitit der beiden heterolog in Hefe exprimierten
LAR-Enzyme erfolgte mit einem kombinierten DFR-LAR-Enzymtest. Dabei
wurde wahrend des Enzymtests mit Hilfe einer ebenfalls heterolog exprimierten
DFR aus '*C-Dihydroflavonolen Leukoanthocyanidine synthetisiert, die dann
der LAR als Substrat zur Verfiigung standen. Sowohl LAR1 als auch LAR2
hatten mit Leukocyanidin als Substrat ein flaches Temperaturoptimum zwi-
schen 30°C und 37°C und ein pH-Optimum von 6,5. Beide Enzyme setzten
sowohl Leukopelargonidin als auch Leukocyanidin und Leukodelphinidin zu den
entsprechenden Catechinen um (Abb. B.11 auf S.51 und Abb. B.12 auf S.52),
wobei nur (4)-Catechin und (4 )-Gallocatechin (GC) als Referenzsubstanzen
zur co-chromatographischen Identifizierung der Produkte verfiigbar waren.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die heterologe LAR aus Vitis
auch Luteoforol zu Luteoliflavan umsetzen kann (Abb. B.11 auf S.51). Luteo-
forol entsteht durch die FNR-Aktivitdt der DFR aus ERI. Die geschieht in
vivo bei der Akkumulation von ERI durch die Wirkung von Prohexadion-Ca
(siehe Abschnitt C.1.2 auf S.59). Neben der Aufklarung dieses Schritts der
ProCa-Wirkung ist dies wichtig fir die Untersuchung des Reaktionsmechanis-
mus, da hiermit gezeigt werden konnte, dass die OH-Gruppe an Position 3 fir
den Mechanismus nicht notwendig ist [105].

Die dhnlichen enzymatischen Eigenschaften der beiden LAR-Enzyme stehen
im Gegensatz zu ihren relativ groflen Unterschieden auf Sequenzebene.

B.3.4 Schlussfolgerungen

Die Funktion wichtiger Gene der Phenylpropanoidbiosynthese wurde verifiziert
und ihre Substratspezifitdten analysiert. Dies war fiir Expressionsanalysen, wie
sie im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrt wurden, wichtig, um nur die Expres-
sion physiologisch relevanter, funktionaler Gene zu messen. Bei einigen Genen
war zudem bislang keine vollsténdige cDNA-Sequenz aus Vitis verdffentlicht:
Bei der PAL waren nur cDNA-Fragmente und eine vollstdndige genomische
DNA-Sequenz vorhanden, bei der FHT und der ANS nur ungetestete, aber voll-
standige cDNA-Sequenzen, bei der ANR nur eine aus ESTs zusammengesetzte
putative Sequenz und bei der LAR lediglich EST-Sequenzen.
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Generell existieren in GenBank zwar sehr viele Sequenzen von Flavonoid-
Genen, viele davon sind jedoch nicht durch heterologe Expression oder Mutanten
in ihrer Funktion bestéatigt. Vor allem bei den Polyketidsynthasen gibt es mehrere
Beispiele dafiir, dass fiir Sequenzen, die aufgrund ihrer hohen Homologie (>90 %)
als CHS bezeichnet worden waren, spéter eine andere Funktion nachgewiesen
wurde, z. B. die Pyronsynthase bei Gerbera [43]. Auch der Austausch nur
weniger Aminosduren kann zu einem Funktionsverlust fithren, wie z. B. bei
einer CHS-ahnlichen, aber CHS-inaktiven Sequenz der Himbeere, die sich nur
durch den Austausch zweier Aminosduren von einer funktionalen CHS dieser
Pflanze unterschied [160]. Im Fall der Flavonoid-3’- und -3’,5’-Hydroxylasen
innerhalb der Familie Asteraceae ist die sichere Zuordnung zu einer dieser
beiden verwandten Enzymaktivitaten selbst durch phylogenetische Analysen
nicht moglich [129].

In dieser Arbeit wurden die vollstandigen cDNAs der Gene fiir die Schliisselen-
zyme PAL, STS und CHS, die beiden 2-Oxoglutarat-abhéingigen Dioxygenasen
FHT und ANS, sowie die beiden Gene fiir die Reduktasen der Flavanolsynthese,
LAR und ANR, kloniert. Sie alle wurden in Hefezellen heterolog exprimiert und
ihre Funktion bestéatigt.

Uber die korrekte Identifizierung hinaus ist es nun moglich, mit Hilfe dieser
funktional bestétigten Sequenzen nicht-anonyme molekulare Marker fiir Gene
der Polyphenolbiosynthese fiir die Weinrebe zu entwickeln. Es gibt beispielsweise
bereits molekulare Marker auf Basis der CHS und STS (5’-nichttranslatierter
Bereich) von Vitis [46].

Aus praktischen Griinden war die Verfligbarkeit einer heterolog exprimierten
PAL und STS niitzlich fir die Etablierung von entsprechenden Enzymtests, sowie
im Fall der STS fiir die Herstellung von '“C-RES als Vergleichsubstanz fiir die
Co-Chromatographie bei Enzymtests mit Enzymextrakten der Versuchspflanzen.
Alle heterolog exprimierten Flavonoidgene aus Vitis konnten zudem bei den
Enzymtests der Versuchsreihen als Positivkontrolle eingesetzt werden.

Alle untersuchten heterolog exprimierten Enzyme hatten eine geringe Sub-
stratspezifitdt beziiglich der B-Ring-Hydroxylierung, die ANR akzeptierte sogar
methylierte Anthocyanidin-Substrate. Jedoch kommen in Vitis, auler bei den
Flavonolen, keine einfach hydroxylierten Flavonoide vor. Die Steuerung der
Flavonoidbiosynthese zu bestimmten Endprodukten erfolgt also wahrscheinlich
nicht in erster Linie iber unterschiedliche Substratspezifitdten, sondern iiber
unterschiedlich starke Enzymaktivitaten vorgelagerter Enzyme, insbesondere
der F3’H und F3’5’H, und damit iiber die Substratverfiigharkeit, sowie eventuell
iiber den Mechanismus der Produkthemmung.
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C.1 Einleitung — Resistenzinduktion

C.1.1 Induzierbare Resistenz bei Pflanzen

Pflanzen besitzen verschiedene Mechanismen, um Infektionen durch pilzliche
und bakterielle Schaderreger abzuwehren. Es gibt priaformierte Abwehrsubstan-
zen, die konstitutiv vorhanden sind und deren Biosynthese zum Teil durch Stress
erhoht werden kann, wie beispielsweise Proanthocyanidine in jungen Weinbeeren
[122]. Die induzierte Resistenz dagegen wird erst durch einen Primérbefall mit
Schaderregern oder durch die Applikation bestimmter natiirlicher oder synthe-
tischer Stoffe erworben und wirkt in der Regel unspezifisch gegen nachfolgende
Infektionen. Substanzen, die die induzierte Resistenz auslésen, werden Elicito-
ren genannt. Diese werden von pathogenen Organismen, z. B. als Bestandteile
ihrer Zellwand, produziert und dienen Pflanzenzellen als Signale fiir biotischen
Stress. Sie werden durch Rezeptoren erkannt, wodurch eine ganze Reihe Pro-
zesse in Gang gesetzt wird, die zur Produktion von antimikrobiellen Enzymen
(PR-Proteinen), z. B. Chitinasen und (3-1,3-Glucanasen, sowie Phytoalexinen
fiihren. Phytoalexine sind induzierbare antibiotische Sekundidrmetaboliten mit
niedrigem Molekulargewicht.

Generell besteht eine Konkurrenzsituation zwischen Wachstum, also dem Pri-
marmetabolismus, und der Parasitenabwehr, also dem Sekundéarmetabolismus.
Die Verfiigbarkeit von Kohlenstoff und Energie ist begrenzt, deshalb werden bei
eingeschrinktem Wachstum, z. B. durch geringe Stickstoff-Verfiigharkeit, mehr
Abwehrstoffe gebildet als bei uneingeschranktem Wachstum. Die Anwesenheit
oder Neusynthese von Abwehrstoffen bedeutet allerdings nicht zwingend, dass
die Pflanze nicht von Pathogenen infiziert wird, da viele Mikroorganismen
Phytoalexine abbauen kénnen oder sogar die Expression von Genen fiir die
Phytoalexinbiosynthese hemmen. Deshalb ist fiir eine tatsachliche Resistenz oft
eine schnelle und starke Reaktion der Pflanze wichtig (Review in [144]).

In der Familie Vitaceae kommen als Phytoalexine vor allem Stilbene vor,
meist als trans-Resveratrol und dessen Oligomere (Viniferine) [77]. Auf ge-
netischer Ebene wurde gezeigt, dass ein Quantitative Trait Locus (QTL) fiir
die Resveratrol-Produktion mit QLTs fiir die Resistenz gegen Mehltau und
Schwarzfaule assoziiert ist [111].

Die Induktion der STS-Expression und damit der Phytoalexin-Synthese bei
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Vitis kann durch abiotische Faktoren erfolgen, z. B. Ethylen, Ozon [64], AlICl,
[3] oder UV-Strahlung [4, 12, 29]. Auch die biotische Induktion der Expres-
sion der STS und weiterer Gene des Phenylpropanoid-Stoffwechsels wurde
bei Vitis schon vielfach nachgewiesen. Als Induktoren wurden beispielsweise
durch Autoklavieren abgetotete Botrytis-Kulturen [110], Pilz-Zellwénde von
Phytophthora cambivora [93] oder lebende Pseudomonas-Kulturen und Hefeex-
trakt [28] verwendet. Es wurde gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen der
Resveratrol-Produktion verschiedener Sorten nach Induktion (UV-Bestrahlung)
und ihrer Pathogenresistenz (Botrytis) besteht [121].

Diese Erkenntnisse fithrten schon mehrfach zu Versuchen, andere Pflanzen
durch die Ubertragung eines STS-Gens gegen Pathogene resistent zu machen.
Eine Vitis-STS fiihrte mit Pathogen-induzierbaren Promotoren bei Weizen
[130] und Reis [134] zu erhohter Resistenz gegen Pathogene dieser Pflanzen. Bei
Tomate wurde eine Resistenz gegen Pseudomonas, nicht aber gegen Botrytis und
Alternaria erreicht [143]. Bei Kiwi konnte mit einem konstitutiven Promotor
zwar Resveratrol, allerdings keine Botrytis-Resistenz beobachtet werden [82].
Bei Tabak [48] wurde ménnliche Sterilitét und verminderte Blitenfarbung durch
eine konstitutive STS beobachtet, wahrscheinlich durch die Konkurrenz mit
der CHS und damit der Flavonoidbiosynthese um das gemeinsame Substrat
p-Cumaroyl-CoA. In mit Vitis-STS transformierten Malus-Pflanzen [137] wird
das entstandene Resveratrol durch Malus-eigene Enzyme zu Piceid glykosyliert
[116].

C.1.2 Resistenzinduktoren

Um die induzierbare Resistenz als Schutz vor pilzlichen oder bakteriellen Infektio-
nen zu nutzen, wurden verschiedene Praparate entwickelt, die meist vorbeugend
auf die Pflanzen ausgebracht werden und dort natiirliche Abwehrmechanis-
men aktivieren. In dieser Arbeit wurden die beiden Pflanzenstarkungsmittel
Milsana und Myco-Sin, der Extrakt eines Epiphyten und der Wachstumsregula-
tor Prohexadion-Ca eingesetzt und ihre Wirkung auf die Genexpression und
Enzymaktivitdt von Vitis untersucht.

Extrakt eines Epiphyten (Aureobasidium)

Préparate auf der Basis von Mikroorganismen sind durch mehrere mégliche Wirk-
mechanismen fir den biologischen Pflanzenschutz interessant. Einige Bakterien-
oder Pilzstdmme kénnen durch schnelle Wundbesiedlung, Néhrstoffkonkurrenz
oder die Produktion antimikrobieller Metaboliten eine Infektion der Pflanze mit
Pathogenen verhindern. Andere kénnen in der Pflanze als Resistenzinduktoren
wirken (Review in [45]).
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Bei Versuchen am Fachgebiet fiir Obstbau der TU-Miinchen [115] wurde
festgestellt, dass der Extrakt eines auf Apfel epiphytischen Hefestammes (laut
DNA-Analyse Aureobasidium pullulans, ein Basidiomycet) eine Anreicherung
von Stilbenen in Weinkallus bewirkt. In dieser Arbeit wurden diese Ergebnisse
mit enzymologischen und molekularbiologischen Methoden {iberpriift und die
Wirkung einer Behandlung mit Aureobasidium-Extrakt auf weitere Gewebe von
Vitis untersucht.

Milsana

Das Pflanzenstirkungsmittel Milsana® fliissig (BBA Nr. LS 5019-00) ist ein
Extrakt aus dem Sachalin-Staudenknéterich (Reynoutria sachalinensis) und
soll nach Angaben des Herstellers die Vitalitit von Pflanzen steigern und
Pilzkrankheiten vorbeugen. Das Produkt wurde durch die Dr. Schaette AG, Bad
Waldsee, entwickelt und wird von der Firma Biofa!, Miinsingen, vertrieben.

Der aktive Inhaltsstoff von Reynoutria-Extrakt wurde als Physcion(-1-O-f3-
Glykosid), ein Anthrachinon, identifiziert [57]. Physcion selbst ist nicht fungi-
toxisch, die Wirkung von Milsana beruht also auf der systemischen Induktion
pflanzlicher Resistenzmechanismen. Lediglich sehr hohe, in der Praxis nicht
erreichte, Extrakt-Konzentrationen fiihren bei Botrytis zu vermindertem Myzel-
wachstum und eingeschrankter Keimung [70].

Bei Gurken beispielsweise fithrt Milsana zur Bildung von phenolischen Verbin-
dungen mit antifungaler Wirkung [32], zu einer erhéhten Flavonoidbiosynthese
[52] und zu héheren Aktivitaten von antifungalen Enzymen (Chitinasen, Glu-
canasen, Peroxidasen) [70, 124] und vermindert so die Infektion mit Echtem
Mehltau. Milsana wirkte bei mehrjahrigen Versuchen gegen Echten Mehltau an
Weinreben so effektiv wie oder besser als Schwefel [123].

Myco-Sin
Bei dem Pflanzenstirkungsmittel Myco-Sin® (BBA Nr. LS 4997-0) handelt
es sich um eine Mischung aus Tonerde, Schachtelhalmextrakt, Silikaten und
Hefezellwandbestandteilen. Auch Myco-Sin wurde von der Dr. Schaette AG, Bad
Waldsee, entwickelt und wird von Biofa?, Miinsingen, vertrieben. Zum Vergleich
mit der Wirkung des Aureobasidium-Extrakts wurde auch der Hefebestandteil
von Myco-Sin getestet, dieser wurde freundlicherweise von der Firma Schaette
separat zur Verfiigung gestellt.
Die Resistenzinduktion von Myco-Sin wird verschiedenen Inhaltsstoffen zuge-
schrieben, z. B. den Al-Ionen der Tonerde [76] oder dem Gesteinsmehl [159].
Gegen Falschen Mehltau an Weinreben wurde in mehrjahrigen Versuchen

! Milsana. URL: http://www.biofa-farming.de/produkte/content .php?ex=pro&sid=1
2 Myco-Sin. URL: http://www.biofa-farming.de/produkte/content . php?ex=pro&sid=8
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eine ebenso gute Wirkung von Myco-Sin wie durch eine Kupferbehandlung
festgestellt [123]. Myco-Sin wird auch im 6kologischen Obstanbau als eines der
effektivsten biologischen Praparate zur Feuerbrandbekéampfung eingesetzt [159].

Prohexadion-Ca
Der Wachstumsregulator Prohexadion-Ca (ProCa, BASF), der in Deutschland
unter dem Handelsnamen Regalis®, in den USA Apogee®, vertrieben wird, wurde
zur Regulation des Langenwachstums von Kulturpflanzen entwickelt. Durch
die Strukturdhnlichkeit von ProCa und 2-Oxoglutarat wird eine Dioxygenase
der Gibberellinsdurebiosynthese in ihrer Aktivitdt gehemmt. Aber auch die
2-Oxoglutarat-abhéngigen Dioxygenasen der Flavonoidbiosynthese wie FHT,
FLS und ANS werden beeinflusst. Dadurch akkumuliert bei der Behandlung von
Apfelbdumen mit ProCa das Flavanon Eriodictyol, welches teilweise glykosyliert
wird und teilweise durch die FNR-Aktivitdt der Malus-DFR in das Flavan 4-ol
Luteoforol umgewandelt wird [51, 112]. Luteoforol vermindert durch seine auch
in geringen Konzentrationen starke antimikrobielle Wirkung die Anfilligkeit
der Apfelbdume gegen Schorf und Feuerbrand [66]. In den Pflanzen ist die
Konzentration von Luteoforol allerdings relativ gering, da es durch die Aktivitéat
der LAR zu Luteoliflavan umgesetzt wird [105] (siehe auch Abschnitt B.3.3.2
auf S.50). Es wird vermutet, dass Luteoliflavan als Insektendeterrent wirkt [15].
In dieser Arbeit wird untersucht, ob die Wirkung von ProCa durch die
gleichzeitige Behandlung mit einem Resistenzinduktor (Milsana, Myco-Sin), der
die allgemeine Flavonoidbiosynthese erhoht, verstarkt werden kann.

C.1.3 Weinrebe und Botrytis

Als Beispiel fiir ein wichtiges Pathogen der Weinrebe dient in dieser Arbeit der
Grauschimmel, Botrytis cinerea. Dieser fakultative Endoparasit ist in Europa
endemisch und weder wirts- noch stadienspezifisch [74].

Schadbild

Botrytis kann alle oberirdischen Pflanzenteile befallen. Auf der Oberfléche der
Pflanzen ist bei fortgeschrittener Infektion das charakteristische Myzel mit
zahlreichen Konidientrigern zu sehen, die befallenen Pflanzenteile sterben in
der Folge ab.

Die Konidien keimen bereits nach 2 h mit tropfbar fliissigem Wasser. Es bilden
sich nacheinander Keimschlduche, Appressorien und Infektionshyphen. Das
Myzel 16st dann enzymatisch die Mittellamellen der Pflanzen auf, wodurch das
Gewebe in Einzelzellen zerfallt, die absterben und braun werden. Bei feuchtem
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C.1 Einleitung — Resistenzinduktion

Wetter entstehen schnell zahlreiche Konidientriiger. Die Uberwinterung erfolgt
entweder in Form von Sklerotien im einjédhrigen Holz oder als Myzel in der
Rinde oder in abgestorbenen Pflanzenresten auf dem Boden [74].

Zu wirtschaftlichen Schiden fihrt Botrytis durch die Behinderung der Ver-
wachsung bei der Rebveredlung und vor allem durch die Infektion der Trauben.
Dabei unterscheidet man je nach Zeitpunkt der Infektion verschiedene Arten
des Befalls. Der Gescheinsbefall, ausgehend von saprophytischen Infektionen der
Bliitenriickstdnde und abgestorbener Fruchtknoten, kann zum Absterben von
Bliitensténden fithren. Als Sauerfaule bezeichnet man Infektionen griiner Beeren,
die vor allem in Folge von Verletzungen durch Hagel oder Sauerwurmbefall ent-
stehen. Dies kann zu empfindlichen Ertragsverlusten fithren. Bei der Stielfaule
werden die Beerenstiele reifender Trauben infiziert und zersetzt, wodurch die
kompletten Trauben zu Boden fallen. Je nach Reifegrad kann eine Verwendung
zur Weinbereitung noch méglich sein.

Eine Besonderheit ist die »Edelfaule«, also lesereife Trauben mit Botry-
tis-Befall, die zur Gewinnung hochwertiger Spitzenweine (»Beerenauslesen)
genutzt werden. Die Infektion fithrt, auch durch die Perforation der Beerenhaut,
zu einer erhohten Verdunstung. Obwohl Zucker und S&uren durch Botrytis
abgebaut werden, werden die restlichen Inhaltsstoffe durch den Wasserverlust
stark konzentriert. Dariiber hinaus wird der Geschmack durch neu entstehen-
de Substanzen wie Glyzerin und Essigsdure, sowie durch pilzliche Laccasen
beeinflusst [31, 74].

Bekampfung

Zur Vorbeugung gegen Botrytis-Infektionen sind, neben dem Anbau resistenter
Sorten, alle Mainahmen geeignet, die eine rasche Abtrocknung der Pflanzen
fordern, z. B. ein die Durchliiftung férdernder Erziehungsschnitt, Unkrautbe-
kémpfung und harmonische Diingung [74, 76]. Die Bekédmpfung mit chemischen
Pflanzenschutzmitteln wird zunehmend schwierig, da gegen héufig verwendete
Fungizide resistente Botrytis-Stdmme, auch solche mit multiplen Resistenzen,
entstanden sind [44]. Fiir die biologische Bekdmpfung durch Resistenzindukto-
ren (z. B. Salicylsdure, Jasmonséure, Extrakte von Pflanzen oder Pilzen) oder
mikrobielle Antagonisten (z. B. Bacillus subtilis, Trichoderma atroviride) gibt es
vielversprechende Ansétze, die jedoch héufig unter Freilandbedingungen wenig
wirksam sind (Review in [45]).

Abwehrreaktionen der Pflanze

Auf eine Infektion mit Botrytis folgen in Weinpflanzen allgemeine Resistenzant-
worten wie die Ablagerung von neuem Zellwandmaterial, das Ausschiitten
von reaktiven Sauerstoffspezies und teilweise lokaler hypersensitiver Zelltod.
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C.1 Einleitung — Resistenzinduktion

Auflerdem werden PR-Proteine und Phytoalexine gebildet [16, 37]

Die wichtigsten Phytoalexine in Vitis sind die Stilbene Resveratrol, Piceid,
Pterostilben und e-Viniferin [77]. Sie hemmen das Myzelwachstum und die
Konidienkeimung von Botrytis [5]. Wéhrend der Fruchtreifung sinkt sowohl die
Resveratrol-Konzentration, als auch die Induzierbarkeit der Stilbensynthase
[125], weshalb reife Beeren empfindlicher fiir eine Botrytis-Infektion werden.

Bei nichtletalen Konzentrationen von Resveratrol ist Botrytis in der Lage
Stilbene oxidativ abzubauen [6]. Dies geschieht durch eine Laccase [104], die
aus Resveratrol ein trans-Dehydrodimer bildet [24, 25]. Die Pathogenitét von
Botrytis-Stammen an Vitis ist abhéngig von ihrer Laccaseaktivitiat, und damit
ihrer Féhigkeit, Stilbene (Resveratrol und Pterostilben) abzubauen [120].

Proanthocyanidine spielen ebenfalls eine Rolle beim Schutz vor Botrytis-
Infektionen in jungen Weinbeeren. Resistente Sorten haben mehr polymere
Proanthocyanidine und einen héheren Polymerisierungsgrad als anfillige [103].
Es wird angenommen, dass Proanthocyanidine auf zur Infektion notwendige
Botrytis-Enzyme inhibierend wirken, z. B. auf lytische Enzyme oder Stilbenoxi-
dasen [59, 122].

61



C.2 Methoden zur Analyse der
Induktion

C.2.1 Quantitative PCR zur Genexpressionsanalyse

C.2.1.1 RNA-Extraktion und reverse Transkription

Fir die Analyse der Genexpression wurden die RNA-Extraktionsmethoden
(sieche Abschnitt A.2.2.2 auf S. 17) fiir die verwendeten Pflanzenorgane optimiert.
Die RNA-Extraktion aus Blattern und Friichten wurde mit dem Concert™ Plant
RNA Reagent von Invitrogen durchgefiihrt. Dabei wurde fiir Laubblatter 50 mg
und fiir Friichte 50-100 mg Pflanzenmaterial verwendet. Kallus-Proben wurden
mit dem RNeasy® Plant Mini Kit von Qiagen extrahiert, wobei in Abwandlung
des Standardprotokolls 200 mg Pflanzenmaterial verwendet wurde und vor der
Elution eine fiinfminiitige Inkubation des Wassers auf der Zentrifugensaule
erfolgte, um die Ausbeute zu erhéhen.

Die erzielte RNA-Qualitéit aus Bliiten war mit dem Concert™ Plant RNA
Reagent allerdings sehr schlecht. Fiir die RNA-Extraktion aus Bliiten wurde
daher das RNeasy® Plant Mini Kit mit Abwandlungen des Protokolls nach
MacKenzie et al. [89] (zitiert in [99]) verwendet. Dem Extraktionspuffer RLT
(aus dem Qiagen-Kit) wurde nicht nur 5pl 3-Mercaptoethanol, sondern auch
10 mg PVP-40 pro 500 nl Puffer zugesetzt. Direkt nach der Homogenisierung
des Pflanzenmaterials mit 500 ul des Puffers wurden 50 pl N-Laurylsarkosin-
Losung (20 %) zugegeben und die Mischung 10 min bei 70°C inkubiert und ab
und zu geschiittelt. Danach wurde die RNA nach Anleitung des Herstellers
gereinigt. Vor der Elution erfolgte eine flinfminiitige Inkubation des Wassers
auf der Zentrifugenséule.

Nach der RNA-Extraktion erfolgte die Bestimmung von Konzentration und
Qualitét mit dem Photometer (OD 280/260 und 230/260). Anschlielend wurde
eine Agarose-Gelelektrophorese mit der Menge, die auch fiir die cDNA-Synthese
verwendet wurde, durchgefithrt, um abgebaute RNA zu erkennen und Unge-
nauigkeiten der Photometermessung durch Verunreinigungen mit Polyphenolen
auszuschlieflen.

Die reverse Transkription erfolgte wie im Abschnitt A.2.2.3 auf S. 18 beschrie-
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ben. Bei Blattern, Bliiten und Friichten wurde 1 pg Gesamt-RNA pro Ansatz
verwendet, bei Kallus nur 0,25 pg, da die RNA-Ausbeuten deutlich niedriger
waren.

Um die Variation bei der Effizienz der reversen Transkription auszugleichen,
wurden von jeder Probe entweder zwei cDNA-Synthesen durchgefiihrt, die
getrennt voneinander analysiert wurden, oder eine Mischung aus drei getrennten
cDNA-Synthesen wurde analysiert. Um die Qualitiat der cDNAs durch haufiges
Einfrieren und Auftauen nicht zu verschlechtern, wurden diese aliquotiert bei
—20°C gelagert.

C.2.1.2 gPCR Optimierung
Primer

Zunéchst wurde fiir die Analyse der Genexpression fiir jede untersuchte mRNA
ein Primerpaar (siehe Tab. C.1 auf S.64) gesucht. Dabei wurde zunéchst ein
Alignment aus den in der GenBank vorhandenen Nukleotidsequenzen erstellt.
Soweit moglich wurden Vitis-Sequenzen und falls vorhanden zusétzlich die
selbst klonierten Nukleotidsequenzen verwendet. Aus diesem Alignment wurden
moglichst homologe Bereiche als Primerbindungsstellen gewahlt. Wenn moglich
wurden die Primer so gewéhlt, dass das PCR-Produkt mindestens ein Intron
umschliefft, damit im Falle einer Amplifikation von genomischer DNA statt
cDNA ein Langenunterschied der entstehenden Fragmentgrofien sichtbar wiirde.

Zunéchst wurden zumeist zwei forward und zwei reverse Primer in allen mogli-
chen Kombinationen getestet und die beste davon ausgewéhlt, d.h. diejenige mit
viel PCR-Produkt und ohne Nebenprodukte. Diese Kombination wurde dann
mit cDNAs aus verschiedenen Sorten und Geweben getestet. Falls auch nach
der Optimierung der PCR-Bedingungen kein befriedigendes Ergebnis erzielt
werden konnte, wurden weitere Primer getestet.

Anschlielend wurde das PCR-Produkt zur Bestitigung direkt oder nach
Klonierung sequenziert und die Sequenz durch eine BlastN-Suche mit bereits
verdffentlichten Sequenzen sowie durch Alignments mit den fiir die Primerer-
stellung verwendeten Sequenzen verglichen. Diejenigen Klone mit vollsténdigen
c¢DNAs wurden zusétzlich, wie schon im Kapitel B.3 auf S. 37 beschrieben, durch
heterologe Expression in Hefe auf ihre Funktion getestet.

GAPDH

Da keine Vitis- GAPDH-Sequenz in GenBank vorhanden war, wurden die Pri-
mer fiir die GAPDH (Glycerinaldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase) aus einem
DNA-Alignment von 14 GAPDH-Sequenzen verschiedener monokotyler und
dikotyler Pflanzen erstellt. Nach der Klonierung des PCR-Produkts bestéatigte
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Gen Primersequenz Lénge /
bp

GAPDH f 5-GATGTTGARCTHGTYGCWGTBAAYGAYCC-3’ 400
5-GCAAGRCARTTRGTRGTRCARCTRGC-3’

r

TUB f 5-TTGTTGAGCCATACAATGC-3’ 641
r 5-AGTACCAATGCAAGAAAGC-3

PAL f 5-GATYRATGTBTCVAGGAACAAGG-3’ 848
r 5-CCARYTCYTCYCTCACAAAC-3

STS t 5-GCAGGTGGAACTGTCCTTCGAAC-3’ 462
r 5-CTAAATTGAGTTTTGCTTCAACTGC-3’

CHS t 5-GAGGCCCSTCTGACACCCAC-3’ 226
r 5-CAACCCTGGGACGTCTTTCAG-3’

FHT t 5-GTTGATTCTAATCTCATTTCGG-3’ 499
r 5-GTCTTTCCGCCATCCCTAGTGG-3’

DFR f 5-CTCGGATTATTTTTGAGAAGTATG-3 1077
r 5-CTCTCGCTAGAAAGCCTGACAG-3’

ANS f 5-GTTGAGAGCTTGTCCAGCAG-3’ 769
r 5-GTCACCCACTTGCCCTCATAG-3’

FLS f 5-AAGYCTCCHGAYTCCAAGTC-3 431
r 5-ATCAAAMCAATGRTCRTCTCT-3’

LAR1 f 5-GTAGAGAAGAAGCATCATCAG-3’ 1086
r 5-GGAGGACTAATCGCATGCATG-3’

LAR2 f 5-CTTCTTCTCAGAAAATTAACACCG-3’ 1191
r 5-CACCAATATTACTAGATTCCAATAAG-3

ANR f 5-GCGAATTTGGAAGTGAGG-3’ 1087
r

5-GAGGGATAAGATAGTGCTCC-3’

Tabelle C.1: Sequenzen der Primer fiir die quantitativen PCR-Analysen. Jeweils
5- (f) und 3’-Primer (r) mit Angabe der resultierenden Fragmentlinge in
Basenpaaren. Ableitung der Primer siehe Text.
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eine Sequenzierung, dass es sich beim PCR-~-Produkt um GAPDH handelt. Diese
Sequenz der Sorte ‘Regent’ wurde in GenBank veréffentlicht (EF192466).

TUB

Die Primer fiir pflanzliches 3-Tubulin (7UB) wurden entnommen aus Tesniere
und Verries [142]. Es handelt sich um degenerierte Primer aus einem konser-
vierten kodierenden Bereich von Arabidopsis, Oryza, Solanum tuberosum und
Hordeum. Zusétzlich wurde das PCR-Produkt kloniert und einer der Klone
sequenziert.

PAL

Da nur wenige PAL-Sequenzen aus Vitis bekannt sind, es sich aber um eine
Multigenfamilie handelt [132] und méglichst alle Kopien erfasst werden sollten,
wurden fiir die Analyse der PAL-Expression degenerierte Primer aus einem
Alignment von 22 PAL-Sequenzen dikotyler Pflanzen, darunter auch Vitis,
abgeleitet. Die Sequenz eines klonierten PCR-Produkts wurde mit der des Vitis
full-length Expressionsklons mit PAL-Aktivitit (sieche Abschnitt B.3.1 auf S. 37)
verglichen und bestétigt.

STS und CHS

Da die Sequenzen von CHS und STS sehr dhnlich sind, wurde ein Alignment der
in dieser Arbeit gewonnenen full-length CHS und ST'S Sequenzen und den zu
deren Klonierung verwendeten Sequenzen aus GenBank, siehe Abschnitt B.2.1.3
auf S. 28, angefertigt. Die Primer fiir die Analyse der Genexpression wurden in
Bereiche gelegt, in denen die CHS-Sequenzen untereinander moglichst homolog,
jedoch moglichst verschieden von den STS-Sequenzen waren und umgekehrt.
Beide PCR-Produkte wurden direkt sequenziert und die Sequenzen mit denen
der Vitis full-length Expressionsklone mit STS- bzw. CHS-Aktivitat (siche Ab-
schnitt B.3.1 auf S. 37) verglichen und bestétigt.

FHT, ANS und FLS

Ahnlich wie bei der Vorgehensweise bei CHS und STS wurden auch fiir die
Primer von FHT, ANS und FLS méglichst Regionen spezifisch fiir nur eines der
Gene in einem Alignment aus Vitis-Sequenzen aller drei Gene gesucht (FHT":
X75965; ANS: X75966 und AB073018; FLS: AB213566, AB213565, AB092591,
AB086056 und AB086055). Die drei PCR-Produkte wurden direkt sequenziert
und die Sequenz von FHT und ANS zuséitzlich mit denen der Expressionsklone
verglichen (siehe Abschnitt B.3.2 auf S.43).

DFR
Die Primer fiir die DFR wurden aus Gosch et al. [62] entnommen, wo die
Primer nach der Vitis-Sequenz X75964 konstruiert und fir die Klonierung eines
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Expressionsklons mit DFR-Aktivitat verwendet wurden.

LAR1, LAR2 und ANR

Fir die Expressions-Analysen von LAR1, LAR2 und ANR wurden dieselben
Primer wie fiir die Klonierung der jeweiligen Expressionsklone verwendet (sie-
he Abschnitt B.2.1.3 auf S. 28).

PCR-Bedingungen

Zur Optimierung der PCR-~Bedingungen wurde zunéchst die Annealing-Tem-
peratur im Bereich von 45°C bis 60°C variiert. Hohere Temperaturen fiihrten
dabei im Allgemeinen zu hoherer Spezifitit, niedrigere Temperaturen zu mehr
PCR-Produkt. Wenn durch Variation der Temperatur kein optimales PCR-
Ergebnis beziiglich Menge und Spezifitdt des Produkts erreicht werden konnte,
wurden verschiedene PCR-Puffer ausprobiert. Diese Optimierungspuffer mit
100 mM Tris und 500 mM KCI unterschieden sich hinsichtlich ihrer Magnesium-
Konzentration (1,0 mM-2,5mM MgCl, final) und ihres pH-Wertes (8,0-9,2),
da diese Kriterien ebenfalls die Spezifitdt und Effizienz der PCR-Reaktion
beeinflussen. Der tag-Puffer von MBI-Fermentas hatte einen pH-Wert von 8,8
und enthielt zusétzlich 0,8 % Nonidet P40., MgCl, wurde beim MBI-Puffer
getrennt mit 1,5 mM final zugegeben.

Die gefundenen optimalen Reaktionsbedingungen sind in Tab. C.2 auf S.67
aufgefiihrt. Alle PCR-Reaktionen wurden im PCRExpress®-Gerit von Hybaid
durchgefiithrt mit folgenden PCR-Bedingungen: 94 °C fiir 3,0 min; Zyklen: 94°C
fiir 0,5 min, Annealing-Temperatur fiir 0,5min, 72°C fir 1,5min; 72°C fiir
7,0 min. Bei Bléattern, Bliten und Friichten wurde eine cDNA-Menge eingesetzt,
die aus rechnerisch 32 ng Gesamt-RNA revers transkribiert wurde, bei Kallus
aus 8ng Gesamt-RNA.

Zyklenzahl

Da es sich bei den durchgefiihrten Analysen um Endpunkt-qPCRs handelte,
musste zuséatzlich fiir jede Primerkombination eine geeignete Zyklenzahl fiir die
PCR-Reaktionen bestimmt werden. Bei den optimalen Bedingungen wurde mit
einer cDNA-Verdinnungsreihe (0,05-, 0,1-, 0,2-, 0,5-, 1-, 2- und 5-faches der
tiblichen cDNA-Menge) eine Zyklenzahl im log-linearen Bereich der Amplifika-
tion gesucht. Dies wurde mit jeweils zwei Sorten oder verschieden behandelten
Proben sowohl mit cDNA aus Bléattern als auch aus Kallus durchgefiihrt, da sich
die Expression in diesen beiden Geweben teilweise stark voneinander unterschei-
det und weil unterschiedliche RNA-Mengen fiir die cDNA-Synthese verwendet
wurden. Fir Friichte und Bliten wurden dieselben Zyklenzahlen wie fiir Blatter
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Zyklenzahl

Gen Puffer Temp. /°C Blatt, in vitro-  Kallus

Friichte, Pflanzen

Bliiten
GAPDH X 45 28 28 28
TUB X 55 25 25 28
PAL X 50 30 30 30
STS X 45 26 23 24
CHS X 45 20 23 30
FHT X 45 24 24 30
DFR X 55 27 27 27
ANS X 45 24 24 30
FLS X 45 28 28 38
LAR1 X 45 31 31 36
LAR2 X 45 31 31 36
ANR O 55 25 25 28

Tabelle C.2: Optimale Bedingungen fiir die quantitativen PCR-Analysen. Temp.:
Annealing-Temperatur. Puffer X: tag-Puffer KCI von MBI-Fermentas und
15mM MgCl,, Puffer O: pH 8,8, 25 mM MgCl,. Primerkombinationen sie-
he Tab. C.1 auf S. 64
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verwendet, ebenso fiir in vitro-Pflanzen, wobei bei letzteren einige Reaktionen
weiter angepasst werden mussten (siehe Tab. C.2 auf S.67).

C.2.1.3 gqPCR Auswertung

Bei der Verwendung von iiblichen Auftragspuffern (»Blaumarkern«) fiir die
Gelelektrophorese wurden die entstandenen Banden teilweise vom Farbstoff
Bromphenolblau tiberdeckt, so dass eine quantitative Analyse schwierig war.
Daher wurde fiir die quantitativen PCRs ein Blaumarker verwendet, der gegen-
iiber tiblichen Blaumarkern nur ein Zehntel des Farbstoffs Bromphenolblau in
40 % Glycerin enthielt. Die Gele enthielten Ethidiumbromid zur Anfiarbung der
DNA.

Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgte durch die Auswertung der
fotografierten Agarosegele mit dem Programm Quantity One 4.6 (Biorad). Die
so ermittelte Intensitdt der Banden wurde zunéchst mit dem Mittelwert aller
PCR-Banden des Gels verrechnet, um die unterschiedliche Helligkeit der ein-
zelnen Gele zu kompensieren. Diese Werte wurden dann durch die Werte der
GAPDH-Expression der entsprechenden Proben geteilt, um Unterschiede in der
reversen Transkription oder der RNA-Qualitit der einzelnen Proben auszuglei-
chen. Die Ergebnisse wurden weiterhin durch den Mittelwert der Expression
der biologischen Kontrollvariante geteilt, um fiir den Vergleich der Expressions-
verlaufe mehrerer Gene einen gemeinsamen Bezugspunkt zu haben. Schliellich
wurden von diesen Werten die Mittelwerte und die Standardabweichungen (SD)
aller PCRs berechnet.

C.2.2 Quantifizierung der Enzymaktivitaten

C.2.2.1 Enzymaufarbeitung

Fiir die Enzymaufarbeitung wurden zwei verschiedene Methoden (A und B)
verwendet. Bis zur Aufarbeitung wurde das Pflanzenmaterial stdndig bei —80°C
gelagert. Fiir den ersten Kallusversuch (AK1) wurde die Methode A verwen-
det, fiir alle anderen die Methode B. Bei einigen Versuchsreihen wurden zwei
Aufarbeitungen mit der Methode B fiir jede Probe gemacht und diese getrennt
(Versuch AB2) oder gemischt (Versuch AB1) auf Enzymaktivitdten analysiert.

Enzymaufarbeitung A

Fiir eine einfache Proteinextraktion [92] wurden 200 mg Pflanzenmaterial mit
100 mg Seesand und 200 mg PVP (Polyvinylpyrrolidon) in einem vorgekiihlten
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Morser zerkleinert. Dazu wurde 1,2ml frisch mit 0,4 % Na-Ascorbat versetzter
0,1 M Tris/HCl-Puffer, pH 7,5, gegeben. Das Homogenisat wurde in 1,5 ml Reak-
tionsgeféfle tiberfithrt und 5 min bei 15000 g und 4°C zentrifugiert. Der wéssrige
Uberstand wurde in einem neuen Reaktionsgefal erneut 10 min zentrifugiert
und der klare Uberstand konnte nun als Quelle fiir 16sliche Enzyme benutzt
werden.

Enzymaufarbeitung B

Fiir den Extraktionspuffer der Enzymaufarbeitung nach Dellus et al. [35] wurde
0,1 M Hepes, pH 7,5, aufgekocht und unter Stickstoffeinleitung abgekiihlt. Dabei
wurden 1,5% PEG 1500 (Polyethylenglykol), 10 % Saccharose, 100 mM Na-
Ascorbat und 2,5mM CaCl, zur Herstellung des frischen Extraktionspuffers
hinzugefiigt.

Es wurden 200 mg Blattmaterial oder 400 mg Bliiten, Frucht oder Kallus
verwendet. Das Pflanzenmaterial wurde zusammen mit 200 mg PVPP (Poly-
vinylpolypyrrolidon) in fliissigem Stickstoff zu Pulver gemorsert. Nach Zugabe
von 3 ml Extraktionspuffer wurde so lange gemoérsert, bis die Mischung gerade
aufgetaut war. Das Homogenisat wurde 20 min bei 4°C und 25 000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde zusammen mit 200 mg Dowex (dquilibriert in 0,1 M Hepes,
pH 7,5) 15 min auf Eis geschiittelt und anschliefend nochmals 5min bei 4°C
und 20000 g zentrifugiert. Der klare Uberstand enthielt die 16slichen Enzyme,
wurde aliquotiert, schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C
gelagert.

C.2.2.2 Enzymtests und deren Auswertung

Die vergleichenden Enzymtests erfolgten mit gleichen Mengen Gesamtprotein,
typischerweise 5 png fiir Enzyme aus Kallus und 10 pg fiir Enzyme aus Bléttern
und Friichten. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Bradford-
Reagenz [23] (Sigma) mit BSA (Bovines Serum-Albumin) als Standard. Durch
Vortests wurde die Enzym- und Substratlinearitit der Reaktionen sichergestellt.

Die quantitativen Enzymtests wurden jeweils nur mit einem der moglichen
Flavonoidsubstrate durchgefithrt: CHS und STS mit p-Cumaroyl-CoA und
14C-Malonyl-CoA, FHT mit *C-NAR, LAR mit *C-DHQ und ANR mit Cy
als Substrat.

Nach der Auftrennung der Reaktionsprodukte mittels Diinnschichtchromato-
graphie wurden bei Tests mit '“C-markierten Substraten die DC-Platten wie
in Abschnitt A.2.3 auf S. 19 beschrieben mit der Software TINA ausgewertet.
Bei ANR-Enzymtests wurden die mit DMAZA besprithten DC-Platten mit
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einer Digitalkamera oder einem Scanner in eine Bilddatei umgewandelt, die
als Graustufenbild mit der Software Quantity One analog zu den Bildern der
Gelelektrophoresen ausgewertet wurde.

Die Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichungen fiir die relati-

ven Enzymaktivitidten erfolgte analog zur Auswertung der qPCRs (siehe Ab-
schnitt C.2.1.3 auf S. 68).
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Das verwendete Pflanzenmaterial stammt von Weinpflanzen, die im Gewachs-
haus oder Freiland in 101-Containern kultiviert wurden. Die Pflanzen wurden
nicht mit Pflanzenschutzmitteln behandelt und regelmafig durch Bewésserungs-
diingung (0,5-1 %0 Wuxal Super 887) mit ausreichend Néahrstoffen versorgt.

Die Kultur der in wvitro-Pflanzen und Kallusse fiir die Durchfiihrung der
Induktionsversuche erfolgte durch das Fachgebiet Obstbau der TU Miinchen,
Freising-Weihenstephan. Die Kallusse wurden auf Filterbriicken in einem Fliis-
sigmedium (nach Murashige und Skoog [97]) kultiviert, wie in [115] beschrieben.
Das Medium enthielt 40 g/l Saccharose, 0,2mg/1 Cytokinin (Benzaminopurin)
und 10mg/1 Auxin (Indolessigsdure).

Fir die in vitro-Pflanzen wurden Sprossspitzen auf einem Medium nach
Murashige und Skoog [97] vermehrt, das 30g/l Saccharose, 0,2mg/l Cytoki-
nin (Benzaminopurin) und 5mg/1 Auxin (Indolessigsdure) enthielt. Teilweise
wurden die Sprossspitzen zunéchst in festem Medium vorkultiviert, dann mit
abgeschnittenen Wurzeln in Flissigmedium umgesetzt.

Eine kurze Ubersicht iiber alle durchgefiihrten Versuche findet sich in Tab. E.3
auf S. 126 im Anhang.

C.3.1 Entwicklungsstadien Blatt und Frucht

Versuch E1

Die verschiedenen Blattstadien wurden im August 2005 von im Freiland kulti-
vierten Pflanzen der Sorte ‘Regent’ entnommen. Jede Probe war ein Gemisch
aus Bléttern gleicher Gréfle von mehreren Trieben und Pflanzen:

B1 erstes entfaltetes Blatt, Durchmesser bis 10 mm

B2 Durchmesser bis ca. 20 mm

B& Durchmesser bis ca. 40 mm

B4 voll ausgewachsen, aber noch frisch griin

B5 Blatt beginnt ledrig zu werden

Versuch E2
Die Bliiten und Friichte der Entwicklungsreihe wurden im Sommer 2004 von
im Freiland kultivierten Pflanzen der Sorte ‘Regent’ geerntet. Fiir jedes Ent-
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wicklungstadium wurden die ganzen Beeren mehrerer Gescheine gemischt. Es
wurden folgende Entwicklungsstadien (nach BBCH [87]) verwendet:

BBCH 57 Bliite voll entwickelt, Einzelbliiten spreizen sich

BBCH 71 Fruchtansatz, Fruchtknoten vergréflert

BBCH 75 Erbsengrofle Beeren

BBCH 81 Beginn der Reife

BBCH 838 Fortschreiten der Beerenverfarbung

BBCH 85 Weichwerden der Beeren

C.3.2 Versuchsbeschreibungen
Prohexadion-Ca-Behandlung

Der Wachstumsregulator Prohexadion-Ca (ProCa) wird iiblicherweise zusammen
mit einer Formulierung zur besseren Aufnahme ins Blatt ausgebracht. Um den
Einfluss dieser Leerformulierung, d.h. des Handelspréaparats ohne den Wirkstoff
ProCa, zu untersuchen, wurden in einigen Versuchen Kontrollbehandlungen
damit durchgefiihrt.

C.3.2.1 Versuche an Blaittern von Freilandpflanzen mit ProCa und
Pflanzenstarkungsmitteln

Versuch P1

Im Juni 2004 wurde an Blattern von im Freiland kultivierten Weinpflanzen
der Einfluss der Pflanzenstarkungsmittel Milsana und Myco-Sin zusammen mit
ProCa untersucht. Dazu wurden jeweils drei Triebe der Sorten ‘Spatburgunder’
und ‘Regent’ sowie zwei Triebe von ‘Miiller-Thurgau’ mit den verschiedenen
Losungen bespriiht. Da die Myco-Sin-Spritzbrithe nach Empfehlung des Her-
stellers auf einen pH-Wert von 3,8 eingestellt werden soll, wurde zusétzlich
zur Kontrolle nur mit Wasser auch eine Behandlung mit essigsaurem Wasser
(pH 3,8) durchgefiihrt. In fritheren Versuchen an Rosa (unveroffentlicht) wurde
festgestellt, dass die in Myco-Sin enthaltenen Tonminerale bei gleichzeitiger
Ausbringung mit ProCa dieses binden und inaktivieren. Daher wurden die
Pflanzen zunéchst mit ProCa (200 ppm) behandelt und erst am darauffolgenden
Tag die Behandlungen mit Wasser, angeséduertem Wasser, Myco-Sin (1 %, pH
3,8) und Milsana (0,5 %) durchgefiihrt. Zusétzlich zu den Einzelbehandlungen
wurden die Kombinationen ProCa und Milsana sowie ProCa und Myco-Sin
analysiert. Drei Tage nach Versuchsbeginn wurden die Blatter der behandelten
Triebe geerntet, getrennt nach erstem bis drittem entfaltetem Blatt.
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Versuch P2

Anhand der Sorten ‘Spétburgunder’ und ‘Miiller-Thurgau’ wurde ein moglicher
Einfluss der Leerformulierung von ProCa auf die im vorhergehenden Versuch er-
zielten Ergebnisse untersucht. Die Blétter von im Freiland kultivierten Pflanzen
wurden im August 2005 mit Wasser, Wasser mit Leerformulierung (0,25 g/1)
sowie ProCa (0,25 g/1) behandelt. Am vierten Tag nach der Behandlung wurden
jeweils Mischproben aus den Blattern dreier Triebe genommen, wobei diese nach
dem Alter der Blatter in erstes bis drittes entfaltetes Blatt getrennt wurden.

C.3.2.2 Versuch an in vitro-Pflanzen

Versuch P3

Im Juli 2004 wurde ein Versuch zur Wirkung von ProCa auf in vitro-Pflanzen
durchgefiihrt. Dabei wurde die Sorte ‘Nero’ in Fliissigmedium verwendet und die
Kontrolle (Leermedium mit Leerformulierung, siehe Abschnitt C.3.3.2 auf S.75)
sowie die ProCa-Losung (200 ppm) ohne Kontakt zu den Blattern zum Medium
zugegeben. Die Probenahme fiir Enzymtests und Expressionsanalysen erfolgte
nach 24 h und 48 h, wobei bei der Kontrollvariante auf den ersten Probetermin
verzichtet wurde. Es wurden bei jeder Probe zwei in vitro-Pflanzen verwendet,
deren &ltere und jiingere Bléatter voneinander getrennt beprobt wurden.

C.3.3 Versuchsbeschreibungen
Aureobasidium-Behandlungen

Die Aureobasidium-Hefen wurden vom Fachgebiet Obstbau wie in [115] beschrie-
ben gewonnen. Die Kultivierung von Aureobasidium erfolgte in PCH-Medium,
einem fiir Hefen modifizierten »plate count« Medium aus 5% Glucose, 5%
Pepton aus Casein und 5 % Hefeextrakt. Bei Versuchen mit Pflanzen in Gewe-
bekultur wurden die Aureobasidium-Hefen in dem Medium vermehrt, in dem
auch die Pflanzen kultiviert wurden, um Effekte durch neue Inhaltsstoffe im
Medium auszuschlieen. Vor der Ausbringung auf die Pflanzen wurden die
Aureobasidium-Hefen durch Autoklavieren abgetotet.

Um auszuschlieen, dass beobachtete Effekte auf Bestandteile des Medium
zuriickzufithren sind, wurde als Kontrolle » Leermedium« eingesetzt. Damit
ist bei Versuchen, bei denen Pflanzen mit Aureobasidium-Suspension bespriiht
wurden, das PCH-Medium ohne Aureobasidium gemeint (Versuche AI2, AI3,
AB1 und AB2). Wenn die Aureobasidium-Suspension direkt ins Kulturmedium
von Pflanzen in Gewebekultur gegeben wurde, bezeichnet Leermedium das
Pflanzen-Kulturmedium (Versuche AIl, AK1, AK2).
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Myco-Sin und der isolierte Hefebestandteil von Myco-Sin wurden ebenfalls
im fiir den jeweiligen Versuch verwendeten Leermedium gelost.

Fiir die Botrytis-Bonitur wurden Sporen und Hyphen von Botrytis-Kulturen
auf Kartoffel-Dextrose-Agar (Difco) abgewaschen [115].

C.3.3.1 Versuche an Weinkallus

Versuch AK1

Zunichst wurden Weinkallusse der Sorte ‘Nero’ mit verschiedenen Préparaten
behandelt und teilweise zuséatzlich mit Botrytis infiziert. Dieser Versuch wurde im
Juli 2004 durchgefiihrt. Die Kallusse wurden drei Wochen vor Versuchsbeginn auf
frisches Medium umgesetzt, die Behandlungslésungen wurden direkt ins Medium
gegeben ohne den Kallus zu berithren. Als Behandlungslésungen verwendet
wurden Aureobasidium-Extrakt, das Pflanzenstarkungsmittel Myco-Sin (2 %)
und der isolierte Hefebestandteil von Myco-Sin (1 %). Als Kontrolle diente das
Medium fiir die Anzucht der Kallusse (»Leermedium«). Die Botrytis-Infektion
erfolgte 24 h danach durch das Auftragen eines 20 pl-Tropfens einer Suspension
von Botrytis-Hyphen und -Sporen direkt auf den Kallus, damit dieser nicht
von den Seiten her tiberwuchert wiirde, ohne dass tatséchlich eine Infektion
stattgefunden hatte. Nur die Kontrollen und die mit Aureobasidium behandelten
Kallusse wurden mit Botrytis infiziert. Bei jeder Probenahme — 24 h, 48 h und
72 h nach Versuchsbeginn — wurden von den Behandlungen jeweils zwei Kallusse
entnommen und spater einzeln analysiert.

Versuch AK2

Ein weiterer Versuch wurde mit Kallussen der Sorte ‘Regent’ durchgefiihrt,
die drei Tage vor Versuchsbeginn auf neues Medium umgesetzt worden waren.
Nach Erfahrungen des Fachgebiets fiir Obstbau reagiert diese Sorte besser
auf die Behandlungen. Es wurde in kiirzeren Intervallen untersucht, wie die
zeitliche Reaktion auf die Behandlung verlduft. Dazu wurden die Kallusse
mit Leermedium als Kontrolle und Aureobasidium-Extrakt behandelt und 5h,
7,5h, 10h, 24h und 48 h spéater Proben genommen. Zuséatzlich gab es direkt
vor dem Beginn der Behandlung eine weitere Probenahme (Kontrolle 0h) zur
Analyse eventueller Effekte der Kontrollbehandlung. Um die Ergebnisse des
vorhergehenden Versuchs mit ‘Nero’ zu iiberpriifen, wurden dariiber hinaus
Behandlungen mit Myco-Sin (2 %), dem Hefebestandteil von Myco-Sin (1 %)
und einer verdiinnten Aureobasidium-Suspension (ein Fiinftel der vorherigen
Konzentration) durchgefiihrt, wobei dabei allerdings nur jeweils der Zeitpunkt
24h nach Versuchsbeginn analysiert werden konnte. Bei jeder Probenahme
wurden jeweils 5 Kallusse gemischt.
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C.3.3.2 Versuche an in vitro-Pflanzen

Versuch All

Im Juli 2004 wurde ein erster Versuch zur Wirkung von Aureobasidium auf in
vitro-Pflanzen durchgefithrt. Dabei wurde die Sorte ‘Nero’ in Fliissigmedium
verwendet. Parallel wurden Leermedium (Kontrolle) sowie die Aureobasidium-
Suspension ohne Kontakt zu den Bléattern zum Medium zugegeben. In beiden
Losungen war zusétzlich die Leerformulierung des ProCa erhalten, da dieser
Versuch parallel zur ProCa-Behandlung von in vitro-Pflanzen (Versuch P3 Ab-
schnitt C.3.2.2 auf S. 73) durchgefiihrt wurde. Die Probenahme fiir Enzymtests
und Expressionsanalysen erfolgte nach 24 h und 48 h, wobei bei der Kontrollva-
riante auf den ersten Probetermin verzichtet wurde. Es wurden bei jeder Probe
zwei in vitro-Pflanzen verwendet, deren &ltere und jiingere Blatter voneinander
getrennt beprobt wurden.

Versuch Al2

Ein weiterer Versuch mit in vitro-Pflanzen der Sorte ‘Nero’ wurde im Januar
2006 vorgenommen. Dabei wurden die Pflanzen jedoch im Unterschied zum
vorhergehenden Versuch auf Festmedium kultiviert und die Bléatter mit Leerme-
dium bzw. Aureobasidium-Suspension bespriiht. Die Probenahme erfolgte 24 h
nach Behandlung, wobei fiir beide Varianten zweimal getrennt Mischproben aus
4 Pflanzen genommen wurden.

Versuch Al3

Um einen eventuellen Effekt der Leerformulierung von ProCa bei den beiden
vorhergehenden Versuche zu analysieren, wurden im Juni 2006 in vitro-Pflanzen
der Sorte ‘Nero’ mit Leermedium oder Aureobasidium-Suspension bespriiht,
jeweils einmal mit und einmal ohne Zugabe der ProCa-Leerformulierung (75 g/1).
Nach 24 h wurden jeweils die Blatter von fiinf Pflanzen gemischt und eingefroren.

C.3.3.3 Versuche an Weinbliiten

Versuch AB1

Im Mai 2006 wurde an Weinpflanzen, die im Gewéchshaus kultiviert wurden,
getestet, ob auch Weinbliiten auf die Behandlung mit Aureobasidium reagieren.
Dazu wurden die Sorten ‘Spatburgunder’; ‘Regent’ und ‘Miiller-Thurgau’ ver-
wendet, die sich in der Vollbliite befanden. Die Gescheine wurden im Abstand
von sechs Stunden zweimal in Leermedium (Kontrolle) oder Aureobasidium-
Suspension getaucht. Vor der Behandlung (Kontrolle 0h) sowie 24 h, 48 h und
72h nach der Behandlung wurden Mischproben aus mehreren Gescheinen ent-
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nommen. Bei ‘Spatburgunder’ wurden vier Gescheine fiir die Kontrollen und
sechs fiir die Aureobasidium-Behandlung verwendet, bei ‘Regent’ und ‘Miiller-
Thurgau’ jeweils zwei Gescheine pro Probe.

Versuch AB2

Die Behandlung von Bliten mit Aureobasidium wurde im Juni 2006 an im
Freiland kultivierten Pflanzen wiederholt. Es wurden Pflanzen der Sorten ‘Spét-
burgunder’, ‘Miller-Thurgau’ und ‘Regent’ verwendet, deren voll aufgebliihte
Gescheine in Leermedium oder Aureobasidium-Suspension getaucht wurden. Vor
der Behandlung (Kontrolle 0 h) sowie 12 h und 24 h nach der Behandlung wurden
jeweils Mischproben aus zwei (‘Spéatburgunder’) oder vier (‘Miiller-Thurgau’,
‘Regent’) Gescheinen entnommen. Die ‘Spatburgunder’-Proben wurden nicht
analysiert, da spéter festgestellt wurde, dass es sich bei den verwendeten Pflan-
zen um ein Sortengemisch handelte.
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Induktionsversuche

C.4.1 Optimierung der Testbedingungen fiir die
Quantitative PCR

Die Proben der Versuchsreihen wurden hinsichtlich der Aktivitédten einiger
wichtiger Enzyme der Phenylpropanoidbiosynthese untersucht. Aulerdem wurde
die Expression von Genen der Stilben- und Flavonoidbiosynthese mit Endpunkt-
PCR-Analysen halbquantitativ bestimmt. Die Werte fiir die Expressionen
wurden jeweils relativ zur Expression eines Referenzgens, der GAPDH, bestimmt.

Primer

Geeignete Primerkombinationen fiir die quantitativen PCRs (siehe Tab. C.1 auf
S.64) konnten fiir alle untersuchten Gene gefunden werden. Dass tatséchlich
das gesuchte Gen amplifiziert wurde, wurde durch Sequenzierung von PCR-
Produkten und Sequenzvergleich mit bekannten Sequenzen bestétigt.

Da die RNA-Proben teilweise mit geringen Mengen genomischer DNA verun-
reinigt waren, wurden die Primer fiir die quantitativen PCR-Analysen so gelegt,
dass sie ein Intron umschlieBen und so bei der Amplifikation aus genomischer
DNA ein um das Intron lingeres PCR-Produkt ergeben. Bei CHS und STS
war dies nicht moglich. In dem etwa 200 bp langen Sequenzbereich zwischen
dem Startkodon und dem einzigen Intron dieser beiden genomischen Sequen-
zen war es nicht moglich, eine Primerbindungsstelle zu finden, die einerseits
geniigend unterschiedlich zwischen CHS und STS und andererseits geniigend
konserviert in den verschiedenen Kopien dieser Gene war. Bei der PAL ist in der
genomischen Sequenz ebenfalls nur ein Intron vorhanden, dieses wird jedoch bei
den beiden Vitis- PAL-Sequenzen in GenBank unterschiedlich gespleifit (siehe
auch Abschnitt B.3.1.1 auf S. 37), so dass bei Intron-umschliefenden Primern
aus der cDNA beider Varianten unterschiedlich lange PCR-~Produkte entstiinden,
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deren Amplifikationseffizienz sich moglicherweise unterscheiden wiirden.

Referenzgen fiir die qPCR

Um die experimentellen Fehler durch unterschiedliche RNA-Qualitdt und durch
Schwankungen der RT- und PCR-Effizienz bei den einzelnen Proben auszuglei-
chen, wurde die Expression der untersuchten Gene der Polyphenolbiosynthese
mit der eines » Haushaltsgens« verglichen. Zunéchst wurden sowohl 3-Tubulin
als auch GAPDH verwendet. Es stellte sich jedoch heraus, dass die Expression
von T'UB beim untersuchten Probenmaterial in verschiedenen Geweben, Ent-
wicklungsstadien und Behandlungen deutliche Unterschiede zeigte und daher
als Referenzgen ungeeignet fiir diese Proben war. Die Expression der GAPDH
dagegen war relativ konstant und wurde zur Normierung der Expressionswerte
verwendet.

FEin Vergleich von Referenzgenen fir qPCRs bei Entwicklungsstadien von
Vitis-Frichten mit verschiedenen statistischen Verfahren durch Reid et al. [109]
ergab ebenfalls, dass GAPDH eines der am besten geeigneten Referenzgene fiir
diese Gewebe ist und f3-Tubulin eher schlecht geeignet ist.

gPCR-Bedingungen

Fiir jedes Gen wurden die gefundenen Primerkombinationen bei verschiede-
nen Annealing-Temperaturen, teilweise unter Verwendung verschiedener Puffer,
getestet. Bei optimalen PCR-Bedingungen wurden danach ¢cDNA-Verdiinnungs-
reihen bei verschiedenen Zyklenzahlen durchgefiihrt, bis eine Zyklenzahl im
log-linearen Bereich der Amplifikation ermittelt war (siehe Tab. C.2 auf S.67).
Beispielhaft fiir die Optimierung der PCR-Reaktionen soll hier die der ANR
dargestellt werden. In Abb. C.1 sind auf einer halblogarithmischen Skala die
cDNA-Mengen als Vielfache der normalerweise verwendeten Menge sowie die
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Abbildung C.1: Optimierung der PCR-Bedingungen fiir die Analyse der ANR-
Genexpression. Verschiedene Zyklenzahlen bei cDNA-Konzentrationsreihen
aus Bléttern (a) und Kallus (b).
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Intensitédt des PCR-Produkts dargestellt. Bei cDNA aus Weinblattern sind 30
Zyklen zuviel, das Plateau der Amplifikation ist bereits beim 0,5-fachen der
spater fiir die gPCR-Reaktionen verwendeten Menge erreicht. Bei 25 Zyklen da-
gegen besteht im Bereich der normalerweise eingesetzten cDNA-Konzentration
(»1«) ein anndhernd linearer Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der
eingesetzten cDNA-Menge und der Menge des PCR-Produkts. Bei cDNA aus
Kallus sind jedoch 25 Zyklen zu wenig, denn das PCR-Produkt ist erst ab
0,5-facher Konzentration iiberhaupt auf dem Agarose-Gel sichtbar. Bei 28 Zy-
klen entsteht genug PCR-Produkt, ohne dass das Plateau der Amplifikation
erreicht wird. Fir die quantitativen Analysen der A NR-Expression wurden
folglich bei cDNAs aus Blattmaterial 25 Zyklen verwendet, bei cDNAs aus
Kallus 28 Zyklen.

C.4.2 Entwicklungsstadien Blatt und Frucht

Es wurden die Genexpression und die Enzymaktivitaten verschiedener Ent-
wicklungsstadien von Bléattern (Versuch E1) und Friichten (Versuch E2) der
Weinrebe analysiert. Dazu wurde von jeder Probe die RNA extrahiert und
daraus zwei parallele cDNA-Synthesen durchgefiihrt. Fiir jedes Gen wurden
mindestens zwei qPCR-Reihen durchgefiihrt, wobei jeweils die beiden cDNAs
getrennt voneinander analysiert wurden. Da die beiden cDNAs teilweise etwas
verschiedene Werte ergaben, wurden die einzelnen Werte fiir die Expression nicht
auf den Mittelwert aller GAPDH-Werte, sondern auf die GAPDH-FExpression
der jeweiligen cDNA bezogen. Die Enzymtests wurden alle jeweils von einer
Enzymaufarbeitung durchgefiihrt. Bei den Blattstadien wurden alle Enzymtests
zweimal wiederholt, bei den Fruchtstadien wurden PAL-Tests zweimal und
CHS-Tests viermal ausgefiihrt, die ibrigen nur einmal. Sowohl die Werte fiir
die Genexpression als auch fiir die Enzymaktivitat wurden jeweils relativ zu
der des ersten Blatt- bzw. Fruchtstadiums angegeben.

Versuch E1 — Blattstadien

Allgemein kann bei der Flavonoidbiosynthese verschiedener Blattstadien (sie-
he Abb. C.2 auf S.80) festgestellt werden, dass Genexpression und Enzymakti-
vitéat in kleineren Blattern hoher waren als in den dlteren, am hochsten meist
bei den Blattstadien 2 und 3. Die Expression von ANR und LAR1 blieb im
Verlauf der Entwicklung etwa gleich. Bei den Blattstadien 1 und 5 waren die
Schwankungen bei den Genexpressionen recht hoch, was wahrscheinlich auf
die geringere RNA-Qualitét, insbesondere durch Verunreinigungen mit phenoli-
schen Substanzen, dieser beiden Proben zuriickzufiihren ist. Die Oberflachen der
Blétter des Stadiums 1 waren dicht mit Blatthaaren bedeckt, die im Stadium
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Blattstadien
Versuch E1

weyms Genexpression

wehes Genexpression LARI
v Genexpression LAR2

meles  Enzymaktivitit

rel. Expression / Aktivitit PAL
S =
& s
o+

B2 Bl B5

#

B3
Blatt-Entwicklungsstadium

(a) Phenylalanin-Ammonia-Lyase

 ,

Bl B2 B3 B4 B3 Bl B2 B3 B4 B3

Blatt-Entwicklungsstadium Blatt-Entwicklungsstadium
(b) Stilbensynthase (c) Chalkonsynthase

vel. Expression / Aktivitit FHT
< & = @

= ;

= |

2

B3

B3 Bl

B1 2 B3 B3
Blatt-Entwicklungsstadinm Blatt-Entwicklungsstadium
(d) Flavanon 3p-Hydroxylase (e) Dihydroflavonol 4-Reduktase

B4 B3

=

vel. Expression / Aktivitat ANS
2 P A
=3 @ =) @
=
=

B4 B5
Blatt-Entwicklungsstadium Blatt-Entwicklungsstadium

(f) Anthocyanidinsynthase (g) Flavonolsynthase

B4 BS

=

vel. Expression / Aktivitit LAR
S o A
=3 o =} W
= ? F ;
8- Ll

B4 B Bl

B2 B3
Blatt-Entwicklungsstadinm

B3
Blatt-Entwicklungsstadium

(h) Leukoanthocyanidinreduktase (i) Anthocyanidinreduktase

Abbildung C.2: Genexpression und Enzymaktivitdten in verschiedenen Blatt-
stadien (Versuch E1), jeweils relativ zu Blatt 1, + SD. Eine y-Achseneinheit
entspricht einer Produktmenge von 9200 dpm Zimtsaure (PAL), 20 dpm RES
(STS), 1200 dpm NAR (CHS), 80dpm Cat (LAR) bzw. 0,4 g Epi (ANR).
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5 waren schon etwas ledrig, so dass bei diesen Proben mehr die Extraktion
storende Inhaltsstoffe vorhanden waren als bei den anderen.

Die Enzymaktivitaten der PAL und CHS stimmen recht gut mit den jeweiligen
Genexpressionen iiberein, wobei das Maximum der Enzymaktivitit bei etwas
alteren Stadien lag. Die Ergebnisse fiir die STS-Aktivitat sind unsicherer, da
nur bei einem der beiden durchgefiihrten Enzymtests iiberhaupt eine STS-
Aktivitat nachgewiesen werden konnte. Im Lauf der Entwicklung sank die
LAR-Enzymaktivitat, ebenso wie die LAR2-Expression, dabei zeigt sich jedoch
bei der LAR-Enzymaktivitat weder das Maximum beim Blattstadium 2, noch
der Anstieg beim Blattstadium 5, wie es bei der LAR 1-Expression beobachtet
werden kann. Zudem war die Intensitdt der Banden bei der Analyse der LAR2-
Expression bei gleicher Zyklenzahl deutlich héher als die der LARI1. Daraus
ist abzuleiten, dass die absolute Expression der LAR2 in diesen Blattproben
die der LAR1 iiberwog. Die ANR-Enzymaktivitdt war in den mittleren Stadien
deutlich héher, wogegen die Expression der ANR etwa gleichbleibend war. Durch
die hohen Standardabweichungen bei der A NR-Expression der Blattstadien
1 und 5 sowie der ANR-Enzymaktivitit des Stadiums 5 kann nicht entgiiltig
festgestellt werden, ob diese Abweichungen methodisch bedingt sind, oder ob
moglicherweise posttranslationale Modifikationen eine Rolle bei der Regulation
der ANR-Enzymaktivitédt spielen.

Flavonoide, insbesondere Flavonole und Anthocyane, werden oft friih in der
Entwicklung von Bléattern und Friichten als UV-Schutz junger Zellen gebil-
det (Review in [144]). Dies stimmt mit der generell hohen Expression in den
Blattstadien 2 und 3 iiberein.

Die Expression von Genen der Flavonoidbiosynthese im Verlauf der Blatt-
entwicklung wurde bei Vitis im Gegensatz zur Fruchtentwicklung nur selten
untersucht. Fir die Expression der FLS wurde hier eine abnehmende Expression
bei grofleren Blattern festgestellt, vergleichbar mit bereits verdffentlichten Da-
ten der Expression fiinf verschiedener FLS-Sequenzen bei der Sorte ‘Cabernet
Sauvignon’ [55]. Auch der hier ermittelte Verlauf der A NS-Expression mit einem
Maximum der Expression bei Bléttern mittlerer Grofle ist mit veroffentlichten
Ergebnissen von Bléttern der Sorte ‘Shiraz’ vergleichbar [18]. Die Ergebnisse der
gleichen Studie weichen allerdings beziiglich der ANR- und LAR2-Expression
etwas von den Ergebnissen des Versuchs E1 ab. Fiir die Expression der LAR?
konnte in der Sorte ‘Shiraz’ kaum eine Expression in Blattern nachgewiesen
werden [18], wohingegen hier zumindest in jungen Blattern der Sorte ‘Regent’
eine deutliche Expression zu beobachten war.

Es gibt grofle Unterschiede in der Expression einiger Gene der Phenylpropa-
noidbiosynthese zwischen verschiedenen Sorten von Vitis. Diese Unterschiede
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sind bedeutend im Hinblick auf die Resistenzeigenschaften der einzelnen Sorten.

Versuch E2 — Fruchtstadien

Allgemein ist bei fast allen Genen bzw. Enzymen der Flavonoidbiosynthese zu
beobachten, dass die Genexpression und die Enzymaktivitéit in kleinen Friichten
relativ hoch war und dann wieder zur Reife anstieg (sieche Abb. C.3 auf S. 83).
Der Hohepunkt der ANR- und LAR2-Expression lag bei grofieren Friichten und
bei beginnender Reife. Auffillige Ausnahme war die FLS-Expression. Diese war
sehr hoch in den Bliiten und in allen Fruchtstadien deutlich niedriger.

Zur Reife (Stadium 85) stiegen die Expressionen der direkt zu Anthocyanen
fithrenden Gene an (PAL, CHS, FHT, DFR und ANS), aber auch die der
FLS, LAR1 sowie STS. Die Expression der ANS stieg bereits bei beginnender
Rotfarbung (BBCH 83) an, dariiber hinaus war die ANS auch in friihen,
ungefarbten Stadien stark exprimiert.

Die Ergebnisse von Enzymaktivitdt und Expression stimmen bei PAL, FHT
und ANR relativ gut {iberein, wenngleich die Unterschiede zwischen den Stadien
teilweise bei der Enzymaktivitidt geringer ausfielen als bei der Expression.
Insbesondere der Anstieg der Enzymaktivitat zur reifen Frucht war meist sehr
viel geringer. Die Aktivitdt der LAR verlief dhnlich wie die Expression der
LAR2, der starke Anstieg der LAR1 in jungen Friichten spiegelte sich nicht
in der LAR-Enzymaktivitdt wider. Bei der CHS war die Enzymaktivitéit einer
der Proben (BBCH 75) im Vergleich zu den anderen auffallig hoch, obwohl
die Expression der CHS bei dieser Probe nur geringfiigig iiber den anderen
Proben lag. Ursache dieser Unterschiede konnten methodische Probleme bei der
Enzymextraktion sein. Die Inhaltsstoffe der Stadien unterscheiden sich stark, so
sind in Bliiten hohe Konzentrationen von Flavonolen, in jungen Friichten von
Proanthocyanidinen und in reifenden Friichten von Zuckern und Sauren. Da
diese Inhaltsstoffe bei der Aufarbeitung nicht restlos abgetrennt werden kénnen,
ist ein Einfluss auf die gemessene Enzymaktivitdt denkbar.

Widerspriichlich sind die Ergebnisse zur Stilbensynthase. Obwohl eindeutig
STS-Genexpression nachgewiesen werden konnte, gelang dies bei der STS-
Enzymaktivitdat nicht. Um zu untersuchen, ob mdéglicherweise spezifische In-
haltsstoffe im Enzymextrakt die Enzymaktivitat der STS hemmen, wurde der
Extrakt mehrerer Proben mit einer heterolog exprimierten STS aus Vitis ge-
mischt. Uberraschenderweise wurde jedoch festgestellt, dass die Zugabe des
Enzymextrakts reproduzierbar zu einer deutlichen Steigerung der Aktivitat der
heterologen STS fiihrt (siehe Abb. B.5 auf S. 42).

Es wurden schon mehrfach Studien zur Expression von einzelnen oder mehre-
ren Genen der Flavonoidbiosynthese in verschiedenen Entwicklungsstadien von
Weinbeeren veroffentlicht. Die Vergleichbarkeit dieser Ergebnisse mit denen des
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Abbildung C.3: Genexpression und Enzymaktivitdten in verschiedenen Frucht-
stadien (Versuch E2), jeweils relativ zu BBCH 57, + SD. Eine y-Achseneinheit
entspricht einer Produktmenge von 2500 dpm Zimtséure (PAL), 210 dpm NAR
(CHS), 480 dpm DHK (FHT), 140dpm Cat (LAR), 1,75 pg Epi (ANR).
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Versuchs E2 ist begrenzt. Neben unterschiedlichen Anbau- und Klimabedingun-
gen sowie verschiedenen Analysemethoden (Northern-Blots, Endpunkt-PCRs,
Real-Time PCRs) zwischen den einzelnen Studien treten auch starke Sorten-
unterschiede auf [17, 21, 63]. Dass hier die ganzen Friichte als Probenmaterial
verwendet wurden, ist eine zusétzliche Schwierigkeit, da zwar in manchen Stu-
dien Fruchtfleisch, Schalen und Samen getrennt analysiert wurden, héufig aber
nur die Fruchtschalen. Die Expression von Genen der Flavonoidbiosynthese ist
im Fruchtfleisch auier bei sehr jungen Friichten sehr gering [20, 21], in den
Samen jedoch wurde zumindest fiir die ver6ffentlichten Gene, insbesondere die
der Flavanolbiosynthese, eine hohe Expression gemessen [17, 54].

Mehrere Myb-Faktoren steuern die Flavonoidbiosynthese in Weinbeeren. Myb-
A wird ab der Farbung der Friichte exprimiert und reguliert in erster Linie die
UFGT-Expression. Die hochste Expression von MybB wurde in reifen Beeren
gefunden, MybC und MybD sowie Mybba wurden vor allem in Bliiten und jungen
Friichten exprimiert [36, 83]. Die Flavanolbiosynthese wird durch MybPA1, wel-
ches besonders stark in Samen exprimiert wird, reguliert [19]. Allgemein wurde,
wie beim Versuch E2, fiir viele Strukturgene der Flavonoidbiosynthese eine hohe
Expression in Bliiten und sehr jungen Friichten gemessen, wahrscheinlich unter
anderem reguliert durch MybC, MybD und Myb5a. Die Expression in gréfieren
griinen Beeren ist haufig relativ niedrig und steigt dann zur Farbung und Reife
wieder an [18, 20], wenn MybA und MybB exprimiert werden.

In Ubereinstimmung mit den hohen Flavonolkonzentrationen in Staubblittern,
in denen sie fiur die Pollenfruchtbarkeit benétigt werden [96], ist die Expres-
sion der FLS in Bliiten besonders hoch. Der Anstieg der FLS bei reifenden
Friichten konnte darauf zuriickzufithren sein, dass Flavonole als Copigmente
der Anthocyane vorhanden sind und mit fiir die Intensitit der Beerenfarbung
verantwortlich sind [61]. Ahnliche Ergebnisse fiir die Expression verschiedener
FLS-Gene (v.a. FLS4 und FLS5) wurden fiir die Sorte ‘Cabernet Sauvignon’
gefunden [55].

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen [18, 20] war
die Expression der ANS in frithen Stadien der Fruchtentwicklung hoch, in
grofleren Beeren niedrig und zur Reife und Fruchtfarbung wieder hoher. In
frithen Stadien werden wahrscheinlich die Reaktionsprodukte der ANS, die
Anthocyanidine, durch die ANR-Aktivitit in Epicatechine umgewandelt, wéh-
rend der Blitenfirbung werden durch die UFGT farbige Anthocyane daraus
gebildet. Es wurde schon vielfach gezeigt, dass die Expression der UFGT auf
die Stadien nach der Véraison, also die Zeit der Beerenfarbung, und damit auf
rote Traubensorten beschrankt ist [17, 21, 83].

Die Expression der ANR und der LARI erreichte ihr Maximum in frithen
Stadien, dhnliche Ergebnisse zeigten auch Genexpressionsanalysen bei anderen

84



C.4 Ergebnisse und Diskussion — Induktionsversuche

Sorten [18, 54]. Dies entspricht den Erwartungen, da die Konzentration von
Flavanolen in jungen Beeren relativ hoch ist [54, 81]. Uberraschend war jedoch
der leichte Anstieg der LAR2 zum Beginn der Reife und der deutliche Anstieg
der LARI bei reifen Friichten. Ein dhnlicher Anstieg der LAR-Enzymaktivitit
zu reifenden Friichten wurde auch an Erdbeeren beobachtet [34]. Eine mogliche
Erklarung wére eine durch die LAR katalysierte Riickreaktion von Catechin-
Monomeren zu Leukoanthocyanidinen, die dann wiederum durch ANS und
UFGT zu farbigen Anthocyanen umgesetzt werden kénnten. Eine andere Mog-
lichkeit wére die verstarkte Produktion von Catechinen durch die LAR, da
bekannt ist, dass die ANS in Anwesenheit von UFGT Catechine zu Anthocya-
nidinen umsetzen kann, die dann durch die UFGT zu Anthocyanen umgesetzt
werden [150].

C.4.3 Versuche ProCa-Behandlung

Im Freiland und in vitro kultivierte Weinpflanzen wurden in mehreren Versuchen
mit ProCa sowie Pflanzenstarkungsmitteln behandelt.

Versuch P1 — ProCa und Pflanzenstarkungsmittel

Im Freiland kultivierte Pflanzen wurden mit ProCa, den Pflanzenstarkungsmit-
teln Milsana und Myco-Sin sowie Kombinationen davon behandelt. Aus den
jungsten Blattern (Blatt 1) wurde die RNA extrahiert und daraus zwei cDNA-
Pools synthetisiert, die getrennt voneinander jeweils einmal in quantitativen
PCRs auf ihre Genexpression untersucht wurden.

Zudem wurde mit den etwas dlteren Blédttern (Blatt 3) eine Enzymextraktion
vorgenommen und die isolierten Enzymextrakte einmal auf ihre PAL- und
zweimal auf ihre CHS- und STS-Aktivitédt hin analysiert. Die jiingeren Blétter
Blatt 1 und Blatt 2 konnten nicht fiir Enzymanalysen verwendet werden, da die
vorhandene Blattmasse zu gering war. Die Ergebnisse der Enzymtests (nicht
dargestellt) waren allerdings nicht reproduzierbar. Sie zeigten in den einzelnen
Versuchsreihen keine signifikanten Unterschiede durch die Behandlungen. Wahr-
scheinlich wurden die Enzymaktivitdten durch Reste der ProCa-Formulierung
im Enzymextrakt beeinflusst (siehe Abschnitt B.3.1.2 auf S.40). Da es sich bei
‘Spatburgunder’ moglicherweise um ein Sortengemisch handelte, sind hier nur
die Ergebnisse der Sorten ‘Miiller-Thurgau’ und ‘Regent’ aufgefiihrt.

Beziiglich der Genexpression des Blatts 1 konnten mit den optimierten qPCR-
Methoden bei den mit ProCa, Myco-Sin, Milsana und Kombinationen hiervon
behandelten Bléttern deutliche Effekte festgestellt werden. Durch die RNA-
Aufreinigung bei der Isolierung war die ProCa-Formulierung hierbei kein Pro-
blem. Sowohl bei ‘Regent’ als auch bei ‘Miiller-Thurgau’” wurde die Expression
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Abbildung C.4: Genexpression bei der Kombinationsbehandlung von ProCa und
Pflanzenstarkungsmitteln, Versuch P1, jeweils relativ zur Kontrolle Wasser, +
SD.
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der STS durch ProCa stark stimuliert (Abb. C.4 auf S. 86). Bei der Kombination
von ProCa mit Pflanzenstarkungsmitteln war dieser Effekt sogar noch stérker,
bei der alleinigen Behandlung mit Pflanzenstédrkungsmitteln dagegen schwécher.
Auffallig ist die starkere Induktion der STS bei der eher pilzanfélligen Weilwein-
sorte ‘Miller-Thurgau’ (ca. 5-fach) gegeniiber der teilresistenten Rotweinsorte
‘Regent’ (ca. 3-fach). Die Expression der DFR stieg bei allen Varianten mit
ProCa leicht an. Die anderen untersuchten Gene, PAL, CHS, FHT, ANS, FLS,
ANR, LAR1 und LAR2, sowie die Kontrollgene GAPDH und TUB dagegen blie-
ben bei der Sorte ‘Miiller-Thurgau’ unveréndert. Bei der Sorte ‘Regent’ jedoch
zeigten sich noch weitere, wenn auch schwache Effekte. Die Expression der PAL
stieg bei den mit Myco-Sin oder ProCa plus Milsana behandelten Proben an.
Ebenfalls tendenziell gestiegen war die Expression von ANR, LAR2, und ANS,
sowie deutlich die Expression von DFR und STS bei den Behandlungen mit
Pflanzenstarkungsmitteln und stérker bei ProCa und Kombinationen. Durch
Myco-Sin und ProCa, einzeln oder in Kombination, wurde die FHT-Expression
etwas erhoht und die FLS-Expression etwas erniedrigt. Die LAR1 wurde durch
ProCa etwas stirker exprimiert, durch Milsana etwas schwécher, wobei bei
der Kombination dieser beiden Mittel die LA R1-Expression im Vergleich zur
Kontrolle kaum verdndert war.

Die Behandlung von Weinblattern mit ProCa, insbesondere gemeinsam mit
den Pflanzenstirkungsmitteln Myco-Sin oder Milsana, fithrte zu einer deut-
lichen Induktion der STS-Expression und zu einer leichten Steigerung der
DFR-Expression. Die alleinige Behandlung mit den Pflanzenstarkungsmitteln
bewirkte keine signifikanten Expressionsidnderungen der untersuchten Gene der
Phenylpropanoidbiosynthese.

Versuch P2 — ProCa und Leerformulierung

Um die Ergebnisse des Versuchs P1 mit ProCa-Behandlungen von Bléttern im
Freiland kultivierter Weinpflanzen zu iiberpriifen, wurden Freilandpflanzen mit
ProCa und Leerformulierung behandelt. Die Auswertung dieses Versuchs erfolgte

i

Kontrolle Formulierung ProCa

—

=]

relative Genexpression

Abbildung C.5: Genexpression bei Freiland-Pflanzen (‘Miiller-Thurgau’) nach
ProCa-Behandlung, Versuch P2, relativ zur Kontrolle, + SD.
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als Teil einer im Rahmen dieser Arbeit betreuten Diplomarbeit (Hadersdorfer,
2006). Von den jlngsten Blattern (Blatt 1) wurde RNA extrahiert und daraus
zwei parallele cDNA-Synthesen durchgefithrt. Diese wurden gemischt und in je
drei, bei der STS sechs, qPCRs analysiert. Da sich ‘Spatburgunder’ nachtriglich
als Sortengemisch herausstellte, sind hier nur die Ergebnisse fiir die Sorte
‘Miiller-Thurgau’ dargestellt.

Bei den Ergebnissen (siehe Abb. C.5 auf S. 87) ist ein deutlicher Effekt sowohl
der Formulierung allein als auch der ProCa-Behandlung auf die Expression der
STS zu erkennen. Durch die Behandlung mit der Leerformulierung verringerte
sich die STS-Expression auf die Hélfte, ProCa steigerte die STS-Expression so
stark, dass die Absenkung durch die Formulierung allein iiberkompensiert wurde.
Die Expression der PAL und CHS verringerte sich durch die Formulierung nur
geringfiigig, bei der ProCa-Variante war sie gegeniiber der Kontrolle unveréndert.

Die Induktion der STS-Expression durch eine ProCa-Behandlung bei Wein-
blattern, wie sie schon in Versuch P1 gezeigt wurde, konnte reproduziert werden.
Die Induktion ist allein auf den Wirkstoff ProCa zuriickzufiihren, die Formulie-
rung, mit der der Wirkstoff ausgebracht wird, zeigte allein sogar eine hemmende
Wirkung auf die ST'S-Expression.

Versuch P3 — ProCa in vitro-Pflanzen
Die Auswirkungen einer ProCa-Behandlung wurden auch anhand von in witro-
Pflanzen untersucht. Die RNA der behandelten Blatter wurde extrahiert und
daraus zweimal parallel cDNA synthetisiert. Diese beiden cDNAs wurden ge-
trennt voneinander in jeweils zwei PCR-Reaktionen auf ihre Genexpression hin
analysiert. Fiir eine erfolgreiche Enzymextraktion war leider zu wenig Material
vorhanden.

Die Expression der PAL und STS stieg durch die ProCa-Behandlung sehr
deutlich an (siehe Abb. C.6). Die Expression der untersuchten Gene der Fla-
vonoidbiosynthese CHS, ANR, LAR1, FHT, DFR und ANS sank, wobei sich
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Abbildung C.6: Genexpression bei in vitro-Pflanzen nach ProCa-Behandlung,
Versuch P3, relativ zur Kontrolle, + SD.
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der Effekt 48 h nach Behandlung abschwéchte. Die Expression der LAR2 verén-
derte sich nicht signifikant. Zusétzlich zu den dargestellten Ergebnissen wurde
auch die Expression der FLS untersucht, die Expression war aber so gering,
dass kein PCR-Produkt nachgewiesen werden konnte. Die parallel durchge-
fithrte Behandlung mit Aureobasidium-Extrakt fiihrte zu nahezu identischen
Expressionsdnderungen (siche Abb. C.14 auf S.98)

Bei in vitro-Weinpflanzen zeigte sich durch eine ProCa-Behandlung ebenso
wie bei Blattern von Freilandpflanzen eine Induktion der STS-Expression. Im
Gegensatz zu den Blattern von Freilandpflanzen wurde bei den in vitro-Pflanzen
zusétzlich eine Induktion der PAL-Expression sowie die Hemmung fast aller
untersuchten Gene der Flavonoidbiosynthese beobachtet.

C.4.4 Versuche Aureobasidium-Behandlungen

Im Folgenden sind die Ergebnisse mehrerer Versuchsreihen dargestellt, bei denen
unterschiedliche Gewebe von Vitis mit einer Suspension aus Aureobasidium-
Extrakt behandelt wurden.

C.4.4.1 Kallus

Versuch AK1 — Kallus ‘Nero’

Zunéchst wurde der Einfluss einer Behandlung von Vitis-Kalluskulturen mit
Aureobasidium sowie Myco-Sin und dem isolierten Hefebestandteil von Myco-Sin
untersucht. Dabei wurde zuséatzlich eine Botrytis-Infektion und -Bonitur Au-
reobasidium-behandelter und unbehandelter Kallusse durchgefiihrt. Bei diesem
Versuch wurde die RNA noch mit dem Standardprotokoll aus dem RNeasy®
Plant Mini Kit durchgefiihrt, wodurch die RNA-Qualitdt nicht optimal war.

Abbildung C.7: Botrytis-Bonitur bei Weinkallussen nach Aureobasidium-Be-
handlung. 1,2: zwei Kallusse mit Botrytis infiziert, 3: unbehandelter Kallus, 4,
5: zwei Kallusse 24 h vor der Botrytis-Infektion mit Aureobasidium behandelt.
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Abbildung C.8: Genexpression (+ SD) und Enzymaktivitit (£ min./max.) der
STS und Stilbengehalt (HPLC-Ergebnisse (£ SD) nach [Rithmann, unver-
offentlicht] von Kallus ‘Nero’ nach verschiedenen Behandlungen, 48h und
72 h nach Behandlung. Versuch AK1. Eine y-Achseneinheit bedeutet bei der
Enzymaktivitdt der STS eine Produktmenge von 5000dpm RES, bei den
Stilbenen 700 pg/g Trockengewicht.
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Abbildung C.9: Genexpression und Enzymaktivitdten von Kallus ‘Nero’ nach
Aureobasidium-Behandlung. Versuch AK1. Genexpression relativ zur Kontrolle,
+ SD. Enzymtests (+ min./max.) als Produktmengen in dpm: Kontrolle PAL
30dpm Zimtsadure, STS 140dpm RES, CHS 20 dpm NAR.
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Die beiden jeweils aus einer RNA-Praparation parallel synthetisierten cDNAs
wurden getrennt voneinander analysiert, wobei pro Gen fiir jede cDNA eine
oder zwei PCR-Reaktionen durchgefiihrt wurden. Die Enzymextraktion erfolgte
nach der Methode A, die Enzymtests wurden nur einmal durchgefiihrt. Die
dargestellten Werte sind jeweils aber Mittelwerte aus den Ergebnissen zweier
getrennt voneinander analysierter Kallusse.

Die Ergebnisse der Bonitur (sieche Abb. C.7 auf S.89) zeigen, dass die Aureo-
basidium-Hefe die Botrytis-Infektion der Kallusse deutlich verzégern kann. Ohne
Aureobasidium-Behandlung waren die Kallusse bereits 24 Stunden nach der
Infektion deutlich mit Pilzmyzel iiberwachsen, 48 Stunden spéiter waren viele
bereits abgestorben. Mit Aureobasidium-Behandlung vor der Infektion dagegen
war bei frithen Boniturterminen nur bei wenigen Kallussen Myzel sichtbar, erst
deutlich spater wurden auch diese Kallusse von Botrytis iiberwachsen.

Ein deutlicher Anstieg der STS- und PAL-Expression war durch die Aureo-
basidium-Behandlung sichtbar, auch die Enzymaktivitat der entsprechenden
Enzyme wurde stark erhoht. Die A NR-Expression stieg ebenfalls durch die
Aureobasidium-Behandlung an. Die Expression der CHS war durch die Behand-
lung tendenziell reduziert. Der Enzymtest der CHS ist nicht aussagekraftig, da
die Aktivitdt der CHS im Vergleich zur STS sehr niedrig war und das gemes-
sene NAR folglich auch ein Produkt der Nebenaktivitat der STS sein kénnte
(sieche Abschnitt B.3.1.2 auf S. 39).

Die Genexpression der STS und die Enzymaktivitdt der STS stiegen auch
durch eine Behandlung mit Myco-Sin oder durch eine Behandlung mit dem
isolierten Hefebestandteil des Myco-Sin an, allerdings in geringerem Maf} als
durch eine Aureobasidium-Behandlung (Abb. C.8 auf S.90). Die mit Myco-
Sin und Hefe-Myco-Sin behandelten Proben waren jeweils 48 h und 72 h nach
Behandlung beziiglich ihrer Enzymaktivitat recht unterschiedlich. Dies kann
durch den geringen Probenumfang von nur zwei Kallussen je Zeitpunkt erklart
werden.

Ein Vergleich der Stilbenkonzentrationen im Gewebe [Rithmann, unvero6f-
fentlicht] mit den relativen Genexpressionen und Enzymaktivitdten (Abb. C.8
auf S.90) zeigt, dass diese drei Werte bei den einzelnen Behandlungen jeweils
in dhnlichem Mafle beeinflusst wurden. Eine Ausnahme bildet die Infektion
mit Botrytis. Obwohl die Expression der ST'S stark induziert wurde und auch
die Enzymaktivitat der STS gegeniiber der unbehandelten Kontrolle stark zu-
nahm, stieg der Stilbengehalt nur wenig an. Eine mogliche Ursache dafiir ist
der Abbau von Resveratrol durch die Stilbenoxidase von Botrytis, wodurch der
Aufbau einer wirksamen Abwehrreaktion durch Stilbene verhindert wird [6, 59].
Wenn in den Weinkallussen schon wéihrend der Infektion durch die vorange-
gangene Aureobasidium-Behandlung hohe Konzentrationen der fungitoxischen
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Stilbene vorhanden sind, wird die Botrytis-Infektion trotz der Stilbenoxidase
beeintrachtigt.

Die Behandlung von Weinkallussen mit Aureobasidium-Extrakt, und in ge-
ringerem Mafle mit Myco-Sin oder dessen Hefebestandteil, fiihrte zu einer
deutlichen Induktion der Phenylpropanoidbiosynthese, insbesondere der Stil-
bene. Schon 24 h nach der Behandlung war dies deutlich zu beobachten. Eine
Vorbehandlung mit Aureobasidium-Extrakt verzogerte eine Botrytis-Infektion
der Kallusse sichtbar.

Versuch AK2 — Kallus ‘Regent’

Ein weiterer Versuch mit Kallussen der Sorte ‘Regent’ wurde durchgefiihrt, um
den Zeitverlauf der Reaktion von Kallussen auf die Aureobasidium-Behandlung
néher zu analysieren. Bei diesem Versuch wurde die verbesserte RNA-Extraktion
aus Kallussen mit dem RNeasy® Plant Mini Kit durchgefiihrt. Aus der RNA
wurden jeweils drei cDNA-Pools synthetisiert, die anschlielend gemischt wurden.
Es wurden fiir jedes Gen drei qPCR-Reaktionen ausgefiihrt, bei LARI und
ANR waren es vier gPCRs. Fiir die Enzymaufarbeitung wurde die Methode B
verwendet. Die Enzymtests wurden jeweils zweimal durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Enzymtests zeigen, dass die PAL- und STS-Aktivitét durch
die Aureobasidium-Behandlung stark anstieg, mit einem Maximum bei 10h
nach Behandlung. Die CHS-Aktivitét verlief parallel zu der der STS, jedoch auf
deutlich niedrigerem Niveau, moéglicherweise handelt es sich beim detektierten
Naringenin um ein Nebenprodukt der STS-Reaktion.

Vor allem bei den Expressionen war allgemein zu beobachten, dass die Werte
der Probe » Aureobasidium 24h« stark von den anderen mit Aureobasidium
behandelten Proben abwichen. Des Weiteren war zu beobachten, dass die
Kontrollbehandlung ebenfalls einen Einfluss auf die Genexpression hatte. Die
Expression der DFR sank durch die Zugabe von Leermedium, die von FHT,
DFR, ANS und LARI stieg. Die Expression der FHT und LAR1 war nach 48 h
wieder bis auf das Niveau vor der Behandlung gesunken, die der ANS blieb
leicht erhoht, die der DFR leicht erniedrigt.

Die Aureobasidium-Behandlung hatte deutliche Auswirkungen auf die Genex-
pression der Kallusse. Die Expression der PAL, STS und LAR2 stieg gegeniiber
der Kontrolle deutlich an. Das Maximum der Expression lag bei 10h (PAL und
STS) bzw. 5h (LAR2) nach Behandlung. Dies stimmt gut mit den Ergebnissen
der PAL- und STS-Enzymtests iiberein.

Im Fall der FHT, DFR und LARI war die Expression bis 10 h nach Behand-
lung deutlich niedriger als bei der Kontrolle, danach erfolgte ein Anstieg der
Expression bis zum Niveau der Kontrollen, bei der FHT sogar dariiber hinaus.
Im Gegensatz zum Anstieg der Expression bei der Kontrolle blieb die Expression
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der ANS nach der Aureobasidium-Behandlung etwa gleich.

Die Expression der CHS, FLS und ANR blieb bei den Kontrollen etwa
gleich, die Variante mit Aureobasidium zeigte 24 h nach Behandlung eine hohere
Expression als die Kontrolle.

Die Behandlungen mit verdiinnter Aureobasidium-Suspension und dem Hefebe-
standteil von Myco-Sin (Abb. C.12 und Abb. C.13 auf S.96) zeigten dhnliche
Effekte wie die Aureobasidium-Behandlung, also insbesondere eine deutliche
Induktion der Genexpression und Enzymaktivitdt der STS und PAL, wobei
die Wirkung des Hefebestandteils von Myco-Sin etwas schwécher als die der
anderen Varianten war. Die alleinige Behandlung mit Myco-Sin zeigte nur wenig
Verénderungen gegeniiber der Kontrolle, etwa eine leicht erhdhte STS-Aktivitét
und verminderte Genexpression der LARI und LAR2.

Auffillig ist auflerdem, dass die Probe, die 24 h nach Aureobasidium-Behand-
lung entnommen wurde, oft grole Abweichungen gegeniiber anderen Zeitpunkten
aufwies, insbesondere bei der Expression der CHS, FLS und LAR1 sowie der
PAL-Aktivitat. Da jede Probe durch das nur in begrenzter Menge verfiighare
Material eine Mischprobe aus nur funf Kallussen war und die einzelnen Kal-
lusse sich teilweise deutlich in der Grofle unterschieden, ist ein Einfluss des
Ausgangsmaterials nicht auszuschlielen.

Eine mogliche Ursache fiir die Anderungen der Genexpressionen und Enzym-
aktivitdten in der Kontrollvariante konnte die Zugabe des Leermediums mit
neuem Zucker und Hormonen zum Kulturmedium sein. Es ist beispielweise
bekannt, dass der Promotor der ANS, deren Expression in diesem Versuch
bereits 5h nach Zugabe des Leermediums deutlich anstieg, durch Saccharose
induziert werden kann [60].

Auch bei diesem Versuch mit Aureobasidium-Behandlung von Weinkallussen
zeigte sich, dass Aureobasidium-Extrakt, und in geringerem Mafle der Hefebe-
standteil von Myco-Sin, die Expression und Enzymaktivitdt der PAL und
STS schon 5h nach Behandlung stark erhoht, mit einem Maximum bei 10 h—
24 h. Durch HPLC-Analysen [Rithmann, unverdffentlicht] wurde nachgewiesen,
dass der Gehalt an Gesamtphenolen, Resveratrol und Resveratrol-Derivaten
durch die Aureobasidium-Behandlung tatséchlich anstieg. Es wurde also die
Phenylpropanoidbiosynthese gleichzeitig verstirkt und in Richtung Stilbene
umgeleitet. Zumindest eine Tendenz ist erkennbar, dass durch die Aureobasidi-
um-Behandlung auch die Biosynthese anderer abwehrrelevante Inhaltsstoffe wie
Flavonole und Flavanole verstarkt wurde.
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C.4.4.2 in vitro-Pflanzen

Es wurden insgesamt drei Versuche mit Aureobasidium-Behandlungen an in vitro-
Pflanzen durchgefiihrt (siehe Tab. E.3 auf S.126). Dabei gab es Unterschiede
beziiglich der Zugabe von Leerformulierung und der Behandlungsmethode. Die
Aureobasidium-Suspension wurde im Versuch All direkt ins Medium gegeben, bei
den beiden Versuchen AI2 und AI3 wurden die Blétter bespriiht. Beim Versuch
ATl wurde allen Behandlungen die Leerformulierung von ProCa zugegeben, bei
Versuch AI2 wurde nur Medium verwendet. Deshalb wurden in Versuch AI3
sowohl Behandlungen mit als auch ohne Formulierung durchgefiihrt, um einen
moglichen Effekt der Leerformulierung zu untersuchen, wobei die Formulierung
leider zu hoch dosiert war und zu Pflanzenschéden fiithrte.

Versuch All — in vitro-Pflanzen
Die RNA der behandelten Blétter des Versuchs AIl wurde extrahiert und daraus
zweimal parallel cDNA synthetisiert. Diese beiden cDNAs wurden getrennt von-
einander in jeweils zwei PCR-Reaktionen auf ihre Genexpression hin analysiert.
Fiir eine erfolgreiche Enzymextraktion war leider zu wenig Material vorhanden.

Die Expression der PAL und STS stieg durch die Aureobasidium-Behandlung
deutlich an (siehe Abb. C.14), vergleichbar mit dem Versuch AK1 (Kallus
‘Nero’). Dagegen sank die Expression der Flavonoidgene CHS, ANR, LARI1,
FHT, DFR und ANS, wobei sich der Effekt 48 h nach Behandlung abschwéchte.
Die Expression der LARZ2 veranderte sich nicht signifikant. Zusétzlich zu den
dargestellten Ergebnissen wurde auch die Expression der FLS untersucht, die
Expression war aber so gering, dass kein PCR-Produkt nachgewiesen werden
konnte. Die parallel durchgefiihrte Behandlung mit ProCa fithrte zu nahezu
identischen Expressionsdnderungen (Abb. C.6 auf S. 88)

ProCa reguliert durch die verdnderten Flavonoidgehalte die Genexpression der
Flavonoidgene. Es ist anzunehmen, dass auch die Elicitoren aus Aureobasidium
iiber Regulationsmechanismen wirken, wodurch die Ahnlichkeit der Ergebnisse
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Abbildung C.14: Genexpression bei in vitro-Pflanzen nach Aureobasidium-Be-
handlung. Versuch AIl. Werte relativ zur Expression der Kontrolle, + SD.
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erklart werden kann.

Durch eine Behandlung von in vitro-Weinpflanzen mit Aureobasidium-Extrakt
wurde die Expression der PAL und STS induziert, die meisten untersuchten
Gene der Flavonoidbiosynthese wurden in ihrer Expression gehemmt, die Phe-
nylpropanoidbiosynthese wurde somit erhoht und stark in Richtung der Stilbene
umgeleitet.

Versuch Al2 — in vitro-Pflanzen

Bei der Auswertung des Versuchs AI2 wurde von der extrahierten RNA dreimal
parallel cDNA synthetisiert und die cDNAs anschlielend gemischt. Fiir jede
Genexpression wurden drei qPCR-Reaktionen durchgefiihrt, bei STS, CHS und
GAPDH sechs PCRs. Dariiber hinaus wurden die Enzymextrakte (Methode B)
jeder Probe auf ihre Enzymaktivitdt hin untersucht. Dazu wurde der PAL-Test
dreimal, der CHS- und STS-Test viermal und der ANR-Test zweimal wiederholt.

Die Aktivitdt der PAL stieg durch die Aureobasidium-Behandlung leicht, die
der STS stark an. Die CHS- und ANR-Aktivitét blieb unverédndert (Abb. C.15
auf S.100). Damit sind auch die Ergebnisse der Enzymaktivitat mit den Er-
gebnissen des Kallusversuchs (Versuch AK1) vergleichbar. Da in vitro-Pflanzen
offenbar von vornherein weniger STS und mehr CHS-Aktivitat als Kallusse
haben, war hier auch der CHS-Test aussagekraftig. Ein Konkurrenztest CHS
und STS mit weniger p-Cumaroyl-CoA brachte keine zusétzlichen Erkenntnisse.
Ein FLS-Test ergab keine sichtbare Enzymaktivitat.

Bei den Genexpressionen (Abb. C.15 auf S. 100) zeigte sich deutlich, dass die
Expression der ST'S und PAL durch die Aureobasidium-Behandlung anstieg.
Die Analyse der FLS-Expression gelang nicht, wahrscheinlich ist die Expression
extrem niedrig. Bei den anderen untersuchten Genen zeigte sich kein eindeutiges
Bild, da eine der beiden Aureobasidium-Behandlungen deutlich von der anderen
abwich. Moglicherweise kamen die Unterschiede dadurch zustande, dass bei
einem Teil der Proben die Aureobasidium-Suspension auf das Medium tropfte
und dann iiber die Wurzeln aufgenommen wurde und bei einem anderen Teil
die Aufnahme nur iiber das Blatt erfolgte.

Bei der Wiederholung der Aureobasidium-Behandlung an in vitro-Weinpflan-
zen bestétigte sich die deutliche Induktion der Expression und Enzymaktivitéat
der PAL und STS durch den Aureobasidium-Extrakt. Die Anderungen der
Expressionen der Flavonoidgene blieben durch die groffen Abweichungen der
beiden mit Aureobasidium behandelten Mischproben unklar.

Versuch AI3 — in vitro-Pflanzen
Die Extraktion von RNA aus den Proben des Versuchs AI3 war sehr schwierig,
vor allem bei den mit Formulierung behandelten Proben. Die Qualitat der
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extrahierten RNA war relativ gering, wodurch schon die Werte fiir die Expression
der GAPDH zwischen den einzelnen Proben stark unterschiedlich war. Daher
sind fiir diesen Versuch keine auswertbaren Expressionsdaten vorhanden. Die
Enzymextraktion dagegen gelang ohne Probleme, die Enzymtests wurden jeweils
zweimal durchgefiihrt.

Durch die zu hohe Konzentration der Formulierung waren die damit be-
handelten Proben in ihrer Enzymaktivitit allgemein stark gehemmt (siehe
auch Abschnitt B.3.1.2 auf S.40). Bei den Proben ohne Formulierung war
aber die Aktivitdt der Enzyme PAL, CHS und STS durch die Aureobasidium-
Behandlung deutlich erhéht (Abb. C.16 auf S.100).

Die bei den vorhergehenden Versuchen mit einer Aureobasidium-Behandlung
von in vitro-Weinpflanzen beobachtete Induktion der Stilbenbiosynthese konn-
te hier beziiglich der erhéhten Enzymaktivitdt von PAL und STS reprodu-
ziert werden. Zusétzlich wurde bei diesem Versuch auch ein Anstieg der CHS-
Enzymaktivitdt beobachtet.

C.4.4.3 Bliiten

Versuch AB1 — Bliiten Gewachshaus

Ein erster Versuch zum Einfluss einer Behandlung mit Aureobasidium-Extrakt
auf Weinbliiten wurde an im Gewéchshaus kultivierten Pflanzen durchgefiihrt.
Im Folgenden werden nur die Ergebnisse der Sorten ‘Miiller-Thurgau’ und
‘Regent’ betrachtet, da sich die behandelten ‘Spéatburgunder’-Pflanzen im nach-
hinein als Sortengemisch herausstellten. Es wurden von jeder Probe zwei Enzym-
aufarbeitungen mit der Methode B durchgefiihrt und gemischt. Jeder Enzymtest
wurde viermal wiederholt. Fiir die Analyse der Genexpression wurde fiir jede
Probe eine RNA-Extraktion durchgefithrt. Aus jeder RNA wurde dreimal paral-
lel cDNA synthetisiert, diese cDNA-Pools wurden gemischt und dann jeweils in
drei qPCR~Reaktionen untersucht.

Die in Abb. C.17 auf S. 102 dargestellten Ergebnisse der Enzymtests zeigen
deutlich, dass die Aureobasidium-Behandlung bei beiden untersuchten Sorten
die Aktivitdt der STS stark ansteigen lief3, mit einem Maximum schon 24 h nach
der Behandlung. Die CHS- und PAL-Aktivitdt scheint im Lauf der Entwicklung
anzusteigen, unabhéngig von der Behandlung. Bei ‘Regent’ war dies besonders
deutlich ausgepragt. Insbesondere bei der Sorte ‘Regent’ scheint 72h nach der
Behandlung die Aktivitdt dieser beiden Enzyme durch die Behandlung mit
Aureobasidium-Extrakt geringer als nach der Kontrollbehandlung zu sein.

Bei den Ergebnissen der Genexpression (‘Miiller-Thurgau’ Abb. C.18 auf S. 103
und ‘Regent’ Abb. C.19 auf S. 104) ist zunéchst auffillig, dass sich im Verlauf
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Abbildung C.17: Enzymaktivitdten bei Aureobasidium-behandelten Bliiten
im Gewachshaus, ‘Miiller-Thurgau’ (links) und ‘Regent’ (rechts). Versuch
AB1. Alle Werte sind relativ zur Kontrolle zum Zeitpunkt Null, + SD. Ei-
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3100 dpm Zimtséure (PAL) 30dpm RES (STS) bzw. 3400 dpm NAR (CHS).
Bei ‘Regent’ 2200 dpm Zimtsaure (PAL), 15dpm RES (STS) bzw. 1200 dpm
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des Experiments die Expression aller Gene auch bei der Kontrollbehandlung
verdnderte. Meist stieg die Expression, vor allem zwischen Versuchsbeginn
und 24 h nach Behandlung, wahrscheinlich durch Entwicklungsvorgénge beim
Ubergang von der Bliite zur frithen Fruchtentwicklung, moglicherweise aber
auch durch einen Einfluss des Leermediums. Abweichend davon ist die FLS,
deren Expression wahrend des Versuchs stark abnahm. Fiir die FLS, deren
Produkte fiir die Pollenfertilitdt und den UV-Schutz junger Zellen wichtig sind,
wurde eine dhnliche Abnahme wahrend der Entwicklung auch schon im Versuch
E2 beobachtet (Abschnitt C.4.2 auf S. 82).

Dagegen ist allein auf die Expression der ST'S ein induzierender Effekt der
Aureobasidium-Behandlung erkennbar. Schon 24 h nach der Behandlung scheint
bei beiden Sorten das Maximum der Induktion erreicht zu werden. Alle ande-
ren untersuchten flavonoidspezifischen Gene sowie die PAL zeigten eine teils
deutliche, teils tendenzielle Verminderung der Expression durch die Aureoba-
sidium-Behandlung. Bei diesem Versuch konnte, im Gegensatz zu friitheren,
keine Induktion der PAL-Expression beobachtet werden. Offenbar wurde bei
diesem Versuch p-Cumaroyl-CoA in Richtung Stilbene umgeleitet, ohne die
Phenylpropanoidbiosynthese als Ganzes zu verstarken.

Bei der HPLC-Analyse dieses Versuchs [Rithmann, unveroffentlicht] wurden
in Ubereinstimmung mit den hier erzielten Ergebnissen deutlich erhohte Stilben-
Konzentrationen durch die Aureobasidium-Behandlung gemessen. Jedoch wurden
tendenziell auch groflere Mengen von Flavonoiden, insbesondere Flavanolen und
Flavonolen, durch die Aureobasidium-Behandlung gefunden.

Zusammenfassend war bei der Behandlung von Bliiten im Gew#chshaus
mit Aureobasidium-Extrakt zu beobachten, dass sowohl bei ‘Miiller-Thurgau’
als auch bei ‘Regent’ die Gene und Enzyme der Phenylpropanoid- (PAL)
und Flavonoidbiosynthese konstant blieben oder leicht gehemmt wurden, die
Stilbenbiosynthese durch die STS aber deutlich erhéht wurde.

Versuch AB2 — Bliiten Freiland
Dieser Versuch sollte zeigen, ob auch im Freiland kultivierte Weinbliiten auf
eine Behandlung mit Aureobasidium-Extrakt reagieren. Da das Maximum der
STS-Aktivitdt beim Versuch AB1 bei 24 h nach Behandlung lag, wurden bei
dieser zweiten Behandlung von Bliiten die Proben schon 12h und 24 h nach der
Behandlung entnommen. Von jeder Probe wurden zwei Enzymaufarbeitungen
(Methode B) vorgenommen, die getrennt analysiert wurden. Insgesamt wurden
fiir jedes Enzym vier Tests durchgefithrt. Fiir die Expressionsanalysen wurden
aus einer RNA-Extraktion drei cDNA-Synthesen durchgefithrt und gemischt,
diese wurden in je drei qPCR-Reaktionen analysiert.

Bei den Kontrollen zeigte sich, dass die Aktivitat der STS wéhrend des
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Abbildung C.20: Enzymaktivitdten bei Aureobasidium-behandelten Bliiten im
Freiland, ‘Miiller-Thurgau’ (links) und ‘Regent’ (rechts). Versuch AB2. Alle
Werte sind relativ zur Kontrolle 0h, + SD, eine y-Achseneinheit bedeutet
eine Produktmenge von 2000 dpm Zimtséure (PAL), 50 dpm RES (STS) bzw.
2000dpm NAR (CHS).
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Abbildung C.21: Genexpression bei Aureobasidium-behandelten Bliiten ‘Miiller-
Thurgau’ im Freiland. Versuch AB2. Alle Werte relativ zur Kontrolle O h, £+
SD.
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Abbildung C.22: Genexpression bei Aureobasidium-behandelten Bliiten ‘Regent’
im Freiland. Versuch AB2. Alle Werte relativ zur Kontrolle 0h, + SD.
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Versuchs anstieg, entweder durch einen Einfluss des Leermediums auf die Bliiten
oder wahrscheinlicher durch den normalen Entwicklungsvorgang. Die ST'S-
Aktivitat in den mit Aureobasidium behandelten Bliiten stieg ebenfalls, allerdings
auf deutlich héherem Niveau als bei den Kontrollen (siehe Abb. C.20 auf S. 106).
Die CHS-Aktivitat war lediglich 12 h nach Behandlung bei den Aureobasidium-
Behandlungen deutlich hoher. Nach 24 h war kein Unterschied zwischen den
Behandlungen mehr sichtbar. Bei der Aktivitdt der PAL verhielten sich die
beiden untersuchten Sorten ‘Regent’ und ‘Miiller-Thurgau’ unterschiedlich. Bei
‘Regent’ blieb die Aktivitét zunéchst (bis 12h) gleich und verminderte sich dann
(241h), bei der Kontrolle ebenso wie bei der Aureobasidium-Behandlung. Bei der
Kontrolle von ‘Miiller-Thurgau’ dagegen sank die PAL-Aktivitdt bereits nach
12 h, die bei der Aureobasidium-Behandlung allerdings erst nach 24 h, wodurch
die Aktivitdt 12h nach Versuchsbeginn bei der Aureobasidium-Behandlung
hoher als bei der Kontrolle war.

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen sind in Abb. C.21 auf S.107
fiir die Sorte ‘Miiller-Thurgau’ und in Abb. C.22 auf S.108 fiir die Sorte
‘Regent’ dargestellt. Wahrend des Versuchsverlaufs d&nderte sich die Expression
der meisten Gene auch bei der Kontrollvariante. Bei beiden Sorten stieg die
Expression der PAL schwach, die der STS stark an. Bei ‘Miiller-Thurgau’ sank
die Expression aller anderen untersuchten Gene im Laufe der Zeit ab. Bei ‘Regent’
hingegen sank nur die Expression von ANR, LARI und FLS stetig, bei den
anderen untersuchten Genen (CHS, LAR1, ANS, DFR und FHT') war zunéchst
ein geringer Anstieg vom Zeitpunkt Oh zum Zeitpunkt 12h zu beobachten,
dann ein starkes Absinken, so dass die Expression zum Zeitpunkt 24 h wieder
deutlich geringer als zum Versuchsbeginn war. Moglicherweise spielen hierbei
auch Einfliisse durch die unterschiedlichen Tageszeiten der Probenahmen eine
Rolle.

Der Einfluss der Aureobasidium-Behandlung auf die Genexpression war insge-
samt bei ‘Regent’ deutlich schwacher als bei ‘Miiller-Thurgau’. Bei der Sorte
‘Regent’ war wiahrend des gesamten Versuchs eine leichte Erhéhung der Expres-
sion von STS, PAL, CHS und LAR2 durch die Aureobasidium-Behandlung
zu beobachten. Zusatzlich war die Expression von ANR, LAR1, ANS und
DFR 12h nach Aureobasidium-Behandlung héher als bei der Kontrollvariante,
bei diesen Genen war allerdings 24 h nach der Behandlung kein Einfluss mehr
feststellbar. Die Expression von FHT und FLS wurden durch die Aureobasi-
dium-Behandlung nicht signifikant beeinflusst. Bei der Sorte ‘Miller-Thurgau’
war ebenfalls bei den meisten untersuchten Genen (CHS, ANR, LAR1, LAR2,
ANS, DFR und FHT) die Expression 12 h nach der Behandlung deutlich hoher
als bei der Kontrolle und sank, mit Ausnahme der LAR2, 24 h danach wieder
auf das Niveau der Kontrolle. Im Gegensatz dazu und auch im Unterschied zu

109



C.4 Ergebnisse und Diskussion — Induktionsversuche

‘Regent’ sank die Expression von STS und FLS, insbesondere 24 h nach der
Aureobasidium-Behandlung. Die Expression der PAL wurde nicht beeinflusst.

Die Korrelation der Ergebnisse der Genexpressionsanalysen mit den entspre-
chenden Enzymaktivitdten war bei diesem Versuch relativ schlecht. Insbesondere
bei der STS war eine deutliche Steigerung der Enzymaktivitdt durch die Au-
reobasidium-Behandlung zu erkennen, aber nur eine sehr schwache Induktion
(‘Regent’) oder sogar eine leichte Hemmung (‘Miiller-Thurgau’) der Genexpres-
sion. Neben methodischen Fehlern bei der Analyse von Genexpression oder
Enzymaktivitdt kommen auch zusétzliche, bei den vorhergehenden Versuchen
nicht beobachtete Effekte des Aureobasidium-Extrakts in Frage. Moglicherweise
war eine weitere Induktion der durch Umweltfaktoren schon erhéhten ST'S-
Expression nicht mehr moglich und es ist nur noch eine mogliche Wirkung der
Aureobasidium-Behandlung auf posttranslationale Modifikationen oder direkt
auf die Enzymaktivitat sichtbar.

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der HPLC-Analysen [Rithmann, un-
ver6ffentlicht]. Insgesamt wurde die Konzentration der Flavonoide und Stilbene
durch die Aureobasidium-Behandlung bei ‘Regent’ tendenziell, bei ‘Miiller-
Thurgau’ deutlich vermindert.

Die STS-Expression (Abb. C.23 auf S.111) der Bliten im Freiland (Versuch
AB2) war schon bei der unbehandelten Kontrolle KO hoher als die von Bliten im
Gewéchshaus (Versuch AB1). Ursachen fiir diese Unterschiede konnten die Be-
handlung unterschiedlicher Bliitenstadien, die héhere UV-Strahlung im Freiland
oder ein latenter Pathogenbefall und damit eine STS-Induktion unabhingig
von der Behandlung sein.

Auffallig ist weiterhin, dass die Expression und Aktivitat der CHS sowie die
Expression weiterer Gene der Flavonoidbiosynthese durch die Aureobasidium-
Behandlung bei dem Versuch im Gewéchshaus (Versuch AB1) kaum veréndert
wurde, beim Versuch im Freiland (Versuch AB2) jedoch deutlich erhoht wurde.
Moéglicherweise ist fiir eine induzierende Wirkung von Aureobasidium-Extrakt
auf die Genexpression und Enzymaktivitit von Genen der Flavonoidbiosynthese
zusétzlich UV-Licht notwendig.

Insgesamt konnte bei der Behandlung von Bliiten im Freiland mit Aureobasi-
dium-Extrakt eine geringe Steigerung der Expression und Enzymaktivitiat von
Genen der Flavonoidbiosynthese beobachtet werden, vor allem bei der Sorte
‘Miiller-Thurgau’. Die Expression von PAL und STS war dagegen unveréindert
oder sogar leicht reduziert. Im Gegensatz dazu war die STS-Enzymaktivitéit
deutlich gestiegen, die Ursache hierfiir konnte nicht geklért werden.
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Abbildung C.23: Vergleich der Genexpression der STS bei Bliten im Ge-
wichshaus (GwH) und im Freiland. ‘Miiller-Thurgau’ (‘M.-Th.) und ‘Regent’.
Versuch AB1 und AB2, jeweils die Kontrolle vor Versuchsbeginn (K0). Zum
Vergleich junge Blétter der Sorte ‘Regent’ (Versuch E1).

C.4.5 Vergleich und Diskussion aller Versuchsergebnisse

ProCa

Im Freiland (Versuche P1 und P2) wurde durch eine ProCa-Behandlung, und
verstarkt bei einer gleichzeitigen Behandlung mit den Pflanzenstarkungsmitteln
Myco-Sin oder Milsana, die STS-Expression in Weinbléattern deutlich gesteigert.
Die Phenylpropanoidbiosynthese wurde also vermutlich in Richtung der Stilbene
umgeleitet. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt allein durch den
Wirkstoff ProCa, nicht aber durch die Leerformulierung des Préparats, zustande
kommt.

Bei in vitro-Pflanzen war der Effekt noch deutlicher, da zusétzlich die Ex-
pression der PAL, und damit die Phenylpropanoidbiosynthese, erhéht war und
andererseits aber die Expression der Flavonoidgene verringert war. Ursache fiir
die unterschiedliche Intensitat der Reaktion konnte neben dem unterschiedlichen
physiologischen Zustand der Blatter im Freiland und in vitro die unterschied-
liche Aufnahme des Wirkstoffs sein, im Freiland tiber die Blattoberflache, in
vitro iiber die Wurzel, und damit unterschiedliche Wirkstoffkonzentrationen im
Gewebe. Es ist bekannt, dass ProCa durch die Wurzeln aufgenommen und in
die gesamte Pflanze transportiert wird [Rademacher, unveroffentlicht].

Es wurde bereits gezeigt, dass auch eine Behandlung von Apfelblattern
mit ProCa nicht nur die Enzymaktivitdten der direkt durch ProCa gehemm-
ten Enzyme (FHT, FLS, ANS), sondern auch die Expression von Genen der
Flavonoidbiosynthese beeinflusst [50]. Es kann vermutet werden, dass diese
Wirkung des ProCa auf verdanderten Flavonoidkonzentrationen beruht, die dann
moglicherweise, wie in anderen Stoffwechselwegen oft beobachtet, {iber Riick-
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kopplung auf die Expression der Gene der Flavonoidbiosynthese wirken. Bei
einer Regulation der Genexpression iiber die Produktmenge, z. B. die durch die
Blockierung der FHT verringerten Flavonole oder Proanthocyanidine, kénnte
die Expression von frithen Genen der Phenylpropanoidbiosynthese, z. B. der
PAL, gesteigert werden. Die Expression von nachfolgenden Genen, wie z. B. der
ANR, koénnte verringert werden, da nicht geniigend Substrate zur Verfiigung
stehen. Durch die Blockierung der FHT-Enzymaktivitdt kommt es zu einem
Riickstau von ERI, wodurch, wie in Versuch P1 beobachtet, die Expression
der DFR gesteigert werden konnte, da diese in der Lage ist, ERI zu Luteoforol
umzuwandeln. Zudem koénnte die CHS-Expression gehemmt werden, da diese
iiber ihre indirekten Produkte, die Flavanone, reguliert werden kénnte. Durch
die relativ hohen ERI-Konzentrationen, und die damit eventuell verbundene
verringerte CHS-Expression, entsteht moglicherweise auch ein Riickstau des
CHS-Substrats p-Cumaroyl-CoA. Nach einer Behandlung von Apfelbdumen
mit ProCa wurden schon erhdhte Gehalte von Hydroxyzimtsduren beschrieben
[112]. Eine Erklarung fiir die beobachtete verstérkte STS-Expression kénnte
demnach eine erhohte Menge des STS-Substrats p-Cumaroyl-CoA sein.

Milsana

In dem Versuch zur Behandlung von Weinbléttern mit dem Pflanzenstarkungs-
mittel Milsana konnten nur geringe Verdnderungen der Genexpression gemessen
werden. Bei einer gemeinsamen Anwendung von Milsana mit ProCa jedoch
wurde die Wirkung des ProCa, also eine gestiegene STS-Expression, gegeniiber
einer alleinigen Anwendung von ProCa deutlich gesteigert.

Das Fehlen deutlicher Effekte auf die Genexpression durch alleinige Anwen-
dung von Milsana ist insofern erstaunlich, da in Feldversuchen eine sehr gute
Wirkung von Milsana gegen Echten Mehltau an Weinreben festgestellt worden
war [123]. Aus Versuchen an Gurken ist zudem bekannt, dass Milsana eine
Erhéhung der Enzymaktivitdt und Genexpression von PAL, CHS und CHI
sowie der Flavonoid-Konzentrationen zur Folge haben kann [52, 70]. Trotzdem
ist nicht auszuschliefen, dass der Wirkmechanismus von Milsana bei Weinreben
unabhéingig vom Flavonoid- und Stilbenmetabolismus ist. Die Probenahme
bei dem durchgefiihrten Versuch (P1) erfolgte zwei Tage nach der Milsana-
Behandlung, weil in der Literatur dieser Zeitpunkt als Maximum der Induktion
bei der Milsana-Behandlung von Gurken genannt wird [52, 70]. Moglicherweise
ist die Reaktion von Weinreben auf Milsana jedoch schneller bzw. weniger lang
andauernd, so dass in diesem Versuch nach zwei Tage keine Wirkung auf die
Genexpression mehr festzustellen war. Da keine Inhaltsstoff-Analysen vorliegen,
ist nicht bekannt, inwieweit abwehrrelevante sekundére Inhaltsstoffe durch die
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Milsana-Behandlung zusatzlich gebildet wurden.

Myco-Sin

Bei der Behandlung von Weinblédttern mit dem Pflanzenstarkungsmittel Myco-
Sin konnte keine signifikante Anderung der Genexpression beobachtet werden.
Dagegen konnte jedoch eine tendenziell gesteigerte Wirkung von ProCa bei einer
gemeinsamen Behandlung, also eine gestiegene STS-Expression, beobachtet
werden.

Ahnlich wie fiir die Ergebnisse der Milsana-Behandlung gilt auch hier, dass
der Termin der Probenahme moglicherweise zu spat war, um direkte Finflisse
einer Behandlung von Myco-Sin auf die Expression von Genen der Phenylpropa-
noidbiosynthese festzustellen. Die aus der Literatur bekannte gute Wirkung von
Myco-Sin gegen den Falschen Mehltau an Weinreben [123] konnte alternativ
hauptséchlich auf die direkte Wirkung der enthaltenen Gesteinsmehle auf die
Pathogene zuriickzufiihren sein [159] und nicht auf eine Resistenzinduktion.

Im Gegensatz zur Myco-Sin-Behandlung von Weinblédttern konnte bei Ver-
suchen mit Weinkallussen eine deutliche Induktion des Phenylpropanoidstoff-
wechsels und der Stilbensynthese erreicht werden. Durch Myco-Sin oder den
Hefebestandteil dieses Praparats wurden dhnliche, wenngleich schwéchere, Ef-
fekte wie durch eine Behandlung mit Aureobasidium-Extrakt beobachtet, also
eine verstarkte Phenylpropanoidbiosynthese und eine Umlenkung in Richtung
der Stilbene, der wichtigsten Phytoalexine der Weinrebe. Zumindest fiir die-
ses in vitro-Testsystem konnte also eine resistenzinduzierende Wirkung des in
Myco-Sin enthaltenen Hefeextrakts auf Weinreben nachgewiesen werden.

Aureobasidium-Extrakt

Bei den beiden Versuchen zur Behandlung von Weinkallussen mit Aureobasidium-
Extrakt zeigte sich eine starke Induktion der Expression und Enzymaktivitat
von PAL und STS. Die Reaktion der Kallusse war schon bei den frithesten
Proben, 5h nach Behandlung, deutlich zu beobachten.

Alle Versuche mit einer Aureobasidium-Behandlung von in vitro-Weinpflanzen
zeigten genau wie die Kallusse eine deutliche Induktion von PAL und STS,
bei der Genexpression ebenso wie bei der Enzymaktivitit, die Biosynthese der
Polyphenole und der Stilbene war also erhoht. Das Verhalten von CHS und den
weiteren untersuchten Flavonoidgenen war nicht einheitlich, teils wurden diese
in ihrer Expression deutlich gehemmt (Versuch AIl), teils waren sie unveréndert
oder induziert (Versuch AI2, AI3). Eine Ursache fiir diese Unterschiede konnte
die unterschiedliche Aufnahme der Wirkstoffe iber die Wurzel (Versuch AIl)
oder iiber das Blatt (Versuch AI2, AI3) sein.

Die Effekte der Aureobasidium-Behandlung bei Bliiten waren insgesamt
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schwacher als die bei Kallussen und in wvitro-Pflanzen beobachteten Effekte.
Im Gewachshaus war eine Induktion der STS-Genexpression und der STS-
Enzymaktivitat festzustellen, im Freiland waren die Ergebnisse zur Genexpres-
sion und Enzymaktivitiat der STS widerspriichlich.

Die Behandlung von Weinreben mit Aureobasidium-Extrakt bewirkt also
generell Expressionséanderungen von Genen der Phenylpropanoidbiosynthese,
entweder direkt oder {iber eine Hemmung oder Induktion von Regulationsgenen,
die ihrerseits als Transkriptionsfaktoren die Expression von Genen der Phe-
nylpropanoidbiosynthese oder anderen, hier nicht untersuchten Abwehrgenen
hemmen oder induzieren. Das hier untersuchte Isolat von Aureobasidium wirkt
also als Resistenzinduktor. Wirksamer Bestandteil des Aureobasidium-Extrakts
sind vermutlich pilzliche Zellwiande, die als Elicitoren wirken.

Als Resistenzinduktoren bei Vitis wurden bisher hauptséchlich Teile abgetote-
ter pathogener Organismen (Phytophthora [93, 151], Botrytis [110]) verwendet.
Auch Hefeextrakt (Saccharomyces cerevisiae) induziert die Resistenz von Vitis
gegen Pathogene [28]. Dabei wurde jeweils eine Induktion der Expression von
PAL, STS und teilweise von Genen der Flavonoidbiosynthese beobachtet. Die
Reaktion erfolgte stets, wie auch im Versuch AK2 gefunden, bereits nach weni-
gen Stunden (4h-9h), der Hohepunkt der Induktion lag bei etwa 24 h nach der
Behandlung.

Der nichtpathogene, hefedhnliche Pilz Aureobasidium ist ubiquitdr und wurde
bereits von den Blattoberflichen verschiedener Pflanzenarten isoliert [45], sowie
als Endophyt aus Knospen und Friichten von Weinreben [41]. Der hier verwen-
dete Stamm wurde von der Oberfliche von Apfelbléttern isoliert [115]. Neben
einigen Berichten {iber eine induzierte Resistenz durch Aureobasidium [2] gibt
es auch Berichte tiber Isolate, die antimikrobielle Metaboliten produzieren (Au-
reobasidine [138]). Andere Quellen gehen von einer antagonistischen Wirkung
iiber eine schnelle Besiedlung von Wunden [41] oder Néahrstoffkonkurrenz und
extrazellulare Exochitinasen und Glucanasen [30] aus. Das Pflanzenstarkungs-
mittel »Blossom-Protect«! enthilt lebende Aureobasidium-Sporen und soll vor
allem gegen Feuerbrand, aber auch gegen Lagerfaulen bei Apfel wirken [86].

Es kann also festgestellt werden, dass der Extrakt von Aureobasidium ein gutes
Potential als Pflanzenstéarkungsmittel hat. Der Extrakt des hier getesteten Isolats
wirkt bei verschiedenen Geweben von Weinreben als Resistenzinduktor, das heifit
er fithrt zu einer erhéhten Biosynthese von Phenylpropanoiden, insbesondere
von Stilbenen. Zumindest bei Infektionsversuchen mit Botrytis an Weinkallussen
konnte eine deutliche Reduktion des Befalls durch Aureobasidium erreicht
werden.

! Blossom-Protect. URL: www.bio-protect.de
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D.1 Ausblick

D.1.1 Klonierung und heterologe Expression

Durch zahlreiche Projekte zur Sequenzierung von ESTs aus Vitis (The Ge-
ne Index Project!) waren schon zu Beginn der Arbeiten (2003) ca. 100000
EST-Sequenzen vorhanden, inzwischen sind es fast 200 000. Dies ist eine sehr
niitzliche Datenbasis fiir die Klonierung neuer, vollstadndiger cDNA-Sequenzen,
von denen bislang nur Sequenzfragmente oder homologe Sequenzen aus ande-
ren Pflanzenarten bekannt sind. Die Sequenz der LAR1 konnte beispielsweise
vollstédndig aus vorhandenen EST-Sequenzen zusammengesetzt werden. Wenn
allerdings, wie hier im Fall der LAR2, nicht fiir die gesamte Sequenz EST-
Fragmente vorhanden sind, miissen zuséatzlich aufwandigere RACE-Verfahren
zur Vervollstdndigung der Sequenzen eingesetzt werden. Da Vitis der einzige
wirtschaftlich wichtige Vertreter der Vitaceae ist, konnen in solchen Fallen keine
Sequenzen eng verwandter Spezies als Grundlage fiir Klonierungen verwendet
werden, wie diese beispielsweise bei Birne durch Sequenzinformationen von
Apfel moglich ist [49].

Weltweit sind momentan mehrere Institute involviert, das Vitis-Genom voll-
stindig zu sequenzieren (International Grape Genome Program?). Das Vitis-
Genom ist zwar noch nicht vollsténdig veroffentlicht, jedoch werden seit Anfang
des Jahres 2007 zahlreiche whole genome shotgun Sequenzen aus diesen Projek-
ten in GenBank publiziert. Uber die auf Vitaceae eingegrenzte BlastN-Suche
konnten so nachtréglich die vollstdndigen genomischen Sequenzen sédmtlicher
in dieser Arbeit klonierten cDNAs gefunden werden. Uber den Vergleich mit
bekannten cDNAs aus anderen Pflanzen, und damit der Identifikation der
Exon-Bereiche, konnte so z. B. eine vollstandige, putative mRNA-Sequenz fiir
eine GAPDH aus Vitis zusammengestellt werden. Sobald das Vitis-Genom
vollstandig verdffentlicht ist, wird die Klonierung von vollstdndigen ¢cDNAs
noch einfacher werden. Insbesondere konnten so sehr schnell alle im Genom
vorkommenden Genkopien identifiziert und kloniert werden und die entspre-
chenden Enzyme dann nach heterologer Expression vergleichend charakterisiert

! Grape Gene Index. URL: http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.
pl?gudb=grape
2 International Grape Genome Program. URL: http://www.vitaceae.org
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D.1 Ausblick

werden. Da dann die aufwéndige Klonierung von Promotorsequenzen, etwa
durch Chromosome Walking-Techniken, entféllt, wird dies auch Studien zur
Regulation interessierender Gene erleichtern.

D.1.2 Induktion der Phenylpropanoidbiosynthese

Fiir die weitergehende Analyse der Genexpressionen wére zusétzlich zu den
hier durchgefiihrten Endpunkt-qPCRs ein Einsatz von Microarrays denkbar.
Einerseits konnten so die qPCR-Ergebnisse mit einer anderen Methode bestéatigt
werden, andererseits konnte die Expression von deutlich mehr Genen, auch
aus anderen Stoffwechselwegen als der Phenylpropanoidbiosynthese, analysiert
werden. Besonders interessant wéare neben Genen der Pathogenabwehr auch
die Quantifizierung der Expression von Regulatorgenen, etwa mit quantitati-
ver RealTime-PCR. Durch deren extrem niedrige Expression gelangen eigene
Versuche mit Endpunkt-qPCRs von Myb-Faktoren nicht. So kénnte der Wir-
kungsmechanismus der eingesetzten Resistenzinduktoren detaillierter aufgeklart
werden.

Aufgrund des positiven Effekts einer Behandlung mit ProCa auf die Expression
der STS bei Weinblattern wéren weitere Versuche interessant, bei denen durch
frithere Probenahmetermine der Zeitverlauf der Induktion analysiert werden
konnte. Dariiber hinaus kéonnten Infektionsversuche durchgefiihrt werden, um
zu untersuchen, ob sich die beobachteten Verdnderungen der Genexpression
durch eine Behandlung mit ProCa auf die Resistenz gegeniiber Pathogenen
auswirken.

Insbesondere da die Behandlung von Weinkallussen mit dem Hefebestandteil
des Praparats Myco-Sin eine deutliche Induktion der Phenylpropanoidbiosyn-
these zeigte, wiren weitere Versuche mit Myco-Sin-Blattbehandlungen mit
zusétzlichen, fritheren Probenahmeterminen interessant.

Aufgrund der guten Wirkung des Aureobasidium-Extrakts als Resistenzinduk-
tor bei verschiedenen Geweben der Weinrebe und der erreichten Befallsreduktion
zumindest bei Infektionsversuchen mit Botrytis an Weinkallussen, hat dieser
Extrakt ein gutes Potential als Pflanzenstéarkungsmittel. Vor einer moglichen
Anwendung in der Praxis sind jedoch weitere Versuche, insbesondere unter Frei-
landbedingungen, notwendig. Infektionsversuche mit Botrytis, aber auch mit
anderen Pathogenen wie Echtem Mehltau, konnten zeigen, inwieweit die Induk-
tion von Phytoalexinen durch Aureobasidium-Extrakt tatsichlich zu geringerem
Befall fiihrt.
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D.2 Zusammenfassung (deutsch)

Der Anbau der Weinrebe ( Vitis vinifera L.), einer weltweit kulturell und wirt-
schaftlich bedeutenden Kulturpflanze, wird durch eine Vielzahl von Pathogenen
bedroht. Insbesondere flir den 6kologischen, aber auch fiir den integrierten
Weinbau sind neue Moéglichkeiten zur Bekdmpfung pilzlicher Krankheiten unter
Verwendung umweltschonender Agentien wichtig. Eine solche Méglichkeit bie-
tet die Induktion pflanzeneigener Abwehrstoffe wie Flavonoide und vor allem
Stilbene als die wichtigsten Phytoalexine der Weinrebe.

In dieser Arbeit wurde die Biosynthese dieser Sekundérmetaboliten bei Vitis
durch die Klonierung von ausgewéhlten Genen der Phenylpropanoidbiosynthese
und die Charakterisierung der rekombinanten Enzyme analysiert. Darauf auf-
bauend wurde in verschiedenen Geweben der Weinrebe analysiert, inwieweit
die Pflanzenstarkungsmittel Milsana und Myco-Sin, der Wachstumsregulator
Prohexadion-Ca (ProCa) und der Extrakt eines hefedhnlichen Epiphyten (Aureo-
basidium pullulans) die Flavonoid- und Stilbenbiosynthese positiv beeinflussen.

Die fiir Schliisselenzyme der Phenylpropanoidbiosynthese kodierenden cDNAs
der Phenylalanin-Ammonia-Lyase (PAL), der Stilbensynthase (ST'S) und der
Chalkonsynthase (CHS) wurden aus den untersuchten Sorten kloniert und
durch heterologe Expression, im Fall der PAL erstmals bei Vitis, auf ihre En-
zymaktivitit getestet und damit verifiziert. Die bekannten Sequenzen zweier
Dioxygenasen der Flavonoidbiosynthese, der Flavanon 33-Hydroxylase (FHT')
und der Anthocyanidinsynthase (ANS), wurden ebenfalls erstmals fiir Vitis
durch heterologe Expression in ihrer Funktion bestatigt. Dariiber hinaus wurden
die cDNAs der fiir die Proanthocyanidinsynthese bedeutenden Enzyme Antho-
cyanidinreduktase (ANR) und Leukoanthocyanidinreduktase (LAR) kloniert
und ebenfalls durch heterologe Expression in Hefe bestétigt und charakterisiert.
Fiir die ANR war aus Vitis zuvor nur eine aus ESTs zusammengesetzte Sequenz
bekannt. Fir die LAR, fiir die zwei deutlich unterschiedliche Sequenzen LAR1
und LAR2 nachgewiesen werden konnten, waren nur einzelne EST-Sequenzen
verdffentlicht. Die Sequenz der LAR1 konnte vollstdndig aus EST-Sequenzen
zusammengesetzt und anschlieBend kloniert werden, die der LAR2 wurde durch
RACE-Techniken vervollsténdigt und dann ebenfalls vollsténdig kloniert. Somit
sind zwei wichtige Gene fiir die Synthese der Catechine und Proanthocyanidine,
welche neben den Stilbenen als Resistenzfaktoren fungieren, bekannt.
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D.2 Zusammenfassung (deutsch)

Bei der Behandlung von Weinblattern von Freilandpflanzen wurde durch
eine ProCa-Behandlung die STS-Expression in Weinblattern deutlich gesteigert,
die Phenylpropanoidbiosynthese wurde also vermutlich in Richtung der Stilbe-
ne umgeleitet. Dies zeigte sich verstarkt bei einer gleichzeitigen Behandlung
von ProCa mit den Pflanzenstédrkungsmitteln Myco-Sin oder Milsana. Bei der
Behandlung von in vitro-Pflanzen mit ProCa war die Umleitung in Richtung
Stilbene noch deutlicher, da zuséatzlich die Expression der PAL, und damit die
Phenylpropanoidbiosynthese, erhoht war und andererseits aber die Expression
der untersuchten Gene der Flavonoidbiosynthese verringert war. Es konnte
gezeigt werden, dass dieser Effekt allein durch den Wirkstoff ProCa, nicht aber
durch die Leerformulierung des Préparats, zustande kommt.

Die alleinige Anwendung von Myco-Sin oder Milsana zeigte bei Bléattern
keine signifikanten Anderungen der Expression der untersuchten Gene. Im Ge-
gensatz dazu konnte bei Versuchen mit Weinkallus durch Myco-Sin oder den
Hefebestandteil dieses Praparats eine deutliche Steigerung der Genexpression
und Enzymaktivitdt von PAL und STS erreicht werden. Die Phenylpropa-
noidbiosynthese wird also vermutlich verstdrkt und in Richtung der Stilbene
umgeleitet, der wichtigsten Phytoalexine der Weinrebe. Zumindest fiir dieses in
vitro-Testsystem konnte somit bisher eine resistenzinduzierende Wirkung des in
Myco-Sin enthaltenen Hefeextrakts auf Weinreben nachgewiesen werden.

Mit Aureobasidium-Extrakt behandelte Weinkallusse zeigten in mehreren
Versuchen eine starke Induktion der Expression und Enzymaktivitat der PAL
und STS. Die Reaktion der Kallusse war schon bei den frithesten Proben, 5h
nach Behandlung, deutlich zu beobachten. Alle Versuche mit einer Aureoba-
sidium-Behandlung von in vitro-Weinpflanzen zeigten genau wie die Kallusse
eine deutliche Induktion von PAL und STS, bei der Genexpression ebenso
wie bei der Enzymaktivitit, die Biosynthese der Polyphenole und der Stilbene
war erhoht. Das Verhalten von CHS und den weiteren untersuchten Genen
der Flavonoidbiosynthese war bei den in vitro-Pflanzen nicht einheitlich, teils
wurden diese in ihrer Expression deutlich gehemmt, teils waren sie unverandert
oder induziert. Bei Bliitten waren die Effekte der Aureobasidium-Behandlung
insgesamt schwécher als die bei Kallussen und in vitro-Pflanzen beobachteten
Effekte. Bei im Gewichshaus kultivierten Pflanzen war eine Induktion der
STS-Genexpression und der STS-Enzymaktivitéat festzustellen. Fir Freiland-
pflanzen, dem komplexesten System, waren die Ergebnisse zur Genexpression
und Enzymaktivitdt der STS bisher widerspriichlich.

Der Extrakt von Aureobasidium hat ein gutes Potential als Pflanzenstarkungs-
mittel, da er in verschiedenen Geweben von Weinreben als Resistenzinduktor
wirkt. Zumindest bei Infektionsversuchen mit Botrytis an Weinkallussen konnte
eine deutliche Reduktion des Befalls durch Aureobasidium erreicht werden.
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D.3 Abstract (English)

The cultivation of grapevine ( Vitis vinifera L.), a culturally and commercially
important crop plant worldwide, is threatened by a multitude of pathogens.
New options against fungal pathogens using environmentally friendly agents
are important, especially for organic viticulture, but also for integrated pest
management. One possible option is the induction of plant defence metabolites
like flavonoids and especially stilbenes, the most important phytoalexins in
grapevines.

Within the scope of this work the biosynthesis of these secondary metabo-
lites in Vitis was analysed by cloning selected genes of the phenylpropanoid
biosynthesis and by characterisation of the recombinant enzymes. On this basis
it was analysed in various tissues, to what extent the flavonoid and stilbene
biosynthesis was beneficially influenced by the plant resistance inductors Mil-
sana and Myco-Sin, the growth regulator Prohexadione-Ca (ProCa), and the
extract of an epiphytic yeast-like fungus (Aureobasidium pullulans).

The ¢cDNAs encoding key enzymes of the phenylpropanoid pathway, namely
phenylalanine ammonia lyase (PAL), stilbene synthase (STS), and chalcone
synthase (CHS), were cloned from the studied cultivars and then tested and
verified for enzyme activities by heterologous expression in yeast, in case of
PAL for the first time in Vitis. The known sequences of two dioxygenases of
the flavonoid biosynthesis, flavanone 33-hydroxylase (FHT'), and anthocyanidin
synthase (ANS), were also functionally verified for the first time in Vitis by
heterologous expression. Furthermore, the cDNAs for two important enzymes
of the proanthocyanidin biosynthesis, anthocyanidin reductase (ANR) and
leucoanthocyanidin reductase (LAR), were cloned and likewise verified and
characterised by heterologous expression in yeast. In case of the ANR, only
a sequence composed of ESTs had been published for Vitis. In case of LAR,
where two distinctly different sequences LARI and LAR2 were detected, only
some individual ESTs were available. It was possible to construct and then
clone the complete coding sequence of LARI from these EST fragments. The
sequence of LAR2 was completed by RACE techniques and afterwards the
complete coding sequence was cloned as well. Consequently, two important
genes for the biosynthesis of catechins and proanthocyanidins, which act as
resistance factors in addition to stilbenes, are now known.
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D.3 Abstract (English)

When grape leaves of outdoor grown plants were treated with ProCa the
expression of STS in grape leaves was increased significantly, indicating a
redirection of the biosynthesis of phenylpropanoids towards stilbenes. This
effect was even intensified after a combined treatment of ProCa with the
plant resistance inductors Myco-Sin or Milsana. Following a treatment with
ProCa of in vitro plantlets, the redirection towards stilbenes was even more
pronounced, because the expression of PAL, and therefore the biosynthesis
of phenylpropanoids, was additionally increased and on the other hand, the
expression of the analysed genes of the flavonoid biosynthesis was reduced. It
was demonstrated, that this effect was caused by the agent ProCa itself, and
not by the formulation of the product.

The sole treatment of grape leaves with Myco-Sin or Milsana did not show
significant changes of expression for the analysed genes. In contrast to this,
in experiments with grape callusses a treatment of Myco-Sin or the yeast
component of this product caused a marked increase of gene expression and
enzyme activity of PAL and STS. This also indicates, that the phenylpropanoid
biosynthesis is increased and redirected to the synthesis of stilbenes, the most
important phytoalexins of grapevines. In this way, at least for this in vitro
test system, resistance inducing properties of the yeast extract contained in
Myco-Sin could be demonstrated.

Applying Aureobasidium extract to grape callusses, several experiments
showed a strong increase of gene expression and enzyme activities of PAL
and STS. The reaction could be observed even in the earliest samples, drawn
5h after treatment. All experiments with an Aureobasidium treatment of in
vitro grape plantlets showed, as observed in callusses, a remarkable increase
of PAL and STS gene expression and enzyme activities, the biosynthesis of
phenylpropanoids and stilbenes was increased. The characteristics of CHS and
the other analysed flavonoid biosynthesis genes were not consistent in the differ-
ent experiments on in vitro plantlets. Partly, their expression was significantly
reduced, partly it was unchanged or even induced. On grape flowers, the effects
of an Aureobasidium treatment were altogether weaker than those observed for
callusses and in vitro plantlets. In greenhouse cultivated plants, an induction of
STS gene expression and STS enzyme activity was found. However, the results
for STS gene expression and enzyme activity for outdoor grown plants, the
most complex system, were not consistent so far.

The extract of Aureobasidium could potentially be a good remedy for inte-
grated pest management because of its resistance induction in various tissues
of grapevine. At least in infection studies with Botrytis in grape callusses, a
significant reduction of infection was caused by an Aureobasidium treatment.
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D.4 Publikationen

Im Rahmen dieser Arbeit war ich an folgenden Publikationen zu weiteren
Themenbereichen mafigeblich beteiligt:

ANR und LAR (Weinrebe und Apfel)

J. Pfeiffer, C. Kiihnel, J. Brandt, D. Duy, P. A. N. Punyasiri, G. Forkmann und
T. C. Fischer. »Biosynthesis of flavan 3-ols by leucoanthocyanidin 4-reductases
and anthocyanidin reductases in leaves of grape (Vitis vinifera L.), apple (Malus
x domestica Borkh.) and other crops«. In: Plant Physiology and Biochemistry
44.5-6 (2006). 323-334. DOL: 10.1016/j . plaphy.2006.06.001

Flavonoidbiosynthese der Birne

T. C. Fischer, C. Gosch, J. Pfeiffer, H. Halbwirth, C. Halle, K. Stich und G.
Forkmann. »Flavonoid genes of pear (Pyrus communis)«. In: Trees — Structure
and Function 21 (2007). in press. DOI: 10.1007/s00468-007-0145-z

Konferenzbeitrage
o »Induktion von Polyphenol-Resistenzfaktoren bei Wein«
43. Gartenbauwissenschaftlichen Tagung in Potsdam, 22.-25.02.2006
e »Induction of Phenylpropanoid Resistance Factors in Grapevine«
23. International Conference on Polyphenols in Winnipeg 22.-25.8.2006
Beteiligung an folgenden Tagungsbeitrigen:
o »Aufklarung von Abwehrreaktionen ausgewahlter Kulturpflanzen. «
LGL Fachtagung Gentechnik und Umweltschutz in Oberschleiheim,
13.10.2005
o »Flavonoids in strawberry« und
» The cloning of pear (Pyrus communis) flavonoid cDNAs via apple (Malus
sp.) sequence information as a general approach for pear gene cloning«
Plant Genetics Conference in Kiel, 20.—23.09.2006
o »Die Klonierung von Birnen (Pyrus communis)-Flavonoid cDNAs tiber
Apfel (Malus sp.) Sequenzinformation als eine generelle Methode zur
Klonierung von Birnen-Genen« und
»Induktion von Resveratrolderivaten in Weinbliiten (Vitis vinifera) durch
epiphytisch isolierte Aureobasidium pullulans Stadmme. «
44. Gartenbauwissenschaftlichen Tagung in Erfurt, 21.-23.02.2007
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Tabellen

Gen Sorte GenBank  Lénge  getestete Substrate

PAL ‘Spatburgunder’ EF192469 2133bp Phenylalanin
710 AS

STS ‘Spatburgunder’ EF192465 1179bp p-Cumaroyl-CoA, Kaffe-
392AS  oyl-CoA

CHS  ‘Spatburgunder’ EF192464 1182bp p-Cumaroyl-CoA, Kaffe-
393AS  oyl-CoA

FHT  ‘Regent’ EF192467 1092bp NAR, ERI
363 AS

ANS  ‘Regent’ EF192468 1068bp LPg, LCy
355 AS

LAR1 ‘Regent’ DQ129685 1041bp DHK, DHQ, DHM, ERI
346 AS

LAR2 ‘Regent’ DQ129686 1089bp DHK, DHQ, DHM, ERI
362 AS

ANR  ‘Spéatburgunder’ DQ129684 1017bp Pg, Cy, Dp, Pn, Pt, Mv
338 AS

Tabelle E.1: Ubersicht aller vollstindig klonierten und heterolog exprimierten
c¢DNAs von Genen der Phenylpropanoidbiosynthese. Alle getesteten Substrate
zeigten einen Umsatz.
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Tabellen

CAW BAW 6% Essig

Phenylalanin 95 67
trans-Zimtsaure 98 54
trans-Resveratrol 29

cis-Resveratrol 70

Naringenin 85 92 20
Eriodictyol 61 86 20
Pentahydroxyflavanon 28
Dihydrokaempferol 65 89
Dihydroquercetin 35 80 40
Dihydromyricetin 12 72
Kaempferol 69 83
Quercetin 34 66 34
Myricetin 42
Leukopelargonidin 18 80
Leukocyanidin 10 55 68
Leukodelphinidin 4

Pelargonidin 80

Cyanidin 14 67 6
Delphinidin 42
Paeonidin 71
Petunidin 52

Malvidin 58
Afzelechin 7

Catechin 10 61 43
Gallocatechin 42
Epiafzelechin 71
Epicatechin 10 47 35
Epigallocatechin 26
Luteoforol 20 81 19
Luteoliflavan 25 78 16

Tabelle E.2: Rg-Werte verschiedener Flavonoide bei der Diinnschichtchromato-
graphie in den Laufmitteln CAW, BAW und 6 % Essigsaure mit Cellulose-DC-
Platten
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Tabellen

Gewebe Sorten Ergebnisse

E1 Blatt R (5 Stadien) Maximum der Expression: Stadien 2 und 3,
FLS: Maximum Stadium 1

E2 Frucht R (6 Stadien) Maximum der Expression: junge Friichte,
FLS: Bliiten; Anstieg (alle auBer LAR2) bei
reifenden Friichten

(a) Entwicklungsstadien

Sorten Termin Behandlung Ergebnisse
P1 (B), M, R 3d ProCa STS-Expression /
Mil.; Myec. Expression «
Kombi. STS-Expression T
P2 (B),M 4d ProCa STS-Expression /'
Form. STS-Expression \
P3 N (in vitro) 24, 48h ProCa Expression: STS 1, PAL T,

Flavonoidgene |

(b) ProCa — Blattbehandlungen. Mil.: Milsana, Myc.: Myco-Sin; Kombi.: ProCa 4+ Milsana,
ProCa + Myco-Sin, Form.: ProCa-Formulierung

Tabelle E.3: Ubersicht aller Versuche zur Induktion der Phenylpropanoidbiosyn-
these. B: ‘Blauer Spatburgunder’, M: ‘Miiller-Thurgau’, N: ‘Nero’, R: ‘Regent’.
Anderung von Expression und Enzymaktivitit: : geringer, 1: deutlicher
Anstieg; \: geringe, |: deutliche Reduktion; «»: keine signifikante Anderung.
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Tabellen

Sorte Termin Behandlung Ergebnisse
AK1 N 24,48, 72h  Aureo. Expression und Enzymaktivitat
STS T, PAL 7
(Hefe) Myc. Expression und Enzymaktivitit
STS 7, PAL
Botrytis Infektion durch Aureo. reduziert
AK2 R 0,5,7,5,10, Aureo. Expression und Enzymaktivitéit
24, 48h STS 7, PAL T; Maximum nach
10h
24h (Hefe) Myc. Expression und Enzymaktivitét
STS 7, PAL /

(¢) Aureobasidium-Extrakt — Kallus. N: ‘Nero’, R: ‘Regent’. Aureo.: Aureobasidium-Extrakt,
(Hefe) Myc.: Myco-Sin und Hefebestandteil von Myco-Sin, Botrytis: Infektion mit Botrytis

Applikation Termin Form.? FErgebnisse

AIl  Medium 24, 48h ja Expression: STS T, PAL 1, Flavo-
noidgene |
AI2 Besprithen 24h nein Expression und Enzymaktivitat:

STS 1, PAL 7; Expression Flavo-
noidgene </ /

AI3 Besprithen 24h nein Enzymaktivitat PAL T, STS T,
CHS 1
ja alle Enzymaktivitdten (auch Kon-
trolle) |

(d) Aureobasidium-Extrakt — in vitro-Pflanzen ‘Nero’; Medium: Zugabe der Aureobasidium-
Suspension zum Kulturmedium, Bespriihen: Besprithen der Blatter; Form.: ProCa-
Formulierung

Tabelle E.3: (Fortsetzung) Ubersicht aller Versuche zur Induktion der Phe-
nylpropanoidbiosynthese. Anderung von Expression und Enzymaktivitit:
geringer, T: deutlicher Anstieg; \: geringe, |: deutliche Reduktion; «: keine
signifikante Anderung.
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Tabellen

Ort Termin Ergebnisse

AB1 GwH 0, 24, 48, 72h  Expression STS 7, Enzymaktivtat STS
T, Expression Flavonoidgene \

AB2 Freiland 0, 12, 24h Enzymaktivitat STS T, Expression STS
+, Flavonoidgene

(e) Aureobasidium-Extrakt — Bliiten (‘Blauer Spatburgunder’), ‘Miiller-Thurgau’, ‘Regent’.

Tabelle E.3: (Fortsetzung) Ubersicht aller Versuche zur Induktion der Phe-
nylpropanoidbiosynthese. Anderung von Expression und Enzymaktivitit:
geringer, T: deutlicher Anstieg; \: geringe, |: deutliche Reduktion; «<: keine
signifikante Anderung.
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